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·基础研究·

盐酸普萘洛尔单向灌流法大鼠在体肠吸收的研究

张小华１，陈力学２，贾毅敏１△

（１重庆市肿瘤研究所药剂科　４０００３０；２重庆医科大学附属第一医院实验研究中心　４０００１６）

　　摘　要：目的　研究盐酸普萘洛尔（ＰＮＨ）的肠吸收情况，为制剂合理选择处方和临床药代动力学与药效学的深入研究奠定

基础。方法　采用大鼠单向灌流模型，引入了重量法来标示灌流液体积。考察药液浓度和ｐＨ值对肠吸收的影响。结果　ＰＮＨ

在全肠道均有良好的吸收，且吸收不受药物浓度和ｐＨ值的影响。结论　可以考虑将ＰＮＨ制成匀速释放的剂型。
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　　在新药和口服药物制剂的处方前研究中，有必要对药物在

口服后体内的吸收情况进行预测。小肠是口服药物被吸收的

主要器官，探讨在小肠中药物的吸收过程，可以为药物新剂型

的研发提供依据［１］。本研究采用大鼠单向灌流模型，探讨盐酸

普萘洛尔（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＰＮＨ）的肠吸收情况，为

盐酸普萘洛尔制剂合理选择处方和临床药代动力学与药效学

的深入研究奠定基础。为了避免单向灌流法“标示物”给测定

带来的影响，本实验引入了一种相对简单的重量法（ｇｒａｖｉｍｅｔ

ｒｉｃｍｅｔｈｏｄ）来标示灌流液体积
［２］。

１　材料与方法

１．１　材料　清洁级健康成年雄性ＳＤ大鼠，体质量（２５０±２０）

ｇ，重庆医科大学实验动物中心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ

（渝）２００７０００１。ＰＮＨ（纯度９９．９％，常州亚邦制药有限公司，

批号 Ｍ０６０２１５），乌拉坦（上海化学试剂厂产品，批号０９０６１２），

甲醇（色谱纯，山东禹王试剂厂，批号２００９０３０６０５２），其他试剂

均为分析纯。ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ缓冲液为灌流液
［３］，其组成为：

ＮａＣｌ１３３．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ４．７ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２３．３ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＮａＨ２ＰＯ４２．６７ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２０．２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＨＣＯ３１６．３

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＧｌｕｃｏｓｅ７．８ｍｍｏｌ／Ｌ。供试液中ＰＮＨ 浓度为１５

μｇ／ｍＬ。

１．２　仪器　蠕动泵ＢＴ００１００Ｍ（保定兰格恒流泵有限公司）；

高效液相色谱仪（ＬＣ１０ＡＴＶＰ，ＳＨＩＭＡＤＺＵ，日本）；紫外检

测器（ＳＰＤ１０Ａ ＶＰ，ＳＨＩＭＡＤＺＵ，日本）；色谱柱（Ｃ１８柱，５

μｍ，１５０．０×４．６ｍｍ，Ｄｉｋｍａ，日本）；电子分析天平（上海分析

仪器厂），ＨＨ６型数显恒温水浴锅（江苏省荣华仪器制造公

司），ＪＡ１００３型电子分析天平（中国上海精科天平厂）。

１．３　方法

１．３．１　色谱系统的适用性实验　色谱方法如下，流动相：甲醇

０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液三乙胺（４８．０∶５２．０∶０．５，Ｖ／Ｖ／

Ｖ）；检测波长：２９０ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样量：

２０μＬ。按此色谱条件进行色谱分析，收集６ｈ后的空白肠灌

流液，以此肠灌流液配制不同浓度的ＰＮＨ 标准溶液，经高效

液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定。

１．３．２　标准曲线的制备　精密称取ＰＮＨ对照品３．２ｍｇ，纯

水溶解，置于２５ｍＬ容量瓶中，用ＫＲ缓冲液定容，得ＰＮＨ对

照品储备液。以储备液配制浓度为１、２、４、６、８、１０、１５μｇ／ｍＬ

的对照品溶液，经 ＨＰＬＣ法测定。

１．３．３　管路的物理吸附性考察　配制含ＰＮＨ 约１５μｇ／ｍＬ

的循环液５０ｍＬ，连接好循环管路，考察１２０ｍｉｎ管路对ＰＮＨ

的吸附。于０、３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ取样，照“１．３．１”项下方法

测定。

１．３．４　精密度　按“１．３．２”项下操作方法，制备３批浓度分别

为２、１０、１５μｇ／ｍＬ（每个浓度５份）的对照循环液，依“１．３．１”

项方法测定，分别计算批内、批间精密度。

１．３．５　稳定性考察　用空白肠灌流液配制１５μｇ／ｍＬ的

ＰＮＨ溶液３份，３７℃水浴孵育６ｈ，分别于１、２、３、４、６ｈ取样，

进行 ＨＰＬＣ分析，比较放置前后峰面积。

１．３．６　方法回收率的测定　精密称取干燥至恒重的ＰＮＨ适

量，用水溶解、定容至１００ｍＬ，精密吸取１．０ｍＬ，用空白肠灌

流液稀释，进行 ＨＰＬＣ分析，经回归方程求得浓度，计算回收

率。使用低、中、高３种浓度的ＰＮＨ溶液，考察在空白肠灌流

液存在下药物的回收率。

１．３．７　数据处理　（１）药物吸收速率常数（犓犪）的计算：重量

法计算犓犪 值：犓犪犌＝（１－
犆犘犖犎狅狌狋
犆犘犖犎犻狀

×
犙狅狌狋
犙犻狀
）×
犙
犞
；（２）药物表观吸收

系 数 （犘犪狆狆 ）的 计 算：重 量 法 计 算 犘犪狆狆 值：犘犪狆狆犌 ＝

犙犐狀（
犆犘犖犎狅狌狋
犆犘犖犎犻狀

×
犙狅狌狋
犙犻狀
）

２π狉犾
。
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以上公式中：犙犻狀和犙狅狌狋分别为肠道进出口灌流液的体积

（ｍＬ），假定进出口灌流液密度为１．０ｇ／ｍＬ；犾和狉分别为被灌

流肠段的长度 （ｃｍ）和横截面半径 （ｃｍ），犙 为灌流速度

（－０．２５ｍＬ／ｍｉｎ），狋为灌流时间（～０．２５ｈ）；犞 为灌流肠段的

体积，实验时间共１０５ｍｉｎ。

１．３．８　大鼠在体肠单向灌流法
［４］
　实验前先用供试液对管路

进行循环饱和，以消除管路对药物的吸附影响。实验时取自由

饮水禁食１２ｈ的ＳＤ大鼠，腹腔注射２０％乌拉坦注射液（１．０

ｇ／ｋｇ）。麻醉后，将大鼠固定，保持体温，沿腹中线打开腹腔，分

别截取约１０ｃｍ待考察肠段，于两端剪切后插管，入口处的插

管与蠕动泵连接，结扎。将伤口用浸有生理盐水的脱脂棉覆盖

保湿，并置于红外灯下保温。用３７℃的生理盐水将小肠内容

物冲洗干净后，即在进口处用已知质量小瓶内装有的供试液灌

流，流速为０．２５ｍＬ／ｍｉｎ，每隔１５ｍｉｎ在出口处用另一已知质

量的小瓶收集灌流液，然后迅速更换下一组供试液小瓶和收集

液小瓶，并称量置换出的供试液小瓶和收集液小瓶的质量，１０５

ｍｉｎ后实验结束。将大鼠处死，剪下被灌流肠段，测量其长度

和内径。本研究分别选取十二指肠、空肠、回肠和结肠进行考

察，根据公式１和２计算药物在不同肠段的吸收速率常数和表

观吸收系数。（１）浓度对肠吸收的影响：以十二指肠为例，分别

配制了浓度为５、１０、１５μｇ／ｍＬ的ＰＮＨ溶液，考察了不同浓度

药液对ＰＮＨ的肠吸收情况。（２）ｐＨ值对药物吸收的影响：以

十二指肠为例，分别配制了ｐＨ 值为５．４、６．８和７．４的药液，

考察了不同ｐＨ值药液对ＰＮＨ的肠吸收情况。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件处理肠吸收数据，计

量资料以狓±狊表示，并进行方差分析，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　系统适用性实验　在本色谱条件下，空白肠灌流液不干

扰ＰＮＨ的测定，药物的保留时间约为４．５ｍｉｎ，见图１。

２．２　标准曲线的制备　在１～１５μｇ／ｍＬ浓度范围ＰＮＨ液的

浓度（Ｃ）与色谱峰面积（Ａ）呈良好的线性关系，其线性回归方

程为犆＝２５９６０犃＋８７３５．１（狉＝０．９９９４，狀＝７），见图２。

２．３　管路的物理吸附性考察　管路对ＰＮＨ无吸附作用，见表１。

　　ａ：空白肠液；ｂ：药物在空白肠液中的色谱图；ｃ：药物在体肠吸收试

验中的色谱图。

图１　　ＰＮＨ在灌流肠液中的色谱图

图２　　ＰＮＨ在肠灌流液中的标准曲线（狀＝７）

表１　　器械物理吸附考察结果

时间（ｍｉｎ） ０ ３０ ６０ ９０ １２０

Ａ（Ｃ＝１５μｇ／ｍＬ） ３６７５４３３４７９２６３７６３６４３５７５１９３６７４６７

　　精密度＝３．４％。

表２　　稳定性试验结果（狀＝３）

时间（ｈ） ０ １ ２ ３ ４ ６ 精密度（％）

Ａ（Ｃ＝５μｇ／ｍＬ） １３９２３０ １３８５７６ １３８９０２ １３８３５０ １３８６７０ １３８４８１ ０．５７

Ａ（Ｃ＝１０μｇ／ｍＬ） ２６８５７１ ２６８１２７ ２６８３８０ ２６８７４１ ２６８５６５ ２６８４１０ ０．３５

Ａ（Ｃ＝１５μｇ／ｍＬ） ３７５１３７ ３７７４２６ ３７６５０４ ３７７５１８ ３７７５６７ ３７７００４ ０．２７

表３　　回收率试验结果（狀＝１５）

加入量

（μｇ／ｍＬ）

测得值

（μｇ／ｍＬ）

回收率

（％）

平均回收率

（狓±狊，％）

精密度

（％）

１ ０．９９５ ９９．５２

１ ０．９６３ ９６．３０

１ ０．９９６ ９９．６０

１ ０．９９８ ９９．８０

１ ０．９７９ ９７．９０

１０ ９．８７４ ９８．７４

１０ １０．１３２ １０１．３２ ９８．４±１．２４ １．２７

１０ １０．０２９ １００．２９

１０ ９．９０３ ９９．０３

１０ １０．０３１ １００．３１

１５ １４．８０８ ９８．７２

１５ １４．６３４ ９７．５６

１５ １４．９９０ ９９．９３

１５ １５．２１０ １０１．４０

１５ １４．９５０ ９９．６７

２．４　精密度　低（２μｇ／ｍＬ）、中（１０μｇ／ｍＬ）、高（１５μｇ／ｍＬ）３

个浓度的批内精密度分别为１．３３％、１．４６％和１．５７％（ｎ＝５），

批间精密度分别为１．３８％、１．７９％和２．０１％（狀＝３）。

２．５　稳定性试验　ＰＮＨ 在 ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ液中稳定性良好，

ＰＮＨ在灌流液中６ｈ内测定是稳定的，见表２。

２．６　方法回收率的测定　方法回收率符合要求，见表３。

２．７　大鼠在体肠单向灌流法　通过大鼠各肠段部位药物吸收

的研究表明，各肠段对ＰＮＨ均具有较大的表观吸收系数和药

物吸收速率常数。各肠段与十二指肠段药物吸收速率常数之间

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；表观吸收系数各肠段间差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。说明ＰＮＨ在全肠道吸收较好，见表４。

２．７．１　浓度对肠吸收的影响　 结果显示ＰＮＨ的浓度在考察

范围内对Ｋａ和Ｐａｐｐ无明显影响，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。表明ＰＮＨ在十二指肠段的吸收无自身浓度抑制作

用，表明ＰＮＨ主要以被动扩散机制吸收入体循环
［５］，见表５。

２．７．２　ｐＨ值对药物吸收的影响　数据说明在考察范围内的

不同ｐＨ值对Ｋａ和Ｐａｐｐ无明显影响，差异无统计学意义（犘＞
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表４　　ＰＮＨ肠道不同部位吸收结果（狀＝５）

十二指肠 空肠 回肠 结肠

长度（ｃｍ） １３．５０ １９．００ ２３．００ １０．５０

内径（ｃｍ） ０．０８ ０．０８ ０．１０ ０．１１

Ｋａ（狓±狊，ｓ－１） ０．００９５０±０．０００８２ ０．００４２０±０．０００３９ ０．００２７０±０．０００１８ ０．００３２０±０．０００４９

Ｐａｐｐ×１０－４（狓±狊，ｃｍ／ｓ） ３．０５±０．２３ ２．１５±０．１９ １．９８±０．０９ ２．０８±０．３０

０．０５），见表６。

表５　　不同浓度对ＰＮＨ十二指肠吸收的影响

　　　（狓±狊，狀＝５，ｐＨ＝５．４）

浓度（μｇ／ｍＬ） Ｋａ（ｓ－１） Ｐａｐｐ×１０－４（ｃｍ／ｓ）

５ ０．００８８±０．０００９２ ３．１８±０．６７

１０ ０．００８７±０．０００５８ ２．９５±０．２９

１５ ０．００９５±０．０００１６ ３．０５±０．８１

表６　　不同ｐＨ对ＰＮＨ十二指肠吸收的影响

　（狀＝５，ｃ＝１０μｇ／ｍＬ，狓±狊）

ｐＨ值 Ｋａ（ｓ－１） Ｐａｐｐ×１０－４（ｃｍ／ｓ）

５．４ ０．００８５±０．０００７１ ２．９８±０．５３

６．８ ０．００９８±０．０００５２ ３．０３±０．３３

７．４ ０．００９０±０．０００２６ ３．１３±０．６９

３　讨　　论

３．１　药物试验模型的选择　目前，以动物试验模型评价药物

肠吸收的方法有离体法、在体法和体内法等多种方法［６１１］，本

研究采用在体法模拟口服给药后体内吸收的肠道环境，以“单

向灌流”的方式考察药物在大鼠各个肠段的吸收情况。由于在

体肠单向灌流实验中各肠段同时存在有水分吸收，因此引入重

量法进行灌流液的体积校正。与传统的酚红法比较，重量法通

过比较试验后收集瓶和试验前供试液瓶的重量差异，直接真实

地反映肠道水分吸收情况，而且本法只需测定被检测药物浓

度，没有灌流液“体积标示物”的测定干扰。有研究表明，灌流

液“体积标示物”酚红存在一定程度的肠吸收，可能干扰某些化

合物的肠道转运或分析测定［１２１３］。此外，本方法对分析检测

仪器的要求相对较低，药物分析方法的建立相对简单易行，检

测时间缩短，检测费用降低。重量法也有一定的局限性。本实

验设定灌流液密度为１ｇ／ｍＬ，由于在单向灌流试验中肠壁溶

蚀或黏膜细胞脱落会增加灌流液黏度，改变其密度。因此在采

用重量法研究大鼠单向灌流在体肠吸收情况时应注意修正灌

流液密度，尽量减小误差。

３．２　药物吸收机制初步研究　本研究结果表明，ＰＮＨ的浓度

和ｐＨ值在考察范围内对药物的肠吸收没有影响，在考察浓度

范围内，Ｋａ值差异无统计学意义，ＰＮＨ 的吸收机制为被动扩

散。根据文献报道，大鼠的表观渗透系数Ｐａｐｐ＜０．０３×１０
－４

ｃｍ／ｓ时，药物难以吸收；Ｐａｐｐ＞０．２×１０
－４ｃｍ／ｓ时，药物易于

吸收［６］。ＰＮＨ在十二指肠、空肠、回肠、结肠中的Ｐａｐｐ分别为

３．０５×１０－４ｃｍ／ｓ、２．１５×１０－４ｃｍ／ｓ、１．９８×１０－４ｃｍ／ｓ、２．０８×

１０－４ｃｍ／ｓ，提示ＰＮＨ在十二指肠和小肠全肠段的吸收良好。

３．３　对剂型设计的指导意义　本研究对大鼠在体肠吸收的研

究结果，为ＰＮＨ剂型设计提供了依据。该药在全肠道吸收良

好，为被动吸收机制，根据高血压治疗中平稳降压的治疗原则，

考虑可将ＰＮＨ制成缓释制剂或以零级释放速率为特征的控

释制剂，实现药物的缓慢恒速释放，可延长药物作用时间，提高

药物治疗效果。
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