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特异性靶向高转移骨肉瘤的长循环型PET探针的合成及显像

厦门大学附属第一医院核医学科 (厦门３６１００３) 　李业森

【摘　要】　目的　研究 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１对１４３B骨肉瘤荷瘤小鼠模型的诊断效果.方法　多肽 TMTP１
(NVVRQ)对高转移性细胞有很好的靶向性,本研究利用６４Cu标记 DOTAＧEBＧTMTP１合成 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１,
然后对１４３B骨肉瘤肝癌荷瘤小鼠进行 microPET/CT 显像,研究其对肿瘤的诊断效果.结果　 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧ
TMTP１的放射性标记产率为 (８７􀆰３±５􀆰２)％,放化纯度大于９５􀆰０％.实验证明经过伊文思蓝 (EvansBlue)修饰后的

TMTP１,具有更高的肿瘤摄取和更长的血液半衰期,８h肿瘤摄取值可达 (６􀆰５０±０􀆰８８)％ID/g.结论　对于骨肉瘤的诊断

来说,[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１可能是更好的PET探针,更有利于肿瘤的诊疗一体化转化应用.
【关键词】PET;骨肉瘤;[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１;６４Cu标记
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SynthesisandimagingoflongＧcirculatingPETprobesspecificallytargetinghighlymetastaticosteosarcoma　　
LIYesen．Departmentof Nuclear Medicine,the FirstAffiliated Hospitalof Xiamen University,Xiamen,Fujian
３６１００３,China

【Abstract】　Objective　Toassessthediagnosticeffectivenessof[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１inamousemodelof１４３B
osteosarcoma．Methods　PolypeptideTMTP１ (NVVRQ)hadgoodtargetingeffectonhighlymetastaticcells． [６４Cu]CuＧ
DOTAＧEBＧTMTP１wassynthesizedandsubsequentlyusedformicroPET/CTimaginginamousemodelof１４３Bosteosarcoma
toinvestigateitsdiagnosticperformance．Results　Theradiolabelingyieldof [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１ was (８７􀆰３±
５􀆰２)％,andtheradiochemicalpurityexceeded９５􀆰０％．TheresultsdemonstratedthatTMTP１,modifiedwithEvansBlue,exＧ
hibitedincreasedtumoruptakeandalongerbloodhalfＧlife．Tumoruptakevaluesreached(６􀆰５０±０􀆰８８)％ID/gateighthours．
Conclusion　 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１mayrepresentasuperiorPETprobeforthediagnosisofosteosarcoma,facilitating
theintegrationofdiagnosisandtherapyforthiscondition．

【Keywords】PET;osteosarcoma;[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１;６４Culabelling

　　骨肉瘤是原发于骨的恶性肿瘤,常发生于２０岁以下的

青少年或儿童,大约有８０％患者在诊断时就存在微转移,
其中只有１０％~２０％可被影像学检测到[１].多肽 TMTP１
(NVVRQ)对高转移性细胞有很好的靶向性,我们前期合

成的[１８F]AlFＧNOTAＧGＧTMTP１可以诊断高转移性的肝癌.
本研究对 TMTP１进行改造,利用伊文思蓝 (EvansBlue)
对其进行修饰,通过６４Cu对其进行标记,研究其体内药动

学性质.

１　对象与方法

１􀆰１　动物与仪器　６只６~８周龄SPF级别雄性BALB/c裸

鼠,购于厦门大学实验动物中心,实验动物生产许可证号:

SCXK (闽 )２０１８Ｇ０００３, 实 验 动 物 质 量 合 格 证 号:

４４８２４７００００１１１５.小动物 microPET/CT (西门子Inveon);

CRCＧ２５PET放射性核素活度计 (美国 CAPINTEC．INC);

４􀆰６mm×２５０ mm NUCLEOSIL 色谱柱 (德国 MachereyＧ
Nagel);DionexUltiＧMate３０００分析型高效液相色谱仪 (赛
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默飞),配备有放射性检测器 (美国 BioScan公司);SepＧ
PakplusC１８柱 (美国 Waters公司).

１􀆰２　方法

１􀆰２􀆰１　DOTAＧEBＧTMTP１的合成　利用多肽自动合成仪,
按照标准的固相多肽合成方法,利用 FmocＧGln (Trt)Ｇ２Ｇ
wangresin依次与 FmocＧArg (Pbf)ＧOH、FmocＧValＧOH、

FmocＧValＧOH、FmocＧAsn (Trt)ＧOH、DOTAＧtris (tBu)
活化酯和EB染料合成,经过三氟乙酸 (TFA)切割,乙醚

沉淀,得 到 粗 肽,HPLC 分 离 纯 化 后,得 到 DOTAＧEBＧ

TMTP１.

１􀆰２􀆰２　 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１的放射性标记　首

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.４０μgDOTAＧEBＧTMTP１溶解在

０􀆰１M 的醋酸钠 (pH５􀆰５)缓冲液中,８０ ℃加热反应３０
min,冷却至常温,用 HPLC测定其标记率,反应混合液经

过C１８小柱纯化,利用０􀆰５mL乙醇洗脱,洗脱后的产物,
利用氮气 (N２)吹干,然 后 用 PBS 稀 释 (pH ７􀆰４,０􀆰０１
M),再用０􀆰２２μm 滤膜过滤,得到最终的反应产物 [６４Cu]

CuＧDOTAＧEBＧTMTP１,见图１.

图１　 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１的结构式

１􀆰２􀆰３　microPET/CT显像　利用人源骨肉瘤细胞系１４３B
接种到雄性裸鼠,待肿瘤生长至直径０􀆰５~１cm 后,进行

microPET/CT显像研究.将３􀆰７~７􀆰４MBq(１００~２００μCi)
[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１经尾静脉注射到荷瘤裸鼠体

内,分别在注射后１、２、４、８、１２、２４、３６、４８h时,荷

瘤裸鼠采用异氟烷麻醉,然后利用 microPET/CT扫描,静

态采集５minPET图像.

１􀆰３　评价标准　显像后的图像经过有序子集最大似然法

(OSEM３D)重建,勾画感兴趣区域,分别计算并对比肿瘤、
肝脏、心脏、肌肉、骨骼等组织的摄取值.

２　结果

２􀆰１　DOTAＧEBＧTMTP１的合成及放射性标记　利用固相合

成方法合成后的 DOTAＧEBＧTMTP１,经过 HPLC分离后进

行质谱检测,目标产物理论分子量为１７１０􀆰７,质谱实际测

定后的分子量为１７１１􀆰４,与理论分子量相符 ([M＋H]

＋).利用６４Cu对 DOTAＧEBＧTMTP１进行放射性标记,放

射性标记产率为 (８７􀆰３±５􀆰２)％ (n＝３),纯化后的产物放

化纯度大于９５％.

２􀆰２　microPET/CT显像　microPET/CT 扫描 [６４Cu]CuＧ
DOTAＧEBＧTMTP１探针在人源骨肉瘤细胞系１４３B荷瘤小鼠

的体 内 代 谢 情 况, 结 果 显 示 在 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧ
TMTP１注射１h后,肿瘤即可明显显影,肿瘤的摄取在１h
时即可达到 (３􀆰３８±０􀆰７８)％ID/g,并且随着时间的延长,
肿瘤的摄取逐渐增加,８h时肿瘤摄取值为 (６􀆰５０±０􀆰８８)％
ID/g,肌肉摄取值为 (２􀆰３２±０􀆰４９)％ID/g,肝脏摄取值为

(８􀆰０２±２􀆰１４)％ID/g,骨骼摄取值为 (２􀆰４８±０􀆰６４)％ID/g.
另外, [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１在血液中的代谢也非

常慢,心脏在注射后１h时的摄取值为 (１９􀆰３±２􀆰６)％ID/

g,注射后４８h后逐渐降低到 (３􀆰８±０􀆰４)％ID/g.见图２.

　　注:白色圆圈圈出部位为肿瘤.

图２　荷瘤裸鼠中分别在１、２、４、８、１２、２４、４８h的 microPET/CT显像图
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３　讨论

骨肉瘤的复发和转移意味着不良的预后效果,手术后复

发的患者大概有９０％发生在最开始的２~３年,大概超过

８０％的患者在确诊骨肉瘤前就已经发生了微小转移,而绝大

部分的微小转移无法被目前的诊断手段发现,因此利用分子

影像的方法及早地诊断骨肉瘤的转移可能对患者的预后产生

重要的影响[２].TMTP１被证明可以靶向高转移性肿瘤,并

且标记９９mTc后,被用于卵巢癌的诊断[３].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,具有良好的应用前景[４Ｇ５].
为了进一步增加肿瘤对探针的摄取,我们对 TMTP１进

行了进一步的结构改造.伊文思蓝 (EvansBlue,EB)可以

与血液中的白蛋白结合,从而延长其在血液中的循环时

间[６].正电子核素６４Cu的半衰期为１２􀆰７h,其正电子射程

相对较短,所以它可以作为诊断长循环探针的正电子核

素[７].因此,我们利用 EB修饰 TMTP１,然后用６４Cu进行

标记示 踪,开 发 出 长 效 循 环 的 正 电 子 探 针 [６４Cu]CuＧ
DOTAＧEBＧTMTP１.从荷瘤裸鼠上的 microPET显像结果来

看,肿瘤对 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１的摄取,随着时

间的延长而增加,大概在８h摄取达到最高值为 (６􀆰５０±
０􀆰８８)％ID/g,并且到４８h为止一直保持高摄取,而在血液

中也一直保持较高的摄取,证明探针具有长循环的效果.
综上所述,我们成功合成PET探针 [６４Cu]CuＧDOTAＧ

EBＧTMTP１,从１４３B骨肉瘤荷瘤裸鼠模型中的 microPET/

CT显像证实,[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１具有更高的肿

瘤摄取和更长的血液半衰期.DOTAＧEBＧTMTP１还可以标

记放射性治疗核素１７７Lu,可以直接转化成放射性治疗药物,

因此 DOTAＧEBＧTMTP１可以作为诊疗一体化探针,通过正

电子探针 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１对患者进行筛选,
然后再利用 [１７７Lu]LuＧDOTAＧEBＧTMTP１进行后续的治

疗,这更有利于肿瘤的诊疗一体化转化,具有广阔的临床转

化应用前景.
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TGFＧβ１/Smads信号通路在激素抵抗型哮喘小鼠动物模型中的活化
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１　福建医科大学附属协和医院呼吸与危重症医学科

【摘　要】　目的　探索激素抵抗型哮喘小鼠动物模型中 TGFＧβ１/Smads信号通路的活化.方法　建立支气管哮喘及激

素抵抗型哮喘小鼠动物模型,酶联免疫法检测肺泡灌洗液中 TGFＧβ１、Smad７蛋白水平,免疫组化法检测肺组织病理切片

Smad３,４的表达,进一步验证,Westernblot法检测肺组织Smad３,４蛋白的表达,RTＧPCR法检测肺组织TGFＧβ１、Smad７
mRNA的转录.结果　与正常及支气管哮喘小鼠相比较,激素抵抗型哮喘小鼠肺泡灌洗液中的 TGFＧβ１含量,以及肺组织

mRNA的相对表达量均显著升高 (P＜０􀆰０５),气道、肺泡上皮细胞以及浸润的各类炎症细胞,如嗜酸性粒细胞、肥大细胞、
巨噬细胞,均可见 RＧSmads (Smad３)及CoＧSmad (Smad４)表达呈强阳性,半定量的组织化学评分及 Westernblot均提示

肺组织内Smad３,４表达显著升高 (P＜０􀆰０５),Westernblot和 RTＧPCR结果显示,激素抵抗型哮喘小鼠IＧSmad (Smad７)
表达较正常组降低,但较支气管哮喘小鼠升高 (P＜０􀆰０５).结论　TGFＧβ１/Smads信号通路在激素抵抗型哮喘小鼠动物模型

中活化加深,但IＧSmad (Smad７)同时表现出表达升高趋势,其具体机制有待进一步研究.
【关键词】支气管哮喘;激素抵抗;转化生长因子Ｇβ１/Smads
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