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缩略语表 
 

缩略词 英文全称 中文全称 

NGR 

 

RGD 

 

APN 

Gly3 

FITC 

DAPI 

PBS 

TFA 

DMF 

DIPEA 

18
F-FDG 

64
Cu 

188
Re 

Asparagine-Glycine-Arginine 

(Asn-Gly-Arg） 

Arginine-Glycine-Aspartic Acid 

(Arg-Gly-Asp) 

Aminopeptidase N 

glycine-glycine-glycine 

Fluorescein Isothiocyanate 

4',6-Diamidino-2-phenylindole 

Phosphate Buffered Solution 

Trifluoroacetic Acid 

Dimethylformamide 

N,N-Diisopropylethylamine 

18
F- fluorodeoxyglucose 

Copper-64 

Rhenium-188 

天冬酰胺-甘氨酸-精氨酸 

 

精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸 

 

氨肽酶 N 

甘氨酸-甘氨酸-甘氨酸 

异硫氰酸荧光素 

4',6-二脒基-2-苯基 

磷酸盐缓冲液 

三氟乙酸 

二甲基甲酰胺 

N,N-二异丙基乙胺 

氟-[
18

F]脱氧葡糖 

铜-64 

铼-188 

VEGF 

VEGI 

Vascular Endothelial Growth Factor 

Vascular Endothelial Growth Inhibitor 

血管内皮生长因子 

血管内皮细胞生长抑制因子 

PET Positron Emission Tomography 正电子发射断层成像 

CT 

MRI 

Computered Tomography 

Magnetic Resonance Imaging 

计算机断层成像 

核磁共振成像  
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缩略词 英文全称 中文全称 

OI 

SPECT 

 

% ID/g 

NIRF 

FBS 

Optical Imaging 

Single Photon Emission Computed 

Tomography  

percentage injected dose per gram of tissue 

Near-infrared fluorescence 

Fetal Bovine Serum 

光学成像 

单光子计算机断层成像 

 

每克组织注射剂量率 

近红外荧光 

胎牛血清 

IFN 

TNF 

Interferon 

Tumor Necrosis Factor 

干扰素 

肿瘤坏死因子 

SUV 

T/NT 

DOTA 

 

DTPA 

Cyclen 

Cyclam 

Bridged- 

cyclam 

Et-cyclam 

 

Cyclam- 

dione 

TETA 

 

Standard Uptake Value 

Target/Non-Target 

1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetr

aacetic acid 

Diethylenetetraaminepentaacetic acid 

1,4,7,10-Tetraazacyclododecane 

1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane 

1,4,8,11-tetraazabicyclo[6.6.2]hexadecane 

 

1,4-ethano-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane 

 

1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane-3,9-dione 

 

1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane-1,4,8,11-te

traacetic acid 

标准摄取值 

靶/非靶比值 

1,4,7,10-四氮杂环十二烷

-1,4,7,10-四乙酸 

二乙基三胺五乙酸 

1,4,7,10-四氮杂环十二烷 

1,4,8,11-四氮杂环十四烷 

1,4,8,11-四氮双环[6.6.2]十

六烷 

1,4-亚乙基-1,4,8,11-四氮杂

环十四烷 

1,4,8,11-四氮杂环十四烷

-3,9-二酮 

1,4,8,11-四氮杂环十二烷

-1,4,8,11-四乙酸 
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缩略词 英文全称 中文全称 

DO3A 

 

DO2A 

 

DOTP 

 

DO3P 

 

DO2P 

 

NHS 

 

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-tri(acet

ic acid) 

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,7-di(acetic 

acid) 

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetr

a(methanephosphonic acid) 

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-tri(met

hanephosphonic acid) 

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,7-di(metha

nephosphonic acid) 

Hydroxysuccinimide 

 

1,4,7,10-四氮杂环十二烷

-1,4,7-三乙酸 

1,4,7,10-四氮杂环十二烷

-1,7-二乙酸 

1,4,7,10-四氮杂环十二烷

-1,4,7,10-四甲基膦酸 

1,4,7,10-四氮杂环十二烷

-1,4,7-三甲基膦酸 

1,4,7,10-四氮杂环十二烷

-1,7-二甲基膦酸 

羟基琥珀酰亚胺 
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中文摘要 

目的： 

病理性血管生成对肿瘤的生长、侵袭和转移至关重要。含天冬酰胺-甘氨酸-精氨

酸序列的分子探针可以特异性结合新生血管和多种肿瘤细胞表面高表达的 CD13 受

体（氨肽酶 N）。本研究拟设计合成 NGR 肽单体和二聚体，通过 64
Cu 标记进行 PET 

肿瘤显像，筛选肿瘤分子显像新探针，探索肿瘤显像新方法；结合 NGR 的肿瘤靶向

性与肿瘤新生血管生长抑制因子（VEGI），制备新型 NGR-VEGI 融合蛋白，通过光

学染料和核素标记，进行近红外荧光光学成像和靶向肿瘤血管系统的核素显像和治

疗。本研究基于 NGR 合成了多个肿瘤靶向特异性的新型探针，将为无创性早期检测

肿瘤血管生物过程和有效监测抗肿瘤血管治疗提供了新的方向和方法。 

方法： 

通过蛋白印记分析和细胞免疫荧光染色实验鉴定 CD13 受体表达阳性和阴性的

细胞系，建立 CD13 受体表达阳性的肿瘤动物模型，利用 64
Cu 标记的 NGR 肽单体和

二聚体进行 CD13 受体的小动物 PET 在体显像。含 NGR 核心序列的 NGR 单体
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（NGR1）和二聚体（NGR2）与 DOTA 进行螯合后在乙酸铵缓冲盐中分别进行 64
Cu

标记。标记后评估 64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 的体外稳定性、细胞摄取

和细胞外流，肿瘤模型动物经尾静脉注射 64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 后

进行生物学分布及小动物 PET 显像。制备 Cy5.5 标记的 NGR-VEGI 蛋白并测定其体

内外生物学功能，通过静脉注射于 CD13 受体表达阳性的荷瘤裸鼠模型上利用近红

外荧光（NIRF，Near-infrared fluorescence）成像进行光学显像和量化分析。最后，

使用预锡化法进行 NGR-VEGI 的 188
Re 标记，探针进行体内外分析后在 CD13 受体表

达阳性的荷瘤裸鼠模型上进行 SPECT 显像和核素治疗实验。 

结果： 

CD13 受体高表达于人纤维腺瘤 HT-1080 细胞，在人结肠腺癌 HT-29 细胞中表达

为阴性。64
Cu-DOTA-NGR2 与 HT-1080 细胞的亲和力高于 64

Cu-DOTA-NGR1，是

64
Cu-DOTA-NGR1 的 2 倍。小动物 PET 显像结果提示 64

Cu-DOTA-NGR2 与

64
Cu-DOTA-NGR1 相比，在 HT-1080 肿瘤中摄取高且清除慢，而 64

Cu-DOTA-NGR1

与 64
Cu-DOTA-NGR2 在 CD13 受体表达阴性的 HT-29 肿瘤中均摄取低且清除快。此

外，64
Cu-DOTA-NGR1 与 64

Cu-DOTA-NGR2 是通过 CD13 受体介导与肿瘤进行特异

性结合的，注射阻断剂量的 NGR 环肽[c(CNGRC)]后发现肿瘤放射性摄取明显下降。

体外生物学分布实验结果与小动物 PET 显像结果一致，表明了探针体内结合的特异

性。Cy5.5 标记的 NGR-VEGI 能特异性结合 HT-1080 肿瘤，表现出快速的 HT-1080

肿瘤靶向性，注射后 8 小时即达到最高肿瘤/肌肉比值。探针与过量未标记 NGR-VEGI

（20 mg/kg）共注射后，肿瘤的特异性摄取明显下降，表明探针具有体内靶向特异性。

体外 NIRF 成像进一步证实了体内成像的结果，在注射后 8 小时未封闭组显示出优异

的肿瘤 /肌肉比值（18.93 ± 2.88），封闭组该比值显著降低（4.92 ± 0.75）。

188
Re-NGR-VEGI 的 SPECT 成像结果显示，HT-1080 荷瘤裸鼠有良好的肿瘤/本底比

值。通过共注射 188
Re-NGR-VEGI 和未放射性标记的 NGR-VEGI 蛋白，肿瘤对

188
Re-NGR-VEGI 的摄取明显降低。生物分布实验结果与 SPECT 显像结果一致，注

射 188
Re-NGR-VEGI 后 24 小时仍具有良好的肿瘤/肌肉比值（4.98 ± 0.25）。核素治疗

实验结果提示 188
Re-NGR-VEGI（18.5 MBq）治疗组具有最好的抑瘤效果。 
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结论： 

64
Cu-DOTA-NGR1 与 64

Cu-DOTA-NGR2 在 CD13 受体表达强阳性的 HT-1080 荷

瘤裸鼠中均显示出较高的肿瘤摄取和滞留，是肿瘤特异性的 PET 显像探针。与单体

相比，二聚体显示出更高的肿瘤摄取值和更长的留存时间，64
Cu-DOTA-NGR2 有望

成为肿瘤 PET 显像的新型核素标记探针。Cy5.5-NGR-VEGI 为 CD13 受体高表达肿

瘤提供了简便快捷、灵敏性高的靶向特异性成像方法。Cy5.5-NGR-VEGI 作为一种新

型的诊断治疗类探针，有望提高肿瘤治疗效果。188
Re-NGR-VEGI 有潜力作为治疗诊

断剂进行 CD13 受体靶向肿瘤的成像和治疗。以上 NGR 基序介导的靶向性分子影像

探针均为肿瘤的诊断和治疗提供了新的方向和方法。 

 

 

关键词：NGR 多肽；CD13 受体；多聚体空间效应；小动物 PET 显像；NIRF 成像；

肿瘤血管新生；核素治疗；血管内皮细胞生长抑制因子 
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Abstract 
 

Objective:  

Pathological angiogenesis is crucial in tumor growth, invasion and metastasis. The 

NGR (aspargine-glycine-arginine)-containing peptides can specifically bind to CD13 

(Aminopeptidase N) receptor which is overexpressed in angiogenic blood vessels and 

various tumor cells. In this study, monomeric and dimeric NGR peptides were synthesized 

and labeled with 
64

Cu. Tumor-bearing mice were employed to investigate the difference of 

64
Cu-labeled monomeric and dimeric NGR peptides in biodistribution and tumor imaging. 

A novel NGR-VEGI fusion protein was produced and labeled with fluorescent dyes Cy5.5 

and therapeutic radionuclide Re-188. The NGR-VEGI protein labeled with fluorescent 

dyes was used for near-infrared fluorescence (NIRF) optical imaging. The NGR-VEGI 

protein labeled with Re-188 was evaluated for tumor vasculature targeted imaging and 

therapy. Based on the NGR mediated tumor targeted specificity, these novel probes offer a 

noninvasive method for early detection of tumor angiogenesis and efficient monitoring of 

tumor response to anti-angiogenesis therapy. 
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Methods: 

Western blot analysis and immunofluorescence staining were performed to identify 

CD13-positive and CD13-negative cell lines. 
64

Cu-labeled monomeric and dimeric NGR 

peptides were employed for microPET imaging of CD13 receptor expression in vivo. 

NGR-containing peptides were conjugated with 1, 4, 7, 10-tetraazadodecane-N, N′, N″, 

N‴-tetraacetic acid (DOTA) and labeled with 
64

Cu in ammonium acetate buffer. The 

resulting monomeric (
64

Cu-DOTA-NGR1) and dimeric (
64

Cu-DOTA-NGR2) peptides 

were then subjected to in vitro stability, cell uptake and efflux, small animal microPET, 

and biodistribution studies. The NGR–VEGI protein was labeled with a Cy5.5 fluorophore 

to afford Cy5.5-NGR-VEGI probe. Using the NIRF imaging technique, we visualized and 

quantified the specific delivery of Cy5.5-NGR-VEGI protein to subcutaneous HT-1080 

fibrosarcoma tumors in mouse xenografts. Finally NGR-VEGI fusion protein was 

prepared and labeled with 
188

Re for radioimaging and radiotherapy in mice bearing 

HT-1080 xenografts. 

Results:  

Western blot analysis and immunofluorescence staining results showed that CD13 

receptor was highly expressed on HT-1080 colon and negative expression on HT-29 cells. 

The binding affinity of 
64

Cu-DOTA-NGR2 to HT-1080 cells was measured to be within 

nanomolar range and about 2-fold higher than that of 
64

Cu-DOTA-NGR1. For small 

animal microPET studies, 
64

Cu-DOTA-NGR2 displayed more favorable in vivo 

performance in terms of higher tumor uptake and slower tumor washout in CD13-positive 

HT-1080 tumor xenografts as compared to 
64

Cu-DOTA-NGR1. As expected, significantly 

lower tumor uptake and poorer tumor/normal organ contrast were observed for both 

64
Cu-DOTA-NGR1 and 

64
Cu-DOTA-NGR2 in CD13-negative HT-29 tumor xenografts in 

comparison with those in the HT-1080 tumor xenografts. The CD13-specific tumor 

activity accumulation of both 
64

Cu-DOTA-NGR1 and 
64

Cu-DOTA-NGR2 was further 

demonstrated by significant reduction of tumor uptake in HT-1080 tumor xenografts with 

a co-injected blocking dose of cyclic NGR peptide [c(CNGRC)]. The biodistribution 

results were consistent with the quantitative analysis of microPET imaging. The 

Cy5.5-NGR-VEGI probe exhibited rapid HT-1080 tumor targeting, and highest 
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tumor-to-background contrast at 8 h post-injection (pi). Tumor specificity of 

Cy5.5-NGR-VEGI was confirmed by effective blocking of tumor uptake in the presence 

of unlabeled NGR-VEGI (20 mg/kg). Ex vivo NIRF imaging further confirmed in vivo 

imaging findings, demonstrating that Cy5.5-NGR-VEGI displayed an excellent 

tumor-to-muscle ratio (18.93 ± 2.88) at 8 h pi for the non-blocking group and significantly 

reduced ratio (4.92 ± 0.75) for the blocking group. SPECT imaging results revealed that 

188
Re-NGR‒VEGI exhibits good tumor-to-background contrast in CD13-positive HT-1080 

tumor xenografts. The CD13 specificity of 
188

Re-NGR-VEGI was further verified by 

significant reduction of tumor uptake in HT-1080 tumor xenografts with coinjection of the 

non-radiolabeled NGR-VEGI protein. The biodistribution results demonstrated good 

tumor-to-muscle ratio (4.98 ± 0.25) of 
188

Re-NGR-VEGI at 24 h, which is consistent with 

the results from SPECT imaging. For radiotherapy, 18.5 MBq of 
188

Re-NGR-VEGI 

showed excellent tumor inhibition effect in HT-1080 tumor xenografts with no observable 

biological toxicity. 

Conclusion： 

Both 
64

Cu-DOTA-NGR1 and 
64

Cu-DOTA-NGR2 have good and specific tumor 

uptake in CD13-positive HT-1080 tumor xenografts. 
64

Cu-DOTA-NGR2 showed higher 

tumor uptake and better tumor retention than 
64

Cu-DOTA-NGR1, presumably due to 

bivalency effect and increase in apparent molecular size. 
64

Cu-DOTA-NGR2 is a 

promising PET probe for noninvasive detection of CD13 receptor expressed tumor. 

Cy5.5-NGR-VEGI provided highly sensitive and target-specific imaging of CD13 positive 

expressed tumors. As a novel theranostic protein, Cy5.5-NGR-VEGI has the potential to 

improve cancer treatment by targeting tumor vasculature. 
188

Re-NGR-VEGI has the 

potential as a theranostic agent for CD13-targeted tumor imaging and therapy. These 

NGR-containning molecular probes could provide a new direction and method for tumor 

diagnosis and therapy.  

 

Keywords: NGR peptide; CD13 receptor; bivalency effect; microPET imaging; NIRF 

imaging; tumor angiogenesis; radionuclide therapy; vascular endothelial growth inhibitor 
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前    言 
 

近年来由于恶性肿瘤发病率的逐年增加，严重危害人民的健康和生命，肿瘤的

早期诊断与个体化治疗成为了国内外学者研究的热点[1, 2]。虽然多数肿瘤诊断明确，

但由于发现病变较晚、难以手术切除或者需要进行化疗为主的治疗，常规化疗药物

因为没有靶向性，在杀灭肿瘤的同时容易造成对正常组织、细胞的杀伤，导致副作

用明显，因此必须发展以靶向性治疗为主的个性化治疗，期望在减少副作用的时候

同时提高疗效[3, 4]。此外由于部分肿瘤活检困难，常规影像学得到的诊断结果并不明

确，使得发展靶向性影像诊断势在必行。靶向性诊疗则是利用对肿瘤细胞具有高选

择性的物质作为载体，将兼具显像和治疗作用的药物带到靶组织从而提高了诊断的

敏感度和特异性，同时减少了对正常组织和细胞的损伤。 

众多周知，分子识别几乎发生在细胞间与细胞内生化过程的每一步，是分子间

选择性相互作用的基础[5, 6]。例如，抗原与抗体识别后结合发生作用，配体与受体之

间、酶与底物之间、核酸分子与蛋白质之间发生相互作用等等。利用放射性核素或

者光学染料标记抗体、配体和反义基因等分子，就可以与相应的抗原、受体和基因

等结合实现显影，这种技术有助于在分子水平上认识和诊断疾病，并为在分子水平

上治疗这些分子疾病提供基础，而这些是目前其他研究方法所不能显现的[2, 6, 7]。肿

瘤组织的特异性标志包括与细胞信号传递有关的受体、激酶及其他蛋白等，而目前

临床直接应用的靶向药物仍然存在体内靶向性较低、治疗效果不明显的问题。新型

分子显像仪器可同时用于进行功能和形态学显像，对具有肿瘤靶向性的物质（多肽、

小分子物质、蛋白质等）进行放射性核素标记后就能用于放射性核素显像，标记具

有抑瘤作用的药物还可进行相关药代动力和放射剂量学研究，对治疗过程进行实时

监测和疗效评价。此外，治疗性核素还能协同靶向性物质发挥协同杀伤肿瘤组织的

作用，从而明显提高治疗效果。 

随着分子影像学的发展，人们对肿瘤的诊疗研究也已经深入到分子水平，肿瘤

放射受体靶向性显像和治疗作为当今肿瘤核医学研究的热点之一就是寻找肿瘤组织

高特异性的结合位点[8]。众所周知，肿瘤新生血管生成是肿瘤生长、侵袭和转移的关
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键环节[9]，因此理所当然成为了抗肿瘤靶点的研究热点。噬菌体随机多肽库技术筛选

到的核心序列天冬酰胺-甘氨酸-精氨酸（Asparagine-Glycine-Arginine，NGR）能特异

性识别肿瘤新生血管内皮细胞高表达的 CD13 受体/APN（即氨肽酶 N）[10, 11]。此外，

研究表明 APN/CD13 作为一种跨膜蛋白酶与胞外基质降解、细胞迁移、血管生成和

肿瘤侵袭均密切相关[12]，而许多肿瘤细胞、周细胞以及成纤维细胞和平滑肌细胞在

某些阶段也会表达 CD13 受体[13]，因此 CD13 受体是肿瘤靶向性分子的理想研究靶

点之一。 

根据 NGR 能与肿瘤新生血管及肿瘤细胞高表达 CD13 受体特异性结合的特点，

本项研究探索性设计和改造了NGR基序相关的多种肿瘤靶向性探针并进行了体内外

评估。第一部分实验使用谷氨酸作为连接体合成了二聚体化的 NGR 多肽，NGR 多

肽二聚体分别结合市售大环螯合剂 1, 4, 7, 10- tetraazadodecane-N, N', N'', N'''-四乙酸

（DOTA）并进行 Cu-64 标记，同时制备 64
Cu 标记的 NGR 单体作为对照，比较了二

者的体外稳定性、亲脂性、亲和性以及细胞摄入和排出的区别。64
Cu 成功标记 NGR

多肽后进行了 CD13 受体表达阳性 HT-1080 纤维肉瘤荷瘤裸鼠的小动物 PET 显像。

同时 64
Cu 标记 NGR 单体和二聚体与 CD13 受体的体内结合特异性进一步在 CD13 受

体表达阴性的 HT-29 结肠癌荷瘤裸鼠模型中进行了评价。在第二和第三部分实验中

设计、制备了原核表达融合蛋白 NGR-VEGI，鉴定 NGR-VEGI 蛋白的体外功能后分

别进行荧光染料 Cy5.5 和放射性核素 Re-188 的标记，评价 Cy5.5-NGR-VEGI 和

188
Re-NGR-VEGI 的体内外肿瘤靶向作用及其在荷瘤小鼠模型上的药物动力学。使用

NIRF 和 SPECT 成像技术，对标记物在 CD13 受体表达阳性肿瘤模型中的体内特异

性分布和治疗作用进行了可视化显像和量化评估。 
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文献回顾 
 

肿瘤发病率的持续增高让新型分子探针的开发和在个体化诊疗中的应用成为近

年来的研究热点[2, 6, 7]。人类肿瘤的发生、发展是一个多步骤的复杂生物学过程，而

新生血管生成在肿瘤的生长、侵袭和转移中发挥了极其重要的作用[9]，更好的了解这

一生物学过程有利于从中寻找特异性靶标进行分子水平的诊断和治疗。对病患的早

期发现和靶向治疗能够显著减少癌症患者的负担，然而目前临床直接应用的靶向药

物仍然存在体内靶向性较低、治疗效果不明显的问题。新型分子显像仪器可同时进

行功能和形态学显像，核医学诊疗在临床医学领域的应用具有许多优势。对具有抑

瘤效应的靶向性物质进行放射性核素标记，就既能用于进行放射性核素显像，又能

进行治疗过程中的实时监测和评价疗效，治疗性核素还能协同靶向物质发挥协同杀

伤肿瘤细胞的作用，从而明显提高治疗效果。通过噬菌体随机多肽库技术筛选到的

核心序列天冬酰胺-甘氨酸-精氨酸（Asparagine-Glycine-Arginine，NGR）能特异性识

别肿瘤细胞及肿瘤新生血管内皮细胞高水平表达的 CD13 受体[10, 11]，因此本文对

CD13 受体作为肿瘤分子靶向性研究的一个理想靶点在肿瘤分子影像领域中的应用

进行了探讨。 

1、血管发生在肿瘤生长中的作用 

人类肿瘤的形成是一个包含六种标志性生物学行为的多步骤发展过程[14]，了解

这六种标志，即持续增殖、逃避生长抑制因子作用、抗凋亡、无限增殖性、诱导新

生血管生成和发生侵袭转移（见图 1a），可以帮助我们更好的理解肿瘤类疾病的复杂

性。这些标志的基本特点就是基因组的不稳定性导致了遗传的多样性并加快了肿瘤

细胞的生长，发生炎症反应从而促使多个标志性行为发生。过去十年的研究让肿瘤

的基本标志又增加了两个，即已知晓的能量代谢改变和免疫逃逸（见图 1b）。肿瘤并

不仅仅是一群可以无限增殖的癌细胞，而是多种细胞参与相互作用的复杂组织。除

了癌细胞，肿瘤表现出复杂性的另一个方面在于肿瘤拥有改变周围正常细胞和组织

的能力，因此研究人员提出了“肿瘤微环境”的概念，让人们认识到了解肿瘤生物学

行为可以为人类癌症的治疗提供崭新的方法和途径[15]。 
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图 1.  肿瘤标志性生物学行为[14, 15]
 

肿瘤与正常组织一样需要营养和氧气以及排泄代谢废物和二氧化碳的能力，肿

瘤相关的新生血管系统在肿瘤生长的过程中相伴产生，从而解决了相应的需求。胚

胎发育期间血管发生涉及新内皮细胞的生成及其形成管状结构和从现有血管萌发出

新血管（血管生成）的过程，在此之后，正常脉管基本上处于静止状态。成年人在

一些生理过程譬如伤口愈合和女性生殖系统代谢时，血管发生将出现短暂激活，与

此相反的是肿瘤进展中“血管生成开关”几乎总是处于激活状态并保持开放，导致正
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常处于静态的脉管不断萌发出新生血管，从而支持并维持了肿瘤的不断生长[16]。研

究表明血管生成开关由诱发或抑制血管生成的因素协同控制[17, 18]。有些血管生成调

节剂是信号蛋白，可以结合后刺激或者抑制内皮细胞表面表达的受体，比如众所周

知血管生成诱导剂和抑制剂的代表分别是血管内皮生长因子-A（VEGF-A）和血小板

反应蛋白-1（TSP-1）。 

VEGF-A 基因编码配体参与胚胎期和出生后新生血管的形成和排布，而成人无

论是生理条件还是病理情况下血管内皮细胞的内环境均很稳定。VEGF 信号通过三个

受体酪氨酸激酶（VEGFR-1～3）进行多水平调节，反映出该调节过程的复杂性。因

此，VEGF 基因表达可通过缺氧和癌基因信号刺激进行表达上调[19-21]。此外，血管内

皮生长因子配体可以被隔离在细胞外基质中作为贮备体，受细胞外基质降解蛋白酶

（例如 MMP-9）激活并释放[22]。另外其它促血管生成信号在维持肿瘤血管生成时其

表达被长期上调，如成纤维细胞生长因子（FGF）家族成员[17]。TSP-1 作为血管生成

开关中的关键平衡因子，也能结合内皮细胞表达的跨膜受体引发抑制信号，从而抵

消促血管生成刺激物的作用[23]。通过长期激发血管生成和促血管生成信号的不平衡

升高，导致肿瘤内产生的血管通常是异常的，肿瘤新生血管的标志表现为早熟毛细

血管发芽、血管过度分支、血管腔扭曲扩大、血流不稳定、微出血、内皮细胞增殖

和凋亡水平异常等[24, 25]。研究发现动物模型和人类血管新生在肿瘤发生早期就已经

出现，癌前非侵入性病变例如原位癌的组织学分析也证实了血管生成的存在[16, 26]。

通常认为只有血管生成对于宏观肿瘤的快速增长很重要，然而研究表明，血管生成

也发生在微小肿瘤的癌前阶段，这一发现进一步巩固了血管生成作为癌症重要标志

的地位。 

一旦血管发生被激活，肿瘤组织就会形成形态各异的新生血管走行。某些肿瘤

包括高危险度的胰腺导管腺癌就属于低度血管化肿瘤，间质大多处于无血管状态，

甚至可能会具有抗血管生成作用[27]。许多其它肿瘤包括人类肾脏和胰腺神经内分泌

癌的血管生成明显，因此肿瘤组织血管很密集[28, 29]。总的来说，这些观察结果表明

肿瘤发生发展过程中新血管的形成是由肿瘤细胞和周围微环境共同参与的复杂生物

过程[17, 18]。值得注意的是即使最终的调控结果还是一种常见的感应信号（例如血管

内皮生长因子），仍然存在多种可变的调控机制。某些肿瘤中，肿瘤细胞占主导地位

的癌基因（如 Ras 和 Myc 基因）可上调血管生成因子的表达。而其他肿瘤这些诱导
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信号则通常由免疫炎症细胞间接产生。癌基因直接诱导的血管生成也促进了增生信

号的传递，表明不同肿瘤因子的功能可由相同的转化剂进行共同调节。 

内源性血管生成抑制剂是肿瘤血管生成的天然屏障。上世纪 90 年代的研究发现，

TSP-1 以及纤溶酶（血管抑素）和 18 型胶原（内皮抑素）的片段都可以充当血管生

成的内源性抑制剂[23, 30-33]。过去十年中又发现了其他一些内源性抑制剂的类似物，

大多数是蛋白质，并且其中许多是来自结构蛋白本身而不是血管生成调节剂[30, 32, 33]。

在正常小鼠和人类的循环系统中均检测出了多种内源性血管生成抑制剂，研究发现

去除小鼠生殖细胞几个编码内源性血管生成抑制剂的基因并无不良生理影响，而原

位和植入肿瘤的生长速度较正常小鼠明显增快[30, 33]。反之，通过基因上调内源性抑

制剂的表达水平（例如通过高表达转基因小鼠或异种移植肿瘤）则不利于肿瘤的生

长[30, 33]。有趣的是，伤口愈合和脂肪沉积会通过升高或者降低相关基因的表达发生

延迟和加速[34, 35]。这些数据表明内源性血管生成抑制剂可以在正常情况下调节组织

重塑和伤口愈合过程中暂时性的血管生成，也可以作为早期肿瘤的固有屏障或者经

早期肿瘤诱导产生持久性的血管增生。 

2、内皮细胞在血管发生中的作用 

很多肿瘤内细胞的异质性是在其基质中发现的，而内皮细胞发育、分化和形成

动静脉及毛细血管的机制在 2000 年已经被人们所了解。因此可以激活静态内皮细胞

这个“血管生成开关”的概念进入了细胞生物学并用于构建新血管。在过去十年中，

内皮细胞表达信号转导受体（例如 Notch、Neuropilin、Robo 和 Eph-A/B）相关的信

号通路网络已知与熟知的 VEGF、血管生成素和 FGF 信号密切相关[9, 36-38]。这些新型

信号通路功能化描述了发育及肿瘤相关的血管生成，并且展示出内皮细胞表型的复

杂调控机制。其他研究发现了肿瘤相关血管内皮细胞的表达基因，并且鉴定出正常

细胞和肿瘤内皮细胞表面标志物独特的基因表达谱[24, 39, 40]。在信号传递、转录、血

管编码的差异可能对理解正常内皮细胞转化成肿瘤相关内皮细胞非常重要。反之，

了解这些差异后就可以探索性开发选择性靶向肿瘤相关内皮细胞的新疗法。 

长期以来周细胞被称为支持细胞，紧密结合在正常组织脉管系统内皮细胞的外

周，为内皮细胞提供物理和生理支持。与此相反，肿瘤脉管系统则缺乏周细胞等的

支持。然而，最近几年进行的微观研究已经揭示周细胞与大多数肿瘤的新生脉管系
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统具有相关性[41, 42]。研究表明周细胞包裹对于维持肿瘤新血管系统的功能性非常重

要，起源于骨髓的一种细胞类型在病理性血管生成中起了关键作用[43-46]。这些细胞

包括先天免疫系统，特别是巨噬细胞、中性粒细胞、肥大细胞和髓系祖细胞等，能

渗入癌前病变和进展期肿瘤组织并聚集在这些病变的边缘，肿瘤周围的炎症细胞则

有助于促使先前处于静止状态的组织发生持续性的血管生成，并且在肿瘤生长过程

中一直存在，使脉管系统避免受到靶向内皮细胞信号药物的作用[47]。此外，研究人

员还观察到多种类型骨髓来源的血管祖细胞有时会迁移到肿瘤性病变，嵌入到新脉

管系统中成为周细胞或血管内皮细胞[48-50]。 

循环系统中与内皮细胞密切相关的就是淋巴管[51]。对于淋巴管与肿瘤的相互作

用，特别是在肿瘤生长过程中的支持作用，我们一直知之甚少。事实上由于实体肿

瘤内的高压力，导致瘤内淋巴管通常闭塞无功能，然而与此相反的是，肿瘤周围以

及癌细胞侵入临近正常组织旁往往存在有功能且密度较高的淋巴管，这些淋巴管可

能是一些癌症进行转移、播散的引流管道。 

3、血管内皮生长抑制因子 

血管生成，即活体组织在已存在微血管床上芽生出新毛细血管形成血管系统的

过程[52]。成年人生理性血管生成仅发生在女性生殖系统或在伤口愈合时[53]。与此相

反，病理性血管发生通常与许多疾病相关，包括炎症、血管性视网膜病、类风湿关

节炎和癌症[16, 54-57]。过去几十年中，多种抗血管生成剂被开发并且用于靶向肿瘤新

生血管的治疗[32, 58]，其中血管内皮细胞生长抑制剂（VEGI）是研究的热点之一[59, 60]。

VEGI 作为肿瘤坏死因子超家族（TNFSF15）中的一员，能有效抑制内皮细胞的增殖

和新生血管发生，从而抑制肿瘤的生长、浸润和转移 [61]。有研究表明，重组人

VEGI-174 能显著抑制肿瘤细胞体外生长以及在荷瘤动物模型中肿瘤血管的生成[62, 

63]。另外 VEGI 能抑制上皮细胞和多种肿瘤细胞的生长，包括人上皮癌、人组织细胞

淋巴瘤 U-937、人乳腺癌 MCF-7、鼠结肠癌细胞 MC-38 和人粒细胞淋巴瘤 ML-1a 

[64-66]。VEGI 能影响膀胱癌细胞和前列腺癌细胞的运动和粘附性进一步证明了其对肿

瘤细胞的抑制作用[60, 67]。Parr 等[66]在一项临床研究发现 VEGI 水平降低的乳腺癌患

者中拥有高 VEGI 水平者具有较高的肿瘤局部复发率，生存时期也更短。由于 VEGI

可以通过抑制新生血管形成发挥作用，所以 VEGI 被认为是最有前途的抗癌药之一，
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大量合成重组 VEGI 也成为了临床研究转化的必需条件[59]。 

尽管重组 VEGI 因为具有抗血管生成功能可用于癌症治疗，但是大多数新型

VEGI 类似物的肿瘤特异性较低，从而导致了许多副作用的发生[59]。CD13 受体即氨

肽酶 N（APN），是一种锌依赖性膜结合氨肽酶，已被确定为诱导血管生成信号的关

键调节因子[68-71]。前期研究结果表明，含有天冬酰胺-甘氨酸-精氨酸（NGR）序列的

多肽可以特异性结合高表达的 CD13 受体，一些研究还表明，抗癌药如肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、干扰素（IFN）和多柔比星（DOX）等通过螯合 NGR 多肽基序后可

以增加药物的靶向性[10, 13, 72-74]、用于肿瘤的成像与治疗[75, 76]。因此，我们认为综合

VEGI 与 CD13 受体靶向序列 NGR 多肽的方法能有效提高 VEGI 的肿瘤特异性，并

且能为靶向性肿瘤血管治疗提供一种新型的生物制剂。 

4、核素标记分子探针的研究现状 

正电子放射性核素标记的小分子探针是目前放射性靶向诊断的研究热点之一，

许多正电子发射放射性核素已经成功应用于进行 PET 放射性示踪剂的研究和临床试

验。这些常用放射性核素包括 11
C （Emax = 970 keV，半衰期 t1/2 = 20.4 min）、13

N

（Emax = 1.30 MeV，半衰期 t1/2 = 9.97 min）、15
O（Emax = 1.73 MeV，半衰期 t1/2 = 2.04 

min）、18
F（Emax = 635 keV，半衰期 t1/2 = 109.8 min）、64

Cu （Emax = 657 keV，半

衰期 t1/2 = 12.7 小时）、68
Ga（Emax = 1.90 MeV，半衰期 t1/2 = 68.1 min），82

Rb（Emax 

= 3.36 MeV，半衰期 t1/2 = 1.27 min）和 124
I（Emax = 2.13 MeV；1.53 MeV；808 keV，

t1/2 = 4.2 天）[77, 78]。 

11
C 是一个极具吸引力的正电子核素，可用于进行靶向生物分子标记，但是 11

C

的半衰期非常短（仅 20.4 min），多步合成方法并不适合其放射性标记，因此大多数

情况下 11
C 适用于在学术研究和药物开发中进行分子标记。与具有短半衰期的放射性

核素相比，小型生物医学回旋加速器或发生器可以高效制备几个具有更长半衰期的

非常规金属放射性核素。例如，68
Ga 和 82

Rb 发生器就能为临床提供制备放射性示踪

剂所需的实用性核素。然而一些金属放射性核素具有较为复杂的衰变过程，例如衰

变伴随着低比例的 β
+射线发射（86

Y，33％; 
68

Ga，57％）、高能量 β
+射线（86

Y，1.3 MeV；

68
Ga，4.2 MeV）和 γ 射线，这些都会导致患者辐射剂量的大量增加。由于氟-18 相

对理想的化学特性和核性能，越来越多的 18
F 标记示踪剂开始进入临床应用。18

F 的
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半衰期足够长，109.8 min 的时间允许放化实验室耗时进行多步骤放射性合成，将标

记产物的成像时间延长至合成后几小时。此外，18
F 具有较低的 β

+能量（0.64 MeV），

保证了正电子在组织中较短的线性范围，导致 PET 图像拥有高达 1 mm 的空间分辨

率，降低了患者的辐射剂量[77, 78]。 

正电子放射性核素 64
Cu（Emax β

+
 = 0.655 MeV，Emax β

- 
= 0.573 MeV，Emax γ = 

0.511 MeV）具有较长的半衰期和适于 PET 成像的衰变特性[79-82]。二价铜进行放射性

金属标记展现出许多的优势，具有不同半衰期和物理特性的放射性铜可进行生物标

记后用于 PET 显像或者 SPECT 显像（见表 1），其中正二价铜的氧化状态可与许多

配体紧密结合从而合成一系列稳定的化合物。基于 64
Cu 放射性药剂进行靶向 PET 成

像的临床可行性，有必要采用双功能螯合剂从而能够快速形成稳定的铜（II）络合物，

常见 64/67
Cu

2+螯合物的合成条件见表 2。快速进行生物活性分子如抗体的 64
Cu 放射性

标记对于制备具有生物活性铜标记复合物进行医学应用是必须的[7, 81, 83]。放射性 64
Cu

标记配合物在体内必须是稳定的，减少螯合体脱离或者与其他金属结合蛋白质或生

物学上重要的金属结合。铜（II）具有较小的离子半径（73 ppm）并且对氮氧供电子

原子具有高亲和性。各种无环和大环聚氨基羧酸螯合物包括 DTPA（二乙三胺五乙

酸）、NOTA（1，4，7-三氮杂环壬烷-1，4，7-三乙酸）、DOTA（1，4，7，10-四

氮杂四乙酸）和 TETA（2- [1，4，8，11-四氮杂四乙酸）等都可用于进行 64
Cu 标记

并进行 PET 成像[79-81]，常见 64/67
Cu

2+放射标记可选择母体衍生物见图 2。 

表 1  各种铜的放射性同位素的物理性能和潜在应用[84]
 

同核素 半衰期 
显像（射线类型，能量*，

吸收） 

治疗（能量*, 组织内

射程） 
应用 

60Cu 20 min PET (β+, 873 keV, 93%)  
标记小分子物质，进行不同

生理条件下的重复实验 

61Cu 3.3 h PET (β+, 527 keV, 62%)  标记小分子物质 

62Cu 9.74 min PET (β+, 1315 keV, 98%)  
进行不同生理条件下的重

复实验 

64Cu 12.7 h PET (β+, 278 keV, 19%) β-: 190 keV, 0.95 mm 标记小分子物质、多肽和抗体 

66Cu 5.4 min  β-: 1109 keV, 5.6 mm 标记治疗性小分子物质 

67Cu 62 h 
SPECT (91 keV, 7%; 93 

keV, 16%; 185 keV, 48%) 
β-: 121 keV, 0.61 mm 标记多肽和抗体 

*指大多数非穿透性辐射的平均能量 
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图 2. 
64/67

Cu
2+放射标记可选择链接的母体衍生物化学结构图[81]
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表 2  
64/67

Cu
2+与相应配体（L）的络合条件[81, 85-87]

 

配体 [L](M)/摩尔比例 L:M pH 值 
温度

（℃） 

时间

（min） 

64/67Cu2+比例 

（log K 增加） 

TETA 2×10-5/过量 L 5.5 20-25 30 ≈100 

DOTA 3×10-5/过量 L 5.5 20-25 45 95 

DO3A 1.5×10-6/过量 L 5.5 20-25 30 ≈85 

Cyclen 2×10-5/过量 L 5.5 20-25 10 98 

DOTP (2-5)×10-3/过量 L 6.5 20-25 120 96.9 

DO2A 1×10-5/过量 L 5.5 20-25 60 100 

DO3P (2-5)×10-3/过量 L 6.5 20-25 120 96.6 

Et-cyclam 5×10-6/过量 L 6.4 20-25 20 90 

Bridged-cyclam 1×10-2/100:1 基础 EtOH 75 60 99 

Cyclam 2×10-5/过量 L 5.5 20-25 10 97 

Bridged-cyclam-2a 1×10-2/载体 Cu(II) 

100: 1 和 1:1 

1×10-2/100:1 

1×10-2/1:1 

基础 EtOH 

 

基础 EtOH 

基础 EtOH 

75 

 

75 

75 

60 

 

60 

60 

>95 

 

76 

23 

DO2P (2-5)×10-5/过量 L 6.5 90 240 97.8 

Sarar 1×10-6/1:1 4-9 20-25 <2 >99.95 

 

近年来研发了多种不同功能的正电子放射性核素标记探针，如反映灌注功能的 

15
O-H2O、反映葡萄糖代谢的 18

F-FDG、反映骨代谢的 18
F-氟化钠、反映胆碱代谢的

18
F-胆碱、反映 DNA 合成的 18

F-FLT、指示脂质合成的 11
C-AcOH、反映氨基酸转运

和蛋白合成的 18
F-FET、 11

C-蛋氨酸和 18
F-多巴胺、与生长抑素受体结合的

68
Ga-DOTA-TOC、反映肿瘤血管生成的 68

Ga-RGD、进行乏氧显像研究的 18
F-FAZA

和 18
F-MISO、用于凋亡显像的 124

I-Annexin V 以及基因表达显像的 18
F-FHBG（鸟嘌

呤）等[77, 88-96]，但大多数正电子核素标记探针的靶向性和特异性仍存在一定的问题。 

抗体可以和肿瘤细胞表面过度表达的抗原高度特异性结合，通过介导细胞凋亡、

阻碍配体－受体作用或者阻碍对肿瘤表型至关重要蛋白质的表达而发挥肿瘤抑制作

用。经过放射性核素标记后的抗体可以明显增强单克隆抗体治疗肿瘤的效果，因为

抗体与抗原特异性结合的同时，放射性核素会对肿瘤细胞及其周围组织产生短距离

的杀伤作用，因此最终治疗效果往往取决于放射性核素发射射线的能量和辐射范围。

相比之下，未标记抗体对肿瘤的杀伤作用则非常有限[97]。与前列腺特异性膜抗原
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PSMA 结合的 68
Ga-PSMA 可用于前列腺癌的诊断、放射性核素标记的替伊莫单抗

Zevalin、抗-CD20 单克隆抗体和托西莫单抗 Bexxar 也已经取得了一定的肿瘤治疗效

果[98, 99]。但核素标记的抗体治疗仍存在异种抗体的免疫遗传性、循环抗原庇护、肿

瘤表面抗原异源性、肿瘤内效应细胞数量限制、肿瘤血管通路紊乱和肿瘤微环境免

疫抑制等阻碍，使得抗体靶向肿瘤治疗的有效性仍需进一步提高。在这些分子中，

单克隆抗体（mAbs）由于其对同源抗原的特异性一直被认为是最具有靶向诊断和治

疗潜力的候选者。然而，单克隆抗体的显像效果由于其较大的分子量（～150 kDa）

而有所限制，导致了抗体较长的血液循环时间（数天至数周不等）和肿瘤最佳摄取

时间的延长（通常数天），抗体工程技术已经在不损害其亲和力和特异性的同时明

显改善了抗体的药物动力学[100, 101]。因此，众多的抗体片段和变体例如 Fab 段、F（ab'）

2 段、单链 Fv（scFv）、双抗体和微型抗体（分子量为 25～100 kDa）陆续经生物工

程合成[100-102]。此外，几个非传统蛋白支架如结构域抗体、亲和体和纳米抗体的相关

研究也已有报道[100-102]。近年来，被称为“纳米抗体”的单结构域抗原结合片段进行

生物工程改造后可应用于分子成像。小分子物质（〜15 kDa）和纳米抗体的互补性

决定区（CDR）这种优良的结构特点非常利于进入分子成像应用，如靶向定位快、

血液清除快、溶解度高、稳定性好、可克隆、易于结合空腔和低免疫原性等。应用

纳米抗体为基础合成的探针使用若干成像技术如放射性核素成像、光学显像和超声

等，已被用于各种疾病靶标的可视化研究。迄今报告的相关临床前数据是相当有希

望的，因此以纳米抗体为基础的分子成像剂将在各种疾病诊疗中发挥重要的作用

[103]。 

几种具有调节功能的多肽受体在某些人类癌症中的过度表达，使得放射性核素

标记其配体后与受体靶向结合进行局部治疗成为可能。譬如诊断性核素 111
In 或 68

Ga

标记生长抑素类似物 TOC 和 TATE 后可以用于肿瘤显像，治疗性核素 90
Y 或 177

Lu

标记生长抑素类似物后可用于生长抑素受体（SSTR）表达阳性肿瘤的靶向治疗。放

射性核素标记多肽及其类似物后也可用于进行显像和治疗，如蛙皮素、神经降压素、

胆囊收缩素、胃泌素、胰高血糖素样肽-1（GLP-1）、受体激动剂 Exendin-4、RGD 和

P物质等，均已成为目前肿瘤分子显像和多肽受体介导治疗的临床前研究热点[104-107]。

然而，已知可识别的靶向特异性肽是微不足道的，噬菌体展示库筛选技术为寻找与

固定靶分子亲和性高的多肽提供了有力支持[108, 109]。 
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5、NGR 多肽相关靶向探针 

新生血管形成是肿瘤发生、发展的基本过程[110, 111]。多项研究表明肿瘤新生血管

形成是由生长因子、粘附分子和细胞受体介导控制发生的一个多步骤过程[112-114]。肿

瘤血管归巢序列 CNGRCVSGCAGRC 通过体内筛选的噬菌体展示肽库技术经人乳腺

癌肿瘤筛选脱颖而出[115]，该序列的肿瘤归巢性可通过共注射 CNGRC 肽被抑制，这

表明共注射的环状短肽是功能性的肿瘤靶向肽。此外通过体内外肿瘤血管归巢噬菌

体库还筛选出了多种含NGR基序的多肽，均可作为能与肿瘤血管特异性结合的配体，

包括线性 NGR 肽如 NGRAHA 和 GNGRG，环状 NGR 肽如 CNGRC 和 CVLNGRMEC

等[116, 117]。直到 2000 年，NGR 多肽的靶分子才被确定为 CD13 受体[10]。此后，一系

列含 NGR 基序的衍生物开始用于 CD13 受体靶向肿瘤的分子显像和治疗[73, 118-123]。 

CD13 受体也称作氨肽酶 N（APN），是一种锌依赖性膜外结合肽酶，已被确定

为血管新生过程中的关键调节分子[12]。迄今为止，CD13 受体已被确定是恶性骨髓细

胞的一种表面标记[124]，研究表明 CD13 受体在前列腺癌、肺癌和卵巢癌中的高表达

与肿瘤进展程度密切相关[125-127]。由于 CD13 受体在肿瘤血管生成中发挥了至关重要

的作用，对 CD13 受体进行无创性分子成像将使早期监测 CD13 受体靶向的肿瘤血管

成为可能，从而有效提高肿瘤的早期诊断率，还可以个体化监控抗肿瘤血管靶向治

疗的效果。 

虽然大多数基于 NGR 序列的探针可通过结合 CD13 受体靶向肿瘤，但是 NGR

探针肿瘤特异性摄取较低及其体内药代动力学特点均限制了该类探针在体内成像和

治疗中的应用[119, 120]。为了改善和增强分子探针的体内靶向特异性，现在常用的方法

包括：（1）改变探针的空间结构，如将 RGD 线样结构改变成环状结构可以明显提高

靶向性[128]；（2）将探针重复排列或构建成二聚体及多聚体，例如合成的 RGD 二聚

体具有两个重复的环状 RGD 单元，由于配体的二价效应显著增强了 RGD 与整合素

αvβ3 受体的结合亲和力[129-131]；（3）增加新的作用靶点，如连接 RGD 和蛙皮素形成

异源二聚体[132, 133]。为了增强探针的结合亲和力，获得更高的受体靶向性肿瘤摄取，

配体多聚化已被证明是增强探针成像聚集和化疗效果的有效方法[78, 134-140]。由于

CD13 受体类似于整合素 αvβ3 受体，是位于肿瘤新生血管内皮细胞和肿瘤细胞表面

的靶分子，多聚体化的 NGR 多肽理论上也能增加探针在靶器官的局部浓度，表现为
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肿瘤摄取值更高且保留时间延长。因此，设计并合成二聚体化的 NGR 多肽含有两个

重复的环状 NGR 单元，将有效提高受体-配体的结合亲和力，同时由于二聚体分子

量较单体大，从而能有效延长探针的体内循环时间，最终增加靶分子在肿瘤的摄取

率和留存时间。 

6、分子影像概况 

分子影像在生物医学领域的主要应用主要分为显像和治疗两个方面。诊断性显

像方式通常包括核素成像（正电子发射断层扫描 PET 或单光子发射计算机断层显像

SPECT）、计算机断层扫描（CT）、光学成像（OI）、核磁共振成像（MRI）和超声（US）。

表 3 展示出了目前在临床和生物医学领域中所应用显像方式的特性，可见每种显像

方式都有其独特优点和固有缺点，因此导致了实际应用受限，如空间/深度分辨率和

灵敏度较差会导致很难准确获得疾病部位的可靠信息。 

表 3  生物医学领域各种显像方式的优缺点比较 

显像方式 优点  缺点 

CT 成像 空间分辨率高、组织穿透性强 辐射危害、图像无法定量分析 

SPECT 显像 灵敏度高、穿透性强 辐射危害、空间分辨率低 

PET 显像 灵敏度高、穿透性强、可进行全身扫描 成本较高、辐射危害 

光学显像 灵敏度高、非侵入性功能学检查 组织穿透性差、图像无法定量分析 

超声显像 可进行实时检查、成本低廉 分析时检查者依赖程度高、分辨率低 

MRI 显像 空间分辨率高、组织穿透性高 敏感度较低、显像时间长、成本高 

 

近年来，新兴的单光子发射计算机断层成像术（SPECT）和正电子发射断层扫

描（PET）为疾病的生化代谢提供了无创性可定量的成像方法[141]。与传统影像学检

查方法相比，核素显像技术需要向体内注射可检测剂量内的单光子或正电子分子探

针，从而获得检测信号进行 SPECT 或 PET 显像[78, 142]，结合了诊断级多层 CT 的复

合成像设备 SPECT/CT 和 PET/CT 系统，可以更精确定位病变的位置、性质和程度，

为疾病的诊治提供了有效的参考。现在研究应用的分子探针包括小分子物质、多肽、

蛋白质、纳米粒子和抗体及其片段等均可作为显像探针的有效载体[78, 143]。其中低分

子量的小肽段拥有许多优点，包括良好的药物代谢动力学和体内组织分布特性、低
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毒性、低免疫原性、良好的渗透性、便于进行化学修饰和放射性标记等[143]，让以多

肽为核心分子探针的制备和开发成为了分子影像领域的研究热点。 

作为核医学成像技术很好的补充方式，光学成像具有无电离辐射、无放射性物质、

相对经济、高敏感度和结果直观等多种优势[144]。近红外荧光光学成像为在分子水平

进行活体疾病研究提供了一种直观、简洁、无创的途径[145-147]。最新进展表明 NIRF

光学成像在诸多重要生物靶分子例如细胞表面受体[144, 145, 148-151]、胞内酶[146, 147, 152]和

抗原[153]等的定量评估中均具有巨大的应用前景。NIRF 光学成像将帮助我们更好地

理解生物学、疾病早期检测、疗效监测、筛选和开发新药物等多领域的研究[123, 144, 154]，

例如贝伐单抗，即靶向 VEGF 的人源化单克隆抗体，成功螯合 AlexaFluor750 形成了

贝伐单抗-AlexaFluor750 探针[155]，光学成像显示贝伐单抗-AlexaFluor750 探针可以用

于 VEGF 表达阳性 HT-29 结肠癌的无创性在体成像。本研究涉及的 Cy5.5 菁染料是

性能优良的荧光标记染料，摩尔吸光系数在荧光染料中是最高的，而且方便进行结

构修饰和快速标记，已经成为基因芯片的首选荧光标记物。此外菁染料 Cy5、 Cy5.5 

和 Cy7 的吸收在近红外区背景非常低，是荧光强度最高、最稳定的长波长染料，特

别适于代替放射性元素进行活体小动物 NIRF 成像。 

大多数分子探针均采用 SPECT 或 PET 作为成像设备，其他显像设备如光学和超

声成像应用相对较少，然而任何单模态成像获得的信息都是不完整的，因此多种分

子成像技术组合后产生的协同优势能够提供更全面的优势[156]。例如，PET 和 MRI

的结合既能为软组织提供高对比度图像，又能将 PET 的功能学信息加入诊断结果，

从而有利于提高诊断准确性和及时调整治疗计划。结合光学和磁共振探针的双模态

分子成像剂可以在术中应用，光学成像可用于显示手术边缘，MRI 则能确保完全切

除所有癌灶。然而直接连接多模态探针与多肽或者抗体是极具有挑战性的，因为探

针前体可进行连接的位点是有限的，而且这种连接会干扰探针与其受体结合的能力。

纳米载体拥有的巨大表面积为多功能探针提供了更多的结合位点，从而可以用于进

行多模态显像[157]。随着此类探针不断发展的进一步推动，以多肽和小抗体为基础的

多模态成像方法将渐渐被推向临床并占有一席之地。因此，能改善目前使用诊断性

显像仪器缺点形成的组合式成像模态（例如 PET / CT）获得了广泛关注。第一台融

合机器 PET / CT 仪经 Townsend’s 于 1998 年开发、2001 年投入商业化运作开始，由

此开始，大量的分子探针经研发并开始进入临床应用。携带两个或两个以上的多模
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态成像探针可以克服单个成像模态的限制，并为诊断提供更具体的信息[158]。设计多

模态显像探针时需要考虑尽量减少显像模态优点的重叠和结合适当的优势互补，以

求最大限度地发挥各种显像的协同优势。例如，PET 图像能为疾病提供高灵敏度的

功能学信息，MRI 或 CT 能提供高分辨率的的解剖学图像，因此这两种成像模态的

组合就能同时实现图像的高灵敏度和高分辨率，为疾病提供更详细的解剖和生物学

信息。研究者设计合成可进行三种模态成像的分子探针，即结合放射性金属螯合物

（如 64
Cu-DOTA）、光学以及 MRI 显像信号的探针，就可以同时用于 PET /光学/ MRI

的三模态成像[159]。 

成像技术与治疗药物结合就能用于标记靶标位点、获得生物学信息、研究纳米

材料或药物的活体生物分布和检测治疗研究[160-162]。某些类型的纳米材料同时具有成

像诊断和治疗的属性。例如，Zhou 等[163]设计合成了一类新型无螯合剂的[
64

Cu]CuS

纳米颗粒，既可用于小动物 PET / CT 成像也可用于光热消融治疗。纳米结构基体包

裹 MRI 造影剂和抗癌药是另一种策略，可以允许分子探针同时用于诊断和靶向化疗

[164]。此外，两个或三个成像探针也可以被掺入到含有药物的纳米颗粒并监控药物输

送、药物释放和治疗效果。因此，不同纳米材料的组合使用是未来进行多模成像、

诊断和治疗的基础和平台[165-168]。 

作为科学研究迅速发展的领域之一，分子成像已成为癌症研究、临床试验和医

疗实践中不可或缺的工具[2, 169-172]。分子成像可以在细胞和分子水平上进行在体非侵

入性生物过程的检测，从而能更好地了解和治疗各种疾病。过去的十年中，癌症相

关的分子成像已经在临床前和临床研究领域中取得了显著的进步，分子影像技术可

以将分子显像剂上的诊断性核素替换成适用于内照射的放射性核素，从而实现相应

分子水平的靶向核素治疗，如放射免疫治疗、受体介导靶向治疗和反义放射性核素

治疗等[2, 77]。分子影像学技术的魅力主要表现在检测的非侵入性、可视化、表征和测

量疾病发生发展中分子细胞水平的变化[173, 174]，包括核素成像和荧光光学成像在内的

分子影像技术让现代分子医学革命成为了可能，新一代多模态肿瘤分子探针的出现

使癌症的早期诊断、治疗预评估、个体化给药和长期疗效监测成为可能[1]。抗癌制剂

通过适当螯合显像分子即可用作治疗诊断学，从而克服不同试剂生物分布和选择性

不同导致的显像和治疗不同步。因此，诊断治疗试剂可以同时用于诊断性显像、研

究患病组织动力学和长期的药效监测，最终达到优化治疗计划的作用。总体而言，
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分子探针的临床前研究推动、鼓励了分子成像更广泛的应用和发展，最终需要放射

化学、分子生物学、生物医学、影像学、临床医学及其监管机构进行跨学科的共同

努力，来实现个性化医学的终极目标[103]。 
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正    文 
 

第一部分  64Cu 标记 NGR 单体、二聚体的小动物 

PET 显像研究 

 

1 材料与仪器 

所有化学品（试剂级）购自供应商，无需进一步纯化即可使用。NGR 肽

[GGGCNGRC，半胱氨酸构成二硫键 Cys：Cys = 4 - 8]和 Boc 保护 Gly3 肽购自美国

CS 生物公司。DOTA-NHS 酯购自美国 Macrocyclics 公司。[
64

Cu]-CuCl2 购自美国华

盛顿大学。实验用水取自 Milli-Q 超纯水系统（Millipore 公司，美国），生物耦合与

放射性标记前通过 Chelex 100 树脂纯化。Finnigan LTQ 质谱仪配备电喷雾电离源

（Thermo Scientific，美国）。四甲基偶氮唑蓝 MTT (Amresco 公司，美国)，HEPES

（N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2'-ethanesulfonic Acid，羟乙基哌嗪乙磺酸）购自美

国 Sigma 公司。 

2 方法 

2.1 HPLC 方法 

分析和半制备型反相 HPLC 设备含两个 Waters 515 HPLC 泵，一个 Waters 2487

紫外吸收检测器和一个 Ludlum 模型（2200 放射性检测器），操作软件是 Waters 

Empower 2。DOTA 螯合 NGR 肽的纯化在 Phenomenex Luna C18 反相柱（5 μm，250 

× 10 mm）完成，半制备 HPLC 流速 4 mL/min，流动相起始溶剂为 95％的 A 液（含

0.1％TFA 的水溶液）和 5％B 液（含 0.1％TFA 的乙腈），终止溶剂为 40％A 液和 60％

B 液，保留时间为 27.5 min。UV 吸光度监测波长为 214 nm 和 254 nm。分析型 HPLC
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和 64
Cu 标记纯化在 Phenomenex Luna C18 反相分析柱（5 μm，250×4.6 mm）上进行。

流速为 1 mL/min，流动相起始溶剂为 100％的 A 液（含 0.1％TFA 的水溶液），到 50％

A 液和 50％B 液，保留时间为 22.5 min。 

2.2 制备 DOTA-NGR 单体 

NGR 肽（GGGCNGRC，半胱氨酸构成二硫键 Cys: Cys = 4 - 8，3.0 mg，4.16 μmol）

溶解在 0.5 mL 含有 DOTA-NHS 酯（3.8 mg，5.0 μmol）和 DIPEA（25 μL）的 DMF

混合。40℃超声处理 2 小时后，将反应物骤冷，加入 50 μL 5％乙酸（HOAc）。将混

合物溶于水中并通过分析型HPLC纯化。收集含有DOTA-NGR1肽（保留时间 tR=15.5 

min）的液体并冷冻干燥，得到蓬松的白色粉末（3.9 mg，产率 85％）。ESI-MS：m/z 

C40H66N16O17S2 [M + H]
+
 计算值为 1107.42，实测值为 1107.90。 

2.3 Boc 保护 NGR 二聚体的合成 

Boc 保护谷氨酸活化的 Boc-E（OSU）酯。NGR 肽（GGGCNGRC，半胱氨酸构

成二硫键 Cys: Cys = 4 - 8，10.0 mg，14 μmol）溶于硼酸钠缓冲液（10mM，pH 值 8.5）

溶液中，Boc-E（OSU）2（2.05 mg，4.6 μmol）溶于无水 DMSO（25 μL），二者进

行混合反应后将混合物在室温下震荡 2 小时，产物通过半制备型 HPLC（tR = 13.2 

min）进行纯化收集和冷冻干燥，得到蓬松的白色粉末（5.1 mg，产率 67％）。ESI-MS：

m/z C58H93N25O24S4 [M + H]
+ 计算值为 1652.57，实测值为 1652.65。 

2.4 制备 NGR 二聚体 

Boc 保护 NGR2 肽（5.0 mg，3 μmol）溶解在 0.5 mL 三氟乙酸：三异丙基硅烷：

水（95：2.5：2.5）溶液中。将混合物在搅拌室温下震荡 1 小时后进行旋蒸，残余物

重新溶解在 0.5 mL水中并通过半制备HPLC进行纯化。收集NGR二聚体肽（tR = 10.3 

min），并冷冻干燥，得到蓬松白色粉末（4.1 mg，产率 88％）。ESI-MS：m/z 

C53H85N25O22S4 [M + H]
+
 计算值是 1552.52，实测值是 1552.59。 

2.5 合成 Boc 保护的 Gly3-NGR 二聚体 

Boc 保护 Gly3 肽[BocNH-Gly3-OH]（0.7 mg，2.42 μmol）在含有 HATU（0.92 mg，

2.42 μmol）和 HOAT（0.33 mg，2.42 μmol）的 200 μL DMF 中激活 30 min。向混合

物中加入 200 μL DMF 溶解后的 NGR 二聚体肽（2.5 mg，1.6 μmol）。将混合物用
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DIPEA 调节其至 pH 值为 8.5，室温下超声 2 小时。粗制肽通过半制备型 HPLC 纯化，

收集含有所需产物的峰（tR = 14.0 min）并冷冻干燥，得到蓬松白色粉末（2.1 mg，

产率 72％）。 ESI-MS：m/z C64H102N28O27S4 [M + H]
+
 计算值是 1823.64，实测值是

1823.90。 

2.6 合成 Gly3-NGR 二聚体 

Boc 保护 Gly3-NGR2 肽（2.0 mg，1.1 μmol）溶解在 0.25 mL TFA：三异丙基硅

烷：水（95：2.5：2.5）溶液中。将混合物在室温下搅拌 1 小时，蒸发溶剂后，残余

物再溶解在 0.5 mL 水中用于半制备型 HPLC 纯化。含有 Gly3-NGR2 肽的峰被收集（tR 

= 10.9 min）和冷冻干燥，得到蓬松白色粉末（1.6 mg，产率 85％）。ESI-MS：m/z 

C59H94N28O25S4 [M + H]
+ 计算值为 1723.58，实测值为 1723.80。 

2.7 合成 DOTA-NGR2 

Gly3-NGR2 肽（1.5 mg，0.87 μmol）溶解在 0.5 mL DMF 中的 DOTA-NHS 酯

（1.07mg，1.04 μmol）和 DIPEA（20 μL）混合。40℃超声处理 2 小时，将反应物骤

冷，加入 50 μL 5％醋酸（HOAc）。真空除去溶剂后将所得残余物溶于水中，并通过

分析型 HPLC 纯化。收集含 DOTA-NGR2 肽峰（tR=16.6 min）并冻干，得到蓬松白

色粉末（1.56 mg，产率 85％）。ESI-MS：m/z C75H120N32O32S4 [M + 2H]
2+计算值为

1057.38，实测值为 1057.70。 

2.8 64
Cu 标记 NGR 多肽及纯化 

37～111 MBq [
64

Cu]CuCl2 加入 0.1 N HCl 中，与 300 μl 乙酸铵缓冲液（0.4 M，

pH = 5.5）混合并在室温下放置 15 min。将[
64

Cu]Cu(OAc)2 溶液（37～111 MBq）加

入到溶于乙酸铵溶液（0.4 M，pH = 5.5）的 DOTA-NGR1 或 DOTA-NGR2 肽中（5 μg

肽/mCi）。反应混合物 40℃下共浴 30 min 后通过分析型 HPLC 纯化，收集含有

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 肽的放射性峰。收集产物并通过旋转蒸发浓

缩，然后将产物重新溶解在 500～800 μL PBS 溶液中，用 0.22 μm 的微孔过滤器过

滤后吸入无菌小瓶备用。 

2.9 分配系数测定 

油水分配系数表示为 Log P 值。64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 肽的 Log 
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P 值通过测定其在 1-辛醇和 PBS 中的放射性分布确定。取约 185 KBq 

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 溶于 2 μL PBS 中（pH 值 7.4），分别加入到

含 0.5 mL 1-辛醇和 0.5 mL PBS（pH 值 7.4）的小瓶中，震荡 10 min，12500 rpm 离

心 5 min，以确保完全分离。分层液体分别各取 200 μL 移到试管中，并用 γ 计数器

（Perkin-Elmer Packard Cobra，美国）测定放射活性。实验重复三次，最终结果取平

均值。 

2.10 体外稳定性测定 

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 的体外稳定性在 PBS 和小鼠血清中进行

检测。3.7 MBq 
64

Cu-DOTA-NGR1 或 64
Cu-DOTA-NGR2 加入 0.5 mL 的 PBS 中，然后

分别加入 PBS（室温）或小鼠血清（37℃），300 rpm 轻微振荡混匀。对于 PBS 组，

在不同时间点（1、6 和 24 小时）将溶液的等分试样直接取出后在相同的条件下使用

反相 HPLC 测定测量其放射化学纯度。对小鼠血清组，在不同时间点（1、6 和 24

小时）取等分溶液加入 TFA，可溶部分用 0.22 μm 过滤澄清，将溶液的等分试样在相

同的条件下使用反相 HPLC 测定其放射化学纯度。 

2.11 细胞培养 

HT-1080 人纤维肉瘤细胞和 HT-29 人结肠腺癌细胞购自美国典型培养物保藏中

心，分别培养于含 10％胎牛血清（Life Technologies，美国）的 DMEM 和 RPMI-1640

培养基中，培养温度 37℃，CO2 浓度 5%。 

2.12 蛋白免疫印迹实验 

HT-1080 细胞和 HT-29 细胞分别培养于 75 cm
2 培养瓶中，加入裂解缓冲液（碧

云天，中国）和蛋白酶抑制剂（Roche，加拿大），离心除去细胞碎片（10000 rpm，

4℃，10 min），Bradford 蛋白测定试剂盒（碧云天，中国）测定蛋白质浓度。将含有

40 μg 蛋白的细胞提取物样品加入浓缩胶为 5%、分离胶为 8%的 SDS-PAGE

（SDS-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-聚丙烯酰胺凝胶）进行电泳，分离后

转移到聚偏氟乙烯滤膜上（Life Technologies，美国）。抗 CD13 抗体检测使用 1:100

一抗（Santa Cruz，美国）和 1：400 过氧化物酶标记的二抗（Life Technologies，美

国）。转膜，5%脱脂牛奶封闭 2 小时后加入 H-300 抗体 4℃过夜，漂洗 30 min 后加

入辣根过氧化物酶标记的二抗，2 小时后显影。在膜上的抗原-抗体复合物用 ECL 蛋
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白质印迹检测系统（Thermo Scientific，美国）与 ChemiDOC XRS+（Bio-Rad，美国）

进行观测。采用 β-肌动蛋白作为内参对照。 

2.13 细胞免疫荧光染色 

取对数期生长的 HT-1080 或 HT-29 细胞以质量分数 0.25%胰酶消化后制备单层

细胞爬片，以 5 × 10
4 个/孔的密度接种到 24 孔板中培养过夜。4％多聚甲醛固定细胞

10 min 后，晾干。预热 PBS 洗涤 3 次（5 min/次）。然后将细胞与 3％BSA 温育 30 min

以阻断非特异性结合，接着与抗 CD13 抗体（Santa Cruz，美国）温育，4℃过夜，抗

体用含 1％BSA 的 PBS（pH 值 7.4）稀释至 1:50。第二天，PBS 洗涤细胞 3 次（5 min/

次），与二抗（山羊抗兔 IgG 异硫氰酸酯（FITC）偶联的抗体，1：400，Life Technologies，

Grand Island，纽约，美国）避光温育 45 min，PBS 洗涤 3 次（5 min/次）后，DAPI

复染细胞核。使用 IX71 荧光显微镜进行显像观察（Olympus，日本）。 

2.14 细胞结合试验 

HT-1080 细胞（1×10
6 个/孔）均匀接种在 12 孔培养板，培养过夜。将细胞用冰

冷的结合缓冲液（25 mM HEPES 和 1％BSA）洗涤两次，每次 2 min。然后将细胞与

99m
Tc 标记线性 NGR 肽（YGGCNGRC）温育，与不同浓度的 DOTA-NGR1 或

DOTA-NGR2 共孵育 1 小时。然后使用冰冷的结合缓冲液洗涤 3 次（5 min/次），每

孔加入 200 μL 细胞裂解液，细胞的放射性计数用 γ 计数器测定，使用 Graph-Pad Prism 

5.0 软件（Graph-Pad，美国）进行非线性回归分析数据，拟合出两种肽的 50％抑制

浓度（IC50 值）。实验重复三遍。 

2.15 细胞摄取和流出研究 

HT-1080 或 HT-29 细胞以 2.5 × 10
5 细胞/孔的密度于接种到 48 孔板中，培养过夜

后。肿瘤细胞与 64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 肽（370 KBq/孔）在 37℃下

温育 15、30、60 和 120 min。每个时间点用冰冷 PBS 洗涤肿瘤细胞 3 次（5 min/次），

并用 0.25％胰蛋白酶/0.02％EDTA（Life Technologies，美国）收集细胞，期间用光学

显微镜观察以确保细胞完全脱离。细胞悬浮液被收集并用 γ 计数器（Perkin-Elmer 

Packard Cobra，美国）进行放射性计数。细胞摄取的结果按照加入总放射性衰变校

正后的百分比计算，每个浓度 3 个复孔，实验重复 2 次。对于流出实验，48 孔板中

HT-1080和HT-29细胞分别加入 64
Cu-DOTA-NGR1或 64

Cu-DOTA-NGR2肽（370 KBq/
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孔），在 37℃温育 2 小时使其内化。然后将细胞用冰 PBS 洗涤 2 次（5 min/次），用

PBS 孵育细胞 15、30、60 和 120 min。每个时间点用 PBS 洗涤 3 次（5 min/次）后

用胰蛋白酶消化收集细胞，细胞悬浮液被收集并在 γ 计数器进行测定。细胞流出结

果按照加入总放射性衰变校正后的百分比计算，每个浓度 3 个复孔，实验重复 2 次。 

2.16 动物模型 

所有动物研究根据南加州大学实验动物管理和使用委员会批准协议执行。雌性

无胸腺裸鼠（大约 4~6 周龄，体重 20~25 g）购自 Harlan Laboratories 公司（Livermore，

美国）。HT-1080 人纤维肉瘤细胞和 HT-29 人结肠腺癌细胞通过在雌性无胸腺裸小鼠

前肢皮下注射肿瘤细胞构建右上肢荷瘤模型，约 5 × 10
6 个 HT-1080 细胞悬浮于 50 μl

无血清培养基和 50 μl BD 基质胶（Biosciences 公司，美国）形成肿瘤移植模型。肿

瘤生长约 3~4 周，游标卡尺测量肿瘤的直径，肿瘤直径达到 0.8～1.0 cm 时可用于后

续的体内外研究。 

2.17 小动物 PET 成像和封闭实验 

小动物 PET 扫描和显像分析使用啮齿动物扫描仪（小动物 PET R4 扫描仪，西

门子）进行。2%异氟烷麻醉下，每只小鼠静脉注射约 7.4 MBq 
64

Cu-DOTA-NGR1 或

64
Cu-DOTA-NGR2 肽，分别于注射后 1、2 和 4 小时进行 5 min 静态扫描，注射 24

小时后进行 10 min 静态扫描。采集图像进行二维有序子集最大期望值（OSEM）算

法重构。通过勾画衰减矫正后的全身冠状图像上肿瘤、正常组织和主要器官的感兴

趣区，获得肿瘤、肌肉、肝脏和肾脏在多层感兴趣区的平均放射性浓度，然后转换

为％ID/g。对于封闭实验组，7.4 MBq 
64

Cu-DOTA-NGR1 或 64
Cu-DOTA-NGR2 与 20 

mg/kg NGR 肽[C(CNGRC)]共注射 4 小时后进行 5 min 静态扫描采集图像。 

2.18 生物分布实验 

HT-1080 或 HT-29 的荷瘤裸鼠（每组 5 只），分别经尾静脉注射 7.4 MBq 

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2。注射后 24 h 处死小鼠并进行解剖分离，收

集血液、肿瘤、主要器官和组织并称重，随后使用 γ 计数器（Perkin-Elmer Packard 

Cobra，美国）测定组织的放射活性，计算每克组织的百分注射剂量率（％ID/g）。 
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2.19 统计学分析 

定量数据表示为平均值 ± 标准差，使用单向方差分析（ANOVA）和 Student’s t

检验进行统计学分析，P < 0.05 具有统计学意义。 

3 结果 

3.1 64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 的制备 

DOTA-NGR1 可通过一步法合成，产率高达 85％（图 1a）。DOTA-NGR2 肽的合

成方案示于图 1b。最初，NGR2 肽通过活性酯法耦合 BocGlu(OSU)-OSu 与单体 NGR

肽[GGGCNGRC，半胱氨酸形成二硫键 Cys: Cys = 4 - 8]，随后用 TFA 脱保护。Boc

保护的 Gly3 肽被激活后螯合 NGR2 肽。用 TFA 除去 Boc 基团后，所得到的肽螯合

DOTA-NHS 酯从而得到了 DOTA-NGR2 肽。这个合成需要五个步骤，总产率约 31％。

经过衰减矫正后，64
Cu 标记后（n = 6/组）提示 64

Cu-DOTA-NGR1 或 64
Cu-DOTA-NGR2

放射化学纯度均 > 99％。64
Cu 标记的 DOTA-NGR1 或 DOTA-NGR2 多肽通过 HPLC

进行分析和纯化，可见 64
Cu-DOTA-NGR1 的 HPLC 保留时间为 15.58 min，而相同

HPLC 条件下 64
Cu-DOTA-NGR2 的保留时间为 16.67 min（图 2），而且在高效液相色

谱分析中观察到 64
Cu 标记探针的保留时间和未标记的化合物之间没有显著差异。 

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 的比活度大约为 37 MBq/nmol，64
Cu 标记的

探针制备好后可以立即进行使用。 

3.2 分配系数及体外稳定性 

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 的辛醇/水分配系数（log P 值）分别为

-2.35 ± 0.03 和 -2.54 ± 0.07 ，提示 NGR 单体和二聚体都是亲水性的。 

64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 在室温 PBS（pH 值 7.4）和 37℃小鼠血清中

的体外稳定性在不同的时间点（1、6 和 24 小时）进行了检测。如图 3 所示，室温下

孵育24 h后PBS中 64
Cu-DOTA-NGR1的放射化学纯度大于97.6％，64

Cu-DOTA-NGR2

则大于 97.2％；37℃与小鼠血清共浴 24 小时后， 64
Cu-DOTA-NGR1 的放射化学纯

度大于 94.5％，64
Cu-DOTA-NGR2 大于 94.0％。上述结果提示 64

Cu-DOTA-NGR1 和

64
Cu-DOTA-NGR2 在 PBS 和小鼠血清中均显示出良好的体外稳定性。 
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3.3 蛋白免疫印记和细胞免疫荧光染色实验 

在 HT-1080 细胞和 HT-29 细胞中 CD13 受体表达的蛋白免疫印迹结果见图 4a。

HT-1080 细胞在 150 kDa 处可见提示 CD13 受体高表达的清晰条带，HT-29 细胞则未

见条带，这表明 CD13 受体在 HT-1080 细胞中为过度表达。此外，细胞免疫荧光实

验显示 HT-1080 细胞膜呈现强烈的绿色荧光信号，而 HT-29 细胞未见绿色荧光信号

（图 4b），进一步证实 HT-1080 细胞是 CD13 受体阳性表达，HT-29 细胞是 CD13 受

体阴性表达。 

3.4 细胞结合实验分析 

蛋白免疫印迹实验和细胞免疫荧光染色实验结果均表明人纤维肉瘤 HT-1080 细

胞 CD13/APN 受体为高表达。因此，我们使用 HT-1080 细胞测量 DOTA-NGR1 和

DOTA-NGR2 与 CD13 受体结合的亲和力。细胞竞争结合试验可见 99m
Tc 标记的线性

NGR 肽被用作 CD13 特异性的放射性配体。DOTA-NGR1 和 DOTA-NGR2 的 IC50值

代表其竞争取代 99m
Tc 标记的线性 NGR 肽结合到 HT-1080 细胞的 50％所需的浓度，

最终确定单体和二聚体的 IC50 值分别为 1.27 ± 0.25 nM 和 0.62 ± 0.29 nM（图 5）。基

于细胞的结合测定法表明，NGR 二聚体与 CD13 受体的亲和力约为 NGR 单体的 2

倍。 

3.5 细胞摄取和流出试验 

64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR1 的细胞摄取和流出实验在 CD13 受体表

达阳性的 HT-1080 细胞和 CD13 受体表达阴性的 HT-29 细胞进行了检测。肿瘤细胞

与 64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 肽（370 KBq/孔）在 37℃下温育 15、30、

60 和 120 min，每个时间点用冰冷的 PBS 洗涤肿瘤细胞后收集细胞进行 γ 计数。细

胞摄取研究表明，64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 均能有效结合 CD13 受体

表达阳性的 HT-1080 细胞，但是基本不与 CD13 受体表达阴性的 HT-29 细胞结合。

64
Cu-DOTA-NGR1 在与 HT-1080 细胞温育 1 小时后，摄取率为 0.78 ± 0.04％，2 小时

摄取率达到最大值 1.00 ± 0.08％（图 6a 实线所示）。 

细胞流出实验表明，64
Cu-DOTA-NGR1 与 HT-1080 细胞结合良好，与 PBS 共浴

2 小时后流出率只有约 0.4％（总输入放射性的从 1.00％至 0.62％，图 6a 实线所示）。

然而在 CD13 受体表达阴性细胞 HT-29 中，64
Cu-DOTA-NGR1 的 2 小时细胞摄取率
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仅为 0.27 ± 0.06％（图 6a 虚线所示），其摄取和流出均保持在低水平。对于二聚体

64
Cu-DOTA-NGR2，HT-1080 细胞 2 小时摄取率为 1.42 ± 0.20％（图 6b 左侧实线所

示），为单体摄取率的 1.4 倍。细胞流出研究结果表明，64
Cu-DOTA-NGR2 与 HT-1080

细胞结合牢固，2 小时流出率约 0.70％（1.42％到 0.72％）（图 6b 实线所示）。与

64
Cu-DOTA-NGR1 类似，64

Cu-DOTA-NGR2 在 HT-29 细胞 2 小时的摄取率和流出率

均保持在低水平，分别为 0.44 ± 0.07％和 0.23 ± 0.04％（图 6b 虚线所示）。 

3.6 
64

Cu 标记 DOTA-NGR1 和 DOTA-NGR2 的小动物 PET 肿瘤显像 

64
Cu 标记 DOTA-NGR1 和 DOTA-NGR2 在 HT-1080 肿瘤（n = 5/组）和 HT-29

肿瘤（n = 5/组）的靶向显像使用多个时间点静态 PET 扫描（1、2、4 和 24 小时）获

得。在注射 64
Cu 标记的 DOTA-NGR1 和 DOTA-NGR2 探针后 1 小时，CD13 受体表

达阳性 HT-1080 肿瘤模型可见肿瘤有明显摄取，与对侧正常组织形成鲜明对比。而

在 CD13 受体表达阴性 HT-29 肿瘤模型中仅可见肿瘤有微量摄取。64
Cu-DOTA-NGR1

和 64
Cu-DOTA-NGR2 注射后 4 小时经衰减矫正的显像结果见图 7。实验数据提示注

射探针后早期，两种肿瘤模型均可见到主要摄取器官为肝脏和肾脏。肿瘤和主要组

织器官的摄取通过在冠状位 PET 显像图上勾画感兴趣区获得。注射

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 后的时间-活度曲线显示了 HT-1080 肿瘤、肝

脏、肾脏和肌肉的代谢变化（图 8a 和图 8b）。64
Cu-DOTA-NGR1 组 HT-1080 肿瘤的

摄取在注射后 1、2、4 和 24 小时分别为 3.33 ± 0.10、3.09 ± 0.20、2.32 ± 0.17 和 1.79 

± 0.27％ID/g。放射性随着时间逐步从肝脏和肾脏迅速排出体外。肝脏摄取在注射后

1、2、4 和 24 小时分别为 8.11 ± 0.56、7.65 ± 0.76、6.39 ± 0.41 和 3.90 ± 0.45％ID/g，

肾脏摄取分别是 8.80 ± 0.51、7.29 ± 0.24、4.61 ± 0.47 和 0.72 ± 0.21％ID/g。放射性探

针在其他大多数器官（除小肠）的聚集处于非常低的水平。HT-1080 肿瘤的摄取在注

射 64
Cu-DOTA-NGR2 后 1、2、4 和 24 小时分别是 6.53 ± 0.20、6.09 ± 0.18、5.22 ± 0.17

和 3.60 ± 0.23％ID/g。相同的时间点二聚体探针在 HT-1080 肿瘤的摄取约为单体的 2

倍，而 64
Cu-DOTA-NGR2 在正常组织的聚集则类似于 64

Cu-DOTA-NGR1，主要表现

在较早时间点（注射后 1、2 和 4 小时）时肝脏和肾脏摄取较高，除了小肠外其余正

常组织的摄取较低。二聚体的体内代谢特点类似单体，均随着时间通过肝胆系统和

和泌尿系统排出体外。因为 HT-1080 肿瘤对 64
Cu-DOTA-NGR2 的摄取在所有测量的
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时间点均比 64
Cu-DOTA-NGR1 高，可见二聚体 64

Cu-DOTA-NGR2 较单体

64
Cu-DOTA-NGR1 具有更好的药代动力学特征。HT-1080 肿瘤及主要器官对

64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 在注射后 4 小时的摄取结果见表 1。对于

64
Cu-DOTA-NGR1，HT-1080 肿瘤摄取与肌肉、肝脏和肾脏吸收比分别为 3.91 ± 0.19、

0.35 ± 0.21 和 0.52 ± 0.27。对于 64
Cu-DOTA-NGR2 相应的值分别为 7.57 ± 0.15、0.81 

± 0.24 和 1.06 ± 0.32。在 CD13 受体表达阴性的 HT-29 肿瘤模型中，64
Cu-DOTA-NGR1

和 64
Cu-DOTA-NGR2 注射后 4 小时可见肿瘤微量摄取，正常器官和组织摄取值（肝，

肾和肌肉）则类似于 HT-1080 荷瘤裸鼠模型（见表 1）。 

表 1  HT-1080 和 HT-29 荷瘤裸鼠注射 64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 后 

4 小时经衰减矫正后的生物分布实验结果 a
 

组织 
HT-1080 未封闭组 HT-1080 封闭组 HT-29 未封闭组 

64Cu-DOTA-NGR1 64Cu-DOTA-NGR2 64Cu-DOTA-NGR1 64Cu-DOTA-NGR2 64Cu-DOTA-NGR1 64Cu-DOTA-NGR2 

 组织百分注射剂量率/克（%ID/g） 

肿瘤（T） 2.32 ± 0.17 5.22 ± 0.19 0.61 ± 0.11 0.58 ± 0.12 0.49 ± 0.15 0.65 ± 0.21 

肌肉（M） 0.59 ± 0.06 0.69 ± 0.08 0.49 ± 0.09 0.65 ± 0.10 0.43 ± 0.11 0.40 ± 0.12 

肝脏（L） 6.39 ± 0.41 6.49 ± 0.39 5.94 ± 0.33 5.25 ± 0.23 5.54 ± 0.32 4.95 ± 0.45 

肾脏（K） 4.61 ± 0.47 5.01 ± 0.42 4.25 ± 0.38 4.57 ± 0.40 3.95 ± 0.48 5.24 ± 0.39 

 肿瘤/正常组织摄取比值 

T/M 3.91 ± 0.19 7.57 ± 0.15 1.25 ± 0.16 0.91 ± 0.12 1.15 ± 0.18 1.62 ± 0.20 

T/L 0.35 ± 0.21 0.81 ± 0.24 0.11 ± 0.08 0.13 ± 0.06 0.09 ± 0.07 0.14 ± 0.08 

T/K 0.52 ± 0.27 1.06 ± 0.32 0.15 ± 0.09 0.14 ± 0.07 0.13 ± 0.12 0.12 ± 0.10 

a结果表示为平均数 ± 标准差（n = 5/组） 

3.7 封闭实验 

64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 的靶向特异性由共注射环状 NGR 肽（20 

mg 每千克小鼠体重）进行封闭实验进一步得到了验证。 64
Cu-DOTA-NGR1 或

64
Cu-DOTA-NGR2 共注射环状 NGR 肽 4 小时后经衰减校正后的冠状位图像见图 7。

HT-1080 的肿瘤对于 64
Cu-DOTA-NGR1 的摄取在注射过量未标记 NGR 肽后显著降

低，注射后 4 小时数据（见表 1）显示由 2.32 ± 0.17％ID/g 降到 0.61 ± 0.11％ID/g（P 

< 0.01）。未标记 NGR 肽也轻微降低了肝脏和肾脏的放射性摄取，而肌肉对于

64
Cu-DOTA-NGR1 的摄取在封闭组和未封闭组间变化较小。64

Cu-DOTA-NGR2 相比
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64
Cu-DOTA-NGR1 在肿瘤摄取特异性上相似，4 小时肿瘤摄取数据（见表 1）显示由

5.22 ± 0.19％ID/ g 降到 0.58 ± 0.12％ID/ g（P < 0.01）。综上所述的这些数据证实，这

两种 64
Cu 标记的 NGR 肽均是 CD13 受体特异性的 PET 探针。 

3.8 
64

Cu-DOTA-NGR1 和 64
Cu-DOTA-NGR2 的体内生物分布 

64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 的体外生物分布研究分别在 CD13 受体

表达阳性的 HT-1080 和 CD13 受体表达阴性的 HT-29 荷瘤小鼠模型上进行。如图 9

所示，注射后 24 小时的生物分布结果提示组织放射性分布百分比（％ID/g）与小动

物 PET 显像的定量分析结果是一致的。HT-1080 肿瘤对 64
Cu-DOTA-NGR1 和

64
Cu-DOTA-NGR2 的摄取分别是 2.35 ± 0.17 和 3.61 ± 0.39％ID/g，而 HT-29 肿瘤摄取

明显较低，分别是 0.38 ± 0.09％ID/g（P < 0.01）和 0.61 ± 0.09％ID/g（P < 0.01）。此

外，这两种探针在注射 24 小时后主要组织和器官（除了肝脏以外）的摄取水平均极

低。HT-1080 肿瘤组，肝脏对单体和二聚体的摄取值分别为 4.14 ± 0.26％ID/g 和 4.30 

± 0.36％ID/g，HT-29 肿瘤组则分别为 3.64 ± 0.23％ID/g 和 3.98 ± 0.26％ID/g。 

4 讨论 

正电子发射断层扫描（PET）是一种用于反映放射性标记探针给药后生理过程的

活体成像技术[78, 175]。[
18

F]氟代脱氧葡萄糖（18
F-FDG）是肿瘤学成像领域使用最广

泛的 PET 探针。氟元素属于卤素，放射性核素中适合医用的只有一种 18
F，半衰期

110 min，通过 β
+和 EC 衰变放出信号（649 keV，97%）可以用于 PET 成像。18

F 可

以通过反应堆或者加速器产生，化学性质活泼，可以直接与碳氢化合物作用形成有

机氟化物。[
18

F]FDG-PET 可用于肿瘤的诊断、恶性程度和预后，进行全身显像能够

简易地探测肿瘤在全身的转移情况，对疾病的分期和治疗决策有更重要的价值[176, 

177]。18
F-FDG 作为一种广谱肿瘤功能性检查方法，优点是实用性强，然而一些良性

增殖性病变也会有不同程度的显影，常常存在需要鉴别假阴性和假阳性，因此并不

是一个肿瘤特异靶向性的 PET 探针。所以在过去的几十年里，研究者们针对癌症可

替代 18
F-FDG 的特异性探针进行了广泛探索[110, 143]。 

血管生成是肿瘤发生发展的基本过程，研究表明 CD13 受体在肿瘤血管生成中

发挥了关键的作用[16, 18]。CD13 是一种多功能的膜结合金属蛋白酶，可以调节多种激

素、细胞因子、蛋白质降解、抗原提呈、细胞增殖、细胞迁移和新生血管的生成。



第四军医大学博士学位论文 

 -38- 

CD13 在正常血管内皮细胞没有或很少表达，在新生血管中却表达上调。除了肿瘤血

管内皮细胞，还有许多细胞包括肿瘤细胞、周细胞、成纤维细胞以及平滑肌细胞的

某些阶段等也会表达较低水平的 CD13 受体。CD13 作为细胞表面标记物高表达于许

多肿瘤细胞上[178]，而含有 NGR 序列的多肽已被确定为 CD13 受体的特异性配体[10]。

因此，含 NGR 序列的衍生物靶向 CD13 受体的活体研究尤其引人关注，据文献报道，

多种化合物和粒子包括细胞毒性药物、细胞因子、抗血管生成的化合物、病毒颗粒、

荧光化合物、造影剂、DNA 复合物和其他生物反应调节剂[11, 13]，可以人工结合加入

NGR 基序以增加新生血管的靶向性，NGR-TNF 也已进入Ⅱ期临床试验研究。无创

性检测 CD13 受体表达水平具有极大的临床应用价值，能够基于受体的表达与否即

表达密度筛选合适的患者进行相关治疗，也更易准确评估靶向 CD13 受体治疗的疗

效。 

PET 放射性核素除了两种常规的 18
F 和 11

C，一些非常规的金属放射性核素，如

64
Cu、68

Ga、86
Y 和 89

Zr 也已经被用作制备 PET 探针[179]。这些金属正电子同位素通

常具有较长的半衰期，使得对同一对象进行几小时到几天时间的放射性药物动力学

评估成为可能。在这些金属的放射性核素中，64
Cu（t1 /2 = 12.7 小时，β

+ 
655 keV，17.8％）

因为其良好的衰减时间、低 β
+能量和商用可获得性得到了众多研究者的青睐[180-182]。

64
Cu 与生物分子螯合过程将通过配位化学从而被对应的螯合剂被捕获，可用于 64

Cu

标记的 PET 探针已经被众多文献所报道[180, 183, 184]。 

因此，本部分实验成功合成了单体和二聚体的 NGR 肽并进行了放射性 64
Cu 标

记（图 1 和 2）。对单体 64
Cu-DOTA-NGR1 和二聚体 64

Cu-DOTA-NGR2 分别进行了体

内外评估和 CD13 受体的小动物 PET 成像。体外实验表明 64
Cu-DOTA-NGR1 和

64
Cu-DOTA-NGR2 在室温 PBS 和 37℃小鼠血清中放置 24 小时后依然很稳定，

64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 与小鼠血清在 37℃（图 3）温育 24 小时后放

射化学纯度仍超过 94％。为了选择合适的靶向 CD13 受体的肿瘤细胞系，我们用蛋

白质印迹实验和细胞免疫荧光染色验证了人纤维肉瘤 HT-1080 细胞和人结肠腺癌

HT-29 细胞的 CD13 受体表达水平，了解到 HT-1080 细胞为 CD13 受体高度阳性表达，

HT-29 细胞为 CD13 受体阴性表达（图 4）。随后，使用 HT-1080 细胞竞争结合分析

结果表明单体和二聚体 NGR 肽与 CD13 受体的结合亲和力分别为 1.27 ± 0.25 nM 和

0.62 ± 0.29 nM（图 5），即 NGR 二聚物与 CD13 亲和力约为单体 NGR 肽的 2 倍。细
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胞摄取实验结果进一步表明这两种探针均能结合 CD13 阳性的 HT-1080 细胞，但基

本不与 CD13 表达阴性的 HT-29 细胞结合（图 6）。  经过 2 小时温育后，

64
Cu-DOTA-NGR2 在 HT-1080 细胞的总摄取率比 64

Cu-DOTA-NGR1 高，而两者在

CD13 阴性表达的 HT-29 细胞中摄取率明显低于 HT-1080 细胞。此外，无论是单体还

是二聚体在 HT-1080 细胞中均表现出良好的细胞存留。细胞流出实验证实 2 小时后

只有约 0.40％的 64
Cu-DOTA-NGR1 外流和 0.70％的 64

Cu-DOTA-NGR2 外流。这些体

外结果在动物模型的体内实验中进行了进一步评估。 

通过尾静脉给荷瘤小鼠注射 64
Cu 标记的 DOTA-NGR1 和 DOTA-NGR2 后进行小

动物 PET 显像发现，HT-1080 肿瘤组织经过半定量分析表现出较高的肿瘤/本底比值。

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 摄取较高的器官和组织主要是肿瘤、肝脏、

肾脏和小肠，而大多数其他器官中的放射性摄取是非常低的。时间-放射性活度变化

曲线分析发现 64
Cu-DOTA-NGR1和 64

Cu-DOTA-NGR2均是逐步通过肝脏和肾脏清除

和排泄的。在所有测量时间点，64
Cu-DOTA-NGR2 在 HT-1080 肿瘤的摄取均高于

64
Cu-DOTA-NGR1，这可能归因于 NGR 多肽二聚体与 CD13 受体有较高的亲和力。

此外 64
Cu-DOTA-NGR2 较大的分子量可能增加了探针的血液循环时间，从而延长了

探 针 在 肿瘤 的 留 存时 间 。 总体 而 言 ，二 聚 体 64
Cu-DOTA-NGR2 较 单体

64
Cu-DOTA-NGR1 显示出更高的靶本比值和更好的药代动力学特征（图 7、8 和表 1）。

HT-29 肿瘤组和 HT-1080 肿瘤组经过共注射过量未标记 NGR 肽和 64
Cu-DOTA-NGR1

或 64
Cu-DOTA-NGR2，PET 图像分析可见肿瘤均呈微量摄取（表 1），表明

64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 是 CD13 受体特异性的 PET 显像剂，离体生

物分布研究结果进一步支持了小动物在体 PET 显像结果。 

双功能螯合剂是分子中具有强螯合力的基团，又能与生物大分子、单克隆抗体

等蛋白形成共价键连接。目标生物分子接上双功能螯合剂后既能与放射性金属形成

牢固结合，同时又由于螯合剂分子的分隔产生的距离避免了位阻作用，从而保证了

其原本的生物活性，在这部分研究中我们选择了 DOTA 作为螯合剂用于合成 64
Cu 标

记的 NGR 肽，在保证铜标记快速、顺利进行的同时保持了 NGR 肽与 CD13 受体的

特异性识别和结合活性，并且对合成的 PET 探针进行了 CD13 受体的活体成像验证。

对于 64
Cu 标记，DOTA 已被报道为一种常用的双功能螯合剂，一系列 64

Cu-DOTA 连

接的肽探针已被广泛开发并用于肿瘤成像[185-187]。然而，肝脏高摄取和相对较长的代
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谢时间是 64
Cu-DOTA 探针急需解决的问题之一，究其原因可能是 64

Cu 与 DOTA 螯

合剂在体内的缓慢解离导致的，64
Cu-DOTA 螯合物的不稳定会导致脱离的金属积累

在非靶组织和器官中（如肝脏）[188]。在这项研究中，PET 显像和生物分布研究均证

实 64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 在小鼠肝脏有积聚和留存。64
Cu 标记较好

的螯合体系如 TETA（1, 4, 8, 1-四氮杂-N，N'，N“，N'''-四乙酸）、跨桥 Cyclam 配体

（1, 4, 8, 11-四氮杂环十四烷)）以及 sarcophagine（3, 6, 10, 13, 16, 19-hexaazabicyclo 

[6.6.6]二十烷）均可以提高金属螯合物的稳定性并表现出更好的药代动力学特征[86, 

189, 190]。另外，进一步改进 64
Cu 标记 NGR 肽的药代动力学需要选择一个合适的连接

体，从而使其拥有合适的长度、亲水性、柔韧性以及电荷[134, 191, 192]。此外，进一步

研究人体正常器官和组织（如肝肾）CD13 受体的表达水平也是保证含 NGR 序列 PET

探针能更好进行临床成像应用的基础。 
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第二部分  NGR-VEGI 融合蛋白靶向肿瘤血管的 

光学成像研究 

 

1 材料与仪器 

所有的化学物质（试剂级）购自商业供应商，无需进一步纯化即可使用。单体

NGR 肽[CNGRC，半胱氨酸构成二硫键 Cys: Cys = 1 - 5]购自美国 CS 生物公司。Cy5.5

单官能性 NHS 酯（Cy5.5-NHS）和 PD-10 柱购自美国 GE 公司。实验用水取自 Milli-Q

超纯水系统（Millipore 公司，美国），生物耦合与放射性标记前通过 Chelex 100 树脂

纯化。 

2 方法 

2.1 NGR-VEGI 融合蛋白的合成 

NGR-VEGI 表达质粒 pET28a-NGR-VEGI 按照文献描述方法构建[193]。简言之，

NGR-VEGI 的 cDNA 编码区（人 VEGI 基因 N 端融合 CNGRCVGCAGRC），通过含

有 VEGI cDNA 序列的质粒 PCR 获得，引物如下：5'-ACC ATA TGG TAT ACA CGT 

TGC CG-3'（5'端引物）；5'-GTC TCG AGT TAG AGC AGA AAC GC-3'（3'端引物）。

引物序列设计包含 NdeI 和 XhoI 限制性内切位点可经 PCR 克隆到原核表达载体

pET28a 中（Novagen 公司，德国）。NGR-VEGI 蛋白纯化由中国百奥迈科生物技术有

限公司按照标准方法进行，即 Origami B (DE3)菌株经诱导表达后进行亲和层析纯化。

含菌培养液经 0.5 mM IPTG 诱导 4 小时后，10000 g × 10 min 离心收集沉淀，以 10 

mg/mL（湿重）的浓度溶解在裂解缓冲液（100 mM 磷酸二氢钠，10 mM 的 Tris-盐

酸，8 M 尿素，pH 8.0）中并进行超声破碎，接着裂解物离心 10000 g × 30 min 去除

细胞碎片沉淀。上清液 Ni-NTA 树脂（EMD Millipor，美国）用酸性洗脱条件（pH

值 4.0）进行纯化。收集目标洗脱液后进行 SDS-PAGE、考马斯亮蓝 R-250 染色。目

标蛋白用去离子水稀释后透析、离心、分离并收集，最终产物冻干后保存在-80℃冰
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箱中（Labconco，美国）。 

2.2 Cy5.5 荧光标记 NGR-VEGI 

NGR-VEGI（0.5 mg，0.024 μmL）溶解在 150 μl 硼酸钠缓冲液（0.02 M，pH 值

8.5），与溶解于 5 μL DMSO 中的 Cy5.5-NHS（0.027 mg，0.024 μmL）进行混合。混

合物在室温下避光震荡 2 小时后用 PD-10 柱进行纯化，收集淡蓝色终产物

Cy5.5-NGR-VEGI，避光冻干后储存在- 20°C 条件下备用（0.45 mg，收率：86％）。 

2.3 细胞培养 

人纤维肉瘤细胞（HT-1080)和人脐静脉内皮细胞（HUVEC）购自美国典型培养

物保藏中心。DMEM 培养基（美国南加州大学细胞培养中心）含 10％FBS、青霉素

和链霉素（100 IU/mL），培养条件为 37℃、CO2 浓度为 5％。 

2.4 流式细胞检测蛋白功能 

HUVEC 细胞于实验前 24 小时接种于 6 孔板，密度 2.0 × 10
5 个/孔。然后分别加

入 NGR 多肽（20 nM）、VEGI 蛋白（20 nM）和纯化的 NGR-VEGI 蛋白（20 nM）

共同温育 12 小时。PBS 液洗涤 3 次后，细胞用 500 μL 含 FITC-膜联蛋白 V

（FITC-Annexin-V）和碘化丙啶（PI）（碧云天公司，中国）的结合液重悬浮，避光

温育 15 min，随后使用通过流式细胞仪分析结果（FACS Calibur 流式细胞仪，美国）。 

2.5 测定吸收和发射光谱 

Cy5.5-NGR-VEGI 蛋白的吸收光谱通过 Cary 14 紫外-可见光分光光度计（美国）

进行测定，扫描频谱是 550～800 nm，增量为 1 nm。Cy5.5-NGR-VEGI 的荧光发射

光谱使用 RF-5301Pc 荧光分光光度计（岛津公司，日本）进行测定，扫描频谱为 550～

800 nm，增量为 1 nm。激发光波长为 650 nm。 

2.6 Cy5.5-NGR-VEGI 体外荧光成像 

HT-1080 细胞于实验前 24 小时以 5 × 10
4
/孔的密度接种于 4 孔培养腔室玻片系统

（VWR 公司，美国）。预热无血清 DMEM 培养基洗涤细胞 3 min 后，加入 4％多聚

甲醛固定 10 min，然后用无血清的 DMEM 培养基洗涤 3 次，3 min/次。HT-1080 细

胞与含 2 μM Cy5.5-NGR-VEGI 的 200 μl 无血清 DMEM 培养基在 37℃下避光温育 30 

min，随后 PBS 洗涤 3 次，5 min/次。封闭组中，HT-1080 细胞与含 Cy5.5-NGR-VEGI
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蛋白（2 μM）和未标记 NGR 多肽（2 mM）的 200 μl 无血清 DMEM 温育。然后加入

含 DAPI（4', 6-二脒-2-苯基吲哚）的固定液，盖上盖玻片，避光风干并封片后在 LSM 

510 共聚焦激光扫描显微镜下进行观察（Zeiss，德国）。 

2.7 动物模型 

所有动物研究根据南加州大学实验动物管理和使用委员会批准协议执行。雌性无

胸腺裸鼠（4～6 周龄，体重为 20～25 g）购自 Harlan Laboratories 公司（Livermore，

美国）。通过皮下注射HT-1080细胞悬浮液构建右上肢荷瘤模型，约 5 × 10
6个HT-1080

细胞悬浮于 50 μl 无血清培养基和 50 μl BD 基质胶（Biosciences 公司，美国）。游标

卡尺测量肿瘤的长短径，肿瘤直径达到 0.8～1.0 cm 时用于后续研究。 

2.8 体内外 NIRF 成像 

活体荧光成像使用 IVIS 成像系统 200 系列进行，并使用 IVIS 活体成像软件 4.4

（PerkinElmer 公司，美国）进行分析。Cy5.5 滤波器用于采集荧光信号。实验中所

有的图像均使用相同的参数设置（灯电压、过滤器、f/stop、视野、小区化设置）。荧

光图像对比使用单位为 P/S/cm
2
/sr。非封闭组小鼠（n = 6/组）经静脉注射 1.5 nmol 

Cy5.5-NGR-VEGI，注射后分别于各个时间点进行光学成像。封闭组小鼠（n = 6/组）

经静脉同时注射 Cy5.5 NGR-VEGI（1.5 nmol）和未标记 NGR-VEGI 蛋白（20 mg/kg）。

所有 NIRF 图像的曝光时间均为 1s（f/stop=4）。显像过程中动物持续吸入 2％异氟醚

进行麻醉。非封闭组小鼠（n = 3/组）和封闭组小鼠（n = 3/组）分别于注射 8 小时后

处死，解剖分离肿瘤和主要组织、器官并进行离体荧光成像，肿瘤和器官的荧光强

度勾画感兴趣区后进行确定，每个样本的荧光强度均使用软件勾画后获得的平均值

进行描述。 

2.9 统计学分析 

所有数据均表示为平均值±标准差，比较使用单向方差分析（ANOVA）和Student’s 

t 检验进行统计分析，P < 0.05 具有统计学意义。使用 IVIS 活体成像软件 4.4 分别勾

画感兴趣区后肿瘤与本底对比度即右上肢肿瘤（T）区域的荧光强度和周围正常组织

（N）荧光强度的比值，T 除以 N 即可得到肿瘤与正常组织的对比度。 
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3 结果 

3.1 NGR-VEGI 蛋白合成和鉴定 

NGR-VEGI 融合蛋白通过 Origami B（DE3）宿主菌成功制备（图 11 所示），

SDS-PAGE 结果提示 NGR-VEGI 蛋白未经 IPTG 诱导不能表达，0.5 mM IPTG（异丙

β-D-1-硫代半乳糖苷）37℃诱导 4 小时后 NGR-VEGI 蛋白出现高表达。NGR-VEGI

融合蛋白共计 186 个氨基酸，分子量约 21 kDa，亲和层析后可得到高纯度的目标蛋

白 NGR-VEGI。 

3.2 流式细胞术检测 NGR-VEGI 蛋白诱导细胞凋亡 

HUVEC 细胞于实验前 24 小时接种于 6 孔板并分别加入 NGR 多肽（20 nM）、

VEGI 蛋白（20 nM）和纯化的 NGR-VEGI 蛋白（20 nM）共同温育 12 小时。预热

PBS 液洗涤细胞后加入 FITC-膜联蛋白 V 和碘化丙啶结合液避光温育 15 min。随后

使用流式细胞仪 FITC-Annexin V/PI 双标记染色法检测 NGR-VEGI 蛋白对 HUVEC

细胞的生长抑制作用，结果见图 12。对照组、NGR 肽、VEGI 和 NGR-VEGI 分别处

理 HUVEC 细胞后，凋亡率显示为 FITC-Annexin V 阳性的细胞比例。NGR-VEGI 蛋

白诱导凋亡率为 24.21％，明显高于空白组（1.13％）和 NGR 组（2.91％），较 VEGI

蛋白作用略大（22.54 ％），表明经 IPTG 诱导表达产生的 NGR-VEGI 融合蛋白还保

有 VEGI 蛋白的功能。 

3.3 荧光分光光度计测定 Cy5.5-NGR-VEGI 的吸收波长和发射波长。 

Cy5.5-NGR-VEGI 的荧光吸收波长和荧光发射波长见图 13，可见最大吸收波长和

荧光发射波长分别是 673 nm 和 693 nm。 

3.4 Cy5.5-NGR-VEGI 的细胞结合特异性 

HT-1080细胞与含2 μM Cy5.5-NGR-VEGI的200 μl无血清DMEM培养基在37℃

下避光温育 30 min，随后用 PBS 进行洗涤，封闭实验组 HT-1080 细胞与含

Cy5.5-NGR-VEGI 蛋白（2 μM）和未标记 NGR 多肽（2 mM）的 200 μl 无血清 DMEM

温育。最后加入含DAPI（4', 6-二脒-2-苯基吲哚）的固定染色液，确定Cy5.5-NGR-VEGI

与 CD13 受体的结合特异性和亚细胞定位。Cy5.5-NGR-VEGI 与 CD13 受体表达阳性

的 HT-1080 细胞在激光共聚焦显微镜下进行观察结果见图 14。HT-1080 细胞表面可
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以观测到明显的红色荧光，细胞质内也可见到一些红色荧光信号。此外，HT-1080

细胞与 Cy5.5-NGR-VEGI 以及大量未标记 NGR-VEGI 共同温育后红色荧光明显降低

消失，提示 Cy5.5-NGR-VEGI 与 HT-1080 细胞 CD13 受体的结合是特异性的。 

3.5 肿瘤特异性 Cy5.5-NGR-VEGI 探针的小动物在体荧光成像 

为了确定 Cy5.5-NGR-VEGI 的体内肿瘤特异性，HT-1080 荷瘤裸鼠模型经尾静

脉注射 1.5 nmol Cy5.5-NGR-VEGI 后进行了近红外荧光成像（图 15a 所示）。非封闭

组小鼠（n = 6/组）经静脉注射 1.5 nmol Cy5.5-NGR-VEGI，注射后分别于各个时间

点进行光学成像，所有 NIRF 图像的曝光时间均为 1s（f/stop=4）。注射后 4 小时图像

显示，HT-1080 肿瘤与正常组织具有良好的对比度，T/NT 值在注射后 8 小时达到最

高。HT-1080 肿瘤和肌肉的荧光强度随时间变化见图 15b。HT-1080 肿瘤摄取在注射

后 6 小时达到最高值，随后逐步缓慢下降，同时探针与正常组织的结合速度快、解

离速度也快。注射后 24 小时光学成像结果提示肌肉对 Cy5.5-NGR-VEGI 的摄取值整

体明显低于 HT-1080 肿瘤的摄取值。 

Cy5.5-NGR-VEGI 与 CD13 受体体内结合的特异性经封闭实验进行了验证，即封

闭组荷瘤裸鼠经静脉同时注射 1.5 nmol 的 Cy5.5-NGR-VEGI 和未标记的 NGR-VEGI

（20 mg/kg），而未封闭组只注射相同剂量的 Cy5.5-NGR-VEGI。结果显示在注射后

各个时间点，未标记 NGR-VEGI 明显降低了肿瘤对标记探针 Cy5.5-NGR-VEGI 的摄

取。ROI 勾画分析得到了靶本比值，注射 8 小时后肿瘤/肌肉比值由 14.98 ± 2.48 降低

到 3.51 ± 0.85 (P < 0.05)。HT-1080 荷瘤裸鼠注射 Cy5.5-NGR-VEGI 后 8 小时的光学

成像见图 16。 

3.6 Cy5.5-NGR-VEGI 的体外成像 

体外成像结果与体内成像结果一致，非封闭组小鼠（n = 3/组）和封闭组小鼠（n 

= 3/组）于注射 8 小时后处死，解剖分离肿瘤和主要组织、器官并进行离体荧光成像，

肿瘤和器官的荧光强度经勾画感兴趣区后进行确定，每个样本的荧光强度均使用软

件勾画后获得的平均值进行描述。体外成像结果提示非封闭组 Cy5.5-NGR-VEGI 主

要由 HT-1080 肿瘤摄取（图 17 所示）。除了肿瘤，Cy5.5-NGR-VEGI 在肝脏的摄取

值最高。封闭实验组共注射 Cy5.5-NGR-VEGI（1.5 nmol）和过量 NGR-VEGI（20 

mg/kg），HT-1080 荷瘤裸鼠对 Cy5.5-NGR-VEGI 的摄取整体下降，封闭组肿瘤的荧



第四军医大学博士学位论文 

 -46- 

光强度与未封闭组比较明显下降（P < 0.05），提示了 Cy5.5-NGR-VEGI 的体内靶向

特异性。体外成像结果定量分析显示未封闭组和封闭组肿瘤和主要器官组织在注射

Cy5.5-NGR-VEGI（1.5 nmol）8 小时后肿瘤/肌肉比值分别是 18.93 ± 2.88 和 4.92 ± 0.75

（P < 0.05）。此外，未封闭组肿瘤/肝脏和肿瘤/肾脏比值分别是 0.86 ± 0.12 和 2.58 ± 

0.34，而封闭组则是 0.29 ± 0.35 和 0.86 ± 0.55。 

4 讨论 

众所周知，VEGI 具有抑制新生血管内皮细胞从而抑制肿瘤生长的功能。对于内

皮细胞，VEGI 一般通过两种生物学方式来发挥作用[194]，一是使早期 G1 期细胞停滞

于 G0 / G1 期，二是促进增殖细胞的程序性死亡。VEGI 通过激活 C-Jun N 末端激酶

诱导内皮细胞的凋亡则是上述作用可能的内在机制[64]。VEGI 的剪接同型体已被发

现，即 VEGI-174、VEGI-251 和 VEGI-192
[63, 195]。它们在 C-末端拥有相同的 151 个

残基，却具有不同的 N 末端区域。VEGI 能通过新生血管形成，是最有前途的抗癌制

剂之一，但是天然 VEGI 数量有限从而阻止了其临床转化，目前开发重组 VEGI 及其

类似物是解决临床前及临床研究需要的有效替代方式。Chen 等 [196]发现合成的

rhVEGI-192 具有较高产率且其抗血管生成活性可能与 rhVEGI-192 能形成聚合物结

构有关。此外，异位表达的 VEGI-251 也能诱导肿瘤血管内皮细胞的凋亡、降低微血

管密度，从而拥有抑制肿瘤生长的作用[197-199]。 

分子成像，尤其是正电子发射断层扫描（PET）对各种疾病的诊断和疗效评价越

来越重要，因此应用也越来越普遍。与此同时，各类可以在人体内进行特异性累积

且具有可视化靶向性的仿 PET 示踪剂需求也开始不断增长。除了开发可单独用于

PET 显像的试剂外，近来研究趋势倾向于合成可同时进行 PET 和光学成像（OI）的

双功能成像探针，从而结合了各自的成像优点，既拥有通过 PET 核素发射 γ 射线的

高组织穿透性，为临床提供优质的 PET 图像，同时允许定量成像从而进行肿瘤识别，

全身可视化检测还能获得转移病灶信息。光学成像与 PET 显像相反，光子还具有通

量大、显像便捷的优点，其有限的组织穿透性让外科医生能在术中明确肿瘤边缘显

影并区别周边播散淋巴结，同时还可以避免不必要的辐射剂量。因此，具备结合肿

瘤疾病成像和治疗功能的 PET 和 OI 双功能探针也是研究的一个新热点[200]。虽然 OI

中因为荧光探针发出的光具有有限的组织穿透性，限制了全身体内成像的适用性，
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但是利用表面成像良好的的空间分辨率和灵敏度使得术中成像引导手术成为了一个

有价值的尝试[201-203]，特别是针对乳腺癌、前列腺癌以及恶性黑色素瘤这些肿瘤，预

后很大程度上取决于患者是否存在淋巴结转移[204-206]。 

新型诊治生物材料就需要通过同时输送诊断显像剂和治疗药物推动生物医药领

域走向个性化医疗。在以前的研究中，研究者们已经开发了多种含 NGR 肽序的成像

探针，均可特异性结合具有血管生成调节作用的 CD13 受体[121, 122, 207, 208]。本研究融

合蛋白 NGR-VEGI 结合了 NGR 和 VEGI 的生物学活性，进行荧光标记后得到了诊治

一体化的新型光学探针。SDS-PAGE 蛋白电泳结果显示经 0.5 mM IPTG 诱导后

NGR-VEGI 融合蛋白出现高表达，经亲和层析纯化后得知其分子量约 21 kDa。

NGR-VEGI 蛋白的生物功能依靠 HUVEC 细胞生长抑制的流式细胞术分析进行测定。

同浓度 NGR-VEGI 作用后 HUVEC 细胞凋亡率明显高于对照组和 NGR 肽组。以上

结果表明，NGR-VEGI 融合蛋白仍保留了 VEGI 的生物学活性。Cy5.5 染料作为广泛

使用的市售近红外检测染料，被用作本部分研究的生物标记。标记后纯化得到的

Cy5.5-NGR-VEGI 在近红外区显示出的最大吸收波长为 673 nm，发射波长为 693 nm

（图 13 所示）。对 Cy5.5-NGR-VEGI 进行体外鉴定，激光共焦显微镜结果表明

Cy5.5-NGR-VEGI 具有 CD13 受体靶向特异性（图 14 所示），此外激光共焦显微镜镜

下在 HT-1080 细胞胞内也发现了 Cy5.5-NGR-VEGI，一种可能的解释是蛋白进行荧

光染料标记后增加了探针的亲脂性从而促进了配体的内化，但是 Cy5.5-NGR-VEGI

的细胞内化机制仍需进一步研究。 

Cy5.5-NGR-VEGI 的肿瘤靶向性在 HT-1080 纤维肉瘤荷瘤裸鼠模型上进行了评

估。体内光学成像的研究表明（图 15 所示），静脉注射 Cy5.5-NGR-VEGI 8 小时后非

封闭组显示出优异的肿瘤/本底比值，肿瘤摄取高且保留时间长，Cy5.5-NGR-VEGI

在肿瘤的代谢明显低于其余组织，致使注射后 8 小时～20 小时肿瘤/正常组织比值较

高，肿瘤显示良好。封闭实验提示通过共注射 Cy5.5-NGR-VEGI 和过量未标记的

NGR-VEGI 蛋白（20 mg/kg），8 小时后肿瘤的摄取显著减少（P < 0.05），体内实验

结果证明 Cy5.5-NGR-VEGI 是 CD13 受体特异性探针（图 16 所示）。体外 NIRF 成像

结果进一步验证了体内结果，封闭组 HT-1080 肿瘤对 Cy5.5-NGR-VEGI 的摄取明显

低于非封闭组（P < 0.05），再次表明 Cy5.5-NGR-VEGI 的靶向特异性。体外成像定

量分析显示注射 8 小时后肿瘤/肌肉比值高达 18.93 ± 2.88。 
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体外 NIRF 图像可见除了 HT-1080 肿瘤具有高摄取，肝脏对 Cy5.5-NGR-VEGI

的摄取也较高，这表明 Cy5.5-NGR-VEGI 的主要代谢途径是肝脏代谢。为了进一步

优化 NGR-VEGI 蛋白的药代动力学，减少肝脏摄取，适当引入亲水性元素改善

NGR-VEGI 蛋白的体内生物分布是一种可行的途径[75]。例如，Mario 等对 VEGF 衍

生环肽（环状 VEGI）进行化学修饰，将其与亲水性连接体结合，研究结果证明该化

学修饰方法增强了 VEGI 衍生环肽的生物学活性。此外，配体多聚化已被证明是增

加配体与其生物靶点结合亲和力的有效方式，同时能有效降低配体的非特异性结合。

例如，有研究表明含有重复环状 RGD 单元的多聚体化 RGD 肽显著增强了 RGD 配体

与整合素 αvβ3 受体的亲和力[129-131]。前期实验也证明 NGR 二聚体与 CD13 受体的结

合亲和性较 NGR 单体高[207, 208]。采用多价效应的策略提高了靶点的局部配体浓度，

增加了配体-受体结合速率的同时降低了其解离速度。在今后的工作中可以将 NGR

多聚体引入 NGR-VEGI 融合蛋白结构中从而进一步提高探针的靶向特异性。基于本

研究已证实的结果，未来的研究计划还包括设计合成含 NGR-VEGI 的纳米粒子，保

证探针具有更大的表面积与体积比[209]，从而为发展靶向肿瘤血管的生物材料提供契

机。 
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第三部分  188Re 标记 NGR-VEGI 的核素显像和 

治疗研究 

 

1 材料与仪器 

所有商品用化学品（试剂级）购自公司，无需进一步纯化即可使用。188
ReO

4-由

188
W/

188
Re 发生器（ITM Isotopen Technologien München AG，德国）按标准淋洗流程

获得。实验用水经 Milli-Q 超纯水系统（Millipore 公司，美国）纯化，生物耦合与放

射性标记前通过 Chelex 100 树脂纯化。放射性-TLC 使用硅胶被覆塑料片，流动相分

别为 100％丙酮和水相混合液（V 乙醇：V 水：V 氨水= 2：5：1），层析结果在 Bioscan 微

型扫描仪（美国）中进行检测并通过 Allchhrom Plus 软件进行分析。 

2 方法 

2.1 NGR-VEGI 的表达和纯化 

NGR-VEGI 蛋白的表达和纯化如前所述[210]。简言之，NGR-VEGI 表达质粒

pET28a-NGR−VEGI 使用 BL21（DE3）pLysS 或 Origami B（DE3）（Transgen）在大

肠杆菌宿主合成，细菌培养液为 Luria-Bertani，使用 IPTG 进行蛋白诱导表达。 

NGR-VEGI 的表达和纯化根据标准方法由百奥迈科生物技术有限公司（中国）合成。 

2.2 NGR-VEGI 蛋白的 188
Re 标记 

188
Re 标记 NGR-VEGI 蛋白方法依照文献所述，略有改动[37，39]。简而言之，冻

干获得的融合蛋白以 5 mg/mL 的浓度溶解在双蒸水中，取 10 μg NGR-VEGI 加入含

有 20 mg/mL 抗坏血酸（Sigma-Aldrich，美国）的乙酸钠缓冲液中（200 μL，0.01 M，

pH 值 5.2），然后添加新鲜的锡溶液（10 mg/mL SnCl2•2H2O，20 mmol/L HCl）。反应

混合物在 45℃温育 90 min。专用盐水从 188
W/

188
Re 标记发生器洗脱出新鲜 188

ReO
-溶

液（～37 MBq）后加入到该混合物中，室温下温育 30 min。188
Re-NGR-VEGI 的放
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射性标记产率和放射化学纯度是由放射性-TLC 确定，所需产物重新溶解于磷酸盐缓

冲盐水（PBS）中以备使用。 

2.3 188
Re-NGR-VEGI 体外稳定性检测 

188
Re-NGR-VEGI 的体外稳定性在 PBS 和小鼠血清中进行测定，将标记好的

188
Re-NGR-VEGI（～3.7 MBq）吸移到 0.5 mL PBS 或小鼠血清在 37℃下分别温育 3、

12 和 24 小时，在每个时间点取每个溶液的等分试样，使用放射性-TLC 测定其放射

化学纯度。 

2.4 流式细胞术测定细胞凋亡 

HT-1080 细胞培养条件同前。实验前 24 小时以 2.0 × 10
5个细胞/孔接种于 6 孔板。

然后将细胞分别与NGR（5 nM）、VEGI（5 nM）、NGR-VEGI（5 nM）和 188
Re-NGR-VEGI

（3.7 mCi，～0.05 nM）共孵育 12 小时，然后预热 PBS 洗涤 3 次，将细胞与碧云天

细胞凋亡检测结合缓冲液（含膜联蛋白和碘化丙啶）避光条件下 4℃共浴 15 min，

FACS Calibur 流式细胞仪（Becton-Dickinson，美国）检测 FITC-Annexin V/PI 双标记

染色法检测 NGR-VEGI 蛋白对 HT-1080 细胞的生长抑制作用，细胞的染色百分比并

进行数据分析，凋亡率显示为 FITC-Annexin V 阳性的细胞比例。 

2.5 动物模型 

所有动物研究根据南加州大学实验动物管理和使用委员会批准协议执行。雌性无

胸腺裸鼠（4～6 周龄，体重为 20～25 g）购自 Harlan Laboratories 公司（Livermore，

美国）。通过皮下注射HT-1080细胞悬浮液构建右上肢荷瘤模型，约 5 × 10
6个HT-1080

细胞悬浮于 50 μl 无血清培养基和 50 μl BD 基质胶（Biosciences 公司，美国）。游标

卡尺测量肿瘤的长短径，当肿瘤直径达到 0.8〜1.0 cm（接种后 2~3 周）后，荷瘤裸

鼠模型被用于 SPECT 成像和生物分布研究中。肿瘤体积达到 ~50 mm
3 时用于进行放

射性核素治疗实验。 

2.6 SPECT 显像 

动物仰卧位在配备有针孔准直器的单头 γ 相机 MPR（GE 公司，美国）进行图

像采集。HT-1080 荷瘤裸鼠经戊巴比妥钠 45.0 mg/kg 腹膜内注射麻醉后经尾静脉注

射 188
Re-NGR-VEGI（～11.1 MBq），分别于注射后 1、4、12 和 24 小时获得静态图
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像。参数设置：矩阵 128 × 128，Zoom 值 1.67，采集计数 200 k。采集所得数据通过

Xeleris 软件（GE 公司，美国）进行分析。封闭组 HT-1080 荷瘤小鼠（n = 4/组）通

过尾静脉共注射 188
Re-NGR-VEGI（11.1 MBq）和 20 mg/kg 未标记 NGR-VEGI 后在

相同条件下进行图像采集和数据分析。 

2.7 生物分布研究 

HT-1080 荷瘤小鼠（n = 4/组）注射 188
Re-NGR-VEGI（～11.1 mCi）24 小时后将

动物处死并分离肿瘤和主要组织、器官。称重后使用 γ 计数器（Perkin-Elmer Packard 

Cobra，美国）测量各自的放射计数，根据注射剂量和时间分别进行衰减校正后获得

每克组织的百分注射剂量率（％ID/g）。 

2.8 放射性核素治疗研究 

HT-1080 荷瘤小鼠肿瘤体积达到～50 mm
3 后分成 4 组（n = 5/组）。第 1 组单次

静脉注射 188
Re-NGR-VEGI（18.5 MBq），第 2 组两次静脉注射 NGR-VEGI（10 mg/kg/

次/3 天），第 3 组两次静脉注射 NGR 肽（10 mg/kg/次/3 天），第 4 组是对照组，单次

静脉注射 200 μL 生理盐水。隔两天测定肿瘤大小（mm），利用以下公式计算肿瘤体

积，肿瘤体积=长度×宽度 2
/2（mm

3），并检测小鼠体重变化（g）。为了进一步确定治

疗对正常器官是否有明显毒性作用，在观察小鼠体重变化的同时，对放疗组和对照

组荷瘤裸鼠的主要器官进行苏木精-伊红染色（H＆E）后进行比较。 

2.9 统计分析 

定量数据表示为平均值 ± 标准差，使用 SPSS 16.0 软件（SPSS 公司，美国）进

行统计分析，数据比较使用单向方差分析（ANOVA）和 Student’s t 检验，P < 0.05

被认为具有统计学意义。 

3 结果 

3.1 
188

Re-NGR-VEGI 合成和体外稳定性测定 

188
Re-NGR-VEGI 可于 2 小时内完成标记合成，放射性标记率> 90％（衰变校正

后），188
Re-NGR-VEGI 的比活度为 37～55.5 MBq/nmol。188

Re-NGR-VEGI 体外稳定

性在室温下 PBS（pH 7.4）和 37℃小鼠血清中进行测定，不同时间点（3、12 和 24

小时）稳定性由放射性-TLC 测定，结果见图 18。188
Re-NGR-VEGI 在 PBS 和小鼠血
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清中表现出优异的稳定性，孵育 24 小时后在 PBS 和小鼠血清中的 188
Re-NGR-VEGI

标记率仍 > 85％，提示 188
Re-NGR-VEGI 体外稳定性良好。 

3.2 流式细胞术检测细胞凋亡率 

流式细胞术分析用 FITC-膜联蛋白 V / PI 染色的方法测定， 188
Re-NGR-VEGI 对

HT-1080 细胞的生长抑制作用与其他组进行比较。对照组、NGR（5 nM）、VEGI（5 

nM）、NGR-VEGI（5 nM）和 188
Re-NGR-VEGI（3.7 MBq，〜0.05 nM）处理 HT-1080

细胞 12 小时后，凋亡细胞表示为 FITC-膜联蛋白 V 阳性，如图 19。188
Re-NGR-VEGI

（坏死率 95.20％，凋亡率 3.51％）对细胞杀伤作用明显高于对照组（坏死率 0.43％，

凋亡率 0.94％）、NGR（坏死率 0.29％，凋亡率 2.81％）、VEGI（坏死率 0.32％，凋

亡率 4.94％）和 NGR-VEGI〔坏死率 0.48％，凋亡率 6.27％）。表明 188
Re-NGR-VEGI

对 HT-1080 肿瘤细胞能有效诱导凋亡并进行杀伤，而且与其他实验组相比，

188
Re-NGR-VEGI 中靶分子化学量最小，却表现出对 HT-1080 肿瘤细胞最高的杀伤率

和诱导凋亡作用。 

3.3 SPECT 显像 

HT-1080 荷瘤裸鼠经戊巴比妥钠 45.0 mg/kg 腹膜内注射麻醉后经尾静脉注射

188
Re-NGR-VEGI（～11.1 MBq），分别于注射后 1、4、12 和 24 小时呈俯卧位在配备

有针孔准直器的单头 γ 相机 MPR（GE 公司，美国）上进行静态图像采集。可见注

射后每个时间点 CD13 受体表达阳性的 HT-1080 肿瘤与对侧正常组织均具有较高的

对比度，图像中右上肢处 HT-1080 肿瘤清晰可见。衰减校正后的荷瘤裸鼠全身 SPECT

图像见图 20，可见除了 HT-1080 肿瘤外，188
Re-NGR-VEGI 主要在小鼠的肝脏和肾脏

有较高摄取，表明 188
Re-NGR-VEGI 主要是通过肝胆系统和泌尿系统代谢出体外的。

188
Re-NGR-VEGI 与 HT-1080 肿瘤 CD13 受体的体内特异性通过共注射过量未标记

NGR-VEGI（20 mg/kg）进行封闭实验后检测。HT-1080 荷瘤裸鼠全身静态 SPECT

显像进行衰减校正后可见（图 20），封闭组 HT-1080 肿瘤对 188
Re-NGR-VEGI 的摄取

与非封闭组相比显著降低，未标记 NGR-VEGI 成功阻碍了肿瘤对 188
Re-NGR-VEGI

的摄取，进一步证实了 188
Re-NGR-VEGI 在体内也是 CD13 受体特异性探针。此外，

SPECT 图像可见未封闭组和封闭组荷瘤裸鼠主要器官和组织对 188
Re-NGR-VEGI 的

摄取并未发生明显变化，而荷瘤裸鼠肝脏和肾脏相对高的摄取则提示



第四军医大学博士学位论文 

 -53- 

188
Re-NGR-VEGI 主要是通过肝胆系统和泌尿系统排泄的。 

3.4 生物分布研究 

HT-1080 荷瘤小鼠（n = 4/组）经尾静脉注射 188
Re-NGR-VEGI（～11.1 mCi）24

小时后被处死并分离肿瘤和主要组织、器官。称重后使用 γ 计数器测量各自的放射

性计数，根据注射剂量和注射时间进行衰减校正后即可获得各自的每克组织百分注

射剂量率（％ID/g）。图 21a 所示，体外生物分布数据与体内 SPECT 显像结果一致，

可见注射后 24 小时，HT-1080 肿瘤对 188
Re-NGR-VEGI 的摄取可达 1.66 ± 0.32％ID/g，

封闭组的肿瘤摄取值显著降低为 0.41 ± 0.29％ID/ g（P < 0.01）。总体来说，注射 24

小时后除了肝脏和肾脏（摄取均 > 1.5％ID/g），188
Re-NGR-VEGI 在大多数器官摄取

都相对较低。未封闭组肝脏和肾脏的摄取值分别为 1.51 ± 0.46 和 2.72 ± 0.48％ID/ g，

与之对应，封闭组的相应值则分别为 1.31 ± 0.29 和 2.52 ± 0.46％ID/g。基于生物分布

实验结果，计算未封闭组和封闭组肿瘤与正常器官的摄取对比值，结果见图 21b，注

射 24 小时后未封闭组肿瘤与肌肉、肾脏和肝脏的摄取比值分别为 4.98 ± 0.25、0.61 ± 

0.38 和 1.09 ± 0.31，而未封闭组相应值分别为 1.42 ± 0.22、0.16 ± 0.35 和 0.31 ± 0.27。

可见 HT-1080 肿瘤对 188
Re-NGR-VEGI 的摄取是特异性的，可通过共注射过量未标记

NGR-VEGI 蛋白得到抑制，同时未封闭组肾脏和肝脏相对较高的摄取值提示 HT-1080

荷瘤裸鼠对 188
Re-NGR-VEGI 的排泄主要是通过肝胆系统和泌尿系统进行的，从而进

一步印证了 SPECT 的显像结果。 

3.5 核素治疗研究 

HT-1080 荷瘤裸鼠肿瘤体积达到～50 mm
3 后分成 4 组（n = 5/组）。对照组、NGR

治疗组、NGR-VEGI 及 188
Re-NGR-VEGI 的体内肿瘤治疗实验结果如图 22a 所示，对

照组、NGR 治疗组和 NGR-VEGI 治疗组肿瘤体积自治疗开始后就持续增大，治疗后

21 天时肿瘤平均体积已经超过 1500 mm
3，而 188

Re-NGR-VEGI 治疗组（18.5 MBq）

与其他组相比肿瘤抑制效果明显，治疗开始后肿瘤体积呈缓慢增长，188
Re-NGR-VEGI

对肿瘤的生长抑制作用在治疗后第 6 天明显强于对照组（P < 0.05）。 

总体来看，治疗后 18 天之内 188
Re-NGR-VEGI 治疗组 HT-1080 肿瘤的生长基本

被抑制（图 22b），同时该组荷瘤裸鼠体重也没有明显减轻（P > 0.05），表明该剂量

188
Re-NGR-VEGI 用于 HT-1080 肿瘤的放射性核素治疗研究是安全、有效的。此外，

治疗后 HT-1080 荷瘤裸鼠主要器官（心脏、肺脏、肝脏、脾脏、肾脏和胃）解剖分

离后进行 H＆E 染色（图 23）证实，与对照组相比，188
Re-NGR-VEGI 治疗组中主要
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器官的组织切片均正常，未见明显凋亡或坏死的组织和细胞，验证了本实验中放射

性核素治疗的相对安全性。 

4 讨论 

含显像信号和治疗功能的药物可同时进行诊断和治疗，为近年来倡导的个性化

医疗提供了创新性条件和方案[209, 210]。本课题组之前的研究中已经成功开发了几种含

有 NGR 多肽基序的分子成像探针[122, 207, 208, 211]，并且证实这些探针均能与血管生成

关键调节因子 CD13 受体进行特异性结合，并成功对肿瘤进行核素或者光学显像。

这部分研究创新性开发了集诊断和治疗为一体的分子探针 NGR-VEGI，保证 NGR 肽

肿瘤靶向性的同时保留了 VEGI 抑制血管生成的生物学特性[210]。我们使用预锡化法

对放射性核素 188
Re 标记了融合蛋白 NGR-VEGI，成功获得 188

Re-NGR-VEGI 后进行

了 HT-1080 荷瘤裸鼠的 SPECT 成像和 CD13 受体介导的肿瘤放射性核素治疗，从而

有效评估了 188
Re-NGR-VEGI 的体内外探针靶向性和肿瘤诊治效果。 

188
Re 属于元素周期表VIIB族元素，具有优良的核物理性能，可由市售 188

W/
188

Re 

发生器直接淋洗获得[212, 213]，使用方便、无载体、比活度高且母体半衰期长（t1/2 = 69.4 

d）。188
Re 主要发射能量为 2.12 Mev 的β 射线（最大射程 10 mm，适用于内放射治

疗），因此是目前公认非常理想的治疗型核素。除此之外，188
Re 还可同时发射 155 kev

的γ 射线（约占 15%，适用于显像），因此具有显像和治疗的双重功效。188
Re 与其

他放射性同位素相比拥有许多可进入临床广泛使用的优点。首先，188
Re 可通过购买

钨/铼发生器制备，是一种廉价、方便的来源方式。合适的物理半衰期适宜开展核素

治疗，相比于其他半衰期较长的放射性同位素（153 钐：t 1/ 2 = 1.95 d，89 锶：t 1/ 2 = 53 

d）降低了生物毒性风险。而且 188
Re 的化学性质类似于锝，因此可借鉴锝的标记方

法和实验条件，简单且易于操作。另外，由于 188
Re 的化学反应大多是氧化还原，重

新将 188
Re 还原为阴离子 ReO4

-可使其在重要器官分泌加快，减少了对重要器官的辐

射。与锶-89 和钐-153 相比，188
Re 的穿透深度明显加大，γ 照相机检测可以检测其发

射的 γ 辐射能，因此在进行核素治疗的同时也可进行核素显像，真正实现诊疗一体

化。因为 188
Re 与 99m

Tc 衰变发出的能量类似，所以 188
Re 标试剂的成像实验、生物

分布实验和吸收辐射剂量研究也不需要增加额外屏蔽。由此可见，本实验采用的

188
Re-NGR-VEGI 也可在治疗实体瘤的同时进行显像，通过实时监测靶区浓聚来计算
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辐射剂量。 

本研究中 188
Re-NGR-VEGI的放射性合成可以在 2小时之内来完成且具有较高的

标记率（> 90％）和优良的比活度（37～55.5 MBq/nmol）。188
Re-NGR-VEGI 的体外

稳定性研究表明在 PBS 和小鼠血清中共浴 24 小时后 188
Re-NGR-VEGI 标记率仍> 

85％（图 18 所示），提示 188
Re-NGR-VEGI 的体外稳定性良好。188

Re-NGR-VEGI 的

生物学功能使用流式细胞术对 HT-1080 细胞的生长抑制率进行了测定。

188
Re-NGR-VEGI 的放射作用和 NGR-VEGI 的化学作用进一步在体外内实验中进行

了验证（图 19 所示）。结果提示与对照组、NGR、VEGI 和 NGR-VEGI 相比，

188
Re-NGR-VEGI 对 HT-1080 肿瘤细胞的生长抑制作用最强、细胞死亡率也最高。尽

管 188
Re-NGR-VEGI（0.05 nM）中 NGR-VEGI 的化学量显著低于其他组（5 nM），

188
Re-NGR-VEGI 产生的细胞抑制作用却明显强于其他组，可见 188

Re-NGR-VEGI 的

肿瘤细胞生长抑制作用主要是依赖于 188
Re 产生的核素治疗效果而不是生物治疗效

果。 

188
Re-NGR-VEGI的体内靶向性和生物分布实验在皮下移植HT-1080纤维肉瘤荷

瘤裸鼠上进行了评估。SPECT 显像研究结果表明非封闭组在 188
Re-NGR-VEGI 注射

后各个时间点（1、4、12 和 24 小时）均表现出优异的靶本比值（图 20 所示）。封闭

实验则通过共注射 188
Re-NGR-VEGI 和过量未标记 NGR-VEGI （20 mg/kg）进行显

像和治疗，进一步验证了 188
Re-NGR-VEGI 的体内靶向性。封闭组 HT-1080 肿瘤对

188
Re-NGR-VEGI 的摄取较未封闭组显著降低（P < 0.05），这表明 188

Re-NGR-VEGI

是 CD13 受体特异性探针。生物分布实验进一步证实了体内的显像结果，显示注射

188
Re-NGR-VEGI 探针 24 小时后 188

Re-NGR-VEGI 的摄取主要集中在 HT-1080 肿瘤

（图 21A），且封闭组肿瘤对 188
Re-NGR-VEGI 的摄取明显低于未封闭组（P < 0.05）。

这一结果进一步证明了 188
Re-NGR-VEGI 在体内具有 CD13 受体结合特异性。 

基于生物分布实验的定量分析，188
Re-NGR-VEGI 在注射后 24 小时肿瘤-肌肉摄

取比值为 4.98 ± 0.25（图 21B）。SPECT 显像结果显示除了 HT-1080 肿瘤摄取较高外，

肝脏对 188
Re-NGR-VEGI 的摄取也较高，提示体内 188

Re-NGR-VEGI 部分是通过肝胆

途径代谢的。下一步研究可以为 NGR-VEGI 针对性引入亲水单元如聚乙二醇等，从

而进一步优化 188
Re-NGR-VEGI 的亲水性和药物动力学[195]。此外，我们还可以将多

聚化的 NGR 基序与 NGR-VEGI 序列结合形成融合蛋白，通过多聚效应进一步增强
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融合蛋白的靶向特异性[207, 214]。 

188
Re-NGR-VEGI 的体内治疗效果与 NGR、NGR-VEGI 和盐水对照组进行了对

比实验。众所周知，VEGI 抑制内皮细胞生长是通过诱导增殖细胞凋亡或阻滞正常细

胞周期发挥作用的[194]。虽然重组 VEGI 可应用于癌症治疗，但是大多数 VEGI 及其

类似物仍具有低肿瘤特异性和不良副作用多的缺陷[59]。本项研究中我们设计并制备

了新型融合蛋白 NGR-VEGI，通过引入肿瘤血管靶向性 NGR 肽序从而提高了 VEGI

的肿瘤特异性。对 NGR 肽进行放射性标记（64
Cu 或 99m

Tc）后进行 PET 和 SPECT

肿瘤显像[207, 208]的结果表明，放射性标记 NGR 肽可用于 CD13 受体表达阳性肿瘤的

无创性检测。然而，由于放射性标记 NGR 肽的整体分子量较小（通常< 2 kDa），肿

瘤局部保留时间较短且清除较快（< 24 小时的肿瘤保留），通常不适用于治疗研究。

新型 NGR-VEGI 蛋白分子量较单纯多肽明显增大（～21 kDa），约为常用 NGR 肽的

10～20 倍，进行放射性标记后在保留肿瘤靶向性的同时明显延长了探针在肿瘤的保

留时间，螯合具有治疗性核素后更适用于进行核素治疗研究。 

本研究核素治疗结果数据表明，单次剂量 188
Re-NGR-VEGI（18.5 MBq）的抑瘤

作用相比于其它组均较高（图 22A）。188
Re-NGR-VEGI 治疗组与 NGR-VEGI 治疗组

相比，生物剂量较低却显示出了更高的抑瘤作用，可见 188
Re-NGR-VEGI 的肿瘤生长

抑制效果主要是归因于 188
Re 的核素治疗作用，而且流式细胞术检测到的体外细胞生

产抑制实验数据也支持体内结果。此外，由于实验中 188
Re-NGR-VEGI 治疗组 VEGI

的化学量较低以及治疗组实验动物数量的限制，VEGI 对肿瘤在体生长的协同抑制作

用在本研究中不得而知，需要进一步大量制备 NGR-VEGI 和 VEGI 后进行对比研究。

188
Re-NGR-VEGI 治疗组肿瘤的生长抑制效果约能达到治疗后 18 天，此后 HT-1080

肿瘤生长加快可能是由于放射性核素 188
Re相对较短的物理半衰期导致治疗效果丧失

而导致的。因此在未来的治疗研究中，可以将 188
Re 改变为具有更长半衰期的治疗性

核素，如 177
Lu（t 1/2 = 6.7 天）和 90

Y（t 1/2 = 2.7 天），从而保证肿瘤细胞及局部周围

组织获得足够的辐射剂量[215, 216]。此外，放疗组 188
Re-NGR-VEGI 在抑制 HT-1080 肿

瘤生长（图 22B）的同时并没有出现荷瘤裸鼠死亡率和体重的明显变化，间接表明

本研究使用单剂量 188
Re-NGR-VEGI（18.5 MBq）进行治疗是安全有效的，重要器官

和组织的 H＆E 染色实验均正常也印证了其相对安全性（图 23）。另外下一步研究应

该检测 188
Re-NGR-VEGI 的最大耐受剂量并观察高剂量或者类似剂量（18.5 MBq）



第四军医大学博士学位论文 

 -57- 

188
Re-NGR-VEGI 的多次给药是否有效增强肿瘤的治疗效果，也可以进行长半衰期核

素标记 NGR-VEGI 后继续研究体内外性质和药代动力学分布。总之，NGR-VEGI 蛋

白结合了 NGR 的肿瘤靶向作用和 VEGI 的生物学作用，进行具备诊断和治疗作用的

单光子核素 188
Re 标记对于肿瘤的靶向性诊疗研究是一项有益的尝试，为新型肿瘤分

子探针的设计合成提供了新的思路和方向。 
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图 1.  
64

Cu-DOTA-NGR1 ( a )和 64
Cu-DOTA-NGR2 ( b )的制备示意图 

 

图 2.  放射性-HPLC 检测 64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2。HPLC 采用相同

方法得到 Cu-64 标记的 NGR 单体（64
Cu-DOTA-NGR1）保留时间为 15.58 min（虚线

所示），Cu-64 标记 NGR 二聚体（64
Cu-DOTA-NGR2）保留时间为 16.67 min（实线

所示）。 
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图 3. 
 64

Cu-DOTA-NGR1 和 64
Cu-DOTA-NGR2 在室温 PBS（pH 值 = 7.4）和小鼠血

清中（37℃）中放置 1、6、24 小时后稳定性良好 

 

图4.  a蛋白免疫印记实验检测HT-1080细胞和HT-29细胞的CD13受体表达水平（～

150 kDa），β-肌动蛋白为内参对照。b 细胞免疫荧光染色实验检测 HT-1080 细胞和

HT-29 细胞的 CD13 受体表达水平，其中 FITC-羊抗兔 IgG 为绿色荧光，显示 CD13

受体表达情况，DAPI 蓝色荧光表示细胞核（放大倍数：× 20，比例尺 = 20 μm）。蛋

白免疫印记实验和细胞免疫荧光染色实验结果均显示，CD13 受体在 HT-1080 细胞中

为高表达，在 HT-29 细胞中为低表达。 
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图 5.  DOTA-NGR1 和 DOTA-NGR2 与 HT-1080 细胞的体外竞争抑制试验，

DOTA-NGR1 和 DOTA-NGR2 的 IC50 值分别是 1.27 ± 0.25 nM 和 0.62 ± 0.29 nM。 

 

 

图 6.  细胞摄取（左）和外流实验（右）：a 
64

Cu-DOTA-NGR1（n = 3/组，平均数±

标准差），b 
64

Cu-DOTA-NGR2（n = 3/组，平均数±标准差），其中 HT-1080 细胞为

实线，HT-29 细胞为虚线。 
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图 7.  HT-1080和HT-29 荷瘤裸鼠注射 7.4 MBq 
64

Cu-DOTA-NGR1或 64
Cu-DOTA-NGR2

后的小动物 PET 显像图（n = 5/组），封闭实验组即 HT-1080 荷瘤裸鼠共注射

64
Cu-DOTA-NGR1 或 64

Cu-DOTA-NGR2 以及 20 mg/kg NGR 多肽[c(CNGRC)]。本图

展示了注射后 4 小时的小动物 PET 显像图，黄色箭头所示为右上肢肿瘤。 
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图8.  HT-1080荷瘤裸鼠经尾静脉注射 64
Cu-DOTA-NGR1 (a)和 64

Cu-DOTA-NGR2 (b)

后依据小动物 PET 成像结果勾画 ROI 后得到的时间-放射性曲线，结果表示为%ID/g

±标准差（n = 5/组）。 

 

图 9.  HT-1080 和 HT-29 荷瘤裸鼠经 64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2 尾静脉

注射 24 小时后生物分布试验结果（n = 5/组，平均数±标准差） 
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图 10.  Cy5.5-NGR–VEGI 结构示意图 

 

图 11. NGR–VEGI 蛋白表达 SDS-PAGE 分析，显示经 IPTG 诱导后 NGR-VEGI 出现高

表达，1～4道分别为蛋白标准品、无IPTG诱导组、IPTG诱导表达组和纯化后NGR–VEGI

蛋白（～21 kDa）。 

 

图 12.  流式细胞仪凋亡分析空载体、NGR 多肽（20 nM）、VEGI 蛋白（20 nM）和

纯化 NGR-VEGI 蛋白（20 nM）对 HUVEC 细胞的生长抑制作用。FITC-Annexin V/PI

双标阴性指示细胞存活，FITC-Annexin V 阳性提示细胞凋亡，FITC-Annexin V/PI 双

标阳性提示细胞死亡。 
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图 13.  Cy5.5-NGR–VEGI 的荧光吸收和发射光谱 

 

 

 

图 14.  激光共聚焦显微镜观察 Cy5.5-NGR–VEGI 与 CD13 受体表达阳性 HT-1080

细胞的特异性结合情况（放大倍数: × 100，比例尺 = 20 μm）。上排：Cy5.5-NGR–VEGI

（2 μM）与 HT-1080 细胞共孵育；下排（封闭组）：Cy5.5-NGR–VEGI（2 μM）与

HT-1080 细胞共孵育，额外加入了未标记 NGR-VEGI（2 mM）。 
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图 15.  a HT-1080 荷瘤裸鼠经尾静脉注射 Cy5.5-NGR–VEGI（1.5 nmol）后 0～24 小

时的光学成像图（n = 6/组），可见注射后至 24 小时肿瘤依然清晰可见，橙色箭头所指

为右上肢肿瘤。b Cy5.5-NGR–VEGI 体内靶向性的定量和变化趋势，可见注射后每个

时间点 HT-1080 肿瘤对 Cy5.5-NGR–VEGI 的摄取均高于肌肉（n = 6/组，平均数±标

准差）。 
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图 16.  a HT-1080 荷瘤裸鼠注射 Cy5.5-NGR–VEGI（1.5 nmol）8 小时后光学成像图，

肿瘤位于右上肢清晰可见。封闭组共注射 Cy5.5-NGR–VEGI（1.5 nmol）和过量未标

记 NGR–VEGI（20 mg/kg），未见肿瘤摄取。橙色箭头所示为肿瘤。b 感兴趣区勾画

（ROI）测量肿瘤/肌肉的荧光强度比值（n = 6/组，平均值±标准差） 
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图 17.  a HT-1080 荷瘤裸鼠注射 Cy5.5-NGR–VEGI（1.5 nmol）8 小时后肿瘤和主要器

官的体外光学成像图：1 血液 2 心脏 3 肺脏 4 胰腺 5 肝脏 6 肿瘤 7 肾脏 8 小肠 9 胃 10

脾脏 11 肌肉。 b 未封闭组和封闭组分别进行 ROI 勾画后分析肿瘤和主要组织器官体

外光学显像的荧光强度（n = 3/组，平均数±标准差），封闭组额外共注射 NGR-VEGI

（20 mg/kg） c 基于 ROI 技术分析肿瘤与正常组织荧光强度比值（n = 3/组，平均数±

标准差）。 

 

图 18.  
188

Re-NGR-VEGI 在 PBS（pH 值 = 7.4）和小鼠血清（37℃）中放置 3、12、

24 小时后的稳定性 

 

 

 

图 19.  流式细胞术分析 188
Re-NGR−VEGI（3.7 MBq，～0.05 nM）、对照组、NGR

多肽（5 nM）、VEGI 蛋白（5 nM）和纯化 NGR-VEGI 蛋白（5 nM）对 HT-1080 细

胞的生长抑制作用。Annexin V-FITC/PI 双标阴性表示细胞存活，Annexin V-FITC 染

色阳性表示细胞凋亡，Annexin V-FITC/PI 双标阳性表示细胞死亡。 
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图 20.  注射 188
Re-NGR-VEGI（11.1 MBq）1、4、12、24 小时后 HT-1080 荷瘤裸鼠

的全身 SPECT 显像，封闭组荷瘤裸鼠额外共注射未标记 NGR-VEGI（20 mg/kg），

红色箭头所示为肿瘤，n = 4/组。 
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图 21. a HT-1080 荷瘤裸鼠经尾静脉注射 188
Re-NGR-VEGI（11.1 MBq）后 24 小时生

物分布结果，封闭组荷瘤裸鼠额外共注射过量未标记 NGR-VEGI（20 mg/kg）（n = 4/

组，平均数±标准差）。b HT-1080 荷瘤裸鼠注射 188
Re-NGR-VEGI（11.1 MBq）后 24

小时肿瘤与正常组织摄取比值（n = 4/组，平均数±标准差）。 
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图 22.  a 分别经 188
Re-NGR−VEGI、NGR−VEGI 蛋白、NGR 多肽和生理盐水治疗

后 HT-1080 瘤体体积（mm
3）变化（n = 5/组，平均数±标准差）。 b HT-1080 荷瘤裸

鼠经治疗后裸鼠体重变化百分率（%）（n = 5/组，平均数±标准差）。 

 

图 23.  HT-1080 荷瘤裸鼠 188
Re-NGE-VEGI 治疗组（18.5 MBq 单剂量）和对照组主

要组织器官 H&E 染色结果对照（放大倍数：× 100，比例尺 = 400 μm）。 
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小    结 
 

1、成功合成单体和二聚体 NGR 肽并标记了放射性核素 64
Cu，构建荷瘤裸鼠模

型并进行了 CD13 受体的小动物 PET 成像。64
Cu-DOTA-NGR1 和 64

Cu-DOTA-NGR2

均能成功的显示肿瘤，相比于单体 64
Cu-DOTA-NGR1，二聚体 64

Cu-DOTA-NGR2 对

CD13 受体表达阳性的 HT-1080 肿瘤具有更好的亲和力和特异性，能更清晰的显示肿

瘤。同时本研究中使用的 64
Cu 标记肽螯合物也可以用于标记其他放射性金属，进行

CD13 受体靶向肿瘤的核素成像和治疗。 

2、新型 NGR-VEGI 融合蛋白作为一种兼具诊断和治疗功能的分子探针，结合了

NGR 多肽和 VEGI 蛋白的优势，提高了探针靶向肿瘤血管的功能。 

3、近红外荧光光学成像显示Cy5.5标记NGR-VEGI后能成功进行肿瘤模型CD13

受体的可视化定量和分析，具有靶向肿瘤新生血管从而改善癌症治疗效果的应用前

景。 

4、188
Re 标记新型 NGR-VEGI 融合蛋白后既能对肿瘤进行 CD13 受体特异性的

SPECT 显像，探索性核素治疗发现其能有效抑制肿瘤的生长。因此，新型

188
Re-NGR-VEGI 具有进行 CD13 受体靶向性肿瘤成像和核素治疗的潜力，为新型肿

瘤分子探针的设计、合成提供了新的思路和方向。 
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