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利用放射免疫分析法分析前列腺素的
`“ “碘衍生物的新径途

引 窗

在前列腺素领域中的定量方 法 要 很 灵

敏
, 因为已证明这些化 合物是在很低浓度 时

起作用
。

目前
,

前列腺素的测定有两个准确

的方法
:
气液相层析结合质谱

,

此法特异性

高
,

但不灵敏 (测出限量
:

80 微微克 )
;
另一为

放射免疫分析
,

此法特异性差
,

但更灵敏
。

最近
,

我们用抗前列腺素 E
:
血清 A / 9 3了0 9

( K a 1
.

8 x 10 , oM
一 ’ )和aH前列腺素 E : ( 1 2 1

居里 / 毫克分子 ) 做示踪剂成功地侧出前 列

腺素 E : 3微微克
。

为了进一步提高滴度
,

我们应用噬菌体

与半抗原结合的精巧技术作为免疫反应的指

标
,

可 以测定出低于 1 微微克的量
。

但此免

疫分析不能用在稀释的生物样品或由于非特

异性结合的干扰
,

而需要提取或层析精制的

样品
。
因此

,

我们考虑制备高比放射性的前

列腺素的碘化衍生物
。

我们报告用必 I标记的

组织胺 (或酪胺 ) 前列腺素做示踪剂进行 前

列腺素的放射免疫分析的结果
,

并与 3 H前列

腺素的放射免疫系统做了比较
。

用前者时灵

敏度提高了 10 倍
,

而二者分析的重复性是一

致的
。

而且
,

这种方法也可扩大到前列腺素

的代谢物
。

氮化和碘化前列腺素 E : 和 E : 的剂量反

应曲线的比较
,

能够鉴别前 腺 素 E : 中狡酸

基团用肤或醋键保护后在构象上的改变
,

而

前列腺素E :
并不发生这些变化

。

方 法

前列腺素与组织胺或酪胺的结合
。

前列

腺 素与组织胺或酪胺的结合是用 碳 二 亚 胺

法
。

在试管中加 5 00 微升溶于水中的组胺 ( 90

微克分子 )
,

1
一

乙基
一

3 ( 3
一

二甲基 氨 丙

基 )
一

碳二亚胺盐酸盐 ( 6 2 微克分子 )
,

50D

微升溶于乙醇水溶液 ( 50 % V / V )
I
一

扫的前列

腺素 ( 2 8
.

6微克 分 子 )
, p H 调 到 5 ; 加入

3 H 组 织 胺 做为示踪剂进行结 合 测 定
。

在

室温保温过夜以后
,

在正一
`

醇 /醋酸 /水系统

( 7 6 : 1 0 : 2 6V /V )进行薄层层析分 离
,

切

出薄层上结合的前列腺素 ( R f 0
.

5 0 )
,

用含

水甲醇 ( 90 % V /V ) 提 取 两 次
,

使用前在
一
2 0 ℃时储存

。

碘化
,

用氯胺 T法进行碘化
.

将 N
a ’ 之 6

1
,

2 微升 ( 20 0微居里 )转移到一塑料管中 , 加

前列腺 素 组 胺 或酪胺 ( 了毫微克分子 ) 的

p H 了
。

4的 0
。

SM磷酸钾缓冲液
,

再加入溶于 2

微升磷酸钾缓冲液的氯胺 T ( 5 微克 )
,

加

入溶 于 2 微升磷酸钾缓冲液的偏亚硫酸氢钠

( 3 2微克 ) 后
,

反应立即停止
。

反应后立即用薄层层析法精制产品 (溶

剂系统
:
氯仿 /甲醇 /水

,

60 :
30

: S V / V )
,

放射性点用放射 自显影及其免疫话性试验加

以鉴定
。

甲基化
,

用重氮甲烷制备前列腺素甲醋

的方法见其他的文献
。

产品用薄层层析法精

制
,

氯仿 /甲醇 /水 ( 50
:
lD

` 0
.

5 V /V )
,

R f = 0
.

8 0
。

醋化以后
,

产品用薄层层析法精制
,

放

射性
3 H 再分配的研究表 明 有 97 纬以 上 的

3 H前列腺素E 转变为
3H前列腺素 E 甲醋

。

放射免疫分析
。

用氮标记前列腺素的侧

,

国外医学参考 资料放射医学分册



定以前已有报导
。

现用碘标记的前列腺素的

测定如下
:

稀释的抗血清 O
。

1毫升与碘标 记

的前列腺素 0
.

1毫升 (“ 60 0 0 0次 /分 )以及

O
。

1毫升未知样品或标准品前列腺素 一 起在

4℃保温过夜
。

为了将游离部分与结合部分

分离
,

加 1 毫升冷却的涂葡聚糖的炭粒
,

在

O
O

C保持 1 5分钟
,

然后试管在 4
`

C
,

2 0 0 0 x g

离心 1 6分钟
,

除去上清液
,

炭用Y谱仪计数
。

尸
结 果

应曲线大致要升高
。

交叉反应
。

用 3H 或 1 2 5 1标 记 的 示 踪

物做了抗前列腺素 E血清与各种抑制剂的相

应交叉反应性 比较
。

用 3H 前列腺素 E l 系列

与前列腺素 E Z所得交叉反应是 12 %
,

而 125 1

组胺前列腺素 E I 的交叉反 应 是 2
.

6%
。

对

于其它的前列腺素交叉反应 的百分率没有改

变
。

抗前列腺素 E Z 血 清与这两示踪物的交

叉反应是相同的
。

生物样品中前列腺素 E Z 浓 度
。

用碘标

记或氖标记的示踪物对精制后的同一生物样

品 (淋 巴细胞和羊膜水 ) 进行前列腺素测定

的比较
,

说明碘标记的组胺衍生物测定法的

灵敏度高
,

所以实践中所 需的样品体积小
。

r

精制和比活性
。

碘化以后
,

为了从非标

记产物和其它没有免疫反应的放射性化合物

中分离出碘化前列腺素
,

需应 用精制操作
。

对所有
` 2 ` I组胺与前列腺素来说其层析 的情

况是相似的
,

由于碘化后
,

从原来的前列腺素

转化成其它的前列腺素没有发生化学变化
。

这就不需要将产品中的各个前列腺素进行分

离
,

例如
` “ “

I标记的组胺前列腺 素E : 的最主

要的免疫反应点
:

R f一 0
.

8 0可从非标 记组胺

前 列腺素 E
: :

R f = 0
.

7 0 和碘
: R f = 0

.

4 5

中分离开
。

从放射性物质中完全清除非标记

的结合物就可使示踪物的 比放射性接近理论

值
,

与 N
a ` 艺 ` I 一致 ( “ 2 0 0 0居里 /毫克分子 )

.

示踪物与抗血清的结合
。

当抗血清过量

(最后稀释度 1 4/ 00) 存在时
,

用免疫活性

点 R f 一 0
.

8 0进行试验
,

表明在所有情 况下结

合率 (结合 / 总活性 )超过 8 0 %
。

将碘标记物

和佩前列腺素进行抗血清稀释度的比较
,

在

结合率为 4 0%时
,

碘示踪物的稀释度较氖标

记物大 5 ~ 1 0倍
,

即前列腺素 E
: ,

E : 和 F
: a

抗血清
,

最后的稀释度依次为
: 1 / 4 5 00 00,

1 / 1 500 00
。

和 1 / 2 1 0 0 0 0
,

而
3 H 前 列腺素

是 1 / 4 0 00 0
,

1 / 2 1 00 0和 1 / 3 0 0 0 0
。

灵敏度
。

用
’ 吕 ` I 标记的组胺前列腺素得

到的灵敏度有所提高
,

可测出低于 0
.

5微微克

的水平
。

用结合率为 6 0% 时所需要的前列腺

素量做指标
,

表明 1 25 [ 标记组胺前列腺素比

3 H标 记的用量少 5~ 10 倍
。

1 2 5 1 酪胺前列腺

素 (本文不叙述 ) 较组胺前列腺素所得的反

讨 论

用放射免疫分析法测定生物液样中低浓

度的化合物时
,

主要取决于抗血清的亲和力

和示踪物的比放射性
。

用碘示踪物代替氖示

踪物可能带来另外的 因素
:
碘化合物的免疫

反应性能
。

在这些条件下
,

过去在开展用碘

化衍生物作前列腺素的放射免疫分析时
,

之

所以不能得到满 意的结果
,

可能是由于一种

或多种的因素
。
选 用 的 抗 血 清 亲 和 力低

( K a
< 100 M

一

l)
,

被结合的化 合 物 的 性

质
,

结合时的条件
,

碘化方法或示踪物的精

制程度
。

在本买验中
,

我 们用组织胺或酪胺衍生

物研究 了 三 种 类 型 (前列腺素 E l ,

E Z和

F
Z

a)
,

其碘化组胺前列腺素与同类佩化前

列腺素比较
,

表明灵敏度可提高 6 ~ 10 倍
。

此高灵敏度能测定限量的生物材料中 (人外

周血浆
,

组织碎片
,

细胞培养液
,

分娩前的

羊膜水… … ) 很低浓度的样品
。

测定的可靠

性与用氖标记的示踪物是一致的
。

在每种情

况下
,

非特异性结合低于 1D %
。

用佩化前列腺素或碘化前 列腺索 E Z 和

抗前列腺素 E Z血清及前列腺素 E l 的交叉反

应的百分率是一致的
。

而用抗前列腺素E I血

! 9 7 母年第 1期 母吞
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清与前列腺素 E: 及佩化或碘化前列腺素 E I

的交叉反应百分率是不同的
。

在剂量反应曲

线的斜率也是有差别的
。

对前 列腺素 E l和

E,系统的分析说明
:
如与氮化衍 生 物 比较

则本实验的前列腺素 E
,

分 析中曲线的斜率

是有改进的 (即剂量反应曲线中分布在 2
.

5对

数剂量而不是 2 ) , 用碘或氖标记的示踪物

对前列腺素 E Z 系 列的曲线研究没有见到这

种差别
。

碘标记的组胺前列睐素和氖标记前列腺

素的甲醋所得的抑制曲线的研究告诉我们不

存在碘和载体的影响
。

在前列腺素 E l 的 情

况下
,
用碘标记 的衍生物或 3H 前 列腺素甲

脂得到平行的抑制曲线
,

但 3 H 前列腺素 E l

的抑制曲线有差别
。

在 前列腺素 E Z 系统中

这三个示踪物得到相似的曲线斜率
。

因为前列腺素 E l和 E Z仅是在 C l ~ C 7的

烷基链有所不同
,

保护狡基后就可以改变前

列腺素 E l分子中这部位的立休化 学 结 构
。

交叉反应研究有力地支持了这一看法
,

也就

是说改变环戊烷的环状结构
,

例如前列腺素

八 ,
对抗前列腺素 E l 血清的交叉反应的百分

率都没有改变
,

与所用示踪物无关
。

通过以上研究初步表明在 前 列腺素 E :

中狡基受保护后
,

只改变这部份的结构
。

而

在前列腺素 E
。

中有 C
。 ~ C

,

顺 式双键
,

妨碍

了这部份结构的改变
。

而导致三种示踪物的

性质是一样的
。

由于前列腺素甲基化物在水

溶液中的情况在以前没有见到报告
,

我们只

能通过免疫反应 的研究假定这些变化
,

进一

步的研究可能会证实这些结果
。

〔P
.

N i l s s o n 一
E b l e 等

:
B i o e 卜i , n B i o 一

P h y 九 e t a 4 1 3 ( 1 )
:

1 3 9~ 1 4 6
,

1 9 7 d

王海青译 田淑浩校〕

用” m
碍标记红血球的亚锡化物新药箱及其临床应用

脾脏扫描
,

胎 盘显象和红血 球 容 量 测

定
,

大多数是应用 6 1C
r
标记红血球

,

近来则

用 9 9 m T c 标记红血球来完成
。

gg m T c 核 子

特点适宜于闪烁照像
,

同时给病人的辐射剂

量低
,

因此可以进行反复的观察
。

根据产额
,

标记红血球的方法可分为三

种
: ( 1 ) F i s e h e r 的方法 ( F i s e h e r

等 1 9 6 7 )

是不使用任何还原剂 , ( 2) 在加入 g gm T c 后

加入还原剂 ( E e k e lm a n等 1 9 7 1 ) , ( 3 )预先

处理的方法
,

即在加入 99 m T c 之前加入还原

剂 (B e r g e r 和 T o b a n n s s e n 19 6 9 ; N o u e l和

B r u n e l l e
,

1 97 0 )
。

第三种方法产额最高
,

超过 . 6 %
。

我们描述的这个简单的方法 属 于 第 三

种
,

应用一种曾有人用过的 ( B ar d y等 1 9 7 5)

新的含亚锡还原剂
一

焦磷酸锡
。

由于焦磷酸亚锡特别是在 pH 中性
,

甚

至在低浓度时的化学稳定性
,

它比通常应用

.

3 6
.

的化合物 (二氯化亚锡或构橡酸亚锡 ) 要 优

越
, ,

为保持其优点
,

它必须在氮存在下
,

冰冻干燥贮存
。

1 9 7 6年
,

B a r d y 等报导过红血球标记

率与锡含量之间的关系
:
在还原剂的量很小

( < 0
.

1微克 / 2毫升血 ) 时则标记率很低
,

当还原剂的量很大时 ( 1微克 / 2毫克 )
,

需

在加入放射性之前三次洗涤红血球以除去过

多的锡
。

红血球对锡的摄取必然是很低的
,

小于

0
.

5微克 / 2毫升血
。

在我们的实验中
,

锡的

需用量是 0
.

3微克 / 2毫升
。

95 次试验得到的

标记率是 9 6
.

5书 ( 9 1~ 99形 )

材 料 和 方 法

体外

还原剂 由 C
.

I
。

g 的 T
c卜

一

11 号药箱供给
。

焦磷酸亚锡
、

焦磷酸钠和氯化钠的冰冻千燥
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