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摘要!为发展锝>++8标记的阿尔茨海默病$N&X73683.(94693093&NT%早期诊断显像药物&在荧光测定法基础上&

建立了体外荧光法测定羰基铼配合物与N#$"%#*%淀粉样纤维结合的解离常数/4 的方法)同时&合成了配体)>
$">乙基苯并咪唑%吡啶$YHZU%及其铼的配合物53$WE%!W&$YHZU%&测定后者与体外缠结N#$"%#*%结合的解离常

数/4!采用直接标记法制备YHZU的*++G28$WE%!+b配合物&并研究配合物*++G28$WE%!+b>YHZU的理化性质及

生物分布)结果表明&53$WE%!W&$YHZU%与N#$"%#*%结合的解离常数/4L"!’!(8%&,C!正常小鼠体内生物分布

研究表明&化合物*++G28$WE%!+b>YHZU的脑初始$)86/内%摄取值为$*’?!K*’"A%eUT,B$"L!%&在脑内清除

较快&")*86/时&摄取值为$*’)AK*’*!%eUT,B$"L!%)

关键词!阿尔茨海默病!荧光!53,*++G28$WE%!+b>YHZU!/4!N#$"%#*%!生物分布

中图分类号!5="A!!文献标志码!N

L4,:4,K5//4,4-8./@&$NG%=N1$PELM%/.*5!$!">"%5KK*&K’-&(
’,:PQ’1)’-4.,./*II#$+$NG%=+H2PELM
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%_:06/34’G73 /4 <0&-3%1 53$WE%!W&$YHZU%69"!’! (8%&,C’Z6%469:.6_-:6%/ %1
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!!阿尔茨海默病"N&X73683.&94693093)NT#又
称老年性痴呆症)是由于大脑细胞退化而导致思
维能力逐渐丧失的一种疾病*N#""%#*#是该疾病
的早期病理学特征!"$*目前为止)尸检仍是诊断

NT的唯一可靠标准!)>@$)但采用体外荧光方法也
可以找到与N#""%#*#有较高特异性结合的配体分
子*该法原理是当配体分子与 N#""%#*#纤维作用
时)由于后者具有较大的黏性而限制了配体分子
的旋转)使配体分子形成刚性平面结构)提高量子
产率)使荧光发射光的强度增强!?$*用该方法可
以定量评价化合物与 N#""%#*#的结合能力)得到
抑制常数/8或解离常数/4值*
硫磺素>G常用作NT尸检)其结构示于图"*

目前很多与N#具有高亲和性的化合物在结构上
与其十分相似*本工作为探索新的++G28 标记的

N#斑块显像剂)以硫磺素>G的分子骨架为基础)
设计合成了YHZU以及配合物53"WE#!W&"YHZU#
"图"#*以 53"WE#!W&"YHZU#为指导)利用 53
与 G2 核 素 性 质 上 的 相 似 点)用 YHZU 对
!++G28"WE#!$b核心进行标记)并用5>DHCW+纸
电泳等方法研究标记产物的理化性质*同时研究
了!++G28"WE#!$b>YHZU在正常小鼠体内的生物
分布性质)以为发展应用于 NT 早期诊断的
!++G28"WE#!$b核心标记的药物提供新的设计
思路*

图"!硫磺素>G)YHZU)53"WE#!W&"YHZU#的结构

‘6B’"!S:.-2:-.39%1G7G)YHZU)53"WE#!W&"YHZU#

!!实验部分

!;!!主要仪器和试剂
二维微量 DHCW)日本岛津公司’Dh>?*旋

涡混合器+SDg>*)>"空气恒温摇床)北京北方同
正生物技术有限公司’日立 D?**透射电子显微
镜)日本日立制作所株式会社’‘&-%.%&%BG0->!
荧光分光光度计)法国,>O公司’N5""#*电子分
析天平)感量*’***"B)美国EDNPS公司*

N#""%#*#)分析纯)香港"巴根#公司’硫磺素>G
"盐酸盐#+HZS溶液 "̂DLA’#)"’*8%&(C#和

YTGN)分析纯)美国S6B80公司’磷钨酸)分析
纯)北京新兴百瑞技术有限公司’正辛醇)分析纯)
北京试剂公司’YHZU和 配 合 物 53"WE#!W&
"YHZU#)自制!A>=$’昆明雌鼠)北京大学医学部*

!;<!实验条件

DHCW分析系统%色谱柱为W>"=反向柱)洗
脱梯度%溶液 N是含*’"e 三氟乙酸"G‘N#的

水’溶液Z是含*’"eG‘N的乙腈*方法是%*$
)*86/)"**e N$"**e Z’)*$)@86/)"**e
Z)流速*’+8C(86/*

!;=!5!!!">""纤维的形成
将"8BN#""%#*#溶于)8CHZS"̂DLA’##

溶液中)得到*’@B(C的N#溶液)向溶液中加入

YTGN""88%&(C#后将上述溶液置于恒温摇床
内)在!Aj下)!@*.(86/摇动A)7*
透射电镜观察%以磷钨酸")e)̂ DLA’##作

负染剂)用透射电镜在三万倍下观察N#的形态*
硫磺素>G荧光增强验证 N#""%#*#纤维的形

成%""#取硫磺素>G"A(8%&(C#溶液!**(C)加
到!@*(C 的比色皿中’")#取硫磺素>G 溶液
"A(8%&(C#*’@8C)加入@(CN#""%#*#纤维溶
液)摇匀)静置"86/)取上述溶液!**(C加到

!@*(C的比色皿中*在荧光分光光度计中)以

#@*/8波长的荧光激发!+$)狭缝为!/8)在发射
波长#=!/8分别测定""#组和")#组的荧光强度*
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!;>!@&2PELM与5!!!">""结合的!:值的测定
配制"!@!"*!"@!)*!)@!!*!!@!#*!#@!

@*(8%&"C53>YHZU的HZS溶液#̂DLA’#$!对
每种浓度的溶液作如下操作%#"$用移液枪取53>
YHZU溶液!**(C!加到!@*(C 的比色皿中&
#)$取53>YHZU溶液@**(C!加入@(CN#溶液!
摇匀!静置"86/!移液枪取!**(C加到!@*(C
的比色皿中’
在荧光分光光度计中!激发波长#)*/8!狭

缝宽#/8!测上述)组溶液荧光强度#积分峰面
积$’浓度由低到高对以上溶液进行测定’每个
浓度的溶液平行做!份!每份测!次!以)组溶液
荧光强度差值的倒数为纵坐标!以53>YHZU浓度
的倒数为横坐标!作双倒数图!得到/4值’

!;?!#II#$+!NG"=$H的放射性标记

!;?;!!(++G28#WE$!#D)E$!)b中间体的制备!
按文献("*>"))方法!将)*8B硼氢化钠!#8B碳
酸钠!"@8B酒石酸钾钠装入一个西林瓶中!密封
后通入WE气体!*86/!将瓶中空气排净!压好铝
盖备用’用注射器向制备好的(++G28#WE$!)b中
间体药盒中加入新淋洗的高锝酸钠溶液#"8C!
约)A**MZV$’"**j水浴反应"*86/!冷却至
室温!用*’"8%&"CDW&调节 D̂LA!备用’

!’?’<!(++G28#WE$!)b>YHZU的制备!配制

D̂L"的YHZU#"(8%&"C$溶液!移取*’@8C配
体溶液分别放入西林瓶中!加入*’"8C上述制
备的(++G28#WE$!#D)E$!)b 中间体溶液!用

*’"8%&"C(0ED溶液调节溶液的 D̂LA!室温
下放置"*86/’

!’?’=!放化纯分析!(++G28#WE$!#D)E$!)b中
间体和(++G28#WE$!)b>YHZU配合物的放射化学
纯度采用 DHCW分析方法进行测定’

!’?’>!配合物电荷的测定!将放化纯大于++e
的(++G28#WE$!)b>YHZU配合物溶液点样于新华
一号滤纸!置于*’*?8%&"C磷酸缓冲溶液#̂DL
A’#$介质中展开’电泳电压为"@*$!电场强度
为)*$"28!展开时间为#7’测定各标记化合
物的放射性分布!分别计算移向正极*负极及滞留
原点组分的相对百分比’

!’?’?!配合物脂水分配系数的测定!将*’"8C
(++G28#WE$!)b>YHZU溶液加入到含有)8C正
辛醇与"’+8CHZS缓冲溶液#̂DLA’#$的离心
试管中!充分混合后离心分层!分别取等体积的有
机相和水相溶液测定其放射性计数!由有机相和
水相计数比的对数计算(++G28#WE$!)b>YHZU的

脂水分配系数’

!’?’R!配合物的生物分布研究!取"=%)@B雌
性昆明小鼠"@只!尾静脉注射(++G28#WE$!)b>
YHZU溶液*’"8C#"IZV"C$!分别于注射后)!

"@!!*!?*!")*86/将其断颈处死!取心*肝*脾*
肺*肾*肌肉*骨组织*脑*血液!称重并测定放射性
计数!计算每克组织的百分注射剂量率#eUT"

B$’

<!结果和讨论

<;!!5!!!">""纤维的制备

N##"%#*$聚集前后的电镜图像示于图)’由
图)可知!在透射电镜下观察到N##"%#*$聚集成了
纤维状结构’硫磺素>G溶液的荧光图示于图!’
由图!可知!在硫磺素>G溶液中加入 N##"%#*$纤
维后!溶液的荧光强度明显增强也表明 N##"%#*$
纤维的形成’

图)!N##"%#*$聚集前#0$*后#_$的电镜图像

‘6B’)!M%/%83.#0$0/40BB.3B0:39#_$%1N##"%#*$

图!!A(8%&"C硫磺素>G溶液荧光图

‘6B’!!‘&-%.3923/236/:3/96:;%1:76%1&0<6/>G
"+++未加N##"%#*$#N_93/23%1N##"%#*$$!

)+++加N##"%#*$#Y[69:3/23%1N##"%#*$$

<;<!@&2PELM与5!!!">""结合的解离常数!:
以53>YHZU的浓度为横坐标!以 53>YHZU

与N##"%#*$结合后和结合前的荧光强度差值#$=$
为纵坐标!作图示于图#’以53>YHZU浓度的倒
数为横坐标!以53>YHZU与 N#结合后和结合前
的荧光强度差值#$=$的倒数为纵坐标!作双倒数
图!示于图@’由图@可知!直线与4轴的交点为
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a"!/4L a*’*A"得到 /4L "!’!(8%&!C#
53$WE%!W&$YHZU%与体外N#$"%#*%的结合实验表
明有微摩级的结合能力$/4L"!’!(8%&!C%"与
文献&+’中硫磺素>G与 N#$"%#*%结合的解离常数
$/4L)(8%&!C%在同一数量级"这可能是因为二
者的结构较相似#但和报道的铼配合物&"!’相比"

"!’!(8%&!C的解离常数还是不够理想#
与放射性测定方法相比"荧光法可不受作用

靶点的影响和限制"避免了不明结合靶点化合物
抑制剂无法选择的困难"可作为此类++G28 放射
性药物新药初步靶向结合的筛选方法(但一旦确
定53配合物靶向结合的存在后"必须通过放射
性++G28 标记物的放射性方法测定结合的强弱"
从而真正反映微量放射性++G28 标记物的真实结
合情况"这样类推到其它核素标记的药物也同样
适用#

<;=!!II#$+"NG#=$H23的标记及理化性质研究

<;=;!!DHCW 分析!按文献&"*>")’制备的
&++G28$WE%!’b中间体的放化纯大于++e(在室
温 下 中 性 溶 液 中"配 体 YHZU 很 容 易 与
&++G28$WE%!’b进行标记"标记率大于++e#高
锝 酸 钠)&++G28$WE%!’b 中 间 体)配 合 物
&++G28$WE%!’b>YHZU的 DHCW分析示于图?#
由图?可知"高锝酸钠的$5L!’)*86/(中间体的

图#!53>YHZU的浓度>荧光强度图
‘6B’#!U&&-9:.0:6%/%153>YHZU

2%/23/:.0:6%/>1&-%.3923/236/:3/96:;

$5L"@’**86/和"?m!* 86/(配合物的$5 L
"=m+*86/#

<’=’<!&++G28$WE%!’b>YHZU电荷的测定!配
合物&++G28$WE%!’b>YHZU电荷分布如下*阴极"

)e(原点"+Ae(阳极""e#电荷分布结果表明"
&++G28$WE%!’b>YHZU为电中性"这是化合物进
入脑组织的前提#

<’=’=!&++G28$WE%!’b>YHZU脂水分配系数的
测定!分别取等体积的有机相和水相溶液测定放
射性计数"计算 D̂LA’#时"&++G28$WE%!’b>
YHZU的脂水分配系数$&B:%"结果为a*’")="说
明&++G28$WE%!’b>YHZU脂溶性偏低"不利于配
合物进入脑组织#

<;>!!II#$+"NG#=$H2PELM的生物分布
&++G28$WE%!’b>YHZU在正常小鼠体内的生

物分 布 结 果 列 入 表 "# 表 " 结 果 表 明"
&++G28$WE%!’b>YHZU在正常小鼠脑中的初始摄
取与 ++G28 标 记 的 NT 显 像 剂 &++ G28’)!N
$)86/*"’"=eUT!B%&"#’相比较低")86/内只
有$*’?!K*m"A%eUT!B"但清除较快"")*86/时
为$*’)AK*m*!%eUT!B(在肝和肾中的摄取很
高"且清除很慢"")*86/时肝和肾的摄取分别为
$#"’@+K@’"#%"$!!’)#K#’?!%eUT!B(肺和血
液中也有较高摄取"但清除较快#

图@!53>YHZU与N#$"%#*%结合双倒数图
‘6B’@!T%-_&3.326̂.%20&%1
53>YHZU_0/4]6:7N#$"%#*%

!L@)+/8

图?!高锝酸钠$0%"&++G28$WE%!’b$_%"配合物&++G28$WE%!’b>YHZU$2%的 DHCW分析

‘6B’?!DHCW0/0&;969%19%46-8 3̂.:327/3:0:3$0%"&++G28$WE%!’b$_%"0/4&++G28$WE%!’b>YHZU$2%
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=!结!论

采用荧光法测定了配合物53!WE"!W&!YHZU"
与体外缠结 N#!"%#*"结合 的 解 离 常 数 /4 L
"!’!(8%&#C$并研究了%

++G28!WE"!&b>YHZU的

理化性质和其在正常小鼠体内的生物分布$为发
展应用于NT早期诊断的%++G28!WE"!&b核心标
记药物提供了新的设计思路’目前正在将这种荧
光测定方法用于一系列化合物的 N#靶向筛选
研究’

表"!%++G28!WE"!&b>YHZU在小鼠体内的分布

G0_&3"!Z6%469:.6_-:6%/%1%++G28!WE"!&b>YHZU6/8623

组织!G699-39"
每克组织百分注射剂量率!H3.23/:0B3%1:736/\32:344%93 3̂.B.08%1:699-38099"#!eUT(Ba""

)86/ "@86/ !*86/ ?*86/ ")*86/
脑!Z.06/" *’?!K*’"A *’#)K*’*? *’!=K*’*@ *’)@K*’*@ *’)AK*’*!
血!Z&%%4" "!’"+K*’?# =’"#K*’#" ?’)*K*’?) #’!?K"’@= !’+=K*’!@
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