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【摘要】 　 目的　 探讨基于新型１８Ｆ 微反应器的１８Ｆ⁃阿法肽（Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ）的自动化制备方法，并行

荷瘤裸鼠 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像。 方法　 采用自主研制的１８Ｆ 微反应器和水相［ １８Ｆ］氟化铝螯合标记法，
自动化制备１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ，测量其放化产率，对１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ注射液进行质量分析。 建立乳腺癌 ＺＲ⁃７５⁃１
和鼻咽癌 ＣＮＥ１ 荷瘤裸鼠模型各 ３ 只，分别于注射１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ后 ０．５、１．０ 和 ２．０ ｈ 行 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ
显像，勾画感兴趣区（ＲＯＩ），计算肿瘤 ／肌肉 （Ｔ ／ Ｍ） 比值。 结果　 采用１８Ｆ 微反应器自动化制备了１８Ｆ⁃
Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ，总合成时间约 ４０ ｍｉｎ，放化产率为（２８±６）％ （非衰变校正，ｎ＝ １１），放化纯＞９７％，质量分

析指标均符合要求。 ＺＲ⁃７５⁃１ 和 ＣＮＥ１ 荷瘤裸鼠１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像清晰，肿瘤部位放射

性摄取明显，注射后 １．０ ｈ Ｔ ／ Ｍ 比值＞４．０。 结论　 成功采用１８Ｆ 微反应器自动化制备１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ，合成时

间短，放化产率高，有助于其在 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 肿瘤显像中的研究。
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Ｔｙｒ）］ ２， １８Ｆ⁃ＡｌＦ⁃ＮＯＴＡ⁃Ｅ［ＰＥＧ４⁃ｃ（ＲＧＤｆｋ）］ ２｝是靶

向整合素 αｖβ３ 受体的新型 ＰＥＴ ／ ＣＴ 分子影像探针，
基础和临床研究显示其在肿瘤显像和疗效评价方面

有很大的应用前景［１⁃２］。 随着国家食品药品监督管

理局批准１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的临床试验申请（批件号：
２０１８Ｌ０３０５７），１８ Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的临床试验和转化应

用研究将会越来越多［３⁃４］。１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ由多肽前体

ＮＯＴＡ⁃Ｅ［ＰＥＧ４⁃ｃ（ＲＧＤｆｋ）］２ 与１８Ｆ⁃ＡｌＦ 之间通过螯合

反应生成，其１８Ｆ 标记反应在水相条件下完成，无需高

效液相色谱（ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＨＰＬＣ）纯化，因此制备过程具有简单、快速、易于自动

化和临床转化的优势［５］。 目前，１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ的制备主

要是通过手动标记或冷冻试剂盒的方法［６⁃８］。 而现有

的自动化合成仪器处理的样品体积大（ｍｌ 级）和阀门

死体积较大，并不适于行１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ的放射化学制

备。 近年来，由于具有处理微量体积（μｌ 级）样品和近

乎零死体积的优势，基于微流控技术的１８Ｆ 放射性药物

自动化合成系统不断发展［９⁃１１］。 基于此，本研究旨在设

计一种新型微反应器，以自动化制备１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ，并
确保其能稳定、可靠地满足其临床需求。

材料与方法

一、实验材料

１．主要实验试剂和材料。 标记前体 ＮＯＴＡ⁃Ｅ
［ＰＥＧ４⁃ｃ（ＲＧＤｆｋ）］２ 由美国国立卫生研究院陈小元

教授提供；ＡｌＣｌ３、醋酸钠、无水乙腈，百灵威科技有限

公司产品；ＨＰＬＣ 光谱纯乙腈，美国 ＴＥＤＩＡ 公司产品；
富［１８Ｏ］氧水，上海化学工业研究院产品；药用乙醇，
南京化学试剂有限公司产品；浓 ＨＣｌ 等均为国产分

析纯，购自国药集团上海化学试剂公司；所有化学药

品均未经进一步纯化，直接使用。 Ｖａｒｉａｎ Ｂｏｎｄ Ｅｌｕｔ
Ｃ１８ 柱，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司产品；Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ ＱＭＡ 柱，美
国 Ｗａｔｅｒｓ 公司产品；Ａｃｒｏｄｉｓｃ®过滤器（带有 Ｓｕｐｏｒ®

０．２ μｍ 滤膜），美国 Ｐａｌｌ 公司产品。
２．肿瘤细胞和实验动物。 ＺＲ⁃７５⁃１ 乳腺癌细胞

株和 ＣＮＥ１ 鼻咽癌细胞株，购于中国科学院上海细

胞库，由本科室保存、复苏后使用。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性裸

鼠 ４ 只，４～６ 周龄，体质量 ２０ ～ ２５ ｇ，无特殊病原体

级，购于复旦大学上海医学院实验动物部，并在其实

验中心饲养至实验开始。
３．实验仪器。 ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ （ Ｉｎｖｅｏｎ）、回旋加

速器 （Ｅｃｌｉｐｓｅ ＳＴ），德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ 公司产品。 分析型

ＨＰＬＣ （ １２００ 系列；配可变波长检测器）、 Ｚｏｒｂａｘ
３００ＳＢ⁃Ｃ１８ 分析柱 （４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）及控

制和分析软件，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司产品；流式 γ 放射

性检测器 （Ｇａｂｉ Ｓｔａｒ），德国 Ｒａｙｔｅｓｔ 公司产品；气相

色谱（ＧＣ ９８９０Ａ），上海灵华仪器有限公司；放射性

活度计 （ＣＲＣ®⁃１５ＰＥＴ），美国 Ｃａｐｉｎｔｅｃ 公司产品。
二、实验方法

１． １８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ的放射化学合成路线。 参考文献

［５］，基于标记前体 ＮＯＴＡ⁃Ｅ［ＰＥＧ４⁃ｃ（ＲＧＤｆｋ）］２ 和１８Ｆ⁃
ＡｌＦ 螯合法，制定１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的放射化学合成路线

（图 １）。 首先，水相１８Ｆ－溶液、前体 ＮＯＴＡ⁃Ｅ［ＰＥＧ４⁃
ｃ（ＲＧＤｆｋ）］ ２ 与 ＡｌＣｌ３ 的醋酸盐溶液（ ｐＨ 值 ４ ０）、
乙腈混合，于 １２０ ℃加热反应 １５ ～ ２０ ｍｉｎ，生成１８Ｆ⁃
Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ。 依次加水稀释、Ｃ１８ 柱吸附、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＨＣｌ⁃乙醇溶液淋洗、微孔滤膜过滤、生理盐水稀释，
获得１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ注射液。

图 １　 １８Ｆ⁃阿法肽（ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ）的放射化学合成示意图。 Ａｃｅｔａｔｅ 为

乙酸盐，ＭｅＣＮ 为乙腈，多肽前体为（１，４，７⁃三氮杂环壬烷⁃１，４，
７⁃三乙酸）⁃Ｅ［（聚乙二醇） ４ ⁃环（精氨酸⁃甘氨酸⁃天冬氨酸⁃Ｄ⁃

苯丙氨酸⁃酪氨酸）］ ２

２． １８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ微反应器的制备。 基于本科

拥有 自 主 知 识 产 权 专 利 的１８ Ｆ 反 应 器 与 合 成

仪［１２⁃１４］，本课题组结合１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的放射性标记

反应特点，针对性设计了用于１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ自动化

制备的微反应器装置（图 ２），并配有可编写的自动

化控制程序。
３． １８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的自动化制备。 运行自动化

清洗程序，进行微反应器的清洗与准备工作。 将反

应试剂、试剂瓶和预处理后的微ＱＭＡ柱和Ｃ１８柱等
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图 ２　 自动化制备１８Ｆ⁃阿法肽（Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ）的１８Ｆ 微反应器的示意图

置于对应位置，正确连接，并进行压力和真空测试。
预先将前体 ＮＯＴＡ⁃Ｅ［ＰＥＧ４⁃ｃ（ＲＧＤｆｋ）］ ２ 溶液（２０ ～
５０ μｇ，２０ μｌ）和 ＡｌＣｌ３ 溶液（２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，２～６ μｌ）溶于

醋酸缓冲溶液（０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ 值 ４．０）、２００ ～ ３００ μｌ
乙腈加入到微反应瓶中。 准备就绪，关闭热室，运行

预先编写的１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ自动化合成程序，控制微

反应器逐步完成所有自动化合成步骤。
１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ的自动化合成过程如下。 含有１８Ｆ－

的富［１８Ｏ］氧水在 Ｎ２ 压力下通过微 ＱＭＡ 柱（填料来

自于 Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ ＱＭＡ 柱），１８Ｆ－被吸附在柱上，富［１８Ｏ］
氧水被收集到回收瓶中；转移生理盐水（１００ μｌ），洗
脱微 ＱＭＡ 柱上的１８Ｆ－并收集在反应瓶中；１００ ℃加

热微反应瓶 １５ ｍｉｎ，完成１８Ｆ 标记反应；冷却后，将反

应液转移至含有 ８ ｍｌ 水的试剂瓶中进行稀释；将稀

释液过 Ｃ１８ 柱；转移 １０ ｍｌ 水洗涤 Ｃ１８ 柱；利用 ０．５ ｍｌ
ＨＣｌ⁃乙醇溶液（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）淋洗 Ｃ１８ 柱；再用 ５～１０ ｍｌ
生理盐水稀释、经微孔滤膜过滤，获得１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ
溶液。

４．质量控制。 采用分析型放射性 ＨＰＬＣ 检测１８Ｆ⁃
Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的放化纯，分析柱为 Ｚｏｒｂａｘ ３００ＳＢ⁃Ｃ１８ 柱，
采取 ２１８ ｎｍ ＵＶ 和放射性检测器，流率为 １．０ ｍｌ ／ ｍｉｎ，
流动相为溶剂 Ａ （水，含体积分数 ０．１％三氟乙酸）和溶

剂 Ｂ（乙腈，含 ０．１％三氟乙酸），梯度条件：０ ～ ２ ｍｉｎ，
９５％Ａ 和 ５％Ｂ；２～３２ ｍｉｎ 逐渐变为 ３５％Ａ 和 ６５％Ｂ。
目测外观颜色和澄清度，并测量 ｐＨ 值。 参考 ２０１５ 年

版国家药典进行异常毒性实验、细菌内毒素实验和

无菌实验等［１５］。
５．荷瘤裸鼠模型的建立及其 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显

像。 采用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基于 ３７ ℃、体积分数 ５％

ＣＯ２ 的细胞培养箱中常规培养 ＺＲ⁃７５⁃１ 和 ＣＮＥ１ 细

胞，在细胞成对数生长期时传代培养。 用磷酸盐缓

冲液洗涤细胞后，质量分数 ０．２５％胰酶消化，离心

（半径 １６０ ｍｍ，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ），ＤＭＥＭ 培养基

吹打混匀，流式细胞仪计数后，调整细胞浓度准备接

种。 于每只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠右腋下皮下注射 ３×１０６ ～５×
１０６ 个细胞，饲养于具有独立送排风笼具（ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｖｅｎｔｉｌａｔｅｄ ｃａｇｅｓ， ＩＶＣ）级的动物房 ３～４ 周，每 ２ ｄ 用

游标卡尺测量肿瘤直径，待肿瘤直径长至 ０．８～１．０ ｃｍ
时用于实验。

经尾静脉将３．７ ＭＢｑ １８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ注射到 ＺＲ⁃７５⁃１
和 ＣＮＥ１ 荷瘤裸鼠，异氟烷麻醉，分别于注射后 ０．５、１ ０
和 ２．０ ｈ 行 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像，三维模式采集 １０ ｍｉｎ
静态图像。 采用三维有序子集最大期望值迭代法 ／
最大后验概率（ｍａｘｉｍｕｍ ａ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｉ， ＭＡＰ）法重建，
行衰减校正，获得 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 图像。 于肿瘤部位

和对侧肌肉勾画感兴趣区 （ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ，
ＲＯＩ），由软件自动产生对应的最大标准摄取值

（ｍａｘｉｍｕｍ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｕｐｔａｋｅ ｖａｌｕｅ， ＳＵＶｍａｘ），并计

算肿瘤 ／肌肉（ｔｕｍｏｒ ／ ｍｕｓｃｌｅ， Ｔ ／ Ｍ）比值。
三、统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件处理数据，符合正态分布

的计量数据以用 ｘ±ｓ 表示。

结　 　 果

１． １８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ微反应器的制备。 用于制备１８Ｆ⁃
Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的微反应器主要由微流控芯片、微反应

瓶、电磁阀、气液管路、辅助元件等组成［１３⁃１４］。 主要

特点为：（１） 体积小，尺寸为 ２０ ｃｍ （长） × １２ ｃｍ
（宽）×８ ｃｍ （高），仅有传统商品化合成模块的 １ ／ １５，
节约热室空间；（２）反应试剂用量小，转移试剂的体

积低至 １００ μｌ，无明显残留。
２． １８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ的自动化制备。 利用新型微反应

器和自动化控制软件，成功自动化制备１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ。
总制备时间约 ４０ ｍｉｎ，非校正放化产率为（２８±６）％
（ｎ＝ １１）。

３． １８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ注射液的质量控制。１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ
注射液各项质量分析指标均符合放射性药物的质量

控制要求。 放射性 ＨＰＬＣ 结果显示，１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ的

放化纯＞９７％，对应的保留时间为 １７．３ ｍｉｎ。 制备的１８Ｆ⁃
ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ注射液外观呈无色透明，ｐＨ 值 ６．０～７ ０，放射

性浓度＞３７０．０ ＭＢｑ ／ ｍｌ，比活度＞４．４×１０７ ＭＢｑ ／ ｍｍｏｌ。
细菌内毒素实验和无菌实验结果均为阴性，异常毒

性实验结果正常。 所有实验动物无异常行为表现。
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４．荷瘤裸鼠模型１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显

像（图 ３）。 ＺＲ⁃７５⁃１ 和 ＣＮＥ１ 肿瘤部位在注射后

０ ５、１．０ 和 ２．０ ｈ 均明显摄取１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ，注射后

１．０ ｈ 的 Ｔ ／ Ｍ 比值均大于 ４．０。 另外，１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ
在膀胱、肾脏和肠道等脏器均有分布，这与其体内代

谢性质有关。

图 ３　 １８Ｆ⁃阿法肽（Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ）注射后不同时间 ＺＲ⁃７５⁃１ 乳腺

癌和 ＣＮＥ１ 鼻咽癌荷瘤裸鼠模型 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像图。 可见

肿瘤对１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ探针均有较高程度的摄取（箭头示肿瘤）

讨　 　 论

以自有专利１８Ｆ 微反应器和合成仪为基础［１２⁃１３］，
本研究首先研制了用于制备１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的自动化

装置，其体积约为传统１８Ｆ 药物合成仪器的 １ ／ １５，试
剂用量仅为其用量的 １ ／ １０［１４⁃１６］，具有体积小、试剂

用量少的特点，因此可节约热室空间、节省贵重试剂

用量［１７］。 目前国内医院 ＰＥＴ 中心的加速器制药空

间和合成热室数量有限，价格也较高，在 １ 个热室放

置 １ 台合成仪和首先满足１８Ｆ⁃脱氧葡萄糖等常规药

物生产的情况下，难以再有热室与合成仪用于新

型１８Ｆ 药物的研制。 本研究研制的微反应器装置能

较好地解决该问题，即 １ 个热室可放置多套微型装

置来制备多种１８Ｆ 探针，实现 １ 种探针具有 １ 台专用

的合成仪器，从而更好地满足临床研究和应用。 本

研究组将进一步优化自动化装置组件空间连接布局

和控制软件程序等，以方便用户使用。
利用该微反应器，本研究成功自动化制备了１８Ｆ⁃

Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ，总制备时间约 ４０ ｍｉｎ，非校正放化产率

为（２８±６）％（ｎ ＝ １１），放化纯＞９７％，质量控制指标

均符合要求，比活度大于 ４． ４ × １０７ ＭＢｑ ／ ｍｍｏｌ。 另

外，本研究利用气相色谱检测残留溶剂含量，乙醇作

为淋洗试剂是主要溶剂，而作为反应溶剂的乙腈远

低于 ０．４×１０－３ ｍｇ ／ Ｌ。 为充分验证１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ自

动化制备工艺的可靠性，本研究以不同起始活度

的１８Ｆ－制备１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ，放化产率基本稳定。 需

要指出的是，本装置的微 ＱＭＡ 柱可以处理全部的１８Ｆ
靶水，实现高活度１８Ｆ 的完全利用，而不是仅取其中很

小的部分（如手动标记时），能最终实现１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ
的高产量制备，充分满足多中心临床研究的需求。

为了进一步验证１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ
显像应用，本研究选择了 ＺＲ⁃７５⁃１ 乳腺癌和 ＣＮＥ１
鼻咽癌作为肿瘤模型。 荷瘤裸鼠 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显

像结果表明，１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ在 ＺＲ⁃７５⁃１ 和 ＣＮＥ１ 肿瘤

部位均有明显摄取，且 Ｔ ／ Ｍ 比值较高。 一般而言，
Ｕ８７ＭＧ 肿瘤高度表达整合素 αｖβ３ 受体，是研究 ＲＧＤ
类探针的常用模型［１８］。 本课题组前期研究发现，
Ｕ８７ＭＧ 肿瘤模型高度摄取１８ Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ，同时其

ＰＥＴ ／ ＣＴ 显像可用于肿瘤治疗效果的早期预测［２］。
综合本研究和其他临床研究结果，１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡＰＥＴ ／
ＣＴ 显像能用于更多类型的肿瘤，具有重要的临床意

义［１，３⁃４］。 但本研究未探讨 ＺＲ⁃７５⁃１ 和 ＣＮＥ１ 肿瘤组织

αｖβ３ 受体的表达水平与１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ摄取值的相关

性，这有待今后进一步完善。
总之，基于自主研发的１８Ｆ 微反应器，本研究自动化

制备了１８Ｆ⁃ＡｌｆａｔｉｄｅⅡ，获得了高对比度的 ｍｉｃｒｏＰＥＴ／ ＣＴ
肿瘤图像，这有助于１８Ｆ⁃Ａｌｆａｔｉｄｅ Ⅱ的临床前和临床

显像应用。
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