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中文摘要 

ErbB-2受體與ErbB-1、ErbB-3及ErbB-4同屬 receptor tyrosine 

kinase家族中的ErbB成員。ErbB-2受體在許多正常器官或組織的表現

不高，卻經常過度表現於臨床預後不良的上皮性腫瘤，因此成為標

靶治療的對象。Herceptin為第一個廣泛用於治療轉移性乳癌的

ErbB-2受體標靶治療藥物，但對一些病人具有心臟毒性。與大分子

抗體蛋白比較，胜肽具備較低的生物毒性、較高的靶器官對背景比

值以及較快的血液廓清。本研究目標為研製會特異性結合ErbB-2受

體的鎵-68標幟KCCYSL衍生物，並以卵巢癌上皮細胞株及活體造影

評估其生物特性。年度研究先以鎵-67標幟探討放射化學及Her2表現

細胞的結合特性。 

 

關鍵詞：ErbB-2 乳癌標靶造影藥物，胜肽合成，胜肽分析
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Abstract 

ErbB-2, along with ErbB-1, ErbB-3, and ErbB-4, form the ErbB 
family (or subclass I) of receptor tyrosine kinases. Although ErbB-2 
receptor is expressed at low levels in several normal organs and tissues, 
it is frequently over expressed in epithelial cancers and the 
overexpression is associated with poor clinical outcome. This makes 
ErbB-2 receptor an attractive target for the development of 
tumor-specific agents. Among the ligands targeting ErbB-2, Herceptin is 
the first such agent to reach widespread clinical use, in particular for the 
treatment of metastatic breast cancer. However, the drug has shown 
cardiotoxicity in some patients. In contrast to large molecules of 
antibodies, peptides exhibit less toxicity and possess better 
pharmacokinetic properties such as higher target-to-background ratios 
and faster blood clearance. This project tempts to development and 
characterization of a 68Ga-labeled peptide-base radiotracer which may 
specifically bind to ErbB-2 receptors for imaging ErbB-2(+) ovary 
cancer. We evaluates the radiochemistry of the peptide labeled with 67Ga 
and characterized the specific binding on Her2 expressed cells. 
 
 

Key words: ErbB-2 tracer for imaging breast cancer, peptide synthesis, 

peptide analysis
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壹、計畫緣起與目的 

乳癌為婦女健康的最大威脅之一。屬於高危險群的乳癌包

括：(1) 發現結節的腫瘤組織；(2) 高或中度侵犯性的表現型 

(aggressive phenotype)；(3) 內分泌受體negative；(4) Her2/neu受體

positive者 [1]。 

生長因子會透過 ErbB 受體開啟細胞生長與分裂之鑰。此過

程的訊號傳遞先由一種生長因子結合到受體的胞外部份 

(extracellular domain of receptor; ECD)，啟動後續的受體同質或異

質複合(receptor homo- or heterodimerization)、受體的胞內激酶部份 

(intracellular kinase domain) 的活化，以及酪胺酸的自動磷酸化 

(tyrosine autophosphorylation) [2]。 

ErbB 受體家族亦即 receptor tyrosine kinases (RTKs) 的

subclass I 成員，包括 ErbB-1、ErbB-2、ErbB-3 及 ErbB-4 受體 [2]。

ErbB-1 受體又稱為上皮生長因子受體 (epidermal growth factor 

receptor; EGFR)。ErbB-2 受體又稱為 Her2 或 neu 受體，分子量為

185 kDa。包括乳癌在內之許多惡性腫瘤的形成與ErbB-1與ErbB-2 

受體的異常表現有關。ErbB-2 受體在許多正常器官或組織的表現

不高 [3]，卻經常過度表現於臨床預後不良的上皮性腫瘤 [4]。 

由於ErbB-2受體已被證實會過度表現於許多人類惡性腫瘤細

胞的表面，因此成為這類惡性腫瘤標靶治療的對象。在發展腫瘤

標靶治療藥物的過程，科學家一直在尋找能特異性結合到 ErbB-2

受體並能進一步阻斷生長因子訊號傳遞的分子。雖然已發現一些

結構類似的分子可以結合到生長因子 receptor tyrosine kinases家族 

[5, 6]，惟到目前為止，仍未發現可以直接結合到 ErbB-2 受體的自



4 

然分子，於是科學家轉而尋找針對 ErbB-2 受體的單株抗體 [7]、

疫苗 [8]、antisense 及基因治療 [9]，其中以人類抗 ErbB-2 單株抗

體 Herceptin 最負盛名。 

Herceptin (Gentech, Inc., San Francisco, California, USA) 為針

對 ErbB-2 受體的人類單株抗體，是第一個廣泛用於治療轉移性乳

癌的 ErbB-2 受體標靶治療藥物 [10, 11]，但有研究顯示 Herceptin

對一些病人具有心臟毒性 [12]。與 Herceptin 這一類大分子抗體蛋

白比較，胜肽的生物毒性較低、靶器官對背景 (target-to-background) 

比值較高、血液廓清 (blood clearance) 較快。拜先進的 phage 

display 技術之賜，許多能與受體分子、腫瘤蛋白 (oncoproteins)、

integrins 以及與腫瘤有關的碳水化合物結合的胜肽紛紛從 phage 

display libraries 中被發掘出來 [13-17]。在尋找可能與 ErbB 受體家

族結合之特殊胺基酸系列方面的進展，Ballinger 等人發現能結合

ErbB-3 受體的 heregulin 衍生胜肽 [18]；Karasseva 等人發現一些

可以與重組人類 ErbB-2 受體胞外部份 (ErbB-2-ECD) 結合的胜

肽，其中 KCCYSL 出現於 75%可能與 ErbB 受體家族結合的蛋白

之胺基酸系列中 [19]。 

鎵-68 在核子醫學應用與 PET 造影的快速成長有密切關係。

鎵-68 的物理半衰期為 68 分鐘，在 PET 造影的方便性還是優於碳

-11 等短半衰期同位素 [20]。鎵-68 必須藉由鍺-68/鎵-68 發生器提

供，由於鍺-68 之物理半衰期為 270 天，所以鍺-68/鎵-68 發生器的

使用壽命可以長達一年或更久的時間；對於沒有迴旋加速器製造

PET 藥物的醫院而言，鍺-68/鎵-68 發生器提供另一種不需要加速

器的選擇。對於沒有迴旋加速器製造 PET 藥物的醫院而言，鍺-68/
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鎵-68 發生器提供另一種不需要加速器的選擇。 

自 1970 年代迄今已有許多鎵-68 標幟藥物用於心臟、肝臟、

腎臟及腫瘤抗藥基因的研究 [21-30]，然而，鎵-68 標幟藥物在臨

床造影應用目前仍然不普遍，顯然受限於沒有足夠及普遍性的鍺

-68/鎵-68 發生器供應。由於 PET 造影的成長迅速，針對不同造影

需求的 PET 放射藥物的發展，近年早已凌駕甚至超越傳統核醫

SPECT 藥物的成長。PET 藥物強勢成長趨勢也同步帶動發生器型

正子放射性同位素的市場開發。南非、德國、俄羅斯等國已陸續

開發鍺-68/鎵-68 發生器，並將提供核醫市場使用。國內核能研究

所也正進行鍺-68 鎵-68 發生器的研發。這種趨勢的發展有利於鎵

-68 放射藥物的研發與應用。 

本研究目標為研製會特異性結合 ErbB-2 受體的鎵-68 標幟

KCCYSL 衍生物，先以鎵-67 評估其放射化學，並以卵巢癌上皮細

胞株及活體造影評估其生物特性。 
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貳、研究方法與過程 

一、鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽 

  本研究所使用的 KCCYSL 胜肽具有兩個胱胺酸 (cystine; 

Cys)，很容易氧化形成雙硫鍵，因此使用胜肽時必須先加入 0.1 

mM 的三 (2-羰基乙基) 磷鹽酸鹽 [tris-(2-carboxyethyl) 

phosphine hydrochloride; TCEP] 抗氧化劑，避免兩個胱胺酸上的

硫氫基 (-SH; thiol group) 因氧化形成雙硫鍵。 

  取 25 μg DOTA-GSG-KCCYSL置於一玻璃試管，加入 500 μL 

0.5 M HEPES 溶液及 250 μl 鎵-67 氯化鎵溶液 (1.2-1.5 mCi / 

0.1N HCl；核能研究所提供)，混合均勻後放入恆溫乾浴器 

(heating block) 中，以 95°C 加熱 10 分鐘即完成標幟。 

  將反應液移入一 Waters C18 light 逆相固態萃取小管柱 (使

用前依序以 1 ml 乙醇及 2  ml 注射用水活化)。小管柱先以 5 ml 

注射用水流洗移除極性不純物，再以 0.5 ml 乙醇洗出放射性鎵標

幟胜肽。 

 

二、銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽 

  參考 Kumar 等人於 2007 年發表文獻方法，製備銦-111 標幟

DOTA-GSGKCCYSL，作為與鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜

肽比較之參考標準。 

  標幟反應的條件與鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽類
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似，不同之處為使用 80 μl 0.1M 醋酸胺溶液取代 500 μL 0.5 M 

HEPES 溶液；使用 15 μl 之銦-111 氯化銦 (1.5-1.8 mCi in 0.05 N 

HCl) 取代同樣取代 250 μl 鎵-67 氯化鎵溶液；反應以 85°C 加熱

60 分鐘完成。 

  純化銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽的方法與純化鎵

-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽相同，使用 Waters C18 light

逆相固態萃取小管柱進行純化。 

 

三、高效能液相層析 (HPLC) 分析鎵-67/銦-111 標幟

DOTA-GSGKCCYSL 胜肽放射化學純度 

  高效能液態色層分析系統包括：Empower 軟體、Waters 600 

pump、Waters 2997 photodiode array 偵檢器 (波長設定為 220 nm) 

及 20-μl loop。逆相 HPLC 分析管柱為 Phenomenex Gemini 5 μm 

C18 管柱 (4.6 × 250 mm)。以兩種溶液梯度進行淘洗：溶液 A

為含 0.1 % (v/v) 三氟醋酸之水溶液，溶液 B 為含 0.1 % (v/v) 三

氟醋酸之乙氰溶液；線性梯度為 20 分鐘內由 15%溶液 A+85%溶

液 B 緩慢轉換成 40%溶液 A+60%溶液 B；然後在 5 分鐘內逐漸

回復到 15%溶液 A+85%溶液 B。流速為每分鐘 1 毫升。220 nm

紫外光吸光度與放射活度分別由系統連接之紫外光光譜儀以及

放射活度偵檢器 (Packard 150TR) 計讀。 

 

四、HER2 (+) 與 HER2 (-) 細胞株培養 

  本研究使用三種細胞株進行鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL

胜肽的結合試驗。此三種細胞株分別為 HER2 過度表現的
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MDA-MB-435S 人類乳腺癌細胞 (中正大學生命科學系分子生物

研究所生物醫學研究所戴建國副教授提供) 和 SKOV-3人類卵巢

癌細胞 (林口長庚醫院放射腫瘤科實驗室王俊傑醫師提供)，以

及無 HER2 表現的 HeLa 人類子宮頸癌細胞細胞 (林口長庚醫院

核子醫學科張祐銓醫師提供)。MDA-MB-435S 細胞株使用的培

養液為 DMEM medium (GIBCO 11965) 含 4.5 g/L 左旋葡萄糖 

(D-glucose)、左旋麩醯胺酸 (L-glutamine) 及 10% 胎牛血清 

(FBS)。SKOV-3 細胞株使用的培養液為 DMEM/F-12 (1:1) 

medium (GIBCO 11330) 含 15 mM HEPES 緩衝液、左旋麩醯胺

酸 (L-glutamine) 及 10% 胎牛血清 (FBS)。HeLa 細胞株使用的

培養液為 DMEM medium (GIBCO 11965) 含 4.5 g/L 左旋葡萄糖 

(D-glucose)、左旋麩醯胺酸 (L-glutamine) ，及 10% 胎牛血清 

(FBS)。三種細胞株都培養在 37°C、5% CO2之無菌培養箱中。 

 

五、鎵-67/銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽在 HER2 (+) 與

HER2 (-) 細胞上的濃度依賴性結合實驗 (concentration 

-dependent cell binding assay) 

將實驗組 [HER2 (+)] 之 MDA-MB-435S、SKOV-3 細胞以

及對照組 [HER2 (-)] 之HeLa細胞以含有 0.05%EDTA的胰蛋白

酶 (trypsin) 切下，以 1,000 rpm 離心 5 分鐘後，重新懸浮在含

有 1 mM TCEP 與 0.2% 牛血清蛋白 (BSA) 之漢克氏平衡鹽溶

液 (HBSS) 中，調整細胞濃度至 106 cells/1 ml。 
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取鎵-67/銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽溶於 HBSS

溶液中，調配濃度為 300,000 cpm/100 μl、600,000 cpm/100 μl、

900,000 cpm/100μl 及 1,200,000 cpm/100 μl。 

使用 96-well DV plate ( PVDF 材質、孔徑 0.65μm、親水性

且低蛋白質結合)，將 MDA-MB-435S、SKOV-3 及 HeLa 三種細

胞各分四組 (每組 8 個 wells)，在每個 well 中各加入 100 μl 含

105個細胞之 HBSS 溶液，再分別將 100 μL 含有 300,000 cpm/100 

μl、600,000 cpm/100 μl、900,000 cpm/100 μl 及 1,200,000 cpm/100 

μl 之放射性標幟 DOTA-GSGKCCYSL 加入每組 well 中，使總體

積為 200 μl。將 DV plate 放進 37°C、5% CO2之無菌培養箱中培

養 2 小時。取出 DV plate，以 vacuum manifold 機器抽乾 well 中

的液體，並用冰的 HBSS 潤洗兩次，抽乾，再將底部塑膠板拔

除，把每個 well 底部的 PVDF 膜取下，以加馬活度計數器 

(Wizard 1470, PerkinElmer Wallac, Turku, Finland) 讀取其放射

活度。 

 

六、鎵-67/銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽在 HER2 (+) 與

HER2 (-) 細胞上的時間依賴性結合實驗 (time-dependent 

cell binding assay) 

  將實驗組之 MDA-MB-435S、SKOV-3 細胞以及對照組之

HeLa 細胞重新懸浮在含有 1 mM TCEP 及 0.2% BSA 之 HBSS

溶液中，調整細胞濃度至 106 cells/1 ml。 

  取鎵-67/銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽分別溶於

HBSS 溶液中，濃度調配至 1,200,000 cpm/100 μl。 
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  準備四個 96-well DV plate，將 MDA-MB-435S、SKOV-3 及

HeLa 三種細胞各分四組 (每組 16 個 wells)，在每個 well 中各加

入 100 μl 含 105個細胞之 HBSS 溶液，續將 100 μl 含有 1,200,000 

cpm 之放射性標幟 DOTA-GSG-KCCYSL 加入每組 well 中，使

總體積為 200 μl。將這四個 DV plate 在 37°C、5% CO2之無菌培

養箱中分別放置30、60、90及120分鐘。取出DV plate ，以vacuum 

manifold 機器抽乾 well 中的液體，並用冰的 HBSS 潤洗兩次，抽

乾，再將底部塑膠板拔除，把每個 well 底部的 PVDF 膜取下，

以加馬活度計數器讀取其放射活度。 

 

七、DOTA-GSG-KCCYSL 抑制鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL

胜肽在 HER2 過度表現細胞之競爭結合實驗 

  將實驗組之 MDA-MB-435S、SKOV-3 細胞以及對照組之

HeLa 細胞重新懸浮在含有 1 mM TCEP 及 0.2% BSA 之 HBSS

溶液中，調整細胞濃度至 106 cells/1 ml。 

  取鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽溶於 HBSS 溶液中，

濃度調配至 600,000 cpm/100 μl。 

  使用 96-well DV plate，在每個 well 中加入 100 μl 含有 105

個細胞之 HBSS 溶液，續分別加入 100 μl 濃度為 10-3 M 至 10-12 M

之 DOTA-GSG-KCCYSL HBSS 溶液，以及 100 μl 600,000 cpm 之
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鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽 HBSS 溶液，使總體積為

300 μL。將 plate 置入 37°C、5% CO2之無菌培養箱中培養 2 小時。

取出 DV plate ，以 vacuum manifold 機器抽乾 well 中的液體，並

用冰的 HBSS 潤洗兩次，抽乾，再將底部塑膠板拔除，把每個

well 底部的 PVDF 膜取下，以加馬活度計數器讀取其放射活度。 
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參、主要發現與結論 

一、鎵-67/銦-111 標幟 DOTA-GSG-KCCYSL 之放射化學 

    本研究以鎵-67及銦-111標幟 DOTA-GSG-KCCYSL 胜肽之放

射化學表現綜列於表一，顯示產物的標誌效率與放射化學純度都

相當好。以 HPLC 分析放射性標幟 DOTA-GSG-KCCYSL 胜肽之

放射性圖譜如圖一及圖二。 

 

表一、製備銦-111/鎵-67-DOTA-GSG-KCCYSL 胜肽之放射化學綜

合表現 

 111In-DOTA-Peptide 67Ga-DOTA-Peptide 

標誌效率 97 ± 2% 92 ± 3% 

沾黏於玻璃試管 1.5 ± 0.8% 19.3 ± 3.4% 

層析匣回收率 77.6 ± 4.8% 54.5 ± 10.3% 

放射化學純度 > 99 % 98 ± 3% 

n = 3 for 111In-DOTA-GSG-KCCYSL 

n = 4 for 67Ga-DOTA-GSG-KCCYSL 
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圖一、HPLC 分析銦-111-DOTA-GSG-KCCYSL 胜肽之放射性圖譜 
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圖二、HPLC 分析鎵-67-DOTA-GSG-KCCYSL 胜肽之放射性圖譜 

  Gallium 必須在 GaCl3的形式下才能標幟上 DOTA-胜肽耦合

物，所以在標幟時必須注意反應溶液的 pH 值，避免形成不可逆

的 Ga(OH)3，此外也避免接觸到其他金屬離子而影響 Ga3+與

DOTA 的結合力。 

    自核研所取得之鎵-67-GaCl3溶液經測試溶液的 pH 約為

6-7，有相當比例的鎵-67 放射活度附著在玻璃瓶壁上。直接取用

溶液部分的鎵-67 標幟效率不佳，因此在標幟前須將液體全部吸

乾，以 0.1N 鹽酸 (HCl) 溶解附著在玻璃瓶上的鎵-67 後方可使

用。 
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二、鎵-67/銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽在 HER2 (+) 與

HER2 (-) 細胞上的濃度依賴性結合實驗 (concentration 

-dependent cell binding assay) 

  我們將 HER2(-)表現的 HeLa 細胞所偵測到的放射活度視為

非特異性結合 (non-specific binding)。圖三及圖四為扣除 HeLa

細胞非特異性結合後，MDA-MB- 435S 及 SKOV3 細胞特異性結

合放射性標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽的情形。兩種 HER2(+)

表現之細胞MDA-MB- 435S及SKOV3的特異性結合活性確實隨

著加入的放射性標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽濃度增加而上

升。 

 

圖三、HER2(+)表現之細胞特異性結合銦

-111-DOTA-GSGKCCYSL 之放射性標幟胜肽濃度依賴性 
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圖四、HER2(+)表現之細胞特異性結合鎵

-67-DOTA-GSGKCCYSL 之放射性標幟胜肽濃度依賴性 

 

三、鎵-67/銦-111 標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽在 HER2 (+) 與

HER2 (-) 細胞上的時間依賴性結合實驗 (time-dependent cell 

binding assay) 

  我們將 HER2(-)表現的 HeLa 細胞所偵測到的放射活度視為

非特異性結合 (non-specific binding)。圖五及圖六為扣除同時間

HeLa 細胞非特異性結合後，MDA-MB- 435S 及 SKOV3 細胞特

異性結合放射性標幟 DOTA-GSGKCCYSL 胜肽的情形。放射性

標誌 DOTA-GSG -KCCYSL 結合上 HER2 過度表現之 MDA-MB- 
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435S 及 SKOV3 細胞的活度有隨時間增加而增加的現象，並在

90 分鐘左右達到結合的最大值。 

 

圖五、HER2(+)表現之細胞特異性結合銦-111-DOTA-GSG-KCCYSL 

之時間依賴性 
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圖六、HER2(+)表現之細胞特異性結合鎵

-67-DOTA-GSG-KCCYSL 之時間依賴性 

 

    SKOV-3 特異性結合銦-111-DOTA-GSG-KCCYSL 較

MDA-MB-435S 高；而在鎵-67-DOTA- GSG-KCCYSL 的部分則

是 MDA-MB-435S 特異性結合較高。 

 

四、DOTA-GSG-KCCYSL 抑制鎵-67 標幟 DOTA-GSGKCCYSL

胜肽在 HER2 過度表現細胞之競爭結合實驗 

  本研究參考 Kumar 等人發表之文獻方法，利用非放射性

DOTA-GSG-KCCYSL與鎵-67-DOTA-GSG-KCCYSL進行細胞競

爭結合。各組的非特異性結合 (non-specific binding) 佔 35.4 ± 
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6.6%，特異性結合 (specific binding) 的計算如下： 

%100×
−

bindingTotal
bindingcNonspecifibindingTotal

 

    HER2 過度表現之 MDA-MB-435S 與 SKOV-3 結合率隨著抑

制濃度增加而減少 (圖七、圖八)，顯示 DOTA-GSG-KCCYL 的

確對鎵-67-DOTA-GSG-KCCYSL 有抑制效果。圖九顯示沒有

HER2 表現之 HeLa 細胞則幾乎沒有抑制濃度改變而改變結合率

的趨勢。本研究計算 MDA-MB-435S 細胞之 IC50為 4.3×10-8 nM，

而 SKOV-3 細胞之 IC50為 6.9×10-8 nM，與文獻中 42.5 ± 2.76 

nmol/L 的結果相近。 

 

 

圖七、鎵-67-DOTA-GSGKCCYSL 在 MDA-MB-435S 細胞之競爭結
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合 

 

 

圖八、鎵-67-DOTA-GSGKCCYSL 在 SKOV-3 細胞上之競爭結合 
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圖九、鎵-67-DOTA-GSGKCCYSL 在 HeLa 細胞上之競爭結合 
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