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构建肠-肝体外模型用于模拟对乙酰氨基酚口服后的吸收过程和肝脏毒性  
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摘  要：目的  建立并初步测试肠-肝体外模型，模拟对乙酰氨基酚（APAP）口服后的吸收过程和肝脏毒性。方法  使用人

结肠癌细胞系 Caco-2 和 HT29-MTX-E12 在 Transwell 中构建肠道模型，检测单位面积跨膜电阻（TEER）；苏木精-伊红（HE）

染色和阿尔辛蓝（AB）-过碘酸希夫（PAS）染色观察肠道结构；免疫荧光检测紧密连接相关闭合蛋白（Occludin）和闭锁小

带蛋白-1（ZO-1）、转运体多药耐药蛋白 1（MDR1）和多药耐药相关蛋白 2（MRP2）、黏蛋白 2（MUC2），验证模型的完整

性和转运蛋白表达。将肠道模型与人肝癌细胞系 HepG2 共同培养建立肠-肝模型，连续培养 9 d，期间每天测定 TEER；试剂

盒法测定单肝模型（单独培养 HepG2 细胞）、肠道模型和肠-肝模型总腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）和乳酸脱氢酶（LDH）、天

冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、白蛋白（ALB）分泌水平。CCK-8 法检测 APAP 对 Caco-2 和 HepG2

细胞的毒性。在肠-肝模型中模拟口服 APAP 产生的肝脏毒性，共培养的第 2 天将肠-肝模型分为 3 组：对照组给予不含药培

养基；肠道吸收组从肠室给予 12 mmol·L−1 APAP，肝室给予空白培养基，药物平衡后预期终浓度为 3 mmol·L−1；APAP 组分

别从肠室和肝室给予 3 mmol·L−1 APAP，高效液相色谱法测定肝室药物浓度；在给药 48 h 后测定 TEER 并使用 Cell Titer Glo

试剂盒测定细胞活力；试剂盒法检测 AST、ALT 和 ALB 分泌水平；对模型肝室进行活性氧（ROS）和线粒体膜电位（MMP）

染色。结果  建立的肠道模型在第 14 天时屏障结构完整，Occludin 和 ZO-1 呈现网状结构分布，转运蛋白 MDR1 和 MRP2

分布于单侧；第 21 天仍含有分泌黏蛋白的 HT29-MTX-E12 细胞。肠-肝静态模型中，肠道细胞的数量稳定，肝脏细胞的数

量不断增长，在共培养前 5 d 肝脏功能和细胞活力维持情况良好，适用于毒性测试。CCK-8 结果显示，APAP 对 HepG2 细胞

的毒性强于 Caco-2 细胞，选取 3 mmol·L−1 作为 APAP 测试的终浓度。APAP 作用 48 h 后，肠道吸收组肠道细胞活力和 TEER

均无显著下降趋势，药物在肝室的浓度呈缓慢上升，在 48 h 时达到最大浓度（2.90±0.05）mmol·L−1；与对照组比较，肠道

吸收组和 APAP 组细胞存活率均显著下降（P＜0.01），APAP 引起肝脏毒性标志物 AST、ALT 和 ROS 信号的升高，造成肝

脏功能标志物 ALB 和 MMP 的降低；与 APAP 组相比，肠道吸收组细胞存活率略有升高，标志物改变程度略低。结论  构

建的肠-肝体外模型能够实现药物肝毒性测试，肠道模型的存在通过影响药物暴露降低 APAP 诱导的肝脏毒性。 
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Abstract: Objectives  To establish a static gut-liver in vitro model to simulate the absorption process and hepatotoxic effects after 

administration of acteminophen (APAP). Methods  Human colon cancer cell lines Caco-2 and HT29-MTX-E12 were used to 

construct an intestinal model in Transwell, and the transepithelial electrical resistance (TEER) per unit area was measured. 

Hematoxylin-eosin (HE) staining and alcian blue (AB)-periodic acid-Schiff (PAS) staining were used to observe the intestinal structure. 

Immunofluorescence was used to detect tight junction proteins Occludin and zonula occludens-1 (ZO-1), transporters multidrug 

resistance protein 1 (MDR1) and multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2), and mucin 2 (MUC2) to verify the integrity of the 

model and the expression of transport proteins. The intestinal model was co-cultured with human hepatoma cell line HepG2 to establish 

an intestinal-liver model, which was continuously cultured for 9 d. TEER was measured daily during the culture period. The levels of 

total adenosine triphosphate (ATP), lactate dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), 

and albumin (ALB) secreted by the single liver model (cultured HepG2 cells alone), intestinal model, and intestinal-liver model were 

determined by kits. The cytotoxicity of APAP to Caco-2 and HepG2 cells was detected by CCK-8 assay. The liver toxicity caused by 

oral APAP was simulated in the intestinal-liver model. On the second day of co-culture, the intestinal-liver model was divided into 

three groups: the control group was given drug-free medium; the intestinal absorption group was given 12 mmol·L−1 APAP from the 

intestinal chamber and blank medium from the liver chamber, with an expected final concentration of 3 mmol·L−1 in the liver chamber 

after drug equilibration; the APAP group was given 3 mmol·L−1 APAP from both the intestinal and liver chambers. The drug 

concentration in the liver chamber was determined by high-performance liquid chromatography. TEER was measured and cell viability 

was determined using the Cell Titer Glo kit 48 h after drug administration. AST, ALT, and ALB secretion levels were detected by kits. 

Reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane potential (MMP) staining were performed on the liver chamber of the 

model. Results  The established intestinal model had an intact barrier structure on the 14th day, with Occludin and ZO-1 presenting 

a reticular distribution, and MDR1 and MRP2 distributed on one side. HT29-MTX-E12 cells secreting mucin were still present on the 

21st day. In the static intestinal-liver model, the number of intestinal cells was stable, and the number of liver cells continued to increase. 

The liver function and cell viability were maintained well in the first 5 days of co-culture, making it suitable for toxicity testing. The 

CCK-8 results showed that APAP was more toxic to HepG2 cells than Caco-2 cells, and 3 mmol·L−1 was selected as the final 

concentration for APAP testing. After 48 h of APAP treatment, there was no significant decrease in cell viability and TEER in the 

intestinal absorption group, and the drug concentration in the liver chamber increased slowly, reaching the maximum concentration of 

(2.90 ± 0.05) mmol·L−1 at 48 h. Compared with the control group, the cell survival rates in the intestinal absorption group and the 

APAP group were significantly decreased (P < 0.01), and APAP caused an increase in liver toxicity markers AST, ALT, and ROS 

signals, and a decrease in liver function markers ALB and MMP. Compared with the APAP group, the cell survival rate in the intestinal 

absorption group was slightly increased, and the degree of marker changes was slightly lower. Conclusion  The intestinal-liver in 

vitro model can be used for drug hepatotoxicity testing, and the presence of the intestinal model reduces the liver toxicity induced by 

APAP by affecting drug exposure. 
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口服给药是一种简单无创的药物递送方式，也

是目前最常用的给药方式[1]。口服药物经过肠道吸收

进入系统循环，在肝脏代谢后进入体循环，药物的吸

收影响药物的体内暴露，而药物的体内暴露又影响药

物的药效/毒性强度[2]。肝脏处于循环系统的门户位

置，是处理外源物质的主要场所，也是药物毒性的主

要靶器官[3]。药物性肝损伤作为药物研发失败和药品

撤市的主要原因[4-5]，受到药物本身的作用和药物暴

露的影响，研究者可以通过描述药物的全身暴露及其

与毒性研究剂量、时间的关系从而研究暴露量、毒性

和临床安全性之间的相关性[6]。为了达到这一目的，

本研究首先基于人结肠癌细胞系 Caco-2 和 HT29-

MTX-E12 细胞系建立肠道模型，然后将肠道模型与

HepG2 细胞共培养，建立一种简单可重复的肝毒性

测试肠-肝双器官体外模型，并在模型中检测了对乙

酰氨基酚（APAP）的肝毒性影响及药物吸收情况。 

1  材料 

1.1  仪器 

超净工作台（青岛海尔生物医疗股份有限公

司）；CountessTM 自动细胞计数仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；细胞二氧化碳培养箱（（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；Operetta CLSTM 高内

涵成像分析系统（（美国PerkinElmer公司）；LC-2040C 

3D HPLC（岛津公司）。 

1.2  细胞 

人结肠癌细胞系 Caco-2 和人肝癌细胞系
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HepG2 由中国科学院干细胞库提供；人结肠癌细胞

系 HT29-MTX-E12 购买自上海瑾原生物科技有限

公司。 

1.3  主要试剂 

胎牛血清（Gibco 公司，货号 10091148）；

Transwell 小室（（康宁公司，面积 0.33 cm2）；DMEM

（（VivaCell 公司，货号 C3113-0500）；三抗（（Solarbio

公司，货号 P7630）；APAP 对照品（（中国食品药品

检定研究院，相对分子质量 151.165，批号 100018-

202111）；腺嘌呤核苷三磷酸（（ATP）试剂盒（（Promega

公司）；乳酸脱氢酶（（LDH）、天冬氨酸氨基转移酶

（（AST）、丙氨酸氨基转移酶（（ALT）试剂盒（（南京建

成生物工程研究所有限公司）；活性氧（（ROS）检测

试剂（（CellROX）和线粒体膜电位（（MMP）检测试

剂（TMRE）（上海碧云天生物技术有限公司）；白

蛋白（ALB）试剂盒（Abcam 公司）。使用抗体包

括：Anti-闭合蛋白（Occludin）（CST 公司，货号

E6B4R，1∶400）；Anti-闭锁小带蛋白-1（ZO-1）

（（Santa Cruz 公司，货号 sc-33725，1∶200）；Anti-

多药耐药蛋白 1（（MDR1）（（CST 公司，货号 E1Y7B，

1∶800）；Anti-多药耐药相关蛋白 2（（MRP2）（（Abcam

公司，货号 ab172630，1∶100）；Anti-黏蛋白 2

（（MUC2）（Thermofisher 公司，货号 MA5-32654，

1∶500）；羊抗兔二抗（（Abcam 公司，货号 ab150077，

1∶1 000）；羊抗大鼠二抗（（CST 公司，货号 4417，

1∶1 000）；羊抗兔二抗（Abcam 公司，货号

ab150078，1∶1 000）；羊抗小鼠二抗（（Abcam 公司，

货号 ab150113，1∶1 000）。 

2  方法 

2.1  Caco-2 和HT29-MTX-E12细胞肠道模型的建立 

以 1.67×105 个·cm−2 接种 Caco-2 细胞或与

HT29-MTX-E12 细胞共培养（Caco-2＋HT29-MTX-

E12，比例 9∶1）至 Transwell 小室，连续培养 21 d。

使用完全培养基进行培养，前 7 d 隔天换液，之后

每天换液。培养时需要向顶端侧（（AP）加入 100 μL

培养基，基底侧（BL）加入 600 μL 培养基。模型

在 21 d 内监测电阻值，将电阻仪中的电极于 75%酒

精中浸泡 10 min，后使用磷酸盐缓冲溶液（PBS）

冲洗，将 Transwell 转移至新的 24 孔板中，于顶端

侧和基底侧加入适量 PBS，将电极插入顶端侧和基

底侧，读取电阻仪读数。当培养期间模型单位面积

跨膜电阻（（TEER）高于 300 Ω·cm2 即认为模型构建

成功，可用于后续实验。电阻值计算方式为使用含

细胞的培养板测出的电阻减去不含细胞的空白电

阻得到实际组织电阻（（Ω），乘以有效表面积，得到

TEER（Ω·cm2）。 

2.2  苏木精-伊红（HE）染色和阿尔辛蓝（AB）-过

碘酸希夫（PAS）染色观察肠道结构 

肠道模型用 PBS 润洗 2 次，小心将膜取下。膜

用 4%多聚甲醛固定 1 h，按照程序进行脱水和石蜡

包埋。第 14 天的模型切片进行 HE 染色观察切面的

细胞连接情况，第 21 天的模型切片进行 AB-PAS 染

色观察黏蛋白的分泌情况。 

2.3  免疫荧光检测肠道紧密连接、转运体及黏蛋白

MUC2 

对模型生长至第 14 天的紧密连接蛋白

Occludin、ZO-1 及转运体 MDR1 和 MRP2，模型生

长至第 21 天的 MUC2 进行检测。小心取出膜结构，

使用 OCT 进行包埋，切片，厚度为 8 μm。PBS 清

洗 3 次，多聚甲醛固定 30 min，PBS 清洗 3 次，山

羊血清封闭 1 h，4 ℃一抗孵育过夜。第 2 天将玻

片使用 PBS 清洗 3 次，孵育二抗 30 min，PBS 清洗

3 次，加入含 DAPI 的荧光抗淬灭封片液。荧光显

微镜下观察各个视野。 

2.4  肠-肝模型的建立 

在肠道模型构建第 12 天，向空白 24 孔板中加

入 2×104个 HepG2 细胞，静置 2 d 后，与 Transwell

中构建的肠道模型进行共培养，作为肠-肝模型。余

3 孔不和 HepG2 细胞共培养作为肠道模型，余 3 孔

仅培养 HepG2 细胞作为单肝模型。培养基为含 2% 

FBS 的完全培养基，每天换液，连续培养 9 d，期间

每天测定 TEER。于肠-肝模型建立第 5、6、7、8 和

9 天（（肠道模型构建后 17、18、19、20、21 d），试

剂盒法分别测定单肝和肠-肝模型肝室、肠道和肠-

肝模型肠室的总 ATP；试剂盒法检测 17、18、19、

20、21 d 肠道、单肝和肠-肝模型肝室上清液中 LDH

分泌水平；试剂盒法检测 17、18、19、20、21 d 单

肝和肠-肝模型肝室 AST 和 ALT 分泌水平；试剂盒

法检测 15、17、19、21 d 单肝和肠-肝模型肝室 ALB

分泌水平。 

2.5  CCK-8 法检测 APAP 药物毒性 

取对数生长期 Caco-2 和 HepG2 细胞，分别以

每孔 2×104和 1×104个接种于 96 孔板。静置 24 h，

分别给予 33.08、16.54、8.27、4.14、2.07、1.03、0.52、

0.26 mmol·L−1 APAP，对照组不加药，培养 48 h 后，

弃去药液，根据 CCK-8 说明书操作，计算细胞抑制
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率及半数抑制浓度（IC50）。 

2.6  肠-肝模型 APAP 肝脏毒性测试 

按照（“2.5”项下方法建立肠-肝模型，在共培养

后的第 2 天将 18 个模型分为 3 组。对照组给予不

含药培养基；肠道吸收组从肠室给予 12 mmol·L−1 

APAP 200 μL，肝室给予空白培养基 600 μL，药物平

衡后预期终浓度为 3 mmol·L−1；APAP（3 mmol·L−1）

组模拟口服给药终点时的药物浓度，分别从肠室和

肝室给予 3 mmol·L−1 APAP。每组选择 3 个样本于

1、2、4、8、24、32、48 h 收集肝室药液 10 μL，参

考文献方法[7]使用高效液相色谱仪测定肝室药物浓

度；在给药 48 h 后测定 TEER 并使用 Cell Titer Glo 试

剂盒测定细胞活力。每组另外 3 个样本在给药 48 h 收

集上清，使用试剂盒检测 AST、ALT 和 ALB 水平，

对模型肝室进行 CellROX 和 TMRE 染色，将

CellROX 试剂和 TMRE 试剂使用缓冲液稀释成 1×

工作溶液加入肝室中，孵育 30 min 后，使用高内涵

成像分析仪检测荧光分布。 

药物浓度检测方法[7]：用 LC-2040C 3D HPLC

（SHIMADZU）测定 APAP 的浓度。每 10 μL 的样品

加入 30 μL 甲醇沉淀蛋白，4 ℃、13 000 r·min−1离心

15 min，使用甲醇稀释 20 倍后滤过即得供试品溶

液。色谱柱为 InertSustain C18（150 mm×4.6 mm，

5 μm，SHIMADZU），检测条件如下：流动相为乙

醇（A）-蒸馏水（B），体积流量 0.8 mL·min−1。

梯度洗脱条件为 5% A（0～4 min），5%→100% A

（4～10 min），100% A→5% A（10～15 min）。进

样量为 10 μL，采用二极管阵列（PDA）检测器（波

长为 280 nm）进行检测，使用标准曲线计算 APAP

的浓度。 

2.7  统计分析 

数据以 x s 的形式表现，多组间比较采用单因

素方差分析，事后比较方法为 Bonfferoni 法，分析

软件为 SPSS 25.0。 

3  结果 

3.1  共培养肠道模型屏障完整性检测 

TEER 可反映肠道屏障紧密连接的完整程度，因

此测定了第 3、6、9、12、15、18、21 天的 TEER 值

（图 1）。模型在第 12 天前 TEER 值缓慢增长，并在

第 12 天时超过 300 Ω·cm2，说明在第 12 天时已经产

生了较为完整的肠膜屏障结构。TEER 在第 12 至 21

天时电阻值保持在 300 Ω·cm2 以上，并基本保持稳

定，满足药物转运实验要求，可用于后续实验。 

 

图 1  共培养肠道模型 TEER 变化 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 1  TEER changes in co-cultured intestinal model  

( x ±s，n＝6) 

3.2  共培养肠道模型紧密连接蛋白表达 

在模型培养第 14 天，对肠道屏障结构及紧密

连接蛋白表达进行检测。HE 染色结果显示（图 2-

A），共培养肠道模型屏障结构完整。对于紧密连接

蛋白 Occludin，在第 14 天即可检测到蛋白分布于

细胞核的四周，说明紧密连接形成（图 2-B）。进

一步检测其俯视面结构，紧密连接相关蛋白

Occludin 和 ZO-1 呈现网状结构分布（图 2-C），

上述结果说明肠道细胞在第 14 天即可形成紧密

连接。结合 TEER 变化趋势，肠道模型在第 14 天

时肠上皮屏障结构即完整，此时药物不通过细胞

间间隙渗透，而是需要通过肠道细胞吸收进入对

侧腔室。 

 

A-HE 染色观察肠道模型纵向切面结构；B-第 14 天免疫荧光技术

检测细胞紧密连接相关蛋白 Occludin 的形成；C-第 14 天免疫荧

光检测俯视面紧密连接相关蛋白 Occludin 和 ZO-1。 

A-HE staining of longitudinal section of the intestinal model; B-

Immunofluorescence of tight junction-related protein Occludin on day 

14; C-Immunofluorescence of tight junction-associated proteins 

Occludin and ZO-1 from a top-down perspective on day 14. 

图 2  肠屏障结构及紧密连接蛋白表达检测 

Fig. 2  Structure of intestinal chamber and expression of 

tight junction 
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3.3  共培养肠道模型黏蛋白分布检测 

在模型培养第 21 天，采用 AB-PAS 染色观察

黏蛋白分布（（图 3-A），该肠道部分细胞内可以稳定

表达黏蛋白，而部分细胞不表达黏蛋白。同时检测

黏蛋白 MUC2 的分布（图 3-B），可检测到较弱的

MUC2 信号，上述结果说明模型在第 21 天仍含有

分泌黏蛋白的 HT29-MTX-E12 细胞。 

3.4  共培养肠道模型转运蛋白表达检测 

采用免疫荧光技术检测肠道模型转运蛋白

MDR1 和 MRP2 的表达。MDP1 和 MRP2 分布于细

胞膜顶端，第 14 天可在单侧检出 MDR1 和 MRP2

信号（（图 4），与预期一致，说明该共培养模型能够

稳定表达 MDR1 和 MRP2 蛋白，可用于药物的转运

研究。 

 

A-AB-PAS 染色观察黏蛋白分布（×20）；B-免疫荧光技术检测黏蛋白 MUC2 信号（×20）。 

A-AB-PAS staining of mucin distribution (×20); B-Immunofluorescence of MUC2 mucin (×20). 

图 3  共培养肠道模型黏蛋白分布 

Fig. 3  Mucin distribution in co-cultured intestinal model  

 

图 4  共培养肠道模型转运蛋白 MDR1 和 MRP2 表达检测 

Fig. 4  Expression of transporter MDR1 and MRP2 in co-

cultured intestinal model 

3.5  肠-肝模型的构建 

为测定本模型的稳定时间，于 Tranwell 模型

构建第 12 天，将肠道模型与肝脏模型共培养（图

5-A），连续监测肠道功能变化。TEER 检测结果在

10 d 内可维持在 300 Ω·cm2 以上（（图 5-B），肠道模

型在 10 d 内可维持良好的屏障功能。 

然后检测了肠室和肝室细胞的增长情况，肠道

模型和肠室（（图 5-C）的细胞 ATP 总量未呈现显著

变化，但在单肝和肝室（图 5-D）中呈增长趋势，

各检测时间点间比较无统计学差异，说明模型在培

养期间肠道细胞的数量稳定，肝脏细胞的数量不断

增长。然后检测了肝室内细胞损伤及肝脏功能标志

物的变化趋势，结果显示在肠-肝和单肝模型中

LDH、AST、ALT 水平随着陪养时间延长呈上升趋

势，各检测时间点间无统计学差异（（图 5-E、F、G），

该结果的变化趋势提示随着培养时间的延长可能

会出现轻微的肝脏损伤。最后检测了肝室 ALB 的

变化（（图 5-H），在第 15 天时单肝与肠-肝模型 ALB

水平无显著差异，在 15～21 d 共培养模型 ALB 没

有明显变化，而单肝模型中 ALB 水平则先上升后

降低。结合肝室 ATP 和 LDH 水平变化趋势，单肝

模型 ALB 水平在第 17 和 19 天高于肠-肝模型的原

因可能是单肝模型肝细胞数量多于肠-肝模型，第

21 天，单肝模型 ALB 水平下降可能是因为出现了

轻微的细胞损伤。综合考虑肠道屏障完整性、肝细

胞活力及功能变化，研究认为共培养模型在 17 d 内

使用时，肠道屏障完整性良好，肝脏细胞具有良好

的活力和代谢功能。 

3.6  肠-肝模型 APAP 毒性测试结果 

首先测试 APAP 对 Caco-2 和 HepG2 的细胞毒

性，结果如图 6 所示，孵育 48 h 后，APAP 对 HepG2

细胞表现出较大毒性，其 IC50值为 18.52 mmol·L−1，

而 Caco-2 细胞只在药物最高浓度时表现出较大抑

制率，说明 APAP 对肝脏细胞 HepG2 的毒性强于

Caco-2，选取 3 mmol·L−1 作为 APAP 测试的终浓度

进行后续测试，此时 APAP 的肠道毒性低，肝脏毒

性高。 

本研究通过从肠室给予药物 APAP，模拟药物

口服吸收后进入血液，并对肝脏细胞产生毒性的过

程。首先检测了肠道模型的损伤情况，结果显示

APAP 作用 48 h 后，肠道细胞活力（（图 7-A）和 TEER 

     

A 

B 

DAPI                     MUC2                    Merge 

 

 
 

MRP2                DAPI               Merge 

MDR1 (PGP)             DAPI                Merge 



第 49 卷第 1 期  2026 年 1 月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No. 1  January 2026  

     

·64· 

 

A-肠-肝模型的构建流程；B-肠-肝模型 TEER 值变化；C-肠-肝模型肠室、肠道细胞 ATP 总量；D-肠-肝模型肝室、单肝细胞 ATP 总量；E～H-

肠-肝模型肝室、肠道、单肝 LDH 和肝室、单肝 AST、ALT（部分数据低于检测限，显示为 0）和 ALB 分泌总量。 

A-Construction process of the gut-liver model; B-Changes in TEER values of gut-liver model; C-Total ATP in intestinal compartment and intestinal cells; 

D-Total ATP in liver compartment and single liver cells; E-H-Total secretion of LDH in hepatic chamber, intestinal tract and single liver, and AST, ALT 

(Some data were below the detection limit and were displayed as 0) and ALB in hepatic chamber, single liver. 

图 5  肠-肝模型的构建 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 5  Construction of gut-liver model ( x ±s，n＝3) 

 

图 6  CCK-8 法检测 APAP 对 Caco-2 和 HepG2 细胞的生

长抑制率 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 6  Growth inhibition of Caco-2 and HepG2 cells by 

APAP, measured by CCK-8 assay ( x ±s，n＝3) 

（（图 7-D）均无显著下降趋势，说明给药条件下 APAP

对肠道模型的损伤小。然后检测了肝室药物浓度的

变化（（图 7-H），药物在肝室的浓度呈缓慢上升，在

48 h 时达到最大浓度（2.90±0.05）mmol·L−1。 

最后检测了肝脏细胞的毒性损伤，肠 -肝模

型中肝脏细胞的存活率如图 7-B 所示，与对照组

比较，肠道吸收组和 APAP 组细胞存活率均显著

下降（P＜0.01），说明模型模拟了口服过量药物

后导致的药物性肝损伤反应；单肝模型下给予

APAP 3 mmol·L−1 细胞存活率为（54.22±4.63）%，

（（图-C），与 APAP 组相比，肠道吸收模型肝细胞存

活率（65.84±6.09%）略有升高。接着检测了肝脏

毒性标志物 AST（（图 7-E）、ALT（（图 7-F），肝脏功 
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肠-肝模型中肠室（A）和肝室（B）细胞存活率变化；C-单肝模型中细胞存活率变化；D-TEER 值变化；肝室 AST（E）、ALT（F）和 ALB（G）

变化水平；H-从肠道给药后肝室药物浓度变化；I-肝室 CellROX 和 TMRE 的荧光染色结果；*P＜0.05  **P＜0.01。 

Cell viability changes in gut chamber (A) and liver chamber (B); C-Cell viability changes in single liver model; D-TEER change; Changed levels of AST 

(E), ALT (F) and ALB (G) in liver chamber; H-Changes in drug concentration in the liver chamber after intestinal administration; I-Fluorescence staining 

for ROS with CellROX and for MMP with TMRE in the liver chamber; *P < 0.05  **P < 0.01. 

图 7  肠-肝模型模拟 APAP 口服吸收给药的毒性测试结果 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 7  Toxicological assessment of APAP following oral absorption in gut-liver model ( x ±s，n＝3) 
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能标志物 ALB（图 7-G）、ROS（图 7-I）和 MMP

（（图 7-I）的变化，观察到 APAP 引起肝脏毒性标志

物和 ROS 信号的升高，造成肝脏功能标志物和

MMP 的降低，肠道吸收组的标志物改变程度略低

于 APAP 组，结合肝室药物浓度变化，这可能是肠

道吸收组的药物暴露略低于 APAP 组导致。 

4  讨论 

本研究在基于 Transwell 建立的静态肠-肝共培

养模型中，模拟了 APAP 过量口服后诱导的肝脏毒

性过程。本模型实现了药物暴露浓度变化的监测，

也模拟了 APAP 诱导的药物性肝损伤，这有助于描

述药物毒性与药物暴露之间的关系。 

药物性肝损伤由药物、药物代谢产物、膳食补

充剂和来自环境的化学物质引起，表现为从轻度生

化异常到急性肝衰竭等一系列肝病。作为药物撤出

市场、发布警告和修改使用说明的最常见原因[8]，

它也是导致患者肝损伤发病率、死亡率和医疗系统

的成本升高的重要原因[9]，因此无论是从监管角度

还是从公共卫生领域的视角，药物性肝损伤的准确

预测和深入研究均具有重要意义。由于人与动物之

间药物代谢、药动学和毒性靶点的存在种间差异[9]，

为了减少这一差异实现更准确的药物性肝损伤预

测，本研究使用人源细胞系进行模型构建和测试。

HepG2是在科学研究中应用最广泛的肝癌细胞系，

这种肿瘤细胞保留了正常肝脏细胞的形态特征及

大部分正常肝细胞的代谢功能[10]，被广泛用于药

物的体外毒性研究，因此，本研究选择该细胞系

用于肝毒性检测。为了进一步模拟药物口服吸收

的过程，研究将肠道模型与肝脏模型共培养建立

肠-肝双器官模型。与传统的单肝模型相比，肠-肝

模型能够实现器官-器官间交互，模拟口服药物经

肠吸收后经过肝脏进行代谢、产生药效或毒性反

应的过程[11]。 

本研究应用人结肠癌细胞系 Caco-2 和 HT29-

MTX-E12 构建肠道模型，检测了肠道模型的屏障和

转运功能。TEER 是细胞屏障完整性的一种直观、

便捷的检测指标，本研究选择 TEER 评估模型紧密

连接的完整性[12]。结果显示模型在第 12 天时，电

阻值已经达到 300 Ω·cm2，电阻大小能至少维持到

第 21 天。通过 HE 染色、AB-PAS 染色和免疫荧光

染色对膜屏障结构进行观察，HE 和 AB-PAS 染色

结果显示，模型形成能够分泌黏蛋白的完整屏障，

紧密连接蛋白 Occludin 和 ZO-1 结果显示，细胞形

成铺路石样结构。上述结果说明第 14 天时肠道模

型屏障结构完整，屏障功能良好。除了药物自身的

特性外，药物的肠道吸收也受到底物特异性和转运

蛋白表达等多种因素影响[2]。为检测模型的转运功

能，研究对转运蛋白 MDR1 和 MRP2 进行了检测，

观察到这 2 种转运蛋白分布于膜结构的一侧，说明

模型在第 14 天时表现出肠道极性。 

接着将肠道模型与肝脏细胞共培养构建肠-

肝模型。在肠道培养第 12 天时将肠道模型与肝脏

模型组合，TEER 在模型培养第 21 天前能维持在

300 Ω·cm2 以上，此时肠道屏障功能良好。接着使

用 APAP 作为肝毒性测试化合物，模拟口服 APAP

后产生肝脏毒性的结果。APAP 在低剂量时无害，

但在过量服用后会导致急性、严重肝细胞损伤[13]。

APAP 浓度的筛选满足如下要求：1）作用浓度下，

化合物不能严重损伤肠道屏障功能；2）测试浓度

下，药物对肝脏的毒性作用要高于肠道。因此根据

细胞毒性测试结果，选择 3 mmol·L−1 作为测试的

终浓度。从肠室给药，48 h 后，无论是在单肠模型

中还是在肠-肝模型中，APAP 对肠道屏障功能和细

胞存活率均无显著影响。但肝脏标志物和荧光探针

检测结果显示，APAP 给药后表现出明显的肝脏毒

性，但是当引入肠道模型后，肝脏细胞存活率略有

升高（P＝0.10）。肠道吸收组药物的暴露浓度低于

3 mmol·L−1 组，药物毒性与药物暴露相关，引入肠

道模型后，药物暴露下降，进而导致肝脏毒性下降，

这一现象说明在肠-肝双器官模型中模拟 APAP 口

服吸收的过程轻微降低了 APAP 的肝脏毒性，但这

种现象是由于药物暴露的降低导致。 

最后，研究检测了 APAP 对肝脏细胞的损伤。

首先，研究通过检测细胞存活率和肝脏标志物水平

表征药物性肝损伤的程度。在临床中，APAP 过量

服用后会导致血清AST和ALT水平显著升高[14-15]；

文献表明 APAP 给药后会导致细胞内 ATP 水平[16]

及 ALB 分泌水平[17]下降，本研究测定 ATP 水平计

算细胞存活率，并采用肝脏功能标志物 ALB 评价

药物肝毒性作用的大小[18-19]，研究观察到了与文献

相似变化趋势。线粒体功能损伤和 ROS 的生成是

APAP 诱导的药物性肝损伤过程中的早期毒性事

件[20-21]，研究也在共培养模型中观察到了 APAP 引

起的 ROS 信号增强和 MMP 的降低，说明研究在体

外模拟了 APAP 诱导的肝损伤这一过程。 

本研究构建了 2D 肠-肝共培养的体外静态模
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型，培养期间肠道屏障功能维持良好，肝脏功能

和细胞活力在共培养前 5 d 维持情况良好，适用

于毒性测试。肠-肝体外模型能够模拟口服药物吸

收，以实现药物肝毒性测试，为药物肝毒性评价

提供了可靠的体外平台。以 APAP 作为测试化合

物，单次给药后，APAP 对肠道细胞存活率无显著

影响，但对肝脏细胞造成了损伤，表现为给药后

肝脏细胞活力下降，产生大量 ROS 信号，MMP

下降。药物含量检测显示肠道屏障降低了 APAP

口服后的药物暴露，与 APAP 组相比，肝脏毒性

损伤降低。 

相较于传统的单一肝细胞模型，本模型具备

显著优势，能够连续再现药物在体内早期经历的

“肠道吸收-肝脏代谢”完整路径。这不仅有助于评

估药物的口服生物利用度，还可检测经肝脏代谢

后生成的活性或毒性代谢产物，从而为早期药动

学特性研究提供关键数据支持。基于当前研究成

果，后续研究可从以下方向进一步拓展：（1）提

升模型复杂性[22]，通过引入更多细胞类型，如在

肠道侧共培养微生物群或黏液相关细胞，在肝脏

侧引入肝星状细胞或库普弗细胞，以更真实地模

拟肠道微环境、炎症反应及肝纤维化等复杂病理

状态；（2）整合动态培养系统[23]，将现有静态模型

升级为基于微流控技术的动态灌注体系，模拟体内

血液流动与胆汁排泄过程，实现更生理相关的营养

供给与废物清除，并支持长期给药下的毒性及代谢

物累积研究。综上所述，本研究构建的 2D 肠-肝共

培养静态模型是向更复杂、更仿生体外模型迈进的

重要基础，在药物吸收、代谢与毒性评估方面展现

出广泛潜力，为未来创新药物研发与安全性评价奠

定了坚实基础。 
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