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放射特异性重组肽 =:>>??:在胰腺癌
移植瘤模型中的研究
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摘 要!%目的 & 探讨放射特异性重组肽
=:>>??:

靶向结合胰腺癌移植瘤的生物功能 '

%方法& 合成可以识别肿瘤组织放射损伤的重组肽
=:>>??:

" 利用游离荧光染料
/7$!<=?

23B2*

标记"制备具有肿瘤特异性的荧光靶向载体复合物
/7$!=:>>??:

颗粒' 建立人胰腺癌
裸鼠双后肢移植瘤模型"右后肢接受单次放射

A>7

"随机分组"放射后
@0

"实验组接受
/7$!

=:>>??:

处理"对照组接受
/7$!<=? 23B2*

处理' 应用小动物活体成像系统观察负瘤小鼠双
后肢肿瘤区域的荧光分布情况' %结果& 小动物活体成像系统显示给药后
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"实验组右后肢肿瘤荧光强度分别比左后肢肿瘤分别提高
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*' 实验组较对照组右后肢肿瘤荧光强度
在各时间点分别提高
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'%结论& 初步研究
显示重组肽

=:>>??:

可特异性结合放射损伤的胰腺癌移植瘤" 为胰腺癌药物靶向治疗提
供新思路'

主题词!重组肽
=:>>??:

#放射特异性引导#药物靶向#胰腺肿瘤
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肿瘤分子靶向治疗是根据肿瘤组织特殊的生理

病理结构特点!利用具有一定特异性的载体!构建对

肿瘤组织具有靶向定位功能的药物传送系统! 将药

物或其他活性物质靶向运输到肿瘤部位! 而其他正

常细胞"组织或器官分布少!从而提高疗效"减小副

作用的一种方法#

'()

$

% 肿瘤分子靶向治疗具有高特异

性"安全"分子量小"肿瘤细胞摄取高等优点!已成为

肿瘤治疗的重要部分% 寻找合适的靶向载体是该类

研究的一个难点! 也是目前肿瘤研究中的热点 #

*
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+,--,./00,

等#

&

$和
123/.4

#

$

$利用噬菌体库展示技术筛

选 出 能 够 特 异 性 结 合 放 射 损 伤 肿 瘤 的 重 组 肽

5678186

!

9981:

!

;<=8>?@

!

;A66??AB

%

=,CD

等#

E

$进一步解释
;A66??A

能够特异性结合放射损

伤的肿瘤细胞原理! 为肿瘤靶向载体研究提供一种

思路%

本研究拟合成放射特异性重组肽
;A66??A

!

并用
F4$!G;? /-H/.

标记!制备具有肿瘤特异性荧光

靶向载体复合物&

F4$!;A66??A

% 通过实验证实该

多肽特异性识别放射损伤后肿瘤的能力! 为其后期

作为化疗药物靶向载体研究提供试验基础和理论依

据%

'

材料与方法

!"!

胰腺癌移植瘤模型建立

人胰腺癌
?='IIJ

细胞! 由福建省肿瘤医院肿

瘤放射生物研究室提供!在含有
'""

胎牛血清'

KL?

(

的
><M<

培养液培养" 传代! 置于温度为
%$#

!

FN

!

含量为
*O

的培养箱培养!定期更换培养液% 并用倒

置显微镜逐日观察细胞生长状态%待细胞长成单层!

用
"P!*"

胰酶消化"传代"分瓶扩增%取对数生长期细

胞用于实验% 取
)(*

周的
?+K

级的雄性裸鼠!体重约

#E(!JD

% 腹腔注射
#JJ!0

水合氯醛'浓度&

)JQDRQ0

(

麻醉!取
JP'Q0

细胞悬浮液'浓度为
'$'J

$ 个
RQ0

(接种

于每只小鼠的双后肢大腿根部皮下! 约
'(!

周后!

肿瘤长至约
'SQ

直径!开始做体内多肽靶向实验%

!"# F4$ Q2C2 G;? /-H/.

标记
;A66??A

荧光染料
F4$ Q2C2 G;? /-H/.

上的琥珀酰亚胺

基能够连接重组肽
;A66??A

上的末端赖氨酸的集

团以及侧链氨基! 形成
F4$!;A66??A

荧光多肽复

合物% 利用
?/TU,V/W6!#*

分离纯化上述多肽复合

物! 先后得到两个谱带&

F4$!;A66??A

'标记耦联

物()游离的
F4$

'凝胶柱上端未标记(% 冷冻干燥处

理后! 用分光光度计测量耦联产物
F4$!;A66??A

的吸收光谱%

!"$ ;A66??A

靶向性研究

#P%P#

靶向研究动物模型的建立

分组处理! 将实验小鼠随机分为
!

组! 每组
*

只!水合氯醛腹腔麻醉后!用胶带固定在热塑膜内!

将右后肢腋下肿瘤及其外缘
JP*SQ

作为照射野!左

后肢肿瘤未接受射野! 应用瑞典医科达
F2QT,SH

直

线加速器
&<A!X

射线按实验分组分别给予照射
)64

%

放射处理后
*U

! 对照组和实验组小鼠从尾静脉分别

注射游离
JP#Q0 F4$

"

JP#Q0 F4$!;A66??A

溶液%

#P%P! ;A66??A

靶向结合放射损伤肿瘤的研究

小动物活体成像系统'
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上进行活体成像研究! 观察负瘤小鼠双后肢肿瘤区

域的荧光分布情况" 以游离的
/7$

荧光分子作为对

照!实验动物禁食
&0

!注射药物
#

#

&

#

#!

#

!=

#

=>0

后!

利用小动物活体成像系统观察# 测量负瘤小鼠全身

的荧光分布情况!尤其是双后肢肿瘤区域!并通过计

算机软件分析比较各组的荧光分布情况! 对比相同

部位荧光量子随时间变化情况"

!"#

小动物活体成像系统说明

根 据
/,-1?2*

公 司 关 于 动 物 活 体 成 像 系 统

$

/,-1?2* @)A1+,- B:BC !

%的说明!荧光图中的彩色

斑块是电脑在消除背景噪音# 通过不同区域的荧光

强度进行模拟生成! 可以通过测量荧光量子进行比

较!而如果这两个区域分别在不同荧光上!只能通过

测量这两个区域的荧光量子强度对比"

本实验通过活体内的荧光扫描图像分析裸鼠体

内的荧光标记的多肽分布情况"

!"$

统计学处理

数据分析采用
CDCC !";"

软件! 采用重复测量

的方差分析!

D!";"E

为差异有统计学意义"

!

结 果

%"!

荧光光谱分析结果

最大激发波长
FG

&

$=$+A

' 最大发射波长
FA

&

$EH+A

" 光谱结果如
I16)*2 9

所示!考虑荧光探针标

记生物分子后其发射峰# 激发发峰通常都会略有移

动! 激发波长和发射波长与文献提供的游离的
/7$

存在差异"

%"%

荧光多肽靶向结合放射损伤肿瘤研究结果

利用计算机软件进行分析处理! 消除背景噪音

的干扰后! 采用小动物活体成像系统分别对小鼠全

身及肿瘤部位在不同的时间点荧光扫描及采集"

!;!;9 /7$"J:KKCC:

组肿瘤区域的荧光信号

选择左右后肢肿瘤区域勾画
L4B

并测量其荧

光信号!

/7$"J:KKCC:

组双后肢荧光信号强度差异

有统计学意义" 各个时间点$

9#=>0

%左后肢肿瘤荧光

区域较右后肢分别减少
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组肿瘤区域的荧光信号

/7$

组各时间点小鼠双后肢肿瘤区域的荧光信

号比较差异均无统计学意义!见
R,S-2 !

"

!;!;% /7$

组与
/7$"J:KKCC:

组右后肢荧光信号

比较

/7$

组右后肢肿瘤荧光信号在各观察点均较
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组弱! 在各观察点分别降低
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讨 论

本研究利用动物活体成像系统观察 ! 分析

=:>>??:

在胰腺癌移植瘤模型中的分布情况" 比

较实验组负瘤裸鼠双后肢肿瘤区域荧光强度# 发现

荧光重组肽在接受放射处理的右后肢肿瘤部位聚

集# 而未接受放射线照射的左后肢肿瘤分布较少"

本研究初步结果表明# 重组肽
=:>>??:

能够特异

性识别受放射线照射的肿瘤组织# 为后续靶向药物

研究提供新的实验依据"

虽然多肽作为肿瘤靶向治疗载体具有诸多的优

势#但由于肿瘤异质性特点#而且肿瘤细胞表面分子

不稳定#易伴随微环境而改变 $

@

#

9"

%

#多肽的特异性在

后期治疗中逐渐失去优势" 寻找一种稳定的载体成

为肿瘤靶向治疗的研究热点之一$

99

%

"

?)6,0,*,

等$

9!

%

总结发现目前只有少数的多肽能高度特异性结合肿

瘤细胞表面#可供靶向治疗作为载体"

>1--

等$

9%

%以二

硬脂酰磷脂酰乙醇胺&

AB>C"""!D?AB

'为紫杉醇的

靶向载体# 他们的研究发现
AB>C"""!D?AB

能够维

持紫杉醇微粒在肺内的最大浓度#时间最长#靶向组

E/F GH9! I

药物在人体中被吸收利用的程度
J

是对

照组药物浓度
%

倍# 而药物副作用却未相应增加"

=,+

等$

K

%利用噬菌体展示技术筛选出能特异靶向结

合接受放射线处理或络氨酸激酶抑制剂处理的肺癌

细胞的多肽
=:>>??:

#

L(M2*7

等$

$

%利用并成功的以

=:>>??:

作为载体#靶向运输到肿瘤部位#减少非

靶器官的药物分布"

N,+6

等$

@

%研究进一步发现接受

放射的肿瘤细胞及其血管表面的
ADO!PQA!#

蛋白表

达增加#

PQA

配体通过
ADO

蛋白同
=:>>??:

特异

性结合#

A,33,*2--,

等 $

&

%发现通过放射或苏菲替尼能

够使肿瘤细胞表面
ADO!PQA!#

蛋白表达增加#抗
PQA

抗体通过抑制
PQA

蛋白表达# 从而减少
=:>>??:

蓄积在放射处理后的肿瘤区域" 因此# 放射处理可

以上调肿瘤细胞表面
ADO!PQA!#

表 达 # 重组肽

=:>>??:

可以考虑作为肿瘤靶向治疗的载体" 我

们的研究在
L(M2*7

的实验基础上 # 人工合成了

=:>>??:

# 序列为
/>>>RRR>>><=:>>??:

#该

多肽主要是通过两个半胱氨酸的二硫键交联而成#

靠环形内的多肽与目标蛋白靶向性结合的" 前期我

们成功的在肝癌放化疗模型中进行了该多肽特异性

研究# 初步发现其可能为放射引导的药物提供靶向

运输载体$

#K

%

" 本研究利用类似方法在胰腺癌模型中

进一步验证
=:>>??:

能够特异性结合放射损伤肿

瘤的生物特点"

本研究中实验组左后肢肿瘤区域较右后肢肿瘤

荧光信号低#荧光衰减更快!更明显#提示该多肽在

胰腺癌模型中#可靶向聚集于放射损伤肿瘤部位#在

KS0

观察点
/7$!=:>>??:

组及
/7$

组小鼠全身未

见荧光信号#考虑可能因素(荧光多肽或游离
/7!$

的荧光集团在实验小鼠体内被代谢# 荧光染料分布

小鼠体内#造成背景噪音较高#小动物活体成像系统

无法有效显示肿瘤区域的荧光图" 而
L(M2*7

利用

=:>>??:

作为紫杉醇
!

脂质体靶向载体# 在给药后

$!0

放射损伤的肿瘤区域仍具有荧光分布# 可能脂

质体具有延缓微粒代谢的作用 $

$

%

" 因此有必要进一

步观察荧光多肽及游离荧光在小鼠体内脏器的分布

及代谢情况"

本实验发现 # 同样未接受放射处理的
/7$!

=:>>??:

组及
/7$

组左后肢肿瘤区域#

/7$!=:>!

>??:

组荧光信号仍较
/7$

组高# 可能原因是肿瘤

细胞表面
ADO!PQA!#

蛋白基础表达# 实验组因游离

荧光携带
=:>>??:

基团# 同
ADO!PQA!#

蛋白特异

性结合# 能够少量蓄积在未接受放射处理的左后肢

肿瘤区域"

综上所述# 本研究发现重组肽
=:>>??:

可特

异性结合放射损伤的胰腺癌移植瘤# 且具有体内代

谢快等特性# 可能为胰腺癌药物靶向治疗提供新思
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