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芍药苷-甘草蛋白自组装纳米粒的制备及其肠吸收机制研究  
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摘  要：目的  制备一种生物利用度良好的芍药苷-甘草蛋白自组装纳米粒（paeoniflorin-glycyrrhiza protein self-assembled 

nanoparticles，Pae-GP/SAN）并考察其肠吸收机制。方法  以甘草蛋白为载体，采用超声分散法制备 Pae-GP/SAN，以平均粒

径、多分散系数（polydispersity index，PDI）、包封率、载药量为评价指标优化处方和制备工艺，并对制备的纳米粒进行表

征。建立大鼠在体单向肠灌流模型，考察并对比芍药苷溶液（Pae/Sol）、芍药苷-甘草蛋白物理混合物（Pae-GP/PM）以及 Pae-

GP/SAN 的肠吸收行为，并应用水淬灭 ACQ（aggregation-caused quenching）荧光探针，通过激光扫描共聚焦显微镜（confocal 

laser scanning microscope，CLSM）观察 GP/SAN 的肠吸收情况，初步阐明其促渗机制。结果  优化后 Pae-GP/SAN 粒径为

（178.2±6.3）nm，PDI 为 0.152 1±0.011 2，ζ 电位为（−14.91±1.13）mV，包封率为（36.45±2.32）%，载药量为（21.70±

1.30）%，微观形态呈均一球状。肠灌流实验表明，Pae-GP/SAN 在回肠中的吸收效率优于空肠（P＜0.05、0.01）；纳米粒的

形成可显著促进芍药苷的吸收，且高质量浓度 Pae-GP/SAN 的吸收参数显著高于低质量浓度（P＜0.001），而质量浓度对

Pae/Sol 与 Pae-GP/PM 的吸收无显著影响；转运蛋白抑制剂干预实验显示，吲哚美辛和利血平对 3 种制剂的吸收均无显著影

响；维拉帕米可显著提高 Pae/Sol 和 Pae-GP/PM 的吸收（P＜0.01、0.001），而对 Pae-GP/SAN 无显著影响。CLSM 观察证实

GP/SAN 能够以完整纳米粒形式被肠道吸收。结论  Pae-GP/SAN 可通过完整纳米粒形式被肠道内吞吸收，有效规避 P-gp 外

排蛋白的屏障作用，进而显著提升芍药苷的口服生物利用度。 
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Abstract: Objective  To prepare paeoniflorin-glycyrrhiza protein self-assembled nanoparticles (Pae-GP/SAN) with good 

bioavailability and investigate its intestinal absorption mechanism. Methods  In this study, glycyrrhiza protein (GP) was used as the 

carrier to prepare Pae-GP/SAN by ultrasonic dispersion method. The formulation and preparation process were optimized using average 
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particle size, polydispersity index (PDI), encapsulation efficiency, and drug loading as evaluation indicators, and the prepared 

nanoparticles were characterized. A rat in situ single-pass intestinal perfusion model was established to investigate and compare the 

intestinal absorption behaviors of paeoniflorin solution (Pae/Sol), paeoniflorin-glycyrrhiza protein physical mixture (Pae-GP/PM), and 

Pae-GP/SAN. Additionally, an aggregation-caused quenching (ACQ) fluorescent probe was used to observe the intestinal absorption 

of GP/SAN by confocal laser scanning microscopy (CLSM), aiming to initially clarify its penetration-enhancing mechanism. Results  

The optimized Pae-GP/SAN had an average particle size of (178.2 ± 6.3) nm, a PDI of 0.152 1 ± 0.011 2, a ζ potential of (−14.91 ± 

1.13) mV, an encapsulation efficiency of (36.45 ± 2.32)%, and a drug loading of (21.70 ± 1.30)%, with a uniform spherical 

micromorphology. Intestinal perfusion experiments indicated that the absorption efficiency of Pae-GP/SAN in the ileum was superior 

to that in the jejunum (P < 0.05, 0.01). The formation of nanoparticles significantly promoted the absorption of paeoniflorin. Moreover, 

the absorption parameters of high mass concentration Pae-GP/SAN were significantly higher than those of low mass concentration 

Pae-GP/SAN (P < 0.001), while mass concentration had no significant effect on the absorption of Pae/Sol and Pae-GP/PM. Transporter 

inhibitor intervention experiments showed that indomethacin and reserpine had no significant effect on the absorption of the three 

formulations. Verapamil significantly increased the absorption of Pae/Sol and Pae-GP/PM (P < 0.01, 0.001) but had no significant 

effect on Pae-GP/SAN. CLSM observations confirmed that GP/SAN can be absorbed by the intestine in the form of intact nanoparticles. 

Conclusion  Pae-GP/SAN can be endocytosed and absorbed by the intestine as intact nanoparticles, effectively evading the barrier 

effect of P-gp efflux protein, thereby significantly improving the oral bioavailability of Pae. 

Key words: paeoniflorin; glycyrrhiza protein; traditional Chinese medicine self-assembled nanoparticles; intestinal perfusion; 

intestinal absorption 

 

芍药苷是白芍的主要活性成分，具有保肝、抗

炎、抗癌等多种药理作用[1-2]。但该成分水溶性强而

脂溶性差，难以穿透细胞膜，且受肝脏首过效应及

P-糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp）影响，口服生物利

用度极低，严重制约其临床转化与应用[3-4]。近年来，

纳米粒、脂质体、微球等新型给药系统被用于改善

芍药苷的理化性质与吸收特性[5-7]，然而这类制剂普

遍存在载药量低、制备工艺繁琐、载体潜在毒性等

缺陷。因此，研发高效低毒的芍药苷新型给药系统

具有重要的现实意义与应用价值。 

芍药甘草汤（Shaoyao Gancao Decoction，SGD）

首载于汉代张仲景所著的《伤寒论》中，由芍药和

甘草 2 味药材配伍而成，具有酸甘化阴、柔肝益脾、

缓急止痛之功效[8]。课题组前期研究证实，芍药与

甘草配伍可显著促进芍药苷的吸收，增加其生物利

用度，而究其原因，SGD 中存在的自组装纳米粒

（self-assembled nanoparticles，SAN）可能是其配伍

增效的关键物质基础[9]。中药成分体系复杂，容易

在煎煮过程中通过非共价作用自发形成纳米结构，

中药 SAN 的形成可以显著提高难吸收成分的生物

利用度，且有利于组分之间的配伍作用[10-12]。然而，

汤剂 SAN 存在分离工艺复杂、收率低、稳定性差等

问题，而人为构建中药 SAN 可能是解决上述瓶颈

的有效策略[13]。已有研究表明，SGD-SAN 中富含

多糖、蛋白质等大分子物质，其中蛋白成分主要来

源于甘草，而提取所得的甘草蛋白已被证实具有优

良的自组装特性，是一种生物相容性良好的天然纳

米载体[13-16]。据此，本研究拟构建芍药苷-甘草蛋白

纳 米 粒 （ paeoniflorin-glycyrrhiza protein self-

assembled nanoparticles，Pae-GP/SAN），以期解决芍

药苷口服吸收困难的问题。本课题组前期以甘草蛋

白为载体，采用超声分散法制备了 Pae-GP/SAN，药

动学预实验结果显示，Pae-GP/SAN 可以有效提高

芍药苷的口服生物利用度，但其吸收机制尚未明

确。基于此，本研究将采用单因素法优化 Pae-

GP/SAN 的处方与制备工艺；通过在体单向肠灌流

模型和水淬灭 ACQ（aggregation-caused quenching）

荧光探针考察 Pae-GP/SAN 的肠吸收机制，以期为

后续芍药苷新型制剂的开发提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

360ES 225SM-DR（E）型号电子天平，普利赛

斯称重设备有限公司；CSB23054 型金尼克超声波

清洗器，合肥金尼克机械制造有限公司；SCIENTZ-

18N/A 型冷冻干燥机，宁波新芝生物科技股份有限

公司；Zetasizer Pro 型纳米粒度电位仪，马尔文帕纳

科公司；Tecnai G2 F30 型透射电子显微镜（TEM），

荷兰 FEI 公司；BY-R20 型高速离心机，北京白洋

医疗器械有限公司；HHS11-2-S 型电热恒温水浴锅，

上海新苗医疗器械制造有限公司；L100-1S-1 型蠕

动泵，保定兰格恒流泵有限公司；LC-2010A 型高效

液相色谱仪，日本岛津公司。 
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1.2  试剂 

甘草饮片，批号 22051001，产地内蒙古，购自

江西彭氏国药堂饮片有限公司，经江西省人民医院

药学部应萍副主任中药师鉴定，为豆科甘草属植物

甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根和根茎。

芍药苷对照品，批号 HR249W4，质量分数≥98.0%，

购自宝鸡辰光生物科技有限公司；对照品维拉帕米

（批号 D23231220）、利血平（批号 A2510167）、吲

哚美辛（批号 L2301081），质量分数均≥98.0%，均

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；磷酸（批

号 20210701）、NaCl（批号 2210122）、NaHCO3（批

号 2210121）、KCl（批号 2306132）、NaH2PO3（批

号 2210121）、葡萄糖（批号 2209051），均购自西陇

科学股份有限公司；MgCl2，批号 C15470962，购自

上海麦克林生化科技股份有限公司；CaCl2，批号

C23PC199B，购自北京普西唐生物科技有限公司；

P4 荧光探针由复旦大学药学院吴伟课题组赠送；甲

醇（批号 E2515692）、乙腈（批号 H2218024），均

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，为色谱

纯，其余试剂均为分析纯。 

1.3  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 180～200 g，购

自河南斯克贝斯生物科技股份有限公司，实验动物

生产许可证号 SCXK（豫）2020-0005。所有大鼠饲

养于恒温恒湿动物房［温度（25±2）℃，相对湿度

60%，12 h 昼夜节律］，自由摄食饮水。实验操作严

格遵循实验动物福利伦理审查要求，并经南昌医学

院实验动物伦理委员会审批通过，批准号

NYLLSC20250711。 

2  方法与结果 

2.1  甘草蛋白的提取与表征 

采用改良的丙酮沉淀法从甘草饮片中提取甘

草蛋白。具体步骤如下：称取甘草粗粉末适量，加

入 5 倍量蒸馏水，于 60 ℃下超声提取 30 min，提

取液经双层滤布滤过后，以 4 000 r/min 离心（离心

半径 10 cm）15 min 去除残渣；取上清液，加入 1.5

倍体积的丙酮进行沉淀，于−20 ℃下静置 30 min，

4 000 r/min 离心 15 min，弃去上清液，挥干丙酮，

收集沉淀物，冷冻干燥后即得甘草蛋白。采用十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis ， SDS-

PAGE）对所得甘草蛋白进行检测。将蛋白质样品与

上样缓冲液混合，于 95 ℃加热 10 min 使蛋白质变

性；变性后的蛋白质样品经SDS-PAGE电泳分离（电

压 80～120 V），蛋白条带经考马斯亮蓝染色后，与

蛋白质标准品进行比对分析，结果见图 1。结果显示

甘草蛋白的条带位于 2.5×104～3.5×104。 

 

图 1  甘草蛋白的 SDS-PAGE 电泳条带 

Fig. 1  SDS-PAGE bands of glycyrrhiza protein 

2.2  甘草蛋白质量浓度的初筛 

以 GP/SAN 的外观澄明度、粒径、多分散系数

（polydispersity index，PDI）及 ζ 电位为指标，考察

甘草蛋白形成 SAN 的适宜质量浓度。 

2.2.1  不同质量浓度GP/SAN 的制备  分别称取不

同质量的甘草蛋白粉末，置于 10 mL 西林瓶中，加

入蒸馏水 4 mL，在功率 250 W、频率 50 Hz 的条件

下超声 25 min，即得不同质量浓度 GP/SAN。 

2.2.2  粒径、PDI、ζ 电位的测定  取“2.2.1”项中

制得的 GP/SAN，加适量蒸馏水稀释，采用马尔文激

光粒度仪，测定上述不同质量浓度GP/SAN 的粒径、

PDI 及 ζ 电位，结果见表 1。当甘草蛋白质量浓度低

于 6 mg/mL 时，甘草蛋白在超声作用下能够形成粒

径小于 200 nm、分散性较好的纳米粒；而当甘草蛋

白质量浓度大于 6 mg/mL 时，分散体变浑浊，粒径

增大。因此，甘草蛋白质量浓度应不超过 6 mg/mL。 

2.3  HPLC 法建立 Pae-GP/SAN 中芍药苷的含量

测定方法 

2.3.1  色谱条件  色谱柱为 Shim-Pack GIS C18 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷 

1.80×105 

1.35×105 

1.00×105 

7.50×104 

6.50×104 

4.50×104 

3.50×104 

2.50×104 

1.50×104 

1.00×104 

Marker   甘草蛋白 
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表 1  GP/SAN 的表征 ( x s , n = 3) 

Table 1  Characterization of GP/SAN ( x s , n = 3) 

甘草蛋白/ 

(mg∙mL−1) 
粒径/nm PDI ζ 电位/mV 外观 

1 127.7±5.1 0.174 6±0.007 2 −17.04±1.15 澄明，有乳光 

2 142.7±5.1 0.170 3±0.016 9 −14.88±0.95 澄明，有乳光 

3 150.4±7.4 0.157 7±0.014 5 −15.35±1.40 澄明，有乳光 

4 151.0±5.9 0.200 5±0.024 0 −13.89±1.41 澄明，有乳光 

5 159.2±8.3 0.215 4±0.027 8 −13.99±1.47 澄明，有乳光 

6 169.9±5.4 0.202 1±0.031 5 −13.66±1.67 澄明，有乳光 

7 214.0±8.9 0.257 2±0.023 1 −13.15±1.11 浑浊 

8 249.1±11.3 0.340 3±0.033 6 −14.73±1.90 浑浊 
 

酸水溶液（17∶83）；体积流量为 1 mL/min；柱温为

40 ℃；检测波长为 231 nm；进样量为 10 μL；理论

塔板数以芍药苷峰计算不低于 6 000。 

2.3.2  对照品溶液的制备  精密称定芍药苷对照品

8.4 mg，置于 10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容，

得 840 μg/mL 对照品储备液。精密吸取该对照品储

备液适量，用甲醇稀释成 84.0、42.0、21.0、8.4、

4.2 μg/mL 质量浓度的系列对照品溶液。 

2.3.3  供试品溶液的制备  精密吸取 0.1 mL Pae-

GP/SAN 于 5 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容，摇匀

后，使用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.3.4  专属性考察  取“2.2.1”项下制备的空白 GP/ 

SAN、芍药苷对照品溶液及 Pae-GP/SAN 供试品溶

液适量，分别按照“2.3.1”项下色谱条件进样测定，

记录色谱图，结果见图 2。结果表明，空白 GP/SAN

对芍药苷的测定无干扰，表明该方法专属性良好。 

2.3.5  线性关系考察  精密吸取“2.3.2”项下对照

品溶液，按照“2.3.1”项下色谱条件进行测定，记

录相应的色谱峰峰面积，以芍药苷质量浓度为横坐

标（X），峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归，得标

准曲线回归方程 Y＝13 199 X＋18 949，R2＝0.999，

结果表明芍药苷在 4.2～84.0 μg/mL 与峰面积呈良

好的线性关系。 

2.3.6  精密度考察  精密吸取“2.3.2”项下芍药苷

对照品溶液适量，按照“2.3.1”项色谱条件进行测

定，1 d 内平行测定 6 次，考察其精密度。计算得芍

药苷的精密度 RSD 为 0.75%，表明精密度良好。 

2.3.7  稳定性考察  取供试品溶液，分别于制备后

0、2、4、8、12、24 h 进样分析，按照“2.3.1”项下

色谱条件进行测定，记录相应的色谱峰峰面积，考

察其稳定性，计算得芍药苷峰面积的RSD为0.79%，

表明供试品溶液在室温下放置 24 h 稳定性良好。 

 

 

 

图 2  空白 GP/SAN (A)、对照品溶液 (B) 和 Pae-GP/SAN

供试液 (C) 的专属性 HPLC 图 

Fig. 2  Specific HPLC chromatograms of blank GP/SAN 

(A), reference substance solution (B), and Pae-GP/SAN test 

solution (C) 

2.3.8  重复性考察  平行制备 6 份供试品溶液，按

照“2.3.1”项下色谱条件进行测定，记录峰面积。

结果显示重复性试验 RSD 为 1.89%，表明该方法重

复性良好。 

2.3.9  加样回收率考察  精密移取供试品溶液 6

份，加入样品量 100%的芍药苷对照品后，过 0.45 

µm 微孔滤膜，按照“2.3.1”项色谱条件进行测定，

记录相应的色谱峰峰面积，计算芍药苷的加样回收

率。结果显示，芍药苷的加样回收率为 95.35%～

104.01%，RSD 为 3.31%，表明该方法准确度良好。 

2.4  Pae-GP/SAN 的制备及优化 

2.4.1  粒径和 PDI 的测定  方法同“2.2.2”项下。 

2.4.2  包封率和载药量的测定  采用超滤离心法

测定 Pae-GP/SAN 的包封率和载药量。 

取 100 μL Pae-GP/SAN 至 5 mL 量瓶中，加甲

醇超声溶解并定容至刻度，0.45 μm 微孔滤膜滤过

后，按照“2.3”项下 HPLC 方法进样分析，作为 Pae-

GP/SAN 中总芍药苷质量（W 总）；取 0.4 mL Pae-

芍药苷 
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GP/SAN 加入超滤离心管（0.5 mL，截留相对分子

质量 3 000）的上层，8 000 r/min 离心（离心半径 10 

cm）10 min，取下层溶液 100 μL 置于 5 mL 量瓶中，

加水稀释定容，0.45 μm 微孔滤膜滤过后，按照“2.3”

项下 HPLC 方法进样分析，作为 Pae-GP/SAN 中未

包封的芍药苷质量（W 未）。 

包封率＝(W 总－W 未)/W 总 

载药量＝(W 总－W 未)/(W 总－W 未＋W 甘草蛋白) 

2.4.3  Pae-GP/SAN 的处方优化  称取甘草蛋白粉

末 24 mg，置于 10 mL 西林瓶中，分别加入芍药苷

原料药 2～14 mg，加入蒸馏水 4 mL，功率 250 W、

频率 50 Hz 的条件下超声 25 min，室温放置冷却后，

0.8 μm 微孔滤膜滤过。分别测定 Pae-GP/SAN 的粒

径、PDI 及包封率和载药量，结果见表 2。当固定甘

草蛋白质量浓度为 6 mg/mL 时，芍药苷加入量对

SAN 的粒径和 PDI 无显著影响。包封率和载药量均

随着芍药苷质量浓度的增加先升高后降低，包封率

在芍药苷质量浓度为 2～3 mg/mL 时较高，而载药

量在芍药苷质量浓度为 3 mg/mL 时最高。综合分

析，暂定芍药苷质量浓度为 3 mg/mL。 

表 2  芍药苷质量浓度对 Pae-GP/SAN 粒径、PDI、包封率

和载药量的影响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effects of paeoniflorin mass concentration on 

particle size, PDI, encapsulation efficiency and drug loading 

of Pae-GP/SAN ( x s , n = 3) 

芍药苷/ 

(mg∙mL−1) 
粒径/nm PDI 包封率/% 载药量/% 

0.5 171.0±7.8 0.175 9±0.011 8 21.69±4.59** 2.35±0.35*** 

1.0 170.7±9.1 0.178 9±0.016 3 21.63±2.01*** 4.38±0.37*** 

1.5 172.7±5.7 0.181 9±0.007 4 26.83±2.68** 7.64±0.81*** 

2.0 176.3±7.6 0.175 1±0.006 4 34.95±2.30 12.54±0.90*** 

2.5 172.7±6.5 0.177 0±0.011 8 35.59±0.16 15.57±0.40*** 

3.0 174.7±9.6 0.176 6±0.011 4 36.11±0.52 18.25±0.17 

3.5 175.0±13.0 0.182 6±0.008 5 29.48±1.60** 17.17±0.83 

与芍药苷 3.0 mg∙mL−1组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs paeoniflorin 3.0 mg∙mL−1 group. 

称取芍药苷原料药 12 mg，置于 10 mL 西林瓶

中，分别加入甘草蛋白粉末 12、16、20、24 mg，

加入蒸馏水 4 mL，在功率 250 W、频率 50 Hz 的条

件下超声 25 min，室温放置冷却后，0.8 μm 微孔滤

膜滤过。分别测定 Pae-GP/SAN 的粒径、PDI 及包

封率和载药量，结果见表 3。当芍药苷的质量浓度

固定为 3 mg/mL 时，甘草蛋白质量浓度对 SAN 的

粒径和 PDI 无显著影响。包封率随着甘草蛋白质量 

表 3  甘草蛋白质量浓度对 Pae-GP/SAN 粒径、PDI、包封

率和载药量的影响 ( x s , n = 3) 

Table 3  Effects of glycyrrhiza protein mass concentration 

on particle size, PDI, encapsulation efficiency and drug 

loading of Pae-GP/SAN ( x s , n = 3) 

甘草蛋白/ 

(mg∙mL−1) 
粒径/nm PDI 包封率/% 载药量/% 

3 179.0±5.3 0.171 4±0.002 7 25.97±2.20** 20.69±1.31 

4 177.7±6.1 0.170 4±0.008 9 35.46±2.47 21.09±1.24 

5 179.7±7.1 0.174 1±0.013 9 36.11±0.52 18.25±0.17* 

6 177.0±7.2 0.177 4±0.010 0 37.24±0.93 15.84±0.27** 

与甘草蛋白 4 mg∙mL−1组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs glycyrrhiza protein 4 mg∙mL−1 group. 

浓度的增加而升高，载药量则先升高后降低，当甘

草蛋白质量浓度为 4 mg/mL 时，SAN 同时具有较

高的包封率和载药量。综合考虑，暂定甘草蛋白质

量浓度为 4 mg/mL。 

2.4.4  Pae-GP/SAN 的工艺优化  称取甘草蛋白粉

末 16 mg 和芍药苷原料药 12 mg，置于 10 mL 西林

瓶中，加入蒸馏水 4 mL，在功率 250 W、频率 50 

Hz 的条件下超声 25 min 后，不进行磁力搅拌或分

别于 400、600、800 r/min 磁力搅拌 0.5 h，测定 Pae-

GP/SAN 的粒径、PDI 及包封率和载药量。结果如

表 4 所示，搅拌时间为 0.5 h 时，磁力搅拌的转速

对 SAN 的粒径和 PDI 无显著影响，而包封率和载

药量则随着转速的增加而降低，无磁力搅拌组的包

封率和载药量最高，说明磁力搅拌作用会使 SAN 中

包封的芍药苷泄露。 

固定转速 400 r/min，进一步考察不同搅拌时间

对 SAN 的影响。结果如表 5 所示，搅拌时间对 SAN

粒径及 PDI 无明显影响，而包封率和载药量均随着

搅拌时间的延长而降低。综合分析，SAN 的制备过 

表 4  磁力搅拌转速对 Pae-GP/SAN 粒径、PDI、包封率和

载药量的影响 ( x s , n = 3) 

Table 4  Effects of magnetic stirring speed on particle size, 

PDI, encapsulation efficiency and drug loading of Pae-

GP/SAN ( x s , n = 3) 

磁力搅拌速 

度/(r∙min−1) 
粒径/nm PDI 包封率/% 载药量/% 

无磁力搅拌 176.0±7.2 0.164 1±0.006 9 35.46±2.47 21.09±1.24 

400 176.7±10.0 0.181 4±0.010 1 26.14±2.48** 16.50±1.42* 

600 176.3±7.4 0.173 3±0.010 6 18.25±2.44** 12.12±1.50** 

800 175.7±9.1 0.186 6±0.007 4 13.93±1.07*** 9.48±0.63*** 

与无磁力搅拌组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs group without magnetic stirring. 
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表 5  磁力搅拌时间对 Pae-GP/SAN 粒径、PDI、包封率和

载药量的影响 ( x s , n = 3) 

Table 5  Effects of magnetic stirring time on particle size, 

PDI, encapsulation efficiency and drug loading of Pae-

GP/SAN ( x s , n = 3) 

磁力搅拌 

时间/h 
粒径/nm PDI 包封率/% 载药量/% 

无磁力搅拌 174.3±4.7 0.163 2±0.006 5 34.68±1.55 20.68±0.67 

0.25 177.7±3.1 0.184 0±0.005 5 28.32±1.23** 17.72±0.73** 

0.50 178.7±2.1 0.173 9±0.004 5 25.21±1.72** 15.97±1.01** 

1.00 176.0±9.6 0.187 6±0.009 8 17.61±2.66*** 11.77±1.64*** 

与无磁力搅拌组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs group without magnetic stirring. 

程中不进行磁力搅拌。 

2.4.5  Pae-GP NPs 的处方工艺验证  称取芍药苷

原料药 12 mg 和甘草蛋白粉末 16 mg，置于 10 mL

西林瓶中，加入蒸馏水 4 mL，在功率 250 W、频率

50 Hz 的条件下超声 25 min，室温放置冷却后，0.8 

μm 微孔滤膜滤过。使用该方法重复制备 3 批 Pae-

GP/SAN，分别测定其粒径、PDI 及包封率和载药量。

结果如表 6 所示，所制备的纳米粒粒径均一，该制

备方法具有良好的重复性。 

表 6  3 批验证结果 

Table 6  Results of three batches of verification 

批次 粒径/nm PDI 包封率/% 载药量/% 

1 185.5 0.161 2 37.17 22.23 

2 169.3 0.158 7 36.30 21.68 

3 181.2 0.173 2 37.25 21.84 

平均值 178.7±8.4 0.164 4±0.007 8 36.91±0.53 21.91±0.28 
 

2.5  Pae-GP/SAN 的表征与稳定性 

2.5.1  粒径分布与 ζ 电位的测定  采用纳米激光粒

度仪测定 Pae-GP/SAN 的粒径分布与 ζ 电位，方法

同“2.2.2”项。结果见图 3，Pae-GP/SAN 的平均粒

径为（178.2±6.3）nm，PDI 为 0.152 1±0.011 2，ζ

电位为（−14.91±1.13）mV（n＝3）。 

2.5.2  形态观察  取 Pae-GP/SAN 适量，用超纯水

稀释后，滴于有碳膜的铜网上，自然干燥后，于透

射电子显微镜（transmission electron microscope，

TEM）下观察形貌特征，结果见图 4。Pae-GP/SAN

外观呈球状结构，且形态较均匀，粒径在 50～250 

nm，与纳米激光粒度仪检测结果一致。 

2.5.3  包封率和载药量  测定 Pae-GP/SAN 的包封

率和载药量，方法同“2.4.2”项下。Pae-GP/SAN 的

包封率为（36.45±2.32）%，载药量为（21.70± 

 

 

图 3  Pae-GP/SAN 的粒径分布 (A) 与 ζ 电位 (B) 

Fig. 3  Particle size distribution (A) and ζ potential (B) of 

Pae-GP/SAN 

 

图 4  Pae-GP/SAN 的 TEM 图 

Fig. 4  TEM image of Pae-GP/SAN 

1.30）%（n＝3）。 

2.5.4  稳定性考察  测定并比较 Pae-GP/SAN 冻干

前后的粒径、PDI 及 ζ 电位，方法同“2.2.2”项下。

将 Pae-GP/SAN 冻干粉置 4 ℃下贮藏，分别于贮藏

0、1、2、3、6 个月取样，测定其粒径、PDI、ζ 电

位及载药量，方法同“2.2.2”与“2.4.2”项下。结

果分别如表 7、8 所示，冻干前后纳米粒粒径和 ζ 电

位无显著变化，冻干后 PDI 显著增加（P＜0.05），

但仍小于 0.25，具有较好的分散性。于 4 ℃下贮藏

6 个月内，Pae-GP/SAN 冻干粉复溶后粒径、PDI、

ζ 电位及载药量均无显著变化，具有良好的稳定性。 

表 7  Pae-GP/SAN 冻干前后的表征 ( x s , n = 3) 

Table 7  Characterization of Pae-GP/SAN before and after 

lyophilization ( x s , n = 3) 

样品 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

冻干前 178.2±6.3 0.152 1±0.011 2 −14.91±1.13 

冻干后 179.0±11.5 0.210 1±0.008 5* −15.69±0.47 

与冻干前相比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs group before lyophilization. 
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表 8  Pae-GP/SAN 冻干粉 6 个月内贮藏稳定性考察结果 

( x s , n = 3) 

Table 8  Storage stability of Pae-GP/SAN lyophilized 

powder within six months ( x s , n = 3) 

t/月 粒径/nm PDI ζ电位/mV 载药量/% 

0 192.4±7.7 0.216 8±0.010 1 −14.97±0.49 21.42±0.16 

1 183.3±10.8 0.216 7±0.019 7 −14.89±0.03 21.67±0.06 

2 179.9±11.5 0.219 1±0.012 0 −15.77±0.18 20.96±0.38 

3 189.2±15.2 0.209 8±0.027 9 −14.89±0.57 20.98±0.27 

6 189.2±13.1 0.228 6±0.010 3 −15.75±0.84 20.83±0.31 

 

2.6  肠灌流实验中相关溶液的配制 

2.6.1  K-R 缓冲液的配制  称取 0.37 g CaCl2，加少

量水超声溶解后，称取 7.80 g NaCl，0.35 g KCl，

1.37 g NaHCO3，0.32 g NaH2PO3，0.02 g MgCl2，1.4 

g 葡萄糖，加少量水超声溶解后，与 CaCl2 混匀，定

容至 1 L，充分摇匀即得 K-R 溶液，现配现用。 

2.6.2  空白肠灌流液的配制  将 K-R 缓冲液于 37 

℃预热后，进行肠灌流，收集流出液，即得空白肠

灌流液。 

2.6.3  对照品溶液的配制  精密称取芍药苷对照

品适量，置于 25 mL 量瓶中，配制成质量浓度为 505 

μg/mL 的对照品母液，备用。 

2.6.4  不同质量浓度含药肠灌流液的配制  精密称

取 芍 药 苷 、 芍 药 苷 - 甘 草 蛋 白 物 理 混 合 物

（paeoniflorin-glycyrrhiza protein physical mixture，

Pae-GP/PM）和 Pae-GP/SAN 适量，用 K-R 缓冲液

稀释并定容，配制成含芍药苷 5、10、20 μg/mL 的

肠灌流芍药苷溶液（paeoniflorin solution，Pae/Sol）、

Pae-GP/PM 和 Pae-GP/SAN。 

2.6.5  含化学抑制剂的肠灌流液的配制  分别精密

称取维拉帕米（P-gp 抑制剂）、吲哚美辛［多药耐药

相关蛋白 2（multidrug resistance-associated protein 

2，MRP2）抑制剂］、利血平［乳腺癌耐药蛋白（breast 

cancer resistance protein，BCRP）抑制剂］适量，按

照“2.6.4”项用 Pae/Sol、Pae-GP/PM 和 Pae-GP/SAN

（含 20 μg/mL 芍药苷）肠灌流液溶解，使维拉帕米、

吲哚美辛的终浓度为 100 μmol/L，利血平的终浓度

为 50 μmol/L。 

2.6.6  供试品溶液的配制  收集大鼠在体肠灌流流

出液后，精密吸取 200 μL，加 200 μL 甲醇稀释处

理，涡旋 3 min，离心 10 min 后取上清液，备用。 

2.7  HPLC 法建立肠灌流液中芍药苷含量测定 

2.7.1  色谱条件  Shim-Pack GIS C18 色谱柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶

液，梯度洗脱：0～10 min，10%～20%乙腈；10～

18 min，20%～21%乙腈；18～19 min，21%～23%

乙腈；19～35 min，23%～40%乙腈；35～40 min，

40%～50%乙腈；40～50 min，50%乙腈；50～53 

min，50%～10%乙腈；53～60 min，10%乙腈；体

积流量 1.0 mL/min；柱温 40 ℃；进样体积 10 μL；

检测波长为 231 nm；理论塔板数以芍药苷峰计算不

低于 6 000。 

2.7.2  专属性考察  取空白肠灌流液、对照品溶液

及 Pae-GP/SAN 灌流液，分别按照“2.7.1”项下色

谱条件进样测定，记录色谱图。结果见图 5，结果

表明空白肠灌流液对芍药苷的测定无干扰，表明该

方法专属性良好。 

2.7.3  线性关系考察  精密吸取“2.6.3”项下对照

品母液，加 K-R 缓冲液定容，配制成含芍药苷 0.81、

1.62、4.04、8.08、12.12、16.16、32.32 μg/mL 的对

照品溶液，按照“2.7.1”项下色谱条件进行测定，记

录相应的色谱峰峰面积，以药物质量浓度为横坐标

（X），峰面积为纵坐标（Y），进行线性回归，得芍药 
 

 

 

 

图 5  空白肠灌流液 (A)、芍药苷对照品溶液 (B) 和 Pae-

GP/SAN 灌流液 (C) 的专属性 HPLC 图 

Fig. 5  Specific HPLC chromatograms of blank intestinal 

perfusate (A), paeoniflorin reference solution (B), and Pae-

GP/SAN perfusate (C) 
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苷回归方程 Y＝15 547.0 X＋2 575.7，R2＝0.999 6，

结果表明，芍药苷在 0.81～32.32 μg/mL 线性关系

良好。 

2.7.4  精密度试验  精密吸取“2.7.3”项下芍药苷

质量浓度为 8.08 μg/mL 对照品溶液，按照“2.7.1”

项下色谱条件进行测定，1 d 内平行测定 6 次，考察

其精密度。计算得芍药苷的精密度 RSD 为 0.17%，

表明该仪器的精密度良好。 

2.7.5  重复性试验  使用K-R缓冲液平行配制 6份

20 μg/mL 的 Pae-GP/SAN，按照“2.7.1”项下色谱

条件进行测定，记录峰面积。结果显示，RSD 为

1.83%，表明该方法重复性良好。 

2.7.6  稳定性试验 使用 K-R 缓冲液配制 20 μg/mL

的 Pae-GP/SAN，分别于 0、2、4、8、12、24 h 取

样，按“2.6.6”项下处理，按照“2.7.1”项下色谱

条件进行测定，记录相应的色谱峰峰面积，考察其

稳定性。计算得芍药苷的稳定性 RSD 值为 1.62%，

表明供试品溶液在室温下放置 24 h 稳定性良好。 

2.7.7  加样回收率试验  精密移取 Pae-GP/SAN 肠

灌流液 6 份，加入样品中芍药苷量 100%的芍药苷

对照品，超声溶解后，1∶1 甲醇稀释处理，过 0.45 

µm 微孔滤膜，按照“2.7.1”项下色谱条件进行测

定，记录相应的色谱峰峰面积，计算得芍药苷的平

均加样回收率为（101.37±1.84）%，RSD 值为

1.82%，表明该方法准确度良好。 

2.7.8  酶降解和物理吸附  按照“2.6.2”项下方法

收集空白肠灌流液，平行配制 3 份 Pae-GP/SAN 肠

灌流液（芍药苷质量浓度为 20 μg/mL），密封后置

于 37 ℃水浴锅中孵化，分别于 0、0.25、2.00 h 取

样，按照“2.6.6”项下方法处理后，按照“2.7.1”

项下色谱条件进行测定，记录芍药苷色谱峰峰面

积，分别以 0.25、2.00 h 芍药苷的峰面积与 0 min 的

峰面积的比值作为剩余百分数，考察酶降解的影响。

结果见表 9，在实验时间内，大鼠肠道酶作用对芍药 

表 9  酶降解和物理吸附对 Pae-GP/SAN 中芍药苷含量的

影响 ( x s , n = 3) 

Table 9  Effects of enzymatic degradation and physical 

adsorption on paeoniflorin content in Pae-GP/SAN ( x s , 

n = 3) 

处理方法 
剩余占比/% 

0 0.25 h 2.00 h 

酶降解 100.00±0.00 101.29±0.42 101.76±0.56 

物理吸附 100.00±0.00 99.91±0.94 100.27±0.69 

苷质量浓度变化均小于 2%，表明酶降解作用对芍

药苷的含量测定影响不大。 

将禁食不禁水 12 h 的 SD 大鼠麻醉后沿腹中线

剪开小口，剪取小肠段剖开洗净，置于 Pae-GP/SAN

肠灌流液（芍药苷质量浓度为 20 μg/mL），37 ℃水

浴锅中孵育 2 h，分别于 0、0.25、2.00 h 时取样，

按照“2.6.6”项下方法处理样品后，按照“2.7.1”

项下色谱条件进样，测定孵育前、后芍药苷的峰面

积，以孵育后芍药苷峰面积与孵育前峰面积的比值

作为剩余百分数，考察物理吸附的影响。结果见表

9，在实验时间内，芍药苷质量浓度变化均小于 2%，

表明肠道对芍药苷的吸附作用可忽略不计。 

2.8  大鼠在体单向肠灌流实验 

采用在体单向肠灌流技术，研究不同吸收部位

（（空肠、回肠）、不同药物质量浓度（（5、10、20 μg/mL，

以芍药苷计）及不同转运蛋白抑制剂（维拉帕米、

吲哚美辛、利血平）对药物肠吸收的影响。 

实验前大鼠禁食不禁水 12 h，麻醉后沿腹中线

剪开小口，选取需要考察的肠段约 10 cm，两端插

入硅胶管，用灭菌的手术线结扎固定。用浸有生理

盐水的纱布覆盖肠组织保湿，采用红外灯照射保

温。用预热至 37 ℃的生理盐水排净肠道内容物后，

用空白 K-R 溶液以 0.2 mL/min 灌流 15 min 平衡肠

段，之后用 37 ℃的供试液，以 0.2 mL/min 平衡 30 

min 后开始计时，于出口段放置已知质量的小瓶，

每 15 分钟收集流出液 1 次，同时记录供试液小瓶

与收集液小瓶的质量，共收集 6 份。灌流结束后将

大鼠处死并测量灌流肠道的长度与内径。 

2.8.1  吸收参数的计算与数据处理  采用重量法对

灌流液流入和流出体积进行校正，消除灌流过程中

肠道吸收水分，导致灌流液体积变化对结果的影

响。按照下式分别计算药物吸收速率常数（Ka）和

药物有效渗透系数（Peff）。 

Ka＝(1－CoutVout/CinVin)Q/πr2l 

Peff＝−Q ln(CoutVout/CinVin)/2πrl 

Cin 和 Cout 分别为入肠液和出肠液中待测成分的质量浓度

（μg/mL），Vin和 Vout 分别为入肠液和出肠液的体积（mL），

Q 为入肠液的灌流体积流量（0.2 mL/min），r 和 l 分别是实

验肠段的内径（cm）和长度（cm） 

2.8.2  大鼠不同肠段对药物吸收的影响  分别以空

肠和回肠作为灌流部位，以 0.2 mL/min 的体积流量

灌流 Pae/Sol、Pae-GP/PM、Pae-GP/SAN（20 μg/mL，

以芍药苷计），持续灌流 90 min。采用重量法校正，
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比较 Pae/Sol、Pae-GP/PM、Pae-GP/SAN 肠灌流液

在不同肠段吸收的 Ka 和 Peff 差异，结果见表 10。

Pae/Sol 与 Pae-GP/PM 在空肠与回肠中的吸收无显

著性差别，而 Pae-GP/SAN 在回肠中的吸收优于空

肠，吸收参数显著高于空肠段（P＜0.05、0.01）。相

同肠段中，Pae-GP/PM 的吸收较 Pae/Sol 略有增加，

而 Pae-GP/SAN 的吸收在 2 种肠段中均显著强于其

余2种制剂，Ka与Peff值显著升高，说明Pae-GP/SAN

的形成显著提高了芍药苷的肠吸收。 

表 10  不同肠段中 Pae/Sol、Pae-GP/PM、Pae-GP/SAN 中

芍药苷的吸收参数 ( x s , n = 6) 

Table 10  Absorption parameters of paeoniflorin in 

Pae/Sol, Pae-GP/PM, and Pae-GP/SAN in different 

intestinal segments ( x s , n = 6) 

肠段 
Ka/(×10−4 s−1) 

Pae/Sol Pae-GP/PM Pae-GP/SAN 

空肠 2.95±0.51*** 4.51±1.19** 7.02±1.48 

回肠 2.65±0.13### 4.06±1.24### 9.93±2.04* 

肠段 
Peff/(×10−5 cm∙s−1) 

Pae/Sol Pae-GP/PM Pae-GP/SAN 

空肠 2.55±0.44*** 3.61±0.98** 6.00±0.93 

回肠 2.11±0.27### 2.96±0.84### 8.84±1.30** 

与 Pae-GP/SAN 组空肠段比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜

0.001；与 Pae-GP/SAN 组回肠段比较：###P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P＜0.001 vs jejunum segment of Pae-

GP/SAN group; ###P < 0.001 vs ileum segment of Pae-GP/SAN group. 

2.8.3  质量浓度对药物吸收的影响  用 K-R 溶液配

制芍药苷药量分别为 5、10、20 μg/mL 的 Pae/Sol、

Pae-GP/PM、Pae-GP/SAN 灌流液，以回肠为灌流部

位，灌流体积流量 0.2 mL/min，持续灌流 90 min。

采用重量法校正，比较不同质量浓度的 Pae/Sol、

Pae-GP/PM、Pae-GP/SAN 肠灌流液在回肠段吸收的

Ka和Peff差异，结果见表11。不同质量浓度的Pae/Sol

和 Pae-GP/PM 在回肠段的吸收无显著性差异，而高

质量浓度 Pae-GP/SAN 的 Ka和 Peff显著高于低质量

浓度组（P＜0.001）。 

2.8.4  转运蛋白抑制剂对药物吸收的影响  分别用

含有 100 μmol/L 维拉帕米、吲哚美辛和 50 μmol/L

利血平的 Pae/Sol、Pae-GP/PM、Pae-GP/SAN（20 

μg/mL，以芍药苷计）灌流液，以回肠为灌流部位，

灌流速度 0.2 mL/min，持续灌流 90 min。采用重量

法校正，比较不同转运蛋白抑制剂对 Pae/Sol、Pae-

GP/PM、Pae-GP/SAN 肠灌流液在回肠段吸收的影

响，结果见表 12。维拉帕米、吲哚美辛和利血平分 

表 11  不同质量浓度 Pae/Sol、Pae-GP/PM、Pae-GP/SAN

中芍药苷的吸收参数 ( x s , n = 6) 

Table 11  Absorption parameters of paeoniflorin in Pae/ 

Sol, Pae-GP/PM and Pae-GP/SAN at different 

concentrations ( x s , n = 6) 

质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

Ka/(×10−4 s−1) 

Pae/Sol Pae-GP/PM Pae-GP/SAN 

5 1.91±0.95 3.37±0.93 5.87±0.38 

10 2.13±0.68 3.08±0.91 6.83±2.22 

20 2.65±0.13 4.06±1.24 9.93±2.04*** 

质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

Peff/(×10−5 cm∙s−1) 

Pae/Sol Pae-GP/PM Pae-GP/SAN 

5 1.52±0.79 2.12±0.45 4.78±0.17 

10 1.74±0.51 2.38±0.22 6.60±2.69 

20 2.11±0.27 2.96±0.84 8.84±1.30*** 

与 5 μg∙mL−1 Pae-GP/SAN 组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs 5 μg∙mL−1 Pae-GP/SAN group. 

表 12  含转运抑制剂的 Pae/Sol、Pae-GP/PM、Pae-

GP/SAN 中芍药苷的吸收参数 ( x s , n = 6) 

Table 12  Absorption parameters of paeoniflorin in Pae/ 

Sol, Pae-GP/PM and Pae-GP/SAN containing transport 

inhibitors ( x s , n = 6) 

抑制剂 
Ka/(×10−4 s−1) 

Pae/Sol Pae-GP/PM Pae-GP/SAN 

无抑制剂 2.65±0.13 4.06±1.24 9.93±2.04 

维拉帕米 4.87±0.35*** 6.77±0.87** 12.20±2.89 

吲哚美辛 3.02±1.04 4.30±1.93 10.05±0.24 

利血平 2.32±0.55 3.87±1.01 9.63±1.46 

抑制剂 
Peff/(×10−5 cm∙s−1) 

Pae/Sol Pae-GP/PM Pae-GP/SAN 

无抑制剂 2.11±0.27 2.96±0.84 8.84±1.30 

维拉帕米 4.11±0.98** 5.52±0.65*** 9.28±2.32 

吲哚美辛 2.56±0.99 3.15±1.39 8.35±2.66 

利血平 2.17±0.44 3.18±1.17 7.51±0.78 

与无抑制剂组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P＜0.001 vs inhibitor-free group. 

别是外排转运蛋白 P-gp、MRP2 和 BRCP 的抑制剂。

加入维拉帕米之后，Pae/Sol 与 Pae-GP/PM 组的 Ka

与 Peff 均显著提高（P＜0.01、0.001），而加入吲哚

美辛与利血平后，2 组的肠吸收参数与未加抑制剂

时相比无显著性差异，提示 Pae/Sol 与 Pae-GP/PM

可能是 P-gp 的底物，而非 MRP2 和 BCRP 的底物。

对于 Pae-GP/SAN 组，3 种抑制剂均对其肠吸收无

显著影响，表明 Pae-GP/SAN 可能不是这 3 种外排

转运蛋白的底物。 
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2.9  激光扫描共聚焦显微镜（ confocal laser 

scanning microscope，CLSM）下观察 GP/SAN 的

肠吸收 

2.9.1  P4 水淬灭组的制备  取 50 µL P4 探针二氯

甲烷溶液（40 μg/mL），置于 10 mL 棕色西林瓶中，

通风橱内吹干，加入 4 mL 蒸馏水，超声 25 min，

样品过 0.8 μm 的滤膜，即得。 

2.9.2  P4-GP/SAN 的制备  取 50 µL P4 探针二氯

甲烷溶液（40 μg/mL），置于 10 mL 棕色西林瓶中，

通风橱内吹干，加入 GP/SAN 16 mg 和 4 mL 蒸馏

水，超声 25 min，样品过 0.8 μm 的滤膜，即得。 

2.9.3  GP/SAN 在肠段内的吸收行为  用 K-R 溶液

配制 1 mg/mL P4-GP/SAN 灌流液，灌流方法同“2.8”

项。灌流结束后，通入空气以排净肠道内残留灌流

液，用剪刀将肠段剪为约 1 cm 长的肠环，置于 4%

多聚甲醛溶液中固定过夜，经蔗糖脱水处理后取

出，滴加 OCT 冷冻包埋剂进行包埋，使用冷冻切片

机对包埋样品进行切片，切片厚度设定为 10 μm。

将切片贴附于载玻片上，随后进行 DAPI 染色。使

用 FV3000 激光共聚焦显微镜观察切片，具体仪器

参数设置如下：DAPI 激发波长 405 nm，发射波长

461 nm，信号颜色为蓝色；P4 探针激发波长 640 nm，

发射波长 665 nm，信号颜色为红色。将切片倒置于

显微镜载物台，调节焦平面至视野清晰，采用 10×

物镜观察，图像扫描分辨率为 1 024×1 024 像素，

所得图像均通过 FV3000 专用软件进行图像处理。

结果如图 6 所示，DAPI 蓝色信号代表小肠细胞核，

P4水淬灭组肠切片未观察到红色荧光信号，表明P4

探针的淬灭溶液不会和肠道脂质结合；而 P4-

GP/SAN 组肠绒毛侧和基底侧都可清晰观察到红色

荧光信号，表明 GP/SAN 能以完整结构的形式透过

小肠屏障。 

   

   

   

图 6  P4-GP/SAN 在小肠的分布情况 

Fig. 6  Distribution of P4-GP/SAN in small intestine 

3  讨论 

超声分散法是制备纳米粒的常用方法之一。研

究表明，超声能够对蛋白质的理化性质产生影响，

改变蛋白质二级、三级结构，使其粒径变小，溶解

性增强[17-18]。粒径、包封率和载药量是纳米粒的重

要评价指标。更小粒径（（＜200 nm）和 PDI（（＜0.2）

的纳米粒，通常具有更好的稳定性、安全性和有效

性[19]。包封率和载药量直接影响制剂的药效和毒

性，提高包封率和载药量通常意味着有效成分含量

的增加，减少药物在运输途中的提前泄露，保证更

多的药物能够递送至组织。 

在对甘草蛋白质量浓度初筛的过程中发现，当

甘草蛋白质量浓度超过 6 mg/mL 时，甘草蛋白出现

聚沉趋势，无法形成均一稳定的纳米结构。因此本

P4 水淬灭组 
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研究先设定甘草蛋白的质量浓度为 6 mg/mL，再通

过单因素试验法对芍药苷、甘草蛋白的用量以及磁

力搅拌的参数进行优化。结果表明，上述影响因素

对纳米粒粒径和 PDI 均无显著影响，但使包封率和

载药量发生了变化。随着芍药苷用量的增加，包封

率和载药量整体呈现先增加后减小的趋势，当芍药

苷质量浓度为 3 mg/mL 时，已经达到 GP/SAN 能包

载的药量上限，因此，选定 3 mg/mL 为芍药苷质量

浓度。以初筛时甘草蛋白质量浓度 6 mg/mL 为基准，

进一步降低甘草蛋白用量，结果发现，当甘草蛋白

质量浓度低于 4 mg/mL 时，载体质量浓度过低，使

得包封率显著降低；当甘草蛋白质量浓度超过 4 

mg/mL 时，对于选定的 3 mg/mL 芍药苷，包封率也

不再有显著性升高，且随着载体用量的增加，载药

量显著下降。进一步对制备工艺优化时发现，磁力

搅拌会破坏纳米粒的结构，使得包封的芍药苷泄

露，因此在制备过程中不进行磁力搅拌。基于以上

结果筛选出的最佳处方及工艺：芍药苷质量浓度为

3 mg/mL，甘草蛋白质量浓度为 4 mg/mL，不进行磁

力搅拌，在功率 250 W、频率 50 Hz 的条件下超声

25 min。所制备的 Pae-GP/SAN 粒径为（（178.2±6.3）

nm，PDI 为 0.152 1±0.011 2，ζ 电位为（−14.91±

1.13）mV，包封率为（（36.45±2.32）%，载药量为

（（21.70±1.30）%，呈均一的球形结构。该方法重现

性良好，工艺简单，所制备的纳米粒粒径均一，性

质稳定，包封率和载药量较高。 

基于以上分析，课题组进一步研究发现，Pae-

GP/SAN 可以显著提高芍药苷在大鼠体内的口服生

物利用度[20]，而其具体肠吸收机制尚不清楚。在体

单向灌流法目前被广泛用于考察口服药物的吸收

情况，实验条件与真实情况接近，操控性好，损伤

性小，与人体具有良好的相关性[21]，因此，本实验

采用该方法来研究 Pae-GP/SAN 的吸收特性。结果

表明，Pae/Sol 与 Pae-GP/PM 在空肠与回肠中的吸

收无显著性差异，而 Pae-GP/SAN 在回肠段的吸收

显著优于空肠段（（P＜0.05、0.01），这可能与回肠

段中存在派伊尔结有关。派伊尔结是分布于回肠淋

巴组织集合体，由淋巴滤泡、T 细胞区和覆盖其表

面的 M 细胞（（微皱褶细胞）组成，药物可通过该结

构进行淋巴转运，避免首过效应和肝毒性[22]，其中

M 细胞还可以识别摄取纳米粒，对药物吸收具有促

进作用[23-24]。在 5～20 μg/mL（（以芍药苷计）时，质

量浓度对 Pae/Sol 与 Pae-GP/PM 的吸收参数无显著

影响，表明该实验条件下 Pae/Sol 和 Pae-GP/PM 主

要以单纯扩散的方式吸收；高质量浓度 Pae-

GP/SAN 的 Ka 和 Peff 显著高于低质量浓度组（P＜

0.001），这说明形成纳米粒之后，药物的转运方式

发生改变，以其他非单纯扩散的转运方式为主。 

肠道内广泛分布着 ABC 转运蛋白，可以识别

并转运多种物质，与耐药性和药物的外排现象密切

相关，严重影响药物的体内命运[25]。本研究选取肠

道内常见的转运蛋白 P-gp、MRP2 和 BCRP 为代表，

考察 Pae-GP/SAN 受外排转运蛋白的影响。研究发

现，MRP2 抑制剂吲哚美辛和 BCRP 抑制剂利血平

对 Pae/Sol 与 Pae-GP/PM 的吸收没有影响，而 P-gp

抑制剂维拉帕米可以显著增加这二者的吸收（P＜

0.01、0.001），说明 Pae/Sol 与 Pae-GP/PM 可能是

P-gp 的底物，但不是 MRP2 和 BCRP 的底物。而对

于 Pae-GP/SAN，这 3 种抑制剂均不对其吸收产生

影响，即 Pae-GP/SAN 可能不是 P-gp、MRP2 和

BCRP 的底物。这说明形成纳米粒之后药物的转运

方式发生改变，Pae-GP/SAN 可能通过某种方式规

避 P-pg 的外排作用来增加药物的吸收。 

ACQ 荧光探针具有水淬灭性，将其包裹进纳米

粒时，可以发出荧光信号，当纳米粒降解，探针释

放，遇水团聚，使得荧光淬灭。因此，ACQ 荧光探

针可以用来标记、定位纳米粒子，在揭示纳米粒体

内外命运方面具有独特的优势[26-27]。本研究通过

CLSM 观察到，P4 探针标记的 GP/SAN 的红色信号

贯穿小肠绒毛端和基底侧，证实 GP/SAN 能以完整

结构的形式透过小肠屏障，这可能也是 Pae-

GP/SAN 肠吸收增加的原因之一。 

综上，本研究采用超声分散法制备了一种 Pae-

GP/SAN，优化其处方及制备工艺，并通过在体单向

肠灌流实验及 ACQ 探针发现，Pae-GP/SAN 可通过

规避 P-pg 的外排作用，并以整体形式在小肠内被吸

收的方式来增加芍药苷的吸收。目前本研究仅在动

物层面对 Pae-GP/SAN 的肠吸收机制进行考察，机

制研究还不够深入，后续将建立多种细胞模型，在

细胞层面考察 Pae-GP/SAN 的细胞摄取与转运行

为，进一步阐明其吸收机制，为今后提高芍药苷生

物利用度的研究提供参考。 
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