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B o lt o n一H u n t e r法碘标记技术及其应用

上海医科大学中山 医院 耿建 国综述 上海市心血管病研究所 陈渝珠 王世真
带
审

1 9 7 3年
,

B o l t o n
和 H u n t e r 〔 1 〕首先报告

采用
` , 5

1标记的 N一珑拍酸亚胺 3一 〔4一经 基 苯

基 ) 丙 酸 〔
’ 2 ”

I一 l a b e l e d N一 s u e e i n i m id y l 3 -

( 4一h y d r o x y p h e n y l ) p r o p i o n a t e , ’ 2 5
1一 S H

P P 〕来标记 h G H
、

h T S H和h L H
,

分别得到

6
.

3 x 10 “ 、
4

.

4 X 一0 6 、

和 z
。

g x z 0
6
B q ( 2 7 0

、

1 2 0

和 50 协C i ) /协g的较高比放射性
,

且对上述激

素的免疫活性和生物学活性的影响甚微
,

因

此
,

引起广泛的关注和兴趣〔 2 一” 〕
。

采用此

法 已经成功地标记了很多蛋白质
、

多肤
、

酶
、

抗体
、

补体
、

病毒
、

细胞
、

细胞膜
、

抗菌素

和毒素等以 〕 ; 目前
,

B o l t o n 一
H

u n t e r
法 已

经成为医学
、

生物学等学科研究工作中
,

一

种重要的碘标记方法
。

B ol ot n 一
H

。 nt e f
法碘标记技术的基本原

理是采用二步法
,

即先 用 氯胺
一 T 法将放射

性碘标记在 S H P P上
,

然后
,

再和 欲标记的

. 北京协和医院

蛋 白质等共价联结
。

因此
,

又称为联结标记

法〔 1 〕。

此法具有反应 自发进行
,

条件温和
,

并避免了高浓度放射性碘
、

氧化剂及还原剂

直接和欲标记的蛋白质等接触时
,

对其免疫

学活性和生物学活性的影响等特点
。

此外
,

和氯胺
一 T 法

、

乳过氧化物酶法和 I o d o g e n
法

在酪氨酸残基的苯环或某些组氨酸残基上发

生亲电碘取代反应不同
,

B o lt 。 n 一 H u nt e r
法

主要在赖氨酸
。一
氨基或蛋 白 质 的 N一末端上

发生亲 电碘取代反应
,

故当欲标记的蛋白质
、

多肤等缺乏酪氮酸残基或碘标记在酪氮酸残

基上引起免疫学活性和生物学活性减低
、

甚

至丧失时
,

本法是一个良好的替代方法〔 5 〕
。

碘标过程
:

, 2 “ l一 S H P P结构式见图
。

1
.

S H P P合成〔 6 〕

试剂
: 3一 ( 4一经基苯基 ) 丙酸 ( H P P A )



1
。

6 6 1克 ( 10 m m ol )
,
I汀一珑泊酸亚胺 ( N H S )

1
.

1 5坷乙 ( I Om m ol )
,

二 环 己 基 碳二亚胺

( D C C ) 2沮了克 ( 1 2 m m o l )
,

四氢吠喃 ( T H F )
,

醋酸
,
乙酸 乙酷

,

异丙醇和石油醚
。

方法
: 一 18 ℃下

,

将 H 尸P A 和 N H S加

入 7 毫 升 T H F 中
, J年力「I入 D C C

,

然 后
,

一 18 ℃下磁搅拌 2 小时
,

再室温下搅拌 10小

C ` O

方法
:

室温下将 N a ’ 么” I溶液加 入 S H P P

结晶中
,

然后
,

立刻加入焦亚硫酸钠
、

还原

氧化剂和碘化物
,

中止反应
。

接着加入载体

K工
,

然后先加入 5时DM F抽 提
,

再用 苯 萃

取二次
。

为了避免 125 1一 S H P P水 解失活
,

整

个步骤必须尽快完成 ( < l 分钟 )
。

另外
,

也可以将 S H P P溶解在 10 一 2 0闰

苯溶液中
,

用氮气吹 干
,

然 后 依 次 加入

N a ’ “ 5
1

、

焦亚硫酸钠和 K l
。

其余步骤同上
。

此

外
, ’ “ ’

I和 7 7
B r标记蛋 白质也取得了成功〔 4 〕 。

3
.

蛋 白质标记

以 h G H为例〔 1 〕。

i式剂
:

h G 工王5件g ( p H 3
.

5的0
.

l m o l / L 硼

酸 缓 冲 夜 10终1 )
, ` 2 ,

I一 S H P P o
.

2卜、 : , 0
.

2

m ol / L
一

甘氨酸 O
。

5毫升溶 解 在 p H S
。

5 的 0
.

1

m ol / L硼酸缓冲液中
。

力
’

法
:

氮气吹干
’ “ 。

I一 S H尸尸
。

将 试针冷

却到 O ℃
,

加入 h G H溶掖 ( 0 ℃ )
。

轻 轻摇晃

试管 15 分钟
,

然后加入 甘氨酸
,

轻摇 5分钟
,

以

便破坏未反应的酷
。

接着用含 。
.

25 %明胶的

p H 7
.

5的 0
.

05 m ol / L 磷酸缓冲液在 S e p h a -

d e x G 一50 柱上 进行 洗脱
,

将标记物和无机

碘分开
。

值得注意的是
,

由于血清自蛋白及

其它血清成份能和低分子量 化合物结合
,

因

此
,

洗脱液中不可加入这类物质
。

令人颇感意外的是
,

有些人工合成的化

合物
,

可以先和 S H P P酞化作用
,

然后用纵

胺
一 T 法进行碘标记〔 7一 “ 〕。 尽 管此法理论上

不如上述常规方法
,

但是
,

采用此法标 记氨

基糖昔类抗菌素如庆大霉素
、

妥布霉素和氮

基经 1
一

基卡那霉素等获得很大成功
。

例如
,

采用此法碘标记庆大霉素
,

其放射 性 高达

7 0%
,

比放射性 4
.

4 x 1 0 7
B q ( 1 2 0 0林C i ) /件g ,

反之
,

如用常规方法的话
,

其放射性少于 5%
,

比放射性仅 2
.

7 X i o
6
B q ( 7 3卜C i ) /协: 〔 7 〕。

目

前
,

上述现象的原因尚未阐明〔们
。

B ol t o n 一 H u n t e r法碘标记技术的缺点主

要是在碘标记过程中
,

引入了一个较大的
一

i’:J’

机纂团
。

因此
,

对欲标记物质的免疫学和生

p

目曰洲

l
厂戈

|

.

O

,ó,̀H只
I
C!C

今
时

。

接着
,

加入 O
,

12 毫升醋酸
,

破坏过量的

D C C
。

1小时后
,

加入 乙酸 乙醋 ,1 O毫升稀

释
。

然后
,

过滤除去二环己基脉沉淀
,

减压

真空干燥
。

再加入 10 毫升石油醚 ( 沸点 45 ~

60 ℃ ) 后
,

用 20 毫升 乙酸 乙醋重结晶
,

即可

得产品 2
.

51 克 ( 溶点 12 0 ~ 12 2℃ )
。 `

虽然此

时合成的 S H P P 已可用于 碘化和偶联反应
,

但仍含有少量未反应的H P P A
。

因此
,

可在

0 ℃下加水 60 毫升
,

再用异丙醇 20 毫升重结

晶
。

然后
,

再减压真空干燥
,

即可以得到纯

品0
.

9 1克 ( 溶点 1 2 9 oC )
。

2
.

S H P P碘协
1 〕

试剂
:
s H p P o

.

2 ~ 0
.

2 5件` ,
N a `么 ,

17 4~

1 8 5M B q /一0林1
,

氯胺
一T s o协g ( p H了

.

5的0
.

2 5

m o l / L磷酸缓冲液 x o ~ 2 0件1 )
,

焦亚硫酸钠

1 2 0拼g ( p H了
.

5的。
.

05 m ol / L 磷酸 缓冲液 10

林1 )
,

K I Z o o卜: g ( p H 7
.

5的 o
.

0 5 m o l / l磷酸 缓

冲液 1 0川
,
)二甲墓 甲酚胺 ( DM F ) 和苯 (试 剂

纯 )
。



物学活性可能具有一定的影响
。

H eb er
等〔 ” 〕

认为
,

由于上述原因
,

此法不适用于短从的

碘标记
。

此外
,

采用 B ol t o n 一 H u nt e r
法碘标

记的方法较复杂
,

且 由于 需 进 行 二次反应

( 二步法 )
,

故放射性获得率低于直接碘标

记法〔 ` o〕。

总之
,

B o l t o n 一 H u n t e r法碘标记技术具

有独特的优点
,

但也有缺点〔 “ 〕。

和 所 有其

它碘标记技术一样
,

人们应根据其特点的不

同进行选择
,

以期达到最佳碘标记效果
。
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脑 的 功 能 显 像

E 11 P J e t a l

血脑屏障 SP E C T

早在 1 9 6 0年
,

就进行了穿透血脑屏障的

非特异性显像— 用过碍酸形 式 的
。 g m

T 。
进

行脑闪烁显像
。

另一些
“ “ m T c

标 记 的放射性

药物
,

象葡庚糖酸 ( G H ) 和二 乙三胺五醋酸

( D T P A )可改善靶 /本底 比值
。

因而
,

儿乎

十年时间内
,

用这些示踪剂所进行的脑闪烁

显像能发现广泛的血管性和 肿 瘤 的 病理变

化
。

然而
,

还不能区分灰质和 白质
,

因为这

些示踪剂只和细胞外间室有关
。

单光子发射计算机断层 ( S P E C T )的出

现刷新了对核医学中脑显像的技术
。

1 9 80年

首次有了三个 S P E C T和 X 线 透 射型计算机

断层 ( C T )的比较性研究报道
。

E ll 等人报道

了 2 0 9例脑的S P E C T 和 X 一 C T 比较
: 1 69 例

(8 1% )结果一致
, C T假阳性率0

.

5%
,

假阴

性率 6 % ; S P E C T假阳 性率 O %
,

假阴性

率对恶性肿瘤为 2
.

4%
,

而血管性疾病为 10 %

( 因为陈旧性梗塞和血脑屏障不损伤者不显

影 )
。

S P E C T和 X 一 C T 对 新发生的血管性

疾患的检出率是一致的
。

与平面闪烁显像比

较
,

S P E C T数据在所有情况都改善 20 %
,

它

包括了灵敏度增加和定位作用的改善
。

同年 ( 1 9 8 0年 ) 稍晚
,

H il l等人发表了

一份类似的比较研究报告
。

在20 0例患者中
,

S P E C T的灵敏度比平面闪烁显像提高了1。%

多
,

对重叠在同一平面上的深部病变的鉴别
,

S P E C T还改善了特异性
。

亦是在 1 9 8 0年
,

W
a t s o n

等人对 2 3 5例患

者再次比较了 S P E C T与平 面闪烁 显像
。

虽

然在所有病例中的 80 %两者是一致的
,

但用

S P E c T没有明显的改进
,

这 是与不少报告


