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血液环境并不相同，因此体外释放的测定的结果

并不能完全真实反映该纳米晶体在体内的释放情

况，故紫杉醇纳米晶体给药系统体内外释放的相

关性还有待进一步研究。 
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摘要：目的  制备葛根素固体脂质纳米粒(puerarin solid lipid nanoparticles，Pue-SLN)，对 Pue-SLN 进行体外释药考察，

并探讨 Pue-SLN 对 CCl4 诱导的急性肝损伤大鼠的治疗作用。方法  采用乳化-超声分散法制备 Pue-SLN。大鼠腹腔注射

CCl4 造成急性肝损伤模型。48 只大鼠随机分成 6 组：正常组、模型组、甘草酸二胺阳性对照组(13.5 mg·kg1)、Pue-SLN

高浓度组(27 mg·kg1)、中浓度组(13.5 mg·kg1)、低浓度组(6.75 mg·kg1)。分别测定大鼠血清中丙氨酸转移酶(ALT)、碱

性磷酸酶(ALP)、天门冬氨酸转移酶(AST)的活力，肝组织匀浆中丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧

化物酶(GSH-PX)含量，计算肝脏指数，并对肝组织进行组织形态学检查。结果  Pue-SLN 各剂量组均能抑制肝损伤大鼠

血清中 ALT、AST、ALP 活性，降低肝匀浆中 MDA 含量，增强 SOD、GSH-PX 活性，改善肝组织的病理形态。结论  Pue-SLN

对 CCl4 诱导的大鼠急性肝损伤具有治疗作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To research the therapeutic effect of puerarin solid lipid nanoparticles(Pue-SLN) on liver injury 
in rats, prepare Pue-SLN and investigate drug release of Pue-SLN. METHODS  Pue-SLN was prepared by emulsification 
ultrasonic dispersion method. Acute liver injury was induced by intraperitoneal injection of carbon tetrachloride in rats. Rats 
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were randomly divided into 6 groups: normal control group, model group, glycyrrhizinate acid diamine positive control 

group(13.5 mg·kg1), Pue-SLN groups with high concentration(27 mg·kg1), middle concentration(13.5 mg·kg1) and low 

concentration (6.75 mg·kg1). ALT, ALP, AST in serum and MDA, SOD, GSH-PX in liver tissue homogenate were detected. And 
then, liver index and obtained histomorphology examination of liver tissue were calculated. RESULTS  Pue-SLN groups could 
significantly inhibit the activities of ALT, AST, ALP in serum, decrease the content of MDA in liver homogenate and increase the 
activities of SOD, GSH-PX in liver homogenate. Pue-SLN groups could improve the pathological of liver tissue via observing 
confirm the pathological section histomorphology of liver tissue. CONCLUSION  Pue-SLN have therapeutic effects on acute 
liver injury induced by carbon tetrachloride in rats. 
KEY WORDS: puerarin; solid lipid nanoparticles; carbon tetrachloride; acute liver injury 

 

葛根素(puerarin，Pue)是从豆科植物野葛的干

燥根中提取的一种异黄酮类化合物，大量实验研

究表明，Pue 可通过抗交感样作用、钙拮抗作用及

广泛的 β 受体阻滞作用，扩张血管、降血糖、降

血脂、抗氧化，保护心、肝、肾等，且不良反应

少[1]。但 Pue 难以被胃肠道等生物膜吸收，因而口

服生物利用度较低，限制了临床的应用，因此前

期实验中将 Pue 制备成固体脂质 (solid lipid 

nanoparticle，SLN)纳米粒，并对其各项指标进行

考察，以提高 Pue 的生物利用度，并且研究

Pue-SLN体外释放特性。本实验采用腹腔注射CCl4

制备大鼠急性肝损伤模型，研究 Pue-SLN 对大鼠

急性肝损伤的治疗作用，为 Pue 制剂的研究提供

药理学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

Wistar 大鼠，48 只，♀，体质量为(220±20)g，

购于哈尔滨医科大学实验动物学部，合格证编

号：2015092301。 

1.2  仪器 

Agilent 1100 型 高 效 液 相 色 谱 仪 ( 美 国

Agilent)；FA2004N 电子分析天平(上海恒平科学

仪器有限公司)；ZRD6-B 型药物溶出仪(上海黄

海药检仪器厂)；TGL-16M 台式高速冷冻离心机

(长沙平凡仪器仪表有限公司)；AD2OFL 型冷冻干

燥机(美国 VirTis)；UV765 紫外可见分光光度计

(上海精密科学仪器有限公司)。 

1.3  药品与试剂 

Pue 原料药(中国药品生物制品检定所，纯度：

98%，批号：0752-9907)；Pue 对照品(中国食品药

品鉴定研究院，纯度：99%，批号：110752-201514)；

甲醇(天津市科密欧化学试剂有限公司，批号：

20150304)；无水乙醇(天津市科密欧化学试剂有

限公司，批号：20140408)；单硬脂酸甘油酯(北

京化学试剂公司)；泊洛沙姆(南京威尔化工有限

公司，批号：20100901)；天门冬氨酸转移酶

(aspartate transaminase ， AST) 试剂盒 ( 批号：

20150909)、碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase，

ALP) 试 剂 盒 ( 批 号 ： 20150918) 、 丙 二 醛

(malondialdehyde ， MDA) 试 剂 盒 ( 批 号 ：

20150918) 、 超 氧 化 物 歧 化 酶 (superoxide 

dismutase，SOD)试剂盒(批号：20150922)、谷胱

甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase，GSH-PX)

试剂盒(批号：20150921)、考马斯亮蓝蛋白测定

试剂盒(批号：20150916)均购于南京建成生物工

程研究所；CCl4(天津市科密欧化学试剂有限公

司，批号：20120929)；甘草酸二胺注射液(正大

天晴药业集团股份有限公司，批号：150430104)。 

2  方法 

2.1  Pue-SLN 的制备 

经单因素实验及 L9(34)正交实验筛选得到

佳制备工艺：称取 Pue 10 mg，加甲醇定容至

10 mL，超声溶解；称取单硬脂酸甘油酯 150 mg，

加入适量无水乙醇将单硬脂酸甘油酯超声溶解；

称取泊洛沙姆 125 mg，加入蒸馏水溶解至 25 mL

量瓶，超声溶解，将上述 3 种溶液加热至 78 ℃，

将 Pue 甲醇溶液与单硬脂酸甘油酯溶液混合得到

油相，再将水相泊洛沙姆溶液缓慢滴加至油相中

并搅拌，搅拌速度为 900 r·min1，搅拌时间为

10 min，将初乳超声，超声功率 60%，超声破碎

10 min，冰水浴固化，过 0.45 μm 水系滤膜，即得

Pue-SLN 溶液。 

2.2  体外释药考察 

2.2.1  色谱条件   色谱柱： Inertsil ODS-3C18 

(250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为甲醇-水(40∶

60)；流速：1.0 mL·min1；柱温为室温；检测波

长为 250 nm；进样量为 10 µL。 

2.2.2  标准曲线的制备  称取 Pue 对照品适量，

用 PBS(pH 7.4)的缓冲液作为溶剂，配置成 6 个不

同浓度的一系列对照品溶液，记录峰面积。 
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2.2.3  精密度试验  分别取低、中、高(8，64，

80 µg·mL1)3 种浓度的对照品溶液各 5 份，同一

天内重复进样 5 次，计算日内精密度；将对照品

溶液放置 4 ℃冰箱内，并每天进样 1 次，连续进

样 5 d，计算日间精密度。 

2.2.4  回收率试验  精密吸取不同体积 Pue储备

液于量瓶中，用流动相稀释成 3 种不同浓度(16，

48，80 g·mL1)的 Pue 溶液，记录峰面积。 

2.2.5  体外释放行为的研究  量取适量 Pue 和

Pue-SLN 溶液，分别平行 3 份，置于透析袋内，

扎紧后缚于溶出仪浆液的底部。量取适量 pH 7.4

的 PBS 溶出介质 6 份，置于溶出杯内。恒温

(37±0.5)℃，100 r·min1，分别在 0.5，1，2，4，

6，8，12，24 h 取样 5 mL，随后立即补加等量、

同温的释放介质。取出的释放介质过 0.45 µm 滤

膜，用 HPLC 测定药物的含量，计算药物的累积

释放百分率。体外释药数据分别采用零级方程、

一级方程、Higuchi方程及 Weibull方程进行拟合。 

2.3  Pue-SLN 对动物肝损伤的作用 

2.3.1  动物分组及处理  取 Wistar 大鼠 48 只，适

应性喂养 3 d 后随机分成 6 组：正常组、模型组、

阳性组(甘草酸二胺 13.5 mg·kg1)及 Pue-SLN 高浓

度组(27 mg·kg1)、中浓度组(13.5 mg·kg1)、低浓

度组(6.75 mg·kg1)。受试动物均通过尾静脉注射

给药，除正常组外其他各组动物在实验前一天腹

腔注射 CCl4 造成急性肝损伤模型，剂量为

1 mL·kg1，于次日按以上剂量每天给药 1 次，正

常组注射等量的生理盐水，各组连续给药 7 d，末

次给药后禁食不禁水，次日取血及肝组织，备用。 

2.3.2  生化指标的测定  取大鼠全血，室温静置

30 min，3 500 r·min1 离心 10 min 分离血清，按各

试剂盒说明书测定 ALT、AST、ALP 的活性。取

大鼠肝脏并称重计算肝脏指数[肝脏指数=肝重(g)/

体质量(g)×100%]。取适量大鼠肝脏，用 4 ℃生理

盐水冲洗除去血液，按 1∶9 体积制备 10%的肝组

织匀浆，3 500 r·min1 离心 10 min，取上清液按各

试剂盒说明书测定各组肝组织 MDA、GSH-PX、

SOD 活性。 

2.3.3  形态学观察  肝组织以 4%多聚甲醛固定，

常规石蜡包埋，切片，HE 染色，光镜下观察肝组

织切片的病理形态学变化。 

2.3.4  统计学分析  应用 SPSS 17.0 统计软件进

行数据分析，数据以 sx  表示，用多组间单因素

方差分析进行比较，P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  体外释药 

3.1.1  标准曲线的制备  以 Pue 浓度(C)为横坐

标，峰面积(A)为纵坐标绘制标准曲线，得标准曲

线方程为 A=34.708C2.796 4(r=0.999 4)，在 8~ 

80 µg·mL1 内线性关系良好。 

3.1.2  精密度试验  不同浓度的样品日内精密度

的 RSD 分别为 2.48%，1.89%，1.75%，日间精密

度的 RSD 分别为 1.33%，1.84%，1.77%。Pue 对

照品溶液的精密度均<3%，符合方法学要求。 

3.1.3  回收率试验   不同浓度的样品回收率的

RSD 分别为 1.94%，2.31%，2.08%。结果表明，

该方法回收率均<3%，符合方法学要求。 

3.1.4  体外释放曲线  Pue-SLN 在 24 h 释放了药

物的 60%左右，说明 Pue-SLN 具有一定的缓释作

用，结果见图 1。对 Pue-SLN 累积释药曲线进行

释药模型的拟合，结果见表 1。 

 
图 1  葛根素、Pue-SLN 在 pH 7.4 的缓冲溶液中的体外释

放情况  
Fig. 1  In vitro release profiles of puerarin and Pue-SLN in 
pH 7.4 

表 1  释药曲线拟合方程 
Tab. 1  Results of release curve fitting 

模 型 方程 r 

零级模型 Q=1.613 8t+25.826 0.830 1 

一级模型 Ln(1-Q)=-0.027 21t-0.295 71 0.879 1 

Higuchi 模型 Q=10.065t1/2+14.59 0.908 3 

Weibull 模型 lnln[1/(1-Q)]=0.461 74lnt-1.468 9 0.982 3 

r 越接近 1，说明拟合效果越好。由表 1 可知，

Pue-SLN 的释放符合 Weibull 模型的释放规律

(r=0.982 3)。 

3.2  Pue 对急性肝损伤大鼠血清 ALT、AST、ALP

活性的影响 

与正常组比较，模型组大鼠血清中 ALT、AST、

ALP 含量升高(P<0.01)，说明大鼠急性肝损伤造模
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成功。与模型组比较，Pue-SLN 高、中、低剂量

组及阳性组大鼠血清中 ALT、AST、ALP 活性均

明显降低(P<0.01)，随着给药剂量的加大抑制作用

增强。说明 Pue-SLN 能显著抑制 ALT、AST、ALP

水平的升高，减轻 CCl4 对大鼠肝组织的损伤程度。

结果见表 2。 

表 2  Pue-SLN 对 CCl4 肝损伤大鼠血清中 ALT、AST、

ALP 活力的影响(n=6, sx  ) 

Tab. 2  Effect of Pue-SLN on the activity of ALT, AST, 
ALP in hepatic injury rat induced by CCl4(n=6, sx  ) 

组别 
剂量/ 

mg·kg1 
ALT/U·gprot1 AST/U·gprot1 

ALP/金氏单

位·(100 mL)1

正常组  29.85±1.74 45.56±5.59 24.39±0.71 

模型组  201.66±22.831) 235.36±33.881) 44.04±0.481) 

阳性组 13.5 35.27±4.032) 66.15±6.662) 26.69±1.282) 

Pue-SLN 

高剂量组 
 

27 
 

46.05±6.372) 
 

57.29±2.012) 
 

29.79±1.392) 

中剂量组 13.5 77.53±7.722) 111.96±13.112) 35.53±2.032) 

低剂量组 6.75 164.69±10.852) 166.11±14.312) 40.61±3.062) 

注：与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Notes: Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.01. 

3.3  Pue 对急性肝损伤大鼠肝组织 MDA 含量、

SOD、GSH-PX 活性和肝脏指数的影响 

与正常组比较，肝损伤模型组大鼠肝脏 MDA

活性升高 (P<0.01)，GSH-PX、 SOD 活性降低

(P<0.01)，说明大鼠急性肝损伤造模成功。与模型

组比较，Pue-SLN 各剂量组和阳性组能不同程度

使 MDA 水平降低(P<0.01)，GSH-PX、SOD 水平

升高(P<0.01)。模型组大鼠肝脏指数显著高于空白

组 (P<0.01)，说明模型组肝脏比正常组增大，

Pue-SLN 各剂量组均能降低由 CCl4 引起的肝脏重

量的增加(P<0.01)。结果见表 3。 

3.4  对急性肝损伤大鼠组织形态学的影响 

肝组织切片经 HE 染色光镜观察后显示，对照

组肝组织结构清晰可见，肝细胞结构及形态正常，

细胞核大小基本一致，肝细胞未见坏死、变性及

脂肪变性。模型组大鼠肝组织结构严重破坏，肝

细胞疏松化，细胞核破碎，明显浑浊，有细胞坏

死、变性，炎症细胞广泛浸润并有大小不规则的

空泡样结构。阳性组肝细胞结构较完整，肝细胞

炎症反应明显减轻，可观察到较完整的细胞核，

无细胞坏死，未见脂肪变性。与模型组比较，

Pue-SLN 低剂量组有部分完整的细胞，但数量较

少，有炎症细胞浸润，但程度轻于模型组。中剂

量组能看到部分完整的细胞，肝细胞浑浊变性轻

于模型组，但仍可见部分炎症细胞浸润。高剂量

组可见细胞基本上恢复完整形态，细胞核明显，

炎症细胞浸润较少，肝细胞浑浊程度明显消失，

与阳性组相似。结果见图 2。 

4  讨论 

活性氧自由基是机体内氧化还原反应的代谢

产物，生物体本身具有清除体内自由基的作用，

因此正常情况下自由基的产生和清除将维持在 1个 

表 3  Pue-SLN 对 CCl4 肝损伤大鼠 MDA、SOD、GSH-PX 和肝脏指数的影响(n=6, sx  ) 
Tab. 3  Effect of Pue-SLN on MDA, SOD, GSH-PX and liver index in hepatic injury rat induced by CCl4(n=6, sx  ) 

组别 剂量/mg·kg1 MDA/nmol·mgprot1 SOD/U·mgprot1 GSH-PX 肝脏指数/% 

正常组  4.61±0.21 266.28±17.08 170.17±12.80 2.81±0.07 

模型组  20.71±2.261) 18.96±8.091) 72.05±5.981) 4.88±0.581) 

阳性组 13.5 5.10±0.22) 193.51±18.932) 141.86±8.302) 3.16±0.292) 

高剂量组 27 7.05±0.342) 153.57±13.452) 130.36±13.472) 3.33±0.232) 

中剂量组 13.5 9.45±0.672) 93.59±13.892) 105.89±6.132) 3.85±0.132) 

低剂量组 6.75 12.08±1.172) 54.52±9.472) 81.03±4.96 4.14±0.202) 

注：与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Notes: compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.01. 

      
A                  B               C                   D                    E                   F 

图 2  大鼠肝组织病理切片(100×) 
A正常组；B模型组；C阳性组；DPue-SLN 高剂量组；EPue-SLN 中剂量组；FPue-SLN 低剂量组。 

Fig. 2  Pathological sections of rats liver tissue(100×) 
Anormal group; Bmodel group; Cpositive group; DPue-SLN high dose group; EPue-SLN middle dose group; FPue-SLN low dose group. 
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动态平衡的水平，但是当肝脏受到一些有害物质

的侵害时，自由基的代谢就会失去原有的平衡，

在一定程度上会对机体造成损害[2-4]。药效学研究

表明，Pue 注射液在 0.15~2.5 g·L1 均可清除羟自

由基(·OH)，2.5 g·L1 时清除率达 100%，并呈一定

的量效关系[5]。近年来有关自由基和脂质过氧化物

对肝脏的影响作用备受研究人员的关注，探求肝

病的治病病因并寻求有效的治疗手段已经成为研

究的热点。 
CCl4 为经典的肝毒物，在肝内经混合功能氧

化酶作用形成三氯甲基自由基，导致脂质过氧化

反应损伤肝细胞[6]。本实验用 CCl4 诱导大鼠急性

肝损伤作为模型，并研究 Pue-SLN 对大鼠急性肝

损伤的治疗作用。 

CCl4 具有很强的肝毒性，能破坏肝细胞膜的

完整性，并损伤其结构和功能， 后导致胞质液

内的酶类溢出，因此血清中 ALT、AST、ALP 是

反应肝细胞损伤的指标，是肝脏受损的重要标志，

本实验结果表明，给大鼠注射 Pue-SLN 27，13.5，

6.75 mg·kg1 后，大鼠血清中 ALT、AST、ALP 较

模型组活性均明显降低，说明 Pue-SLN 各剂量组

均能增强肝细胞的抗损伤能力。 

SOD 是氧自由基的清除剂，可抑制脂质过氧

化反应。MDA 是脂质过氧化的 终产物，可严重

破坏细胞膜的结构，其含量反映了组织过氧化的

损伤程度。GSH-PX 是机体内广泛存在的一种重要

的催化过氧化氢分解的酶，可以起到保护细胞膜

结构和功能完整的作用。本实验结果表明，

Pue-SLN 高、中、低剂量可升高肝损伤模型 SOD、

GSH-PX 活性，同时降低 MDA 的含量，说明

Pue-SLN 具有增强肝细胞膜稳定性的作用，并可

保护肝细胞膜结构和功能的完整性。 

肝组织病理切片显示，模型组炎细胞浸润严

重，看不到完整的细胞结构，呈现广泛的肝细胞

坏死、变性，而各给药剂量组均能减轻病灶，改

善肝细胞的坏死程度，减轻炎症细胞的浸润程度，

进一步表明 Pue-SLN 对 CCl4 所致的大鼠急性肝损

伤具有一定的治疗作用。 

综上所述，Pue-SLN 具有较好的对抗肝损伤

的作用，作用机制可能与其抗脂质过氧化作用有

关，相关内容有待进一步研究。 
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UFLC-MS/MS 测定人胎盘灌流液中齐多夫定浓度 
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(昆明医科大学第一附属医院临床药学科，昆明 650032) 

 
摘要：目的  建立 UFLC-MS/MS 法测定人胎盘灌流液中齐多夫定浓度。方法  以米氮平为内标，采用蛋白沉淀的前处理

方法，使用 Synergi 4u Hydro-RP 80A 分析柱(50 mm×2.00 mm，4 µm)，流动相 A 为含 0.1%甲酸的水溶液，流动相 B 为甲

醇，采用梯度洗脱，流速 0.6 mL·min1。质谱采用电喷雾离子源(ESI)以多反应监测(MRM)扫描模式，在正离子电离模式

下进行测定，齐多夫定和米氮平的定量分析离子分别为 m/z 268.1/127.1 和 266.2/195.0。结果   齐多夫定在 25~ 

5 000 ng·mL1 内线性关系良好，平均方法回收率 90.5%~96.7%，日内及日间精密度 RSD 均<15%，稳定性考察结果良好。
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