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[Abstract] Objective Tostudythemechanismof99Tcm-MIBIexaminingtheresistanceoflungadenocarcinomaA549DDP
cells.Methods Themethodofmethoxyisobutylisonitrile(MTT)wasappliedtotestIC50ofcisplatintoA549cells,totest
IC50ofcisplatintoA549DDPcellsafterdealingwithorwithoutmicrodoseofcisplatin.Thecellsabovewereallinjectedun-
dertheskinofnudemicetoobservegrowthstatusoftumors.Aftersettingupofthetumormodels,thenudemicewereper-
formedusingSPECTwith99Tcm-MIBI.Lungresistantprotein(LRP)oftransplantedtumorcellsweredeterminedwithim-
munohistochemicalmethod.Membranepotentialofmitochondrion(△Ψ)ofthecellsweremeasuredbyflowcytometry.
Results IC50ofcisplatintoA549cellswas24μM.ThattoA549DDPcellswhichdidnotdealwithmicrodoseofcisplatin
was182μM,andtoA549DDPcellsdealedwithmecrodoseofcisplatinwas325μM.Tumorsdevelopedbyreasonofincep-
ting99Tcm-MIBIinallmice.TheRvalueinA549micewasremarkablyhigherthanthatinA549DDPmice(P<0.05).LRP
inA549cellsfromtransplantedtumordidnotexpressotherwisethatinA549DDPcellsstronglyexpressed.△Ψ of
A549DDPcellsdealtwithmicrodoseofcisplatinwereobservablyhigherthanthatofbothA549DDPcellswhichdealtwith-
outmicrodoseofcisplatinandA549cells.Conclusion Themechamismof99Tcm-MIBIexaminetheresistanceoflungade-
nocarcinomaA549DDPcellsmaycorrelatewithboth△ΨofcellsandexpressionofLRPofcells.
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99Tcm-MIBI在癌组织中的摄取与跨膜电位
或肺耐药蛋白相关性
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[摘 要] 目的 探讨99Tcm-MIBI检测肺腺癌A549DDP细胞的耐药性的机制。方法 用 MTT法检测顺铂对敏感A549
细胞的IC50及有或无顺铂再处理后的 A549DDP细胞的IC50。将上述细胞注入裸鼠皮下建立模型后,用99Tcm-MIBI进行

SPECT显像,以免疫组化方法检测移植瘤细胞的LRP蛋白表达,流式细胞仪检测癌细胞的跨膜电位。结果 顺铂对A549
细胞、A549DDP细胞的IC50分别为24、325、182μM。A549裸鼠99Tcm-MIBI显像可见瘤块放射性浓聚影,A549DDP裸鼠

亦可见瘤块的放射性浓聚影,其放射性浓度较前者明显减淡(P<0.05)。A549移植瘤细胞LRP蛋白呈阴性,无顺铂再处

理的A549DDP移植瘤细胞LRP蛋白表达呈阳性,顺铂再处理的A549DDP移植瘤细胞LRP蛋白表达呈强阳性,三者间有

显著性差异(P<0.01)。各组细胞的LRP蛋白的表达与99Tcm-MIBI摄取值呈弱的负相关(r=-0.59,P<0.05)。三种细

胞跨膜电位有显著性差异,跨膜电位与99Tcm-MIBI摄取值呈较强的负相关(r=-0.71,P=0.005)。结论 99Tcm-MIBI检

测肺腺癌耐药的A549DDP细胞的耐药性与细胞的跨膜电位关系密切,能在某种程度上反映肺癌LRP蛋白的表达。
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  99Tcm-MIBI作为肿瘤非特异性显像剂已研究10余年,
近几年来作为肿瘤耐药的检测手段越来越受到研究者的关

注[1],但其机制仍不十分清楚。本研究探讨肿瘤细胞摄取
99Tcm-MIBI与细胞的跨膜电位及肺耐药蛋白(lungresistant
protein,LRP)之间的关系。

·8701· 中国医学影像技术2005年第21卷第7期 ChinJMedImagingTechnol,2005,Vol21,No7



1 材料与方法

1.1 MTT法检测肿瘤细胞的IC50 将常规培养传代10个月

后的肺腺癌耐药细胞株 A549DDP细胞,一部分用小剂量顺

铂再作用1周,另一部分细胞不作处理,MTT法检测顺铂

(Cisplatin,DDP)对这两部分细胞及敏感细胞株 A549细胞

的IC50。

1.2 动物模型建立 将对数生长期的A549细胞和上述两部

分A549DDP细胞分别随机注入裸鼠右侧腋窝皮下,每组5
只裸鼠,每只裸鼠注入的细胞数为1×107 个。隔日用游标卡

尺测量肿瘤直径,观察肿瘤生长速度。

1.3 99Tcm-MIBI显像 接种肿瘤细胞前,将裸鼠进行单光子

发射 计 算 机 断 层 显 像 (singlephotonemissioncomputed
tomography,SPECT),观察99Tcm-MIBI在裸鼠体内的分布

情况。接种2个月后对各组动物进行SPECT,SPECT仪系

美国GE公司生产的VG5-Hawkeye型。从裸鼠尾静脉注入

18.5MBq99Tcm-MIBI40min后,将裸鼠固定俯卧于检查床

上,进行平面显像,矩阵128×128,采集计数为1000kpm。观

察肿瘤的显影情况,在裸鼠的右侧腋窝长肿瘤的部位、与其对

称的左侧腋窝分别画感兴趣区,计算感兴趣区内的平均放射

性计数,根据公式[2]计算99Tcm-MIBI的相对摄取值R。

R=
右侧腋窝(肿瘤)的平均放射性计数

左侧腋窝的平均放射性计数
(1)

1.4LRP的检测 细胞接种2个月后,处死动物,分离出瘤

块,测直径后,置于10%的福尔马林溶液中固定,然后脱水,
石蜡包埋,切片,按北京中山生物技术有限公司提供的试剂盒

说明书进行操作,检测LRP的表达。细胞质黄染为阳性,依
染色深浅分为:-(阴)、+(弱)、++(中)、+++(强),计分

值分别为0(-)、1(+)、2(++)、3(+++),每个样本计数

200个细胞,算出各种染色细胞计分。

1.5 跨膜电位的检测 将瘤块消化,PBS洗涤重悬,加入20

μM的Rh123染液,37℃避光染色30min,PBS液洗涤2次,
重悬后在流式细胞仪上检测,激发波长488nm,吸收波长525
nm。

1.6 统计学处理 组间IC50的差异性采用单因素方差分析,
99Tcm-MIBI摄取值与跨膜电位或与 LRP间的相关性采用

Spearman秩相关分析。

图1A 正常裸鼠99Tcm-MIBI影像(后位)裸鼠胸腔下部和腹腔大量放射性浓聚,圆圈为感兴趣区示意图  图1B A549组裸鼠99Tcm-MIBI
影像右侧腋窝较浓的放射性浓聚影(箭头所示)系移植瘤  图1C 对照组裸鼠99Tcm-MIBI显像右侧腋窝较淡的放射性浓聚影(箭头所示)系

移植瘤  图1D 对照组裸鼠99Tcm-MIBI显像右侧腋窝很淡的放射性浓聚影(箭头所示)系移植瘤

图2A A549移植瘤细胞LRP染色(200×)细胞质染色极淡(-)  图2B 无顺铂处理的A549DDP细胞LRP染色(200×)细胞质被染成浅

棕黄色(++)  图2C 顺铂处理的A549DDP细胞LRP染色(200×)细胞质被染成棕黄色(+++)

2 结果

2.1 细胞的IC50 顺铂对A549细胞的IC50为24μM;小剂量

顺铂再处理前A549DDP细胞的IC50为182μM,再处理后的

IC50为325μM;三组细胞间的IC50有显著性差异(P<0.05)。

2.2 移植瘤生长情况 细胞接种2个月后,A549组裸鼠移

植瘤生长迅速,瘤体直径为25.5~38.7mm,平均34.1mm;
未用顺铂再处理的 A549DDP裸鼠移植瘤生长较缓慢,瘤体

直径为7.1~14.5mm,平均11.2mm。顺 铂 再 处 理 的

A549DDP裸鼠移植瘤生长十分缓慢,瘤体直径为5.2~10.1
mm,平均8.4mm。

2.3 99Tcm-MIBI显像 接种瘤细胞前的正常裸鼠,心、肝、肠
道摄取99Tcm-MIBI,表现为胸腔下部和腹腔大量放射性浓聚,
(受分辨率影响,胸腹腔影像融合在一起),颈部和尾巴根部的

影像极淡(R=0.99±0.06,图1A)。A549裸鼠除了胸腔下
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部腹腔大量放射性浓聚,在右侧腋窝部位可见局部放射性浓

聚影(R=7.49±0.12,图1B)。无顺铂再处理的 A549DDP
裸鼠在右侧腋窝部位亦可见局部放射性浓聚影,其放射性浓

度较A549组淡(R=4.24±0.10,图1C,与 A549组比较,P
<0.05)。顺铂再处理的 A549DDP裸鼠在右侧腋窝部位局

部放射性浓聚影极淡(R=1.92±0.08,与A549组比较,P<
0.01,图1D)。

2.4 移植瘤LRP的表达 A549组裸鼠移植瘤细胞质染色

极淡,呈-~+(图2A),染色积分为57.0±8.6;无顺铂再处

理的A549DDP移植瘤细胞质被染成浅棕黄色,呈+~++
(图2B),染 色 积 分 为 204.8±7.3;而 顺 铂 再 处 理 后 的

A549DDP裸鼠移植瘤细胞质被染成棕黄色,呈++~+++
(图2C),染色积分为468.0±20.4。三组间积分有显著性差

异(F=113.544,P<0.01)。细胞的LRP的表达与99Tcm-MI-
BI摄取值呈弱的负相关(rs=-0.59,P<0.05)。

2.5 移植瘤细胞线粒体跨膜电位的检测 顺铂再处理后的

A549DDP细胞平均跨膜电位高于无顺铂再处理的A549DDP
细胞,(P<0.05),更高于A549移植瘤细胞的跨膜电位,三者

间的跨膜电位有显著性差异(F=38.211,P<0.01,图3)。跨

膜电位与99Tcm-MIBI摄取值呈较强的负相关(rs=-0.71,P
=0.005)。

图3 各细胞平均跨膜电位直方图 *:与 A549组比较,P<
0.05

3 讨论

  A549DDP耐药细胞系由敏感细胞株 A549细胞经低浓

度的DDP长期诱导而成,在无DDP的培基中培养20周后,
耐药性仍稳定。有研究表明[3],A549DDP细胞的倍增时间为

34h,A549细胞的倍增时间为28h,即A549DDP细胞的倍增

时间较其亲代增加6h,因此A549DDP细胞的生长速度明显

缓于A549细胞。本研究发现,A549DDP细胞培养半年后,
耐药性下降较快,至10个月其IC50下降近一半。从移植瘤生

长情况看,接种A549DDP细胞的裸鼠移植瘤块,明显比接种

A549细胞的裸鼠移植瘤块小,说明A549DDP细胞在裸鼠体

内增殖速度明显缓于 A549细胞,与文献报道一致。99Tcm-
MIBI作为一种肿瘤显像剂,它被肿瘤细胞摄取的量与肿瘤的

耐药性相关,已经证实99Tcm-MIBI在敏感细胞内的聚集量比

多药耐药肿瘤细胞更多,因此99Tcm-MIBI有望成为多药耐药

表型体内显像诊断的一个好的显像剂[4,5]。本研究中在裸鼠

体内,敏感的A549细胞增殖活跃,其对99Tcm-MIBI聚集量明

显高于增殖相对缓慢的 A549DDP细胞,而未经顺铂再处理

的A549DDP细胞增殖活力较顺铂再处理的A549DDP细胞

强,前者对99Tcm-MIBI聚集量明显高于后者,说明99Tcm-MIBI
的摄取与细胞的增殖代谢关系密切,与文献报道相符[6]。

近年来有关99Tcm-MIBI与肿瘤耐药的关系有不少报道,
但其机制仍不十分清楚。目前研究较多的是99Tcm-MIBI在

肿瘤细胞内的聚集与细胞 MDR、P-gp等基因或蛋白表达的

关系[7-9],但尚无一致结论。LRP是新近发现的一种多药耐

药蛋白,首先发现于肺癌细胞中,故命名为肺耐药蛋白[10],是
穹窿蛋白的主要成分,其过度表达明显影响药物的胞内转运

和分布,致靶点药物有效浓度下降而介导对铂类、烷化剂等耐

药。肺癌中LRP的高表达是预测化疗敏感性和预后的重要

指标,阳性表达者对化疗敏感性差,化疗效果不好。文献报

道[11]在实体瘤中,LRP比P-gp、MRP具有更高的耐药诊断

价值,是体外一种更好的耐药预警指标。LRP的表达可作为

一种很强和独立的预测化疗敏感性的指标。本研究结果提

示,对于A549DDP细胞,其耐药性越强,LRP表达越高,顺铂

再处理过的A549DDP细胞,LRP表达呈强阳性;未用顺铂再

处理过的 A549DDP细胞,LRP表达呈弱阳性;而敏感的

A549细胞LRP表达呈阴性。了解肿瘤的耐药机制对于合理

化疗至关重要,本研究证实 A549细胞系对99Tcm-MIBI的聚

集量与细胞的LRP表达有弱的负相关性,说明细胞对99Tcm-
MIBI的聚集量能在一定程度上反映细胞的LRP的表达,这
为临床上肺癌患者的化疗方案提供了一定的辅助指导价值。

99Tcm-MIBI是异腈类化合物中的一种亲脂性阳离子,线
粒体和质膜的跨膜电位及肿瘤细胞的线粒体含量被认为在肿

瘤摄取机制中起重要作用,Arbab等[12]研究了 MIBI在肿瘤

细胞株中的动力学、细胞摄取及细胞内分布,发现99Tcm-MIBI
总是聚集在富含线粒体的肿瘤中。Cutrone等[13]评估了乳腺

癌细胞摄取99Tcm-MIBI的程度与乳癌组织学关系,包括新生

血管形成、促结缔组织增生反应、细胞增殖、线粒体密度,未发

现线粒体密度与99Tcm-MIBI摄取明显相关;而发现99Tcm-MI-
BI摄取与细胞增殖和结缔组织增生中等相关。本研究中,敏
感的 A549 细 胞 对 99Tcm-MIBI摄 取 量 明 显 高 于 耐 药 的

A549DDP细胞,而A549细胞的线粒体跨膜电位则显著低于

A549DDP细胞,二者之间呈负相关,说明 A549细胞线粒体

跨膜 电 位 低,99Tcm-MIBI转 运 至 细 胞 线 粒 体 的 浓 度 高;

A549DDP细胞线粒体跨膜电位高,99Tcm-MIBI转运至细胞

线粒体的浓度低。曾有文献报道99Tcm-MIBI是被动跨膜转

运至肿瘤细胞内,与Na+、K+-ATP酶无关[14];但近几年有学

者对细胞生理学研究后认为,99Tcm-MIBI在肿瘤细胞外逆向

电能梯度主动转运[5]。99Tcm-MIBI在肿瘤细胞中聚集,究竟

是被动扩散还是主动转运,尚需进一步研究证实。
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欧盟-亚洲远程医学图像合作项目启动

  《科学时报》讯 英国伦敦皇家学会日前宣布正式启动“欧盟-亚洲远程医学图像合作项目”,该项目得到了欧盟-亚洲信息

技术与通信程序的支持,旨在加强欧盟与亚洲在远程医学图像和远程医疗方面的合作,为工业界和学术界提供一个机会,从而

能够分享他们的信息和观点,并在医学图像和远程医学领域的协作中形成一个宽广的平台。
据了解,该项目将历时3年,分别在三个阶段完成不同的任务。第一、第二阶段通过互联网、专家交流和互访、远程医学图

像课题合作开发等多种手段,共同探讨有关适用的医学图像标准格式、可行的远程医疗实施方案,向亚洲和中国介绍或提供欧

洲先进的医疗设备、影像设备,以及先进技术。第三阶段通过远程医疗和专家会诊等手段,促进亚洲国家和中国边远地区的医

疗和保健水平的提高,以及欧洲国家医疗设备与影像设备工业的发展。
该项目合作单位包括欧洲和亚洲的3个国家的5个单位,它们分别是中国首都医科大学、中国福州大学、英国弥得赛克斯

大学、希腊雅典经贸大学和英国剑桥大学。
据首都医科大学教授罗述谦介绍,目前我国已经建成了多个医学图像研究实验室,首都医科大学医学图像实验室在医学图

像处理、中国第一个女虚拟人数字化三维重建以及应用研究方面所做的工作,得到了国际同行的高度评价。
据介绍,在第三阶段完成后,“欧盟-亚洲远程医学图像合作项目”的课题总结性会议将于2007年8月在我国北京举行。
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