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的研究结果表明，肿瘤组织相对于正常组织整体呈

现低甲基化状态，这种特征可以通过检测基因组中

DNA甲基化胞嘧啶的丰度或者寻找带有甲基化敏

感性酶的重复序列来观察。

本实验主要探讨甜菜碱促人肝癌细胞HepG2

基因组范围为DNA甲基化高表达作用。根据文献

报道，采用了高效毛细管电泳法(HPCE)法来检测

甜菜碱作用的HepG2人肝癌细胞基因组范围的

DNA甲基化水平变化。实验结果表明，HPCE处理

DNA水解产物，用紫外光测定吸收峰值，以确定

5 mdC水平，再通过公式计算面积比，发现基因组

整体的甲基化水平是随着给药浓度的增加而增加，

而在肿瘤细胞DNA中5 mdC的量也跟着上升，有

一定的剂量依赖性，说明甜菜碱可促进HepG2细

胞基因组范围DNA甲基化水平的升高。当肿瘤细

胞DNA甲基化水平提高时，有可能恢复因为去甲

基化而失活原癌基因，或平衡细胞染色体不稳定的

易感因素，或导致细胞周期调控失常，信号传导等来

达到抑制肿瘤的作用。

研究提示，甜菜碱可能通过促使肿瘤细胞

DNA甲基化的升高，使得DNA甲基化模式随着细

胞分裂稳定的复制，而甲基化的异常更易于被逆转，

如细胞周期调控基因发生甲基化异常或其启动子区

域的CpG岛甲基化异常时，都可使细胞失去正常的

G，期调控，而使信号转导通路功能障碍、凋亡信号

缺失等，从而达到抗肿瘤的活性。但是有关甜菜碱对

肿瘤细胞DNA甲基化水平的改变是具体通过那种

途径而改变细胞周期来达到抑制肿瘤细胞的生长，

还有待进一步研究证实。
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二苯乙烯苷大鼠在体胃肠吸收动力学研究

王春英，李敏，袁志芳，杨 维，解凤立，张兰桐‘

(河北医科大学药学院药物分析教研室，河北石家庄050017)

摘 要：目的 建立同时测定胃灌注液及肠循环液中二苯乙烯苷及酚红质量浓度的HPLC／DAD法，并研究二苯

乙烯苷在大鼠胃、肠的吸收特性。方法采用大鼠在体胃、肠吸收模型，以HPLC／DAD法测定胃灌注液及肠循环

液中药物的量，色谱条件为Dikma Diamonsil C18色谱柱(250 mmX4．6mm，5肛m)；柱温30℃；流动相为乙腈一甲

醇一0．2％磷酸(35：15。50)，体积流量1 mL／min；检测波长320 nm(二苯乙烯苷)和430 nm(酚红)，进样量20

pL。结果二苯乙烯苷及酚红的线性关系良好，线性范围分别为3．5～140弘g／mL和l～40 pg／mL，I／I内、日间精

密度(RSD)均小于3．1％，方法回收率均在99．48％～102．2％。不同质量浓度(2．5、5、10mg／mL)的二苯乙烯苷

在大鼠胃部的每小时吸收率分别为72．7 0A，67．7 0A和56．6 0A，不同质量浓度(30、60、120 pglmL)的二苯乙烯苷

在肠道内的吸收速率常数(K．)分别为0．047 7、0．051 4、0．056 3 h～，三者之间无显著性差异(P>0．05)。结论

本实验首次建立了HPLC／DAD法同时测定胃灌注液及肠循环液中二苯乙烯苷及酚红的质量浓度，该法操作简

便、结果准确、灵敏度高。二苯乙烯苷在肠道内吸收较差，主要吸收部位是胃，为延长药物在胃内的停留时间，改善

生物利用度，适合制成胃漂浮片。 l
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2，3，5，47一四羟基二苯乙烯一2一。一pD一葡萄糖苷

(简称二苯乙烯苷)为何首乌的主要水溶性成分，具

有多种药理活性，如抗衰老叭引、神经保护‘3叫]、调血

脂及抗动脉粥样硬化[6’73等。二苯乙烯苷吸收迅速，

主要以葡萄糖醛酸结合物的形式由胆汁排泄，但其

血药浓度一时问曲线未出现双峰现象[8]。因此，为了

更深入的探讨二苯乙烯苷在大鼠体内的吸收部位及

吸收特征，本实验旨在建立一种同时测定胃、肠循环

液中二苯乙烯苷和酚红的高效液相色谱法，并研究

二苯乙烯苷在胃及肠道内的吸收特征，对提高其生

物利用度和开发口服制剂提供理论依据。

1材料

Agilent Technologies 1 200 series高效液相色

谱仪(配有可见一紫外二极管阵列检测器，四元泵，

自动进样器，柱温箱)；SCQ一200超声波清洗器

(上海声谱超声波设备厂)ISZ一93自动双重纯水蒸

馏器(上海亚荣生化仪器厂)}HL一1S恒流泵(上

海沪西分析仪器厂)。二苯乙烯苷由本研究室从何首

乌中分离提取，经测定质量分数为98．3％；二苯乙

烯苷对照品购自中国药品生物制品检定所，批号

0844—200003；乙腈和甲醇为色谱纯；水为自制重蒸

水；其他试剂均为分析纯。大鼠，雄性，体质量(250

士20)g，河北医科大学实验动物中心提供。

2方法

2．1色谱条件：Dikma Diamonsil C18色谱柱(250

mm×4．6 mm，5 pm)；柱温30℃；流动相为乙腈一

甲醇一0．2％磷酸(35 l 15 l 50)，体积流量1 mL／

min；检测波长320 nm(二苯乙烯苷)和430 nm

(酚红)；进样量：20弘L。

2．2溶液的配制

2．2．1 对照品贮备液的配制：精密称取二苯乙烯苷

对照品和酚红适量，置同一量瓶中，加甲醇溶解，配

制成含二苯乙烯苷和酚红质量浓度分别为0．70、

0．21 mg／mL的混合液，即得。

2．2．2 Krebs—Ringer试液(pH 7．4，简称K—R试

液)的配制：称取NaCI 7．8 g、KCl 0．35 g、CaCl：

0．37 g、NaHC03 1．37 g、NaH2PO‘0．32 g、MgCl2

0．02 g、葡萄糖1．4 g，加水定容至1 000 mL，即得。

2．2．3空白肠循环液的配制：精密称取酚红适量，

用K—R试液溶解并稀释成含酚红质量浓度为20

／xg／mL的溶液，即得。

2．2．4 肠循环液的配制：精密称定二苯乙烯苷适

量，用空白肠循环液溶解并稀释成含二苯乙烯苷质

量浓度分别为30、60、120 mg／mL的溶液，即得。

2．2．5 胃灌注液的配制：精密称定二苯乙烯苷适

量，用0．1 mol／L HCI溶解并稀释成含二苯乙烯苷

质量浓度分别为2．5、5、10 mg／mL的溶液，即得。

2．3 胃内容物中二苯乙烯苷的测定：取实验完成后

的胃，将胃内容物转移至50 mL量瓶，用

0．1 mol／L HCl溶液少量多次洗涤胃内部，洗涤液

一并转入上述量瓶，最后用0．1 mol／L HCI溶液定

容，摇匀，于12 000 r／min高速离心10 rain后过

0．45 pm滤膜，取20 pL注人液相色谱仪，记录320

nm处二苯乙烯苷的峰面积，以随行的标准曲线计

算质量浓度。

2．4肠循环液中二苯乙烯苷和酚红的测定：在不同

时间点取大鼠在体肠循环液样品，于12 000 r／rain

高速离心10 min后过0．45 pm滤膜，取20 pL注

入液相色谱仪，分别在320 nm和430 nm处记录二

苯乙烯苷和酚红的峰面积，以随行的标准曲线计算

质量浓度。

2．5方法学验证

2．5．1专属性考察：分别取二苯乙烯苷和酚红的混

合对照品贮备液、空白肠循环液、肠循环后样品溶液

和胃灌注后样品溶液进样，在上述色谱条件下测定，

记录色谱图。在各自最大吸收波长处供试品中其他

成分不干扰测定，见图1。

2．5．2标准曲线的制备：精密量取上述对照品贮备

液0．05、0．1、0．2、0．5、1．0、1．5、2．0 mL，分别置10

mL量瓶中，用甲醇稀释至刻度，进样20 pL，在上述

色谱条件下分离测定，记录色谱图，分别在320 nm

和430 nm处计算二苯乙烯苷和酚红的峰面积，以质

量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，进行线性回归。

2．5．3精密度和准确度：分别制备含二苯乙烯苷质

量浓度为140、35、3．5 pg／mL的胃灌注液及肠循环

液质控样品，其中肠循环液中含酚红质量浓度分别

为40、10、1 pg／mL。精密量取2．0 mL胃灌注液质

控样品，按2．3项下操作，测定二苯乙烯苷的质量浓

度；取肠循环液质控样品，按2．4项下操作，测定二苯

乙烯苷和酚红的质量浓度。每个质量浓度5个样本，

于1 d内测定，计算回收率及日内精密度；每个质量

浓度5个样本，于3 d内测定，计算日间精密度。

2．5．4 稳定性考察：取二苯乙烯苷质量浓度为

2．5、5、10 mg／mL的胃灌注液，置37℃水浴中，分

别于0、0．5、1．0、2．0、4．0、6．0 h取样2．0 mL，按

2．3项下操作，测定二苯乙烯苷在胃灌注液中的质量

浓度变化；另取二苯乙烯苷质量浓度为30、60、120

pg／mL肠循环液，置37℃水浴中，分别于0、0．5、
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图1 二苯乙烯苷和酚红的混合对照品溶液在320 nm处(A)及430 nm处(B)、空白肠循环液

在320 nm处(C)及430 nm处(D)、肠循环后样品溶液在320 rim处(E)及430fin处

(F)、胃灌注后样品溶液在320 nm处(G)的HPLC／DAD色谱图

Fig．1 HPLC／DAD Chromatograms of mixed solution of stllbene glycoside and phenolsulfonphthaIein in methanol

at 320 nm(A)and 430 nm(B)，blank intestinal circulation solution at 320 nm(C)and 430 nm(D)，sample

of intestinal absorption at 320 nm(E)and 430 n田(F)，and sample of stomachal absorption at 320 nm(G)

1．0、1．5、2．0、2．5 h取样，按2．4项下操作，测定二 为0时，其后每隔15 min亦按同法取样并补加空白

苯乙烯苷和酚红在肠循环液中的质量浓度变化。 肠循环液，循环2 h后，中止试验。按2．4项下操作，

2．6大鼠在体胃吸收实验[8’9] 测定各时间点样品中二苯乙烯苷和酚红的质量浓

2．6．1 胃吸收实验方法：将实验前禁食12 h(自由 度。根据Fick方程原理，以肠循环液中剩余药量的

饮水)，体质量(250+20)g的SD大鼠，按6 mE／ 对数(1nX)对取样时间(￡)作图，得到一条直线

kg剂量ip 25％乌拉坦溶液，麻醉后固定，切开腹 (方程为lnX=lnXo—K。￡)，从直线斜率可求吸收速

部，暴露胃，在贲门、幽门两处各切-d,口，分别插入 率常数匠，计算吸收半衰期(￡。／。)，t，／。=0．693／K．；

塑料管并结扎，用生理盐水将胃腔冲洗干净，取下塑 单位时间吸收百分率(P)，P=(C。×V。一C。×y。)／

料插管并重新结扎贲门，并将胃内溶液吸干。吸取胃 (C。×y。×￡)×100％(C。：肠循环液0时刻药物质量

灌注液2．0 mL注射到胃内，结扎幽门。将胃放回腹 浓度；y。：肠循环液0时刻药物体积；ct：肠循环液t

腔，用红外灯保持体温37℃左右。胃灌注液中药物 时刻药物质量浓度；V。：肠循环液t时刻药物体积；￡：

质量浓度为初始质量浓度。1 h后取出胃，将胃内容 循环液循环时间)。

物按2．3项下操作，测定二苯乙烯苷的质量浓度，量 2．7．2药物质量浓度对肠吸收的影响：分别将药物

瓶中药物质量浓度作为终质量浓度，根据药物初始药 质量浓度为30、60、120／-g／mL的肠循环液进行肠

量和终末药量之差(初始质量浓度×初始体积一终 吸收实验，考察药物质量浓度对肠吸收的影响。

质量浓度×终体积)与时间的比值计算药物吸收率。 3结果

2．6．2药物质量浓度对胃吸收的影响：分别将药物 3．1 酚红测定方法的考察结果：酚红的标准曲线为

质量浓度为2．5、5、10 mg／mL的胃灌注液进行胃 A=72．92 C一55．01，，．=0．999 4，线性范围1～40

吸收实验，考察药物质量浓度对吸收的影响。 pg／mL；酚红在肠循环液中的精密度和准确度考察

2．7大鼠在体肠吸收实验[1“111 结果见表1，表明此方法可用于肠循环液中酚红的定

2．7．1 肠吸收实验方法：将实验前禁食12 h(自由 量测定。稳定性考察结果表明，在含二苯乙烯苷不同

饮水)，体质量(250士20)g的SD大鼠，按6 mE／ 质量浓度(30、60、120／-g／mL)的肠循环液中，酚红

kg剂量ip 25％乌拉坦溶液，麻醉后固定，沿腹中线 在2．5 h内峰面积的RSD为0．1％，表明酚红在肠

切开腹部，自十二指肠上部及结肠下部各插入直径 循环液中非常稳定。

约0．3 am的塑料管，扎紧，用37℃生理盐水冲净 3．2二苯乙烯苷测定方法的考察结果：二苯乙烯苷

肠内容物，再用空气排净残留液体，然后装好回流装 的标准曲线为A一62．11 C一145．7，，．=0．999 6，线

置。取预热至37℃的肠循环液，以5 mL／min的体 性范围3．5～140 t。g／mL。二苯乙烯苷在肠循环液

积流量预循环10 min后，将体积流量调为2．5 mE／ 及胃灌注液中的精密度和准确度考察结果见表1，表

rain，立即自盛肠循环液的三颈瓶中取样1．0 mL， 明此方法可用于胃灌注液及肠循环液中二苯乙烯苷

同时向三颈瓶中补加空白肠循环液1．0 mL，此时计 的定量测定。稳定性考察结果表明，在不同质量浓度
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(2．5、5、10 mg／mL)的胃灌注液中，二苯乙烯苷在

6 h内峰面积的RSD均小于0．5％，表明二苯乙烯

苷在胃灌注液中稳定性良好；在不同质量浓度

(0．03、0．06、0．12 mg／mL)的肠循环液中，二苯乙

烯苷在2．5 h内峰面积的RSD在5．O～1．5％，表

明二苯乙烯苷在肠循环液中稳定性较差，肠吸收实

验样品需立即测定，并且测定结果需进行校正，即：

取不同质量浓度(O．03、0．06、0．12 mg／mL)的肠

循环液，置37℃水浴中，每隔15 rain取样1．0

mL，依法测定，并计算每一时间点的降解率[D。，

D。=(1一C。／C。)×100％，C。：水浴0时刻药物质量

浓度；c。：水浴t时刻药物质量浓度]。肠吸收实验样

品测定结果按下式进行校正：实验剩余药量一测定

剩余药量+初始药量×D。。

表1 二苯乙烯苷及酚红在胃灌注液及肠循环液中的

精密度和准确度结果白=5)

Table 1 Precision and accuracy of stilbene glycoside

and phenolsuIfonphthalein in blank stoma-

chal perfusate and blank intestinal circula—

tion solution白=5)

3．3 胃吸收实验结果：大鼠在体胃吸收实验1 h

后，二苯乙烯苷在胃内的吸收百分率见表2。可见二

苯乙烯苷在大鼠胃中吸收较好，对不同质量浓度的

二苯乙烯苷在胃内的每小时吸收率进行方差分析，

结果表明，低质量浓度与中质量浓度，中质量浓度与

高质量浓度之间无显著性差异(尸>0．05)，而低质

量浓度与高质量浓度之间则有显著性差异(P<

0．05)，说明二苯乙烯苷在胃内吸收不完全是被动吸

收，还可能存在其他的转运机制，如主动转运等，还

有待于进一步研究。

表2二苯乙烯苷大鼠在体胃吸收实验结果

Table 2 Absorption of stiibene glycoside in stomach in rats

3．4肠吸收实验结果：大鼠在体肠回流2 h后，不

同质量浓度的二苯乙烯苷在肠内吸收的K．、t，／2、尸

见表3。可见，各回归直线的r值均大于0．9，表明在

肠道内药物质量浓度的下降与循环时间呈线性关

系，故吸收动力学为一级吸收。对不同药量时的K。

进行方差分析，结果表明，不同药物质量浓度下的

K。间差异无显著性(P>0．05)。可知在30～120

ug／mL时，质量浓度对二苯乙烯苷在肠道内的吸收

速率没有影响，提示其在肠道内的吸收是被动扩散

的结果。二苯乙烯苷在肠道内吸收率约为5％，表明

吸收较差，故未对肠道吸收进行进一步的分段研究。

表3不同质量浓度二苯乙烯苷在大鼠在体肠的吸收参数

(；士S，n一5)

Table 3 Absorption parameters of stibene glycoside

at various concentration in intestine in rats

(；士$，n一5)

质量浓度／(腿·mL一1) K。／h一1 tl／z／h P／％ r

30

60

120

4讨论

由于酚红不被肠道吸收，所以在肠吸收实验中

用于测定对水分的吸收，以计算肠循环液中药物浓

度的变化。通常采用紫外分光光度计另行测定肠循

环液中酚红浓度，专属性差，且操作繁琐。本实验采

用高效液相色谱法同时测定肠循环液中二苯乙烯苷

及酚红，既减少实验步骤，又增加数据的准确性。

稳定性考察结果表明，二苯乙烯苷在胃酸的酸

性条件下稳定，而在肠循环液的碱性条件下稳定性

较差，因此为了消除药物降解对肠循环实验结果的

影响，首先考察了不同质量浓度二苯乙烯苷的肠循

环液在37℃水浴中不同时间点的降解率，然后对

肠吸收实验样品测定结果进行了校正，实验结果令

人满意。此方法简便快速，结果准确，便于推广。

二苯乙烯苷为弱酸性药物，在胃内酸性条件下

大部分以分子形式存在，有利于药物的吸收，而在肠

道碱性条件下则以解离状态存在，导致吸收较差。因

此二苯乙烯苷主要在胃内被吸收，实验结果表明，在

胃内二苯乙烯苷的吸收量随药物剂量的增加而增

加，但吸收率却有所降低，说明其在胃部的吸收可能

不止是被动扩散的结果，具体机制有待进一步研究。

大鼠直接ig给予二苯乙烯苷后，其吸收速度

快，但生物利用率低，二苯乙烯苷主要以葡萄糖醛酸

结合物的形式经胆汁排泄[12】。通常药物的Ⅱ相代谢

产物经胆汁排入十二指肠后能在肠道菌及酶的作用

下转化为原型药物被重吸收入血，导致血药浓度出

现双峰现象。二苯乙烯苷的胃肠吸收研究结果表明，
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二苯乙烯苷主要吸收部位是胃，在肠道内吸收较差。

这可能是二苯乙烯苷在进行药动学研究时吸收速度

快，生物利用率低以及未出现双峰现象的主要原因。

并且在进行肠吸收研究时在肠循环液中未发现代谢

物，这亦可能是由于二苯乙烯苷在肠道内吸收较差，

且组织分布较广，导致经胆汁排泄的代谢物量甚微，

故可忽略胆汁排泄对测定结果的影响。

鉴于二苯乙烯苷在胃肠道内的吸收特点，在对

二苯乙烯苷进行新药开发时，可以考虑通过选择合

适的剂型，如制成胃悬浮片等，来延长药物在胃内停

留的时间，从而改善二苯乙烯苷的吸收，提高生物利

用度，减少给药剂量。
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冬凌草甲素诱导膀胱癌MB49细胞凋亡及机制研究

车宪平1，韩瑞发2，周 晶3，肖劲逐1，张国庆1，陈道虎1

(1．海南省农垦总局医院泌尿外科，海南海口 570311；2．天津医科大学第二医院泌尿外科

天津市泌尿外科研究所，天津300211；3．天津医科大学药学院，天津300070)

摘要：目的研究冬凌草甲素对膀胱癌MB49细胞株的生长抑制及诱导凋亡作用及其机制。方法MTT法检测

冬凌草甲素对MB49细胞的生长抑制作用；Hoechst 33258染色法观察细胞的形态学变化；流式细胞仪检查

Annexin V—FITC—PI双染色法检测细胞凋亡率；分光光度法检测caspase一3、caspase一8和caspase一9活性变化；

Western blotting检测Bcl一2和Bax蛋白表达的变化。结果冬凌草甲素对MB49细胞有明显的生长抑制作用，呈

明显的时间一效应关系和浓度一效应关系。随着冬凌草甲素作用浓度增加，凋亡细胞数和坏死细胞数均增加，浓度越

高，坏死细胞的比率增加越多。随着冬凌草甲素作用时间延长，MB49细胞的Caspase一3和Caspase一9活性均升高，

Bcl一2蛋白的表达逐渐减弱，Bax蛋白的表达逐渐增强，但Caspase一8未见明显变化。结论冬凌草甲素对膀胱癌

MB49有明显的抗肿瘤作用。冬凌草甲素可能主要通过Fas／FasL一线粒体途径上调Bax、下调Bcl一2，导致MB49细

胞凋亡的发生。

关键词：冬凌草甲素I凋亡}膀胱癌；Caspases

中图分类号：R286．91 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)08—1219—04

冬凌草甲素是从冬凌草Rabdosia rubescens

(Hemsl．)Hara中提取的一种贝壳杉烯二萜类化合

物。实验证明，冬凌草甲素对多种肿瘤细胞有明显的

抗肿瘤作用‘卜5。。临床研究发现，冬凌草有明显的预

防膀胱肿瘤复发的作用E33；但其预防与治疗浅表性

膀胱肿瘤的作用机制尚不清楚。本实验以膀胱癌

MB49细胞株为研究对象，探讨冬凌草甲素对

MB49细胞的生长抑制作用及机制，为冬凌草甲素
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