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两种 ##<.= 标记双功能螯合剂" 2>-#+?@A 和 >B2CD
兰晓莉

摘要 ##<.= 在标记蛋白% 核酸% 多肽和抗体时& 常采用双功能螯合剂作为偶联剂的间接标记

法& 以避免直接标记所带来的损伤’ 研究表明& 近年来常用的两种螯合剂 2>-#+?@A 及 >B2CD 合

成路线清晰& 偶联及标记方法成熟& 标记率% 放化纯及比活度较高& 为核素分子显像提供了必要

的基础条件和广阔的临床应用前景(

关键词 双功能螯合剂) 巯基乙酰三甘氨酰#2#羟基丁二酰亚胺酯) 肼基尼古酰胺) 锝) 同位

素标记
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随着分子核医学的发展& 对放射性药物的要求

进入了一个新的领域( ##<.= 因为其良好的物理性

质+ 较短的半衰期% 价廉易得而成为目前核医学检

查中最常用% 前景最为广阔的放射性核素之一& 因

而我们更希望在受体% 蛋白质% 单克隆抗体% 核酸

等显像中用 ##<.= 进行标记& 以期使分子核医学获

得更广泛的应用(
##<.= 标记有直接标记法和间接标记法( 直接

标记可以通过放射性核素与被标记的蛋白质% 肽等

的 D 原子形成共价键来实现& 或用 ##<.= 的配位基

团取代已知高亲和力的受体配体结构中的一部分&
使标记物在大小% 形状及立体结构上与原配体相似

而完成标记( 但是直接标记法条件比较激烈& 对蛋

白质的损伤比较大& 并且键合不牢固& 容易脱落&

因而目前更多关注的是间接标记法( 间接标记法是

通 过 双 功 能 螯 合 剂 *J(L3*.1(%*04 .H’401(*) 0)’*1M5
N$D?$将放射性核素与标记物偶联起来( N$D? 犹

如一座桥梁& 一端连接要标记的目标化合物& 另一

端络合放射性核素 ##<.=& 在普通的条件下即可完

成标记( 通过 N$D? 的应用& 不改 变 标 记 物 的 特

性& 键合牢固& 并且可以避免对标记物的损伤& 达

到核素显像的要求( 常用的 N$D? 如巯基乙酰三甘

氨 酰#2#羟 基 丁 二 酰 亚 胺 酯*2#H7,&%Q7M3..(*(=(,74#
-#0.’174#=’&.0I1%0.’1741&()47.4(*’& 2>-#+?@A$和 肼

基 尼 古 酰 胺*H7,&0R(*%*(.1(*0=(,’& >B2CD$在 ##<.=

标记中起重要的作用(

! 9:;(<=>?

";" 2>-#+?@A 的合成

2>-#+?@A 于 "##F 年由 >*01%K(.H S6 小组合

成 T"U& 其反应经四步进行& 前两步用于合成 -?<?
*-#乙酰基巯基乙酰#2#羟基丁二酰亚胺$& 后两步
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通 过 -<=< 与 三 甘 氨 酸 反 应 生 成 -#0.’174#+<>?"
连接 2@- 基团" 最终得到巯基被乙酰基保护的 -#
0.’174#2@-#+<>?#

苯甲酰基保护的 +<>?在活体实验中能很稳定

地连接 ##=.A" 但这种连接剂一方面难于合成" 另

一方面在比较苛刻的温度和 B@ 值下$B@ """ #!$%
才能脱掉保护基团" 这使得一些对温度和 B@ 值敏

感的大分子难以耐受而不能使用它作为螯合剂 C"D"
这 样 就 有 了 几 种 替 代 连 接 剂 " 如 0A(*’ %E(A’F"
,(0A(*%,(1G(%4" G7,&0H(*%*(.%1(*0A(*’ 和目前常用的

乙 酰 基 保 护 的 +<>?$-#0.’174#2@-#+<>?% C8D# 应

用乙酰基保护替代苯环" 乙 酰 基 易 于 去 除" ##=.A

标记时可以在中性 B@ 值和室温条件下快速完成#
";8 2@-#+<>?与目的标记物的偶联及核素标记

自 2@-#+<>?合成后" 就广泛用于抗 体& 多

肽& 蛋白质& 寡核苷酸& 肽核酸$一种以氨基己酸

为骨架连接核酸碱基的寡聚体%和 A%&BG%4(*%F$一

种以磷酰胺为骨架连接核酸碱基的寡聚体% 等的
##=.A 标记# 2@-#+<>?的羟基琥珀酰胺端的酰基可

以与氨基或羟基等亲核基团反应" 从而将多肽或

I2< 等分子连接到连接剂上’ 而它的巯基端上的

硫与三甘氨酸上的三个氮则能协同作用" 螯合一个
##=.A" 从而完成标记#

标记时通常先将 2@-#+<>? 与目的标记物偶

联" 再行标记#
偶联方法(将目的标记物$8A)JA4%溶于 9;"A%4JK

2#8#羟 乙 基 哌 嗪#2#8#乙 磺 酸 CL#M8#G7,&%E7’1G74N#"#
B(B’&0H(*’’1G0*’F34O%*(.0.(," @PQP-D缓冲液$B@R;9%
中" 2@-#+<>?$!9A) JA4%溶 于 无 水 二 甲 基 甲 酰 胺

$2%2#,(A’1G74 O%&A0A(,’" I+$%中" 边振荡 边 逐 滴

将 2@-#+<>? 溶液加入目的标记物的 @PQP- 溶液

中" 终摩尔比为 2@-#+<>? & 目的标记物’"9(89 &""
二 者 在 室 温 条 件 下 " ?9A(*(过 夜 " 经 QL 柱 或

-’BG0,’E 柱纯化" 流动相通常选用 9;8!A%4JK 醋酸

胺缓冲液$B@ !;8%" 然后测量紫外吸光值" 合并峰

管" 即为 +<>?#目的标记物# 产物经冷冻干燥后置

于S89$" 可以稳定保存数月#
标 记 方 法 ( 将 +<>?#目 的 标 记 物 溶 于 9;8!

A%4JK 醋酸胺溶液" 质量浓度约 9;" )JK" 新鲜配制

酒 石 酸 盐 溶 液 TB@ #;8U和 氯 化 亚 锡 溶 液 M"A)JA4 于

9;9"A%4JK 盐酸中U" 振荡 +<>?#目的标记物溶液的

同时" 逐滴加入酒石酸盐溶液和氯化亚锡溶液" 最

后加入足量的过锝酸盐溶液" 反应液在室温下放置

"!(?9 A(* 后" 经过层析柱以 9;8! A%4JK 醋酸胺或

生理盐水溶液洗脱纯化# 依据紫外吸光值和放射性

计数确定峰管并计算标记率#
";? 标记率及稳定性分析

经上述方法" 应用 2@-#+<>? 偶联并行 ##=.A

标记 I2<& 反义寡核苷酸& 小分子肽& 抗体& 肽

核 酸 和 A%&BG%4(*%F 的 标 记 率 分 别 可 达 到 RL) C"D&
V!;8)C?D& !L)CLD& V9(R#)C!&VD& W9)CWD和 #9)CRD" 延长

标记时间& 提高标记温度基本不影响标记率" 经纯

化后的放化纯均可达到 #9)以上# 但是" 不进行

偶联而直接应用 ##=.A 标记上述目的标记物" 标记

率均小于 !)#
2@-#+<>? 与目的标记物偶联后直接进行核素

标记与置于S89$保存 ?(V 月后再行标记相比较" 标

记率无明显差异" 说明偶联物在低温条件下稳定#
体外血清稳定性研究表明" ##=.A 标记偶联后

的目的标记物与血清在 ?W $下孵育 8LG" 在不同

时间经高效液相色谱检测" 未见明显血清蛋白结

合" 说明标记物体外稳定性较好#
标记物与半胱氨酸竞争 $.7F1’(*’ .G044’*)’%的

研究表明" ##=.A 标记偶联后的目的标记物与不同水

平的半胱氨酸在 ?W $下孵育 "G" 随半胱氨酸水平

的增加" 2@-#+<>? 偶联的标记物不稳定性逐渐增

加C"&VD" 甚至可以达到 V8)C"D# 半胱氨酸竞争主要用

于模拟体内含巯基的蛋白或多肽对标记物中放射性

金属离子的竞争性络合反应" 在一定程度上可以描

述标记物在体内的稳定性# 虽然 2@-#+<>? 偶联

的标记物对半胱氨酸不稳定" 但是有一些在正常大

鼠生物学分布的研究证实" 这种不稳定性在体内可

能不受影响CVD# 这方面的影响仍需进行更多的实验

研究#

! "#$%&

8;" @X2YZ 的合成

@X2YZ 由 <[&0AF +6 等 C#D 于 "##9 年合成# 反

应以 V#氯尼古丁酸为原料" 经肼基取代& 二叔丁

基碳酸酯$\]Z %保护& 连接 2@- 及脱去 \]Z 等 L
步反应" 最终合成并纯化出 @X2YZ#
8;8 @X2YZ 与目的标记物的偶联及核素标记

@X2YZ 作为一种有效的双功能螯合剂" 在国

外从 89 世纪 #9 年代初就开始应用" 并广泛用于

"V
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<2=" /2=" 多肽" 蛋白质及抗体的标记# 最近有

文献报道 >?2@A 还可以用于标记 B%&CD%4(*%E# 效

果也较好$ 由于 >?2@A 较早的应用# 在某种程度

上促进了核素分子显像和反义显像的发展$
>?2@A 在标记中经常要添加辅助的协同配体

%.%4()0*,&# 常用的是乙二胺二乙酸%’1D74’*’,(0B(*’
,(0.’1(. 0.(,# F<<=&和 2#三%羟甲基&甲基甘氨酸%2#
1&(E#D7,&%G7B’1D74#B’1D74)47.(*’# 1&(.(*’&’ 这是因为

>?2@A 实际上只能占据 ##H.B 上的一到两个位置# 其

他位置要 F<<= 或 1&(.(*’ 来填补’ >?2@A 与 1&(.(*’
形成的螯合物 ##H.B#%>?2@A#目的标记物#1&(.(*’I8 的

活性很 高 %!JKLMN O 3B%4& P"9Q# 但 是 ##H.B#%>?2@A#
C’C1(,’&#%1&(.(*’&8 在溶液中不稳定# 并可以多种形

式存在# 这可能会影响药物的药代动力学及放射性

药物在体内的代谢P""Q’ >?2@A 与 F<<= 形成的螯合

物 ##H.B#%>?2@A#目的标记物&#%F<<=&8 在溶液中的

稳定性较好# 并在 "8D 内是稳定的P"9Q’
不同的蛋白" 多肽或抗体# 可选择不同的协同

配体或两种配体同时选用# 而且配体的选择会影响

标记率 P"8R"KQ’ 另外目前国外学者还研制出一些新型

协同配体用于 >?2@A 的标记# 如 HSSH-%1&(E%,(3B
1&(CD’*74CD%ECD(*’ #T5 T$5 T$$# 1&(E34U%*01’&P"TQ" MS%T#
V’*W%74C7&(,(*’&" =S%T#0.’174C&(,(*’&" 2L=%)040.#
1%E74#*’%)47.%04V3B(*&等等’ 经一些实验证实# 这

些协同配体的应用# 不仅仍可获得较高的标记率#
而且可以增加偶联的稳定性P""Q’

标记时通常先将 >?2@A 与目的 标 记 物 偶 联#
再行标记’

偶联方法( 将目的标记物%!%"9B)OB4&溶于磷

酸缓冲液或 >FSF- 缓冲液%C> J;K&中# 将 >?2@A
溶于无水 <+$ 中# 边振荡边逐滴将 >?2@A 溶液加

入目的标记物溶液中# 终摩尔比为 >?2@A&目的标

记物’T%X9 &"# 避光继续振荡反应 "%!D# 加入预先

制冷的磷酸缓冲液或氨基己酸溶液%C>J;K# K(&终

止反应’ 应用滤膜透析方法纯化# 透析液常用磷酸

缓冲液或柠檬酸钠缓冲液%K (# 避光# 过夜# 换

液 K 次&’ 纯化后即可冻干保存以供使用# 可以稳

定保存数月’
检测 >?2@A 与目的标记物偶联的数量# 可以

通 过 对 硝 基 苯 甲 醛 ’ 因 为 与 蛋 白 或 多 肽 偶 联 的

>?2@A 的肼基可以和对硝基苯甲醛反应# 生成相

对应的腙%一对一生成&# 测定该腙的特征紫外吸收

峰的吸光度# 通过朗伯比尔定律# 即可算出每分子

蛋白或多肽引入 >?2@A 的数量’
标记方法( 因加入的协同配体不同及目的标记

物不同而有所差异’ 以 =**’G(*!为例# 可依次向

>?2@A#=**’G(*!中 加 入 新 鲜 配 制 的 氯 化 亚 锡 "
1&(.(*’ 及 ##H.B# 混匀# 室温放置 89B(*# 经 -’CD0,’G
L#8! 柱纯化后测量标记率’ 以 H7&T#%.1&’%101’%生长抑

素的八肽类似物&为例# 先将 F<<= 和 1&(.(*’ 溶液混

匀# 再依次向混合液中加入 >?2@A#H7&T#%.1&’%101’"
##H.B 和 新 鲜 配 制 的 氯 化 亚 锡 # J9 (水 浴 T9B(*
后# 终 止 反 应# 以 -’C#S0Y 反 向 色 谱 柱 纯 化 后 计

算标记率’
8;T 标记率及稳定性分析

应用 >?2@A 作为双功能螯合剂也取得了较高的

标记率’ >?2@A 偶联后# <2= 标记率可达 J9)P"!Q "
多肽达 Z!)P"XQ" 抗体达 #9)P#Q" 细胞因子达 Z!)P"TQ"
蛋白达 #!)P"JQ# B%&CD%4(*%E X9)%Z9)P"ZQ’ 经纯化后

放化纯可达 #9)以上# 并且可以获得很高的比活度#
甚至可达 JKLMNO"B%4’ 但是# 不进行偶联而直接应

用 ##H.B 标记上述目的标记物# 标记率均小于 "9)’
对标记率的影响因素进行分析发现# 目的标

记物的质量浓度" >?2@A 与目的标记物的摩尔比"
1&(.(*’ 与 F<<= 的选择" 标记时间的长短及温度的

选择等都是影响以 >?2@A 为螯合剂的标记率的主

要因素P"8#"JQ’
体外血清稳定性的研究表明# 因偶联目的标记

物及协同配体的不同而有所差异( >?2@A 与寡核

苷酸偶联时# 因为较高的非特异性血清蛋白结合而

限制了其应用) ##H.B#>?2@A#/L<%一种多肽&应用

1&(.(*’ 为协同配体时# 其血清蛋白结合率高达 Z9)
%#9)# 而用 F<<= 为协同配体# 血清蛋白结合率

仅为 "9)P"KQ) >?2@A 偶联奥曲肽的实验中# F<<=
复合物较 1&(.(*’ 有更好的稳定性# 蛋白结合较少#
血中清除更快 P"#Q) >?2@A 与一些大分子蛋白偶联

时# 非特异性结合不明显# 在血清中稳定性较好P89Q’
标记物与半胱氨酸竞争研究表明# 以 >?2@A

为螯合剂# 在半胱氨酸质量浓度超出 !99 倍时# 半

胱氨酸的转偶联作用*")P"#"KQ# 说明 >?2@A 偶联物

在半胱氨酸中稳定’

! 两种螯合剂的比较

2>-#+=LT 与 >?2@A 在 应 用 中 有 相 似 之 处#

"J
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如两者均可用于蛋白" 核酸" 抗体" 多肽等的偶联

及 标 记# ##<.= 标 记 后# 均 可 得 到 较 高 的 标 记 率"
放化纯和比活度# 且两者无明显差异$ 但是# 两种

螯合剂目前均无商品出售# 需自行合成$
两种螯合剂在应用中也有不同之处# 见表 "$

>?2@A 和 2>-#+BCD 用 于 ##<.= 间 接 标 记 蛋

白% 核酸" 多肽" 抗体等# 避免了直接标记法的

损伤# 并可以得到较高的标记率" 放化纯和比活

度& 目前应用 >?2@A 和 2>-#+BCD 为螯合剂的分

子 显 像% 反 义 显 像 和 受 体 显 像# 已 经 用 于 肿 瘤 %
炎症% 心血管系统疾病% 血栓% 器官移植和凋亡

显像等实验研究中# 一些显像在国外已经进入!
期和"期临床& 还有一些实验室正在开展应用两

种螯合剂进行其他核素’ 如 "EE/’ (标记的研究 F"EG#
以期更为广泛地应用于核素治疗的领域中$ 两种

双功能螯合剂的开发和应用# 不仅给一些疾病的

诊断和治疗带来了福音# 更为分子核医学的发展

提供了基础和动力$
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表 " 2>-#+BCD 与 >?2@A 的比较

2>-#+BCD >?2@A
合成价格 稍贵 稍 廉

偶联过程 相对简单# 耗时少 复杂# 耗时长

协同配体 不需要 需要

影响标记率 因素较少 因素较多

比活度 高 非常高

血清蛋白结合 无 因目的标记物和协同

配体不同而有差异

半胱氨酸竞争 不稳定 稳定
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