
一

1454 一  重庆医科大学学报2010年第35卷第 lO期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．10) 

基糯研究 
⋯  ¨̈ 

文章编号：0253—3626(2010)10—1454—03 

尿酸酶在用氧嗪酸建立高尿酸血症模型大鼠体内的 
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【摘 要】目的：用尿酸酶抑制剂氧嗪酸建立高尿酸血症大鼠模型，考察尿酸酶的体内降尿酸作用。方法：大鼠腹腔注射氧嗪酸 

钾建立高尿酸血症大鼠模型，尿酸酶滤菌后尾静脉注射给药；大鼠眼眶静脉采血，据对尿酸酶 Vm／Km的改变测定血浆尿酸酶 

抑制剂含量，动力学尿酸酶法测定血浆尿酸水平。结果：每天腹腔注射氧嗪酸钾持续 7 d后，大鼠血浆尿酸可维持在 0．40mmol／L 

以上，但大鼠体内尿酸酶抑制剂也维持在很高水平。持续给予氧嗪酸钾 21 d，每只大鼠给予 O．5U聚乙二醇修饰尿酸酶，配对 t 

检验发现血浆尿酸有统计显著性下降，但降幅小于 12％；给予低剂量或未经修饰尿酸酶则血浆尿酸水平无显著变化。结论：用 

尿酸酶抑制剂建立的高尿酸血症动物模型评价尿酸酶的降尿酸作用可靠性有限。 
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Action of uricase to lower plasma urate in hyperuricemic rat model developed 

with oxonate 

GANZhi-yong．et 

(ChongqingKeyLaboratoryofBiochemical&MolecularPharmacology，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To test the action of uricase to lower plasma urate in hyperuricemic rat model developed with oxonate．Methods： 

Potassium oxonate was given via intraperitoneal injection．Uricase after the filtration of bacteria WaS given via caudal vein injection．Blood 

samples were taken from orbital vein to determine equivalents of competitive inhibitors on uricase by their alteration on uricase Vm／Km and 

plasma uric acid levels by a direct kinetic uricase method．Results：After the continuous administration of potassium oxonate to rats once a 

day for one week，plasma uric acid levels were kept over 0．40 mmol／L，meanwhile uricase—inhihiting substances were kept at steady high 

levels．To hyperuricemic rats after continued administration of potassium oxonate for 3 weeks，the injection of 0．5 U uricase modified with 

monoether poly(ethylene glyco1)reduced plasma uric acid levels by paired t—test analysis with an average degree less than 12％．The 

injection of unmodified uricase or lower levels of modified uricase produced no expected action．Conclusion：Because of serious 

interference from the uricase inhibitor in rat in vivo，hyperuricemic rats developed with uricase inhibitom show limited reliability for 

evaluating the pharmacological actions of uricases． 

【Key words】Hyperuricemia；Uricase；Potassium oxonate 

尿酸酶催化尿酸氧化成过氧化氢和尿囊素等物质。人体 

缺乏尿酸酶，尿酸是人体嘌呤分解代谢终产物，并主要由肾 

脏排泄。尿酸生成增加或排泄减慢都使血浆尿酸显著升高， 

此即高尿酸血症 ，其可诱发并加剧痛风 、心血管疾病、肿瘤融 

解综合症等疾病进程。人体可耐受尿酸酶作用于尿酸的产物 

过氧化氢，且尿囊素无明显病理生理作用并可经。肾脏排泄。 

作者介绍：甘志勇(1983一)，男，硕士， 
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因此，尿酸酶是治疗高尿酸血症的候选药物。 

用敲除尿酸酶基因的高尿酸血症动物可在体评价药用 

尿酸酶，但其成本和技术瓶颈限制了常规应用l1】。小鼠腹腔注 

射尿酸建立的高尿酸血症模型不能有效维持，无法用于评价 

尿酸酶的药理作用12]。另外，用尿酸酶抑制剂降低动物体内尿 

酸酶活性也可建立高尿酸血症动物模型 ；此模型可评价黄 

嘌呤氧化酶抑制剂或尿酸转运载体抑制剂类抗高尿酸血症 

药物fs／。但常见候选药用尿酸酶都对建立高尿酸血症动物模 

型所用尿酸酶抑制剂很敏感_31 。故在尿酸酶抑制剂建立的 

高尿酸血症动物模型体内，尿酸酶的降尿酸药理作用可能受 
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到这类抑制剂的干扰。 

氧嗪酸对常见尿酸酶都有很强竞争性抑制作用 。本文 

用氧嗪酸钾建立高尿酸血症大鼠模型，初步考察其体内尿酸 

酶抑制剂的变化及其对尿酸酶降尿酸药理作用的影响。 

1 材料和方法 

1．1 买验动物 

雄性 sD大鼠18只[(220+20)g，n=l8]由本校动物中心提 

供并按规范要求饲养，动物实验已得到本校伦理委员会许可。 

1．2 化学物质 

尿酸(BIO BASIC INC公司，纯度 >99％，批号：YYC523BO 

48Y)，氧嗪酸钾(山东中科泰斗化学有限公司，纯度>97％)， 

N一羟基丁二酰亚胺 (NHS)(Alfa Aesar，纯度 >98％，批号 ： 

10113280)；二乙基三胺五乙酸(DETAPA)(Alfa Aesar，纯度 

>98％)，单甲氧基聚乙二醇 5000(mPEG5k)(Sigma—Aldrich公 

司，批号：1385331)，二乙基氨基乙基(DEAE)纤维素(What— 

marl公司，纯度 >98％，批号：O10410)。其他试剂均为国产分 

析纯。 

1-3 仪 器 

UV一7504分光光度计(上海欣茂仪器有限公司)，ZF一20C 

暗箱式自动紫外分析仪(上海宝山顾村电光仪器厂)，AR2140 

电子分析天平(奥豪斯国际贸易(上海)有限公司)。 

1．4 尿酸酶活性测定 

缓冲液为含 0．10mmol／LDETAPA的50．0mmol／L硼砂缓冲 

液(pH 9．2)并预热到 25℃，加入尿酸到终浓度为 75．0~mol／L， 

再加入适量尿酸酶样品，混匀后以2 s以上间隔记录293 nm吸 

收的变化I9．-01。尿酸在 293 nm吸光系数为 11．5 IJ(mmo|·cm)； 

在25℃时 1rain氧化 1 tool尿酸的尿酸酶量为 1 U。 

1．5 苛求芽孢杆菌胞内尿酸酶制备 

苛求芽孢杆菌(A．T．c．C 26904)胞内尿酸酶经一次DEAE一 

纤维素层析纯化，即用 50 mmol／L Tfis～HCI缓冲液(pH 8．0) 

加 0．80 mol／L NaCl线性梯度洗脱fq1，合并比活性 5．0 U／mg以 

上洗脱液，对含 0．10 mmol／L DETAPA的50 mmol／L硼砂缓冲 

液 (pH 9．2)透析并冻干用作分析工具酶。供注射的候选药用 

尿酸酶用苛求芽孢杆菌胞内尿酸酶经连续两次 DEAE一纤维 

素层析纯化 ，合并 NaC1梯度洗脱时比活性 7．0 U／rag以上的 

酶液，对 50 mmolJL硼砂缓冲液(pH 9．2)透析过夜并冻干；此 

尿酸酶经十二烷基硫酸钠 一聚丙烯酰胺凝胶电泳分析，没有 

明显的杂蛋白。 

1．6 mPEG5k活化  

mPEG5k(3 g，0．6 mmo1)与 0．12 g琥珀酸酐，在含 3 ml 

吡啶的 100 ml四氢呋喃(THF)中氮气保护下 60 qC反应 24 

h；减压除去大部分 THF，用 100 ml乙醚沉淀 3次得到mPEG 

5000一琥珀酸(单酯 )粉末 ；再溶于 50 ml THF，加入 0．173 g 

NHS和 0．31 g二环 己基碳二酰亚胺(DCC)，室温搅拌反应 

8 h后滤去不溶物，得到 mPEG5000一琥珀酸的 NHS酯(roPE 

G5k—NHS)⋯】。产物用大量乙醚重复洗涤并沉淀 3次纯化后 

(收率约 75％)；用与萘替乙二胺反应 ，使用(甲醇 ：氯仿 

= 5：1)为展开剂薄层层析检测确认是活泼酯。 

1．7 尿酸酶的 roPEG5k修饰 

尿酸酶溶于 50 mmolJL硼砂缓冲液(pH为 9．2)，以亚基 

分子量 36 kD和每个亚基含有 l8个氨基估计其氨基含量 

(Genebank登录号 FJ393559)，加入尿酸酶摩尔量 200倍 的 

mPEG5K—NHS粉末_ll1；在 4℃温和搅拌 45 rain，再用含 100 

mmo~L NaCI的50 mmo~L Tris—HC1缓冲液 (pH为 8．0)透析 

过夜 】。经 SDS—PAGE分析，此混合物中未修饰尿酸酶占 

20％左右；此混合物用 0．22 m微孑L滤膜除菌后作为PEG修 

饰尿酸酶注射制剂使用。未修饰尿酸酶也滤除细菌后备用。 

1．8 高尿酸血症大鼠模型建立和应用 

健康 sD大鼠『体重(220±20)g，n=181每天上午腹腔注 

射氧嗪酸钾 200 mg g。连续给予氧嗪酸钾 21 d后，一组尾静 

脉注射修饰尿酸酶共 0．5 u，另一组注射未修饰尿酸酶共 0．5 

U，一组注射等体积生理盐水为对照l】3／。在指定时间每次从大 

鼠眼眶静脉取血 0．5 ml，3 600 r／rain离心 10 min后所得血浆 

立即用高氯酸(终浓度 5％)变性蛋白，加饱和碳酸钾调到中 

性 ，30 rain后室温离心，并测定上清液中尿酸和尿酸酶抑制 

剂含量。 

1．9 尿酸测定 

用动力学尿酸酶法测定尿酸 以避免抑制性杂质的干 

扰 q。反应缓冲液与测定活性时相同并预热至25℃，尿酸 

酶终浓度为 0．04 U／ml(在 293 nm无吸收)；将 1．195 ml含100 

l中性样品的混合物转移到 10 mm光径石英比色杯中测定 

293 nm起始吸收；再加人 5 l尿酸酶浓缩液到石英杯中混 

匀，在7．0 rain内以 5 s间隔测定 293 nm吸收变化，用 Viisual 

6．0编写的程序分析反应过程预测终点吸收；校正加入尿酸 

酶溶液对起点吸收的影响，起点和终点的吸收差即是反应混 

合物中尿酸的净吸收，再换算成尿酸浓度。 

1．10 尿酸酶抑制剂测定 

氧嗪酸是尿酸酶竞争性抑制剂口I。苛求芽孢杆菌胞内尿 

酸酶米氏常数(Km)约 0．22 mmolB_~[ 。测定低浓度底物下最 

大反应速度与米氏常数的比值(Vm／Km)可估计尿酸酶抑制 

剂的当量浓度 。所用反应体系为测定活性的硼砂缓冲液且 

预热至 25℃，1．20 ml混合物中含 200 l中和后的样品， 

0．10 U／ml尿酸酶和 20 mol／L尿酸 ，以5 s间隔监测 15 min 

内 293 nm的吸收变化；分析反应曲线测定 Vm／Km；以氧嗪 

酸为参考，尿酸酶抑制剂含量换算为氧嗪酸当量；工作曲线 

为每个浓度下 3次测定的均值。 

1．11 蛋 白定量 

用与牛血清白蛋白(BSA)作为参考蛋白，Bradford法测定。 

1．12 统计分析 

结果为均值 ±标准差( ±s，图中用竖线表示 )，用 Mi— 

croso~Excel提供的统计分析模块进行 t检验分析，P<0．05为 

差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 高尿酸血症的大鼠模型 

苛求芽孢杆菌胞内尿酸酶 Km很高，便于用低浓度底物 

测定 Vm／Km对竞争性抑制剂的响应(图 1)，但此方法测量 
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尿酸酶抑制性物质的精度较低。健康大鼠血浆尿酸常低于 

0．05 mmo~L且尿酸酶抑制剂低于检测限。首次给予氧嗪酸钾 

后，大鼠血浆中尿酸酶抑制剂可在 1．5 h达到峰值但随后在 

2 h内下降到低于检测限，血浆尿酸也同步显著升高但峰值 

低于 0．40 mmol／L。如给予腹腔注射氧嗪酸钾(200 mg，kg)时 

同步用尿酸(200 mg／kg)灌胃，血浆尿酸在 3 h后达到峰值并 

超过 0．40 mmol／L(P<O．05，n=5)，但随后在 2 h内下降到0．10 

mmol／g以下(图2)。 

在连续给予氧嗪酸钾 1周后，大鼠血浆中尿酸稳态水平 

逐渐升高；在每天同一时间再给氧嗪酸钾之前 ，血浆尿酸也 

可维持在 0．40 mmol／L以上，但尿酸酶抑制剂也维持在较高 

的稳态水平(图 3)。在持续给予氧嗪酸钾 4周后，血浆尿酸 

下降而尿酸酶抑制剂水平基本稳定；第 6周后血浆尿酸已低 

于 0．40 mmo]／L。 

2．2 尿酸酶在体内的降尿酸作用 

对持续给予氧嗪酸钾 3周的大鼠，最后一次腹腔注射氧 
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图1 测定尿酸酶抑制剂当量浓度的工作曲线 
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fn=5)连续给药 1周后，血浆尿酸和尿酸酶抑制 

物质水平都统汁显著性升高 

图3 持续给予氧嗪酸钾过程中血浆尿酸和尿酸酶抑制剂 

的变化曲线 

嗪酸钾 24 h后尾静脉注射尿酸酶 。给药前 3组大鼠血浆尿酸 

水平无统计差异。给予尿酸酶 2 h后 ，对照组血浆尿酸为 

(0．62±0．18)mmol／L(n=5)，给予未修饰尿酸酶组的血浆尿 

酸为(0．58±0．14)mmol／L(n=5)，给予修饰尿酸酶组的血浆 

尿酸为(0．55±0．15)mmo~L(n=6)，三者组间比较均无统计 

差异。给予修饰尿酸酶组经给药前后配对 t检验分析 ，降尿 

酸作用具有统计显著性(P<O．05)，但其降幅低于 12％；将修 

饰尿酸酶用量降到03 u已观察不到降尿酸作用；对未修饰 

尿酸酶组即使进行给药前后的配对 t检验也观察不到降尿 

酸作用。给予尿酸酶作用 4 h后测定血浆尿酸的结果类似。 

3 讨 论 

据建模过程中血浆尿酸水平的变化可选择连续给予氧 

嗪酸钾 3周的大鼠给药考察尿酸酶的药理作用。注射给药后 

尿酸酶主要分布在血液中。修饰尿酸酶在大鼠体内半衰期接 

近 1 d(数据未给)。考虑所用尿酸酶的最适 pH效应，每只大 

鼠注射 0．5 U尿酸酶后血浆尿酸酶浓度有望高于 30 U／L，与 

临床治疗有效所需酶活性水平相当㈣。本文结果表明高尿酸 

血症大鼠体内需较高浓度尿酸酶抑制剂才能维持体内较高尿 

酸浓度水平；低剂量修饰尿酸酶和未修饰尿酸酶基本没有降 

尿酸作用，而且与临床治疗相当剂量的聚乙二醇修饰尿酸酶 

的降尿酸作用也很微弱。可见，用尿酸酶抑制剂建立的高尿 

酸血症大鼠模型评价尿酸酶降尿酸药效作用的可靠性有限。 

现有尿酸酶作为降尿酸药物都还不满意，需要进行分子 

工程改造以提高成药性，这就需要对大量突变体进行药理作 

用评价。用尿酸酶抑制剂建立高尿酸血症动物模型评价尿酸 

酶的药理作用可靠性低，我们尝试用离体血浆测定尿酸酶的 

降尿酸作用 、用健康大鼠测定体内循环半衰期 、模拟体内药 

效初步评价尿酸酶的药理作用；此系统简便、实用、可靠 ，可 

用于快速筛选尿酸酶突变体及其制剂。 
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汉族人群 Ⅺotho基因多态性及其与心动周期信号谱特征的相 

关性研究 

马厚勋，田小春，翟福利，刘晓林，金炯娜，周 平，吴 平 

(重庆医科大学附属第一医院老年科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探索中国汉族人群(Klotho，KL)基因G一395A、F352V及C370S单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphisms， 

SNP)及其与心动周期信号谱特征的相关关系。方法：随机选择汉族自然人群个体 177为研究对象[男 96，女 8l例，平均年龄 

(65．1 1±10．7)岁1，获取其静脉血白细胞基因组 DNA。采用等位基因特异性引物 PCR技术检测 Klotho基因 3个位点的基因型， 

利用<<HPS谱及其混沌特征分析系统软件》检测人群的卧位心动周期信号谱(Heart period signal，HPS)参数。结果：① KL基因 

G一395A SNP AA基因型携带者其绝对高频功率(Absolute high frequency power，AHP)及相对高频率(Relative high frequency power， 

RHP)参数较其 GA携带者降低，均有显著性差异(P<0．05)；同时携带 AA基因型者的 RHP参数也较 GG携带者降低 ，亦有显著 

性差异(P<0．05)。②KL基因F352V SNPVV突变基因型携带者其相对超低频率(Relative ultra—lowerfrequency power，RUP)、超低 

频／高频比值(Ratio ofAUPtoAHP，RUH)参数值较 FF野生型纯合子基因型携带者低，差异有显著性(P<0．05)；携带VV基因型者 

绝对低频功率(Absolute 1ow frequency power，ALP)、AHP、RHP以及总功率(Total power value，TPV)较其 FF野生型携带者高，也有 

显著性差异(尸<O．05)；汉族人群 KL基因 F352V多态性的突变型 vv基因型纯合子携带者其 RUP、RUH参数值也较其 FV杂合 

子携带者降低；突变型 vv基因型纯合子携带者其 RHP参数值则较 Fv杂合子携带者高，亦有显著性差异(P<O．05)。@KL基因 

C370S多态性的突变型 ss基因型纯合子携带者其低频 ／高频比值(Ratio ofabsolute low frequency powerto AHP，RLH)参数值较 

CC野生型纯合子携带者低有显著性差异，同时也较 cs杂合子携带者低 ，其差异亦有显著性(尸l<0．05)。结论：KL基因 G一395A 

SNP突变型AA与 AHP、RHP减低有关；F352V SNP突变型vv与RUP、RUH减低有关，亦与其 ALP、AHP、RHP以及总功率(Total 

power value，TPV)增高有关，这就提示 klotho基因多态性与心动周期信号谱特征的有明确相关性。 
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