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『摘要』 目的 通过不翻转小肠囊法研究药物浓度、能量以及小肠上皮组织的P-蛋白对三七皂苷R1吸收的影响。方法 在小肠囊中加入不同浓度的三七皂苷R1溶液，比较不同浓度的三七皂苷R1的吸收差异；加入代谢抑制剂2-硝基酚，观察三七皂苷R1的吸收是否需要能量；观察P-蛋白抑制剂维拉帕米对三七皂苷R1吸收的影响。结果 三七皂苷R1的吸收与浓度呈线性，且需要能量。维拉帕米对三七皂苷R1的吸收无显著影响。结论 三七皂苷R1在大鼠肠道内的吸收有被动扩散性，三七皂苷R1可能不是P-蛋白的底物。
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『Abstract』 Objective To study the absorption characteristics of Notoginsenoside R1 influenced by density, energy and p-glycoprotein with rat non-everted gut sac system. Methods Different concentration of Notoginsenoside R1 was immersed into Rat non-everted gut sac, and the absorption difference was compared. 2-nitropenol, a metabolic inhibitor, was used to study the influence of energy on the absorption of Notoginsenoside R1. Verapamil, a p-glycoprotein inhibitor, was used to study the influence of p-glycoprotein on the absorption of Notoginsenoside R1. Results The Notoginsenoside R1 concentration in the sac was increasing according to the time. It is obvious that 2-nitropenol affect the absorption of Notoginsenoside R1. Verapamil had no effect on the absorption of Notoginsenoside R1 in sac system. Conclusion The absorption mechanism of Notoginsenoside R1 might be passive diffusion. Notoginsenoside R1 might not be the substrate of p-glycoprotein. 
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现代药理学研究表明三七皂苷R1具有明确的抗癌疗效。然而据文献报道，三七皂苷R1的口服生物利用度不高。药物的生物利用度不高可能由多种因素造成，与药物本身的理化性质、吸收部位等有着密切关系。而P-蛋白的外排作用也是影响药物生物利用度的因素之一。本实验将通过不翻转小肠囊模型[1-2]来考察三七皂苷R1在大鼠小肠中的吸收，并通过加入P-蛋白抑制剂来考察其是否为三七皂苷R1的底物。

1 材料和方法

1.1 动物 SD大鼠，雄性，体重250±20 g，由第二军医大学实验动物中心提供。
1.2 药品与试剂 三七皂苷R1标准品（顺勃生物工程技术有限公司提供，纯度 > 98％）；三七皂苷R1实验用品（自提，纯度 > 80％）；2-硝基酚（国药集团化学制剂有限公司，100 g）；盐酸维拉帕米（上海禾丰制药有限公司，2 ml:5 mg）；乙腈（色谱纯，天津四友试剂公司）；甲醇（色谱纯，天津四友试剂公司）；试剂用水自制。

1.3 仪器 Angilent 1100高效液相色谱，Angilent 色谱工作站（Angilent公司，美国）
HZS-H水浴振荡器（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）

2 方法
2.1 不翻转小肠囊模型的制备

取SD大鼠，将颈椎拉断处死，沿腹白线剖开。分别于十二指肠和回肠处切断小肠，用krebs液冲洗，至流出液不再浑浊。待小肠洗净后，取30 cm 空肠，用细线扎成6个5 cm 长的小肠囊，每个小肠囊中注入0.6 ml 供试液。将处理好的小肠囊各放入盛有20 ml，37℃ krebs液的试剂瓶中，通入混合氧气，恒温水浴振荡，37 ℃，50 rpm。每隔30 分钟从试剂瓶中取样一次，取样时将小肠囊置于另一装有20 ml krebs液的试剂瓶中，共取样6 次。样品置－4 ℃储存，待测。

2.2 三七皂苷R1的HPLC测定方法：

采用反相HPLC测定三七皂苷R1含量[3]。具体条件为：色谱柱，Discovery C18（4.6 mm×150 mm，5 µm）；流动相，乙腈：水：磷酸（330：670：1）；柱温，35 ℃；流速，1 ml/min；检测波长，203 nm；进样体积，20 μl。空白辅料、krebs液的色谱图在药物出峰位置未见其他杂质峰，说明对药物测定无干扰。含量测定时峰面积A与浓度C（g/L）的标准曲线方程为：A＝10.985C+0.4861（r＝0.9999）。线性范围：0.56～4.48 g/L，平均日内差及日间差分别为0.7％和1.1％。

3 实验方法的验证

3.1 空白小肠液的收集

雄性SD大鼠3只，按照“2.1”的方法，在每节小肠囊中分别注入0.6 ml 空白的krebs液。将取得的样品用HPLC进行测定。

3.2 三七皂苷R1在小肠粘膜匀浆液中的稳定性研究

雄性SD大鼠3只，按照“2.1”的方法，截取小肠囊，用冷的生理盐水冲洗干净，再将肠段翻转，用小刀仔细地将小肠粘膜刮下并称重，按照W: V = 1:5加入适量冷的空白krebs液，用匀浆器进行组织匀浆，得到小肠粘膜组织匀浆混悬液，将此匀浆液高速离心10分钟，取上清液，用于配制供试液。

分别用空白krebs液和小肠粘膜组织匀浆的上清液配制成三七皂苷R1浓度为50 µg/ml的供试液，并于37 ℃水浴振荡3小时后取样。将取得的样品用HPLC进行测定。通过测定供试液中三七皂苷R1的剩余量来进行稳定性考察。

4 给药和取样

4.1判断三七皂苷R1的吸收是否为被动扩散

雄性SD大鼠6只，按照“2.1”的方法截取小肠囊，分别加入50 µg/ml、100 µg/ml、200 µg/ml、800 µg/ml的三七皂苷R1溶液，比较不同浓度的药物对吸收的影响，以此判断三七皂苷R1的吸收是否为被动扩散。

4.2 判断三七皂苷R1的吸收是否需要能量

雄性SD大鼠3只，按照“2.1”的方法截取小肠囊，各加入800 µg/ml的三七皂苷R1溶液0.6 ml，将装有小肠囊的试剂瓶平分成两份，其中一份中加入1 ml 2-硝基酚，判断2-硝基酚对小肠吸收的作用。

4.3 判断三七皂苷R1是否为P-蛋白的底物

雄性SD大鼠3只，按照“2.1”的方法截取小肠囊，在小肠囊中各加入800 µg/ml的三七皂苷R1溶液0.6 ml，将装有小肠囊的试剂瓶平分成两份，其中一份中加入1 ml 维拉帕米，判断P-蛋白抑制剂维拉帕米对小肠吸收的作用。

5 结果

5.1 方法学研究结果

5.1.1 由实验“3.1”的结果得，空白的krebs液在小肠囊中恒温振荡3小时，经HPLC检测供试液在203 nm下三七皂苷R1出峰处无吸收。表明空白krebs液对测定无影响。
5.1.2 实验“3.2”的结果见表1-1。由这些数据可知，三七皂苷R1在krebs液和小肠粘膜匀浆液中足够稳定(> 85％剩余)。

Tab.1-1 The stabilities of Notoginsenoside R1 in rat intestine (Mean ±S.D.，n = 3)
	Solution
	Concentration of Notoginsenoside R1 (µg/ml)
	Detected concentration(µg/ml)
	Surplus proportion(％)

	krebs
	50
	50.3±0.29
	100.6±0.58

	intestinal mucosa homogenate
	50
	51.1±0.31
	102.2±0.62


5.2 药物浓度对吸收的影响结果见图2（n＝6）。
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Fig.2 The influence of different Notoginsenoside R1 concentration

由上图可知，三七皂苷R1的小肠吸收与药物浓度呈线性关系，即可能为自由扩散。
5.3 能量代谢抑制剂2-硝基酚的影响见图3。

[image: image2.emf]代谢抑制剂2-硝基酚的影响
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Fig.3 The influence of metabolic inhibitor (n=3)

由上图可知，能量代谢抑制剂2-硝基酚对三七皂苷R1在小肠的吸收有明显的抑制作用，统计学分析表明有显著差别(P < 0.05)。

5.4 P-蛋白抑制剂维拉帕米对小肠吸收的影响见图4。
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Fig.4 The influence of P-gp inhibitor (n=3)

由上图可知，P-蛋白抑制剂维拉帕米对三七皂苷R1在小肠的吸收无明显的抑制作用，统计学分析表明无明显差别(P > 0.05)。

6 讨论 
溶解状态的三七皂苷R1在大鼠小肠的吸收与药物浓度呈线性关系，但通过实验也发现能量代谢抑制剂2-硝基酚对三七皂苷R1在小肠的吸收有明显的抑制作用，提示三七皂苷R1在大鼠小肠中的吸收不是单纯的自由扩散，我们还将通过大鼠在体肠试验及Caco-2模型来进一步确定三七皂苷R1的吸收方式。另外，三七皂苷R1在水中的溶解度较小，在一定程度上限制其吸收，这可能是其生物利用度不高的原因之一。因此在设计剂型时可针对这个特点设计缓控释制剂或加入增溶剂提高三七皂苷R1的溶解度。本次试验结果不能证明三七皂苷R1是P-蛋白的底物,故P-蛋白对药物的外排作用可能不是造成其生物利用度低的原因。
本次实验是急性离体实验，肠段的状态与体内的真实情况还有很大的不同。因此三七皂苷R1在体内的吸收与本实验结果可能有一定的差异。我们将通过Caco-2模型进一步确定三七皂苷R1的吸收机制。
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