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摘要 目的 考察芍药苷-6-O'-苯磺酸酯(CP-25) 体外降解

动力学。方法 制备大鼠肝匀浆液和肠匀浆液，采用高效液

相色谱法(HPLC) 法测定匀浆液中 CP-25 的浓度。结果

CP-25 在肝匀浆液和肠匀浆液中均显著降解，降解半衰期随

匀浆液浓度升高而显著降低;肠道不同区段匀浆液对 CP-25

代谢作用有差异，十二指肠和结肠代谢作用相对较弱，空肠

和回肠相对较强。结论 CP-25 口服给药受到小肠和肝脏

双重首过消除，通过合适的药物制剂可能会进一步提高 CP-
25 口服吸收。
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白芍总苷( total glucosides of paeony，TGP)是第

一个用于治疗类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，
ＲA)的抗炎免疫调节药，其治疗 ＲA 疗效肯定、不良

反应 较 少，但 起 效 较 慢
［1］。芍 药 苷 ( Paeoniflorin，

Pae) 是 TGP 主要活性成分，两者均具有明显的抗炎

和免疫调节活性
［2 － 4］。研究

［5］
显示 TGP 起效较慢

与 Pae 体内吸收较差具有一定关系。由于 Pae 亲脂

性较弱是其口服吸收较差的原因之一
［6］，课题组前

期研究通过对 Pae 进行酯化修饰，获得了酯化产物

Pae-6-O'-苯磺酸酯 ( 代号 CP-25)。已有结果表明

CP-25 口服吸收和抗炎免疫调节活性均好于 Pae。
基于 CP-25 是 Pae 酯化产物，其口服给药可能会受

到肠酯酶或肝药酶的代谢作用。故该研究对 CP-25
体外肝匀浆液和肠匀浆液的降解动力学进行初步考

察，为其口服制剂的选择以及设计提供一定的实验

依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 药物及试剂 CP-25:白色结晶状粉末，自

制，纯度 ＞ 98% ;HEPES:购自韩国 Biosharp 公司;甲

醇:色谱级，购自德国 Merck 公司;葡萄糖、碳酸氢

钠、磷酸二氢钾、氯化钠、氯化钾、磷酸二氢钠均购自

上海试剂一厂和上海试剂四厂;Hanks 平衡盐溶液

制备:磷酸二氢钾 0. 06 g，氯化钠 8. 0 g，碳酸氢钠

0． 35 g，氯化钾 0. 40 g，葡萄糖 1. 0 g，磷酸二氢钠

0. 06 g，加水至 1 000 ml，高压灭菌，4 ℃下保存;TM
液:葡萄糖 3． 5 g，HEPES 2. 383 g，加入 1 000 ml
Hanks 平衡盐混匀既得。
1． 1． 2 实验动物 SD 大鼠，清洁级，雄性，体重

(180 ± 20) g，由安徽医科大学实验动物中心提供。
在恒温(24 ± 2)℃、光照周期 12 h ∶ 12 h 环境中饲

养 1 周后实验。
1． 1． 3 仪器设备 Agilent 1200 高效液相色谱仪:

美国安捷伦公司;GL20A 高速冷冻离心机:湖南仪

器仪表总厂离心机厂;AA-200DS 电子分析天平:

Denver 仪器公司;斡旋仪:海门市其林贝尔仪器制

造有限公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 肝匀浆液 CP-25 定量分析方法的建立

1． 2． 1． 1 色谱条件及其专属性 Agilent 1200 高效

液相色谱仪，包括 G1322A 真空脱气机，G1311A 四

元梯度泵，G1316A 柱温箱，G1365A 多波长检测器，

ChemStation 化 学 工 作 站; 色 谱 柱:Agilent HC-C18
(4． 6 mm × 250 mm，粒径 5 μm);流速:0． 6 ml /min;

检测波长:230 nm;柱温:30 ℃;进样量:20 μl;流动

相:0 min (甲醇:水—47 ∶ 53)→8 min (甲醇:水—
47 ∶ 53) →9 min (甲醇 ∶ 水—50 ∶ 50)→10 min (甲

醇 ∶ 水—53 ∶ 47)→11 min (甲醇 ∶ 水—56 ∶ 44)→
12 min (甲醇 ∶ 水—60 ∶ 40)，在该条件下 CP-25 的

色谱峰与相邻峰基线分离度较好，峰形对称。
1． 2． 1． 2 CP-25 标准曲线建立 精密称取适量的

CP-25 标准品，用 TM 液溶解并定容成质量浓度为

50 mg /L 的母液。母液用 TM 液稀释成质量浓度依

次为 2. 5、5. 0、12. 5、25. 0 mg /L 的一系列对照品溶
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液。分别 将 母 液 和 对 照 品 溶 液 与 等 体 积 灭 活 的

50% 肝匀浆液混合并涡旋 2 min，得质量浓度分别为

1. 25、2. 50、6. 25、12. 50、25. 00 mg /L 的一系列工作

液，从工作液中吸取 200 μl 并与 225 μl 甲醇混合

后，离心 15 min (12 000 r /min，4 ℃)，然后吸取上

清液过 0. 45 μm 微孔滤膜，取续滤液 20 μl 按照

1. 2. 1. 1项下操作，以峰面积 (Y) 对质量浓度 (X，

mg /L)进行线性回归，并计算相关回归方程。
1． 2． 1． 3 CP-25 稳定性实验 精密称取适量的 CP-
25 标准品，用 TM 液溶解并定容至 15 mg /L，将该溶

液置于恒温水浴锅中 37 ℃保温，分别在 0、2、4 h 取

样 200 μl 后，与 225 μl 甲 醇 混 合，离 心 15 min
(12 000 r /min，4 ℃)，吸取 20 μl 上清液按照 1． 2．
1． 1 项下操作，记录其峰面积。
1． 2． 1． 4 CP-25 精密度实验 取线性范围内低、
中、高 3 个浓度样品，即 2. 25、4. 50、9. 00 mg /L，按

1． 2． 1． 1项下操作，每个浓度的样品制备 3 份。日内

变异:1 d 之内重复检测 3 次;日间变异:连续检测 3
d。
1． 2． 1． 5 CP-25 回收率实验 取线性范围内低、
中、高 3 个浓度样品，即 9. 0、15. 0、25. 0 mg /L，按

1. 2. 1. 1 项下操作并记录其峰面积。另外用流动相

制备相同浓度的 CP-25 样品溶液，直接进样并记录

其峰面积，两峰面积之比即为相对回收率。
1． 2． 2 肠匀浆液 CP-25 定量分析方法的建立

1． 2． 2． 1 色谱条件及其专属性 色谱条件参照

1． 2． 1． 1项。
1． 2． 2． 2 CP-25 标准曲线建立 精密称取适量的

CP-25 标准品，用 TM 液溶解并定容成质量浓度为

120 mg /L 的母液。母液用 TM 液稀释成质量浓度依

次为 6、8、12、24、60 mg /L 的一系列对照品溶液。分

别将母液和对照品溶液与等体积灭活的 25% 全肠

匀浆液混合并涡旋 2 min，得质量浓度分别为 3、4、
6、12、30、60 mg /L 的一系列工作液，从工作液中吸

取 200 μl 与 225 μl 甲醇混合，离心 15 min (12 000
r /min，4 ℃)，吸取上清液过 0． 45 μm 微孔滤膜，取

续滤液 20 μl 按照 1． 2． 1． 1 项下操作，以峰面积(Y)

对质量浓度(X，mg /L) 进行线性回归，并计算相关

回归方程。
1． 2． 2． 3 CP-25 精密度实验 取线性范围内低、
中、高 3 个 浓 度 样 品，即 4、12、30 mg /L，按 照

1． 2． 2． 2项下操作，每个浓度的样品制备 3 份。日内

变异:1 d 之内重复检测 3 次;日间变异:连续检测

3 d。

1． 2． 2． 4 CP-25 回收率实验 取 CP-25 线性范围

内低、中、高 3 个浓度的样品，即 4、12、30 mg /L，按

照 1． 2． 2． 2 项下操作并记录其峰面积。另用流动相

制备相同浓度的 CP-25 样品，直接进样并记录其峰

面积，两峰面积之比即为相对回收率。
1． 2． 3 CP-25 在肝匀浆液和肠匀浆液降解动力

学
［7］

健康雄性大鼠 8 只，自由饮水，实验前一晚禁

食。将所用的试剂和用具置于 4 ℃预冷。4 只大鼠

股动脉放血，开腹取出肝脏后，立即取出十二指肠、
空肠、回肠和结肠各 10 cm，剩余大鼠同前操作仅取

出全肠段。取出的肝脏用滤纸吸干水分并称重;立

即放于预冷的 HBSS 缓冲液中清洗，用剪刀剪碎，反

复清洗至无血色;纱布滤干后称取 2． 0 g，添加 4． 0
ml TM 液制备 50% 组织液，在冰浴中用玻璃匀浆器

充分研磨，离心 10 min (10 000 r /min，4 ℃) 后吸取

上清液。取出的各个肠段纵向剪开，用预冷的 HB-
SS 缓冲液洗去内容物，剪碎，加 4． 0 ml TM 液制备

25%的肠组织液，在冰浴中充分研磨，离心 10 min
(10 000 r /min，4 ℃) 后吸取上清液，取出的全肠段

测量长度，加入适量 TM 液制备 25%肠组织液，剩下

操作同前。所取得的组织匀浆液-80 ℃ 度冷冻备

用。不同浓度的肝匀浆液反应体系分别如下:CP-25
溶液(50 mg /L，TM 液配制)500 μl + 50% 肝匀浆液

500 μl;CP-25 溶液(50 mg /L)500 μl + 20% 肝匀浆

液 500 μl;CP-25 溶液(50 mg /L)500 μl + 10% 肝匀

浆液 500 μl。不同浓度全肠匀浆液反应体系分别如

下:CP-25 溶液(80 mg /L)500 μl + 25% 全肠段匀浆

液 500 μl;CP-25 溶液(80 mg /L)500 μl + 10% 全肠

段匀浆液 500 μl;CP-25 溶液(80 mg /L)500 μl + 5%
全肠段匀浆液 500 μl。不同肠段匀浆液反应体系分

别如下:CP-25 溶液(80 mg /L)500 μl + 10% 十二指

肠匀浆液 500 μl;CP-25 溶液(80 mg /L) 500 μl +
10%空肠匀浆液 500 μl;CP-25 溶液(80 mg /L)500
μl + 10%回肠匀浆液 500 μl;CP-25 溶液(80 mg /L)

500 μl + 10% 结肠匀浆液 500 μl。所有样本 37 ℃
水浴锅保温，分别在 15、30、60、120 和 240 min 取样

200 μl 与 225 μl 甲醇混合，参照 1． 2． 1． 2 和1． 2． 2． 2
项下操作，记录峰面积，计算表观降解系数 Kd 和半

衰期 t1 /2，其中 t1 /2 = 0. 693 / Kd，每个反应体系平行

测定 4 个样本。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13． 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s 表示，以 CP-25 剩余药量的对数

值对取样时间做线性回归，两两比较采用 Dunnett’s
C 检验。
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2 结果

2． 1 HPLC 图谱专属性 当前色谱条件下，TM
液、肠匀浆液和肝匀浆液中均没有杂质峰干扰 CP-
25 的分析，CP-25 峰形良好，保留时间适中 ( 约为

19. 5 min)，适合定量分析，见图 1。
2． 2 HPLC 方法学小结 CP-25 在肝匀浆液和肠

匀浆液中线性关系良好，线性方程依次为 11. 407
X-5. 628 7 ( Ｒ2 = 0. 999 9，1. 25 ～ 25. 00 mg /L)，

9. 842 8X-1. 704(Ｒ2 = 0. 998 5，3. 0 ～ 60. 0 mg /L);

CP-25 在空白 TM 液 (37 ℃，4 h 内)中稳定;当前测

定方法有较高回收率，低、中、高 3 个浓度的 CP-25
在肝匀浆液和肠匀浆液中回收率依次为 95. 6%、
99. 2%、97. 0%、97. 2%、103. 1% 和 93. 2% ;此外当

前建立的分析方法日间和日内精密度良好(ＲSD ＜
15% )，提示连续分析样品差异较小。
2． 3 CP-25 在肝匀浆液的降解动力学 肝匀浆液

能明显降解 CP-25，代谢速度随着肝匀浆浓度的升

高而加快(P ＜ 0. 01);在浓度为 5%、10% 和 25% 的

肝匀浆液仲，其半衰期分别为 4. 60、4. 07 和 3. 45 h，

见表 1、图 2。

表 1 CP-25 在不同浓度肝匀浆液中表观降解系数

和降解半衰期(n = 4，珋x ± s)

匀浆液

浓度

表观降解系数

(h － 1)

降解半衰期

(h)

线性回归

方程
r 值

5% 0． 151 ± 0． 015 4． 60 ± 0． 47 Y = － 0． 150 7X + 3． 026 4 0． 997 1
10% 0． 170 ± 0． 034 4． 07 ± 1． 38 Y = － 0． 170 3X + 2． 949 3 0． 992 9
25% 0． 201 ± 0． 048＊＊ 3． 45 ± 0． 89＊＊ Y = － 0． 201 1X + 2． 868 0 0． 996 2

与 5%匀浆液比较:＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 CP-25 在肠匀浆液的降解动力学 肠匀浆液

能明显降解 CP-25，代谢速度随匀浆液浓度的升高

而加快(P ＜ 0. 01);在浓度为 2. 5%、5% 和 12. 5%
的肠匀浆液中，其半衰期分别为 9. 05、8. 46 和 4. 12
h;在肠道各个区段中，十二指肠和结肠对 CP-25 的

降解作用较弱，降解半衰期分别为 17. 50 h 和 19. 69
h，而空肠和回肠对 CP-25 的降解作用明显强于十二

指肠 和 结 肠 ( P ＜ 0. 01 )，两 者 降 解 半 衰 期 相

对较短，分别为6. 64 h和6. 14 h，见表2、3和图3、4。

图 1 CP-25 在大鼠肠匀浆液和肝匀浆液的色谱图

A: TM 液; B: TM 液 + 肠匀浆液; C: TM 液 + 肝匀

浆液; D: TM 液 + 肠匀浆液 + CP-25; E: TM 液 + 肝匀

浆液 + CP-25
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图 2 CP-25 在不同浓度肝匀浆液中的降解曲线(n = 4)

A: 5% 肝匀浆液;B: 10% 肝匀浆液;C: 25% 肝匀浆液

图 3 CP-25 在不同浓度全肠匀浆中降解曲线(n = 4)

A: 2． 5% 全肠匀浆液;B: 5． 0% 全肠匀浆液;C: 12． 5% 全肠匀

浆液

表 2 CP-25 在不同浓度全肠匀浆液中表观降解系数

和降解半衰期(n = 4，珋x ± s)

匀浆液

浓度

表观降解系数

(h － 1)

降解半衰期

(h)

线性回归

方程
r 值

2． 5% 0． 077 ± 0． 013 9． 05 ± 1． 12 Y = － 0． 076 6X + 3． 626 4 0． 997 6
5． 0% 0． 082 ± 0． 034 8． 46 ± 3． 12 Y = － 0． 081 9X + 3． 533 5 0． 991 6
12． 5% 0． 168 ± 0． 012＊＊## 4． 12 ± 0． 31＊＊## Y = － 0． 168 3X + 3． 513 4 0． 989 9

与 2． 5%匀浆液比较:＊＊P ＜ 0. 01;与 5%匀浆液比较:##P ＜ 0. 01

表 3 CP-25 在十二指肠，空肠，回肠，结肠匀浆液中

表观降解系数和降解半衰期(n = 3，珋x ± s)

匀浆液

区段

表观降解系数

(h － 1)

降解半衰期

(h)

线性回归

方程
r 值

十二指肠 0． 040 ± 0． 005＊＊## 17． 50 ± 3． 00＊＊## Y = － 0． 039 6X + 3． 488 0 0． 987 7
空肠 0． 104 ± 0． 058 6． 64 ± 3． 25 Y = － 0． 104 3X + 3． 490 4 0． 991 0
回肠 0． 113 ± 0． 066 6． 14 ± 3． 12 Y = － 0． 112 8X + 3． 485 2 0． 993 4
结肠 0． 035 ± 0． 018＊＊## 19． 69 ± 6． 23＊＊## Y = － 0． 035 2X + 3． 635 6 0． 991 7

与空肠比较:＊＊P ＜ 0. 01;与回肠比较:##P ＜ 0. 01

3 讨论

通常情况下，药物口服吸收到达循环系统前，肝

药酶可对经肝门静脉吸收的药物具有代谢作用，从

而减少进入血液循环原型药的含量。而对于结构中

含有酯键的药物，在经小肠上皮细胞吸收之前，会额

外的在肠道经历肠酯酶的代谢作用。CP-25 是 Pae
酯化产物，其口服给药在肠道和肝脏可能会受到肠

酯酶和肝药酶的双重代谢作用，从而减弱酯化修饰

提高 Pae 吸收的作用。本研究结果表明肝匀浆液和

肠匀浆液均能降解 CP-25，降解速度随着代谢酶浓

度的升高而加快，提示 CP-25 口服给药受到肠酯酶

和肝药酶双重首过效应。早先研究
［6，8］

表明 Pae 在

肠酯酶作用下代谢产物是芍药代谢素-I (Paeonime-
tabolin-I，PM-I)和 PM-Ⅱ。最近有研究

［9］
进一步阐

明 Pae 灌胃大鼠后，血浆和尿液的代谢物主要有

PM-I、PM-I-葡萄糖醛酸酯、PM-Ⅱ、Desbenzoylpaeoni-
florin 和 4-O-甲基-desbenzoylpaeoniflorin。此外还有

一些结构未完全明确代谢物，主要有:C10H18O2-葡萄

糖醛酸酯、C10H18 O4-葡萄糖醛酸酯和 C10H14 O3-硫酸

酯。提示 Pae 体内经历 I 相代谢反应有:酯键水解、
糖苷键水解和甲基化反应;Ⅱ相代谢反应有:葡萄糖醛

酸化和硫酸酯化反应。基于 CP-25 是 Pae 酯化产物，

其体内代谢途径可能与 Pae 具有一定相似性。
酯酶是分子结构中含有酯键的药物口服吸收主

要屏障之一，寻找酯酶活性较低的肠段给药可明显

提高酯类药物吸收，对口服剂型设计具有一定指导

意义。本研究结果表明空肠和回肠对CP-25降解作
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图 4 CP-25 在十二指肠、空肠、回肠、结肠匀浆液中的降解曲线(n = 3)

A:十二指肠; B: 空肠; C:回肠; D: 结肠

用相对较强，十二指肠和结肠对 CP-25 的代谢作用

较弱。因此可考虑设计十二指肠或者结肠定位释药

系统
［10 － 11］，提高 CP-25 在这些部位的分布以及延长

滞留时间。此外有一些研究
［12］

显示水包油型乳剂

可将酯类药物包裹在油相中增加在肠道的稳定性，

同时乳剂的一些油性成分，如大豆油、橄榄油和油

酸
［13-15］

相对容易以淋巴途径进行吸收，这对减少

CP-25 口服首过效应、进一步提高吸收具有积极作

用，具体有待于进一步研究阐明。
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Studies on degradation kinetics of paeoniflorin-
6-O'-benzenesulfonate in vitro

Wang Chun，Yuan Jun，Wei Wei
［Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，Key Laboratory of Anti-inflammatory and

Immune Medicine (Anhui Medical University)，Ministry of Education，Hefei 230032］

Abstract Objective To investigate the degradation kinetics of paeoniflorin-6-O'- benzenesulfonate (CP-25) in
vitro． Methods The homogenates of liver and intestine were prepared in vitro，and concentrations of CP-25 in ho-
mogenates were detected by HPLC． Ｒesults CP-25 was obviously degradable in liver and intestine homogenates，
and half life of degradation was decreased when levels of homogenates increased; the metabolisms of CP-25 in dif-
ferent homogenates of intestine were diverse，the metabolic actions in duodenum and colon were weaker than those
of jejunum and ileum． Conclusion Oral administration of CP-25 suffers first pass elimination from intestine and
liver，which suggests the absorption of CP-25 could be further improved by appropriate pharmaceutical preparations
Key words paeoniflorin-6-O'-benzenesulfonate; paeoniflorin; hepatic microsomal enzyme; esterase; degradation
kinetics

黄芪甲苷对高糖诱导人肾小球系膜细胞损伤

的保护作用及其机制
熊 莉

1，李维组
1，孙 立

1，李贵平
1，李卫平

1，2

摘要 目的 研究黄芪甲苷(As-IV)对高糖诱导人肾小球系

膜细胞(HMC) 损伤的保护作用及其机制。方法 用 HMC

为目的细胞，实验分为正常对照组、甘露醇对照组、高糖组、
Tempol(100 μmol /L) 组、转化生长因子-β(TGF-β) 阻断剂

SB431542(10 μmol /L) 组与 As-IV(25、50、100 μmol /L) 组。

各组细胞培养 48 h 后，用 MTT 法检测 HMC 增殖状况，二氢

二氯荧光素(DCFH-DA) 法检测细胞内活性氧(ＲOS) 含量，

ELISA 法检测细 胞 上 清 液 中 IV 型 胶 原 (Col Ⅳ) 的 表 达，

Western blot 法检测细胞中转化生长因子-β1(TGF-β1)、p-
Smad2 /3、NADPH 氧化酶 4(NOX4)、瞬时受体电位阳离子通

道蛋白 6(TＲPC6)蛋白的表达。结果 与高糖组比较，Tem-
pol 组、SB431542 组、As-IV 25、50、100 μmol /L 组均能显著抑

制高糖诱导的细胞增殖，减少细胞内 ＲOS 及上清液中 Col Ⅳ
的含量，降低高糖诱导细胞内 TGF-β1、p-Smad2 /3、NOX4 蛋
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白的 高 表 达，并 提 高 TＲPC6 蛋 白 的 表 达 (P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01)。结论 As-IV 对高糖诱导 HMC 损伤具有保护作用，

其机制可能与抑制细胞增殖，减少细胞内 ＲOS 生成，下调

TGF-β1、p-Smad2 /3、NOX4 蛋白的表达及上调 TＲPC6 蛋白的

表达有关。

关键词 肾小球系膜细胞;糖尿病肾病;黄芪甲苷; TGF-β1;

TＲPC6
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黄芪为豆科植物蒙古黄芪［Astragalusmem-bra-
naceus(Fisch． )Bge． var． mongholicus(Bge． )Hsiao］或

膜荚黄芪［Astragalus membranaceus(Fisch． )Bge．］的

干燥根
［1］。该课题组多年研究

［2 － 3］
显示，黄芪总苷

具有免疫调节、抗炎抗氧化、降低血糖、保护器官等

药理作用。黄芪甲苷(Astragalosides IV，As-IV) 作为

从黄芪总苷中分离的一类单体化合物，是其发挥药

理作用的有效部位群。该研究采用体外培养人肾小

球系膜细胞(human mesangial cell，HMC) 的方法，

模拟体内高糖环境，观察 As-IV 对高糖处理的 HMC
中活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 含量、IV 型

胶原(collagen type Ⅳ，Col Ⅳ) 以及转化生长因子-
β1 ( transforming growth factor-β1，TGF-β1 )、p-
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