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【摘要】 　 目的　 探讨１８Ｆ⁃ＤＥＶＤ⁃Ｃｙｓ（ＳｔＢｕ）⁃ＰＰＧ（ＣＢＴ）⁃ＡｍＢＦ３（ １８Ｆ⁃１；其中 ＤＥＶＤ：天冬氨酸⁃谷
氨酸⁃缬氨酸⁃天冬氨酸，Ｃｙｓ：半胱氨酸，ＳｔＢｕ：叔丁硫基，ＰＰＧ：炔丙基甘氨酸；ＣＢＴ：２⁃氰基苯并噻唑；
ＡｍＢＦ３：２⁃叠氮乙基⁃Ｎ，Ｎ⁃二甲基氨基甲基⁃三氟硼酸盐）ＰＥＴ 显像在三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）早期放疗

反应监测中的应用潜力。 方法　 构建 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 荷瘤裸鼠模型 １０ 只，通过随机抽样法分为放疗

组与未放疗组（各 ５ 只），放疗组行单次照射法放疗（８ Ｇｙ）。 ２ 组均行１８Ｆ⁃１ ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像，分析注射

后不同时间点（注射后 ２．５～５７．５ ｍｉｎ，间隔 ５ ｍｉｎ）２ 组肿瘤和肌肉的摄取情况，并通过放射自显影、
ＨＥ 染色及免疫荧光染色等验证探针在凋亡细胞中的特异性摄取。 采用重复测量方差分析、单因素

方差分析处理数据。 结果　 １８Ｆ⁃１ ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像示，放疗组肿瘤与肌肉摄取差异有统计学意义（Ｆ ＝
２０．２７，Ｐ＝０．０１１），注射后 ７．５ ｍｉｎ 放疗组肿瘤摄取最高，为（４．６４±０．３５）每克组织百分注射剂量率（％ＩＤ／ ｇ）。
未放疗组肿瘤与肌肉摄取差异无统计学意义（Ｆ＝ １．８１，Ｐ ＝ ０．２１５）。 放疗组肿瘤 ／肌肉（Ｔ ／ Ｍ）比值高

于未放疗组（Ｆ＝ ３１．９５，Ｐ＝ ０．００５），其中注射后 ４７．５ ｍｉｎ 最高，为 ２．４９±０．４６。 放射自显影示放疗组肿

瘤放射性高于放疗组肌肉、未放疗组肿瘤及肌肉（Ｆ＝ １１６．７９，Ｐ＜０．００１）。 ＨＥ 染色及免疫荧光染色表

明，１８Ｆ⁃１ 能特异性检测放疗后肿瘤细胞内激活的胱天蛋白酶⁃３（ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）的活性。 结论　 １８Ｆ⁃１ 能

够特异性识别 ＴＮＢＣ 放疗后被激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３，通过凋亡 ＰＥＴ 显像实现分子水平的放疗反应监测。
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ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２２０２０７⁃０００３２

　 　 三阴性乳腺癌 （ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ）恶性程度高，术后辅助放疗是高危期乳腺癌

的重要治疗手段，但目前缺少监测早期治疗反应的

有效方法［１］。 细胞凋亡是恶性肿瘤发生发展过程

中的重要机制，胱天蛋白酶⁃３（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）是其中的

关键酶［２］。 基于天冬氨酸⁃谷氨酸⁃缬氨酸⁃天冬氨

酸（Ａｓｐ⁃Ｇｌｕ⁃Ｖａｌ⁃Ａｓｐ； ＤＥＶＤ）序列能被 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 特

异性识别的特性，本研究将前期合成的１８ Ｆ⁃ＤＥＶＤ⁃
Ｃｙｓ（ＳｔＢｕ）⁃ＰＰＧ（ＣＢＴ）⁃ＡｍＢＦ３（简写为１８ Ｆ⁃１；其中

Ｃｙｓ 为半胱氨酸，ＳｔＢｕ 为叔丁硫基，ＰＰＧ 为炔丙基甘

氨酸，ＣＢＴ 为 ２⁃氰基苯并噻唑，ＡｍＢＦ３ 为 ２⁃叠氮乙

基⁃Ｎ，Ｎ⁃二甲基氨基甲基⁃三氟硼酸盐） 探针用于

ＴＮＢＣ 放疗后 ＰＥＴ 显像，探究其在 ＴＮＢＣ 放疗早期

治疗反应监测中的应用前景。

材料与方法

１．试剂、仪器及实验动物。 哒嗪、水合氯醛购自

梯希爱（上海）化成工业发展有限公司，ＨＥ 染色试

剂盒（ Ｃ０１０５Ｍ）、抗兔 Ｃｙ３ 免疫荧光染色试剂盒

（Ｐ０１８３）、ｃａｓｐａｓｅ⁃３（激活型）抗体（兔单克隆抗体）
（ＡＣ０３３）、４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃
２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ， ＤＡＰＩ）购自上海碧云天生物技术有

限公司。 异氟烷 （体积分数 １． ５％，美国 ＣＷＥ 公

司）。 分析型高效液相色谱（１５２５ 泵，美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司），回旋加速器（ＨＭ⁃７，日本住友公司），ｍｉｃｒｏ⁃
ＰＥＴ 仪（ＩＮｖｅｏｎ Ｄｅｄｉｃａｔｅ，德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ 公司），荧光

显微 镜 （ ＩＸ５１， 日 本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司 ）， γ 计 数 仪

（１４７０Ｗｉｚａｒｄ，美国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ 公司）。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌

性裸鼠 １５ 只（１８～２０ ｇ，４～６ 周龄）购自上海斯莱克

实验动物有限责任公司［许可证编号为 ＳＣＸＫ（沪）
２０１７⁃０００５］，饲养于江苏省原子医学研究所无特殊

病原体级动物房，自由摄食饮水。
２． １８Ｆ⁃１ 的制备及 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 荷瘤裸鼠模型

的建立。 参考文献［３］制备１８Ｆ⁃１。 取 １０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ
雌性裸鼠，于右上肢腋下接种含约 ３×１０６ 个 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 乳腺癌细胞的细胞悬液 １００ μｌ，肿瘤长至

０􀆰 ５～１．０ ｃｍ 时进行实验。 动物实验遵循《实验动物

管理条例》及《医学实验动物管理实施细则》，并通过

江苏省原子医学研究所实验动物伦理委员会审查。
３．放疗及 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像。 取荷瘤裸鼠模型 １０ 只，

按随机抽样法分放疗组与未放疗组，每组 ５ 只。 采

用质量分数 ４％水合氯醛腹腔麻醉放疗组荷瘤裸

鼠。 肿瘤部位表面放置 １ ｃｍ 厚蜡块作为组织补偿。
行单次照射法，照射剂量 ８ Ｇｙ［４］。 放疗组与未放疗组

均于 ２ ｄ 后行 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像［４］。 显像前 ５ ｍｉｎ 用异氟

烷麻醉小鼠，扫描过程中持续麻醉。 经尾静脉注射１８Ｆ⁃
１ ３．７ ＭＢｑ，采集给药后 １ ｈ 内动态图像，５ ｍｉｎ ／帧，分别

于注射后 ２．５、７．５、１２．５、１７．５、２２．５、２７．５、３２．５、３７．５、
４２．５、４７．５、５２．５、５７．５ ｍｉｎ 时采集，共采 １２ 帧，行三

维迭代重建 ／最大后验算法重建。 使用 ＡＳＩＰｒｏ（德国

Ｓｉｅｍｅｎｓ 公司）软件进行定量分析。
４．离体组织分析。 （１）放射自显影。 对荷瘤裸

鼠实施安乐死，解剖获取放疗组与未放疗组的肿瘤

与右下肢肌肉组织，测定放射量，所有样品包埋切片

等处理后获得自显影图像。 （２）病理及免疫荧光染

色。 取 ２ 组离体肿瘤和肌肉冷冻切片行 ＨＥ 染色和

免疫荧光染色。 （３）药代动力学分析。 选择出生情

况相近、体质量相近的 ５ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性裸鼠，经尾

静脉注射 ３．７ ＭＢｑ １８Ｆ⁃１ 后分别于 １、３、５、７、１０、１５、
２０、２５、３０、４５、６０、９０、１２０ ｍｉｎ 鼠尾采血，行药代动力

学分析。 参数包括：药物血浆清除半衰期、最大血药

浓度、血浆浓度 ⁃时间ＡＵＣ、清除率。使用ＤＡＳ．２ ．１
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图 １　 未放疗组与放疗组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 荷瘤裸鼠１８Ｆ⁃ＤＥＶＤ⁃Ｃｙｓ（ＳｔＢｕ）⁃ＰＰＧ（ＣＢＴ）⁃ＡｍＢＦ３（简写为１８Ｆ⁃１；ＤＥＶＤ：天冬氨酸⁃谷氨酸⁃缬氨酸⁃

天冬氨酸；Ｃｙｓ：半胱氨酸；ＳｔＢｕ：叔丁硫基；ＰＰＧ：炔丙基甘氨酸；ＣＢＴ：２⁃氰基苯并噻唑；ＡｍＢＦ３：２⁃叠氮乙基⁃Ｎ，Ｎ⁃二甲基氨基甲基⁃三氟硼酸

盐）ＰＥＴ 显像。 可见放疗组肿瘤有明显的显像剂浓聚，摄取随时间逐渐减低；未放疗组肿瘤始终未见明显浓聚；％ＩＤ ／ ｇ 为每克组织百分注

射剂量率

软件分析与计算。
５．统计学处理。 采用 ＯｒｉｇｉｎＬａｂ 和 ＳＰＳＳ １７．０ 软

件进行数据分析。 符合正态分布的定量资料以 􀭰ｘ±ｓ
表示。 ２ 组间不同时间点组织放射性摄取值比较采

用单因素重复测量方差分析，多组间自显影定量比较

采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． １８Ｆ⁃１ 的理化性质。１８Ｆ⁃１ 放射性标记产率为

（５３± ６）％ （衰变校正至合成结束），放化纯超过

９９％，比活度为（５．３７±１．４８） ×１０４ ＭＢｑ ／ μｍｏｌ（衰变

校正至合成结束， ｎ ＝ １３）。 正辛醇 ／水分配系数

（ｌｏｇＰ）为－１．１７±０．０３。
２． ＭｉｃｒｏＰＥＴ 显像。 ５ 只荷瘤裸鼠放疗后均存

活，表面皮肤未见明显放射性损伤。 ２ 组荷瘤裸鼠

注射后不同时间点的 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像图见图 １。 放

疗组肿瘤有放射性浓聚，随时间推移摄取逐渐减低；
未放疗组肿瘤始终未见明显浓聚。 ２ 组肿瘤和肌肉

的１８Ｆ⁃１ 摄取情况见表 １。 放疗组肿瘤与肌肉摄取差

异有统计学意义（Ｆ＝ ２０．２７，Ｐ ＝ ０．０１１）；未放疗组肿

瘤与肌肉摄取差异无统计学意义 （Ｆ ＝ １． ８１，Ｐ ＝
０􀆰 ２１５）。 注射后 ７．５、１７．５、２７．５、３７􀆰 ５、４７．５、５７．５ ｍｉｎ，放
疗组肿瘤 ／肌肉（ ｔｕｍｏｒ ／ ｍｕｓｃｌｅ， Ｔ ／ Ｍ） 比值分别为

１􀆰 ８４±０􀆰 １９、１．９５±０．０８、２．０４±０．２９、２．１１±０．３０、２．４９±
０．４６、２􀆰 １７±０．３８，高于未放疗组（１．２２±０．０４、１．３９±
０􀆰 ０１、１􀆰 １２±０􀆰 ０１、１．１７±０．０３、１．０８±０．０５、１．０５±０．０４；
Ｆ＝ ３１􀆰 ９５，Ｐ ＝ ０．００５）。 ＭｉｃｒｏＰＥＴ 显像示１８Ｆ⁃１ 主要

通过泌尿系统排泄，不易在肝中滞留。
３．放射自显影分析。 放疗组肿瘤显影明显，放

疗组肌肉、未放疗组肿瘤及肌肉显影浅淡。 放疗组

肿瘤与肌肉、未放疗组肿瘤与肌肉放射自显影定量

分析结果分别为（７３．１３±８．２１）与（９．５９±０．３２） ×１０４

数字光强单位（ｄｉｇｉｔａｌ ｌｉｇｈｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｕｎｉｔ， ＤＬＵ） ／ ｍｍ２、
（１２．３３±０．５６）与（８．８２±０．１２） ×１０４ ＤＬＵ ／ ｍｍ２。 放疗

组肿瘤的摄取明显高于其余 ３ 组，约为未放疗组肿

瘤的 ５．９ 倍，放疗组肌肉的 ７．６ 倍及未放疗组肌肉的

８．３ 倍（Ｆ＝ １１６．７９，Ｐ＜０．００１）。
４．病理分析及免疫荧光染色结果（图２） 。肉眼
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图 ２　 未放疗组与放疗组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 荷瘤裸鼠肿瘤与肌肉 ＨＥ 染色（×１００）及免疫荧光染色（ＥｎＶｉｓｉｏｎ 法 ×２００）分析结果。 ＨＥ 染色示

放疗组肿瘤细胞数量明显减少，未放疗组肿瘤细胞排列密集、紊乱；４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染色细胞核为蓝色荧光，胱天蛋白酶⁃３
（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）染色 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 为红色荧光，２ 种染色图重叠融合显示激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 位于细胞质中

表 １　 放疗组与未放疗组注射１８Ｆ⁃１ 后不同时间点肿瘤和肌肉的显像剂摄取结果（％ＩＤ ／ ｇ；􀭰ｘ±ｓ）

组别 部位 ２．５ ｍｉｎ ７．５ ｍｉｎ １２．５ ｍｉｎ １７．５ ｍｉｎ ２２．５ ｍｉｎ ２７．５ ｍｉｎ

放疗组　 肿瘤 ３．６５±０．２８ ４．６４±０．３５ ４．３０±０．４１ ３．８７±０．３６ ３．２３±０．２６ ３．０９±０．３１
肌肉 ２．０１±０．４１ ２．５４±０．４６ ２．２７±０．４６ ２．００±０．３３ １．６９±０．２２ １．５３±０．１７

未放疗组 肿瘤 ０．９９±０．２９ １．５８±０．２９ １．５２±０．２４ １．５５±０．１３ １．４３±０．１４ １．２８±０．１８
肌肉 ０．７８±０．１５ １．３４±０．１６ １．３８±０．２９ １．１９±０．２４ １．２２±０．３５ １．１９±０．１６

组别 部位 ３２．５ ｍｉｎ ３７．５ ｍｉｎ ４２．５ ｍｉｎ ４７．５ ｍｉｎ ５２．５ ｍｉｎ ５７．５ ｍｉｎ

放疗组　 肿瘤 ２．８３±０．３６ ２．４１±０．３０ ２．２１±０．３６ ２．０４±０．４２ １．９９±０．２７ １．７４±０．４４
肌肉 １．３３±０．３５ １．１６±０．３４ １．０５±０．２７ ０．８２±０．２６ ０．６１±０．２５ ０．８０±０．２０

未放疗组 肿瘤 １．３４±０．２６ １．２５±０．１３ １．１９±０．２２ １．１０±０．２９ １．２２±０．４２ １．０１±０．３１
肌肉 １．０８±０．２０ １．０７±０．３１ １．０４±０．２６ １．０３±０．１４ ０．９８±０．２６ ０．９３±０．２４

　 　 注：每个时间点裸鼠均 ５ 只；％ＩＤ ／ ｇ 为每克组织百分注射剂量率，１８Ｆ⁃１ 为１８Ｆ⁃ＤＥＶＤ⁃Ｃｙｓ（ＳｔＢｕ）⁃ＰＰＧ（ＣＢＴ）⁃ＡｍＢＦ３（ＤＥＶＤ：天冬氨酸⁃谷氨

酸⁃缬氨酸⁃天冬氨酸；Ｃｙｓ：半胱氨酸；ＳｔＢｕ：叔丁硫基；ＰＰＧ：炔丙基甘氨酸；ＣＢＴ：２⁃氰基苯并噻唑；ＡｍＢＦ３：２⁃叠氮乙基⁃Ｎ，Ｎ⁃二甲基氨基甲基⁃三
氟硼酸盐）

观察可见 ２ 组肿瘤大体标本与周围组织分界清晰，
有明显包膜，易剥离。 光学显微镜下 ＨＥ 染色示放

疗组细胞数量明显减少，可见异型，分裂象占比减

少，周围可见坏死区。 未放疗组细胞排列密集、紊
乱，细胞核明显异型，核大深染，核质比高，周围坏死

区域小。 ＤＡＰＩ 染色显示放疗组细胞核明显少于未放

疗组；ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 特异性染色显示放疗组 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表

达水平明显增高。 ２ 种染色图重叠融合显示 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
表达位于细胞质内，与细胞核不重叠。

５．药代动力学结果。 通过血药浓度⁃时间曲线

可知，１８Ｆ⁃１ 的血浆清除半衰期为 ３５．５２ ｍｉｎ，最大血

药浓度为 ９．１４ 每克组织百分注射剂量率（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ， ％ＩＤ ／ ｇ）、
血浆浓度⁃时间 ＡＵＣ 为 ２４２．５ ％ＩＤ ／ ｇ·ｍｉｎ－１，清除

率为 ０．３４ Ｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１。

讨　 　 论

目前，临床主要利用超声、ＣＴ、ＭＲＩ 等影像学技

术观察肿瘤体积变化、病灶内成分变化等，以此评估

肿瘤的转归和全身情况。 然而，这类方法相对不敏

感，通常需较长时间才能发现肿瘤的宏观变化。 一

些基于小分子的 ＰＥＴ 显像剂如１８Ｆ⁃ＦＤＧ 可通过示踪

葡萄糖代谢实现对肿瘤的监测［５］，但１８Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄

取并不具特异性。 研究者发现，治疗后肿瘤细胞中

·３９２·中华核医学与分子影像杂志 ２０２３ 年 ５ 月第 ４３ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， Ｍａｙ ２０２３， Ｖｏｌ． ４３， Ｎｏ． ５



生物标志物水平的变化或可为早期评价治疗效果提

供有价值的信息［６］。 对化疗后肿瘤凋亡显像的研

究已见大量报道［７］，但有关放疗后凋亡显像的报道

不多。 放疗主要通过放射诱导癌细胞凋亡，因此与

细胞凋亡有关的标志物可用作肿瘤放疗治疗反应分

子成像的靶点［８⁃９］。 其中，ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是早期细胞凋亡

的关键生物标志物。 本研究即以 ＴＮＢＣ 放疗后可激活

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 作为监测放疗反应的分子靶点。
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性探针主要分为直接拮抗剂类和

底物衍生物类。 直接拮抗剂类探针生物反应灵敏，
但代谢稳定性差、缺乏靶向性［１０］；底物衍生物类探

针检测凋亡的灵敏度高，但信噪比较低、合成时间

长，在靶点的代谢速度快［１１］。１８Ｆ⁃１ 是 １ 种具有高细胞

膜穿透力和长保留时间的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 底物衍生物类探

针，与常规底物衍生物类探针相比，具有自动化合成

时间短、瘤内滞留效果好、血浆清除半衰期和清除率

适合、图像对比度高等优势［３］。 本研究中，１８Ｆ⁃１ 能有

效进入凋亡的 ＴＮＢＣ 细胞，特异性靶向被放疗激活

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３，通过肿瘤的放射性浓聚有效监测放疗

疗效。 其中，在 ７．５ ｍｉｎ 时，放疗组肿瘤摄取最高，
为（４．６４±０．３５） ％ＩＤ ／ ｇ，考虑与肿瘤富血供及探针

显像的浓度依赖性有关。 肿瘤内血流速度快，使得

探针 在 瘤 体 内 无 法 始 终 保 持 高 浓 度， 探 针 与

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的接触时间也随之缩短，使分子间环化量

不足，故肿瘤摄取在早期最高，而后逐渐洗脱。
肿瘤类型和照射剂量会影响 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的激活

量。 Ｓｈｕｈｅｎｄｌｅｒ 等［１２］报道，在相同照射剂量下，１８Ｆ⁃
ＳｕＰＡＲ ＰＥＴ 显像中 Ｈｅｌａ 移植瘤的显像剂摄取高于

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 移植瘤；另外，１０ Ｇｙ 剂量组的 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 荷瘤鼠显像剂摄取高于 ５ Ｇｙ 组。 本研究照

射剂量为 ８ Ｇｙ，Ｔ ／ Ｍ 比值为 ２．４９±０．４６，略低于文献

报道的 １０ Ｇｙ 时同品种荷瘤鼠 Ｔ ／ Ｍ 比值 （约为

３􀆰 １０） ［１２］，考虑到放疗对周围正常组织亦有损伤作

用，本研究并未持续提高照射剂量。
本研究为探索性研究，尚存在不足之处：（１）Ｔ ／

Ｍ 比值不高，需进一步优化照射条件以获得更好的

靶本比，提高图像质量；（２） １８Ｆ⁃１ 是否对放疗有增益

效果尚待查证。 综上，本研究表明，１８Ｆ⁃１ 能够特异

性识别 ＴＮＢＣ 放疗后被激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３，通过其凋

亡 ＰＥＴ 显像可实现分子水平的放疗早期治疗反应

监测，并有望应用于其他肿瘤凋亡显像的检测。
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