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摘要  目的 研究孤啡肽 ≤ 与其 个片段 ≤ 2 ≤ 2 ≤ 2 ≤ 2 在

痛觉调节和免疫活性上的变化 探讨 ≤ 的构效关系 ∀方法 固相多肽合成法合成 ≤ 及其片段 甩尾法测定它们对

小鼠的痛敏作用和对吗啡镇痛作用的拮抗 × 细胞玫瑰花结形成百分率和红细胞免疫粘附能力评测对免疫功能的影

响 ∀结果 虽然 ≤ 及其片段均有痛敏作用并可拮抗吗啡的镇痛作用 但 ≤ 2 和 ≤ 2 比母体活性

约降低 倍 而 ≤ 2 和 ≤ 2 与母体有相同的活性 ∀ ≤ 及片段 1 ∗ # 对 × 细胞

免疫功能均有促进作用 ≤ 2 1 # 对红细胞的免疫粘附能力有促进作用 ≤ 2 1 ∗

# 不影响红细胞的免疫功能 ∀结论 ≤ 端在 ≤ 的构效关系中有重要的作用 ∀

关键词  孤啡肽 固相多肽合成 痛敏作用 免疫调节

  孤啡肽 另名 ƒ ± 简称

≤ 是 年底由两家实验室分别从大鼠≈ 和

猪≈ 的下丘脑中分离出来的一种新的神经肽 ∀它

是阿片受体样孤儿受体的内源性配基 与强啡肽

及其它内源性阿片肽有一定的结构相似性 而药理

学特征明显不同 ∀从发现以来 孤啡肽在痛觉调节 !

离子通道和心血管系统 !运动 !摄食等方面已有大量

研究≈ 构效关系方面的研究较少 对免疫功能的

影响研究目前尚未见报道 ∀本文设计并合成了孤啡

肽及其 个片段 通过痛敏及对抗吗啡镇痛的作用

试图探讨 ≤ 的构效关系及对免疫功能的影响 ∀

材 料 和 方 法

  实验动物  昆明系小鼠由兰州医学院动物室提

供 ƒ 系小鼠由卫生部兰州生物制品所动物房提

供 ∀

试剂  # ÷ # #

# 华美生物工程公司 其它 保护氨基
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津市化学试剂二厂产品 用前重蒸 二环己基碳二

亚胺 ⁄≤≤ 三氟乙酸 × ƒ 茚

三酮 ° 淋巴细胞分层液

1 日本东京化城 盐酸吗啡 沈阳第一制药

厂 ∀

肽合成  肽的合成按文献≈ 方法合成 ∀ ≤ 采

用 树酯 交联度 ∗ 目 氯取代

值 # 产品 合成 ∀第一个氨基酸

与树酯的连接用 法≈ ∀取代值 ≥ 1

# ∀各片段的合成用本室制备的 树酯

交联度 ∗ 目 ≥ 1 # ∀

⁄≤≤作缩合剂 ×ƒ 脱保护 ×∞ 中和

醋酐封头 茚三酮试剂测定脱保护和缩合的完

成程度 ∀合成好的肽树酯真空干燥两天后 用无水

ƒ切割 ε ∀ ≤ ≤ 2 和 ≤ 2

的粗肽经 ≥ ¬ 2 脱盐 ≤ 2

和 ≤ 2 经 2 脱盐 ∀所有肽再经

° ≤ 制备 1 ×ƒ 和 乙腈 梯度洗脱 检

测波长 流速 1 # 冷冻干燥得

纯肽 纯肽经氨基酸组份分析合格 反相 ° ≤ 纯

度分析 ∀

仪器  氨基酸组份分析仪 2 型

° ≤ 为 公司产品 1 ≅ 半制备柱

° ⁄≥2 分析柱 ≤ 反相 ÷2

⁄≥ ∀

痛敏及拮抗吗啡镇痛实验  按文献≈ 方法 昆

明系小鼠 体重 ? α ⎯ 兼半 每组 只 脑室
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注射 √ ≤ 或其片段各 Λ # ∗

# 对照组注射等体积的生理盐水 ∀预

测痛阈使对照组小鼠甩尾时间平均为 左右 过

于敏感或迟钝的小鼠弃去不用 ∀在给药后 内每

测定一次甩尾时间 ∀对抗吗啡镇痛作用的

实验与痛敏相似 先注射 吗啡 Λ

# 再注射 √ ≤ 或其片段 对照组注射

等体积的生理盐水 ∀

对免疫功能的影响  体重 ? ƒ 系小鼠

α ⎯ 兼半 每组 只 ∀腹腔注射 ≤ 或其片段各

Λ 剂量 1 ∗ # ∀对照组注射等体积

的生理盐水 ∀注射 后开始实验 摘眼球取血 常

规洗涤 分离 × 细胞与红细胞≈ ∀用 液调整

× 细胞浓度为 ≅ 个# ∀吸取该细胞悬液

1 分别与 ≅ 个# 和 ≅ 个#

的绵羊红细胞 ≥ ≤ 悬液 1 在离心管内混

匀 使淋巴细胞与 ≥ ≤ 的比例为 Β 活性 和 Β

总数 ∀在 ε 孵育 后 #

离心 ∀置 ε 冰箱分别于 活性 和

总数 后取出 将上清液吸出一半 加入等量的

1 的戊二醛混匀 再次置 ε 冰箱内 后

1 的吉氏染液染色 滴片 镜检计数 计算活性 ×

细胞玫瑰花结形成百分率 ∞ 2 ƒ≤ 和 × 细胞总数

玫瑰花结形成百分率 ∞ 2 ƒ≤ ∀红细胞用生理盐

水调整浓度为 1 ≅ 个# 分别和致敏与

非致敏的啤酒酵母菌悬液 ≅ 个# 混合

ε 孵育 1 的戊二醛固定终止反应

1 吉氏染液染色 滴片镜检计数 计算 ≤2≤

和 ≤2 ≤ ∀

两组实验均重复两次 ∀

统计学处理  文中数据均以 ξ ? σ表示 不同

组间的差异用方差分析 ∂ 进行统计学处理 ∀

结 果

1  ΝΧ及其片段的痛敏作用和对吗啡镇痛作用的

拮抗

在导致动物的痛觉过敏方面 高剂量和中剂量

时 ≤ ! ≤ 2 和 ≤ 2 有相似的

结果 表 ∀在低剂量时 ≤ 2 和 ≤ 2

比 ≤ 有更好的痛敏作用 Π 1 ∀ ≤

及 个片段痛敏作用的药时曲线观察发现 ≤ 及

个片段在 后仍有痛敏作用 ∀

Ταβ 1  Τηεταιλφλιχκ λατενχψτιµε (σ) οφ µιχε γιϖεν ιχϖ νοχιχεπτιν (ΝΧ) ορ ιτσφραγ µεντσ. Τηε χοντρολσ

ωερε γιϖεν νορµαλσαλινε. Τηε µ ουσεταιλφλιχκ λατενχψτιµεσ ωερε ρεχορδεδ 40 µιν αφτερ γιϖεν τηε δρυγ

≤ ⁄ ≤ ≤ 2 ≤ 2 ≤ 2 ≤ 2

    ? 3 3  ? 3 3  ? 3 3  ? 3  ? 3

? 3 ? 3 3 ? 3 3 ? ?

? ? 3 ? 3 ? ?

ν ξ ? σ 3 Π [ 1 3 3 Π [ 1 × ≤ 1 ? 1 Π 1 ≤ 2
≤ 2 √ ≤

ƒ  × ≤

∏ ∞¬

Λ #
≤

√ Λ ≥ Λ √

≥ Λ ≤ 1 ≤ ≤

2 1 ≤ 2
≤ 2 ≥ Λ ≤

2 1 ≤ 2
≤ 2

  ≤ 及其片段对吗啡镇痛的拮抗研究发现 图

≤ 的拮抗效果和 ≤ 2 一样 在 个

药物中最好 ∀ ≤ 2 虽然在痛敏作用中表

现比 ≤ 稍强 但对吗啡的拮抗作用却不如 ≤ ∀

≤ 2 和 ≤ 2 的剂量高达

时才对吗啡有拮抗作用 ∀

2  ΝΧ及其片段对免疫功能的影响

≤ 及 个片段对免疫功能的调节 随剂量发

生变化 ∀其中 ≤ 2 和 ≤ 2 在

∞ ≤花结实验中 有相似的作用 图 ∀在 1 ∗

# 剂量范围内 随着剂量的增加 免疫促

进作用增高 ∀ ≤ 在低剂量时 免疫促进作用最强

剂量升高促进免疫的作用略有减小 ∀ ≤ 2

和 ≤ 2 的活性在 1 ∗ #

剂量范围内比 ≤ ! ≤ 2 和 ≤ 2
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的活性稍低 ∀与对照组相比较 均对 × 细胞免疫功

能有显著促进作用 ∀

在 ≤ 实验中 ≤ 2 和 ≤ 2

也有相似的作用 图 在 # 剂量

时 它们对红细胞免疫功能没有影响 ∀ ≤ 2

对红细胞的免疫粘附能力在 1 ∗ #

的剂量下无作用 ≤ 2 只有在 1

# 剂量时表现为促进作用 其它剂量无影

响 ∀ ≤ 在这方面的作用与对 ∞ ≤ 的作用比较相

似 ∀

ƒ  ≤2≤ ν 3 Π 1 3 3 Π

1 σ ) σ ≤ τ ) τ ≤ 2 ϖ ) ϖ ≤ 2
≅ ) ≅ ≤ 2 3 ) 3 ≤ 2

π ) π ≤

ƒ  ∞ 2 ƒ≤ ν 3 Π 1 3 3 Π 1
σ ) σ ≤ τ ) τ ≤ 2 ϖ ) ϖ ≤ 2

≅ ) ≅ ≤ 2 3 ) 3 ≤ 2
π ) π ≤

讨 论

Ταβ 2  Τηεσεθυενχε οφ ΝΧ ανδ ιτσφραγ µεντσ

√   × ∏

≤ ƒ ƒ× ≥ ±2

≤ 2 ƒ ƒ× ≥ 2

≤ 2 ƒ ƒ× ≥ 2

≤ 2 ƒ ƒ× ≥ 2

≤ 2 ƒ ƒ×2

  内阿片肽的/信使 !地址0概念认为 端 肽或

肽决定受体结合类型 ≤ 端决定结合强度和受体

亚型 ∀ 年 ≤ 等≈ 报道了 端 位把

° 换成 × 的类似物2≈ × 2 ≤ 不但有 ≤ 相

似的痛敏活性而且也有相同的降血压作用 并且这

两种作用均不被经典阿片受体阻断剂纳络酮所逆

转 说明≈× 2 ≤ 也是和阿片受体样孤儿受体结

合而起的作用 于是提出 ≤ 的构效关系可能不符

合经典阿片肽的/信使 !地址0假说 ∀本文设计并合

成了 ≤ 的 个片段 它们均没有改变 ≤ 的 端

即/信使0端 ∀在活性多肽中 影响结构与功能的

残基一般为同一类型的氨基酸 故 ≤ 2

去掉了 ≤ 端的两个酰胺类残基 ± ≤ 2

在它的基础上 又去掉了两个疏水残基

≤ 2 则又进一步去掉了 ≤ 端 2 位的

2 ≤ 2 则去掉了 ≤ 端大部分残基

只保留了 × ∀根据体外实验 ≤ 被酶水解的特

点≈ 片段均以酰胺结尾 ∀通过以上的序列改变并

结合各片段的活性变化 试图探讨 ≤ 的构效关系

和找出影响活性的关键残基 ∀

痛敏实验发现 ≤ 端的缩短确实影响了 ≤ 的

生物活性 ∀ ≤ 2 拥有母体相似的活性 而

≤ 2 的活性却下降了约 倍 可见 ≤ 端

2 在 ≤ 的活性中占有重要的地位 而 ≤

端四肽 ± 则可能不是完全必需的 ∀实验中还

发现 在 # 的剂量时 注射 ≤ ! ≤ 2

和 ≤ 2 的小鼠均表现出运动功

能失调 ∀

阿片类物质对 × 细胞免疫功能的促进作用 有

文献报道≈ 是通过促进 × 细胞分化来实现的 ∀在

促进红细胞免疫功能方面 报道相对较少 ∀本实验

室曾报道≈ 了关于 ∆阿片受体的专一激动剂新皮啡

肽 ⁄ 对红细胞免疫的促进作用 其机理目前

尚不清楚 但从 ≤2≤ 的成环率升高来看 可能

是通过增加红细胞表面 ≤ 受体的表达实现的 ∀

≤对免疫功能的影响目前还未见报道 在此从细

胞免疫的角度研究 ≤ 对免疫功能的影响 发现 ≤
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对免疫系统也具有调节作用 尤其对 × 细胞的免疫

功能 ≤ 及其片段均有促进作用 ∀

         Ρεφερενχεσ

  ∏ ≤ ∏ ≤ × ετ αλ

∏ ∏ ∏

Νατυρε 377Β

  ° ∏ ετ αλ

ƒ ± ∏ √ 2
2 ∏ Σχιενχε 270Β

  × ƒ ⁄ ƒ ±

Νευρορεπορτ 9Β

  ≥ ≠ ∏ ⁄ ≥ ° ° ≥

∞ ° ≤ ≤ Β

∗

  ∏ ∏

Ιντ ϑ Προτειν Ρεσ

3Β

  赵明敏 ∏ ÷∏ ≥≠ 徐叔

云 卞 如 濂 ≤ ÷ 陈 修 ∞

Εξπερι µενταλ Μετηοδολογψ οφ Πηαρµ αχολογψ

° °∏ ∏ Β

∗

  ≤ ƒ ∏ ° ετ αλ

ƒ ±

ϑ Νευροχηε µ 68Β

  ∏ ÷ ≠ 胡晓愚 • 王锐 ± 嘉庆 ετ αλ

≥ ∏ ∏ ∏ 2 √

∏ Αχτα Πηαρµ Σιν 30Β

  ÷∏ 薛建中 ∏ ∏ Β2
Ι µ µ υνολϑ 9Β

 ≤ ≤ ° ≈× 2 √

∏

¬ 2 √ Βιοχηε µ

Βιοπηψσ Ρεσ Χοµ µ υν 234Β

ΣΨΝΤΗΕΣΙΣ , ΠΑΙΝ ΜΟ∆ΥΛΑΤΙΟΝ ΑΝ∆ ΙΜΜΥΝΟΑΧΤΙςΙΤΨ ΟΦ

ΝΟΧΙΧΕΠΤΙΝ ΑΝ∆ ΙΤΣ ΦΡΑΓΜΕΝΤΣ

⁄ ≥ ∏ ⁄ ≥ • × • × ≤ ± ≤ ± • ∏ •

( ∆επαρτµεντ οφ Βιοχηε µιστρψ ανδ Μολεχυλαρ Βιολογψ, Σχηοολοφ Λιφε Σχιενχε ,

Στατε Κεψ Λαβορατορψοφ Αππλιεδ Οργανιχ Χηε µιστρψ, Λανζηου Υνιϖερσιτψ, Λανζηου 730000)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: × ∏ ∏ 2 √ ≤

∏ ∏ ∏ ≤ 2 ≤ 2 ≤ 2
≤ 2 √ ∏ ∏ 2 √ ≤ ΜΕΤΗΟ∆Σ : °

× ∏

√ ∏ ° ∏ √

∏ ∏ ΡΕΣΥΛΤΣ : ≤ √

∏ ∏ √ ≤ 2 ≤ 2
√ ≤ ≤ 2 ≤ 2 √ ≤ ×

√ × ∏ ≤ ≤ 2
∏ √ 1 # ≤ 2

≤ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: × ∏ ≤ ∏ ∏ √

∏ ≤ 2 √ ≤ ≤ 2 ≤ 2 √ √

√ ≤ ∏ ∏ 2 √ ≤

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  ∏ ∏ √
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