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(57)摘要

本发明公开了一种全人源的抗VEGF单链抗

体，所述单链抗体具有独特的CDR区，对抗原具有

高度特异性的识别能力。所述单链抗体又具有优

异的肿瘤结合效果，其对不同类型的胰腺癌细胞

系均有特异性结合。本发明还公开了偶联了指示

剂的所述抗体在制备体外肿瘤诊断试剂和体内

生物成像剂中的应用。当所述成像剂应用在肿瘤

动物模型上，标记了近红外荧光的该单链抗体可

以清楚地显示出小鼠肿瘤的大小和位置，具有极

高的体内成像能力。
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1.一种全人源的抗VEGF单链抗体，其特征在于，所述抗体轻链的CDR1、CDR2和CDR3区的

氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO.1、2和3所示，所述抗体重链的CDR1、CDR2和CDR3区的氨基酸

序列分别如SEQ  ID  NO.5、6和7所示。

2.根据权利要求1所述的抗体，其特征在于，所述抗体的轻链可变区和重链可变区的氨

基酸序列分别如SEQ  ID  NO.4和8所示。

3.根据权利要求2所述的抗体，其特征在于，所述抗体的轻链可变区和重链可变区通过

连接多肽相连。

4.根据权利要求3所述的抗体，其特征在于，所述连接多肽的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO.9所示。

5.一种生物大分子偶联物，其特征在于，所述偶联物含有权利要求1-4任一所述抗体。

6.根据权利要求5所述的偶联物，其特征在于，在所述偶联物中，绿色荧光蛋白、近红外

荧光或者辣根过氧化物酶与所述抗体偶联。

7.权利要求6所述的偶联物在制备肿瘤诊断制剂中的应用。

8.根据权利要求7所述的应用，其特征在于，所述绿色荧光蛋白与所述抗体偶联，所述

偶联物被制备为免疫荧光诊断试剂。

9.根据权利要求7所述的应用，其特征在于，所述辣根过氧化物酶与所述抗体偶联，所

述偶联物被制备为免疫组化诊断试剂。

10.根据权利要求7所述的应用，其特征在于，所述近红外荧光与所述抗体偶联，所述偶

联物被制备为体内荧光成像剂。
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一种全人源的抗VEGF单链抗体及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种抗体，更为具体地，本发明涉及一种单链抗体。

背景技术

[0002] 肿瘤是威胁人类生存最大的疾病。世界卫生组织研究显示，2012年中国癌症发病

人数为306.5万，约占全球发病的五分之一；癌症死亡人数为220.5万，约占全球癌症死亡人

数的四分之一。

[0003] 肿瘤的临床诊断技术也在逐渐提高。从最初的肿瘤标记物的检测、超声、透视等手

段，发展到现在更多的肿瘤相关因子的蛋白水平和分子水平的检测、CT、核磁、PET、SPET，以

及肿瘤微创的活检等等技术都已在临床上广泛应用。

[0004] 肿瘤的诊断分为体外和体内诊断。在体外，肿瘤组织的免疫组织化学染色是确诊

肿瘤的一个重要指标。体内诊断，一般是利用一些显像剂再辅助一些仪器进行肿瘤成像。肿

瘤体内成像不仅能够早期诊断肿瘤，而且能够实时监测抗肿瘤治疗的效果以及肿瘤的进展

情况。因为它是无创检查，给病人带来的痛苦小，已经成为临床确诊和治疗肿瘤的必不可少

的诊断手段。目前医院常用的肿瘤体内显像使用的是放射性核素显像，以及核磁。

[0005] 近年来，光学成像以其非侵袭性、实时、分辨率高等优势广泛应用于肿瘤研究领

域，可对肿瘤进行早期诊断，反映肿瘤解剖学结构及代谢情况。近红外荧光成像是目前光学

分子成像领域研究的热点，其光谱范围为700-1000nm，在此波段范围内被监测的生物体与

组织的自发荧光干扰较小，穿透组织距离可高达数厘米，提高了成像的准确度和灵敏度。

[0006] 用来确诊肿瘤的靶点通常都是细胞表面蛋白。而我们发现血管内皮生长因子

(VEGF)也可以作为一个肿瘤诊断的靶标，VEGF是分泌型可溶性蛋白，能直接作用于血管内

皮细胞促进血管内皮细胞增殖，增加血管通透性。研究表明，良性肿瘤血管生成稀少，血管

生长缓慢；而大多数恶性肿瘤的血管生成密集且生长迅速。因此，血管生成在肿瘤的发展转

移过程中起到重要作用，抑制这一过程将能明显阻止肿瘤组织的发展和扩散转移。抗血管

内皮生长因子的抗体可以使用在组织切片染色和confocal染色，也同样可以使用在体内作

为肿瘤成像剂。

[0007] 随着肿瘤靶点不断增多，利用特异性针对肿瘤靶抗原的抗体作为指示剂的研究也

在逐渐深入。但是传统的全分子抗体分子量较大，并不能很快分布到全身，也不能很好地结

合一些被遮蔽的靶位，所以抗体作为指示剂的可行性大打折扣。但是基因工程技术创造出

了仅有抗原结合功能的分子量小的抗体片段，使得这一设想得以实现。但是这种小分子量

抗体片段在应用中也出现了诸多问题，例如稳定性差，特异性不高，存在异源性免疫反应、

以及抗体与指示剂的偶联适应度不高等问题而限制了这一诊断手段的进一步应用。

发明内容

[0008] 基于现有技术存在的问题，本发明的目的是研发出一种具有特异性识别能力的抗

血管内皮生长因子(VEGF)的单链抗体，进而提供一种指示剂与该抗体偶联的生物偶联物，
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并提供该偶联物在制备体外诊断试剂及体内成像剂中的应用。

[0009] 基于上述发明目的，本发明首先提供了一种抗血管内皮生长因子的单链抗体，所

述抗体的轻链的CDR1、CDR2和CDR3区的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO.1、2和3所示，所述抗

体的重链的CDR1、CDR2和CDR3区的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO.5、6和7所示。

[0010] 在一个优选的技术方案中，所述抗体的轻链可变区和重链可变区的氨基酸序列分

别如SEQ  ID  NO.4和8所示。

[0011] 在一个更为优选的技术方案中，所述抗体的轻链可变区和重链可变区通过连接多

肽相连。

[0012] 在一个最为优选的技术方案中，所述连接多肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.9所示。

[0013] 其次，本发明提供了一种生物大分子偶联物，所述偶联物含有上述任一抗体。

[0014] 在一个优选的技术方案中，在所述偶联物中，绿色荧光蛋白、近红外荧光蛋白或者

辣根过氧化物酶与所述抗体偶联。最后，本发明提供了上述偶联物在制备肿瘤诊断制剂中

的应用。

[0015] 在一个优选的技术方案中，所述绿色荧光蛋白与所述抗体偶联，所述偶联物被制

备为免疫荧光诊断试剂。

[0016] 在另一个优选的技术方案中，所述辣根过氧化物酶与所述抗体偶联，所述偶联物

被制备为免疫组化诊断试剂。

[0017] 在又一个优选的技术方案中，所述近红外荧光蛋白与所述抗体偶联，所述偶联物

被制备为体内荧光成像剂。

[0018] 本发明利用噬菌体抗体库方法筛选高亲和力抗VEGF的ScFv，然后使用绿色荧光蛋

白、辣根过氧化物酶或近红外荧光蛋白标记偶联，分别作为体外免疫荧光诊断、免疫组化诊

断抗体和体内荧光显像剂。本发明提供的抗VEGF单链抗体能够特异性结合肿瘤组织中的

VEGF蛋白，其具有优异的亲和力，亲和力常数为2.14×10-10M。而大多数自身抗体的亲和力

常数小于10-5--8M，因此本发明的抗VEGF单链抗体用于体内诊断显像时可以竞争自身抗体与

VEGF结合，在经过与适宜的指示剂偶联后可以对肿瘤细胞和组织进行染色和显像，显示了

本发明的抗EGFR单链抗体在制备体内和体外诊断试剂应用上的良好前景。由于本发明选用

的是抗体小分子片段，该单链抗体的分子量小，可以在原核细胞表达系统中表达，因此能够

极大地降低抗体药物的生产成本。并且，本发明的抗VEGF单链抗体是利用人抗体基因制备

而成的抗体库中筛选得到的，其基因序列为全人源，免疫原性低，可以作为药物应用到人

体，这也是可以作为体内显像剂的一个有利因素。

附图说明

[0019] 图1.VH和VL  PCR产物鉴定图；

[0020] 图2.载体图谱和重组载体鉴定图；

[0021] 图3.筛选出的VEGF  ScFv与VEGF-165蛋白的的结合试验柱状比较图；图4.纯化后

的VEFG  ScFv聚丙烯酰氨凝胶电泳鉴定图；

[0022] 图5.VEGFR阻断VEGF  ScFv与VEGF-165蛋白的结合试验曲线图；

[0023] 图6.FITC标记的VEGF  ScFv对胰腺癌肿瘤细胞的免疫荧光结果图；

[0024] 图7.辣根过氧化物酶标记的VEGF  ScFv对小鼠胰腺癌原位瘤组织化学显色图；
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[0025] 图8.近红外荧光标记的VEGF  ScFv对小鼠胰腺癌原位瘤的体内成像图。

具体实施方式

[0026] 下面结合具体实施例来进一步描述本发明，本发明的优点和特点将会随着描述而

更为清楚。但这些实施例仅是范例性的，并不对本发明的保护范围构成任何限制。

[0027] 实施例1抗VEGF单链抗体的制备

[0028] 1.1高库容量天然抗体库的建立。

[0029] 分离人外周血单个核淋巴细胞：随机选取100个健康成年人，抽取每人外周血

10ml。用含10％肝素的RPMI-1640培养液1:1稀释，加到装有淋巴细胞分离液的离心管(稀释

静脉血与淋巴细胞分离液的体积比为2:1)中，2,000×g，离心17分钟。吸取淋巴细胞分离液

界面乳白色单个核细胞层，PBS缓冲液洗两次。

[0030] 1.2细胞总RNA的提取

[0031] 按每5×106cells/ml的比例加入Trizol试剂，吹打细胞使之裂解。室温孵育5分

钟，移入经DEPC处理的EP管中，加入1/5体积的氯仿，剧烈振荡15秒，室温孵育3分钟。4℃，

10,000×g离心15分钟，吸取上层水相至一个新的离心管中，加入1/2体积的异丙醇，冰浴10

分钟。4℃，12,000×g离心10分钟，弃上清，加入1ml  75％乙醇清洗沉淀。4℃，7,500×g离心

5分钟，弃上清，室温干燥沉淀，溶于无RNase的水或沉淀于无水乙醇内，-80℃保存备用。

[0032] 1.3逆转录合成cDNA第一链

[0033] 先用无RNase的DNaseⅠ处理总RNA以消除残存的基因组DNA。取处理过的RNA样品2μ

g和Oligo(dT)15(500μg/ml)1μl，补加DEPC水至12μl，70℃，加热10分钟。取出后马上置于冰

浴中，依次加入5×Buffer5μl；dNTP(10mmol/L)5μl；RNA酶抑制剂1μl,MMLV逆转录酶1μl,补

加DEPC水至25μl，42℃，保温60分钟进行逆转录反应，70℃，15分钟灭活酶活性。

[0034] 1.4  PCR扩增VH和VL基因

[0035] 以逆转录合成cDNA第一链为模板，采用人ScFv抗体库引物扩增所表达的VH和VL基

因。反应体系如下：

[0036]

[0037] 加去离子水至终体积为50μl。

[0038] 引物1:5’GAGCTCCAGATGACCCAGTCTCCT3’

[0039] 引物2:5’ACTAGTGACGGATGGGCTCTGTGT3’

[0040] PCR参数：94℃变性3分钟后，再以94℃30秒；61℃30秒；72℃1分钟，进行PCR，共30

个循环，最后72℃延伸10分钟。反应结束后取5μl反应产物进行1％琼脂糖凝胶电泳分析。

[0041] PCR产物回收
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[0042] (1)PCR产物进行1.5％琼脂糖凝胶电泳，从琼脂糖凝胶上切下目的DNA片段，放入

1.5ml离心管中。

[0043] (2)加入400μl溶胶液A，70℃溶解5分钟，至凝胶全部溶解。

[0044] (3)加入200μl溶胶液B，混均后将全部液体吸入回收柱中。

[0045] (4)12,000×g离心1分钟，弃废液。

[0046] (5)加入500μl中和液，12,000×g离心1分钟，弃废液。

[0047] (6)加入700μl洗涤液，12,000×g离心1分钟，弃废液。

[0048] 重复步骤(6)1次。

[0049] (7)12,000×g离心2分钟，弃废液，将回收柱移入新的接收管上，室温干燥5分钟。

[0050] (8)加入30μl去离子水，12,000×g离心1分钟，洗脱DNA片段，于-20℃保存备用。

[0051] 1.5搭桥PCR法进行VH和VL的拼接

[0052] 将制备的VH和VL片段作为模板，进行VH和VL片段的串联。

[0053] PCR反应体系：

[0054]

[0055] RSC-F:5’GCTGGAGATCAAAGGTGGCGGT3’

[0056] RSC-B:5’TGTAGCTGCACCTGAGATCCACC3’

[0057] PCR反应条件为94℃预变性5分钟，然后按如下参数进行30个循环：94℃变性30秒，

60℃退火45秒，72℃延伸1.5分钟，最后72℃延伸10分钟。重复胶回收步骤，PCR产物溶于30μ

l  ddH2O中。图1为VH和VL  PCR产物鉴定图，其中右侧泳道为VH+VL串联体。

[0058] 1.6连接到噬菌体载体上，

[0059] Sfi1酶切载体和PCR产物

[0060]

[0061] 37℃酶切2小时，用相同的方法回收酶切片段。
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[0062] 连接反应

[0063]

[0064]      

[0065] 上述反应物充分混匀并离心使其沉于管底后，4℃连接过夜。酶切后的片段与

pComb3XSS载体片段连接，构建成重组质粒。图2为重组载体电泳鉴定图。其中，右侧泳道为

重组体片段pComb3XSS载体酶切图谱，左侧泳道为分子量标记。

[0066] 1.7转化和表达

[0067] 将构建好的载体(质粒)转化(电转)到大肠杆菌内(特定的大肠杆菌)，扩增大肠杆

菌并加辅助噬菌体，收集重组后的噬菌体就是噬菌体抗体库。

[0068] 经检测百人天然ScFv抗体库的库容量为2*1010，完全满足抗体筛选的需要。

[0069] 1.8VEGF抗体的筛选

[0070] 从抗体库中取出10ul在大肠杆菌中扩增，收集扩增后的抗体库，VEGF  A亚型蛋白

包被ELISA板后加入抗体库，孵育后冲洗非特异噬菌体，消化特异结合噬菌体，富集后将消

化的噬菌体感染大肠杆菌涂板，挑取单克隆菌团并小量诱导，小量诱导后的单克隆菌上清

做ELISA筛选阳性克隆，经过多次验证，选取亲和力和特异性都高(亲和力达到10-8-10-9KD)

的阳性克隆进行抗体表达。图3为筛选出的VEGF  ScFv与VEGF-165蛋白的结合试验。其中5号

克隆的OD值最高，显示出其具有的高度的特异性亲和力，选取该克隆进行进一步的序列分

析。

[0071] 经过序列分析，该ScFv克隆的轻链的CDR1、CDR2和CDR3区的氨基酸序列分别如SEQ 

ID  NO .1、2和3所示，所述抗体的重链的CDR1、CDR2和CDR3区的氨基酸序列分别如SEQ  ID 

NO.5、6和7所示。

[0072] 所述抗体的轻链可变区和重链可变区的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO.4和8所示。

[0073] 本发明提供的单链抗体来源于人源的噬菌体抗体库，因此其序列是全人源的，这

为该抗体在人体内作为治疗药物或者体内成像诊断试剂的使用奠定了低免疫原性基础。对

该抗体进行进一步改构，在轻链和重链之间添加如SEQ  ID  NO.9所示的连接多肽。将编码该

单链抗体的核苷酸序列(SEQ  ID  NO.10)克隆入pGEM-T  Easy，并转化入大肠杆菌DH5α保存。

制备该单链抗体时，将编码该单链抗体的核苷酸序列克隆入表达载体pET30，再转化到相应

表达菌BL21(DE3)中，筛选最佳表达条件进行大量诱导表达，最后选择最佳的纯化方法及缓

冲液，获得抗体蛋白。图4为纯化后的VEFG  ScFv聚丙烯酰氨凝胶电泳鉴定图。

[0074] 大肠杆菌DH5α为本室保存，基因型为：supE44ΔlacU169

hsdR17recA1end1gyr96thi-1relA1,用于质粒的扩增与转化。

[0075] 大肠杆菌BL21(DE3) ,基因型为hsdS  gal(λcIts857ind1Sam7nin5lacUV5-T7) ,用于

重组蛋白质的表达。

[0076] pGEM-T  Easy：用于PCR产物的克隆，购自Promega公司。
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[0077] 原核表达质粒载体pET30，pET42，pGEX-4t-1均为本室保存。

[0078] VEGF单链抗体的纯化

[0079] 将含有六个组氨酸标记的融合蛋白VEGF  ScFv-GH-His6以0.45μm滤膜过滤，准备

过柱。

[0080] HisTrap  kit亲和柱用Binding  Buffer  10ml平衡后，加入已经准备好的待纯化样

品。调节流速约为8-10滴/分钟。

[0081] 使用Binding  Buffer洗柱。

[0082] 使用6ml  Elution  Buffer洗脱柱子。分管收集洗脱液。取少量进行SDS-PAGE鉴定，

结果见图4所示，目的条带在25KD左右，富含目的蛋白的各管于-70℃保存。

[0083] 实施例2.VEGFR对VEGF单链抗体和VEGF-165蛋白结合的阻断试验

[0084] 通过竞争ELISA试验验证VEGF单链抗体能够阻断VEGF-165蛋白与其受体VEGFR2的

结合。将不同稀释度的VEGFR与VEGF单链抗体混合，加入包被了VEGF-165蛋白的孔中，孵育1

小时。进行常规ELISA操作。结果见图5所示。由图5可见，随着VEGFR2浓度不断升高，OD值越

小，意味着VEGFR2对VEGF单链抗体和VEGF-165结合的阻断效应越强。即该VEGF单链抗体可

以阻断机体中VEGF-165与其受体VEGFR2的结合。经计算其IC50值为0.002mg/ml。

[0085] 实施例3.绿色荧光蛋白(FITC)标记的VEGF  ScFv的细胞免疫荧光染色(confocal)

[0086] 利用胰腺癌细胞系panc-1验证VEGF  ScFv对肿瘤细胞的结合。

[0087] 首先FITC标记VEGF  ScFv，步骤如下：

[0088] (1)将待交联的抗体(浓度≥1mg/ml)对交联反应液透析三次(4℃)，至pH＝9.0。交

联反应液配制方法：7.56g  NaHCO3，1.06g  Na2CO3，7.36g  NaCl，加水定容至1L。

[0089] (2)将FITC溶于DMSO中，浓度为1mg/ml。每次交联使用的FITC均应新鲜配制，避光。

[0090] (3)按P:F(抗体：FITC)＝1mg:150μg的比例将FITC缓慢加入于抗体溶液中，边加边

轻轻晃动使其与抗体混合均匀，暗处4℃反应8小时。

[0091] (4)加入5mol/L的NH4Cl至终浓度50mmol/L，4℃终止反应2小时。

[0092] (5)将交联物在PBS中透析四次以上，至透析液清亮。

[0093] (6)交联物的鉴定。

[0094] 蛋白浓度(mg/ml)＝[A280–0.31×A495]/1.4，F/P比例:3.1×A495/[A280  0.31×

A495]，该值应介于2.5～6.5之间。FITC交联的抗体应置于pH7.4的磷酸盐缓冲液中，加入

0.1％NaN3、1％BSA，4℃暗处保存。

[0095] 然后进行细胞染色，步骤如下：

[0096] 1)细胞种于共聚焦专用培养皿里，冰PBS洗三遍，每次5分钟。

[0097] 2)细胞半干时，覆盖以4％冷的多聚甲醛固定15分钟，避光。

[0098] 3)吸去多聚甲醛后，用冰PBS洗三遍，每次5分钟。

[0099] 4)0.5％Triton  X-100覆盖细胞10分钟，冰PBS洗三遍，每次5分钟。

[0100] 5)进口胎牛血清室温封闭30分钟。

[0101] 6)配制一抗VEGF  ScFv:FBS＝1:200。

[0102] 7)加入一抗覆盖细胞，锡纸包裹4度避光过夜。

[0103] 8)次日，取出细胞复温至室温约1小时。

[0104] 9)冰1‰Tween洗两次，每次5分钟于摇床。冰PBS洗一次，5分钟于摇床。
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[0105] 10)DAPI染核，每皿1滴，完全覆盖住细胞即可。

[0106] 11)冰1‰Tween洗两次，每次5分钟于摇床。冰PBS洗一次，5分钟于摇床。

[0107] 12)加入防荧光淬灭封片剂，避光。

[0108] 13)上机confocol。

[0109] 如图6所示，标记绿色荧光蛋白的VEGF  ScFv可以结合panc-1细胞胞浆中的VEGF，

使得整个细胞显绿色，DAPI将细胞核染成蓝色，两种颜色叠加相互吻合，说明该绿色荧光显

示的是细胞形态，该VEGF  ScFv可对细胞进行成像。

[0110] 实施例4.VEGF  ScFv对三种胰腺癌细胞的免疫组化染色

[0111] 利用三种胰腺癌细胞制作小鼠原位癌。取肿瘤组织进行冰冻切片，使用辣根过氧

化物酶标记的VEGF  ScFv进行组织切片染色，观察VEGF  ScFv对肿瘤组织的显色效果。

[0112] 首先将VEGF  ScFv进行辣根过氧化物酶标记。步骤如下：

[0113] (1)称取5mg  HRP溶解于1ml蒸馏水中。

[0114] (2)于上液中加入0.2ml新配的0.1M  NaIO4溶液，室温下避光搅拌20分钟。

[0115] (3)将上述溶液装入透析袋中，对1mM  PH4.4的醋酸钠缓冲液透析，4℃过夜。

[0116] (4)加20μl  0.2M  PH9.5碳酸盐缓冲液，使以上醛化桯RP的PH升高到9.0～9.5，然

后立即加入10mg  IgG(抗体，或SPA5mg)在1ml  0.01M碳酸盐缓冲液中，室温避光轻轻搅拌2

小时。

[0117] (5)加0.1ml新配的4mg/ml  NaBH  4液，混匀，再置4℃2小时。

[0118] (6)将上述液装入透析袋中，对0.15M  PH7.4PBS透析，4℃过夜。

[0119] (7)10000×g  4℃离心30分钟；

[0120] (8)将上清移入另一管中，按体积1：1加入甘油，使终浓度达50％；

[0121] (9)置-20℃保存。

[0122] 然后直接法进行免疫组化染色，简便、快速，用特异性标记的VEGFScFv与组织细胞

内抗原结合。

[0123] 操作流程：

[0124] (1)冰冻切片经固定，凉干PBS洗；石蜡切片脱蜡至水，消化30分钟，PBS洗。

[0125] (2)适当稀释荧光抗体滴加在组织切片上，湿盒内37℃温育1小时，PBS洗3×3分

钟。

[0126] (3)0.01％伊文氏蓝衬染1～3分钟，PBS洗3×3分钟，蒸馏水洗2次，除去NaCl结晶。

[0127] (4)pH9.0缓冲甘油封片。

[0128] (5)镜检。

[0129] 如图7所示，分别使用Aspc1，Panc1，Bxpc3这三种细胞建立小鼠肿瘤模型，取部分

肿瘤组织进行冰冻组织切片，然后进行抗体染色，可见肿瘤细胞均被VEGF  ScFv单链抗体染

成褐色。着色均匀，呈特异性染色。因此该VEGF  ScFv单链抗体可以作为体外活检组织化学

染色剂应用。

[0130] 实施例5.VEGF  ScFv作为体内荧光成像剂的应用

[0131] 用近红外荧光(IRDye800)标记VEGF  ScFv，然后尾静脉注射肝癌原位肿瘤模型小

鼠，观察该荧光标记单链抗体在肿瘤模型鼠体内的分布。

[0132] 标记探针方法同FITC标记方法。如图8所示，A：采集不同时间点，荧光标记探针在
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小鼠体内的分布。荧光颜色有蓝色、绿色和红色三种，红色为特异性着色，其他的为背景光

色。看见尾静脉注射10分钟后小鼠肝脏肿瘤组织就呈现红色荧光，探针已经集聚在肿瘤部

位。20分钟后肝脏红色荧光开始减少，1小时后基本代谢干净，只有散在红色斑点，考虑是淋

巴结显色。B：解剖肿瘤模型小鼠，取出多个部位组织，如肠、淋巴结、肝癌组织、气管、肺、肾

等器官，比较它们残留的荧光强度，发现只有肝癌组织还有特异性荧光着色，进一步证明该

荧光标记探针对肿瘤组织的特异性着色。
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ggccaggctc  ccaggctcct  catatatggt  gcatccacca  gggccactgg  tatcccagcc  180

aggttcagtg  gcagtgggtc  tgggacagag  ttcactctca  ccatcagcag  cctgcagtct  240

gaagattctg  cagtttatta  ctgtcagcag  tataagaact  ggcctcccgt  cacttttggc  300

cgggggacca  agctggagat  caaaggtggc  ggtggcggtt  ctggtggtgg  tggatctcag  360

gtgcagctac  agcagtgggg  cccaggactg  gtaaagcctt  cggagaccct  gtccctcacc  420

tgcactgtct  ctggtgactc  cataactcgt  tactactgga  gctggatccg  gcagtcccca  480

ggaaagggac  tggaatggct  tggatatatc  ggttacagtg  ggaccaccag  ttacaacccc  540

tccctccaga  gtcgagccac  catctcaaga  gacacgtcca  agaatcagtt  ctccctgaag  600

ttgagctctg  tgaccgccgc  agacacaggc  gtttattact  gtgcgagacg  gtggagtggc  660

attgactact  ggggccaggg  aaccctggtc  accgtctcct  cagcctccac  acagagccca  720

tccgtcacta  gt  732
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