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淫羊藿苷元自微乳在 Caco-2 细胞模型的肠吸收特性初步研究 
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摘  要：目的  制备淫羊藿苷元自微乳，考察其理化性质及体外肠吸收特性。方法  在考察淫羊藿苷元理化性质的基础上，

以油酸乙酯为油相，聚山梨酯 80 为乳化剂，丙三醇为助乳化剂制备淫羊藿苷元自微乳，采用透射电镜及激光粒度分析仪测

定其稀释后所得微乳的形态、粒径分布和 Zeta 电位，并采用 Caco-2 细胞模型初步分析其肠吸收特性。结果  所制备的淫羊

藿苷元自微乳稀释后，微乳平均粒径为 55.6 nm，Zeta 电位为−30.8 mV，在 Caco-2 细胞模型上的表观渗透系数（Papp）为

（3.52±0.3）×10−6 cm/s。结论  淫羊藿苷元自微乳制剂稳定，体外研究显示自微乳系统能够促进淫羊藿苷元在肠道的吸收。 
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Absorption characteristics in intestine of icaritin self-microemulsion via Caco-2 
monolayer model 
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Nanjing 210028, China 
2. College of Pharmaceutics, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China 

Abstract: Objective  To prepare icaritin self-microemulsion and investigate its properties and oral absorption characteristics in 
Caco-2 monolayer model. Methods  To prepare icaritin self-microemulsion with ethyl oleate as oil phase, Polysorbate-80 as 
surfactant, and glycerol as cosurfactant. The appearance, particle diameter distribution, and Zeta potential of the diluted icaritin 
self-microemulsion were investigated by transmission electron microscopy and laser grain size analyzer, and the intestinal absorption 
was studied by using Caco-2 monolayer model. Results  The mean particle diameter distribution of the diluted icaritin 
self-microemulsion was 55.6 nm, with Zeta potential of −30.8 mV. The apparent permeability coefficient (Papp) of the diluted 
microemulsion in Caco-2 monolayer model was (3.52 ± 0.3) × 10−6 cm/s. Conclusion  The icaritin self-microemulsion is stable and 
could significantly improve the absorption of icaritin in the intestinal tract. 
Key words: icaritin; self-microemulsion; intestinal absorption; Caco-2 cell; apparent permeability coefficient (Papp) 
 

淫羊藿 Epimedii Folium 作为传统的补益中药，

具有补肝肾、强筋骨、祛风湿的作用，其化学成分

独特，生物活性显著，一直是国内外研究的热点之

一。目前关于淫羊藿的研究很多，尤其在化学成分

和药理作用方面研究较深入[1-3]。研究表明淫羊藿中

的黄酮类成分是其发挥抗骨质疏松作用的主要活性

成分[4]，而淫羊藿黄酮苷进入体内后被代谢为糖和

苷元，苷元的药理活性更强[5]。但是，淫羊藿苷元

水溶性很差，口服很难吸收。自微乳给药系统是难

溶性药物的优良载体，可显著提高药物的口服生物

利用度[6-9]。因此，为了提高淫羊藿苷元口服吸收效

果，增强其抗骨质疏松疗效，本实验将淫羊藿苷元

制备成自微乳制剂，采用 Caco-2 细胞模型[10]预测其

肠道的吸收情况，并对淫羊藿自微乳的吸收机制进

行初步探讨。 
1  仪器与材料 

Caco-2 TC7 细胞株，由法国 Moniqué Rousset
博士馈赠。 
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聚山梨酯 20（天津科密欧化学试剂有限公司）；

聚山梨酯 80、丙三醇、聚乙二醇 400（PEG 400）、
肉豆蔻酸异丙脂（IPM）国药集团化学试剂有限公

司，聚氧乙烯辛基苯基醚（OP 乳化剂，上海玖意

化学试剂有限公司），1, 2-丙二醇（苏州正兴化工研

究院），油酸（上海实意化学试剂有限公司），油酸

乙酯（上海飞祥化工厂），DMEM 培养基（Hyclone
公司）；胎牛血清（FBS，Equitech-Bio Inc. 公司）；

非必需氨基酸（JRH 公司）；谷氨酰胺、胰蛋白酶

（Sigma 公司）；淫羊藿苷元（自制，质量分数＞

98%）；乙腈、三乙胺、甲酸均为色谱纯，水为超纯

水，其他试剂均为分析纯。 
激光粒度分析仪（Zetastzer 23000HSA 型，英

国 Malvern 公司）；H27650 型透射电子显微镜（日

本 Hitach 公司）；二氧化碳培养箱（德国 Hearous）；
超高压液相色谱仪 Waters AcquityTM（美国 Waters）；
Millicell-ERS 跨膜电阻仪、Milli—Q 纯水机（美国

Millipore）；Transwell 培养板（丹麦 Nunc）；高速冷

冻离心机（美国 Beckman）。 
2  方法与结果 
2.1  淫羊藿苷元理化性质的研究 

为制备淫羊藿苷元自微乳，首先对淫羊藿苷元

的理化性质进行研究，为适宜剂型的设计提供实验

基础。 
2.1.1  淫羊藿苷元平衡溶解度测定[11-12] 

（1）淫羊藿苷元在常用有机溶剂中平衡溶解度

的测定  取过量淫羊藿苷元于具塞玻璃试管中，分

别加二甲基亚砜（DMSO）、乙醇、甲醇、正辛醇、

丙酮、醋酸乙酯、氯仿、二氯甲烷、乙醚及石油醚

适量，超声 10 min，放入恒温振荡器中，温度保持

（37±1）℃振摇 24 h，测定淫羊藿苷元平衡溶解度。

结果（表 1）表明淫羊藿苷元溶解性较差，微溶于

乙醇等有机溶剂，其在有机溶剂中的平衡溶解度大

小依次为 DMSO＞乙醇＞甲醇＞正辛醇＞丙酮＞

醋酸乙酯＞氯仿＞二氯甲烷＞乙醚＞石油醚。 
（2）淫羊藿苷元在水及不同 pH 值的平衡盐溶

液中的溶解度  取过量淫羊藿苷元于具塞玻璃试管

中，分别加入水和 pH 2.0、2.5、5.0、5.8、6.5、7.0、
7.4、8.0 的 PBS 溶液，超声至淫羊藿苷元不再溶解，

放入恒温振荡器中，温度保持（37±1）℃，振摇

24 h，测定淫羊藿苷元的溶解度。结果（表 2）淫羊

藿苷元在水中的平衡溶解度为（6.8±0.03）mg/L。
在 PBS 体系中的平衡溶解度随 pH 值增大，淫羊藿 

表1  淫羊藿苷元在不同有机溶剂中的平衡溶解度 
Table 1  Equilibrium solubilities of icaritin 

in different organic solvents 

溶 剂
溶解度 /

(g·L−1)
溶解状态 溶 剂 

溶解度/

(g·L−1)
溶解状态

DMSO 35.68 溶解 醋酸乙酯 3.99 微溶 

乙醇  7.59 微溶 氯仿 2.76 微溶 

甲醇  7.33 微溶 二氯甲烷 0.39 极微溶

正辛醇  6.34 微溶 乙醚 0.15 极微溶

丙酮  4.11 微溶 石油醚 0.00 不溶 
 
表2  淫羊藿苷元在不同pH值的PBS体系中的平衡溶解度 

Table 2  Equilibrium solubilities of icaritin in PBS 
with different pH values 

pH 溶解度 / (g·L−1) pH 溶解度 / (g·L−1) 

2.0 4.3 6.5  5.9 

2.5 4.5 7.0  8.6 

5.0 4.9 7.4 10.2 

5.8 5.0 8.0 28.3 
 
苷元平衡溶解度增大。 
2.1.2  油水分配系数的预测  在预试验中，采用

摇瓶法结合液相色谱测定淫羊藿苷元的油水分配

系数，两相分离平衡后未能在水相中检测到淫羊

藿苷元。 
通过 Advanced Chemistry Development，Inc. 公

司预测软件，使用 ACD/Chem. Sketch 12.01 提供的

logP 插件功能读取化合物的二维结构式预测淫羊

藿苷元的分配系数，结果淫羊藿苷元的 logP 为

4.84±0.97，表明淫羊藿苷元的膜渗透性较差。 
2.2  淫羊藿苷元自微乳的制备 
2.2.1  表面活性剂对淫羊藿苷元增溶作用的考察  
配制质量浓度为 1、2、5、10、20、30 g/L 的聚山

梨酯 80、聚山梨酯 20、OP 乳化剂水溶液。取过量

淫羊藿苷元于具塞玻璃试管中分别加入上述介质适

量，超声至淫羊藿苷元不再溶解，放入恒温振荡器

中，温度保持（37±1）℃，振摇 24 h。结果表面活

性剂对淫羊藿苷元增溶作用强弱依次为：聚山梨酯

80＞聚山梨酯 20＞OP 乳化剂，聚山梨酯 80 对淫羊

藿苷元的增溶作用最好，溶解度达 37.35 mg/L（含

3%聚山梨酯 80 的水溶液）。见图 1。 
2.2.2  自微乳的制备  根据上述试验结果选择聚山

梨酯 80 为乳化剂，分别以 IPM、油酸、油酸乙酯

为油相，以 1, 2-丙二醇、丙三醇、PEG 400 为助乳 
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图 1  表面活性剂对淫羊藿苷元增溶作用的考察 
Fig. 1  Solubilization of surfactants on icaritin 

化剂，采用加油滴定法观察微乳的形成。将乳化剂

分别与不同的助乳化剂按 1∶1 混合溶解，在 25 ℃
下加入水相，用恒温磁力搅拌器搅拌，搅拌下用油

相滴定，以外观澄清透明为指标判断滴定终点，记

录临界加油量，按油、水、混合乳化剂在临界点的

质量分数，绘制伪三元相图（图 2），以确定微乳区。

3 种助乳化剂形成微乳区域大小依次为丙三醇＞

1, 2-丙二醇＞PEG 400；以聚山梨酯 80 为乳化剂、

丙三醇为助乳化剂，考察 3 种油相对微乳形成的影 
 

       
 
 

       
 
 

A-助乳化剂的选择  B-油相的选择  ME-微乳区域 
A-choice of cosurfactants  B-choice of oil phase  ME-microemulsion region 

 

图 2  微乳体系的伪三元相图 
Fig. 2  Ternary phase diagrams of microemulsion systerm 

 
响，结果油酸乙酯体系的微乳区域最大，因此选择

聚山梨酯 80-丙三醇-油酸乙酯体系。按筛选出的最

佳条件制备淫羊藿苷元自微乳：取 180 mg 聚山梨

酯 80，180 mg 丙三醇，40 mg 油酸乙酯置于容器中，

搅拌均匀，加入 1 mg 淫羊藿苷元，涡旋振荡至完

全溶解，得质量浓度为 0.25%的淫羊藿苷元自微乳。 
2.3  淫羊藿苷元自微乳理化性质测定 

用透射电镜观察淫羊藿苷元自微乳加水稀释成

微乳的外观形态，透射电镜下淫羊藿苷元稀释微乳

乳滴呈圆球形，大小均匀无粘连。 

取淫羊藿苷元稀释微乳，用激光粒度分析仪测

定其粒径分布及 Zeta 电位，结果表明，淫羊藿苷元

自微乳稀释后所得微乳平均粒径为 55.6 nm，多分

散系数为 0.25，Zeta 电位−30.8 mV，分布均匀。 
2.4  淫羊藿苷元自微乳体外肠吸收研究 
2.4.1  淫羊藿苷元自微乳的吸收转运实验[13]  细
胞培养：Caco-2 细胞培养于 DMEM 培养液中，含

胎牛血清（FBS）10%，非必需氨基酸（NEAA）1%，

谷氨酰胺（L-glutamine）1%，青霉素（100 U/mL）-
链霉素（100 μg/mL）双抗液，在 37 ℃的 5% CO2
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恒温培养箱中培养。隔天换 1 次培养液，每 5～7 d
用胰蛋白酶消化传代。将 Caco-2 细胞混悬液种植于

Transwell 中，细胞种植密度为 25×106 个/cm2，单

层细胞于 19～21 d 分化形成，用跨膜电阻仪检测跨

膜电阻，各孔跨膜电阻值均大于空白对照值 100 
Ω/4.2 cm2 以上，符合试验要求。 

将淫羊藿苷元自微乳用 Hank’s 平衡盐溶液稀

释至浓度为10 μmol/L作为样品溶液，空白的Hank’s
平衡盐溶液作为接收液，加到 Transwell 中置于转速

为 50 r/min 的 37 ℃恒温摇床中，分别在 1、2、3、
4 h 时吸取供给池、接收池溶液各 400 μL，同时补

足相应的溶液。测定各收集液中淫羊藿苷元的量。 

2.4.2  超高压液相样品分析  色谱条件：Acquity 
UPLCTM BEH C18 柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）；

流动相：以 A 相（90%的三乙胺-甲酸缓冲溶液 pH 
3.0，10%的乙腈）和 B 相（90%的乙腈水溶液）进

行梯度洗脱：0～0.3 min，100% A；0.3～2.9 min，
100%～25% A；2.9～3.2 min，25%～0% A；3.2～
3.5 min，0% A；体积流量 0.75 mL/min，检测波长

268 nm，柱温 45 ℃，样品温度 20 ℃，在此条件

下淫羊藿苷元有较好分离。淫羊藿苷元的保留时间

为 1.75 min，睾丸酮（内标溶液）的保留时间为 2.81 
min，内标检测波长为 245 nm。色谱图见图 3。 
2.4.3 方法学验证  精密称取淫羊藿苷元对照品 

 

     
 
 

1-淫羊藿苷元  2-睾丸酮（内标） 
1-icaritin  2-testosterone (internal standard) 

 
图 3  淫羊藿苷元对照品＋内标 (A)、阴性对照 (B) 和自微乳稀释液经过 Caco-2 细胞单层后 (C) 的超高压液相色谱图 

Fig. 3  UPLC chromatograms of icaritin reference substance + internal standard (A), negative control (B),  
and diluted icaritin self-microemulsion via Caco-2 cell monolayer (C) 

 
7.37 mg，置于 10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容至

刻度，制成 2.0 mmol/L 的淫羊藿苷元储备液。精密

量取储备液适量分别配制成不同浓度的淫羊藿苷元

对照品溶液，结果表明在 0.312 5～40 μmol/L 淫羊

藿苷元和内标睾丸酮峰面积的比值（Y）与淫羊藿

苷元的浓度（X）呈良好的线性关系，回归方程为

Y＝0.0317 X－0.005 1，r＝0.999 9。日间、日内精

密度的 RSD 均＜2%（n＝6），重现性 RSD 为 0.93%
（n＝6），24 h 稳定性 RSD 为 0.25%，平均回收率为

（99.52±0.35）%（n＝6）。 
将所收集的样品立刻加入 100 μL 睾丸酮（100 

μmol/L）内标溶液，于离心机中离心 15 min（13 000 
r/min），以上述色谱条件用超高压液相色谱仪进行

分析。 
2.4.4  数据分析  Caco-2 细胞模型表观渗透系数

（Papp）的计算[14]： 
Papp＝(dQ/dt) / SC 

dQ/dt 为接收池药物出现的速率（cm/s），S 为膜面积（4.2 

cm2），C 为药物的初始浓度（μmol/L）。 

Papp 值越大，通透率越高。用 t 检验对两组数

据进行比较处理，结果均以 x ±s 表示。 

淫羊藿苷元稀释微乳渗透系数测定结果分别为

Papp(AP→BL) 为（3.52±0.3）×10−6 cm/s，Papp(BL→AP)

为（0.35±0.02）×10−6 cm/s，从 AP 侧到 BL 侧及

从 BL 侧到 AP 侧转运量随时间的变化见图 4。实验

表明，10 μmol/L 淫羊藿苷元稀释微乳从 AP 侧到

BL 侧的转运量以及从 BL 侧到 AP 侧转运量在 4 h
内都随着时间的增加而呈线性增长，淫羊藿苷元稀

释微乳 AP 到 BL 侧的渗透系数 Papp(AP→BL) 是 BL
到 AP 侧渗透系数 Papp(BL→AP) 的 10.06 倍。 
 

 
 
 

图 4  淫羊藿苷元稀释微乳 1～4 h 跨膜转运量 

Fig. 4  Transmenbrane transport of diluted icaritin 

self-microemulsion during 1—4 h 
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3  讨论 
本实验研究了淫羊藿苷元的理化性质：平衡溶

解度和油水分配系数，发现淫羊藿苷元在水中溶解

度较小，油水分配系数（logP）经软件预测为 4.84±
0.97。研究表明[15]P 值过低（logP＜−2），化合物亲

脂性不强，不能穿过细胞膜；另一方面，P 值过高

（logP＞3），化合物亲脂性强、水溶性低而不能与脂

质膜充分接触，所以吸收更加困难。实验结果表明

淫羊藿苷元为难溶性药物，具有较差的膜渗透性。

通过以上理化性质的研究，为淫羊藿苷元剂型设计

为自微乳提供了实验依据。 
自微乳具有提高难溶性药物溶解度、生物利用

度以及降低胃肠道副作用等优势[16]。本实验制备了

淫羊藿苷元自微乳，并考察了其稀释后微乳在不同

pH 值的 HBSS 中稳定性，结果表明淫羊藿苷元稀释

微乳在 24 h 内稳定（数据未给出）。在此基础上，

进一步采用 Caco-2 细胞模型初步研究了淫羊藿苷

元自微乳吸收机制，结果淫羊藿苷元自微乳稀释后

所得微乳的吸收渗透系数为（3.52±0.3）×10−6 
cm/s，由于淫羊藿苷元溶解度低，即使加入 1%的增

溶剂 DMSO，也无法溶解于 HBSS 溶液中达到 10 
μmol/L 的浓度，因此无法比较制剂与原药的吸收差

异，但文献报道[17]表观渗透系数大于 1×10−6 cm/s
的药物表明吸收良好，而淫羊藿苷元自微乳的吸收

渗透系数大于 1×10−6 cm/s，表明所制备的自微乳

能够明显促进淫羊藿苷元的吸收。 
文献报道大多黄酮类药物药理作用明显，但口

服吸收均较差。其主要原因为其渗透性较差，存在

外排转运载体的作用。本课题组前期也对淫羊藿黄

酮的吸收机制进行了深入研究，认为淫羊藿中的主

要活性黄酮：淫羊藿苷，朝藿定 A、B、C，宝藿苷

的吸收较差与 P-gp、MRP、BCRP 等肠道的外排转

运载体的外排有关[18-21]。文献报道表面活性剂聚山

梨酯-80 对 P-gp 的外排有一定的抑制作用[22]，可以

降低药物外排几率，增加药物的吸收。同时，微乳

由于表面张力较低，易于透过细胞壁的水化层，能

够使药物直接与胃肠上皮细胞接触，从而促进药物

的吸收[23]。文献报道萘普生自微乳并不能显著增加

其吸收渗透系数，而是通过破坏细胞间的紧密连接，

显著降低细胞的跨膜电阻，使萘普生的吸收有一定

的增加[24]。然而，本实验中淫羊藿苷元自微乳的吸

收 渗 透 系 数 Papp(AP→BL) 是 其 分 泌 渗 透 系 数

Papp(BL→AP) 的 10 倍，对于自微乳如此之大的促进吸

收作用，其机制尚不清楚。因此，淫羊藿苷元自微

乳的促吸收机制还有待于进一步研究。 
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