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DD2%7JMG@的直接法合成
及其在荷LS动物体内生物学分布

董孟杰!李少林%!任庆兰!黄家君!吴国清
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摘要!探索用BBG17 直接标记表皮生长因子"OJ;#的方法并研究其在荷C=动物体内的生物学分布特点&巯基
乙醇")"7H’H##""H还原OJ;")’A"P#!含"’A"PY.C&) 的亚甲基二膦酸盐"STX#溶液将还原高价锝使之与
还原OJ;的巯基结合%放化纯度大于BÂ %标记物稳定性较好%在=6内放化纯度大于BÂ &通过内皮细胞培
养进行BBG17>OJ;的生物活性鉴定%显示OJ;在锝标记前后生物学活性未见明显改变"3#"’"A#&BBG17>OJ;
在荷瘤鼠体内生物学分布显示肝(脾(肾等组织放射性分布较高%瘤区放射性较高%而脑组织最低%@6瘤与正常
组织放射性摄取比值"G,7%-’(%-7/&G588,2#为)’)A%YXOCG全身显像显示瘤组织放射性核素浓聚&因此直
接合成的BBG17>OJ;可望成为特异性诊断高表达OJ;4肿瘤的YXOCG分子显像剂&
关键词!表皮生长因子!表皮生长因子受体!BBG17K@a!放射性标记
中图分类号!4*#?’@!!文献标志码!I
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!!应用放射性核素标记小分子多肽进行肿瘤受
体的显像是当今肿瘤核医学研究的主要领域之

一!表皮生长因子受体"OJ;4#是相对分子质量
为#?""""的细胞膜糖蛋白$自#B*@年 H5<2->
7/..等%#&首次用1T(I克隆分析证实多种脑部
肿瘤的细胞表面过度表达OJ;4以来$国外一些
学者%)>@&对恶性胶质瘤中的OJ;4基因的扩增及
过表达情况作了大量研究$已证实胶质瘤细胞表
面OJ;4过度表达$因此OJ;4可作为研究胶质
瘤的重要生物学指标!本实验拟研究一种更为快
速简便的BBG17 标记表皮生长因子"OJ;#的方
法$以为诊断高表达OJ;4的神经胶质瘤探索一
种特异性强的YXOCG分子显像剂!

;!实验部分

;<;!主要试剂和仪器
表皮生长因子"OJ;#$美国 X2U-%G216O1

HGT公司产品’亚甲基二膦酸盐"STX#"含A
7PSTX$"’A7PY.C#)#$成都云克药业有限公
司’改良O/P&2培养基"TSOS#干粉(胰蛋白酶(
小牛血清$美国 N:1&%.2公司’巯基乙醇$分析
纯$上海试剂四厂’内皮细胞株(C=及神经胶质细
胞株$重庆医科大学病理教研室提供’‘589/-大
鼠$重庆医科大学动物实验中心提供!

T;S型$放射免疫计数器$安徽合肥众成机
电技术开发有限责任公司’Y2U6/32MJ>A"7235>
,7柱$香港;/-1%C62751/&Y,UU&528公司’?A)
型紫外光栅分光光度计$上海第三分析仪器厂’
Y5272.8T5/1/7型单光子发射计算机断层扫描
仪$美国Y5272.8公司!
;<=!锝标记MG@方法
实验分为/$<$1$3@组进行$具体过程列入

表#!
;’=’;!OJ;的还原!生理盐水稀释 OJ;$使
OJ;质量浓度为#"7P)H!取#"7P)HOJ;
"’)A7H$加入)"7H)H 巯基乙醇")>SO##"

"H$室温振摇!"75.后$于##’A17c#"17
Y2U6/32MJA"柱洗脱$洗脱液为"’")7%&)H磷
酸盐"XDY#中性缓冲液$流速"’=)A7H)75.!用
?A)型紫外光栅分光光度计在)*".7波长处检
测!
;’=’=!OJ;的锝标记!取还原后的OJ;)’A

"P加入含"’A"PY.C#)的*"HSTX溶液中$混
匀$室温下静置A75.!通氮气下$加入新鲜的锝
淋洗液"’A7C5"#*’ASDW#反应#A75.!硅胶
板薄层层析"GHC#鉴定标记率$展开剂为正丁醇>
乙醇>蒸馏水$体积比为=l)l!!标记物经
Y2U6/32MJA"柱分离提纯$洗脱液为"’")7%&)H
XDY中性缓冲液$流速"’*7H)75.!用GHC测
定放化纯度$展开剂为正丁醇>乙醇>蒸馏水$体积
比为=l)l!!标记物稳定性分别于标记后A
75.$!6$=6$*6$#)6$)@6进行GHC分析!
;’=’A!最佳标记条件的选择!为筛选影响标记
率的反应因素$以上述标记方法为基础$改变一系
列反应条件$观察标记率变化!( 改变)>SO")"
7H)H#用量$分别取)$A$#"$)"$A""H测定标
记率’还原游离的*YN 数采用O&&7/.法$以半
胱胺酸作为标准试剂$在相同条件下测定还原样
本在@#).7 处吸光度值$求得分子上的*YN
数!) 改变反应温度$分别取为)"$@"$="$*"
k!* 改变)>SO还原时间$分别取为A$#"$
)"$!"$="75.!+ 改变锝标记时间$分别取为
A$#"$#A$!"$="75.!
;<A!锝标记MG@的生物活性鉴定

)@孔板!个$分成@组$每组编成?号$每号
作平行管$每孔加入内皮细胞)c#"@ 个!表皮生
长因子是由A!个氨基酸残基组成的单链多肽$内
含!个二硫键$经锝标记后$其结构中的二硫键被
部分破坏"经O&&7/.法测定#$这是否影响了其生
物活性是一个重要问题!本课题设计了@个对照
组与BBG17>OJ;实验组作对比+( 空白对照组$
加入#7HTSOS培养液’)OJ;对照组$加入

表#!BBG17>OJ;及对照组操作步骤

G/<&2#!4/35%&/<2&5.PU-%123,-2%0BBG17>OJ;/.31%.9-%&

(%’ 7 "生理盐水$Y/&5.2#)7H 7"OJ;#)7H 7")>SO#)"H 7"STX#)"H ;"BBG17#)SDW

/ "’)A * #*’A

< "’)A #*’A

1 "’)A * #*’A

3 "’)A #" * #*’A

!!!注"(%928#+/为 STX加锝对照组$<为游离锝对照组$1为OJ;原液的锝标记对照组$3为实验组"还原OJ;锝标记#"/581%.>
9-%&P-%,U%0STX/3323BBG17K@a’<581%.9-%&P-%,U%0BBG17K@a’1581%.9-%&P-%,U%0OJ;/3323BBG17K@a’3582MU2-572.9

P-%,U#
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#7H 含 *"" 7P!H OJ; 的 TSOS 培养液"

* BBG17对照组#加入 # 7H 含 )B’= SDW!H
BBG17的TSOS培养液"+ BBG17>OJ;组#加入#
7H含BBG17>OJ;$*""7P!HOJ;#)B’=SDW!H
BBG17%的TSOS 培养液&置二氧化碳培养箱中
培养&#3后按顺序每天取每组一个号的培养
瓶#用胰酶消化#培养液调整体积至#7H进行细
胞计数&直到计数完所有的培养瓶#用YIY*’"
统计学软件进行两因素的方差分析&
;<Q!体外细胞放射性摄取与滞留实验
首先培养C=细胞及神经胶质瘤细胞&)@孔

板)个#分成实验组与对照组&实验组每孔分别
接种C=细胞)c#"A 个#对照组接种神经胶质瘤
细胞)c#"A 个#加入TSOS培养液#移入CK)孵
箱内进行培养#当细胞数量达到A"̂ 左右时#进
行以下后续实验&
;’Q’;!体外细胞放射性摄取实验!在培养液中
加入不同浓度的BBG17>OJ;使OJ;终浓度分别
为"’"#=A.7%&!H$"’)"*_DW%#"’#=A.7%&!H
$)’"*_DW%##’=A.7%&!H $)"’*_DW%##=’A
.7%&!H$)"*_DW%和#=A.7%&!H$)"*"_DW%#均
作平行管&@ k孵育B"75.后#每孔用@ k
TSOS培养液冲洗!次#每次)7H#用胰酶消化
细胞#以浓度和细胞摄取值绘制细胞放射性摄取
曲线&
;’Q’=!体外细胞放射性滞留实验!温度为!?
k#加BBG17>OJ; 培养液$OJ; 终浓度为 #=A
.7%&!H#)"*"_DW%#均作平行管#分别孵育A
75.##"75.#!"75.##6#)6#!6#=6后终止
培养#消化细胞#分别测量上清液与细胞的放射
性#以孵育时间’细胞摄取率绘制细胞放射性滞留
曲线&

;<R!动物实验
体重#""!#A"P的 ‘589/-大鼠!)只#随机

分为@组#每组*只&每只大鼠右股内侧皮下注
射C=细胞数约#’Ac#"=#)周后#肿瘤长大至

"’A!#’"17&每只经尾静脉注入荷瘤大鼠体内

!’?SDWBBG17>OJ;#分别于注射后!"75.#)6#

@6#=6处死动物#取血’脑’心脏’肝’脾’肾’胃’
肠’肺及瘤等组织#准确称重#计算BBG17>OJ;在
荷瘤鼠体内的放射性分布及肿瘤组织与周围正常

组织的摄取比值&
荷瘤 ‘589/-大鼠尾静 脉 注 射 !’? SDW

BBG17>OJ;@6#置单光子发射型计算机断层扫描
$YXOCG%下显像#探头为低能高分辨率探头#矩
阵)A=c)A=#放大倍数为##采集计数为@"c#"@&

=!结果和讨论

=<;!DD2%7JMG@的制备及生物活性鉴定

#%BBG17>OJ;的制备
还原OJ;经Y2U6/32MJA"过柱#紫外光栅

分光光度计在)*".7波长处检测#约=75.出
现流出峰&表)为锝标记OJ;各组实验放射峰
占总放射性的百分比与50 值&表)结果表明#
BBG17>OJ;标记率为?=’)B̂ #50d"’A"!"’="&

表)!锝标记OJ;各组实验放射峰占
总放射性的百分比与50值

G/<&2)!50/.3-/35%/195V59:U2-12.9%0
9627/M57,7%0BBG17>OJ;

组别

$J-%,U8%

各峰放射峰占总放射峰的百分比

$4/35%/195V59:U2-12.9%09627/M57,7%!̂

50d"’""!"’#" 50d"’A"!"’=" 50d"’*"!"’B"

/ *"’A) #@’?=

< B?’#?

1 ?*’)@ #?’@*

3 B’@? ?=’)B ?’*#

稳定性实验结果表明#BBG17>OJ;稳定性较
好#BBG17>OJ;在=6内放化纯度大于BÂ #*6
放化纯度为B@’?̂ ##)6为B#’=̂ #)@6为
*=’B̂ &
在实验中分别改变)>SO用量’还原时间和

标记时间#结果表明#)"7H!H)>SO用量为)#
A##"#)"#A""H时#

BBG17>OJ;标记率分别为

!A’B̂ #==’)̂ #?@’?̂ #?@’"̂ #?)’)̂ "采用
O&&7/.法测定还原的游离(YN数分别为"’"=b
"’"##"’*#b"’#"##’")b"’#?##’#Ab"’#"#
#’!)b"’#!#对照组为"’@!b"’"@#说明每分子
OJ;可打开约#个二硫键&当反应温度为)"#
@"#="#*" k 时#BBG17>OJ; 标 记 率 分 别 为

?"’!̂ #?)’#̂ #=*’B̂ #?@’)̂ #说明温度对于
标记率的影响并不明显&还原时间为A##"#)"#
!"#="75.时#BBG17>OJ;标记率分别为)!’Â #

@=’=̂ #==’B̂ #?=’!̂ #A=’*̂ &锝标记时间
为A##"##A#!"#="75.时#BBG17>OJ;标记率
分别 为 !*’#̂ #A?’!̂ #?A’?̂ #?=’"̂ #
?A’*̂ &
到目前为止#有关OJ;放射性标记的报道多

集中在间接标记法上#但运用间接标记法标记时
间长’标记率低#且许多步骤涉及到试剂的合成#
偶联产率较低)A>=*&本研究采用)>SO直接还原
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法标记OJ;!操作比较简单!还原!"75.即可达
到较高的标记率"?=’!̂ #$延长还原时间!标记
率有所降低!这可能是因为空气中的氧气将还原
得到的%YN 重新氧化!或是游离的%YN之间缩
合使其再度封闭!从而结合位点减少而导致标记
率降低$标记反应#A75.即可得到较高的标记
率!继续延长反应时间标记率无明显升高$
)#BBG17>OJ;生物活性鉴定
BBG17>OJ;生物活性鉴定结果列入表!$表

!结果表明!OJ;在BBG17 标记前后均能明显促
进内皮细胞生长"3#"’"A#!标记后生物学活性
无明显改变$

表!!锝标记OJ;实验组及各对照组细胞计数
的统计学分析

G/<&2!!Y9/958951/&/./&:858%0BBG17>OJ;
/.31%.9-%&5.12&&1,&9,-2

(%’
显著性检验"Y5P.5051/.129289#

( ) * +

( & e a e

) e & e a

* a e & e

+ e a e &

!!注"(%928#’(为空白对照组!)为OJ;对照组!*为BBG17

对照组!+为 BBG17>OJ;实验组(e表示有统计学差异"3+
"’"##!a表示无显著性差异"3#"’"A#!&表示未进行统计学分
析"(58<&/._1%.9-%&P-%,U!)58OJ;1%.9-%&P-%,U!*58
BBG17K@a1%.9-%&P-%,U!+58BBG17>OJ;2MU2-572.9/&P-%,U(

e5889/958951/&85P.5051/.12"3+"’"##!a58.%89/958951/&85P.50>
51/.12"3#"’"A#!&5889/958951/&/./&:858,.U2-0%-723#

!#细胞放射性摄取实验
图#显示!C=细胞与对照组对不同浓度

BBG17>OJ;的摄取呈不同的曲线$随着BBG17>
OJ;浓度的增高!C=细胞摄取值呈明显升高的
趋势!当BBG17>OJ; 浓度分别为#’=Ac#"a)!
#’=Ac#"a#!#’=A!#’=Ac#"!#’=Ac#").7%&&
H时!C=细胞组放射性摄取值分别为#’!)c#"!!
@’"!c#"!!?’)#c#"!!))’=c#"!!@=’Bc#"!&
75.$而对照组放射性摄取值分别为"’*Bc#"!!
#’##c#"!!)’"?c#"!!)’@#c#"!!)’A=c#"!&
75.$对照组放射性摄取值升高的趋势明显低于
C=细胞组$

!!@#体外细胞放射性滞留实验
图)显示!放射性摄取率随着 C=细胞与

BBG17>OJ;")"*"_DW#孵育时间的延长呈升高趋
势!在孵育时间为A75.!#"75.!!"75.!#6!)
6!!6!=6时!放射性摄取率分别为#’?#̂ !

!’B@̂ !A’)=̂ !*’!!̂ !#)’A#̂ !#A’!=̂ !
#B’*@̂ !而 对 照 组 的 放 射 性 摄 取 率 分 别 为
#’=*̂ !#’?!̂ !)’"#̂ !)’A?̂ !@’"Â !
!’BB̂ !@’)#̂ !升高的趋势低于C=细胞组$

图#!C=细胞对不同浓度BBG17>OJ;的放射性摄取

;5P’#!C2&&>/88%15/923BBG17

-/35%/195V59:0%&&%]5.P5.1,</95%.%0C=12&&
]59635002-2.91%.12.9-/95%.%0BBG17>OJ;

,%%%实验组"OMU2-572.9/&P-%,U#!

)%%%对照组"C%.9-%&P-%,U#

图)!C=细胞与#=A.7%&&HBBG17>OJ;")"*"_DW#
孵育不同时间的放射性摄取

;5P’)!C2&&><%,.3-/35%/195V59:0%&&%]5.P5.1,</95%.
%0#=A.7%&&HBBG17>OJ;")"*"_DW#0%-35002-2.99572

(%%%实验组"OMU2-572.9/&P-%,U#!

)%%%对照组"C%.9-%&P-%,U#

=<=!动物实验
!’?SDWBBG17>OJ;经尾静脉注入荷瘤鼠
体内!!"75.!)6!@6!=6后 ‘589/-荷瘤鼠各
器官及肿瘤组织内的放射性分布列于表@$计算
肿瘤组织与正常组织摄取比值!在!"75.时为
#’))!)6为#’=#!@6为)’)A!=6为)’#)$
由表@结果看出!BBG17>OJ;具有在荷瘤鼠

体内血液中清除较快!肝)脾)肾摄取高等特点!可
能与高表达OJ;4正常组织如肝)肾等的摄取及
肾脏的高清除率有关$正常肝细胞表达中度到高
度水 平 的 OJ;4 受 体 "每 个 细 胞 含 OJ;4
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*c#"@!!c#"A 个!"在肾组织和肾小管细胞中
也含有高浓度的 OJ;4#?>*$%脾 有 高 浓 度 的
BBG17>OJ;摄取"可能与脾的血运丰富有关%瘤
区放射性在@6时达到最高"而脑组织最低%

!!@6荷瘤 ‘589/-鼠的YXOCG显像图示于图
!%图!结果表明"荷瘤 ‘589/-鼠全身显影基本

清晰"血液本底放射性可见"右股内侧的肿瘤组织
放射性浓聚"与周围组织或与左股内侧相应部位
的放射性摄取比较明显增强"肝&脾清晰显影"其
余组织放射性分布减低"未见明显的放射性聚集"
证实BBG17>OJ;具备识别高表达OJ;4的肿瘤
组织的特性"即具有较好的导向选择性%

表@!BBG17>OJ;在荷瘤鼠体内的放射性分布

G/<&2@!D5%&%P51/&3589-5<,95%.%0BBG17>OJ;5.C=>1/--523-/98

器 官

’K-P/.8!

每克组织百分注射剂量率’X2-12.9/P2%09625.Z219233%82U2-P-/7%09588,27/88!(’̂ QT)Pa#!

!"75. )6 @6 =6

肿瘤’G,7%-! "’)!=b"’"AB "’)BAb"’"!B "’!?@b"’")= "’!"Ab"’")=
血液’D&%%3! "’#B)b"’")) "’#*!b"’"#! "’#==b"’"#" "’#=Ab"’"#!
脑’D-/5.! "’"@#b"’""? "’"@"b"’""A "’"!!b"’""@ "’"!#b"’""=
胃’Y9%7/16! "’#!!b"’")" "’"**b"’"#= "’"?)b"’""B "’"=)b"’""?
肝’H5V2-! A’=*!b"’?#B =’!*?b"’A?* ?’A@"b#’*!" =’*ABb#’?#"
脾’YU&22.! =’)AAb#’)?* =’A")b#’##" =’"*#b#’A#) =’)*@b#’)*B
肾’E53.2:! =’@BBb"’"=" #"’A""b#’"A= #)’)BBb)’#?A )"’@AAb)’@*B
心脏’N2/-9! "’#)#b"’"#* "’#"!b"’"#? "’"??b"’""? "’"==b"’""*
肠’Q.92895.28! "’#@Bb"’")= "’#A=b"’")? "’#"Bb"’"!# "’#")b"’")?
肺’H,.P! "’#@!b"’")) "’#!?b"’")) "’#)"b"’")@ "’#"=b"’"!)

图!!尾静脉注射!’?SDWBBG17>OJ;
@6后的荷C=鼠YXOCG图

;5P’!!YXOCG81/.8%0BBG17>OJ;
3589-5<,95%./9@60%&&%]5.P,/5.Z2195%.%0!’?SDW

BBG17>OJ;5.9,7%-><2/-5.P-/9

A!结!论

直接还原法合成的BBG17>OJ;标记率较高"
方法简便"稳定性较好"可望成为诊断高表达OJ>
;4肿瘤新的YXOCG分子显像剂%
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