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  [ 摘要]  目的: 研究一种青藤碱雷公藤甲素巴布剂裸鼠透皮吸收过程。方法: 采用微透析联用 HPLC的方法, 以 30%乙

醇 /生理盐水为灌流液,样品以 Diamonsil-C18 ( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm)为色谱柱,以甲醇-磷酸盐缓冲液( pH 9. 0) ( 55∶45) 为流

动相, 检测波长为 225 nm的条件下进行分析,经过反透析法体内回收率校正后,所得的裸鼠皮下游离青藤碱雷公藤甲素浓度

采用 WINNONLIN 5. 2程序以非房室模型方法计算药代动力学参数。结果: 青藤碱达峰时间为 14 h, 达峰浓度为 30. 15 μg·

mL - 1。雷公藤甲素达峰时间为 10 h,达峰浓度为 3. 31 μg·mL - 1。结论:本方法能够在体、实时监测裸鼠皮下青藤碱雷公藤甲

素的动态浓度,为局部药动学研究提供新的方法学参考。
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[ Abstract]  Objective: To determine the concentration of sinomenine and triptolide in nude mouse

hypodermis. Method: Microdialysis coupled with high-performance liquid chromatography was developed for on-line

determination of the in vivo concentration of sample, when the perfusate was 30% ethanol / physiological saline

solution. The Diamonsil-C18 column ( 4. 6 mm ×250 mm, 5 μm) was used and the mobile phase consisted of

methanol∶buffer phosphate( pH 9. 0) ( 55∶45) . The detect wave length was 225 nm. The data obtained after being

calculated using the relative recovery in vivo were dealed with WINNONLIN 5. 2 programe, while retro-dialysis

method was used to study relative recovery in vivo. Result: The peak time of sinomenine and triptolide were 14 h

and 10 h, peak concentrations were 30. 15 μg·mL - 1 and 3. 31 μg·mL - 1 respectively. Conclusion: The method can

be used to determine in vivo and real time concentration of sinomenine and triptolide in the skin dynamically. It is

suitable for the pharmacokinetics study of sinomenine and triptolide at the same time.

[ Key words]  sinomenine; triptolide; microdialysis; pharmacokinetics; HPLC

  青藤碱( sinomenine) 为防己科植物青风藤的主

要有效成分; 雷公藤甲素 ( triptolide) 是卫矛科植物

雷公藤治疗类风湿性关节炎等疾病的主要有效成

分,临床上常将两者联合, 在关节等部位外用给药,

以增强疗效降低毒副作用。本研究拟利用微透

析
[ 1 -4 ]
联用高效液相色谱检测青藤碱雷公藤甲素巴
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布剂( STP) 在裸鼠皮肤局部吸收的情况 [ 5 -6 ] ,为 2 者

联合用药或组成复方提供依据。

1 材料

1.1 药品与试剂 青藤碱对照品 ( 供含量测定用,

中国药品生物制品检定所,批号 0774-200105) ;雷公

藤甲素对照品( 供含量测定用,中国药品生物制品检

定所,批号 111567-200502) ;青藤碱雷公藤甲素巴布

剂由本室自制; 甲醇为色谱纯, 其余试剂均为分析

纯。灌流液为人工细胞外液( Krebs-Ringer溶液,临

用前配制。组成: NaCl 122 mmol·L - 1 , KCl 3 mmol·

L
- 1

, MgSO4 1. 2 mmol·L
- 1

, KH2 PO4 0. 4 mmol·L
- 1

,

NaHCO3 25 mmol·L
- 1

, CaCl2 1. 2 mmol·L
- 1

) 。

1.2 动物  BALB/C裸鼠,雄性, 4 周龄,广州中医

药大学试验动物中心提供,合格证号 0028166。

1.3 仪器及色谱分析系统 微透析系统( 美国 BAS

公司,包括:线性探针( MD2005) ,外径 320 μm,活性

透析膜长度为 10 mm;灌注器推进泵( MD1001) ;灌

注器( MD-0100) ;灌注器支架 ( MD1002) ;流速控制

器( MD1000) 。Summit P680 型高效液相色谱仪 ( 德

国 Dionex公司,由 PDA-100 型二级管阵列检测器,

ASI-100 型 自 动 进 样 器, Summit 恒 温 箱 和

Chromeceon色谱工作站组成 ) ; Diamonsil-C18 ( 美国

菲罗门公司, 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) ;以甲醇-磷酸

盐缓冲液( 0. 005 mol·L - 1
磷酸氢二钠溶液,以 0. 005

mol·L- 1
的磷酸二氢钠调节 pH至 8. 0,再以 1%三乙

胺调节 pH至 9. 0, 55∶45) 为流动相
[ 7]

;检测波长 225

nm。理论板数按青藤碱峰计算应不低于1 500。

2 方法

2.1 2 种灌流液的体外相对回收率测定  分别以

Krebs-Ringer溶液、30%乙醇 /生理盐水为灌流液,采

用增量法测定探针的体外回收率( RR) ,其回收率为

透析液峰面积积分值与灌流液峰面积积分值之百分

比。

将探针浸入含青藤碱雷公藤甲素的灌流液中,

并用不含青藤碱雷公藤甲素的灌流液灌注探针,流

速分别为 4, 2, 1, 0. 5, 0. 2 μL·min - 1 ,收集 4 次微透

析液样品,样品量 20 μL,收集时间分别为 5, 10, 20,

40, 100 min。测定青藤碱雷公藤甲素的浓度,进样

量 10 μL。同时精密吸取含青藤碱雷公藤甲素的灌

流液( 青藤碱 0. 280 g·L - 1 ; 雷公藤甲素 39. 6 mg·

L
- 1

) 30 μL,与样品同法操作,测定灌流液中青藤碱

雷公藤甲素浓度。

2.2 体内测定青藤碱雷公藤甲素的经皮吸收动力

学过程 裸鼠 ip 戊巴比妥溶液 ( 0. 06 mL·g - 1 ) 麻

醉,清洁背部皮肤,然后栓住其四肢, 使其背部朝上

固定于操作架上。在裸鼠背部靠中央的位置, 植入

一根线性微透析探针。以 30%乙醇 /生理盐水为灌

流液,以 0. 5 μL·min - 1
的流速灌流 1. 5 h左右,以使

局部血流量恢复正常,并待裸鼠苏醒。将 STP贴于

探针通过部位的皮肤表面,同时开始收集探针流出

的透析液。收集过程中保持裸鼠清醒状态,维持灌

流液流速 0. 5 μL·min
- 1

,取样时间间隔为 30 min,每

次收集量为 15 μL,总收集时间在 20 h以上。

取样结束后,再将灌流液换成含较高浓度青藤

碱雷公藤甲素的 30% 乙醇 /生理盐水溶液 ( 青藤碱

0. 28 g·L
- 1

;雷公藤甲素 39. 6 mg·L
- 1

) ,以相同的流

速灌流探针,稳定灌流 30 min后,开始收集透析液,

共收集 5 个点,此部分透析液用于计算探针的体内

回收率。

透析液样品中药物的浓度利用 HPLC外标一点

法测定,然后根据探针的体内回收率按公式求得皮

肤药物浓度值( 皮肤药物浓度 =透析药物浓度 /探针

体内回收率, CECF = Cdialysate /R) 。用 WINNONLIN

5. 2 程序以非房室模型方法计算药代动力学参

数
[ 8 -9 ]
。

3 结果

3.1 青藤碱雷公藤甲素色谱条件考察结果

3.1.1 透析样品的分离  在所建立的液相色谱条

件下,体内外透析样品青藤碱雷公藤甲素得到了很

好地分离,无干扰,体内透析样品的色谱图如图 1 所

示。

3.1.2 标准曲线  精密称取青藤碱对照品、雷公藤

甲素对照品适量, 加甲醇制成每 1 mL 含青藤碱

0. 235 2 mg,含雷公藤甲素 40. 512 μg的溶液,摇匀,

即得对照品储备溶液。精密吸取对照品储备溶液 1

mL,置于 25 mL量瓶中, 甲醇定容, 得青藤碱 ( 9. 41

μg·mL
- 1

) 与雷公藤甲素对照品溶液 ( 1. 62 μg·

mL
- 1

) ,将此溶液分别进样 1, 2, 4, 6, 8, 10 μL; 对照

品储备液分别进样 0. 5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 μL。分别以

浓度( X)和相应峰面积( Y) 进行线性回归,得到青藤

碱的标准曲线方程为 Y = 0. 028 1 X - 0. 020 5, R =

0. 999 8,与 Y = 35. 142X - 0. 139 3, R = 0. 999 4, 则

青藤碱含量在 9. 41 ～94. 08 ng 与 0. 12 ～2. 35 mg线

性关系良好; 雷公藤甲素的标准曲线方程为 Y =
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图 1 青藤碱雷公藤甲素 HPLC 色谱

A.空白溶液 ; B.对照品 ; C. 样品

1. 雷公藤甲素 ; 2. 青藤碱

 

0. 048 7X - 0. 013 5, R = 0. 999 5,与 Y = 0. 036 9X +

0. 035 6, R = 0. 999 9; 雷公藤甲素含量在 3. 24 ～

16. 20 ng与 20. 26 ～405. 12 ng线性关系良好。

3.1.3 精密度试验  取青藤碱浓度为 9. 41 μg·

mL
- 1

,雷公藤甲素质量浓度为 1. 62 mg·L
- 1
的对照

品溶液,分别自动进样 10, 5 μL,重复 6 次,青藤碱

峰面积的 RSD 1. 04%与 1. 86% ,雷公藤甲素峰面积

RSD 1. 22%与 1. 88%。

3.1.4 稳定性试验  取精密度试验同样条件的对

照品溶液,每隔 2 h 进样 1 次, 8 h 内 4 次测定结果

的峰面积基本保持不变, 青藤碱峰面积的 RSD

1. 56% ,雷公藤甲素峰面积的 RSD 1. 97%。

3.1.5 最低检测限测定  按信噪比等于 3( S/N =

3) 作为最低检测限, 测得雷公藤甲素的最低检测限

为 1. 62 ng;青藤碱的最低检测线为 9. 41 ng。

3.2 探针体外回收率试验结果  分别以 Krebs-

Ringer溶液、30%乙醇 /生理盐水为灌流液,青藤碱、

雷公藤甲素的体外回收率与流速呈反指数关系,当

流速为 0. 5 μL·min - 1
时,两者的平均回收率分别为

32. 05% , 66. 12% 与 15. 12% , 62. 86%。30% 乙醇 /

生理盐水为灌流液探针的相对回收率较高,特别是

极性小的雷公藤甲素。故在皮肤局部药动学研究中

选用 30%乙醇 /生理盐水为灌流液。

3.3 探针体内回收率试验结果  体内试验中用反

向透析法在试验后测定探针的回收率。可直接按峰

面积积分值进行计算:

R = 灌流液峰面积积分值 - 透析液峰面积积分值
灌流液峰面积积分值

×

100%

结果表明探针体内回收率在各次试验间较为稳

定,青藤碱和雷公藤甲素的体内回收率分别为

32. 36% ( RSD 4. 52% , n = 8 ) 和 29. 55% ( RSD

4. 91% , n =8) 。

3.4 青藤碱雷公藤甲素的经皮吸收动力学过程  

将所测得的青藤碱及雷公藤甲素浓度-时间数据,用

WINNONLIN 5. 2 程序以非房室模型方法计算药代

动力 学参 数, Cmax 和 Tmax 为 实测 值, AUC0 - t 和

AUC0 - ∞通过实测血药浓度经梯形积分法估算。经

皮吸收动力学过程见图 2, 3, 药代动力学参数见

表 1。

图 2 青藤碱经皮吸收浓度-时间曲线

图 3 雷公藤甲素经皮吸收浓度 -时间曲线

·021·
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表 1 青藤碱和雷公藤甲素经皮吸收动力学参数

参数 青藤碱 雷公藤甲素

T1 / 2 / h 19. 82 15. 88

Tmax / h 14. 00 10. 00

Cmax /mg·L - 1 30. 15 3. 31

AUC0 - t /μg·h - 1·mL - 1 476. 43 42. 45

MRT0 - t /h 11. 26 11. 16

MRT0 - ∞ /h 33. 58 25. 25

4 讨论

4.1 含量测定方法学考察 对青藤碱、雷公藤甲素

进行波谱扫描,青藤碱在 265 nm处有最大吸收;雷

公藤甲素在 218 nm, 225 nm处有吸收; 复方组成中

青藤碱的用量远远大于是雷公藤甲素用量,故选择

雷公藤甲素有最大吸收的波长 225 nm为检测波长。

线性有高浓度线性和低浓度线性,高浓度线性用于

体外释放度的测定。

4.2 关于灌流液的选择 灌流液通常是与细胞间

液非常相近的生理溶液,少数加以改进的灌流液含

有不同的添加剂,但仍以水性液为主。选择水性灌

流液的目的是为了保证在不干扰体内正常生命过程

的情况下进行活体取样。而在经皮给药制剂中,大

多数的药物亲脂性较强,在水性灌流液中溶解度低,

从而导致亲脂性化合物探针回收率很低。STP中雷

公藤甲素的含量相对于青藤碱较少,而雷公藤甲素

在 Krebs-Ringer溶液中的浓度极低, 而且微透析的

样品量少,探针回收率低。改用溶解度较高的 30%

乙醇 /生理盐水作为灌流液后,探针的体外、体内回

收率均提高。在体试验时, 30%乙醇 /生理盐水可能

会改变探针附近的细胞外液性质,从而影响药物的

分布规律。青藤碱采用 30% 乙醇 /生理盐水为灌流

液,与以 Krebs-Ringer溶液为灌流液相比, 透皮速率

常数有很大提高。

4.3 关于 STP药物动力学 青藤碱、雷公藤甲素在

体内先后达到峰浓度,两者达峰时间相差 4 h,提示

两种成分以一定比例入药,但因体内药物代谢动力

学的差异,在不同的时间段,发挥主要疗效的药物成

分不同,雷公藤甲素先达峰,发挥药效, 并在体内维

持一段时间的药物浓度,与青藤碱一同发挥药效,产

生协同作用; 两者的平均滞留时间分别为 33. 58 h

和 25. 25 h,为两者联合用药提供依据。

本文采用皮肤内微透析技术与 HPLC分析方法

相结合,研究青藤碱雷公藤甲素组成复方制成巴布

剂后,其经皮吸收过程,为两者联合用药提供药物代

谢动力学方面的依据。本方法灵敏准确,能够在体、

实时监测裸鼠皮下青藤碱雷公藤甲素的浓度。
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