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摘要： 目的　 比较四神丸中 ３ 种成分在正常大鼠及抑郁大鼠体内的药动学。 方法　 １２ 只大鼠随机分为正常组和模型

组， 每组 ６ 只， 灌胃给予四神丸混悬液 （４􀆰 ６３ ｍＬ ／ ｋｇ）， 于 ５、 １５、 ３０、 ４５、 ６０、 ９０、 １２０、 １８０、 ２４０、 ３６０、 ４８０、 ７２０、
９６０、 １ ４４０ ｍｉｎ 采血， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定补骨脂素、 异补骨脂素、 五味子醇甲血药浓度， 绘制血药浓度⁃时间曲线， 计

算主要药动学参数。 结果　 模型组 ３ 种成分 Ｃｍａｘ、 ＡＵＣ０～ ｔ、 ＡＵＣ０～∞ 及补骨脂素 ｔｍａｘ高于正常组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
２ 组 ３ 种成分 ｔ１ ／ ２比较差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论　 四神丸中补骨脂素、 异补骨脂素、 五味子醇甲在抑郁大鼠

体内的吸收程度高于正常大鼠体内， 而消除程度无明显变化。
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　 　 抑郁症具有高发病、 高自杀、 高复发和低识

别、 低就诊、 低治疗等特点， 已成为 ２１ 世纪最主

要的精神疾病， 据 ＷＨＯ 统计， 全球抑郁症患者达

１２􀆰 ８％ ， 预计 ２０３０ 年将成为仅次于心血管疾病的

第二大疾病［１⁃２］， 我国患病率高达 ６􀆰 １％ ［３］。 目前，

抗抑郁西药以单胺类抑制剂为主［４］， 但这些药物

起效慢， 不良反应明显， 而且 ３０％ ～ ５０％ 的患者不

敏感。 近年来， 中医药在防治抑郁症上获得较好的

临床疗效。
四神丸出自 《证治准绳》， 由肉豆蔻、 补骨
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脂、 五味子、 吴茱萸、 大枣等药材组成［５］， 具有

温补脾肾的功能， 组方加减后用于治疗脾肾阳虚患

者有一定疗效［６］。 原发性抑郁、 内源性抑郁、 恶

劣心境中的抑郁情绪在本质上 “属虚”， 五脏阳气

不足是其病理基础［７］， 根据中医郁证病机中 “阳
虚致郁” 的理论［８⁃９］， 四神丸可改善脾肾阳虚所致

的抑郁状态， 动物实验表明［１０⁃１４］， 方中补骨脂和

五味子中主要成分补骨脂素、 异补骨脂素、 五味子

醇甲具有抗抑郁作用， 但作用机理尚不明确， 虽然

已有方中补骨脂素、 异补骨脂素在正常大鼠中的药

动学研究［１５］， 但尚未见在抑郁大鼠中的相关报道。
因此， 本实验将比较四神丸中上述 ３ 种成分在正常

大鼠和抑郁大鼠体内的药动学， 探索其作用机理。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪， 配置

ＡＰＩ ４０００ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 三重四级杆质谱仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）； ＭＳ１０５ 电子天 平 （ 瑞 士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃
Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ⁃５４１７Ｒ 冷冻离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０ 超纯水机 （法国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ＭＩＸ⁃２５Ｐ 旋涡混合仪 （杭州米欧

仪器有限公司）； Ｌａｂｃｏｎｃｏ 离心浓缩仪 （ 美国

Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司）； ＲＥ⁃５２ＣＳ 旋转蒸发仪 （上海亚荣

生化仪器厂）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 肉豆蔻 （煨） （批号 １７１００１）、
补骨脂 （盐炒） （批号 １８０４０４００６）、 五味子 （醋
制） （批号 １７０５１３００１）、 吴茱萸 （制） （批号

１６０６２３）、 大枣 （去核） （批号 １７０５２０００１） 均购

于北京同仁堂南京药店， 经江苏省中医院药学部副

主任中药师张倩鉴定为正品， 符合 《中国药典》
标准。 对照品补骨脂素 （批号 １７０９２８２０）、 异补骨

脂素 （ 批 号 １８０６２９１０ ）、 五 味 子 醇 甲 （ 批 号

１７０２１９０５） 均购于成都曼思特生物科技有限公司，
纯度均≥９８􀆰 ５％ ； 替硝唑 （批号 １００１２６⁃２００４０２）
购于中国食品药品检定研究院， 纯度≥９５％ 。 四神

丸根据 ２０１５ 年版 《中国药典》 处方自制， 补骨

脂、 肉豆蔻、 五味子、 吴茱萸、 大枣比例为 ４ ∶
２ ∶ ２ ∶ １ ∶ ２， 上述药材用 １０ 倍量 ７５％ 乙醇浸泡

３０ ｍｉｎ， 回流提取 ２ ｈ， 滤渣再加 ８ 倍量 ７５％ 乙醇

回流提取 １ ｈ， 合并滤液， 减压浓缩至无醇味，
－２０ ℃下保存， １ １００ ｇ 药材浓缩至 ７８５ ｍＬ， 即每

１ ｍＬ 药液含 １􀆰 ４ ｇ 原药材 （分别含补骨脂素、 异

补骨脂素、 五味子醇甲 １􀆰 ６０、 １􀆰 ３６、 ０􀆰 ６５ ｍｇ）。
甲醇、 乙腈购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司； 水为超纯水。
１􀆰 ３ 　 动 物 　 ＳＤ 大 鼠， 雄 性， １２ 只， 体 质 量

（１９０±１０）ｇ， 由南通大学实验动物中心提供， 动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０１９⁃０００１。 实验前大

鼠适应性饲养 １ 周， 保持 １２ ｈ 昼夜节律， 室温

（２２±２） ℃， 自由摄食饮水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱、 质谱条件　 ＡＣＥ Ｅｘｃｅｌ ３ Ｃ１８⁃ＰＦＰ 色谱

柱 （１００ ｍｍ × ３􀆰 ０ ｍｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸

（３６ ∶ ６４）； 体积流量 ５００ μＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 离

子源 ＥＳＩ＋， 多反应检测模式 （ＭＲＭ）； 离子源电压

４ ０００ Ｖ； 离子源温度 ４００ ℃。 质谱参数见表 １。
表 １　 各成分质谱参数

Ｔａｂ􀆰 １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分
离子化

模式

母离子

ｍ ／ ｚ
子离子

ｍ ／ ｚ
锥孔

电压 ／ Ｖ
碰撞

电压 ／ Ｖ
补骨脂素 ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １８７􀆰 ０ １３１􀆰 ０ ８４ ３５
异补骨脂素 ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １８７􀆰 ０ １３１􀆰 １ ８１ ３２
五味子醇甲 ［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ ４１５􀆰 ２ ３８４􀆰 ２ １１２ ３０
替硝唑（内标） ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２４８􀆰 ０ １２１􀆰 １ ８０ ２０

２􀆰 ２　 溶液制备　 精密称取补骨脂素、 异补骨脂素、
五味子醇甲对照品适量， 甲醇分别溶解定容至

２􀆰 ０７、 ２􀆰 １４、 ２􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ， 以此为母液， 临用前

稀释。 再精密称取替硝唑适量， 配制成 １００ ｎｇ ／ ｍＬ
内标液。
２􀆰 ３　 血浆样品处理 　 取 １００ μＬ 空白血浆， 加入

１０ μＬ 内标溶液， 涡旋混匀 ３０ ｓ， 加入 ８００ μＬ 乙酸

乙酯， 振荡 ３ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

７００ μＬ 上清液， ４０ ℃ 下离心浓缩， 加入 １００ μＬ
５０％ 乙腈复溶， 振荡 ３ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 取 ５ μＬ 上清液进样分析。
２􀆰 ４　 造模及血浆样品采集　 大鼠按体质量均衡和

随机的原则分为正常组和模型组， 每组 ６ 只， 正常

组每笼 ３ 只， 模型组单笼饲养， 并在 ２１ ｄ 内接受

１０ 种刺激因子， 包括禁食、 禁水、 潮湿垫料、 昼

夜颠倒、 闪光、 ４ ℃冰水游泳、 热刺激 ５ ｍｉｎ、 束

缚应激 ６ ｈ、 水平振荡 １０ ｍｉｎ、 触摸陌生异常物品。
确认造模成功后， 第 ２２ 天大鼠禁食不禁水 １２ ｈ，
灌 胃 给 予 四 神 丸 混 悬 液 ６􀆰 ４８ ｇ ／ ｋｇ （ 即

４􀆰 ６３ ｍＬ ／ ｋｇ）， 于给药前及给药后 ５、 １５、 ３０、 ４５、
６０、 ９０、 １２０、 １８０、 ２４０、 ３６０、 ４８０、 ７２０、 ９６０、
１ ４４０ ｍｉｎ眼眶取血各约 ０􀆰 ３ ｍＬ， 置于肝素化 ＥＰ 管

中， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上层血浆保存于

－８０ ℃冰箱中待测。
２􀆰 ５　 行为学实验　 在造模 ３ 周后开始。
２􀆰 ５􀆰 １　 糖水消耗实验 　 大鼠在适应性期间给予 ２
瓶 ２％ 蔗糖溶液适应 ３ ｄ 后， 才进行实验。 大鼠禁
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水 １８ ｈ， 每只给予体积相同的 １ 瓶 ２％ 蔗糖溶液和

１ 瓶纯水， 测试 ４ ｈ， 其中每 ２ ｈ ２ 瓶水交换位置。
实验结束后， 计算糖水消耗率， 公式为糖水消耗

率＝ ［ （蔗糖消耗量） ／ （纯水消耗量＋蔗糖消耗

量） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ５􀆰 ２　 旷场实验 　 实验前需提前将大鼠搬入测

试室使其适应环境 １ ｈ， 再放入长、 宽、 高均为

５０ ｃｍ， 内壁涂黑的纸箱中心， 底面平均分为 ２５
个 １０ ｃｍ×１０ ｃｍ 的小方格。 以 ５ ｍｉｎ 内大鼠三爪

以上穿越底面的方格数为水平得分， 穿越 １ 格得

１ 分； 以大鼠双前肢抬起 １ ｃｍ 以上次数为垂直得

分， 离地一次 得 １ 分。 实 验 过 程 进 行 摄 像 和

计时。
２􀆰 ５􀆰 ３　 强迫游泳实验　 正式实验前 １ ｄ 大鼠进行

预游泳， 将其放入 （２４ ± ２）℃ 水中并保持悬浮，
四肢不能触及桶底， １５ ｍｉｎ 后取出， 擦干放回笼

中， 整个实验过程保持安静。 次日在相同条件下

大鼠强迫游泳 ５ ｍｉｎ， 记录后 ４ ｍｉｎ 内不动时间

（大鼠仅有头部露出水面， 呈漂浮状态， 四肢可

有微动）。
２􀆰 ５􀆰 ４　 结果分析　 经过 ２１ ｄ 造模后， 与正常组比

较， 模型组大鼠糖水消耗率、 水平得分、 竖直得分

降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 不 动 时 间 延 长

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 显示造模成功， 见表 ２。
表 ２　 各组大鼠行为学实验结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｒａｔｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ
ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

参数 正常组 模型组

糖水消耗率 ／ ％ ９１􀆰 １８±０􀆰 ９９ ５３􀆰 ６４±３􀆰 ５４∗∗

水平得分 ／ 分 １１８􀆰 ２０±６􀆰 ２８ ９５􀆰 ３３±３􀆰 ７９∗

垂直得分 ／ 分 ２５􀆰 ００±１􀆰 ２４ ２０􀆰 ００±１􀆰 ５１∗

不动时间 ／ ｓ ５４􀆰 ６７±４􀆰 ４８ ８２􀆰 ５０±１０􀆰 ２４∗

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ６　 方法学考察

２􀆰 ６􀆰 １　 专属性考察　 取空白大鼠血浆、 空白大鼠

血浆＋对照品＋内标 （替硝唑）、 给药 １ ｈ 后血浆样

品， 按 “２􀆰 ３” 项下方法处理， 在 “２􀆰 １” 项条件

下进样测定， 结果见图 １。 由此可知， 补骨脂素、
异补骨脂素、 五味子醇甲、 内标 （替硝唑） 保留

时间分别为 ４􀆰 ７２、 ５􀆰 ２４、 ７􀆰 ３４、 １􀆰 ５ ｍｉｎ， 各成分

与内标色谱峰峰形良好而且互不干扰， 同时血浆中

杂峰也无干扰， 基线平稳， 表明该方法专属性

良好。

１． 补骨脂素　 ２． 异补骨脂素　 ３． 五味子醇甲　 ４． 内标 （替硝唑）
１． ｐｓｏｒａｌｅｎ　 ２． ｉｓｏｐｓｏｒａｌｅｎ　 ３． ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ Ａ　 ４． ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ｔｉｎｉｄａｚｏｌｅ）

图 １　 各成分 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

２􀆰 ６􀆰 ２　 线性关系考察　 取 １００ μＬ 空白大鼠血浆，
加入对照品、 内标溶液各 １０ μＬ， 按 “２􀆰 ３” 项下

方法处理， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定。 以各成

分峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标 （Ｙ）， 溶

液质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 以 Ｓ ／ Ｎ≥１０
为最低定量限， 结果见表 ３， 可知各成分在各组范
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围内线性关系良好。
表 ３　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程
线性范围 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
ｒ

最低定量限 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
补骨脂素 Ｙ＝０􀆰 １３Ｘ＋０􀆰 ０９９ ８ １􀆰 ６～１ ６００ ０􀆰 ９９６ ４ １􀆰 ６
异补骨脂素 Ｙ＝０􀆰 ０７３ ２Ｘ＋０􀆰 ０３５ １ ０􀆰 ８～８００ ０􀆰 ９９４ ９ ０􀆰 ８
五味子醇甲 Ｙ＝０􀆰 ３４４Ｘ＋０􀆰 ０２５ ７ ０􀆰 １６～１６０ ０􀆰 ９９５ ４ ０􀆰 １６

２􀆰 ６􀆰 ３　 准确度、 精密度试验　 取 １００ μＬ 空白大鼠

血浆， 制成低、 中、 高 ３ 个质量浓度的样品（补骨脂

素 ３􀆰 ２、 ８０、 １ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ， 异补骨脂素 １􀆰 ６、 ４０、
６００ ｎｇ ／ ｍＬ， 五味子醇甲 ０􀆰 ３２、 ８、 １２０ ｎｇ ／ ｍＬ）， 按

“２􀆰 ３” 项下方法处理， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定， 连续 ３ ｄ， 结果见表 ４， 可知该方法准确

度、 精密度良好。

表 ４　 各成分准确度、 精密度、 基质效应试验结果

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｃｕｒａｃｙ， ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分
质量浓度 ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

日内（ｎ＝ ５） 日间（ｎ＝ １５） 基质效应

准确度 ／ ％ 精密度 ＲＳＤ ／ ％ 准确度 ／ ％ 精密度 ＲＳＤ ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
补骨脂素 ３􀆰 ２ １０４􀆰 ８６ ３􀆰 ９７ １０５􀆰 ０７ ６􀆰 ０８ １０４􀆰 ９９ ０􀆰 ３５

８０ １０１􀆰 ６２ ３􀆰 ２７ １０４􀆰 ２９ ３􀆰 １６ １００􀆰 ３８ ０􀆰 ３３
１ ２００ １００􀆰 ５０ ２􀆰 ０３ １００􀆰 ６９ １􀆰 ７９ ９９􀆰 ３８ ０􀆰 ７２

异补骨脂素 １􀆰 ６ １０３􀆰 ８４ ５􀆰 ７２ １０２􀆰 ７４ ４􀆰 ６５ ９９􀆰 ６３ １􀆰 １８
４０ １００􀆰 ３８ ３􀆰 ７３ １０２􀆰 ９１ ３􀆰 ６６ １００􀆰 ５９ ０􀆰 ８２
６００ ９９􀆰 ０２ １􀆰 ６６ １０１􀆰 ８８ １􀆰 ８４ ９７􀆰 ０４ ０􀆰 ９０

五味子醇甲 ０􀆰 ３２ １０４􀆰 ２０ １􀆰 ５８ １０５􀆰 ０７ ２􀆰 ７７ １０２􀆰 ４０ ０􀆰 ４７
８ ９８􀆰 ７２ ２􀆰 ０３ １０２􀆰 ９７ ３􀆰 ５８ ９９􀆰 ８５ ０􀆰 ２６

１２０ ９７􀆰 ７２ ０􀆰 ８２ ９９􀆰 ８３ ２􀆰 ０３ １００􀆰 ０６ ０􀆰 ２０

２􀆰 ６􀆰 ４　 基质效应试验　 精密加入低、 中、 高质量

浓度对照品溶液及内标溶液各 １０ μＬ， 复溶到

８０ μＬ， 振荡 ３ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

上清液５ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
峰面积为 Ａ１； 按 “２􀆰 ３” 项下方法提取空白血浆

（不加内标）， 离心浓缩后同法操作， 峰面积为 Ａ２，
计算基质效应， 公式为基质效应 ＝ Ａ２ ／ Ａ１ × １００％ ，
结果见表 ４， 可知内源性物质对 ３ 种成分无影响。
２􀆰 ６􀆰 ５　 稳定性试验　 取 １００ μＬ 空白大鼠血浆， 按

“２􀆰 ６􀆰 ３” 项下方法制成低、 中、 高 ３ 个质量浓度

的样品各 ３ 份， 分别在室温下放置 １２ ｈ、 －２０ ℃下

反复冻融 ３ 次、 －８０ ℃下保存 ３０ ｄ 后， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定。 结果， 补骨脂素、 异补骨

脂素、 五味子醇甲峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ９９％ ～
５􀆰 １６％ 、 １􀆰 ０９％ ～４􀆰 ７８％ 、 ０􀆰 ９０％ ～ ４􀆰 ２４％ ， 表明该

方法稳定性良好， 符合生物样品分析要求。
２􀆰 ６􀆰 ６　 提取回收率　 取 １００ μＬ 空白大鼠血浆， 按

“２􀆰 ６􀆰 ３” 项下方法制成低、 中、 高 ３ 个质量浓度

的质控样品， 各 ５ 份， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定， 峰面积为 Ａ３， 计算提取回收率， 公式为

提取回收率＝Ａ３ ／ Ａ２×１００％ 。 结果， 补骨脂素、 异补

骨脂素、 五味子醇甲提取回收率分别为 ６６􀆰 ３３％ ～
７０􀆰 ２８％ 、 ６１􀆰 ２８％ ～７４􀆰 ４５％ 、 ６１􀆰 ９３％ ～６８􀆰 １６％ 。
２􀆰 ７　 药动学研究　 各成分在正常大鼠、 抑郁大鼠

体内的血药浓度⁃时间曲线见图 ２， 经 ＤＡＳ１􀆰 ０ 软件

处理分析后主要药动学参数见表 ５。 由此可知， 各

成分药动学均符合一室模型； 与正常组比较， 模型

组各成分 Ｃｍａｘ、 ＡＵＣ０～ ｔ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
以异补骨脂素更明显。

图 ２　 各成分血药浓度⁃时间曲线
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ

ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
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表 ５　 各成分主要药动学参数 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｖａｉｒｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

参数 单位
正常组 模型组

补骨脂素 异补骨脂素 五味子醇甲 补骨脂素 异补骨脂素 五味子醇甲

ｔ１ ／ ２ ｈ １􀆰 ９１±０􀆰 ５７ １􀆰 ８３±０􀆰 １７ ５􀆰 ６７±０􀆰 ５７ １􀆰 ８９±０􀆰 ４１ １􀆰 ８０±０􀆰 ２１ ５􀆰 ４４±０􀆰 ７２
ｔｍａｘ ｈ ０􀆰 ３８±０􀆰 １４ ３􀆰 ３３±０􀆰 ５２ ０􀆰 ３３±０􀆰 １３ ０􀆰 ７１±０􀆰 １９∗∗ ３􀆰 ５０±０􀆰 ５５ ０􀆰 ２９±０􀆰 １０
Ｃｍａｘ μｇ·Ｌ－１ ７９０􀆰 ６７±１６８􀆰 ９８ ５０９􀆰 ５０±３９􀆰 ７０ １􀆰 ９７±０􀆰 ８４ １ ０７５􀆰 １７±２４７􀆰 ３２∗ ６６０􀆰 ３３±４５􀆰 ５３∗∗ ２􀆰 ８９±０􀆰 ９３∗

ＡＵＣ０～ ｔ μｇ·Ｌ－１·ｈ ５ ７４５􀆰 ４０±６５９􀆰 ６１ ４ １４７􀆰 ３２±３０３􀆰 ０８ ６􀆰 ７５±１􀆰 １８ ７ ９５４􀆰 ８６±１ ０８８􀆰 ４３∗ ５ ２４５􀆰 ９９±４６３􀆰 ４０∗∗ ９􀆰 ４５±２􀆰 ９４∗

ＡＵＣ０～∞ μｇ·Ｌ－１·ｈ ５ ７４８􀆰 １２±６６０􀆰 １９ ４ １７６􀆰 ７７±３０２􀆰 ３２ ７􀆰 ６０±１􀆰 ３２ ７ ９５８􀆰 ８５±１ ０８７􀆰 ０７∗ ５ ２４８􀆰 ３３±４６４􀆰 ７５∗∗ １０􀆰 １２±３􀆰 ０６∗

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

本实验在测定大鼠血浆中补骨脂素、 异补骨脂

素、 五味子醇甲含有量时发现， 补骨脂素、 异补骨

脂素是同分异构体， 质荷比相同， 质谱无法区分，
故应用液相色谱将两者分离开。 在考察流动相时发

现， 乙腈作为有机相峰形和出峰时间较好， 而

０􀆰 １％ 甲酸作为水相同分异构体峰形良好。 再通过

考察不同型号和品牌色谱柱， 确定 ＡＣＥ Ｅｘｃｅｌ
３ Ｃ１８⁃ＰＦＰ色谱柱 （１００ ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍ） 能满足分析

要求。
在血浆样本处理过程中， 本实验考察了蛋白沉

淀 （甲醇、 乙腈、 １０％ 三氯乙酸） 和液液萃取

（乙酸乙酯、 丙酮、 二氯甲烷）， 发现甲醇、 乙腈

蛋白沉淀的提取回收率与乙酸乙酯萃取的相近， 且

后者萃取后能明显减少血浆样本内源性物质干扰，
提高基质效应， 故选择乙酸乙酯萃取作为前处理

方法。
不同文献报道的补骨脂素、 异补骨脂素药动学

参数并不一致［１５］， 其原因可能是本实验采用 ７５％
乙醇作为提取溶剂， 而文献采用水煎煮法， 提取出

来成分相差较大， 给药剂量也有所差异。 与正常组

大鼠比较， 模型组补骨脂素、 异补骨脂素、 五味子

醇甲 ｔ１ ／ ２ 无明显差异； 异补骨脂素、 五味子醇甲

Ｔｍａｘ无明显差异， 而补骨脂素 Ｔｍａｘ 高于正常组； ３
种成分在抑郁大鼠体内的 Ｃｍａｘ分别为在正常大鼠体

内的 １􀆰 ３６、 １􀆰 ３０、 １􀆰 ４７ 倍， ＡＵＣ０～ ｔ 分别为 １􀆰 ３８、
１􀆰 ２７、 １􀆰 ４０ 倍， ＡＵＣ０～∞ 分别为 １􀆰 ３８、 １􀆰 ２６、 １􀆰 ３３
倍， 表明各成分吸收程度在抑郁大鼠体内明显提

高， 而消除速度无明显变化， 其原因可能是疾病状

态导致其吸收过程发生改变［１６⁃１７］。 综上所述， 大

鼠在抑郁状态下四神丸中补骨脂素、 异补骨脂素、
五味子醇甲血药浓度明显改变， 对临床上抑郁症患

者用药量具有一定参考意义。
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摘要： 目的　 制备莪术醇固体脂质纳米粒， 并评价其抗肿瘤活性。 方法　 乳化超声分散法制备固体脂质纳米粒， 测定

粒径、 Ｚｅｔａ 电位、 包封率、 载药量、 体外释药、 光稳定性 （４ ５００ ｌｘ， ２５ ℃）。 ＭＴＴ 法考察固体脂质纳米粒对人宫颈

癌上皮细胞 （Ｃａｓｋｉ 细胞） 的抑制作用。 结果　 所得莪术醇固体脂质纳米粒粒径为 （１９８􀆰 ８４±４􀆰 １７） ｎｍ， Ｚｅｔａ 电位为

（－２１􀆰 ８±２􀆰 ５） ｍＶ， 包封率为 ８３􀆰 ２７％ ， 载药量为 ３􀆰 ８３％ ， ３６ ｈ 内累积溶出度为 ６１􀆰 ８１％ ； 体外释药符合 Ｗｅｉｂｕｌｌ 模型

（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９６０ ５）； 光照 ７２ ｈ 后， 莪术醇含有量仅降低了 ３􀆰 ４２％ ； 对 Ｃａｓｋｉ 细胞有较好的抑制作用， 并呈量效和时效依赖

性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 固体脂质纳米粒可明显提高莪术醇体外抗肿瘤活性。
关键词： 莪术醇； 固体脂质纳米粒； 制备； 抗肿瘤活性； 乳化超声分散法； ＭＴＴ 法
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Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ， ｄｒｕｇ ｌｏａｄｉｎｇ， ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ （４ ５００ ｌｘ， ２５ ℃）
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ． ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｎ ｈｕｍａｎ
ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ （Ｃａｓｋｉ ｃｅｌｌｓ） ． ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｃｕｒｃｕｍｏｌ⁃ｌｏａｄｅｄ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ， Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ， ｄｒｕｇ ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ
ｗｉｔｈｉｎ ３６ ｈ ｏｆ （１９８􀆰 ８４±４􀆰 １７） ｎｍ， （ －２１􀆰 ８±２􀆰 ５） ｍＶ， ８３􀆰 ２７％ ， ３􀆰 ８３％ ａｎｄ ６１􀆰 ８１％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｃｈ
ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｇｏｏｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ｃａｓｋｉ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）．
Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ａｃｃｏｒｄｅｄ ｗｉｔｈ Ｗｅｉｂｕｌｌ ｍｏｄｅｌ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９６０ ５）． Ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ７２ ｈ ｌｉｇｈｔｉｎｇ， ｃｕｒｃｕｍｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｗａｓ ｏｎｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ３􀆰 ４２％ ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃａｎ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉ⁃
ｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｏｌ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ｃｕｒｃｕｍｏｌ； ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ； ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｅｍｕｌｓｉｏｎ⁃ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｄｉｓｐｅｒ⁃
ｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ； ＭＴＴ ａｓｓａｙ
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