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90Y／177Lu标记 DOTA-Bz-RGD tetramer
和 DOTA-RGD tetramer的比较
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摘要：分别选用90Y 和177Lu标记 DOT A-Bz-RGD tetramer 和 DOT A-RGD tetramer�比较不同形式的双功能螯合
剂对标记条件以及标记物的体外稳定性的影响。考察了反应 pH 值、反应温度和反应时间对标记率的影响。
ITLC 和 HPLC 分析结果表明�pH＝6．0�100℃下反应15～20min�4种标记物的标记率均大于95％；在生理
盐水和牛血清体系中�4种标记物均保持良好的稳定性。苄基（Bz）的引入并不影响标记条件和标记物的体外稳
定性�但对整个分子的极性带来了影响。HPLC 分析结果和 lg P测定结果显示�引入苄基（Bz）使标记物分子的
脂溶性略微增加。
关键词：90Y；177Lu；DOT A；Bz-DOT A；RGD 四聚体
中图分类号：O615．4　　文献标志码：A

Comparison of 90Y／177Lu Labeled DOTA-Bz-RGD
Tetramer and DOTA-RGD Tetramer
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Abstract： 90Y／177Lu labeled DOTA-Bz-RGD tetramer and DOTA-RGD tetramer were prepared�
and the effect of Bz-DOTA and DOTA on labeling conditions and in v it ro stability of radiola-
beled compounds was compared．The labeling conditions�including reaction pH�reaction tem-
perature and reaction time�were investigated．ITLC and HPLC show that the labeling yields of
four radiolabeled compounds are more than95％ under optimal conditions （pH＝6．0�reacting
at100℃ for15-20min）；the four radiolabeled compounds show pretty good stability in saline
and fetal bovine serum．Although introducing of Bz has no effect on labeling conditions and in
v it ro stability of radiolabeled compounds�it brings a litt le change on molecule polarity．HPLC
analysis and lg P values reveal that int roducing of Bz increases the lipophilicity of radiolabeled
compounds．
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　　大环类化合物作为一类非常有效的双功能螯

合剂已经用于镧系元素的标记［1-2］。DOTA 及其
衍生物已被证明是一类有效的 DTPA 替代物�能
和大量的三价及二价金属核素形成稳定的络合

物�其中三价核素包括66�67�68Ga�86�90Y�111In�
149Pm�177Lu 等�二价核素包括27Mg�47Ca�64Cu
等［3］。DOTA 与多肽间的连接可以通过2种方
式实现［3］�一种是 DOTA 的四个羧基中的一个直
接与多肽上的氨基相连�另一种方法则通过引入
的侧链与多肽相连�例如 p-NCS-Bz-DOTA （图
1）。

整合素（integrin）αVβ3特异性识别细胞外基
质中含有 RGD（Arg-Glu-Asp）序列的蛋白和多
肽�调控着肿瘤的血管形成、生长和转移［4-5］。目
前许多研究者采用18F�125I�99Tcm�90Y�111In和
64Cu等多种核素对 RGD多肽进行标记和评价�研
究结果显示�大多数 RGD 多肽标记物均具有较
高的 integrinαVβ3亲和力和体外特异选择性�并
且在不同肿瘤模型鼠的显像中可以对肿瘤进行准

确定位［6］。各种实验数据表明放射性标记的
RGD多肽是一种非常有前景的多肽类受体放射
性药物［7］。另外�研究发现 RGD 环形肽的二聚
体具有比单体更佳的受体亲和力和体内药代动力

学性质�并且四聚体的亲和力有进一步的
提高［7-8］。

本研究选用 RGD 四聚体 DOTA-Bz-RGD

tetramer 和 DOTA-RGD tetramer�分别用90 Y
和177Lu标记�以比较不同形式的双功能螯合剂是
否对标记条件及标记物的体外稳定性产生影响。
1　实验材料
1．1　主要试剂

90YCl3 和 177LuCl3 溶液�美国 PE 公司；
DOTA-Bz-RGD tetramer和 DOTA-RGD tetramer�
美国 Purdue 大学刘爽教授馈赠�其结构示于图
1；醋酸钠、醋酸胺、醋酸、乙腈�色谱纯�美国 J．T．
Baker 公司；胎牛血清�北京科贸公司；其他化学
试剂�分析纯�北京试剂公司；ITLC-SG�美国
Gelman公司。
1．2　仪器设备

CRC-15R 放射性活度计�美国 Capintec 公
司；1470-002全自动γ计数仪�美国 Perkin Elmer
公司；AR-2000放射性薄层扫描仪�美国 Bioscan
公司；HP1100高效液相色谱（带有 Berthold公司
的 LB-509放射性检测器）�美国安捷伦公司；Agi-
lent Zorbax SB-C18反相色谱柱（4．6mm×250
mm�5μm）�美国安捷伦公司；Universal32R 型
高速离心机�德国 Hettich Zentrif ugen公司。

所用缓冲液、枪头、反应管等均经去离子处
理�所有实验用水均为二次去离子水�HPLC 所
用的溶剂在使用前均经0．22μm 滤膜过滤。

图1　RGD 四聚体连接不同 DOT A 后的分子结构
Fig．1　Structure of DOT A conjugates of RGD tetramer
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2　实验方法
2．1　90Y-DOTA-Bz-RGD tetramer 和90Y-DOTA-
RGD tetramer的制备
2．1．1　pH 对标记率的影响　在 EP 管中分别加
入20μL DOTA-Bz-RGD tetramer 和 DOTA-
RGD tetramer （500mg／L�溶于去离子水）�加入
pH 值分别为4．0�5．0�6．0和7．0的0．2mol／L
醋酸缓冲溶液125μL （均使用 Chlex-100树脂去
离子处理）�再加入5μL 90YCl3（37MBq）�混匀�
100℃反应20min后取样分析标记率。
2．1．2　不同反应温度下反应时间对标记率的影
响　在 EP 管中分别加入20μL DOTA-Bz-RGD
tetramer 和DOTA-RGD tetramer （500mg／L�溶
于去离子水）�加入 pH＝6．0的0．2mol／L 醋酸
缓冲溶液125μL（均使用 Chlex-100树脂去离子
处理）�再加入5μL 90YCl3（37MBq）�混匀�分别
于100℃反应1�5�10�15�30�60min 后取样
分析标记率。同样条件下于50℃反应5�10�
20�30�60min后取样分析标记率。室温下反应
5�15�30�60�120min后取样分析标记率。
2．2　177Lu-DOTA-Bz-RGD tetramer 和177Lu -
DOTA-RGD tetramer的制备

在 EP 管中分别加入20μL DOTA-Bz-RGD
tetramer 和DOTA-RGD tetramer （500mg／L�溶
于去离子水）�加入 pH＝6．0的0．2mol／L 醋酸
缓冲溶液125μL�最后加入5μL 177LuCl3（37
MBq）�混匀�100℃反应15～20min 后取样进行
IT LC 和 HPLC 分析。
2．3　质量控制方法
2．3．1　快速薄层层析法（IT LC）　点样于 IT LC-
SG 板（10mm×100mm）上�于0．1mol／L 柠檬
酸缓冲溶液（pH＝5．0）的展开体系中上行展开�
用放射性薄层扫描仪进行扫描�计算标记率或放
射化学纯度。
2．3．2　HPLC 法　流动相为乙腈和0．01mol／
L�pH＝6．0的磷酸缓冲液�流速为1．0mL／
min。洗脱梯度：0—0min�10％乙腈；0—10min�
30％乙腈；10—15min�80％乙腈；15—20min�
10％乙腈。上样样品均按照体积比1∶1加入10
mmol／L EDTA。
2．4　标记物的体外稳定性研究
2．4．1　90Y 标记物的体外稳定性　将90Y 的2种
标记物分别稀释到生理盐水和胎牛血清（FBS）

中�于室温孵育�并于孵育后1�2�4�8�12�24
h�使用 IT LC 法检测标记物的放射化学纯度。
2．4．2　177Lu 标记物的体外稳定性　将177Lu 的
2种标记物分别于标记后直接放置、稀释到生理
盐水和胎牛血清（FBS）中�于室温孵育�并于孵育
后1�2�4�8�12�48�72�144h�使用 IT LC 法
检测标记物的放射化学纯度。
2．5　脂水分配系数测定

将20μL 标记物加入到含480μL 磷酸盐缓
冲液（PBS�pH＝7．4�0．05mol／L）和500μL 正
辛醇的 EP 管中�蜗旋混匀1h 后在6000r／min
下离心30min�取等体积有机相和水相测量放射
性计数�计算标记物的脂水分配系数 P（有机相计
数／水相计数）及 lg P。
3　结果和讨论
3．1　各种因素对标记率的影响
3．1．1　pH 对标记率的影响　不同 pH 下标记率
的测定结果示于图2a。由图2a可看出�pH＝5～
6时即可获得较高的标记率�pH＝6．0时标记率
最高。
3．1．2　不同温度下反应时间对标记率的影响　
100℃�50℃和室温条件下不同反应时间时的标
记率测定结果示于图2b�2c�2d。图2结果表
明�标记物在100℃时反应10min�标记率可达
95％以上�并且随着反应时间的延长�标记率趋于
稳定。据文献［9］报道�DOTA 的90Y／177Lu 标记
在100℃时反应5min即可达到最高标记率。标
记物在50℃时反应60min�标记率仅达60％左
右。而在室温条件下�标记率随着反应时间的延
长缓慢增加�到120min时标记率仍不到20％。
3．2　质量控制
3．2．1　IT LC 法　在柠檬酸盐缓冲体系中�游离
的90Y3＋和177Lu3＋离子的 Rf 值为0．9～1．0�标记
化合物的 Rf 值为0．0～0．1。实验结果表明�可
以用 IT LC 法测定90Y／177Lu-DOTA-RGD tetramer
和90Y／177Lu-DOTA-Bz-RGD tetramer 的标记率
和放射化学纯度。在最佳反应条件下�2种化合
物的90Y／177Lu标记率均达到95％以上。
3．2．2　HPLC 分析　4种标记物的 HPLC 分析
结果示于图3。90Y／177Lu-EDTA 的保留时间为
3～4min�90Y／177Lu-DOTA-Bz-RGD tetramer 的
保留时间略微滞后于90Y／177Lu-DOT A-RGD te-
tramer�表明苄基（Bz）的引入对整个分子的极性
带来了影响�分子的脂溶性略微增加。
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图2　RGD 四聚体连接不同形式的 DOT A 后90Y 螯合动力学
Fig．2　90Y chelate kinetics of DOT A conjugates of RGD tetramer
■———90Y-DOT A-Bz-RGD tet ramer�▲———90Y-DOT A-RGD tet ramer

（a）———pH�（b）———100℃�（c）———50℃�（d）———室温 （Room temperature）

图3　4种标记物的 HPLC 图
Fig．3　HPLC analysis of 4radiolabeled compounds
1———90Y-DOT A-RGD tet ramer�tR＝11．289min；
2———177Lu-DOT A-RGD tet ramer�tR＝11．295min；
3———90Y-DOT A-Bz-RGD tet ramer�tR＝11．483min；
4———177Lu-DOT A-Bz-RGD tet ramer�tR＝11．496min
图中前端3～4min处的小峰为90Y／177Lu-EDT A

（T he small peaks at3-4min present 90Y／177Lu-EDT A）

3．3　标记物的体外稳定性
3．3．1　90Y 标记物的体外稳定性　不同条件下�
90Y-DOTA-RGD tetramer 和90Y-DOTA-Bz-RGD
tetramer 的稳定性测定结果示于图4a 和4b。2
种标记物在生理盐水和牛血清中室温放置24h
后放射化学纯度仍保持在90％以上�体外稳定性
均良好。

3．3．2　177Lu标记物的体外稳定性　为进一步研
究2种形式的 DOTA 在稳定性方面的差异�采用
3种体系测定2种标记物长时间放置的稳定性�
测定结果示于图4c�4d 和4e。室温下随着放置
时间的延长�标记物放射化学纯度缓慢下降�放置
48h 放射化学纯度保持90％以上�放置144h 放
射化学纯度仍保持80％以上�在相同的时间点2
种标记物的放射化学纯度差异不大。
3．4　脂水分配系数的测定

分配系数可以用于评价标记物的水溶性�分
配系数越大�说明标记物的脂溶性越好［5］。177Lu-
DOTA-RGD tetramer 和 177Lu-DOTA-Bz-RGD
tetramer 的 lg P分别为—2．662±0．204（n＝3）
和—2．369±0．066（ n＝3）。结果显示177 Lu-
DOTA-Bz-RGD tetramer 的脂溶性略好于177Lu-
DOTA-RGD tetramer�说明苄基（Bz）的引入提高
了标记物的脂溶性�与 HPLC 的分析结果一致。
4　结　论

（1） 使用2种不同形式的 DOTA 螯合2种
镧系元素90Y 和177Lu�在优化条件下�即 pH＝
6．0、反应温度100℃下反应15～20min�标记率
可以达到95％以上。苄基（Bz ）的引入不影响
DOTA 对90Y 和177Lu的螯合动力学。
　　（2） 90Y 和177Lu标记物的 HPLC 分析结果
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图4　标记物在不同体系中的体外稳定性
Fig．4　Solution stability of radiolabeled compounds
■———DOT A-Bz-RGD tet ramer�△———DOT A-RGD tet ramer

（a）———90Y 标记物�生理盐水 （90Y-compounds in saline）；（b）———90Y 标记物�胎牛血清 （90Y-compounds in FBS）；
（c）———177Lu标记物�直接放置 （177Lu-compounds in labeling solution）；

（d）———177Lu标记物�生理盐水 （177Lu-compounds in saline）；（e）———177Lu标记物�胎牛血清 （177Lu-compounds in FBS）

显示�苄基（Bz）的引入对整个分子的极性带来了
影响�分子的脂溶性略微增加。lg P值的测定结
果也说明这一点。
（3） 在室温条件下�4种标记物在各种测试

体系中均显示良好的体外稳定性。
据文献报道�带有苄基 （Bz ）的 DOTA 与

DOTA 有不同的电性［10］�而电性和极性的变化可
能对化合物在体内的生物分布产生影响。本工作
将通过荷瘤裸鼠实验进一步验证2种不同形式的
DOTA 对标记物体内行为的影响。
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