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c—fos编码的c—Fos蛋白被用作脊髓神经元传导痛

觉的间接指标。EERD对AA大鼠脊髓c Fos蛋白

的表达有显著地抑制作用，进一步验证了EERD对

疼痛的抑制作用。由此可见，EERD的镇痛作用可

能通过抑制PGE：和II．一1B的产生，抑制iNnS的活

力从而减少NO在脑组织形成，通过提高SOD和

CAT活性抑制超氧化物产生，加速清除氧自由基的

方式来实现的。
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酶联免疫法研究天花粉蛋白突变体在猕猴体内的药动学

蔡永明1，孙超渊1，车铭1，陈拯民1，刘昌孝1，储瑞蔼2

(1．天津药物研究院药代动力学与药效动力学省部共建国家重点实验室。天津300193
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摘要：目的研究猕猴iv天花粉蛋白突变体(MTCS)的药动学。方法猕猴iv MTCS 220 pg／kg后，采用酶联

免疫分析法(El，ISA)测定动物血清中的药物质量浓度，血药浓度一时间数据用3P97药动程序拟台分析并计算药

动学参数。结果MTCS在猕猴体内消除符合二房室模型。6只猕猴的平均消除半衰期(￡眦日)为(3．82士1．42)h，

平均消除速率(CI．)为(276．51±118 61)mL／(kg·h)，药时曲线下面积(AUCo吲h)为(1 124．1士189．6)

ng-h／mL。结论 用ELISA方法能准确测定动物血清中MTCS质量浓度和研究其药动学。

关键词：天花粉蛋白突变体(MTCs)l酶联免疫分析法(E1．1SA)；药动学；猕猴
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In vivo pharmacokinetics on mutant of trichosanthes in macaque

by enzyme—linked immunosorbent assay

CAI Yong ruin91，SUN Chao yuanl，I，I Min91，CHEN Zheng rainl，LIU Chang xia01，CHU Rui—ai
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(1．National Key I．aboratory of Pharmacokinetics and Pharmacodynamics，Tianjin Institute of Pharmaceutical
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Abstract：Objective To study the pharmacokinetics on mutant of trichosanthes(MTCS)after iv ad—

ministration in macaque．Methods Serum drug concentration was measured by an enzyme—linked 1m一

鏊銎晶智：眢鉴：器≥‰划资助项目(2。。3AA223471))；国家。973。计划赞助项目(2004cB5189。2)
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munosorhent assay(ELlSA)after iv injection at a dose of 220#g／kg to macaque，the pharmaeokinetic

model and parameters were fited and calculated from the concentration—time data by a 3P97 program．

Results The serum drug concentration time curve was fited to a two compartment model．The pharma

cokinetic parameters were as follows：the mean elimination half life(￡m3)was(3．82±l-42)h；the mean

serum clearance(CL)was(276．51士118．61)mL／(kg·h)and the mean area under the serum concentra—

tion-time curve(AUC““h)was(1 124．1士189．5)“g·h／mL．Conelusion The enzyme～linked im—

munosorbent assay is shown to be accurate for determination of serum concentration of MTCS and suitable

for pharmacokinetic study of MTCS．

Key words：mutant of trichosenthes(MTCS)；enzyme—linked immunosorbcnt assay(EI．ISA)；phar—

macokineties；macaque

天花粉蛋白(tnchosanthes，TCS)是从栝楼根

中提取的一种碱性蛋白质，相对分子质量为2．7×

10。“。国外研究资料表明天然天花粉蛋白(mutant

of triehosanthi，MTCS)GLQ223具有抗人免疫缺

陷病毒(HIV)的活性，临床上可用于治疗艾滋

病o“]。MTCS是中国科学院上海细胞所利用基因

工程技术制备的天花粉蛋白突变体，其相对分子质

量为2．6×101。它是将天花粉蛋白加以改造，去掉

其中的强抗原性，使其只作用于趋化因子受体，而没

有其他的反应，而且保持了天花粉蛋白的生物活性。

MTCS作为一种生物工程制品目前已经开始在临

床上用于艾滋病的治疗。本实验研究MTCs在猕猴

体内的药动学过程，旨在为临床合理用药提供依据。

1材料与方法

1．1 实验药物：MTCS由中国科学院上海细胞所

提供，质量浓度为5．1 mg／mL，批号20011001，样

品为无色透明液体，HPLC法测其质量分数为

10％。实验前样品于一20℃保存。

1．2质控样品：用于方法学研究的MTCS，质量浓

度10／tg／mL，样品为无色透明液体。实验前样品

于一20℃保存。

I．3检测MTCS的ELISA试剂盒：由卫生部临床

检验中心提供。该试剂盒由专一性抗MTCS单克隆

抗体预包被的96孔板和专一性抗MTCS的酶标多

克隆抗体组成，酶反应底物为3，3 7，5，5’一四甲基联

苯胺(TMB)。显色后在酶标仪上读取各孔450 nm

处的吸光度(4)值。

1．4主要仪器：550型酶标微板读数仪，美国Bio—

red公司产品。

1．5实验动物：健康成年猕猴6只，体重5～7妇，

雌雄各半，4～5岁。由苏州西山中科实验动物中心

生产并提供。实验动物质量合格证：中科沪动管第

99—0011号。实验动物设施合格证：中科沪动管第

99—0010号。

1．6剂最的确定和给药方法：小鼠iv MTCS的有

效剂虽为1 mg／kg。按体表面积折合”3。猕猴约为

220 pg／kg，以该剂量作为本实验中猕猴iv给药的

剂量。将药物用生理盐水稀释成550 pg／mL(即

0．4 mL／kg)后，按220 pg／kg剂量于动物大腿内

侧隐静脉iv给药。

1．7血清样品的制备：于给药前和给药后2、5、i5、

30、60、120、180、240，360、480、720和l 440 min从

猕猴给药对侧后肢隐静脉取血，室温放置30 min

后，于4 000 r／min离心10 rain，分离血清，20℃

保存待测。

1．8测定方法：在预包被第一抗体的96孔微孔板

上，每孔分别加入样品标本(标准品或待测样品)

和酶标抗体各50 pL，双复孔，振荡混匀1 rain。37

c保温1 h后，除去孔内液体，洗板4次。每孔加

i00 pL底物液TMB，37 C反应20 min，每孔加50

止硫酸终止反应。在酶标仪450 nm波长处读取各

孔的A值。

1．9参数计算：血药浓度一时问数据用3P97药动

程序拟合分析并计算药动学参数，采用梯形法计算

AUC。。值，数据均以z土5表示。

2结果

2．1 ELISA法测定血药浓度方法的建立和确证

2．1．1 标准曲线、线性范围和最低定量限：标准曲

线是用含动物空白血清的样品稀释液配制不同质量

浓度的MTCS溶液，使终质量浓度分别为0、0．25、

0．50、1．00、2．00、4．00和8．00 ng／mL。按1．8项下

内容操作，测定450 nm的A值即可制得标准曲线。

结果在此质量浓度范围内(o．25～8．0 ng／mL)，药

物质量浓度对数与A值对数呈直线相关。直线回归

方程为lgA=0．525 4+0．925 7 lgC，r一0．999。最

低检出限为标准曲线的最低质量浓度点，即0．25

ng／ml。。

2．1．2样品标准曲线和药盒标准品曲线问的平行



中革芮Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第3期2006年3,El

性测验：分别用药盒中的MTCS标准品和样品标准

品(质控样品)同时制备两条标准曲线，使其终质量

浓度均分别为0、0．25、0．50、1．oo、2．oo、4．oo和

8．00 ng／mL，比较两条标准曲线的相关性。结果显

示两条标准曲线基本平行且重合，说明该药盒符合

本研究中样品的测定。两个直线回归方程分别为

lgA一一0．494 9+0．910 9 lgC，r一0．999(药盒标

准品)；lgA一一0．467 0+0．903 5 lgC，r一0．999

(样品标准品)。

2．1．3相对回收率、精密度和准确度：ELISA法测

定动物血清中MTCS的质量浓度，在0．5、2．0、6．0

ng／mI。内平均相对回收率为(81．1士2．8)％(月一

5)。批内和批间精确度(RSD)分别为2．6％～

6．0％和10．3％～15．7％(n一5)；准确度分别为

一16．5％～一20．0％和一2．0％～2．0％。

2．1．4 特异性：本试剂盒对白细胞介素一11(IL—

11)、白细胞介素一6(IL一6)、粒细胞集落刺激因子

(G—CSF)、干细胞因子(SCF)、肿瘤坏死因子一a

(TNF+a)、生长激素(GH)、a干扰素(IFN—a)和B

干扰素(IFN—B)等细胞因子均无交叉反应。

2．1．5样品稀释对测定样品中MTCS质量浓度的

影响：因本实验中部分血清样品含MTCS质量浓度

过高，需要稀释后才能符合标准曲线测定要求，为此

考察了样品稀释后对所测样品中MTCS质量浓度

的影响。制备含MTCS质量浓度为1 pg／mL的猕

猴血清样品，用样品稀释液(含0．2％BSA的PBS

溶液)稀释125倍后使MTCS终质量浓度为8．0

ng／mL，再稀释4次使最终稀释度分别为l：125、

1：250、1：500、1：1 000和1：2 000，测定各稀释

样品中MTCS的质量浓度，并检测实测值与期望值

间的关系。计算出期望指数。结果表明按1：125、

1：250、1：500、l：1 000和1：2 000稀释后，实测

值分别是期望值的94．4％、92．4％、90．4跖、90．8％

和78．0％。说明当稀释度不大于1：1 000时，用稀

释液稀释样品对测定结果影响不大，期望指数在

90．4％～94．4％。

2．2血药浓度测定和药动学参数的计算：猕猴iv

MTCS 220 pg／kg后的平均血药浓度一时问曲线见

图1。血药浓度一时间数据用3P97药动计算程序进

行数据处理。经拟合优度分析，药物消除符合二房室

模型，6只猕猴的平均消除半衰期(t。m)为

(3．82±1．42)h，平均消除速率(cL)为(276．51±

118．61)mI，／(kg·h)，药时曲线下面积

(AuC。。h，梯形法)为(1 124．1士189．5)ng·h／

mL。药动学参数结果见表1。

0 000

l 000

100

0 200 400 600 800 1000 1200 I 400

，／mal

图l猕赣iv MTCS(220 ug／kg)后的平均血药浓度一

时间曲线(i土s．月一6)

Fig．1 Mean 8enlm drug concentration—time curve

of iv MTCS at dose 220；Jg／kg in macaque

(；±F，H一6)

衰1袜豢iv MTCS(220 IJ；g／kg)后的平均药动学

参数“±s，n一6)

Table 1 Mean pharmacokinetic parameters of iv MTCS

(220 ug／kg)in macaque(i±s，n--6)

3讨论

本实验所用ELISA药盒中的抗体是针对

MTCS的单克隆和多克隆抗体组成的。不论用药盒

提供的标准品或用本实验中质控样品制备的标准曲

线，MTCS质量浓度对数与A值对数均呈直线相

关；两条标准曲线基本平行且重合。为确保血药浓度

测定的准确性，每次试验均制备一条质控样品的标

准曲线。本方法的相对回收率、精密度和最低检出限

以及样品经稀释后再测定均能符合新药药动学的实

验要求。本方法标准曲线测定的质量浓度线性范围

为0．25～8．0 ng／mL，动物给药后某些时间点的血

药浓度超出了线性范围，需要傲适当稀释，最高稀释

倍数为1 000倍。本实验结果表明用样品稀释液对

含MTCS的动物血清做不同(1；125～1 t 2 000)

稀释后，当稀释倍数在1：1 000以内时稀释度对实

测值影响波动不大(期望指数在90．4％～
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94．4％)，不影响测定的准确度。鸟§方法学验证，新建

立的测定方法符合药动学要求“]。据文献报道n]，猕

猴iv GI．Q223 300 pg／kg后，药物在体内的消除半

衰期81／2F为(3．7士1．5)h。本实验结果显示，猕猴iv

MTCS 220 pg／kg后，药物在体内的消除半衰期

“Ⅲ为(3．8±1．4)h。说明MTCS与天然的天花粉

蛋白的体内过程基本一致。
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原花青素对p一淀粉样肽25—35诱导PCI2细胞par一4

和bcl一2基因表达的影响

梅寒芳1，谢朝阳2，扬红1，祝其锋”

(1．广东药学院生物化学教研室．广东广州 510006；2．广东医学院生物化学与分子生物学研究所，广东湛江524023)

掎要：且的探讨原花青索(Pc)对p淀粉样肚(A＆s，s)诱导凋亡PCI2细胞par一4和bcl 2基因mRNA和蛋

白表达的影响。方法采用MTT比色法分析细胞存活率，Hoechst 33258+PI荧光染色法检测细胞凋亡，RT—PCR

方法检测PCI2细胞par一4和bcl一2基因mRNA的表达，Western blotting检测PCI2细胞Par一4和Bcl一2蛋白表

达。结果不同剂量(5、10、20、30 mg／L)PC预处理PCI2细胞1 h可剂量依赖性对抗Ap挣as引起的细胞礴亡，提

高PCI 2细胞的存活率，减少A日脊。；引起的PCI2细胞核固缩、凝聚和碎裂，降低par一4基因mRNA表达及蛋白表

达，增加bcl一2基因mRNA表达爱蛋白表达。结论PC可剂量依赖性对抗ApzⅢs对PCI2细胞的毒性作用，其机

制可能与下调凋亡基因par一4和上词抗凋亡基因bcl一2表达有关。

关键词：原花青索(PC)；A口25刚PCI2细胞；细胞摘亡；par一4{bcl一2
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Effect of procyanidins on gene expression of par‘‘4 and bcl—r2

in PCI2 cells induced by A1325—35

MEI Han—fan91，XIE Zhao yan92，YANG Hon91，ZHU Qi fen92

(1．Oepartmant of Biochemistry．Guangdong Pharmaceutical College，Guangzhou 510006·China；2．Institute

of Biochemistry and Molecular Biology，Guangdong Medical College，Zhanjiang 524023，China)

Abstract：Objective To study the effect of procyanidins(PC)on mRNA and protein expression of

par一4 and bcl一2 genes in PCI2 cells induced by Ap25_35．Methods Cell survivaI rate was evaluated by MTT

assay and apoptosis was analyzed by Hoechst 33258一PI fluorescence staining．The expressions of mRNA

and protein for par一4 and bcl一2 were tested bv RT—PCR and Western blotting．Results Pretreatment with

different concentrations of PC(5、10、20．and 30 mg／I，)for l h increased the survivaI rate of PCI2 eelI in a

dose—dependent manner．PC prevented the PCI2 cells nuclei from shrinkage，condensation，and cleavage

induced by Ap25m．PC decreased the expression of par一4 mRNA and protein，and increased the expression
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