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摘要院目的 观测并评价载药脂质体经结肠粘膜渗透的特点遥方法 制备地塞米松磷酸钠渊DSP冤脂质体袁采用体外 Uss-

ing chamber 实验法袁考察 DSP 经时经兔结肠粘膜的累积透过量及在粘膜内的分布量遥结果 和 DSP 溶液比较袁DSP 脂

质体能延缓和减少 DSP 经结肠粘膜的透过量遥DSP 脂质体的表观渗透系数渊伊10-6袁cm/s冤为 31.95依7.65袁和 DSP 溶液

渊88.61依18.61冤比较袁具有显著差异遥透过实验 120 min 和 300 min 时袁DSP 脂质体在结肠粘膜中的分布量均明显高于DSP

溶液遥结论 和 DSP 溶液比较袁DSP 脂质体在治疗局部结肠炎时袁可能具有更小的毒性袁更高的疗效袁值得进一步开发研究遥
关键词院地塞米松磷酸钠曰脂质体曰体外 Ussing chamber曰结肠

中图分类号院R944.1; R977.6 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2004冤01-0011-04

Ussing chamber technique for studying the permeability of dexamethasone sodium phosphate
liposome through rabbit colon mucosa In vitro
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Abstract: Objective To investigate the features of liposome-mediated drug permeability through the colon mucosa in vitro.

Methods Dexamethasone sodium phosphate liposome (DSP) was prepared using orthogonal design. With in vitro Ussing

chamber experiment, the accumulated amount of DSP permeated through rabbit colon mucosa into the receptor chamber and

the distribution amount in the colon were determined at different time points during the experiment. Results Compared with

the prepared DSP solution, DSP liposome decreased the permeated amount of DSP through rabbit colon mucosa. The apparent

permeability coefficient (Papp, 伊10-6, cm/s1) of the DSP was 31.95依7.65, significantly lower than that of DSP solution (88.61依
18.61). On the other hand, the distribution amount of DSP liposome in the colon mucosa was significantly higher than that of

the DSP solution both at 120 and 300 min. Conclusion DSP liposome dosage form may induce less toxicity with better thera-

peutic effect in the treatment of colitis, which is worthy of further exploitation.
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近年来袁载药脂质体用于局部病变的治疗引起了

研究者越来越多的兴趣咱1~5暂遥一些脂质体直接用于皮

肤尧口腔尧眼部及直肠等部位的粘膜时袁具有增加药物

在局部粘膜组织中浓度袁降低或延缓药物吸收入血速

度的能力咱6~8暂遥地塞米松磷酸钠渊DSP冤为常用的抗炎

症药物袁临床上常用其溶液剂经灌肠等方法来治疗各

种结肠炎症遥为此袁本研究试图通过制备 DSP 脂质

体袁并经体外 Ussing chamber 实验袁来初步分析 DSP

脂质体与 DSP 溶液剂经结肠粘膜渗透的差异袁为临

床合理用药提供理论依据袁并为进一步开发毒性低尧
疗效高的结肠炎治疗药物制剂打下基础遥

1 材料与动物

1.1 仪器

Waters 高效液相仪 渊美国冤曰Buch R-114 旋转薄

膜蒸发仪渊瑞士冤曰3K30 低温离心机渊Sigma袁美国冤曰
3000 HSA ZITASIZER 粒 度 测 定 仪 渊英国 冤曰JEM-

1200EX 透射电子显微镜渊日本冤曰XW-80A 旋锅混合

器渊上海医科大学仪器厂冤曰KQ3200 超声波仪渊昆山

市超声仪器有限公司冤曰Mitti-Q 去离子水制备仪渊美国冤曰
7 ml Ussing chamber 装置渊日本山本制作所赠送冤遥
1.2 药物与试剂

DSP 对照品渊Sigma 公司冤曰DSP 原料渊天津天药

药业股份有限公司冤曰卵磷脂渊英国进口分装冤曰胆固醇

渊英国进口分装冤曰戊巴比妥钠渊上海化学试剂公司进

口分装冤曰甲醇为色谱纯曰其余试剂为国产分析纯遥
1.3 实验动物

新西兰大白兔袁雌雄不拘袁体质量 2.2~2.4 kg袁由

第一军医大学实验动物中心提供遥
2 方法与结果

2.1 DSP 脂质体的制备

2.1.1 处方的优选 用正交试验来筛选脂质体的配

方袁以药物包裹率作为主要评价指标遥通过预实验袁分
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析确定了影响脂质体包封率的 3 个主要因素为药物

浓度尧卵磷脂浓度及卵磷脂 / 胆固醇的比例遥故拟定

用 L9渊33冤表安排试验袁实验重复 1 次遥经 SPSS 统计

软件分析袁综合考虑载药量等因素袁得到脂质体的最

佳配方为 DSP 6 mg/ml袁卵磷脂 24 mg/ml袁卵磷脂 / 胆

固醇 = 4颐1遥
2.1.2 脂质体的制备 用二次乳化法制备 DSP 脂质

体袁每份 10 ml遥具体如下院取处方量的胆固醇和卵磷脂袁
用 10 ml 二氯甲烷溶解后袁加入 4 ml 含处方量 DSP

的磷酸缓冲液渊pH=7冤袁超声作用 30 min遥待充分乳化

后袁减压蒸发渊水浴温度 40 益袁转速 80 r/min冤遥至圆

底烧瓶内乳化液变成凝胶状粘稠液体时袁再加入 6 ml

磷酸缓冲液(PH=7)袁继续减压蒸发至完全除去二氯甲

烷遥制得的混悬液再超声 10 min袁即得 DSP 脂质体遥
2.2 高效液相色谱法测定 DSP 浓度方法的建立

2.2.1 高效液相色谱条件 层析柱为 Nucleosil 100-5

C18 柱渊5 滋m袁4.6伊250.0 mm冤袁流动相为甲醇﹕0.34%

KH2PO4渊60颐40冤袁流速 1 ml/min袁检测波长 240 nm遥测

得 DSP 的线性范围为 0.78~100 滋g/ml袁相关系数 R2=

0.9999渊n=3冤遥
2.2.2 DSP 脂质体浓度的测定 精取 1 ml DSP 脂质

体混悬液袁用异丙醇﹕蒸馏水渊4颐6冤溶解并定容至 100

ml遥用 HPLC 测定 DSP 浓度袁色谱图如图 1 所示遥空

白脂质体对测定无干扰渊本研究建立的 HPLC 法用于

测定 chamber 实验中 DSP 浓度时袁同样无干扰冤遥采

用随行外标法测定袁日内及日间变异 RSD<5%袁加样

回收率 99.5%袁样品含量为标示量的 95%~105%遥
2.3 脂质体的质量评价

2.3.1 脂质体的包封率和载药量测定 精取脂质体

1 ml 于已称质量的 1.5 ml 离心管中袁高速低温离心

渊4 益尧25 000 r/min尧30 min冤袁分取上清液用异丙醇﹕

蒸馏水渊4颐6冤溶解并定容至 50 ml袁用 HPLC 测定 DSP

浓度并计算游离质量 Wi遥含脂质体沉淀的离心管再

次称质量袁得到沉淀脂质体的质量 Ws遥脂质体沉淀用

异丙醇﹕蒸馏水渊1颐1冤溶解并定容至 50 ml袁用 HPLC

测定 DSP 浓度并计算包裹的质量 Wp遥分别按下列公

式计算包裹率和载药量遥
包裹率渊%冤= [Wp/渊Wp+Wi冤]伊100%

载药量渊%冤=(Wp/Ws)伊100%

本研究中测得优选处方 DSP 脂质体的平均包裹

率为 54.82%袁载药量为 8.67%遥
2.3.2 脂质体的粒径观察 取 DSP 脂质体 200 滋l袁加

入 3 ml 去离子水袁充分混合均匀后袁用马尔文粒径测

定仪测定粒径大小遥结果袁粒径分布在 100~170 nm

之间袁平均粒径为 145 nm遥粒径分布图如图 2 所示遥
2.3.3 脂质体的电镜观察 将 DSP 脂质体混悬液置

于带 Formrar 膜的铜网上袁以滤纸吸收边缘液体袁干

燥后用 2%的磷钨酸负染色袁置于电镜下观察袁拍照遥
结果如图 3 所示遥
2.3.4 脂质体的稳定性 DSP 脂质体于冰箱中放置

3~7 d袁脂质体的粒径大小袁包裹率等无明显的改变袁
对本研究实验的完成没有明显影响遥
2.4 体外 Ussing chamber 实验

2.4.1 透过实验用介质的配制 按文献咱9暂方法配制袁
各 成 分 及 浓 度 分 别 为 1.2 mmol/L NaH2PO4尧125

mmol/L NaCl尧5 mmol/L KCl尧1.4 mmol/L CaCl2尧10

mmol/L NaHCO3尧4.9 mmol/L 谷氨酸钠尧5.4 mmol/L

富马酸二钠尧4.9 mmol/L 丙酮酸钠 和 2 mg/ml 的葡

萄糖遥于配好的介质中不断通入 95% O2+5% CO2 的

混合气体袁调整 pH 至 7.4袁备用遥

图 1 地塞米松磷酸钠的高效液相图谱

Fig.1 High-performance liquid chromatography of 5-

aminosalicylic acid
A: Dexamethasone sodium phosphate (DSP); B: DSP liposome;

C: Blank liposome
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图 2 地塞米松磷酸钠脂质体的粒经分布

Fig.2 Size distribution of dexamethasone sodium phosphate liposome

图 3 地塞米松磷酸钠脂质体的电镜观察 渊伊10 000冤
Fig.3 Sodium phosphate liposome under electron

microscope 渊伊10 000冤
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图 4 地塞米松磷酸钠体外 Ussing chamber 实验透过图 (n=4)

Fig.4 In vitro Ussing chamber permeation profiles (n=4) of
DSP

茵 DSP solution; 银DSP liposome

2.4.2 结肠粘膜渗透实验 新西兰大白兔用戊巴比妥

钠渊30 mg/kg窑b.w.冤麻醉后袁腹部去毛袁行腹部正中线

剖腹袁取出结肠部位 渊从盲肠下 0.2 cm 开始共 10

cm冤袁用 2.4.1 所述的介质冲洗干净结肠内容物遥截取

长约 1.5 cm 的结肠 6 段袁分别沿相同的肠系膜边缘

剪开袁分离除去浆膜侧的肌层遥将分离好的结肠粘膜

固定于 Ussing chamber 装置中袁即刻于装置的粘膜侧

和浆膜侧分别加入 6 ml 介质溶液袁整个装置置于

37.5 益恒温环境中袁并不断于两侧的介质中通入 95%

O2+5% CO2 的混合气体至实验结束遥有效渗透面积为

0.785 cm2遥30 min 后袁分别于粘膜侧和浆膜侧加入已

预热至 37.5 益的 DSP 脂质体 1 ml 渊含 DSP 6 mg冤和

介质液 1 ml遥作为对照袁粘膜侧加入 1 ml DSP 溶液

渊含 DSP 6 mg冤遥分别于给药后 20尧40尧60尧120尧180 和

300 min 从浆膜侧取样 0.5 ml袁并立即补充已预热至

37.5 益的新鲜介质 0.5 ml遥为了观察粘膜侧中药物的

残留量袁实验中于 120 min 和 300 min 分别从粘膜侧

取样 100 滋l遥各份取样后的样品于冰箱中保存直到进

行 HPLC 分析遥
2.4.3 累积渗透量及表观渗透系数的测定 用 HPLC

法测得给定时间浆膜侧药物浓度为 Ctn袁用下列公式

计算累积透过量渊Qtn冤院

n
Qtn = 撞[ 0.5 Ctn－1] + 7Ctn

i=0

其中 0.5 和 7 表示取样体积和浆膜侧

的体积袁分别为 0.5 ml 和 7 ml遥根据给药剂

量 D袁 计 算 累 积 透 过 百 分 率 渊Qtn / D伊
100%冤袁并绘制经时累积透过百分率曲线

图渊图 4冤遥可见袁DSP 脂质体能延缓和减少

DSP经结肠粘膜的渗透遥另一方面袁表观渗

透系数渊Papp冤是表示药物经粘膜透过能力

的重要指标袁其计算公式为院Papp =渊dQ/dt冤
窑渊1/AC0冤遥其中 dQ/dt 表示稳态时时间 - 透

过累积量线性回归所得的斜率袁A 为有效透过面积袁
C0 为粘膜侧初始药物浓度遥本研究测得 DSP 脂质体

和 DSP 溶液的 Papp渊伊10-6袁cm /s冤分别为院31.95依7.65

渊n=4冤和 88.61依18.61渊n=4冤袁两组间 P=0.00134袁相差

非常显著袁表明 DSP 溶液较 DSP 脂质体更易透过结

肠粘膜遥

2.4.4 DSP 在粘膜中的分布量 根据给药剂量 渊D冤及

在给定时间测定的粘膜侧的残留 DSP 量渊Dr冤和浆膜

侧的累积透过量 Q4袁来计算 DSP 在粘膜中的分布量遥
结果袁120 min 时袁脂质体和溶液在结肠粘膜中的分

布百分率渊%冤分别为 2.01依0.71渊n=4冤和 0.71依0.47

渊n=4冤袁两组比较 P=0.0226袁相差显著遥表明相同剂量

下袁120 min 时脂质体有更多的 DSP 滞留在粘膜中遥
300 min 时袁两组在结肠粘膜中的分布百分率渊%冤分

别为 3.34依1.19渊n=4冤和 1.71依0.38渊n=4冤袁P=0.0408袁
同样具有显著差异遥

3 讨论

体外 Ussing chamber 实验在评价药物经消化道

粘膜渗透的研究中已有一定的应用咱9袁10暂袁但尚未见我
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国学者的开发应用遥该技术具有模拟胃肠道的生理环

境尧操作简单尧容易掌握等特点遥尽管同实际的动物实

验结果可能会有一定的差距袁但在初期快速地筛选药

物制剂的配方尧了解药物在消化道各区段吸收的规律

性等方面具有明显优势遥由于迄今为止大多数药物均

经口服给药袁故 Ussing chamber 实验会有越来越广泛

的应用遥
脂质体的制备方法很多袁由于 DSP 是水溶性的

药物袁故本研究初步探讨用二次乳化法来制备其脂质

体遥结果表明采用这种方法袁可使脂质体中 DSP 的包

裹率达到 50%以上遥在进行 DSP 脂质体含量测定时袁
发现通过选择合适比例的异丙醇和水作为混合溶剂袁
较好地解决了脂质体中药物的溶出和脂质体的溶解

问题遥
尽管不少学者对脂质体经皮肤尧口腔尧直肠等吸

收的规律作了较多的研究袁但探索载药脂质体经结肠

粘膜吸收规律的研究尚未见国内外文献报道遥一般来

说袁载药脂质体口服后袁经上消化道时大多数药物已

从脂质体中释放或吸收入血袁这可能是导致研究者忽

视载药脂质体经结肠吸收研究的主要原因之一遥不

过袁结肠定位给药技术给载药脂质体在结肠部位的释

放和发挥其特色治疗作用带来了希望遥例如袁作者已

探索了受结肠菌群酶作用的材料要要要壳聚糖的一些

特点咱11暂遥表明用外涂邻苯二甲酸羟丙基甲基纤维素的

壳聚糖作为保护层袁可使装载的药物在结肠释放遥因

此袁将载药脂质体冷冻干燥后装入这种胶囊袁有望达

到预期的目标遥
用 DSP 来治疗结肠炎时袁一般常规口服时药物

大多数从胃及小肠部位就已被吸收入血袁故再分布到

结肠部位的药量很少袁加大口服剂量可能是解决办法

之一遥但由于入血的浓度增加袁由此会引起全身严重

的毒副作用袁患者难以长期服用遥通过地塞米松前体

药物等的制备袁有望将地塞米松导向结肠定位释药遥
为此袁国内不少学者也进行了研究咱12~14暂遥但是袁接着的

另一个问题在以往的研究中很少涉及袁即一旦药物在

结肠部位定位释药后袁其下一步的去向及变化如何遥本

研究利用体外 Ussing chamber 实验法袁对此进行了探

索遥结果提示袁DSP 脂质体在结肠局部直接给药时袁和

一般的溶液剂等比较袁有望达到提高 DSP 治疗效果尧
减少全身毒副作用的目的袁从而利于患者长期用药遥
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