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重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子栓在雌性大鼠体内药动学研究 
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摘  要：目的  探讨重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（rhGM-CSF）的栓剂经阴道给药和注射剂皮下给药后雌性 SD 大

鼠阴道和宫颈组织的药动学行为。方法  雌性 SD 大鼠分别阴道给以 50、100、200 μg/kg rhGM-CSF 栓剂，rhGM-CSF 注射

剂 sc 100 μg/kg，用酶联免疫测定法（ELISA）检测动物组织和血清中的药物浓度，数据经 DAS 药动学程序处理并计算药动

学参数。结果  大鼠阴道给予 50、100、200 μg/kg rhGM-CSF 栓剂后，阴道和宫颈组织药物消除半衰期（t1/2ke）分别为 0.54、
0.70、1.19 h；达峰时间（tpeak，实测值）均为 0.5 h；达峰浓度（Cmax，实测值）分别为 35.24、61.45、125.55 ng/g，药-时曲

线下面积（AUC0~8 h）分别为 40.40、75.89、334.90 h·ng/g（统计矩法计算）。100 μg/kg 栓剂给药后，与 sc 相同剂量的 rhGM-CSF
注射剂比较，测得的 大血药浓度仅有后者的约 1/250。结论  rhGM-CSF 栓剂阴道给药后主要作用于局部，对全身作用的

影响极小。 
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Abstract: Objective  To investigate the pharmacokinetics behavior of recombinant human Granulocyte macrophage colony 
stimulating factor (rhGM-CSF) in tissues of vagina and cervix of female SD rats after vaginal and sc administration with suppositories and 
injections. Methods  Female SD rats were given rhGM-CSF Suppositories at 50, 100, and 200 μg/kg by vaginal administration and 
rhGM-CSF injection at 100 μg/kg dose by subcutaneous administration. The contents of rhGM-CSF in vagina and cervix tissues 
were determined by ELISA method, as well as the 100 μg/kg dose rhGM-CSF concentration in plasma. Pharmacokinetic parameters 
were calculated by using DAS software. Results  The pharmacokinetic parameters for 50, 100, and 200 μg/kg of rhGM-CSF 
Suppositories were as following: the elimination half-life (t1/2ke) were 0.54, 0.70, and 1.19 h, respectively. The peak time (tpeak, 
measured value) was 0.5 h, and the peak concentrations (Cmax, measured value) were 35.24, 61.45, and 125.5 ng/g, respectively. the 
area under the curve (AUC0~8 h) calculated were 40.40, 75.89, and 334.9 h·ng/g, respectively. After vaginal administration at the 100 
μg/kg dose, the drug concentration measured in plasma was only about 1/250 of of rhGM-CSF Injection. Conclusion  rhGM-CSF 
Suppositories mainly act on local tissue after vaginal administration, and have limited impact or effect systematically. 
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粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）作

为一种生物细胞因子，可以促进骨髓中前体细胞的

增殖、加速吞噬细胞对真菌和细菌的摄取、增加单

核巨噬细胞和中性粒细胞的杀菌活性，在炎症反应

中扮演着重要的角色[1-5]。有文献报道表明，1 名单

纯疱疹病毒复发性生殖器感染的妇女经过 6 d sc 
300 mg/d 重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子

（rhGM-CSF）治疗后，观察到患者的免疫功能逐渐

正常化，临床症状表现也逐渐消失，说明 rhGM-CSF
可以用于治疗生殖器的炎症[6]。因此本研究为了观

察不同剂量的 rhGM-CSF 栓剂在单次大鼠给药后局

部组织的药物动力学，同时检测血清中药物浓度，

并与 sc rhGM-CSF 注射剂进行了比较，为临床试验

提供参考。 
1  材料 

rhGM-CSF 栓由长春金赛药业有限公司提供，

0.1 g/栓，有 3 种规格，分别为 10、20、40 μg/栓，

批号分别为 20060920-1、20060920-2、20060920-3，
试验前在 4 ℃保存；rhGM-CSF 注射液由长春金赛

药业有限公司提供，规格 300 μg/瓶，批号 20060907，
试验前在 4 ℃保存；ELISA 检测 rhGM-CSF 试剂盒

由晶美生物工程有限公司出品，批号 200601010；
样品稀释液：含 10%空白大鼠血清的 0.05 mol/L 
PBS（pH 7.4）。 

Zenyth1100 型多功能酶标板扫描仪（奥地利

Anthos 公司）；XHF-1 高速分散器（上海金达生化

仪器有限公司）；H2050R 高速离心机（长沙湘仪离

心机仪器有限公司）；SOP 电子天平（北京赛多利

斯仪器系统有限公司）。 
雌性 SD 大鼠，体质量 190～205 g。由中国医

学科学院放射医学研究所实验动物中心提供，许可

证号 SCXK（津）2005-6001。 
2  方法与结果 
2.1  ELISA 测定方法 

按照试剂盒说明书，在预包被第一抗体的 96
孔微孔板上，每孔加 100 μL 样品液（标准品或待测

样品），双复孔。37 ℃湿盒保温 90 min 后，甩去孔

内液体，洗板（30 s×4），控干洗涤液，除空白孔

外每孔加生物素化抗体液 100 μL，37 ℃湿盒保温

60 min，洗板（30 s×4），除空白孔外每孔加酶结合

物工作液 100 μL，37 ℃湿盒保温 30 min 后，洗板

（30 s×4），每孔加显色剂 100 μL，37 ℃避光反应

15 min，然后每孔加 100 μL 终止液终止反应。混匀

后在酶标仪 450 nm 波长读取各孔吸光度（A450）值。 
2.2  给药剂量的设定 

根据 rhGM-CSF 栓剂的药效实验剂量和预实验

结果，选择 rhGM-CSF 栓剂 50、100、200 μg/kg 3
个剂量，注射剂对照组 sc 100 μg/kg rhGM- CSF 注

射剂。 
2.3  血清和组织样本的采集 

栓剂组大鼠阴道给药后分别在 0（给药前）、

0.08、0.17、0.5、1、1.5、2、4、6、8、12 h 处死，

立即摘取内生殖器官（阴道和子宫），分离阴道＋宫

颈组织，用剪刀剖开内壁，用 37 ℃预热的生理盐水

洗涤 4 次。滤纸吸干组织后称定质量，加定量生理

盐水制成 10%匀浆，3 000 r/min 离心 15 min，取上

清液，−20 ℃保存。100 μg/kg 剂量组动物处死前先

从眼静脉取血并离心分离血清−20 ℃保存。每组每

个时间点均为 5 只动物。 
注射剂对照组动物分别于 0 h（给药前）和皮下

给药后 0.17、0.5、1、1.5、2、4、6、8、12 h 从眼

静脉丛取血，并离心分离血清，−20 ℃保存。取血

后处死动物同以上方法取动物的生殖器官，制备匀

浆，离心取上清液，−20 ℃保存。每个时间点均为

5 只动物。 
2.4  标准曲线的绘制 

标准曲线是用样品稀释液配制不同质量浓度的

rhGM-CSF 溶液，使终质量浓度分别为 0、7.8、15.6、
31.2、62.5、125、250、500 pg/mL。按“ELISA 测

定方法”项下操作，测定在 450 nm 处的 A450值。

以质量浓度的对数值为横坐标，A450 值为纵坐标作

图。结果 rhGM-CSF 在 7.8～500 pg/mL 与 A450 值线

性关系良好，其回归方程为 A450＝0.808 83 lgC －
0.637 27（r＝0.996 5）。 低定量下限（LLOQ）为

标准曲线的 低浓度点，即 7.8 pg/mL。 
2.5  精密度和准确度试验 

将 rhGM-CSF 用样品稀释液配成质量浓度分别

为 15.6、62.5、250 pg/mL 的 3 个质控样品，在同一

块酶标板和不同酶标板上每个质量浓度分别测定 5
次，考察所测定浓度范围内的精密度和准确度。精

密度以板内、板间 5 次测定的 RSD 值表示，准确度

为测定值与真实值的接近程度。结果见表 1。结果

表明在上述 3 种质量浓度下，板内精密度 RSD 值均

小于 5%，板间精密度 RSD 值均小于 10%；板内准

确度为 98.1%～103.2%，板间准确度为 93.8%～

107.5%。 
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表 1  精密度和准确度试验结果（⎯x ± s，n = 5） 
Table 1  Results of precision and accuracy tests (⎯x ± s, n = 5 ) 

板内 板间 质量浓度/ 

(pg·mL−1) 测定值/(pg·mL−1) 精密度/% 准确度/% 测定值/(pg·mL−1) 精密度/% 准确度/%

  15.6 16.09±0.14 0.86 103.2 14.93±0.77 5.19  95.7 

  62.5 61.31±1.71 2.80  98.1  58.6±3.64 6.21  93.8 

250 252.7±5.97 2.36 101.1  268.7±14.9 5.54 107.5 

 
2.6  特异性试验 

以 NTα1、GCSF、IL-11、IL-6、IFNβ、IFNα、
TNFα 7 种血液中可能含有的内源性物质为试验对

象，与 10 ng/mL rhGM-CSF 一起使用 ELISA 试剂

盒测定，结果见表 2。结果显示内源性物质的 A450

值读数均远低于 低检测量的 A450值，表明上述内

源性物质与测定 rhGM-CSF 时无明显交叉反应。 

表 2  特异性试验结果 
Tab 2  Results of specificity test 

样品 A450（扣除本底） 质量浓度/(pg·mL−1)

NTα1 0.032 —  

GCSF −0.003 —  

IL-11 0.013 —  

IL-6 0.022 —  

IFNβ 0.008 —  

IFNα −0.001 —  

TNFα 0.007 —  

rhGM-CSF 0.157 7.8 

—：表示未检测到 
“—”indicated not detected 

2.7  回收率试验 
将空白大鼠阴道+宫颈组织加生理盐水制成

10%组织匀浆，加入 rhGM-CSF 至终质量浓度分别

为 15.6、62.5、250 pg/mL，置于 37 ℃水浴中保温

60 min，3 000 r/min 离心 15 min，取上清液测定药

物质量浓度，计算回收率，结果见表 3。 

表 3  回收率试验结果（⎯x ± s，n = 3） 
Table 3  Results of recovery test (⎯x ± s, n = 3 ) 

质量浓度/ 

(pg·mL−1) 

测定值/ 

(pg·mL−1) 
回收率/% RSD/%

15.6 15.5±0.5 99.4 3.23 

62.5 59.1±1.9 94.5 3.21 

250 245.8±24.3 98.3 9.89 

 

2.8  稳定性试验 
配制质量浓度分别为 15.6、62.5、250 pg/mL 的

质控样品 5 组（每组每个质量浓度各 3 个样品），分

别按不同条件下存放，得到样品 1（在−20 ℃储存

20 d）、样品 2（−20 ℃储存 10 d 后 4 ℃解冻 1 d，
再−20 ℃储存 9 d）、样品 3（−20 ℃储存 1 d）、样品

4（4 ℃储存 1 d）和样品 5（25 ℃储存 1 d）。保存

条件结束后，在室温下解冻立即测定，结果见表 4。 

表 4  稳定性试验结果（⎯x ± s，n = 3） 
Table 4  Results of stability test (⎯x ± s, n = 3 ) 

样品
质量浓度/ 

(pg·mL−1) 
测定值/(pg·mL−1) RE/% RSD/%

1   15.6 14.1±0.2 90.4 1.42 

   62.5 56.6±2.8 90.6 4.95 

 250 251.3±16.5 100.5 6.57 

2   15.6 14.9±0.1 95.4 0.67 

   62.5 55.0±2.7 88.1 4.91 

 250 264.1±6.7 105.6 2.54 

3   15.6 15.1±0.3 96.7 1.99 

   62.5 53.8±2.8 86.1 5.20 

 250 280.7±10.9 112.3 3.88 

4   15.6 15.2±1.0 97.7 6.58 

   62.5 60.6±2.5 96.9 4.13 

 250 258.3±35.6 103.3 13.78 

5   15.6 15.0±0.4 96.1 2.67 

   62.5 59.9±2.6 95.9 4.34 

 250 259.0±20.3 103.6 7.84 

 
2.9  rhGM-CSF 质量浓度的测定 

测定实验动物在不同时间点的组织匀浆上清液

和血清样品时，均制备 1 条随行标准曲线。 
2.9.1  栓剂组组织中 rhGM-CSF 质量浓度测定  随
着给药剂量的增加，阴道和子宫组织内的 rhGM- 
CSF 质量浓度也随之增加，50、100、200 μg/kg 剂

量组的药物行为模式基本一致，达到峰值后 rhGM- 
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CSF 质量浓度逐渐减少直至趋于 0。平均组织药物

质量浓度–时间曲线见图 1。 

 

图 1  rhGM-CSF 栓剂阴道给药后的组织药物质量浓度-时
间曲线（⎯x ± s，n = 5）  

Fig. 1  Mean tissue concentration - time curve after vaginal 
administration of rhGM-CSF (⎯x ± s, n = 5 ) 

2.9.2  栓剂和注射剂（100 μg/kg）组组织和血清中

rhGM-CSF 质量浓度测定  rhGM-CSF 注射剂 sc 
100 μg/kg后和同等剂量的 rhGM-CSF栓剂阴道给药

后的血药浓度–时间曲线对比见图 2，组织药物质

量浓度–时间曲线对比见图 3。可以看出，皮下注

射给予 rhGM-CSF 注射剂后，在血清中的药物质量

浓度远远高于 rhGM-CSF 栓剂阴道给药后的血清质

量浓度，rhGM-CSF 栓剂在血清中几乎没有分布，

因此基本检测不到血清中的 rhGM-CSF，但在阴道

和子宫组织中的质量浓度十分高，而 rhGM- CSF 注

射剂在相应组织中几乎不存在，表明在给药后组织

对 rhGM-CSF 栓剂的吸收十分完全。 

 
图 2  rhGM-CSF 注射剂和栓剂（100 μg/kg）血药浓度-时

间曲线对比（⎯x ± s，n = 5） 
Fig. 2  Comparison of plasma drug concentration - time 

curve of rhGM-CSF by either subcutaneous or 
vaginal administration at 100 μg/kg (⎯x ± s, n = 5 ) 

 
图 3  rhGM-CSF 注射剂和栓剂（100 μg/kg）组织浓度-时

间曲线对比（⎯x ± s，n = 5） 
Fig. 3  Comparison of tissue drug concentration - time 

curve of rhGM-CSF by either subcutaneous or 
vaginal administration at 100 μg/kg (⎯x ± s, n = 5 ) 

2.10  药动学参数计算 
将得到的组织和血药浓度数据用 DAS 药动学

计算程序进行拟合处理。符合一房室消除模型（权

重 1/C），药时曲线下面积（AUC0~8 h）用统计矩法

计算，所得药动力学参数见表 5。大鼠阴道给予 50、
100、200 μg/kg rhGM-CSF 栓剂后，阴道＋宫颈组

织药物消除半衰期 t1/2ke分别为 0.54、0.70、1.19 h，
达峰时间 tpeak（实测值）均为 0.5 h，达峰浓度 Cmax

（实测值）分别为 35.24、61.45、125.55 ng/g，药-
时曲线下面积（AUC0~8 h）分别为 40.40，75.89、
334.90 h·ng/g（统计矩法计算）。 

表 5  SD 大鼠阴道给予 rhGM-CSF 栓剂后组织药动学参数 
Table 5  Main pharmacokinetic parameters of SD rats in 

tissues after a single vaginal administration 

剂量/(μg·kg−1) 
参数 单位 

50 100 200 

t1/2ke h  0.54  0.70   1.19 

tpeak h  0.50  0.50   0.50 

Cmax ng·g−1 35.24 61.45 125.55 

AUC0~8 h h ng·g−1 40.40 75.89 334.90 

CL/F(s) h−1  1.71  1.55   0.67 

 
血药浓度数据符合二房室消除模型（权重 1/1），

所得药动力学参数见表 6。大鼠 sc 100 μg/kg rhGM- 
CSF 注射剂药物消除半衰期 t1/2β为 0.74 h，达峰时

间 tpeak（实测值）为 1.0 h，达峰浓度 Cmax（实测值）

为 57.92 ng/mL，药-时曲线下面积（AUC0~12 h）为

120.73 h·ng/mL。 
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表 6  SD 大鼠 sc rhGM-CSF 注射剂（100 μg/kg）后血清药

动学参数 
Table 6  Main pharmacokinetic parameters of SD rats after 

subcutaneous administration at 100 μg/kg 

参数 单位 数值 

t1/2β h 0.74  

K21 h−1 0.95  

AUC h·ng·mL−1 120.73  

CL(s) L·h−1·kg−1 0.82  

tpeak h 1.0  

Cmax ng·mL−1 57.92   

 
3  讨论 

由于生物样本的特殊性和复杂性，并且还存在

着其他的活性物质和血清成分的干扰，因此就需要

一种检测速度快、重复性好、特异性好、经济实惠

的方法来检测 rhGM-CSF 的浓度[7-12]。其中 ELISA
检测法可以满足以上的需求，测定技术十分成熟，

故选择ELISA法测定 rhGM-CSF试剂盒对大鼠血清

和组织中的药物浓度进行测定。 
本研究对 SD 大鼠阴道给予 50、100、200 μg/kg 

rhGM-CSF 栓后，阴道＋宫颈组织药物浓度随着剂

量的增加而增大，其中 50、100 μg/kg 剂量组的消

除半衰期 t1/2ke相近（分别为 0.54、0.70 h），Cmax（分

别为 35.24、61.45ng/ml）、AUC0~8 h（分别为 40.40、
75.89 h·ng/g）与剂量存在较明显的相关性，而 200 
μg/kg 剂量组虽然达峰时间 tpeak（实测值）与 50、
100 μg/kg 剂量组的一样，但 t1/2ke明显延长（1.19 h），
AUC0~8 h（334.90 h·ng/g）增加的倍数也远远超过剂

量增加的倍数，表明当栓剂剂量增大到 200 μg/kg
时，rhGM-CSF 在给药部位的吸收会出现饱和现象。

大鼠阴道给予 100 μg/kg rhGM-CSF 阴道栓剂后，测

得的血清药物浓度与皮下注射相同剂量的 rhGM- 
CSF 注射剂比较， 大血药浓度仅有后者的 1/250，
表明 rhGM-CSF 阴道栓剂给药后主要作用于局部，

对全身作用的影响极小。 
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