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目的
!

研究水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒在大鼠体内的药动学行为$方法
!

利用高效液相色谱"

I?U2

#法测定大鼠

灌胃市售制剂水飞蓟素片益肝灵片与水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒后的血药浓度!并采用
'?(-

药代动力学软件处理数据$结果
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在
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范围内!水飞蓟宾血药浓度呈线性关系!
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!日内%日间精密度
<@9

均小于
/&7_

&灌胃给药

水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒后!药
.

时曲线符合二室模型!药代动力学参数
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!相对益肝灵片的生物利用度为
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$结论
!

本方法准确%简单%专属性好!适合大鼠血浆中水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒

药代动力学学研究$水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒提高了口服生物利用度$
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水飞蓟素是从菊科植物水飞蓟果实中分离提取得到的#包

含水飞蓟宾*水飞蓟宁*水飞蓟亭等成分的一类黄酮化合物的

总称#其中#水飞蓟宾含量最高*药理活性最强&

$.1

'

)临床上#水

飞蓟素对慢性肝炎#各种肝损伤*肝纤维化和早期肝硬化等肝

脏疾病有较好治疗作用&

'.0

'

#目前#市售制剂主要为普通口服制

剂#但由于其难溶于水#口服后生物利用度低#影响了药物的治

疗作用&
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肠溶纳米粒$

4,F46#O,B,"

L

B6F#OH4+

%是近年来发展的一项

新技术#由于其能延长药物滞留时间#促进药物与肠壁接触#且

使药物以分子状态分布于肠溶载体#提高了药物稳定性及口服

生物利用度#得到了越来越多的关注&

-.(
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)本实验在前期研究

制备得到水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒自制制剂的基础上#选

用含量最多#药理活性最强的水飞蓟宾作为指标成分#研究了

自制制剂与市售制剂水飞蓟素片给药后大鼠体内药代动力学

行为#比较了二者药代动力学参数与生物利用度的差异)
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材料与方法
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仪器
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日本
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台式高速离心机$珠海黑马医学仪器有

限公司%(

2?1179

电子天平$德国赛多利斯公司%#

>U.(%$

旋

涡混匀器$海门市其林贝尔仪器制造有限公司%(

U8.7%X

冷冻

干燥机$湖南恒诺仪器设备有限公司%(超速离心机$美国贝克

曼库尔特有限公司%(

X$.D$%

超纯水器$默克密理博公司%(

@B6F"6#N+V@1$%@

电子天平$德国
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公司%(
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移液器$德国
T
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公司%)
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药品与试剂
!

水飞蓟素$西安瑞林生物科技有限公司#纯

度大于
(/_

%(水飞蓟宾对照品$中国食品药品检定研究院#批

号!

$$%/7).1%%)%0

%#柚皮素$上海佳和生物科技有限公司#纯

度
((&)_

%(水飞蓟素片$商品名!益肝灵片#规格!

'/&75

=

#沈

阳东陵药业股份有限公司%(乳酸
.

乙醇酸共聚物
?U8D

$中科

院成都有机化学研究所%(羟丙甲纤维素邻苯二甲酸酯
I?:.

2?

$

I?77

#黏度
0%O

L

B&+

#日本信越化学工业株式会社%(聚乙

烯醇
?WD

$美国
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5B.DH!6#O3

公司%(

#

.

葡萄糖醛酸酶$美国
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公司%(乙醚$天津市科密欧化学试剂有限公司%(丙酮

$化学纯#重庆川江化学试剂厂%(甲醇$色谱纯#美国
X#+346

公

司%)自制水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒!精密称取一定量水飞

蓟素*

?U8D

和
I?:2?

溶于丙酮中#在磁力搅拌下#快速注入

到
$_ ?WD

水溶液中#继续搅拌
$3

#

'%%%%6

"

5#,

高速离心

'%5#,

#用蒸馏水洗涤
'

次后冷冻干燥#得到水飞蓟素肠溶

?U8D

纳米粒)
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动物
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选取
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大鼠
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只#健康合格#雌雄各半#体质量

$
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#由重庆医科大学动物实验中心提供#试验动物合
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%#讲师#硕士#主要从事药物制剂研

究)
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试验方法
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色谱条件
!

色谱柱!
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%(流动相!甲醇
j%&%7 5"H

"

U

磷酸盐缓冲液 $

L

I

值
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%
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$
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%(流速
$&%5U

"

5#,

(检测波长
1//,5

(

柱温
'%h

(进样量
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!
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)
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内标溶液的配制
!

精密称取柚皮素
$%5

=

置
175U

量瓶中#加 甲 醇 溶 解 并 稀 释 至 刻 度#制 成 内 标 储 备 液

$

0%%

!

=

"
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%)精密量取内标储备液
$&%5U

于
$%%&%5U

量

瓶中#加流动相配成内标溶液$

0%%%,
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"
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!

对照品溶液的配制
!

精密称取水飞蓟宾对照品置量瓶

中#加甲醇溶解并稀释至刻度#制成水飞蓟宾储备液$

7%&7$

!

=

"

5U

%)精密量取水飞蓟宾储备液
$&%5U

于
$%%&%5U

量

瓶中#加流动相配成水飞蓟宾对照品溶液$

7%7&$,

=

"

5U
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血浆样品的处理
!

取血浆样品
1%%

!

U

#加入磷酸盐缓

冲液
0%%

!

U

$

L

I

值
7&%%

%#用
7%

!

U

#

.

葡萄糖醛酸酶溶液混

匀#培育
$)3

$

'-h

水浴%)加内标溶液
7%

!

U

#硼酸盐缓冲液

$&%5U

$

L

I

值
/&7%

%#加入无水乙醚萃取
1

次$每次
'5U

%#离

心#分离醚层#合并乙醚层#空气吹干#流动相
$%%

!

U

溶解残

留#离心#取上清液进样
1%

!

U

进行测定)

@&C&D

!

专属性考察
!

采用
$&0&$

色谱条件#分别取空白血浆*

对照品溶液及内标溶液进样考察空白血浆*水飞蓟宾*异水飞

蓟宾$水飞蓟宾的同分异构体%*内标柚皮素的出峰时间)

@&C&E

!

血浆中水飞蓟宾标准曲线的建立
!

精密吸取血浆
1%%

!

U

#加入水飞蓟宾储备液#使水飞蓟宾血浆样品浓度分别为!

17&'

*

$1)&'

*

171&)

*

7%7&$

*

171)&%

*

7%7$&%,

=

"

5U

#按
$&0&'

进行样品处理#在
$&0&$

色谱条件下测定#记录内标峰面积

$

D#

%并计算水飞蓟宾与异水飞蓟宾峰面积之和$

D+

%与内标峰

面积的比值$

D+

"

D#

%#以水飞蓟宾浓度
e

对峰面积之比
d

$

D+

"

D#

%进行回归分析)

@&C&F

!

最低检测限
!

分别以空白血浆定量稀释某一浓度的水

飞蓟宾#按照
$&0&7

标准曲线项下操作#测定信号噪音比为

'j$

时的浓度即为最低检测限)

@&C&J

!

回收率试验

@&C&J&@

!

相对回收率
!

分别配制含水飞蓟宾低*中*高
'

种浓

度$

17&'

*

7%7&$

*

7%7$&%,

=

"

5U

%的血浆样品各
7

份#按
$&0&'

处理#进样
1%

!

U

作
I?U2

分析#将所得峰面积比代入回归方

程算得浓度#与标示浓度相比#即得相对回收率)

@&C&J&A

!

绝对回收率
!

分别配制含水飞蓟宾低*中*高
'

种浓

度$

17&'

*

7%7&$

*

7%7$&%,

=

"

5U

%的血浆样品各
7

份#按
$&0&'

处理#进样
1%

!

U

作
I?U2

分析#另用
$&0&'

处理所得的空白

血浆配制相应浓度水飞蓟宾对照品溶液#直接进样#记录峰面

积#将所得峰面积相比#即得绝对回收率)

@&C&R

!

精密度试验

@&C&R&@

!

日内精密度
!

分别配制含水飞蓟宾低*中*高
'

种浓

度$

17&'

*

7%7&$

*

7%7$&%,

=

"

5U

%的血浆样品各
7

份#按
$&0&'

处理#进样
1%

!

U

作
I?U2

分析#记录峰面积比#按回归方程

计算样品浓度#计算日内精密度)

@&C&R&A

!

日间精密度
!

分别连续
7!

配制含水飞蓟宾低*中*

高
'

种浓度$

17&'

*

7%7&$

*

7%7$&%,

=

"

5U

%的血浆样品各
$

份#

按
$&0&'

处理#进样
1%

!

U

作
I?U2

分析#计算日间精密度)

@&C&@S

!

样品稳定性试验

@&C&@S&@

!

日内稳定性
!

分别配制含水飞蓟宾低*中*高
'

种

浓度$

17&'

*

7%7&$

*

7%7$&%,

=

"

5U

%的血浆样品各
$

份#按

$&0&'

处理后#常温下保存#在当天
%

*

1

*

0

*

/

*

$1

*

103

分别进

样#计算日内稳定性)

@&C&@S&A

!

冰冻稳定性
!

分别配制含水飞蓟宾低*中*高
'

种

浓度$

17&'

*

7%7&$

*

7%7$&%,

=

"

5U

%的血浆样品各
)

份#置于
Z

1%h

的冰箱保存#分别在
$

*

1

*

0

*

)

*

$1

*

10!

各取出
$

份后#按

$&0&'

处理进样#计算冰冻稳定性)

@&C&@@

!

药代动力学
!

@9

大鼠
$1

只#分成
1

组$每组
)

只%#

禁食
$13

#自由饮水)以水飞蓟素
'15

=

"

S

=

给药量#分别灌胃

自制水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒及水飞蓟素片$各制剂分别

用超纯化水分散后按照剂量灌胃%)分别于
%&$7

*

%&'7

*

%&7

*

$

*

1

*

0

*

)

*

/

*

$1

*
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取血
%&75U

#肝素抗凝#分离血浆)

Z1%

h

冷冻保存待用)

@&D

!

统计学处理
!

采用
'?(-

实用药代动力学计算程序计算

药代动力学参数(采用
@?@@1%&%

统计软件对其他数据进行分

析处理#所有计量资料以
< 8̂

表示#计数资料采用
!

1 检验#组

间比较行
1

检验#以
!

$

%&%7

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

方法可行性考察
!

在本试验色谱条件下#水飞蓟宾和异

水飞蓟宾的保留时间分别约为
$)&75#,

和
$/&)5#,

#内标保

留时间为
11&'5#,

#血浆中内源性物质不影响药物的分离测

定#色谱图见图
$

)

!!

D

!空白血浆(

V

!空白血浆
g

药物
g

内标)

图
$

!!

大鼠血浆中水飞蓟宾的
I?U2

图

A&A

!

血浆标准曲线
!

以峰面积比值
<

对血浆浓度
2

进行线

性回归分析)求得线性回归方程
)\%&%%'(2Z%&%$/

#相关系

数
/\%&((((

)结果表明#血浆样品中水飞蓟宾浓度在
17&'

$

7%7$&%,

=

"

5U

范围内#峰面积比值与血药浓度具有良好的线

性关系)

A&B

!

回收率
!

血浆中相对回收率为
(-&$_

$

(/&7_

#见表
$

#

绝对回收率
)-&)_

$

-1&$_

#见表
1

#相对标准偏差$

<@9

%均

小于
$%_

#满足方法学要求)

表
$

!!

血浆中水飞蓟宾的相对回收率&

#\7

'

浓度$

,

=

"

5U

% 相对回收率$

< 8̂

#

_

%

<@9

$

_

%

17&' (/&7̂ 7&7 7&)

7%7&$ (-&$̂ 1&) 1&-

7%7$&% (/&'̂ $&/ $&/

表
1

!!

血浆中水飞蓟宾的绝对回收率&

#\7

'

浓度$

,

=

"

5U

% 绝对回收率$

< 8̂

#

_

%

<@9

$

_

%

17&' )-&)̂ 0&/ -&$

7%7&$ -%&1̂ '&) 7&$

7%7$&% -1&$̂ 1&- '&-

A&C

!

精密度
!

血浆样品日内
<@9

和日间
<@9

在
%&$_

$

/&7_

#均小于
$%&%_

#满足方法学验证要求#见表
'

)

A&D

!

样品稳定性
!

血浆样品日内稳定性考察中浓度变化在

(-&/_

$

$%%&-_

#见表
0

#冰冻稳定性考察中浓度变化在

(-&0_

$

$%%&1_

#见表
7

#满足方法学验证要求)

A&E

!

最低检测限
!

以信噪比为
'

计算#得到水飞蓟宾在血浆

中的最低检测限为
$%,

=

"

5U

)

$$('
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A&F

!

药动学研究
!

图
1

为
$1

只
@9

大鼠给药后#获得的血药

浓度
.

时间曲线)

'?(-

软件计算得到两种制剂给药后的药代

动力学主要参数#见表
)

)软件
@?@@1%&%

统计结果显示#药动

学参数
25BP

#

F$

"

1

#

#

Da2

$

%

$m

%差异有统计学意义)

表
'

!!

水飞蓟宾在血浆中的精密度&

#\7

'

项目
浓度

$

,

=

"

5U

%

测定浓度

$

< 8̂

#

,

=

"

5U

%

<@9

$

_

%

日内精密度
17&' 10&)̂ $&- )&(

7%7&$ 7$0&-̂ -&7 $&7

7%7$&% 7%0/&%̂ 7&1 %&$

日间精密度
17&' 10&)̂ 1&$ /&7

7%7&$ 7$0&-̂ )&0 $&1

7%7$&% 7%0'&%̂ $$&1 %&1

表
0

!!

日内稳定性试验结果&

_

'

浓度$

,

=

"

5U

%

%3 13 03 /3 $13 103

17&' (/&0 (-&/ (/&$ (/&' (/&1 ((&$

7%7&$ ((&) ((&/ ((&% (/&' (-&/ (/&7

7%7$&% $%%&0 ((&( $%%&- ((&/ ((&% ((&1

表
7

!!

冰冻稳定性试验结果&

_

'

浓度

$

,

=

"

5U

%

$! 1! 0! )! $1! 10!

17&' (/&0 (/&% (/&) (-&0 (-&- ()&/

7%7&$ (/&( (/&7 (/&- (-&7 (-&0 (-&)

7%7$&% ((&- ((&7 (/&( ((&/ $%%&1 ((&%

图
1

!!

水飞蓟宾血药浓度
.

时间曲线

表
)

!!

大鼠单剂量灌胃水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒

与益肝灵片后药代动力学参数&

< 8̂

)

#\)

'

药动学参数
水飞蓟素

?U8D

肠

溶纳米粒

益肝灵片

$水飞蓟素片%

25BP

$

!

=

"

5U

%

1177&/0̂ '$7&00

B

$%''&/(̂ $%7&--

F5BP

$

3

%

$&'1̂ %&1/ $&0$̂ %&)1

F$

"

1

*

$

3

%

$&$-̂ %&)( %&/)̂ %&0$

F$

"

1

#

$

3

%

$'&/7̂ 1&1(

B

'&-$̂ %&-'

F$

"

1S

*

$

3

%

%&0/̂ %&1$ %&)1̂ %&$'

Da2

$

%.

m

%$

3

%

/&'-̂ 0&%(

B

)&)0̂ 1&/)

A1$

$

3

%

%&)-̂ %&$- %&//̂ %&1'

A$%

$

3

%

%&1/̂ %&$' %&7(̂ %&$-

A$1

$

3

%

%&'%̂ %&$7 %&%)̂ %&%0

!!

B

!

!

$

%&%$

#与益肝灵片比较)

B

!

讨
!!

论

!!

本实验建立了测定大鼠血浆中水飞蓟宾的方法#按照
D;2

最小原则&

$%

'

#确定水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒大鼠体内药代

动力学过程符合二室模型#权重为
$

"

2

1

#计算得到其药动学参

数
25BP\

$

1177&/0^'$7&00

%

5

=

"

5U

#

F$

"

1

#

\

$

$'&/7^

1&1(

%

3

#较市售水飞蓟素片$益肝灵片%明显提高#相对生物利

用度
X\

$

Da2

自制纳米粒"
9

自制纳米粒%"$

Da2

市售制剂"

9

市售制剂%为
$1)_

#表明将水飞蓟素制备成
?U8D

肠溶纳

米粒后#口服吸收得到很大改善#且在检测过程中显示#市售水

飞蓟素片$益肝灵片%给药后#

103

未能从血浆中检测出水飞蓟

宾#而水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒仍能检测到活性成分#表明市

售制剂相对于自制水飞蓟素
?U8D

肠溶纳米粒消除更快)

分析其原因可能如下!$

$

%水飞蓟素制成
?U8D

肠溶纳米

粒后#平均粒径减小#比表面积增大&

$$

'

#提升了与肠道接触的

机会(同时由于纳米粒的强黏附性#有利于延长药物滞留时间#

提高药物口服吸收生物利用度&

$1.$0

'

)$

1

%以纳米粒作为载体#

改善了药物溶解*润湿状况#且文献报道表明#口服纳米粒可通

过肠道内集合淋巴结$约占整个肠道黏膜的
17_

%

&

$7.$)

'的微褶

皱细胞$

:

细胞%吞噬#随淋巴细胞通过淋巴管从淋巴循环进

入血液循环发挥疗效&

$-

'

)
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节细胞营养因子*调节体液免疫等&

$'

'

#表现出除了促红细胞生

成作用之外的组织保护和修复的作用)近来研究表明#在一些

非造血组织中存在
#

.O"55",

受体$

#

O<

#

29$'$

%#是
;U.'

*

;U.

7

和
8:.2@X

的受体共同亚单位#能与
T?Y<

形成异源二聚

体#发挥组织保护和修复的作用#但不启动造血信号的转

导&

$0

'

)这两种受体都可以介导组织损伤的修复#但是#

T?Y

对

同源受体的亲和力远远大于对异源受体&

$7

'

#因此#

T?Y

在用于

组织损伤修复时#必然会导致红细胞增多#血液粘稠#进一步加

重组织损伤)目前#国内外有关
T?Y

衍生物研究中氨甲酰化

T?Y

*去唾液酸化
T?Y

#

T?Y

模拟肽&

)./

'表现出组织保护和修

复作用而促红细胞生成作用降低的现象)但是这些衍生物存

在成本高或者寿命短的问题#因此#开发低成本高效的新将

T?Y

衍生物对心脑血管的保护显得尤为重要)

在有关氨甲酰化
T?Y

的研究证实
T?Y

中的赖氨酸氨甲

酰化形成高瓜氨酸后#对异源受体的亲和力是同源受体的
$%%

倍#在对组织修复作用的同时#促红细胞生成作用下降#由此看

出#

T?Y

中的赖氨酸是决定
T?Y

和
T?Y<

同源受体及
T?Y<.

#

O<

异源受体亲和力的关键点#通过分析发现谷氨酰胺和高瓜

氨酸在结构和理化性质上相似)因此#本研究拟通过基因突变

的方法
T?Y

中赖氨酸突变为谷氨酰胺#改变
T?Y

的结构#期

望能够达到氨甲酰化
T?Y

类似的效应)

目前#本研究构建了原核表达载体
L

TJ'%G

$

g

%

.63T?Y

#

原核表达和纯化得到了
63T?Y

融合蛋白#并检测出具有生物

学活性#其中#可溶性
63T?Y

融合蛋白比活性为
$%7(&)'

a

"

5

=

#包涵体
63T?Y

融合蛋白比活性为
-1-&(0a

"

5

=

)为进

一步基因突变及组织保护功能研究奠定了基础)
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