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要!为了研究家蚕表达的重组人促红细胞生成素!

TI*0GRZ

"口服治疗肾性贫血的疗效并评价安全性#进

行了小鼠口服
TI*0GRZ

急性毒性实验#结果显示其对小鼠基本无毒或毒性极低#小鼠口服
TI*0GRZ

最大耐受剂量

大于
"&DHH$V9

(

X

4

$肾性贫血小鼠以剂量为
#$H#CV9

(

X

4

和
$%BCCV9

(

X

4

的两个剂量组连续口服
TI*0GRZ

一

周#以小鼠血液网织红细胞数及百分率为药效指标#结果显示口服有药效#并且药效与剂量呈正相关$本实验为开

发重组人促红细胞生成素口服药物提供了理论指导和实验基础$

关键词!家蚕&

GRZ

&口服&急性毒性&肾性贫血

中图分类号!

gH"#
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文献标志码!
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引
!

言

人促红细胞生成素"

0)I,+1*
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<0*(

L

(31<3+

%

0GRZ

#是一个分子量约为
!#XN,

的糖蛋白分子%糖

基化程度大约能达其分子量的
&%]

左右'

"7$

(

&胎儿

发育阶段%

0GRZ

主要是由肝脏产生的%随着发育的

进行%

0GRZ

主要由肾脏产生%其主要的生理学作用

是促进红系祖细胞向红细胞的生长与分化'

!7&

(

&

"BHC

年%

=G*K

基因第一次被克隆'

C

(

%从而开启了

GRZ

的分子生物学研究的新篇章%而且重组人促红

细胞生成素"

*0GRZ

#作为治疗药剂开始服务于患各

种贫血病的病人&由于基因重组技术的飞速发展%

重组人促红细胞生素"

*0GRZ

#已经可以通过各种表

达系统表达了'

#7H

(

&目前市售
*0GRZ

主要由
SMZ

细胞表达%临床上主要用于治疗肾性贫血症%近期也

发现了
*0GRZ

具有一些非造血功能%比如保护神

经)大脑和心脏%修复创伤等'

B

(

&全世界越来越多的

患者使用
*0GRZ

或
Q*,+1;

L

有效地治疗了肾性贫

血&

G*K

也被用于治疗癌症患者化疗引起的贫血

和艾滋病患者抗病毒治疗引起的严重贫血症&一些

患骨质增生症引起的贫血症患者使用
*0GRZ

也有

疗效&一些医疗机构还使用
*0GRZ

治疗因早产或

外科手术引起的贫血症'

"%

(

&

*0GRZ

全球市场已达

到约
"%%

亿欧元%在生物制药的全球市场中处于领

导地位'

""

(

&与其它的蛋白类药物一样%

*0GRZ

在临

床上主要是通过注射用药&然而%注射用药会引起

患者的不适%并且也不方便%特别是慢性患者&因此

一种替代的用药途径是患者迫切需要的%而口服给

药由于安全方便而深受患者欢迎&

家蚕蛹生物反应器是一种高效)经济的昆虫表

达系统%其表达的蛋白通过口服给药已经证明有药

效%比如本实验室表达的人粒细胞巨噬细胞刺激因

子"
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#

'
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(

)人胰岛素"

3+;)-3+
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'
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(

)人生长激

素"
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(等&本研究进行了小鼠口服家蚕蛹表

达的
*0GRZ

"

TI*0GRZ

#急性毒性的实验和肾性贫

血小鼠口服
TI*0GRZ

的初步药效学实验&
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材料与方法
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!

材料

TI*0GRZ

蚕蛹粉为本实验室制备%主要是通

过构建含有
=G*K

基因序列的重组家蚕杆状病毒%

然后接种家蚕蛹"浙江中奇生物药业股份有限公司

提供#%蚕蛹发病后%匀浆
!%I3+

%

&̂

%

H%%%*

*

I3+

离心
!%I3+

%放入冻干机中冻干
&H0

%制成
TI*0G7

RZ

蚕蛹粉$感染野生病毒
TI>R?

蚕蛹粉也为本

实验室制备%对家蚕蛹接种野生病毒
TI>R?

%蚕蛹

发病后%按照相同的方法制成阴性对照蚕蛹粉&

*0GRZ

注射液购于
Y(601

公司$

,+<37=G*K

兔

多克隆抗体和
,+<37=G*KGEV5Q

试剂盒购于
YhN

公司$蛋白预染
P,*X1*

购于
801*I(

公司$

MYR

标

记的羊抗兔
V

4

U

抗体购于康为世纪生物科技有限

公司$过硫酸铵"

QR

#)

5N5

)

8*3;

)

8b11+7$%

和甘氨

酸购于上海生工生物有限公司$丙烯酰胺)

8GPGN

和
>

%

>k7

甲叉双丙烯酰胺均购于
O3;01*5631+<3.36

公司$

NQT

购于
T3(T,;36

公司$腺嘌呤购于
;(-,*7

_3(

公司$其他化学试剂均为国产分析纯&

昆明小鼠和
T,-_

*

6

小鼠"编号为
5S[\7

"军#

$%"$A%%%&

#及小鼠饲料均购于中国人民解放军军

事医学科学院实验动物中心&

蛋白质电泳和
a1;<1*+T-(<<3+

4

实验所用相关试

剂的配制参照0蛋白质电泳实验技术1中相应的配方&

"@$

!

实验方法

"@$@"

!

TI*0GRZ

蚕蛹粉蛋白样品的制备

分别称取质量为
"

4

的
TI*0GRZ

蚕蛹粉和野生

病毒感染的蚕蛹粉%分别溶于
CIEKKM

$

Z

中%充分

混匀%放入
AH%̂

冰箱冷冻
"CI3+

%

!D̂

水浴
CI3+

%

如此反复冻融
!

次%

&̂

%

"$%%%*

*

I3+

%离心
"%I3+

%

吸取上清%分装成小管%保存于
AH%̂

冰箱备用&

"@$@$

!

TI*0GRZ

蚕蛹粉中
TI*0GRZ

的
5N57RQUG

和
a1;<1*+T-(<<3+

4

检测

!!

分别取
"%%

#

E

的上述
TI*0GRZ

蚕蛹粉蛋白

样品溶液和感染野生病毒的蚕蛹粉蛋白样品溶液

"用作阴性对照#置于两个
GR

管中%再取相同体积

的
*0GRZ

注射液于另一个
GR

管中%分别向
!

个

GR

管中加入
$C

#

ECWE(,K3+

4

T)..1*

%

"%%̂

%煮沸

"%I3+

制样%然后
&̂

%

"$%%%*

*

I3+

%离心
"%I3+

&

取上清点样%进行
"$]5N57RQUG

凝胶电泳%并用

考马斯亮蓝溶液染色&

另一块电泳完的
5N57RQUG

凝胶用于
a1;<7

1*+T-(<<3+

4

检测&将凝胶上分离过的蛋白质电转

移至
R?NO

膜上"

H%?

恒压%

"$%I3+

#%取出
R?NO

膜浸入含有
C]

脱脂奶粉的
8T5

溶液"

L

MD@&

#中

&̂

封闭过夜%然后向封闭液中加入
,+<37=G*K

兔

多抗"稀释倍数为
"eC%%%

#%放在摇床上
!D̂

孵育

$0

%取出
R?NO

膜%

8T58

溶液清洗
!

次%每次
"%

I3+

%取出
R?NO

膜浸入含有
MYR

标记的羊抗兔

V

4

U

溶液"抗体稀释倍数为
"e"%%%%

#中%放在摇床

上
!D̂

孵育
"0

%取出
R?NO

膜%

8T58

溶液清洗
$

次%

8T5

溶液再清洗
"

次%最后使用
NQT

显色液显

色%待出现明显条带后迅速用
KKM

$

Z

终止&

"@$@!

!

TI*0GRZ

蚕蛹粉中
TI*0GRZ

的含量的检测

分别将
"%%

#

E

的上述制备的
TI*0GRZ

蚕蛹粉

蛋白样品溶液和感染野生病毒的蚕蛹粉蛋白样品溶

液"用作阴性对照#置于两个
GR

管中%使用
KKM

$

Z

稀

释
"%%%

倍%使用
,+<37=G*K GEV5Q

试剂盒进行

GEV5Q

检测&具体操作方法参考说明书&绘制标准

曲线%根据全波长酶标仪读出的
KP

&C%

值和标准曲线%

计算出
TI*0GRZ

蚕蛹粉中
TI*0GRZ

蛋白的含量&

"@$@&

!

小鼠口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉急性毒性实验

经试验%

"IEKKM

$

Z

中最多能溶解
TI*0GRZ

蚕蛹粉
%@!

4

%其中
TI*0GRZ

的含量为
$C"&@#

V9

*

IE

&配制
%@!

4

*

IE

的
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶

液进行小鼠口服急性毒性实验&

选择昆明小鼠
&%

只%周龄为
C

周%体重
"Dj

"

4

%雌雄各半%随机分成阴性对照组)高剂量组)中

剂量组和低剂量组%每组
"%

只%雌雄各半&在实验

开始前%小鼠禁食
"$0

&阴性对照组口服
KKM

$

Z

%

"IE

*只$高)中)低剂量组分别口服浓度为
%@!

)

%d"C

)

%@%H

4

*

IE

的
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液%

"IE

*只%以小鼠平均体重为
"D

4

计算%

TI*0GRZ

有效剂量分别为
"&DB"D@#

)

D!BCH@H

)

!#BDB@&V9

*

X

4

&每只小鼠分别灌胃
"

次&给药后观察小鼠的

活动%连续
"&K

%其中给药后第
"K

需要对小鼠频繁

观察%以后每天可以减少观察次数&每天称取小鼠

体重%并计算饮食量&查看小鼠外形)毛色)粪便&

"&K

后%解剖小鼠%对比实验组小鼠与阴性对照组

小鼠%观察内脏是否缺失%有无异常&

"@$@C

!

小鼠肾性贫血模型的构建及鉴定

选择
T,-_

*

6

小鼠
#%

只%周龄为
C

周%体重
$%j

"

4

%雌雄各半%随机分成
#

组"

Q

"

O

组#%每组
"%

只%

雌雄各半%其中
Q

组作为空白对照组%正常饲养%其

它
C

组利用腺嘌呤'

"C

(灌胃造肾性贫血模型%腺嘌呤

剂量为
$C%I

4

*

X

4

%每天灌胃
"

次%连续
!

周%对
Q

)

T

两组小鼠进行眼内眦取血%并进行血液常规分析和肾

B$D

第
#

期 李
!

杰等!家蚕表达人促红细胞生成素口服急性毒性和初步药效学研究



功能检测%以血液网织红细胞数及百分率)血肌酐和

血液尿素氮为指标鉴定小鼠肾性贫血模型是否构建

成功%本研究中小鼠血液常规分析和肾功能检测均在

天津国际生物医药联合研究院新药毒理平台进行&

"@$@#

!

肾性贫血小鼠口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉初步

药效学研究

!!

小鼠肾性贫血模型构建成功后%对上述
S

"

O

组

&

组小鼠进行药效学实验%分别是高剂量组%每只小

鼠灌胃浓度为
%@!

4

*

IE

的
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液

%@CIE

%其中
TI*0GRZ

蛋白的含量为
"$CDd!V9

%按

照小鼠的平均体重
$%

4

计算%

TI*0GRZ

蛋白口服

给药剂量为
#$H#CV9

*

X

4

$低剂量组%每只小鼠灌胃

浓度为
%@"

4

*

IE

的
TI*0GRZ

蚕蛹粉的水溶液

%dCIE

%其中
TI*0GRZ

蛋白的含量为
&"B@"V9

%

口服给药剂量为
$%BCCV9

*

X

4

$阳性对照组%皮下注

射
*0GRZ

注射液%给药剂量为
$%%V9

*

X

4

%此剂量

为
*0GRZ

注射液说明书上人体推荐剂量的
"%

倍$

阴性对照组%灌胃等体积溶剂"

%@CIEKKM

$

Z

#&

连续给药
DK

后%对
&

组小鼠眼内眦微量取血%每只

小鼠取
&%

#

E

%对血样进行血液常规分析%以血液网

织红细胞数及百分率为药效指标'

"#

(

&

'

!

结果与讨论

$@"

!

结果

$@"@"

!

TI*0GRZ

蚕蛹粉中
TI*0GRZ

的
5N57RQUG

和
a1;<1*+T-(<<3+

4

检查及含量测定

!!

对
TI*0GRZ

蚕蛹粉和感染野生
TI>R?

病毒

后发病的蚕蛹粉进行
5N57RQUG

和
a1;<1*+T-(<7

<3+

4

检测%如图
"

所示%泳道
!

在
$CXN,

附近出现

了一条特异性条带%这验证了
TI*0GRZ

蚕蛹粉中

含有
TI*0GRZ

蛋白&

图
"

!

TI*0GRZ

蚕蛹粉中
TI*0GRZ

蛋白的

5N57RQUG

"

,

#和
a1;<1*+T-(<<3+

4

"

_

#检测

注!

P

!蛋白预染
P,*X1*

$

"

!

*0GRZ

注射液$

$

!感染野生病

毒
TI>R?

的蚕蛹粉上清$

!

!

TI*0GRZ

蚕蛹粉上清&

对
TI*0GRZ

蚕蛹粉上清进行
GEV5Q

检测%计

算得到
TI*0GRZ

蚕蛹粉中
TI*0GRZ

蛋白的含量

为
H!H$V9

*

4

蚕蛹粉&

$@"@$

!

小鼠口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉急性毒性实验

给药后观察小鼠%第一天%小鼠进食量和活动量

均减少%第二天后基本上恢复正常&连续观察
"&K

%

小鼠无一死亡%小鼠的平均体重和饮食量变化如图

$

和图
!

所示%与阴性对照组小鼠相比无异常%外形

正常完好%毛色光泽%粪便呈棕色%活动灵活%进食量

正常%也未出现中毒症状%与阴性对照组小鼠相比无

明显差异&

图
$

!

小鼠平均体重的变化

注!阴性对照组!口服
KKM

$

Z

%每只
"IE

$高剂量组!口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液"浓度
%@!

4

.

IE

A"

#%每只
"IE

%

TI*0GRZ

有效剂量

为
"&DB"D@#V9

.

X

4

A"

$中剂量组!口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液"浓

度
%@"C

4

.

IE

A"

#%每只
"IE

%

TI*0GRZ

有效剂量为
D!BCH@HV9

.

X

4

A"

$低剂量组!口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液"浓度
%@%H

4

.

IE

A"

#%每只
"IE

%

TI*0GRZ

有效剂量为
!#BDB@&V9

.

X

4

A"

&

图
!

!

小鼠饮食量的变化

注!阴性对照组!口服
KKM

$

Z

%每只
"IE

$高剂量组!口服
TI*0G7

RZ

蚕蛹粉水溶液"浓度
%@!

4

.

IE

A"

#%每只
"IE

%

TI*0GRZ

有

效剂量为
"&DB"D@#V9

.

X

4

A"

$中剂量组!口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉

水溶液"浓度
%@"C

4

.

IE

A"

#%每只
"IE

%

TI*0GRZ

有效剂量为

D!BCH@HV9

.

X

4

A"

$低剂量组!口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液"浓

度
%@%H

4

.

IE

A"

#%每只
"IE

%

TI*0GRZ

有效剂量为
!#BDB@&

V9

.

X

4

A"

&

%!D
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"&K

后%解剖小鼠%高)中)低剂量组小鼠内脏

完整无缺失%未见损失%与阴性对照组小鼠相比%无

明显差异&因此%

TI*0GRZ

蚕蛹粉对于小鼠%基本

无毒或毒性极低&小鼠口服
TI*0GRZ

最大耐受剂

量大于
"&DHH$V9

*

X

4

&

$@"@!

!

肾性贫血小鼠模型的鉴定

对构建的小鼠肾性贫血模型进行验证的结果

显示%如图
&

"

,

#)

C

"

_

#所示%模型组小鼠的网织红

细胞数"

+

*

)

%@%C

%差异显著#及百分率"

++

*

)

%@%"

%差异极显著#的数值都比正常生长的空白对

照组小鼠的小%说明模型组小鼠出现了贫血$如图

&

"

6

#)

C

"

K

#所示%模型组小鼠的血肌酐"

++

*

)

%d%"

%差异极显著#和血尿素氮"

++

*

)

%@%"

%差异

极显著#的数值都比空白对照组小鼠的大%说明模

型组小鼠的肾脏功能受损%因此%小鼠肾性贫血模

型构建成功&

图
&

!

肾性贫血模型小鼠的鉴定

注!空白对照组%正常饲养$模型组%灌胃腺嘌呤造肾性贫血模型%腺嘌呤剂量为
$C%I

4

.

X

4

A"

%每天灌胃
"

次%连续
!

周&

+

*

)

%d%C

%与空白对照组相比差异显著$

++

*

)

%@%"

%与空白对照组相比差异极显著&

$@"@&

!

肾性贫血小鼠口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉初步

药效学研究

!!

肾性贫血小鼠连续口服不同剂量的
TI*0GRZ

后药效学检测结果显示%如图
C

所示%阳性对照组

"皮下注射
*0GRZ

注射液%剂量为
$%%V9

*

X

4

#)高

剂量组"口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉%

TI*0GRZ

有剂量

为
#$H#CV9

*

X

4

#)低剂量组"口服
TI*0GRZ

蚕蛹

粉%

TI*0GRZ

有剂量为
$%BCCV9

*

X

4

#与阴性对照

图
C

!

肾性贫血小鼠口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉药效测定

注!高剂量组!口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液"浓度
%@!

4

.

IE

A"

#%每只
%@CIE

%

TI*0GRZ

有效剂量为
#$H#CV9

.

X

4

A"

$低剂量组!口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉水溶液"浓度
%@"

4

.

IE

A"

#%每只
%@CIE

%

TI*0GRZ

有效剂量为
$%BCCV9

.

X

4

A"

$阳性对照组!皮下注射
*0GRZ

注射液%给药剂量为
$%%

V9

.

X

4

A"

$阴性对照组!口服
KKM

$

Z

%每只
%@CIE

$连续给

药
DK

&

+

*

)

%@%C

%与阴性对照组相比差异显著$

++

*

)

%d%"

%与阴性对照组相比差异极显著&

组"口服
KKM

$

Z

#相比%网织细胞数和百分率都有明

显升高%其中阳性对照组差异极显著%高)低剂量组

差异显著%三个给药组药效依次递减%两个口服实验

组的药效存在剂量依赖%口服药效与剂量正相关&

$@$

!

讨论

关于使用
GRZ

口服给药的研究已有报道&日

本学者
P,3<,+3

等'

"#

(利用脂质体包裹
GRZ

口服灌

胃大鼠%结果有明显药效$将维生素
T"$

连接到

GRZ

分子上提高
GRZ

口服吸收也有报道'

"D

(

$

P3-37

1*7U3-_1*<

等'

"H

(使用乳汁与
GRZ

混合灌胃大鼠%促

进了
GRZ

的口服吸收$

?1+X,<1;,+

等'

"B

(使用了甘

油酯和聚氧乙烯氢化蓖麻子油等吸收促进剂促进了

GRZ

口服吸收&

目前促红细胞生成素的药物研发主要有几个方

面%通过寻找能发挥
GRZ

功能的类似
GRZ

的天然

药物或类似物'

$%

(

$通过结构修饰%提高
*0GRZ

在体

内的半衰期%从而形成更持久的疗效'

$"

(

$通过生产

缺氧诱导因子亚基"

MVO7

$

#羟基化酶的抑制剂%

MVO7

$

的羟基化会引起泛素化降解%从而抑制
GRZ

的生成'

$$

(

&

本研究进行了小鼠口服
TI*0GRZ

蚕蛹粉急性

毒性实验%以最大溶解度配制
TI*0GRZ

蚕蛹粉水

溶液%其浓度为
%@!

4

*

IE

%其中
TI*0GRZ

蛋白的

含量为
$C"&@#V9

*

IE

%高剂量小鼠口服
TI*0GRZ

蛋白的剂量达到
"&DHH$V9

*

X

4

%中剂量和低剂量小

"!D

第
#
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鼠口服
TI*0GRZ

蛋白的剂量分别为高剂量的
"

*

$

和
"

*

&

&结果显示%

TI*0GRZ

蚕蛹粉对于小鼠%基

本无毒或毒性极低&小鼠口服
TI*0GRZ

最大耐受

剂量大于
"&DHH$V9

*

X

4

&本实验只用了小鼠这一

种动物做了急性毒性实验%为了更加准确地评价

TI*0GRZ

的安全性%下一步将在大鼠)狗和猕猴等

动物身上做
TI*0GRZ

蚕蛹粉的包括急性毒性)长

期毒性和生殖毒性等毒性实验&

通过给
T,-_

*

6

小鼠灌胃腺嘌呤'

"C

(

"剂量为
$C%

I

4

*

X

4

#构造肾性贫血模型%每天灌胃
"

次%连续
!

周&一周后%小鼠就现毛色不光泽)脱毛)尿多症状&

$

周后%小鼠变得消瘦&

!

周后%血常规检测结果显

示%模型组小鼠的网织红细胞数用百分率明显低于

正确饲养的空白对照组"如图
&

#%这说明模型组小

鼠的肾脏可能受损%产生的
G*K

减少了&肾功能

检测结果显示%模型组小鼠的血肌酐和血尿素氮大

约是空白对照组的
$

倍"如图
&

#%这说明模型组小

鼠的肾功能确实受损%所以小鼠肾性贫血模型构建

成功了&但是此构建方法%耗时时间长%造模过程中

有小鼠死亡的情况%不方便实验%因此构建的方法需

要改进&

家蚕蛹在中国已有很长时间的食用史%李时珍

在0本草纲目1中记载蚕蛹可以作药&而在家蚕蛹中

表达
TI*0GRZ

%用于口服治疗肾性贫血%具有成本

低%可操作性&本实验通过给肾性贫血小鼠口服两

个不同剂量的
TI*0GRZ

蚕蛹粉%结果证明口服有

效%并且药效与剂量正相关"如图
C

所示#&接下来%

我们将优化
TI*0GRZ

剂型和剂量&其它动物口服

TI*0GRZ

药效学实验正在筹备中%关于
TI*0GRZ

口服药代动力学和生物利用度都不清楚%所以%需要

做的工作还有很多&

$

!

结
!

论

在
TI*0GRZ

蚕蛹粉中成功地检测到
TI*0G7

RZ

蛋白%大小约
$C\N,

%含量为
H!H$V9

*

4

$小鼠

口服急性毒性实验显示%

TI*0GRZ

蚕蛹粉对于小

鼠基本无毒或毒性极低$小鼠口服
TI*0GRZ

最大

耐受剂量大于
"&DHH$V9

*

X

4

$肾性贫血小鼠以
#$

H#CV9

*

X

4

)

$%BCCV9

*

X

4

两个不同剂量连续口服

TI*0GRZ

%血液网织红细胞数及百分率与阴性对

照组相比均有明显升高%并且与口服剂量呈正相

关&因此%小鼠口服
TI*0GRZ

治疗肾性贫血有

疗效&
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