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摘要 探讨 了放射性碘标记血管活性肠肤 (V I )P 实现肿瘤 V I P受体显像的可能性
。

应用氯胺一 T

法标记
、

s eP h a d e x G 一 50 柱层析分离纯化制备 12 51一 v IP
,

硅胶T L c 与体外竞争结合实验检测标

记 v IP 的稳定性与生物活性
;

研究
`
牡一 v IP 在荷 s G c 79 0 1裸鼠体内分布

。

结果显示
: ’ 25 1标记率为

7 3
.

8%
;

标记V IP 的比活度为 18
.

2 P B q /m o l ;

放化纯为9 8%
, 一 8 0 oC 贮存 4 8天后为 96

.

3 %
; V IP 以剂

量 依 赖方 式 抑制
`
气一 v IP 与 s G c 79 0 1细胞结合

;

各时相 肿瘤放射性均高于肌 肉 (p < 0
.

05 一

0
.

0 1 )
,

高峰摄取时间为 s om i n (3
.

5 5 士 0
.

4 5% I D /g )
,

T /N峰比值 (3
.

0 5 )出现于 6 0m i n ;

肺放射性高

于血 液 (P < .0 0 5)
,

肠道放射性始终处于低水平
;

体内放射性主要经肾脏排泄
。

本研究表明放射

性核素标记V I P可望成为一有效的肿瘤 V I P受体显像剂
。

关键词 血管活性肠肤
,

药物分布
,

肿瘤
,

胃肿瘤
,

动物
,

受体分析

近年来
,

大量基础研究证实
,

包括胰腺腺癌
、

结肠腺癌
、

乳腺癌
、

非小细胞肺癌等多种

常 见 且 危 害 极大的 肿瘤
,

表达高密度与高亲 和力 血管 活性肠肤 (V as o ac it v e i nt es it n al

p e p t id e ,

v I P )受体
,

其mB
a x

较正常组织高 2 0一 2 5倍 !`
,

2 ]
。

本文通过
` “ 5 1一 v I P在荷瘤裸鼠体内

的分布实验
,

研究了该模型动物体内特别是肿瘤组织中v IP 受体的密度及与
` 25 1一 v IP 结合的

特异性
,

以探讨放射性核素标记 V I P作为肿瘤V I P受体显像剂的可能性
。

材料和方法

L l 材料
1

.

1
.

1 肿 瘤细胞和动物
。

人 胃腺癌 S G C 7 901 细胞株
,

由华西 医科大学肿瘤研究所提供
。

B A L B/ C 一 n u/ n u( S
.

P
.

)F 裸鼠 (鼠龄6一 8周
,

体重 20 9) 由四川抗菌素工业研究所提供
。

1
.

1
.

2 试 剂
。

v l p ( S ig m a )
; S a n d o s t a n t (瑞士 )

;

碘化钠 [
` 25 1]溶液 (无载体

、

无还原剂
,

中国核

动 力研究设计院 )
;
S e p h a d e x G 一 5 0 (P h a r

m a e i a )
;
氯胺 T (芬兰 )

;

硅胶 6 0 F 25 4
层析薄板 (德 国

M
e r c k )

;

其余试剂均为国产 A
.

R级
。

1
.

1
.

3 仪器
。

1 /1 0 0 0 0电子天平 (美国 )
; 一 8 0 oC 超低温冰箱 (美国 )

;
超声处理器 (美国 )

;
F J一 2 0 0 8

型 自动 Y 免疫计数仪 (西安二六二厂 )
;
低温离心机 (上海 )

;
电热恒温振荡水槽 (上海 )

。

2 方法

(1 )
`25 1一 v IP 的制备

。

放射性碘标记参考氯胺一 T法 3[] 并稍加改进
; ` 25 1一 v IP 标记混合物

的分离纯化采用 s e p h a d ex G 一 50 柱层析 (1
c
m x 6c0 m )4[]

;
硅胶 T L (C 展开剂为正丁醇

:毗陡 :乙

酸 :
水 一 30

:
20

: :6 24 )测定标记率与放化纯 (R C )P
,

标记 v IP 比活度根据直接法计算 5I]
。
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(2 ) 体外受体竞争结合实验
。

S G C 79 Oi 细胞 1 x 1 05 ; ` 251一 v I P 2
.

5 5 只 i o 4 e o u n t /m i n ;

非标

记 V l p与 S a n d o s t a n t性 长抑素类似物 )的加入 量分别为 o
、

1 0
一 ` 2

、

1 0
一 ` ’ 、

1 0
一 ` o、 1 0

一 ” 、

1 0
一 “ 、

1 0
一 7、 1 0 “

m
o l /L ( s

a n d o s t a n t用到 1 0
一 “

m
o l /L )

;
分析缓 冲液补足 2 5 0 以 L ; i s oc 温育振

荡 1 2 0m i n ; 4℃ 预冷 的分析缓冲液 2
.

sm L稀释混匀
; 4 oC

、

4 0 0 Or /m i n离心 1 0m i n
,

测定沉淀放

射性 (m i n
一 `

)
。

(3)
’ 25 1一 vI P在荷瘤裸鼠体内的生物分布

。

先取传代两周的荷 s G c 7 9 01 裸 鼠18 只 (雄雌各

9只 )
,

随 机分为 6组
,

每组 3只 ;
自裸鼠尾静脉注人

` 2 5 1一 v I P注射液 o
.

Zm L
,

于 0
.

5
、

5
、

3 0
、

60
、

12 0
、

18 Om in 断头 处死
;

收集血液
、

肿瘤
、

肌肉
、

肺
、

肝
、

肠和 肾等组织器官
,

称重并

测定 其放射性 (m in
一 ` ) ;
结果以% 工D / g组织 (x 士 、

)表示
,

经统计学处理
; 另取荷瘤裸 鼠6只

,

随

机分为 2组
,

每组 3只
;

分别注人含有 10
、

4 0 0 9 v I P的 `2 5 1一 v I P溶液 (放射剂量同前 )
,

6 o m i n

断头处死
,

组织收集
、

数据处理 同前
。

3 结果

(i )
` 2 5 1标记率为 7 3

.

5%
, ` 2 51一 v I P 比活度为 i s

.

ZP B q /m
o l

。

图 i 为标记混合物洗脱液的放

射性分布图
; ` 2 5 1一 v I P峰的R e P 为9 5% (图2 )

,

在一 s o oc 贮存 4 5天后为9 6
.

3%
。

. 1

层日、工乏男
nuooP e a k l

. ’
气一 vI P

D N a l

气

P e a k Z

1 1 2 1 3 1 4 1

Vl m L

5 1 6 1 7 1

图 1 洗脱液的放射性分布
iF g

.

1 R a d i o a e t i v e d i s t r i b u t i o n o f e l u a t e

12 一 1 1 一 1 0 一 9 一 8

l o g C lm o l
·

净 V l l
〕

L
。 二

! 卜 :
一 7 一 6 一 6 一 4

图 3

F i g
.

3

受体竞争结合曲线
R e e e p t o r e o m P e t e t i

v e

b i n d i n g e u r v e

O】~ l se
. . 日 l~ 宜 . 1 口 l 】I! l 】l

~
1

。

4 一 J

0 0
.

2 0
.

4 0
.

6 0
.

8 1
.

0

fR

图 2 标记 V I P薄板层析
F i g

.

2 T h i n l a y e r e h r o m o t o g r a P h y o f

l a b e l l e d V I P

(2 ) 体 外 受体竞 争 结合 实验 显 示 (图 3)
:

1 2 5 1一 v I P 与 s G e 7 9 o i细 胞特 异 结合 随非标记

V I P浓 度增加而下降
,

呈剂量依赖关系
,

而且高

达 1 0
一 s

m
o l /L浓 度 的 s a n d o s t a n t对

` 2 51一 v I P与

S G C 79 0 1细胞结合无任何影响
。

(3 )
` 25 1一 v IP 在荷瘤裸鼠体内分布结果见表

1
。

各 时 相 肿瘤 ()T 放射性 均高于 肌 肉 (N) (t =

3
·

2 4一 1 3
.

6 5
,

P < 0
.

0 5一 0
.

0 1 )
,

T /N 比 值 为

1
.

2 9一 .3 0
。

肝 脏 放 射性 高 峰 出 现 在 s m in
,

60 m in 后低于 血液水平
;

肠道放射性下降缓慢
,

均低于血液水平
; ’

肾脏放射性从 s m in 时的1 9
.

39 %

2520151050
下月已愁l乏

s妇uno。

00(80604020
0

岁ù国S

迅 速 降低 到 1 80 m in 时 的 0
.

52 %
;

注射示踪剂 s m in 后各时相 肺放射性水平均高于血液 (P <

0
.

0 5一 0
.

0 1 )
,

3Om i n 时最高 ( 1 1
.

0 0% )
。
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表 1 ` 2 51一 vi p在荷瘤裸鼠体内的生物分布 (x 士
s , n 二 3)

T a b l e 1 B i o d i s t ir b ut i o n o f ` , s
x一 v I P i n 11 u 《 l e

成
e e b e a ir 飞 t

~
r (% I D

·

g
一 ’

)

日寸才目

T i m e
/m i n

血液
B l o o

d

月中瘤
T u m o r

肌肉

劫 u s e
l
e

肺

L u n g

肾脏

K i d n e y

,土门了9曰86尺曰
,工t了nJ89习1 00 0 8 士 0

.

4 9

6
.

7 2 士 0
.

1 6

4
.

2 9 士 0 6 2

2
一

5 1 士 0
.

0 5

1
.

5 0 生 0
.

0 2

0 2 9 士 0 0 7

1
.

8 0 士 0
.

0 4

2
.

7 1 士 0 5 1

3
.

5 8 士 0
.

4 8

3
.

3 2 土 0
.

2 4

2
.

4 5 士 0
.

1 0

1
.

1 2 士 0
.

1 0

1
.

4 0 士 0
.

3 2

1
.

1 2 士 0
.

0 3

1
.

2 1 士 0
.

1 7

1
.

0 9 士 0
.

0 2

0
一

8 4 士 0
.

0 5

0
,

3 9 士 0 0 4

9
.

0 5 士 1
.

5 3

10
.

8 0 士 0
一

4 4

1 1 0 0 士 1
.

2 4

8 8 8 士 1
.

9 7

2
.

1 7 士 0
.

7 2

0 4 9 土 0
.

1 2

肝脏

L iv
e r

5
.

5 6 士 0
.

8
.

7 2 士 0
.

7
.

6 0 士 2
-

3
.

7 1 士 O
-

1
.

3 6 土 0
.

0
.

2 3 士 0

肠

I n t e s t i n e

3
.

5 1 士 1
.

3 0

1
,

8 3 士 0
.

1 3

1
.

2 4 士 0 2 6

0
一

6 2 士 0
.

1 2

0
.

6 0 士 0
,

1 3

0
.

1 5 士 0
.

0 3

1 6
.

2 7 士 4
.

7 5

1 9
.

3 9 士 1
.

9 3

6 0 2 士 0 9 9

3 3 2 士 0
.

7 3

1
.

9 3 土 0
.

1 6

0
.

5 2 士 0 0 5

0553060120180

(4 ) V IP 对分布的影响见表 2
。

由表 2可见
,

注射示踪剂后 60 m in
,

肿瘤组织放射性随注

人 V IP 剂量 的增加而降低
;

40 以 g组
、

10 卜 g组与对照组间
,

40 以 g组与 10 林 g组间均有显著性

差 异
,

尸值分别 < 0
.

0 1
、

< 0
.

0 5与 < 0
.

0 5
;

与对照组相 比
,

1 0 以 g和 4 0 以 9 V I P剂量组对 T /N 比

值的抑制率分别为 10
.

16 %与 31
.

48 %
。

肺组织和肝脏的放射性与非标记V I P的注人剂量呈反

比
,

而血液与肾脏的放射性则有所增加
,

证实放射性 V I P在荷瘤裸鼠肿瘤
、

肺与肝等组织中

的结合具有特异性
。

表2 荷瘤裸鼠体内竞争结合分布 ( x 士 s)
T的 l e 2 e o

娜
e et it v e d i s t ir b ut i o n o f ` , 5 1一 v IP i n In ld e

而
e e b e a d鳍 t t l l们o r (% ID

·

g
一 `

)

V I P 血液 肿瘤 肌肉 肺 肝脏 肠 肾脏
B l

o o
d T u m

o r
M u s e l e L u n g L iv e r I n t e s t i n e

K i d n e y

对照 C o n t r o l Z
`

5 1 士 0刀 5 3
.

3 2 士 0忍 4 1刀 9 士 O刀 2 8
.

8 8士 1
`

9 7 3刀 1士 0名 8 0石 2 士 O几 2 3召 2士 0刀 3

10 件 9 3
.

9 1 士 0 1 1 3刃 1 土 0
.

2 4 1注 0 士 0
.

1 1 5
.

7 5士 2
.

0 1 2注 7士 0
.

1 3 0
.

6 9 士 0
.

2 6 6
.

4 5 土 0
一

9 9

4 0 林 9 4
一

4 1 士 1刃 3 2卫 7 士 0忍 2 1刀 8 士 0
.

0 6 3
.

4 9土 0
.

6 9 1
.

8 5土 0 2 8 0
.

6 7 士 0
.

0 9 7
.

0 2士 0
.

6 3

4 讨论

随 着标记 条件的改进
,

应用氯胺 T法 同样能够获得最佳同质生物 活性的放射性碘化
v I P [3 ]

。

本文通过直接计算法粗略估计得到
` 2 51一 v I P 的比活度为 i s

.

ZP B q /m o l
,

能满足体外

受体分 析的要求
。

体外受体分析所用标记配体中非标记配体量对实验结果影响极为明显
,

s e p h a d e x G 一 5 0柱 层 析洗脱液的
` “ 5 1一 v I P峰出现在 4 3m L处 (图 i )

,

与 F a h r e n k r u g等 [4 1报道

的基本一致
,

因此
,

在无制备型 H P L C条件下
,

这是一较为有效分离标记与非标记V I P的方

法
。

纯化后
` 25 1一 v I P 峰的 lR 一 0

.

2
,

R c P 为 98 %
,

能充分满足体外受体分析的要求
。

标记

V IP 一 80 ℃贮存48 天
,

R C P仍具有 96
.

3%
,

提示其具有良好的稳定性
,

从而保证实验结果的

可 比性
。

体外 竞争实验显示
, ` 25 1一 v I P与 s G c 7 9 0 1细胞的结合具有特异性

,

表明本实验条

件下碘标记 V I P并不改变与受体的结合活性
。

本文 荷瘤裸鼠分布实验显示
,

肿瘤摄取放射性的高峰时间为30 m in
,

而 T /N峰 比值则出

现在 60 m in
。

结合药代动力学研究结果
,

我们认为这是由于
` 25 1一 v I P在含有高亲和力 V I P受

体的肿瘤组织 (二室 )内的转出速度 (K
ZI = 0

.

0 4 5 7) 远远低于肌肉组织 (三室
,

K 3 1二 0
.

5 1 1 2)
,

因

此放射性从肌 肉的清除速度显著快于肿瘤
,

而高 T/ N 比值则是实现肿瘤V I P受体显像的基

础
。

V IP 以剂量依赖方式抑制
`“ 5 1一 v I P

一

与肿瘤结合
,

最高抑制率为 31
.

48 %
,

证实
` 25 1一 v IP

与肿瘤组织的结合具有受体介导特异性
,

与体外竞争结合实验结果相吻合
。

而V I P对荷瘤裸

鼠肺摄取抑制率高达 60
.

7%
,

这种相同剂量 V I P对不同组织抑制率的差别
,

一方面与组织血
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供程 度 有关
,

但我们认为主要反映 V IP 受体的组织特异性
,

即 S G C 7 9 0 1肿瘤的 V IP 受体对
` 25 1一 vI P 的亲和力高于肺 v IP 受体

,

与文献报道 v IP 受体显像检出结肠 腺癌肺转移灶的结

果 一致 6[]
。

表 1显示 注人荷瘤裸鼠体内放射性相当部分浓聚于肺
,

这与肺组织含有高密度及

高亲和力 V I P受体的特性相吻合
;

肝脏仅在 30 m in 前有较高的放射性
,

60 m in 后接近血液
,

表

明肝V I P受体的亲和力较低
,

且肠道放射性并未因肝放射性的降低而有所增加
,

证明注人体

内的 示踪 剂 并不经肠道排泄
;

肾脏放射性从 s m in 的 19 % 降低到60 m i n 时的 3
.

32 %
,

提示体内

的示踪剂主要经泌尿系统消除
。

这些结果与正常小鼠分布及
` 3` I一 v IP 动物显像实验一致

。

因

此
,

高肺摄取与肠道低水平放射性的独特生物分布
,

对于应用
` “ `

l(l 23 I卜 v IP 探测 胃肠道肿

瘤优于其它主要经肝胆系统分泌的碘标记多肤 (如 O ct er ot id e)
。
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