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点设计在试验次数上并无显著增加，且在设定的水

平范围内，得出的最优工艺不仅限于试验执行的水平

点；采用非线性模型更接近客观实际。效应面三维图

使因素对指标影响趋势直观明了，实验精度更高。

张海满等[10]以川西獐牙菜作实验材料，比较了

0、50％、95％乙醇对浸膏得率的影响，经过正交试验

得出最佳乙醇体积分数为50％，这与本实验得出的

结论一致。田薇等[1I]以抱茎獐牙菜作实验材料，比

较了60％、80％、95％乙醇对龙胆苦苷提取率的影

响，对其提供的数据作方差分析，乙醇体积分数对龙

胆苦苷提取率作用不显著，95％乙醇提取量相对较

高，这与本实验龙胆苦苷收率取极大值时的最佳乙

醇体积分数一致。
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羟基喜树碱脂肪乳的光照稳定性及其在家兔体内的药动学和肝靶向性
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摘要：目的研究羟基喜树碱脂肪乳的光照稳定性、在家兔体内的药动学及对肝脏的靶向性。方法采用HPLC

法测定羟基喜树碱在羟基喜树碱脂肪乳和注射液中的质量浓度以及iv给药后血浆和肝脏中的药物质量浓度，药一

时曲线采用3P97药动学计算程序处理。结果与在注射液中相比羟基喜树碱在脂肪乳中的光照稳定性大为提高，

两种剂型的体内药动学参数也多有显著性差异，脂肪乳能将更多的药物蓄积于肝脏。结论脂肪乳作为载体可以

提高羟基喜树碱的光照稳定性，并改变其在家兔体内的药动学性质，提高对肝脏的靶向性。
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羟基喜树碱是喜树碱的衍生物，对光照稳定性

差。市售产品将其制成开环结构的羟基喜树碱钠盐

以提高其溶解度，但是该羧酸盐并非是细胞内作用

靶拓朴异构酶I的抑制剂，因而羟基喜树碱钠盐在

体内的抗肿瘤活性是利用其在生理pH值条件下将

部分开环的羟基喜树碱还原成闭环结构后发挥作用

的。除了活性低，羟基喜树碱钠盐还存在体内存留时

间短、组织浓度低和靶向性较差等缺点。鉴于肿瘤组

织毛细血管的通透性远比正常组织大，因此将羟基

喜树碱增溶于微小的乳滴内不仅可以保留其内酯结

构和提高其化学稳定性，而且有望跟其他纳米制剂

一样提高药物的肿瘤靶向性[】。]。因此本研究制备了

羟基喜树碱脂肪乳，并与市售产品比较了对光照的

稳定性及在家兔体内的药动学；由于羟基喜树碱主

要用于治疗原发性肝癌，因而实验还比较了两种自

制羟基喜树碱脂肪乳和市售注射液的肝脏靶向性。

1仪器与材料

FJ 200～S型高速剪切仪(上海标本模型厂)，

M一110L型高压微射流纳米均质机(美国MFIC公

司)，Series 1500型高效液相色谱仪(美国LabAl—

lianee公司)。

羟基喜树碱对照品(中国药品生物制品检定所，

批号100532—200401)，羟基喜树碱原料(湖北浩信

药业有限公司，批号20060201，质量分数98．82％)，
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羟基喜树碱注射液(贵州汉方制药有限公司，批号

20060903)，大豆磷脂(上海太伟药业有限公司，批号

060417)。

日本大耳兔由天津市动物中心提供，合格证号：

WJ津实动质R—A准字第001号。

2方法与结果

2．1羟基喜树碱脂肪乳的制备：取羟基喜树碱100

mg置150 mL无水乙醇中溶解，加入适量大豆磷

脂、维生素E、泊洛沙姆188，超声使其溶解至澄清

透明，60℃水浴旋转蒸发除去无水乙醇，将蒸干混

合物均匀分散至20 g预热至70℃的大豆油中，得

油相；另取80 mL注射用水并加入2．4 g甘油和适

量大豆磷脂，70℃水浴使均匀分散得水相。水相70

℃水浴下12 000 r／min高速剪切，同时将油相缓缓

加入水相中，加完油相后继续剪切20 min得粗乳。

将粗乳通过微射流仪(压力调至550 kPa以上)3

遍，得载药脂肪乳。

2．2羟基喜树碱的测定

2．2．1 色谱条件：色谱柱为迪马钻石C。。柱(250

mm×4．6 mm，5 pm)，流动相为10 mmol／L磷酸盐

缓冲溶液(pH 4．o)一甲醇(50：50)，体积流量为1．0

mL／min，柱温为35℃，波长为384 nm。

2．2．2分析方法的专属性：取家兔空白血浆、给药后

的血浆，进行处理并测定，HPLC图谱见图1。结果表

明羟基喜树碱保留时间为11．5 min，喜树碱保留时

间为17．4 min，血浆中内源性物质不干扰测定。

L————．上—————J—————J．——_J L—————J——————j——————L————一
o 5 10 15 20 o 5 10 15 20

t／rain

1一羟基喜树碱2一喜树碱

1一hydroxycamptothecin 2一camptothecin

图1 空白血浆(A)和血浆样品(B)的HPLC图

Fig．1 HPLC Chromatograms of blank plasma(A)

and plasma sample(B)

取空白肝脏匀浆，进行处理并测定，HPLC图谱

见图2。结果表明，肝脏内源性物质对羟基喜树碱和

内标物喜树碱均不干扰。

2．2．3标准曲线的制备：取空白血浆200弘L，加羟

基喜树碱储备液适量，制成含羟基喜树碱0．05、

0．1、0．3、0．5、1．0、2．0、3．0、5．0、8．0 v．g／mL的血

浆样品，按照。药动学参数”项下处理，以羟基喜树碱

与喜树碱质量浓度之比为横坐标，峰面积之比为纵

坐标，得到线性回归方程y=3．718 6 X+0．005 5，

o 5 lo 15 20 o 5 IO 15 20

t／min

1一羟基喜树碱2一喜树碱

1-hydroxycamptothecin 2-camptothecin

图2空白肝脏(A)和肝脏样品(B)的HPLC色谱图

Fig．2 HPLC Chromatograms of control liver(A)

and liver sample(B)

r=0．998 8。

取空白肝脏匀浆，加入羟基喜树碱储备液适量，

制成含羟基喜树碱0．20、0．40、0．60、0．80、1．OO、

2．oo、4．00、8．oo、16．00、32．00／19／mL的肝脏组织

样品，按照“药物在肝脏中的浓度”项下操作，以羟基

喜树碱与喜树碱质量浓度之比为横坐标，峰面积之

比为纵坐标，得到线性回归方程Y=3．562 4 X+

0．003 7，，．=0．993 5。

2．2．4精密度试验：配制低、中、高3个质量浓度的

羟基喜树碱家兔血浆和肝脏组织匀浆样品，1 d内连

续测定5次，或者连续测定5 d，采用随行标准曲线

法，根据线性回归方程计算样品中羟基喜树碱的质量

浓度，得日内RSD为1．962％，日间RSD为

4．273％，结果表明检测方法的精密度符合相关要求。

2．2．5回收率试验：配制低、中、高3个质量浓度的

羟基喜树碱家兔血浆和肝脏组织匀浆样品，每个质

量浓度测定3个样品，结果表明血浆样品中羟基喜

树碱的回收率在98．2％～102．3％，而肝脏组织样

品中羟基喜树碱的回收率在96．4％～101．1％，表

明血浆样品和肝脏样品中羟基喜树碱的回收率均符

合相关要求。

2．3光照稳定性试验：取适量羟基喜树碱脂肪乳或

市售羟基喜树碱注射液，熔封于1 mL安瓿中，置

4 500 Ix下进行光照加速试验，于0、1、3、4、5、7、9、

11、13、15 d取样。精密量取羟基喜树碱注射液0．1

mL，加入20％的磷酸20肛L，混合均匀并放置过夜，

以流动相稀释至100 mL；精密量取羟基喜树碱脂肪

乳0．1 mL，加入50 mL甲醇破乳后以流动相稀释

至100 mL。样品均直接注入液相色谱仪，测定，计算

羟基喜树碱的质量浓度，见图3。结果显示，羟基喜

树碱在脂肪乳中的稳定性大大高于在注射液中的稳

定性，光照1 d后注射液中羟基喜树碱的质量浓度

降低了40％以上，而乳剂中的仅降低10％左右；光

照7 d以后注射液中的羟基喜树碱几乎降为零，而

乳剂中的仅仅降低了25％。

 



·698· 中草焉Chinese Traditional and Herbal Drugs第39卷第5斯2008年5月

乳剂

注射液
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图3羟基喜树碱脂肪乳和注射液中羟基喜树碱的

光照稳定性

Fig．3 Photostability of hydroxycamptothecin

in fat emulsion and injection

2．4药动学参数的测定：取家兔6只，雌雄各半，禁

食12 h，分成两组，按4．0 mg／kg剂量分别耳缘iv羟

基喜树碱注射液和乳剂，7 d后交叉给药。于给药后

0、5、10、15、20、30、60、90、120、180、240、300、360

min抽取对侧耳缘静脉血0．7 mL于肝素化管中，离

心后精密量取200 pL血浆置于4 mL离心管，加入

20％磷酸15弘L和内标液喜树碱溶液(100#tg／mL)

10 pL，混合并置冰箱冷藏过夜后加乙腈2 mL，涡旋

3 min并离心，取上清液1．8 mL加至10 mL玻璃离

心管中，50℃水浴氮气吹干，以60弘L流动相溶解，

离心后取上清液20肛L进样。羟基喜树碱的血药浓

度一时问数据输入3P97药动学计算程序，结果羟基

喜树碱注射液符合二室模型，而羟基喜树碱脂肪乳

符合三室模型，两种剂型的药动学参数及拟合曲线

见表1和图4。结果表明，两种剂型的药动学参数除

K2。和K。。外差异均具有显著性(P<o．05)，羟基喜

树碱注射液的AUC大约是乳剂的3倍，而乳剂的

tl／2与注射液相比延长了10倍以上。注射液6 h之后

血药浓度就难以检出，而乳剂10 h后仍能检出，表

明乳剂在循环系统内的滞留时间比注射液明显延

长。但是180 min之前注射剂中羟基喜树碱的血药

水平均高于乳剂，5 min时二者血药浓度分别为

12．75、0．89／19／mL，30 min时注射剂的血药水平

仍然比乳剂高约3倍。

2．5药物在肝脏中的分布：取雄性家兔24只，按

3．5 mg／kg剂量于耳缘iv推注羟基喜树碱乳剂或

注射液，并于给药后0．5、1、3、4 h将家兔处死，每个

时间点重复3次。取其肝脏，用滤纸吸干水分，精密

称取1 g剪碎，加入3 mL生理盐水，12 000 r／min

高速剪切5 min，精密称取3 g匀浆并加入浓磷酸

30 pL和100 ttg／mL内标液喜树碱溶液10 pL，涡

旋混合后冷藏过夜，加入5 mL乙腈，涡旋10 min，

离心后取上清液4mL置1 OmL离心管中，以乙腈

表l羟基喜树碱在家兔体内的药动学参数(；士s，一一6)

Table 1 Pharmacokinetic parameters of hydroxycamp-

tothecin in rabbits in vivo o士s，n=6)

参数 单位 注射液 乳剂

A pg·mL一1 18．181士5．352 0．367士0．215

n rain一1 0．163土0．015 0．031士0．009

B lug·mL一 2．345士0．384 0．051士0．013

口 rain一0．029±0．017 0．003士0．001

Vc L 0．451±0．062 2．685±0．571

tll2a rain 4．258±0．216 22．623士3．574

tl／28 rain 26．707士12．815 378．609士112．609

K21 rain一1 0．037士0．023 0．069士0．034

K10 rain一1 0．129±0．028 0．067士0．005

K12 rain一1 0．027士0．010 0．095土0．072

AUC pg·min·mL一1 174．372±64．731 54．407士12．751

CL L·rain一0．034±0．024 0．178士0．042

K1 3 min～0．069士0．034

20

f

{5
章

喜 ·

霉
柚

篓¨

液

O 100 200 300 400

t／min

图4血药浓度．时间曲线图(；±s，一一6)

Fig．4 Curves of plasma concentration-time

(；士s，n=6)

定容至10 mL，并振摇1 min，再次离心后取上清液

8 mL以氮气吹干，加入100 pL流动相，涡旋使充分

溶解，离心后取上清液进样。结果表明，羟基喜树碱

脂肪乳给药后肝脏中的羟基喜树碱质量分数大大高

于注射液，二者在0．5、1、3、4 h的质量分数分别为

14．35、7．64、3．95、1．45／zg／g及2．74、1．73、0．93、

0．45 pg／g，前者是后者质量分数的3～5倍。

3讨论

。本研究将羟基喜树碱包裹于粒径约为200 nm

的脂肪乳中，保护了具有活性的羟基喜树碱内酯结

构。虽然脂肪乳大幅提高了羟基喜树碱的光稳定性，

但是光照加速实验仅仅1 d之内羟基喜树碱降低了

10％左右，仍然不够理想。这可能跟该脂肪乳载药量

过高导致药物并未完全包裹于乳滴内有关，因此下

一步工作应优化处方并考察药物的包封率。

羟基喜树碱广泛用于原发性肝癌的治疗，这跟

羟基喜树碱作用于肝癌细胞组织蛋白酶H。和H：

位点并阻断其磷酸化有关[3“]。既然肝癌细胞对羟基

姗

蜘

鲫

姗

o^．．rlE岛rf一＼鬈窭徘埔敬
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喜树碱的敏感性随药物质量浓度的增加而增高口]，

说明肝癌对羟基喜树碱具有药物浓度依赖性，因此

羟基喜树碱富集于肝脏有助于肝癌的治疗。羟基喜

树碱乳剂中羟基喜树碱在肝脏中的质量浓度比对照

提高了2～4倍，这可能受益于脂肪乳作为一种纳米

颗粒进入血液循环后容易被内皮网状系统(尤其是

肝脏的Kupffer细胞)当成异物所吞噬。本实验是采

用肝脏正常的家兔进行的，而肿瘤部位比其正常部

位具有更高的毛细血管通透性，因此该脂肪乳对癌

变肝脏的靶向性不仅有望进一步提高，而且还可能

同时降低羟基喜树碱对其他器官及肝脏未癌变部位

的不良反应。
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HPLC法测定快速溶剂萃取开胸顺气丸中厚朴酚与和厚朴酚

姜宁1’2，刘晓鹏卜

(1．生物资源保护与利用湖北省重点实验室，湖北恩施445000，

2．湖北民族学院生物科学与技术学院．湖北恩施445000)

摘 要：目的 采用加速溶剂萃取机快速提取，并采用HPLC法测定开胸顺气丸中厚朴酚与和厚朴酚。方法

ASE300型快速溶剂萃取系统进行快速萃取开胸顺气丸中有效成分。采用反相高效液相色谱法测定厚朴酚及和厚

朴酚。色谱柱：Diamonsil(TM)C18(250 mm×4．6 mm，5 um)，流动相为甲醇一水一冰醋酸(79：21：0．25)，体积流量

为1．0 mL／min，检测波长：294 llm，柱温：23℃，进样量：20弘L。结果 快速提取的效率较高，提取率比《中国药典》

方法高。和厚朴酚的平均回收率为99．63％，RSD为0．97％；厚朴酚的平均回收率为98．23％，RSD为1．21％。结论

本方法简便、准确、专属性强，能有效地控制开胸顺气丸的质量。

关键词：开胸顺气丸；厚朴酚；和厚朴酚；高效液相色谱

中图分类号：R286．1 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)05—0699—02

开胸顺气丸是由厚朴(姜制)、槟榔、牵牛子

(炒)、陈皮、木香、三棱(醋制)、莪术(醋制)、猪牙皂

组成，为《中国药典>>2005年版一部收录品种，具有

理气和中，消积化滞，行气止痛。用于饮食内停，气郁

不舒导致的胸胁胀满，胃脘疼痛等。厚朴具有抗菌、

抗病毒、抗过敏、影响胃肠活动、肌肉松弛和中枢抑

制等作用[1]。其中厚朴酚及其异构体和厚朴酚是厚

朴中起主要药理作用的化合物。厚朴酚与和厚朴酚

有抑制癌细胞的潜能将会有更加广泛的医药用

途[2’3]。本实验采用ASE300型快速溶剂萃取系统进

行快速萃取开胸顺气丸中厚朴酚与和厚朴酚，采用

反相高效液相色谱法测定厚朴酚与和厚朴酚，结果

理想。

1材料与仪器

开胸顺气丸为本实验室按照标准自制的产品。

提取用无水乙醇、甲醇为分析纯，色谱条件使用的甲

醇为色谱纯，厚朴酚、和厚朴酚对照品由中国药品

生物制品检定所提供。

美国Dionex公司ASE300型加速溶剂萃取机，

66 mL萃取池；美国Dionex公司P680LPG型高效

液相色谱仪。

2方法与结果
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