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莱菔子为十字花科植物萝卜 Raphanus sativus L.

的干燥成熟种子，具有消食除胀、降气化痰之功效，

临床上主要用于饮食停滞、脘腹胀痛、大便秘结、

积滞泻痢、痰壅咳喘的治疗[1]。现代医学研究发现其

具有降血压作用。莱菔子中主含莱菔素、芥子碱、

芥子酸、亚油酸、植物甾醇等，其中芥子碱是降压

作用的活性成分之一，芥子碱多以芥子碱硫氰酸盐

的形式存在 [2-3]。目前关于莱菔子中芥子碱硫氰酸盐

的肠吸收特性研究尚未见报道。本研究采用在体单

向肠灌流模型考察了不同浓度莱菔子提取液中芥子

莱菔子水提液中芥子碱硫氰酸盐在大鼠小肠的吸收特性研究
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摘要：目的 研究莱菔子水提液中芥子碱硫氰酸盐在大鼠小肠的吸收特性。方法 采用大鼠在体单向肠灌流模

型，用 HPLC法对芥子碱硫氰酸盐质量浓度进行分析，计算其吸收速率常数和表观吸收系数，分别研究药物质
量浓度和 P-糖蛋白（P-gp）抑制剂对芥子碱硫氰酸盐吸收的影响。结果 芥子碱硫氰酸盐在大鼠小肠的吸收速

率常数（Ka）和表观吸收系数（Papp）随浓度增加先增加后减小，且芥子碱硫氰酸盐的表观吸收速率小于 1.8伊10-4

cm·min-1，P-gp抑制剂对芥子碱硫氰酸盐的吸收具有显著影响（P < 0.01）。结论 芥子碱硫氰酸盐在大鼠小肠

中的吸收机制可能为主动转运或易化扩散，且其在小肠中的吸收较差，芥子碱硫氰酸盐为 P-gp 底物。
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250355 Jinan，China）

Abstract：Objective To investigate the intestinal absorption of sinapine cyanide sulfonate of Semen Raphani water

extract in rats. Methods The concentration of sinapine cyanide sulfonate was analyzed by HPLC and by using rat

in-vivo single-pass intestinal perfusion model. The effects of drug concentration and P-glycoprotein（P-gp）inhibitors

on the intestinal absorption of sinapine cyanide sulfonate were evaluated by calculating absorption rate constant（Ka）
and apparent absorption coefficient（Papp）. Results The absorption rate constant（Ka）and the apparent absorption

coefficient（Papp） of sinapine cyanide sulfonate were increased firstly and then decreased with the increase of

concentration. The apparent absorption coefficient（Papp） was lower than 1.8×10-4 cm·min-1. P-gp inhibitors had

significant effect on the absorption of sinapine cyanide sulfonate（P < 0.01）. Conclusion The absorption mechanism of

sinapine cyanide sulfonate in rat small intestine may be in active transport or facilitated diffusion. Sinapine cyanide

sulfonate has poor intestinal absorption，and sinapine cyanide sulfonate is proved to be a substrate of P-gp.
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碱硫氰酸盐的肠吸收特性，为进一步研究莱菔子的

胃肠道吸收机制以及对莱菔子的剂型研发、临床用

药提供理论依据。

1 仪器与材料
1.1 仪器 Agilent 1100 高效液相色谱仪、二极管阵

列检测器，美国安捷伦科技有限公司；QC225 型超

声波清洗器，上海超声波仪器厂；DT-100 分析天

平，北京医用仪器厂；旋转蒸发器，上海亚荣生化

仪器厂；恒温水浴锅，上海树立仪器仪表有限公司；

BT100M恒流泵，保定创锐泵业有限公司。

1.2 药品及试剂 莱菔子，购于山东济南建联中药

店，经山东中医药大学李峰教授鉴定为十字花科植

物萝卜 Raphanus satious L.的干燥成熟种子，凭证标

本保存于本实验室。芥子碱硫氰酸盐对照品，经

HPLC 法测定纯度＞98%，自制；甲醇、乙腈（色谱

纯），天津科密欧试剂有限公司；娃哈哈纯净水；其

他试剂为分析纯。

1.3 动物 清洁级 SD大鼠，雄性，体质量 180 ~ 200 g，

合格证号：SCXK（鲁）20080002，由山东鲁抗医药股份

有限公司动物室提供。

2 方法与结果
2.1 溶液制备
2.1.1 莱菔子水提液的制备 [4] 莱菔子粉碎成粗粉，

加 10倍量水提取 3次，每次 1.5 h，合并提取液，浓

缩，加水定容至质量浓度为 0.5 g·mL-1。

2.1.2 K-R 试液的配制[5] 精密称取 CaCl2 0.37 g，葡

萄糖 1.4 g，分别加少量蒸馏水溶解，再称取 NaCl

7.8 g，KCl 0.35 g，NaHCO31.37 g，NaH2PO4 0.32 g 和

MgCl2 0.02 g， 加蒸馏水溶解后与 CaCl2溶液及葡萄

糖混匀，定容至 1 L，即得 K-R试液，备用。

2.1.3 空白大鼠肠灌流液 取 K-R 试液适量，按 2.4

项下“大鼠在体单向肠灌流实验”方法灌流，收集

流出液，即得。

2.1.4 药物灌流液的配制 精密量取莱菔子提取液

4，10，15，20 mL，置于 100 mL量瓶中，加 pH5.12

的 K-R试液分别配成 0.02，0.05，0.075，0.1 g·mL-1

的药物灌流液。

2.2 芥子碱硫氰酸盐含量测定的方法学考察
2.2.1 色谱条件 色谱柱为 Thermo Scientific C18（4.6

mm×250 mm，5 滋m），流动相为 0.1 %H3PO4溶液 -

乙腈溶液（87∶13），流速为 1 mL·min-1，检测波长326

nm，柱温 25 ℃，进样量 20 滋L。

2.2.2 对照品溶液的配制 精密称量芥子碱硫氰酸盐

对照品 8.91 mg（置五氧化二磷减压干燥器中干燥 12 h），

置 10 mL 量瓶中，加甲醇充分溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得。

2.2.3 标准曲线的绘制 精密吸取芥子碱硫氰酸盐对

照品溶液 0.1，0.2，0.4，0.8，1.6 ，2.0 mL，置于 2

mL 量瓶中，加入甲醇稀释至刻度，摇匀，按 2.2.1

项下色谱条件，注入高效液相色谱仪，以浓度为横

坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，结果表明

芥子碱硫氰酸盐在 0.04455 ~ 0.891 mg·mL-1呈较好的

线性关系，线性回归方程为 Y = 21810X-592.75，r =

0.9998。

2.2.4 专属性考察 见图 1。取空白肠灌流液，芥子

碱硫氰酸盐对照品，空白肠灌流液 + 芥子碱硫氰酸

盐对照品，莱菔子水提液肠灌流液适量，经 0.45 滋m

微孔滤膜过滤，取续滤液进样测定，考察空白肠灌

流液是否对芥子碱硫氰酸盐的测定有干扰。结果显

示，空白肠灌流液对芥子碱硫氰酸盐的测定无干扰。

2.2.5 精密度考察 取 2.2.2 项下的芥子碱硫氰酸盐

质量浓度为 0.0446，0.1782，0.7128 mg·mL-1 的低、

中、高 3个浓度的对照品溶液，按照 2.1.1项下色谱

条件测定，重复进样 5 次，结果低、中、高质量浓

度的芥子碱硫氰酸盐的日内精密度 RSD 分别为

1.0 %、1.2 %、0.9 %，日间精密度 RSD 分别为

1.3 %、2.75 %、1.93 %。表明精密度良好。

2.2.6 方法回收率试验 取 2.2.2 项下对照品溶液

A.空白肠灌流液 B.芥子碱硫氰酸盐对照品 C.对照品 +空白肠灌

流液 D.肠灌流液

图 1 芥子碱硫氰酸盐各成分的 HPLC色谱图
Figure 1 HPLC chromatograms of blank intestinal perfusate（A），

sinapine cyanide sulfonate reference（B）， reference+blank intestinal

perfusion（C） and intestinal perfusion（D）
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0.1，0.4，1.6 mL置于 2 mL量瓶中，加空白肠灌流液

定容至刻度，分别配制成 0.04456，0.1782，0.7128

mg·mL-1低、中、高 3个质量浓度的芥子碱硫氰酸盐

溶液，按 2.2.1项下色谱条件测定，重复进样 5 次，

记录芥子碱硫氰酸盐的峰面积，将峰面积代入回归

方程计算芥子碱硫氰酸盐浓度，以测得值 /加入值计

算回收率，测得芥子碱硫氰酸盐低、中、高浓度的

回 收 率 为（102.32 ±1.32）% ，（98.53 ±1.09）% ，

（99.54±1.39）%，结果表明芥子碱硫氰酸盐的回收率

均符合要求。

2.3 莱菔子水提液中芥子碱硫氰酸盐在不同 pH 的
K-R液中的稳定性考察 见图 2。采用 1.0 mol·L-1HCl

和 NaOH 溶 液 调 节 K-R 液 得 到 pH 分 别 为

5.12，6.31，7.02 和 8.24，加入一定量的莱菔子水提

液配制成药液，37 ℃水浴条件下放置，分别于

0，1，2和 4 h取样。测定芥子碱硫氰酸盐含量，并

计算其残存百分率。结果表明，芥子碱硫氰酸盐在

4 个pH的 K-R试液中稳定性均良好，其中在 pH为

5.12的 K-R试液中稳定性最好。

2.4 大鼠在体单向肠灌流实验[6-7] 取禁食过夜（自由

饮水）的大鼠，10 %水合氯醛麻醉（4 mL·kg-1）腹腔

注射，背位固定，沿腹中线打开腹腔，小心分离出

待考察肠段，于两端切口插管，结扎，用预热至 37℃

的生理盐水将肠内容物冲洗干净，再用空气将生理

盐水排净。实验时取不同浓度的药物灌流液（预热至 37

℃） 100 mL，先以 1.0 mL·min-1的流速灌流 10 min，

再将流速调为 0.2 mL·min-1，预平衡 30 min 后，开

始计时，用 6个已知质量的小瓶分别于 0~15，15～

30，30～45，45～60，60～75，75~90 min 时间段收

集各灌流液样品，称质量。取样品经 0.45 μm 的微

孔滤膜滤过，续滤液用 HPLC测定峰面积，计算各

个时间段灌流液样品中芥子碱硫氰酸盐的含量。最

后剪取各个被灌流的肠段，测量肠内径以及长度。

2.5 不同浓度莱菔子提取液的芥子碱硫氰酸盐肠吸收
特征 见表 1。分别用 2.2.3项下 0.02，0.05，0.075和

0.1 g·mL-1的药物灌流液按 2.4项下方法进行单向灌

流肠吸收实验，收集的灌流液用微孔滤膜（0.45 滋m）

滤过，精密取 20 滋L注入高效液相色谱仪，按 2.2.1

项下的色谱条件测定芥子碱硫氰酸盐的含量，色谱

图见图 1（D）。采用重量法按照下式[8]计算芥子碱硫

氰酸盐吸收速率常数（Ka）和药物表观吸收系数（Papp）。

Ka= 1- CoutQout
CinQin

蓸 蔀 Q
V Papp=

-Qln CoutQout
CinQin

蓸 蔀
2仔rl

其中：Cout为稳态肠管药物浓度， 即肠道出口药

物浓度；Cin为药物进入肠管开始灌流前浓度；Q 为
灌流速度（0.2 mL·min-1）；l 和 r 分别为被灌流肠段的

长度（cm）和被灌流肠断的横截面半径（cm）；Qin 和

Qout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 g·mL-1）。采用 SPSS 13.0 对数据

进行分析，各组间数据比较采用单因素方差分析

（one-way analysis of variance， ANOVA），P < 0.05认为

具有统计学意义。结果见表 1。结果表明，0.02 g·mL-1

莱菔子提取液中芥子碱硫氰酸盐的吸收速率常数

（Ka）和表观吸收系数（Papp）与 0.05 g·mL-1、0.075 g·mL-1

与 0.1 g·mL-1 间差异有统计学意义（P < 0.05），

0.05， 0.075及 0.1 g·mL-1间的 Ka和 Papp差异无统计

学意义。随着莱菔子药物浓度的增大，芥子碱硫氰

酸盐的吸收出现了高浓度饱和现象，提示其吸收特

性可能存在易化扩散或主动转运，需进一步探讨。

另有文献报道 [9]，药物在大鼠体内的 Papp < 1.8×10-4

cm·min-1和 Papp > 1.2×10-3 cm·min-1 分别表明难以

吸收和易于吸收，由结果可知，Papp值均小于 1.8×

10-4 cm·min-1，说明芥子碱硫氰酸盐的吸收较差。

2.6 P-gp抑制剂对芥子碱硫氰酸盐吸收的影响 见

表 2。据前期研究结果，确定选用 K-R 试液配制

0.02 g·mL-1莱菔子提取液作为供试品溶液，加入盐

酸维拉帕米（Ver）为 P-gp 抑制剂，使其浓度为1

mmol·L-1，按 2.4 项下方法进行小肠单向灌流试验。

按照 2.2.1项下的色谱条件测定芥子碱硫氰酸盐的浓

度，由公式计算 Ka、Papp。加入盐酸维拉帕米组与不

加盐酸维拉帕米实验组相比较，芥子碱硫氰酸盐的

Ka和 Papp 增加，差异有统计学意义（P < 0.01），说明

芥子碱硫氰酸盐是 P-gp的底物。

3 讨论
目前研究药物小肠吸收状况的方法主要为离体外

翻肠囊法、在体肠循环法和在体单向肠灌流法 [10-12]，

图 2 不同 pH值下芥子碱硫氰酸盐的残存百分率曲线
Figure 2 The remaining percentage curves of sinapine cyanide

sulfonate at different pH values
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其中在体大鼠肠灌流模型为美国食品药品管理局

（FDA）认可的研究药物与候选药物的吸收特性的模

型。此模型的特点是在整个实验过程中灌流的肠段

都有血供，不损伤研究部位的淋巴和血液循环系统，

可较好地模拟人体的体内环境，且结果与人体试验

结果相关性良好，近年来已成为药物肠吸收的主要

研究模型。

大鼠肠灌流模型常采用“在体肠循环灌流法”

和“单向肠灌流法”两种方法，考虑到前者灌流时

流速较高，回流供试液易对肠黏膜造成损伤，可能

会导致药物的吸收增大，影响实验结果的准确性。

本研究采用大鼠在体单向灌流模型，其实验条件与

口服给药后药物接触的肠道正常生理环境较接近。

同时，为了确保灌流液中芥子碱硫氰酸盐浓度的降

低是因为肠道吸收而不是其他原因，本实验将灌流

管路的乳胶管剪短至 15 cm，在实验前以实验时的灌

流速度用供试液预平衡灌流管路，以避免灌流管路

的物理吸附对实验结果的影响。

P-gp载体蛋白在肠吸收中的主要功能是将已经

吸收入细胞的药物转运回肠腔中，以降低口服药物

的生物利用度。通过实验发现芥子碱硫氰酸盐属于

难吸收药物，且其 Ka在不同浓度下有显著性差异，

可能与 P-gp 参与肠道吸收有关，研究 [13-14]表明，

P-gp参与底物肠道吸收的过程中表现出明显的剂量

依赖性。低剂量给药时，P-gp分泌对药物经小肠上

皮的渗透性影响很大，导致药物吸收不完全；相反

在高剂量下，P-gp介导的分泌转运达到饱和，使药

物吸收受 P-gp介导的分泌影响较小。本研究提示，

在低浓度药液中加入 P-gp抑制剂后，芥子碱硫氰酸

盐的 Ka显著增大，可能与上述原因有关。
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注：与 0.02 g·mL-1莱菔子提取液比较， *P < 0.05， **P < 0.01。

0.020

0.050

0.075

0.100

Ka /10-3 min-1

0.103±0.017

0.821±0.177*

1.141±0.632**

0.914±0.338**

Papp /10-4 cm·min-1

0.489±0.084

0.796±0.093

1.021±0.532

0.884±0.673*

表 1 不同浓度莱菔子提取液的芥子碱硫氰酸盐肠吸收特征

（x依 s，n=3）
Table 1 Intestinal absorption characteristics of sinapine cyanide

sulfonate of semen raphani water extract at different concentrations

莱菔子提取液浓度
/g·mL-1

肠吸收特征参数

注：与 0.02 g·mL-1莱菔子提取液比较， **P < 0.01 。

组别

0.02 g·mL-1莱菔子提取液

0.02 g·mL-1莱菔子提取液 +Ver

Ka /10-3 min-1

0.103±0.017

7.852±2.159**

Papp /10-4 cm·min-1

0.489±0.084

9.215±3.07**

表 2 P-gp抑制剂对芥子碱硫氰酸盐在大鼠小肠吸收的影响
（x依 s，n=3）
Table 2 Effect of P-gp inhibitors on the intestinal absorption

parameters of sinapine cyanide sulfonate
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