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摘要：目的 制备复方龙脉宁磷脂复合物并进行口服十二指肠体外吸收评价。方法 以复合率为评价指标，结合前期试验结

果，采用正交法优选复方龙脉宁磷脂复合物的影响因素，包括药物浓度、复合时间、复合温度和药脂比；分别制备复方龙脉宁提

取物与磷脂复合物，对二者采取外翻肠囊法测定改性前后在十二指肠段的吸收情况。结果 确定了以乙醇作为反应溶剂，提

取物与大豆卵磷脂比例为1∶3，提取物的投料浓度为80 mg/mL，在40 ℃条件下复合12 h为最佳复合条件；采用磷脂复合物技术

制备的复方龙脉宁磷脂复合物肠吸收较提取物显著增加。结论 磷脂复合物技术对于复方龙脉宁口服生物利用度的提高具

有一定的适用性。
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Abstract：Objective To study the preparation of Fufang Longmaining extract phospholipid complex and evaluate duodenum ab⁃
sorption characteristic.Methods The evaluation criterion was complex ratio. Combined with pretest results，the experiment inspect
the significance influential factor such as phospholipids/drug，the drug concentration，the reaction time and temperature by orthogo⁃
nal design. Everted gut sac method was used to evaluating the absorption situation of Fufang Longmaining extract and phospholipid
complex.Results The ethyl alcohol was adoptedas reaction solvent. The screening process was as follows：the ratio of extract and
phospholipid was 1∶3，extract concentration was 80 mg/mL，react time was 12 h at temperature40 ℃. The absorption of phospholip⁃
id complex was significantly increased.Conclusion Phospholipid complex technology has certain applicability in promoting the
oral bioavailability of Fufang Longmaining.
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冠心病主要是由冠状动脉发生粥样硬化引起

管腔狭窄或闭塞，导致心肌缺血缺氧或坏死而引起

的心脏病［1］。复方龙脉宁方是陕西中医药大学第

一附属医院脑病科陶根鱼教授的经验方，处方由葛

根、川芎、穿山龙、蜂胶四味中药组成，功能通络活

血，消炎化瘀，临床应用于冠心病的治疗。虽然复

方龙脉宁提取物的活性成分有确切的药理效应，但

由于其水溶性、脂溶性均较差的特点造成了口服吸

收较为困难，且药物在体内的生物利用度不高，从

而极大地限制了药物的临床使用［2］。相关研究证

明，磷脂复合物作为一种新型给药系统，用于中药

有效部位的改性时可有效提高有效部位的脂溶性

和水溶性［3］。本研究自 2017年 12月至 2018年 4月

将复方龙脉宁提取物的制备工艺与磷脂复合物技

术相结合，通过评价改性前后提取物和磷脂复合物

在十二指肠段的吸收情况，以论证此工艺能改善复

方龙脉宁的生物药剂学特性［4］，对复方龙脉宁的生

物利用度的提高做出理论支持。

1 材料

梅特勒-托利多AR114电子天平；78⁃1型磁力

搅拌器；Thermo Scientific Heraeus Labofuge400R 台

式离心机；RE⁃3000旋转蒸发器；SHB⁃Ⅲ循环水式多

用真空泵。Dionex Ultimate 3000高效液相色谱仪。

SD大鼠由西安交通大学医学部实验动物中心

提供［合格证号：SYXK（陕）2017⁃014）］；葛根（批号

20171226）、穿山龙（批号 20171011）、川芎（批号

20170907）均购自宝鸡向源中药饮片有限责任公

司；蜂胶（陕西省咸阳市自然之子蜂产品公司，批号
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20170821）。葛根素对照品（中国药品生物制品检

定所，批号110773⁃201612，纯度≥98%）；大豆卵磷脂

（上海太伟药业，批号 040801，PC≥82%）；复方龙脉

宁提取物、复方龙脉宁磷脂复合物、Krebs⁃Ringers肠
营养液为均为自制；乙腈、甲醇为色谱纯（美国Fish⁃
er）；水为蒸馏水；其他试剂均为分析纯（天津科密欧

试剂有限公司）。

2 方法与结果

2.1 复方龙脉宁磷脂复合物制备工艺

2.1.1 复方龙脉宁提取物制备工艺［5］ 按原方比例

取葛根，穿山龙，川芎三味药材，用8倍量70 %浓度

的乙醇回流提取 3次，每次 2 h，提取完成后回收乙

醇，提取液减压浓缩至适量，采用大孔吸附树脂法

对提取液进行纯化，树脂型号为AB⁃8，提取液与树

脂比例为1 mL∶1 g，洗脱液为80%浓度乙醇，洗脱速

度为0.5 BV/h，收集洗脱液，将洗脱液减压浓缩至适

量后，按原方比例加入除蜡后的蜂胶，混匀，喷雾干

燥，即得。

2.1.2 磷脂复合物制备及评价［6］ 将“2.1.1”项下制

得的复方龙脉宁提取物和一定量的磷脂置于圆底

烧瓶中，加入一定量无水乙醇，将圆底烧瓶置于磁

力搅拌器上进行恒温搅拌，反应一段时间后，减压

回收无水乙醇，将圆底烧瓶内壁上的产物刮取下

来，置于减压干燥箱中干燥，得到复方龙脉宁磷脂

复合物。

2.1.3 复合率测定方法的建立［7］ 分别称取已经研

磨成细分的复方龙脉宁提取物 1 g于 50 mL三角瓶

中，分别加入表1中的试剂20 mL，置于室温（25 ℃）

下，每 5 min强力震荡 30 s，持续 30 min，滤过，滤液

用恒重后的蒸发皿收集，置于 80 ℃水浴锅上烘干

后，转移至烘箱烘干至恒重，试验结果见表1。
溶解率＝（W1-W2）/W3×100%，W1＝蒸发皿+

溶解物质量，W2＝蒸发皿质量，W3＝龙脉宁提取

物质量。

从表 1可得，复方龙脉宁提取物在甲苯中的溶

解性较低，为 0.7%，因此选择甲苯作为测定复合率

的溶剂。

利用龙脉宁提取物难溶于甲苯，而大豆卵磷脂

和龙脉宁提取物磷脂复合物易溶于甲苯的特点［8］，

将定量的龙脉宁提取物和大豆卵磷脂复合后，减压

除去反应溶剂，取出，研磨成细粉，精密称定1 g龙脉

宁提取物磷脂复合物，将复合物置于锥形瓶中，充

分溶解其中的磷脂及磷脂复合物，以 3 000 r/min的

转速离心10 min，取出，将上清液转移至己恒重的蒸

发皿中，除去甲苯，称定其重量。复方龙脉宁提取

表1 复方龙脉宁提取物在不同溶剂中的溶解度

溶剂

无水乙醇

三氯甲烷

二氯甲烷

乙酸乙酯

正丁醇

乙醚

蒸馏水

95%乙醇

四氢呋喃

正辛醇

磷酸盐缓冲液（pH5.8）
石油醚

甲苯

正己烷

丙酮

W1

51.981 0
55.258 6
57.308 3
49.267 6
52.189 1
54.273 8
58.353 5
45.906 3
49.350 4
51.307 6
57.324 4
52.375 8
53.222 2
61.309 7
56.551 8

W2

51.362 8
55.214 5
57.236 9
49.235 8
52.146 8
54.201 4
58.210 6
45.213 6
49.215 8
51.268 5
57.236 9
52.360 2
53.214 8
61.287 6
56.239 9

W3

1.035 7
1.002 1
1.057 6
1.102 9
1.085 5
1.062 3
1.045 9
1.095 3
1.047 6
1.069 9
1.114 2
1.063 4
1.075 1
1.006 5
1.096 1

溶解率/%
59.68
4.40
6.75
2.88
3.90
6.81
13.66
63.26
12.86
3.66
7.85
1.47
0.69
2.20
28.46

物与大豆卵磷脂复合率（%）＝［M2-（M1-M2）×λ］/
M1×100%（M1＝磷脂复合物质量，M2＝磷脂复合物

溶于甲苯的质量，λ＝磷脂与药物质量比）。依照此

法检验三批样品，计算各样品复合率的平均值，从

而计算出复方龙脉宁与大豆卵磷脂的复合率。

2.1.4 单因素实验 复合率的影响因素包括复合

溶剂的类型、复合的时间与温度、药脂比以及药物

的浓度，由于提取物与磷脂的复合实质上是分子间

的结合［9］，这就要求复方龙脉宁提取物在进行复合

的溶剂中溶解度较高，结合预实验结果，最终复合

溶剂为无水乙醇，且复合率的影响因素为复合时

间、药物浓度以及药脂比等，而复合温度对复合效

果的影响为低浓度时提取物与磷脂的复合率受反

应温度的影响较小，而高浓度时提取物与磷脂的复

合率则受反应温度影响较大，具体表现为温度在

40 ℃以上时复合率随着温度的增高而降低。

2.1.5 正交实验设计 根据单因素试验的考察结

果，选择最佳反应溶剂为乙醇、反应温度为 40 ℃、

高药物浓度时，以药物浓度（A）、药脂比（B）和复合

时间（C）做三因素三水平的正交实验设计。采用

L9（33）表，因素水平表见表2，结果见表3，4。
表2 因素水平表

水平

1
2
3

因素

A药物浓度/（mg/mL）
80
100
120

B药脂比/w∶w
1∶2
1∶3
1∶4

C复合时间/h
8
10
12
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表3 正交实验结果

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
R

因素

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3

77.35
74.04
63.13
14.21

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3

66.75
74.41
73.36
7.67

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2

71.48
69.84
74.20
3.60

复合率/%
75.20
78.31
78.53
65.25
81.29
75.59
59.79
63.64
65.97

表4 方差分析表

因素

A
B
C

离均差平方和（SS）

331.96
103.66
19.94

自由度（f）

2
2
2

F值

19.60
6.12
1.00

P值

0.03
0.59
0.90

由直观分析可知，最佳工艺参数为A1B2C3，即药

物浓度为80 mg/mL，药脂比为1∶3，反应时间为12 h，
方差分析结果显示药脂比以及反应时间对结果无显

著性影响。按此优化条件制得3批复方龙脉宁磷脂

复合物，测得磷脂复合物的平均复合率为86.72%。

2.2 复方龙脉宁磷脂复合物十二指肠吸收研究

以葛根素为指标，使用HPLC进行测定，采用外翻肠

囊法研究复方龙脉宁提取物改性前后在十二指肠

的吸收变化，以评价复方龙脉宁提取物改性前后的

改善情况。

2.2.1 色谱条件 色谱柱为 Hypersil ODSC18（250
mm×4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇-水（25∶75），检

测波长为250 nm，流速为1 mL/min，理论板数按葛根

素峰计算应不低于4 000。
2.2.2 供试品溶液的配制 取葛根素对照品，用

“2.2.1”项下流动相稀释成浓度为0.051 2 mg/mL的葛

根素溶液作为对照品储备液。取过量复方龙脉宁提

取物及磷脂复合物于锥形瓶中，加入Krebs⁃Ringers
肠营养液，充分搅拌，得药物饱和液，以 3 000 r/min

的速率离心10 min，取上清液，按照“2.2.1”项下色谱

条件测定溶液中葛根素的含量，分别配置含量为0.1，
0.5，1.0 mg/mL的溶液作为供试品溶液。

2.2.3 十二指肠吸收实验 取受试SD大鼠禁食24 h，
期间自由饮水，试验时取10%水合氯醛将大鼠腹腔

注射麻醉后，取出10 cm左右十二指肠，分离出肠系

膜，用37 ℃ Krebs⁃Ringers肠营养液将肠系膜冲洗干

净，翻转十二指肠，结扎一端，固定另一端，加入

Krebs⁃Ringers 肠营养液饱和平衡 5 min，将其放入

“2.2.2”项下保持37 ℃恒温的供试液中，保持氧及二

氧化碳的供入，分别在 0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、
1.75、2、2.5、3 h吸取0.2 mL肠囊内溶液，同时向肠囊

内补充 0.2mL Krebs⁃Ringers肠营养液，测定各时间

点样品中的葛根素含量。

2.2.4 含量测定及数据处理 将各样品置于离心

机中，以3 000 r/min离心5 min，取上清液，按“2.2.1”
项下色谱条件测定上清液中葛根素的含量，计算各

样品累计渗透量Q，以各样品的Q测定值对时间进

行零级、一级、Higuchi方程拟合，通过相关系数的计

算确定数据处理模型。

Q = (V0 × Cn + Vi∑
i = 1

n - 1
Ci ) /A

上式中Q：单位面积的累积渗透量；V0：接收液

体积（mL）；Cn：第n次取样的药物浓度；Vi：每次的取

样体积（mL）；Ci：第n-1次测得的药物浓度）；A：离体

十二指肠肠管吸收面积。

方法学试验：分别精密吸取对照品储备液4、8、
10、12、16、20 μL进样，以峰面积A对进样量C（μg）进
行回归，得到回归方程为A＝107x+106，R2＝0.999，结
果表明，葛根素在0.2~1.02 μg处线性关系良好。专属

性试验显示，葛根素峰分离良好，在空白样品处没有

吸收，专属性良好。精密度试验显示，连续进样5次，

葛根素峰面积RSD为0.96%；分别于0、2、8、12、24 h进
样，葛根素峰面积RSD为2.15%，仪器精密度良好，样

品在24 h内稳定。对照品与供试品HPLC图见图1。
2.2.5 样品测定结果 对不同时间点两种样品的含

量进行测定，将各样品的累计渗透量对时间分别按

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
�K/min�K/min

	
�
�

	
�
�

A B

图1 HPLC图：A为葛根素对照品，B为复方龙脉宁提取物供试品
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照零级、一级、Higuchi进行拟合，结果表明以零级拟

合最佳，这表明复方龙脉宁中的葛根素在十二指肠

中表现出了被动扩散的吸收特征，不同浓度样品测

定结果见表 5，将三个浓度条件下的累积吸收量对

时间作图，见图2~4。
表5 不同浓度样品测定结果（n＝5）

样品

复方龙脉宁

提取物

提取物磷脂

复合物

浓度/
（mg/mL）

0.106 7
0.510 9
1.005 2
0.109 6
0.496 2
0.988 4

回归方程

Q＝1.943 6t-0.170 4
Q＝5.520 7t-0.992 1
Q＝10.3213t-2.054 2
Q＝3.214 6t-0.210 6
Q＝8.834 6t-0.143 7
Q＝13.006 4t-1.092 1

相关系数

（r2）

0.981 0
0.982 1
0.984 1
0.994 6
0.987 6
0.988 1

吸收速度常数/
μg·h-1·cm-2

1.943 6
5.520 7
10.321 3
3.214 6
8.834 6
13.006 4

0
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图2 低浓度样品吸收曲线（x̄±s，n＝5）
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图3 中浓度样品吸收曲线（x̄±s，n＝5）
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图4 高浓度样品吸收曲线（x̄±s，n＝5）
结果表明，提取物的肠吸收累积量与样品浓度

呈现的正相关，吸收速度常数呈线性递增，这表明

复方龙脉宁中的葛根素为被动扩散吸收。复方龙

脉宁提取物经与磷脂复合后，葛根素的肠吸收量明

显增加，高、中、低三个浓度提升量分别为65%、60%
和 26%。结果表明，将磷脂复合物技与复方龙脉宁

提取物相结合，可明显改善复方龙脉宁中葛根素的

十二指肠吸收，这对提高复方龙脉宁的生物利用度

提供了理论依据。

3 讨论

复方龙脉宁方主治心脑血管疾病，在临床应用

广泛，疗效确切，本课题在前期研究中选择了滴丸

作为剂型，取得了一定的研究进展，但仍存在生物

利用度低、用药量大、用药次数多等弊端。经过方

中各味药有效成分分析，发现含有大量的黄酮类及

其他含羟基成分，文献研究表明，这些物质与磷脂

结合可改善其理化性质及生物利用度［10］，为了改善

原方中的有效成分不利于吸收的缺点，本研究结合

磷脂复合物技术［11］，对复方龙脉宁提取物进行处

理，使其与磷脂复合，复合率较高，改善了药物在体

内的吸收，提高了药物在体内的生物利用度。

据文献报道，葛根素单体的磷脂复合物复合率可

达100%［2］，但考虑到中药复方成分的复杂性，以及提

取物中含有其他不含羟基的化合物无法与大豆卵磷

脂进行复合，86.72%的复合率已经是一个较为理想

的结果。本试验的复合溶剂为无水乙醇，并且对复合

效果具有一定影响的复合时间、药物浓度以及药脂比

等因素进行了考察，从而确定了复合工艺为药物浓度

为80 mg/mL，药脂比为1∶3，反应时间为12 h。
离体十二指肠吸收研究结果表明，磷脂复合物

中葛根素的肠吸收情况相较原提取物显著提高，吸

收机制为被动扩散。但是，提取物与大豆卵磷脂复

合后吸湿性增强，且给药剂量、剂型选择及药物规

格相应改变，后续将对这些问题进行研究。
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