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碘标记bcl一2反义寡核苷酸的研究及其稳定性

与生物分布的评价
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摘要为了建立10dogcn直接法碘标记反义寡核苷酸(AsON)方法，评价探针的稳定性及生物分布特征。用

IoIJogen对15rncrbcl·2 HlRNA的反义寡核苷酸进行直接标记，sephadex025凝胶柱纯化，测定标记率和纯度，

评价标记AsoN的稳定性。在BALB，c裸鼠及荷cNE2瘤小鼠中研究其生物分布特征。结果显示：1)在适当

条件下，本法标皑率可迭85％，放射性纯度为90％，放射|生比度为4．77×105Bq／¨g(AsoN)。2)标记AsoN
室温F 96h保持较稳定，但新鲜血浆下部分分解。3)标记AsoN在大多数组织器官中的放射性活度随时间减

少迅速，大多数曲线呈示踪剂为两相分市。30IIlin时胃肠道和甲状腺放射性浓榘明显，提示标记探针体内不

稳定。肿瘤对探针的摄取较少，免疫组化证实肿瘤组织bcI-2表达极低。结果表明Iodogcn直接法碘标记反义

寡核苷酸(AsON)方法简单可靠，可获得标记率高、纯度较高且稳定性较好的标记探针；但碘标寡核苷酸在

体内因核酶的分解而稳定性较差。
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目前，已开展了125I(或131I)、⋯In、99rc“、67Ga

和”3sm核素标记反义寡核苷酸，标记时需要连接

一个功能基团才能进行有效标记，中间物的纯化较

烦琐。在碘标记的研究中，文献报道的均以氯胺．T

法进行闯接标记。本文拟利用lodogen法对bch2反

义寡核苷酸进行“5I直接标记，探索其标记效能、

稳定性及在荷cNE2瘤的裸鼠模型中的分布情况，

现报遭如下。

1材料与方法

L1 bcl-2反义寡核苷酸的合成

bcl．2反义寡核苷酸由上海生工生物工程公司

合成，HPLc纯化，纯度>99％。其碱基的序列为：

NH2-(cH2)6-0POr5’CccAGcGTGcGccAT3’，其

中将第1-2、2-3、13．14、14-15碱基的磷酸二酯键

进行硫代修饰。每管33“g，备用。

1．2 实验动物

BAul／c裸鼠，4—5周龄，由中山大学中山医

学院动物中心提供。o疆2细胞株，由中山大学中

山医学院动物中心提供，cNE2细胞培养至

3×1矿／Ⅱ1L，取0．5虬注射人2只BALB，c裸鼠颈
背部皮下，l周后，取肿瘤组织剪成1mm×
1 rnm×】mm大小接种于BALB／c裸小鼠23只f重

量约259左右)，至瘸体体积约1．2cm×1．2 cm(约

3周)，选择20只随机分成6组作为实验组：30mill

组3只、1 h组5只、2h、4h、12h和24h组各3

只。对照组：正常BALB／c裸鼠，共9只。分成3

个组：lh、2h及4h组各3只。

1．3 标记

1．3．1低温冰箱中取出bch2反义寡核苷酸

(As0N)33”g，2500 r／min lomiIl离心沉淀。然后

加入PBs(pH 7．O)100肚L。备用。

1．3．2将预先密封好的Iodogen 50Hg(将Iodogen溶

于二氯甲烷溶液中，取出20uL置入玻璃试管内，

然后氮气吹干，再锻烧封口。)开封，管内依次加入

0．25mmol几PB(pH 7．4)20¨L、¨’I．NaI 18．5MBq

(约10uL)。然后，将AsoN备用液加人，用PBs

加至200“L，密封管口。

1．3．3将上述混合液置室温(约26℃)下连续摇震，
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分别于15、30min时取样测标记率。然后置45。c 2结果

下保温15、30、45min后，各取样测标记率。
2．1 标记结果

1．4 标记率及比活度测定

自制A1203层析板，以85％的甲醇为展开剂进

行层析。约lh后(展开距离约15 cm)，取出层析

板置放射性层析扫描仪上进行扫描，以游离“’I为

对照，计算其标记率。根据如下公式计算标记物的

比放射性。比活度=(放射性核素的投入量×标记

率)／投入的反义寡核苷酸质量。

1．5 纯化

用葡聚糖凝胶G．25(1 cm×15 cm)层析柱纯

化，o．06mol，LPBs(pH 7．o)洗脱，每管o．3mL，测

量放射性，以峰值管的纯化物再进行层析，条件同

标记率的测定。

1．6 稳定性测定

将标记寡核苷酸置室温下72h和96h，在新鲜

血浆中1 h和4h，各取样层析，测定标记物的变化。

1．7 动物实验

按小鼠体重约1．1l×104 Bq／g，“’l—bcl_2反义寡

核苷酸自尾静脉注入荷cNE2瘤小鼠和正常

BALB／c裸鼠体内，每只小鼠AsoN约2肛g。分别

f注射后o．5、1、2、4、12、24h处死动物并取

出血液、各脏器和瘤组织，测定其放射性，计算单

位重量组织器官的放射性占总放射性的百分数。

1．8 肿瘤组织免疫组化检查

按试剂盒规定方法进行。

用bdogen法直接法碘标记bcJ-2反义寡核苷酸

的标记率与标记温度及标记时间关系密切。在近中

性、室温(26。c)下不断震荡情况下15min和

30min标记率分别约为15％和35％，呈缓慢增高。

升高温度，标记率明显增高，将反应物放在45。c

下保温震荡15min时标记率达80％，30mjn时达

83％，45IIlin时为85％，延长时间，标记率不再

增加。标记的bcl．2反义寡核苷酸的比活度可达

4．77×105Bq／¨g。经葡聚糖凝胶G-25(1 cm×15 cm)

层析柱纯化，放化纯可达90％。层析图见附图

1(a卜一1(e)。

2．2 标记探针的稳定性

标记寡核苷酸置室温下24、48、72、96h，标

记物仍保持稳定，其放化纯度维持基本不变，96 h

约80％，见图l∞、l睡)，说明Iodogen法直接标

记的bcl2反义寡核苷酸能稳定结合，并且能保留较

长时间。但在新鲜血浆中，主峰前移，并出现多峰，

时间延长越明显。游离碘峰明显，提示标记As∞《

与血浆蛋白结合和部分分解，见图l(h)、1(i)。

图10)为”5I—NaI对照，图l∞为经sephadex纯
化的标记AsON。

2．3 生物分布特征

1”I．bcl．2反义寡核苷酸在正常BALB／c裸鼠及

荷cNE2瘤小鼠的分布特征，见表1和表2。

2．4 免疫组化结果

肿瘤组织细胞的bcl．2表达阳性率<3％。

表l”5I标记bc卜2反义寡核苷酸在正常BAL剧c裸鼠体内分布

1hblel Biod诂tribution ofl拈I．ASoNto bcl-2in norⅢaIB^LB，c nudemice (i±s)％lD／g

器官orgatl 1．v-1h(月=3) 2h(n=3) 4h(n=3)

血液B100d 2．63±O．13 1．18±0．07 0．47±0．09

肺脏Lung 1．92±O．07 O．74士0．1l O．29±0 11

心脏Hean 0．55±0．08 0．38±0．10 0 17土007

肝脏Liv盯 113土O．12 0．76±O．13 0．31±O．12

脾脏sple∞ o 89士o．07 o 71±o．05 0．19±0．09

肾脏Kidney 1．67±O．12 1．21土017 o 45±O．07

肌肉MuscIe O．47±0．05 O 32±O．07 0 n±0．03

骨骼Bone 0．62±O．14 o．33土o 06 0．15±0．08

胃肠Gl 2．23±0．21 1．34士0．17 0．4】±0．08

甲状腺Thy∞id 4．35±0．15 2．54±O．14 0．76±0．12

脑BrBin 0．06士0．03 O．05±0．03 0．04±n01
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表2 11标记bcI_2反义寡核膏馥在荷cNE2癌裸鼠体内分布

1hbk 2 Biod醅trlbu60n ofl25I-AsoNto bcl-2jncNE2 bearingnudemice (i士s)％lD惶

鲞亘Q里翌 !∑!!竺坐!!=!! !!f!=i! !!!!!1 2 11 f!二!! !!!!!：!! 垫!《!=!)
血液Blood 3．25±0．15 2．02±o{塔 1．44±0．11 n80±O．09 O．26±O．04 0 18士O．05

肺脏Lung

心脏Heart

肝脏Liver

脾脏s口Ieen

肾脏Kidncy

肌肉Muscle

骨骼Bone

胃肠GI

嗍1删
脑Brain

肿瘤Tumour

2．43±0．09 l 74土0 12 0．79±O．09 O 50±0．05 O．34±O．08 0．22士0．07

0 85±007 0．67±0 09 0 47±0．06 0．44士0．11 0．2l±O．01 0 14±0．02

2 43士0．11 1．31±0．08 O 59±0．14 0．36±O．17 0．32土0 21 0．22±0．07

1．52±O．08 1 05±0．06 0．58±O．09 0．33土0．05 0．23±O．04 O．13±0．06

O 46土0 06 1．84±O．13 1．37±O．06 0，94士0．17 075±0．21 O．62±0 22

0．72士O．06 O．47±0．06 O．34土O 14 0．17±0．15 0．12±0．06 0．11±0．02

1．05±O．09 068±0．13 0．42±0．15 O 36±0．11 O．27±O 11 0．20±O．01

4 52±O．23 2．0l士012 1．60±0．09 1．29±017 0．81±012 O．41±O．06

4 26士O．16 3．76±O．16 3．12土0 14 1．73±006 1 67±0．34 O 83±O．15

0 19±003 0 11士O．04 O．06±0．05 O．05±O．01 O．03土O．01 0 02±0．01

2 19±0．15 1．40±0．23 0．93士O．09 O．80±0．11 0．23土O 13 0．13±0．05

f‰“蛔n，cm

圈1层析图

Fi昏l Chromatog咖s

P08niDn，cm
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3讨论

反义基因显像是目前核医学研究的热点和难

点。要成功地进行反义基因显像，除了靶组织有高

表达的基因、特异性高的反义寡核苷酸片段、标记

探针的体内稳定性等外，可靠的、简易实用的标记

方法也十分重要。

目前研究的⋯I(或⋯I)、111In、99Tc“、”Ga

和”3sm反义寡核苷酸标记”J，均需要连接一个功

能基团才能进行有效标记，中间物的纯化较烦琐。

cmmilleri等01利用寡核苷酸5’端戴帽的酪氨酸，
以氯胺-T法进行了稳定标记；刘炳辰等”1通过5’端

与对甲基苯异硫氰酸盐(PMPITc)连接后进行氯胺

一T法标记，明显地提高标记率约12—16倍，而无

连接PⅦ，ITc者标记率仅为2．5％一3．6％。反义寡
核苷酸的标记是微量标记，除HPLc外，一般方法

如葡聚糖凝胶G-25层析柱纯效果不理想，一般实

验室下开展该项工作有一定难度。

文献报道，应用Tlcl3作为氧化剂可进行直接

碘标记DNA或RNA，标记率可达50％。这种直接

标记是一种取代反应，能使活性碘特异性地与核酸

分子中的胞嘧啶环上的碳．5位置处与原有的氢替

代。但TlCl3为一种剧毒品，获取困难，且不能进

行体内实验。本文应用的bcl一2反义寡核苷酸，内

含有7个胞嘧啶环，适宜于进行直接法标记，用常

规氯胺．T法，得到的标i己率不到20％，可能与氧化

剂的选择有关(本文未提供该方面数据)。改用

fodogen后，可获得较高的标记率，在室温、近中

性pH值下，标记反应较温和，15min和30min标

记率分别约为15％和35％，并随时间的延长和温度

的增高而增高，在45。c保温震荡下15 min时标记

率达80％，30min时达83％，45min时为85％，

达高峰。明显高于刘炳辰等”1报道的2．5％一3．6％。
放射性活度可达4．77x 105 Bq，Hg。放射化学纯度可

达90％，获得的标记探针稳定性好，4d后仍保持

80％的纯度。提示该方法简单、实用。我们在实验

中发现，在标记过程中，反应体系不要立即进行

45。c下反应，先在室温下温和反应一段时间后才

置45。c反应，并且要不断震荡，以充分氧化I成

活性12，反应时间共75min，其中室温和45。c分

别30 min和45 min即可获得较完全的标记。

标记探针在动物体内的分布表明，30 min时胃

肠道和甲状腺内即有放射性浓集，在cNE2裸鼠中

分别达4．52％和4．26％，高于血液水平．提示标记

探针体内不稳定，部分标记物脱标或是体内酶对寡

核苷酸的迅速分解，胃肠道和甲状腺吸收游离。I

所致。体外实验亦证实标记AsON在血浆中的不稳

定性。血液、各脏器及肿瘤的放射性活度随时间迅

速减少，其中2h内减少最快，然后相对缓慢，大

多数曲线呈示踪剂为两相分布。肿瘤对探针的摄取

较少，免疫组化证实肿瘤组织bcl一2表达极低，并

未能说明肿瘤对该探针的特异性结合差。该探针能

否适合反义基因显像，可以通过基因转染来提高靶

的bcl．2表达后来证实。尽管鼻咽癌(NPc)临床病

人有高bcl．2表达“”，但cNE2细胞株并非如此。

因此，能否证实该寡核苷酸片段能适合鼻咽癌的反

义基因显像诊断，研究工作仍十分艰巨。
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Study of iodine I目lbenng bcl_2 antisense oIigonucleotjdes and the eValuation of its stability and

biodistribution

Lm sheng LnJ ch锄gzheng LIANG Biling L认NG changsheng JTANG Ningyi

l《D申甜t眦m时N雠k耐№mcme，|h sec佣d^昏“md}{蚰衅t越．‰Ym饿nUnHersl吼GI姊lg：hoM 5lol20)

2“雌ht哦l∽可E删In”n㈣N埘}∞r№曲mne，‰强{阴M柏c础Col崦e．s姒Y口|t棚U㈣I舛G讹H留hott 5l∞20)
3f1)ep州ment《R耐Ⅺb甄札s睇帆d婚l妇edH0s”m．s擗孙删U，蝌盯sl聃G伽'罾d∞Ⅱ5|0120)

Ab打act To e咖blish a method RH directly labeliⅡg如ns∞se oIigonucleotidc(ASoN)with iodi工le锄d“aluale

the stabilny and biodistribution oflabelcdASoN，15mer bcI-2ASONtomRNAw船labeledw岫iodine byIodogen，

p嘶矗ed wilh s。phadex G_25．Labelling e确ci∞cy锄d Pur时oflabekdAsoN were me弛ured，聃d tlle stabiIny w豁

evalualcd．Biod讧埘bution of labeled ASON was stl】died in BALB，c nudc mice粕d(、NE2 be缸ing r11ice．Resuhs

showed that 1)The Labelling emciency was 85％under suitable c彻dnions and砌iopur时was 90％，锄d

specmc radIoactiv畸w够4．77×103Bq，肛g(AsoN)2)The labeled AsaN w册stable aI room temp蹦帆rc，but

disim瞎嘣edp眦1yiIl缸sll serLIm．3)The radioactiv姆ofl曲eIedAs0N decre器cdf如“n rnostoforg叫s，presenti“g

a胁ph孙e distnb砸on The uptak葛of radioactivity in myroid gl趿d蛐d g聃打on皓ti眦were obvious，indicating
Iabeled ASON were not stable．Tumor ti龉ues had linle ASON uptake，and ifmn呲ohist0109ic“tcn con丘med tllaI(hc

exprcssiOn Ofbcl一2 ln CNE2 w龉very lO砒nese nndings jⅡdic毗cd ttl砒directly iOdine labenng As0N with IOdogcn

was sitnple锄d reliable，蚰d it could p州ide hi曲1abel胁g emciencx hi曲spcci丘c∞llv时神d stable labelcd AsoN．

But stabilny oflabelcdASoNwasp00rinvh叼duetodisintc{卿ion ofnucleotidase．

Key words bcl-2 a“”璐c oligonucIeotide，Iodine-125，Stab“i吼Biodis扛ibution

CLC R8】742

   


