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[摘要 ] 目的 制备银杏叶鼻用原位凝胶剂, 并考察促渗剂对银杏叶透黏膜吸收作用。方法 以卡波姆 934、HPMC为

凝胶基质制备 pH 敏感型鼻用原位凝胶剂, 对粘度、粘附性及药物离体透黏膜吸收进行研究。结果 0. 8% 卡波姆 934和

1 5% HPMC可制备原位凝胶。 3种促渗剂黏膜渗透速率为: 1%氮酮 > 1%吐温 > 0. 5%冰片。随氮酮浓度的增大,药物黏膜

吸收逐渐增加, 吸收过程符合W eibull动力学方程。结论 本银杏叶鼻用原位凝胶剂制备工艺可行, 氮酮能有效地促进银杏

叶的鼻腔吸收。
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Studies of preparation and in vitro absorption of ginkgo biloba leaf in situ nasal

gel
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[ Abstract] Objec tive To prepa ra tion o f g inkgo b iloba lea f in situ nasa l g el and exp lo ra tion o f the e ffect o f so rbefac ients on

nasa l mucosa abso rption. M ethods Ca rbopo l 934 and HPMC w ere used as ge lm atrix to prepare pH sensitive in situ g inkgo b iloba

leaf nasa l ge,l w hose v iscosity, adhes ion, and in v itro nasa lmucosa abso rption w ere studied. R esu lts The in situ g inkgo biloba leaf

g el can be best prepared w ith 0. 8% o f Ca rbopo l 934 and 1. 5% o fH PMC as gel m atrix. Th ree sorbefac ients w ere stud ied. The se

quence of the ir perm ea tion ra tew ere 1% o fA zone > 1% o fTw a in 80 > 0. 5% of Bo rneo.l The drug abso rption rate increases as the

A zone concentration increase s, the its' absorp tion pro ce ss fits W e ibull equation. Conclusion The preparation techno logy o f in situ

g inkgo biloba lea f na sa l ge l is v iab le. And Azone is the m ost e ffective so rbefac ient for nasa lm ucosa abso rption.

[ Key words] g inkgo b iloba lea f ex tract; in situ nasa l ge ;l so rbefac ients

银杏叶提取 物 ( g inkgo b iloba lea f ex trac,t

GBE ) , 是从银杏科植物银杏叶中提取的有效成

分, 主要含有 24% 黄酮苷类和 6% 萜内酯类
[ 1]
。

其药理作用主要有抗氧化、抗自由基、改善心脑血

管系统及外周循环、拮抗血小板活化因子和神经

保护作用。目前临床上主要用于治疗心、脑血管

疾病、增加动脉血流量及对老年痴呆预防性治疗。

但由于血 脑屏障的存在, 常规给药途径脑内药物

浓度普遍较低, 限制了脑部疾病的治疗。而鼻腔

给药后药物分子可滞留于嗅部黏膜而吸收进入脑

部, 因而绕过血 脑屏障, 起到治疗作用
[ 2]
。因此,

根据鼻腔的生理特点, 以卡波姆 934、HPMC为凝

胶基质,制备 pH敏感型原位凝胶剂, 并考察促进

剂对银杏叶透黏膜吸收的影响。

1 仪器与试药

1. 1 仪器 LC 10AVT高效液相色谱仪 (日本岛津

公司 ) ; SPD 10AV紫外检测器 (日本岛津公司 );

N2000双道色谱工作站 (浙江大学智能信息工程研

究所 ) ;电磁搅拌器 (江苏省金坛市荣华仪器制造有

限公司 ); NDJ 1型旋转式粘度计 (上海精密科学仪

器有限公司 )。

1. 2 试药 槲皮素 (批号: 100081 200406)、山柰素

(批号: 110861 200808 )、异鼠李素 (批号: 110860

200608)均由中国药品生物制品检定所提供; 银杏

叶提取物 ( GBE, 西安瑞芬生物工程有限公司 ) ; 卡

波姆 934 ( BF Goodrich ); HPMC (上海化学试剂公

司, 型号: RT50); 羟丙基 环糊精 ( HP CD, 西安

徳立生物化工有限公司 ) ;甲醇 (色谱纯 ); 其他试剂

均为分析纯。

2 方法与结果

2. 1 银杏叶黄酮的 HPLC法测定

2. 1. 1 色谱条件 色谱柱: Ag ilent C18柱 ( 250 mm
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4. 6 mm, 5 m ); 流动相:甲醇 0. 4%磷酸溶液 ( 50

 50, v /v); 流速: 0. 8 m l/m in; 检测波长: 360 nm;柱

温: 30  ; 进样量: 20 l。

2. 1. 2 对照品溶液的制备 分别精密称取经 P2O5

干燥过的夜的槲皮素、山柰素、异鼠李素对照品适

量,加甲醇制成每 1 m l分别含 0. 03、0. 03、0. 02 mg

的溶液,作为黄酮对照品贮备液。

2. 1. 3 供试品溶液的制备 精密称取银杏提取

物 50 mg,置于 250 m l圆底烧瓶中, 加入甲醇 25%

盐酸 ( 4 1)混合溶液 35 m ,l摇匀溶解,放入 90 
恒温水浴槽内回流提取, l h后取下放至室温,转移

至 50 m l容量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 超声摇匀。

提取液用 0. 45 m 的微孔滤膜过滤, 所得滤液供

HPLC分析。

2. 1. 4 总黄酮计算公式
[ 3]

总黄酮含量 = (槲皮

素含量 +山柰素含量 +异鼠李素含量 ) 2. 51。

2. 1. 5 标准曲线制备 分别精密吸取黄酮贮备液

2、4、6、8、10m l稀释至 10 m l。按 ! 2. 1. 1∀项下色谱

条件进样 20 l测定。以槲皮素、山柰素、异鼠李素

对照品浓度为横坐标 (X ),峰面积为纵坐标 ( Y ) ,进

行线性回归,得回归方程。结果表明: 槲皮素、山柰

素和异鼠李素线性范围分别为 9 6 ~ 32、9 6 ~ 32、

6 3~ 21 g /m ,l回归方程分别为 Y = 52 472 1X -

41 473 4( r= 0 999 9)、Y = 56 955 8X - 106 838

( r= 0 999 4 )、Y = 57 985 9X - 47 768 9 ( r =

0 999 8)。

2. 2 银杏叶鼻用原位凝胶的制备

2. 2. 1 基质优选

2. 2. 1. 1 人工鼻液的配制 精密称取磷酸二氢钾

13. 6 g, 加去离子水 1 L溶解, 用 0. 1 mo l/L氢氧化

钠溶液调至 pH 6. 8
[ 4]
。

2. 2. 1. 2 原位凝胶基质的选择方法 配制浓度为

0. 5%、0. 8%、1%的卡波姆溶液,分别加入不同浓度

( 1. 5%、2%、3% )的 HPMC调节凝胶强度, 此混合

液再按 1 1( v /v)与人工鼻液反应, 用数字旋转粘

度计分别测定 pH 4. 3和 pH 5. 3时的粘度 ( 2005版

#中国药典∃二部附录 V IG第二法 )。

2. 2. 1. 3 粘附性试验 取洁净的 20 cm 5 cm玻

璃板, 将凝胶基质 ( 2. 2. 1. 2所得 ) 1滴滴于玻璃板

一端 (距边缘 2 cm ) , 将玻璃板与水平面成 45%角放

置, 2 m in后测量高分子材料流动的距离, 以此作为

评价材料粘附性的指标。评判标准为: 大于 0. 2

cm,差; 0. 1~ 0. 2 cm, 较差; 低于 0. 1 cm, 好。粘度

和粘附性见表 1。

表 1结果,当粘度 < 500 mpa& s( pH 4. 3)时,易

成滴滴下;粘度 > 3 000mpa& s( pH 5. 3)时,粘度增

大, 可滞留于鼻腔。因此, 我们选择处方 2, 流动性

和粘度均能满足滴鼻剂的要求。

表 1 凝胶基质 (卡波姆 934+ H PMC )不同含量配方的

粘度和粘附性试验结果比较

处方号
含量

(% )

pH 4. 3

( mp a& s)

pH 5. 3

(m pa& s)
粘附力

1 0. 5 1. 5 317. 0 ∋ 3. 6 732. 5 差

2 0. 8 1. 5 305. 3 ∋ 4. 0 3 160. 0 ∋ 20. 0 较差

3 1. 0 1. 5 1 211. 0 ∋ 10. 1 3 746. 7 ∋ 2. 9 较差

4 0. 5 2. 0 524. 3 ∋ 1. 1 1 523. 3 ∋ 2. 9 差

5 0. 8 2. 0 629. 3 ∋ 3. 9 2 520. 0 较差

6 1. 0 2. 0 2 380. 0 5 300. 0 好

7 0. 5 3. 0 809. 7 ∋ 2. 5 1 683. 3 ∋ 10. 4 差

8 0. 8 3. 0 1 168. 0 3 620. 0 ∋ 20. 0 较差

9 1. 0 3. 0 3 836. 7 ∋ 5. 8 6 250. 0 好

2. 2. 2 HP CD对银杏叶提取物增溶试验 由于

GBE的主要活性成分在水中溶解度小, 不利于吸

收, 故需要加入增溶剂。

2. 2. 2. 1 相溶解度试验 配制 0%、5%、10%、

20%、30%、40%的 HP CD溶液。分别取上述溶

液 10 m ,l置具塞试管中, 加入 GBE使其达到过饱

和, 于 ( 25 ∋ 1)  恒温水浴中振荡 48 h, 至建立溶解

平衡。所得混悬液静置, 上清液按 ! 2. 1. 1∀项下处
理, HPLC进样分析, 计算总黄酮浓度。

以 HP CD浓度为横坐标, 总黄酮浓度 ( mg /

m l)为纵坐标,绘制平衡相溶解度图,结果见图 1。对

增溶曲线部分回归,得到溶解度曲线, Y= 0. 587 5X +

1. 755 0( r= 0. 962 8)。根据公式: K c=斜率 /截距 ( 1

-斜率 ), 计算包合物的表观稳定常数 Kc= 0. 138 1

mg /m l。

图 1 银杏叶总黄酮在 HP CD中的相溶解度图

2. 2. 2. 2 HP CD的增溶效应 运用相溶解度法测

定 HP CD对 GBE增溶效应, 结果见表 2。随着

HP CD的比例增大, 对银杏叶的增容作用增大,

但比例为 30% ~ 40%时,增容作用趋于恒定。考虑

HP CD对鼻黏膜的毒性, 因此选择 30% HP

CD。
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表 2 H P CD的增溶效应

HP CD(% ) 0 5 10 20 30 40

s 1. 49 26. 12 36. 72 43. 56 46. 64 48. 64

s / s
0 1 17. 48 24. 58 29. 16 31. 22 32. 56

注: s为银杏叶提取物在 HP CD中的浓度; s0 为银杏叶提取物在水

中的饱和溶解度; s / s0为增溶倍数

2. 2. 3 制备工艺 室温下取银杏叶提取物 4. 5 g,

加入已用蒸馏水溶解的 HP CD溶液,不断搅拌溶

解,加入处方剂量的防腐剂 (苯甲醇 ) ,抗氧剂 (维生

素 C ),促进剂,搅拌使溶解,加入 1. 5 gHPMC, 使之

水化溶胀,再将 0. 8 g卡波姆 934溶解其中搅拌约

24 h, 使之充分溶胀。用 1 mol /L的 NaOH 调节 pH

至 4. 3。

2. 3 银杏叶原位凝胶对离体透膜吸收试验 将宰

杀 2 h内的绵羊鼻部取下,切开鼻腔, 暴露出鼻中隔

及两侧鼻甲骨,用一圆头细玻璃棒及镊子将覆盖其

上的鼻腔黏膜小心剥离, 用生理盐水洗净黏膜上残

留的血迹,再将其平铺在铝箔上冷冻储藏备用。

渗透实验采用 Franz扩散池, 温度 ( 32 ∋
0 2)  , 搅拌速度 200 r /m in。供给室与接收池容积

均为 7m ,l扩散面积 0. 97 cm
2
。供给室中加入人工

鼻液 50 ,l银杏叶原位凝胶 200 l(相当于银杏叶

提取物 9 mg), 使其均匀覆盖于黏膜表面,接收池中

加入生理盐水, 分别于 15、30、45、60、90、120、180、

240、300、360m in从接收池中取样 1 m ,l立即补加等

量新鲜生理盐水。样品用微孔滤膜过滤, 续滤液于

4 冰箱贮存,备用。以 HPLC法测定接收池中总黄

酮浓度,计算累积吸收百分率。本试验考察不加促

进剂、加 1%氮酮、1%吐温 80、0. 5%冰片 ( 3个常用

浓度 )的累积吸收率; 分别加不同浓度氮酮的累积

吸收率。结果见图 2及图 3。

结果表明: GBE可以通过鼻腔黏膜吸收, 但总

体吸收速度较慢。因此,为了提高 GBE吸收速度和

吸收量,有必要加入吸收促进剂。从图 2及图 3可

看出, 不同吸收促进剂对透过羊鼻黏膜吸收促进作

用为: 1%氮酮 > 1%吐温 > 0. 5%冰片。因此, 氮酮

促进吸收作用最大。而后我们分别选择 0 1%、

0 5%、1%、1. 5%、2%氮酮考察吸收促进作用, 随氮

酮浓度的增大,促吸收作用增大。

2. 4 释药机制研究 对数据分别按零级释放、单指

数模型、对数正态分布及 H iguch i分布模型拟合, 按

r值最大原则来判断各模型的拟合优劣, 结果见表

3。结果显示, 对银杏叶鼻用原位凝胶剂中药物吸收

数据进行方程拟合后,比较各方程拟合的优度,药物

的吸收动力学特性与Weibull分布模型拟合最佳。

表 3 银杏叶原位凝胶体外吸收拟合

拟合方式 方程式 r A IC

Zero order Q= 0. 129 955+ 0. 000 994 t 0. 952 2 36. 912 1

First order lg(Q ( - Q ) = 0. 056 33-

0. 000 61 t

0. 970 9 40. 415 8

W eibu ll ln ln[ 1 / ( 1 - Q ) ] = 0. 584 584 ln t
- 3. 916 68

0. 993 8 54. 559 7

R itger Pappas lgQ = 0. 510 413 lgt- 1. 622 93 0. 990 9 48. 807 5

H igu ch i Q= 0. 012 115+ 0. 023 808t1 /2 0. 990 6 51. 422 9

3 讨论

3. 1 银杏叶提取物水溶性小,不利于吸收, 故应提

高其溶解度。由相溶解度试验可知, 随着 HP CD

的浓度增大银杏叶提取物溶解度增大, 当 HP CD

浓度为 21. 74 10
- 2

mo l/L时, 银杏叶提取物的溶

解度为固有溶解度的 31. 22倍,说明银杏叶提取物

与 HP CD形成包合物后, 有效地提高了其在水中

的溶解度。

3. 2 pH敏感型原位凝胶是根据体液具有一定的缓

冲作用,能够通过改变聚合物周围环境的 pH值而诱

发胶凝变态。即原位凝胶制剂制备时控制 pH 4 3,为

液态,当滴入鼻腔后, 由于 pH升高 (药物在鼻腔中

pH上升到 5. 3以上 ),呈半固体状态, 而滞留于给药

部位 (鼻腔内 )。本研究选用卡波姆 934制备 pH敏

感型原位凝胶,当单独使用卡波姆时不易被调节,因

此加入 HPMC作为增粘剂调节凝胶强度。

3. 3 本研究采用离体羊鼻黏膜吸收实验的方法考

察银杏叶原位凝胶的吸收,发现吸收很少,但吸收促

进剂可改善药物吸收,结果显示氮酮是一种良好的

吸收促进剂, 随着用量的增加, 药物的吸收速率增

加。促进剂增加膜渗透性机制是能影响脂质的排列

顺序,引起斜方晶系向液相系转换,促使极相分离导
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致暂时打开细胞间的紧密结合
[ 5 ]
。
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离得到了 5个原小檗碱型生物碱 (化合物 1~ 5) ,并

对这 5个化合物进行细胞毒活性研究, 结果显示这

5个生物碱均具有一定的细胞毒活性。这个结果也

证实了民间应用小叶锦鸡儿进行抗癌治疗的这一传

统功效。

总生物碱以及这 5种生物碱单体,在较低浓度

下即可抑制肿瘤细胞的生长,提示其细胞毒活性可

能较强。其中化合物 5(刻叶紫堇明碱 )对 Saos 2和

A375细胞株表现出很强的细胞毒活性, 总生物碱对

He la细胞株的细胞毒作用最强。5个生物碱单体细

胞毒活性的差异与它们的分子结构直接相关。其母

环结构上的 7位 (见表 1)的 N
+
是细胞毒作用的关

键结构。另外, A, B, C, D环上的取代基的不同对其

细胞毒活性有一定的影响
[ 11]
。其中 A, D环氧化程

度越高,可能其细胞毒活性越强。另外 C 13位上的

取代基不同对于化合物的活性也有不同的影响
[ 12 ]
。

化合物 5(刻叶紫堇明碱 )与化合物 2(黄连碱 )的氧

化程度相同,但其在 B环上有一个甲基, 因此它对

Saos 2和 A375抑制作用最强。另有报道原小檗碱

含量丰富的草本植物能合成 MDR (多药耐受 )外排

泵抑制剂 5 'methoxyhydnocarpin, 可以抑制金葡菌

MDR外排泵排出小檗碱
[ 13]
。还有报道提到小檗碱

或其类似物能诱发多重耐药转运物在癌细胞中的表

达,可以影响某些化合物的摄入和排出
[ 14]
。这些研

究结果表明,小檗碱及类似物能与其他分子相互作

用,影响细胞对于物质摄入或排出,这也许解释了总

生物碱对 H eLa细胞表现出最强的抗癌作用。

小叶锦鸡儿在我国西、北部分布广泛,属多年生

灌木, 生长于贫瘠的沙化地, 为传统的防风固沙植

物,其能增强土壤的储水能力, 增加土壤有机 C和 N

的积累,降低土壤碱性,因此,对当地环境保护有重

要意义。虽然它的根和种子都可入药, 但当地居民

主要使用其根入药。但如果对于该植物过度利用,

其资源将会逐渐减少甚至趋于灭绝, 对当地环境会

产生严重影响。为此, 我们对小叶锦鸡儿的种子进

行了研究,首次报道了从小叶锦鸡儿的种子中提取

生物碱。研究结果,其种子同样具有抗癌活性,这对

于保护小叶锦鸡儿资源具有重要的现实意义。
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