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摘要：目的 研究骨元肽分子量分布及大鼠在体结肠吸收率。方法 采用高压凝胶色谱法测定骨元

肽均重分子量（!;）。大鼠在体结肠吸收实验分为 ( 组，分别用 #%4!、$&4! 和 &%4! *<=> 骨元肽结肠灌

流 % 2，紫外可见分光光度计测定骨元肽含量，观察骨元肽的大鼠结肠吸收率。结果 骨元肽 !; 为

#&8 ? #!!! @，其中 #&8 ? ’#$ @ 组分占 0&4’A以上；结肠吸收率为 %’408A、’!40%A和 ’$4’!A（" B
!4!’）。结论 低分子量骨元肽对大鼠结肠吸收有剂量依赖作用。
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骨元肽是采用本实验室中国发明专利技术（专

利申请号：!!0#!!((!’’4&）以马鹿骨为原料，制备低

分子量多肽，其相对分子量分布为 #&8 ? ’#$。具有

水溶性强、生物活性高的特点，用于防治骨质疏松

症。如果选择普通口服剂型，易被胃肠道消化液、酶

水解而失去活性。制成注射剂，频繁给药，给患者带

来许多不便。结肠中蛋白消化酶较少且药物在结肠

中运转时间较长，是蛋白质、多肽给药的最佳吸收部

位［#］，也是蛋白质、多肽给药途径的研究热点［$］。

本研究采用高压凝胶色谱法测定骨元肽相对分

子量分布并进行 Z@ 大鼠在体结肠灌流，以酚红作

结肠灌流液体积校正，>3;K. 法蛋白质定量，测定其

结肠吸收率。

? 材料和方法

?@? 仪器

>DRZ:&!!! + 型高效液相色谱:质谱联用仪，岛

津（含 有 脱 气 机、ZP@:#!9WP 紫 外 检 测 计，柱 温 箱，

9PDY 原接口，四级杆质谱检测器）；恒流泵（型号：

[E#:#!!)，上海琪特分析仪器有限公司）；VW:(#!#PD
紫外:可见:近红外扫描分光光度计，岛津（日本）；

R,--,:\9#!（超纯水器（R,--,/3KG Y65，美国）；超级恒温

水浴锅（上海实验仪器厂）。

?@A 药品与试剂

多肽分子量对照品：细胞色素 D（D..352K3*G，
R] #$’!!4!）、抑肽酶（+/K3I,6,6，R] 0’!!4!）、杆菌
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肽（!"#$%$&"#%’，() *+,-.-）、乙氨酸/乙氨酸/氨酸/精
氨 酸（ () +,*., ）、乙 氨 酸/乙 氨 酸/乙 氨 酸

（()*01.2），以上对照品均为 3%45" 产品，纯度：!
106；789&: 法蛋白质定量试剂盒（上海申能博彩生

物科技有限公司）；酚红（上海试剂三厂）；骨元肽固

体粉末（自制，纯度 ; 1-6）；<&=!>/?%’4=& 缓冲液（@A
B.+）：每 *--- 57内 含 C"DE B.04、<DE -.F,4、D"DE2
-.FB 4、(4DE -.-2 4、C"A2GH+ -.F2 4、C"ADHF *.FB 4、
葡萄糖*.+ 4，@A I B.2）；-.2 58EJ7 C"HA；生理盐水。

!"# 分子量分布

!"#"! 色谱条件：色谱柱为 K3<4=E L 2---3 )M7
（F-- 55 N B.0 55），流动相：乙腈 O 水 O 三氟乙酸 I
F-OB- O-.*（体积比），流速：*.- 57J5%’，检测波长：

PQ 2*+ ’5，柱温：F,R，进样体积：*-!7。

!"#"$ 标准曲线：取已知 !9 为*2,--.-、S,--.-、

*+,-.-、+,*.-、*01.- 的 , 种多肽对照品，用 -.-,6
叠氮化钠溶液制成 -., 54J57 的溶液，进样体积：*-

!7，记录色谱图，绘制标准曲线。回归线性方程：784
!9 I T -.S2BB" U 0-B1*2，!I T -.111B2。

!"#"# 测定样品分子量分布：测定液的制备：精密

秤取骨元肽粉末 2.-4，置于离心管中，加超纯水 *-
57，超声处理 2- 5%’，离心，F--- &J5%’，*- 5%’，分离

上清液，残渣加超纯水 , 57，超声、离心同上，合并

两次上清液，采用 -.22!5 滤膜过滤至 ,- 57 的容

量瓶中，加超纯水至刻度，摇匀。根据 789&: 法蛋白

质定量结果，稀释成 * 54J57，取 *-!7 上机进样。

!"#"% 分子量分布计算方法：根据 7D(3/0--- " 数

据处理系统，将样品的色谱数据代入校正曲线方程

中计算，即得多肽分子量及其分布范围。用峰面积

归一法计算得出不同分子量范围的相对百分比。

!"% 在体大鼠结肠灌流

!"%"! 动物分组：3V 大鼠 *0 只，雌雄各半，体重

（22- W 2-）4，随机分为 F 组（低剂量组 *+.- 54·7、中

剂量组 20.- 54·7、高剂量组 0+.- 54·7）结肠灌流。

全部动物由广东医学院实验动物中心提供，动物合

格证号：粤监证字 2--,X-2F。

!"%"$ 结肠灌流液中酚红标准曲线：精密吸取酚红

标准储备液（-., 54J57）-.*、-.2、-.+、-.S、-.0、*.-、

*.2 和 *.S 57，用 <&=!>/?%’4=& 缓冲液分别稀释至 *-
57，配制成 ,、*-、2-、F-、+-、,-、S- 和 0- 54·7 的标准

工作液，分别吸取 -., 57，加入 -.2 58EJ7 C"HA ,
57，用紫外/可见分光光度计，在 ,,- ’5 处测定吸光

度值，以吸光度（X）/浓度（D）作图，酚红在结肠灌流

液中的标准曲线方程为：X I -.-*-SD U -.-*,F（ # I

-.1101，$ I S）。

!"%"# 结肠灌流液中骨元肽标准曲线：789&: 法标

准工作曲线：用 <&=!>/?%’4=& 缓冲液配制蛋白液 -.,
54J57，-、2,、,-、*--、*,- 和 2-- !7，分 别 置 于

Y@@=’Z8&[ 管内，<&=!>/?%’4=& 缓冲液至 2--!7，分别

加入 DKD 工作液 2--!7，充分混匀，室温放置 *-
5%’，分别加入 * 58EJ7 \8E%’ /D%8#"E$=] 试剂 *--!7，立

即混匀。室温放置 F- 5%’。用容量 -., 57，光径 *
#5的比色杯比色，波长 B,- ’5，以吸光度（X）/浓度

（D）作图，骨元肽在结肠灌流液标准曲线方程为：X
I -.-F+BD U -.F*,*（ # I -.1101，$ I S）。

!"%"% 大鼠在体结肠灌流吸收实验：骨元肽结肠灌

流液 的 配 制：取 骨 元 肽 粉 末 各 *+.-、20.- 和 0+.-
54，分别置于 *--- 57 量瓶中，用适量 <&=!>/?%’4=&
缓冲液溶解，吸取酚红标准储备液（-., 54·57）+-.-
57，混匀，再用 <&=!>/?%’4=& 缓冲液稀释至 *--- 57。

质量浓度为 *+.-、20.- 和 0+.- 54J7。

大鼠在体结肠灌流：取禁食 *0 （̂自由饮水）3V
大鼠 *0 只，随机分为 F 组。按 +- 54J_4 %@ 戊巴比妥

钠麻醉，固定在操作台上，沿腹中线打开腹腔，在盲

肠后端 * #5 处插管作为灌流液进口，0 ‘ *- #5 处插

管作为灌流液出口，用生理盐水冲洗结肠内容物 *-
5%’，流速 ,.- 57J5%’。再用（FB W -.,）R骨元肽溶

液 ,- 57 进行灌流，流速 2., 57·5%’，每 F- 5%’ 取样

* 次，共取样 0 次（+ ^），每次 *.- 57，补加酚红溶液

2.- 57，分别按酚红和骨元肽标准曲线方法测定其

含量。

!"%"& 统计学处理：以酚红校正结肠灌流液体积，

计算骨元肽在结肠中吸收量，取对数（a’"）T 取样

时间（ %）作图，求出吸收率（6），数据比较采用 3G33
*F.- 方差分析。

$ 结果

$"! 分子量分布

$"!"! 标准及样品色谱图：, 种多肽对照品分子量

分布标准色谱图见图 * 的 , 个吸收峰；骨元肽为单

峰，见图 2。

$"!"$ 骨元肽分子量分布：分子量校正曲线见表 *。

表 ! 分子量标准曲线

(9 *2,-- S,-- *+,- +,*., *01.2
784!9 +.-1S1 F.0*F F.S*- 2.S,, 2.2BB
%?（5%’） S.FFS B.1*2 0.1B, 1.B2S *-.FBS

根 据 分 子 量 校 正 曲 线 方 程（ 784!9 I T
-.S20**"%? U 0.B0+0，! I T -.111B2）计算样品分子
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量分布范围，用峰面积归一法计算相对分子量范围

的百分比，!"# $ %!&’ 占 (")%*。

图 ! 分子量分布标准色谱图

图 " 骨元肽测定色谱图

"#" 大鼠在体结肠灌流吸收

相对分子量 !"# $ %!& 的骨元肽，是水溶性低分

子量多肽，结肠容易吸收，结肠灌流 + , 时，低、中、

高剂 量 组 吸 收 率 均 值 分 别 为 +%)(#*、%-)(+* 和

%&)%-*。经方差分析低剂量组与高剂量组比较（!
. -)-%）差异有显著性，说明大鼠在体结肠灌流吸收

率随剂量增大而吸收率增高，结果见表 &。

表 " 骨元肽大鼠在体结肠灌流吸收率（!" / #，$ 0 (，* ）

1234
56789:;<8= 9>;?* ), @ !

!)- &)- A)- +)-
!+)- !%)!B / !)#- &A)"( / &)%A A+)&# / A)AA +%)(# / !)!B
&")- !")&- / A)(- &B)+B / &)#% A()AA / &)&- %-)(+ / !)BB
"+)- !#)%" / +)#+" A+)"# / A)+#" +A)AA / !)B"" %&)%- / !)B""

注：与 !+ 1234 组比较，" ! . -)-%

$ 讨论

结肠在吸收骨元肽过程中，不仅吸收药物，也吸

收水分，导致灌流液体积减少，直接计算骨元肽的剩

余量误差较大，故本实验定量加入酚红用于测定结

肠对水分的吸收量，校正体积［A］，计算骨元肽在灌流

液中的剩余量。

本实验结果表明水溶性骨元肽相对分子量分布

范围 !"# $ %--，在结肠灌流液中稳定，大鼠在体结肠

灌流吸收率随剂量增大而吸收率增高，在结肠灌流

& $ A , 之间，高剂量组吸收率明显升高。由于结肠

水分少，内容物黏稠，压力大，故吸水性强［+］，而骨元

肽又是水溶性小分子多肽，易被结肠丰富的淋巴组

织吸收［%］，另外结肠内大量的消化酶均失活，不能水

解小分子多肽［(］，可提高生物利用度。本实验为研

制抗骨质疏松的小分子多肽结肠靶向制剂奠定了理

论基础。其作用机理，有待于深入研究。
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