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摘要：目的 比较大鼠硬膜外（ｅｄ）和 ｉｖ［１２５Ｉ］标记
虎纹毒素Ⅰ（［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ）后分布的差异。方法
Ｉｏｄｏｇｅｎ法制备［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ，膈神经膈肌法测定生
物活性。反相高效液相色谱法鉴定放射化学纯度，

三氯醋酸沉淀法测定放射性药物浓度。结果

［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ生物活性标记前后相近，放射化学纯
度为 ９８．５％。给药后 ２ｈ，ｅｄ组椎管局部放射性明
显高于 ｉｖ组（Ｐ＜０．０５），ｅｄ和 ｉｖ后组织放射性分别
在２ｈ和 １０ｍｉｎ达峰值。泌尿系统放射性含量最
高，脂肪、肌肉和脑放射性最低。放射性主要经尿排

泄。结论 ｅｄ后椎管局部放射性高，维持时间较
长，血清峰浓度较 ｉｖ组低，有利于发挥局部镇痛作
用，减少全身副作用。
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虎纹毒素Ⅰ（ｈｕｗｅｎｔｏｘｉｎⅠ，ＨＷＴＸⅠ）是虎纹捕鸟蛛
毒素Ⅰ（ｈｕｗｅｎｔｏｘｉｎⅠ，ＨＷＴＸⅠ）的主要成分，由３３个氨
基酸组成，分子量为３．７５ｋｕ［１］。ＨＷＡＰⅠ是 Ｎ型钙离
子通道阻断剂［２］，分子中所含３对二硫键的配对方式
造成分子空间结构和生物学作用与新型多肽镇痛药

芋螺毒素（ωｃｏｎｏｔｏｘｉｎ，ＭＶＩＡ）相似［３］，硬膜外（ｅｄ）给
药显示良好的镇痛效果，且没有成瘾性。与ＭＶＩＡ相
比，没有肌肉震颤副作用。目前，有关多肽类镇痛药

物采用较特殊的ｅｄ注射给药途径的药代动力学和组
织分布研究未见报道。本文着重研究和比较大鼠 ｅｄ
和ｉｖ［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ后的组织分布特征及差异，为其过
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渡临床研究提供依据。

１ 材料与方法

１．１ 药品和试剂

虎纹毒素Ⅰ：纯度 ＞９９．５％，批号 ０１０６２０，
湖南师范大学生命科学院提供；Ｎａ１２５Ｉ放射化学纯
度９９．９５％，比活度６４４ＴＢｑ·ｇ－１，ＰＥ公司产品，批号
ＮＥＺ０３３Ｒ。
１．２ 动物

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，由军事医学科学院动物中心提供，
体重（２９４±５６）ｇ，♀♂各半，随机分组。全部进行硬
膜外预留ＰＥ１０聚乙烯管，手术后单笼饲养，恢复７
ｄ后用于实验。

昆明种小鼠，由军事医学科学院动物中心提供，

体重１８～２２ｇ，♀♂各半。
１．３ ［１２５Ｉ］放射性标记、纯化和放射化学纯度鉴定

用Ｉｏｄｏｇｅｎ法［４］制备［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ
１０凝胶柱分离纯化。层析条件：柱体１ｃｍ×５０ｃｍ，
洗脱液０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（含０．４ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ），ｐＨ７．０，流速 ０．５ｍＬ·ｍｉｎ－１。分部收集洗脱
液，用ＦＴ６３０Ｇ（４）放射计数仪（北京核仪器厂）测定γ
放射性。二金鸡钠酸蛋白测定试剂盒（Ｓｉｇｍａ）测定
蛋白含量；放射化学纯度用反相高效液相色谱（ｒｅ
ｖｅｒｓｅｐｈａｓｅｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＲＰ
ＨＰＬＣ）法测定，层析条件：ＨＰ１１００四元梯度泵，
５２５ＴＲ流式闪烁计数仪（Ｐａｃｋａｒｄ），ＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＣ１８柱
（３００?，５μｍ，４．６ｍｍ×２００ｍｍ，大连化学物理所填
装）。Ａ和 Ｂ液分别为含 ０．１％三氟乙酸（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏ
ａｃｅｔａｍｉｄｅ，ＴＦＡ）的超纯水和色谱纯乙腈，线性梯度
洗脱，３０ｍｉｎ内乙腈浓度为０％～１００％。用小鼠膈
神经膈肌法［５］分别测定标记前后 ＨＷＴＸⅠ的生物
活性。

１．４ 给药方法和剂量

ｅｄ给药参照文献方法［６］，大鼠 ｉｐ２％戊巴比妥
钠４０μｇ·ｇ

－１，预留ＰＥ１０聚乙烯管于大鼠胸椎段硬
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膜外腔，通过淋巴穿刺针向硬膜外腔给药，另设尾

静脉注射对照组，两组剂量均为１３．２ｋＢｑ·ｇ－１。
１．５ 样品采集、处理及放射性测定

大鼠ｅｄ和ｉｖ［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ后１０ｍｉｎ，２，８和４８
ｈ各杀 ５只动物，取血、尿、心、肺、脾、眼球、股骨骨
髓、肠系膜淋巴结、胸腺、骨骼肌、脑、脂肪、生殖腺、

肾上腺、颌下腺、胰腺、甲状腺、肝、小肠、小肠内容

物、结肠内粪、肾、膀胱等体液和组织。除上述时间

点外，另在给药后 １，５，３０ｍｉｎ及 １和 ４ｈ分别采血
０．２ｍＬ，１０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，用微量进样器定量。
组织放在塑料小杯内用感量 ０．１ｍｇ的分析天平称
湿重，制成匀浆，血清和组织匀浆均加入等体积

２０％的三氯醋酸（ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔａｔｅ，ＴＣＡ）沉淀蛋白，测
定组织总放射性；离心后去上清，用 １０％ ＴＣＡ洗涤
１次，测定酸可沉淀部分γ放射性。血清样品用 ＲＰ
ＨＰＬＣ分析原型药物及代谢物的变化，色谱条件同
前。

分离 Ｔ３，Ｔ６，Ｔ９，Ｔ１２和 Ｌ３等脊椎样品，将每
节脊椎分为３部分，即椎管外肌肉、椎骨（含硬膜外
腔，ｖｅｒｔｅｂｒａ＋ｄｕｒａｍａｔｅｒ，ＶＤ）和脊髓（ｖｅｒｔｅｂｒａｃｏｒｅ，
ＶＣ）。分别测定γ放射性。

组织药物浓度以Ｂｑ·ｇ－１组织湿重表示，血清及
尿液以Ｂｑ·Ｌ－１表示。骨髓为１根股骨的骨髓，甲状
腺和脊椎样品的药物浓度以占总给药量的百分数表

示。

１．６ 统计学处理

用组间Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验两种给药方式下不同样品
组织中药物放射性浓度的差别。

２ 结果

２．１ ［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ的放射化学纯度及生物活性
［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ的放射化学纯度为９８．５％（图１Ａ），

标记前后对小鼠膈神经膈肌的阻断保留时间分别
为（９．１±０．４）和（１４．１±２．２）ｍｉｎ（Ｐ＞０．０５），标记后
仍保持生物活性。比活度为１７６ＭＢｑ·ｇ－１。
２．２ 三氯醋酸沉淀法测定组织［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ的方
法学确证

ＨＷＴＸⅠ是分子量为 ３．３５ｋｕ的小肽，在 １０％
ＴＣＡ中主要在上清部分，但加至组织中则主要在沉
淀部分，为７１．７％～８８．３％，ＴＣＡ上清和沉淀分别代
表［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ的游离型和蛋白结合型，将不同浓
度的［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ在体外加至大鼠不同组织中，在

Ｆｉｇ１． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆ［１２５Ｉ］ＨＷＴＸ
Ⅰｉｎｒａｔｓｅｒｕｍ．Ａ：ｓｅｒｕｍｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠｉｎｖｉｔｒｏ；
Ｂ：ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ３０ｍｉｎａｆｔｅｒ１３．２ｋＢｑ·ｇ－１ｉｖａｄｍｉｎｉｓ
ｔｒａｔｉｏｎ；Ｃ：ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ４ｈａｆｔｅｒ１３．２ｋＢｑ·ｇ－１ｉｖａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｄ：ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ４ｈａｆｔｅｒ１３．２ｋＢｑ·ｇ－１

ｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．

１．２～２３８１Ｂｑ范围内加入药物量与组织 ＴＣＡ沉淀放
射性间线性相关系数均大于０．９９０。
２．３ 脊椎局部药物分布

ｅｄ后１０ｍｉｎ，ＶＤ部分放射性占注入总放射性的
百分数（２％±８％）比ＶＣ部分（０．４％±０．５％）高５６倍
（Ｐ＜０．０１），表明药物成功地注入硬膜外腔，而进入脊
髓的［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ量极少。图２反映了ｅｄ后１０ｍｉｎ，２
和８ｈ及 ｉｖ２ｈ后 ＶＤ和 ＶＣ放射性的变化，由图可
见，注射后２ｈｉｖ组ＶＤ和ＶＣ放射性百分数比 ｅｄ注
射组分别为１／７．９和１／１３．９。
２．４ 大鼠硬膜外和静脉注射［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ后的组织
分布

表１结果是大鼠ｅｄ和ｉｖ［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ１３．２ｋＢｑ·
ｋｇ－１后不同时间各组织 ＴＣＡ可 溶 放 射 性 和
沉淀放射性随时间的变化。由表１结果可见，１０
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Ｆｉｇ２． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｉｎｊｅｃｔｅｄｒａｄｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｖｅｒｔｅ
ｂｒａ＋ｄｕｒａｍａｔｅｒ（ＶＤ）ａｎｄｖｅｒｔｅｂｒａｃｏｒｅ（ＶＣ），
１０ｍｉｎ，２ｈ，ａｎｄ８ｈａｆｔｅｒｅｄａｎｄｉｖｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ
［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３． Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｄｉｎｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｇｒｏｕｐ．

ｍｉｎ时大多数组织放射性ｉｖ组比ｅｄ组高３～４倍，
给药２ｈ后两种给药途径大部分组织均无明显差
别。

大鼠 ｅｄ［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ后多数组织在２ｈ后达峰
值，心脏、肺、胸腺在１０ｍｉｎ时最高。各组织放射性浓
度由高到低为：尿＞肾＞肠内容＞血清＞膀胱＞小
肠＞肺＞颌下腺 ＞脾 ＞肝 ＞心脏 ＞肾上腺 ＞胰
腺＞生殖腺 ＞胸腺 ＞眼球 ＞肠内粪 ＞淋巴结 ＞肌
肉＞脂肪＞脑。ｅｄ后１０ｍｉｎ和２ｈ甲状腺总放射性
浓度分别占注入放射性的 ０．０３％ ±０．０１％和
０．６０％±０．３５％。

ｉｖ后多数组织在１０ｍｉｎ达峰值，各组织药物浓度
从高到低为：肾＞肺＞血清＞膀胱＞小肠＞肠内容＞
颌下腺＞脾＞肝＞肠内粪＞胰腺＞肾上腺＞心脏＞
胸腺 ＞生殖腺 ＞淋巴结 ＞眼球 ＞肌肉 ＞脑 ＞
脂肪。ｉｖ后１０ｍｉｎ和２ｈ甲状腺总放射性浓度分别占
注入放射性的０．１２％±０．０２％和０．８４％±０．５５％。

３ 讨论

本研究采用［１２５Ｉ］标记结合ＴＣＡ沉淀法研究体内
各组织的分布，虽然不能精确分辨原型药物与代谢产

物，但结合ＲＰＨＰＬＣ法，可在检测到原型药物的前提
下将 ＴＣＡ可溶部分视为游离型的原药及降解物，将
ＴＣＡ沉淀部分视为蛋白结合型药物。

ｅｄ和ｉｖ两种给药方式的组织分布随时间进程的
变化明显不同。注射后１０ｍｉｎ大多数组织放射性 ｉｖ
组比ｅｄ组高３～４倍，表明在给药早期，ｉｖ后全身暴
露量高于ｅｄ，给药２ｈ后两种给药途径大部分组织均
无明显差别。ｉｖ后药物较快地分布于各组织，且消除
较快。ｅｄ组血清浓度在２ｈ达峰值，各组织内药物浓
度维持在一定水平，提示 ｅｄ给药后可能存在一个药
物自椎管硬膜外腔缓慢释放入血的动态过程，而大多

数组织中药物浓度保持在较低水平，全身暴露量较ｉｖ
组低。这种分布特征对药物发挥稳定镇痛疗效是有

利的。该结果与药效学实验中ＨＷＴＸⅠ的镇痛效果可
长达数小时的结果是一致的（内部资料）。结合上述

两种给药方式不同的组织分布特征，可进一步说明

ＨＷＴＸⅠ采用ｅｄ给药方式更安全。
两种给药方式下都表现出泌尿系统的药物浓度

远远高于血清，显示药物主要通过尿排泄。脑和脂

肪、肌肉等组织药物浓度最低，显示药物不容易通过

血脑屏障或在疏水性组织中分布低。

本实验仅能从［１２５Ｉ］ＨＷＴＸⅠ在血清或组织中存在
于１０％ＴＣＡ的沉淀部分推断 ＨＷＴＸⅠ与体内蛋白结
合，这个问题还有待于进一步深入研究。
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