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丹参酮ⅡA聚合物脂质纳米粒制备及脑部药物递送研究

高羚毓，贾瑞欣，毕 野，邱智东，李银清，苏 婷，邱 野*

长春中医药大学 药学院，吉林 长春 130117

摘 要：目的 为了改善丹参酮ⅡA（TanⅡA）的溶解性、增加脑组织中的药物浓度，制备TanⅡA聚合物脂质纳米粒（TanⅡA-

PLNs）并进行体外释放、药动学、脑组织分布研究。方法 建立TanⅡA含量测定的高效液相色谱（HPLC）法，以纳米制剂

的包封率和粒径为指标，优化TanⅡA-PLNs的制备工艺，分别优化TanⅡA与蛋黄磷脂（Egg-PC）的比例、Egg-PC与聚乳酸-

羟基乙酸共聚物（PLGA）的比例、有机相与水相的比例；进行TanⅡA-PLNs的处方验证、稳定性考察、体外释放考察。建

立TanⅡA在血浆和脑匀浆中的液-质联用（LC-MS）检测方法。SPF级雄性 SD大鼠 6只，随机分为 2组，给药前 12 h禁食，

一组 ig 25 mg·kg−1的TanⅡA混悬液，另一组尾 iv 5 mg·kg−1的TanⅡA-PLNs溶液，于给药后 5、15、30、60、120、240、360、

480、720 min眼眶取血约 0.5 mL，LC-MS法进行药动学检测。取 KM小鼠 4只，尾 iv DiR标记的 TanIIA-PLNs，给药 30、60、

120、240 min后处死解剖，通过荧光成像观察TanIIA-PLNs在组织中的分布情况。取KM小鼠 12只，随机分成 4组，给药前 12 h

禁食，尾 iv 2.5 mg·kg−1的TanⅡA-PLNs溶液，于给药后 30、60、120、240 min处死小鼠，剥离完整大脑组织，称质量，加入 2倍超纯

水匀浆，LC-MS法检测TanⅡA水平。结果 TanⅡA-PLNs的最优处方为TanⅡA∶Egg-PC为 1∶4、Egg-PC∶PLGA为 5∶2、有机

分散体系∶水分散体系为 1∶15。以Egg-PC/PLGA作为脂质纳米粒的膜材，采用纳米粒沉淀法制备的TanⅡA-PLNs的平均粒

径为 272 nm，Zeta电位为−4.93 mV，包封率为 88.2%，载药量为 18%。在避光、干燥（室温）的条件下TanIIA-PLNs冻干粉

稳定。TanIIA原料药在 48 h内释放完全，累积释放率为（93.75±0.75）%，与Korsmeyer-Peppas释放方程拟合程度较好；TanIIA-

PLNs在 400 h左右释放完全，累积释放率为（89.44±2.22）%，与零级释放方程拟合度最好。药动学结果表明，大鼠尾 iv Tan

ⅡA-PLNs给药剂量是 ig TanⅡA原料药剂量的 1/5，TanⅡA-PLNs的AUC0-t和 t1/2ß是TanⅡA原料药的 2.8和 1.5倍。组织分布实验

结果显示，30 min 时肝组织显示荧光；60 min 时脑组织显示出荧光，120 min时脑组织荧光最强，240 min时脑组织荧

光变弱。TanⅡA-PLNs给药2 h后，TanⅡA脑匀浆质量浓度为 235.5 ng·g−1。结论 制备的TanⅡA-PLNs均一稳定，包封率较高，聚

合物脂质纳米颗粒的应用提高了TanⅡA的血药浓度，可增加药物在脑部的暴露。
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Abstract: Objective Tanshinone IIA polymeric lipid nanoparticles (TanⅡA-PLNs) were prepared for improving the solubility and

drug concentration in brain tissue to increase drug brain exposure. In vitro release, pharmacokinetics and brain tissue distribution

were studied. Method A high performance liquid chromatography (HPLC) method was established to determine the content of TanⅡA,

and the preparation process of TanⅡA-PLNs was optimized by taking the encapsulation rate and particle size of nano-preparations as

indexes. The proportion of TanⅡA to Egg-PC, Egg-PC to polylactic acid - hydroxyacetic acid copolymer (PLGA) and organic phase

to water phase were optimized respectively. The prescription validation, stability and in vitro release of Tan ⅡA-PLNs were

investigated. To establish a method for the determination of TanⅡA in plasma and brain homogenates by liquid - mass spectrometry

(LC-MS). Six SPF male SD rats were randomly divided into two groups, one group was given 25 mg·kg−1 TanⅡA suspension, the

other group was given 5 mg·kg−1 TanⅡA-PLNs solution. At 5, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 720 min after administration, about

收稿日期：2022-02-09

基金项目：吉林省发展改革委员会项目（202000C032-4）

第一作者：高羚毓（1997—），女，汉，硕士研究生，研究方向为中药制药新技术。E-mail：1043288537@qq.com

*通信作者：邱 野（1989—），男，研究方向为中药炮制。E-mail：ccyeqiu@163.com

··909



Drug Evaluation Research第45卷 第5期 2022年5月 Vol. 45 No. 5 May 2022

0.5 mL blood was collected from orbit, and pharmacokinetic detection was performed by LC-MS. Four KM mice were selected and

TanⅡA-PLNs labeled with iv DiR were sacrificed 30, 60, 120 and 240 min after administration, and the distribution of TanⅡA-PLNs

in tissues was observed by fluorescence imaging. Twelve KM mice were randomly divided into four groups, fasted 12 h before

administration, and treated with 2.5 mg·kg−1 TanⅡA-PLNs solution in tail iv. The mice were sacrificed 30, 60, 120 and 240 min after

administration. The intact brain tissues were stripped, weighed, and the level of TanⅡA was detected by LC-MS. Results Egg-PC/PLGA

(5:2) were used as membrane materials of TanIIA-PLNs nanoparticles, and the volume ratio of organic phase to water phase was 1: 15. The

particle size, zeta potential, entrapment efficiency and drug loading capacity of TanIIA-PLNs were 272 nm, − 4.93 mV, 88.2%, 18%

respectively. TanⅡA-PLNs freeze-dried powder is stable under dry conditions (room temperature) and away from light. Pharmacokinetics

showed that the AUC(0-t) and t1/2ß of TanIIA-PLNs were 2.8 and 1.5 times higher than free TanIIA even the dose difference of administration

was 1/5 times. The results of tissue distribution experiment showed that the liver tissue showed fluorescence at 30 min. The brain

tissue showed fluorescence at 60 min, the fluorescence was the strongest at 120 min, and the fluorescence became weak at 240 min.

The plasma concentration of TanIIA reached 235.5 ng/g after 2 h of TanIIA-PLNs administration. Conclusion TanIIA-PLNs were

uniform and stable, and had a higher entrapment efficiency. In vivo pharmacokinetic parameters showed that the application of

polymeric lipid nanoparticles improved the concentration of TanIIA in brain tissue and increased the exposure of the drug in the brain.

Key words: TanIIA; Polymer Lipid Nanoparticles (PLNs); brain distribution; pharmacokinetics

脑卒中是一种常见的脑血管疾病，以血管损伤

和脑组织缺血为主要症状［1］，脑组织缺血引发神经

炎症［2-3］，患者出现偏瘫、共济失调等症状，严重会导

致死亡。丹参酮ⅡA（tanshinone ⅡA，TanIIA）靶向葡萄

糖转运蛋白 1（GLUT1）减轻脑卒中导致的神经细胞

损伤［4］，在干预急性缺血性脑卒中方面有显著作

用［5-8］，治疗窗在 24 h之内［9］。由于TanIIA亲脂性高、

口服生物利用度为 2.9%～3.4%［10］，P-糖蛋白的外排

机制限制 TanIIA透过血脑屏障［11］，药物在脑部的暴

露难以达到较高水平；另一方面血脑屏障内皮细胞

之间的紧密连接严重限制了离子型水溶液药物的

扩散［12-13］，临床使用的TanIIA及TanIIA磺酸钠注射剂

难以在脑部蓄积，限制了其在脑卒中治疗中的应

用。纳米制剂在脑部的高效递送得到广泛应用。

脂质体可以透过血脑屏障［14］，通过吸附介导的内吞

作用到达脑组织［15］，但稳定性差、药物包封能力有

限［16］。聚合物纳米粒子具有良好的结构稳定性和

控释能力［17］，但其粒径大、生物相容性差，限制其 iv

给药。脂质纳米粒结合了脂质体和聚合物纳米颗

粒的优点，利用打开的微血管的细胞旁系通路、内

皮细胞的内噬或胞饮作用［18］，同时通过脂质增溶实

现膜流化，提高膜的通透性，使药物透过血脑屏障。本

实验将TanIIA与磷脂类膜材和聚乳酸-羟基乙酸共聚物

［Poly（lactic-co-glycolic acid），PLGA］结合，制备成Tan

ⅡA聚合物脂质纳米粒（TanⅡA-PLNs），使TanIIA透过血脑

屏障，增加其在脑部的暴露，改善治疗卒中的能力。

1 材料

1.1 主要仪器

LC-1260 高效液相色谱仪、Agilent ZORBAX

SB-C18色谱柱（美国安捷伦公司）；LCMS-8040三重

四级杆液相色谱质谱联用仪（日本岛津公司）。

1.2 主要试剂

TanⅡA原料药（南京卡塞斯医药）；TanⅡA对照

品（质量分数≥98%，CAS 号 568-72-9）、隐丹参

酮（质量分数≥98%，CAS 号 957-68-6）、聚乙烯

醇（上海源叶生物科技有限公司）；蛋黄磷脂（Egg-

PC）、PLGA（5050A）（上海艾伟特医药科技有限公

司）；丙酮（西陇科学股份有限公司）；甲醇（广东光

华科技股份有限公司）。

1.3 实验动物

雄性 SPF 级 SD 大鼠，体质量 250 g 左右，8 周

龄；雄性 SPF级KM小鼠，体质量 25 g左右，8周龄；

均购自长春市亿斯实验动物技术有限责任公司，实

验动物生产许可证号 SCXK（吉）2020-0002。动物

实验已通过长春中医药大学动物实验伦理审查。

2 方法与结果

2.1 TanⅡA-PLNs的制备

以纳米粒沉淀法制备 TanⅡA-PLNs［19］。精密称

定 5 mg TanⅡA、20 mg Egg-PC和 8 mg PLGA溶于丙

酮∶甲醇（4∶1）的有机体系中，超声溶解，作为有机

分散体系。1% 的聚乙烯醇溶液作为水分散体系。

在磁力搅拌过程中，将有机相一次性快速注入水

相，挥去有机分散体系，10 000 r·min−1 高压均质

1 min，即得TanⅡA-PLNs。

2.2 TanⅡA含量测定方法的建立

2.2.1 色谱条件 Agilent ZORBAX SB-C18 色谱

柱（250 mm×4.6 nm，5 µm）；流动相为甲醇-水（80∶

20）；体积流量 1.0 mL·min−1；检测波长 275 nm；柱温
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30 ℃；进样体积10 µL。

2.2.2 标准曲线的绘制 精密称定 TanⅡA 对照品

2 mg，置于 2 mL量瓶中，甲醇超声溶解，制成1 mg·mL−1

的对照品溶液。利用甲醇将TanⅡA对照品溶液稀释

成 1、5、10、30、50、100、200 µg·mL−1 的系列标准溶

液，注入高效液相色谱仪（HPLC）中，以HPLC测定

的峰面积（A）为纵坐标、以TanⅡA的质量浓度为横坐

标绘制标准曲线。标准曲线方程为：Y＝45.38 X－

93.379，R2＝0.999 7，TanⅡA在1～200 µg·mL−1内线性关

系良好。

2.2.3 专属性考察 阴性供试品：按“2.1”项方法制

备无TanⅡA 的 PLNs，精密移取 1 mL，甲醇破乳定

容至 5 mL。供试品：按“2.1”项方法制备 TanⅡA-

PLNs，精密移取 1 mL，甲醇破乳定容至 5 mL。精密

吸取 10 µg·mL−1的 TanⅡA对照品溶液、阴性供试品

溶液和质量浓度为 26.5 µg·mL−1的供试品溶液，注

入 HPLC 中，按“2.2.1”项下的色谱条件测定，空白

PLNs对TanⅡA的测定无干扰（图 1）。定量限在信噪

比（S/N）为 10 的基础上确定，TanIIA 的定量限为

4.6 µg·mL−1。检测限在 S/N 为 3 的基础上确定，

TanIIA的检测限为1.4 µg·mL-1。

2.2.4 精密度试验 精密吸取 TanⅡA对照品溶液，

甲醇稀释成 5、30、100 µg·mL−1，按“2.2.1”项下的色

谱条件重复测定 6 次，RSD 分别为 0.29%、0.52%、

0.26%，表明此仪器精密度良好。

2.2.5 重复性试验 按“2.1”项方法制备 6 份 Tan

ⅡA-PLNs，精密移取 1 mL，甲醇破乳定容至 5 mL。

按“2.2.1”项下的色谱条件测定，RE为 0.6%，RSD为

1.02%，表明方法重复性良好。

2.2.6 稳定性考察 取制备好的供试品溶液，在制

备后的 2、4、6、8、12 h后分别进样，按“2.2.1”项下的

色谱条件测定，RSD值为 0.39%，表明TanⅡA在 12 h

内稳定。

2.2.7 加样回收率考察 精密量取质量浓度为

26.5 µg·mL−1 的 Tan ⅡA-PLNs 样 品 9 份 ，加 入

低（80%）、中（100%）、高（120%）浓度的对照品溶

液 ，精 密 移 取 1 mL，甲 醇 破 乳 定 容 至 5 mL。

按“2.2.1”项下的色谱条件测定，TanⅡA的加样回收

率 在 98.49%～100.64%、 98.60%～101.30%、

99.68%～102.54%，RSD 为 1.29%，表明该方法回收

率良好。

2.3 TanⅡA-PLNs制备工艺的研究

以 TanⅡA-PLNs 的包封率和粒径为指标，按

表 1～3 处方分别优化 TanⅡA 与 Egg-PC 的比例、

Egg-PC 与 PLGA 的 比 例 、有 机 相 与 水 相 的

比例。

2.3.1 高速离心法测定包封率的方法及验证 采

用高速离心法分离包裹药物的聚合物脂质纳米粒

与游离药物，4 ℃、15 000 r·min−1 离心 30 min，取

1 mL上清液，甲醇定容至 5 mL，利用HPLC法测定

上清液中 TanⅡA的含量，计为 W 游离；TanⅡA-PLNs 破

乳定容，得到总 TanⅡA 供试品溶液，HPLC 法测定

图1 TanⅡA的HPLC专属性考察

Fig. 1 Specificity of HPLC of TanⅡA

表1 优化TanⅡA-PLNs中TanⅡA与Egg-PC的质量比

Table 1 Mass ratio of TanⅡA and Egg-PC of TanⅡA-PLNs

optimization

序号

1

2

3

4

5

TanⅡA∶Egg-PC

1∶1

1∶2

1∶3

1∶4

1∶5

Egg-PC∶PLGA

5∶3

5∶3

5∶3

5∶3

5∶3

有机相∶水相

1∶15

1∶15

1∶15

1∶15

1∶15

表3 优化TanⅡA-PLNs中有机相与水相的体积比

Table 3 Volume ratio of organic and aqueous phases of

TanⅡA-PLNs optimization

序号

1

2

3

4

5

TanⅡA∶Egg-PC

1∶4

1∶4

1∶4

1∶4

1∶4

Egg-PC∶PLGA

5∶2

5∶2

5∶2

5∶2

5∶2

有机相∶水相

1∶10

1∶12.5

1∶15

1∶17.5

1∶20

表2 优化TanⅡA-PLNs中Egg-PC与PLGA的质量比

Table 2 Mass ratio of Egg-PC and PLGA of TanⅡA-PLNs

optimization

序号

1

2

3

4

5

TanⅡA∶Egg-PC

1∶4

1∶4

1∶4

1∶4

1∶4

Egg-PC∶PLGA

5∶5

5∶4

5∶3

5∶2

5∶1

有机相∶水相

1∶15

1∶15

1∶15

1∶15

1∶15
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TanⅡA含量，计为W 总，计算包封率（EE）。按“2.1”项

下的 TanⅡA-PLNs 的制备方法制备空白脂质纳米

粒，再加入游离药物，4 ℃、15 000 r·min−1 离心

30 min，取上清液，按“2.2.1”项下方法测定TanⅡA含

量［20］。游离药物与空白脂质纳米粒混合物的回收

率为（93.07±0.62）%（n＝3）。表明利用高速离心法

测定包封率准确、简便。

EE＝1－W 游离/W 总

2.3.2 粒径测定 取制备好的 TanIIA-PLNs适量于

粒径测定杯中，并将其放入马尔文粒度分析仪中，

于 25 ℃的条件下平衡 30 s后，测定样品的粒径及聚

合物分散性指数（PDI），平行测定3次。

2.3.3 TanⅡA与Egg-PC的比例 如图 2-A所示，Tan

ⅡA∶Egg-PC 为 1∶4 时，包封率最高，为 86%；TanⅡA∶

Egg-PC为 1∶3时，粒径最小，为 283 nm。由于 Egg-

PC具有乳化作用，可提高体系的稳定性［21］，Egg-PC

的含量越高，TanⅡA-PLNs的稳定性越强，故选择Tan

ⅡA与Egg-PC的比例为1∶4。

2.3.4 Egg-PC 与 PLGA 的比例 如图 2-B 所示，

Egg-PC∶PLGA 为 5∶3 时，包封率最高，为 87.2%；

Egg-PC∶PLGA为 5∶2时，粒径最小，为 272 nm。由

于 Egg-PC 具有乳化作用，可提高体系的稳定性，

Egg-PC的含量越高，TanⅡA-PLNs的稳定性越强，故

选择Egg-PC与PLGA的比例为5∶2。

2.3.5 有机相与水相的比例 如图 2-C所示，当有

机分散体系∶水分散体系为 1∶15时，包封率最高，为

88.5%，粒径最小，为 265.7 nm，故选择有机分散体

系与水分散体系的比例为1∶15。

2.3.6 TanⅡA-PLNs处方验证 TanⅡA-PLNs的最优

处方为 TanⅡA∶Egg-PC为1∶4、Egg-PC∶PLGA为 5∶2、

有机分散体系∶水分散体系为 1∶15。按上述处方制

备 3 批 TanⅡA-PLNs，包封率为（88.2±1.76）%、粒

径为（271.3±6.2）nm、PDI 为 0.242 、Zeta 电 位

为 −4.93 mV（见图 3），表明 TanIIA-PLNs 的粒度分

布均匀，TanIIA-PLNs表面带负电，体系较稳定［22］，适

用于体内给药。为了便于储存，将TanⅡA-PLNs制备

成冻干粉，加入 10 mg·mL−1的甘露醇作为冻干保护

剂，冻干粉的包封率为86.9%，粒径为282.9 nm。

2.3.7 初步稳定性实验 TanⅡA-PLNs冻干粉放置 6

个月后，其外观为淡桔色、蓬松粉末，复溶时间为

2～3 min，包封率为 85.6%，较放置前的样品差异不

大。结果表明，在避光、干燥（室温）的条件下

TanIIA-PLNs冻干粉稳定。

2.4 TanⅡA-PLNs的体外释放

TanIIA原料药用 5 mL的 50%乙醇溶解，释放介

质为 50 mL的 50%乙醇，TanIIA-PLNs的释放介质为

50 mL的 0.5%十二烷基硫酸钠溶液。将TanIIA溶液

和TanIIA-PLNs转移至截留相对分子质量为 8 000～

14 000 的透析袋中，置于 37 ℃、120 r·min−1 的恒

温摇床中。在固定时间点取样 1 mL，并补充同体

积的释放介质。利用 HPLC 法测定不同时间点

TanIIA 和 TanIIA-PLNs 的药物浓度，计算累计释放

率。TanIIA原料药在 48 h内释放完全，累积释放率

为（93.75±0.75）%，TanIIA-PLNs 在 400 h 左右释放

完全，累积释放率为（89.44±2.22）%（见图 4）。分

别采用零级、一级、Higuchi、Korsmeyer-Peppas释放

方程对释放曲线进行模拟（表 4），释放方程拟合结

果表明，TanIIA原料药与Korsmeyer-Peppas释放方程

拟合程度较好；TanIIA-PLNs释放程度与零级释放方

图2 TanⅡA-PLNs处方优化

Fig. 2 Prescription optimization of TanⅡA-PLNs

图3 TanⅡA-PLNs粒径、电位图

Fig. 3 Particle size and potential diagram of TanⅡA-PLNs
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程拟合度最好，保持衡定的释放速率，有利于维持

更久的有效血药浓度［23］。

AR-累积释放率；Cn-第n个时间点释放介质中的TanIIA浓度；V-释放

介质总体积；Vi-第 i个时间点取样体积；W-加入TanIIA的总量

2.5 TanⅡA体内分析方法的建立

2.5.1 色 谱 与 质 谱 条 件 色 谱 条 件 ：Agilent

ZORBAX SB-C18色谱柱（250 mm×4.6 nm，5 µm），

流动相为乙腈 -0.1% 甲酸水（80∶20），体积流量为

1.0 mL·min−1，柱温 30 ℃，进样体积 10 µL。质谱条

件：点喷雾离子源（ESI）；正离子检测模式；离子源

温度 400 ℃；喷雾电压 4.5 kV；雾化器体积流量

3.0 L·min−1。扫描方式为多反应监测模式（MRM），

检测离子对为 m/z 295/249（TanⅡA），碰撞能量为

−20 eV；m/z 297/254（隐丹参酮），碰撞能量为−35 eV。

2.5.2 供试品制备 取血浆样品 0.1 mL 或脑匀浆

样品 0.2 mL，加入 10 µg·mL−1 的内标隐丹参酮溶

液 10 µL 混匀，加入含0.3%甲酸的甲醇溶液500 µL作

为蛋白沉淀剂。涡旋混合 1 min后，9 800 r·min−1离

心10 min。取上层溶液，40 ℃挥干。残渣加 500 µL

甲醇复溶，进行 2次离心，取上层溶液，过 0.22 µm滤

膜，即得。

2.5.3 TanⅡA体内分析标准曲线 取空白血浆或脑

匀浆样品，加入 TanⅡA对照品和 10 µg·mL−1的内标

隐丹参酮溶液 10 µL组成混合标准溶液。将血浆样

品稀释成混标为 1、5、10、50、100、500、1 000 ng·mL−1的

系列标准溶液，将脑匀浆样品稀释成混标为 0.5、

1.0、5.0、10.0、50.0、100.0、200.0 ng·mL−1的系列标准

溶液，按照“2.5.2”项处理，注入LC-MS中，以TanⅡA

与内标峰面积比为Y轴，TanⅡA质量浓度为X轴绘制

标准曲线。

血浆中TanⅡA的标准曲线为Y＝0.016 X＋0.471 3，

R2＝0.991 1，在 1～1 000 ng·mL−1质量浓度范围内线

性良好；脑匀浆TanⅡA的标准曲线为Y＝0.021 1 X＋

0.112 7，R2＝0.995 3，在 0.5～200.0 ng·mL−1 浓度范

围内线性良好。

2.5.4 专属性考察 取空白血浆样品、空白血浆加

对照品及内标、给药后血浆样品加内标、空白脑匀

浆样品、空白脑匀浆加对照品及内标、给药后脑匀

浆样品加内标，按“2.5.2”项下方法处理，按“2.5.1”

项下条件测定，结果表明空白血浆和空白脑匀浆对

TanⅡA的测定无干扰（图 5）。定量限在 S/N为 10的

基础上确定，TanIIA在血浆和脑匀浆中的最低定量

质量浓度分别为 1.0、0.5 ng·mL−1。检测限在 S/N为

3的基础上确定，TanIIA在血浆和脑匀浆中的最低定

量质量浓度分别为0.30、0.15 ng·mL−1。

2.5.5 精密度与准确度考察 分别取血浆和脑匀

A-空白血浆样品；B-空白血浆加混合对照品；C-给药后血浆样品加

内标；D-空白脑匀浆样品；E-空白脑匀浆加混合对照品；F-给药后脑

匀浆样品加内标

A- blank plasma sample; B- blank plasma plus mixed control; C- add

internal standard to plasma sample after administration; D-blank brain

homogenate sample; E-blank brain homogenate plus mixed control; F-

add internal standard to brain homogenate sample after administration

图5 血浆及脑匀浆样品的专属性考察

Fig. 5 Specificity of plasma and brain homogenate samples

图4 TanⅡA原料药与TanIIA-PLNs体外释放曲线

Fig. 4 In vitro release curve of TanⅡA and TanIIA-PLNs

表4 TanⅡA原料药与TanIIA-PLNs释放方程拟合

Table 4 Fitting table of release equation of TanⅡA and

TanIIA-PLNs

释放物质

TanIIA

TanIIA-

PLNs

拟合模型

Zero order

First order

Higuchi

Korsmeyer-Peppas

Zero order

First order

Higuchi

Korsmeyer-Peppas

拟合方程

Y＝1.5 366 X＋35.62

Y＝71.51×（1－e−0.35x）

Y＝16.39 X0.5

Y＝29.40 X0.31

Y＝0.16 X＋17.69

Y＝96.48×（1－e−0.005x）

Y＝3.973 0 X0.5

Y＝4.24 X0.40

R2

0.7 400

0.4 487

0.7 425

0.93 798

0.9 969

0.8 444

0.9 407

0.9 409
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浆的低、中、高质量浓度质控样品，LC-MS连续 3 d

测定，计算日内、日间精密度。如表 5所示，血浆与

脑匀浆样品在日内和日间精密度的 RSD值均小于

6.58%，准确度RE在 0.14%～2.77%。结果表明此分

析方法的精密度和准确度良好。

2.5.6 提取回收率与基质效应考察 取空白血浆

或脑匀浆样品，加入 TanⅡA对照品和 10 µg·mL−1的

内标隐丹参酮溶液 10 µL组成混合标准溶液。将血

浆样品稀释成混标为 5、50、500 ng·mL−1 的质控

样品 ，将脑匀浆样品稀释成混标为 1.0、10.0、

100.0 ng·mL−1 的质控样品。取质控样品各 5 份，

按“2.5.2”项下方法制备，按“2.5.1”项下的条件进行

测定 ，峰面积计为 A1；取空白血浆和脑匀浆 ，

按“2.5.2”项下方法制备，挥干后用低、中、高质量浓

度的TanⅡA与隐丹参酮混合溶液复溶，各 5份，峰面

积计为 A2；取 TanⅡA 与隐丹参酮混合溶液各 5 份，

按“2.5.1”项下的条件测定，峰面积计为 A3。提

取回收率＝A1/A2，基质效应＝A2/A3。如表 5 所示，

TanⅡA和隐丹参酮在血浆和脑匀浆中的回收率和基

质效应不影响测定。

2.6 TanⅡA-PLNs初步药动学

2.6.1 给 药 样 品 的 制 备 称 量 TanⅡA 原 料 药

12.5 mg，加 4 mL 的 0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-

Na），超声溶解，制成均匀的混悬溶液，ig给药 2 mL；

称量TanⅡA-PLNs冻干粉33 mg（内含5 mg的TanⅡA），加

2 mL的生理盐水复溶，尾 iv 0.5 mL。

2.6.2 血浆药动学 SPF级雄性 SD大鼠 6只，随机

分为 2组，给药前 12 h禁食。一组 ig给药 25 mg·kg−1

的TanⅡA 混悬液，于给药后 15、30、60、120、240、

360、480、720 min 眼眶取血，约 0.5 mL。另一组

尾 iv 5 mg·kg−1的TanⅡA-PLNs溶液，于给药后 5、15、

30、60、120、240、360、480、720 min 眼眶取血，约

0.5 mL。将血液置含肝素钠的离心管中，4 000 r·min−1离

心 10 min，取上清，−20 ℃保存。采用“2.5”项方法

进行血药浓度检测，如图 6、表 6 所示，TanIIA-PLNs

的AUC0-t和 t1/2ß是TanⅡA的2.8和1.5倍。

2.6.3 荧光成像观察 TanⅡA-PLNs的组织分布 取

KM 小鼠 4 只，尾 iv DiR 标记的 TanIIA-PLNs。给药

30、60、120、240 min后，处死解剖。通过荧光成像技

术观察 TanIIA-PLNs 在组织中的分布情况。如图 7

所示，30 min时肝组织显示荧光，药物首先在肝部代

谢；60 min时脑组织显示出荧光，药物在脑中暴露；

120 min时脑组织荧光最强，240 min时脑组织荧光

变弱。

表5 TanⅡA的血浆和脑组织中LC-MS分析方法学评价（n＝5）

Table 5 LC-MS analysis methodology evaluation of plasma and brain of TanⅡA (n=5)

样品

血浆

脑匀浆

质量浓度/（ng·mL−1）

5

50

500

1

10

100

日内精密度RSD/%

3.12

3.29

5.42

2.95

3.53

6.28

日间精密度RSD/%

3.92

3.15

5.33

3.26

5.70

6.58

准确度RE/%

1.44

0.67

0.14

1.13

0.96

2.77

提取回收率/%

70.19±1.42

71.33±4.88

75.97±3.52

72.66±2.07

74.34±2.16

78.41±2.66

基质效应/%

101.07±5.87

100.19±2.58

98.92±7.34

104.22±2.63

101.95±1.97

102.91±3.00

表6 给药后血浆中TanⅡA的药动学参数（x
—

±s，n=3）

Table 6 Pharmacokinetic parameters of of TanⅡA in

plasma (x
—

±s, n=3)

参数

t1/2ß

Cmax

AUC0-t

AUC0-∞

MRT0-t

MRT0-∞

单位

min

µg·mL−1

mg·L−1·min

mg·L−1·min

min

min

TanⅡA

167.68±30.66

0.27±0.12

65.40±5.42

69.11±3.45

222.60±0.97

262.27±20.76

TanⅡA-PLNs

254.08±55.47**

1.29±0.09***

180.55±2.46***

202.38±4.21***

194.49±0.04***

291.66±36.03

与TanⅡA组比较：**P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.01 ***P < 0.001 vs TanⅡA group

图6 TanIIA-PLNs以及TanIIA原料药的药时曲线

Fig. 6 Drug time curve of TanIIA-PLNs and TanIIA
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2.6.4 脑组织分布 取 KM 小鼠 12只，随机分成 4

组，给药前 12 h 禁食，尾 iv 2.5 mg·kg−1 的 TanⅡA-

PLNs 溶液，于给药后 30、60、120、240 min 处死小

鼠，剥离小鼠完整大脑组织，称质量，加入 2倍超纯

水匀浆，−20 ℃保存。采用“2.5”项方法进行 TanⅡA

检测。已有研究表明［24］口服给药 TanⅡA混悬液，在

15 min后脑组织中并未检测到 TanⅡA，是因为口服

TanⅡA的生物利用度过低。如图 8和表 7所示，尾 iv

TanⅡA-PLNs后 120 min时脑组织中TanⅡA的含量为

235.5 ng·g−1。

3 讨论

由于TanⅡA溶解度低，并且是P-糖蛋白的底物，

P-糖蛋白介导的外排作用与首过效应致使其口服生

物利用度极低［25］，大约为 3.5%，同时 TanIIA的血浆

蛋白结合率高，为 99.2%［26］，与血浆蛋白结合的

TanIIA不能转运，所以难以透过血脑屏障。TanIIA磺

酸钠虽然可以达到较高的血药浓度但是因其水溶

性难以透过血脑屏障［12］，所以要制备纳米制剂达到

TanIIA脑部暴露的目的。本实验利用改进的纳米粒

沉淀法制备聚合物脂质纳米粒［27］，以丙酮/甲醇作为

有机相增加 TanIIA的载药量，将有机相溶解的聚合

物和药物以滴状的形式一次性注入水相中，同时采

用均质操作使粒径均一。

对比 TanIIA与 TanIIA-PLNs 药物动力学理论上

应选择相同的尾 iv的给药方式。临床上TanIIA口服

给药，而且在药学可接受溶剂中溶解度有限，不适

宜 iv给药。临床上TanⅡA磺酸钠注射剂静脉给药治

疗卒中，但 TanIIA磺酸钠与 TanIIA因结构不同而导

致代谢机制不同［13］，为了与制剂中的 TanIIA的代谢

机制保持一致，故采用口服给药 CMC-Na 助溶的

TanIIA混悬液。TanIIA-PLNs作为纳米制剂，如进行

口服给药，在消化道的 pH环境及消化酶的作用下，

纳米制剂会发生降解和失去递送能力，所以选择尾

静脉注射的方式，也有文献报道采取这种给药

方式［24］。

即使 ig 给药的 TanIIA剂量是尾 iv TanIIA-PLNs

的 5 倍，TanIIA-PLNs 各个时间点的血药浓度、Cmax、

T1/2ß、AUC0-t均高于TanIIA，同时，给药TanIIA-PLNs后

在脑匀浆中可以定性、定量测到TanIIA，脂质结构为

TanIIA进入脑组织提供机会，表明TanIIA-PLNs可以

透过血脑屏障，显著提高 TanIIA 在脑部的暴露。

AUC0-t增大，延长了药物在血液循环中的时间，增加

了药物在脑部的蓄积，这是由于网状内皮系统对聚

合物纳米粒的识别和吸收［28］。脑卒中的最佳治疗

时间为 24 h，TanIIA-PLNs 进入脑组织，并在 2 h 内

TanIIA 在脑中迅速释放分布并达到最高浓度，而

TanIIA-PLNs具有缓释作用，持续释放有利于保持更

久的有效血药浓度。

聚合物脂质纳米粒，是一种基于脂质的纳米载

体系统，与聚合纳米粒子相比，具有更好的生物相

容性和更低的系统毒性，另一方面包裹的药物在纳

米粒中较稳定，同时延长药物的释放时间［29］。本研

究制备的聚合物脂质纳米粒同时利用了纳米技术

和磷脂载体生物相容性好的特点，制备的 TanIIA-

PLNs均一、稳定，通过胞吞的形式进行跨细胞递送，

进一步增加 TanIIA在脑中的暴露，为 TanIIA进一步

治疗缺血性脑卒中引起的神经损伤及神经系统失

图8 尾 iv TanIIA-PLNs后脑组织中TanⅡA的含量变化

Fig. 8 Content of TanⅡA in brain tissue after TanIIA-PLNs

injection

表7 给药后脑中TanⅡA的药动学参数（n=3）

Table 7 Pharmacokinetic parameters of TanⅡA in brain

after administration (n=3)

参数

Cmax

AUC0-t

MRT0-t

单位

ng·g−1

mg·L−1·min

min

TanⅡA-PLNs

235.50

49.58

1.94

图7 TanⅡA-PLNs在小鼠体内的组织分布

Fig. 7 Tissue distribution of TanⅡA-PLNs in mice
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调提供了可能。
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