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奥曲肤在荷瘤裸鼠体内分布的实验研究

宋进华 王 自正 周云 刘璐 王峰 顾建平

【摘要】 目的 研究
‘留Re

一

奥曲肤在荷瘤裸鼠体内的分布
,

为进一步肿瘤靶向治疗奠定基础
。

方法 16 只荷人 H 4 60 非小细胞肺癌的 BALB / c

裸 鼠分为 4 组
,

经尾静脉注射
’圈Re

一

奥曲肤

18. SM B q (0. 2 m l)
,

于注射后 2h
,

4h
,

24h
,

48h 每个时间点处死一组裸鼠
,

取血液
、

肿瘤组织及主要

脏器测量其放射性计数率值
,

经放射性衰变校正后计算每克组织的百分注射剂量率(% 11)/g )
,

观察

标记物在动物体内的生物学分布
。

另 2 只荷瘤裸鼠同样尾静脉注射相同剂量的
’路Re

一

奥曲肤
,

于注射

后相同时间点行 sPECT 扫描
,

利用感兴趣区技术对肿瘤 / 非瘤组织放射性比值(T / NT) 进行半定量分

析
。

结果
’胡R e 一

奥曲肤标记率达 (95
一

3 士1
.

8) %
, ’哪R e 一

奥曲肤在荷瘤裸鼠体内主要分布于肿瘤组织
、

肝

脏
、

肾脏及肠道
,

肿瘤部位在 4 h摄取达到高峰 9. 8% I纯
,

此时 SPECT 在肿瘤部位有明显的放射性核

素浓聚
,

T/ NT 在尾静脉药物注射后 24 h达到高值为 7
.

1
。

结论
’

呱
e 一

奥曲肤在 B ALB /c 荷瘤裸鼠体

内对人非小细胞肺癌具有靶向定位作用
,

其在肿瘤部位的分布具有较高的 T / N T
, ’翻R e 一

奥曲肤有望

用于表达生长抑素受体肿瘤的核素靶向治疗
。
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几乎所有神经内分泌肿瘤
、

消化系统肿瘤以及

部分乳腺癌和肺癌均表达有高密度的生长抑素受体

(
so m a to s ta tin re e e p to r ,

5 5服 )
,

奥曲肤(
o e tre o tid e )是
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人工合成的生长抑素类似物
,

具有与 ss T R 特异性

结合而抑制肿瘤细胞增殖的作用l1]
。 ’此R e

具有非常

优良的核性质和可方便地从
’脚w

-

, R e
发生器获得

,

将其标记的单抗用于肿瘤的放射免疫诊断和治疗目

前已有较多报道121
,

但
’邵R e

标记单抗多为鼠源性
,

容易产生人抗鼠抗体 (h
u m a n a n ti m o u s e a n t ib o dy

,

H A MA )反应
。

近年来
,

具有较小分子质量的多肤药
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物的受体导向诊断和治疗受到极大关注
, ’88 R e 一

奥曲

肤可应用于高表达 SS T R 肿瘤的核素靶向治疗
。

材料与方法

1
.

1 材料

奥曲肤(瑞典诺华制药 )
,

sn C1
2

(森科南京医药

技术有限公司 )
,

其他试剂均为分析纯
, ’朋W

一 188 R e

发生器 (上海科兴药业 )
,

丫放射免疫计数仪 (合肥

中佳公司 )
,

电子分析天平 (北京塞多利斯公司 )
,

C R C
一

R 活度计 (C
a p in te e

公司 )
,

D e lta 3 2 0 p H 计 (上

海梅特勒
一

托利多公司 )
,

MM
一

1 微型振荡器(上海精

密生化仪器厂 )
,

H aw k eye SPE e T (美国 G E 公司 )
,

BALB /c 裸鼠及人 H 460 非小细胞肺癌细胞株购于

上海肿瘤研究所
。

1
.

2 标记方法131

条件下反应试管中依次加人 0
.

1耐 葡庚糖酸钠

(0
.

3 m m o

比)
、

0
.

0 5 m l 以 0
.

lm o

ljL 盐酸溶解的 Sn C1
2

·

2H
2
0 (1 6 9 / L)

、

o
.

lnil 乙酸缓冲液 (p H = 5 )和 0
.

lm l奥

曲肤 (0
.

19几)
,

在充 N
Z 、

振荡的条件下反应 一h
,

加

人新鲜
’路R e

淋洗液 0
.

lml
,

100 ℃水浴 30 m in
,

室

温下冷却
。

1
.

3 标记物的质量控制

将新华 1 号层析纸切成 1
.

s c m x 15 c m 的纸条
,

以 0. 9 %的生理盐水为展开剂
, ’88 R e 一

奥曲肤和胶体

的比移值 (形)= o
, ’88 R e 0

4 一

R f= 0
.

7 ; 新华 1 号纸条

经 2%人血清白蛋白浸泡后 自然晾干
,

置于 1 10 ℃

的烤箱 lh
,

以 85 %的酸化乙醇 (pH = 3. 5 )为展开

剂
,

胶体的 Rf
= 0

, ’88 R e 一

奥曲肤及
’88 R e 0

4 一

的 Rf
=

0. 7
。

计算
’88
Re

一

奥曲肤的标记率
。

1
.

4 荷瘤裸鼠动物模型的建立

将人 H 460 非小细胞肺癌细胞株接种于 含有

15 %小牛血清的 R PM 164 0 完全培养基 (含 loo u /m l

青霉素和 10 0 LJ/ 山1链霉素)
,

置人 5%的 CO
:

培养箱

(37 ℃ ) 中培养
。

当细胞数达到 80%
一
90 %的融合时

,

用 2. 5%的胰酶消化 2一3 m in
,

待细胞悬浮后收集于离

心管中
,

soo r/ 1llin 离心 (离心半径 lo e m )10 m in
,

去

除上清液后
,

用无血清的 R PM 1 64 0 培养基洗涤 2

遍
,

采用 台盼蓝排斥法计数
,

保证活细胞率大于

99 %
,

调整为每 ml 含有 1
.

5 xl 0
,

个肿瘤细胞
。

20

只 BA LB /c 裸鼠的右腋皮下接种肿瘤细胞 0. 3 xl 0
7

个 (0. 2 m l)
。

将裸鼠置于无菌超净工作台中饲养
,

凉开水
、

高温蒸汽消毒饲料喂养
.

木屑高温蒸汽消

毒
,

鼠笼用 84 消毒液浸泡消毒
,

水
、

饲料
、

木屑
、

鼠笼每天更换或清洗一次
。

室内温度为 (2 2 土 l) ℃
,

湿度为 (6O
士 10) %

,

1 2 h 昼/ 夜周期
。

1
.

5 研究
, 88

Re
一

奥曲肤在荷瘤裸鼠体内生物学分布

16 只荷瘤裸鼠随机分成 4 组
,

每组 4 只
,

尾静

脉注射
’88 R e 一

奥曲肤 18
.

SM B q (0. 2 m l)
,

分别于注射

后 2
,

4
,

24 和 4 8h 每时间点取一组裸鼠断颈处死
,

取主要脏器及肿瘤组织
,

称重并测定放射性计数
,

经放射性衰变校正后计算每克组织百分注射剂量率

(% ID 龟)
。

另外 2 只裸鼠同样尾静脉注射相同剂量

标记物
,

分别于注射后 2
,

4
,

24 和 4 8h 行 SP E CT

静态平面针孔准直器显像 (采集计数大于 sx1 )
,

能

窗 2 0 %
,

能峰 15 5 k ev )
,

并利用感兴趣区 (
r e
gi

o n o f

in te re st
,

R ol )技术对主要脏器和肿瘤组织进行半定

量分析
,

计算肿瘤非瘤组织放射性比值(T/ N T)
。

1
.

6 统计学方法

实验结果数据采用均数 士标准差 (无土 、
)表示

,

采用 t 检验
。

2 结果

2
.

1 ’88 Re 标记奥曲肤的标记率

反应体系在室温下冷却后即测量得出其标记率

为(9 5
.

3 士 1
.

8 )%
。

2. 2 荷瘤裸鼠肿瘤生长的情况

肿瘤细胞接种后
,

经过近一周的潜伏期
,

可见

接种部位皮下出现灰白色结节
,

并逐渐长大
,

呈圆

形或椭圆形
,

突出于体表
,

瘤体表面皮肤变薄
、

透

亮
、

光滑
,

三周左右肿瘤长至约 0. S Cm
。

2
.

3
’朋

Re
一

奥曲肤在荷瘤裸 鼠体内各脏器中的分布
,路R e 一

奥曲肤在荷瘤裸鼠体内各脏器及肿瘤组织

中的分布见图 1 所示 ; 图 2
、

图 3 分别为两 只不同

荷瘤裸鼠 S PE CT 所见 ; 利用 R OI 技术得出的 军N T

见图 4o

3 讨论

肿瘤的靶向治疗是近年来肿瘤治疗的研究热点

之一
,

放射免疫治疗(
ra d io im m u n o the ra p y

,

R IT )是

利用放射性核素标记的肿瘤特异性抗体对肿瘤的特

异性靶向作用
,

将放射性核素带人肿瘤细胞
,

从而

特异性杀伤肿瘤细胞
。

但用于 RI T 的单抗多为 鼠

源性
,

同时单抗的分子质量相对较大
,

不易穿透组

织
.

从而限制 了其在临床的应用 141
。

多肤具有分子
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4 h T / NT 快速升高到 6 4
,

24h 达到最高值为 7
.

1
,

以后逐步下降
。

质量小
、

受体专一性强
、

易于合成和修饰
、

免疫反

应少
、

容易穿透组织和血液清除快等特性
,

受到了

学者广泛的关注
。

核素由受体介导进入肿瘤细胞以

后
,

在溶酶体内发生降解
,

核素与氨基酸残基的降

解产物复合物不能通透溶酶体膜
,

这样就使核素长

时间滞留在受体表达阳性的肿瘤细胞内
,

从而达到

杀伤肿瘤细胞的作用
。

奥曲肤作为第一个人工合成的生长抑素类似物

在临床广泛应用于抗肿瘤治疗
。 ’88 R e

可以通过发

生器获得
,

方便
、

价廉
,

生物学行为十分优异
,

其

单位活度释放的能量是
”‘I的 4 倍

,

组织穿透力也较
, , ,
I为高

,

因而可 以向肿瘤组织传递较高的辐射剂

量 ; ‘朋 R e
在脏器吸收很低

,

B re itz 等阎在进行 RI T 时

给予 1
.

1 1一 1 l
.

lo G B q 的
’88 R e ,

患者仍可耐受
,

虽

然在肾脏
、

肝脏和大肠 中观察到核素的明显聚集
,

但仍未见明显射线损伤
,

由此可见
’88 R e

用于人体肿

瘤治疗时具有较高的安全性
。 ’路R e

所具有的高能量

p射线适合于肿瘤的受体靶向治疗
,

其发出的 , 射

线适合于 SPECT
,

既能监测治疗中肿瘤的变化
,

又

能测定肿瘤摄取
’88 R e 一

奥曲肤的 T / NT
。

吟叮 c
与

‘88 R e
是同族元素

,

它们的理化性质相

似
,

惭T c 一

奥曲肤的标记方法已相当成熟
,

并在肿瘤

的 SPE CT 临床诊断中取得了初步成功
,

为
’路R e 一

奥

曲肤提供了有益的借鉴
。

用 嘶叮c 一

奥曲肚进行受体显

像诊断肿瘤时
,

奥曲肤的用量通常只有 10 一20 林沪
,

大于 20 林g 时
,

较大剂量的奥曲肤会将 妈叮C
带到非

靶器官和组织
,

使得本底偏高
,

图像模糊
,

这是由

于个体差异的存在以及肿瘤表达 SS T R 的有限性
,

使得受体介导结合具有饱和性
。

同样
,

用大剂量的
, 88 R e 一

奥曲肤进行核素靶向治疗时将增加非特异性结

合
,

使非靶器官和组织聚集较多的放射性核素
,

从

而加大了
’88 R e

对非靶组织的杀伤作用
。

但文献报

道用
‘“R e

标记生长抑素类似物的用量通常高达

100
~
30 0 此I;I

,

我们在研究中成功地将
’朋R e

标记到

了 10 林g 的奥曲肤131
,

而且标记方法操作简便
,

无需

进一步纯化
,

标记率高
,

反应时间短
,

为进一步制

成试剂盒应用于临床打下 了坚实的基础
。

甚

限
e 一

奥曲肤注入荷瘤裸鼠体内后
,

主要被肝

脏
、 ’

肾脏
、

肠道及肿瘤部位摄取
,

其在裸鼠正常器

官及组织的分布与在普通小鼠体内分布大体一致叹

肿瘤部位
’88 R e 一

奥曲肤在 4h 摄取达到高峰
,

在 24h

仍有相对较高的% lD / g 值
。

SPE CT Zh 开始在肿瘤

部位有明显的放射性核素聚集
,

并且逐步增加
,

在

4 h 肿瘤显像更加清晰
,

得到了较好的 sPE CT 图像
。

注射后 4h T / NT 快速升高
,

24h 达到最高值为 7
.

1
,
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Jan 旦些口 2仪场
,

yg业 0
,

凶坚 (

的表达和子宫颈癌密切相关
,

研究证实 啊
一

M75 单

抗对于子宫颈癌及其转移灶有诊断的潜力
。

综上所述
,

Rl l能够及早发现复发病灶
,

有效

指导临床采取积极治疗措施
,

使患者避免不必要的

痛苦和心理负担
,

为妇科肿瘤的诊治与随访工作提

供一个有效的手段
。

但是
,

如何找到更为特异和有

效的抗体
,

提高肿瘤组织的显像率也是今后 Rl l研

究所面临的挑战
。
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之后逐步下降
,

从研究中看出
, ’留R e 一

奥曲肤可较特

异地与人非小细胞肺癌移植瘤相结合
,

其在肿瘤内

的分布具有较高的 T / N T
,

有望用于表达 SS T R 肿瘤

的核素靶向治疗
。

由图 1
、

4 可以看出
, ’

ssR
e 一

奥曲肤经静脉给药

在肝
、 ’

肾及肠道等非靶器官还是分布较多
,

持续时

间较长
,

可能对正常组织器官产生放射性损伤
,

这

可能是当前受体介导核素靶向治疗急需解决的首要

问题
。

由于核素标记的生长抑素类似物在动物体内

的分布和代谢与生长抑素类似物及标记方法的不同

密切相关
,

有必要进一步改进标记方法和研制出特

异性更高的生长抑素类似物
,

减少肝胆对标记物的

摄取
,

从而减少其在肠道的分布和放射性损伤
。

当

前
,

可以采用反复灌肠和在注射
’88 R e 一

奥曲肤前注射

少量未标记的奥曲肤来减少胃肠道和肝脏对放射性

核素的摄取
,

而正电荷的氨基酸如赖氨酸和精氨酸

灌注可以抑制小管细胞对放射性肤的重吸收
,

从而

加快非靶器官核素的排出
,

减少对肾脏的损伤 ; 利

用经皮穿刺直接瘤体内注射给药的方法可能也是减

少核素对正常组织和器官放射性损伤的有效方法之

一
。

对于 SS 跟 表达阴性的肿瘤
,

将 SST R 基因转染

至 ssT R 阴性肿瘤细胞
,

用基因疗法联合核素标记

奥曲肤靶向治疗的方法有望解决 SS 服 阴性肿瘤的

治疗难题司
。
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