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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 iv用高载药量甘草次酸纳米混悬剂（GA-NSPs），并对其在 SD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-聚己内酯（PEG2000-PCL2000）按质量比 5:1，以微沉淀联合高压均质的方法制成 GA-NSPs。相同

剂量（50.00 mg/kg）的 GA-NSPs分别以 ig和尾 iv的方式给药，于给药后 0.08、0.25、0.5、1、2、4、8、12、24、36、48 h
经大鼠眼球后静脉丛取血，血浆经过处理后，HPLC法测定各组 SD大鼠给药后不同时间点血浆药物浓度。色谱柱为 Symmetry 
shield C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈-0.1%磷酸水（梯度洗脱），柱温 25 ℃，体积流量 1.00 mL/min，紫外检

测波长 254 nm，进样量 50.00 μL。结果  GA-NSPs的平均粒径为 298.1 nm，载药量为（77.40±0.93）%。大鼠血浆低、中、

高 3个浓度的方法回收率分别为（116.6±3.8) %、（88. 8±1.3）%和（83.0±1.5）%，日内、日间精密度 RSD均小于 5%。
GA-NSPs尾 iv组的 Cmax是 ig组的 8.13倍，GA-NSPs尾 iv组的 AUC值是 ig组的 1.28倍。结论  制备的 GA-NSPs稳定性

好，可同时满足 ig和 iv给药的要求。药动学研究结果提示，iv GA-NSPs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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Preparation of glycyrrhetinic acid nanosuspensions with high drug payload and 
their pharmacokinetics in rats 
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Abstract: Objective  To prepare glycyrrhetinic acid nanosuspensions (GA-NSPs) with high drug payload and investigate their 
pharmacokinetics in SD rats. Methods  The GA-NSPs were prepared by microprecipitation combined with high pressure 
homogenization method, using glycyrrhetinic acid and PEG 2000-PCL 2000 (5:1, weight ratio) in formulation. GA-NSPs were ig and 
iv administered respectively at the same dose of 50.00 mg/kg. At 0.08, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, and 48 h after administration, 
the blood was collected from the eye venous plexus of the rats, pretreated to remove plasma protein and analyzed using HPLC. 
Symmetry shield C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm) column was used, and the mobile phase was composed of acetonitrile and 0.1% 
phosphoric acid (gradient elution at the flow rate of 1.00 mL/min). The analysis was performed at 25 ℃ and monitored at 254 nm 
(UV detector). The analyte (50.00 μL) was injected for HPLC assay. Results  The average particle size of glycyrrhetinic acid 
nanosuspensions was 298.1 nm and the drug loading of GA-NSPs was (77.40±0.93)%. The recovery rates of rat plasma with low-, 
mid-, and high-concentration were (116.6±3.8)%, (88.8±1.3)%, and (83.0±1.5)%, respectively, and the inter- and intra-day precisions 
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of the method were good (RSD < 5%). The Cmax of GA-NSPs iv injection group was 8.13-fold as that of ig administration group, and 
the AUC of GA-NSPs iv injection group was 1.28 times as that of ig administration group. Conclusion  GA-NSPs have good 
stability and could be ig administrated or intravenously injected for in vivo study or clinic use. The results of the pharmacokinetic 
studies indicate that GA-NSPs tend to go to reticulloendothelial system such as liver and spleen after iv injection, thus benefit the 
therapy of liver diseases. 
Key words: glycyrrhetic acid; nanosuspensions; pharmacokinetic 

甘草次酸（glycyrrhetic acid，GA）是甘草酸的

水解产物，也是甘草的主要活性成分之一[1]，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[2-4]。甘草次酸已用于治疗肝脏疾病以及风湿

性关节炎、溃疡[5-6]，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[7-10]。甘

草次酸在水中溶解度差[11-12]，迄今为止关于甘草次

酸的纳米给药系统，如脂质体[13-14]、固体脂质纳米

粒[15]、聚合物纳米粒[16]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

iv的纳米混悬剂，并以考察其在大鼠体内的药动学

行为。

1  仪器和材料 
Zetasizer nano ZS 型粒度仪（英国 Malvern 

Instruments 公司）；PURELAB Classic 综合纯水仪

（英国 ELGA公司）；LGJ-10B冷冻干燥机（北京四

环科学仪器厂有限公司）；SHA-B 水浴恒温振荡器

（金坛国旺实验仪器厂）；KQ3200DB型数控超声波

清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；RJ-TGL-16C
型高速台式离心机（无锡市瑞江分析仪器有限公

司）；Meppler Toledo AL204电子天平（梅特勒-托利

多仪器有限公司）；S-4800 型扫描电子显微镜（日

本 Hitachi公司）；JEM-1400透射电子显微镜（日本

株式会社）；U3000 高效液相色谱仪（戴安有限公

司）；LGL-10B 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 110723-200612）；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 SD大鼠，雄性，180～200 g，SPF级，北

京维通利华实验动物有限公司，动物许可证号：

SCXK（京）201-0001，合格证编号 11400700006035。 
2  方法  
2.1  甘草次酸纳米混悬剂（GA-NSPs）的制备和载

药量测定

将甘草次酸和聚乙二醇-聚己内酯（PEG2000- 

PCL2000）（5:1）溶于 3.00 mL 丙酮中，在超声

（25 ℃，250 W）条件下，匀速缓慢注入到 15.00 mL
去离子水中，45 ℃减压旋转蒸发除去丙酮后，高压

均质（45 ℃，200 000 kPa）18次，即得 GA-NSPs。
以 Zetasizer nano ZS 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 GA-NSPs 100.00 μL于 Eppendorf管
中，乙腈破坏，进 HPLC检测，计算甘草次酸含量。

另取 GA-NSPs 3.00 mL于−80 ℃放置 3 h后，放入

冷冻干燥机中，待完全干燥后称重，平行 3份，并

按如下公式计算载药量。

载药量=纳米混悬剂中的药物量/纳米混悬剂的总质量 

2.2  GA-NSPs的透射电镜观察 
将 GA-NSPs 用去离子水稀释到甘草次酸质量

浓度为 0.10 mg/mL，取 6.00 μL滴到 300目的铜网

上，静置 5 min后滤纸吸干，空气中放置 10 min后，

滴加 6.00 μL醋酸铀染色 90 s，滤纸吸干，室温晾 3 
min，透射电镜下观察纳米粒子的形态和大小。 
2.3  GA-NSPs不同介质稳定性考察 

分别配制 1.8%的氯化钠溶液、10%葡萄糖溶

液，逐滴滴加到 1.00 mL GA-NSPs中，最终将纳米

混悬剂调到外水相为生理盐水和 5%葡萄糖等渗溶

液。将 1.00 mL PH 7.4 的 PBS溶液滴加到 1.00 mL
纳米混悬剂中混合均匀，分别配置人工胃液、人工

肠液，10 000 r/min离心 10 min后取上清 4.00 mL，
逐滴滴加到 1.00 mL GA-NSPs中混匀，37.0 ℃恒温

孵育 5 h，于 0、3、5 h以 Zetasizer nano ZS 型粒度

仪测定粒径并观察粒径变化情况。

2.4  GA-NSPs冻干复溶稳定性考察 
精取吸取 GA-NSPs 1.00 mL于西林瓶中，另取

GA-NSPs 1.00 mL 分别加入 4%麦芽糖和 1%麦芽

糖，－80 ℃预冻 1 h后，迅速放入冷冻干燥机中，

冻干 12 h，取出后分别加入一定体积去离子水、0.9%
氯化钠溶液、5%葡萄糖溶液，超声 30 s分散，用动

态光散射测定其粒径，并监测其在 4 ℃放置过程中

的粒径变化。

2.5  甘草次酸的体外释放 
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将 GA-NSPs稀释到 1.00 mg/mL，取 1.00 mL
加入 1%胎牛血清后置于截留相对分子质量为     
8 000～14 000的透析袋内，两端扎紧，以 50.00 mL
的 PBS溶液（含 1%胎牛血清）作为释放外液，100 
r/min、37 ℃恒温水浴条件下震荡，不同时间点取

1.00 mL释放外液冻干，并补加等体积、37 ℃的释

放外液，每隔 24 h更换 1次外液，平行 3份。另取

1.00 mg GA药物原粉用 1.00 mL含 1%胎牛血清的

水溶液混悬后得甘草次酸原药溶液（GA-CS），同

法处理，平行 3份。 
将不同时间点取出的释放外液冷冻干燥 24 h

后，加入 1.00 mL甲醇沉淀蛋白，10 000 r/min离心

10 min取上清，用高效液相外标法测定含量，计算

累积释放量。

2.6  甘草次酸体内含量测定的方法学考察 
2.6.1  色谱条件  色谱柱为 Symmetry shield C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm），柱温 25℃，流动相为

乙腈（A）-0.1% 磷酸水（B），梯度洗脱（0～0.05 
min，10%B；0.1～1.3 min，100%B；1.35～10 min， 
10%B），体积流量 1.00 mL/min，进样量 50.00 μL。 
2.6.2  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 10.00 mg甘草次酸

对照品，置于 10.00 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容

至 10.00 mL，得 1.00 mg/mL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

0.10、0.01 mg/mL的系列甘草次酸对照品溶液。 
2.6.3  血浆样品处理  取含药血浆 200.00 μL 加

1.00 mL乙腈沉淀蛋白，涡旋 1 min后室温放置 10 
min，8 000 r/min离心 5 min，取上清加入到含 50.00 
mg氯化钠的 Eppendorf管中，涡旋 1 min混匀后室

温放置 10 min 使其部分溶解，8 000 r/min 离心 5 
min，取出全部上清于 Eppendorf管中，取 50.00 μL
进 HPLC检测分析。 
2.6.4  标准曲线的制备   分别配制质量浓度为

0.005、0.01、0.05、0.10、0.50、1.00 mg/mL的系列

标准溶液，各取 10.0 μL分别加入空白血浆 200 μL，
混匀，按照“2.6.3”项下血浆样品处理方法处理，

即得质量浓度分别为 0.05、0.10、0.50、1.00、5.00、
10.00 μg/mL的血浆系列标准溶液，取 50.00 μL进

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

3种浓度（0.10、1.00、10.00 μg/mL）的甘草次酸溶

液，按“2.6.3”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。1 天内测定 5 次计算日内精密度，每天测定 1
次连续测 5 d，计算日间精密度。 
2.6.6  回收率实验  分别取 9份大鼠空白血浆，每

3份为 1个剂量组，分别配制低、中、高（0.10、1.00、
10.00 μg/mL）3个质量浓度的含药血浆，按“2.6.3”
项下血浆样品处理方法处理，记录色谱峰面积 A1，
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 A2，按 A1/A2计算

回收率。

2.7  GA-NSPs药动学研究 
健康雄性 SD大鼠 20只，180～200 g，随机分

成两组。给药前禁食 12 h，自由饮水。分别以 50.00 
mg/kg 的剂量 ig 和尾 iv 给予 GA-NSPs，于给药前

和给药后 0.08、0.25、0.50、1、2、4、8、12、24、
36、48 h经大鼠眼球后静脉丛采血 0.50 mL，置于

含肝素钠的 Eppendorf管中，8 000 r/min离心 5 min，
取血浆 200.00 μL，按照“2.6.3”项下血浆样品处理

方法和“2.6.1”项下色谱条件处理，进样 50.00 μL，
记录峰面积，计算各时间点的血药浓度。Phoenix 
WinNonlin（version 6.1）药动学软件处理，计算药

动学参数。

3  结果 
3.1  GA-NSPs的性质 

将甘草次酸、PEG2000-PCL2000 按质量比 5:1
成功制备了甘草次酸纳米混悬剂。其平均粒径为

298.1 nm，PDI值为 0.155，电位−12 mV，粒径分布

图见图 1。在透射电镜下观察 GA-NSPs接近球形，

大小均一，分布均匀，分散度较好（图 2）。制备 3
份 GA-NSPs，测定其载药量分别为 77.08%、76.68%
和 78.45%，平均载药量为 77.40%。 

图 1  GA-NSPs的粒径分布图 
Fig.1  Particle size distribution of GA-NSPs 
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图 2  GA-NSPs TEM照片 
Fig.2  Transmission electron microscope images of 

GA-NSPs 

GA-NSPs在生理盐水、pH7.4的 PBS、5%葡萄

糖溶液和人工胃肠液中孵育 5 h 粒径变化均在 20 
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 GA-NSPs 可以满足口服和

静脉给药的稳定性要求。GA-NSPs直接冻干后加水

不能复溶，而加入 4%的麦芽糖做保护剂再冻干，

加入去离子水、0.9%氯化钠溶液、5%葡萄糖溶液 3
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。4 ℃条件下放置 7 d后粒径无显

著变化。

3.2  GA-NSPs体外释放 
如图 3所示，在有 1%胎牛血清存在的条件下，

GA-NSPs在 6 h时体外累积释放率达到 32.11%，至

96 h几乎释放完全，达到 97.02%。而 GA-CS则释

放缓慢，24 h的累积释放只有 26.91%。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 PBS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 1%胎牛血清来促进药物的释放。甘草次酸纳

米混悬剂在 1%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。

3.3  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HPLC色谱

图见图 4，可知，在项“2.6.1”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 6.7min，峰形良好。 

图 3  GA-NSPs体外释放 
Fig.3  In vitro release profiles of GA-NSPs 

图 4  空白血浆（A）及大鼠含药血浆（B）中甘草次酸的

HPLC图谱  
Fig.4  HPLC of blank plasma (A) and GA in plasma 

sample of rat (B) 

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 = 0.000 5 x+ 
0.069 1（r=0.999 8），线性范围 0.05～10 μg/mL，定

量限为 0.05 μg/mL。低、中、高 3个浓度的提取回

收率（n = 5）分别为（116.6±3.8）%、（88.8±1.3）%
和（83.0±1.5）%，相应的 RSD 值分别为 3.2%、
2.5%和 1.8%。日内、日间精密度 RSD均小于 5%，
表明该检测方法的准确度、精密度较高。

3.4  甘草次酸纳米混悬剂药动学研究 
GA-NSPs ig 组与尾 iv 组在大鼠体内的平均血

药浓度-时间曲线见图 5，大鼠体内主要药动学参数

见表 1。可以看出 GA-NSPs 尾 iv 组血药浓度达峰

时间要比 ig组快，GA-NSPs尾 iv组的 Cmax是 ig组
的 8.13倍，GA-NSPs尾 iv组的 AUC值是 ig组的

1.28倍。 
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图 5  GA-NSPs在大鼠体内的药-时曲线（n=8） 
Fig.5  Concentration-time curves of GA-NSPs in rats (n=8) 

表 1  GA-NSPs ig和尾 iv给药后的药动学参数 
Table 1  Pharmacokinetic parameters after iv and ig 

administration with GA-NSPs 

参数 单位 iv GA-NSPs ig GA-NSPs 
t1/2 h   8.65  7.55 
Tmax h   0.08  0.38 
Cmax ng·mL−1 324307.70 39868.40 
AUC0-∞ h·ng·mL−1 267473.60 210629.00 
AUC0-t h·ng·mL−1 263718.09 204820.08 

4  讨论 
本研究预试验中曾经尝试过用 PLA-PEG、

PEG-PLGA、聚山梨酯-80、苄泽 78、泊洛沙姆等作

稳定剂进行 GA-NSPs 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 PCL-PEG 为稳定剂时，制备的纳米混

悬剂载药量高（可达到 5:1），同时粒径也小，故研

究就一直用 PCL2000-PEG2000为稳定剂制备。 
尝试了不同流动相，如磷酸水、乙酸水[17-18]，

最后以乙腈-0.1%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 50.00 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，GA-NSPs口
服吸收比较快，约 30 min即可达到血药浓度峰值。

这可能由于 GA-NSPs 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GA-NSPs在约 8 h时出现了不太明显的第

二个血药浓度峰值。对 GA-NSPs 来说，本文建立

的血样处理方法以及HPLC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 Cmax高出口服给药的 Cmax很多

倍。从其药时曲线推测，GA-NSPs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 GA-NSPs，iv给药的

AUC仅仅为 ig给药的 1.28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 GA-NSPs 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。

GA-NSPs 平均粒径 300 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（RES）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[19]。而 ig 给药的 GA-NSPs
则不具备这一特点。所以，尽管 iv 给药 GA-NSPs
的 AUC较 ig给药提高有限，但从对肝脏疾病的治

疗目的来看，iv给药 GA-NSPs可能会比 ig给药有

效得多。关于 GA-NSPs 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 iv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 PEG-PCL
具有优异的安全性和生物相容性[20]，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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