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［摘要］　目的：获得!比活度的核素标记药物。方法：试用无水碘标记法标记磺脲类药物格列本脲，并应用放射配体结合分

析法测定大鼠心肌组织膜磺脲类药物受体的特性。结果：所获得的１２５Ｉ格列本脲放射比活度较高（１１１ＧＢｑ／ｍｍｏｌ），放化纯度

为９５．６％，１２５Ｉ格列本脲可和大鼠心肌组织膜上磺脲类药物受体结合。结论：无水碘标记法是非水溶性物质核素碘标记法的

理想方法之一。
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　　磺脲类药物（ｓｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ＳＵ）作

为一线降糖药一直受到关注［１］，它通过与体内磺脲

类药物受体（ｓｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＳＵＲ）结合，影响

离子通道的电生理活性而发挥其药理作用。放射配

体结合分析法是研究受体特性的经典方法，获得!

放射比活度的标记配体是实验成功的关键。常规的

碘标记法多在水溶液体系中标记蛋白质，但对于格

列本脲一类的非水溶性化合物尚未有成功的经验。

本实验应用国内外报道较少的无水碘标记法成功标

记了磺脲类药物格列本脲（ｇｌｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅ），并观察

了１２５Ｉ格列本脲对糖尿病大鼠心肌组织磺脲类药物

受体ＳＵＲ２的结合特性。现将结果报告如下。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　格列本脲纯品（上海信谊内

分泌公司）；Ｎａ１２５Ｉ（无载体，无还原剂，放化纯度

９５％，放射性浓度为１３．５８ＧＢｑ／ｍｌ，ＮＥＮＴＭＬｉｆｅ

ＳｃｉｅｎｃｅＰｒｄｕｃｔｓ．Ｉｎｃ产品）；牛血清白蛋白（ＢＳＡ），

电泳单点纯；考马斯亮蓝 Ｇ２５０，Ｆｌｕｃａ进口分装。

其余化学试剂均为分析纯。

　　ＵＶ２２０１紫外分光光度计（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公

司），ＧＣ１２００放射免疫γ计数器（科大创新股份有

限公司），ＲＭ９０５放射性活度计（中国计量科学研

究院），ＴＳ８涡旋振荡器（上海华连医疗器械有限公

司），８５２恒温磁力搅拌器（上海志威电器有限公

司），ＤＨＧ９１２３Ａ电热恒温鼓风干燥箱（上海一恒科

技有限公司），ＧｌａｓＣｏｌＲ○ｖａｒｉａｂｌｅＳｐｅｅｄＲｅｖｅｒｓｉｂｌｅ
匀浆机（美国ＴｈｒｅｅＨａｕｔｅ公司），Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ
低温高速离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＺＦ９０暗

箱式紫外透射仪（上海顾村电光仪器厂），层析装置

（染色缸、标本缸、自制挂钩），玻璃超滤装置、硅化玻

璃反应管（中国科学院原子能研究所吴元芳教授惠

赠），硅胶６０Ｆ２５４薄层层析板（德国 Ｍｅｒｃｋ公司），红

光４９型玻璃纤维滤膜（上海红光净化材料有限公

司）。　　　　
１．２　磺脲类药物的放射性碘化标记

１．２．１　碘化反应　采用无水碘标记法，反应式如

下：

　　格列本脲＋Ｎａ１２５Ｉ——————
１００℃，２ｈ

格列本脲１２５Ｉ＋１２５Ｉ－

　　将格列本脲、纯碘分别溶于氯仿配成溶液（０．５

ｍｇ／ｍｌ），在硅化玻璃反应管中加入Ｎａ１２５Ｉ５μｌ（１１．１

ＭＢｑ），再加入待标记的格列本脲氯仿溶液１００μｌ和

纯碘氯仿溶液１００μｌ，用３００μｌ氯仿溶液冲洗管壁，

避免管口受到放射性污染，最后迅速将管口置于煤

气喷灯上煅烧密封；１００℃电烤箱内干烤２ｈ，终止反

应。

１．２．２　标记化合物放化纯度的鉴定　采用薄层层

析法。吸取碘化反应液２μｌ，在距硅胶６０Ｆ２５４薄层

层析板底端１ｃｍ处点样，游离１２５Ｉ－作对照点样，点

样直径０．２ｃｍ，冷风吹干。展开剂系统为氯仿丙

酮（１１，Ｖ／Ｖ），饱和１０ｍｉｎ后上行展开：游离配体

位于中点附近（Ｒｆ＝０．５），标记化合物１２５Ｉ格列本脲

位于前沿（Ｒｆ＝０．９～１．０）。展开结束后晾干，分段

刮下硅胶粉，ＧＣ１２００γ计数器测量放射性计数，作

出分离曲线，计算放射化学纯度和标记率。标记物
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的标记率（％）＝（１２５Ｉ格列本脲 ｃｐｍ／点样量总

ｃｐｍ）×１００；比活度（Ｂｑ／ｍｍｏｌ）＝（放射性核素投入

量×标记率）／投入格列本脲总量。

１．２．３　纯化　选用薄层层析法。硅胶６０Ｆ２５４薄层

层析板，６ｃｍ×２０ｃｍ，距底边１．５ｃｍ处铅笔画线设

为原点。将碘化反应混合液点样在原点范围内，点

样直径约为０．２ｃｍ，冷风吹干。展开剂系统为氯

仿丙酮（１１，Ｖ／Ｖ），饱和３０ｍｉｎ后上行展开。

展开结束后置通风橱中晾干，根据已知的Ｒｆ值，在

前沿（Ｒｆ＝０．９～１．０）处刮下硅胶粉，测量放射性。

将刮取的硅胶粉（吸附有标记配体）置于清洁玻璃小

瓶中，氯仿萃取，反复多次，直至大部分放射配体都

溶于氯仿为止。采用真空抽提法收集标记配体，真

空泵抽干玻璃瓶内氯仿后标记配体即附着于管壁，

采用二甲基亚砜助溶，用２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．６）

配成母液，测量放射性，计算得率。取２μｌ进行纸层

析，进行放射化学纯鉴定。标记后的配体储藏于

４℃备用。

１．２．４　保存条件对１２５Ｉ格列本脲的影响　取部分

纯化后的标记１２５Ｉ格列本脲等分成６份，分别经６

ｈ、１２ｈ、５ｄ、１０ｄ、２０ｄ、４０ｄ４℃冰箱保存后，用纸层

析法测定其放化纯度。

１．３　放射配体结合实验　参照文献［２］方法制备糖

尿病大鼠心肌组织粗制膜，用考马斯亮蓝法行标准

蛋白定量，采用放射配体结合法检测大鼠心肌组织

ＳＵＲ结合位点。测定实验分为总结合管和非特异

性结合管，每样品行双复管。总结合管（ＴＢ）中加入

不同浓度的１２５Ｉ格列本脲５０μｌ（范围０．３～２４．０

ｎｍｏｌ／Ｌ），非特异结合管（ＮＳＢ）中除不同浓度１２５Ｉ格

列本脲外，另加入１ｍｍｏｌ／Ｌ格列本脲１００μｌ，每管

加入固定浓度的膜蛋白（０．２ｍｇ／ｍｌ）２００μｌ，补充缓

冲液体积至１ｍｌ。３７℃温孵３０ｍｉｎ，用５ｍｌ冰冷的

２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．６）缓冲液终止反应，玻璃纤

维滤膜减压抽滤，再用５ｍｌ冰冷ＰＢＳ缓冲液反复冲

洗２～３次。同时用上述不同浓度１２５Ｉ格列本脲工作

液直接点膜，滤膜在８０℃３０ｍｉｎ烘干后用γ计数仪

测定滤膜上的放射量。以特异性结合为纵坐标，配

基浓度为横坐标，用计算机进行非线性拟和，绘制饱

和曲线。计算所得Ｂ、Ｂ／Ｆ值通过Ｓｃａｔｃｈａｒｄ作图，

求出受体最大结合容量（Ｂｍａｘ）和平衡解离常数

（Ｋｄ）。

２　结　果

２．１　磺脲类药物的放射性碘化标记　点样后的层

析纸在层析缸内饱和１０ｍｉｎ后上行展开，约２５ｍｉｎ
展开剂到达前沿，将分段测得的放射性计数值绘制

成层析分离曲线，见图１。

图１　格列本脲放射性碘化标记层析曲线

　　经层析曲线计算出的１２５Ｉ标记率为７２．９％，此
结果在纸层析和薄层层析接近。用氯仿萃取标记化
合物，得率为８５％，比活度为１１１ＧＢｑ／ｍｍｏｌ。标记
物的放化纯度为９５．６％，Ｒｆ值＝０．９～１．０；标记物
游离１２５Ｉ－＜５％，Ｒｆ值＝０．５～０．６。经４℃储存４０ｄ
后，放化纯度约为９０％。

２．２　１２５Ｉ格列本脲特异结合分析　用标记的１２５Ｉ格
列本脲（终浓度为０．３～２４．０ｎｍｏｌ／Ｌ）与正常大鼠
心肌蛋白粗制膜共同温孵，进行饱和性结合实验及

Ｓｃａｔｃｈａｒｄ分析，回归线方程为ｙ＝－０．４０１４ｘ＋
１４６．７３，ｒ２＝０．７７１１，测得的平衡解离常数 Ｋｄ值为
（２．４９±０．３０）ｎｍｏｌ／Ｌ，受体最大结合容量Ｂｍａｘ为
（３６５．５３±４２．９９）ｆｍｏｌ／ｍｇ，见图２。

图２　１２５Ｉ格列本脲化学结构式
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３　讨　论

　　常见的放射性碘标记法有氯胺 Ｔ法、Ｉｏｄｏｇｅｎ
法、乳过氧化物酶法和酰化试剂联接法等。本研究

标记的为非蛋白质，且水溶性差，故采用无水碘标记

法进行放射性碘标记，反应在氯仿体系中进行。实

验中对放射性碘源的投入量、待标记配体的投入量、

氧化剂的用量、碘化反应时间、体积、温度、ｐＨ 值等

进行了多次冷、热实验进行优化，最终确定了目前的

实验方案，可获得满足研究需要的放射性碘标记配

体。

　　为保证测量结果的准确性，计数仪测定的单次

ｃｐｍ值至少应大于２０００，我们每次标记投入放射碘

量约１１．１ＭＢｑ，格列本脲纯品约０．５μｇ，预先用氯

仿配制母液后再按比例稀释。格列本脲的熔点为

１７０～１７４℃，于室温至１５０℃之间多次预实验，并对

反应时间进行优化，最终确定条件为１００℃干烤２

ｈ，反应体系中１１加入纯碘氯仿溶液以完成碘化

过程。因涉及反应液纯化问题，碘化反应体积需尽

可能小，本研究采用的是０．５ｍｌ反应体系。

　　纯化标记配体除制备比活度低而化学量较多的

标记配体采用的重结晶、蒸馏和萃取等常规方法外，

多需使用层析法、离子交换法、凝胶过滤法和高效液

相层析法等微量分离技术。本研究需要的标记配体

量较少，可采取硅胶薄层层析法进行分离。结果显

示，１２５Ｉ标记率为７２．９％，氯仿萃取标记化合物的获

得率为８５％，比活度为１１１ＧＢｑ／ｍｍｏｌ。标记物的

放化纯度为９５．６％，Ｒｆ值＝０．９～１．０；标记物游

离１２５Ｉ－＜５％，Ｒｆ值＝０．５～０．６。经４℃储存４０ｄ后

放化纯度约９０％，说明本研究采用的无水碘标记法

成功制备了符合放射配体结合分析要求的１２５Ｉ格列

本脲。

　　饱和实验和竞争抑制实验也证实了１２５Ｉ格列本

脲具备与大鼠心肌组织膜上ＳＵＲ结合的药理活性。

Ｆｕｊｉｔａ等
［３］用３Ｈ 标记格列本脲，研究３Ｈ格列本脲

对不同动物心肌组织上ＳＵＲ的结合特性，发现３Ｈ
格列本脲对小鸡心肌组织ＳＵＲ的平衡解离常数Ｋｄ
值为（０．３±０．０４）ｎｍｏｌ／Ｌ，受体最大结合容量Ｂｍａｘ
为３３ｆｍｏｌ／ｍｇ，在豚鼠心肌组织中Ｋｄ值和Ｂｍａｘ值分

别为（２．０±０．５）ｎｍｏｌ／Ｌ和２１ｆｍｏｌ／ｍｇ。

　　本研究显示，在大鼠心肌组织膜上具备可以

与１２５Ｉ格列本脲稳定结合的受体，１２５Ｉ格列本脲对大

鼠心肌组织膜ＳＵＲ的Ｋｄ值为（２．４９±０．３０）ｎｍｏｌ／

Ｌ，Ｂｍａｘ为（３６５．５３±４２．９９）ｆｍｏｌ／ｍｇ，与Ｆｕｊｉｔａ等的

结果类似，证实标记过程中格列本脲的药理活性并

未受到损失，我们建立的非水溶性物质无水碘标法

是可靠的。

　　（志谢：本实验得到中国科学院原子能研究所吴

元芳教授和同济大学附属第十人民医院核医学科吕

中伟主任的极大的支持和指导，谨表示衷心感
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《最新儿科护理学》已出版

　　《最新儿科护理学》已由人民军医出版社于２００１年１月出版，１６开，平装。

　　《最新儿科护理学》ＩＳＢＮ：９７８７５０９１０５９７９定价：６９．００元。该书由台湾地区儿科护理专家编著，共分１５章，介绍了儿童

的生长与发育，住院儿童的常规护理，正常新生儿及高危新生儿的护理，儿科各系统疾病的护理（包括胃肠疾病、呼吸疾病、神

经肌肉疾病、颅脑疾病、传染病、血液病、心脏病、肾脏病、皮肤病、内分泌疾病等），并结合小儿护理特点，阐述了儿科护理的新

理论、新技术和新方法。内容系统、条理清晰、实用性强，适用于儿科护理院校师生、医院儿科护士及护理管理人员阅读。

　　本书由人民军医出版社市场部发行。通讯地址：北京市１０００３６信箱１８８分箱，邮编：１０００３６

　　电话：０１０５１９２７２５２；０１０５１９２７３００８１６８Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｌａｎ＠ｐｍｍｐ．ｃｏｍ．ｃｎ


