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近红外标记的维甲酸类造影剂用于骨肉瘤成像的研究 *
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摘要 目的：开发一种具有“找寻、治疗、可视”功能的生物造影剂。方法：采用化学合成的方法得到近红外标记的维甲酸类造影剂，
并进行骨肉瘤细胞的体外结合试验；皮下接种裸鼠，构建骨肉瘤的异种移植模型，持续 10d对裸鼠进行体内光学成像，观察药物
在体内的重新分布，并最终用免疫组织化学法对成像结果进行验证。结果：体外细胞结合试验证明，合成的维甲酸造影剂可以很
好的与人的骨肉瘤细胞相结合，进而内化。近红外光学成像表明，该造影剂可用于骨肉瘤的早期和晚期诊断。全身成像显示了在
肿瘤和肝脏的高信号强度。正电子发射断层显像（PET）显示肿瘤部位具有较高水平的 18F-FDG代谢。剂量增加反应和毒性试验
表明，高剂量的维甲酸造影剂必然与其全身毒性息息相关。免疫组化染色显示，发光组织中肿瘤细胞呈阳性。结论：合成的近红外
标记的维甲酸造影剂可以用于检测人类骨肿瘤的异种移植，实现个体化分子诊疗的同时减少全身毒性。
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前言

维甲酸是一类天然的或人工合成的维生素 A衍生物，在
哺乳动物细胞中调控着包括代谢、发育、增殖、分化和肿瘤发生
在内的众多生物学过程[1,2]。此外，维甲酸能够逆转口腔细胞的
前恶性变化，显著减少继发的原发性肿瘤，为头颈部、肺、食道、
膀胱等由吸烟引发的继发的原发性肿瘤提供了一个良好的治

疗方案。该治疗完成的三年内，病情控制良好，随着随访期的延
长，效力渐减[3,4]。这表明了维甲酸防御功能的可持续性，同时也
证明了肿瘤细胞能够摄取维甲酸。因此，维甲酸是一种可开发
的肿瘤成像造影剂。
像其他成像技术一样，当前的分子成像技术必须与结构成

像相结合，才能确定肿瘤的具体位置及大小；需要获得细胞学

和组织学相关数据，诸如细胞大小、形态、胞核形态、细胞形成、
是否存在对周围组织的侵袭等，并以历经一百多年发展起来的

一套准则对其进行相应的解释。病理验证对成像结果往往具有
纠错的功用，例如造影剂在肿瘤早期有较高的检出率[5-7]，但最终

病理学结果却可能解释，这只是代表了体内一个正常的代谢水

平[8-10]。
本研究开发了一种近红外标记的维甲酸类造影剂，用于体

内、体外的成像研究。此外，我们用病理试验数据对成像结果加
以证实。结果表明，维甲酸类造影剂能够与肿瘤细胞系相结合，
从而检测多种人类肿瘤的异种移植。我们能够看到造影剂在体
内的重新分布，以及确定全身毒性降至最小的最优生物学剂

量。试验结果证明了基于成像指导下个体化医疗的可行性。

1 材料与方法

1.1 细胞系和主要试剂
人骨肉瘤细胞系 F5M2，F4，OS-9901，SOSP-9607，CM319

由本实验室保存。细胞常规培养于体积分数为 10%胎牛血清
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(四季青公司)的 RPMI 1640培养液（Hyclone）中，其中含有青霉
素 100 u/ml及链霉素 100 u/ml，在 37℃体积分数为 5%CO2、
95%空气、饱和湿度的 CO2孵箱内封闭式培养。
小动物活体成像系统由 Kodak公司提供。维甲酸、N-羟琥
珀酸亚胺、N,N-二异丙基乙基胺、二甲胺吡啶购自 sigma公司，
红外染料 IRDye800CW NHS酯购自 Li-Cor公司，其它试剂和
溶剂均购自 VWR公司。
1.2 近红外标记的维甲酸造影剂的合成
将维甲酸、1-乙基 -（3-二甲基氨基丙基）碳酸二亚胺盐、

N-羟琥珀酸亚胺、N,N-二异丙基乙基胺、二甲胺吡啶溶于二氯
甲烷，通过真空浓缩、浓盐水洗涤、MgSO4干燥和快速层析得到

N-氨基乙烷 -维甲酸，进一步与 Irdye800cw相结合，纯化，最
后通过基质辅助激光解析电离质谱加以验证。
1.3肿瘤的异种移植
饲养 4-6周雄性无胸腺裸鼠（18-22g）于定期消毒的动物室
内，喂以无菌饲料和无菌水。待肿瘤细胞增殖至铺满培养皿底
80%时，用 0.25%胰蛋白酶消化，1000rpm离心 5min，无菌 PBS
重悬。取 1×106个肿瘤细胞于 50μL PBS中，通过皮下注射入裸
鼠后肢，每种细胞保证 10只裸鼠，共计 50只裸鼠。
1.4 共聚焦显微成像
收集细胞，加入近红外标记的维甲酸造影剂或游离染料

（终浓度 100μM）, 37℃孵育 60min。PBS洗涤细胞，4%多聚甲
醛固定，与 Sytox Green乙醇溶液于 4℃共孵育 15min。将染色
的细胞转至玻片，镜下观察。图像由奥林巴斯共聚焦显微镜摄
取。该显微镜所配备的激发光源和发射滤波片能够探测并分离
标记的维甲酸信号（785/810nm）和细胞核信号（488/510nm）。共
聚焦成像信号在细胞的同一层面上记录。Sytox Green和近红
外标记的维甲酸或近红外染料的信号分别为假色绿（发射波长

为 510nm）和假色红（发射波长为 810nm）。
1.5 小动物活体成像试验
将 200μL含 10nmol近红外标记维甲酸造影剂的 PBS静

脉注射入荷瘤小鼠。注射 24h后，每隔一天对一只裸鼠成像，检
测其光学信号，每组 10只，共 10天。SPECT/CT显影（西门子
公司）显示解剖学结构，PET（西门子公司）检测 18F-FDG信号
值。
1.6 剂量增加反应和毒性试验
将荷瘤裸鼠分为三组，分别按照每千克体重 1.2mg、2.4mg

和 5mg的标准将近红外染料标记的维甲酸造影剂注射入小鼠
体内。由成像数据可获知肿瘤与肌肉的维甲酸摄取比（TMR）。
由对照小鼠获知造影剂的全身毒性状况。小鼠注射 PBS（对
照）、低剂量（0.1mg/kg/week）或已公布人类临床试验剂量的五
分之一的维甲酸（0.6mg/kg/week）。每周注射一次，共计四周。两天
测一次小鼠体重，共计 30天。体重的增长百分比作为毒性指标。
1.7 病理学分析

10%福尔马林固定组织，石蜡包埋，切片，HE染色分析。
1.8 统计学处理
体内、体外成像结果通过 Image J软件量化。用 SAS 9.1统
计软件分析数据，以 P＜0.05作为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 维甲酸造影剂与细胞的体外结合试验和温度效应
本研究合成了维甲酸光学造影剂。人肿瘤细胞对近红外标

记的维甲酸造影剂的摄取通过共聚焦显微镜得以证实。细胞的
成像结果表明该造影剂可与人骨肉瘤细胞系（F5M2, F4,
OS-9901, SOSP-9607, CM319）结合（图 1 A，红色）。在相同试验
条件下，这些细胞与游离染料孵育后，检测不到信号（图 1 B）。
维甲酸在胞浆和胞核中均有信号。高倍镜下，单个细胞的共聚
焦显微成像显示维甲酸位于胞浆中。其内化入核具有温度依赖
性。37℃孵育时比相同温度下孵育的阴性细胞或 4℃孵育的信
号要强，差异具有显著性。

图 1 维甲酸与人骨肉瘤细胞相结合的共聚焦成像
（A. 维甲酸造影剂；B. 游离染料）

Fig.1 Confocal images: Retinoid Acid or free dye
IRDye800CW/Cell Nuclei

2.2 体内成像
骨肉瘤细胞 F4的异种移植如图2所示。肿瘤块位于裸鼠

的左腿，无钙化，较之肌肉有较高的葡萄糖摄取。合并后的影像
显示 18F-FDG和 CT骨骼结果。为了排除游离染料对成像结果
的影响，进行了平行的成像比较。对游离染料（图3ABCDE）和
维甲酸造影剂（图3FGHIJ）直接加以比较。使用同一强度标尺
对图像加以分析。注射游离染料 24h后，小动物体内完全无法
检测到光学信号（图3A）,而在注射维甲酸造影剂 72h后，小
动物体内显示肿瘤与本底信号比（TBR）为 2.76（图3F）。作为
对照的肿瘤血管造影剂 RGD在小动物体内的 TBR比与其相
近（图3B和 G）。RGD和游离染料（图3C）以及 RGD与维甲
酸（图3H）的合并图像显示了肿瘤血管与不同造影剂的关系。
全身骨骼 CT与 IRDye800CW或维甲酸造影剂的合并图像表
明，游离染料完全排出体外（图3D）。此外，成像结果还表明，
肝脏和肿瘤区域有维甲酸信号的增强（图3E）。而 RA、RGD
和 CT的合并图像显示肿瘤区域有血管和维甲酸信号的同时
加强（图3J,黄色）。

Characteristics of SOSP-9607 Osteosarcoma

图2 人骨肉瘤异种移植的体内成像
Fig.2 In vivo imaging of a human osteosarcoma tumor

xenograft
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RA Agent Binds to SOSP-9607 Xenograft

图3维甲酸造影剂与游离染料的并行比较。IRDye800CW在体内的
快速清除（24h）（中排，绿色信号）；以及残留的肿瘤血管造影剂信号
（中排，红色信号）；注射维甲酸造影剂 72h后，肝脏和肿瘤部位显示高
信号强度（下排，绿色信号）以及肿瘤血管成像信号（下排，红色信号）。
复合成像显示了肿瘤中维甲酸与血管信号的重叠（下排，黄色信号）。
Fig.3 Side-by-side comparison of RA agent and free dye. Rapid
(24-hour) clearance of IRDye800CW from the body (middle, green
signal) and the remaining tumor vasculature-imaging agent signal

(middle, red signal). High signal intensity of RA agent in the liver
and tumor 72 hours postinjection(below, green signal) and tumor
vasculature-imaging signal(below, red signal). The merged image
shows the overlay of the tumor RA and vasculature signals(below,

yellow signal).

2.3 剂量反应与全身毒性
为了测定靶标特异性生物造影剂的饱和效应，本研究给三

组裸鼠分别注射了不同剂量的维甲酸造影剂。以肿瘤与肌肉的
维甲酸摄取比来判定肿瘤的剂量反应。当注射剂量从每千克体
重 1.2mg增加到 5mg时，无显著差异（P＞0.5270）。但较大剂量
造影剂的注射与体重增加的明显减少呈相关。裸鼠体重增长的
百分比在高剂量组（0.6mg/kg/week）显著低于未处理的对照组
（P=0.0003）和低剂量组（0.1mg/kg/week）（P=0.0001）。对照组和
低剂量组无显著差异（P=0.0519）。
2.4 病理学结果
为了在病理学水平证实全身信号分布的成像结果（图

4A），对人骨肉瘤（图4B）和肌肉（图4C）、肾脏（图49D）和
肝脏组织（图4E）进行 HE染色。

图4 维甲酸信号的全身分布及对应组织的病理染色
Fig.4 Whole body distribution of RA and the pathological

staining of corresponding tissues

3 讨论

本研究开发了一种可用于临床前体内、体外试验的近红外
标记的维甲酸类造影剂。通过该造影剂的光学特性，我们在细
胞水平研究了维甲酸的穿梭转运。近红外标记的维甲酸能够用
于检测人类肿瘤的异种移植，当然未结合的造影剂也会造成全

身毒性。造影剂与肿瘤的结合量取决于随着时间的推移，它从
肝脏到肿瘤的再分布状况。造影剂的靶标是达到高的肿瘤本底
比至为重要的因素。
该研究评价了报告基团 IRDye800CW。体外细胞结合试验
表明，除 CM319细胞外，维甲酸造影剂能够与其它所有骨肉瘤
细胞系相结合。共聚焦显微成像表明，除了阴性的 CM319细胞
外，维甲酸信号存在于其它几种细胞的胞膜和胞质中。体外细
胞结合与内化试验具有温度依赖性，37℃比 4℃得到的信号要
强。维甲酸内化入细胞质的机制仍有待于进一步的研究，而它
对温度的依赖性表明，这可能包含了受体 -配体的结合过程，
因为细胞膜上的受体是与之结合的第一步。一种证明受体特异
性的较好的方法是通过未标记的维甲酸进行阻断，显示标记了

的维甲酸与未标记的维甲酸结合于相同的位点。但未标记维甲
酸溶解度低，而在我们的细胞培养条件下显然无法达到阻断试

验所要求的浓度，因此是不可行的。在将来的受体特异性研究
中，还需要对维甲酸造影剂的结构加以改造，从而提高其溶解

度。
成像系统能够检测到 10pmol造影剂，并在同一部位精确

分离 RGD-Cy5.5和 RA-IRDye800CW两种信号。这一分离过
程可通过设定照相机程序使其自动转换滤波片，从而使在成像

过程中检测不同造影剂得以实现。
平行的体内成像试验将游离染料和维甲酸造影剂加以比

较，明确的将游离染料在成像结果中的影响去除。由于缺少靶
标，注射造影剂后游离染料会在 24h内从体内排出。肝脏和肿
瘤部位信号强度的快速增加，表明了游离染料和维甲酸造影剂

在药效学上的差异。成像结果和群体统计学分析均表明，靶标
在提高 TBR中发挥着重要作用。
这一造影剂在肝脏部位有较高的信号强度，因此并不适用

于肝脏疾病的诊断。体内非损伤性研究表明了动态成像和监测
试剂重分布的重要性。大部分造影剂最初滞留于肝脏，从而产
生较低的肿瘤肌肉摄取比。由于该造影剂的重分布速率较慢，
因此其最佳成像时间比临床上常见的造影剂要长。从肝脏到肿
瘤的重新分布大概需要 6天的时间，并使肿瘤与肌肉的维甲酸
摄取比达到 2.7。以上数据表明，时间是影响成像和治疗的一个
重要因素。当前的临床实践中，所有患者于同一时间点进行成
像，这种“一刀切”的时间点划定会产生误导诊疗的结果。研究
结果表明，即使在遗传背景完全相同的小动物中（n=10），光学
成像的最佳时间也存在着个体差异。这说明患者中也可能有不
同的情况，不能因为某个时间点成像阴性就否定其阳性结果，

需要在原位模型中成像后再下定论。然而这些模型的光学成像
需要一定的信号穿透深度，以及核医学中半衰期长的同位素来

延长成像时间。这些技术目前为止还都处于研究阶段。
本实验数据证明，使用报告基团标记的维甲酸造影剂对异

种移植的肿瘤成像的可行性，但这一技术仅限于分析表层组

织，或者在临床光学成像中与内窥镜结合使用。任何成像结果
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都需要以另外一种可作为“金标准”的方法，如病理学分析加以
验证。本研究就是通过组织病理学数据对全身成像的信号加以
证实。
本研究的另一个重要发现在于，即使只是注射了 18.4μg

的造影剂，肝脏区域的信号强度到第 14天也没有低至肌肉的
信号水平。这表明，与很多化学造影剂一样，该造影剂会在肝脏
滞留若干时间。而长时间的滞留会带来肝功能的紊乱。近红外
染料暂未发现有毒性[11]，毒性的产生可能是维甲酸造成的。
在靶标特异性治疗中，疾病标志物是否饱和对确定有效的

生物剂量至关重要。通常这是借由体外受体 -配体结合试验来
加以确定的。由于总期望在动物试验中达成受体 -配体的结
合，因此在独立试验中用肿瘤与肌肉的维甲酸摄取比来测试肿

瘤剂量的增加反应。本研究发现当造影剂由 1.2mg/kg体重增
加至 5mg/kg体重时，肿瘤与肌肉的维甲酸摄取比无显著统计
学差异。这一结果证实了我们之前的假设，即当肿瘤结合位点
饱和后，注射剂量的增加不会使肿瘤与肌肉的维甲酸摄取比增

高。而另一方面，循环系统中未结合的造影剂会使背景值增加，
导致全身或器官特异性毒性。
本研究以体重的增加作为全身毒性的指标，对肿瘤饱和剂

量（0.1mg/kg/week）和五分之一标准治疗剂量（0.6mg/kg/week）
加以比较，发现与饱和剂量组相比，五分之一标准剂量组体重

的增加明显较少（P=0.0001）。这些结果支持了设想：靶标特异
性生物造影剂的使用应当基于靶标分子的生物学反应剂量来

进行。
维甲酸在肿瘤的预防及治疗中已经显示出巨大的优越性[12]，

但这一论断在大规模的临床试验中尚未得以证实，至今为止所

有关于此的研究均指出其副作用的严重性[13-15]。Khuri FR及其
同事报道了Ⅲ期临床试验中，给Ⅰ期和Ⅱ期头颈部肿瘤患者注

射低剂量维甲酸从而抑制继发的原发性肿瘤出现的病例。处理
组病人给药为 30mg/天，按照平均体重 65kg计，给他们注射的
维甲酸为 3.2mg/kg/week。与本研究中动物试验相比
（0.74mg/kg/week），这一剂量达到了 4.3倍（按体重）或 292 倍
（按体表面积）。如果维甲酸在体内的分布和动态特性与动物试
验中相似，49.7%的患者有副作用发生也就不足为奇了[16]。本实
验数据表明，在分子分析的基础上给予靶标特异性治疗和施加

最优的生物学剂量而非传统的最大耐受剂量都是至关重要的[16]。
因此，非损伤的检测维甲酸受体阳性肿瘤和维甲酸类制剂的示

踪技术成为关键。这种兼具“找寻、治疗、可视”功能的造影剂将
有助于个体化分子医疗的进一步发展。
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