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在体单向肠灌流模型研究白芷中三种成分的吸收特性 *
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摘要 目的：研究白芷中有效成分欧前胡素、异欧前胡素和花椒毒酚在大鼠小肠各段的吸收特征。方法：采用大鼠在体单向肠灌流

模型结合 HPLC法同时测定肠灌流液中欧前胡素、异欧前胡素和花椒毒酚含量的变化，考察高、中、低三组剂量下三种成分在十

二指肠、空肠和回肠的吸收特性。结果：三种成分随着剂量的增大，吸收速率常数(Ka)和有效渗透系数(Peff)逐渐增大。三种成分相同

剂量下各肠段间吸收均无显著性差异，其吸收大小顺序为：欧前胡素 >异欧前胡素 >花椒毒酚。结论：白芷三种主要成分在各肠

段均吸收良好，吸收大小呈剂量相关性。
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Intestinal Absorption of Three Components in Angelicae Dahuricae by in situ
Single Pass Intestinal Perfusion Model in Rat*

To investigate absorption mechanism of imperatorin, isoimperatorin and methoxsalen in radix of Angelicae

dahuricae. In situ single pass intestinal perfusion model was established, HPLC was used to determine the change of the con-

centration of imperatorin, isoimperatorin and xanthotoxol in different segments. The absorption parameters of these three analytes in dif-

ferent intestinal segments were investigated. With the increasing of doses for these three analytes, the absorption rate constant

(Ka) and effective permeability coefficient (Peff) were increased. There were no significant differences in different segments of intestine in

rat. The absorption order was imperatorin, isoimperatorin and xanthotoxol. Radix of Angelicae dahuricae was easily ab-

sorbed in the intestine, the degree of absorption was dose-dependent.
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前言

白芷，为伞形科植物白芷或杭白芷的干燥根。其性温，气芳

香，味辛，微苦，归肺、胃、大肠经，具有解表散寒、祛风止痛、宣

通鼻窍、燥湿止带、消肿排脓的功效。主治感冒头痛、眉棱骨痛、

鼻塞流涕、鼻鼽、鼻渊、牙痛、带下、疮疡肿痛[1]，常与川芎、细辛

等药配伍，治疗偏头痛。现代中药学研究表明，白芷的主要有效

成分欧前胡素、异欧前胡素、花椒毒酚等是其散风除湿、通窍止

痛的主要功效成分[2,3]。

目前对于白芷的研究主要集中在组分入血后的药代动力

学方面[4,5]，对于肠道吸收方面的报道很少。大鼠单向肠灌流模

型是 FDA认可的用于考察药物吸收特征的实验方法[6]。本研究

采用在体单向肠灌流模型，同时考察了白芷药材中三种主要成

分欧前胡素、异欧前胡素和花椒毒酚在各肠段吸收情况，较为

完整的考察了白芷主要活性物质的吸收特性，为进一步开发白

芷相关方药制剂提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 实验仪器和试剂

高效液相色谱仪 (日本岛津 LC-2040C 3D 型，LC-2040

Pump四元泵，LC-2040 Autosampler自动进样器，岛津 LabSo-

lutions 工作站)；蠕动泵驱动器 (保定兰格恒流泵有限公司

BT100-1F型)；旋转蒸发仪（爱信公司 RE1001型）；Sartorius

BP221S型万分之一天平（德国 Sartorius公司)；欧前胡素对照

品 (纯度 >98%，成都普瑞法科技开发有限公司，批号：

5031710)；异欧前胡素对照品(纯度 >98%，成都普瑞法科技开

发有限公司，批号：15052110)；花椒毒酚对照品（纯度 >98%，成

都艾科达化学试剂有限公司，批号：201602181）；白芷药材（西

安藻露堂药业集团，批号：160101，产地：安微，经第四军医大学

中药研究所王四旺教授鉴定为伞形科植物白芷 Angelica
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dahurica的干燥根）;乙腈 (色谱纯，Fisher公司);其余试剂均为

分析纯。

实验动物：雄性 SD大鼠，体重 200-230 g，清洁级，购自第

四军医大学实验动物中心，动物合格证编号 SCXK（军）字第

2007-007号。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 白芷提取物的制备 白芷药材粉碎过筛制成粗粉，取

200 g粗粉置于圆底烧瓶中，加入 8倍量 80%乙醇，加热回流三

次，每次 1.5 h，过滤合并提取液。减压浓缩至生药浓度为 2.4 g·

mL-1的白芷流浸膏，至 4℃冰箱内备用。

1.2.2 Krebs-Ringer试液（K-R试液）配制 称取氯化钙 0.37 g

与葡萄糖 1.4 g，加少量蒸馏水溶解，再分别称取氯化钠 7.8 g、

氯化钾 0.35 g、碳酸氢钠 1.37 g、磷酸二氢钾 0.32 g与氯化镁

0.02 g，加蒸馏水溶解后再与氯化钙及葡萄糖溶液混匀，定容至

1 L，即得 K-R试液，临用前以 1.0 mol·L-1 HCl或 1.0 mol·L-1

NaOH调节 pH[7]。

1.2.3 白芷肠灌流液的配制 精密吸取白芷提取物，用 K-R

试液稀释定容至 250 mL。分别配制低、中、高三组剂量（生药浓

度为 120、240、480 g·L-1）的白芷肠灌流液。

1.2.4 空白肠灌流液 取 K-R试液适量，按照 1.2.6中所述大

鼠在体单向肠灌流实验方法，收集流出灌流液，即得。

1.2.5 色谱条件 色谱柱：Agilent 5 TC-C18 (2)(250 mm× 2.6

mm，5 滋m)。流动相 A为水，B为乙腈。洗脱程序为（0-5 min，

20% B；5-8 min，20%-40% B；8-12 min，40% B；12-15 min，40%

-80% B；15-23 min，80% B；23-26 min，80%-20% B；26-60 min，

20% B）。检测波长为 254 nm；流速 1.0 mL·min-1；柱温：40℃；

进样量 10 滋L。
1.2.6 大鼠在体单向肠灌流实验 取禁食但自由饮水 12 h的

雄性 SD大鼠，异氟烷吸入麻醉后固定,沿腹中线打开腹腔，小

心分离出待考察肠段，即十二指肠、空肠和回肠，取约 10 cm肠

段，于两端切口插管结扎，避免破坏肠道和肠系膜血管，用预热

至 37℃的生理盐水冲洗肠道，洗净内容物。实验时取提前预热

至 37℃的供试液以 1.0 mL·min-1的流速灌流 10 min，再将流速

调为 0.2 mL·min-1，预平衡 30 min。进口端用已知质量装有供试

品溶液的小瓶以 0.2 mL·min-1流速进行灌流，于出口端放置已

知质量的小瓶，每隔 10 min收集一份肠灌流液，同时记录供试

液小瓶与收集到灌流液小瓶的质量。试验完成后将进行灌流的

供试肠段剪下，测量其长度和肠道内径[8]。

1.3 数据处理

采用重量法[7]校正灌流液进口端与出口端的体积以消除肠

道吸收水分造成灌流液体积变化对结果的影响。计算药物的吸

收速率参数（Ka）采用公式（1），有效渗透系数（Peff）采用公式（2）

计算：

Ka=
1- CoutVout

CinVin
蓸 蔀Q

仔r2l （1）

Peff=
-Qln CoutVout

CinVin

2仔rl （2）

公式中 Vin与 Vout分别为灌入与收集得到的供试液体积

（假定灌流液具有相同的密度），Cin和 Cout分别为进口和出口药

液的浓度，l与 r分别为供试肠段的长度与内径，单位为 cm，Q为

试验中的灌流速度(mL·s-1)。利用统计分析软件 SPSS 13.0处理

数据，结果以 x± s表示，当 P<0.05时判断其具有显著性差异。

2 结果

2.1 专属性考察

分别取对照品溶液、白芷灌流后、空白肠灌流液参照 1.2.5

项下色谱条件分别进样分析，结果见图 1，表明：该方法的专属

性良好，内源性物质未对待测物的测定造成干扰。

2.2 线性关系考察

精密称取欧前胡素、异欧前胡素、花椒毒酚对照品各 5

mg，分别置于 25 mL容量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度、摇

匀，得浓度为 200 mg·L-1的储备液。分别精密吸取一定体积的

储备液置于容量瓶中，加入 K-R试液定容至刻度、摇匀。分别

制成欧前胡素、异欧前胡素浓度为 12、24、32、48、64 和 128

mg·L-1，花椒毒酚浓度为 3、6、12、24、48和 96 mg·L-1的系列标

准溶液。按 1.2.5项下的条件测定，记录峰面积，建立线性方程，

结果见表 1。

2.3 精密度实验结果

配制含对照品的低、中、高质量浓度的新鲜肠灌流液，按

图 1 灌流液的 HPLC色谱图

A.对照品；B.供试品；C.空白对照；1.花椒毒酚；2.欧前胡素；3.异欧前胡素

Fig. 1 HPLC profiles of intestinal perfusate

A. substance control; B. test sample; C. blank control; 1. xanthotoxol;

2. imperatorin; 3. isoimperatorin
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1.2.5项下色谱条件分别进样 10 滋L分析。1d内重复 6次，求得

日内偏差，每日测定 1次，在 6 d内连续进样测定 6次，求得日

间偏差，结果见表 2。

表 1 线性关系考察结果

Table 1 The linear correlation results

Analyte Linear regression data Linear range/mg·L-1 r

Imperatorin Y=13081.1X+9254.5 12.0-128.0 0.999 7

Isoimperatorin Y=7641.1X-18769.0 12.0-128.0 0.999 8

Xanthotoxol Y=59173.0X+21445.8 3.0-96.0 0.999 1

Analyte Concentration/mg·L-1 Intra-day RSD/% Inter-day RSD/%

Imperatorin 20 1.83 1.43

50 1.32 1.26

120 1.08 1.12

Isoimperatorin 20 1.65 1.34

50 1.53 1.26

120 1.44 1.19

Xanthotoxol 5 1.32 1.38

30 1.21 1.23

90 1.09 1.14

表 2 精密度考察结果

Table 2 The precision results

2.4 回收率实验结果

向空白肠灌流液中加入标准品溶液适量，配制低、中、高质

量浓度的溶液，按照 2.3.1项下的条件测定，考察各质量浓度下

肠内液的回收率。高质量浓度肠内液欧前胡素、异欧前胡素和

花椒毒酚的平均回收率分别为 97.45 %、98.21 %和 99.35 %，

RSD依次为 1.8 %、0.6 %和 1.2 %；中质量浓度的三种物质平均

回收率分别为 97.89 %、98.27 %和 98.14 %，RSD 依次为

1.31%、0.89 %和 0.95 %；低质量浓度的三种物质平均回收率分

别为 98.24 %、97.56 %和 98.69 %，RSD依次为 0.76 %、1.45 %

和 1.04 %。表明该方法符合测定要求。

2.5 不同 pH肠灌流液中稳定性考察

用 1.0 mol·L-1 NaOH和 1.0 mol·L-1 HCl溶液调节 K-R溶

液 pH，得 pH分别为 6.0、7.0和 8.0的 K-R溶液。吸取一定量的

白芷提取物加入上述不同 pH的溶液中，在 37℃条件下水浴

放置，分别于 0 h和 2 h取样，测定样品中三种成分的含量，计

算其残存百分率(x± s)，见表 3，结果表明，各组分在不同 pH的

K-R溶液中稳定性具有显著性差异（P<0.05），其在 pH为 6.0

的溶液中最稳定。

Note: Compared with 6.0, *P<0.05.

表 3 稳定性考察结果（x± s，n=3）

Table 3 The stability results（x± s, n=3）

pH
Percentage of residual at 2 h /%

Imperatorin Isoimperatorin Xanthotoxol

6.0 98.34± 1.16 97.69± 2.03 95.82± 2.19

7.0 94.92± 2.28* 91.89± 1.85* 93.29± 1.79*

8.0 90.28± 3.12* 87.23± 2.78* 89.76± 3.19*

2.6 白芷三种成分在不同肠段中的吸收

分别配置生药浓度为 120、240 和 480 g·L-1的肠灌流液，

按 1.2.6项下的方法进行肠灌流试验，考察白芷中欧前胡素、异

欧前胡素和花椒毒酚在不同肠段中的吸收情况，组间采用方差

分析其差异性，结果见表 4。结果表明随着药材浓度的增加，白

芷中三种成分的吸收参数具有显著性差异（P<0.05），随着浓度

的增加其吸收均呈上升趋势，在较高浓度下，也未出现饱和现

象，这提示白芷中三种物质在浓度为 120-480 mg·L-1下，主要

以被动扩散的方式吸收进入体内。同等剂量下三种成分在十二

指肠、空肠和回肠间的吸收，部分参数具有显著性差异（P<0.

05），其余吸收参数均无显著性差异，提示这三种成分在不同肠

段内均有吸收但不存在特定的吸收部位。

3 讨论

中药口服给药是最常见的给药方式，应用非常广泛，明确

中药口服后的吸收情况对临床中合理使用中药和中药新剂型

设计均具有重要意义[9]。口服药物吸收的主要场所是肠道，因此

对于研究药物在肠道的吸收特征就成为考察药物吸收情况的
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重要手段。目前对于评价药物肠道吸收的常用方法主要有药物

浓度法、在体肠灌流模型法、Caco-2细胞模型法和外翻肠囊法

等[10]。其中在体肠灌流模型法由于其操作技术成熟，实验可重复

性强，测得结果与人体肠道吸收最相似等特点而被广泛应用[11]。

在体单向肠灌流模型法采用低流速灌流，对大鼠肠粘膜损伤

小，且操作时间短，可以保证实验过程中动物具有完整的肠道

神经支配和血液供应，完整地模拟人体口服给药后肠道的吸收

过程[12,13]。

Note: Compared with 120 mg·L-1,*P<0.05; Compared with Duodenum, #P<0.05.

Concentra-

tion/mg·L-1
Analyte

Duodenum Jejunum Ileum

Ka× 10-3/s-1 Peff× 10-4/cm·s-1 Ka× 10-3/s-1 Peff× 10-4/cm·s-1 Ka× 10-3/s-1 Peff× 10-4/cm·s-1

120 Imperatorin 1.24± 0.89 8.03± 1.82 1.02± 0.71 7.69± 0.91 1.78± 0.91 9.61± 0.61

Isoimperatorin 0.79± 0.68 2.42± 1.32 0.83± 1.21 2.19± 0.73 0.89± 1.63 7.43± 0.76#

Xanthotoxol 0.38± 1.52 0.73± 0.69 0.28± 1.25# 0.52± 1.21# 0.57± 0.81 0.72± 1.73

240 Imperatorin 2.80± 1.02* 9.12± 1.34* 2.94± 0.83* 8.31± 1.12* 3.31± 0.95* 11.13± 0.79*

Isoimperatorin 2.19± 0.89* 3.87± 0.62* 2.09± 1.32* 4.27± 0.91* 2.57± 1.35* 5.43± 0.86*#

Xanthotoxol 1.31± 1.26* 1.67± 1.39* 1.07± 0.74* 1.02± 0.81* 1.49± 0.96* 1.38± 1.62*

480 Imperatorin 5.32± 1.28* 14.21± 1.93* 5.79± 0.56* 15.13± 0.78* 6.14± 0.84* 15.32± 0.89*

Isoimperatorin 4.23± 1.29* 6.49± 1.79* 5.12± 1.89*# 7.43± 0.96* 7.15± 1.58*# 8.63± 0.92*

Xanthotoxol 2.86± 1.87* 3.79± 1.84* 1.97± 0.93* 4.02± 1.81* 2.59± 0.89* 5.33± 1.59*#

表 4 不同质量浓度组分在不同肠段中的吸收参数(x± s，n=6)

Table 4 Absorption parameters in different intestinal segments with different concentrations(x± s, n=6)

为了确保在体肠灌流实验准确性，对于实验模型中相关参

数的选择就显得尤为重要。肠道内环境的 pH值是影响药物吸

收的重要因素之一，而有报道称大鼠在禁食状态下十二指肠到

回肠的 pH值范围大约在 5.0-7.5之间[14]，人体肠道 pH范围通

常在 6.0-8.0之间。这就需要考察白芷待测组分在不同肠段 pH

环境下的稳定性，本研究结果显示，白芷中三种有效成分在 pH

为 6.0、7.0和 8.0的 K-R溶液中稳定性均良好。在体肠灌流试

验过程中，肠道不仅吸收药物，同时也会吸收或分泌水分，造成

收集到肠灌流液质量浓度的改变，故在计算吸收参数时，需对

出口液的体积进行校正。目前，对于水分的校正方法通常有酚

红法和重量法。因酚红为大分子络合物结构，难以被肠道吸收，

常被用作校正灌流液体积的标记物使用，但近来有研究发现，

酚红在肠道也存在不同程度的吸收，可能会导致实验数据出现

偏差[15]。在预实验中还发现，酚红存在一定的紫外吸收，会对待

测物成分的测定造成干扰，故本实验选择重量法进行校正。

前期文献报道中称，灌流速度会对实验结果造成很大影

响，只有选用合适的灌流速度，才能保证实验结果的准确性[16]。

有报道表明，随着灌流速度的增加，肠道吸收速率也随之显著

增加，且灌流速度越快对于肠壁的损伤也越大[17,18]，而健康人体

的肠道蠕动速度大约为 2 mL·min-1，肠道内径约为大鼠的 10

倍，通过大量文献综合分析，决定采用 0.2 mL·min-1作为本次

实验中的灌流速度，这既能保证肠道吸收功能的完整性，也能

最接近模拟人体肠道吸收过程。在前期预实验中发现，白芷药

材灌流预平衡时间的长短也会对实验结果造成一定影响，在灌

流液初期通过管路后，药材组分浓度会有所降低，这可能与管

路产生药物吸附作用有关[19]。为了消除管路物理吸附作用对实

验的干扰，需要先预平衡管路半小时，再开始正式灌流操作。

小肠有效渗透系数(Peff)是决定药物在小肠吸收速度和程

度的一个重要参数，在大鼠单向肠灌流模型中，当化合物的

Peff<0.03× 10-4 cm·s-1时，认为该化合物难以吸收，当化合物

Peff>0.2× 10-4 cm·s-1时，认为该化合物易于吸收[20]。结合本研究

结果可以发现，白芷药材生药浓度为 120-480 g·L-1的剂量下，

白芷中欧前胡素、异欧前胡素和花椒毒酚在小肠各段均易吸

收，其吸收大小顺序为：欧前胡素 >异欧前胡素 >花椒毒酚，未

发现吸收部位的选择性差异；随着白芷中欧前胡素、异欧前胡

素和花椒毒酚质量浓度的增加，吸收明显提高，呈剂量相关性，

暂未出现吸收饱和现象，提示在此浓度下的肠道吸收可能以被

动转运方式为主。基于该药材这种肠道的非选择性吸收结果，

在白芷新剂型的开发中，提高药物在肠道的溶出，成为提高药

物吸收的关键。
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