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６８Ga标记TMTP１探针在肝癌肿瘤模型中的microPET/CT显像研究
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【摘　要】　目的　研究６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１对SMMCＧ７７２１肝癌荷瘤小鼠模型的诊断效果.方法　氨肽

酶P２在一些肿瘤 (如肝癌、肺癌、乳腺癌等)中有高表达.TMTP１可以特异性地靶向氨肽酶 P２,本研究利用６８Ga标记

NOTAＧPEG２ＧTMTP１合成６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１,然后对SMMCＧ７７２１肝癌荷瘤小鼠进行 microPET/CT 显像

研究,研究其对肿瘤的诊断效果.结果　６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１的放射性标记产率为 (８７􀆰１６±１􀆰２３)％,放化

纯度大于９９􀆰０％.实验证明PEG修饰后的 TMTP１,具有更好的肿瘤靶向性,肿瘤肌肉比可以高达５􀆰６６.结论　对于肝癌

的诊断来说,６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１可能是更好的PET探针,具有进一步临床转化的前景.
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【Abstract】　Objective　Toinvestigatethediagnosticeffectof６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１onamousemodelof
SMMCＧ７７２１hepatocellularcarcinomainnudemice．Methods　 AminopeptidaseP２washighlyexpressedinsometumors(e􀆰g．,
liver,lung,breastcancer,etc．)．TMTP１couldspecificallytargetaminopeptidaseP２．Inthisstudy,６８Ga [Ga]ＧNOTAＧ
PEG２ＧTMTP１wassynthesizedusing６８GaＧlabeledNOTAＧPEG２ＧTMTP１,thenSMMCＧ７７２１hepatocellularcarcinomatumorＧ
bearingnudemiceformicroPET/CTimagingstudytoinvestigateitsdiagnosticeffectontumors．Results　Theradiolabelling
yieldof６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１was(８７􀆰１６±１􀆰２３)％,andtheradiochemicalpuritywasgreaterthan９９􀆰０％．It
wasdemonstratedthatTMTP１,afterPEGmodification,hadbettertumortargeting,withtumormuscleratioupto５􀆰６６．ConＧ
clusion　Forthediagnosisofhepatocellularcarcinoma,６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１maybeabetterPETprobewiththe
prospectoffurtherclinicaltranslation．
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　　肝细胞癌 (HCC)简称肝癌,是一种与慢性肝炎病毒

感染密切相关的恶性肿瘤.近年来,我国的肝癌诊疗技术取

得了较大进步,但年龄标化后的患者总体５年净生存率仅由

２０００－２００４ 年 间 的 １１􀆰７％ 提 高 到 ２０１０－２０１４ 年 间 的

１４􀆰１％,未见显著提高[１].因此,科学地确定复发转移性肝

癌的高危人群、制定分层的监测方案,是早发现、早诊断和

提高肝癌总体生存率最关键的环节.TMTP１受体是氨肽酶

P２ (AminopeptidaseP２),它对高转移性细胞具有靶向性.
本研究以 TMTP１为目标,通过 PEG 对其进行修饰,合成

NOTAＧPEGＧTMTP１,并对其进行６８Ga放射性标记,研究

其肿瘤靶向性和体内药动学性质.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:医用回旋加速器 (GE Minitrace);GETRACＧ
ERlabFXFN自动化合成模块 (美国 GE公司);小动物 miＧ
croPET/CT (西门子Inveon);CRCＧ２５PET放射性核素活度

计 (美国 CAPINTEC．INC);４􀆰６×２５０ mm NUCLEOSIL
色谱柱 (德国 MachereyＧNagel);DionexUltiＧMate３０００分析

型高效液相色谱仪 (赛默飞),配备有放射性检测器 (美国

BioScan公司);SepＧPakplusC１８柱 (美国 Waters公司).

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEGＧTMTP１的合成及放射性

标记:１)NOTAＧPEG２ＧTMTP１ 的 合 成:将 ３０ mg 多 肽

PEG２ＧTMTP１溶于１mLDMF (二甲基甲酰胺)中,加入

５０mg１,４Ｇ二乙酸Ｇ１,４,７Ｇ三氮杂环壬烷Ｇ７Ｇ乙酸ＧNＧ羟基琥

柏酰亚胺酯 (NOTAＧNHSester,购买于 CheMatech公司),
然后加入 DIEA (N,NＧ二异丙基乙胺)将pH 调节到８􀆰５,
室温搅拌过夜,经 HPLC分离纯化,收集目标产物的馏分,
合并 后 冻 干, 得 目 标 产 物 NOTAＧPEG２ＧTMTP１, 经 过

HPLCＧ质谱分析确认.２)C１８小柱的活化:先用１０mL乙

醇淋洗,空气吹干,再用２０mL灭菌注射用水淋洗,空气

吹干备用.３)６８Ga淋洗液的配制:用无水乙醇和浓盐酸配

制１０mmol/L的盐酸乙醇溶液备用.用４mL０􀆰０５M 的盐

酸淋洗 GeＧ６８/GaＧ６８发生器,获得６８Ga的盐酸淋洗液.制

备６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１:向１０mL的青霉素

瓶中加入２５μgNOTAＧPEG２ＧTMTP１,然后加入１mL０􀆰２５
M 醋酸钠缓冲液溶解,再加入４ mL６８Ga的盐酸淋洗液

(２０~４０mCi).混合物摇匀后在１００°C反应１０min,冷却

至常温,用 HPLC测定其标记率.纯化制得６８GaＧNOTAＧ
PEG２ＧTMTP１:将上述反应液缓慢注入事先活化过的 SepＧ
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PakC１８柱,再用２０mL蒸馏水淋洗除去水溶性杂质,吹干

后用８００μL的乙醇淋洗,淋洗液用生理盐水稀释至乙醇含

量小于１０％,用 HPLC测定其保留时间和放化纯.

１􀆰２􀆰２　microPET/CT 显像:利用人源肝癌细胞系SMMCＧ
７７２１接种到雄性裸鼠 [购于厦门大学实验动物中心,实验

动物 质 量 合 格 证 号:４４８２４７００００１１１５;使 用 许 可 证 号:

SYXK (闽)２０１８Ｇ０００９,生产许可证号:SCXK (闽)２０１８Ｇ
０００３]乳腺 (６只,６~８周龄,SPF级别),待肿瘤生长至

直径０􀆰５~１cm后,进行 microPET/CT显像研究.将３􀆰７~
７􀆰４ MBq (１００Ｇ２００μCi)６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEGＧTMTP１
经尾静脉注射到荷瘤裸鼠体内,代谢３５min后,荷瘤裸鼠

利用异氟烷麻醉,然后利用 microPET/CT扫描,静态采集

５minPET图像.

１􀆰３　评价标准:显像后的图像经过 OSEM３D重建,然后勾

画感兴趣区域,分析计算肿瘤、肝脏、肌肉等组织的摄取

值,对比肿瘤、肌肉、骨骼等器官的放射性摄取值.

２　结果

２􀆰１　６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１的合成及放射性标

记:PEG２ＧTMTP１与 NOTAＧNHSeaster反应后得到的目

标产物经过 HPLC分离后进行质谱检测,分子量 m/z为１
０５９􀆰９,与理论分子量相符 ([M＋H]＋).利用６８Ga对

NOTAＧPEG２ＧTMTP１进行放射性标记,放射性标记产率为

(８７􀆰１６±１􀆰２３)％ (n＝４),放化纯度为９９􀆰３％ (图１).

　 　 注:６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１ 的 出 峰 时 间 为

２０􀆰７min,放射化学纯度为９９􀆰３％.

图１　放射性标记后６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１
的HPLC分析结果

２􀆰２　 microPET/CT 显 像:利 用 microPET/CT 对 ６８Ga
[Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１探针在 SMMCＧ７７２１肝癌荷瘤

小鼠的体内代谢情况 (图２),通过勾画感兴趣区域,分析

肿瘤、肌肉、肝脏等的摄取结果显示,在４０min时,肿瘤

对６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１的摄取值为 (０􀆰９７±
０􀆰０７)％ID/g,心脏摄取值 (０􀆰５３±０􀆰０６)％ID/g,肝脏

摄取值 (０􀆰４０±０􀆰０６)％ ID/g,肾 脏 摄 取 值 为 (１􀆰７７±
０􀆰３９)％ID/g,骨骼摄取值为 (０􀆰１９±０􀆰０７)％ID/g,肌

肉摄取值 (０􀆰１７±０􀆰０７)％ ID/g,大 脑 摄 取 值 (０􀆰１６±
０􀆰０４)％ID/g,而肿瘤/肌肉比和肿瘤/肝脏比分别为５􀆰６６

和２􀆰４３ (均＞１),说明６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１
探针对SMMCＧ７７２１肝癌模型有优良的肿瘤靶向性.显像结

果提示,骨骼部位没有放射性摄取,说明６８Ga [Ga]ＧNOＧ
TAＧPEG２ＧTMTP１具有良好体内稳定性.

　　注:射性探针经由肾脏膀胱排泄,其他正常器官摄取非常

低,而肿 瘤 摄 取 非 常 高, 说 明 ６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２Ｇ
TMTP１具有优异的肿瘤靶向性.

图２　尾静脉注射６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１后

４０min荷瘤裸鼠中的 microPET/CT显像图

３　讨论

多肽药物在体内发挥有效作用的前提条件是其体内稳定

性,多肽在体内容易受到各种酶的催化降解,并通过肝脏或

者肾脏代谢排出体外,因此,多肽药物的首要目标就是增加

体内稳定性,以期实现在体内的有效循环[２].高分子聚乙二

醇 (PEG)由于其毒性小、无抗原性、具有良好的两亲性,
且生物相容性已获 FDA 认可,PEG 修饰技术通过共价键,
将聚乙二醇与被修饰药物耦联,改善药物的理化性质和生物

学活性,这种技术现已广泛应用于蛋白质 (肽类)、酶、抗

体及小分子药物.在多肽上引入 PEG链可以抑制多肽被蛋

白水解酶水解,延长多肽在体内的有效半衰期,对多肽的改

造具有无可取代的优势.陈小元研制的１８FＧAlfatideⅡ和王

凡研制的锝 [９９mTc]肼基烟酰胺聚乙二醇双环 RGD放射

性新药便是通过对 RGD进行环化,并且利用PEG修饰,改

善其 稳 定 性 和 体 内 药 动 学 性 质 成 功 案 例[３].本 研 究 以

TMTP１为模板,通过对多肽进行 PEG 修饰改造,延长体

内的循环时间,改善 TMTP１药动学性质.
文献报道９９mTc标记的 TMTP１作为 SPECT 显像剂,

可以靶向高转移的卵巢癌[４],但是其肝脏摄取本底高,且

SPECT分辨率低于 PET,因此,我们前期利用 １８F 标记

TMTP１,合 成 PET 探 针 [１８F]AlFＧNOTAＧGＧTMTP１,
并对其进行体内评价,结果证明其可以特异性靶向高转移肝

癌,在注射探针４０min后,肿瘤/肌肉摄取比值可达４􀆰７±
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０􀆰２(n＝４),而且肝脏摄取很低,具有良好的应用前景[５Ｇ６].
虽然 [１８F]AlFＧNOTAＧGＧTMTP１有比较好的显像效果,
但是血液清除较快,代谢过快,对于诊断有一定的限制.本

研究继续以 TMTP１为靶向多肽,通过 PEG２对其进行修

饰,对其改性,以增加其在肿瘤部位的摄取.本研究合成了

NOTAＧPEG２ＧTMTP１,并对其进行６８Ga放射性标记,通

过体内显像实验,研究其肿瘤靶向性和体内药动学性质.
本研究通过多肽固相合成技术,合成了 NOTAＧPEG２Ｇ

TMTP１,然后利用６８Ga成功对其进行放射性标记,标记步

骤简单,标记产率高.为了验证６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２Ｇ
TMTP１的肿瘤靶向性和体内药动学性质,我们进行了荷瘤

裸鼠的 显 像 实 验,结 果 显 示,在 注 射 ４０ min 后,６８Ga
[Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１主要摄取部位是肾脏和膀胱,
说明探针是通过肾脏尿液排出体外,除此以外,肿瘤部位的

摄取最高,这证明６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１具有

优 良 的 肿 瘤 靶 向 性,相 比 于 我 们 早 期 合 成 的 PET 探 针

[１８F]AlFＧNOTAＧGＧTMTP１,６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２Ｇ
TMTP１具有 更 高 的 靶 与 非 靶 比 值,肿 瘤 肌 肉 比 增 加 近

２０％,说明PEG２修饰后的探针具有更好的肿瘤靶向性和药

动学性质.
我们 成 功 合 成 PET 探 针 ６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２Ｇ

TMTP１,在SMCCＧ７７２１肝癌荷瘤裸鼠模型中的 microPET/

CT显像证实,６８Ga [Ga]ＧNOTAＧPEG２ＧTMTP１具有更高

的摄取和靶/非靶比,有利于肿瘤的诊断,具有临床转化的

应用前景.
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畅脉乐胶囊对 MCAO大鼠脑组织保护作用研究及mGluR１、GABAB

蛋白表达的影响
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【摘　要】　目的　探讨畅脉乐胶囊对脑缺血再灌注损伤 (MCAO)大鼠脑组织的保护机制.方法　采用线栓法制备

MCAO大鼠模型,随机分为３组,畅脉乐组采用灌胃方式给药,每日１次,连续给药７天;假手术组和模型组给予等剂量

的生理盐水.采用 mNSS法进行神经功能缺陷评分;TTC染色计算梗死面积和 HE染色观察脑损伤情况;采用 RealＧTime
PCR 法和 Westernblot法检测 mGluR１和 GABAB mRNA 蛋白表达情况.结果　与模型组相比,畅脉乐组神经功能缺损程

度评分显著降低,梗死面积显著减少 (P＜０􀆰０５).畅脉乐组 mGluR１mRNA 和蛋白表达水平明显降低,GABAB mRNA 和

蛋白表达水平明显升高 (P＜０􀆰０５).结论　畅脉乐胶囊可治疗大鼠脑缺血损伤并调节脑组织 mGluR１和 GABAB 蛋白水平.
【关键词】畅脉乐胶囊;脑缺血;mGluR１;GABAB
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