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摘要  目的 研究重组单链尿激酶型纤溶酶原激活剂 2 2∏° 单链和代谢物双链 2∏° 的药代动力学和转

化 ∀方法 标记结合生化反应及 °2 ° ≤ 测定血浆 2 2∏° 和 2 2∏° 浓度 平板溶圈法测定血浆溶纤组

分浓度 ∀结果 兔 √ 2 2∏° 后单链呈双指数消除 Τ Α和 Τ Β分别为 和 双链呈单指数消除 Τ

约有 单链转化为双链 ∀猕猴静脉推注不同剂量 2 2∏° 后血浆纤溶组分浓度呈单指数下降 Τ 分别为

1 ? 1 1 ? 1 和 1 ? 1 ≤ ≥ 随剂量变慢 ∀推注 2 2∏° Τ 1 ? 1 ∀

结论 兔 √ 2 2∏° 后可检测到 2 2 2∏° 与 2 2∏° ∀猕猴 √ 2 2∏° 后血浆溶纤组分浓度呈非线性变化 ∀

关键词  单链尿激酶 双链尿激酶 反相高效液相色谱 标记 药代动力学 溶纤活性

  尿激酶 ∏ 2

√ 2∏° 及链激酶等溶栓药对纤维蛋白无

选择性 常有出血不良反应≈ ∀研究表明尿激酶原

或单链尿激酶 ∏ 2 2

√ 2∏° 对纤维蛋白专一性高 出血

不良反应少≈ ∗ 2∏° 内加入少量 2∏° 可提高

疗效 简化工艺≈ ∗ 体外实验表明 2∏° 须转化

为 2∏° 才能发挥溶纤作用≈ 故应了解注射

2∏° 后体内是否同时存在 2∏° 和 2∏°

2∏° 体内代谢动力学是否与 2∏° 相同 2∏°

浓度与溶纤活性有无相关 ∀为此研究 √ 2 2∏°

后 2∏° 和 2∏° 间的转化及各自的药代动力学

测定了猕猴 √不同剂量 2 2∏° 后血浆溶纤组分

浓度2时间曲线 并和 √ 相同剂量天然尿源性激酶

2 2∏° 进行比较 ∀

材 料 与 方 法

  药品与试剂  ≤ 细胞表达重组人糖基化单

链尿激酶 2 2∏° 含 2 2∏° ∗ 军

事医学科学院生物工程研究所产 批号

支 加或不加保护剂 ≥2 生色试剂 购自太

阳生物技术公司 放

化纯度 1 比活度 1 #Λ 考马斯

亮蓝 2 2 琼脂糖 牛血纤

收稿日期 2 2
3联系人  × ƒ ¬

∞2

维蛋白原冻干粉 支 和牛血凝血酶

冻干粉 ° 支 及国家尿激酶标准品

∏支 批号 均购自中国药品生物制品检

定所 ∀

实验动物  大耳白兔 军事医学科学院动物中

心 体重 1 ? 1 共 只 α ⎯ 各半 ∀猕猴

军事医学科学院实验动物中心 共 只 α ⎯ 各

半 体重 1 ? 1 ∀

仪器与色谱条件  ° 四元梯度泵

≥ ≤ 柱 ∼ Λ 1 ≅

大连物化所装填 ≥ ≥2 °

• ⁄ 自动 Χ 计 数 仪 分 部 收 集 器

° ∀ ≥ ≥∞° ≥∞≤2≥ ≅ 1

分子排阻分析 1 # 磷酸缓冲液

° ≥ 1 流速 1 # ∀ ≥

≤ 分析 和 洗脱液分别为含 1 三氟醋酸的

双蒸水和 乙腈 线性梯度洗脱 在 ∗

内从 液转为 液 ∗ 转为

液 用 液洗柱 流速 # ∀分部收

集洗脱液 测定 Χ放射性 ∀

血浆尿激酶纤溶组分检测方法  校正聚苯乙烯

长方槽水平后 将琼脂糖储备液 ε 融化后稀释

冷却至 ε 加入适量纤维蛋白原和牛凝血酶液

最终浓度分别为 1 1 # 和 1

°# 混匀后立即倾入槽内 冷却凝成 1

≅ 1 厚度 1 纤维蛋白平板 用外径

1 打孔器打孔 个 孔间距 1 ∀各孔内

加入样品 ε 孵育 卡尺测定各孔溶圈直径 ∀
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放射性标记 !分离纯化 !放化纯度鉴定 !蛋白含

量测定  参照文献的方法≈ ∀放化纯度鉴定如前

所述 ≥ ° ≤ 方法 ∀

纤溶酶激活实验  参照文献≈ 略加修改 ∀

给药和采样  兔 √ 2 2 2∏° ≅

# ∀耳静脉取血 加入预置抑酶肽 终浓度

# 离心管内 1 # 枸橼酸钠

Β 抗凝 ≅ 离心 分离血浆 ε 保存

待测 ∀猕猴 √ 1 ≅ 1 ≅ 或 1 ≅

# 2 2∏° 或 1 ≅ # 2 2∏° ∀

其中 1 ≅ # 2 2∏° 与 2 2∏° 交叉

设计自身比较 药物清除期 ∗ ∀注药后不同

时间静脉取血 抗凝和分离血浆同前 取 1 血

浆与醋酸酸化液 ε 1 1 在硅化管混

匀 ε 保存待测 ∀

药代动力学参数估算和统计  用 ° 实用药

代动力学程序估算药代动力学参数 用梯形法计算

非房室模型参数 ∀用 τ2检验统计判断 ∀按 ψ

ξ 方程用 软件拟合 ∀

结 果

1  Ρ ΗΠΛΧ 测定血浆 125Ι2ρη2σχ2υΠΑ 和 125 Ι2ρη2τχ2

υΠΑ的方法学验证

1 .1  125Ι2ρη2σχ2υΠΑ放化纯度及溶纤活性  标记混

合物的 ≥ ≥2 凝胶过滤放射性和蛋白

图谱重叠 表明纯化品为 2标记蛋白 放射性回收

率 1 蛋白标记率 ∀ ≥ ° ≤ 法鉴定 2

2∏° 放化纯度 1 比放射性 1 #Λ
蛋白 ∀平板法测定 2 2 2∏° 有明显溶纤活性

与未标记样品比较曲线平行右移 ∀ ≥2 生色底

物法测定 2∏° 标记前后溶酰胺活性 ∞≤ 分别为

和 # 标记后活性减低 ∀

1 .2  血浆 125 Ι2ρη2σχ2υΠΑ和 125 Ι2ρη2τχ2υΠΑ生化及

Ρ ΗΠΛΧ测定  血浆加入抑肽酶和 2 2 2∏°

后 ≥ ° ≤ 图谱出现保留体积与非标记 2 2∏°

相同的放射性单峰 同一样品被

⁄× × 在 ε 处理 后峰形变化 放射性主峰下

降 出现分子量较小的肩峰 未达到基线分离 ∀改用

分辨率较高的 ° ≤ 梯度分析 相同处理样品达

到基线分离 图 ∀ ⁄× × 未处理样品表现 乙

腈浓度洗脱的放射性单峰 ⁄× × 在 ε 处理 后

为双峰 在 乙腈浓度洗脱处出现亲水性小峰

占总放射性 1 ? 1 两峰基线分离 ∀根据结

构和 ° ∞电泳结果 将 ⁄× × 未处理样品的

乙腈洗脱单峰视作 2 2∏° 2 2∏° 混合

物 ⁄× × 处理后 乙腈洗脱峰为 2 2∏°

2 2∏° 混合物2 2∏° 量 ∀用纤溶酶将 2 2

∏° 激活转化为 2 2∏° 后 ⁄× × ε 处理

的 ° ≤ 图谱中 2 2∏° 主峰消失 出现

∗ 乙腈洗脱亲水性宽峰 表明已全部转化为

2∏° 的裂解物 ∀

ƒ  ≤ 2 2
∏° °

2 2∏° υ ° 2
2∏° 1 #
⁄× × ε ο °

2 2∏° ε
⁄× × ε τ

1 .3  方法的线性 !回收率 !精密度和灵敏度  兔血

浆预先加抑肽酶和随后加入不同量 2 2 2∏°

制备标准曲线 用 ° ≤ 方法测定血浆 2 2∏°

和 2 2∏° 分别绘制标准曲线和求线性回归方

程 ∀结果表明 2 2∏° 2 2∏° 和 2 2

∏° 的放射性量随加入血浆 2 2 2∏° 量呈线

性增加 表现为通过零点的两条直线 Χ分别为

1 和 1 斜率分别为 1 ? 1 和 1

? 1 # ∀从斜率估算 2 2 2∏° 内 2

2∏° 的含量为 1 ≈ 1 1 ≅

1 与电泳法测定未标记 2 2∏° 内含

2∏° 相符 ∀重复测定的变异较大 但 ≥⁄

∀血浆放射性平均回收率为 1 ? 1 ∀

但线形良好 回收率稳定 ∀本法灵敏度以 ° ≤

进样量 ∗ Λ 血浆 乙腈梯度洗脱放射性

峰 比放射性本底的放射性计数明显增高 1

为准 ∀

2  血浆纤溶组分浓度的纤维蛋白平板法测定

纤维蛋白平板法是纤溶酶原激活剂激活纤溶酶
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原转化为纤溶酶 继而水解纤维蛋白产生溶圈 是根

据溶圈大小间接测定纤溶酶原激活剂浓度 ∀ 2∏°

必须转化为 2∏° 才产生溶圈 方法不能区别 2

2∏° 和 2∏° ∀因血浆固有的纤溶酶和激肽释

放酶可将 2∏° 转化为 2∏° 测定值是各种纤溶

组分浓度的综合变化 ∀方法学着重考察血浆配制

2 2∏° 的溶纤作用 ∀结果表明 新鲜猴血浆配制

的不同浓度 2 2∏° 产生的溶圈直径与国家标准

尿激酶产生溶圈直径量效关系相似 对数浓度2溶圈

直径的直线平行 斜率分别为 1 ? 1 和 1

? 1 # # 同一块板测得 2 2∏°

溶纤 当量 # 数值稳定 ∀孔内加入新鲜

猴正常血浆 !激肽释放酶均未见溶纤圈 ∀灵敏度取

决于孔内加入纤溶酶原激活剂的浓度 !体积和肉眼

能观察到溶圈直径的大小 最低可靠测定直径为

1 孔外径外有 1 宽溶圈环 相当于尿激

酶 简称 当量 1 # 浓度时 Λ 的上

样量 ∀加入 Λ 和多次重现时 最低检测浓度为

1 # ∀标准品板内精密度 ≥⁄ 一般

低浓度 1 # 时最大误差 1 ∀

检测 2 2∏° 时板内 ≥⁄ 板间 ≥⁄

1 ∀在 1 至 # 浓度范围内 标准

品对数浓度与溶圈直径 呈线性 相关系数 Χ

1 以上 个别实验高浓度点偏离线性 Χ 1 ∀

因此对 # 的样品必须稀释至线性区

再乘上稀释倍数才能获得可靠测定值 ∀对 1

# 的未知样品则需增加样量至 Λ 和重复

测定以获得可靠结果 ∀

3  ρη2σχ2υΠΑ在体内的生物转化和药代动力学

3 .1  125Ι2ρη2σχ2υΠΑ在兔体内的药代动力学

图 显示兔耳缘 √ 2 2 2∏° ≅

# 后 血浆样品用 °2 ° ≤ 分析可测得 2

2 2∏° 和 2 2 2∏° 随时间延后亲水性很强

2代谢降解物峰增多 ∀分别计算各兔 2 2 2

∏° 和 2 2 2∏° 浓度随时间的变化 ∀图 显

示了兔耳缘 √ 2 2 2∏° 后不同时间血浆 2

2 2∏° 和 2 2 2∏° 浓度时间曲线 ∀表 是

根据浓度时间曲线数据按线性房室模型和非房室模

型估算的药代动力学参数 ∀曲线形状和参数表明两

者的药代动力学行为明显不同 2 2 2∏° 浓度

在体内按双指数衰减 而 2 2 2∏° 按单指数更

迅速消失 ∀ 2 2 2∏° 的 Τ Α与 2 2 2∏°

的消除 Τ Β相近 ∀从 ≤ 2∏° ≤ 2∏° 估算生

物转化率约为 ∀

Ταβ 1  Πηαρµαχοκινετιχσ οφ 125 Ι2ρη2σχ2υΠΑ ανδ ιτσ

αχτιϖε µεταβολιτε 125 Ι2ρη2τχ2υΠΑ φολλοωινγ ιντρα2
ϖενουσ ινϕεχτιον (ιϖ) οφ 125 Ι2ρη2σχ2υΠΑ 4 ≅ 104

Υ#κγ − 1 ιν ραββιτσ

° 2 2 2∏° 2 2 2∏°

ς≤ ? ?

Τ Α ?

Τ Β ? ? 3 3 3

Κ ?

Κ ?

Κ ?

≤ 2 # # ? ? 3 3 3

× ? ? 3

ΧΛ≥ # ? ? 3 3 3

ξ ? σ ν 3 Π 1 3 3 3 Π 1 √ 2 2 2∏°

ƒ  ≤ ≈ υ ο π τ 3
≅ √ 2 2 2∏° √ ∏ ∏ ⁄× ×

⁄× × 1 # ε
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ƒ  ≤ 2 ∏√ 2 2 2∏°
υ 2 2 2∏° ο √ ≅

#  2 2 2∏° ν

3 .2  猕猴 ιϖ不同剂量 ρη2σχ2υΠΑ和 ν2τχ2υΠΑ后的

血药纤溶组分浓度2时间曲线

图 显示猕猴 √ 1 ≅ 1 ≅ 和 1 ≅

# 的 2 2∏° 和 1 ≅ # 2 2

∏° 后平均血药纤溶组分浓度2时间曲线 ∀对数浓

度2时间曲线上表现为依赖于剂量的衰减速度减慢

提示存在非线性消除过程 ∀ √ 相同剂量的 2 2

∏° 和 2 2∏° 2 2∏° 组血浆纤溶组分浓度明

显高于 2 2∏° 组 和 时间点浓度

差别有统计意义 Π 1 猴 和猴 血浆浓度

自身比较也有统计意义 ∀

ƒ  ≤ 2 ∏√

√ ∏

1 ≅ # ω ν 1 ≅ # ο

ν 1 ≅ # υ ν 2 2∏°
1 ≅ # τ ν ∏ ∏

∏

  表 是猕猴 √ 1 ≅ 1 ≅ 和 1 ≅

# 2 2∏° 和 1 ≅ # 2 2∏° 后

血药浓度时间曲线按梯形法计算 ≤ 及按非房室

模型所得的药代动力学参数 ∀主要特点是消除

Τ 和 × 依赖于剂量地延长 Π 1 或 Π

1 ≤ 的增大明显大于剂量增长 全身清除率

ΧΛ≥随剂量增加而减慢 Π 1 ∀提示研究剂量

范围内可能涉及多个酶反应 为依赖于剂量的非线

性过程 ∀相同剂量的 2 2∏° 和 2 2∏° 的 Τ

相近 而 2 2∏° 的 ≤ 2 Ω明显小于 2 2∏°

Π 1 ∀

Ταβ 2  Πηαρµαχοκινετιχ παραµετερσ οφ φιβρινολψτιχ χοµ πονεντσ ιν πλασµα (Υ# µ Λ− 1 εθυιϖαλεντ το νατιοναλ

υροκινασε στανδαρδ ασσαψεδ ατ τηε σαµε πλατε) αφτερ ιϖ ινϕεχτιον οφ ϖαριουσ δοσεσ οφ ρη2σχ2υΠΑ ορ νατυραλ

υροκινασε(ν2τχ2υΠΑ) ιν ρηεσυσ µονκεψσ

°

2 2∏° 2 2∏°

≅ # ≅ # ≅ # ≅ #

ς≤ # ? 3 3 ? ? ? 3

Τ ? 3 3 ? ? ?

≤ 2 Ω # # ? 3 3 ? ? ? 3

× ? 3 3 ? ? ?

≤ ≥ # # ? 3 ? ? ?

∂ ≥≥ # ? 3 ? ? ?

3 Π 1 3 3 Π 1 3 3 3 Π 1 √ √ 1 ≅ # 2 2∏° ≥ ∏ χ τ2 Π

1 Π 1 Π 1 √ √ 1 ≅ # 2 2∏° / ∏ 0 2 ∏

∏
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讨 论

  单链尿激酶体内药代动力学研究困难主要是同

时测定原形药物 2∏° 和活性代谢物 2∏° ∀因

两者由 个相同氨基酸和相同排列顺序组成 分

子间都有 个双硫键 分子量相同 ∀唯一结构差别

是纤溶酶或激肽释放酶作用下 2∏° 的 2

裂解形成 2∏° ∀因此一般的 ∞ ≥ ≈ !纤

维蛋白平板法 !生色底物法都不能分别测得体内单

双链的量 ∀本实验参照 ° ∞法≈ 原理 依据 2

∏° 链内二硫键和 2∏° 链间二硫键的结构差异

设计了以抑肽酶抑制体外酶转化 !⁄× × 还原打开

2∏° 的唯一链间二硫键形成 和 链 及

链与原形 2∏° 在 ° ≤ 色谱行为上的明显差

异 成功地实现 √ 2 2 2∏° 后同时测定 2 2

∏° 和 2 2∏° 的目的 此方法未见文献报道 ∀

方法的缺点是步骤过于复杂 ≥⁄较大 ∀

注射 2 2∏° 2 2 2∏° 和 2 2 2

∏° 比值接近于 1 Β 1 后 取血时立即加抑肽酶

抑制 2 2 2∏° 转化为 2 2 2∏° 血浆内可

同时检测到单 !双链尿激酶 2 2 2∏° 比例比

注入时减低 2 2 2∏° 相对增多 2 2 2∏°

按单指数消除 2 2 2∏° 按双指数消除 2

2 2∏° 快速 相半衰期与 2 2 2∏° 消除半衰

期相近 而且接近溶纤平板法生物活性测得的数值

2 2 2∏° 末端相半衰期较长 ∀提示 2 2 2

∏° 转化为有溶纤功能的 2 2 2∏° 而发挥作

用 × 和 ≤ ≥与半衰期显示相同的趋势 ≤ 数

值表明 2 2 2∏° 与 2 2 2∏° 呈动态平衡 ∀

为 2 2 2∏° 为主 占总量 的制剂药效学

特点和出血副作用少 !再梗塞发生率低提供了重要

的药代动力学分子物质依据 ∀

实验表明纤维蛋白平板法存在着专属性差 !灵

敏度较低 !板间和日间 ≥⁄较大等明显缺点 但预

试验表明特异性高于 ≥2 生色底物法 其优点是

操作简易 价格便宜 故仍是动物特别是临床药代动

力学可行的研究方法 ∀为了克服该缺点未知样品浓

度应以同一板所设置的标准品量效曲线标定 高浓

度样品必须稀释至线性范围内 对低浓度样品需加

大样品体积多次重复测定可获得可靠结果 ∀鉴于国

际上尚无 2∏° 的标准品和标准单位及测定方法

不易区别各种纤溶酶原激活剂 包括内源性 药用和

代谢生成的组分 的现状 根据 新鲜猴血浆配

制 2∏° 和国家标准 溶纤活性量效曲线平行

的实验结果 所以用国家标准尿激酶溶纤圈直径比

较计算未知样品内多个纤溶组分的 当量浓度

虽不够准确 但是目前可行的方法 ∀

静脉注射 2 2∏° 后血浆纤溶组分浓度快速

减低 半衰期较短 随剂量明显减慢 Π 1 或

Π 1 ∀ ≤ 的增加与 √剂量不呈正比 ∀表明

药物体内存在非线性动力学过程 ∀静注相同剂量的

2 2∏° 血浆 当量浓度明显低于 2 2∏° ∀

生物活性依赖于剂量地快速消除 一次 √ 2 2∏°

后 消除半衰期随剂量延长 低剂量组明显短于中及

高剂量组 Π 1 ∀ × 也有相同变化 Π

1 ∀相同剂量的单 双链尿激酶的半衰期相近

差别无统计意义 ∀单链尿激酶的 ≤ 2 明显小于

双链尿激酶 ∀
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制备 同位素 11Β

 ° ∏ ∂ √

2 ∏ 2 ∏

2 ∏

√ 2∏ Βλοοδ 69Β

ΒΙΟ2ΤΡΑΝΣΦΟΡ ΜΑΤΙΟΝ ΑΝ∆ ΠΗΑΡ ΜΑΧΟΚΙΝΕΤΙΧΣ ΟΦ

ΣΙΝΓΛΕ ΧΗΑΙΝ ΥΡΟΚΙΝΑΣΕ2ΤΨΠΕ ΠΛΑΣΜΙΝΟΓΕΝ ΑΧΤΙς ΑΤΟΡ

ΙΝ ΡΑΒΒΙΤΣ ΑΝ∆ ΡΗΕΣΥΣ ΜΟΝΚΕΨΣ

⁄ ∏ ∏ × ∏÷ ∏

( Λαβορατορψ οφ Μεταβολισµ οφ Βιοτεχηνολογψ ∆εριϖεδ ∆ρυγσ, Ινστιτυτε οφ Ραδιατιον Μεδιχινε ,

Αχαδε µ ψ οφ Μιλιταρψ Μεδιχαλ Σχιενχεσ, Βειϕινγ 100850)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: × ∏ ∏ 2
√ 2 2∏° 2 2 2∏° ∏

√ ∏ 2 2 2∏° ƒ 2 ∏√

√ ∏ 2 2∏° ∏ ∏

∏ 2 2∏° ΜΕΤΗΟ∆Σ: √

√ 2 2 ° 2 2∏° °2 ° ≤

⁄×× 2 2∏° 2 2∏°
∏ ⁄×× ≤ ιν ϖιτρο

ΡΕΣΥΛΤΣ : × 2 2∏° 2 2∏° √ ∏ × 2
2∏° 2 Τ Α Τ Β ∏

√ 2 2∏° 2 Τ

2 2∏° 2 2∏° ≤

√ ∏ 1 ≅ 1 ≅ 1 ≅ # 2 2∏° ∏

∞ Τ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 √ Π 1 ∗ Π

1 ≥ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 # #
√ Π 1 ≤ 1 ≅ # 2 2∏°

2 2∏° ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: 2 2 2∏° √ 2 2 2
2∏° √ 2 2 2∏° √

⁄ √ √ ∏ 2 2∏° 2

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  ∏ 2 √ ∏

√ °2 ° ≤ 2 √
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