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乏氧显像剂99 Tcm2EtAO 的
制备和活性研究
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(中国医学科学院 放射医学研究所 ,天津　300192)

摘要 :为寻找结构简单、性能优良的乏氧显像剂 ,合成并用99 Tcm 标记了 32甲基232N2(22羟乙基)222
丁酮肟 ( EtAO) ,进行了体内外活性的研究 ,并与已知乏氧显像剂99 Tcm2Bn (AO) 2 比较。细胞实验

结果表明 ,与99 Tcm2Bn (AO) 2 一样 ,99 Tcm2EtAO 也具有亲乏氧性。荷瘤小鼠体内分布结果表明 ,
99 Tcm2EtAO能选择性地滞留于肿瘤组织。作为一种潜在的乏氧显像剂 ,99 Tcm2EtAO 有进一步研究

的价值。
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肿瘤乏氧组织能大大降低射线和某些化疗药物对肿瘤细胞的杀伤力 ,因而了解肿瘤的乏

氧部位和程度将有助于为肿瘤患者选择最佳治疗方案。乏氧显像是通过核医学显像观察乏氧

显像剂在体内的分布 ,确定乏氧部位 ,具有简便、快速、结果可靠等优点[1 ] 。过去 ,对乏氧显像

剂的研究集中在含有硝基咪唑基团的化合物 , 如 : 18 F2M ISO[2 ] , 123 I2IAZA[3 ] 和 99 Tcm2
BMS18132[4 ]等。近来的研究发现 ,某些99 Tcm 标记硝基咪唑衍生物的母体骨架可能具有更强

的乏氧显像能力 ,其中最典型的就是99 Tcm2Bn (AO) 2 。据文献[5 ,6 ]报道 ,99 Tcm2Bn (AO) 2 在缺

氧、缺血心肌及多种实体瘤模型中显示出乏氧选择性 ,临床应用结果也比较满意。本文合成

32甲基232N2(22羟乙基)222丁酮肟 ( EtAO) ,研究99 Tcm2EtAO 的体内外亲乏氧性 ,并与 99 Tcm2
Bn (AO) 2进行比较 ,为寻找结构简单、性能优良的乏氧显像剂提供依据。

1 　实验部分

111 　试剂和仪器

除 1 ,42丁二胺为美国 SIGMA 公司产品外 ,其余合成试剂均为国产分析纯。元素分析 ,质

谱 (MS) ,核磁共振 (1 H2NMR) 由南开大学元素所测试。RPM I 1640 培养基 ,美国 HYCLON E



公司产品 ;CO2 细胞培养箱 ,日本 ESPEC 公司产品 ; FT2646 微机放免测量仪 ,北京核仪器厂产

品 ;99Mo299 Tcm 发生器 ,中国原子能科学研究院产品 ;SPECT 显像仪 ,美国 PICKER 公司产品 ,

由天津市第一中心医院核医学科提供使用。

112 　标记物的制备与检测

11211 　配体的合成 　按文献[7 ]的方法合成配体 Bn (AO) 2 和 EtAO。将叔戊醇在 46 %硫酸

中脱水得到 22甲基丁烯22 ,再与亚硝酸异戊酯、浓盐酸于冰盐浴中反应 015 h ,得无色片状晶体

22氯222甲基232亚硝基丁烷 ,后者与 1 ,42丁二胺、乙醇胺在甲醇中反应 18 h ,分别得到 Bn (AO) 2

和 EtAO ,产额分别为 45 %和 46 %。合成路线如下 :

11212 　99 Tcm 标记 　将 2 mg 配体用 1 mL 生理盐水溶解 ,加入 74 MBq 新鲜 Na 99 TcmO4 淋洗

液 ,再加入 300μL 新配制的 1 mg/ mL SnCl2 溶液 ,摇匀后室温放置 15 min。

11213 　标记率和脂水分配系数测定 　标记完成后 24 h 内在不同时间用两种展开体系测定标

记率 :Whatman No. 1 滤纸 ,甲醇展开 ,标记物和99 TcmO4
- 的 Rf 为 018～1. 0 ,99 TcmO2·x H2O

的 Rf 为 0～0. 2 ;硅胶 G层析板 ,生理盐水展开 ,标记物和99 TcmO2·x H2O 的 Rf 为 0～0. 2 ,
99 TcmO4

- 的 Rf 为 018～110。用摇瓶法测定标记物在正辛醇和 011 mol/ L 磷酸缓冲液中的分

配系数。

113 　体外活性研究

11311 　细胞株和培养条件 　人早幼粒性白血病细胞 ( HL260 细胞) 由中国医学科学院血液病

研究所提供 ,用含 10 %胎牛血清、100 mL - 1青霉素及 100μg/ mL 链霉素的 RPM I 1640 培养

液 ,在 5 %CO2 和 37 ℃条件下培养传代。

11312 　管壁吸附实验 　37 ℃时 ,于 1 mL 离心管中加入 200μL 、浓度约为 013 MBq/ mL 标记

物的 RPM I 1640 培养液 ,以 2 000 r/ min 的转速离心 20 s ,将培养液全部吸出并转移至另一离

心管中 ,测定空管和含培养液离心管的放射性计数 ,分别记作 : A 和 B 。实验结果用管壁非特

异性吸附百分数 Y1 表示。计算公式为 :

Y1 = A / ( A + B ) ×100 %。

取 3 份平行样 ,每份样品重复测量 3 次。

11313 　乏氧选择性实验 　从指数生长期细胞悬液中收获 HL260 细胞 ,在含 10 %胎牛血清的

RPM I 1640 培养液中悬浮生长。血球计数板检测细胞浓度约为 2 ×106 mL - 1 ,实验前和实验

中用台盼蓝染色检测细胞活力均高于 85 %。取出 10 mL 上述细胞悬液 ,转移至特制锥形瓶

中 ,37 ℃下分别充入经水饱和的 95 %N225 %CO2 (乏氧) 和空气 (正常含氧) 温育 45 min。加

入 100μL 标记物 (使细胞悬液浓度约为 013 MBq/ mL) ,温育 5 ,30 ,60 ,120 ,180 min 后 ,取出
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200μL 细胞悬液置于 1 mL 离心管中 ,以 2 000 r/ min 的转速离心 20 s ,吸出上清液 ,测定细胞

沉淀和上清液的放射性计数 ,分别记作 : C 和 D。实验结果用细胞吸收百分数 Y2 表示。计算

公式为 :

Y2 = C/ ( C + D) ×100 % - Y1

取 3 份平行样 ,每份样品重复测量 2 次。

114 　体内活性研究

11411 　实验动物 　IRM22 小鼠由中国医学科学院放射医学研究所动物实验室提供 ,恶性淋

巴瘤 IRM222ML 为其自发性实体瘤。选择体重 25 g 左右的雌性 IRM22 小鼠 ,在左大腿根部

皮下以包埋法接种 IRM222ML 小鼠恶性淋巴瘤块 ,接种后约 10 d ,肿瘤直径长至约 110 cm 时

用于实验。

11412 　荷瘤小鼠体内分布实验 　取荷 IRM222ML 恶性淋巴瘤 IRM22 小鼠 9 只 ,分成 3 组。

经尾静脉注射 3170 MBq 标记物 ,1 ,2 ,4 h 后断头处死小鼠 ,取血 ,心 ,肝 ,肾 ,肿瘤 ,健侧骨骼肌

等组织器官 ,称重并测量其放射性计数 ,计算每克组织的摄取率 ( ID/ ( %·g - 1) ) , R (器官/ 血

液)比值和 R (肿瘤/ 器官)比值。

11413 　小鼠显像实验 　取正常和荷 IRM222ML 恶性淋巴瘤雌性 IRM22 小鼠各 3 只 ,经尾静

脉注射 3170 MBq 标记物 ,腹腔注射戊巴比妥 (40 mg/ kg)麻醉。仰卧固定 ,分别于注射显像剂

后 2 ,4 h 进行静态采集 ,观察标记物在肿瘤部位的浓集情况。

2 　结果和讨论

211 　标记物表征

Bn (AO) 2 及 EtAO 均为无色针状结晶 ,熔点分别为 18415～18515 ℃和 9610～9615 ℃。

Bn(AO) 2 的 1 H2NMR ( d62DMSO) 分析结果 (δ) 为 : 11094 ( s , 12H , —CH3 ) , 11320 ( s , 4H ,

—CH2 —) ,11681 (s ,6H , —CH3) ,21154 (s ,4H , —CH2 —) ,101324 (s ,2H , —N OH) 。元素分

析结果为 C14 H30 N4O2 ,计算值 ( w / %) : C , 58171 ; H , 10156 ; N , 19156 ;实测值 ( w / %) : C ,

58176 ; H ,10139 ;N ,19130。MS( FAB + , m/ z ) :287。EtAO 的1 H2NMR (D2O) 分析结果 (δ) 为 :

11225 ( s , 6H , —CH3 ) , 11857 ( s , 3H , —CH3 ) , 21461 ( t , 2H , —CH2 —N H —) , 31613 ( t , 2H ,

—CH2 —OH) 。元素分析结果为 C7 H16N2O2 ,计算值 ( w / %) :C ,52148 ; H ,10117 ;N ,17149 ;实

测值 ( w / %) :C ,52126 ; H ,10102 ;N ,17140。MS( FAB + , m/ z ) :161。

Bn (AO) 2 在水中溶解度较小 ,在 p H = 6. 5 时才能完全溶解 ,而 EtAO 易溶于水。两者
99 Tcm标记条件相同 ,多次测定标记率均大于 95 % ,室温放置 24 h 内稳定。20 ℃时 ,99 Tcm2
Bn (AO) 2和

99 Tcm2EtAO 的脂水分配系数 ( PO/ B ) 分别为 01085 ±01015 和 01088 ±01007

( n = 9) 。

212 　体外乏氧选择性

由于贴壁生长细胞在实验前需经胰酶消化 ,时间长且操作繁琐 ,故本实验选择悬浮生长的

HL260 细胞作研究对象。另外 ,比较 HL260 细胞和 M GC 细胞 (人胃腺癌细胞 ,贴壁生长) 的实

验结果后 ,发现采用 HL260 细胞是可行的。在向细胞悬液通入 95 %N225 %CO2 混合气体

45 min后 ,可使溶液中氧的体积分数 (φ)降至 110 ×10 - 5以下 ,造成体系乏氧[8 ,9 ] 。

37 ℃时 ,离心管对99 Tcm2Bn (AO) 2 和
99 Tcm2EtAO 的非特异性吸附百分数 ( Y1/ %) 分别为
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1166 ±0111 和 1170 ±0123。细胞对两者的吸收百分数受体系氧含量影响的结果列入表 1。

从表 1 看出 ,5 min 时 , HL260 细胞对两种标记物的吸收与体系氧浓度关系不大。但 30 min

后 ,乏氧 HL260 细胞对标记物的吸收与正常细胞相比 ,具有显著性差异 ( P < 0105) 。99 Tcm2
Bn (AO) 2和

99 Tcm2EtAO 在正常含氧细胞中的滞留量随时间延长也有所增加 ,这可能是由于培

养液蒸发所致。

表 1 　HL260 细胞对99 Tcm 标记物的吸收与体系氧含量的关系

Table 1 　Relationship between the uptake of HL260 cells

for 99 Tcm2labeled compounds and system oxygen content

t/ min

Y 2/ %
99 Tcm2EtAO 99 Tcm2Bn (AO) 2

正常 (normal) 乏氧 (hypoxic) 正常 (normal) 乏氧 (hypoxic)

5 1166 ±0159 1158 ±0191 1118 ±0179 1142 ±0186

30 2108 ±1100 3135 ±0156 1183 ±0161 5146 ±0176

60 2128 ±0196 7105 ±1137 2175 ±1142 8177 ±0193

120 2179 ±0165 10162 ±1111 3114 ±0189 11184 ±1134

180 2190 ±0188 15116 ±1120 3134 ±1111 14187 ±1185

　　注 (note) : n = 6

213 　荷瘤动物体内分布和显像实验

标记物在荷瘤小鼠体内分布结果列入表 2 和表 3。从表 2 ,3 看出 , 99 Tcm2Bn (AO) 2 和
99 Tcm2EtAO在血液中初始滞留量较低且清除较快。99 Tcm2EtAO 在肝脏、肾脏中的放射性较

高 ,表明主要经肝、肾代谢。99 Tcm2Bn (AO) 2 和99 Tcm2EtAO 均能选择性滞留于肿瘤部位 ,与
99 Tcm2Bn (AO) 2相比 ,99 Tcm2EtAO 在肿瘤组织的初始滞留量多 ,但随时间延长而降低较快 ,这

可能与它在体内的代谢有关。99 Tcm2EtAO 的 R (肿瘤/ 血液)比值较低 ,始终维持在 113 左右 ,

而99 Tcm2Bn (AO) 2的 R (肿瘤/ 血液)比值在 2 ,4 h 时分别为 2163 和 3129。

表 2 　99 Tcm2Bn(AO) 2 在荷瘤 IRM22 小鼠体内的分布

Table 2 　Biodistribution of 99 Tcm2Bn(AO) 2 in tumor2bearing IRM22 mice

t/ h
ID/ ( %·g - 1)

血 (blood) 心 (heart) 肝 (liver) 脾 (spleen) 肺 (lung)

1 1132 ±0110 1128 ±0112 4128 ±0162 2152 ±0156 1174 ±0133

2 0160 ±0110 0140 ±0107 2139 ±0148 0199 ±0112 0183 ±0112

4 0145 ±0106 0129 ±0104 1180 ±0134 0181 ±0105 0181 ±0113

t/ h
ID/ ( %·g - 1)

肾 (kidney) 胃 (stomach) 肠 (intestine) 肌肉 (muscle) 肿瘤 (tumor)

1 3108 ±0125 2118 ±0116 1197 ±0120 0186 ±0106 1123 ±0152

2 1177 ±0122 0191 ±0115 0186 ±0115 0136 ±0106 1121 ±0113

4 1130 ±0113 0182 ±0113 0177 ±0115 0121 ±0103 1114 ±0123

　　注 (note) : n = 3
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表 3 　99 Tcm2EtAO 在荷恶性淋巴瘤 IRM22 小鼠体内的分布

Table 3 　Biodistribution of 99 Tcm2EtAO in tumor2bearing mice

t/ h
ID/ ( %·g - 1)

血 (blood) 心 (heart) 肝 (liver) 脾 (spleen) 肺 (lung)

1 1177 ±0130 1143 ±0119 18140 ±4109 1132 ±0122 1129 ±0123

2 0175 ±0113 0141 ±0103 11127 ±1190 0146 ±0110 1121 ±0111

4 0157 ±0103 0129 ±0106 4164 ±0133 0128 ±0106 0142 ±0107

t/ h
ID/ ( %·g - 1)

肾 (kidney) 胃 (stomach) 肠 (intestine) 肌肉 (muscle) 肿瘤 (tumor)

1 13181 ±2128 0174 ±0110 1115 ±0109 0187 ±0107 2133 ±0124

2 10164 ±0198 0142 ±0107 0164 ±0108 0118 ±0101 1101 ±0105

4 4109 ±0152 0118 ±0101 0148 ±0107 0113 ±0100 0181 ±0104

　　注 (note) : n = 3

正常小鼠和荷瘤小鼠的显像与体内分布测定结果一致。肝、肾显影可见 ,膀胱放射性逐渐

增加 ,胸部和四肢放射性较低 ,未见甲状腺和胃显影。尽管99 Tcm2EtAO 的 R (肿瘤/ 血液) 不及
99 Tcm2Bn (AO) 2 ,但肿瘤部位清晰可辨 ,肉眼即可观察其放射性高于健侧骨骼肌。与 99 Tcm2

Bn (AO) 2相比 ,99 Tcm2EtAO 更集中于肝、肾 ,而胃肠道中的放射性较低 ,可能适用于某些胃肠

道肿瘤和妇科肿瘤的显像。

尽管许多研究证实了99 Tcm2Bn (AO) 2 的乏氧显像能力 ,但其选择性滞留于乏氧组织的机

理尚无明确解释。研究发现 ,比 BnAO 仅少一个亚甲基的 PnAO 的99 Tcm 标记物亲脂性很强

( PO/ B为 5717) ,但没有乏氧选择性。因而 ,有研究者认为 ,99 Tcm2Bn (AO) 2 的亲乏氧性可能与

其特殊的配合物结构和理化性质有关[10 ] 。99 Tcm2EtAO 具有与99 Tcm2Bn (AO) 2 接近的脂水分

配系数 ,并能选择性地滞留于肿瘤组织 ,在一定程度上支持了上述观点。

3 　结 　论

(1)产物 Bn (AO) 2 和 EtAO 的结构经1 H2NMR ,MS 和元素分析等表征予以确认。99 Tcm2

Bn (AO) 2 和
99 Tcm2EtAO 标记方法简单 ,标记率高 ,两者脂水分配系数接近。

(2)体内外活性实验表明 ,99 Tcm2EtAO 作为一种潜在的乏氧组织显像剂 ,具有进一步研究

的价值 ,同时也为寻找结构简单、性能优良的乏氧显像剂提供了参考。

(3) 99 Tcm2EtAO 与99 Tcm2Bn (AO) 2 的比较研究表明 ,脂水分配系数可能是影响标记物乏

氧选择性的一个重要因素。
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PREPARATION AND EVAL UATION OF 99 Tcm2EtAO

AS TUMOR HYPOXIA MARKER

L I Li , YAN Yu2jun , WAN G Yue2ying , L I Mei2jia , MU Chuan2jie , HAN Pei2zhen

( Institute of Radiation Medicine , Chinese Academy of Medical Sciences , Tianjin 300192 , China)

Abstract :Seeking for hypoxia imaging agents with simple st ructure and good performance , 32
methyl232N2(22hydroxyethyl)222butanone oxime ( EtAO) is synthesized and labeled with 99 Tcm .

In vit ro and i n vivo evaluation of this complex as a tumor hypoxia marker is performed and the

result is compared with that of 99 Tcm2Bn (AO) 2 , a putative hypoxic tracer. The cell experiments

show that 99 Tcm2EtAO has hypoxia2affinity as well as 99 Tcm2Bn (AO) 2 . The biodist ribution in tu2
mor2bearing mice indicates that 99 Tcm2EtAO can concentrate selectively in tumor tissues. As a po2
tential hypoxia imaging agent , 99 Tcm2EtAO has the value for the further investigation.

Key words :　99 Tcm ; tumor ; hypoxia ; biodist ribution
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