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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家 “重大新药创制”科技重大专项（２０１５ＺＸ０９５０１００５）；国家公益性行业科研专项（２０１５０７００４）；中国医学
科学院医学与健康科技创新工程项目（２０１６Ｉ２Ｍ１０１２，２０１７Ｉ２ＭＢ＆Ｒ０９）

 ［通信作者］　董政起，副研究员，研究方向：基于ＢＣＳ分类的中药有效成分成药性评价研究；Ｅｍａｉｌ：ｄｚｑ６２６＠１６３ｃｏｍ

银杏内酯 Ａ的 ＢＣＳ分类及吸收机制研究△

李楠楠１，２，劳元圣２，高尧春２，李楠２，张梦雪２，黎迎２，刘海波２，董政起２

１哈尔滨商业大学 生命科学与环境科学研究中心，黑龙江　哈尔滨　１５００７６；
２中国医学科学院 药用植物研究所，北京　１００１９３

［摘要］　目的：实验通过计算机模拟和体外快速实验研究银杏内酯Ａ的生物药剂学分类（ＢＣＳ）及其转运机制，
分析其口服生物利用度不高的因素。方法：采用 ＭＯＥ、ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ、ＳｔａｒＤｒｏｐ软件对药物进行相关预测。采用
２种不同的方法进行溶解度试验，以美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）指导原则中的Ｄ０值和２０１５版 《中华人民共和

国药典》中的水中溶解度进行判断。渗透性采用体外细胞模型和人工渗透膜（ＰＡＭＰＡ）模型，根据其表观渗透系数
（Ｐａｐｐ）和有效渗透率（Ｐｅ）的大小进行判断。结果：ＭＯＥ预测结果显示银杏内酯Ａ为难溶性药物；ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ预
测结果表明银杏内酯Ａ水溶性好，肠道吸收性质非常差；ＳｔａｒＤｒｏｐ预测银杏内酯Ａ的溶解性为微溶，药物吸收率＞
３０％，不受Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）调控。选取ｐＨ１２、４０、６８磷酸缓冲液及水中银杏内酯 Ａ的 Ｄ０值均大于１，可判断

其为低渗透性药物。且其在水中的溶解度等于６×１０－３ｇ·ｍＬ－１，为极微溶性药物。在 Ｃａｃｏ２单层细胞模型中 ＡＰ→
ＢＬ转运实验中银杏内酯Ａ的Ｐａｐｐ为８０４×１０

－６～１３９９×１０－６ｃｍ·ｓ－１，在 ＢＬ→ＡＰ转运实验中银杏内酯 Ａ的 Ｐａｐｐ为

１１７９×１０－６～１２９５×１０－６ｃｍ·ｓ－１，因此可判断银杏内酯Ａ为低渗透性药物。在ＰＡＭＰＡ模型中，其Ｐｅ为００８９×
１０－６～００９８×１０－６ｃｍ·ｓ－１，可以判断其为低渗透性药物。在高、中、低３个不同浓度的转运中，银杏内酯 Ａ的外
排系数（ＥＲ）为１１１、０６２、０８９，均小于等于１５。随着Ｐｇｐ抑制剂维拉帕米的加入，银杏内酯 Ａ的转运速率无
显著变化，且差异无统计学意义，说明其的转运不受 Ｐｇｐ的调控，以被动转运为主。结论：银杏内酯 Ａ为 ＢＣＳ
Ⅳ类药物，溶解性和渗透性均较差，导致其口服生物利用度较低。

［关键词］　银杏内酯Ａ；溶解性；渗透性；生物药剂学分类系统
［中图分类号］　Ｒ２８５　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７３４８９０（２０２０）０３０３７２０７
ｄｏｉ：１０１３３１３／ｊｉｓｓｎ１６７３４８９０２０１９０４２２００２

ＳｔｕｄｙｏｎＢＣＳＣｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＡｂｓｏｒｐｔｉｏｎＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧｉｎｋｇｏｌｉｄｅＡ
ＬＩＮａｎｎａｎ１，２，ＬＡＯＹｕａｎｓｈｅｎｇ２，ＧＡＯＹａｏｃｈｕｎ２，ＬＩＮａｎ２，ＺＨＡＮＧＭｅｎｇｘｕｅ２，

ＬＩＹｉｎｇ２，ＬＩＵＨａｉｂｏ２，ＤＯＮＧＺｈｅｎｇｑｉ２

１ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＨａｒｂｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｏｍｍｅｒｃｅ，Ｈａｒｂｉｎ１５００７６，Ｃｈｉｎａ；
２ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｅｄｉｃｉｎａｌＰｌａｎｔＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１９３，Ｃｈｉｎａ

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＢＣＳ）ａｎｄｉｔｓｔｒａｎｓｐｏｒｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅ
Ａｂｙｃｏｍｐｕｔｅｒｓｉｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｒａｐｉｄｉｎｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅｆａｃｔｏｒｓｏｆｌｏｗｏｒａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙＭｅｔｈｏｄｓ：ＭＯＥ，
ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ，ａｎｄＳｔａｒＤｒｏｐｓｏｆｔｗａｒｅｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｄｒｕｇＳｏｌｕｂｉｌｉｔｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｔｗｏ
ｍｅｔｈｏｄｓ，ｊｕｄｇｅｄｂｙｔｈｅＤ０ｖａｌｕｅｉｎｔｈｅＵＳＦＤＡｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓａｎｄｔｈｅｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｉｎｗａｔｅｒｉｎｔｈｅ２０１５ＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａＴｈｅ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇａｎｉｎｖｉｔｒｏｃｅｌｌｍｏｄｅｌａｎｄａｍａｎｕａｌｏｓｍｏｓｉｓｍｅｍｂｒａｎｅ（ＰＡＭＰＡ）ｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ
ａｐｐａｒｅｎｔｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（Ｐａｐｐ）ａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ（Ｐｅ）Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＯＥｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡｗｅｒｅｐｏｏｒｌｙｓｏｌｕｂｌｅｄｒｕｇｓ；ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡｈａｄｇｏｏｄｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄｐｏｏｒｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ；ＳｔａｒＤｒｏｐｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡｗａｓｓｌｉｇｈｔｌｙｓｏｌｕｂｌｅａｎｄｄｒｕｇ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｍｏｒｅｔｈａｎ３０％，ｎｏｔｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＰｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐｇｐ）ＴｈｅＤ０ｖａｌｕｅｓｏｆｐＨ１２，４０，６８ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒａｎｄｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡｉｎｗａｔｅｒｗｅｒｅａｌｌｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎ１，ａｎｄｉｔｗａｓｊｕｄｇｅｄｔｏｂｅａｌｏｗｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｄｒｕｇＡｎｄｉｔｓｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｉｎ

·２７３·
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ｗａｔｅｒｉｓｅｑｕａｌｔｏ６×１０－３ｇ·ｍＬ－１，ｗｈｉｃｈｉｓａｖｅｒｙｓｌｉｇｈｔｌｙｓｏｌｕｂｌｅｄｒｕｇＴｈｅａｐｐａｒｅｎｔｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔＰａｐｐｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡ

ｉｎｔｈｅＡＰ→ＢＬｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｉｎｔｈｅＣａｃｏ２ｍｏｎｏｌａｙｅｒｃｅｌｌｍｏｄｅｌｗａｓ８０４×１０－６～１３９９×１０－６ｃｍ·ｓ－１，Ｉｎｔｈｅ
ＢＬ→ＡＰｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅａｐｐａｒｅｎｔｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔＰａｐｐ ｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡｗａｓ１１７９×１０

－６ ～１２９５×

１０－６ｃｍ·ｓ－１，ｓｏｉｔｃａｎｂｅｊｕｄｇｅｄｔｈａｔｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡｉｓａｌｏｗｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｄｒｕｇＩｎｔｈｅＰＡＭＰＡｍｏｄｅｌ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙＰｅｉｓ００８９×１０－６ｔｏ００９８×１０－６ｃｍ·ｓ－１，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｊｕｄｇｅｄａｓａｌｏｗｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｄｒｕｇＩｎｔｈｅｔｈｒｅｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｉｇｈ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｌｏｗｔｒａｎｓｐｏｒｔ，ｔｈｅＥＲｖａｌｕｅｓｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓＡｗｅｒｅ１１１，０６２，ａｎｄ０８９，ａｌｌ
ｏｆｗｈｉｃｈｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎｏｒｅｑｕａｌｔｏ１５ＷｉｔｈｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＰｇｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｖｅｒａｐａｍｉｌ，ｔｈｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｒａｔｅｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅＡｄｉｄｎｏｔ
ｃｈａｎｇｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｉｔｓｔｒａｎｓｐｏｒｔｗａｓｎｏｔｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＰｇｐ，ａｎｄｉｔ
ｗａｓｍａｉｎｌｙｐａｓｓｉｖｅｔｒａｎｓｐｏｒｔＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＧｉｎｋｇｏｌｉｄｅＡｉｓａＢＣＳｃｌａｓｓＩＶｄｒｕｇｗｉｔｈｐｏｏｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙａｎｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，
ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎｌｏｗｏｒａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ．

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅＡ；ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ；ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ；ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

银杏内酯是银杏叶主要成分，包括银杏内酯 Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｊ和 Ｍ（ＧＫＡ、ＧＫＢ、ＧＫＣ、ＧＫＪ、ＧＫＭ）
等［１］，银杏内酯具有抗炎、抗氧化、改善脑缺血以

及神经保护作用［２］，对中枢神经系统的作用［１］，拮

抗血小板活性因子 ＰＡＦ作用［３］等。银杏内酯注射液

主要成分有白果内酯、银杏内酯 Ａ、银杏内酯 Ｂ和
银杏内酯 Ｃ［４］。目前，银杏内酯注射液使用较为广
泛，但有研究表明其存在严重胃绞痛或周身疼痛、

过敏等不良反应［５］。口服制剂能够在帮助提高患者

适用性的同时降低不良反应，因此本实验拟以银杏

内酯Ａ为模型药物，建立以溶解性和渗透性为指标
的系统、快速、准确评价药物口服生物利用度的方

法，同时分析目前市面上没有银杏内酯口服剂型的

原因，并为下一步开发提供科学依据。

１　材料

１１　仪器

ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ；电热恒温水浴锅（ＨＨＳ
型，上 海 博 讯 实 业 有 限 公 司）；旋 涡 振 荡 器

（ＶＯＲＴＥＸ５型，海门市其林贝尔仪器制造有限公
司）；ＣＯ２培养箱（ＩＮＣ１０８型，德国 ＭＥＭＭＥ

ＲＴ公
司）；倒置显微镜（ＧＸ５１型，奥林巴斯公司）；超净
台（ＳＣＢ１２２０型，北京东联哈尔仪器制造有限公
司）；微量振荡器（ＭＭ１型，金坛市正基仪器有限
公司）；全自动跨膜电阻测量仪（德国 Ｎａｎｏａｎａｌｙｔｉｃｓ
公司）；高压灭菌罐（ＤＹ２００９Ｘ０３２００，上海博讯实
业有限公司）；酶标仪（Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ型，美国 ＭＤ公
司）；药物渗透性检测仪（ＰＡＭＰＡＥｖｏｌｕｔｉｏｎ）。

１２　细胞

Ｃａｃｏ２细胞（北京协和医学院基础医学研究所细
胞中心）。

１３　试药

银杏内酯Ａ（成都曼斯特生物科技有限公司，批
号：ＭＵＳＴ１８０３１５０２，纯度：９９７０％）；荧光素钠
（Ｃｏｏｌａｂｅｒ公司，批号：５１８４７８，纯度：９８％）；ＭＥＭ／
ＥＢＳＳ（ＨｙｃｌｏｎｅＴｈｅｒｍｏ公司，批号：ＡＣ１２１４５６９）；非必
需氨基酸 （Ｇｉｂｃｏ公司，批号：１８９６３６１）；胰酶
（Ｇｉｂｃｏ公司，批号：１９３３２７３）；双抗（Ｇｉｂｃｏ公司，
批号：１８５１５９５）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，批号：
１８５６０３２）；二 甲 基 亚 砜 （Ｓｉｇｍａ公 司，批 号：
ＳＨＢＧ３２８８Ｖ）；Ｈａｎｋ′ｓ溶液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，批号：
２０１８０７１３）；ＭＴＴ（Ａｍｒｅｓｃｏ公司，批号：２９８９３１）；
１２孔ＴｒａｎｓｗｅｌｌＴＭ 培 养 板 （１１２ｃｍ２，０４μｍ，
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，批号：３４７１７０４１）；９６孔细胞培养板
（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，批号：１５７１８６０１）；Ｔ２５细胞培养瓶
（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，批号：３５２１６６０１）；乙腈（色谱纯，
德国默克公司，批号：７５０５８）；甲醇（色谱纯，德
国默克公司，批号：６７５６１）。

２　方法

２１　样品的制备

精密称取银杏内酯 Ａ对照品 １０４ｍｇ置于
０５ｍＬＥＰ管中，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）配成质量
浓度为１００ｍｇ·ｍＬ－１的银杏内酯Ａ对照品溶液。

２２　银杏内酯Ａ定量检测

色谱条件：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８色谱柱

（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）；保护柱（ＶａｎＧｕａｒｄＴＭ

ＰｒｅＣｏｌｕｍｎ３／Ｐｋ，５ｍｍ×２１ｍｍＣｏｌｕｍｎ）；流动相
为水甲醇（５５∶４５）；检测波长为 ２２０ｎｍ；流速为
０２ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为３０℃；进样量为２μＬ；检测
器为ＨｃｌａｓｓＰＤＡ。

·３７３·
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线性关系考察：精密吸取银杏内酯 Ａ对照品溶
液，用甲醇稀释成质量浓度分别为 ２００、１００、５０、
２０、１０、５、２、１μｇ·ｍＬ－１的溶液，混匀后０２２μｍ
滤膜过滤，进样２０μＬ，按２２中的色谱方法进行定
量分析，以质量浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐
标（Ｙ），得线性回归方程：Ｙ＝２６４３６Ｘ＋４９７５９（ｒ＝
０９９９７）线性范围为１～２００μｇ·ｍＬ－１。

精密度与回收率考察：选择２５、５０、１００μｇ·ｍＬ－１

低、中、高３个质量浓度的银杏内酯 Ａ样品，测定
５次，计算日内精密度ＲＳＤ１０８％＜２％。每天使用
新配制的 ２５、５０、１００μｇ·ｍＬ－１低、中、高 ３个质
量浓度的银杏内酯 Ａ样品，连续３ｄ，计算日间精密
度ＲＳＤ为１０３％＜２％。说明该分析方法的精密度符
合方法学要求。按精密度实验操作，计算求得实测

质量浓度，与理论质量浓度比较得到方法的回收率

为９８６％，ＲＳＤ为１１２％ ＜２％，说明该分析方法
的回收率符合方法学要求。

２３　软件预测

实验采用 ＭＯＥ、ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ、ＳｔａｒＤｒｏｐ３种
软件对银杏内酯Ａ进行预测，分别得出溶解性（ｌｇＳ、
ｌｇＰ、ｌｇＤ、ＡＤＭＥＴ＿Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ＿Ｌｅｖｅｌ）、渗透性（ＨＩＡ
ｃａｔｅｇｏｒｙ、ＡＤＭＥＴ＿Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ＿Ｌｅｖｅｌ）及 Ｐｇｐ底物判
断等相关参数对银杏内酯 Ａ生物药剂学属性进行
预测。

２４　银杏内酯Ａ溶解性实验

根据美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）工业指导
原则［６］：称取银杏内酯 Ａ溶于水（ｐＨ５８）、ｐＨ
１２、４０、６８缓冲液中，使药物达到饱和状态，置
于３７℃摇床振荡３ｈ，３００００ｒ·ｍｉｎ－１离心２５ｍｉｎ
（离心半径：５ｃｍ），取上清液１０μＬ，适当稀释后，
按２２色谱条件检测药物浓度，重复３次，计算溶
解度及Ｄ０值。

Ｄ０＝（Ｍ０／Ｖ０）／Ｃｓ （１）
式中：Ｍ０为人的最大给药剂量（ｍｇ），Ｖ０为

２５０ｍＬ，Ｃｓ为溶解度（ｍｇ·ｍＬ－１）。
本实验主要根据动物与人之间的等效剂量换算

方法［７］来计算银杏内酯 Ａ的 Ｍ０，根据文献 ［８］中
兔的最大给药量剂量为１０６４ｍｇ，因此可得人的最
大给药剂量为８９０４ｍｇ。

《中华人民共和国药典》（２０１５版）的溶解性测定
方法［９］：精密称取药物１０ｍｇ置于具塞离心管中，加
入５ｍＬ蒸馏水，样品试管置于３７℃水浴，每５ｍｉｎ

振荡３０ｓ，观察３０ｍｉｎ内的溶解情况，充分混匀后取
出部分溶，并用ＨＰＬＣ分析银杏内酯Ａ的含量。

２５　银杏内酯Ａ的细胞毒性实验

每孔 １×１０５个／ｍＬ的 Ｃａｃｏ２细胞悬液接种在
９６孔细胞培养板，每孔１００μＬ。其中２组为空白组
和阴性对照组，培养箱中培养２４ｈ，弃去废液并向
其中加入用不完全培养基配制的不同质量浓度的银

杏内酯Ａ溶液，每孔１００μＬ，培养１２ｈ。取出培养
板，每孔加２０μＬ质量浓度为５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＴＴ溶液
（ＭＴＴ采用ＰＢＳ配制），继续培养４ｈ，弃废液，然后
向其中加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ溶液，置于摇床低速振
荡１０ｍｉｎ，将其放于酶标仪中检测各孔在５７０ｎｍ处的
吸光度值（Ａ），计算细胞抑制率，本实验选取抑制率
低于１０％的高、中、低３个质量浓度进行转运实验。

细胞抑制率＝
［（Ａ阴性对照组 －Ａ空白组）－（Ａ实验组 －Ａ空白组）］／
（Ａ阴性对照组 －Ａ空白组）×１００％ （２）

２６　银杏内酯Ａ渗透性实验

２６１　Ｃａｃｏ２细胞模型的建立及转运实验　首先用
含１％非必需氨基酸、１％双抗、１０％胎牛血清的
ＭＥＭ培养基复苏Ｃａｃｏ２细胞，然后将其置于３７℃、
５％ＣＯ２、９０％湿度的培养箱中培养，隔天换液，培养
３～５ｄ，长至８０％～９０％程度，进行传代。在细胞传
３～４代将其冻存保存在液氮中，便于下次使用。

取４０～６０代长至８０％ ～９０％的 Ｃａｃｏ２细胞每
孔２×１０５个／ｍＬ的细胞悬液接种在１２孔Ｔｒａｓｗｅｌｌ细
胞培养板上，顶端（ＡＰ）侧加０５ｍＬ的细胞液，底
端（ＢＬ）侧加１５ｍＬ的细胞液，隔天换液，培养至
１９～２１ｄ，并且隔天使用全自动跨膜电阻测量仪测
试细胞ＴＥＥＲ值。
２１ｄ时，开始进行转运实验，首先吸出两侧培

养液，加入Ｈａｎｋ′ｓ溶液清洗１遍，然后再加Ｈａｎｋ′ｓ
溶液在培养箱中孵育２０ｍｉｎ，取出检测其 ＴＥＥＲ值
＞５００Ω进行实验，在ＡＰ侧加入不同浓度的药物溶
液，ＢＬ侧加入空白 Ｈａｎｋ′ｓ溶液，在 １５、３０、６０、
９０、１２０、１５０、１８０ｍｉｎ的不同时间段在 ＢＬ侧取
２００μＬ的样品，同时在相同的位置补充２００μＬ空白
Ｈａｎｋ′ｓ溶液，实验结束后再次测试细胞 ＴＥＥＲ值。
将样品前处理后按照２２的色谱条件在超高效液相
色谱（ＵＰＬＣ）中进行含量测定，计算其表观渗透系数
（Ｐａｐｐ）。

·４７３·
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Ｐａｐｐ＝（ｄＱ／ｄｔ）／（Ａ×Ｃ０） （３）
其中，ｄＱ／ｄｔ（μｇ·ｓ－１）为药物单位时间转运量，

Ｃ０（ｍｇ·Ｌ
－１）为药物在供给室的初始质量浓度，

Ａ（１１２ｃｍ２）为转运膜面积。
２６２　吸收机制研究　在建立好的 Ｃａｃｏ２细胞模
型中取高、中、低３个质量浓度的银杏内酯Ａ溶液
和含有维拉帕米的银杏内酯 Ａ溶液进行双向转运
实验，在 ＡＰ侧加入 ０５ｍＬ的药物溶液，同时在
ＢＬ侧加入１５ｍＬ的空白 Ｈａｎｋ′ｓ溶液作为接收液，
在１５、３０、６０、９０、１２０、１５０、１８０ｍｉｎ的不同时
间段在ＢＬ侧取２００μＬ的样品，同时在相同的位置
补充２００μＬ空白 Ｈａｎｋ′ｓ溶液。另外，在 ＢＬ侧加
入１５ｍＬ的药物溶液，同时在ＡＰ侧加入０５ｍＬ的
空白Ｈａｎｋ′ｓ溶液作为接收液，在１５、３０、６０、９０、
１２０、１５０、１８０ｍｉｎ的不同时间段在 ＢＬ侧取 ２００
μＬ的样品，同时在相同的位置补充 ２００μＬ空白
Ｈａｎｋ′ｓ溶液。将所取样品与 ＵＰＬＣ进行含量测定，
分析药物在 ＡＰ→ＢＬ与 ＢＬ→ＡＰ的不同转运中药
物转运与药物浓度及时间的关系以及药物是否是

Ｐｇｐ底物。
２６３　ＰＡＭＰＡ模型的建立及转运实验　模型建立：
取配制好的磷脂溶液加在平行人工膜渗透性

（ＰＡＭＰＡ）模型的疏水网膜表面上，供室马上加入
２００μＬ含药物的 Ｈａｎｋ′ｓ溶液，受室加入 ２００μＬ
Ｈａｎｋ′ｓ溶液，整个加药过程在１０ｍｉｎ内完成。间隔
３０ｍｉｎ在供室取１００μＬ溶液，按２２的色谱条件进
行含量测定，计算其有效渗透率（Ｐｅ）。

Ｐｅ＝－ｌｎ［１－（ＣＡ（ｔ）／Ｃｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ］／Ａ×
（１／ＶＤ＋１／ＶＡ）×ｔ （４）

Ｃｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ＝［ＣＤ（ｔ）×ＶＤ＋ＣＡ（ｔ）×ＶＡ］／
（ＶＤ＋ＶＡ） （５）

其中，Ａ表示人工磷脂膜面积（０３２ｃｍ２），
ＶＤ表示供体侧的体积（ｍＬ），ＶＡ表示受体侧的体
积（ｍＬ），ｔ表示渗透时间（ｍｉｎ），ＣＡ（ｔ）表示在 ｔ
时间内受体液的质量浓度（ｍｇ·ｍＬ－１），ＣＤ（ｔ）表
示 ｔ时间内供体液的质量浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）。

３　实验结果

３１　软件预测的结果

在软件ＭＯＥ预测结果中，ｌｇＰ为０２５９７，ｈ＿ｌｇＳ
为－２８６５，ｌｇＳ为 －３２６，根据 ＦＤＡ中的高溶解度
大于或等于８５％的药物，在软件中高溶解度药物的

ｌｇＳ的范围在－１～５，可以表明银杏内酯Ａ为难溶性
药物；在软件ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ预测结果中，在软件中
可以根据ＡＤＭＥＴ＿Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ＿Ｌｅｖｅｌ对药物的水溶性高
低进行判断，预测结果显示ＡＤＭＥＴ＿Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ＿Ｌｅｖｅｌ
为３，ＡＤＭＥＴ＿Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ＿Ｌｅｖｅｌ为３，ｌｇＤ为－０９２１，
ＡＤＭＥＴ＿Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ＿Ｌｅｖｅｌ＞０的范围内表明药物的水溶
性过高表明银杏内酯Ａ水溶性好，ＡＤＭＥＴ＿Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ＿
Ｌｅｖｅｌ为３时表明化合物在肠道内的吸收情况差；在
ＳｔａｒＤｒｏｐ软 件 预 测 结 果 中，ｌｇＳ为 ２０１３，ＨＩＡ
ｃａｔｅｇｏｒｙ为 “＋”，Ｐｇｐｃａｔｅｇｏｒｙ为 “ｎｏ”，其中 ＨＩＡ
表示肠道吸收，为 “＋”时，代表药物吸收＞３０％，
因此预测银杏内酯 Ａ的结果为溶解性为微溶，药物
吸收＞３０％，不受 Ｐｇｐ调控。其中软件 ＭＯＥ预测
的溶解度结果与实验结果较为一致。

３２　溶解性结果

根据美国ＦＤＡ的检测方法，银杏内酯 Ａ在 ｐＨ
１２、４０、６８及水中的 Ｄ０ 值分别 为 ２５３８、
２６６６、６６４６、５９４６，可以得出其 Ｄ０值均大于１，
因此可以判断其为低溶解性药物。根据 《中华人民

共和国药典》（２０１５版）的溶解性测定方法［９］：银杏

内酯Ａ在水中溶解度为０００６ｇ·ｍＬ－１，小于极微溶
的标准００１ｇ·ｍＬ－１，因此银杏内酯Ａ为极微溶。

３３　银杏内酯Ａ的细胞毒性

采用 ＭＴＴ法检测不同浓度的银杏内酯 Ａ对
Ｃａｃｏ２细胞存活率的影响，见图１。

注：与阴性对照组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１。

图１　ＭＴＴ法检测不同浓度银杏内酯Ａ的
Ｃａｃｏ２细胞存活率

因此实验取细胞存活率 ＞９０％的高、中、低 ３
个质量浓度为３００、４００、５００μｇ·ｍＬ－１进行实验。

３４　药物渗透性的实验结果

３４１　渗透性判断　实验主要以 Ｐａｐｐ为 １４９６×

·５７３·
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１０－６ｃｍ·ｓ－１为临界值［１０］对银杏内酯Ａ的渗透性高低
进行判断，ＡＰ→ＢＬ转运实验中银杏内酯Ａ的Ｐａｐｐ为
８０４×１０－６～１３９９×１０－６ｃｍ·ｓ－１，小于该值，因
此判断银杏内酯 Ａ属于低渗透性药物。
３４２　吸收机制　根据图２～４，可得出银杏内酯Ａ
在ＡＰ→ＢＬ与ＢＬ→ＡＰ侧的转运量伴随着时间逐步增
加且在３ｈ内没有饱和，说明对时间具有一定的依
赖性，在３０ｍｉｎ中后不同浓度组的趋势不同，其中
高浓度组较中浓度组在同一时间段内它的转运量在

ＡＰ→ＢＬ与ＢＬ→ＡＰ侧明显增加，推测银杏内酯Ａ以
被动转运为主。由于 ＢＬ→ＡＰ侧高、中、低浓度组
在不同的时间点它们的转运量差异不大，通过对高、

低２个浓度组在 ＡＰ→ＢＬ侧的比较，可以得出它们
的双向转运 Ｐａｐｐ：低浓度 ＞高浓度，随着给药浓度
的增加，转运速率反而减小，因此推测转运过程中

可能存在主动转运的参与，从而导致 Ｐａｐｐ计算公式
中的分子部分增加幅度减小，而高浓度时分母 Ｃ０较
大，从而导致转运速率在低浓度时较高。高、中、

低３个浓度的外排系数（ＥＲ）分别为 １１１、１２７、
０８５，均小于１５，说明银杏内酯 Ａ以被动转运为
主。且双侧转运的 Ｐａｐｐ均小于１４９６×１０

－６ｃｍ·ｓ－１，
说明银杏内酯Ａ为低渗透性药物。

图２　银杏内酯Ａ的ＡＰ→ＢＬ方向的
转运量随时间和浓度的变化

图３　银杏内酯Ａ的ＢＬ→ＡＰ方向的
转运量随时间和浓度的变化

注：ｎ＝３，Ｐ＜００５。

图４　银杏内酯Ａ的Ｐａｐｐ在不同浓度不同方向的变化

Ｐｇｐ是可以将药物从ＡＰ侧转运到ＢＬ侧的一种
外排蛋白，主要存在于肠道细胞中［１０］。根据图５可
以得出，银杏内酯Ａ与含有同等浓度的维拉帕米相
比较，它们的Ｐａｐｐ差异不大，且Ｐ＞００５，差异无统
计学意义，说明添加 Ｐｇｐ抑制剂维拉帕米后，对实
验组的银杏内酯Ａ的转运速率无影响，说明银杏内
酯Ａ的转运不受Ｐｇｐ的调控，银杏内酯Ａ不是Ｐｇｐ
的底物。

注：ｎ＝３，Ｐ＞００５。

图５　维拉帕米对银杏内酯Ａ转运的影响

３４３　ＰＡＭＰＡ膜的渗透性实验结果
荧光素钠试漏：样品取样结束后，吸出供体液，

向其中加入２ｍｇ·ｍＬ－１的荧光素钠溶液，在酶标仪
中进行检测。根据图６样品与空白 Ｈａｎｋ′ｓ溶液的 Ａ
值无明显差异，说明无药物渗透，膜完整性良好。

图６　荧光素钠Ａ值与空白Ｈａｎｋ′ｓ溶液的Ａ值比较

·６７３·
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根据图７～８可得出银杏内酯Ａ的转运量是随着
时间的增加而增加，并且在３ｈ之内未出现饱和状
态，说明具有一定的时间依赖性。比较高、中、低

３组浓度的 Ｐｅ差异均无统计学意义，可以判断其为
被动转运。同时吸收良好的药物的Ｐｅ＞１０－６ｃｍ·ｓ－１；
吸收为１％ ～１００％的药物的 Ｐｅ为０１×１０－６～１×
１０－６ｃｍ·ｓ－１；而吸收差的药物（即吸收 ＜１％）的
Ｐｅ＜１０－６ｃｍ·ｓ－１，银杏内酯 Ａ的 Ｐｅ均小于 １×
１０－６ｃｍ·ｓ－１，说明银杏内酯Ａ为低渗透性药物。

图７　银杏内酯Ａ转运量随时间和浓度的变化

注：ｎ＝３，Ｐ＜００１。

图８　银杏内酯Ａ的Ｐｅ在不同浓度的变化

４　结论

Ｄ０值和水中溶解度结果证明银杏内酯Ａ为难溶
性药物，Ｃａｃｏ２细胞及ＰＡＭＰＡ膜转运实验结果表明
银杏内酯Ａ为低渗透性药物。根据 Ａｍｉｄｏｎ等［１１］于

１９９５年提出的生物药剂学分类系统理论，综合判
定，银杏内酯 Ａ为 ＢＣＳⅣ类药物，溶解性和渗透性
差是导致其口服生物利用度低的重要因素。此外，

银杏内酯Ａ的转运不受Ｐｇｐ的调控，吸收机制以被
动转运为主。ＭＯＥ软件在预测银杏内酯 Ａ溶解性
时，结果更为准确；ＳｔａｒＤｒｏｐ软件在预测银杏内酯Ａ
与Ｐｇｐ相关性上也得出较为准确的结论。

５　讨论

实验从药物的溶解度和渗透性两方面展开。溶

解度方面，根据美国ＦＤＡ指导原则，计算其 Ｄ０值，
均大于１表明银杏内酯 Ａ为低溶解性药物；根据
《中华人民共和国药典》的溶解度划分，银杏内酯Ａ
为难溶性药物。软件ＭＯＥ、ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ、ＳｔａｒＤｒｏｐ
在预测银杏内酯 Ａ的溶解性时，结果分别为难溶、
易溶、微溶，相差较大，与实验结果不相符，一方

面可能因为有的软件更适合预测大分子化合物，另

一方面可能是软件预测主要考虑其化学结构并没有

实际考虑到化学结构中的羟基在不同ｐＨ条件下发生
反应，改变原有结构。软件预测可以高效简便的判

断出药物的性质，但是可能与实际有所出入，软件

预测仅可以作为判断的一个指标，不能作为判断的

主要依据。

在渗透性方面，本实验主要采用 Ｃａｃｏ２单层细
胞模型和ＰＡＭＰＡ模型。在 Ｃａｃｏ２单层细胞模型中，
ＡＰ→ＢＬ转运实验中银杏内酯 Ａ的 Ｐａｐｐ为 ８０４×
１０－６～１３９９×１０－６ｃｍ·ｓ－１，在ＢＬ→ＡＰ转运实验中银
杏内酯Ａ的Ｐａｐｐ为１１７９×１０

－６～１２９５×１０－６ｃｍ·ｓ－１，
Ｖｏｌｐｅ等［１２］通过对 Ｃａｃｏ２细胞单层模型的实验，以
２３个模型药物为标准，研究其 Ｐａｐｐ与其通过人体小
肠吸收ｆａ值比较，验证了ＢＣＳ评价标准，因此建立
以Ｃａｃｏ２细胞模型培养２１ｄ时的药物转运渗透性高
低评价标准，临界Ｐａｐｐ为１４９６×１０

－６ｃｍ·ｓ－１。同时
相关文献也有以 Ｐａｐｐ＜１０×１０

－６ｃｍ·ｓ－１为吸收性
差，Ｐａｐｐ在１０×１０

－６～１０×１０－６ｃｍ·ｓ－１为吸收中
等，Ｐａｐｐ＞１０×１０

－６ｃｍ·ｓ－１为吸收性好。本实验主
要以Ｐａｐｐ为１４９６×１０

－６ｃｍ·ｓ－１为临界值，银杏内酯
Ａ属于低渗透性药物，但是以另一个标准银杏内酯
Ａ属于高渗透性药物。在 ＰＡＭＰＡ模型中，其 Ｐａｐｐ为
２４５×１０－６～３４２×１０－６ｃｍ·ｓ－１，因此银杏内酯 Ａ
属于低渗透性药物。综合结果判断银杏内酯 Ａ为低
渗透性药物。通过细胞模型可以判断其为被动转运，

因此Ｃａｃｏ２单层细胞模型应用更为广泛，各种规定
更加完善，ＰＡＭＰＡ模型操作更为简单快捷，且耗时
短，但由于所用的磷脂膜没有蛋白的存在，更适合

用于被动转运为主的药物。

实验以银杏内酯中的主要成分之一的银杏内酯

Ａ为模型药物进行研究，结果表明其渗透性较差，
在其他剂型上应用具有一定的局限性。银杏内酯 Ａ
结构中存在羟基可能是影响其渗透性的原因，有研

究表明对羟基进行甲基化修饰可以提高具有羟基取

代化合物的渗透性［１３］；透膜过程中氢键能力越强，

·７７３·
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滞留时间就越长也是渗透性低的原因之一［１４］，可以

减轻氢键能力增加其渗透性。难溶性药物制备成固

体分散体、纳米制剂等，均是提高其溶解度的有效

方法［１５］。

实验通过软件预测、美国 ＦＤＡ指导原则、《中
华人民共和国药典》的溶解度方法、Ｃａｃｏ２单层细
胞模型和ＰＡＭＰＡ模型系统的对银杏内酯 Ａ的渗透
性研究进行其 ＢＣＳ分类找出其生物利用度低的主
要原因，为快速评价药物基于生物药剂学属性的成

药性，进而针对性地提高生物利用度的研究提供

支撑。
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