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α-常春藤皂苷缬氨酸酯在瘦素诱导 Caco-2 细胞上的吸收机制研究 
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摘  要：目的  构建寡肽转运蛋白（PEPT1）高表达的 Caco-2 细胞系，并用于 α-常春藤皂苷缬氨酸酯吸收机制的研究。方

法  0.2 nmol/L 瘦素诱导 Caco-2 细胞 7 d 以增加细胞上 PEPT1 的表达量。通过在瘦素诱导 Caco-2 细胞上进行吸收抑制实验，

研究 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的吸收机制。结果  相对于未经诱导的 Caco-2 细胞，α-常春藤皂苷缬氨酸酯在诱导的 Caco-2 细

胞上摄取量提高了 5.33 倍，提示 PEPT1 的表达量增加了。结论  α-常春藤皂苷缬氨酸酯的吸收是由 PEPT1 介导的。 
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Absorption mechanism of L-valyl-α-hederin in leptin-treated Caco-2 cells 
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Abstract: Objective  To establish a Caco-2 system with highly-expressed peptide transporter (PEPT1), and to apply this system to the 
absorption of L-valyl-α-hederin. Methods  Caco-2 cells were induced with 0.2 nmol/L leptin for 7 d to increase the PEPT1 
expression. The uptake mechanism of L-valyl-α-hederin was studied by inhibition absorption in leptin-treated Caco-2 cells. Results  
The uptake of L-valyl-α-hederin was 5.33 times higher in leptin-treated Caco-2 cells than those in the untreated Caco-2 cells which 
suggested more expression of PEPT1. Conclusion  The uptake of L-valyl-α-hederin is mediated by PEPT1. 
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小肠寡肽转运蛋白（peptide transporter 1，PEPT1）
是一类表达在人和哺乳动物小肠上皮细胞的主动转

运蛋白，它的底物是非常广泛的，能够介导二肽、

三肽化合物和一些拟肽类药物的口服吸收[1-2]。利用

PEPT1为靶点来改变药物体内药物动力学性质和提

高药物的吸收是药物传递领域和药物设计领域的一

个新的研究热点。目前研究 PEPT1 介导的药物吸收

时，PEPT1 转染的 HeLa 细胞和 Caco-2 细胞是最好

的模型。但是 PEPT1 质粒在国内很难获得，PEPT1
转染的细胞系不易获得。根据文献报道，利用瘦素

长期诱导 Caco-2 后，瘦素能够激活 PEPT1 基因的

转录和提高 PEPT1 mRNA 的稳定性，导致细胞内

PEPT1 表达量增加[3-4]。α-常春藤皂苷具有很好的抗

肿瘤活性，但是其口服生物利用度很低，仅为 1%～

4%，因此提高 α-常春藤皂苷口服生物利用度是一件

非常有意义的事情。本课题组为了提高 α-常春藤皂

苷的口服生物利用度，合成了系列 α-常春藤皂苷氨

基酸酯衍生物，药动学研究发现 α-常春藤皂苷缬氨

酸酯（结构见图 1）能够将 α-常春藤皂苷在大鼠体

内的口服生物利用度由 3%提高到 14%。因此本实

验利用瘦素长期诱导 Caco-2 细胞，并利用 PEPT1
的典型底物甘氨酰肌氨酸确证瘦素长期诱导后的

Caco-2 细胞上 PEPT1 的表达得到了提高。利用该模

型研究了 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的吸收机制，结果 
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图 1  化合物 α-常春藤皂苷（A）和 α-常春藤皂苷缬氨酸酯

（B）的结构 
Fig. 1  Structures of α-hederin (A) and L-valyl-α-hederin (B) 

证明 PEPT1 介导 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的吸收。 
1  仪器和试药 
1.1  仪器 

日本岛津 LC—10AT 高效液相色谱仪，包括

LC—10AT 泵，SPD—10A UV-VIS 检测器，Anastar
色谱工作站。Waters ACQUITY TQD system 超高效

液相串联质谱仪（Waters 公司）。 
1.2  试药 

甘氨酰肌氨酸（美国 Sigma 公司，质量分数大

于 99.5%）；瘦素（以色列 Prospec Technogene 公司，

纯度大于 99.5%）；L-缬氨酸（扬州宝盛生物化工有

限公司，质量分数大于 99.0%）；α-常春藤皂苷（江

西中医药大学提供，质量分数大于 99.0%）；α-常春

藤皂苷缬氨酸酯（沈阳药科大学药物化学研究室合

成，质量分数为 98.2%）；甲醇、乙腈（天津康科德

科技有限公司，色谱级）；其他试剂均为分析纯。 
Caco-2 细胞株购自美国 ATTC 公司，实验所用

的细胞传代数在 60～80 代。胎牛血清、高糖 DMEM
细胞培养基、非必需氨基酸、左旋谷酰胺、青霉素、

链霉素均购自美国 Gibco 公司；HBSS 粉末购自

Hyclone 公司；牛血清白蛋白（BSA，Sigma 公司)。 
2  方法和结果 
2.1  甘氨酰肌氨酸的 UPLC-MS/MS 法测定[5] 
2.1.1  色谱条件  Acquity Uplc Beh Hilic 色谱柱

（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相水（含 0.1%甲

酸）（A）–乙腈（B），梯度洗脱，程序是 0 min（10% 
A），2.3 min （90% A），4.3 min（10% A），6.5 min
（10% A）；体积流量：0.2 mL/min；柱温：22 ℃；

进样量：5 μL。 
2.1.2  质谱条件  离子源：ESI 源；检测方式：正

离子检测；扫描方式：多反应监测（MRM）方式，

定量分析时选择离子分别为 m/z 147→90（甘氨酰肌

氨酸）、m/z 138→121（异烟肼，内标），扫描时间

为 0.2 s；毛细管电压：3.5 kV；锥孔电压：20 V；

离子源温度：110 ℃；去溶剂气（N2）温度：380 ℃；

去溶剂气（N2）流量：500 L/h；锥孔气流量：50 L/h；
碰撞电压：11 eV（甘氨酰肌氨酸）、14 eV（异烟肼）；

碰撞气（氩气）压力 0.32 Pa。 
2.1.3  测定  取细胞匀浆 100 μL，加入 50 μL 异烟

肼溶液（内标）和 100 μL 乙腈溶液，涡旋，离心，

取上清液 5 μL 进样测定，利用内标法计算甘氨酰肌

氨酸的质量浓度。UPLC-MS/MS 图谱见图 2。 

 
1-甘氨酰肌氨酸  2-异烟肼 

1-glycyl sarcosine  2-soniazid 

图 2  空白匀浆（A）和含甘氨酰肌氨酸和异烟肼细胞匀浆

（B）的 UPLC-MS/MS 图谱 
Fig. 2  UPLC-MS/MS of blank cell homogenate (A) and cell 

homogenate with glycyl sarcosine and isoniazid (B) 

2.2  α-常春藤皂苷和 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的

HPLC 法测定 
2.2.1  色谱条件  Dikma Diamosil C18色谱柱（200 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：5 mmol/L 磷酸二氢

钠缓冲液–甲醇（85∶15）；体积流量：1.0 mL/min；
柱温：40 ℃；检测波长：224 nm。 
2.2.2  测定  取细胞匀浆 200 μL，加入 100 μL 乙

腈溶液，涡旋离心，取上清液，取 20 μL 注入 HPLC，
测定峰面积，采用外标法计算 α-常春藤皂苷和 α-
常春藤皂苷缬氨酸酯质量浓度。色谱图见图 3。 
2.3  细胞培养溶液的配制 
2.3.1  Caco-2 细胞培养液的配制  取高糖 DMEM
（500 mg/L 葡萄糖）、20 mmol/L HEPES、10%胎牛

血清、1%非必需氨基酸、4 mmol/L L-谷氨酰胺、100 
U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素和 1.0 mmol/L 丙

酮酸钠适量，调 pH 值至 7.4，滤过除菌，即得。 
2.3.2  胰酶的配制  取胰酶 0.05%、NaCl 0.8%、

D-葡萄糖 0.1%、NaHCO3 0.08%、EDTA 0.02%、HCl 
0.04%，调 pH 值至 7.4，即得。 
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1-α-常春藤皂苷   2-α-常春藤皂苷缬氨酸酯 

1-α-hederin  2- L-valyl- α-hederin 

图 3  空白匀浆（A）和含 α-常春藤皂苷、α-常春藤皂苷缬

氨酸酯细胞匀浆（B）的 HPLC 图谱 
Fig. 3  HPLC chromatograms of blank cell homogenate (A) 

and cell homogenate with α-hederin and L-valyl- 
α-hederin (B) 

2.3.3  HBSS 缓冲溶液的配制  取 8.0 g/L NaCl、
0.05 g/L Na2HPO4、0.4 g/L KCl、0.06 g/L KH2PO4、

1.0 g/L D-葡萄糖、0.35 g/L NaHCO3、0.1 g/L CaCl2、

0.14 g/L MgSO4 适量，加 HEPES 适量使浓度为 20 
mmol/L，调 pH 值至 6.0 或 7.4，即得。 
2.4  细胞蛋白的考马斯亮蓝法测定[6] 

将考马斯亮兰 G250 贮备液按所需量用蒸馏水

1∶4 稀释（即 5 倍稀释），配成应用液。将标准白

蛋白溶液按一定比例稀释后，加入考马斯亮蓝溶液，

建立标准曲线，曲线方程为 Y＝0.023 X＋0.056。将

破碎后的细胞样品用水溶液按比例稀释，加入考马

斯亮蓝溶液。所有样品混匀，静置 10 min，取同样

的量加入到 96 孔板中，放入酶标仪中，于 595 nm
处，1 cm 光径，用空白管调零，测定各管吸光度值。

计算样品中蛋白质量浓度时，取吸光度值在标准曲

线范围的稀释样品，曲线方程法计算样品质量浓度。 
2.5  瘦素长期诱导 Caco-2 细胞 

将Caco-2细胞以 1×105/cm2种植在 24孔板中，

第 3～8 天每天更换正常的培养液。从第 8 天开始在

培养液中加入 0.2 nmol/L 瘦素，用含有瘦素的培养

液培养细胞，一直培养到第 15 天。取培养 15 d 的

正常 Caco-2 细胞和经过瘦素诱导的 Caco-2 细胞，

用 37 ℃的 HBSS 轻柔地清洗细胞 3 次，洗去细胞

单分子层表面的杂质，最后一次置于 37 ℃培养箱

中培养 30 min。吸去缓冲溶液，加入含有 5 μmol/L
甘氨酰肌氨酸的 HBSS 溶液（pH 6.0）1.0 mL，将

24孔板于恒温摇床（37 ℃，50 r/min）中孵育10 min。

用冰冷的 HBSS 溶液（pH 6.0）轻柔地清洗细胞 3
次，弃去 HBSS 溶液，加入 0.3 mL 水，将细胞转移

至 1.5 mL EP 管中，用超声组织匀浆机匀浆，混悬

液在 4 000 r/min 下离心 10 min，取上清液放入−80 
℃冻存。UPLC-MS/MS 法测定上清液中甘氨酰肌氨

酸的质量浓度，考马斯亮蓝法测定蛋白的质量浓度。 
结果甘氨酰肌氨酸在正常 Caco-2 细胞上摄取

量是 1.43 nmol/(mg·10 min)，在诱导的 Caco-2 细胞

上摄取量是 3.04 nmol/(mg·10 min)，后者是前者的

2.13倍。因此0.2 nmol/L瘦素连续诱导7 d后，Caco-2
细胞对甘氨酰肌氨酸的摄取量明显增加，结合文献

报道[3-4]，由于甘氨酰肌氨酸是 PEPT1 的典型底物，

因此可以确定本实验中利用瘦素长期诱导 Caco-2
细胞增加 PEPT1 的表达量是成功的。 
2.6  α-常春藤皂苷和 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的摄取 

取培养 15 d 的 Caco-2 细胞和经过瘦素诱导的

Caco-2 细胞，用 37 ℃的 HBSS 轻柔地清洗细胞 3
次，洗去细胞单分子层表面的杂质，最后一次置于

37 ℃培养箱中培养 30 min。吸去缓冲溶液，加入

含有 0.5 mmol/L α-常春藤皂苷的摄取溶液。 
在正常 Caco-2 细胞上面加入含有 α-常春藤皂

苷缬氨酸酯的摄取溶液。在经过瘦素诱导的 Caco-2
细胞上面，分别加入不含抑制剂、含有 4、8 mmol/L
甘氨酰肌氨酸、含有 8 mmo/L L-缬氨酸的 α-常春藤

皂苷缬氨酸酯摄取溶液，其中 α-常春藤皂苷缬氨酸

酯的浓度是 0.5 mmol/L。 
将 24 孔板于恒温摇床（37 ℃，50 r/min）中孵

育 15 min 后，用冰冷的 HBSS 溶液（pH 6.0）轻柔

地清洗细胞 3 次，弃去 HBSS 溶液，加入 0.3 mL 水，

将细胞转移至 1.5 mL EP 管中，用组织匀浆机匀浆，

混悬液在 4 000 r/min离心 10 min，取上清液放入−80 
℃冻存。HPLC 法测定上清液中 α-常春藤皂苷和 α-
常春藤皂苷缬氨酸酯的质量浓度，考马斯亮蓝法测

定蛋白的质量浓度。结果见表 1。 
可见在未经过诱导的 Caco-2 细胞上，α-常春藤

皂苷缬氨酸酯的摄取量是 0.30 nmol/(mg·15 min)，
在经过瘦素诱导的 Caco-2 细胞上面，α-常春藤皂苷

缬氨酸酯的摄取量是 1.60 nmol/(mg·15 min)，后者

的摄取量是前者的 5.33 倍。摄取提高的原因可能是

PEPT1 介导了 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的吸收。 
在 4、8 mmol/L 甘氨酰肌氨酸存在的条件，α-

常春藤皂苷缬氨酸酯在诱导 Caco-2 细胞上的摄取 
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表 1  α-常春藤皂苷和 α-常春藤皂苷缬氨酸酯在空白 Caco-2 细胞和瘦素诱导的 Caco-2 细胞上的摄取 
Table 1  Uptake of α-hederin and L-valyl-α-hederin in blank and leptin-treated Caco-2 cells 

摄取量/( nmol·mg−1·15 min−1) 
细胞 浓  度 

α-常春藤皂苷缬氨酸酯 α-常春藤皂苷 

空白 0 0.30±0.11 0.09±0.05 

诱导 0（不含抑制剂） 1.60±0.15* 0.11±0.08 

 4 mmol/L 甘氨酰肌氨酸 0.80±0.07＃  

 8 mmol/L 甘氨酰肌氨酸 0.50±0.09＃  

 8 mmo/L L-缬氨酸 1.40±0.12*  

与空白细胞比较：*P＜0.05；与不加抑制剂的诱导细胞比较：#P＜0.05 
*P <0.05 vs control cell; #P <0.05 vs inducer cell without inhibitors 

量分别减少了 50.0%、68.7%。甘氨酰肌氨酸是

PEPT1 的典型底物，与 PEPT1 能够相互作用，竞争

性地抑制 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的摄取。但是 L-
缬氨酸却不能抑制 α-常春藤皂苷缬氨酸酯的摄取，

因为 L-缬氨酸不是 PEPT1 的底物，不能与 PEPT1
相互作用。 
2.7  α-常春藤皂苷缬氨酸酯在瘦素诱导的 Caco-2
细胞对甘氨酰肌氨酸摄取抑制 

将 0.2、1.0、2.0、10.0、20、40.0、60.0 mmol/L 
α-常春藤皂苷缬氨酸酯系列溶液与 10.0 μmol/L 甘

氨酰肌氨酸溶液以等体积混合，用微型震荡器混匀

溶液。混合溶液中甘氨酰肌氨酸的浓度是 5.0 
μmol/L，α-常春藤皂苷缬氨酸酯的浓度分别是 0、
0.1、0.5、1.0、5.0、10.0、20.0、30.0 mmol/L。 

将瘦素诱导的 Caco-2 细胞以 1×105/cm2 种植

在 24 孔板中，从第 3 天开始，每天更换培养液，培

养 15 d 后，用 37 ℃的 HBSS 轻柔地清洗细胞 3 次，

洗去细胞单分子层表面的杂质，最后一次置于 37 
℃培养箱中培养 30 min。吸去缓冲溶液，分别加入

含有 0、0.1、0.6、2、5、10、20 mmol/L α-常春藤

皂苷缬氨酸酯的 HBSS 溶液（含甘氨酰肌氨酸 5.0 
μmol/L，pH 6.0），将 24 孔板于恒温摇床（37 ℃，

50 r/min）中孵育 10 min。 
用冰冷的 HBSS 溶液（pH 6.0）轻柔地清洗细

胞 3 次，弃去 HBSS 溶液，加入 0.3 mL 水，将细胞

转移至 1.5 mL EP 管中，用组织匀浆机匀浆，混悬

液在 4 000 r/min 离心 10 min，取上清液放入−80 ℃
冻存。UPLC-MS/MS 法测定上清液中甘氨酰肌氨酸

的质量浓度，考马斯亮蓝法测定蛋白的质量浓度。

抑制剂浓度为 0 mmol/L（不加抑制剂）时，摄取记

为 100%；加入抑制剂的时候，摄取量与不加抑制

剂的摄取量的比值即为摄取率。结果见表 2。 

表2  不同浓度的α-常春藤皂苷缬氨酸酯对甘氨酰肌氨酸摄

取的抑制 
Table 2  Uptake inhibition of glycyl sarcosine by L-valyl- 

α-hederin 

抑制剂浓度/(mmol·L−1) 摄取率/% 

0 100 

0.1 89.5±12 

0.5 75.6±14 

1.0 65.9±20 

5.0 45.3±9.6 

10.0 28.0±7.4 

20.0 18.7±3.2 

30.0 8.8±2.9 

 
可以看出，随着 α-常春藤皂苷缬氨酸酯浓度的

增加，甘氨酰肌氨酸被摄取的量逐渐减少。说明 α-
常春藤皂苷缬氨酸酯与 PEPT1 之间有着较强的相

互作用，它与甘氨酰肌氨酸相互竞争与 PEPT1 的结

合，从而导致甘氨酰肌氨酸的摄取量逐渐减少。通

过非线性拟合，α-常春藤皂苷缬氨酸酯对甘氨酰肌

氨酸摄取的半数抑制浓度（IC50）是 4.1 mmol/L。 
3  讨论 

在已经报道的PEPT1转运机制的研究中[1, 7-12]，

大部分都是通过转染技术将PEPT1高表达在HeLa、
Caco-2 或 MDCK 细胞上面，但是含有小肠寡肽转

运蛋白 DNA 的质粒很难得到，所以这种转染实验

并不是所有的实验室都能开展。研究发现，PEPT1
的活性随着各种外部条件的改变而发生改变，如生

理因素、外源性物质和环境 pH 值等[13-14]。肠道

PEPT1 的活性受到许多生理因素的调控，包括饮食

条件、激素（胰岛素、瘦素和甲状腺激素）、生长因

子（表生长因子）、生长状况和昼夜规律等。瘦素是
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相对分子质量为 1.6×104 的多肽，利用瘦素短期诱

导 Caco-2 后，PEPT1 可从细胞内膜以微管依赖的交

换方式转移到细胞外膜，使得 PEPT1 的活性增强，

但是细胞内膜上的 PEPT1 水平下降，细胞内外膜

PEPT1 总体水平和 PEPT1 mRNA 是不变的。利用

瘦素长期诱导 Caco-2 后，瘦素能够激活 PEPT1 基

因的转录和提高 PEPT1 mRNA 的稳定性，最终导致

细胞内 PEPT1 表达量的增加。根据文献报道，当用

0.2 nmol/L瘦素分别在Caco-2细胞的A面和B面诱

导 7 d 后，A 面和 B 面对头孢氨苄（PEPT1 的底物）

的摄取量分别提高 2.7、1.8 倍。Western Blotting 分

析表明，Caco-2 细胞 A 面和 B 面的 PEPT1 表达量

分别增加 2.1、2.5 倍。Hindlet、Nduati 等[3-4]还证明

利用瘦素长期处理的小鼠，肠道对甘氨酰肌氨酸的

摄取量也明显增加了。 
在本研究中，甘氨酰肌氨酸在诱导的 Caco-2

细胞上摄取量是正常 Caco-2 细胞的 2.13 倍。由于

甘氨酰肌氨酸是 PEPT1 的典型底物，因此可以确定

本实验中利用瘦素长期诱导 Caco-2 细胞建立高表

达 PEPT1 细胞系是成功的。 
利用化合物抑制甘氨酰肌氨酸在 Caco-2 细胞

上或高表达 PEPT1 的细胞系上的摄取是研究化合

物和 PEPT1 相互作用的重要手段。如伐昔洛韦能够

以浓度相关的方式抑制甘氨酰肌氨酸在高表达

PEPT1 的 HeLa 细胞上的摄取，半数抑制浓度是 1.4 
mmol/L[7]。在本实验中，α-常春藤皂苷缬氨酸酯的

半数抑制浓度是 4.1 mmol/L，表明 α-常春藤皂苷缬

氨酸酯与 PEPT1 存在较强的相互作用。 
在经过 0.2 nmol/L 瘦素 7 d 诱导的 Caco-2 细胞

和未经过诱导的 Caco-2 细胞上 α-常春藤皂苷缬氨

酸酯摄取量增加了 4.33 倍，并且能够被甘氨酰肌氨

酸抑制，但 L-缬氨酸没有这种抑制作用，虽然

Caco-2 细胞上面表达着 Na+-葡萄糖转运蛋白和氨

基酸转运蛋白等其他转运蛋白，但可以确定 α-常春

藤皂苷缬氨酸酯是 PEPT1 的底物，它在小肠内由

PEPT1 介导吸收。 
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