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柠檬苦素负载玉米醇溶蛋白/岩藻多糖纳米粒的制备、药动学及对高尿酸
血症大鼠的保护作用  
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摘  要：目的  制备柠檬苦素负载玉米醇溶蛋白/岩藻多糖纳米粒（Lim-Zein/Fuc-NPs），考察其体内药动学特征，并评价其

对高尿酸血症大鼠的肾脏保护作用。方法  采用单因素实验结合 Box-Behnken 设计-效应面法优化 Lim-Zein/Fuc-NPs 处方工

艺；通过透射电镜（TEM）观察 Lim-Zein/Fuc-NPs 微观形貌，采用 X-射线粉末衍射法（XRPD）分析柠檬苦素（Lim）在 Lim-

Zein/Fuc-NPs 中的晶型状态。测定 Lim-Zein/Fuc-NPs 饱和溶解度，采用透析法比较 Lim 和 Lim-Zein/Fuc-NPs 在 pH 2.0、6.8

磷酸盐缓冲溶液中的体外释药行为。SD 大鼠分别 ig 给予 Lim 和 Lim-Zein/Fuc-NPs，计算主要药动学参数及相对口服生物利

用度。构建高尿酸血症大鼠模型，比较 Lim 和 Lim-Zein/Fuc-NPs 对尿酸（UA）、尿素氮（BUN）和血肌酐（CRE）水平的影

响，通过苏木精-伊红（HE）染色观察大鼠肾脏病理学变化。结果  Lim-Zein/Fuc-NPs 最佳处方工艺为：玉米醇溶蛋白与 Lim

用量比 14.74∶1.00，岩藻多糖与玉米醇溶蛋白用量比 1.99∶1.00，制备时间 1.25 h。该工艺制备的 Lim-Zein/Fuc-NPs 包封

率、载药量、粒径及 Zeta 电位分别为（84.31±0.96）%、（1.93±0.06）%、（185.77±4.69）nm、（−32.77±1.09）mV。Lim-

Zein/Fuc-NPs 呈类球形，无黏连现象。XRPD 结果显示，Lim 被包载后由晶态转变为无定形态，饱和溶解度和 18 h 累积释放

率较游离药物均大幅提升。体内药动学结果表明，与 Lim 比较，Lim-Zein/Fuc-NPs 可显著改变药物体内吸收行为，相对口服

生物利用度提升至 7.25 倍。体内药效结果显示，Lim-Zein/Fuc-NPs 可极显著降低高尿酸血症大鼠血清 UA、BUN、CRE 水平

（P＜0.01）。HE 染色结果证实 Lim-Zein/Fuc-NPs 能有效改善肾脏病理损伤。结论  Lim-Zein/Fuc-NPs 显著增加了 Lim 的溶

解度、释放率及生物利用度，进一步增强其对高尿酸血症大鼠的肾脏保护效果，具备临床开发价值。 
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Abstract: Objective  To prepare limonin-loaded by zein-fucoidan nanoparticles (Lim-Zein/Fuc-NPs), and investigate its 

pharmacokinetics and protective effect on hyperuricemic rats in vivo. Methods  Main influencing factors of Lim-Zein/Fuc-NPs were 

investigated by single factor experiments, Box-Behnken response surface design method was employed to optimize prescriptions of 

Lim-Zein/Fuc-NPs, and Lim-Zein/Fuc-NPs powder was prepared. Transmission electron microscope (TEM) was used to observe the 

microscopic appearance of Lim-Zein/Fuc-NPs, X-ray powder diffraction (XRPD) was employed to analyze the crystal form of Lim in 

Lim-Zein/Fuc-NPs powder. Saturated solubility and cumulative release rate of Lim-Zein/Fuc-NPs were determined. SD rats were 

administered intragastrically with Lim and Lim-Zein/Fuc-NPs respectively, their pharmacokinetic parameters and relative oral 
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bioavailability were calculated. Hyperuricemic model was establish, and the effects of Lim and Lim-Zein/Fuc-NPs on uric acid (UA), 

blood urea nitrogen (BUN), and creatinine (CRE) levels were compared. Hematoxylin and eosin (HE) staining was used to observe 

pathological changes in kidney tissue. Results  Optimal formulations of Lim-Zein/Fuc-NPs: the amounts ratio of zein to limonin is 

14.74∶1.00, the amounts ratio of fucoidan to zein is 1.99∶1.00, and the preparation time was 1.25 h. Envelopment efficiency, drug 

loading, particle size and Zeta potential were (84.31±0.96) %, (1.93±0.06) %, (185.77±4.69) nm and (–32.77±1.09) mV, 

respectively. The appearance of Lim-Zein/Fuc-NPs were spheroidal with no adhesion phenomenon. The state of Lim changed into 

amorphous form in Lim-Zein/Fuc-NPs powder. Saturated solubility and cumulative release rate in 18 h were increased greatly. 

Compared with Lim, the in vivo pharmacokinetic behavior of Lim-Zein/Fuc-NPs changed significantly, and the relative oral 

bioavailability was increased to 7.25 times. The levels of UA, BUN, and CRE in Lim-Zein/Fuc-NPs group significantly decreased 

compared to Lim group (P < 0.01). HE staining confirmed that Lim-Zein/Fuc-NPs effectively improved the pathological changes of 

kidney tissue. Conclusion  Lim-Zein/Fuc-NPs significantly increased the solubility, drug release rate and oral bioavailability of Lim, 

and enhanced the protective effect of Lim on hyperuricemic rats and possessing clinical development value. 

Key words: limonin; zein; fucoidan; nanoparticles; bioavailability; hyperuricemia 

 

高尿酸血症（HUA）是机体嘌呤代谢紊乱引发

的血尿酸水平异常升高的代谢性疾病，常与糖尿

病、心血管疾病、肾脏损伤等慢性病共同发生[1]，

已成为危害公共卫生安全的重要隐患。当前临床上

主要采用秋水仙碱、别嘌呤醇等药物治疗 HUA，虽

可缓解病情，但易引起胃肠道刺激、超敏反应、肝

肾损伤等不良反应[1]。因此，研发安全、高效、低毒

的新型治疗药物尤为重要[2]。 

柠檬苦素（Lim）是一种天然三萜类活性成分，

广泛存在于芸香科、楝科等多种植物中[3]。国内外

研究证明 Lim 可用于防治 HUA[4-5]，具有疗效好、

安全性高等优势[6]，可作为防治 HUA 的候选药物。

但 Lim 水中溶解度仅为 6.12 g·mL−1[7]，且口服给药

后首关效应显著[8]。有研究表明，大鼠口服 Lim 后

的体内生物利用度不足 10%[8]，极大制约了其体内

吸收效率与抗 HUA 药效的发挥。基于此，改善 Lim

水溶性与溶出度、减弱消化酶对其体内降解作用，

是提升其口服吸收效果、增强药理活性的核心突破

口[9]。目前针对 Lim 的制剂改良研究主要集中于纳

米混悬剂[7]、脂质纳米粒[8]等新型递药系统。其中，

纳米混悬剂可有效改善Lim溶解度及溶出度低的缺

陷，但无法规避其体内快速降解问题，易导致药物

体内吸收量不足、药效衰减；脂质纳米粒虽能实现

药物的有效包载，但处方工艺复杂，研发及生产成

本较高，难以实现规模化生产及临床推广。 

玉米醇溶蛋白（Zein）是玉米中含量最丰富的储

备蛋白，具有原料廉价易得、生物相容性好、可生物

降解等优势，在药物载体领域应用广泛[10]。其分子结

构中含大量的疏水性及亲水性氨基酸，具备良好的

自组装特性，可有效包载药物并促进其体内释放及

吸收[11-12]，是构建纳米递药系统的优良载体。但Zein

对环境 pH 高度敏感，仅使用该载体包载药物时存

在包封率低、体内稳定性差等问题[12-13]，限制了其

应用效果。岩藻多糖（Fuc）是一种天然硫酸化杂多

糖，具有抗 HUA、抗炎、调节血脂等作用[14]，属于

“药辅合一”材料，在生物医药领域颇受关注。理化

性质研究表明，Zein 在弱酸性介质中溶解后表面带

正电荷，而 Fuc 溶解后表面带负电荷，2 者可通过

静电引力结合形成纳米聚集体，从而为提高药物稳

定性、促进吸收、增强药效奠定基础[11]。基于此，本

研究采用 Zein 作为 Lim 载体，Fuc 为稳定剂，制备

柠檬苦素玉米醇溶蛋白 /岩藻多糖纳米粒（Lim-

Zein/Fuc-NPs）。采用单因素结合 Box-Behnken 设计-

效应面（BBD-RSM）法优化 Lim-Zein/Fuc-NPs 处

方工艺，系统评价纳米粒的理化性质、口服药动学

行为，以及其对 HUA 模型大鼠的保护作用，旨在

为 Lim 制剂改良与临床转化开发提供参考。 

1  材料 

1.1  仪器 

1200 型 高 效 液 相 色 谱 仪 、 Agilent1290-

G6470A 型超高效液相色谱-质谱联用仪（美国

Agilent 公司）；HI2002 型 pH 计（上海邦沃仪器

设备有限公司）；CL31R 型高速离心机（美国

Thermo 公司）；MSE125P-CE 型电子分析天平（瑞

士 Sartorius 仪器公司）；MMS4Pro 型温控磁力搅

拌器（上海方瑞仪器有限公司）；N-1100 型旋转蒸

发仪（上海爱朗仪器有限公司）；JEM-2100 透射

电子显微镜（TEM，日本电子株式会社）；Zetasizer 

Nono ZS-90 型粒度测定仪（英国马尔文公司）；

Smartlab9 型 X 射线粉末衍射仪（日本理学公司）；
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D-1A50 型真空冷冻干燥机（北京博医康实验仪器

有限公司）；FADT-800RC 型溶出仪（上海富科思分

析仪器有限公司）；MFV-12 型智能氮吹仪（广州得

泰仪器科技有限公司）；CX43 型光学显微镜（日本

Olympus 公司）。 

1.2  材料 

对照品 Lim（批号 S312101826，质量分数 98%，

上海士锋生物科技有限公司）；多潘立酮（批号

L1909153，质量分数 98%，上海阿拉丁生化科技股

份有限公司）；Zein（批号 F082306，天津陌玛科技

有限公司）；原料药 Lim（批号 20210502，质量分

数 97.0%，南京道斯夫生物科技有限公司）；Fuc（批

号 A-2022H，威海人生药业有限公司）；别嘌醇（批

号 20221008，合肥久联制药有限公司）；氧嗪酸钾

（批号 BCG6675，美国 Sigma Aldrich 公司）；4%甲

醛固定液（批号 22192875，武汉博士德生物公司）；

尿酸（货号 105-000476-00）、尿素氮（BUN，货号

105-000452-00）、肌酐（CRE，货号 105-000457-00）

检测试剂盒均购于深圳迈瑞生物医疗电子股份有

限公司；苏木素-伊红（HE）染色试剂盒（批号

G1120，北京索莱宝科技有限公司）。 

1.3  动物 

清洁级雄性 SD 大鼠购自河南省动物实验中

心，生产许可证号 SCXK（豫）2020-0001，体质量

180～200 g。实验经郑州健康学院审批，动物伦理

批准号 2023-SQLL-EC-20230915-1007-0000087。 

2  方法与结果 

2.1  Lim-Zein/Fuc-NPs 的制备 

精密称取 50 mg Lim 与处方量 Zein，置于 10 mL 

80%乙醇水溶液中充分溶解，采用 0.45 μm 微孔滤

膜滤过去除不溶性杂质，所得滤液作为有机溶剂

相；另取处方量 Fuc，溶于 40 mL pH 4.0 磷酸盐缓

冲液（PBS），经 0.45 μm 微孔滤膜滤过除杂，配制

得到水相。在 50 ℃水浴、600 r·min−1 磁力搅拌条

件下，将有机溶剂相缓慢滴加至水相中，持续搅拌

适宜时间；随后于 50 ℃水浴减压旋转蒸发完全去

除体系内乙醇，加入纯化水定容至 40 mL，再次经

0.45 μm 微孔滤膜滤过，即得 Lim-Zein/Fuc-NPs 混

悬液。 

2.2  Lim 含量测定方法的建立 

2.2.1  供试品的制备  取 Lim-Zein/Fuc-NPs 混悬

液 2 mL 至 50 mL 量瓶中，加入乙醇，300 W 超

声 10 min，使 Zein 析出，静置 1 h 后加乙醇稀释定

容。10 000 r·min−1离心 10 min，取 2 mL 上清液至

50 mL 量瓶中，加乙腈-水（60∶40）定容即得。 

2.2.2  对照品溶液的制备  取 Lim 适量，用乙腈配

制成质量浓度为 200 μg·mL−1的 Lim 母液备用。 

2.2.3  色谱条件  采用Dikma-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）色谱柱，流动相为乙腈-水（60∶40），检测

波长 220 nm，体积流量 1.0 mL·min−1，柱温 35℃，

进样量 10 μL。 

2.2.4  专属性考察  参考Lim-Zein/Fuc-NPs处方称

取 Zein 和 Fuc，按“2.2.1”项下方法制备阴性样品

溶液，另取 Lim-Zein/Fuc-NPs 供试品溶液和 Lim 对

照品母液分别进样测定。结果见图 1，Lim 色谱峰

不受辅料干扰，专属性高。 

 

图 1  Lim-Zein/Fuc-NPs (A)、Lim 对照品 (B) 和阴性样

品 (C) 溶液的 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC spectrums of Lim-Zein/Fuc-NPs (A), Lim 

reference substance (B) and negative sample (C) solution 

2.2.5  线性关系考察  精密量取 Lim 母液适量，使

用乙腈-水（60∶40）稀释，配制成质量浓度为 10.00、

5.00、2.50、1.00、0.50、0.05 μg·mL−1 的 Lim 对照

品溶液。以质量浓度（X）为横坐标，峰面积（Y）为

纵坐标，拟合标准曲线方程 Y＝14.928 3 X＋0.060 9，

r＝0. 999 8，线性范围 0.05～10.00 μg·mL−1。 

2.2.6  精密度考察   取质量浓度分别为 10.00、

2.50、0.05 μg·mL−1 的 Lim 对照品溶液，分别测定 6

次，测得峰面积 RSD 分别为 0.24%、0.55%、0.36%

（n＝6），表明仪器精密度良好。 

2.2.7  重复性考察  取 Lim-Zein/Fuc-NP 混悬液，

按“2.2.1”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，测

得 Lim 含量 RSD 为 1.51%（n＝6），表明方法重复

性良好。 

2.2.8  稳定性考察  取Lim-Zein/Fuc-NPs供试品溶

液，于制备 0、2、4、6、12、24 h 测定 Lim 含量，

其 RSD 值为 0.77%（n＝6），表明 Lim-Zein/Fuc-NPs

供试品溶液室温放置 24 h 稳定性良好。 

2.2.9  加样回收率考察  精密量取 Lim-Zein/Fuc-
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NPs 混悬液 1 mL 置于 50 mL 量瓶中，共 9 份，分

成 3 组，每组 3 份。按 Lim 含量 50%、100%、150%

加入 Lim 对照品，分别制备供试品溶液，测定 Lim

含量。Lim 平均回收率分别为 101.75%、98.70%、

100.04%，RSD 均≤1.50%，表明方法准确度良好。 

2.3  Lim-Zein/Fuc-NPs 质量指标测定 

取 Lim-Zein/Fuc-NPs 混悬液，经 0.45 μm 微孔滤

膜滤过除去不溶性杂质；精密量取 2 mL 滤液置于截

留相对分子质量 10 000 的超滤管内，8 000 r·min−1 离

心 10 min。收集超滤管内沉淀，加入 20 mL 乙醇超

声提取其中 Lim，再次 8 000 r·min−1 离心 10 min，

测定提取液中包封 Lim 质量（M1），结合制备时投

入 Lim 总质量（M）计算包封率。另取等量 Lim-

Zein/Fuc-NPs 混悬液直接冷冻干燥，称量冻干纳米

粒总质量（M0），计算载药量。取滤过后纳米粒混悬

液，采用激光粒度仪测定粒径与 Zeta 电位，每份样

品平行测定 3 次，取平均值。 

包封率＝M1/M 

载药量＝M1/M0 

2.4  单因素考察 Lim-Zein/Fuc-NPs 处方工艺 

2.4.1  Zein 与 Lim 用量比考察  固定 Fuc 与 Zein

用量比为 2∶1、制备时间为 1.5 h，考察 Zein 与 Lim

用量比对 Lim-Zein/Fuc-NPs 包封率、载药量、粒径

的影响，结果见表 1。随着 Zein 与 Lim 用量比的增

加，Lim-Zein/Fuc-NPs 包封率逐渐增加，载药量呈

先增加后下降的趋势，说明增加 Zein 用量利于提高

包封率[12]；但Zein用量过大时影响了Lim-Zein/Fuc-

NPs 载药效率，载药量下降；Lim-Zein/Fuc-NPs 粒

径在 180.97～192.92 nm，且差异极小。《中国药典》

2025 年版四部微粒制剂指导原则规定，微粒制剂包

封率不得低于 80%，兼顾到 Lim-Zein/Fuc-NPs 载药

量，故后续以 Zein 与 Lim 用量比 15∶1 为中心点

对 10∶1～20∶1 进行优化。 

表 1  Zein 与 Lim 用量比的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 1  Influence of amounts ratio of Zein to Lim ( ±

s，n＝3) 

Zein 与Lim

用量比 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

5∶1 40.97±1.34 1.99±0.10 186.24±3.99 

10∶1 64.14±1.17 2.06±0.06 192.92±2.56 

15∶1 83.34±1.33 1.85±0.05 184.61±5.25 

20∶1 85.01±1.14 1.28±0.06 185.23±4.66 

25∶1 85.33±1.11 1.09±0.04 180.97±3.91 

2.4.2  Fuc 与 Zein 用量比考察  固定 Zein 与 Lim 用

量比 15∶1、制备时间为 1.5 h，考察 Fuc 与 Zein 用

量比对 Lim-Zein/Fuc-NPs 包封率、载药量、粒径的

影响，结果见表 2。随着 Fuc 与 Zein 用量比的增加，

纳米粒包封率持续上升，载药量则逐步降低。已有研

究证实 Fuc 可提升 Lim-Zein/Fuc-NPs 稳定性[12-13]，

提高 Fuc 相对用量有利于改善药物包封效果；但若

Fuc 占比过高，体系中游离 Fuc 过量，会降低载体

载药效率，最终造成载药量下降。纳米粒粒径随 Fuc

配比提升同步增大，原因在于 Fuc 可吸附于纳米粒

表面发挥稳定作用，其添加比例越高，颗粒水化粒

径越大[13]。Fuc 与 Zein 用量比为 2.0∶1.0 时包封率

大于 80%，可同时兼顾载药量与粒径 2 项指标。后

续以 Fuc 与 Zein 用量比为 2.0∶1.0 为中心点对

1.5∶1.0～2.5∶1.0 进行优化。 

表 2  Fuc 与 Zein 用量比影响 ( ±s，n＝3) 

Table 2  Influence of amounts ratio Fuc to Zein  

( ±s，n＝3) 

Fuc 与Zein

用量比 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

1.0∶1.0 69.36±0.86 2.21±0.09 180.54±6.35 

1.5∶1.0 74.10±0.78 1.94±0.03 182.23±3.04 

2.0∶1.0 83.63±1.00 1.80±0.06 184.86±3.64 

2.5∶1.0 84.28±1.39 1.53±0.03 199.16±7.20 

3.0∶1.0 85.32±0.86 1.30±0.06 215.25±4.24 

2.4.3  制备时间的考察  固定 Zein 与 Lim 用量比

15∶1、Fuc 与 Zein 用量比为 2∶1，考察制备时间

对 Lim-Zein/Fuc-NPs 包封率、载药量、粒径的影响，

结果见表 3。随着制备时间的延长，Lim-Zein/Fuc-

NPs 包封率和载药量均呈先升高后下降的趋势，可

能是由于纳米粒的形成需要一定时间；但制备时间

过长时可能导致 Zein 变性[13]、Lim 降解[3]等，因而

使包封率及载药量下降。当制备时间为 1.5 h 时包

封率大于 80%，载药量相对较大，粒径小于 200 nm，

故后续以 1.5 h 为中心点对 1.0～2.0 h 进行优化。 

表 3  制备时间的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 3  Influence of preparation time ( ±s，n＝3) 

制备时间/h 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

0.5 44.06±1.99 1.05±0.04 186.68±9.40 

1.0 67.33±1.45 1.46±0.06 179.01±8.12 

1.5 83.39±1.17 1.84±0.02 187.38±5.43 

2.0 79.53±0.53 1.65±0.09 185.44±3.96 

2.5 74.00±0.21 1.60±0.03 182.28±2.37 

x

x

x

x

x

x
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2.5  BBD-RSM 法优化 Lim-Zein/Fuc-NPs 处方

工艺 

2.5.1  实验设计及结果  参考单因素结果，选取

Zein 与 Lim 用量比（X1）、Fuc 与 Zein 用量比（X2）

及制备时间（X3）作为 Lim-Zein/Fuc-NPs 主要影响

因素，包封率（Y1）、载药量（Y2）、粒径（Y3）选

为优化指标，并转换为总评归一值（OD），使用 OD

值作为 BBD-RSM 的响应值。根据 BBD-RSM 进行

3 因素、3 水平共计 17 次实验，实验设计及结果见

表 4。 

d 包封率＝(Mi－Mmin)/(Mmax－Mmin) 

d 载药量＝(Mi－Mmin)/(Mmax－Mmin) 

d 粒径＝(Mmax－Mi)/(Mmax－Mmin) 

OD＝(d 包封率×d 载药量×d 粒径)1/3 

Mi、Mmax 和 Mmin 分别为包封率、载药量和粒径实测值、最

大值和最小值 

表 4  BBD-RSM 实验因素水平、设计及结果  

Table 4  BBD-RSM factor level, test design and results 

序号 X1 X2 X3/h Y1/% Y2/% Y3/nm OD 值 

1 15∶1 (0) 1.5∶1.0 (−1) 1.0 (−1) 73.15 1.94 185.64 0.639 

2 15∶1 2.0∶1.0 (0) 1.5 (0) 83.66 1.87 180.74 0.781 

3 20∶1 (1) 2.0∶1.0 2.0(1) 79.97 1.62 216.56 0.257 

4 15∶1 2.0∶1.0 1.5 84.19 1.88 187.56 0.743 

5 20∶1 2.5∶1.0 (1) 1.5 85.18 1.27 190.57 0.000 

6 15∶1 2.0∶1.0 1.5 82.73 1.85 181.58 0.754 

7 15∶1 2.0∶1.0 1.5 84.29 1.90 190.23 0.730 

8 15∶1 2.5∶1.0 1.0 73.68 1.39 183.69 0.350 

9 15∶1 2.0∶1.0 1.5 82.97 1.86 185.54 0.734 

10 10∶1 (−1) 2.5∶1.0 1.5 70.66 2.01 189.43 0.534 

11 20∶1 2.0∶1.0 1.0 77.97 1.46 192.34 0.421 

12 10∶1 1.5∶1.0 1.5 64.14 2.44 193.41 0.000 

13 20∶1 1.5∶1.0 1.5 77.05 1.56 186.96 0.504 

14 15∶1 1.5∶1.0 2.0 73.87 1.91 219.48 0.000 

15 10∶1 2.0∶1.0 2.0 65.16 2.08 217.49 0.120 

16 15∶1 2.5∶1.0 2.0 75.81 1.44 217.08 0.171 

17 10∶1 2.0∶1.0 1.0 72.66 2.23 189.73 0.634 

2.5.2  模型拟合及方差分析  以 OD 值为因变量，

以 X1、X2 和 X3 作为自变量，根据表 4 中实验数据

使用 Design Expert V10.0.2 软件建立因变量（OD

值）和自变量（X1、X2和 X3）之间的数学关系，得

OD值二次三项式方程为：OD＝0.75－0.01 X1－0.01 

X2－0.19 X3－0.26 X1X2＋0.09 X1X3＋0.11 X2X3－

0.21 X1
2－0.28 X2

2－0.18 X3
2。方差分析结果见表 5，

模型失拟项 P＝0.092 4（P＞0.05），模型 P＜0.000 1，

模型判定系数 R2和调整判定系数 Radj
2分别为 0.981 7

和 0.958 1，说明干扰或未知因素对预测结果的影响

可忽略，建立的数学模型具有极显著性意义，预测

值和实验值之间相关性良好，因此该数学模型可用

于优化 Lim-Zein/Fuc-NPs 处方工艺。OD 值数学模

型中，X3、X1X2、X1X3、X2X3、X1
2、X2

2 和 X3
2 具有

极显著性差异（P＜0.01）。X1 和 X2对 OD 值响应不

显著性（P＞0.05），但 2 者交互作用极显著（P＜

0.01），说明这 2 个因素并非独立作用于 OD 值，2

者之间可能存在较强的协同或拮抗作用，提示单独

考虑任一因素无法准确反映其对 OD 值的真实影

响，忽略其交互作用，可能导致模型预测偏差，因

此这 2 个因素对 Lim-Zein/Fuc-NPs 较为重要。 

2.5.3  响应面及处方工艺确定   Design Expert 

V10.0.2 软件绘制响应面图，结果见图 2，随着 X1X2、

X1X3、X2X3 增加 OD 值均呈先增加后下降趋势。选

择 OD 最大值作为优化目标，得到 Lim-Zein/Fuc-

NPs 最佳处方为 Zein 与 Lim 用量比为 14.74∶1.00，

Fuc 与 Zein 用量比为 1.99∶1.00，制备时间为 1.25 h，

预测 OD 值为 0.801。 

2.5.4  Lim-Zein/Fuc-NPs 处方验证   制备 3 批 

Lim-Zein/Fuc-NPs，测定结果见表 6。根据预测 OD 
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表 5  方差分析 

Table 5   Analysis of variance 

项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 1.36 9 0.15 148.55 ＜0.000 1 X1
2 0.19 1 0.19 183.80 ＜0.000 1 

X1 1.41×10−3 1 1.41×10−3 1.39 0.277 5 X2
2 0.33 1 0.33 321.73 ＜0.000 1 

X2 9.67×10−4 1 9.67×10−4 0.95 0.361 5 X3
2 0.14 1 0.14 133.94 ＜0.000 1 

X3 0.28 1 0.28 276.16 ＜0.000 1 残差 7.10×10−3 7 1.02×10−3   

X1X2 0.27 1 0.27 265.04 ＜0.000 1 失拟项 5.46×10−3 3 1.82×10−3 4.42 0.092 4 

X1X3 0.03 1 0.03 30.18 0.000 9 纯偏差 1.65×10−3 4 4.11×10−4   

X2X3 0.05 1 0.05 52.12 0.000 2 总离差 1.36 16    

 

图 2  各因素对 OD 值的响应面图 

Fig. 2  Response surface images of each factor on OD value 

表 6  处方验证结果及 OD 值相对偏差 ( ±s，n＝3) 

Table 6   Results of prescription validation and relative deviation of OD value ( ±s，n＝3) 

批次 包封率/% 载药量/% 粒径/nm OD 值 

第 1 批 84.19±0.74 1.94±0.04 185.64±4.59 0.781 

第 2 批 83.71±0.93 1.90±0.07 180.95±3.17 0.793 

第 3 批 85.02±1.21 1.95±0.05 190.72±5.02 0.754 

值（0.801），实测 OD 值的相对偏差为−3.12%，证

明数学模型适用性良好。3 批 Lim-Zein/Fuc-NPs 平

均包封率、载药量和粒径分别为（84.31±0.96）%、

（1.93±0.06）%和（185.77±4.69）nm。另测得 Lim-

Zein/Fuc-NPs 平均 Zeta 电位为（−32.77±1.09）mV，

说明纳米粒表面带负电荷，主要是 Lim-Zein/Fuc-

NPs 表层 Fuc 硫酸根质子化所致[13]。Lim-Zein/Fuc-

NPs 粒径分布和 Zeta 电位见图 3。 

2.6  Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末的制备及溶解度测定 

2.6.1  Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末的制备   将 Lim-

Zein/Fuc-NPs 置−35 ℃冰箱预冻 2 d，于−35 ℃真空

冻干机中干燥 3 d 即得 Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末，密

封保存在−10 ℃冰箱中。Lim-Zein/Fuc-NPs 混悬液、

粉末及纯化水复溶后样品外观见图 4，Lim-

Zein/Fuc-NPs 冻干前及纯化水重新分散后的混悬液

均带浅蓝色乳光。Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末纯化水复

溶后测得平均包封率、载药量、粒径和 Zeta 电位分 

 

图 3  Lim-Zein/Fuc-NPs 粒径和 Zeta 电位 

Fig. 3  Particle size and Zeta potential of Lim-Zein/Fuc-

NPs 
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图 4  Lim-Zein/Fuc-NPs 混悬液 (A)、粉末 (B) 及其纯化

水复溶 (C) 外观 

Fig. 4  Appearance of Lim-Zein/Fuc-NPs suspension (A), 

powder (B) and redispersed by purified water (C) 

别为（82.07±1.15）%、（1.86±0.07）%、（196.90±

5.14）nm 和（−33.11±0.76）mV，包封率和载药量

有所下降，Zeta 电位绝对值有所增加，但均无显著性

差异（P＞0.05）；粒径有所增长，但仍小于 200 nm，

表明 Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末具有良好的重分散性。 

2.6.2  Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末溶解度测定  按照

Lim-Zein/Fuc-NPs 处方分别称取 Lim、Zein 和 Fuc，

简单混匀后作为物理混合物。取过量 Lim、物理混

合物和 Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末置于 10 mL 纯化水

中，超声 20 min，此时混悬液底部仍有 Lim 沉淀。

置于 25 ℃恒温水浴中，在 600 r·min−1下磁力搅拌

2 d，10 000 r·min−1 离心 10 min，测定 Lim 浓度，

结果见图 5。与 Lim 相比，物理混合物中 Lim 溶解

度极显著性增加（P＜0.01），由于物理混合物中的

Zein 和 Fuc 具有一定的乳化作用[10-11]，提高了 Lim

的溶解度。与Lim或物理混合物相比，Lim-Zein/Fuc-

NPs 粉末溶解度均具有极显著性增加（P＜0.01）， 

 

与 Lim 比较：**P＜0.01；与物理混合物比较：##P＜0.01。 

**P < 0.01vs Lim; ##P < 0.01vs physical mixture. 

图 5  各样品溶解度测定结果 ( ±s，n＝3) 

Fig. 5  Solubility determined results of each sample ( ±

s，n＝3) 

这可能与 Lim-Zein/Fuc-NPs 极大降低了 Lim 粒度、

改变了 Lim 晶型以及辅料自身增溶等原因有关。 

2.7  TEM 观察 Lim-Zein/Fuc-NPs 微观形貌 

取 Lim-Zein/Fuc-NPs 混悬液 0.1 mL 涂敷在 400

目的铜网上，铺展后滴加 0.1 mL 1.0%磷钨酸钠，晾

干。置于 TEM 观察，结果见图 6。Lim-Zein/Fuc-NPs

形貌均为类球形，无黏连现象，可能是由于 Lim-

Zein/Fuc-NPs 表层 Fuc 提供了较大的空间位阻[13]，

阻止了 Lim-Zein/Fuc-NPs 聚集。 

 

图 6  Lim-Zein/Fuc-NPs 混悬液 TEM 图 (×14 500) 

Fig. 6  TEM image of Lim-Zein/Fuc-NPs suspension (×14 500) 

2.8  pH 值对 Lim-Zein/Fuc-NPs 粒径和 Zeta 电位

的影响 

药物口服进入胃肠道后，需经历酸性及碱性环

境，因此有必要考察不同 pH 值对 Lim-Zein/Fuc-NPs

粒径和 Zeta 电位的影响。取 Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末

10 mg，分别分散至 20 mL、37 ℃的 pH 2.0、4.0、

4.5、5.5、6.8、7.4 的 PBS 中，12 h 后测定粒径和

Zeta 电位。结果见图 7，Lim-Zein/Fuc-NPs 在 pH 2.0  

 

图 7  pH 值对 Lim-Zein/Fuc-NPs 粒径和 Zeta 电位的影响 

( ±s，n＝3) 

Fig. 7  Effects of pH value on particle size and zeta 

potential of Lim-Zein/Fuc-NPs ( ±s，n＝3) 
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中粒径大于 250 nm，Zeta 电位绝对值小于 20 mV，

可能是 Fuc 在较低 pH 介质中发生了较为剧烈的质

子化，Lim-Zein/Fuc-NPs 表面的电荷量降低，导致

电荷排斥力下降，引起纳米粒子的聚集[10]，从而使

粒径增长。Lim-Zein/Fuc-NPs 在 pH 值 4.0～7.4 的

PBS 中粒径均小于 200 nm，Zeta 电位绝对值均大于

30 mV，表明 Lim-Zein/Fuc-NPs 可抵抗 pH 值对其

自身结构的影响。 

2.9  X-射线粉末衍射法（XRPD）分析晶型 

取 Lim、Zein、Fuc、物理混合物和 Lim-Zein/Fuc-

NPs 粉末适量，使用 XRPD 仪器对各个样品进行扫

描，扫描角度（2θ）范围为 3°～45°，见图 8。Lim

在扫描角度 10°～25°出现大量晶型衍射峰，其中在

11.8°和 12.2°两处衍射峰最强，而 Lim-Zein/Fuc-NPs

处方中 Zein 和 Fuc 均无特征晶型衍射峰。在物理混

合物 XRPD 图谱中可观察到 Lim 主要特征衍射峰，

但在 Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末 XRPD 图谱中 Lim 特

征衍射峰均消失，证明 Lim-Zein/Fuc-NPs 是不同于

物理混合物的一种物质，同时也说明 Lim-Zein/Fuc-

NPs 引起 Lim 晶型改变，转变为无定形态。 

 

图 8  XRPD 结果 

Fig. 8  XRPD results  

2.10  Lim-Zein/Fuc-NPs 释药行为考察 

Lim 在含 0.5%十二烷基硫酸钠（SDS）的 pH 2.0、

6.8 的 PBS 中饱和溶解度分别为 63.74、48.50 g·mL−1。

据此计算，10 mg Lim 置于 1.0 L 上述 2 种释放介质

中均可满足体外释药漏槽条件。精密称取适量 Lim

原料药、物理混合物及 Lim-Zein/Fuc-NPs 粉末，控

制各组样品中 Lim 总量均为 10 mg，将样品转移至

截留相对分子质量 8 000 的透析袋内，加入 5 mL 含

0.5% SDS 的 pH 2.0 PBS 后扎紧透析袋两端。向溶

出杯中加入 1.0 L 含 0.5% SDS 的 pH 2.0 PBS，体系

恒温维持（37±0.2）℃，设置转篮转速 75 r·min−1，

开展释药实验，分别于 0、0.5、1.0、2.0 h 各取样 

5 mL。随后更换释放介质为 1.0 L 含 0.5% SDS 的

pH 6.8 PBS，其余实验条件保持不变重复操作，并

于 3、4、6、8、12、18 h 时间点各吸取 5 mL 释放

液。每次取样后立即补加等体积同温度空白介质；

所有待测样品于 12 000 r·min−1 离心 10 min，去除

不溶性固体颗粒，取上清液测定 Lim 含量。释药结

果如图 9 所示，游离 Lim 原料药 18 h 累积释放率

仅为 16.17%；物理混合物和 Lim-Zein/Fuc-NPs 分

别将 Lim18 h 累积释放率提高至 36.90%和 80.46%。

该结果表明，Lim-Zein/Fuc-NPs 对 Lim 具备更显著

的促释放作用。 

 

图 9  各样品体外释放曲线 ( ±s，n＝3) 

Fig. 9  Release profiles in vitro of each sample ( ±s，n＝3) 

2.11  口服药动学行为考察 

2.11.1  色谱条件  采用 Zorbax Eclipse Plus C18

（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）色谱柱；体积流量

0.3 mL·min−1；流动相为 0.1%甲酸水溶液-甲醇（1∶

1）；进样体积 5 μL；柱温 30 ℃。 

2.11.2  质谱条件  采用正离子模式，多级反应监

测（MRM），电喷雾离子源（ESI），雾化气压力为

275 kPa，干燥气（N2）温度为 325 ℃，干燥气体积

流量 10.0 L·min−1。多潘立酮（内标）定量离子对为

m/z 426.3→175.2，Lim 定量离子对 m/z 471.2→

161.1。 

2.11.3  实验方案  分别取Lim、物理混合物和Lim-

Zein/Fuc-NPs 粉末置于 0.5%的 CMC-Na 水溶液中，

涡旋 2 min，使之分散成均匀混悬液。取 18 只 SD

大鼠禁食 12 h，随机分为 Lim 组、物理混合物组和

Lim-Zein/Fuc-NPs 组，根据各只 SD 大鼠体质量，

按 Lim 100 mg·kg−1 剂量分别 ig 给药，Lim 和物理
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混合物组大鼠分别在 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、

4.0、6.0、8.0、12.0 h 于大鼠眼眶后静脉丛取血量约

200 μL，抗凝剂处理后 3 500 r·min−1 离心 3 min，冷

冻保存血浆。前期对 Lim-Zein/Fuc-NPs 药动学行为

进行了考察，发现在 18 h 时间点仍可有效检测出血

药浓度，故增加 18 h 取血点。 

2.11.4  内标溶液的配制及血浆样品的处理  取多

潘立酮适量，用乙腈配制质量浓度为 500 ng·mL−1

多潘立酮对照品溶液，备用。精密量取 50 μL 血浆

样品、50 μL 多潘立酮对照品溶液和 500 μL 甲醇

置于同一离心管中，涡旋 3 min 得混悬液，再加入

1.0 mL 醋酸乙酯，再次涡旋 3 min。10 000 r·min−1离

心 10 min，取上层，使用氮气吹干，加入乙腈 50 μL

复溶，即得。 

2.11.5  血浆对照品溶液的配制及标准曲线  取空

白血浆，参考“2.11.3”处理方法制备质量浓度为

2 000、1 000、500、100、50、10 ng·mL−1的 Lim 血浆

对照品溶液（多潘立酮质量浓度均为 500 ng·mL−1），

按“2.11.1”项下条件测定多潘立酮与 Lim 峰面积，

计算两者比值（Y），并与 Lim 浓度（X）做回归分

析，得方程 Y＝483.17 X－8.12，r＝0.998 6，线性范

围 10～2 000 ng·mL−1。 

2.11.6  专属性考察   取空白血浆溶液、Lim-

Zein/Fuc-NPs 给药 12.0 h 的血浆样品溶液（多潘

立酮浓度为 500 ng·mL−1）和 50 ng·mL−1 的 Lim 血

浆对照品溶液（多潘立酮质量浓度为 500 ng·mL−1），

按“2.11.1”项下条件测定。结果见图 10，Lim 和多

潘立酮色谱峰专属性较高。 

 

图 10  空白血浆溶液 (A)、血浆样品溶液 (含内标, B) 和血浆对照品溶液 (含内标, C) 的 MRM 图 

Fig. 10  MRM chromatograms of blank plasma solution (A), plasma sample solution (including internal standard, B) and 

plasma reference solution (including internal standard, C) 

2.11.7  精密度考察  取质量浓度分别为 10、500、

2 000 ng·mL−1 血浆对照品溶液（多潘立酮质量浓度

均为 500 ng·mL−1），分别连续测定 6 次，多潘立酮

和 Lim 峰面积比的 RSD 值分别为 7.10%、3.66%、

3.19%（n＝6），表明仪器精密度良好。 

2.11.8  重复性考察  取质量浓度为 500 ng·mL−1 的

Lim质控样品（多潘立酮质量浓度均为500 ng·mL−1），

制备 6 份供试品溶液，测定多潘立酮和 Lim 峰面

积，计算得 Lim 质量浓度 RSD 值为 6.19%（n＝6），

表明方法重复性良好。 

2.11.9  稳定性考察  取质量浓度为 500 ng·mL−1

的 Lim 质控样品溶液（多潘立酮质量浓度均为

500 ng·mL−1），于 0、3、6、12、18、24 h 测得多潘

立酮和 Lim 峰面积比的 RSD 值为 4.07%（n＝6），
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表明稳定性良好。 

2.11.10  提取回收率和基质效应考察 [15-16]  取质

量浓度 10、500、2 000 ng·mL−1的 Lim 质控样品溶

液（多潘立酮质量浓度均为 500 ng·mL−1），按

“2.11.1”条件测定多潘立酮和 Lim 峰面积（A），各

质量浓度样本平行测定 3 份取平均值。取 50 μL 空

白血浆，在不加 Lim 和多潘立酮前提下按“2.11.3”

方法处理，然后加入 Lim 和多潘立酮对照品，使 Lim

质量浓度为 10、500 和 2 000 ng·mL−1（多潘立酮质

量浓度均为 500 ng·mL−1），测定多潘立酮和 Lim 峰

面积（B），平行测定 3 份取平均值，计算多潘立酮

和 Lim 提取回收率（A/B）。多潘立酮及低、中、高

质量浓度 Lim 提取回收率分别为 102.71%、98.01%、

103.98%、96.04%。取质量浓度分别为 10、500、2 

000 ng·mL−1 的 Lim 对照品溶液（均不含血浆，多

潘立酮浓度均为 500 ng·mL−1），测定多潘立酮和

Lim 峰面积（C），计算基质效应（B/C）。多潘立酮

及低、中、高质量浓度 Lim 的基质效应分别为

96.17%、104.52、97.88%、95.44%。因此，“2.11.3”

项下的血浆样品预处理方法具有提取回收率高、基

质效应小的特点。 

2.11.11  药动学结果  药-时曲线见图 11。使用

DAS 2.0 软件非房室模型分别计算各样品的药动

学参数，结果见表 7。与 Lim 相比，物理混合物中

Lim 的达峰时间（tmax）和半衰期（t1/2）无显著变化 

 

图 11  血药浓度-时间曲线 ( ±s，n＝6) 

Fig. 11  Plasma concentration-time profiles ( ±s，n＝6) 

（P＞0.05），而峰浓度（Cmax）、药时曲线下面积

（AUC0～t 和 AUC0～）有极显著性增加（P＜0.01），

物理混合物中 Lim 的相对口服吸收生物利用度提

高至 2.05 倍。Lim-Zein/Fuc-NPs 的 tmax 显著性延后

（P＜0.05），t1/2 显著性延长（P＜0.05），且 Cmax、

AUC0～t及 AUC0～均具有极显著性提高（P＜0.01），

Lim-Zein/Fuc-NPs 相对口服吸收生物利用度提高至

7.25 倍。与物理混合物相比，Lim-Zein/Fuc-NPs 的

tmax 和 t1/2 具有显著性差异（P＜0.05），且 Cmax、

AUC0～t 及 AUC0～具有极显著性差异（P＜0.01），

表明 Lim-Zein/Fuc-NPs 进一步改变了 Lim 药动学

行为，促吸收作用更佳。 

表 7  各组样品中 Lim 主要药动学参数 ( ±s，n＝6) 

Table 7  Main pharmacokinetic parameters of Lim in each sample ( ±s，n＝6) 

参数 单位 Lim 物理混合物 Lim-Zein/Fuc-NPs 

tmax h 1.46±0.27 1.51±0.31 2.60±0.78*# 

t1/2 h 3.05±1.39 3.47±1.66 6.27±1.71*# 

Cmax ngmL−1 215.18±33.63 361.47±84.16** 813.71±213.40**## 

AUC0~t ngmL−1h 636.11±71.97 1 306.27±137.03** 4 611.54±570.12**## 

AUC0~ ngmL−1h 654.40±75.65 1 325.33±144.16** 4 694.85±619.73**## 

与 Lim 比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与物理混合物比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs Lim; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs physical mixture. 

2.12  Lim-Zein/Fuc-NPs 的降尿酸药效评价 

2.12.1  实验方案  取 SD 雄性大鼠每天 9∶00 按

2.0 gkg−1 ig 氧嗪酸钾，连续干预 7 d，构建 HUA 模

型[17-18]。于末次 ig 氧嗪酸钾后 6 h 经眼眶后静脉丛

取血，3 000 r·min−1离心 3 min，提取上层血清，分

别测定血清尿酸、尿素氮（BUN）和肌酐（CRE）

含量。尿酸水平＞650 μmol·L−1，表明造模成功[17]。 

实验设置 6只SD雄性大鼠作为空白对照组（给

予 0.9%氯化钠溶液）；另取 42 只造模成功的 HUA

大鼠，随机分为 7 组，每组 6 只，分别为模型组

（0.9%氯化钠溶液）、别嘌醇（阳性药，100 mgkg−1）

组[19]、Lim（100 mgkg−1）组[4]、辅料组（Fuc 与 Zein

配比同 Lim-Zein/Fuc-NPs 高剂量组）、物理混合物

组（Lim 与辅料配比同 Lim-Zein/Fuc-NPs 高剂量组）

及 Lim-Zein/Fuc-NPs 低、高剂量（50、100 mgkg−1）

组。各组大鼠每天 9∶00 时分别 ig 给予对应浓度的
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0.9%氯化钠溶液或受试药物，连续干预 21 d。 

分别于给药第 0、7、14、21 天 15∶00 时，经

大鼠眼眶后静脉丛采血，3 000 rmin−1 离心 3 min 后

分离上层血清，检测血清尿酸水平。给药第 21 天

15∶00 时，采用 1%戊巴比妥钠溶液 ip 麻醉大鼠，

即刻心脏采血 5 mL，经 3 000 rmin−1离心 3 min 分

离血清，检测血清 BUN、CRE 含量。采血结束后剥

离大鼠肾脏组织，置于 4%多聚甲醛固定液中保存，

备用后续实验。 

2.12.2  尿酸含量测定结果  各组大鼠血清尿酸检

测结果见图 12。干预第 21 天，与对照组相比，模

型组大鼠血清尿酸水平极显著升高（P＜0.01）。相  

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；

与 Lim 组比较：P＜0.05  P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; P < 

0.05  P < 0.01 vs Lim group. 

图 12  各组大鼠血清尿酸含量测定结果 ( ±s，n＝6) 

Fig. 12  Serum uric acid levels in rats of each group  

( ±s，n＝6) 

较于模型组，辅料组大鼠同期血清尿酸仅轻度下

降，差异无统计学意义（P＞0.05）；Lim 组大鼠血

清尿酸显著降低（P＜0.05），说明 Lim 可降低 HUA

模型大鼠体内尿酸水平。物理混合物组、Lim- 

Zein/Fuc-NPs 低剂量与高剂量组大鼠第 21 天血清

尿酸均呈极显著降低（P＜0.01）。与 Lim 组相比，

物理混合物组大鼠第 21 天血清尿酸水平显著下降

（P＜0.05），结合已有文献报道[14-15]，初步推断该现

象由 Fuc 协同发挥降尿酸作用所致；Lim-Zein/Fuc-

NPs 低、高剂量组大鼠同期血清尿酸均极显著降低

（P＜0.01），证明纳米制剂 Lim-Zein/Fuc-NPs 可大

幅提升 Lim 降尿酸药效，且其降低血清尿酸的效果

呈剂量相关性。 

2.12.3  BUN和CRE 含量结果  血清BUN和CRE

是评价肾功能的常见指标[20-21]，各组大鼠 BUN 和

CRE 含量测定结果见图 13。与对照组相比，模型

组大鼠血清 BUN 和 CRE 含量均极显著升高（P＜

0.01），表明 HUA 大鼠肾功能受损严重。与模型组

相比，辅料组 BUN 和 CRE 含量有一定程度下降，

但无统计学意义（P＞0.05）；Lim、物理混合物组及

Lim-Zein/Fuc-NPs 低、高剂量组 BUN 和 CRE 含量

均极显著下降（P＜0.01），表明均可缓解 HUA 对肾

功能造成的损伤，具有肾脏保护作用[22]。与 Lim 组

相比，物理混合物组 BUN 和 CRE 含量具有显著性

下降（P＜0.05），而 Lim-Zein/Fuc-NPs 低和高剂量

组 BUN 和 CRE 含量均呈极显著下降（P＜0.01），

说明 Lim-Zein/Fuc-NPs 极大增加了 Lim 药效，且降

BUN 和 CRE 效果与 Lim-Zein/Fuc-NPs 剂量呈正相

关。与别嘌醇组相比，Lim-Zein/Fuc-NPs 高剂量组 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01；与 Lim 组比较：P＜0.05  P＜0.01；与别嘌醇组比较：&P＜0.05。 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group; P < 0.05  P < 0.01 vs Lim group; &P < 0.05 vs allopurinol group. 

图 13  各组大鼠血清 BUN 和 CRE 含量测定结果 ( ±s，n＝6) 

Fig. 13  Determination results of serum BUN and CRE content in each group of rats ( ±s，n＝6) 
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CRE 含量下降具有显著性差异（P＜0.05）。 

2.12.4  HE 染色结果  使用 4%多聚甲醛溶液固

定肾脏组织，进行乙醇梯度脱水、石蜡包埋、切

片等，使用 HE 染色观察各组大鼠肾脏组织病理

学变化，结果见图 14。对照组肾脏结构正常；模

型组肾小管萎缩，炎症细胞浸润现象明显，纤维

组织及肾小球系膜细胞增；Lim 和物理混合物组

纤维组织增生和炎性细胞浸润现象有所改善，肾

小管萎缩有所缓解，但治疗作用相对较弱；辅料

组纤维组织增生和炎性细胞浸润现象仍较严重，

未表现有效的治疗作用。随着 Lim-Zein/Fuc-NPs

剂量的增加，肾脏病变的缓解情况随之增加，其

中 Lim-Zein/Fuc-NPs 高剂量组病理情况与阳性组

接近。 

 

图 14  各组大鼠肾脏组织 HE 染色 (×200) 

Fig. 14  HE staining of kidney tissues in each group of rats (× 200) 

2.13  统计学分析 

数据以 x s 表示，采用 SPSS 24.0 软件进行统

计学分析，经正态性检验及方差齐性检验。以配对

独立样本 t 检验用于比较两组间的差异，Turkey’s 为

事后检验的单因素方法分析用于比较多组间的差

异，P＜0.05 判定组间存在显著差异。 

3  讨论 

Zein 和 Lim 在水中溶解度均较差，但均易溶于

80%无水乙醇，故选之作为有机相。Fuc 易溶于水，

作为水相。将含 Zein 和 Lim 的溶剂相加至 Fuc 的

水相时，由于溶剂性质的改变，诱导 Zein 和 Lim 达

到过饱和状态，逐渐析出并自发聚集形成纳米颗

粒。Zein 在 pH 4.0 PBS 中携带正电荷，而 Fuc 表面

携带负电荷，因而在静电引力作用力下 Fuc 可包覆

在 Lim-Zein/Fuc-NPs 表面[12-13]，在 Fuc 提供的静电

排斥力、空间位阻等作用下提高了 Lim-Zein/Fuc-

NPs 结构稳定性，为后续应用奠定基础。前期考察

发现水浴温度 Lim-Zein/Fuc-NPs 的制备有一定影

响，随着水浴温度的升高 Lim-Zein/Fuc-NPs 包封率

和载药量随之增加，但水浴温度高于 50 ℃时包封

率和载药量逐渐下降，为缩短制备时间并兼顾到包

封率和载药量，最终采用水浴温度 50 ℃进行制备。

Lim-Zein/Fuc-NPs 制备过程未使用化学类表面活性

剂及毒性有机溶剂等，因而 Lim-Zein/Fuc-NPs 使用

安全性较高，临床推广潜力更大。 

Lim 疏水性强、溶解度低，且在弱碱性介质中

易降解[8]，导致累积释放率仅 16.17%。物理混合物

在一定程度上增加了 Lim 累积释放率，可能是与

Zein 和 Fuc 增加了 Lim 亲水性、提高了溶解度等原

因有关。Lim-Zein/Fuc-NPs 促 Lim 释放效果远大于

物理混合物，除了 Lim-Zein/Fuc-NPs 处方中 Zein 和

Fuc具有促释放作用外，可能还与Lim-Zein/Fuc-NPs

改变 Lim 晶型、降低粒径、提高溶解度等原因有关。

Lim-Zein/Fuc-NPs 在模拟胃液中累积释放率低于物

理混合物，可能是由于 Zein 在酸性介质中溶解度较

差，导致 Lim-Zein/Fuc-NPs 结构不易被破坏，增加

了 Lim 的释放阻力。当样品转移到模拟肠液时 Lim-

Zein/Fuc-NPs 出现了突释情况，这可能是 Zein 和

Fuc在碱性介质中易被降解，导致Lim-Zein/Fuc-NPs

结构易被破坏，降低了释药阻力所致[10]。 

物理混合物将 Lim 的相对口服吸收生物利用度

提高至 2.05 倍，说明物理混合物中 Zein 和 Fuc 对

Lim 体内吸收产生了一定的积极作用，可能是由于

Zein 可抵抗消化酶对药物的降解、破坏作用[23]，利
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于增加体内吸收量；Zein 可增加药物肠道黏附性[13]，

有助于促进药物吸收；物理混合物可增加 Lim 溶解

度及释放度，因而在多种因素共同作用下提高了Lim

的生物利用度，但物理混合物促吸收作用相对有限。

Lim-Zein/Fuc-NPs 的 tmax 显著性延后，可能与 Lim-

Zein/Fuc-NPs 在胃液中释药相对困难有关[10]，Lim-

Zein/Fuc-NPs 结构稳定性较高，从而对药物释放起

到了较大的阻滞作用，影响了吸收速度，最终使 tmax

显著性延后。同时也使 Lim-Zein/Fuc-NPs 的 t1/2 极

显著性延后，极大改变了 Lim 药动学行为，利于 Lim

充分吸收。Lim-Zein/Fuc-NPs 的 Cmax 和 AUC0～t 均

极显著增加（P＜0.01），可能是 Lim-Zein/Fuc-NPs

处方中 Zein 和 Fuc 对 Lim 具有一定的促吸收作用；

Lim-Zein/Fuc-NPs 改变了 Lim 晶型（转变为无定形

态）、提高了溶解度及溶出度[24]，解决了 Lim 体内吸

收瓶颈；Lim-Zein/Fuc-NPs 结构稳定性较高，对包封

于内部的 Lim 起到保护作用，利于提高其体内稳定

性及吸收量；Lim-Zein/Fuc-NPs 粒径小于 200 nm，

利于 Lim 经胞间转运、淋巴转运等途径进入血液循

环[25]，极大提高了吸收效率，因而 Lim-Zein/Fuc-NPs

相对生物利用度得到极大提高。 

Lim-Zein/Fuc-NPs 增强了 Lim 对 HUA 模型大

鼠的降尿酸作用，一方面 Lim-Zein/Fuc-NPs 提高了

Lim 生物利用度，利于其充分发挥药效[26]；另一方

面 Lim-Zein/Fuc-NPs 处方中 Fuc 本身具有辅助降低

HUA 大鼠尿酸的作用[14-15]。但 Fuc 是否与 Lim 具

有协调治疗作用，还需进一步研究。综上，本研究

使用天然来源的 Zein 和 Fuc 成功制备了 Lim-

Zein/Fuc-NPs，降低了研发即及生产成本、提高了使

用安全性，利于后续临床推广。Zein 和 Fuc 不仅有

助于增加 Lim 体内吸收量，而且辅助增强了 Lim 对

HUA 大鼠的降尿酸作用，体现了“药辅合一”的设

计理念[25]，为中医药临床转化提供了新的研发思

路。但 Fuc 较易吸潮，易导致 Lim-Zein/Fuc-NPs 粉

末变质，可能对药效产生不利影响，因此 Lim-

Zein/Fuc-NPs 粉末对包装及储存条件要求较高，后

续也将针对这一问题进行研究，并开展影响因素实

验及稳定性实验，进一步丰富 Lim-Zein/Fuc-NPs 研

究资料。 
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