
会破坏人类基因库的平衡 ,是否符合伦理道

德。

随着分子生物学技术在各学科的渗透 ,

随着分子核医学的蓬勃发展 ,在恶性肿瘤的

治疗中 ,反义治疗与化疗、放疗、免疫治疗的

结合是医学科学发展的必然趋势。反义序列

与靶目标作用特异抑制基因的表达 ,是治疗

恶性肿瘤的一种理想方法 ,而放射性核素反

义治疗兼有反义治疗与内照射治疗的双重优

点 ,治疗肿瘤更加理想 ,它可能为攻克恶性肿

瘤带来新的希望。
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肿瘤反义显像技术中的若干问题

上海第二医科大学附属瑞金医院核医学科 (上海 , 200025)　杨卫东综述　朱承谟审校

摘　要:反义显像是用放射性核素标记人工合成的反义寡核苷酸 ,经体内核酸杂交而显示特

异基因表达或过度表达的组织。 反义显像具有不引起免疫反应、探针分子小、易进入瘤组织等优

点。 反义显像要求标记的反义核酸易于透过细胞膜、在细胞内稳定、不易分解、并能特异性聚集于

靶组织。 因此 ,须对反义寡核苷酸进行化学修饰 ,增强其细胞通透性和膜内稳定性 ;利用受体或脂

质体介导使反义寡核苷酸定向导入靶细胞 ;选择合适的放射性核素采用标记简单、标记率高、非特

异性结合低且不影响反义寡核苷酸生物活性的标记方法 ,使其合乎显像要求。 成功的反义显像对

肿瘤的诊断具有重要意义。

关键词: 反义显像　肿瘤　放射性核素　反义寡核苷酸

　　分子生物学的发展为肿瘤的诊断和治疗

不断提供新的途径和方法 ,反义技术就是根

据碱基互补原理 ,利用与目标靶 DNA或

RNA特定互补的短链核苷酸 (反义核酸 )封

闭基因表达的方法。反义技术与核医学的有

机结合形成反义显像 ,即用放射性核素标记

与肿瘤过度表达的癌基因 mRNA相互补的

人工合成的寡核苷酸 ,经体内核酸杂交而进

行肿瘤显像。 反义显像技术使得对疾病的诊

断进入基因水平而具有一定的研究和应用价

值。成功的反义显像必须使细胞内反义寡核

苷酸达到足够高的浓度 ,因此靶细胞必须有

大量特异的 mRNA,能优先摄取并能特异性

滞留反义寡核苷酸 [1 ] ,并要求反义寡核苷酸

易于合成、体内稳定、能被靶细胞特异性摄

取、易于被核素标记且标记率高等。 因此 ,反

义显像须考虑以下几个问题。

1　反义寡核苷酸的化学修饰

反义核酸的制备须符合以下标准: ①制

备方法简便、经济 ;②具有一定的稳定性 ;③

具有较强的细胞通透性 ;④能在靶细胞内保

持一定浓度 ;⑤能与靶细胞内的特定位点发

生作用 ;⑥不发生非序列特异性反应。但是 ,

由于寡核苷酸是带负电荷分子 ,类似多聚阴

离子 ,其细胞摄取很低 ,未修饰寡核苷酸的磷
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酸二酯键对血中和细胞内核酸酶特别敏感 ,

易于被降解 [2 ] ,为此人们不断研究对其进行

修饰以提高其理化和生物学性质。

针对核酸的结构 ,修饰工作可从其骨架、

核糖和碱基入手 ,也可在核酸片段的末端进

行偶联修饰。 由于核酸酶的作用位点主要是

核苷酸中的磷酸二酯键 ,因此主要对核苷酸

的骨架进行修饰。 对磷酸二酯键的修饰包括

①对 P-O键的修饰 ;② C取代 P;③ S取代 P;

④将含 N衍生物引入核苷酸骨架。其中 ,以

甲基化和硫代化的研究比较成熟。甲基化即

用甲基 ( CH3-P)取代羟基 ,硫代化即用 P-S

键代替 P-O键。这种硫代化修饰易于自动合

成 ,且能抗 DNase的分解作用 ,因而在体内

稳定。另外 ,此类物质属水溶性 ,与靶 mRNA

结合形成的复合物能被 RNase-H所水解 ,因

而在反义治疗中广为应用并已发展至临床试

验。但硫代化修饰后会引入一个手性磷原子 ,

产生立体异构体而表现出不同的稳定性和活

性 ,硫代化修饰的副作用还在于它会引起非

特异性的抑制作用 ,对此 , Brow n等 [3 ]认为 ,

细胞内非特异性的蛋白结合由硫代化程度而

定 ,对整个核苷酸骨架进行硫代化后将增加

非特异蛋白的结合和非序列特异性的抑制作

用 ,由此建议仅对核苷酸的末端进行硫代化。

此外 ,寡核苷酸主要依靠胞饮作用进入细胞 ,

常态下进入细胞速度缓慢 ,研究表明寡核苷

酸末端连上某些特殊功能基团如多聚 L-赖

氨酸可增强其进入细胞的能力 ,多聚赖氨酸

为多价阳离子 ,与细胞膜表面阴离子相结合

而促进与其相连的寡核苷酸进入细胞。在寡

核苷酸末端连上疏水性物质如胆固醇有利于

细胞吸收。由上可知 ,在制备反义核酸时 ,须

选择适当的方法进行修饰以提高其理化性

质。

2　受体及免疫脂质体介导反义寡核苷酸

反义治疗时 ,为了使细胞内反义核酸达

到一定浓度而用接近细胞毒性的大剂量反义

核酸进行治疗。但在反义显像中 ,由于要考虑

辐射剂量及靶与非靶比值而不宜按上述原则

进行。为此 ,利用受体及免疫脂质体介导的反

义寡核苷酸在很大程度上能将反义寡核苷酸

定向导入靶细胞 ,有效提高反义寡核苷酸的

靶向性。

( 1)受体介导的反义寡核苷酸:利用配体

与相应细胞表面受体结合的高特异性、高选

择性及高亲和等特性 ,将反义寡核苷酸与配

体相连接 ,形成相应的介导复合物。 目前 ,反

义治疗中常用的配体有去唾液酸糖蛋白或半

乳糖化蛋白与肝细胞的糖蛋白受体结

合
[4- 5 ]

;转铁蛋白与转铁蛋白受体结合
[6 ]
;甘

露糖化的多聚赖氨酸与巨细胞上的甘露糖受

体结合。 Lu等 [4 ]比较了反义寡核苷酸、 asia-

lo-糖蛋白介导的反义寡核苷酸、 sialo-糖蛋白

介导的反义寡核苷酸在体内的分布 ,结果:

asialo-糖蛋白介导的反义寡核苷酸较反义寡

核苷酸及 sialo-糖蛋白介导的反义寡核苷酸

能快速并大量聚集于肝细胞。经中介多价阳

离子多聚赖氨酸 ,将 asialo-糖蛋白与
32
P标记

的反义寡核苷酸连接 ,介导复合物在注入后

5分钟约 40%浓聚于肝脏并保持相对稳定 ,

同时实验表明 ,大多数介导复合物未被溶酶

体溶解而迅速进入肝细胞核内 ,因而 asialo-

糖蛋白是将反义寡核苷酸导向肝细胞的有效

载体。

( 2)免疫脂质体介导反义寡核苷酸:脂质

体作为药物及基因的运载工具 ,能将药物及

基因有效运至靶组织。 已发展多种脂质体作

为载体 ,如将药物与脂质体直接共价结合
[7 ]
;

阳离子脂质体 [8 ] ;隐匿型脂质体及免疫脂质

体等。 免疫脂质体由脂质体连接特异性抗体

制成 ,集脂质体特性和抗体特性于一体。免疫

脂质体介导的反义寡核苷酸具有双重特性:

脂质体表面的抗体能选择性地与靶细胞表面

的抗原特异性结合 ,使细胞摄取脂质体 ;在细

胞内寡核苷酸通过碱基互补选择性地与相应

互补序列的 mRNA结合。脂质体、免疫脂质
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体作为基因的载体在基因治疗研究中受到重

视 ,但这一方法还未用于反义显像的研究 ,有

必要将其引入反义显像并进行必要的研究。

3　反义寡核苷酸的标记

选择合适的放射性核素及适宜的标记方

法对人工合成的寡核苷酸进行标记是反义显

像的关键问题之一。 由于
99m
　 Tc物理性能好 ,

适于显像 ,容易获得 ,因而试用 99m　 Tc对人工

合成寡核苷酸标记成为人们研究的重点 ,其

最初所用方法与
111
　 In标记寡核苷酸的方法相

同 ,也是以 DTPA作螯合剂 ,但同样存在
99m　 Tc对抗体的标记物极不稳定 ,而用 SHN H

(烟肼酰胺 )代替 DT PA在 99m　 Tc对抗体的标

记中却能形成稳定的复合物 ,因此 Hna-

tow hich等
[9 ]用 SHNH代替 DTPA作为螯

合剂对寡核苷酸进行了 99m　 Tc标记的研究 ,其

方法是人工合成的寡核苷酸在一定条件下与

SHNH偶联 ,然后进行 99m　 Tc标记 ,其标记方

法与标记抗体的方法相同。当用 100μg或更

多的 SHNH、寡核苷酸浓度为 250μg /m l时 ,

用 37MBq( 1mCi)的
99m　 Tc进行标记 ,标记率

为 30% ～ 60% ,标记物比较稳定 , 99m　 Tc的解

离量很少 ,只有 4% ,但 99m　 Tc-SHNH-寡核苷

酸较
111
　 In-DT PA-寡核苷酸的血清蛋白结合

率高 ,考虑到这种情况可能是 SHNH引起 ,

曾用 MAG3代替 SHNH作螯合剂 ,但由于

MAG3中存在苯甲酰基而影响标记的进行 ,

去除苯甲酰基进行标记则需加热至 100℃并

持续 10分钟 ,而蛋白质与多肽不能耐受高

温 ,故进行偶联前标记 ,即先对螯合剂标记 ,

然后偶联 ,其应用受到一定的限制。 Winnard

等 [10 ]用二步法合成 M AG3 (其中 S-acetyl代

替苯甲酰基 ,主要因为 acetyl更易去除 ,使
99m　 Tc对寡核苷酸的标记可在中性 pH及室温

条件下进行 ) ,即首先合成 S-acetyl-MAG3 ,

并加 NHS形成 S-acety l-N HS-MAG3 ,然后

寡核苷酸与 NHS-M AG3进行偶联 ,标记。结

果 ,在不增加温度 (室温 )及标记时间 ( 15分

钟 )时 , 其标记率为 84% ,比活度 可达

2. 6MBq ( 70μCi /μg )。 本法优点: ①合成

MAG3方法简单 ;②能产生较高的标记率及

比活度 ; ③与 111　 In标记寡核苷酸、
99m　 Tc-

SHN H-寡核苷酸相比 , 99m　 Tc-MAG3-寡核苷

酸与血清蛋白无非特异性结合。 S-acety l-

N HS-MAG3将是一种很有希望的标记寡核

苷 酸的 双功能 螯合 剂。 用同 样方 法 ,

Mardi rossian等
[11 ]
对肽类核苷酸 ( PN A)进

行 9 9m　 Tc标记 ,其标记率为 30% ～ 70% ,比活

度则高达 3. 7MBq /μg ( 100μCi /μg )。对寡核

苷酸的各种标记方法均有一定的缺点 ,还须

对其进行不断的研究 ,但仍以 99m　 Tc的标记为

主 ,希望能获得一种标记简单、标记率高且标

记复合物在体内非特异性结合低的标记方

法。

4　其他

反义显像中 ,还要考虑合成反义寡核苷

酸的长度和反义靶位的选择。反义核酸与细

胞内正义核酸相互作用进行杂交 ,这种相互

作用取决于氢键结合及所形成双螺旋碱基堆

叠状况 ,至少 15个核苷酸才能达到这种相互

作用所要求的最低水平的亲和力 ,另一方面 ,

由于可能有特异机制控制细胞摄取 ,因此限

制核苷酸的长度最多为 20～ 25个
[12 ]

,常用

含 18个核苷酸的寡核苷酸。对于反义靶位的

选择 ,许多研究者选择 mRNA的翻译起始部

位作为反义核酸结合的靶点 ,因为此区重要

且易于形成互补双链。

5　展望

综上所述 ,反义显像有其众多的优点:①

核苷酸不引起免疫反应 ;②肿瘤摄取高 ; ③

探针分子小 ,易进入瘤组织 ;④小肿瘤可早期

摄取 ,早期诊断 ;⑤标记方法简单。 Dew anjee

等
[13 ]
用

111
　 In标记反义寡核苷酸的动物实验

研究表明:注入后早期即有较高的靶 /非靶比

值 ,在注入后半小时 ,瘤 /血和瘤 /肌肉比值分

·246· 国外医学· 放射医学核医学分册　 1998年第 22卷第 6期



别为 3. 55± 0. 23和 21. 48± 3. 27, 2小时后

分别为 3. 05± 0. 31和 20. 69± 2. 68。他们成

功地进行了体外显像 ,使人们对这一方法充

满希望 ,但这一方法刚刚开始 ,还有许多问题

有待解决 ,有必要进行更深入的研究。

成功的反义显像将为肿瘤的诊断提供帮

助 ,也为肿瘤的治疗带来新的希望。许多研究

表明 ,反义治疗能有效地抑制肿瘤细胞癌基

因的表达 [14 ] ,抑制肿瘤细胞的增殖 ,但这种

作用只对活动期细胞内有较大量 mRNA的

细胞有抑制作用 ,而对静止期的肿瘤细胞无

效。同时 ,由于肿瘤细胞不断翻译 mRNA以

及反义核酸在体内的不断降解 ,因此需持续

给药。而一旦反义显像获得成功 ,用治疗核素

代替显像核素可对肿瘤进行治疗 ,由于治疗

核素发射的 β射线的射程达好几个癌细胞直

径 ,利用其生物辐射效应可直接杀死细胞 ,因

而对肿瘤的治疗可能更具疗效。 正如 Ur-

bain[1 ]认为 ,表达特异性癌基因的肿瘤细胞

将成为放射性核素标记反义寡核苷酸的适宜

靶细胞 ,并预测在核医学领域将增添新的具

有独特专一性的放射性药物 ,为肿瘤及其它

疾病提供新的诊断和治疗途径 ,也将为核医

学增添新的篇章。
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