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咖啡因的大鼠在体肠吸收动力学研究
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［摘要］　目的：探讨咖啡因在大鼠各肠段的吸收动力学特征。方法：采用大鼠在体小肠回流装置，在浅麻醉状态下，主要从

吸收部位、药物浓度、ｐＨ值等３方面对咖啡因的肠段吸收特性进行研究。以 ＵＶ法和 ＨＰＬＣ法分别测定酚红和咖啡因的含

量。结果：咖啡因在小肠的吸收速率常数（Ｋａ）在药物浓度为２．５、５、１０、２５ｍｇ／Ｌ时分别为０．２５２、０．２４７、０．３０４、０．２３２ｈ－１；

在ｐＨ值为７．８、６．８、５．４时分别为０．２６７、０．２７４、０．２４７ｈ－１；在十二指肠、空肠、回肠和结肠时分别为０．１１２０、０．０９９６、

０．０９５５、０．０６９５ｈ－１。结论：一定范围的药物浓度对咖啡因Ｋａ无影响；在ｐＨ７．８～５．４范围内，药物的Ｋａ无显著变化；药物

在十二指肠、空肠和回肠的吸收较好，在结肠的吸收较差；咖啡因在肠道的吸收呈一级动力学过程，吸收机制为被动扩散。
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　　咖啡因（ｃａｆｆｅｉｎｅ）为中枢兴奋药，能提高细胞内
环磷腺苷的含量［１］。其作用包括：（１）兴奋大脑皮
质，振奋精神，提高其注意力、自信心以及工作效率
和积极性；（２）增强警觉性和减少疲乏感，提高警惕
性和维持持久的工作能力；（３）增强识别能力，缩短快
速与选择反应时间，并能提高瞬时口头记忆力。英、
美、法等国空军飞行人员在近几次高技术条件下的局
部战争中（马岛战争、海湾战争等）均使用了咖啡因等
中枢兴奋药以抗疲劳，这已成为战时卫生保障的一项
重要措施。由于咖啡因体内消除半衰期较短（４～５
ｈ［２］），口服需１ｄ内多次给药，目前国外已有咖啡因口
服缓释制剂的报道［３］。但有关咖啡因的动物肠吸收
动力学研究尚未见有报道。本研究选用大鼠在体灌
流的方法建立了咖啡因大鼠肠吸收模型，采用 ＨＰＬＣ
法测定咖啡因含量，并对其吸收特性进行研究，以期
为咖啡因制剂的研究提供生物药剂学依据。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂、动物　高效液相色谱仪（包括

５１５泵、９１６二极管阵列检测器、Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ工作站，
美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＣＡＲＹ１００紫外分光光度仪（美
国Ｖａｒｉａｎｃ公司）；ＣＳ５０１型超级恒温水浴（上海浦
东荣丰科学仪器有限公司）；ＨＬ２Ｂ数显恒流泵（上
海精科实业有限公司）。

　　咖啡因原料药（山东新华制药股份有限公司，批
号：０５０７４４８）；酚红（国药集团上海化学试剂有限公
司）；Ｋｒｅｂｒｉｎｇｅｒ营养液（简称 Ｋ 氏液，自制，每
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１０００ｍｌ内含氯化钠７．８０ｇ，氯化钾０．３５ｇ，碳酸氢
钠１．３７ｇ，磷酸二氢钠０．３２ｇ，氯化镁０．０２ｇ，葡萄
糖１．４０ｇ）；乙腈和四氢呋喃为色谱纯试剂，其他试
剂均为分析纯。

　　雄性ＳＤ大鼠，体质量（２５０±２０）ｇ，由第二军医
大学实验动物研究中心提供［动物许可证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００３０００３］。

１．２　肠循环液中酚红的含量测定［４］　酚红标准曲线
的建立：精密吸取用 Ｋ氏液配制的浓度分别为１０、

２０、３０、４０、５０ｍｇ·Ｌ－１的酚红对照品溶液各０．５ｍｌ，
分别加０．２ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液５ｍｌ。以０．２
ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液为参比，在５５８ｎｍ处测定光
密度，以光密度Ｄ对酚红浓度Ｃ（ｍｇ·Ｌ－１）进行线性
回归，得标准曲线方程：Ｄ＝０．０１７６Ｃ－０．０１，ｒ＝
０．９９９９（ｎ＝５），结果表明酚红１０～５０ｍｇ·Ｌ－１的浓
度范围内线形关系良好。

１．３　肠循环液中咖啡因浓度测定

１．３．１　色谱条件［５］　ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８色谱柱（４．６
ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；流动相为０．０１ｍｏｌ／Ｌ醋酸
钠乙腈四氢呋喃（体积比为９５５２５２０），用冰
醋酸调节ｐＨ＝４．５；流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长２７５
ｎｍ；进样量２０μｌ。分别取咖啡因对照液及供试液，
在色谱条件下测定，色谱图见图１。

图１　空白肠液（Ａ）、咖啡因对照液（Ｂ）和供试液（Ｃ）的色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ｃａｆｆｅｉｎｅ（Ｂ）ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）

　　结果表明，咖啡因的保留时间约为１０．２ｍｉｎ，供

试液的主峰保留时间与咖啡因对照液一致，空白肠
液对测定无干扰。

１．３．２　咖啡因肠循环液标准曲线的绘制　精密称
取咖啡因原料药，用含酚红２０ｍｇ·Ｌ－１的Ｋ氏液溶
解并稀释成含咖啡因０．２５、０．５、１．０、２．５、１０．０、

２５．０ｍｇ·Ｌ－１ 的系列溶液，于上述色谱条件下测
定，以峰面积Ｓ对浓度Ｃ 进行线性回归，得标准曲
线方程：Ｓ＝５３３１２Ｃ＋１４６７４，ｒ＝０．９９９５（ｎ＝６），
表明咖啡因在０．２５～２５．０ｍｇ·Ｌ－１的浓度范围内
线形关系良好。

１．３．３　回收率实验　精密称取咖啡因原料药，用含
酚红２０ｍｇ·Ｌ－１的Ｋ氏液溶解并稀释成含咖啡因

０．２５、２．５、２５．０ｍｇ·Ｌ－１的溶液，于上述色谱条件
下测定。低（０．２５ｍｇ·Ｌ－１）、中（２．５ｍｇ·Ｌ－１）、高
（２５．０ｍｇ·Ｌ－１）３个浓度的方法回收率分别为

９８．７５％、９９．２６％、９９．３７％（ｎ＝３）。

１．３．４　精密度实验　精密称取咖啡因原料药，用含
酚红２０ｍｇ·Ｌ－１的Ｋ氏液溶解并稀释成含咖啡因

０．２５、２．５、２５．０ｍｇ·Ｌ－１的溶液，于１ｄ内分别连续
测定３次，计算日内精密度，于３ｄ内分别测定１次，
计算日间精密度。低（０．２５ｍｇ·Ｌ－１）、中（２．５
ｍｇ·Ｌ－１）、高（２５．０ｍｇ·Ｌ－１）３个浓度的日内ＲＳＤ
分别为１．３２％、１．０１％、１．０８％，日间 ＲＳＤ分别为

１．６３％、１．３１％、２．１６％（ｎ＝３）。

１．３．５　检测限　本法测定肠循环液中咖啡因的最
低定量限为５０．６ｎｇ／ｍｌ，最低检测限为１．０１２ｎｇ
（Ｓ／Ｎ＝３）。

１．４　大鼠在体肠吸收实验

１．４．１　肠吸收实验［６，７］　将实验前禁食１８ｈ的大
鼠称重后，按４ｍｌ／ｋｇ的剂量腹腔注射戊巴比妥钠
溶液（１０ｇ·Ｌ－１）麻醉大鼠，麻醉后将大鼠背位固定
于手术台板上，保持３７℃体温，沿腹部正中线切开
腹部（约３ｃｍ）。对需要考察的部位，在两端剪切后
插管，结扎，先用少量３７℃的生理盐水冲洗肠段，再
用空气将生理盐水排净。取供试液（预热至３７℃）

１００ｍｌ，以５ｍｌ·ｍｉｎ－１循环１０ｍｉｎ后，将流速调为

２．５ｍｌ·ｍｉｎ－１，分别于回流０．２５、０．５、１．０、１．５、

２．０、２．５、３．０ｈ取样２ｍｌ，经０．４５μｍ微孔滤膜过
滤，同时补充等量的等温酚红溶液，分别测定咖啡因
和酚红的浓度。吸收百分率通过测定实验前后供试
液中药物浓度的变化计算药物总量的减少值，求算
小肠对药物的吸收量。由于小肠在吸收药物的同时
也吸收水分，因此在供试液中加入不被肠壁吸收的
酚红后，根据酚红浓度的变化校正供试液体积的变
化。公式如下：
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　　吸收百分率＝
Ｃ０Ｖ０－（Ｃ０′Ｖ０／Ｃ１′）×Ｃ１

Ｃ０Ｖ０ ×１００％

　　式中：Ｃ０为药物的初始浓度；Ｃ１为不同时间回流
液中的药物浓度；Ｃ０′为酚红的初始浓度；Ｃ１′为不同
时间回流液中的酚红浓度；Ｖ０为供试液初始体积。
根据酚红浓度计算出供试液的体积，根据每一时间
段药物浓度和供试液体积的变化计算出肠循环液中

的剩余药量Ｘ，以ｌｎＸ对取样时间作图得一直线，由
直线的斜率求出吸收速率常数（Ｋａ）。

　　分段考察的各肠段区间如下：十二指肠段自幽
门１ｃｍ处开始往下１０ｃｍ止；空肠段自幽门１５ｃｍ
起往下１０ｃｍ止；回肠段自盲肠上行２０ｃｍ开始往
下１０ｃｍ止；结肠段从盲肠后端开始往下１０ｃｍ止。
整肠段考察自十二指肠上端起到回肠下端止。

１．４．２　药物浓度对肠吸收的影响　精密量取咖啡
因标准储备液（１ｇ·Ｌ－１）适量，精密加入酚红标准
储备液（０．１ｇ·Ｌ－１）２０ｍｌ，用 Ｋ氏液稀释至１００
ｍｌ，得２．５、５．０、１０．０、２５．０ｍｇ·Ｌ－１的供试液，分别
进行整肠段回流实验。

１．４．３　介质ｐＨ 值对肠吸收的影响　分别用稀盐
酸和稀氢氧化钠调节２５．０ｍｇ·Ｌ－１供试液的ｐＨ
值为７．８、６．８、５．４，进行整肠段回流实验。

１．４．４　大鼠肠道各区段吸收情况的考察　用２５．０
ｍｇ·Ｌ－１供试液分别在十二指肠、空肠、回肠和结肠

４个肠段回流，考察大鼠各肠段的吸收情况。

１．５　统计学处理　测定结果以及计算结果均以

珚ｘ±ｓ表示。采用方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）比较
咖啡因在不同剂量之间、不同吸收部位之间、不同

ｐＨ之间是否存在显著性差异。当总体上存在显著
性差异，通过ＳＮＫｑ法检验来确定显著性差异具体
存在于哪个吸收部位之间。

２　结　果

２．１　药物浓度对吸收的影响　结果见表１、表２。
结果表明，不同药物浓度下的Ｋａ值差异无显著性，
在２．５～２５．０ｍｇ／Ｌ浓度范围内药物在小肠的Ｋａ
值没有影响。以小肠内剩余药量的对数ｌｎＸ对取样
时间ｔ作线性回归，所得直线的相关系数ｒ值均大
于０．９９。

２．２　ｐＨ值对药物吸收的影响　咖啡因分别在ｐＨ
为５．４、６．８、７．８肠循环液中的Ｋａ值和吸收百分率
结果见表３，不同ｐＨ条件下Ｋａ值的方差分析结果
见表４。结果表明３种ｐＨ 值的肠循环液的Ｋａ值
差异无显著性，ｐＨ值在５．４～７．８对药物在小肠的

Ｋａ值没有影响。

表１　药物浓度对咖啡因小肠

Ｋａ值和吸收百分率的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｆｆｅｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎ

Ｋａａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｒａｔｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ρＢ／ｍｇ·Ｌ－１）

Ｋａ（ｈ－１） ｒ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

２５ ０．２３２±０．０４５ ０．９９８０ ４８．７６±７．１０
１０ ０．３０４±０．１０９ ０．９９８８ ５７．９８±１４．４６
５．０ ０．２４７±０．０８８ ０．９９７１ ５０．３０±１２．４７
２．５ ０．２５２±０．０２１ ０．９９６０ ５２．７７±４．２２

表２　不同浓度咖啡因的小肠

Ｋａ值的方差分析结果

Ｔａｂ２　ＡＮＯＶＡｒｅｓｕｌｔｏｆａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅ

ｃｏｎｓｔａｎｔｏｆｃａｆｆｅｉｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ０．００８６７５ ３ ０．００２８９２ ０．５１７８２６ ＞０．０５
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ０．０４４６７２ ８ ０．００５５８４
Ｔｏｔａｌ ０．０５３３４７ １１

　Ｆ１－０．０５（３，８）＝４．０７

表３　不同ｐＨ值对咖啡因小肠

Ｋａ值和吸收百分率的影响

Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓｏｎＫａａｎｄ

ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃａｆｆｅｉｎｅｉｎｒａｔｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

ｐＨ Ｋａ（ｈ－１） ｒ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

６．８ ０．２７４±０．０２４ ０．９９８７ ５５．８９±２．１６
７．８ ０．２６７±０．０１８ ０．９９８９ ５４．０５±３．５８
５．４ ０．２４７±０．０５０ ０．９９８８ ５２．２８±５．４２

表４　不同ｐＨ下咖啡因的小肠

Ｋａ值的方差分析结果

Ｔａｂ４　ＡＮＯＶＡｒｅｓｕｌｔｏｆａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅ

ｃｏｎｓｔａｎｔｏｆｃａｆｆｅｉｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ０．００１１３６ ２ ０．０００５６８０．４９８１５５ ＞０．０５
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ０．００６８４３ ６ ０．００１１４
Ｔｏｔａｌ ０．００７９７９ ８

　Ｆ１－０．０５（２，６）＝５．１４

２．３　各肠段药物吸收能力的比较　大鼠在体肠回
流３ｈ后，不同肠段的Ｋａ值和吸收百分率结果见表

５，对各肠段Ｋａ值的方差分析结果见表６，各肠段两
两比较ｑ检验结果见表７。结肠段的Ｋａ值与其他
肠段比较显著减小（Ｐ＜０．０５），十二指肠、空肠和回
肠的Ｋａ值之间无显著性差异。
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表５　咖啡因在大鼠不同肠段的Ｋａ值和吸收百分率

Ｔａｂ５　Ｋａａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃａｆｆｅｉｎｅａｔ

ｖａｒｉｏｕｓｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｅｇｍｅｎｔｓｉｎｒａｔｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
ｓｅｇｍｅｎｔｓ

Ｋａ（ｈ－１） ｒ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

Ｄｕｏｄｅｎｕｍ ０．１１２０±０．０２７ ０．９５９６ ３１．６２±６．７２
Ｊｅｊｕｎｕｍ ０．０９９６±０．０２０ ０．９９７１ ２４．９４±４．８６
Ｉｌｅｕｍ ０．０９５５±０．０１８ ０．９９４２ ２６．０５±３．８９
Ｃｏｌｏｎ ０．０６９５±０．００８ ０．９９７２ １９．５５±３．６２

表６　咖啡因在不同肠段的小肠

Ｋａ值的方差分析结果

Ｔａｂ６　ＡＮＯＶＡｒｅｓｕｌｔｏｆａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔ

ｏｆｃａｆｆｅｉｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓｅｇｍｅｎｔｓ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ０．００５７６ ３ ０．００１９２０ ５．０７７７ ＜０．０１
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ０．００７５６２ ２０ ０．０００３７８
Ｔｏｔａｌ ０．０１３３２２ ２３

　Ｆ１－０．０１（３，２０）＝４．９４

表７　不同肠段两两比较的ＳＮＫ检验结果

Ｔａｂ７　ＳＮＫｒｅｓｕｌｔｏｆａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔｏｆ

ｃａｆｆｅｉｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓｅｇｍｅｎｔｓ

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ
ａ ｑ ｑ０．０５ Ｐ

１，２ ２ １．５６２ ２．９５ ＞０．０５
１，３ ３ ２．０９１ ３．５８ ＞０．０５
１，４ ４ ５．３６１ ３．９６ ＜０．０５
２，３ ２ ０．５２９ ２．９５ ＞０．０５
２，４ ３ ３．７９９ ３．５８ ＜０．０５
３，４ ２ ３．２６９ ２．９５ ＜０．０５

　１：Ｄｕｏｄｅｎｕｍ；２：Ｊｅｊｕｎｕｍ；３：Ｉｌｅｕｍ；４：Ｃｏｌｏｎ

３　讨　论

　　据文献［８］报道，大鼠肠分泌液成分复杂，且随时

间延长其分泌液成分含量有增高的趋势，本文采用

ＨＰＬＣ法测定肠循环液中咖啡因的含量，肠循环液

中的其他组分不干扰咖啡因的测定。

　　不同药物浓度条件下，小肠的Ｋａ值无显著性

差异，且以小肠内剩余药量的对数ｌｎＸ对取样时间ｔ
作线性回归，所得直线的相关系数均大于０．９９，在

２．５～２５．０ｍｇ／Ｌ浓度范围内药物的吸收量与浓度

成线性关系，即吸收与浓度呈近似正比例关系，符合

Ｆｉｃｋｓ扩散原理。所以初步确定咖啡因在小肠的吸

收属于一级动力学过程，吸收机制为被动扩散。文

献 ［９１０］报道咖啡因脂溶性高，吸收主要以简单扩散

方式，本研究结果与其一致。药物在结肠段的Ｋａ
值与其他三段肠段具有显著性差异，但是咖啡因在

整个肠段仍有较好的吸收。在ｐＨ 为５．４～７．８时

咖啡因均有良好的溶解性，胃肠道内ｐＨ 值变化对

咖啡因的亲水亲油性并无明显改变。所以不同ｐＨ
条件下，小肠的Ｋａ值无显著性变化。

　　了解药物在胃肠道的吸收特性，可以减少剂型

设计的盲目性，为剂型的开发提供科学依据。本研

究证实咖啡因在结肠以上部位皆有良好吸收，吸收

窗较长，适于制备成缓释制剂。但由于咖啡因在结

肠的吸收速度明显下降，故在设计缓释制剂时，应考

虑延长药物在主要吸收部位小肠的滞留时间，以提

高其生物利用度。
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