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阿苯达唑-胆酸衍生物的制备、表征、跨膜转运及降解评价
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摘 要：目的  基于顶端钠依赖性胆盐转运体（ASBT）对胆酸（BA）的特异性识别，为提高阿苯达唑（ABZ）的跨膜转运

效率，制备阿苯达唑-胆酸衍生物（ABZ-C6O2-BA），并对其固态性质、跨膜转运行为和降解机制进行评价。方法  以 6-氨

基-1-羟基-二己脂作为Linker连接ABZ与BA，合成ABZ-C6O2-BA；使用核磁共振氢谱（1H-NMR）和傅里叶红外技术（FT-

IR）对ABZ-C6O2-BA进行验证；通过粉末X射线衍射（PXRD）法、差示扫描量热（DSC）法和扫描电子显微镜（SEM）

法进行固态性质的表征；建立Caco-2单层细胞模型在体外对ABZ-C6O2-BA进行跨膜转运研究；进行ABZ-C6O2-BA体外羧

酸酯酶（CES）水解反应，通过超高效液相色谱-质谱联用（UPLC-MS）定性分析ABZ-C6O2-BA水解产物。结果  1H-NMR

和FT-IR结果显示特征峰的偏移，证实ABZ-C6O2-BA制备成功；PXRD、DSC和SEM结果显示ABZ-C6O2-BA为无定型形

态，且微观结构较ABZ有明显不同；体外跨膜转运实验结果显示高质量浓度的ABZ-C6O2-BA跨膜转运表观渗透系数（Papp）

显著高于高浓度的 ABZ（P＜0.05），中、低质量浓度的 ABZ-C6O2-BA Papp相近于 ABZ；ABZ-C6O2-BA 在 72 h 时降解率＞

92.8%，代谢良好；通过UPLC-MS定性分析ABZ-C6O2-BA水解产物为ABZ-Linker，即CES水解了酯键，使得BA与ABZ分开。

结论  所制备的ABZ-C6O2-BA以无定型态存在，跨膜转运效率在一定浓度下较ABZ显著增加，且与浓度不相关，推测跨膜

方式为主动转运，连接的BA可被体内的酶水解。
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Abstract: Objective To improve the transcellular transport efficiency of albendazole (ABZ) by preparing a novel compound, ABZ-

C6O2-BA, based on the specific recognition of the apical sodium-dependent bile acid transporter (ASBT) for bile acid (BA). The 

solid state properties, transcellular transport behavior, and degradation mechanism of ABZ-C6O2-BA were evaluated. Method ABZ-

C6O2-BA was synthesized by linking ABZ with BA using 6-aminodihydroxy-dipentyl glycerol as the linker. The synthesized ABZ-

C6O2-BA was verified by 1H-NMR and FT-IR. The solid state properties were characterized by powder X-ray diffraction (PXRD), 

differential scanning calorimetry (DSC), and scanning electron microscopy (SEM). The transcellular transport behavior of ABZ-

C6O2-BA was studied in vitro using a Caco-2 monolayer cell model. The degradation mechanism of ABZ-C6O2-BA was evaluated 

by in vitro carboxylesterase (CES) hydrolysis, and the hydrolysis products were quantitatively analyzed by ultra-high-performance 

liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS). Results The 1H-NMR and FT-IR results showed a shift in characteristic 

peaks, confirming the successful synthesis of ABZ-C6O2-BA. The PXRD, DSC, and SEM results showed that ABZ-C6O2-BA was 

amorphous in form, and its microstructure was significantly different from that of ABZ. The in vitro transcellular transport 
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experiment results showed that the apparent permeability coefficient (Papp) of high-quality ABZ-C6O2-BA across the membrane was 

significantly higher than that of high-concentration ABZ (P < 0.05), and the Papp of medium- and low-quality ABZ-C6O2-BA was 

similar to that of ABZ. The degradation rate of ABZ-C6O2-BA was > 92.8% at 72 h. By UPLC-MS qualitative analysis, the 

hydrolysis product of ABZ-C6O2-BA was identified as ABZ-Linker, indicating that the CES hydrolyzed the ester bond, separating 

BA from ABZ. Conclusion The ABZ-C6O2-BA prepared in this study exists in an amorphous state, and its transmembrane transport 

efficiency is significantly increased at certain concentrations, which is independent of the concentration, suggesting that the 

transmembrane mode is active transport. The connected BA can be hydrolyzed by enzymes in the body.

Key words: albendazole; cholic acid; apical sodium-dependent bile salt transporter (ASBT); Caco-2 cells; transmembrane transport; 

degradation

棘球蚴病俗称包虫病，是由棘球绦虫的幼虫感

染所致的人畜共患寄生虫病［1-2］。据世界卫生组织

2021年统计，全世界每年有 100多万人受到包虫病

的影响，给人类造成严重的健康与经济负担［3］。阿

苯达唑（ABZ）作为目前公认的治疗棘球蚴病的唯

一有效的药物，自 1973年由葛兰素史克（GSK）推出

上市以来备受关注［4］。ABZ在临床应用过程中，低

溶解度是导致其血药浓度低，临床疗效不稳定的主

要原因［5］。因此提高 ABZ 的溶解度对其临床应用

非常重要，一些药剂学技术被用来尝试提高ABZ的

水溶性［6］，包括固体分散体［7］、纳米晶体［8］、脂质

体［9］、包合物［10］等。但由于载药效率较低、表面活性

剂用量过多、制备工艺复杂、稳定性未知等原因，限

制了药物制剂的进一步应用或工业化生产。因此，

研发有效、稳定、患者顺应性好及可生产市售的

ABZ新剂型成为目前包虫病治疗的迫切需要。

顶端钠依赖性胆盐转运体（ASBT）是在回肠末

端上皮细胞的顶端刷状缘膜中高度表达的一种膜

转 运 蛋 白［11-12］，属 于 转 运 蛋 白 的 溶 质 载 体 家

族（SLC），是一种高效、高容量的转运体，和回肠上

皮细胞细胞质的胆酸结合蛋白结合，负责胆酸（BA）

向小肠细胞转运，是表达于小肠的重要载体蛋白。

ASBT因在回肠的高水平表达、高底物特异性和高

转运能力，使其成为一个潜在的输送靶点［13-14］，以提

高许多药物的口服生物利用度。根据文献报道［15］，

设计药物分子与天然BA或BA衍生物通过化学偶

联而成的 BA-药物偶联物可能被 ASBT 识别为底

物，从而转运到肠上皮细胞。如有研究发现 BA配

合阿昔洛韦［16］、加巴喷丁［17］、阿糖胞苷［18］和喜树

碱［19］等药物，可提高药物体外渗透性和体内口服生

物利用度。

本课题组的前期研究发现ASBT在肝泡型包虫

病原位大鼠模型回肠组织较正常大鼠表达明显升

高，且以 4-氨基-1-丁醇作为 Linker 的 ABZ-C4-BA

在大鼠体内的生物利用度较 ABZ 提高近 40 倍［20］。

基于此，本研究改变了连接 ABZ 与胆酸的 Linker，

以 6-氨基-1-羟基-二己脂作为Linker制备阿苯达唑-

胆酸衍生物（ABZ-C6O2-BA），与ABZ-C4-BA相比，

烷基构成的 Linker会导致 ABZ的脂溶性增加。本

研究通过化学合成的方法制备 ABZ-C6O2-BA（图

1），使用核磁共振氢谱（1H-NMR）、傅里叶红外技

术（FT-IR）、粉末 X 射线衍射（PXRD）、差示扫描量

热法（DSC）和电子扫描显微镜（SEM）等多种方法

对ABZ-C6O2-BA进行表征。通过Caco-2转运实验

研究了不同浓度的ABZ及ABZ-C6O2-BA的跨膜转

运行为，并进行ABZ-C6O2-BA体外酶水解反应，通

图 1　ABZ-C6O2-BA的合成路线

Fig. 1　Synthetic route of ABZ-C6O2-BA
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过超高效液相色谱-质谱联用（UPLC-MS）定性分析

ABZ-C6O2-BA能否被水解，为后续ABZ-C6O2-BA

体内代谢过程的研究提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

AVANCE NEO 600 核磁共振光谱仪（德国

Bruker公司）；Tensor II傅里叶红外光谱仪（赛默飞

世尔科技公司）；D-max2500PC射线衍射仪（日本理

学株式会社）；NETZSCH 同步热分析仪（STA449 

F3，德国耐驰仪器制造有限公司）；Agilent 1260 

Series 高效液相色谱仪（美国安捷伦科技有限公

司）；DHG-9070A恒温箱（上海一恒科技仪器有限公

司）；Dionex UltiMate 3000 傅里叶变换超高分辨液

质联用仪（赛默飞世尔科技公司）。

1.2　主要试剂

ABZ 购自北京偶合科技有限公司 ，批号

C10080946，质量分数 98%，规格A822534-5 g；游离

胆汁酸胆酸（BAs）购自 MACKLIN公司；N，N-二甲

基甲酰胺（DMF）、二环己基碳二亚胺（DCC）和 4-二

甲氨基吡啶（DMAP）均购自 Sigma-Aldrich公司；羧

酸酯酶（CES）购自上海润叶生物科技有限公司；甲

醇（分析级）购自天津市大茂化学试剂厂。

人结肠腺癌细胞系 Caco-2 细胞购自赛百慷生

物技术股份有限公司。

2　方法

2.1　ABZ-C6O2-BA的制备

（1）ABZ 与 6-氨基-1-羟基-二己脂连接得到中

间体：称取ABZ（5.0 g、18.9 mmol）与 5.6 mL的 6-氨

基-1-羟基-二己脂溶于 15 mL的DMF中，加入磁子，

水浴温度 95 ℃、转速 500 r·min−1，反应 24 h，反应结

束后，将水分多次加入到反应液中并搅拌直至有大

量沉淀析出，放入冰浴中静置沉淀 2 h，经抽滤、烘干

得到待分离产物，柱色谱分离使用 200～300目硅胶

装柱，以甲醇-二氯甲烷（1∶17）展开剂洗脱，以甲醇-

二氯甲烷（1∶17）（1% 乙酸）展开剂经薄层色

谱（TLC）展板收集溶有新产物样液。

（2）中间体与胆酸连接：将称取分离得到的中

间体与胆酸（1.3 g、3.0 mmol）、1-乙基-（3-二甲基氨

基丙基）碳酰二亚胺（EDC）（0.8 g）、DMAP（0.08 g），

溶于 6 mL DMF，温度 25 ℃、转速 500 r·min−1，反应

24 h。反应结束后，将水分多次加入到反应液中并

搅拌直至有大量沉淀析出，放入冰浴中静置沉淀

2 h，经抽滤、烘干得到待分离产物，柱色谱分离使用

200～300 目硅胶装柱，以甲醇-二氯甲烷（1∶17）展

开剂洗脱，以甲醇-二氯甲烷（1∶17）（1%乙酸）展开

剂经TLC展板收集溶有新产物样液。

2.2　ABZ-C6O2-BA的表征

2.2.1　 1H-NMR 法 1H-NMR 光谱仪工作频率为

600 MHz。将固体样品完全溶解于氘代二甲基亚

砜（DMSO）中，在 25 ℃下对制备好的样品进行

分析。

纯药物和ABZ-C6O2-BA的NMR谱图如图 2-A

所示 ，ABZ 的各个质子峰归属情况如下 ：1H-

NMR（600 MHz，DMSO），δ 11.96（s，1H，NH），

7.23（d，1H，J＝15.34 Hz，Ph-4H），7.26（d，1H，J＝

18.88 Hz，Ph-3H），7.25（s，1H，Ph-2H），0.98（d，

3H，J＝9.48 Hz，CH3），3.80（s，3H，CH3），1.61（d，

2H，J＝7.26 Hz，CH2），2.98（t，2H，CH2）。 ABZ-

C6O2-BA 的 各 个 质 子 峰 归 属 情 况 如 下 ：1H-

NMR（600 MHz，DMSO），δ 11.79（s，1H，NH），

7.23（d，1H，J＝7.86 Hz，Ph-4H），7.26（d，1H，J＝

7.92 Hz，Ph-3H），7.25（s，1H，Ph-2H），0.98（d，

3H，J＝12 Hz，CH3），3.80（s，3H，CH3），1.61（d，

2H，J＝13.38 Hz，CH2），2.98（t，2H，CH2）ABZ 结构

中的酰胺质子是可能的相互作用位点，ABZ 在

1.196×10−5 出现酰胺基峰，而 ABZ-C6O2-BA 的酰

图2　ABZ-C6O2-BA的 1H-NMR（A）和FT-IR（B）图

Fig. 2　1H-NMR (A) and FT-IR (B) of ABZ-C6O2-BA
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胺基峰在 1.179×10−5处，较 ABZ 偏移了 1.7×10−7。
1H-NMR所得的结果验证了ABZ-C6O2-BA的形成。

2.2.2　FT-IR法 取适量待测样品与干燥 KBr 进

行混合，研磨均匀后压成透明薄片，采用 Tensor 

II傅里叶红外光谱仪对待测样品进行检测，扫描

范围为 400～4 000 cm−1，分辨率为 4 cm−1。

因为合成ABZ-C6O2-BA后某些特征振动状态

可能会受到影响，所以红外特征峰的移动、消失或

变化都代表分子间的相互作用［ 21］，通过 FT-IR 分

析 ABZ-C6O2-BA 有关的结构变化。如图 2-B 所

示，纯ABZ主要显示 3 330.6 cm−1 处的 N-H 振动宽

峰、1 710.5 cm−1处的 C=O峰和 1 635 cm−1处的芳香

环振动峰。合成的ABZ-C6O2-BA与纯ABZ相比，

3 330.6 cm−1处的N-H 振动峰都发生红移，红移到

3 390.6 cm−1，而 1 710.5 cm−1处的C=O峰发生蓝移，

蓝移到 1 700.6 cm−1。这些红外特征峰的移动可能

是由于ABZ的苯并咪唑基团发生了质子化，酰胺和

羰基发生了相互作用，质子发生了转移，证明了

ABZ-C6O2-BA 的形成。FT-IR 研究的结果与 1H-

NMR结果相对应，进一步验证了ABZ-C6O2-BA的

形成。

2.2.3　PXRD法 PXRD可进一步证实ABZ和胆酸

反应是否形成新晶相［22-23］，从而研究分子的结晶或

无定形性质。称取适量样品，采用 Cu-Kα 靶测定

［λ＝0.154 nm（1.54 Å）］，扫描范围 2θ＝5°～35°，扫

描步长 0.01°，扫描速度 1°·min−1，电压 40 kV，电流

200 mA。

图 3-A 显示了 ABZ和 ABZ-C6O2-BA 的 PXRD

图谱，由谱图可知，ABZ的主要 2θ特征衍射峰分别

位于 6.28°、11.77°、18.26°、24.93°和 27.53°，而 ABZ-

C6O2-BA的衍射图谱为无特征衍射峰的不规则图

形。结果表明，ABZ为晶型，ABZ-C6O2-BA为无定

型，即BA的介入可完全打破ABZ的晶体结构，使药

物分子以短程无序的状态排列［24］。

2.2.4　DSC法 采用天平称量 5～10 mg样品，装入

铝盘中，在同步热分析仪中进行分析，从 30 °C开始

以10 °C·min−1的速率升温至250 °C。

晶体药物存在明显的熔点，而非晶药物只有玻

璃转变温度，而无熔点峰［25］，基于以上理论，本研究

采用DSC成功测定ABZ的熔点，即图 3-B显示的吸

热峰，数值为 217.3 ℃；而 ABZ-C6O2-BA无吸热峰

出现，同样表明ABZ-C6O2-BA为无定型态。

2.2.5　SEM 法 将 ABZ 与 ABZ-C6O2-BA 分别黏

附在铜台上，镀铂 180 s后置于 SEM，以 15 kV的操

作电压进行观察。

SEM可直观地观察药物的形貌和微观结构，而

图3　ABZ-C6O2-BA的固态PXRD（A）、DSC（B）、SEM（C）表征图

Fig. 3　Characterization of solid state PXRD (A), DSC (B), and SEM (C) of ABZ-C6O2-BA
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固体的微观形态为形成不同的固相提供了证据支

持。如图 3-C 显示，ABZ 及 ABZ-C6O2-BA 的初级

颗粒直径在10 μm的条件下，ABZ为聚拢状片晶，而

ABZ-C6O2-BA为不规则片状体。明显可见，ABZ-

C6O2-BA较ABZ改变了晶体结构。

2.3　高效液相色谱（HPLC）法测定 ABZ、ABZ-

C6O2-BA浓度

2.3.1　对照品溶液的配制　精密称取 1 mg ABZ至

10 mL量瓶中，甲醇定容得到质量浓度为100 μg·mL−1

的溶液，过0.22 μm微孔滤膜，取续滤液备用。

2.3.2　　供试品溶液的配制　　称取适量的 ABZ-

C6O2-BA 至 10 mL 量瓶中，甲醇定容，配制 ABZ-

C6O2-BA质量浓度为100 μg·mL−1的溶液，过0.22 μm

微孔滤膜，取续滤液备用。

2.3.3　　色谱条件　　流动相为甲醇-水（80∶20），十八

烷基硅烷色谱柱（Diamonsil C18，250 mm×4.6 mm，

5 µm）作为固定相，紫外波长 295 nm，体积流量

1 mL·min−1，柱温箱温度 30 ℃，进样量 20 µL。专属

性图谱见图4，峰形良好。

2.3.4　　标准曲线制备　　分别精密称取 1.00 mg ABZ

和 ABZ-C6O2-BA 于 10 mL 量瓶中，甲醇定容得到

质量浓度为 100.00 μg·mL−1的储备液。将储备液分

别用甲醇稀释2、5、10、20、50、100、200倍，得到质量浓度

为50.00、25.00、12.50、6.25、3.12、1.56、0.78 μg·mL−1 的

溶液，按“2.4.3”项下色谱条件进样。标准曲线线性

良好，见表1。

2.3.5　精密度试验　选取低、中、高（0.78、12.50、

100.00 μg·mL−1）3个质量浓度的ABZ和ABZ-C6O2-

BA甲醇溶液，按“2.4.3”项下色谱条件进样，重复进

样 6 次，连续测定 3 d，计算 ABZ 和 ABZ-C6O2-BA

峰面积的RSD，考察日内精密度和日间精密度。

低、中、高质量浓度的ABZ日内精密度RSD为

0.69%、1.21%、1.67%（n＝6），低、中、高质量浓度的

ABZ-C6O2-BA 日内精密度 RSD 为 0.68%、1.91%、

1.36%（n＝6）；低、中、高质量浓度的ABZ日间精密

度RSD分别为 0.87%、1.89%、0.55%（n＝6），低、中、

高质量浓度的ABZ-C6O2-BA日间精密度RSD分别

为 0.89%、1.62%、0.56%（n＝6）。结果表明该方法精

密度良好。

2.3.6　重复性试验　平行制备 6 份供试品溶液，

按“2.4.3”项下色谱条件进样测定，记录 ABZ 和

ABZ-C6O2-BA的峰面积并计算RSD。ABZ峰面积

RSD 为 1.34%（n＝6），ABZ-C6O2-BA 峰面积 RSD

为1.68%（n＝6），表明方法的重复性良好。

2.3.7　稳定性试验　平行制备 6份供试品溶液，室

温放置，于 0、1、3、6、12、24、48 h 取样，按“2.4.3”项

下色谱条件进行测定，记录 ABZ和 ABZ-C6O2-BA

的 峰 面 积 并 计 算 RSD。 ABZ 峰 面 积 RSD 为

1.74%（n＝6），ABZ-C6O2-BA 峰 面 积 RSD 为

1.82%（n＝6），表明供试品溶液在48 h内保持稳定。

2.3.8　加样回收率　分别平行取 6份供试品溶液与

ABZ 对照品混合，按“2.4.3”项下色谱条件进行测

定，得到ABZ和ABZ-C6O2-BA的含量后计算回收

率 。 ABZ 的 加 样 回 收 率 为 98.13%，RSD 为

1.79%（n＝6），ABZ-C6O2-BA 的 加 样 回 收 率 为

96.61%，RSD为 1.62%（n＝6），表明建立的方法符合

实验要求。

2.4　ABZ-C6O2-BA跨膜转运研究

取对数生长期 Caco-2 细胞用 0.25% 胰蛋白酶

消化，用完全培养基配成单个细胞悬液，以每孔 2×

105 个细胞接种于 12 孔 Transwell 培养板 ，其中

Transwell板的顶侧（AP侧）加入 0.5 mL的细胞混悬

液，Transwell板的基底侧（BL 侧）加入 1.5 mL 的完

全培养基。将培养液板移入培养箱中，在 37 ℃、5% 

CO2及饱和湿度条件下培养 21 d，并对建立的Caco-

2单层细胞进行完整性、极性以及跨膜转运表观渗

透系数（Papp）的评估［26］。完整性、极性验证结果见图

图4　ABZ（A）和ABZ-C6O2-BA（B）的液相图谱

Fig. 4　Liquid-phase profiles of ABZ (A) and ABZ-C6O2-

BA (B) 

表1　ABZ-C6O2-BA与ABZ的线性回归方程及相关系数

Table 1　Linear regression equation and correlation 

coefficient of ABZ-C6O2-BA and ABZ

分析物

ABZ

ABZ-C6O2-BA

回归方程

Y＝36 591 X＋7 671.6

Y＝3.847 3 X＋1.395 8

R2

0.999 9

0.999 8
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5，第 21天时，细胞电阻都达到了 200 Ω 以上，说明

细胞完整性良好，且 AP侧的碱性磷酸酶活力远高

于 BL侧，说明细胞分化完成。表 2为细胞第 21天

时的Papp结果，Papp都小于透过性实验规定的 1×10−6 

cm·s−1，说明细胞透过率良好，上述结果说明成功建

立Caco-2单层细胞模型，可以进行跨膜转运实验。

在成功制备Caco-2单层细胞模型的基础上，将

22、15、5 μg·mL−1 的 ABZ 和 ABZ-C6O2-BA 分别加

到 Transwell 板的 AP 侧，依次在培养 30、60、90、

120 min后从 Transwell板的 BL侧取样，进行 HPLC

检测；根据公式计算 2种药物的Papp。数据采用 x
—
±s

表示，采用 SPSS 22.0软件进行统计学分析，组间比

较采用单因素方差分析。

dQ/dt为单位时间药物转运量（μg·s−1）；A为转运膜有效面积

1.12 cm2；C0为药物初始浓度

高、中、低质量浓度的ABZ和ABZ-C6O2-BA从

Caco-2细胞的AP侧至BL侧的跨膜浓度分别如图 6

所示，表 3 为不同质量浓度的 ABZ 和 ABZ-C6O2-

BA 的 Papp，结果显示高质量浓度的 ABZ-C6O2-BA 

Papp 显著高于高浓度的 ABZ 组（P＜0.05），达到了

7.530×10−4 cm·s−1，中、低质量浓度的 ABZ-C6O2-

BA Papp相近于ABZ。结果说明ABZ-C6O2-BA的跨

膜转运不与浓度相关，推测 ABZ-C6O2-BA 的跨膜

方式为主动转运。

2.5　ABZ-C6O2-BA降解研究

为探究ABZ-C6O2-BA中的胆酸能否被体内参

与药物代谢的酶水解，进行 ABZ-C6O2-BA 降解研

究。在现已知人类与啮齿类哺乳动物的药物代谢

酶中，CES 是体内一种重要的药物代谢酶，控制多

种药物代谢和解毒，在肝脏、肠道、脑、肾脏、肺等组

织中有表达 ，其中肝脏最多［27］。本研究采用

CES［28-29］确定ABZ-C6O2-BA连接的CA能否在体外

完成水解。

称 取 2 份 1 mg ABZ-C6O2-BA 溶 于 20 μL 

表 2　Caco-2细胞第21天时的荧光黄Papp

Table 2　Fluorescent yellow Papp of Caco-2 cells on day 21

板数

1

2

3

Papp/（cm·s−1）

（1.63±0.26）×10−7

（3.28±0.10）×10−7

（4.62±0.09）×10−7

图5　Caco-2细胞第21天时的电阻（A）和碱性磷酸酶活力（B）

Fig. 5　Resistance (A) and alkaline phosphatase activity (B) of Caco-2 cells on day 21

与ABZ组比较：*P＜0.01。
*P < 0.01 vs ABZ group.

图6　5 （（A））、15 （（B））、 22 （（C）） μg·mL−−1的ABZ、ABZ-C6O2-BA的跨膜转运结果

Fig. 6　Transmembrane transport results of ABZ and ABZ-C6O2-BA of 5 (A), 15 (B), and 22 (C) μg·mL−−1

Papp = dQ dt

A ⋅ C0

··1865



Drug Evaluation Research第47卷 第8期  2024年8月 Vol. 47 No. 8 August 2024

DMSO，分别加入 2 mL 37 ℃预热好的磷酸盐缓冲

液（PBS）和 5、10 mg肝 CES，将样品振荡混匀 30 s，

于 0、1、2、4、8、24、48、72 h取 100 μL，迅速加 10倍甲

醇使酶失活，根据“2.4.3”项条件进行 HPLC 检测。

数据采用 x
—
±s表示，采用 SPSS 22.0软件进行统计

学分析，组间比较采用单因素方差分析。

如图 7 所示，10 mg 组中，ABZ-C6O2-BA 在第

72 h时降解率为 92.8%，而 5 mg组在第 72 h时降解

率为97.8%。说明72 h代谢情况良好。

将ABZ-C6O2-BA与CES 37 ℃孵育 72 h后，将

样品进行UPLC-MS检测，色谱条件同“2.4.3”项，质

谱条件：采用ESI离子源，于 Full MS-ddMS2模式下

对样品进行正、负离子切换扫描，采集一级和二级

质谱数据。优化后的质谱参数如下：鞘气体积流量

为 13.5 L·min−1；辅助气流量为 4.5 L·min−1；毛细管温

度 320 ℃；MS1 分辨率为 70 000；MS/MS 分辨率为

17 500；电压为 3.8 kV（正模式）或−3.1 kV（负模式）。

根据质谱结果，推测产物可能的结构。UPLC-MS

结果如图 8所示，产物的相对分子质量为 383.18，分

析结构如图 9 所示，推测水解产物可能为 ABZ-

Linker，也就是说，CES水解了酯键，使得BA与ABZ

分开。因此，ABZ-C6O2-BA 可被用于药物分解的

酶水解，为后续体内药物释放与代谢研究提供可实

施基础。

3　讨论

本课题组前期将 ABZ 与 BA 通过 4-氨基-1-丁

醇作为Linker制备ABZ-C4-BA，发现ASBT在肝泡

型包虫病原位大鼠模型回肠组织较正常大鼠表达

明显升高，且以 4-氨基-1-丁醇作为 Linker 的 ABZ-

图 8　ABZ-C6O2-BA体外酶水解产物UPLC-MS 谱图

Fig. 8　UPLC-MS spectra of enzyme hydrolysates of ABZ-C6O2-BA in vitro

图 7　CES作用下ABZ-C6O2-BA的降解速率

Fig. 7　Degradation of ABZ-C6O2-BA by CES

表 3　ABZ和ABZ-C6O2-BA的跨膜渗透率

Table 3　Transmembrane permeability of ABZ and ABZ-

C6O2-BA

药物

ABZ

ABZ

ABZ

ABZ-C6O2-BA

ABZ-C6O2-BA

ABZ-C6O2-BA

质量浓度/

（μg·mL−1）

22

15

5

22

15

5

Papp/

（×10−4 cm·s−1）

4.537±0.061

4.865±0.003

4.862±0.002

7.530±0.003*

4.619±0.004

4.347±0.066

与ABZ组比较：*P＜0.01。
*P < 0.01 vs ABZ group.
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C4-BA在大鼠体内的生物利用度较ABZ提高近 40

倍。在此结论的基础上，本研究改变了连接ABZ与

胆酸的Linker（由 4-氨基-1-丁醇改为 6-氨基-1-羟基-

二己脂），通过引入氧原子改变整个Linker的理化性

质，探讨这类 Linker 对 ABZ 或 ABZ-C4-BA 的跨膜

转运效率和机制的影响。

首先，本研究使用化学合成的方法成功制备了

ABZ-C6O2-BA，并通过多种技术进行了广泛的表

征，提供了有关 ABZ-C6O2-BA 固体形式的详细数

据。在 1H-NMR和 FT-IR结果中发现了特征峰的偏

移，证实了 ABZ-C6O2-BA的形成。PXRD、DSC和

SEM 确定了 ABZ-C6O2-BA的结晶性质、热力学性

质和微观结构。推测 ABZ-C6O2-BA 为无定型形

态，且微观结构较ABZ有明显不同。这与本课题组

前期研究的 ABZ-C4-BA 结果显示一致，原因是通

过引入BA和Linker打破了ABZ的分子间紧密堆积

和π-π作用，降低药物了的结晶趋势，使ABC以无定

型态存在。

其次，本研究所合成的 ABZ-C6O2-BA 一方面

由于引入烷基构成的 Linker导致 ABZ的脂溶性增

加；另一方面基于 ASBT 对胆酸的特异性识别和

ABZ脂溶性的增加，使 ABZ-C6O2-BA 的跨膜转运

效率（Papp）一定浓度下较 ABZ显著增加，且跨膜转

运方式为主动转运。

最后，通过体外水解实验发现，CES 可以水解

ABZ-C6O2-BA酯键，使得BA与ABZ分开，为后续

体内药物释放与代谢研究提供可实施基础。

将ABZ制备成胆酸偶联为提高ABZ的口服生

物利用度提供了有用的信息，而且为下一阶段药物

制剂的开发提供了选择。同时说明，ASBT可作新

型的药物口服转运体，在抗包虫病的药物开发中也

能起到增加药物跨膜转运效率的作用，为后续药物

新剂型的研发提供了可实施基础。本研究在前期

设计的直链型Linker的基础上构建了引入氧原子的

嵌入型Linker，用于评价对ABZ跨膜转运效率的影

响，为阿苯达唑-胆酸偶联物的设计和制备提供新的

实验数据支持。
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