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壳聚糖在小鼠体内的组织分布与排泄

胡锦珍 ' 张家骊“， 程沁园 ' 高娟1， 夏文水

(1．江南大学医药学院，江苏无锡214122；2．江南大学食品学院，江苏无锡214122)

摘 要：研究相对分子质量为50万、脱乙酰度为90％的壳聚糖给小鼠灌胃后在体内的吸收、分布

及排泄，为壳聚糖药效学及制剂的开发和利用提供基础数据。用异硫氰酸荧光素对壳聚糖进行标

记，产物称为荧光标记的壳聚糖，即FITC—CIS；采用荧光分光光度计测定和HPLC分析相结合的

方法，测定小鼠口服FITC—CIS后药物在体内各组织中的分布，并检测给药后24 h内药物从尿和

粪中相F出的情况。检测方法适用于FITC—CIS在动物体内的药动学研究，实验获得纯化的荧光标

记壳聚糖，给小鼠灌胃后壳聚糖在血清中质量浓度非常低，体内主要分布在肾脏中，主要是经粪便

排出，粪便中壳聚糖以原形排出，部分分解的壳聚糖从尿液中排泄。
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Abstract：In order to Iearn the distribution and excretion of chitosan in mice， a fluorescein

isothiocyanate labeled chitosan (FITC—CIS) with 5×105 of molecular weight and 90％ of

deacetylation degree was prepared through 1abeling with fluorescein isothiocyanate and then

carefuIly investigated． It was found that chitosan was mainly distributed in kidney and a Very 10w

content in serum，most of FITC—CIS was excreted through feces，and the degraded FITC—CIS was

excreted in urine． The results presented here provided the foundation for chitosan as the

medicine．
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壳聚糖(chitosan，CIS)是一种可降解吸收的天

然高分子材料，由甲壳素经浓碱水解脱去乙酰基后

得到。壳聚糖含有游离氨基，能与稀酸结合生成胺

盐而溶于稀酸，其安全无毒，具有良好的生物相容

性，在医药、食品、纺织、造纸、化工、环保等领域都

具有广阔的应用前景‘1．2|。目前，壳聚糖在医药领

域的研究发展非常迅速，越来越多报道表明壳聚糖

具有降低胆固醇、降脂‘33和提高免疫力等多种生理
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活性功能。对壳聚糖药物代谢动力学方面的研究

也在逐渐开展，如Zeng L等【41用4种不同相对分子

质量的壳聚糖对小鼠灌胃后比较了其在体内的吸

收与分布，指出壳聚糖体内吸收的程度与相对分子

质量大小和水溶性密切相关；Hiraku Onishi等口]研

究了水溶性壳聚糖在小鼠体内的生物降解和分布

等。但是对于水不溶性壳聚糖在体内的分布排泄

研究报道较少。作者采用异硫氰酸荧光素标记的

壳聚糖，观察其给小鼠灌胃后在体内的吸收、分布

及排泄情况，为进一步研究壳聚糖药效学及制剂的

设计和应用提供基础数据。

1材料与仪器

1．1试剂与药品

壳聚糖(脱乙酰度为90％，相对分子质量为

5×10 5)，由江南大学食品学院提供；异硫氰酸荧光

素(FITC)，购自Sigma公司。

1．2 动物

清洁级雌性昆明小鼠，4周龄，体重16～20 g，

由上海斯莱克实验动物中心提供。动物许可证号：

SCXK(沪)2007一0005。

1．3仪器

Agilentll00型高效液相色谱仪，美国安捷伦

公司制；VICTOR31M 1420型Multilabel Counter荧

光分光光度计，美国PerkinElmer公司制；Fn5型

真空冷冻干燥机，上海市离心机械研究所制；R一

110一25—14K透析袋，上海绿鸟科技有限公司制。

2 实验方法

2．1 FITC对壳聚糖的标记

壳聚糖溶于O．1 mol／L乙酸，配制l g／dL的壳

聚糖溶液，1 mol／L NaoH调节至pH 9．O，缓慢加

入O．5倍体积的甲醇，搅拌均匀，加入一定FITC脱

水甲醇溶液，混匀，25℃避光搅拌反应3 h后，去离

子水透析3 d，至透析袋外的溶液中无荧光吸收，再

用过量乙醇清洗标记样品，直至不含游离的荧光

素，冷冻干燥。标记的壳聚糖，即FITC—CIS，用凝

胶渗透色谱进行分析检测，测定标记率。壳聚糖与

荧光素的反应控制质量比为60：1。
2．2 色谱分析

2．2．1 除蛋白(乙醇沉淀法) 吸取样品200肛L，

按体积比3：1加入体积分数为O．90的乙醇，剧烈

振荡20 min，3 500 r／min离心10 min，取上清液，

凝胶渗透色谱分析。
2．2．2 凝胶渗透色谱条件 色谱柱TSK—gel

G3000Sw(7．5 mm I．D．×60 cm)；流动相

O．2 mol／L pH 5．0乙酸缓冲液(滤膜过滤)；体积

流量1．0 mL／min；荧光检测器型号Agiientlloo

型；激发波长(E：)485 nm，发射波长(E)520 nm；

柱温30℃；进样量20“L。测定样品为FITC、

FITC—CIS和粪尿样品。

2．3动物实验

2．3．1 壳聚糖在小鼠体内的分布 将小鼠随机分

为8组，每组8只。实验前禁食12 h，自由饮水。按

照采样时间将8个试验小组设定为0、O．5、1、2、4、

8、12、24 h组。按照100 mg／kg的剂量分别灌胃

10 g／L壳聚糖溶液，空白组为o．2 mol／L pH 5．0乙

酸缓冲液。给药后每组按设定的时间摘眼球取血

0．5 mL，置于离心管中，颈椎脱臼处死小鼠，解剖取

出心、肝、脾、肺、肾、胃内容物、肠内容物等组织样

品。血液和组织样品分别按方法2．4．1和方法

2．4．2进行处理。

2．3．2 壳聚糖小鼠排泄物的测定 取小鼠随机分

为2组，每组8只。试验前置于两个代谢笼内适应

12 h，并禁食，自由饮水。试验组分别按照50 mg／

kg剂量灌胃壳聚糖溶液，空白组灌胃等量O．2 mol／

L pH 5．O乙酸缓冲液，分别收集O～3、3～6、6～9、

9～12、12～24 h各时间段内每只小鼠的尿和粪。

再按方法2．4．3进行处理。

2．4生物样品处理

2．4．1 血清样品 3 500 r／min离心血液10 min，

取上层血清，一20℃保存备用。

2．4．2组织样品 完整地取出各组织，用生理盐

水洗去表面浮血，吸干称重，各样品取O．3 g于封口

袋中，置一20℃保存。测定前取出该组织样品，解

冻，剪碎，按预结果将其与一定比例生理盐水混合，

制成组织匀浆液。3 500 r／min离心10 min，取上

清液测定。

2．4．3 粪尿样品 取收集的尿液，3 500 r／min离

心10 min，取上清液，测定尿液中壳聚糖含量。按

每100 mg粪加入1 mL o．2 mol／L乙酸缓冲液，匀

浆，6 000 r／min离心5 min，取上清液，测定其中壳

聚糖含量。用HPLC检测粪便与尿液中壳聚糖在

体内的代谢峰谱。

2．5样品检测

各吸取50 pL血清、组织匀浆液和粪尿上清样

品、PBS(pH 7．4，50 mmol／L)500 pL，混匀，避光保

存，荧光分光光度仪测定荧光吸收度。激发波长

485 nm，发射波长520 nm。
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3 实验结果

3．1 FlTC标记壳聚糖

HPLC测定标记结果如图1所示，证明实验纯

化得到FITC—CIS，保留时间为16．729 min。在

FITC保留时间处(a)没有峰存在，说明标记过后的

产品(b)中无游离荧光素存在。(c)为含游离FITC

的壳聚糖。
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图l 荧光标记壳聚糖HPLC色谱图

Fig．1 HPLC chromatograms of FIT()-CIS

3．2小鼠灌胃壳聚糖体内各脏器组织分布测定

各组小鼠灌胃壳聚糖后按每组所标定的时间，

分别摘眼球取血，然后颈椎脱臼处死，取出各组织

样品，测定各样品中药物质量分数，结果见图2。胃

内容物和肠内容物测定结果见图3。

图2小鼠灌胃F11．c-CIS后各时间点各组织和血清中

的药物质量分数

Fig．2 Concentration jn pl丛ma and tissues at different

time f0IIOwing g躯tric inf岫ion Of FITc-CIS
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图3小鼠灌胃FITC-CIs后各时间点胃内容物和肠内

容物中药物质量分数

Fjg．3 ConcentratiOn in stomach cOntent and int鹤tine

cOntent at different time fo¨owj呜g嬲tric infu—

siOn ofFIT

3．3小鼠灌胃壳聚糖排泄测定

FITC-CIS在尿和粪中的排泄量见表1，结果表

明FITC—CIS在口服后3～6 h之间排泄浓度达到

高峰值，以排泄浓度最大的样品进行GPC分析，结

果见图4。

4讨 论

根据文献报道№叫]，标记率为1％左右的壳聚

糖对于壳聚糖本身性质影响不大，可用于壳聚糖的

功能性研究，故实验中采用的是荧光标记率为

1．21％的壳聚糖。HPLC测定标记结果表明，标记

的壳聚糖上有多个氨基，标记过程中究竟标哪个氨

基是不一定的，有可能多个氨基被标记。不同氨基

被标记，出的峰是不一样的。
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表l 小鼠灌胃壳聚糖后各时段尿、粪排泄物中药物含量(疗=2)

Tab．1 Concentration in urine and fec签at different time following g嬲t ric infusion of FITC·CIS(n=2l

注：FITC—cIs灌胃剂量均为50 mg／kg
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图4 壳聚糖在小鼠排泄物中的HPLC色谱图

Fig．4 HPLC chromatograms of FITC。CIS in urine and feces

壳聚糖在各个脏器中存在较高的积累，在心、

肝、脾、肺、肾的分布为肾>肝>肺>心>脾。血清

中壳聚糖质量分数大大低于在肝脏中的质量分数，

这是由于具有高相对分子质量的壳聚糖很难被吸

收进入血液中，2 h后血清中已检测不到荧光吸收，

这与血清特殊的迅速清除能力有关哺]。胃内容物

中，o．5 h时荧光强度最高，8 h后还有少量壳聚糖

的存在，表明壳聚糖在胃中停留时间相对较长。壳

聚糖在胃中停留时间的延长可能与其纤维粘滞度

高、不易被消化降解的特性有关。壳聚糖的生理活

性与它的相对分子质量和水溶性密切相关Ⅲ。较

高相对分子质量的壳聚糖灌胃后大部分不被吸收，

随着肠道pH升高，壳聚糖又形成凝胶状，它能够吸

附肠道内的脂肪，使其不被吸收，加大粪便中脂肪

的排泄，促成了降脂的功效。

小鼠尿液经HPLC分析(图4)，结果发现，与空

白尿液和FITC—CIS图谱相比，灌胃FITC—CIS的尿

液，在FITC—CIS保留时间处没有峰，而推后几分

钟，在18～20 min处有峰出现，表明尿液中有降解

的壳聚糖存在。粪便排泄物中药物质量分数在3 h

至6 h之间达到峰值，随时间的延长，排泄物中药物

质量分数逐渐下降。粪便经HPLC分析发现，与空
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白粪便相比，灌胃FITC—CIS的粪便在16．669 min

处有FITC—CIS谱峰，除该峰外，其他的出峰都与空

白粪相同，表明F1TC—CIS未经降解直接以原形从
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