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摘要!制备放射性核素??

F0

6标记的针对人端粒酶催化亚单位#

5+6.-81&%61,.71,1[1,718,.-70,4

N

8.71

$

5FK3F

%

63(O

的反义分子探针$探讨其在体外的稳定性和相关理化性质'针对
5FK3F 63(O

#

aK(=

HO(J

号为
O:)#@?@)

%的第
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位核苷酸#含
#<

个碱基%$即
@k=FGOOaOaGGOGaFGFGFO=!k

#

5FK3FED(

%$设计反义寡核苷酸序列#

5FK3FOED(

%为
@k=FOaOaOGaFaaGFGFFaO=!k

!对
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OED(

进行适当修饰'通过双功能螯合剂
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&(PE=COa

!

进行放射性核素??

F0

6标记'针对影响标记

的主要因素#

E-G&

"

用量(反应体积(反应时间等%进行条件摸索$建立最优化标记方案'纸层析法测定反义分

子探针#

??

F0

6

=5FK3FOED(

%的标记率和放射化学纯度$计算比活度'检测??

F0

6

=5FK3FOED(

的放射稳

定性与序列稳定性$以及血清蛋白结合率'所有结果通过统计学软件
EYEE#"̂)

进行分析'室温下反应
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!)64-

后$
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的标记率为
AB̀ h@̀

#

$b@

%!在相同条件下$无双功能螯合剂作用$

OED(

的标记率仅为
@̂)̀ h#̂B̀
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$b@

%!二者比较有显著差异#
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=5FK3FOED(

放射化

学纯度达到
?B̀

以上$比活度为
#<@)aH
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+

M

'在不同条件下$
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F0

6

=5FK3FOED(

的放射化学纯度在
">5

内均达到
?!̀

以上'

YOaK

凝胶电泳显示??

F0

6

=5FK3FOED(

在与人新鲜血清
!Ae

孵育
B5

内未发生任何

降解'与人新鲜血清
!A e

孵育
#

(

!

和
B5

后$
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=5FK3FOED(

的血清蛋白结合率分别为
#@̂)̀ h
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(

#<̂)̀ h#̂?̀

和
")̂)̀ h"̂>̀
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=5FK3FOED(

具有较高标记率(放射化学纯度和比活度!其

放射稳定性和序列稳定性均良好$与血清蛋白结合率较低$适合作为反义显像剂用于进一步研究'
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反义显像是将放射性核素标记的一段人工合

成的反义寡核苷酸#

.-8471-71%&4

M

%-+0&1%8421

$

OED(

%引入体内后$根据.碱基互补配对原则/$

追踪其与病变组织中过度表达的目标
_(O

或

63(O

发生特异性结合的过程$从而达到在基因

水平上早期(特异(定量诊断疾病的目的)

#="

*

'大

量研究证实$人端粒酶催化亚单位#

5+6.-81&%6=

1,.71,1[1,718,.-70,4

N

8.71

$

5FK3F

%是迄今所知

的人体肿瘤特异性最强的生物标志之一)

!=>

*

$具有

肿瘤特异诊断和治疗的潜在应用价值'基于以上

认识$本研究提出以
5FK3F

为生物靶点$制备一

种新型的反义分子探针$并对其理化性质进行初

步研究'

选择合适的放射性核素和适宜的标记方法是

成功进行反义显像的关键问题'在所应用的临床

显像药物中$放射性核素??

F0

6及其标记的化合物

约占总量的
<)̀

'

??

F0

6物理性能优良$为纯
%

光子发射体!能量适宜$为
#>)]1$

!半衰期#

B

#

+

"

%

合适$为
B̂)"5

!获取方便$可通过??

C%=

??

F0

6发

生器产生!价格较为便宜!广泛应用于临床核医学

多种脏器的显像诊断'因此$本研究拟选取放射

性 核 素 ??

F0

6 标 记 针 对
5FK3F 63(O

的

OED(

$通过标记条件优化$制备反义分子探针'

=

!

实验部分

=>=

!

主要试剂$材料及仪器

根据
OED(

的设计原则以及文献报道)

@

*

$针

对
5FK3F 63(O

的反义寡核苷酸#

.-8471-71

%&4

M

%-+0&1%8421

$

OED(

%序列为
@k=FOaOaOGaFa=

aGFGFFaO=!k

$正义寡核苷酸#

71-71%&4

M

%-+0&1%84=

21

$

ED(

%序列为
@k=FGOOaOaGGOGaFGFGFO=!k

$

每条链均为全硫代修饰$

!k

端连接一个伯氨结构$

修饰结构式为
@k=OED(=

#

GP

"

%

B

=(P

"

=!k

$由上海

生工生物工程有限公司合成'双功能螯合剂

E=O018

9

&(PE=COa

!

由美国
P-.8%Z405_*

博

士赠送'

E1

N

5.21Xa"@

#

:4-1

%$瑞典
O61,75.6

公司'

E-G&

"

,

"P

"

D

$美国
E4

M

6.

公司'

??

F0

6洗

脱液$中国原子能科学研究院同位素研究所'

ECO!)))=Q$=$TE

型微量分光光度计$北京

华大基因研究中心'真空离心干燥仪$美国

SOHGD(GD

公司'

3C?)@

型放射性活度仪$中

国计量科学研究院'

:F=#B!

型放射免疫测量仪$

国营二六一厂'

O&

N

5.T6.

M

1,

FC

""))

凝胶成像

仪$美国
O&

N

5.T--%8105

公司'

=>?

!

!IF9

与
9EI5A!T

@

的偶联反应
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为吸光度值%$以
PKYKE

缓冲液#

)̂#6%&

+

S

$

N

Pb<̂)

%溶解$质量浓度
@

M

+

S

'在振荡条件下$

将新鲜配制的
(PE=COa

!

溶液加入
OED(

溶液

中$使二者的最终摩尔比#

COa

!

+

OED(

%达到

")i#

'室温下$静置反应
B)

"

#")64-

'反应产

物通过
E1

N

5.21Xa"@

层析柱#

)̂A06g"<06

%纯

化'洗脱液为
YH

缓冲液#

@)66%&

+

S

$

N

Pb

Â"

%!洗脱产物按照每管
)̂>6S

收集'紫外分

光光度计测定每管洗脱产物在
"B)-6

处的波长

吸收情况#

D_

"B)-6

%$计算产物含量 #

#D_

%

!)

#

M

%'合并高峰管#

D_

"B)-6

值以及放射性活度

值均最高的管%$以每管
#)

#

M

分装'真空离心干

燥后$

d")e

条 件 下 保 存(备 用'质 谱 分 析

COa

!

=OED(

$由北京大学医学部医药卫生分析

中心协助完成'

=>@

!

A!T

@

5!IF9

的放射性核素NN

/%

B标记

取
#)

#

M

的
COa

!

=OED(

$溶于
(P

>

DO0

缓

冲液 #

)̂"@ 6%&

+

S

$

N

P b@̂"

%$配 成
!))

"

@))6

M

+

S

的
COa

!

=OED(

溶 液'在
COa

!

=

OED(

溶液中加入酒石酸钠溶液#

@)

M

+

S

%$使后

者的最终浓度达到
A

M

+

S

#标记时
N

PbÂB

%'再

依次加入新鲜??

F0

6

D

d

>

洗脱液和新鲜配制的

E-G&

"

溶液'改变标记条件进行反应"

2

E-G&

"

用

量"

#

(

"

(

@

#

M

!

3

??

F0

6

D

d

>

液 体 积"

#)

(

@)

(

#))

#

S

!

4

反应时间"

#@

(

!)

(

>@

(

B)64-
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5

未加

螯合剂'得到的反应产物通过
E1

N

5.21Xa"@

层

析柱 #

)̂A06 g"<06

%纯 化'

YH

缓 冲 液

#

@)66%&

+

S

$

N

PbÂ"

%洗脱$洗脱产物按照每管

)̂>6S

收集'分别测定各收集管的放射性活度

以及在
"B)-6

处的吸光度#

D_

"B)-6

值%'收集高

峰管$即为标记产物#

??

F0

6

=5FK3FOED(

%'纸

层析法测定??

F0

6

=5FK3FOED(

的标记率和放

射化学纯度'采用新华一号滤纸为固定相$分别

以生理盐水和丙酮为展开剂'在生理盐水展开体

系中$

??

F0

6

=COa

!

=OED(

的比移值
C

/

b)̂<

"

#̂)

'在丙酮展开体系中$

??

F0

6

=COa

!

=OED(

的

比移值
C

/

b)

"

)̂#

'

=>L

!

NN

/%

B

51/6+/!IF9

的标记稳定性分析

取
#))

#

S

的??

F0

6

=5FK3FOED(

溶液$分

别放置在以下条件"

2

原液#室温%!

3

加
#)

倍体

积的生理盐水#

!Ae

%!

4

加
#)

倍体积的人新鲜

血清#

!Ae

%$孵育不同时间#

)

(

#

(

"

(

>

(

B

(

<

(

">5

%

后$分 别 取 样$纸 层 析 法 测 定 ??

F0

6

=5FK3F

OED(

的放射化学纯度'

=>M

!

NN

/%

B

51/6+/!IF9

的序列稳定性分析

取
#

#

M

的??

F0

6

=5FK3FOED(

$溶于正常人

新鲜血清中!在
!Ae

条件下孵育不同时间#

#

(

"

(

>

(

B5

%后$分别采用酚+氯仿法)

<

*从人新鲜血清中

提取??

F0

6

=5FK3FOED(

!取样进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳 #

N

%&

9

.0,

9

&.6421

M

1&1&108,%

N

5%,1747

$

YOaK

%检测'以未经血清
!Ae

孵育的??

F0

6

=

5FK3FOED(

作为对照组'

=>R
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NN

/%

B
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的血清蛋白结合率

取
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#

S

的??

F0

6

=5FK3F OED(

$与人新

鲜血清#

#))

#

S

%在
!Ae

水育箱中孵育不同时间

#

#

(

!

(

B5

%'其后采用酚+氯仿法沉淀血清蛋白$

即"加入酚+氯仿溶液#体积比为
#i#

%$充分混匀

@64-

$

#"))),

+

64-

离心
#)64-

$取上清液!将沉

淀物重复上述实验
#

遍!分别收集上清液和沉淀

物$

%

放射免疫计数器计数#

D

%'根据公式计算"

血清蛋白结合率
b#))̀ D沉淀物+#

D上清液cD沉淀物%'

=>U

!

统计学分析

所有结果以
0

!h7

表示$采用统计学软件

EYEE#"̂)

进行数据分析'

=

1

)̂)@

认为有统计

学意义'

图
#

!

E1

N

5.21Xa"@

凝胶层析结果

:4

M

'#

!

317+&87%/E1

N

5.21Xa"@

M

1&05,%6.8%

M

,.

N

5

9

O

&&&

COa

!

=OED(

$

H

&&&游离#

:,11

%

OED(

?

!

结果和讨论

?>=

!

!IF9

与
A!T

@

的偶联反应结果

E1

N

5.21Xa"@

凝胶层析可根据不同分子的

分子量大小$有效分离偶联和未偶联的
_(O

以

及未参与反应的双功能螯合剂'层析产物通过紫

外分光光度计测定
D_

"B)-6

值$其中高峰管
O

为

偶联产物#

COa

!

=OED(

%$示于图
#

'偶联产物

#

COa

!

=OED(

%通过质谱分析$结果示于图
"

'

图
"

#

.

%为
OED(

的质谱分析结果$显示其相对分

子质量为
@>><̂@

!图
"

#

;

%为
COa

!

=OED(

的质
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图
"

!

质谱分析结果
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M
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!

C%&10+&.,6.77%/

N

,%;161.7+,12;

9

CDS_T=FD:.-.&

9

747

#

.

%&&&

OED(

$

E

,

b@>><̂@

!#

;

%&&&

COa

!

=OED(

$

E

,

b@A?B̂@

谱分析结果$显示其相对分子质量为
@A?B̂@

$与

计算值相近'

??

F0

6为金属核素$其标记
OED(

最有效的

方法就是在
OED(

末端加上一个合适的连接

子$以使空间位阻最小化$然后通过连接子进行

放射性核素标记'在
OED(

的
!k

端
(P

"

与寡核

苷酸骨架之间以己基#

GP

"

%

B

作为连接子$有助

于与螯合剂偶联'此外$应用双功能螯合剂还

可避免由于放射性核素直接标记而导致的标记

底物 生 物 学 活 性 的 损 伤)

?

*

'

E=O018

9

&(PE=

COa

!

作为一种双功能螯合剂$常用于??

F0

6标

记)

B

*

'在
OED(

的
@k

或
!k

末端连接一伯胺结

构!

OED(

通过伯胺与
(PE=COa

!

发生化学反

应$形成稳定的酰胺键!在室温和中性条件下$

去除保护巯基的乙酰基基团!通过转螯合作用$

(PE=COa

!

就能与??

F0

6螯合$从而形成稳定的

放射性标记物$结构示于图
!

'

?>?

!

A!T

@

5!IF9

的NN

/%

B标记结果

利用放射性核素??

F0

6标记
COa

!

=OED(

$

不同标记条件下标记产物的标记率示于图
>

'

图
!

!

??

F0

6

=(PE=COa

!

=OED(

结构示意图

:4

M

'!

!

E8,+08+,1%/

??

F0

6

=(PE=COa

!

=OED(

纸层析法测定标记产物的标记率与放射化学

纯度'放射性核素??

F0

6标记
COa

!

=OED(

的反

应产物有
!

种成分"

2

游离锝!

3

水解锝!

4

络

合锝$即所需的标记产物??

F0

6

=5FK3F OED(

'

前
"

种是放化杂质'

!

种??

F0

6标记产物在展开

体系中的比移值#

C

/

%列于表
#

'

通过以上标记条件的摸索$优化标记方法$总

结如下"取
#)

#

M

的
COa

!

=OED(

$溶于
(P

>

DO0

缓冲液#

)̂ "@6%&

+

S

$

N

Pb@̂ "

%中$浓度达到

图
>

!

不同
E-G&

"

用量#

.

%(

??

F0

6

D

d

>

液体积#

;

%和反应时间#

0

%下标记产物的标记率
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d
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的
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/

值
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=5FK3FOED(

$

??

F0

6

D

d

>
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??

F0

6

D

"

固定相

#
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%

展开剂

#
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N
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M
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%
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/

??

F0

6

D

d

>

??

F0
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=5FK3FOED(

??

F0

6

D

"

新华一号滤纸#

V4-5+.(%̂#/4&81,

N

.

N

1,

% 丙酮#

O018%-1

%

)̂?

"

#̂) )

"

)̂# )

"

)̂#

生理盐水 #
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%
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"

#̂) )̂<

"
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"

)̂#

@))6

M

+

S

'在
COa

!

=OED(

溶液中加入酒石酸

钠溶液#

@)

M

+

S

%$使后者最终浓度达到
A

M

+

S

#标

记时
N

PbÂB

%'再依次加入
!ACH

L

的新鲜

??

F0

6

D

d

>

淋洗液#

#)

#

S

%和
#

#

S

新鲜配制的

E-G&

"

,

"P

"

D

溶液#

#

M

+

S

%'室温下$静置反应

#@

"

!)64-

'反应产物通过
E1

N

5.21Xa"@

层析

柱#

)̂A06g"<06

%纯化'

YH

缓冲液#

@)66%&

+

S

$

N

PbÂ"

%洗脱$洗脱产物按照每管
)̂>6S

收集'

分别测定各收集管在
"B)-6

处的吸光度值

#

D_

"B)-6

值%和放射性活度值$收集高峰管$即为

纯化产物??

F0

6

=5FK3FOED(

'结果示于图
@

'

按上述反应条件$室温下反应
#@

"

!)64-

后$

??

F0

6

=5FK3FOED(

的标记率为
AB̀ h@̀

#

$b@

%!在相同条件下$无双功能螯合剂作用$

OED(

的标记率仅为
@̂)̀ h#̂B̀

#

$b@

%!二者

比较有显著差异 #

=

1

)̂)@

%'

??

F0

6

=5FK3F

OED(

的放射化学纯度可达
?B̀

以上$比活度为

#<@)aH

L

+

M

'

图
@

!

E1

N

5.21Xa"@

凝胶层析纯化
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M
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N
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M

1&05,%6.8%
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N
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9

?>@

!

NN

/%

B

51/6+/!IF9

的标记稳定性分析结果

将??

F0

6

=5FK3F OED(

放置在不同条件下

#室温(生理盐水室温孵育(正常人新鲜血清
!A e

孵育%$结果示于图
B

'图
B

结果表明$
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F0

6

=

5FK3FOED(

在
">5

内的放射性化学纯度均大

于
?!̀

'

?>L

!

NN

/%

B

51/6+/!IF9

的序列稳定性分析结果

体内 应 用 时$不 仅 要 保 证 ??

F0

6

=5FK3F

OED(

具有良好的放射稳定性$更要维持序列完

整性$从而保证显像所必须的序列特异性'

YOaK

凝胶电泳主要用于检测小分子核酸的大

小$或在同位素标记的情况下分析单链核酸$如分

离寡核苷酸探针(

E#

核酸酶产物分析和
_(O

测

序等'该方法适用于小分子
_(O

的分离#以

@

"

@));

N

最佳$其中
;

N

表示碱基对%'对单链核

图
B

!

不同条件下??

F0

6

=5FK3FOED(

在
">5

内的放射化学纯度
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M
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N
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'
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酸来说$其分辨率可达
#;

N

'如果寡核苷酸发生

降解$

YOaK

电泳结果上会出现异常条带'从本

研究的
YOaK

电泳结果来看#图
A

%$仅在
#<;

N

位置 出 现 清 晰 的 电 泳 条 带'这 说 明 ??

F0

6

=

5FK3FOED(

在人新鲜血清中未发生任何降

解$序列稳定性良好'

图
A

!

YOaK

凝胶电泳分析
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M

'A

!

YOaKa1&1&108,%

N

5%,1747

C

&&&标准#

E8.-2.,2

%

_(O6.,]1,

$

#

&&&对照组#未与血清孵育%#

G%-8,%&

M

,%+

N

Z485%+84-0+;.84%-

%!

与血清孵育组#

a,%+

N

74-0+;.812Z485/,175!Ae5+6.-71,+6
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"

&&&

#5

$

!

&&&

"5

$

>

&&&

>5

$

@

&&&
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?>M

!
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B

51/6+/!IF9

的血清蛋白结合率

将??

F0

6

=5FK3FOED(

放置在正常人新鲜

血清#

!Ae

%中孵育
#

(

!

(

B5

后$其与血清蛋白的

结合率分别为
#@̂)̀ h#̂B̀

(

#<̂)̀ h#̂?̀

(

")̂)̀ h"̂>̀

'

在体内$一部分反义显像剂会与血清蛋白结

合$这使其进入靶组织的量减少$而血液中放射性

长期处于一较高水平$引起靶+非靶组织#

F

+

(F

%

的放射性比值下降$从而影响显像质量'若反义

显像剂与血清蛋白结合率过高$还会对机体造成

额外伤害$更会对寡核苷酸的生物学特性造成严

重影响'然而$反义显像剂与某些血清蛋白相互

作用的消极意义从药物动力学角度来看却是有利

的"其与血清蛋白的结合可使它的血清半衰期延

长$且减慢肾脏排泄速度$有利于在肿瘤部位聚

集'本研究结果显示$
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F0

6

=5FK3FOED(

与血

清蛋白结合率在
B5

内约为
")̀

'

??

F0

6

=5FK3F

OED(

与血清蛋白发生结合$可能与硫代磷酸酯

寡聚脱氧核糖核酸#

N

5%7

N

5%,%854%.81%&4

M

%-+0&1=

%84217

$

YE

%的硫原子修饰结构有关'因为
YE

的

主要缺点之一就是在体内会与一些蛋白结合$特

别是那些能和带有多个负电荷分子相互作用的蛋

白$这种非特异性结合的原因还不甚明了'

@

!

结
!

论

本课题选择
5FK3F

为靶点$设计(修饰与其

特异性结合的
OED(

序列$通过双功能螯合剂

E=O018

9

&(PE=COa

!

进行放射性核素??

F0

6标

记'获得的标记产物??

F0

6

=5FK3FOED(

具有

较高的标记率(放射化学纯度和比活度$且放射稳

定性和序列稳定性良好$与血清蛋白具有一定的

结合特性$适合作为反义显像剂用于进一步的显

像研究)
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