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自肠道的毒素对肝细胞的进一步损害，抑制TNF

活性，从而促进肝坏死后修复。目前主要用于重

症肝炎、慢性病毒性肝炎、肝硬化等的辅助治疗[3]。 

CCl4 是经典的化学性肝损伤动物模型的肝毒

物，其进入体内后，受到肝微粒体酶活化成为三

氯甲烷自由基(CC13·)。CC13·能迅速与 O2 结合，

转化为过氧化三氯甲烷自由基(CC13O2·)，导致脂

质过氧化，从而引起肝细胞膜的变性损伤，至使

胞浆内可溶性酶如 ALT、AST 等渗漏以及各种类

型的细胞病变，甚至坏死[4]。肝细胞凋亡是肝损伤

的一个基本特征，有资料显示，活性氧自由基作

为肝细胞损伤的起始和调节因素可能通过直接或

免疫机制导致肝细胞坏死或凋亡[5]。已有相关研究

发现CCl4可引起体外培养的肝细胞凋亡率增高[6]。

通过试验发现，PHGF 干预的各剂量组血清中 ALT

与 AST 的量要明显低于 PHGF 未干预的肝损伤模

型组，但 T-SOD 和 MDA 的值与肝损伤模型组比

较却没有显著性差异，其中，模型组的 T-SOD 值

偏高，可能是由于肝细胞受到 CCl4 急性刺激后的

应激反应所致，同时结果提示 PHGF 对 CCl4 所致

的肝损伤小鼠肝脏有一定的保护作用，但不是直

接的抗氧化作用。同时通过观察病理切片，可以

看到，PHGF 干预的 50 mg·kg1 与 25 mg·kg1 剂量

组的肝脏细胞坏死情况要明显好于 PHGF 未干预

的肝损伤模型组。进一步通过 Western blot 实验，

发现随着剂量的增加，各 PHGF 给药组 Bcl-2 与

Bax 的比值呈递增趋势，且显著高于肝损伤模型组

的比值。提示 PHGF 在提高肝细胞 Bcl-2 表达的同

时，降低 Bax 的表达。由此可得 PHGF 对化学性肝

损伤的保护作用的机制可能是通过增加 Bcl-2 蛋白

表达的同时，抑制 Bax 蛋白的表达，进而阻断细胞

凋亡的线粒体途径，从而保护肝细胞不受损伤。 

综上所述，PHGF 对化学性肝损伤小鼠肝脏具

有一定的保护作用。其机制可能主要不是通过直

接的抗氧化作用实现的，而是通过上调 Bcl-2 蛋白

的表达，同时下调 Bax 蛋白的表达来阻止肝细胞

在氧自由基影响下的细胞凋亡来实现的。 
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摘要：目的  研究丹参提取物中丹参素在小肠的吸收动力学特征。方法  采用大鼠在体肠回流实验，HPLC 测定药物浓

度，紫外分光光度法测定酚红浓度。结果  不同肠液 pH 值对丹参素的吸收无影响；丹参素浓度在 2~16 µg·mL1 内其吸

收速率常数和最大吸收率均无明显差异；不同小肠部位丹参素的吸收速率大小为：十二指肠>空肠>结肠>回肠。结论  丹

参素在肠道吸收呈一级动力学过程，吸收机制为被动扩散，丹参素在结肠、回肠吸收较好。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the absorption kinetics of Danshensu in the small intestine. METHODS  A method 
was developed for the determination in rat intestinal reflux, HPLC was used for the determination of drug concentrations, UV 
spectrophotometry was used for the determination of phenol red concentration. RESULTS  pH of intenstinal fluid had no effect 

on the absorption of Danshensu. The concentration range of 216 μg·mL1 had no significant effect on the maximum absorption 

rate and the absorption rate constant. The absorption rate of different parts of salvia intestinal was as follows: duodenum> 
jejunum> colon> ileum. CONCLUSION  The absorption of Danshensu in the intestine is a dynamic process, the mechanism is 
passive diffusion, and the absorption in the colon and ileum is better. 
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现代药物化学和药理学研究表明，丹参素[1-2]

为丹参水溶性酚酸类成分之一，具有缩小心肌梗

塞、改善微循环、抗凝血、舒张冠状动脉、抗动

脉硬化和抗炎等作用，在预防和治疗心血管类疾

病方面效果较好。虽然人们对它的药理作用研究

很多，但其在肠道内的吸收机制报道却很少。本

实验选用丹参提取物中丹参素作为指标性成分，

通过大鼠在体小肠吸收实验[3]，考察丹参提取物中

丹参素在不同 pH 肠回流液、不同药物浓度和不同

肠段的吸收情况，为丹参或其他含有丹参素的中

药开发成缓控释及迟释制剂提供生物学依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Agilent 1100 高效液相色谱仪 (G1314 泵，

G1322A 在线脱气机， 7225i 手动进样器，

G1314VWD检测器，Agilent化学工作站)；UV-1700

紫外分光光度计(日本岛津)；SK2200H 型超声波清

洗仪(上海科导超声仪器有限公司)；BP211D 十万

分之一电子天平(德国 Satorius)；HL-2 型恒流泵(上

海沪西分析仪器厂)；PHS-3C 型 pH 计(上海雷磁

仪器厂)；DHG-9030A 型电热恒温鼓风干燥箱(上

海一恒科技有限公司)；磁力搅拌器(新一佳仪器

厂)；SK-1 型快速混匀器(常州国华电器有限公司)。 

1.2  药品与试剂 

丹参提取物 (实验室自制，丹参素含量为

58.7 mg·g1)；丹参素钠对照品(中国药品生物制品

检定所，批号：110855-200809，纯度≥98%)；酚

红(分析纯)；戊巴比妥钠溶液(浓度：10 mg·mL1)；

甲醇为色谱纯；水为双蒸水；Krebs-Ringer 营养液

(简称 K 氏液；KCl 0.35 g，CaCl2 20.37 g，NaHCO3 

1.37 g，NaH2PO4 40.32 g，MgCl2 0.02 g、葡萄糖

1.4 g，加蒸馏水定容至 1 000 mL；其他试剂为分

析纯。 

1.3  动物 

SD 大鼠，♀♂不限，体质量(220±30)g，华

中科技大学同济医学院动物实验中心提供，合格

证号：SCXK(鄂)2010-0007。 

2  方法与结果 

2.1  大鼠在体肠循环液中丹参素和酚红的浓度测

定[4-6] 

2.1.1  丹参素及酚红检测波长的选择  精密称取

丹参素钠对照品、丹参提取物和酚红适量，用肠

循环液溶解稀释成适当浓度的溶液，以肠循环液

为空白，在 200~600 nm 内进行扫描，结果丹参素

在 280 nm 处有最大吸收，故选择 280 nm 为测定

波长，采用 HPLC 测定。酚红在 555 nm 处有最大

吸收，其他成分在此处无吸收，对酚红的检测无

干扰，选择 555 nm 作为酚红的检测波长，采用

UV 测定。 

2.1.2  溶液的制备  肠循环液的制备：将 K 氏液，

经肠循环装置，在已冲洗干净的大鼠肠道循环流

过后收集即得。 

丹参素对照品溶液的制备：精密称取丹参素

钠对照品适量，置于 50 mL 量瓶中，加肠循环液

超声溶解后稀释至刻度，配制成每 1 mL 中含丹参

素钠 0.096 mg 的对照品溶液，摇匀，即得。 

丹参素供试品溶液的制备：取丹参提取物及

酚红适量，按丹参素对照品溶液的制备方法配制

成丹参素浓度分别为 2，8，16 µg·mL1，酚红浓度

为 20 µg·mL1 的供试品溶液。 

酚红标准储备液及供试品溶液的制备：精密

称取酚红 25 mg，置于 250 mL 量瓶中，以肠循环
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液溶解后稀释定容，配成浓度为每 1 mL 中含

0.1 mg 的酚红标准储备液。取上述酚红储备液

1 mL 置 5 mL 量瓶中，用肠循环液稀释至刻度，

配制成浓度为 20 µg·mL1 的酚红供试品溶液。 

2.1.3  丹参素色谱条件的建立  色谱柱：Agilent 

TC-C18(4.6 mm×250 mm，5 μm)；流动相：甲醇-1%

冰醋酸(15∶85)；检测波长：280 nm；柱温：25 ℃；

流速：1.0 mL·min1；进样量：10 µL。 

取上述丹参素对照品溶液、丹参供试品溶液

和空白肠循环液分别过 0.45 µm 滤膜，弃去初滤

液，取续滤液 10 µL 进样。结果在上述色谱条件下，

丹参素色谱峰峰形良好，保留时间约为 9.4 min，

空白肠循环液和酚红对丹参素峰无干扰，供试品

中丹参素与其他组分达基线分离，分离度≥1.5，

理论板数以丹参素峰面积计≥5 000，因此采用此

色谱条件测定丹参素含量。 

2.1.4  肠循环液中丹参素的线性关系考察  精密

吸取丹参素对照品溶液 0.1，0.2，0.4，0.8，1.6，

3.2 mL 分别置于 10 mL 量瓶中，用肠循环液稀释

至刻度，配制成浓度分别为 0.96，1.92，3.84，7.68，

15.36，30.72 µg·mL1 的系列对照品溶液。按“2.1.3”

项下色谱条件，将以上丹参素对照品溶液过

0.45 µm 滤膜，弃去初滤液，取续滤液各 10 µL 进

样，记录色谱峰面积。以色谱峰面积为纵坐标，

丹参素浓度(µg·mL1)为横坐标进行线性回归，回

归方程为 A=5.041 8C+0.320 1(r=0.999 9)。结果表

明：丹参素在 0.96~30.72 µg·mL1 内呈良好的线性

关系。 

2.1.5  肠循环液中酚红的线性关系考察  精密吸

取酚红标准储备液 1，2，3，4，5，6 mL 分别置

于 10 mL 量瓶中，用肠循环液稀释至刻度，配制

成浓度分别为 10，20，30，40，50，60 µg·mL1

的酚红标准溶液。 

分别取上述酚红标准溶液 0.5 mL 置于 10 mL

具塞试管中，各加入 0.2 mol·L1 的 NaOH 5 mL，

摇匀，用 UV 在 555 nm 处测定其吸收度 A，以吸

收度为纵坐标，酚红浓度(µg·mL1)为横坐标进行

线性回归，得回归方程为：A=0.015 5C－0.034 9 

(r=0.999 9)。结果表明：酚红在 10~60 µg·mL1 内

呈良好的线性关系。 

2.1.6  仪器精密度试验  分别配制丹参素浓度为

16 µg·mL1 和酚红浓度为 40 µg·mL1 的肠循环液，

按“2.1.4”和“2.1.5”项下方法操作，各测定 5

次，计算相对标准偏差(RSD)，评价方法的精密度。

测定结果显示，丹参素和酚红的RSD分别为 0.42%

和 0.68%，表明测定仪器精密度良好。 

2.1.7  肠循环液中丹参素和酚红的稳定性考察  

取含丹参素浓度为 8 µg·mL1 ，酚红浓度为

20 µg·mL1 的供试品溶液 100 mL 于具塞锥形瓶

中，将其置(37±0.5)℃恒温水浴中保温 4 h，分别

于 0，1，2，3，4 h 取样，按“2.1.4”和“2.1.5”

项下方法操作，测定丹参素峰面积及酚红的吸光

度，结果显示丹参素峰和酚红浓度在 4 h 内无显著

变化，表明供试品溶液在此时间内稳定性良好。 

2.1.8  加样回收率试验  取同一批已知含量的丹

参素和酚红肠循环液各 3 份，分别加入不同量丹

参素钠对照品和酚红，按“2.1.4”和“2.1.5”项

下方法操作，各溶液分别测 3 次，将所测数据代

入标准曲线计算加样回收率，结果显示肠循环液

中丹参素和酚红加样回收率的 RSD 均<2%，表明

方法准确可靠。 

2.2  大鼠在体肠吸收实验方法与结果 

2.2.1  实验操作方法[7-11]  取一定体积的丹参素

供试液加入循环装置的烧瓶中，将实验前自由饮

水条件下禁食一夜的大鼠，称重。按 4 mL·kg1 的

给药剂量腹腔注射戊巴比妥钠溶液，麻醉后背位

固定于操作台上，用手术剪沿大鼠腹中线剪开腹

腔约 3 cm 长。按照以下方法对各肠段进行结扎：

十二指肠段自幽门 1 cm 处开始，空肠段自幽门

15 cm 处开始，回肠段为盲肠上行 20 cm 处开始，

结肠段为紧邻盲肠至直肠，各段均取 10 cm 左右；

全肠为自十二指肠上部至回肠下部。将各段插入

直径合适的硅胶管，用线结扎。然后将大鼠串联

到循环装置中，开动蠕动泵，用适量 37 ℃生理盐

水以 5 mL·min1 的流速将小肠内容物冲洗干净，

再推入空气排净肠内液体，换用 37 ℃的 K 氏液循

环 10 min 以平衡肠腔内环境，并收集经肠道循环

后的 K 氏液备用。接着用丹参素供试品溶液以

5 mL·min1 的流速循环 5 min，然后将流速调节为

2.5 mL·min1；分别于 0，0.5，1，1.5，2，2.5，3 h

从供试液烧杯中分别取样 1 mL 和 0.5 mL 作为丹

参素和酚红的待测液，随即补充同浓度酚红供试

品溶液 1.5 mL；所取样品用微孔滤膜过滤，弃去

初滤液，取续滤液，按照“2.1.4”和“2.1.5”项

下方法操作，测定各时间点待测液中丹参素峰面

积和酚红吸光度值，代入标准曲线计算各自在相
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应时间点丹参素供试品溶液中的浓度；根据酚红

体积校正公式求算剩余药量，以剩余药量的对数

值对时间进行回归，通过回归方程求得吸收速率

常数等动力学参数。 

2.2.2  不同 pH 值对丹参素肠吸收的影响  取丹

参素浓度为 8 µg·mL1、酚红浓度为 20 µg·mL1 的

丹参素供试品溶液 100 mL，共 3 份，分别用磷酸

溶液和碳酸氢钠溶液调节 pH 为 5.6，6.4，7.2，即

得 3 份不同酸碱度的供试液。按“2.2.1”项下方

法进行操作，在全肠段进行循环灌流，每份样品

测定 3 次求平均值，计算吸收速率常数 Ka 和最大

吸收率，结果见表 1。 

表 1  丹参素在不同 pH 条件下的肠吸收实验结果(n=3) 

Tab 1  Absorption kinetics resultss of Danshensu at 
different pH(n=3) 

丹参素浓度/ 

µg·mL1 

循环液 

pH 值 

Ka/ 

102·h1 

最大 

吸收率/% 

8 5.6 11.19±0.02 30.08±0.10 

8 6.4 11.16±0.01 30.15±0.13 

8 7.2 11.17±0.02 30.66±0.34 

由表 1 数据结果可见，3 种不同 pH 的肠循环

液中，丹参素的吸收速率常数和最大吸收率均无

明显差异，表明 pH 值对丹参素的吸收无影响。 

2.2.3  不同药物浓度对肠吸收的影响  分别取含

丹参素浓度为 2，8，16 µg·mL1，酚红浓度为

20 µg·mL1 的丹参素供试品溶液。按“2.2.1”项下

方法进行操作，在全肠段进行循环灌流，每份样

品测定 3 次求平均值，以 Ka、每小时吸收量和最

大吸收率为考察指标，考察不同丹参素浓度对肠

吸收的影响，结果见表 2。 

表 2  不同浓度丹参素对肠吸收实验结果(n = 3) 

Tab 2  Absorption kinetics resultss of Danshensu at 
different concentrentions(n=3) 

丹参素浓度/ 

µg·mL1 

Ka/ 

102·h1 

每小时 

吸收量/µg 

最大 

吸收率/ % 

 2 11.40±0.01 20.46±0.09 30.25±0.02

 8 10.97±0.02 82.80±0.16 30.43±0.34

16 11.58±0.02 168.65±0.11 31.03±0.13

表 2 数据结果表明，肠循环液中丹参素浓度

在 2~16 µg·mL1 内其吸收速率常数和最大吸收率

均无明显差异，而在不同浓度下每小时吸收量变

化较为明显，存在显著性差异。以每小时吸收量

与丹参素浓度进行回归，结果显示二者成正相关，

无吸附饱和现象，提示药物以被动扩散形式吸收。 

2.2.4  不同小肠部位对丹参素吸收的影响  取含

丹参素浓度为 8 µg·mL1、酚红浓度为 20 µg·mL1

的丹参素供试品溶液，按“2.2.1”项下方法进行

操作，在肠道各区段进行循环灌流，每个区段分别

进行 5 次试验，以 Ka 和每小时吸收量为指标，考

察不同小肠部位对丹参素吸收的影响，结果见表 3。 

表 3  不同小肠部位丹参素吸收实验结果(n=5) 

Tab 3  Accumulative absorption of Danshensu in different 
intestinal segments(n=5) 

部 位 每小时吸收量/µg Ka/102·h1 

十二指肠 65.49±2.62 8.98±0.31 

空 肠 48.07±2.21 6.24±0.41 

回 肠 25.21±2.47 1.85±0.22 

结 肠 34.82±2.72 3.43±0.33 

由表 3 数据结果可知，不同小肠部位丹参素

的吸收速率大小为：十二指肠>空肠>结肠>回肠，

以各肠段吸收实验丹参素的剩余药量对数值对时

间进行回归，结果各回归直线的相关系数(r)均

>0.9，表明在肠道的不同部位，药物浓度的下降与

循环时间成线性关系，故吸收动力学为一级吸收

过程。 

3  讨论 

由于丹参提取物中成分复杂，很多成分都对

丹参素的检测有干扰，加之又有大鼠肠分泌液和

酚红的干扰，因此本实验采用精密度及准确度较

高的 HPLC 对肠循环液中的丹参素浓度进行测定，

消除了各提取物中其他成分、酚红和肠液的干扰。

而酚红成分单一，采用较简易的 UV 测定其浓度。

方法学实验结果表明，各自测定方法可以很好的

满足测定要求。 

在正常生理条件下，胃液 pH 值为 1~1.5，进

食后 pH 值为 3~5，幽门近处 pH 值为 5~7，近端

空肠 pH 值为 7.7，至大肠 pH 值为 8。丹参素为丹

参酚酸类成分之一，研究中考察了 pH 分别为 5.6，

6.4，7.2 的肠循环液中丹参素的小肠吸收情况，结

果表明，pH 值的改变对丹参素的吸收无明显影响。 

小肠在吸收药物的过程中会吸收水分，导致

供试液体积减少，因此不能用直接测定药物浓度

的方法来计算剩余药量，常采用肠不吸收剂对供

试液体积进行校正。酚红为大分子络合物，不被

肠道吸收，利用酚红浓度的变化来测定不同时刻
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供试液体积，进而计算出不同时刻的剩余药量。 

肠腔中供试液的流速对药物吸收也有影响，

流速过大，会改变生物膜的生理状态，加快药物

吸收，使试验结果偏高，因此试验时要控制供试

液的流速，一般以 0.5~2.5 mL·min1 为宜，本试验

选择回流液流速为 2.5 mL·min1 进行试验。 

由于不同浓度的丹参素在整个肠段均有吸

收，且吸收速率无明显差异。因此，本研究结果

提示含丹参素的中药可制成缓释、控释制剂。针

对丹参素或含有丹参素的中药，可根据疾病发作

时间特点的需要，还可以考虑制成迟释型的脉冲

释药系统，以保证在特定时间、特定部位使药物

最大化吸收。 
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重组人血管内皮抑制素在静脉输液中的稳定性研究 
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摘要：目的  考察重组人血管内皮抑制素注射液(恩度)在静脉输液中的稳定性，为临床合理用药提供依据。方法  模拟

临床给药剂量和给药时间，采用高效液相色谱法测定重组人血管内皮抑制素注射液在聚氯乙烯(PVC)输液袋、非 PVC 输

液袋及全自动注药泵中不同温度、不同时间点的药物浓度。结果  在 25 ℃或 37 ℃下，重组人血管内皮抑制素注射液在

PVC 和非 PVC 氯化钠输液中至少保持稳定 4 h，在全自动注药泵中 48 h 内保持稳定。结论  在临床实践中，重组人血管

内皮抑制素注射液以 PVC 和非 PVC 材质的 0.9%氯化钠注射液 500 mL 静脉点滴 2 h 或全自动注药泵(250 mL)恒速给药

24 h，从药品稳定性角度讲是可行的。 
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