
688-694.

[ 9]  w eilianbo. Treatm en t of comp lications du e to peritonea l dialysis

for chron ic renal fa ilurew ith trad itional Ch ineseM ed icine[ J]. J

Trad itiona l ChineseM ed, 1999, 19( 1 ) : 3-9.

[ 10 ]  大浦彦吉.大黄的药理药效 [ J] .国外医学 # 中医中药分册,

1992, 14( 3 ) : 17.

[ 11]  王海燕,李惊子,潘缉圣,等. 中药黄芪当归合剂对肾病综合

征肾损伤的保护作用及对代谢紊乱的影响 [ J] .北京大学学

报 (医学版 ) , 2002, 35( 5 ): 542-552.

[ 12]  黄  琳,魏连波,耿穗娜,等. 肾衰养真胶囊对慢性肾衰竭大

鼠蛋白质营养不良及 ALB、IGF-1基因表达的影响 [ J] .四川

中医, 2004, 22( 8) : 13-15.

水飞蓟素亚微粒胶囊体内药代动力学研究

张自然
1
,  陈满仓 2

,  何  军2
,  陶建生 1*

,  奉建芳 2

( 1. 上海中医药大学中药学院,上海 201203; 2. 上海医药工业研究院,上海 200437)

收稿日期: 2007-04-04

作者简介:张自然 ( 1965~ ) ,男,硕士生、高级工程师,研究方向:药物新剂型的研究;电话: 13601860886; E-ma i:l ok99ok88@ yahoo. com. cn

关键词: 水飞蓟素; 亚微粒胶囊;生物利用度, 犬

摘要: 目的:进行了水飞蓟素亚微粒胶囊动物体内的生物利用度研究。方法: 采用液质联用法测定 B eag le犬血浆中水飞

蓟宾浓度, 在 U ltim ateTM AQ-C18柱、洗脱剂甲醇-水 ( 50B50)、流速 0. 8 mL /m in、梯度洗脱,通过 ES I离子源、负离子检测,水

飞蓟素中 3个组分的分离良好。结果: 受试制剂和益肝灵片体内药动学均符合一室模型,以原料药为参比制剂, 水飞蓟

素亚微粒胶囊的相对生物利用度均比片剂高。结论:水飞蓟素亚微粒胶囊具有较高的生物利用度,亚微粒是提高难溶性

药物口服生物利用度的良好载体。
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ABSTRACT: AIM: To study the ora l bioavailab ility o f S ilym arin- loaded Nanopartic les ( SM-NP). METHODS:

Beag le dogsw ere em ployed as experim ent anim als, Y iganling Tab let and S ilym arin Ex traction w ere used as the refer-

ence preparations. Three constituentsw ere isolated on U ltim ate
TM

AQ-C18 column w ith m obile phase m ethano:l wa ter

( 50B50) at 0. 8 mL /m in flow rate using g radient elution and ES I ionic source and negat ive ion detection. Silyb in

plasm a concentration in ratw as determ ined by LC-M. RESULTS: The pharm acok inetics of the tested preparation

and Y iganling Tab letm et w ith one-compartm ent m ode.l The relat ive b ioava ilability of three components of SM-NP

w ere h igher than that o f Y igan ling Tab le.t CONCLUSION: The results indicate that SM-NP has better bioavai-l

ab ility than the reference preparation, w hich confirm s that nanoparticles is a good carrier fo r im prov ing o ral bioavai-l

ab ility of poorly-so lub le drugs.

  水飞蓟素 ( silym arin, SM )是常用的肝病治疗药

物,在体内水解成水飞蓟宾而发挥疗效。主要用于

治疗慢性肝炎、各种肝损伤、肝纤维化和早期肝硬化

等肝病,国产水飞蓟素制剂为益肝灵片,由于其难溶

于水和一般有机溶剂,口服吸收差,使得益肝灵片口

服给药的生物利用度较低,从而影响了其临床疗效。

山榆酸甘油酯 ( Compritol 888 ATO )是目前研究和应

用较多的脂质材料,可用作许多口服制剂的辅料,近

年来常被用作纳米粒和亚微粒的载体材料。为提高

水飞蓟素口服给药的生物利用度, 我们以山榆酸甘
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油酯为材料,制备亚微粒胶囊剂,并以原料药物和市

售益肝灵片为参比制剂, 对水飞蓟素亚微粒胶囊剂

的药代动力学进行了研究。

1 仪器、动物与试剂
VAR IAN 1200L液相色谱 2质谱联用仪, 包括

VAR IAN ProStar 210高压泵, VARIAN ProStar 410自

动进样器, VARIAN1200L Quadrupo le M S /M S仪,

VAR IAN M S 6. 3工作站。 SH IMADZU210A高效液

相色谱仪,配以 LC210ADVP泵, S IL 210AD VP自动

进样器, CT0210AS VP柱温箱, SPD210A荧光检测

器, N2000色谱数据工作站, Rheodyne 7725 i六通进

样阀。XW 20 l定时可调速旋涡混合器 (上海医科大

学仪器厂 ), 8022B台式离心机 (上海安亭科学仪器

厂 ) , DHG29140A型电热恒温鼓风干燥箱 (上海精

宏实验设备有限公司 ) , SK7200H超声仪 (上海科导

超声仪器有限公司 ), HA2202M 电子天平 ( A & D

Co. L td. ) , H i2 tech去离子水机 ( 18. 2M ) ( H i2 tech

lnst rum en t sC o. L td), 溶剂吹干装置 (自制 )。

水飞蓟素亚微粒胶囊 (自制, 批号: 060118, 每

粒含水飞蓟宾 38. 5 mg ); 益肝灵片 (批号: 050611,

每片含水飞蓟宾 38. 5 mg、相当于 SM 101. 3 m g) ,水

飞蓟宾 ( silyb in )、水飞蓟宁 ( silydian in )对照品

( Rockv ille, MD, USA ), 甲醇为色谱纯, 其它试剂均

为分析纯。

Beag le犬,平均体重 7 kg, 由上海交通大学医学

院实验动物中心提供, 经上海实验动物质检站检测

合格。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件 [ 1]  色谱柱: U ltim ate
TM

AQ-C18 5 Lm

100 mm @ 4. 6 mm,柱温 30 e ; 流动相: 甲醇-水 (含

1%甲酸 ) 50 B50, 采用等梯度洗脱方式, 流速

0. 8 mL /m in, 分流比 4B1; 进样量 20 LL, 分析时间

15 m in。

2. 2 质谱检测条件  采用 ESI离子源、负离子检

测,选择 SIM方式进行一级质谱分析。质谱检测工

作参数如下:水飞蓟素 Q1(M ass) 481; Scan tim e 1. 0

s, SIMw idth 0. 7, Q1 peak w idth 1. 5; Needle-4500 V、

12 uA; Shie ld-600 V、55 ps;i DryGas 380 e 、21 ps;i

Cap illary-40 V, Q0 0. 9 V, L4 1. 0 V, Q1 0. 75 V; Neg-

ative Detection 1290 V。

在上述 LC /M S条件下测得空白血浆、空白血浆

添加标准品、受试制剂血浆样品如图 1、图 2、图 3所

示,水飞蓟宾、异水飞蓟宾及水飞蓟宁的出峰时间分

别为 7. 8、9. 0、11. 7 m in。

图 1 空白血浆样品色谱图

图 2 水飞蓟宾标准血浆样品色谱图

图 3 受试制剂血浆样品色谱图

2. 3 实验设计  采用随机交叉试验方式,将 6只受

试 Beagle犬, 随机分为 3组。禁食 12 h, 次日按

5. 5 m g /kg (以水飞蓟宾和异水飞蓟宾总量计算 )给

药 (胶囊、片剂、原料药均以口服形式给药 ) , 于

0. 25, 0. 5, 1, 1. 5, 2, 2. 5, 3, 4, 6, 9, 12 h于下肢静脉

取血 5. 0 m L, 间隔一周后, 交叉服药, 同时间点采

血, 血样用肝素抗凝,离心分离血浆,于 - 20 e 保存
样品,试验期间统一进食,同上操作,重复 3次,即每

个时间点有 6个数据。

2. 4 血浆处理  静脉血样置于 10. 0 mL玻璃离心

管中 (加肝素抗凝 ) , 3 500 r /m in离心 5 m in分离血

浆。精密量取血浆 1. 0 mL置于 10 mL玻璃离心管

中, 加 0. 1 moL磷酸氢二钠 100 LL,涡旋 30 s混匀,

加醋酸乙酯 5. 0 m L,涡旋振荡 3 m in,于 3 500 r/m in

离心 10 m in;分取有机层 4 mL,在 45 e 水浴下通氮

气挥干, 加流动相 100 LL溶解,吸取复溶液约 90 LL

置于 0. 5 mL塑料离心管中,于 12 000 r/m in高速离

心 5 m in, 吸取上清液 60 LL, 自动进样 20 LL进行

LC /M S分析,峰面积外标法定量检测。

2. 5 方法学考察
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2. 5. 1 标准曲线
精密吸取血浆 0. 9 mL,置于 10 m L塑料离心管

中,分别加入不同浓度对照品溶液 0. 1 mL,涡旋使

成系列浓度,照血浆样品处理方法操作,在上述色谱

条件下,进样进行测定, 以对照品溶液浓度为纵坐

标、进样量为横坐标绘制标准曲线,得标准方程见表

1。

表 1 各对照品溶液标准曲线

对照品溶液 标准曲线方程 相关系数 线性范围 ( Lg/mL)

水飞蓟宾 Y = 162 468X - 93 059 0. 999 0 0. 053 1- 2. 124

异水飞蓟宾 Y= 1 185 762X + 34 678 0. 999 2 0. 049 3- 1. 974

水飞蓟宁 Y= 775 684X + 627 0. 999 3 0. 058 2- 1. 165

2. 5. 2 精密度、稳定性试验

精密吸取血浆 0. 9 mL,置于 10 m L塑料离心管

中, 分 别 加 入 不 同 浓 度 ( 0. 053 1、 1. 062、

2. 124 Lg /m L水飞蓟宾; 0. 049 3、0. 987、1. 974 Lg /

mL异水飞蓟宾; 0. 058 2、0. 582、1. 165 Lg /mL水飞

蓟宁 )对照品溶液 0. 1 mL, 每个浓度做 5份, 涡旋使

成系列浓度, 照血浆样品处理方法操作, 测定峰面

积,计算日内标准偏差 ( RSD ), 结果显示水飞蓟宾、

异水飞蓟宾及水飞蓟宁的 RSD 分别为 5. 36%、

4. 52%和 6. 85%。

于 - 20 e 条件下保存的同一份血浆样品 (含

药 ),于不同的时间取出后解冻, 精密量取 1. 0 mL进

行含量测定,结果表明样品在第 10天仍然是稳定的,

3种成分的 RSD分别为 3. 28%、3. 68%、4. 98%。

2. 5. 3 回收率试验

取空白血浆样品 6份,分别加入一定量的 3种

对照品溶液,按血浆样品处理方法操作, 依法进样、

测定。结果见表 2。

表 2 回收率结果

加入对照品 加入量 /Lg 测得量 /Lg 回收率 ( �x ? S ) /%

水飞蓟宾 0. 106 2 0. 101 3 ? 0. 002 1 95. 36 ? 2. 1

异水飞蓟宾 0. 098 7 0. 096 9 ? 0. 001 8 98. 21 ? 1. 9

水飞蓟宁 0. 116 5 0. 113 4 ? 0. 001 7 97. 32 ? 1. 5

2. 6 数据处理

2. 6. 1 药动学参数计算
以水飞蓟素中的主要有效成分水飞蓟宾为指标

采用 3p97计算药动学参数,受试制剂与益肝灵参比

药动学参数比较。结果, 受试制剂与益肝灵在体内

符合一室模型, 权重选择 1 /C /C。主要药动学参数

见表 3。 3个组分的药时曲线见图 4。

2. 6. 2 相对生物利用度

以上述药代动力学数据,以原料药为参比制剂,

表 3 主要药代动力学参数 ( n= 6)

主要参数 单位 亚微粒胶囊 益肝灵片剂

Ke 1 /hr 0. 289 1 0. 137 8

Ka 1 /hr 55. 323 5 149. 678 2

Lag t im e hr 0. 151 5 0. 130 9

t1 /2 ( Ka) hr 0. 067 8 0. 003 69

t1 /2 ( Ke) hr 4. 897 6 4. 086 7

T ( peak) hr 1. 565 3 1. 389 1

C (m ax) ng /mL 34 056. 3 22 869. 9

AUC ( ng /mL )* h r 296 930. 1 103 459. 8

CL /F mg /hr / ( ng /m L) 0. 008 76 0. 016 7

V /F( c) ( m g) / ( ng/mL) 0. 056 3 0. 162 5

M RT( 0-Inf in ite) hr 7. 125 3 3. 986 2

M RT( 0-T[ n] ) hr 22. 121 4 4. 562 1

图 4 两种制剂及原料药的药时曲线 (A水飞蓟宁,

B水飞蓟宾, C异水飞蓟宾 )

按下式计算水飞蓟素亚微粒胶囊和益肝灵片剂的相

对生物利用度 (以益肝灵片为参比制剂 ): F =

( AUC试 /AUC参 ) @ 100%。结果见表 4。

表 4 3种不同组分两制剂的相对生物利用度

( ( ng /mL)* hr) (n= 6)

样品 水飞蓟宁 水飞蓟宾 异水飞蓟宾

水飞蓟素亚微粒胶囊 189% 358% 289%

益肝灵片 87% 125% 156%

  实验结果表明, 3个组份的水飞蓟素亚微粒胶
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囊的生物利用度均比片剂高,明显提高了水飞蓟素

在体内的生物利用度,到达了实验设计预期的目的。

3 结果及讨论

3. 1 水飞蓟宾生物样品分析方法。由于生物样品
中水飞蓟宾的含量很低,尤其是片剂和原料药,因为

吸收差的原因,一般时候的血药浓度为几十 ng /mL,

采用普通的液相色谱法难以准确测定。因此, 本文

采用液质联用法对水飞蓟素中三种不同组分的含量

进行同时测定。经方法学试验结果表明, 该方法具

有良好的线性和精密度及较高的回收率, 能保证制

剂的药代动力学研究。

3. 2 水飞蓟素亚微粒口服给药的相对生物利用度。

实验结果表明,以水飞蓟素原粒药为参比制剂,三个

组分亚微粒胶囊的相对生物利用度均明显高于片

剂,说明亚微粒载体系统能显著提高难溶性药物水

飞蓟素口服给药的生物利用度。药代动力学参数结

果表明,两制剂的处置均符合一室模型,亚微粒胶囊

达峰时间比益肝灵片要晚一些,而且其 MRT为片剂

的近 5倍,表明水飞蓟素亚微粒胶囊可能提高了药

物在附着面积,并能在小肠缓慢释入药物,使得亚微

粒载体在提高药物的生物利用度的同时,延长了药

物的作用时间,达到了本实验设计预期的目的。关

于亚微粒载体提高水飞蓟素口服给药的机制, 我们

将在以后的实验中进一步考察。
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摘要: 目的:观察大鼠溃疡性结肠炎结肠黏膜固有层淋巴细胞凋亡及其凋亡调控关键酶 caspase-3的表达以及清肠栓对

相关表达的影响, 探讨清肠栓 (马齿苋、青黛、三七、五倍子 )治疗溃疡病性结肠炎的作用机制。方法: 64只 SD大鼠随机

分为 4组, 分别为正常组、模型组、SA SP组、清肠栓组, 每组各 16只。除正常组外, 其余大鼠用 5% 2, 4, 6-三硝基苯磺酸

100 m g /kg灌肠建立大鼠溃疡性结肠炎模型后, 分别予 0. 9%生理盐水、SA SP、清肠栓处理 7 d后,处死大鼠。运用电镜,

免疫组化染色、RT-PCR、W estern-b lot等技术,分别检测溃疡性结肠炎大鼠结肠黏膜固有层淋巴细胞凋亡及固有层淋巴细

胞 caspase-3的表达。结果:清肠栓组结肠黏膜固有层淋巴细胞凋亡呈上升趋势;其结肠黏膜固有层淋巴细胞上 caspase-

3的表达率上升, 与模型蛆相比 (P < 0. 01)。结论 :清肠栓可能增加结肠黏膜淋巴细胞凋亡效应酶 caspase-3表达, 诱导

结肠黏膜固有层淋巴细胞凋亡,降低淋巴细胞毒作用, 缓解大鼠溃疡性结肠炎效应。
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