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脑的年代中大有作为
。
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L P O 碘化蛋白质和多肤方法及其应用

中国 医学科学院放射医学研究所 牛惠生 李怀芬综述

中国 医学科学院协和 医院 王世真审校

摘 要
: L P O 酶促放射性碘标记物的比放射性高

、

定位性好
、

能最大限度的保持标记物的

生物学和免疫学活性
,

是一种理想的蛋白质和多肚的标记技术
。

本文就 L P O 法对蛋白质和多

肤放射性碘化标记原理
、
L PO 制备和性质

、

碘化反应和特点以及方法的应用进行了综述
。

放射性碘标记物 已成为现代分子生物

学
、

分子药理学
、

免疫学
、

临床检验学和 临床

治疗学研究和应用的重要试剂
。

尽管有放射

性本身的不利因素
,

但是放射性碘 ( , ” 工和
’ 25

)I 具有半衰期适中
、

用 量少和放射性测量方

便的特点
,

乃有取代
’ `c 和

’ H 核素之趋势
.

乳过氧化物酶 (L P O )促放射性碘标记物

的比放射性高
、

定位性好
、

能最大限度地保持

标记物的生物学和 免疫学 活性
,

并可以进行

活细胞 (细胞膜
、

膜受体和细胞器等 )标记
,

因

此 比其他碘化标记方法具有更多的优越性
,

是一种理想的蛋白质和多肤的标记技术
。

L P O 的制备 。
一

们

L P O 除少量存在于唾液腺和泪腺外
,

主

要存在于奶汁中
。

因为 L P o 能被阳离子树脂

所吸附
,

所以 L P O 的制备一般是在新鲜牛奶

中直接加入一定的 D o w e x 一

5 0或 e M
一 e e l l u -

10 5 。
在 10 ℃ 一 15 ℃搅拌下吸附 1一 2小时

,

然

后低温离心
,

收集绿褐色吸附剂
.

再用 2~ 3倍

体积蒸馏水洗三次
,

将吸附剂装柱后梯度洗

脱
、

收集蛋白质峰液
,

以 60 肠饱和度硫酸氨分

级
,

离心收集绿褐色上清液
,

透析除去硫酸氨

后冷冻浓缩
。

进一步的提纯用 s eP h ad xe c -
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5 0分离
,

收集具有 L P o 活性的蛋 白质流出

液
,

合并后冷冻干燥
,

低温保存
。

测定 L P O 活

力和蛋 白质的含量
,

计算出酶的活力
。

2 L P O 的性质和活力测定

么 1 L P o 的结构和性质
〔
闭

’

L P O 属于过氧化物酶类 (E
.

c
.

1
.

n
.

7)
,

分子量为 77 50 0士 3 000 道尔顿
,

它有两个亚

基
,

每个亚基各有一个辅基
, N 一

末端的亮氨酸

通过酷键与 c 一

末端形成环状结构
.

L P O 辅基

可与血红蛋白配体相互作用
,

配体可被 H 2 0 :

所激 活
.

L P O 的微分 比容 为 0
.

93 ~ 0
.

96
,

2 80n m ( A 操 )特异光密度为 1
.

54 1
.

2
.

2 L P o 活力测定

L P o 酶促反应式为
:

供体 + H : 0 2 ;
~

亡
氧化型供体+ ZH 2 0

其最适 p H 为 7
.

H 20 2
是专一的氢受体

,

氢供

体一般是苯酚或氨基苯酚二胺等
,

最常用 的

是对经基二苯
。

活力测定方法有三种
。

2
.

2
.

1 分光光度法

M ae h ly 以邻
一

联 (二 ) 茵香胺 作氢供体

( D H Z
)

,

反应后生成氧化型产物
,

在 4 6 on m 测

定光吸收 ( O D )值
。

e u n b a u 一t 采用 4
一

甲氧基
-

1一蔡酚为 氢供体
,

反应后生成深蓝色氧化型

产物
,

在 6 2 On m 处的消光值为 1
.

8 X 1 0’ ,

可测

定范 围为 0
.

01 一 0
.

1 7单位 /m 卜

2
.

.2 2 电化学法

将两个铂金板浸入底物 H : 0 2
和连苯三

酚溶液
,

加入 L P O 后电压升高
,

升高的幅度

与 L P O 浓度成正 比
,

可测定范围为 0
.

01 一

1
.

0 0活力单位 /m l
。

2
.

2
.

3 荧光法

选用没有荧光 的高茵香草酸 ( H v A )为

氢供体
,

氧化成为有强烈荧光的二聚物
,

激发

波长为 3 1 5 n m
,

发射波长为` 2 5n m
,

在 L P O 浓

度为 0
.

01 ~ 2
.

00 单位 n/ 、 I 范 围内生成的荧光

产物浓度与 L P o 活力成正 比
。

L P O 环状结构中含有变价铁离子 ( F
e ,

)

以及一个被 H : 0 2
激活的亚基和一个催化亚

氧化物 C 0 一。 一

)的亚基
,

其碘化反应原理如

下
:

ZH : 0 2

—
ZH : 0 + O :

A H Z
+ R O O H

—
R O H + H 20 + A

ZA H , + R o o H 尸~ 舒
o H + “ A H + H , o

L P O ( I ) L P O ( 【 )

其中
, ^ H Z

为氢供体 ( N
a l )

,

R o o H 为过氧化

氢
。

在反应系统中
,

通过 L P O 构型的变化而

使 N a , 2 5x 或 N a , 3 ` I 生成
’ 2 512或

, 3 ` I : ,

取代酩氨

酸苯环经基
a
位的氢

。

3
.

2 蛋白质或多肤碘化标记的位置
〔 , ’ 〕

蛋白质和多肤是 由不同种类
、

不同数量

的氨基酸通过肤键连接而成
,

碘化标记只能

发生在氢供体杂环氨基酸的结构上
,

见图 1
.

采用 L P O 法碘化标记只能产生 ( 1 )
、

( 3)

和 ( 4 )
,

并且主要标记在蛋白质和多肤结构中

暴露的酪氨酸残基上
。

然而
,

当酪氨酸残基呈

现图 2的形式时
,

碘化标记将不能实现
。

我们对来 自人
、

牛
、

兔
、

大鼠和小鼠 66 类
1招种蛋白质的氨基酸组成进行分析发现都

含有酪氨酸
,

而且数量较多
,

如人补体 c I Q

( 1 3 0 ~ 1 3 1个 )
、

牛第 5因子 ( 6 7 一 65个 )
、

人血

纤维稳定因子 (6 7一 68 个 )
、

大鼠
a l一 巨球蛋白

( 1 6 3 ~ 1 64 个 ) 和人免疫球蛋白 ( 2 3 3个 )等
,

因

此可以说
,

几乎一切蛋 白质和 多肤都可以利

用 L P O 法制备碘标记物
。

L P o 碘化标记蛋白质和多肚的原理

L P O 的环状结构和碘化原理
“例 c

4 L P O 放射性碘标记的方法
〔“ `〕

L p o 酶促碘化反应液含
:
2 5抖 1 p H 为 7

.

0

~ 7
.

5的 0
.

Zm o 一/ L 磷酸缓冲液
、

2 5林一( 约 2
.

0

~ 5
.

0林s )待标记 物
、

5 0林 l (约 1
.

0 ~ 1
.

s m e i )

N a ’ 2 5 x (或 N a ’ 3 , I )和 1 0林一(约 0
.

5 0 5 ) L P o
,

反应

是从第一次加入微量的 H Zo
Z

开始
,

以后每隔

5分钟加入一次 H :
o : ,

反应到 20 一 30 分钟
,

加

入 20 时 (约 20 0n s) 硫基 乙醇终止反应
。

根据待

标记物的分子量选择适宜的 se p h ad e x ,

使反
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的发展
, L P O 碘化标记技术也将 日臻完美

。

由于加速器生产核素技术的发展
,

使放

射性碘核素在已有的
’
气 和

’
slI 基础上

,

又增

加了
’ ” I ,

其半衰期为 1 3小时
.

人们可以根据

实际藉要选择半衰期和射线能量适宜的碘核

素
,

极大地开扩了放射性碘核素在生物医学

研究和实践中的应用
。

L P O 碘化标记方法是制备放射性碘标

记物的一项技术
,

它的应用取决于放射性碘

标记物的应用
,

概括起来有以下几个方面
:

.6 1 在 R IA 和班 M A 中的应用

生物机体内微量活性物质含量的测定
,

由于放射免疫分析 ( R认 )技术的出现
,

成为

向分子生物学进军中的一个重大的技术突

破
,

它是现代核技术与免疫学结合的典范
。

这

一技术的核心试剂是具有免疫活性的放射性

核素标记物 (抗原和半抗原 )
,

而蛋白质和多

肤都具有抗原的属性
,

因此蛋 白质和多肤的

放射性碘标记物成为 R IA 的重要试剂
。

单克

隆抗体技术的发展极大地推动了免疫放射分

析 ( IR M A ) 的应用
,

这是因为这种方法用标

记抗体与被测抗原结合
,

测定复合物的放射

性
,

从而推算 出抗原的含量
,

灵敏度 比 R认

高出许多
。

我们知道
,

抗体都是蛋白质
,

因此
,

放射性碘标记的抗体 自然成为这一技术的关

键试剂
。

随着新抗原的发现和新抗体的问世
,

抗原和抗体放射性碘标记物的种类和数量将

与 日俱增
。

6
.

2 受体放射分析和细胞学研究的应用

受体放射分析已从基础研究阶段向实际

应用发展
。

受体是功能细胞外部信息的接受

器
,

特异激素和药物通过与细胞受体结合而

产生细胞的功 能
,

因此研究细胞受体的种类
、

数量和功 能成为 细胞分子生物 学的重要领

域
。

受体放射分析的关键试剂是放射性核素

标记的受体接受物
,

这些接受物有一部分是

蛋 白质或多肤
,

还有一部分是氢供体类化合

物
,

它们都可以采用 L P O 方法制备出相应 的

放射性碘标记物
。

至 于细胞器和细胞膜功 能

的研究也广泛地使用放射性碘标记物
,

特别

是蛋白质和多肤
,

因为它们的功能常常是通

过特异的蛋白质和多肤来实现的
。

0一 5压H

日一 〔一 O一
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图 2
.

蛋白质结构中不能发生碘化反应

的酪氮酸残基形式

.6 3 在临床上的应用

放射性碘标记物在临床上的应用已有近

半个世纪的历史
,

特别是放射性核素显像技

术 (如 s P E c T ) 的 问世
,

它通过特异 的核 素

(包括放射性碘 )标记的生物活性物质
,

可以

动态地观察心脏泵功能
,

心肌血流灌注
、

血流

通路
、

心肌代谢和心室壁的运动情况
,

对脑血
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流和缺血区的定位检查
、

消化道和实质性器

官的功能及 占位性病变的判断
、

骨代谢和 骨

病的诊断等收到满意的效果
。

这些检查都 以

放射性标记物为前提
,

其中放射性碘标记物

是重要的一部分
。

随着肿瘤基础研究的深入
,

特别是肿瘤标志物 的不断发现
,

为肿瘤的早

期发现开创 了喜人的前景
,

为人类征服肿 瘤

带来曙光
,

粗略地统计目前确认的肿 瘤标志

物
,

大多数是肿瘤细胞的特有蛋 白质或多肤
,

制备出这些 蛋 白质和多肤的特异抗体
,

再制

备 出这些抗体的放射性碘标记物
,

便可以通

过体内的和体外的放射性核素检测来确认肿

瘤的存在
、

部位和大小
。

因此
,

放射性碘标记

物在临床上的应用是十分广泛的
。

至 于 用 放射 性碘 标记 核酸 ( D N A 和

R N A )与核昔酸在基因和基因序列方面的研

究
、

标记植物活性物质对植物生理生化的研

究
、

标记植物果实 累积物前体研究植物营养

的储运和转化等
,

只要是氢供体类的物质
,

均

可采用 L P o 方法制备出高质量的放射性碘

标记物
。
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