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摘要： 目的　 制备高良姜素纳米混悬剂， 并考察其体内药动学。 方法　 以甘草酸为稳定剂， 制备纳米混悬剂。 以高良

姜素与甘草酸比例、 水相体积、 均质压力、 均质次数为影响因素， 粒径、 ＰＤＩ 为评价指标， 单因素试验优化处方工

艺。 在扫描电镜下观察形态， 测定溶解度、 溶出度， Ｘ 射线粉末衍射分析晶型， 评价稳定性。 １８ 只大鼠随机分为 ３
组， 分别灌胃给予高良姜素、 物理混合物、 高良姜素纳米混悬剂的 ０􀆰 ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 混悬液 （１００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 于 ０􀆰 ２５、
０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ５、 ２、 ３、 ６、 ８、 １０、 １２ ｈ 采血， ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定高良姜素血药浓度， 计算主要药动学参数。
结果　 最佳条件为高良姜素用量 ５０ ｍｇ， 高良姜素与甘草酸比例 ２􀆰 ０ ∶ １， 水相体积 ３０ ｍＬ， 均质压力 ９０ ＭＰａ， 均质次

数 ８ 次， 平均粒径为 （３１６􀆰 ７７±２４􀆰 １９） ｎｍ， ＰＤＩ 为 ０􀆰 １６２±０􀆰 ０１８， Ｚｅｔａ 电位为－ （２３􀆰 ２７±１􀆰 １４） ｍＶ。 纳米混悬剂呈椭

圆形或近圆形， 明显提高原料药溶解度， １６ ｈ 内累积溶出度达 ８２􀆰 ７９％ 。 纳米混悬剂中存在原料药晶型峰， 但强度明

显低于物理混合物， ６ 个月内稳定性良好。 与原料药、 物理混合物比较， 纳米混悬剂 ｔｍａｘ 缩短 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， Ｃｍａｘ、
ＡＵＣ０～ ｔ、 ＡＵＣ０～∞ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 相对生物利用度与原料药相比增加至 ６􀆰 ２３ 倍。 结论　 纳米混悬剂可提高高良姜素

溶解度及溶出度， 促进其体内吸收。
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ｗｈｏｓｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｒｅａｃｈｅｄ ８２􀆰 ７９％ ｗｉｔｈｉｎ １６ ｈ． Ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｐｅａｋｓ ｏｆ ｒａｗ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
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ｍｏｎｔｈｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｒａｗ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｍｉｘｔｕｒｅ， ｔｈｅ ｎａｎｏｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ ｔｍａｘ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５） ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｃｍａｘ， ＡＵＣ０－ｔ， ＡＵＣ０－∞ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｏ ６􀆰 ２３ ｔｉｍｅｓ
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　 　 高良姜素是姜科山姜属植物高良姜 Ａｌｐｉｎｉａ
ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ Ｈａｎｃｅ 主要成分之一， 属于黄酮类化合

物， 具有抗炎、 抗痛风、 抗抑郁、 抗肿瘤、 降血糖

等活性［１］， 但该成分在 ｐＨ ２􀆰 ５、 ６􀆰 ８ 磷酸盐缓冲液

中的溶解度分别仅为 （４􀆰 ６１±０􀆰 １１）、 （１５􀆰 １６±０􀆰 ３３）
μｇ ／ ｍＬ， 并且口服吸收生物利用度只有 ７􀆰 ６％ ［２］。
目前， 虽然有高良姜素胶束［３⁃４］、 脂质纳米粒［５］、
纳米乳［６］等方面的研究， 但处方工艺复杂， 并且

脂质纳米粒、 纳米乳中包含表面活性剂， 存在安全

隐患， 故开发出处方工艺简单、 不含表面活性剂的

新型纳米制剂具有重要意义。
纳米混悬剂是在稳定剂作用下通过降低药物粒

径来增加溶解度， 促进溶出及体内吸收［７］， 并且

辅料种类较少， 易于工业化推广。 目前， 十二烷基

硫酸钠、 吐温 ８０ 等是纳米混悬剂常用稳定剂， 但

均存在毒性［８⁃９］， 而甘草酸是一种含有葡萄糖醛酸

的三萜皂苷， 安全性高， 还具有良好的表面活性，
可起到稳定作用［１０］， 同时它有着抗炎、 心脏保护、
抗氧化等活性［１１］， 属于 “药辅合一” 物质。 因此，
本实验选择甘草酸作为稳定剂制备高良姜素纳米混

悬剂， 以期为该成分相关新制剂开发提供思路。
１　 材料

ＭＳ⁃２Ｌ 型磁力搅拌器 （上海泰坦科技股份有

限公 司 ）； ＭＳ１０５ ／ Ａ 型 电 子 分 析 天 平 （ 瑞 士

Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； 安捷伦 １２００ 型高效液相色谱

仪 （美国安捷伦公司）； ＴＰ⁃３００ 型均质机 （无锡迈

拓环保科技有限公司）； Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ⁃４６００ 型高分辨

质谱系统 （美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）； Ｇ２ Ａｕｔｏｐｌｕｓ ／
Ａｕｔｏｆｉｌｌ 型溶出仪 （美国 ＨＡＮＳＯＮ 公司）； Ｌ６⁃８６
Ｐｌｕｓ 型冻干机 （长沙开谱仪器有限公司）； ＪＳＭ⁃
６５１０ 型扫描电子显微镜 （日本电子公司）； Ｄ８
ＡＤＶＡＮＣＥ 型 Ｘ 射线衍射仪 （德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）；
Ｎｉｃｏｍｐ ３８０ＺＬＳ 型激光粒度分析仪 （美国 ＰＳＳ 公

司）； ＴＵＲＢＯＶＡＰ⁃ＬＶ 型氮吹仪 （上海拜泰齐仪器

有限公司）。
高良姜素原料药 （批号 ２０２２０９１５， 纯度 ９７􀆰 ５％ ，

南京源植生物科技有限公司）； 高良姜素对照品

（批号 ＡＺ２２０１１９０８， 纯度 ９８􀆰 ９％ ， 成都埃法生物科

技有限公司）； 漆黄素对照品 （批号 ＢＣＹ⁃２０２２０９，
纯度 ９９􀆰 ０％ ， 四川省维克奇生物科技有限公司）；
甘草酸 （批号 ＳＳ２３０５２２７１， 上海士锋生物科技有

限公司）。 甘露醇 （批号 ４５０２０２７６， 自广西南宁化

学制药责任有限公司）。
ＳＤ 大鼠， 雌雄各半， 体质量 （ ２００ ± ２０） ｇ，

购自河南省动物实验中心 ［实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （豫） ２０２０⁃０００１］。 研究经河南中医药大

学实验动物福利伦理委员会批准 （批号 ＩＡＣＵＣ⁃
Ｓ２０２５０２０１９）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 纳米混悬剂制备　 取高良姜素原料药 ５０ ｍｇ，
溶于 １０ ｍＬ 无水乙醇中， 作为有机相； 取甘草酸适

量， 溶于一定体积纯化水中， 在 ３０ ℃下水浴， 作

为水相， 将有机相滴加到水相中， 减压旋蒸 ２０ ｍｉｎ
以除尽无水乙醇， 混悬液在一定均质压力下循环数

次， 补加纯化水至 ５０ ｍＬ， 置于 ４ ℃冰箱中过夜，
０􀆰 ８０ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ２　 高良姜素含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 甲

酸 （４０ ∶ ６０）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃；
检测波长 ２６７ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 线性关系考察 　 取高良姜素对照品 ２０􀆰 ４０
ｍｇ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 乙腈溶解并定容， 得到

８１６ μｇ ／ ｍＬ 储备液， 取适量， 流动相依次稀释至

１０􀆰 ２、 ５􀆰 １、 １􀆰 ０２、 ０􀆰 ５１、 ０􀆰 １７、 ０􀆰 ０５１ μｇ ／ ｍＬ， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以对照品质量

浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标（Ｙ） 进行回

归， 得方程为 Ｙ＝ ２６􀆰 １８６ ４Ｘ－１􀆰 １８９ ４（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９），
在 ０􀆰 ０５１～１０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取纳米混悬剂 １ ｍＬ， 置

于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加入 １０ ｍＬ 乙腈超声溶解， 流动

相稀释定容， 取 ２ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 量瓶中， 流动相稀
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释定容， 摇匀， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ４　 方法学考察　 取 ０􀆰 ０５１、 ５􀆰 １、 １０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ
对照品溶液适量， 同一天内在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定 ６ 次， 测得高良姜素峰面积 ＲＳＤ 分

别为 ０􀆰 ４４％ 、 ０􀆰 ３６％ 、 ０􀆰 ２２％ ； 同法每天测定 １
次， 连续 ６ ｄ， 测得其峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ２４％ 、
０􀆰 ３０％ 、 ０􀆰 ２８％ ， 表明仪器日内、 日间精密度良

好。 取供试品溶液适量， 于 ０、 １、 ３、 ６、 １２、 ２４ ｈ
在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得高良姜

素含量 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６９％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好。 制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定， 测得高良姜素含量 ＲＳＤ 为

１􀆰 ４６％ ， 表明该方法重复性良好。 取纳米混悬剂

０􀆰 ５ ｍＬ， 共 ９ 份， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 分别加入

８１６ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶液 ３ ｍＬ （低水平）、 ６ ｍＬ （中
水平）、 ９ ｍＬ （高水平）， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制

备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 测得高良姜素平均加样回收率分别为 １０１􀆰 １４％ 、
１００􀆰 ０８％ 、 ９９􀆰 ２６％ ， ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ８０％ 、 ０􀆰 ４６％ 、
０􀆰 ５６％ 。
２􀆰 ３　 粒径、 ＰＤＩ、 Ｚｅｔａ 电位测定 　 取纳米混悬剂

０􀆰 １ ｍＬ， 滴到 ４ ｍＬ 纯化水中， 振荡混匀， 取适量

至比色皿中， 测定粒径、 ＰＤＩ； 另取适量至 Ｚｅｔａ 电

位专用电槽中， 测定 Ｚｅｔａ 电位。
２􀆰 ４　 处方工艺优化　 采用单因素试验。
２􀆰 ４􀆰 １　 高良姜素与甘草酸比例　 固定高良姜素用

量 ５０ ｍｇ， 均质压力 ８０ ＭＰａ， 均质次数 １０ 次， 水

相体积 ３０ ｍＬ， 测定粒径、 ＰＤＩ， 结果见图 １Ａ。 由

此可知， 高良姜素与甘草酸比例较低时过多的后者

可能吸附在纳米粒表面， 导致粒径、 ＰＤＩ 较大； 两

者比例过高时影响了纳米混悬剂稳定性［７］， 使粒

径、 ＰＤＩ 升高； 两者比例为 ２􀆰 ０ ∶ １ 时粒径、 ＰＤＩ
较小， 故确定为 ２􀆰 ０ ∶ １。
２􀆰 ４􀆰 ２　 水相体积 　 固定高良姜素用量 ５０ ｍｇ， 高

良姜素与甘草酸比例 ２􀆰 ０ ∶ １， 均质压力 ８０ ＭＰａ，
均质次数 １０ 次， 测定粒径、 ＰＤＩ， 结果见图 １Ｂ。
由此可知， 水相体积较小时高良姜素质量浓度较

高， 不利于粒径减小， 而且其均一性较差 （ＰＤＩ 大
于 ０􀆰 ３）； 随着水相体积增加粒径、 ＰＤＩ 降低， 大

于 ３０ ｍＬ 后两者无明显变化， 故确定为 ３０ ｍＬ。
２􀆰 ４􀆰 ３　 均质压力 　 固定高良姜素用量 ５０ ｍｇ， 高

良姜素与甘草酸比例 ２􀆰 ０ ∶ １， 均质次数 １０ 次， 水

相体积 ３０ ｍＬ， 测定粒径、 ＰＤＩ， 结果见图 １Ｃ。 由

此可知， 均质压力为 ６０ ～ ９０ ＭＰａ 时粒径、 ＰＤＩ 逐

渐降低； 均质压力为 １００ ＭＰａ 时两者反而升高，
可能是因为此时纳米混悬剂体系温度较高， 导致小

粒径药物发生溶解， 而大粒径者逐渐长大 （即

Ｏｓｔｗａｌｄ 熟化理论） ［１０］， 故确定为 ９０ ＭＰａ。
２􀆰 ４􀆰 ４　 均质次数 　 固定高良姜素用量 ５０ ｍｇ， 高

良姜素与甘草酸比例 ２􀆰 ０ ∶ １， 均质压力 ９０ ＭＰａ，
水相体积 ３０ ｍＬ， 测定粒径、 ＰＤＩ， 结果见图 １Ｄ。
由此可知， 随着均质次数增加粒径、 ＰＤＩ 呈先降后

升的趋势， 为 ８、 １０ 次时粒径无明显变化， 而 ＰＤＩ
在均质 １０ 次时更高， 故确定为 ８ 次。

图 １　 各因素对粒径、 ＰＤＩ 的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ

ＰＤＩ （ｎ＝３）

２􀆰 ５　 验证试验 　 根据 “２􀆰 ４” 项下结果， 确定最

优处方工艺为高良姜素用量 ５０ ｍｇ， 高良姜素与甘

草酸比例 ２􀆰 ０ ∶ １， 均质压力 ９０ ＭＰａ， 均质次数 ８
次， 水相体积 ３０ ｍＬ。 按上述优化工艺制备 ３ 批样

品， 测得其平均粒径、 ＰＤＩ 分 别 为 （ ３１６􀆰 ７７ ±
２４􀆰 １９） ｎｍ、 ０􀆰 １６２±０􀆰 ０１８， 粒径见图 ２； 平均 Ｚｅｔａ
电位为－ （２３􀆰 ２７±１􀆰 １４） ｍＶ， 见图 ３。

图 ２　 高良姜素纳米混悬剂粒径分布

　 　 Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｌａｎｇｉｎ
ｎａｎｏｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ

图 ３　 高良姜素纳米混悬剂 Ｚｅｔａ 电位

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｇａｌａｎｇｉｎ ｎａｎｏｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ
８６４１
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２􀆰 ６　 稳定剂筛选 　 表 １ 显示， 聚乙烯吡咯烷酮

Ｋ３０、 吐温 ８０、 磷脂作为稳定剂时粒径均大于 ４００
ｎｍ， ＰＤＩ 均大于 ０􀆰 ２５； 十二烷基硫酸钠作为稳定

剂时粒径、 ＰＤＩ 最小， 但其用量较大时可能会引起

呼吸道、 胃肠道刺激等不良反应［８］， 故确定为安

全性较高的甘草酸。
表 １　 稳定剂种类对粒径、 ＰＤＩ 的影响 （ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｒ ｋｉｎｄ ｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ＰＤＩ
（ｎ＝３）

稳定剂 药物与稳定剂比例 粒径 ／ ｎｍ ＰＤＩ
聚乙烯吡咯烷酮 Ｋ３０ １􀆰 ０ ∶ ３􀆰 ５ ４０４􀆰 １４ ０􀆰 ２６７

吐温 ８０ ２􀆰 ０ ∶ １􀆰 ０ ５７１􀆰 ４１ ０􀆰 ４０７
磷脂 １􀆰 ０ ∶ ３􀆰 ０ ６５０􀆰 ２０ ０􀆰 ３３１

十二烷基硫酸钠 １􀆰 ０ ∶ ２􀆰 ５ ２７７􀆰 ７６ ０􀆰 １３２
甘草酸 ２􀆰 ０ ∶ １􀆰 ０ ３２３􀆰 ５８ ０􀆰 １５５

２􀆰 ７　 冻干粉制备 　 取纳米混悬剂适量， 加入 ３％
甘露醇， 磁力搅拌使其溶解澄清， 在－５０ ℃下预冻

３ ｄ， 置于冻干机 （真空度 ０􀆰 ００６ ｋＰａ， 冷阱温度

－３０ ℃） 中干燥 ２ ｄ， 取出， 即得。 冻干粉复溶后，
测得其平均粒径、 ＰＤＩ、 Ｚｅｔａ 电位分别为 （３３８􀆰 １２±
２６􀆰 ０８） ｎｍ、 ０􀆰 １７８ ± ０􀆰 ０２２、 － （２１􀆰 ５４± １􀆰 ２６） ｍＶ，
高良姜素平均质量分数为 （４􀆰 ９４±０􀆰 １６）％ 。
２􀆰 ８　 形态观察　 取冻干粉适量， 纯化水复溶后滴

到铜胶带上 （已用无水乙醇冲洗）， 置于 ４０ ℃真

空干燥箱中烘干， 在溅射仪上对其表面进行喷金以

增加电导率； 取甘草酸溶液适量， 冻干后同法制备

空白样品， 在扫描电镜 （ ＳＥＭ） 下观察形态， 结

果见图 ４。 由此可知， 空白样品中未见纳米粒， 而

冻干粉可观察到椭圆形或近似圆形的纳米粒。

图 ４　 样品 ＳＥＭ 图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ９　 溶解度、 溶出度测定

２􀆰 ９􀆰 １　 溶解度　 取过量高良姜素原料药、 高良姜

素纳米混悬剂冻干粉、 物理混合物 （药物与辅料

比例同冻干粉）， 置于 １０ ｍＬ ｐＨ ２􀆰 ５ 磷酸盐缓冲液

中， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 磁力搅拌 ２ ｄ，
取上层混悬液， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后测定溶解

度， 同法测定在 ｐＨ ６􀆰 ８ 磷酸盐缓冲液中的溶解

度［１２⁃１３］。 结果， 三者在 ｐＨ ２􀆰 ５ 磷酸盐缓冲液中的

溶解度分别为 （ ４􀆰 ６１ ± ０􀆰 １１ ）、 （ ５􀆰 ７３ ± ０􀆰 １２ ）、
（２８８􀆰 ６９±５􀆰 ４７） μｇ ／ ｍＬ， 在 ｐＨ ６􀆰 ８ 磷酸盐缓冲液

中的溶解 度 分 别 为 （ １５􀆰 １６ ± ０􀆰 ３３ ）、 （ １８􀆰 ７３ ±
０􀆰 ４２）、 （４１５􀆰 ９５±１０􀆰 ２７） μｇ ／ ｍＬ， 表明纳米混悬

剂大大提高了原料药溶解度， 并且程度明显大于物

理混合物。
２􀆰 ９􀆰 ２　 溶出度　 高良姜素在 ｐＨ ２􀆰 ５、 ６􀆰 ８ 磷酸盐

缓冲 液 （ 含 １􀆰 ５％ ＳＤＳ ） 中 的 溶 解 度 分 别 为

（１８１􀆰 １３±１５􀆰 ０７）、 （２８５􀆰 ３９±１９􀆰 ２２） μｇ ／ ｍＬ。 取高

良姜素原料药、 高良姜素纳米混悬剂冻干粉、 物理

混合物 （药物与辅料比例同冻干粉） （高良姜素含

量约为 ４０ ｍｇ） 适量， 置于一端已封口的透析袋

（截取分子量 １０ ｋＤ） 中， 加入 ５ ｍＬ ｐＨ ２􀆰 ５ 磷酸

盐缓冲液 （含 １􀆰 ５％ ＳＤＳ）， 将透析袋另一端扎紧，
平行 ６ 份， 设定释药介质为 １􀆰 ０ Ｌ ｐＨ ２􀆰 ５ 磷酸盐缓

冲液 （含 １􀆰 ５％ ＳＤＳ）， 待其恒温至 （３７±０􀆰 ２）℃后

开启溶出仪， 设定转速 ７５ ｒ ／ ｍｉｎ， 于 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、
１、 １􀆰 ５、 ２ ｈ 各取样 ５ ｍＬ， 并在溶出杯中补充 ５ ｍＬ
空白介质； 将释药介质替换为 １􀆰 ０ Ｌ ｐＨ ６􀆰 ８ 磷酸

盐缓冲液 （含 １􀆰 ５％ ＳＤＳ）， 于 ３、 ４、 ６、 ８、 １２、
１６ ｈ 同法操作， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后测定含

量， 结果见图 ５。 由此可知， 纳米混悬剂在前 ４ ｈ
溶出速率较快， １６ ｈ 内累积溶出度达 ８２􀆰 ７９％ ， 明

显高于原料药和物理混合物。

图 ５　 高良姜素体外溶出曲线 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｇａｌａｎｇｉｎ （ｎ＝３）

２􀆰 １０　 晶型分析　 取高良姜素原料药、 甘草酸、 甘

露醇、 高良姜素纳米混悬剂冻干粉、 物理混合物

（药物与辅料比例同冻干粉） 适量， 进行 Ｘ 射线粉

末衍射 （ＸＲＰＤ） 扫描， 条件为 Ｃｕ⁃Ｋａ 靶； 扫描范

围 （２θ） ３° ～ ４５°； 速度 ３° ／ ｍｉｎ， 结果见图 ６。 由

此可知， 原料药图谱在 ５􀆰 ７°、 ７􀆰 ８°、 １２􀆰 ９°、 ２５􀆰 ７°
等处出现特征晶型峰， 并且在物理混合物图谱中仍

可见； 纳米混悬剂图谱中也可见原料药晶型峰， 但
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其强度明显下降， 可能是稳定剂抑晶作用、 粒径下

降等因素所致［１０］。

注： Ａ～Ｅ 分别为高良姜素原料药、 甘草酸、 甘露醇、
物理混合物、 高良姜素纳米混悬剂冻干粉。

图 ６　 各样品 ＸＲＰＤ 图谱

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＸＲＰＤ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 １１　 稳定性评价　 取冻干粉适量， 密封后置于温

度 ３０ ℃、 相对湿度 ６５％的恒温恒湿箱中， 于 ０、 １、
２、 ３、 ６ 个月取样， 测定粒径、 ＰＤＩ、 Ｚｅｔａ 电位、
高良姜素质量分数及在模拟胃液、 模拟肠液中的溶

解度， 结果见表 ２。 由此可知， 纳米混悬剂在加速

条件下放置 ６ 个月后各指标均无明显变化， 表明其

稳定性良好。
２􀆰 １２　 体内药动学研究

２􀆰 １２􀆰 １　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析条件 　 参照文献 ［２］
报道， ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×５０ ｍｍ，
１􀆰 ７ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯

度洗脱（０～３􀆰 ０ ｍｉｎ， ８５％ Ａ； ３􀆰 ０～６􀆰 ５ ｍｉｎ， ８５％ ～
５０％ Ａ； ６􀆰 ５ ～ ７􀆰 ５ ｍｉｎ， ５０％ ～ ８５％ Ａ； ７􀆰 ５ ～ ８􀆰 ０
ｍｉｎ， ８５％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃；

表 ２　 高良姜素纳米混悬剂稳定性评价结果 （ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｌａｎｇｉｎ ｎａｎｏｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ （ｎ＝３）

时间 ／ 月 粒径 ／ ｎｍ ＰＤＩ Ｚｅｔａ 电位 ／ ｍＶ 高良姜素质量分数 ／ ％ 模拟胃液中溶解度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 模拟肠液中溶解度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
０ ３４３􀆰 １７ ０􀆰 １８０ －２１􀆰 ８６ ４􀆰 ９６ ２８６􀆰 ０１ ４１７􀆰 ０３
１ ３３９􀆰 ２８ ０􀆰 １８４ －２１􀆰 ２４ ４􀆰 ９２ ２８９􀆰 ５４ ４１７􀆰 ２２
２ ３４６􀆰 ８７ ０􀆰 １７９ －２１􀆰 ５８ ５􀆰 ０１ ２８８􀆰 ５３ ４１６􀆰 ９４
３ ３５０􀆰 ２０ ０􀆰 １８５ －２１􀆰 ３７ ４􀆰 ９８ ２８７􀆰 ４７ ４１５􀆰 ９０
６ ３４９􀆰 ９４ ０􀆰 １９２ －２１􀆰 ３４ ４􀆰 ９３ ２８６􀆰 ５０ ４１６􀆰 １７

进样量 ４ μＬ； 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 负离子扫描；
多反应监测 （ＭＲＭ） 模式； 喷雾电压 ５ ０００ Ｖ； 离

子源温度 ４５０ ℃； 检测离子对高良姜素 ｍ／ ｚ ２６９􀆰 １～
１６９􀆰 ２， 漆黄素 ｍ ／ ｚ ２８５􀆰 １～１３５􀆰 ０。
２􀆰 １２􀆰 ２　 分组、 给药与采血 　 取高良姜素原料药、
物理混合物、 高良姜素纳米混悬剂冻干粉适量， 以

０􀆰 ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 溶液制成混悬液 （高良姜素含量为

１０ ｍｇ ／ ｍＬ）。 １８ 只大鼠随机分为高良姜素组、 物

理混合物组、 高良姜素纳米混悬剂组， 每组 ６ 只，
按 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量灌胃给予相应混悬液， 乙醚麻

醉， 于 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ５、 ２、 ３、 ６、 ８、 １０、
１２ ｈ 眼底静脉丛取血各约 ０􀆰 ２０ ｍＬ， 肝素抗凝后

３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 冷冻保存血浆。
２􀆰 １２􀆰 ３　 内标溶液制备与血浆样品处理　 精密称取

漆黄素对照品适量， 甲醇稀释至 １ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ， 即

得内标溶液。 精密吸取血浆 ５０ μＬ， 置于含 ２５ μＬ
内标溶液的离心管中， 振荡混匀， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 甲

醇涡旋 ２ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清

液， 置于空白离心管中， 氮气吹干， 加入 ５０ μＬ 乙

腈复溶， 在 “２􀆰 １２􀆰 １” 项条件下进样测定。
２􀆰 １２􀆰 ４　 线性关系考察　 采用空白血浆配制 １ ２００、
６００、 ２００、 １００、 ２０、 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 血浆对照品溶液，
取 ５０ μＬ 至含 ２５ μＬ 内标溶液的离心管中， 振荡混

匀， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 甲醇涡旋 ２ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 置于空白离心管中， 氮气吹

干， 加入 ５０ μＬ 乙腈复溶， 在 “２􀆰 １２􀆰 １” 项条件

下进样测定。 以对照品、 内标峰面积比值为纵坐标

（Ｙ）， 对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归，
得方程为 Ｙ ＝ ０􀆰 ００４ ３ Ｘ－０􀆰 １１６ ７（ ｒ ＝ ０􀆰 ９９５ ９）， 在

５～１ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 １２􀆰 ５　 专属性试验　 取血浆样品（给药 １２ ｈ）、 血

浆对照品（５ ｎｇ ／ ｍＬ）、 空白血浆适量， 在 “２􀆰 １２􀆰 １”
项条件下进样测定， 结果见图 ７。 由此可知， 高良

姜素色谱峰分离度理想， 表明该方法专属性良好。
２􀆰 １２􀆰 ６　 方法学考察　 取 ５、 ２００、 １ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 血

浆对照品溶液适量， 同一天内在 “２􀆰 １２􀆰 １” 项条

件下进样测定 ６ 次， 测得高良姜素、 内标峰面积比

值 ＲＳＤ 分别为 ４􀆰 ８５％ 、 ２􀆰 ７７％ 、 ２􀆰 １５％ ； 同法每天

测定 １ 次， 连续 ６ ｄ， 测得两者峰面积比值 ＲＳＤ 分

别为 ３􀆰 ３９％ 、 ３􀆰 １６％ 、 ２􀆰 ６９％ ， 表明仪器日内、 日

间精密度良好。 取血浆样品适量， 制备 ６ 份供试品

溶液， 在 “２􀆰 １２􀆰 １” 项条件下进样测定， 测得高

良姜素含量 ＲＳＤ 为 ４􀆰 ８６％ ， 表明该方法重复性良

好。 取血浆样品适量， 于 ０、 １、 ３、 ６、 ９、 １２、
２４ ｈ在 “２􀆰 １２􀆰 １” 项条件下进样测定， 测得高良姜

素、 内标峰面积比值 ＲＳＤ 为 ５􀆰 ８３％ ， 表明血浆样
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１． 内标 （漆黄素） 　 ２． 高良姜素

１． ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ｆｉｓｅｔｉｎ） 　 ２． ｇａｌａｎｇｉｎ

图 ７　 高良姜素 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｇａｌａｎｇｉｎ

品在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
制备高良姜素质量浓度分别为 ５、 ２００、 １ ２００

ｎｇ ／ ｍＬ 的血浆质控样品 （含内标）， 按 “２􀆰 １２􀆰 ３”
项下方法处理， 在 “２􀆰 １２􀆰 １” 项条件下进样测定，
计算正常提取样品的峰面积 Ａ； 取空白血浆 ５０ μＬ，
按 “２􀆰 １２􀆰 ３” 项下方法制备 ９ 份空白基质， 加入

质量浓度分别为 ５、 ２００、 １ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的对照品溶

液 （含内标） 各 ５０ μＬ， 涡旋复溶， 在 “２􀆰 １２􀆰 １”
项条件下进样测定， 计算未提取样品的峰面积 Ｂ， 测

定提取回收率， 公式为提取回收率＝（Ａ ／ Ｂ） ×１００％ ，
结果分别为 ９４􀆰 １９％ 、 １０２􀆰 ０４％ 、 ９８􀆰 １３％ （ｎ＝ ３）， 而

　 　 　

内标提取回收率为９５􀆰 ９６％ （ｎ＝９）。 以乙腈制成高良

姜素质量浓度分别为 ５、 ２００、 １ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的质控

样品溶液 （含内标）， 在 “２􀆰 １２􀆰 １” 项条件下进样

测定， 计算不含基质质控样品的峰面积 Ｃ， 测定基

质效应， 公式为基质效应 ＝ （Ｂ ／ Ｃ） ×１００％ ， 结果

分别为 ９３􀆰 ６９％ 、 ９８􀆰 ０１％ 、 １０１􀆰 ７６％ （ ｎ ＝ ３）， 而

内标基质效应为 １００􀆰 １８％ （ｎ＝ ９）。
２􀆰 １２􀆰 ７　 结果分析　 血药浓度⁃时间曲线见图 ８， 再

采用 ＤＡＳ ３􀆰 ２ 软件计算主要药动学参数， 结果见

表 ３。 由此可知， 与原料药比较， 物理混合物

Ｃｍａｘ、 ＡＵＣ０～ ｔ有所升高， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 表明甘草酸在一定程度上可增加原料药体

内吸收； 与原料药、 物理混合物比较， 纳米混悬剂

ｔｍａｘ缩短 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， Ｃｍａｘ、 ＡＵＣ０～ ｔ、 ＡＵＣ０～∞ 升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但 ｔ１ ／ ２无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 相对生

物利用度与原料药相比增加至 ６􀆰 ２３ 倍， 表明纳米

混悬剂可显著促进原料药体内吸收。

图 ８　 高良姜素血药浓度⁃时间曲线 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ８ 　 Ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ

ｇａｌａｎｇｉｎ （ｎ＝６）

表 ３　 高良姜素主要药动学参数 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｇａｌａｎｇｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

参数 单位 高良姜素 物理混合物 高良姜素纳米混悬剂

ｔｍａｘ ｈ １􀆰 ６６±０􀆰 ５０ １􀆰 ４８±０􀆰 ５６ ０􀆰 ９５±０􀆰 ３３∗＃

ｔ１ ／ ２ ｈ ３􀆰 ３４±０􀆰 ６３ ３􀆰 ５７±０􀆰 ７４ ３􀆰 ７０±０􀆰 ８５
Ｃｍａｘ ｎｇ·ｍＬ－１ ２４６􀆰 ３４±７２􀆰 ８６ ２９７􀆰 ５８±８６􀆰 ５５ ７８７􀆰 ６９±２１６􀆰 ０８∗∗＃＃

ＡＵＣ０～ ｔ ｎｇ·ｍＬ－１·ｈ ９６５􀆰 ３８±１５８􀆰 １９ １ ３７３􀆰 １２±１８８􀆰 ９３ ６ ０１２􀆰 ５０±９１４􀆰 ２７∗∗＃＃

ＡＵＣ０～∞ ｎｇ·ｍＬ－１·ｈ １ ０１０􀆰 ６７±１６３􀆰 ８５ １ ４２８􀆰 ６５±２０７􀆰 ４１ ６ ２８３􀆰 １１±９７５􀆰 ６４∗∗＃＃

　 　 注： 与高良姜素比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与物理混合物相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

本实验选择甘草酸作为高良姜素纳米混悬剂的

稳定剂， 避免了其他化学合成类型存在的毒性， 提

高了制剂安全性， 并且该成分本身也具有减毒增效

作用［１４］， 符合中药制剂 “药辅合一” 理念， 同时

它有着良好的稳定效果， 主要是因为其分子结构中

的葡萄糖醛酸可作为亲水性基团， 三萜可作为亲脂

性基团， 从而表现出两亲性［１５］。 另外， 甘草酸还

是一种天然甜味剂， 可矫正高良姜素自身辛辣味，
可实现 “药之为辅”。

本实验发现， 高良姜素纳米混悬剂溶出度在后

期会出现下降情况， 可能与原料药在模拟肠液中发

生降解有关［１６⁃１７］； 物理混合物在一定程度上促进

了高良姜素吸收， 可能与甘草酸具有抑制 Ｐ⁃糖蛋

白活性［１８］、 提高黏膜通透性［１９］ 等作用有关， 但后

者还受体内稳定性、 溶解度、 溶出度等因素的影
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响， 从而限制了前者生物利用度的提高程度； 纳米

混悬剂 ｔｍａｘ 缩短， 可能与其前期释药速率较快有

关； 纳米混悬剂 Ｃｍａｘ和生物利用度升高， 主要是因

为它可使高良姜素溶解度及累积溶出度大大增加，
从而解决了吸收瓶颈［２０⁃２１］。 前期报道， 高良姜素

固体分散体［３］、 胶束［４］、 脂质纳米粒［５］ 相对生物

利用度与原料药相比， 分别增加至 ５􀆰 １６、 ３􀆰 ６４、
４􀆰 ２８ 倍， 而本实验以甘草酸为稳定剂制备纳米混

悬剂， 其相对生物利用度增加至 ６􀆰 ２３ 倍， 值得进

一步研究。
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