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摘　要　以大黄酸为底物、醚链为连接臂合成磁共振成像（ＭＲＩ）对比剂并评价其坏死亲和性。合成新的配体１０｛［６（１，
８二羟基蒽醌３甲酰氨基）乙氧基乙基］氨基｝羰酰甲基１，４，７，１０四氮杂环十二烷１，４，７三乙酸（ＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ，即
Ｅ１），再与Ｇｄ３＋配位得到顺磁性对比剂１０｛［６（１，８二羟基蒽醌３甲酰氨基）乙氧基乙基］氨基｝羰酰甲基１，４，７，１０四氮
杂环十二烷１，４，７三乙酸合钆（ＧｄＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ，即ＧｄＥ１）。分别在高热诱导的人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞坏死模型和微波
消融诱导的大鼠肌肉坏死模型上评价探针的坏死亲和性。动物试验中，分别在给予ＧｄＥ１（０１ｍｍｏｌ／ｋｇ）前和给药后０～９
ｈ进行ＭＲＩ成像，ＧｄＤＯＴＡ（１，４，７，１０四乙酸１，４，７，１０四氮杂环十二烷合钆）作为对照。ＭＲＩ成像结果表明，坏死细胞的
信号强度（４３６９±７０）显著高于正常细胞（２５５５±８４）（Ｐ＜００５）；在 ＧｄＥ１给药后３ｈ，坏死肌肉与正常肌肉的对比度为
２００±０１２，显著高于给药后０ｈ（１２７±００３）（Ｐ＜００５）。上述结果表明，ＧｄＥ１具有良好的坏死亲和性，在坏死相关疾病
的诊断上显示出良好的应用潜力。
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　　坏死是一种由于急性物理化学损伤或突然的
代谢失败（如机械损伤、感染、毒素和缺血）导致的

细胞不可逆损伤的死亡形式［１－２］。细胞坏死发生

于多种疾病中，如肿瘤、心肌梗死和脑卒中等［３－４］。

同时，一些肿瘤治疗方法，如热消融、血管阻断剂

等，主要通过诱导肿瘤细胞坏死达到杀伤肿瘤的目

的［５－６］。因此，非侵入性成像坏死组织对相关疾病

的早期诊断、治疗效果评价及治疗方案的调整具有

重要的意义［７－８］。

坏死亲和性探针是一类能够特异性浓聚于坏

死组织，从而对坏死组织进行可视化的化合物。本

课题组前期研究发现单蒽醌类化合物具有良好的

坏死亲和性和血浆药代动力学性质［９］，其中大黄

酸（ｒｈｅｉｎ）是一种有潜力的先导化合物。基于大黄
酸构建的单光子发射计算机断层显像（ＳＰＥＣＴ）探
针９９ｍＴｃＨＹＮＩＣＲｈｅｉｎ，在心肌坏死的快速成像和
肿瘤治疗反应早期监测方面显示出良好的应用潜

力［１０－１１］，但是 ＳＰＥＣＴ成像空间分辨率较低，难以
准确评估坏死的边界。

磁共振成像（ＭＲＩ）是临床常用的成像手段，该
技术具有时空分辨率高且没有辐射的优点。因此，

本课题组构建了基于大黄酸的不同长度烷烃链连

接 臂 的 ＭＲＩ对 比 剂 ＧｄＤＯ３ＡＬｉｎｋｅｒＲｈｅｉｎ
（ＧｄＬ１－３），实验结果表明三者的弛豫率及水溶性
表现出较大的差异，这说明连接臂的差异会对造影

剂本身的理化性质产生影响。同时，该研究发现

ＧｄＬ１能够在给药后３ｈ对 ＣＡ４Ｐ治疗导致的大鼠

皮下Ｗ２５６肿瘤坏死区域进行成像［１２］，ＧｄＬ３具有

良好的成像坏死组织的潜力［１３］。ＭＲＩ技术灵敏度
较低，需要大量的对比剂才能显像，因此需要 ＭＲＩ
对比剂具有良好的水溶性，但是 ＧｄＬ３的油水分配
系数为－（０７１±００１），其水溶性有待提高；另一
方面，连接臂的差异会对造影剂的理化性质产生影

响［１２，１４］，上述ＭＲＩ对比剂仅以烷烃链为连接臂构
建探针，因此更换不同种类的连接臂进行更深入的

研究，可能得到水溶性更好且保留坏死亲和性的以

大黄酸为基础的ＭＲＩ对比剂。
近年来，醚链（ｅｔｈｅｒ）被广泛用于放射性探针

的结构修饰中以改善药物的某些理化性质和药代

动力学特性［１４－１６］，因此本研究以大黄酸为基础，以

较短的醚链（乙氧基乙基）为连接臂构建坏死亲和

性 ＭＲＩ对比剂 ＧｄＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ（ＧｄＥ１），考
察其水溶性和弛豫率的改变、体内外的坏死靶向性

及ＭＲＩ成像效果。

!

　材　料

１１　药品与试剂
大黄酸（ｒｈｅｉｎ，成都思天德生物有限公司）；苯

并三氮唑Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′四甲基脲六氟磷酸盐
（ＨＢＴＵ）、２琥珀酰亚胺基１，１，３，３四甲基脲四氟
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硼酸酯（ＴＳＴＵ）（上海毕得医药科技有限公司）、Ｎ乙
基二异丙胺（ＤＩＰＥＡ）、三氟乙酸（ＴＦＡ）；［２（２氨基
乙氧基）乙基］氨基甲酸叔丁酯（上海毕得医药科技

有限公司）；１，４，７，１０四氮杂环十二烷１，４，７，１０四
乙酸三叔丁基酯［ＤＯＴＡｔｒｉｓ（ｔＢｕ）ｅｓｔｅｒ，美国Ｍａｃｒｏ
ｃｙｃｌｉｃｓ公司］；其他试剂均为市售分析纯。
１２　仪　器

ＥｃｈｏｓｐｅｅｄＰｌｕｓ１５Ｔ磁共振仪（美国 ＧＥ公
司）；ＡＷ４３后处理工作站；ＮＭ１２０核磁共振造影
剂弛豫分析与成像系统（苏州纽迈分析仪器股份

有限公司）；Ｓｈａｎｄｏｎ冰冻切片（英国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；全波长多功能酶标仪（美国赛默
飞世尔科技有限公司）。

１３　细胞与动物
人肝癌ＨｅｐＧ２细胞株和人正常肝 ＩＯ２细胞株

购自上海细胞库；雄性ＳＤ大鼠，体重（２２０±１０）ｇ，
购买自上海斯莱克实验动物有限责任公司，合格证

号：ＳＣＸＫ（沪）２０１７０００５。研究中大鼠的护理符合
美国国立卫生研究院公布的《实验动物保健原则》

Ｎｏ８５２３（１９９６年修订），该项研究得到动物使用
委员会和保健机构的批准。

"

　方　法

２１　１０｛［６（１，８二羟基蒽醌３甲酰氨基）乙氧
基乙基］氨基｝羰酰甲基１，４，７，１０四氮杂环十二
烷１，４，７三乙酸合钆（ＧｄＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ，即
ＧｄＥ１）的合成
２１１　化合物１的合成　在５００ｍＬ圆底烧瓶中
加入大黄酸１２４ｇ（４３６ｍｍｏｌ）和１３０ｍＬ乙腈，缓
慢滴加［２（２氨基乙氧基）乙基］氨基甲酸叔丁酯
８６３μＬ（４３６ｍｍｏｌ），再加入２琥珀酰亚胺基１，１，
３，３四甲基脲四氟硼酸酯（ＴＳＴＵ）１４５ｇ（４８２
ｍｍｏｌ），并滴加 Ｎ乙基二异丙胺（ＤＩＰＥＡ）２ｍＬ
（１１５ｍｍｏｌ）至反应液，室温搅拌２４ｈ，旋转蒸发
除掉溶剂，经过硅胶柱纯化（二氯甲烷甲醇，７０∶１）
得到黄色固体化合物１（１０８ｇ，５２４３％）。
２１２　化合物２的合成　在５０ｍＬ圆底烧瓶中依
次加入化合物 １８００ｍｇ（１７０ｍｍｏｌ）、三氟乙酸
１ｍＬ和二氯甲烷１０ｍＬ，室温条件下反应６ｈ，旋转
蒸发除掉溶剂，加入无水乙醚１０ｍＬ，抽滤，滤饼经
４５℃真空干燥得到黄色滤饼化合物２粗产物，粗
产物不进行纯化。

２１３　化合物３的合成　称取苯并三氮唑Ｎ，Ｎ，
Ｎ′，Ｎ′四甲基脲六氟磷酸盐（ＨＢＴＵ）６３１ｍｇ（１６６
ｍｍｏｌ）、１，４，７，１０四氮杂环十二烷１，４，７，１０四乙
酸三叔丁基酯８６６ｍｇ（１５１ｍｍｏｌ）于５０ｍＬ圆底
烧瓶中，加入ＤＭＦ５ｍＬ室温搅拌溶解，滴加 Ｎ乙
基二异丙胺（ＤＩＰＥＡ）５２７μＬ（３０ｍｍｏｌ），室温搅
拌５～１０ｍｉｎ后，将化合物 ２粗品（５６０ｍｇ，
１５１ｍｍｏｌ）的ＤＭＦ（５ｍＬ）溶液滴加到上述反应液
中，室温搅拌１２ｈ，反应结束后，减压除去溶剂，得
到褐色油状产物化合物３，不进行纯化，直接进行
下一步反应。

２１４　配体 １０｛［６（１，８二羟基蒽醌３甲酰氨
基）乙氧基乙基］氨基｝羰酰甲基１，４，７，１０四氮杂
环十二烷１，４，７三乙酸（ＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ，即Ｅ１）
的合成　将上述褐色油状产物化合物３置于２５０
ｍＬ茄型瓶中，分别加入二氯甲烷９ｍＬ和三氟乙酸
３ｍＬ，室温条件下反应６ｈ，旋转蒸发除掉溶剂得
到粗产物，粗产物经过反相色谱柱纯化（流动相为

甲醇水，６０∶４０）得到黄色固体 ＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ
（Ｅ１）（８６５１ｍｇ，７４８２％，该产率由“２１２”中化
合物１投料量计算得到）。
２１５　ＧｄＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ（ＧｄＥ１）的合成　将
六水合氯化钆 ２５０ｍｇ（０６７ｍｍｏｌ）和 Ｅ１５００ｍｇ
（０６６ｍｍｏｌ）溶于去离子水１０ｍＬ中，用１ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠调节ｐＨ至近中性，室温搅拌１２ｈ后停止
反应，减压除去溶剂，所得产物经反相色谱柱纯化

（流动相为甲醇水，８０∶２０）得到黄色固体 Ｇｄ
ＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ（ＧｄＥ１）（４６８２ｍｇ，７７７９％）。
２２　弛豫率测定及体外磁共振成像

参考文献［１３］的方法，以 ＰＢＳ（ｐＨ７４）为溶
剂，将 ＧｄＥ１配制成 ５个浓度（０１２５，０２５，０５，
１０，２０ｍｍｏｌ／Ｌ）的样品，分别检测５个样品对应
的纵向弛豫时间ｔ，以浓度为横坐标、１／ｔ为纵坐标
拟合直线，得到直线的斜率即为 ｒ１，利用 ＮＭ１２０
（０５Ｔ）核磁共振造影剂弛豫分析与成像系统对上
述５个样品进行成像，设置参数：重复时间１６０ｍｓ，
层厚０７ｍｍ，回波时间１３５ｍｓ。ＧｄＤＯＴＡ弛豫
率的检测方法与ＧｄＥ１相同。
２３　油水分配系数（ｌｇＰ）的测定

采用摇瓶法进行测量［１７］，以 ｐＨ７４正辛醇饱
和的ＰＢＳ为溶剂将ＧｄＥ１配制成不同浓度的样品，
从不同浓度的样品中各量取３ｍＬ分别在４３５ｎｍ

６４４
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下测量吸收度，标记为 Ａ０。测量 Ａ０后，再分别加
入ＰＢＳ饱和的正辛醇溶液３ｍＬ，在室温下剧烈涡
旋１５ｍｉｎ，然后在１４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，

测量ＰＢＳ层吸收度，标记为 Ａ１，根据公式 ｌｇＰ＝
ｌｇ［（Ａ０－Ａ１）／Ａ１］计算油水分配系数（ｌｇＰ），每个
药物测量３次。

Ｓｃｈｅｍｅ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＧｄＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ（ＧｄＥ１）

２４　细胞毒性实验
分别取人肝癌ＨｅｐＧ２细胞和人正常肝 ＩＯ２细

胞进行消化传代，在９６孔板中接种细胞（１×１０４

个／孔），等细胞出现贴壁现象，吸走培养基，加入
无血清组织的的 ＤＭＥＭ培养细胞 ８ｈ，分别加入
１２５，２５，５０，１００，２００μｍｏｌ／Ｌ的 ＧｄＥ１，空白组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）加入无血清的 ＤＭＥＭ，孵育细胞２４ｈ，吸
走培养基，每孔加入 ＭＴＴ２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ），孵育
细胞４ｈ，将上清液除去，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，
在４９０ｎｍ处用酶标仪测定吸收度，计算细胞活力，
实验按照相同的方法进行３次。ＧｄＤＯＴＡ的细胞
毒检测方法与ＧｄＥ１相同。
２５　细胞体外磁共振成像实验

在６孔细胞培养板上加入人肝癌ＨｅｐＧ２细胞，
每孔５×１０５个，在含有１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养基中培养，在培养箱中过夜（３７℃，５％ ＣＯ２）。

在５７℃条件下孵育１ｈ诱导细胞坏死［１８］，将

经高热处理的细胞与未经高热处理的细胞分别取

出，离心后将上清液除去，分别加入不含血清的培

养基１００μＬ和 ＧｄＥ１（３×１０－３ｍｍｏｌ／Ｌ）１００μＬ，
振荡混匀后在细胞培养箱中孵育３０ｍｉｎ，接下来离
心１０ｍｉｎ（１０００ｒ／ｍｉｎ），吸走上清液，用 ＰＢＳ洗涤

１次，再加入干净的 ＰＢＳ充分混匀，放在样品瓶中
进行磁共振成像。

２６　大鼠肌肉坏死模型的制备
微波消融是一种常见的诱导组织坏死的手段，

根据文献方法［１９］，本次实验选取６只２２０～２４０ｇ
大鼠，腹腔注射戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，将微
波消融针插入大鼠左腿的肌肉中，３０Ｗ维持２０ｓ
引发大腿肌肉坏死，为避免感染，在每只大鼠的肌

肉内注射了１６×１０５ＩＵ的青霉素。
２７　肌肉坏死模型大鼠的ＭＲ成像及数据处理

将肌肉坏死模型大鼠分为两组：对照组

（ＧｄＤＯＴＡ）３只，给药组（ＧｄＥ１）３只。起初采
用 Ｔ１ＷＩ和 Ｔ２ＷＩ扫描６只大鼠的腿部，两组均按
照０１ｍｍｏｌ／ｋｇ的浓度给药，给 药 后 进 行 ＣＥ
Ｔ１ＷＩ扫描，扫描后利用 ＧＥＡＷ４３工作站处理数
据。参数设置为［１３］：Ｔ１Ｗ ＳＥ序列：ＴＥ２４ｍｓ，ＴＲ
５５０ｍｓ；ＣＥＴ１Ｗ ＳＥ序列：ＴＥ６０ｍｓ，ＴＲ５５０ｍｓ；
Ｔ２Ｗ ＦＳＥ序列：ＴＥ８８ｍｓ，ＴＲ２９２０ｍｓ。间隔
０２ｍｍ，层厚３ｍｍ，ＦＯＶ１００×１００ｃｍ２，ＮＥＸ２次，
矩阵２２４×１９２。

在相同截面同一位置的肌肉 ＭＲＩ图像上挑选
感兴趣区域（ＲＯＩ），对该区域不同时间点的信号值
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（ＳＩ）进行测量，根据公式 ＣＲ＝ＳＩｎｅｃｒｏｓｉｓ／ＳＩｎｏｒｍａｌ计算
坏死肌肉与正常肌肉的对比度（ＣＲ），分别计算给
药后各时间点的ＣＲ。
２８　大体切片及ＨＥ染色

在ＭＲＩ扫描结束前６ｈ每组取１只大鼠尾静
脉注射００５％伊文思蓝溶液０４ｍＬ，扫描结束后
将给予伊文思蓝的大鼠进行安乐死，使其平躺固定

在大鼠纸板上，置于 －２０℃冰箱冰冻８ｈ，随后在
大体切片机上进行切片，当切到与 ＭＲＩ图像对应
的层面时用数码相机进行拍照。

在上述冷冻大鼠体内取出部分相关肌肉组织，

用冰冻切片机切成１０μｍ薄片，将薄片进行ＨＥ染
色，染色后用数码相机进行拍照，最后在显微镜下

观察肌肉细胞的形态。

２９　数据的统计学分析
实验结果中的数据均以 珋ｘ±ｓ表示，数据在

ＳＰＳＳ１１０中进行统计学分析，采用单因素方差分
析、ｔ检验进行两组之间的比较，Ｐ＜００５认为差异
有统计学意义。

#

　结　果

３１　配体Ｅ１的结构鉴定
通过１Ｈ ＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、ＥＳＩＭＳ鉴定其结

构。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１１８０（２Ｈ，ｓ，
ＯＨ），８９９（ｓ，１Ｈ，ＮＨ），８５０（ｓ，１Ｈ，ＮＨ），７８５～
７７２（ｍ，４Ｈ，ＡｒＨ），７４０（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝９０Ｈｚ，ＡｒＨ），
３９２（ｍ，２Ｈ，ＣＨ２Ｏ），３８１（ｍ，２Ｈ，ＯＣＨ２），３６１～
２８１（ｍ，１２Ｈ，６×ＣＨ２），１４２～１２４（ｍ，１６Ｈ，８×
ＣＨ２）。

１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１９１３５，
１７１３７，１６４１９，１６１２３，１４１５４，１３７５１，１２４５２，
１２２４２，１１９３８，１１７５５，６８４０，５４８４，５４００，５３１０，
５０５２，４８７７，３９２３，３８７８。分子式：Ｃ３５Ｈ４４Ｎ６Ｏ１３。
ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：７５７３［Ｍ＋Ｈ］＋。
３２　ＧｄＥ１的弛豫测定及体外成像

图１Ａ呈现了不同浓度的 ＧｄＥ１以及 Ｇｄ
ＤＯＴＡ的成像图，从左到右浓度逐渐增加，由此可
知在０～２ｍｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，随着造影剂的浓度
的增加，信号逐渐增强。从图１Ｂ可以看出 ＧｄＥ１
在ＰＢＳ中的ｒ１（５４５，Ｒ

２＞０９９）显著高于临床上
常用的磁共振对比剂ＧｄＤＯＴＡ（４０８，Ｒ２＞０９９）。
３３　油水分配系数（ｌｇＰ）的测定

测得ＧｄＥ１的ｌｇＰ为－（１６６±００９）。

３４　细胞毒性实验
图２Ａ可以看出在 １２５～２００μｍｏｌ／Ｌ浓度

范围内，ＧｄＥ１组和 ＧｄＤＯＴＡ组的 ＨｅｐＧ２细胞存
活率均与空白组没有显著性差异（Ｐ＞００５），说
明在此浓度范围内 ＧｄＥ１和 ＧｄＤＯＴＡ对人肝癌
ＨｅｐＧ２细胞没有毒性。图 ２Ｂ中可以看出，在
１２５～２５μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，ＧｄＥ１组和 Ｇｄ
ＤＯＴＡ组的 ＩＯ２细胞存活率均与空白组没有显著
性差异（Ｐ＞００５），说明在低浓度范围内 ＧｄＥ１
和 ＧｄＤＯＴＡ对人正常肝 ＩＯ２细胞没有毒性。但
是在 ５０～２００μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，ＧｄＥ１组的
ＩＯ２细胞存活率均与空白组相比具有显著性差异
（Ｐ＜００５）；在 １００～２００μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，
ＧｄＤＯＴＡ组的细胞存活率与空白组相比具有显
著性差异（Ｐ＜００５）。因此，相比于肝癌细胞，
ＧｄＥ１与 ＧｄＤＯＴＡ在正常肝细胞中的安全性
较低。

３５　体外细胞成像实验
图３显示，在与 ＧｄＥ１共同孵育３０ｍｉｎ以后，

坏死细胞的亮度明显比活细胞的亮度高，同时坏死

细胞的信号强度（４３６９±７０）显著高于活细胞
（２５５５±８４）（Ｐ＜００５），这些现象表明ＧｄＥ１能够
被坏死细胞特异性摄取。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＲｅｌａｘａｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔａｎｄｉｍａｇｅｓｏｆＧｄＥ１（ｕｐｐｅｒｐａｎ
ｅｌｓ）ａｎｄＧｄＤＯＴＡ（ｌｏｗｅｒｐａｎｅｌｓ）ｉｎＰＢＳ（ｐＨ７４）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（０１２５，０２５，０５，１０，２０ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ａ：ＩｍａｇｅｓｏｆＧｄＥ１ａｎｄＧｄＤＯＴＡ；Ｂ：ＲｅｌａｘｉｖｉｔｙｏｆＧｄＥ１ａｎｄＧｄＤＯＴＡ

８４４



第５０卷第４期 张立邦，等：ＭＲＩ对比剂ＧｄＤＯ３ＡＥｔｈｅｒＲｈｅｉｎ的合成及其坏死亲和性研究

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＭＴＴａｓｓａｙｏｆＧｄＥ１ａｎｄＧｄＤＯＴＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（０，１２５，２５，５０，１００，２００μｍｏｌ／Ｌ）
Ａ：ＭＴＴｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；Ｂ：ＭＴＴｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌｈｅｐａｔｉｃＩＯ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＭＲｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＨｅｐＧ２ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧｄＥ１ｆｏｒ３０ｍｉｎ；Ｂ：ＨｅｐＧ２ｈｅａｔｅｄｉｎ５７°Ｃｆｏｒ
１ｈａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧｄＥ１ｆｏｒ３０ｍｉｎ

３６　大鼠肌肉坏死成像、大体切片及组织化学染
色结果

如图４Ａ所示，ＧｄＥ１组在给药后１ｈ，坏死肌
肉信号强度明显高于正常肌肉，但坏死组织的边界

有些模糊；等到了给药后３ｈ，坏死肌肉与正常肌肉
信号的坏死比（ＣＲ）达到２００±０１２（图４Ｂ），显
著高于给药后０ｈ（１２７±００３）（Ｐ＜００５），且坏
死区域边界十分清晰；给药后３～９ｈ，ＣＲ逐渐下
降，且给药后３～５ｈ内ＣＲ大于１７１，在这个时间
范围内依然能够清楚区分坏死组织与正常组织，但

给药９ｈ后 ＣＲ降低至１３７±０２３（图４Ｂ），此时
坏死肌肉区域的信号强度已经与正常肌肉相差无

几；图４Ａ中ＧｄＥ１组最右边一列大体切片图像表
明成功制造了坏死肌肉模型，伊文思蓝能够与体内

坏死组织特异性结合，并将坏死组织染成蓝色，图

片中蓝色区域为肌肉坏死部位。

图４Ａ中，ＧｄＤＯＴＡ组最右边一列表明肌肉
坏死模型的成功制造，蓝色区域为肌肉坏死部位，

但在给药后１～９ｈ并没有观察到肌肉坏死区域有

明显的信号增强；图４Ｂ表明，ＧｄＤＯＴＡ组的 ＣＲ
在给药后０ｈ达到最高为１２３±００２，而在给药后
１～９ｈ坏死比相差不大（ＣＲ都接近于１００），可能
是由于 ＧｄＤＯＴＡ在体内代谢很快，在给药后１ｈ
内已经完全从坏死组织中清除，失去了对坏死组织

的成像能力。

图４Ｃ的ＨＥ染色结果在组织化学层面证明
了模型的成功，正常肌肉区域细胞排列紧密，细胞

完整性较好，而坏死肌肉区域细胞的完整性遭到破

坏且排列顺序混乱。

以上结果表明，ＧｄＥ１能够被坏死肌肉特异性
摄取，且停留时间较长，能够在给药后３～５ｈ对坏
死区域进行成像；而 ＧｄＤＯＴＡ则在给药后１ｈ内
快速从坏死组织中清除，这进一步说明了 ＧｄＥ１具
有坏死亲和性。

$

　讨　论

本研究以大黄酸为底物，以较短的醚链（乙氧

基乙基）为连接臂构建了ＭＲＩ对比剂ＧｄＤＯ３ＡＥ
ｔｈｅｒＲｈｅｉｎ（ＧｄＥ１）。研究结果表明，ＧｄＥ１水溶性
良好且弛豫率较高，在体内外均表现出良好的坏死

靶向性，能够通过 ＭＲＩ成像微波消融诱导的大鼠
肌肉坏死部位，在坏死相关疾病的诊断中表现出良

好的应用潜力。

与之前报道的以烷烃链为连接臂的探针

ＧｄＬ１－３相比，ＧｄＥ１的理化性质显著发生改变。为
提高磁共振对比剂水溶性，可以在分子结构中引入

极性基团，有报道在疏水性基团与 ＧｄＤＴＰＡ之间
引入亲水性基团磷酸二酯能够降低化合物的疏水

９４４
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性［２０］。本研究中ＧｄＥ１（ｌｇＰ＝－１６６±００９）水溶
性高于以烷烃链为连接臂的ＧｄＬ２（ｌｇＰ＝－１３２±
００１）和ＧｄＬ３（ｌｇＰ＝－０７１±００１），说明分子结
构中引入亲水性的醚链能够提高分子探针的水溶

性；此外，之前的研究中，以乙基为连接臂的 ＧｄＬ１
（ｌｇＰ＝－２１５±００１）水溶性最好，以丁基为连接
臂的ＧｄＬ２次之，以己基为连接臂的ＧｄＬ３最差

［１２］，

而新构建的ＧｄＥ１水溶性低于ＧｄＬ１，可能是因为连

接臂长度越短分子的水溶性越好。弛豫率方面，

ＧｄＥ１（ｒ１＝５４５）显著低于 ＧｄＬ１３（ｒ１分别为７２８，
７３５和８０３），可能是因为将烷烃链替换为醚链增
加了顺磁性螯合物整体的旋转扩散速率［２０］，或者

醚链在水中没有完全伸展导致水分子与Ｇｄ３＋的接
触减少［２１］，这些因素都会导致弛豫率的降低，具体

的原因还有待深入的研究。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＭＲｉｍａｇｅｓ，ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃｓｅｃｔｉｏｎ，ｃｏｎｔｒａｓｔｒａｔｉｏａｎｄＨＥｉｍａｇｅｓｏｆｒａｔｍｏｄｅｌｗｉｔｈｍｕｓｃｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｉｃｒａｗａｖｅａｌｂａｔｉｏｎ
Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＴ１ｗｅｉｇｈｔｅｄＭＲｉｍａｇｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄｉｇｉｔａｌｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃｓｅｃｔｉｏｎ，ｒｅｄａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅ
ｎｅｃｒｏｔｉｃａｒｅａ；Ｂ：ＬｉｎｅｃｈａｒｔｏｆｃｏｎｔｒａｓｔｒａｔｉｏｏｆｎｅｃｒｏｔｉｃａｎｄｖｉａｂｌｅｍｕｓｃｌｅｐｏｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＧｄＥ１ａｎｄＧｄＤＯＴＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；
Ｃ：ＨＥｉｍａｇｅｓａｎｄｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｍｕｓｃｌｅ（ＨＥ，×１００）

　　与之前以烷烃链为连接臂的探针 ＧｄＬ１和
ＧｄＬ３相比，ＧｄＥ１在坏死组织中的保留时间明显减
少。ＧｄＬ１能够在给药后３～１２ｈ对坏死肝脏进行
ＭＲＩ成像，该时段内的 ＣＲ均大于１９５±０１５［１２］；
此外，ＧｄＬ３在给药后１２ｈ坏死与正常肝脏的 ＣＲ
为２３６±０２０［１３］，依然维持在较高水平，这表明
两者在坏死组织中有很长的保留时间。本研究

中，ＧｄＥ１成像时间窗仅为给药后３～５ｈ，可见将
分子结构中的烷烃链替换为醚链会导致造影剂

在坏死组织中被较快清除。之前的研究表明，以

大黄酸为基础构建的造影剂的坏死亲和性可能

是由于分子与坏死组织中暴露的 ＤＮＡ结合所

致［１１－１２］，因此，ＧｄＥ１在坏死组织中保留时间的减
少可能是因为分子与坏死组织中的 ＤＮＡ结合能
力下降，目前 ＧｄＥ１与 ＤＮＡ的体外结合实验正在
进行中。

本研究表明，对于 ＧｄＤＯ３ＡＬｉｎｋｅｒＲｈｅｉｎ探
针，更换连接臂种类会改变分子探针的理化性质及

其在坏死组织中的保留时间，后续可以将哌啶或甘

氨酸链［１４］作为连接臂继续研究。此外，本研究仅

在细胞和肌肉坏死模型中评价了 ＧｄＥ１的坏死靶
向性，今后可以在心肌梗死模型［１１］、肝脏缺血再灌

注模型或药物诱导的肿瘤坏死模型［２２］中进一步评

价该探针的坏死亲和性。

０５４
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