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基于ＶＥＧＦＲ靶点的小分子肿瘤靶向抑制肽的９９Ｔｃｍ标记及鉴定
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　　［摘要］　目的　探讨基于血管内皮生长因子受体（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＥＧＦＲ）靶点的小分子肿
瘤靶向抑制肽理想的放射性核素９９Ｔｃｍ标记方法。方法　多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ分别经双功能螯合
剂ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３、ＧＡ（Ｄ）ＧＧ、ＨＹＮＩＣ修饰后进行放射性核素

９９Ｔｃｍ标记，ＨＰＬＣ及纸层析法鉴定其标记率及放化纯度，
３ＨＴｄＲ参入实验鉴定其抑制细胞增殖的能力，体外受体竞争结合实验鉴定其受体结合活性。结果　以ＨＹＮＩＣ为双功能
螯合剂，这２条多肽的９９Ｔｃｍ标记率分别为（９４．１３±１．７７）％、（９３．７９±３．５３）％，明显高于 ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３、ＧＡ（Ｄ）ＧＧ修饰
多肽的标记率。经ＨＹＮＩＣ修饰后的多肽对肿瘤细胞Ａ５４９增殖的抑制率约为（３２．８６±３．３６）％、（６１．５０±４．５０）％，与修
饰前无明显变化（Ｐ＞００５）；多肽标记后仍保持了良好的ＶＥＧＦＲ结合活性，室温下放置２４ｈ后，放化纯度仍高达９０％左
右。结论　以 ＨＹＮＩＣ为双功能螯合剂，以 ＴＰＰＴＳ为协同配体及还原剂，多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ的
９９Ｔｃｍ标记率高，且仍具有良好的抑制肿瘤细胞增殖的能力和ＶＥＧＦＲ结合活性。
　　［关键词］　血管内皮生长因子；双功能螯合剂；核素标记；肿瘤显像
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［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（３０９７０８４８）；重庆市自然科学基金

（ＣＳＴＣ２００９ＢＢ５３３７）

［通信作者］　黄定德，电话：（０２３）６８７６５４３２，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｄｄｅ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＲａｄｉｏｎｕｃｌｉｄｅｌａｂｅｌｉｎｇｏｆｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＦｅｎｇＳｈｉｂｉｎ１，ＬｉＱｉａｎｗｅｉ１，ＺｈｅｎｇＬｅｉ１，ＺｏｕＬｉｎｇｙｕｎ２，ＺｈａＬｉｎ１，ＲｅｎＨａｏ１，ＨｕａｎｇＤｉｎｇｄｅ１（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｕｃｌｅａｒ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，
ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｒａｄｉｏｎｕｃｌｉｄｅｌａｂｅｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｆｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｐｅｐｔｉｄｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ）ｏｆｔｕｍｏｒｗｉｔｈ９９Ｔｃｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ＡｆｔｅｒｂｅｉｎｇｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３，ＧＡ（Ｄ）ＧＧａｎｄＨＹＮＩＣｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ ａｎｄ
ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳｗｅｒｅｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈ９９Ｔｃｍ．Ｌａｂｅｌｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｒａｄｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｕｒｉｔｙｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ
ｐａｐｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄＨＰＬＣ．Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｆｆｅｃｔｏｆｐｅｐｔｉｄｅｔｏｔｕｍｏｒｃｅｌｌｗａｓｔｅｓｔｉｆｉｅｄｂｙ３ＨＴｄＲｉｎｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ．ＲｅｃｅｐｔｏｒｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｉｆｙｔｈｅａｆｆｉｎｉｔｙｏｆｐｅｐｔｉｄｅｌｉｇａｎｄｂａｓｅｄｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｌａｂｅｌｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｔｗｏｐｅｐｔｉｄｅｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｔｈｒｅｅｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈｅｌａｔｉｎｇａｇｅｎｔｓｗａｓａｂｏｕｔ７８％，
４０％ ａｎｄ９４％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨａｎｄＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫ
ＳＲＹＩＶＬＳｔｏＡ５４９ｃｅｌｌｓｗａｓａｂｏｕｔ（３２．８６±３．３６）％ ａｎｄ（６１．５０±４．５０）％，ａｎｄｄｉｄｎｏｔｈａｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ ａｎｄＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅｔｈｅ９９ＴｃｍＨＹＮＩＣ
ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨａｎｄ９９ＴｃｍＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳｒｅｔａｉｎｅｄａｇｏｏｄｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨａｎｄＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ
ｈａｖｅａｈｉｇｈｌａｂｅｌｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗｉｔｈＴＰＰＴＳａｓａｒｅｄｕｃｉｎｇａｇｅｎｔａｎｄｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｌｉｇａｎｄ，ａｎｄｔｈｅｌａｂｅｌｅｄａｇｅｎｔｓ
ｒｅｔａｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｒｅｃｅｐｔｏｒｔｏＡ５４９ｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈｅｌａｔｉｎｇａｇｅｎｔ；ｒａｄｉｏｎｕｃｌｉｄｅｌａｂｅｌｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ；ｔｕｍｏｒｉｍａｇｉｎｇ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０９７０８４８）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ
２００９ＢＢ５３３７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕａｎｇＤｉｎｇｄｅ，Ｔｅｌ：８６２３６８７６５４３２，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｄｄｅ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　肿瘤的生长、侵袭、转移均依赖于血管生成，针对
肿瘤血管生成设计高特异性的分子探针或靶向药物为

肿瘤诊治研究的重要方向。血管内皮生长因子（ｖａｓ
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ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是促进肿瘤血管
生成最主要、最核心的因子，ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ与肿瘤的
生长与转移密切相关，以其为靶点设计的分子探针不

仅可用于肿瘤的靶向显像，而且可以作为分子靶向药

物应用于肿瘤的治疗［１－４］。

　　以 ＶＥＧＦ的多肽片段 ＶＥＧＦ１２５１３６为基础，结合生
物信息学及体外细胞学实验，本课题组此前筛选到２
条多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ。它们
与ＶＥＧＦＲ间的亲和力明显高于 ＶＥＧＦ１２５１３６、且可显著
地抑制肿瘤细胞的增殖，可能通过包含 ＶＥＧＦＲ在内
的多靶点起作用。这２条多肽是否具有肿瘤靶向性、
能否作为分子探针或靶向治疗药物用于肿瘤的诊治是

值得进一步深入研究的课题，而多肽被放射性核素成

功标记、标记后仍保持较好的生物学活性是其关键环

节。故本研究探讨放射性核素９９Ｔｃｍ标记这２条多肽
的最佳方法并鉴定，为进一步探讨其作为分子探针或

靶向药物用于肿瘤的分子显像或靶向治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　多肽的合成及与双功能鳌合剂的偶联
　　委托上海强耀及北京中科亚光生物技术有限公司采用多
肽合成仪，常规固相法合成。在合成过程中分别与３种双功能
鳌合剂偶联，即与 ＭＡＧ３偶联，得 ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３ＱＫＲＫＲＫＫＳＲ
ＫＫＨ、ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ；与 ＧＡ（Ｄ）ＧＧ偶联，
得ＧＡ（Ｄ）ＧＧＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＧＡ（Ｄ）ＧＧＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶ
ＬＳ；与ＨＹＮＩＣ偶联，得ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＨＹＮＩＣＲＫＲ
ＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ。偶联后的多肽经 ＨＰＬＣ纯化，质谱鉴定，纯度
９５％以上。

１．２　偶联前后多肽的生物学活性鉴定
１．２．１　ＲＴＰＣＲ法检测 ＶＥＧＦＲ在肺腺癌细胞株 Ａ５４９中的表
达　　ＶＥＧＦＲ１上游引物：５′ＣＴＣＧＣＴＡＴＴＴＧＡＣＴＣＧＴＧＧＣ
ＴＡＣ３′、下游引物：５′ＧＣＴＴＣＧＧＡＡＴＧＡＴＴＡＴＧＧＴＴＡＣＡ３′，扩增
片段长度为２９２ｂｐ；ＶＥＧＦＲ２上游引物：５′ＴＣＡＧＣＡＧＧＡＴＧＧＣ
ＡＡＡＧＡＣＴＡＣ３′，下游引物：５′ＣＣＧＧＣＴＣＴＴＴＣＧＣＴＴＡＣＴＧＴＴ３′，
扩增片段长度为１９３ｂｐ。扩增后的产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定。
１．２．２　３ＨＴｄＲ是参入法测定偶联前后的多肽对肿瘤细胞增
殖的影响　　Ａ５４９细胞接种于９６孔细胞培养板，６０００／孔（３
个平行孔），总体积２００μｌ，１６４０培养基，含１０％胎牛血清，常
规培养。１８ｈ后，每个培养孔中分别加入多肽，终浓度为
２４０μｍｏｌ／Ｌ，对照孔加入相应体积的生理盐水。再次培养１８ｈ
后，加入３ＨＴｄＲ３７ｋＢｑ／孔。６ｈ后弃上清，２００μｌＰＢＳ洗涤１
次；５０μｌ胰酶消化，待细胞变圆后，每孔加入蒸馏水２００μｌ，静
置１０ｍｉｎ；多头细胞分离器抽滤，并用蒸馏水洗９次，次氯酸固
定２次；玻璃纤维滤纸８０℃，４０ｍｉｎ烤干；加入膜片闪烁液进
行放射性测量。

１．３　多肽的放射性核素９９Ｔｃｍ标记
１．３．１　ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３ＲＫＲ

ＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ的９９Ｔｃｍ标记　　参照文献［５］方法进行。多肽

２０μｇ，标记缓冲液为０．２５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＨＣＯ３，０．１８ｍｏｌ／Ｌ氨
水，０．１２５ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵混合液，新鲜淋洗的９９ＴｃｍＯ４放射性活
度为３７ＭＢｑ，转鳌合剂酒石酸钾钠４３７．５μｇ，ＳｎＣｌ２５μｇ（Ｓｉｇｍａ
ＡｌｄｒｉｃｈＣｏ．，美国，临用前用 １０ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ新鲜配制，含
１μｇ／μｌ抗坏血酸），反应总体积１２５μｌ，ｐＨ＝７．６，充氮密封后
２５℃反应３０ｍｉｎ。
１．３．２　ＧＡ（Ｄ）ＧＧＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＧＡ（Ｄ）ＧＧＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹ
ＩＶＬＳ的９９Ｔｃｍ标记　　参照文献［６］方法进行。多肽用５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ＝４．６的醋酸缓冲液溶解，浓度为１μｇ／μｌ。标记时取２０μｌ
多肽，分别加入１０μｌＳｎＣｌ２溶液（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈＣｏ．，美国，临用
前１００ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸新鲜配制，１μｇ／μｌ），１５０μｌ的Ｎａ３ＰＯ４缓冲
液（ｐＨ＝１３），９９ＴｃｍＯ－４淋洗液１８５ＭＢｑ，总体积２８０μｌ，充氮密
封后，２５℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡反应２５ｍｉｎ。
１．３．３　ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ
的９９Ｔｃｍ标记　　参照文献［７］方法进行。在２ｍｌ细胞冻存管
中依次加入２０μｇ多肽，Ｔｒｉｃｉｎｅ（ＴｏｋｙｏＣｈｅｍｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙＣｏ．，
ＬＴＤ，标记ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ时为 ５０ｍｇ，标记 ＨＹＮＩＣ
ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ时为８０ｍｇ），５ｍｇＴＰＰＴＳ（三磺化三苯基
膦，Ｊ＆ＫＣｈｅｍｉｃａｌＬＴＤ），１００μｌ０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ琥珀酸缓冲溶液（
ｐＨ＝５），１００μｌＮａ９９ＴｃｍＯ４１８５ＭＢｑ，总体积２００μｌ，充氮密封
后１００℃反应２５ｍｉｎ，自然冷却至室温。

１．４　标记多肽的鉴定
１．４．１　标记率的鉴定　　①纸层析法：固定相为 Ｗｈａｔｍａｎｎ
３ｍｍ滤纸，流动相分别为生理盐水、乙醇∶氨水∶水（２∶１∶５）、
丙酮。②ＨＰＬＣ法：ＨＹＰＥＲＳＩＬＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
填料粒径５μｍ），柱温２５℃，紫外波长λ＝２２０ｎｍ，流动相Ａ液
为０．１％三氟乙酸（ＴＦＡ），Ｂ液为含０．１％ ＴＦＡ的乙腈，待检测
物进样量 ８０μｌ，泵流速 １．０ｍｌ／ｍｉｎ，洗脱梯度：０～２２ｍｉｎ，
０％～８０％（Ｂ液）。用试管收集洗脱液，每管１０滴，γ免疫计数
器测量每管放射性计数，绘制保留时间放射性曲线。结合
ＨＰＬＣ洗脱曲线及保留时间放射性曲线鉴定标记物的组成、计
算标记率或放化纯度。

１．４．２　标记多肽体外稳定性鉴定　　标记物室温放置２４ｈ后
测定其放化纯度。

１．４．３　标记多肽的体外受体结合活性鉴定　　参照文献［８－
９］方法采用体外受体竞争结合实验法。Ａ５４９细胞以２×１０４／孔
接种于２４孔细胞培养板，置于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培养１２ｈ
后进行体外受体竞争性结合实验。每个培养孔中分别加入相

应的未标记多肽，ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ浓度梯度为：０、
０６、１．２、６、３０、６０ｎｍｏｌ／ｍｌ（双复孔），ＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶ
ＬＳ浓度梯度为０、０．５、５、１０、２０、４０、８０ｎｍｏｌ／ｍｌ（双复孔）。４℃
静置 ３０ｍｉｎ后每孔加入相应的标记多肽 ２５μｌ（３７０ｋＢｑ，
０１２ｎｍｏｌ／Ｌ或０．１ｎｍｏｌ／ｍｌ），４℃孵育２ｈ后弃上清，４℃预冷
的ＰＢＳ（含０．１％ ＢＳＡ）清洗３次洗去未结合的标记多肽，胰酶
消化后收集细胞。γ放射免疫计数器测量细胞的放射性计数。
以未标记多肽浓度为横坐标，放射性计数为纵坐标绘制竞争结

合曲线。

１．５　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行ｔ检验。
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２　结果

２．１　多肽放射性核素９９Ｔｃｍ标记及体外稳定性鉴定
　　经双功能螯合剂ＨＹＮＩＣ修饰后的多肽ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、
ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ，标记率分别高达（９４１３±１．７７）％、（９３７９±
３．５３）％，明显高于 ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３及 ＧＡ（Ｄ）ＧＧ修饰的多肽
（Ｐ＜０．０１，表１），不需纯化即可用于后续研究，故选择ＨＹＮＩＣ作
为双功能螯合剂修饰目标多肽。ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、
ＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ的标记物在室温下放置２４ｈ后，放
化纯度仍高达（８８．０１±１．５１）％、（９２．５８±４．２４）％，与０ｈ比
较差异无统计学意义（Ｐ＞００５），说明标记物在室温条件下稳
定性好。

表１　不同的双功能鳌合剂对多肽标记率的影响

多肽 双功能鳌合剂类型 标记率（％）
ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３ ７８．０２±１．７８

ＧＡ（Ｄ）ＧＧ ４４．２３±２．５３
ＨＹＮＩＣ ９４．１３±１．７７ａ

ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３ ７７．５２±２．３５
ＧＡ（Ｄ）ＧＧ ３５．４０±６．７０
ＨＹＮＩＣ ９３．７９±３．５３ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与相应的ＳａｃｅｔｙｌＭＡＧ３及ＧＡ（Ｄ）ＧＧ组比较

２．２　多肽与ＨＹＮＩＣ偶联前后对肿瘤细胞增殖能力的
影响

２．２．１　ＶＥＧＦＲ在肺腺癌细胞株Ａ５４９中的表达情况　　提取
Ａ５４９细胞的ｍＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，常规 ＰＣＲ后的产物行琼
脂糖凝胶电泳，出现２９２ｂｐ（ＶＥＧＦＲ１）、１９３ｂｐ（ＶＥＧＦＲ２）条
带（图１），说明Ａ５４９细胞表达ＶＥＧＦＲ。
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Ｍ：标准；１：ＶＥＧＦＲ１；２：ＶＥＧＦＲ２
图１　ＲＴＰＣＲ检测Ａ５４９细胞中ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２ｍＲＮＡ

的表达

２．２．２　３ＨＴｄＲ参入法测定多肽与 ＨＹＮＩＣ偶联前后对肿瘤细
胞增殖的影响　　经 ＨＹＮＩＣ修饰后，多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、
ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ对肿瘤细胞增殖的抑制率仍分别高达
（３２８６±３．３６）％、（６１．５０±４．５０）％，与修饰前的抑制率
（３６９０±３．６９）％、（５８．１７±８．７６）％比较无明显差别（Ｐ＞
００５），说明多肽经 ＨＹＮＩＣ修饰后，对肿瘤细胞增殖的抑制能
力未受明显影响。

２．３　标记物的ＨＰＬＣ鉴定
　　未标记多肽 ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲ
ＫＫＳＲＹＩＶＬＳ的 ＨＰＬＣ保留时间分别约为 ９ｍｉｎ及 １２ｍｉｎ

（图２）。分别收集它们的标记物在 ＨＰＬＣ过程中的洗脱液进
行放射性测量，绘制保留时间放射性计数曲线（图３），主要的
放射性计数峰的保留时间分别约为９ｍｉｎ及１２ｍｉｎ，没有明显
的 杂 质 峰，说 明 多 肽 ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＨＹＮＩＣ
ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ被９９Ｔｃｍ成功标记。
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Ａ：ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ；Ｂ：ＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ
图２　未标记多肽的ＨＰＬＣ洗脱曲线
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Ａ：９９ＴｃｍＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ；Ｂ：９９ＴｃｍＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲ
ＫＫＳＲＹＩＶＬＳ

图３　标记物的保留时间放射性计数曲线

２．４　标记多肽的体外受体结合活性鉴定
　　ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ均
能明显地抑制相应的标记多肽与 Ａ５４９细胞的特异结合，且抑
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制作用呈浓度依赖性（图４），表明这２条多肽经ＨＹＮＩＣ修饰并
经９９Ｔｃｍ标记后仍保持了良好的受体结合活性，能与靶细胞的
ＶＥＧＦＲ特异结合。
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Ａ：标记多肽为９９ＴｃｍＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ；Ｂ：标记多肽为
９９ＴｃｍＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ
图４　标记多肽与肺腺癌Ａ５４９细胞的体外受体竞争结合实验

３　讨论

　　寻找合适的特异靶点，并针对靶点设计高特异性
的分子探针或靶向药物为肿瘤诊治研究的重要方向，

理想的靶点应该仅在肿瘤组织高表达，而在其他任何

组织不表达，但这样的靶点目前尚未发现，故人们寻找

在肿瘤组织中高表达而在其他组织中低表达或不表达

（即具有高的瘤／非瘤比值）的物质作为靶点。ＶＥＧＦ
是促进肿瘤血管生成最主要、最核心的因子，其受体

ＶＥＧＦＲ在肿瘤细胞及新生的血管内皮细胞中高表达，
在其他细胞中极低表达或不表达（即具有高的瘤／非
瘤比值），ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ是肿瘤血管生成的关键分子，
以其为靶点开发的分子探针不仅具有较好的肿瘤靶向

性，并且可以作为靶向药物抑制肿瘤的生长［１－４］，为肿

瘤诊治研究的一个重要靶点。

　　ＶＥＧＦ１２５１３６为 ＶＥＧＦＡ外显子 ６编码的 １２肽
ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＹＫＳ，在体外能与 ＶＥＧＦＲ特异结合但不
激活ＶＥＧＦＲ，从而竞争抑制 ＶＥＧＦ的促细胞增殖作
用［８］。我们既往研究显示 ＶＥＧＦ１２５１３６具有较好的肿瘤
靶向性［９］，可望作为靶向载体介导肿瘤的核素靶向显

像及治疗，但其本身直接抑制肿瘤细胞增殖的能力较

弱。以ＶＥＧＦ１２５１３６为基础，结合生物信息学及体外细
胞学实验，本课题组此前筛选到 ２条多肽 ＱＫＲＫＲＫ
ＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ，它们与 ＶＥＧＦＲ间的亲
和力分别较ＶＥＧＦ１２５１３６提高了近６倍和２．５倍，更值得
关注的是能显著抑制肿瘤细胞增殖，而且初步研究提

示它们可能通过包含 ＶＥＧＦＲ在内的多靶点起作用。
这２条多肽是否具有肿瘤靶向性，能否作为分子探针
及靶向治疗药物用于肿瘤的诊治是进一步深入研究的

重点，而它们能否被放射性核素成功标记、标记后是否

仍保持较好的生物学活性是深入研究的重要基础。

　　多肽的放射性核素９９Ｔｃｍ标记分为直接标记法与
间接标记法，直接标记法是将９９Ｔｃｍ与多肽直接相连，
标记条件比较激烈，对多肽的损伤较大，并且结合不牢

固易脱落；间接标记法是通过双功能螯合剂将９９Ｔｃｍ与
多肽偶联起来，双功能螯合剂犹如一座桥梁，一端连接

要标记的多肽，另一端络合９９Ｔｃｍ，在普通的条件下即
可完成标记，因可避免对多肽的损伤，且对多肽的功能

部位影响较小，故目前常选用间接标记。常用的双功

能能螯合剂主要有 Ｎ２Ｓ２类、缩氨基硫脲类、金属硫蛋
白类、肼基烟酰胺类、Ｎ３Ｓ类等。
　　本实验室曾经应用ＮＨＳＭＡＧ３作为双功能螯合剂
对多条不同的多肽进行９９Ｔｃｍ标记，标记率均达９５％以
上，远高于文献报道的６０％ ～７０％，不需纯化即可应
用［１０－１１］；文献［６］报道经ＧＡ（Ｄ）ＧＧ修饰的多肽标记
可在常温下进行，且标记率高，本实验室对多条多肽用

ＧＡ（Ｄ）ＧＧ修饰，也获得了９５％以上的标记率。故我
们首先采用 ＮＨＳＭＡＧ３、ＧＡ（Ｄ）ＧＧ作为双功能螯合
剂对多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ进
行９９Ｔｃｍ标记，但遗憾的是标记率仅３０％～７８％。另外
与 这 ２ 条 多 肽 序 列 高 度 相 似 的 ＶＥＧＦ１２５１３６
（ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＹＫＳ），当分别用 ＮＨＳＭＡＧ３、ＧＡ（Ｄ）
ＧＧ为双功能螯合剂时，标记率也仅约７８％［５］及５３％。
提示多肽的９９Ｔｃｍ标记除受双功能螯合剂的特性影响
之外，多肽序列本身对标记率也有明显的影响，不同的

多肽对双功能螯合剂的要求不完全一样。

　　双功能螯合剂 ＨＹＮＩＣ由 Ａｂｒａｍｓ等于１９９０年合
成，并从 ２０世纪 ９０年代就开始广泛应用于 ＤＮＡ、
ＲＮＡ、多肽、蛋白质以及抗体的标记。参照文献［１２］
方法，以 Ｔｒｉｃｉｎｅ、ＥＤＤＡ为协同配体，ＳｎＣｌ２为还原剂，
对 ＨＹＮＩＣＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＨＹＮＩＣＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹ
ＩＶＬＳ进行９９Ｔｃｍ标记，因存在锝胶体过多等原因，标记
率只有约３０％，远低于文献报道的９５％以上。ＴＰＰＴＳ
作为一种新型协同配体，它同时具有还原剂的作用，因

此在标记过程中不用加入ＳｎＣｌ２，可以防止锝胶体的生
成，所以我们选用 ＴＰＰＴＳ作为协同配体及还原剂，将
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这２条多肽的标记率提高到９４％以上，不需纯化即可
用于后续研究工作；文献［１３］及本结果均提示，Ａ５４９
细胞高表达ＶＥＧＦＲ，故我们选用该细胞进行细胞增殖
及体 外 受 体 竞 争 结 合 实 验，结 果 提 示：多 肽

ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ经 ＨＹＮＩＣ修
饰后，其抑制肿瘤细胞增殖的生物学活性未受影响；被

放射性核素９９Ｔｃｍ标记后仍具有良好的 ＶＥＧＦＲ结合活
性。且该标记物体外稳定性良好，为下一步的药代动

力学、体内分布、肿瘤靶向性研究、肿瘤的分子显像及

靶向治疗研究奠定了良好的实验基础。
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鼻腔ＮＫ／Ｔ细胞型淋巴瘤活检病理诊断１９例
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　　［关键词］　非霍奇金淋巴瘤；ＮＫ／Ｔ细胞型淋巴瘤；临床
病理

　　［中图法分类号］　Ｒ７３９．６２　　［文献标志码］　Ｂ

１　资料与方法

　　２００５年６月至２０１０年６月，我科对２６例怀疑鼻腔内ＮＫ／Ｔ
细胞型淋巴瘤患者进行病理活检检查。其中７例反复活检５
次以上，并临床观察１２个月以上，排除该病；１９例确诊为ＮＫ／Ｔ
细胞型淋巴瘤。１９例患者中，男性１２例，女性７例，年龄２１～
７３岁，平均５３．３岁。
　　对坏死组织堆积患者，由前向后清除部分坏死组织。在肉
眼所见“正常组织”与坏死组织交界处用活检钳取２块组织，并
使２个创面上下相连，然后在创面处再取１块组织，共３块组
织送病理检查。对鼻部长期黏膜溃疡的疑似患者，同法在“正

常组织”与溃疡面交界处取活检。对肿瘤已穿透软腭的疑似患

者，从口腔入路，清除空透处坏死组织，在边缘切１块大小约
３ｍｍ×３ｍｍ×３ｍｍ的组织送病理。如怀疑肿瘤，则进行免疫
组化检查；如未发现肿瘤细胞，在原石蜡块中再取３个切片进
行病理检查；如仍未发现肿瘤细胞，按上述方法反复病理检查。

所有切片用快捷免疫组织化学染色法进行 ＴＩＡ１、ＣＤ５６、ＣＤ３、
ＣＤ２０、ＣＫ染色，ＴＩＡ１、ＣＤ５６、ＣＤ３阳性，ＣＤ２０和 ＣＫ阴性，是诊
断ＮＫ／Ｔ细胞淋巴瘤的可靠依据［１－２］。

２　结果

　　所有患者在取活检３次内确诊，其中首次切片报告阳性９
例，占 ４７％，首次活检石蜡切块中再次切片后确诊 ３例，占
１６％；第２次活检首次确诊４例，占２１％，第２次活检再次切片
确诊１例，占５％；第３次活检首次切片确诊２例，占１１％。

３　讨论

　　ＮＫ／Ｔ细胞型淋巴瘤是鼻腔鼻窦最为常见的非霍奇金淋巴
（下转３８页）
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