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摘要!建立了%!*3标记重组人血小板生成素#.G=?̂ $的标记方法"并研究其在小鼠体内分布及药物动力学特

征"为临床应用提供参考&利用3,N,E7/法制 备%!*3$.G=?̂ "纸 层 析 法 检 测 放 化 纯 度"凝 胶 过 滤 层 析 法 测 定

标记率&制备的%!*3$.G=?̂ 放化纯度为)*9V*Y"标 记 率 为)#9!*Y&尾 静 脉 注 射%)E’QE
X%的%!*3$.G=$

?̂ "在小鼠体内可以二室模型拟合血药浓度的动态变化"7%(!+为"9’"G"7%(!*为#9!"G&%!*3$.G=?̂ 在小鼠

体内主要经肾脏排泄"部分可经肝胆 系 统 代 谢&在 各 骨 组 织 中 以 富 含 骨 髓 细 胞 的 胸 骨 放 射 性 计 数 最 高"股

骨次之"而乏骨髓的胫骨放射性计数最低"提示骨髓是.G=?̂ 作用的靶组织&

关键词!%!*3标记!血小板生成素#=?̂ $!代谢!分布
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354-EE74545G055G7R,/7P0..,MD45G750.E75,25G7.G=?̂ 9
8"19%3/2!%!*310R71D/E"5G.,PR,6,D75D/#=?̂ $"P750R,1D4P"ND45.DR-5D,/

!!血小板生成素#5G.,PR,6,D75D/%=?̂ $是调

节巨核细胞系造血的特异性细胞因子%由!%个

氨基酸的信号肽和两个结构域组成%共’*’个氨

基酸&=?̂ 可作 用 于 巨 核 细 胞 系 的 祖 细 胞%刺

激A\’(Z 细胞 向 巨 核 细 胞 分 化%也 可 作 用 于 晚

期巨核细胞%影响巨核细胞数目’大小及形态(%)&

除具有促血 小 板 生 成 的 作 用 外%=?̂ 还 参 与 免

疫细胞的发育%提高机体免疫力%具有抗肿瘤作

用(!%’)&目前国内外关于=?̂ 在肝病’肿瘤’自

身免疫病状态下的水平及意义的研究已成为热

点((!#)&

近年来有 关 造 血 干 细 胞 移 植#BIA=$的 研

究进展迅速%但是 BIA=后造血重建缓慢’长期

免疫功能低下及移植物抗宿主病#L8B\$等问

题仍然缺 乏 有 效 处 理 手 段%严 重 影 响 了 BIA=
成功率%是 目 前 亟 待 解 决 的 问 题&=?̂ 作 为 血

小板 生 成 最 主 要 的 调 节 因 子%是 造 血 干 细 胞

#BIA$’单核细胞’粒细胞’肥大细胞和树突细

胞等发育所需的重要细胞因子之一&体内和体

外研究表明%=?̂ 可 以 广 泛 扩 增 干 细 胞 数 量%

加速干细胞进入细胞周期%刺激造血干细胞的存

活和增殖&=?̂ 联合C?̂ ’干细胞因子#IAg$

等细胞因子具有促进髓系和红系祖细胞生长的

作用(&)&=?̂ 在 肿 瘤’自 身 免 疫 病 状 态 下 的 作

用也同样引起了广泛的关注&随着基因工程技

术的不断改进和完善%已有研究者尝试将基因重

组=?̂ 用 于 BIA=后 造 血 和 免 疫 功 能 重 建&

国外一些临床前及临床,’-期试验已显示了重

组人=?̂ #.G=?̂ $治疗及改善血小板减少症的

临床价值%但有关.G=?̂ 制剂的安全 使 用 及 合

理用药仍缺乏相关的实验参考数据&

鉴于此%利用 基 因 工 程 技 术 制 备.G=?̂ 并

将其用于临床诊断与治疗是现阶段研究的方向&

有关.G=?̂ 重组表达载体的构建及表达方法已

日趋成熟%但针对.G=?̂ 在体内的药 代 动 力 学

及分布特征的研究较少&为充分了解.G=?̂ 在

动物体内的各种生物学行为%本工作选用%!*3标

记.G=?̂ %对=?̂ 在 小 鼠 体 内 的 代 谢’分 布 特

征进行初步探讨%为深入研究=?̂ 作用机理奠

定基础&

:!实验材料

.G=?̂ !本实验室从人胎肝细胞中提取F\$

:@%利用\:@重组技术构建了重组人=?̂ 原

核表达质粒6]C’"$=?̂ %经原核系统表达并纯

化 得 到(V)"c@>c*F小 鼠!体 重%V!!"E%清 洁

级%山东大学实验动物中心"无载体%!*3!中 国 原

子能 科 学 研 究 院 同 位 素 研 究 所"葡 聚 糖 凝 胶

I76G0N7TL$!*!I3L;@公 司"3,N,E7/涂 管!自

制"LA)%%($计 数 器!科 大 中 佳 公 司"放 射 性 活

度计!美国A@?3:=CA公司&

<!实验方法

<;:!:<?HB3FACT制备

采用3,N,E7/法 标 记.G=?̂ &取%"")>

6B&9(的"9"*P,1*>磷酸盐缓冲液#?c$加入

到涂有3,N,E7/的管内%再加入!)E.G=?̂ 和

约%%9%;cJ:0%!*3%缓 慢 轻 摇 以 充 分 反 应%!"

PD/后加入%"")>"9"*P,1*>#6B&9($?c
终 止 反 应%静 置 %" PD/ 后 加 入 %"")>*Y

cI@&将反应体系移入I76G0N7TL$!*凝胶中%

采用"9"%P,1*>6B&9(的?c淋洗液%自动部

分收集 器 收 集 滤 出 液%%P>*管*’PD/%分 别 测

定各管的放射性计数&

<;<!:<?HB3FACT标记率与放化纯度分析

凝胶过滤层析法测量标记化合物的标记率&

采用新华%号滤纸%以6#正丁醇$i6#乙酸$i

6#水$W(i%i%作为展开体系%测量其放化纯

度&为探讨%!*3$.G=?̂ 在体外的稳定性%将标记

物分别置于(e和 室 温 下%&!G后 仍 用 上 述 纸

层析法检测其放化纯度&

<;=!:<?HB3FACT在小鼠体内血药浓度的变化

随机 取c@>c*F小 鼠!&只#体 重%V!!"

E$%尾静脉注射"9!P>#%)E*QE$
%!*3$.G=?̂ &

注射后 分 别 于 第*’%"’%*’’"’(*PD/’%’’’#’

%!’!(’(VG眶 静 脉 取 血#每 个 时 间 点 取’只 小

鼠$&各取%"")>血浆%加入%9#P>%"Y三氯

醋酸%’*"".*PD/离心*PD/%弃上清液%测量沉

(V 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!"卷!



淀部 分 放 射 性!并 根 据 标 记 物 的 比 活 度 计 算

.G=?̂ 的含量"

<;>!:<?HB3FACT在小鼠体内的生物学分布

取c@>c#F小鼠!%只随机分为&组!每组

’只!尾 静 脉 注 射"9!P>$%)E#QE%
%!*3$.G=$

?̂ "注射后分别在第’"PD/&%&’&#&%!&!(G处

死小鼠$每个时间点取’只小鼠%!取小鼠不同组

织器官!称重并测量其放射性计数!计算各组织

器官放射性摄取$Y’EX%%"

=!结果与讨论

=;:!:<?HB3FACT的标记及其稳定性

根据洗脱液放射性计数率可知!蛋白峰出现

在)!%%管!游离峰出现在!%管"计算得标记

率为)#9!*Y!比活度为%9V*LcJ#PE!纸 层 析

结果显示 %!*3与%!*3$.G=?̂ 的#2 分别为"9&和

"9!!放化纯度为)*9V*Y(将%!*3$.G=?̂ 分置于

(e和室温!&!G后!置于(e的%!*3$.G=?̂ 放

化纯度仍大于)*Y!室温下的 %!*3$.G=?̂ 放化

纯度仍大 于)!Y!说 明%!*3$.G=?̂ 具 有 很 好 的

体外稳定性"

=;<!:<?HB3FACT药物动力学参数

%!*3$.G=?̂ 的 药 时 曲 线 示 于 图%"由 图%
可见 注 射%!*3$.G=?̂ 后!血 药 浓 度 迅 速 达 到 峰

值!在体内的代谢清除过程符合二室分布模型的

动力学特征"应 用\I@87.%9"药 代 动 力 学 统

计程序拟合分析各时相血药浓度可得)分布相半

衰期7%#!+W"9’"G!清 除 相 半 衰 期7%#!*W#9!"
G!药时 曲 线 下 面 积 @_A为%%(9#&)E’G’

>X%"%!*3$.G=?̂ 的相关药代动力 学 各 参 数 分 别

为)H)9((PE’>X%&"!9("GX%&I%"9’"PE’

>X%&#"9%%G
X%&7%#!+"9’"G&7%#!*#9!"G&N!%

%9’%GX%&N%""9!%GX%&N%!%9""GX%&@_A
%%(9#&PE’>X%&;U=%"9&(G"与 其 他 细 胞

因子相比较!其清除半衰期较长!这可能是由于

=?̂ 相对分子质量较大和高度糖基化延迟了其

在小鼠体内的代谢过程!这将有利于=?̂ 在体

内充分发挥生物学作用"在上述药代动力学研

究中!为避免游离碘干扰%!*3$.G=?̂ 放射性的测

定!采用%"Y三氯醋酸沉淀蛋白!将上清液中的

游离碘弃去!仅测量沉淀部分的放射性!使测定

的结果更 加 可 靠"这 种 分 析 方 法 对 其 他%!*3标

记蛋白药代动力学研究有重要参考意义"

图:!小鼠尾静脉注射:<?HB3FACT

:".!U.V:时血药浓度曲线

=;=!:<?HB3FACT在小鼠体内的生物学分布

小鼠尾静脉注射%!*3$.G=?̂ 后!不同时间各

组织的放射性变化列于表%"由表%可知!心肺

内放射性变化与血同步!随时间增加逐渐减弱(
除血液&心肺外!肾内放射性计数最高!%G达到

峰值!然后迅 速 下 降!’G时 下 降 至 约 一 半!#G
后缓慢下降(肝内放射性计数次之!变化趋势同

肾脏(甲状腺内放射性计数介于肌肉与其他器官

之间!表明%!*3$.G=?̂ 在体内稳定!游离很少(各
组织中以肌肉和肠组织的放射性计数最低"体

内放射性分布研究表明!%!*3$.G=?̂ 主要经肾脏

排泄!部分可经肝胆系统代谢"

=;>!:<?HB3FACT在骨组织中的分布

注射%!*3$.G=?̂ 后 各 时 间 点 内 各 骨 组 织 与

血液的放射性摄取比$=#:=%列于表!"由表!
可知!注射后’"PD/!各骨组织与全血的放射性

摄取比=#:=均较低!在注射后%!G才达到高

峰!以胸骨 与 血 液 的 =#:=最 高!股 骨 次 之!胫

骨最低"注射后!(G!%!*3$.G=?̂ 在各骨组织中

的分布均有所减少"各骨组织%!*3$.G=?̂ 的=#

:=变化基本一致!在各时间点中均以富含骨髓

细胞的胸 骨 的 =#:=最 高!而 乏 骨 髓 的 胫 骨 最

低!提示骨髓是=?̂ 发挥促血小板生成作用的

靶组织"通过上述研究明确了.G=?̂ 在体内的

代谢分布特征!为下一步指导临床应用&制定合

理的给药方案奠定了实验基础"
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表:!尾静脉注射:<?HB3FACT在小鼠体内的分布 !%"P#"!N=#

组织
不同时间的放射性摄取!"Y#EX%$

’"PD/ %G ’G #G %!G !(G

血液 ’#9)&d"9#" ’’9(’d%9#! !(9*(d’9’V %#9V*d%9’) %’9))d"9V# (9##d"9’&

心脏 %"9"&d"9%( #9"’d"9"’ !9#&d"9") !9(%d"9") %9’(d"9%) "9(#d"9"(

肺 V9%!d"9"* &9V’d"9’) )9"!d"9!* (9&’d"9%) %9*)d"9"# %9%*d"9%"

肝 &9")d"9*& *9(’d"9%) ’9)Vd"9!& !9#(d"9%* !9*!d"9!% "9*&d"9"(

脾 ’9)%d"9"& ’9"’d"9%! !9V#d"9’! !9()d"9’! %9#)d"9!* "9(’d"9"%

肾 %%9’*d"9!* %%9*)d"9’& #9’%d"9*& (9))d"9") (9*#d"9#* %9"&d"9")

小肠 !9(’d"9(* !9#"d"9"’ %9*’d"9(# %9’"d"9") %9!%d"9%! "9’)d"9"V

甲状腺 ’9’%d"9") *9*)d"9!’ ’9#)d"9’# !9!#d"9") !9(%d"9"# "9*)d"9%(

肌肉 "9*)d"9"! "9#*d"9"’ "9&"d"9"( %9"(d"9%* "9&&d"9"! "9!&d"9"!

胫骨 %9’)d"9(’ %9!)d"9%* %9%#d"9"* %9"*d"9"* %9"*d"9%# "9!#d"9%!

股骨 !9"!d"9!) !9"*d"9!V %9(’d"9!V %9!&d"9!! %9!!d"9"V "9!)d"9!’

胸骨 ’9"&d"9"& (9!&d"9’* ’9*Vd"9!# !9#&d"9!" !9’%d"9!) "9*’d"9"!

表<!尾静脉注射:<?HB3FACT在小鼠骨组织内的分布!%"P#"!N=#

组别
不同时间的=!:=

’"PD/ %G ’G #G %!G !(G

胸骨!血液 V9’"d%9)& %!9&Vd%9"*%$ %(9#%d%9"(%$ %*9V&d%9%)%$ %#9*!d"9*"%$ %%9’(d"9#%%$

股骨!血液 *9(Vd%9)# #9%!d"9V( *9!Vd%9%’ &9*!d%9!V V9&"d"9*# #9("d"9’*

胫!血液 ’9&Vd%9%& ’9V#d"9(( (9&%d"9(( #9!%d"9!( &9(&d%9%’ *9#!d"9*#

!!!注%胸骨与胫的=!:=相比&F$"9"%
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