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Caco一2细胞模型及其对黄酮类成分作用机制研究进展
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摘 要：Caco一2细胞模型作为ADME／Tox研究平台中肠吸收模型之一，已广泛用于药物动力学研究，可通过体外

试验预测药物在体内的吸收和代谢，阐明药物在体内的吸收机制、毒性、药物吸收过程中的相互作用、药物的化学

结构和体内转运关系以及药物代谢稳定性等。以黄酮类成分为代表，介绍Caco一2细胞模型在中药有效成分吸收代

谢机制研究方面的应用进展。
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ADME／Tox是指药物的吸收(absorption)、分配

(distribution)、代谢(metabolism)、排除(elimination／

excretion)、毒性(toxicity)以及药物一药物相互作用(drug—

drug interaction)。Caco一2细胞单层转运模型作为ADME／

Tox的典型方法之一，是被美国FDA批准的一个药物吸收

模型[112]，已经有人使用该模型进行了大量的药物作用机制

研究。

从传统药物中提取的有效成分是一个复杂的体系，将

Caco一2细胞单层转运模型用于传统药物有效成分的研究

中，并利用该模型在细胞水平上研究这些成分的ADME／

Tox，为研究药物的体外药物动力学提供科学的载体。

I Caeo一2细胞模型及其基本特点

Caco一2细胞来源于人体结肠腺癌细胞(human colon

carcinoma cell line)，其结构和生化作用类似于人小肠上皮

细胞，含有与小肠刷状缘上皮相关的酶系。由于其同源性好，

生命力强，是最近十几年来国外广泛采用的一种研究药物小

肠吸收的体外模型，应用于体外药物分子肠吸收的研究[3]。

利用Caco一2细胞单层在细胞水平研究药物小肠的吸收

代谢已成为预测药物在人体小肠吸收以及药物转运机制研

究的标准筛选工具。在Caco一2细胞试验中，将被测物质加入

到每个细胞单层的顶侧或底侧，以模拟化合物穿过小肠上皮

细胞时的流人和流出。

对口服给药后人体的吸收情况与Caco一2细胞单层中的

药物被动通透性的相关性研究表明，细胞单层有可能被用于

研究存在潜在吸收的药物。在Caco一2细胞单层中，完全被吸

收的药物的通透系数较高(P。。。>1×10一cm／s)，而吸收不

完全的药物的通透系数则偏低(P。，，<1×10～cm／s)。更多

的研究显示，在复杂的吸收模型中(如在体灌注模型)，药物

吸收程度的试验结果与Caco一2细胞单层研究结果相一致，

表明Caco一2细胞单层可用于研究药物的吸收性质。

因此，体外Caco一2细胞模型在药物吸收代谢中的主要

应用包括：①用于新药通透性的高通量筛选；③研究口服药

物在小肠的吸收渗透性和吸收转运机制；⑧研究口服药物在

小肠的限速因素；④研究肠吸收促进剂的机制和毒性；⑤用

于评价前体药物口服吸收的情况；⑥研究药物吸收代谢过程

中的相互作用；⑦研究药物在Caco一2细胞模型中的代谢。

Caco一2细胞模型的主要优点：省时；可测定药物的细胞摄取

及跨膜转运；Caco一2细胞内有药物代谢酶，可在有代谢状况
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下测定药物的跨膜转运；Caco一2细胞与肠上皮近似；易于培

养且生命力强；其同源性好；可用于区分肠腔内不同吸收途

径的差别。但Caco一2细胞模型也有一定的缺点：缺少肠壁的

黏液层；缺少细胞异质性(单一细胞构成)；缺少部分代谢酶；

屏障特性与结肠上皮细胞类似，而与小肠上皮细胞有一定差

别。但大量的研究表明，Caco一2细胞模型适用于新药开发的

早期阶段，用来研究药物的吸收过程。

2 Caco一2细胞模型的建立及确认

2．1 Caco一2细胞的培养[4]：Caco一2细胞于含FBS(10％)、

L一谷氨酸盐(1％)、青霉素(1×104 U／mL)一链霉素(100 ug／

mL)的DMEM培养液(pH 7．2)中培养，隔1 d更换1次培

养液，用Hanks平衡盐溶液(不含钙和镁HBSS—CMF)洗3

次，用含0．25％胰蛋白酶的1 mmol／L EDTA液消化细胞混

悬在DMEM中，接种在Transwells(为一种具有0．3肚m孑L

径的碳酸聚酯膜，起支持Caco一2单层细胞的作用)上，接种

密度为1×105个细胞／cm2。

2．2 Caco一2细胞单层完整性评价：Caco一2细胞单层的完整

性可以下面几个指标检验：①细胞形态学检查(用电子显微镜

或光学倒置显微镜检查小肠微绒毛结构及细胞间紧密连接)；

②在单细胞层培养的不同阶段，测定碱性磷酸酶的活性；⑧

Caco一2单细胞层的跨膜电阻(transepithelial electrical

resistance，TEER)；④漏出标志物被动扩散的跨膜通量(通

常用甘露醇、荧光黄、菊粉、聚乙二醇4000等荧光或放射性标

记物)；⑤Caeo一2细胞的胞饮功能(用辣根过氧化物酶测定)。

在细胞培育19～21 d，单层的跨膜电阻约为2 600 n·

cm2，细胞密度约为1．0×105／cm2，此时Caco一2细胞单层对

漏出标志物是不渗透的，可以在这段时间进行药物的跨膜转

运实验。

3 Caco一2细胞模型对黄酮类成分吸收代谢的研究

目前，黄酮类化合物吸收机制的研究是Caco一2细胞模

型在中药吸收方面研究的热点之一。在转运研究中转运机制

及转运部位的研究，对黄酮类化合物有较多的报道。不同黄

酮类化合物其吸收转运机制有很大的差异口~7]。

3．1 黄酮类化合物在Caco一2细胞模型中的吸收代谢机制研

究：Hu等[5 3研究了芹菜素在Caco一2细胞模型中的转运机制。

结果表明，芹菜素的大多数代谢产物是以硫酸盐或葡萄糖醛酸

化形式存在，仅有一小部分是以原形被代谢，硫酸盐和葡萄糖

醛酸化代谢产物的形成速率比其排除速率分别高4～6倍和

2．5～6倍。多药耐药关联蛋白MRP抑制剂和有机阴离子转运

载体OAT抑制这些亲水性Ⅱ相代谢产物的排除。

在Caco一2细胞模型中，黄酮类物质5，7-二羟基黄酮可

产生硫酸盐化和葡萄糖醛酸化两种形式的代谢结合物。

Galijatovic等[8]发现5，7-二羟基黄酮硫酸盐结合物的产生

速度是其葡萄糖醛酸化结合物的2倍，表明硫酸盐化是其小

肠代谢的主要途径。

茶叶中的黄酮类化合物表儿茶酸具有抗癌活性。

Vaidyanathan等[93采用Caco一2单细胞模型研究茶叶中表儿

茶酸的吸收机制，试验结果显示，表儿茶酸在代谢过程中存

在两种极性代谢产物，采用HPLC二级阵列管检测确定为

两种硫酸盐结合物，有机阴离子转运载体MRP2能抑制这

两种代谢产物的转运。

Middleton等E10]研究发现，某食物中具有抗肿瘤活性的黄

酮类化合物能迅速从细胞AP侧到达BL侧，或从BL侧进入

AP侧，转运速度是苯丙胺及芳香氨基酸的5倍，该黄酮在细胞

内发生累积，在缓冲转运液中用钾离子代替钠离子不影响其转

运，但是降低孵育温度则明显降低其转运速率。加入其他的一

些黄酮类化合物也不影响其转运，说明该黄酮为扩散转运机

制，其抗肿瘤活性与该黄酮在肠细胞内的积累有关。

3．2 黄酮醇类化合物在Caco一2细胞模型中的吸收代谢研

究：诸敏等In]进行了银杏黄酮槲皮素、异鼠李素和山柰酚的

体外代谢研究，试验结果显示出银杏黄酮的3种苷元中槲皮

素的代谢能力最强。Richard等口1采用Caco一2细胞模型研究

了槲皮素的吸收转运，结果显示，槲皮素在Caco一2细胞模型

中能够很快被吸收。

3．3 异黄酮类化合物在Caco一2细胞模型中的吸收代谢机

制研究：Liu等口胡利用Caco一2细胞模型对金雀花异黄素等

进行研究，发现大多数异黄酮类化合物在体内水解成黄酮苷

类后被吸收进入人体产生效应，且水解作用可被糖苷酶抑制

剂葡萄糖酸内酯抑制。Oitate等口妇的研究发现，染料木黄酮

在Caco一2细胞模型中的转运主要是AP侧到BL侧，细胞间

转运随其浓度的改变可以达到平衡，而且受温度影响，加入

其他黄酮类化合物如芦丁、槲皮素、儿茶素和表儿茶素能抑

制染料木黄酮的转运。Chen等[143采用Caco一2细胞模型研究

了染料木黄酮及其5种结构类似物结构的改变对其肠吸收

分布的影响，阐述了二相异黄酮代谢产物的转运机制。试验

结果显示，7位羟基是葡萄糖醛酸化代谢的主要部位，而4
7

位羟基是硫酸盐化代谢的主要部位。染料木黄酮、大豆黄酮、

大豆黄素、芒柄花黄素和樱黄素的葡萄糖醛酸化代谢产物主

要外排至BL侧，而鸡豆黄素、大豆黄酮、芒柄花黄素和樱黄

素的硫酸化代谢产物主要外排至AP侧。这几种异黄酮的极

性代谢产物的排泄受MRP和OAT的抑制。

肠细胞代谢及肠内代谢过程中，许多中药有效成分不能

或很少直接吸收入血，影响了生物利用度，但也有很多有效

成分的生物利用度低不是吸收而是肠代谢问题。有研究应用

Caco一2细胞膜模型和大鼠在体肠灌流模型研究了染料木黄

酮的渗透。结果表明，染料木黄酮及其类似物在肠道及细胞

模型中都有很好的吸收，其生物利用度低的原因不是吸收问

题，而主要是因为肠内强烈的11相代谢。

3．4 黄酮苷及相应苷元在Caco一2细胞模型中的吸收代谢

机制研究：Richard等FT,lS]采用Caco一2细胞模型研究了P一糖

蛋白(P—gP)在槲皮素及47一葡萄糖槲皮素苷、3，4 7一葡萄糖槲

皮素苷的转运过程中的作用，研究结果显示，槲皮素能够很

快被吸收，而4’一B一槲皮素葡萄糖苷不能通过Caco一2细胞单

层膜，其外排呈饱和过程，其吸收可能需要特殊转运子的存

在。在转运子抑制剂存在的情况下，采用免疫荧光共聚焦显

微镜观察亚细胞膜的部位存在多药耐药蛋白MRPl和
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MRP2的作用。结果表明，这一外排过程不能被P—gP抑制剂

维拉帕米抑制，但却能被MRP抑制剂MK571竞争性抑制。

说明槲皮素47一葡萄糖苷在Caco一2细胞模型中的外排是由

MRP介导的，表明了MRP在转运中的作用。同时服用MRP

抑制剂对提高该化合物的口服吸收程度可能有帮助。wells

等[16]的研究显示出染料木黄酮能快速穿过Caco一2单细胞

层，从AP侧转运至BL侧，而7一葡萄糖苷染料木黄酮不能被

吸收。

4 Caco一2细胞模型对黄酮类成分相互作用的研究

中药化学成分在体内的协同作用建立在有效成分或有

效部位吸收的基础上，尽管这些成分或部位可能在肠道吸收

过程中发生有利的或不利的相互作用，然而也正因为这些相

互作用改变了这些有效成分的吸收性质，产生了药效的协

同。通过对中药成分或部位的生物药剂学分类研究，结合相

互作用研究，可以直接阐明某中药成分或部位本身在吸收代

谢过程中的作用机制。

4．1 利用Caco一2细胞模型研究黄酮类成分之间的相互作

用：Jia等[17]通过大鼠在体肠灌流、Caco一2细胞模型及微粒

体实验研究了酶转运载体对鸡豆黄素和芒柄花黄素在代谢

过程中的相互影响以及它们Ⅱ相代谢产物的排除。在大鼠肠

灌流试验中，将两种异黄酮化合物分别单独进行试验时，芒

柄花黄素的代谢产物比鸡豆黄素的代谢产物多；将两种化合

物配制成混合物再进行试验时则得出了相反的结论，即鸡豆

黄素的代谢产物比芒柄花黄素的代谢产物多。大鼠在体肠灌

流试验和微粒体试验结果均显示出鸡豆黄素的葡萄糖醛酸

化比芒柄花黄素快，但是二者在肠微粒体中葡萄糖醛酸化均

比其在肝微粒体中的葡萄糖醛酸化快。在Caco一2细胞模型

中，鸡豆黄素和芒柄花黄素都能很快被吸收并形成代谢产

物，代谢结合物可以排出至AP侧和BL侧，芒柄花黄素代谢

产物比鸡豆黄素代谢产物排除快。当鸡豆黄素和芒柄花黄素

混合物用于Caco一2实验时，鸡豆黄素代谢产物比芒柄花黄

素代谢产物排除快。从中可以得出酶转运载体在肝肠循环中

能调节异黄酮类物质的分布并能控制其代谢产物的排除。

Paivi等口胡研究了黄酮类物质与没食子酸酯的膜转运及

其对膜的亲和作用。研究发现，烷基链长、羟基取代、分子构

象及结构都将极大地影响物质在细胞中的转运和亲和性质。

4．2 利用Caco一2细胞模型研究黄酮类成分与其他类成分

的相互作用：Chen等[193用雌性大鼠肝微粒体研究了由细胞

色素P450介导的他莫西芬和异黄酮在代谢过程中的相互作

用，使用标准动力学分析、前孵化处理及P450选择性抗氧剂

以确定异黄酮对a一羟泰米芬抑制作用的机制。‘实验结果显

示，通过代谢过程中的相互作用，染料木黄酮及其类似物能

降低他莫西芬的副作用，细胞色素P450同工酶CYPlA2能

抑制a一羟泰米芬的生成。

雷洛昔芬是一种选择性雌激素受体。Jeong等[2们研究了

雷洛昔芬在Caco一2细胞模型中的代谢及转运机制，结果显

示，雷洛昔芬及其代谢结合物(有硫酸盐化结合物和葡萄糖

醛酸化结合物两种形式)在Caco一2单层细胞中的排除受

MRP和OAT的抑制。进一步研究了雷洛昔芬的吸收代谢

机制及其与黄酮类化合物在吸收过程中存在的相互作用。在

Caco一2细胞模型试验中，芹菜素能降低AP侧雷洛昔芬硫酸

盐化结合物浓度，而对BL侧雷洛昔芬葡萄糖醛酸化结合物

无影响。染料木黄酮使雷洛昔芬的吸收速率加倍，而对雷洛

昔芬的渗透性无明显影响，降低雷洛昔芬硫酸盐化结合物的

排除速率。芹菜素对雷洛昔芬硫酸盐化结合物比对雷洛昔芬

葡萄糖醛酸化结合物排除的抑制性强，这可能是由于芹菜素

对雷洛昔芬硫酸盐化结合物的形成和排除均有抑制作用，而

对雷洛昔芬葡萄糖醛酸化结合物主要表现在对其排除的抑

制性。因此，雷洛昔芬与不同的黄酮类化合物在吸收代谢过

程中存在不同程度的相互作用。在代谢酶和转运载体的调节

作用下，芹菜素和染料木黄酮能通过影响雷洛昔芬的II相代

谢和抑制雷洛昔芬、雷洛昔芬结合代谢产物的排泄来影响其

吸收代谢及排除。

王汝涛等瞳¨用大鼠肝微粒体研究染料木黄酮代谢的酶

动力学，探讨CYP酶的选择性抑制对其代谢的影响。结果显

示，CYPlA2抑制剂呋喃茶碱可以显著抑制染料木黄酮的代

谢，使染料木黄酮的代谢速率下降。表明CYPlA2参与了染

料木黄酮的代谢，CYPlA2抑制剂可能会与染料木黄酮在代

谢过程中发生相互作用，从而降低染料木黄酮的代谢速率。

诸敏等[11]进行了银杏黄酮槲皮素、异鼠李素和山柰酚

的体外代谢研究，试验结果显示，在银杏黄酮的3种苷元中

槲皮素的代谢能力最强；硝苯地平、依普黄酮和普罗帕酮等

对槲皮素、异鼠李素和山柰酚的葡萄糖醛酸反应均有不同程

度的抑制作用；普罗帕酮与银杏黄酮之间的代谢性相互作用

很弱，而硝苯地平能抑制银杏黄酮的代谢，导致银杏黄酮血

药浓度升高。

5结语

Caco一2细胞模型作为口服药物的早期筛选工具，有其

自身的优势。具有较好的体外实验重现性，条件易控制，与动

物实验相比更省时和更经济，可测定药物的细胞摄取及跨膜

转运，能基本满足进行多种胃肠道吸收机制研究的需要。它

可在细胞水平上提供药物分子透过小肠黏膜的吸收、代谢、

转运的综合信息，设计较高生物利用度和口服药物或制剂，

并对其安全性进行评估。

传统药物(无论是单方还是复方)物质基础和作用机制

研究是实现传统药物科学化和现代化的关键。由于采用体内

实验测定药物的吸收代谢的性质非常复杂、代价昂贵；对于

动物实验普遍的观点认为，由于不同物种对药物代谢的多样

性，依据动物实验数据很难准确估计药物分子在人体内的代

谢性质。因此，为了便于筛选药物，体外模型实验就显得尤为

重要。Caco一2细胞模型对药物及多种药物问的吸收代谢机

制的研究有着独特的优势，相信该模型将越来越多地应用到

中药吸收代谢机制的研究之中。
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银杏内酯的生物合成途径及生物技术研究进展
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摘要：银杏内酯因其特殊的血小板活化因子拮抗作用成为当今天然产物研究的热点。综述了银杏内酯的合成部

位、生物合成途径及途径上已知的酶和基因；利用银杏愈伤组织和细胞悬浮培养生产银杏内酯的方法；前体饲喂提

高银杏内酯产量和通过银杏遗传转化获取高产量银杏内酯的优质药源等相关研究。最后提出代谢工程策略是可能

解决银杏内酯药源缺乏的理想途径。
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