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4-氨基水杨酸（4-aminosalicylic acid，4-ASA）在20世纪80

年代作为抗结核药物运用于临床，后期又发现其可治疗溃疡

性结肠炎（Ulcerative colitis，UC），且安全稳定、耐受性良好、

廉价易得，疗效与传统抗UC药物 5-氨基水杨酸（5-aminosali-

cylic acid，5-ASA）相比更强[1]，不会产生5-ASA引起的急性胰

腺炎[2]。此外，糖类分子现在被广泛用于口服剂型的开发，用

于将药物靶向释放到结肠部位发挥治疗作用[3]。糖类分子能

够靶向释药的理论基础是：糖结合型药物对于大量存在于结

肠中菌群产生的糖苷酶非常敏感，糖苷酶可以使前体药物的

糖苷键断裂并释放母体药物[4]。

为了避免和减少4-ASA口服后在胃肠道上部吸收并代谢

失活，提高其在结肠的药物浓度并减少用药剂量，本课题制备

了 4-ASA 麦芽糖苷（4-aminosalicylic acid-maltoside，4-ASA-

Mal）酶依赖型结肠靶向口服前药。本文为了验证4-ASA-Mal

的结肠靶向性，对其进行了体外释放度的研究。

1 材料
1.1 仪器

1200 型高效液相色谱（HPLC）仪（美国 Agilent 公司）；

TU-1901型双光束紫外-可见分光光度计（北京普析通用仪器

有限责任公司）；TGL-16G 型高速离心机（上海飞鸽仪器公

司）；HH-2型电子恒温水浴锅（苏州威尔实验用品有限公司）；

AL104型电子天平（梅特勒-托利多仪器有限公司）；PHS-3C

型 pH 计（上海雷磁仪器厂）

1.2 药品与试剂

4-ASA-Mal（山西医科大学药化教研室自制，批号：

20130501、20130502、20130503，纯度：≥98％）；4-ASA对照品

（美国Sigma公司，批号：20130904，纯度：≥98％）；甲醇为色谱

纯；试验用水为去离子双蒸馏水；其余试剂均为分析纯。

1.3 动物

SD大鼠，♂，体质量 180～220 g，购自山西医科大学动物

中心，实验动物许可证号：SCXK（晋）2009-0001。

2 方法与结果
2.1 色谱条件
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摘 要 目的：研究4-氨基水杨酸（4-ASA）麦芽糖苷（Mal）的体外盲结肠定位释药特征。方法：采用高效液相色谱法，以4-ASA的

累积释放率为指标，分别考察4-ASA-Mal（相当于250 µg/ml的4-ASA）在不同pH（1.2、6.8、7.4）缓冲液、正常大鼠和溃疡性结肠炎

模型大鼠不同部位（胃、小肠、盲肠、结肠）内容物液中的释药行为。结果：4-ASA-Mal在不同pH缓冲液中几乎不释放；在正常和模

型大鼠胃和小肠的内容物液中12 h的累积释放率均小于8％；在正常大鼠盲肠和结肠内容物液中12 h的累积释放率分别为55％

和81％；在溃疡性结肠炎模型大鼠盲肠和结肠内容物液中12 h的累积释放率分别为55％和74％。结论：4-ASA-Mal可在体外盲

结肠内容物液中定位大量释放4-ASA，具有盲结肠靶向性。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the characteristics of cecum and colon-specific drug delivery system of 4-aminosalicyl-

ic acid-maltoside（4-ASA-Mal） in vitro. METHODS：With the cumulative release rate of 4-ASA as the index，HPLC was em-

ployed to observe the delivery of 4-ASA-Mal（equivalent to 250 µg/ml 4-ASA） in the buffer solutions of different pH（1.2，6.8

and 7.4）and in the aqueous contents in different parts（stomach，small intestine，cecum and colon）of normal rats and the rat mod-

els of ulcerative colitis. RESULTS：4-ASA-Mal was hardly released in the buffer solutions of different pH. 12 h cumulative release

rates were less than 8％ in the aqueous contents in the stomachs and small intestines of normal rats and rat models，and were 55％
and 81％ in the aqueous contents in the cecum and colons of normal rats，and 55％ and 74％ in the aqueous contents in the cecum

and colons of model rats with ulcerative colitis. CONCLUSIONS：4-ASA-Mal can release a lot of 4-ASA in aqueous contents in ce-

cum and colon，targeting cecum and colon in vitro.

KEYWORDS 4-aminosalicylic acid-maltoside；Cecum and colon-specific drug delivery system；Rat；Ulcerative colitis；Cumula-
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色谱柱：Innoval C18（250 mm×4.6 mm，4.6 µm）；流动相：甲

醇-磷酸盐缓冲液（PBS，pH 2.7）（10 ∶90，V/V），流速：1.0 ml/min；

检测波长：263 nm；柱温：30 ℃；进样量：20 μl。

2.2 内容物样品处理

取大鼠，实验前禁食不禁水12 h，用乙醚麻醉，剪开腹腔，

分离胃、小肠、盲肠和结肠，剪开，收集各段内容物于具塞塑料

离心管，按 1 ∶ 4（m/V）分别加入 0.1 mol/L HCl、pH 6.8 PBS、pH

7.4 PBS、pH 7.4 PBS，匀浆[5]，－20 ℃冷冻备用（盲结肠内容物

的处理及离心管和缓冲液预先用氮气处理好）。

2.3 方法专属性试验

分别精密吸取 4-ASA对照品溶液，正常大鼠胃、小肠、盲

肠、结肠的空白内容物液和内容物样品液，进样测定，记录色

谱。结果显示，4-ASA的保留时间约为 10 min，空白内容物不

干扰其测定。色谱图见图1。

2.4 线性关系考察

分别精密量取“2.2”项下空白内容物液0.2 ml，置于1.5 ml

离心管中，加入0.8 ml不同质量浓度的4-ASA对照品溶液，制

成含4-ASA终质量浓度为2.0、8.0、32.0、64.0、160.0、200.0 µg/ml

的样品溶液，混匀，涡旋，以3 000×g离心10 min，吸取上清液，

用 0.45 µm 滤膜过滤，取 20 µl 进样测定，记录峰面积。以

4-ASA峰面积（A）对 4-ASA质量浓度（c）进行回归分析，得各

段内容物的标准曲线方程和相关系数见表1。

结果表明，上述各段胃肠道内容物液中的 4-ASA质量浓

度在2.0～200.0 µg/ml范围内线性关系良好。

2.5 准确度和精密度试验

取大鼠不同部位空白胃肠道内容物液，按“2.4”项下方法

制备高、中、低质量浓度（160、64、8 µg/ml）的4-ASA质控样品，

进样测定，记录峰面积，计算回收率。同日测定5次，考察计算

日内精密度；每日测定 1次，连续测定 5 d，考察日间精密度。

结果，本法的回收率为（89.54±0.60）％～（97.02±0.20）％；日

内RSD均小于4.58％，日间RSD均小于5.48％（n＝5）。

2.6 稳定性试验

制备大鼠不同部位空白胃肠道内容物液中含4-ASA终质

量浓度为64 µg/ml的质控样品，在 37 ℃、自然光条件下放置，

分别于0、2、4、6、8、12 h依法测定，记录峰面积。结果显示，峰

面积的RSD均小于2.17％，表明大鼠胃、小肠、盲肠、结肠内容

物质控样品中4-ASA在12 h内稳定。

2.7 4-ASA-Mal体外靶向释药研究

2.7.1 不同 pH缓冲液 取 7只离心管加入 0.1 mol/L HCl 0.2

ml、4-ASA-Mal 溶液 0.8 ml（相当于 4-ASA 250 µg/ml）[6]，涡旋

混匀。于 37 ℃水浴孵育 0.5、1、2、4、6、8、12 h后，用混匀器振

荡20 s，以3 000×g离心10 min，吸取上清液，用0.45 µm滤膜过

滤，取 20 µl进样测定，计算 4-ASA的累积释放率。同法测定

4-ASA-Mal 在 pH 6.8和 pH 7.4 PBS 中 4-ASA 的累积释放率。

4-ASA-Mal在不同pH缓冲液中的释放曲线见图2。

由图 2可知，4-ASA-Mal在不同 pH缓冲液中孵育后几乎

未检测到 4-ASA。结果表明，4-ASA-Mal在不同 pH条件下几

乎不释放4-ASA。

2.7.2 正常大鼠内容物液 分别取“2.2”项下胃、小肠、盲肠、

结肠内容物液 0.2 ml，置于塑料离心试管中，加入 4-ASA-Mal

药物溶液 0.8 ml（相当于 4-ASA 250 µg/ml），混匀。然后按

“2.7.1”项下操作计算累积释放率。4-ASA-Mal在正常大鼠不

同内容物液中的释放曲线见图3。

由图3可知，4-ASA-Mal在正常大鼠胃和小肠内容物液中

孵育 12 h，4-ASA累积释放率小于 8％；在正常盲肠和结肠内

图1 高效液相色谱图

A.4-ASA对照品；B.胃空白内容物；C.小肠空白内容物；D.盲肠空白内

容物；E.结肠空白内容物；F.胃内容物样品；G.小肠内容物样品；H.盲肠

内容物样品；I.结肠内容物样品；1. 4-ASA

Fig 1 HPLC chromatogram

A. 4-ASA control；B. blank stomach content；C. blank small intestinal

content；D. blank cecum content；E. blank colon content；F. sample of

stomach content；G. sample of small intestinal content；H. sample of ce-

cum content ；I. sample of colon content；1. 4-ASA
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表1 回归方程及其相关系数

Tab 1 Regression equations and the correlation coefficients

样品
胃内容物
小肠内容物
盲肠内容物
结肠内容物

标准曲线
A=40.688c-15.101

A=40.256c-17.094

A=41.004c-16.477

A=42.228c-15.277

r

0.999 5

0.995 7

0.997 4

0.998 6
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图 4 4-ASA-Mal 在模型大鼠不同内容物液中的释放曲线

（n＝3）

Fig 4 Release curves of 4-ASA-Mal in different aqueous

contents in model rats（n＝3）
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容物液中孵育12 h，累积释放率分别约为55％和81％。

以上结果表明，4-ASA-Mal 在不同 pH 条件下不释放

4-ASA，只在特定酶的作用下释放 4-ASA，从而在盲结肠形成

高浓度药物浓度，达到靶向释药目的，发挥其抗溃疡性结肠炎的

治疗作用。

2.7.3 溃疡性结肠炎模型大鼠胃肠道内容物液 取大鼠，实

验前禁食不禁水 12 h，用 2，4，6-三硝基苯磺酸（TNBS）灌肠复

制溃疡性结肠炎模型[7]。复制模型成功后第3天，用乙醚麻醉，

从腹中线切开分别取出胃、小肠、盲肠、结肠的模型大鼠内容

物，后续处理同“2.7.2”项，计算累积释放率。4-ASA-Mal在模

型大鼠不同内容物液中的释放曲线见图4。

由图4可知，4-ASA-Mal在模型大鼠胃和小肠内容物液中

孵育 12 h，4-ASA累积释放率小于 8％；在模型大鼠盲肠和结

肠内容物液中孵育 12 h，累积释放率分别为 55％和 74％。上

述结果表明，4-ASA-Mal在模型大鼠胃肠道内容物液中的体外

孵化中，可大量释放母药4-ASA。

3 讨论
对于结肠定位制剂的体外测定，《中国药典》的方法也不

能完全模拟胃肠的环境（肠道pH、细菌数量、酶的活性、流体容

量和内容物的混合强度）；即使相关研究[8]同时考察了胃肠道

的特异性酶系对药物释放的影响，也只单纯地加入了几种纯

化酶，进行体内生理环境的简单模拟，不能充分反映药物在正

常和溃疡性结肠炎体内的真实环境，其方法有一定的局限

性。本实验综合考虑药物在正常大鼠和溃疡性结肠炎模型大

鼠胃肠道转运过程中的各种生理环境和体内影响因素，在不

同 pH缓冲液的基础上加入了正常或溃疡性结肠炎模型大鼠

胃肠道相应部位的内容物，更真切地模拟了体内胃肠道的菌

和酶的生存环境；同时充入氮气模拟了盲肠和结肠的无氧环

境，能更真实地反映药物的结肠靶向释放程度。

在体外孵化产物中未能检测出有乙酰化 4-ASA，说明在

体外大鼠胃肠道内容物内缺乏乙酰化酶，不能生成乙酰化

4-ASA。

4-ASA-Mal在0.1 mol/L HCl和pH 6.8、pH 7.4 PBS中几乎

不释药，而在与人体盲结肠部位酶环境非常类似的大鼠盲结

肠内容物中检测到大量 4-ASA，初步证明基于糖苷键合成的

4-ASA-Mal 并无 pH 依赖性，其分解与内容物中酶的作用有

关。后续将进一步对4-ASA-Mal进行大鼠体内代谢研究。
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图 3 4-ASA-Mal 在正常大鼠不同内容物液中的释放曲线

（n＝3）

Fig 3 Release curves of 4-ASA-Mal in different aqueous

contents in normal rats（n＝3）
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图2 4-ASA-Mal在不同pH缓冲液中的释放曲线（n＝3）

Fig 2 Release curves of 4-ASA-Mal in the buffer solutions

of different pHs（n＝3）
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