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石杉碱甲-木犀草素脂质立方液晶纳米粒离子敏感型凝胶
大鼠鼻腔给药药动学及脑靶向性研究

郑 钧，吴少嫒，黄庆德*

（福建中医药大学药学院，福建 福州 350122）
摘 要： 目的 制备石杉碱甲-木犀草素脂质立方液晶纳米粒离子敏感型凝胶（HupA-Lut-LCLCNs-

ISG），并考察大鼠鼻腔给药后的体内药动学行为及脑靶向性。 方法 建立超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-
MS/MS）法，同时测定大鼠血浆和脑组织中石杉碱甲（HupA）和木犀草素（Lut）浓度，以芍药苷（Pae）为内标，采用

乙酸乙酯萃取法进行样品前处理。选取健康 SD 大鼠 105 只，采用随机数字表法分为尾静脉注射液组（55 只）和

HupA-Lut-LCLCNs-ISG 鼻腔给药组（50 只），分别给予 HupA-Lut 静脉注射液和 HupA-Lut-LCLCNs-ISG，测定

不同时间点血浆和脑组织中 HupA 和 Lut 浓度。采用非房室模型计算主要药动学参数，分别提取 2 组药时曲线下

面积（AUC0-t）、峰浓度（Cmax）、达峰时间（tmax）、半衰期（t1/2）、平均滞留时间（MRT0-t），并分别计算脑靶向效率（DTE）、

鼻脑直接传递百分比（DTP）和绝对生物利用度（F）。 结果 所建立的 UPLC-MS/MS 分析方法专属性、线性关

系、精密度、稳定性、回收率及基质效应均符合生物样品定量分析要求。药动学结果显示，HupA-Lut-LCLCNs-
ISG 鼻腔给药组给药后 0.5 h，HupA 和 Lut 在血浆及脑组织中的浓度均达 Cmax。与尾静脉注射液组比较，HupA-
Lut-LCLCNs-ISG 鼻腔给药组 HupA 和 Lut 血浆 Cmax 均显著下降（P＜0.05），Lut 血浆 AUC0-t显著下降（P＜0.05），

HupA 和 Lut 脑组织 Cmax 和 AUC0-t 均显著升高（P＜0.05）。HupA-Lut-LCLCNs-ISG 鼻腔给药组 HupA 和 Lut
的 脑 组 织 AUC0-t 分 别 为（1 418.19±137.06）、（1 653.96±216.26）ng·h/mL，DTE 分 别 为（229.87±49.05）% 、

（182.55±17.98）%，DTP 分别为（54.94±9.28）%、（44.75±6.04）%，F 分别为 94.43%、81.67%。 结论 HupA-Lut-
LCLCNs-ISG 经鼻腔给药后全身吸收良好，且能显著提高 HupA 和 Lut 在脑组织中的分布，存在较高比例的鼻-脑

直接转运途径，具有优良的脑靶向性。
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阿尔茨海默病（Alzheimer disease，AD）是一种

发病机制涉及多靶点的老年神经退行性疾病［1-2］。
研究表明，应用不同药理活性的药物组合对 AD 不

同靶点进行干预，其作用较采用单一药物治疗更具

优势［3-6］。石杉碱甲（huperzine A，HupA）可通过抑

制脑皮层和海马区的乙酰胆碱酯酶活性，提高神经

突触间隙乙酰胆碱水平，进而兴奋胆碱能神经元，

从而改善 AD 相关的学习记忆和认知行为功能障

碍［7-8］。木犀草素（luteolin，Lut）可通过抑制星形胶质

细胞过度激活和内质网应激，抑制神经炎症反应，

从而改善 AD 动物模型认知损伤［9-12］。基于 HupA
和 Lut作用环节的差异，本课题组拟联合应用 HupA
和 Lut，旨在通过二者的协同作用改善认知功能障

碍并延缓 AD 病理进程。然而，上述药物在应用中

面临药物溶解度低、透膜性差导致药物难于透过血

脑屏障及普通鼻用制剂生物黏附性低而在鼻腔

滞留时间短等问题，从而影响药物在脑组织中的

分布。为此，本课题组在前期处方工艺研究基础

上，优选了具备良好透膜性的脂质立方液晶纳米粒

（lipid cubic liquid crystalline nanoparticles，LCLCNs）
作为药物共载载体［13-14］，并复合具有良好生物黏附

性的离子敏感型凝胶（ion-sensitive in-situ gel，ISG），

构建 HupA-Lut-LCLCNs-ISG 鼻-脑递药系统。在

此基础上，本实验以尾静脉注射组为对照，初步考

察该制剂经大鼠鼻腔给药后的药代动力学特征及

脑靶向性，旨在阐明 LCLCNs 技术对 HupA 和 Lut 鼻
腔给药脑靶向性的影响，从而为该复方制剂后续的

药效学协同机制研究提供坚实基础。

1　实验材料

1.1　实验动物　SPF级6～8周龄雄性SD大鼠105只，

初始体质量（220±20）g，购自福州诺敦斯生物科

技有限公司，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）

2022-0004，实验动物合格证号：20220004024321。
大鼠饲养于福建中医药大学动物实验中心 SPF 级

动物实验室，实验动物使用许可证号：SYXK（闽）

2019-0007。动物饲养于温度（22±1）℃、相对湿度

50%、光照和黑暗各 12 h 交替的环境中，大鼠自由

进食与饮水。本研究已通过福建中医药大学实验动

物伦理委员会审批（审批号：FJTCM IACUC 2023061）。
1.2　实验试剂　HupA 对照品（纯度≥98%，上海源

叶生物科技有限公司，批号：H29D8J51963）；HupA
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原料药（纯度≥99%，西安普莱特生物工程有限公
司，批号：HA20191102）；Lut对照品（纯度≥99%，批
号：111520-202107）、芍药苷（Pae）对照品（纯度≥
99%，批号：110736-202145）均购自中国食品药品检定
研究院；Lut原料药（纯度≥98%，批号：C12617611）、
单油酸甘油酯（批号：M813316）、低酰基结冷胶（批
号：G281481）、羟丙基甲基纤维素（批号：C10001744）
均购自上海麦克林生化科技有限公司；泊洛沙姆
407（德国 BASF 公司，批号：GNC21922B）；乌拉坦
（西陇科学股份有限公司，批号：180514）；甲酸、水、
甲醇、乙腈（色谱纯，德国 Merck 公司）；实验用水为
超纯水；其余试剂均为分析纯（国药集团化学试剂
有限公司）。
1.3　实验仪器　超高效液相色谱仪（型号：ACQUI⁃
TY UPLC H-Class）、三重四极杆质谱仪（型号：Xevo 
TQ-S）、C18 超高效液相色谱柱（型号：ACQUITY 
UPLC® BEH）均购自美国 Waters 公司；多管漩涡混
合器（常州杰博森仪器有限公司，型号：UMV-2）；
十万分之一电子天平［梅特勒-托利多仪器（上海）
有限公司，型号：XS205］；低速离心机（安徽中科中
佳科学仪器有限公司，型号：SC-04）；高速离心机
（德国 Eppendorf 公司，型号：Centrifuge 5418）；氮吹
仪（天津市恒奥科技发展有限公司，型号：HAC-1）；
高速样品制备仪（美国 MP Biomedicals 公司，型号：
FastPrep-24TM 5G）；超声波细胞粉碎机（宁波新芝
生物科技股份有限公司，型号：SCIENTZ-ⅡD）。
2　方　法

2.1　溶液制备　
2.1.1　HupA-Lut-LCLCNs的制备　精密称取750 mg
单油酸甘油酯、10 mg HupA 和 26 mg Lut，溶解于
6 mL 无水乙醇中，超声处理 15 min 使其形成澄清
透明的前体溶液，为 A 相；精密称取 107 mg 泊洛沙
姆 407于 20 mL西林瓶中，加入 10 mL超纯水使其充
分溶解，为B相。500 r/min磁力搅拌，以250 μL/min
的恒定流速将A相缓慢滴加至B相中，持续搅拌2 h，
将上述溶液置于圆底烧瓶中 30 ℃旋转蒸发 30 min，
挥尽乙醇，得 HupA-Lut-LCLCNs 粗品溶液。取
HupA-Lut-LCLCNs 粗品溶液，0~4 ℃冰水浴条件
下置于细胞超声破碎仪上超声 5 min，超声功率为
250 W，2 s/次，间隔1 s/次，即得HupA-Lut-LCLCNs。
HupA-Lut-LCLCNs 平均粒径为（220.93±1.20）nm，
多分散指数（PDI）为（0.176±0.023），Zeta 电位为
-21.06 mV。
2.1.2　HupA-Lut-LCLCNs-ISG 的制备　精密称取
1.0 g 低酰基结冷胶及 0.75 g 羟丙基甲基纤维素，置
于 250 mL 烧杯中，加入纯化水 100 mL，在 600 r/min
磁力搅拌下加热至 80～90 ℃使其充分溶胀并溶解，
待其冷却至室温后得到澄明溶液，加纯化水补足水

量至 100 mL，置于 4 ℃冰箱中冷藏过夜，备用。精密
吸取“2.1.1”项下制得的 HupA-Lut-LCLCNs 与上述
溶液，按 6∶4（V/V）比例置于西林瓶中，300 r/min磁
力搅拌 20 min，混合均匀，即得 HupA-Lut-LCLCNs-
ISG。
2.2　大鼠血浆与脑组织中药物体内分析方法的
建立
2.2.1　色谱条件　采用 ACQUITY UPLC® BEH C18
色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，Waters），以 0.1%
甲酸水溶液（A）与甲醇（B）为流动相，梯度洗脱
（0～0.5 min，80%A；0.5～1.5 min，80%～15%A；
1.5～3 min，15%A；3～3.1 min，15%～80%A；3.1～
4 min，80%A）；流速：0.25 mL/min；柱温：40 ℃；进
样量：2 μL。
2.2.2　质谱条件　离子源：电喷雾电离（ESI）源；离
子模式：正负离子切换扫描；扫描方式：多反应监
测（MRM）；毛细管电压：2.50 kV；Extractor：3.00 V；
离子源温度：500 ℃；去溶剂温度：500 ℃；锥孔气
体（氮气）流速：50 L/h；去溶剂气体（氮气）流速：
800 L/h；碰撞气体：氩气；用于定量分析的离子对
及相应参数：HupA 采用正离子模式检测，离子形式
为［M+H］+，m/z 243.33→134.15，锥孔电压 30 V，碰
撞能量 25 eV；Lut 采用负离子模式检测，离子形式
为［M-H］-，m/z 285.10→133.12，锥孔电压 30 V，碰
撞能量 30 eV；Pae 采用负离子模式检测，离子形式
为［M-H］-，m/z 525.16→121.02，锥孔电压 28 V，碰
撞能量 25 eV。
2.2.3　对照品工作液与内标工作液的制备　
2.2.3.1　HupA和Lut对照品工作液　精密称取HupA
和 Lut 对照品各 5 mg，分别置于 10 mL 量瓶中，加甲
醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得浓度为 500 μg/mL
的 HupA 和 Lut 对照品储备液。用甲醇逐步稀释上
述储备液，制得浓度分别为 0.1、0.5、1、10、50、100、
500、1 000、2 000、5 000 ng/mL 的 HupA 与 Lut 系列
对照品工作液，4 ℃冰箱避光保存。
2.2.3.2　内标工作液　精密称取Pae 5 mg，置于10 mL
量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得浓度
为 500 μg/mL的 Pae内标储备液。用甲醇进一步稀
释该储备液，制得 Pae 浓度为 5 μg/mL 的内标工作
液，4 ℃冰箱避光保存。
2.2.4　血浆及脑组织的采集　选取健康 SD 大鼠
105只，实验前禁食不禁水 12 h，腹腔注射 20% 乌拉
坦（0.7 mL/100 g）进行深度麻醉；麻醉后腹主动脉
取血，血液置于含有肝素钠的采血管中，于室温下
3 500 r/min 离心 15 min，分离上层血浆，置于-20 ℃
冰箱冷冻保存；大鼠取血后，迅速开颅，完整剥离全
脑，剔除表面血管及脑膜，用滤纸吸干残余血浆并
用生理盐水冲洗；精密称定重量后，置于组织研磨
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管中，按 2 mL/g 的比例加入冰生理盐水，在冰浴条
件下利用高速样品制备仪进行充分匀浆；匀浆液于
3 500 r/min 离心 15 min，取上清液，即得脑组织匀
浆液，置于-20 ℃下冷冻保存备用。
2.2.5　样品前处理　① 血浆样品处理：精密吸取大
鼠血浆 500 μL，加入 Pae 内标溶液 10 μL，混匀；加
入乙酸乙酯 3 mL，涡旋振荡 10 min，使其充分混匀
并促进萃取完全；于室温下 3 500 r/min离心 10 min，
精密移取全部上清液，于 40 ℃下氮气吹干；残渣加
入 80%甲醇 100 μL 复溶，涡旋混合 5 min，于室温下
14 000 r/min离心 10 min，取上清液，即得。② 脑匀
浆样品处理：精密吸取大鼠脑匀浆 500 μL，后续内
标加入、萃取、离心、吹干及复溶步骤均同“血浆样
品处理”项下操作。
2.2.6　专属性试验　分别取大鼠空白血浆和空白
脑匀浆各 500 μL 作为空白基质样品；另取大鼠空
白血浆和空白脑匀浆各 500 μL，加入 HupA 对照品
工作液作为空白基质加 HupA 对照样品；另取大鼠
空白血浆和空白脑匀浆各 500 μL，加入 Lut 对照品
工作液作为空白基质加 Lut 对照样品；另取大鼠空
白血浆和空白脑匀浆各 500 μL，加入 Pae 工作液作
为空白基质加 Pae 内标样品；另取大鼠给药后血浆
和给药后脑匀浆各 500 μL，加入 Pae 内标工作液作
为给药样品。上述样品均按“2.2.5”项下自“加入乙
酸乙酯 3 mL”起的步骤处理，进行超高效液相色
谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）分析。
2.2.7　标准曲线与线性关系考察　分别取空白血
浆和空白脑匀浆各 500 μL，分别加入“2.2.3”项下
HupA 和 Lut系列对照品工作液 10 μL 及 Pae 内标工
作液 10 μL，按“2.2.5”项下处理方法操作，制备得到
含 HupA 与 Lut 浓度分别为 0.01、0.05、0.1、1、5、10、
50、100、200、500 ng/mL 的系列标准曲线溶液。通
过 UPLC-MS/MS 分析，记录 HupA、Lut 及 Pae 的峰
面积（AHupA、ALut、APae）。以待测物与内标的峰面积比
值（AHupA/APae、ALut/APae）为纵坐标（Y），以 HupA 和 Lut
浓度与 Pae 浓度比值（CHupA/CPae、CLut/CPae）为横坐标
（X），采用加权最小二乘法进行线性回归拟合，设
置权重为 w＝1/X2，分别建立 HupA 和 Lut 在血浆及
脑匀浆中的回归方程。定量下限（LLOQ）依据信噪
比（S/N≥10）初步确定。
2.2.8　精密度试验　精密吸取空白血浆和空白脑
匀浆各 500 μL，分别加入 HupA 和 Lut 对照品工作
液，制备得到低、中、高浓度（10、100、250 ng/mL）水
平的血浆样品溶液和脑匀浆样品溶液。每个浓度
水平平行配制 5 份独立样品，按“2.2.5”项下方法处
理样品，并进行 UPLC-MS/MS 分析。在同一日内
完成上述样品的独立制备与测定，计算实测浓度的
相对标准偏差（RSD），以考察日内精密度；连续独
立配制并测定 3 d，以考察日间精密度。

2.2.9　稳定性试验　精密吸取空白血浆和空白脑
匀浆各 500 μL，加入 10 μL 浓度为 1 000 ng/mL 的
HupA和 Lut对照品工作液，混匀。将上述样本分别
置于以下条件下进行测试：① 室温放置 24 h 以考
察短期暴露稳定性；② -20 ℃冰箱放置 72 h 反复
冻融 3 次以考察样品反复冻融稳定性。按“2.2.5”
项下方法处理样品，并进行 UPLC-MS/MS 分析。
2.2.10　方法回收率试验　按“2.2.8”项下方法配制
得到 HupA 和 Lut 浓度为 10、100、250 ng/mL 的低、
中、高浓度水平血浆和脑匀浆样品溶液，每个浓度
平行配制 3 份。按“2.2.5”项下方法处理样品，并进
行 UPLC-MS/MS 分析。记录 HupA、Lut 及 Pae 峰面
积，计算药物含量，按公式计算方法回收率，方法回
收率＝实测量/对照品加入量×100%。
2.2.11　提取回收率和基质效应试验　A 组：精密
吸取空白血浆和空白脑匀浆各 500 μL，加入对应
浓度水平的 HupA 和 Lut 对照品工作液 10 μL，配制
成 HupA 和 Lut 浓度为 10、100、250 ng/mL 的低、中、
高浓度水平的血浆和脑匀浆样品溶液，每个浓度
平行配制 3 份。按“2.2.5”项下方法处理样品，并进
行 UPLC-MS/MS 分析，记录各待测物的色谱峰面
积（A）。B 组：精密吸取空白血浆和空白脑匀浆各
500 μL，加入乙酸乙酯 3 mL 萃取，在萃取所得上清
液中加入与 A 组等量的对应浓度水平对照品溶液
10 μL，按“2.2.5”项下方法处理样品，并进行 UPLC-
MS/MS 分析，记录各待测物的色谱峰面积（B）。
C 组：直接以甲醇配制含有相应浓度 HupA和 Lut的
纯溶剂对照品溶液，其药物终浓度应与 A、B 组复
溶后的理论进样浓度一致，按“2.2.5”项下方法处理
样品，并进行 UPLC-MS/MS 分析，记录各待测物的
色谱峰面积（C）。计算提取回收率与基质效应，提
取回收率＝（A/B）×100%，基质效应＝（B/C）×

100%。
2.3　大鼠鼻腔给药的药动学与脑靶向性评价　
2.3.1　HupA-Lut 尾静脉注射液的制备　精密称取
1.5 mg HupA 和 4 mg Lut，置于烧杯中，加入 3 mL 无
水乙醇溶解。随后加入 7 mL 生理盐水，0.22 μm 微
孔滤膜滤过，即得 HupA 质量浓度为 0.15 mg/mL、
Lut 质量浓度为 0.4 mg/mL、澄明的 HupA-Lut 尾静
脉注射液［15-16］。
2.3.2　分组、给药及取材　选取健康SD大鼠105只，
采用随机数字表法分为 2 组：尾静脉注射液组
（55只）、HupA-Lut-LCLCNs-ISG鼻腔给药组（50只）。
2 组大鼠给药前禁食不禁水 12 h。① 尾静脉给药
组：腹腔注射 20%乌拉坦（0.7 mL/100 g）对大鼠进行
麻醉，尾静脉注射 0.24 mL含 HupA 36 μg、Lut 96 μg
的HupA-Lut尾静脉注射液，分别于给药后的 0.033、
0.083、0.25、0.5、0.75、1、2、4、8、12、24 h 时，在大鼠
麻醉状态下行腹主动脉采血并完整剥离脑组织，样
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本处理和保存方法同“2.2.4”项下操作。② HupA-
Lut-LCLCNs-ISG 鼻腔给药组：腹腔注射 20% 乌拉

坦对大鼠进行麻醉（0.7 mL/100 g），取仰卧位，固定

头部和四肢于手术板上，剖开颈部并暴露食管，结

扎食管以防止药液流失。以鼻腔给药方式，分别用

平头微量注射器给予大鼠鼻腔 60 μL HupA-Lut-
LCLCNs-ISG（含 HupA 36 μg 和 Lut 96 μg），分别于

给药后的 0.083、0.25、0.5、0.75、1、2、4、8、12、24 h
时，在大鼠麻醉状态下行腹主动脉采血并完整剥离

脑组织，样本处理和保存方法同“2.2.4”项下操作。

2.3.3　药代动力学考察　取“2.3.2”项下采集的血

浆及脑组织样品，按“2.2.5”项下方法处理样品，并

进行 UPLC-MS/MS 分析。根据回归方程计算各时

间点血浆和脑组织中 HupA 和 Lut浓度。以时间（t）
为横坐标、血浆中药物浓度（C）为纵坐标，分别绘

制 HupA 和 Lut 血药浓度-时间曲线及脑药浓度-时
间曲线。将“浓度-时间”数据导入 DAS 2.0 药动学

软件，采用非房室模型计算统计矩参数［达峰时间

（tmax）、峰浓度（Cmax）、半衰期（t1/2）、血药浓度时间曲

线下面积（AUC0-t）、平均滞留时间（MRT0-t）］，提取

相关组别 AUC0-t，按以下公式分别计算脑靶向效率

（DTE）、鼻脑直接传递百分比（DTP）和绝对生物利

用度（F）［17-18］。

DTE = (AUC脑组织/AUC血浆 )i.n.
(AUC脑组织/AUC血浆 )i.v.

× 100%

DTP =
(AUC脑组织 )i.n. - (AUC脑组织 )i.v.

(AUC血浆 )i.v.
× (AUC血浆 )i.n.

(AUC脑组织 )i.n.
× 100%

F = AUCi.n.AUCi.v.
× 100%

注：i.n.表示鼻腔给药，i.v.表示静脉给药。

2.4　统计学方法　采用 GraphPad Prism 8.0.1 软件

进行统计分析。计量资料符合正态分布以（x̄±s）表

示，组间比较采用独立样本 t检验。P＜0.05表示差

异有统计学意义。

3　结　果

3.1　大鼠血浆与脑组织中药物体内分析方法的建

立　

3.1.1　专属性试验　在选定的色谱和质谱条件下，

各组分色谱峰形对称性良好，HupA、Lut、Pae 的出

峰时间分别约为 2.23、2.84、2.51 min，三者在各自

通道内互不干扰，且血浆及脑组织中的内源性物质

对测定无干扰，本分析方法具有优良的专属性。见

图 1～2。
3.1.2　标准曲线与线性关系考察　HupA 在血浆中

的回归方程为 Y＝0.023 4X＋0.115 9，r＝0.994 5；在
脑组织中的回归方程为 Y＝0.027 9X＋0.038 3，r＝

0.996 2。Lut在血浆中的回归方程为 Y＝0.016 5X＋
0.034，r＝0.998 4；在脑组织中的回归方程为 Y＝
0.014 6X－0.079 5，r＝0.997 2。结果表明，HupA 在

0.01～500 ng/mL浓度范围内、Lut在0.05～500 ng/mL
浓度范围内，于血浆及脑组织基质中均呈现良好

线性关系。HupA 和 Lut的 LLOQ 分别为 0.01 ng/mL
（S/N＝11.19）和 0.05 ng/mL（S/N＝10.34）。

3.1.3　精密度试验　考察低、中、高（10、100、250 ng/mL）
3 个浓度水平质控样品的精密度。结果显示，血浆

样品HupA的日内精密度和日间精密度RSD分别为

4.48%～12.63%和3.97%～9.78%；Lut的日内精密度和

日间精密度 RSD 分别为 1.98%～5.45% 和 3.60%～

6.30%。脑组织样品 HupA 的日内精密度和日间精

密度 RSD 分别为 4.09%～9.34% 和 3.13%～9.07%；

Lut的日内精密度和日间精密度RSD分别为1.43%～

6.78% 和 2.55%～6.39%。各质控样品的日内精密

度和日间精密度 RSD 均＜15%，表明本提取与测定

方法稳定可靠，符合《中华人民共和国药典：四部》

通则 9012“生物样品定量分析方法验证指导原则”

的相关要求［19］。
3.1.4　稳定性试验　对照品血浆质控样品在室温

放置 24 h 及经-20 ℃反复冻融 3 次后，HupA 浓度的

RSD 分别为 5.48% 和 6.49%，Lut 浓度的 RSD 分别为

8.84% 和 6.87%；对照品脑组织质控样品在相同条

件下，HupA 浓度的 RSD 分别为 6.19% 和 2.90%，Lut
浓度的 RSD 分别为 5.92% 和 7.03%。各稳定性样本

实测浓度为初始浓度的 90%～100%，且RSD＜10%，

表明 HupA 和 Lut 在血浆及脑组织样品中经室温放

置、冷冻及反复冻融条件下稳定性符合《中华人民

共和国药典：四部》通则 9012“生物样品定量分析

方法验证指导原则”的相关要求［19］。
3.1.5　方法回收率试验　考察低、中、高（10、100、
250 ng/mL）3 种浓度水平质控样品的方法回收率。

结果表明，对照品血浆质控样品中 HupA 的方法回

收率分别为 101.62%、94.85%、99.39%，RSD 分别为

4.24%、4.33%、2.18%；对照品脑组织质控样品中

HupA的方法回收率分别为90.78%、90.98%、99.67%，

RSD分别为 5.69%、1.63%、1.40%。对照品血浆质控

样品中 Lut 的方法回收率分别为 96.54%、98.86%、

100.16%，RSD 分别为 6.61%、6.94%、3.23%；对照品

脑组织质控样品中Lut的方法回收率分别为86.08%、

93.53%、99.42%，RSD 分别为 1.15%、4.28%、2.13%。

以上低、中、高浓度的含药基质样品中，HupA 与 Lut
的方法回收率均处于 85%～115% 范围内，且 RSD
＜7%，表明本分析方法准确度良好，符合《中华人

民共和国药典：四部》通则 9012“生物样品定量分

析方法验证指导原则”的相关要求［19］。
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注：1 HupA 通道；2 Lut 通道；3 Pae 通道；A 空白血浆；B 空白血浆＋HupA 对照品溶液；C 空白血浆＋Lut 对照品溶液；

D 空白血浆＋Pae 内标溶液；E 空白血浆＋HupA 对照品溶液＋Lut 对照品溶液＋Pae 内标溶液；F 给药血浆。

图 1　大鼠血浆样品UPLC-MS/MS图
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注：1 HupA 通道；2 Lut 通道；3 Pae 通道；A 空白脑组织；B 空白脑组织＋HupA 对照品溶液；C 空白脑组织＋Lut 对照品溶

液；D 空白脑组织＋Pae内标溶液；E 空白脑组织＋HupA对照品溶液＋Lut对照品溶液＋Pae内标溶液；F 给药脑组织。

图 2　大鼠脑组织样品UPLC-MS/MS图

16



郑 钧 等 ：石杉碱甲-木犀草素脂质立方液晶纳米粒离子敏感型凝胶大鼠鼻腔给药药动学及脑靶向性研究第  9  期

3.1.6　提取回收率与基质效应　考察低、中、高
（10、100、250 ng/mL）3个浓度水平质控样品的提取
回收率与基质效应。结果显示，对照品血浆质控样
品中 HupA 的提取回收率分别为 91.48%、88.40%、
95.62%，RSD 分别为 11.26%、1.75%、3.91%；对照品
脑组织质控样品中 HupA 的提取回收率分别为
91.07%、89.99%、98.24%，RSD分别为 6.54%、2.95%、
5.95%。对照品血浆质控样品中Lut的提取回收率分
别为 91.13%、101.88%、95.20%，RSD 分别为 8.18%、
7.41%、4.08%；对照品脑组织质控样品中 Lut 的提
取回收率分别为 90.85%、93.11%、98.86%，RSD 分
别为 7.96%、3.84%、5.80%。对照品血浆质控样品中
HupA的基质效应分别为 96.74%、101.26%、98.32%，
RSD分别为6.02%、8.91%、5.03%；对照品脑组织质控
样品中HupA的基质效应分别为 107.73%、100.88%、
100.04%，RSD 分别为 6.15%、3.03%、3.59%。对照
品血浆质控样品中 Lut 的基质效应分别为 96.41%、
93.04%、97.52%，RSD 分别为 7.28%、5.48%、6.27%；
对照品脑组织质控样品中 Lut 的基质效应分别为
89.72%、97.02%、96.59%，RSD分别为 3.28%、7.24%、
0.59%。结果表明，HupA 和 Lut 在血浆及脑组织基
质中的提取回收率稳定且重现性好，基质效应均控
制在 85%～115% 范围内，不存在显著的内源性离
子增强或抑制现象，符合《中华人民共和国药典：四
部》通则 9012“生物样品定量分析方法验证指导原
则”的相关要求［19］。
3.2　大鼠鼻腔给药的药动学与脑靶向性评价　
3.2.1　药代动力学考察　HupA-Lut-LCLCNs-ISG
鼻腔给药组 0.5 h HupA 和 Lut在血浆及脑组织中均

达Cmax。见图3～4。与尾静脉注射液组比较，HupA-
Lut-LCLCNs-ISG 鼻腔给药组 HupA 和 Lut 血浆 Cmax
均显著下降（P＜0.05），Lut 血浆 AUC0-t 显著下降
（P＜0.05），HupA 和 Lut 脑组织 Cmax和 AUC0-t均显著
升高（P＜0.05）。见表 1～2。
3.2.2　脑靶向性评价　见表 3。
4　讨　论

制剂脑靶向性评价实验的可行性及结果的可
信度，主要取决于脑组织样品采集方法的规范性和
生物样品含量测定方法的可靠性。此外，还应选择
适宜的评价参数对实验数据进行处理，以准确评价
制剂的脑靶向性。
4.1　样品采集方式的选择　目前，评价药物脑靶
向性的体内采样策略主要包括穿刺单点法、脑部微
透析法和脑组织药物浓度法。其中，穿刺单点法每
个动物只能取一个样品，且操作难度较大，对实验
技术要求较高；脑部微透析法具有实时、动态、连续
取样和微创等优点，但是对仪器设备要求较高，实
验成本较高，不利于开展大批量样品检测［20］；脑组
织药物浓度法是通过分离脑组织并测定其中药物
浓度，以脑组织匀浆中药物浓度近似反映脑内药物
暴露水平。该方法虽可能受到脑血管残留血液中
药物的影响，不能完全准确反映药物在脑实质中的
真实浓度，但可通过脑组织药物浓度、血浆药物浓
度及其相关比值评价药物脑分布特征，在一定程度
上反映药物的脑靶向性，且具有操作相对简便、成
本较低等优点［17］。因此，本研究采用脑组织药物
浓度法评价 HupA-Lut-LCLCNs-ISG 鼻腔给药组的
脑靶向性。

注：A HupA；B Lut。
图 3　 2组大鼠体内平均血浆药物浓度-时间曲线
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4.2　样品前处理方式的选择　由于生物样品组成

复杂，且药物含量低，样品中的基质、内源性物质及

代谢产物等均会影响药物测定。为提高生物样品

中药物提取率，减少基质干扰，本研究在前期预实

验中，系统考察了有机溶剂萃取法、蛋白沉淀法、酸

化-蛋白沉淀法和蛋白沉淀与有机溶剂萃取结合法

对大鼠血浆及脑组织样本的处理效能。结果显示，

采用有机溶剂萃取法和酸化-蛋白沉淀法处理生物

样品，其各项方法学验证指标均能达到 85%～115%
的合格要求。考虑到有机溶剂萃取法较酸化-蛋白

表 3　HupA-Lut-LCLCNs-ISG鼻腔给药组的脑靶向性评价（x̄±s）

组别

尾静脉注射液组

HupA-Lut-LCLCNs-ISG
鼻腔给药组

n

5
5
5
5

药物

HupA
Lut

HupA
Lut

AUC0-t（血浆）/
（ng·h/mL）

1 181.34±67.74
1 557.19±103.78
1 115.52±116.84
1 271.78±85.33

AUC0-t（脑组织）/
（ng·h/mL）
673.83±117.09

1 108.21±79.34
1 418.19±137.06
1 653.96±216.26

DTE/%
100.00±0.00
100.00±0.00
229.87±49.05
182.55±17.98）

DTP/%
—

—

54.94±9.28
44.75±6.04

F/%
—

—

94.43
81.67

表 2　2组脑组织中HupA和 Lut的药代动力学参数（x̄±s）

组别

尾静脉注射液组

HupA-Lut-LCLCNs-ISG
鼻腔给药组

n
5
5
5
5

药物

HupA
Lut

HupA
Lut

tmax/h
0.50±0.00
0.50±0.00
0.50±0.00
0.50±0.00

Cmax/（ng/mL）
196.46±35.75
363.69±50.21
408.74±11.301）

488.26±9.361）

t1/2/h
4.37±0.94
5.01±1.30
5.38±1.01
5.84±1.47

AUC0-t/（ng·h/mL）
673.83±117.09

1 108.21±79.34
1 418.19±137.061）

1 653.96±216.261）

MRT0-t/h
5.02±1.02
4.36±0.81
5.30±0.90
5.70±1.60

注：与尾静脉注射液组比较，1） P＜0.05；鉴于静脉注射不存在吸收过程，静脉注射组与鼻腔给药组的 tmax未进行统计学比较。

表 1　2组血浆中HupA和 Lut的药代动力学参数（x̄±s）

组别

尾静脉注射液组

HupA-Lut-LCLCNs-ISG
鼻腔给药组

n
5
5
5
5

药物

HupA
Lut

HupA
Lut

tmax/h
0.033±0.000
0.033±0.000
0.500±0.000
0.500±0.000

Cmax/（ng/mL）
566.14±90.02
850.30±112.48
338.09±28.371）

460.15±16.591）

t1/2/h
4.35±1.04
3.90±0.63
4.57±1.06
3.73±1.08

AUC0-t/（ng·h/mL）
1 181.34±67.74
1 557.19±103.78
1 115.52±116.84
1 271.78±85.331）

MRT 0-t/h
5.10±0.74
4.07±0.67
4.92±0.62
3.94±1.15

注：与尾静脉注射液组比较，1） P＜0.05；鉴于静脉注射不存在吸收过程，静脉注射组与鼻腔给药组的 tmax未进行统计学比较。

注：A HupA；B Lut。
图 4　 2组大鼠体内平均脑组织药物浓度-时间曲线
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沉淀法操作步骤简便，且能满足大鼠血浆和脑组织
含量测定要求，因此选择有机溶剂萃取法，以乙酸
乙酯为萃取溶剂进行血浆和脑组织样品的前处理。
该方法处理后样品杂质少，大大降低了对待测成分
的干扰，且符合生物样品定量分析方法验证要求。
4.3　药动学和脑靶向性评价　HupA-Lut-LCLCNs-
ISG 给药系统结合了 LCLCNs 良好的透膜性和 ISG
良好的生物黏附性，有效延长了药物在鼻腔黏膜的
滞留时间，从而显著提高了药物的全身生物利用度
及脑靶向递送效率。在靶向性评价中，通常以鼻腔
给药和静脉给药的脑/血浆暴露量比值（AUC 脑组织/
AUC 血浆）为基准来判断［21］。DTE 是评价制剂脑靶
向性的参数。DTE＞100% 提示制剂具有一定的脑
靶向优势。本研究中，HupA-Lut-LCLCNs-ISG 鼻
腔给药组 HupA 和 Lut 的 DTE 分别为 229.87% 和
182.55%，提示药物除经体循环跨越血脑屏障进入
脑组织外，还可经鼻-脑通路直接进入脑组织，表
现出较好的脑靶向性。DTP 用于评价药物经鼻-脑
通路直接转运至脑组织的比例。本研究中，HupA
和 Lut的 DTP 分别为 54.94% 和 44.75%，提示经鼻腔
给药后，约 54.94% 的 HupA 和 44.75% 的 Lut 可能通
过鼻-脑通路直接转运至脑组织。

综上所述，本实验结果表明HupA-Lut-LCLCNs-
ISG 经大鼠鼻腔给药具有较高的生物利用度，且可
显著提高药物的脑靶向性。本研究尚未设置口服
给药组，后续可增加口服给药对照组，从药动学及
脑靶向性角度进一步评价 HupA-Lut-LCLCNs-ISG
鼻腔给药的应用优势。
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