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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
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组自制旧。三乙基溴化铵、五3，5，6．四氟酚、乙基

二甲胺基丙基碳二亚胺，分析纯，均为nuka公司

产品；Nal4Re04淋洗液，由上海应用物理研究所放

药中心的zmw．1啦Re医用核素发生器淋洗；甲醇为高

效液相色谱纯，Tedia公司产品；其余试剂均为分

析纯或化学纯，中国医药(集团)上海化学试剂公司

产品；聚酰胺薄膜购自浙江台州四青生化材料厂；

SephadexC_50，瑞士nul【a公司；sepPak@clB柱，美

国waters公司产品；一次性自吸式医用微量吸管，

上海永怠医疗用品有限公司；AR-2000型放射性薄

层扫描仪。美国Bioscan公司；分析柱反相柱

NucJeosil 100_5 C¨(150 mm×4．6 mm)，美国MACHE．

REY．NAGEL公司。计数率仪，中科院上海应用物理

研究所日环仪器厂；pH．2C型pH酸度计，上海大

普仪器有限责任公司；DYY．4型稳压稳流电泳仪，

北京市六一仪器厂；sN．697型1计数器，中科院

上海应用物理研究所日环仪器厂；T}lerrnomixer型

孵育器，德国Eeppendorf公司；FJ一39lA2型微机

放射性活度计，北京核仪器厂；AR一2000型放射性

薄层扫描仪。美国Bi08can公司。

1．2实验方法

1．2．1中间体【“Re(cO)“H20)』+的合成

取2～lOmgBH3·NH3放入一个10ml的洁净

干燥安瓿中，加盖，密封，通CO气体约20min。

在l“无载体mRe．Re04_的生理盐水淋洗液中加入

2一10“l浓H3PO。(>85％)，混匀后注射到安瓿中，

60～80℃水浴加热约15 min。反应过程中，将一支

10 JTll的注射器插入安瓿中，用于平衡反应过程中

产生的氢气。反应结束后，安瓿用冰水冷却。采用

薄板层析色谱法和高效液相色谱法分析反应产物。

1．2．2 r8Re(c0)文H：0)3-PADAr的合成

900山[瑚Re(cO)，(H20)司+溶液与100山PADA

(10。moJ几)混合，在氮气的保护下，在孵育器上

75℃加热50 min，即得反应产物。采用薄板层析

色谱法或高效液相色谱测定反应标记率，混合物使

用高效液相色谱分离。

1，2．3 活泼酯懈Re(c0)，(H：0)rPADA—TFP的合成

在75‘c用氮气流吹干[1勰Re(C0)，(H：O)，-PADAr

溶液，在冰水中冷却后加入500¨l水，充劈溶解，

再加入200山100 g，LⅡP乙腈水溶液(乙腈：水体积

比为l：1)和50mg乙基二甲基胺基丙基碳二亚胺，

充分混匀后，溶液用O．5 mol，LH2s04调pH值至

6．O．6．5。室温(25℃)反应1 h后，加水至4IrIl。混

合液使用两个串联的sep．Pak@c．s柱(分离前活化

方法：小柱子先用20血无水乙醇浸湿。再用20IIll

的水淋洗，保持柱子内充满水，待用)分离。用10

面水淋洗柱子，再用10 rnl EtO聃．Ol mol，L磷酸缓

冲液(体积比为l：5；pH=7．4)、51111水和2d无水

乙醚依次淋洗，最后的产物‘8Re(c0)3(H20卜PATA一

，rFP使用2IIll无水乙腈洗脱得到。

1．2．4 1船Re(C0)3(H20)rPATA—Heparna．1．SHONs的

合成

活泼酯1辨Re(C哦(H：O时，ADA盯P溶解在500山
生理盐水溶液中，再加入500斗11扎的H8paⅡn1一
SPl0Ns。用1咖札的H茹0。和l mo儿Na0H溶液调

pH值6，O～6．5。混合物在孵育器中37℃反应l h。

放化产率睫用新华l号纸检测，生理盐水为展开

剂。产物在原点，而未反应完的1“Re(CO)，(}120k

PADA．ⅡP的R，在0．4～0．5之间。

最后的产物使用体积排阻色谱分离纯化：

sephad“G∞柱(1 cm×20 cm)预先用O|05 mol几磷酸

缓冲液(pH 7．4)淋洗30 min。取反应溶液上柱，

用同样的缓冲液作为淋洗液分离纯化，流速为1

ml／min。 产物14Re(cO b(H20)3-PADA，HeparIla_1-

sPIONs用带FD0101 1射线流式探头的放射性检

测器检测。

1．3体外稳定性实验

500一堋Re(c嘞呻20kPADA．Hepam十1．sPIONs溶

液中分别加入1血生理盐水和1 IId小牛血清，放

置孵育器中37℃温育48 h。分别在时间点l、4、

12、24、48 h取样，用新华l号纸检测。展开剂为生

理盐水，1蠲Re(c0)3(H20)3．PADA-Hepama．1一SPIONs的

R，值在原点。而其他副产物均不在原点。

2结果

2 1 活泼酯1鼹Re(c0)，(H：0)rPADA-TFP的合成

在此反应中，溶液pH值的控制很重要，pH

值的最佳范围为6．0～6．5。其中加入固体乙基二甲

基胺基丙基碳二亚胺作为缩水剂，其目的是加快反

应速度。

活泼酯1翱Re(co)』H：o)，．PADA．盯P的分离使用

两个串联的sep．Pak@c。柱。产率达到80％。用高

效液相色谱分析标记化合物‘”Re(cO)，(H：0)，PADA

和活泼酯‘“Re(cob(H20卜PADA．T即时，它们的保
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留时间分别为16．0 min和19．7 min。

2．2 pH值对18Re(c0HH20冲ADA—H。paⅡla_1_sPl0Ns
放化产率的影响

反应溶液的pH值对1裙Re(C呲I，(峙PADA-H印a．
ma．1-sPIONs的放化产率影响很大。当pH值为

6．0—6．5时，放化产率达到最高。可能的原因是活

泼酯‘“Re(C0)3(H20)3-PADA．TFP与Hepama．1．sPI—

ONs的游离氨基反应时，同时伴有活泼酯的水解反

应。当pH>7时，水解反应变成主要的反应，当

pH<6时。放化产率也不高(见图1)。

母
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_I}lL

啦

蠕

pH值

图l pH值对’嚣Re(cob(H20)一ADA-H8pⅡr陆l_sPIONs放
化产率的影响

(时间为l h，温度为37℃，免疫磁性微粒为O 5m曲

2．3反应时间和温度对1勰Re(cO)』H：ObPADA．Hep
ma-l-SPIONs放化产率的影响

反应时间和温度对1盼Re(C0)，(H20)rPADA．H印．

∞a一1．SPIONs的放化产率也有一定的影响。如图2

和图3所示，最佳反应时间为1．0 h，因考虑到反应

过程中同时伴有水解反应。时间长对反应不利。最

佳反应温度为37℃，反应温度过高对蛋白质的活

性有很大的影响。
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图2反应时问对‘8Re(c嘞口20)『PAD^．H印蛐廿15PIONs

的放化产率的影响

(温匪为37。c，PH值为60西5，免宦醛眭微粒为0jIIlg)

综合上述结果，可以得到虽佳反应条件是：反

应时间为1 h，温度为37℃，pH6．0撕．5在最佳反应

条件下，合成1嚣Re(cOb(H20)『PADA—Hepama．1—

5P10Ns的放射化学产率为82％左右；在同样反应条

件下，合成懈Re(cO)州20卜HepaIIla．1．sPl0Ns放化产
率只能达到50％枷。

枣
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血
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温厦(℃)

图3 反应温度对’‘Re(c嘞口20)rPADA_H。p姗1_spIoNB
的放化产率的影响

(时间为1 h，pH值为6．0撕．5，免疫磁性微粒为05 mg)

2．4体外稳定性实验

1”Re(cO)3(H20)rPADA-Hep啪a_1一SPl0Ns在生
理盐水和小牛血清中都比较稳定，37℃温育48 h

后，放化纯度都能达到90％。而标记化合物tsRe

(co)，(H20)，一H8pama-1．sPIoNs在同样的条件下放化

纯度不到60％，

3讨论

放射性标记的单克隆抗体对特定肿瘤的专一性

强，近年来得到很大发展⋯。然而，到目前为止用

”呵c直接标记单克隆抗体还没有比较理想的方法。

传统的标记技术是利用含硫化合物(如半胱氢酸

(Cys))中的硫与核素形成配位化合物。但是这些含

硫化合物通常是用化学和遗传学方法引入单克隆抗

体．没有结合上的含硫化合物在单克隆抗体合成和

储存的过程中会阻止二硫键断裂，导致蛋白错折

叠，从而使生物活性降低。另外，引入双功能螫合

剂(如四齿的s：N：、N，s及s—Bz—MAG3等)，使用核

素唧c、-*Re和mRe等间接标记抗体也有许多报
道嗍，但是在这些间接标记方法中，都是用还原剂

sncl：或sI吁使七价化合物被还原成五价化合物迸
行标记，虽然锝和铼化学性质类似，但‘“Re和

mRe标记单克隆抗体的条件更难控制，SnCl：或

s：O，的用量及pH值对标记率的影响很大，且标记
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物的稳定性也比锝差。

近年来，waibel等817成功地运用[”rc(co)d+核

标记了单克隆抗体和小抗体片段，主要是利用PTc

fc0翻+和单克隆抗体与小抗体片段中的N或C末端

上的组氨酸(His)形成螯合物进行标记，在缓冲液(

pH=7．4)中，37℃时，其标记率>90％，比活度高达33

cB咖lgo加入100倍的未标记的组氨酸进行竞争实

验，只有少量标记后的单克隆抗体发生降解，从而

证实N或C末端His被标记的特异性和稳定性。

而研究【1鹤Re(cO’3(H20)3】+标记单克隆抗体的标记化

合物很少⋯】。我们在研究中采用PADA作为双功能

螯合剂，使用【⋯Re(c0)，(H：o)，r间接标记耦联了单

克隆抗体的磁性纳米微粒。在最佳实验条件下，最

终的产物懈Re(c0)](H20)3一PADA—Hepamall一SPl0Ns

的标记率大于82％。在小牛血清和生理盐水中

(37℃)，48 h后‘罄Re(co)文H20)rPADA—Hepam．1．

SPIONs的放化纯度为90％。而在同样最佳反应条

件下，研究了【mRe(co)，(H：O)，r直接标记免疫磁性

微粒，标记率仅为50％一60％，在小牛血清和生理

盐水中不稳定，48 h后”Re(cO)“H20)，Hepallla一1一

sPl0Ns的放化纯度小于60％。即：用PRe(cO)3

(H：o)31+直接标记免疫磁性微粒的标记率及稳定性都

远不如间接标记免疫磁性微粒的标记率及稳定性。

其原因很可能是，[·阱Re(cO)，(H：O)，】+直接标记免疫磁

微粒时，中间体【”Re(C0b(H20)d呻的水分子与
Hepama一1中氨基由于空间位阻很难配位。

由于Hepam，1是一个大分子蛋白，有一定的
空间构型，导致直接标记时标记率不高。稳定性比

较差的原因是：中间体rRe(c0)“H如)d与免疫磁性
微粒反应时，有一部分是靠吸附在单克隆抗体表

面，不是靠单克隆抗体中的氢基与金属中心形成配

位键。使用化合物PADA作为双功能螯合剂，先

标记，再转换为活泼酯间接标记免疫静l生微粒．是

通过活泼酯与单抗中的氨基形成化学键而得到产物

1蟪Re∞0)r(H：0b．PADA一免疫磁性微粒，放化产率和

稳定性都比较高。因此，使用PADA作为双功能

螯合剂，[1辑Re(co)3(H20)I+间接标记单克隆抗体的标

记率高，稳定性好。
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