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艾滋病毒)型逆转录酶抑制剂的

小鼠血清活性动态研究!

彭宗根 陈鸿珊 滕 立

摘要 目的：观察艾滋病毒)型逆转录酶（;<=&)>,）抑制剂在小鼠血清中的活性动态，探讨其在药效

评价中的可应用性。方法：不同途径给予小鼠已知和未知;<=&)>,抑制剂后，在不同时间取血分离血清，

体外测定血清抑制;<=&)>,的活性。结果：正常小鼠血清有非特异性抑制;<=&)>,的活性，经稀释后可

排除；非核苷类>,抑制剂可在体外直接测定小鼠体内用药后的血清抑制;<=&)>,活性和动态，核苷类

>,抑制剂的血清抗;<=&)>,的活性可测出，但血清活性不如非核苷类药物为高，主要因核苷类药物的活

性物质是其三磷酸盐，在细胞内转化后形成。此种体外测定小鼠用药后血清活性的体内体外结合的实验方

法，简便快速，可初步分析药物与血清蛋白的结合率以及估算其生物利用度和清除率。结论：体内与体外相

结合的逆转录酶抑制剂的小鼠血清活性的测定方法，可应用于非核苷类;<=&)>,抑制剂的药效评价，对于

核苷类;<=&)>,抑制剂，取血时间要长，并同时测定血清在细胞内的活性，以便综合分析。
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艾滋病自)$0)年被发现以来在全世界迅速蔓延。

虽然已经开发出了)*种治疗药物，但在全世界范围内

没有得到普遍应用，艾滋病仍在传播，其主要原因：一

是药物对艾滋病毒耐药株的产生使药物失效；二是长
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期服药出现毒副作用，三是药物价格昂贵，患者难于负

担。因此寻找高效、低毒和价格低廉的药物是刻不容

缓的 任 务。目 前 药 物 筛 选 常 用 体 外 艾 滋 病 毒!型

（"#$%!）复制酶抑制试验和细胞培养内"#$%!细胞病

变或&’(抗原抑制试验，但体外有效并不一定在动物

体内或临床有效，药物研究的风险较大。为此，我们对

体外筛选有效的"#$%!逆转录酶（)*）抑制剂，给小

鼠用药后取血，在体外测定血清抑制"#$%!)*的活

性，观察药物在小鼠血清内的动态变化，探讨其在小鼠

体内药效，早期预测其发展前景。

材料与方法

! 材料

!+! 药 物 与 试 剂 ,-././0，每 片 含1-./023/1-
（,$&）’4456（批号：,$!!44’），由"-7-0890:6;<*9
（#1=/2）生产，为北京协和医院感染科王爱霞教授惠

赠；>72.:=/1-（>*$），为北京双鹭药业有限公司提供的

原料药（批号：’44?4?!4）；@/=8.:=/1-（A@*），由B:0%
08:6C;D-EF85-GH生产（批号：IJ／K4I’L!I(）；中药

丹参粗提物*(、*J（下简称*(、*J）为本室从植物中

提取；磷甲酸钠（&MA）为常州第一制药厂生产（批号：

N’!4!4）；"#$%!)*&JJ／&K!为 本 室 制 备 并 纯 化。

38EO（A）（=*）!K为B8-C0/16-0P211C-/5Q5R"公司产

品；?"%**&（!5G/／5E，SJG/／558E）为美国,T,公司

产品；其他试剂均为分析纯。

!+’ 仪器 多功能闪烁计数器为B<>JK44型

（B-FU521#1;70:5-17;#1F）。

!+? 动物 >&M级昆明种小鼠，雌性，体重!I!
’46，由中国药品生物制品检定所实验动物中心提供。

’ 方法

’+! 药物抑制"#$%!)*活性的测定 取酶样

品’4"E、药液’4"E与酶反应底物缓冲液’4"E混合。同

时设酶对照和阳性药&MA对照，?SV反应4+KC，4V
水浴终止反应，点样于滤纸片上，KW冷三氯乙酸洗?
次，NKW乙醇脱水，I4V烤干，将滤纸片置于闪烁液中，

测放射性强度F35值，计算抑制率和半数有效浓度

（#GK4）。

’+’ "#$%!)*的酶量与药物活性的关系 在

不同酶量（用测定的放射强度F35表示）条件下分别

测定药物的#GK4。相关关系用相关系数统计（>&>>
!4+4X80D/1=8Y;）。

’+? 小鼠给药和取血方法 小鼠经灌胃（/6）或

腹腔注射（/3）给药后（灌胃双蒸水或注射生理盐水作

对照），于?4、J4、!’4、’(45/1时分别摘眼球取血，分离

血清，L’4V保存待测。测定前于KJV?45/1灭活。

’+( 药物与血清的结合率 不同浓度的药物与

不同 稀 释 度 的 正 常 小 鼠 血 清 等 比 例 混 合，于KJV
?45/1灭活后，测定血清对酶活性的抑制率。

结 果

! "#$%!)*的酶量与&MA和,$&体外抑制活

性的关系 "#$%!)*抑制剂&MA和,$&，用’倍稀

释的"#$%!)*的酶量（F35表示）测定"#$%!)*抑

制活性的#GK4（"6／5E），结果见表!。"#$%!)*在

!JIN(SL!K!?IF35!4倍浓度范围内，&MA和,$&的

#GK4与酶量无明显相关关系（&MA的#GK4与酶量的相

关系数!Z4+K4N，"Z4+S4!，#!4+4K；,$&的#GK4
与酶量的相关系数!Z4+??!，"Z4+?JI，#!4+4K）。

表! &MA和,$&抑制"#$%!)*的#GK4与

酶量的关系

酶量

（F35）

药物的#GK4（"6／5E）

&MA ,$&
!JIN(S — 4+K4N
!44!!4 4+4K’ 4+((!
K’J’S 4+4K4 4+?KI
’SI!( 4+4K! 4+((’
!K!?I 4+4J! 4+?!I

’ A@*、>*$、,$&、*(和*J体外抑制"#$%!
)*的#GK4 A@*、>*$、,$&和*(、*J的#GK4分别

为!’44"6／5E、!’44"6／5E、4+??"6／5E、!J+(K"6／5E
和’S+!J"6／5E。核苷类和非核苷类"#$%!逆转酶抑

制剂A@*和>*$未转化为三磷酸化合物，故测不出

其活性，非核苷类"#$%!逆转酶抑制剂,$&活性很

高，*(和*J对"#$%!逆转酶也有抑制作用。

? 正常小鼠血清非特异性抑制"#$%!)*的活

性 正常小鼠血清有非特异性地抑制逆转录酶的活

性。当血清?倍稀释（在反应体系中的终稀释倍数）后

对酶活性的抑制率为SN+NW，但其抑制活性随血清的

稀释倍数增加而降低，至I!倍稀释后，其非特异性抑

制率"!KW（见图!）。

图! 正常小鼠血清非特异性抑制"#$%!)*活性

( *(、*J和,$&分别与正常小鼠血清混合后

的灭活处理对其抑制"#$%!)*活性的影响 ?倍稀
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释的正常小鼠血清分别与!"（#$%／$&）、!’（#$%／$&）

和()*（#$%／$&）等比例混合后，分成两份，一份+’,
#-$./灭活处理，另一份不灭活。结果显示，正常小鼠

血清灭活与否对其抑制01)234!活性有较大的影

响；而!"、!’和()*在#$%／$&浓度下，与血清混合

后的灭活与否对其抑制01)234!的活性无影响，而

水对照组!"、!’和()*的灭活与否也未影响其抑制

活性（见表5）。

表! 血清与!"、!’和()*混合灭活处理与否对

其体外抑制酶活性的影响 （6）

药物
水对照

灭活 未灭活

#倍稀释的小鼠血清

灭活 未灭活

水对照 — — "37- +879
!"（#$%／$&） ::78 ::75 :975 :97"
!’（#$%／$&） ::7+ ::78 :979 :’7’
()*（#$%／$&） :975 :’7" :87" :’7#

+ !"、!’与 正 常 小 鼠 血 清 混 合 后 对 其 抑 制

01)234!活性的影响 !"（#$%／$&）和!’（#$%／$&）

分别与正常小鼠血清等比例混合，:倍稀释，经灭活处

理后抑制01)234!活性（见图5）。血清的存在，降

低了!"和!’的活性。血清与!"或!’混合后的活

性比水对照血清活性强，但比!"或!’的活性弱，而

混合后的活性不等于两者简单的结合之和。

图! !"和!’与正常小鼠血清等比例混合:倍稀释后抑

制4!的活性

’ 小鼠经灌胃或腹腔注射给药后血清抑制酶的

活性 ()*灌胃后，小鼠血清在体外明显抑制4!活

性，抑制活性随()*浓度（+!+--$%／;%）增大而增

强，并在"<内可维持活性（见图#=）。=>!和?!)经

灌胃后，小鼠血清未表现明显的抑制01)234!的活

性，但?!)在灌胃后"<时和=>!在灌胃后3<时有

较弱的抑制01)234!的活性，?!)活性虽有量效关

系的趋势，但不明显（见图#@、图#A）。!"和!’经灌

胃或腹腔注射不同剂量后，小鼠血清抗01)234!活

性较弱（见图#B）。

讨 论

01)23逆转录酶抑制剂按其作用性质和作用靶点

可分为核苷类4!抑制剂和非核苷类4!抑制剂。核

苷类4!抑制剂是底物类似物，在体内发生磷酸化后，

结合在酶的催化位点与底物竞争性结合在新合成的寡

聚链上，从而使链合成终止，所以核苷类4!抑制剂需

要磷酸化后才有活性，在体外不能测定其活性，=>!
和?!)的1A+-均大于5--"%／$&。非核苷类4!抑制

剂是结合在逆转录酶活性调节位点上，降低酶的催化

活性或使酶无催化活性，能直接抑制酶的活性，在体外

可以测定()*的1A+-为-7##"%／$&。()*为C(!*
的非竞争性抑制剂，*D=为非核苷类非竞争性逆转录

酶抑制剂，当01)234!酶量在一定范围内对其1A+-
无影响，这可能是底物浓度在一定量时，总反应速度是

一定的，结合在酶活性调节位点上，降低酶的催化活

性〔3，5〕。这对于测定其1A+-有利，但对于其他药物是否

也有类似结果，有待进一步实验。
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由于在体外筛选获得的有效抗!"#$%&’药物，

与其体内的效果未必一致，因此寻找一种在体外也能

较好地评估体内药效的方法，在抗!"#$%&’药物筛

选中具有重要意义。为此，我们进行了体内与体外相

结合的给药，测定小鼠血清抑制!"#$%&’活性，以探

索简便、快速的半体内抗!"#药效评价方法。实验发

现正常小鼠血清有非特异性抑制!"#$%&’活性，未

灭活血清尤为明显。但经()*+,-./灭活处理，并经

稀释后，这种非特异性抑制可消除，而药物在经同样稀

释倍数的稀释后仍可测定血药抑制!"#$%&’的活

性。但在实际应用中，要根据药物的耐热特性选择血

清的灭活与否，使结果更可靠。

药物在体内的活性受多方面的影响，如药物与血

清蛋白的结合率，药物在体内的代谢稳定性与清除率

等。药物与血清结合，降低了药物在体内的药效。通

过本实验药物与血清结合后的活性可初步看出药物与

血清蛋白的结合程度及其对药物产生的影响，分析药

物在不同时间的血药活性动态，可预测药物的代谢稳

定性和清除率。从本实验可看出，尽管丹参提取物’0
和’)体外活性高，但与血清蛋白有较高的结合率，给

药后小鼠血清的抑制!"#$%&’活性低。1#2与血

清蛋白的结合程度低，给药后小鼠血清的抑制!"#$%
&’活性高，且持续时间长。另外，通过灌胃和腹腔注

射不同方式的给药后小鼠血清在体外的活性动态，以

及体外药物与血清混合后的抑制活性实验结果，可以

初步估算药物的有效生物利用度、药物在小鼠体内的

代谢率及药物与血清的结合率，为临床用药提供参考

依据，从而预见这一问题，早期预测药物的发展前景。

核苷类&’抑制剂，需在体内经磷酸化后才有活

性〔+〕，给药后药物在小鼠体内经磷酸化，其抑制&’活

性得以激活，从而可在体外测定其活性。34’和5’#
均为核苷类&’抑制剂，在体外无活性（"6(,!7,,!8／

-9），但灌胃给药后小鼠血清均有低的抑制!"#$%&’
活性，虽血清抑制&’的活性不强，但5’#在给药后

0:时有相对强的活性，34’在给药后%:时有相对较

强的活性，与所报道5’#和34’给药后血中出现高

峰一致〔0，(〕。活性不强，这可能是磷酸化的药物形式在

血清中的浓度不高所致。而非核苷类逆转录酶抑制剂

在体内无需转化，可直接发挥抑制作用。1#2为非核

苷类逆转录酶抑制剂，其体外活性高（"6(,为,;++!8／

-9），且与血清结合率低，因而其给药后小鼠血清抑制

逆转录酶的活性强，并且持续时间长，这与文献报道一

致〔)〕。此结果说明本实验方法可很好地应用于非核苷

类&’抑制剂的药效评价，而对于核苷类&’抑制剂

的药效评价，还需其他辅助实验来进一步分析。中药

丹参提取物’0和’)有抑制!"#$%活性，但活性较

1#2低，故在小鼠血清中活性也低，可能是反映其实

际情况。

本实验方法可应用于早期预测!"#$%&’抑制剂

的体内药效，通过药物与正常小鼠血清的结合及给药

后体内血清抑制!"#$%&’的活性动态，可以推测药

物与血清的结合率及药物的有效生物利用度和药物在

体内的代谢和清除率。但对1&’"<，由于血清中药活

性低，不能很好地反映效果，故有局限性，!"#$%细胞

培养方法可确定药效，也可应用小鼠血清测定方法，但

因!"#$%有感染性，需要特殊条件，实验周期较长，但

仍较动物感染模型快速简便，可在药物研究早期应用，

预测其前途。
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