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Abstract: Objective  To  investigate  the application of  68Ga-PSMA-617 molecular probe for micro-PET 
imaging of gliomas tumor model. Methods  DKFZ-PSMA-617, an effective prostate specific membrane 
antigen (PSMA) targeted probes, was chosen to be the precursor  to be radiolabelled with 68Ga. The radio-
chemical yield of 68Ga-PSMA-617 was analyzed by Radio-TLC. Cell uptake experiments were performed on 
PSMA (+) LNCaP, PSMA (-) PC-3 and U87MG cells. Nude mice bearing U87MG were injected with 68Ga-
PSMA-617(7.4 MBq) via the tail vein. Micro-PET imaging was performed 5 and 40 min after the injection. 
Blocking studies were also performed in U87MG tumor-bearing mice after 40 min of co-injection of 68Ga-
PSMA-617 with  the PSMA inhibitor  (S)-2-(3-((S)-1-carboxy-3-methylbutyl)ureido) pentanedioic acid 
(ZJ-43) (25 mg/kg). Results  The radiotracer had a good radio-chemical yield of (99.0±1.9)% quickly tested 
by Radio-TLC. In cell uptake experiments,  the specificity of 68Ga-PSMA-617 was confirmed in PSMA (+) 
LNCaP cells and PSMA (-) PC-3 cells; meanwhile, it proved the low expression level of PSMA in gliomas 
U87MG cell line. From micro-PET imaging, U87MG xenografts tumors were visualized and it showed good 
tumor-to-background value from 1.85±0.02 (5 min) to 3.62±0.175 (40 min) which could be blocked by ZJ-43. 
Conclusion  68Ga-PSMA-617 has the potential  to be used not only in prostate cancer but also in gliomas 
tumor model.
Key words: Prostate specific membrane antigen; Neo-vasculature; PET; Glioma; Gallium-68
摘  要：目的  探讨68Ga-PSMA-617在神经胶质瘤U87MG荷瘤鼠的显像情况。方法  将靶向前列腺特

异性膜抗原（prostate specific membrane antigen, PSMA）的新型探针DKFZ-PSMA-617进行68Ga核素标

记，利用Radio-TLC对68Ga-PSMA-617的放射化学纯度进行快速质控，然后进行细胞水平实验，尾静

脉注射5和40 min后对U87MG荷瘤鼠进行micro-PET显像，同时对PSMA阻滞剂ZJ-43（25 mg/kg）共注

射组进行注射后40 min的图像采集。结果  Radio-TLC对68Ga-PSMA-617的标记率及放化纯测定可在10 
min内完成，放化纯高达（99.0±1.9）%，细胞水平实验显示68Ga-PSMA-617分子探针的特异性，同时

也显示U87MG细胞表面仅有较少量PSMA表达，而U87MG荷瘤鼠的micro-PET显像可见随时间延长肿

瘤对PSMA靶向分子探针的放射性摄取的逐渐增高，靶与非靶比值从1.85±0.02（5 min）增长至3.62±
0.175（40 min），且肿瘤对该探针的

摄取可被PSMA阻滞剂ZJ-43所抑制。

结论  68Ga-PSMA-617不仅可应用于

前列腺癌的诊断，也有望应用于新生

血管丰富的神经胶质瘤的诊断。

关键词： 前列腺特异性膜抗原；新

生血管；正电子发射断层扫描；神经

胶质瘤；镓-68
中图分类号：R739.4 
文献标识码：A
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0  引言
神经胶质瘤为颅内最常见的恶性肿瘤之一，

占全部颅内肿瘤的40%~50%[1]，但由于病变并无

明显特异性改变，诊断的特异性较低[2]。核医学分

子探针显像可在分子学水平对疾病进行诊断，可

在一定程度提高病变诊断的准确性，而目前常用

的糖代谢显像剂18F-FDG作为糖代谢显像剂在正常

脑组织也有大量积聚，影响神经胶质瘤病灶的诊

断[3-4]，迫切需要靶向特异性的分子探针对肿瘤进

行诊断和分期。因此分子探针靶向结合至新生血

管的高表达抗体即可对肿瘤进行定位和诊断，而

前列腺特异性膜抗原（prostate specific membrane 
antigen, PSMA）即为该种抗体。

PSMA不仅高特异性表达于前列腺癌细胞膜表

面[5-7]，在肿瘤的新生血管内皮细胞中也有较高程

度表达[8-12]，对神经胶质瘤患者的病灶进行组织学

水平研究，证实PSMA在神经胶质瘤肿瘤新生血管

中的表达[13]。因此PSMA靶向分子探针除可对前列

腺癌进行显像外，还可对新生血管丰富的实体瘤进

行放射性显像从而对病灶进行诊断及准确定位。

新型PSMA抑制剂DKFZ-PSMA-617与PSMA
的亲和力较高，且体内清除较快，因此本研究选

择该新型PSMA靶向抑制剂DKFZ-PSMA-617[14]进

行正电子核素标记以制备核医学分子探针，目前
68Ga[15]、177Lu[16-18]、225Ac[19]标记该抑制剂已应用于

前列腺癌的临床前研究，此外，64Cu标记化合物

也有报道[20]。考虑到正电子核素68Ga可由锗镓发

生器制备，且核素性质较好，因此本研究在前期

工作基础上[21]，对DKFZ-PSMA-617进行正电子核

素68Ga标记，并对细胞水平的放射性摄取及神经

胶质瘤U87MG荷瘤鼠显像进行研究，从而对68Ga-
PSMA-617应用于神经胶质瘤的临床诊断提供一定

程度的指导。

1  材料与方法
1.1  试剂与仪器

DKFZ-PSMA-617（ABX，德国），乙醇

（北京化学试剂有限公司，中国），三氟乙酸、

醋酸钠（中国国药集团有限公司，中国），乙腈

（Merck，美国），DMEM培养基、RPMI  1640
培养基和FBS（Gibco，美国），胰蛋白酶-EDTA
消化液（北京索莱宝科技有限公司，中国），

0.9%氯化钠溶液（北京原子高科股份有限公司，

中国），所有试剂均为分析纯级别。BALB/c裸鼠

（6周，雌性，北京华阜康生物科技股份有限公

司，中国），U87MG细胞株（北京协和细胞库，

中国），异氟烷（河北一品制药股份有限公司，

中国），ZJ-43（Tocris Bioscience，英国）。

锗镓发生器（加兴同位素技术有限公司，德

国），10、200、1 000 µl移液枪（Eppendorf，德

国），C-18柱（Waters公司，德国），高效液相色

谱仪（HPLC，1200系列，安捷伦公司，美国），

放射性薄层色谱扫描仪（Radio-TLC，Biosan-
AR2000，默克公司，德国），Hypersil BDS C-18
反向色谱柱（5 µm，250.0 mm×4.6 mm，株式会社

YMC，日本），全自动伽玛计数仪（多探头，Wiz-
ard2，美国），放射性测量活度计（Capintec，美

国），小动物PET/CT（Sedecal，西班牙），Matrx 
VIP 3000麻醉系统（Mismark，美国）。

1.2  实验方法

1.2.1  68Ga-PSMA-617的制备及纯化

 取10 µl浓度为2 mg/ml的DKFZ-PSMA-617于

EP管中，加入65 µl 0.05 mol/L NaAc，备用。取

2 ml 0.1 mol/L HCl于2 ml注射器中，缓慢推注至

锗镓发生器，获得68Ga淋洗液，移液枪准确量取

1 000 µl移至EP管中，置于孵育器中于95℃条件下

反应10 min。反应结束后待体系温度降至室温，  

2  ml注射器取出反应产物，加至已活化的C-18
柱，再用3 ml H2O冲洗，取0.5 ml 80%乙醇淋洗获

得纯化后的标记产物68Ga-PSMA-617。

1.2.2  68Ga-PSMA-617标记化合物的验证

与上述反应及纯化过程相同，将冷镓化合物

GaCl3与相同量的前体反应，冷标记化合物标记完

成后即刻进行MALDI-TOF-MS（基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱法）分析，验证标记化合物

在对应分子量处是否出现。

此外，将标记前体与放射性标记产物共进样

行HPLC分析，进样量为99  µl，柱温为25℃，观

察280 nm紫外峰保留时间与放射峰保留时间是否

一致。

1.2.3  68Ga-PSMA-617 radio-TLC快速分析

纯化前后分别取3 µl反应产物滴至滤纸（宽度

为1 cm）下端1 cm处，置于展开体系（甲醇:醋酸

铵=1:1）中，待产物展开至距下端10 cm处时取出

晾干，进行快速薄层扫描分析。

1.2.4  细胞水平实验

选择PSMA高表达的前列腺癌LNCaP细胞、

PSMA低表达的前列腺癌PC-3细胞作为对照，以

研究U87MG细胞对PSMA靶向分子探针是否有摄

取，从而判断该细胞有无PSMA高表达。将处于
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对数生长期的LNCaP、PC-3以及U87MG细胞进

行胰酶消化，收集细胞后进行细胞计数，取2×
105~1×106细胞加至24孔板中并于37℃、4%CO2培

养箱中孵育24~48  h，之后进行标记化合物68Ga-
PSMA-617在LNCaP、PC-3以及U87MG细胞株中

的细胞摄取实验。实验前2 h将含FBS的培养液更

换为不含FBS的RPMI 1640和DMEM培养液，阻滞

组加入每孔1 mg PSMA抑制剂ZJ-43以评价分子探

针68Ga-PSMA-617的PSMA靶向特异性。在24孔板

的每孔中加入37 kBq（1 µCi）68Ga-PSMA-617后

置于CO2培养箱分别孵育5、30、90、120 min，便

用冷PBS（0.5 ml×2次）冲洗以结束摄取进程，后

消化细胞并收集至γ-counter管中进行放射性计数测

定。同时取0.37 kBq（0.01 µCi）68Ga-PSMA-617作

为参考进行放射性计数测定，用Prism 6.0软件进行

数据分析。使用独立样本t检验对计量资料间有无

统计学差异进行分析。

1.2.5  小动物显像

取肿瘤直径为1 cm的U87MG荷瘤鼠进行68Ga-
PSMA-617显像分析。将标记产物吹干后溶解于

0.9%氯化钠溶液中并进行放射性活度测定，取7.4 
MBq（200 µCi）68Ga-PSMA-617进行荷瘤鼠尾静

脉注射，进行异氟烷气体麻醉，注射后5 min和40 
min进行micro-PET显像，对共注射7.4 MBq  68Ga-
PSMA-617和PSMA阻滞剂ZJ-43（25 mg/Kg）的

荷瘤鼠同样在40 min时进行micro-PET/CT融合显

像，与仅注射68Ga-PSMA-617显像结果进行对比。

首先进行PET图像采集，时间为10 min，然后在电

压45 keV，电流300 mA条件下进行15 s CT图像采

集，图像采集过程中以小流量异氟烷持续麻醉。

图像重建后在MMWS软件中进行图像分析并进行

图像保存，此外，对肿瘤及肌肉部位勾画ROI进行

半定量分析。

2  结果
2.1  68Ga-PSMA-617的制备、纯化及radio-TLC快

速分析

整个标记及纯化过程可在15 min内完成，纯化

前后经radio-TLC点样可对产物进行快速分析，可

见标记化合物68Ga-PSMA-617的标记率可达（98.2
±0.7）%，纯化后放射化学纯度在（99.0±1.9）%
（n=4），见图1。整个制备过程较短，且可对产

物进行快速的检测分析，与HPLC分析相比可大幅

缩减分析所耗时长。

2.2  68Ga-PSMA-617标记化合物的验证

将冷镓标记化合物进行MALDI-TOF-MS分

析，在对应分子质量处可见标记化合物，证实镓

与前体的良好结合，见图2A。此外，将前体DK-
FZ-PSMA-617与放射性标记产物共进样进行HPLC
分析，可见放射性出峰时间（t=9.647）与前体的

紫外出峰时间（t=8.598）的一致性，证实68Ga与前

体DKFZ-PSMA-617的结合，见图2B。

2.3  68Ga-PSMA-617在细胞水平的摄取

细胞孵育5、30、90、120  min后细胞裂解液

经全自动伽马计数仪测定，LNCaP、U87MG和

PC-3细胞随时间延长68Ga-PSMA-617的放射性摄

取逐渐增高，而且细胞膜表面有PSMA阳性表达

的LNCaP细胞对68Ga-PSMA-617放射性摄取明显高

于细胞表面PSMA表达程度较低的PC-3和U87MG
细胞（P=7.71×10-6,  8.05×10-5），见图3A。结果

表明U87MG细胞表面PSMA表达程度较低，而

且U87MG细胞对68Ga-PSMA-617的摄取并不能被

PSMA抑制剂ZJ-43所抑制，1.5  h和2  h两个时间

点的阻滞组与非阻滞组之间差异均无统计学意义

（P= 0.60, 0.51），见图3B，进一步证实了U87MG
细胞对分子探针的非特异性摄取，即U87MG细胞

膜表面并无PSMA大量表达。

The black arrow showed the distance of 68Ga3+ peak position to the point; The red arrow represented the 68Ga-PSMA-617 peak position; A: 68GaCl3;        

B: 68Ga-PSMA-617 before purification (98.85%); C: 68Ga-PSMA-617 after purification(99.99%)

图1 68GaCl3以及68Ga-PSMA-617标记产物纯化前后的radio-TLC分析
Figure1 Radio-TLC analysis of 68GaCl3 and 68Ga-PSMA-617 before and after purification
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2.4  68Ga-PSMA-617在神经胶质瘤U87MG荷瘤鼠

的micro-PET显像

对U87MG荷瘤鼠进行micro-PET/CT显像，尾

静脉注射后在5、40 min进行放射性计数采集，5 
min时肿瘤部位并无明显放射性摄取，至40 min显

像时腋下异种移植瘤的放射性摄取明显增加，T/M

值由1.85±0.02增至3.62±0.17（n=4），见图4。

40 min时对PSMA阻滞剂共注射组进行显像，

见肿瘤部位的摄取与未注射ZJ-43荷瘤鼠相比明

显降低，见图4B、C，证实了肿瘤部位对 68Ga-
PSMA-617的特异性摄取。将PET与CT图像融合可

见肿瘤部位与放射性高摄取部位的重合，进一步

证实放射性在肿瘤部位的摄取，见图5。

A: MALDI-TOF-MS analysis of  natGa  labeled DKFZ-PSMA-617. 

The arrows  in  the  figure  represented DKFZ-PSMA-617 and  natGa-

PSMA-617; B: HPLC analysis of precursor DKFZ-PSMA-617 (UV 

retention time was 8.598) and 68Ga-PSMA-617(radioactivity retention 

time was 9.647)

图2 natGa-PSMA-617的质谱分析及68Ga-PSMA-617的
HPLC分析
Figure2 MALDI-TOF-MS analysis of natGa-PSMA-617 
and HPLC analysis of 68Ga-PSMA-617 compound

A: cell uptake of prostate cancer cells PSMA(+) LNCaP, PSMA(-) 

PC-3 cells and neuroendocrine tumor U87MG cells after 5, 30, 90, 120 

min of incubation; B: cell uptake of U87MG cells after 5, 30, 90, 120 

min of incubation, and cell uptake data of PSMA inhibitor ZJ-43 block 

groups  after 90 min and 120 min of incubation

图3 68Ga-PSMA-617在LNCaP、PC-3和U87MG的细胞摄
取分析 (n=4)
Figure3 Cell uptake of 68Ga-PSMA-617 in LNCaP, PC-3 
and U87MG cell lines (n=4) 

A, B: the PET images of U87MG mice were obtained 5 min and 40 min after tail injection of 7.4 MBq 68Ga-PSMA-617; C: PET imaging of U87MG 

mice was obtained 40 min after co-injection of PSMA inhibitor ZJ-43 and 68Ga-PSMA-617. The cross showed the center of tumor in A and B, and the 

margin of the tumor in C; the circle in C showed the whole tumor outline

图4 68Ga-PSMA-617在U87MG的micro-PET显像
Figure4 Micro-PET images of 68Ga-PSMA-617 in U87MG bearing mice
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3  讨论
PSMA作为当前较广泛应用于前列腺癌靶向诊

断的特异性抗原位点，并非仅在前列腺癌细胞膜

表面呈较高程度表达，在肿瘤新生血管内皮细胞

也有较高程度的表达，因此有望成为新生血管丰

富肿瘤诊断的特异性位点。目前已有用PSMA靶向

分子探针对肾透明细胞癌[11]、乳腺癌[12]患者进行诊

断的病例报道及大样本分析，初步表明PSMA靶向

分子探针应用于非前列腺癌的肿瘤领域的价值。

神经胶质瘤作为新生血管较丰富的肿瘤之

一，其发生发展与新生血管密切相关[13]，美国食

品药品监督局（FDA）于2009年5月批准贝伐单抗

应用于复发型恶性胶质瘤患者的单药治疗，正是

由于该单抗可选择性抑制新生血管生成。Nomura
等[13]报道的19例神经胶质瘤患者病灶活检的免疫

组织化学检测结果，证实PSMA在神经胶质瘤的肿

瘤新生血管中表达，且在较高分化肿瘤中其表达

程度更高。因此本研究对PSMA靶向分子探针进行

放射性核素标记后，对神经胶质瘤肿瘤模型进行

动物学水平研究，为PSMA靶向分子探针在神经胶

质瘤的诊断提供更多临床前依据。

目前靶向PSMA的抑制剂主要包含单抗、单

抗片段、小分子物质等，其中小分子物质与单

抗相比体内清除较快，因此本底放射性水平较

低，而且较易制得，展现出分子探针应用的优

势，小分子物质中的新型PSMA抑制剂DKFZ-
PSMA-617体内清除速率较快，显像中靶与非靶

比值较高，因此本研究选取DKFZ-PSMA-617进

行68Ga核素标记，对神经胶质瘤U87MG荷瘤鼠模

型进行显像，可见PSMA靶向分子探针在肿瘤部

位的显像与定位。

通过细胞水平的PSMA阳性表达细胞与阴性表

达细胞对放射性分子探针的摄取研究，表明PSMA

靶向分子探针68Ga-PSMA-617的靶向特异性。对

U87MG荷瘤鼠进行68Ga-PSMA-617显像研究发

现，随着时间的延长，肿瘤部位放射性摄取逐渐

增高。而且，ZJ-43共注射组与未共同注射ZJ-43组

相比，异种移植瘤部位的放射性摄取明显降低，

证实了肿瘤部位对PSMA靶向分子探针摄取的特异

性，同时进一步证实肿瘤部位PSMA的高表达。

为增强诊断的准确性，同时对荷瘤鼠进行了

CT图像采集，获得micro-PET/CT融合图像，更清

晰地显示肿瘤部位，进一步证实PSMA靶向分子探

针在肿瘤部位的高摄取。

通过细胞及动物水平研究，本研究初步证实
68Ga-PSMA-617应用于PSMA阳性表达的肿瘤新生

血管部位的诊断的可能性，有望为新生血管丰富

的神经胶质瘤的显像提供临床前依据。本研究的

不足之处在于未进行神经胶质瘤PSMA表达部位与

新生血管部位一致性的免疫组织化学水平研究，

此外，未进行多种神经胶质瘤细胞的研究，从而

判断PSMA靶向分子探针在各种神经胶质瘤诊断应

用中的价值，本研究小组会在后续工作中进一步

研究。
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