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摘要 :利用固相法合成趋化肽类似物 fML F K ,并采用双功能螯合剂 ( HYN IC)技术合成了99 Tcm标记的趋化肽

类似物99Tcm2HYN IC2fML F K ,测定了标记物的标记率和放化纯度 ,考察了配合物的稳定性。结果表明 ,合成

fML F K的产率大于 80 % ,纯度大于 97 % ;质谱法测得的相对分子质量与理论值相符 ;99 Tcm标记后 ,配合物的

放化纯度大于 95 % ,在 24 h内放化纯度无明显降低。
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　　随着核医学研究的深入 ,出现了各种类型的

炎症显像剂 ,包括无机化合物、免疫球蛋白、脂质

体、小分子多肽以及标记的白细胞等。目前 ,炎症

显像剂研究的热点集中在对白细胞表面表达的抗

原或受体的研究 ,利用这些抗原或受体的标记配

体作为示踪剂可以达到显像的目的。趋化肽

(formyl2Met2Leu2Phe ,fML F)是原核生物产生的

一种趋化因子 ,白细胞表面存在其高亲和力受体 ,

可以通过受体2配体结合引发白细胞的趋化作
用[1 ]。文献[ 2 ]表明 ,采用手工固相方法合成的

趋化肽类似物 (fML F K)具有与 fML F 相同或更

高的白细胞受体亲和力。通过化学反应合成双功

能螯合剂 ( HYN IC) 后 [3 ] , fML F K 大多采用

HYN IC技术进行99Tcm标记 ,标记反应体系中的辅

助配 体 可 以 是 三 (羟 甲 基 ) 甲 基 甘 氨 酸

( Tricine) [4 ]、甘露醇[5 ]和葡庚糖酸[6 ]。文献[6 ]研

究表明 ,标记体系采用 Tricine 作为辅助配体时 ,

得到的标记物在动物实验中可以获得更高的信躁

比 ( T/ N T值) 。本实验室在先前的研究中已采用

多肽合成仪合成了 fML F K ,并经99 Tcm 标记后成

功地用于动物体炎症病灶的体内显像[7 ]。本研

究在此基础上对多肽固相合成方法进行优化 ,提

高 fML F K的产率及纯度 ,简化双功能螯合剂的

合成步骤 ,同时优化标记条件 ,提高标记物的稳定

性。

1　实验部分

111　试剂

Bio2Gel P2 柱 ,美国 Bio2Rad 公司产品 ; 62氯
烟酸 ,二碳酸二叔丁酯 ( (tBuOCO) 2O) ,二异丙基

乙胺 ,三 (羟甲基)甲基甘氨酸 ( Tricine)均为美国

Aldrich公司产品 ; N2乙氧基羰基222乙氧基21 ,22
二氢喹啉 ( EEDQ) ,美国 ACT公司产品 ; N2羟基
琥珀酰亚胺 (N HS) ,上海伯奥生物科技有限公司

进口分装 ;环己基碳二亚胺 (DCC) ,中国医药集团

上海化学试剂公司进口分装 ;乙腈 ,色谱纯 ,协和

试剂公司产品 ;高锝酸钠淋洗液 (Na99 TcmO4) ,天

津市第一中心医院核医学部提供 ;树脂切割剂 ,军

事医学科学院提供 ;其余试剂均为市售分析纯。

112　仪器

AB I 433A 多肽合成仪 ,美国 PE 公司产品

(合成试剂为 PE公司原装配套试剂) ;冷冻干燥

机 ,美国 Labconco 公司产品 ; R200D 型精密分析

天平 ,德国 Sartorius公司产品 ; HPLC ,美国 Beck2
man公司产品 ; ZAB2HB质谱仪 ,英国 V G公司产

品 ;VARIO EL 元素分析仪 ,德国 Elementar公司

产品 ; ACP200 核磁共振仪 ,瑞士 Bruker 公司产

品 ;UV23000 紫外分光光度计 ,日本岛津公司产
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品 ;FT2646型微机放免测量仪 ,北京核仪器厂产

品。

113　实验方法

11311　双功能螯合剂的合成 　双功能螯合剂

( HYN IC)的合成路线如下 ,其中化合物 2 ,3的合

成必须在无水条件下进行。

　　(1)化合物 1 (62肼基吡啶232羧酸)的合成。

称取 62氯烟酸 410 g ,加入 18 mL 80 %水合肼 ,在

100 ℃油浴中加热 4 h后 ,将混合物冷却至室温 ,

浓缩得白色沉淀 ,溶于极少量水中 ,用浓盐酸调

p H值为 515 ,生成沉淀 ,过滤 ,用 95 %乙醇、乙醚

洗涤 ,真空干燥得黄色固体 ,称重 312 g ,产率

80 %。熔点 : 287 ～ 288 ℃, MS ( m / z ) : 154

(MW153) 。

(2)化合物 2 (62BOC2肼基吡啶232羧酸)的合

成。将 114 g化合物 1溶于 10 mL 二甲基甲酰胺

(DMF) 中 ,加入 112 mL 三乙胺 ,混匀 ,加入

2113 g(tBuOCO) 2O。反应混合物在室温下搅拌

17 h ,减压蒸馏得棕色固体 ,溶于少量乙酸乙酯 ,

硅胶 (粒径为 50～75μm)柱层析纯化 ,得产物

2103 g ,产率 82 %。MS(M + H) :254 (MW 253) 。

(3)化合物 3 (琥珀酰亚氨基262BOC2肼基吡
啶232羧酸)的合成。将 1145 g化合物 2和 0166 g

N HS溶于 15 mL DMF中 ,1118 g DCC溶于 5 mL

DMF中 ,混合两种溶液 ,于室温搅拌 17 h ,过滤 ,

滤液浓缩得棕色固体 ,溶于极少量乙酸乙酯 ,硅胶

(粒径为 50～75μm)柱层析纯化 ,得黄色固体 111

g ,产率 60 %。熔点 : 168～171 ℃,MS ( M + H) :

351 ( MW 350) 。元素分析 (以 C15 H18 O6N4 计) :

计算值 ,C ,51143 % ; H ,5118 % ;N ,16100 % ;实测

值 ,C , 51151 % ; H , 5115 % ; N , 15195 %。1H NMR

(DMSO2d6 ,δ) :1153 (s ,9H) ,3101 (s ,4H) ,7124 (d ,52
H) ,8123 (dd ,42H) ,8172 (d ,22H)。

11312 　趋化肽类似物 formyl2Met2Leu2Phe2Lys

(fML F K)的合成

( 1 ) 四肽2树脂的合成 ( Met2Leu2Phe2Lys

resin) 。在 AB I 433A多肽合成仪主控电脑上运行

SynthAssist TM软件 ,编辑多肽序列 Met2Leu2Phe ,

选择 Lsy预挂的 Pre2loaded HPM resin ,所需氨基

酸的α2氨基由 FMOC基团保护 ,设定合成方法为

FastMoc 011Ω monPrevP K ,运行仪器合成四肽2
树脂。

(2)四肽2树脂的甲酰化[8 ]。将 1 mmol四肽2
树脂干燥后装入试管中 ,加入 817 mL 甲酸 ,室温

搅拌 17 h后真空蒸发 ,剩余物溶于 817 mL 无水

DMF ,加入 01445 g (1180 mmol) EEDQ ,室温搅拌

20 h。慢速滤纸过滤 ,用无水甲醇充分洗涤 ,空气

干燥。

(3)趋化肽类似物2树脂的切割。将趋化肽类
似物2树脂置于冰浴中冷却 ,逐滴加入预冷的切割

剂 ,室温下继续搅拌 115 h。慢速滤纸过滤 ,用少

量三氟乙酸 ( TFA)洗涤树脂和容器 ,合并滤液 ,加

入 30 mL 预冷的乙醚 , 出现白色沉淀 , 在

2 000 r/ min下离心 10 min ,除去上清液。加入 8

～9 mL 预冷乙醚 ,充分洗涤多肽沉淀 ,离心 ,洗涤

2～4 次 ,除去切割剂 ,真空干燥后得趋化肽类似

物粗产物。

(4)趋化肽类似物的纯化。趋化肽类似物粗

产品加少量水溶解后 ,经高效液相色谱分离纯化。

色谱条件 :反相 C18 柱 ,梯度洗脱 ,流动相 A 为

011 %TFA 纯水溶液 ,流动相 B 为含 011 % TFA

的乙腈 ,洗脱梯度为流动相 B的比例在 40 min内

由 30 %增加到 50 % ,检测波长 220 nm ,流速 1100

mL/ min。收集趋化肽类似物所在的洗脱峰 ,旋转

蒸馏除去有机溶剂 ,经冷冻干燥得到纯化后的趋

化肽类似物 ,HPLC及质谱鉴定。
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11313　99 Tcm标记趋化肽类似物 　(1)趋化肽类

似物与双功能螯合剂的连接 (fML F K2HYN IC) 。

将 93 mg趋化肽类似物溶于 1 mL DMF和 30μL

二异丙基乙胺中 ,77 mg 双功能螯合剂溶于 015

mL DMF ,合并以上两种溶液 ,室温搅拌 2 h。往

反应混合物中加入适量石油醚 ,除去上清液 ,油层

中加入适量 H2O ,有沉淀生成 ,过滤 ,沉淀经 5 %

NaHCO3 , H2O 和乙酸乙酯洗涤后 ,溶于 5 mL

TFA (内含 011 mL 对2甲酚) , 20 ℃下搅拌 15

min ,除去肼基上的 BOC保护基。溶液经旋转蒸

馏除去 TFA ,加入乙醚 ,过滤 ,得 fML F K2HYN2
IC。双功能螯合剂中的 BOC保护基可以起到封

闭肼基的作用 ,使连接反应的产物单一 ,不需要进

一步纯化。紫外分析显示 ,最大吸收峰为 268 nm

和 315 nm ,与文献 [ 10 ]相符。元素分析 (以 C33

H49O7N8 S 计) :计算值 , C , 56147 % ; H , 7104 % ;

N ,15197 %。实测值 , C ,56149 % ; H ,7107 % ; N ,

15194 %。

(2)趋化肽类似物的99 Tcm标记 (99 Tcm2HYN2
IC2fML F K) 。往 50μL 160 mg/ mL 的 Tricine水

溶液中 ,顺序加入 20μL 不同浓度 fML F K2HYN2
IC(溶于 DMSO)溶液、200μL Na99 TcmO4 (296～

444 MBq) ,44μL 乙醇及 6μL 1 mg/ mL SnCl2 (溶

于 011 mol/ L HCl) ,反应体系混匀后 ,室温下放

置 015～1 h ,测定标记率。选择 p H 值不同的

01025 mol/ L 磷酸缓冲液作为洗脱液 ,标记物经

过Bio2Gel P2 柱纯化 ,分步收集 ,确定洗脱峰位

置 ,测定放化纯度。标记率及放化纯度的测定采

用薄层层析法 ,硅胶 G层析板作为支持物 ,生理

盐水展开 ,每个时间点测定 5 次。对照系统采用

Whatman No. 1层析纸作为支持物 ,体积比为 9∶1

的丙酮2水混合溶液展开。

2　结果和讨论

211　趋化肽类似物 fMLFK的合成

本文采用固相法合成多肽 ,不仅简化了过量

反应试剂和反应副产物同产物分离的操作 ,还可

通过使用过量的反应试剂 ,使缩合反应更趋完全 ,

从而获得更高的产率 ,并且 AB I 433A 多肽合成

仪自动化程度高 ,合成过程完全由电脑控制 ,合成

过程有完整的记录。实验还在文献 [ 8 ]的基础上

对四肽2树脂的甲酰化方法进行了修改 ,文献 [ 8 ]

报道液相合成过程中甲酰化反应的产率为 93 %。

6次合成实验结果显示 ,粗产物通过 HPLC分离

纯化后 ,fML F K的最终产率为 (8119±114) % ,优

于文献[7 ]的实验结果。fML F K产品经分析型反

相 HPLC测定 ,保留时间与标准品相同 ,纯度为

(9717±019) % ,MS(M + H) :567 (MW566) ,与计

算值相符。

212　趋化肽类似物的浓度对标记率的影响

肽的质量浓度对标记率的影响见图 1。由图

1可知 ,肽的质量浓度对标记反应的影响较大 ,随

fML F K2HYN IC质量浓度的增大 ,标记率呈上升

趋势 ,之后逐渐趋于平衡。当肽的质量浓度在 30

μg/ mL 以上时 ,标记率即可达 90 % ,实验中选用

40μg/ mL。

图 1　fML F K2HYN IC的质量浓度

对标记率的影响

Fig. 1　Effect of fML F K2HYN IC mass

concentrations on labeling yield

213　99 Tcm标记的趋化肽类似物的体外稳定性

不同 p H值的磷酸缓冲液对纯化后的放射性

药物的稳定性有一定影响 ,结果示于图 2。由图 2

可以看出 ,在 p H = 714 的条件下 ,99 Tcm2HYN IC2
fML F K在室温放置 24 h ,放化纯度均在 95 %以

上 ,无明显降低 ( t < 2131 , P > 0105) 。而在 p H =

810的条件下 ,99 Tcm2HYN IC2fML F K在室温放置

18和 24 h后 ,放化纯度分别为 9416 %和 9413 % ,

与 p H = 714条件下相比 ,放化纯度明显降低 ( t =

2 . 36和 t = 2 . 84 , P < 0 . 05) 。说明在此条件下标

记物室温放置超过 18 h 后稳定性降低。因此本

实验中标记物的纯化采用 p H = 7. 4 的磷酸缓冲

液。99 Tcm可以通过不同化合物形式制备放射性

标记物 ,HYN IC技术用于标记蛋白与多肽已经超

过十年了[3 ,9 ] ,经该方法标记的99 Tcm2趋化肽类似
物在实验中表现出了良好的稳定性以及优异的显

像特性 ,这在其它研究中也得到了证实[10 ]。在本

研究中 ,标记过程在室温下进行 ,标记反应连同分
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图 2　放射性药物的体外稳定性

Fig. 2　Stability of 99Tcm2HYN IC2fML F K in vit ro

1———p H = 7. 4 , 2———p H = 8. 0

离纯化操作可在 2 h 内完成 ,比较适合肽类这种

具有生物学活性药物的标记。

3　结　论

(1)建立了趋化肽类似物 fML F K的合成及

纯化方法 ,fML F K的最终产率大于 80 % ,纯度大

于 97 %。

(2)采用 HYN IC技术成功制备了99 Tcm标记

的趋化肽类似物 ,对标记条件进行优化 ,标记物的

放化纯度大于 95 % ,且在标记后 24 h内无明显降

低 ,具有良好的稳定性。
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Abstract : The chemotactic peptide analogue fML F K ,synthesized with solid phase method ,is labeled
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(5) Na2CO3的洗涤不能恢复辐照后萃取剂的

萃取性能。
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in a decline of radiolytic stability.

Key words : hydrolysis ; radiolysis ; TBOPDA ; extraction ; U
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with 99Tcm by HYN IC technique. The results indicate that the synthesis yield of fML F K is over 80 % and the

purity is over 97 %. After labeled with 99Tcm , the radiochemical purity of 99Tcm2HYN IC2fML F K is over 95 %.

There is no significant decrease of the radiochemical purity in 24 h after the radiopharmaceutical is purified.

Key words : peptide ; solid phase synthesis ; HYN IC technique ; image agent
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