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摘要!研究能有效降低抗体的体内脱碘的标记方法&碘标记E?琥珀酰亚胺?#?"三正丁基锡#苯甲酸酯"<RN#前

体%得到E?琥珀酰亚胺?#?碘’@!BT(苯甲酸酯"_@!BTS#%分别与人T=O和抗人肝癌单抗"D3Y080?@#进行偶联%探索

最佳标记条件%并测定标记物的稳定性和生物活性%研究直接标记和间接标记的 D3Y080?@在正常小鼠体内的

生物学分布&结果表明%用E?氯代琥珀酰亚胺"(E_#法@!BT标记 <RN前体%在 <RN用量为!B!@))*=)(E_
用量为@)!!)*=)磷酸盐缓冲溶液"VS_#用量为@)!!)*K)反应时间为B86/时%标记率大于"B‘!_

@!BTS和人

T=O的偶联率最高可达*B‘%偶联产物稳定性)生物活性良好!与 D3Y080?@偶联率可达*B‘以上&生物分布的

对比实验证明%@%#%A%>?四氯?#%%>%?二苯甘脲"T%4%=3/#直接标记的 D3Y080?@在甲状腺的放射性摄取率"脱碘

显示#最高是_@!BTS间接标记的 D3Y080?@的+*’"倍&这说明以<RN为前体的放射性碘间接标记蛋白质方法

与传统的碘直接标记方法相比较%在解决体内严重脱碘问题上具有明显的优越性&

关 键 词!碘标记!人T=O!E?琥珀酰亚胺?#?"三正丁基锡#苯甲酸酯"<RN#

中图分类号!5@A!’#!!文献标识码!<
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!!放射性核素标记的抗体药物对识别细胞类型

有选择性!当发射’或%粒子的放射性核素标记

到抗体上时!能杀伤肿瘤细胞!达到治疗目的&

@"+A年K0.9%/’@(等成功应用放射性核素标记抗

体诊断和治疗肿瘤&采用氯胺 R’!(!@!#!A!>?四

氯?#%!>%?二苯甘脲$T%4%=3/%’#(的直接标记法或

采用S%&:%/?D-/:3.’A(试剂的间接标记法!均涉及

放射性卤素在芳环羟基邻位的取代!这些卤代苯

基团与甲状腺激素在结构上类似’B(!由于酶的催

化作用容易脱碘!而被甲状腺摄取!导致放射性不

能很好地集中于靶组织!使甲状腺或非靶器官遭

受不必要的辐射损伤!使碘标记抗体的临床应用

受到限制&为了解决该问题!国外学者’>(用碘标

记 E?琥珀酰亚胺?#?$三正丁基锡%苯甲酸酯

$<RN%双功能螯合剂!生成含有活化酯的碘代小

分子化合物!再与单抗分子中的赖氨酸的游离/?

(D! 偶联制备成碘苯甲酸与单抗的偶联物$TS<?

f2<\%&人T=O是大分子蛋白质$相对分子质量

@B))))%!分子结构与单克隆抗体结构类似!均包

含有几十个酪氨酸和赖氨酸残基!分别适用于放

射性的直接标记和间接标记&本工作拟选用人

T=O为模型分子!以研究碘标记<RN双功能螯合

剂间接标记抗体的方法!提高标记物的稳定性和

生物活性&

@!实验部分

@A@!主要试剂!材料及仪器

E?琥珀酰亚胺?#?$三正丁基锡%苯甲酸酯
$<RN%!纯度"+‘!本实验室合成#人T=O!纯度

"+‘!美国_6=80公司#羊抗人T=O 抗体!纯度

"*‘!#=)K!华美生物公司#葡聚糖凝胶 O?!B
$_3Y7043WO?!B%!纯度"+‘!瑞士d&-I0公司#

E?氯代琥珀酰亚胺$(E_%!纯度不小于"+‘!瑞
士d&-I0公司#(0@!BT!@#’#>RŜ)K!核纯度大于

""’"B‘!英国V3.I6/公司产品#聚乙二醇!纯度

"B‘!广州市鑫铂化工有限公司#抗人肝癌单抗
$D3Y080?@%!纯度不小于"B‘!上海生命科学院
提供#其他溶剂均为分析纯&

_6Od!BA硅胶层析板!山东烟台芝罘市黄务硅
胶开发试验厂&昆明种小鼠!!)!!B=!复旦大学
动物房提供&
高效液相色谱仪$DVKE%!配有 P0:3.9B@)

泵*P0:3.9自动剃度系统*VE?+))分析软件**
V%.096&Rf半制备柱_3Y?V0I_6&620$@)*8!**’+
88e#))88%!均为美国 P0:3.9公司产品#放射
性检测器主要包括"diO?@)@-射线流式探头!日
本<&%I0公司#<5?!)))型放射性色谱扫描仪!
美国S6%920/公司生产#冷冻离心机!日本日立公
司#放射性磷屏成像系统!美国V3.I6/N&83.公司&

@A$!@$KNH2MNPZ的合成
@!BTS<?T=O合成路线’*?"(如下"

@A<!’M琥珀酰亚胺M<M碘"@$KN#苯甲酸酯B@$KNH
的放化合成

参照文献’*?+(!在@8K反应瓶中!加入B)

*K)’B=)K<RN$溶于@‘的乙酸)甲醇溶液%*

@)*K@’)=)K(E_甲醇溶液*@)*KYDG*’A
的磷酸盐缓冲溶液$VS_%和@*K无载体(0

@!BT!
室温下反应B86/!用@)*K@’)=)K(0!_!FB 溶
液与(E_反应!终止标记反应&反应物直接用放
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射性薄层色谱!TRKE"反相层析测定标记率#展开
剂为乙酸乙酯?正己烷!两者体积比为!Bc*B"$
反应产物用高效液相色谱!DVKE"纯化#流动相
为正己烷?乙酸乙酯?乙酸!体积比为*)c#)c
)’!"#紫外检测波长为!BA*8#流速为@8K%

86/$得到的_@!BTS溶液经蒸馏浓缩后备用$

@A;!B@$KNH与人NPZ的偶联
按照文献&"’#将B)*K#=%K人T=O的硼酸

溶液!YDG"’)"加入到装有_@!BTS的反应瓶中#
室温下反应#)86/#粗标记的蛋白质用凝胶过滤
法!_3Y7043WO?!B"提纯#洗脱液为YDG*’B的

)’)B8%&%KVS_溶液#流速为@8K%86/#标记率
与放化纯度用放射性薄层色谱!TRKE"测定#展开
剂为正丁醇?吡啶?乙酸?水#体积比为#)c!)c>c
A$用放射性检测仪检测收集到!8K@!BTS<?
T=O#"5 为#’++86/#其它放射性杂质的"5 为

@#’#A86/$

@AK!人NPZ的直接标记
取@8=人T=O溶于@8K)’)B8%&%K的

VS_!YDG*’A"缓冲液中$取A)*K人T=O溶液
和!*K无载体(0

@!BT依次加到@)*=T%4%=3/涂
管中#室温条件下#在振荡器上反应@)86/$体
积排 阻 色 谱 !_NE"分 离 纯 化(_3Y7043W 柱
!*@)88e!B)88"预先用)’)B8%&%KVS_
!YDG*’B"淋洗#)86/$取反应溶液上样#用同
样的淋洗剂洗脱#流速!8K%86/$标记率与放
化纯度用放射性薄层色谱!TRKE"测定#展开剂
为正丁醇?吡啶?乙酸?水!体积比为#)c!)c>c
A"$用VS_洗脱#用放射性检测仪检测收集到的

!8K@!BT?T=O#"5 为A’!*86/#游离碘的"5 为

@>’*!86/$

@AL!!&C’8’M@的间接碘标记
取@))*K@)=%K的D3Y080?@溶液#溶解在

B)*KYDG+’*的)’B8%&%K硼酸溶液中#加入
到吹干的_@!BTS中#!)H振荡反应#)86/$加入

#))*K!))88%&%K 甘氨酸#在室温下反应B
86/#结束反应$分离纯化(_3Y7043W柱!*@)88
e!B)88"预先用)’)B8%&%KVS_!YDG*’B"
淋洗#)86/$取反应溶液上样#用同样的淋洗剂
洗脱#流速@8K%86/$收集到#8K@!BTS<?D3Y?
080?@#"5 为*’#A86/#游离_@!BTS的"5 为@*’#+
86/$

@AI!!&C’8’M@的直接碘标记
取A*K@)=%K的 D3Y080?@单抗#加入到

A)*K)’)B8%&%KVS_缓冲溶液中#然后加入到
涂有@)*=T%4%=3/管中#接着加入!*K无载体

(0@!BT#室温条件下#在振荡器上反应@)86/$标
记率和放化纯度用放射性薄层色谱!TRKE"测
定#展开剂为正丁醇?吡啶?乙酸?水!体积比为#)c
!)c>cA"$体积排阻色谱!_NE"分离纯化(

_3Y7043W柱!*@)88e!B)88"预先用)’)B
8%&%KVS_!YDG*’B"淋洗#)86/$取反应溶液
上样#用同样的淋洗剂洗脱#流速@8K%86/$用
放射性检测仪检测收集到的#8K@!BT?D3Y080?
@#"5 为*’*#86/#游离碘的"5 为!@’B"86/$

@A\!@$KNH2MNPZ的体外稳定性
将所制的@!BTS<?T=O与@!BT?T=O溶液分别稀

释到@’+BOŜ%K#取B8K#向其中加入适量的小
牛血清##* H温育#在*4之内每隔!A7#用

TRKE测定@次#检验标记物的放化纯度#评价是
否有脱碘现象$

@A]!@$KNH2MNPZ体外生物活性的评价
将所制的@!BTS<?T=O 用)’)B8%&%KYDG

*’A的VS_稀释至A’)e@)B%!86/)8K"待用$
配制羊抗人T=O*B’)))##!’B))#+’@!B#A’)>##

!’)>!8=%K及空白的标准溶液各)’B8K#每个
浓度及空白样配制成!份#做平行样品#向!组平
行样品管中依次加入@))*K的

@!BTS<?T=O溶液#
然后加入@))*K羊抗人T=O溶液#!))*KVS_
溶液#混合后于#*H温育#)86/$加入B)*=牛
血清-球蛋白与@B‘聚乙二醇!VNO"溶液#混合
后静置@B86/#AH下于#B)).%86/离心分离

@B86/#弃去上层液体#应用-计数器测量管内放
射性计数$

@A@J!@$KNM!&C’8’M@与@$KNH2M!&C’8’M@在小鼠
甲状腺的生物分布

将#)只实验鼠分成!组#每组@B只#分别由
尾静脉注射@!BT?D3Y080?@!T%4%=3/直接标记法"
和@!BTS<?D3Y080?@各)’#fŜ $每组分别在注
射后B#@!#!A##!#A+7处死#只小鼠#在A+7时
分别对直接标记与间接标记的 D3Y080?@进行放
射性磷屏成像*取颈部甲状腺组织#称重并用-计
数器测定放射性计数#计算每克组织中放射性占
总注射量的百分比!‘%="$

$!结果和讨论

$A@!B@$KNH的放化合成

DVKE的 Z$ 显示 <RN的保留时间"5 为
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!*’!86/!_@!BTS保留时间"5GAA’+86/!与放射
性检测器_@!BTS的"5GAA’+86/相同"图@为

_@!BTS的TRKE图谱"图@表明!(0@!BT的01G
)!_@!BTS的01G)’#+!标记率为""‘"利用(E_
为氧化剂!标记 <RN!标记率为>)‘!""‘!与

T%4%=3/法相比!T%4%=3/涂膜不均会影响实验重
现性!而(E_为溶液!反应的重现性好#与氯氨R
法相比!氧化剂 (E_温和!反应易于控制"含有
琥珀酯官能团的 <RN纯度对标记率的影响很
大!其水解产物的碘标速度比<RN更加迅速!所
以要求<RN纯度"+‘以上"为了得到最佳标记
条件!研究了反应时间$(E_及VS_%)’)B8%&&

K!YDG*’B’溶液用量对标记率的影响!结果列
入表@"表@结果表明!<RN与无载体(0@!BT的
反应中!控制<RN用量为!B!@))*=$(E_用量
为@)!!)*=$VS_用量为@)!!)*K$反应时间
为B86/时!得到的标记率大于"B‘"加入VS_
能够显著的提高标记率!其机理仍不清楚!可能是
由于VS_的配置试剂(0D!VFA!(0!DVFA!(0E&

含有的大量氯离子或微量非放碘离子促进了反

应#即使在有载体的情况下!加入VS_也能提高
其标记率"加入偏二亚硫酸钠与过量的 (E_反
应!同时将正电荷的碘转变为碘单质!结束碘标反
应!可防止下一步与T=O反应时!(E_对T=O造
成活性损伤"

图@!标记后_@!BTS的放射性TRKE谱图

d6=’@!5046%?TRKE27.%80:%=.08%1

_@!BTS01:3.6%4%439:0//;&0:6%/

表@!反应时间$(E_和VS_用量对反应的影响

R0\&3@!N1132:%1.302:6%/:6830/408%-/:%1(E_0/4VS_%/.302:6%/

"&86/@’ 5&0\&‘ 6%(E_’&*=!
’ 5&0\&‘ 7%VS_’&*K#

’ 5&0\&‘

B "" @)’@ "" ) ")

@) "A @#’B "> @) ""

@B "> @B’+ "+ !) ">

!) "B @"’> "* #) "#

!!!注%(%:39’(@’6%(E_’G@)*=!7%VS_’G@)*K#

!’"GB86/!7%VS_’G@)*K#

#’"GB86/!6%(E_’G@)*=

$A$!B@$KNH与NPZ的联接
图!为@!BTS<?T=O 的TRKE 谱图"图!表

明!@!BTS<?T=O的01G)!_@!BTS的01G)’++"图

#!A分别为_@!BTS的偶联率与抗体的浓度及反应
溶液YD的关系"图#!A表明!_@!BTS与T=O的偶
联率为A)‘!*B‘!抗体质量浓度越高!偶联率越
高!当抗体质量浓度大于#=&K时!偶联率可达到

>)‘以上#YDG+’B!"’B时!随着YD 值增加!

T=O中赖氨酸残基越容易脱去质子!与_@!BTS的
琥珀酯基团越容易反应!偶联率越高#YDG"’B
时!偶联率最高#YDG"’B!@)’)!随着YD 值增
加!偶联率降低!这是由于人T=O的水解反应与其
部分沉淀反应相互竞争的结果#YD过高会导致人

T=O的活性损伤!选择YDG+’B!"’)比较适宜"

$A<!!&C’8’M@的B@$KNH联结与直接碘标记
图B是@!BTS<?D3Y080?@的TRKE谱图"图B

表明!@!BTS<?D3Y080?@的01G)!_@!BTS的01G
)’++!(0@!BT的01G)’")!联结率为*B‘"图>
是@!BT?D3Y080?@的TRKE谱图"图>表明!@!BT?
D3Y080?@的01G)!(0@!BT的01G)’")!标记率
为"B’!‘"

$A;!@$KNH2MNPZ的体外稳定性评价
图*为@!BTS<?T=O!@!BT?T=O的体外稳定性随

放置时间的变化"由图*可看出!在#*H小牛血
清中培育*4后!间接标记物@!BTS<?T=O的放化纯
度仍保持在"B‘以上!而直接标记物@!BT?T=O的放
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图!!标记后@!BTS<?T=O的放射性TRKE谱图

d6=’!!5046%?TRKE27.%80:%=.08%1@!BTS<?T=O

01:3.2%/X-=0:6%/%1_@!BTS0/47-80/T=O

图#!室温下抗体质量浓度对T=O偶联率的影响

d6=’#!N1132:%1Y.%:36/80992%/23/:.0:6%/%/

Y.%:36/?&0\3&6/=3116263/2;0:.%%8:38Y3.0:-.3
YDG+’*!"G#)86/

图A!室温下YD值对T=O偶联率的影响

d6=’A!N1132:%1YD%/Y.%:36/?&0\3&6/=
3116263/2;0:.%%8:38Y3.0:-.3

""T=O#G#=$K!7"T=O#GB)*K!"G#)86/

化纯度降为+>‘!前者放化纯度较后者有较大幅
度的改善!表明放射性碘间接标记物有良好的应
用前景%

图B!D3Y080?@的放射性碘间接标记TRKE谱图

d6=’B!TRKE0/0&;969%1:732%/X-=0:6%/3116263/2;%1

D3Y080?@]6:7_@!BTS

图>!D3Y080?@的放射性碘直接标记TRKE谱图

d6=’>!TRKE0/0&;969%1:73D3Y080?@

&0\3&34-96/=(0@!BT

图*!@!BTS<?T=O和@!BT?T=O的体外稳定性

d6=’*!_:0\6&6:;%1@!BTS<?T=O0/4@!BT?T=O@:2@",F
"G#*H!在小牛血清中"T/20&193.-8#

$AK!@$KNH2MNPZ体外生物活性的评价
图+为@!BTS<?T=O!@!BT?T=O与羊抗人T=O的

结合率随羊抗人T=O质量浓度变化的曲线%由图

+可看出!羊抗人T=O抗体与间接标记物@!BTS<?
T=O的最大结合率大于>+’)‘!与直接标记物@!BT?
T=O的最大结合率为>#’!‘%多次实验表明!两
者生物活性无明显差异%
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图+!@!BTS<?T=O!@!BT?T=O与羊抗人T=O的结合率

d6=’+!E%/X-=0:6%/3116263/2;%19733Y0/:6?7-80/

T=O]6:7@!BTS<?T=O0/4@!BT?T=O

$AL!放射性生物学分布
@!BT?D3Y080?@和@!BTS<?D3Y080?@的小鼠放

射性自显影示于图"!在正常小鼠甲状腺的摄取列
入表@"图"结果表明!A+7后直接标记的单抗

@!BT?D3Y080?@在颈部有明显的放射性聚集!而间
接标记的单抗 @!BTS<?D3Y080?@在颈部没有放射
性聚集!主要集中在胸部"由此可见!通过 <RN
法间接标记的单抗!在体内没有发现脱碘!显著提
高了其在生物体内的稳定性!脱碘程度大大减小"
从表!比较可见!直接标记产物@!BT?D3Y080?@在
甲状腺的摄取率在B!@!!!A!#!!A+7时分别是间
接标记产物@!BTS<?D3Y080?@ 的 @B’B!!#’B!

#)’>!!A’@!+*’"倍!甲状腺放射性摄取有显著差
异!这说明间接标记方法可以有效地解决单抗体
内脱碘的问题"<RN可以用来间接标记大分子#
单抗#蛋白质!解决体内脱碘的问题$@)%!对于那些
没有酪氨酸的小分子肽!应用T%4%=3/#氯胺R方
法无法进行碘标记!也可以用 <RN进行间接标
记!用来显像$@@?@!%"

图"!@!BT?D3Y080?@&0’与@!BTS<?D3Y080?@&\’小鼠放射性自显影

d6=’"!<-:%.046%=.0Y7%186236/X32:34\;@!BT?D3Y080?@&0’%.@!BTS<?D3Y080?@&\’

表!!@!BT?D3Y080?@和@!BTS<?D3Y080?@
在正常小鼠甲状腺的放射性摄取

R0\&3!!R7;.%64-Y:0I3%1@!BT?D3Y080?@0/4
@!BTS<?D3Y080?@6//%.80&8623

"(7
摄取率&ZY:0I3.0:6%’(&‘)=b@’

@!BT?D3Y080?@ @!BTS<?D3Y080?@

B +"’+J*’@ B’+J)’>

@! @"B’)JBA’B +’#J)’!

!A @">’)J@!’) >’AJ)’>

#! @*+’*J@)’B *’AJ)’!

A+ @+A’>J*B’* !’@J)’+

!!!注&(%:3’*:G#

<!结!论

用(E_法@!BT标记 <RN前体!<RN用量为

!B!@))*=!(E_用量为@)!!)*=!VS_用量为

@)!!)*K!反应时间为B86/时!标记率大于

"B‘!利用_@!BTS放射性标记T=O!偶联率最高可

达*B‘!反应易于控制!标记后产物的稳定性有
较大提高!生物活性保持良好"应用 <RN法标
记的单抗 D3Y080?@可以提高其在生物体内的稳
定性!为单克隆抗体的间接标记提供了有用的参
考与借鉴!为解决碘标放射性药物的体内脱碘问
题提供了有效的途径"
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