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速效救心丸中冰片“引经”作用机制研究

王 洁, 闫孟琳, 张 曼, 姜 民*, 白 钢

(南开大学药学院, 药物化学生物学国家重点实验室, 天津 300071)

摘要: 为了明确速效救心丸中冰片“引经”作用机制, 本研究首先建立外翻肠囊体外肠道吸收模型、小鼠在体药

代模型和Caco-2细胞体外吸收模型, 评价冰片促吸收作用。所有动物实验均符合南开大学伦理委员会的规定。结

果显示, 与不含冰片的速效救心丸组相比, 含冰片的速效救心丸组的肠囊液中阿魏酸和藁本内酯的肠道累计吸收量

和吸收渗透率显著增加; 冰片可以增加阿魏酸和藁本内酯在血液及心脏等组织中的含量, 显著降低Caco-2细胞的

跨上皮电阻值, 并显著增加辣根过氧化物酶透过量。为了进一步探究冰片促进药物肠道吸收的作用机制, 本研究合

成了冰片炔基光敏探针捕获其作用靶点, 采用双荧光素酶报告系统评价其钙调控作用, 发现冰片可以通过调控瞬时

离子通道蛋白M8 (TrpM8) 发挥升钙作用。通过质谱成像技术证明了冰片可以使阿魏酸在心脏的富集显著增加, 进

而显著增强大鼠胸主动脉的舒张效果。综上所述, 速效救心丸中的冰片可以通过作用于TrpM8蛋白, 扩大细胞间隙

并增加肠道通透性, 促进药物吸收和靶器官富集, 最终实现药效增强的作用。
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Study on the mechanism of "guiding action" of borneol in

Suxiaojiuxin pills
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Abstract: In order to research the mechanism of guiding action of borneol in Suxiaojiuxin pills, the model of in

vitro intestinal absorption, in vivo drug metabolism of mice and cell in vitro absorption model of Caco-2 were

established firstly. All animal experiments were in accordance with the regulations of the Animal Ethics Committee of

Nankai University. The results showed that the cumulative absorption quantity and absorption permeability of ferulic

acid and ligustilide in the intestinal juice of Suxiaojiuxin pills group were significantly increased comparing with fake

Suxiaojiuxin pills group, which don't contain borneol. By using borneol, the content of ferulic acid and ligustilide in

the blood and tissues, such as heart, were added. The transepithelial resistance value and the content of horseradish

peroxidase (HRP) in Caco-2 were rapidly decreased and increased, respectively. Due to further explore mechanism of

promoting intestinal absorption of borneol for drugs, in this study, photosensitive probes of borneol were synthesized

to capture its targets, and dual luciferase reporter system was used to evaluate its activity of calcium. It was found that

it could make calcium overload by regulating transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 8

(TrpM8). Then, the results of mass spectrometry imaging showed that the accumulation of ferulic acid in the heart

was significantly increased by borneol, and the relaxation rate of rat thoracic aorta was enhanced obviously. In

summary, the borneol in Suxiaojiuxin pills can expand cell space and increase intestinal permeability by acting on

TrpM8, thus promoting the intestinal absorption, tissue distribution and target organ enrichment of drugs.
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速效救心丸是由川芎和冰片两味中药组成的复方

制剂, 方中川芎活血化瘀止痛, 冰片芳香行气止痛。近

年来, 该方在临床上除用于治疗冠心病心绞痛[1]外, 还

可用于治疗急性腹痛、血管神经性头痛、尿路结石、痛

经和肾绞痛等症[2]。

冰片是中药常用的引经药物[3], 已有研究表明, 冰

片可以通过多种生理屏障, 如血脑屏障[4]、黏膜和皮肤

等[5,6], 认为这与 P糖蛋白 (P-gp) 等转运蛋白的外泵功

能抑制[7]、人体生物化学物质水平的变化[8]、细胞紧密

连接结构疏松[9]以及皮肤角质层结构改变[10]等有关。

鉴于口服给药是含冰片制剂最常用的用药途径, 且冰

片发挥引经作用增强疗效的第一环节可能在于影响胃

肠道吸收[11], 增加血药浓度, 进而增加药物的靶器官分

布, 故从胃肠吸收层面研究可初步阐明冰片发挥引经

作用的生物学基础。

瞬时受体阳离子通道蛋白M8 (TrpM8) 被认为是

低于 28 ℃和薄荷醇等冷刺激的外周神经感受器, 高表

达于前列腺和三叉神经中, 广泛参与疼痛、炎症和血管

张力的调节[12]。薄荷醇与冰片特性相仿, 结构相似, 故

而TrpM8可能也是冰片发挥引经作用的靶点之一。

因此, 本课题通过建立外翻肠囊体外肠道吸收和

小鼠在体药物代谢等模型分析冰片对药物的肠道吸收

和组织分布的影响, 利用 Caco-2细胞体外吸收模型、

靶点捕获和质谱成像等手段探究冰片的作用靶点, 并

对“引经”效果进行评价, 以期明确冰片促进速效救心

丸中川芎药效成分吸收的“引经”作用机制。

材料与方法

药品与试剂 Hank's平衡盐溶液、1640培养基、特

级胎牛血清、氨苄青霉素和链霉素 (美国Gibco公司);

速效救心丸、冰片 (borneol, Bor)、无冰片速效救心丸

(天津中新药业集团股份有限公司第六中药厂); 藁本

内酯 (ligustilide, Lig, 纯度 ≥ 98%, 81944-09-4)、阿魏

酸 (ferulic acid, FA, 纯度 ≥ 99%, 1135-24-6)、薄荷醇

(menthol, Men, 纯度 ≥ 99%, 89-78-1) 均购自中国麦克

林 Mackin; 高效 RIPA组织裂解液 (美国索莱宝公司);

去甲肾上腺素 (norepinephrine, NE)、硝苯地平 (nife‐

dipine, NF)、N-(4-叔丁苯基)-4-(3-氯吡啶-2-基)哌嗪-1-

甲酰胺 (BCTC) 和乙酰胆碱 (acetylcholine, ACh) 均购

自意大利 MCE 公司。三 (2-羧乙基) 膦 (TCEP) 和三

[(1-苄基-1H-1, 2, 3-三唑-4-基) 甲基] 胺 (TBTA) 购自

上海萨恩科学技术有限公司; 二硫苏糖醇 (dithiothreitol,

DTT, 北京华夏远洋科技有限公司); 磺基琥珀酰亚

胺 (4-叠氮苯基二硫代) 丙酸酯 (Sulfo-SADP, 美国

Bioworld研究中心); Fe3O4磁性纳米微球 (上海麦克林

生化科技有限公司 ; 脂质体 2000 (美国 Invitrogen 公

司); 辣根过氧化物酶标记二抗 (HRP-linked antibody,

美国 Cell Signaling Technology 公司); TrpM8 抗体 (英

国Abcam公司); 双荧光素酶报告试剂盒、Renila质粒、

pGL4.30质粒、TrpM8高通量表达质粒 (美国Promega公

司); 色谱纯甲醇、色谱纯乙腈 (美国Fisher公司); 色谱纯

甲酸 (德国Merck公司); 其他化学试剂均为分析纯。

仪器 Millcell-ER2电阻仪 (Millipore公司); HW200S

恒温平滑肌实验系统 (四川成都泰盟软件有限公司);

离体组织水浴系统 (美国Radnoti公司); 高效液相色谱

系统 (LC-20A, 日本岛津公司)。

动物 SPF级雄性SD大鼠42只, 体重200～250 g,

SPF级雄性昆明小鼠 63只, 体重 20～25 g, 均购于北京

维通利华实验动物技术有限公司, 许可证编号: SCXK

(北京) 2016-0006。所有动物实验均符合南开大学伦

理委员会的规定。

细胞 Caco-2和HEK293购自上海中国科学院细

胞库。分别生长在含有10%特级胎牛血清、100 μg·mL-1

青霉素和 100 μg·mL-1链霉素的 1640培养基和DMEM

培养基中 , 在 CO2 含量为 5% 的 37 ℃恒温培养箱中

培养。

色谱条件 采用 Kinetex-C18 (250 mm × 4.6 mm,

5 μm) 色谱柱 , 流动相为 0.1% 甲酸水溶液 (A)-乙腈

(B), 梯度洗脱 (0～15 min, 5%～52% B; 15～35 min,

52%～90% B; 35～40 min, 90% B; 40～45 min, 90%～

100% B; 45～50 min, 100%～5% B; 50～60 min, 5%

B), 检测波长 280 nm, 流速设定 1.2 mL·min-1, 柱温为

35 ℃, 进样量为10 μL。

外翻肠囊法给药模型的建立 取 12只SD雄性大

鼠, 禁食 24 h后随机分组, 分别为: 速效救心丸组 (SX,

200 mg·mL-1) 和等生药量的不含冰片的速效救心丸组

(P-SX)。取大鼠十二指肠 12 cm, 利用外翻肠囊法[13]借

助恒温恒氧仪建立给药模型。分别于 0、10、20、30、

40、50、60 min向肠管中取样 200 μL, 在取样完成后, 立

即向肠管中补加空白台式液200 μL, 以维持液面相平。

所有样品经离心取上清后, 向其中加入色谱甲醇稀释,

待充分涡旋混匀, 离心取上清过微孔滤膜 (0.22 μm) 即
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可进行HPLC[14]分析, 统计并分析肠囊液样品中Lig和

FA的累计吸收量 (Q) 和吸收渗透率 (Kapp)。

药物成分入血和药物组织分布的检测 取 60只

雄性昆明小鼠, 禁食24 h后, 随机分成4组给药。分别为

Lig (50 mg·kg-1)、FA (50 mg·kg-1), Bor + FA (100 mg·kg-1 +

50 mg·kg-1), Bor + Lig (100 mg·kg-1 + 50 mg·kg-1)。于给药

后 5、15、30、60、120 min 采集血样并取小鼠心、肝、肺

组织, 血样离心后取上层血浆, 组织样本裂解匀浆, 再

经过样品前处理后进行HPLC分析。记录并分析各样

本中Lig和FA的含量。

Caco-2 细胞体外吸收模型的建立 将 Caco-2 细

胞接种于 24孔板的Transwell细胞小室中, 接种密度为

1×105个/孔, 小室内加培养液 200 μL, 小室外加培养液

1 mL, 保持液面持平。待细胞完全分化形成紧密连接

且电阻值稳定并大于 2 000 Ω时, 该小室的 Caco-2细

胞单层模型建立成功[15], 可用于后续实验。

Caco-2细胞跨上皮电阻值 (TEER) 测定 以不含

细胞的Transwell细胞小室作为对照, 对紧密连接模型建

立成功的细胞小室分组给药, 实验设置空白组、薄荷醇给

药组 (100 μmol·L-1) 和冰片给药组 (1、10、100 μmol·L-1)。

在细胞给药后 0、10、20、30、40、50、60 min 进行 TEER

测定[16]。

Caco-2细胞辣根过氧化物酶 (HRP) 含量测定 实

验分组和给药与“Caco-2 细胞跨上皮电阻值 (TEER)

测定”相同 , 在细胞给药 10、20、30、40、50、60 min 时 ,

分别从细胞外室取样 50 μL 并补加 50 μL 无酚红的

HBSS 以维持液面相平。样品经 TMB 显色 , HCl

(1 mol·L-1) 终止后, 在波长为 450 nm处测定 A值。根

据HRP标准曲线计算出样本中HRP的含量[17]。

冰片靶点蛋白捕获和Western blot验证 对冰片

进行修饰合成冰片的光敏探针, 进行冰片靶蛋白的捕

获。培养Caco-2细胞, 分别给药完全培养基, 冰片探针

(100 μmol·L-1) 和冰片 (100 μmol·L-1), 共孵育 30 min。

经PBS清洗后, 紫外照射 30 min。然后加RIPA蛋白裂

解液裂解, 经离心取上清得到蛋白样品。分别将其添

加到磁性微球与桥连剂共孵育 6 h得到的叠氮化磁性

微球中 , 同时向该溶液中加入 CuSO4 (1 mmol·L-1) 和

TCEP (1 mmol·L-1), 孵育 12 h后用磁铁吸附小球, 弃取

反应液。向磁球中加 300 μL DTT (1 mmol·L-1), 4 ℃振

荡反应 30 min后用磁铁吸附磁球, 转移上清液至EP管

中并冻干。冻干的蛋白样品均用 30 μL蛋白上样缓冲

液重新溶解, 金属浴 100 ℃煮 5 min后进行SDS-PAGE

电泳 (10%)、考马斯亮蓝染色和Western blot验证。

基于双荧光素酶报告系统的冰片 Ca2+激动检测

将HEK293接种于96孔板中, 待其密度达到60%～70%

时, 以脂质体2000为载体, 分别设置TrpM8质粒不共转

染组和共转染组。其中, TrpM8质粒共转染组要求将

Ca2+敏感的pGL4.30、荧光素酶内参质粒Renilla和TrpM8

质粒瞬时共转染24 h。实验设置空白组、薄荷醇给药组

(100 μmol·L-1) 和冰片给药组 (1、10、100 μmol·L-1)。在转

染结束后分别给药 6 h, 按照双荧光素酶报告试剂盒说

明, 对各组的Ca2+表达水平进行检测。

BCTC作用下的肠吸收测定 取 15只 SD雄性大

鼠, 禁食 24 h后随机分组给药, 分别为FA (1 mg·mL-1)、

FA + Bor (1 mg·mL-1 + 2 mg·mL-1)、FA + Bor + BCTC

(1 mg·mL-1 + 2 mg·mL-1 + 0.12 μg·mL-1、1 mg·mL-1 +

2 mg·mL-1 + 0.6 μg·mL-1、1 mg·mL-1 + 2 mg·mL-1 +

3 μg·mL-1), 利用前文所述的外翻肠囊给药模型和样品

处理方法, 在给药 40 min后收集肠囊液, 样品经前处

理后进行HPLC分析, 统计并分析该时刻肠囊液样品

中FA的累计吸收量 (Q)。

质谱成像 共取 3只雄性昆明小鼠, 禁食 24 h后,

分别给予 FA (50 mg·kg-1)、Bor + FA (100 mg·kg-1 +

50 mg·kg-1) 及等量生理盐水。给药 15 min后取小鼠心

脏, 经羧甲基纤维素 (5%) 包埋后制成冷冻切片 (片厚

15 μm), 进行质谱成像检测。设置检测的质荷比范围

(m/z) 为 80～1 000、检测面积为切片大小, 空间分辨率

为 100 μm, 在此条件下获取 DESI质谱成像数据并对

成像结果进行离子可视化分析与数据统计。

阿魏酸胸主动脉舒张测定 取 15 只 SD 雄性大

鼠, 禁食 24 h后取去除周围结缔组织和内皮组织的大

鼠胸主动脉, 剪成长约 3 mm的动脉环, 固定在离体组

织水浴系统。经KCl (60 mmol·L-1) 预刺激, 待血管环

的等张收缩力平衡且稳定到 2.0 g 后 , 向浴槽中加

入 NE (1 mmol·L-1) 10 μL, 刺激血管收缩约 8 min 后 ,

分别加入终浓度为 10 μmol·L-1 NF、1 mmol·L-1 FA以及

1.5 mmol·L-1 FA, 持续记录血管张力数据 10 min。观

察给药前后动脉血管的张力变化情况并统计给药后的

血管舒张率。

统计学分析 采用GraphPad 5.0软件进行数据统

计分析, 结果用 x̄ ± s表示, 多组间比较采用单因素方

差分析 (one-way ANOVA), 组间数据分析采用 t检验。

P < 0.05认为具有统计学差异。

结果

1 冰片促进速效救心丸中 FA 和 Lig 的肠道吸收和

入血

本研究构建外翻肠囊药物体外吸收模型 , 以 Lig

和FA为检测指标, 探究冰片对其肠道吸收的影响。结

果如图 1A 和 B 所示, SX 组中 Lig 和 FA 的 Q 和 Kapp明
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显高于 P-SX组。这表明冰片具有促进药物肠道吸收

的作用。同时, 血浆药物浓度的检测结果如图 1C和D

所示, 合用冰片后Lig和 FA的血浆浓度显著增加。这

说明冰片可以增加肠道通透性, 促进药物肠道吸收, 进

而促进药物成分入血, 提高生物利用度。

2 冰片促进药效成分的组织分布

靶器官富集是“佐引”功效的评价指标之一, 本研

究利用小鼠在体药物代谢模型, 测定了冰片对心脏等

组织中 Lig 和 FA 分布的影响。结果如图 2 所示 , 在

120 min内, 与单独给药Lig和 FA组相比, 合用冰片后

Lig的组织分布也有一定增加, 但不具有显著性。另一

方面, 合用冰片后 FA在心脏、肝脏以及肺组织中的含

量显著增加, 其中药物在心脏的增加最为明显。这说

明冰片可以促进FA的组织分布和靶器官富集, 且冰片

对于不同类型化合物的促进作用敏感度不同, 其具体

机制还需进一步研究。鉴于冰片对 FA吸收影响更为

明显, 本研究将采用FA作为指示化合物。

3 冰片通过扩大细胞间隙增加肠道通透性

为了探究冰片促肠道吸收发挥“引经”作用的机

制, 本研究进行了Caco-2细胞通透性测定。如图 3所

示, 与空白组相比, 冰片给药组和薄荷醇给药组均能显

著降低 Caco-2 细胞 TEER 值 , 增加 HRP 含量。同时 ,

Lig 和 FA 给药组对 Caco-2 细胞的 TEER 值和 HRP 含

量无显著影响。结果表明: 冰片可以扩大Caco-2细胞

的细胞间隙, 增加其通透性, 进而促进药物肠道吸收。

4 冰片靶向TrpM8升高细胞内Ca2+浓度

为了进一步探究冰片促吸收的“引经”机制, 明确

其作用靶点, 本研究合成了冰片炔基光敏探针 (图4A),

对冰片靶蛋白进行了捕获及验证。结果如图 4B所示,

冰片直接作用靶点为 TrpM8。由于 TrpM8 是一种与

Ca2+相关的离子通道蛋白, 进一步探究了冰片对细胞

内Ca2+含量的影响, 结果表明: 与空白组相比, 冰片在

共转染TrpM8质粒后钙激动效果更显著 (图 4C), 且呈

现浓度依赖性 (图 4D)。提示冰片可以通过激活

TrpM8, 使细胞内Ca2+浓度升高, 从而可能通过该方式

使细胞间隙增大, 通透性增强, 发挥促吸收的“引经”

作用。

5 冰片通过作用于TrpM8发挥促吸收作用

为了验证冰片促吸收作用与TrpM8的关联, 本研

究基于外翻肠囊给药模型, 利用TrpM8的特异性拮抗

剂 BCTC 与冰片联合使用, 观测 BCTC 对冰片促吸收

作用的影响。以 FA 作为检测指标, 在 40 min 时收集

肠囊液, 进行检测分析。实验结果如图 5A所示, 与单

独给药 FA 组相比 , FA + Bor 组的 Q 值显著增加。与

FA + Bor组相比, FA + Bor + BCTC组Q值显著降低。

这表明BCTC作为TrpM8的特异性抑制剂可以有效抑

制由冰片引起的肠道吸收量的增加, 证明了冰片促吸

收作用与TrpM8激活相关。

6 冰片通过增加心脏中药效成分的富集增强药效

为了验证机制猜想, 本研究进行了质谱成像和大

Figure 1 Borneol (Bor) promoted the intestinal absorption and the increase of blood concentration of ligustilide (Lig) and ferulic acid (FA).

The model of in vitro intestinal absorption and in vivo drug metabolism of mice were established to explore the effects of Bor on intestinal

absorption and blood concentration of Lig and FA. A and B show the effects of Bor on intestinal absorption and expresses in quantity (Q)

and permeability (Kapp). C and D show the effects of Bor on blood concentration and expresses in Lig concentration and FA concentration.

A: Q and Kapp of Lig in intestinal juice; B: Q and Kapp of FA in intestinal juice. SX: Suxiaojiuxin pills group; P-SX: The fake Suxiaojiuxin

pills group, which do not contain Bor. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05 vs P-SX group. C: Blood concentration of Lig; D: Blood concentration of FA.

The left of C-D means drug-time curve and the right of C-D means area under the concentration-time curve. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, ***P <0.001

vs Lig (C) or FA (D)
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鼠胸主动脉舒张测定。质谱成像技术是利用高电压,

在氮气的辅助下让溶剂通过DESI喷雾器, 轰击组织样

本以使药效成分发生解析和电离, 从而采集质谱信息,

以可视化的形式直观地表征出组织中的药物分布和富

集程度。由Lig和 FA的解离特性以及冰片对 FA的组

织分布敏感度所决定, 本实验只对小鼠心脏中不同给

药组FA的分布进行了DESI成像分析。通过对质谱成

像心脏染色切片 (图 5B) 荧光强度的统计分析可知

(图 5C), 合用冰片后 FA 在心脏中的含量增加了约

1.5倍。而与 FA 组相比, 1.5倍 FA 给药组的血管舒张

作用显著增强, 血管张力减弱 (图 5D), 血管舒张率从

50%增加到 70% (图 5E), 这表明冰片通过增加心脏中

FA的含量达到了增强其血管舒张的“引经”药效。

讨论

在中医理论中, 冰片归心、脾、肺经, 是常用引经药

之一。研究表明, 冰片经小鼠灌胃后可迅速经胃肠黏

膜吸收, 透过血脑屏障[18], 在中枢神经有较高浓度。冰

片可以通过作用于 MAPK 途径、PI3K-AKT 途径[19]等

影响紧密连接蛋白的表达, 如 occludin、accludin、ZO-1

等[20], 进而开放血脑屏障, 增加脑卒中或脑胶质瘤等治

疗药物的脑部浓度。冰片多为口服给药, 且有研究表

明冰片可促进多种药物的肠胃吸收, 这提示冰片引经

作用还可能与促进药物的肠胃吸收, 增加药效成分的

Figure 2 Bor promoted the tissue distribution of Lig and FA. The model of in vivo drug metabolism of mice was established to explore the

effects of Bor on tissue distribution of Lig and FA. A-C: The concentration of Lig in the heart, lung and liver; D-F: The concentration of FA

in the heart, lungs and liver. A-F (left) means drug-time curve and A-F (right) means area under the concentration-time curve. n = 3, x̄ ± s.
*P < 0.05, **P < 0.01 vs FA

Figure 3 Bor increased permeability by widening the intercellular space. The model of in vitro absorption of Caco-2 was established to

explore the effects of Bor on intestinal intercellular space and permeability, which express in transepithelial resistance (TEER) and horseradish

peroxidase (HRP) quantity. A, B: The effect of Bor on TEER and HRP quantity; C, D: The effect of Lig and FA on TEER and HRP quantity.

n = 3, x̄ ± s. Con: Control group; Men: The menthol administration group
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血药浓度, 进而实现靶器官富集有关。经过对肠囊液、

血浆和心脏等脏器的药物含量测定, 发现合用冰片后,

肠囊液、血浆和心脏等脏器的药物含量显著增加, 证明

了本课题组最初的猜想。

有研究报道 , 冰片可以激活 TrpM8, 发挥镇痛功

效[21]。TrpM8是TRP家族中温和性凉刺激的钙离子通

路瞬时感受器[22,23]。TrpM8 是薄荷醇的靶蛋白 , 其激

活是通过细胞外钙的少量流入, 引起内质网或肌浆网

上钙库钙离子的释放, 从而产生胞内钙紊乱, 可能与磷

脂酰肌醇 4,5-二磷酸的相互作用相关[24]。由于冰片与

薄荷醇的相似性, 推测冰片可能通过作用于TrpM8, 引

起Ca2+内流, 进而扩大细胞间隙发挥引经作用。为了

探索冰片的引经机制并阐明其作用靶点, 本研究合成

冰片光敏探针, 利用点击化学方法捕获其靶蛋白。经

Western blot 验证表明 , TrpM8 为冰片直接靶点之一。

而进一步的钙激动实验结果也显示冰片具有升钙效果。

Figure 5 Bor can promote efficacy by acting on TrpM8 and increasing the concentration of medicinal efficacious components in the heart.

A: Q of FA in intestinal juice. All groups of FA+Bor are at the same concentration. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs FA+Bor group,
ΔΔΔP < 0.001 vs FA group; B: Representative images of heart sections stained by mass spectrometry imaging; C: The effect of Bor on the

average fluorescence intensity of FA in the heart. The bar corresponds to the image one by one. n (ROI) = 6, x̄ ± s. ***P < 0.001 vs control

group; ΔΔΔP < 0.001 vs FA group; D: The effect of FA on the tension of thoracic aorta; E: The effect of FA on the relaxation rate of thoracic

aorta. Mod is the model group and stimulated by norepinephrine (NE) with no administration, which corresponds to K-H group of the picture

5D. NF and FA are administration groups of nifedipine and ferulic acid respectively. n = 3, x̄ ± s. ###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001

vs model group; ΔP < 0.05 vs FA (1 mmol·L-1) group

Figure 4 Bor induced calcium overload and increased intercellular space by acting on transient receptor potential cation channel, subfamily

M, member 8 (TrpM8). A: Synthesis of Bor photosensitive probe; B: Target protein capture and Western blot verification. Lane 1 was total

intestines proteins of rat; lane 2 was proteins captured by Bor with no Borphotosensitive probe; lane 3 was proteins captured by Bor

photosensitive probe. The "1", "2" and "3" of SDS-PAGE and Western blot were same; C: The effect of TrpM8 transient cotransfection on

intracellular calcium with Bor. All the concentrations were 100 μmol·L-1. n = 5, x̄ ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group; ΔΔΔP < 0.001

vs Men (without TrpM8 transient cotransfection) and Bor (without TrpM8 transient cotransfection) group, respectively; D: The effect of Bor

on intracellular calcium based on dual fluorescence reporting system with TrpM8 transient cotransfection. The concentration of Men was

100 μmol·L-1. n = 10, x̄ ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs control group
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综上所述, 本研究发现速效救心丸中的冰片可以

激活TrpM8使细胞内Ca2+浓度增加, 扩大细胞间隙, 增

加肠道细胞间通透性, 通过促进药物的肠道吸收, 增加

血药浓度, 进而起到促进药效成分的组织分布和靶器

官富集的“佐引”功效, 更好地发挥药效, 加深了对冰

片“佐引”机制的了解 , 有利于冰片的进一步开发和

利用。
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