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提要 观察丁用 I标记的受体导向药物——乳糖化人血清白蛋白单磷酸阿糖腺苷(L-HSA． 

A raAMP，简称交联物)在小鼠体内的分布情况，结果显示在肝肮内含量啊显高于其它各脏器，表明 

药物的肝脏导向性能良好。同时观察到药物具有缓慢释放作用，从而增强丁药投。用乙肝病毒DNA 

转染的肝癌细胞(2．2．15细胞)观察交联药物的抗病毒药投，结果显示变联物与AraAMP具有相似 

【 抗病毒效应 两药时 HBsAg的抑制率分别为 50％、63 ，对 HBeAg为 62．B 、67．2％。500 

u8／m1蹙联物(其 含 Ar&~MP为31．3 gg／m1)与 1t)0 gs／mt AraAMP对 HBV DNA具有相似的抑 

制作用。两药对 HBeAg抑制的选择指数分别大于4．8、1．7。显示交联物比AraAMP，在药投相似慌 

蠢 毖盏盔勉 ： 关键词 秭 巍本蠢连2 鲍：．盏 垒 二 
哺乳动物的鼾细胞膜上存在特异性半 糖受体，它能专一识别末端为半乳糖基的糖蛋白 

配体并主动转运入细胞内，这种受体介导抗癌药和抗病毒药物的肝脏导 向治疗 已取得了初步 

疗效 。本研究选用乳糖化 人血清白蛋白(L—HSA)为载体 ，与 AraAMP(抗病毒药)交联成乳糖 

他 人血清 白蛋白单磷酸阿糖腺苷(L—HSA—AraAMP，以下简称交联物 )研究其导向性能及其抗 

病毒效应 。 

材 料 与 方 法 

I 交联物的制备及导向性实验 

I．I 殳联物的制备 以还原胺化法制备导向载体乳糖化人血清白蛋白(L．HSA)，在碳二亚胺作用下，实现 

抗病毒药 A raAMP与载体的偶联，得到水溶性 良好的变联物——乳糖化 凡血清白蛋白单磷酸阿糖腺苷 

(L—HSA—AraAM P) 

1．2 盘联物的放射性标记 采用氯氨 碘化法对 L·HSA—AraAMP进行岱1标记，标记率为 67．B％，以三氯 

醋酸沉淀法测定标记物的放化纯度为9O 以上。 

牟文于 1994年 12H 28日收到 1995年 4月 18日修 回 
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1． 交联物在小飘体内分布实验 选择体重为 20 g左右(19．6 g~20．5 g)的雌性昆明纯种小鼠(军事医学 

科学院动物中心提供)16只-经尾静脉注射标记交联物 7．4xIO Bq／只，注射后 1、3、5、7日各杀 4只．留取血 

液及组织称重，用 FJ-2003型 Y计数器测量其放射活性．结果以cpm／g表示 

2 

2．I 将 2．2．15细胞(HBV DNA转染的H~pG2细胞，由北京医科大学第一附属医院传染科赠送)接种于 2{ 

孔扳，每孔细胞数 1．0x10 ．二氧化碳孵箱培养，6天后更换舍药液体 ．每 3天收集上清液．～20~C保存，共 9 

天。设阴阳性对照，实验重复 2次。 

2—2 抗HBV药效测定 以固相放免法(RIA)测定上清液HBsAg、HBcAg，计算抑制百分率及ID (病毒抗原 

5O％抑制量)。 

2-3 HBV DNA Southern blot测定 2．2+15细胞加药培养 12天后弃上清，提取细胞HBV DNA，电辣转膜． 

按 Promega药盘说明，同位紊标记探针杂交。 

2—4 药物的细胞毒性实验(MTT) 参照Fran~eois法，2．上15细胞于 96孔板培养，方法如上述 ．第 12天弃 

卜清后加入MTT，再培养弃上清-加异丙醇 -测定 560 rim和 690 rim波长下的OD值，计算： 

细胞抑制百分率 一 
细胞半数致死量c。 =Anti [B+cf x10O％ 

选择指数 = ； 值盘大．应用价值血高。 

结 果 

I 交联物的纯度测定及结构鉴定 通过还原胺化法制备乳糖化白蛋白作为导向载体
，在碳二 

亚胺作用 F与 AraAMP偶联。采甩SDS—PAGE、凝胶柱层析测得交联物纯度在 99 以 [二
，以 

紫外光谱分析 交联物，测得每分子 白蛋白上连接 35分子的半乳糖残基
， 15分子的 A aAMP， 

交联键为共价键 -平均分子量为 82000 以薄层层析检测未发现有游离药物存在
。 

2 L-HSA—AraAMP在小鼠体内的分布 

2·‘ 图 l及表 1显示 I-L—HSA—AraAMP在肝脏的含量明显高于其它各脏器
，高于心、脾 

肠 d一8倍 ，高于血 肾 3--4倍。肝脏内含量最高为第 1日，到第 7日的 cpm值仍大于 10 000
。 

表 】 I—L HSA—AfÎ MP在小鼠体内的分布 R(SD)n一43 cpm／且 
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l舻q胁 ，g 

给药 矗天敏 

圈 】 Ⅲ1-L—HSA—A~AMp在小鼠体内的分布 

1 Dislribotion I-L—HSA—Ar~ M P in ti~ues oI rmce 

2．2 表 2为方差分析表 ，显示本实验动物模型具有统计学意义(p<0．001)。 

表 2 方差分析表 

Table 2 Analysis ofmtria~ee 

3 L HSA AraAMP的俸外抗病毒效应 

3．1 细胞毒性 实验 三批 实验显示 L—HSA 对细胞无毒性，CD50>2000~g／ml；L-HSA- 

AraAMP几乎 无细胞毒 性，CD50> 2000 pg／ml；AraAMP有细胞毒性 ，CD50为 658．5士 l80 

t-g／ml(表略 )。 

3．2 药物对 HBsAg、HBeAg的抑制作用 

L HSA对 HBsAg及 HBeAg无抑翻作用(表略)。表 3显示 Ar~tAMP对 HBsAg、HBeAg 

均 什抑 制作 用，在浓度为 500 plg／ml时，HBsAg及 HBeAg分别在第 9、6天达抑制高 峰；对 

HBeAg的抑制作 用显示量、效关系．尤以第 9天最为明显。 

O  O  O  O  0  
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表 3 AraAMP对 HB,~Ag爰 HBeAg的抑1IⅡ作用 

Table 3 l~h[b[too' n of AraAM P HBsA8 and HBcAg 

Ara AMP对 HBeAg与 HBsA8均有抑制 -HBsAg第 9天可见到抑制高峰．而 HEeAg第 6天抑制率可选 67．2 
。 

Inhibitory peak of HBsAg OR the 9th day Inhibitory peak of HBeAg。n the 6th day 

表 4显示交联物对 HBsAg、HBeAg均有抑制作用，对 HBeAg的抑制率略低于 AraAMP 

组 ，对 HBeA8抑制率则大于 AraAMP组，量效关系不如 AraAMP组明显。 

表 4 L-HSA AraAMp对 HBsAg爰 HBeAg的抑1IⅡ作用 

Table 4 inhibitory effect of L-HSA—AraAMP ∞ HBsA8 and HBcAg 

L—HSA—AraAMp~"HBsAg的抑制较早但抑制率低 · HRcAg有明显抑制．第 6天与第 9天 抑制作用无明显区别
。 

lnhi0itory peak of HFIsAgⅢ the 6th day Inhibitor)'De“ of HBcAg aI the 5th day 

3．3 药物的选择指数 sI 

从表5可 9己，对于HBeAg的Si，交联物明显大于AraAMP；对于 HBsAg、AraAMP的Si大 

于交联 物 ． 

表5 药物对病毒抗原 50 抑制量 I 。爰选择指数 si 

Table 5 inhibitory d e of drug to song vira／~ntigen(IDs~J aJ1．1 se[eotive indcx of drug(SD 

3．4 对 HBV DNA的抑制作用 

罔 2显示：第 【一1行为浓度 同的AraAMp，表明对 HBV DNA有不同程度的抑制作用 ， 

量效关系显著 ；第 9行为无药对照，HBV DNA无抑制现象 ；第 7、8行为浓度不同的交联物 ，与 

无药对照 比较显示出交联物对 HBV DNA具有抑制作用；与 AraAMP组比较 ，显示交联物在 

r 
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500 pg／ml(其 中含 AraAMP为 31．3．g／rm)浓度时，其抑制程度相当于 AraAMP 1 00~g／ml 

的抑制程度。 

图 2 药物对 HBV DNA的抑制作用 

F 2 lnhibltory effect oi drug 咖 HBA DNA 

讨 论 

¨d ef(bp) 

23l03 

0416 

6,557 
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导向治疗是应用医学生物技术将药物与载体交联 ，通过这一方法将交联药物运送到靶器 

官细胞内，达到治疗 目的。此法具肓选择性较强，特异性较好，药物用量小，毒副作用步 ，能提高 

疗效等优点 。人肝细胞表面具有半乳糖受体，它是由分子量为 d 1 000的一种亚基组成 ．每个 

lJ十细胞约自 I 5×1 0 个受体 ，受体具识别结合体内去唾液酸糖蛋白配基专一性 ，受体配体复 

台物经胞右作用进入细胞内[2Z，利用这一机制将治疗药物携带到靶细胞内充分笈挥作用。本文 

结果j=l上实了胺化乳糖 白蛋白【L—HSA)具有较好的肝脏导向性能，经同位素标记的 L—HSA 在 

月f牲内含 显著高于在其它脏器的含量(P<0．001)。经交联后 的L—HSA—AraAMP在肝脏内 

占量仍高于萁它的脏器含量 <0．00I)。说明L HSA经交联抗病毒药物后导 向性末受影响 

游离的AraAMP经静脉注射数分钟后，组织浓度迅速下降，转化为阿糖腺苷欢黄嘌哈(Ara—H) 

Inf失去药效 。本实验显示 AraAMP经交联后 ，到第 7天仍青活性，提示交联药物具有缓慢释 

放药物的作用．从而使药物在体内作用时间延长，因此可以减少药物用量 ，减少给葑次数，降低 

毒副作用．增强抗病毒效应。 

2．2．【5细胞是转染了HBV DNA序列的肝癌细胞，它能长期稳定地产生 HBV颗粒 ，在细 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


288 中 罾 病 毒 学 第 l0卷 

胞内和培养上清液中可以检测到有病毒复制中问体存在。文献指出，2．2．15细胞表面具有半 

乳糖受体 。抗病毒效应实验显示 ，交联物与 AraAMP对 HBsAg、HBeAg具有相似的抑制作 

用，尤其对于 HBeAg的抑制作用，交联物优于 AraAMP。对结合药物毒性作用全面观察，可见 

加药后第 6天交联物对 HBsAg、HBeAg的选择指数分别为>4，>5．3；AraAMP为 5．3、2．2， 

第 天交联物对 HBeAg的选择指数>4．8，而 AraAMP为 I．7。结果表明，AraAMP随时问延 

长，选择指数降低 ，说明其具有蓄积毒性作用，而此时交联物尚能充分发挥抑制作用。Southern 

b]ot分析显示，病毒复翩中问体 rcDNA及 ssDNA均有减少 ，表 明交联物与AraAMP的作用机 

制一致 ．作用部位在 DNA多聚酶 同样剂量的交联物中的 AraAMP含量仅 一 ，AraAMP 

甩量的减少可明显降低毒副作用，实验结果充分显示交联物通过导向作用，促进药物吸收、利 

用 
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DN A content by Southern blot· The results showed that the targeted drug had sign~ieantly in— 

hibitory ratio of HBsAg and HBeAg which was similar to AraAM P (inh~itory ratio of HBsAg 

50 ，63 ；HBeAg 62．6 ，67．2 ，respectively)．Southern blot test showed the replicative 

intermed iates rcDNA an d ssDNA ~vere inhibited by AraAM P．The targeted  drug had parallel an— 

ti—HBV DN A replicative effectiveness corn pared  with A raA M P． The values of Si of dru gs to 

HBsAg and HBeAg were detected· 

Key words Receptor—targeted  drug，Anti—viral efficacy 
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