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用。岬c标记胰岛素样生长因子1类似物的方法
学研究
范光磊吴翼伟章斌

【摘要】目的建立蜘rc标记胰岛素样生长因子l类似物∞F-1A)的方法。探讨其标记条件。

方法通过预锡化法标记IGF．1A，改变标记条件：Tween 80的用量从0—10仙I，在n25—6 h不同

时间点测定标记率，snck·2H20质量浓度0．75～49，L，IGF-1A的用量20—100pg，淋洗液的体积

lO一200皿I，加人生理盐水或人血清后l h一24 h测定敦化纯度，纸层折法测定标记率及胶体水

平。结果晰rc．IGF—JA最高标记率为(94．43±0．75)％，放射性胶体质量分数为(3．47±0．71)％。室温

下放置6h标记率为f8557±2．8】)％，加入人血清后放置24h标记率为154-07±3．86)％。结论上述预

锡化法进行晰rc标记IGF-1A的最佳标记方法为：浓盐酸溶解sncl：·2H：0后用葡萄糖酸钠溶液配

成3 g几．吸取100pl后加人40卜lIGF-lA(29几)；300扯l Na，04和2肛1 0．1％Tween80混匀后加入

50pl蜘kO。新鲜淋洗液；在IcF-iA体系中加入淋洗液俸系，混匀，室温下反应O 5h；加入500斗l

NaH：P 04将pH值调节到7左右。该方法简捷且具有较高标记率和良好稳定性。
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1，IcF．1)与胰腺癌、直肠癌等多种肿瘤的发生、

发展及浸润转移有关Ⅲ，胰腺癌等细胞膜表面高表

达胰岛素样生长因子l受体(insuljn_ljke gro讲h
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factor 1 receptor，IGF，lR)”，它是跨膜的四聚体糖

蛋白，由胞外a亚单位和穿膜B亚单位构成，其

胞外部分是配体IGF．1和IGF_2的结合区域，富含

半胱氢酸区是IGF．1的结合位点。IGF一1的类似物

Onsulin—lik8 growth factor 1 allaloglle．IG卜lA)也能与

肿瘤细胞表面高表达的IGF．1R结合M，并诱导肿

瘤细胞凋亡。本研究采用预锡化法制备—rc．ICF．
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lA，并对影响标记率的各种条件进行了实验研究。

1材料与方法

1．1材料

Na”Tc0。由中国原子能科学研究院同位素所

提供，IGF—l结构：Gly-(D)．Ala—GIy—Gly—Aba—c【D—cys-

ser_Lys．cyscoNH：，由上海生工生物工程公司合

成，sncl：．2H20由江苏省原子医学研究所江原药

厂提供，Na3P04、NaH2P04、葡萄糖酸钠、Tween

80为F1uka(Ge咖any)产品。仪器有：cRc．15R型放

射性核素活度计(cAPINTEc公司．usA)，AR．2000

型层析扫描仪fBIOscAN公司，usA)，sN。695B型放

免1测量仪(上海核物理研究所日环光电仪器有限

公司)，Bs224s型电子天平(北京赛多利斯仪器系统

有限公司)。

1．2方法

1．2．1标记方法

浓盐酸溶解sncl：·2H20后用葡萄糖酸钠溶液

(03 mol几)配成3班。吸取loo斗l加入40斗lIGF-1A
(2∥L)；300山Na』)0。和2斗10．1％Tween 80混匀后

加入50“lNa晰rc0。新鲜淋洗液；在IGF一1A体系中

加入淋洗液体系，混匀，室温下反应O，5 h；加入

500山NaH，o。将pH值调节到7左右，标记完成。

于标记完成后0．5 h测定放射化学纯度。

1．2．2标记率测定

采用新华l号层析纸作固定相在2种体系中进

行标记率测定：体系1以生理盐水为展开剂，

靴叮k．IGF．1A及胶体的比移值(Rf)=o，卿。Tc 01的Rf_

o．7加．9；体系2将标记好的样品点样于2．5％牛血

清白蛋白浸泡过的新华l号层析纸上，以乙醇：氨：

水(2：1：5，v，v)为展开剂，mrc胶体的RFO，而—h．

IGF_1A及蛳rcO■的R，卸．7加．9。标记率=咖Tc．IGF．

1A及胶体放射性计数／(”rc．IGF一1A及胶体放射性

计数p1Tcoj放射性计数)×loo％一标记胶体放射
性计数，(”rc．IGF-1A及胶体放射性计数+”rcOj

放射眭计数)×100％。

1．2．3”rc标记IGF．1A的方法学研究

Tween 80的用量分别为0、2、4、6、8、10

阻l，在0．25、0．5、1、2、4、6 h不同时间点测定

放化纯度；SnCl：质量浓度分别为O．75、1、2、3、

4扎；IGF．1A的用量分别为20、40、60、80、
100仙g；淋洗液体积分别为10、20、30、40、50、

loo、200¨l。每次实验均重复3次，根据实验结

果渊整标记条件。

1．2．4标记物稳定性分析

室温下在100¨l标记物中分别加人生理盐水

或人血清200“l，于l、2、4、6、24 h分别测定

放化纯度。

1-3统计学方法

数据必ns表示，采用sPss 13．0软件，单因

素方差分析或多因素方差分析进行组间两两比较，

P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 Tween-80用量对标记率的影响

Tween．80用量为0、2、4、6、8、lO¨l时标

记率分别为(84．40±5．20)％、(92．oo±l-35)％、(90．57±

l 80)％、(89．93±0．61)％、(87．40±1．20)％、(87．17±

4．71)％，O阻l组与2、4、6肛l组之间差异有统计学

意义(丹2．46、0．002、3．07，^0．010、0．030、O．047)，其

余各组间差异无统计学意义。

2．2反应时间对标记率的影响

标记后O．25、o．5、1、2、4、6h标记率分别为

f91．93±2．891％、(92．53±2．25)％、(93．83±0．35)％、

(93．80±O．85)％、(93．63±1．42)％、(93．67±1．42)％，各

组间差异无统计‘学意义。

2|3 sncl。·2H：0用量对标记率的影响

sncl2-2H20用量0．75、1、2、3、4扎，标记
率分别为(1．23±0．84)％、(77．43±13．39)％、(88．63±

2．84)％、(90．83±O|29)％、(91．90±1．15)％，0．75∥L组

与其他各组间差异有统计学意义(肚119．69、300．34、

59，48．JP值均为0．001)，2、3、4 g，L组间差异无统

计学意义。

2．4 IGF—lA用量对标记率的影响

表l生理盐水和人血清中不同时问9。Tc．IGF—lA的标记率(％

△：与0 h比较．jⅦ．05；△△：与0 h比较．P如．01
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IGF．1A的用量20、40、60、80、100斗g，标

记率分别为(85．07±3．07)％、(9lo．43±l㈣％、(9140±
O．95)％、(92．77却．㈣％、(91．40如．92)％，20斗g组与
40、60、80、100雌组间差异有统计学意义(如
lO．18、25．55、5，06、2．4l，尸=O肿2、0．001、0．00l、

0．001)，其余各组问差异无统计学意义。

2．5淋洗液体积对标记率的影响

淋洗液体积lO、20、30、40、50、Ioo、200

“l时，标记率分别为(84．67±4．87)％、(88．60±o．82)％、

(90．57±3．291％、(91．90±2．27)％、(93．43±0．55)％、

(91．04±3．49)％、(91．35±0．56)％，lO山组与30、40、

50、100、200山组间差异有统计学意义(，r-3．21、

10．92、1．67、6．70、2．25．P=O．02、0．006、0．002、0．013、

0．0lO，)，10 m组与20斗l组间差异无统计学意义。

20斗l与50“l组间差异有统计学意义(B72，O，丹

O．050)，余各组之间差异均无统计学意义。

2．6标记物的稳定性

标记产物加入生理盐水或人血清后O h、1 h、

2 h、4 h、6h、24 h对标记率的影响见表1。加入

人血清后l h始标记率降低，生理盐水组在4 h至

24 h下降明显，但人血清组4 h后却相对较稳定。

通过上述实验结果得到“re标记IGF．1A的最

佳标记方法为：浓盐酸溶解sncl：·2H：0后用葡萄

糖酸钠溶液配成3 s，L，吸取100恤l后加入40斗l

IGF一1A(29／L)；300斗1 Na，0。和2斗l 0．1％Tween80

混匀后加入50仙l”叮cO_4新鲜淋洗液；在IGBlA

体系中加入淋洗液体系混匀，室温下反应0．5 h；

加入500“l NaH2I)o。调节pH值到7左右。

3讨论

直肠癌、胰腺癌等多种肿瘤细胞表面高表达

IGF．1R，因此放射性核素标记IcF．1A进行受体显

像可成为肿瘤的早期诊断的方法之一。本研究设计

既能与放射性核素螯台叉能与IGF—lR特异性结合

配体：1GF．1A。

”rc直接标记IcF-1A的机制尚未明确，推论

如下：*叮cOj被sncl：还原为合适的价态后，结合

到由放射性螯合物结构Gly．(D)．Ala-cly-Gly的NH：

基团提供的N4立体空间结构上嘲。

本研究在”rc标记反应体系中用snCl：·2H20

作为还原剂。用葡萄糖酸钠作为络合剂，用

Tween80作为分散剂和稳定剂。在实验中，随着

Tween80的用量的降低，标记率会逐渐增高，但若

在反应体系中不添加Tween80，则标记率明显下

降．说明Tween80起到了稳定反应产物的作用；

当SnCl：．2H20用量减少或者”rcO脯洗液体积增
加时，标记率反而有所下降，可能是因为9呵1c0。一

不能被sncl：充分还原为合适的价态，影响与中介

配体形成螯合物，从而影响标记率。标记反应在15

min的标记率已达(91．93±2．89)％，在6 h内保持

稳定，24 h后标记率降低。在标记过程中，标记

率随IGF．1A用量的增加而增高，标记率达

(92．77±0．99)％时IGF-1A物质的量明显大于“rc，

snCl2·2H20与IGF-lA物质的量的比值为12．695：l，

与文献报道相近似M。本研究中”呷c04-淋洗液的

放射性活度为370一740 MBq，rIll。”rc—IGF—lA在生

理盐水中24 h标记率高于人血清组或对照组，在

人血清组及对照组中24 h时标记率明显降低。

本研究建立的“rc标记IGF．1A有希望作为具

有实用价值的IGF-1R的配体显像剂，可以对直肠

癌、胰腺癌等多种肿瘤做早期诊断。
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[188Re(CO)，(H20)，】+问接标记

实验研究

免疫磁性纳米微粒的

冯彦林谭家驹梁生孙静吴校连司建华夏姣云温广华

【摘要】目的探讨标记单克隆抗体磁性纳米微粒的实验条件。方法以【二(2．吡啶甲基)．氨

基卜乙酸cPADA)作为双功能螯合剂，将【嘲Re(cO)1H20)d+|句接标记到耦联了单克隆抗体的磁性纳米微

粒。结果【瑕Re(c0)，(H20)才间接标记免疫磁性纳米微粒的标记率大于80％，在小牛血清和生理盐水

中48 h后稳定性仍能保持在90％以上。结论使用PADA作为双功能螫合剂，r8Re(c％呷：晰接标
记免疫磁性纳米微粒的标记率高，稳定性好，适于进一步体内研究。

f关键词】同位素标记；铼；螫合剂；磁性纳米微粒
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本研究以羰基化合物【18Re(cO)，(H20)d+形式作

为标记中间体，选择羧基拖尾的含双吡啶环的[二

(2一吡啶甲基)·氨基]一乙酸(2·pic由lamine—N，N—
diacetjc acid，PADA)为双功能螫合剂，间接标记固
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载了单克隆抗体Hepama一1的磁性纳米微粒；并对

mRe标记的单克隆抗体的最佳标记条件和标记物

的体内外稳定性进行初步研究。

1材料与方法
-

1．1材料及主要仪器

单克隆抗体Heparna．1由中科院上海生化细胞

所谢弘研究员惠赠．表面改性的磁微粒子由本课题




