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人酸性成纤维细胞生长因子与穿膜肽融合蛋白在鼠体内的 
药代动力学及血脑屏障通透性研究 
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(暨南大学 1. 药学院,  2. 医药生物技术研究开发中心, 广东 广州 510632) 

摘要 : 研究穿膜肽  (transcriptional activator protein, TAT) 和人酸性成纤维细胞生长因子  (human acidic    
fibroblast growth factor, haFGF) 融合蛋白TAT-haFGF14−154静脉注射 (iv) 后在大鼠血浆中的药代动力学特性, 并
探讨其在大鼠和小鼠体内血脑屏障的通透性, 为阿尔茨海默症 (Alzheimer’s disease, AD) 的临床治疗用药提供

依据。酶联免疫吸附实验 (ELISA) 检测静脉注射后 TAT-haFGF14−154 在大鼠血浆和小鼠脑匀浆液的含量, 免疫

组织化学法检测大鼠和小鼠脑中的分布。结果表明, 大鼠单次颈静脉注射 TAT-haFGF14−154 300 µg·kg−1 后, 血药

浓度-时间曲线符合二室开放模型, 加权为 1/C2, 属于线性动力学消除, 其中, 分布半衰期为 (0.049 ± 0.03) h, 消
除半衰期为 (0.55 ± 0.05) h。结果提示, TAT-haFGF14−154 在体内消除较快, 可以迅速穿过血脑屏障, 分布于大脑

皮质和海马区, 并定位于细胞核。 
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Abstract: This paper is to report the study of the pharmacokinetics of a fusion protein TAT-haFGF14−154 for 

human acidic fibroblast growth factor and transcriptional activator protein in rat plasma, and the investigation of 
their penetration across blood-brain barrier in mice and rats, in order to provide a basis for clinical development 
and treatment of Alzheimer’s disease.  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to determine 
concentration of TAT-haFGF14−154 in rat plasma and in mouse brain homogenate; and immunohistochemistry was 
used to analyze the distribution in brain.  The concentration-time curve fitted two-compartment open model 
which was linear kinetics elimination after a single intravenous injection of TAT-haFGF14−154 in rat at the dose of 
300 µg·kg−1.  The half life time was 0.049 ± 0.03 h for distribution phase and 0.55 ± 0.05 h for elimination 
phase, and the weight was 1/C2.  The result showed that TAT-haFGF14−154 could be detected in the brain by 
ELISA and immunohistochemistry, the elimination of TAT-haFGF14−154 in rat was swift, and TAT-haFGF14−154 
could penetrate across the blood-brain barrier, distribute in pallium and hippocampus and locate in the nucleus. 
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人酸性成纤维细胞生长因子  (human acidic   
fibroblast growth factor, haFGF) 在神经系统方面具

有多种生物学功能。临床研究表明: haFGF 对脊髓损

伤患者具有神经修复功能[1]; 另外, haFGF 可以抑制

中枢神经元的凋亡, 促进轴突修复, 减少海马细胞的

缺失和神经元的变性[2]。野生型 haFGF 由 154 个氨  
基酸残基构成, 在天然状态下, haFGF N 端不稳定, 
部分氨基酸残基易降解。本实验中采用的 haFGF14−154

是将野生型 haFGF 去除 N 端 13 个不稳定氨基酸的改

构体, 研究表明, haFGF14−154 在显著提高稳定性的同

时, 保留了野生型 haFGF 的促分裂和非促分裂等多

种生物学功能。 
阿尔茨海默症  (Alzheimer’s disease, AD) 是  

一种常见的中枢神经系统退行性疾病, 其主要病理

特征包括在大脑皮层和海马出现 β-淀粉样蛋白 
(amyloid-β protein, Aβ) 聚集形成的老年斑 (SP), Tau
蛋白异常磷酸化聚集形成的神经纤维缠结 (NFT) 以
及大脑皮层和海马区神经细胞减少[3]。目前的治疗药

物只能缓解 AD 患者的症状, 无法从根本上治疗。基

于 haFGF 在神经系统方面的多种功能, 使其具有开

发成为治疗 AD 新型药物的良好前景。 
然而 haFGF分子量较大, 难以穿过血脑屏障, 从

而阻碍了其发挥脑部疾病治疗的作用。穿膜肽 TAT 
(transcriptional activator protein) 是一种带正电荷的

短肽, 它可以携带多种大分子物质穿过细胞膜运送

到细胞内。近年来, 将穿膜肽与蛋白药物融合, 利用

TAT 介导大分子到达脑部的报道日趋增多: Cai 等[4]

利用穿膜肽介导分子质量较大 (17 kD) 的脑红蛋白

进入小鼠脑内, 保护受损大脑; 研究表明: TAT-FNK、

TAT-Bcl-xL、TAT-GDNF、TAT-XIAP、TAT-Hsp70
等均可以穿过未受损的血脑屏障, 发挥对脑部疾病

的治疗作用[5−9]。而本实验室前期研究表明: haFGF
改构体对 Aβ 所致大鼠海马神经元细胞毒性具有显 
著的保护作用, 与 TAT 融合可以快速穿过 PC12、
HaCaT 和海马神经元等细胞的细胞膜[10]。综上所述, 
由于穿膜肽具有可以携带多种大分子物质穿过细胞

膜进入细胞的特性, 为生物大分子用于疾病治疗带

来了曙光[11], 本实验将考察 TAT 与 haFGF 的融合蛋

白静脉用药后在鼠体内的药代动力学特点及其血脑

屏障通透性, 旨在为其临床应用提供参考。 
 

材料与方法 
实验动物  Sprague-Dawley (SD) 大鼠, 雌雄各

半, 体重 (250 ± 30) g; 昆明种小鼠, 雌雄各半, 体重 

(21 ± 2) g, 购自广东省医学实验动物中心, 许可证号: 
SCXK (粤) 2008-0002。 

药品及试剂  ELISA kit (武汉新启迪生物科技

有限公司); 鼠抗人 aFGF单克隆抗体 (R&D公司); 免
疫组化二抗试剂盒 (博士德公司); TAT-haFGF14−154 
(纯度: 92.7%, 批号: 20110314, 活性: 5.1×108 IU·g−1) 
和 haFGF14−154 (纯度: 97%, 批号: 20110313, 活性: 
4.5×108 IU·g−1) 由暨南大学医药生物技术研究开发

中心 (广州) 提供。 
主要仪器和设备  全自动酶标仪 (Thermo Lab 

Systems); 倒置荧光显微镜 (Olympus Co); 电热恒温

培养箱 (上海-恒科学仪器有限公司)。 
标准曲线的绘制  将大鼠空白血清稀释 10 倍, 

取 1 mL 加入 haFGF 标准品, 混匀, 将 haFGF 配制  
成 2 000、1 000、500、250、125、62.5 和 31.25 ng·L−1

等浓度, 各取 100 µL 加入酶标板, 终止反应后于酶

标仪 450 nm 处检测吸收度 (A) 值, 绘制标准曲线。 
加样回收率检测  用 10 倍稀释后的空白血浆将

TAT-haFGF14−154 配制成 2 000、500、125 和 31.25 
ng·L−1 等 4 个浓度, 每个浓度 5 孔, 计算回收率。 

精密度测定  用 10 倍稀释后的空白血浆将 TAT- 
haFGF14−154 配成 2 000、500、125 和 31.25 ng·L−1 等   
4 个浓度, 每个浓度同一块板测定 5 次, 分别用 5 块

不同板检测, 计算板内和板间精密度。 
血浆药物浓度检测  取大鼠 8 只, 雌雄各半, 戊

巴比妥钠 (4 g·kg−1) 腹腔注射麻醉, 分离颈静脉, 插
管, 用大头针牵引插管穿过皮肤, 在头顶打结, 缝合

伤口, 单笼饲养; 24 h 后经插管注射 TAT-haFGF14−154 
(300 µg·kg−1), 给药后 2、5、10、15、30、60、90、
120 和 180 min, 从插管中取血, 离心取上清液。将血

浆样品稀释 10 倍, 加入酶标板进行反应, 酶标仪 450 
nm 处检测吸收度 (A) 值, 代入标准曲线计算血药浓

度, 绘制血浆药物浓度-时间曲线, 计算药代动力学

参数。 
大脑样本获取  取小鼠 45 只, 分为 9 组, 每组  

5 只, 分别尾静脉注射剂量为 300 µg·kg−1 的 TAT- 
haFGF14−154和 haFGF14−154, 空白对照组注射同等剂量

的 PBS。给药后 15、30、60 和 120 min 取大脑, 分
为两半, 一半放入 4%多聚甲醛, 另一半 −80 ℃保存。

取大鼠 9 只, 分为 3 组, 每组 3 只, 给药后 120 min
取脑, 全脑置于 4%多聚甲醛。 

脑匀浆液中融合蛋白含量检测  首先制备标准

曲线, 其次将小鼠脑组织按照每 0.2 g 组织加 1 mL 
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PBS 的比例, 将组织充分匀浆, 离心取上清液; 取上

清液 100 µL 加入 96 孔酶标板反应, 450 nm 处检测吸

收度值, 计算各时间点融合蛋白含量, 并换算成与组

织的比重值。 
免疫组织化学法检测大脑中分布  将置于多聚

甲醛中的脑组织经脱水、透明、浸蜡、包埋后, 进行

石蜡切片 (厚 3 µm), 自然晾干, 60 ℃烤片备用。然 
后将石蜡切片依次经脱蜡、抗原修复、增加膜通透 
性、封闭内源性过氧化物酶、封闭、孵育一抗、二抗、

DAB 显色、苏木素复染、脱水透明、封片、拍照。 
数据处理  方法学研究所得结果用 x ± s 表示; 用

SPSS17.0软件进行单因素方差分析 (one-way ANOVA), 
药代动力学数据用 3p97 软件进行处理。 
 

结果 
1  标准曲线 

用空白大鼠血浆 10 倍稀释液配制成不同浓度

haFGF, 酶标仪 450 nm 处检测其吸收度 (A) 值, 所
得标准曲线为 y = 0.000 7 x + 0.068, R2 = 0.997 9, 说
明在 31.25～2 000 ng·L−1 线性良好。 
2  加样回收率 

在检测浓度范围内所取 31.25、125、500 和      
2 000 ng·L−1 等 4 个浓度的加样回收率分别为  
(118.62 ± 9.2) %、(110.24 ± 7.8) %、(86.92 ± 4.2) % 和

(95.07 ± 1.5) % ( x ± s, n = 5), 相对标准偏差分别为

7.93、7.03、4.79 和 1.60。结果显示, 高浓度回收率

较高, 且相对标准偏差也小; 而浓度越低, 相对标准

偏差越大, 相对标准偏差RSD (%) < 8%, 回收率上下

波动在 20% 以内。 
3  精密度 

因为必须在终止反应后 30 min内检测吸收度 (A) 
值, 所以板内精密度检测的时间间隔为 5 min, 重复 
5 次; 31.25、125、500 和 2 000 ng·L−1 等 4 个浓度的

板间精密度分别为 8.46、6.91、7.66 和 4.09, 板内精

密度分别为 2.96、1.31、1.62 和 0.27。结果显示, 浓
度越高, 板间和板内相对标准偏差 (RSD) 越小, 而
低浓度相对标准偏差较大; 板内相对标准偏差小, 均
< 3%, 板间相对标准偏差均在 10% 以内, 说明重现性

较好, 方法可靠。 
4  大鼠静脉注射 TAT-haFGF14−154 药代动力学 
4.1  血浆药物浓度-时间曲线  大鼠静脉注射融合

蛋白 TAT-haFGF14−154 后各时间点血药浓度随时间变

化曲线见图 1。 

 
Figure 1  Concentration-time curve of TAT-haFGF14−154 after  
iv 300 µg·kg−1 in rat plasma (n = 8) 
 
4.2  药代动力学参数  所得血浆药物浓度经 3p97 
软件进行拟合, TAT-haFGF14−154 在大鼠血浆内的药

代动力学符合二室开放模型, 加权为 1/C2, 分布半衰

期 (t1/2α) 为 (0.049 ± 0.03) h, 消除半衰期 (t1/2β) 为 
(0.55 ± 0.05) h, V 为 (15.43 ± 3.7) L·kg−1, AUC 为 
(8.21 ± 1.4) µg·L−1·h, CL 为 (33.6 ± 4.5) L·kg−1·h−1, 
MRT 为 (0.71 ± 0.1) h。 
5  ELISA 法测定小鼠脑匀浆液中 TAT-haFGF14−154

和 haFGF14−154 含量 
5.1  标准曲线  用空白小鼠脑匀浆液作为稀释液, 
将 haFGF 进行梯度稀释, 制备标准曲线。所得标准 
曲线为 y = 0.001 2 x + 0.225 6, R2 = 0.995 4, 表明在

31.25～2 000 ng·L−1 线性良好。 
5.2  小鼠脑匀浆液中融合蛋白含量检测  将检测 
结果由浓度单位转换成每千克组织含量, 结果采用

SPSS17.0软件进行单因素方差分析 (one-way ANOVA)。
如图 2 所示, TAT-haFGF14−154 组静脉注射后 0.5～   
2 h 均可以检测到, 并且在 1 h 达到峰值, 比重值为 
 

 
Figure 2  Concentration of TAT-haFGF14−154 and haFGF14−154 
after 300 µg·kg−1 iv in mouse brain homogenate (n = 5).  **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs control; ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs haFGF14−154 
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195.85 ng·kg−1; 而 haFGF14−154 组仅在 1.5 h 可检测到, 
比重值为 38.28 ng·kg−1, 仅占 TAT-haFGF14−154 组最

高值的 1/5。且两组相比, TAT-haFGF14−154 组的比重

值均高于 haFGF14−154 组。 
6  免疫组织化学法检测脑组织中 TAT-haFGF14−154

和 haFGF14−154 的分布 
6.1  小鼠脑组织分布  免疫组织化学检测结果显示, 
小鼠尾静脉注射 TAT-haFGF14−154 后 15 min (图 3A、

图 4A) 即可在皮质和海马区检测到极少数褐色颗粒 
(如箭头所示, 为阳性结果, 代表融合蛋白在脑组织

的分布), 之后的 30～120 min (图 3B～D、图 4B～D) 
皮质和海马都可以检测到融合蛋白的存在, 在 60 min
时 (图 3C、图 4C) 达到高峰; 而 haFGF14−154 在小鼠

大脑皮质和海马 60 min 检测不到, 仅在 90 min (图
3F、图 4F) 检测到有少量褐色颗粒。 
6.2  大鼠脑组织分布  免疫组织化学结果 (图 5) 
显示, 大鼠静脉注射 TAT-haFGF14−154 后 120 min,  
在皮质和海马都可以检测到融合蛋白 (图 5A 和 5C),  

而 haFGF14−154静脉注射后 120 min在大脑皮质和海马

区 (图 5B 和 5D) 均有少量褐色颗粒出现, PBS 对照

组为阴性结果 (图略)。 
 

 
Figure 5  Immunohistochemistry analysis in rat pallium (C and D) 
and hippocampus (A and B) after intravenous injection of TAT- 
haFGF14−154 (A and C) and haFGF14−154 (B and D) at 120 min.  Black 
arrows indicate the typical positive-stained (magnification, ×400) 

 

 
Figure 3  Immunohistochemistry analysis in mice pallium after intravenous injection (iv) of TAT-haFGF14−154 and haFGF14−154.    
Immunohistochemistry was performed 15, 30, 60, and 120 min after iv of the TAT-haFGF14−154 (A−D), the control PBS (E) and 90 min 
after iv of the haFGF14−154 (F).  Black arrows indicate the typical positive-stained (magnification, ×400) 
 

 
Figure 4  Immunohistochemistry analysis in mice hippocampus after intravenous injection (iv) of TAT-haFGF14−154 and haFGF14−154.   
Immunohistochemistry was performed 15, 30, 60, and 120 min after iv of the TAT-haFGF14−154 (A−D), the control PBS (E) and 90 min 
after iv of the haFGF14−154 (F).  Black arrows indicate the typical positive-stained (magnification, ×400) 



· 1208 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2011, 46 (10): 1204−1208   

 

讨论 
目前, 生物技术药物的药代动力学研究方法有

同位素示踪法、免疫学法、色谱与质谱等[12]。酶联

免疫 (ELISA) 法属于免疫学方法中的一种, 通过回

收率和精密度实验可知, ELISA 法灵敏可靠。本研究

实验结果表明, TAT-haFGF14−154 (300 µg·kg−1) 经静

脉注射, 迅速在体内分布, 且在血浆中消除较快, 3 h
后在血浆中仍然可以检测到。TAT-haFGF14−154 为大

分子蛋白质, 低温保存较稳定, 受环境影响 (如温

度、pH 值等) 易降解, 导致其半衰期较短。此外, 本
实验采用空白大鼠 10 倍血浆稀释液制备标准曲线; 
与样品的 10倍稀释检测保持一致, 减小了实验误差。

大鼠和小鼠的免疫组织化学检测结果均显示, TAT- 
haFGF14−154 经静脉注射后可迅速穿过血脑屏障, 分布

于大脑皮层和海马区, 主要定位于细胞核, 与文献[13]

报道一致。这种核定位可能与 TAT-PTD (Gly-Arg-Lys- 
Lys-Arg) 和 haFGF (Lys-Pro-Lys-Leu) 细胞核的迁 
移序列有关[14, 15]。小鼠 ELISA 法和免疫组织化学检

测结果较为吻合, 结果均显示: TAT-haFGF14−154 在  
1 h 达到高峰, 3 h 后仍可以检测到有阳性结果, 而
haFGF14−154 仅在 90 min 时有少量分布于脑中。李校

堃等[16]用放射性同位素法检测 125I-rhaFGF 皮肤用药

的药代动力学结果也表明, rhaFGF 的组织分布在大

脑中最少, 说明 haFGF14−154 在正常动物大脑内仍有

分布。两者对比的结果表明: TAT 可介导 haFGF14−154

更多更快地穿过大脑未受损的动物血脑屏障。目前, 
关于 TAT 转导的跨膜机制尚不明确, 可能与细胞膜

表面的多糖以及乙酰肝素之间的静电作用有关[17]。

TAT-haFGF14−154 穿过血脑屏障 , 进入大脑 , 将为

haFGF14−154 在脑内更好地发挥由 Aβ所致神经元毒性

的保护作用提供可能性, 为 TAT-haFGF14−154 成为临

床上治疗 AD 的候选药物提供依据。 
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