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ＴＳＨ受体介导高分子纳米药物对甲状腺癌的靶向性研究
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　　摘　要：目的　制备一种能特异性结合甲状腺癌细胞的靶向性高分子纳米药物，并对其体外主动寻靶能力进行研究。方法　

通过双乳化法和冷冻干燥技术制备高分子纳米材料ＰＬＧＡＣＯＯＨ微球；用碳二亚胺法将高分子纳米微球与促甲状腺素（ＴＳＨ）抗

体耦联制备靶向性高分子纳米药物，检测该靶向高分子纳米药物的一般特性及其体外寻靶能力，并与非靶向高分子纳米药物比

较，以排除静电吸附作用。结果　靶向性高分子纳米药物的平均粒径５３３．８ｎｍ，体外细胞寻靶试验证实，该靶向性高分子纳米药

物能较多、且主动的对甲状腺癌细胞寻靶，并且能够牢固的聚集到甲状腺癌细胞表面的ＴＳＨ受体，非靶向高分子纳米药物未见

和甲状腺癌细胞结合。结论　成功制备了ＴＳＨ受体介导的靶向性高分子纳米药物，该高分子纳米药物在体外对甲状腺癌细胞

具有较强的特异性主动靶向能力。
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　　甲状腺癌是一组异质性肿瘤，其在生物学行为，组织学表

现及对治疗的反应等方面都有明显差异。近年来，甲状腺癌发

病率不断升高，其中９０％为分化型甲状腺癌（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ

ｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＤＴＣ）
［１］。在疾病的进展过程中，有２０％～

４０％的ＤＴＣ患者会发生复发和转移，其中３０％的ＤＴＣ患者

会发生退行性病变、肿瘤侵袭性增强、伴有远处播散、摄碘能力

减低；其中部分ＤＴＣ患者经放射性碘（Ｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅ１３１，１３１Ｉ）

清除或多次１３１Ｉ治疗时，对１３１Ｉ反应性降低、不敏感或耐受等。

多种因素造成复发或转移病灶摄碘能力下降，１３１Ｉ不能完全清

除复发或转移ＤＴＣ病灶、导致了１３１Ｉ全身诊断显像（１３１Ｉｗｈｏｌｅ

ｂｏｄｙｓｃａｎ，
１３１ＩＷＢＳ）对ＤＴＣ的复发和转移病灶的诊断率不

高，限制了１３１Ｉ治疗，降低了１３１Ｉ体内照射治疗的效果，降低了

带瘤患者的生存率和生活质量，给ＤＴＣ术后复发或转移癌的

诊断和治疗造成困难，严重威胁患者的身体健康。本实验旨在

制备一种促甲状腺素（ＴＳＨ）受体介导的靶向高分子纳米药

物，为进一步体内及临床靶向纳米药物的研究打下前期实验

基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　羧基端乳酸／羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ

ＣＯＯＨ，聚合比例为５０∶５０）；重组人促甲状腺素（ｒｈＴＳＨ）

（ＡｂｃａｍＣｏｒｐ，英国）；鼠抗人ＴＳＨ单克隆抗体（ＡｂｃａｍＣｏｒｐ，

英国）；ＭＥＳ缓冲液（配制浓度０．１ｍｏｌ／Ｌ，ＮａＯＨ 调节ｐＨ 至

６．０及８．０备用）；ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．４）；ＥＤＣ／ＮＨＳ（Ｓｉｇｍａ

Ｃｏｒｐ，美国）；ＦＪ２００高速分散均质机（上海标本模型厂）；Ｃｅｎ

ｔｒｉｆｕｇｅ５８０４Ｒ冷冻离心机（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；倒置荧光显微镜

（ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ４１，日本）；Ｍａｌｖｅｒｎ激光粒径测量仪（３０００ＳＳＡ

型，美国）。

１．２　普通高分子纳米微球的制备　称量１００ｍｇ的ＰＬＧＡ

ＣＯＯＨ，将其充分溶解于２ｍＬ二氯甲烷溶剂中（连续相），然

后加入一定比例的双蒸水（分散相），声振３０ｓ后，将其倒入适

量４％聚乙烯醇（ＰＶＡ）溶液中，高速均质５ｍｉｎ，再加入２０ｍＬ

２％异丙醇溶液，室温下磁力搅拌２～５ｈ，使微球表面固化。然

后加入双蒸水与正己烷以３０００ｒ／ｍｉｎ离心，多次洗涤，收集微

球，冷冻干燥４８ｈ后，即得ＰＬＧＡＣＯＯＨ 高分子纳米微球冻

干粉，放入４℃冰箱中保存。

１．３　靶向高分子纳米药物的制备　将上述步骤制备得到的高

分子纳米微球分散溶解在适量的 ＭＥＳ缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ＝６．０）中，然后加入一定量的ＥＤＣ／ＮＨＳ，室温振荡孵育３０
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ｍｉｎ，然后加入双蒸水，以３０００ｒ／ｍｉｎ的速度反复离心洗涤３

次。再将洗涤后的高分子纳米微球与 ＴＳＨ 抗体同时分散溶

解在适量的 ＭＥＳ缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝８．０）中，室温下振

荡孵育１～２ｈ，再经多次离心洗涤后，得到靶向高分子纳米药

物（观察组）。对照组的制备：制备方法同上，中间不加偶联剂

ＥＤＣ／ＮＨＳ，制备成对照高分子纳米药物，以排除抗体静电吸

附在纳米颗粒上引起的靶向。

１．４　靶向高分子纳米药物一般性质检测　光镜电镜下观察微

球的形态、分布，激光测径仪检测其粒径大小和分布。

１．５　ＴＳＨ受体定位及表达的免疫荧光实验　 将处于对数生

长期的人甲状腺癌细胞（ＦＴＣ１３３）以１×１０４／孔的密度加入装

有盖玻片的６孔板中进行细胞爬片，待细胞贴壁并长满盖玻片

的７０％～８０％时，换液后加入稀释好的ｒｈＴＳＨ，３７℃孵箱中

过夜。将６孔板中的培养液用干净吸管吸出，用ＰＢＳ缓冲液

漂洗３次，以排除培养液对结果的可能影响。最后用４％多聚

甲醛原位固定１０～１５ｍｉｎ，将多聚甲醛吸出，用ＰＢＳ缓冲液漂

洗３次。将上述制备好的细胞爬片经荧光免疫方法验证甲状

腺癌细胞（ＦＴＣ１３３）上 ＴＳＨ 受体的表达情况。具体操作步

骤：（１）将上述已固定好的细胞爬片用ＰＢＳ洗３次，摇床振摇

每次５ｍｉｎ。（２）０．３％Ｈ２Ｏ２浸泡室温放置３０ｍｉｎ。（３）ＰＢＳ洗

３次，摇床振摇每次５ｍｉｎ。（４）１％羊血清＋ＰＢＳ＋鼠抗人

ＴＳＨ单克隆抗体（１∶４０），４℃孵育２～４ｈ。（５）ＰＢＳ洗３次，

摇床振摇每次５ｍｉｎ。（６）兔抗鼠ＴＳＨ二抗（１∶８０Ａｎｔｉｍｏｕｓｅ

ｂｏｄｙＦＩＴＣ），３７℃恒温１～２ｈ。（７）ＰＢＳ洗３次，摇床振摇每

次５ｍｉｎ。（８）ＤＡＰＩ（１∶５００），５～１０ｍｉｎ。（９）ＰＢＳ洗３次，摇

床振摇每次５ｍｉｎ。（１０）吹干，用３０％甘油封片。（１１）荧光显

微镜下进行图像采集、分析。

１．６　靶向高分子纳米药物的体外寻靶实验 　同上制备细胞

爬片，待细胞贴壁后，加入０．９ｍｇ／ｍＬｒｈＴＳＨ，３７℃孵箱中过

夜。预设为普通高分子纳米微球和靶向高分子纳米微球，每组

各３片细胞爬片。将过夜后的细胞爬片在细胞操作台上吸干

培养液，并用ＰＢＳ洗涤３次，于３孔内各加入２００ｍＬ靶向高

分子纳米药物，另３孔内各加入２００ｍＬ对照组高分子纳米药

物。然后再每孔追加２ｍＬＤＭＥＭＦ１２培养液，并于培养箱内

孵育１～２ｈ，最后以ＰＢＳ冲洗每张盖玻片６次，光镜下观察高

分子纳米药物与细胞的结合情况。

２　结　　果

２．１　靶向高分子纳米药物的一般特性检测　采用本方法制备

出的ＰＬＧＡＣＯＯＨ靶向高分子纳米药物，外观呈白色粉末状

物质，平均粒径约为５３３．８ｎｍ。纳米药物水溶性好，用生理盐

水复容后光镜、电镜下观察可见，其形态规则、呈球形，表面光

滑，大小基本均匀，分散度好，微球间无明显粘连、聚集现象，见

图１、２。

图１　　靶向放射性纳米药物光镜图像

２．２　免疫荧光检测　荧光显微镜下观察，ＦＴＣ１３３细胞呈梭

形，中心暗区是细胞核，核周围绿色亮区即是 ＴＳＨ 受体分布

和表达部位（图３Ａ），细胞核ＤＡＰＩ染色成蓝色（图３Ｂ）。

图２　　靶向放射性纳米药物电镜图像

图３　　ＦＴＣ１３３细胞表面ＴＳＨ受体表达及定位

２．３　靶向高分子纳米药物体外靶向能力检测　观察组靶向高

分子纳米药物与ＦＴＣ１３３的结合情况，大量靶向高分子纳米

药物能够牢固的与ＦＴＣ１３３相结合，紧密聚集在细胞周边（图

４Ａ）。对照组高分子纳米药物与ＦＴＣ１３３的结合情况，ＦＴＣ

１３３周围未见普通高分子纳米药物与之结合（图４Ｂ）。

　　Ａ：观察组；Ｂ：对照组。

图４　　光镜下靶向放射性纳米药物体外细胞寻靶图像

３　讨　　论

甲状腺癌发病率不断增加，目前仍缺乏明确有效的治疗方

法，尽管通过手术联合１３１Ｉ及ＴＳＨ抑制的治疗，很大程度地提

高了患者的生存率。但因其病理学上的异质性，易发生退行性

改变，失分化程度不同等因素，导致甲状腺癌细胞膜表面的功

能性蛋白表达降低或无表达，使得甲状腺癌的摄碘能力降低、

对１３１Ｉ抵抗，降低了治疗的效果，使得甲状腺癌的治疗仍面临

着巨大的挑战［２４］。

ＴＳＨ从多方面调控甲状腺的功能，如：吸碘作用、甲状腺

球蛋白的合成和分泌、甲状腺素的释放等［５］。ｒｈＴＳＨ（蛋白多

肽，商品化，可以临床应用）：ｒｈＴＳＨ目前采取基因转染仓鼠而

能够稳定表达，临床Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期试验已被证实是安全有效的。

２００９年美国甲状腺指南已推荐ｒｈＴＳＨ作为１３１Ｉ，去除甲状腺癌

术后残存甲状腺组织的常规用药。本研究中通过 ＴＳＨ 受体

介导的靶向高分子纳米药物，为进一步的甲状腺癌靶向载药治

疗打下了坚实的基础。即通过 ＴＳＨ 配体或抗体介导的放射
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性核素高分子纳米材料药物，特异性的结合甲状腺癌细胞膜表

面ＴＳＨ受体，达到对甲状腺癌病灶的特异性的靶向诊断，又

能进行特异性的靶向治疗的双重作用。

一直以来甲状腺癌细胞或病灶的摄碘能力是甲状腺癌诊

断和制订治疗方案的基础［６］，目的是通过甲状腺癌细胞摄取

１３１Ｉ，从而达到诊断和治疗的目的，但目前的文献报道，仍未见

有效的方法。而本研究通过甲状腺癌特异性靶点 ＴＳＨ 受体

的介导，首次将标记或包载的放射性核素特异性结合到甲状腺

癌细胞上，结果显示，ＴＳＨ受体可以作为甲状腺癌的特异性靶

点；经ＴＳＨ受体介导的放射性高分子纳米药物，有潜在的特

异性诊断和治疗的作用。

目前国内外报道较多的有：钠碘转运体（Ｎａ＋／Ｉｓｙｍｐｏｒｔ

ｅｒ，ＮＩＳ），主要存在于甲状腺滤泡基底膜上的跨膜糖蛋白，介导

细胞外碘进入甲状腺细胞，是甲状腺激素合成的主要步骤。

ＮＩＳ基因转染和表达的研究和（或）甲状腺过氧化物酶（Ｔｈｙ

ｒｏｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＴＰＯ）基因联合转染ＤＴＣ细胞（人乳头状、滤泡

状、未分化）及其他细胞株生物学的研究，都是通过增强 ＮＩＳ

基因和蛋白表达，达到增加摄碘的能力，但目前的实验报道，由

于ＮＩＳ基因表达较低或蛋白非极性表达以及碘的有机化障

碍，导致碘的排泌率增加，不能有效增加１３１Ｉ的滞留率。另ＮＩＳ

基因在甲状腺细胞的定位对ＴＳＨ 有依赖关系，ＴＳＨ 存在时，

则定位到细胞膜上，ＴＳＨ 不存在时则在细胞膜和细胞质内均

有分布。提示ＮＩＳ在甲状腺细胞中可能存在 ＴＳＨ 依赖性的

诱导表达［７９］。

因此，ＴＳＨ受体对１３１Ｉ不敏感、耐受或者低分化的ＤＴＣ复

发／转移病灶，仍然具有高特异性，是一个高特异性的靶点，

ＴＳＨ受体是ＤＴＣ术后全身惟一的针对ＤＴＣ和复发／转移病

灶的高特异性靶点［１０］，这也是本研究选择ＴＳＨ受体作为关键

靶点的主要理由。

本实验所用高分子纳米材料ＰＬＧＡＣＯＯＨ，是已获ＦＤＡ

批准可用于注射型药物控释剂的最常用材料之一，具有安全、

稳定、无毒副作用、生物相容性好等优点，且是包裹药物的良好

载体［１１１３］，具有较高的药物负载能力，允许将药物包裹入纳米

颗粒内［１４］，前期研究制备了包裹放射性核素１３１Ｉ的ＰＬＧＡ纳

米颗粒，经初步研究发现其形态规则，呈球形、实心，大小均匀，

理化性质稳定，复溶后分散度好，无明显的粘连、聚集现象，是

一种理想载药纳米药物。并通过放射性核素自显影实验及放

射性活度计验证了放射性核素的包裹及包封率情况。放射自

显影图像清晰，可见载药纳米药物形态规则，大小均匀，球形、

球心黑色显影。因高分子材料ＰＬＧＡＣＯＯＨ 表面有大量羧

基，而ＴＳＨ单克隆抗体本身含有大量氨基，在一定条件下通

过耦联活化剂ＥＤＣ／ＮＨＳ的活化作用后，再通过碳二亚胺化

学连接两者的羧基与氨基以缩合成共价键的形式牢固的连接

在一起。碳二亚胺化学连接法是将高分子纳米药物与 ＴＳＨ

抗体通过共价键的方式连接，为一种十分稳定的连接方法，不

易受体内环境的影响，为进一步开展体内实验打下基础。

本实验成功制备了ＴＳＨ 受体介导的能够特异性的靶向

甲状腺癌细胞的高分子靶向纳米药物，其形态规则，大小均匀，

在体外与甲状腺癌细胞（ＦＴＣ１３３）具有较强的结合能力，为进

一步甲状腺癌的体内及临床靶向药物的研究奠定坚实的基础。
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