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放射自显影技术应用的现状及未来趋势
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摘要 放射自显影通常指结合了放射标记探针的分子或组织通过感光材料（如X光胶片）曝光、显影、定影获得金属银颗

粒图像的实验技术，它是定性、定量分析与探针结合的靶分子含量及其在组织中分布的传统手段，在生物学基础研究以及

临床前新药研究等方面有着广泛的应用。近年来磷屏成像技术的普及显著缩短了放射自显影技术的实验周期，并拓展了在

短半衰期正电子放射核素中的应用。本文重点介绍放射自显影技术应用中尚不能全面被非放射性替代技术取代的一些实验

工作进展，主要包括某些酶活性的测定、磷酸化位点分析、低丰度核酸检测以及与放射性探针特异结合的靶点（如受体等）

在组织中的分布等实验技术工作。适应当前应用趋势的变化对放射示踪共用技术平台的建设，对帮助技术支撑人员提供更

好的、具有针对性的技术性服务具有一定的指导意义。
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自 20世纪初被发现后，放射性现象在生物学

和医学研究中很快就得到了广泛的应用，并为学科

的发展提供了重要的实验方法。由于人们对放射性

引起的环境污染和操作人员对（潜在）损伤的担

忧，目前除核医学领域外，使用非放射性的替代方

法已经成为一种趋势。面对新技术对放射性示踪技

术服务带来的挑战，加强示踪技术共用平台的建设

就必须明确当前放射示踪技术的活跃应用领域。放

射自显影技术是生物学中广泛使用的放射示踪技术

之一，在放射标记探针的定量以及与细胞、组织、

生物体中探针作用靶点的分布等方面，已经积累了

丰富的研究资料。荧光或化学发光标记探针［1-4］已

经广泛替代了过去一定要使用放射性标记的核酸测

序、放射免疫分析、核酸的分子杂交检测等领域。

原位质谱成像技术作为一种不需外源标记的非放射

性技术，已经成为放射自显影技术的竞争者［5-7］，

用于研究目标分子在组织切片中的分布。本文分析

归纳了近年来放射自显影技术应用仍比较活跃领域

中的工作进展，试图梳理放射自显影技术应用的一

些主流趋势，提高共用技术平台服务的针对性和有

效性。

1　放射自显影的基本方法

1.1　基于X光胶片的显影技术

X光胶片乳胶内含有细微的氯化银微晶，受到

一定能量以上的光（如电离辐射、日光等）照射，

就会发生光化学还原反应生成金属银颗粒。通过显

影和定影漂洗将未还原的氯化银除去，从而在胶片

上留下感光后生成金属银颗粒图像。射线能量越

高，能够透达乳胶层的深度越深，强度越高生成的

银颗粒密度也越高。32P的β射线能量太高，成像的

分辨率低，仅适合于在DNA或RNA等检测中做定

性、定量分析。而 3H、14C、33P、35S这类低能 β粒

子，只能达到乳胶基质层的一定深度，除用于定量

外还能用来分辨放射性核素在动植物组织乃至亚细

胞器中的分布定位。获得理想的曝光结果通常需经

较长的曝光时间，例如要想获得 3H标记探针的高

分辨组织切片图像需要压片 10周左右［8］。因而在

实际应用中缩短样品的自显影时间对提高科研效率

有相当大的吸引力。

∗ 通讯联系人。

Tel： 010-64888421， E-mail： hjzhang@ibp.ac.cn

收稿日期： 2023-03-03， 接受日期： 2023-04-03



·1078· 2023；50（5）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

在分子生物学应用中，人们更关心如何快速获

取检测样品的信号强度。用含 3H、14C、35S探针的

凝胶电泳法分析标记蛋白质或核酸的放射自显影是

实验中经常遇到的问题。以 3H为例，它在水中的

射程约0.8 μm，在凝胶电泳胶中，可以近似认为只

有胶表面上的样品具有放射成像的作用，采用

0.75 mm厚度的薄胶容易制备成干胶，降低水介质

对电离辐射的衰减作用，同时抑制因曝光时间长导

致的样品条带弥散的缺陷［9］，将电泳胶内的放射

标记样品条带转移到薄膜上也能有效降低凝胶介质

对弱 β 辐射的衰减作用。试剂 EN3HANCE 能够改

善弱β核素的放射自显影效果，其原理是将溶有闪

烁剂的二甲基亚砜（DMSO）溶液浸润胶条后，再

将胶条置于曝光盒中对样品进行曝光，此时胶片曝

光机制已发生改变，由处理前的电离射线直接导致

氯化银的光还原反应转化为电离射线激发闪烁剂产

生的荧光引起氯化银的光还原反应。由于水、

DMSO等溶剂对液闪信号有一定程度的猝灭效应，

该试剂的信号增强效果有限。Long等［10］在检测组

蛋白甲基化酶对核小体蛋白的甲基化作用时，采用

［3H］ SAM作为甲基供体，并通过胶片放射自显影

展示目标蛋白产物的分子质量信息以及不同条件下

甲基化产物的量的变化。为了提高样品的显影效

率，利用电转技术将标记后的蛋白质样品条带从

SDS凝胶转移到硝基纤维素薄膜上，再将2,5-二苯

基噁唑/冰乙酸闪烁液喷涂到薄膜上，待冰醋酸挥

发后，曝光盒中压片 1 d，经显影和定影处理可获

得很好的成像效果。与EN3HANCE方法的不同之

处是这种改进降低或消除了溶剂的猝灭作用。

1.2　基于磷屏的自显影技术

20世纪 60年代发现了某些磷光物质在电离辐

射处理后能够在特定激光的激发下产生化学发光现

象（OSL）［11］，分子能带理论认为电离辐射（如X

光）照射磷光物质能够产生初级自由电子和空穴载

体对，这些空穴载体与物质中的晶格撞击产生二级

电子和空穴对并伴随着能量损失（热损失），最终

通过化学发光或电子俘获而消失。如果引入一个外

源激光激发就能启动空穴载体俘获自由电子的过程

从而释放能量，这部分能量以化学发光的形式释放

出来。晶格缺陷或掺入某种杂质对磷光物质进行改

性能够提高自由电子和空穴载体的稳定性，减少体

系的能量损失。

图1显示了电离辐射信息的写入、记忆、读取

以及擦去的模式图。在实际操作中，往往将这类具

有OSL性质的材料涂布到硬板或软板材料的一面，

制成商品化的磷屏。在放射自显影时，将放射性样

品和具有OSL性质的材料涂层紧密压在一起，并

保存在样品盒中，让放射性探针照射磷屏一段时间

（称为写入），然后移去放射性样品，写入磷屏的信

息就得到了保存（称为记忆），记忆了信息的磷屏

经激光扫描，磷屏中的信息就会以光的形式释放并

通过积分器记录特定时间内的光致化学发光信号强

度（称为读取）。记忆在磷屏内的信息可以反复读

取，但每读取一次，记忆信息的信号强度就会有一

定程度的降低。磷屏中记忆的信息量和输入信息

（电离辐射强度）在一定的范围内成线性关系。输

入信息高于其阈值会导致信号过饱和。同时记忆在

磷屏中的信号是亚稳定的，漏光/高温会损失储存

的信息。使用磷屏的最后一步是对记忆信息的擦

去。通常厂商会配备一定强度的日光灯箱，通过光

照擦去原先记忆的信息。经这一处理后，磷屏可进

入下一轮的信息写入、记忆、读取过程。利用磷屏

技术进行放射自显影所需的时间较传统胶片法显著

缩短，信号灵敏度也显著提高，读取电离辐射信号

的线性区间广，操作更快捷。系统研究表明，磷屏

成像技术可以广泛地应用于各种放射自显影的操作

中，结合标准品的使用，能够获得成像图中不同区

域的放射探针的定量结果［12-14］。

Fig. 1　An illustration of optically stimulated luminescence phenomenon
图1　磷屏的光致化学发光现象示意图
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磷屏技术应用到放射自显影中使得放射示踪分

子生物学研究方便了许多，除缩短 32P标记样品的

曝光时间、提高对放射信号的检测灵敏度外，对弱

放射性核素成像操作的便利性更为显著。14C和 35S

标记物的 SDS 凝胶电泳胶片、薄层色谱板等都可

以直接压屏［15］，并获得良好的信号强度。为了保

证磷屏不被污染，通常是将放射标记样品用塑料薄

膜包起来。因为 14C和 35S的穿透能力比较弱，所用

的塑料膜越薄越好，而且只包裹样品。对于 3H标

记的放射性样品，需要特殊型号磷屏（如美国富士

生物医疗系统公司的BAS TR2040s，一种不含保护

性涂层的产品型号），并且标记样品（如SDS凝胶

电泳的电转膜样品）和磷屏的感应面要紧压在一

起。使用磷屏做放射自显影时要留心压屏前的磷屏

是没有被污染的。

目前在学术研究领域，X光胶片放射自显影法

和磷屏放射自显影法同时存在，选用哪一种方法主

要取决于研究人员的个人偏好和操作设备的便利可

及性。

2　放射自显影技术的应用

2.1　在分子生物学中的应用

2.1.1　酶活检测

放射性示踪因其信号的专一性、高灵敏性和检

测的便利性在分子生物学的定性鉴定和定量检测方

面得到广泛的应用，并成为诸多检测方法的金标

准。伴随着放射性检测发展的同时，也出现了多种

非放射性替代技术，主要是荧光标记检测或化学发

光检测技术。目前荧光标记法和放射自显影法的检

测灵敏度大致相当［16］。尽管放射自显影技术的应

用空间受到一定的挤压，放射性标记不改变探针分

子结构的特征还是为该技术的应用提供了顽强的生

命力。在研究DNA聚合酶、RNA聚合酶等酶的功

能方面，放射自显影技术仍是主要手段。在分析这

类反应的产物时，放射性底物的量要远高于产物的

量，未反应底物的信号会严重影响低放射标记的产

物分析，磷屏显影技术可以非常迅速地确定游离底

物的前沿位置，通过切除后适当延长曝光时间，往

往容易获得较好的产物条带图像［17-18］。对于小分

子底物的酶促反应，薄层层析法［19-20］的放射自显

影技术也是一个适当的选择。Xu等［19］在研究环化

GMP-AMP合成酶的酶活时，以［α-32P］ ATP为放

射性底物，采用 HPTLC Silica gel 60 为分离介质，

使得ATP和产物 cGAMP得到了非常好的分离，经

放射自显影得到理想的酶活变化结果。另外，通过

磷屏成像扫描，还可以定量测定酶促反应的理化常

数。Hao等［21］在研究解旋酶的ATP酶活性时，采

用不同浓度［γ-32P］ ATP为底物反应一定程度后，

加入EDTA猝灭酶活；过去采用放射法测定ATP酶

的活性时，常采用 DEAE-纤维素作为分离介质，

但该产品已经停产；Hao 等［21］采用 Sigma 产阳离

子改性薄层纤维素薄膜（一种被低聚乙二胺修饰的

纤维素材料）对反应物进行分离，经磷屏成像，读

取放射性磷酸的扫描信号强度，对磷酸产物的生产

速率和底物 ATP 的浓度作图，并用米氏方程进行

数据分析获得酶的米氏常数为6.4 μmol/L，最大反

应速度为 2.4 μmol/L·min。可见采用放射自显影技

术测定时，不论是电泳分离法还是薄层层析分离都

对设备要求不高，操作周期都比较短，分离条件的

优化也比较快捷，对多种酶而言，放射自显影是一

种适当的活性测定通用技术。

2.1.2　磷酸化位点分析

蛋白质磷酸化是细胞信号调控的重要现象，涉

及到体内信号调控的多个通路。蛋白质的磷酸化是

通过蛋白激酶将ATP中的磷酸基团转移到蛋白质、

多肽底物上的丝氨酸、苏氨酸或酪氨酸残基上，直

接影响底物蛋白的活性、功能或定位。底物蛋白上

可以有一个或多个磷酸化修饰位点，不同位点的磷

酸化状态不同，蛋白质的生物功能也会有所不同。

因而，鉴定蛋白质的磷酸化修饰位点，阐述其生物

学意义是研究体内信号通路的一个重要内容。32P

标记在蛋白质磷酸化位点分析方面有着广泛的应

用，尤其是近几年质谱技术的发展，使得磷酸化位

点的鉴定变得更为便捷。虽然制备磷酸化位点专一

的磷酸化抗体可以鉴定特定蛋白质的磷酸化位

点［22］，但当存在多个潜在的磷酸化位点需要逐一

验证时，如果每个磷酸化位点都要制备相应的专一

性抗体，则需要投入巨大的人力物力。这时 32P标

记技术的快速简洁及结果明确的优势仍然是研究工

作者的首选。Zhao 等［23］ 发现，水稻磷酸化酶

PP2A的B'κ亚基可以使类受体激酶SIT1中激酶活

化环（activation loop）上的磷酸化氨基酸残基去磷

酸化，起到直接抑制盐诱导的 SIT1 磷酸化作用，

同时类受体激酶通过对B'κ亚基的磷酸化提高该亚

基的稳定性，起到削弱26S蛋白酶体对其降解、增

强水稻抗盐性的作用。质谱分析发现，B'κ亚基的

4 个肽段中含有 4 个潜在的磷酸化位点 （S330/

S331，T476、T493 和 S502/T508）。质谱技术的出
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现极大缩小了潜在磷酸化位点的待验证数目，但是

还需要通过体外激酶活性实验并结合放射自显影技

术做进一步验证。以B΄κ亚基的不同突变体为底物

进行体外磷酸化SDS-Page放射自显影分析，发现

只有 B'κS502A、B'κT508A以及双突变体 B'κST502508AA的磷

酸化产物被显著抑制。进一步的功能分析验证了正

是B'κ亚基Ser502而不是Thr508的磷酸化在调控水

稻的耐盐中起着关键的调控作用。上述结果同时也

暗示了单纯的体外磷酸化研究和体内的作用机制可

能存在一定的差异。目前并不清楚在体内环境下

Thr508 是否发生了磷酸化。如果 Thr508 不发生磷

酸化，细胞内又是通过怎样的机制来保持 Thr508

的去磷酸化状态的？如果发生了磷酸化，又会对水

稻的生长、发育有何影响？因此，在许多情形下采

用活细胞进行标记研究分子修饰的反应机制就显得

很有必要。

正磷酸的 32P 探针标记法为体内磷信号表达、

加工、活化过程的功能研究提供了便利条件［24-25］。

Fam20C 蛋白家族是蛋白质分泌途径中的主要激

酶，是分泌型磷酸化蛋白质组的主要加工者，丢失

功能的突变可导致致命的骨硬化性骨发育不良综合

症［26-27］。Fam20C是 II型跨膜蛋白，新生肽链在体

内合成后，被转运到高尔基体，并在此经膜蛋白

site-1 蛋白水解酶 （S1P） 加工切去 Fam20C 的前

肽，激活Fam20C的激酶活性，调控下游靶蛋白的

磷酸化状态，进而调控细胞的生理功能［28］。Chen

等［29］在研究 S1P 剪切活化 Fam20C 的激酶功能过

程中，以HeLa细胞为宿主，在培养基中加入 32P标

记的磷酸，作为磷酸化的磷供体，对激酶底物

OPN 通过免疫共沉淀进行富集分离后，经 SDS-

Page 分离、电转到硝基纤维素膜上，再通过放射

自显影分析磷酸化反应的程度。共表达Fam20C和

OPN，并在培养液中加入不同浓度的S1P酶抑制剂

PF-429242可以发现OPN的磷酸化程度受到了显著

的抑制。通过RNA干扰技术敲除 S1P标签基因的

表达，经类似的放射自显影分析也验证了 S1P 对

Fam20C前肽的切除对该激酶的活性发挥起着重要

的作用。

可见放射性探针在研究蛋白质磷酸化位点的过

程中不论是体外分析还是体内鉴定都提供了高效、

专一的实验方法。

2.1.3　蛋白质-核酸相互作用

在蛋白质-RNA相互作用研究方面，确定存在

着特定蛋白质与RNA相互作用的现象是解决问题

的第一步。尽管在RNA的发现方面已经建立了一

些非放射性技术，如基于微阵列的RNA分析［30］、

RNA的深度测序分析［31］以及荧光标记的原位杂交

分析技术［32］，但缺点是很难建立起RNA序列和蛋

白质之间的相互作用关系。32P标记法是确定目标

蛋白具有 RNA 结合功能的重要手段，专一性强，

也是指导鉴定RNA序列、分析蛋白质-RNA复合物

功能的锐利眼睛。Chen等［33］通过光交联结合免疫

沉淀测序技术（CLIP-seq）成功发现在活化B细胞

中存在着蛋白质分子 ROD1 与 RNA 之间的相互作

用。具体操作中，首先将一定数量的 B 细胞经  

254 nm 紫外线辐照，制备蛋白质-RNA 交联复合

物，细胞裂解后经过免疫共沉淀富集产物，再经核

酸酶处理，并在 5'端标记 32P。样品经 SDS-Page电

泳后，电转到硝酸纤维素膜上，并通过放射自显影

获得 ROD1 处的弥散条带。回收显影条带处的

RNA样品，最终完成对结合RNA的序列分析，进

而阐明了存在 RNA 介导的蛋白质分子 ROD1 与

AID结合形成复合物，并组装到特定的基因位点，

诱导免疫过程中DNA重排的反应机制。因为RNA

容易降解，同时蛋白质-RNA 交联产物的丰度低，

这类实验要获得好的结果往往需要反复的条件优化

探索。

上述分析表明，当非放射性替代技术缺乏灵敏

度高、标记产率高、标记条件温和的标记探针时，

放射自显影仍是解决研究中各种问题的高效方法。

2.2　在组织化学研究中的应用

Pelc［34］ 通过给实验大鼠皮下注射放射性 131I

后，甲状腺组织经乙醇固定、石蜡包埋制成 5 μm

厚的切片，然后和感光胶片接触曝光，经显影、定

影后获得了放射性碘在甲状腺组织中分布的清晰图

片，14C、33P、35S等人工核素的成功制备及其标记

探针合成技术的进步开启了利用放射性示踪法研究

标记物在生物体组织分布，及在细胞内亚细胞器定

位的新纪元。按照加入放射性标记探针到细胞、组

织中的方式不同，放射自显影操作可分为活体标记

的组织切片放射自显影和体外标记的组织切片放射

自显影两大类。在活体标记样品制备模式中，放射

性标记探针直接输入到活体生物体内后，对生物体

或某些器官组织进行包埋后冷冻切片，再经感光胶

片或磷屏进行成像分析。依据研究目标又分为侧重

于研究探针在生物体内各组织器官的分布变化的，

称 之 为 整 体 放 射 自 显 影 （whole-body 

autoradiography，WBA），以及侧重于研究探针在



张洪杰：放射自显影技术应用的现状及未来趋势2023；50（5） ·1081·

组织细胞中分布及其与结合靶点相互作用信息的，

称之为显微放射自显影 （microautoradiography，

MARG）。

2.2.1　整体放射自显影

动物 WBA 技术最初由 Ullberg 探索成功［35］。

动物经放射性喂食或注射标记后，处死并用聚合物

包埋，再在低温冷冻条件下切成薄片，转移到载玻

片上进行自显影操作。切片的厚度取决于切片机的

性能，目前切片的厚度介于30~100 μm［36-37］。数字

化成像屏替代 X 光胶片使得操作变得更加便

利［13-14，38-39］，成像所需时间也显著缩短。对实验动

物的全切片图像数据还可以进行数字化构建，形成

探针在实验生物体内的三维空间分布，成为定性与

定量研究标记药物的剂量与给药时间变化对药物在

体内存留及分布变化的重要手段，为临床前新药的

吸收、分布、代谢和排泄等药理机制研究提供重要

的量化参数［40-41］。小分子化合物AZD5248曾是一

个临床前研究的口服二肽酶抑制剂，用于治疗慢性

阻塞性肺病。对实验大鼠口服［14C］ AZD5248后

的不同时间进行定量 WBA 分析发现，给药 1 h 后

［14C］AZD5248在体内分布就达到高峰，且在各组

织器官中广泛分布，标记药物及其代谢物主要通过

胆汁和尿液分泌排泄到体外，给药21 d后仍能在主

动脉观察到显著的放射性存留，而在其他组织中放

射性存留已接近本底，电镜观察认为放射标记化合

物结合在动脉的弹性组织中，结构分析认为

AZD5248 中的伯氨基官能团与动脉血管中的弹性

蛋白发生铰链是AZD5248滞留在动脉血管最有可

能的原因。这一发现终结了AZD5248进行后续临

床研究工作的可能性［42］。通过对AZD5248的结构

进行系统改造，将六元环上的伯氨基经扩环变为仲

氨基，使原来的六元环扩展为七元环，同时对分子

的其他部位也进行改造，最终得到了一个功能良好

的 新 的 二 肽 酶 抑 制 剂 AZD7986［43］ 。［14C］

AZD7986合成成功后，再次采用定量WBA法对该

化合物在大鼠体内的存留分布进行研究，结果证实

了AZD7986没有类似于AZD5248的在动脉血管弹

性组织存留的问题，随后AZD7986成功进入了临

床研究［44］。WBA技术不仅在动物研究中被广泛使

用，在植物的营养转运、农药的代谢分布等方面也

起着重要的作用［45-46］。Kubicki等［46］研究了［14C］

甲霜灵在西红柿植株中的转运过程。将已长出3片

叶子的西红柿植株无土栽培到含0.2 ppm ［14C］甲

霜灵的培养罐中，生长10 d后，采集根、茎、叶进

行分析，发现 97%的［14C］甲霜灵已被吸收转运

到植株体内，其中叶占 70%，根占 2%以下。对根

和叶片的放射自显影研究显示，在根系部位放射性

物质更趋向集中分布在上部一侧，在叶片中的分布

情况是放射探针沿叶脉分布并终止在叶片边缘，在

嫩叶中的分布更显著，且呈现出向顶性分布态势。

甲霜灵的这种分布反映出［14C］甲霜灵从根吸收

后向新的生长区域快速运动的特性。

虽然WBA能够提供比较丰富的放射性分布信

息，但是它的不足也是很明显的。首先，WBA法

获得的只是某组织区域放射性总体信号或转化为对

应探针的总浓度，至于探针分子是结合到作用靶分

子上还是游离在组织细胞中，就不得而知了。其

次，所得总信号中是否含有起始标记探针的代谢物

也不得而知（这方面可以利用HPLC-MS技术进行

代谢物的结构研究［46-47］）。再次，如果所研究的探

针靶点在组织中的丰度比较低，那么针对低丰度靶

点的放射自显影信号就会很低，从而淹没在WBA

结果的信号本底中。

2.2.2　显微放射自显影

MARG技术可以部分弥补WBA的不足，成为

研究放射性探针在组织细胞中与靶分子相互作用的

重要方法。然而不同文献中的MARG具体操作条

件指代并不相同，某些情况下更像是一个压缩版的

WBA分析［48］。对于活体标记的研究对象而言，要

获得放射探针在组织亚细胞器分布的清晰图像，熟

练掌握高分辨MARG制备技术尤为关键，其中获

取足够薄的切片（不超过 4 μm，乃至 1 μm）是降

低/避免游离探针的噪音信号获取成功的共同特征

之一，Stumpf［49］称这种制样操作下研究受体分布

的技术为受体显微放射自显影，利用此技术他们发

现［50］，与大多数受体分布在细胞膜上不同，雌二

醇受体分布在子宫细胞的细胞核上，近来又报道雌

二醇受体在早期孕鼠的子宫内膜基质中已获得表

达［51］。此方法在维生素D受体分布的研究中也取

得了一系列的成果［52-53］。而体外放射探针标记的

MARG 操作在研究中使用的就更加广泛，尤其是

该操作还能够以人源尸体组织为材料，研究放射探

针的分布及与靶标间的相互作用，因而能够提供更

加丰富的信息。与活体标记的 MARG 技术不同，

体外标记MARG的优势之一就是能够控制影响探

针与作用靶点专一作用的操作因素，这包括通过预

先处理样品去除原本结合在靶分子中的内源性配体

达到靶分子预活化的目的，也包括预先封闭可能存
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在的非专一性结合位点以及调整探针标记的 pH、

温度、作用时间等实验因素。在体外标记样品的制

备过程中，通常都会在标记之后对样品进行清洗以

去掉未结合的放射探针，避免活体标记方法检测样

品中游离探针或其代谢产物的影响。因而在高度选

择专一性的放射性标记配体存在下，MARG 能够

展现靶分子蛋白质丰度的组织分布，在受体的研究

中 得 到 了 广 泛 的 应 用［54-56］ 。 Mitsukawa 和

Kimura［57］采用 3H标记的Orexin 2受体选择性拮抗

剂EMPA为探针，通过定量显微放射自显影研究了

Orexin 2受体在大鼠脑及外周组织中的分布。在定

量研究的51个脑组织部位和10个外周组织中发现，

Orexin 2受体在大鼠脑组织广泛表达，而在外周组

织几乎不表达。除受体之外放射自显影在阿尓茨海

默病（AD）的病理研究以及临床诊断技术开发中

也发挥着重要作用。与淀粉样纤维化Aβ类似，Tau

蛋白的过度磷酸化所导致的神经纤维缠结也是导致

AD的原因之一，发展神经纤维缠结的早期检测技

术对于AD的早期发现、早期治疗具有重要的应用

价值［58-60］。THK5117［59］是一个对 Tau 导致的神经

纤维缠结专一性结合的探针分子，采用死亡的AD

患者脑组织的颞叶部分通过液闪方法测定发现，含

有2个THK5117结合位点，解离常数分别为2.2 nmol/L

和 23.6 nmol/L，以 ［3H］ THK5117 为探针，对死

亡患者脑组织切片进行标记后放射自显影，结果显

示［3H］ THK5117 集中分布在海马区、颞皮质以

及额叶等部位，为采用［18F］ THK5117 进行体内

的PET成像分析提供了研究基础。

体外标记显微放射自显影可以提供高精度的受

体空间分布，为其他研究技术，包括正电子发射断

层成像（PET）技术提供有效的比较模型及空间参

数。正电子成像是研究能发射正电子射线的核素立

体空间分布的一种成像方法，因其使用的核素半衰

期较短，射线的电离能量不是太高，小剂量辐射对

人的健康影响不大，因而在临床前以及临床诊断方

面有着广泛的应用。研究人员已经发现在某些条件

下PET成像提供的放射性探针分布信息存在着一定

的失真，例如脑干区域的放射性配体与受体结合的

定量结果的可靠性就比较差，部分原因是由于成像

过程中存在的局部容积效应。采用低能量的 3H标

记探针放射自显影技术定量研究放射性配体与靶向

受体结合时，由于 3H的射线能量低，只有组织切

片表层的探针能够使胶片或磷屏曝光，避免了组织

深层处的放射性探针对感光信号的影响，从而避免

类似于PET中的局部容积效应带来的信号失真。同

时对完整脑干组织的每张切片自显影图像数据按照

切片的依次顺序通过数据的三维构建就能够得到放

射探针在脑干组织分布的三维立体图像。这种方法

得到的放射探针与靶受体结合的空间分辨率更

高［61］。Veldman等［62］采用［3H］AZ10419369为探

针，采用人源尸体的脑干为材料，构建了5-HT1B受

体的高分辨受体 - 配体分布模板，基于 ［11C］

AZ10419369探针的人脑干PET数据按照该模板对

观测空间进行分析，获得了一套放射探针空间分布

的分析数据（标记为ARG模板结果）；同时他们借

助于磁共振成像（MRI）提供的观测空间参数并嵌

入到 PET 数据中作为观测空间模板，对 PET 数据

进行分析获得了另一套的分析数据（标记为PET模

板结果），通过比较不同模型下放射性配体的分布

结果发现，在脑干的大部分区域，PET模板法获得

的归一化的受体结合值较ARG模板法获得的归一

化的特异性结合值高，这种差异在背部的脑干部分

观测空间更加明显；相反在脑干近尾部观测空间的

归一化的受体结合值（PET模板法）较归一化的专

一性结合值（ARG模板法）要低。他们认为这种

差异的存在是由于PET中局部容积效应造成的，这

种差异的出现值得关注。

体外标记 MARG 研究不仅能用来研究靶点分

子的组织细胞内定位分布，还可以定量研究探针与

靶分子的结合能力。研究中多采用冷冻切片法，此

时靶点蛋白仍处于活性构象，通过改变标记探针的

浓度，检测探针与靶分子的结合量就获得了标记探

针浓度与靶分子结合之间的定量变化关系，通过计

算就能定量表征探针与靶分子间的亲和力常数以及

靶分子结合探针分子的分子数等理化常数［63-64］。适

度的解离常数是放射探针能够成为体内示踪探针的

首要条件之一。Mikkelsen等［65］利用放射自显影技

术定量表征了新合成的放射标记配体 ［3H］ JNJ-

64413739 与靶向 P2X7 受体相互作用的理化参数。

P2X7受体在药物难治性癫痫患者的颞皮质组织中

表达增加，被认为是PET成像临床检测神经性炎症

的第二代放射性配体靶标。实验用的组织材料来自

于对药物难治性颞叶癫痫患者进行神经手术治疗时

切除的颞皮质组织。将载有该组织切片的载玻片在

室温用含有 0.5% BSA的缓冲液进行预孵育后转移

到含有不同浓度［3H］ JNJ-64413739的孵育液中孵

育２ h，然后晾干进行放射自显影操作，再对放射

自显影信号强度与配体的浓度作图，在扣除切片组
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织对疏水性放射探针的非特异吸附形成的本底后，

探针的结合数据按照单点结合模式进行分析。在选

定的条件下，［3H］ JNJ-64413739既能与蛋白质中

的P2X7受体结合也能与灰质中的P2X7受体结合，

在饱和配体条件下两者的解离常数相近，都是约     

7 nmol/L，但最大结合量方面白质比灰质高约

40%。此前对［18F］ JNJ-64413739的PET临床研究

已经发现该探针适合于定量表征人脑中P2X7受体

的表达［66-67］，Mikkelsen等［65］的定量研究为［18F］

JNJ-64413739探针的临床应用提供了理论基础。

2.2.3　正电子标记探针的显微放射自显影

磷屏扫描成像技术大大缩短了组织切片的曝光

时间，为短半衰期的核素（如 11C、18F、90Y等）标

记探针的放射自显影提供了可能。如同 14C在有机

化合物药物标记中不改变药物的分子结构和理化性

质因而得到广泛应用一样，11C、18F标记的放射探

针在 PET 成像中也获得了广泛的应用，但在采用

放射自显影研究 PET 成像探针的靶向专一性时，

大多数研究人员仍采用 14C或 3H标记的同一结构化

合物进行体外标记的放射自显影操作技术，这意味

着需重新探索 14C或 3H标记探针的合成，因而会大

幅增加研究人员的工作量和研究成本。如果能够直

接采用正电子探针开始体外组织的放射自显影研究

将会有力推动PET示踪剂的探索工作。5-HT1A受体

广泛分布在中枢神经系统，海马、中缝核以及大脑

皮质中分布更加密集，在多种神经精神性疾病以及

神经退行性脑病的病理过程中起着重要的作用，因

此开发高效专一，合成便利的靶向5-HT1A受体PET

探针是当下研发的一个热点。Dahl等［68］合成了两

个 11C 标记的类似化合物 ［11C］ AZ11132132 和

［11C］AZ11895530，其骨架结构非常类似，不同点

主要在叔氨基上的两个取代基略有不同，在

AZ11132132中是两个刚性非常大的环丁基，而在

AZ11895530中变为一个环戊基和一个线状的正丙

基。为了鉴定这两个标记探针的靶向专一性，以死

后人源全脑组织经冷冻包埋再切成 100 μm厚的切

片为材料，采用体外放射标记的方法处理组织后，

使用磷屏成像获得了清晰的放射自显影图像。结果

显示，［11C］AZ11895530在海马区和大脑皮层有高

密度的结合，高浓度的 WAY1006359 （10 μmol/L）

通过竞争性结合抑制［11C］ AZ11895530对海马区

和大脑皮层组织中 5-HT1A受体的结合，说明适当

增加叔氨取代基团的柔性有利于化合物与受体的结

合，为进一步开展对［11C］ AZ11895530的PET研

究提供了作用机制方面的基础。采用活体样品制备

方法对［11C］［69］以及［18F］［70］标记探针的放射自

显影也取得良好的成像结果，这为放射性标记探针

在体内的分布研究提供了多种方法互相参考验证的

途径。

3　展 望

放射自显影技术提供了从分子、组织以及整体

层次认识生物体的组织结构和新陈代谢功能的多维

度研究手段。同时在分子、组织、整体层次也都存

在着多种非放射性实验技术与放射自显影技术形成

补充。非放射性技术能够部分取代放射自显影，已

经成为常规实验的首选，但在某些条件下，放射自

显影技术的检测特异性、灵敏性和不改变探针分子

结构的特性使得该技术仍然是研究过程中离不开的

实验方法，这一点在某些酶的活性研究、蛋白质翻

译后修饰位点鉴定、低丰度蛋白质-核酸相互作用

研究等应用方面已经得到充分体现。荧光标记成像

的最大障碍在于标记结构基团会或多或少地改变被

标记分子的性质。只有荧光标记生物大分子（如目

标蛋白与荧光蛋白融合表达）的方法，在研究目标

分子在体内的加工、代谢以及与靶点作用等方面已

经得到了广泛的应用［71］，但研究荧光标记的小分

子行为时，荧光基团对小分子结构和功能的影响就

不能不考虑［72］，这也是荧光标记小分子技术应用

受到一定限制的重要原因之一。原位质谱成像技术

是放射自显影法研究组织分布的一个新的强有力竞

争者。原位质谱成像的一个主要特点就是不需要进

行标记，可进行单一分子的质谱成像也可同时对多

个内源分子进行成像叠加，扩大研究目标分子的范

围。质谱成像可以在细胞及亚细胞器分布的分辨率

水平对目标分子的分布进行定性与定量分析［5-7］。

应当注意到，质谱技术测定分子结构的底层核心假

设是在一定的分子质量精度下，按照分子式计算的

精确分子质量与测定分子质量匹配的所有分子，包

括同一分子的各种同分异构体都是可能的检测结

构。理论上通过提高分子质量测定的精度可以提高

命中目标化合物的成功率，通过二级质谱能够进一

步鉴定一级质谱筛选出的哪个潜在化合物更符合目

标化合物的特征。在生物学研究中通过建立一个完

善的仅在生物体系或某个亚体系存在的生物分子化

合物库，确定并缩小与精确分子质量测定值相匹配

的化合物个数是生物成像技术发展的重要方面之

一。建立完善的生物分子数据库，尤其是每一个物
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种的数据库仍是一个艰巨的工作。另一方面待检测

分 子 一 旦 和 生 物 大 分 子 形 成 共 价 修 饰 ， 如

AZD5248对动脉血管弹性组织的共价修饰［42］，也

会逃离质谱检测的能力范围，因而也需要放射自显

影等技术的多方验证。对于检测低浓度的受体配

体，质谱成像仍有许多技术细节需要不断完善［37］。

因此生物质谱成像技术是放射自显影技术的有益补

充。目前质谱成像技术的使用成本仍高，专用的质

谱设备普及仍有一个过程。本文引用的靶分子在组

织切片中分布的放射自显影数据有一部分和PET工

作相关，说明尽管 PET 方法在临床检测中应用广

泛，得到研究人员的广泛重视，并成为发展基于新

探针、新靶点的PET诊断技术工作的一个热点，但

组织切片的放射自显影分析仍是开拓PET检测方法

的基石。而 11C、18F等正电子核素的磷屏成像分析

为PET示踪剂的筛选提供了快捷的体外组织化学方

法，必将会促进PET示踪剂合成与优化的步伐。因

此在组织水平的研究中，尤其是在低丰度探针的分

布研究中，放射自显影技术在相当长的时间内仍然

是首选方法。

放射自显影领域的应用现状说明，面对非放射

性替代技术的挑战，放射性示踪的优势应用领域发

生了一定程度的转移。这和在放射性的液闪检测技

术应用［73］中观察到的状况是相似的。除了上述重

点介绍的应用领域外，放射自显影技术在蛋白质翻

译后修饰的其他领域，如甲基化［10］、糖基化及其

受体［74-76］、软骨中的二硫键［77］，以及动脉粥样硬

化［78］、内源性大麻受体的活性［79］等方面的应用依

然十分活跃。因此，放射示踪共用技术平台的建设

要面向优势领域和当前核医学的热门领域提供配套

的核素资源、配套的操作设施、检测设备以及严格

的辐射防护管理，通过多种途径提升放射示踪操作

平台的应用效率。

在实际运行中还要加强对实验操作人员的辐射

安全防护知识和技能的培训。既要防止极少数操作

人员认为所用核素辐射能量低、使用剂量少、盲目

蛮干的问题，更要关注大多数人员对射线的性质了

解不多，甚至一无所知，却盲目夸大放射性核素的

辐射损伤因素。严格按照放射操作规范进行相关工

作是保证每一个放射从业人员安全的关键。我们遇

到多个实例，因实验人员对放射性示踪技术持排斥

态度导致前期的大量非放射性替代操作结果被拒，

或被要求补充相关的放射性研究结果因而耽误了宝

贵的时间，尽管这可能和某些审稿人的偏见有关。

因此，根据实际工作需要适时恰当地采用放射自显

影等实验方法对于推动相关科研工作的进展将会起

到重要的作用。
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Biological Applications of Autoradiography: Present and Future
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Graphical abstract

Abstract　 Autoradiography generally involves in metallic silver stain formation through irradiation to 

photosensitive materials (such as X-ray film) with further development and fixation steps using a radiolabeled 

probe, and the stain density indicates the relative amount of its target molecules and its distribution in tissue 

slices. This traditional method has a wide range of applications both in biological studies and preclinical drug 

researches. Phosphor film imaging has significantly shortened the autoradiography’s experimental intervals, and 

the positron nuclides with short-half-lives can also be performed. The purpose of this paper focuses on the frontier 

of some experimental works that can’ t be completely replaced by non-radioactive labeled methods, such as some 

enzymatic activity assays, protein or peptide phosphorylation site analyses, nucleic acid assays with low 

concentrations, and the target (such as receptors) molecule distributions in tissue slices by radiolabeled selective 

ligands. Thus the technological platform should be reformulated to adapt to the current trends of experimental 

works.

Key words　autoradiography, phosphor film image, phosphorylation site assay, receptor distribution, functional 

analysis

DOI：10.16476/j.pibb.2023.0072

                                      
∗ Corresponding author.

Tel： 86-10-64888421， E-mail： hjzhang@ibp.ac.cn

Received： March 3， 2023    Accepted： April 3， 2023


