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应的信号
。

在没有其它姚状条件 下
,

病人应

暂时增加止痛药
。

4
,

贫血的处理

。 。

主张保持病人的血红蛋白 在 1傀或

更高的范围
。

如病人因贫血太虚弱
,

就不能

达到对病人治疗的作用
。

如果计划用
“ ”

Sr 治

疗一个血红蛋白 6 一 9 9 的病人
,

应 先 定 期

给病人输血治疗与贫血 相 关 的 症状
。

贫血

是由于骨髓被肿瘤取代以及慢性疾病所致
。

我们之所以把输血视为对病人的治疗
,

是因

为他们除了存在于骨中的转移 以外
,

几乎没

有其他的转移性疾病
,

特别是前列腺癌
。

b
。

一旦病人产生与贫血有关的症状
,

如严重的头痛 ( 即将发生的卒 中? ) 或逐渐

加重的心纹痛 ( 即将发生的心肌梗塞? )
,

应该给予输血治疗
,

防止灾难性的医疗事故

发生
。

5
·

止痛药
a 。

扑热息痛加可待因 ( 对 乙酚氨基酚

与可待因
:

M
c N e il

,

S p 八 n g H o u s e ,

P A )
,

n o 3 或 4 较好
。

合成的可待因类药物
,

包括

经二氢可待因酮和P e : c os e (t 盐酸经可待酮 ;

D ” p o nt
, w il m ni g t o n ,

D E ) 对 某 些病人是

有用的
。

另一个止痛药缓释硫酸吗啡 (M S )

通常叫 M
s e o n t i ( p u r d u e F r e d e r i e k

,

N o r w a l k
、

C T )
,

每 1 2 h服用 15 nI g
·

b
。

非类固醇抗炎药对某些转移性骨癌

所致疼痛的病人是有效的
,

如果有疗效
,

就

不用建议停药
。

这些药物无副作用
。

c ,

如病人正服用阿斯匹林或任何阿斯

匹林类化合物
,

我们建议改换成 T y el n
ol 或

其它相应的不含阿斯匹林的止痛药
。

因为阿

斯匹林抗凝血性可造成附加危险
,

引起病人

血小板减少
。

d
, 〕

适量的泼尼松或地塞米松可改善病

人的情绪和胃口
。

由于它们对肿瘤水肿可能

有作用
,

故亦有利于疼痛缓解
。

如病人食欲

不振
,
体重减轻和精神障碍可用这类药物治

疗
。

对于处在乳腺癌和前列腺癌骨转移进展

期的病人来说
,

亲骨性放射性药物比其它治

疗方法有服用简单
、

花费少
、

效果好等优点
。

亲骨性放射性药物在其它骨转移癌中的疗效

正在研究中
。

〔S
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直 接 法 得 标 记 矍 白

R h o d e s B A

摘 要
:

综述了锡直接标记蛋白的反应过程
、

标记机理
、

琉基在直接碍标记蛋白中的作用
。

评估了得
一

硫键的稳定性及亚锡在碍标记蛋白中的作用特点
,

比较了不同直接锡 标记法的优缺点
。

用锡直接标记蛋 白制备放射性药物
,

至

少要考虑两系列的变量
:

第一是优化金属离

子碍标记到蛋白质硫化基团上的反应参数
;

第二是减少副反应
,

因为这类副反应可致不

良反应并降低放化纯度
。

直接标记的一个主

要优点是能一步完成
,

便于制成市场化的放

射性药物药盒
。

该法的另一优点是还原碍与

硫化基团的结合很牢
,

不易受转络合破坏
,

即一旦锡通过一 S
一

基团连接到蛋白上
,

就不

易转标到其他分子上
。

锡直接标记蛋白包括以下反应步骤
,

它

们在同一反应体系 ( 瓶 ) 中可同时发生或者

依次完成
,

即①在蛋白质生物活性不变的前

提下
,

蛋白上的二硫基团被还原 ; ②保护由

二硫基团还原而产生的反应性硫化基团 ; ③

还原
” 。 m T C O

` 一

至氧化还原状态
,

使之与硫化

基团呈高反应性 ; ④用适当的复合物与。 “ m T c

结合为反应性中间产物
,

使
“ 日m T 。保 持这种
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氧化还原状态
。

将还原得从反应性中间产物

上转移到蛋白硫化基团部位
。

反应过程表示

如下
:

1
。

R 一 5 5一R 十 S
n

X Z、 ZR 一S 一 s
。
一X

2
.

T C O
` 一 + S

。

X :+ 酒石酸、 T c〔酒石

酸〕

3
.

T C 〔酒石酸 〕+ R 一S 一S
n
一X 、 R 一S -

T cX Z

坑体不预先还原
,

那么
, 9 lt[

T c
很容易 转 移到

另一个还原的非标记抗体上
。

硫化基葱锡标记作用的发现

得标记蛋白需要含有一S H 基团或反应性

雄硫化合物 ( 一 S一或
一S一金属 o) 这 些 基团

也称作琉基
。

单硫和二硫基团是绝大多数蛋

白固有的组分
,

常见含
一 S H氨基酸的半胧氨

酸是绝大多数蛋 白质肮链主 干 的 组 分
。

在

自然状态
,

其中的大多数半胧氨酸残基都与

其它半胧氨酸残基相连
,

形成链内或链间的

二硫键桥
。

这些二硫键桥有保持蛋 白质的高

级结构和生物学特性的作用
。

在发现硫化基

团对于直接碍标记的作用之前
,

很多人试 图

用锡直接标记抗体和其他蛋白
,

特别是 H S A

( 人 血清白蛋白 )
,

但标记产物都不稳定
。

尽管早在 1 9 7 5年就有人提出了硫化基团

在得标记蛋白中的作用
,

直到 1 9 7 9年 S “ p h ` -

d e x G 75 柱层析用于分离和测量高亲合 力 的

碍标
一

记蛋白
,

才使这种作用得到充分发挥
。

通

过这项柱层析技术
,

人们发现蛋白上既有高

亲合力又有低亲合力的结合位点
,

高亲合力

结合位点与自由硫化基团有关
, “

预锡化
”

过程增加了高亲合力结合位点的数目
,

即反

应性硫化基团的数目
。

锡离子还原鹜白质的二硫基团

S n
( I )用于还原含硫氨基酸如胧氨酸

和半胧氨酸已有一百多年了
。

S n
( 亚 ) 和 S n

( W ) 都具有保护半肌氨酸不被重新氧化成

腌氨酸的作用
。

实验证明
,

蛋白与锡盐溶液

孵育可还原二硫键
,

为
” ” 川 T c

提 供 牢固的结

合位点 ( 一 S
一

)
。

根据实验推测
,

只有 4 %

的立硫键桥被还原
。

H P L C (高压液相色谱 )

和等电聚焦结果都证明
,

锡还原是较温和的
,

并不破坏蛋白链间的二硫键桥
。

M a t h e r
和 E n i s 。 二用 2一琉基 乙醇 还原二

硫键发现
,

随着还原程度增高
,

标记率也相

应地增高
。

还原的抗体中如有还原剂污染
,

则会过高地估计还原抗体中
一 S

一

基团的数目
。

研究资料还证明
,

二硫键的还 原 是
g o m T c

标

记抗体必须的起始步骤
。

锡
一
硫键的稳定性

通过一 S
一

基团来结合
g ” m

T C ,

可 以产生非

常稳定的标记物
。

有人用实验证实
,

得一硫键

比得与D T P A 的结合牢固
。

有人曾用下述方

法鉴定了得一硫键的稳定性
:

在得标记蛋白中

加入竞争配体
,

结果
,

即使在还原 的 I g G 和

地M之 间也没有碍的交换
。

相反
,

如果得标

抗体还原与抗体的免疫活性

由于抗体中的二硫基团远离抗体的高活

性区
,

即抗原结合部位
,

所以
,

抗体的免疫

活性一般不会受到影响
,

除非还原反应引起

抗体轻链和重链的主体结构改变和断裂
,

这

样才会影响到高活性区
。

由此可见
,

免疫活

性的改变与被还原的二硫键 数 目 和 位置有

乡之
。

由于蛋白的立体结构因素
,

其中的琉基

反应性是不同的
。

欲使蛋白中的二硫键完全

还原
,

通常要使蛋 白变性
,

以便使在立体结

构下 隐匿的基团接触到还原剂
。

血清白蛋白

变性后形成聚合 自蛋 白或 白蛋白微球
,

便很

容易用碍标记
,

而得到非常稳定的放射性药

物
。

相反
,

如用得直接标记天然 H S A
,

则很

难得到稳定的标记物
。

标记天然和变性白蛋

白的区别可能在于后者在变性后暴露 了二硫

基团
,

使之更易于还原
,

为得提供了多个高

亲合力的结合位点
。
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用锡直接标记抗体
,

通常需要还原杭体

以产生高亲合力的结合位点
。

然而保持抗休

的生物活性是非常重要的
,

因此
,

最好是只

还原抗体表面的二硫基团
,

而不影响蛋白的

整体结构
,

以减少对蛋 自生物学活性的影响
。

以锡离子作为还原剂缓慢还原的方法是可以

达到上述要求的
。

免疫反应性的两个参数即抗体的亲合力

和免疫活性分数是还原反应的两个指标
。

早

期的研究是用 E L SI A 法 比较还原前后抗体

对纯化抗原的结合曲线
,

结果表明
, “

预 锡

化
”
过程不改变抗体的免疫活性

。

最常用的还原剂
。

最近有人用维生素 C 还 原

抗衡: ,

用 N a Z S Z O
4

还原
习g “ T C 0

4 一

溶液
。

金属一硫申间产物的形成

锡盐 己被广泛用于还原高得酸盐制备锡

标记放射性药物
。

研究表明
:

金属离子
,

包

括锡离子
,

与蛋白质中的自由琉基反应
,

形

成可逆的中间复合物
。

S n
( 亚 ) 将蛋 白质 中

的二硫键还原
,

并将它们转化为可逆的中间

复合物
,

以备得标记
。

上述过程称为
“ 预铃

化
” ,

其中锡有三种作用
:

还原二硫基团
;

与
一S

一

基团结合成中间复合物
; 还 原 高 得酸

盐
。

金属一硫中间复合物的形成对后 续 的高

效得标记可能是至关重要的
。

自由琉基对氧

化作用极为敏感
,

氧化后可重新形成二硫键

桥
。

琉基可被溶解态的氧所氧化
,

痕量金属

离子如 C u
( 篮 ) 和 F e

( 互 ) 以及碱性 p H 可

加速氧化作用
。

学者们曾用很多方法来预防

这种由氧化而引起的二硫化合物重新形成
,

如保持还原蛋白溶液呈酸性
,

加入配体去 除

游离的有催化作用 的痕量金属离子等等
。

得标记 中间复合物制备及转络合标记

“
预锡化

”
抗体标记的资料提示

,

尽管

反应只需几分钟即可完成
,

但
_

绝不是瞬间完

成的
。

蒲员多年前就有人提出
,

由 高 锡 酸 根

(
“ 。 爪

T c O
` 一

) 还原产生的 T C 4
一

卜

被立即结合并

转移到蛋 白的结合位点上
。

昌前看来
,

这一

观点还是适用的
。

用预锡化的方法
,

酒石酸

盐被认为是转移配体
,

而用维生素 C 还原的

方法
,

维生素 C 则可能是转移配体
。

中间复合物也可能是抗体蛋自上的低亲

合力结合位点
,

或者低亲合力位点存在于加

入到反应体系中的载体蛋白上
。

H S A 曾作为

载体蛋自来标记抗体或抗体片段
,

以提高标

记产额
,

因此
,

H S A 可能充当一种转 移 配

体
。

“ g “
T c O

4 一

的还原

通常由
仑 9二T c一 g g

M
o
发生器生产的

” “ m T c

O
` 一

是溶于等张生理盐水中的溶液
。

很多 方

法被用来将
“ g ”

T c O
4 一

还原为
g 。皿 T c

一

卜4
金 属 离

子
,

还原的程度依还原条件而定
,

包括反应

复合物中复合试剂的类型和浓度
。

锡离子 是

高亲合标记的放化产额测定

通过分析锡标记蛋 自产品的组分来测量

和了解其放化纯度是一长期以来未解决的难

题
。

自发现 S e p h a d e 二可以结合还原
” 。 m

T c ,

并 以弱复合物或还原
、

水解 T 。的形式 将 其

从溶液 中去除以来
,

即用该法将高亲合力碍

标记蛋 自自低亲合力 T C
结合蛋 白 中分离出

来
,

进而又制成了滤器
,

用于去除得杂质
,

如低亲合力的结合褥
、

还原水解得及游离碍
。

现在则用 H P L C定量测定高亲合碍标记

蛋白的放化产额
。

用这种方法
,

连接较松的

结合 T c
被分子筛层析去除

,

结合牢 的 碍标

记蛋 白则随放射性标记蛋 白峰洗脱
。

牢固标

记的百分率可通过测量总投入的
c p m 和总洗

脱下的
c p m 及洗脱蛋 白峰的

c p。 算出
。

如 标

记条件理想
,

锡还原直接标记抗体的放化纯

度可达 9 3% ~ 99 %
,

故可省去 标 记 后的纯

化
。

以往的文献都未报道高亲合 标 记 的总

量
。

薄层层析 ( T L C ) 测定是常用 的方法
,



国外医学
·

放射 医学核医学分册 9 19 3年第 1 7卷第 1期

但该法不能区分不 同的还原T c,

作者的观察

结果表明
,

用 T L C测定有 97 %的放射性 在原

点
,

但用定量的H P L C测定却只有很少量的

高亲合标记蛋白
。

还原的
、

水解的和弱结合

T c经 H P L C后均从溶液中去除
,

这 些潜在的

不纯可能被转络合或沉淀到层析柱的基质表

面
。

不论是T L C还是H P L C都不能 保 证 所

有的 T c
标记蛋 白中的

” “ 皿 T c
都是 以高 亲合力

结合的方式连接到抗体上
。

直接锦标记与双功能试剂锡标记的比较

直接锡标记是位点特异的
,

借蛋白上远

离抗原结合位点上的基团标记
,

因此避免了

标记基团对抗体免疫活性的影响
。

而对大多

数双功能标记法而言
,

双功能试剂与氮基酸

基 团的反应是随机的
,

有些可能位于抗体的

高变区
,

故抗体的免疫活性可能会发生改变
。

直接标记法除了避免了在结合部位化学修饰

抗体外
,

还有其他优点
:

①省去 了合成及纯

化双功能试刘的昂贵费用和复杂过程
; ②无

需去 除未反应的双功能试剂
。

用碍标记蛋白时
,

还原的锡既可通过引

入蛋白中的双功能试剂结合到蛋白上
,

还可

以通过许多蛋 白原有的位于其他位点的低亲

合位点与蛋白结合
。

但在直接标记法中
,

自

由琉基可能对还原 T c 的竞争更有效
。

l忘床应用

最早的直接标记法即预锡化标记是八十

年代开始用于临床研究的
,

依标记抗体及导

向组织
.

的不同而取得了不 同的效果
。

直接标

记法在临床上应用最广也是 最 成 功的是 T c

标记抗体片段用于黑色素瘤显像
。

最近有人

报道快速 T c
标记药盒在动物模型和人 体 研

究中都取得了良好的效果
。

同
。

1
。 _

兰硫醇类

如用 2一琉基 乙醇或 2一琉基乙 胺 还 原 抗

体
,

用得标记部分还原的抗体
,

并用磷酸盐

或
`

焦磷酸盐去除形成复合物的稳定还原剂
,

如 S城 亚 )
。

这类方法的主要特点是坑体不直

接与含 S n( 亚 )的还原剂接触
,

而是用两个反

应瓶
:

一瓶装有部分还原的抗体
,

另一瓶装

有亚锡和可与
” g m

T c
形成复合物的物质

,

如焦

磷酸盐
;
将

。” m T C O
; 一

加入到任何一瓶中
,

然

后将两瓶内容物合并
,

或两瓶先合并后再加

入
9 9 m

T C C
、 一 。

反应可能是 S以 亚 ) 先还原 ” ,

T( 二
,

产生的金属锡离子与焦磷酸盐形成复合

物
,

经过转络合过程
,

将
“ “ m T C

从较 弱 结合

的中间产物上转标到牢固结韵为蛋 白质琉基

上
。

2
。

D T T ( D i t h i o t h r e i t o l )

用 D T T还原抗体
、

Z n( 互 )离子 或 琉基

衍生物保护游离琉基
、

S n ( 亚)加酒石酸离子

还原 T C O
、 一 ,

然后将 T C ` +

标记到抗体或抗体

片段上
。

也有人用 S n( 互 )加水溶性的配体 (如

葡庚糖酸盐G H )
。

3
。

硫代硫酸钠

硫代硫酸钠可同时还原蛋 白和锡来标记

脂蛋 白
。

该法的主要特点是能够在高 p H 条

件下标记脂蛋 白
,

从而避免了低 p H 条 件下

蛋白生物活性的丧失
。

但该法的标记率仅为

选O
’

环
。

小 给

不同的直接锡标法

现已报道了很多成功的直接锡标记法
,

这些方法最根本的区别在于抗体还原方法不

碍直接标记抗体或抗体片段的方法已经

很成熟了
,

该法在锡与蛋自的琉基之间形成

非常牢固的连接
。

为了优化这一过程
,

抗体

蛋白必需有足够的反应性硫化基团来接受金

属锡离子
,

而金属锡必须在有弱的复合试剂

条件下由 T c O 、一

还原而得
。

反应性硫化基团

是由先还原蛋白中小部分的二硫键桥来提供

的
,̀

如果标记 F ba
产

片段
,

则无需还原抗体
,

因片段本身就有反应性硫化基 团
。

当抗体蛋



·

多 8
·

白被适当地还原后
,

反应性硫化基团被亲合

力低于得的金属离子 ( 如锡
、

铜 ) 保护起来
,

这样便可得到高亲 合的得标记蛋 白
。

这种反

应不论是测亲合力
,

还是测免疫活性分数
,

都不影响抗体的免疫活性
。

副反应可致放化纯度下降
,

其中包括低

亲合力的结合得
、

锡胶体
、

碍标多肤及抗体

聚合
,

或得复合物
。

.

如果加入到还原抗体中

的N a T C O 、
溶液未被充分还原

,

T c O 4 一

离子

也是不纯的因素
。

然而很显然
,

标记前适当

地还原蛋白
,

并且彻底地 去除还原剂
,

特别

是其中含有反应性硫化基团或有毒性时
,

这

塑丝些立鲤丝里丝鉴丝
一

些二旦竺生鲤二丝
一.

主鲤

些措施就更为重要
。

一步或二步法制备铃标记抗体或抗体片

段的药盒在核医学临床应用研 究 中 发 展很

快
。

这些直接标记法
,

尽管用于还原抗体或

T C O 4一的还原剂可能不同
,

但它们的化学反

应顺序是一样的
。 “ 。 m T C

转移试剂可能不同
,

但所用的转移试剂都有一个共同的特点
,

即

能与还原锡快速形成弱的或中等强度的复合

物
。

尽管也有用其他还原剂的
,

但碍的还原

齐呀绝大多数用 S州 笠 )
。
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多 分 析 物 微 点 免 疫 分 析

E k i n s R P a n d C h u F W

摘 要
:

高比活性的标记物使 发展超灵敏的多分析物免疫分析系统成为可能
,

以实现对小量

生物样品中的千百种物质同时测量的目的
。

这种可能性依赖于简单但全新的理论概念
:

①所有的

免疫分析都依赖于分析物对抗体占位的测量 ; ②若使用的抗体浓度很小
,

抗体占位分数与抗体浓

度和样品体积无关
。

方法涉及对两种标记抗体释放信号比值的测量
。

免疫分祈的灵敏度
:

一些基本概念

六十年代初
,

Y a
ol w 积 B e r s o n 以及 E k一

i n s
等人分别创建了免疫分析设计 的 基本数

学理论
。

遗憾的是
,

这些理论研究带来了旷

日持久的争论
,

这主要起因于两组人员所采

用的灵敏度概念相互对立 (见图 1 )
。

Y al o w

和 B e r s o n
定义 A 分析更灵敏

,

原因是反应曲

线的斜率更陡
; E妞 ns 等则定义 B分 析 更灵

敏
,

原因是 。剂量测量的不精密度更小
。

如

果以 109 剂量作图
,

Y a
ol w 和 B e : : 。 n 同样定

义具较陡的反应 曲线的分析系统更精密
。

简

言之
,

B e r s Q n和Y al o w 定义 灵敏度为反应曲

线的斜率 ; 相反
,

E cil ns 定义 灵敏度为 O 剂

量测量的精密度
,

基本等同于最低可测限
。

很明显
,

这两种定义的主耍分歧是分析

的可测量限值对反应变量测 量 误 差 的依赖

性
。

由于忽视了这一主要因素
, “ 反应 曲线

瑟队酬摆逃竺燮孔
念口 了犯

系玩矛
,
更灵敏

民

选
_

孙, 劝” 乞

系统 A 更精密

夕。 ` 忆

系统侧更精密

图 1 Y al 加 w和 B二 os
二 ( 左边 ) 以 及

E k坛 s

等 ( 右边 )建立的放免分析设计

理论在灵敏度
、

精密度方面的不同

斜率
却 论导致许多明显的混乱

。

比如
,

以反

应参数 B / F对常规R I A 数据作图时发现
,

系

统中抗体增加时
,

分析的灵敏度也增加
。

然


