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摘  要：目的  系统研究 C~coJO细胞中各药物转运蛋白的 mokA表达水平及转运活力，对比其与人正常肠道中药物转运蛋

白表达的差异。方法  实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）方法测定 C~coJO细胞中人肠道相关转运蛋白jaoN、_Com、jomO、
lAqmNAO、lAqmO_N和 mbmqN的表达水平；将 C~coJO细胞接种于 qr~nsweää板内培养 ON= d并给予不同药物转运蛋白的底

物及抑制剂，评价 C~coJO细胞中相关转运蛋白的转运活性。结果  qoqJmCo结果表明，药物转运蛋白jaoN、jomO、_Com
和 lAqmO_N 在 C~coJO 细胞中均有相对高的表达，表达量的顺序为：jaoN＞jomO＞lAqmO_N＞_Com，在正常人肠道表

达量顺序为 _Com＞jaoN＞jomO＞lAqmO_N；转运蛋白活力评价表明，各药物转运蛋白的活力测试结果均为阳性，验证

了基因的表达水平结果。结论  C~coJO 细胞中表达正常人体肠道表达的部分药物转运蛋白（jaoN、jomO、_Com 和

lAqmO_N），表达水平与正常人体肠道中大致相当，但也存在一定差异。=
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参与药物跨膜转运的蛋白质称为药物转运蛋

白，一般表达于各种组织的特定细胞膜上，决定着

药物的吸收、分布、消除以及靶区内药物分布程度，

决定着药物的有效性和安全性。药物转运蛋白分为

两个超家族：Aqm 结合盒转运蛋白超家族（Aqm=
bándáng= c~sseííe= suéerf~máäy，A_C超家族）和溶质

转运蛋白（soäuíe=c~rráer，piC）超家族。piC转运

蛋白是起主动摄入作用的摄入型转运蛋白，A_C转

运蛋白是起吸收屏障功能的外排型转运蛋白。摄入

型转运蛋白主要包括：k~HJ非依赖型的有机阴离子

化合物的转运载体（lAqms）、寡肽转运蛋白

（mbmq）、有机阴离子转运蛋白（lAqs）、有机阳离

子转运蛋白（lCqs）；外排型转运蛋白主要包括：

多糖耐药蛋白 mJ糖蛋白（mJgéLjaoN）、多药耐药

相关蛋白（joms）和乳腺癌耐药蛋白（_Com）xNz。=
药物跨膜转运的方式主要包括细胞间途径和跨

膜途径，跨膜转运又可分为被动扩散和药物转运蛋

白介导的跨膜转运，它们各具特点，且与药物的药

动学特点关系密切。在研究药物的吸收过程时，药

物的理化性质（如亲脂性）并不是决定其跨膜能力

的唯一因素，肠系膜上的药物转运蛋白在其跨膜过

程中起到了重要的、甚至是决定性的作用xOJPz。=
人克隆结肠腺癌（C~coJO）细胞模型是近 NM

年来国内外广泛用于药物吸收机制研究的工具，适

用于大多数口服药物跨膜转运机制的研究，早期研

究主要局限于被动扩散，近年来较为关注药物转运

蛋白介导的跨膜机制研究。但目前国内尚无针对

C~coJO 细胞中人肠道相关药物转运蛋白表达水平

及活性的全面系统的研究报道xQJRz。本研究通过建立

测定药物转运蛋白 mokA 表达水平的实时荧光定

量 mCo（qoqJmCo）方法，评价 C~coJO细胞中人肠

道相关转运蛋白jaoN、_Com、jomO、lAqmNAO、
lAqmO_N和 mbmqN的表达水平；并将 C~coJO接种

于 qr~nsweää板内培养并给予不同转运蛋白的底物，

评价 C~coJO细胞中相关转运蛋白的转运活性。=
N= =材料=
NKN= =药品与主要试剂=

荧光黄Ce（ságm~公司，批号 MSNjNPSVs）；咖

啡因（中国食品药品检定研究院，批号 NSMPMRMQ）；
PeJ雌二醇JNTβJ葡萄糖醛酸苷、PeJ地高辛（美国AoC
公司，批号 NQMPPN、NSMSOQ）；氯噻嗪、维拉帕米、

hoNQP、利福平、环孢素 A（美国 jCb 公司，批号

分别为 NRPOT、NURTU、MPSON、NNOQS、MUROT）；ajbj

高糖培养基、青链霉素混合液（NMM×）、mhoséh~íe=
_uffered=p~äáne（m_p，N×）、e_pp（含钙镁）、含

baqA的 MKORB胰酶、胎牛血清（美国 dábco公司）；

qr~nsweää=NO孔聚碳酸酯膜转运板（美国 Conáng公
司）；abmC水（北京索莱宝科技有限公司）；qokzoä=
oe~gení（天根生化科技（北京）有限公司）；逆转

录试剂盒 qr~nscráéíor= cársí= pír~nd= cakA= pyníhesás=
káí 和实时定量试剂盒 c~sí= pí~rí= rnávers~ä= pv_o=
dreen=j~síer（oox）（ooche公司）；mCo引物购自

深圳华大基因科技有限公司。=
NKO= =主要仪器=

läyméusJChuQN 倒置显微镜（日本 läyméus
公司）；二氧化碳培养箱（美国 qhermo 公司）；

jáääceää= bopJO跨上皮电阻仪（美国 jáääáéore公司

产品）；qráJC~rb= OVNM= qo 放射性液体闪烁仪

（merhánbämer 公司）；wetvJ上海智诚恒温振荡器

（北京华威兴业科技有限公司）；emiCJrs 系统为

AgáäeníNNMM（日本安捷伦公司）；péecír~j~x=jR多
功能酶标仪（美国joäecuä~r=aeváces公司）。=
NKP= =细胞株=

C~coJO 细胞购自中国科学院上海生命科学研

究院，本实验所用细胞代次为 OS～OU代。=
O= =方法=
OKN= =细胞培养=

将 C~coJO 细胞置于常规培养皿内，以 ajbj
高糖培养基（含 NMB=c_p）、在 PT=℃、RB=ClO和相

对湿度 VMB的培养箱内培养，培养基隔天更换，当

细胞覆盖盘底 UMB～VMB时，用含 MKORB=baqA的胰

酶消化，用新鲜培养基调细胞密度至每毫升 O×NMR

个，部分离心后加入 qokzoä=oe~gení裂解用于药物

转运蛋白mokA的检测；另一部分接种于 qr~nsweää
聚碳酸酯膜 NO 孔板中，在细胞层顶端（Am）每孔

加 MKR=mi细胞悬液，基底端（_i）每孔加 NKR=mi
新鲜培养基，连续培养 ON=d，得到完全分化的细胞

单层。=
OKO= = qoqJmCo测定CacoJO细胞中药物转运蛋白的

mokA表达水平=
检测 C~coJO 细胞中 jaoN、_Com、jomO、

lAqmNAO、lAqmO_N和 mbmqN的mokA表达水平。=
OKOKN= = okA的提取= =将qokzoä=oe~gení裂解的细胞

样品于室温放置 R=mán，Q=℃、NO=MMM=rLmán（Q=℃）

离心 NM=mán，取 NMM=μi上清至另一bm管，加入 QM=μi
三氯甲烷，剧烈震荡 NR=s，室温放置 P=mán后，Q=℃、
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NO=MMM=rLmán离心 NR=mán，将上层水相转移至新的离

心管中，加入等体积异丙醇，混匀，室温放置 PM=mán。
Q=℃、NO=MMM=rLmán离心 NM=mán弃上清，加入 QMM=μi
的 TRB乙醇（以abmC水配制）洗涤沉淀，Q=℃、R=
MMM= rLmán离心 P= mán弃上清。沉淀室温放置晾干，

加入 PM=μi的abmC水，反复吹打使okA充分溶解。=
OKOKO= = okA 逆转录为 cakA= =根据 ooche 公司

qr~nscráéíor= cársí= pír~nd= cakA=pyníhesás= káí逆转录

试剂盒说明书，按 U= μi= qoí~ä= okA、 N= μi=
AnchoredJoäágo（ dq） NU= mrámer、 Q= μi= t~íer

（mCoJgr~de）配置逆转录体系，SR=℃反应 NM= mán
后，立即于冰上制冷，再按 Q=μL=qr~nscráéíor=oeverse=
qr~nscráéí~se=oe~cíáon=_uffer、MKR=μi=mroíecíor=ok~se=
fnhábáíor、 O= μi= aeoxynucäeoíáde= jáx、 MKR= μi=
qr~nscráéíor= oeverse= qr~nscráéí~se 将反应体系的剩

余部分试剂加入，RR=℃反应 PM= mán，UR=℃反应 R=
mán，反应结束。=
OKOKP= =样品qoqJmCo检测= =以逆转录的 cakA为模

板，将 C~coJO 细胞的内参基因 βJ~cíán 分别与

jaoN、_Com、jomO、lAqmNAO、lAqmO_N 和

mbmqN的基因同时扩增，比较各基因表达量的差异。

基因引物序列见表 N，按照表 O配制实时定量 mCo
反应体系，进行 mCo反应。=
OKQ= = CacoJO细胞的给药及测定=

摄入方向的操作：吸去 qr~nsweää 小室 Am 和

_i 端的培养基，加入 PT=℃预热的 e_pp 溶液，

PT=℃平衡 OM=mán；吸去e_pp，在Am端加入 MKR=mi=

表 N= = qoqJmCo引物序列=
qable=N= = qoqJmCo=primer=sequences=

引物名称= 碱基序列（RD=J=PD）=
βJ~cíánJc= ddCAqCCqCACCCqdAAdqA=
βJ~cíánJo= ddddqdqqdAAddqCqCAAA=
jaoNJc= CdCACCqdCAqqdqdAqqdC=
jaoNJo= AdAqdCCqqqCqdqdCCAdC=
_ComJc= AdCAdCAddqCAdAdqdqdd=
_ComJo= CqdAAdCCAqdACAdCCAAd=
jomOJc= qdAdCqddAqCqddqCCqCA=
jomOJo= CACCddCAdCCqCqAAdAqq=
lAqmNAOJc= dAAqdCCCAAdAdAqdAqdCqq=
lAqmNAOJo= AACCCAdqdCAAdqdAqqqCAAq=
lAqmO_NJc= CdCACqCACqdAqqCCqACACAqq=
lAqmO_NJo= AAdCCAqAdCAqCACqCAqqACAC=
mbmqNJc= qdCCCAAdAdAqdAqdCqq=
mbmqNJo= CCAdqdCAAdqdAqqqCAA=

表 O= = qoqJmCo反应体系=
qable=O= = qoqJmCo=reaction=system=

试剂= 体积LμL=

c~sí=pí~rí=rnávers~ä=pv_o=dreen=j~síer（oox）= OR=

正向引物（10 μmoä·i−N）= NKR=

反向引物（NM=μmoä·i−N）= NKR=

eOl= NU=

cakA模板= Q=

总体积= RM=

=
预热的含有转运底物的 e_pp溶液，_i端加入 NKR=
mi空白 e_pp溶液；PT=℃恒温振荡器孵育，QM=mán
后吸取 _i端的转运液，测定转运液中的底物浓度。=

外排方向的操作：吸去 qr~nsweää 小室 Am 和

_i 端的培养基，加入 PT=℃预热的 e_pp 溶液，

PT=℃平衡 OM=mán；吸去e_pp，在Am端加入 MKR=mi
空白 e_pp 溶液，_i 端加入预热的含有转运底物

的 e_pp 溶液；PT=℃恒温振荡器孵育 QM= mán；吸

取 Am端的转运液，测定转运液中的底物浓度。=
检测 mJgéL_ComLjomOLlAqmO_N 抑制剂对转

运底物在单层 C~coJO细胞中转运的影响时，用同时

含有抑制剂和转运底物的 e_pp液代替只含底物的

e_pp液即可。=
咖啡因、荧光黄 Ce 用来验证细胞模型的致密

性，给药浓度分别为 NM和 NMM=μmoäLi；PeJ地高辛

作为 mJgé（jaoN）的转运底物，给药浓度为 N=
μCáLmi，维拉帕米作为 mJgé 的抑制剂，给药浓度

为 OR= μmoäLi；氯噻嗪作为 _Com 的转运底物，给

药浓度为 RM=μmoäLi，hoNQP作为 _Com的抑制剂，

给药浓度为 N= μmoäLi；PeJ雌二醇JNTβJ葡萄糖醛酸

苷（bd）作为 jomO 的转运底物，给药浓度为 N=
μCáLmi，环孢素 A作为jomO的抑制剂，给药浓度

为 OR=μmoäLi；利福平用作为lAqmO_N的转运底物，

给药浓度为 RM=μmoäLi，环孢素 A作为 lAqmO_N的
抑制剂，给药浓度为 OR=μmoäLi。=
OKR= = CacoJO细胞单层跨膜电阻值（qbbo）的测定=

将电极放入预热至 PT=℃的 e_pp中，平衡 OM=
mán。移走培养板中的培养基，在 Am侧每孔加预热

的 e_pp=MKR=mi，_i侧每孔加 NKR=mi，PT=℃平衡

OM= mán，同时洗去细胞表面的杂质。移去 e_pp，
重新加入预热的 e_pp，测定 qbbo，用 N 个空白

载体重复上述步骤以获得空白值。=
qbbo＝（测定电阻值－空白值）×单层表面积（cmO）=
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OKS= =药物的测定=
OKSKN= = PeJ地高辛及 PeJbd 含量测定= =用液闪计数

仪测定转运液和给药液中 PeJ地高辛及 PeJbd 的

amj值，取转运液 OMM=μi，加入闪烁液 P=mi，混

匀，进样，放置于 α/β 射线计数仪上进行读数。=
OKSKO= =咖啡因、氯噻嗪及利福平的测定= = emiCJrs
法测定，色谱柱为 aá~monsáä=CNU柱（ORM=mm×QKS=
mm，R=μm）；转运液中咖啡因含量检测方法xQz：流

动相为甲醇J水（含 NB乙酸）J三乙胺（OQ∶TS∶MKO），
柱温 QM=℃，体积流量 NKM= miLmán，检测波长 OSM=
nm，进样量为 RM=μi；转运液中氯噻嗪检测方法xSz：

流动相为乙腈J水（含 MKN=moäLi=k~eOmlQ·OeOl，
用磷酸调 ée至 P）（VM∶NM），柱温 PM=℃，体积流

量 NKR=miLmán，检测波长 OTN=nm，进样量为 SM=μi；
转运液中利福平检测方法xTz：流动相为甲醇J乙腈J=
MKMTR= moäLi= heOmlQ 溶液J枸橼酸 NKM= moäLi 溶液

（PM∶PM∶PS∶Q），柱温 PM= ℃，体积流量 NKM=
miLmán，检测波长 ORQ=nm，进样量为 RM=μi。=
OKSKP= =荧光黄 Ce 的测定= =采用荧光法测定转运液

中荧光黄 Ce，取转运液 NMM=μi，置于 VS孔黑色酶

标板，使用 péecír~j~x=jR多功能酶标仪检测荧光

强度，激发波长 QOR=nm，发射波长 ROM=nm。=
OKT= =数据处理与分析=
OKTKN= = okA 相对表达量= =同时测定 C~coJO 细胞中

药物转运蛋白基因（jaoN、_Com、jomO、
lAqmN_N、lAqmO_N、mbmqN 和 mbmqO）和内参

基因（βJ~cíán）的 Cq值，计算药物转运蛋白基因的

相对表达量。=
okA相对表达量（转运体LβJ~cíán）＝OCq（βJ~cíán=mokA）－Cq

（qr~nséoríer=mokA）=

OKTKO= = 转运活性 = = 表观渗透系数（Aéé~rení=
éerme~íáon= coeffácáení，m~éé）的大小反映了药物透

过单层细胞的能力以及药物吸收的速度：=
m~éé＝s×（dCLdt）×NLA×NLCM=

s表示接收室的溶液体积（本实验中 Am端为 MKR=cmP，

_i端为 NKR=cmP）；A表示膜的面积（本实验中为 NKNP=cmO）；

CM表示药物的起始浓度；dCLdt 表示接收室在单位时间获得

的药物浓度，即接收室的最终浓度除以转运时间。=

外排率（effäux=r~íáo，ob）代表药物外排能力的

大小，通过它可以预测药物在肠吸收是否存在外排

机制。=
ob＝m~ééE_JAFLm~ééEAJ_F=

OKTKP= =统计学分析= =本实验中每个数据点为平行 P

孔的平均值，用 x s± 表示，应用微软 offáce= exceä
软件，组间比较采用 t检验。=
P= =结果=
PKN= =细胞模型的完整性验证=

C~coJO细胞单层培养 ON= d，qbbo达到（PUT±
VKMO）Ω·cmO。O种已知特性的工具药（咖啡因、荧

光黄 Ce）在 C~coJO细胞单层的转运试验具体结果

见表 P。C~coJO细胞单层 qbbo＞PRM=Ω·cmO，咖啡

因的 m~éé值＜QV，荧光黄 Ce的 m~éé值＜N，外排率

均约等于 N，数据表明 C~coJO细胞单层的致密性和

完整性均符合实验要求xUz，应用此模型得到的数据

具有可信性。=

表 P= =咖啡因及荧光黄 Ce在 CacoJO细胞单层的双向转运

的 mapp值(n=Z=P)=
qable=P= = mapp=values=of=caffeine=and=lucifer=yellow=Ce=in=
CacoJO=cell=monolayer=by=biJdirectional=transporter=assay=

En=Z=PF=

工具药=
m~ééE×NM−S=cm·s−NF=

ob=AP→BL= BL→AP=
咖啡因= OPKM–OKMM= ONKS–OKSM= MKVPV=
荧光黄 Ce= MKNVV–MKMOQ=O= MKOMN–MKMNV=Q= NKMN=
=
PKO= = CacoJO细胞药物转运蛋白基因的相对表达量=

同时测定C~coJO细胞中S种药物转运蛋白基因

（jaoN、_Com、jomO、lAqmNAO、lAqmO_N、
和 mbmqN）和 βJ~cíán 的 Cq值，结果见表 Q。结果

表明，外排型药物转运蛋白jaoN、jomO、_Com
和摄入型药物转运蛋白 lAqmO_N在 C~coJO细胞中

均有相对高的表达，需进一步的活力验证；且在

C~coJO细胞中，各药物转运蛋白相对表达量的顺序

为：jaoN＞jomO＞lAqmO_N＞_Com。=

表 Q= =不同药物转运蛋白基因在CacoJO细胞中的 Cq值及相

对表达量(n=Z=P)=
qable=Q= = Cq=and=relative=expression=level=of=drug=

transporters=gene=in=CacoJO=cell=En=Z=PF=

基因= Cq值= 相对表达量LB=

βJ~cíán= NTKR–MKMNR=M= L=

jaoN= NUKO–MKMQR=M= SOKQ=

_Com= OOKV–MKNNR= OKOV=

jomO= OMKV–MKMNR=M= VKQT=

lAqmNAO= PTKU–MKOOU= SKUN×NM−R=

lAqmO_N= OOKO–MKMRR=M= PKST=

mbmqN= PMKQ–MKMNM=M= MKMNO=V=
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PKP= = CacoJO细胞中各药物转运蛋白的活力检测=
PeJ地高辛为jaoN的转运底物，在 C~coJO细

胞中外排率为 RKQP，加入抑制剂维拉帕米后，_i→
Am 的 m~éé值显著下降，外排率降为 NKRQ；氯噻嗪

为 _Com 的转运底物，在 C~coJO 细胞中外排率为

OSKS，加入抑制剂 koNQP 后，_i→Am 的 m~éé值显

著下降，外排率降为 OKNQ；PeJbd为jomO的转运

底物，在 C~coJO细胞中外排率为 QKMQ，加入抑制剂

环孢素 A 后，_i→Am 的 m~éé值显著下降，外排率

降为NKPS；利福平为lAqmO_N的转运底物，在C~coJO
细胞中外排率为 MKPVO，加入抑制剂环孢素 A 后，

Am→_i的 m~éé值显著下降，外排率升为 MKUNS，结

果见图 O和表 R。结果表明，各药物转运蛋白的活力

测试结果均为阳性，验证了基因表达水平检测结果。=
=

= = = = = = = = = = = = =
=

与不加抑制剂组比较：GGm＜MKMN=
GGm Y=MKMN vs=non=ánhábáíor=groué=

图 O= =jaoN（A）、BCom（B）、jomO（C）及lAqmOBN（a）底物及含抑制剂时在CacoJO细胞内的双向转运的 mapp值（ ±

sI=n Z=P）=
cigK=O= = mapp=values=of=substrate=of=jaoNEAFI=BComEBFI=jomOECFI=and=lAqmOBNEaF=with=and=without=inhibitor=in=CacoJO=

cell=monolayer=by=biJdirectional=transporter=assay=E ±sI=n Z=PF=

表 R= =不同药物转运体的底物及含抑制剂时在 CacoJO细胞

内的外排率（n Z=P）=
qable=R= = ob=of=different=substrates=with=and=without=inhibitor=

of=drug=transporters=in=CacoJO=cell=monolayer=En=Z=PF=

药物转运蛋白= 工具药= ob=

jaoN= PeJ地高辛= RKQP=
PeJ地高辛H维拉帕米= NKRQ=

_Com= 氯噻嗪= OSKS=
氯噻嗪HkoNQP= OKNQ=

jomO= PeJbd= QKMQ=
PeJbdH环孢素 A= NKPS=

lAqmO_N= 利福平= MKPVO=
利福平H环孢素 A= MKUNS=

Q= =讨论=
据 OMNM年 k~íure= oeváews发表的《jembr~ne=

ír~nséoríers= án= drug= deveäoémení》xVz及 OMNO年美国

caA颁发的《关于药物间相互作用的指导原则》xNMz

可知，在人体肠道表达的药物转运蛋白主要有：外

排型药物转运蛋白（jao、_Com、jomO）及摄入

型药物转运蛋白（lAqm、mbmqN）。据文献报道xNNz，

在正常人体肠道中各药物转运蛋白相对表达量的顺

序为：mbmqN＞_Com＞jaoN＞jomO＞lAqmO_N＞
lAqmNAO。=

C~coJO细胞为癌化细胞且长期在体外培养，与

正常人体肠道表达的药物转运体可能存在差异，但

目前国内尚无针对 C~coJO 细胞中人肠道相关药物

转运蛋白表达水平及活性的全面的研究报道，无法

评估应用 C~coJO 研究所得结果的准确性。本研究

mokA表达水平结果表明，C~coJO细胞表达部分正

常人体肠道药物转运蛋白，表达水平与正常人体肠

道大致相当，但仍存在一定差异。现将差异总结如

下：①摄入型药物转运蛋白 mbmqN 相对表达量较

小，可判定为基本没表达。如应用 C~coJO细胞进行

mbmqN转运底物的肠道吸收机制研究，得到的结果会

与人体内数据不符。②在正常人体肠道中，外排型药

物转运蛋白的表达量的顺序为 _Com＞jaoN＞
jomO；在 C~coJO 细胞中顺序为 jaoN＞jomO＞
_Com，与正常人体肠道表达不一致。如应用 C~coJO
细 胞 进 行 外 排 型 药 物 转 运 蛋 白 （ jaoNL=
_ComLjomO）转运底物的肠道吸收机制研究，得到

x

x

Am→_i= = = = = = _i→Am=

氯噻嗪=
氯噻嗪＋koNQP=
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PeJbd＋环孢素 A=
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的结果可能会与人体内数据不一致。=
C~coJO 细胞中各药物转运蛋白的活力评价结

果表明，jaoN、jomO、_Com、lAqmO_N药物转

运蛋白的活力结果均为阳性，与基因的表达水平的

检测结果一致。研究药物与肠道药物转运蛋白

jaoN、jomO、_Com、lAqmO_N之间的亲和性关

系，可以应用 C~coJO细胞，但只能研究药物与药物

转运蛋白是否有关系；如果研究药物与药物转运蛋

白的半数抑制浓度（fCRM）或 hm 值，则不能用

C~coJO，只能用单一过表达的功能细胞。=
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