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Inducement of radionuclides targeting therapy by gene transfection
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Abstract: This review presents an ov erv iew o f g ene tr ansfection me tho ds to g enetically induce tumo r cells to

ex press enhanced lev els of cell surface antig ens a nd recepto rs to inta ke r adiolabeled antibody and peptide tar geting

and thus incr ease their thera peutic effect in radio th erapy. T he cur rent resear ch include inducement of

radio imm uno th erapy th rough CEA gene tra nsfectio n, inducement of io dine-131 thera py by sodiumiodide sy mpo r ter

g ene transfectio n a nd induceme nt o f M IBG thera py by no radrenaline t ranspo rte r g ene tra nsfectio n. T hese studies

raise the pr ospect that gene-th erapy tech niques could be used to enable the trea tment o f a wide ra ng e o f tumo rs

with ra diopha rmaceuticals of establish ed clinical acceptability.
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反义显像技术的研究进展
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摘　要: 反义显像是利用放射性核素标记的反义寡核苷酸 ,通过体内核酸杂交而显示目的基因表达的一种显像方

法 ,具有设计简便、合成简易、安全性高、免疫原性低等特点。 成功的反义显像要求反义寡核苷酸易被细胞摄取、耐

核酸酶、杂交稳定、标记简单。 脂质体、受体等介导的反义 RN A转移 ,反义寡核苷酸的化学修饰以及标记方法的改

进将大大加快反义显像的临床应用。

关键词: 反义显像 ;　受体 ;　脂质体 ;　反义寡核苷酸

中图分类号: R817. 4　　　　文献标识码: A

　　 反义 ( antisense)的概念于 1967年被提出 ,用放

射 性 核 素 标 记 反 义 寡 核 苷 酸 ( antisense

o lig odeox y ribo nucleotide, AS-ODN )经体内核酸杂

交而进行显像 ,即为反义显像。作为一种基因监测系

统 ,反义显像在肿瘤、动脉粥样硬化、艾滋病、遗传性疾

病等的研究中具有广阔的应用前景 ,有望作为一种新

的工具 ,广泛应用于体内生物机制的无创性研究。

1　反义显像的优点

1. 1　反义 RN A设计简便 ,合成容易

在设计 AS-ODN时 ,只需靶基因的很少一部分

关键顺序 ,对读码框也无特殊要求 ,只要其顺序与靶

m RN A分子的一部分或全部顺序互补即可
[1 ]
。 自

1984年 Izant JG和 W eintraub H等首次利用重组

DN A技术设计和制备出反义单纯疱疹病毒胸苷激

酶 ( herpes simplex v irus-thymidine kinase, HSV-

tK) m RN A的表达载体后 ,反义 RN A的获得都可

以通过体外转录得到。这样获得的反义 RN A纯度

高 ,成本低 ,制成药剂容易。

1. 2　安全性高
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反义 RN A只作用于特异的 m RN A分子 ,它不

引入外源 DN A,不存在外源 DN A整合到靶细胞

DN A上的问题 [2 ]。 另一方面 ,反义 RN A是一种

RN A分子 ,无论怎样修饰 ,它还是无法抵抗细胞内

RN A酶的水解作用 ,最终都将被降解 ,即不留“残

渣” ,即使出现了一些未预料到的副作用 ,也可以通

过停止用药来终止副作用。

1. 3　反义 RN A及其配体复合物免疫原性低

反义 RN A分子一般很小 ( < 1kb) ,其自身没有

抗体 ,临床研究发现 ,即使同一核酸复合物的掺入剂

量很大 ,也从未检测到多肽或核酸的抗体。

2　反义显像技术需要解决的问题

反义显像所用寡核苷酸应符合以下要求:①易

被细胞膜摄取 ;②较好的耐核酸酶的能力 ;③其杂交

具有特异性和稳定性 ;④标记简单、标记率高 [ 3]。根

据以上要求 ,反义显像中需解决以下问题。

2. 1　稳定性问题

作为显像用途的 AS-ODN,除了序列特异性

外 ,动物体内的稳定性也是其基本的要求。 天然型

AS-ODN在体内及体外 (含血浆的培养基中 )对核

酸外切酶和核酸内切酶活性的降解极为敏感 ,一旦

AS-ODN被注射到动物体内 ,机体中的 RN A酶就

会使反义 RN A的有效量迅速减少 ,同时剩下的没

有被降解的反义 RN A也无法集中到病灶处 ,而是

分散到动物全身 [4 ]。

2. 2　安全性问题

寡核苷酸具有一定的剂量毒性反应。 尽管现在

使用各种经过化学修饰的 AS-ODN ,但大多仍必须

使用较高剂量以获得显著效果。为了减少 AS-ODN

的用量 ,有人尝试构建一些能转录特异反义 RN A

的重组质粒 ,将这些质粒转入细胞中 ,让其在细胞中

转录反义 RN A而发挥作用。但是 ,当进行人体实验

时 ,这种方法无法使用 ,因为转移外源 DN A(反义

RN A表达质粒 )进行细胞后 ,一方面转录出来的反

义 RN A的量不易控制 ,另一方面 ,外源 DN A进入

细胞后 ,有可能整合到细胞染色体上 ,这种整合位置

是人们无法预见的 ,因此 ,安全问题很难保障。

2. 3　专一性转移问题

即如何专一性地被病变的细胞摄取 ,而不影响

其他正常细胞。目前有许多载体系统可用于增加病

变细胞对 AS-ODN的靶向摄取和向靶 m RN A结合

位点的释放 ,如将 AS-ODN结合到胆固醇、 L-多聚

赖氨酸、转铁蛋白多聚赖氨酸以及阳离子或抗体靶

向性脂质体中 [5, 6 ]。

3　反义 RNA技术的进展

反义显像中存在的问题 ,促使人们对反义显像

技术进行改进。

3. 1　脂质体作为载体的反义寡核苷酸转移

脂质体是由脂质双分子层组成的环形封闭囊

泡 ,低毒、无免疫原性 ,可携载各种 AS-ODN,保护

其不被核酸酶降解。目前制备脂质体的方法有多种 ,

包裹反义核苷酸的脂质体的方法主要有反相蒸发

( rev ers-phase ev apo ratio n, REV )和去污剂控制透

析制备的负电荷脂质体 ,以及阳离子脂质体 { N-[ 1-

( 2, 3-dioleylo xy ) -pro py-N , N, NK-trimethy ]-

ammo nium chloride} ( DO TM A)和二油酸磷脂酸乙

醇脂 ( DOPE)超声制作的脂质体即 Lipofectin。

根据需要 ,可制备出不同大小 ( 0. 03～ 50μm)、

不同电荷、不同流动性以及对 p H和热敏感的脂质

体。 亦可将归巢装置 (homing devices)如抗体、糖脂

等联于脂质体 ,以提高脂质体的靶向性 [ 7]。已证实 ,

阴离子和阳离于脂质体都可提高 AS-ODN与细胞

的结合能力 ,增强其生物活性。研究表明 ,在脂质体

介导下 ,血液循环中的 AS-ODN至少在 24h内保持

完整 ,而单纯 AS-ODN 5 min后将不能被检测到。

由于 AS-O DN与脂质体结合后主要集中在细胞核 ,

而单纯 AS-ODN则主要位于细胞质中 ,因而脂质体

改变了其在细胞内的分布 ,使 AS-ODN在细胞核内

的作用时间延长。但在有血清或血浆存在时 ,脂质体

的作用将受到抑制。同时 ,脂质体自身亦有一定的毒

性 ,当脂质体的浓度高于 20μmo l /L时 ,即具有细胞

毒性。

3. 2　受体介导的反义 RN A转移技术

受体介导的细胞吞噬作用是 70年代发现的细胞

转移特异性外源物质进入胞内的一种方式。利用受体

介导来特异性转移 AS-ODN对反义显像有帮助。

受体介导的吞噬作用有两个明显特点: ①具有细

胞、组织或器官专一性;②配体进入细胞的转移效率很

高 [8, 9 ]。其基本技术为:首先 ,脱去血清类粘蛋白上的唾

液酸 ,再通过中间连接物将脱唾液酸血清类粘蛋白

( ASO R)与多聚赖氨酸 ( PL)共价结合 ,得到 ASO R-

PL复合物 ,即运载核酸的工具。在 pH中性的环境中 ,

多聚赖氨酸带正电荷 ,而反义 RN A带负电荷 ,因此 ,

将二者混合 ,借助于一定的处理就形成 ASO R-PL-
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AS-ODN复合物。这种复合物可以专一性地被细胞表

面的 ASO R受体所识别 ,并吞噬到细胞中。这种转移

有两个显著优点: ①受体介导的 AS-O DN转移是十分

专一而且高效的;②被转移的核酸是被保护的 ,与周围

环境之间存在 PL的保护层 ,可以抵抗环境中核酸酶

的降解作用 ,提高转移效率。

3. 3　反义寡核苷酸的化学修饰

化学修饰的目的在于结合寡核苷酸本身序列识

别特点 ,引入可产生期望功能的新的基团 ,克服未修

饰 ODN易被分解、细胞透过率低等缺陷 ,进一步改

善 ODN的功能。

O DN的三种结构成分即碱基、磷酸基团和糖均可

被化学修饰 [ 10 ] ,根据活性基团连接部位的不同可分为

以下几种:① 3′-偶合物 ,② 5′-偶合物 ,③核苷酸间偶合

物。 其中 ,最有价值的是对以硫原子磷酸骨架进行修

饰。硫代磷酸二酯寡核苷酸 ( [S ] ODN )是目前最成功

的第一代寡核苷酸替代物 ,具有水溶性 ,核酸裂解稳定

性 ,易于大量人工合成 ,最可能为临床所用。

3. 4　反义寡核苷酸的放射性核素标记

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。目前的研究主要集中在对 AS-ODN链结构的修

饰 ,核素、络合物的选择以及标记部位等方面 [11, 13 ]。

美国迈阿密大学的 Lu Xiao-Ming [14 ]、 Dew anjee

M K[15 ]等已尝试制作用来标记放射性核素的试剂

盒 ,他们成功地以二乙三胺五乙酸 ( DTPA)为螯合

剂制备了 111　 In标记反义探针 ,进行了荷乳腺癌小鼠

模型 c-m yc m RN A的显像 ,瘤 /血、瘤 /肌肉比值在

注射后 0. 5h分别为 3. 55± 0. 23和 21. 48± 3. 27,

2h后分别为 3, 05± 0. 71和 20. 69± 2. 68。

由于 99
Tc

m物理性能好 ,容易获得 ,适于显像 ,因

而试用 99 Tcm对人工合成 ODN进行标记成为人们研

究重点。 Hnatow hich DJ等
[16 ]
用烟肼酸胺 ( SHN H)

作为螯合剂对 ODN进行了
99

Tc
m
标记的研究 ,标记

物比较稳定、解离量较少 ,但 99
Tc

m -SHN H-ODN血

清蛋白结合率高。目前 ,对 ODN的各种标记方法均

有一定的缺点 ,仍有必要进一步寻找一种标记简单 ,

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 [17 ]。

4　结束语

反义 RN A技术方法简单 ,无感染和致癌风险 ,

并且作用时间短暂 ,有利于显像 ,是目前最有可能应

用于临床的基因显像方法之一。从经济学角度和药

理学等方面来说 ,目前还有许多关键的问题尚待进

一步研究 ,但随着分子生物技术的迅猛发展 ,反义显

像技术也必将进一步完善、成熟。

参考文献:

[ 1] M yer s K J, Dean N M . Sensible use of antisense: how

to use o ligo nucleo tides a s r esea rch to ols [ J ]. T rends

Phimacol Sci, 2000, 21: 19-23.

[ 2] Posto n RS, T ran KP, M ann M J, et al. Pr ev entio n of

ischemically induced neointimal hy pe rplasia using ex

vivo antisense o lig odeo xy nucleotide [ J]. J Hear t Lung

T ra nsplant , 1998, 17: 349-355.

[ 3] Hnato wich D J. Changing fo cus: applying a ntisense to

nuclea r medicine imaging [ J]. M o l M ed To da y, 1999,

5: 151.

[ 4] Ma ni S, Gu Y, W adle r S, et al. Antisense

the rapeutics in oncolog y: points to consider in their

clinical eva luation [ J]. Antisense N ucleic Acid Dr ug

Dev , 1999, 9: 543-547.

[ 5] Asao ka K, Tadam, Sa wamur a Y , et a l. Dependence

o f efficient adenv iral g ene deliv ery in malignant g lio ma

cells o n the ex pr ession lev els o f the cox sackiev irus and

adenovir us recepter [ J]. J Neur surg , 2000, 92: 1002-

1008.

[ 6] Ma la tynska E, M atheson G K, Goldenber g R, et al.

Effects of trea tment with G ABA ( A) r ecepto r subunit

a ntisense olig odeox y nucleo tides o n G ABA-stimula ted

36C1- infiux in the ra t cerebr al cor tex [ J]. N eurochem

Int, 2000, 36: 45-54.

[ 7] Co oper SR, Tay lo r JK, M irag lia L J, et al.

Pharmaco lo gy o f a ntisense olig onucleo tide inhiibito rs

o f pro tein ex pr essio n [ J]. Pha rmaco l Ther , 1999, 82.

427-435.

[ 8] Hog r efe RI. An a ntisense olig onucleo tide primer [ J].

Antisense N ucleic Acid Drug Dev , 1999, 9: 351-357.

[ 9] Gauche z A S, Du M oulinet D 'Hardemar e A, Luna rdi

J, et al. Po tential use o f radio la beled a ntisense

o ligo nucleotides in o nco log y [ J ]. Anticancer Res,

1999, 19: 4989-4997.

[10] Alt M , Eisenhar dt S, Serw e M , et al. Co mpa rativ e

inhibito ry potentia l of diffently modified a ntisense

o ligo deo x ynucleo tides o n hepatitis C vir us t ransla tion

[ J]. Eur J Clin Inv est. 1999, 29: 868-876.

[11] Hnato wich D J. Antisense and nuclear medicine [ J]. J

N ucl M ed, 1999, 40( 4): 693-703.

[12] T av itian B. In vivo a ntisense imaging [ J]. Q J N ucl

M ed, 2000, 44: 236-255.

[13] Dewanjee M K , V ar gas R, Gha fouripo ur A K, et al.

64 国外医学· 放射医学核医学分册　　 2001年 第 25卷 第 2期



Kinetics of intracellular hy bridization o f c-myc mRN A

oncog ene with 111　 In labeled antisense

deo x yo lig o nucleo tide pr obes in leukemic cells [ J]. J

N ucl M ed, 1994, 34: 224.

[ 14 ] L u Xiao -ming , Alan J, Fischman, et al. Antisense

DN A deliv ery in vivo: Liv er targ eting by r ecepto r-

mediated uptake [ J]. J N ucl M ed, 1994, 35: 269-275.

[ 15 ] Dew anjee M K, Ghafouripour A K, Kapadv anjw ala M ,

et al. Radio labeled antisense o ligo deo x ynucleo tides: in

vitro and in v ivo applica tio ns [ J]. J Clin Immunoa ssay ,

1993, 16: 276-289.

[16] Hnato wich D J, Winna rd P, Vir zi F, e t al.

T ech netium-99m labeling of DN A o ligo nucleotides [ J].

J N ud M ecl, 1995, 36: 2306-2314.

[17] Hnato wich D J. Antise nse imaging: Wher e are w e

no w? [ J]. Cancer Bio ther Radiopharm , 2000, 15: 447-

457.

Progression of antisense oligonucleotides for

non- invasive imaging in vivo

XI A Jin-so ng
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Abstracts: A ntisense imaging is widely used as a nov el method to a ssess g ene ex pr ession by nucleic acid

hybridiza tio n w ith a nise nse olig onucleo tide labelled by r adionucide in vivo, with adv antag es o f easy cont rolling fo r

synthesis, high reliability and lo w immunog enicity. T he requir ements for ideal antisense imaging include easy

intakeing by cells, co nv enient labelling , sta ble h ybridiza tion a nd the to lerance ag ainst nuclease. The pr og ressio n in

antisense imaging , such as th e t ransfer of antisense RN A media ted by lipo somes or recepto r , chemica l modifica tion

of antisense o lig o nucleo tide a nd the impr ov ement o f labelling , will g r ea tly improv e the clinical applica tion of

antisense imaging.

Key words: antisense imaging ; recepto r; liposo mes; antisense olig onucleo tide
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肿瘤血管活性肠肽受体显像
王雪鹃 ,　张梅颖 ,　林保和

(北京大学临床肿瘤医院核医学科 ,　北京　 100036)

摘　要: 血管活性肠肽 ( V I P)是一种由 28个氨基酸组成具有多种功能的神经递质 ,能通过其受体调节正常及肿瘤

细胞的增殖和分化。V PA C( V IP受体 )广泛存在于各种正常和肿瘤组织中 ,但其在肿瘤组织中的表达密度远大于正

常组织 ,这为放射性核素标记的血管活性肠肽受体显像奠定基础。 此种显像已应用于多种肿瘤的诊断、分期 、治疗

方案选择与预后评价。

关键词: 肿瘤 ;　血管活性肠肽 ;　受体显像

中图分类号: R817. 4　　　　文献标识码: A

　　 血管活性肠肽 ( vasoactiv e intestinal peptide,

简称 V IP)是天然产生的具有 28个氨基酸的小肽 ,

具有广泛的生物活性 [1 ]。其受体 V PAC在多数恶性

肿瘤细胞上均有表达 ,且受体的密度高于生长抑素

受体。这为其在肿瘤受体显像的应用奠定了基础。

1　VIP和 VPAC概况

1970年 , Said S T等从猪小肠中分离纯化了一
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