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　　［摘要］　目的　研究石菖蒲、安息香和苏合香挥发油促进罗丹明１２３（Ｒｈｏ１２３）的肠吸收作用及其机制。

方法　制作大鼠肠外翻模型，向肠囊内注入１．０ｍＬＫＲ营养液，将肠囊悬浮于４５．０ｍＬ３７℃的ＫＲ溶液中。向肠

囊外溶液中分别加入浓度均为６０μｇ／ｍＬ的石菖蒲、安息香和苏合香挥发油，孵育３０ｍｉｎ后加入Ｒｈｏ１２３，用高效液相

色谱荧光检测法测定肠囊内Ｒｈｏ１２３的含量。培养人结肠癌细胞Ｃａｃｏ２，分别加入浓度均为８０μｇ／ｍＬ的石菖蒲、安

息香和苏合香挥发油作用４８ｈ，应用流式细胞术检测Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）的表达；采用ｑＰＣＲ检测Ｐｇｐ基因犕犇犚１ｍＲＮＡ

的表达。结果　石菖蒲、安息香和苏合香挥发油均可增加大鼠空肠和回肠Ｒｈｏ１２３的吸收速率常数和表观通透系数

（犘＜０．０１），降低Ｐｇｐ及其基因犕犇犚１ｍＲＮＡ的表达（３者作用的降低率分别为５３．１５％、５５．１０％、６１．８６％及

５５．４１％、１６．２４％、３８．４６％；犘＜０．０１）。结论　抑制Ｐｇｐ及其基因的表达可能是石菖蒲、安息香和苏合香挥发油促进

Ｒｈｏ１２３肠吸收的主要机制之一。
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第９期．王世祥，等．石菖蒲、安息香和苏合香挥发油促进罗丹明１２３的肠吸收作用及其机制

　　石菖蒲、安息香和苏合香为中药方剂中常用的

芳香开窍药物，对脑缺血再灌注损伤大鼠的血脑屏

障均具有明显的保护作用［１２］。安息香、苏合香可提

高小鼠大脑皮质和下丘脑中伊文思蓝含量，苏合香

能增加海马和纹状体中罗丹明１２３（Ｒｈｏ１２３）的分

布，且两者不影响血脑屏障的超微结构［３］。石菖蒲

能松弛大鼠血脑屏障的紧密连接，增加脑内伊文思

蓝和苯妥英钠的含量［４］。本研究组也发现，石菖蒲、

安息香和苏合香可促进Ｃａｃｏ２细胞对Ｒｈｏ１２３的

摄取［５］，石菖蒲能增加远志成分３，４，５三甲氧基肉

桂酸在兔体内的吸收［６］，促进白芷成分花椒毒酚、水

合氧化前胡素和白当归素在大鼠空肠和回肠的吸收

以及在Ｃａｃｏ２细胞单层模型中的转运
［７］，但石菖

蒲、安息香和苏合香促进药物吸收的机制仍不清晰。

本研究采用大鼠肠外翻模型和Ｃａｃｏ２细胞，探讨石

菖蒲、安息香和苏合香挥发油对Ｒｈｏ１２３肠转运的

作用及其机制，为这３种药物与 Ｐ糖蛋白（Ｐ

ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）介导的药物配伍提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　动物与细胞　ＳＤ雄性大鼠，ＳＰＦ级，体质量

（２８０±２０）ｇ，由西安交通大学医学院实验动物中心

提供，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（陕）２０１２００３。人

结肠癌细胞株Ｃａｃｏ２购于中国科学院上海细胞库。

１．２　试剂　石菖蒲、安息香和苏合香购于西安市药

材市场，由西北大学生命科学学院房敏峰教授鉴定，

分别为石菖蒲犃犮狅狉狌狊狋犪狋犪狉犻狀狅狑犻犻Ｓｃｈｏｔｔ．的干燥根

茎、安 息 香 科 植 物 白 花 树 犛狋狔狉犪狓狋狅狀犽犻狀犲狀狊犻狊

（Ｐｉｅｒｒｅ）ＣｒａｉｂｅｘＨａｒｔ的干燥树脂和苏合香树

犔犻狇狌犻犱犪犿犫犪狉狅狉犻犲狀狋犪犾犻狊Ｍｉｌｌ．树干分泌的香树脂。

ＤＭＥＭ高糖培养液、胎牛血清、乙二胺四乙酸二钠

（ＥＤＴＡ２Ｎａ）和胰蛋白酶（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；二甲

基亚砜（ＤＭＳＯ）和Ｒｈｏ１２３（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公

司）；盐酸维拉帕米注射液（Ｖｅｒ；上海禾丰制药有限

公司，生产批号：１４０１２７）。ＰＥＵＩＣ２荧光抗体、ＰＥ

ＩｇＧ２ａ荧光同型对照抗体（美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；

ＳＹＢＲ○
Ｒ

Ｐｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○

Ｒ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔ试剂盒和 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂（大连

ＴａＫａＲａ公司）；琼脂糖 （法国 Ｂｉｏｗｅｓｔ公司）；

ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（北京鼎国昌盛生物公司）。

１．３　仪器　１１００系列高效液相色谱仪（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｃ１５０ＣＯ２ 培养箱（德国Ｂｉｎｄｅｒ公

司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；

ＴＥ２０００Ｕ型倒置显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）；５８０４

Ｒ型高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；

ＪＹ３００Ｃ电泳仪（北京君意东方电泳设备有限公司）；

ＷＤ９４１３型凝胶成像分析仪（北京市六一仪器厂）；

ｉＣｙｃｌｅ荧光定量分析仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．４　石菖蒲、安息香和苏合香挥发油供试品溶液的

制备　称取石菖蒲、安息香和苏合香干燥至恒质量

的粉末（２４～６５目）２００．０ｇ，分别置于２０００ｍＬ圆

底烧瓶中，按照《中华人民共和国药典》挥发油测定

法［８］，收集石菖蒲（β细辛醚７０．８％，α细辛醚

５．４％）、安息香（安息香醛４．５％，香草醛０．５６％、樟

脑０．３４％）和苏合香（安息香酸苄酯３０．４％，安息香

醛１．８％）挥发油。精密称取各挥发油适量，加入

ＤＭＳＯ溶解，制备石菖蒲、安息香和苏合香挥发油

１０％ＤＭＳＯ供试品溶液，４℃冷藏备用。实验时，

用相应的溶剂稀释成一定浓度。

１．５　肠外翻实验　按文献［９１０］方法，大鼠麻醉

后，腹正中线切口２．０～３．０ｃｍ，快速取出大鼠小

肠，置于ＫＲ营养液中，用冰凉的ＫＲ液冲洗干净。

分别量取空肠及回肠段１０ｃｍ，用光滑的玻璃棒翻

转肠部，冲洗干净黏液，一端用丝线扎紧，另一端插

入塑料套管（４．０ｍｍ，外径）后用丝线结扎，向肠囊

内注入１．０ｍＬＫＲ营养液。将外翻肠囊悬浮于

４５．０ｍＬ３７℃的ＫＲ溶液中，并通入９５％Ｏ２＋５％

ＣＯ２。分别向肠囊外的ＫＲ溶液中加入石菖蒲、安

息香和苏合香挥发油（终浓度均为６０μｇ／ｍＬ），阳性

对照组加入１００μｇ／ｍＬＶｅｒ，正常对照组加入等容

积的ＤＭＳＯＫＲ溶液（ＤＭＳＯ终浓度均为０．０５％）。

孵育３０ｍｉｎ后，向肠囊外ＫＲ溶液中加入Ｒｈｏ１２３

（终浓度为１．９μｇ／ｍＬ），分别于１５、３０、４５、６０、７５、

９０ｍｉｎ时从塑料套管端取样０．２ｍＬ，取样后向浆膜

的腔室补充ＫＲ营养液保持固定体积。ＫＲ溶液

中Ｒｈｏ１２３的浓度采用高效液相色谱荧光检测

（ＨＰＬＣＦＬＤ）方法
［５］进行测定。Ｒｈｏ１２３吸收量

（犙）、吸收速率常数 （犓ａ）和表观通透系数 （犘ａｐｐ）

按下列公式［１０１１］计算：

　　犙狀＝犆狀犞＋∑
狀－１

犻＝１
犆犻犞犻 （１）

犙狀为第狀个取样点Ｒｈｏ１２３的吸收量；狀为取

·９７１１·
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样次数；犞为肠囊的容积；犞犻为取样量；犆狀为第狀个

取样点Ｒｈｏ１２３的浓度。

　　犓ａ＝
犓
犃

（２）

犓为Ｒｈｏ１２３的吸收量犙对取样时间狋所得直

线回归方程的斜率；犃为肠囊转运药物的有效面积。

　　犘ａｐｐ＝
犱犙
犱狋
×
１
犃犆０

（３）

犱犙／犱狋为单位时间Ｒｈｏ１２３的吸收量；犃为肠

囊转运药物的有效面积；犆０为肠囊外Ｒｈｏ１２３的初

始浓度。

１．６　ＭＴＴ实验　将Ｃａｃｏ２细胞接种于含ＤＭＥＭ

培养液的细胞培养瓶中，培养液中含１０％ 胎牛血清、

１％非必需氨基酸和１％犔谷氨酰胺。置于５％ＣＯ２、

３７℃的培养箱中培养。隔天更换培养液，当细胞生长

至８０％～９０％融合时，用ＥＤＴＡ和胰酶消化并传代。

将Ｃａｃｏ２细胞（１×１０４／ｍＬ）接种于９６孔培养

板，培养２４ｈ后，分别加入含有０．０１％、０．１％、

０．３％、０．８％和１．０％的Ｖｅｒ或石菖蒲、安息香和苏

合香挥发油培养液２μＬ，并设阴性对照孔和空白调

零孔（各孔含ＤＭＳＯ的终浓度均为０．１％）。继续培

养４８ｈ，吸弃各孔的培养液，加５．０ｍｇ／ｍＬＭＴＴ

溶液２０μＬ，继续培养４ｈ，弃去上清液后，用１５０μＬ

ＤＭＳＯ振荡１０ｍｉｎ溶解结晶，酶标仪（４９０ｍｎ）测定

光密度（犇）值。细胞存活率（％）＝（给药孔犇值／

阴性对照孔犇值）×１００％。

１．７　流式细胞术测定Ｃａｃｏ２细胞Ｐｇｐ蛋白的表

达　取浓度均为８０μｇ／ｍＬ的石菖蒲、安息香和苏合

香挥发油及１０μｇ／ｍＬＶｅｒ分别与Ｃａｃｏ２细胞作用

４８ｈ后，消化并吹打制成单细胞悬液。４℃３００×犵

离心１０ｍｉｎ，用４℃冷藏的ＰＢＳ洗涤２次。将细胞

稀释至１×１０７／ｍＬ，加药组各取１００μＬ细胞。未加

药细胞取２份，一份设为同型对照组，加入ＰＥＩｇＧ２ａ

同型对照抗体５μＬ；另一份设为阴性细胞组，与加药

物组一起各加入ＰＥＵＩＣ２荧光抗体５μＬ，４℃孵育

３０ｍｉｎ，冰冷的ＰＢＳ洗涤２次，３００×犵离心１０ｍｉｎ，用

０．５ｍＬＰＢＳ重悬，流式细胞仪测定荧光强度。

１．８　ｑＰＣＲ测定 Ｃａｃｏ２细胞Ｐｇｐ基因 犕犇犚１

ｍＲＮＡ的表达　用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，ｃＤＮＡ

合成按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○
Ｒ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔ试剂盒说明书操

作：３７℃１５ｍｉｎ×３反转录，８５℃５ｓ失活。ｑＰＣＲ

按照ＳＹＢＲ○
Ｒ

Ｐｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ试剂盒说明书进行

操作。犕犇犚１上游引物序列：５′ＴＣＡＧＡＣＡＧＧ

ＡＴＧＴＧＡ ＧＴＴ Ｇ３′，下游引物序列：５′ＡＡＴ

ＴＡＣ ＡＧＣ ＡＡＧ ＣＣＴ ＧＧＡ ＡＣＣ３′。内 参

犌犃犘犇犎上游引物序列：５′ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴ

ＣＧＧＡＧＴＣ３′，下游引物序列：５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴ

ＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′。反应条件：９５℃预变性

３０ｓ；９５℃３ｓ、６０℃３０ｓ，４０个循环。采用相对量

分析法计算药物组犕犇犚１ｍＲＮＡ表达。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件处理数据，

两组间差异比较采用独立样本狋检验，检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　各挥发油对大鼠肠外翻模型肠囊Ｒｈｏ１２３犓ａ

和犘ａｐｐ的影响　实验结果（表１）表明，石菖蒲、安息香

和苏合香挥发油均可增加Ｒｈｏ１２３的犓ａ和犘ａｐｐ

（犘均＜０．０１）；空肠和回肠的犓ａ分别为正常对照组

的１．４１、１．１６和１．１７倍及１．３６、１．７３和１．６５倍，犘ａｐｐ

分别为正常对照组的１．４７、１．２１和１．２２倍及１．２８、

１．７３和１．６８倍。

表１　石菖蒲、安息香和苏合香挥发油对大鼠外翻肠囊犚犺狅１２３犓犪和犘犪狆狆的影响

犜犪犫１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狏狅犾犪狋犻犾犲狅犻犾狊（犞犗狊）狅犳犛犺犻犮犺犪狀犵狆狌，犫犲狀狕狅犻狀犪狀犱狊狋狅狉犪狓狅狀犪犫狊狅狉狆狋犻狅狀狉犪狋犲犮狅狀狊狋犪狀狋（犓犪）

犪狀犱犪狆狆犪狉犲狀狋狆犲狉犿犲犪犫犻犾犻狋狔犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋（犘犪狆狆）狅犳犚犺狅犱犪犿犻狀犲（犚犺狅）１２３犻狀狉犪狋犲狏犲狉狋犲犱犵狌狋狊犪犮

狀＝６，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ

ρＢ／（μｇ·ｍＬ
－１）

犓ａ（μｇ·ｓ
－１·ｃｍ－２，×１０－３）

Ｊｅｊｕｎｕｍ Ｉｌｅｕｍ

犘ａｐｐ（ｃｍ·ｓ－１，×１０－５）

Ｊｅｊｕｎｕｍ Ｉｌｅｕｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ４．０７±０．３１ ４．３１±０．３３ １．０９±０．０８ １．２０±０．０９

Ｖｅｒａｐａｍｉｌ １００ ４．８８±０．２４ ７．８４±０．４５ １．３６±０．０７ ２．１９±０．１３

ＶＯｏｆ犛犺犻犮犺犪狀犵狆狌 ６０ ５．７４±０．４７ ５．８５±０．５２ １．６０±０．１３ １．５３±０．１４

ＶＯｏｆｂｅｎｚｏｉｎ ６０ ４．７１±０．３０ ７．４４±０．４７ １．３２±０．０８ ２．０８±０．１３

ＶＯｏｆｓｔｏｒａｘ ６０ ４．７７±０．３２ ７．１２±０．５８ １．３３±０．０９ ２．０１±０．１６

　　犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

·０８１１·
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第９期．王世祥，等．石菖蒲、安息香和苏合香挥发油促进罗丹明１２３的肠吸收作用及其机制

２．２　各挥发油对Ｃａｃｏ２细胞存活率的影响　１．０～

８０．０μｇ／ｍＬ石菖蒲、安息香和苏合香挥发油作用

４８ｈ后，细胞的存活率均大于９０．０％，说明在此剂量

范围内石菖蒲、安息香和苏合香挥发油对Ｃａｃｏ２细

胞均无明显的毒性作用（表２）。

表２　石菖蒲、安息香和苏合香挥发油对犆犪犮狅２细胞存活率的影响

犜犪犫２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狏狅犾犪狋犻犾犲狅犻犾狊（犞犗狊）狅犳犛犺犻犮犺犪狀犵狆狌，犫犲狀狕狅犻狀犪狀犱狊狋狅狉犪狓狅狀狊狌狉狏犻狏犪犾狉犪狋犲狅犳犆犪犮狅２犮犲犾犾狊

％，狀＝６，珔狓±狊

Ｄｒｕｇ
ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇρＢ／（μｇ·ｍＬ

－１）

１．０ １０．０ ３０．０ ８０．０ １００．０

Ｖｅｒａｐａｍｉｌ ９８．９１±１１．３２ ９５．１３±８．２４ ８６．３２±９．２７ ８３．５２±１０．１４ ７８．５２±７．３６

ＶＯｏｆ犛犺犻犮犺犪狀犵狆狌 ９９．９２±９．５８ ９９．０９±１０．４２ ９２．７３±１２．２７ ９０．４３±９．３９ ８８．７９±１０．７２

ＶＯｏｆｂｅｎｚｏｉｎ １０２．０６±１２．５４ ９８．１７±９．６２ ９５．２０±１３．８５ ９２．７５±１２．０９ ８８．４９±１０．３５

ＶＯｏｆｓｔｏｒａｘ １０５．０６±１３．５３ ９８．５７±１１．２９ ９１．２５±１１．３７ ９０．５２±１０．６２ ８１．９０±９．３５

２．３　各挥发油对Ｃａｃｏ２细胞Ｐｇｐ蛋白表达的影

响　选择８０μｇ／ｍＬ浓度研究了石菖蒲、安息香和

苏合香挥发油对Ｃａｃｏ２细胞Ｐｇｐ蛋白表达的影

响。结果表明，石菖蒲、安息香和苏合香挥发油均可

降低Ｐｇｐ蛋白表达（犘＜０．０１），其降低率分别为

５３．１５％、５５．１０％和６１．８６％。苏合香挥发油作用

优于石菖蒲和安息香挥发油，而石菖蒲和安息香挥

发油的作用差异无统计学意义（表３）。

表３　石菖蒲、安息香和苏合香挥发油对犘犵狆蛋白

及其基因犕犇犚１表达的影响

犜犪犫３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狏狅犾犪狋犻犾犲狅犻犾狊（犞犗狊）狅犳犛犺犻犮犺犪狀犵狆狌，

犫犲狀狕狅犻狀犪狀犱狊狋狅狉犪狓狅狀狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱犕犇犚１犿犚犖犃

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犵犾狔犮狅狆狉狅狋犲犻狀（犘犵狆）

狀＝６，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ

ρＢ／（μｇ·ｍＬ
－１）

Ｐｇｐ 犕犇犚１ｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ １．００±０．００ １．００±０．００

Ｖｅｒａｐａｍｉｌ １０ ０．５７±０．０５ ０．６５±０．０７

ＶＯｏｆ犛犺犻犮犺犪狀犵狆狌 ８０ ０．４７±０．０４ ０．４５±０．０８

ＶＯｏｆｂｅｎｚｏｉｎ ８０ ０．４５±０．０３ ０．８４±０．０８

ＶＯｏｆｓｔｏｒａｘ ８０ ０．３８±０．０３ ０．６２±０．０７

　　ＭＤＲ１：Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１．犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．４　各挥发油对Ｃａｃｏ２细胞犕犇犚１ｍＲＮＡ表达

的影响　８０μｇ／ｍＬ石菖蒲、安息香和苏合香挥发油

作用４８ｈ能降低 Ｃａｃｏ２细胞 Ｐｇｐ基因 犕犇犚１

ｍＲＮＡ的表达，其降低率分别为５５．４１％、１６．２４％

和３８．４６％。同等浓度下，石菖蒲挥发油作用最强，

苏合香挥发油的作用次之，安息香挥发油作用最弱

（表３）。

３　讨　论

Ｐｇｐ为多药耐药性基因犕犇犚表达的产物，是

机体产生多药耐药性的主要原因［１２１３］。Ｐｇｐ不仅

在肿瘤细胞上高表达，而且在机体的胃肠道、脑微血

管内皮细胞、脑腔面膜、肾近曲小管上皮细胞、睾丸

毛细血管内皮细胞、肝小管膜和合体滋养层细胞表

面等部位均有表达［１４１９］，能将外源性物质排出体外，

从而影响药物的吸收和分布［２０］。

在中药方剂中，石菖蒲、安息香和苏合香常作为

使药，可引导其他药物直达病所，从而发挥治疗作

用［２１２２］。本研究组前期证实，苏合香、安息香和石菖

蒲有效成分安息香醛、香草醛和β细辛醚可促进

Ｒｈｏ１２３在Ｃａｃｏ２细胞内的聚集，降低细胞培养液

中Ｒｈｏ１２３的含量
［５］。本研究结果表明，石菖蒲、安

息香和苏合香挥发油均可促进大鼠空肠和回肠对

Ｐｇｐ底物Ｒｈｏ１２３的吸收，增加Ｒｈｏ１２３的犓ａ和

犘ａｐｐ。结果提示，石菖蒲、安息香和苏合香挥发油促

进Ｒｈｏ１２３的吸收作用可能与抑制Ｐｇｐ有关。

总之，本研究结果表明石菖蒲、安息香和苏合香

挥发油均可使Ｃａｃｏ２细胞Ｐ蛋白及其基因犕犇犚１

ｍＲＮＡ的表达降低，提示抑制Ｐｇｐ及其基因的表

达可能为石菖蒲、安息香和苏合香促进药物吸收和

分布的主要作用机制之一。同时本研究还发现，石

菖蒲、安息香和苏合香挥发油对Ｐｇｐ蛋白的表达和

对犕犇犚１ｍＲＮＡ的表达的抑制作用强弱并不一致，

可能是由于石菖蒲、安息香和苏合香挥发油对Ｐｇｐ

的转录和翻译作用不同所致。
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