
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月第
&'

卷第
%

期
!

!""

#

!""

$$$%&

'

())*%+,

()*+,-.)/0123*4056,)03+7.4.8*2

9

7,+.)*4:3.;,2<.8

9

#

7*

9

!"#$

#

=04>&'

#

?0>%

@AB

!

#">#$'C#

"

D

>"!%CEC'FG>!"#$>"%>"$%"

!短篇论著!

!收稿日期"

!

!"#%E"CE"%

!!!!

!接受日期"

!

!"#$E"&E#F

!作者简介"

!

袁誉铭#硕士生
>ME-*.4

!

#C$!&&%$'$!

!

#$&>)0-

"通信作者 $

K022,<

H

03+.3

N

*18L02

%

>O,4

!

"!&E$CPC%#$#

#

ME-*.4

!

_

D]

2*,"#

!

#$&>)0-

溴吡斯的明磷脂复合物纳米乳体外溶出度与体内吸收的相关性

袁誉铭#

!孙
!

全!

!陈学梁#

!张永红#

!张景?#

"

#>

重庆医科大学重庆高校药物工程研究中心#重庆
P"""#$

!>

重庆市中医院药剂科#重庆
P"""!#

!!

!摘要"
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目的
!

采用
R00ET.,

N

,4-*3

法评价溴吡斯的明磷脂复合物纳米乳$

SS?M

%体内外的相关性&

方法
!

制备

SS?M

后#采用动态膜透析法研究
SS?M

体外释放行为#高效液相色谱法$

QSRK

%测定大鼠口服制剂后的血药浓度#以
R00E

T.,

N

,4-*3

法计算体内吸收百分数$

J*

%#并与体外累积释放率作线性回归&

结果
!

SS?M

的体外累积释放率$

N

%与体内
J*

$

J

%建立的线性方程为
JV#>&'$FNfP'>%P&!

#

2V">FP##

#

2

大于相关系数临界值
2

$

$
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结论
!

SS?M

体外

释放与体内吸收之间具有良好的相关性&
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溴吡斯的明$

H9

2.+0<8.

N

-.3,I20-.+,

#

SX

%是一

种可逆性的抗胆碱酯酶抑制剂#作用于胆碱能受体

结合位点#可抑制乙酰胆碱酶的分解#从而引起副交

感神经递质增加)

#

*

&临床上#

SX

在重症肌无力的治

疗中使用频率较高#可用于术后腹气胀和尿潴留治

疗)

!EP

*

#也与其他药物联合应用治疗长春新碱引起的

小儿神经病和血小板聚集)

%E$

*

&目前
SX

片成人每次

需服用
#

$

!

片$每片
$"-

N

%#每
&

$

PL

口服
#

次#

半衰期短#需要频繁给药#增大了药物发生不良反应

的风险&因此#我们先将
SX

制备成磷脂复合物#再

进一步制备成油包水型
SX

磷脂复合物纳米乳

$

H9

2.+0<8.

N

-.3, I20-.+,

H

L0<

H

L0.

H

.+ )0-

H

4,G

3*30,-14<.03

#

SS?M

%#以提高其生物利用度#延长

SX

在体内有效血药浓度的作用时间#降低毒副作用(

并根据
SS?M

在大鼠体内的吸收特征及变化规律#分

析其体外释放与体内吸收的相关性&

!

!

材
!

料

#>#

!

仪器
!

([#&%

型电子分析天平$瑞士
7,884,2

O04,+0

仪器公司%(

(

N

.4,38##""

型液相色谱仪$美

+

"%$

+
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国
(

N

.4,38

公司%(

Y,8*<._,2?*30_<F"

型激光粒度

电位仪$英国马尔文公司%(

@@XE&"&(

型电导率仪

$上海雷磁仪器厂%(

O[RE#$X

型台式高速离心机

$上海安亭科学仪器厂%(

\REF"#

型旋涡混合器$海

门市其林贝尔仪器制造有限公司%(

6QYEC!(

型台

式水浴恒温振荡器$江苏太仓市实验设备厂%&

#>!

!

药品与试剂
!

SX

$武汉远城科技发展有限公

司#批号!

!"#!"&"!

%(油酸乙酯$南京都莱生物技术

有限公司%(吐温
C"

$成都市科龙化工试剂厂%(司盘

C"

$成都市科龙化工试剂厂%(甲醇$美国
OM@B(

天

地试剂公司%(聚乙二醇
P""

$

SM[P""

#天津精细化

工有限公司%(

7.44.E\

超纯水系统$美国
7.44.

H

02,

公司%(实验用水为超纯水#其他试剂为分析纯&

A

!

方法和结果

!>#

!

SS?M

的制备
!

取
SX

与磷脂适量#加入
%"

-R

无水乙醇使其溶解#在
P"c

水浴中以
$""2

"

-.3

转速磁力搅拌
!L

#转入
!%"-R

圆底烧瓶中#中速

P"c

旋转蒸发$真空度为
f'" S̀*

%挥干乙醇#即得

到
SX

磷脂复合物&油酸乙酯为油相#将助乳化剂

SM[P""

用超纯水配制成
!"b SM[P""

溶液#作为

水相&按照油酸乙酯
k

混合乳化剂$司盘
C"k

吐温

C"V!k#

%

k!"b SM[P""

溶 液 质 量 比
V

P'>"kP&>'kF>&

#精密称取除水相以外的辅料#与

干燥至恒质量的
SX

磷脂复合物混合均匀#再将水

相用微量进样器逐滴滴入油相与乳化剂混合物中#

搅拌均匀即得黄色透明的
SS?M

&

!>!

!

SS?M

的
_,8*

电位&粒径分布以及电导率的测

定
!

取适量
SS?M

加入油酸乙酯稀释
%

倍#混匀#用

激光粒度电位仪测定
SS?M

的
_,8*

电位和粒径分

布#用电导率仪测定其电导率&测得
SS?M

的平均

粒径为
&$#>"3-

#

_,8*

电位为
&!>!-=

#表明制剂

的粒径较小&制备
&

批
SS?M

制剂#测得的平均电

导率为$

">'!g">"P

%

#

<

"

)-

&

!>&

!

体外分析方法的建立

!>&>#

!

色谱条件
!

色谱柱采用大连伊利特

R.)L20<

H

L,2K

#C

柱$

!%"--dP>$--

#

%

#

-

%#检测

波长!

!$F3-

#流动相为乙腈
k

水相$

">"#-04

"

R

庚

烷磺酸钠#

">"#-04

"

R

磷酸二氢钠#

">%b

三乙胺#

用磷酸调
H

Q

值至
&>"

%

V!#k'F

#流速
#-R

"

-.3

#

柱温
&"c

&

!>&>!

!

标准曲线的绘制
!

精密称取
SX%"-

N

#以

适量甲醇溶解并定容至
%"-R

作为标准品储备液&

将储备液稀释得到浓度分别为
%

'

!%

'

P%

'

$%

'

C%

'

#"%

'

#!%

#

N

"

-R

的系列
SX

甲醇溶液#各取
#""

#

R

进样#记录峰面积#以峰面积为纵坐标$

J

%'

SX

的浓

度为横坐标$

N

%绘制标准曲线&线性方程为!

JV

$C>'%#&Nf">%#P$

#

2V">FFF#

#表明
SX

在
%

$

#!%

#

N

"

-R

浓度范围内线性关系良好&

!>&>&

!

回收率与精密度考察
!

取等量的
F

份

SS?M

#分别加入适量标准品#用甲醇溶解并定容#测

定时取一定体积的样品#

F%$!d

4

离心
#"-.3

#取

上清液进样#低'中'高
&

种浓度$

SX

质量浓度分别

为
&$

'

P%

'

%P

#

N

"

-R

%样品的平均加样回收率分别为

#"">"!b

'

FF>"'b

'

FF>'#b

#

T6@

分别为
">C'b

'

">&$b

'

">%"b

&分别精密移取
SS?M

适量#配制成

低'中'高
&

种浓度$

SX

质量浓度分别为
P!>FP

'

%'>!%

'

'#>%$

#

N

"

-R

%的供试样品#每种浓度平行制

备
#"

份#测定日内精密度和日间精密度&日内精密

度
T6@

分别为
#>"'b

'

">C&b

'

">%Fb

$

,V%

%(日间

精密度
T6@

分别为
">&Fb

'

#>"&b

'

">$#b

$

,V%

%#

精密度结果符合测定要求&

!>&>P

!

体外释放度的测定
!

采用动态膜透析法)

'EC

*

分析
SX

与
SS?M

在释放介质$

H

Q$>C

的磷酸缓冲溶

液%中的释放行为#将
SX

制备成与
SS?M

等浓度$

#>C

-

N

"

-R

%的溶液#分别取
#-R

的
SX

溶液和
SS?M

置

于处理过的透析袋中#将透析袋分别投入
!"-R

的释

放介质中#平行操作
&

份#释放温度为
&'c

#转速
#""

2

"

-.3

#分别于
">"C&

'

">#$'

'

">!%

'

">%

'

#

'

!

'

P

'

$

'

C

'

#!

'

!PL

取样
#-R

#同时补加同温'等量释放介质#按照

!>&>#

项下的方法进行测定#计算累积释放百分率并

绘制释药曲线&

SX

在
H

Q$>C

的磷酸缓冲溶液中释

放迅速#而
SS?M

具有明显的缓释效果#见图
#

&

图
!

!

PP$Q

与
PU

的体外释放曲线

SS?M

!溴吡斯的明磷脂复合物纳米乳(

SX

!溴吡斯的明
>,V&

#

%

8g(

+

#%$

+
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!

体内分析方法的建立

!>P>#

!

色谱条件
!

流动相为乙腈
k

水相
VP%k%%

$

#"""-R

流动相中含有十二烷基磺酸钠
%

N

'三乙

胺
#>&'%-R

'醋酸
#>$%-R

%#流速
#-R

"

-.3

#检测

波长
!$F3-

#色谱柱为大连伊利特
R.)L20<

H

L,2K

#C

柱$

!%"--dP>$--

#

%

#

-

%#柱温
P"c

&

!>P>!

!

血浆样品的处理方法
!

精密量取血浆样品

#""

#

R

#加入
!"

#

N

"

-R

新斯的明$

?MA

%甲醇溶液

#""

#

R

作为内标#加
">#-04

"

R

苦味酸
E

氢氧化钠溶

液$

H

Q

调至
'>"

%

!""

#

R

#涡旋混匀&加水饱和二氯

甲烷
#-R

#涡旋#

F%$!d

4

离心#取下层有机相#加

入
#--04

"

R

的四丁基溴化铵溶液
!""

#

R

#涡旋#

F%$!d

4

离心#取上层水相
#""

#

R

作为供试品溶液

进样测定&

!>P>&

!

标准曲线的绘制
!

精密称取
SX%"-

N

#以

适量甲醇溶解并定容至
%"-R

作为标准品储备液#

将储备液稀释得到浓度分别为
">!

'

">%

'

!>"

'

&>%

'

%>"

#

N

"

-R

的系列甲醇溶液#分别移取
%

种浓度溶

液
#""

#

R

于
!-RMS

管中#减压干燥后加入
#""

#

R

空白血浆#再按照
!>P>!

项下方法处理后进样#

以
SX

浓度
N

$

#

N

"

-R

%为横坐标'待测物与内标物

的峰面积比值
J

$

/(

"

/0

%为纵坐标进行线性回归#线

性方程为!

JV">FF&N h">"!#'

#

2V">FFFP

#

SX

在
">!

$

%>"

#

N

"

-R

浓度范围内呈良好的线性关系#

定量限为
">#

#

N

"

-R

&

!>P>P

!

方法回收率和精密度考察
!

分别配制低'

中'高
&

种浓度$

SX

质量浓度分别为
">%"

'

#>%"

'

P>%"

#

N

"

-R

%的
SX

血浆样品溶液#每个浓度平行制

备
%

份#然后按
!>P>!

项下方法处理&进样
#""

#

R

#

测定
SX

和
?MA

的峰面积#将二者峰面积比代入线

性方程计算样品中
SX

浓度#进而得出方法回收率#

低'中'高
&

种浓度$

">%"

'

#>%"

'

P>%"

#

N

"

-R

%样品

溶液的方法回收率分别为
F'>$%b

'

FC>"&b

'

F'>&$b

#

T6@

分别为
&>C$b

'

!>'&b

'

!>%#b

&取

低'中'高$

SX

质量浓度分别为
">%"

'

#>%"

'

P>%"

#

N

"

-R

%

&

种浓度的
SX

血浆样品溶液#按
!>P>!

项

下方法进行处理后#

#+

内连续测定
%

次考察日内精

密度#连续测定
%+

考察日间精密度&低'中'高浓

度的样品溶液的日内和日间精密度
T6@

分别为

&>!Pb

'

#>CFb

'

!>"&b

和
P>$'b

'

P>"Fb

'

&>'#b

#

表明精密度良好#符合测定要求&

!>P>%

!

大鼠体内药代动力学考察
!

取
#!

只体质量

为$

!%"g!"

%

N

的健康
6@

大鼠#雌雄各半#随机分

成
!

组#禁食
#!L

#不禁水&一组给予
SX

$

.

N

%#另一

组给予
SS?M

$

.

N

%#分别于给药后
">%

'

#

'

!

'

P

'

$

'

C

'

#!

'

!P

'

PC

'

'!L

进行眼底采血至肝素浸润过的离心

管中#

!&F"d

4

离心
#"-.3

#取上层血浆按
!>P>!

项下方法处理后进样
#""

#

R

检测#所得结果代入线

性方程计算血药浓度#血药浓度
E

时间曲线见图
!

&

从图
!

可以看出
SS?M

在大鼠体内
$L

达最大血药

浓度#为$

">'&g">#%

%

#

N

"

-R

&

SX

在
!L

达到最大

血药浓度#为$

#>PFg">#"

%

#

N

"

-R

#表明
SS?M

有

明显的缓释特征&

SS?M

的
"

#

"

!

为$

%>PCg#>$#

%

L

#

是
SX

)$

!>&%g">FF

%

L

*的
!>&&

倍#克服了
SX

半衰

期短的缺点(

SS?M

的
O

-*G

为$

$>""g">""

%

L

#约为

SX

的
&

倍&

图
A

!

大鼠口服
PU

与
PP$Q

后的血药浓度
'

时间曲线

SS?M

!溴吡斯的明磷脂复合物纳米乳(

SX

!溴吡斯的明
>,V$

#

%

8g(

!>%

!

体内外相关性研究
!

采用室模型依赖法)

FE##

*

进行体内外相关性的研究&将
SS?M

在大鼠体内血

药浓度
E

时间数据用
@(6!>#

软件进行拟合并以

.

!

'

(BK

为判断依据#结果表明
SS?M

在大鼠体内

药动学符合二室模型&以
SS?M">%

$

!PL

的体外

累积释放率$

N

%为自变量#体内吸收百分数$

J

%为因

变量 作 线 性 回 归#得 到 线 性 回 归 方 程
J V

#>&'$FNfP'>%P&!

#

2V">FP##

#根据相关系数临

界表
2

$

$

#

">""#

%

V">F!PF

#

2

大于相关系数临界值#表

明
SS?M

体外累积释放率与体内吸收百分数具有良

好的相关性&

E

!

讨
!

论

SX

是一种溶解性极强的生物药剂学分类系统

第三类药物#即高溶解性'低渗透性药物#其口服吸

收差'生物利用度低&本实验先将
SX

制备成磷脂

复合物#增大
SX

的脂溶性)

#!

*

&在此基础上再制成

+

!%$

+



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
%

期
>

袁誉铭#等
>

溴吡斯的明磷脂复合物纳米乳体外溶出度与体内吸收的相关性

a

"

A

型纳米乳#可进一步增加渗透性#促进口服吸

收&由药代动力学参数可知#

SS?M

的半衰期
"

#

"

!

是

SX

的
!>&&

倍#延长了药物在体内的作用时间&根

据体外释放曲线可知#

#L

内
SX

在
H

Q$>C

的磷酸

缓冲液中的累积释放率超过
F"b

&本研究通过将

SX

制备成纳米乳#明显延缓了药物在释放介质中的

释放#达到了药物缓释的目的&可能是由于
SX

磷

脂复合物分布在
SS?M

的油水界面上#

SX

处于

SS?M

的内水相#

SX

的释放需要先穿过
SS?M

的油

脂性基质#再进入到释放介质中#并且制剂的黏度要

大于水溶液的黏度#进一步减缓了药物的释放&

!"#%

版2中国药典3将对体内外相关水平分为
&

个层次!第一层次是指整个体外释放曲线与整个体

内吸收曲线的相互关系&当体外释放曲线与体内吸

收曲线上相应的各个时间点分别相关时为点对点相

关#这是最高水平的相关(第二层次是体内外统计矩

参数之间的相互关系#这种相关水平低于第一层次

的相关性(第三层次是指在某一时间下体外药物特

定的释放量或释放水平与体内某些动力学参数之间

的关系)

#&

*

&这种相关仅代表部分相关#程度是最低

的&本实验属于第一层次的相关性评价#可以根据

体外溶出的质量控制和药物释放试验预测药物在体

内的过程&

室模型依赖法和逆卷积分法均为点对点的相关

性考察方法&本实验选用的室模型依赖分析方法是

相关性评价水平较高的方法#该方法全面反映了制

剂中药物的体外释放和体内吸收的相关性)

#P

*

&

!"#%

版2中国药典3规定#对于在体内吸收呈一室模

型的药物#可以按照
a*

N

3,2E?,4<03

方程计算体内

吸收百分率#二室模型药物则采用
R00ET.,

N

,4-*3

法计算)

#&

*

&将血药浓度数据通过
@(6!>#

软件分

析#并以
.

!

'

(BK

为判断依据#得出
SS?M

在大鼠体

内的血药浓度经时规律符合二室模型#所以本研究

采用
R00ET.,

N

,4-*3

法对
SS?M

的体内外相关性进

行分析#并且根据相关系数
2

大于临界值$

-

#

">""#

%#可以确定
SS?M

的体外累积释放率与体内

吸收百分数有良好的相关性&
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