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摘要 目的  建立大鼠血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶的抗体夹心酶联免疫吸附测定法 并进行药代动力学研

究 ∀方法  应用重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶免疫家兔 分离  用 ⁄∞∞2纤维素柱色谱纯化 辣根过氧化物酶标记抗

体 建立抗体夹心酶联免疫吸附法 测定大鼠血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶浓度 ∀结果  方法的线性范围为  ∗

 #
血药浓度与时间的关系符合二房室模型 初期和末端的 ΤΠ分别为 1 ∗ 1 和 1 ∗ 1 ≤ 与剂

量成正比 ∀结论  建立的抗体夹心酶联免疫吸附法在灵敏度 !特异性 !线性范围 !精密度和回收率等方面 满足药代

动力学研究要求 ∀实验方法和重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶在大鼠中的药代动力学参数为临床研究提供了手段和依

据 ∀
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  Λ2天冬酰胺酶 Λ2 ∞≤  

  催化水解 Λ2天冬酰胺生成 Λ2天冬氨酸和氨 

从而导致某些缺乏天冬酰胺合成酶的肿瘤细胞蛋白

质合成障碍 选择性地杀死肿瘤细胞 临床用于治疗

急性白血病 !恶性淋巴瘤 ∀治疗用 Λ2天冬酰胺酶来

源于大肠杆菌 Εσχηεριχηια χολι和欧文氏菌 Ερωινια

χαροτοϖορα ∀重组 Ε χολι Π≤° 能高效表

达 Λ2天冬酰胺酶≈ 
为我国工业化生产 Λ2天冬酰

胺酶开辟了新路 ∀ Λ2天冬酰胺酶同位素标记示踪分

析和酶活性分析的药代动力学研究已有报道≈ 
但

由于酶活性检测受灵敏度制约 而同位素标记示踪

分析不能进行人体药代动力学研究 因此 本文用重

组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶免疫家兔 制备抗体 首次

将辣根过氧化物酶标记重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶

抗体 建立了抗体夹心酶联免疫吸附法2

∏∞≥ 用于测定大鼠

血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶 并进行了药代动

力学研究 此法及实验结果为重组 Ε χολι Λ2天冬酰

胺酶临床研究提供了手段和依据 ∀

材料和方法

试剂和仪器  重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶由中

国药科大学生化教研室提供 ≥⁄≥2°∞用  °2°≤

检测 纯度大于   酶的比活力为 1 #


辣根过氧化物酶 !完全福氏佐剂和不完全福氏佐剂

购自 ≥公司 ∀包被缓冲液 1 #


1碳酸盐缓冲液 洗涤缓冲液 磷酸缓冲盐溶液

°≥缓冲液 含 1  ×2 封闭缓冲液 °≥

缓冲液 含 1  ×2和 1 牛血清白蛋白 ∀

微量滴定板∏⁄ 微量

滴定板读数仪   ×°2  ≤

∞ ∀

实验动物  日本种家兔由  2∏≤

提供 ≥•大鼠购自日本      ÷ 株式会

社 体重 ∗  周龄 ∀动物购买后饲养  

以上用于实验 环境温度1 ? 1 ε 相对湿度

为 ?   灯光昼夜交替 自由进食和饮水 ∀

重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶的抗体制备  将重

组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶冻干制剂溶于 °≥缓冲液

中 制备成乳剂 ∀采用多点注射法免疫日本种家兔 

每隔 周加强免疫 次 第 次加强免疫 检测抗体

效价 达到预期效价后 第 周从颈动脉采血  ε

过夜 离心后的血清加饱和硫酸铵沉淀 透析除盐 ∀

透析液经 ⁄∞∞2纤维柱色谱分离纯化免疫球蛋白 

∏∏   分部收集 于  处测

吸光度 合并蛋白含量高的组分备用 ∀

辣根过氧化物酶标记抗体[ 5]  辣根过氧化物酶

溶于 1  戊二醛溶液 室温反应过夜 ∀经

≥¬ 2色谱 加入纯化的抗体交联 ∀反应液

用 ≥ ≥2色谱 分离酶标抗体 !未标记抗体

和辣根过氧化物酶 ∀分部收集 测定各收集管 

处吸光度 ∀

辣根过氧化物酶活性检测  从分部收集的各管

中取适量于微量滴定板中 补充 °≥缓冲液  Λ

再加入反应底物邻苯二胺  Λ反应  加入

1 #
≥ 溶液  Λ终止反应 应用微量

滴定板读数仪按  吸光度减去  吸光度

差分法自动读取吸光度 ∀

辣根过氧化物酶标记抗体酶活性检测  重组

Ε χολι Λ2天冬酰胺酶溶于包被缓冲液中 包被于 

孔微量滴定板各孔中 洗涤缓冲液洗涤 ∀从

≥ ≥2色谱分部收集的各管中 吸取适量分

别加入上述各孔中 温育后再洗涤 ∀加入底物邻苯

二胺反应 ≥ 溶液终止反应 测定吸光值 ∀收集

标记的抗体酶活性最高的组份分装保存备用 ∀

交叉连续稀释法确定抗体夹心 ΕΛΙΣΑ最佳试

剂浓度[ 5]  在 孔微量滴定板各孔中 分别包被质

量浓度为  和  #重组 Ε χολι Λ2天冬酰

胺酶抗体 ∀洗涤后在  ∗  #分别加入按等比

梯度稀释的重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶溶液 温育后

洗涤 加入按 Β Β Β Β和 Β稀

释的酶标抗体 温育后洗涤 加入反应底物 终止反

应后测定各孔吸光度 选择合适反应试剂浓度 ∀

大鼠血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶检测标

准曲线的制备  取  #抗体  Λ包被 孔

微量滴定板 分别加入含正常大鼠血浆浓度为  

     和  #的重组 Ε χολι Λ2天冬酰

胺酶溶液温育 洗涤后加入按 Β稀释的酶标抗体

溶液 温育洗涤后 加入反应底物 终止反应后检测 ∀

大鼠血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶回收率

测定  用正常大鼠血浆配制成浓度为   和 

#的重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶溶液各 份 用

抗体夹心 ∞≥法检测 计算回收率 ∀

大鼠血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶精密度

测定  用正常大鼠血浆配制成       

和  #的重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶溶液各 份 

用抗体夹心 ∞≥法检测 进行日内精密度实验 ∀

药代动力学研究  参照药效学 !毒理学试验 设
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置高 !中 !低 个剂量组1 1 1 #
 

注射体积为 1 #体重 ∀大鼠随机分成 组 

每组 只 √后  1    和  从尾静

脉用肝素化的毛细管∏

 ⁄∏ ≥≤ ≥采血 离心收集血

浆 每份样品立即用抗体夹心 ∞≥ 法检测 ∀每块

微量滴定板在测定血浆样品的同时都作 条标准曲

线 若所测标准曲线拟合线性欠佳ρ 1 则该

板结果作废 ∀所得血药浓度2时间曲线 用 °实

用药动学程序估算药动学参数 ∀

结果

1  重组 Ε . χολι Λ2天冬酰胺酶抗体 Ιγ Γ 的制备

等体积的重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶和福氏佐

剂混合制备乳剂 第 次加强免疫 周后从兔颈动

脉采血 制备的抗血清 经硫酸铵沉淀 透析 粗提液

采用 ⁄∞∞纤维素柱色谱分离纯化  收集 !合并

洗脱峰组分 用紫外分光光度法定量 的质量浓

度为 1 # ∀

2  辣根过氧化物酶标记抗体的制备

戊二醛作为双活性试剂先与辣根过氧化物酶反

应 再与 交联 生成酶标抗体 ∀ ≥ ≥2

柱色谱分离的各组分蛋白紫外检测 !酶标抗体检测 !

辣根过氧化物酶检测结果表明 交联反应液通过

≥ ≥2色谱 辣根过氧化物酶和酶标抗体可

被完全分开 合并酶标抗体活性高的组分 用于大鼠

血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶浓度测定 ∀

3  抗体夹心 ΕΛΙΣΑ法

3 .1  抗体夹心 ΕΛΙΣΑ法的建立  交叉连续稀释法

选择抗体夹心 ∞≥中 抗体 !酶标抗体最佳浓度 

重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶测定线性范围的结果表

明 包被  #重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶抗体 重

组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶浓度检测范围为  ∗ 

#
酶标抗体 Β Β Β稀释 都有良好

的线性 ∀考虑到血浆在样品检测中对抗原 !抗体结

合速率的影响 选择按 Β稀释的酶标抗体浓度 ∀

3 .2  大鼠血浆中重组 Ε . χολι Λ2天冬酰胺酶检测的

标准曲线 !灵敏度 !回收率 !精密度  以浓度为 

#抗体包被 孔微量滴定板 分别加入含正常

大鼠血浆浓度为       和  #重组

Ε χολι Λ2天冬酰胺酶 再加入 Β稀释度的酶标抗

体 加入底物后检测 利用样品吸收率 Α对样品浓

度 Χ作直线回归 得标准曲线方程 Α  1Χ 

1 ρ 1 线性范围  ∗  # ∀灵敏度为

1 # ∀

测定大鼠血浆中重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶 

和  #
种浓度 ν 平均回收率为 1 ∀

大鼠血浆中重组 Λ2天冬酰胺酶      

 和  #日内精密度 次重复测定相关系数

ρ 1 批内  ≥⁄在检测线性范围1 ∗   ∀

空白对照样品的吸收值在 1 ∗ 1 未见空白

血浆结合干扰 因而该方法具有良好的特异性 ∀

以上方法学可靠性考察结果表明 实验所建立

的抗体夹心 ∞≥法检测重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶

的线性范围 !灵敏度 !特异性 !回收率和精密度 满足

药代动力学研究要求 ∀

4  重组 Ε . χολι Λ2天冬酰胺酶在大鼠体内的药代动

力学

大鼠√ 1 1和 1 #
种剂量的

重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶的血药浓度2时间曲线见

图  ∀血药浓度2时间数据经实用药动学软件 °

拟合 符合二房室模型 其动力学参数见表  ∀

π ) π 1 #  ο ) ο 1 #  ϖ ) ϖ 1 #

ƒ∏  ≤2∏√Ε 

χολι Λ2     √

  ν    ξ ? σ

Ταβλε 1  Πηαρµαχοκινετιχ παραµετερσ φορ

ρεχοµ βιναντ Ε . χολι Λ2ασπαραγινασειν πλασµα αφτεριϖ

αδ µινιστρατιον ( ν = 3 , ξ ? σ)

°
⁄Π#

1 1 1

ΤΠΑ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

ΤΠΒ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

ΚΠ
 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

ΚΠ
 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

ΚΠ
 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

≤Π##  ?   ?   ? 

≤#  ?   ?   ? 

ς# 1 ? 1  ?   ? 
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讨论

蛋白质多肽类药物药代动力学分析方法主要有

生物检定法 !免疫学方法 !同位素标记示踪法和色谱

法≈ ∀目前色谱法除了仪器本身价格昂贵 分析成

本高外 技术上亦存在一些问题 因而尚处于起步阶

段 ∀本文通过抗体制备 酶标抗体 建立了检测重组

Ε χολι Λ2天冬酰胺酶抗体夹心 ∞≥法 测定方法

的线性范围为  ∗  #
平均回收率为 1  

灵敏度为 1 #
批内  ≥⁄在检测线性范围在

1 ∗   未见空白血浆对检测的干扰 该方法

灵敏 简便 适于批处理 ∀方法学可靠性检测结果表

明 建立的抗体夹心 ∞≥法检测重组 Ε χολι Λ2天

冬酰胺酶的灵敏度 !特异性 !线性范围 !精密度和回

收率 满足了药代动力学研究要求 ∀其方法学为重

组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶临床研究以及其他新的蛋

白质多肽类药物的药代动力学免疫学分析提供了手

段 ∀

应用所建立的抗体夹心 ∞≥ 法 检测静脉注

射大鼠血浆中 种剂量重组 Ε χολι Λ2天冬酰胺酶浓

度 血药浓度与时间的关系符合二房室模型 初期和

末端的 ΤΠ分别为 1 ∗ 1 和 1 ∗ 1 

≤与剂量成正比 ∀
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≈  ∏  • ∏ • ×  ετ αλ ∏  

¬   Εσχηεριχηια χολι   Λ2
 ≈  Πηαρµ Βιοτεχηνολ 药物生物技术 

 2    

≈ ∏   • ∏ • ×  ετ αλ  ¬  

  Εσχηεριχηια χολι ≈  ϑ Χηιν Πηαρµ
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≈ ∏∞ • ≤ ×  ετ αλ×

   Λ2

∏≈  Βιοχηεµ Πηαρµαχολ 

28    

≈    ≥  ∏ ⁄ ετ αλ Λ2
    √ 

 ∏  ∏   ∏ ≈ 

Χανχερ Ρεσ  41    

≈ ∏∏ ƒ    ∞ ετ αλ Σηορτ Προτοχολσ
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 ≥ 
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