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【摘要】 　 目的　 前列腺特异膜抗原（ＰＳＭＡ）适配体 Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃３．２ 可作为前列腺癌早期诊断和靶

向治疗的特异性配体。 鼠双微体（ＭＤＭ２）与前列腺癌恶性程度密切相关，且 ＭＤＭ２ 小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）可通过 ＲＮＡ 干扰机制靶向沉默 ＭＤＭ２ 目的基因。 设计合成 ＰＳＭＡ Ａｐｔ⁃ＭＤＭ２ ｓｉＲＮＡ 新型

嵌合体，与多西他赛（ＤＴＸ）联合以探讨 ＰＳＭＡ 阳性前列腺癌的靶向治疗及９９Ｔｃｍ 标记嵌合体显像监

测相结合的诊疗新模式。 方法　 ＰＳＭＡ Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃３．２ 与 ＭＤＭ２ ｓｉＲＮＡ 通过共价偶联合成嵌合体 Ａｐｔ⁃
ｓｉＲＮＡ，在 ＰＳＭＡ 表达阳性的前列腺癌细胞株（２２ＲＶ１ 及 ＬＮＣａＰ）中，采用 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 单独或联合 ＤＴＸ
对细胞株进行处理，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＤＭ２ 及凋亡相关蛋白［Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基因（Ｂｃｌ⁃２）及
其相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）、聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶（ＰＡＲＰ）、半胱氨酸蛋白酶 ３（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）］表达水平，评价治

疗效果。 取 ２２ＲＶ１ 荷瘤裸鼠 １５ 只，分别予 ＰＢＳ、ＤＴＸ＋Ａｐｔ（２００ ｐｍｏｌ）和 ＤＴＸ＋Ａｐｔ（４００ ｐｍｏｌ）处理，观
察肿瘤体积与 ＭＤＭ２ 水平；行９９Ｔｃｍ ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ ＳＰＥＣＴ 显像，获得肿瘤 ／肌肉放射性计数（Ｔ ／ Ｍ）比值。
采用单因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ 多重检验、线性回归分析等分析数据。 结果　 在 ２２ＲＶ１ 及 ＬＮＣａＰ 细

胞株中，Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 明显降低 ＭＤＭ２ 表达（０．２５±０．０２，Ｆ ＝ １８３．４０，Ｐ＜０．００１；０．５６±０．０３，Ｆ ＝ ３７ １５，Ｐ＜
０ ００１）；Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 联合 ＤＴＸ 治疗前列腺癌后，Ｂｃｌ⁃２ 表达水平明显降低，Ｂａｘ、ＰＡＲＰ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达水

平明显升高。 在 ２２ＲＶ１ 荷瘤裸鼠中，Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 联合 ＤＴＸ 明显抑制肿瘤 ＭＤＭ２ 蛋白表达（４００ ｐｍｏｌ：
０ ５９±０．１２；Ｆ＝ ４９．９９，Ｐ＝ ０．０２３）及肿瘤体积［４００ ｐｍｏｌ：（０．２２±０．０７） ｃｍ３；Ｆ＝ ７１．３０，Ｐ＝ ０．０３９］；ＳＰＥＣＴ
显像示，治疗后 Ｔ ／ Ｍ 比值明显降低（４００ ｐｍｏｌ：２．０７±０．２２；Ｆ＝ ３４．９９，Ｐ＝ ０．０２２），与 ＭＤＭ２ 表达水平有

线性回归关系（Ｒ２ ＝ ０．８７５，Ｐ＜０．００１）。 结论　 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 联合 ＤＴＸ 能有效抑制前列腺癌进展，并通过

偶联９９Ｔｃｍ 实现 ＰＳＭＡ 阳性前列腺癌可视化靶向诊疗。
【关键词】 　 前列腺肿瘤；前列腺特异膜抗原；ＲＮＡ，小分子干扰；紫杉烷类；锝；放射性核素显像；
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　 　 前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ， ＰＣａ）是最常见的恶性

肿瘤之一，也是导致男性癌症死亡的重要因素［１］。 目

前 ＰＣａ 的治疗主要依靠手术、放疗、化疗及雄激素阻

断疗法，虽然疗效较好，但也导致了正常组织的毒性

及不良反应［２］。 多西他赛（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ， ＤＴＸ）是紫杉

醇类药物，常用于 ＰＣａ 标准化疗方案，但在肿瘤后

期易产生耐药性［３］。 因此，寻找新的治疗靶点及方

法尤为重要。 鼠双微体（ｍｏｕｓｅ ｄｏｕｂｌｅ ｍｉｎｕｔｅ ２ ｈｏｍ⁃
ｏｌｏｇ， ＭＤＭ２）在 ＰＣａ 中过度表达，与 ＰＣａ 的侵袭性、
恶性程度及远处转移密切相关［４⁃５］，可作为 ＰＣａ 的

潜在治疗靶点。 目前，基因疗法可通过 ＲＮＡ 干扰技

术抑制 ＭＤＭ２ 在 ＰＣａ 中的表达［６］，但其靶向性及稳

定性仍不确定。 前列腺特异膜抗原（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｔｉｇｅｎ， ＰＳＭＡ）在 ＰＣａ 表面高度表达，是靶

向 ＰＳＭＡ 阳性 ＰＣａ 的良好靶点。 ２００６ 年，ＭｃＮａｍａｒａ
等［７］ 合成了 Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ， ｓｉＲＮＡ）嵌合体，并验证了其作用机制。 ２００９ 年，
Ｄａｓｓｉｅ 等［８］合成了靶向及稳定性更好的 ＰＳＭＡ 适配

体（Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃３．２），进一步获得稳定的 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 嵌

合体，可在体内外有效抑制肿瘤生长。 另外，适配体

不仅可用作疾病治疗，也可用作疾病诊断［９］。 本研

究选取 Ａｐｔ⁃ＭＤＭ２ ｓｉＲＮＡ 与 ＤＴＸ 联合治疗 ＰＳＭＡ
阳性 ＰＣａ，并通过偶联９９Ｔｃｍ 拟实现 ＰＣａ 的可视化靶

向诊疗。

材料与方法

１．仪器与试剂。 ＰＣａ 细胞株 ＬＮＣａＰ 和 ２２ＲＶ１ 购

自国家实验细胞平台。 ＭＤＭ２ ｓｉＲＮＡ 由前期实验筛

出，由苏州吉玛基因股份有限公司合成提供，Ａｐｔ⁃
Ａ１０⁃３．２ 及 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 由广州锐博生物技术有限公司

合成提供，适配体序列与 Ｄａｓｓｉｅ 等［８］合成优化的适配

体序列一致。 细胞增殖⁃毒性检测试剂盒（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ⁃
ｉｎｇ ｋｉｔ ８， ＣＣＫ８）购于上海东仁化学科技有限公司。

ＤＴＸ（Ｔ１０３４）购于美国 Ｔａｒｇｅｔｍｏｌ 公司。 ＰＢＳ 购于生

工生物工程（上海） 股份有限公司。 抗体：ＭＤＭ２
（ＡＲＧ１３９２）购自中国 Ａｒｉｇｏ 公司；ＰＳＭＡ（＃１２８１５）、半
胱氨酸蛋白酶⁃３（ ｃａｓｐａｓｅ⁃３；＃９６６２）及聚 ＡＤＰ 核糖

聚合酶（ｐｏｌｙ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， ＰＡＲＰ；＃９５４２）
购自美国 ＣＳＴ 公司；Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２ 基因（ Ｂ⁃ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２， Ｂｃｌ⁃２）相关 Ｘ 蛋白（Ｂｃｌ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ，
Ｂａｘ；５０５９９⁃２⁃Ｉｇ）、治疗组 Ｂｃｌ⁃２（１２７８９⁃１⁃ＡＰ）、β⁃ａｃ⁃
ｔｉｎ（２０５３６⁃１⁃ＡＰ）及山羊抗兔辣根过氧化物酶标记

的二抗（ＳＡ００００１⁃１５）均购自武汉三鹰生物技术有

限公司。 双功能螯合剂 ６⁃肼基烟酸琥珀酰亚胺酯

盐酸盐（ ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ ６⁃ｈｙｄｒａｚｉｎｏｎｉｃｏｔｉｎａｔｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏ⁃
ｒｉｄｅ， ＳＨＮＨ）由美国 ＳｏｌｕＬｉｎｋ 公司提供，乙二胺⁃Ｎ，
Ｎ′⁃二乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ⁃Ｎ，Ｎ′⁃ｄｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＥＤＤＡ）
及 ＳｎＣｌ２ 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ Ｃ１８ 小柱及

Ｇ２５ 凝胶购于美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司。９９ＴｃｍＯ－
４ 由北京原子

高科股份有限公司９９Ｍｏ⁃９９ Ｔｃｍ 发生器生产。 ＰＳＭＡ
Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃３．２、Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ、ＳＨＮＨ 及 ＤＴＸ 二级结构见

图 １。
２．实验动物。 １５ 只无特殊病原体级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄

性裸鼠（４～５ 周龄，１６ ～ １８ ｇ）购于北京维通利华实

验动物技术公司，许可证号 ＳＣＸＫ（京） ２０１６⁃０００６，
均状态良好并饲养于屏障系统内。 动物实验通过哈

尔滨医科大学动物伦理委员会批准，遵守动物实验

的各项伦理要求。
３． ＣＣＫ８ 细胞增殖⁃毒性检测。 将细胞株 ＬＮＣａＰ

和 ２２ＲＶ１ 种植于 ９６ 孔板（５ ０００ ／孔）内，待贴壁良

好后分别加入 ０、５、１０、１５ 和 ２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＸ，作用

２４ ｈ 后每孔加入 １０ μｌ 新鲜配置 ＣＣＫ 溶液，作用 ３ ｈ
后使用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长处测定每孔吸光度，计
算细胞存活能力。 同样，ＤＴＸ（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）、Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ
（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＴＸ（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）＋Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
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图 １　 前列腺特异膜抗原（ＰＳＭＡ）适配体⁃Ａ１０⁃３．２（Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃３．２）、ＰＳＭＡ 适配体与小干扰 ＲＮＡ（Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ）嵌合体、６⁃肼基烟酸琥珀酰亚

胺酯盐酸盐（ＳＨＮＨ）及多西他赛（ＤＴＸ）二级结构示意图

分别作用于 ＰＣａ 细胞株 ２４ ｈ，计算细胞存活能力。
４． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ。 将细胞株 ＬＮＣａＰ 和 ２２ＲＶ１ 种植

于 ６ 孔板（２×１０５ ／孔）内，待贴壁良好后，将 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ｓｉＲＮＡ、Ａｐｔ⁃空白及 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 分别作用于 ＰＣａ
细胞株，作用 ４８ ｈ 后，用胰酶消化，蛋白质裂解，测
定相关蛋白质浓度。 同样，ＤＴＸ（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）、Ａｐｔ⁃
ｓｉＲＮＡ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＴＸ（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ＋Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ
（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）分别作用 ４８ ｈ 后，测定相关蛋白质浓

度。 以聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ， ｓｏｄｉｕｍ
ｓａｌｔ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）法
以等体积等浓度上样分离蛋白质样品，恒压法将蛋白

质转到聚偏二氟乙烯膜 （ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＶＤＦ）膜上，并用质量分数 ５％（５ ｇ ／ １００ ｍｌ）牛奶封

闭，抗体温育，利用上海天能科技有限公司的全自动

数码凝胶图像分析系统进行蛋白质显影。
５． Ａｐｔ⁃ＭＤＭ２ ｓｉＲＮＡ 体内治疗及显像。 将 １５ 只

２２ＲＶ１ 荷瘤裸鼠完全随机法分为 ３ 组（５ 只 ／组），即
ＰＢＳ、ＤＴＸ＋Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ （２００ ｐｍｏｌ）及 ＤＴＸ＋Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ
（４００ ｐｍｏｌ）组。 于裸鼠右下肢皮下注入 ２００ μｌ 细胞

悬液（混有 １００ μｌ 基质胶），待肿瘤体积（长×宽×宽 ／ ２）
达 ５０～１００ ｍｍ３ 时，腹内连续注射 ＤＴＸ（５ ｍｇ ／ ｋｇ）＋Ａｐｔ⁃
ｓｉＲＮＡ（２００ ｐｍｏｌ）、ＤＴＸ（５ ｍｇ ／ ｋｇ）＋Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ（４００ ｐｍｏｌ）
１４ ｄ，隔日测量肿瘤大小，计算肿瘤体积；另外测量

ＭＤＭ２ 表达水平。
按照 Ｆｕ 等［１０］ 的方法合成并纯化获得９９ Ｔｃｍ⁃

Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ，测定其放化纯、稳定性及标记率。 尾静

脉注射 ７．４ ＭＢｑ ９９Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 后 ２ ｈ 行 ＳＰＥＣＴ

静态显像（５００ 计数），缩放 １．７，矩阵 ２５６×２５６，计算

肿瘤 ／肌肉放射性计数（ ｔｕｍｏｒ ／ ｍｕｓｃｌｅ， Ｔ ／ Ｍ）比值。
显像后处死小鼠，取肿瘤组织用于后续 ＭＤＭ２ 蛋白

检测。
６．统计学处理。 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ １８．０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ ７ 软件行统计学分析。 符合正态分布的定量

资料用 ｘ±ｓ 表示，２ 组间比较采用两独立样本 ｔ 检
验，多组间比较采用单因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ 多重

比较，Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义；２ 组数据间的

关系分析采用线性回归分析。

结　 　 果

１． Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 下调 ＰＳＭＡ 阳性 ＰＣａ 细胞株中

ＭＤＭ２ 的表达。 ＬＮＣａＰ 与 ２２ＲＶ１ 的 ＭＤＭ２ 蛋白表

达水平差异没有统计学意义（０．８５±０．０４ 与 ０．８５±
０ ０３；ｔ＝ ０．２１，Ｐ＝ ０．７０２；ｎ＝ ３），两者 ＰＳＭＡ 蛋白表达

水平差异有统计学意义（１．７４±０．０６ 与 ０．７８±０．０６；ｔ ＝
２１．２，Ｐ＜０．００１；ｎ ＝ ３）。 在 ＬＮＣａＰ 细胞株中，ＰＢＳ、
ｓｉＲＮＡ、Ａｐｔ⁃空白组及 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ ＭＤＭ２ 蛋白表达水

平分别为 １．１５±０．０６、１．１５±０．０８、１．１２±０ １３ 和 ０．５６±
０．０３（Ｆ＝ ３７．１５，Ｐ＜０．００１），表明 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 能有效降

低 ＭＤＭ２ 蛋白水平。 在 ２２ＲＶ１ 细胞株中，相对于

ＰＢＳ、ｓｉＲＮＡ 及 Ａｐｔ⁃空白组，Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 亦能有效降低

ＭＤＭ２ 蛋白表达水平，上述四者 ＭＤＭ２ 蛋白表达水

平分别为 ０．６１±０．０３、０．５９±０．０１、０．６０±０．０２ 和 ０．２５±
０．０２（Ｆ＝ １８３．４０，Ｐ＜０．００１）。

２ ． ＤＴＸ联合Ａｐｔ ⁃ｓｉＲＮＡ抑制ＰＳＭＡ阳性ＰＣａ细
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图 ２　 ＬＮＣａｐ 和 ２２ＲＶ１ 前列腺癌细胞在不同组中的蛋白质表达情况。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图示，注射不同药物后，与其余组相比，多西他赛

（ＤＴＸ）＋前列腺特异膜抗原适配体⁃小干扰 ＲＮＡ（Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ）组 ＬＮＣａｐ 细胞（Ａ）与 ２２ＲＶ１ 细胞（Ｂ）的 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基因（Ｂｃｌ⁃２）表达降

低，Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）、半胱氨酸蛋白酶 ３（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶（ＰＡＲＰ）表达上调

胞生长。 （１）细胞存活情况。 ＤＴＸ 作用 ２４ ｈ 后，在
ＬＮＣａＰ 细胞株中，０、５、１０、１５ 和 ２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下的

细胞存活相对表达依次为 １．００±０．１１、０．８２±０．０５、
０ ４７±０．０５、０．３６±０．０３ 和 ０．２５±０．０３（Ｆ ＝ ７７．３５，Ｐ＜
０ ００１）；在 ２２ＲＶ１ 细胞株中，上述浓度细胞存活相

对表达依次为 １． ００ ± ０． ０５、０． ８１ ± ０． ０８、０． ４４ ± ０． ０５、
０ ３６±０． ０３ 和 ０． ２１ ± ０． ０３ （Ｆ ＝ １０８． ００，Ｐ ＜ ０． ００１）。
ＤＴＸ 与 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 联合作用于 ＬＮＣａＰ 细胞 ２４ ｈ 后，
细胞存活（０．２１±０．０３）低于 ＰＢＳ（１．００±０．０３）、单独

Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ（０．７６±０．０６）、单独 ＤＴＸ（０．４６±０．０４；Ｆ ＝
２１２．８０，Ｐ＜０．００１）；ＤＴＸ 与 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 联合作用于

２２ＲＶ１ 细胞 ２４ ｈ 后，细胞存活（０． １８ ± ０． ０３） 低于

ＰＢＳ（１．００±０ ０９）、单独 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ（０．７８±０．０６）、单
独 ＤＴＸ（０ ４６±０．０６；Ｆ ＝ ９９．１３，Ｐ＜０．００１）。 结果表

明，ＤＴＸ 与 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 联合可有效抑制 ＬＮＣａＰ 及

２２ＲＶ１ 细胞增殖。
（２）蛋白质表达情况（图 ２）。 ＤＴＸ 与 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ

联合作用于 ＬＮＣａＰ 及 ２２ＲＶ１ 细胞 ４８ ｈ 后，凋亡蛋

白 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＰＡＲＰ 较 ＰＢＳ 或两者单独作用组

明显上调，而 Ｂｃｌ⁃２ 则明显降低，表明 ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃
ｓｉＲＮＡ 促进 ＰＣａ 细胞凋亡。

３． ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 体内治疗。 在裸鼠肿瘤

体积方面（图 ３），相较于 ＰＢＳ 组［（１．１８±０．３９） ｃｍ３］，
ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 组肿瘤体积下降［２００ ｐｍｏｌ，
（０．４８±０．１５） ｃｍ３；４００ ｐｍｏｌ，（０．２２±０．０７） ｃｍ３］，且
ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ ４００ ｐｍｏｌ 组肿瘤体积下降较

２００ ｐｍｏｌ 组更明显（Ｆ ＝ ７１．３０，Ｐ ＝ ０．０３９；ｎ ＝ ５）。 在

ＭＤＭ２ 蛋白表达水平方面，相较于 ＰＢＳ 组（１． ３６ ±
０ ０７），ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 组表达下降（２００ ｐｍｏｌ，
０．８４±０．０９；４００ ｐｍｏｌ，０．５９±０．１２），且 ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃
ｓｉＲＮＡ ４００ ｐｍｏｌ 组表达下降较 ２００ ｐｍｏｌ 组更明显

（Ｆ＝ ４９．９９，Ｐ ＝ ０．０２３；ｎ ＝ ５）。 结果表明，ＤＴＸ 联合

Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 有效抑制 ２２ＲＶ１ 荷瘤裸鼠肿瘤生长。

图 ３　 注射不同药物后 ２２ＲＶ１ 荷瘤裸鼠肿瘤体积曲线图。 可

见分别注射 ＰＢＳ、ＤＴＸ＋Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ（２００ ｐｍｏｌ）和 ＤＴＸ＋Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ
（４００ ｐｍｏｌ）后，小鼠肿瘤体积受到不同程度抑制

４． ９９Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ ＳＰＥＣＴ 显像。 制备的９９Ｔｃｍ⁃
Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 具有良好的稳定性，放化纯＞９５％，标记

率为 （ ６３． ５３ ± ３． １２ ）％ （ ｎ ＝ ５ ）。９９ Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ
ＳＰＥＣＴ 显像（图 ４）示，ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 组较 ＰＢＳ
组肿瘤放射性核素浓聚降低，所得 Ｔ ／ Ｍ 比值较 ＰＢＳ 组

（４．１９±０．３２）明显降低（２００ ｐｍｏｌ，２．９２±０．３７；４００ ｐｍｏｌ，
２ ０７±０．２２），且 ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ ４００ ｐｍｏｌ 组较

２００ ｐｍｏｌ 组对应的 Ｔ ／ Ｍ 比值更低（Ｆ ＝ ３４． ９９，Ｐ ＝
０ ０２２）。 此外，９９ Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 所得的 Ｔ ／ Ｍ 比值

与荷瘤裸鼠肿瘤内 ＭＤＭ２ 蛋白表达有线性回归关

系（ Ｒ２ ＝ ０． ８７５， Ｐ ＜ ０ ００１），提示９９ Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ
ＳＰＥＣＴ 显像能够良好预测 ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 治

疗 ＰＣａ 的效果。

讨　 　 论

利用 ｓｉＲＮＡ 的反义显像及治疗技术已出现多

年，但其靶向性及稳定性仍有待提高，适配体的发展
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图 ４　 注射不同药物后的小鼠 ＳＰＥＣＴ 显像图（箭头示肿瘤处

显像剂浓聚情况）。 可见前列腺特异膜抗原适配体⁃小干扰

ＲＮＡ（Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ）组浓聚减低；ＤＴＸ 为多西他赛

改善了这一状况，其可在提高靶向性的同时降低潜

在的细胞毒性［８］。 目前，适配体已被广泛应用于分

子成像与诊断治疗。 早在 ２００６ 年，ＭｃＮａｍａｒａ 等［７］

合成了 ＰＳＭＡ Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃ｓｉＲＮＡ 嵌合体，并明确了其

作用机制。 嵌合体通过 Ａｐｔ⁃Ａ１０ 靶向到 ＰＣａ 表面，
通过细胞内吞内化进入细胞内，随后启动 ＲＮＡ 干扰

机制，在 Ｄｉｃｅｒ 酶的作用下定向剪切 Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃ｓｉＮＡ
嵌合体上相应 ｓｉＲＮＡ 片段形成沉默复合物（ＲＮＡ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＲＩＳＣ），介导同源 ｍＲＮＡ
降解发挥抑制肿瘤的作用。 此后，Ｗｕ 等［１１］ 通过优

化的 ＰＳＭＡ 适配体（Ａｐｔ⁃Ａ１０⁃３．２）实现了 ＰＣａ 靶向

载药纳米粒子对 ＰＣａ 的诊断与治疗。 ＭＤＭ２ 在 ＰＣａ
中过度表达，与 ＰＣａ 的转移、侵袭等关系密切［１２⁃１４］，
本研究设计合成了 Ａｐｔ⁃ＭＤＭ２ ｓｉＲＮＡ，对其双链全部

Ｕ 碱基和 Ｃ 碱基进行 ２′⁃Ｆ 修饰，以提高 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 稳

定性，同时在 Ａｐｔ 的反义 ３′端连接 ２ 个 Ｕ⁃Ｕ 悬浮碱

基，以提高结合活力，提高嵌合体的干扰能力。 最佳

的反义转载是降低由于错误地将 ｓｉＲＮＡ 双链包裹

在 ＲＩＳＣ 中导致的脱靶效应［１５］。 虽然本研究合成

Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 不能完全避免潜在的非靶效应，但该效

应可能仅局限于 ＰＳＭＡ 阳性的 ＰＣａ 中，对其他组织

器官影响很小。 ２′⁃Ｆ 修饰在人体内具有较好的耐受

性及较低的细胞毒性［１６］。 虽然有研究认为 ２′⁃Ｆ 修

饰的全硫代磷酸基寡核苷酸具有细胞毒性［１７］，这可

能不适用于双链 ｓｉＲＮＡ 或适配体［１８］。 本研究中，在
没有转染试剂的情况下， Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 明显降低了

ＭＤＭ２ 蛋白表达水平，表明合成的嵌合体具有良好

的靶向性、稳定性及敲出率。
ＤＴＸ 是去势抵抗型 ＰＣａ 的一线化疗药物，但在

治疗后期仍不可避免会出现抗药性［１９］，因此寻找新

的治疗方法显得尤为重要。 本研究使用 ＤＴＸ 联合

Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 治疗 ＰＣａ，在 ＬＮＣａＰ 及 ２２ＲＶ１ 细胞株中

较单独使用 ＤＴＸ 或 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 治疗组的细胞抑制

效果更明显，促进凋亡效果更明显，表明 ＤＴＸ 联合

Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 治疗 ＰＳＭＡ 阳性 ＰＣａ 有可能成为新的有

效治疗模式。 为进一步验证两者联合治疗效果，本
研究将其以不同浓度作用于 ２２ＲＶ１ 荷瘤裸鼠体内，
结果示随着剂量增加，ＰＣａ 肿瘤体积逐渐变小。

ＭＤＭ２ 基因的高表达与常规放疗和化疗抵抗密

切相关，对其进行抑制可增加化疗敏感性［２０］，这也

表明了 ＭＤＭ２ 已成为提高肿瘤放化疗敏感的相关

靶点，准确评价肿瘤内 ＭＤＭ２ 表达对疾病治疗具有

指导意义。 近年来，６８Ｇａ 或１７７Ｌｕ 标记的 ＰＳＭＡ 在诊

断和治疗 ＰＣａ 方面取得了良好的效果［２１⁃２２］，而９９Ｔｃｍ

标记 ＰＳＭＡ 的研究则相对较少，但考虑到患者的经济

成本及获取难易程度，使用放射性９９Ｔｃｍ 标记 ＰＳＭＡ
仍不失为一个良好的研究方向。 故本研究使用９９Ｔｃｍ

标记 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 合成靶向 ＰＳＭＡ 的分子探针，该探

针具有良好的稳定性、标记率及放化纯，可用于可视

化靶向治疗效果的评价及 ＭＤＭ２ 水平的可视化。
研究结果显示，ＤＴＸ 联合 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ（４００ ｐｍｏｌ）治

疗组肿瘤显像剂浓聚更低，Ｔ ／ Ｍ 比值更低，ＭＤＭ２
表达水平更低，且两者呈线性回归。 上述表明，本研

究中９９ Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ ＳＰＥＣＴ 显像能够良好预测

ＭＤＭ２ 的表达水平，进而作为预测 ＤＴＸ 化疗效果的

参考指标，实现９９ Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 的显像监测，但其

机制仍有待于进一步研究。
综上，本研究合成的 Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 能够靶向 ＰＳＭＡ

阳性 ＰＣａ，通过 ＲＮＡ 干扰机制降低 ＭＤＭ２ 表达实现

靶向基因治疗，并能联合 ＤＴＸ 抑制 ＰＣａ 细胞增殖，
促进凋亡。 此外，９９Ｔｃｍ⁃Ａｐｔ⁃ｓｉＲＮＡ 还可实现可视化

靶向治疗，并通过 ＳＰＥＣＴ 显像评价 ＭＤＭ２ 表达水平

预测治疗效果，以上结果为 ＰＳＭＡ 阳性 ＰＣａ 的诊疗

提供了新的思路。
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