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盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂在大鼠体内的药动学和牛蛙上颚黏膜的
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摘 要 目的 研究盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂在大鼠体内的药动学和牛蛙上颚黏膜的纤毛毒性。方法 大鼠分别经静脉注射盐酸艾

司氯胺酮溶液和鼻腔给予盐酸艾司氯胺酮后，采用液相色谱串联质谱法测定盐酸艾司氯胺酮的血药浓度，使用Phoenix WinNonlin 

8.1.0软件计算药动学参数。以离体牛蛙上颚黏膜为模型，考察盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂给药后上颚黏膜形态，记录纤毛持续摆动

时间及恢复摆动情况。结果 盐酸艾司氯胺酮经鼻给药后2 min血药浓度达到峰值，峰浓度为（814.58±418.80）ng/mL，药时曲线

下面积为（203.75±92.76）ng·h/mL，绝对生物利用度为60.68%。给予盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂后，牛蛙上颚黏膜纤毛排列整齐，边

缘清晰，纤毛结构完整且摆动活跃；纤毛持续摆动时间为（178.17±13.30）min，纤毛停止摆动后可恢复，恢复摆动时间为（24.50±

9.19）min，相对运动百分率约为53.56%。结论 盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂起效迅速，生物利用度较高，纤毛毒性较小。
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Pharmacokinetics of Esketamine hydrochloride nasal spray in rats and ciliary toxicity to maxillary mucosa 

of bullfrog
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the pharmacokinetics of Esketamine hydrochloride nasal spray in rats and ciliary toxicity to 

maxillary mucosa of bullfrog. METHODS The plasma concentration of esketamine hydrochloride in rats was determined by LC-MS/

MS after intravenous injection of esketamine hydrochloride solution and nasal administration of esketamine hydrochloride； the 

pharmacokinetic parameters were calculated by using Phoenix WinNonlin 8.1.0 software. Using the maxillary mucosa of isolated 

bullfrog as a model， the morphological changes of maxillary mucosa were investigated， and the duration and recovery of ciliary 

oscillation were recorded after nasal administration of esketamine hydrochloride. RESULTS The peak of blood concentration 

occurred 2 min after nasal administration of esketamine hydrochloride； cmax was （814.58±418.80） ng/mL， AUC0－∞ was （203.75±

92.76） ng·h/mL， and the absolute bioavailability was 60.68%. After nasal administration of esketamine hydrochloride， it was 

observed that the cilia of bullfrog were arranged neatly， the edges were clear， the cilia tissue structure was complete and the cilia 

moved actively. The cilia movement time was （178.17±13.30） min for the first time， and after the cilia moved again， the ciliary 

movement time measured again was （24.50±9.19）min with a relative movement percentage of 53.56%. CONCLUSIONS 
Esketamine hydrochloride nasal spray has a rapid onset of action， high bioavailability， and low ciliary toxicity.
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艾司氯胺酮（氯胺酮的右旋异构体），是一种 N-甲

基-D-天冬氨酸（N-methyl-D-aspartic acid，NMDA）受体

拮抗剂，于 1960年被合成用于麻醉和止痛，后来发现该

药还具有快速抗抑郁作用[1―2]。研究发现，艾司氯胺酮
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对NMDA受体的亲和力比R-氯胺酮高 3～4倍，并且与

R-氯胺酮相比，还能够减少困倦、疲劳和认知障碍等副

作用[3―4]。艾司氯胺酮与外消旋氯胺酮疗效相似，但前

者有效剂量相对较低，因此艾司氯胺酮在难治性抑郁症

患者的治疗中表现出较强的抗抑郁作用[5]。2019年3月

4日，美国 FDA批准了盐酸艾司氯胺酮鼻喷雾剂（商品

名SPRAVATO®）用于治疗难治性抑郁症。

鼻腔解剖学和生理学研究表明，鼻内给药可以使药

物快速穿过鼻毛细血管网并经嗅觉和三叉神经到达大

脑，从而避免胃肠和首关肝代谢的吸收限制效应[6]。在

抑郁症患者中，口服艾司氯胺酮的生物利用度不到

20%，而经鼻给予艾司氯胺酮的生物利用度可达 45%～

50%[7]。由于目前国内尚无盐酸艾司氯胺酮鼻喷雾剂自

研制剂上市，因此本研究使用自制盐酸艾司氯胺酮鼻喷

剂，通过建立液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）法测定盐

酸艾司氯胺酮的血药浓度，考察盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂

在大鼠体内的药动学及对离体牛蛙上颚黏膜的纤毛毒

性，初步评价该药在体内的生物利用度和安全性，旨在

为该制剂的国内开发和临床应用提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 1260型液相色谱-G6460

型质谱联用仪（美国 Agilent 公司）、BX53F 型光学显微

镜（日本Olympus公司）、1-14型高速冷冻离心机（美国

Sigma-Aldrich公司）、XS105型十万分之一电子天平[梅

特勒托利多科技（中国）有限公司]、Vortex Genie 2型涡

旋振荡器（美国Scientific Industries公司）等。

1.2　主要药品与试剂

盐酸艾司氯胺酮对照品、原料药（纯度均≥98%，批

号均为20220302）和盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂[规格14 mg

（以艾司氯胺酮计），100 µL/喷，批号20230530]均由军事

医学研究院实验室自制；甲氧苄啶原料药（内标，纯度

99%，批号 O28HS199031）购自上海源叶生物科技有限

公司 ；乙腈（色谱级 ，批号 F22MCK201）购自美国

Thermo Fisher Scientific 公 司 ；甲 酸（色 谱 级 ，批 号

D23251007）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；脱

氧胆酸钠（批号ST2049）购自上海碧云天生物技术股份

有限公司。

1.3　实验动物

Sprague-Dawley（SD）大鼠 ，雄性 ，SPF 级 ，体重

180～200 g，购自北京希诺因生物科技有限公司，动物生

产许可证号为SCXK（京）2022-0006。所有大鼠于标准

环境下适应性饲养 1周。健康牛蛙，雌性和雄性，普通

级，体重 400～500 g，购自北京岳各庄农贸市场。本实

验伦理由军事医学研究院实验动物中心实验室审批通

过，审查编号为 IACUC-DWZX-2023-P692。

2　方法

2.1　色谱与质谱条件

2.1.1　色谱条件

以CAPCELL PAK-C18（2.0 mm×50 mm，5 μm）为色

谱柱，以乙腈-0.1%甲酸（90∶10，V/V）为流动相；流速为

0.2 mL/min；柱温为 28 ℃；进样量为 10 μL；运行时间为

4.0 min。

2.1.2　质谱条件

采用电喷雾离子源，以正离子模式进行多反应监测

（multiple reaction monitoring，MRM）；毛细管电压为

3 500 V；离子源温度为350 ℃；气流速度为10 L/min；雾

化压力为 50 psi；用于定量分析的离子对为 m/z 238→
207，碎裂电压 108 eV，碰撞能量 25 V（盐酸艾司氯胺

酮）；m/z 291→230，碎裂电压 140 eV，碰撞能量 25 V

（内标）。

2.2　溶液的制备

2.2.1　系列标准工作液和质控溶液

精密称取盐酸艾司氯胺酮对照品10.00 mg，用1 mL

水溶解后，用乙腈定容至100 mL容量瓶中，制成质量浓

度为100 μg/mL的对照品储备液；取上述对照品储备液

适量，用乙腈稀释得到系列标准工作液（质量浓度分别

为 50、25、12.5、6.25、3.125、1.25、0.625 μg/mL）及低、中、

高质量浓度（1、10、40 μg/mL）的质控溶液。

2.2.2　内标溶液

精密称取甲氧苄啶原料药10.00 mg，用乙腈溶解并

定容至100 mL容量瓶中，制成质量浓度为100 μg/mL的

内标储备液；取上述内标储备液适量，用乙腈稀释得到

质量浓度为100 ng/mL的内标溶液。

2.3　血浆样品处理

取血浆样品 40 µL，置于 1.5 mL 的 EP 管中，加入

“2.2.2”项下内标溶液 10 μL和乙腈 200 µL，快速涡旋振

荡 1 min，以 14 000 r/min离心 10 min，取 100 μL上清液

进样分析。

2.4　方法学考察

2.4.1　专属性

取不同来源的大鼠空白血浆（于给药前采取）、空白

血浆+盐酸艾司氯胺酮和给药后 5 min 的血浆样品，按

“2.3”项下方法处理（其中空白血浆样品不加内标）后，再

按“2.1”项下条件进样分析，记录色谱图（图1）。结果显

示，空白血浆样品中内源性物质对盐酸艾司氯胺酮及内

标的测定均无干扰，内标对盐酸艾司氯胺酮的测定亦无

干扰，表明该方法专属性良好。
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2.4.2　标准曲线与定量下限考察

精密量取“2.2.1”项下系列标准工作液 10 µL，加入

空白血浆40 µL、“2.2.2”项下内标溶液10 µL和乙腈190 

µL，得到质量浓度分别为 25、50、125、250、500、1 000、

2 000 ng/mL的质控样品，按“2.3”项下方法处理后，再按

“2.1”项下条件进样分析，记录峰面积。以盐酸艾司氯胺

酮质量浓度为横坐标（x）、盐酸艾司氯胺酮与内标峰面

积比值为纵坐标（y），采用加权最小二乘法进行回归分

析。结果显示，盐酸艾司氯胺酮的回归方程为 y＝

0.000 982x+0.007 48（r＝0.999 2），表明盐酸艾司氯胺酮

检测质量浓度的线性范围为25～2 000 ng/mL，定量下限

为25 ng/mL。

2.4.3　基质效应与提取回收率

取不同来源的大鼠空白血浆，按“2.4.2”项下方法制

备低、中、高质量浓度（40、400、1 600 ng/mL）的质控样

品，每个浓度平行 6份，按“2.3”项下方法处理后，再按

“2.1”项下条件进样分析，记录盐酸艾司氯胺酮和内标的

峰面积比值（A1）；用乙腈代替空白血浆，按“2.4.2”项下

方法制备盐酸艾司氯胺酮和内标质量浓度与前者一致

的样品，每个浓度平行 6份，再按“2.1”项下条件进样分

析，记录盐酸艾司氯胺酮和内标的峰面积比值（A2）；取

空白血浆，按“2.3”项下方法处理后，加入低、中、高质量

浓度的质控溶液和内标溶液，制备与前者质量浓度一致

的样品，每个浓度平行 6份，再按“2.1”项下条件进样分

析，记录盐酸艾司氯胺酮和内标的峰面积比值（A3）。

按如下公式计算基质因子和提取回收率：基质因子＝

A3/A2×100%，提取回收率＝A1/A3×100%。结果见表1。

2.4.4　精密度与准确度试验

按“2.4.2”项下方法制备定量下限和低、中、高质量

浓度（25、40、400、1 600 ng/mL）的质控样品，每个浓度平

行 6份，按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下条件进

样分析，考察日内精密度；连续测定 3 d，考察日间精密

度；以实测质量浓度与理论质量浓度的比值作为准确

度。结果见表2。

2.4.5　稳定性试验

按“2.4.2”项下方法制备低、中、高质量浓度（40、

400、1 600 ng/mL）的质控样品，每个浓度平行 6份，按

“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下条件进样分析，分

别考察样品在室温下放置 12 h、－20 ℃反复冻融 3

次、－20 ℃放置30 d的稳定性。结果显示，各样品在上

述条件下准确度偏差均在±13.28%以内，RSD 均小于

10.05%（n＝6），表明各样品在上述条件下的稳定性

良好。

2.5　药动学研究

2.5.1　分组与给药

将大鼠随机分为静脉注射组和滴鼻组，每组 6只。

给药前，所有大鼠称重，禁食 12 h，自由饮水，静脉注射

组大鼠静脉注射盐酸艾司氯胺酮溶液（溶剂为生理盐

水），滴鼻组大鼠通过滴鼻法给予盐酸艾司氯胺酮鼻喷

剂，两组给药剂量均为 10 mg/kg[5]。给药后 2、5、10、15、

20、30、60、120、240 min 时于大鼠眼眶静脉丛取血 0.4 

mL，置于含有肝素钠的EP管中，4 ℃下以5 000 r/min离

心10 min，取上层血浆，于－20 ℃储存，待测。

表1　盐酸艾司氯胺酮的基质因子与提取回收率结果

（n＝6）

质量浓度/（ng/mL）

40

400

1 600

基质因子/%
x±s

72.44±2.11

79.39±3.92

78.28±1.07

RSD

2.92

4.94

1.37

提取回收率/%
x±s

83.55±6.67

92.51±4.17

85.45±3.62

RSD

7.98

4.28

4.24

表2　盐酸艾司氯胺酮的准确度和精密度结果

理论质量浓度/

（ng/mL）

25

40

400

1 600

日内精密度（n＝6）

实测质量浓度（x±s）/（ng/mL）

24.70±1.60

40.22±0.50

399.40±3.21

1 585.93±66.07

RSD/%
6.48

1.25

0.80

4.17

日间精密度（n＝3）

实测质量浓度（x±s）/（ng/mL）

24.51±1.89

38.58±2.64

456.81±44.41

1 631.84±67.83

RSD/%
7.70

6.85

9.72

4.16

准确度（n＝

6）/%
94.38

95.18

107.92

98.92
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B.空白血浆+盐酸艾司氯胺酮+内标
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C.给药后5 min的血浆样品+内标

内标 盐酸艾司氯胺酮

图1　盐酸艾司氯胺酮的专属性MRM色谱图
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2.5.2　药动学参数计算

取血浆样品，按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项

下条件进样分析，根据随行标准曲线计算盐酸艾司氯胺

酮浓度，结果见图 2。采用 Phoenix WinNonlin 8.1.0软

件，按非房室模型计算盐酸艾司氯胺酮的药动学参数，

所有数据均以 x̄±s表示，组间比较采用独立样本 t检验，

检验水准α＝0.05。结果见表3。

由图 2和表 3可知，滴鼻组大鼠体内盐酸艾司氯胺

酮的 AUC0－t 与 AUC0－∞ 均显著低于静脉注射组（P＜

0.05），两组大鼠体内盐酸艾司氯胺酮的 t1/2、Vz/F、CL/F比

较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。鼻腔给药后，盐酸

艾司氯胺酮迅速被吸收，给药后 2 min到达血药浓度峰

值，cmax 为（814.58±418.80）ng/mL，AUC0－∞为（203.75±

92.76）ng·h/mL，F可达60.68%。

2.6　纤毛毒性研究

将牛蛙随机分为3组，分别为实验组（盐酸艾司氯胺

酮鼻喷剂）、空白组（生理盐水）和阳性对照组（1%脱氧

胆酸钠），每组 6只。首先将牛蛙处死，剪下上颚黏膜，

然后用生理盐水洗净血块及其他杂物，将黏膜剪成约

5 mm×3 mm的小块，随后平铺于载玻片上，并于黏膜表

面滴加相应药液 0.1 mL，盖上盖玻片，最后置于光学显

微镜下观察上颚黏膜形态（图 3），同时记录各组牛蛙的

上颚纤毛持续摆动时间；用生理盐水冲洗后，再次记录

是否能恢复摆动以及恢复摆动时间[8―9]。依据公式计算

相对运动百分率：相对运动百分率＝给药组纤毛持续摆

动时间/空白组纤毛持续摆动时间×100%。其值越大，

说明药液对纤毛毒性越小[10]。结果见表4。

由图 3和表 4可知，空白组牛蛙的上颚纤毛结构完

整，边缘清晰，摆动频率快；阳性对照组牛蛙的上颚纤毛

出现受损、脱落现象，且纤毛持续摆动时间极短（相对运

动百分率约为 6.61%），用生理盐水冲洗后不能恢复摆

动；实验组牛蛙的上颚纤毛结构完整且摆动活跃，纤毛

停止摆动后可恢复，相对运动百分率约为 53.56%，表明

盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂的纤毛毒性较小。

3　讨论

鼻腔给药可有效避免口服给药时的首过效应[11]，同

时还具有给药方便、吸收起效快、生物利用度高与脑靶

向性递药等特点[12]。鼻腔给药作为体循环的新型给药

方式，减轻了侵入型给药方式带来的痛苦，提高了患者

的用药依从性，且在癫痫、脑炎、抑郁症等神经系统疾病

的治疗中有广阔的应用前景[13]。本研究建立了测定盐

酸艾司氯胺酮血药浓度的LC-MS/MS法，该方法高效、

灵敏；采用乙腈沉淀蛋白处理血浆样品[5]，该处理方法操

作简单，可缩短处理时间，相应方法学结果均符合 2020

年版《中国药典》要求[14]。本研究的药动学结果表明，盐

酸艾司氯胺酮经鼻给药后吸收迅速，生物利用度较高，

可快速起效。

根据2020版《中国药典》要求[14]，吸入制剂需要进行

纤毛毒性评价。本研究通过考察盐酸艾司氯胺酮鼻喷

剂对离体牛蛙上颚黏膜纤毛的影响来评价其局部用药

安全性，这种评价方法简单易行且直观。结果显示，给

予盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂后，牛蛙上颚黏膜纤毛结构完

整，边缘清晰，上颚黏膜纤毛停止摆动后可恢复，且纤毛

的相对运动百分率约为53.56%，表明虽然该制剂对牛蛙

上颚黏膜纤毛有一定的毒性，但毒性较小且可逆，提示

该制剂的安全性良好。
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图2　两组大鼠血浆中盐酸艾司氯胺酮的药时曲线图

（n＝6）
表3　两组大鼠血浆中盐酸艾司氯胺酮的药动学参数

（x±s，n＝6）

参数
tmax/min

cmax/（ng/mL）

AUC0－t/（ng·h/mL）

AUC0－∞/（ng·h/mL）

t1/2/min

Vz/F/（L/kg）

CL/F/[L/（h·kg）]

F/%

滴鼻组
2.00±0.00

814.58±418.80

201.13±84.52a

203.75±92.76a

15.00±8.40

28.80±19.92

60.52±31.58

60.68

静脉注射组

321.53±84.43

335.78±86.62

13.80±3.00

10.27±2.10

31.63±8.88

a：与静脉注射组比较，P＜0.05；tmax：达峰时间；cmax：峰浓度；AUC：

药时曲线下面积；t1/2：半衰期；Vz/F：表观分布容积；CL/F：清除率；F：绝

对生物利用度。

放大倍率40X 放大倍率40X 放大倍率40X20 μm 20 μm 20 μm

A.空白组 B.阳性对照组 C.实验组

图3　各组牛蛙上颚黏膜形态显微图

表4　各组牛蛙上颚纤毛运动参数结果（x±s，n＝6）

组别
空白组
阳性对照组
实验组

纤毛持续摆动时间/min

332.67±7.23

22.00±1.10

178.17±13.30

相对运动百分率/%
100.00

6.61±0.33

53.56±4.00

是否能恢复摆动

否
是

恢复摆动时间/min

24.50±9.19
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综上所述，盐酸艾司氯胺酮鼻喷剂起效迅速，生物

利用度较高，纤毛毒性较小。
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