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阿魏酸在 Caco-2 细胞模型的通透性及其在大鼠体内吸收特性研究 

莫李立，王素军*，杨本坤 
广东药学院药科学院，广东 广州  510006 

摘  要：目的  研究阿魏酸在大鼠体内的绝对生物利用度（Fabs）及其吸收特点。方法  建立人源结肠腺癌细胞系 Caco-2 单

层细胞模型，LC-MS/MS 法分析阿魏酸由绒毛面（AP 侧）到基底面（BL 侧）和由 BL 侧到 AP 侧两个方向的转运过程；用

大鼠原位肠肝血管灌流模型研究阿魏酸在肠道的吸收率；通过测定大鼠 ig 和 iv 阿魏酸后的血药浓度计算其 Fabs。结果  阿
魏酸的表观渗透系数（Papp）分别为 Papp AP→BL：（10.24±1.58）×10−6 cm/s，Papp BL→AP：（11.25±1.45）×10−6 cm/s；在肠肝

血管灌流模型中的吸收率为 59.00%；在大鼠体内的 Fabs 为 64.91%。结论  LC-MS/MS 定量分析法灵敏、简单、专属性强；

阿魏酸在 Caco-2 细胞具有良好的转运，在肠肝血管灌流模型中吸收速度快，主要吸收部位为小肠，阿魏酸 ig 给药后在大鼠

体内达峰时间短，吸收、分布、消除较快。 
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Permeability of ferulic acid in Caco-2 cell model and its absorption properties 
in rats in vivo 

MO Li-li, WANG Su-jun, YANG Ben-kun 

School of Pharmacy, Guangdong Pharmaceutical College, Guangzhou 510006, China 

Abstract: Objective  To study the absolute bioavailability (Fabs) of ferulic acid in rats and its absorption properties. Methods  Based 
on the LC-MS/MS method, Caco-2 (the human colon adenocarcinoma cell lines) cell monolayer model was applied to studying the 
absorption and transport of ferulic acid from apical (AP) to basolateral (BL) side and from BL to AP side; the in situ vascularly perfused 
intestine-liver preparation was used to investigate the intestinal absorption rate; the Fabs was calculated by measuring the plasma 
concentration after iv or ig administration of ferulic acid in rats. Results  The apparent permeability coefficients of ferulic acid from 
AP to BL side (Papp AP→BL) and from BL to AP side (Papp BL→AP) were (10.24 ± 1.58) × 10−6 and  (11.25 ± 1.45) × 10−6 cm/s, 
respectively; the intestinal absorption rate in the in situ vascularly perfused intestine-liver preparation was 59.00%; the Fabs was 
64.91% in rats. Conclusion  LC-MS/MS method is a simple, sensitive, and specific approach for the quantitative analysis; ferulic acid 
shows a good permeability in Caco-2 cells; a fast absorption in vascularly perfused intestine-liver preparation with the small intestine as 
a main absorptive site, and shortly reaches tmax with rapid absorption, distribution, and elimination in rats in vivo after ig administration. 
Key words: ferulic acid; absorption characteristic; absolute bioavailability (Fabs); Caco-2 cell; vascularly perfused intestine-liver 
preparation; LC-MS/MS 
 

阿魏酸（ferulic acid）存在于阿魏、川芎、卷

柏状石松、木贼、升麻等多种中药，属于苯丙素酚

类化合物，是桂皮酸的衍生物之一，其结构中的甲

氧基使其具有很强的抗氧化能力，在很多国家阿魏

酸作为一种食品添加剂用来预防脂质过氧化。由于

阿魏酸具有抑制血小板聚集与释放、减轻心肌缺血

与降低耗氧量等生物活性，临床上已用于治疗动脉

粥样硬化、冠心病和心绞痛等，近年来更是由于其

防癌活性而备受关注[1]。阿魏酸是很多中药复方制

剂中的指标性成分[2]，其单体在体内的药动学研究

是探讨复方作用物质基础的前提，然而其绝对生物

利用度（Fabs）和吸收特性研究却鲜见报道。因此本 
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实验分别建立了体外 Caco-2 细胞模型、在体肠肝血

管灌流模型和体内整体动物模型，研究阿魏酸的跨

膜转运、吸收和 Fabs，为阿魏酸制剂的开发和复方

药动学研究提供参考。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

阿魏酸（质量分数＞98%），批号 A0050，广

州市齐云生物技术有限公司；大黄素（内标，质量

分数＞98%），批号 110756-200110，中国药品生物

制品检定所。DMEM 培养基、胎牛血清、非必需氨

基酸，美国 Hyclone 公司；L-谷氨酰胺、胰蛋白酶，

美国 Sigma 公司。水为 Milli-Q 超纯水，乙腈为色

谱纯，其他试剂均为分析纯。 
1.2  仪器 

4000Q TRAP 串联四极杆质谱仪，美国 Applied 
Biosystem 公司；LC—20AD 高效液相色谱仪，日本

岛津公司；细胞培养箱，德国 Hearous 公司；SX—40
扫描电子显微镜，日本日立公司；24 孔培养板，美

国 Costar 公司；Milli—Q Gradient A10 超纯水器、

Millicell 转运系统，美国 Millipore 公司；SU—PER 
T21 高速冷冻离心机，美国 Sorvail 公司；EVOM 皮

肤伏特计，美国 WPI 公司；HL—2 恒流泵，上海精

科实业有限公司。 
1.3  动物 

SD 大鼠，雄性，体质量 200～250 g，6～8 周

龄，购自广州中医药大学实验动物中心，许可证号 
SCXK（粤）2008-0020。 
2  方法 
2.1  分析方法 
2.1.1  色谱条件  色谱柱为 Phenomenex C18 柱（50 
mm×2.0 mm，5 μm），柱温 25 ℃；流动相 A 为甲

醇-水（5∶95）和 10 mmol/L 醋酸铵，流动相 B 为

甲醇-水（95∶5）和 10 mmol/L 醋酸铵；梯度洗脱

程序，0～0.2 min，0% B；0.2～0.5 min，0%～100% 
B；0.5～3.3 min，100% B；3.3～3.5 min，100%～

0% B；3.5～6 min，0% B；体积流量 0.2 mL/min，
进样量 10 μL。 
2.1.2  质谱条件  电喷雾离子化（ESI）方式，采用

多反应检测法，检测离子为负离子[M－H]−，阿魏

酸和内标大黄素的检测离子对分别为 m/z: 
192.9→133.9、269.0→225.0。去簇电压 −56 V，碰

撞能 −21 V，入口电压 −10 V，出口电压 −9 V，

气帘气流量 0.172 MPa，雾化温度 550 ℃，喷雾电

压−4 500 V，雾化气流量（GS1）和辅助气流量（GS2）
0.379 MPa。 
2.2  细胞培养[3] 

  将传代在 40 代之内的 Caco-2 细胞（购自美国

ATCC）接种于培养瓶，培养液为 DMEM 高糖（4.5 
g/L）培养基（含 10%胎牛血清、1%非必需氨基酸、

1% L-谷氨酰胺以及青霉素-链霉素双抗液），将其置

于 5% CO2、37 ℃培养箱，细胞按 6×104/cm2 密度

接种于 24 孔培养板，每 2 天换培养液 1 次，1 周后

每天换液，并在接种后的 2、4、8、12、16、21 d
测定其电阻值（TEER）。以跨膜电阻作为细胞融合

的指标，发现接种后 5～6 d 细胞融合，融合后的细

胞会自发呈上皮样分化，形成分化良好的微绒毛及

连接复合体，约第 21 天分化完全，TEER 达到平台

（＞500 Ω·cm2）开始进行透过实验。 
2.3  转运试验 

实验前将接种有细胞的Millicell在37  Hanks℃

液浸泡 30 min，轻微冲洗 Millicell 并除去细胞表面

的附着物。绒毛面（AP）到基底面（BL）侧的通

透性操作：在 AP 侧加入质量浓度为 5 μg/L 的含药

Hanks 液 200 μL，BL 侧加入空白 Hanks 液 800 μL，
50 r/min 振摇、37 ℃温育 120 min，于下层采样 100 
μL。取出的样品精密加人 2 000 μg/L 内标溶液 10 
μL，混匀，高速离心后进样测定含药量。BL 到 AP
侧的通透性操作：将含药的 Hanks 液加入 BL 侧，

AP 侧加入空白的 Hanks 液，以下步骤与 AP 到 BL
侧的通透性操作相同。计算药物的表观渗透系数

（Papp）
[4]。 

Papp = (dQ/dt)/(A·C0)  

C0为受试药物在给予端的初始浓度，Q 为累计转运量，即接

收池受试药物出现的总量，dQ/dt 为接收池受试药物出现的

速率，A 为多聚碳酯微孔滤膜的表面积 
2.4  大鼠原位肠肝血管灌流模型制备与检测[5] 

大鼠麻醉后腹部切口，先结扎腹腔动脉与肝动

脉，用硬膜外麻醉用管对幽门静脉插管，为门静脉

取样用。胆管用塑料管（0.5 mm×1 mm，下同）插

管，引流胆汁。将上肠系膜动脉、右肾动脉和腹主

动脉游离出来，用线围绕主动脉与右肾动脉和上肠

系膜动脉分支处上下松结扎，右肾动脉在靠近右侧

肾门处扎紧，然后用动脉夹夹住右肾动脉恰好进入

腹主动脉的点，在右肾动脉上夹子和结扎点之间作

一切口，用塑料管插入右肾动脉，穿过腹主动脉进

入上肠系膜动脉，插管固定后立即开通灌流（灌流
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液为含有 5%牛血清白蛋白和 3%右旋糖酐 T-40 的

Krebs-Ringer NaHCO3缓冲液），体积流量5 mL/min，
同时通入氧气。随即快速打开胸腔，在右心房上作

一切口，用塑料管插入切开的右心房，其尖端顺下

腔静脉进入肝静脉，固定插管后将体积流量提高至

10 mL/min。将上述松结扎处扎紧，用加热灯泡维持

模型温度在 37 ℃左右，先用灌流液冲洗残血并平衡

15 min，待肝脏转为浅黄色时换用 100 mL 灌流液进

行灌流，此时作为实验的零时间点并同时在十二指肠

给予阿魏酸 5 mg/kg，分别于 0、5、15、30、45、60、
75、90、105、120 min 从灌流液中采样并同时补充相

同体积的灌流液，测定阿魏酸在灌流液中的浓度。 
2.5  阿魏酸体内药动学考察 

取大鼠 12 只随机平均分为 2 组，分别 ig 阿魏

酸溶液（乙醇-PEG400-水，1∶4∶5）10 mg/kg 和

股静脉 iv 阿魏酸溶液 2 mg/kg，ig 给药组于给药后

0.083、0.167、0.333、0.5、1、2、3、4、6、12 h，
iv 组于给药后 0.083、0.167、0.5、1、2、3、5、8、
12 h 眼球后静脉丛采血 0.5 mL，置肝素化的 EP 管

中，以 4 000 r/min 离心 10 min，分离出 100 μL 血浆

样品加入含内标的甲醇溶液沉淀蛋白，14 000 r/min
离心 30 min 后取上清注入 LC-MS/MS 系统检测。 

2.6  数据分析 
采用药动学程序 3P97 处理血药浓度值，用房室

模型和统计矩法计算药动学参数。Cmax、tmax 以实测

值计算，AUC 按梯形面积法计算，时间范围取 0～∞ 
h。计算 Fabs。 

Fabs = (AUCig×Div)/(AUCiv×Dig) 

Div为 iv 给药剂量，Dig为 ig 给药剂量 

3  结果 
3.1  分析方法验证 

阿魏酸和内标大黄素的检测灵敏度高，有较好

分离，保留时间分别为 2.47、3.36 min，血浆中的内

源性物质不干扰样品的测定，二者典型的LC-MS/MS
色谱图见图 1。分别用空白 Hanks 液、空白灌流液和

空白血浆配制阿魏酸的 3 个系列的对照品溶液，线

性范围分别为：0.03～5.50、50～10 000、5～15 000 
ng/mL；以待测物质量浓度（X）为横坐标，待测物

与内标的峰面积比值（Y）为纵坐标，求得回归方

程分别为：Y＝0.000 116 X－0.000 173（r＝0.994 2）、
Y＝0.000 139 X－0.000 101（r＝0.999 0）、Y＝0.000 122 
X－0.000 671（r＝0.992 2）。分别采用低、中、高 3
种质量浓度阿魏酸标准 Hanks 液、灌流液和血浆样

品，对测定方法的精密度、准确度、回收率及稳定 
 

 
A-空白血浆  B-空白血浆＋阿魏酸＋内标  C-大鼠 ig 阿魏酸后血浆样品＋内标  D-大鼠 iv 阿魏酸后血浆样品＋内标  1-阿魏酸 2-内标 
A-blank plasma  B-blank plasma＋ferulic acid＋IS  C-rat plasma after ig administration of ferulic acid＋IS  D-rat plasma after iv administration  
of ferulic acid＋IS  1-ferulic acid  2-IS 

图 1  阿魏酸血浆样品的 LC-MS/MS 图谱 
Fig. 1  LC-MS/MS chromatograms of ferulic acid in plasma of rats 

性进行考察，结果符合生物样品分析要求。 
3.2  阿魏酸在 Caco-2 细胞的双向转运 

将在 Caco-2 细胞转运试验中收集的 AP 侧或

BL 侧的样品预处理后注入 LC-MS/MS 系统，把

得到的阿魏酸浓度值带入公式，计算其在 Caco-2
细胞模型中的双向转运 Papp 值。结果 Papp AP→BL

为（10.24±1.58）×10−6 cm/s（n＝3），Papp BL→AP

为（11.25±1.45）×10−6 cm/s（n＝3），外排比率

（Papp BL→AP / Papp AP→BL）为 1.10。 

3.3  大鼠原位肠肝血管灌流模型检测阿魏酸的肠

吸收率 
大鼠十二指肠给药后不到 5 min，即可检测到

灌流液中存在阿魏酸，约 60 min 以后灌流液中阿

魏酸质量浓度的变化趋势逐渐变小，灌流结束时检

测到阿魏酸的质量浓度为（6.028 4±4.740 6）
μg/mL。用最后灌流液中阿魏酸的质量浓度与给药

质量浓度的比值求算其肠道吸收率为 59.00%。结

果见图 2。 
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图 2  灌流液中阿魏酸的浓度-时间曲线 
Fig. 2  Concentration-time curve of ferulic  

acid in perfusate 

3.4  阿魏酸体内药动学特征 
大鼠 ig、iv 阿魏酸后，各检测时间点的血药浓

度值经 3P97 程序拟合后表明，阿魏酸给药后的体

内过程为二室模型。结果见图 3 和表 1。 

 

图 3  大鼠 ig 和 iv 给予阿魏酸后平均血药浓度-时间曲线 
Fig. 3  Mean plasma concentration-time curves after ig  

and iv administration of ferulic acid 

4  讨论 
用甲醇作为血浆蛋白沉淀剂时蛋白干扰小，在

流动相中加入醋酸铵后峰形较好。用 LC-MS/MS 法

检测样品中的阿魏酸具有准确性好、灵敏度高，分

析速度快等特点。用 Caco-2 细胞模型判断药物在体 

表 1  阿魏酸 ig 和 iv 给药后在大鼠体内的主要药动学参数 ( ± = 6x s , n ) 
Table 1  Main pharmacokinitic parameters in rats after ig and iv administration of ferulic acid ( ± = 6x s , n ) 

参数 单位 ig 给药 iv 给药 

t1/2β h 0.62±0.34 0.73±0.38 

Vd kg·L−1 1.37±0.91 0.84±0.40 

CL L·h−1·kg−1 6.10±2.20 4.38±1.67 

MRT0→t h 0.42±0.11 0.20±0.03 

MRT0→∞ h 0.46±0.13 0.21±0.03 

AUC0→t ng·h·mL−1 1 815.26±522.62 568.78±183.90 

AUC0→∞ ng·h·mL−1 1 853.72±523.56 571.20±184.03 

tmax h 0.14±0.07 － 

Cmax ng·mL−1 5 387.83±2 858.45 － 

Fabs % 64.91  

 
内吸收程度的标准为：无论药物的吸收转运机制是

跨细胞膜转运、细胞旁路转运还是载体介导的主动

转运，Papp AP→BL 为 1×10−6～1.0×10−5，吸收率为

20%～70%，则为吸收中等；Papp AP→BL＜1.0×10−6，

吸收率为 0%～20%，为吸收不良；Papp AP→BL＞1.0×
10−5，吸收率为 70%～100%，为吸收良好[6-7]，这与

本实验所得到的阿魏酸正向Papp AP→BL值和体内Fabs

是相符合的。另外，阿魏酸外排比率＜2[8]，说明其

可能不是 P-糖蛋白（P-gp）的底物，P-gp 对该药物

的跨膜转运无外排作用。 
有学者用混合培养的细胞模型以及升结肠和降

结肠的外翻模型进行研究，发现大部分阿魏酸以游

离形式被动扩散，只有不到 20%的阿魏酸由一元羧

酸转运载体（monocarboxylic acid transporter，MAT）
介导发生主动转运[9]。大鼠原位肠肝血管灌流模型

是一个封闭的循环系统，它截取了大鼠自上肠系膜

动脉到下腔静脉的血管通路，且在 2 h 内能保持稳

定活性[10]。在本实验中，向该通路中灌以自行配制

的灌流液代替血液，十二指肠一次性给药，排除了

阿魏酸在胃内吸收的干扰，单独考察其在肠道的吸

收，不到 5 min 即检测到灌流液中有阿魏酸，提示

阿魏酸吸收速度快，吸收率为 59.00%，表明阿魏酸

的吸收部位主要在小肠。 
在动物体内实验中，阿魏酸 ig 给药达峰时间

短，说明药物吸收很快；不管是 ig 还是 iv 给药，

阿魏酸的分布、消除也均较快，2 h 后体内游离阿魏
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酸的量接近于零。此外，Fabs 值大于灌流实验得到

的吸收率是由于灌流持续时间为 2 h，少于体内实验

持续的时间。检测灌流液和动物血样，发现其中并

不存在与阿魏酸分子结构类似的咖啡酸，因此阿魏

酸Fabs的降低与之前Bourne等[11]报道的人摄取阿魏

酸量的 11%～25%以游离和葡萄糖醛酸苷的形式出

现在回收尿液中的结论相符。 
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