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　　［摘要］　目的　研究吴茱萸碱（ＥＶＯ）羟丙基β环糊精包合物（ＥＨＤ）的大鼠在体肠吸收特征。方法　制备ＥＨＤ并测

定其理化性质。将健康雄性ＳＤ大鼠随机分为２组，运用单向肠灌流模型对大鼠各肠段ＥＶＯ的吸收情况进行考察，使用

ＨＰＬＣ法测定ＥＶＯ的含量：ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇∶水＝７５∶２５（体积比），流速

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２２５ｎｍ，柱温３５℃，并对吸收速率常数（犓ａ）及有效渗透系数（犘ｅｆｆ）进行计算。结果　ＥＨＤ的傅里叶

红外扫描图谱中，ＥＶＯ特征吸收峰减弱；差示扫描量热图谱中，ＥＶＯ的吸热峰明显减小；ＥＨＤ的电镜下形态与ＥＶＯ和羟丙

基β环糊精的物理混合物明显不同；肠灌流液中ＥＶＯ的回收率与精密度均符合要求。ＥＨＤ在十二指肠、空肠、回肠、结肠中

的犓ａ值分别为ＥＶＯ的９．０７、１６．２２、１１．０４、２８．８６倍，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；犘ｅｆｆ值分别为ＥＶＯ的２．４１、１．５２、１．８２、

１．０９倍，在十二指肠处差异有统计学意义（犘＜０．０５），在其他肠段处差异均无统计学意义。结论　ＥＨＤ能使ＥＶＯ在大鼠体

内的肠吸收得到明显改善。
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　　吴茱萸碱（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ，ＥＶＯ）是植物吴茱萸中

一种色胺吲哚类生物碱［１］。ＥＶＯ具有抗肿瘤、抗

炎、扩张血管、降血压、减肥、免疫抑制等药理作

用［２］，抗肿瘤活性是其最受关注的药理活性之

一［３５］。但ＥＶＯ水溶性极差，生物利用度低。包合

物作为新的药物载体能够提高难溶性药物的溶解

性，提高药物的疗效、减少药物对皮肤黏膜以及胃部

的刺激性［６］。近年来少有研究对ＥＶＯ及其制剂的

在体肠吸收进行报道，本课题首次将ＥＶＯ与羟丙

基β环糊精（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，ＨＰβ

ＣＤ）制备成吴茱萸碱羟丙基β环糊精包合物

（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｉｎｃｌｕｓｉｏｎ

ｃｏｍｐｌｅｘ，ＥＨＤ），并采用单向肠灌流法研究ＥＨＤ在

大鼠各肠段的吸收特征，为ＥＶＯ的临床研究提供一

定依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　药品与试剂　ＥＶＯ（纯度＞９９％，武汉远城

科技发展有限公司）；ＨＰβＣＤ（＞９９％，江苏泰兴

新鑫医药辅料有限公司）；ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ缓冲液
［７］

（自制：ＮａＣｌ７．８０ｇ，ＫＣｌ０．３５ｇ，ＣａＣｌ２０．３７ｇ，

ＮａＨＣＯ３１．３７ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．３２ｇ，ＭｇＣｌ２２０ｍｇ，

Ｄ葡萄糖１．４０ｇ，蒸馏水溶解定容至１０００ｍＬ，ＨＣｌ

和ＮａＯＨ调节ｐＨ至６．５）；甲醇（色谱纯，上海国药

集团化学试剂有限公司）；其余试剂均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备　１１００型高效液相色谱仪（美

国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＳＴＡ４４９型综合热分析仪（德国

Ｎｅｔｚｓｃｈ公司）；ＨＬ１型恒流泵（上海青浦沪西仪器

厂）；ＴＧＬ１６Ｂ型高速台式离心机（上海安亭科学仪

器厂）；ＨＨＳ４Ｓ型电子恒温不锈钢水浴锅（上海康

路仪器设备有限公司）。

１．１．３　实验动物　清洁级雄性ＳＤ大鼠购自重庆

医科大学实验动物中心［动物许可证号：ＳＣＸＫ（渝）

２０１２０００１］，体质量（２５０±２０）ｇ。

１．２　ＥＨＤ的制备　按处方量（ＨＰβＣＤ与ＥＶＯ的

摩尔比为１∶１）称取约１２０ｍｇＨＰβＣＤ和３０ｍｇ

ＥＶＯ于干净的研钵内，加蒸馏水后研磨１ｈ，４０℃真

空干燥２ｈ，用丙酮洗涤，干燥后即得ＥＨＤ。

１．３　ＥＨＤ理化性质的检测

１．３．１　傅里叶红外光谱分析　采用ＫＢｒ压片法分

别对ＥＶＯ、ＨＰβＣＤ、ＥＶＯ与ＨＰβＣＤ的物理混合

物以及 ＥＨＤ 在４００～４０００ｃｍ
－１内进行红外

扫描［８］。

１．３．２　差示扫描量热分析　以空铝坩埚为对照物，

另一铝坩锅加入１０ｍｇ样品，升温速率为１０℃／

ｍｉｎ，扫描范围０～３５０℃，量程±２５Ｖ，气体为氮

气［９］。分别对ＥＶＯ、ＨＰβＣＤ、ＥＶＯ与ＨＰβＣＤ的

物理混合物和ＥＨＤ进行差示扫描量热分析。

１．３．３　光镜分析　分别取少量的ＥＶＯ、ＨＰβＣＤ、

ＥＶＯ与ＨＰβＣＤ的物理混合物和ＥＨＤ置于不同

的载玻片上，将载玻片置于显微镜上，放大２００倍观

察并照相。

１．４　ＨＰＬＣ含量测定方法的建立

１．４．１　色谱条件　所用色谱柱为大连依利特

ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；柱温

３５℃；流动相甲醇∶水＝７５∶２５（体积比），流速１．０

ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２２５ｎｍ；进样量２０μＬ。

１．４．２　样品处理　取适量待测肠灌流液，加入适量

甲醇，涡旋混合５ｍｉｎ，１６０００×犵离心１０ｍｉｎ，吸取

上清液待测。

１．４．３　专属性实验　按照１．４．１项下色谱条件，将

空白肠灌流液、ＥＶＯ对照品溶液、ＥＨＤ肠灌流液按

１．４．２项处理后分别进样，考察其专属性。

１．４．４　 标准曲线的建立 　 精密称取 ＥＶＯ

１０．５ｍｇ，用适量甲醇溶解后，转移至１００ｍＬ棕色

容量瓶中，甲醇定容至刻度，摇匀，得１００μｇ／ｍＬ对

照品溶液。精密量取对照品溶液１００、３００、５００、

１０００、２０００、３０００、４０００μＬ，分别置于１０ｍＬ棕色

容量瓶中，加甲醇稀释，定容，摇匀，得到质量浓度为

１～４０μｇ／ｍＬ的系列标准溶液。分别取各标准溶液

２０μＬ进样，记录峰面积，以峰面积（犃）对ＥＶＯ的浓

度（犆）进行线性回归。

１．４．５　精密度和回收率　分别制备低、中、高质量

浓度（１、１０、３０μｇ／ｍＬ）的ＥＶＯ溶液，各质量浓度分

别平行配制３份，测定回收率。同日内每个浓度连

续进样５次，计算日内精密度；连续５ｄ测定浓度，

计算日间精密度。

１．４．６　肠灌流液的稳定性　用大鼠空白肠灌流液

配制低、中、高质量浓度（１、１０、３０μｇ／ｍＬ）的ＥＶＯ溶

液，各质量浓度平行配制３份，置于（３７．０±０．５）℃的

水浴中孵育，分别于０、１、２、４ｈ取样测定ＥＶＯ含量。
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１．５　灌流液的配制

１．５．１　ＥＶＯ灌流液的配制　称取ＥＶＯ１８．０ｍｇ，

用ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ液稀释并定容至２００ｍＬ，配制成

质量浓度为９０μｇ／ｍＬ的ＥＶＯ灌流液。

１．５．２　ＥＨＤ灌流液的配制　称取含ＥＶＯ１８．０ｍｇ

的ＥＨＤ，用ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ液稀释并定容至２００ｍＬ，配

制成质量浓度为９０μｇ／ｍＬ的ＥＨＤ灌流液。

１．６　大鼠肠灌流实验　将ＳＤ大鼠随机分成２组，禁

食１２ｈ，全程不禁水，分别用ＥＶＯ及ＥＨＤ进行在体

肠灌流实验。每只大鼠分别腹腔注射３．５％水合氯醛

（１０ｍＬ／ｋｇ）麻醉后固定。沿腹中线打开腹腔约３ｃｍ。

分别在十二指肠上端和往下１０ｃｍ处、空肠上端和往

下１０ｃｍ处、盲肠上端往上１０ｃｍ处，以及结肠上端往

下１０ｃｍ处剪开一个小口，插管结扎。将这４个肠段

用生理盐水浸润的纱布盖上，并将肠内容物冲洗干

净。将１００ｍＬＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ循环液放入恒温水浴

（３７℃）中，再将恒温至３７℃的 ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ液以

０．４ｍＬ／ｍｉｎ流速在肠段灌流１０ｍｉｎ，平衡后将

ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ液排空。然后换１５ｍＬ的ＥＨＤ或ＥＶＯ

药物循环液（相当于含ＥＶＯ９０μｇ／ｍＬ），以流速

０．２５ｍＬ／ｍｉｎ进行单向灌流实验。４肠段出口处分别

用２５ｍＬ的容量瓶接流出液体，１ｈ后结束灌流实验。

取下４个２５ｍＬ容量瓶用ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ液稀释至刻

度。实验结束后处死大鼠，剪下肠段，测量长度（犔）和

内径（犚），计算药物的吸收速率常数（犓ａ）和有效渗透

系数（犘ｅｆｆ）。犓ａ＝（犡０－犡狋）／犆０狋π犚２犔；犘ｅｆｆ＝犙×

ｌｎ（犡ｉｎ／犡ｏｕｔ）／２π犚犔；其中，犡０ 为０时药物量，犡狋为狋

时灌流液中剩余药物量，犆０为０时药物浓度，狋为灌注

时间，犙为流速，犡ｉｎ和犡ｏｕｔ分别为流入和流出的药物

量，犚和犔分别为各灌流肠段的内径和长度
［１０］。

１．７　统计学处理　应用Ｏｒｉｇｉｎ８软件分别对犓ａ和

犘ｅｆｆ进行统计学分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＨＤ傅里叶红外光谱扫描结果　由图１可知，

ＥＶＯ的特征吸收峰是１１４４ｃｍ－１（ＣＮ）、１５１０ｃｍ－１

和１５０７ｃｍ－１（苯环的吸收峰）、７４６ｃｍ－１和７３３ｃｍ－１

（苯环上的邻位取代基），ＨＰβＣＤ的特征吸收峰是

１６３０ｃｍ－１（糖苷键结构），ＥＨＤ和ＥＶＯ与ＨＰβＣＤ

的物理混合物图谱中药物特征吸收峰１１４４ｃｍ－１峰

消失，７４６ｃｍ－１和７３３ｃｍ－１峰消失，代表苯环的

１５１０ｃｍ－１吸收峰减弱，且ＥＨＤ减弱程度明显强于

ＥＶＯ与ＨＰβＣＤ的物理混合物，表明ＥＨＤ形成。

图１　犈犞犗、犎犘β犆犇、犈犞犗与犎犘β犆犇的物理混合物和犈犎犇的红外图谱

犉犻犵１　犉犜犐犚狅犳犈犞犗，犎犘β犆犇，狆犺狔狊犻犮犪犾犿犻狓狋狌狉犲犪狀犱犈犎犇

Ａ：ＥＶＯ（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ）；Ｂ：ＨＰβＣＤ （ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ）；Ｃ：Ｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅ（ｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅｏｆＥＶＯａｎｄＨＰβＣＤ）；Ｄ：ＥＨＤ

（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｉｎｃｌｕｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘ）．ＦＴＩＲ：Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

２．２　ＥＨＤ差示扫描量热分析结果　由图２可

知，ＥＶＯ在２８７．５℃有一个吸热峰，为药物的熔

融峰。ＨＰβＣＤ没有吸热峰，ＥＶＯ与 ＨＰβＣＤ

的物理混合物在该温度时有此吸热峰，而在ＥＨＤ

中该吸热峰明显减小，表明ＥＶＯ与 ＨＰβＣＤ形

成了包合物ＥＨＤ。
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图２　犈犞犗、犎犘β犆犇、犈犞犗与犎犘β犆犇的物理混合物

和犈犎犇的差示扫描量热法分析图谱

犉犻犵２　犇犛犆犮狌狉狏犲狊狅犳犈犞犗，犎犘β犆犇，狆犺狔狊犻犮犪犾

犿犻狓狋狌狉犲犪狀犱犈犎犇

ａ： ＥＶＯ （ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ）； ｂ： ＨＰβＣＤ （ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβ

ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ）；ｃ：Ｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅ（ｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅｏｆＥＶＯａｎｄ

ＨＰβＣＤ）；ｄ：ＥＨＤ （ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ

ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘ）．ＤＳＣ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｃａｎｎｉｎｇｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ

２．３　ＥＨＤ在电镜下的形态　由图３Ｄ可见有新的

物质形成，即形成了包合物ＥＨＤ，形态与ＥＶＯ与

ＨＰβＣＤ的物理混合物明显不同。

图３　犈犞犗、犎犘β犆犇、犈犞犗与犎犘β犆犇的物理混

合物和犈犎犇的显微照片

犉犻犵３　犕犻犮狉狅狆犺狅狋狅犵狉犪狆犺狊狅犳犈犞犗，犎犘β犆犇，狆犺狔狊犻犮犪犾

犿犻狓狋狌狉犲犪狀犱犈犎犇

Ａ： ＥＶＯ （ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ）； Ｂ： ＨＰβＣＤ （ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβ

ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ）；Ｃ：Ｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅ（ｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅｏｆＥＶＯａｎｄ

ＨＰβＣＤ）；Ｄ：ＥＨＤ （ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ

ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

２．４　方法学实验

２．４．１　专属性实验　在１．４．１项色谱条件下，ＥＶＯ

峰形良好且辅料不干扰其测定，保留时间为

５．７ｍｉｎ。

图４　肠灌流液的色谱图

犉犻犵４　犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾狆犲狉犳狌狊犻狅狀犾犻狇狌犻犱

Ａ：Ｂｌａｎｋ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎｌｉｑｕｉｄ；Ｂ：Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＥＶＯ；

Ｃ：Ｐｅｒｆｕｓｉｏｎｌｉｑｕｉｄｓａｍｐｌｅ．１：ＥＶＯ（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ）

２．４．２　标准曲线的建立　建立标准曲线得回归方

程：犃＝２１３．６８犆－２３．６３３，狉＝０．９９９７，结果表明

ＥＶＯ在１～４０μｇ／ｍＬ浓度范围内与峰面积呈良好

的线性关系。

２．４．３　精密度和回收率　ＥＶＯ的平均回收率为

９９．８５％，ＲＳＤ为０．１６２％，符合方法学要求。低、

中、高浓度的日内精密度ＲＳＤ分别为２．２％、１．８％、

１．４％，日间精密度 ＲＳＤ 分别为１．２％、２．７％、

２．５％，符合方法学要求。

２．４．４　肠灌流液的稳定性　结果显示低、中、高浓

度ＥＶＯ溶液的ＲＳＤ分别为１．１％、０．９％、０．７％，

说明在４ｈ内ＥＶＯ肠灌流液稳定性较好。

２．５　大鼠肠灌流实验　由图５可知，ＥＨＤ在各肠

段的犓ａ值以及犘ｅｆｆ值均高于ＥＶＯ，且ＥＨＤ在十二

指肠、空肠、回肠、结肠中的犓ａ值分别为ＥＶＯ的

９．０７、１６．２２、１１．０４、２８．８６倍，犘ｅｆｆ值分别为ＥＶＯ的

２．４１、１．５２、１．８２、１．０９倍。ＥＨＤ在结肠处的犓ａ值

大于十二指肠、空肠、回肠的犓ａ值（犘＜０．０５）；在十

二指肠处的犘ｅｆｆ值大于空肠、回肠、结肠的犘ｅｆｆ值

（犘＜０．０５）。ＥＶＯ在不同肠段的犓ａ值和犘ｅｆｆ值差

异均无统计学意义。各肠段ＥＨＤ与ＥＶＯ的犓ａ值

差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；十二指肠处ＥＨＤ

与ＥＶＯ的犘ｅｆｆ值差异有统计学意义（犘＜０．０５），其

他肠段处差异均无统计学意义。说明将ＥＶＯ制备

成ＥＨＤ后能提高ＥＶＯ的吸收。
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图５　大鼠各肠段的吸收速率常数 （犓犪，犃）和

有效渗透系数 （犘犲犳犳，犅）

犉犻犵５　犃犫狊狅狉狆狋犻狅狀狉犪狋犲犮狅狀狊狋犪狀狋狊（犓犪，犃）犪狀犱犲犳犳犲犮狋犻狏犲

狆犲狉犿犲犪犫犻犾犻狋狔犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋狊（犘犲犳犳，犅）犻狀犲犪犮犺犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾狊犲犵犿犲狀狋
ＥＶＯ：Ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ；ＥＨＤ：Ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ

ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘ．犘＜０．０５ｖｓＥＶＯｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｏｔｈｅｒ

ｔｈｒｅｅＥＨＤｇｒｏｕｐｓ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

肠灌流法分为单向灌流法和循环灌流法，它是

最接近体内真实吸收状态的药物肠道吸收模型，与

体内情况相关性很好，可用于研究药物在肠道的吸

收程度及药物透过率等［１１］。其中，单向灌流法是药

物肠吸收动力学研究的主要方法。本实验采用单向

灌流法对大鼠各肠段药物吸收进行研究。

实验结果表明，ＥＨＤ和ＥＶＯ在整个肠段均有

吸收，且ＥＨＤ在肠道内的吸收高于游离 ＥＶＯ。

ＥＨＤ与ＥＶＯ各肠段间的犓ａ值差异均有统计学意

义（犘＜０．０５），说明制备成ＥＨＤ后ＥＶＯ在各肠段

的吸收都有明显提高；ＥＶＯ不同肠段的犓ａ值差异

无统计学意义，ＥＨＤ的犓ａ值分别为结肠＞空肠＞
十二指肠＞回肠，其在结肠处的犓ａ值与十二指肠、

回肠、空肠处差异均有统计学意义（犘＜０．０５），说明

将ＥＶＯ制备成ＥＨＤ后药物在结肠处吸收程度最

好。胡江波等［１２］将ＥＶＯ制备成水包油型复方吴茱

萸碱纳米乳，并考察其在体肠吸收情况，结果显示

ＥＶＯ的犓ａ值是十二指肠大于空肠、回肠、结肠，复

方吴茱萸碱纳米乳的犓ａ值是回肠大于空肠、结肠、

十二指肠，说明将ＥＶＯ制备成制剂后不同肠段的吸

收情况发生了改变。研究表明，根据犘ｅｆｆ的大小将吸

收能力分为３类：犘ｅｆｆ＜０．３×１０－５ｃｍ·ｓ－１表明吸

收差，犘ｅｆｆ＞２×１０－５ｃｍ·ｓ－１表明吸收完全，介于两

者之间为中等吸收［７，１３］。ＥＨＤ和ＥＶＯ在４个肠段

的犘ｅｆｆ均大于２×１０
－５ｃｍ·ｓ－１，表明其在大鼠各肠

段的吸收完全。且ＥＨＤ的犓ａ值和犘ｅｆｆ值与ＥＶＯ
相比都有明显的提高。可能是由于ＥＨＤ的组成成

分ＨＰβＣＤ能提高难溶性药物ＥＶＯ的溶解性，减

少药物对胃肠道的刺激，促进药物与肠黏膜的融合，

从而提高胃肠道对药物的吸收。
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