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Iodogen法玎 I标记抗 IGF1R单克隆抗体 1H7及产物性质鉴定 

罗朝学，刘开元，程绍均，李前伟 (第三军医大学附属西南医院核医学中心，重庆400038) 

[摘 要] 目的 探讨放射性碘标记抗IGF1R单克隆抗体 1H7的实验条件及其性质。方法 ” I-1H7采用Iodogen法标记， 

Sephadex G-50层析柱分离纯化；纸层析测标记物放射化学纯度(RCP)，分别置于室温、4 cc、一20 cc，于第8 d、16 d、24 d测定各自 

RCP，评价其体外稳定性，以竞争结合法鉴定其生物学性质。结果 ” I标记率为64．6％，” I-1H7放射性比活度5．48 MBq／ g， 

RCP 96．42％，即使在室温放置24 d后 RCP仍达91．8％； I-lH7与HepG 细胞结合的亲和常数 K值为 1．81×10“L／mol。结论 

Iodogen法” I标记lH7，所得产物放射化学纯度及放射性比活度高，体外稳定，生物活性保持完好，为进一步研究奠定了基础。 
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Preparation of I-labeled anti-IGF1 R monoclonal antibody 1 H7 and propert identification of the 

product 

LUO Chao—xue，LIU Kai-yuan，CEHNG Shao-jun，LI Qian—wei(Department of Nuclear Medicine，Southi~est Hospital，ThiM 

Military Medical University，Chongqing 400038，China) 

Abstract：Objective To explore how to label 1 H7(monoclonal antibody against type 1 receptor of insulin—like growth factor)with” I 

and appraise the quality of the product．Methods 1 H7 was labeled with” I by Iodogen method．then purified with Sephadex G-50 column． 

The radiochemical purity(RCP)of the product was determined by paper chromatography．After stored at room temperature，4 cc，一20℃ 

for 8，16，24 d respectively，the product was detected for RCP to evaluate its stability．Results The labeling rate was 64．6％ ，the specific 

activity and RCP of” I-IH7 was 5．48MBq／ g and 96．42％ respectively．Even the product stored at room temperature for 3 half-lives
，
the 

RCP was 91．8％ ．Th e affinity constant of” I-lH7 with HepG，cells was 1．81×10“L／mo1．Conclusion Labeling 1H7 with” I by Iodogen 

method，the product is stable，of a high specific activity，RCP and immune activity． 

Keywords：IGF1 R；monoelonal antibody：isotope” I 

胰岛素样生长因子(insulin like growth factor，IG— 

Fs)是一族既有胰岛素样合成代谢作用又有促生长作 

用的多肽，有 IGF．1和IGF一2两种。IGFs主要通过胰 

岛素样生长因子l受体(type l receptor of insulin like 

growth factor，IGF1R)，构成自分泌或旁分泌环路而发 

挥作用。研究表明，IGF1R在多种肿瘤中有强烈表达， 

在肿瘤的发生、发展及转移中有重要作用_】I2 J。以 

IGF1R的抗体来阻断IGF1R的生理作用可能达到抑 

制或治疗肿瘤的目的。抗 IGF1R单克隆抗体 1H7是 
一 种鼠抗人IgG1K，主要与IGF1R的 亚单位作用，抑 

制IGF1R与IGFs结合，它与胰岛素受体没有交叉反 

应。本研究探索以Iodogen法用” I标记 1H7，并对标 

记结果进行分析。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞 HepG2为人肝癌细胞系。 

1．1．2 主要试剂 鼠抗人胰岛素样生长因子受体单克隆抗 
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体(1H7)，Na” I溶液(无还原剂、无载体，放射性浓度为 109 

GBq／m1)，Iodogen(1，3，4，6四氯 3 ，6 一二苯基甘脲)，Sepha- 

dex G一50。 

1．1．3 主要仪器 FH463A自动定标器(探测效率76％)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 标记前准备 将 Iodogen溶解于二氯甲烷中制成浓 

度为1 l的Iodogen溶液，取 25 l加入乙烯 Eppendoff管 

中，氮气吹干后，在试管底部内壁形成一层均匀的Iodogen膜。 

制备完成后保存于4 cc备用。 

1．2．2 Iodogen法⋯I标记 1H7 参照文献进行 。在涂布 

Iodogen的Eppendorf管中依次加入0．5 mol／L，pH 7．6的磷酸 

盐缓冲液 50 l，lH7 20．0 g(pH 7．6 PBS溶解，浓度 1 

1)，Na” I 170．2 MBq，充分混匀后在室温下反应 8 min，其 

间温和震荡数次。 

1．2．3 分离纯化 反应液滴加于预先经PBS(0．0l mol／L 

pH7．4)平衡，2％牛血清白蛋白封闭饱和的Sephadex G一50层析 

柱上分离纯化标记产物，用0．0l rnol／l pH7．4的PBS洗脱层析 

柱，自动部分收集器收集洗脱液，流速每管 1．0 ml／min，共收集 

60管；每管取5．0 l，FH463A自动定标器上测量放射性计数， 

以试管编号为横坐标，对应各管的放射性计数值为纵坐标，制 

作时间-放射性洗脱曲线。 

1。2．4 标记产物” I-1 H7放射化学纯度(radiochemical purity， 

RCP)及放射性比活度的测定 纸层析法测定标记物RCP取 
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柱层析分离纯化的蛋白峰收集液5．0 l，在层析滤纸距一端 

0．5 cm处中央点样(新华3 滤纸。20．0 cm×3．0 em)，点样分多 

次完成，待上次点样水分蒸发后再在原处作下次点样，点样最 

终分布范围直径不能超过0．5 12m。在层析缸内用正丁醇：乙酸 

：水 =4：1：5(v／V)的展开剂进行上行层析至原点 15．0 cm以 

上，时间约为4 h。层析完毕后将层析滤纸放于室温下风干，自 

层析滤纸原点一端开始，横向将滤纸剪成宽0．5 cm的纸条，按 

顺序装入编号试管，FH463A自动定标器测放射性计数，绘制 

纸条编号-计数曲线。根据投入的抗体的总化学量，计算出” I， 

1H7的放射性比活度，蛋白峰收集液以针头滤器过滤除菌后用 

于下一步实验。 

1．2．5 ” I一1H7免疫活性的鉴定 应用” I-1H7与非标记 

1H7对 HepG 细胞的竞争结合实验鉴定标记抗体的免疫活 

性 。 

1．2．6 ” I-1H7的体外稳定性 各取3管分别置于室温、 

4℃、一20℃，于第8 d、16 d、24 d测定各自放射化学纯度，评 

价其体外稳定性。 

2 结果 

标记率 Iodogen法碘化标记 McAbl H7，经Sephadex G-50柱 

层析分离游离碘，计算出标记率为64．6％。标记物的放射性 

比活度为5．48 MBq／ g。竞争结合分析显示” I一1H7与 HepG 

细胞结合的亲和常数 K值为 1．81×10“L／mol，非标记 1H7以 

剂量依赖方式抑制二者结合。” I一1H7的RCP标记产物中蛋白 

峰以新华滤纸作纸层析，纸层析法测得放射化学纯度为 

96．42％。蛋白峰收集液共 1．0 ml，其放射性浓度为 109．52 

MBq／ml。” I-1H7的体外稳定性结果见表1。 

表1 不同温度保存廿 I．1H7对放射化学纯度影响 

结果显示，三种温度下放置，即使长达3个半衰期时，放射 

化学纯度均大于90％，其中4℃保存标记物放射化学纯度变化 

最小。 

3 讨论 

蛋白质的碘标记方法很多，Iodogen法标记具有碘 

化效率较高，对标记物的损伤程度小，RCP高等优 

点 J。本研究参考任均田 的经验采用 Iodogen法标 

记抗IGF1R单克隆抗体 1H7，标记率(有的也称碘利 

用率)达到了64．6％，较为满意。RCP是指一种放射 

性核素标记化合物中，特定化学结构的物质的放射性 

占总放射性的百分数，实际上反映了其中放射性杂质 

的有无及多少。放射性核素示踪技术无论用于体外实 

验还是体内研究，都对示踪剂的RCP有一定的要求。 

如果标记物的RCP过低，就会影响实验的灵敏度、精 

密度和准确度。本实验所得产物 RCP>95％，应当说 

是很理想的。放射性比活度是标记物的又一项重要的 

质量指标，是指单位质量放射性物质所具有的放射性 

活度，表明了其中非放射性物质的多少。如其过高，则 

辐射自分解严重，可用相应的非标记物稀释；虽然对于 

某种物质，其放射性标记物与非放射性标记物的化学 

性质、生物学性质相同或相近，但如果非放射性物质过 

多，出于放射性测量误差控制中对最小可测量的要 

求 J，放射性浓度是指单位体积放射性物质所具有的 

放射性活度，过高时可用相应的溶剂稀释。放射性核 

素标记化合物的稳定性比相应非标记化合物差，因其 

存在辐射自分解 J。将标记物在三种温度下放置长 

达3个半衰期后，放射化学纯度仍大于90％。总体看 

来，4℃保存可能优于室温及 一20℃放置，原因可能 

在于：①lH7在4~C最稳定；②一20℃放置时为缓慢冻 

结，溶质会被挤集在一起，增大了对 131I衰变所释放 

的B射线的吸收效率，而加速了初级外分解。B I标记 

单克隆抗体属非同位素标记，标记条件控制不当，易使 

抗体失活、变性。因此，抗体免疫活性保持程度，对用 

于免疫研究的示踪剂而言，是标记实验成败的关键。 

我们以人肝癌 HepG：细胞上的IGF1R为特异性结合 

物，采用竞争结合法，测得该标记物的K值为 1．81× 
10“L／mol

，超过了体外放射分析对抗体亲和力的要 

求n3 J，表明其具有很高的亲和力，免疫活性保持完好。 

本研究结果表明，Iodogen法”。I标记的抗 IGF1R 

单克隆抗体 1 H7，有较高的标记率，产物具有高放射化 

学纯度、放射性比活度、免疫活性及体外稳定性，能满 

足用于放射免疫研究的要求。 
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