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　　【摘要】　目的　探讨甲硫氨酸脑啡肽（ＭＥＫ）经不同分子量聚乙二醇（ＰＥＧ）修饰对热板致痛小鼠镇痛
效果的改善作用。 方法　分别尾静脉注射 ３１ μｍｏｌ／ｋｇ ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２、ｍＰＥＧ２０００和 ｍＰＥＧ５０００修饰 ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱
ＮＨ２ ，测定 ５５ ℃热板致痛小鼠给药前和给药后 １５、３０、６０、１２０ ｍｉｎ 的痛阈值；以给药前后痛阈值的差值数据

比较各受试物给药前后、给药后各时间点的差异，分析镇痛效果。 结果　尾静脉注射 ｍＰＥＧ５０００修饰 ＭＥＫ唱
Ｃｙｓ唱ＮＨ２ 镇痛表现有强于并长于 ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ 和 ｍＰＥＧ２０００修饰ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ 趋势，在给药后１２０ ｍｉｎ时痛阈
值高于 ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ 和阳性对照药吗啡（P＜０畅０）。 结论　适当相对分子质量 ＰＥＧ 修饰 ＭＥＫ 可提高镇痛
强度和药效维持时间，对改善其成药性具有积极意义。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｅｔ唱ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ（ＰＥＧ）
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｉｎｆｕｌ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｏｔ ｐｌａｔｅ ．Methods　Ｔａｉｌ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ ｔｈａｔ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ３１ μｍｏｌ／ｋｇ ｏｆ ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ ，ｍＰＥＧ２０００ ａｎｄ ｍＰＥＧ５０００ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ，ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ｐａｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １５，３０，６０，１２０ ｍｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｉｎｆｕｌ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｏｔ ｐｌａｔｅ ａｔ
５５ ℃；ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｄａｔｅ ｏｆ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｅｓｔ
ｄｒｕｇｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ，ａｎａｌｙｓｅ ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ．Results　Ｉｔ ｈａｓ ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｍＰＥＧ５０００ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ａｎｄ ｌｏｎｇｅｒ ｔｈａｎ ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ ａｎｄ ｍＰＥＧ２０００ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２．Ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ｐａｉｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｄｒｕｇ ｍｏｒｐｈｉｎｅ （P ＜
０畅０１） ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １２０ ｍｉｎ．Conclusions　ＭＥＫ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＥＧ ｗｉｔｈ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｃｏｕｌｄ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｉｎｔａｉｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｒｕｇ ｅｆｆｉｃａｃｙ ，ａｎｄ ｈａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｏ ｉｔｓ
ｄｒｕｇｇａｂｉｌｉｔｙ．

【Key words】　Ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ，ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ；　Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌｓ；　Ａｎａｌｇｅｓｉａ；　Ｍｉｃｅ

　　聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）修饰是延长脑
啡肽（Ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ，ＥＮＫ）体内半衰期、改善其中枢神经
系统释放能力、增强和延长其中枢镇痛和记忆改善等
其他神经系统疾病药效的可行策略之一

［１］ 。 本文采用
测试中枢镇痛药效的小鼠热板致痛模型

［２］ ，对相对分
子质量为 ２０００ 和 ５０００ 的直链甲氧基聚乙二醇
（ｍＰＥＧ２０００和 ｍＰＥＧ５０００ ）修饰甲硫氨酸脑啡肽（Ｍｅｔ唱Ｅｎ唱

ｋｅｐｈａｌｉｎ，ＭＥＫ）进行了以未修饰原型肽为对照、经外周
（静脉注射）给药的镇痛药效评价。

材料与方法

１．受试化合物：ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ （ Ｔｙｒ唱Ｇｌｙ唱Ｇｌｙ唱Ｐｈｅ唱
Ｍｅｔ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ ， ＭＥＫ唱Ｃｙｓ）、 ＭＥＫ唱Ｃｙｓ （ ｍＰＥＧ２０００唱ＭＡＬ ）唱
ＮＨ２ （简 写 为 ＭＥＫ唱ＰＥＧ２０００ ）、 ＭＥＫ唱Ｃｙｓ （ ｍＰＥＧ５０００唱
ＭＡＬ）唱ＮＨ２ （简写为 ＭＥＫ唱ＰＥＧ５０００ ）为本实验室采用
Ｆｍｏｃ固相方法合成［２唱３］ ，ＲＰ唱ＨＰＬＣ 方法纯化，质量分数
均＞０畅９５；ＭＳ 鉴定，ＭＥＫ唱Ｃｙｓ唱ＮＨ２ 相对分子质量为

６７７，ＭＥＫ唱Ｃｙｓ（ｍＰＥＧ２０００唱ＭＡＬ）唱ＮＨ２ 在 ２７０８ 附近有一
组相差 ４４ 的峰， ＭＥＫ唱Ｃｙｓ （ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ）唱ＮＨ２ 在
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５７０８ 附近有一组相差 ４４ 的峰，与预期相符；使用时以
生理盐水溶解，０畅４５ μｍ 滤膜过滤除菌。 吗啡为东北
第六制药厂生产，批号 ００１００９；生理盐水稀释至使用
浓度。
受试化合物 ＭＥＫ唱Ｃｙｓ 的修饰物 ｍＰＥＧ唱ＭＡＬ（单甲

氧基马来酰亚氨基聚乙二醇，相对分子质量 ２０００ 和
５０００），本实验室以 ｍＰＥＧ（Ｆｌｕｋａ 产品）为起始化合物
常规方法制备［３唱４］ ；实验时同上方法以生理盐水溶解，
０畅４５ μｍ滤膜过滤除菌。

２．主要仪器：智能热板仪：ＲＢ唱２００ 型，成都泰盟科
技有限公司生产。

３．动物分组及给药方法：雌性 ＫＭ 小鼠，清洁级，
体质量 １８ ～２２ ｇ［中国医学科学院实验动物研究所繁
育场提供，合格证号 ＳＣＸＫ（京）２００４唱０００１］。 分层随机
方法分 ７组，剔除痛阈值＜３ ｓ和＞３０ ｓ不合格小鼠后
每组至少保留 ８ 只以上小鼠：阴性对照、阳性药物对
照、修饰物ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ和ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ对照、ＭＥＫ唱
Ｃｙｓ、ＭＥＫ唱ＰＥＧ２０００和 ＭＥＫ唱ＰＥＧ５０００试验组。 阴性对照组
小鼠尾静脉注射生理盐水 ０畅２ ｍｌ／１０ ｇ，阳性药物对照
组小鼠注射吗啡 １０ ｍｇ／ｋｇ （３１ μｍｏｌ／ｋｇ），ＭＥＫ唱Ｃｙｓ、
ＭＥＫ唱ＰＥＧ２０００、ＭＥＫ唱ＰＥＧ５０００和 ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ、ｍＰＥＧ５０００唱
ＭＡＬ各组分别按 ３１ μｍｏｌ／ｋｇ同上方法注射受试物。

４．热板实验测定受试化合物的镇痛作用 ［５］ ：
（２０ ±１）℃室温条件下，置小鼠于（５５ ±０畅５）℃热板，以
接触热板至舔后足所经历的时间为痛阈值；剔除痛阈
值＜３ ｓ和＞３０ ｓ小鼠；各小鼠给药前间隔 ５ ｍｉｎ 测量
痛阈值 ２次，取平均值作为给药前（基础）痛阈值。 分
别观察记录给药后 １５、３０、６０、１２０ ｍｉｎ 各小鼠的痛阈
值，并计算各小鼠给药前后痛阈值的差值。

５．统计学分析［６］ ：给药前各时间点直接进行痛阈
值差异的显著性分析，给药后数据的显著性分析采用
与药前痛阈值差值数据。 检测数据以均数 ±标准差
（珋x ±s）表示。 舍弃 ＞珋x ±３s 数据。 检验各组内数据的
正态分布，确定组间是否进行非参数统计分析。 配对 t
值法检验各组内给药后各时间点与给药前差异。 经方
差齐性检验后分别采用 t 检验或校正 t′检验法比较同
一时间点两组间差异。 以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学
意义。

结　　果

对照及实验各组间给药前（基础）痛阈值差异无统
计学意义，具有可比性。
静脉注射各受试物均有一定镇痛表现。 与同组给

药前比较，多组受试物痛阈值提高表现可持续至给药
后 ６０ ｍｉｎ，ＭＥＫ唱ＰＥＧ５０００组在给药后 １２０ ｍｉｎ 痛阈值有
提高表现（P ＜０畅０５）；与阴性对照组比较，只有 ＭＥＫ唱
ＰＥＧ５０００和阳性对照药吗啡痛阈值提高表现持续至给药

后 ３０ ｍｉｎ（P ＜０畅０１ 或 ０畅０５）；ＭＥＫ唱ＰＥＧ５０００组镇痛表现

有强于并长于ＭＥＫ唱Ｃｙｓ和ＭＥＫ唱ＰＥＧ２０００组趋势，在给药
后 １２０ ｍｉｎ 时痛阈值高于 ＭＥＫ唱Ｃｙｓ 和吗啡组 （P ＜
０畅０５ ）。 等 剂 量 （ ３１ μｍｏｌ／ｋｇ ） ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ 和
ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ尾静脉注射未产生明显镇痛作用。 实验
结果见表 １。

讨　　论

脑啡肽的快速酶解破坏、较高的肝脏清除以及通
过血脑屏障（ｂｌｏｏｄ唱ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的困难是影响其
成药性的重要障碍［７唱８］ ；Ａｒｉｚｏｎａ大学进行的糖基化脑啡
肽和聚乙二醇修饰脑啡肽类似物的研究提示，化学修
饰是克服以上困难，改善脑啡肽及其类似物成药性的
可行策略［１，９］ 。

本实验对相对分子质量为 ２０００ 和 ５０００ 的 ｍＰＥＧ
修饰 ＭＥＫ 进行了外周（静脉）给药镇痛药效的比较。
在ＭＥＫ序列中加入Ｃｙｓ的目的是利用某些ｍＰＥＧ衍生
物特异性修饰游离 Ｃｙｓ 的特征［１０］ ，为短肽提供 Ｃ唱末段
的 ＰＥＧ定点修饰部位。 与 Ａｒｉｚｏｎａ 大学以脑啡肽类似
物［Ｄ唱Ｐｅｎ２ ，Ｄ唱Ｐｅｎ５ ］唱ＥＮＫ 氨基基团作为修饰位点的
ＰＥＧ修饰方案［１，１０］

比较，本方案设计的 ｍＰＥＧ 修饰部
位可能有利于避免被修饰的 ＭＥＫ （ Ｔｙｒ唱Ｇｌｙ唱Ｇｌｙ唱Ｐｈｅ唱
Ｍｅｔ）序列活性必需的 Ｔｙｒ和第 ３ 位 Ｇｌｙ、第 ４ 位 Ｐｈｅ 残
基被屏蔽（尤其是 Ｔｙｒ） ［１１］ ，保留肽活性。
在本实验涉及相对分子质量范围内，较大相对分

子质量（５０００）ｍＰＥＧ 修饰有增强 ＭＥＫ 外周（静脉注
射）给药镇痛作用的趋势，并且药效维持时间延长。 根
据 Ａｒｉｚｏｎａ大学 ＰＥＧ修饰脑啡肽类似物的机制研究，本
实验 ＰＥＧ修饰 ＭＥＫ药效改善的原因，可能与被修饰物
酶解稳定性的改善、体内循环时间（半衰期）增加延长
了暴露于 ＢＢＢ血管内皮细胞的时间，以及与 ＰＥＧ 修饰
改变合成产物的极性相关

［１，９］ 。 具体的机制分析尚待
测试化合物直接的药代动力学实验证实。

本文报道的适当分子量 ＰＥＧ修饰 ＭＥＫ镇痛活性
的增强和药效维持时间的延长趋势，与 Ａｒｉｚｏｎａ 大学
聚乙二醇修饰脑啡肽及其类似物的研究结论

［１，９］
基本

一致，对改善脑啡肽及其类似物的成药性具有积极
意义。
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表 1　静脉注射不同分子量 ｍＰＥＧ修饰甲硫氨酸脑啡肽对热板致痛小鼠疼痛反应的影响（ｓ，珋x ±s）
组别 鼠数 给药前

给药 １５ ｍｉｎ
痛阈值 与基础痛阈值的差值

给药 ３０ ｍｉｎ
痛阈值 与基础痛阈值的差值

生理盐水 １２ :１３ 妹妹畅３３ ±４ 档畅１３ １２ 鼢鼢畅２３ ±４ 殚畅７１ －１   畅１０ ±６  畅９１　 １５ 垐垐畅１６ ±５ z畅８１ １ 亮亮畅８３ ±４ 吵畅５６

吗啡 １２ :１５ 妹妹畅５４ ±３ 档畅９９ ３８ ��畅１５ ±１８  畅４１ ｃ ２２   畅６１ ±１７ 4畅４０ ａ ５２ 媼媼畅８３ ±１２ ゥ畅８８ ｃ ３７ 鞍鞍畅３０ ±１２ 适畅３０ ａ

ＭＥＫ唱Ｃｙｓ ８ &１２ 妹妹畅３１ ±４ 档畅２２ １８ ��畅８６ ±５ 祆畅５４ ｃ ６   畅５４ ±４  畅０９ ａ １８ 垐垐畅１７ ±７ z畅５７ ５ 鞍鞍畅８６ ±５ ⅱ畅１７ ａ

ＭＥＫ唱ＰＥＧ２０００ １０ :１１ 妹妹畅９９ ±３ 档畅３８ ２３ ��畅８３ ±７ 祆畅３５ ｃ １１   畅８５ ±６  畅０３ ａ ２０ 垐垐畅４５ ±１２ ⅱ畅６４ ８ ��畅５０ ±１２ 乔畅５２

ＭＥＫ唱ＰＥＧ５０００ ８ &１５ 妹妹畅７５ ±４ 档畅９２ ２９ ��畅２５ ±１６  畅４３ ｃ １３   畅５０ ±１５ 4畅６７ ａ ３２ 妸妸畅２４ ±１９ い畅６１ ｂ １６ 鞍鞍畅４９ ±２０ 适畅８０ ａ

ｍＰＥＧ２０００唱ＭＡＬ １０ :１１ 妹妹畅８０ ±６ 档畅２８ １５ 鼢鼢畅６４ ±８ 殚畅７７ ３   畅８４ ±５  畅５７ １３ 垐垐畅１７ ±５ z畅５１ １ 亮亮畅１１ ±４ 吵畅２２

ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ １０ :１３ 妹妹畅５４ ±５ 档畅８９ １５ 鼢鼢畅９２ ±４ 殚畅３７ ２   畅３９ ±９  畅０３ １４ 垐垐畅６９ ±７ z畅７０ １ 亮亮畅１５ ±５ 吵畅３７

组别 鼠数
给药 ６０ ｍｉｎ

痛阈值 与基础痛阈值的差值

给药 １２０ ｍｉｎ
痛阈值 与基础痛阈值的差值

生理盐水 １２ :１６ >>畅９４ ±１０ X畅２７ ３ TT畅６２ ±７ F畅９８ １９ ЁЁ畅８４ ±１３ 亮畅４３ ６ 櫃櫃畅５１ ±１０ 吵畅７５

吗啡 １２ :２９ >>畅５３ ±１８ X畅８７ １４ WW畅００ ±１７ q畅７７ ａ １９ èè畅２５ ±６ 殮畅３５ ｄ ３ 槝槝畅４２ ±６ 妸畅２７

ＭＥＫ唱Ｃｙｓ ８ &１８ >>畅９４ ±９ 0畅８２ ６ WW畅６３ ±６ I畅６０ ａ １３ èè畅３３ ±６ 殮畅６６ ｄ １ 槝槝畅０１ ±５ 妸畅１２

ＭＥＫ唱ＰＥＧ２０００ １０ :２０ >>畅１６ ±５ 0畅０１ ８ WW畅１７ ±５ I畅２０ ａ ２１ ЁЁ畅１３ ±１５ 亮畅３１ ９ 櫃櫃畅１４ ±１３ 吵畅０６

ＭＥＫ唱ＰＥＧ５０００ ８ &２６ >>畅２９ ±１５ X畅８０ １０ TT畅５４ ±１８ n畅０９ ３４ ЁЁ畅５７ ±１７ 亮畅５３ １８ 洓洓畅８３ ±１６ 档畅４９ ａ

ｍＰＥＧ２０００唱ＭＡＬ １０ :１２ >>畅７５ ±７ 0畅９２ ０ TT畅９５ ±４ F畅８３ １２ èè畅９０ ±８ 殮畅０３　 １ 槝槝畅１０ ±６ 妸畅００

ｍＰＥＧ５０００唱ＭＡＬ １０ :１５ >>畅８２ ±８ 0畅４６ ２ TT畅２８ ±８ F畅７８ １９ ЁЁ畅０９ ±１７ 亮畅７５ ５ 櫃櫃畅５１ ±１６ 吵畅４９

　　注：尾静脉注射， 给药剂量 ３１ μｍｏｌ／ｋｇ， 给药容积 ０畅２ ｍｌ／１０ ｇ。 与同组给药前比较，ａP ＜０畅０５；与生理盐水比较，ｂP ＜０畅０５，ｃP ＜０畅０１；与 ＭＥＫ唱
ＰＥＧ５０００组比较，ｄP ＜０畅０５
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