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　　【摘要】　目的：前列腺特异性膜抗原(PSMA)是前列腺癌诊疗的一个有效靶点。本研究组成功构建了一种新型99mTc标

记PSMA抑制剂99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A，本研究主要探讨该分子影像探针在前列腺癌模型中的靶向能力，并将其与目前临

床常用PET显像剂18F-脱氧葡萄糖（18F-FDG）、11C-胆碱进行比较。方法：利用小动物SPECT/CT显像，在PC-3和LNCaP肿瘤

模型中研究99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A的靶向能力；同时在LNCaP肿瘤模型中评估18F-FDG和11C-胆碱小动物PET/CT显像效果。 

结果：99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A血液清除迅速，主要通过肾代谢，肠道有少量放射性摄取，其余主要器官无明显放射性摄

取。PSMA不表达的PC-3模型肿瘤没有放射性摄取，PSMA高表达的LNCaP模型肿瘤高度放射性浓聚，肿瘤/肌肉比值达20.4；

经2-PMPA阻断后，LNCaP肿瘤的放射性摄取大幅度降低。LNCaP模型的18F-FDG和11C-胆碱的肿瘤/肌肉比值分别仅为2.1和

2.6，远远低于99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A。结论：99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A体内清除快，肿瘤摄取高，是一个理想的靶向PSMA

的分子影像探针，对PSMA阳性肿瘤的显像优于18F-FDG和11C-胆碱。

　　【关键词】　前列腺特异性膜抗原；小分子抑制剂；99mTc；小动物SPECT/CT
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　　【Abstract】 Objective: Prostate specific membrane antigen (PSMA) is a well-established target for diagnosis and therapy 
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of prostate cancer (PCa). We have synthesized an amino-functionalized PSMA inhibitor (Glu-Urea-A) and labeled technetium-99m 
via HYNIC. The in vivo target capacity of the new probe was evaluated in animal model and compared with 18F-fluorodeoxyglucose 
(18F-FDG) and 11C-choline which were mostly used in clinic. Methods: The new probe was studied in severe combined  
immunodeficiency (SCID) mice bearing PC-3 and LNCaP tumor xenografts on small animal SPECT/CT. The comparative analysis 
of 18F-FDG and 11C-choline imagings was done in LNCaP tumor xenografts on small animal PET/CT. The tumor to muscle ratio 
wasobtained by the analysis software accompanying with small animal SPECT/CT and PET/CT respectively. Results: The imaging 
results showed that the metabolism of 99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A was very fast. Kidney was the primary excretory organ and little 
radioactive uptake was found in intestines. There was no significant uptake in other organs. PC-3 tumor did not have any radioactive 
uptake. LNCaP tumor had very high radioactive uptake, and the tumor to muscle ratio was 20.4. The blocking experiment showed 
that the tumor uptake reduced significantly. The tumor to muscle ratio obtained from PET/CT imaging were only 2.1 and 2.6 for 
18F-FDG and 11C-choline respectively, which were much lower than 99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A. Conclusion: The probe 99mTc- 
HYNIC-Glu-Urea-A with fast metabolism and high tumor uptake was a promising molecular imaging probe targeting PSMA. It is 
superior to 18F-FDG and 11C-choline in prostate cancer imaging.
  　【Key words】 Prostate-specific membrane antigen; Small-molecular inhibitor; 99mTc; Small animal SPECT/CT

　　前列腺癌(prostate cancer，PCa)是威胁男性健

康最常见的肿瘤之一。近年来，其在我国的发病

率明显上升，已成为所有恶性肿瘤中发病率增速

最快的病种，大城市更成为“重灾区”。2012年

中国肿瘤登记年报显示，上海市20年间前列腺癌

发病率增长10余倍，已跃居男性恶性肿瘤第5位。

　　前列腺癌的早期诊断有赖于局部多点穿刺，

核医学18F-脱氧葡萄糖(18F-fluorodeoxyglucose，
18F-FDG)、11C-胆碱和11C-乙酸PET/CT显像均存在

灵敏度低的缺点，尤其对复发的前列腺癌[1-3]；
99mTc-MDP SPECT/CT骨显像特异性欠佳、对脊

柱部位的转移灶不够灵敏。因此，临床上迫切需

要寻找更好的分子影像探针。

　　前列腺特异性膜抗原 (p ros ta te  spec i f i c 
membrane antigen，PSMA)也被称为Ⅰ型叶酸水

解酶或Ⅱ型谷氨酸羧肽酶，几乎在所有的前列腺

癌细胞表面过度表达，且在低分化、转移性和雄

激素非依赖型前列腺癌细胞中的表达进一步增

加，而在肾脏、肠道、脑等正常组织中的表达

水平要低1 000倍以上[4-6]。因此，PSMA对于前

列腺癌的诊断和治疗是一个极具有吸引力的靶

点，其中靶向PSMA的小分子抑制剂能快速从血

液中清除，已成为分子影像探针的首选[7-10]。本

科在谷氨酸-脲核心的基础上，引入双功能螯合

剂6-肼基烟酸(HYNIC)，合成了一种可用99mTc标

记的新型PSMA小分子抑制剂类似物HYNIC-Glu-
Urea-A。本研究报道其在前列腺癌模型中的靶向

能力及与目前临床常用PET显像剂18F-FDG、11C-
胆碱的比较。

1　资料和方法

1.1　试剂和材料

　　HYNIC-Glu-Urea-A为自制产品，方法、

质 量 分 析 另 文 报 道 。 乙 二 胺 - N , N ’ - 二 乙 酸

(ethylenediamine-N,N’-diacetic acid，EDDA)购自

日本TCI公司，Tricine购自上海百灵威化学技术

有限公司，SnCl2购自美国SIGMA-ALDRICH公

司，HCl、NaOH购自国药集团化学试剂有限公司

(上海)，RPMI 1640培养基和10%胎牛血清购自

美国GIBCO公司，双抗(青霉素-链霉素)和0.25%
胰酶购自法国BIOWEST公司，Na99mTcO4淋洗液

购自上海原子科兴药业有限公司。18F-FDG和11C-
胆碱为自制产品。

　　雄性严重联合免疫缺陷(severe combined 
immunodeficiency，SCID)小鼠6只，18~20 g，无

特定病原体(specific pathogen free，SPF)级，由上

海斯莱克实验动物有限公司提供，于复旦大学动

物实验中心2~3级清洁级动物房饲养；人前列腺

癌细胞PC-3(PSMA表达阴性)和LNCaP(PSMA表

达阳性)由中国科学院细胞库提供。

1.2　实验仪器

　　小动物SPECT/CT为美国BIOSCAN公司Nano 
SPECT/CT plus，小动物PET/CT为SIEMENS公司 
Inveon PET/CT，放射性高效液相色谱仪(Radio-
HPLC)为美国安捷伦公司1200系列高效液相色谱

仪配德国RAYTEST公司GABI放射性检测器，放

射性薄层色谱仪(Radio-TLC)为德国RAYTEST公

司miniGITA，医用回旋加速器为德国SIEMENS
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公司Eclipse ST，18F-FDG合成仪为德国SIEMENS
公司 Explora FDG4，11C-胆碱合成仪为北京派特

公司PET-CS-Ⅰ(本科改造后)、PET-CS-Ⅱ。上述

仪器均为本科拥有。

1.3　方法

1.3.1　99mTc标记HYNIC-Glu-Urea-A

　　取10 μg HYNIC-Glu-Urea-A，加入0.5 mL 
EDDA溶液(20 mg/mL溶于0.1 mol/L NaOH溶 

液)与0.5 mL Tricine溶液[40 mg/mL溶于0.2 mol/L 
pH 6的磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline，

PBS)]的混合液中溶解，再加入25 μL SnCl2溶液 

(1 mg/mL溶于0.1 mol/L HCl)、30 mCi Na99mTcO4
-

溶液，100 ℃反应10 min。反应结束后，反应液

经0.22 μm的Millipore针式过滤器除菌。

1.3.2　质量控制方法

　　使用Radio-HPLC和Radio-TLC分析99mTc- 
HYNIC-Glu-Urea-A的放射化学纯度。其中，薄

层色谱法展开剂为丙酮和50%乙腈水溶液。各组

分的比值(Rf)见表1。反相高效液相色谱方法：

色谱柱为安捷伦ZOBRAX 300SB-C18柱(5 μm，

4.6 mm×250 mm)。流动相为水/0.1%三氟乙酸/乙
腈。洗脱条件为0~3 min，10%乙腈；3~18 min，

10%~70%乙腈；18~22 min，70%~10%乙腈。紫

外检测(波长为220 nm)和放射性检测。

表 1　99mTc标记可能产物的Rf值

放射化学产物 Rf值 固定相 流动相
99mTcO4

- 1 TLC-SG 丙酮
99mTcO2 0
99mTc-coligand 1
99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A 0
99mTcO4

- 1 TLC-SG 50%乙腈
99mTcO2 0
99mTc-coligand 1
99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A 1

1.3.3　肿瘤模型建立

　　将PC-3和LNCaP细胞传代后接种于50 cm2培

养瓶中，加入RPMI 1640培养基，在5% CO2、 

37 ℃培养箱内贴壁生长至融合状态。用0.25%胰

酶消化传代扩增至所需用量。在倒置显微镜下

进行细胞计数，至细胞总数为5×107个。收集细

胞，用50% Matrigel基质胶制成密度为1×107/mL
的单细胞悬液。取0.2 mL细胞悬液快速皮下接种

于SCID小鼠右上肢，在复旦大学动物实验中心

培养4~6周，待实体瘤长至7~8 mm时用于显像。

1.3.4　小动物显像实验

　　PC-3和LNCaP肿瘤模型小鼠各3只，均尾静

脉注射1 mCi/100 μL 99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A，

于1、2和4 h时用1.5%异氟烷/氧气麻醉固定后进

行SPECT/CT显像。然后利用仪器配置的软件进

行图像处理和数据分析，获取各时间点的全身

图像和包括肿瘤在内的各种感兴趣组织的定量

数据，计算靶/非靶比值，进行定性和半定量分

析，寻找最佳的显像时相。

　　阻断实验：每只LNCaP模型小鼠尾静脉

注射过量PSMA抑制剂2-PMPA(摩尔当量大于

1 000倍，溶于100 μL生理盐水)0.5 h后，再注射

1 mCi/100 μL 99mTc- HYNIC-Glu-Urea-A，同上 

显像。

　　与18F-FDG和11C-胆碱PET/CT显像比较：

每只LNCaP模型注射量200 μCi/ 0.2 mL 18F-FDG
注射后1 h显像，11C-胆碱注射后15 min显像。

显像方法：到采集时间点时，固定方法同上， 

PET/CT显像后，利用仪器配置的软件进行图像

处理和数据分析，计算靶/非靶比值，进行半定

量分析。

2　结　　果

2.1　99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A质量控制

　　经Radio-HPLC和Radio-TLC测定，99mTc-
HYNIC-Glu-Urea-A的标记率和放射化学纯度均

大于99%。Radio-HPLC谱图见图1。

2.2　小动物显像研究

　　LNCaP模型小鼠尾静脉注射99mTc-HYNIC-
Glu-Urea-A后，各时间点显像见图2，可见肿瘤

高度摄取，1、2和4 h时肿瘤/肌肉比值分别为

17.3、20.4和18.1。

　　由图3可见，PSMA阴性PC-3肿瘤未见放射
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性摄取，放射性分布类似周围肌肉本底(靶/本
比仅为1.2)；而PSMA阳性LNCaP肿瘤则放射

性高度浓聚，经PSMA抑制剂2-PMPA阻断后，

LNCaP肿瘤的放射性摄取大幅度降低，仅稍稍高

图 2　LNCaP模型(PSMA阳性)99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A SPECT/CT显像（箭头示肿瘤位置）

  A：1 h；B：2 h；C：4 h

于本底。 

　　如图4所示，LNCaP肿瘤均能摄取18F-FDG
和11C-胆碱，但其肿瘤/肌肉比值分别仅为2.1和

2.6。

图 1　99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A的Radio-HPLC谱图

前列腺特异性膜抗原小分子抑制剂显像研究
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图 3　99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A SPECT/CT显像2 h（箭头示肿瘤位置）

  A：PC-3；B：LNCaP；C：LNCaP阻断后

图 4　LNCaP模型PET/CT显像（箭头示肿瘤位置） 

  A：11C-胆碱；B：18F-FDG

3　讨　　论

　　前列腺癌大多增殖缓慢且糖代谢率较低，因

此目前临床常用的PET显像剂如18F-FDG、11C-胆
碱和11C-乙酸盐在前列腺癌诊断效能方面均不太

理想[1-3]。笔者认为，仅与细胞表面受体类似物

结合而与增殖、代谢等无关的配体类分子影像探

针在肿瘤定性、定位中可能发挥更强的作用。

PSMA正是这样一种在前列腺癌细胞表面过表达

的受体类物质[11-12]，而与PSMA结合的配体类物

质更能有效地被网格蛋白转运到细胞内[13]，导致

放射性示踪剂在肿瘤细胞内的滞留，从而带来更

佳的显像质量。因此，PSMA已成为前列腺癌诊

疗的一个有效靶点。

　　本研究基于谷氨酸-脲核心设计合成了一种

新型PSMA小分子抑制剂类似物，在国内首次

制备成靶向PSMA的放射性分子影像探针99mTc- 
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HYNIC-Glu-Urea-A。该探针标记方法简便、放

射化学纯度高、图像质量好，适于大范围推广。

　　本研究中小动物 SPECT/CT显像提示，

PSMA阳性LNCaP肿瘤模型能高度摄取 99mTc- 
HYNIC-Glu-Urea-A，心、肺和脾等重要器官放

射性摄取很低，肌肉等放射性本底也低，血液清

除快，能满足分子影像探针的基本要求。肾和膀

胱放射性分布非常高，表明该化合物主要经泌尿

系统排泄，与其相对分子质量小且水溶性极高有

关。肝及肠道轻度摄取，提示该药物也有少部分

经肝-肠循环途径代谢。SPECT/CT半定量分析提

示，最佳显像时相为注射后2 h，属临床可接受

的时相。

　　本研究中，PSMA阴性PC-3肿瘤模型99mTc- 
HYNIC-Glu-Urea-A靶/本比仅为1.2，PSMA阳

性LNCaP模型在提前半小时注射超过标记物摩

尔量1 000倍的PSMA抑制剂2-PMPA后，99mTc- 
HYNIC-Glu-Urea-A完全被阻断，肿瘤/肌肉比值

下降为1.5。由此从两方面证实该分子影像探针

高度特异性靶向PSMA。

　　本研究同一LNCaP模型的18F-FDG、11C-胆碱

小动物PET/CT显像中，肿瘤/肌肉比分别只有2.1
和2.6，与临床所见类似。因此，99mTc-HYNIC-
Glu-Urea-A SPECT/CT前列腺癌定性显像可望比

PET/CT价廉物美，但能否与18F-FDG PET/CT一

样评价远处病灶的疗效，尚有待进一步研究。

　　综上所述，本研究组自制的新型SPECT/CT
显像剂99mTc-HYNIC-Glu-Urea-A标记方法简便，

放射化学纯度高，能高度特异性靶向PSMA，对

PSMA阳性肿瘤的显像效果优于18F-FDG和11C- 
胆碱。
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