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标记生长抑素类似物奥曲肽对原发性肝癌伴肺转移的诊断与靶向
放疗提供实验依据' %方法& 用
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检测高转移潜能的人肝细胞癌株
?>>@+A

的生长
抑素受体

! ';BC

的表达并测序#建立裸鼠原位肝癌肺转移模型#人工合成 %%'
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并用于荷瘤裸鼠显像"观察原位肿瘤组织(肺转移瘤及重要器官组织
的 %%'
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摄取分布状况"并比较各组织的摄取比值)

(KL

*' %结果&
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和测序结果证实人肝癌细胞株
?>>@+A

特异高表达生长抑素受体
!

"扫描结果可
见原位肝癌组织(肺转移瘤组织有明显的 %%'
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摄取 "脑 (心
及正常肺组织等未见明显 %%'
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聚集 " 肾脏和膀胱可见明
显 %%'
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放射性浓聚影' %结论&人肝癌细胞株
?>>@+A

高表达
生长抑素受体

!

" 在该受体介导下 %%'
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能够与原位肝癌及肺
转移性肝癌特异结合"可能为放射性核素标记奥曲肽用于原发性肝癌肺转移的诊断及靶向
放疗提供一定的理论基础'
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大量的文献报道生长抑素及其类似物对许多实

体肿瘤如大肠癌(胰腺癌(肝癌有生长抑制的作用"

其抑制肿瘤细胞增殖( 分裂作用是由肿瘤组织中高

表达的生长抑素受体 !
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' 近些年来国内外有学者用放射性核素标

记生长抑素类似物对表达
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的恶性肿瘤进行显

像诊断 %
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"或用发射
!

粒子的治疗放射性核素标记

对之进行靶向内放疗以达到治疗作用%
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' 已有少量

研究报道这一方法在乳腺癌(小细胞肺癌(胰腺癌(
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前列腺癌等实体肿瘤中得到初步应用并取得一定

疗效!

#
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尽管近些年随着肝移植等技术的开展$ 肝癌的

治疗水平有了很大的提高$原发性肝癌的转移目前

仍然是其复发及肝癌患者死亡的最主要原因!

$
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% 临

床及基础研究结果表明&肝细胞癌转移多通过血液

循环&其次为淋巴管道&也可直接蔓延'侵袭或种

植# 原发性肝癌的肝外器官血道转移发生较早且较

广泛&肝细胞癌常伴有肝外器官的血道转移&其中以

肺最为常见!
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# 因此&若能用放射性核素标记生长抑

素类似物对原发性肝癌肺转移行早期诊断&或进行

靶向内放射治疗&必将对转移性肝癌的诊断及治疗

有重要的临床应用意义#本研究拟采用 %%>
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长抑素类似物奥曲肽 (
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)对肝癌肺转移裸鼠模型进行显像&通过观察
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在原位肝癌'肺转

移癌组织以及重要器官中的摄取& 以期了解
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介导的 %%>
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对肺转移

性肝癌的特异性诊断作用%
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材料与方法
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主要材料!试剂及仪器

人肝癌细胞株
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(上海复旦大学附属中

山医院肿瘤研究所)*高糖
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由

北大同位素中心惠赠
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录酶'
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4-16( D?

'
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'琼脂糖%

采用
A<IME!"""

核医学影像处理系统+北京滨松光

子技术有限公司)'

!!

照相机 +北京滨松光子技术有

限公司)进行图像分析%
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实验动物
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裸鼠 +上海

斯莱克实验动物有限责

任 公 司 & 合 格 证 号 ,
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雄性&
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周龄&

体重
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% 动物在恒

温
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'恒湿
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'新鲜空气'高度除

尘除菌'无特殊病原体+

EBWP

环境下饲养&

9!0

光照

和
9!0

黑暗交替& 灭菌处理的水和饲料供其自由摄

入% 实验经浙江中医药大学动物实验伦理委员会同

意批准+批准号,

S9UU!J!$

)% 动物活体手术在异氟

烷麻醉'接动物呼吸机状态下进行&实验结束时&实

验动物用戊巴比妥钠麻醉后
O

裸鼠以
JU>6RZ6

剂量腹

腔注射
U;$Y

戊巴比妥
P

用-急性失血法.处以安乐死%
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细胞培养

人肝癌细胞株
G//HIJ

在含
9UY

胎牛血清及

青 ' 链霉素各
9UU[

的培养液
FBIM 9J=U

中 &于

$X$

'
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!

条件下培养&细胞贴壁生长良好&每
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传代一次%

!"% F?\B/F
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测序

生长抑素受体
!

引物由杭州中肽生化有限公司

设计并合成(

?,]-2 9
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总
F<A
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取上述对数生长期
G//HIJ

细胞
!&9U

J 个&加入

?*Q(-

F

9>-

&转移至
9;&>- K^^2+D(*.

管&

!&$
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U;!>-

氯仿& 温和震荡后
!&$

温浴
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*

=$

低温
9U UUU*R>1+

离心
9U>1+

*吸取上层水相溶液并转

移至另一
9>- K^^2+D(*.

管 & 加入等体积异丙醇

(

U;&>-

)&

!&$

温浴
9U>1+

&再次
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9U UUU*R>1+

离

心
9U>1+

&弃液体在
K^^2+D(*.

管底物质即总
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XUY

乙醇洗涤并干燥之% 提取的总
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4@

!JU

R4@

!VU
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& 然后于
=!$

孵育
90

&

B*1>2* E2_)2+52 B/F ^*(D)5C3

(

]^

)

EE?F!

E2+232 O$&%P &'!/?L?LLA?LL/A?/AA?/AL!$'

$J=

A+C132+232 OX!$5P &'!?/LLA??//ALALLA/??/A!$'

#!,5C1+

W!9 &'!A/L??A?LLA?LA?L?A?/L/!$'

J==

F!9 &'!/??AA?L?/A/L/A/LA???//!$'

&'()* ! +,-.*,/ 01 22&3# -4 3&5+63 '.7)-1-8'9-04

$&V



肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

'!!
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灭活逆转录酶!

(,-,$ ./012.

反应

取上述逆转录反应产物于
!&!3

反应体积中进

行
12.

反应! 反应体积组成如下"

(4"567789 !,&!3

#

:;/1 <(4))=3>?@(!3

#

AB23

!

<!&))=3>?C(,&!3

#

!,&D

/EFG;H

多聚酶# 模板
$!3

# 上# 下游特异引物各

(!3

#去离子水
(&!3

! 先在
%-!

变性
&)*+

$然后按上

述条件循环
$4

次$变性
%-! $4I

#退火
J4! !4I

$最

后
'!!

延伸
#4)*+

$

-!

冷却
&)*+

结束反应! 最后进

行琼脂糖凝胶电泳并将产物送杭州中肽生化有限公

司测序!

!"#

原位肝癌肺转移模型

取处于对数生长期的
K22?AJ

细胞%

#"#4

' 个&

通过皮下注射的方法种植于
5H?5>L

裸鼠右前腋

下'

-

周后$ 皮下种植瘤生长至黄豆大小'

4,$M

戊巴

比妥钠以
J4)B>NB

剂量腹腔注射麻醉后$ 完整取出

裸鼠皮下种植瘤$ 立即浸入含
#44D>)3

青霉素和链

霉素的生理盐水中$剔除血管#坏死组织及结缔组织

后$修剪成
!))

$ 大小的瘤块待用'

#4

只裸鼠先后经

异氟烷麻醉后$接
HOP

大小动物麻醉呼吸机'裸鼠

取仰卧位$

4,&M

碘伏消毒手术野皮肤二次后$ 于左

肋缘下作一长约
#,&L)

斜切口$全层切开腹壁进腹'

轻拖出肝左叶$在其上作一长约
4,$L)

斜切口$并立

即压迫止血'往切口内种植
!

块
!))

$ 大小的瘤块$

并压迫数
#4I

$ 待血凝

固后小心将肝左叶放

回腹腔内'逐层缝合腹

膜#肌肉及皮肤'整个

手术操作在浙江中医

药大学动物实验中心

小动物无菌手术室内

进行!裸鼠手术后置于

油汀暖房中保持体温$

待麻醉苏醒后送回笼

内饲养$ 自由进食 '

-

周后用水囊法动物
5

超检查及
Q3EIR=

超声

弹力测定法对荷瘤裸

鼠原位肝脏移植瘤进

行检查$ 剔除未成瘤

者!
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奥曲肽标记

在浙江省人民医院核医学科用放射性核素
%%)

/L

标记奥曲肽形成 %%)

/L#GS/H#G#1T8

#

#/U9

$

#SL#

R98=R*:8

蛰合物$ 标记所用的核素由该核医学科提

供$ 而双功能螯合剂#

GS/H#G#1T8

#

#/U9

$

#SLR98=R*:8

等由北京大学同位素中心惠赠$ 标记具体方法参考

国外学者的研究(

&

)

! 标记后产物用高效液相色谱仪

测得纯度
V%&M

%

W*B698 (

&!

!"%

动物显像

X

周后%根据预实验结果&肝脏原位种植瘤形成

肺转移$处死
!

只裸鼠$切除所有肺组织$甲醛溶液

固定$石蜡包埋$双肺冠状切面连续切片$

KQ

染色$

在镜下观察肺转移情况以确认原位种植肝癌已形成

肺转移! 将 %%)

/L#GS/H#G#1T8

(

#/U9

$

#SLR98=R*:8

通过

鼠尾静脉注入荷瘤裸鼠$ 每只注射剂量为
(""62*

#

",!)3

! 每只荷瘤裸鼠分别在给药后
!T

#

&T

用小型
"

相机静态连续模式采样
!$$)*+

$ 用感兴趣区%

.SY

&

技术分析显像结果
Z

每张显像图中均以相同像素勾

划出肿瘤部位与对侧相同部位的
.SY

$ 得到平均放

射性技术$计算各组织的摄取比值%

/>5

&$然后行统

计学分析比较! 图像分析由
!

位高级职称的核医学

专业医师同时进行!

!"&

统计学处理

实验结果数据采用均数
%

标准差%

!%I

&表示$统

计学方法用
R

检验$由
P1PP($,4

统计软件完成!
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! 18ENI (-&&'$ (-&&'$,4 %',!$ (44,44

'()*+, ! -*+(.(/01(23 2.

445

6/!7869!7!-:,

!

!6;+

<

!8/1+,21(=, 030>;?,= @; :():

A,+.2+503/, >(B*(= /:+25012)+0A:; CD-EFG

%%)

/L#GS/H#G#1T8

(

#/U9

$

#SLR98=R*:8

W988

%%)

/L

(,48-

X,48$

J,48$
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!,48$

4,4
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!

结 果

!"# ==>?!!@?<A

在人肝癌细胞株
B//CDE

中的

表达情况

==>?!!?>FG/?

扩增产物琼脂糖电泳结果所示

HI16)*2 !J

!在
$&KLM

附近可见一清晰的扩增带"该产

物经过纯化测序与基因库
==>?! @?<A

序列比较!

完全符合其自
N99OP!$LM

片段序列#

I16)*2 $

$!说明

该产物为所需要的特异性片段%结果表明!本实验中

进行的扩增为特异性扩增"

!"!

动物模型的建立

原位肝癌种植术后
N

周!用水囊法动物
Q

超检

查 &

I16)*2 NA

!

I16)*2 NQ

$ 及
R-,3S(

超声弹力测试

&

I16)*2 N/

$ 对荷瘤裸鼠原位肝脏移植瘤进行检查!

结果显示除了
!

只裸鼠肝脏原位种植肿瘤未生长

外!其余
T

只均成瘤且大小较为均一!平均原位种植

大小为&

N$!99

$

@@

$

&体积计算公式'

UV,L

!

W!

!其中
,

为肿瘤最大径!

L

为垂直于最大径的瘤直径$%

$%&'() ! *+,-.* ()/'01 23!44+*!!)56()//%27

27 8..9:; <)00 0%7)

$%&'() = 4)>')7<) ?7?0@/%/ 23 *+,-.* 6(2A'<1

!

BC%<C B?/ %A)71%<?0

B%1C C44+*!!D*EF

"

G##HI!=J6

#

%7 1C) &)7) J?7K

$%&'() G L01(?/272&(?6C@ 23 1'D2( J)?(%7& D'(%7) D2A)0/

A

(

QXY-S*,3(+(6*,M07 )31+6 Z,S2* L,--((+ (+ (*S0(S(M15 [2+(6*,.S3;/X?2M*232+S,S1U2 1@,62 (. )-S*,3(+15 R-,3S( S23S; >02 2-,3S151S7 (. -(Z

250(15 *261(+ Z1S01+ S02 M1+\ 51*5-2 ]S)@(*^ Z,3 @)50 -(Z2* S0,+ S0,S (. +(*@,- 250(15 *261(+ Z1S01+ S02 72--(Z 51*5-2 ]02M,S15 S133)2^;

Q2S,",5S1+

==>?!
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介 导 的 %%*

(+!

,-(.!,!/01

2

!(34

$

!-+54165781

肝

癌肺转移显像

核素显像前解剖
!

只荷瘤

鼠
9:

染色观察肺转移情况 !

结果显示双肺均有多数肝癌转

移灶!以上肺为主!部分切片中

可见静脉瘤栓"

;7<=41 &

#$ 荷瘤

裸鼠显像可见"

;7<=41 >

%!

.

为

尾静脉给药
!0

显像!可见肝脏

原位种植瘤"白色箭头%有较高

浓度的放射性核素聚集! 肝脏

肿瘤轮廓清晰!其摄取比值"

(?@

%

为
&A2$"2A!>

!双肺散在转移性

肝癌 "红色箭头% 亦可见灶性
%%*

(+

聚集!其
(?@

为
$A>$""AB$

!

双肾及膀胱由于排泄! 有较高

浓度核素聚集!

(?@

为
!$A&""&ACD

"肾脏%和
!&A2$"&A%B

"膀胱%&

@

为
&0

膀胱排空后的显像情况!

膀胱已无明显的 %%*

(+

浓集!其

(?@

为
"A2$""A"D

! 其他部位如

心'脑'正常肺组织未见明显的

放射性核素吸收!其
(?@

值分别

为
"A"$ ""A"2

'

"A"! ""A"2

'

"A!> "

"A"C

!且与用药
!0 (?@

值相比无显著性差异"

/

值分

别为
"A%DDB

'

"AC>!$

'

"A>!"!

%& 肝脏原位肿瘤与肺转

移灶的
(?@

值与用药
!0

相比亦无显著性差异"

/

值

分别为
"AC%&2

及
"A!>CB

%!但都显著高于心'脑'肺

等正常组织"

/E"A"&

%$

$

讨 论

近些年来! 大量的研究已证实
''()

在许多恶

性肿瘤中呈高表达并存在于胃肠道' 胰腺等许多正

常组织中$ 然而这种表达视组织来源不同而有所差

异!许多研究证实肿瘤组织主要表达
''()!

!而人工

合成的生长抑素类似物(((奥曲肽能选择性地与

''()!

结合! 为生长抑素类似物治疗那些高表达

''()!

的恶性肿瘤提供了可能! 这在神经内分泌肿

瘤'胰腺癌'乳腺癌'小细胞肺癌'肝癌'消化系肿瘤

的初步治疗研究中得到证实!然而!单用奥曲肽治疗

恶性肿瘤的疗效非常有限$ 因此!自本世纪初!许多

研究开始利用放射性同位素"如 222

FG

'

%%*

(+

'

>C

H=

'

%I

J

'

2&$

'*

% 标记生长抑素类似物来治疗一些高表达

''()!

的包括类癌'乳腺癌'小细胞肺癌'脑膜瘤'髓

样甲状腺癌' 胰腺癌等在内的恶性肿瘤并取得了一

定的疗效)

>

*

$ 目前认为!放射性同位素标记奥曲肽用

于某些恶性肿瘤的诊断'治疗的方法是可行的!尤其

是对那些表达
''()!

的恶性肿瘤具有一定的应用

价值$

原发性肝癌肺转移是肝癌复发和死亡的最主要

的原因$在对肝癌肺转移的基础研究中!成功地建立

肝癌肺转移的动物模型是其关键环节$ 然而在建立

原位肝癌肺转移模型时! 由于肝脏原位种植瘤体积

非常小!单纯用体外
@

超检测来对原位种植瘤进行

定性及定量测量大小实非易事)

B

*

$

:KLM56

超生弹力测

.N/=K*6GL43 *15LM5L57+ 9HH

&

@NOLK7<GLG5 1*P6K7M* 7G Q=K*6GL43 R1MM1KA

$%&'() * +, -./%0%0& 12 3'4510/(6 5)./-./.%7 217%

$%&'() 8 9)3()-)0./.%:) %5/&)- 12

;;5

<7!=><?!=!@A)

B

!<6(

#

!>7.()1.%C)

-7%0.%&(/3A6 ./D)0 E6 !!7/5)(/

$>2
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试是一项超声新技术! 可利用恶性肿瘤组织超声弹

力与正常组织不同来鉴别组织的良恶性"

=

#

$ 在本研

究中!我们创新性地利用
>

超及
?-,3@(

超声弹力辅

助建立裸鼠原位种植肝癌肺转移模型取得了成功

%成模率
="A

&!为闪烁扫描研究的开展提供了坚实

的基础$ 用放射性核素标记奥曲肽用于原发性肝癌

肺转移的示踪诊断及治疗的研究国内外尚未见报道$

研究表明!肝及肝细胞癌均表达
BBCD

"

%

#

!其中

许多肝癌细胞株主要呈
BBCD!

高表达$ 本研究初步

证实了人高转移潜能的肝癌细胞株
E//FGH

不仅

高表达
BBCD!

!而且其肺转移灶对 %%I

C5

标记的奥曲

肽具有明显的吸收! 为进一步将放射性同位素 %如
999

J+

'

%"

K

等&标记奥曲肽用于肝细胞癌的靶向内放疗

提供了实验基础! 并为肝癌肺转移的治疗提供了新

思路$

国外放射性同位素标记奥曲肽用于恶性肿瘤诊

断及靶向放疗的研究中还发现! 虽然肾脏并不表达

BBCD

!但由于放射性同位素标记奥曲肽主要依靠肾

脏排泄!加之近端肾小管的再吸收作用!因此!这一

螯合物具有一定的肾毒性"

9"

#

$ 我们的实验发现肾脏

和膀胱有较高的同位素浓集! 这一现象与国外的相

关研究结果类似$ 而当膀胱排空后扫描显示同位素

在膀胱浓集现象基本消失! 说明由于膀胱不表达

BBCD!

!因此!没有同位素摄取现象!而本试验所呈

现的 %%I

C5

在膀胱的浓集是因为 %%I

C5!L4CM!L!N02

9

!

C7*

$

!45@*2(@1O2

代谢并经膀胱排泄所致$肝癌及其肺

转移肿瘤组织在用药
&0

后仍有较高的同位素摄取

比值!这一现象说明肿瘤组织的同位素 %%I

C5

摄取经

BBCD!

介导!具有较稳定的摄取率(而肺转移瘤尽管

体积较小!在其高表达的
BBCD!

介导下!也能在闪

烁扫描时被清晰地显示$ 同时我们也观察到! 用药

&0

后肝脏原位肿瘤轮廓不及
!0

清晰! 我们分析可

能由以下因素造成)

!

胃肠道'胰腺'肝脏组织表达

BBCD!

造成一定的吸收率! 但吸收速度由于表达

BBCD!

的差异不及肿瘤组织迅速(

"

%%I

C5!L4CM!L!

N02

9

!C7*

$

!45@*2(@1O2

需要在肝脏代谢造成放射性核

素在肝脏的浓集! 而这种代谢所致的浓集具有一定

的时间依赖性$

由于
BBCD3

在一些正常组织也有表达!因此我

们也观察了其他正常组织的放射性同位素吸收情

况!发现心'脑'肺正常组织均无明显放射性同位素

吸收现象 $ 这一现象进一步说明正常组织表达

BBCD!

显著低于原发性肝癌及其肺转移瘤组织!并

且具有较低的放射性同位素摄取比值$因此!若用放

射性核素标记奥曲肽对原发性肝癌肺转移进行内放

射治疗时! 正常组织所受的损伤应该会远远小于癌

组织$

在放射性同位素靶向显像及治疗领域中! 以往

研究较多的是将放射性同位素与单克隆抗体进行标

记!经过初步的临床使用已取得一定的疗效!尤其是

治疗恶性淋巴瘤疗效较为显著$ 但是作为载体的单

克隆抗体存在着非人源化'分子量较大%

9&PQL

&等

缺陷使其临床应用受到极大的限制"

99

#

$ 而将放射性

同位素与奥曲肽螯合所形成的螯合物! 由于奥曲肽

分子量小%

!&"QL

&且能够选择性地与
BBCD!

结合!

成为新的诊断和靶向放疗的研究热点$ 我们的研究

不仅证实了这一螯合物与高表达
BBCD!

的
E/!

/FGH

人原发性肝癌有较好的结合性! 而且对其肺

转移灶有较好的示踪显像作用! 因而我们认为放射

性同位素标记奥曲肽能够成为新的诊断及治疗转移

性肝癌的有效方法$ 由于这一方法的研究尚处于初

期研究阶段!尚有如肾毒性的克服'标记后螯合物的

稳定性' 放射性核素的选择及其剂量等许多方面的

问题尚需进一步的探索$

R
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L4CM!L!N02

#

!C7*

$

!45@*2(@1O2
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中国抗癌协会妇科肿瘤专业委员会第十二届全国学术大会将于
!L'$

年
%

月在杭州召开%

会议由中国抗癌协会妇科肿瘤专业委员会主办!浙江省肿瘤医院承办!肿瘤学杂志社协办%

大会将介绍妇科肿瘤领域的新进展&新技术!总结和交流临床诊断与治疗中存在的问题!

包括妇科肿瘤的基础研究&诊断学探索&规范化治疗&手术技巧&放化疗应用&靶向治疗及一些

热点问题% 对全程参会者将按规定授予国家级
!

类继续教育学分%

征文内容重点"

"

妇科肿瘤诊断与治疗的临床总结与评价'

#

妇科肿瘤相关基础研究'

$

妇科肿瘤流行病学研究&筛查&实验室检查新技术等% 欢迎全国各地相关专业的临床医师&科

研人员和研究生踊跃报名和投稿%

征文要求"

%

未公开发表的妇科肿瘤相关学术论文均可投稿!务请注重科学性&先进性和

实用性! 要求文字精炼& 数据可靠%

&

投稿一律通过电子邮件完成! 文稿以附件形式发送至

cd<PQ>e'T$/FE=

!提交全文的同时必须有
&LL#(LL

字以内的中文摘要% 请注明第一作者的姓名&

单位&科室&地址&邮编&联系电话&手机号码等!邮件主题请标注(妇科肿瘤学术大会投稿)%

$

大会学术委员会将组织专家对论文进行审阅!评审通过论文将收入*第十二届全国妇科肿瘤

学术大会论文摘要汇编+% 经作者同意!优秀论文可推荐到有关杂志发表%

'

截稿日期
!L'$

年

(

月
!L

日% 所有论文恕不退还!请作者自留底稿%

中国抗癌协会妇科肿瘤专业委员会

第十二届全国学术大会征文及第一轮通知

$T$


