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摘要 目的  研究重组水蛭素 2 ∂ 喷雾剂鼻腔给药后在大鼠体内的药代动力学过程及其抗凝血作用 ∀方

法  采用呈色肽法测定大鼠鼻腔给予  ∂ 喷雾剂后血浆中  ∂ 的浓度 并计算其药代动力学参数 考察  ∂ 鼻

腔喷雾剂对正常大鼠和弥散性血管内凝血模型 ⁄≤家兔凝血时间的影响 ∀结果   ∂ 喷雾剂鼻腔给药后  ∂ 

的体内过程符合一室模型 其相对生物利用度为 1  ∂ 鼻腔喷雾剂可使正常大鼠活化的部分凝血活酶时间

°××和凝血酶时间 ××明显延长 使 ⁄≤模型家兔的 °××凝血时间明显缩短 接近正常值 ∀结论  药代动力

学和药效学结果证明  ∂ 鼻腔喷雾剂有望成为  ∂ 鼻腔给药的有效制剂 ∀
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  水蛭素是近年来发现的新型高效抗凝血药物 

它是一个由 或 个氨基酸组成的多肽 Μ 

⁄是迄今发现的最强的凝血酶特异性抑制剂 较

之其他抗凝药物 如肝素等在安全性 !抗原性和毒性

等方面更具优越性 临床上主要用于治疗肝素诱导

的血小板减少症 !急性冠脉综合征和动静脉血栓

等 ≈ ∀目前的水蛭素制剂仍以注射剂为主 ∀但是

注射给药在体内半衰期短 仅为  ∗  反复注射会

给患者带来很大的痛苦和不便 难以适应大多数慢

性高凝状态疾病患者长期抗凝治疗的需要 因此 设

法寻找非注射给药途径 减少给药次数 提高生物利

用度 已成为改善水蛭素应用的一个重要方面 ≈ ∀

为此 本文将生物黏附系统和吸收促进剂两种

提高多肽鼻黏膜吸收的方式结合起来 研制了水蛭

素鼻腔给药制剂 探讨在二者共同作用下对水蛭素

鼻腔吸收的提高作用并对其药动和药效行为进行了
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研究 ∀

材料与方法

药品 !辅料和试剂  重组水蛭素 2

∏2∂ 抗凝活性   ×# 

北京大

学生命科学院 ×2≤≥公司 ∀ ≤

× 德国  公司 °××和 ××测定试剂盒 上

海太阳生物技术公司 大肠杆菌内毒素 中国药品

生物制品鉴定所 其他试剂均为分析纯 ∀

主要仪器  2型紫外分光光度计 日立公

司 日本 ∀

实验动物  雄性 ≥⁄大鼠 体重  ?  合

格证号 ≥≤÷京 # 雄性日本大耳白兔 

体重 1 ? 1 北京维通利华实验动物中心 ∀

数据处理软件  ⁄≥药物与统计软件 安徽省

临床药物评价中心 ∀

ρΗς 2鼻腔喷雾剂的制备  取壳聚糖 Μ

⁄脱乙酰度   加 醋酸水溶液使溶解 配

成质量浓度为 1的溶液 ω /ϖ用  # 


调节 至 1然后依次加入吸收促进剂和

∂ 搅拌使之完全溶解 二者的浓度分别达到

1和 1 即得 ∀

呈色肽法测定血浆中 ρΗς 2含量的方法  参照


≈方法并略有改动 ∀取血浆 1 1

柠檬酸钠抗凝 血液与柠檬酸溶液的比例是 1Β

1加入  # 
盐酸 1 涡旋混和 

 ε 水浴孵育  ∀冷却后加入  # 


 1 冰水浴  ∀   ≅ γ离心  ∀

分取上清液 加入  # 
凝血酶溶液  Λ及

×2≤ 1缓冲液 混匀  ε 水浴孵育 

∀再加入 1 # 


≤ ×溶液 

Λ涡旋混和  ε 水浴孵育  ∀加入 醋

酸溶液  Λ终止反应 样品总体积为  Λ∀

在  处测定吸收度 计算血浆中 ∂ 含量 ∀

大鼠体内药代动力学过程的考察 ≈  正常大

鼠实验前禁食  腹腔注射 乌拉坦生理盐水

溶液 1 # 

麻醉 ∀手术分离气管 !食管及颈

动脉 ∀在气管上做一切口 插入软管以供呼吸 结扎

食管 另在左颈动脉处做一插管 供采血 ∀用前端带

有软管的微量进样器单侧鼻腔给予 ∂ 喷雾剂 

插入鼻孔深度为 1 给药剂量为  Λ #



∀分别于给药前及给药后 11

和  取血 1 隔一定时间自股静脉补

充生理盐水适量 用 1的柠檬酸钠抗凝 血液

和柠檬酸钠的体积比为 1Β1于   ≅ γ离

心  取血浆  Λ按呈色肽法测定 ∂ 血

药浓度水平 ∀另一组大鼠鼻腔给予 ∂ 生理盐水

溶液  # 

同法取血 测定不同时间 ∂ 

血药浓度 ∀每组实验动物数为 或 只 ∀

以大鼠皮下注射  # 


∂ 溶液作为对

照计算相对生物利用度 Φ其公式为 

Φ 
≤ ≅ ⁄

≤ ≅ ⁄
≅ 

其中 与 分别表示鼻腔给药和皮下注射给

药 ∀

采用 τ检验 Π  1为显著差异 Π  1为

极显著差异 ∀

将正常大鼠鼻腔给药组 !大鼠皮下注射给药组

的体内 ∂ 浓度的数据 输入计算机 用 ⁄≥程序

拟合 分别计算 ∂ 鼻腔给药及皮下注射给药在

大鼠体内的药代动力学参数 ∀

对正常大鼠凝血时间的影响  依 /大鼠体内药

代动力学过程的考察 0方法 取大鼠手术 鼻腔给予

∂ 喷雾剂  # 

取血 分别测定活化的

部分凝血活酶时间 √ 

°××和凝血酶时间  ××∀另

一组大鼠鼻腔给予 ∂ 生理盐水溶液  #



同法取血 测定不同时间上述凝血时间的变

化 ∀以大鼠皮下注射  # 


∂ 溶液作为对

照组 ∀每组实验动物数为 或 只 ∀

对弥散性血管内凝血模型 (∆ΙΧ)家兔凝血时间

的影响 ≈  家兔 只 平均分为 组 ∀家兔经耳缘

静脉取血 测定 °××后 其中两组静脉注射细菌内

毒素 1 Λ# 
 ∀  后 取血 测定 °××变化

后 一组鼻腔给予 ∂ 喷雾剂  Λ #



另一组不给 ∂ 作为模型对照组 同时两

组再经耳缘静脉注射细菌内毒素  Λ# 

分别

于给药后  和  取血 测定 °××值的变化 ∀第

组不作处理作为空白对照 在规定时间取血 测定

°××值 ∀

结果

1  药代动力学考察结果

11  体内样品分析方法的建立

将 ∂ 标准品的吸收度值与 ∂ 的量作线

性回归 ∀得到标准曲线回归方程 Α  1  

1 Χρ

 1 线性范围为  ∗  检测

限  ∀方法回收率为 1 ∗ 1 ∀
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1. 2 ρΗς 2鼻腔喷雾剂在大鼠体内的药代动力学研究

大鼠鼻腔给予 ∂ 喷雾剂和皮下注射 ∂ 

的血药浓度 2时间曲线见图 ∀结果表明两种方式

给药后 吸收均较快 并呈现双峰现象 ∀

Φιγυρε 1   ∂  

∏∏∏   # 


∂ 

  # 


∂   

ν  

大鼠的 Τ¬和 Χ¬采用实测值 将第 峰的血

药浓度观测值用 ⁄≥药物与统计软件中的房室模

型计算 结果判定重组水蛭素在大鼠体内药代动力

学模型为一室模型 ∀皮下及鼻腔给药组的药代动力

学参数见表 ∀

2  ρΗς 2鼻腔喷雾剂的药效学试验

2. 1  ρΗς 2鼻腔喷雾剂对正常大鼠 ΑΠΤΤ凝血时

间的影响

大鼠鼻腔给予 ∂ 喷雾剂和皮下注射 ∂ 

的凝血作用 2时间曲线见图 ∀由结果可以看出 鼻

腔给药后 大鼠凝血时间最大值出现在  左右 

°××值为 1 ∀皮下注射凝血时间最大值出现

在 1 °××值为 1 ∀

Φιγυρε2 √ °××

√∏∏∏∏ 

 # 


∂      

# 


∂   ν  

2. 2  ρΗς 2鼻腔喷雾剂对正常大鼠及 ∆ΙΧ模型家

兔凝血时间的影响

2. 2 . 1  ρΗς 2鼻腔喷雾剂对正常大鼠凝血时间的

影响  正常大鼠经鼻腔给药及皮下注射  ∂ 后对

Ταβλε 1  ×∏∏∏ # 

 

 # 

  ∂  ν  

°   ≤

Τ¬  1 1 1

Χ¬ # 
 ?   ?   ? 

Τ  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

  ×  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

∂  ×  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

≤ # #   ?    ?   ? 

Φ   13 3 1

 ≥∏∏∏ ≤  # 


 ∂    
3 3 Π  1 ϖσ

Ταβλε 2  ∞∂   ∏ 

τ
≤ # 

°××  ×× 

 # 

°××  ×× 

 # 

°××  ×× 

1  ?   ?   ? 3  ? 3  ? 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 ϖσ
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°××及 ××值的影响 结果见表 ∀鼻腔给予 ∂ 

鼻腔喷雾剂后的 °××及 ××凝血时间较鼻腔给予

∂ 生理盐水溶液组明显延长 ∀

2 . 2 . 2  ρΗς 2鼻腔喷雾剂对 ∆ΙΧ模型家兔凝血时

间的影响  ⁄≤模型家兔经鼻腔给予 ∂ 后对

°××值的影响 结果见表 ∀从表中可见 鼻腔给

予 ∂ 鼻腔喷雾剂  # 

对 ⁄≤家兔凝血

时间可产生明显的影响 使 °××凝血时间明显缩

短 Π 1接近正常值 ∀

Ταβλε 3  ∞∂   

∏ √∏

τ
°×× 

⁄≤   

  ?   ?   ? 

  ?   ? 3 3  ? 

  ?   ? 3 3  ? 

°×× √  ⁄≤ ⁄2
√∏∏ ν   ξ ? σ 3 3 Π  1 ϖσ

⁄≤ 

讨论

对于水蛭素这种黏膜渗透性较差的亲水性大分

子 无论体内和体外检测均要求采用灵敏度高 !稳定

可重复的方法 ∀呈色肽法系利用生色底物测定系统

中剩余凝血酶的酰胺水解活性 从而定量血浆中水蛭

素 ∀通常采用 ≤ × ×22°22°

为生色底物 ∀凝血酶能使该生色底物的酰胺键水解

从而释放出生色物质 2硝基苯胺 ∀后者可于 

处测定吸收度 ∀水蛭素能抑制凝血酶的上述反

应 并具有定量关系 检测限可达  以下 ≈ ∀

本法是针对体内活性水蛭素分子的测定 同时对血

浆中游离的及与凝血酶结合的水蛭素进行测定 是

一种可靠的 !被广泛采用的方法 操作也比较简单 

不需要特别的仪器 本法的缺点是线性范围较窄 应

注意将血浆取样量控制在标准曲线范围内 ∀

大鼠体内药代动力学考察结果表明 ∂ 给药

后血药浓度曲线呈双峰 水蛭素的这种双峰现象曾

有过报道 其机制尚不清楚 ≈
推测可能与吸收不

一致有关 ∀作者将第 峰血药浓度曲线用 ⁄≥药

物与统计软件拟合 ≈
结果药代动力学模型为一室

模型 半衰期与文献 ≈报道基本一致 ∀

水蛭素的抗凝作用取决于其血浆水平 因为其不

仅在血液转运 且作用部位也仅在血液循环系统 ≈ ∀

水蛭素是一个分子质量约为   ⁄的多肽 

普通溶液剂很难透过鼻黏膜吸收 达到有效的治疗

浓度 ∀本试验结果表明 ∂ 水溶液鼻腔给药的生

物利用度很低 与皮下给药相比只有 1 ∀而

∂ 鼻腔喷雾剂的相对生物利用度可达 1 ∀

较水溶液明显地提高 ∀鼻腔喷雾剂的 Τ¬约为  

起效较快 ∀药效试验表明 ∂ 喷雾剂鼻腔给药后

无论对正常大鼠还是对高凝状态的模型家兔均可产

生良好的抗凝作用 ∀说明以本法制备的 ∂ 鼻腔

喷雾剂可以显著改善 ∂ 的鼻腔吸收 提高其鼻

腔给药的生物利用度 有望成为水蛭素鼻腔给药的

有效制剂 ∀
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