
!制!!剂"

微透析法研究环维黄杨星 ?透皮贴剂透皮吸收行为

刘新国! !程!璐! !杨全伟! !张!耕!

"武汉市第一医院! 湖北 武汉 @(&&##$

收稿日期! #&"%)"&)"*

作者简介! 刘新国& 男& 博士& 主管中药师& 从事医院药物制剂的研究与开发’ 234! "(’#/’’"&’(& 5)6784! 4,:.7<7>"#’$+?6

!通信作者! 张!耕& 男& 硕士& 主任药师& 从事药物新制剂( 新技术研究与医院药学管理工作’ 234! "&#0# ’"/0"#’/

摘要# 目的!采用微透析法研究环维黄杨星F透皮贴剂经皮给药后的药物动力学行为’ 方法!线性微透析探针植入
[8Y<79大鼠真皮在线取样’ 液相色谱串联质谱 "EM)LHJLH# 法测定透析液中环维黄杨星F的回收率与其体内稳定性’
结果!环维黄杨星F在 &V" d*& B:J6E范围内线性关系良好 "2i&V*** (@#& 定量限为 "& T:J6E’ 透皮贴剂的皮肤局
部药物动力学行为符合单室模型& 药物平均滞留时间在 "# ; 以上’ 基质药物质量浓度越高& 单位时间透皮量越大&
但不呈比例增加’ 结论!经皮微透析在微创条件下& 可满足环维黄杨星F透皮贴剂连续取样及动态分析的要求’
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!!黄杨宁系从黄杨科植物中国小叶黄杨 Q@J@>
4(725169&&$ H83a$3<IA++$_79$Y8B8+7P3;.$3<
[84Y$及其同属植物中提取得到的生物碱)"+ & 其主
要有效成分环维黄杨星 F "MNQ)F# 是 .中国药
典/ #&&& 年版一部的新增品种& 具有行气活血&
通络止痛的功效& 临床用于治疗气滞血瘀所致的胸
痹心痛( 脉结代( 冠心病( 心律失常等)#+ ’ 但其

静注后组织亲和力强& 摄取快& 药物在组织中的潴
留时间久& 排泄缓慢& 导致多次给药时各脏器出现
蓄积现象’ 根据环维黄杨星 F的理化性质( 药理
特性( 药动学参数及心血管系统疾病需长期用药的
特点)(+ & 前期将其研制成经皮给药贴剂& 发现其
黏性适中& 皮肤相容性好& 具有良好的体外释药性
和平稳的经皮渗透速率)@+ ’ 鉴于微透析采样技术
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可在基本不干扰生物体内正常生理的情况下& 进行
在体( 实时( 在线取样和检测& 国外利用该技术进
行化学单体药物的体内代谢动力学研究)%)’+ & 而国
内主要针对局部组织的药物动力学进行)0)/+ ’ 本实
验利用微透析线性探针骨性半透膜来模拟皮下毛细
血管& 联合使用液相色谱串联质谱 "EM)LHJLH#
技术& 对环维黄杨星 F经皮给药后的药物动力学
进行研究’
FG试药( 仪器与动物
"V"!药品与试剂!环维黄杨星 F对照品 "批号
///)#&&&&"#( 多萘哌齐 "批号 "&&’%&)#&&(&"# 对
照品 "中国食品药品检定研究院#’ 甲醇为色谱纯
"德国L39+K公司#$ 醋酸铵为色谱纯 "美国F8K67
公司#$ 其他试剂均为分析纯$ 纯净水 "CA947a
+47YY8+纯水系统制备#’

环维 黄 杨 星 F 透 皮 贴 剂 "自 制& 批 号
#&&/"#&’& 规格 &V"( &V%( "V& 6:J+6##’ 制备方
法为精密称取 5A.97:8<5"&& 适量& 加入琥珀酸
"交联剂# 和无水乙醇& 静置密闭过夜以使其充分
溶解( 交联& 再加入癸二酸二丁酯 "增塑剂# 和
氮酮 "促渗剂#& 混合均匀’ 精密称取环维黄杨星
F原料药适量& 无水乙醇溶解& 与上述交联改性的
压敏胶液混合& 搅拌均匀& 静置一段时间以使气泡
消失& 涂布于防黏纸上& /& g固化 "& 68B 后转移
至背衬层& 切割& 制成不同载药量的单层贴剂’
"V#!仪器!2;396?W8BB8:7B 2HkkA7B<A6p4<97型
三重四极杆串联质谱仪& 配备 W8BB8:7B HA9_3=?9自
动进样器( 电喷雾电离源 "5HS源#( \+748aA9"V(
系统控制及数据处理软件 "美国 2;396?W8Y;39H+8)
3B<8‘8+公司#$ 微透析设备& 配备 LF)#&&& 线性微
透析探针 ""& 66#( LF"&&" 灌注器推进泵(
LF)&"&& 灌注器 "" 6E#( LF"&&# 灌注器支架(
LF)"&&& 流速控制器 "美国Q1H公司#$ 高速冷冻
离心机 "美国 H8:67公司#$ C93+8Y7\P#&%HL)FP
电子天平 "十万分之一& 瑞士普利赛斯公司#’
"V(!试验动物!健康成年 HT97:A3)F7b43=大鼠&
体质量 "#&& l#&# :& 由广州中医药大学实验动
物中心提供& 合格证号 HM\R "粤# #&&*)&&&"’
HGA9X;6Y;6法测定环维黄杨星?的质量浓度
#V"!色谱与质谱条件%*&

#V"V"!色谱条件!1:843B<548TY3T4AYM"/色谱柱
""&& 66u#V" 66& (V% %6#$ 流动相 ’&!甲醇
"含 &V"%!甲酸( # 66?4JE乙酸铵#$ 体积流量
&V# 6EJ68B$ 柱温 ## g’

#V"V#!质谱条件!大气压电喷雾离子 "1CM)5HS#
源& 源电压 @V& KN$ 加热毛细管温度 (#& g$ 鞘
气 "G## 压力 "(/ KC7$ 辅助气 "G# # 体积流量
% 6EJ68B$ 正离子模式检测& 扫描方式为选择反
应监测 "HPL#$ 用于定量的离子分别为环维黄杨
星F4[A@&( "母离子# ,(0# "子离子#( 多萘哌
齐 "内标# 4[A(/& "母离子# ,#@( "子离子#$
扫描时间 &V% Y’
#V#!专属性考察!在 ,#V#V"- 项色谱条件下&
环维黄杨星F的出峰时间在 "V#& 68B 左右& 而内
标峰在 "V’( 68B 左右’ 两者峰形良好& 无杂质峰
干扰& 基线平稳& 见图 " d(’ 由此表明& 该方法
具有较高的特异性& 能准确测定微透析样品中环维
黄杨星F的质量浓度& 灵敏度高’

图 FG空白微透析液加入环维黄杨星?的质谱图
R#PNFG;)000.&-*("P()%0",1’)/\%#-("!#)’40)*&0

)!!&!O#*2-4-’"+#("13S#/&?

图 HG空白微透析液的质谱图
R#PNHG;)000.&-*("P()%0",1’)/\%#-("!#)’40)*&0
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图 IG未知微透析液的质谱图
R#PNIG;)000.&-*("P()%0",3/\/"O/%#-("!#)’40)*&0

#V(!贮备液的配制
#V(V"!环维黄杨星 F对照品贮备液的配制!精密
称取环维黄杨星F对照品适量& 置于 "&& 6E量瓶
中& 用流动相配成 %& %:J6E的溶液& 置于 @ g冰
箱中保存& 即得’ 使用时& 用流动相稀释至所需质
量浓度’
#V(V#!内标贮备液的配制!精密称取多萘哌齐对
照品适量& 置于 "&& 6E量瓶中& 用流动相配成
%& %:J6E的溶液& 置于 @ g冰箱中保存& 即得’
使用时& 用流动相稀释至所需质量浓度’
#V@!供试品溶液制备!取透析液 ’& %E& 分别加
入 "& B:J6E内标溶液 "&& %E& "V# 6?4JE氢氧化
钠溶液 ’& %E& 涡旋混匀 (& Y’ 再加叔丁基甲醚)二
氯甲烷 "# j"# (&& %E& 涡旋混匀 " 68B& 振荡
"& 68B& "# &&& 9J68B 离心 "& 68B& 吸取上层萃取
液 #&& %E& @& g水浴G# 吹干& 残渣用 ’& %E流动
相溶解’
#V%!标准曲线制备!取 "V% 6E玻璃离心管若干
支& 分别精密加入环维黄杨星 F对照品及空白透
析液适量& 涡旋混匀& 配成 &V"( "( %( "&( (&(
%&( *& B:J6E系列样品& 按 ,#V@- 项下方法操
作& 进样 % %E分析’ 以环维黄杨星 F与内标峰的
面积比 "O8JOY# 对环维黄杨星F的质量浓度 ":#
回归& 得回归方程 :i"(V/"( (O8JOYh&V*&* 0&&
2i&V*** (@& 表明环维黄杨星F在 &V" d*& B:J6E
范围内线性关系良好& 定量限为 "& T:J6E’
#V’!方法回收率及精密度!用空白透析液配制含
低( 中( 高质量浓度 "&V%( %( %& B:J6E# 环维
黄杨星F的微透析溶液 % 份& 精密吸取 ’& %E& 按

,#V@- 项下方法操作& 进样测定& 记录环维黄杨
星F和多萘哌齐的峰面积’ 再配置含 ( 种质量浓
度环维黄杨星F的甲醇溶液& @& g水浴氮气吹干&
残渣用 ’& %E流动相溶解& 进样 % %E& 记录两者
峰面积’ 比较两种溶液的峰面积& 计算环维黄杨星
F回收率和日内 PHF’ 连续测定 ( .& 测得日间
PHF& 结果见表 "’

表 FG精密度试验结果
7)1NFG8&03’*0",.(&-#0#"/*&0*0

质量浓度J

"B:*6Eh"#

日间精密度
PHFJ!

日内精密度
PHFJ!

方法回收率J

!
提取回收率J

!
&V% (V#@ @V0( "&/V" /0V(#
% #V(@ @V(& "&0V0 /’V%/
%& #V%* (V/# "&%V" /(V@%

IG皮肤微透析试验
(V"!实验动物!健康成年雄性 HT97:A3)F7b43=大
鼠& 体质量 "/& d##& :’ 实验前适应环境0 .以上&
生活在洁净环境中& 自由饮水& 房间温度保持在
"## l"#g& 相对湿度保持在 (%!d%&!’
(V#!皮肤微透析样品采集!取大鼠 "# 只& 剪去背
部绒毛& 脱毛膏脱毛后饲养 ’ . "确保皮肤表面无
破损和红斑水肿#’ 实验前& 注射 #%!乌拉坦
"&V@ 6EJ"&& :体质量# 麻醉& 固定于保温隔垫
上& 使其体温保持在 (0V% g左右’ 用特制引导针
将线性微透析探针平刺植入皮肤真皮层中 "图 @
和图 %& 平均深度 )(%& l@#+ %6#& 引导针抽回&
微透析探针膜管留于大鼠皮肤组织中& 再将线性微
透析探针与微透析装置相连 "图 ’#’ 先以空白灌
流液平衡 (V& ;后接样& 作为空白透析液’ 将环维
黄杨星 F透皮贴剂 "含药量分别为 &V"( &V%(
"V& 6:J+6#& 给药面积 @ +6u#V% +6# 局部贴敷
于探针上部脱毛皮肤& 聚乙烯薄膜覆盖& 给药后 "(
#( (( @( %( ’( 0( /( "&( ""( "#( "@( "’( "/(
#&( ##( #@( #’( #/( (& ;收集透析液& EM)LHJLH
法测定透析液样品中环维黄杨星F质量浓度’

图 UG探针植入皮肤组织图 $FVV 倍&
R#PNUGR#P3(&",.("1&#%.’)/*&!#/*" 0\#/#003&$ TFVV&
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图 ZG探针植入皮肤组织图 $HVV 倍&
R#PNZGR#P3(&",.("1&#%.’)/*&!#/*" 0\#/#003&$ THVV&

图 WG经皮微透析照片
R#PNWGJ2"*"P().2",.&(-3*)/&"30%#-("!#)’40#0

(V(!探针体内相对回收率稳定性考察!药物动力
学研究通常需要较长时间& 同一根微透析探针的体
内回收率如果在采样过程中不能保持相对稳定& 则
预测的相对回收率不能用来校正 ,真实浓度-’ 因
此& 实验前必须对探针体内相对回收率的稳定性进
行考察’

按 ,(V#- 项下方法操作& 采用含药 (&!乙
醇)林格氏液 ""&& B:J6E#& 以 " %EJ68B的体积流
量灌注探针’ 稳定 ’& 68B 后& 以 ’& 68B 为间隔接
收透析液& EM)LHJLH法测定环维黄杨星F质量浓

度& 按公式PEW
:灌流液 ^:透析液
:灌流液

_"&&!计算体内

相对损失率 "PE#& 结果见图 0’

图 ‘G相对回收率稳定性
R#PN‘G6*)1#’#*4 ",(&’)*#+&(&-"+&(#&0

由图可知& 体内探针相对损失率在 #@ ; 内保
持稳定 "PHFi(V/#!#& 满足药物动力学研究的
要求’ 但探针体内外相对损失率并不相等& 体内
"@0V’’!# 小于体外 "@*V00!#’
(V@!皮肤局部药动学参数及结果分析!按 ,(V#
项- 下方法进行皮肤微透析实验& EM)LHJLH 法测
定透析液中环维黄杨星 F质量浓度& 以当天的标
准曲线计算而得& 并同时测定质控样本’ 然后& 以
体内相对回收率校正得到真实值& 计算公式如下’

体内回收率 W
:灌流液 ^:透析液
:灌流液

_"&&!&真实值 i 测得值
体内回收率

透皮贴剂皮肤给药后& 计算各时间点皮下环维
黄杨星F质量浓度& 药物动力学曲线见图 /’

图 ^G浓度X时间曲线
R#PN̂G9"/-&/*()*#"/X*#%&-3(+&0

药物动力学参数通过[8BB?B48B软件计算& 曲
线下面积 "1pM# 采用梯形面积法计算& 以 1SM
最小值为隔室模型判断标准& 环维黄杨星 F透皮
贴剂皮肤局部药物动力学过程符合单室模型& 权重
为 AB8‘?96b38:;<& 参数见表 #& 结果见表 (’

表 HG房室模型拟合的药物动力学参数
7)1NHGJ2)(%)-"\#/&*#-.)()%&*&(0,#**&!O#*2-"%.)(*X

%&/*%"!&’

参数 单位
含药量J"6:*+6h##

&V" &V% "V&
NW 6E "@V"0/ ’ (/V0## ( ’0V*#% "
Y&" ; h" &V/(* * 0V(&( ’ "V0@( #
Y"& ; h" &V&%& * &V&## # &V&"# #
247: ; &V&// * &V/"& # &V@%/ //’
1pM ;*B:*6Eh" " (/%V0"# # % /"&V&(* & "# &*"V0’( &
MEJW 6E*; h" &V0#" 0 &V/’& ’ &V/#0 &
!67, ; (V’@# & "V’&’ " (V(#’ ’
:67, B:*6Eh" %/V/’& / "#’V/’& 0 "@#V"’* @

!!从表可知& 环维黄杨星 F透皮贴剂的药物平
均滞留时间在 "# ; 以上& 透皮效果持久’ 药物透
皮量可用 1pM47Y<来反映& 而单位时间内平均透皮
量可用 1pM47Y<JLP247Y<表示& 基质药物质量浓度越
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高& 单位时间内透皮量越大& 但不呈等比例增加’
因此& 压敏胶中药物质量浓度并非是决定贴剂透皮
速率的唯一因素& 包括制剂处方因素在内& 影响贴
剂中药物释放各因素之间的相互作用可能才是决定
药物透皮效果的关键环节’

表 IG非房室模型拟合的药物动力学参数
7)1NI GJ2)(%)-"\#/&*#-.)()%&*&(0,#**&!O#*2"3*-"%X

.)(*%&/*%"!&’

参数 单位
含药量J"6:*+6h##

!!!&V" !!!&V% !!"V&
!67, ; @V&&!! #V&&!! @V&&!!
:67, B:*6Eh" %*V’%/ & "#/V’*/ " "@#V0/# "
1pM47Y< ;*B:*6Eh" " &%/V@%& * # 0*’V&/& * ( ’""V’0* ’
1pM744 ;*B:*6Eh" " &%/V@%& * # 0*’V&/& * ( ’""V’0* ’
1pLM47Y< ;#*B:*6Eh" "( &%/V0"& # (/ %(&V"(# 0 %# 0@*V0/% @
LP247Y< ; "#V((0 ’ "(V0/& & "@V’&% (

UG讨论
微透析探针有很多种& 本实验采用线性微透析

探针& 其探头包括双层管& 外周裹着一层油性管&
中间部分有个 ,窗口半透膜-& 有着增加探针稳定
性( 保证半透膜进入或退出组织等作用’ 探针的入
口处有一个EA39E?+K 连接器& 以链接匹配的注射
器或链接微蠕动泵输入透析液& 另一端则用于接收
含药透析液’

探针整体模拟皮下毛细血管时& 仅允许小于半
透膜膜孔的分子进入或输出’ 故需要用一个引导针
植入真皮层& 然后缓慢输入 "&V% d@V& %EJ68B#
灌流液来与外周组织液产生输入)输出的动态平衡&
用于交换小于半透膜截断值的物质’ 物质的质量浓
度梯度交换基于 W8+K0Y第二法则& 而平衡速度则
与药物的扩散率及质量浓度梯度大小有关)"&+ ’

综上所述& 环维黄杨星 F透皮贴剂的皮下药
物动力学行为与体外透皮结果之间存在一定相关
性)@+ ’ 经皮微透析能在微创的条件下& 满足定性(
定量( 定位( 连续取样及动态分析的研究要求& 可

为经皮给药的药物动力学研究& 以及相关药物的质
量评价提供可靠和全新的手段)""+ ’
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