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成纤维细胞激活蛋白诱导胞内自组装 Ｇｄ-纳米粒子
对比剂的合成及 ＭＲ成像研究

郭祥源，郑一凡，张曼琳，任怡博，蒋金辉

（安徽医科大学第一附属医院核医学科，合肥　２３００２２）

摘要　目的　拟合成一种Ｇｄ标记的能够响应肿瘤相关成纤维细胞中高度表达的成纤维细胞激活蛋白（ＦＡＰ）的分子探针，用
于胰腺癌的ＭＲ显像研究。方法　化学合成Ｚ-Ｇｌｙ-Ｐｒｏ-Ｃｙｓ-Ｌｙｓ（Ｇｄ-ＤＯＴＡ）-ＣＢＴ（下文简称对比剂 １）并对其进行质谱分析以
表征其化学结构；应用高效液相色谱体外验证对比剂１在ＦＡＰ的作用下形成二聚体，透射电子显微镜验证酶切还原后自组装
形成的“Ｇｄ-纳米粒子”；ＣＣＫ-８实验检测对比剂１的生物安全性；建立ＢｘＰｃ-３胰腺癌裸鼠模型，随机分为３组，静脉注射０.０８
ｍｍｏｌ／ｋｇ对比剂１作为实验组、０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇＧｄ-ＤＴＰＡ作为对照组和生理盐水作为空白对照组（每组３只），分别对其进行０
～３ｈ的动态ＭＲ扫描，观察Ｔ１和Ｔ２加权成像的增强效果，并分析时间进程中肿瘤与肌肉灰阶比值（Ｔ／Ｍ）的变化率。结果　
对比剂１在体外能够响应ＦＡＰ，在ＦＡＰ的作用下能够形成二聚体，并自组装形成了纳米粒子结构。对比剂１具有良好的生物
安全性。ＢｘＰｃ-３肿瘤小鼠静脉注射对比剂１和Ｇｄ-ＤＴＰＡ后均在２ｈ时肿瘤的Ｔ１加权对比度达到最高：实验组在 Ｔ１加权成
像中Ｔ／Ｍ在２ｈ时为０ｈ的１３５.２０％±０.０６％，Ｇｄ-ＤＴＰＡ组为１１５.７０％±０.０５％，生理盐水组为１１３.５０％±０.０２％。实验组
比Ｇｄ-ＤＴＰＡ对照组增强Ｔ１加权对比效果更明显（Ｐ＜０.０１）。Ｔ２加权成像中，Ｔ／Ｍ定量分析结果显示３组的肿瘤Ｔ２加权对
比增强均较小，实验组、对照组和生理盐水组在０.５ｈ的Ｔ／Ｍ分别为０ｈ的９４.６０％±０.０３％、１０６.３０％±０.０４％和１０２.２０％
±０.００２％，均未显示出明显的肿瘤Ｔ２磁共振对比度增强。结论　合成靶向ＦＡＰ且能胞内自组装成Ｇｄ-纳米粒子的新型ＭＲ
对比剂，提高了Ｇｄ在靶区的富集，增强了胰腺癌Ｔ１加权磁共振成像，具有潜在的临床应用价值。
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ｊｉａｎｇｊｉｎｈｕｉ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　胰腺癌是恶性程度极高的消化道肿瘤，５年生
存率低于８％［１］。超过８０％的患者在确诊时处于临
床晚期，错过手术治疗机会，因此致死率较高［１］。

磁共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）是临
床中常用的疾病诊断成像技术，相较于 ＣＴ软组织
对比度更好，对于诊断胰腺中受限制的小胰腺癌以

及是否存在胰周增生和血管侵犯具有明显优势［２］。

目前临床上多应用钆螯合物，如钆喷酸葡胺（ｇａｄｏ-
ｐｅｎｔｅｔｉｃａｃｉｄ，Ｇｄ-ＤＴＰＡ），作为造影剂来提高 ＭＲＩ
对比度。钆基纳米粒子能够提高 Ｇｄ在靶区的富
集，从而获得更好的对比度［３］。胰腺癌约９０％是导
管腺瘤，其丰富的间质成分包含大量的肿瘤相关成

纤维细胞（ｃａｎｃｅｒ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ），成纤

维细胞激活蛋白（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＡＰ）
在ＣＡＦｓ中高度表达，而在正常组织中低表达或不
表达［４］。除此之外，ＦＡＰ还具有二肽基肽酶活性，
能特异性剪切 Ｎ-末端被封闭的 Ｇｌｙ-Ｐｒｏ↓Ｘ氨基酸
序列［５］。点击反应是发生于巯基的 ２-氰基苯并噻
唑（ｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｅ-２-ｃａｒｂｏｎｉｔｒｉｌｅ，ＣＢＴ）上的腈基和Ｄ-
半胱氨酸（Ｄ-ｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｃｙｓ）上的１，２-氨基硫醇之间
的化学反应，具有反应高效、选择性高和生物兼容性

好等特点，已广泛应用于生物医学领域［６］。该研究

拟合成一种Ｇｄ标记的能够响应肿瘤相关成纤维细
胞中高度表达的ＦＡＰ的分子探针用于胰腺癌的ＭＲ
显像研究。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　Ｆｍｏｃ-Ｌｙｓ（Ｂｏｃ）-ＯＨ（ＣＡＳ号：
７１９８９-２６-９）、Ｆｍｏｃ-Ｌ-Ｃｙｓ（Ｓｔｂｕ）-ＯＨ（ＣＡＳ号：
７３７２４-４３-３）、Ｆｍｏｃ-Ｐｒｏ-ＯＨ（ＣＡＳ号：７１９８９-３１-６）、
Ｆｍｏｃ-Ｇｌｙ（ＣＡＳ号：２９０２２-１１-５）购自上海吉尔生化
公司；Ｎ-Ｎ二甲基甲酰胺（ＣＡＳ号：６８-１２-１２）、Ｎ，Ｎ-
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二异丙基乙胺（ＣＡＳ号：７０８７-６８-５）、异丙醇（ＣＡＳ
号：６７-６３-０）、正己烷（ＣＡＳ号：１１０-５４-３）、氯甲酸异
丁酯（ＣＡＳ号：５４３-２７-１）、３-甲硫基丙醛（ＣＡＳ号：
３２６８-４９-３）、三氟乙酸（ＣＡＳ号：７６-０５-１）、哌啶（ＣＡＳ
号：１１０-８９-４）、乙腈（ＨＰＬＣ）、甲醇（ＨＰＬＣ）、三（２-羰
基乙基）磷盐酸盐（ＴＣＥＰ）等化学合成试剂均购于
上海毕得医药科技有限公司或上海阿拉丁生化科

技；高糖 ＤＭＥＭ 培养基（货号：３１９-００６））、ＲＰ-
ＭＩ１６４０培养基（货号：３５０-００６）、０．２５％胰酶（货号：
３２５-０４０）、胎牛血清（货号：０８５-１５０）等细胞培养试
剂均购自维森特（南京）生物技术有限公司；Ａｎｔｉ-
ＧＡＤＰＨ（货 号：ＷＬ０１１１４）；ＦＡＰ抗 体 （货 号：
ＷＬ０４８９０）；抗兔二抗（货号：ＷＬＡ０２４）等细胞免疫
印迹所需抗体试剂购于沈阳万类生物公司。

１．１．２　主要仪器　细胞恒温培养箱、－８０℃／４℃
冰箱（日本三洋公司）；电子显微镜（ＸＴＬ-１００，长方
光学仪器有限公司）；低温离心机（ＰｒｉｍｏＲ，德国
ｈｅｒａｅｕｓ公司）；高压蒸汽灭菌锅（ＹＸＱ-ＬＢ-１００ＳＩＩ，上
海博讯实验仪器公司）；高效液相色谱（制备：Ｓｈｉｍａ-
ｚｕＵＦＬＣ，分析：Ａｇｉｌｅｎｔ１２００，美国安捷伦科技有限
公司）；正电子发射计算机断层显像／核磁共振扫描
仪（ＰＥＴ／ＭＲ，３.０Ｔ，美国ＧｅｎｅｒａｌＥｌｅｃｔｒｉｃ公司）。
１．１．３　实验细胞与动物　ＢｘＰｃ-３人原位胰腺腺癌
细胞由安徽医科大学第一附属医院药学院馈赠；构

建皮下移植瘤的裸鼠（９只，１８～２０ｇ，５周，雌性，
ＳＰＦ级动物房饲养）购自浙江维通利华实验动物技
术有限公司。该研究动物实验方案经安徽医科大学

动物实验伦理审查委员会批准（伦理学批号：

ＬＬＳＣ２０２３２１７３）。
１．２　方法
１．２．１　对比剂１的化学合成　对比剂１的合成路
线如图１所示，首先通过固相肽合成法得到 Ｆｍｏｃ-
Ｇｌｙ-Ｐｒｏ-Ｃｙｓ-Ｌｙｓ（以下简称为化合物 Ａ）肽段。化合
物Ａ溶于无水ＴＨＦ中，冷却至０℃、加入氯甲酸异
丁酯和４-甲基吗啉活化４０ｍｉｎ后加入 ＣＢＴ反应生
成Ｆｍｏｃ-Ｇｌｙ-Ｐｒｏ-Ｃｙｓ-Ｌｙｓ-ＣＢＴ（化合物 Ｂ），化合物 Ｂ
用９５％ ＴＦＡ脱除Ｌｙｓ侧链上的Ｂｏｃ保护基后（化合
物Ｃ）与１，４，７，１０-四氮杂环十二烷-１，４，７，１０-
四乙酸三叔丁酯［（ＤＯＴＡ（ＯｔＢｕ）３］反应生成 Ｆｍｏｃ-
Ｇｌｙ-Ｐｒｏ-Ｃｙｓ-Ｌｙｓ［Ｇｄ-ＤＯＴＡ（ＯｔＢｕ）３］-ＣＢＴ（化合物
Ｄ），用５０％ＴＦＡ室温下３ｈ脱去 ＤＯＴＡ上的 ＯｔＢｕ
保护基（化合物Ｅ），用１０％哌啶在０℃ 脱去Ｇｌｙ氨
基上的Ｆｍｏｃ保护基获得化合物 Ｆ。Ｆ再与苯甲氧
羰酰琥珀酰亚胺在 ｐＨ＝７.５条件下快速反应得到
对比剂前体分子Ｇ，前体分子Ｇ与 ＧｄＣｌ３·６Ｈ２Ｏ反
应螯合得到对比剂１，使用高效液相色谱对中间产
物和终产物进行定性分析和纯化分离，对比剂１用
高分辨质谱验证其正确性。

图１　对比剂１的合成路线图
Ｆｉｇ．１　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｆｏｒｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１
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１．２．２　对比剂１的体外酶切实验　对比剂１的体
外酶切自组装过程如图２所示。将得到的对比剂１
配成２ｍｍｏｌ母液备用，利用 ＦＡＰ的二肽激肽酶活
性能特异性裂解 Ｚ-ＧＰ肽段，将对比剂１与重组人
ＦＡＰ在特定的缓冲工作液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ三羟甲基氨
基甲烷，１ｍｏｌ／Ｌ氯化钠，１ｍｇ／ｍｌ牛血清蛋白，ｐＨ＝
７.５）中３７℃条件下孵育４ｈ，得到被ＦＡＰ酶切后的
产物；随后，向上述混合体系（１-Ｃｌｅａｖｅｄ）中加入 １
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＴＣＥＰ来还原肽链上的双硫键，孵育２ｈ
得到点击缩合反应后的二聚体产物，应用高效液相

色谱监测反应过程，并使用透射电子显微镜对形成

的１-ＮＰ进行表征。

图２　对比剂１自组装形成纳米粒子１-ＮＰ示意图

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｓｅｌｆ-ａｓｓｅｍｂｌｙｏｆ

ｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１ｔｏｆｏｒｍｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ１-ＮＰ

１．２．３　细胞毒性实验　采用 ＣＣＫ-８法测定细胞存
活率。将处于对数生长期的 ＢｘＰｃ-３细胞以每孔大
约３×１０４个标准接种到无菌 ９６孔板中，置于 ３７
℃、５％ＣＯ２细胞培养箱孵育２４ｈ后，分别加入不同
浓度（５０、１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ）的对比剂１，继续分
别孵育４、８、１２ｈ。然后每孔加入１０μｌＣＣＫ-８检测
试剂，在细胞培养箱中继续孵育，待出现橙黄色甲瓒

结晶，用酶标仪测量在４５０ｎｍ处 ＣＣＫ-８的吸光度，
计算细胞的存活率，然后根据细胞存活率评估细胞

毒性。

１．２．４　胰腺癌ＢｘＰｃ-３肿瘤模型的构建及 ＭＲ显像
研究　ＢｘＰｃ-３细胞培养于含１０％胎牛血清和１％青
－链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，当细胞处于对数
增长期时，用０.２５％的胰酶消化细胞并离心（１２００

ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ），制成５×１０６个细胞／１００μｌ的细胞
悬液。选用５周（１８～２０ｇ）雌性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，于
右侧腋下皮下注射２００μｌ上述细胞悬液，将接种好
肿瘤细胞的老鼠饲养在 ＳＰＦ级动物房保持１２ｈ光
照黑暗交替，食物和水充足。记录肿瘤接种的时间

并每日观察裸鼠生存状况以及肿瘤体积大小变化。

　　待肿瘤直径达到０.５～０.８ｃｍ时，进行磁共振
显像实验。参照 ０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇ［７］的标准，随机将
ＢｃＰＣ-３荷瘤鼠分为３组（每组 ｎ＝３）：尾微静脉注
射０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇ对比剂１设为实验组；尾静脉注射
０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇＧｄ-ＤＴＰＡ设为对照组；注射生理盐水
设为空白对照组。将以上３组模型鼠分别进行０～
３ｈ的动态ＭＲ扫描，扫描时小鼠麻醉方式为腹腔注
射３５～４０ｍｇ／ｋｇ１％的戊巴比妥；Ｔ１扫描序列参
数：ＴＥ＝９.０ｍｓ，ＴＲ＝５９４ｍｓ，ＦＯＶ：１２ｍｍ×１２ｍｍ，
ｍａｔｒｉｘｓｉｚｅ＝２８８×２２４，ｓｌｉｃｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ＝２ｍｍ（１２
ｓｌｉｃｅｓ，ｇａｐ＝０）；Ｔ２扫描序列参数：ＴＥ＝８７.５ｍｓ，ＴＲ
＝２４０５ｍｓ，ＦＯＶ：１２ｍｍ×１２ｍｍ，ｍａｔｒｉｘｓｉｚｅ＝２８８
×２２４，ｓｌｉｃｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ＝２ｍｍ（１２ｓｌｉｃｅｓ，ｇａｐ＝０）。
在同一层面，同样大小进行肿瘤及肌肉组织的勾画。

１．３　统计学处理　用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８.４.３进行统
计分析，结果以均数±标准差（�ｘ±ｓ）表示，两组间差
异的比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０.０５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　对比剂１的化学合成结果　按照合成路线图
所示方法得到对比剂１，其高分辨质谱的表征结果
如图３所示：对比剂１的理论量是１３２４.３５１，高分
辨质谱测定的实际分子量是１３２４.２６２。

图３　对比剂１的高分辨质谱图

Ｆｉｇ．３　ＨＲ-ＭＡＬＤＩ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１
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２．２　对比剂１在酶切作用下形成纳米粒子１-ＮＰｓ
　高效液相色谱监测结果表明对比剂１在液相色谱
谱图中的保留时间为２８.６ｍｉｎ，对比剂１在３７℃条
件下与 ５００Ｕ／ｍｌＦＡＰ孵育 ４ｈ得到酶切产物 １-
Ｃｌｅａｖｅｄ的保留时间为２２.７ｍｉｎ，与还原剂 ＴＣＥＰ反
应２ｈ后得到二聚体产物 １-Ｄｉｍｅｒ的保留时间为
１４.７ｍｉｎ（图４Ａ），高分辨质谱测定结果表明酶切产
物１-Ｃｌｅａｖｅｄ和二聚体产物１-Ｄｉｍｅｒ的形成（图４Ｃ、
４Ｄ），透射电子显微镜说明自组装形成了纳米粒子
１-ＮＰ（图４Ｂ）。
２．３　对比剂１细胞毒性实验　ＢｘＰｃ-３细胞用不同
浓度对比剂１（５０、１００、２００和４００μｍｏｌ／Ｌ分别孵育
４、８、１２ｈ均未表现出明显的细胞毒性：５０μｍｏｌ／Ｌ
对比剂１孵育直到１２ｈＢｘＰｃ-３细胞的存活率大于
９２％，用高浓度（４００μｍｏｌ／Ｌ）的对比剂１孵育直到
１２ｈＢｘＰｃ-３细胞的存活率仍在７０％以上，说明对比

剂１具有良好的生物兼容性。见图５。
２．４　对比剂１增强 ＢｘＰｃ-３肿瘤模型鼠 Ｔ１加权磁
共振成像　对肿瘤模型鼠在３.０Ｔ的医用 ＰＥＴ／ＭＲ
（配备了动物线圈）进行了Ｔ１和Ｔ２加权冠状位ＭＲ
扫描。图６Ａ显示尾静脉注射０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇ对比剂
１的实验组和０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇＧｄ-ＤＴＰＡ对照组都在２
ｈ时肿瘤Ｔ１加权对比度增强达到最高，此时实验组
的肿瘤与肌肉灰阶比值（Ｔ／Ｍ）是０ｈ的１３５.２０％±
０.０６％（图６Ｃ），Ｇｄ-ＤＴＰＡ对照组２ｈ的Ｔ／Ｍ是０ｈ
的１１５.７０％±０.０５％，说明对比剂１在相同的浓度
下比Ｇｄ-ＤＴＰＡ增强Ｔ１加权对比度效果更好，差异
具有统计学意义（ｔ＝４.１７０，Ｐ＜０.０１）。注射生理盐
水的空白对照组在１ｈ时Ｔ／Ｍ是０ｈ的１１３.５０％±
０.０２％，其Ｔ／Ｍ曲线与 Ｇｄ-ＤＴＰＡ对照组相差不大。
在３组小鼠肿瘤 Ｔ２加权成像中，Ｔ／Ｍ定量分析结
果显示３组的肿瘤Ｔ２加权对比增强都比较小，实验

图４　对比剂１的体外酶切实验
Ｆｉｇ．４　Ｉｎｖｉｔｒｏｄｉｇｅｓｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１

　　Ａ：ＨＰＬＣｔｒａｃｅｓｏｆ１００μｍｏｌｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１ｉｎＰＢＳｂｕｆｆｅｒ（ｂｌａｃｋ），ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ５００Ｕ／ＬＦＡＰ，ａｎｄ１ｍｍｏｌＴＣＥＰ（ｒｅｄ），ｏｒｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ
５００Ｕ／ＬＦＡＰ（ｂｌｕｅ）ａｔ３７℃ ｆｏｒ２ｈ；Ｂ：ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆｔｈｅ１-ＮＰｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒｍｅｄｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１ｗｉｔｈＦＡＰａｎｄＴＣＥＰ；Ｃ：ＨＲ-
ＭＡＬＤＩ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ１-Ｃｌｅａｖｅｄ；Ｄ：ＨＲ-ＭＡＬＤＩ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ１-Ｄｉｍｅｒ．
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图５　ＢｘＰｃ-３细胞用不同浓度对比剂１分别孵育４、８、１２ｈ的细胞毒性

Ｆｉｇ．５　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＢｘＰｃ-３ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１ｗｉｔｈ４ｈ，８ｈ，ａｎｄ１２ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

组和对照组在０.５ｈ增强最大，Ｔ／Ｍ分别为０ｈ的
９４.６０％ ±０.０３％和 １０６.３０％ ±０.０４％，生理盐水
组Ｔ／Ｍ在０.５ｈ时为０ｈ的１０２.２０％±０.００２％（差
异不具有统计学意义），均未显示出明显的肿瘤 Ｔ２
磁共振对比度增强（图６Ｂ、６Ｄ）。以上结果表明，对
比剂１在ＦＡＰ作用下发生点击缩合反应和自组装
形成的 Ｇｄ-纳米粒子能够有效增强胰腺癌的 Ｔ１加
权ＭＲ对比度。

３　讨论

　　在肿瘤的发生过程中，伴随着组织和体液中一
些微量生物标志物（包括蛋白质、多肽和核酸）表达

水平的异常，对这些生物标志物精准检测可以特异

性区分异常的病理学过程，是实现癌症早期精准诊

断的关键。ＦＡＰ是一种细胞表面的丝氨酸蛋白酶，
ＦＡＰ参与肿瘤微血管的形成，促进肿瘤的侵润、转移
和生长［８－９］，目前已经开发出多种应用 ＦＡＰ作为靶
点进行胰腺癌诊疗的成像探针，如 Ｗａｔａｂｅｅｔａｌ［１０］

使用放射性核素６４Ｃｕ和２２５Ａｃ标记 ＦＡＰ的小分子抑
制剂来实现胰腺癌的ＰＥＴ成像与治疗；Ｇａｏｅｔａｌ［１１］

研制了一种 ＦＡＰ靶向的香豆素准分子实现 ＦＡＰ过
表达肿瘤细胞的荧光成像。但是，到目前为止并未

有基于识别ＦＡＰ特异性肽段（Ｚ-Ｇｌｙ-Ｐｒｏ↓Ｘ）的分子
探针应用于肿瘤的ＭＲ成像。本研究设计和合成了
Ｚ-Ｇｌｙ-Ｐｒｏ-Ｃｙｓ-Ｌｙｓ（Ｇｄ-ＤＯＴＡ）-ＣＢＴ这一可被 ＦＡＰ
识别的对比剂用于胰腺癌的早期精准诊断研究。

　　点击反应可以由ｐＨ、蛋白酶和还原剂等作用在
体外缓冲溶液中进行，也可以在细胞内控制缩合自

组装形成纳米粒子结构，具有条件温和、反应高效、

产物稳定和生物兼容性好等优点。目前，经过多年

的深入探索和发展，该缩合反应已经广泛地用于细

胞内生物分子的检测、肿瘤显像和药物递送等领

域［１２－１４］。本课题设计了一种基于 ＣＢＴ-Ｃｙｓ点击缩
合反应的细胞内原位自组装分子探针并应用于胰腺

癌的早期精准诊断研究，利用载有ＭＲ造影剂Ｇｄ的
分子探针在靶区发生酶切反应，进入肿瘤细胞后在

ＧＳＨ的还原作用下暴露出 Ｃｙｓ，然后与 ＣＢＴ发生点
击缩合反应形成二聚体环状结构，二聚体进一步通

过π-π堆叠自组装成纳米粒子结构。体外酶切实
验验证了构建的对比剂 １能够高效响应 ＦＡＰ，在
ＦＡＰ的作用下可以发生点击缩合反应形成二聚体。
ＴＥＭ表征实验验证了纳米粒子的形成（图４Ｂ）。由
于纳米粒子结构的疏水性不易被细胞膜泵出，提高

了Ｇｄ在靶区的富集。这种策略不仅极大地增强了
ＭＲ显像和提高 ＭＲ灵敏度，同时有效降低了造影
剂的用量和在正常组织中的分布。同时，细胞毒性

实验表明，对比剂１对ＢｘＰｃ-３细胞在一定的浓度范
围内毒性较小（图５），说明本实验中构建的对比剂
１具有良好的生物兼容性。
　　本研究将构建的对比剂１用于胰腺癌 ＢｘＰｃ-３
模型鼠ＭＲ成像研究。在Ｔ１加权成像中，静脉注射
对比剂１和Ｇｄ-ＤＴＰＡ后均在２ｈ增强 Ｔ１加权对比
度最高（图６），前者在２ｈ比０ｈ肿瘤的 Ｔ１加权对
比度增加３５.２％，而Ｇｄ-ＤＴＰＡ对照组２ｈ比０ｈ肿
瘤的Ｔ１加权对比度只增加了１５.７％。注射生理盐
水组在 ２ｈ比 ０ｈ肿瘤的 Ｔ１加权对比度增加
１３.５％。说明对比剂１比常规的磁共振造影剂 Ｇｄ-
ＤＴＰＡ能够更大地提高 Ｔ１加权对比度。主要原因
是对比剂１能够高效响应 ＦＡＰ，并在靶区发生点击
缩合反应和自组装，形成了“Ｇｄ-纳米粒子”结构，纳
米结构是疏水性的不易被细胞膜泵出，提高了靶区

造影剂的浓度。这种原位的“智能”组装策略，不仅

可以大大地提高造影剂在靶区的富集从而提高 ＭＲ
灵敏度，同时能够有效减低正常组织的摄取，在疾病

诊治方面具有重要的临床应用价值。在 Ｔ２加权成
像中，３组的增强效果都比较弱（图６Ｂ和６Ｄ），这也
与预期相符合。

　　综上所述，本研究基于点击反应，以胰腺癌肿瘤
微环境高度表达的 ＦＡＰ作为靶点，构建了一种 Ｇｄ
标记的对比剂用于胰腺癌的早期精准诊断研究。该

对比剂在ＦＡＰ的作用下能够在胰腺癌肿瘤细胞内
原位自组装形成纳米粒子结构，提高靶区Ｇｄ的浓
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图６　ＢｘＰｃ-３肿瘤模型鼠Ｔ１、Ｔ２加权磁共振成像

Ｆｉｇ．６　Ｔ１-ａｎｄＴ２-ｗｅｉｇｈｔｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇｏｆＢｘＰｃ-３ｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌｍｉｃｅ

　　Ａ，Ｂ：Ｔ１，Ｔ２-ｗｅｉｇｈｔｅｄｃｏｒｏｎａｌＭＲｉｍａｇｅｓｏｆＢｘＰｃ-３ｔｕｍｏｒ-ｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ１（ｔｏｐｒｏｗ）ａｎｄ

ｔｈｅｎ０.０８ｍｍｏｌ／ｋｇＧｄ-ＤＴＰＡ（ｍｉｄｄｌｅｒｏｗ），ａｎｄｓａｌｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｂｏｔｔｏｍｒｏｗ）ａｔ０ｈ（ｌｅｆｔｃｏｌｕｍｎ）ｆｒｏｍ３ｈ（ｒｉｇｈｔｃｏｌｕｍｎ）；Ｃ，Ｄ：Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｉｍｅ

ｃｏｕｒｓｅｔｕｍｏｒ-ｔｏ-ｍｕｓｃｌｅ（Ｔ／Ｍ）ｃｏｎｔｒａｓｔｒａｔｉｏｓｏｆＴ１ｖａｌｕｅｓａｎｄＴ２ｖａｌｕｅｓｉｎｐａｎｅｌＡａｎｄｐａｎｅｌＢ（Ｅａｃｈｅｒｒｏｒｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ；**Ｐ＜０.０１ｖｓＧｄ-ＤＴＰＡ．

度和滞留时间，从而极大提高 ＭＲ成像的灵敏度和
精准性，为临床胰腺癌的早期精准检测提供了新策

略和思路。
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原肌球调节蛋白３在肝细胞癌复发转移中的潜在作用分析
罗龙彪，蒋　辉，马丹丹，付航玮，孙炜玮

（中部战区总医院普通外科，武汉　 ４３００７０）

摘要　目的　探讨原肌球调节蛋白３（ＴＭＯＤ３）与肝细胞癌恶性生物学特征的关系及其对肝癌复发转移的预测潜力。方法　
首先利用人类蛋白质图谱数据库获取 ＴＭＯＤ３结构及其在细胞和组织中的定位。利用ＴＣＧＡ以及ＧＥＯ数据集探究ＴＭＯＤ３在
肝细胞癌组织与正常肝脏组织中的表达差异及其对临床病理特征及预后的影响。接着利用ＳＴＲＩＮＧ数据库探究ＴＭＯＤ３的相
互作用蛋白并利用Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库进行富集分析，最后利用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析肝细胞癌远处转移的独立危险因素，并利用受
试者工作特征曲线（ＲＯＣ）以及瓦尔德检验进行预测变量的重要程度评估。生存分析采用Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ曲线与Ｌｏｇ-ｒａｎｋ检验。
结果　 ＴＭＯＤ３定位于细胞中的肌动蛋白丝，且与癌旁组织相比，肝细胞癌组织中 ＴＭＯＤ３表达水平更高（Ｐ＜０.０５），ＴＭＯＤ３
高表达与肝细胞癌患者的淋巴结转移及肿瘤远处转移密切相关（Ｐ＜０.０５）。富集分析结果显示ＴＭＯＤ３及其相互作用蛋白主
要富集于肿瘤的侵袭转移的信号通路。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示ＴＭＯＤ３是肝细胞癌复发转移的独立危险因素（ＯＲ：４.３５９，９５％
ＣＩ：１.２３５～１５.３８４，Ｐ＝０.０２２）。生存分析显示高表达的ＴＭＯＤ３与肝细胞癌患者的不良总生存期（ＯＳ）、无病生存期（ＤＦＳ）、
无复发生存期（ＲＦＳ）相关（Ｐ＜０.０５）。ＲＯＣ分析和瓦尔德检验均判断ＴＭＯＤ３具有良好的预测肝细胞癌发生远处转移的预测
效能。结论　 ＴＭＯＤ３与肝细胞癌的侵袭转移密切相关，是肝细胞癌发生远处转移的独立危险因素。ＴＭＯＤ３对于预测肝细
胞癌发生远处转移具有较好的效能，有潜力成为预测肝细胞癌发生远处转移的生物标志物。

关键词　 原肌球调节蛋白３；肝细胞癌；转移；组织芯片；生物标志物；生物信息学
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　　肝癌是最常见的癌症类型之一。在肝癌中，肝
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细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）占 ７５％ ～
８５％，肝内胆管癌占１０％ ～１５％，还有较少见的混
合型肝细胞癌 －胆管癌。ＨＣＣ具有高度恶性的生
物学特征，其复发和转移是导致高病死率的主要原

因之一［１］。因此，识别新的分子靶点可能会为 ＨＣＣ
患者提供新的预后指标和潜在的治疗靶点，以降低
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