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【摘要】 　 目的　 评价１７７Ｌｕ⁃前列腺特异膜抗原（ＰＳＭＡ）⁃Ｉ＆Ｔ 对前列腺癌的治疗效果。 方法　 将

１．８５、１８．５０、１８５．００、５５５．００ 和 ９２５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 培养液加入 ＬＮＣａＰ 细胞（２００ μｌ ／孔，５ 个

实验组，１ 个对照组，每组 ３ 个复孔）培养 ２４ ｈ 后，检测各组细胞存活率。 将 ３．７ ＭＢｑ １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ
培养液加入 ＬＮＣａＰ 细胞（１ 个实验组，１ 个对照组，每组 ３ 个复孔）培养 ４８ ｈ，检测细胞周期变化。 将

３．７、１９．５ 和 ３７．０ ＭＢｑ １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 培养液加入 ＬＮＣａＰ 细胞（３ 个实验组，１ 个对照组，每组设 ３ 个

复孔）培养 ４８ ｈ，检测细胞凋亡。 构建荷瘤裸鼠模型（ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ ／ ｎｕ 裸鼠，３２ 只）。１７７ Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ
治疗后 ２０ ｄ 内，观察荷瘤裸鼠肿瘤体积及体质量变化。 治疗后第 ７ 天，对荷瘤裸鼠肿瘤组织行 ＨＥ
染色、细胞增殖核抗原 Ｋｉ⁃６７ 蛋白免疫组织荧光染色及原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测细胞凋亡。 治

疗后第 ２０ 天，对荷瘤裸鼠主要器官行病理分析。 采用单因素方差分析、最小显著差异 ｔ 检验、配对 ｔ
检验分析数据的差异。 结果　 １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 干预后，１８５．００、５５５．００ 和 ９２５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ 组 ＬＮＣａＰ 细

胞存活率［（５７．５６±６．３５）％、（３８．６５±３．３９）％和（２７．９５±４．４８）％］均较对照组［（１００．００±１２．３５）％］降低

（Ｆ＝ ７８．９１，ｔ 值：８．３１２～１４．１０６，均 Ｐ＜０．０１），１８５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ 组不同时间点（２４、４８ 和 ７２ ｈ）的细胞存活

率低于对照组（０ ｈ）（Ｆ＝７８．２８，ｔ 值：６．６２８～ １４．３８４，均 Ｐ＜０．０１）；Ｇ２ ／ Ｍ 期的 ＬＮＣａＰ 细胞占比从（１２．３６±
０ ２８）％上升至（１９．９２±０．４８）％（ ｔ＝ １７．１８０， Ｐ＜０．０１）；１８．５ 和 ３７．０ ＭＢｑ 组细胞凋亡率明显增高（Ｆ ＝
７１．８６，ｔ 值：－６．１３８ 和－１３．０５０，均 Ｐ＜０．０１）。 ３．７、１４．８、２９．６ ＭＢｑ 组与对照组（０ ＭＢｑ）间荷瘤裸鼠相对

肿瘤体积（ＲＴＶ％）差异均有统计学意义（１３６．７±７．４、５９．２±２３．８ 和 ４７．３±１３．８ 与 ２４０．３±３．７；Ｆ ＝ ７８ ２０，ｔ
值：７．５４９～１３．３４５，均 Ｐ＜０．０１）；但体质量均无明显变化。 ３．７、１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组肿瘤组织 Ｋｉ⁃６７ 染

色细胞阳性率 ［（１４． ８９ ± ３． ８０）％、（５． ６０ ± １． ８３）％和 （３． ４６ ± ０． ７１）％］ 及 ＴＵＮＥＬ⁃异硫氰酸荧光素

（ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ）染色阳性率［（１．６１±０．３０）％、（３．１９±０．４４）％和（３．５４±０．４７）％］与对照组［（３７．２３±
３ ０４）％和（０．７４±０．１８）％］的差异均有统计学意义（Ｆ＝１０３．９１， ｔ 值：１０．４２９～１５．７６２； Ｆ＝３８．６６，ｔ 值：－９．３１２～
－２．８８１，均 Ｐ＜０．０１）。 结论　 １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 对前列腺癌治疗效果好，无明显治疗不良反应，有望成

为治疗前列腺癌的理想药物。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １７７Ｌｕ⁃ｐｒｏｓｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎ （ＰＳＭＡ）⁃Ｉ＆Ｔ ｏｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ １．８５， １８．５０， １８５．００， ５５５．００ ａｎｄ
９２５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ （２００ μｌ ／ ｗｅｌｌ， ５ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ １
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ３ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ） ｆｏｒ ２４ ｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ３．７ ＭＢｑ １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ （１ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ， １ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， ３ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ） ｆｏｒ ４８ ｈ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ． ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ （３ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ １ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ３ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ） ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ３．７， １９ ５
ａｎｄ ３７．０ ＭＢｑ １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ｆｏｒ ４８ ｈ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂ⁃
ｌｉｓｈｅｄ （ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ ／ ｎｕ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ， ｎ＝ ３２）． Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ
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ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＴｄＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ （ＴＵＮＥＬ） ａｓｓａｙ． Ｏｎ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｐａｔｈｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｖｉｓｃｅｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，
ｔｈｅ ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｔ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｐａｉｒｅｄ ｔ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄａｔａ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （（１００．００±１２．３５）％）， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｋｉ⁃６７ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｅｌｌｓ （（３７．２３±３．０４）％ ｖｓ （１４．８９±３ ８０）％， （５．６０±１．８３）％， （３．４６±
０．７１）％） ａｎｄ ＴＵＮＥＬ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ （ ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ） ｓｔａｉｎｉｎｇ （（０． ７４± ０ １８）％ ｖｓ （１． ６１±
０ ３０）％， （３．１９±０．４４）％， （３．５４±０．４７）％） ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ３．７， １４．８ ａｎｄ ２９．６ ＭＢｑ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｔａ⁃
ｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｆ＝ １０３．９１， ｔ ｖａｌｕｅｓ： １０．４２９－１５．７６２； Ｆ＝ ３８．６６， ｔ ｖａｌｕｅｓ： ｆｒｏｍ －９．３１２ ｔｏ －２．８８１，
ａｌｌ Ｐ＜０．０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ， ｗｉｔｈ ｎｏ ｏｂ⁃
ｖｉｏｕｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ａｎ ｉｄｅａｌ ｄｒｕｇ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｐｒｏｓ⁃
ｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ； Ｐｒｏｓｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｔｉｇｅｎ； Ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ； Ｌｕｔｅｔｉｕｍ；
Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ； Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｕｔｃｏｍｅ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （１１８０５１０４）； Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅ⁃
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ＢＥ２０１７６１２）； Ｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍ⁃
ｍｉｓｓｉｏｎ （Ｈ２０１９０９１）

ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２０１１０５⁃００４００

　 　 前列腺癌是老年男性常见的恶性实体瘤［１］，早
期前列腺癌 ５ 年生存率可达 １００％，晚期则下降至

３０％［２］。 我国前列腺癌患者初诊时多已处于中晚

期［３］，临床一线治疗方法主要是雄激素剥夺疗法

（ａｎｄｒｏｇｅｎ⁃ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ， ＡＤＴ），初期疗效明显，
但在 １８～２４ 个月的中位有效期后，１０％～２０％患者很快

进展为转移性去势抵抗性前列腺癌（ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃａｓｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ， ｍＣＲＰＣ）［４⁃５］。 目前，临床

缺乏对 ｍＣＲＰＣ 具有明显疗效的特异性靶向药物。
前列腺特异膜抗原（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ

ａｎｔｉｇｅｎ， ＰＳＭＡ）是一种具有广泛的细胞外结构域的

Ⅱ型跨膜糖蛋白受体，介导细胞发挥多种功能。
９０％以上的前列腺癌细胞 ＰＳＭＡ 呈高表达，尤其是

在低分化、转移及 ｍＣＲＰＣ 中，ＰＳＭＡ 的表达明显升

高［６］。１７７Ｌｕ 发射的 β－ 粒子在人体组织中平均射程

为 ６７０ μｍ，非常有利于杀灭肿瘤细胞，而对周围正

常组织影响较小。 本研究以 １，４，７，１０⁃四氮杂环十

二烷⁃１⁃（谷氨酸）⁃４， ７， １０⁃三乙酸 ［ １， ４， ７， １０⁃ｔｅｔ⁃
ｒａａｚａｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃｅｃａｎｅ⁃１⁃（ｇｌｕｔａｒｉｃａｃｉｄ）⁃４，７，１０⁃ｔｒｉａｃｅｔ⁃
ｉｃａｃｉｄ， ＤＯＴＡＧＡ］为螯合剂，以碘化酪氨酸增强 ＰＳＭＡ⁃
Ｉ＆Ｔ 与 ＰＳＭＡ 结合的亲和性使 ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 更有效地

内化入 ＰＳＭＡ 高表达的细胞中［７⁃８］，并基于此探讨１７７Ｌｕ⁃
ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 对前列腺癌的治疗效果。

材料与方法

一、实验动物及材料

１．实验细胞株及动物。 人前列腺癌细胞 ＬＮＣａＰ
（中国科学院干细胞库）；４～５ 周龄雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ ／ ｎｕ
裸鼠（卡文斯实验动物有限公司，常州）３２ 只，体质

量（２０±２） ｇ，动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１８⁃０００６、
ＳＣＸＫ（苏）２０１６⁃００１０。 实验鼠均饲养于无特殊病原

体（ｓｐｅｃｉｆｉｃ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ， ＳＰＦ）级环境中。
２．主要实验试剂与器材。１７７ ＬｕＣｌ３（德国 ＩＴＧ 公

司），ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ（德国慕尼黑工业大学），ＢＤ Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司），兔抗 ＰＳＭＡ 抗体（英国

Ａｂｃａｍ 公司），羊抗兔 ＩｇＧ⁃Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ （美国

Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司），兔抗细胞增殖核抗

原 Ｋｉ⁃６７ 抗体（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司），细胞凋亡检测

试剂盒、细胞周期检测试剂盒、４，６⁃二氨基⁃２⁃苯基吲

哚（ ４，６⁃ｄｉａｍｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌ ｉｎｄｏｌｅ， ＤＡＰＩ） 染色试剂

盒、原位末端标记（ＴｄＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａ⁃
ｂｅｌｉｎｇ， ＴＵＮＥＬ）法检测试剂盒、ＭａｘＶｉｓｉｏｎ 试剂盒（兔 ／
鼠）、ＨＥ 染液试剂盒、免疫组织化学笔（均为南京凯基

生物科技发展有限公司产品），ｍｉｃｒｏＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 仪（荷
兰ＭＩＬａｂｓ ＢＶ 公司），生物荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＢＸ４３），ＤＭＩＬ 型倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公司），流

·７５３·中华核医学与分子影像杂志 ２０２１ 年 ６ 月第 ４１ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， Ｊｕｎ． ２０２１， Ｖｏｌ． ４１， Ｎｏ． ６



式细胞仪（美国 ＢＤ 公司）。
二、实验方法

１．细胞存活实验。 取对数生长期的 ＬＮＣａＰ 细

胞以 ５ × １０３ 个 ／孔接种于多聚赖氨酸 （ ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ，
ＰＬＬ）包被的 ９６ 孔板内（５ 个实验组，１ 个对照组，每
组 ３ 个复孔），置于培养箱 （３７ ℃、体积分数 ５％
ＣＯ２）中过夜。 用培养液将１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 配制成

放射性度浓度分别为 １．８５、１８．５０、１８５．００、５５５．００ 和

９２５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ 备用，实验组分别加入上述１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃
Ｉ＆Ｔ 溶液 ２００ μｌ ／孔，对照组加入培养液 ２００ μｌ ／孔。
置于培养箱中培养 ２４ ｈ 后，分别在 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ
用细胞计数⁃８（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８， ＣＣＫ⁃８）试剂盒检

测各组细胞的存活率。
２．细胞周期变化实验。 取对数生长期的 ＬＮＣａＰ 细

胞以 ２×１０５ 个 ／孔接种于 ＰＬＬ 包被的 ６ 孔板内（１ 个

实验组，１ 个对照组，每组 ３ 个复孔），置于 ＣＯ２ 培养

箱中过夜。 将 ３．７ ＭＢｑ 的１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 用培养液

稀释至 ２ ｍｌ 备用。 实验组加入１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 稀

释液 ２ ｍｌ ／孔，对照组加入 ２ ｍｌ ／孔细胞培养液。 静

置于 ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ，取出培养板，用磷酸盐

缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＰＢＳ）洗涤、胰酶

消化回收细胞，再用体积分数 ７０％乙醇固定，－２０ ℃
冰箱过夜。 取出培养板，室温离心 ５ ｍｉｎ（半径 １２ ｃｍ，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ），ＰＢＳ 洗涤，加入碘化丙啶 ／核糖核酸酶

Ａ（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ ／ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ａ， ＰＩ ／ ＲＮａｓｅＡ）染

色工作液 ５００ μｌ ／孔，室温下避光温育 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ，
用流式细胞仪检测细胞周期。

３．细胞凋亡实验。 取对数生长期的 ＬＮＣａＰ 细

胞以 ２×１０５ 个 ／孔接种于 ＰＬＬ 包被的 ６ 孔板内（３ 个

实验组，１ 个对照组，每组 ３ 个复孔），ＣＯ２ 培养箱中

培养过夜。 分别将 ３．７、１８．５ 和 ３７．０ ＭＢｑ 的１７７ Ｌｕ⁃
ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 用培养液稀释至 ２ ｍｌ 备用。 实验组分别

加入上述１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 稀释液 ２ ｍｌ ／孔，对照组加

入 ２ ｍｌ ／孔培养液。 置于 ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ，
取出培养板，用 ＰＢＳ 洗涤，用不含乙二胺四乙酸

（ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＥＤＴＡ）的胰酶消化

回收细胞，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。 加入结合缓冲液 ５００ μｌ ／孔
悬浮细胞，再加入膜联蛋白 Ｖ⁃异硫氰酸荧光素（Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ， Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ） ５ μｌ ／孔
混匀，最后加入碘化丙啶 ５ μｌ ／孔混匀，室温避光反

应 ５～１５ ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞凋亡数。
４．构建 ＬＮＣａＰ 荷瘤裸鼠模型。 取对数生长期

ＬＮＣａＰ 细胞，将细胞浓度调整为 １．５×１０１１ ／ Ｌ。 按 １ ∶１
体积比混合 ＬＮＣａＰ 细胞悬液和 ＢＤ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质

胶，用注射器抽取适量混合液，在 ３２ 只裸鼠左侧前

肢腋下进行皮下注射（０．２ ｍｌ ／只）。 将荷瘤裸鼠置

于 ＳＰＦ 级环境中继续饲养 ２～３ 周，直至肿瘤最大径

为 ０．６～０．８ ｃｍ。
５． １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 疗效监测。 按随机数字表

法将 ３２ 只 ＬＮＣａＰ 荷瘤裸鼠分为 ３ 个治疗组和 １ 个

对照组（每组 ８ 只），通过尾静脉向治疗组分别注射

３．７、１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 的１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ０．１ ｍｌ ／只，向
对照组注射生理盐水 ０．１ ｍｌ ／只，４８ ｈ 行 ｍｉｃｒｏＳＰＥＣＴ ／
ＣＴ 显像，每隔 ３ ｄ 观察 １ 次荷瘤裸鼠肿瘤体积和体

质量变化，持续 ２０ ｄ。 采用游标卡尺测量荷瘤裸鼠

瘤体长径和短径，肿瘤体积（ｍｍ３） ＝ （长径×短径×
短径） ／ ２。 以相对肿瘤体积（ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ，
ＲＴＶ％）作为评价疗效主要指标。 ＲＴＶ％ ＝（Ｖｘ ／ Ｖ０） ×
１００（Ｖｘ：给药后第 ｘ 天肿瘤体积；Ｖ０：给药前肿瘤体积）。

６．治疗第 ７ 天肿瘤组织病理分析。 共 ４ 组，每
组 ４ 只。 通过尾静脉向治疗组分别注射 ３．７、１４．８、
２９．６ ＭＢｑ 的１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ０．１ ｍｌ ／鼠，向对照组注

射生理盐水 ０．１ ｍｌ ／鼠。 于给药后第 ７ 天取肿瘤组

织行 ＨＥ 染色和肿瘤组织细胞增殖核抗原 Ｋｉ⁃６７ 蛋

白免疫组织荧光染色。 另用 ＴＵＮＥＬ 试剂盒和 ＤＡＰＩ
染色试剂盒检测细胞凋亡。

７．治疗第 ２０ 天荷瘤裸鼠主要器官病理分析。
共 ４ 组，每组 ４ 只。 通过尾静脉向治疗组分别注射

３．７、１４．８、２９．６ ＭＢｑ 的１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ ０．１ ｍｌ ／鼠，向
对照组注射生理盐水 ０．１ ｍｌ ／鼠。 于给药后第 ２０ 天

断颈处死后取小鼠肝脏、心脏和肾脏组织，体积分数

１０％福尔马林液固定，石蜡包埋切片，风干后用 ＨＥ
染色，显微镜下观察细胞受损情况。

三、统计学处理

采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２０．０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件

进行统计学分析，符合正态分布的定量数据以 ｘ±ｓ
表示，采用单因素方差分析及最小显著差异 ｔ 检验、
配对 ｔ 检验分析数据间的差异，以 Ｐ＜０．０５ 为差异有

统计学意义。

结　 　 果

１．细胞存活实验结果。 １． ８５、 １８． ５０、 １８５． ００、
５５５ ００ 和 ９２５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ 实验组的细胞存活率分别

为（ ９６． ３４ ± ４． １６）％、 （ ９３． ７１ ± ５． ３３）％、 （ ５７． ５６ ±
６ ３５）％、（３８．６５±３．３９）％和（２７．９５±４．４８）％，与对照

组比较，差异有统计学意义［（１００．００±１２．３５）％；Ｆ ＝
７８．９１，Ｐ＜０ ０５］；１８５．００、５５５．００ 和 ９２５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ 实

验组细胞存活率显著低于对照组（ｔ值：８．３１２～１４．１０６，
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图 １　 不同剂量１７７Ｌｕ⁃前列腺特异膜抗原（ＰＳＭＡ）⁃Ｉ＆Ｔ 干预后前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞凋亡分析图。 Ａ～ Ｄ．分别对应（０、３．７、１８．５、３７．０ ＭＢｑ）
１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 细胞凋亡率，与对照组（０ ＭＢｑ）相比，１８．５ 和 ３７．０ ＭＢｑ 组细胞总凋亡率明显增高［左上象限为坏死率（％），左下象限为正

常率（％）、右上象限为早期凋亡率（％），右下象限为晚期凋亡率（％）；细胞早期凋亡率与晚期凋亡率之和为总凋亡率］

均 Ｐ＜０ ０１）。１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 对 ＬＮＣａＰ 细胞的半数

抑制放射性浓度为 ３００．３ ＭＢｑ ／ Ｌ。
１８５．００ ＭＢｑ ／ Ｌ 组在 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ 的细胞存

活率分别为（１２７．５９±６．８）％、（９５．３１±２．０６）％、（７２．６３±
７ １８）％和（５７．５６±６．３５）％，细胞存活率随时间延长

呈逐渐下降趋势；且 ２４、４８ 和 ７２ ｈ 的细胞存活率均

显著低于对照组（０ ｈ）（Ｆ＝７８．２８，ｔ 值：６．６２８～１４．３８４，均
Ｐ＜０．０１），提示１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 对 ＬＮＣａＰ 细胞的抑

制作用有明显的时间依赖性。
２．细胞周期变化实验的结果。１７７ Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ

干预后，Ｇ２ ／ Ｍ 期的 ＬＮＣａＰ 细胞占比从 （ １２． ３６ ±
０ ２８）％ 上升至 （ １９． ９２ ± ０． ４８）％ （ ｔ ＝ １７． １８０， Ｐ ＜
０ ０１）； Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的 ＬＮＣａＰ 细胞占比从 （ ６８． ６ ±
２ ８２）％下降至（５６．３５±５．２１）％，Ｓ 期的 ＬＮＣａＰ 细胞

占比从（１９．０４±２．６４）％上升至（２３．７４±４．７３）％，但差

异均无统计学意义 （ ｔ 值：２． ６３１ 和 １． １０１，均 Ｐ ＞
０ ０５）。

３．细胞凋亡实验结果（图 １）。 将细胞早期凋亡

率与晚期凋亡率之和作为总细胞凋亡率，０（对照

组）、３．７、１８．５ 和 ３７．０ ＭＢｑ 组总细胞凋亡率分别为

（７．２７±０．３０）％、（７．９３±０．５１）％、（１１．７３±０．６７）％和

（１６．７４±１．１０）％（Ｆ ＝ ７１．８６，Ｐ＜０．０１）。 与对照组相

比，１８．５ 和 ３７．０ ＭＢｑ 组细胞总凋亡率明显增高（ ｔ
值：－６．１３８ 和－１３．０５０，均Ｐ＜０．０１）；但３．７ ＭＢｑ 组细胞总

凋亡率与对照组差异无统计学意义（ ｔ ＝ －０．９０９，Ｐ ＞
０ ０５）。

４．荷瘤裸鼠治疗结果。 ＭｉｃｒｏＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像

示１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 主要浓聚于荷瘤裸鼠肿瘤部位，
且 ３．７、１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组肿瘤组织的放射性摄取

依次增浓。 （１）肿瘤体积。 治疗后第 ２０ 天，０（对照

组）、３．７、１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组荷瘤裸鼠 ＲＴＶ％分别

为 ２４０．３±３．７、１３６．７±７．４、５９．２±２３．８ 和 ４７．３±１３．８，不
同剂量组均低于对照组（Ｆ＝７８．２０，ｔ 值：７．５４９～１３．３４５，

均 Ｐ＜０．０１）。 另外，１４．８ ＭＢｑ、２９．６ ＭＢｑ 组荷瘤裸鼠

ＲＴＶ％低于 ３．７ ＭＢｑ 组对应结果（ ｔ 值：６．９１９ 和 ７．３９０，
均 Ｐ＜０． ０１），但这 ２ 组间差异无统计学意义（ ｔ ＝
０ ９８５，Ｐ＞０．０５）。

（２）荷瘤裸鼠体质量。１７７ Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 治疗后

第 ４ 天，０（对照组）、３．７、１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组荷瘤裸

鼠体质量分别为（１０２．０６±４．１４）、（１０１．６０±１．６１）、
（９８．０２± １． ７９） 和 （ ９５． ２３ ± ３． ２４） ｇ （Ｆ ＝ ３． ７１４，Ｐ ＞
０ ０５）。 各治疗组荷瘤裸鼠 ２０ ｄ 内均未见明显体质

量下降。
５．治疗后 ７ ｄ 荷瘤裸鼠肿瘤组织病理分析结果

（图 ２）。 （１） ＨＥ 染色结果。 对照组肿瘤细胞为多边

形，呈巢状排列；胞体较大且胞质丰富，胞核多呈长圆

形且深染，少见核分裂象。 ３．７ ＭＢｑ 组和 １４．８ ＭＢｑ 组

的肿瘤细胞体积增大，边界较清晰，细胞坏死程度

轻；２９．６ ＭＢｑ 组肿瘤细胞发生明显变形，边界欠清

晰，胞质和胞核染色淡，结构不清，细胞坏死严重。
与对照组比较，Ｋｉ⁃６７ 染色阳性的细胞数从 ３．７ ＭＢｑ
组到 ２９．６ ＭＢｑ 组呈明显下降趋势，而 ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ
染色阳性细胞数有少量增加。

（２） Ｋｉ⁃６７ 蛋白免疫组织荧光染色结果。 ０、
３ ７、１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组治疗后肿瘤组织 Ｋｉ⁃６７ 染

色细胞阳性率分别为 （ ３７． ２３ ± ３． ０４）％、 （ １４． ８９ ±
３ ８０）％、（５．６０±１．８３）％和（３．４６±０．７１）％（Ｆ＝ １０３．９１，
Ｐ＜０．０１），３ 组均低于对照组（０ ＭＢｑ；ｔ 值：１０．４２９ ～
１５．７６２，均 Ｐ＜０．０１）。 另外，１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组的

Ｋｉ⁃６７ 细胞阳性率均低于 ３．７ ＭＢｑ 组（ ｔ 值：４．３３５ 和

５．３３２，均 Ｐ＜０．０５），但这 ２ 组间差异无统计学意义（ｔ＝
０．９９７，Ｐ＞０．０５）。

（３） ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡结果。 ０、３．７、１４．８
和 ２９．６ ＭＢｑ 组肿瘤组织 ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ 染色细胞阳

性率分别为（０．７４±０．１８）％、（１．６１±０．３０）％、（３．１９±
０ ．４４）％和（３．５４±０．４７）％（Ｆ ＝ ３８．６６，Ｐ＜０．０１）；３组
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图 ２　 不同放射性活度的１７７Ｌｕ⁃前列腺特异膜抗原（ＰＳＭＡ）⁃Ｉ＆Ｔ 治疗 ＬＮＣａＰ 荷瘤裸鼠后第 ７ 天肿瘤组织 ＨＥ 染色、细胞增殖核抗原 Ｋｉ⁃６７
染色和原位末端标记⁃异硫氰酸荧光素（ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ）染色（×４００）结果。 可见从 ３．７ ＭＢｑ 组到 ２９．６ ＭＢｑ 组，ＨＥ 染色肿瘤细胞坏死程度逐

渐加重，Ｋｉ⁃６７ 染色阳性的细胞逐渐减少，ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ 染色阳性的细胞有少量增加

均高于对照组（０ ＭＢｑ；ｔ 值：－９．３１２ ～ －２．８８１，均 Ｐ＜
０．０１）。 ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ 染色阳性率存在一定的放射性活

度依赖性，与 ３．７ ＭＢｑ 组相比，１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组阳

性率明显升高（ｔ 值：－５．２７１ 和－６．４３１，均 Ｐ＜０．０１）；但
这 ２ 组间差异没有统计学意义 （ ｔ ＝ － １． １６０，Ｐ ＞
０ ０５）。

６．治疗后第 ２０ 天荷瘤裸鼠主要器官组织病理

分析结果。 ＨＥ 染色分析结果示，各治疗组与对照

组相比，心脏、肝脏和肾脏组织形态均无明显差异，
未见辐射相关脏器损伤。

讨　 　 论

Ｗｅｉｎｅｉｓｅｎ 等［８］在 ２０１５ 年首次报道了１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃
Ｉ＆Ｔ，侧重于合成标记、ＰＳＭＡ 亲和力、内化动力学及生

物分布等研究。 本课题组先前成功合成１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃
Ｉ＆Ｔ，并证实其生物分布良好且能与 ＬＮＣａＰ 细胞特

异性结合［９］。 本研究主要探讨了１７７ Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ
治疗前列腺癌的效果。 结果显示，１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ
对 ＬＮＣａＰ 细胞增殖有明显的抑制作用，随着放射性

活度和时间的增加，细胞存活率明显降低，提示１７７Ｌｕ⁃
ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 有很好的抗肿瘤作用。

辐射可诱导前列腺癌细胞凋亡，从而加快细胞

死亡［１０］。 大剂量辐射常导致有丝分裂凋亡，细胞短

期内由凋亡迅速转为死亡；但低剂量辐射常导致有

丝分裂后凋亡，即在有丝分裂后延迟的细胞凋亡和

死亡［１１］。 在本研究中，细胞凋亡并不十分明显，并
未观察到细胞逐步由早期凋亡过渡到晚期凋亡最终

死亡的过程，而在不同放射性活度１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ
干预后，受损伤细胞均已进入凋亡后期阶段，以晚期

凋亡细胞和死亡细胞为主。 当干预放射性活度达

１８．５ ＭＢｑ 时，细胞凋亡率明显增加。 辐射可引起前

列腺癌细胞周期改变［１２⁃１３］，本研究观察到 ３．７ ＭＢｑ
１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 干预 ＬＮＣａＰ 细胞后， Ｇ２ ／ Ｍ 期的

ＬＮＣａＰ 细胞占比有所增加。
ＭｉｃｒｏＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像示１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 主要浓

聚于 ＬＮＣａＰ 荷瘤裸鼠肿瘤组织，滞留时间长，且注

射药物的放射性活度越高，浓聚于肿瘤部位的放射

性药物越多，提示１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 可精准靶向前列

腺癌组织，发挥内照射治疗肿瘤的作用。
１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 治疗后，各治疗组荷瘤裸鼠肿

瘤生长均明显受抑，且肿瘤体积变化有明显的放射

性活度依赖性。 从治疗后第 ２０ 天不同治疗组

ＲＴＶ％的分析结果来看，１４．８ 和 ２９．６ ＭＢｑ 组对肿瘤

生长的抑制作用均强于 ３．７ ＭＢｑ 组，但 ２ 组间差异

无统计学意义。 从治疗第 ７ 天肿瘤组织切片的病理

结果分析，虽然 ３．７ 和 １４．８ ＭＢｑ 组 ＨＥ 染色肿瘤细胞
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形态未见明显差异，但细胞表面与增殖相关的 Ｋｉ⁃６７
蛋白却已产生不同程度的破坏，Ｋｉ⁃６７ 染色结果显示

１４．８ ＭＢｑ 组对肿瘤抑制程度明显高于 ３．７ ＭＢｑ 组。
ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ 染色结果也表明，１４．８ ＭＢｑ 组促进肿

瘤细胞凋亡作用强于 ３． ７ ＭＢｑ 组。 ＨＥ 染色可见

２９ ６ ＭＢｑ 组肿瘤细胞坏死严重，表明高放射性活度

辐射在治疗早期对肿瘤组织有更强的急性损伤作

用。 值得注意的是，虽然各组间 ＴＵＮＥＬ⁃ＦＩＴＣ 染色

阳性率确有差异，但绝对值变化并不明显，而 Ｋｉ⁃６７
染色阳性率有大幅下降，这一结果与上述细胞干预

实验的结果相符。 下一步将研究１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 干

预后细胞周期相关蛋白和治疗后荷瘤裸鼠肿瘤细胞

周期相关蛋白的免疫组织化学结果。
治疗后第 ２０ 天，不同剂量组荷瘤裸鼠 ＲＴＶ％均

低于对照组。 １４．８、２９．６ ＭＢｑ 组荷瘤裸鼠 ＲＴＶ％均

低于 ３．７ ＭＢｑ 组，但 ２ 组间差异无统计学差异意义。
这可能与观察时间较短有关，需要进一步研究加以

证实。
在治疗过程中，各治疗组荷瘤裸鼠体质量均未

见明显下降，表明１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 安全性好，无急性

毒性及不良反应。 全身重要器官（如心脏和肝脏）
治疗后组织病理分析未见明显辐射相关性损伤。 肾

脏作为放射性药物排泄器官，可能在治疗过程中受

辐射最多，但也未见明显辐射相关性肾脏损伤。 上

述表明，１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 治疗前列腺癌荷瘤裸鼠无

明显急慢性毒性及不良反应，且耐受性良好。
综上，１７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ⁃Ｉ＆Ｔ 在 ＰＳＭＡ 表达阳性的前

列腺癌中呈现出良好的治疗效果，且无明显治疗不

良反应，耐受性好，有望成为 ＰＳＭＡ 阳性前列腺癌的

理想治疗药物。
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