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叶酸受体型 ＭＲ对比剂对荷人肝癌裸鼠诊断意义的初步研究
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【摘要】　目的：探讨以叶酸介导的 ＭＲ对比剂ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ对裸鼠肿瘤信号改变的规律，评价其对肝肿瘤诊断的

可行性及有效性。方法：将ＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ与ＧｄＣｌ３ 在一定条件下等摩尔反应，过滤后得到ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ；将５～６周龄

ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠皮下接种人肝癌细胞（ＳＭＭＣ７７２１）作为动物模型；将裸小鼠随机分成实验组与对照组，前者注射

ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ，后者注射含相同Ｇｄ离子浓度的ＧｄＤＴＰＡ，注射部位为尾静脉，注射剂量０．２ｍｌ。观察注射前后两组

Ｔ１ＷＩ瘤体信号改变情况，判断指标为对比信噪比（ＣＮＲ）。注射后扫描时间点选为即刻、１、２、３、４、６、１２及２４ｈ。结果：注

射对比剂后２～３ｈ，实验组裸鼠瘤体信号强度较对照组升高明显，差异有统计学意义（狋＝４．２６９４／２．２９７７，犘＜０．０５）。

结论：ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ对裸鼠肝癌模型（ＳＭＭＣ７７２１）具有一定的靶向性。
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　　ＭＲ靶向对比剂是当今 ＭＲ特异性对比剂研究领

域的热点之一，国内、外文献已证实单克隆抗体 ＭＲ

对比剂（ＧｄＤＴＰＡＭＡｂ）在肝癌、大肠癌等模型中，对

瘤体有特异性增强作用，并且其作用持续时间较长，可

达２４ｈ或以上
［１３］。但是，单克隆抗体 ＭＲ对比剂仍

有较大局限性，如 Ｇｄ离子含量低、螯合剂的不稳定

性、抗体的免疫原性等因素，限制了其进一步临床应

用。

研究表明，肿瘤组织在生长过程中较正常组织需

要更多的叶酸，大部分上皮来源的肿瘤，其细胞表面叶

酸受体较正常组织丰富［４，５］。因此以叶酸为载体，可

将顺磁性的钆离子运输到肿瘤局部，以缩短肿瘤组织

Ｔ１ 弛豫时间，从而提高肿瘤组织 ＭＲ信号强度，有望

提高某些肿瘤检出的敏感性和特异性。

叶酸作为自然物质，最主要优点是无单克隆抗体

的免疫原性缺陷，同时既制备方便，又经济合理，不失

为一种理想的 ＭＲ对比剂中钆离子的载体。

肝癌属于腺上皮来源，Ｓｈｅｎ等
［６］曾经指出，肝癌

细胞表面叶酸连接蛋白因为转运氨甲蝶呤而急剧减

少。Ｅｌｗｏｏｄ等
［７］的研究证实叶酸受体就是一种细胞

表面的连接蛋白质。因此可以认为肝癌细胞表面有着

丰富的叶酸受体。本实验采用荷人肝癌（ＳＭＭＣ７７２１

细胞株接种）裸鼠模型，研究ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ在肝肿

瘤 ＭＲ成像中的价值。

材料与方法

１．ＧｄＤＴＰＡｆｏｌａｔｅ主要制备过程

试剂：ＤＴＰＡｆｏｌａｔｅ，ＧｄＣｌ３，由复旦大学药学院放
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射药学教研室提供。

反应：取５２．８ｍｇＤＴＰＡｆｏｌａｔｅ，溶解于４．４ｍｌ的

水中，待完全溶解后，滴加等摩尔的 ＧｄＣｌ３ 溶液

０．６ｍｌ，滴加完后继续在室温下反应１ｈ，然后用无菌

过滤器过滤得到金黄色的 ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ溶液，共

计５．０ｍｌ，４℃放存备用。

２．ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ浓度测定

浓度测定在华东理工大学分析测试中心完成，分

析仪为ＴＪＡＳＩＲＩＳ１０００型ＩＣＰ光谱仪，由复旦大学药

学院放射医学教研室提供含钆１８８７．６μｇ／ｍｌ标准试

剂配置成标准溶液进行测试。本实验所制备ＧｄＤＴ

ＰＡＦｏｌａｔｅ溶液中含Ｇｄ离子为１．８６ｍｇ／ｍｌ。

３．动物模型的制备及实验动物分组

本实验采用人肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１裸小鼠移

植瘤模型，肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１由复旦大学肝癌

研究所惠赠。取５～６周龄ＢＡＬＢ／Ｃ裸小鼠１２只，在

无菌条件下，将ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞悬液０．２ｍｌ（含

５×１０７ 个瘤细胞）接种至裸小鼠皮下，每周至少３次

观察瘤体生长情况，约４～５周，待肿瘤长到１～

１．５ｃｍ左右备用。实验前一天，停止啮齿类动物正常

饮食，给予无叶酸食物。

随机将１２只已接种人肝癌细胞株的裸小鼠分成

实验组（编号１Ａ～６Ａ）和对照组（编号１Ｂ～６Ｂ）。实

验组注射对比剂 ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ，对照组注射含相

同Ｇｄ离子浓度的常规对比剂ＧｄＤＴＰＡ，通过裸鼠尾

静脉注射，注射量为０．２ｍｌ。ＧｄＤＴＰＡ是用钆喷酸

葡胺注射液（含钆喷酸二葡胺４６９ｍｇ／ｍｌ，北京北陆药

业有限公司生产）加生理盐水稀释而成。

４．裸鼠扫描及瘤体信号强度测量方法

扫描仪器为ＧＥＳｉｇｎａＡｄｖａｎｔａｇｅ１．５Ｔ ＭＲ仪，

使用５ＧＰ表面线圈，扫描序列选用ＳＥＴ１ＷＩ横断位

及冠状位扫描，扫描参数 ＴＲ４００ｍｓ，ＴＥ９ｍｓ，层厚

３ｍｍ（横断位）、２ｍｍ（冠状位），层距２ｍｍ（横断位）、

１ｍｍ（冠状位），矩阵２５６×１６０，视野１４ｃｍ×１４ｃｍ。

每只裸鼠均先行平扫。注射对比剂后扫描时间的

选择如下：即刻、１、２、３、４、６、１２及２４ｈ，即刻扫描指注

射对比剂后６～８ｍｉｎ。裸鼠麻醉方法为３％戊巴比妥

钠溶液０．０４ｍｌ腹腔注射。

观察瘤体信号强度的变化。方法为分别测量瘤体

信号强度（ＳＩＴ）、裸鼠腿部肌肉组织信号强度（ＳＩＳ），按

下列公 式 计算对比信噪比 （ｃｏｎｔｒａｓｔｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ，

ＣＮＲ）。

ＣＮＲ＝
ＳＩＴ－ＳＩＳ
ＳＤｎｏｉｓｅ

ＳＤｎｏｉｓｅ代表背景相位编码的噪声
［８］。每只裸鼠

ＳＩＴ 及ＳＩＳ的测定分别选择五个大小一致的感兴趣区

域（ＲＯＩ），取其平均值。兴趣区面积不小于５ｍｍ２，尽

量取信号较均匀之处。

５．统计学处理

实验组和对照组基线比较以及两组注射对比剂后

各扫描点与注射前比较采用成组狋检验，统计软件为

Ｓｔａｔａ７．０。

结　果

实验组和对照组基线比较无差异（犘＞０．０５），实

验组的ＳＩＴ、ＳＩＳ及ＣＮＲ值见表１。裸鼠瘤体信号强度

在注射对比剂３ｈ内升高较明显（图１）：ＳＩＴ 在注射对

比剂后即刻（以ｔｉ表示）、１、２及３ｈ升高，与注射对比

剂前比较差异有统计学意义（ｔｉ＝６．２１４９／ｔ１＝３．３０３６，

犘＜０．０１；ｔ２＝２．７９６３／ｔ３＝２．５０１９，犘＜０．０５），ＳＩＳ 在

注射对比剂后即刻升高，与注射对比剂前比较差异有

统计学意义（ｔｉ＝４．３１９０，犘＜０．０１）；ＣＮＲ变化与ＳＩＴ

一致，即在注射对比剂后即刻、１、２及３ｈ升高，与注射

对比剂前比较差异有统计学意义（ｔｉ＝５．８７４６／ｔ１＝

３．９８１５／ｔ２＝４．２６９４，犘＜０．０１；ｔ３＝２．２９７７，犘＜０．０５）。

表１　６例实验组注射对比剂前后ＳＩＴ、ＳＩＳ及ＣＮＲ（狓±狊）

时间 ＳＩＴ ＳＩＳ ＣＮＲ

注射前 １９１．５３±１５．２３ ２２８．５０±１４．２１ －３．２２±１．６６

Ｃｓｔ ３２０．６３±４８．５５２８５．９５±２９．３２ ２．９４±１．９６

Ｃ１ｈ ２４８．１１±３９．０９２３１．０５±１９．６８ １．５５±２．４２

Ｃ２ｈ ２１５．００±１３．８１ ２１０．８５±２１．４７ ０．３４±１．１９

Ｃ３ｈ ２２８．３０±３２．６２ ２１９．０５±７．３３ －０．９３±１．７９

Ｃ４ｈ ２１０．０７±１４．００ ２３８．７７±７．４６ －２．７８±２．３３

Ｃ６ｈ ２０９．５０±１０．１８ ２４４．８５±３．０４ －２．９４±０．５２

Ｃ１２ｈ １８２．７±２１．７７ ２２９．２６±３．０４ －３．０６±０．６４

Ｃ２４ｈ ２０５．００±１２．８３ ２３５．３６±１２．７６ －３．３０±０．７５

注：Ｃ表示注射对比剂后，犘＜０．０５，犘＜０．０１（注射对比剂后
各扫描时间点均与注射前比较）。

对照组的ＳＩＴ、ＳＩＳ及ＣＮＲ值见表２。ＳＩＴ 在注射

对比剂后即刻、１ｈ升高，与注射对比剂前比较其差异

有统计学意义（ｔｉ＝３．５４５６／ｔ１＝４．５１２２，犘＜０．０１）。

表２　６例对照组注射对比剂前后ＳＩＴ、ＳＩＳ及ＣＮＲ（狓±狊）

时间 ＳＩＴ ＳＩＳ ＣＮＲ

注射前 ２０９．１２±２３．７８ ２１３．７２±１７．８５ －０．９８±１．７５

Ｃｓｔ ２７３．０４±３７．２１２５９．１２±２６．６４ ２．０４±２．７８

Ｃ１ｈ ２７７．４８±２８．４９２３７．３４±１１．１７ １．８３±２．１６

Ｃ２ｈ ２３５．４６±１９．２９ ２２９．７８±１４．３８ ０．３２±１．４２

Ｃ３ｈ ２３０．３８±２０．６８ ２２６．５３±１７．３９ ０．１２±１．３６

Ｃ４ｈ ２２８．４９±１６．４６ ２２０．６７±２２．３５ ０．１８±１．８７

Ｃ６ｈ ２２６．８６±１７．５２ ２２８．９７±１３．６９ －０．３８±２．０８

Ｃ１２ｈ ２１３．４８±２７．８３ ２１６．２９±１６．２７ －０．２８±１．４９

Ｃ２４ｈ ２２０．４９±２３．４５ ２１５．３６±２５．３５ ０．３９±１．５７

注：Ｃ表示注射对比剂后，犘＜０．０５，犘＜０．０１（注射对比剂后
各扫描时间点均与注射前比较）。
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图１　实验组裸小鼠，注射对比剂前后Ｔ１ＷＩ冠状位图。ａ）注射ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ前，

肿瘤为低信号（箭）；ｂ）注射对比剂后０．５ｈ肿瘤信号强度明显升高；ｃ）１ｈ肿瘤仍为

明显高信号（箭）；ｄ）２ｈ，肿瘤信号较１ｈ略有降低；ｅ）３ｈ，肿瘤局部轻度高信号；

ｆ）６ｈ，肿瘤信号基本降至正常。　图２　对照组裸小鼠，注射对比剂前及后１～２ｈ

Ｔ１ＷＩ冠状位图。ａ）注射ＧｄＤＴＰＡ前，肿瘤为低信号（箭）；ｂ）注射对比剂后１ｈ，肿

瘤信号轻度升高；ｃ）２ｈ，肿瘤为低信号。

ＳＩＳ变化与实验组一致，即在注射对比剂后即刻升高，

与注射对比剂前比较其差别有统计学意义（ｔｉ＝

３．４６７９，犘＜０．０５）。ＣＮＲ的变化与ＳＩＴ 一致，即在注

射对比剂后即刻、１ｈ升高，与注射对比剂前比较其差

异有统计学意义（ｔｉ＝２．２５１９／ｔ１＝

２．４７６０，犘＜０．０５），注射对比剂后

２ｈ，肿瘤信号降至正常（图２）。

两组对比ＣＮＲ随时间变化趋

势（图３），显示从静脉注射对比剂

后，在短时间内实验组与对照组裸

鼠肿瘤信号都达到一个高峰，然后

开始比较快速的下降，实验组下降

过程中有一个小平台期，大约３ｈ

后ＣＮＲ降至注射对比剂前水平。

而对照组，大约１ｈ左右ＣＮＲ就

在基线水平稍上方趋于平稳。

讨　论

在本组研究中，实验组与对照

组瘤体信号强度的差异主要在注

入对比剂后２～３ｈ，而肿瘤叶酸

受体与叶酸钆的特异性结合是肿

瘤信号升高的关键。

肿瘤组织在生长过程中较正

常组织需要更多的叶酸，尤以上皮

来源的肿瘤更明显，其细胞表面有

着丰富的叶酸受体，携带 Ｇｄ离子

的叶酸除了与肿瘤表面叶酸受体

结合，引起肿瘤信号升高外，还可

能有以下机制参与：①叶酸的内

化、循环可将钆运输至细胞内，导

致肿瘤信号进一步升高。②肿瘤

表面的叶酸受体通过糖基磷脂酰

基醇与细胞膜相连，并被磷脂酶Ｃ

裂开，这使肿瘤细胞间隙可形成高

度集中的叶酸受体，从而使得钆靶

向性地聚集在细胞间隙［４］，我们认

为这可能是导致肿瘤延迟强化最

主要的原因。

Ｋｏｎｄａ等
［５］的研究指出，叶酸

受体型靶向对比剂在肿瘤部位的

聚集程度介于 ＧｄＤＴＰＡ 和大分

子量单克隆抗体介导的靶向对比

剂之间，即在含Ｇｄ离子量相同的

情况下，注射对比剂后３ｈ内，以叶酸介导的靶向对比

剂应该比单克隆抗体介导的靶向对比剂对肿瘤的强化

作用要明显。

本研究发现，即使在Ｇｄ含量较高的情况下，叶酸
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图３　Ａ、Ｂ两组对比信噪比（ＣＮＲ）随时间（Ｔｉｍｅ）变化趋势图。

受体型靶向对比剂使肿瘤信号升高持续时间在注射对

比剂后３ｈ左右，个别可延长至５～６ｈ。而单克隆抗

体靶向对比剂ＧｄＤＴＰＡｃｈＴＮＴ尽管Ｇｄ含量较低，

但使肿瘤强化可持续相对较长时间（４８～７２ｈ）
［１３］，这

可能与以下原因有关：①叶酸受体介导 ＭＲ靶向对比

剂分子量远较单克隆抗体小，排泄较后者快；单抗

ｃｈＴＮＴ需透过细胞膜与细胞核结合，又因分子量较

大，清除慢，故在肿瘤组织内聚集时间相对较长。②尽

管二者与靶细胞结合力均较强，但叶酸受体与叶酸结

合以后解离也相对较快，从而影响 ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ

在肿瘤组织的滞留时间。

叶酸较单抗有较小的分子量，前者４４１，而单抗则

高达１５万；同时，叶酸价格较便宜，又是自然物质，不

会引起机体的免疫反应，可以多次给药；叶酸在合成与

储存过程中比较稳定，连接的化学成分和产物的纯化

比较简单［４］。所有这些优点，将预示着以叶酸作为运

输中介的 ＭＲＩ靶向对比剂 ＧｄＤＴＰＡＦｏｌａｔｅ在肿瘤

ＭＲ诊断方面有着巨大的潜力，值得做更广泛、深入的

分析和研究。

近年来，国内、外学者开始对肿瘤细胞表面的叶酸

受体做深入、科学地研究［４７，９１４］，其目的不仅为了诊

断，而且尝试利用叶酸叶酸受体特异性结合的原理，

对某些肿瘤实施靶向治疗的研究，使得药物的靶向作

用拓展到诊断、治疗等多个领域，对以叶酸受体为传输

中介的靶向诊断、治疗药物的研究将使医学界对肿瘤

诊断及治疗有更加全面的认识。
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