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【摘要】 目的 制备 99Tcm标记的转运蛋白（TSPO）配体 CB86[99Tcm-DTPA（二亚乙基三胺五乙
酸）-CB86]，探讨其作为 TSPO靶向关节炎症显像新型分子探针的可行性。方法 通过偶联双功能

螯合剂制备 DTPA-CB86，进行 99Tcm标记，经高效液相色谱纯化，测定其放化纯度和体外稳定性。

选用巨噬细胞 RAW264.7进行体外细胞结合实验，测定 99Tcm-DTPA-CB86的结合率和外排率。采
用弗氏佐剂建立左踝关节炎症小鼠模型，对其行 99Tcm-DTPA-CB86 Micro SPECT/CT显像，并观察
探针的体内分布情况。采用 SPSS 18.0统计软件对符合正态分布及方差齐性的数据进行 t检验。
结果 99Tcm-DTPA-CB86的标记率为（95.86 依 2.45）%，放化纯度为（97.45 依 0.69）%，其在室温下的
磷酸盐缓冲液中的稳定性良好，放置 4 h后，其标记率仍>90%。99Tcm-DTPA-CB86能与巨噬细胞
RAW264.7特异性结合，3 h的摄取率达到最高峰 [（36.45 依 2.18）%]，在加入过量未标记的 DTPA-
CB86后，RAW264.7细胞对 99Tcm-DTPA-CB86的摄取明显受到抑制[（10.43 依 2.01）%]，与未阻断时
相比差异具有统计学意义（t = 6.217，P < 0.05）；RAW264.7细胞对 99Tcm-DTPA-CB86外排较少，摄
取率从 4.5 h时的（33.31 依 2.34）%到 8 h时的（19.32 依 2.01）%，减少了 13.99 %。Micro SPECT/CT
显像结果显示，99Tcm-DTPA-CB86在小鼠左踝关节炎症部位清晰可见，且能被过量的 DTPA-CB86
明显抑制；体内生物学分布结果表明，其具有较好的炎症靶向性；注射后 3 h踝关节炎症部位的摄
取仍可达（2.35 依 0.10）%ID/g。结论 99Tcm标记 CB86易于制备，具有较好的理化性质及体内代谢学
性质，同时具有较好的关节炎症摄取，有望发展成新的 TSPO靶向 SPECT关节炎症显像分子探针。
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揖Abstract】 Objective To develope a novel radiolabeled translocator protein(TSPO) ligand CB86
targeting agent 99Tcm-diethylene-triaminepentaacetic acid (DTPA)-CB86 and evaluate its biological properties.
Methods DPTA-CB86 was prepared by coupling with a bifunctional chelating agent, and then labeled
with 99Tcm to obtain 99Tcm-DTPA-CB86. The labeling efficiency, radiochemical purity, and stability were

·基础研究·
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determined in vitro. In vitro cellular uptake and efflux were performed using RAW264.7 macrophage cells.
Biodistribution and micro-SPECT/CT images were investigated on Freund忆s adjuvant-induced left arthritis
in mice. SPSS 18.0 analysis software(t-test) was used to fit the normal distribution and homogeneity of
variance. Results The labeling yields and radiochemical purity of 99Tcm-DTPA-CB86 were (95.86依2.45)%
and (97.45依0.69)%, respectively. 99Tcm-DTPA-CB86 displayed good stability, with a radiochemical purity of
more than 90%, in phosphate-buffered solution(PBS) at 4 h. It also exhibited high specific TSPO binging in
RAW264.7 macrophage cells in vitro. The highest uptake ratio was (36.45依2.18)% at 3 h after incubation,
which then decreased significantly [(10.43 依 2.01)%; t = 6.217, P < 0.05)] after adding excessive unlabeled
DTPA-CB86. The difference was significant. Cell efflux analysis showed that 99Tcm-DTPA-CB86 had good
cell retention by RAW264.7 cells, with only about 13.99% [decreased from (33.31依2.34)% to (19.32依2.01)%
of total input radioactivity] of 99Tcm-DTPA-CB86 efflux observed during 4.5 h to 8 h of incubation.
Biodistribution and SPECT/CT imaging demonstrated that the uptake of 99Tcm-DTPA-CB86 in the left
arthritic ankles was significantly increased compared with that in contralateral normal ankles. Uptake in the
arthritic ankles could be largely blocked by an excess of DTPA-CB86. Conclusion 99Tcm-DTPA-CB86 can
be readily synthesized and clearly visualize arthritis with low background, thus demonstrating its potential
as a promising molecular probe targeting TSPO for arthritic SPECT imaging.
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位于线粒体外膜的相对分子质量为 18 000的
转运蛋白（translocator protein, TSPO），曾被称为外
周的苯二氮卓类受体（peripheral benzodiazepine
receptor, PBR），是在进化上具有高度保守性的转运
蛋白家族成员之一，主要位于肾上腺、睾丸、卵巢

等细胞的线粒体外膜上，介导类固醇的合成[1]。在

中枢神经系统炎症中，TSPO高表达于激活的小胶
质细胞和星形胶质细胞 [2]。近年的研究结果显示，

在外周组织炎症中，TSPO 也高表达于巨噬细胞
和单核细胞[3-4]，这表明 TSPO可作为参与炎症反应
的免疫细胞显像的靶点。目前，在 TSPO显像中主
要是用 11C 或 18F 标记 TSPO 配体行 PET 显像，如
11C-（R）-PK11195、11C-PBR28、11C-DAA1106、18F-
FEPPA、18F-PBR06和 18F-DPA-714等[5]，且有些已

进入临床应用。与发射正电子的放射性核素 11C和
18F相比，发射单光子的放射性核素 99Tcm具有价格

较低廉，来源、运输方便，半衰期长，操作方便，

使用范围较广等优点，且 SPECT 较 PET 便宜、
普及，因此，研发新型 99Tcm标记的 TSPO 靶向的

分子探针具有较重要的临床价值。本研究以具

有与TSPO较高亲合力的新型配体 CB86 [6]为母体，

借助其表面的氨基偶联双功能螯合剂 DTPA 获得
DTPA-CB86，进行 99Tcm标记后获得新型探针 99Tcm-
DTPA-CB86，行左踝关节炎症小鼠 Micro SPECT/CT
显像，并研究其在体内的分布情况，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器
99Mo/99Tcm发生器购自北京原子高科股份有限

公司；CB86由苏新辉课题组与武汉大学药学院洪
学传课题组合作制备，并已纯化、鉴定[6]；DTPA购
自生工生物工程（上海）股份有限公司；CRC-25R
型放射性核素活度计为美国 CAPINTEC公司产品；
WIZARD 2480型 酌计数仪为美国珀金埃尔默仪器
公司产品；Dionex Ulti-Mate 3000型高效液相色谱
（high performance liquid chromatography, HPLC）仪
为美国 Thermo Scientific公司产品；FM-2000型锝
分析仪为北京东方圆通科技发展有限公司产品；
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Sep-Pak C18 Plus固相萃取柱（简称 C18色谱柱）为
美国Waters公司产品；nanoScan型 SPECT/CT仪为
匈牙利 Mediso Medical Imaging System 公司产品；
DMEM培养基购自美国 Gibco BRL公司；胎牛血清
购自美国 Gemini公司；小鼠巨噬细胞 RAW264.7由
厦门大学生命科学学院俞春东课题组赠送；BALB/c
小鼠由厦门大学实验动物中心提供（4~5周龄，雌
性，体重 18~20 g）。其余试剂均为国产分析纯。
1.2 99Tcm-DTPA-CB86的制备

向溶解有 50 mg CB86的二甲基亚砜溶液中加
入 200 mg DTPA，在 20益下于转速为 1200 r/min的
磁力加热搅拌器上避光反应 30 h，用 C18柱纯化，
得到 DTPA-CB86。取 1 mL 高锝酸钠洗脱液（约
370 MBq）加入 200 滋L DTPA -CB86 中，再加入
20 滋L新鲜配制的 SnCl2，置于振荡模块上 100益避
光反应约 30 min，冷却至室温。取出反应液，以生
理盐水为展开剂，用 HPLC 测定标记产物的标记
率。将上述反应液通过 C18 柱，以 2 mL PBS（pH
值 7.4）为淋洗液进行纯化，将纯化后的反应液
用上述同样的方法测定标记产物的放化纯度。取

100 滋L纯化后的反应液 99Tcm-DTPA-CB86置于1 mL
PBS中，室温放置，分别在 1、2、4 h后取出反应
液，用上述同样的方法测定 99Tcm-DTPA-CB86的稳
定性。

1.3 体外细胞摄取实验

按文献报道方法，在 37益、5% CO2培养箱中

常规培养 RAW264.7细胞[7-9]。待细胞生长至对数

生长期，用 0.25%胰酶消化，将 RAW264.7细胞悬
液铺于 24孔板中（2伊105个/孔），于 37益、5% CO2

培养箱中培养过夜并分成两组，一组为未抑制组，

另一组为抑制组，每组设 3 个复孔。先将 99Tcm-
DTPA -CB86 用无血清的 DMEM 培养基稀释成
1.11伊10-1 MBq/mL。在未抑制组中加入 100 滋L 1.11 伊
10-2 MBq 99Tcm-DTPA-CB86；在抑制组中同时加入
100 滋L 1.11伊10-2 MBq 99Tcm-DTPA-CB86和 10 滋g未
标记的 DTPA-CB86，上述各孔用无血清培养基补
充总体积至 1 mL。将两组放置在 37益、5%CO2培

养箱中培养，温育的时间点均为 0.5、2、3和 4 h。
将孔板中所有的培养基完全吸出，然后加入 0.5 mL
冰冷的 PBS 洗 2 次，向所有孔板中加入 1 mL
1 mol/L NaOH，室温下放置 5~10 min。然后，用细
胞刮刀轻刮孔板底部，使细胞完全脱离，吸取孔板

内所有溶液和细胞，放入离心管中，用 酌 计数仪
测定细胞的放射性计数（即反应管）以及总 T管和
空白管的放射性计数（各 3支）。细胞摄取率 = [（反
应管计数原空白管计数）/总 T管计数] 伊100%，绘
制出细胞摄取曲线。

1.4 体外细胞释放实验

细胞按文献[10]报道方法培养，将细胞悬液铺
于 24孔板中（2伊105个/孔），每孔加入 100 滋L 1.11伊
10-2 MBq 99Tcm-DTPA-CB86 共同培养，放入 37益、
5%CO2培养箱中培养 4.5、5.5、7 和 8 h。在每个
时间点上，将孔内的细胞培养基吸走丢弃，用冷的

PBS冲洗细胞 2次，再加入 1 mL 1 mol/L NaOH裂
解细胞，收集于离心管内。将收集有细胞裂解液的

离心管在 酌计数仪上测定细胞的放射性计数（即反
应管）以及总 T管和空白管的放射性计数（各 3支）。
细胞摄取率=[（反应管计数原空白管计数）/总 T管计
数]伊100%，绘制出细胞摄取曲线，间接反映 99Tcm-
DTPA-CB86从细胞的释放情况。
1.5 99Tcm-DTPA-CB86在左踝关节炎症小鼠体内的

生物学分布

取体重为 18~20 g的 BALB/c雌鼠，按文献报
道方法于左下足跖皮内注射 100 滋L 弗氏佐剂，4
周时左踝关节出现炎症肿胀，视为造模成功，即可

备用[11]。采用直接抽样方法选取体重相近、左踝关

节中度红肿的模型鼠 12只，分为 3组，每组 4只，
经尾静脉注射 100 滋L、0.37 MBq 99Tcm-DTPA-CB86，
并于注射后不同时间点（0.5、1.5 和 3 h）处死裸
鼠，取心、肝、脾、肺、肾、骨、肌肉、胃、肠和

左踝关节炎症组织等主要脏器及组织，测量其质量

及放射性计数，经参考源校正后计算每克组织百分

注射剂量率（%ID/g），以及左踝关节炎症组织与血
液（arthritic ankle to blood，A/B）、左踝关节炎症组
织与正常肌肉（arthritic ankle to muscle，A/M）的放
射性比值。

1.6 左踝关节炎症小鼠 Micro SPECT/CT显像
采用直接抽样方法选取体重相近、左踝关节中

度红肿的模型小鼠 6只，分为未阻断组和竞争性
抑制组，每组 3只。未阻断组小鼠经尾静脉注射
100 滋L 3.7 MBq 99Tcm-DTPA-CB86；竞争性抑制组
小鼠经尾静脉注射 100 滋L 3.7 MBq 99Tcm-DTPA -
CB86 和 300 滋g 未标记的 DTPA-CB86。两组小鼠
均用 5%的水合氯醛经腹腔麻醉，俯卧位固定于鼠
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表 1 99Tcm-DTPA-CB86在左踝关节炎症小鼠体内的生物学分布

[x 依 s（%ID/g）]（n= 4）

Table 1 Biodistribution for 99Tcm-DTPA-CB86 in mice models of

arthritis[x 依 s（%ID/g）] (n = 4 for each group)

组织或器官
注射后时间/h

0.5 1.5 3

心 1.49依0.17 0.46依0.06 0.33依0.05

肝 5.56依0.76 3.82依0.97 2.14依0.23

肺 1.51依0.14 1.80依0.33 0.68依0.16

肾 2.03依0.25 1.86依0.38 1.71依0.28

脾 1.24依0.43 0.91依0.08 0.58依0.03

胃 2.76依0.36 1.77依0.31 1.34依0.21

骨 0.51依0.16 0.49依0.09 0.41依0.07

肌肉 1.01依0.12 1.47依0.12 0.78依0.02

小肠 3.48依0.59 2.83依0.63 1.97依0.28

血液 0.78依0.07 0.68依0.08 0.56依0.09

左踝关节炎症部位 1.33依0.16 2.01依0.18 2.35依0.10

板上，分别于注射 0.5、1.5和 3 h时行Micro SPECT/
CT显像，使用平行孔准直器，将小鼠放置于视野
中心，进行 Micro SPECT断层扫描成像。然后进行
CT扫描，通过电脑重建后得到短轴、水平长轴及
垂直长轴的小鼠 SPECT/CT融合图像。
1.7 统计学方法

采用 SPSS 18.0软件进行统计学分析，所得数
据均以均数依标准差（x依s）表示。采用 Kolmogorov-
Smirnov test（柯尔莫诺夫-斯米尔诺夫检验）分析数
据是否符合正态分布（P> 0.1为符合正态分布标准），
用 Levene 检验分析数据是否符合方差齐性（sig >
0.05为符合方差齐性），对符合正态性分布及方差
齐性的数据采用 t检验，P<0.05表示差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 99Tcm-DTPA-CB86的制备结果
经 HPLC分析 99Tcm-DTPA-CB86具有较高的标

记率[（95.86 依2.45）%]和放化纯度[（97.45 依 0.69）%]。
稳定性实验结果显示，99Tcm-DTPA-CB86在室温下
的 PBS溶液中稳定性良好，放置 4 h 后其标记率
仍>90%。
2.2 体外细胞实验结果

细胞摄取实验结果如图 1 所示， 小鼠

RAW264.7巨噬细胞对 99Tcm-DTPA-CB86的摄取率
在 0.5 h 为（28.45 依 1.56）%，3 h 时达到最高峰
[（36.45 依 2.18）%]，4 h时摄取率虽然有所下降，仍
保持在较高水平[（35.63 依 2.21）%]。在加入过量未
标记的 DTPA-CB86 时，RAW264.7 细胞对 99Tcm-
DTPA-CB86的摄取明显下降，且随时间的延长而
逐渐下降，与未阻断组相比，细胞摄取下降差异具

有统计学意义（t=6.217，P<0.05）。细胞释放实验结
果如图 2 所示，RAW264.7 细胞对 99Tcm-DTPA -
CB86的摄取随着时间的延长而减少，4.5 h时的摄
取率为（33.31依2.34）%，8 h 时为（19.32依2.01）%，
减少了 13.99%。

2.3 左踝关节炎症小鼠体内生物学分布结果

尾静脉注射示踪剂后，除了左踝关节炎症组织

外，99Tcm-DTPA-CB86在各组织器官中的放射性分
布随着时间的延长逐渐下降（表 1）。左踝关节炎症
组织的放射性分布 0.5 h 时为（1.33依0.16）%ID/g，
3 h 时为最高值（2.35 依 0.10）%ID/g；肝脏0.5 h
时为最高值（5.56 依 0.76）%ID/g，3 h 时仍有较高
的摄取，为（2.14 依 0.23）%ID/g；血液中 0.5 h时为
（0.78 依 0.07）%ID/g，3 h时为（0.56 依 0.09）%ID/g。
A/B和A/M的放射性比值随时间的延长逐渐增高，
0.5 h时分别为（1.71 依 0.05）和（1.32 依 0.43），3 h 时

图 2 RAW264.7巨噬细胞对 99Tcm-DTPA（二亚乙基三胺五乙

酸）-CB86的摄取曲线 (n=3)

Fig.2 In vitro uptake of 99Tcm-DTPA-CB86 in RAW264.7 cells

(n=3)
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图 3 未阻断组左踝关节炎症小鼠注射 99Tcm-DTPA-CB86后不同时间的 Micro

SPECT/CT显像图（方框示左踝关节炎症）

Fig.3 Micro SPECT/CT imaging of 99Tcm-DTPA-CB86 in mice models of arthritis in the

unblocked group at various times after injection (box showing left arthritis)

图 4 竞争性抑制组左踝关节炎症小鼠注射 99Tcm-DTPA-CB86后不同时间的 Micro

SPECT/CT显像图（方框示左踝关节炎症）

Fig.4 Micro SPECT/CT imaging of 99Tcm-DTPA-CB86 in mice models of arthritis in the

blocked group at various times after injection (box showing left arthritis)
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为（4.19 依 0.21）和（3.01 依 0.16）。
2.4 左踝关节炎症小鼠 Micro

SPECT/CT显像结果
左踝关节炎症小鼠注射 99Tcm-

DTPA -CB86 后 Micro SPECT/CT
显像结果如图 3、图 4 所示。未
阻断组注射 99Tcm-DTPA-CB86 后
0.5 h时左踝关节炎症部位可见放
射性分布，且随时间的延长逐渐

增浓，3 h 时炎症部位显像最清
晰（图 3），而正常组织的放射性
分布随时间的延长逐渐减淡；竞

争性抑制组始终未见明显的炎症

部位显影（图 4）。

3 讨论

CB86 是一种新型 TSPO 拮
抗剂，其 IC50（半抑制浓度）
（1.2 nmol/L）比 TSPO 特异性拮
抗剂 PK 11195（2.2 nmol/L）低 [12]，

这表明CB86对 TSPO的特异性较
强。CB86 分子上带有氨基，且
对温度和 pH值有较高的耐受性，
适合在特异性结合位点上进行化

学修饰，且其在连接显像或治疗

的药效基团后仍对 TSPO 有很高
的亲和性。Musacchio等[13]报道在

含有紫杉醇 PEG-PE（聚乙二醇磷
脂酰乙醇胺）微球上修饰 CB86
（13.6 滋mol/L）能大大增强紫杉醇
的抗癌效果。TSPO作为线粒体外
膜的重要组成部分，参与线粒体膜渗透性转换孔的

开放，调控细胞的凋亡 [1]。CB86 分子不能直接用
于 99Tcm标记，需引入双功能螯合剂，DTPA 在较
低的配体浓度下即对 99Tcm或 111In等金属核素有很
高的标记率[14]。本研究中笔者先将 CB86与 DTPA偶
联，制成 DTPA-CB86，再进行 99Tcm标记获得 99Tcm-
DTPA-CB86，且经放射性 HPLC结果证实放化纯度
较好。另外，99Tcm-DTPA-CB86的体外稳定性较好，
放置 4 h未出现放化纯度降低，有利于进行远距离
配送。

体外细胞研究结果显示：小鼠 RAW264.7巨噬

细胞对 99Tcm-DTPA-CB86的特异性摄取率在 3 h时
达到最高峰[（36.45 依 2.18）%]，但同时加入过量未
标记的 DTPA-CB86后，细胞的摄取率显著下降；
RAW264.7 细胞对 99Tcm-DTPA-CB86 的摄取随着
时间的延长而略有减少，4.5 h时摄取率为（33.31 依
2.34）%，8 h时为（19.32 依 2.01）%，减少 13.99 %，
这表明 99Tcm-DTPA -CB86 可以特异性地与小鼠
RAW264.7 巨噬细胞的 TSPO 结合，且亲和力高，
外排少。

99Tcm-DTPA-CB86在左踝关节炎症小鼠体内的
生物学分布和 Micro SPECT/CT显像的研究结果表
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明，显像剂 99Tcm-DTPA-CB86在小鼠体内的稳定性
尚好，随时间延长左踝关节炎症部位仍有较高摄取，

而正常组织如肝、血液、肌肉等的摄取逐渐降低，

提高了 A/B和 A/M的放射性比值以及炎症的检出
率。注射后 0.5 h 时左踝关节炎症部位已略见显
影，3 h时炎症部位摄取仍可达（2.35 依 0.10）%ID/g，
这表明 99Tcm-DTPA-CB86在炎症部位中的清除率较
慢且停留时间较长，有利于炎症的显像。肝、血液、

肌肉中的放射性随时间延长逐渐减低，A/B和 A/M
的放射性比值分别从 0.5 h 时的（1.71 依 0.05）和
（1.32 依 0.43）增高至 3 h时的（4.19 依 0.21）和（3.01 依
0.16），这表明 99Tcm-DTPA-CB86在血液、肌肉等非
炎症组织中的清除率较快（主要从肝脏代谢），A/B
和 A/M的放射性比值随时间延长逐渐增高，炎症
显像更清晰，提示 99Tcm-DTPA-CB86在左踝关节炎
症小鼠模型中的靶向性良好，且在体内的停留时间

长。在竞争性抑制实验中各时间段均未见炎症显

影，未标记 DTPA-CB86 明显抑制了 99Tcm-DTPA-
CB86与炎症巨噬细胞的 TSPO的结合，这表明显
像剂 99Tcm-DTPA-CB86能够与 TSPO特异性结合。

综上所述，我们成功制备的 99Tcm-DTPA-CB86
可与巨噬细胞特异性结合，且经标记后保留了生物

学活性。小鼠体内分布及 SPECT/CT 显像结果表
明，其有望成为一种应用于关节炎症的 SPECT显
像的分子显像剂。
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