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摘要  目的: 为脑蛋白水解物注射液活性检测方法的建立提供依据。方法:采用 PC12细胞过氧化氢损伤修复法和钙蛋白酶

抑制法对脑蛋白水解物注射液的活性进行检测。结果: 2种方法均可检测出样品的活性。结论: 2种方法各有优缺点, 尚需进

一步验证。
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Comparison of repairing injured PC12 cells and inhibiting calpain for

determ ining the bioactivity of cerebroprotein hydrolysate injection
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Abstract Objec tive: To prov ide the foundat ion of deve loping the methods for determ ining bioactiv ity of cerebro-

pro tein hydro lysa te in jection.Methods: The b ioactivity of cerebroprotein hydro lysate in jection w as de term ined by re-

pa iring injured PC12 cells and inhib it ing calpain. Results: The bioact iv ity o f all the six samples could be determ ined

by the both methods. Conclusion: The tow methods bo th have superiorit ies and defic ienc ies, and both need more

validation.
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脑蛋白水解物注射液为健康乳猪脑经酶水解

制成的无菌制剂, 约含 75% ~ 80% 游离氨基酸和

20% ~ 25%小分子肽。它具有良好的健脑、益智、

修复脑损伤的功效, 临床上可用于神经系统疾病特

别是阿尔茨海默病的治疗, 是近年来应用最多的生

化药物之一
[ 1, 2]
。目前脑蛋白水解物注射液质量标

准中最重要的指标为总氮含量和氨基酸含量
[ 3 ]

,尚

无其活性指标。 PC12细胞为大鼠肾上腺嗜铬瘤细

胞,是体外神经细胞损伤及保护作用研究使用最为

广泛的细胞系
[ 4]
, 过氧化氢诱导的 PC12细胞氧化

损伤模型常被用来研究药物抗氧化损伤的作用。钙

蛋白酶活性近年来在神经细胞损伤中的作用也有报

道
[ 5]
。本文采用 PC12细胞氧化损伤修复法

[ 6]
和钙

蛋白酶抑制法
[ 7]
对脑蛋白水解物注射液的活性进

行检测,并对 2种方法进行了比较。

1 仪器与试药

111 仪器  美国 Nua ire公司生物安全柜; 日本

Sanyo公司二氧化碳培养箱;日本 O lympus公司倒置

相差显微镜; 奥地利 Tecan公司 inf in ite M 200多功

能酶标仪。

112 细胞株  大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤 PC12细胞

株购自上海细胞生物所。

113 试剂  样品分别为来自 6个厂家的 6批脑蛋

白水解物注射液 [ 1号 ( 807900 ); 2号 ( 081201) ; 3

号 ( 080801 ); 4号 ( 20081109) ; 5号 ( 20071208) ; 6

号 ( 20081101 01) ] ; 促肝细胞生长素原液 (批号

081122)由广东阳江制药厂提供; RPM I 1640培养

液, 美国 G ibco公司; 小牛血清,广州鼎国生物技术

有限公司;噻唑蓝 ( MTT ) ,美国 Amersco公司; 人源

钙蛋白酶及其抑制剂, 美国 B iov ision公司; 蛋白稳
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定剂 Prionex,美国 Fluka公司; 发光检测试剂,美国

Promega公司;其余试剂均为分析纯。

2 方法

211 细胞损伤修复法  分别取 6批脑蛋白水解物

注射液样品以及促肝细胞生长素原液适量, 用 10%

小牛血清 - RPM I 1640培养液制成每 1 mL中含样

品总氮 60 Lg的供试品溶液。将对数增长期的

PC12细胞配制成 ( 8~ 12) @ 10
4
个 # mL

- 1
的细胞悬

液,每孔 100 LL加入 96孔细胞培养板中,分为正常

细胞组、损伤细胞组、供试品组, 每组设 3个复孔。

37 e , 5%二氧化碳培养 24 h。供试品组,每孔加入

供试品溶液 100 LL,每批供试品均做 3个复孔。其

余各组每孔加入 10%小牛血清 - RPM I1640培养液

100 LL, 培养 24 h后, 供试品组、损伤细胞组加入

015mmo l# L
- 1
过氧化氢 50 LL,其余各组加入 10%

小牛血清培养液 - RPM I1640培养液 50 LL,继续培

养 20 h。每孔加入 5mg# mL
- 1

MTT溶液 20 LL继

续培养 4 h后去掉上清,加入二甲基亚砜 100 LL,混

匀后在酶标仪上以 550 nm的波长测定吸光度。

修复率 = (供试品组平均吸光度 - 损伤细胞组平均

吸光度 ) / (正常细胞组平均吸光度 - 损伤细胞组平

均吸光度 ) @ 100%

212 钙蛋白酶抑制法  取 4- 羟乙基哌嗪乙磺酸

23813mg、二硫苏糖醇 15412 mg, 用适量水溶解后,

加入 Prionex 1 mL, 调节 pH 711, 加水定容至 100

mL,制成酶缓冲液。将钙蛋白酶抑制剂用缓冲液稀

释成 5 nmo l# L
- 1
的溶液, 调节 pH至 710 ~ 712,即

得供试品溶液。将 96孔化学发光检测白板分为标

准组、阳性对照组、供试品组, 每组至少 2个复孔。

标准组中加入钙蛋白酶 4514 LL, 纯水 5416 LL,发
光检测试剂 50 LL; 以酶抑制剂代替纯水作为阳性

对照组, 以供试品代替纯水作为供试品组。采用

TecanM age llan软件在多功能酶标仪上检测化学发

光,每隔 1 m in检测 1次, 共测 25次。取每孔的最

大发光值进行计算。

抑制率 = (标准组 - 供试品组或阳性对照组 ) /标准

组 @ 100%

供试品相对抑制值 = (供试品抑制率 @阳性对照组

浓度 5 nmo l# L
- 1

) /阳性对照组抑制率

3 结果
311 细胞损伤修复法  结果见表 1, 可见脑蛋白水

解物注射液对过氧化氢损伤的 PC12细胞具有修复

作用, 测得 6批样品的修复率均大于 100%。促肝

细胞生长素则几乎不能修复受损的 PC12细胞。

表 1 细胞损伤修复法测定结果
Tab 1 R esu lts of repairm en t for in jured PC12 cells

样品 ( sample )

吸光度 ( absorbance)

试验 1

( test 1)

试验 2

( test 2)

试验 3

( test 3)

平均修复率

( average repairm ent

pe rcentage) /%

正常细胞组

( norma l cell group)
01182 01175 01 196

损伤细胞组

( injured ce ll g roup)
01132 01113 01 134

1 01198 01189 01 207 124

2 01286 01323 01 319 315

3 01200 01218 01 219 147

4 01224 01245 01 234 186

5 01213 01197 01 211 141

6 01209 01206 01 220 148

促肝细胞生长素原液

( hepatocyte growth-

promo ting facto r bu lk)

01135 01116 01 137 5

312 钙蛋白酶抑制法  结果显示, 在中性环境中,

脑蛋白水解物注射液和促肝细胞生长素均能够抑制

钙蛋白酶的活性。结果详见表 2。

表 2 钙蛋白酶抑制法检测结果 ( nmo l# L- 1, n= 2)

Tab 2 R esu lts of inh ib ition for calpain

样品 ( sample)
相对抑制力

( relativ e inhib ition for ca lpa in)

1 413

2 617

3 919

4 1017

5 913

6 912

促肝细胞生长素原液

( hepato cy te grow th- promo ting factor bulk)
1317

4 讨论
脑蛋白水解物注射液主要用于治疗受损的脑组

织, 本研究采用过氧化氢造成大鼠神经细胞氧化损

伤后,发现检测的样品对神经细胞均具有修复损伤

的作用。此外,用药用级氨基酸按照脑蛋白水解物

注射液的氨基酸含量配制成单独氨基酸的溶液, 发

现该溶液对 PC12细胞的损伤修复率仅为 517%, 几

乎不具有修复作用,说明脑蛋白水解物中具有生物

学活性的主要是多肽, 这与前人的研究结果
[ 8]
一

致。进一步的,也发现同样是多肽的注射用促肝细

胞生长素,不能对 PC12细胞进行修复, 说明该方法

对脑蛋白水解物注射液具有特异性。试验中所使用

的 PC12细胞是低分化的, 在传代培养中可能会向
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高分化发展,此时, 细胞对过氧化氢的损伤不敏感,

可能会影响实验结果。

钙蛋白酶 ( calpa in)于 1964年首次分离,作为一

种损伤因子,对其活性进行干预能在治疗和预防多

种神经系统损伤中具有十分重要的意义。研究表明

神经损伤后,钙蛋白酶处于激活状态,表达增强
[ 9 ]

,

此时应用钙蛋白酶抑制剂进行实验治疗, 具有明显

的神经保护作用
[ 10]
。因此脑蛋白水解物注射液能

够抑制钙蛋白酶的活性,能够反映该药的生物活性。

但是钙蛋白酶在机体组织中广泛存在,在心肌缺血 /

再灌注、运动性骨骼肌损伤、细胞凋亡中都会活性增

加
[ 11~ 13 ]

。本研究中也发现注射用促肝细胞生长素

同样能够抑制钙蛋白酶的活性, 相对抑制值达到

1317 nm,说明该方法对检测脑蛋白水解物注射液的

活性不具有专属性。

现将细胞损伤修复法和钙蛋白酶抑制法的优缺

点总结如下:细胞损伤修复法所用的细胞、试剂容易

获得, 而且成本低, 专属性、重复性好, 但是操作烦

琐,耗时长; 钙蛋白酶抑制法操作简单,耗时短,重复

性好, 但专属性差, 所用试剂较昂贵, 尤其是人源性

的钙蛋白酶购买比较困难。2种方法均有待进一步

的验证。
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