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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立一种简便 、灵敏的测定大鼠尾静脉和灌胃给予胆甾醇琥珀酰基白及多糖载紫杉醇纳米粒子后的血

浆药物浓度的 HPLC方法 ，并评价其药动学特征 。方法 　 以酮康唑为内标 ，采用 AgilentTC唱C１８色谱柱（２５０ mm × ４ ．６ mm ，

５ μm） ，以甲醇唱乙腈唱水（ ４５ ∶ ２０ ∶ ３５）为流动相 ，流速为 １ ．０ ml／min ，采用统计矩法计算药动学参数 ，评价药动学特征 。结

果 　紫杉醇在大鼠血中浓度在 ０ ．５ ～ ２０ μg／ml范围内线性关系良好（ r ＝ ０ ．９９９ ７） ，准确度和精密度均符合生物样品分析要

求 。尾静脉注射 ３种不同取代度的自制纳米粒和紫杉醇注射液后的 t１／２分别为 ３ ．８６ 、３ ．７６ 、３ ．３５和 ２ ．６２ h ；灌胃给予自制紫杉
醇纳米粒溶液和紫杉醇混悬液后的 t１ ／２分别为 ５ ．２８和 ３ ．７２ h 。结论 　该测定方法可用于紫杉醇纳米粒子在大鼠体内的药动

学研究 ，且载紫杉醇自组装纳米粒子在体内的滞留时间比紫杉醇注射液和紫杉醇混悬液有明显延长 。
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Pharmacokinetics of paclitaxel loaded nanoparticles made with hydrophobically
modified Rhizoma Bletillae polysaccharide in rats
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［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a simple and sensitive method for the determination of plasma drug concentration in
rats after intragastrical and intravenous administration of paclitaxel loaded nanoparticles and to evaluate its pharmacokinetic
characteristics ．Methods 　 AgilentTC唱C１８ column （２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） was used for HPLC at the flow rate １ ml／min
with ketoconazole as internal standard and methanol acetonitrile water （４５ ∶ ２０ ∶ ３５） as the mobile phase ．The statistical mo唱
ment method was applied to calculate the pharmacokinetic parameters and to evaluate pharmacokinetic characteristics ．Results 　
There was a good liner relationship （r＝ ０ ．９９９ ７） when rat blood concentration of Paclitaxel ranged from ０ ．５ to ２０ μg ／ml ．The
accuracy and precision were in line with the requirements of biological sample analysis ．The t１／２ were ３畅８６ ，３畅７６ ，３畅３５ and
２ ．６２ h after intravenous injection of three lab唱made paclitaxel nanoparticles and paclitaxel solution v ia rat tail vein ．The t１／２
were ５ ．２８ and ３ ．７２ h respectively after intragastrical administration of lab唱made paclitaxel nanoparticles and paclitaxel suspen唱
sion ．Conclusion 　 This method can be used for the pharmacokinetic study of paclitaxel nanoparticles in rats ．The paclitaxel
loaded nanoparticles exhibited significantly longer in v ivo retention time than paclitaxel injection and paclitaxel suspension ．

　 　 ［Key words］ 　 Rhizoma Bletillae polysaccharide ；paclitaxel ；nanoparticles ；pharmacokinetics

　 　传统中药白及富含白及多糖 ，是天然的药物载

体 ，但其水溶性过强 ，结构上缺少疏水基团 ，故易于

溶解 ，不利于控释和包载难容性药物 。但通过胆甾

醇琥珀酰基修饰 ，可形成两亲性分子 ，进而经自组装

形成载药纳米粒子 。在疏水改性合成反应时 ，因胆

甾醇琥珀酰基用量不同 ，可产生不同取代度的两亲

性分子 ，而取代度可影响纳米粒子的载药量 。本实

验用 ３种不同取代度的载紫杉醇纳米粒子在大鼠体

内进行药动学研究 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　实验仪器 　 LC唱１０ATVP高效液相色谱仪（日

本岛津制作所） ，包括泵和 SPD唱１０A 紫外检测器 ；
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N唱２０００双通道色谱工作站 。

1 ．2 　药品与试剂 　 自制取代度分别为 ６ ．５５％ （载

药量 １０畅２８％ ） 、７ ．３０％ （载药量 １０ ．６８％ ） 、８ ．９１％

（载药量 ８ ．５１％ ）的载紫杉醇纳米粒 ，制备方法如

下 ：采用透析法制备自组装载药纳米粒 ，精密称取紫

杉醇原料药 ３ mg ，溶于 １ ml无水乙醇中 ，在磁力搅

拌时 ，将其加入精密称取不同取代度胆甾醇琥珀酰

基白及多糖（CHSB）的二甲基亚砜（DMSO）溶液中
（其中 CHSB １０ mg ，DMSO ５ ml） ，充分混匀后 ，加

水 ３０ ml ，继续搅拌 ２４ h ，将溶液转移至透析袋
（Mw１０ ０００）放置于 ２ L 大烧杯中 ，用蒸馏水透析

４８ h ，在此期间前 １２ h 每隔 ６ h换一次水 ，后 ３６ h
每隔 ９ h换一次水 ，将 DMSO 溶剂彻底透析干净 。

透析完毕后 ，取出透析袋内溶液 ，在冰浴条件下用探

头超声仪小功率超声 ２ min ，重复 ２次 ，冷冻干燥后

得到不同取代度的 CHSB 自组装载药纳米粒 。紫

杉醇原料药 （江苏红豆杉药业有限公司 ，批号 ：

２０１４０９１４） ，紫杉醇注射液（江苏奥赛康医药有限公

司 ，规格为 ５ ml ：３０ mg ，批号 ：２０１３０７０１） ，酮康唑

（中国食品药品检定研究院 ，批号 ：２０１５０１０７） ，甲醇 、

乙腈为色谱纯 ，其他试剂均为市售分析纯 。

　 　紫杉醇混悬液（自制） ：取 ５ mg 原料药以适量
乙醇完全溶解即可 ，再加入 ３００ mg吐温唱８０ ，混匀后

于 ７５ ℃水浴上缓慢滴加 ３ ml 蒸馏水 ，混合均匀 。

混悬液组成成分为紫杉醇 、乙醇 、吐温唱８０ 和蒸馏

水 ，无影响药物吸收的成分 。

1 ．3 　 实验动物 　 Wistar 健康大鼠 ２４ 只 ，雌雄各

半 ，体重（２５０ ± ２０） g ，购自吉林大学动物实验中心 ，

动物合格证号 ：SCXK （吉）２０１５唱０００１ 。

2 　方法

2 ．1 　 色谱条件 　 AgilentTC唱C１８ 柱 （２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm ） ；流动相 ：甲醇唱乙腈唱水（４５ ∶ ２０ ∶

３５） ；流速 ：１ ．０ ml／min ；柱温 ：３０ ℃ ；检测波长 ：

２２７ nm 。

2 ．2 　 血浆样品处理 　 取大鼠全血 ０ ．２５ ml ，
１０ ０００ r／min离心 ５ min ，吸取血浆 １００ μl ，加入内
标酮康唑溶液（２５ μg ／ml）５０ μl混合 ３０ s后 ，用１ ml

乙醚涡旋提取 ５ min ，１０ ０００ r／min离心 １０ min ，取
上层萃取液 ，连续萃取 ３次 ，合并萃取液 ，于 ３７ ℃水

浴上挥干 ，残留物加入 １００ μl 甲醇溶解后 ，进样

２０ μl ，进行 HPLC测定 。

2 ．3 　 专属性考察 　 取空白大鼠血浆 １００ μl ，按
“２畅２”项下操作 ，考察空白血浆对药物及内标有无

干扰 。

2 ．4 　溶液的配制
2 ．4 ．1 　紫杉醇标准溶液 　 精密称取紫杉醇对照品

１０ mg 置于 ５０ ml量瓶中 ，以甲醇配成质量浓度为

２００ μg／ml的紫杉醇标准溶液 ，并以甲醇逐级稀释

配成一系列浓度的紫杉醇标准溶液 ，４ ℃冰箱保存 。

2 ．4 ．2 　血浆样品 　 精密吸取不同浓度的对照品溶

液 ５０ μl加入 ４ ml的离心管中 ，挥干后 ，加入空白血

浆 １００ μl和内标溶液 ５０ μl ，分别制成含紫杉醇质量
浓度为 ０ ．５ 、１ 、２ ．５ 、５ 、１０ 、２０ μg／L 的血浆样品 ，按

“２ ．２”项下方法处理 。

2 ．5 　 精密度与方法回收率实验 　 制备 １ 、５ 、

２０ μg／L的血浆样品各 ５ 份 ，按“２ ．２”项下处理 ，考

察低 、中 、高 ３个浓度的日内及连续 ５ d的日间精密
度和方法回收率 。

2 ．6 　绝对回收率 　制备 １ 、５ 、２０ μg／L 的血浆样品
各 ５份 ，按“２ ．２”项下方法处理后测得紫杉醇与内标

峰面积之比 R ，另取相同浓度的紫杉醇溶液直接进

样测定 ，得峰面积 A２ ，计算绝对回收率 。

3 　结果

3 ．1 　方法专属性试验 　 按上述方法处理含药血浆

和空白血浆样品后 ，进样得到 HPLC 图 ，紫杉醇和

内标峰的保留时间分别为２０ ．２８和 ３２ ．１２ min ，分离
度较好 ，大鼠血浆中未见对紫杉醇和内标峰的干扰

峰 ，色谱图见图 １ 。

3 ．2 　 线性关系和检测限考察 　 血浆中紫杉醇在

０ ．５ ～ ２０ μg／ml 浓度范围内呈良好的线性关系 ，标

准曲线方程为 C＝ ２４ ．７５R ＋ ０ ．０９７ ，r ＝ ０ ．９９９ ７ ，n＝
６ ，式中 C为血药浓度 ，R为紫杉醇与内标物的峰面
积之比 。

图 1 　紫杉醇在血浆中的 HPLC图
A ．空白血浆 ；B ．空白血浆 ＋ 紫杉醇 ＋ 内标 ；C ．紫杉醇 ＋ 内标 ；１ ．紫杉醇 ；２ ．内标
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　 　以信噪比（SN ） ≥ ３计算 ，本色谱条件下紫杉醇

的最低检测质量浓度为 ５０ ng／ml 。
3 ．3 　精密度及方法回收率考察 　 低 、中 、高 ３ 个浓

度的日内和连续 ５ d 的日间精密度结果如表 １ 所

示 ，日内和日间误差均小于 １５％ ，符合生物样品测

定要求 。

表 1 　紫杉醇在大鼠血浆中的精密
度和绝对回收率（n＝ ６ ，％ ）

质量浓度
（ρB ／μg ·
ml － １ ）

日内

测得量 RSD
日间

测得量 RSD
提取
回收率

RSD

１ s９８ 行．４ ４ 镲．３６ ９９ 墘．１ ５ è．０２ ８０  ．１ ８  ．２

５ s９９ 行．３ ３ 镲．４ ９７ 墘．７ １ è．０８ ７８  ．３ ６  ．５１

２０ s１０２ 行．７ １ 镲．０２ １０１ 墘．８ ３ è．０８ ８３  ．１ ４  ．５２

3 ．4 　绝对回收率 　低 、中 、高 ３ 个浓度下大鼠血浆

中紫杉醇的绝对回收率见表 １ ，均大于 ７５％ ，符合生

物样品测定要求 。

3 ．5 　 尾静脉注射药动学研究 　 取 Wistar 大鼠
２４只 ，随机分为 ４组 ，其中 １ 组给予市售紫杉醇注

射液（用生理盐水稀释成为含紫杉醇 １ ．８８％ 的溶

液） ，剩下 ３ 组分别给予取代度为 ６ ．５５％ （载药量

１０畅２８％ ） 、７ ．３０％ （载药量 １０ ．６８％ ） 、 ８ ．９１％ （载药

量 ８ ．５１％ ）的载紫杉醇纳米粒（用生理盐水配成含

紫杉醇 １ ．８８％ 的溶液） 。分别以 ７ ．５ mg ／kg 剂量经
大鼠尾静脉缓慢推注 ，给药后于 ０ ．１６７ 、０ ．５ 、１ 、２ 、３ 、

４ 、５ 、６ 、７ 、９ 、１２ 、２４ h 从眼底静脉丛取血 ０ ．２５ ml ，
１０ ０００ r／min ，离心 １０ min ，分离血浆 。取 ０ ．１ ml
血浆按照“２ ．２”项下处理后 ，用 HPLC 分析 ，将所得

数值代入标准曲线 ，求得血药浓度 。分别于尾静脉

注射紫杉醇注射液和纳米粒测得血药浓度唱时间曲

线 ，见图 ２ 。将体内药物浓度数据用统计矩法进行

处理 ，得到非隔室模型参数见表 ２ 。

图 2 　紫杉醇纳米粒和注射液
给药后的血药浓度唱时间曲线

表 2 　大鼠尾静脉给予紫杉醇及其纳米粒注射液后的药动学参数（珚x ± s ，n＝ ６）

参数 紫杉醇注射液 DL唱６ ┅．５５％ 纳米粒 DL唱７ 亖．３０％ 纳米粒 DL唱８ Y．９１％ 纳米粒

AUC０唱t ［mg ／（L · h）］ ３７ 怂．４３ ± ３ ．４２ ２５ i．３１ ± １ ．５６ 倡 倡 ２４ A．１２ ± １ ．１４ 倡 倡 ３４  ．７２ ± １ ．５４ 倡 倡

AUC０唱 ∞ ［mg ／（L · h）］ ３９ 怂．５２ ± ３ ．０８ ２９ i．７６ ± ２ ．６３ 倡 倡 ２７ A．８４ ± １ ．５７ 倡 倡 ２７  ．９５ ± ２ ．６３ 倡 倡

t１／２ （t／h） ２ 怂．６２ ± ０ ．６５ ３ i．８６ ± ０ ．３６ 倡 ３ A．７６ ± ０ ．４８ 倡 ３  ．３５ ± １ ．２４

V （L ／kg） ０ 怂．７２ ± ０ ．１９ １ i．３９ ± ０ ．０４ 倡 倡 １ A．４６ ± ０ ．１５ 倡 倡 １  ．２８ ± ０ ．４４ 倡

cmax （ρB ／mg · L － １ ） １４ 怂．１７ ± ０ ．８４ ３ i．７３ ± ０ ．１５ 倡 倡 ３ A．９１ ± ０ ．４９ 倡 倡 ４  ．１４ ± ０ ．５６ 倡 倡

MRT ０唱t（t／h） ３ 怂．６１ ± ０ ．０３ ４ i．９１ ± ０ ．０７ 倡 倡 ４ A．４６ ± ０ ．１２ 倡 倡 ４  ．６８ ± ０ ．１０ 倡 倡

MRT ０唱 ∞ （ t／h） ４ 怂．２８ ± ０ ．４１ ６ i．７８ ± ０ ．４２ 倡 倡 ６ A．２０ ± ０ ．５１ 倡 倡 ６  ．１３ ± ０ ．８３ 倡 倡

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与紫杉醇注射液组比较

　 　由药动学参数可知 ，３种不同取代度的自制纳

米粒和紫杉醇注射液的 t１／２分别为 ３ ．８６ 、３ ．７６ 、３ ．３５

和 ２ ．６２ h ，纳米粒的 t１／２是注射液的 １ ．２８ 倍以上 ，

体内滞留时间是注射液的 １ ．２４倍以上（P ＜ ０ ．０５） 。

由此可知 ，在同样剂量条件下 ，纳米粒可使药物在

体内较长时间保持较高浓度 ，可在一定程度上延长

体内停留时间 ，更有利于维持一定浓度的抗肿瘤药

物与肿瘤细胞的接触时间 ，提示其可能产生更好的

临床效果 。

3 ．6 　大鼠灌胃药动学研究 　取 Wistar 大鼠 １２只 ，

雌雄各半 ，随机分为两组 ，一组给予自制紫杉醇混悬

液 ，另一组给予以生理盐水溶解的取代度 DS唱
７ ．３０％ （载药量 １０ ．１３％ ）的载紫杉醇纳米粒溶液 ，

分别以 ２５ mg／kg剂量灌胃 ，给药后于 ０ ．２５ 、０ ．５ 、１ 、

２ 、３ 、４ 、５ 、６ 、７ 、９ 、１２ 、２４ h眼底静脉丛取血 ０ ．２５ ml ，
１０ ０００ r／min离心 １０ min分离血浆 ，取 ０ ．１ ml血浆
按照“２ ．２”项下处理后 ，用 HPLC分析 ，将所得数值

代入标准曲线求得血药浓度 。大鼠分别灌胃紫杉醇

混悬液和载药纳米粒后测得的血药浓度唱时间曲线 ，

见图 ３ 。 将体内药物浓度数据用统计矩法进行处

理 ，得到非隔室模型参数 ，见表 ３ 。

　 　紫杉醇混悬液与纳米粒溶液的生物利用度比
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图 3 　大鼠灌胃紫杉醇纳米粒和
混悬液后的血药浓度唱时间曲线

表 3 　大鼠灌胃紫杉醇混悬液和 DL唱7 ．30％
纳米粒后的主要药动学参数（珚x ± s ，n＝ ６）

参数 混悬液 DL唱７ 父．３０％ 纳米粒

AUC０唱t ［mg ／（L · h）］ ２３ 行．８９ ± １ ．１２ ２３ 膊．２１ ± ０ ．５９

AUC０唱 ∞ ［mg ／（L · h）］ ２７ 行．８１ ± １ ．２７ ３０ 膊．９８ ± １ ．２７

t１／２ （t／h） ３ 行．７２ ± ０ ．３５ ５ 膊．２８ ± １ ．５１ 倡

V （L ／kg） ４ 行．８３ ± ０ ．５７ ６ 膊．０５ ± ０ ．９６ 倡

cmax （ρB ／mg · L － １ ） ３ 行．７８ ± ０ ．３４ ２ 膊．６４ ± ０ ．７０ 倡 倡

MRT ０唱t（t／h） ４ 行．７７ ± ０ ．１３ ５ 膊．０９ ± ０ ．４６ 倡 倡

MRT ０唱 ∞ （t／h） ６ 行．５５ ± ０ ．２０ ６ 膊．７８ ± ０ ．４２ 倡

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与紫杉醇混悬液组比较

较 ，后者虽提高不明显 ，但 t１／２ 由 ３ ．７２ h 延长至
５ ．２８ h ，纳米粒的峰浓度仅为混悬液的 ７０％ （P ＜

０ ．０５） 。说明载药纳米粒明显延长了紫杉醇在大鼠体

内的存在过程 ，具有较好的缓释作用 ，可以提高生物

利用度 。

4 　结论

　 　血浆中内源性物质均不干扰载紫杉醇纳米粒子

的色谱峰和内标色谱峰 ；紫杉醇血药浓度在 ０ ．５ ～

２０ μg／ml浓度范围内呈良好的线性关系 ，线性相关

系数 r ＝ ０ ．９９９ ７ ；日间和日内精密度试验 RSD均小
于 １５％ ，回收率良好 ，说明此方法可靠 。

　 　本试验的前期研究中 ，从传统中药白及中提取

白及多糖［１］
，经多糖疏水改性［２］

，在胆甾醇琥珀酰基

白及多糖载紫杉醇纳米粒子的制备 、性质表征和体

内外抗肿瘤试验［３］的基础上 ，进一步研究载紫杉醇

纳米粒子在大鼠体内的药动学过程 。 研究结果显

示 ，无论是尾静脉注射还是灌胃给药 ，载紫杉醇纳米

粒子与紫杉醇注射液和自制紫杉醇混悬液比较 ，药

物在体内的 t１ ／２均有明显的延长 ，表明载紫杉醇纳米

粒子具有一定的缓释作用 ，可提高生物利用度 。紫

杉醇属难溶性药物 ，传统给药方式是用专门溶媒制

成静脉注射剂静脉给药 。本试验采用疏水改性的白

及多糖自组装形成载紫杉醇纳米粒子 ，制备成溶剂 ，

改为口服给药 ，能取得更好的药动学效果 。这为难

溶性药物制备成水溶性制剂开辟了新的途径 。
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