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尖吻蝮蛇凝血酶在大鼠体内的药代动力学

邓沁，刘宏，苏薇薇，彭维，吴忠，王永刚，姚宏亮
（中山大学生命科学学院∥广东省中药上市后质量与药效再评价工程技术研究中心，

广东 广州 ５１０２７５）

摘　要：尖吻蝮蛇凝血酶是从尖吻蝮蛇蛇毒中分离纯化得到的一种类凝血酶，是本团队研发的止血一类新药。
采用１２５Ⅰ－标记的放射性同位素法和三氯醋酸沉淀结合放射性检测法研究尖吻蝮蛇凝血酶在大鼠体内的药代动
力学。结果表明两种方法测定的ＡＵＣ值与剂量均呈正相关，相关系数分别为０９９９８和０９９９０；肝、脾、心在
给药后５ｍｉｎ药物含量最高，其他绝大部分组织在给药后 ３０ｍｉｎ药物含量最高，以后逐渐降低；在各时间点，
肝组织含药量显著高于其他组织；此外，尖吻蝮蛇凝血酶排泄较完全，主要由尿排泄。
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　　尖吻蝮蛇凝血酶 （ＨａｅｍｏｃｏａｇｕｌａｓｅＡｃｕｔｕｓ，简
写为Ｈａｌａｓｅ）是本团队从尖吻蝮蛇蛇毒中分离纯化
的一种类凝血酶，研究表明其具有较强的止血作

用，且无毒［１－６］。本文采用１２５Ⅰ标记的放射性同位
素法 （ＲＡ）、三氯醋酸沉淀结合放射性检测法
（ＴＣＡ－ＲＡ）研究尖吻蝮蛇凝血酶在大鼠体内的药
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代动力学，为临床应用提供参考，现报道如下。

１　材　料
１１　试剂与仪器

尖吻蝮蛇凝血酶，实验室自制，纯度大于

９５％。三氯醋酸，上海化学试剂采购供应站。生理
盐水，中国大冢制药有限公司。超纯水，用日本密

理博公司的纯水器制备。微机多探头 γ－计数器：
北京核仪器厂，型号：ＦＪ６３０Ｇ／１２。
１２　实验动物

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌雄兼用，体质量 ２００ｇ左右，
由军事医学科学院四所动物实验中心提供，动物生

产合格证医动字第００５号。

２　方法与结果

２１　１２５ⅠＨａｌａｓｅ的制备
标记：采用氯胺 Ｔ法进行尖吻蝮蛇凝血酶的

１２５Ⅰ标记。
纯化：使用 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０凝胶柱分离纯化

１２５Ⅰ标记物，收集１２５ⅠＨａｌａｓｅ测定放射比活性为
５２３ｍＣｉ／ｍｇ（１９３５ＭＢｑ／ｍｇ），质量浓度为０８４
ｍＣｉ／ｍＬ（３１１ＭＢｑ／ｍＬ），放化纯度＞９５％。制备
１２５ⅠＨａｌａｓｅ色谱图见图１。

生物活性：测定１２５Ⅰ标记后的尖吻蝮蛇凝血酶
在标准血浆中的凝血时间，以检验标记后的Ｈａｌａｓｅ
生物活性。结果表明标记后不影响样品的生物活

性。ＨＰＬＣ分析也证明标记前后色谱行为未改变，
见图２。

图１　１２５ⅠＨａｌａｓｅ色谱图

Ｆｉｇ１　１２５ⅠＨａｌａｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图２　Ｈａｌａｓｅ标记前后色谱比较
Ｆｉｇ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｌａｂｅｌｅｄＨａｌａｓｅ

ａｎｄｕｎｌａｂｅｌｅｄＨａｌａｓｅ
Ａ：标记前的Ｈａｌａｓｅ色谱图；Ｂ：标记后的Ｈａｌａｓｅ色谱图

２２　测定方法的建立和验证
２２１　标准曲线的制备　以质量浓度为０２４μｇ／
ｍＬ的尖吻蝮蛇凝血酶 （含放射性 ６２８μＣｉ／ｍＬ）
配置标准液，以生理盐水为溶剂，配成质量浓度为

００３、００６、０１２、０３０、０６０、１２０、３００和
６００ｎｇ／ｍＬ的标准液，各取２００μＬ标准液置于测
定管中，在γ－计数器上测定１ｍｉｎ，将质量浓度
与计数值 （ｃｐｍ）绘成标准曲线，标准曲线方程
为：Ｙ＝２５８＋５６６０８Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９９）。
２２２　校正曲线的制备

（１）ＲＡ法制备校正曲线：按标准曲线的尖吻
蝮蛇凝血酶质量浓度和相应的１２５ⅠＨａｌａｓｅ制备测
定血清中尖吻蝮蛇凝血酶的校正曲线，结果显示质

量浓度与 ｃｐｍ呈直线相关，校正曲线为：Ｙ＝５６３
＋５４７９８Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９９）。质量浓度为
０１２、０６０、６００ｎｇ／ｍＬ时，从血清中用ＲＡ法直
接测定尖吻蝮蛇凝血酶的回收率，结果见表１；其
日内、日间测定精密度结果见表２；本法最低能检
测到００３ｎｇ／ｍＬ。

２
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表１　血清中１２５ⅠＨａｌａｓｅ的回收率 （Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｅｒｃｅｎｔｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ１２５ⅠＨａｌａｓｅｉｎｓｅｒｕｍ（Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝５）

ｗ／（ｎｇ·ｍＬ－１） 标准曲线／ｃｐｍ 测定值／ｃｐｍ 回收率 ／％

０１２ ６５２７±３７６ ６０１２±３９４ ９２１
０６０ ３４１０３±１７５０ ３３９１０±１９２９ ９９４
６００ ３３８４８３±３７６５ ３２７１８４±４６９０ ９６７

表２　血清中１２５ⅠＨａｌａｓｅ的测定精密度 （Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆ１２５ⅠＨａｌａｓｅｉｎｓｅｒｕｍ（Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝５）

ｗ／（ｎｇ·ｍＬ－１） 日内测定值 相对标准差ＲＳＤ／％ 日间测定值 相对标准差ＲＳＤ／％

０１２ ０１１±００１ ６２５ ０１１±００１ ５９３
０６０ ０６１±００１ ５７８ ０６０±００５ ８１１
６００ ５９６±００９ １４４ ５８４±００７ １１４

　　同法制备测定心、脑、肝、肾、肌肉组织中
１２５ⅠＨａｌａｓｅ的校正曲线，以及尿、粪、胆汁的校正
曲线，结果分别为：心：Ｙ ＝ １２５＋５５２６０
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９９）；肝：Ｙ＝９８３＋５２２５３
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９５）；肾：Ｙ ＝６１４＋５３５０１
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９７）；脑：Ｙ＝１３３＋５５４２５
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９７）；肌肉：Ｙ＝６８５＋５３３８８
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９９）；尿：Ｙ＝２１９８＋４９１５１
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９５）；粪：Ｙ＝１３８０＋４８８２７
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９９）；胆汁：Ｙ＝１７６＋５６５３４
Ｘ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９９）。

（２）ＴＣＡＲＡ法制备血清校正曲线：按上述血
清 ＲＡ法校正曲线的制作方法，然后每管各加入
φ＝２０％三氯醋酸 （ＴＣＡ）０２ｍＬ，振荡，离心
（３０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），弃去上清液，测定沉淀物
中尖吻蝮蛇凝血酶的含量，结果表明浓度与 ｃｐｍ
呈直线相关，校正曲线为：Ａ＝２４７＋４１９７７Ｃ
（ｎ＝８，ｒ＝０９９９８）。

同法制备测定心、脑、肝、肾、肌肉三氯醋酸

沉淀物中１２５ⅠＨａｌａｓｅ的校正曲线，结果分别为：
心：Ａ＝４３５＋３８９２３Ｃ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９８）；
肝：Ａ＝９７２＋３７５８２Ｃ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９３）；
肾：Ａ＝７０８＋３８１１１Ｃ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９５）；
脑：Ａ＝４５４＋３９９４０Ｃ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９３）；
肌肉：Ａ＝８６１＋３９６９４Ｃ（ｎ＝８，ｒ＝０９９９４）。
２３　大鼠静脉给药三剂量的药代动力学研究
２３１ＲＡ法

（１）总放射性浓度：本试验根据药效试验所
用剂量，在安全、有效的剂量范围内，设计了大鼠

静脉给药尖吻蝮蛇凝血酶 ０６、１２和２４μｇ／ｋｇ

３个剂量组，每１００ｇ体质量给药体积为０５ｍＬ，
每１００ｇ体质量含１２５ⅠＨａｌａｓｅ３１４２μＣｉ。给药后
２、５、１５、３０ｍｉｎ，１、２、３、４、６、８、１２、２４、
３６和４８ｈ采血，分离出血清，２～３０ｍｉｎ各取１００
μＬ血清置于测定管中，１～４８ｈ各取 ２００μＬ血清
置于测定管中，测定１ｍｉｎ的放射性。每一时间点
６只大鼠，３雌 ３雄。三剂量血药质量浓度 －时间
变化趋势比较见图３。

图３　用ＲＡ法测得的三剂量的血药质量浓度－时间
曲线比较 （Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝６）

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓ
ｏｆｔｈｒｅｅｄｏｓｅｓｕｓｉｎｇＲＡｍｅｔｈｏｄ（Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝６）

（２）药代参数：将实验数据用中国药理学会
数学药理专业委员会的３Ｐ９７实用药代动力学计算
程序自动拟合 ｃ－ｔ曲线，计算所得药代动力学参
数结果见表３。用ＲＡ法所测得的ｉｖ血清中总放射
性的消除半衰期 ｔ１／２β８～１０ｈ，ＡＵＣ与剂量呈正相
关，ｒ为０９９９８。

３
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表３　 由总放射性测定求得的尖吻蝮蛇凝血酶的药代参数
Ｔａｂｌｅ３　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＨａｌａｓｅ

ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｔｏｔａｌｒａｄｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ

参数 单位
ｉｖ／（μｇ·ｋｇ－１）

０６ １２ ２４
Ａ ｎｇ·ｍＬ－１ ６０６ ９４１ １９８９
α ｈ－１ １１４４ ３２４ ４２７
Ｂ ｎｇ·ｍＬ－１ ２４９ ４４４ ８５９
β ｈ－１ ００８２ ００７１ ００６４
Ｖｃ Ｌ·ｋｇ－１ ００７０ ００８７ ００８４
Ｔ１／２α ｈ ００６ ０２１ ０１６
Ｔ１／２β ｈ ８５０ ９７４ １０８７
Ｋ２１ ｈ－１ ３３９１０１０８６４１３３１０
Ｋ１０ ｈ－１ ０２７５２０２１２２０２０４３
Ｋ１２ ｈ－１ ７８６０１２０１２４２７９４６
ＡＵＣ ｎｇ·ｈ－１·ｍＬ－１ ３１０６ ６５２８ １３９３９
ＣＬ Ｌ·ｋｇ－１·ｈ－１ ００１９ ００１８ ００１７

２３２　ＴＣＡＲＡ法
（１）血清中尖吻蝮蛇凝血酶质量浓度：本试

验设计方案与总放射性测定方案相同，给药剂量与

采血时间均同上，采血后取血清２００μＬ，加等量
的 φ＝２０％三氯醋酸，振荡，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心
１０ｍｉｎ，移走上清液，测定 １ｍｉｎ沉淀物中的放射
性。计算出尖吻蝮蛇凝血酶的质量浓度，每一时间

点测定６只大鼠，３雌３雄。三剂量血药浓度 －时
间变化趋势比较见图４。结果可见各时间点的尖吻
蝮蛇凝血酶质量浓度与剂量相关，质量浓度比总放

射性低，消除也比总放射性快。

图４　用ＴＣＡＲＡ法测得的三剂量的
血药质量浓度－时间曲线比较 （Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝６）
Ｆｉｇ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓ
ｏｆｔｈｒｅｅｄｏｓｅｓｕｓｉｎｇＴＣＡＲＡｍｅｔｈｏｄ（Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝６）

（２）药代参数：将实验数据用中国药理学会
数学药理专业委员会的３Ｐ９７实用药代动力学计算

程序自动拟合ｃｔ曲线，计算所得药代动力学参数
结果见表４。用ＴＣＡＲＡ法所测得的ｉｖ血清沉淀物
放射性的消除半衰期ｔ１／２β５～６ｈ，ＡＵＣ与剂量呈正
相关，ｒ为０９９９０。

表４　由血清沉淀物含量求得的
尖吻蝮蛇凝血酶的药代参数

Ｔａｂｌｅ４　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＨａｌａｓｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｓｅｒｕｍｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

参数 单位
ｉｖ／（μｇ·ｋｇ－１）

０６ １２ ２４
Ａ ｎｇ·ｍＬ－１ ６０２ ９９１ ２５９０
α ｈ－１ １４５７ ６１５ １４３３
Ｂ ｎｇ·ｍＬ－１ ２３７ ４３６ １０８８
β ｈ－１ ０１３７ ０１１２ ０１１０
Ｖｃ Ｌ·ｋｇ－１ ００７１ ００８４ ００６５
Ｔ１／２α ｈ ００４８ ０１１３ ００４８
Ｔ１／２β ｈ ５０７ ６１９ ６２８
Ｋ２１ ｈ－１ ４２１２５ １９５４１ ４３１９０
Ｋ１０ ｈ－１ ０４７３２ ０３５２３ ０３６６４
Ｋ１２ ｈ－１ １００２３２ ３９５１４ ９７５９０
ＡＵＣ ｎｇ·ｈ－１·ｍＬ－１ １７７４ ４０５０ １００３８
ＣＬ Ｌ·ｋｇ－１·ｈ－１ ００３４ ００３０ ００２４

２４　组织分布试验
２４１　ＲＡ法测定的总放射性的分布　大鼠静脉注
射尖吻蝮蛇凝血酶１２μｇ／ｋｇ（每１００ｇ体质量给
药体积为 ０５ｍＬ，每 １００ｇ体质量含１２５ⅠＨａｌａｓｅ
３１４２μＣｉ），给药后５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、２ｈ、８ｈ和
２４ｈ处死动物，取全血、脑、心、肺、肝、脾、
肾、胃、小肠、肌肉、脂肪、卵巢、子宫和睾丸，

每一组织脏器用水按１∶５的比例制成匀浆，取０４
ｍＬ进行总放射性测定，再根据校正曲线计算出各
组织的放射活性含量；每一时间点取样６只动物，
雌雄各半。结果见图５，从结果来看：肝、脾和心
在给药后５ｍｉｎ药物含量最高，其他绝大部分组织
在给药后 ３０ｍｉｎ药物含量最高，以后逐渐降低；
在各时间点，放射活性以肝组织含药量显著高于其

他组织，脾、肺、肾、胃、心等组织含药量较高，

脑、脂肪组织含量最低，除肝脏外各组织含药量都

小于同期的血药含量。

２４２　ＴＣＡＲＡ法测定的尖吻蝮蛇凝血酶分布　
在上述试验的基础上，对组织脏器进行了尖吻蝮蛇

凝血酶原型药物的测定。取上述实验所得组织匀浆

４００μＬ，加 ＴＣＡ４００μＬ，振荡，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，移走上清液，沉淀物进行放射性测定。求
得组织中尖吻蝮蛇凝血酶含量。试验结果见图６所

４
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列，从结果来看：肝、脾和心在给药后５ｍｉｎ药物
含量最高，其他绝大部分组织在给药后 ３０ｍｉｎ药
物含量最高，以后逐渐降低；在各时间点，放射活

性以肝组织含药量显著高于其他组织，脾、肺、

肾、胃、心等组织含药量较高，脑、脂肪组织含量

最低。此法与ＲＡ法所得结果一致。

图５　大鼠静脉注射１２μｇ／ｋｇ尖吻蝮蛇凝血酶后用ＲＡ法测得的组织分布
Ｆｉｇ５　 ＴｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＡｍｅｔｈｏｄｉｎｒａｔｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１２μｇ／ｋｇＨａｌａｓｅ（ｉｖ）

图６　大鼠静脉注射１２μｇ／ｋｇ尖吻蝮蛇凝血酶后用ＴＣＡＲＡ法测得的组织分布
Ｆｉｇ６　 ＴｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＣＡＲＡｍｅｔｈｏｄｉｎｒａｔｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１２μｇ／ｋｇＨａｌａｓｅ（ｉｖ）

２５　排泄试验
２５１　尿排泄　Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌雄各４只，静脉
给药尖吻蝮蛇凝血酶１２μｇ／ｋｇ（每１００ｇ体质量
给药体积为０５ｍＬ，每１００ｇ体质量含１２５ⅠＨａｌａｓｅ
３１４２μＣｉ）后放入代谢笼内，收集给药后０～２、
２～４、４～６、６～８、８～１２、１２～２４、２４～３６、３６
～４８、４８～７２、７２～９６ｈ的尿样和粪样，尿样稀释
并计量，粪样用水制成匀浆后计量。取一定量的尿

样置于测定管内，用 γ－计数器测定１ｍｉｎ放射活
性，见图７。从尿累计排泄量来看，给药后９６ｈ内
由尿排出的放射量约占给药剂量的７３５２％，表明
该药主要是由尿排泄。

２５２　粪排泄　在尿排泄试验收集到的粪样，制
成匀浆后，取一定量的粪样置于测定管内，用 γ－
计数器测定１ｍｉｎ放射活性，结果见图８，在 ９６ｈ
内粪累计排泄量占所给药剂量的 １２１３％。

２５３　胆汁排泄　Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ６只，雌雄兼用，
体质量２００ｇ左右。乌拉坦 （１２ｇ／ｋｇ，ｉｐ）麻醉

图７　大鼠静脉注射１２μｇ／ｋｇ尖吻蝮蛇
凝血酶后尿排泄曲线

Ｆｉｇ７　Ｕｒｉｎａｒｙｅｘｃｒｅｔｉｏｎｃｕｒｅｏｆｒａｔｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１２μｇ／ｋｇＨａｌａｓｅ（ｉｖ）

５
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后，胆管插管，ｉｖ给药Ｈａｌａｓｅ１２μｇ／ｋｇ，收集给
药后０～２、２～４、４～６、６～８、８～１２和１２～２４ｈ
的胆汁，稀释后计量。取０２ｍＬ胆汁置于测定管
内，用γ－计数器测定１ｍｉｎ放射活性，结果见图
９。给药后２４ｈ内由胆汁排出的药量占给药剂量的
４１６％。

图８　大鼠静脉注射１２μｇ／ｋｇ尖吻蝮蛇
凝血酶后粪排泄曲线

Ｆｉｇ８　Ｆｅｃａｌｅｘｃｒｅｔｉｏｎｃｕｒｅｏｆｒａｔｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１２μｇ／ｋｇＨａｌａｓｅ（ｉｖ）

图９　大鼠静脉注射１２μｇ／ｋｇ尖吻蝮蛇凝血酶
后胆汁排泄曲线

Ｆｉｇ９　Ｂｉｌｅｅｘｃｒｅｔｉｏｎｃｕｒｅｏｆｒａｔｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１２μｇ／ｋｇＨａｌａｓｅ（ｉｖ）

３　讨　论
应用放射性同位素法进行药代动力学研究时，

测定原型药物是放射性同位素法测定中要解决的关

键问题，因为药物进入体内后会被降解，总放射性

测定不能代表原型药物，为此采用 ＴＣＡ沉淀蛋白
法，使尖吻蝮蛇凝血酶沉淀下来而分解产物及游

离１２５Ⅰ留在上清液中被除去，以使测定结果尽可能
接近原型尖吻蝮蛇凝血酶的浓度。

从ＲＡ法和ＴＣＡＲＡ法研究的尖吻蝮蛇凝血酶
组织分布表明，肝、脾和心在给药后５ｍｉｎ药物含
量最高，其他绝大部分组织在给药后 ３０ｍｉｎ药物

含量最高，以后逐渐降低，总放射性与原型药物在

各组织分布的大小顺序基本一致。其中在大多数时

间肝、脾、肾、肺含药量较高，脑、脂肪含药量较

低。

静脉注射给药后 ９６ｈ内，有给药总量的
７３５２％由尿中回收，１２１３％由粪中回收，这部分
可能与分布到胃肠及胆汁排泄有关，２４ｈ内胆汁
累积排泄量为４１６％。尿、粪 ９６ｈ的总回收率达
到 ８５６５％，说明尖吻蝮蛇凝血酶的排泄消除去向
已较清楚。因此认为尖吻蝮蛇凝血酶排泄较完全，

并主要由尿排泄。

尖吻蝮蛇凝血酶是一种糖蛋白，与血浆蛋白无

特异性结合，国外文献和新药申报均未见有关蛋白

结合报告，而且由于其药效作用 （与血浆蛋白的

作用）问题，会影响药物与蛋白的分离，不便进

行游离药物的测定，因此本研究未测定相关结果。
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