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摘 要 目的：考察白及醇提物中主要活性成分4-（葡萄糖氧基）-肉桂酸葡萄糖氧基苄酯（A1）、2-异丁基苹果酸（A2）、1，4-二[4-

（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基苹果酸酯（A3）、二氢菲1（A4）、1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基苹果酸酯-2-（4-O-肉桂酰基-6-O-乙

酰基）葡萄糖苷（A5）在大鼠肠道中的吸收动力学特征。方法：以葛根素为内标，采用超高效液相色谱-串联质谱法（UPLC-MS/MS）

检测肠循环液中A1～A5的质量浓度。色谱柱为Acquity UPLC BEH C18，流动相为乙腈（含0.1％甲酸）-水（含0.1％甲酸）（梯度洗

脱），流速为0.35 mL/min，柱温为45 ℃，进样量为3 μL；采用电喷雾离子源，以多反应监测模式进行正、负离子扫描，用于定量分析

的离子对分别为 m/z 593.2→431.1（A1）、m/z 189.0→129.0（A2）、m/z 725.3→457.2（A3）、m/z 347.1→332.1（A4）、m/z 1 059.3→793.1

（A5）、m/z 417.0→267.0（内标）。采用大鼠在体肠循环灌流模型，以累计吸收转化率（A）和吸收转化速率常数（Ka）为指标，考察不

同剂量白及醇提物（低、中、高剂量分别为166、333、667 μg/mL）、胆汁、P-糖蛋白（P-gp）抑制剂（维拉帕米）、不同肠段对上述5种成

分肠吸收的影响。结果：A1、A2、A3、A4、A5检测质量浓度的线性范围分别为0.22～14.00、0.34～21.75、1.99～127.16、0.15～9.75、

0.16～10.00 μg/mL（r＞0.99），定量下限分别为 0.22、0.34、1.99、0.15、0.16 μg/mL，最低检测限分别为 0.028、0.085、0.251、0.035、

0.010 μg/mL，日内、日间RSD均小于10％，方法回收率为83.60％～106.91％，基质效应不影响待测物的测定。白及醇提物低、中

剂量组A1的A、Ka值均显著高于高剂量组，低剂量组A3的A值显著高于中、高剂量组（P＜0.05或P＜0.01）。不结扎组A1、A3的

A、Ka值均显著低于对照组，而A4的A、Ka值均显著高于对照组（P＜0.05或P＜0.01）；P-gp抑制剂组A1、A3的A、Ka值均显著低于对

照组（P＜0.05或P＜0.01）。空肠组、回肠组、结肠组A1的A值以及结肠组A1的Ka值，结肠组A2的A、Ka值，回肠组A3的A值，回

肠组、结肠组A4的A、Ka值，空肠组、回肠组A5的A值以及空肠组A5的Ka值均显著低于十二指肠组；而空肠组、回肠组、结肠组A3

的Ka值均显著高于十二指肠组（P＜0.05或P＜0.01）。结论：本研究建立的UPLC-MS/MS法专属性强、灵敏度高、操作简便，可用

于A1～A5的定量分析及药动学研究。白及醇提物中5种活性成分均为全肠道吸收，且吸收肠段各有不同；A1、A3在肠道中的吸

收较多，可能已达饱和；胆汁可抑制A1、A2的肠吸收，但可促进A4的肠吸收；A1～A5可能均不是P-gp的底物。
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白 及 为 兰 科 植 物 白 及 [Bletilla striata（Thunb.）

Reichb. f. ]的干燥块茎，是《中国药典》（一部）收载的常

用药材，其味苦、甘、涩，性微寒，归肺、肝、胃经，具有收

敛止血、消肿生肌等作用，常用于咯血、外伤出血等病症

的治疗 [1-2]。白及的化学成分主要包括联苄类、二氢菲

类、联苄葡萄糖苷类、联菲类、菲类等非多糖类物质[3-4]。

现代药理研究表明，白及药用功能广泛、药用价值高，具

有止血、抗菌、抗肿瘤及促进血管内皮细胞生长等多种

药理活性[3，5]，且有研究指出白及已逐渐成为我国现代医

药工业的重要原材料[6]。但目前有关白及的文献仍集中

在化学成分的分离、鉴定以及对各种粗提物疗效物质的

初步探索阶段[7-11]，尚未见白及体内吸收及其影响因素

分析的相关报道。本课题组前期对白及进行了大量研

究，确定了其醇提物中含量较高且具凝血活性的5种成

分{4-（葡萄糖氧基）-肉桂酸葡萄糖氧基苄酯（A1）、2-异

丁基苹果酸（A2）、1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基

苹果酸酯（A3）、二氢菲 1（A4）、1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄

基]-2-异丁基苹果酸酯-2-（4-O-肉桂酰基-6-O-乙酰基）葡

萄糖苷（A5）}。在此基础上，本研究采用大鼠在体肠循

环灌流模型，在保证其内分泌输入以及肠道神经完整的

前 提 下 ，借 助 超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 技 术

（UPLC-MS/MS），从在体角度分析白及醇提物中上述 5

种主要活性成分的肠吸收行为，并考察不同因素[醇提

物剂量、胆汁、P-糖蛋白（P-gp）抑制剂和不同肠段[12-13]]对

其肠吸收的影响，初步探讨白及醇提物在大鼠肠道中的

吸收动力学特征，以期为后续白及醇提物口服给药研究

提供参考。

1 材料

1.1 仪器

Acquity UPLC型超高压液相-三重四级杆质谱联用

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate absorption kinetic characteristics of main active components as 4-（glucoseoxy）-

glucoseoxybenzyl cinnamate（A1），2-isobutyl malic acid（A2），1，4-bis [4-（glucoxy）benzyl]-2-isobutyl malic acid ester（A3），

dihydrophenanthrenes 1（A4）and 1，4-bis [4-（glucosoxy）benzyl]-2-isobutyl malic acid ester-2-（4-O-cinnamoyl-6-O-acetyl）glucoside

（A5）from ethanol extract of Bletilla striata in the intestines of rats. METHODS：Using puerarin as internal standard，UPLC-MS/

MS was used to determined the concentration of A1-A5 in intestinal circulation fluid. The determination was performed on Acquity

UPLC BEH C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile（containing 0.1％ formic acid）-water（containing 0.1％ formic

acid）（gradient elution）at the flow rate of 0.35 mL/min. The column temperature was 45 ℃，and sample size was 3 μL. The

positive ion and negative ion scanning were carried out in the multiple reaction monitoring mode by electrospray ion source. The

ion pairs for quantitative analysis were m/z 593.2→431.1（A1），m/z 189.0→129.0（A2），m/z 725.3→457.2（A3），m/z 347.1→

332.1（A4），m/z 1 059.3→793.1（A5），m/z 417.0→267.0（internal standard）. In the in vivo intestinal circulation perfusion model，

using accumulative absorption transfer rate（A） and absorption and transformation rate constant（Ka） as indexes，the effects of

different doses of ethanol extract from B. striata（low-，medium-，high-dose were 166，333，667 μg/mL，respectively），bile，

P-glycoprotein（P-gp） inhibitors（verapamil）and different intestinal segments on the absorption of above 5 components were

investigated. RESULTS：The linear range of A1，A2，A3，A4 and A5 were 0.22-14.00，0.34-21.75，1.99-127.16，0.15-9.75，

0.16-10.00 μg/mL（r＞0.99）. The limits of quantitation were 0.22，0.34，1.99，0.15，0.16 μg/mL，respectively. The lowest detection

limits were 0.028，0.085，0.251，0.035 and 0.010 μg/mL. RSDs of inter-day and intra-day were all lower than 10％. The recoveries

ranged 83.60％-106.91％. Matrix effect did not affect the determination of the substance to be measured. A and Ka values of A1 in

B. striata ethanol extract low-dose and medium-dose groups were significantly higher than high-dose group；A value of A3 in

low-dose group was significantly higher than medium-dose and high-dose groups（P＜0.05 or P＜0.01）. A and Ka values of A1 and

A3 in non-ligation group were significantly lower than control group，while A and Ka values of A4 were significantly higher than

control group（P＜0.05 or P＜0.01）. A and Ka values of A1 and A3 in P-gp inhibitor group were significantly lower than control

group（P＜0.05 or P＜0.01）. A values of A1 in jejunum group，ileum group and colon group，Ka value of A1 in colon group，A

and Ka values of A2 in colon group，A value of A3 in ileum group，A and Ka values of A4 in ileum group and colon group，A

values of A5 in jejunum group and ileum group as well as Ka value of A5 in jejunum group were all significantly lower than

duodenum group. Ka values of A3 in jejunum group，ileum group and colon group were significantly higher than duodenum group

（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Established UPLC-MS/MS method is specific，sensitive and simple，and it can be used

for quantitative analysis and pharmacokinetic study of A1-A5. The 5 active components in B. striata ethanol extract are absorbed by

the whole intestine，and the intestinal segments are different. A1 and A3 are absorbed more in intestinal tract and may be saturated.

Bile can inhibit intestinal absorption of A1 and A2，but promoted intestinal absorption of A4. A1-A5 may not be the substrate of

P-gp.

KEYWORDS Bletilla striata ethanol extract；Active compound；in vivo intestinal circulation perfusion model；UPLC-MS/MS；

Intestinal absorption characteristics
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仪，配备 AcquityTM UPLC-TQD 系统（自动进样器、二元

梯高压梯度泵、柱温箱、真空脱气机等）、Masslynx 4.1质

谱工作站（美国Waters公司）；HL-2S 型蠕动泵（上海青

浦沪西仪器厂）；ZH-2型涡旋混合器（天津药典标准仪器

厂）；DK-98-ⅡA型恒温水浴锅（天津泰斯特仪器有限公

司）；Allegra 64R 型低温高速离心机（美国 Beckman

Coulter公司）；CQ 250A-TS型超声波清洗机（上海跃进

医用光学器械厂）；EL204型电子天平[梅特勒-托利多仪

器（上海）有限公司]；MTN-2800D型氮吹仪（天津奥特塞

恩斯仪器有限公司）。

1.2 药材与试剂

白及药材（批号：20160510）采摘自贵州省正安县，

由贵州医科大学药学院生药学与药用植物学教研室龙

庆德副教授鉴定为兰科植物白及 [B. striata（Thunb.）

Reichb. f.]的干燥块茎。

A1、A2、A3、A4、A5对照品均为本实验室自制（纯

度：≥95％）；盐酸维拉帕米对照品（上海阿拉丁生化科

技股份有限公司，批号：29940，纯度：99％）；葛根素对照

品（内 标 ，中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 ，批 号 ：

110752-201512，纯度：≥98％）；D101 大孔吸附树脂

（30～60 目 ，上海源叶生物科技有限公司 ，批号 ：

H13J8L39806）；乌来糖（上海伊卡生物技术有限公司，批

号：20130609，纯度：≥99％）；葡萄糖（天津市科密欧化

学试剂有限公司，批号：20100110，纯度：杂质含量≤

0.005％）；甲酸、乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水

为超纯水。

1.3 动物

SPF级健康 SD大鼠，雌雄各半，2～3月龄，体质量

（250±20）g，由陆军军医大学实验动物中心提供[动物

生产许可证号：SCXK（渝）2017-0002]。

2 方法与结果

2.1 白及醇提物的制备

参照文献[14]方法，称取白及药材 10 kg，用 4倍量

（kg/L）95％乙醇回流提取 3次，每次 2 h，滤过，合并滤

液，浓缩至浸膏，浸膏用水溶解，经D101大孔吸附树脂

柱色谱，分别以水、80％乙醇洗脱，收集 80％乙醇洗脱

液，减压浓缩并真空干燥，得白及醇提物 680 g，提取率

为 6.8％（每 1 g 醇提物相当于 14.7 g 白及药材）。经

UPLC-MS/MS 法测定，醇提物中 A1、A2、A3、A4、A5的

含量分别为2.64％、2.36％、26.37％、0.86％、2.09％。

2.2 溶液的配制

2.2.1 Krebs-Ringer’s（K-R）营养液 [12] 精密称取葡萄

糖1.4 g、氯化钙0.37 g、氯化镁0.02 g、氯化钠7.8 g、氯化

钾0.35 g、碳酸氢钠1.37 g、磷酸二氢钠0.32 g，用水溶解

并定容至1 L，即得。

2.2.2 标准溶液 精密称取A1、A2、A3、A4、A5对照品

各适量，分别用甲醇溶解，摇匀，得质量浓度分别为1.4、

2.9、1.5、1.3、2.0 mg/mL的单一成分贮备液；取上述贮备

液各适量，混合，于 37 ℃下以氮气流吹干，用“2.2.1”项

下K-R营养液溶解并逐级稀释至所需质量浓度，即得系

列混合标准溶液，置－20 ℃冰箱中保存，备用。

2.2.3 内标溶液 精密称取内标对照品10.12 mg，用甲

醇溶解并定容至 25 mL，得质量浓度为 0.405 mg/mL 的

内标贮备液；取上述内标贮备液适量，用甲醇稀释，得质

量浓度为20 µg/mL的内标溶液，置－20 ℃冰箱中保存，

备用。

2.2.4 空白肠循环液 取37 ℃ K-R营养液60 mL，置于

量筒中，进行在体肠灌流实验，循环3 h，即得。

2.2.5 白及醇提取物供试液 精密称定“2.1”项下白及

醇提物 0.25、0.5、1 g，分别用无水乙醇 15 mL溶解，取上

述溶液各 1 mL逐滴加入到 10％聚山梨酯 80溶液 5 mL

中，混匀，用K-R营养液稀释并定容至 100 mL，超声（功

率：240 W，频率：40 kHz）10 min，5 000 r/min 离心 10

min，取上清液，得质量浓度分别为 167、333、667 µg/mL

（按醇提物质量计，下同）的白及醇提物供试液。

2.3 色谱与质谱条件

2.3.1 色谱条件 色谱柱：Acquity UPLC BEH C18 柱

（50 mm×2.1 mm，1.7 µm）；流动相：乙腈（含 0.1甲酸，

A）-水（含 0.1％甲酸，B），梯度洗脱（0～1.0 min，10％

A→30％A；1.1～2.0 min，30％A→35％A；2.1～3.0 min，

35％A→38％A；3.1～4.0 min，38％A→90％A；4.1～5.0

min，90％A→10％A）；流速：0.35 mL/min；柱温：45 ℃；

进样量：3 μL。

2.3.2 质谱条件 采用电喷雾离子源（ESI），多反应监

测（MRM）模式进行正、负离子同时扫描。离子源温度：

120 ℃；毛细管电压：3 kV；去溶剂气温度：350 ℃；去溶

剂气（氮气）流速：650 L/h；碰撞气（氩气）流速：0.18

mL/min；用于定量分析的离子对分别为 m/z 593.2→

431.1（A1）、m/z 189.0→129.0（A2）、m/z 725.3→457.2

（A3）、m/z 347.1→332.1（A4）、m/z 1 059.3→793.1（A5）、

m/z 417.0→267.0（内标）；碰撞能量分别为15、15、20、25、

25、30 eV；锥孔电压分别为35、30、40、50、45、40 V。

2.4 样品处理方法

取待测样品 100 µL，置于 1.5 mL 离心管中，加入

1％甲酸溶液 100 µL，混匀后，用正丁醇萃取 3次，每次

200 µL，合并正丁醇萃取液，于 37 ℃下以氮气流吹干，

残渣加入 20 µg/mL内标溶液 40 µL后，用 50％甲醇 260

µL 溶解并稀释，涡旋振荡 1 min，15 000 r/min 离心 5

min，取上清液，进行UPLC-MS/MS分析。

2.5 方法学考察

2.5.1 专属性 取空白肠循环液、空白肠循环液+待测

··759



China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 6 中国药房 2019年第30卷第6期

物以及大鼠灌流白及醇提物供试液（质量浓度为 333

µg/mL）后 60 min时的回肠灌流液样品各适量，按“2.4”

项下方法处理（空白肠循环液不加内标）后，再按“2.3”项

下色谱与质谱条件进样分析，记录色谱图，详见图1。由

图1可见，内标及A1等6种待测物的保留时间（RT）分别

为 1.30、1.49、1.56、1.81、2.98、3.11 min，各待测成分的分

离度良好，且空白肠循环液中的内源性物质对各成分无

干扰，表明本方法的专属性强。

2.5.2 标准曲线的绘制与定量下限（LLOQ）、最低检测

限（LLOD）的考察 取“2.2.2”项下系列混合标准溶液

（A1质量浓度分别为 0.22、0.88、1.75、3.50、7.00、14.00

μg/mL，A2质量浓度分别为0.34、1.36、2.72、5.44、10.88、

21.75 μg/mL，A3质量浓度分别为1.99、7.95、15.89、31.79、

63.58、127.16 μg/mL，A4 质量浓度分别为 0.15、0.61、

1.22、2.44、4.88、9.75 μg/mL，A5质量浓度分别为 0.16、

0.63、1.25、2.50、5.00、10.00 μg/mL）各适量，按“2.4”项下

方法处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，

记录峰面积。以待测物与内标峰面积的比值（y）为纵坐

标、各待测物质量浓度（x，μg/mL）为横坐标进行线性回

归，并考察 LLOQ（信噪比为 10 ∶ 1）和 LLOD（信噪比为

3 ∶ 1），结果见表 1。由表 1可见，5种待测物的质量浓度

在其线性范围内与峰面积的线性关系良好（r 均大于

0.99），LLOQ 分别为 0.22、0.34、1.99、0.15、0.16 μg/mL，

LLOD分别为0.028、0.085、0.251、0.035、0.010 μg/mL。

表1 各待测物的回归方程、LLOQ和LLOD

Tab 1 The regression equation，LLOQ and LLOD of

each analyte

待测物
A1

A2

A3

A4

A5

回归方程
y＝0.138 7x+0.014 8

y＝0.493 3x－0.022 9

y＝0.165 1x+2.422 5

y＝0.125 4x－0.060 4

y＝0.077 3x－0.015 3

r

0.999 6

0.999 1

0.996 8

0.994 6

0.999 9

线性范围，μg/mL

0.22～14.00

0.34～21.75

1.99～127.16

0.15～9.75

0.16～10.00

LLOQ，μg/mL

0.22

0.34

1.99

0.15

0.16

LLOD，μg/mL

0.028

0.085

0.251

0.035

0.010

2.5.3 精密度与准确度试验 按“2.5.2”项下方法配制

各待测物低、中、高质量浓度（A1：0.44、1.75、7.00 µg/mL；

A2：0.68、2.72、10.88 µg/mL；A3：3.98、15.89、63.58 µg/mL；

A4：0.30、1.22、4.88 µg/mL；A5：0.32、1.25、5.00 µg/mL，

下同）的混合质控（QC）样品，每质量浓度平行配制5份，

按“2.4”项下方法处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱条

件进样分析，考察日内精密度；连续测定 5 d，考察日间

精密度。将实测质量浓度与理论质量浓度进行比较，以

方法回收率考察准确度，结果见表 2。由表 2可见，各

QC样品的日内、日间RSD均小于 10％，方法回收率为

83.60％～106.91％（RSD＜7％，n＝5），符合生物样品定

量分析的相关要求[15]。

表2 精密度、准确度与基质效应试验结果

Tab 2 Results of accuracy，precision and matrix ef-

fect tests

待测物

A1

A2

A3

A4

A5

理论质量浓度，
μg/mL

0.44

1.75

7.00

0.68

2.72

10.88

3.98

15.89

63.58

0.30

1.22

4.88

0.32

1.25

5.00

精密度试验

日内RSD
（n＝5），％

4.19

3.40

5.94

1.48

2.82

0.88

0.22

1.24

3.26

7.54

6.95

1.74

8.37

3.30

3.57

日间RSD
（n＝15），％

9.20

1.46

3.28

5.52

2.27

1.33

1.21

1.80

1.29

6.98

9.67

1.86

8.33

1.95

2.70

准确度试验

方法回收率
（x±s，n＝5），％

94.15±5.26

96.41±0.94

91.37±6.08

91.05±7.45

97.85±0.54

99.78±3.78

90.40±5.65

103.31±1.21

105.03±1.88

95.64±8.64

100.25±1.61

98.91±1.37

95.44±6.68

94.34±0.23

95.59±5.50

RSD，
％

5.58

2.13

5.02

5.19

1.13

4.32

6.25

2.63

1.89

4.03

1.25

1.76

6.99

0.57

5.76

基质效应试验

基质效应
（x±s，n＝6），％

88.11±2.46

96.13±1.98

93.31±1.56

94.47±0.70

94.15±2.70

101.59±0.71

96.52±0.96

103.39±2.29

98.13±2.81

89.76±5.52

93.36±1.91

91.00±1.94

86.86±5.08

95.23±0.69

86.60±0.95

RSD，
％

3.12

3.06

2.85

1.11

2.39

1.27

1.59

3.04

3.47

6.24

2.77

2.85

5.96

0.76

1.53

2.5.4 基质效应 取“2.2.4”项下空白肠循环液100 μL，

按“2.4”项下方法处理后，加入按“2.2.2”项下方法配制的

混合对照品溶液适量，配制成相应低、中、高质量浓度的

样品，按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，记录峰面

积（B1）；另取对应质量浓度的混合对照品溶液适量，于

37 ℃下以氮气流吹干，残渣以50％甲醇溶解，按“2.4”项

下方法处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分

析，记录峰面积（B2）。基质效应＝B1/B2×100％，结果见

表 2。由表 2可见，各待测物的基质效应为 81.78％～

A.空白肠循环液 B.空白肠灌流液加对照品 C.回肠灌流液

注：1. 内标；2. A1；3. A2；4. A3；5. A4；6. A5

Note：1. internal standard；2. A1；3. A2；4. A3；5. A4；6. A5

图 1 典型MRM图

Fig 1 Typical MRM chromatograms
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105.68％（RSD＜7％，n＝6），内标的基质效应为84.62％～

106.50％（RSD＜8％，n＝5），表明基质效应不影响待测

物的测定[15]。

2.5.5 稳定性 按“2.5.2”项下方法配制各待测物低、

中、高质量浓度混合QC样品，按“2.4”项下方法处理，分

别于处理后的0、2、4、6、8、12 h（室温）取样，按“2.3”项下

色谱与质谱条件进样分析，记录峰面积。结果，各待测

物峰面积的RSD均小于10％（n＝6），提示各样品在12 h

内稳定性良好。

2.6 醇提物中活性成分的在体肠吸收特征研究

2.6.1 大鼠在体循环灌流实验 采用在体肠循环灌流

法，具体步骤参照文献[16]。所有均大鼠禁食、不禁水

12 h，腹腔注射 30％乌来糖（1.4 g/kg）进行麻醉后，固定

于37 ℃恒温手术台上，剃去其腹部的毛发，沿腹部中线

打开腹腔（切口约3～4 cm），结扎总胆管；在十二指肠前

端剪一个小口并插入硅胶管，扎紧；然后通过盲肠找到

回肠底端，在回肠底端同样剪一个小口并插入硅胶管，

扎紧；使两者与蠕动泵形成一个回路。在灌流前，用

37 ℃生理盐水以 1.0 mL/min 的流速冲洗肠道，排空水

分。随后取“2.2.5”项下 37 ℃、不同质量浓度的白及醇

提物供试液各60 mL，以5.0 mL/min的流速循环平衡15

min后，将蠕动泵的流速调至2.5 mL/min，立刻读出循环

液的体积。在装有循环液的量筒中取样1 mL（作为白及

醇提物灌流 0 h时的样品），随后补充K-R营养液 1 mL；

于不同时间点（0.5、1、1.5、2、2.5、3 h）取样，并同法补充

K-R营养液。将上述各时间点的样品按“2.4”项下方法

处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，计算

样品中各待测物的质量浓度。蠕动泵循环 3 h后中止，

待循环结束之后，用空气排净肠道内和管路内的液体，

并量取其体积，即得肠道和管路的死体积。死体积加上

各时间点的量筒读数即为该时间点循环液体积，以此方

法进行肠循环的体积校正，进而计算出各时间点的药物

量，即剩余药量（Ptn，见公式①）；以剩余药量计算出 3 h

时的累计吸收转化率（A，见公式②）。采用 GraphPad

Prism 5.01软件以剩余药量的自然对数和取样时间作

图，求出吸收转化速率常数（Ka，即上述曲线的斜率）。

采用SPSS 18.0软件对数据进行统计分析。计量资料以

x±s表示，组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05为

差异有统计学意义。

Ptn＝ctn×Vtn+1.0×
i＝1

n－1

∑cti …………………………… ①

式中，tn为循环液灌注时间，ct1（i＝1）为循环液中药

物（即待测物）的初始质量浓度，ctn（i＝n）为 tn时刻循环

液中药物的质量浓度，Vtn为 tn时刻循环液体积，Ptn为 tn时

刻循环液中的剩余药量。

A＝
Pt0－Pt3

Pt0

×100％ …………………………… ②

式中，Pt0为 0 h 时的剩余药量，Pt3为 3 h 时的剩余

药量。

2.6.2 白及醇提物在37 ℃ K-R营养液中的稳定性考察

按“2.2.5”项下方法配制质量浓度为333 µg/mL白及醇

提物供试液60 mL，置于37 ℃恒温水浴中，分别于0、3 h

取样，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.3”项下色谱与质

谱条件进样分析，分别记录 0、3 h时各待测物的峰面积

（分别为C1、C2）。以C1与C2的比值来考察白及醇提物在

K-R 营养液中的稳定性。上述试验重复操作 4次。结

果，两者比值为 94.90％～109.34％，表明A1等 5种待测

物在 37 ℃ K-R 营养液中放置 3 h 内稳定性良好，详见

表 3。

表3 白及醇提物在37 ℃℃ K-R营养液中的稳定性、蠕动

泵管路中的物理吸附作用及空白肠循环液中的稳

定性考察结果（x±±s，n＝4）

Tab 3 Results of stability of B. striata ethanol extract

in 37 ℃℃ K-R nutrient solution，physical ad-

sorption of it in circuit pipe and stability of it

in blank intestinal perfusate（x±±s，n＝4）

待测物
A1

A2

A3

A4

A5

37 ℃ K-R营养液中稳定性，％
98.76±1.67

101.05±3.94

96.37±1.36

102.12±7.22

100.55±1.95

在蠕动泵管路中的物理吸附作用，％
98.45±1.27

100.24±3.06

100.99±2.38

101.57±7.33

99.43±9.35

空白肠循环液中稳定性，％
102.23±2.54

101.36±2.42

99.43±0.68

99.77±0.55

98.79±2.64

2.6.3 白及醇提物在蠕动泵管路中的物理吸附作用考

察 按“2.2.5”项下方法配制质量浓度为333 µg/mL白及

醇提物供试液 60 mL，置于 37 ℃恒温水浴中，按“2.6.1”

项下方法操作，于体外空循环（即不连接大鼠肠道）3 h，

分别于 0、3 h取样，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.3”

项下色谱与质谱条件进样分析，分别记录 0、3 h时各待

测物的峰面积（分别为C3、C4）。以C3与C4的比值来考察

白及醇提物在管路中的吸附情况。上述试验重复操作4

次。结果，两者比值为 90.08％～108.90％，表明A1等 5

种待测物在蠕动泵管路中无明显的物理吸附作用，详见

表3。

2.6.4 白及醇提物在空白肠循环液中的稳定性考察

以空白肠循环液为基质，配制白及醇提物溶液（质量

浓度为333 µg/mL）适量，置于37 ℃恒温水浴中，分别于

0、3 h取样，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.3”项下色

谱与质谱条件进样分析，分别记录 0、3 h时各待测物的

峰面积（分别为C5、C6）。以C5、C6的比值来考察白及醇

提物在空白肠循环液中的稳定性。上述试验重复操作4
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次。结果，两者比值为 96.15％～104.77％，表明A1等 5

种待测物在空白肠循环液中放置 3 h内的稳定性良好，

肠道中的酶对各待测物的稳定性影响较小或无影响，详

见表3。

2.6.5 白及醇提物剂量对活性成分肠吸收的影响 取

禁食不禁水的SD大鼠12只，随机分为3组，即白及醇提

物低、中、高剂量组，每组 4只。按“2.2.5”项下方法配制

质量浓度分别为 167、333、667 µg/mL 白及醇提物供试

液，各取 60 mL置于 37 ℃恒温水浴中，按“2.6.1”项下方

法操作，进行体外循环，并于0、0.5、1、1.5、2、2.5、3 h时取

样，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱

条件进样分析，计算样品中各待测物的质量浓度，并计

算A和Ka值，考察白及醇提物剂量对活性成分肠吸收的

影响，结果见表4。

由表 4可见，白及醇提物低、中剂量组活性成分A1

的A、Ka值显著高于高剂量组，白及醇提物低剂量组A3

的 A 值显著高于中、高剂量组，差异均有统计学意义

（P＜0.05或P＜0.01）。

2.6.6 胆汁和 P-gp 抑制剂对活性成分肠吸收的影响

取禁食不禁水的SD大鼠12只，随机分为3组，即对照

组（结扎总胆管，不加P-gp抑制剂）、不结扎组（不结扎总

胆管，不加P-gp抑制剂）；P-gp抑制剂组（结扎总胆管，加

P-gp抑制剂盐酸维拉帕米108 µg/L），每组4只。以白及

醇提物溶液（质量浓度为333 µg/mL）60 mL作为肠循环

液，其余按“2.6.1”项下方法操作，进行在体循环，并于0、

0.5、1、1.5、2、2.5、3 h时取样，按“2.4”项下方法处理后，

再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，计算样品中各

待测物的质量浓度，并计算A和Ka值，考察胆汁和P-gp

抑制剂对活性成分肠吸收的影响，结果见表5。

由表 5可见，与对照组比较，不结扎组活性成分A1

及A3的A、Ka值均显著降低，A4的A、Ka值均显著升高，

差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）。与对照组

比较，P-gp抑制剂组活性成分A1及A3的A、Ka值均显著

降低，差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。活性

成分A2、A5的A、Ka值组间比较，差异均无统计学意义

（P＞0.05）。

2.6.7 白及醇提物在不同肠段的吸收特征 取禁食不

禁水的SD大鼠 16只，随机分为 4组，即十二指肠组、空

肠组、回肠组、结肠组，每组4只。分别对大鼠十二指肠、

空肠、回肠、结肠进行结扎后，以白及醇提物溶液（质量

浓度为333 µg/mL）60 mL作为肠循环液，其余按“2.6.1”

项下方法操作，进行在体循环，并于0、0.5、1、1.5、2、2.5、

3 h时取样，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.3”项下色

谱与质谱条件进样分析，计算样品中各待测物的质量浓

度，并计算A和Ka值，考察白及醇提物活性成分在不同

肠段的吸收特征，结果见表6。

由表6可见，空肠组、回肠组、结肠组活性成分A1的

A值以及结肠组A1的Ka值，结肠组A2的A、Ka值，回肠

组A3的A值，回肠组、结肠组A4的A、Ka值，空肠组、回

肠组A5的A值以及空肠组A5的Ka值均显著低于十二

指肠组；而空肠组、回肠组、结肠组A3的Ka值均显著高

于十二指肠组，差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜

0.01）。

3 讨论

中药化学成分复杂，口服是最常见的给药方式，肠

道是口服药物的主要吸收场所。因此，研究药物在肠道

中的吸收情况、考察药物肠吸收的影响因素可有助于药

物剂型的开发，改善其在生物体内的吸收，提高其生物

利用度。目前关于药物肠吸收研究的模型较多，如单向

肠灌流法、外翻肠囊法、肠循环灌流法等。在体肠循环

表4 白及醇提物剂量对各活性成分肠吸收的影响（x±±s，n＝4）

Tab 4 Effects of dosage of B. striata ethanol extract on intestinal absorption of its active components（x±±s，n＝4）

组别

白及醇提物低剂量组
白及醇提物中剂量组
白及醇提物高剂量组

A1

A，％
74.2±6.3＊＊

63.7±3.9＊＊

32.1±5.9

Ka，min－1

0.361±0.053＊

0.332±0.035＊

0.146±0.050

A2

A，％
90.2±3.6

92.3±1.8

88.2±8.9

Ka，min－1

0.764±0.102

0.900±0.062

0.798±0.217

A3

A，％
42.3±7.7＊＊#

29.2±2.4

30.7±3.7

Ka，min－1

0.123±0.036

0.116±0.033

0.109±0.020

A4

A，％
47.8±7.9

47.3±4.2

45.7±6.6

Ka，min－1

0.181±0.035

0.203±0.036

0.202±0.018

A5

A，％
78.8±9.4

87.9±6.2

86.4±9.9

Ka，min－1

0.486±0.187

0.773±0.243

0.744±0.264

注：与白及醇提物高剂量组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与白及醇提物中剂量组比较，#P＜0.05

Note：vs. B. striata ethanol extract high-dose group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. B. striata ethanol extract medium-dose group，#P＜0.05

表5 胆汁及P-gp抑制剂对各活性成分肠吸收的影响（x±±s，n＝4）

Tab 5 Effects of bile and P-gp inhibitors on the intestinal absorption of its active components（x±±s，n＝4）

组别

对照组
不结扎组
P-gp抑制剂组

A1

A，％
63.7±3.9

51.9±7.8＊

28.8±6.6＊＊

Ka，min－1

0.330±0.035

0.220±0.031＊＊

0.089±0.023＊＊

A2

A，％
92.3±1.8

88.1±6.9

95.7±1.3

Ka，min－1

0.900±0.062

0.774±0.214

1.084±0.151

A3

A，％
29.2±2.4

16.7±3.4＊＊

16.5±3.8＊＊

Ka，min－1

0.116±0.033

0.052±0.028＊

0.057±0.006＊

A4

A，％
47.3±4.2

67.9±6.4＊＊

40.7±4.9

Ka，min－1

0.230±0.036

0.364±0.065＊＊

0.185±0.051

A5

A，％
87.9±6.2

90.1±3.7

84.5±5.7

Ka，min－1

0.773±0.243

0.761±0.144

0.712±0.139

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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灌流法不切断血管及神经，对动物的伤害较小，可保持

胃肠道神经和内分泌输入的完整性以及胃肠道内容物

中酶的活性，也保证了血液及淋巴液的稳定供应，实验

条件接近动物体内的真实情况，能较为真实地反映药物

在肠道中的吸收情况[17-18]。因此，本研究采用在体肠循

环灌流模型初步探讨了白及醇提物主要活性成分（A1～

A5）在肠道内的吸收行为与吸收动力学特征。

由于生物样品中存在大量的蛋白质等内源性物质，

会对其定量分析造成一定程度的干扰，因此需要通过高

效、灵敏的检测手段来保证样品检测结果的准确、可

靠。本研究建立了同时测定白及醇提物中5个活性成分

的 UPLC-MS/MS 法。方法学考察结果表明，该方法具

有专属性强、灵敏度高、分析效率高、操作简便快速等特

点，可用于大量样本的检测分析。

白及临床上的用量为每次6～15 g[1]，根据醇提物的

提取率（6.8％）换算得成人（60 kg）单次使用醇提物的剂

量为 0.4～1.0 g，换算得大鼠等效剂量 [19]为 41.1～102.8

mg/kg（按醇提物质量计）。本研究选择所选大鼠体质量

为（250±20）g，若每只大鼠灌流体积为60 mL，其用药剂

量范围应为 171.3～428.3 µg/mL。结合前期预试验结

果，本研究最终选择333 µg/mL为中剂量，并将低剂量设

为其1/2，高剂量设为其2倍；同时，以333 µg/mL白及醇

提物供试液作对象，进行相关稳定性和物理吸附性考

察，并探讨醇提物剂量、胆汁、P-gp抑制剂对活性成分吸

收的影响以及活性成分的肠吸收特征。

在进行在体肠循环灌流实验中，笔者发现小肠在吸

收药物的同时也吸收水分，导致循环液总体积减少，因

此需要对循环体积进行校正，以减少药物浓度检测的误

差。笔者通过查阅文献发现，目前主要的体积校正方法

包括 14C标记法、酚红标记法和重量法[20]。其中，由于 14C

的放射性，14C标记法可能存在一定的安全性问题；酚红

会被肠道吸收，且容易对一些药物的吸收和转运产生干

扰；重量法较前两种方法简单，但不能称量肠段内液体

的重量，可能会造成一定的检测误差。鉴于此，本研究采

用了更为简便的量筒法来校正循环体积，该法在灌流实

验中应用广泛，具有操作简单、可行性高的优点[12-13，16，21]。

采用量筒法校正循环体积的关键是保证死体积维持不

变。笔者经研究对比发现，当大鼠的体位始终高于量筒

时，其死体积基本无变化；此外，在实验前将大鼠肠道内

的内容物充分冲洗干净，避免肠道堵塞，也是保持死体

积不变的方法之一。在上述条件下，本研究通过将各时

间点量筒读数与死体积相加来校正肠循环液体积。

为明确白及醇提物的吸收转运机制和主要吸收部

位，本研究首先考察了白及醇提物剂量对活性成分肠吸

收的影响。结果显示，白及醇提物低、中剂量组活性成

分A1的A、Ka值显著高于高剂量组，白及醇提物低剂量

组A3的A值显著高于中、高剂量组，差异均有统计学意

义。这表明当给予大鼠中、高剂量的白及醇提物后，活

性成分A1、A3的肠吸收明显降低，其吸收可能已达饱和

状态，提示两者在生物体内的吸收机制不仅是单纯的被

动吸收过程，可能还存在主动转运[13]。由于胆汁可能会

影响药物的吸收[12，16，22]，故本研究考察了胆汁对白及醇

提物活性成分吸收的影响。结果显示，不结扎组活性成

分A1及A3的A、Ka值均较对照组显著降低，A4的A、Ka

值均较对照组显著升高，差异均有统计学意义。这提示

胆汁会影响白及醇提物的吸收，可抑制活性成分A1、A3

的肠吸收，促进A4的肠吸收。P-gp介导的外排作用可

影响诸多药物的吸收和生物利用度[23]，因此本研究考察

了P-gp抑制剂对白及醇提物活性成分吸收的影响。结

果显示，P-gp抑制剂组活性成分A1及A3的A、Ka值均较

对照组显著降低，差异均有统计学意义；而其余成分A、

Ka值与对照组比较，差异均无统计学意义。P-gp是一种

能量依耐性的药物外排泵，可与多种亲脂性或两性化合

物结合，并促进其外排，降低其药物浓度。P-gp抑制剂

可抑制P-gp的外排功能，从而促进药物的吸收[24-25]。而

本研究结果显示，加入P-gp抑制剂维拉帕米后，白及醇

提物活性成分A1、A3的吸收并未增强，而其他成分的吸

收亦无明显改变，提示各活性成分可能均不是P-gp的底

物，其吸收可能存在其他非特异性现象，有待后续研究

予以验证。白及醇提物在不同肠段的吸收研究特征表

明，A1、A5的主要吸收部位为十二指肠，A2的主要吸收

部位为十二指肠、回肠，A3的主要吸收部位为空肠、结

表6 白及醇提物各活性成分在不同肠段的吸收特征（x±±s，n＝4）

Tab 6 Absorption characteristics of active components from B. striata ethanol extract in different intestinal seg-

ments（x±±s，n＝4）

组别

十二指肠组
空肠组
回肠组
结肠组

A1

A，％
39.3±6.2

25.6±3.1＊

28.1±8.3＊

12.3±3.2＊＊

Ka，min－1

0.146±0.023

0.114±0.026

0.116±0.024

0.016±0.006＊＊

A2

A，％
26.6±5.3

21.0±6.7

25.4±7.8

13.1±1.5＊

Ka，min－1

0.089±0.023

0.091±0.029

0.116±0.038

0.023±0.003＊

A3

A，％
11.4±1.6

15.7±3.2

5.6±1.9＊

18.3±5.9

Ka，min－1

0.018±0.009

0.036±0.005＊

0.042±0.009＊

0.052±0.003＊＊

A4

A，％
23.5±2.4

23.3±4.2

14.6±2.9＊＊

6.3±2.4＊＊

Ka，min－1

0.111±0.019

0.106±0.039

0.072±0.015＊

0.059±0.009＊

A5

A，％
25.3±6.1

11.7±2.3＊＊

16.3±2.7＊

18.7±3.3

Ka，min－1

0.100±0.027

0.046±0.011＊

0.062±0.018

0.073±0.024

注：与十二指肠组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. duodenum group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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肠，A4的主要吸收部位为十二指肠、空肠。这提示白及

醇提物中5种活性成分在十二指肠、空肠、回肠及结肠中

均有吸收，为全肠道吸收，且吸收趋势均为小肠大于结

肠（A1～A5在十二指肠、空肠、回肠的A值之和高于结

肠）。

综上所述，白及醇提物中5种成分为全肠道吸收，吸

收趋势均为小肠大于结肠；A1、A3在肠道中的吸收可能

已达饱和状态，为主动运转；胆汁可影响各成分的吸收

（抑制A1、A3的肠吸收，促进A4的肠吸收）；5种成分均

不是 P-gp 的底物。本研究初步阐明了白及醇提物中 5

种活性成分在肠道的吸收特征，可为白及的临床应用及

其新剂型的研发提供一定的实验参考。但本研究也具

有一定的局限性：（1）在体肠循环灌流模型虽然操作较

简单，但其灌流时间较长，可能对肠黏膜造成损伤，从而

导致肠吸收值与实际偏离；（2）在探讨白及醇提物在各

肠段吸收特征的过程中，分别结扎各肠段形成灌流通

路，以等浓度的药物灌流液进行灌流实验。但在实际情

况中，药物经口服后，依次经过十二指肠、空肠、回肠和

结肠，经过各肠段的药物浓度可能是不相等的，因此可

能会使研究结果发生偏倚。因此，本课题组后续将会运

用其他研究方法和模型（如离体外翻肠囊法、Caco-2细

胞等）对本研究结论进行验证，进一步探讨白及醇提物

在肠道中的吸收特征。
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