
溃结康结肠靶向微丸中黄芩苷在大鼠体内血药浓度测定

张亚军
1
,郑杭生

2
,李江英

3
,徐莲英

2

 第一作者  Te:l ( 029) 88302707; E - m ai:l zyj ljy@ 163. com

( 1. 西北大学生命科学学院,西安 710069; 2.上海中医药大学, 上海 201203; 3. 西安市中医医院,西安 710001)

摘要  目的: 建立大鼠血浆中黄芩苷浓度测定方法, 并考察溃结康结肠靶向微丸的靶向性能。方法: 采用乙腈沉淀蛋白进行

血浆预处理,以 H PLC法测定给药后大鼠血浆中黄芩苷的浓度。色谱柱为 Krom asilC18柱 ( 250 mm @ 41 6mm , 51 0Lm ),流动相

为甲醇 -乙腈 -水 -磷酸 ( 20B20B60B0115) ,流速 11 0 mL# m in- 1,检测波长: 280 nm,柱温, 25 e 。比较溃结康结肠靶向微丸

组和普通微丸组大鼠中黄芩苷血药浓度曲线的差异。结果 : 黄芩苷在 01 104~ 81346 Lg# mL- 1范围内线性关系良好 ( r =

01 9972),绝对回收率为 7413% ~ 841 7% ,相对回收率为 8819% ~ 971 6% , 日内和日间精密度 RSD均小于 15%。普通微丸组

大鼠中黄芩苷血药浓度曲线存在双峰, tm ax 1和 tm ax 2分别为 ( 2010 ? 710) m in和 ( 614 ? 01 9) h ; 靶向微丸组血药浓度曲线为单

峰, 给药后 3 h内未检测到黄芩苷。结论: 本法可以准确、灵敏地测定大鼠血浆中黄芩苷的浓度。溃结康结肠靶向微丸中黄芩

苷有明显的释放迟滞 ,初步验证了制剂的靶向释药性能。

关键词: 溃结康结肠靶向微丸; 黄芩苷;大鼠; 血浆;靶向性

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 01- 0062- 04
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Abstract Objec tive: To establish amethod for the determ ination o f ba ica lin in rat plasma, and eva luate targeting

character istic of Kuijiekang co lon target ing pellets( KCP) . Methods: Pro tein precipitation method w ith aceton itrile

w as applied to purify plasma samples before ana lysis. The conten t o f baica lin in rat plasma w as detected byHPLC.

The separation and determ ination w as achieved on a K rom asilC18 co lumn ( 250mm @ 416 mm, 510 Lm ). Themo-

b ile phase consisted of methano,l aceton itrile, w ater and phosphoric ac id so lution( 20B20B60B0115) . The flow rate

w as 1mL# m in
- 1

and the co lumn temperature w as 25 e . The detection w ave length w as 280 nm. Results: The

standard curve w as linear over the range o f 01104- 81346 Lg# mL
- 1
( r= 019972 ); The abso lute recovery w as

7413% to 8417% , and the assay recovery w as 8819% to 9716% ; The intra- and inter- day precision RSDs w ere

less than 15%. The ex ist doub le peaks w ere demonstrated in concentration- time curves o f ba ica lin after igKu ijiek-

ang convent iona lpellets, tmax 1 and tmax 2 were ( 2010 ? 710)m in and ( 614 ? 019) h respective ly. ForKCP, concentra-
t ion- time curves o f baicalin had one peak, and no ba icalin w as detected in the plasma fo r 3 h after oral adm in istra-

t ion. Conclusions: Themethod is accurate and sensitive for the determ ination of baicalin in rat plasma. The concen-

tration- t ime curves of ba ica lin indicated that re lease o fKCP have obv ious lag t ime, comparing w ith that of conven-

t iona l pellets. It is ev ident that KCP prov ides co lon targeting de livery.
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  溃结康结肠靶向微丸 ( KCP)是用于治疗溃疡性

结肠炎的口服结肠靶向制剂。处方由黄芩、白芍和

甘草组成,经提取纯化得到有效组分,与辅料微晶纤

维素、交联聚维酮等混合, 采用挤出滚圆法制成素

丸, 外包衣膜 Eudrag it S制备而成。其中, 黄芩苷为

主要有效成分,也是含量最高的药物成分。在体考
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察黄芩苷的血药浓度经时变化规律, 是本制剂开发

研究的重要内容。

结肠靶向给药制剂与常规的药物制剂不同,不

是吸收进入循环系统后发挥作用, 而是在结肠腔内

通过与粘膜接触局部产生作用,理想的结肠靶向口

服制剂应该在体内吸收很少
[ 1]
。因此, 可以通过测

定制剂中药物的血药浓度, 探知制剂的体内吸收情

况,从而评价制剂的质量
[ 2 ]
。本文进行血药浓度测

定研究,一方面揭示靶向药物的体内药动学过程,反

映 KCP中黄芩苷在机体的吸收和代谢特点, 这也是

靶向给药制剂必不可少的研究内容; 另一方面可以

通过普通制剂与靶向制剂血药浓度 - 时间曲线对

比,评价 KCP的靶向性能。

1 材料

111 仪器  HPLC系统: 天美 LC- 2130输液泵,天

美 LC- 2030紫外检测器; TGL - 16B高速台式离心

机 (上海安亭科学仪器厂 ); FA1004N电子天平 (上

海医科大学仪器厂 ); XW 80- 2涡旋混合器 (上海医

科大学仪器厂 )。

112 药品与试剂  溃结康靶向微丸 (上海中医药

大学制备,规格: 含黄芩苷 0118 g# g
- 1
) ; 溃结康普

通微丸 (上海中医药大学制备,规格: 含黄芩苷 0120
g# g

- 1
) ; 黄芩苷对照品 (中国药品生物制品检定

所,批号 110715 - 200514); 肝素注射剂 (河北常山

生化药业有限公司,规格: 每支 2 mLB1125万 IU ) ;

磷酸二氢钾 (国药集团化学试剂有限公司 ); 甲醇、

乙腈为色谱纯, 水为超纯水, 其他化学试剂均为分

析纯。

113 动物  清洁级雄性 W istar大鼠 10只, 体重

( 250 ? 20) g, 由中国科学院上海实验动物中心提

供,合格证: 中科动管 003号。

2 色谱条件

色谱柱: K romasil C18柱 ( 250 mm @ 416mm , 510

Lm);流动相:甲醇 -乙腈 -水 -磷酸 ( 20B20B60B

0115) ;流速: 110 mL# m in
- 1
; 检测波长: 280 nm;柱

温: 25 e 。进样量 20 LL。

3 血浆样品采集及处理

大鼠禁食不禁水 12 h后,插管灌胃 ( ig)分别给

予 KCP和溃结康普通微丸 111, 100 mg# kg
- 1
(相当

于黄芩苷 20mg# kg
- 1
), 给药溶媒为水。普通微丸

组大鼠分别于给药前和给药后 01167, 01333, 015,
1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18 h于眼底静脉丛取血

013mL, KCP组大鼠分别于给药前和给药后 015, 1,
2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 20 h于眼底静脉丛取血

013 mL, 置肝素处理的 Eppendo rf管中, 5000 r#
m in

- 1
离心 10 m in, 分离血浆,取 011 mL, 置 - 20 e

冰箱保存。用前融化, 加入 1 mmo l# L
- 1
磷酸二氢

钾溶液 50 LL, 涡旋混匀; 加入乙腈 150 LL涡旋 2

m in, 2次离心 ( 12000 r# m in
- 1
, 10 m in), 取上清 20

LL进样分析。

4 方法专属性考察

取空白血浆、给药 8 h后血浆各 011mL;另取 1

份空白血浆, 加入 / 5110项下黄芩苷对照品溶液 50

LL,配制浓度为 01522 Lg# mL
- 1
对照品血浆。按

/ 30项下方法进行处理, 进样, 所得色谱图见图 1。

结果表明,在本实验条件下, 黄芩苷色谱峰峰形好,

柱效高,血浆中杂质峰和代谢物峰不干扰样品的测

定, 基线噪音小,黄芩苷的出峰时间为 8199 m in。本

方法专属性良好。

图 1 大鼠空白血浆 ( A)、空白血浆加入黄芩苷对照品 ( B)和给药

8 h后血浆样品 ( 1136 Lg# mL- 1 ) ( C )的 HPLC色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of rat b lank p lasm a ( A) , rat blank plas-

m a sp iked w ith baicalin ( B ) , rat p lasma samp le( 1136 Lg# mL- 1 ) of

8 h after ig KCP( C )

1.黄芩苷 ( baicalin)

5 标准曲线
511 对照品溶液的配制  精密称取黄芩苷对照品

10114 mg, 用甲醇溶解, 制成 50107 Lg# mL
- 1
黄芩

苷对照品储备液。用甲醇稀释储备液,配成 01624,
11566, 31132, 61258, 12152, 25104, 50107 Lg# mL

- 1

对照品系列溶液。
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512 标准曲线的制备  取大鼠空白血浆 011 mL,
精密加入不同浓度的对照品溶液 50 LL, 使其分别

含黄芩 苷: 01104, 01261, 01522, 11043, 21087,
41173, 81346 Lg# mL

- 1
;按 / 30项下方法操作, 进样

分析。以浓度 (X )对峰面积 ( Y )作直线回归, 得回

归方程:

Y= 8010X - 115 r= 019972
结果表明黄芩苷在 01104~ 81346 Lg# mL

- 1
范围内

线性良好。

6 回收率与精密度试验

取空白血浆 011 mL, 分别加入浓度为 01696,

6196, 3418 Lg# mL
- 1
黄芩苷对照品溶液 50 LL, 制

备黄芩苷的质控 ( QC )样品, 用随行标准曲线测定

QC样品浓度,每个浓度 5个样本,连续进行 3 d, 计

算日内、日间精密度和相对回收率 (见表 1)。另取

超纯水 011 mL, 加入不同浓度黄芩苷对照品溶液,
使其质量浓度与 QC样品相同,按 / 30项下操作, 从

而求得血浆中黄芩苷绝对回收率 (见表 1)。结果表

明, 本方法的回收率与精密度良好,可以用于黄芩苷

的血药浓度测定。

表 1 黄芩苷的绝对回收率、相对回收率和精密度
Tab 1 A bsolute recovery, assay recovery and assay precision of ba icalin

理论浓度 ( theo retica l

concentra tion) /Lg# mL - 1

绝对回收率 ( absolute recovery, n= 5) 相对回收率 ( assay recovery, n= 5) 精密度 ( precision), R SD /%

平均值 ( m ean) /% RSD /% 平均值 ( mean) /% RSD /% 日内 ( intra- day, n= 5) 日间 ( inter- day, n= 3)

01116 7413 615 8819 71 9 1213 1017

11116 7814 612 8610 41 6 515 714

518 8717 411 9716 31 2 612 816

7 定量限和检测限
按信噪比 S /N = 3,确定黄芩苷的检测限为 918 ng

# mL
- 1
;按 S /N = 10,确定其定量限为 5311 ng# mL

- 1
。

8 稳定性考察

将黄芩苷对照品储备液置冰箱 4 e 存放, 加入

黄芩苷对照品的大鼠血浆置冰箱 - 20 e 和室温分

别存放,定期取样测定,以考察药物的稳定性。结果

对照品储备液在 4 e 冰箱中保存 7 d稳定; 血浆样

品在 - 20 e 冰箱中保存 15 d基本稳定,在室温下放

置 12 h基本稳定。另将低、中、高 3个浓度 ( 01116,
11116, 518 Lg# mL

- 1
)的对照品血浆各 3份, - 20

e 冰箱冷冻 24 h,取出待完全融化后, 按 / 30项下方
法处理并进样分析,反复冻融 3次,与未冻融前相比

求得浓度的偏差分别为 418%, 410%, 313%, 表明

血样反复冻融不影响其稳定性
[ 3 ]
。

9 大鼠 ig溃结康普通微丸和 KCP后黄芩苷血药浓

度测定

10只W istar大鼠, 5只灌胃给予普通微丸, 5

只给予 KCP, 取血, 按 / 30项下方法处理, 进样分
析。二者的黄芩苷血药浓度 - 时间曲线见图 2。

用矩量法求得黄芩苷药动学参数。结果表明, 大

鼠 ig普通微丸后, 黄芩苷的体内过程有明显的双

峰现象, tm ax 1为 ( 2010 ? 710 ) m in , tmax 2为 ( 614 ?

019) h , AUC0 - t为 ( 1219 ? 117) Lg # h# mL
- 1
,

AUC0 - ] 为 ( 1416 ? 114) Lg# h# mL
- 1
; 而大鼠 ig

KCP后黄芩苷的体内过程为单峰, tmax为 ( 916 ?

116) h, AUC0 - t为 ( 1115 ? 018 ) Lg # h# mL
- 1
,

AUC0- ] 为 ( 1213 ? 019) Lg# h# mL
- 1
。KCP给药

3 h内血浆中未测到黄芩苷, 表明该制剂在大鼠胃

肠道内有明显的释放时滞。

图 2 大鼠给药后黄芩苷血药浓度 - 时间曲线 ( m ean ? SD, n

= 5 )

F ig 2 B lood con centrat ion- t im e cu rves of baicalin in plasm a of

rats after ig KCP and Ku ijiekang convent iona l pellets

1.溃结康普通微丸 ( Ku ijiekang convent ional p ellets)  2. KCP

10 讨论
本文建立了 HPLC法测定血浆中黄芩苷含量的

方法,该法专属性好, 样品处理方法简便,提取回收

率高,线性关系与准确度良好。文中使用的 K rom a-

sil C18色谱柱,曾参考中国药典 2005年版一部黄芩

项下测定黄芩苷的方法, 以甲醇 -水 - 磷酸 ( 47B53
B 012)为流动相 [ 4]

,对照品溶液进样 10 LL, 峰形很

好, 但若进样 20 LL,则峰形呈现明显的前沿峰。由

于血浆中黄芩苷的浓度较低, 较大的进样量有利于

实验测定,故经优化, 以甲醇 -乙腈 -水 -磷酸 ( 20

B20B60B0115)为流动相,取得满意效果。
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当大鼠给予溃结康普通微丸后, 黄芩苷的血药

浓度 - 时间曲线出现明显的双峰现象, 在 10 ~ 30

m in迅速出现第 1个峰。当黄芩苷通过胃、十二指

肠后吸收减少,在小肠转运过程中血药浓度又逐渐

上升, 到达结肠部位再次呈现吸收高峰, 大概在 6~

8 h出现第 2个峰, 这与文献
[ 5]
一致。当给予靶向

微丸后, 3 h内未测到黄芩苷,此后血浆样品中黄芩

苷出现,并且血药浓度逐渐升高, 在 8 ~ 10 h达峰。

两者相比较,靶向微丸表现出明显的释药迟滞,一定

程度上反映了该微丸的结肠靶向释药性能。另一方

面,无论是普通制剂还是靶向制剂,黄芩苷的生物利

用度都较低, AUC没有体现出制剂的结肠靶向特

性。当然,仅靠血药浓度测定尚不能准确评价制剂

的靶向性质,比如药物在肠道释放的部位等,有待其

他实验进一步佐证。
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(本文于 2007年 11月 1日收到 )

中检所在京召开 5药品标准物质供应管理规范 6讨论会

  为进一步规范药品标准物质供应工作, 2008年 12月 16日,我所组织召开了 5药品标准物质供应管
理规范6讨论会。会议由常务副所长金少鸿主持,所长助理刘桂芬、标准物质管理处处长马双成以及黑

龙江、上海、江苏、江西、广东、四川、陕西等 7个药检所主管药品标准物质供应工作的领导参加了会议。

金少鸿总结了药品标准物质供应工作的情况,指出药品标准物质供应是保障全国药品生产、检验、

科研的重要环节,中检所经过内部整顿、资源整合,建立了标准物质体系, 对进一步规范药品标准物质供

应工作起到重要作用。刘桂芬强调了药品标准物质研制、供应工作可持续发展的重要性,希望各所支持

中检所的工作,齐心协力做好药品标准物质供应工作。马双成介绍了标准物质体系的运行情况和今后

的努力方向。

与会代表讨论并原则通过了5药品标准物质供应管理规范6,并希望该规范能尽早实施。

(中国药品生物制品检定所标准物质管理处供稿 )
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