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摘　要:反义显像技术以放射性核素标记的人工合成的寡核苷酸为显像剂, 通过体内核酸杂

交而显示特异性癌基因过度表达的癌组织。 肿瘤癌基因的特异性、放射性核素的选择以及标记化

合物的稳定性、比放射性等诸参数均影响显像效果。 成功的反义显像要求寡核苷酸探针具有容易

大量合成、体内稳定、能与靶序列结合并且不发生非序列性特异性结合等特点。反义显像以癌基因

为基础, 使肿瘤显像进入基因水平。
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　　肿瘤的发生是一个多因素参与的、多步

骤的复杂过程。原癌基因的激活与抑癌基因

的失活是肿瘤发生的分子生物学基础。现已

知许多癌基因在肿瘤中有过度表达。 癌基因

研究的发展产生了反义技术 (A n t isense

techno logy )及其在肿瘤基因诊断和基因治

疗中的应用。

1　反义技术和反义显像技术

反义技术
〔1〕
是利用人工合成的一段寡核

苷酸序列特异地结合到靶基因上,达到封闭

或裂解 (核酶, R ibo zym e)靶基因使其不能表

达,从而达到治疗肿瘤的目的。要达到完全地

配对且能灭活靶序列,反义寡核苷酸的长度

一般为 15～ 25聚体
〔2〕
。靶序列既可以是胞浆

mRNA,也可以是核内不均一 RNA
〔 1〕
。人工

合成的反义寡核苷酸是小分子物质, 可以经

胃肠道以外的途径通过一定的手段导向靶基

因
〔 2〕
。反义技术的发展和应用为反义显像技

术提供了技术保证, 使之成为肿瘤显像的又

一手段。

反义显像技术利用放射性核素标记的人

工合成的反义寡核苷酸注入受试对象后, 通

过体内核酸杂交而显示特异癌基因过度表达

的癌瘤组织。

与反义基因治疗技术一样,反义显像技

术应用的首要问题是确定哪种癌基因在所研

究的肿瘤发生过程中占主导地位。因为尽管

目前已经发现了一百多个癌基因,而仅有一

部分癌基因参与了与癌基因有关的肿瘤的发

生过程〔3〕。

反义显像技术中选用哪种放射性核素是

应用该技术要考虑的另一个问题〔 4〕。 标记 β

射线发射体的探针稳定性差, 而标记 γ射线

发射体的探针稳定性好。另外,放射性核素标

记的反义探针的诸参数:稳定性、比放射性、

离子电荷 、氢键空间位置与键长、核苷酸顺

序、连接剂中供体原子的类型、络合物的种

类、立体异构体以及探针的立体结构等均可

影响探针在细胞膜的转运、杂交和滞留时间,

这些也是影响显像效果的因素。

反义显像技术应用的寡核苷酸在血中的

半衰期为 30～ 60分钟,很快从血液中清除并

分布到各组织。 初步研究证明, 100毫克 /公

斤体重的磷酸硫酯型寡核苷酸在小鼠体内

14天是无毒的。寡核苷酸在许多组织中相当

稳定, 人工合成的寡核苷酸在肝脏中更为稳

定。大部分寡核苷酸经 2～ 3天后从肾脏排

泄,粪便中几乎没有〔 1〕。

2　肿瘤反义显像的实验研究

c-m yc基因编码的一个定位于核内的
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DNA结合蛋白转录因子,其亮氨酸拉链结构

能结合一种称之为 m ax的蛋白,形成的复合

物能够结合到许多基因的 5′末端顺序

(CACG TG )。 这样, c-m yc基因的开启和过

度表达就导致一系列基因表达,从而导致细

胞的恶性增殖。 c-m yc的过度表达常出现在

Burk it t is淋巴肉瘤及小细胞肺癌等恶性肿

瘤中
〔1〕
。 D ew an jee等

〔5〕
用

111
In标记的 c-myc

反义寡核苷酸研究了其在白血病细胞 P388

内的转运及杂交过程: 60分钟时, 70% ～

80%的反义核酸与 c-m ycm RNA结合。在另

一实验中〔 6〕,他们把 111
In通过络合物 DTPA

标记到 c-m yc反义寡核苷酸上,进行荷瘤小

鼠显像,讨论了最佳的标记条件,结果表明在

0. 5、 2、 4、 24小时各时相, 瘤体 /血和瘤体 /肌

肉均有较高的比值, 分别为 3. 55± 0. 23、

3. 05± 0. 31、 2. 86± 0. 22、 2. 59± 0. 26和

21. 48± 3. 27、 20. 69± 2. 68、 20. 34± 3. 19、

18. 34± 2. 57,使肿瘤早期显像成为可能。

c-erbB2是另一种癌基因,它的表达产物

是生长因子受体, 具有酪氨酸激酶活性,能够

增强转录和增殖信号〔 1〕。 c-e rbB2在乳腺癌中

有过度表达, 可以其 mRNA作为反义显像的

合适靶序列。 Dew an jee等
〔7〕用人工合成 15

聚体的 c-erbB2反义寡核苷酸, 通过络合物

DT PA 把
111

In标记在这段反义寡核苷酸上

制成探针,静脉注射给荷乳腺癌小鼠,同时用

c-e rbB2正义 ( Sense)探针作对照, 于 1、 4、 8、

24小时行 γ显像,结果 111
In标记的反义寡核

苷酸于 4小时在瘤体内有最大摄取, 且组织

学分布、瘤体 /血液比值及瘤体 /肌肉比值均

为反义显像高于正义对照, 说明 c-e rbB2反

义寡核苷酸在乳腺癌显像中特异、灵敏、无创

伤。

黑素瘤中有高水平免疫球蛋白重链

mRNA的表达, 而在细胞 702 /313中没有表

达。U rba in等
〔8〕
用免疫球蛋白重链的反义寡

核苷酸研究了上述两种细胞对放射性核素标

记的反义寡核苷酸的摄取 /滞留比值,结果表

明高水平表达免疫球蛋白重链 mRNA的黑

素瘤细胞具有高选择性摄取反义寡核苷酸的

能力,摄取 /滞留比值显著高于无免疫球蛋白

mRNA表达的细胞, 而且摄取 /滞留比正比

于反义寡 核苷酸的浓度及靶细胞的数目。

体内标记中性粒细胞在感染定位方面具

有靶向作用。 以111 In-DT PA标记的组蛋白 -

4〔 9〕反义寡核苷酸在体内标记中性粒细胞有

很高的比活性,而血小板和红细胞的标记却

很低, 这种探针在体内具有抗核酸酶 (DN ase

和 RN ase)活性, 因而其穿透效率高,有希望

成为体内感染定位的新手段。

3　反义显像技术对寡核苷酸的要求

反义显像技术用反义寡核苷酸作为显像

剂,由于其分子量小、穿透性强、特异性高、没

有免疫原性,因而具有显像结果特异、显像时

间短、靶 /非靶器官比值高、可以在基因水平

对组织器官进行显像和功能评价等特点。 但

是,这种新的显像方法在实际应用中仍存在

一些问题。 成功的反义显像必须满足以下条

件
〔10〕

:

①寡核苷酸探针必须容易大量合成。 反

义寡核苷酸的合成已经实现了自动化, 放射

性核素的标记则复杂一些, 这与寡核苷酸、链

结构、金属络合物以及放射性核素的标记部

位有关。临床常规应用前的重要一步,是建立

用来标记放射性核素的试剂盒。 Lu等
〔 6, 11〕已

经做了这方面的尝试。

②寡核苷酸探针在体内必须稳定。利用

特异性反义探针进行反义显像的重要一点是

在靶部位必须有足够浓度的反义核酸〔12〕。其

一,寡核苷酸中的磷酸二酯键很容易被血浆

和组织中的核酸酶所降解。 通常采用在寡核

苷酸中加入磷酸基、糖基或嘌呤、嘧啶修饰便

可显著抵抗核酸酶的活性。但是,这种修饰的

同时, 也影响了探针的穿膜能力及与靶序列

的亲和力。 经过修饰的含有磷酸硫酯键衍生

物的反义寡核苷酸或用多聚酰胺取代磷酸二
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酯键的反义寡核苷酸都具有很高的稳定

性
〔 6〕
。其二,寡核苷酸的链结构必须在体内稳

定,这可以用脂质体作载体,也可以用多聚赖

氨酸形成稳定的络合物增加核酸的稳定性。

其三,放射性核素标记必须牢固。

③反义探针必须能进入靶细胞中。含有

磷酸二酯键或磷酸硫酯键的寡核苷酸是多阳

离子复合物, 不能被动地透过细胞膜。许多肿

瘤细胞膜具有结合多阳离子寡核苷酸的作

用,但是非特异性的。 如果探针滞留时间长、

浓度大,则反义探针进入这些细胞就多。采用

受体介导的胞饮作用〔11〕, 亦可大大提高导入

反义寡核苷酸的效率。值得一提的是,以多聚

赖氨酸修饰 5′-末端寡核苷酸能增加反义探

针进入胞浆的效率
〔10〕
。

④放射性核素标记的反义寡核苷酸必须

被靶细胞截留。如果反义寡核苷酸进入细胞

后再游离出细胞的速率与反义寡核苷酸和靶

mRNA杂交的速率相近,那么反义显像的效

果将受到影响。其问题的关键是细胞溶酶体

具有分解代谢核酸复合物的作用,从而使反

义显像的本底增加。解决的办法可以在反义

寡核苷酸复合物中加入溶酶体酶的抑制

剂〔 13〕,保证反义核酸在细胞内与靶序列特异

地结合。

⑤反义寡核苷酸必须能与靶序列相结

合。设计反义核酸的结合位点没有规律可循,

靶细胞 mRNA 5′-末端以及起始编码区

(A uG )是反义核酸常见的结合部位。 3′-末端

非转录区也可作为靶结合区。

⑥反义寡核苷酸不能与其他大分子物质

发生非序列性、特异性结合。设计的反义探针

必须具有序列特异性。其中,保证反义显像的

特异性必须选择合适的探针长度,过长会增

加杂交的非特异性。

反义显像技术使核医学显像进入了基因

水平,但由于该技术刚刚起步,在临床应用前

尚有许多问题需要克服。随着基因分子生物

学的发展和新的肿瘤特异性癌基因的发现,

必将促进反义显像技术的成熟和完善。
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