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积雪草酸脂质纳米粒的大鼠口服吸收研究 
    

黄夏樱，张雅雯，尹丽娜，王胜浩*
(浙江省医学科学院，杭州 310013) 

 
摘要：目的  考察大鼠口服积雪草酸纳米结构脂质载体(asiatic acid loaded nanostructured lipid carriers，AA-NLC)的口服吸

收情况。方法  建立清醒大鼠胆汁引流模型，按 50 mg·kg1 的剂量灌胃给予 AA-NLC 和积雪草酸(asiatic acid，AA)原料(对

照组)，采用柱前衍生化 HPLC 检测胆汁药物浓度，考察 AA 纳米粒的吸收状况。结果  大鼠口服 AA-NLC 后，药物排泄

峰值 Cmax 是对照组的 1.7 倍，达峰时间 Tmax 显著慢于对照组(P<0.05)，AA-NLC 的消除慢于对照，其消除半衰期 T1/2 是对

照组的 2.7 倍，与纳米粒吸收有关的药时曲线下面积 AUC0-24 h 与对照组相比提高了 150%。结论  新建立的口服吸收评价

方法，初步评价 AA-NLC 大鼠灌胃后的吸收特性，AA 制备成纳米结构脂质载体后可增加口服生物利用度。 
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Oral Absorption of Asiatic Acid Lipid Nanoparticles in Rats 
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310013, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate oral absorption of asiatic acid loaded nanostructured lipid carriers (AA-NLC) in 
rats. METHODS  Biliary drainage model was established in conscious rats and pre-column derivatization HPLC was used to 
determine the concentration of AA in bile after oral administration of AA-NLC and AA (the control group) to rats respectively at 
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the dosage of 50 mg·kg1. The absorption of AA nanoparticles was evaluated by comparing the concentrations of drugs. 
RESULTS  In vivo study showed that the Cmax of AA-NLC group was 1.7 times of the control group. The Tmax of AA-NLC 
group prolonged significantly(P<0.05) in biliary excretion and the elimination half-life T1/2 was 2.7 times of the control group. 
And the AUC0→24 h increased to 150% compared to the control group. CONCLUSION  The new assessment method can 
evaluate oral absorption of AA-NLC preliminarily. Nanostructured lipid carriers can increase the oral bioavailability of AA in 
rats. 
KEY WORDS: asiatic acid; nanostructured lipid carriers; biliary drainage model; oral absorption 

 

积雪草酸(asiatic acid，AA)是伞形科积雪草属

植物积雪草 Centella asiatica (L.) Urb.在体内发挥

药效的主要有效成分之一[1-3]，但其口服吸收差，

体内血药浓度极低[4]，检测困难。由于 AA 的 大

吸收波长在 200 nm 附近[5-6]，采用短波长检测生物

样品中药物浓度，干扰较大。虽然色谱-质谱联用

方法不失为一种选择，但样品的前期处理涉及固

相萃取等过程，另外 AA 的结构不易形成稳定的碎

片离子、碎片离子响应值低等原因[7]，一定程度上

也妨碍这一技术的应用。 

AA 经肠道吸收后在肝脏中发生二相代谢，主

要产物为 AA 的葡醛酸和硫酸酯结合物，

Chasseaud 等[8]采用同位素标记法发现这些代谢产

物主要通过胆汁排泄。与血浆样品比较，胆汁中

AA 代谢物浓度较高而且干扰成分少，样品前处理

简单。因此，可以通过考察胆汁中 AA 的总浓度(葡

醛酸和硫酸酯结合物)评价药物的吸收程度。 

为改善 AA 的口服吸收，本课题组前期构建了

纳米结构脂质载体(nanostructured lipid carriers，

NLC)，包载 AA 后进行了大鼠在体肠吸收试验，

考察了纳米粒微观结构与促进小肠吸收之间的关

系[9]。为考察 AA 纳米结构脂质载体(asiatic acid 

loaded nanostructured lipid carriers，AA-NLC)在整

体动物的口服吸收，本研究建立清醒大鼠胆汁引

流模型[10-12]，借鉴实验室已有的柱前衍生化 HPLC

测定[13]，初步评价 AA-NLC 经大鼠灌胃给药后的

吸收特点。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器与试药 

LC-20AD 型高效液相色谱仪(日本 Shimadzu

公司 )；LCQ Advantage 质谱仪 (美国 Thermo 

Finnigan 公司)。 

AA-NLC(照文献制备[10])；AA(广西昌洲天然

产 物 开 发 有 限 公 司 ， 批 号 ： 20080625 ， 纯

度>99.0%)；甘草次酸(glycyrrhetinic acid，GA，内

标，上海晨易生物科技有限公司，批号：200600509，

纯度：99%)；硫酸酯酶(效价 23 500 U·g1)和葡醛

酸酶(效价 10 000 U·mg1)购自 Sigma-Aldrich 公

司；对甲苯胺(中国上海亭新化工试剂厂，分析纯，

批号：2009010)；1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰

二亚胺盐酸盐(EDC·HCl，上海共价化学科技有限

公司)；甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析

纯。 

1.2  动物 

SD 大鼠 10 只，♂，体质量(200±20)g，浙江

省实验动物中心提供，合格证编号：SCXK(浙) 

2014-0001。 

2  方法与结果 

2.1  柱前衍生化 HPLC 的建立与验证 

2.1.1  色谱条件  参考已建立的方法[4]并略作调

整。Diamonsil C8 柱(4.6 mm×150 mm，5 m)；流

动相为甲醇-乙腈(1∶1)(A)、水(B)，梯度洗脱：0~ 

10 min，25%B；10~25 min，11%→25%B，25~ 

28 min，25%B；流速为 1.0 mL·min1；柱温为 25 ℃；

检测波长为 248 nm；进样量为 20L。 

2.1.2  标准溶液的配制  分别精密称取 AA 和 GA 

50 mg，各置 50 mL 量瓶，用甲醇溶解并定容，得

AA 和 GA 贮备液(1 mg·mL1)。4 ℃保存，3 个月

稳定(4 ℃放置 3 个月，AA 与 GA 的 RSD 分别为

3.4%和 4.4%)。 

精密移取 GA 贮备液 1 mL 置 25 mL 量瓶中，

用甲醇定容，摇匀得 40 g·mL1 的 GA 溶液。分

别精密移取 AA 贮备液适量和上述 GA 溶液 25 L

置干燥试管中，室温下氮气吹干，残渣用 50 L

空白胆汁混匀， 终制成 AA 浓度为 0.75，1.5，5，

30，60，75 g·mL1 的系列溶液。同法制备质控样

品(1.5，30，60 g·mL1)。 

2.1.3  酶解和衍生化处理  精密移取 GA 溶液

25 L 置干燥试管中，氮气吹干，残渣用胆汁样品

50 L 溶解，用 0.02 mol·L1 乙酸调至 pH 5，加入

硫酸酯酶(用 0.02 mol·L1 乙酸钠缓冲液溶解制成

0.11 U·L1 的溶液)和葡醛酸酶(用 0.02 mol·L1 乙
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酸钠缓冲液溶解制成 2.5 U·L1 溶液)各 10 L，

37 ℃水浴下酶解 24 h 后立即取出，12 000 r·min1

离心 5 min。将上清液移至另一试管，加入甲基叔

丁基醚 1 mL 提取，涡旋 5 min，12 000 r·min1 离

心 5 min，取上清液用氮气吹干。残渣加入

EDC·HCl 溶液(1.25 mg·mL1 的二氯甲烷溶液，新

鲜配制)350 L 和对甲苯胺溶液(1.25 mg·mL1 的

二氯甲烷溶液，新鲜配制)150 L，涡旋 5 min，

30 ℃水浴避光反应 3 h，进行衍生化，氮气吹干，

残余物用甲醇∶乙腈∶水(37.5∶37.5∶25)100 L

溶解，混匀，12 000 r·min1 离心 5 min，吸取上清

液进样，按“2.1.1”项下色谱条件测定。 

2.2  AA 和 GA 衍生化产物结构的初步确证 

分别以 AA 和 GA 为原料，加对甲苯胺和

EDC·HCl，按“2.1.3”项下方法进行衍生化反应。

经质谱分析(离子源 ESI；正、负离子检测模式；

碰撞气：极高纯度氦气；雾化气：高纯度氮气；

毛细管电压：3.5 kV；雾化气压：30 psi；干燥气

流速：10 L·min1；干燥器温度：350 ℃；质量扫

描范围：m/z 50~1 500。AA 衍生化产物主要检测

到分子离子峰为 578.8(M-H)和 1 177.5(2M+Na)，

为 AA 与对甲苯胺反应成酰胺键失去一分子水的

产物；在 GA 衍生化中检测到的分子离子峰为

558.5(M-H)和 1 141.5(2M+Na)，为 GA 与对甲苯胺

反应成酰胺键失去一分子水的产物。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  专属性试验  大鼠口服 AA 后，胆汁中主

要代谢产物为葡醛酸结合物和硫酸酯结合物[9]，通

过专属性酶解方法，将结合物转变成游离的原型

药物 AA，柱前衍生化后检测，既提高了 HPLC 检

测灵敏度，又增加了方法的选择性。采用梯度洗脱，

使 AA 衍生物在 10 min 左右出峰，GA 衍生物在 19 

min 左右出峰，空白胆汁中的内源性杂质对两者检

测均无干扰，显示良好的专属性。色谱图见图 1。 

 
图 1  专属性试验图谱 
A大鼠空白胆汁；B质控样品(AA 30 g·mL1，GA 20 g·mL1)；C大鼠口服 AA-NLC 后 6 h 的胆汁样品；1AA 衍生物；2GA 衍生物。 

Fig. 1  HPLC chromatograms of specific test 
Ablank rat bile; Bquality control sample(AA 30 g·mL1, GA 20 g·mL1); Crat bile sample after oral administration of AA-NLC for 6 h; 1AA 

derivative; 2GA derivative. 

2.3.2  线性试验  取“2.1.2”项下系列标准溶液，

按“2.1.3”项下方法操作，以 AA 浓度(C)对 AA

与 GA 的峰高比值(y)线性回归，得回归方程：

C=33.084y1.902 7 ， r=0.999 6 ， 结 果 在 0.75~ 

75 g·mL1 内线性关系良好。 

2.3.3  精密度、准确度和方法回收率试验   取

“2.1.2”项下各浓度的质控样品，分别于 1 d 内测

定 5 次和连续 5 d 测定，考察日内和日间精密度。

结果表明，低、中、高浓度样品的日内 RSD 分别

为 5.3%，2.2%和 1.4%；日间 RSD 分别为 5.9%，

2.7% 和 2.7% ；准确度分别为 (94.4±5.0)% ，

(95.5±2.1)%和(101.2±1.4)%(n=5)。方法回收率在

94.4%~101.2%。 

2.3.4  提取回收率试验  取“2.1.2”项下的质控

样品，按“2.1.3”项下方法操作，通过比较相应

浓度纯溶剂样品的峰高计算提取回收率。结果表

明，低、中、高浓度样品中 AA 的回收率分别为

(80.4±2.6)%，(94.0±7.1)%，(93.7±0.6)%(n=5)，

GA 的回收率均约为 70%。 

2.3.5  稳定性试验  溶液稳定性：取 30 g·mL1

的质控样品，按“2.1.3”项下处理后分别于 0，2，

4，6，8，12，24 h 测定 AA 衍生物含量，结果溶

液在 24 h 内稳定，RSD 为 2.6%,。 

冻融及低温稳定性：取 1.5 µg·mL1 和

60 µg·mL1 的质控样品分别冻融循环 2 次，以及

20 ℃保存 30 d，然后按“2.1.3”项下处理检测。

结果表明，冻融后样品的 RSD 为 3.7%和 4.1%；

冷冻保存 30 d 样品的 RSD 均为 4.3%。结果表明 2

次冻融及冷冻保存不影响样品的稳定性。 

2.4  药动学试验 

2.4.1  试验方案  取健康 SD 大鼠 10 只，♂，随

机分成 2 组，每组 5 只，试验前禁食 24 h，自由

饮水。参考文献方法 [11-13]：戊巴比妥钠麻醉

(40 mg·kg1)，背部固定，沿腹中线打开腹腔，胆
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总管插管，并结扎固定，缝合创口，采集空白胆

汁，待动物清醒后以 50 mg·kg1 的剂量分别灌胃

给予 AA-NLC(分散于 1 mg·mL1 的泊洛沙姆 188

水溶液中，药物浓度为 5 mg·mL1)和 AA 原料(以

0.5%羧甲纤维素钠配制成混悬液，药物浓度为

5 mg·mL1，作对照组)，于给药后 1，2，3，4，5，

6，8，10，12，24，36，48 h 采集胆汁，记录胆

汁体积。吸取不同时间点胆汁 50 µL，按“2.1.3”

项下方法处理后测定药物含量。 

2.4.2  吸收动力学数据分析[4,14]  胆汁排泄率能

比较直观地反映药物在体内的药动学过程，计算

公式如下：胆汁排泄率(µg·h1)=各时间段胆汁排泄

量/排泄时间。利用 PKS 1.0 药物统计软件计算药

动学参数，结果见表 1。药峰浓度 Cmax 和达峰时

间 Tmax 为实测值，药时曲线下面积 AUC0→t 通过梯

形法计算得到。采用 SPSS 16.0 统计分析软件进行

t 检验。 

表 1  主要药动学参数( sx  ，n=5) 

Tab. 1  Main pharmacokinetic parameters( sx  , n=5) 

参数 AA-NLC 组 AA 对照组 

Tmax/h 3.80±1.30 2.80±1.30 

Cmax/g·h1 38.54±8.64 22.10±4.45 

T1/2/h 3.96±0.95 1.47±0.59 

AUC0→24 h/g 263.20±66.55 104.84±27.61 

2.4.3  大鼠 AA-NLC 口服后的吸收动力学  

AA-NLC 和 AA 原料分别经灌胃给药，通过清醒

大鼠胆汁引流模型，收集不同时间段的胆汁，经

酶解、液液提取富集和柱前衍生化的 HPLC 检测

不同时间段胆汁中的药物总浓度。胆汁中总 AA

排泄速率-时间曲线见图 2。 

 
图 2  大鼠的胆汁排泄速率-时间曲线(n=5) 
Fig. 2  Biliary excretion rate-time curves in rats(n=5) 

由图 2 可见，NLC 组药物经胆汁排泄的 Tmax

显著慢于对照组(P<0.05)；Cmax 是对照组的 1.7 倍；

消除半衰期 T1/2 是对照组的 2.7 倍。提示 AA 经

NLC 制剂化后，体内药物水平有了明显提高，而

且作用时间延长。AUC0→t 为反映药物的吸收程度

的指标，NLC 的 AUC0→24 h 是原料组的 2.5 倍，显

示其口服吸收效果较好。 

3  讨论  

胆汁中AA主要是以AA的代谢产物葡醛酸结

合物和硫酸酯结合物存在，故需选用高专属性酶

将代谢产物酶解为 AA，然后采用液液提取方法将

AA 富集，再采用柱前衍生化 HPLC 检测，能大大

提高检测的灵敏度，提高专属性。 

本研究根据 AA 代谢物以胆汁排泄为主的特

征，建立清醒大鼠胆汁引流模型，考察 NLC 对提

高 AA 口服生物利用度的影响。难溶性的 AA 经纳

米化之后，体内药物水平相比 AA 原料有了明显提

高，而且体内作用时间更长，本实验中 AA-NLC

的 AUC0→24 h是 AA 原料的 2.5 倍，提示 AA 经 NLC

制剂化之后，生物利用度明显提高。 

前期 X 光衍射研究表明[9]，NLC 处方中存在

的液态脂质油酸可能部分改变了 AA 在 NLC 中的

微观结构，晶体有序状况被扰乱，药物的结晶度

降低，从而使更多的 AA 以无定形或分子形态存

在，这有利于药物的溶出进而促进肠道吸收。用

脂质类材料制备的纳米粒，在肠道可经淋巴通道

吸收进入体循环[15-16]，这可避免药物的首过效应，

进一步改善 AA 的生物利用度。NLC 为混合脂质

材料所制备的纳米粒，同样可以直接被小肠 M 细

胞摄取，在小肠绒毛部位实现跨膜转运。 

胃肠道黏液层是纳米粒吸收过程中的 大屏

障[17]。NLC 的疏水性是限制肠内集合淋巴结吸收

的主要因素，NLC 经过亲水性修饰后能增加对黏

液层的亲和力，从而进一步提高经 M 细胞的淋巴

途径吸收。 
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离子色谱法测定注射用帕米膦酸二钠含量的测量不确定度评估 
    

曹琳 1，钱江 2
(1.宁波市药品检验所，浙江 宁波 315048；2.浙江医药高等专科学校，浙江 宁波 315100) 

 
摘要：目的  对离子色谱法测定注射用帕米膦酸二钠含量的测量不确定度进行分析，以找出影响不确定度的因素。方法  

建立离子色谱法测定注射用帕米膦酸二钠含量的数学模型，确定影响不确定度的因素，并根据《测量不确定度评定与表

示》(JJF1059.1-2012)中有关规定，量化各不确定度分量，计算合成不确定度从而得出测定结果的扩展不确定度。结果  测

定结果的合成不确定度为 0.989%，扩展不确定度为 1.98%，注射用帕米膦酸二钠的含量为标示量的(99.29±1.98)%(k=2)。

结论  测定结果的不确定度主要来源于离子色谱仪器、测定的重复性以及对照品的影响。建立的不确定度评估方法适用

于离子色谱法测定注射用帕米膦酸二钠含量的不确定度评估。 
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Evaluation of Measurement Uncertainty for the Determination of Pamidronate Disodium for Injection 
by Ion Chromatography 
 
CAO Lin1, QIAN Jiang2(1.Ningbo Institute for Drug Control, Ningbo 315048, China; 2.Zhejiang Pharmaceutical College, 

Ningbo 315100, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the measurement uncertainty for the determination of pamidronate disodium for 
injection by ion chromatography, and find out the effect factors. METHODS  The mathematical model was established, and the 
uncertainty was appraised according to JJF1059.1-2012. The various measurement uncertainties were quantified, and the 
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