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摘要： 目的　 制备柚皮素纳米混悬剂， 并考察其体内药动学行为。 方法　 高压均质法制备纳米混悬剂后， 测定其粒

径、 ＰＤＩ、 Ｚｅｔａ 电位、 累积释放度。 然后， 研究纳米混悬剂体内药动学行为， 计算主要药动学参数。 结果　 纳米混悬

剂平均粒径为 （１６１􀆰 ６７±４􀆰 ２３） ｎｍ， ＰＤＩ 为 ０􀆰 １０５±０􀆰 ０１１， Ｚｅｔａ 电位为 （－３０􀆰 ４７±１􀆰 １５） ｍＶ， ４０ ｍｉｎ 内累积释放度大

于 ９０％ 。 与原料药比较， 纳米混悬剂 ｔｍａｘ显著缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｃｍａｘ、 ＡＵＣ０～ ｔ、 ＡＵＣ０～∞ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 相对生

物利用度增加了 １􀆰 ８６ 倍。 结论　 纳米混悬剂可有效改善柚皮素体内吸收， 明显提高其生物利用度。
关键词： 柚皮素； 纳米混悬剂； 制备； 体内药动学行为； 高压均质法
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　 　 柚皮素是一种二氢黄酮类化合物， 广泛存在于

芸香科植物中， 具有抗病毒、 抗氧化、 抗炎、 镇

咳、 抗肿瘤、 抗纤维化、 预防动脉粥样硬化等多种

药理活性［１⁃３］， 显示出巨大的潜在利用价值， 但其

溶解度不理想［４］， 导致体内吸收较差， 口服后药

效大打折扣［５］。
目前， 纳米制剂技术包括固体脂质纳米粒［６］、

脂质体［７］、 纳米结构脂质载体［８］、 自微乳等［９］，
但都存在一定问题， 如制备工艺复杂、 载药量较低

等。 纳米混悬剂是指难溶性药物通过湿磨、 均质匀

化等制剂技术制备而成的一种 “纯” 药物胶态分

散体系［１０⁃１３］， 其制备工艺和处方简单， 载药量大，
适合工业化生产， 有助于增加药物溶解度、 促进药

物吸收、 提高生物利用度等， 从而扩大临床应用范

围。 因此， 本实验制备柚皮素纳米混悬剂， 并考察

其体内药动学行为， 为相关制剂研发提供参考。
１　 材料

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 型高效液相色谱仪 （配置 ＤＡＤ 检

测器， 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＡＲ２１４０ 型电子天平

［梅特勒⁃托利多仪器 （上海） 有限公司］； ＤＦ⁃
１０１Ｓ 型集热式恒温加热磁力搅拌器 （郑州长城科

工贸有限公司）； ＶＯＲＴＥＸ⁃５ 型涡旋混合器 （海门

市其林贝尔仪器制造有限公司）； ＡＴＳ 型均质机

（加拿大 Ｓｅｅｋｅｒ 公司）； ＲＥ５２９９ 型旋转蒸发仪 （上
海亚荣生化仪器厂）； ＭＤ２００⁃２ 型氮气吹扫仪 （杭
州奥威仪器有限公司）； Ｍａｓｔｅｒ⁃ｓｉｚｅｒ 型粒度分析仪

（英国马尔文仪器有限公司）。
柚皮 素 原 料 药 （ 批 号 ２０１７０２２３， 含 有 量

９８􀆰 ７％ ， 西安瑞迪生物科技有限公司）； 柚皮素对

照品 （批号 Ｙ⁃０３４⁃１８１２１７， 成都瑞芬思生物科技

有限公司）； 卵磷脂 （批号 ＰＣ⁃９８Ｔ， 辅必成上海医

药科技有限公司）； 聚乙烯吡咯烷酮 Ｋ３０ （ ＰＶＰ

Ｋ３０， 批号 ２５０００２４０３７９， 亚什兰集团公司）； 肝素

钠 （批号 ２０１６０５１１Ｓ， 新泰市朝阳生化研究所）。
清洁级 ＳＤ 大鼠， 雌雄兼用， 体质量 （３００ ±

２０） ｇ， 河南省动物实验中心， 动物许可证号

ＳＣＸＫ （豫） ２０１６⁃０００１。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 柚皮素含有量测定

２􀆰 １􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ ＢＤＳ⁃Ｃ１８ 色 谱 柱

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇⁃水 （６５ ∶
３５）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波

长２８７ ｎｍ； 进样量 ２０ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 线性关系考察 　 精密称取柚皮素对照品

２０􀆰 ００ ｍｇ， 加入 ５０ ｍＬ 甲醇溶解， 得 ４００􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ
贮备液， 甲醇稀释成 ２００􀆰 ０、 １００􀆰 ０、 ５０􀆰 ０、 １０􀆰 ０、
１􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。
以峰面积 （Ｙ） 对溶液质量浓度 （Ｘ） 进行回归，
得方程为 Ｙ ＝ ４０􀆰 ０５６ ３Ｘ＋４􀆰 １２５ ７ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ４），
在 １􀆰 ０～２００􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 范围线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 精密量取纳米混悬液

０􀆰 ５ ｍＬ， 加入 １０ ｍＬ 甲醇超声 ５ ｍｉｎ， 即得。
２􀆰 １􀆰 ４　 方法学考察　 取供试品溶液， 于 ０、 ４、 ８、
１２、 ２４、 ４８ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
测得柚皮素峰面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６４％ ， 表明溶液在 ４８ ｈ
内稳定性良好。 取 １􀆰 ０、 １００􀆰 ０、 ２００􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 对照

品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 连

续 ６ ｄ， 测得日内精密度 ＲＳＤ 均小于 ０􀆰 ５２％ ， 日间

精密度 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ３３％ ， 表明该方法精密度良

好。 平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定， 测得柚皮素峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ３９％ ，
表明该方法重复性良好。 空白纳米混悬液分别配制成

４０、 ６０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定， 测得柚皮素平均加样回收率为 ９９􀆰 ３６％ ， ＲＳＤ
５３０２
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小于 １􀆰 ８０％ 。 取对照品溶液逐步稀释， 测得检测限为

０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， 定量限为 １􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ２　 单因素试验

２􀆰 ２􀆰 １　 表面活性剂种类　 在制备温度 ２５ ℃、 均质

压力 ６０ ＭＰａ、 均质次数 １０ 次的条件下， 考察 ＰＶＰ
Ｋ３０、 卵磷脂、 两者混合物 （１ ∶ １） 对纳米粒粒径

的影响。 结果， 平均粒径分别为 （２８１􀆰 ４２±５􀆰 ９３）、
（２２４􀆰 ７９ ± ６􀆰 ０７）、 （ １８２􀆰 ５０ ± ４􀆰 １１） ｎｍ， 故选择

ＰＶＰ Ｋ３０⁃卵磷脂混合物 （１ ∶ １） 作为表面活性剂。
２􀆰 ２􀆰 ２　 制备温度　 在表面活性剂 ＰＶＰ Ｋ３０⁃卵磷脂

（１ ∶ １）、 均质压力 ６０ ＭＰａ、 均质次数 １０ 次的条件

下， 考察制备温度 ０、 ２５、 ５０ ℃对纳米粒粒径的影

响， 结果见图 １。 由图可知， 在 ０ ℃时粒径最小，
故选择其作为制备温度。

图 １　 制备温度对粒径的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ

２􀆰 ２􀆰 ３　 均质压力　 在表面活性剂 ＰＶＰ Ｋ３０⁃卵磷脂

（１ ∶ １）、 制备温度 ０ ℃、 均质次数为 １０ 次的条件

下， 考察均质压力 ４０、 ６０、 ８０、 １００ ＭＰａ 对纳米粒

粒径的影响， 结果见图 ２。 由图可知， 在均质压力

４０ ～ ８０ ＭＰａ 范围内粒径逐渐变小， 但增大至

１００ ＭＰａ时反而上升， 故选择 ８０ ＭＰａ 作为均质

压力。

图 ２　 均质压力对粒径的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ

２􀆰 ２􀆰 ４　 均质次数　 在表面活性剂 ＰＶＰ Ｋ３０⁃卵磷脂

（１ ∶ １）、 制备温度 ０ ℃、 均质压力 ８０ ＭＰａ 的条件

下， 考察均质次数 ６、 ８、 １０、 １２、 １５、 ２０ 次对纳

米粒粒径的影响， 结果见图 ３。 由图可知， 随着均

质次数增加粒径逐渐减小， 在 １２ 次时最小， 而

１５、 ２０ 次时略有变大趋势， 故选择 １２ 次作为均质

次数。

图 ３　 均质次数对粒径的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ

２􀆰 ３　 纳米混悬剂制备 　 根据 “２􀆰 ２” 项下结果，
确定最优制备工艺为取 ５０ ｍｇ 柚皮素溶于 ５ ｍＬ 无

水乙醇中， 作为溶液 Ａ； 称取泊洛沙姆、 卵磷脂各

０􀆰 １ ｇ， 加入 ５０ ｍＬ 蒸馏水溶解， 作为溶液 Ｂ， 在

制备温度 ０ ℃、 转速 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件下， 将溶液

Ａ 缓慢滴加到溶液 Ｂ 中， 旋蒸约 ３０ ｍｉｎ 以除去乙

醇， 浓缩后体积约为 ４０ ｍＬ， 在 ８０ ＭＰａ 均质压力

下均质 １２ 次， 即得。
２􀆰 ４　 粒径、 ＰＤＩ、 Ｚｅｔａ 电位测定 　 取纳米混悬剂

１００ μＬ， ３􀆰 ５ ｍＬ 蒸馏水稀释， 测定粒径、 ＰＤＩ、
Ｚｅｔａ 电位， 平行 ６ 次， 取平均值， 测得三者分别为

（１６１􀆰 ６７ ± ４􀆰 ２３） ｎｍ、 ０􀆰 １０５ ± ０􀆰 ０１１、 （ － ３０􀆰 ４７ ±
１􀆰 １５） ｍＶ。 见图 ４～５。

图 ４　 纳米混悬剂粒径分布

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｎｏｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ

图 ５　 纳米混悬剂 Ｚｅｔａ 电位

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｎａｎｏｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ

２􀆰 ５　 冻干粉制备 　 取纳米混悬液若干份， 每份

４ ｍＬ， 以 ５％ 甘露醇⁃乳糖 （３ ∶ ２） 为冻干保护剂，

６３０２
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按照表 １ 程序进行预冻、 升华、 解析， 即得纳米混

悬液冻干粉。 取 ０􀆰 ２ ｇ， ０􀆰 ５ ｍＬ 蒸馏水复溶， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １”
项下方法进样测定， 测得含有量为 ２􀆰 ２２％ ， 再按

照纳米混悬剂处方比例称取柚皮素、 辅料， 加入蒸

馏水、 ６％ 甘露醇⁃乳糖 （３ ∶ ２）， 同法冻干， 即得

物理混合物冻干粉。
表 １　 冻干粉冻干程序

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｙｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｐｏｗｄｅｒ

程序 温度 ／ ℃ 时间 ／ ｈ

预冻阶段 １ －６０ ６

升华阶段 １ －５０ ２

２ －４５ １２

３ －３５ ２

４ －２０ ２

解析阶段 １ ０ ２

２ １０ ２

３ ２５ ６

２􀆰 ６　 体外释药行为　 取纳米混悬剂、 物理混合物

冻 干 粉 各 ０􀆰 ２ ｇ （ 以 柚 皮 素 计， 含 有 量 为

４􀆰 ４４ ｍｇ）， 装入胶囊， 按 ２０１５ 年版 《中国药典》
四部 ０９３１ 项下二法进行考察， 温度 （３７ ± １）℃，
转速 １００ ｒ ／ ｍｉｎ， 溶出介质 １００ ｍＬ 超声水， 于 ０、
１０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０、 ８０、 ９０ ｍｉｎ 各取样

３􀆰 ０ ｍＬ， 并补足至 ３􀆰 ０ ｍＬ， 溶液经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔

滤膜过滤， ＨＰＬＣ 法测定柚皮素含有量， 计算累积

释放度， 绘制溶出曲线， 见图 ６。 由图可知， 纳米

混悬剂冻干粉在 ４０ ｍｉｎ 时基本完全溶出， 而物理

混合物冻干粉在 ９０ ｍｉｎ 时仅为 ３５􀆰 ６０％ 。

图 ６　 样品体外释放曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ７　 药动学行为研究

２􀆰 ７􀆰 １　 灌胃液制备　 取纳米混悬剂、 物理混合物

冻干粉 （以柚皮素计 ５ ｍｇ） 各 ２２８ ｍｇ， 置于 ３ ｍＬ
蒸馏水中， 混匀， 即得。

２􀆰 ７􀆰 ２　 给药方案及血浆采集　 １２ 只大鼠随机分为

２ 组， 每组 ６ 只， 给药剂量 １５ ｍｇ ／ ｋｇ， 于 ０、 ５、
１０、 １５、 ３０、 ４５、 ６０、 ９０、 １８０、 ２４０、 ３６０ ｍｉｎ 眼

眶采 血 各 约 ０􀆰 ３ ｍＬ， 置 于 肝 素 化 离 心 管 中，
３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 分取上层血浆置于另一空

白离心管中， －２０ ℃冰箱中保存。
２􀆰 ７􀆰 ３　 样品处理［６］ 　 取血浆样品 １００ μＬ， 加入

２％ 甲酸 ３０ μＬ， 涡旋 ３ ｍｉｎ， 继续加入乙酸乙酯

１􀆰 ５ ｍＬ， 涡旋 ８ ｍｉｎ 提取后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 上清液转移至另一空白离心管中， ４５ ℃
氮气吹干， １００ μＬ 甲醇复溶， 置于进样瓶内衬管

中， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样 ２０ μＬ 测定。
２􀆰 ７􀆰 ４　 方法学考察 　 配制 ５００、 ４００、 ２５０、 １００、
５０、 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 对照品溶液， 各取 ３００ μＬ， 氮气吹

干后加入 ３００ μＬ 空白血浆， 振荡混匀， 即得对照

品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样 ２０ μＬ 测定，
以峰面积（Ｙ） 对溶液质量浓度（Ｘ） 进行线性回

归， 得方程为 Ｙ＝０􀆰 １１２ ７Ｘ＋９􀆰 ６８７ ２（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ６）。
取 ２０、 ２５０、 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 对照品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １”
项条件下进样测定 ６ 次， 测得柚皮素日内精密度

ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ９２％ ， 表明该方法精密度良好。 取

处理后的血浆样品溶液， ４８ ｈ 内设置 ６ 次进样点，
在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样测定， 测得柚皮素峰面

积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ８８％ ， 表明溶液在 ４８ ｈ 内稳定性良

好。 取 ５００、 ２５０、 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 血浆对照品溶液， 在

“２􀆰 １􀆰 １ ” 项 条 件 下 进 样 测 定， 测 得 回 收 率 在

９１􀆰 ３８％ ～９６􀆰 ５２％ 之间。
２􀆰 ７􀆰 ５　 测定结果　 绘制血药浓度⁃时间曲线， 通过

３Ｐ９７ 程序统计矩模型计算主要药动学参数， 结果

见图 ７、 表 ２。 由此可知， 纳米混悬剂 ｔｍａｘ较柚皮素

显著提前 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｃｍａｘ 由 （ ２０３􀆰 ８１ ± ３０􀆰 ４１）
ｎｇ ／ ｍＬ 提高至 （ ３７８􀆰 ２４ ± ８１􀆰 ５３） ｎｇ ／ ｍＬ， ＡＵＣ０～ ｔ

为后者的 １􀆰 ８６ 倍。

图 ７　 样品血药浓度⁃时间曲线

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ
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表 ２　 样品主要药动学参数 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ（ｘ±ｓ）

参数 单位 柚皮素 纳米混悬剂

ｔｍａｘ ｈ １􀆰 ９６±０􀆰 ３７ １􀆰 ０８±０􀆰 １９∗

Ｃｍａｘ ｎｇ·ｍＬ－１ ２０３􀆰 ８１±３０􀆰 ４１ ３７８􀆰 ２４±８１􀆰 ５３∗∗

ＡＵＣ０～ ｔ ｎｇ·ｍＬ－１·ｈ ７０６􀆰 ５７±８１􀆰 ５４ １ ３１８􀆰 １９±１４３􀆰 ７９∗∗

ＡＵＣ０～∞ ｎｇ·ｍＬ－１·ｈ ７１９􀆰 ３４±８４􀆰 １７ １ ４０６􀆰 ４４±１５０􀆰 ９１∗∗

　 　 注：与柚皮素比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

３　 讨论

在制备纳米混悬剂过程中， 有机溶剂与水互溶

程度越高， 搅拌条件下两相混合时扩散越快， 越有

利于小粒径纳米粒快速形成， 综合考虑溶解度、 毒

性等因素， 选择无水乙醇作为制备溶剂。 据报

道［１４］， 沉淀法制备纳米粒是放热过程， 温度较高

时会增加纳米粒子之间碰撞机会， 容易出现晶体成

长和纳米粒聚集， 故较低的制备温度有助于获得粒

径、 ＰＤＩ 均较小的纳米混悬剂， 本实验选择 ０ ℃
（冰水混合物）。

另外， 制备时需加入一定量表面活性剂， 通过

吸附于药物粒子表面来提供电荷排斥作用或立体位

阻作用， 从而防止纳米粒聚集， 提高稳定性。 前期

预实验对泊洛沙姆 １８８、 聚山梨酯 ８０、 聚乙烯醇等

进行了筛选， 发现所得纳米粒粒径均较大， 其原因

可能是这些表面活性剂不能吸附于纳米粒表面， 无

法提供电荷排斥作用或立体位阻作用［１５］。 由于表

面活性剂联合应用可提高纳米粒长期稳定性［１６］，
故实验选择 ＰＶＰ Ｋ３０⁃卵磷脂 （１ ∶ １）， 此时所制备

的纳米粒粒径较小。
体内药动学研究结果显示， 柚皮素纳米混悬剂

相对生物利用度较原料药提高了 １􀆰 ６８ 倍， 其原因

可能如下： 纳米粒口服后一部分可在伊派尔结

（约占整个胃肠道黏膜的 １ ／ ４） 中聚集， 并通过淋

巴结中的 Ｍ 细胞最终进入血液循环［１７⁃１８］； 增加了

药物与胃肠道的接触面积， 同时其黏附性使药物在

胃肠道停留时间延长， 有助于充分吸收； 纳米混悬

剂技术提高了柚皮素溶解度和溶出度， 有助于溶解

后的药物顺利吸收进入血液循环； 处方中表面活性

剂也具有促进药物吸收的作用。 据报道［１９］， 纳米

混悬剂生物利用度提高程度还受难溶性药物基本性

质 （分子量大小、 脂溶性、 熔点、 晶型、 分子极

性表面积等）、 纳米混悬剂本身理化性质 （稳定

性、 溶解度、 粒径分布等）、 机体生理特性等因素

影响， 故将不同难溶性药物制成纳米混悬剂后， 其

生物利用度提高程度存在较大差别， 值得研究人员

关注。
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