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丹参注射液体外对格列喹酮

血浆蛋白结合率的影响
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［摘要］目的　考察丹参注射液体外对格列喹酮血浆蛋白结合率的影响。方法　采用平衡透析法和高效液相

色谱法，分别在有无丹参注射液的情况下对格列喹酮血浆蛋白结合率进行测定。结果　格列喹酮高浓度

（１２．６μｇ／ｍＬ）、中浓度（６．３μｇ／ｍＬ）、低浓度（１．２６μｇ／ｍＬ）的血浆蛋白结合率差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。在含有高浓度（７５０ｍｇ／ｍＬ）、中浓度（３７５ｍｇ／ｍＬ）、低浓度（７５ｍｇ／ｍＬ）丹参注射液时，格列喹酮

（１２．６μｇ／ｍＬ）的血浆蛋白结合率分别为（８２．６±３．１１）％、（８７．３±９．８０）％、（９２．６±４．２１）％。在含有高浓

度丹参注射液时，格列喹酮血浆蛋白结合率显著降低（犘＜０．０５）。结论　在临床剂量下，丹参注射剂不会影

响格列喹酮血浆蛋白结合率。
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　　格列喹酮是第二代磺酰脲类口服降糖药物，其

通过与胰岛Ｂ细胞上磺酰脲受体结合的方式来控

制血糖［１］。这种结合使得胰岛素的分泌易于控制，

同时通过靶细胞受体数目的增加以及组织对胰岛素

敏感性的增强来改善其他方式的胰岛素对抗［２］。格

列喹酮是一种高血浆蛋白结合率的药物，口服后经

肝脏代谢。其药物代谢产物９５％以上通过胆管进

入肠道，最后从粪便排出体外，几乎不从肾脏途径排

泄，是肾功能衰退或不全的糖尿病患者优先考虑的

药物［３］。

丹参为唇形科鼠尾草植物犛犪犾狏犻犪犕犻犾狋犻狅狉狉犺犻犪

Ｂｕｎｇｅ的干燥根，为常用的活血化瘀中药，始载于

《神农本草经》，被列为上品。其性微寒、味苦、无毒，

有祛瘀止痛、活血通经、凉血消肿、除烦清心、养血安

神、降低血糖之功效。丹参含有多种化学成分，总体

可分为丹参酮和丹酚酸两大类化合物，丹参酮类化

合物以改善血液循环、抗菌和抗炎作用为主；而丹酚

酸类化合物的抗氧化、抗凝血和细胞保护作用尤为

突出［４］。

已有研究［５］表明，格列喹酮与黄芪注射液合用，

能够改变格列喹酮在糖尿病大鼠体内药物动力学过

程，使药物动力学参数发生改变。丹参黄芪合用对

糖尿病模型大鼠肾功能具有显著的保护作用［６］。
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药物的血浆蛋白结合率是药物动力学的重要参数，

是药物动力学研究的基本内容之一。其关系着药物

的组织分布、生物转化、排泄等过程，更与药物的药

理活性密切相关［７］。本研究采用平衡透析法研究丹

参注射液在体外对格列喹酮血浆蛋白结合率的影

响，旨在为两者合用提供一定的参考。

１　材料

１．１　仪器　ＬＣ１５Ｃ高效液相色谱仪：日本Ｓｈｉ

ｍａｄｚｕ公司；ＴＧ１６ＷＳ台式高速离心机：湖南湘仪

集团；ＷＨ３微型漩涡混合仪：上海沪西仪器有限公

司；ＪＹ１０００电子天平：上海良平仪器仪表有限公司；

ＫＱ２２００型超声波清洗器：江苏省昆山市超声仪器

有限公司；ＨＨＳ２系列恒温水浴锅：江苏金坛市环

宇科学仪器厂；透析袋 （分子截留量：８０００～

１４０００）：上海源叶生物科技有限公司。

１．２　试剂　丹参注射液：购自上海中西制药有限公

司，每毫升含有１．５ｇ生药；格列喹酮标准品购自上

海源叶生物科技有限公司，纯度 ＞９８％，批号

ＹＹ９１６３４；甲醇购自上海星可高纯溶剂有限公司，色

谱纯；二氯甲烷购自上海润捷化学试剂有限公司，分

析纯；乙腈购自天津市大茂化学试剂厂，色谱纯；磷

酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）为实

验室自制（含有磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、氯化钠）；

纯净水为实验室自制。

１．３　动物　健康雄性ＳＤ大鼠，体质量２００～２２０

ｇ，由安徽医科大学实验动物中心提供，生产许可证

号为ＳＣＸＫ（皖）２０１５００２。实验前禁食１２ｈ，自由

饮水。大鼠眼眶取血，肝素抗凝，静置３０ｍｉｎ后
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４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清－２０℃冻存备用。

２　方法与结果

２．１　溶液的配制

２．１．１　空白透析液的配制　精密取磷酸二氢钾

１４．１１ｇ，磷酸氢二钾２．５９ｇ，氯化钠１．９９ｇ，用氢氧

化钠调ｐＨ 至７．４，用蒸馏水定容至１０００ｍＬ，

即得。

２．１．２　格列喹酮储备液的配制　精密称取格列喹

酮１２．６ｍｇ，用甲醇溶解，定容至１００ｍＬ，摇匀得

０．１２６ｍｇ／ｍＬ格列喹酮储备液，置４℃冰箱保存。

２．１．３　透析外液 Ａ的配制　取格列喹酮储备液

２ｍＬ，加入离心管中，精确加入ＰＢＳ１８ｍＬ，使格列

喹酮浓度为１２．６μｇ／ｍＬ（高浓度）。取格列喹酮储

备液１ｍＬ，加入离心管中，精确加入ＰＢＳ１９ｍＬ，使

格列喹酮浓度为６．３μｇ／ｍＬ（中浓度）。取格列喹酮

储备液０．２ｍＬ，加入离心管中，精确加入ＰＢＳ１９．８

ｍＬ，使格列喹酮浓度为１．２６μｇ／ｍＬ（低浓度）。

２．１．４　透析外液Ｂ的配制　取格列喹酮储备液２

ｍＬ，加入到离心管中，分别加入每毫升含生药１．５ｇ

的丹参注射液１０、５、１ｍＬ，再分别补加空白透析液

８、１３、１７ｍＬ，使格列喹酮浓度为１２．６μｇ／ｍＬ，使得

丹参 （生 药）高、中、低 浓 度 分 别 为 ７５０、３７５、

７５ｍｇ／ｍＬ。

２．１．５　格列喹酮标准液的配制　精密吸取格列喹

酮标准品１．０ｍｇ，置于１ｍＬ容量瓶中，加入甲醇定

容至刻度，再稀释成系列浓度的标准溶液。

２．２　色谱条件　色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８色谱柱

（４．６ｍｍ×２００ｍｍ，５μｍ）；柱温：２５℃；流动相：乙

腈∶水（６５∶３５，犞／犞）；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：

２９４ｎｍ；进样量：２０μＬ。

２．３　样品的处理与测定　透析内液：取血浆２００

μＬ，加入二氯甲烷１ｍＬ，涡漩２ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取二氯甲烷层，５０℃氮气吹干，用２００

μＬ甲醇溶解，过滤头，取２０μＬ进样。透析外液样

品按同法处理并测定。

２．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

学分析。连续型变量以“均数±标准差（珚狓±狊）”表

示。格列喹酮组组内血浆蛋白结合率比较采用单因

素方差分析，丹参格列喹酮组与格列喹酮组比较采

用狋检验。犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２．５　专属性考察　分别取空白血浆、空白透析液、

含格列喹酮的血浆和透析液样品以及含有丹参注射

液和格列喹酮的血浆和透析液样品，按“２．３”项下方

法处理，在“２．２”项下色谱条件测定，高效液相色谱

图见图１。空白血浆、空白透析液以及丹参注射液

在此条件下对格列喹酮的测定无干扰。

２．６　方法学考察

２．６．１　透析内液标准曲线的制备　取格列喹酮标

准品溶液适量加入空白血浆，使之成为浓度分别为

１００、５０、２０、１０、５、１、０．２５μｇ／ｍＬ的格列喹酮标准

品溶液样本。按“２．３”项下方法处理并测定后，以标

准品浓度（狓）为横坐标，峰面积（狔）为纵坐标进行线

性回归，得回归方程：狔＝１３１７．２狓＋１５１９．８，狉
２＝

０．９９６２。格列喹酮浓度在０．２５～１００μｇ／ｍＬ范围

内与峰面积的线性关系良好。

２．６．２　透析外液标准曲线的制备　取格列喹酮标

准品溶液适量加入空白透析液，使之成为浓度为

２０、１０、５、１、０．５、０．２５μｇ／ｍＬ的格列喹酮标准品溶

液样本。按“２．３”项下方法处理并测定后，以标准品

浓度（狓）为横坐标，峰面积（狔）为纵坐标进行线性回

归，得回归方程：狔＝１４９２．３狓＋７８６．４，狉
２＝０．９９８１。

格列喹酮浓度在０．２５～２０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积

的线性关系良好。

２．７　精密度试验　透析内液：取高浓度（５０μｇ／ｍＬ）、

中浓度（１０μｇ／ｍＬ）、低浓度（１μｇ／ｍＬ）格列喹酮标

准液各２００μＬ，吹干，加入２００μＬ空白血浆，得５０、

１０、１μｇ／ｍＬ含血浆的格列喹酮样品。按“２．３”项

下方法处理。于日内不同时间处理并测定３次，不

同日内处理并测定３次，记录格列喹酮的峰面积并

计算格列喹酮的浓度和精密度。高、中、低３种浓度

样品日内精密度ＲＳＤ均小于１４．７３％，日间精密度

均小于１４．５３％。

透析外液：分别取１０、５、０．５μｇ／ｍＬ格列喹酮

标准液２００μＬ，吹干，加入２００μＬ空白透析液，得

１０、５、０．５μｇ／ｍＬ 含血浆的格列喹酮样品。按

“２．３”项下方法处理。于日内不同时间处理并测定

３次，不同日内处理并测定３次，记录格列喹酮的峰

面积并计算格列喹酮的浓度和精密度。高、中、低３

种浓度样品日内精密度ＲＳＤ均小于１１．４３％，日间

精密度ＲＳＤ均小于１５．０９％。

２．８　回收率试验　透析内液：分别取高浓度（５０

μｇ／ｍＬ）、中浓度（１０μｇ／ｍＬ）、低浓度（１μｇ／ｍＬ）格

列喹酮标准液２００μＬ，吹干，加入２００μＬ空白血

浆，得５０、１０、１μｇ／ｍＬ含血浆的格列喹酮样品。按

“２．３”项下方法处理，每批３个样品，记录格列喹酮

的峰面积并计算格列喹酮的回收率。高、中、低３种

浓度的样品回收率均在１００．１％～１１３．２％之间，

ＲＳＤ均小于１２．３３％。

透析外液：分别取高浓度（１０μｇ／ｍＬ）、中浓度

（５μｇ／ｍＬ）、低浓度（０．５μｇ／ｍＬ）格列喹酮标准液
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２００μＬ，吹干，加入２００μＬ空白透析液，得１０、５、

０．５μｇ／ｍＬ含血浆的格列喹酮样品。按“２．３”项下

方法处理，每批３个样品，记录格列喹酮的峰面积并

计算格列喹酮的回收率。高、中、低３种浓度的样品

回收率均在９５．９％～１１２．４％之间，ＲＳＤ均小于

４．３３％。见图１。

　　注：１．格列喹酮；Ａ．格列喹酮标准

品；Ｂ．空白血浆；Ｃ．透析内液样品；Ｄ．含

有丹参注射液的透析内液样品；Ｅ．空白

透析液；Ｆ．透析外液样品；Ｇ．含有丹参注

射液的透析外液样品。

图１　各样品的高效液相色谱图

２．９　格列喹酮血浆蛋白结合率的测定　平衡透析

法：实验前先将透析袋预处理后在空白透析液中室

温浸泡２４ｈ。取一端扎紧的透析袋，除去袋内外水

分，精密吸取１ｍＬ空白血浆加至透析袋中，扎紧袋

口。置悬浮于盛有２０ｍＬ透析外液 Ａ（含格列喹

酮）的具盖广口瓶中，置３７℃水浴锅中直到药物扩

散达到平衡。透析结束后，用１０％的高氯酸溶液检

查透析袋外溶液有无蛋白漏出，有漏出者作废。另

以２０ｍＬ透析外液Ｂ（含丹参注射液与格列喹酮），

处理方法同上，分别测定透析袋内血浆药物浓度（总

浓度）及透析袋外缓冲液中药物浓度（游离药物浓

度），血浆蛋白结合率＝（透析内液血浆药物浓度－

透析外液血浆药物浓度）／透析内液血浆药物浓度。

随着浓度改变，格列喹酮的血浆蛋白结合率变化差
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异无统计学意义（犘＞０．０５）；在含有高浓度（７５０

ｍｇ／ｍＬ）丹参注射液时，格列喹酮的血浆蛋白结合

率显著降低，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。见

表１。

表１　不同浓度格列喹酮血浆蛋白结合率比较（珔狓±狊，狀＝３）

组　别
血浆蛋白

结合率／％

１２．６μｇ／ｍＬ格列喹酮 ９３．８±０．７３

６．３μｇ／ｍＬ格列喹酮 ９４．４±０．６１

１．２６μｇ／ｍＬ格列喹酮 ９６．４±２．３４

７５０ｍｇ／ｍＬ丹参＋１２．６μｇ／ｍＬ格列喹酮 ８２．６±３．１１

３７５ｍｇ／ｍＬ丹参＋１２．６μｇ／ｍＬ格列喹酮 ８７．３±９．８０

７５ｍｇ／ｍＬ丹参＋１２．６μｇ／ｍＬ格列喹酮 ９２．６±４．２１

　　注：与１２．６μｇ／ｍＬ格列喹酮组比较，
犘＜０．０５。

３　讨论

在临床用药过程中，两种药物合用可能会发生

药物的相互作用。药物在体内经过吸收、分布、代

谢、排泄的过程，其中，分布过程的相互作用主要是

因为药物在组织中与血浆蛋白结合。只有非结合的

药物才能参与血浆与组织的转运，从而达到治疗作

用。而血浆蛋白结合率高的药物，与其他药物合用

时，极有可能发生竞争结合，从而使得游离药物浓度

增加，药效增加亦会导致毒性增强。格列喹酮是第

二代磺酰脲类口服降糖药物，具有高血浆蛋白结合

率的特点。因此，本实验通过平衡透析法，研究丹参

注射液对格列喹酮血浆蛋白结合率的影响。

目前，血浆蛋白结合率测定的常用方法主要包

括平衡透析法、超滤法、光谱法以及毛细管电泳

法［８１１］等。其中，平衡透析法是测定血浆蛋白结合

率的经典方法，最为简单实用。透析时，要保持稳定

的环境温度、ｐＨ 强度，尽可能地达到体内环境条

件，测得的结果才能最大限度反映体内情况。本研

究采用截留分子量为８０００～１４０００的透析袋进行

实验，由高效液相色谱图可看出，基线平稳，无明显

杂质峰，表明血浆中大量内源性物质没有漏出。实

验结果表明，格列喹酮在３种浓度下的血浆蛋白结

合率相差不大，组间比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。本实验以高浓度（１２．６μｇ／ｍＬ）的格列喹酮

作为考察对象与不同浓度丹参注射液合用，结果表

明，在含有高浓度丹参（每毫升含生药７５０ｍｇ）时，

经过２４ｈ透析后，格列喹酮的血浆蛋白结合率缩小

为（８２．６±３．１１）％（犘＜０．０５）。说明两药合用后，

高浓度丹参可减少格列喹酮的血浆蛋白结合率，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。临床丹参成人剂量为

每日０．５ｇ／ｋｇ，按体质量为６０ｋｇ，血液容积为４Ｌ

计算，丹参血药浓度大约为７．５ｍｇ／ｍＬ，其浓度远

低于本实验高浓度。本研究结果表明，丹参注射液

不会对格列喹酮血浆蛋白结合率产生影响，合用安

全。但在丹参浓度达到７５０ｍｇ／ｍＬ时，会降低格列

喹酮的血浆蛋白结合率。
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去甲斑蝥素固体自微乳制备及稳定性考察

桂　?１
，２，胡容峰１，２，３，４，王　斌１，周　红１

，２，金　栋１
，２

（１．安徽中医药大学，安徽 合肥　２３００１２；２．新安医学教育部重点实验室，安徽 合肥　２３００３８；

３．安徽省“１１５”新安医药研究与开发创新团队，安徽 合肥　２３００３８；

４．安徽省中药研究与开发重点实验室，安徽 合肥　２３００３８）

［摘要］目的　制备去甲斑蝥素固体自微乳并对其稳定性进行考察。方法　以包封率和收率为考察指标，采

用球晶制备技术，正交设计优化制备工艺，实现球晶技术一步固化去甲斑蝥素自微乳，并对去甲斑蝥素固体

自微乳粒径大小、电位、自乳化速率、稳定性等进行考察。结果　去甲斑蝥素自微乳最佳处方的平均包封率

和收率分别为７７．３９％和８４．５％，粒径为２２．７６ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为－２．７７ｍＶ。自乳化速率在不同介质中相

差不大，５０ｓ内均可完成自乳化。稳定性实验显示，去甲斑蝥素自微乳的粒径大小、电位和包封率在６０℃及

强光照试验下无变化。结论　自制的去甲斑蝥素固体自微乳稳定可靠。

［关键词］去甲斑蝥素；固体自微乳；正交试验法；包封率；稳定性

［中图分类号］Ｒ２８３．６　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５７２４６．２０１７．０２．０２１

　　去甲斑蝥素的分子式为Ｃ８Ｈ８Ｏ４，由斑蝥素合

成衍生制得，是中国首先开发的用于治疗原发性肝

癌［１］和肝炎的新药，其抗肿瘤活性很强［２］，可以升高

白细胞，且无骨髓抑制作用。然而，去甲斑蝥素难溶

于水，且在体内代谢快［３］，生物利用度较低［４］。为了

提高其生物利用度，延长去甲斑蝥素在体内的作

基金项目：国家自然科学基金项目（８１２７４１００，８１５７３６１５）

作者简介：桂?（１９８９），男，硕士研究生

通信作者：胡容峰，ｈｕｒｏｎｇｆｅｎｇ＠１６３．ｃｏｍ

用时间，伊美珍等［５］将其制成微乳、脂质体、微球、纳

米粒等剂型。本实验通过制剂手段，采用正交设计

试验优化处方工艺，实现了去甲斑蝥素固体自微乳

的制备并对其稳定性进行考察。

１　仪器及试药

１．１　仪器　电子天平：北京赛多利斯仪器系统有限

公司；８５２恒温磁力搅拌器：金坛市金分仪器有限

责任公司；ＨＨＳ２恒温水浴锅：江苏省金坛市环宇

科学仪器厂；ＭａｌｖｅｒｎＮａｎｏＺＳ９０粒径电位测定仪：

英国马尔文仪器有限公司；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相
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