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［摘要］　目的：考察水飞蓟宾磷脂复合物在大鼠全小肠段及各分肠段的吸收。方法：运用大鼠在体肠灌流实验，采用高效液

相色谱法测定肠灌流液中药物和酚红的浓度，以吸收百分率和肠壁通透系数为指标，考察水飞蓟宾磷脂复合物的肠吸收特性

和肠壁通透性。结果：水飞蓟宾磷脂复合物在小肠中的吸收呈一级动力学特征，６ｈ时在肠道中约有７０％被吸收，吸收速率常

数Ｋａ值为（０．１９３±０．０１２）ｈ－１；分肠段实验中，各肠段（十二指肠、空肠、回肠、结肠）的吸收百分率和肠壁通透系数均无显著

性差异（Ｐ＞０．０５）。结论：水飞蓟宾磷脂复合物在全肠道均有吸收。
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　　水飞蓟宾（ｓｉｌｙｂｉｎ或ｓｉｌｉｂｉｎｉｎ）是从菊科植物水
飞蓟（Ｓｉｌｙｂｕｍｍａｒｉａｎｕｍ Ｇａｅｒｔｎ）果实中提取分离
得到的一种黄酮类化合物，有良好的治疗高血脂症、
消除自由基、抗肝脂质过氧化作用，是疗效确切的肝
损伤修复药［１２］。但由于其脂水均不溶，口服吸收
差，生物利用度很低，临床疗效差。为此，国内外正
积极开发研制其新剂型，增加其溶解速度或改变其
溶出和吸收特性，以提高水飞蓟宾的生物利用度。
目前，国外研究较多的是水飞蓟宾磷脂复合物，其与

普通水飞蓟宾制剂相比脂溶性增大、活性增强，更容
易透过细胞膜，生物利用度提高［３］。现已有水飞蓟
宾磷脂复合物口服生物利用度和药代动力学以及药

效学方面的研究报道，但未见有文献对其肠吸收特
性进行系统研究。口服药物吸收作用的研究，可通
过离体、在体、体内等多种途径来进行，其中在体实
验方法实用性好，已形成了多种方案，如肠段结扎、
肠管插管、肠血管灌流、肠肝血灌流等，且动物在体
吸收特点与人体吸收的相关性也已有实验证实［４５］。
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因此本文运用大鼠在体肠循环模型考察了水飞蓟宾

磷脂复合物肠吸收的特点，以期为水飞蓟宾新剂型
的开发提供科学依据。

１　仪器、试剂和动物

１．１　仪器　ＨＬ２型恒流泵（上海精科实业有限公
司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱仪（美国安捷
伦公司），Ａｇｉｌｅｎｔ化学工作站（Ｇ１３１１Ａ泵，Ｇ１３１４Ａ
紫外检测器，美国安捷伦公司）；电热恒温水浴锅（上
海精宏实验设备有限公司）。

１．２　药品及试剂　水飞蓟宾对照品（中国药品生物
制品检定所，批号：１１０８５６２００６０４，纯度＞９９．０％）；
水飞蓟宾磷脂复合物（天津天士力制药股份有限公
司，含水飞蓟宾３５％）；酚红（国药集团化学试剂有限
公司，批号：Ｆ２００８０７２８）；水合氯醛（国药集团化学试
剂有限公司，批号：２００８０４１６）；磷酸二氢钾（国药集
团化学试剂有限公司，批号：Ｆ２００８０９１２）；三乙胺（国
药集团化学试剂有限公司，批号：Ｆ２００８０６０３）；氯化
钠（国药集团化学试剂有限公司，批号：Ｆ２００８０８２８）；
氯化 钾 （国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司，批 号：

Ｆ２００８０７１６）；氯化钙（国药集团化学试剂有限公司，
批号：Ｆ２００８０８１８）；氯化镁（国药集团化学试剂有限
公司，批号：Ｆ２００８０７２５）；磷酸二氢钠（国药集团化学
试剂有限公司，批号：Ｆ２００８０４２９）；葡萄糖（国药集团
化学试剂有限公司，批号：Ｔ２００８０４１１）；碳酸氢钠（上
海虹光化工厂有限公司，批号：０８０７１２）。Ｋｒｅｂｓ
Ｒｉｎｇｅｒ缓冲液（ＫＲ缓冲液）：每１０００ｍｌ溶液中含

ＮａＣｌ７．８ｇ，ＫＣｌ０．３５ｇ，ＣａＣｌ２０．３７ｇ，ＭｇＣｌ２０．２２
ｇ，ＮａＨ２ＰＯ４０．２２ｇ，葡萄糖１．４ｇ，ＮａＨＣＯ３１．３７ｇ。
甲醇（Ｍｅｒｃｋ，色谱纯），其他试剂和试药均为分析纯。

１．３　实验动物　ＳＤ 大鼠，雄性，体质量２００～２２０
ｇ，第二军医大学实验动物中心提供。

２　方法和结果

２．１　试液的配制　供试药液Ⅰ：精密称取水飞蓟宾
磷脂复合物适量，用 ＫＲ缓冲液配制成水飞蓟宾浓
度约为２０μｇ／ｍｌ的肠试液。供试药液Ⅱ：分别精密
称取水飞蓟宾磷脂复合物、酚红适量，用ＫＲ缓冲液
配制成水飞蓟宾、酚红二者浓度均为２０μｇ／ｍｌ左右
的肠试液。

２．２　检测水飞蓟宾的 ＨＰＬＣ色谱条件 　色谱柱：

ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ，）。流动相：

０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（０．０１％三乙胺，用

Ｈ３ＰＯ４调节ｐＨ＝４）甲醇（４５∶５５）。检测波长：２８８
ｎｍ，流速１ｍｌ／ｍｉｎ，进样量：２０μｌ。

２．３　方法学考察

２．３．１　专属性　同２．４．３项的操作方法，对大鼠全
小肠道插管，用空白ＫＲ缓冲液１００ｍｌ循环６ｈ，得
空白肠循环液，离心后，取上清液２０μｌ进样，考察空
白肠循环液对测定方法有无干扰。结果表明无干扰
（图１）。

图１　空白ＫＲ缓冲液 （Ａ）以及

供试药液 （Ｂ）的ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ１　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋＫＲｂｕｆｆｅｒ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

１：Ｐｈｅｎｏｌｒｅｄ；２：Ｓｉｌｙｂｉｎ

２．３．２　标准曲线的制备　酚红标准曲线的制备：用

ＫＲ缓冲液配制浓度为１０、２０、３０、４０、５０、６０μｇ／ｍｌ
的酚红试液，进样２０μｌ，测其峰面积，以峰面积对浓
度进行线性回归，回归方程为Ｙ＝２２．０３１Ｘ－８．７９，

ｒ＝０．９９９９（ｎ＝６），线性范围１０～６０μｇ／ｍｌ。

　　精密称取水飞蓟宾标准品，用甲醇配成含水飞
蓟宾２００μｇ／ｍｌ的标准母液，然后准确吸取适量，配
成浓度分别为０．５、１、２、５、１０、２０μｇ／ｍｌ的一系列标
准液，取２０μｌ进样，以浓度为横坐标，以峰面积为纵
坐标，进行线性回归，回归方程为Ｙ＝４３．２６７Ｘ＋
１．２１８９，ｒ＝０．９９９９（ｎ＝６），线性范围０．５～２０μｇ／

ｍｌ；按信噪比（Ｓ／Ｎ）＝３计，水飞蓟宾的最低检测限
为０．１μｇ／ｍｌ；以信噪比（Ｓ／Ｎ）＝１０计，水飞蓟宾的
最低定量限为０．４μｇ／ｍｌ。

２．３．３　方法回收率和精密度　用ＫＲ缓冲液配制
低（０．５μｇ／ｍｌ）、中（５μｇ／ｍｌ）、高（２０μｇ／ｍｌ）浓度的
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水飞蓟宾溶液，按照“２．２”项下的色谱条件测定峰面
积，代入标准曲线方程中求得浓度，以测得浓度和理
论浓度比较计算方法回收率。水飞蓟宾的平均回收
率为 （９９．８７±１．１９）％，ＲＳＤ为１．１９％，方法回收
率较好。

　　日内精密度：精密吸取低（０．５μｇ／ｍｌ）、中（５

μｇ／ｍｌ）、高（２０μｇ／ｍｌ）浓度的标准液各２０μｌ，重复
进样６次，根据标准曲线计算其浓度，计算ＲＳＤ值。
日 间 精 密 度：精 密 吸 取 低 （０．５ μｇ／ｍｌ）、中
（５μｇ／ｍｌ）、高（２０μｇ／ｍｌ）浓度的标准液各２０μｌ，于

３ｄ内每日测定，根据标准曲线计算其浓度，计算

ＲＳＤ值。日内精密度ＲＳＤ分别为３．０１％、２．３０％、

１．７７％（ｎ＝６），日间精密度的 ＲＳＤ 为２．４７％、

２．０２％、１．６９％ （ｎ＝６），该方法的精密度较好。

２．４　大鼠在体肠循环实验

２．４．１　空白ＫＲ缓冲液对药物稳定性的影响　用
空白ＫＲ缓冲液配制３份药液，浓度分别为１８．４７、

７．２９、３．６９μｇ／ｍｌ，置（３７±０．５）℃水浴中孵育，分别
于２、６ｈ取样测定孵育前后的药物浓度，考察药物
在空白 ＫＲ缓冲液中的稳定性。结果ＲＳＤ＜１％，
表明稳定性良好。

２．４．２　肠壁物理吸附的影响　剪取清洗后的大鼠
各肠段约１０ｃｍ（共４段），用玻璃棒将黏膜层翻出，
置５０ｍｌ已知浓度的供试药液Ⅰ中（３７±０．５）℃孵
育，分别于２、６ｈ取样测定孵育前后的药物浓度，考
察大鼠肠壁对药物的物理吸附。结果 ＲＳＤ 在

０．９％～１．１１％之间，可以认为大鼠肠壁对药物基本
无物理吸附。

２．４．３　大鼠在体小肠循环实验　参照大鼠在体循
环实验方法［６７］，选实验前禁食１６ｈ（自由饮水）的大
鼠４只，体质量２００～２２０ｇ，腹腔注射１０％水合氯醛
溶液（３ｍｌ／ｋｇ）麻醉，然后固定在手术台板上，沿腹
中线剪开腹部，结扎胆管。自十二脂肠上部及回肠
下端各插入玻璃插管，扎紧，用３７℃生理盐水洗净肠
内容物，用空白 ＫＲ缓冲液以１ｍｌ／ｍｉｎ流速平衡

３０ｍｉｎ，排空回流液，改用２００ｍｌ供试药液Ⅱ（含酚
红２０μｇ／ｍｌ）以流速１ｍｌ／ｍｉｎ回流，分别于０．５、１、

１．５、２、３、４、６ｈ取样２ｍｌ待测，同时补加空白 ＫＲ
缓冲液２ｍｌ。所取样品溶液离心后，取上清液２０μｌ
注入液相色谱仪，记录峰面积并代入标准曲线方程
计算水飞蓟宾浓度。

　　测得循环药液中水飞蓟宾的剩余量：Ｘ＝Ｃ×Ｖ。
其中Ｃ：肠循环液中水飞蓟宾浓度；Ｖ：利用酚红浓度
计算得到的肠循环液体积，初始药量为Ｘ０，其吸收百
分率为［８］：吸收百分率（％）＝（Ｘ０－Ｘ）／Ｘ０×１００％。

　　以小肠内剩余药量的对数（ｌｎＸ）对取样时间ｔ
作图，得到一条直线，从直线斜率可求吸收速率常数

Ｋａ（ｈ－１）［９１０］。公式为：ｌｎＸ＝ｌｎＸ０－Ｋａｔ。

　　在体小肠循环６ｈ后，４只大鼠有（６９．６４±
３．０７）％的药物被肠道吸收。以剩余药量的对数值
（ｌｎＸ）对 取 样 时 间 ｔ 作 图，得 一 直 线 ｌｎＸ ＝
－０．０１９３ｔ＋８．４０２７（ｒ＝０．９９７２），且剩余药量的
对数值随时间线性下降（图２），说明水飞蓟宾磷脂复
合物在小肠中的吸收呈现一级动力学过程，求得吸
收速率常数Ｋａ＝（０．１９３０±０．０１２）ｈ－１。

图２　水飞蓟宾磷脂复合物在体小肠吸收曲线

Ｆｉｇ２　Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｓｉｌｙｂｉｎ

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｃｏｍｐｌｅｘｉｎｒａｔｓｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．４．４　大鼠在体分肠段循环实验［１０］　选实验前禁
食１６ｈ（自由饮水）的大鼠１６只，体质量２００～２２０
ｇ，腹腔注射１０％水合氯醛溶液（３ｍｌ／ｋｇ）麻醉后固
定在手术台板上，沿腹中线剪开腹部，选择所要考察
的肠段：自幽门向下取１０ｃｍ为十二指肠段，距幽门

１５ｃｍ处向下取１０ｃｍ为空肠段，距盲肠２０ｃｍ处向
上取１０ｃｍ为回肠段，从盲肠向下取１０ｃｍ为结肠
段。在各肠段两端剪切后插管，结扎。

　　先用３７℃生理盐水冲洗肠道内容物，充分洗涤
后，再送入空气使洗涤液尽量流尽。然后用３７℃空
白ＫＲ缓冲液以１ｍｌ／ｍｉｎ平衡１０～２０ｍｉｎ，再用空
气排出回流液，接着用含水飞蓟宾２０μｇ／ｍｌ左右的
供试药液Ⅰ５０ｍｌ回流２ｈ，流速１ｍｌ／ｍｉｎ。结束
后，用空气排出药液，将所得回流液移入１００ｍｌ容
量瓶中，另用空白ＫＲ缓冲液冲洗肠道５ｍｉｎ后，并
入容量瓶。用空白ＫＲ缓冲液定容，混匀。取样品
溶液离心后，取上清液２０μｌ注入液相色谱仪。记录
峰面积并代入标准曲线计算水飞蓟宾浓度。

　　实验结束后，将肠段沿插管两端剪下，测量肠段
长度Ｌ，求算单位吸收量和单位吸收率，以肠壁通透系
数Ｋｅ表示肠壁通透性。单位吸收量＝（ｍ０－ｍ）×
１０／Ｌｔ。单位吸收率（％）＝１００％×［（ｍ０－ｍ）／ｍ０］×
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１０／Ｌｔ。肠壁通透系数Ｋｅ＝（Ｖ／Ｌｔ）×ｌｎ（ｍ０／ｍ）［１１］。
式中ｍ０、ｍ分别为初始药量和终末药量，Ｌ为肠段长
度，ｔ为循环时间，Ｖ为循环液体积。

　　对水飞蓟宾磷脂复合物在大鼠各肠段的吸收结
果进行方差分析，表明其在十二指肠、空肠、回肠以
及结肠４个肠段的吸收百分率和肠壁通透系数均无
显著性差异（Ｐ＞０．０５，表１）。

表１　水飞蓟宾磷脂复合物在大鼠

各肠段的吸收及肠壁通透性

Ｔａｂ１　Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｆｏｒｓｉｌｙｂｉｎ

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｃｏｍｐｌｅｘｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓｅｇｍｅｎｔｓ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｓｅｇｍｅｎｔ

Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ａｍｏｕｎｔ

（ｍｇ·ｃｍ－１·ｈ－１）
Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｐｅｒｃｅｎｔ（％）

Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｋｅ（ｃｍ２·ｈ－１）

Ｄｕｏｄｅｎｕｍ ０．０９７±０．０１４ １０．０７±２．８６ ０．５９７±０．１９４
Ｊｅｊｕｎｕｍ ０．０９６±０．０２５ １０．１９±２．２２ ０．５８６±０．１４８
Ｉｌｅｕｍ ０．０９７±０．０４３ １０．１４±４．２８ ０．５８９±０．２６６
Ｃｏｌｏｎ ０．０９５±０．０２９ １０．１１±５．５４ ０．５５３±０．３２６

３　讨　论

　　采用大鼠在体小肠吸收法，实验中不损伤大的
血管和神经，药物透过上皮细胞后即被血液运走，同
时它又能消除胃内容物及消化管固有运动等因素的

影响［１２］。通过直接测定药物在肠腔内的药物浓度的
消失量来计算药物在肠道内的吸收率和吸收量，其
特点是能真实地反映药物在消化道内的吸收情况。

　　在肠回流过程中，由于小肠会吸收部分水分，导
致循环液体积改变而使循环液中药物浓度升高，影
响测定结果，故采用离子型化合物酚红进行体积标
定。酚红为大分子络合物，不被小肠吸收，当小肠吸
收水分后，酚红浓度会增加。因此，可以通过酚红浓
度的变化来校正小肠中水的吸收量，可准确计算药
物的吸收量［９］。

　　药物从肠壁吸收进入血液时，需要经过非搅动水
层和肠膜两个主要吸收屏障［９，１３］。药物流经肠道时，
药物的吸收，使其在肠道各部位的浓度均不相同，且
是流速与肠腔半径的函数［１３］，增大循环速度可使肠道
各部位的浓度接近相等；但是肠道非流动水层的屏障
厚度与循环速度有关，流速较大时将使非流动水层变
薄，而使吸收人为增加，偏离正常条件［１４］。因此本实
验采用较为常用的１ｍｌ／ｍｉｎ流速循环。

　　了解药物在胃肠道的吸收转运情况可以减少剂
型设计的盲目性，为剂型开发提供科学依据，是制剂
处方前工作的必要环节。磷脂复合物能通过提高其

在生物膜中的溶解性，增加肠壁通透性，从而促进其
所载的药物在肠道中的吸收［１１］。本研究通过大鼠在
体肠循环的方法，对水飞蓟宾磷脂复合物的肠道吸
收情况进行初步研究。结果表明十二指肠、空肠、回
肠、结肠之间的吸收速度没有显著性差异（Ｐ＞
０．０５），即水飞蓟宾磷脂复合物在整个肠段均有吸
收，此可为水飞蓟宾新剂型的研制提供科学依据。
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