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【摘要】　 目的　 制备靶向表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）的荧光探针西妥昔单克隆抗体（Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）⁃
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，探讨其在胶质母细胞瘤 （ＧＢＭ） 手术导航中的应用价值。 方法 　 测定 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 荧光性能；通过免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）验证 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 与 ＧＢＭ 细胞结

合的特异性；通过酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）竞争结合法验证探针是否通过结合 ＥＧＦＲ 来实现肿瘤

靶向性。 将 ＧＢＭ 裸鼠皮下模型按完全随机法分为实验组和对照组（各 ３ 只），分别注射荧光材料

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 和 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，并于注射后 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 成像，比较 ２ 组肿瘤平均

荧光强度（ＭＦＩ）和肿瘤与周围背景的信噪比（ＴＢＲ）差异。 构建 ＧＢＭ 裸鼠原位模型（６ 只），行 ＭＲＩ
及术中荧光导航，并与病理学分布对比。 采用两独立样本 ｔ 检验处理数据。 结果 　 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 的最大发射波长为 ８２０ ｎｍ，可被近红外荧光成像设备接收。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 仅与 ＧＢＭ 细胞相结合。 ＥＬＩＳＡ 竞争结合法证实 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 通过与 ＥＧＦＲ
结合实现肿瘤靶向性。 注射荧光材料后 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ，实验组肿瘤 ＭＦＩ 分别为 １０９．００±３．８１、
７３．３６±９．９３、５５．２４±８．８２、３７．７１±６．１１，对照组肿瘤 ＭＦＩ 分别为 ９１．３２±４．１７、４２．９１±５．３９、２５．０８±６．０５、
８ ３３±１．００，实验组肿瘤ＭＦＩ 较高（ ｔ 值：４．３６～９．４０，Ｐ 值：０．０１１～０．０４９）；注射后 ２４ ｈ 及 ４８ ｈ，实验组肿

瘤 ＴＢＲ 高于对照组（２４ ｈ，２．４０±０．２８ 与 １．５７±０．０７，ｔ ＝ ４．９４，Ｐ ＝ ０．０３９；４８ ｈ，２．０７±０．１２ 与 １．２２±０．０８，ｔ ＝
９ ８５，Ｐ＝ ０．０１０）。 ＭＲＩ 证实 ＧＢＭ 原位模型构建成功，在荧光设备导航下肿瘤可视化，ＨＥ 染色肿瘤

病理学分布与荧光成像相符。 结论　 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 具备荧光显像能力，在 ＧＢＭ 术中导航

中可识别肿瘤边界，具有潜在的临床应用价值。
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ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ ｈａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｃａｎ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｕｍｏｒ ｂｏｕｎｄａｒｉｅｓ ｉｎ ｉｎｔｒａｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｎａｖｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＢＭ， ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｖａｌｕｅ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ； Ｏｐｔｉｃａｌ ｉｍａｇｉｎｇ； Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ； Ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ；
Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ；Ｉｎｄｏｌｅｓ； Ｍｉｃｅ， ｎｕｄｅ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｗｕｘｉ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｊ２０２１０７）； Ｗｕｘｉ Ｔａｉｈｕ Ｔａｌｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ
ｆｏｒ Ｈｉｇｈ⁃ｅｎｄ Ｔａｌｅｎｔｓ（２０２０ＴＨＲＣ⁃ＧＤ⁃ＣＨＷ）； Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ Ｆｕｎｄ（ＮＭＵＢ２０２０２８９）

ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２３０５１８⁃００１３９

　 　 胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ， ＧＢＭ）恶性程度很

高，呈弥漫性浸润生长，与正常脑组织边界不清，手
术是 ＧＢＭ 患者最主要的治疗方法。 与部分切除相

比，完全切除或近全切除患者复发率显著降低，生存

期明显延长［１］。 因此，清晰显示肿瘤边界、提高

ＧＢＭ 切除率对临床工作具有重要价值。 研究证实，
术中 ＭＲＩ、超声、神经导航及荧光导航可提高 ＧＢＭ
切除率，但切除效果欠佳［２⁃４］。 分子荧光探针是国

内外的研究热点，借助于探针合成技术将特异性抗

体与荧光物质偶联，可以提高显影特异性，精确识别

肿瘤边界［５⁃６］。 本研究将靶向表皮生长因子受体

（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）的西妥昔

单克 隆 抗 体 （ Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ） 与 近 红 外 荧 光 物 质

ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 结合，制备同时具有靶向和荧光成像

性能的新型探针 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，研究该探

针对 ＧＢＭ 的荧光成像能力，明确其是否可以实时定

位肿瘤部位、识别肿瘤边界，现报道如下。

材料与方法

一、实验材料与设备

１．主要仪器与试剂材料。 （１）主要仪器。 凝胶

成像分析系统购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｍｐｌｅ 生命科学仪

器制造公司；ＣＯ２ 恒温培养箱购自中国香港力康生

物医疗科技控股有限公司；低温离心机购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；ＫＢ⁃８００ 智能脱色摇床

购自海门市其林贝尔仪器制造有限公司；正置显微镜、
正置荧光显微镜、荧光倒置显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
有限公司；ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ ＬＳ⁃５５ 荧光分光光度计购自

美国珀金埃尔默仪器有限公司；动物用气体麻醉机

购自美国 Ｄｗｙｅｒ 仪器仪表制造公司； ３．０ Ｔ ＭＲＩ 仪

（Ｍａｇｎｅｔｏｍ Ｔｒｉｏ Ｔｉｍ）购自德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ 公司；近红

外荧光成像设备（产品型号 ＤＰＭ⁃１）由北京数字精

准医疗科技有限公司提供，激光波长（７８５±５） ｎｍ。
（２）试剂材料。 ＧＢＭ Ｕ８７ 细胞、人星形胶质（ｈｕｍａｎ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ， ＨＡ）细胞由无锡市人民医院神经外科提

供；动物用异氟烷、戊巴比妥钠购自深圳瑞沃德生物

科技有限公司；ＤＭＥＭ 细胞培养液、胎牛血清、青霉

素⁃链霉素溶液、胰酶购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；钆喷酸葡胺注射液购自上海旭东海普药业有

限公司。
２．实验动物。 实验用无特殊病原体（ ｓｐｅｃｉｆｉｃ⁃

ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ， ＳＰＦ）级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠（雄性，３０ 只，４～
６ 周龄，体质量 １６～２０ ｇ）购于常州卡文斯实验动物

有限公司［许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０２１⁃００１３］。 于无

锡市人民医院实验动物中心 ＳＰＦ 屏障系统中饲养

小鼠和进行动物实验。 所有动物实验遵循无锡市人

民医院实验动物使用和管理规定。
二、实验方法

１ ．Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ的制备。探针Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ、
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 均由中国科学院自动化研究所提供。
将 １００ μｌ Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 和 ３ ｍｇ ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 分别溶于

１００ μｌ 二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ， ＤＭＳＯ）后，
将两者混合，摇床缓慢温育（２５ ℃，１２ ｈ），结束后离

心（离心半径 １２．７ ｃｍ，８００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ）分离

共轭物并分装，冻干机过夜后保存于－２０ ℃备用。

·２４７· 中华核医学与分子影像杂志 ２０２３ 年 １２ 月第 ４３ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， Ｄｅｃ． ２０２３， Ｖｏｌ． ４３， Ｎｏ． １２



２． Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 和 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 的荧

光性能表征。 使用荧光分光光度计进行光谱测试。
使用硼酸盐溶液分别稀释 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 和

ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，混匀后分别进行测定，激发波长 ８０８ ｎｍ，
狭缝宽度 ４ ｎｍ。

３．免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）实验。 将 Ｕ８７ 细

胞和 ＨＡ 细胞分别以 １．５×１０６ 个的细胞数接种于培

养皿中，待细胞生长至 ９０％融合度时收集细胞，于 １×
１０７ 细胞中加入 １ ｍｌ 蛋白裂解液（ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉ⁃
ｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ， ＲＩＰＡ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ），混匀冰上裂

解 ２０ ｍｉｎ，离心（４ ℃，离心半径 １２．７ ｃｍ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
离心 １５ ｍｉｎ）后吸取收集上清至新的离心管中。 采

用二辛可酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＢＣＡ）法测定蛋白

质浓度，蛋白液加 ５×上样缓冲液（总体积为蛋白质

体积的 ２５％）煮沸变性，每孔上样 ２０ μｌ，经丙烯酰

胺占总体积 １０％的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶（ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃
ｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）电泳后转移至聚偏二氟乙烯

膜，用含质量分数 ５％脱脂奶粉的洗涤缓冲液（ ｔｒｉｓ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ Ｔｗｅｅｎ， ＴＢＳＴ）封闭 １ ｈ，一抗 ４ ℃
温育过夜；次日 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加入

二抗室温摇床温育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，
化学发光法显影并用凝胶成像仪拍照。

４．酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒ⁃
ｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）竞争结合法。 将 １００ μｌ 细胞裂

解液添加到 ＥＬＩＳＡ 板上的每个孔中，４ ℃下温育过

夜、ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，加入 ２５０ μｌ 封闭液（含质量分

数 ３％牛血清白蛋白的 ＰＢＳ）封闭 ２ ｈ。 用 ＰＢＳ 再次

洗涤后，将探针加入孔中，与细胞裂解物在 ３７ ℃下反

应 ２ ｈ。 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，向每个孔中加入辣根

过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ＨＲＰ）标记的二

抗（终质量浓度为 ０．５ μｇ ／ ｍｌ），反应 １ ｈ。 用 ＰＢＳ 洗

涤后，每孔加入 １００ μｌ ３，３′，５，５′⁃四甲基联苯胺（３，
３′，５，５′⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ， ＴＭＢ），以获得 ４５０ ｎｍ
波长处抗体⁃抗原相互作用的吸光度值。

５． ＧＢＭ 裸鼠皮下模型的构建及荧光成像。 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 ＤＭＥＭ 培养基培养 Ｕ８７ 细胞，将细胞置于

３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中。 待

细胞铺满培养皿底部约 ７０％且生长状态良好时，使
用胰酶消化细胞，制成单细胞悬液，离心（离心半径

１２．７ ｃｍ，８００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ）后吸弃上清，将细胞

沉淀重悬为浓度 ２×１０７ 个 ／ ｍｌ。 采用异氟烷气体麻醉

裸鼠并维持麻醉，向裸鼠左侧腋窝后外侧皮肤缓慢注

射细胞悬液 １００ μｌ，定期观察裸鼠成瘤状况。 使用游

标卡尺测量每只裸鼠瘤体数据，记录最长径与最短

径，使用公式（Ｖ＝长×宽×宽×０．５）计算瘤体体积，待瘤

体生长至一定体积后（最长径约 １２ ｍｍ），按完全随机

法选择 ６ 只健康状态良好且瘤体体积接近的裸鼠，分
为实验组和对照组（每组各 ３ 只）。 实验组注射

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，对照组注射 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，均
经尾静脉注射 １００ μｌ，质量浓度为 ０．５ ｍｇ ／ ｍｌ。 分别

于注射后 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 通过荧光成像设备

采集图像，采集参数：曝光 ２ ｍｓ，增益 ３３，灰度起点

４４，灰度终点 １９６。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对荧光图像进

行分析，测得肿瘤 ＲＯＩ 平均荧光强度（ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓ⁃
ｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ， ＭＦＩ），计算肿瘤与周围背景的信噪

比（ｔｕｍｏｒ ｔｏ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｒａｔｉｏ， ＴＢＲ）。
６． ＧＢＭ 裸鼠原位模型的构建及 ＭＲＩ。 按 ＧＢＭ

皮下模型构建方法制备重悬浓度为 ２×１０７ 个 ／ ｍｌ 的
ＧＢＭ 细胞悬液，使用质量分数 １．５％戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉裸鼠，俯卧位固定后，剪皮，颅骨钻孔，吸
有 ５ μｌ ＧＢＭ 细胞的微量注射器垂直入脑，进针深度

３．５ ｍｍ，注射前后退 ０．５ ｍｍ，以 １ μｌ ／ ｍｉｎ 的速度缓

慢注射细胞悬液，注射完毕后停留 ５ ｍｉｎ，待细胞悬

液吸收后缓慢拔针，骨蜡封闭骨孔，消毒手术野，缝
合头皮并用碘伏消毒。 裸鼠返回笼中饲养，定期观

察其生命体征变化。 通过 ＭＲＩ 观察颅内肿瘤生长

情况，扫描序列为横断面 Ｔ１ 加权成像（ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｉｍ⁃
ａｇｉｎｇ， ＷＩ）、Ｔ２ＷＩ 及 Ｔ１ＷＩ 增强。 其中，Ｔ１ＷＩ 序列：
重复时间（ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ＴＲ）１ ９００ ｍｓ、回波时间

（ｅｃｈｏ ｔｉｍｅ， ＴＥ） ５７ ｍｓ、反转时间（ｉｎｖｅｒｓｉｏｎ ｔｉｍｅ， ＴＩ）
８１６．３ ｍｓ，翻转角度 １２０°、 层厚 １．５ ｍｍ、视野 ５０ ｍｍ×
５０ ｍｍ；Ｔ２ＷＩ 序列： ＴＲ ３ ０００ ｍｓ、ＴＥ ７０ ｍｓ，翻转角

度 １２０°、 层厚 １．５ ｍｍ、视野 ５０ ｍｍ×５０ ｍｍ。 增强扫

描时经尾静脉注射对比剂钆喷酸葡胺。
７． ＧＢＭ 裸鼠原位模型的术中荧光导航。 按完

全随机法选择 ６ 只健康状态良好且瘤体体积接近的

裸鼠，通过尾静脉注射 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，２４ ｈ
后取离体脑组织，利用近红外荧光成像设备对脑组

织进行实时荧光显影，观察肿瘤显像效果。 荧光图

像采集参数：曝光 ２ ｍｓ，增益 ３３，灰度起点 ４４，灰度

终点 １９６。
８．肿瘤组织 ＨＥ 染色。 将 ＧＢＭ 皮下模型肿瘤及

ＧＢＭ 原位模型的离体脑组织固定于中性甲醛溶液

中，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 染色，观察肿瘤病理学分布及

形态。
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图 １　 西妥昔单克隆抗体（Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 通过结合表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）特异性识别胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）细胞

（ｎ＝ ３）的验证。 Ａ．抗体与 ＧＢＭ Ｕ８７ 细胞和人星形胶质（ＨＡ）细胞的免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）实验结果，可见 Ｕ８７ 细胞中 ＥＧＦＲ
表达较 ＨＡ 细胞明显增多（ＧＡＰＤＨ 为内参蛋白）；Ｂ． Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 与 Ｕ８７ 和 ＨＡ 细胞反应时的饱和结合曲线，可见

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 对 Ｕ８７ 细胞结合能力较 ＨＡ 细胞明显增强；ａ 为 ４５０ ｎｍ 波长处测定值

　 　 三、统计学处理

分别使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ １８．０ 和 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６．０１
软件进行统计学分析和数据绘图。 符合正态分布的

定量资料用 ｘ±ｓ 表示，采用两独立样本 ｔ 检验分析 ２ 组

数据间的差异。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 和 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 的荧光

性能表征。 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 和 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 具

有荧光成像效能，最大发射波长均为 ８２０ ｎｍ，处于

近红外成像设备可接收范围（８２０～１ １００ ｎｍ）。
２． Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 可通过结合 ＥＧＦＲ

特异性识别 ＧＢＭ 细胞。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验证实，
ＧＢＭ Ｕ８７ 细胞中 ＥＧＦＲ 的表达较 ＨＡ 细胞明显增多

（图 １Ａ ）； ＥＬＩＳＡ 竞 争 结 合 法 证 实， Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 对 ＧＢＭ Ｕ８７ 细胞结合能力较 ＨＡ 细胞

明显增强（图 １Ｂ）。
３． ＧＢＭ 裸鼠皮下模型的荧光成像（图 ２）。 成

功构建 ＧＢＭ 裸鼠皮下模型，实验组肿瘤体积为

（６９３．１０±１５８．８８） ｍｍ３，对照组肿瘤体积为（６１８．２９±
１９９．３４） ｍｍ３，２ 组裸鼠的肿瘤体积差异无统计学意

义（ｔ＝０．５１，Ｐ＝０．６３８）。 注射荧光材料后 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、
４８ ｈ、７２ ｈ，实验组肿瘤 ＭＦＩ 分别为 １０９．００±３．８１、
７３ ３６±９．９３、５５．２４±８．８２、３７．７１±６．１１，对照组肿瘤

ＭＦＩ 分别为 ９１．３２±４．１７、４２．９１±５．３９、２５．０８±６．０５、
８ ３３±１．００；实验组裸鼠肿瘤 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ
的 ＭＦＩ 高于对照组 ＭＦＩ （ ｔ 值：４． ３６ ～ ９． ４０，Ｐ 值：
０ ０１１～０．０４９）。 注射后 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ，实验

组肿瘤 ＴＢＲ 分别为 ０．７３±０．１２、２． ４０ ± ０． ２８、２． ０７ ±
０ １２、２．０７ ± ０． １９，对照组肿瘤 ＴＢＲ 分别为 ０． ７４ ±

０ ０６、１．５７±０．０７、１．２２±０．０８、１．４１±０．９２；实验组肿瘤

２４ ｈ 及 ４８ ｈ 的 ＴＢＲ 高于对照组（２４ ｈ：ｔ ＝ ４．９４，Ｐ ＝
０．０３９；４８ ｈ：ｔ＝ ９．８５，Ｐ＝ ０．０１０）。

４． ＧＢＭ 裸鼠原位模型的 ＭＲＩ 及术中荧光导

航。 接种细胞 ４ 周后，ＭＲＩ 示 ＧＢＭ 原位模型构建成

功（图 ３）。 肉眼观察离体裸鼠脑组织难以确定肿瘤

位置（图 ４Ａ）；而在荧光成像设备指导下，肿瘤部位

及轮廓清晰可见（图 ４Ｂ）；ＨＥ 染色示肿瘤病理学分

布与荧光显影相符（图 ４Ｃ）。

讨　 　 论

大部 分 ＧＢＭ 患 者 存 在 ＥＧＦＲ 高 表 达［７⁃８］。
Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 作为特异性靶向 ＥＧＦＲ 的抗肿瘤药物［４］，
可延长存在 ＥＧＦＲ 基因扩增的 ＧＢＭ 患者生存期，提
高生存质量［９］，其已被美国食品与药品监督管理局

批准用于治疗头颈部恶性肿瘤［１０］。 本研究选择的

ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 荧光成像剂具有蛋白质结构稳定、生
产工艺成熟等优点，其激发和发射波长类似于荧光

物质吲哚菁绿（ ｉｎｄｏｃｙａｎｉｎｅ ｇｒｅｅｎ， ＩＣＧ） ［４］，借助临

床现有血管造影设备即可展开应用，较 ５⁃氨基酮戊

酸（５⁃ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＡＬＡ）介导的荧光成像需

借助特殊的荧光显微镜具有更大的便利［１１］。 因此，
本研究将 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 与 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 偶联，制备成

兼具特异靶向性与荧光显影性的靶向荧光探针

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ。
本研究连续采集 ＧＢＭ 裸鼠皮下肿瘤荧光强度，

注射荧光材料后 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ，Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 组的 ＭＦＩ 高于 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 组（ ｔ 值：
４．３６ ～ ９． ４０，Ｐ 值：０． ０１１ ～ ０． ０４９），表明 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ在体内具有稳定性好、清除慢、组织摄
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图 ２　 实验组和对照组的不同时间点胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）裸鼠皮下肿瘤荧光成像图（ｎ＝ ３）。 实验组（Ａ）和对照组（Ｂ）分别注射荧光材料

西妥昔单克隆抗体（Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 和 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，于注射荧光材料后 ５ ｍｉｎ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 进行图像采集，可见各时间点实验组

肿瘤平均荧光强度（ＭＦＩ）高于对照组；注射后 ２４ ｈ 及 ４８ ｈ，实验组肿瘤与周围背景的信噪比（ＴＢＲ）高于对照组

图 ３　 ＧＢＭ Ｕ８７ 裸鼠原位模型的肿瘤 ＭＲＩ（ｎ＝ ６）图。 ３Ａ． Ｔ２ 加权成像（ＷＩ）序列示肿瘤呈类圆形高信号影；３Ｂ． Ｔ１ＷＩ 序列示肿瘤呈类圆

形低信号影；３Ｃ． Ｔ１ＷＩ 增强扫描序列示肿瘤呈明显强化。 上述结果提示 ＧＢＭ Ｕ８７ 裸鼠原位模型构建成功　 　 图 ４　 ＧＢＭ Ｕ８７ 裸鼠原位

模型离体脑组织及其荧光导航成像（ｎ＝ ３）图。 ４Ａ．裸鼠离体脑组织白光图像；４Ｂ．裸鼠离体脑组织荧光图像彩色图；４Ｃ．裸鼠离体脑组织的

病理 ＨＥ 染色（ ×１００）图。 可见 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 靶向荧光探针可实时定位肿瘤部位、识别肿瘤边界

取率高的优势，即使在材料注射后 ７２ ｈ，仍有较好的

荧光显影。 相对而言，ＩＣＧ 则存在光照易分解、水中

稳定性差、血液半衰期短等不足［１２⁃１３］。 此外，注射

后 ２４ 和 ４８ ｈ，Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 组的 ＴＢＲ 高

于 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 组（２４ ｈ：２．４０±０．２８ 与 １．５７±０．０７；
４８ ｈ：２．０７±０．１２ 与 １．２２±０．０８；ｔ 值：４．９４ 和 ９．８５，Ｐ
值：０．０３９ 和 ０．０１０），提示分子探针的特异性提高了

ＧＢＭ 裸鼠肿瘤模型的肿瘤荧光成像能力，从而提高

了病灶 ＴＢＲ。 ＩＣＧ 能发出波长约 ８２０ ｎｍ 的荧光，具
有良好的组织穿透性，可用于显影组织深部肿

瘤［１４］，但较差的荧光强度和肿瘤组织结合特异性限

制了其临床应用；而 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 在裸鼠

ＧＢＭ 原位模型中可以清晰准确显示脑部肿瘤位置，
具有较好的肿瘤组织结合特异性。 在荧光设备导航

下，正常脑组织仅显示出微弱的荧光或不显示荧光，
肿瘤区域表现为高亮荧光，与病理学 ＨＥ 染色中细

胞核富集区域轮廓相符，从而实现分子层面的肿瘤

边界界定，指导术中病灶切除。
综上，本研究构建了 １ 种特异性靶向 ＥＧＦＲ 的

荧光探针 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ，在 ＧＢＭ 术中荧

光导航中可清晰定位肿瘤，识别肿瘤边界，对 ＧＢＭ
术中切除具有指导意义，未来有望在 ＧＢＭ 临床术中

导航方面发挥重要作用。
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［７］ Ｂｒｅｎｎａｎ ＣＷ， Ｖｅｒｈａａｋ ＲＧ， ＭｃＫｅｎｎａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｓｏｍａｔｉｃ ｇｅ⁃
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［８］ Ｊａｗｈａｒｉ Ｓ， Ｒａｔｉｎａｕｄ ＭＨ， Ｖｅｒｄｉｅｒ Ｍ． Ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ， ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ
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［１２］ Ｓｃｈｗａｋｅ Ｍ， Ｓｔｕｍｍｅｒ Ｗ， Ｓｕｅｒｏ Ｍｏｌｉｎａ ＥＪ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ
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［１４］ Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｍ， Ｏｒｉｈａｓｈｉ Ｋ， Ｎｉｓｈｉｍｏｒｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｉｎｔｒａｏｐ⁃
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（收稿日期：２０２３⁃０５⁃１８） 　 　

·读者·作者·编者·

本刊对来稿中关于统计学处理的要求

关于统计学方法：
１．统计学符号：统计学符号按 ＧＢ ／ Ｔ ３３５８．１—２００９《统计学词汇及符号》的有关规定，一律采用斜体排印。
２．资料的表达与描述：用 ｘ±ｓ 表达近似服从正态分布的定量资料，用 Ｍ（Ｑ１，Ｑ３）或 Ｍ（ＩＱＲ）表达呈偏态分布的定量资料；

用统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数

轴上刻度值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 ２０，要注意区分百分率与百分比。
３．统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计学

分析方法；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条件及分析目的，选用合适的统计学分

析方法。 对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回归类型；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单

化处理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多

指标之间的内在联系做出全面、合理的解释和评价。
４．统计结果的解释和表达：当 Ｐ＜０．０５（或 Ｐ＜０．０１）时，应描述为对比组之间的差异有统计学意义，而不应描述为对比组之

间具有显著性（或非常显著性）差异；应写明所用统计分析方法的具体名称、统计量和 Ｐ 的具体值（如：ｔ ＝ ３ ４５， χ２ ＝ ４．６８，Ｆ ＝
６ ７９ 等）；统计量精确到小数点后 ２ 位，Ｐ 值精确到小数点后 ３位；Ｐ 值为 ０．０００时应写为 Ｐ＜０．００１而不写 Ｐ＝０．０００。 当涉及总体参

数估计（如总体均数、总体率、ＲＲ 值、ＯＲ 值、ＨＲ 值等）时，在给出显著性检验结果（统计量、Ｐ 值）的同时，给出 ９５％置信区间。
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