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摘要 目的  为了提高水飞蓟素的口服生物利用度 研制水飞蓟素前体脂质体并对其理化性质进行考察 研究

水飞蓟素前体脂质体的大鼠体内生物利用度 ∀方法  采用薄膜载体沉积法制备水飞蓟素前体脂质体 通过研究水

合后脂质体的包封率 !粒径 !稳定性来考察其理化性质 将水飞蓟素前体脂质体在体外进行水合 再给予大鼠灌胃 

用  °2 °≤法测定不同时间血浆中总的和游离的水飞蓟素的浓度 通过 °程序计算药代动力学参数 ∀结果  用

该法制得的前体脂质体包封率可达 以上 平均粒径为 1 稳定性较好 药代动力学研究表明水飞蓟素脂

质体在体内吸收较快 生物利用度较高 ∀结论  采用薄膜载体沉积法制备水飞蓟素前体脂质体 制备工艺简单 易

于工业化生产 将水飞蓟素制备成前体脂质体提高了水飞蓟素的生物利用度 ∀
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  水飞蓟素 是从中药水飞蓟中提取得

到的有效部位 其中包括水飞蓟宾 !水飞蓟

宁 !水飞蓟亭 和异水飞蓟宾

其中最主要的活性成分是水飞蓟宾 ∀

经药理和毒理研究表明 ≈
水飞蓟素具有明显的保

肝及稳定肝细胞膜作用 对各种毒物引起的肝脏损

害有不同程度的保护和治疗作用 ∀但由于它难溶于

水 脂溶性也差 口服生物利用度低 近年来 提高水

飞蓟素生物利用度的制剂研究较多 ≈
如水飞蓟素 2

环糊精包合物 水飞蓟素固体分散体 水飞蓟宾 2葡

甲胺盐 水飞蓟宾 2二偏琥珀酸酯钠盐和水飞蓟宾 2

磷脂酰胆碱复合物等 但未见前体脂质体方面的报

道 ∀本研究将水飞蓟素制成用于口服给药的前体脂
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质体 并以水飞蓟宾的含量为指标测定水飞蓟素前

体脂质体的大鼠生物利用度和药代动力学 ∀

材料与方法

仪器  高效液相色谱仪 ≥°⁄2√紫外检测

器 ≤ 2×泵 ×2≤高速离心机 上海安亭

科学仪器厂 涡漩混合器 ÷ • 2 上海医科大学

仪器厂 ∂ 2紫外可见分光光度仪 北京瑞丽

分析仪器公司  2激光粒度测定仪

英国  √公司  2透射电子显微镜 日

本日立公司  ∞××∞ 型差示扫描量热仪 瑞

士  ≥2智能溶出仪 天津大学无线电厂 ∀

药品与试剂  水飞蓟宾对照品 中国药品生物

制品检定所 含量 1 批号 2水飞蓟

素原料 批号 水飞蓟宾含量  盘锦格林

恩生物资源开发有限公司 大豆磷脂 °≤纯度为

 上海太伟药业有限公司 胆固醇 广州南方

化玻公司进口分装 甘露醇 上海虹光化工厂 甲

醇 色谱纯 山东禹王实业有限公司 其余试剂均

为分析醇 ∀

动物  ≥⁄大鼠 体重  ∗  ⎯ 由中国药

科大学动物中心提供 ∀

水飞蓟素含量测定方法的建立  吸收波长

的选择  将水飞蓟宾 !水飞蓟素和空白辅料分别溶

于甲醇 2水 体积比 Β中 在  ∗  进行紫

外扫描 结果表明水飞蓟宾在  有最大的吸收

峰 辅料在此处无干扰 ∀因为水飞蓟宾是水飞蓟素

中的主要活性成分 故最后选定检测波长为 

含量以水飞蓟宾计算 ∀ 色谱条件  色谱柱

为岛津 ≥2 ∂ °2⁄≥ 1  ≅  淮阴

汉邦科技有限公司 流动相为甲醇 2水 21

# 
磷酸二氢钾溶液 体积比 ΒΒ用磷酸

调 为 1流速为 1 # 

检测波长

 柱温  ε 进样量  Λ∀ 标准曲线的

制备  精密称取水飞蓟宾约  于  量瓶中 

加甲醇溶解至刻度 摇匀 配制成  Λ# 
贮

备液备用 ∀精密吸取贮备液适量分别置于  量

瓶中 用流动相稀释成一定浓度的标准溶液 取 

Λ进样 ∀以浓度 Χ为横坐标 峰面积 Α为纵坐

标 绘制标准曲线 ∀

水飞蓟素前体脂质体的制备  称取处方量的大

豆磷脂 1 !胆固醇 1 !水飞蓟素 1 溶于甲

醇和乙醚的混合溶剂中 超声分散  制成类脂质

溶液 然后称取过 目筛的甘露醇粉末 置于茄形

瓶中 分次加入适量的类脂质溶液 于  ?  ε 恒

温水浴上减压蒸发至干 将制得品置真空干燥器中 

于  ε 干燥过夜 过 目筛 分装于铝塑袋中 加

热封口 即得 ∀

水飞蓟素前体脂质体的重组  取前体脂质体 

加水  室温下以  # 
磁力搅拌 

即得均匀的脂质体混悬液 ∀

水飞蓟素脂质体包封率的测定  由于水飞蓟素

难溶于水 在水中溶解度为  Λ# 

将水飞蓟

素前体脂质体水合时 未包封的水飞蓟素以沉淀析

出 过滤除去沉淀 残留在水中的即为已包裹了水飞

蓟素的脂质体 ∀因为水飞蓟素在水中溶解度低 可

以忽略不计 所以测定滤液中水飞蓟素的含量即可

计算脂质体的包封率 ∀

精密称取前体脂质体粉末 1 于  量瓶

中 用流动相定容 超声使其完全溶解 取  Λ进

样 所得峰面积代入标准曲线计算浓度 Α同时另

取前体脂质体粉末 1 加水  重组后过

1 Λ的微孔滤膜 取滤液  置  量瓶

中 用流动相定容 超声使其完全溶解 取  Λ进

样 所得峰面积代入标准曲线计算浓度 Β∀按

∞∞  ≅ ΒΑ计算包封率 ∞∞Α代表总的水

飞蓟素含量 Β代表脂质体中水飞蓟素含量 ∀

水飞蓟素脂质体的质量评价  脂质体粒径

的测定  取脂质体混悬液适量 稀释若干倍后 采用

马尔文激光粒度测定仪测定重组后得到的脂质体混

悬液的粒径 ∀ 脂质体形态的观察  将脂质体混

悬液点样于铜网上 用 1磷钨酸负染后 用滤纸

吸干染液 然后用日立  2透射电境观察 ∀ 

脂质体中药物渗漏性考察  测定方法的原理和包封

率测定原理一样 ∀将水合后的脂质体混悬液进行释

放度试验 按渗漏百分率  Ω  Ω   ≅  计

算 Ω代表  时的包封率 Ω 代表  时的包

封率 ∀释放条件 释放介质为 1 # 
盐酸

 搅拌方法为浆法 温度为  ε 搅拌速度为

 # 

于  和  定时取样  同时

加入同温等量介质 滤液用 1 Λ的微孔滤膜过

滤 按 /水飞蓟素含量测定方法 0进行测定 ∀

水飞蓟素前体脂质体稳定性考察  以水合后脂

质体的粒径和包封率为指标 通过恒温加速试验考

察水飞蓟素前体脂质体的稳定性 ∀按市售药品包

装 将 批水飞蓟素前体脂质体粉末放置于铝塑袋

中 加热封口后 于  ε 及相对湿度 条件下 

考察 个月 每个月取样 ∀
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水飞蓟素前体脂质体在大鼠体内生物利用度分

析方法的建立  色谱条件  色谱柱为 ≥∏

∂ °2⁄≥1  ≅  淮阴汉邦科技有限公

司 流动相为甲醇 2水 21 # 
磷酸二氢钾

体积比 ΒΒ用磷酸调 为 1流速为 1

# 

检测波长  柱温  ε 进样量

 Λ∀ 标准溶液的配制  精密称取水飞蓟宾

对照品  置于  量瓶中 用甲醇定容制备

成  Λ# 
的贮备液备用 ∀精密吸取贮备液

适量分别置于  量瓶中 分别用流动相稀释 配

成系列标准溶液 ∀取  Λ进样 ∀以浓度 Χ为横

坐标 峰面积 Α为纵坐标 绘制标准曲线 ∀ 大

鼠空白血浆的制备  大鼠于眼眶底静脉丛取血约

 Λ置于涂有肝素的试管中   # 
离

心  分离出空白血浆 于  ε 冰箱中保存待

测 ∀ 方法专属性考察  取空白大鼠血浆 

Λ按 /血浆样品处理 0项下依法操作 ∀ 标准曲

线的制备  取空白大鼠血浆  Λ置于  带

塞试管中 加标准溶液  Λ按 /血浆样品处理 0处

理后进样 以峰面积 Α对浓度 Χ作图 得到回归

方程 ∀

大鼠血浆样品的处理方法  由于水飞蓟宾在血

液中大部分以葡糖醛酸结合型存在 游离型含量很

低 为了更准确地考察水飞蓟素前体脂质体在大鼠

体内的生物利用度 本文同时测定了血液中游离的

与总的水飞蓟宾 即游离型和结合型的水飞蓟宾 

的含量 ∀ 水飞蓟宾总血浆浓度的测定  精密移

取血浆样品  Λ置于  带塞试管中 加入

盐酸溶液  Λ再加入磷酸盐缓冲液 

1 1 和酶溶液 Β2葡糖醛酸酶溶液 酶的活

性相当于    Λ混匀 于  ε 水浴振荡

 取出 加入碳酸钠溶液  # 

  Λ

硼酸盐缓冲溶液  1  Λ混匀后再加入乙

醚  萃取 于  ε 水浴下空气吹干 残渣用流动

相  Λ溶解   # 
离心  取上清

液  Λ进样 ∀ 游离水飞蓟宾血浆浓度的测定

 精密移取血浆样品  Λ置于  带塞试管

中 加入碳酸钠溶液  # 

  Λ硼酸盐

缓冲溶液  1  Λ混匀后再加入乙醚 

萃取 于  ε 水浴下空气吹干 残渣用流动相

 Λ溶解   # 
离心  取上清液

 Λ进样 ∀

给药与取样  取 只大鼠禁食  后 将水飞

蓟素前体脂质体细粉水合后形成脂质体混悬液 以

1 # 


以水飞蓟宾计 灌胃 给药后按

111和  取血 按 /血浆

样品处理 0后进样测定 代入标准曲线计算水飞蓟

宾的血药浓度 血药浓度 2时间数据经 药代动

力学计算程序处理 ∀

结果

1  标准曲线的制备

从图 可见 水飞蓟宾有两个同分异构体 分别

为 ≥和 ≥两峰保留时间分别在 和  左

右 ≥和 ≥两峰之间的分离度 Ρ  1∀

Φιγυρε 1  ≤

选用近似流动相配比甲醇 2水 体积比 1Β1

配制水飞蓟素原料样品 色谱图见图 由图可见原

料中水飞蓟宾的两个同分异构体与其他成分分离良

好 ∀

Φιγυρε 2  ≤

水飞蓟宾含量的线性回归方程为 Α 1Χ 

1 ρ 1 线性范围  ∗  Λ# 
 ∀

高 !中 !低 个浓度的平均回收率分别为 1 

1 和 1 日内精密度  ≥⁄ 分别为

1 1和 1 日间精密度  ≥⁄分别为

1 1和 1 均符合要求 最低检测限

为 1 # 
 ∀

2  不同载体和溶剂对前体脂质体制剂的影响
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分别用不同的载体和溶剂制备水飞蓟素前体脂

质体 并观察水飞蓟素前体脂质体的水合情况 结果

发现用四氢呋喃为溶剂时 水合效果很差 一直都有

不溶解的颗粒存在 用无水乙醇为溶剂时 因水飞蓟

素在无水乙醇中的溶解度很小 溶解水飞蓟素所需

的乙醇量很大使得制备时间很长以及成本较高 采

用氯化钠 !山梨醇为载体时 和甘露醇相比 在磷脂

用量一定的条件下相同量的载体制备得到的产品外

观很黏 不具备一定的流动性 ∀经大量预试验 最后

选用了甘露醇为载体 甲醇和乙醚的混合溶剂为制

备溶剂 ∀

3  水飞蓟素脂质体包封率的测定

经测定水飞蓟素脂质体包封率为 1 ?

1 ∀

4  水飞蓟素脂质体的质量评价

41  脂质体粒径测定和形态观察

马尔文激光粒度测定仪测定结果显示 水飞蓟

素前体脂质体水合后 1的脂质体粒径  1

脂质体的平均粒径为 1 多分散指数为

1∀

在透射电镜下可以观察到 水合后的脂质体基

本上是类椭圆状的单室脂质体 ∀

42  脂质体中药物渗漏性考察

由释放试验结果得到  水飞蓟素前体脂

质体的包封率为 1 而  时的包封率为

1 通过渗漏率公式结算  内水飞蓟素脂质

体中水飞蓟素的渗漏率为 1 ∀由此可以推测 

水飞蓟素脂质体在胃肠道中  内是稳定的 药物

渗漏量很少 具有良好的稳定性 ∀

5  水飞蓟素前体脂质体稳定性考察

批水飞蓟素前体脂质体进行恒温加速试验 

避光密闭放置 个月后 外观仍疏松 !均匀 !饱满 加

水重建后仍能得到均匀的脂质体混悬液 粒径和包

Φιγυρε 3  ×   

 

封率结果见表 ∀由表中结果可知  ε 放置 个

月脂质体的粒径 !包封率基本无变化 ∀

Ταβλε1  ≥  ∏

∏ ε ν   ξ ? σ

× √ ∞

 1 1 ? 1

 1 1 ? 1

 1 1 ? 1

 1 1 ? 1

6  大鼠体内生物利用度分析方法的建立

61  方法专属性考察

在设定液相条件下 血浆中杂质不干扰样品的

测定 水飞蓟宾双峰的保留时间分别为 1和

1 ∀由图 可见 水飞蓟宾双峰分离效果较

好且出峰时间适宜 ∀

62  标准曲线的制备

由试验可得 总药物浓度标准曲线为 Χ 

 Α   ρ 1 线性范围 1 ∗ 1

Φιγυρε 4  ×      

 ≤  πο   
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Λ# 
 ∀高 !中 !低 个浓度的平均回收率分别

为 1 1 和 1 日内精密度  ≥⁄

分别为 1 1和 1 日间精密度  ≥⁄

分别为 1 1和 1 游离药物标准曲

线为 Χ   Α   ρ  1 线性范围

1 ∗ 1 Λ# 
 ∀高 !中 !低 个浓度的平均回

收率分别为 1 1和 1 日内精密

度  ≥⁄分别为 1 1和 1 日间精密

度  ≥⁄分别为 1 1和 1 均符合要

求 最低检测限为  # 
 ∀

63  药代动力学结果分析

大鼠灌胃给予水飞蓟素脂质体混悬液血药浓度

经时过程见图 ∀

Φιγυρε 5     2 ∏√

2∏     πο

  ν  

631  房室模型的药代动力学参数

将大鼠灌胃给予水飞蓟素脂质体混悬液血浓数

据进行 °程序模拟 得出水飞蓟素前体脂质体的

体内过程呈一级吸收二室模型 药代动力学参数见

表 ∀

Ταβλε 2  ×  

  ν 

° 2∏ ×

Κ 


1 1

Κ 


1 1

ΑΛ#  1 1

Τ Α 1 1

Β Λ#  1 1

Τ Β 1 1

Κ 


1 1

Κ 


1 1

Τ¬   1

Χ¬ Λ# 
1 1

≤ Λ#  #  1 1

≤ ƒ #  # Λ #  1 1

ς/Φ # Λ #  1 1

632  非房室模型的药代动力学参数

非房室模型的药代动力学参数见表 ∀

Ταβλε 3  ×    

 2 ν  

°
2∏

Τ2  Τ2] 

×

Τ2  Τ2] 

≤  Λ#  #  1 1 1 1

 ≤ Λ#  #  1 1 1 1

  ×  1 1 1 1

讨论

前体脂质体 ≈
是指将脂质吸附于

极细的水溶性载体上 如粉末氯化钠 !山梨醇或其他

聚合糖类 以增加脂质分散的表面积 当这种 /前体

脂质体 0与水接触时 脂质溶涨而载体迅速溶解 在

水相中形成脂质体混悬液 ∀通过这种方式可以解决

普通脂质体的聚集 !沉降 !融合 !渗漏和高温灭菌等

稳定性问题 ∀前体脂质体的制备方法有多种 例如

薄膜载体沉积法 ≈ !喷雾干燥法 ≈ !冷冻干燥

法 ≈ !粉末床研磨法 ≈ !流化床法 ≈ !真空旋转

法 ≈等 本文选择采用薄膜载体沉积法制备水飞蓟

素前体脂质体 ∀

载体选择的依据是根据前体脂质体的定义 即

极细的水溶性载体 使用前过筛到一定的粒径 ∀载

体最后的选择还是看试验的结果 例如外观是否成

粉末状 还是很黏 是否容易水合等 ∀

在进行大鼠生物利用度试验时 作者同时考察

了水飞蓟素原料的药代动力学 ∀试验结果表明给予

水飞蓟素原药的混悬液时 水飞蓟宾总血浆浓度和

游离水飞蓟宾血浆浓度都在检测限以下 无法测定 

而给予水飞蓟素脂质体时 体内吸收很迅速  

血浆中总药物浓度就达峰值  时血浆中游离药

物也达峰值 且总药物浓度 Χ¬和游离药物 Χ¬分

别为 1和 1 Λ# 
 ∀由药代动力学数据

可知 将水飞蓟素制备成脂质体改善了水飞蓟素的

体内吸收情况 ∀

本文成功的制备了稳定的 !包封率较高的水飞

蓟素前体脂质体 且制备工艺简单 易于工业生产 ∀
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中国创新药物发展高峰论坛暨中国药学发展奖天士力创新药物奖颁奖会

第一轮通知

  主办单位 中国科学技术发展基金会药学发展基金委员会和中国新药杂志社

  承办单位 北京药励学舍管理咨询有限公司

  论坛时间  年 月上旬     论坛地点 北京

  为帮助医药企业和研发机构提高自主药物的研发水平与创新能力 加强学术交流与合作 中国科学技术发展基金会药学

发展基金委员会与中国新药杂志社决定于 月上旬在北京人民大会堂颁发中国药学发展奖天士力创新药物奖的同时 联合

主办 年中国创新药物发展高峰论坛 ∀大会将邀请国家科技部 !国家食品药品监督管理局等政府主管部门领导及国内著

名专家学者就国家医药发展的 /十一五 0规划 !创新药物的研究与开发以及相关政策法规做专题报告 届时还将有获奖学者和

企业展示其创新药物的最新成果 ∀

  大会内容 

一  中国药学发展奖天士力创新药物奖颁奖典礼

二  大会特邀报告  1  新药研发的政策与发展规划  ≠ 创新药的研发监督管理与政策法规  国家 /十五 0医药科技规划完

成情况及 /十一五 0科技规划 ≈ 国家自然科学基金资助创新药物研究项目及评审要求 …从技术审评角度看中国药品创新

所面临的挑战 报告人 曲凤宏处长 武志昂副主任等  2  药物研究的新技术与新趋势  ≠ 国际生物医药新动向和我国创

新药物发展战略  新药研发技术新进展 ≈ 方剂关键科学问题的研究与创新途经 …肿瘤药物的筛选与新药研究  °⁄∞

的研究与创新药的开发 创新药物制剂的研究开发  创新药物的开发与途径探索 报告人 桑国卫院士 陈凯先院士 张

伯礼 丁健所长 王鹏研究员 张强教授等  3  创新药物成功研发的案例解析  ≠ 磨剑十年  创新虎骨  /今又生 0 重组

人腺病毒 °的研发历程与启示 ≈ 丁苯肽研发的实践体验 …合成新药研发的新思路与应对策略 报告人 徐康森主任 

彭朝辉教授 冯亦璞研究员 廖清江教授等  4  新药的市场开发 !投资与管理  ≠ 创新药物的开发 !投资与企业可持续成长 

 创新药物研究及产业化途径浅析 ≈ 新药上市的成功策划与营销体系的建立 报告人 闫希军总裁 程景才博士 汪涛副总

经理等 ∀

  会议收费标准 报到时收费 ∀ 月 日之前报名收注册费 会务费 !会议资料等  元 月 日之后收 元 ∀食宿

由会议统一安排 费用自理 ∀

  报名及联系方式 

地址 北京市海淀区复兴路 号正豪兴兴写字楼 层 室    ∞2     

×       ƒ¬       值班电话    联系人 康震 吴瑞芳

中国科学技术发展基金会药学发展基金委员会

中国新药杂志社

##肖衍宇等 水飞蓟素前体脂质体的制备和大鼠药代动力学的研究




