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随着商品无载体放射性碘生产技术的不断

进步
,

人们已经能用多种方法对许多蛋白质
、

多肤及其他化合物成功地进行碘标记
,

得到了

具有完整生物活性和免疫活性的高比放射性
、

高纯度产品
。

特别是近年来发展的对生物膜和

生活细胞的碘标记
,

更进一步扩展了碘标记技

术的应用领域
。

由于
` 2 “ I能量和半衰期均适中

,

丰度高
,

容易测量
,

用量急剧增加
,

在某些方

面还有取代
3
H

、 ’ ` C等核素的趋势
。

蛋白质和多肤的碘标记技术主要应用于以

下几个方面
: ①为放射免疫分析和放射受体分

析等体外生化测定
、

蛋白质代谢和生理功能研

究
、

药代动力学和示踪动力学研究及放射 自显

影方法提供示踪物 , ②蛋白质和多肤结构的研

究及其侧链上某些官能团同它的生物学功能关

系的研究 , ③生物膜结构和膜受体的研究 , ④

标记单克隆抗体及其片断在肿瘤诊治和基础医

学方面的应用
。

一
、

琪标记方法

( 一 ) 氯胺
一

T法

改进 了的氯胺一 T法最初由 H
u nt e r

和 G r e -

e n w 。 。 d报道叻
。

它是一种高效
、

广谱
、

简便

的碘化方法
,

且标记的重复性较好
。

因此
,

是

目前使用最多的方法卿
。

碘标过程
:
反应通常在小玻璃管中于室温

下进行
。

为提高碘标效率
,

应尽量减小反应体

积
。

依次加入蛋白质溶液 ( 溶解在 o
.

l m ol / L

磷酸盐缓冲液中
, p H 7~ 7

.

5 ) 几微 克 到几十

微克
,

放射性碘溶液零点几到 几 毫 居 里
,

氯

胺一 T
。

反应时间通常为几秒钟到几分钟
。

加入

偏重亚硫酸钠终止反应
,

然后分离碘化产物和

游离放射性碘
。

标记过程应考虑的间题
: ①欲标蛋白质中

不能含有还原性物质
,

包括防腐剂
,

以免破坏

碘化反应的前 体 〔2〕 。

②氯胺 一 T 在光中不 稳

定
,

其溶液应 在 反应前配制帅
。

③氯胺一
T用

量应严格控制
。

用量过多会产生不必要的副反

应
,

明显 降低标记产 物 的 生物学活性〔 3〕 , 用

量不足又会降低标记率
。

用量由欲标蛋白质的

性质和质量决定
,

一般氯胺
一 T与蛋 白质克 分

子数相等闭或与无机 碘 克 分子数相等卿
。

④

反应时间的选择很大程度上决定了产物的碘标

效率和活性保持
。

方法的改进与特殊用法
: ①碘化反应中氯

胺
一 T与蛋白质的直接接触 , 其较 强 的 氧化作

用能造成标记蛋白质的损伤及生物学性质的丧

失
。

S P r i n k l e 〔6〕发明改进方法
:
碘 化过 程加

入保护剂
一
硫代氧化物

,

其中效果 较 好的是二

甲基亚飒
。

② E l d e r
等人的报道了用 S D S聚丙

烯酞胺凝胶电泳分离蛋 白质
,

再用氯胺
一 T法

对凝胶中的蛋白质进行碘标
,

即所谓微量碘标

方法
。

随后蛋白质经胰蛋白酶处理从凝胶中分

出作 进一步 的 分 析
。

K r a k o w 卿发展了此方

法
,

通过放射自显影
,

可对毫微克级的蛋白质

定量测定
。

( 二 ) 乳过氧化物酶法

此方法是在有过氧化氢存在时
,

进行蛋白

质和多肤的酶促碘化方法
。

最早由M ar
c h al

。 -

n i s
报道 〔9〕

。

7 0年代 初
,

M
o r r i s o n

等人 〔 , O〕和

T h。 r e
ll 等人 l1t 〕分别改进了此方法

,

得到了高

比放射性的标记蛋白质
。

乳过氧化物酶法也已被广泛应用〔 , 2〕 。

突出

优点是反应条件温和
,

过氧化氢和无机碘这两

种底物只需极低浓度 ( 1 x 1 0一 m ol / L )即能发

生反应〔` ”〕
。

反应时l间短
,

操昨简单易控制
。
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卜

山于反应体系中氧 化物 (圣几 O
:

)水平低
,

通

常能保持产物的结构 完 整 性 和很高的生物活

性 〔`“ 〕
。

碘标过程
:
乳过氧化物酶已有商品提供

,

实验室提取制备方 法 也较简单 〔 “ 〕。 碘化反应

在室温下进行
,

小 试管 中依 次加 入 无 载 体

N a ` 2 6
1
、

欲标蛋自
.

质
、

乳过氧化物酶
、

H
2
0 : ,

整

个反应体系处于 o
.

05 m ol / L磷酸缓冲液中
, p H

7
.

4 ~ 7
.

5
。

每隔 1分钟加一次H
:
O

: ,

量不 变
,

共 4 次
。

用缓冲液稀释或加叠氮钠
、

半胧氨酸

终止反应
,

通过凝胶过滤等方法分离纯化标记

蛋白质
。

使用此法要考虑的问题
: ①碘化反应速率

分析结果表明 〔` 。〕 ,

酶催化速度快
,

可 在 很低

蛋自质浓度中进行
。

②碘化反应在 p H 4
` 0~ 8

。

5

较宽范围内均可进行 〔` “ 〕 ,

最 适 值根据蛋 白质

本身性质选择山 〕 ,

应使 蛋 白质距其生理构象

越近越好〔 , “〕
。

③乳过氧化物酶的用量应少于总

蛋白质用量的 1 % 〔 ,。〕 ,

以减少酶的自身碘化
。

④碘应在低浓度 (一般 ( 1 x 10
一 4

m o
l/ L ) 下

使用
,

有利于产生高比放射性的产物
。

⑤ H
Z
O

:

应保持低浓度
。

高浓度 H
Z O :

( > 1 x 1 0
一 ` m o

l / L )

能抑制酶活性 〔“ 〕 ,

也会损 伤蛋白质
。

标记量

大时
,

可分几次加入
。

方法的改进
:

①固相酶法
:

乳过氧化物酶

法的一个缺点是向碘化体系中又引入一种蛋 白

质
,

即酶本身
,

这就给标记产物的分离纯化带

来了困难
。

D a vi d中
5〕将乳过氧化物酶共价联接

在被浪化氰活化的 S e p h ar
o s e 4 B 固相 上

。

碘

化反应在离心管内进行
,

反应终止后
,

由离心

除去固相酶
,

再经三氯乙酸沉淀
,

得到标记产

物
。

此法缺点是酶的自身碘化较严重
。

②葡糖

氧化酶
一
乳过氧化 物 酶 ( G O 一L P O ) 法

:
.

T 。 -

w e r
等人〔 , 6〕利 用 葡 糖 氧 化 酶 在底物卜 D (

`
)

葡萄糖和 0 2
存在时

,

连续产生小 量
、

易控制的

H
Z

O
:

的性质
,

将此反应与乳过氧化物 酶催化碘

化偶联
,

以代替加 H : O : 过程
,

标 记产 物 生物

活性更高
。

目前已广为使用
。

( 三 ) B o l t o n 一 I诬u n t e r试剂法 ( 联接标记

法 )

月O l t o n
和I

一

I : : n t o r 〔’ 了〕报道 了用放射性碘化

的 3 一 ( 4 一
经墓苯 ) 丙酸 N 一

经基墟泊 酸亚胺

醋标记 h G H
、

h T S H
、

和 h L H
,

均得到 较 高

比放射性
,

且有很高的免疫活性
。

此后人们用

此法标记 了许 多 蛋 白 质 和其 他 生物 活性 物

质 〔 , 8〕 。

碘标过程
:

I奋J反应管中加入
` 2 6

1一 B
o l t o n -

H u nt e r
试剂 (该试剂有 商 品出售

,

实验室制

备方法也较简单 〔 , “ 〕 )
,

氮气吹干
,

冷却 至 0 ℃
,

加蛋 白质溶液
,

摇动 1 5分钟
,

加甘氨酸
,

再摇

动 5 分钟
,

破坏未反应 的 碘 化 酚
。

经凝胶过

滤
,

收集产物
。

木法特点
:

此法在一定程度上克服了其他

方法无法克服的困难
。

对于本身缺乏酪氨酸残

基 的蛋白质 ( 如猪甲状旁腺激素 ) 及酪氨酸残

基在活性中心构成方而起重要作用的蛋白质
,

碘原子的引入会造成蛋 自质构象的转变
,

导致

活性丧少 而用此法有可能 得 到 较理 想的结

果
。

此 是间接标记
,

避免了欲标蛋白质与氧

化剂及无机碘的直接接触
,

从而避免了可能造

成的蛋白质损伤
。

一般认为此 法 不 宜 标记短

肤〔 4 〕 ,

而适 于分子量大于一万 的蛋自质
。

( 四 ) Io d o g e n
法

I o d o g e n 即 l , 3 , 4 ,
6 四氯

一 3 a , 6 a -

二苯甘脉
,

与氯胺
一 T 同属 氯 酞胺

,

但 它不溶

于水
,

为固相 催化剂
。

F r a k e r
和 S p e e

k 〔
2 0〕首

先报道用此法标记九种蛋 白质和两种细胞
。

此

后
,

人们用此法标 记 多种蛋白质勿 〕和生活细

胞 〔 , 幻
。

碘标过程
:

①涂管 :
将 溶有 I o d o g e n

的二

氯甲烷溶液 J L十微升加至反应管底部
,

氮气吹

干
,

则竹底形成 Io d o g e n
薄膜

。

涂 好的管可在

一 20 ℃长期保存使用 〔“ ’。 。

②碘化 :
将配 好的

N a `
呵和蛋白质溶液移入反应管

,

反应白发 进

行
, 5 到 20 分钟后倾 倒 出 反 应 液 则 反 应终

止 〔2 0〕
。

I o d o ge n 法具有反应温和
,

标记 效率高
,

对蛋白质损伤小
,

操作更简单等优点
。

又山于

它在标记生活细胞方而的特性
,

使用量逐渐增

多
。
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( 五 ) 电解法

最初由 P e n n i s i和 R o s a
报道 〔 2 3〕 。

后有 D
o -

n a b e d i a n
等人 〔 2 4〕和 S a m m o n

等人 ( 2 5〕分别建

立微量电解法
,

可标 记 少 到 5 卜: g的蛋白质
,

均得到较高比放射性的产品
。

碘化反应在一小

琳涡中进行
,

控制极间电压 ( 或电流 )
,

使反

应氧化势高到能使 I
一

氧化成 12 ,

但 要低于能导

致蛋白质中蛋氨酸残基被氧化 的程度
。

此法最大特点是碘化条件温和
,

避免了蛋

白质与氧化剂的直接接触
。

碘被平均地分布在

所有的蛋白质分子上
,

产品放化纯度很高
,

能

保持生物学活性
,

更适于标记易变性的蛋白质

和多肤 ( 如甲状旁腺激素 〔26 〕 )
。

但由于 此 法

需特殊装置
,

不如前述几种方法使用普遍
。

( 六 ) 其他碘标方法

氯气法
:

此法由 B ut t首先建立
,

此后逐渐

简化 〔2 7〕 。

它利用氯胺
一 T与 N a

CI 反 应 生 成的

C I: 作为氧化剂
,

避免氯胺
一 T与蛋白质 接触

,

减少了蛋白质损伤
。

次氯酸钠法
:

最 初 由 R e d s h a w 和 L y n e h

报道〔 2幻
。

反应类型与 氯气 法近似
,

与化学碘

化法缺点相同
:
氧化损伤较强

。

N 一
澳代唬泊酞胺法

: R e a y 〔, ” 〕报 道 用 N -

澳代唬琅酞胺为弱氧化剂
,

标记了几种激素
,

比放射性达 13 6协iC /林g
。

产物免疫 活性等于或

高于氯气法
、

I o d o g e n
法和氯胺

一 T法
。

此试剂

价廉
,

性质稳定
,

使用方便
。

氰化亚铜法
:

E s c h e r 〔” “ 〕报道用氰化 亚铜

催化碘化的新方法
。

其特点是催化苯丙氨酸残

基中苯环对位上碘取代
。

但氰化 亚 铜 是 剧毒

物
,

这也许成为本法广泛使用的一个限制
。

光 解 联 接 法
: 19 5 4年

,
D e n n y 和 B l o b -

e l〔 3`〕报道合成了交 联试剂
:

N 一 ( 4 一 ( 对
一
叠

氮一间〔
’ 2 ” I〕碘苯偶氮 )苯甲酞

一 3 一氨丙酸
一 N

` -

经基磺基珑拍酞亚胺酷
。

此试剂为水溶性
,

可

光解
。

将此放射性交联剂通过共价键联接到固

化在 eS p h ar os
e
上的蛋白质 A上

,

若加入人血

清
,

3 6 6 n m 照光
,

则交联剂从偶氮键处断裂
,

将

部分放射性转移到人血清 I g G分子上
。

此法已

成为受体研究和蛋白质间相互作用研究的良好

工具
。

(七 )碘标方法的选择

通常很难简单回答上述方法孰优孰劣
,

而

要依据欲标蛋白质本身的性质
、

应用标记物的

目的和各种标记方法的特点
,

具体选择理想的

碘标记方法和标记条件
。

这里建议
,

有条件的

话
,

应使用两种以上的方法标记
,

以择其优
。

I

二
、

碘标产物的分离纯化和贮存

分离和纯化方法有
: ①透析 :

能将产物与

小分子反应剂很好地分离
,

适用于 氯 胺
一 T 等

化学碘化法〔 2 〕。 ②三氯乙酸沉淀 :
能快速

、

简

便地将产物与小分子反应剂分 离 〔’ “ , 2 ”〕 。

可加

0
.

05 m ol / L的无机碘化物 (如K l) 为碘载体
。

③

离子交换层析
: 适于分离纯化短肤标记物〔 3 2〕

。

④凝胶过滤 :
由于它操作简便

,

分离效果好
,

使用最广泛
。

常用的是 S e p h a d e x G 系列
,

也

有用 iB
o 一 ge l一 P系列

。

⑤ C o n A 吸附
:

伴 刀 豆

球蛋白 A 是一种植物凝集素
,

对糖蛋白有 良好

的吸附能力
,

因此适于分离标记糖蛋白〔3 2〕 。

⑥

电泳
:

可用来分离单碘化和多碘化蛋 白 质 〔 , 2 ,

25 〕。 其中等电聚焦法曾成功 地 分 离纯化了标

记胰岛素 〔 , ,〕 。

⑦受体亲和纯化 :
利 用蛋白质

与其特异受体的亲和分离碘标蛋 白质
,

通常用

受体含量丰富的细胞质膜
,

制成膜碎片悬液
,

与具有生物活性的标记蛋白质 结 合
,

离 心 分

离 〔 , “ “ ” 〕 。

此法能保持很高的生物活性
,

但操

作复杂
。

⑧高效液相色谱
:

近年来使用者增多

t30
, 3句

。

此法分离效果好
,

快速
,

但需特殊设

备
。

标记物的贮存
:

贮存期间要尽量减少标记

蛋白质的变性和分解
。

变性原因可能是蛋白质

浓度低和贮存温度过高〔 2 〕 。

分解原因是贮存液

中含杂质酶 〔 4 〕和蛋白质辐射自分 解 〔 2 , ” 7〕
。

为避免变性和分解
,

可加保护剂
。

最常用的是

B S A
。

此外
,

E D T A
、

甲硫咪哇
、

丙基硫尿咯

陡和丙二醇都对分解有抑制作用〔 3“〕 。

标记物一

般需冷冻干燥或在一 20 ℃到
一

70 ℃贮存 〔2 , ” , ’ 3〕 ,

某些情况下
,

可在 4℃左右短期贮存 〔 4
, ’ “〕 。
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贝lJ此标记物适用于放射免疫分析
。

三
、

碘标蛋白质的生物活性与免疫活性

L

(一 )异致活性改变的因素

碘化反应中引起活性改变的因素有
:

①碘

原子参入量 ; ②蛋白质中一些氨纂酸残基的氧

化 , ③蛋白质变性因素 , ④碘源中的杂质 〔 3 7〕 。

蛋 自质分 子上碘标记量的影响
:

对多数蛋

白质来说
,

碘标程度对其生物学性质的保持有

决定性影响
。

每分子中碘数 目越少
,

活性改变

越小
。

要努力实现单碘化〔 , “ 〕 ,

即每个蛋 白质分

子 中只引入一个碘原子
。

一个蛋白质分子可参

入的碘原子总数在很大程度上取决于它的能被

碘取代的氮华酸残基数目
。

而在一般标记条件

下
,

出现损伤的可能性则更取决于这类氨墓酸

残毯的分布和反应性
。

随着蛋白质碘化程度的

提高
,

关键氨基酸残基被碘化的可能性增加
,

因而失活的可能性相应增加
。

对放射免疫分析

等
,

单碘化蛋自质的比放射性 已能满足灵敏度

的需要 〔“ 7〕 。

已有的标记方法 ( 包括催化能力很

强的氯胺
一 T 法 )

,

如果使用得当
,

对许多蛋白

质能实现单碘化
。

氧化反应损伤
:
氧化损伤主要由氧化剂直

接造成
,

或由氧化的碘造成
。

氧化损伤涉及蛋

氨酸和色氨酸残基及二硫键 37[
, ” 8〕 。

选择合适

的碘化方法和条件能有效地减少氧化损伤
。

(二 )生物活性和免疫活性的鉴定

放射免疫测定和放射受体测定
:
将碘标产

物直接用于实际使用过程当然是检查标记蛋白

质活性最好的方法
。

这里主要的是检查标准曲

线
,

即剂量
一
效应 l由线的质 量〔 , “ , ` 7 , 25〕 。

对 抗

体和受体的最大结合率的测定是快速而有效的

鉴定方法 〔“ , 3 5〕
。

T a l。 一R e s i n 一 T C A 筛选法
:
由 T o w e r

等

人 t39
〕建立

,

极其简便
,

过程如下
:
取 三 支加

有等量稀释的
` 2 5

1一蛋白质的试管
,

分别加入一

定量的滑石粉
、

D o w e x A G I一X 1 00 阴离 子交

换树脂和三氯乙酸
,

离心后分离沉淀与上清
,

分别测量各部分的放射性
,

计算各管沉淀率
。

若沿石粉管和三氯 乙酸管的沉淀率均大于 90 %
,

二者之差小于 3 %
,

树脂管的沉淀率小于 25 %
,

四
、

碘标记物和碘标反应的其他应用

生物膜结构研允
:

由 J
二

酶促碘化反应的选

择性
,

可以作为研究蛋 白质在膜结 构 中的 分

布
、

构象的有力工具
。

乳过氧化物酶是大分子

量蛋白质
,

不易穿过细胞膜
。

若选择合适条件
,

它只催化细胞膜一侧与它接触的膜 蛋 自 的 碘

化
。

M or
r i s o n

推荐丁
’

一 种乳过氧化物酶法标

记淋 巴细胞质膜的方法 〔’ “ 〕 。

细胞表面受体研究
:
利用乳过氧化物酶催

化碘化的性质
,

将它与配基或抗原通过共价键

联接起来
,

这个复合物再与细胞表而受体特异

结合
,

此时若加入酶促碘化底物
,

则乳过氧化

物酶能特异地催化这种细胞表面受体的碘化
。

由此可对这种受体做进一步的鉴 定 和探 讨
。

C h io 等人 〔4。〕通过此方式 研究了淋 巴细胞表而

的抗原结合受体 ( A B R )
。

蛋白质分子结构的研究
:
乳过氧化物酶法

碘化温和
,

对蛋白质的碘化程度不是依赖于蛋

白质 总的酪氨酸残基数日
,

而是依赖于蛋白质

中可被碘化的酪氨酸残基数目
。

通常是那些处

于蛋白质三维结构表面的酪氦酸残从被碘化
,

再经内切酶技术和电泳
、

纸层析等分析
,

这对

蛋白质结构的研究是有一定意义的 〔3“ 〕。碘原子

引入处于蛋白质活性中心的酪氨酸残基
,

常会

导致蛋白质活性丧夫
,

利用这一性质
,

可帮助

分析蛋白质活性中心的构成
。

碘标记单克隆抗体用于肿瘤定位
:

随着单

克隆抗体技术的不断发展
,

将抗肿瘤细胞单克

隆抗体标记上放射性核素
,

如
` ” ` I

、 ` 2 6
1等

,

配

以 Y一照像技术
,

对肿瘤作放射免疫定位
,

已经

展示出良好的前景
。

已有大量文献报道了这方

面的研究工作〔 4 ’ 〕
。
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