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【摘要】　目的　建立测定小鼠肝脏药物浓度的ＨＰＬＣ法，比较凝胶化法制备的壳聚糖－聚天冬氨酸－５－氟尿

嘧啶（ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ）纳米粒与５－氟尿嘧啶原药在小鼠肝脏中药物浓度。方法　雄性健康昆明小鼠（ＫＷ）分

为２组，分别灌胃给予５ＦＵ原药及其ＣＴＳＰａｓｐ纳米粒，灌胃后０．２５、１、２、４、６、８、１２、１６、２４和４８ｈ１０个时间点

取小鼠肝脏，匀浆液用乙酸乙脂提取，氮气挥干，残渣用甲醇溶解后进样，ＨＰＬＣ法测定２组给药组肝脏内药物

浓度。结果　５ＦＵ原药组在肝脏中的药物峰浓度出现在灌胃后２ｈ左右。此后肝脏药物浓度逐渐降低，ＣＴＳ

Ｐａｓｐ５ＦＵ纳米粒组经小鼠灌胃后，肝脏药物浓度呈现出三峰型，在０．２５ｈ即达到一个药物峰浓度，此后峰浓度

分别出现在４ｈ和１６ｈ左右，１６ｈ时候达到最高峰，此后逐渐下降，ＣＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒的肝脏中药物峰浓度

（犆ｍａｘ）降低，肝脏中药物浓度时间曲线下面积（犃犝犆）明显增加。结论　ＣＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒能延缓５ＦＵ在肝

脏内的分布。
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　　壳聚糖是天然多糖中唯一的碱性多糖，具有生

物相容性，生物降解性，生物黏附性等特点［１］，其独

特的理化、生物学性质使它非常适合作为药物控释

的载体材料［２］，其纳米微粒极具应用前景［３］。既往

研究表明聚天冬氨酸亦同样具有良好的生物相容

性，生物体内可降解性且无毒副作用，也是一种理想

的药物载体［４］，５－氟尿嘧啶（５ＦＵ）是广谱的抗代

谢类抗肿瘤药物，对消化道肿瘤有确切疗效［５］，临床

上广泛用于消化道肿瘤的治疗，５ＦＵ经胃肠吸收

后，由肝门静脉系统进入肝脏，经单核巨噬细胞系统

吞噬后再释放入全身血液循环。但其体内半衰期短

（仅５～１０ｍｉｎ），需要大剂量长期静脉滴注给药才

能维持体内有效浓度。我们前期研究表明，采用离

子凝胶化方法制备的壳聚糖－聚天冬氨酸－５氟尿

嘧啶（ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ）纳米粒，有效浓度时间延

长［６］，半衰期为１２．３６ｈ，有可能克服５ＦＵ半衰期

短、短时间内血液浓度高所导致的毒副作用。为进

一步验证ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒子在肝脏内浓度

是否与血药浓度有相似性，ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ在肝脏

内是否有缓释作用，本实验建立了测定小鼠肝脏药

物浓度的 ＨＰＬＣ法，比较凝胶化法制备的ＣＴＳ

Ｐａｓｐ５ＦＵ纳米粒与５ＦＵ原药在小鼠肝脏中药物

浓度差异。

材 料 和 方 法

试剂与药品　５ＦＵ（纯度９９％，上海旭东海普

药业有限公司）；５－溴尿嘧啶（５ＢｒＵ）（纯度９８％

Ｓｉｇｍａ公司）；乙腈（色谱纯）；乙酸乙酯（分析纯）；

ＣＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒子（实验室自制）。

实验动物　健康雄性昆明小鼠１２０只，体重２０

～２５ｇ，复旦大学上海医学院实验动物中心提供。

色谱条件　高效液相色谱仪：ＬＣ４ＡＨＰＬＣ。

色谱柱ＤｉｋｍａＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ：５μｍ２５０×４．６ｍｍ，

紫外检测器：ＳｈｉｍａｄｚｕＳＰＤ１０Ａ；流动相：乙腈－水

（３∶９７），流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２７３ｎｍ，柱

温：４０℃；，以５ＢｒＵ为内标，内标法定量，进样量

８０μＬ。

动物模型的建立　将小鼠随机分为２组：５ＦＵ

原药组，ＣＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒组，每组６０只，５ＦＵ

剂量为０．６ｍｇ／只灌胃
［７］。灌胃后０．２５、１、２、４、６、

８、１２、１６、２４和４８ｈ，共１０个时间点，每组６只小鼠

处死取肝脏组织，－２０℃冰箱保存。

标准曲线的制备　取空白肝脏５个，生理盐水

漂洗后用滤纸吸干，每份精密称重０．５ｇ，按２∶１

（２ｍＬ／ｇ）加入生理盐水后匀浆备用。分别加入５０

μｇ／ｍＬ５ＢｒＵ内标液２００μＬ，浓度分别为２、４、８、

１０、和４０μｇ／ｍＬ的５ＦＵ溶液２００μＬ，乙酸乙酯３

ｍＬ于试管中，涡旋混合器振动１０ｍｉｎ，高速离心

（４０００ｒ／ｍｉｎ）２０ｍｉｎ，取上层乙酸乙酯层，氮气吹

干，加入甲醇２００μＬ溶解残渣，取８０μＬ进样，平均

操作３份，每个浓度测３次，记录峰面积，以５ＦＵ

浓度为横坐标，５ＦＵ与５ＢｒＵ的峰面积比为纵坐

标绘制标准曲线（狀＝５）。

肝脏样品的制备和预处理　取不同时间点的２

组肝脏组织，按上述方法匀浆，置灭菌离心管内，各

加入５０μｇ／ｍＬ５ＢｒＵ内标液２００μＬ，３ｍＬ乙酸乙

酯，涡旋混合器充分震荡１０ｍｉｎ，高速离心（ＴＬ５．０

台式离心机，内腔直径：３５０ｍｍ）（４０００ｒ／ｍｉｎ）２０

ｍｉｎ，取乙酸乙酯层，氮气吹干，加入甲醇２００μＬ溶

解残渣，取８０μＬ进样。

回收率测定　在空白肝脏匀浆液试管中加入

５０μｇ／ｍＬ５ＢｒＵ２００μＬ及浓度分别为４、２０和４０

μｇ／ｍＬ的５ＦＵ溶液２００μＬ（各５支），按上述肝脏

样品处理方法及色谱条件进行测定５ＦＵ峰面积和

５ＢｒＵ峰面积比值，代入标准曲线算出ＨＰＬＣ测得

的５ＦＵ浓度，计算实验方法的回收率。

回收率＝测得的肝脏组织５ＦＵ 浓度／实际

５ＦＵ肝脏浓度×１００％

提取率测定　在１ｍＬ的小鼠肝脏匀浆液中加

入浓度分别为４、２０和４０μｇ／ｍＬ的５ＦＵ溶液２００

μＬ（各５支），涡旋混合，按上述处理方法及色谱条

件进行测定，与相同浓度的５ＦＵ溶液峰面积比较，

计算实验方法的提取率。

提取率＝提取后峰面积／未提取峰面积×１００％

结　　　果

方法的专属性　将空白肝脏的色谱图、５ＦＵ加

内标５ＢｒＵ的色谱图与空白肝脏加５ＦＵ和内标

５ＢｒＵ的色谱图进行比较，可知在上述色谱条件下，

肝脏中的内源性物质不干扰样品５ＦＵ的测定。

５ＦＵ的出峰时间在５．５ｍｉｎ左右，５ＢｒＵ的出峰时

间在１１ｍｉｎ左右，样品峰和内标峰分离良好，本方

４２４



　张丹瑛，等．ＨＰＬＣ法测定壳聚糖－聚天冬氨酸－５ＦＵ纳米粒子在小鼠肝脏中的浓度

法具有良好的专属性。

结果表明，５ＦＵ浓度在２～４０μｇ／ｍＬ内线性

关系良好，最低检出限为０．５μｇ／ｍＬ。回归方程为：

犢＝０．０５６６犡０．０８７０，两者相关系数狉＝０．１００４。

回收率　低、中、高３种浓度５ＦＵ标准液的回

收率见表１，符合方法学要求。

表１　低、中、高３种浓度５犉犝标准液的回收率

犜犪犫１　犚犲犮狅狏犲狉犻犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳５犉犝

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｇ／ｍＬ）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

ｖａｌｕｅ（μｇ／ｍＬ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｒａｔｅ（％）
Ｍｅａｎｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｒａｔｅ（％）
ＲＳＤ
（％）

４ ３．６９ ９２．２６±０．４６ ０．５０

２０ １９．６１ ９８．０３±１．６４ ９６．４１ １．６７

４０ ３９．５７ ９８．９４±２．３３ ２．３５

　　提取率　低、中、高３种浓度５ＦＵ标准液的提

取率见表２，符合方法学要求。

表２　低、中、高３种浓度５犉犝的提取率

犜犪犫２　犈狓狋狉犪犮狋犻狅狀狉犪狋犻狅狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳５犉犝

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｇ／ｍＬ）

Ｐｅａｋａｒｅａ

ｒａｔｉｏｉｎ

ｌｉｖｅｒ

Ｐｅａｋａｒｅａ

ｒａｔｉｏｉｎ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｉｏ（％）

Ｍｅａｎ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｉｏ（％）

ＲＳＤ
（％）

４ ０．１６７９ ０．１８７７ ８９．４５ ３．３５

２０ １．０２２９ １．０６６０ ９５．９６ ９４．４６ ６．２５

４０ ２．１５２７ ２．１９７３ ９７．９７ １４．２９

　　肝脏中药物分布　２种５ＦＵ制剂肝脏药物浓

度－时间曲线见 图１，表３。单独５ＦＵ灌胃后，

犆ｍａｘ出现在２ｈ左右，达２７μｇ／ｍＬ，此后肝脏药物浓

度逐渐降低，６ｈ后维持在一个较低的浓度水平，

ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒子组经小鼠灌胃后，肝脏浓

度呈现三峰型，第１个药物浓度高峰出现在０．２５ｈ，

达到４４．１２μｇ／ｍＬ，远远大于单独５ＦＵ灌胃后肝

脏药物浓度，至４ｈ时，出现第２个药物浓度高峰，

且浓度超过单药５ＦＵ灌胃时的药物浓度峰，此后

逐渐下降，至１６ｈ时再次到达药物最高峰，最高峰

时浓度远高于单药的肝脏浓度峰。此后浓度逐渐下

降。至４８ｈ时，壳聚糖－聚天冬氨酸－５ＦＵ纳米

粒的肝脏药物浓度仍比单药治疗的肝脏药物浓度

高。药时曲线下面积（犃犝犆）纳米粒子组为９２５．８７，

原药组为４１４．７１，纳米粒子组的药时曲线下面积明

显大于原药组，因此可知ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒子

组比原药组生物利用度高。

图１　５犉犝肝脏药物浓度－时间曲线

犉犻犵１　犔犻狏犲狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狋犻犿犲犮狌狉狏犲狊狅犳５犉犝

讨　　　论

高效液相色谱法 （ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）是在经典液相色谱法的基

础上，于２０世纪６０年代后期引入了气相色谱理论

而迅速发展起来的。ＨＰＬＣ与经典液相色谱相比速

度更快，灵敏度更高，分辨率更高，且柱子可以反复

使用，需要样品量少，容易回收。由于 ＨＰＬＣ上述

种种优点，本课题采用应用ＨＰＬＣ检测小鼠肝脏中

５ＦＵ浓度，其提取率，回收率等方法学考察结果均

符合要求。本实验首先对５ＦＵ进行紫外全波长扫

描，发现其在２７３ｎｍ处灵敏度最好。且５ＦＵ及

５ＢｒＵ的出峰时间分别在５．５ｍｉｎ和１１ｍｉｎ左右，

出峰时间稳定，分离良好，肝脏中虽有杂质物质，但

色谱图中５ＦＵ及内标周围无明显干扰峰。５ＢｒＵ

结构与５ＦＵ相似，实验测定可知５ＢｒＵ出峰稳定，

且５ＢｒＵ出峰时间与５ＦＵ相近但不干扰，与肝脏

残存杂质分离良好，是较合适的内标物。回收率及

提取率试验的结果表明，本方法准确、可靠，适用于

检测、评价动物肝脏内５ＦＵ浓度。在小鼠的肝脏

预处理中考察了乙腈、乙酸乙酯不同萃取剂的萃取

率，结果表明乙酸乙酯的萃取效果最为理想，杂质峰

少，萃取率高。

表３　犆犜犛犘犪狊狆５犉犝纳米粒子组与５犉犝原药组不同时间点在肝脏内药物浓度

犜犪犫３　犇狉狌犵犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犻狀犾犻狏犲狉狅犳狋狑狅犵狉狅狌狆狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊 （μｇ／ｍＬ）

Ｇｒｏｕｐ ０．２５ １ ４ ８ １２ １６ ２４ ４８ｈ

ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ４４．１２±６．０１ １８．００±１．７４ ３５．５６±４．１９ １１．０６±６．０７ １０．８６±２．４５ ４８．０６±６．７２１１．４６±１３．０５１６．７１±８．０７

５ＦＵ １０．４５±６．８７ ７．６５±３．５５ １５．６１±７．９３ ８．３１±０．８１ ８．５１±４．７２ １２．５３±２．４０ ７．１６±２．３０ ５．７５±１．６０

　　本次实验将５ＦＵ原药及其ＣＴＳＰａｓｐ包被的纳

米粒子进行比较，由肝脏药物浓度－时间曲线可知，经

ＣＴＳＰａｓｐ包被的５ＦＵ制剂口服灌胃后，在单核巨噬

细胞丰富的肝脏中有理想分布，同一时间点肝脏药物

浓度纳米粒子组显著高于５ＦＵ原药组，浓度在１６ｈ

时仍然能达到高峰，比较而言，５ＦＵ组由于组织靶向

性差，且半衰期短，因此２ｈ后肝脏中浓度即逐渐减低。

我们的前期研究表明，５ＦＵ原药组的血液药物峰浓度

５２４
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出现在灌胃后１５ｍｉｎ之内，此后血药浓度迅速降低。

ＣＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒子组的血药浓度曲线呈双峰形，

药物峰浓度分别出现在灌胃后２ｈ左右和１６ｈ左右，

２４ｈ后下降。ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒子的血药峰浓度

（犆ｍａｘ）降低，半衰期（狋１／２）延长，血药浓度时间曲线下面

积（ＡＵＣ）明显增加
［６］。比较而言，ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ的肝

脏药物浓度第一个高峰在１５ｍｉｎ时即达到，但同样的

在１６ｈ时纳米粒子在血液和肝脏里同时又到达另一个

高峰，此后逐渐下降。考虑ＣＴＳＰａｓｐ５ＦＵ纳米粒子到

达肝脏后，一部分５ＦＵ立刻从纳米粒子中释放出来，

另一部分５ＦＵ逐步从纳米粒子中释放，当１６ｈ时，

５ＦＵ原药组在肝脏中药物浓度已较低，而ＣＴＳＰａｓｐ

５ＦＵ纳米粒子组中的５ＦＵ仍然维持在较高浓度，考虑

１６ｈ时再次达到一个释放高峰。本实验结果表明，经

凝胶化法制备的壳聚糖－聚天冬氨酸－５ＦＵ纳米粒子

可明显改善５ＦＵ在肝脏中的分布情况，使其肝脏靶向

性显著增高，能延长５ＦＵ在肝脏内的药物浓度，在１６

ｈ时仍能达到药物浓度高峰。但本实验仅考察了药物

在肝脏内的浓度变化，仍需进一步实验研究药物在其

他脏器中的分布情况，以更全面地了解其药代动力学

及脏器分布情况。
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