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［摘要］　目的：设计一种靶向人表皮生长因子受体2（human epidermal growth 

factor receptor 2，HER2）的放射性核素标记肽类示踪剂［68Ga］Ga-DOTA-
Cyclo-WK9，利用正电子发射体层成像（positron emission tomography，PET）

技术，旨在实现体内HER2表达的灵敏、特异性检测，为改善乳腺癌的早期诊

断与预后评估提供新手段。方法：通过计算机辅助设计、分子动力学模拟和表

面等离子体共振（surface plasmon resonance，SPR）检测，我们设计了HER2
靶向肽WC8，并进一步引入Lys（赖氨酸），使WC8成环得到Cyclo-WK9。然

后偶联螯合剂DOTA，进行68Ga标记。首先对［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9
的放射化学纯度（radiochemical purity，RCP）、脂水分配系数（log P）和稳

定性进行了评估。该示踪剂对HER2的靶向特异性通过体外细胞摄取测定和体

内PET成像以及阻断研究进行了检验。此外，还在体外和体内观察了示踪剂

在监测化学物质诱导的HER2表达动态变化方面的灵敏度。为了明确［68Ga］
Ga-DOTA-Cyclo-WK9对HER2的特异性，还进行了生物分布、放射自显影和

Western Blot印迹研究。结果：设计合成的［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9具有

高稳定性（RCP＞90%）和对HER2的高亲和力。体外细胞摄取试验表明，示

踪剂［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9能与HER2+乳腺癌细胞SK-BR-3特异性结

合，2 h时摄取值为（1.32±0.03）%AD/105细胞，然而HER2-乳腺癌细胞MDA-
MB-231的2 h时摄取仅为（0.14±0.02）%AD/105细胞。MicroPET显示，SK-
BR-3异种移植瘤在注射后15 min对［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的最大摄取量 
［ （ 4 . 1 ± 0 . 8 1 ） % I D / g ］ 明 显 高 于 M D A - M B - 2 3 1 异 种 移 植 瘤

［（1 . 4 1±0 . 5 2）% I D / g］，前者在注射后6 0  m i n的肿瘤-肌肉摄取比

（3.82±0.36）明显高于后者（1.45±0.29）。用非放射性前体DOTA-Cyclo-WK9
预处理的MDA-MB-231异种移植瘤对［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的摄取很少

［注射后10 min为（1.25±0.30）%ID/g］。结论：本研究成功地设计合成了一

条HER2靶向的环肽DOTA-Cyclo-WK9，其螯合68Ga时，在监测HER2表达的动态

变化方面显示出显著的特异性和敏感性。
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　　乳腺癌已成为全球女性发病率最高的恶性

肿瘤，也是癌症相关死亡的主要原因［1］。人

表皮生长因子受体2（human epidermal growth 
factor receptor 2，HER2），一种跨膜酪氨酸激

酶受体蛋白，是乳腺癌中关键的预后和预测性

生物标志物［2］。针对HER2的单克隆抗体（如

曲妥珠单抗、帕妥珠单抗）、抗体-药物偶联物

（antibody-drug conjugate，ADC，如T-DM1、
DS-8201）以及酪氨酸激酶抑制剂（ tyrosine 
kinase inhibitor，TKI，如拉帕替尼、吡咯替尼）

已在HER2阳性乳腺癌患者中显示出显著的临床

疗效［3-5］。

　　HER2靶向药物的治疗效果与HER2表达

水平密切相关，因为治疗后HER2表达可能下 

调［6］。与此相反，对于非HER2高表达的患者，

这些疗法不仅临床获益有限，还可能带来潜在风

险。鉴于HER2在乳腺癌中的核心作用及其靶向

治疗日益重要的临床意义，建立非侵入性检测、

监测和定量分析乳腺癌中HER2表达的方法至关 
重要。

　　在临床实践中，HER2+乳腺癌的诊断主要

依赖于免疫组织化学（immunohistochemistry，
I H C）、荧光原位杂交（ f l u o r e s c e n c e  i n 
s i tu  hybridizat ion，FISH）、显色原位杂交

（chromogenic in situ hybridization，CISH/SISH）

等技术，其中FISH检测为HER2+乳腺癌诊断的金

标准，尽管传统HER2检测方法（IHC和FISH）

的核心优势在于技术成熟、成本可控、结果可重

Computer-aided design of a novel HER2-targeted cyclic peptide PET probe and its evaluation for noninvasive 
imaging of breast cancer　GUO Xu1, GAO Xiaomin2, YAO Ying1, 3　(1. Department of Pharmacy, Wuxi Maternal 
and Child Health Hospital Affiliated to Nanjing Medical University, Wuxi 214002, Jiangsu Province, China; 2. Wuxi 
Medical College, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu Province, China; 3. Department of Pharmacy, Wuxi 
Maternal and Child Health Care Hospital, Wuxi 214002, Jiangsu Province, China)
Correspondence to: YAO Ying　E-mail: 9862023375@jiangnan.edu.cn
［Abstract］ Objective: This study designed a radiometal-labeled peptide tracer, [68Ga]Ga-DOTA-Cyclo-WK9, targeting human 
epidermal growth factor receptor 2 (HER2). Utilizing positron emission tomography (PET) imaging, the research aims to achieve 
sensitive and specific detection of HER2 expression in vivo, thereby providing a novel approach to improve early diagnosis and 
prognosis assessment for breast cancer. Methods: Through computer-aided design, molecular dynamics simulation and surface 
plasmon resonance (SPR) detection, we designed the HER2-targeting peptide WC8 and further introduced Lys to cyclize WC8 to 
obtain Cyclo-WK9. Then, the chelator DOTA was coupled, and labeled with 68Ga. First, the radiochemical purity (RCP), lipophilicity 
(log P) and stability of ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 were evaluated. The targeting specificity of the tracer to HER2 was verified 
through in vitro cell uptake assays, in vivo PET imaging and blocking studies. In addition, the sensitivity of the tracer in monitoring 
the dynamic changes of HER2 expression induced by chemicals was studied in vitro and in vivo. To investigate the specificity of 
［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 for HER2, biodistribution, autoradiography and Western Blot studies were also conducted. Results: 
The designed and synthesized ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 had high stability (RCP＞90%) and high affinity for HER2. In vitro 
cell uptake experiments showed that the tracer ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 could specifically bind to HER2+ tumor cells SK-
BR-3, with an uptake value of (1.32±0.03) %AD/105 cells at 2 h, while the uptake of HER2- tumor cells MDA-MB-231 at 2 h 
was only (0.14±0.02) %AD/105 cells. MicroPET imaging showed that the maximum uptake of ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 in SK-
BR-3 xenografts ［(4.14±0.81)%ID/g］ was significantly higher than that in MDA-MB-231 xenografts ［(1.41±0.52)%ID/g］ at 15 
min after injection, and the tumor-to-muscle uptake ratio of the former (3.82±0.36) was significantly higher than that of the latter 
(1.45±0.29) at 60 min after injection. The xenografts of MDA-MB-231 pretreated with the non-radioactive precursor DOTA-
Cyclo-WK9 showed very little uptake of ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 ［(1.25±0.30)% ID/g］at 10 min post-injection). 
Conclusion: This study successfully designed and synthesized a HER2-targeted cyclic peptide DOTA-Cyclo-WK9, which 
demonstrated significant specificity and sensitivity in monitoring the dynamic changes of HER2 expression when chelated with 68Ga. 
［Key words］ Breast cancer; Human epidermal growth factor receptor 2; Positron emission tomography; Radiolabeled targeting 
peptide; Cyclic peptide; Dynamic monitoring
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复性强，且已通过大量临床研究验证其与治疗反

应的关联性。但仍存在一些缺陷：组织依赖性，

需足够的肿瘤组织样本，采用细针穿刺活检时可

能因样本量不足导致结果不可靠［7］；无法动态

监测，仅反映取样时的HER2状态，无法实时监

测治疗过程中HER2表达的变化（如靶向治疗耐

药后HER2丢失）；无法识别HER2低表达状态，

传统方法仅区分“阳性”和“阴性”，但近年

来研究［8-9］显示“HER2低表达”（IHC 1+或2+/
FISH阴性）患者也可能对新型ADC敏感，而传

统检测无法精准分类此类患者。

　　因此，我们尝试设计了一种可以特异性地识

别并靶向HER2的多肽探针，用于诊断以及动态

监测HER2的变化。

1　材料和方法

1.1　HER2靶向肽序列的设计 

　　基于从RCSB PDB数据库（https://www.rcsb.
org/）获取的曲妥珠单抗-HER2复合物的晶体结

构（PDB ID: 1N8Z）［10］，依据该复合物胞外域

的晶体结构，识别出曲妥珠单抗上位于HER2蛋
白5 Å半径范围内的氨基酸残基，这些残基被认

为是结合相互作用的关键位点。随后将这些残基

连接，推导出关键肽序列，命名为WA8。利用

FoldX软件，将Lead-pep序列中的每个关键氨基酸

位点系统性地突变为其他天然氨基酸，并计算相

应的突变能量［11-12］。将能量值低于-0.5 kcal/mol
的突变归类为潜在增强抗体-HER2结合亲和力的

突变。选择Gly101、Asp102和Ala108作为关键氨

基酸位点进行三重饱和突变。通过组合任意3个
有益突变构建突变组合，并根据预测的结合性

能排序，对前5位的突变组合进行进一步分析。

其中，性能最优的突变组合被确定为有前景的

HER2靶向肽候选物，命名为WC8。
　　使用Autodock Vina［13-14］软件预测WC8的
结合亲和力，并采用分子力学 /广义波恩表面

积（MM/GBSA［15-16］）方法计算其结合自由能

（ΔGbind）。此外，在高性能工作站上，使用

GROMACS 2022.6软件包进行分子动力学模拟

（molecular dynamics simulation，MD）［16-17］，

以分析WA8、WC8及Cyclo-WK9与HER2之间的

相互作用。

1.2　前体DOTA-Cyclo-WK9的合成

　　前体DOTA-WC8由上海强耀生物科技有限

公司定制合成，化学纯度为98.9%。HPLC分析

方法采用梯度洗脱程序。以含0.1%三氟乙酸的水

溶液为水相，含0.1%三氟乙酸的乙腈为油相，流

速恒定为1.0 mL/min。洗脱程序设定如下：0 min
时，水相与油相比例为95∶5；随后在17 min内
线性变化至10∶90并保持3 min；最后在20 min
内快速复位至初始比例95∶5，并保持平衡以备

下次进样。计算值（分子式：C67H88N16O18S）：

［ (M+2H)/2］ +为719.3，［ (M+3H)/3］ +为

479.9。实测ESI-MS m/z为719.3和480.0。
1.3　放射性标记与质量控制

　　使用0.05 mol /L HCl从 68Ge- 68Ga发生器

（ITG GmbH，德国）洗脱得到含68Ga³+的溶液 
（1.0 mL），测定同位素活度。随后加入预制的

醋酸钠溶液（250 μL，0.25 mol/L）将溶液pH调

节至4.0~5.0，然后与20 μg DOTA-DOTA-Cyclo-
WK9在80 ℃下温育10 min。所得混合物使用C18 
Sep-Pak固相萃取柱（WAT020515，Waters）进

行纯化，以乙醇（0.3 mL）作为洗脱液。溶液在

氮气流下浓缩以除去过量乙醇，最终体积小于

50 μL。取少量最终溶液进行放射性高效液相色

谱（radio-HPLC）分析，剩余部分用生理盐水

稀释用于后续体内外实验。使用γ计数器测定

［68Ga］Ga- DOTA-Cyclo-WK9的脂水分配系数

（log P）。

1.4　细胞与动物模型

　　人乳腺癌细胞系SK-BR-3（HER2阳性）和

MDA-MB-231（HER2阴性）购自武汉普诺赛生

命科技有限公司。细胞使用高糖DMEM培养基培

养，培养基中添加10%胎牛血清和1%青霉素-链

霉素-两性霉素B溶液。细胞置于37 ℃、CO2体积

分数为5%的湿润培养箱中培养。

　　雌性BALB/c裸小鼠（4~5周龄）购自常州卡

文斯实验动物有限公司（中国），随机分为两

组。通过在小鼠右前肢腋下皮下接种SK-BR-3或
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MDA-MB-231细胞（5×106个细胞悬浮于50 μL生

理盐水和50 μL基质胶中），建立移植瘤模型。

待肿瘤体积达到200~300 mm³时，认为适用于后

续体内生物学评价。

　　在SK-BR-3移植瘤实验中，小鼠随机分为 
3组：空白对照组（n=3）、阻断组（n=3）和吡

咯替尼处理组（n=3）。阻断组在进行后续操作

前30 min，通过尾静脉注射过量250倍摩尔浓度

的未标记DOTA-WC8肽进行预处理。吡咯替尼

处理组通过灌胃给予吡咯替尼（20 mg/kg），隔

天1次，共4次。吡咯替尼是一种选择性HER2抑
制剂，用于下调HER2蛋白表达。在整个实验期

间，每隔48 h系统监测并记录SK-BR-3移植瘤小

鼠的体重和肿瘤体积。

1.5　体外特异性实验

　　为评估放射性示踪剂的特异性，在SK-BR-3
和MDA-MB-231乳腺癌细胞中检测了［68Ga］
Ga-DOTA-WC8（37 kBq）的细胞摄取。

　　细胞摄取实验：将SK-BR-3和MDA-MB-231
细胞以2×106个细胞/孔的密度接种于24孔板中，

培养过夜。用PBS洗涤3次后，细胞在37 ℃、CO2

体积分数5%条件下与37 kBq ［68Ga］Ga-DOTA-
WC8温育15、30、60和120 min。进行细胞阻断

研究时，在24孔板中加入过量未标记DOTA-WC8
（1 μmol/L），预处理10 min，然后与［68Ga］
Ga-DOTA-WC8共温育指定时间。温育结束后，

用冰PBS洗涤细胞，并用1.5 mL 0.2 mol/L NaOH
消化2 min。将裂解液转移至γ计数管中，使用γ计
数器测量放射性活度。细胞摄取结果表示为经衰

减校正后每管辐射剂量相对于105个细胞的百分

比（%AD/105细胞）。

　　细胞结合实验：将SK-BR-3细胞以2×105个

细胞/孔的密度接种于24孔板中，培养过夜。PBS
洗涤后，细胞在不同浓度未标记DOTA-WC8肽存

在下，与37 kBq［68Ga］Ga-DOTA-WC8温育。

温育2 h后，用冷PBS洗涤细胞，加入0.2 mol/L 
NaOH消化2 min。将裂解液转移至γ计数管中，

使用γ计数器定量放射性活度。

1.6　体内microPET 

　　将SK-BR-3细胞（6×106个）皮下接种于每

只雌性BALB/c裸小鼠的右侧胁腹部。通常在接

种后2周，待肿瘤体积达到约250 mm³时开始实

验。成像时，向SK-BR-3移植瘤小鼠尾静脉注射

100 μL［68Ga］Ga-DOTA-WC8（3.7 MBq）。

注射后立即进行动态PET，数据采集持续60 min
（每组n=3）。进行阻断实验时，将过量的未

标记DOTA-WC8与放射性标记的［68Ga］Ga-
DOTA-WC8共同注射入SK-BR-3瘤小鼠体内，随

后进行60 min动态PET。所有PET图像均采用先

前建立的方法进行定量分析。

　　动物实验符合伦理学规范，并经江苏

省 原 子 医 学 研 究 所 动 物 研 究 委 员 会 批 准

（JSINM-2024-166，JSINM-2024-151）。

1.7　体内生物分布分析

　　对荷SK-BR-3和MDA-MB-231移植瘤小鼠

静脉注射约0.74 MBq放射性标记化合物［68Ga］
Ga-DOTA-WC8。在注射后60 min处死小鼠，采

集血液、肿瘤组织及主要器官并称重。使用γ计
数器定量收集样本中的放射性活度。结果经标准

化处理，以每克组织注射剂量百分比（%ID/g） 
表示。

1.8　监测靶向治疗诱导的HER2表达变化

　　体外研究：首先，通过Western blot分析、

免疫荧光染色（10 μmol/L吡咯替尼）和［68Ga］
Ga-DOTA-WC8（37 kBq）细胞摄取实验，评

估了SK-BR-3癌细胞中HER2表达对不同浓度吡

咯替尼（0、5、7.5和10 μmol/L）响应的调节 
情况。

　　体内研究：随后，使用［68Ga］Ga-DOTA-
WC8（3.7 MBq）进行PET，评估了经吡咯替尼

（20 mg/kg，处理8 d）治疗的SK-BR-3移植瘤小

鼠体内HER2表达的调节情况。在PET成像过程

中，基于感兴趣区（region of interest，ROI）分

析，定量示踪剂在肿瘤和肌肉组织中的摄取量以

及肿瘤/肌肉摄取比值。PET后，对肿瘤和肌肉组

织进行放射自显影分析，以进一步研究示踪剂在

组织中的特异性分布。此外，采用Western blot
和免疫荧光染色进一步检测吡咯替尼治疗后SK-
BR-3移植瘤中HER2的表达水平。为评估吡咯替

尼的潜在不良反应，对取自SK-BR-3移植瘤小鼠
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的肿瘤组织和主要的正常器官进行HE染色。

1.9　统计学处理

　　采用Graphpad Prism 8.0对计量数据进行正态

性和方差齐性检验，对于符合正态分布的数据，

采用独立样本t检验；对于非正态分布的连续变

量，使用Mann-Whitney U检验。所有实验均独立

重复操作3次，结果以x±s表示。采用Student t检
验和单因素方差分析（ANOVA）评估差异的显

著性。P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　多肽探针Cyclo-WK9的计算机辅助设计 

　　曲妥珠单抗（trastuzumab）通过特异性结

合HER2蛋白的Ⅳ结构域，诱导其内吞并发挥治

疗效应。受此机制启发，我们基于曲妥珠单抗

与HER2蛋白相互作用的氨基酸残基，设计了靶

向肽段。为获得具有更高亲和力与生物活性的

HER2靶向肽，我们依据人源HER2-赫赛汀Fab复
合物胞外结构域的晶体结构（PDB:1N8Z），通

过计算筛选出曲妥珠单抗中距离HER2蛋白5 Å范

围内的关键残基，这些氨基酸残基对于结合起着

重要的作用。将这些残基串联后获得先导肽pep1
与pep2，命名为RR9和WA8，通过Autodock Vina
进行分子对接以预测其亲和力（表1）。

表1　先导肽的序列

Tab.1 The sequence of the lead peptide

名称 序列 亲和力/（kcal·mol-1）

RR9 RIYPTNGYTR -7.8

WA8 WGGDGFYA -8.8

　　鉴于WA8展现出更高的亲和力，我们选择

WA8为后续研究设计的对象，通过丙氨酸扫描

突变，系统鉴定出肽段中削弱结合的氨基酸位

点。基于此结果，对这些位点进行三点突变。

突变结果显示，当Asp102→Arg，Gly101→Tyr
和Ala106→Cys三点突变时，结合能提升至-6.76 
kcal/mol，可显著增强与HER2蛋白的相互作用 
（表2）。

　　将突变结果代入WA8的氨基酸序列中，获得

了突变后的多肽WC8（WGYRGFYC）。

表2　三点突变的结果

Tab.2 The results of triple mutation

序号 三点突变
突变能/

（kcal·mol-1）

1 B:Gly101＞Tyr，B:Asp102＞Arg，
  B:Ala108＞Cys -6.76

2 B:GLY101＞Phe，B:Asp102＞Arg，
  B:Ala108＞Cys -6.55

3 B:Gly101＞Arg，B:Asp102＞Arg，
  B:Ala108＞Cys -6.54

4 B:Gly101＞Arg，B:Asp102＞Ile，
  B:Ala108＞Gln -6.54

5 B:Gly101＞Arg，B:Asp102＞Lys，
  B:Ala108＞Gly -6.08

2.2　线性肽WC8的环化设计

　　考虑到后续环化设计，我们在WC8的C端引

入了一个Lys，利用Lys的侧链NH2构建了α-氨基

环化和ε-氨基环化两种模型。使用Autodock Vina
预测两者的亲和力，并预测脂水分配系数，α-氨
基环化的脂水分配系数是-2.57，ε-氨基环化的脂

水分配系数预测结果是-1.24。考虑到放射性靶向

肽肝摄取过高会导致肝脏毒性，我们选择了更为

亲水的α-氨基环化，命名为Cyclo-WK9（Cyclo-
WGYRGFYRK），从而降低肝脏代谢的占比，

提高肾脏代谢的比例。

2.3　分子动力学模拟评估WA8、WC8、Cyclo-
WK9与HER2亲和力

　　我们通过GROMACS 2022.6进行分子动力

学模拟，结果如图1所示，在分子动力学模拟过

程中，Cyclo-WK9/HER2复合物的均方根偏差

显著低于WA/HER2、WC8/HER2，并且具有更

高的稳定性，其回旋半径（RMSF）也显著低

于WA/HER2、WC8/HER2。同时，Cyclo-WK9/
HER2在模拟过程中与HER2蛋白之间的氢键数

量稳定在5左右，显著高于WA/HER2、WC8/
HER2之间1和2的氢键数。以上结果表明，与先

导肽WA8、线性肽WC8相比，Cyclo-WK9具有

更好的HER2靶向性和结合稳定性。因此，我们

合成了DOTA- Cyclo-WK9，并对其与HER2的亲

和力进行了表面等离子体共振（surface plasmon 
resonance，SPR）鉴定，其结合平衡常数KD值为 
91.91 nmol/L，达到nmol/L级别，可以用于后续

的影像学研究。
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2.4　DOTA-Cyclo-WK9的68Ga标记和质量控制

　　放射性示踪剂［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9
按照图2中概述的程序合成。使用放射性HPLC
系统监测68Ga的放射性标记效率。如图3A所示，

［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的放射化学纯度

超过97%。在PBS和FBS中进行的稳定性试验表

明，［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在37 ℃温育

120 min后的放射化学纯度仍高于95%（图2B、

C）。此外，［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在注

射后30 min和60 min收集的体内血液中保持稳定

（图3D）。这些结果表明，［68Ga］GaDOTA-
WC8在体内血液中具有很高的稳定性，并且在

活体系统中具有一定的生物应用潜力。同时，

测［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的脂-水分配系

数（log P）为-2.31±0.16，表明具有明显的亲 
水性。

图1　多肽WA8、WC8、Cyclo-WK9的分子动力学模拟结果

Fig.1　Molecular dynamics simulation results of peptides WA8, WC8, and Cyclo-WK9 

A：分子动力学模拟过程中复合物均方根偏差（RMSD）随时间的变化；B：基于分子动力学模拟轨迹计算的均方根波动（RMSF）； 
C：分子动力模拟过程中，短肽与蛋白的氢键数目变化。

图2　［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的合成路线示意图

Fig.2　Schematic diagram of the synthesis route for ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9
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图3　高效液相色谱评估［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的体内外稳定性

Fig.3　In vitro and in vivo stability evaluation of ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 by high-performance liquid chromatography

A：［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9，DOTA-Cyclo-WK9共注射。B：［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在PBS中的稳定性。C：［68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9在FBS中的稳定性。D：［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在小鼠血清中的稳定性。

2.5　［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的体外特异

性测定 

　　为了评价不同乳腺癌细胞系中HER2的相

对表达水平，选择表现出不同HER2表达水平

的SK-BR-3和MDA-MB-231乳腺癌细胞进行细

胞摄取实验。蛋白质印迹分析（图4A）和免

疫荧光染色（图4B）证实SK-BR-3细胞中的

HER2表达水平显著高于MDA-MB-231细胞。

［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的摄取在120 min
内逐渐增加，在120 min时在SK-BR-3细胞中达

到（2.15±0.11）%AD/105细胞的最大摄取，这

显著高于在MDA-MB-231细胞中观察到的摄取

［（0.84±0.05）%AD/105细胞，图5A）］。此

外，通过在暴露于［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9
之前将SKBR3细胞与前体DOTA-Cyclo-WK9预温

育来进行阻断实验。γ计数器分析证明阻断组中

［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的摄取显著降低，

证实了示踪剂对HER2的特异性。为了进一步评

估放射性示踪剂的体外结合亲和力，进行细胞竞

争测定（图5B）。随着前体DOTA-WC8浓度的增

加，示踪剂与HER2的结合逐渐受到抑制，50%抑

制浓度（IC50）值计算为42.21 nmol/L。
2.6　［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在正常小鼠

体内的药代动力学

　　在正常小鼠体内评价了［68Ga］Ga-DOTA-
Cyclo-WK9的药代动力学曲线，发现浓度-时间

曲线符合二室模型（图6）。由于［68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9的亲水性，示踪剂表现出快速

分布和清除，分布半衰期（t1/2α）为2.898 min，
消除半衰期（t1/2β）为23.477 min。这些结果表

明，［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9被靶肿瘤组织

快速吸收，而剩余的放射性示踪剂从血流中有效

清除，导致在注射后早期时间点即可达到最佳的

肿瘤/背景比。
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图4　SK-BR-3、MDA-MB-231细胞系的HER2表达水平检测

Fig.4　Detection of HER2 expression levels in SK-BR-3 and MDA-MB-231 cell lines

A：检测SK-BR-3细胞和MDA-MB-231细胞HER2表达的Western Blot实验（***：P＜0.001）。B：检测SK-BR-3细胞和MDA-MB-231细胞

HER2表达的免疫荧光实验（***：P＜0.001）。

图5　示踪剂［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在体外实验中的评估

Fig.5　Evaluation of the tracer ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 in in vitro experiments

A：在SK-BR-3、MDA-MB-231细胞中［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的摄取水平和阻断实验。B：SK-BR-3细胞中［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-

WK9竞争性结合实验。

图6　［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在正常小鼠体内的药代动力学

Fig.6　Pharmacokinetics of ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 in normal mice

2.7　［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在荷瘤小鼠

中的microPET

　　进行动态microPET以评价［ 68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9对HER2的体内特异性。图

7A的结果显示，［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9
在SK-BR-3异种移植瘤中有明显的蓄积，而在

MDA-MB-231肿瘤中几乎没有示踪剂蓄积。

［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的定量分析表明，

该探针主要通过肾途径快速清除，在肝脏中有少

量积累，背景活性最小（图7B）。在SK-BR-3移
植瘤小鼠中，［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9的肿

瘤摄取在注射后20 min达到（4.34±0.71）%ID/g
的最大值，并且在注射后60 min保持在3.00 %ID/
g以上（图4C）。相比之下，MDA-MB-231移
植瘤小鼠在肿瘤部位未表现出显著的示踪剂积

累，最大肿瘤摄取仅为（1.45±0.53）%ID/g。
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［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在体内的特异性通过

肿瘤-肌球摄取比率分析进一步证实。SK-BR-3异
种移植瘤中的肿瘤-肌肉摄取比随时间增加，在注

射后50 min达到峰值4.70±0.82，而在整个成像期间

MDA-MB-231异种移植瘤中保持约1.2（图7C）。

此外，通过阻断试验验证了［68Ga］Ga-DOTA-
WC8对HER2的体内特异性。如图7A所示，用

DOTA-WC8预处理可显著降低SK-BR-3异种移植瘤

中的肿瘤摄取，其中最大肿瘤摄取在注射后20 min
降低至（1.85±0.62）%ID/g（图4C）。SK-BR-3
阻断性异种移植瘤也表现出较低的肿瘤-肌肉摄取

比，在注射后60 min最大值为1.85±0.83（图7C）。

这些发现进一步证实了［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-
WK9在体内对HER2具有结合特异性。

图7　［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9 microPET体内动态成像

Fig.7 In vivo dynamic microPET imaging of ［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9

A：［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9分别在SK-BR-3、MDA-MB-231异种移植瘤模型以及阻断实验中的microPET显像。B：［68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9在荷瘤小鼠肝肾中的摄取值。C：［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在各肿瘤的摄取值。D：［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9
在各异种移植模型的肿瘤/肌肉比值（***：P＜0.001）。

2.8　监测靶向治疗诱导后的HER2表达

　　为了评估［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在监

测HER2表达动态变化中的灵敏度，选择在我们

先前的研究［18］中已经证明可下调HER2表达的

吡咯替尼与SK-BR-3细胞一起温育。如图8A、B
所示，在吡咯替尼处理后，SK-BR-3的活性以及

细胞中的HER2表达以剂量依赖性方式下调，这

通过免疫荧光染色得到进一步证实（图8C）。随

后，通过细胞摄取测定评估［68Ga］Ga-DOTA-
Cyclo-WK9对由吡咯替尼诱导的HER2表达变化

的灵敏度。如图8C所示，与未处理的SK-BR-3细
胞相比，用10 μmol/L吡咯替尼处理的SK-BR-3
细胞中［68Ga］Ga-DOTA-WK9的细胞摄取显著 
降低。
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图8　吡咯替尼的抗肿瘤活性评估

Fig.8　Evaluation of the antitumor activity of pyrotinib

A：MTT实验评估吡咯替尼对于SK-BR-3细胞生长的抑制能力。B：Western Blot实验评估吡咯替尼干预后，HER2表达变化（***： 
P＜0.001）；C：免疫荧光实验评估吡咯替尼干预后，HER2表达变化。

　　为了研究［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9在
体内监测HER2表达变化的能力，我们构建了

SK-BR-3的异种移植瘤模型，在4轮吡咯替尼处

理后，在将［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9注射

到携带SK-BR-3肿瘤的小鼠中的60 min内进行

动态microPET。如图9A所示，与PBS处理的肿

瘤相比，吡咯替尼处理的肿瘤表现出显著更低

的［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9积累。定量分

析显示吡咯替尼治疗小鼠的最大肿瘤摄取下降

至（2.38±0.71）%ID/g（图9B），肿瘤与肌肉

摄取比下降至2.00±1.10（图9B）。这些结果

表明，吡咯替尼治疗下调了HER2表达，并且

［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9可以灵敏地检测这

些变化。

图9　吡咯替尼治疗后SK-BR-3异种移植瘤模型microPET动态显像

Fig.9　Dynamic microPET imaging of SK-BR-3 xenograft models after pyrotinib treatment

A：吡咯替尼治疗后SK-BR-3异种移植瘤模型动态PET图像；B：MicroPET动态显像定量分析。
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3　讨　　论

　　HER2高表达与乳腺癌侵袭性及患者的不良

预后显著相关［19-20］，其精准定量对个体化治疗

至关重要。尽管拉帕替尼等HER2靶向药物可改

善患者预后，但HER2表达的异质性阻碍治疗优

化［21］。本研究通过计算策略设计新型HER2靶向

肽Cyclo-WK9，基于曲妥珠单抗互补位（CDR）

设计先导肽WA8，经关键氨基酸突变获得WC8，
最后环化改造得到环肽Cyclo-WK9。分子对接、

MD模拟及结合自由能（ΔGbind）计算表明，

Cyclo-WK9较之WA8、WC8可与HER2形成更稳

定的复合物。SPR证实前体DOTA-WC8具有高亲

和力（KD=91.91 nmol/L）。

　　因其体内半衰期较短，选用 6 8G a（ t 1 / 2= 
6 8  m i n）标记D O TA - W C 8，构建P E T探针

［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9。该示踪剂药代

动力学良好，肾脏/膀胱高蓄积提示肾排泄主导

（亲水性特性）。体外实验显示，［68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9在HER2+ SK-BR-3细胞中特异

性摄取，在HER2- MDA-MB-231细胞中摄取极

低。体内PET成像证实SK-BR-3移植瘤特异性富

集，肿瘤轮廓清晰。阻断实验、生物分布、放射

自显影及免疫组织化学进一步验证其HER2高特

异性。与已报道肽探针［2２］相比，［68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9具有更小的分子结构、更强的

亲和力及更低的肝摄取。

　　吡咯替尼、奈拉替尼等作为HER2-TKI可诱

导HER2降解［23］，其治疗过程中伴随着肿瘤组

织中HER2水平的下降。本研究利用［68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9评估吡咯替尼治疗响应PET成

像显示HER2+肿瘤HER2表达降低，证实其疗效

监测潜力。

　　［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-WK9呈现中度肿瘤

摄取及瘤肌比，可能归因于多肽类药物体内稳定

性有限、血浆半衰期短及快速肾清除。未来将通

过聚乙二醇化（延长半衰期）、非天然氨基酸取

代（增强稳定性）及多聚化（提高亲和力）进行

结构优化。

　　本研究基于曲妥珠单抗-HER2复合物的晶体

结构设计了一种新的HER2靶向肽DOTA-Cyclo-
WK9。基于这种设计，随后开发了一种潜在的

HER2靶向PET示踪剂［68Ga］Ga-DOTA-Cyclo-
WK9，以实现HER2表达的准确和非侵入性检

测。全面的体外和体内评价表明，［68Ga］Ga-
DOTA-Cyclo-WK9表现出高特异性、纳摩尔级

别亲和力、有利的药代动力学性质和用于HER2
成像的显著潜力。此外，本研究证实［68Ga］
Ga-DOTA-Cyclo-WK9具有灵敏地监测TKI诱导

的HER2表达动态变化的能力。这些结果共同表

明，DOTA-Cyclo-WK9有望成为一种能精确检

测HER2表达的有前途的工具，并且有助于监测

HER2阳性乳腺癌的治疗反应。
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