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摘　要　通过建立Ｃａｃｏ２细胞单层模型考察了不同浓度水平的水飞蓟宾和水飞蓟宾葡甲胺的双向跨膜通透性并研究其吸
收机制。开发ＨＢＳＳ缓冲液中水飞蓟宾、普萘洛尔和阿替洛尔的 ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ检测方法，检测实验样品的浓度，并计算表观
渗透系数（Ｐａｐｐ）。当Ｃａｃｏ２细胞培养到第２１天时，对所建立的Ｃａｃｏ２细胞模型进行验证：跨膜电阻值（ＴＥＥＲ）大于３５０Ω·

ｃｍ２，荧光黄的Ｐａｐｐ远远小于１×１０
－７ｃｍ／ｓ，阳性对照药阿替洛尔和普萘洛尔的 Ｐａｐｐ与文献中报道的相近，表明 Ｃａｃｏ２细胞

单层模型建立成功。３个浓度水平的水飞蓟宾（５，２０，５０μｇ／ｍＬ）Ｐａｐｐ（ＡＰＢＬ）均大于２×１０
－６ｃｍ／ｓ，证明水飞蓟宾的通透性良

好。Ｐａｐｐ（ＢＬＡＰ）与Ｐａｐｐ（ＡＰＢＬ）的比值大于２，说明在水飞蓟宾吸收过程中有外排转运体的参与。水飞蓟宾葡甲胺的Ｐａｐｐ与水飞
蓟宾的基本一致，成盐对于水飞蓟宾的跨膜通透性没有改变。结果表明，水飞蓟宾为跨膜通透性良好药物，其溶解度低，在

生物药剂学分类系统（ＢＣＳ）分类上为Ⅱ类。水飞蓟宾在胃肠道中的释放是其吸收过程的重要影响因素。
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　　水飞蓟素是菊科植物水飞蓟（Ｓｉｌｙｂｕｍｍａｒｉａ
ｎｕｍ（Ｌ）Ｇａｅｒｔｎ）干燥果实的活性提取物。水飞

蓟宾（ｓｉｌｙｂｉｎ）是水飞蓟素的黄酮木质素类化合物
的主要活性成分［１］，水飞蓟宾葡甲胺为水飞蓟宾

２０２



第４９卷第２期 胡　林，等：Ｃａｃｏ２细胞单层模型中水飞蓟宾吸收机制研究

的成盐衍生物，结构见图１。水飞蓟宾是公认的具
有保肝作用的药物，在国内临床上应用于急慢性肝

炎、脂肪肝的肝功能异常的恢复。目前国内市售的

制剂有水飞蓟宾胶囊和水飞蓟宾葡甲胺片，其中胶

囊剂是水飞蓟宾和卵磷脂复合物［２］。水飞蓟宾具

有低水溶性和低脂溶性的物理特性，原料药口服生

物利用度低［３］。通过在比格犬体内比较市售的水

飞蓟宾胶囊和水飞蓟宾葡甲胺片、水飞蓟宾原料药

羧甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ）混悬液的绝对生物利
用度（ｂｉｏａｖａｉｌａｂｌｉｔｙ，ＢＡ）发现，水飞蓟宾原料药的
绝对 ＢＡ小于５％，胶囊剂和成盐片剂的绝对 ＢＡ
相比于原料药有很大的提高，但两者提高 ＢＡ的程
度有较大差异（结果另文发表）。目前仅有少数文

献有部分水飞蓟宾的吸收机制的相关报道。水飞

蓟宾的胃肠道吸收分数为２０％ ～４７％［４］，在大鼠

单向肠灌流试验中发现水飞蓟宾在小肠吸收良

好［５－６］，水飞蓟宾的表观渗透系数（Ｐａｐｐ（ＡＰＢＬ））约为
３×１０－７ｃｍ／ｓ［７］，跨膜通透性低。这些研究结果不
全面、不系统、机制不明确，且结论彼此矛盾。已证

实药物在Ｃａｃｏ２单层细胞的渗透性与药物在人体
中胃肠道吸收有良好的相关性，它是预测药物在人

体吸收的金标准［８－９］。因此，本实验采用 Ｃａｃｏ２
单层细胞模型研究不同浓度的水飞蓟宾和水飞蓟

宾葡甲胺的双向跨膜转运通透性，为进一步改良水

飞蓟宾的剂型，增加生物利用度，并减少生物利用

度的变异提供理论基础。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｎｄｓｉｌｙｂｉｎＮｍｅｇｌｕｍｉｎｅ
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　材　料

１１　药品和细胞株
水飞蓟宾原料药（纯度：９８％，南京泽郎医药

科技有限公司）；水飞蓟宾葡甲胺原料药（纯度：

８３４５％，南京宸翔医药研究有限责任公司）；氯唑
沙宗对照品（纯度：９９９９％，批号：１００３６４２０１３０２，
中国食品药品检定研究院）；荧光黄［西格玛奥德

里奇（上海）贸易有限公司］；盐酸普萘洛尔（纯度：

９９００％）、阿替洛尔（纯度：９９００％）购于 Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ公司；Ｃａｃｏ２细胞株购于中国科学院上
海生命科学院细胞库，实验中所用的代数在２０～
４５代之间。
１２　试剂和材料

ＤＭＥＭ培养基（含 ４０ｍｍｏＬ／Ｌ谷氨酰胺，
４５００ｍｇ／Ｌ葡萄糖）、胎牛血清（以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；青链霉素（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；
０２５％胰蛋白酶、非必需氨基酸（美国 Ｇｉｂｃｏ公
司）；甲醇、乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；甲酸
（色谱纯，美国ＲＯＥＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；其他试剂均为
分析纯；Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ悬挂式培养小室（材料：聚酯膜，
孔径：１０μｍ，膜面积：０３ｃｍ２；美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；培养皿、２４孔细胞培养板（上海圣纳堡生物科
技开发有限公司）。

１３　仪　器
ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ液质联用仪（４０００ＱＴｒａｐ质谱仪，

美国 ＡＢ公司；Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０超高效液相仪，美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；跨膜电阻仪（ＭｉｌｌｃｅｌｌＥＲＳ２，美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；恒温振荡仪（浙江卓恒公司）；生
物安全柜和ＣＯ２培养箱（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司）；细胞计数仪（美国 ＮｅｘｃｅｌｏｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司）；多功能酶标仪（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）。

'

　方　法

２１　ＨＢＳＳ缓冲液中水飞蓟宾的检测
２１１　色谱条件　色谱柱：ＫｉｎｅｔｅｘＸＢＣ１８（２１×
５０ｍｍ，２６μｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司）；流速：０３ｍＬ／
ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样盘温度：６℃；进样体积１０μＬ；
洗针液：甲醇水（１∶１）；流动相：纯水（含０１％甲酸，
Ａ相）；乙腈（Ｂ相）；梯度洗脱：０～０５ｍｉｎ，２０％ Ｂ；
０５～１ｍｉｎ，２０～６５％ Ｂ；１～２４ｍｉｎ，６５％ Ｂ，２４～
２５ｍｉｎ，６５％～９０％ Ｂ；２５～３４ｍｉｎ，９０％ Ｂ；３４～
３５ｍｉｎ，９０％～２０％ Ｂ；３５～４５ｍｉｎ，２０％ Ｂ。
２１２　质谱方法　离子采集方式为多反应监测模
式（ＭＲＭ）。总时间４５ｍｉｎ，切入质谱时间为１２
ｍｉｎ，切出质谱时间为２８ｍｉｎ。气路参数：ＣＵＲ：２５
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ｐｓｉ（１ｐｓ＝６８９４８Ｐａ）；ＩＳ：－４５００Ｖ；ＴＥＭ：５００
℃；ＧＳ１：５０ｐｓｉ；ＧＳ２：５０ｐｓｉ。化合物参数：水飞蓟
宾：定量离子对 ４８１２／３００８；ＤＰ：－１００Ｖ；ＣＥ：
－２８Ｖ；ＣＸＰ：－１５Ｖ；ＥＰ：－１０Ｖ。氯唑沙宗（内
标）：定量离子对 １６８１／１３１７；ＤＰ：－６５Ｖ；ＣＥ：
－２７６Ｖ；ＣＸＰ：－６Ｖ；ＥＰ：－１０Ｖ。
２１３　水飞蓟宾标准曲线和质控样品的制备　精
密称取２份水飞蓟宾１０２０ｍｇ于１０ｍＬ量瓶中，
用乙腈定容到刻度线，即得１ｍｇ／ｍＬ的母液。其
中一份稀释为标准曲线工作液：００２，０１，０２，１，
２，１０，２０，３０μｇ／ｍＬ。另一份稀释为质控样品工作
液：００４，１６，８，２４μｇ／ｍＬ。分别精密移取标曲工
作液和质控工作液１０μＬ，加细胞温孵过空白 ＨＢ
ＳＳ缓冲液１９０μＬ，涡旋混匀，即得模拟标准曲线样
品（１，５，１０，５０，１００，５００，１０００，１５００ｎｇ／ｍＬ）和质
控样品（２，８０，４００，１２００ｎｇ／ｍＬ）。
２１４　前处理方法　移液枪移取样品 ３０μＬ加
氯唑沙宗乙腈溶液（内标，５４ｎｇ／ｍＬ）１０μＬ，混匀
后，加乙腈（析出缓冲盐）２７０μＬ涡旋混匀，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心 ５ｍｉｎ，取上清液 ７５μＬ
与超纯水７５μＬ混匀进样。
２２　ＨＢＳＳ缓冲液中阿替洛尔和普萘洛尔的检测
２２１　色谱条件　色谱柱：Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣＣ１８
（３０ｍｍ×５０ｍｍ，２７μｍ）；流速：０３ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：３０℃；进样盘温度：６℃；进样体积５μＬ；洗针液：
甲醇水（１∶１）；流动相：纯水（含０１％甲酸，Ａ相）；
乙腈（Ｂ相）；梯度洗脱：０～０６ｍｉｎ，１０％ Ｂ；０６～
０８ｍｉｎ，１０％～６５％ Ｂ；０８～２４ｍｉｎ，６５％ Ｂ，２４～
２５ｍｉｎ，６５％～９０％ Ｂ；２５～３１ｍｉｎ，９０％ Ｂ；３１～
３２ｍｉｎ，９０％～１０％ Ｂ；３２～４５ｍｉｎ，１０％ Ｂ。
２２２　质谱方法　气路参数：ＣＵＲ：２８ｐｓｉ；ＩＳ：
４５００Ｖ；ＴＥＭ：４００℃；ＧＳ１：１０ｐｓｉ；ＧＳ２：１０ｐｓｉ。化
合物参数：阿替洛尔：定量离子对 ２６７６／１４５３；
ＤＰ：６０Ｖ；ＣＥ：４０Ｖ；ＣＸＰ：１３Ｖ；ＥＰ：１５Ｖ。普萘洛
尔：定量离子对 ２６０６／１１６４；ＤＰ：４７Ｖ；ＣＥ：２５Ｖ；
ＣＸＰ：１０Ｖ；ＥＰ：１０Ｖ。奥美拉唑（内标）：定量离子对
３４６７／１９８３；ＤＰ：３５Ｖ；ＣＥ：１５Ｖ；ＣＸＰ：１０Ｖ；ＥＰ：
１０Ｖ。总时间４５ｍｉｎ，切入质谱时间为０５ｍｉｎ，切
出质谱时间为２５ｍｉｎ。
２２３　普萘洛尔和阿替洛尔的标准曲线和质控样
品的制备　精密称取阿替洛尔１０００ｍｇ、盐酸普
萘洛尔１１４５ｍｇ，分别放置于１０ｍＬ量瓶中，用甲

醇定容到刻度线，即得１ｍｇ／ｍＬ的母液。分别精
密移取阿替洛尔母液（１ｍｇ／ｍＬ）和普萘洛尔母液
（１ｍｇ／ｍＬ）１ｍＬ置于１０ｍＬ量瓶中，用甲醇定容到
刻度线即得１００μｇ／ｍＬ的混合母液。使用混合母液
依次稀释标准曲线工作液：００４，０１，０２，０４，１，２，
４，１０μｇ／ｍＬ。按上述操作制备另一份混合母液依
次稀释为质控样品工作液：０１，０８，８μｇ／ｍＬ。分
别精密移取标曲工作液和质控工作液１０μＬ，加细
胞温孵过空白ＨＢＳＳ缓冲液１９０μＬ，涡旋混匀，即
得模拟标准曲线样品和质控样品。

２３　荧光黄的检测
精密称取荧光黄１５６５ｍｇ于１００ｍＬ量瓶中，

使用 ＨＢＳＳ缓冲液定容至刻度，即得 ３００μｍｏｌ／Ｌ
荧光黄溶液。用ＨＢＳＳ逐级稀释３００μｍｏｌ／Ｌ荧光
黄为５，１０，５０，１００，５００，１０００ｎｍｏｌ／Ｌ标曲工作
溶液，采用多功能酶标仪，激发波长４６６ｎｍ，发射
波长５２２ｎｍ测量标准曲线和样品的荧光强度。
２４　Ｃａｃｏ２细胞模型的建立和评价

小室中的接种与培养：取状态良好的复苏第

４代之后的细胞，用细胞计数仪计数，并调整细胞
密度至每毫升１０×１０５个，接种 ２４ｈ后更换培
养液，第 １周隔天换液，１周后每天换液，培养
２１ｄ。细胞单层完整性的形成：将 Ｃａｃｏ２细胞按
上述接种密度接种到直径为３５ｍｍ的培养皿，在
接种后第１，３，７，１２，２１天使用倒置显微镜拍照。
细胞单层致密性的形成：使用ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＥＲＳ跨膜
电阻仪测定 Ｃａｃｏ２细胞接种到小室后的第１，３，
７，１２，２１天的电阻值。检测细胞单层的渗透性：
测定３００μｍｏｌ／Ｌ荧光黄 ＡＰＢＬ侧的通透性。
２５　给药组和阳性对照组的转运实验
２５１　药物的配制

给药组：分别精密称取水飞蓟宾１０２．０４ｍｇ和
水飞蓟宾葡甲胺１１９．８３ｍｇ于 １０ｍＬ量瓶中，用
ＤＭＳＯ溶液定容至刻度线即得１０ｍｇ／ｍＬ的母液。
分别将给药组母液用ＨＢＳＳ缓冲液稀释成：水飞蓟
宾ＨＢＳＳ（５，２０，５０μｇ／ｍＬ）；水飞蓟宾葡甲胺ＨＢＳＳ
（２８μｇ／ｍＬ，体系中的 ＤＭＳＯ含量最终不超
过０５％）。

阳性对照组：分别精密称取盐酸普萘洛尔

１４８００ｍｇ和阿替洛尔１３３２０ｍｇ于 １０ｍＬ量瓶
中，用甲醇定容到刻度线即得５０ｍｍｏＬ／Ｌ的母液，
转运实验时取上述母液５０μＬ于５０ｍＬ量瓶中，用
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ＨＢＳＳ缓冲液分别稀释１０００倍即得所需实验浓度
的普萘洛尔（５０μｍｏＬ／Ｌ）和阿替洛尔（５０μｍｏＬ／
Ｌ）的ＨＢＳＳ溶液。
２５２　最大药物浓度和溶剂对单层电阻值的影响
　细胞在小室中培养２１ｄ后，分别在给予５０μｇ／ｍＬ
水飞蓟宾的１ｈ和２ｈ测定Ｃａｃｏ２细胞单层的电阻
值。给药２ｈ后将给药孔两侧更换为细胞培养液，
在更换培养基后２４ｈ再次测定给药孔的电阻。
２５３　正式转运实验　小室中细胞培养２１ｄ后，
选取电阻合格的孔室进行正式的转运实验。取出

细胞板后倒掉小室两侧的培养基，用 ＨＢＳＳ清洗３
次，第３次在培养箱中孵３０ｍｉｎ。对 ＡＰ侧到 ＢＬ
侧的转运：ＡＰ侧加含药的ＨＢＳＳ缓冲液２００μＬ，作
为给药侧，ＢＬ侧加入空白ＨＢＳＳ缓冲液１０００μＬ，
作为接收侧；对于 ＢＬ侧到 ＡＰ侧的转运：ＢＬ侧加
入含药的 ＨＢＳＳ缓冲液１０００μＬ，作为给药侧，ＡＰ
侧加入空白ＨＢＳＳ缓冲液２００μＬ，作为接收侧。给
药后将培养板置于３７℃恒温振荡仪孵育，分别于
３０、６０、９０和１２０ｍｉｎ在接受侧收取溶液１００μＬ，
取样后同时加入空白预热的 ＨＢＳＳ液１００μＬ。试
验结束后收集两侧溶液，计算回收率。

２６　数据的计算与处理
２６１　表观通透系数（Ｐａｐｐ）的计算

Ｐａｐｐ＝
ｄＱ／ｄｔ
Ａ×Ｃ０

（１）

ｄＱ／ｄｔ为单位时间内药物通过 Ｃａｃｏ２细胞单
层的转运量，以药物的累积转运量（Ｑ）对取样时间
（ｔ）作图后，该直线的斜率为 ｄＱ／ｄｔ；Ａ为小室的膜
面积，０３ｃｍ２；Ｃ０为给药测药物的初始浓度。
２６２　药物外排率的计算

ＥＲ＝Ｐａｐｐ（ＢＡ）／Ｐａｐｐ（ＡＢ） （２）

若药物的 ＥＲ大于２，说明药物的吸收过程可
能有外排转运体参与。

２６３　回收率的计算［１０］

回收率（％）＝（Ｍｒ１２０＋Ｍｄ１２０）／Ｍｄ０×１００（３）

计算公式中Ｍｒ１２０是接受侧１２０ｍｉｎ时药物的
累积转运量，包括取出样品中的药物量，Ｍｄ１２０给药
侧剩余药量，Ｍｄ０实验开始时给药侧的总药量。
２６４　统计分析　所有实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。

采用两独立样本的双侧 ｔ检验对两组数据进行统
计分析，采用单因素方差分析对多组数据进行统计

学分析。Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１表
明差异有显著性意义。

!

　结　果

３１　水飞蓟宾ＨＢＳＳ缓冲液中方法学验证
特异性：在本试验的 ＬＣＭＳ／ＭＳ条件下，水飞

蓟宾的出峰时间为１８０ｍｉｎ，内标氯唑沙宗的出峰
时间为１８３ｍｉｎ。空白样本、水飞蓟宾以及内标的
特异性色谱图见图２。

残留效应：在高浓度样本 ＵＬＯＱ进样分析后，
接着分析空白样本，本方法未观察到残留效应。

标准曲线和定量下限：按“２１３”和“２１４”
步骤处理标准曲线样品并同时制备空白样本及含

内标的空白样本，进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。以待测物
峰面积Ａｓ和内标峰面积Ａｉ的比值ｆ（ｆ＝Ａｓ／Ａｉ），对
待测物浓度 ｃ作权重回归计算，选１／ｃ２为权重因
子得出标准曲线方程，水飞蓟宾：ｙ＝００１２５ｘ＋
０００６２９，ｒ＝０９９６６（ｎ＝８）。表明水飞蓟宾在１
～１５００ｎｇ／ｍＬ内线性关系良好。水飞蓟宾 ＬＬＯＱ
为 １ｎｇ／ｍＬ，准确度为 ８３７％ ～１１８０％，ＲＳＤ
为１３８％。

稀释效应：考察了超限样品稀释５，２０，５０倍，
其中 ＲＳＤ在 ２７～５７％之间，ＲＥ在 －５１％ ～
－９％。
准确度和精密度：按“２２３”和“２２４”步骤

处理质控样品，２ｄ完成３个分析批，批间和批内
的 ＲＥ在 －５６％ ～２９％，批间和批内 ＲＳＤ在
４１％ ～１４５％。

水飞蓟宾在ＨＢＳＳ缓冲液中的稳定性：准确度
在±１５％，ＲＳＤ均小于１５％。各项结果均符合要
求ＦＤＡ生物样本分析方法学验证的要求［１１］，表明

此检测方法稳定可靠。

３２　Ｃａｃｏ２细胞单层的生长过程
倒置显微镜下观察到的 Ｃａｃｏ２细胞单层从接

种到小室中的第 １天到第 ２１天的生长过程见图
３。到第２１天时，Ｃａｃｏ２细胞基本无间隙，形成紧
密连接。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＭＲＭｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ（Ａ）ｓｉｌｙｂｉｎａｎｄ（Ｂ）ｃｈｌｏｒｚｏｘａｚｏｎｅ（ＩＳ）ｆｏｒ（Ｉ）ｂｌａｎｋＨＢＳＳｂｕｆｆｅｒａｎｄ（ＩＩ）ｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｓｐｉｋｅｄ
ｗｉｔｈｓｉｌｙｂｉｎ，ｃｈｌｏｒｚｏｘａｚｏｎｅＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｎｄＩＳ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＧｒｏｗｔｈｐｒｏｃｅｓｓｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌｍｏｎｏｌａｙｅｒｍｏｄｅｌａｆｔｅｒｓｅｅｄｉｎｇ（×１００）

３３　Ｃａｃｏ２细胞单层形成过程中跨膜电阻值变化
Ｃａｃｏ２细胞接种到小室后，从第１周到第２周

ＴＥＥＲ随着接种的时间逐渐增大，直到第 ３周时
ＴＥＥＲ增长极其缓慢，几乎达到饱和，不再增长。
到第２１天时 ＴＥＥＲ已超过３５０Ω·ｃｍ２。ＴＥＥＲ值
易受多种因素的影响，一般 Ｃａｃｏ２细胞培养到
１５～２１ｄ时，达到一个稳定值，不同的实验环境会
得到不同的ＴＥＥＲ，有的低至１５０Ω·ｃｍ２，有的高至
９００Ω·ｃｍ２。结合本实验中ＴＥＥＲ已达稳定的趋势
以及荧光黄的Ｐａｐｐ呈现低渗透性的特点，表明本实
验中Ｃａｃｏ２细胞单层模型的致密性良好［１２］。

３４　荧光黄、阿替洛尔和普萘洛尔细胞单层的渗
透性结果

Ｃａｃｏ２细胞在小室中培养 ２１ｄ后，荧光黄
（３００μｍｏＬ／Ｌ）、阿替洛尔（５０μｍｏＬ／Ｌ）、普萘洛尔

（５０μｍｏＬ／Ｌ）的细胞单层渗透性结果见表２。荧光
黄的Ｐａｐｐ在５８３～７０３×１０

－１０ｃｍ／ｓ之间，远远小于
１×１０－７ｃｍ／ｓ，表明此孔的紧密连接合格［７］。文献

中报道的阿替诺尔Ｐａｐｐ约为２０１×１０
－７ｃｍ／ｓ，普萘

洛尔Ｐａｐｐ约为４１９×１０
－５ｃｍ／ｓ［８，１３］，本研究所得的

阿替洛尔的Ｐａｐｐ远远低于普萘洛尔，并且两者的Ｐａｐｐ
与文献中报道相接近。结果表明本实验成功建立了

Ｃａｃｏ２细胞单层模型。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｈａｎｇｅｏｆＴＥＥＲｖａｌｕｅｄｕｒｉｎｇＣａｃｏ２ｃｅｌｌｍｏｎｏｌａｙｅｒｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔｉｍｅｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ／ｄ ＴＥＥＲ／（Ω·ｃｍ２）

１ １１５±３１２
３ ２５３±１２５
７ １６８１±３３０
１２ ３３５４±４２５
２１ ３６６４±７６７

ＴＥＥＲ：Ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
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Ｔａｂｌｅ２　Ｐａｐｐｖａｌｕｅｏｆｌｕｃｉｆｅｒｙｅｌｌｏｗａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｄｒｕｇｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ：ＡＰＢＬ

Ｐａｐｐ 珋ｘ±ｓ
Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ（５０μｍｏＬ／Ｌ） １５１２×１０－６ （１３８５±１５３）×１０－６

１４２８×１０－６

１２１６×１０－６

Ａｔｅｎｏｌｏｌ（５０μｍｏＬ／Ｌ） ０７９×１０－６ （０７７±００４）×１０－６

０７３×１０－６

０８１×１０－６

Ｌｕｃｉｆｅｒｙｅｌｌｏｗ（３００μｍｏＬ／Ｌ） ５８８×１０－１０ （６２５±０６８）×１０－１０

５８３×１０－１０

７０３×１０－１０

ＡＰ：Ａｐｉｃａｌ；ＢＬ：Ｂａｓａｌ

３５　水飞蓟宾的最大浓度和溶剂对单层电阻值的
影响

在Ｃａｃｏ２细胞单层的ＡＰ侧给予５０μｇ／ｍＬ水
飞蓟宾后，使用跨膜电阻仪检测细胞单层的电阻值

变化，见表３。ＴＥＥＲ变化很小，表明实验过程中细
胞单层的完整性不受影响。

Ｔａｂｌｅ３　ＴＥＥＲｏｆＣａｃｏ２ｍｏｎｏｌａｙｅｒｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇ５０μｇ／
ｍＬｓｉｌｙｂｉｎｉｎａｐｉｃａｌｓｉｄｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｔｈｅｔｉｍｅａｆｔｅｒｓｉｌｙｂｉｎａｄｄｅｄｔｏａｐｉｃａｌｓｉｄｅ／ｈ ＴＥＥＲ／（Ω·ｃｍ２）
０ ３６６４±７６７
１ ３５８２±５７４
２ ３３３６±３２４
２４ ３５４７±３１５

３６　水飞蓟宾双向转运结果
同一浓度水平的药物，随着时间的增加，药物

的累积转运量呈线性增加；同一时间点，随着浓度

的增加，药物的累积转运量也增加，见图４，说明药
物的转运量具有时间（ｒ＞０９９）和浓度的相关性。
低、中、高３个浓度水平的水飞蓟宾和中浓度的水
飞蓟宾葡甲胺 Ｐａｐｐ（ＡＰＢＬ）平均值分别为２０１×１０

－６

ｃｍ／ｓ；２９３×１０－６ｃｍ／ｓ；３８１×１０－６ｃｍ／ｓ；２７０×
１０－６ｃｍ／ｓ，Ｐａｐｐ（ＢＬＡＰ）平均值分别为 １４５２×１０

－６

ｃｍ／ｓ；１３０９×１０－６ｃｍ／ｓ；１１８６×１０－６ｃｍ／ｓ；９７７
×１０－６ｃｍ／ｓ（图５）。由Ｐａｐｐ（ＡＰＢＬ）大于２×１０

－６ｃｍ／
ｓ，可判断水飞蓟宾有良好的通透性［１４］，水飞蓟宾溶

解度低，在 ＢＳＣ系统中为Ⅱ类药物。结果显示 ＥＲ
远远大于２（图６），表明水飞蓟宾的吸收过程中可
能有外排转运体的参与。低浓度组的 Ｐａｐｐ（ＡＰ－ＢＬ）与
高浓度组的存在显著性差异（Ｐ＜００５），随着水飞
蓟宾浓度的增加ＥＲ值有减少的趋势，可能是由于
药物高浓度时外排转运体被饱和，这一现象与文献

中报道的水飞蓟宾为 Ｐｇｐ底物，可抑制 Ｐｇｐ活性
的结论相一致［１５］。此外中浓度的水飞蓟宾和水飞

蓟宾葡甲胺的Ｐａｐｐ相近，表明水飞蓟宾成盐对于跨
膜通透性没有改变。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｍｏｕｎｔａｎｄｔｉｍｅ
ｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｎｄｓｉｌｙｂｉｎＮｍｅｇｌｕｍｉｎｅ（ＡＰＢＬ）

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＰａｐｐｖａｌｕｅｓｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｎｄｓｉｌｙｂｉｎＮｍｅｇｌｕｍｉｎｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｌｕｘｒａｔｉｏｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｎｄｓｉｌｙｂｉｎＮｍｅｇｌｕｍｉｎｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

３７　Ｃａｃｏ２细胞转运回收率的计算
在Ｃａｃｏ２细胞转运实验的最后一个时间点同时

取给药测和接受测的样品，检测给药初始浓度和给

药测浓度，由表４可知平均回收率在８０％ ～９４％之
间，说明细胞单层对药物的吸附和溶剂的蒸发基本

对实验结果无影响，实验中得到的Ｐａｐｐ是准确的
［９］。
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Ｔａｂｌｅ４　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｃ／（μｇ／ｍＬ） Ｍｄ１２０／（ｎｇ） Ｍｒ１２０／（ｎｇ） Ｍｄ０／（ｎｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
Ｓｉｌｙｂｉｎ ＡＰＢＬ ５ ８４３±３２ １９±３ １０２０±１４ ８５±３

２０ ２９２８±２３６ １１７±１３ ３８１２±７ ８０±６
５０ ８５９７±１４８０ ３６５±８１ １０７００±１１ ８４±１３

ＳｉｌｙｂｉｎＮｍｅｇｌｕｍｉｎｅ ２８ ２５９０±１３９ １０３±９ ３３４２±６ ８１±４
Ｓｉｌｙｂｉｎ ＢＬＡＰ ５ ４４８０±１６０ １４４±１２ ５１００±６９ ９１±３

２０ １６８８０±２１６ ４７５±７ １９０６０±３７ ９１±１
５０ ４４７３３±２３８０ １０６２±１５３ ５３５００±５７ ８６±４

ＳｉｌｙｂｉｎＮｍｅｇｌｕｍｉｎｅ ２８ １５３４０±１５８８ ３７２±１６ １６７１０±３０ ９４±９

Ｍｄ１２０：Ｒｅｓｉｄｕｅｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｔ１２０ｍｉｎｏｎｔｈｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｓｉｄｅ；Ｍｒ１２０：Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｍｏｕｎｔｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｔ１２０ｍｉｎｉｎｒｅｃｅｉｖｉｎｇｓｉｄｅ；Ｍｄ０：Ｔｏｔａｌ
ａｍｏｕｎｔｏｆｓｉｌｙｂｉｎａｔｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇ

%

　讨　论

本实验在Ｃａｃｏ２模型中初步考察了水飞蓟宾
吸收机制，为改良已有的上市剂型，增加生物利用

度，并同时减少变异提供理论依据。水飞蓟宾双向

转运实验表明水飞蓟宾的跨膜通透性良好，可判断

水飞蓟宾在 ＢＳＣ系统中为Ⅱ类药物，水飞蓟宾在
胃肠道中的释放是其吸收过程的重要影响因素，增

加水飞蓟宾的溶解度和溶出速率，可提高其口服生

物利用度。市售的水飞蓟宾卵磷脂复合物的胶囊

剂和水飞蓟宾成盐片剂在比格犬体内生物利用度

实验的结果表明胶囊剂和成盐片剂的绝对生物利

用度相比于原料药均有极大的提高，这与本实验的

结果相一致。为进一步明确胶囊剂与成盐片剂提

高口服生物利用度的程度不同的原因，还需通过体

外溶出实验考察药物磷脂复合物的形成、成盐、晶

型、减小粒径对药物释放的影响。此外，Ｃａｃｏ２细
胞模型在研究由转运体参与和细胞旁介导的吸收

时有其局限性［１６］，在本实验中发现可能有外排转

运体参与水飞蓟宾的吸收，因此除了 Ｃａｃｏ２细胞
模型外还需使用其他方法来进一步研究水飞蓟宾

的吸收机制。
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