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摘要!合成了双功能螯合剂E>乙酰基>巯基乙酸>三甘氨酸>6>羟基丁二酰亚胺酯"E>F23:;&>VFK@>(PN#%并以叶

酸"1%&620264%dF#’乙二胺"3:7;&3/346086/3%QaF#和E>F23:;&>VFK@>(PN为原料%合成叶酸配体化合物

VFK@>dF!利用酒石酸钠转换配合进行 VFK@>dF的""D28 标记%重点探讨""D28 标记条件及标记物体外稳定

性&结果表明%合成的双功能螯合剂E>F23:;&>VFK@ 及配体化合物 VFK@>dF可成功用于""D28 的放射性标

记%在最佳标记条件下%其标记效率大于*)_%经分离纯化后%""D28>VFK@>dF 的放射化学纯度大于"?_%标

记物体外稳定%为进一步研究""D28>VFK@>dF的体内外生物学特性奠定了基础&

关 键 词!叶酸!VFK@!""D28!标记

中图分类号!5A+*’+!!文献标识码!F

10"-Q&4,4(#E76>IV($*-&*"+!-4UUS’G)*+,($*8&$,"F

PGH7-/>&6/+%HGBP06>Y6/M+%aG,6/+%!%"

+’a3Y0.:83/:%1B9%:%Y39%H76/0B/9:6:-:3%1F:%862Q/3.M;%T36I6/M+)!#+@%H76/0!

!’H76/0B9%:%Y3H%.Y%.0:6%/%T36I6/M+)))#?%H76/0

784-2*’-(FU61-/2:6%/0&273&0:%.E>F23:;&>83.20Y:%023:;&>M&;2;&>M&;2;&>M;&26/36>7;4.%S;9-2>
26/6864339:3."E>F23:;&>VFK@>(PN#Z099;/:7396f34’d%&620264 "dF#%3:7;&3/346086/3
"QaF#0/4E>F23:;&>VFK@>(PNZ3.3-934:%Y.3Y0.3VFK@>dF2%/I-M0:3’D73dF>VFK@
Z09.046%&0U3&34Z6:7""D28U;-96/M9%46-8:0.:.0:3090:.0/9273&0:%.’D73""D28>VFK@>dF
.046%&0U3&6/M2%/46:6%/90/46:9)BF)+4G9:0U6&6:;Z3.39:-4634’D73VFK@>dF2%/I-M0:3Z09
.046%&0U3&34Z6:7""D28 9-223991-&&;’G/43.%Y:68-82%/46:6%/9%:73&0U3&6/M3116263/2;%1
""D28>VFK@>dF3S23349*)_0/4:73.046%2738620&Y-.6:;698%.3:70/"?_01:3.Y-.61620>
:6%/’D73)BF)+4G9:0U6&6:;%1:73.046%&0U3&342%/I-M0:36990:691634’D739-223991-&Y.3Y0.0:6%/
%1""D28>VFK@>dFZ6&&&0;:731%-/40:6%/1%.1-.:73.9:-4;%16:9)BF)FGU6%&%M620&Y.%Y3.:639’
9&0:(2+4(1%&620264"dF#!VFK@!""D28!&0U3&6/M

!!叶酸"dF%也称维生素V%维生素TH%蝶酰谷
氨酸#%是细胞增殖不可缺少的一种物质%而大量
增生的细胞需要消耗大量的dF%这些dF通过连

接在细胞膜上的还原型dF载体"5dH#或者叶酸
受体"d5#穿过质膜来运输到细胞内&5dH在所
有的细胞中都有发现%为正常细胞转运必需的叶



酸!d5主要存在于极化的上皮细胞和活化的巨
噬细胞"+#$在很多肿瘤如乳腺癌%卵巢癌%子宫癌%
直肠癌%肾癌和鼻咽癌等细胞上有过度表达"!>##$
并随着肿瘤病情恶化而增加"?#&由于叶酸与d5
高亲和力’04e+)C"#+)C+)($而d5在肿瘤细胞
上的表达远远高于正常细胞"=>A#$因此肿瘤细胞上
高表达d5可作为dF 及其类似药物的作用靶
点$采用放射性核素+++B/%""D28 标记的dF及其
类似物可对d5阳性肿瘤进行显像诊断&由于
""D28优越的核性质$国内外的研究者进行了
""D28标记叶酸及其类似物的研究$如)""D28>
PR(BH>d%&0:3""#$""D28>QH!)"+)#$""D28>aDWF>
d%&0:3"++#$""D28>VFK@>d%&0:3"+!#等$实验结果显
示$这些放射性标记物在动物体内外的生物化学
性质稳定$在荷叶酸受体阳性肿瘤的裸鼠生物分
布及显像研究中$取得了较高的D*(D值和较好
的显像效果&

E>乙酰基>巯基乙酸>三甘氨酸 ’E>F23:;&>
VFK@(由 J6//0.4等"+@#于+""*年合成并用于

a(F的""D28 标记的螯合剂&与苯基保护的

VFK@’T3/f%;&>VFK@(相比$""D28 的标记条件
温和$适用于抗体"+##%核酸"+@$+?#%多肽"+=#的""D28

放射性标记&本工作拟以E>乙酰基>巯基乙酸>三
甘氨酸>6>羟基丁二酰亚胺酯’E>F23:;&>VFK@>
(PN(为双功能螯合剂$通过乙二胺上的氨基将

E>F23:;&>VFK@ 与叶酸连接$合成叶酸受体配体
化合物 VFK@>dF$并进行""D28 标记条件及标记
物体外稳定性的研究$以期得到体内外稳定的
""D28>VFK@>dF$为进一步研究其体内生物学特
性%开发叶酸受体阳性肿瘤显像的放射性标记药
物提供实验依据&

;!实验部分

;<;!试剂和仪器
叶酸$分析纯$DHB东京化成公司产品!6H羟

基琥珀酰亚胺%6$6>二环己基碳二亚胺$分析
纯$瑞士FH5]N公司产品!三甘氨酸%巯基乙酸$
分析纯$德国d&-X0公司产品!6>甲基>!>吡咯烷
酮%二甲基亚砜’aVN]($色谱纯$美国NBKVF
公司产品!乙二胺$分析纯$北京化工厂产品!
""D28]C# 淋洗液$北京原子高科股份有限公司产
品&

PQJEQDDWFH‘F5a 高效液相色谱仪$
美国惠普公司产品!KBEN](A)=高效液相仪$法

国K6&9%/公司产品!W.%>N:0.高效液相色谱仪$
美国$0.60/公司产品!50;:39:K0U6放射性探测
仪$瑞士HFVFK公司产品!+#*)自动伽马计数
器$芬兰W3.X6/Q&83.公司产品!N3Y>W0XH+A色
谱柱$美国 J0:3.9公司产品!H5H>+?5放射性活
度计$美国H0Y6/:32公司产品&

;<=!E76>IV7的合成
从叶酸开始经@步反应合成 VFK@>dF$其

反应线路示于图+&

;’=’;!E>乙酰基>巯基乙酸>三甘氨酸>6>羟基丁
二酰亚胺酯’E>F23:;&>VFK@>(PN(的合成!按
文献"+@#方法合成E>F23:;&>VFK@$将+’=M
’?’!#88%&(E>F23:;&>VFK@ 和)’=)#M’?’!#
88%&(6>羟基琥珀酰亚胺’(PN(溶于?8E6>
甲基>!>吡咯烷酮’(VW($常温搅拌!)86/后$使
用冰水浴冷却至)i$将+’!=M’=’)!=88%&(

6$6?>二环己基碳二亚胺’aHH(溶解于!’)8E
(VW 中$并将该溶 液 缓 慢 滴 加 到 E>F23:;&>
VFK@ 和(PN的混合溶液中$在冰水浴中搅拌!
7后$有大量白色沉淀生成$再升至室温$继续反
应+=7&减压过滤除去沉淀$搅拌下向滤液加入
无水乙醚$直至不再产生沉淀$减压过滤$将所得
固体真空干燥$装瓶封口后于C!)i下保存&得
产物 (PN>VFK@+’=M$产率*=’!_&+P (V5
’?))VPf$aVN]$*()A’!!#A’?@’:$+]H+

(P+HP!+$@P($#’!=$@’*= ’4$+(P+

HP!+$=P($@’==’9$+N+HP!+$!P($!’A!
’9$+H]+HP!+HP!+H]+$#P($!’@=’9$
+H]+HP@$@P(!QNB>VN’$*I()#)@’)A’V b
Pb(&

;’=’=!dF>QaF的合成!将!’?MdF ’?’=?
88%&(缓慢溶解于?)8EaVN]$加入+’+*=M
’=’!+?88%&(aHH 和)’*+?M’=’!+?88%&(

(PN在室温避光反应#7&过滤除去不溶物$滤
液即dF>(PN$装瓶$避光于C!)i下保存待
用""#&取*’)8E上述dF>(PN液体缓慢滴加到

)’#8E乙二胺’QaF(中$室温下搅拌反应?7$
加入!A8E乙腈$沉淀出dF>QaF粗产品$离心$
沉淀物用乙醚洗涤@次后$真空干燥"+*#&得到橙
黄色粉末约@))8M&取+AA8M产物使用PWEH
’KBEN]( A)=(在 制 备 型 H+A 反 相 柱
’!+’!88^!?)88$O]5TFL(上分离纯化&
流动相组成)F为)’)?_ 三氟乙酸’DdF(水溶
液$YPe@’?!T为乙腈!流速为?8E*86/&洗脱条
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图+!VFK@>dF的合成

d6M’+!N;/:73969%1VFK@>dF

件!)&+?_T梯度淋洗!)86/"+?_&+)_T梯
度淋洗!)86/"洗脱分离纯化得到 dF>QaF#

dF>QaF$"%和dF>QaF$%%的保留时间分别为

!*和@+86/#分别收集dF>QaF $"%和 dF>
QaF$%%组分溶液"减压蒸馏至干"真空干燥#得
到dF>QaF$"%红黄固体粉末产物#=8M"产率

+"_#+P (V5$@))VPf"aVN]>4="*%!A’==
$9"+P"H*>P%"*’=?#*’=A $4"!P"F.%"

=’=##=’=* $4"!P"F.%"#’?+$9"+P"H">
!P%"#’@)$44"+P"H+">P%"@’+@#@’!A$8"

!P"H!?>!P%"!’A##!’A=$8"!P"H!=>!P%"

!’!A$8"!P"H!!>!P%"+’"+#!’)!$8"!P"
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H!+>!P!"dFT 质谱分析#$$I!%#A#’@#Vb
Pb!&

;’=’>!VFK@>dF 的合成!将? 8M #)’)+

88%&!dF>QaF和#+8M#)’+88%&!E>F23:;&>
VFK@>(PN混合溶于!’)8EaVN]’室温避光

搅拌+!7’过滤除去不溶物’向滤液中搅拌加入

乙醚>乙腈#体积比为!j+!溶液’直至不再产生

沉淀&常温下离心’收集沉淀物’分别用乙腈和乙

醚洗涤!到@次’真空干燥&得到黄色固体粉末

约=8M&样品进一步用 PWEH 在 NT>H+A柱

#?!8’#’=88^!?)88’O]5TFL!上分离纯

化’流动相组成%F为)’)+8%&$E磷酸缓冲溶液’

YPe=’)"T为乙腈"流速为+8E$86/&洗脱条

件%?_&+?_T梯度淋洗!)86/’+?_&?_T
梯度淋洗?86/&VFK@>dF的保留时间为+?’?

86/&收集 VFK@>dF样品溶液’减压蒸馏至干’

真空 干 燥’得 深 黄 色 固 体 产 物 " 8M’产 率

*)_&+P (V5#@)) VPf’aVN]>4=’*!%A’=@
#9’+P’H*>P!’A’!##A’#)#8’H(@)’@@’@=)>

@P!’*’=+#*’=##4’!P’F.!’=’=+#=’=#
#4’!P’F.!’#’#A#4’+P’H">P!’#’)@#44’

+P’H+">P!’@’=?#@’*##8’H(!A’@+’@#’@*)>

AP!’@’)*#8’!P’H!?>!P!’!’*+#8’+P’

H!=>P!’!’@##9’@P’H#)>@P!’!’+?#8’!P’

H!!>!P!’+’A?#!’)=#8’!P’H!+>!P!"VN
#VFEaB>D]d!质谱分析#$$I!%**)’"@(Vb
P)b&

;<>!UUS’GIE76>IV7的制备

采用酒石酸钠转换配合法对 VFK@>dF 进

行""D28 标记&将!))!MVFK@>dF溶于+))!E

YPe*’!的磷酸盐缓冲溶液’取出+)!E上述溶

液于+’?8EQYY3/4%.1管中’先后加入+)!E酒

石酸钠溶液 #?)M$E溶于)’?8%&$E碳酸氢钠*

)’!?8%&$E醋酸铵*)’+A8%&$E氨水’YPe"’!!

和@)!E新鲜淋洗的
""D28]C# 淋洗液#约+++

VT\!’再加!)!E新配制的氯化亚锡溶液#+’)

M$E’溶于+)88%&$E的盐酸溶液中!’混匀’")

i下加热反应!)86/’冷却至室温&采用N3Y>

W0XH+A色谱小柱分离纯化标记物并检测标记效

率(+A)&分别用+)8E+’)88%&$E盐酸溶液和

+)8E无水乙醇洗涤活化N3Y>W0XH+A小柱’将

标记混合液上柱’先用+)8E+88%&$E盐酸溶

液淋洗N3Y>W0XH+A柱’除去""D28>酒石酸钠及

高锝酸#""D28]C# !’收集淋洗液于+)8E玻璃瓶

中"再用+)8E?)_的乙醇$生理盐水淋洗N3Y>

W0XH+A柱’即得到标记物’收集淋洗液于+)8E
玻璃瓶中&分别用活度计测量+)8E盐酸溶液*

?)_的乙醇$生理盐水淋洗液及N3Y>W0XH+A柱

的放射性活度’计算""D28>VFK@>dF的标记率&

用 PWEH检测标记物放化纯度#5HW!%采用

H+A反相柱#?!8’#’=88 ^!?)88’依华特’

大连!&流动相组成%F为)’+_ DdF水溶液"流

动相 T’乙腈"流速为+ 8E$86/&洗脱条件%

?_&+?_T梯度淋洗!)86/’+?_&?_T梯度

淋洗?86/&

;<B!UUS’GIE76>IV7的体外稳定性实验

将)’+8E""D28>VFK@>dF 标记物#约@!

VT\!加入至)’"8E生理盐水’在室温和@*i
下温浴’经 PWEH检测标记物在+’#’!)’!#7的

放化纯度’分析条件如上&

将)’+8E""D28>VFK@>dF 标记物#约@*

VT\!加入至)’"8E?_人血清中’@*i下温

浴’分别于+’#’!)’!#7取出)’!8E混合液加入

至)’A8E乙腈>乙醇#体积比为+j+!溶液中’室

温静置’让血清蛋白沉淀’离心并取出上清液’并

分别测量上清液和蛋白沉淀的放射性活度’计算

蛋白结合""D28>VFK@>dF 的量’并用 PWEH分

析上清液的放化纯度&

分别 取 +))!E
""D28>VFK@>dF 标 记 物

#!!’!VT\’约)’=?/8%&$E!加入#))!E不同

浓度的半胱氨酸#于)’+8%&$E’YPe*’!磷酸盐

缓冲溶液!溶液中’进行半胱氨酸竞争实验#溶液

中""D28>VFK@>dF 与半胱氨酸摩尔比分别为

+j+’+j+)’+j+))’+j?))’+j+)))!’于@*i
下温浴+7后’采用N3Y>W0XH+A色谱小柱分析

放化纯度(+*)&

=!结果和讨论

=<;!V7IE76> 的合成

叶酸分子上有!个羧基#%>及">羧基!’可以

通过控制(PN和QaF的用量活化其中的+个

羧基’生成dF>QaF化合物&产物的质谱分析结

果显示%合成产物的相对分子质量为#A#’@#占

""_!’说明每个叶酸分子上连接+个 QaF 分

#@! 核化学与放射化学!!!!!!!!!!!!!!!!!!第!"卷



子!即dF>QaF"%#或dF>QaF""#!仅含不足+_
的dF>QaF"U69#二聚体!与文献结果一致$+*%&
叶酸通过连接的QaF上另外+个游离的氨基与
双功能螯合剂E>F23:;&>VFK@>(PN偶联!形成

VFK@>dF!合成反应须在室温避光条件和比较
温和的条件下进行!以免E>F23:;&>VFK@ 分子中
保护巯基的乙酰基脱落!从而使巯基氧化形成双
硫键!VFK@>dF分子间发生交联!形成聚合物!

影响""D28 的标记及配体化合物的生物活性&通
过PWEH可检测反应溶液中dF>QaF的含量!当
反应进行+!7后!反应基本完成!经 PWEH分离
纯化后!结构分析表征确认产物 VFK@>dF与所
设计的结构符合&

=<=!UUS’GIE76>IV7的制备及分析
采用酒石酸钠转换配合法对 VFK@>dF 进

行""D28 标记!在最佳标记反应条件为’N/H&! 质
量浓度为)’@M(E!VFK@>dF 质量浓度为)’@

M(E!YPe"’?!")i下加热反应!)86/!""D28>
VFK@>dF的标记率大于*)_&标记物经N3Y>
W0XH+A柱纯化后!其放射化学纯度大于"?_&
在常温和中性YP 条件下!标记时间长达@7!标
记率也不超过?)_!和文献$+A%结果基本一致&
标记物纯化后典型的 PWEH分析谱图示于图!!
显示标记物中具有#个放射化学组分!与文献
$+)!+A%结果基本一致&经过与对照物的 PWEH
色谱分析确认’峰 F 为游离""D28]C# "+5e ?’+
86/!质量分数小于+’)_#)峰T可能为含叶酸和
螯合剂的未知结构物"+5e"’"86/!质量分数小
于#_#)峰 H和 a为主要标记物""D28>VFK@>
dF"+5分别为+!’?和+"’?86/!质量分数大于

"?_#!推测可能为 VFK@ 螯合环上 D2>]异构

体$+)%&组分H及a可采用质谱进行分析!进一步
确定$+)%&
从 P/0:%Z627等$+A%对乙酰基*苯基保护的!

种VFK@ 的标记条件实验的PWEH图谱来看!在
常温溶液介质YPe*’?*常温溶液介质YPe++
及"?i溶液介质YPe*’?等@种标记条件下!!
种 VFK@ 均会出现类似图!的T和H峰!但是在

"?i下!T和H峰相对a峰小得多!这种现象在

VFK@>dF 的 标 记 中 也 有 类 似 出 现&]X0.<6
等$+!%采用苯基保护的E>T3/f%;&>VFK@ 与叶酸
偶联并进行""D28 标记!其标记物的 PWEH分析

结果同样出现类似本实验中的T和H峰&
总之!适当提高标记反应温度及反应介质的

YP值!能提高反应标记率!其原因可能是高YP
值及高温能促进 VFK@ 上的氨基去质子!有利于

标记$+"%&

图!!""D28>VFK@>dF的 PWEH放射性图谱

d6M’!!PWEH.046%27.%80:%M.08

%1""D28>VFK@>dF

=<>!UUS’GIE76>IV7的体外稳定性
""D28>VFK@>dF在生理盐水中稳定性较好!

结果示于图@&由图@看出!室温和@*i下放置

!#7!其放射化学纯度仍大于")_&""D28>VFK@>

dF在人血清中蛋白结合实验显示!""D28>VFK@>

dF对蛋白的结合小!!#7后!其蛋白结合小于

+#’=_!上清液""D28>VFK@>dF的放射化学纯度

仍大于")_&
""D28>VFK@>dF在半胱氨酸溶液中@*i温

浴+7的稳定性结果示于图#&由图#可知!当半

胱氨酸与""D28>VFK@>dF的浓度比为+)))j+
时!""D28>VFK@>dF 的放射化学纯度仍大于

=)_!与""D28>VFK@ 在半胱氨酸溶液中实验结

果一致$+@%!说明""D28>VFK@>dF体外非常稳定&

由于生物体内含有一些游离的巯基化合物!与
""D28标记物在体内竞争配合!体外半胱氨酸竞争

实验结果可以间接反映""D28 标记物在生物体内

的稳定性$+"%!由此可推断""D28>VFK@>dF 在生

物体内可能比较稳定&

>!结!论

合成了叶酸配体化合物 VFK@>dF!并利

用+P(V5!VN等手段对其进行了表征!通过酒

石酸钠转换配合法对 VFK@>dF进行""D28 的标

?@!第#期!!!!!!!!!!!!!胡春林等’VFK@>d%&0:3的合成及""D28 标记



图@!""D28>VFK@>dF在生理盐水和

人血清中的稳定性

d6M’@!N:0U6&6:;%1""D28>VFK@>dF

6/90&6/30/47-80/93.-8

1!!!室温"5%%8:38Y3.0:-.3#$生理盐水"N0&6/3#%

-!!!@*i$生理盐水"N0&6/3#%

!!!!@*i$人血清"P-80/93.-8#

图#!""D28>VFK@>dF在半胱氨酸溶液中

的稳定性

d6M’#!N:0U6&6:;%1""D28>VFK@>dF

6/2;9:36/39%&-:6%/

记$在最佳标记条件下$""D28>VFK@>dF 的标记
效率大于*)_$经分离纯化后$其放射化学纯度
大于"?_$标记物体外稳定$为进一步研究""D28>
VFK@>dF体内生物学特性奠定了基础&

致谢!本工作得到了中国原子能科学研究院
胡骥老师以及翟士桢’何川’沈亦佳’赵磊等同学
的热情帮助和支持$在此表示真挚的谢意&
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专!!利

化学沉淀"射线辐照法处理含氰废水的方法

’公开日(!))*’)*’++!!’分类号(H)!d"))#!!’公开号(H(+""#"@#!!
’申请日(!))=’+!’!*!!’申请号(!))=+)+="="*’)!!
’申请人(清华大学
’文摘(本发明公开了属于核技术与环境保护领域的*涉及从含氰废水中回收氰化物以处理含氰废

水的一种化学沉淀"射线辐照法处理含氰废水的方法+将锌盐沉淀与"射线降解氰化物法结合起来#
首先通过向含氰废水中加锌盐#沉淀回收大部分氰化物#再用"射线降解残留的氰化物使废水达标排
放+该方法的高能射线处理含氰废水效率高#可同时处理多种有毒污染物#不产生二次污染#是一种效
能高*清洁度高的新的废水处理技术+既可回收氰化物又可使含氰废水的处理达到排放标准+

摘自!中国专利数据库
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