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【摘要】 　 目的　 制备一种针对整合素 αＭ（ＣＤ１１ｂ）受体的预定位分子探针６８Ｇａ⁃１，４，７⁃三氮杂环

壬烷⁃１，４，７⁃三乙酸⁃甘氨酸⁃精氨酸⁃谷氨酸⁃精氨酸⁃谷氨酸⁃十一聚乙二醇⁃１，２，４，５⁃四嗪 ／ ＣＤ１１ｂ 抗体

片段⁃反式⁃环辛烯［ ６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１ ⁃Ｔｚ ／ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ］，并通过 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显

像探讨其作为 ＣＤ１１ｂ 受体靶向分子探针的可行性。 方法 　 采用免疫荧光法检测小鼠巨噬细胞

ＲＡＷ２６４．７ 膜表面 ＣＤ１１ｂ 受体的表达情况。 将 ＣＤ１１ｂ 抗体与 ＴＣＯ 连接，并通过酶切法得到 ａｎｔｉ⁃
ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ。 对配体 ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１ ⁃Ｔｚ 进行６８ Ｇａ 标记，检测标记率以及放化纯。
进行预定位细胞结合实验，建立 ＣＴ２６ 结肠癌荷瘤裸鼠模型，进行预定位生物分布以及 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显

像实验。 用免疫组织化学检查验证肿瘤微环境中 ＣＤ１１ｂ＋细胞的浸润情况。 用单因素方差分析比较

组间差异。 结果　 免疫荧光检测结果显示 ＲＡＷ２６４．７ 细胞膜表面高度表达 ＣＤ１１ｂ 受体。 十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）验证成功合成 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ。 放射性配体６８Ｇａ⁃
ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１ ⁃Ｔｚ 标记率约为 ９４．６％，比活度为 ７．０ ～ ７．４ ＭＢｑ ／ μｇ，放化纯大于 ９５％。 预定

位细胞结合实验证实该分子探针与 ＣＤ１１ｂ 受体有较好的靶向性。 生物分布及显像结果示，在预定位

４、１２ 以及 ２４ ｈ 时间间隔下，模型鼠肾放射性摄取较高，表明分子探针通过肾代谢；肿瘤 ／肌肉比值为

９．２３±１．４５、１２．５３±１．３６ 和 １０．７４±１．１１（Ｆ＝ ８４８．８，Ｐ＜０．０５）；在预定位 １２ ｈ 注射放射性配体后 １ ｈ 显像，
肿瘤与非靶器官对比度最佳：肿瘤标准摄取值（ＳＵＶ）为 ０．６７±０．１２，肌肉 ＳＵＶ 为 ０．０９±０．０４。 免疫组织

化学结果示，ＣＴ２６ 结肠癌微环境中浸润了大量 ＣＤ１１ｂ＋细胞。 结论　 成功合成预定位分子探针６８Ｇａ⁃
ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１ ⁃Ｔｚ ／ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ，该标记物对 ＣＤ１１ｂ 阳性结肠癌具有较强的靶

向能力，有望用于靶向 ＣＤ１１ｂ 受体的体内示踪。
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ＣＤ１１ｂ＋ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ， ａｎｄ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｔｒａｃｅｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＤ１１ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｎｔｉｇｅｎｓ， ＣＤ１１ｂ； Ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ； Ｇａｌｌｉｕｍ ｒａｄｉｏｉｓｏｔｏｐｅｓ； Ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；
Ｐｏｓｉｔｒｏｎ⁃ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ； Ｃｏｌｏｎｉｃ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ； Ｍｉｃｅ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （１１８７５１１４）
ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２１０７０１⁃００２１８

　 　 结肠癌是世界范围内第四位常见的恶性肿

瘤［１］，其发病率及死亡率较高。 目前，结肠癌患者

的预后主要取决于 ＴＮＭ 分期［２］，然而也有研究显示

其预后价值有限［３］。 因此，寻找有效预测疾病进展

以及疗效评价的靶点十分必要。
肿瘤微环境中的肿瘤相关髓系细胞（ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓ⁃

ｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ， ＴＡＭ）在结肠癌的发生发展中

起重要作用。 ＴＡＭ 不仅具有预后预测价值，而且会

影响肿瘤疗效［４⁃５］。 肿瘤相关巨噬细胞是 ＴＡＭ 中的

主要类型，其在结肠肿瘤微环境中大量聚集，在肿瘤

进展、免疫抑制和免疫治疗抵抗中发挥重要作

用［６］。 整合素 αＭ（ＣＤ１１ｂ）是 ＴＡＭ 膜表面高度表达

的整合素受体［７］。 研究表明，抑制 ＣＤ１１ｂ 受体表达

可以减少骨髓细胞向肿瘤环境的募集，减少肿瘤免

疫抑制作用，从而增强肿瘤对放化疗的反应［８⁃９］。
１，２，４，５⁃四嗪（１，２，４，５⁃ｔｅｒａｚｉｎｅ， Ｔｚ）和反式⁃环

辛烯（ｔｒａｎｓ⁃ｃｙｃｌｏｏｃｔｅｎｅ， ＴＣＯ）之间的反电子需求［４＋
２］ Ｄｉｅｌｓ⁃Ａｌｄｅｒ 环加成（ｉｎｖｅｒｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｄｅｍｅｎｄ［４＋２］
Ｄｉｅｌｓ⁃Ａｌｄｅｒ ｃｙｃｌｏａｄｄｉｔｉｏｎ， ＩＥＤＤＡ）生物正交点击化学

系统在体内预定位 ＰＥＴ 显像中的应用受到关注［１０］。
ＩＥＤＤＡ 具有高效的反应速率，可作为较好的生物偶联

工具。 在预定位显像中，首先注射 ＴＣＯ 连接的抗体，待
抗体在靶点积累一段时间后再注入小分子放射性配

体，与 ＴＣＯ 发生化学反应。 放射性配体分子量较小，可
迅速从血液中清除，降低显像背景的放射性［１１⁃１２］。

因此，本研究组研发制备了靶向 ＣＤ１１ｂ 受体

的６８Ｇａ 生物正交点击化学预定位分子探针，并进行

结肠癌鼠模型 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像，现报道如下。

材料与方法

一、实验仪器与材料

１．主要仪器及试剂材料。 仪器有： 高效液相色

谱（ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ；
Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，美国）；γ 放射免疫计数器

（ＧＣ⁃１５００，北京科普顺科技有限公司）；Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ Ｃ１８
柱（ ＳＩＥＬＣ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，美国）；ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＭＲ
仪（Ｍａｄｉｃ Ｌａｂ ＰＥＴ ／ ＭＲ，山东麦德盈华科技有限公

司）；６８Ｇｅ ／ ６８Ｇａ 发生器（中国同辐股份有限公司）。
２⁃Ｓ⁃（４⁃异硫氰酸根合苄基）⁃１，４，７⁃三氮杂环壬烷⁃
１，４，７⁃三乙酸［２⁃Ｓ⁃（４⁃ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｏｂｅｎｚｙｌ）⁃１，４，７⁃ｔｒｉ⁃
ａｚａｃｙｃｌｏｎｏｎａｎｅ⁃１，４，７⁃ｔｒｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ｐ⁃ＮＨ２⁃Ｂｎ⁃ＮＯＴＡ］
购自美国 Ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｃｓ 公司；ＣＤ１１ｂ 抗体（Ｍ１ ／ ７０）购
自美国 Ｂｉｏｘｃｅｌｌ 公司；Ｔｚ 以及聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌ， ＰＥＧ）购自陕西新研博美生物科技有限公

司；小鼠巨噬细胞株 ＲＡＷ２６４．７ 以及结肠癌细胞株

ＣＴ２６ 购自中国科学院细胞库。
２．实验动物。 雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠［４４ 只，４～６ 周

龄，体质量（２０±４）ｇ］购于上海杰思杰实验动物有限

公司［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１８⁃０００４］。 在复旦大

学附属中山医院实验动物中心无特殊病原体（ ｓｐｅ⁃
ｃｉｆｉｃ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ， ＳＰＦ）屏障系统中饲养小鼠。 动

物实验遵照本院实验动物管理办法进行。
二、实验方法

１．细胞培养。 对小鼠结肠癌细胞 ＣＴ２６ 以及小

鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７ 均用含有体积分数 １０％胎牛

血清和体积分数 １％青霉素⁃链霉素的 ＲＰＭＩ １６４０ 培

养基培养。细胞置于３７℃ ，体积分数５％ＣＯ２ 的培
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图 １　 １，４，７⁃三氮杂环壬烷⁃１，４，７⁃三乙酸⁃甘氨酸⁃精氨酸⁃谷氨酸⁃精氨酸⁃谷氨酸⁃十一聚乙二醇⁃１，２，４，５⁃四嗪（ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１ ⁃

Ｔｚ）合成路线图。 ＤＭＦ 为 Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲酰胺；ＥＤＣｌ 为 １⁃（３⁃二甲氨基丙基）⁃３⁃乙基碳二亚胺盐酸盐；ＨＯＳｕ 为 Ｎ⁃羟基丁二酰亚胺

养箱中。 待细胞生长达 ８０％时，将细胞传代。
２． ＲＡＷ２６４． ７ 细胞 ＣＤ１１ｂ 受体表达的测定。

用常规法进行细胞爬片、固定、封闭，滴加抗兔一抗

ＣＤ１１ｂ 抗体（１ ∶５０），４ ℃过夜，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ⁃ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）洗涤后滴加 ＣＹ３ 标记的

羊抗兔二抗（１ ∶１００），室温避光静置 １ ｈ，再用 ４′，６⁃
二脒基⁃２⁃苯基吲哚（４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，
ＤＡＰＩ）染色，封片后置于共聚焦荧光显微镜下观察。

３． ＣＤ１１ｂ 抗体片段⁃ＴＣＯ［ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ ａｂ′） ２⁃
ＴＣＯ］的制备与质量控制。 Ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃ＴＣＯ 制备过

程简述如下：使用 ０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的碳酸氢钠将 ＣＤ１１ｂ
抗体（６．０４ ｍｇ ／ ｍｌ）溶液的 ｐＨ 值调节至 ８．５。 抗体

溶液中加入 Ｎ， Ｎ⁃二甲基甲酰胺 （Ｎ， Ｎ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃
ｆｏｒｍａｍｉｄｅ， ＤＭＦ）以及 ＴＣＯ 溶液，使得 ＴＣＯ 与 ａｎｔｉ⁃
ＣＤ１１ｂ 的物质的量比为 ３０ ∶１，ＣＤ１１ｂ 抗体溶液的浓

度为 ４．２ ｍｇ ／ ｍｌ。 经纯化后得到最终产物，并计算药

物 ／抗体比值（ ｄｒｕｇ ｔｏ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ， ＤＡＲ）。 Ａｎｔｉ⁃
ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′）２⁃ＴＣＯ 通过 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃ＴＣＯ（１ ｍｇ ／ ｍｌ）
与免疫球蛋白 Ｇ 降解酶（２０ Ｕ ／ μｌ；上海翌圣生物科

技股份有限公司）水解制备。 将 ２ ｍｌ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃
ＴＣＯ 溶液与 １００ μｌ 降解酶混合，加入 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 磁珠

（上海雅酶生物医药科技有限公司）吸附 Ｆｃ 片段，
置于磁力架约 １ ｍｉｎ 后，取上清液。 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ
（ａｂ′） ２⁃ＴＣＯ 的纯度通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳 （ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 进行评估。

４． ６８Ｇａ⁃１，４，７⁃三氮杂环壬烷⁃１，４，７⁃三乙酸⁃甘
氨酸⁃精氨酸⁃谷氨酸⁃精氨酸⁃谷氨酸⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ （１，
４， ７⁃ｔｒｉａｚａｃｙｃｌｏｎｏｎａｎｅ⁃１， ４， ７⁃ｔｒｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ⁃Ｇｌｙｃｉｎｅ⁃
Ａｒｇｉｎｉｎｅ⁃Ｇｌｕｔａｍａｔｅ⁃Ａｒｇｉｎｉｎｅ⁃Ｇｌｕｔａｍａｔｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ， ＮＯＴＡ⁃
Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ）的制备。 前体 ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐ⁃

ｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ 的合成过程（图 １）简述如下：多肽链

具体氨基酸序列为 Ｇｌｙ⁃Ａｒｇ⁃Ｇｌｕ⁃Ａｒｇ⁃Ｇｌｕ。 各个氨基

酸以及 ｐ⁃ＮＨ２⁃Ｂｎ⁃ＮＯＴＡ 均在活化剂 Ｏ⁃苯并三氮唑⁃
四甲基脲六氟磷酸酯 Ｎ，Ｎ⁃二异丙基乙胺（Ｎ，Ｎ⁃ｄｉｉ⁃
ｓｏｐｒｏｐｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ， ＤＩＥＡ）反应下联结而成，得到化

合物 １。 在化合物 ２ 和 ３ 的溶液中加入三乙胺。 待

反应完全后，旋干并分离得到化合物 ４。 搅拌下向

化合物 ４ 的二氯甲烷和 ＤＭＦ 混合溶液中依次加入

Ｎ⁃羟基丁二酰亚胺和 １⁃（３⁃二甲氨基丙基）⁃３⁃乙基碳

二亚胺盐酸盐，反应完全并纯化浓缩得到化合物 ５。
向化合物 １ 中加入 ＤＩＥＡ 以及化合物 ５，室温搅拌 １ ｈ
后，用反相制备 ＨＰＬＣ 纯化得到目标化合物。 取前体

药物加入 ０．２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸钠溶液中，用 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐

酸溶液于６８ Ｇｅ ／ ６８ Ｇａ 发生器中淋洗６８ ＧａＣｌ３（０． ７０ ～
０􀆰 ７４ ＧＢｑ）。 将洗脱液与前体溶液混合，常温放置

反应 １０ ｍｉｎ，用 ＨＰＬＣ 进行放射性产物的标记率、放
化纯及放射化学产率测定与计算。

５．预定位细胞结合实验。 将 ＲＡＷ２６４．７ 细胞以

３×１０５ ／孔的密度接种于 ２４ 孔板中， 将铺好的细胞

孔板分为 ４ 组：实验组中加入 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ ａｂ′） ２⁃
ＴＣＯ（每孔 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ），对照组 １ 中加入 ａｎｔｉ⁃
ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２（每孔 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ），均室温温育 ２ ｈ
后加入放射性配体 ０．２ μｇ（７．７７ ＭＢｑ ／ μｇ）；对照组 ２
每孔加入 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ （ ａｂ′） ２⁃ＴＣＯ 与６８ Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃
Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ 体外反应所得到的６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃
ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２（７．７７ ＭＢｑ ／ μｇ）；阻断组每孔加

入 １００ 倍过量的 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）。
待室温温育 １ ｈ 后，将细胞悬液转移至 γ 计数管中，
测得细胞结合管中放射性计数（计数·ｍｉｎ－１）。

６．移植瘤模型的制备。 按常规方法在 ３７ ℃恒

温培养箱中培养鼠源结肠癌细胞ＣＴ２６，制成细胞悬
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图 ２　 小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７ 细胞 ＣＤ１１ｂ 表达的免疫荧光共聚焦检测结果（×１００）。 Ａ．细胞核被 ４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染成

蓝色；Ｂ．红色荧光显示为细胞膜表面 ＣＤ１１ｂ 受体；Ｃ．图 １Ａ 和图 １Ｂ 的融合图

液，接种于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠腋窝下（１×１０６ ／ １００ μｌ），正
常饲养，待接种部位肿瘤长至 １００ ～ ３００ ｍｍ３ 时，即
移植瘤模型小鼠构建成功，可用于后续实验。

７．预定位生物分布实验。 取皮下荷 ＣＴ２６ 结肠肿

瘤雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠 １６ 只，按完全随机法分成 ４ 组

（每组 ４ 只）：３ 个实验组（预定位 ４、１２、２４ ｈ 组）均经尾

静脉注射抗体 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′）２⁃ＴＣＯ １００ μｇ ／只（抗
体剂量参考文献［１３⁃１４］），再分别于 ４、１２ 以及 ２４ ｈ
后注射６８ Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ （７． ４ ＭＢｑ，
１００ μｌ），注射后 １ ｈ 颈椎脱臼处死；对照组预先注

射非特异性抗体免疫球蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ， Ｉｇ）Ｇ⁃
Ｆ（ａｂ′） ２⁃ＴＣＯ １００ μｇ ／只（１ μｇ ／ μｌ），１２ ｈ 后注射上

述同剂量放射性配体，注射后 １ ｈ 处死。 分离器官

或组织（心、肺、肝、小肠、大肠、脾、肾、骨、肌肉、肿
瘤）并用 γ 计数器测放射性计数，通过衰减矫正后

分析数据，用每克组织百分注射剂量率 （ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｄｏｓｅ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ， ％ＩＤ ／ ｇ） 表示

放射性摄取。
８．预定位 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像。 取皮下荷 ＣＴ２６ 结肠肿

瘤雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 鼠 １６ 只，分组情况与生物分布实验相

似，用于判断预定位最佳时间点，不同的是注射放射性

配体（１１．１ ＭＢｑ ／只，１００ μｌ）后１ ｈ 进行ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像。
为判断显像最佳时间点，另取 １２ 只小鼠分 ３ 组（每
组 ４ 只），均预定位 １２ ｈ，分别在注射放射性配体后

３０ ｍｉｎ、１ ｈ 以及 ２ ｈ 显像。 于显像前 ５ ｍｉｎ 用异氟

烷麻醉小鼠（氧气 ０．８ Ｌ ／ ｍｉｎ，异氟烷 ２．０ Ｌ ／ ｍｉｎ），在
扫描过程中持续麻醉。 采用三维模式，ｍｉｃｒｏＰＥＴ 扫

描 ３０ ｍｉｎ，使用有序子集最大期望值迭代法进行图

像重建。 观察放射性聚集情况，并测定肿瘤、肌肉标

准摄取值（ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｕｐｔａｋｅ ｖａｌｕｅ， ＳＵＶ）。
９．肿瘤组织免疫组织化学检测。 将显像后的肿

瘤模型鼠处死，并取下肿瘤，立即放入体积分数 ４％

多聚甲醛中固定。 不同浓度乙醇脱水后，石蜡包埋，
组织切片（５ μｍ）。 按常规方法进行 ＨＥ 以及免疫

组织化学染色，在肿瘤切片中加抗兔一抗 ＣＤ１１ｂ 抗

体（１ ∶５０；美国 Ａｂｃａｍ 公司）４ ℃温育 ２ ｈ，再加二抗

（１ ∶１５０），室温避光静置 １ ｈ。 显微镜下观察并采集

图像。
１０．统计学处理。 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８．０１ 和

ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２３．０ 软件进行统计分析及绘图。 符合正

态分布的定量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示，进行 Ｌｅｖｅｎｅ 方差齐

性检验，采用单因素方差分析对多组方差齐性数据

进行比较，方差不齐的数据行 Ｋｒｕｓｋａｉ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验。
Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ＲＡＷ２６４． ７ 细胞的 ＣＤ１１ｂ 受体表达结果。
免疫荧光共聚焦检测结果（图 ２）示，ＣＤ１１ｂ 受体表

达于 ＲＡＷ２６４．７ 细胞膜表面。
２．前体药物的制备及质量控制。 成功合成 ａｎｔｉ⁃

ＣＤ１１ｂ⁃ＴＣＯ 偶联物，纯度为 ９５．５８％，ＤＡＲ 为 １４．５４。
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 证实（图 ３） ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ ａｂ′） ２⁃ＴＣＯ 片

段位于 １００ ｋＤａ 条带处，且纯度较高。
３．放射性配体的标记以及质量控制。 经制备型

ＨＰＬＣ 纯化后，获得纯度为 ９３．７％的红色固体前体。
经６８ＧａＣｌ３ 反应得６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ，标记

率为 ９４．６％。 该放射性配体比活度为 ７．０～７．４ ＭＢｑ ／ μｇ，
放化纯高于 ９５％；体外稳定性好，在 ＰＢＳ 中室温放

置 ４ ｈ 后放化纯度仍大于 ９５％。
４．预定位细胞结合实验。 预定位实验组放射性

计数为（４４ ６６０．１２±４ ２４６．９５）计数·ｍｉｎ－１，阻断组

因 ＲＡＷ２６４． ７ 细胞表面 ＣＤ１１ｂ 受体被大量 ａｎｔｉ⁃
ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ 抗体结合，呈现较低的放射性计数

［（３ ３８０．０６±４４７．０７）计数·ｍｉｎ－１］ ，对照组１最低
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图 ５　 各组荷 ＣＴ２６ 结肠肿瘤鼠预定位 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像图（箭头示肿瘤部位）。 对预定位 ４ ｈ 组（Ａ）、１２ ｈ 组（Ｂ）、２４ ｈ 组（Ｃ）于尾静脉注射

ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ １００ μｇ 预定位相应时间，再注射６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１ ⁃Ｔｚ ７．４ ＭＢｑ 后 １ ｈ 显像；对照组（Ｄ）预注射非特异

性抗体 ＩｇＧ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ １００ μｇ。 另 ３ 个预定位 １２ ｈ 组（Ｅ）分别于注射放射性配体后 ３０ ｍｉｎ、１ ｈ、２ ｈ 显像，１ ｈ 显像效果最佳

图 ３ 　 ＣＤ１１ｂ 抗体片段⁃反式⁃环辛烯 ［ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ （ ａｂ′） ２ ⁃

ＴＣＯ］的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳图。 Ｍ：蛋白质

标志

图 ４　 各组荷 ＣＴ２６ 结肠肿瘤鼠（每组 ４ 只）的预定位生物分布

实验结果。 预定位 ４ 、１２ 、２４ ｈ 组小鼠于尾静脉注射 ａｎｔｉ⁃

ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ １００ μｇ 预定位相应时间，再注射６８Ｇａ⁃１，

４，７⁃三氮杂环壬烷⁃１，４，７⁃三乙酸⁃甘氨酸⁃精氨酸⁃谷氨酸⁃精氨

酸⁃谷氨酸⁃十一聚乙二醇⁃１， ２， ４， ５⁃四嗪 （ ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃
ＰＥＧ１１ ⁃Ｔｚ）７．４ ＭＢｑ，１ ｈ 后测放射性分布。 对照组注射非特异性

抗体免疫球蛋白（Ｉｇ）Ｇ⁃Ｆ（ａｂ′） ２ ⁃ＴＣＯ １００ μｇ。 预定位分子探针

经肾代谢，肿瘤放射性摄取明显高于除肾外其他器官。％ＩＤ ／ ｇ 为

每克组织百分注射剂量率

［（７４７．４７±１３０．５２）计数·ｍｉｎ－１；Ｈ＝２６􀆰 ２４４，Ｐ＜０􀆰 ０５］；对
照组 ２［（４３ ７８５．４４±２ ９５１．３６）计数·ｍｉｎ－１］与实验组相

比，差异没有统计学意义（Ｈ＝ １．１２５，Ｐ＞０．０５）。

５．预定位生物分布实验。 各组主要脏器及肿瘤

放射性分布情况见图 ４。 实验组肿瘤部位放射性聚

集明显高于除肾以外的其他器官；而对照组肿瘤部

位放射性积累水平较低，为（１．１４±０．５２） ％ ＩＤ ／ ｇ。
预定位 ４、１２ 以及 ２４ ｈ 组的肿瘤 ／血液比值分别为

１􀆰 ３４±０．５４、２．２３±０．３６ 和 １．９２±０．２２，肿瘤 ／肌肉比值

为 ９．２３±１．４５、１２．５３±１．３６ 和 １０．７４±１．１１，其中预定

位 １２ ｈ 组最高（Ｆ 值：１６１．５、８４８．８，Ｐ＜０．０５）。 １２ ｈ
间隔组为最佳预定位的时间间隔。

６．预定位显像实验。 图 ５ 显示实验组肿瘤部位

放射性摄取高于肝、肌肉、肺、肠道等器官。 肾以及

膀胱是主要的放射性浓聚器官，说明放射性配体以

及 ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′） ２⁃ＴＣＯ 经过泌尿道排泄。 肿瘤

与本底对比度良好。 阻断组肿瘤摄取明显降低。 预

定位 ４、１２、２４ ｈ 组及对照组 １ ｈ 显像肿瘤 ＳＵＶ 分别

为 ０．３４±０．０２、０．５９±０．０５、０．４２±０．１１、０．１２±０．０４，肌
肉 ＳＵＶ 分别为 ０．１０±０．０４、０．０８±０．０５、０．０８±０．０２、
０􀆰 ０９±０．０４。 预定位 １２ ｈ 组肿瘤与肌肉对比度优于

其他组（Ｆ＝６６．２９， Ｐ＜０．０５）。 预定位 １２ ｈ 的 ３０ ｍｉｎ、
１ ｈ 及 ２ ｈ 显像组肿瘤 ＳＵＶ 分别为 ０．４２±０．０５、０．６７±
０．１２ 以及 ０．３３±０．０８，肌肉 ＳＵＶ 分别为 ０．１１±０．０３、
０􀆰 ０９±０．０４ 以及 ０．０７±０．０６。 １ ｈ 显像点的肿瘤与肌

肉对比度最佳（Ｆ ＝ ３１．８６，Ｐ＜０．０５）。 因此，预定位

１２ ｈ 注射放射性配体，１ ｈ 后显像最优。
７．肿瘤组织病理结果。 荷 ＣＴ２６ 结肠癌模型鼠肿

瘤组织 ＨＥ 染色及 ＣＤ１１ｂ 受体免疫组织化学检测结

果示肿瘤微环境中浸润大量 ＣＤ１１ｂ＋细胞（图 ６）。

讨　 　 论

放射免疫显像传统的方法为长半衰期核素标记

抗体。 Ｎｉｇａｍ 等［１５］用长半衰期核素８９Ｚｒ 标记 ＣＤ１１ｂ
抗体，并对神经胶质瘤中 ＣＤ１１ｂ 受体表达情况进行

研究。 Ｈｏｆｆｍａｎｎ 等［１６］则使用６４Ｃｕ⁃ＮＯＴＡ⁃ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ
研究 ＣＤ１１ｂ 受体与乳腺癌转移情况。 但８９ Ｚｒ、６４Ｃｕ
等长半衰期核素会在肝、脾以及骨骼等非靶器官长
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图 ６　 荷 ＣＴ２６ 结肠肿瘤模型鼠肿瘤组织免疫组化结果。 Ａ．
ＨＥ 染色图（×１００）示细胞核呈蓝色，细胞质呈红色；Ｂ． ＣＤ１１ｂ
受体免疫组织化学染色［链霉菌抗生物素蛋白⁃过氧化物酶连

结（ ＳＰ ） 法 × ２００］ 示肿瘤细胞微环境中浸润大量棕黄色

ＣＤ１１ｂ＋细胞（所示区域对应 Ａ 中红框区域）

时间浓聚，造成脏器的累积辐射剂量过大，靶 ／非靶

值下降。 Ｒａｓｈｉｄｉａｎ 等［１７］ 使用１８ Ｆ 标记新型 ＣＤ１１ｂ
纳米抗体进行研究，但在大量使用抗体进行治疗时

纳米抗体的免疫原性问题将不可避免。
预定位策略以抗体与放射性配体解偶为基础，提

高靶 ／非靶比值，从而提高图像对比度，减少非靶器官

辐射损伤［１８］。 周慧敏和朱小华［１９］总结了目前 ４ 类主

要的预靶向显像亲和偶联系统。 其中，ＩＥＤＤＡ 研究

相对成熟，分子修饰简单，对抗体影响较小。 作为整

合素分子，ＣＤ１１ｂ 具有高丰度、高特异性以及潜在

的免疫治疗价值等优点［８］。 通过研发靶向 ＣＤ１１ｂ
受体的分子探针，可对肿瘤微环境进行可视化探究。

本研究制备了新型预定位分子探针６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃
Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ ／ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ （ ａｂ′）２⁃ＴＣＯ。 Ａｎｔｉ⁃
ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′）２ 片段分子量较小，血液清除速度快，使
图像质量提高。 抗体剪切为 Ｆ（ａｂ′）２ 片段有以下优点：
（１）抗体与受体的特异性结合部位主要为 Ｆ（ａｂ′）２ 段，
当抗体只保留 Ｆ（ａｂ′） ２ 片段时，可减少非特异性结

合［２０］。 （２）笔者将全链抗体经过蛋白酶水解剪切后

得到的 Ｆ（ａｂ′） ２ 片段分子量为 １００ ｋＤａ，其在体内循

环时间缩短，预定位 ４ ｈ 即可显像，缩短了预定位时

间。 （３） Ｆ（ａｂ′） ２ 片段经肾代谢［２１］，腹部放射信号

背景较低，对胃肠道肿瘤显影效果影响较小。
本研究预定位分子探针放射性配体６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃

Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ 中的多肽链由 Ｇａｒｃíａ 等［２２］ 研

究发现，多肽链可以增加分子探针的亲水性，使之经

肾代谢，而添加 ＰＥＧ１１基团同样能增加亲水性。 生

物分布和 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 结果也证实该预定位分子探针

通过泌尿系排泄。 经肾排泄可降低腹部背景信号，
增加对胃肠道肿瘤的检出效果。

本研究预定位细胞结合实验显示，实验组的细

胞摄取远高于阻断组以及对照组 １，表明 ＣＤ１１ｂ 抗

体经过 ＴＣＯ 分子修饰后仍然具有抗体活性，为后续

的动物显像实验奠定了理论基础。 实验组与对照组

２ 的细胞结合差异没有统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示

预定位方法与在体外完成点击化学的分子探针对

ＣＤ１１ｂ 受体的结合力没有差异。
预定位策略提前将抗体注射体内，使其充分与

靶部位受体结合，然后再注射放射性配体，时间间隔

一般为 ２４、４８、７２ 及 ９６ ｈ［２３］。 预定位时间间隔较

长，在实验实施以及临床实用性方面表现不佳，为此

本研究组将 ＣＤ１１ｂ 抗体通过酶解法剪切为 Ｆ（ａｂ′） ２

片段，以缩短预定位时间。 本研究设定了 ４、１２、２４ ｈ
３ 个预定位时间，结果示预定位 １２ ｈ 组小鼠肿瘤与

肌肉对比度最高，１２ ｈ 为最佳预定位时间；多时间

点显像结果示，预定位 １２ ｈ 注射放射性配体，以 １ ｈ
后显像最优。 Ｎｉｇａｍ 等［１５］ 的研究示，８９ Ｚｒ⁃去铁胺

（Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ， ＤＦＯ）⁃ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ 在注射后 ７２ ｈ 的

生物分布中肝、脾、骨骼等正常组织呈高度放射性浓

聚。 而在本研究中，ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′）２⁃ＴＣＯ 经过一定

时间体内循环，充分靶向肿瘤微环境中 ＣＤ１１ｂ＋细胞，
并通过泌尿系统排泄。 肝、脾以及骨骼等部位没有明

显的放射性浓聚，短半衰期核素的应用减少了器官辐

射累积时间。 因此预定位分子探针在增加图像对比度

以及降低正常器官累积辐射伤害具有明显优势。
综上，本研究成功制备了预定位分子探针６８Ｇａ⁃

ＮＯＴＡ⁃Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＰＥＧ１１⁃Ｔｚ ／ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ⁃Ｆ（ａｂ′）２⁃ＴＣＯ，
该标记物对 ＣＤ１１ｂ 阳性结肠癌具有较强的靶向能

力，有望用于靶向 ＣＤ１１ｂ 受体的体内示踪。 该标记

物对 ＣＤ１１ｂ 阳性结肠癌具有较强的靶向能力。 在

降低非靶器官放射性聚集、提高图像清晰度方面，预
定位方法展现出较突出优势。
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Ｚｈｏｕ ＨＭ， Ｚｈｕ ＸＨ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｉｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， ２０２０，
４０（２）： １１８⁃１２１． ＤＯＩ：１０． ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． ２０９５⁃２８４８． ２０２０． ０２．
０１３．

［２０］ Ｏｕｄｅ Ｍｕｎｎｉｎｋ ＴＨ， ｄｅ Ｖｒｉｅｓ ＥＧ， Ｖｅｄｅｌａａｒ ＳＲ， ｅｔ ａｌ． Ｌａｐａｔｉｎｉｂ
ａｎｄ １７ＡＡＧ ｒｅｄｕｃｅ ８９Ｚｒ⁃ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ⁃Ｆ （ ａｂ′） ２ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ＳＫＢＲ３
ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｐｈａｒｍ， ２０１２， ９ （ １１）： ２９９５⁃３００２．
ＤＯＩ：１０．１０２１ ／ ｍｐ３００２１８２．

［２１］ Ｓｈａｍ ＪＧ， Ｋｉｅｖｉｔ ＦＭ， Ｇｒｉｅｒｓｏｎ ＪＲ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｙｐｉｃａｎ⁃３⁃ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｆ（ａｂ′）２

ｆｏｒ ８９Ｚｒ ＰＥＴ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ， ２０１４，
５５（１２）： ２０３２⁃２０３７． ＤＯＩ：１０．２９６７ ／ ｊｎｕｍｅｄ．１１４．１４５１０２．

［２２］ Ｇａｒｃíａ ＭＦ， Ｇａｌｌａｚｚｉ Ｆ， Ｊｕｎｑｕｅｉｒａ ＭＳ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏ⁃
ｐｈｉｌｉｃ ＨＹＮＩＣ⁃［１，２，４，５］ｔｅｔｒａｚｉｎｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｕｓｅ ｉｎ ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｙ ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ９９ｍＴｃ ［ Ｊ］ ． Ｏｒｇ Ｂｉｏｍｏｌ Ｃｈｅｍ， ２０１８， １６
（２９）： ５２７５⁃５２８５． ＤＯＩ：１０．１０３９ ／ ｃ８ｏｂ０１２５５ｅ．

［２３］ Ｓｃｈｕｂｅｒｔ Ｍ， Ｂｅｒｇｍａｎｎ Ｒ， Ｆöｒｓｔｅｒ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ｔｕｍｏｒ ｐｒｅｔａｒｇｅｔ⁃
ｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｌ⁃ｃｏｎｆｉｇｕｒｅｄ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ Ｃｈｅｍ， ２０１７， ２８（４）： １１７６⁃１１８８． ＤＯＩ：１０．１０２１ ／
ａｃｓ．ｂｉｏｃｏｎｊｃｈｅｍ．７ｂ０００４５．

（收稿日期：２０２１⁃０７⁃０１） 　 　
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