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αｖβ３靶向荧光剂术中近红外显影精准切除膀胱癌
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摘　要　目的　合成膀胱癌特异性探针用于近红外（ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ，ＮＩＲ）引导下的膀胱肿瘤术中导航切除。方法　将吲哚

菁绿（ｉｎｄｏｃｙａｎｉｎｅｇｒｅｅｎ，ＩＣＧ）与精氨酸 －甘氨酸 －天冬氨酸（ａｒｇｉｎｉｎｅ－ｇｌｙｃｉｎｅ－ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ，ＲＧＤ）通过化学偶合以制备膀胱癌

特异性探针 ＩＣＧ－ＲＧＤ。通过 ＭＴＴ法测定 ＩＣＧ－ＲＧＤ的细胞毒性。体内、体外实验检测 ＩＣＧ－ＲＧＤ的特异性。通过近红外

（ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ，ＮＩＲ）荧光成像指导手术切除病灶并检测残留肿瘤。结果　在体内实验中，与 ＮＩＲ探针偶合的以整合素 αｖβ３为

靶点的可快速清除的 ＲＧＤ肽可高度特异且敏感地检测膀胱癌、肿瘤残留量并限定肿瘤边界。膀胱癌特异性探针 ＩＣＧ－ＲＧＤ具

有良好的光学稳定性和生物兼容性，可被膀胱癌细胞特异性摄取。在肿瘤内滞留时间可达 ４８ｈ，最大肿瘤背景比为 ９．８。通过

ＮＩＲ成像下的术中导航技术可清晰显示肿瘤边缘并发现和切除 ＜０．５ｍｍ的微小肿瘤灶。结论　本研究所构建的肿瘤特异性探

针 ＩＣＧ－ＲＧＤ在动物模型中可有效地协助外科医生在 ＮＩＲ荧光成像引导下对膀胱肿瘤的精确切除。
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　　膀胱癌是最常见的恶性肿瘤之一，对整个人类癌
症负担有重大贡献

［１，２］
。在中国，膀胱癌的发生率已

经达到８０．５／１０万人，且仍在增加［１］
。对于原发性膀

胱癌，手术治疗通常为首选，如经尿道切除术（ｔｒａｎ
ｓｕｒｅｔｈｒａｌｒｅｓｅｃｔｉｏｎ，ＴＵＲ）和根治性膀胱切除术［３］

。尽

管手术策略不断被优化以改进治疗效果，膀胱癌的复

发率仍然很高。一年复发率可达１５％ ～６１％，５年复
发率达７８％［４，５］

。

对于早期非肌层浸润性膀胱癌，膀胱镜引导的

ＴＵＲ仍是首选治疗方式［４］
。然而，传统的白光膀胱

镜（ｗｈｉｔｅ－ｌｉｇｈｔｃｙｓｔｏｓｃｏｐｙ，ＷＬＣ）难以确定膀胱癌，尤
其是在平坦肿瘤的确切边缘，这将导致肿瘤残留并增

加复发率。长期随访结果证实，与 ＷＬＣ比较，５－氨
基乙酰丙酸（ｈｅｘａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎａｔｅ，ＨＡＬ）介导的蓝光荧
光膀胱镜（ｂｌｕｅ－ｌｉｇｈｔｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｙｓｔｏｓｃｏｐｙ，ＢＬＦＣ）
可提高膀胱的检出率并降低复发率

［６］
，但由于 ＨＡＬ

特异性较低，其假阳性率可达 ３０％［７］
。因此，临床工

作中亟需具有高度肿瘤特异性的新型荧光剂用以术

中指导并切除膀胱癌。

近年来，大量基础和临床研究已报道多种可用于

术中成像引导肿瘤切除的 ＮＩＲ荧光剂 ［８，９］
。与常规

可见光比较，近 红 外 光 谱 （通 常 定 义 为 ６５０～
９００ｎｍ）介导的外科手术具有组织穿透能力强，正常
组织无自发荧光，信号与背景比高，手术室无干扰

等固有优势
［１０，１１］

。多项研究表明，基于 ＮＩＲ药物的
术中成像可以有效的在肝癌，乳腺癌和卵巢癌等癌

症中观察到直径 ＜２ｍｍ的微肿瘤灶［１２～１４］
。但是应
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用 ＮＩＲ荧光成像引导的膀胱癌切除术尚未有深入
的研究。

本研究中，笔者合成具有肿瘤特异性的靶向低分

子荧光探针 ＩＣＧ－ＲＧＤ，用以术中成像并精确切除膀
胱癌。ＲＧＤ是一种肽配体，可以与整合素 αｖβ３特异
性结合

［１５，１６］
。有研究表明 αｖβ３在多种类型的肿瘤

中过表达，并且在调节肿瘤生长，转移和血管生成中

起关键作用
［１７，１８］

。因此，在临床实验中，αｖβ３已成
为研发新型肿瘤成像方法的分子靶点

［１９，２０］
。目前

ＩＣＧ是美国和中国食品和药物管理局唯一批准的
ＮＩＲ荧光染料。本研究使用 ＮＩＲ成像系统，在小鼠的
皮下和原位膀胱癌模型中验证了新开发的 ＩＣＧ－
ＲＧＤ靶向剂的功效。结果表明，基于 ＩＣＧ－ＲＧＤ靶
向剂的 ＮＩＲ成像策略在客观指导泌尿外科医师精确
切除膀胱癌方面具有良好的应用前景。

材料与方法

１．主要实验材料及仪器：５周龄 ＢＡＢＬ／ｃ裸鼠
（由北京维通利华实验动物科技有限公司提供）；

ＭＢ４９细胞系（由上海斯信生物科技有限公司提供）；
ＩＣＧ（ＡＡＴＢｉｏｑｕｅｓｔ，３５９９－３２－４）；ＲＧＤ（Ａｐｅｐｔｉｄｅ，
９９８９６－８５－２）；胎牛血清（澳大利亚 Ｇｉｂｃｏ公司）；
ＭＴＴ检测试剂盒（上海贝博生物）；正置荧光显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ５１）ＵＶ －ｖｉｓ分 光 光 度 计 （美 国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）；核磁成像系统（ＡｓｐｅｃｔＭ３，以色
列 ＡｓｐｅｃｔＩｍａｇｉｎｇ公司）；ＮＩＲ成像系统（自主研发）；
白光膀胱镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＣＹＦ－２）；酶标仪（Ｂｉｏ－ｔｅｋ，
ＨＦ２４０）；ＩＶＩＳ光谱成像系统（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公
司）。

２．实验方法：（１）ＩＣＧ－ＲＧＤ的合成与表达：将
２．８ｍｇ１－乙基 －（３－二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺
盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）和 １．５ｍｇＮ－羟基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ）溶于 ０．５ｍｌ水中，用以激发 １０ｍｇＩＣＧ。室温
下，在黑暗的环境中搅拌３ｈ，将溶液与溶解在硼酸钠
缓冲液中的 ＲＧＤ混合。将混合物置于室温下，在黑
暗中搅拌过夜。通过薄层色谱证实中间产物为

ＩＣＧ－ＮＨＳ，然后过滤纯化粗产物 ＩＣＧ－ＲＧＤ。在
ＵＶ－ｖｉｓ分光光度计和 ＮＩＲ光谱系统上记录 ＩＣＧ－
ＲＧＤ的吸光度和荧光光谱。而后进行稳定性分析，
将 ＩＣＧ－ＲＧＤ（５０μｇ）加入到胎牛血清（ＦＢＳ，１ｍｌ）中，
并通过ＵＶ－Ｖｉｓ光谱法在４８ｈ内，多个时间点监测其
在７６０ｎｍ波长处的光吸收。同时监测 ＦＢＳ对照溶液
中 ＩＣＧ的光吸收，并与其做比对。（２）细胞毒性测
定：用 ＭＴＴ法评估 ＩＣＧ－ＲＧＤ的细胞毒性。将 ＭＢ４９

细胞（小鼠尿路上皮癌细胞系）以 １００００个细胞／孔
接种到 ９６孔板中，每孔 ２００μｌ培养液。待 ２４ｈ贴壁
后，吸出培养液，ＰＢＳ洗涤细胞，每孔加入用含有不同
浓度的 ＩＣＧ－ＲＧＤ的新鲜培养液。培养 ２４ｈ后，用
ＰＢＳ洗涤细胞，然后每孔加入 １００μｌ培养液中（含
０５ｍｇ／ＬＭＴＴ）培养 ４ｈ。除去上清液，每孔加入
２００μｌ二甲基亚砜溶解析出的晶体，并使用酶标仪在
４９０ｎｍ波长处测定其吸光度。（３）皮下膀胱癌小鼠
模型建立及体内荧光成像：用近交系雌性 ＢＡＢＬ／ｃ裸
鼠（５周龄）及 ＭＢ４９细胞系建立膀胱癌皮下瘤模型。
将７５μｌ细胞悬液（约含２×１０６个 ＭＢ４９细胞）注射到
小鼠的腋下。每天观察肿瘤的生长情况，并通过磁共

振成像（ＭＲＩ）检查，直到其肿瘤大小适合于进行体内
实验。选择１０只小鼠并将其随机分成２组。分别静
脉注 射 ＩＣＧ和 ＩＣＧ－ＲＧＤ探 针 （１５０μｌ，含 ＩＣＧ
０２ｍｇ／ｍｌ）。将小鼠用３％异氟烷／空气混合物麻醉，
在随后的 ４８ｈ内的多个时间点（０、０．５、１、２、３、６、８、
１２、２４、３６ｈ）获得小鼠体内荧光成像，使用 ＩＶＩＳ光谱
成像系统（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）记录 ＩＣＧ和ＩＣＧ－
ＲＧＤ在肿瘤中的荧光强度。（４）磁共振成像：进行诊
断性 ＭＲＩ扫描以确认膀胱癌小鼠模型的建立。参数
设置为 Ｔ１／Ｔ２加权自旋回波序列，切片厚度为 ０８～
１．０ｍｍ，矩阵为 ２５６×２５６，窗宽为 １９１１９，窗位级为
９７３３。（５）近红外荧光成像指导手术和肿瘤残留的
验证：荷瘤小鼠于术前 ８ｈ通过尾静脉注射ＩＣＧ－
ＲＧＤ。随后处死小鼠并在 ＮＩＲ成像系统的引导下进
行肿瘤术中导航切除。手术期间，通过 ＮＩＲ实时成
像将荧光强度高的组织逐一切除。将切下的组织冷

冻、切片，而后在体式显微镜下观察并进行组织学检

查。

３．统计学方法：数据采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件
进行统计分析，实验均重复 ３次，结果采用均数 ±标
准差（ｘ±ｓ）表示。组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＩＣＧ－ＲＧＤ的合成与表达：合成低分子 ＩＣＧ－

ＲＧＤ的化学式和模拟三维结构如图 １Ａ和图 １Ｂ所
示。吸光度和荧光光谱分析表明，ＩＣＧ－ＲＧＤ分别在
７７８ｎｍ波长和８２２ｎｍ波长处显示出与 ＩＣＧ相似的吸
收和激发峰（图 １Ｃ）。光致发光量子产率与 ＩＣＧ相
同。此外，其表现出良好的胎牛血清稳定性。在 ４８ｈ
内连续观察中，吸光度下降少于１０％（图１Ｄ）。
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图 １　ＩＣＧ－ＲＧＤ的合成与表达
Ａ．ＩＣＧ－ＲＧＤ的化学结构；Ｂ．ＩＣＧ－ＲＧＤ的化学结构；Ｃ．ＩＣＧ－ＲＧＤ的可见吸收光谱；

Ｄ．不同时间点的吸光度；Ｅ．不同时间点对 ＭＢ４９细胞中 ＩＣＧ－ＲＧＤ的 ＭＴＴ测定

　
　　２．ＩＣＧ－ＲＧＤ细胞毒性及摄取：ＭＴＴ法测定获得
ＩＣＧ－ＲＧＤ生物相容性并确保可以在体内使用的安
全剂量。图 １Ｅ显示，ＩＣＧ－ＲＧＤ与 ＩＣＧ在所有浓度
水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），当浓度达
到４００μｇ／μｌ时，细胞存活率仍超过 ８０％。这表明
ＩＣＧ－ＲＧＤ具有与 ＦＤＡ批准的 ＩＣＧ相当的生物安全

性，可以安全地用于体内 ＮＩＲ成像。与常规 ＩＣＧ相
比较，结合了 ＲＧＤ肽的荧光探针具有更好的与肿瘤
细胞靶向结合的能力。通过荧光显微镜显像发现

ＩＣＧ－ＲＧＤ被小鼠尿路上皮癌 ＭＢ４９细胞内在化（图
２Ａ～图２Ｃ），而ＩＣＧ的内化量少于ＩＣＧ－ＲＧＤ（图２Ｄ～
图２Ｆ），这与笔者的预期结果相符。

图 ２　ＭＢ４９细胞被 ＩＣＧ－ＲＧＤ、ＩＣＧ内在化后的显微镜下对比图像
Ａ～Ｃ．ＭＢ４９细胞被 ＩＣＧ－ＲＧＤ内在化后在白光显微镜、荧光显微镜下及重合后图像；

Ｄ～Ｆ．ＭＢ４９细胞被 ＩＣＧ内在化后在白光显微镜、荧光显微镜下及重合后图像

　

　　３．体内荧光成像和 ＩＣＧ－ＲＧＤ生物分布：使用皮
下注射膀胱癌细胞的裸鼠模型来验证 ＩＣＧ－ＲＧＤ的
体内表现。磁共振扫描，Ｔ１和 Ｔ２加权均作为荷瘤小
鼠的诊断程序进行，由经验丰富的放射科医师和泌尿

科医师阅片，以确保模型建立成功（图 ３）。然后，在
多个观察时间点进行连续荧光成像，以评估膀胱癌小

鼠模型中 ＩＣＧ－ＲＧＤ的肿瘤特异性（图４）。在８ｈ时

间点后，注射 ＩＣＧ－ＲＧＤ的小鼠（图 ４Ｂ）与注射 ＩＣＧ
的小鼠（图４Ａ）相比较，肿瘤部位（白色箭头）显示出
更好的光学对比度。在初始分布期（＜３ｈ）后，ＩＣＧ和
ＩＣＧ－ＲＧＤ二者在肿瘤和腹部区域的累积均相对较
高，但 ８ｈ后，ＩＣＧ逐渐被肝脏及消化系统外泌排出，
而 ＩＣＧ－ＲＧＤ在肿瘤内的停留时间长达 １２ｈ以上。
定量比较同时证实，所有时间点，ＩＣＧ－ＲＧＤ比 ＩＣＧ

·１５１·

　　医学研究杂志　２０１８年 ７月　第 ４７卷　第 ７期 ·论　　著·　



在肿瘤中具有更好的信号强度和肿瘤背景比（ｔｕｍｏｒ－
ｔｏ－ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｒａｔｉｏ，ＴＢＲ）（图 ４Ｃ和图 ４Ｄ），这表明
ＩＣＧ－ＲＧＤ在体内具有优异的与膀胱癌细胞靶向结
合的能力。这些在体内连续的观察还表明，最好的手

术窗口是注射 ＩＣＧ－ＲＧＤ后 ８ｈ，此时 ＴＢＲ剖面达到
峰值（最大 ＴＢＲ，ＩＣＧ－ＲＧＤｖｓＩＣＧ：９．９±０．８ｖｓ
７５±０．７，Ｐ＜０．０５）。 图 ３　小鼠皮下肿瘤的 ＭＲＩ鉴定（红色圆圈内所示）

　

图 ４　小鼠体内荧光成像及 ＩＣＧ－ＲＧＤ生物分布
Ａ、Ｂ．使用 ＩＶＩＳ给药 ＩＣＧ－ＲＧＤ和 ＩＣＧ后膀胱癌异种移植物的体内连续观察（４８ｈ）；Ｃ．定量显示 ＩＣＧ－ＲＧＤ累积的

肿瘤部位的荧光强度；Ｄ．两个探针的 ＴＢＲ谱的比较

　

　　４．膀胱癌小鼠模型的术中切除：在皮下膀胱癌小
鼠模型中通过 ＮＩＲ成像引导切除膀胱癌来验证
ＩＣＧ－ＲＧＤ的可行性。该过程通过使用 ＮＩＲ成像系
统进行。该系统最初用于乳腺癌手术中前哨淋巴结

（ｓｅｎｔｉｎｅｌｌｙｍｐｈｎｏｄｅ，ＳＬＮ）活检的术中导航，采用
ＩＣＧ精确定位 ＳＬＮ手术。由于所设计的 ＩＣＧ－ＲＧＤ
与 ＩＣＧ具有类似的激发和发射光谱，因此该系统非
常适用于 ＩＣＧ－ＲＧＤ的膀胱癌切除手术。小鼠尾静
脉注射 ＩＣＧ－ＲＧＤ（０．２ｍｇ／ｍｌ，１５０μｌ）８ｈ后，采用超
高光学对比度照射肿瘤（图 ５Ａ１～图 ５Ａ３）。疑似残
留物在手术中可被有效识别，直径在 １～２ｍｍ的残留
物也可以精确定位和切除（图５Ｂ２，红色箭头）。然后
从该组织中取出样品片，并在 ＮＩＲ荧光显微镜下观
察以鉴定具有高 ＩＣＧ－ＲＧＤ积累的区域（图 ５Ｄ１～
５Ｄ３）。之后，用 ＨＥ染色高积累面积进行组织学分

析。值得注意的是切开皮肤后从小鼠腹部发出的荧

光（图５Ｂ３和图 ５Ｃ３），笔者认为这很可能是排泄在
肠内的 ＩＣＧ－ＲＧＤ。

５．组织学分析：从 ＮＩＲ荧光图像所示的肿瘤与
相邻正常组织之间的边界区域获得冷冻切片，然后用

ＨＥ法染色。在 ＮＩＲ荧光成像的指导下，外科医生确
实可以发现皮下小鼠模型的肿瘤边界（图６）。

讨　　论
本研究中，笔者研发了一种 ＮＩＲ低分子探针，将

ＲＧＤ和 ＩＣＧ结合用于术中肿瘤特异性成像引导的膀
胱癌切除，并通过体内异种移植模型评估了所提出的

ＩＣＧ－ＲＧＤ的可行性。在皮下小鼠模型上进行的
ＩＣＧ－ＲＧＤ荧光成像引导的手术，证明了使用肿瘤靶
向探针可以实现客观和精准的膀胱癌切除术。

光学成像技术已经广泛应用于膀胱癌手术中。
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图 ５　ＮＩＲ成像指导下的术中肿瘤边缘清晰度和肿瘤残留检测
Ａ１～Ａ３．以超高光学对比度照射肿瘤；Ｂ１～Ｂ３．外科医生逐渐去除肿瘤组织，红色箭头显示１～２ｍｍ的残留肿瘤组织；

Ｃ１～Ｃ３．外科医生将所有肿瘤残留物去除（白色箭头）；Ｄ１～Ｄ３．切除的组织标本在 ＮＩＲ荧光显微镜中的验证

　

图 ６　切除的肿瘤组织 ＨＥ染色及肿瘤边界
红色虚线所示

　

非肌层浸润性膀胱癌的微创经尿道切除术中，传统的

白光膀胱镜和以 ５－氨基乙酰丙酸为光敏剂介导的
蓝光荧光膀胱镜均是有价值的临床工具。然而，随机

临床试验和 Ｍｅｔａ分析表明，二者在引导外科医生实
现精准膀胱癌切除术时仍然受到敏感度和特异性的

限制，这通常被认为是术后复发率高的原因。因此，

笔者合成了 ＩＣＧ－ＲＧＤ探针，将更高敏感度的 ＮＩＲ
荧光染料（ＩＣＧ），与整合素 αｖβ３受体靶向肽（ＲＧＤ）
结合，以获得更好的特异性。两种成分都已应用于临

床，因此笔者所合成的低分子探针具有优异的生物相

容性和极大的临床应用潜力。

与 ＩＣＧ相比，ＩＣＧ－ＲＧＤ表现出更好的肿瘤细胞
特异性（图３）。体内生物分布显像所示，使用 ＩＣＧ－
ＲＧＤ的最大ＴＢＲ高达９．９±０．８，这明显优于ＩＣＧ（图

５）。此外，术中成像指导的膀胱癌手术证明，所设计
的探针可以有效地帮助外科医生定位肿瘤及确定肿

瘤的边缘，并且在手术期间持续检查是否有肿瘤残

留。基于 ＮＩＲ成像的高敏感度，术中可精准地将在
１～２ｍｍ的肿瘤微量残留物进行可视化及切除（图
６），且与临床手术视野相似（１５ｃｍ×１５ｃｍ）。所有这
些均揭示了在膀胱癌手术中使用 ＩＣＧ－ＲＧＤ的益处，
并意味着其潜在的临床应用价值。

此外在研究过程中笔者发现，切除的组织在可疑

的肿瘤区域与其相邻的正常组织之间仍然表现出很

强的 ＮＩＲ荧光对比。这个结果可以指导外科医生或
病理医师从正确的位置取出冷冻切片，而不是随机切

割标本进行组织学分析。这可以进一步节省实际临

床应用中的操作时间。在本研究中所使用的近红外

成像系统为开放手术专用，但已有多篇文献报道 ＮＩＲ
成像系统在各种内镜操作中的成功应用。提高术中应

用ＩＣＧ－ＲＧＤ和ＮＩＲ荧光膀胱镜经尿道微创切除膀胱
癌的疗效仍然需要进一步的仪器开发和广泛的体内研

究。笔者会在今后的研究中进一步探究这些问题。
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