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高载药量甘草次酸纳米混悬剂的制备及其大鼠体内药动学研究
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摘  要：目的= =制备 áv用高载药量甘草次酸纳米混悬剂（dAJkpms），并对其在 pa大鼠体内的药动学行为进行研究。方法=
将甘草次酸、聚乙二醇J聚己内酯（mbdOMMMJm`iOMMM）按质量比 RWN，以微沉淀联合高压均质的方法制成 dAJkpms。相同

剂量（RMKMM=mgLkg）的 dAJkpms分别以 ág和尾 áv的方式给药，于给药后 MKMU、MKOR、MKR、N、O、Q、U、NO、OQ、PS、QU=h
经大鼠眼球后静脉丛取血，血浆经过处理后，emi`法测定各组 pa大鼠给药后不同时间点血浆药物浓度。色谱柱为 pómmetró=
sháeld=`NU（ORM=mm×QKS=mm，R=μm），流动相为乙腈JMKNB磷酸水（梯度洗脱），柱温 OR=℃，体积流量 NKMM=miLmán，紫外检

测波长 ORQ=nm，进样量 RMKMM=μi。结果= = dAJkpms的平均粒径为 OVUKN=nm，载药量为（TTKQM±MKVP）B。大鼠血浆低、中、

高 P个浓度的方法回收率分别为（NNSKS±PKUF=B、（UUK=U±NKP）B和（UPKM±NKR）B，日内、日间精密度 opa均小于 RB。
dAJkpms尾 áv组的 Cm~x是 ág组的 UKNP倍，dAJkpms尾 áv组的 Ar`值是 ág组的 NKOU倍。结论= =制备的 dAJkpms稳定性

好，可同时满足 ág和 áv给药的要求。药动学研究结果提示，áv=dAJkpms可能更多地向肝、脾等网状内皮系统分布，利于对

保肝和对肝脏疾病的治疗。
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甘草次酸（glócórrhetác=~cád，dA）是甘草酸的

水解产物，也是甘草的主要活性成分之一xNz，具有

多种药理作用，如抗炎、抗溃疡和肾上腺素皮质激

素功能xOJQz。甘草次酸已用于治疗肝脏疾病以及风湿

性关节炎、溃疡xRJSz，近年来也发现其具有不错的抗

肿瘤效果，如乳腺癌、肝细胞癌、肺癌等xTJNMz。甘

草次酸在水中溶解度差xNNJNOz，迄今为止关于甘草次

酸的纳米给药系统，如脂质体xNPJNQz、固体脂质纳米

粒xNRz、聚合物纳米粒xNSz等，虽在一定程度上能解决

其给药问题，但载药量相对均有限，且体内研究较

为缺乏。故本研究尝试将其制备成高载药量、适合

áv的纳米混悬剂，并以考察其在大鼠体内的药动学

行为。

N= =仪器和材料=
wet~sázer= n~no= wp= 型粒度仪（英国 j~lvern=

fnstrìments 公司）；mrobiA_= `l~ssác=综合纯水仪

（英国 bidA公司）；idgJNM_冷冻干燥机（北京四

环科学仪器厂有限公司）；peAJ_ 水浴恒温振荡器

（金坛国旺实验仪器厂）；hnPOMMa_型数控超声波

清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ogJqdiJNS`
型高速台式离心机（无锡市瑞江分析仪器有限公

司）；jeééler=qoledo=AiOMQ电子天平（梅特勒J托利

多仪器有限公司）；pJQUMM 型扫描电子显微镜（日

本 eát~chá公司）；gbjJNQMM透射电子显微镜（日本

株式会社）；rPMMM 高效液相色谱仪（戴安有限公

司）；idiJNM_ 冷冻干燥机（军事医学科学院实验

仪器厂研制，北京四环科学仪器厂有限公司制造）。=
甘草次酸对照品（中国食品药品检定研究院，

批号 NNMTOPJOMMSNO）；甘草次酸纳米混悬剂（自制）；

乙腈为色谱纯，其余均为分析纯。

健康 pa大鼠，雄性，NUM～OMM=g，pmc级，北

京维通利华实验动物有限公司，动物许可证号：

p`uh（京）OMNJMMMN，合格证编号 NNQMMTMMMMSMPR。=
O= =方法= =
OKN= =甘草次酸纳米混悬剂（dAJkpms）的制备和载

药量测定

将甘草次酸和聚乙二醇J聚己内酯（mbdOMMMJ=

m`iOMMM）（RWN）溶于 PKMM= mi 丙酮中，在超声

（OR=℃，ORM=t）条件下，匀速缓慢注入到 NRKMM=mi
去离子水中，QR=℃减压旋转蒸发除去丙酮后，高压

均质（QR=℃，OMM=MMM=km~）NU次，即得 dAJkpms。
以 wet~sázer=n~no=wp=型粒度仪测定纳米混悬剂的粒

径、粒度分布和表面电位。

精密吸取 dAJkpms= NMMKMM= μi于 bééendorf管
中，乙腈破坏，进 emi`检测，计算甘草次酸含量。

另取 dAJkpms=PKMM=mi于−UM=℃放置 P=h后，放入

冷冻干燥机中，待完全干燥后称重，平行 P份，并

按如下公式计算载药量。

载药量Z纳米混悬剂中的药物量L纳米混悬剂的总质量=

OKO= = dAJkpms的透射电镜观察=
将 dAJkpms 用去离子水稀释到甘草次酸质量

浓度为 MKNM=mgLmi，取 SKMM=μi滴到 PMM目的铜网

上，静置 R=mán后滤纸吸干，空气中放置 NM=mán后，

滴加 SKMM=μi醋酸铀染色 VM=s，滤纸吸干，室温晾 P=
mán，透射电镜下观察纳米粒子的形态和大小。=
OKP= = dAJkpms不同介质稳定性考察=

分别配制 NKUB的氯化钠溶液、NMB葡萄糖溶

液，逐滴滴加到 NKMM=mi=dAJkpms中，最终将纳米

混悬剂调到外水相为生理盐水和 RB葡萄糖等渗溶

液。将 NKMM=mi=me=TKQ=的 m_p溶液滴加到 NKMM=mi
纳米混悬剂中混合均匀，分别配置人工胃液、人工

肠液，NM=MMM=rLmán离心 NM=mán后取上清 QKMM=mi，
逐滴滴加到 NKMM=mi=dAJkpms中混匀，PTKM=℃恒温

孵育 R=h，于 M、P、R=h以 wet~sázer=n~no=wp=型粒度

仪测定粒径并观察粒径变化情况。

OK4= = dAJkpms冻干复溶稳定性考察=
精取吸取 dAJkpms=NKMM=mi于西林瓶中，另取

dAJkpms= NKMM= mi 分别加入 QB麦芽糖和 NB麦芽

糖，－UM=℃预冻 N=h后，迅速放入冷冻干燥机中，

冻干 NO=h，取出后分别加入一定体积去离子水、MKVB
氯化钠溶液、RB葡萄糖溶液，超声 PM=s分散，用动

态光散射测定其粒径，并监测其在 Q=℃放置过程中

的粒径变化。

OKR= =甘草次酸的体外释放=
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将 dAJkpms稀释到 NKMM= mgLmi，取 NKMM= mi
加入 NB胎牛血清后置于截留相对分子质量为= = = = =
U=MMM～NQ=MMM的透析袋内，两端扎紧，以 RMKMM=mi
的 m_p溶液（含 NB胎牛血清）作为释放外液，NMM=
rLmán、PT=℃恒温水浴条件下震荡，不同时间点取

NKMM=mi释放外液冻干，并补加等体积、PT=℃的释

放外液，每隔 OQ=h更换 N次外液，平行 P份。另取

NKMM=mg=dA药物原粉用 NKMM=mi含 NB胎牛血清的

水溶液混悬后得甘草次酸原药溶液（dAJ`p），同

法处理，平行 P份。=
将不同时间点取出的释放外液冷冻干燥 OQ= h

后，加入 NKMM=mi甲醇沉淀蛋白，NM=MMM=rLmán离心

NM=mán取上清，用高效液相外标法测定含量，计算

累积释放量。

OKS= =甘草次酸体内含量测定的方法学考察=
OKSKN= =色谱条件= =色谱柱为= pómmetró= sháeld= `NU

（ORM=mm×QKS=mm，R=μm），柱温 OR℃，流动相为

乙腈（A）JMKNB=磷酸水（_），梯度洗脱（M～MKMR=
mán，NMB_；MKN～NKP=mán，NMMB_；NKPR～NM=mán，=
NMB_），体积流量 NKMM=miLmán，进样量 RMKMM=μi。=
OKSKO= =甘草次酸对照溶液的配制= =用外标法对甘草

次酸的含量进行测定。精密称取 NMKMM=mg甘草次酸

对照品，置于 NMKMM=mi量瓶中，加甲醇溶解并定容

至 NMKMM= mi，得 NKMM= mgLmi的甘草次酸对照品贮

备液。精密量取该贮备液，甲醇分别稀释得浓度

MKNM、MKMN=mgLmi的系列甘草次酸对照品溶液。=
OKSKP= =血浆样品处理= =取含药血浆 OMMKMM= μi 加

NKMM=mi乙腈沉淀蛋白，涡旋 N=mán后室温放置 NM=
mán，U=MMM=rLmán离心 R=mán，取上清加入到含 RMKMM=
mg氯化钠的 bééendorf管中，涡旋 N=mán混匀后室

温放置 NM= mán 使其部分溶解，U= MMM= rLmán 离心 R=
mán，取出全部上清于 bééendorf管中，取 RMKMM=μi
进 emi`检测分析。=
OKSK4= = 标准曲线的制备 = = 分别配制质量浓度为

MKMMR、MKMN、MKMR、MKNM、MKRM、NKMM=mgLmi的系列

标准溶液，各取 NMKM=μi分别加入空白血浆 OMM=μi，
混匀，按照“OKSKP”项下血浆样品处理方法处理，

即得质量浓度分别为 MKMR、MKNM、MKRM、NKMM、RKMM、
NMKMM= μgLmi的血浆系列标准溶液，取 RMKMM= μi进

emi`检测，以峰面积对浓度进行线性回归。= =
OKSKR=精密度实验= =用空白大鼠血浆配制低、中、高

P种浓度（MKNM、NKMM、NMKMM=μgLmi）的甘草次酸溶

液，按“OKSKP”项下血浆样品处理方法处理后进行

色谱分析，记录峰面积，根据标准曲线方程计算浓

度。N 天内测定 R 次计算日内精密度，每天测定 N
次连续测 R=d，计算日间精密度。=
OKSKS= =回收率实验= =分别取 V份大鼠空白血浆，每

P份为 N个剂量组，分别配制低、中、高（MKNM、NKMM、
NMKMM=μgLmi）P个质量浓度的含药血浆，按“OKSKP”
项下血浆样品处理方法处理，记录色谱峰面积 AN，
同时按相同处理方法测定相同浓度的甘草次酸纳米

混悬剂（自制），记录色谱峰面积 AO，按 ANLAO计算

回收率。

OKT= = dAJkpms药动学研究=
健康雄性 pa大鼠 OM只，NUM～OMM=g，随机分

成两组。给药前禁食 NO=h，自由饮水。分别以 RMKMM=
mgLkg 的剂量 ág 和尾 áv 给予 dAJkpms，于给药前

和给药后 MKMU、MKOR、MKRM、N、O、Q、U、NO、OQ、
PS、QU= h经大鼠眼球后静脉丛采血 MKRM= mi，置于

含肝素钠的 bééendorf管中，U=MMM=rLmán离心 R=mán，
取血浆 OMMKMM=μi，按照“OKSKP”项下血浆样品处理

方法和“OKSKN”项下色谱条件处理，进样 RMKMM=μi，
记录峰面积，计算各时间点的血药浓度。mhoenáx=
tánkonlán（versáon=SKN）药动学软件处理，计算药

动学参数。

P= =结果=
PKN= = dAJkpms的性质=

将甘草次酸、mbdOMMMJm`iOMMM 按质量比 RWN
成功制备了甘草次酸纳米混悬剂。其平均粒径为

OVUKN=nm，maf值为 MKNRR，电位−NO=ms，粒径分布

图见图 N。在透射电镜下观察 dAJkpms接近球形，

大小均一，分布均匀，分散度较好（图 O）。制备 P
份 dAJkpms，测定其载药量分别为 TTKMUB、TSKSUB
和 TUKQRB，平均载药量为 TTKQMB。=

图 N= = dAJkpms的粒径分布图=
cigKN= = m~rticle=size=distribution=of=dAJkpms=
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图 O= = dAJkpms=qbj照片=
cigKO= = qr~nsmission=electron=microscope=im~ges=of=

dAJkpms=

dAJkpms在生理盐水、éeTKQ的 m_p、RB葡萄

糖溶液和人工胃肠液中孵育 R= h 粒径变化均在 OM=
nm 以内，仍为具有乳光的澄清液体，表现出较好

的稳定性，提示制备的 dAJkpms 可以满足口服和

静脉给药的稳定性要求。dAJkpms直接冻干后加水

不能复溶，而加入 QB的麦芽糖做保护剂再冻干，

加入去离子水、MKVB氯化钠溶液、RB葡萄糖溶液 P
种分散介质均能使其完全复溶（即完全分散），复溶

后粒径几乎不变。Q=℃条件下放置 T= d后粒径无显

著变化。

PKO= = dAJkpms体外释放=
如图 P所示，在有 NB胎牛血清存在的条件下，

dAJkpms在 S=h时体外累积释放率达到 POKNNB，至

VS= h几乎释放完全，达到 VTKMOB。而 dAJ`p则释

放缓慢，OQ=h的累积释放只有 OSKVNB。相较原药的

物理混悬液，纳米混悬剂促进了药物的溶出和释放，

这是因为随着粒径的减小，纳米混悬剂的比表面快

速增大，药物的表面溶解度、溶出速度和扩散速度

都相应增加。

由于甘草次酸的溶解性很差，在纯水或 m_p中
的释放非常缓慢，加上甘草次酸检测限高，释放外

液中药物浓度过低不易准确测量，故在释放介质中

加入 NB胎牛血清来促进药物的释放。甘草次酸纳

米混悬剂在 NB的胎牛血清存在下的缓释行为，提

示其静脉注射入血后在血液循环中释放慢，利于被

动靶向到肝脏而发挥保肝作用。

PKP= =甘草次酸含量测定方法学建立=
空白血浆和含甘草次酸的血浆样品emi`色谱

图见图 Q，可知，在项“OKSKN”色谱条件下，血浆

中内源性物质不干扰甘草次酸的检测。甘草次酸保

留时间为 SKTmán，峰形良好。=

图 P= = dAJkpms体外释放=
cigKP= = fn vitro=rele~se=profiles=of=dAJkpms=

图 4= =空白血浆（A）及大鼠含药血浆（B）中甘草次酸的

emiC图谱= =
cigK4= = emiC=of=bl~nk=pl~sm~=EAF=~nd=dA=in=pl~sm~=

s~mple=of=r~t=EBF=

采用外标法对甘草次酸进行含量测定。甘草次

酸在大鼠血浆中标准曲线回归方程为 y=Z=MKMMM=R=xH=
MKMSV=N（rZMKVVV=U），线性范围 MKMR～NM=μgLmi，定

量限为 MKMR=μgLmi。低、中、高 P个浓度的提取回

收率（n=Z=R）分别为（NNSKS±PKU）B、（UUKU±NKP）B
和（UPKM±NKR）B，相应的 opa 值分别为 PKOB、
OKRB和 NKUB。日内、日间精密度 opa均小于 RB，
表明该检测方法的准确度、精密度较高。

PK4= =甘草次酸纳米混悬剂药动学研究=
dAJkpms= ág 组与尾 áv 组在大鼠体内的平均血

药浓度J时间曲线见图 R，大鼠体内主要药动学参数

见表 N。可以看出 dAJkpms 尾 áv 组血药浓度达峰

时间要比 ág组快，dAJkpms尾 áv组的 Cm~x是 ág组
的 UKNP倍，dAJkpms尾 áv组的 Ar`值是 ág组的

NKOU倍。=
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图 R= = dAJkpms在大鼠体内的药J时曲线（nZU）=
cigKR= = Concentr~tionJtime=curves=of=dAJkpms=in=r~ts=EnZUF=

表 N= = dAJkpms=ig和尾 iv给药后的药动学参数=
q~ble=N= = mh~rm~cokinetic=p~r~meters=~fter=iv=~nd=ig=

~dministr~tion=with=dAJkpms=

参数 单位 áv=dAJkpms= ág=dAJkpms=
tNLO= h= = = UKSR= = TKRR=
qm~x= h= = = MKMU= = MKPU=
Cm~x= ng·mi−N= POQPMTKTM= PVUSUKQM=
Ar`MJ∞= h·ng·mi−N= OSTQTPKSM= ONMSOVKMM=
Ar`MJt= h·ng·mi−N= OSPTNUKMV= OMQUOMKMU=

4= =讨论=
本研究预试验中曾经尝试过用 miAJmbd、

mbdJmidA、聚山梨酯JUM、苄泽 TU、泊洛沙姆等作

稳定剂进行 dAJkpms 的制备，但要么无法制备，

要么粒径较大，或者只能在药载比较小时才能制备

成功。而以 m`iJmbd 为稳定剂时，制备的纳米混

悬剂载药量高（可达到 RWN），同时粒径也小，故研

究就一直用 m`iOMMMJmbdOMMM为稳定剂制备。=
尝试了不同流动相，如磷酸水、乙酸水xNTJNUz，

最后以乙腈JMKNB磷酸水梯度洗脱，灵敏度高、峰形

良好。血浆样品处理方法分别尝试过甲醇沉淀法、

乙腈沉淀法、醋酸乙酯萃取法除蛋白，其中以乙腈

沉淀法内源性物质干扰少同时回收率也高。该方法

在乙腈沉淀后分离上清液，再以氯化钠盐析进一步

除去水溶性杂质。加入的 RMKMM= mg 氯化钠稍有过

量，具体操作时只要混匀即可，氯化钠是否完全溶

解不影响血浆处理结果。

由体内药动学初步研究结果可知，dAJkpms口
服吸收比较快，约 PM=mán即可达到血药浓度峰值。

这可能由于 dAJkpms 粒径小、比表面积大导致药

物溶出较快的原因。同时由于肝肠循环的存在，口

服吸收的dAJkpms在约 U=h时出现了不太明显的第

二个血药浓度峰值。对 dAJkpms 来说，本文建立

的血样处理方法以及emi`测定方法检测到的是血

浆中游离的甘草次酸和纳米粒中尚未释放的甘草次

酸的加和贡献，故 Cm~x高出口服给药的 Cm~x很多

倍。从其药时曲线推测，dAJkpms入血后先是快速

地向组织器官分布（分布相），然后再缓慢消除（消

除相），这一点和口服给药明显不同。

一个奇怪的现象是，同为 dAJkpms，áv给药的

Ar`仅仅为 ág给药的 NKOU倍。部分原因诚然是因

为甘草次酸制备成纳米混悬剂后，吸收加快，生物

利用度有所提高，但更重要的原因和纳米粒能改变

药物的体内分布有关。即入血的 dAJkpms 以更多

的比例和更快的速度离开血液，进入到了特定的组

织器官。

dAJkpms 平均粒径 PMM= nm，这个尺寸的纳米

粒入血后通常会被快速分布到肝、脾等网状内皮系

统（obp）丰富的组织器官，尤其是肝脏，类似的

情况在文献中也有报道xNVz。而 ág 给药的 dAJkpms
则不具备这一特点。所以，尽管 áv 给药 dAJkpms
的 Ar`较 ág给药提高有限，但从对肝脏疾病的治

疗目的来看，áv给药 dAJkpms可能会比 ág给药有

效得多。关于 dAJkpms 的组织分布、肝靶向性及

对病毒性肝炎的疗效研究正在进行之中。

在已有的关于甘草次酸的纳米给药系统中，如

脂质体、固体脂质纳米粒、聚合物纳米粒中，载药

量均较有限，药物浓度也很难提高，如 áv需要较大

体积，应用受到一定的限制。纳米混悬剂是几乎纯

药物的纳米粒子，可以达到很高的载药量和药物浓

度，尤其是对于剂量较大的中药和天然药物的纳米

给药，具有很强的优势。本研究采用的 mbdJm`i
具有优异的安全性和生物相容性xOMz，价廉易得，同

时超声注入工艺简便，利于工业化生产和临床应用。=
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