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摘要：目的  制备一种低毒性的纳豆激酶(nattokinase，NK)注射液。方法  在 NK注射液中加入 γ-聚谷氨酸(γ-polyglutamic 

acid，γ-PGA)，制备 NK-γ-PGA 复合物注射液。采用急性毒性试验，以小鼠给药后的生存时间、生存状态和注射后 48 h

存活小鼠尾部的状态作为毒性评价的指标，分别考察 pH和 γ-PGA浓度对 NK与 γ-PGA复合情况的影响。利用体外溶栓

试验对 NK-γ-PGA注射液毒性降低的原因进行分析。结果  当以 120 kU·kg1的剂量单次尾静脉注射 NK-γ-PGA复合物注

射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 0.924 mg·mL1，pH 6.0)时，48 h后小鼠的死亡率为 0，且尾部无红肿及坏死，说明在 pH 6.0

和 γ-PGA的浓度为 0.924 mg·mL1时，NK与 γ-PGA复合得最好。体外溶栓试验结果表明，γ-PGA的加入未降低 NK活

性，毒性的降低主要是因为 NK与 γ-PGA形成了复合物，起到了缓释作用。结论  本研究中制备的 NK-γ-PGA复合物注

射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 0.924 mg·mL1，pH 6.0)在不改变 NK活性的前提下，降低了 NK注射液毒性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare a low toxicity nattokinase(NK) injection. METHODS  By adding the γ-polyglutamic 
acid(γ-PGA) to the NK solution, the NK-γ-PGA complex injection was prepared. Taking survival time, survival state and the tail 
state of the surviving mouse at 48 h after a single tail intravenous injection as toxicity evaluation indexes, the acute toxicity test 
was used to study the effects of pH and γ-PGA concentration on the complexation of NK and γ-PGA separately. The in vitro 
thrombolytic test was used to analyze the reason of the toxicity reduction of NK-γ-PGA complex injection. RESULTS  When 

the NK-γ-PGA complex injection(NK 10 kU·mL1, γ-PGA 0.924 mg·mL1, pH 6.0) was administrated by a single tail 

intravenous injection at a dose of 120 kU·kg1, the death rate of mice was 0, and the mouse tail had no swelling and necrosis, 

which indicated that when the pH was 6.0 and the concentration of γ-PGA was 0.924 mg·mL1, the complexation of NK and 
γ-PGA was the best. The results of in vitro thrombolytic test showed that the addition of γ-PGA did not reduce the activity of the 
NK, but had a sustained-release effect to reduce drug toxicity. CONCLUSION  The NK-γ-PGA complex injection(NK 

10 kU·mL1, γ-PGA 0.924 mg·mL1, pH 6.0) prepared in this study achieved the goal of reducing NK injection toxicity without 
changing NK activity.  
KEYWORDS: nattokinase; injection; γ-polyglutamic acid; complex; acute toxicity test; in vitro thrombolytic test 
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血栓性疾病是指血栓形成和血栓栓塞 2 种病理

过程所引起的一类疾病，其发病率和死亡率很高，

严重威胁着人类的健康[1]。无论溶栓[2]或介入[3]治

疗，实现早期快速的血运重建对于治疗血栓性疾

病至关重要[4]。大多数基层医院无法展开介入手

术，而静脉溶栓治疗始于 20 世纪 80 年代，实施

较为容易，且疗效已得到肯定[5]。目前临床上常用

的溶栓药物大多为直接的或间接的纤溶酶原激活

剂，这些溶栓药的应用主要受限于溶栓时间窗[6]，

因此新型溶栓制剂的研发，对于防治血栓栓塞类

疾病意义重大。 

纳豆激酶(nattokinase，NK)是一种具有强烈纤

溶活性的丝氨酸蛋白酶[7]。与目前常用的溶栓药物

相比，NK 除具有生产工艺简单、稳定性好、半衰

期长、特异性强、溶栓活性高等优点外，其最大

的优势在于可以直接溶解纤维蛋白[8]，溶解陈旧性
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血栓[9]。 

鉴于 NK 在溶解血栓和预防血栓性疾病的发

生等方面的突出疗效，近年来将其作为功能性食

品和添加剂的产品不断面世[10]。但由于 NK 口服

制剂难以用于病情危急、昏迷、呕吐的患者，因

此将其开发成注射剂更有助于药理作用的发挥[9]。

然而，虽然 NK 的安全性较高，但静脉给药时仍存

在容易出血的风险，因此亟需制备低毒性的 NK

注射剂。 

从结构上看，NK 是一种碱性蛋白酶，其由 275

个氨基酸残基构成的单链多肽酶，分子量为

28 kDa，表面有 8 个赖氨酸残基，等电点(isoelectric 

point，pI)为 8.6±0.3[11-12]。当 pH<pI 时，其带正电，

所以可考虑在 NK 注射液中加入阴离子化合物，通

过静电结合，在 NK 周围形成保护层，起到缓释作

用，从而降低 NK 毒性[13]。 

γ-聚谷氨酸(γ-polyglutamic acid，γ-PGA)是由

L-谷氨酸(L-Glu)和 D-谷氨酸(D-Glu)通过肽键结

合形成的一种多肽分子，在自然界或人体内能降解

成内源性物质 Glu，不易产生蓄积和不良反应[14]。

γ-PGA 的侧链上具有大量的羧基(COOH)，pI 为

2.22[15]，当 pH>pI 时，其带负电，易和一些药物

结合生成稳定的复合物，是一类理想的体内可生

物降解的医药用高分子材料[14-15]。 

在本研究中，尝试将 NK 和 γ-PGA 通过静电

结合的方式制备成 NK-γ-PGA 复合物，以达到降

低 NK 注射液毒性的目的。 

1  材料 

1.1  仪器 

BS124s 电子分析天平、PB-10 型 pH 计均来自

德国赛多利斯公司；DH-2500 电热恒温培养箱(天

津市泰斯特仪器有限公司)；TM-1 动态灭菌器(沈

阳天美达科学仪器有限公司)；Nicomp-380 激光粒

度测定仪(美国 Particle Sizing Systems 公司)。 

1.2  药品与试剂 

NK 溶液(17.9 kU·mL1，广东双骏生物科技有

限公司，批号： 150316)； γ-PGA(平均分子量

1 000 kD，山东福瑞达生物科技有限公司，批号：

20131213)；琼脂糖(西班牙Biowest，批号：142075)；

牛纤维蛋白原(每支 90 mg，中国药品生物制品检

定所，批号：GHSJ-FQPH)；凝血酶(每支 500 U，

珠海经济特区生物化学制药厂，批号：20150402)；

5%葡萄糖注射液(5%Glu，辰欣药业股份有限公

司，批号： 1401210821)； 50%葡萄糖注射液

(50%Glu，天津药业集团新郑股份有限公司，批号：

1410183)；灭菌注射用水(石家庄四药有限公司，

批号：1509063204)；磷酸钠(Na3PO4·12H2O，西陇

化工股份有限公司，批号：150309)；磷酸二氢钠

(NaH2PO4·2H2O，西陇化工股份有限公司，批号：

131104)；氯化钠注射液(山东华鲁制药有限公司，

批号：7815073107)。 

1.3  动物 

昆明种小鼠 18~22 g，♂，60 只，沈阳药科大

学实验动物中心，许可证号：SCXK(辽)2010-0001；

新西兰白兔体质量为 2.5 kg，♂，1 只，沈阳药科

大学实验动物中心，许可证号：SCXK(辽)2014-0002。 

2  方法 
2.1  NK 注射液的毒性考察 

NK 注射液(10 kU·mL1)的配制：精密移取 NK

溶液(17.9 kU·mL1) 2.80 mL 于 5 mL 量瓶中，加入

0.50 mL 50%Glu 注射液，用灭菌注射用水稀释至

刻度，摇匀，过 0.22 μm 的微孔滤膜，即得。 

取 15 只小鼠，随机分成 5 组(每组 3 只)，单

次尾静脉注射 NK 注射液，给药剂量分别为 150，

120，100，80 和 40 kU·kg1。根据给药剂量调整给

药体积。在试验期间，记录小鼠给药后的生存时

间、生存状态和注射后 48 h 存活小鼠尾部的状态

以评价 NK 注射液的毒性。 

2.2  γ-PGA 的毒性考察 

γ-PGA 溶液(15.0 mg·mL1 和 30.0 mg·mL1)的

配制：分别精密称取 γ-PGA 粉末 30.0 mg 和

60.0 mg 于 2 mL 量瓶中，用 5%Glu 溶解并稀释至

刻度，摇匀，即得。 

取 6 只小鼠，随机分成 2 组(每组 3 只)，单次

尾 静 脉 注 射 γ-PGA 溶 液 (30.0 mg·mL1 和

15.0 mg·mL1)，给药体积为 0.013 mL·g1。在试验

期间，记录小鼠给药后的生存时间、生存状态和

注射后 48 h 存活小鼠尾部的状态以评价 γ-PGA 溶

液的毒性。 

2.3  pH 对 NK 与 γ-PGA 复合情况影响的考察 

2.3.1  不同 pH 的 NK 注射液和 NK-γ-PGA 注射液

的配制  NK 注射液(NK 10 kU·mL1，pH 5.0，6.0，

7.0，8.0)的配制：精密移取 NK 溶液(17.9 kU·mL1) 

2.80 mL于 5 mL量瓶中，加入适当体积的NaH2PO4
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溶液(833 mmol·L1)或 Na3PO4 溶液(158 mmol·L1)

调节溶液的 pH 分别为 5.0，6.0，7.0 和 8.0，加入

0.50 mL 50%Glu 注射液，用灭菌注射用水稀释至

刻度，摇匀，即得。 

NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，pH 5.0，6.0，

7.0，8.0)的配制：精密移取 NK 溶液(17.9 kU·mL1) 

2.80 mL于 5 mL量瓶中，加入适当体积的NaH2PO4

溶液(833 mmol·L1)或 Na3PO4 溶液(158 mmol·L1)

调节溶液的 pH 分别为 5.0，6.0，7.0 和 8.0，加入

756 μL γ-PGA 溶液(30.0 mg·mL1)，加入 0.50 mL 

50%Glu 注射液，用灭菌注射用水稀释至刻度，摇

匀，即得。 

2.3.2  不同 pH 的 NK 注射液和 NK-γ-PGA 注射液

的毒性考察  取 24 只小鼠，随机分成 8 组(每组 3

只 ) ，分别单次尾静脉注射 NK 注射液 (NK 

10 kU·mL1，pH 5.0，6.0，7.0 和 8.0)和 NK-γ-PGA

注射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 4.536 mg·mL1，

pH 5.0，6.0，7.0，8.0)，给药体积为 0.012 mL·g1(即

NK 的给药剂量为 120 kU·kg1，γ-PGA 的剂量为

54.30 mg·kg1)。在试验期间，记录小鼠给药后的

生存时间、生存状态和注射后 48 h 存活小鼠尾部

的状态以评价不同 pH 的 NK 注射液和 NK-γ-PGA

注射液的毒性。 

2.3.3  不同 pH 的 NK注射液活性对比  分别精密

移取 150 μL pH 5.0，6.0，7.0，8.0 的 NK 注射液

(10 kU·mL1)于 5 mL 量瓶中，用灭菌注射用水稀

释至刻度，摇匀。精密移取上述溶液各 10 μL，分

别滴入纤维蛋白平板的加样孔中，加盖置于 37 ℃

恒温箱中孵育 18 h，使用游标卡尺于平皿背面测

量溶圈的垂直两直径(a、b)，计算溶圈垂直两径乘

积 S(S=a×b)[16]。 

2.4  γ-PGA 浓度对 NK 与 γ-PGA 复合情况影响的

考察 

2.4.1  不同浓度 γ-PGA 的 NK-γ-PGA 注射液的配

制  NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 

0.084，0.300，0.924，4.536 mg·mL1，pH 6.0)的

配制：精密移取 NK 溶液(17.9 kU·mL1) 2.80 mL

于 5 mL 量瓶中，加入 140 μL NaH2PO4 溶液

(833 mmol·L1)，分别加入 14，50，154，756 μL 

γ-PGA 溶液(30.0 mg·mL1)，加入 0.50 mL 50%Glu

注射液，用灭菌注射用水稀释至刻度，摇匀，即得。 

2.4.2  不同浓度 γ-PGA 的 NK-γ-PGA 注射液的毒

性考察  取 15 只小鼠，随机分成 5 组(每组 3 只)，

分别单次尾静脉注射 NK 注射液(NK 10 kU·mL1，

pH 6.0)和 NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，

γ-PGA 0.084，0.300，0.924，4.536 mg·mL1，

pH 6.0)，给药体积为 0.012 mL·g1(即 NK 的给药

剂量为 120 kU·kg1)。在试验期间，记录小鼠给药

后的生存时间、生存状态和注射后 48 h 存活小鼠

尾部的状态以评价不同浓度 γ-PGA 的 NK-γ-PGA

注射液(NK 10 kU·mL1，pH 6.0)的毒性。 

2.5  NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 

0.924 mg·mL1，pH 6.0)毒性降低的原因分析 

2.5.1  NK 和 NK-γ-PGA 注射液的配制  NK 注射

液(200，500 U·mL1)的配制：分别精密移取 NK

注射液(NK 10 kU·mL1，pH 6.0) 0.10，0.25 mL 于

5 mL 量瓶中，用 5% Glu 稀释至刻度，摇匀，即得。 

500 U·mL1 NK-0.046 2 mg·mL1 γ-PGA 注射

液的配制：精密移取 NK-γ-PGA 注射液 (NK 

10 kU·mL1 ， γ-PGA 0.924 mg·mL1 ， pH 6.0) 

0.25 mL 于 5 mL 量瓶中，用 5% Glu 稀释至刻度，

摇匀，即得。 

γ-PGA 溶液(0.924 mg·mL1)的配制：精密移取

γ-PGA溶液(30.0 mg·mL1) 154 μL于5 mL量瓶中，

加入 140 μL NaH2PO4 溶液(833 mmol·L1)，加入

0.50 mL 50% Glu 注射液，用灭菌注射用水稀释至

刻度，摇匀，即得。 

γ-PGA 溶液(0.046 2 mg·mL1)的配制：精密移

取 γ-PGA 溶液(0.924 mg·mL1)注射液 0.25mL 于

5 mL 量瓶中，用 5%Glu 稀释至刻度，摇匀，即得。 

2.5.2  NK 和 NK-γ-PGA 注射液的体外溶栓作用   

家兔心脏采血，装于医用采样管中保存，充 N2，

添加抑菌剂，于 37 ℃保存 4 d。 

取出管中的血凝块并切割成质量约为 0.2 g 的

小块，用 5% Glu 将其表面洗净，滤纸吸干后精密

称重，分别加入至含有 1.00 mL 不同酶活度的 NK

或 NK-γ-PGA 注射液的西林瓶中，同时以 5% Glu

和 0.046 2 mg·mL1 γ-PGA 溶液作为空白对照，

37 ℃恒温孵育，分别于 0.5，1.0，1.5，2，4，6，

8，10，18，24 h 时取出瓶中血块，用滤纸吸干表

面液体，精密称重，根据公式计算各血块的相对

溶蚀率(相对溶蚀率= 100%s n

s

m m

m


 )。 

ms溶解前的血凝块质量(g)；mn溶解过程中

不同时间点称取的血凝块质量(g)。 
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2.6  NK-γ-PGA 复合物注射液的表征 

按照最优处方制备 NK-γ-PGA 复合物注射液，

稀释至适宜浓度，取适量滴于铜载网上，1 min 后

滤纸吸去多余样液，2%磷钨酸溶液进行负染，30 s

后滤纸吸去余液，晾干，于电镜下观察 NK-γ-PGA

复合物形态并拍照。 

利用 Nicomp-380 激光粒度测定仪测定

NK-γ-PGA 复合物的粒径与 Zeta 电位。 

3  结果与讨论 

3.1  NK 注射液的毒性考察 

以小鼠给药后的生存时间、生存状态和注射

后 48 h 存活小鼠尾部的状态为指标，对 NK 注射

液毒性考察的结果见表 1 和图 1。 

随着给药剂量的降低，小鼠的存活时间延长。

150 kU·kg1 剂量组小鼠给药后约 0.33 min 死亡；

120 kU·kg1 剂量组小鼠给药后约 9 min 死亡；

100 kU·kg1 剂量组小鼠给药后最快 138 min 死亡；

而≤80 kU·kg1 剂量组小鼠给药后无死亡。 

给药 剂量不同 ，小鼠的 状态也不同。

150 kU·kg1和 120 kU·kg1剂量组小鼠给药后出现

运动减少、嗜睡、呼吸急促、口鼻流血、抽搐现

象；100 kU·kg1 剂量组小鼠给药后，未出现口鼻

流血；≤80 kU·kg1 剂量组小鼠给药后仅出现运动

减少、嗜睡、呼吸急促症状。 

随着给药剂量的降低，NK 对小鼠注射部位的

损伤程度减小。当给药剂量为 80 kU·kg1 时，小鼠

尾部有不同程度的坏死；而当给药剂量为

40 kU·kg1时，小鼠尾部无红肿及坏死。结果见图 1。 

表 1  NK 注射液(10 kU·mL1)的毒性考察结果(n=3) 

Tab. 1  Toxicity study results of NK injection(10 kU·mL1) 
(n=3) 

给药剂量/ 

kU·kg1 
死亡率/% 存活时间/min 状态 

150 100 0.25，0.33，0.33  ccc   

120 100 8，9，10 ccc  

100 100 138，252，312 bbb  

80 0 √，√，√ aaa   

40 0 √，√，√ aaa  

注：√48 h 内小鼠未死亡；a运动减少、嗜睡、呼吸急促；b运动减

少、嗜睡、呼吸急促、抽搐、死亡；c呼吸急促、口鼻流血、抽搐、

死亡。 

Note: √the mouse was not dead at 48 h; amovement reduction, 

drowsiness and shortness of breath; bmovement reduction, drowsiness, 

shortness of breath, tetany and death; cshortness of breath, bleeding 
from the mouth and nose, tetany and death. 

 
图 1  NK 注射液给药 48 h 后存活小鼠尾部的状态 
A80 kU·kg1；B40 kU·kg1。 

Fig. 1  Tail state of the surviving mice 48 h after NK injection 
A80 kU·kg1; B40 kU·kg1.  

3.2  γ-PGA 的毒性考察 

以小鼠给药后的生存时间、生存状态和注射

后 48 h 存活小鼠尾部的状态为指标，对 γ-PGA 毒

性考察的结果见表 2 和图 2。当 γ-PGA 溶液的注

射剂量≤390 mg·kg1 时，注射后小鼠的状态无异

常，且小鼠尾部无红肿及坏死。因为 30.0 mg·mL1 

γ-PGA 溶液的黏度较高，注射时阻力较大，所以

未考察更高的注射剂量。 

表 2  γ-PGA 溶液毒性考察结果(n=3) 

Tab. 2  Toxicity study results of γ-PGA solution(n=3) 

给药剂量/mg·kg1 死亡率/% 存活时间/min 状态 

390 0 √，√，√ 无异常 

195 0 √，√，√ 无异常 

注：√48 h 内小鼠未死亡。 

Note: √the mouse was not dead at 48 h after injection.  

 
图 2  γ-PGA 溶液 390 mg·kg1 给药 48 h 后存活小鼠尾部的

状态 

Fig. 2  Tail state of the surviving mice 48 h after γ-PGA 

solution 390 mg·kg1 injection 

3.3  pH 对 NK 与 γ-PGA 复合情况影响的考察 

3.3.1  不同 pH 的 NK 注射液和 NK-γ-PGA 注射液

的毒性考察  以小鼠给药后的生存时间、生存状

态和注射后 48 h 存活小鼠尾部的状态为指标，对

不同 pH 的 NK 注射液和 NK-γ-PGA 注射液毒性考
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察的结果见表 3 和图 3。除 NK-γ-PGA 注射液(NK 

10 kU·mL1，γ-PGA 4.536 mg·mL1，pH 6.0)组小鼠

未死亡外，其他给药组小鼠均在 11 min 内死亡，注

射 NK-γ-PGA 注射液 (NK 10 kU·mL1，γ-PGA 

4.536 mg·mL1，pH 6.0)，48 h 后小鼠尾部红肿。以

上结果表明，NK与 γ-PGA在 pH 6.0时复合得最好。 

因为 NK 和 γ-PGA 是通过静电作用进行复合

的，所以只有当 NK 带较多的正电荷，γ-PGA 带

较多的负电荷时，它们才能形成稳定的复合物；

反之，当其中一个带电荷偏少时，则不能形成稳

定的复合物。NK 的 pI 为 8.6±0.3，γ-PGA 的 pI 为

2.22，在 pH 6.0 时 NK 和 γ-PGA 都带有较多的电

荷，因此形成的复合物较稳定，降低不良反应的

作用也就更明显。 

表 3   不同 pH 的 NK 注射液和 NK-γ-PGA 注射液的毒性

考察结果(n=3) 

Tab. 3  Toxicity study results of NK injection and NK-γ- 
PGA injection with different pH values(n=3) 

制剂 死亡率/% 存活时间/min 状态 

NK (pH 5.0) 100 8，9，10 ccc 

NK (pH 6.0) 100 8，9，11 ccc 

NK (pH 7.0) 100 8，9，9 ccc 

NK (pH 8.0) 100 8，9，8 ccc 

NK-γ-PGA (pH 5.0) 100 8，8，11 ccc 

NK-γ-PGA (pH 6.0)   0 √，√，√ aaa 

NK-γ-PGA (pH 7.0) 100 8，10，10 ccc 

NK-γ-PGA (pH 8.0) 100 9，9，11 ccc 

注：√48 h 内小鼠未死亡；a运动减少、嗜睡、呼吸急促；c呼吸急

促、口鼻流血、抽搐、死亡。 

Note: √the mouse was not dead at 48 h; amovement reduction, 

drowsiness and shortness of breath; cshortness of breath, bleeding from 
the mouth and nose, tetany and death. 

 
图 3  单次尾静脉注射NK-γ-PGA注射液(NK 10 kU·mL1，

γ-PGA 4.536 mg·mL1，pH 6.0)48 h 后存活小鼠尾部的状态 

Fig. 3  Tail state of the surviving mice 48 h after a single tail 

intravenous injection of NK-γ-PGA injection(NK 10 kU·mL1, 

γ-PGA 4.536 mg·mL1, pH 6.0) 

3.3.2  不同 pH 的 NK注射液活性对比  采用纤维

蛋白平板法比较不同 pH 的 NK 注射液的活性，结

果见图 4。结果表明，4 种 pH 条件下的 NK 注射

液 (10 kU·mL1)的 S 值相当，即 NK 注射液

(10 kU·mL-1)的活性在 pH 5.0~8.0 范围内较为稳定。 

 
图 4  pH 5.0，6.0，7.0 和 8.0 的 NK 注射液(10 kU·mL1)

的活性对比 

Fig. 4  Activity comparison of pH 5.0, 6.0, 7.0 and 8.0 NK 

injection(10 kU·mL1)  

3.4  不同浓度 γ-PGA 的 NK-γ-PGA 注射液的毒性

考察   

以小鼠给药后的生存时间、生存状态和注射

后 48 h 存活小鼠尾部的状态为指标，对不同浓度

γ-PGA的NK-γ-PGA注射液毒性考察的结果见表 4

和图 5。 

当 NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，pH 6.0)

中 γ-PGA 的浓度为 0.084~4.536 mg·mL1 时，小鼠

的死亡率均为 0。给药后小鼠尾部的状态与 NK 注

射液中加入的 γ-PGA 浓度有关，其可能的原因为，

当 NK-γ-PGA 注射液中 γ-PGA 的浓度较低时，如

0.084 和 0.300 mg·mL1，给药 48 h 后小鼠的尾部

有坏死现象产生，说明仍有大量游离的 NK 存在；

当 NK-γ-PGA 注射液中 γ-PGA 的浓度较高时，如

4.536 mg·mL1，给药 48 h 后小鼠尾部有红肿现象，

推测产生该现象的原因是，γ-PGA 的浓度较高时，

NK-γ-PGA 注射液的黏度较大，注射后部分

NK-γ-PGA 滞留在给药部位，NK 释放导致红肿现

象发生；而当 NK-γ-PGA 注射液中 γ-PGA 浓度为

0.924 mg·mL1 时，给药 48 h 后小鼠尾部无明显的

红肿及坏死现象，说明此时大部分 NK 与 γ-PGA

结合形成了复合物，余下少量的游离 NK 不足以使

小鼠的尾巴坏死，另外，该 NK-γ-PGA 注射液的黏

度适中，注射后不会滞留在尾部，产生红肿现象。 

综上，当 NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，
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pH 6.0)中 γ-PGA 的浓度为 0.924 mg·mL1 时，减

毒效果最好。 

表 4  不同浓度 γ-PGA 的 NK-γ-PGA 注射液的毒性考察结

果(n=3) 

Tab. 4  Toxicity study results of NK-γ-PGA injection with 
different concentrations of γ-PGA(n=3) 

制剂(pH 6.0) 
γ-PGA 的注射 

剂量/mg·kg1 

死亡率/ 

% 

存活 

时间/min 
状态 

NK  0 100 8，9，10 ccc 

NK-γ-PGA 

(γ-PGA 0.084 mg·mL1) 
 1.008 0 √，√，√ aaa 

NK-γ-PGA 

(γ-PGA 0.300 mg·mL1) 
 3.629 0 √，√，√ aaa 

NK-γ-PGA 

(γ-PGA 0.924 mg·mL1) 
11.088 0 √，√，√ aaa 

NK-γ-PGA 

(γ-PGA 4.536 mg·mL1) 
54.432 0 √，√，√ aaa 

注：√48 h 内小鼠未死亡；a运动减少、嗜睡、呼吸急促；c呼吸急

促、口鼻流血、抽搐、死亡。 

Note: √the mouse was not dead at 48 h; amovement reduction, 

drowsiness and shortness of breath; cshortness of breath, bleeding from 
the mouth and nose, tetany and death. 

 
图 5  单次尾静脉注射 NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，

pH 6.0)48 h 后存活小鼠尾部的状态 

Aγ-PGA 0.084 mg·mL1
； Bγ-PGA 0.300 mg·mL1

；

Cγ-PGA 0.924 mg·mL1
；Dγ-PGA 4.536 mg·mL1。 

Fig. 5  Tail state of the surviving mice 48 h after a single tail 

intravenous injection of NK-γ-PGA injection(NK 10 kU·mL1, 

pH 6.0) 
Aγ-PGA 0.084 mg·mL1; Bγ-PGA 0.300 mg·mL1; Cγ-PGA 

0.924 mg·mL1; Dγ-PGA 4.536 mg·mL1. 

3.5  NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 

0.924 mg·mL1，pH 6.0)毒性降低的原因分析 

NK-γ-PGA 注射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 

0.924 mg·mL1，pH 6.0)毒性降低的原因可能有 2

种：①γ-PGA 的加入降低了 NK 的活性；②γ-PGA

与 NK 结合后，缓慢释放 NK。为了阐明 NK-γ-PGA

注射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 0.924 mg·mL1，

pH 6.0)毒性降低的原因，采用体外溶栓试验考察

NK-γ-PGA 注 射 液 (NK 10 kU·mL1 ， γ-PGA 

0.924 mg·mL1，pH 6.0)中 NK 的活性变化。 

3.6  NK 和 NK-γ-PGA 注射液的体外溶栓作用   

NK和NK-γ-PGA注射液的体外溶栓结果见图

6。NK 对血凝块的溶解速率与其酶活度呈正相关。

10 h 时，500 U·mL1 NK 注射液的相对溶蚀率即达

到 100%，而 200 U·mL1 NK 注射液仅为 69%。对

于 500 U·mL1 NK-0.046 2 mg·mL1 γ-PGA 注射液

来说，在 0~0.5 h 内，对血凝块的溶解速率低于

200 U·mL1 NK 注射液；之后其溶解速率快速增

加，在 0.5~2 h 内，高于 200 U·mL1 NK 注射液而

低于 500 U·mL1 注射液；2 h 后与 500 U·mL1 注

射液相当。 

以上结果表明，γ-PGA 的加入未降低 NK 的

活性，毒性的降低主要是因为其与 NK 形成了复合

物，起到了缓释的作用。 

 
图 6  24 h 内 NK 和 NK-γ-PGA 注射液中血凝块的溶解情

况(n=3) 

Fig. 6  Dissolution of blood clots in the NK and NK-γ-PGA 
injection within 24 h(n=3) 

3.7  NK-γ-PGA 复合物注射液(NK 10 kU·mL1，

γ-PGA 0.924 mg·mL1，pH 6.0)的表征 

NK-γ-PGA 复合物注射液(NK 10 kU·mL1，

γ-PGA 0.924 mg·mL1，pH 6.0)为澄清透明的溶液，

该复合物具有纳米结构，呈球型，外观圆整，粒

径均匀。电子显微镜图片见图 7。 

利用 Nicomp-380 激光粒度测定仪测定该

NK-γ-PGA 复合物的粒径为 (22.6±5.1)nm(n=3)，

Zeta 电位为(30.6±2.5)mV(n=3)。 

 
图 7  NK-γ-PGA 复合物注射液(NK 10 kU·mL1，γ-PGA 

0.924 mg·mL1，pH 6.0)电子显微镜图 
Fig. 7  Electron micrograph of NK-γ-PGA complex 

injection (NK 10 kU·mL1, γ-PGA 0.924 mg·mL1, pH 6.0) 
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4  结论 

相比于目前临床上常用的直接的或间接的纤

溶酶原激活剂，NK 在治疗血栓栓塞性疾病方面有

其独特的优势，但其又有出血的不良反应。为了

充分发挥 NK 的优势，减小其不良反应，笔者制备

了一种新型的 NK-γ-PGA 复合物注射液，并进行

了体内外的初步评价，研究结果表明该 NK-γ-PGA

复合物能够在保证 NK 活性的同时降低其毒性，具

有很大的开发前景，达到了本研究的目的。 
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