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秋水仙碱大鼠在体肠吸收特性研究
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摘要：目的考察秋水仙碱在大鼠肠道的吸收情况，为新型给药系统设计和处方研究提供生物学依据。方法 以

一定质量浓度的秋水仙碱溶液作为灌流液，恒速(o．25 mL／min)对Wistar大鼠不同肠段进行单向灌流，分段收集

灌流液并用HPLC法测定其中的药物浓度，以重量法校正水分吸收的影响。结果20 pg／mL秋水仙碱灌流液在各

肠段的吸收速率常数(K．)和表观吸收系数(P。)依次为回肠>十二指肠>空肠>结肠。不同质量浓度(4、20、40

ttglmL)灌流液在全肠道的吸收无显著性差异(P>0．05)，而灌流液中含1％乳糖与不含乳糖时秋水仙碱的吸收

存在显著性差异(P<O．05)。结论秋水仙碱在大鼠各肠段均有不同程度吸收，且乳糖能够促进其吸收。
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秋水仙碱是一种革酚酮类生物碱，最早分离自

百合科植物秋水仙Colchicum autumnale L．的球

茎。临床主要用于治疗痛风，近年来研究表明秋水仙

碱在家族性地中海热(familial Mediterranean

fever，FMF)、白赛氏综合征(Beheet disease)等疾

病的治疗中也极具价值。由于秋水仙碱治疗剂量较

窄(血药浓度为0．5～3 ng／mL)[1]，不良反应发生

率高，其口服吸收情况与临床用药的安全性和有效

性密切相关，因此本实验采用大鼠在体单向肠灌流

法，考察秋水仙碱在各肠段的吸收情况，探讨影响其

吸收的主要因素，为新型给药系统设计和处方研究

提供生物学依据。

1材料

1．1 仪器：Agilent 1200高效液相色谱仪(美国安

捷伦公司)；5451D离心机(德国Eppendorf公

司)，HSS一1B数字式超级恒温浴槽(成都仪器厂)；

Miniplus 3蠕动循环泵(法国Gilson公司)；

Purelab Maxima超纯水机(英国ELGA公司)，

Gallenkamp恒温振荡箱(日本Sanyo公司)。

1．2药品与试剂：秋水仙碱(质量分数98．3％，云

南版纳药业有限责任公司生产，批号060110)；戊巴

比妥钠(上海西唐生物技术有限公司进口分装，批

号20061018)；Krebs—Ringer缓冲液(pH 7．4，1 L

缓冲液中含NaCI 7．80 g、KCl 0．35 g、CaCI：0．37 g、

MgCl2 0．02 g、Nail2PO‘0．32 g、葡萄糖1．40 g、

NaHCO。1．37 g)；水为去离子水；甲醇为色谱纯。其

他试剂和试药均为分析纯。灌流液为称取一定质量

药物粉末，用Krebs—Ringer缓冲液溶解稀释。

1．3实验动物：Wistar大鼠，SPF级，雄性，体质量

(250士20)g，由广州中医药大学动物中心提供，动

物合格证号：SCXK(粤)2003—0002粤监证字

2006A016。购入后适应环境5 d，实验前禁食12 h，

自由饮水。

2方法

2．1秋水仙碱的吸附性和稳定性实验：为避免除肠

吸收外的其他因素(如药物与管路和容器的非特异

性结合，或降解)造成灌流液中药物浓度的降低，将

灌流实验中所用的PVC管和注射器以及大鼠各肠

段浸泡在20／比g／mL秋水仙碱灌流液中，37℃恒温

振摇，分别于不同时间点取样，以HPLC法分析灌

流液中的药物浓度，计算剩余的药物百分率。

2．2大鼠在体肠单向灌流实验：大鼠禁食12 h，称

重，以40 mg／kg戊巴比妥钠溶液(10 mg／mL)ip

麻醉，背位固定于手术台，保持37℃体温。沿腹中

线切开腹腔约2 cm，选择实验肠段，上端插管，手术

线结扎，缓缓注入37℃生理盐水将肠道内容物冲

净，用空气将生理盐水排净后在肠段下端插管，结

扎。将肠段两端的插管与蠕动泵胶管连接形成回路。

蠕动泵胶管进口处连接内含37℃供试药液约50

mL的小瓶(精密称定空瓶质量、含药瓶质量)，并以
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0．25 mL／min的供试药液恒速灌流，出口处用小瓶

(精密称定空瓶质量)分段收集流出液。记录出口处

药液流出的时间，收集流出液并开始计时，每收集满

5 mL即迅速精确称定供试液小瓶和收集液小瓶质

量，共收集8次流出液。收集结束后，用空气排空管

道，收集流出液，剪下肠段测量其长度(1)和内径

(r)，并分析灌流液中药物浓度

2．3灌流液中药物浓度的测定：HPLC色谱条件：

色谱柱为ZORBAX Eclipse XDB—C18(250 mm X

4．6 mm，5 pm，Agilent，美国)；以甲醇一0．05 mol／L

(pH 5．4)KH2PO。(47．5 l 52．5)为流动相，柱温30

℃，体积流量1 mL／min，进样量10肛L，检测波长

245 am。秋水仙碱的标准曲线绘制如下：精密称取

秋水仙碱对照品约100 mg，置100 mL量瓶中，用

Kreb—Ringer缓冲液溶解并稀释至刻度，摇匀，制成

1．0 mg／mL的标准储备液。分别精密吸取适量储备

液置10 mL量瓶中，用Kreb—Ringer缓冲液稀释至

刻度，摇匀，使质量浓度分别为0．5、1．0、5．0、20．0、

50．0、100．0／-g／mL。取上述溶液10弘L进样测定。

2．4数据分析：采用重量分析法校正因肠道吸收分

泌水分致灌流液体积发生的变化，按公式(1)和(2)

计算药物吸收速率常数(K。)和表现吸收系数

(Papp)[2．3]。

耻(t一番玺)尚 ㈩

一Q1nf譬警1P．pp=——去等型 (2)

式中Q。和Q。。分别为灌人和收集的供试液体积(根据测得的

供试液密度和质量计算体积)，Q为灌流速度；Cm和C。。分别

为进口和出口处缓冲液中的药物质量浓度

其他数据用；±s表示，各组间的比较采用统计

软件SPSS 10．0中单因素方差分析方法。

3结果

3．1 HPLC方法学研究：以灌流液中药物质量浓度

(c)对峰面积(A)作线性回归，得回归方程C=

0．033 5 A+0．044 5(，．2=0．999 8，，l=3)，即秋水

仙碱在0．5～100．0／Jg／mL与峰面积线性关系良

好。在上述色谱条件下，测定回收率与精密度，结果

见表1，表明空白肠灌流液对药物测定无干扰。

3．2药物的吸附性和稳定性考察：考察4 h内秋水

仙碱与所用的管路和注射器等器材以及大鼠各肠段

的吸收结合或降解现象，结果见表2，4 h内秋水仙

碱稳定性良好，所用材料适宜、试验过程中各肠段对

药物的影响很小。

3．3灌流与收集液的药物质量浓度比随时间的变

表1 HPLC测定大鼠灌流液中秋水仙碱的回收率

与精密度(；士s，刀=5)

Table 1 Recovery rate and precision for colchicine

in intestinal perfasate ot rats determined

by HPLC G+s，一=s)

表2实验材料对秋水仙碱的影响(；士s，n一3)

Table 2 Effect of materials on colchlcine(；±s，押=3)

化情况考察：0．5、1、1．5、2、2．5、3、3．5、4 h所得的

(Ci。／巳。)7值(根据吸水情况进行校正)分别为
1．21士4．75、1．02±5．75、1．00士3．81、1．02士2．05、

1．0l±4．35、1．OO±1．87、1．01±3．59、0．98±4．53

(，l一5)，结果表明1 h后该值已经基本达到稳态。因

此在计算吸收系数时，仅采用稳态时期所得的实验

数据。

3．4不同质量浓度秋水仙碱的肠吸收考察以及乳

糖的影响：分别采用含或不含1％乳糖的4、20、40

／-g／mL秋水仙碱灌流液进行全肠道灌流，考察不同

质量浓度和乳糖对秋水仙碱吸收的影响，结果见表

3。随着秋水仙碱质量浓度的增大，K。和P。，，略有下

降趋势，但各质量浓度的吸收情况均无统计学差异

(P>o．05)。因此灌流液中药物的质量浓度对吸收

影响不大。

表3不同质■浓度秋水仙碱的肠吸收特性及乳糖的影响

(；士s，n=5)

Table 3 Intestinal absorption of eolchicine at different

concentration with／without lactose(；士s，露=5)

与无乳橱比较：。尸<0．05

。P<O．05 vs without lactose

当灌流液中含有乳糖时，各质量浓度下的K。和

P。，，均产生较大变化。秋水仙碱质量浓度为4、40

ttg／mL时，有无乳糖的吸收情况有显著性差异

(P<o．05)。说明乳糖的存在对秋水仙碱的肠吸收
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影响较大，能够明显促进其吸收。

3．5不同肠段K．与P。。的比较：以质量浓度为20

／比g／mL的秋水仙碱灌流液对大鼠各肠段的吸收特

性进行考察，结果见表4，表明秋水仙碱在十二指肠、

空肠和回肠的吸收情况相近，仅在结肠部位吸收

较慢。

表4秋水仙碱在大鼠各肠段的吸收特性G士s，露一5)

Table 4 Intestinal absorption of colchicine at various

intestinal segments in rats(；士s，n-----5)

4讨论

4．1 质量浓度对秋水仙碱肠吸收的影响：基于秋水

仙碱的临床治疗剂量较小(15～30／卫g／kg)[1]，本研

究设置的质量浓度梯度仅在4～40／卫g／mL。研究结

果显示在大鼠全肠道不同质量浓度的秋水仙碱灌流

液所得K．与P。。值没有显著性差异，秋水仙碱的肠

吸收特性不具有浓度依赖性，由此推测其跨膜转运

不属于被动扩散，而是主动转运方式。

4．2乳糖对秋水仙碱肠吸收的影响：口服秋水仙碱

制剂临床常见胃肠道副反应如恶心、呕吐、腹泻、肠

道渗透性增大伴随乳糖吸收不良等，因此通常建议

患者在服药期间避免进食乳糖，否则将加重其副作

用“]。本研究结果恰能支持这一观点。乳糖的存在能

够促进不同质量浓度秋水仙碱在肠道的吸收，对低

质量浓度秋水仙碱灌流液的影响尤为显著。其可能

的原因之一是乳糖能够升高肠道渗透压使水分增

加、进而影响了灌流液浓度，导致所得渗透系数比实

际值偏高。而乳糖是否对肠道内的载体蛋白等产生

作用而影响秋水仙碱的吸收，则需要进一步考察。

4．3秋水仙碱在各肠段的吸收特性：Ungell[51认为

对于低渗透性(P。阳<1 x 10-5 cm／s)药物(如阿替

洛尔)，其肠渗透系数大小依次为空肠>回肠>结

肠；而对于高渗透性(P。>1×10咱cm／s)药物(如

美托洛尔、普萘洛尔)则恰好相反。秋水仙碱属于低

渗透性药物，本研究表明其在大鼠各肠段均有不同

程度吸收，但在结肠段的透过性最低，与前述研究结

论相符。

肠上皮细胞腔侧面膜所含的尸一糖蛋白(P—GP，

P—glycoprotein)能够促使肠上皮细胞内的秋水仙

碱排泄回到肠腔内，并限制其从肠腔进入血液的转

运[1]。秋水仙碱临床常用剂量小，肠内浓度很低，肠

道内P—GP水平对秋水仙碱的吸收有重要意义。

Valenzuela E 6。、Nakayama等‘71均指出大鼠肠道内P—

GP的水平自近端(近幽门)至远端(回盲管)逐渐

升高，且在结肠也有明显的表达。因此推测秋水仙碱

在不同肠段的P。卯差异与P—GP的表达水平不同

有关。

4．4秋水仙碱在人体肠吸收特性的预测：采用下列

相关性公式(3)和(4)‘副，可以由大鼠单向肠灌流实

验所得的数据预测人体肠表观吸收系数值(P。。人)

和吸收分数(六．人)。式中￡。指肠道平均转运时间

(3 h)，r指人肠道半径(1．75 era)。将本研究所得的

最低P。值(4．45×10一cm／min，全肠道40／19／mL

灌流)代人公式计算，得P晰．人为1．63×10-4 cm／

min，^．人约为87．37％，将最高值(4．294×10_4cm／

min，回肠段20／19／mL灌流)代人得P。。人为

1．533x10～cm／min，，I．人约为89．63％。但由于秋

水仙碱进入大循环后在肝内被代谢，且大部分药物

与中性粒细胞微管蛋白的亚单位结合而在体内长时

间留滞，实际上血浆蛋白结合率仅为32％[9]，秋水

仙碱单剂量口服1 mg的生物利用度为37％

左右㈨。

P．"．人一3．6 P．”．大一+3X 10—6 (3)

，I．^一1一e[‘“Papp，人。‘一抛⋯7’3 (4)

4．5 重量分析法的应用：在大鼠单向肠灌流实验

中，肠道本身对水分的吸收会导致灌流液体积随时

间改变，可以采用非吸收性标识物(如酚红、¨C—

PEG等)法、重量法进行校正。聂淑芳啪、SuttonE33等

的研究均表明标识物本身有微量吸收，而重量分析

法操作简便、更为准确。因而本研究采用后者，用小口

玻瓶盛装灌流液以减少水分蒸发带来的误差，分别精

密称定供试液和收集液玻瓶的实验前后的质量，通过

计算质量差校正收集液浓度，并进一步测定收集液密

度以消除肠道分泌物对灌流液密度的影响。

秋水仙碱的肠吸收是P—GP转运和外排、肝肠

循环等多个环节综合作用的结果，各环节对秋水仙

碱吸收影响的程度尚需进一步实验予以确认。
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大黄素对大鼠肝移植排斥反应作用的时机选择

杨 潇，林胜璋‘，荆 河，徐贤绸，童洪飞

(温州医学院附属第二医院外科，浙江温州 325027)

摘 要：目的探讨大黄素对大鼠肝移植术后排斥反应作用的最佳时机。方法 以Wistar大鼠为供者，SD大鼠为

受者，建立大鼠原位肝移植模型。按照给予大黄素的时间不同，将模型动物随机分为4组，每组12只。A组作为对照

组，B、C、D 3组分别于术前8 d至手术当天、术前4 d至术后4 d、术后1—8 d以ip给予大黄素50．0 rag／(kg·d)。

观察各组大鼠存活时间和移植肝组织病理变化，并确定排斥活动指数(RAI)。结果 D组术后受者存活时间为

(25．3士3．2)d，比其他3组明显延长(P<0．05)；D组移植肝的RAI为6．12土0．55，比其他3组明显减轻(P<

0．05)。结论于肝移植术后1～8 d给予大黄素对大鼠移植肝的排斥反应有明显抑制作用，能显著延长移植大鼠

的存活时间。

关键词：大黄素；肝移植；移植物排斥，给药时机

中图分类号：R285．5 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)05—0740—03

大黄素(emodin)属蒽醌类衍生物，是蓼科植

物提取的有效单体，与大黄有许多相似的药理作用，

如抗肿瘤、抗炎、抑菌、抑制胰酶活性、保护肝肾功能

等[h2。。体外实验证实，大黄素对脂多糖刺激下单个

核细胞释放细胞因子有显著抑制作用[3]，也能抑制

由内毒素诱导的肿瘤坏死因子a(TNF—a)、白细胞

介素6(IL～6)、IL一1及IL一8等炎症细胞因子的分

泌，并能抑制淋巴细胞活化后的克隆扩增，从而进一

步影响免疫激活的后续环节。前期研究还发现[4]，大

黄素对大鼠肝移植后的急性排斥反应(acute

rejection，ACR)有抑制作用。本研究应用大鼠原位

肝移植模型来探讨应用大黄素的最佳时机。

1材料与方法

1．1 实验动物：供体为雄性Wistar大鼠，体质量

180～230 g；受体为SD大鼠，体质量220～260 g，均

由温州医学院实验动物中心提供，饲养条件符合SPF

标准。供体食水不限，受体手术前12 h禁食不禁水。

1．2仪器和药品：显微器械手术包，微血管钳，8—0

无损伤手术缝线，聚乙烯塑料管制成的门静脉套管

和肝下下腔静脉套管，硬膜外麻醉导管制成的肝道

支架管。大黄素购自西安华萃生物技术有限公司，批

号为SH20060612，质量分数为98％。

1．3模型制备：按文献介绍的改良双套管法进行肝

移植[5]。其中供体手术采用腹主动脉灌注方式，修剪

供肝，安装好门静脉套管后，经门静脉再次灌注。受

体手术，肝动脉不予以重建，肝上下腔静脉连续缝合

进行吻合，门静脉和肝下下腔静脉采用套管套接，胆

道用自制支架管重建。建立稳定的Wistar大鼠到

SD大鼠原位肝移植模型后进行正式实验。

1．4 分组与处理：将成模SD大鼠随机分为4组，
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