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摘= =要：目的= =研究厚朴水提物经 CacoJO 单层细胞模型双向转运的特征及对细胞膜上 mJ糖蛋白（mJglócoéroíein，mJgé）活

性的影响。方法= =在经验证的 CacoJO 细胞单层模型中进行厚朴水提物双向转运实验，根据水提物总抗氧化能力标准曲线计

算其转运量，并计算表观渗透系数（m’aéé）及溢流率（bo）。以 mJgé底物罗丹明 NOP（ohNOP）在细胞内的蓄积与外排实验

来判断厚朴水提物对 CacoJO细胞膜上 mJgé活性的影响。结果= =厚朴水提物 m’aéé(AP→BL)值在 N×NM−R=cmLs左右，与质量浓度

呈正相关，bo值远小于 O，对 ohNOP的蓄积和外排均没有影响。结论= =厚朴水提物中与抗氧化作用有关的活性成分群可被

较好地吸收，以被动扩散形式转运，不是 mJgé底物，也不影响 mJgé活性。建立了一种考察厚朴水提物转运特征的新方法，

为临床安全合理使用厚朴提供了药动学研究基础。=
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CacoJO 细胞来源于人结肠腺癌细胞（human=
colon=adenocarcinoma=cell=line，CacoJO），具有类似于

肠上皮细胞的特征。正常情况下，CacoJO细胞能自

发分化为成熟细胞并形成完整的单分子膜xNz，从而

可以考察药物跨膜转运方式xOz。由于在形态学和生

物化学方面与肠上皮细胞具有相似性，CacoJO细胞

常作为药物肠吸收和转运特征研究的体外模型xPJRz。=
目前，中药提取物在 CacoJO细胞中跨膜转运特=
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征的研究常采用化学方法测定其流通量，如emiC、
iCJjp 等xSJTz。马丽等xUz研究了板蓝根中有效成分在

CacoJO细胞模型中的吸收转运特征，以精氨酸和腺苷

为指标成分，采用emiC检测，计算其表观渗透系数

（maéé）与外排率。然而，与成分单一且明确的化学药

物不同，中药提取物是混合物，其活性成分十分复杂。

化学测定法只能考察有限数量成分的转运特征，且当

所测成分呈现的转运特征不一致时xVJNMz，难以反映提

取物的整体特征。vang等xNNz考察肉豆蔻中新木脂素

类成分的转运特征时测定了其中 NM 个单体成分的

maéé，不同成分之间转运特征既有强吸收，也有弱

吸收，既有被动扩散，也有主动转运。可见，要评

估含有这些成分的提取物总体的转运特征，单一成

分的化学测定法显然难以达成目的。因此，要获得

中药提取物整体的转运特征需要建立一种全新的

方法，这种方法必须跳出单一成分测定的窠臼。=
厚朴 jagnoliae= officinalis= Coríeñ为木兰科植物

厚朴jagnolia= officinalis= oehdK= eí= tilsK=或凹叶厚朴

jagnolia=officinalis=oehdK=eí=tilsK=varK=biloba=oehdK=eí=
tilsK=的干燥干皮、根皮及枝皮。具有燥湿消痰、下

气除满的功效，主要用于治疗湿滞伤中、脘痞吐泻、

食积气滞、腹胀便秘、痰饮喘咳等xNOz，是传统中医

及日本汉方医学广泛使用的药材。其化学成分包括木

脂素类、生物碱类、挥发油及多糖等。近年从厚朴药

材中分离最多的是木脂素类化合物，包括厚朴酚、和

厚朴酚等，具有抗氧化，抗炎及抗菌作用xNPz。中医

临床使用厚朴以水煎内服为主，最近牛晓晨等xNQz研

究了厚朴的 hrebJoinger’s 超声提取液中厚朴酚与和

厚朴酚在大鼠肠道的吸收，结果显示 O种成分在小肠

上段有较好的吸收，属被动转运。但对厚朴水煎剂整

体的体外吸收特性的研究迄今未见。考虑到厚朴富含

多酚类成分（木脂素属多酚中的一类），而这类成分

抗氧化作用突出。本实验拟以厚朴水提物总抗氧化能

力来判断提取物在 CacoJO 细胞中的肠转运特征，并

观察提取物对 CacoJO细胞膜上 mJ糖蛋白（mJgé）活

性的影响，为厚朴的临床应用提供初步的药动学研究

基础。=
N= =材料=
NKN= = CacoJO细胞株=

源于 AqCC（American=qóéeculíure=Collecíion，
oockville，ja，美国）。=
NKO= =药材=

厚朴购于西南药都中药材市场，经成都中医药

大学卢先明教授鉴定为木兰科植物厚朴 jagnolia=
officinalis=oehdK=eí=tilsK=的干皮、根皮及枝皮，为《中

国药典》OMNR年版收录品种xNOz。=
NKP= =主要试剂=

ajbj培养基、非必需氨基酸（dibco公司）；

胎牛血清（eóclone 公司）；鼠尾胶原、非索非拉

定、罗丹明 NOP（rhodamine= NOP，ohNOP）、OIQISJ
三吡啶基三嗪（íriéóridólíriazine，qmqw），均来源

于 pigmaJ=Aldrich公司；iJ谷氨酰胺（北京欣经科

生物技术有限公司）；碱性磷酸酶（Aim）测定试

剂盒（中生北控生物科技股份有限公司）；维拉帕

米、普萘洛尔（中国食品药品检定研究院）；青霉

素、链霉素、胰蛋白酶、eank’s平衡盐液（eank’s=
balance= salí= soluíion，e_pp）、荧光黄等；实验用

水为三蒸水。=
NKQ= =主要仪器=

julíiskan= Ascení 酶标仪、微孔板恒温振荡器

（美国 qhermo=blecíron公司）；kaéco=RQNM二氧化碳

孵箱（美国 kAmCl公司）；_CkJNPSM型超净工作

台（北京东联哈尔仪器制造有限公司）；bslj 细

胞电阻仪（美国tmf公司）、qranswellqj培养板（MKQ=
μmol= éore= size，美国 Corning公司）；ChuQN倒置

显微镜（日本= llóméus公司）；雷磁 mepJP_=型精

密 ée计（上海精密科学仪器有限公司）。=
O= =方法=
OKN= =厚朴水提物的制备=

取厚朴 OM=g，置于圆底烧瓶中，OMM=mi水浸泡

PM=min后冷凝回流煎煮。先武火至煮沸，沸后文火

续煎 NR=min，滤过，SM=℃减压浓缩至 NMM=mi，相

当于厚朴原生药量为 MKO=gLmixNRz，Q=℃冷藏备用。

经 emiC 测定水提物中厚朴酚与和厚朴酚总量为

OKSPB。=
OKO= = CacoJO细胞单层模型的建立及验证xNSz=

取对数生长期的 CacoJO 细胞，按 U×NMQLcmO

接种于涂有鼠尾胶原的 qranswellqj培养板上，接种

后第 N周隔天更换培养液，后 O周每天换液，并于

接种后每间隔 O～Q= d 用细胞电阻仪测定单层细胞

的跨上皮细胞电阻（qbbo）。各孔中 qbbo值随时

间逐渐升高，于 NV～ON= d 分化形成，qbbo＞RMM=
Ω·cmO，两侧 Aim比值为 N∶OKU，与 pussman等xNTz

报道接近，经验证xNUz符合实验要求。=
OKP= =厚朴水提物对 CacoJO细胞毒性实验=
OKPKN= =厚朴水提物对 CacoJO 细胞活力的影响= =取
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对数生长期的 CacoJO 细胞，按每孔 R×NMQ个接种

于 VS孔培养板，于 PT=℃、含 RB=ClO的培养箱中

培养 OQ=h后，给药组每孔加入 NMM=μi含不同质量浓

度（终质量浓度为 NRKSOR、PNKOR、SOKR、NOR、ORM=
μgLmi）厚朴水提物的培养基，并设药液对照孔（只

加含药培养基，不加细胞），对照组加入等体积的培

养基，并设空白孔（只加培养基，不加细胞），各组 P
个复孔，各组细胞于 ClO培养箱中培养 OO= h后，每

孔加入 OM=μi的jqpLmjp混合溶液孵育 O=h，于酶标

仪 QVO=nm处测定吸光度（A）值。计算活力抑制率，

并以活力抑制率为因变量（v），药物质量浓度为自变

量（u）进行线性回归，通过回归方程计算药物作用

OQ=h对细胞半数抑制浓度（fCRM）值。=
活力抑制率＝N－E给药孔 A 值－给药对照孔 A 值F/E对

照孔 A值－空白孔 A值F=

OKPKO= =厚朴水提物对CacoJO细胞单层模型qbbo值
的影响= =取经验证符合要求的 CacoJO细胞单层，于

黏膜侧或肠腔侧（Am侧）每孔加入 MKR=mi含厚朴

水提物（终质量浓度 M、QM、TM、NMM、NRM=μgLmi）
的培养基，对照组每孔加入等体积的培养基；于浆

膜侧或肠内壁侧（_i侧）每孔加入 NKR=mi培养基；

分别于给药后 PM=min和 NRM=min在恒温热板上测定

qbbo值，计算转运前后自身 qbbo变化率。=
qbbo 变化率＝E给药后 NRM= min= qbbo 值－给药后 PM=

min=qbbo值FL给药后 PM=min=qbbo值=

OKQ= =厚朴水提物在 CacoJO 细胞单层模型中双向转

运实验=
OKQKN= =厚朴水提物总抗氧化能力测定= =采用亚铁离

子还原能力（coAm）实验测定其总抗氧化能力xNVz。

取各质量浓度厚朴水提物 NMM=μL（空白孔为 100 μi=
e_pp），加入 VS 孔酶标板中，每孔加入 NMM= mi=
qmqw工作液，微型振荡器上振荡 PM= s后，在微孔

板恒温振荡器上 PT=℃避光孵育 OM=min。酶标仪 RQM=
nm处测定 A值，以 A值对质量浓度进行回归，绘

制厚朴水提物总抗氧化能力标准曲线。=
OKQKO= =厚朴水提物双向跨膜转运实验= =取经验证

符合转运条件的 qranswellqj=NO孔培养板，用 e_pp
清洗 P 次，分别进行 Am 侧（供侧）向 _i侧（受

侧）转运，以及 _i 侧（供侧）向 Am 侧（受侧）

转运实验。于供侧每孔加入 MKR= mi 含厚朴水提物

（终质量浓度 RM、NMM=μgLmi）的 e_pp，受侧每孔

加入 N=mi=e_pp，ClO培养箱中孵育 O=h后，取受

侧液进行总抗氧化能力测定。=

OKR= =厚朴水提物对CacoJO细胞mJgp活性的影响xOMz=
OKRKN= =蓄积测定= =将不同质量浓度的厚朴水提物

与 N=μg/mL Rh123 在CacoJO细胞中避光共孵育 O=h，
以 30 μmolLi维拉帕米（mJgé抑制剂）作阳性对照，

对照组每孔加入相同体积的培养基。随后以无酚红

e_pp洗涤 P次，溶胞后在 λeñ=QUU=nm、λem=RPM=nm
处测定胞内荧光强度。=
OKRKO= =外排测定= =将= N= μgLmi= ohNOP与 CacoJO细
胞避光孵育 N= h，替换为不含 ohNOP的受试药物与

CacoJO细胞避光孵育 N=h；以 PM=μmolLi维拉帕米作

阳性对照，对照组每孔加入相同体积的培养基。随

后以无酚红 e_pp 洗涤 P 次，加入溶胞液后在 λeñ=
QUU=nm、λem=RPM=nm处测定胞内荧光强度。=
OKS= =参数计算与统计学分析=

qbbo、maéé 以及溢流率［bo 值，bo 值＝

maééE_i→AmFLmaééEAP→BLF］计算方法参考文献报道xONz。

为有别于经典化学测定法计算的 maéé，本实验条件

下通过生物测定法计算出的表观渗透系数值称为

m’aéé。两组间样本均数差异比较采用 t 检验，多组

间比较应该用单因素方差分析。=
P= =结果=
PKN= =厚朴水提物对 CacoJO细胞的毒性=
PKNKN= =厚朴水提物对 CacoJO 细胞活力的影响= =结
果表明随着厚朴水提物质量浓度的升高，对 CacoJO
细胞活力的抑制作用逐渐增强，见图 N。回归方程

为 v＝MKQPO=u－MKMOT，oO＝MKVTU，作用 OQ=h的 fCRM
为 NNS=μgLmi。根据课题组前期研究xOOz，跨膜浓度

选择在 OQ=h=fCRM的 N倍之内为相对安全剂量，一般

不会损伤细胞单层完整性。=
PKNKO= =厚朴水提物对CacoJO细胞单层模型qbbo值
的影响= =给药 NRM=min后，对照组及给药组 CacoJO
细胞单层模型 qbbo值均有所上升。与对照组比较，

在误差允许范围内，厚朴水提物给药 NRM=min后，

QM～NRM=μgLmi内不会对CacoJO细胞单层模型的完

整性造成损伤。结果见表 N。=

=
=

图 N= =厚朴水提物对 CacoJO细胞活力的影响=
cigK=N= = bffect=of=tbjlC=on=vitality=of=CacoJO=cells= =

活
力
抑
制
率
LB
=

NOM=

UM=

QM=

M=
M= = = = = = RM= = = = = = NMM= = = = = NRM= = = = OMM= = = = = ORM=
= = = = = = = = = = = =厚朴水提物LEμg·mi−NF= =
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表 N= =厚朴水提物对 CacoJO细胞单层模型 qbbo值的影响=
E x±sI=n＝P）=
qable=N= =bffect=of=tbjlC=on=qbbo=value= in=CacoJO= cell=
monolayer=model=E x±sI=n＝PF=

组别=
ρL=

Eμg·mi−NF=

给药后 qbbo值LEΩ·cmOF= qbbo变

化率LB=PM=min= NRM=min=

对照= = = M= N=PNR±PT N=PQV±QM OKRV=

厚朴水提物= = QM= N=PNT±RV N=PRR±RV OKUV=

= = TM= N=POS±RN N=PRP±SR OKMQ=

= NMM= N=POR±SN N=PRV±QM OKRT=

= NRM= N=POM±QM N=PPR±PQ NKNQ=
=
PKO= =厚朴水提物在 CacoJO 细胞单层模型中的双向

转运=
PKOKN= =厚朴水提物总抗氧化能力标准曲线= =厚朴

水提物在 M～OM=μgLmi内其总抗氧化能力与质量浓

度呈良好线性关系，标准曲线回归方程为 v＝MKNPP=
u＋MKNMO=S，oO＝MKVVU=T。=
PKOKO= =厚朴水提物在 CacoJO 细胞单层模型中的双

向转运= =厚朴水提物受侧质量浓度随着供侧质量

浓度的增大而增加，从 Am 侧到 _i 侧时，供侧质

量 浓 度 为 50 μg/mL 时 ， 受 侧 质 量 浓 度为

（RKRN±MKRN）μg/mL，供侧质量浓度为 100 μg/mL
时，受侧质量浓度为（SKTU±MKTR）μgLmi，提示其

为被动扩散，m’aééEAm→_iF值在 N×NM−R=cmLs左右；从

_i侧到 Am侧时，供侧质量浓度为 50 μg/mL 时，

受侧质量浓度为（VKNV±MKSO）μg/mL，供侧质量浓

度为 100 μg/mL 时，受侧质量浓度为（NNKTS±MKQS）
μgLmi。口服给药生物利用度大于 TMBxPz，显示其

吸收较好；bo值在 MKU～MKV，小于 O，说明没有外

排，不是 mJgé底物xOPz。具体数据见表 O。=
PKP= =厚朴水提物对 mJgp活性的影响=
PKPKN= =厚朴水提物对 ohNOP蓄积的影响= =共设置 R
个厚朴水提物质量浓度，从 OMM=μgLmi开始，以 MKQ
倍递减，范围内包含双向转运实验中的 O个质量浓

度。由表 P 可见，mJgé 抑制剂维拉帕米浓度为 PM=
μmolLi即可显著增加 mJgé底物 ohNOP在 CacoJO细
胞内的蓄积。而不同质量浓度的厚朴水提物对

ohNOP的蓄积几乎没有影响。=
PKPKO= =厚朴水提物对ohNOP外排的影响= =移除培养

基中 ohNOP后，PM= μmolLi维拉帕米即可显著抑制

已进入 CacoJO 细胞内的 ohNOP 的外排。而不同质

量浓度的厚朴水提物对 ohNOP 的外排均无明显影

响。因此无论蓄积实验还是外排实验均显示厚朴水

提物对 mJgé活性没有影响。结果见表 Q。= =

表 O= =厚朴水提物转运 O=h的m’appEAm→BiF、m’appEBi→AmF及bo值=
E x±sI=n＝P）=
qable=O= =m’appEAm→BiFI=m’appEBi→AmFI=and=bo=value=of=tbjlC=
after=O=h=transportation=E x ±sI=n＝P）=

供侧 ρL=

= Eμg·mi−NF=

m’aééEAm→BiFL=

Ecm·s−NF=

m’aééE_i→AmFL=

Ecm·s−NF=
bo值=

= RM= NKPR×NM−R NKNP×NM−R= MKUP=

NMM= UKPQ×NM−S TKOP×NM−S= MKUT=

表 P= =厚朴水提物对 ohNOP 在 CacoJO 细胞内蓄积的影响=
E x±sI=n＝PF=
qable=P= =bffect= of=tbjlC=on=accumulation=of=ohNOP= in=
CacoJO=cells=E x±sI=n＝PF=

组别= ρLEμg·mi−NF= 荧光强度=

对照= M= O=POU±NNR 

维拉帕米= 30 μmol·i−N= P=URU±NMRGG 

厚朴水提物= RKNO= O=QVQ±NNV 

NOKUM= O=QPO±NOU 

POKMM= O=ORS±NQM 

UMKMM= O=OUU±NOQ 

OMMKMM= O=POT±NNR 

与对照组比较：GGm＜MKMN，下同=
GGm=Y=MKMN=vs=conírol=grouéI=same=as=below=

表 Q= =厚朴水提物对 ohNOP 从 CacoJO 细胞外排的影响=
E x±sI=n＝PF=
qable= Q= = bffect= of=tbjlC= on= efflux= of=ohNOP= from= =
CacoJO=cells=E x±sI=n＝PF=

组别= ρLEμg·mi−NF= 荧光强度=

对照= M= O=PRM±NOR 

维拉帕米= 30 μmol·i−N= P=NVP±NNPGG 

厚朴水提物= RKNO= O=RSO± TO 

NOKUM= O=RTN±NMP 

POKMM= O=QSS±NOM 

UMKMM= O=QPU± TU 

OMMKMM= O=QQU± SR 

Q= =讨论=
CacoJO 细胞模型是常用的研究口服药物吸收

的体外细胞模型xQz，建模后需经过单层完整性、细

胞分化极性、膜通透性以及 mJgé 表达等方面验证

后，才能进行后续的研究xNUz。具体到正式的转运研

究，还应当选择对细胞单层无损的指标，如 qbbo
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值（完整性）及 Aim比值（极性）。本实验研究采

用的是符合条件的 CacoJO细胞单层模型。=
以 CacoJO细胞单层模型研究受试物转运特征，

经典的方法是采用 emiC 或 iCJjp 测定转运成分

的量并计算出相应的 maéé、bo等值来判断该化合物

的转运特征。这些化学方法虽然灵敏、准确、可靠，

但其只适合于已知成分。对包含大量未知成分的中

药提取物，采用经典方法来研究并反映中药提取物

整体转运特征显然是不适合的，其原因有二。首先，

化学测定无法穷尽提取物中所有成分；更重要的

是，当同一提取物中不同成分显示出截然不同的转

运特征时，用哪种成分的转运代表提取物整体是无

法判断的。因此，为评价中药提取物整体的转运特

征，需建立一种有别于传统的新的研究方法。本实

验采用了生物测定法来评价厚朴水提物的肠转运

特征。由于厚朴含有多种酚类物质，具有显著的抗

氧化活性xOQz。因此，可通过选择此生物活性的量

效曲线来判断厚朴水提物在 CacoJO 细胞单层的转

运量。结果显示，厚朴水提物转运具有浓度依赖性，

为被动扩散；m’aééEAm→_iF值在 N×NM−R= cmLs 左右

（NKPR×NM−R～UKPQ×NM−S=cmLs），大于判断吸收不良

的临界值xPz（m’aééEAm→_iF值为 N×NM−S=cmLs，生物利

用度为 OMB），说明与抗氧化作用有关的活性成分

群吸收较好。bo值在 MKU～MKV，表明这类成分总体

上不存在外排xORz现象。=
mJgé是肠上皮细胞中主要的外排蛋白，由于厚

朴水提物不具外排特征，自然不可能是 mJgé等外排

蛋白的底物，但厚朴水提物是否对 mJgé活性有影响

却不明确。有文献报道，厚朴能抑制远志中细叶远

志皂苷、远志 酮 fff 在空肠和结肠的吸收xOSz，提

示厚朴水提物对肠上皮细胞中的外排蛋白活性似

乎有兴奋作用。对此，聚焦于肠道中最主要的外排

蛋白 mJgé，通过它的底物 ohNOP在 CacoJO细胞中

的蓄积和外排实验来评价厚朴水提物对其活性的

影响。结果显示，厚朴水提物对 ohNOP的蓄积和外

排均无明显影响，说明厚朴水提物并不影响 mJgé
活性。当然，在肠上皮细胞中，具有促外排的蛋白

并不只有 mJgé，厚朴水提物对肠上皮细胞中多药耐

药相关蛋白 O（mulíidrug=resisíance=relaíed=éroíein=O，
jomO）或乳腺癌耐药蛋白（breasí=cancer=resisíance=
éroíein，_Com）等外排蛋白xOTz是否有兴奋作用尚

待研究。=
需要说明的是，通过本实验条件计算出的 m’aéé

值与经典化学测定法计算的 maéé值是有区别的。前

者是针对混合物的整体，而后者针对的是特定的成

分；如果以成分来比较两者区别，m’aéé不仅反映了成

分的原型，也包括这些成分的代谢物、降解物甚至还

包括细胞单层分泌的因子等xOUz，这些物质均可能影响

到所具有的生物活性，而 maéé却只能代表原型成分。

从这个角度来看，m’aéé值可能与体内实际作用更为吻

合xOVz。当然，m’aéé所代表的转运特征是与该生物活

性相关的成分群的总和，它不能反映提取物中与该

生物活性无关的成分群。因此，准确地说，这里所

谓的“整体”，也只是与该生物活性相关的成分集

合。同时，采用生物测定法进行转运特征研究是有

条件的。首先，选择的生物测定指标要足够灵敏，

至少能从 O= h或 Q= h的受侧液中检测出明确的生物

活性，并能通过量效曲线进行有效计算。其次，该

生物活性检测体系要与转运介质兼容，即转运介质

与生物活性测定的反应介质不能相冲突；最后，该

生物活性能够反映中药提取物中足够多的成分，这

才有可能代表这个集合的整体情况。=
由于采用生物活性的量效曲线来判断提取物

的转运量，其灵敏度往往低于化学方法。为了进行

有效测定，常常需要在受侧加入尽量多的受试物，

但前提是不破坏细胞单层的完整性。对此，在实验

中首先进行了厚朴水提物对 CacoJO细胞 OQ= h毒性

实验，并计算出其 fCRM为 NNS= μgLmi。根据前期研

究结果xOOz，fCRM的 N～NKR倍用于转运研究可能是安

全的。事实上，本实验显示 NRM=μgLmi及以下厚朴

水提物不破坏细胞单层的完整性。当然，考虑到生

物活性的灵敏度，最终选择了 RM和 NMM=μgLmi=O个
质量浓度进行转运实验。=

综上，本研究为评价多成分的厚朴水提物在

CacoJO细胞中的肠转运特征，建立了一种全新的方

法。实验结果表明，厚朴水提物吸收较好，以被动

扩散方式转运，无外排，且不影响 mJgé活性，这为

临床合理使用厚朴提供了药动学基础。同时提示，

只要能找到合适的生物活性指标，生物测定法同样

适用于其他中药提取物转运特征的研究。=
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