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摘　要：探索了影响氯化亚锡还原法制备碳纳米管和不同粒径纳米碳黑的
９９ｍＴｃ标记化合物的多种

因素，在给定实验条件下，９９ｍＴｃ的标记率能够稳定达到９０％以上。细胞培养液中标记物的放射化

学纯度在２．５ｈ中保持在（８６±４）％范围内。制备的标记化合物满足碳纳米颗粒细胞摄取率测定和

细胞毒性机制研究的实验要求。实验结果提示，９９ｍＴｃ标记过程是基于还原得到的低价Ｔｃ在碳纳

米颗粒表面上的物理吸附机理。
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１　引言

进入２１世纪以来，纳米科技研究的重点逐渐

向生命科学转移。研究内容集中在两个方面，即纳

米科技在医药领域的应用以及纳米材料对环境和人

类健康可能带来的危害。纳米医药和纳米生物安全

性研究都离不开纳米颗粒和生命体的相互作用，而

纳米颗粒在生命体内的摄取、吸收、定位、分布、

代谢和排泄等则是了解这种相互作用的重要基础。

纳米颗粒不同于普通分子的特异性质，使得常

规的化学或物理的检测分析技术要完成纳米材料精

确定量测定，特别是在生物组织或细胞中的测定非

常困难。在纳米颗粒和细胞相互作用的研究中，常

常采用荧光标记技术来示踪纳米材料［１—３］。但是荧

光标记技术本身存在一些缺点，例如荧光素进行化

学修饰的过程较为复杂，如荧光信号不稳定、容易

淬灭和定量分析的精确度欠佳等。更为重要的是荧

光素属于分子量比较大的染料分子，它们和纳米颗

粒结合预期会改变纳米颗粒的表面性质，从而导致

随后的实验结果发生畸变，这种不希望有的影响已

经为一些研究者所注意［４—６］。放射性同位素示踪技

术由于易于探测、检测灵敏度高、结果可靠和几乎

不受外界干扰等特点，为纳米材料在生命系统中的

检测和定量分析提供了一种行之有效的技术。我

们［７—１０］和其他研究组［１１—１６］曾报道了富勒烯衍生

物［［７—１０］，单 壁 碳 纳 米 管［１１—１３］，多 壁 碳 纳 米 管

（ＭＷＮＴｓ）
［１４］和碳黑［［１５，１６］的放射性标记以及标记

物在哺乳动物体内的吸收、分布、代谢和清除。使

用 过 的 放 射 性 核 素 有 ９９ｍＴｃ
［７，８，１４—１６］，６７Ｇａ

［８］，

１２５Ｉ
［１０，１１］，１１１Ｉｎ

［１２］和 ６４Ｃｕ
［１３］等。

　　这里介绍 ＭＷＮＴｓ和纳米碳黑（ＮＣＢ）的放射

性 ９９ｍＴｃ标记化合物的制备以及影响标记率若干因

素的初步探索结果。

２　材料和方法

２．１　材料和仪器

ＭＷＮＴｓ长度为几十μｍ，直径４０—１００ｎｍ，

由深 圳 纳 米 港 有 限 公 司 以 ＣＶＤ 方 法 生 产。

ＭＷＮＴｓ用常规酸处理方法纯化后放置在 ＡＥＤＰ

（１氨基１甲基１，１二膦酸）溶液中，然后通过强

超声（３００Ｗ，２０ｋＨｚ）５ｈ将其切短并功能化。将

所得到的混合液离心（４０００ｒｏｔａｔｉｏｎｓ／ｍｉｎ），弃去

溶液中少量的不溶 ＭＷＮＴｓ。将澄清液以１∶１０的
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比例用蒸馏水稀释后，悬浮液透析１２０ｈ以去掉未

反应的ＡＥＤＰ和杂物（用１６ｋＤ的透析管）。扫描电

镜和原子力显微镜分析显示处理过的 ＭＷＮＴｓ的

平均长度为６００ｎｍ，且没有观察到明显的颗粒物

包括石墨的存在，证明悬浮液中的ＭＷＮＴｓ具有较

高的纯度。用ＩＣＰＭＳ 所作的元素分析指出，

ＭＷＮＴｓ中含有０．１％ Ｎｉ和０．２％ Ｆｅ，材料准备

的细节在先前的工作中已作报道［１７］。

３种ＮＣＢ，ＰＧ，Ｓ１６０，Ｐ９０（Ｄｅｇｕｓｓａ中国分公

司），平均粒径分别为５１，２０和１４ｎｍ。

氯化亚锡（ＳｎＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，国药集团化学试剂

有限公司，分析纯），抗坏血酸（Ｖｃ，国药集团化学

试剂有限公司，分析纯），Ｎａ９９ｍＴｃＯ４淋洗液（上海

原普同位素科技有限公司）；ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ）；

胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ＭｉｌｌｉＱ超纯水，其他试剂均

为分析纯。

活度测量使用ＲＭ９０５α型医用活度计（国家计

量院）；放射性计数率使用放射免疫γ计数器（ＳＮ

６８４型，中国科学院上海应用物理研究所日环仪器

一厂）；高速冷冻离心机 （Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）；超声清

洗仪（ＳＫ８２００Ｈ型，功率５００Ｗ，上海科导超声仪

器有限公司）；恒温水浴锅 （ＨＷＳ１２型 上海一恒科

技有限公司）。

２．２　标记方法

称取约２ｍｇ的 ＭＷＮＴｓ和ＮＣＢ（ＰＧ，Ｓ１６０，

Ｐ９０），分别加入２ｍｌＭｉｌｌｉＱ水，超声１０ｍｉｎ，得到

分散均匀的悬浮液。加入一定体积的 Ｖｃ（１０ｍｇ／

ｍｌ）和新鲜配置的氯化亚锡溶液（１０ｍｇ／ｍｌ），用０．１

ｍｏｌ／ｌ的ＨＣｌ溶液配置）。用０．５ｍｏｌ／ｌ的ＮａＯＨ调

节ｐＨ大约为６，加入数百μＣｉ的Ｎａ
９９ｍＴｃＯ４的生理

盐水淋洗液，然后将混合液在水浴锅中反应一定时

间。标记反应结束后，取液点样，以生理盐水为层

析液，新华一号纸为固定相，进行纸层析分离，计

算 ９９ｍＴｃ的标记率。在生理盐水展开体系中，游离

９９ｍＴｃＯ－４ 的 犚ｆ值为０．７—０．９，
９９ｍＴｃＭＷＮＴｓ和

９９ｍＴｃＮＣＢ的犚ｆ值均为０，
９９ｍＴｃ胶体的犚ｆ值为０—

０．１。改变氯化亚锡和Ｖｃ加入的体积、反应温度、

反应时间等，考察标记条件对标记率的影响。

标记物在高速冷冻离心机上１３０００ｒｏｔａｔｉｏｎｓ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀物用 ＭｉｌｌｉＱ水

超声分散后再离心１５ｍｉｎ，进一步除去残留的

Ｎａ９９ｍＴｃＯ４和可能的
９９ｍＴｃ胶体。沉淀物用 ＭｉｌｌｉＱ

水分散后取液点样，采用同样纸层析分离，计算碳

纳米材料 ９９ｍＴｃ标记物的放射化学纯度，并考察离

心和洗涤对标记物放化纯度的影响。取一定量纯化

过的碳纳米材料标记物，分别加入含１０％胎牛血清

及无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，超声分散，在不同

时间点取液点样，纸层析分析，计算不同时间各种

碳纳米材料标记物在有血清及无血清培养液中的放

射化学纯度，以评估在细胞培养液中的稳定性。

３　结果与讨论

３．１　
９９犿犜犮犕犠犖犜狊和 ９９犿犜犮犖犆犅标记条件的探索

氯化亚锡　实验发现氯化亚锡的用量对标记率

有相当大的影响。对于新启封的氯化亚锡配制的溶

液，只要加入８μｌ，标记率就能达到９０％以上。但

是，启封后的氯化亚锡随着放置时间的增加，即使

是新鲜配制的溶液，标记率仍大幅度下降。表１清

楚地表明了碳纳米材料标记率随氯化亚锡用量的变

化趋势。造成这种现象的原因可能是Ｓｎ２＋在空气中

被氧化的结果，还原反应的方程式为：２ＴｃＯ－４ ＋

１６Ｈ＋＋３Ｓｎ２＋ ＝２Ｔｃ（Ⅳ）＋３Ｓｎ
４＋ ＋８Ｈ２Ｏ（实际

上还原的Ｔｃ可能是Ｔｃ（Ⅲ），Ｔｃ（Ⅳ）和Ｔｃ（Ⅴ）的

混合物）。

表１　碳纳米材料标记率

氯化亚锡用量／μｌ ＭＷＮＴｓ犢（％） ＮＣＢＰ９０犢（％）

１０ １１．６ １０．９

２０ ４２．７ ７３．０

３０ ９５．８ ９８．４

 反应温度４０—４５°Ｃ；反应时间５—８ｍｉｎ；氯化亚

锡为启封后的。

如表１所示，增加氯化亚锡使用量能明显提高

标记率。当氯化亚锡溶液的用量增加到３０μｌ时，

对于即使启封 １ 个多月的氯化亚锡，无论是

ＭＷＮＴｓ还是ＮＣＢ，标记率都能稳定地达到９０％

以上。和大部分放射性 ９９ｍＴｃ药物标记相比
［１８，１９］，

碳纳米材料的标记中氯化亚锡的用量是偏多的，这

可能和碳纳米材料标记的特殊性有关。通常，过量

的氯化亚锡可能引起 ９９ｍＴｃ的过量还原，从而生成

较多的 ９９ｍＴｃ胶体（９９ｍＴｃ的二氧化物 ９９ｍＴｃＯ２·

狓Ｈ２Ｏ或ＳｎＴｃ胶体）杂质。但是，正如下文指出
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的，即使有 ９９ｍＴｃ胶体的生成，９９ｍＴｃ标记的碳纳米

材料经过离心沉淀和洗涤后，大部分 ９９ｍＴｃ胶体会

被除去，仍能达到实验所需的放射化学纯度。

犞犮　 在使用２０μｌ氯化亚锡溶液时，两份含

ＭＷＮＴｓ试样分别加入２０μｌ的Ｖｃ和ＭｉｌｌｉＱ纯水，

标记过程的其他条件相同，结果得到的放射性标记

率分别为７３％和３４％。可见，Ｖｃ对于碳纳米材料

的成功标记是必要的。近来，文献中常用葡庚糖酸

纳（ＧＨ）作为标记过程中 ９９ｍＴｃ的配体
［１８，１９］，通过

配体交换反应实现目标化合物的标记，以避免标记

过程中 ９９ｍＴｃ的水解。我们使用市售葡庚糖酸纳

（ＧＨ）药盒，配体交换反应在５０°Ｃ进行５ｍｉｎ，纸

层析结果显示标记未获成功，这似乎表明碳纳米颗

粒的 ９９ｍＴｃ标记并不伴随着配合物的生成，这一点

在下文得到进一步证明。

碳纳米材料　大部分实验采用２ｍｌＭｉｌｌｉＱ 水

中超声分散２ｍｇ碳纳米材料作为标记试样，但是

研究表明，碳纳米材料降到０．２ｍｇ时，结果仍能

得到大于９０％的标记率。不同粒度ＮＣＢ的标记率

略有差异，在２０μｌＶｃ，３０μｌ氯化亚锡条件下，３

种ＮＣＢ标记率都大于９０％，以粒度最大的ＰＧ（５１

ｎｍ）标记率最高（９９％），但 ＮＣＢ标记率是否存在

颗粒的尺度效应仍需进一步的实验确定。

反应时间　标记反应时间对标记率的影响比较

复杂，以ＭＷＮＴｓ标记为例，在使用８μｌ新启封的

氯化亚锡时，４０°Ｃ下加热，３，７和１５ｍｉｎ得到的

标记率分别为９８．３％ ，４４．４％和２８．９％，表明标

记反应很快完成，增加反应时间，标记率反而明显

下降。其原因可能是标记过程主要是被还原的低价

９９ｍＴｃ在碳纳米颗粒上的物理吸附。因为碳纳米材

料，尤其是ＮＣＢ，表面没有化学基团可以形成化学

键和Ｔｃ（Ⅴ）配合。而低价Ｔｃ的物理吸附过程完成

得很快，延长时间，反而引起吸附的逆过程，即解

吸附。但是当使用２０μｌ新启封的氯化亚锡时，４０

°Ｃ下加热７和１５ｍｉｎ，得到的标记率分别为９８．１％

和９７．１％。由此可见，增加氯化亚锡的使用量，能

在较宽的时间区域稳定获得高的标记率。

反应温度　本工作没有系统研究反应温度对标

记率的影响。但确有实验显示，较高的温度反而降

低了标记率。我们认为合理的解释是 ９９ｍＴｃ在碳纳

米颗粒上的标记过程分为两步，即高价 Ｔｃ（Ⅶ）的

还原和被还原低价Ｔｃ在纳米颗粒表面上的吸着。

太低的温度当然不利于Ｔｃ的还原，因而会降低标

记率。但是，一般说来，吸附是一个放热过程，温

度升高容易引起脱附，不利于还原的Ｔｃ在碳纳米

颗粒上的吸附，因此，升高温度也会降低了标记率。

多次实验显示，合适的标记温度在４０—４５°Ｃ范围。

根据上述对标记条件的探索，我们拟定了本工

作中 ＭＷＮＴｓ和ＮＣＢ进行放射性 ９９ｍＴｃ标记的实

验条件，即 ３０μｌＶｃ，３０μｌ氯化亚锡，２０μｌ

ＮａＯＨ，加入Ｎａ９９ｍＴｃＯ４的生理盐水淋洗液后，４０

°Ｃ下加热５—８ｍｉｎ。在此条件下，对 ＭＷＮＴｓ和３

种ＮＣＢ标记率均在９０％以上，它们的纸层析结果

见图１。

图１ 纸层析法分析 ９９ｍＴｃ碳纳米材料的标记率
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３．２　
９９犿犜犮犕犠犖犜狊和 ９９犿犜犮犖犆犅放射化学纯度

对于大于９０％的标记率，在用于示踪研究之

前，标记物的进一步纯化不是必需的。但在细胞摄

取研究中，为了使 Ｈｅｌａ细胞能够在终浓度为１００

μｇ／ｍｌ的碳纳米颗粒细胞培养液中温育，标记好的

碳纳米颗粒还要经２次高速离心沉淀和 ＭｉｌｌｉＱ 纯

水洗涤，其结果是作为杂质的水溶性的Ｎａ９９ｍＴｃＯ４

和离心沉淀的标记物得到进一步的分离。实验证

明，一个放射化学纯度为６１．９％的纳米颗粒标记

物，在２次离心洗涤后，它的放射化学纯度能够提

高到９６．９％，这无疑为实验创造了更好的条件。

通常，使用氯化亚锡还原法进行 ９９ｍＴｃ标记

时，氯化亚锡将Ｔｃ（Ⅶ）还原成Ｔｃ（Ⅴ）后和待标记

物连接生成 ９９ｍＴｃ标记物，与此同时少量Ｔｃ（Ⅶ）会

还原成 Ｔｃ（Ⅳ）生成
９９ｍＴｃＯ２·狓Ｈ２Ｏ

９９ｍＴｃ胶体。

９９ｍＴｃ胶体的纸层析行为和纳米颗粒相似，其犚ｆ值

应该和纳米颗粒（犚ｆ＝０）接近。在本工作现有的纸

层析体系中，因为无法和纳米颗粒标记物分离而影

响放射化学纯度的正确测定。在实验中研究了９９ｍＴｃ

胶体在纳米颗粒标记物的整个制备过程中的行为和

走向，以考察 ９９ｍＴｃ胶体对碳纳米颗粒标记物放化

纯度测定的影响。利用过量氯化亚锡在６０°Ｃ下加

热２０ｍｉｎ制备了９９ｍＴｃ胶体。生理盐水体系的纸层

析结果指出，９９ｍＴｃ胶体的犚ｆ在０—０．１范围，相对

含量，即 ９９ｍＴｃ胶体的放化纯度，为５４．１％，其余

放射性是Ｎａ９９ｍＴｃＯ４。在
９９ｍＴｃ胶体溶液中加入等

体积的２００μｇ／ｍｌ的ＮＣＢＰ９０悬浮液，超声分散均

匀后在４５°Ｃ温育５ｍｉｎ。１３０００ｒｏｔａｔｉｏｎｓ／ｍｉｎ离

心１５ｍｉｎ，弃去上清液，测量吸附在纳米颗粒沉淀

上９９ｍＴｃ胶体的活度。沉淀用 ＭｉｌｌｉＱ水超声分散后

再离心１５ｍｉｎ，分出上清液，分别测量上清液和沉

淀的放射性活度。Ｐ９０沉淀用 ＭｉｌｌｉＱ水分散后点

样，纸层析分析结果指出几乎所有的放射性留在原

点，９９ｍＴｃ胶体的放射化学纯度达９７．９％。放射性

活度测量结果表明大部分 ９９ｍＴｃ胶体（大于８０％）在

水洗和沉淀过程中随Ｎａ９９ｍＴｃＯ４一起留在水相中，

从而与ＮＣＢ黑分离。大约１６％的９９ｍＴｃ胶体保留在

纳米颗粒中。根据文献报道，使用氯化亚锡还原法

进行 ９９ｍＴｃ标记时，标记物主要杂质为未还原的Ｎａ
９９ｍＴｃＯ４，

９９ｍＴｃ胶体杂质通常只有百分之几。由此

可见，碳纳米颗粒的 ９９ｍＴｃ标记物，即使含有少量

９９ｍＴｃ胶体杂质，在配制含纳米碳颗粒的细胞培养液

过程中，经过水洗和离心沉淀，依然留在纳米颗粒

中的 ９９ｍＴｃ胶体杂质含量低于１％，不会影响纳米

颗粒和细胞作用时示踪实验结果。

３．３　
９９犿犜犮犕犠犖犜狊和 ９９犿犜犮犖犆犅的稳定性

为了得到碳纳米材料在不同培养液中的细胞摄

取率，必须考察９９ｍＴｃ标记的碳纳米材料在培养液

中的稳定性。标记后的碳纳米颗粒经离心和 ＭｉｌｌｉＱ

水洗涤以后，分别配置成碳纳米材料的含血清及无

血清的细胞清培养液，纳米材料的终浓度均为１００

μｇ／ｍｌ。然后再用纸层析分析其放射化学纯度随时

间的变化，以得到标记物的稳定性资料。

实验发现，９９ｍＴｃ标记的碳纳米颗粒在细胞培

养液中不很稳定，如图２所示，即使和培养液接触

图２ 纸层析法分析 ９９ｍＴｃ碳纳米材料在培养液中放置３０ｍｉｎ后的放化纯
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只有３０ｍｉｎ，纸层析显示无血清和有血清培养液中

均有放射性 ９９ｍＴｃ从纳米颗粒上脱落，结果在犚ｆ＝

０．７—０．９处出现一个Ｎａ９９ｍＴｃＯ４的小峰。但是，在

实验研究的２．５ｈ内（设计的细胞摄取实验在２ｈ完

成），标记物的放射化学纯度没有继续下降，稳定性

与碳纳米颗粒的种类没有明显依赖性，放射化学纯

度仍能够保持在（８６±４）％的范围内（见图３）。

图３　
９９ｍＴｃ碳纳米材料的稳定性 （ａ）ＭＷＮＴｓ；（ｂ）ＮＣＢ

（以Ｐ９０为例）

　　
９９ｍＴｃ标记的碳纳米颗粒在细胞培养液中稳定

性迅速降低的原因尚不清楚，一个可能的解释是细

胞培养液中有多种成分能够竞争吸附到碳纳米颗粒

上。正如上面已经指出的，９９ｍＴｃ本身也不是通过

化学键和纳米颗粒表面相连接，因而在竞争吸附

中，部分被取代下来。由于吸附的物理过程进行得

相当快，这也解释了为什么标记的碳纳米颗粒一旦

和培养液接触，它的放射化学纯度很快就下降。但

是在继续放置中没有明显地随时间延长而进一步明

显下降。

　　我们使用本文制定的方法，制备了ＭＷＮＴｓ和

３种ＮＣＢ的放射性 ９９ｍＴｃ标记化合物。使用这些标

记物，成功测定了这些碳纳米颗粒在有血清和无血

清细胞培养液中的细胞摄取率，为血清蛋白对纳米

颗粒细胞毒性评估的影响提供了新证据。研究结果

将在另文报道。

４　结论

使用氯化亚锡还原法研究了 ＭＷＮＴｓ和 ＮＣＢ

的放射性９９ｍＴｃ标记，首次报道了影响标记率的主

要因素，指出标记过程是一个以物理作用为主的吸

附过程。使用３０μｌＶｃ，３０μｌ氯化亚锡，２０μｌ

ＮａＯＨ，加入 Ｎａ９９ｍＴｃＯ４的生理盐水淋洗液后，４０

°Ｃ下反应５—８ｍｉｎ，在此条件下，对 ＭＷＮＴｓ和３

种ＮＣＢ的标记率均可以达到９０％以上。标记物经

过离心和水洗，标记物的放射化学纯度提高到９２％

以上。９９ｍＴｃ标记的 ＭＷＮＴｓ和ＮＣＢ，在配置成有

血清和无血清的细胞培养液后，放射化学纯度有所

下降，但在２．５ｈ内，标记物的放射化学纯度仍能

保持在 （８６±４）％ 范围内。得到 ９９ｍＴｃ标记的

ＭＷＮＴｓ和ＮＣＢ能够满足碳纳米材料细胞摄取量

的研究要求。
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 犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：３０Ｏｃｔ．２００７；犚犲狏犻狊犲犱犱犪狋犲：２７Ｎｏｖ．２００７

　　 犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（１０４７５１０９，１０７７５１６８）；ＭａｊｏｒＳｔａｔｅＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｒｏ

ｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（２００６ＣＢ７０５６０５）；Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（０５５２ｎｍ０３３，０６５２ｎｍ０１６，

０７５２ｎｍ０２１）

　　＃ 犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＬｉＷｅｎｘｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｗｅｎｘｉｎ＠ｓｉｎａｐ．ａｃ．ｃｎ


