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利福昔明在人工胃/肠液和大鼠肠道菌群及组织样品中的

稳定性初步分析

陶 琦 刘希望 秦 哲 白莉霞 李世宏 李剑勇 杨亚军*

(中国农业科学院 兰州畜牧与兽药研究所/农业农村部兽用药物创制重点实验室/
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摘 要 为初步分析利福昔明(Rifaximin)在人工胃/肠液和肠道菌群及动物组织样品中的稳定性,将利福昔明分

别与空白人工胃液(pH=1.3,不含酶)、空白人工肠液(pH=6.8,不含酶)、人工胃液(pH=1.3,含胃蛋白酶)、人工

肠液(pH=6.8,含胰蛋白酶)、SD大鼠(雄性)肠道菌群及不同组织样品的匀浆液等共孵育不同时间后,采用高效液

相色谱法(HPLC)检测剩余利福昔明百分比的变化。结果表明:1)在空白人工胃液中,随孵育时间的增加,剩余利

福昔明百分比虽有下降,但仍在90%以上;在人工胃液中孵育6h,其剩余百分比为84.03%;而在空白人工肠液和

人工肠液中孵育6h后,其剩余百分比则分别降至81.14%和78.12%。2)利福昔明在SD大鼠肠道菌群中孵育

12h后,虽发生部分降解,但剩余百分比仍在90%以上,总体呈稳定的趋势。3)利福昔明在空白SD大鼠的胃、肝、

小肠和大肠及内容物的匀浆液中分别孵育6h后,其剩余百分比分别为92.09%、75.95%、78.24%和83.90%。综

上,利福昔明在酸性条件下较稳定,而在碱性条件下,胰蛋白酶、胃蛋白酶和肠壁、肝脏代谢酶等对其稳定性的影响

亦较为有限。本研究将为兽用利福昔明口服制剂的开发提供数据支持。
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Abstract Topreliminarilyanalyzethestabilityofrifaximininartificialgastric/intestinalfluid,theintestinalflora,and

tissuesamplesofrat,rifaximinwasspikedintoblankartificialgastricfluid(pH=1.3,withoutenzyme),blankartificial
intestinalfluid(pH=6.8,withoutenzyme),artificialgastricfluid(pH=1.3,withpepsin),artificialintestinalfluid
(pH=6.8,withtrypsin),theintestinalfloraofSDrats(males)andhomogenatesofdifferenttissuesamplesfor
differentincubationtime,respectively.Thepercentageofresidualrifaximinwasdetectedbyhigh-performanceliquid

chromatography(HPLC).Theresultsshowedthat:1)Inblanksimulatedgastricfluid,thepercentageofresidual
rifaximindecreasedwiththeincreaseofincubationtime,butitwasstillabove90%.Afterincubationinartificialgastric

juicefor6h,thepercentageofrifaximinwas84.03%.However,afterincubationintheblankandartificialintestinal
solutionsfor6h,thepercentagesdecreasedto81.14% and78.12%,respectively.2)Afterincubationinthe
intestinalfloraofSDratsfor12h,thepercentagewasstillmorethan90% withastabletrendalthoughrifaximin

exhibitedpartialdegradation.3)Whenrifaximinwasincubatedinhomogenatesofrats’stomach,liver,smallandlarge
intestinesfor6h,thepercentagesofresidualrifaximinwere92.09%,75.95%,78.24%and83.90%,respectively.
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Inconclusion,rifaximinwasmorestableunderacidicconditionswhilethestabilitycouldbeinfluencedbyalkaline
conditions,pepsin,trypsin,intestinalwallandlivermetabolicenzymes.Thestudywillprovidedatasupportforthe
developmentofrifaxinminoralpreparationsforanimals.
Keywords rifaximin;artificialgastricfluid;artificialintestinalfluid;intestinalflora;tissuesamples;stability

  利福昔明是利福霉素衍生物[1](图1),其抗菌

谱广,抗菌活性强,局部给药不易吸收,是高效低毒

的抗生素[2-3]。该药物对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性

菌、需氧菌和厌氧菌等均有良好的抗菌活性[4-6];利
福昔明(Rifaximin)是由意大利 AlfaWassermann
S.P.A公司研制生产,1987年作为抗感染性腹泻药

物在意大利上市,之后在国外被广泛研究与应用;

2004年通过SFDA批准,在我国广泛应用于医学临

床;近年来亦被用于兽医临床。利福昔明在医学临

床中常 被 用 于 胃 肠 疾 病 的 治 疗,如 炎 症 性 肠 病

(Inflammatoryboweldisease,IBD)[7]、肠易激综合

征(Irritablebowelsyndrome,IBS)[8]等。在兽医

临床中,利福昔明以灌注剂的形式用于动物疾病的

治疗。子宫和乳房灌注给药后,可在子宫和乳房内

保持较高的药物浓度,以杀灭其中的敏感病原菌,用
于相关疾病的治疗,如奶牛子宫内膜炎[9]和乳房

炎[10]等。

图1 利福昔明结构式

Fig.1 Structureofrifaximin

口服给药是最为便捷的给药途径之一[11],而目

前尚无口服的利福昔明制剂被批准用于兽医临床。
口服药物进入体内会受到胃肠不同酸碱环境、消化

酶、肠道菌群,以及肠壁、肝脏代谢酶的作用,从而影

响其药效的发挥[12-14]。国内兽医临床上,利福昔明

以子宫和乳房灌注给药为主[15-16]。本研究采用高效

液相色谱法(Highperformanceliquidchromatography,

HPLC),考察了利福昔明在人工胃/肠液中的稳定

性以及大鼠肠道菌群、肠道及肝匀浆等对其的降解

作用,为兽用相关口服制剂的设计与开发提供数据

支持。

1 材料与方法

1.1 药品与试剂

利福昔明对照品(中国食品药品检定研究院,纯度

98.8%,批次:130496-201403),乌拉坦(NJKOCED,批
号:C0028),胰蛋白酶(猪源,酶活250NFU/mg,索
莱宝生物科技有限公司,批号:T8150),胃蛋白酶

(猪源,酶活3000-3500NFU/g,索莱宝生物科技

有限公司,批号:P8390),磷酸盐缓冲液(索莱宝生

物科技有限公司,批号:D1040-500),厌氧培养基

(CM1513,北京陆桥技术股份有限公司),乙腈(色
谱纯,Fisher),盐酸、磷酸二氢钾、氢氧化钠等均为

国产分析纯试剂。

1.2 主要仪器

超高效液相色谱仪-二极管阵列检测器(安捷伦

1290),匀 浆 机 (IKA-T25),离 心 机 (Multifuge
X3R),厌氧培养箱(Thermo)。

1.3 试验动物

清洁级SD大鼠,6只,雄性,8~10周,体重

210~230g,购于中国农业科学院兰州兽医研究所,
动物生产许可证号:NKMYD201907018。在试验开

始前,动物经过2周的隔离和适应。所有的试验方

案和程序,均获得中国农业科学院兰州畜牧与兽药

研究所动物伦理委员会的批准。

1.4 相关溶液配制

1.4.1 标准储备液与标准溶液

称取利福昔明对照品适量,以乙腈溶解,配制成

质量浓度为1mg/mL的标准储备液,于4℃存放备

用。使用前以乙腈稀释,得到实验所需质量浓度的

标准溶液。

1.4.2 人工胃液的制备 
按文献方法[17],取稀盐酸16.4mL,然后加水

800mL和胃蛋白酶10g,充分溶解后,用3.65g/L
盐酸溶液调节pH 至1.3后,加水稀释并定容至

1000mL,即得人工胃液。空白人工胃液的配制:
不含胃蛋白酶,其余与人工胃液配制方法相同。
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1.4.3 人工肠液的制备

按文献方法[17],取磷酸二氢钾6.8g,加水

500mL使其溶解,用4g/L氢氧化钠溶液 调 节

pH至6.8;称取胰蛋白酶10g,加适量水使其充

分溶解;将上述两种溶液混合后,再以水稀释并

定容至1000mL,即得人工肠液。空白人工肠液

的配制:除不含胰蛋白酶,其余与人工肠液配制

相同。

1.4.4 SD大鼠肠道菌群的制备,
按参考文献[18-19],SD大鼠禁食12h后,刺

激腹部以采集新鲜粪便。将粪便与生理盐水按比例

(1g∶5mL)涡旋混合制成悬浊液,4500r/min离

心10min(4℃),再将上清液与厌氧培养液按比例

(V上清液∶V厌氧培养液=1∶9)混合,置厌氧培养箱中

37℃过夜,制得肠道菌群培养液待用。

1.4.5 空白组织样品的制备

按参考文献[20-22],取SD大鼠(230~250g)

6只,禁食不禁水过夜,腹腔注射乌拉坦麻醉后,迅
速处死,采集肝脏、胃、小肠和大肠,用预冷的磷酸盐

缓冲液(4℃放置2h)冲洗表面后剪碎,再将各组织

与磷酸盐缓冲液按质量与体积比例(1g∶5mL)混
合,置于匀浆机中均质后,4500r/min离心10min
(4℃),取上清液备用。离心前的操作均在冰浴条

件下进行。

1.4.6 厌氧培养基的制备

依培养基使用说明,称取厌氧培养基9.5g,加
水800mL摇匀,然后加水稀释并定容至1000mL,
混匀后分装于试管中,于高压湿热条件下灭菌,制成

厌氧液体培养基(GAM),4℃保存备用。

1.5 利福昔明的HPLC检测方法

1.5.1 色谱条件

参考文献[23],略有调整。Phenomenexluna
C18色谱柱(150mm×4.6mm,5μm);流动相(A)
为3.16g/L甲酸铵,(B)为V乙腈∶V甲醇=1∶1,等
度洗脱(VA∶VB=37∶63);柱温40℃;检测波长

276nm;流速1.4mL/min;进样量20μL;运行时间

10min。

1.5.2 特异性分析

分别取空白人工胃液(1mL)、空白人工肠液

(1mL)、人工胃液(1mL)、人工肠液(1mL)、人工

胃液(1mL)+利福昔明储备溶液(10μL)、空白人

工肠液(1mL)+利福昔明储备液(10μL)、空白人

工胃液(1mL)+利福昔明储备液(10μL)、空白肠

道菌液(1mL)、空白肝匀浆液(1mL)、空白胃匀浆

液(1mL)、空白大肠及内容物的匀浆液(1mL)、空
白小肠及内容物的匀浆液(1mL)。按照“1.7”项下

的样品前处理方法操作后,按“1.5.1”项下的色谱条

件进样分析,对比色谱图。观察在利福昔明标准溶

液的出峰位置处,是否有其他物质干扰。

1.5.3 重现性

配制质量浓度为10、40和100μg/mL利福昔

明标准溶液各6份,再按“1.5.1”项下进样1次,记
录峰面积。

1.6 重复性

配制质量浓度为10、40和100μg/mL利福昔明

标准溶液各1份,于不同时间点(0、4、8、12和24h)按
照 “1.5.1”项下条件进样分析,记录峰面积。

1.7 利福昔明的稳定性分析

1.7.1 利福昔明在人工胃/肠液中的稳定性测定

将上述制备好的空白人工胃液、空白人工肠液、
人工胃液、人工肠液迅速分装到 EP管中(每管

1mL,每个时间点平行3份),加入利福昔明储备液

(1mg/mL)10μL,混匀后于37℃水浴中孵育不同

时间后分别取样300μL,加入冰乙腈(-20℃放置

2h)700μL,涡旋混匀以终止反应,于4℃条件下

12000r/min离心10min,取上清液过0.22μm滤

膜后,按“1.5.1”项下色谱条件进样分析,记录色谱

峰面积。

1.7.2 利福昔明在SD大鼠肠道菌群中的稳定性

测定

移取过夜培养液1mL于EP管中,分别加入

利福昔明标准储备液10μL,涡旋混匀后置入厌

氧培养箱,培养不同时间后分别取样0.5mL于

EP管中(每 个 时 间 点 平 行3份),加 入 冰 乙 腈

1mL,涡旋混匀以终止反应,11000r/min离心

10min,取上清液过0.22μm滤膜后,按“1.5.1”
项下色谱条件进样分析,记录色谱峰面积。以培

养相同时长不含利福昔明的培养液为空白对照,
同法操作。

1.7.3 利福昔明在空白组织样品中的稳定性测定

将上述制备好的上清液迅速分装到EP管中

(每管1mL,每个时间点平行3份),加入利福昔明

标准储备液10μL,混匀后置37℃水浴中孵育不同

时间后,移取300μL,加入700μL冰乙腈,充分涡

旋以终止反应,12000r/min离心10min,取上清液

过0.22μm滤膜后,按“1.5.1”项下色谱条件进样
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分析,记录色谱峰面积。

1.8 数据分析

采用GraphPadPrism8软件进行数据的统计

分析,数据以 Mean±SD表示。P<0.05表示差异

显著,P<0.01表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 高效液相色谱法(HPLC)测定利福昔明的特

异性分析

如图2所示,在前述色谱条件下,利福昔明可被

  (a)空白人工胃液;(b)空白人工胃液+10μg/mL利福昔明;(c)人工胃液;(d)人工胃液+利福昔明;(e)空白人工肠液;
(f)空白人工肠液+10μg/mL利福昔明;(g)人工肠液;(h)空白大鼠菌液;(i)空白大鼠大肠及内容物;(j)空白大鼠小肠及内容

物;(k)空白大鼠胃液;(l)空白大鼠肝液。利福昔明保留时间为5.45min。
(a)Blanksimulatedgastricfluid;(b)Blanksimulatedgastricfluid+rifaximin;(c)Simulatedgastricfluid;(d)Simulated

gastricfluid+rifaximin;(e)Blanksimulatedintestinalfluid;(f)Blanksimulatedintestinalfluid+rifaximin;(g)Simulated
intestinalfluid;(h)Blankratbacteriafluid;(i)Blankratlargeintestinefluid;(j)Blankratsmallintestinefluid;(k)Blankrat
gastricfluid;(l)Blankratliverfluid.Retentiontimeofrifaximinwas5.45min.

图2 HPLC法测定利福昔明的代表性色谱图

Fig.2 RepresentativechromatogramsofrifaximindeterminedbyHPLC
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检出,保留时间均为5.45min,分离良好,不受背景

干扰。表明在前述的样品处理及色谱条件下,利福

昔明的检测不受基质干扰。

2.2 高效液相色谱法(HPLC)测定利福昔明的重

现性分析

如表1和2所示,利福昔明低、中、高3种质量

浓度在不同时间点所得到的峰面积和保留时间。峰

面积的RSD值为分别为0.27%、0.26%和0.25%;
保留时间的RSD值分别为0.67%、0.33%和0.13%。
结果表明方法重现性良好。

2.3 高效液相色谱法(HPLC)测定利福昔明的重

复性分析

检测相同浓度的平行样品得到的峰面积如表3

所示。RSD值为分别为0.22%、0.16%和0.26%,
表明方法的重复性良好。

2.4 利福昔明在人工胃/肠液中的稳定性

以0h时利福昔明的峰面积为100%,计算各时

间点的剩余百分比,结果见图3。如图所示,经过

37℃孵育6h后,在空白胃液、人工胃液及空白肠

液、人工肠液中的相对剩余百分率分别为(91.57±
1.29)%、(84.03±0.49)%、(81.14±1.69)%和

(78.12±1.20)%。尽管空白人工胃液4h和6h
孵育后的剩余百分比分别比3和5h的稍高,但没

有显著性差别且基本处于稳定状态,主要原因可能

是测定误差造成的。结果说明,利福昔明在碱性或

消化酶存在的条件下更易降解。

表1 HPLC测定利福昔明时仪器响应的稳定性分析

Table1 StabilityanalysisofinstrumentresponsefordeterminationofrifaximinbyHPLC

质量浓度/(μg/mL)

Concentration

峰面积/(mAU·min)Chromatographicpeakarea

0h 4h 8h 12h 24h

平均值

Average

标准差

SD

相对标准差/%
RSD

10 171.1 171.5 171.1 170.7 171.9 171.3 0.46 0.27

40 610.6 608.1 606.6 607.1 607.4 608.0 1.57 0.26

100 1452.6 1443.2 1145.5 1444.7 1446.8 1446.6 3.62 0.25

表2 HPLC测定利福昔明时仪器保留时间的稳定性分析

Table2 StabilityanalysisofinstrumentretentiontimefordeterminationofrifaximinbyHPLC

质量浓度/(μg/mL)

Concentration

保留时间/minRetentiontime

0h 4h 8h 12h 24h

平均值

Average

标准差

SD

相对标准差/%
RSD

10 5.355 5.449 5.446 5.384 5.402 5.407 0.036 0.67

40 5.450 5.459 5.498 5.450 5.453 5.462 0.018 0.33

100 5.431 5.428 5.425 5.429 5.446 5.432 0.007 0.13

表3 HPLC测定利福昔明的重复性分析

Table3 RepeatabilityanalysisofrifaximindeterminationbyHPLC

质量浓度/
(μg/mL)

Concentration

峰面积/(mAU·min)Chromatographicpeakarea

1 2 3 4 5 6

平均值

Average

标准差

SD

相对标准差/%
RSD

10 171.1 171.2 170.6 171.3 171.6 170.7 171.1 0.38 0.22

40 608.7 606.7 608.1 607.9 608.2 609.6 608.1 0.95 0.16

100 1442.6 1446.7 1444.6 1445.9 1452.8 1450.7 1447.2 3.83 0.26
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图3 利福昔明在人工胃肠液中的孵育后的剩余利百分比

Fig.3 Theremainingpercentageofrifaximinafterincubationinartificialgastrointestinalfluid

2.5 利福昔明在SD大鼠肠道菌群中的稳定性

以0h时利福昔明的峰面积为100%,计算各时

间点的剩余百分比,结果见图4。经过37℃孵育

12h后,利福昔明在SD大鼠肠道菌群中孵育时发

生了部分降解,但剩余百分比仍在90%上,总体表

现出稳定的趋势。结果表明,利福昔明不易受SD
大鼠肠道菌群的影响。

图4 利福昔明在SD大鼠肠道菌群中的孵育后的剩余百分比(n=3)

Fig.4 TheremainingpercentageofrifaximinintheintestinalfloraofSDratsafterincubation(n=3)

2.6 利福昔明在组织样品中的稳定性分析

以0h时利福昔明的峰面积为100%,计算各时

间点的剩余百分比,结果见图5。如 图 所 示,经

37℃ 孵育6h后,利福昔明在胃液、肝液、大肠及其

内容物、小肠及其内容物的相对剩余百分率分别为

(92.09±0.63)%、(75.95±0.14)%、(83.90±
0.91)%和(78.24±0.35)%。结果表明,利福昔明

在空白SD大鼠胃匀浆液中基本稳定,但在空白SD

大鼠肝匀浆液、大肠及内容物匀浆液、小肠及内容物

匀浆液中有一定的降解。

3 讨 论

口服给药是最为便捷的给药方式,药物在胃肠

道的稳定性,直接影响其药效的发挥。因此,对药物

在胃肠道环境下的稳定性进行考察,是新药制剂研

究开发的重要内容。
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图5 利福昔明在生物样品中孵育后的剩余百分比(n=3)

Fig.5 Theremainingpercentageofrifaximinafterincubationinbiologicalsamples(n=3)

利福昔明是半合成的利福霉素类抗菌药物,抗
菌活性强,作用范围广,口服后不易吸收,可在肠道

局部高浓度环境而发挥抗菌优势。在兽医临床中,
利福昔明仅以注入剂的形式,被用作奶牛子宫内膜

炎和乳房炎的治疗。体外条件下考察胃肠液、肠道

菌群、肠道及肝脏匀浆液对其稳定性的影响,有助于

利福昔明兽用口服制剂的研究与开发。
人工胃肠液模型包括人工胃液和人工肠液,肠

道菌群可直接代谢药物或作用于宿主系统,间接影

响药物代谢[24],动物组织样品匀浆液更加接近体内

环境[20];此三种体系易于制备,可在一定程度上反

映体内情况,以此考察药物的稳定性,有助于了解药

物在胃肠道内的稳定性情况,探讨影响药物稳定性

的因素,有助于指导药物结构优化和制剂的开发,在
药物研究与开发中已经被广泛应用[25]。

因此,本研究将利福昔明分别与人工胃肠液、

SD大鼠(雄性)肠道菌群及不同组织样品的匀浆液

等共孵育,以考察pH、消化酶、肠道菌群和组织中

的酶,对其稳定性的影响。试验结果说明:在体外模

拟的胃肠道环境中,利福昔明是较稳定的药物,在酸

性的空白人工胃液(不含酶)中总体呈现稳定趋势,
而在碱性的人工肠液中有一定的降解,这可能与利

福昔明的结构有关[26]。肝脏是药物代谢的主要器

官,其中肝脏药物代谢酶发挥主要的作用[27]。利福

昔明在SD大鼠肝匀浆液中有一定的降解,说明肝

脏药物代谢酶对利福昔明有一定的生物转化作用;
利福昔明在空白大鼠大肠及内容物匀浆液、小肠及

内容物匀浆液中均有一定的降解,说明肠道对其稳

定性有一定的影响。Descombe等[28]对利福昔明做

了人体药动学研究,结果显示,志愿者口服给药

48h后,一半以上血浆样本未检测出利福昔明,在
给药4h后,仅有一半的血浆中能检测出极少量的

药物(2~5.3ng/mL)。在给药后48h,尿液样本中

检测出微量的原形药物;旅行者腹泻患者每天口服

利福昔明800mg,连续口服3d后,粪便中的原型

药物浓度非常高,平均为7961μg/g
[29]。研究结果

表明,利福昔明在体内主要以原形发挥作用,并通过

粪便以原形排出体外。说明利福昔明在胃肠道和肝

脏内的降解较少。本研究结果亦表明,利福昔明在

不同条件下仅发生了少量降解,与文献报道基本一

致[28-29]。综上,利福昔明在酸性环境中较稳定,而在

碱性条件下,胰蛋白酶、胃蛋白酶和肠壁、肝脏代谢

酶等对其稳定性的影响亦较为有限;因此,在开发兽

用利福昔明口服制剂时,可减少对药物本身稳定性

的考虑。后续将进行体外Caco-2细胞试验,分析结

肠上皮细胞对利福昔明的吸收转运情况,为利福昔

明开发兽用口服制剂提供数据支持。
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