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DTPA-c-myc反义核酸的合成及其113Inm 标记
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摘要：合成了DTPA-c-myc反义核酸,并对其进行了113Inm 标记；考察了标记物113Inm-DTPA-c-myc反义核酸
在生理盐水和牛血清中的稳定性和对平滑肌细胞增殖的影响。标记结果显示,在最佳标记条件下标记率为
35%～40%,标记物纯化后放化纯度>90%。113Inm-DTPA-c-myc反义核酸在生理盐水中48h放化纯度>
94.0%,在血清中48h放化纯度仅为76.1%。细胞增殖结果显示：113Inm-DTPA-c-myc反义核酸浓度达到
10μmol/L(92.5GBq/L)时抑制率达到最大,113Inm-DTPA-c-myc反义核酸(放射性反义治疗组)和反义核酸
(反义治疗组)、113InmCl3 溶液(放射性治疗组)、不加核酸或113InmCl3 溶液 (对照组)和c-myc正义核酸(正义
治疗组)对平滑肌细胞增殖的抑制率分别为84.5%、69.3%、20.6%、15.2%、0,放射性反义治疗组与反义治
疗组、放射性治疗组、对照组相比有显著性差异(P<0.05、P<0.01、P<0.01),反义治疗组和正义治疗组相
比也有显著性差异(P<0.01)。这说明合成的 113Inm-DTPA-c-myc反义核酸在体外可有效抑制猪血管平滑
肌细胞增殖。
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SynthesisofDTPA-c-mycAntisenseOligonucleotides
andLabelingWith113Inm
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FAN Hong-qiang,ZHANGWen-hui,GAOHui-bo
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Abstract：DTPA-c-mycantisenseoligonucleotidesissynthesizedandlabeledwith 113Inm.
Thestabilityof113Inm-DTPA-c-mycantisenseoligonucleotidesinsalineandbovineserum
andtheinhibitionofcellproliferationarestudied.Thelabelingyieldintheoptimalcondi-
tionsis35%～40%andtheradiochemicalpurityismorethan90%afterpurification.The
radiochemicalpurityof113Inm-DTPA-c-mycismorethan94.0%for48hinsaline,and
76.1%for48hinserum.Whentheconcentrationof113Inm-DTPA-c-mycantisenseoligonu-
cleotidesis10μmol/L(92.5GBq/L),theinhibitionratereachesthehighest.Theinhibition
rate of 113Inm-DTPA-c-myc antisense oligonucleotides (radionuclide antisense-treated
group),antisenseoligonucleotides(antisense-treatedgroup),113InmCl3solution(radionu-



clide-treatedgroup),withoutoligonucleotidesor113InmCl3solution(controlgroup)andc-
mycsenseoligonucleotides(sense-treatedgroup)is84.5%,69.3%,20.6%,15.2%and0,
respectively.Theinhibitionofradionuclideantisense-treatedgroupissignificantlyhigher
thanthatofantisense-treatedgroup(P<0.05),radionuclide-treatedgroup(P<0.01)and
controlgroup(P<0.01),andtheinhibitionofantisense-treatedgroupissignificantlyhigh-
erthanthatofsense-treatedgroup(P<0.01).Whichdemonstratesthat113Inm-DTPA-c-
mycantisenseoligonucleotidescaninhibitetheproliferationofporcineVSMCsinvitro.
Keywords：DTPA-c-mycantisenseoligonucleotides；113Inm；labeling

　　经皮穿刺冠状动脉成形(PTCA)是治疗血
管狭窄或阻塞性疾病的有效手段之一,但术后6
个月内再狭窄的高发生率已严重阻碍了其发展。
将放射性技术和反义治疗相结合的放射性核素

反义治疗是近年发展起来的治疗再狭窄的新方

法[1]。本工作拟合成放射性核素反义治疗剂
113Inm-DTPA-c-myc反义核酸,通过反义核酸与
靶组织中互补 mRNA(信使核糖核酸)特异结
合,抑制靶基因表达,加以113Inm 电离辐射损伤
细胞作用达到基因治疗和放射治疗的双重目的。
c-myc原癌基因参与血管平滑肌细胞增殖过程,
选择其反义核酸,以封闭其靶基因表达。113Inm
发射内转换电子和γ射线,内转换电子在组织
中射程短,线性能量传递高,近距离治疗作用
强[2],γ射线穿透力强,可使血管壁各层吸收剂
量分布均匀,防止边缘再狭窄[3]。观察制备的
113Inm-DTPA-c-myc反义核酸对形成再狭窄的
最主 要 因 素———血 管 平 滑 肌 细 胞 增 殖 的 影
响[3,4],可为将其应用于血管再狭窄治疗提供理
论基础和实验依据。本工作拟制备113Inm-DT-
PA-c-myc反义核酸,并初步观察其在体外对血
管平滑肌细胞增殖的影响。

1　主要试剂与仪器
1.1　主要试剂

113Sn-113Inm发生器：原子高科股份有限公司
提供。二乙撑三胺五乙酸(DTPA)：分析纯,北
京市兴津化工厂提供,用前将110mL水缓慢加
入25gDTPA中,加热至70℃,搅拌至DTPA
完全溶解,热过滤,滤液在室温下冷却至有晶体
析出时再用冷水浴冷却至晶体近完全析出,抽
滤,晶体按前述方法二次重结晶,120℃干燥备
用。吡啶：分析纯,用前在200mL吡啶中加入
约2gNaOH过夜干燥,将液体倾出备用。乙酸
酐：分析纯,用前将3g无水乙酸钠加入200mL

乙酸酐中,回流30min,蒸馏,收集134℃馏分
备用。无水乙醚、盐酸、醋酸钠：均为分析纯,由
北京市化学试剂公司提供。醋酸、柠檬酸钠：分
析纯,由北京化工厂提供；柠檬酸：分析纯,由成
都化学试剂厂提供。c-myc反义核酸3＇choles-
tyl-TACGGGGAGTTGCAA-C3NH25＇(3＇末
端作硫代修饰),纯度>95%,为本实验室制备,
并经高效液相色谱法(HPLC)和标准品比对及
飞行时间质谱鉴定确认为所需产品。
ITLC-SG纸为PallCorporation产品；超滤

管(Microcon Ym-3 柱)为密里伯公司产品；
BondapakHC18HA柱为 WATERS公司产品；
猪的 血 管 平 滑 肌 细 胞、DMEM (Dulbecco’s
ModifiedEagle’sMedium)培养基、胎牛血清、
青霉素、链霉素、谷氨酰胺、胰蛋白酶由北京环亚
泰克生物医学技术有限公司提供。
1.2　主要仪器

真空干燥箱为北京兴争仪器设备厂产品；熔

点仪为瑞士BUCHI535产品；放射性薄层扫描
仪为德国LB-2852产品。

2　实验方法
2.1　DTPA环酐(cDTPA)的合成[5]

称取9.8g二次重结晶的DTPA置于三颈
瓶中,加入12.75mL 干燥过的吡啶、18.9mL
干燥过的乙酸酐,64±1℃油浴加热,机械搅拌
反应24h,得淡黄色固体,抽滤后用乙酸酐洗涤
3次,每次5mL,抽滤；再用无水乙醚洗涤3次,
每次10mL,抽滤。50℃、真空干燥12h,产品
在真空干燥器内保存,之后用红外谱(IR)、核磁
共振谱(1HNMR)进行鉴定。
2.2　cDTPA和c-myc反义核酸的偶联

将10μgc-myc反义链冻干品溶于10μL
HEPES(2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazine]
ethanesulfonicacid)缓冲液(0.1mol/L,pH=
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8.5)中,加入5μLcDTPA的二甲基亚砜(DM-
SO)溶液(128.52g/L,DMSO溶液预先干燥),
室温反应0.5h后,再加入5μL此溶液,反应
0.5h[6,7],最终摩尔比n(cDTPA)∶n(c-myc反
义核酸)=2000∶1。反应液用超滤管纯化：管
中加入反应液,每次加入0.2mL蒸馏水,10000
r/min离心,重复3次,收集滤后浓缩液。

HPLC 法 测 定 偶 联 率。使 用 Bondapak
HC18 HA 柱梯度洗脱,流动相 A 为 V (0.2
mol/LCH3COONa水溶液)∶V (CH3OH)=
80∶20；流动相B为V(0.2mol/LCH3COONa
水溶液)∶V (CH3OH)=40∶60。流速为1
mL/min,于紫外(UV)254nm检测。0～2min
内,100%A；2～30min内,100%A～100%B；
30～40min内,100%B。偶联率=[DTPA-c-
myc反义核酸峰面积/(DTPA-c-myc反义核酸
峰面积+c-myc反义核酸峰面积)]×100%[5]。
2.3　DTPA-c-myc反义核酸的113Inm 标记

将10μgDTPA-c-myc反义核酸偶联物加
入到15μL醋酸盐缓冲液(ABS,1mol/L,pH=
4.6)中,再加入15μL113InmCl3 淋洗液(约0.1
～0.06×37MBq),37℃水浴保温1h[8]。用超
滤管纯化,纯化方法同2.2。ITLC-SG 纸为载
体,柠檬酸缓冲液(0.05mol/L,pH=5.0)为展
开剂,上行展开测定标记率。113Inm-DTPA-c-myc
反义核酸的标记率=[原点(Rf0～0.30)的计数/
总计数]×100%。
2.4　体外稳定性实验

113Inm-DTPA-c-myc反义核酸分别加入生
理盐水、新鲜牛血清中,使其浓度为5g/L,37℃
保温,分别于6、12、24、48h纸层析法测定放化
纯度。
2.5　细胞培养

从猪身上分离血管平滑肌细胞(VSMCs)后
继续人工培养,使用 DMEM 培养基,补加入
10%热惰性的胎牛血清(FBS)、100IU/mL青霉
素、100mg/L链霉素和2mol/L谷氨酰胺(10%
的FBS-DMEM),37℃下在含5% CO2湿润的
恒温箱中培养,细胞会呈现典型的血管平滑肌细
胞形态学特征,即纺锤状、“峰-谷”样式[9]。
2.6　平滑肌细胞增殖测定

猪的 血 管 平 滑 肌 细 胞 在 10% 的 FBS-

DMEM 中培养至密度达5000/cm2。贴壁一天
后,用0.5%的FBS-DMEM 抑制48h,用10%
的FBS-DMEM 激活,激活的同时加入1(9.25
GBq/L)、2(18.5GBq/L)、4(37GBq/L)、8(74
GBq/L)和10μmol/L(92.5GBq/L)113Inm-DT-
PA-c-myc反义核酸(放射性反义治疗组)、10
μmol/L正义寡聚核苷 酸 (正 义 治 疗 组)、10
μmol/L反义核酸(反义治疗组)、92.5GBq/L
113InmCl3 溶液(放射性治疗组)、不加核酸和
113InmCl3(对照组),细胞用0.05% 胰蛋白酶/
0.02% EDTA 进行胰蛋白酶化,3天后检测细
胞数。同一实验作3个平行样,重复3次。细胞
的存活率用 TrypanBlue排除法进行。抑制率
= (1—观察组细胞净增长数/正义治疗组细胞
净增长数)×100%,细胞净增长数=细胞激活继
续培养3天后细胞数—激活开始时细胞数[10]。

3　结果和讨论
3.1　合成cDTPA的鉴定

得产品7.6758g,产率86.3%。熔点仪测
得其熔点为175～180℃,与 Hnatowich等[5]报
道的175～185℃相符。

产品 的 IR 示 于 图 1。由 图 1 可 见：在
1820.59、1776.59cm—1处有环化酸酐羰基振
动峰,1641.05cm—1处有较强的吸收峰,说明分
子中间的羰基离子化,酸酐有可能是两性离子；
1113.54cm—1为C—O振动峰。

1HNMR示于图2。δ=3.7表明酸酐环上
有亚甲基氢,δ=3.3表明连接羧基的是亚甲基
氢；峰高比4∶1,符合二者氢原子数比。没有δ
=2.0甲基氢的峰,说明无甲基,即该反应没产
生混合酸酐。

综合分析,所合成终产物为所需的cDTPA。
3.2　cDTPA和c-myc反义核酸的偶联
3.2.1　cDTPA与c-myc反义链的摩尔比对偶
联率的影响　结果示于图3。由图3可知,偶联
率随n(cDTPA)∶n(c-myc反义链)的增大而增
大,2000∶1时偶联率最大,为89.6%；此后变
化不大。因此偶联时选用n(cDTPA)∶n(c-myc
反义链)=2000∶1。
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图1　cDTPA的IR谱

图2　cDTPA的1HNMR谱

图3　cDTPA与c-myc反义链的摩尔比
对偶联率的影响

3.2.2　相同量cDTPA 的 DMSO 溶液两次加
入和一次全部加入对偶联率的影响　同样量

cDTPA一次加入偶联率只有72.0%,分两次加
入偶联率迅速提高到89.0%,可见同样量cDT-
PA两次加入比一次全部加入有助于获得高的
偶联率[6]。
3.3　113Inm-DTPA-c-myc反义核酸的标记

用cDTPA代替DTPA-c-myc考察113Inm 的
标记条件。改变欲考察的反应条件,其余条件同
2.2,观察其对标记率的影响,以优化标记条件。
3.3.1　反应时间对标记率的影响　结果示于图
4。由图4可看出,标记率随反应时间的延长而
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增加,60min时标记率达到最大,此后没有明显
升高,因此选择反应时间为60min。

图4　反应时间对标记率的影响

3.3.2　缓冲液pH对标记率的影响　结果示于
图5。由图5可看出ABS缓冲液pH=4.6时标
记率最高,>4.6后标记率随pH 的增加反而下
降,因此选择缓冲液的pH=4.6。

图5　pH对标记率的影响

3.3.3　温度对标记率的影响　37℃标记率平
均达到97.5%,室温反应标记率仅为85.7%,因
此选择在37℃下反应。
3.3.4　113Inm-DTPA-c-myc反义核酸的标记　
在以上所选出的条件下进行113Inm-DTPA-c-myc
反义核酸的标记,标记率为35%～40%,经超滤
管纯化后放化纯度>90%。
3.4　体外稳定性

结果示于图6。由图6可知113Inm-DTPA-c-
myc反义核酸在生理盐水中稳定性较好,48h
放化纯度>94%；在血清中稳定性较差,48h放
化纯度仅为76.1%。这是由于cDTPA是用一
个羧基和c-myc反义核酸的氨基缩合,占用了
113Inm的一个结合位,形成二乙撑三胺四乙酸
(DTTA)配体,因此 DTTA 在体内与113Inm 解
离比DTPA容易得多。

图6　113Inm-DTPA-c-myc反义核酸
在血清和生理盐水中的稳定性

1———生理盐水中；2———牛血清中

3.5　标记物对平滑肌细胞增殖的抑制效果
放射性反义治疗组、反义治疗组、放射性治

疗组、对照组、正义治疗组抑制平滑肌细胞增殖
的实验结果列于表1。由表1可知,放射性反义
治疗组和反义治疗组、放射性治疗组、对照组相
比均有显著性差异；反义治疗组和正义治疗组相

比也有显著性差异。
放射性反义治疗组的抑制率随113Inm-DT-

PA-c-myc反义核酸浓度增大而增大,当浓度达
到10μmol/L(92.5GBq/L)时抑制率最大,为
84.5%,因此选定其浓度为10mol/L,放射性浓
度为92.5GBq/L,这也与ShiYi等[10]的实验考
察结果相吻合。

正义治疗组对平滑肌细胞的抑制率低于对

照组,这是由于正义治疗组的序列与调节平滑肌
细胞增殖的靶基因c-mycmRNA 相同,可能加
入正义核酸相当于靶基因浓度增加,反而使平滑
肌细胞增殖加强；反义治疗组和正义治疗组比较

差异具有显著性,说明反义治疗对平滑肌细胞增
殖具有抑制作用；由于靶基因c-mycmRNA 在
细胞内,c-myc反义寡聚核苷酸对靶基因的抑
制作用(即抑制平滑肌细胞增值)说明其已进入
细胞内,与细胞内的靶基因结合,产生了抑制作
用。放射性反义治疗组和对照组比较差异有显
著性,说明放射性反义治疗组对平滑肌细胞具有
显著的抑制作用；放射性反义治疗组和反义治疗

组、放射性治疗组比较差异有显著性,放射性反
义治疗组的抑制率相对于反义治疗组、放射性治
疗组有显著提高,可见放射性反义治疗起到了反
义治疗和放射性核素治疗的双重作用。
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表1　各组抑制平滑肌细胞增殖实验结果

组 别 抑制率/% P

放射性反义治疗组 84.5
反义治疗组 69.3 <0.051)
放射性治疗组 20.6 <0.011)
对照组 15.2 <0.011)

正义治疗组 0 <0.012)
　　　注：1)与放射性反义治疗组比较；2)与反义治疗组比较

4　小　结
(1)合成了双功能螯合剂cDTPA,考察得到

cDTPA和c-myc反义核酸的最优偶联条件和偶
联后标记113Inm 的最佳标记条件。在优化的标
记条件下,标记率为35%～40%,经超滤管纯化
后放化纯度>90%。

(2)标记物在生理盐水中稳定性较好,48h
放化纯度>94.0%；在血清中稳定性较差,48h
放化纯度仅为76.1%。

(3)113Inm-DTPA-c-myc反义核酸在体外可
有效 抑 制 血 管 平 滑 肌 细 胞 增 殖,抑 制 率 为
84.5%,预示其具有抑制冠脉再狭窄的潜力。
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