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胃癌血管靶向肽 GX1修饰的人血清白蛋白用于胃癌近红外活体成像 *
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摘要目的：以肿瘤血管靶向肽 GX1修饰的人血清白蛋白(HSA)作为吲哚菁绿(ICG)的载体，合成近红外荧光探针 GX1-HSA-ICG，

研究其作为近红外荧光探针在荷人胃癌裸鼠活体中的靶向成像能力。方法：以 HSA作为 ICG的载体，通过化学修饰与 GX1共价

连接，合成 GX1-HSA-ICG纳米颗粒探针；使用 SDS-PAGE对探针合成进行鉴定；采用探针与脐静脉内皮细胞 HUVEC以及与肿

瘤细胞共培养的脐静脉内皮细胞 Co-HUVEC进行结合和竞争抑制试验，验证探针和 Co-HUVEC细胞结合的特异性；利用小动物

活体成像系统对皮下荷胃癌小鼠进行近红外荧光活体成像，验证探针在体内的胃癌靶向性。结果：成功合成 GX1-HSA-ICG。细胞

结合与竞争抑制实验显示 GX1-HSA-ICG可与 Co-HUVEC细胞特异性结合；荷瘤小鼠活体成像也显示出 GX1-HSA-ICG较 ICG

有更长体内的循环时间，并且胃癌组织局部较 HSA-ICG有更强的聚集。结论：本研究成功合成了胃癌血管靶向肽 GX1修饰的
HSA为荧光染料载体的胃癌血管靶向探针，成功对荷胃癌裸鼠进行了活体成像。使用 HSA为载体的探针较单纯使用 ICG的肿瘤

局部滞留能力显著提高，GX1增加了探针的胃癌靶向特异性。该探针在胃癌的早期诊断和抗肿瘤血管生成治疗评估中具有潜在

的应用价值。
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Human Serum Albumin Modified by Gastric Cancer Targeted Peptide-GX1
for Gastric Cancer Near-Infrared Fluorescence Imaging in Vivo*

Here we synthesize a near-infrared fluorescence imaging probe GX1-HSA-ICG based on human serum

albumin/indocyanine green functionalized with gastric cancer targeted specific peptide GX1 and evaluate its targeted specificity in vitro

and in vivo. Indocyanine green (ICG) was conjugated to human serum albumin (HSA) by electrostatic and hydrophobic

interactions, then GX1 was covalently bond to the HSA-ICG. GX1-HSA-ICG was characterized by SDS-PAGE and Coomassie brilliant

blue staining. To evaluate the cancer target specificity and fluorescence imaging capability, GX1-HSA-ICG was incubated with HUVEC
and Co-HUVEC cells in vitro and was injected via tail vein of gastric cancer xenograft mice in vivo. Fluorescence intensity was detected

by IVIS system. SDS-PAGE and Coomassie brilliant blue staining confirmed the successful synthesis of GX1-HSA-ICG. In vitro

assays showed that GX1-HSA-ICG could specifically bind to Co-HUVEC cells and in vivo fluorescence imaging revealed that

GX1-HSA-ICG could selectively accumulate to the tumor site of SGC7901 xenograft mice with prolonged circulation time.

GX1 could be conjugated to HSA-ICG and GX1-HSA-ICG could targeted specifically to Co-HUVEC in vitro. GX1-HSA-ICG showed a

gastric tumor-targeting ability in vivo, and could play a potential role in the diagnosis of gastric cancer and evaluation of therapy
response.
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前言
胃癌患者的五年生存率与诊断时分期密切相关，在胃癌早

期做出明确诊断并进行手术切除的患者五年生存率可达到

96%[1]。由于胃癌发病隐匿，早期患者往往无典型临床症状，多
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数患者在确诊时已经处于胃癌中晚期[2]。胃癌的确诊主要是通

过胃镜下活检结合组织学检查，但是胃镜检查的准确性往往依

赖于医生的专业水平以及取材部位的选择。另外，早期胃癌病

灶小而不明显，特别是平坦型胃癌，如果活检样本取材不当可

造成漏诊，给早期诊断带来一定的难度[3]。分子影像学是通过应

用影像学方法在细胞或分子水平对生理或病理过程中的关键

分子进行可视化的非侵入性活体成像方法[4]，应用于肿瘤的诊

断，可提高诊断的敏感性和特异性。近红外荧光光学分子成像，

具有成本低、良好的分辨率、较好的组织穿透性、易于操作、无

电离和辐射损害等优点[5]，在早期癌症诊断和治疗反应判断中

具有其独特的优势[6-9]，在胃肠道肿瘤的诊断中，发挥分子影像

技术与内镜技术相结合的优势达到更早期和准确的诊断目的
[10]。研究人员已经开发出多种近红外荧光分子探针，并且在荷

瘤裸鼠模型中成功的实施了针对肿瘤的在体活体成像，但是由

于毒性或者靶向性不强等原因，这些分子探针很少能被应用于

临床。因此，本研究使用我科前期研究所筛选出的具有人胃癌

血管内皮细胞靶向特异性的短肽 GX1为基础，以 FDA所批准

用于临床的两种试剂，人血清白蛋白 (human serum albumin，
HSA)和近红外荧光染料吲哚菁绿(indocyanine green，ICG)为原
料，设计并合成近红外荧光成像探针 GX1-HSA-ICG，通过体外

细胞实验以及荷胃癌裸鼠体内实验，观察探针的胃癌靶向特异

性。

1 材料和方法

1.1 实验材料
1.1.1 主要试剂与仪器 GX1 由上海吉尔公司合成；ICG、
EDC (N- (3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hy-
drochloride)、sulfo-NHS (N-hydroxisulfosuccinimide) 购自美国
Sigma公司；还原型谷胱甘肽(glutathione, GSH)购自国药公司；
SDS-PAGE 凝胶试剂盒购自碧云天公司；凝胶电泳装置，
Bio-Rad公司，美国；体外和体内成像实验使用 IVIS小动物活

体成像系统，Caliper Life Sciences公司，美国。
1.1.2 实验动物 雌性 BALB/c裸鼠 21只，体重 20-25 g，4-6

周龄，购自第四军医大学实验动物中心，于 SPF清洁级环境使

用颗粒饲料喂养，符合动物实验质量标准。

1.1.3 细胞培养及试剂 人正常胃黏膜永生化细胞 GES 细

胞、胃癌 SGC7901细胞、人类脐静脉内皮细胞 HUVEC细胞为

本实验室保存；DMEM培养基、1640RPMI培养基：美国 Gibco

公司；胎牛血清购自四季青公司；链霉素 -氯霉素溶液购自美

国 Sigma公司。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 GES、SGC7901细胞使用含 10 %胎牛血清

和 1 %链霉素 -氯霉素的 RPMI1640培养液培养；人类脐静脉

内皮细胞 HUVEC 使用含 10 %胎牛血清的 DMEM 培养液培

养，共培养的人类脐静脉内皮细胞(Co-HUVEC)使用 SGC7901

细胞培养后的上清液与 DMEM培养液按照 1:4的体积混合培

养。细胞均置于恒温细胞培养箱中在 37℃、5% CO2环境下培

养，光学显微镜下密切观察细胞生长状态，当细胞生长至培养

瓶底面积约 80%时，使用 0.25%胰蛋白酶消化和传代。本实验

所使用细胞均为对数生长期细胞。

1.2.2 GX1-HSA-ICG的化学合成 5 mg ICG溶于 1 mL去离

子水。71 mg HSA溶于 4 mL 50 mmol·L-1 pH=6的 MES缓冲

液，加入过量的 GSH(50 mmol·L-1)，室温下反应 30 min 后，加

入 ICG水溶液，反应 4 h，室温，避光，600 r·min-1振荡。将反应

溶液加入 10 kD COMW透析膜中，使用 1 L 50 mmol·L-1 pH=8

MES缓冲液作为透析液，放于 4 ℃冰箱中，在磁力搅拌器上透

析 24 h，去除未与 HSA结合的 ICG以及 GSH，合成 HSA-ICG。
GX1 1 mg溶于 5 mL 50 mmol·L-1 pH=6 MES缓冲液中，加入 1

mg EDC和 1 mg sulfo-NHS，600 r·min-1振荡，室温下避光反应

15 min。将混合溶液缓慢加入 HSA-ICG溶液中，600 r·min- 1，室

温下避光反应 2 h。然后将混合溶液使用 10 kDa COMW透析

膜进行透析，1 L pH=7.4 PBS为透析液，避光，置于 4 ℃冰箱，

磁力搅拌器 150 r·min-1搅拌 24 h。合成 GX1-HSA-ICG溶液，
-20 ℃冰箱保存。
1.2.3 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳考马斯亮蓝染色

判 断 GX1 与 HSA-ICG 的 连 接 使 用 BCA 法 测 定
HSA-ICG和 GX1-HSA-ICG溶液中的蛋白质浓度，取等浓度的

样品与 5× loading buffer以 4:1的比例混合后，100 ℃沸水中加

热 5 min变性后，用 10%SDS-PAGE进行凝胶电泳，凝胶使用

考马斯亮蓝染色液染色 4 h，考马斯亮蓝脱色液脱色至背景透

明后，使用扫描仪扫描并保存图像。

1.2.4 体外竞争抑制实验 HUVEC细胞和 Co-HUVEC 细胞
(5000个 /孔)铺种于 96 孔板，培养 24 h后，弃去培养液，分别

加入 50 滋L无血清 DMEM培养液以及 50 滋L0.5 mg·mL-1(分别

以 ICG 浓 度 计 算 )GX1-HSA-ICG 以 及 对 照 探 针 ICG、
HSA-ICG，封闭组为同时加入 GX1-HSA-ICG和 1 mg GX1，每

组复孔数 n=4。共孵育 30 min后弃去培养液，PBS分别洗 3遍，
IVIS成像系统成像 (成像参数设置为：excitation filter，745 nm；
emission filter，ICG；exposure time，auto；binding，8；field of

view，12.5；f/stop，2)。保存图像并使用 Living Image软件提取
每个孔的 ROI值进行统计学分析。
1.2.5 荷瘤裸鼠模型的建立和近红外荧光活体成像 取对数

生长期 SGC7901细胞，使用 0.25%胰酶消化，离心后使用无菌
PBS重悬，细胞计数后调整细胞浓度，使用 1 mL注射器于裸鼠
(雌性 BALB/c裸鼠)，后肢背部进行皮下注射，每只裸鼠 5× 106

个细胞，体积为 200 滋L。肿瘤生长 10天后，直径约 0.8-1.0 cm

大小。分别通过尾静脉注射 100 滋L GX1-HSA-ICG探针和对照

探针 HSA-ICG，竞争抑制组为在 GX1-HSA-ICG中加入 1 mg

未 标 记 的 GX1 和 GX1-HSA-ICG (ICG、HSA-ICG、
GX1-HSA-ICG均按照 ICG为 0.5 mg·mL-1浓度计算)。于尾静

脉注射后第 1、2、4、8、24、48小时，使用异氟烷对裸鼠进行气体

麻醉后，使用 IVIS系统进行活体成像，成像系统参数设置为：
excitation filter，745 nm；emission filter，ICG；exposure time，au-

to；binding，8；field of view，12.5；f/stop，2)，保存图像并使用 Liv-

ing Image软件提取肿瘤和肿瘤对侧同一部位 ROI值进行统计

学分析。

1.3 统计学处理

各组所得计量资料结果使用均数± 标准差( X± S)表示，采

用 SPSS 17.0软件进行统计学分析，以 P<0.05为差异有统计学
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意义。

2 结果

2.1 GX1-HSA-ICG的合成鉴定
通过 SDS-PAGE 凝胶电泳和考马斯亮蓝染色可见

HSA-ICG和 GX1-HSA-ICG分别为分子量在 70左右的两个不

同条带，提示成功合成 GX1-HSA-ICG。
2.2 体外细胞实验验证探针的靶向特异性

为了验证 GX1-HSA-ICG 在体外与 Co-HUVEC细胞结合
的特异性和成像能力，将 HUVEC和 Co-HUVEC细胞分别与

ICG、GX1-HSA-ICG、HSA-ICG 共孵育 30分钟，封闭组为加入

未使用荧光染料标记的 GX1和 GX1-HSA-ICG，ICG组为阴性
对照(图 2A)。PBS洗后使用 IVIS成像系统进行成像，计算机对

感兴趣区域(ROI)进行荧光信号采集，提示：在 GX1-HSA-ICG

组 Co-HUVEC细胞的平均辐射效率较 HUVEC细胞显著增强
(8.83± 0.83 vs 1.51± 0.01, P<0.01)，而在 ICG 组、HSA-ICG组、

封闭组，Co-HUVEC 细胞的平均辐射效率与 HUVEC 组相比
(分别为：3.09 ± 1.09 vs 3.76 ± 1.21，1.54 ± 0.21 vs 1.78 ±
0.09，1.93± 0.27 vs 2.31± 0.36)均无统计学差异(图 2B)。

图 1 GX1-HSA-ICG的合成鉴定

Fig.1 Identification of the synthesis of GX1-HSA-ICG

图 2细胞实验验证 GX1-HSA-ICG对共培养的人类脐静脉内皮细胞

靶向特异性

Fig.2 In vitro validation of GX1-HSA-ICG target specific for Co-HUVEC

2.3 荷胃癌裸鼠近红外活体成像

为验证 GX1-HSA-ICG 在胃癌荷瘤裸鼠活体中的成像能

力，使用小动物活体系统进行近红外荧光成像。在第 24小时开

始，GX1-HSA-ICG组肿瘤局部荧光信号较对照组明显增强(图
3A)。为排除正常组织中非特异性 GX1-HSA-ICG荧光信号的

影响，通过计算肿瘤(T，右后肢外侧)和正常组织(N，左后肢外

侧，对应的 ROI值)之比制作时间依赖的对比增强图(T/N)。可

见 GX1-HSA-ICG组肿瘤局部信号在 8小时开始较 HSA-ICG、

竞争抑制组有明显的差异，在 24小时和 48小时明显高于其他
组，HSA-ICG组与竞争抑制组无明显差异(图 3B)。

3 讨论

在肿瘤的发生发展的过程中，往往伴随着肿瘤血管内皮细

胞膜受体的异常表达，而这些受体分子也成为了分子影像探针

靶向肿瘤的位点。GX1是本实验室前期使用随机噬菌体肽库
体内筛选法，在活体内筛选出能与人胃癌血管内皮细胞特异性

结合的环形九肽，氨基酸序列为 CGNSNPKSC，两个半胱氨酸
(C1, C9)之间通过二硫键相连接，结构上形成环状。通过构建放

射性核素 99TcmO4-标记的 GX1，尾静脉注射后，进行荷瘤裸

鼠 ECT显像，结果显示 99Tcm-GX1具有良好的活体胃癌靶向

性，证实了 GX1与胃癌组织特异性结合能力[11]。免疫组织化学

染色结果证明呈现 GX1短肽的噬菌体能与人胃癌血管特异性

结合；ELISA结果显示呈现 GX1短肽的噬菌体能特异性的与
人脐静脉内皮细胞 (HUVECs) 结合，而与 Hep-G2、LoVo、E-
ca109及 SGC7901等肿瘤细胞无特异结合。使用小分子的有机

近红外荧光染料 Cy5.5以及新型对称性花菁染料 CyIC对 GX1

进行标记，在荷脑胶质瘤裸鼠模型中分别成功进行了靶向肿瘤

的近红外荧光活体成像[12,13]。因此，GX1可以作为分子影像探针
的靶向结构，携带荧光染料针对胃癌血管进行活体成像。

人血清白蛋白在体内具有维持人体胶体渗透压，通过包裹

毒性产物，以及以大分子复合物的方式，转运长链脂肪酸、胆红

素和类固醇等分子的功能[14]。HSA还可以与药物或者小分子化

合物结合，改变这些分子在体内的生物分布、生物活性和代谢

特性[15,16]。此外，研究人员还利用 HSA能携带小分子的特性，以

非共价的方法，通过 HSA与 ICG进行连接，用于体内的近红外

光学成像以及作为携带药物的载体[17]。如在乳腺癌、宫颈癌等

手术中，局部注射 HSA-ICG作为前哨淋巴结切除的实时导航，

进行更准确的肿瘤引流淋巴结切除[18,19]。另外，使用靶向部分与
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HSA-ICG进行共价连接，可实现靶向肿瘤细胞的活体成像[20]。

近红外荧光(波长 700-900 nm)成像具有活体自发荧光影

响少、组织对光散射较弱以及良好的组织穿透性的优势。因而，

在光学诊断中有着广泛的应用前景，如界定肿瘤的正常组织的

边缘[8]。但在目前的多种近红外荧光染料，只有吲哚菁绿(ICG)

被 FDA所批准用于临床。由于 ICG分子量小(775 Da)，在血液

中很容易被代谢清除，通过静脉注射，血液中的半衰期仅为

150-180秒[21]。另外，由于 ICG化学结构上没有易于被修饰的基

团，如巯基、羧基或者伯氨基，故为了增加其血液循环时间和水

溶性，可将 ICG 与 HSA 以进行非共价方式的连接，合成

HSA-ICG纳米颗粒并用于各项研究，如在肿瘤局部注射、对前

哨淋巴结进行成像进行手术导航、对患者进行侵袭最小的手术

达到更准确的局限性前哨淋巴结切除[22]。然而，这些均为方法

为非特异性的方法。因此，为了增加探针的胃癌靶向特异性，本

研究通过化学连接的方式合成 GX1-HSA-ICG，研究其在荷胃

癌裸鼠体内的生物学分布和近红外成像效果。体外细胞实验结

果显示 GX1-HSA-ICG毒性与 ICG无明显差异；竞争结合实验

结果显示，GX1-HSA-ICG能特异性与 Co-HUVEC 细胞结合，

并能够被未被标记的 GX1 所拮抗。体内活体成像结果提示
GX1-HSA-ICG组的肿瘤组织 /正常组织平均光辐射效率显著

高于 HSA-ICG和封闭组；GX1-HSA-ICG可在胃癌组织局部有

浓度较高的聚集。

综上所述，本研究结果表明使用胃癌血管特异性靶向肽与

载体蛋白结合，可携带近红外荧光染料 ICG，在活体对胃癌组
织进行特异性靶向成像。这种方法可为胃癌的早期诊断、抗血

管治疗疗效评估的临床应用提供新的方法和理论基础。
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图 3活体近红外荧光成像和竞争抑制实验

注：(A)尾静脉注射探针 24hr后，使用 IVIS成像系统对荷胃癌

SGC7901细胞裸鼠进行近红外成像；(B)时间依赖的平均光辐射强度

的肿瘤 /正常组织比值。

Fig.3 In vivo tumor optical imaging and competitive blocking studies

Note：(A)NIRF imaging in SGC7901 xenograft mice in vivo after by IVIS

system. (B) Average radiant efficiency ratio of tumor to normal tissue.
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的靶分子，进而合成特异性结合于靶分子的诊断探针和靶向治

疗药物。目前的研究验证了 Survivin和 MMP14在胰腺癌组织
中的表达情况，为后续研究奠定了基础。
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