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聚乙二醇修饰重组人血管内皮抑制素对 BALB/c小鼠自主活动和协同睡眠
的影响 
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摘  要：目的  根据新药申报要求，研究聚乙二醇修饰重组人血管内皮抑制素（M2ES）对小鼠自主活动和协同睡眠的影响，

以确定其可能关系到人安全性的非期望药理作用。方法  120只 BALB/c小鼠，随机分为 4组：对照组和M2ES低、中、高

剂量组，分别单次尾 iv氯化钠注射液和 6、12、24 mg/kg的 M2ES注射液。测定给药前和给药后 15、60、120、240、360 min
小鼠 5 min内的自发活动次数，以及对阈下剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠的影响。结果  与对照组比较，M2ES低、中、高剂

量组在给药前后各时间点小鼠的自主活动次数以及睡眠发生率均差异不显著。结论  M2ES 在 24 mg/kg及其以下剂量下对

小鼠自主活动无显著性影响，与阈下催眠剂量的戊巴比妥钠无明显协同催眠作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of polyethylene glycol modified recombinant human endostatin (M2ES) on 
spontaneous activity and synergy sleep of BALB/c mice according to the requirement of new drug registration and application, and to 
assess the potential unexpected pharmacology effects on human. Methods  Totally 120 BALB/c mice were divided into four groups: 
control group, M2ES low, medium, and high dose groups randomly, injected with sodium chloride injection and M2ES injection (6, 12, 
and 24 mg/kg), respectively. The number of spontaneous activity of the mice in 5 min before and 15, 60, 120, 240 and 360 min after 
treatment was determined, and the effects on hypnosis with pentobarbital sodium of subthreshold dose were also investigated. Results  
No significant difference in the number of spontaneous activity and sleep incidence between M2ES groups and control group in mice 
were observed. Conclusion  M2ES has no significant effects on the spontaneous activity and hypnosis with pentobarbital sodium in 
mice at the dose of 24 mg/kg and below. 
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聚乙二醇修饰重组人血管内皮抑制素（简称

M2ES）是一种长效抗新生血管生成药物。通过基

因操作，在内皮抑制素（endostatin）N末端加入一

个蛋氨酸，并对其进行了单一聚乙二醇修饰，质量

分数在 98%以上。M2ES在代谢上比血管内皮抑制

素具有更高的稳定性和更长的体内半衰期，可长时 
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间维持蛋白药物在血液中的有效治疗浓度，无需进

行频繁的注射或点滴[1]。动物实验发现，M2ES 具

有抑制血管内皮细胞迁移和小鼠肿瘤生长的活性，

与人血管内皮抑制素比较，活性明显提高。体内药

代学研究表明，M2ES 能有效的减缓药物在体内的

代谢，延长体内半衰期。与市场上同类产品比较，

可以明显减少用药频率，降低用药成本，减轻病人

的经济负担。 
因此，本实验根据新药申报的要求，开展M2ES

的一般药理学研究，通过给 BALB/c 小鼠单次 iv 
M2ES，观察供试品对小鼠自主活动和协同睡眠的

影响，以确定供试品可能关系到人安全性的非期望

药理作用，评价供试品在毒理学研究中的不良反应

或病理生理作用[2]。 
1  材料和方法 
1.1  药品和试剂 

M2ES注射液（批号 M2070120，规格 5 mL/
瓶，北京普罗吉生物科技发展有限公司）；氯化钠

注射液（批号 20060121，北京紫竹药业有限公司）；

戊巴比妥钠（批号 WS20051129，国药集团化学

试剂公司）。 
1.2  主要仪器 

小鼠自主活动监测系统（日本Muromachi Kikai
公司）。 
1.3  动物 

SPF级 BALB/c小鼠，120只，雌雄各半，6～
7周龄，18～20 g，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司，实验动物生产许可证号 SCXK（京）

2012-0001。饲养于 PC 聚碳酸酯鼠盒，饲养室条

件控制要求：温度 20～25 ℃，日温差≤3 ℃；

湿度 40%～70%；换气次数每小时 10～20次；照

明时间每天 12 h。 
2  方法 
2.1  分组及给药 

检疫 7 d后，将 120只小鼠按体质量随机分为 4
组：对照组和 M2ES 低、中、高剂量组，每组 30
只，雌雄各半。其中每组 10只用于小鼠自主活动次

数测定，另外 20只用于协同睡眠影响的研究。M2ES
给药剂量分别为 6、12、24 mg/kg，其中M2ES 24 
mg/kg 剂量按体表面积换算约为临床人拟用剂量的

5.27倍。使用 1 mL无菌注射器进行小鼠尾 iv，单

次给药，给药体积为 10 mL/kg。对照组给予等体积

的氯化钠注射液。 

2.2  临床症状观察 
在检疫期及给药当天的给药前后，参照“化学

药物一般药理学研究技术指导原则”的要求，分别

观察动物的呼吸情况、运动功能、反射情况、眼睑

指征、心血管指征、唾液分泌情况等，及时记录动

物的异常症状反应，直至症状反应消失。 
2.3  对小鼠自主活动次数的影响 

对照组及 M2ES 低、中、高剂量组每组取 10
只小鼠，使用小鼠自主活动监测系统分别测定给药

前和给药后 15、60、120、240、360 min，小鼠在

各个时间点 5 min 内的自主活动次数[3]。为了保证

组别及动物性别的均衡性和结果的准确性，40只动

物在每个时间点均分成 5轮测定，每轮 8只（4个
剂量组，每组雌雄各 1只），各组内按照动物编号从

小到大的顺序依次进行测定，测定前所有动物均预

先环境适应 5 min。 
2.4  对阈下剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠的影响 

正式试验前进行预试验，确定戊巴比妥钠阈下

催眠剂量约为 30 mg/kg，即 80%～90%小鼠翻正反

射不消失的戊巴比妥钠最大阈下剂量。对照组及

M2ES 低、中、高剂量组每组取 20 只小鼠，给药

15 min后，各组动物均 ip 30 mg/kg戊巴比妥钠，记

录 30 min内入睡动物数（即翻正反射消失达 1 min
以上者），试验期间保持环境安静。通过比较对照组

与给药组入睡动物数之间的差异，判断M2ES对阈

下剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠的影响[4]。 
2.5  统计学处理 

小鼠自主活动试验结果采用 ±x s表示，各组之

间的比较，首先用 Bartlett 方法进行数据均一性检

验，然后进行方差分析（F检验），最后使用 Dunnett
参数检验法进行多重比较检验。在小鼠协同睡眠试

验中，入睡动物数为计数资料，用 χ2检验。 
3  结果 
3.1  对小鼠临床症状的影响 

检疫期及给药当天的给药前后，对照组和给药组

全部动物的呼吸情况、运动功能、反射情况、眼睑指

征、心血管指征和唾液分泌等与神经系统、呼吸系统

和心血管系统相关的临床症状观察结果均未见异常。 
3.2  对小鼠自主活动次数的影响 

在给药后不同观察时间点，各给药组小鼠在 5 
min 内的自主活动次数与对照组比较，均差异不显

著。结果见表 1。结果表明，M2ES注射液在 24 mg/kg
及其以下剂量对小鼠自主活动无显著性影响。不同
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个体小鼠之间的活动数差异较大，此外，与给药前

比较，各剂量组小鼠给药后的自主活动次数呈下降

趋势，可能是因为动物经过多次测定已逐步适应环

境，探究行为减少。

3.3  对阈下剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠的影响 
ip戊巴比妥钠后 30 min内，对照组、M2ES低、

中、高剂量组分别有 2/20、2/20、4/20和 4/20小鼠

进入睡眠，尽管中、高剂量组与对照组比较睡眠率

略有增加，但差异不显著，结果见表 2。结果提示，

M2ES注射液在 24 mg/kg及其以下剂量与阈下催眠

剂量的戊巴比妥钠无明显协同催眠作用。

4  讨论 
本研究在 GLP 条件下使用 6～7 周龄 BALB/c

小鼠，分别单次尾 iv 6、12、24 mg/kg的M2ES注 

表 1  M2ES对小鼠自主活动的影响( x±s, n = 10) 
Table 1  Effects on independent activity of mice after M2ES administration ( x±s, n = 10) 

组别
剂量/ 

(mg·kg−1) 
给药前

自主活动次数/次 

给药后 15 min 给药后 60 min 给药后 120 min 给药后 240 min 给药后 360 min 

对照 — 791.0±330.5 518.3±339.1 506.2±318.2 640.9±287.4 716.8±379.4 531.4±369.2 

M2ES 6 865.0±215.7 612.1±271.9 662.7±303.3 590.3±261.9 624.1±286.3 410.3±382.4 

12 944.0±121.8 751.6±394.4 807.9±460.1 749.8±269.9 906.3±315.4 638.9±407.2 

24 974.1±136.9 767.2±299.7 836.9±549.0 890.9±389.1 883.4±374.1 735.1±358.1 

表2  M2ES对阈下剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠的影响( x±s, 
n = 20) 

Table 2  Effects on hypnosis with pentobarbital sodium of             
subthreshold dose on mice after M2ES 
administration ( x±s, n = 20) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 睡眠动物数/只 睡眠率/% 
对照 — 2 10 
M2ES 6 2 10 

12 4 20 
24 4 20 

射液。结果表明，在 24 mg/kg及其以下剂量对小鼠

自主活动无显著性影响，与阈下催眠剂量（30 
mg/kg）的戊巴比妥钠无明显协同催眠作用，提示

M2ES 24 mg/kg及其以下剂量对小鼠神经系统无显

著性影响，具有较好的安全性。

内皮抑制素是一种文献广泛报道的内源性血管

再生抑制因子，1997年由 O’ Reilly发现[5]。尽管在

结构功能和分子机制上开展了大量的研究，但其临

床效应却出现了很大的变化[6]。毕赤酵母表达的内

皮抑制素由于疗效差和生产方面问题在 II期临床时

以失败告终[7]；然而大肠杆菌表达的内皮抑制素

YH-16 则通过了我国国家食品药品监督管理总局

（CFDA）的批准，具有较好的临床疗效[8]。对毕赤

酵母和大肠杆菌表达的内皮抑制素进行结构差异分

析，结果发现，几乎 93%毕赤酵母表达的内皮抑制

素出现了结构断裂，并丧失与锌的结合能力，从而

导致其稳定性和抗肿瘤活性下降。而大肠杆菌表达

的内皮抑制素则具有完整的结构和良好的抗血管生

成活性[9]。因此，本研究中使用的 M2ES 是大肠杆

菌表达的内皮抑制素，并且通过末端聚乙二醇化处

理，显著的延长了M2ES在体内的半衰期，减少了

临床的给药次数，对于减轻病人经济负担和精神负

担具有很大的作用。

M2ES 发挥活性的机制在于它直接作用于肿瘤

组织的血管内皮细胞，通过抑制血管内皮细胞的生

长，抑制肿瘤组织附近新生血管的生成，使得肿瘤

组织得不到生长所必需的大量营养和氧气，最后停

止生长或坏死。因此，M2ES 具有明确的靶向性。

此外，结合其他毒理学试验研究发现，在食蟹猴的

心电图和血压连续监测中也未见M2ES相关的心血

管系统方面的毒性反应[10]。 
综述所述，M2ES在 24 mg/kg及其以下剂量对

小鼠自主活动无显著性影响，与阈下催眠剂量的戊

巴比妥钠无明显协同催眠作用。该研究数据与急性

毒性、长期毒性、制剂安全性等数据一起支持了

M2ES 的临床资料申报，并通过 CFDA 批准进入 I
期临床试验研究，用于治疗非小细胞肺癌。
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