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125
I-RGD-4CY肿瘤αvβ3受体显像的实验研究
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2
全军肝胆外科研究所 、

西南肝胆外科医院 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨放射性核素标记小分子环形多肽 RGD-4CY实现肿瘤αvβ3受体显像的可行性。方法　采用 Iodogen 法标记 、

SEP-PAK C18柱分离纯化制备
125I-RGD-4CY。测定125 I-RGD-4CY在正常小鼠与荷人 QBC939胆管癌裸鼠体内的放射性分布 ,计算肿瘤

(T)与非肿瘤组织(TN)放射性比值。进行125I-RGD-4CY荷瘤动物全身放射自显影。结果　正常小鼠血液放射性清除和肝脏放射性

下降迅速 ,肠道无明显增加 ,主要通过肾脏排泄 , 肌肉和肺的放射性120 min时分别仅为肝脏的 32%与 44%(P<0.05)。荷瘤裸鼠各
时相肿瘤的放射性均高于肌肉 、肠道与肺(P<0.05), 240 min 时 T/NT 值分别为 26.0 、8.7 与26.0。放射自显影示肿瘤放射性浓聚影

最强 ,肺 、颈部及其它软组织呈低水平分布。结论　放射性标记 RGD-4CY可望成为一有效的肿瘤αvβ3受体显像剂。

　　关键词:肿瘤;αvβ3 受体;拮抗剂;
125I标记;体内生物分布;放射自显影
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Scintigraphy of tumor αvβ3 receptor with 125I-RGD-4CY in nude mice
LI Qian-wei , ZHENG Xiu-hai , ZHANG Guang-yun , WANG Shu-guang (Nuclear Medicine Center , Southwest Hospital , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the possibility of labeled RGD-4CY with radionuclide to perform tumor αvβ3 receptor scintigraphy.

Methods　125I-RGD-4CY was labeled with the Iodogen method and subsequently separated with SEP-PAKC18 column.The biodistribution of 125 I-
RGD-4CY was detected in the normal mice and nude mice bearing human QBC939 cholangiocarcinoma from 10 to 240 min and the autoradiography

was performed in tumor-bearing nude mice.Results　The radioactivity in the blood and liver declined rapidly in the mice , but did not obviously in-
crease in intestine mainly due to elimination through kidneys.The amount of radioactivity in lungs and muscles was only 32% and 44% respectively

at 240 min(P <0.05).The radioactivity in tumor was higher than that in muscles , intestines and lungs at all phases in tumor-bearing nude mice(P
<0.05～ 0.01).The peak ratio of T/NT occurred at 240 min after injection and were 26.0 , 8.7 and 26.0 , respectively.Autoradiography showed

that the activity of tumor was the highest and there was low level of radioactive distribution in lungs , neck and other soft tissues.Conclusion　The

radionuclide labeled RGD-4CY is a potential tracer for tumorαvβ3 receptor scintigraphy.

　　Key words:tumor;αvβ3 receptor;antagonist;125I labeling;biodistribution;autoradiography

　　整合素(Integrin)是一类由α亚基和 β亚基经非共
价键连接而成形的异二聚体跨膜糖蛋白粘附分子 。整
合素αvβ3 不仅在多种实体肿瘤细胞表面有高水平的表

达[ 1] ,而且在肿瘤组织新生血管内皮细胞均有强烈表

达
[ 2]
。相反 ,在成熟血管内皮细胞和绝大多数正常组

织器官中 ,αvβ3 受体表达缺乏或几乎不能被探及
[ 3] 。

本研究应用125I标记含有 RGD序列的小分子环形多肽

Cys-Asp-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Tyr-Cys(CDCRGDCYC , 简
称 RGD-4CY),进行了正常小鼠 、荷胆管癌裸鼠体内分
布测定及荷瘤裸鼠放射自显影显像 ,旨在探讨该放射

性配体作为实体肿瘤αvβ3受体显像剂的可行性 。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞系　　人 QBC939胆管癌细胞株 , 为第三军医大学全

军肝胆外科研究所王曙光教授建株并提供。

　　作者简介:李前伟(1963-),男 ,贵州省安顺市人 ,博士 ,副主任医师 、副教授 ,

主要从事肿瘤分子核医学显像与治疗方面的研究 ,发表论文 9篇。

电话:(023)68754422

　　收稿日期:2002-04-24;修回日期:2002-09-27

1.1.2　实验动物　　昆明纯系小鼠(一级)与 BALB/C-nu/nu

裸鼠 ,第三军医大学实验动物中心提供 , 裸鼠 SPF 条件下饲养。
1.1.3　主要试剂 　　环形多肽`N -̀CDCRGDCYC-̀ C`(RGD-

4CY)由美国Genemed Synthesis Inc.公司合成并纯化;碘化钠[ 125

I] 溶液(无载体 、无还原剂 , 放射性浓度为 12.8TBq/ L)由中国核

动力研究设计院提供;Iodogen(四氯二苯基甘脲)为 Sigma公司

产品;SEP-PAK C18 柱由大连依利特科学仪器有限公司提供。
1.1.4　仪器　　AC-211 型 1/ 10000 电子天枰(德国 Sartorius 公

司);GC911型自动γ免疫计数仪(中佳公司 , 探测效率 70%);

SHEL-LAB 2300 二氧化碳培养箱(美国SHELDON产品)。

1.2　实验方法

1.2.1　肿瘤裸鼠模型建立　　常规方法培养胆管癌细胞至对

数级生长期 ,无血清 RPMI1640 洗涤 、稀释制备成细胞悬液 , 台

盼蓝染色活细胞数>95%。 4 ～ 6 周龄裸鼠(15～ 20 g), 雄雌不

拘 ,用培养的胆管癌细胞悬液常规方法接种于背部皮下 , 每只

裸鼠接种细胞量约为 8×106 个/ 0.2 ml , SPF条件下饲养 , 5周左
右肿瘤直径达 5 mm 时备用。

1.2.2　制备125I-RGD-4CY　　①125 I标记 RGD-4CY:采用 Iodogen

法标记 ,在涂布有 200μg Iodogen 的 EP管中 , 依次加入现配制的

50 mmol / L PBS(pH7.4)150μl、含 1 mg/ ml BSA 溶解的 RGD-4CY
100 μl(100μg)、Na125I 溶液15μl(185MBq),室温下间断轻微振荡

15 min。 ②分离纯化:BEP-PAK C18柱分别用甲醇 、双蒸水和
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0.1%三氟乙酸(TFA)各 5 ml依次通过使其活化;标记混合物上

柱 , 0.1%TFA淋洗至放射性计数率最低 , 以除去游离 Na125 I;
60%的乙腈(CH3CN+0.1%TFA)溶液洗脱 , 收集前 1.5 ml洗脱

液。洗脱液经冰冻干燥 ,用含 1 mg/ml BSA 的 PBS 溶液适当稀

释 、分装 , -80℃冰箱贮存备用。

1.2.3　125 I-RGD-4CY 比活度和放射化学纯度的测定　　柱层
析前后的反应液与洗脱液分别用Whatman No.1 色谱滤纸行纸

层析 ,展开剂系统为正丁醇(v)∶醋酸(v)∶水(v)=4∶1∶5 , 测定标记
物的标记率 、放射化学纯度 , 并计算比活度。

1.2.4　体内生物分布实验　　①标准源配制:取-80℃贮存

的125I-RGD-4CY 原液 , 加生理盐水适当稀释作为注射用液。 取

0.1 ml(370 KBq)注射液加入 250 ml容量瓶中 , 加水定容至 250

ml ,充分混匀 , 取 1 ml测定放射性计数(cpm), 结果乘以 250 作

为注入实验动物体内的参考标准计数。 ②动物体内分布实验:

取昆明纯系小鼠 25只 、荷胆管癌裸鼠肿瘤 15 只 , 雄雌不拘 , 分

为 5 组 , 每组分别为 5 只与 3 只。经尾静脉注入125I-RGD-4CY

注射液 0.1 ml(370 KBq), 10、30 、60、120 和 240 min 断头处死 , 收

集血液 ,取出 、肝 、肺 、肠 、肾 、肌肉及肿瘤等组织器官 , 称重并测

定其放射性(cpm), 结果换算为 ID%/ g ,计算肿瘤(T)与其他组

织(NT)的放射性比值(T/NT)。

1.2.5　放射自显影显像　　取左大腿外侧接种 5 周的荷人胆

管癌裸鼠 1只 , 经尾静脉注射125I-RGD-4CY 3.7MBq(0.1 ml)后

1h 去势处死;在暗室中将动物俯卧紧贴于单面 X 线片上曝光

168 h , 取下曝光胶片经常规显影 、定影 、清洗 、凉干。

1.2.6　统计学处理 　　所有计量资料以  x ± s 表示 , 采用

“ SPLM” 统计程序行 t 检验。

2　结果

2.1　125I-RGD-4Cy 的制备

　　本实验 Iodogen 法125I对 RGD-4Cy 的标记率为 58.2%,比活

度为 1.79 TBq/mmol(1.07MBq/μg), 放射化纯度为 98.6%。

2.2　125I-RGD-4CY在正常小鼠体内的生物分布

　　与 10 min 测定值相比 , 血液 、肝脏及肾脏放射性 60 min 时

分别降低了 85%、77%与 76%;肾脏放射性虽逐渐降低 ,但各时

相均高于肝脏(P <0.05);肠道放射性 30 min 开始下降 , 90 min

内减低 64%;注射 30 min 后肌肉与肺放射性稳定在低水平 , 120

min时分别仅为肝脏的 32%与 44%, 见表 1。

2.3　125I-RGD-4CY在荷瘤裸鼠体内生物分布

　　各观察时相肿瘤(T)放射性均高于肌肉 、肠道与肺(NT);血

液和肝脏 120 min 时的放射性分别比 10 min 时降低了 93%与
89%;30 min 后肾脏放射性均高于其他受检组织;肺放射性 60

min后迅速下降 , 肌肉放射性始终处于极低水平(P <0.05), 见
表1。注射示踪剂后 , 肌肉与肠道 T/NT 比值逐渐降低 , 60 min

最低分别为 5.5与 1.65 , 此后较为快速升高 , 240 min 时分别达

26.0与 8.7;肺T/NT最低比值出现在30 min(1.37), 随后逐渐上

升 , 240 min 时相高达 26。

2.4　荷瘤裸鼠放射自显影显像

　　裸鼠整体轮廓清晰 ,肿瘤生长处影像呈卵圆形 ,边界清楚 、

放射性分布尚均匀 , 未见明显稀疏缺损区 , 核素浓聚显著强于
周围软组织;上腹部肝区可见边界不清的条索状核素滞留影;

肺与软组织仅有极低水平放射性分布 , 颈部未见核素浓聚 ,
见图 1。

表 1　125I-RGD-4CY在荷瘤裸鼠体内的生物分布( x±s)

Tab 1　Biodistribution of 125I-RGD-4CY in nude mice bearing

QBC939( x±s)

ID%·g-1
Tissue n

10 min 30 min 60 min 120 min 240 min

Tumor 3 0.79±0.10 0.37±0.06 0.33±0.05 0.28±0.03 0.26±0.05

Muscle 3 0.07±0.01＊ 0.06±0.00＊ 0.06±0.00＊ 0.05±0.00＊ 0.01±0.00＊

Lung 3 0.29±0.01＊ 0.27±0.02＊ 0.13±0.03＊ 0.06±0.01＊ 0.01±0.01＊

Intestine 3 0.05±0.02＊ 0.06±0.01＊ 0.20±0.05＊ 0.13±0.03＊ 0.03±0.01＊

Blood 3 4.66±0.51 0.93±0.05 0.40±0.07 0.31±0.04 0.17±0.08
Liver 3 1.88±0.05 0.31±0.04 0.22±0.01 0.20±0.05 0.14±0.05

Kidney 3 1.04±0.01 1.39±0.01 0.97±0.00 0.69±0.00 0.57±0.00

＊:P<0.05 vs tumor

图 1　125I-RGD-4CY荷人 QBC939胆管癌裸鼠全身放射自显影

Fig 1　Whole body autoradiography of 125I-RGD-4CY in nude mice

bearing human QBC939 cholangiocarcinoma

3　讨论

　　含有 RGD序列的小分子多肽是整合素αvβ3 受体
拮抗剂 ,对肿瘤细胞和/或肿瘤新生血管内皮细胞具有
高选择性与高亲和力[ 5] 。研究发现 ,改变此类多肽中
RGD序列以外的氨基酸组成或引入某些功能基团 ,同

时进行放射性核素标记 ,标记化合物在体内 、外同样显
示与肿瘤特异结合[ 5 ,6] ,表明这些修饰并不影响标记
配体对αvβ3受体的选择性与亲和力。结构-效应关系
研究显示 ,含有两个二硫键的环形 RGD多肽对肿瘤新

生血管形成的抑制作用最强 ,分别是单一二硫键和线
性RGD多肽的 20与 200倍[ 7] 。本实验使用的 RGD-
4CY是一种αvβ3 拮抗剂 ,由含有两个二硫键的环形九

肽组成 。经 Iodogen法125I 标记并制备的125I-RGD-4CY ,
作为αvβ3 受体的特异性放射性配体 ,其比活度与放射

化学纯度分别为 1.79 TBq/ mmol与 98.6%,能满足受
体实验的要求。
　　125I-RGD-4CY在正常小鼠体内及荷人 QBC939胆管

癌裸鼠非肿瘤组织的生物分布具有以下特点:①血液
清除迅速;②主要通过肾脏排泄 ,极少部分经胆道系统
分泌;③肝脏放射性下降快 ,且各时相均低于血液;④
给药后 30 min 内 ,肠道仅显示低水平一过性增加;⑤

肺与肌肉呈持续极低水平放射性分布。这些分布特征
表明 ,静脉注射放射性标记的 RGD-4CY后 ,组织放射
性在较短的时间内即可达低水平 ,保证可获得高质量
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的显像图;肝脏的低摄取 、低分泌 ,对肝脏病灶的检出
率将优于 Roland 等[ 5]应用的含单一二硫键的环形五

肽RGDFV ,后者相当部分经胆道系统排泄;肠道仅在
短时间内出现放射性低水平一过性增加 ,通过延迟显
像的方法 ,将有助于提高对消化道病灶诊断的敏感性;
肺放射显著低于 Sivolapenko 等[ 8] 报道的 RGD线性十

肽 ,且始终保持在低水平 ,因此 ,对肺部肿瘤的诊断将
有独特的优势。
　　125 I-RGD-4CY在荷瘤裸鼠体内部分组织的 T/NT
结果显示:早期肌肉 、肺及肠道 T/NT 逐渐下降 ,在 30

～ 60 min 后有较为明显的升高 , 240 min 时分别达

26.0 、26.0与 8.7 ,表明125I-RGD-4CY 能高选择性地浓
聚于肿瘤组织内 ,如此高的 T/NT 比值 ,能充分满足临
床受体显像诊断的要求。上述组织早期 T/NT 下降 ,
可能与肿瘤组织血供丰富 、未结合的示踪剂自肿瘤组
织血液中的清除较正常组织快有关;观察后期得到高
的T/NT 比值 ,既反映了肿瘤组织对放射性配体存在
选择性的高结合 ,也反映正常组织仅存在低放射性本
底。荷 QBC939裸鼠全身放射自显影示(图 1),肿瘤浓
聚示踪剂非常清楚 ,影像显著增强;除上腹部肝区有少
量放射性滞留影外 ,胸部 、颈部核素分布均为软组织本
底水平 ,与正常小鼠及荷瘤裸鼠生物分布结果相一致;
甲状腺区域未见核素浓聚 ,表明该标记物在体内具有
很好的稳定性。上述实验结果为显像实验研究中正常
图像的判断 、最佳显像时间的确定提供了重要的参考
依据 。

　　本研究结果提示 ,RGD-4CY对肿瘤αvβ3 受体具有
高度的选择性及亲和力 ,对其进行适当修饰 ,并用发射
γ射线核素标记 ,是一具有潜在临床应用价值的肿瘤
受体显像剂。
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　　(上接 1339页)
为先天性畸形 ,其他较少见的病因有肛门直肠周围脓肿 、炎症

性肠病 、会阴部放疗 、以及产科伤等。直肠阴道瘘的诊断一般

容易确立。根据瘘口与肛门缘的距离 , 可以将直肠阴道瘘分为

高位瘘与低位瘘 , 本组 6 例则均为低位瘘 ,而且肛门与肛门括

约肌均发育基本正常。

　　直肠阴道瘘的手术方式有多种。对于低位直肠阴道瘘则

多数主张采用会阴部切口 ,从阴唇系带后方到外括约肌后方开

一纵行切口 ,向上方分离直肠和瘘管
[ 1, 2]
。 我们则在会阴体中

部作一个凹面向上的弧形切口 ,锐性分离直肠和阴道之间的间

隔 ,一直分离到瘘口以外 2～ 3 cm。这一切口对切除瘘口以及

瘘口四周的疤痕组织 、修复直肠与阴道均十分方便 , 手术野显

露良好。

　　关于直肠阴道瘘的手术时机问题。由于直肠内有大量细

菌滋生 ,手术前应该进行良好的肠道准备 , 充分清洗肠道 ,手术

时再严格消毒直肠和阴道 , 使手术野获得良好的愈合环境 , 对

手术的成功至关重要。 对直肠会阴部有明显充血 、水肿 、或炎

症性病变者 ,应该待炎症被控制 , 充血 、水肿完全消退后才考虑

手术;否则 , 在充血 、水肿的组织内手术 ,解剖时极易出血 ,也很

难找到直肠和阴道之间的正确层面。

　　恰当的手术方法对成功修复直肠阴道瘘十分重要。我们

认为 ,单纯的瘘口缝合修补法不适用于修复直肠阴道瘘。在这

组病人中 , 有 1 例在院外采用单纯缝合修补术 , 手术后很快便

又复发 ,应引以为戒。我们体会对先天性直肠阴道瘘 , 应该采

用先分离直肠阴道间隔 , 并修剪去瘘口周围的疤痕组织 , 然后

用可吸收缝线分别缝合直肠和阴道的缺损 , 这样可使瘘口获得

良好的愈合 ,增加手术成功的机会。手术时应该充分解剖 、游

离瘘口周围的直肠和阴道壁 , 彻底切除瘘口四周的疤痕组织 ,

将直肠 、阴道壁的缺损部分在无张力状态下缝合修补。

　　对于是否要附加结肠造瘘的问题 , 有作者认为由于修补后

的瘘口为非正常新鲜组织 ,故其愈合过程比结肠直肠吻合术后

的吻合口愈合条件要求更高 ,该作者在报道的 4 例直肠阴道瘘

病人中 , 有 3 例附加横结肠造口
[ 3]
。这组病人未行横结肠造

口 ,术后均顺利康复。因此 , 是否需要结肠造瘘 , 取决于手术前

肠道准备的彻底与否 ,手术中缝合部位是否有张力等因素。 对

于中下段的直肠阴道瘘 , 即使不附加结肠造瘘 , 也是有可能顺

利愈合的。

　　关键词:直肠阴道瘘;先天性;治疗
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