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新型磁共振靶向对比剂 Gd-DTPA- 链霉亲和素的制备及其反应条件的实
验研究

刘 岘袁许乙凯袁黄其鎏渊第一军医大学南方医院影像中心袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 探讨制备 Gd3+ 标记的二乙三胺五乙酸 - 链霉亲和素渊Gd-DTPA-SA冤的最佳反应条件遥 方法 选择不同 pH

值的反应体系渊pH 值分别为 5尧6尧7尧8冤及不同 DTPA-SA 的摩尔比率渊1000尧500尧200尧100冤袁测定不同反应条件下的每个

SA 分子所结合的 Gd3+ 数目及 Gd-DTPA-SA 的结合活性遥结果 随着反应体系 pH 值的增高袁每个 SA 分子所结合的

Gd3+ 数目增高曰当 DTPA-SA 摩尔比率低于 500 时袁DTPA-SA 联结 Gd 的数目随着 DTPA-SA 摩尔比的增高而增高曰而

当摩尔比率为 1 000 时袁则出现下降遥各实验组 Gd-DTPA-SA 复合物的生物素结合活性无明显差异遥结论 SA 分子所结

合的 Gd3+ 数目依赖于反应体系的 pH 值及 DTPA 环酐 - 蛋白的摩尔比值袁而 Gd-DTPA-SA 的生物素结合活性与反应

条件无关遥
关键词院二乙三胺五乙酸曰链霉亲和素曰磁共振对比剂曰免疫成像
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Preparation of a novel targeted MR contrast agent Gd-DTPA-streptavidin and exploration of its
reaction conditions
LIU Xian, XU Yi-kai, HUANG Qi-liu

Medical Imaging Center, Nanfang Hospital, First Military Medical University, Guangzhou 510515, China

Abstract: Objective To explore the optimal reaction condition of DTPA-coupled streptavidin labeled with gadolinium ion.

Methods The number streptavidin-coupled of gadolinium ions and maximum biotin-binding capacity of Gd-DTPA-SA complex

were analyzed at different DTPA-to-SA molar ratios (1000, 500, 200, 100) and in buffer solutions of different pH values (pH

5, 6, 7, and 8, respectively). Results The number of streptavidin-coupled gadolinium ions increased with the pH value of the

reaction system. When the DTPA-to-SA molar ratio was below 500, the number of gadolinium ions that SA-DTPA coupled

increased with the DTPA-to-SA molar ratio, but tended to decrease when the ratio was 1 000. No significant difference in the

maximum biotin-binding capacity of Gd-DTPA-SA complex was noted between the groups. Conclusion The number of

gadolinium ions that streptavidin coupled depends on the pH value of the reaction system and DTPA-to-SA molar ratio, but

the maximum biotin-binding capacity of Gd-DTPA-SA complex is not affected by the reaction conditions.
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磁共振免疫成像是近年来兴起的影像学热点之

一咱1袁2暂遥虽然单纯使用 Gd- 二乙三胺五乙酸渊DTPA冤-

单克隆抗体对比剂能够缩短靶向组织的 T1 弛豫时

间而达到强化的目的袁但存在着抗体用量大尧增强效

果欠明显等缺点遥我们设想利用生物素 - 亲和素预定

位技术用于磁共振免疫显像袁先给予生物素化单抗袁
再注射 Gd-DTPA 标记的链霉亲和素渊SA冤袁利用生物

素 - 亲和素系统的高度灵敏特异性及多级放大效应袁
来提高磁共振免疫成像的敏感性遥本研究就如何利用

Gd3+ 标记链霉亲和素进行研究袁并探讨链霉亲和素的

最佳偶联条件袁以期建立一种新型磁共振对比剂的标

记方法袁为肿瘤磁共振免疫成像研究打下基础遥

1 材料和方法

1.1 主要试剂

DTPA 环酐 渊cDTPAa袁Sigma 公司冤尧SA渊Sigma

公司冤尧三氧化二钆渊Gd2O3袁纯度 99.9%袁广州市试剂

中心冤遥
1.2 实验方法

1.2.1 GdCl3 的 制 备 50 mg Gd2O3 加 入 20 ml 0.1

mol/L HCl 中袁加热至 60 益遥持续反应 10 min袁至完全

溶解袁蒸发多余的 HCl 即可遥
1.2.2 Gd-DTPA-SA 的制备与定量测定 将 1 mg SA

加入 15 滋l 的 0.1 mol/L 碳酸氢钠缓冲液袁0 益保存渊5 滋l

的溶液内含 1/3 mg 的 SA袁约相当于 5伊10-6 mmol冤遥
将 357 mg cDTPAa渊1 mmol冤溶于 1 ml 的无水二甲亚
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砜袁取 5.0尧2.5尧1.0尧0.5 滋l 的上述溶液袁分别与上述 5 滋l

的 SA 溶液混合 渊cDTPAa-SA 摩尔比分别为 1000尧
500尧200尧100冤袁24 益条件下袁在 4 种不同 pH 值渊pH

分别为 5尧6尧7尧8冤的碳酸氢钠缓冲内反应 1 h遥然后加

入制备的 GdCl3 溶液袁络合反应在 1 min 内完成袁使用

离心超率法除去游离 GdCl3尧Gd-DTPA尧DTPA 分子遥
将样品送交广州科学院分析测试中心袁采用高频

电感耦合等离子体发射光谱法渊ICP-AES冤测量样品

中的 Gd3+ 的含量袁计算每个链酶亲和素分子上所结

合 Gd3+ 离子的数量遥
1.2.3 Gd-DTPA-SA 活性测定 采用亲和素特异活性

比色测定方法袁在测定比色杯中加入 Gd-DTPA-SA袁
使用蒸馏水调零点袁测定 Gd-DTPA-SA 的 OD233 值袁
然后分次加入 0.1 滋g/滋l 的生物素袁复测 OD233 值遥当

吸收值不再增加时袁用生物素总的 滋g 数除以比色杯

中 Gd-DTPA-SA 的 mg 数袁即为 Gd-DTPA-SA 的活

性渊单位为 U/mg冤遥
1.3 统计学分析

统计方法采用多因素方差分析遥

2 结果

2.1 不同反应条件下每个 SA 分子所结合 Gd+3 的数

量

不同 pH 缓冲体系及不同 cDTPAa-SA 摩尔比的

条件下袁每个 SA 分子所结合 Gd+3 的数量如表 1 所

示遥由表中结果可见袁在 cDTPAa-SA 摩尔比一定的

条件下袁每分子 SA 所结合 Gd3+ 数量随反应体系 pH

值的增高而增高遥而在反应体系 pH 一定的条件下袁
当 cDTPAa-SA 摩尔比低于 500 时袁每个链霉亲和素

分子所结合 Gd3+ 离子的数量随着 DTPA-SA 摩尔比

的增高而增高曰当 cDTPAa-SA 摩尔比为 1 000 时又

出现下降遥其中以 0.1 mol/L 的碳酸氢钠缓冲液反应

体系内袁500颐1 的条件下袁每分子 SA 所结合 Gd3+ 的数

目最多袁与其它各组有统计学差异渊P<0.05冤遥

2.2 不同反应条件下 Gd-DTPA-SA 复合物的生物素

结合活性

不同 pH 缓冲体系及不同 cDTPAa-SA 摩尔比条

件下袁Gd-DTPA-SA 复合物的生物素结合活性如表 2

所示遥结果显示各实验组内和组间样本的生物素结合

活性没有显著性差异遥

3 讨论

DTPA尧乙二胺四乙酸及其衍生物具有共价结合

修饰蛋白的功能基团袁又具有用于放射性核素或其它

物质标记的螯合基团袁是常用的标记大分子物质的螯

合物遥
使用 DTPA 环酐完成的偶联反应为酰化反应袁

可发生在赖氨酸的氨基端尧酪氨酸的羟基端尧胱氨酸

的巯基端及组氨酸的咪唑环上咱3暂遥形成的酰化产物中

以赖氨酸氨基端的 N- 酰化产物最为稳定曰巯基及咪

唑环产生的酰化产物非常不稳定袁易于转化为反应物

氨基酸袁酪氨酸羟基基团产生的 O- 酰化产物也容易

迅速水解为酪氨酸遥在反应蛋白浓度非常低的情况

下袁水解反应消耗了酸酐的主要部分袁导致氨基端的

酰化反应率较低咱4暂遥Sakahara 等咱5暂的实验结果表明袁当

抗体浓度范围在 0.2~0.5 mg/ml袁cDTPAa-Ab 的摩尔

比为 30~50 时袁每个抗体分子仅可结合约 1 个 DTPA

分子遥Hnatowich 等咱6暂则发现当 IgG 浓度 <15 mg/ml

时袁偶联效率明显下降袁这一现象也见于 DTPA 环酐

与白蛋白的反应遥鉴于此原因袁如仅需结合少量蛋白

时袁反应体积可尽量选择较小袁本实验中最大反应体

积为 10 滋l 渊链霉亲和素浓度相当于 33.3 mg/ml冤袁收

到了很好的效果遥
由于连接 DTPA 与蛋白质的技术为酸酐技术袁

即将一个碳基转换成氨基袁氨基在酸性的环境内容易

与 H+ 离子相结合袁易降低终产物 Gd 螯合物的稳定

性袁故偶联反应在高 pH 缓冲液的效率更高遥我们的

结果表明袁0.1 mol/L pH 为 8 的碳酸氢盐缓冲液是最

佳的反应体系袁具有稳定的 pH 值及较高的 DTPA 偶

表 1 不同 pH 缓冲液及 cDTPAa-SA 摩尔比条件下每

分子 SA 所结合的 Gd3+ 数目渊x依s冤
Tab.1 Number of SA-coupled gadolinium ions at

different cDTPAa-to-SA molar ratios and in buffer
solutions of different pH values (Mean依SD)

*P<0.05 vs the other group

pH value of
buffer solution

cDTPAa-to-SA molar ratio

1000颐1 500颐1 200颐1 100颐1
5 8.0依1.2 10.2依1.6* 3.2依0.9 3.0依1.1

6 7.9依2.1 11.3依2.6* 6.0依3.0 4.8依1.7

7 8.6依1.4 12.4依2.3* 5.5依1.2 4.7依0.9

8 10.9依2.6 15.0依1.4* 7.6依2.2 6.4依1.8

表 2 不同 pH 缓冲液及 cDTPAa-SA 摩尔比条件下

Gd-DTPA-SA 的生物素结合活性渊x依s冤
Tab.2 Maximum biotin-binding capacity of Gd-DTPA-SA
complex at different cDTPAa-to-SA molar ratios and in

buffer solutions of different pH values (Mean依SD)

pH value of
buffer solution

cDTPAa-to-SA molar ratio

1000颐1 500颐1 200颐1 100颐1
5 13.1依1.0 13.2依1.8 13.5依1.4 13.7依1.1

6 13.4依0.9 13.2依1.2 13.1依1.4 13.3依1.5

7 13.5依1.2 13.6依1.8 13.4依1.6 13.4依1.1

8 13.8依1.7 14.0依1.5 13.6依1.3 13.8依0.8
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联率遥这是由于赖氨酸残基的 着- 氨基基团是 DTPA

与蛋白结合的特异性反应部位咱4暂遥在碳酸氢盐缓冲体

系内袁当 DTPA-SA 摩尔比率低于 500 时袁SA-DTPA

所结合 Gd 的数目随着 cDTPAa-SA 摩尔比的增高而

增高曰而当摩尔比率大于 500 时袁又出现下降遥这可能

是在较高的摩尔比时袁连接蛋白分子与 cDTPAa 除主

要的酰胺键外袁还有一些次级键如疏水键尧氢键参与袁
这些以次级键联结的 DTPA 很不稳定袁易解离为游

离的 DTPA咱3暂遥此外袁Gd-DTPA 中袁Gd 与 DTPA 有 8

个结合位点曰而在 Gd-DTPA 蛋白复合物中袁DTPA 只

有 4 个位点与 Gd 结合袁也容易降低了其稳定性遥
由于 DTPA 环酐为双环结构袁容易在双链或多

个蛋白分子之间形成二聚体或多聚体袁故多位学者发

现随着 DTPA 结合的抗体数目增加袁其 DTPA- 抗体

复合物的抗原最大结合能力出现下降咱6~8暂遥但我们的

结果表明袁随着 SA 结合的 Gd-DTPA 的数目增加袁其

生物素结合活性并没有明显影响渊完整 SA 的生物素

结合活性为 14 U冤袁各实验组之间没有明显统计学差

异遥Gitlin 等咱9暂的实验发现袁SA 的活性基团是肽链中

的色氨酸残基袁当用对色氨酸特异的 Koshland 试剂

处理后袁SA 就丧失了和生物素结合的能力遥而本实验

中的 SA 与 DTPA 连结技术主要是利用 DTPA 酸酐

与 SA 分子中赖氨酸上的胺基渊-NH2冤结合的酰化反

应袁且 SA 的生物素结合常数高渊比抗原抗体间的 Ka

值高约 1 万倍以上冤咱10~12暂袁故对 Gd-DTPA-SA 复合物

的生物素结合活性影响较小遥
本实验结果表明袁DTPA 偶联反应依赖于反应体

系的 pH 值尧蛋白浓度及 DTPA 环酐 - 蛋白的摩尔比

值遥利用这一现象袁使用双功能螯合剂进行蛋白标记

快速尧简便袁便于野药箱化冶袁可用于顺磁性造影剂尧放

射性核素的标记袁为临床提供特异有效的诊断方法遥
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科学家合成新型氧分子

人们非常熟悉由 2 个氧原子构成的普通氧分子以及 3 个氧原子构成的臭氧分子遥意大利科学家最近合成

了一种新型氧分子袁它是由 4 个氧原子构成的遥
据此间媒体报道袁20 世纪 20 年代起袁就有人预言可能存在由 4 个氧原子构成的氧分子袁但一直没有得到

证实遥意大利一所大学的科学家使用普通氧分子和带正电的氧离子制造出了这种新型氧分子袁并用质谱仪探

测到了它存在的证据遥这种氧分子可以稳定存在袁其具体结构还有待进一步研究遥科学家已经提出了几种关

于其结构的设想袁但是每种模型都不能很好地解释实验结果遥一些专家认为袁这种氧分子把更多氧原子集中在

同样大小的空间里袁因此它液化后的能量密度将高于普通液态氧袁可用作更强力的火箭推进氧化剂遥渊新华网冤
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