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醋酸去氨加压素经家兔眼部给药后的药动学及药效学研究
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摘要: 比较醋酸去氨加压素经家兔眼部给药、静脉注射以及灌胃给药后的药动学及药效学特征, 探索多肽类药

物通过眼部给药进入全身循环的可行性。15只家兔随机分成 3组 (眼部给药, 7.0 μg·kg-1; 静脉注射, 0.7 μg·kg-1; 灌

胃给药, 7.0 μg·kg-1), 给药后按预定时间点心脏取血, 采用酶联免疫法 (ELISA) 测定醋酸去氨加压素的血药浓度; 另

21只家兔随机分成3组 (眼部给药, 7.0 μg·kg-1; 静脉注射, 0.7 μg·kg-1; 灌胃给药, 7.0 μg·kg-1) 进行药效学研究, 在给药

前和给药后的预定时间段收集尿液。家兔静脉注射给药后峰浓度 (Cmax) 为143.0 pg·mL-1, 血药浓度-时间曲线下的面

积 (AUC0-t) 为 999.9 pg·h·mL-1; 眼部给药后达峰时间 (tmax) 为 5 min, Cmax为 125.6 pg·mL-1, AUC0-t为 873.1 pg·h·mL-1,

绝对生物利用度 (F) 为 8.7%; 灌胃给药后 tmax为 10 min, Cmax为 104.1 pg·mL-1, AUC0-t为 451.8 pg·h·mL-1, F 为 4.5%。

滴眼给药与静脉注射给药 (给药剂量为 1/10) 后药效相当, 12 h尿量依然呈抑制现象, 而灌胃给药后的第 2个收集时

间段尿量已经明显上升, 给药后 12 h已经没有抑制效果。研究表明, 醋酸去氨加压素经眼部给药后相对于灌胃给药

吸收更快更好, 因此多肽类药物通过眼部给药发挥全身治疗作用是可行的。本实验中动物实验过程已通过安徽中

医药大学实验动物伦理委员会批准。
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Abstract: We compared the pharmacokinetic and pharmacodynamic profiles of desmopressin acetate after

intraocular, intravenous and intragastric administration in rabbits to better understand the systemic delivery of

peptide drugs through intraocular administration. Fifteen rabbits were randomly divided into three groups (intraocular

administration, 7 μg·kg-1; intravenous administration, 0.7 μg·kg-1; and intragastric administration, 7 μg·kg-1). Blood

samples were taken from the heart at predetermined time points after dosing and the plasma desmopressin concen‐

tration was analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Another 21 rabbits were randomly divided

into three groups (intraocular administration, 7 μg·kg-1; intravenous administration, 0.7 μg·kg-1; intragastric admin‐

istration, 7 μg·kg-1) for a pharmacodynamics study. Urine was collected at predetermined intervals after dosing.

The pharmacokinetic parameters after intravenous administration were as follows: Cmax was 143.0 pg·mL-1; the area

收稿日期: 2019-07-31; 修回日期: 2019-09-06.

基金项目: 安徽省高校自然科学研究项目 (KJ2019A0454); 安徽省第二批“特支计划”创新领军人才项目 .

*通讯作者Tel: 86-551-68129142, E-mail: hening826@163.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2019-0619

·· 91



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(1): 91 −95

under the plasma concentration–time curve for desmopressin (AUC0-t) was 999.9 pg·h·mL-1. The pharmacokinetic

parameters after intraocular administration were as follows: tmax was 5 min, Cmax was 125.6 pg·mL-1, AUC0-t was

873.1 pg·h·mL-1, and absolute bioavailability (F) was 8.7%. The pharmacokinetic parameters after intragastric

administration were as follows: tmax was 10 min, Cmax was 104.1 pg·mL-1, AUC0-t was 451.8 pg·h·mL-1, and absolute

bioavailability was 4.5%. Intraocular administration and intravenous administration of one tenth of the dosage

showed a similar effect, and the urine volume remained decreased for 12 h, but urine volume increased signifi‐

cantly in the second collection period after intragastric administration, and there was no decrease in volume 12 h

after dosing. This study demonstrates that peptide drugs such as desmopressin can be absorbed more rapidly after

intraocular administration than after intragastric administration and can exert systemic therapeutic effects. In this

study, the program of animal testing had been approved by the Laboratory Animal Care and Use Committee at

Anhui University of Chinese Medicine.
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多肽类药物[1-3]是两个至多个氨基酸通过肽键连

接而成的化合物, 多为亲水性的极性大分子, 因其高活

性低毒性, 已越来越多地用于各种疾病的治疗, 如多肽

类抗生素[4,5]; 多肽类疫苗[6,7]; Urantide[8]、胰高血糖素样

肽1[9]、Adipokines[10]等。醋酸去氨加压素 (相对分子质

量 1 129.2) 是一种合成的抗利尿激素类似物[11-13], 可用

于治疗夜间多尿、尿崩症及控制出血, 去氨加压素和内

源性血管加压素的抗利尿活性通过同一途径发挥作

用, 主要作用于肾集合管和髓袢升支粗端, 血管升压作

用远低于天然的加压素, 仅为其 1/400, 并且不会对正

常激素产生干扰。目前, 其临床常用剂型为注射剂和

口服片剂, 由于静脉注射需在治疗期间每天给药, 给患

者带来很大痛苦且给药不方便; 而口服给药顺应性较

好, 但蛋白多肽类药物需要通过各种生物屏障 (如肠

上皮细胞膜、胃酸、各种消化酶、首过效应等), 不稳

定[14], 因而一般生物利用度很低, 且对于婴幼儿, 口服

片剂给药风险大。因此, 近年来多肽类药物的黏膜给

药一直是剂型研究的热点, 如口腔黏膜[15]、鼻黏膜[16,17]

等。目前临床也有醋酸去氨加压素鼻喷剂, 但鼻黏膜

给药时, 纤毛清除机制会影响药物的吸收[18]。

眼部给药是常用的黏膜给药途径, 但眼黏膜给药

常用于局部疾病的治疗, 一般通过眼角膜渗透发挥作

用[19], 角膜对亲脂性药物的渗透性较高。结膜吸收是

眼部药物吸收的另一主要途径, 结膜表面积约为角膜

的 20倍, 对亲水性的大分子药物有相当高的渗透性,

药物经结膜吸收后, 可经结膜血管网进入体循环, 有研

究显示, 滴眼液中约 34%～79%的药物可经结膜进入

全身循环[20-22]。Chiou 等[23-25]也曾尝试将胰岛素等药

物通过眼部实现全身转运, 结果显示这些小分子肽类

药物可以进入全身循环。

因此, 本实验以醋酸去氨加压素为模型药物, 通过

比较药物经家兔眼部给药、静脉注射以及灌胃给药后

的药动学及药效学特征, 探索多肽类药物经眼部给药

进入全身循环, 从而发挥全身治疗作用的可行性, 为相

关制剂的研发提供理论依据。

材料与方法

试剂和仪器 去氨加压素 ELISA 试剂盒 (批号 :

201905, 上海将来生物科技有限公司); 醋酸去氨加压

素原料药 (纯度>98.99, 批号: GT-D003, Go Top Peptide

Biotech 公 司); SPECTRA MAX 190 酶 标 仪 ( 美 国

Molecular Devices 公司); FA21021B 十万分之一电子

天平 (上海越平科学仪器有限公司); TG16A-WS台式

高速离心机 (上海卢湘仪离心机仪器有限公司)。

实验动物 健康雄性家兔 36 只 , 体重 2.5～3 kg,

购自安徽省长临河医药科技有限公司 , 合格证号为

0002213, 动物许可证号为 SCXK (皖) 2007-001, 饲养

于安徽中医药大学药学院实验动物中心 , 室温 18～

25 ℃, 相对湿度 40%～70%。动物实验过程已通过安

徽中医药大学动物伦理委员会批准。

ELISA 测定法 分别设置标准孔、待测样品孔 ,

标准孔每孔加不同浓度标准溶液50 μL, 待测样品孔先

加样品稀释液 40 μL, 再加待测样品 10 μL (相当于样

品稀释 5 倍)。加样后, 每孔加酶标试剂 100 μL, 用封

板膜封板后, 置于 37 ℃温育 60 min; 揭掉封板膜, 弃去

液体, 甩干, 每孔加满洗涤液 (20倍浓缩洗涤液用蒸馏

水 20倍稀释后使用), 静置 30 s后弃去, 重复 5次, 甩干;

每孔先加入显色剂A 50 μL, 再加入显色剂B 50 μL, 轻

轻震荡混匀, 37 ℃避光显色15 min; 每孔加终止液50 μL

终止反应; 450 nm波长测定各孔的吸光度, 测定应在

加终止液 15 min 以内进行。将样品吸光度代入线性

方程, 计算样品浓度, 再乘以稀释倍数 5, 即为样品的
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实际浓度。

线性关系 取 48.0 pg·mL-1去氨加压素标准溶液

依次稀释配制成 1.0、3.0、6.0、12.0、24.0和 48.0 pg·mL-1

的系列标准溶液, 分别加入到设置好的ELISA试剂盒

标准孔, 按照“ELISA测定法”项下的方法进行检测, 以

标准溶液浓度为横坐标, 吸光度为纵坐标, 绘制标准

曲线。

定量下限 取 10 份空白血浆样品 , 按照“ELISA

测定法”项下的方法测定其吸光度, 计算平均值及标准

差 (SD), 以 10SD 带入标准曲线计算的溶液浓度作为

定量下限。

精密度及回收率 将家兔空白血浆离心取上清液,

加入适量的去氨加压素标准品 , 配制成浓度为 25.0、

100.0和 200.0 pg·mL-1的样品溶液各 5份, 置-86 ℃冰

箱保存备检。分别在 6、12和 24 h以及 2、4和 6天室温

下冻融, 加入到设置好的待测样品孔, 按照“ELISA测

定法”项下的方法检测其浓度, 计算日间、日内精密度,

同时计算实测值与理论值之间的比值。

家兔药动学实验 雄性家兔 15只随机分成滴眼

组 (给药剂量为 7.0 μg·kg-1)、静脉注射组 (给药剂量为

0.7 μg·kg-1)、灌胃组 (给药剂量为 7.0 μg·kg-1), 每组 5

只, 体重 2 kg左右, 实验前禁食 12 h, 正常饮水。家兔

分别在给药后 2、5、10、15、20、30、60、120、240、360、

480和 720 min心脏取血 0.5 mL, 于肝素钠湿润过的离

心管中, 混合 10～20 min后, 2 500 r·min-1离心 20 min,

取上清液, 保存于-86 ℃冰箱。按照“ELISA测定法”

项下的方法测定血浆样品中的去氨加压素浓度。

家兔药效学实验 雄性家兔 21只随机分成滴眼

组 (给药剂量为 7.0 μg·kg-1)、静脉注射组 (给药剂量

为 0.7 μg·kg-1)、灌胃组 (给药剂量为 7.0 μg·kg-1), 每组

7只, 体重2 kg左右, 实验前禁食12 h, 正常饮水。家兔

仰卧式固定, 用 3%戊巴比妥钠麻醉, 导尿管甘油润滑

之后缓缓插入家兔尿道至有尿液流出后再插入 1 cm。

实验前排尽膀胱内余尿, 导尿管法收集给药前 3 h, 给

药后 0～3、3～6、6～9、9～12 h时间段尿量, 尿液早上

7:00开始收集, 下午 22:00收集结束。每个收集时段开

始之前灌胃体重2%的37 ℃温水。

统计学分析 用统计学软件SPSS 23.0, 采用单因

素方差分析对药动学数据进行检验, P<0.05表示差异

有统计学意义。

结果

1 方法学考察

1.1 标准曲线 ELISA 测定法测定去氨加压素的线

性回归方程为 Y = 0.025 1X + 0.034 7, R2 = 0.997, 线性

范围为1.0～48.0 pg·mL-1。

1.2 定量下限 测得 10份空白血浆样品的吸光度平

均值为 0.045, SD为 0.006, 将 10倍SD代入标准曲线计

算得定量下限为1.0 pg·mL-1。

1.3 精密度及回收率 精密度及回收率实验结果见

表1, 由表可见该方法精密度良好, 准确度符合要求。

2 药动学实验

以取样时间为横坐标, 血浆中去氨加压素的平均

血药浓度为纵坐标, 绘制血药浓度−时间曲线, 如图 1

所示, 由图可见家兔眼部给药后在 5.0 min时迅速达到

最大血药浓度, 灌胃给药 tmax为 10.0 min。利用药动学

软件DAS 3.2.8, 分别对静脉注射、灌胃给药以及滴眼

给药的血药浓度数据进行非房室模型拟合, 主要药动

学参数见表2。

3 药效学实验

不同时间段尿量随时间的变化曲线如图 2 所示,

由图可见, 静脉注射给药前 3 h的初始尿量为 53.0 mL,

在给药后的第 1个收集时间段降为 9.0 mL, 给药后第

2 个和第 3 个时间段尿量基本无变化, 最后一个时间

段尿量为 18.3 mL。眼部给药前 3 h 的初始尿量为

42.5 mL, 在给药后的第 1个 3 h降为 7.0 mL, 第 2个 3 h

尿量为 7.5 mL, 第 3个 3 h尿量为 9.3 mL, 第 4个 3 h尿

量为 9.3 mL, 最后一个 3 h尿量为 19.0 mL。灌胃给药

前 3 h的初始尿量为 37.7 mL, 在给药后的第 1个收集

Table 1 Precision and recovery of desmopressin in rabbit plasma.

n = 5,
-
x ± s

Desmopressin

concentration/pg·mL-1

25.0

100.0

200.0

Calculated/pg·mL-1

Intra-day

25.5 ± 0.5

103.3 ± 4.0

205.4 ± 5.0

Inter-day

25.2 ± 0.8

103.3 ± 3.7

206.5 ± 4.8

Extraction

recovery/%

102.4

101.5

102.7

Figure 1 Mean plasma concentration of desmopressin vs time

after intravenous (iv), intraocular (io) and intragastric (ig) adminis‐

tration in rabbits
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时间段为 7.0 mL, 但在之后的收集时间段中表现出上

升趋势 , 后面 3 个收集时间段尿量分别为 22.3、30.3、

45.3 mL。

讨论

本实验以醋酸去氨加压素为模型药物, 家兔为模

型动物, 进行眼部给药、静脉注射以及灌胃给药后的

药动学和药效学的比较性研究, 以探索多肽药物经眼

部给药进入全身循环而达到治疗目的的可行性。药动

学结果显示眼部给药与灌胃给药相比, 能快速达到最

大血药浓度, 且峰浓度为 121.6 pg·mL-1, 大于灌胃给药

的 104.1 pg·mL-1, 是其 1.2倍。眼部给药的体内平均滞

留时间 (MRT) 与静脉注射给药和灌胃给药的统计学

分析结果显示无显著性差异。眼部给药的生物利用度

是静脉注射途径 (给药剂量为眼部给药的 1/10) 的

87.3%, 且 2 h后二者的血药浓度曲线基本在同一高度

缓慢下降, 12 h后血药浓度下降至一半左右; 而与灌胃

给药相比, 眼部给药的生物利用度是其 1.9倍, 统计学

结果显示有显著性差异。导致眼部给药与灌胃给药存

在差异的主要原因, 可能是因为眼部给药无首过效应,

且药物直接经眼部毛细血管网吸收入血; 相对于灌胃

给药, 需要通过的生物屏障较少。实验结果还显示家

兔给药 12 h后仍能检测到较高的血药浓度, 后续实验

将延长取样时间点, 以得到更全面的药动学数据。药

效学实验结果表明家兔眼部给药与静脉注射给药后

(剂量为眼部给药的 1/10), 整个尿液收集期间尿量变

化基本相同, 且12 h尿量依然被抑制, 说明家兔眼部单

剂量给药后, 药效持续 12 h以上; 而灌胃给药的第 1个

3 h与静脉和眼部给药药效相似, 这与药动学实验结果

相一致, 3 h 后尿量逐渐上升, 给药后 12 h显示已经没

有抑制效果。由此可见, 醋酸去氨加压素经眼部给药

后药效要明显优于灌胃给药。

综上所述, 醋酸去氨加压素作为小分子多肽药物,

经眼部给药吸收迅速, 生物利用度高, 且眼部给药简单

方便, 无肝脏首过效应, 因此眼部给药可作为多肽类药

物全身转运的新途径。但眼部给药实现全身转运还有

很多问题有待深入研究, 如给药后药物通过哪些途径

吸收入血; 哪些因素会影响其转运效率; 常规滴眼液

滴入眼内, 因眨眼等动作导致大部分药液从眼角流失,

对给药剂量影响较大; 同时眼睛作为人类最重要、敏感

的器官之一, 药物对眼睛的安全性如何等等, 因而研究

眼部给药实现全身转运的工作任重而道远。
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