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211A t 通过D TPA 酸酐标记 IgG3
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(四川大学原子核科学技术研究所, 辐射物理及技术国家教委开放实验室, 成都 610064)

　　研究了211A t 通过二乙撑三胺五乙酸 (D T PA ) 酸酐标记人免疫球蛋白 G ( IgG) 的方法。合成

D T PA酸酐后与人 IgG 反应, 制得D T PA 2IgG。N a 211A t 溶液与分离纯化后的D T PA 2IgG 在室温下

反应 30 m in, 经 Sephadex G50柱分离纯化, 得211A t2D T PA 2IgG 的 011 mo löL PBS 淋洗液。整个标记

过程可在 115 h 完成, 全程标记率在 60% 以上。测定了211A t2D T PA 2IgG 在体外的稳定性, 并通过比

较标记物与N a 211A t 注射液在N IH 小鼠体内的分布和代谢, 评价了211A t2D T PA 2IgG 在体内的稳

定性。

　　关键词　211A t　标记方法　D T PA 　 IgG　稳定性　分布

　　中图分类号　O ·613145　R·81719

核素211A t (T 1ö2= 7. 21 h) 衰变放出近 100% 的 Α射线, 射线平均能量为 618 M eV , 在软组

织中的射程约为 6—8 个细胞范围 (55—80 Λm ) , 其传能线密度L ∃ (98184 keV ·Λm - 1) 与内照

射治疗效应最佳L ∃ 值 (～ 100 keV ·Λm - 1) 十分接近, 具有极强的细胞毒性[ 1 ]。用211A t标记的

抗肿瘤单克隆抗体及片段在荷瘤动物体内已显示了较好的定位分布和导向治疗作用[ 2- 4 ]。
211A t标记抗体的方法目前一般采用以砹代苯环化合物为中间体的间接标记方法。这些方法用

于标记完整单抗时, 标记物在体内具有较高的稳定性, 但用于抗体片段的211A t 标记时, 标记物

在胃、肺、脾和甲状腺等正常组织的摄取显著升高[ 5, 6 ]。而一般认为, 与完整单抗相比, 单抗片段

在肿瘤组织的摄取速率更快, 达到最大摄取的时间与211A t 的半衰期更为匹配, 可能更适合作

为211A t 导向药物的载体。

二乙撑三胺五乙酸 (D T PA ) 是一种强螯合剂, 常用于99T cm , 90Y, 186R e 和111 In 等金属核素

的抗体标记。砹 (A t)为原子质量最大的卤族核素, 其金属性和变形性比其它任何卤素均明显。

在酸溶液中,A t 可以以正价态的A t+ 存在。近来,M ilesz S 等[ 7 ]已利用D T PA 在示踪量条件下

实现了免疫球蛋白 G ( IgG)的211A t 标记, 但无进一步的体外稳定性及动物实验研究报道。本文

试图采用不同途径, 将D T PA 酸酐与 IgG 偶联后, 再进行211A t 标记, 制得211A t2D T PA 2IgG 标

记物。并通过比较211A t2D T PA 2IgG 与离子型211A t- 在N IH 小鼠体内的分布和代谢, 评价211A t2



D T PA 2IgG 在体内的稳定性。

1　实验部分

111　材料

11111　试剂　人 IgG, 成都生物制品所产品; 凝胶 Sephadex G50, Pharm acia 公司进口, 上海

化学试剂厂分装; 其它化学试剂均为分析纯; 实验用水为二次重蒸水。

11112　仪器　FH 2463 自动定标器, 西安核仪器厂产品; 7530 型分光光度计, 上海分析仪器厂

产品; 高效液相色谱仪 (H PL C)为美国Beckm an 公司 334 系列, 配 170 型放射性探测器。

11113　N a 211A t 溶液　在四川大学国产 112 m 回旋加速器上, 用 27 M eV 的 Α粒子照射铋

靶, 通过核反应209B i(Α, 2n) 211A t 产生211A t [ 8 ]。经高温干法蒸馏, 硅胶柱吸附, 0. 1 m o löL N aOH

溶液洗脱即得N a 211A t 溶液。用于动物实验时, 用 015 m o löL HC l 调pH 至 710, 并用 011 m o lö

L 磷酸盐缓冲溶液 (PBS) (pH = 7. 0)稀释配成N a 211A t 注射液。

11114　实验动物　N IH 系小鼠, 体重 20—22 g, 雌雄兼有, 成都抗菌素卫生研究所提供。

112　D TPA 酸酐的合成及确证

按照参考文献[9 ]的方法, 将 1517 gD T PA、15. 6 mL 乙酸酐和 25 mL 已用氢氧化钠除去

水份的吡啶置于 100 mL 烧瓶, 在 (65±1)℃水浴中回流反应 24 h。抽滤收集不溶物, 用乙酸酐

冲洗 4—5 次, 再用乙醚 (使用前用金属钠除去水份)洗涤 3—4 次, 置于 (55±2)℃烘箱中干燥,

得D T PA 酸酐。产物经四川大学分析测试中心测试, 熔点 175—180℃ (文献 175—185℃) , 红外

光谱 ( IR )及核磁共振 (NM R )分析结果均与文献[9 ]相符。

113　D TPA 酸酐与人 IgG 的偶联

40 m g 人 IgG 溶于 1. 0 mL 0. 1 m o löL N aHCO 3 缓冲溶液 (pH = 8. 2) , 按D T PA 酸酐与人

IgG 摩尔比为 3∶1 加入D T PA 酸酐。室温下反应 15 m in 后, 转入 Sephadex G50 柱 (<1. 2 cm

×16 cm )分离纯化, 淋洗液为 0. 1 m o löL 的乙酸缓冲液 (pH = 6. 0)。收集洗脱液, 用分光光度

计或H PL C 测定其蛋白质浓度。H PL C 分析条件为: 排带色谱柱 T SK 4000SW (13Λm , <7. 5

mm ×300 mm ) , 流动相 0. 1 m o löL PBS (pH = 7. 0) , 流速 1. 0 mL öm in, 紫外检测波长 225 nm。

114　211A t 与D TPA - IgG 的标记

用 015 m o löL HC l 溶液调N a 211A t 溶液pH = 6. 0。取上述 4. 8 göL D T PA 2IgG 洗脱液 0.

2- 0. 4 mL , 加入到已调好 pH 值的 1010—3316 M Bq N a 211A t 溶液中, 室温下反应 20—30

m in, 不时振摇。转入 Sephadex G50 柱, 淋洗液为 011 m o löL PBS (pH = 7. 0) 溶液, 收集洗脱

液, 测定其放射性浓度和蛋白质浓度, 确定211A t2D T PA 2IgG 峰值。计算放化产额和比活度。同

时用H PL C 方法对淋洗液进行分析鉴定, 洗脱条件同上。但对流出组份同时进行紫外检测和

放射性检测, 并画出各自的色谱图。

115　标记物的体外稳定性

取211A t2D T PA 2IgG 的 0. 1 m o löL PBS 淋洗液 (放射性浓度 119 M BqömL , 蛋白质浓度

258ΛgömL ) 0. 5 mL , 分别与 015 mL 0. 1 m o löL PBS (pH = 7. 0) 溶液和 0105 m o löL D T PA 溶

液混合。室温放置 24 h。其间分别于 10 h 和 24 h 取样, 用 Sephadex G50 柱分析测定样品含量

变化。

116　动物实验

将 28 只N IH 系小鼠按实验设计随机分为两组。通过腹腔分别注射含 0167 M Bq 211A t2
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D T PA 2IgG的 0. 1 m o löL PBS (pH = 7. 0)洗脱液 200 ΛL 和 2152 M Bq 的N a 211A t 注射液 (200

ΛL )。分别在 015 h、3 h、10 h 和 24 h 处死小鼠, 取血、甲状腺等组织器官, 称重, 测定放射性计

数。由于211A t 半衰期较短, 为便于放射性衰变校正, 分别取上述两种注射液各 10 ΛL 作标样,

与上述生物样品同时测量。最后计算组织摄取率 (每克组织摄取放射性占总注射量的百分

比, % ID·g - 1)。由于甲状腺剪取困难, 解剖过程中与周围组织一并切取, 并以% ID 表示211A t

在甲状腺的摄取率。

2　结果与讨论

211　标记方法的可靠性

图 1 为 Sephadex G50 柱分离纯化211A t 标记D T PA 2IgG 反应物的 011 m o löL PBS (pH =

7. 0) 洗脱曲线。根据放射性测量和蛋白质含量测定结果, 第一个峰应为211A t2D T PA 2IgG 的洗

脱峰, 此峰约在第 12 mL 洗脱液前后出现。第二个峰出现在约第 28 mL 洗脱液前后, 无蛋白质

含量, 应为游离的211A t- 或未标记的小分子211A t 化合物。

图 1　211A t 标记D T PA 2IgG 的 Sephadex G50

柱洗脱曲线。

F ig. 1　E lu tion of 211A t labeled D T PA 2IgG

by a Sephadex G50 co lum n

1——211A t2D T PA 2IgG;

2——211A t- 或211A t2D T PA

图 2　211A t2D T PA 2IgG 分离纯化后
的H PL C 色谱图

F ig. 2　H PL C analysis of 211A t labeled D T PA 2IgG　
　　 after iso lated by a Sephadex G50 co lum n

1——D T PA 2IgG;

2——211A t2D T PA 2IgG

用H PL C 分析第一个峰洗脱液, 发现仅有单一的紫外吸收峰和对应出现的放射性检测峰

[R t= (9. 30±0. 05)m in ], 表明产物为单一的211A t2D T PA 2IgG。同时也表明 Sephadex G50 柱

对211A t2D T PA 2IgG 的分离纯化是有效的, 产物可直接用于体内外动物实验。

212　放化产额与比活度

由 Sephadex G50 柱分析测得211A t 标记D T PA 2IgG 的标记率为 80% 左右, 且加入211A t 放

射性活度的多少对标记率无明显影响。由于D T PA 2IgG 可在标记前预先制备分离, 因此整个

标记分离过程可在 115 h 内完成。本方法的放化产额> 60% , 这一结果高于采用对砹苯甲酸为
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中间体进行211A t 标记抗体的放化产额 (30% ) [ 4 ] , 与国外211A t 的其它标记方法相比也是较高

的[ 10- 12 ]。

一般加入 110—210 m g D T PA 2IgG 和 10—3316 M Bq N a 211A t 反应, 所得标记物洗脱液

的放射性浓度为 1105—3133 M BqömL , 蛋白质浓度为 0122—0145 göL , 比活度为 213—

1510 GBqög。

213　211A t-D TPA - IgG 在体外的稳定性
211A t2D T PA 2IgG 与 011 m o löL PBS (pH = 7. 0) 混合, 在室温下放置 10 h 和 24 h, 其含量

分别为 (9113±3112) % 和 (8315±2130) % ; 与 0105 m o löL D T PA 混合 10 h 和 24 h 的含量分

别为 (9118±3141) % 和 (8417±2115) %。可见211A t2D T PA 2IgG 在体外 10 h 和 24 h 的脱砹率

分别约为 9% 和 15% , 略高于文献 [ 13 ]报道的90Y2D T PA 2IgG 在体外 24 h 解离 1119% 的结

果。考虑到211A t 的半衰期仅为 7121 h, 211A t2D T PA 2IgG 在体外的稳定性还是可以的。

214　211A t-D TPA - IgG 在小鼠体内的分布及稳定性
211A t2D T PA 2IgG 和离子型N a 211A t 腹腔注入N IH 系小鼠后在体内的分布列入表 1。由表

1 可见, 211A t2D T PA 2IgG 和 211A t- 注入后, 在小鼠体内均呈现全身性分布, 特别在甲状腺、胃、

肺、脾等组织的摄取率较高。除甲状腺、胃、肺、脾外, 其他器官组织的211A t 摄取率几乎均随时

间增加而降低, 而211A t- 的代谢速度更快。
211A t2D T PA 2IgG 与N a 211A t 在血液中摄取率变化规律具有显著差异。虽然二者在血液中

表 1　211A t-D TPA- IgG 和 Na 211A t (211A t- )在 N IH 小鼠体内的分布

Table 1　Tissue d istr ibution of 211A t-D TPA- IgG and Na 211A t in N IH m ice % ID ög

注射液 组织 015 h 3 h 10 h 24 h

N a 211A t

(n= 4)

血 3135±0157 2125±0121 0142±0113 0124±0107

心 5175±0144 4172±1120 0191±0121 0145±0114

肝 2111±0166 2149±0187 0149±0109 0123±0106

胃 15148±2198 17186±3109 5137±1116 1193±0133

肺 13173±0191 13129±4111 2135±0157 1105±0146

脾 15155±3150 19122±9149 1191±0155 0149±0131

肾 6185±0193 5137±1127 0191±0113 0149±0139

肠 4103±1105 3192±1108 0166±0117 0131±0113

腹腔脂肪 2197±0160 1197±0138 0137±0106 0121±0113

甲状腺1) 1107±0134 3173±2107 3153±1123 5109±2144

211A t2D T PA 2IgG

(n= 3)

血 3140±0104 2157±0130 0181±01033) 0171±01143)

心 6110±0139 4101±0137 1130±01042) 0159±0112

肝 2105±0118 2118±0134 0171±01062) 0137±0109

胃 15120±1191 20135±5167 5196±0155 2101±0195

肺 14118±1172 12111±2197 2187±0116 1125±0132

脾 16181±2119 13152±2140 2155±0136 0191±0151

肾 7119±0152 4134±0177 1130±01093) 0159±0124

肠 4109±0148 3142±0182 0189±0106 0151±0117

腹腔脂肪 3180±0162 3115±1195 0167±01053) 0129±0103

甲状腺1) 1100±0154 4158±0144 4146±1179 5183±2123

　　注: 1) 211A t 在甲状腺的摄取率以% ID 表示; 2) 与N a 211A t 结果比较, 差异显著 (P < 0105, t 检验) ; 3) 与N a 211A t 结果

比较, 差异极显著 (P < 0101, t 检验)
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的摄取率随时间变化均呈下降趋势, 但211A t2D T PA 2IgG 在血液中的摄取率下降要缓慢得多,

注射后 10 h 和 24 h, 其在血液中的摄取率仍保持在较高水平, 分别为同期N a 211A t 在血液中

摄取率的 1193 倍和 2196 倍。Sp iegelberg 等[ 14 ]认为 IgG 注入小鼠后很快扩散到整个体腔而导

致血液中 IgG 含量的快速下降, 直到一个暂时平衡状态。然后, 血液中 IgG 含量的进一步下降

主要取决于 IgG 在动物体内的代谢作用。从211A t2D T PA 2IgG 在血液中的摄取率变化及与N a
211A t 结果的比较, 可以看出211A t2D T PA 2IgG 在体内具有一定的稳定性。

离子型211A t- 对甲状腺组织具有亲和性[ 1 ]。根据文献[ 15 ]用静脉给药所得结果, N a211A t

在甲状腺的最大摄取出现在 6 h 左右, 其摄取率可达 311% ·g - 1。本次实验采用腹腔给药, 从

结果看来,N a 211A t 在甲状腺的摄取在 3—10 h 维持暂时平衡, 10 h 后逐渐增加。除 015 h 时间

点外, 211A t2D T PA 2IgG 在甲状腺的摄取均大于N a 211A t 在甲状腺的摄取率。尽管二者在甲状

腺摄取值的差别并无显著意义 (P > 0105, t 检验) , 但与采用其它实验方法所得211A t 标记物在

甲状腺摄取率的比较[ 12, 16 ]可以看出: 211A t2D T PA 2IgG 在体内可能存在着缓慢脱砹现象, 解离

的211A t 主要滞留在甲状腺。考虑到一般211A t 标记抗体片段在小鼠体内的分布和代谢有别于
211A t标记完整单抗 ( IgG) , 因此本标记方法能否适宜于抗体片段的211A t 标记尚需作进一步研

究。

3　结　论

(1) 211A t 可通过D T PA 酸酐标记 IgG, 其标记率约为 80% , 放化产额> 60% , 整个标记分

离过程可在 115 h 内完成。

(2) 211A t2D T PA 2IgG 标记物在体外具有一定的稳定性。

(3) 211A t2D T PA 2IgG 在小鼠体内可能存在着缓慢脱砹现象。
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LABEL ING IgG W ITH 211A t V IA D TPA ANHYD R ID E

L iu N ing　J in J iannan　M o Shangw u　Chen H engliu　Yu Yanp ing

( Institu te of N uclear S cience and T echnology , S ichuan U niversity , Cheng d u 610064)

ABSTRA CT

A m ethod fo r labeling hum an IgG w ith 211A t via D T PA anhydride is described. D T PA 2
IgG is p repared and 211A t is con juga ted to hum an IgG by adding N a 211A t to D T PA 2IgG and

react ion fo r 30m in at room tem pera tu re. T he asta t ina ted IgG is iso la ted by a Sephadex G50

co lum n and iden t if ied by size exclu sion H PL C. T he labeling p rocedu re is execu ted in 1. 5h and

at least 60% of the added 211A t are found in the p roduct. T he stab ility of 211A t D T PA 2IgG in

vit ro and vivo is eva lua ted.

Key words　　211A t　L abeling m ethod　D T PA 　 IgG　Stab ility　B iodist ribu t ion
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