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乳糖化-去甲斑蝥素及其纳米粒在 Caco-2 细胞模型中的跨膜转运机制 

管  敏，贝永燕，周  奕，陈晓艳，张学农* 
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摘  要：目的  研究乳糖化-去甲斑蝥素（Lac-NCTD）及其壳聚糖纳米粒（Lac-NCTD-NPs）的细胞摄取、转运机制。方法  采
用 Caco-2 细胞单层模型研究 Lac-NCTD 和 Lac-NCTD-NPs 的摄取和跨膜转运，考察了时间、温度、pH 值、药物质量浓度、

吸收抑制剂和促进剂对药物跨膜吸收的影响，并比较两种剂型吸收过程的差异。结果  Lac-NCTD 以主动转运为主要方式被

细胞摄取和转运，少部分通过旁路转运。药物的摄取和时间呈正相关，与温度呈负相关。P-糖蛋白（P-gp）和多药耐药相关

蛋白 2（MRP2）抑制剂能增加 Lac-NCTD 的细胞摄取（P＜0.05）。药物从基底侧（basolateral，BL）到肠腔侧（apical，AP）
的渗透系数（Papp(BL→AP)）大于 Papp(AP→BL)。内吞抑制剂氧化苯砷对药物的转运无影响，旁路转运促进剂去氧胆酸钠能增加药

物转运。结论  Lac-NCTD 主要以主动转运方式被吸收，少部分通过旁路转运被 Caco-2 细胞摄取和转运，此过程受 P-gp 和

MRP2 外排蛋白的影响，且药物纳米粒的摄取和转运较其溶液均有增加。 
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Transport mechanism of lactosyl-norcantharitin and lactosyl-norcantharitin 
nanoparticles across Caco-2 monolayer model 
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Abstract: Objective  To study the mechanisms of absorption and transport of lactosyl-norcantharitin (Lac-NCTD) and 
lactosyl-norcantharitin nanoparticles (Lac-NCTD-NPs) in intestinal membranes. Methods  The Caco-2 cell monolayer model was 
used to study the transport mechanism of Lac-NCTD and Lac-NCTD-NPs across the membranes. The relative factors for enhancing the 
absorption of drug carriers, including time, temperature, pH value, drug concentration, enhancers, and inhibitors, were also 
investigated. The differences between Lac-NCTD and Lac-NCTD-NPs in transport of membranes were explored. Results  
Lac-NCTD was not only absorbed simply by active transport but also through paracellular transference as the minor. The Lac-NCTD 
uptake was not controlled by pH value, but positively correlated to uptake time and negatively correlated to temperature and it was also 
significantly enhanced by the inhibitor of P-glycoprotein (P-gp) and multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2). Apparent 
permeability coefficients (Papp) of basolateral (BL) to apical (AP) was higher than that of AP to BL. Sodium deoxycholate (SDCh) 
slightly enhanced the drug absorption but oxophenylarsine had no effect. Conclusion  The uptake and absorption of Lac-NCTD are 
active transport as the dominant process. P-gp and MRP2 have strong efflux effects on the uptake and transepithelial transport of 
Lac-NCTD. Lac-NCTD-NPs could significantly enhance the drug absorption compared with Lac-NCTD. 
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乳糖化-去甲斑蝥素（lactosyl-norcantharidin，
Lac-NCTD）系以去甲基斑蝥素（norcantharidin，
NCTD）为原料，利用乙二胺为连接臂，经乳糖化

合成的新型衍生物。前期药理学研究表明，去甲斑

蝥素具有抗肿瘤作用[1-2]，而 Lac-NCTD 对多种肝癌

细胞具有强抑制活性，且比 NCTD 不良反应少，显  
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示了较好的开发前景[3-4]。以壳聚糖为载体包裹 Lac- 
NCTD ，制得的纳米粒（ lactosyl-norcantharidin 
nanoparticles，Lac-NCTD-NPs），血管注射具有靶向、

增效的作用[5]。本实验从更简便的给药途径口服给

药考虑，对 Lac-NCTD 及 Lac-NCTD-NPs 的体外吸

收进行研究。Caco-2 细胞模型被认为是进行药物吸

收研究最好的体外模型之一，与药物体内吸收有良

好的相关性，其结果的重现性也很理想，因此被国

外广泛采用[6-11]。本实验旨在运用 Caco-2 细胞模型

研究 Lac-NCTD 及 Lac-NCTD-NPs 的吸收机制，探

讨时间、温度、pH 值、药物浓度、吸收促进剂及吸

收抑制剂对药物吸收的影响，为药物剂型、处方的

合理设计，给药途径的选择以及新型制剂的研究与

开发提供理论依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

Lac-NCTD（由苏州大学药学院药剂学教研室

合成，质量分数为 98.43%[12]），Lac-NCTD-NPs（由

苏州大学药学院药剂学教研室制备），壳聚糖（江苏

南通兴成生物制品厂，相对分子质量 8 000～10 000，
脱乙酰度 91.2%，黏度 2.95 mPa·s），三聚磷酸钠

（TPP，化学纯，国药集团化学试剂有限公司），氧

化苯砷（化学纯，北京华威锐科化工有限公司），

MK-571（Sigma 公司），环孢素 A（CyA，福建科

瑞药业有限公司，批号 060801），去氧胆酸钠[中国

医药（集团）上海化学试剂公司，批号 F20070521]，
胎牛血清（北京索莱宝科技有限公司），DMEM 高

糖培养基（Gibco 公司），胰蛋白酶（1︰250，沃凯

公司），二甲基亚砜（DMSO，Sigma 公司），噻唑

蓝（MTT）、异硫氰酸荧光素（FITC，Sigma 公司），

考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒（南京建成生物工程研

究所），碱性磷酸酶试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司），pH 7.4 PBS（0.01 mol/L，8 g NaCl、0.2 g 
KCl、1.44 g Na2HPO4、0.24 g KH2PO4，双蒸水稀释

至 1 000 mL）。其他试剂均为分析纯。 
1.2  仪器 

LC—10A 高效液相色谱（HPLC）系统（SPD—

M10A 紫外检测器、SCL—10A 系统控制器、CTO—

10AS 恒温箱、CR—10A 数据处理机，日本 Shimadzu
公司），12 孔 Milicell 培养板（美国 Millipore Inc），
DDS—12A 数字电导率仪（萧山市科学仪器厂），

Y92—Ⅱ超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技公

司），Elx 808 酶联免疫监测仪（英国 Bio Tek 公司）。 

1.3  细胞 
人源性结肠癌细胞株 Caco-2：由复旦大学药学

院药剂教研室提供，实验用 35～50 代细胞。 
2  方法 
2.1  Caco-2 细胞模型的建立[13] 

DMEM 培养液（高糖）：包括 10%胎牛血清、

1%非必需氨基酸、1%丙酮酸钠、1%谷氨酞胺和 1%
青链霉素。细胞培养在 75 cm2卡氏培养瓶，置于 37 ℃
培养箱中，通入 5% CO2（相对湿度 90%）。2 d 换 1
次培养液，每 5 天按 1∶3 的比例传代。将细胞按

50 000/cm2 接种到 12 孔细胞培养板中，接种后每 2 
天换液 1 次，1 周后每日换液，培养至 15 d，进行

碱性磷酸酶活性验证，同批实验结果阳性的用于药

物的细胞摄取实验。将细胞按 50 000/cm 2 接种至

Millicell 膜上，接种后每 2 天换液 1 次，1 周后每日

换液，培养至 21 d，满足跨膜电阻＞600 Ω/cm2 和

酚红透过率＜0.005/h 的膜用于药物转运实验。 
2.2  Lac-NCTD-NPs 制备 

依据文献方法[12]。即称取壳聚糖 0.1 g，溶解于

0.2%醋酸水溶液中，再加入药物溶解，将 1.2 g/L 
TPP 水溶液 21 mL 滴入溶液中。30 ℃水浴搅拌 10 
min，过 0.45 μm 微孔滤膜，即得纳米粒。 
2.3  细胞毒性检测 

将 Caco-2 细胞悬液接种于 96 孔板中，每孔接

种 50 000 个细胞，置 37 ℃、5% CO2培养箱中培养

48 h，加入不同质量浓度的 Lac-NCTD 及 Lac- 
NCTD-NPs（5、10、25、50、100、200、400、500 
μg/mL）各 200 μL，每组设 3 个平行孔，不含药物

孔作阴性对照，培养基作调零孔。培养 2 h 后，每

孔加入 5 mg/mL 的 MTT 溶液 20 μL，再培养 4 h，
离心，倾去上清液，每孔加入 DMSO 150 μL，微量

振荡器振荡，待蓝色结晶完全溶解后，用酶标仪在

波长 570 nm 处读取吸光度。确定药物对 Caco-2 细

胞的安全质量浓度范围。 
2.4  Lac-NCTD 及 Lac-NCTD-NPs 的细胞摄取 

将培养 15 d 的 Caco-2 细胞与 37 ℃ PBS 缓冲

溶液在培养箱中共浴 20 min，吸去 PBS。用 PBS 冲

洗细胞单分子层表面的杂质。加入含 Lac-NCTD 的

PBS 溶液 1 mL，分别考察时间（5、15、30 min）、
药物质量浓度（100、250、400 μg/mL）、pH（6.0、
7.4）、温度（4、37 ℃）、P-糖蛋白（P-gp）和多药

耐药相关蛋白 2（MRP2）抑制剂对 Lac-NCTD 细胞

摄取的影响，实验结束后 4 ℃空白 PBS 溶液终止
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细胞摄取，快速冲洗细胞单分子层。细胞刮取器刮

下细胞，用 0.1 mol/L HCl 1 mL冲洗细胞到EP管中，

超声粉碎细胞。将破碎细胞分为 2 份，分别用于测

定 Lac-NCTD 和细胞蛋白水平。 
将培养 15 d 的 Caco-2 细胞与 37 ℃ PBS 缓冲

溶液在培养箱中共浴 20 min，吸去缓冲溶液。用 PBS
冲洗细胞单分子层表面的杂质。加入含 Lac- 
NCTD-NPs（250 μg/mL）溶液 1 mL，37 ℃下孵育

15 min，实验结束后操作同 Lac-NCTD。 
按文献方法对壳聚糖进行荧光标记[14]，使壳聚

糖连上 FITC，用 FITC 标记的壳聚糖制备带荧光的

Lac-NCTD-NPs [12]。取培养 15 d 符合摄取条件、生

长形态完好的 Caco-2 细胞，实验前用空白 PBS 等

渗溶液 37 ℃培养后，洗去细胞单分子层表面的杂

质。加入 FITC 标记的 Lac-NCTD-NPs 溶液 1 mL，
分别孵育 15、30 min 后，4 ℃空白 PBS 溶液终止

细胞摄取，快速清洗单分子层，直至上清液无荧光

检出。用 75%乙醇固定 15 min，PBS 冲洗，荧光显

微镜（×500）下观察摄入情况。 
2.5  Lac-NCTD 及 Lac-NCTD-NPs 的转运试验 

取符合转运条件且细胞生长形态完好的

Millicell 膜，用 PBS 缓冲溶液 37 ℃共浴 20 min，
PBS 溶液冲洗 3 遍。用 PBS 溶液配制 Lac-NCTD 溶

液（100、250、400 μg/mL），经滤过除菌备用。从

肠腔侧（apical，AP）到基底侧（basolateral，BL）
转运：将药物溶液 0.5 mL 加到 AP 侧作为供给池，

同时 BL 侧加入空白 PBS 1.5 mL 作为接收池。从

BL 到 AP 转运：将药物溶液 1.5 mL 加到 BL 侧作为

供给池，空白 PBS 溶液 0.5 mL 加到 AP 侧作为接收

池。将 Millicell 膜置转速为 50 r/min 的 37 ℃恒温

振荡水槽中，分别在 5、15、30、60、120 min 吸取

接收液 0.1 mL，同时补加 37 ℃空白 PBS 溶液 0.1 
mL。考察 P-gp 抑制剂 CyA、MRP2 抑制剂 MK-571、
细胞内吞抑制剂氧化苯砷及细胞旁路转运促进剂去

氧胆酸钠对 Lac-NCTD 转运的影响。 
取符合转运条件且细胞生长形态完好的

Millicell 膜，用空白 PBS 溶液 37 ℃共浴 20 min，
PBS 溶液冲洗，分别在 AP 侧和 BL 侧给予 Lac- 
NCTD-NPs（250 μg/mL），其余操作同 Lac-NCTD。 
2.6  样品分析 

HPLC 色谱条件：ODS 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm，大连依利特公司）；流动相为乙腈-pH 3.2 磷

酸水溶液（10∶90）；体积流量 0.8 mL/min；柱温

25 ℃；检测波长 210 nm；进样量 20 μL。 
取摄取或转运样品高速离心 15 min（13 000 

r/min），取上清液 20 μL 进样。 
2.7  数据分析 

表观渗透系数（Papp）计算[15]：Papp＝（dQ/dt）/
（AC0 ），其中 dQ/dt 为单位时间药物转运量

（μg/min）：A 为转运膜的面积，此时 A 为 1.1 cm2；

C0 为 Lac-NCTD 的初始质量浓度（μg/mL）。 
3  结果 
3.1  Lac-NCTD 分析方法的建立 

在上述色谱条件下，Lac-NCTD 的保留时间约

为 5.1 min，样品峰尖锐，对称性良好，杂质对有效

成分的测定无干扰，方法专属性好。Lac-NCTD 在

0.05～13 μg/mL，在空白 PBS 和空白细胞匀浆液中

线性关系良好。检测限为 20 ng，线性范围内回收率

为 98.99%～102.46%，RSD 小于 5%。 
3.2  细胞毒性 

MTT 实验中，Lac-NCTD 及 Lac-NCTD-NPs 在
50～400 μg/mL 时，无明显的细胞死亡，表明

Lac-NCTD、Lac-NCTD-NPs 在 50～400 μg/mL 对

Caco-2 细胞几乎无毒性作用。以下实验中采用的药

物质量浓度是安全的。 
3.3  细胞摄取 
3.3.1  Lac-NCTD 细胞摄取量与时间的关系  
Caco-2 细胞对 250 μg/mL、pH 7.4 的 Lac-NCTD 的

摄取量在 30 min 内随摄取时间近似线性增加（R2＝

0.817），5、15、30 min 时 Caco-2 细胞对 Lac-NCTD
的摄取量分别为（0.41±0.02）、（0.80±0.15）、

（1.08±0.09）mg/g（n＝3）。因此在以下药物摄取

实验中，考察时间定为 15 min。 
3.3.2  Lac-NCTD 细胞摄取量与质量浓度的关系   
100、250、400 μg/mL Lac-NCTD 溶液（pH 7.4）细胞

摄取量分别为（0.55±0.08）、（0.80±0.15）、（0.83±
0.07）mg/g（n＝3）。结果表明 Lac-NCTD 在 100～
400 μg/mL，其 Caco-2 细胞摄取量随质量浓度的增

加有饱和趋势，R2＝0.675。 
3.3.3  Lac-NCTD 细胞摄取量与介质 pH 值的关系  
分别在 pH 值为 6.0、7.4 的 PBS 介质中，测定 Caco-2
细胞对 250 μg/mL Lac-NCTD 的摄取量，细胞摄取

量分别为（0.82±0.23）、（0.80±0.15）mg/g（n＝3）。
不同 pH 值条件下细胞对 Lac-NCTD 的摄取量无统

计学意义（P＞0.05）。由此可知 Lac-NCTD 细胞摄

取不受介质 pH 值的影响。因此本实验介质的 pH 值
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控制在 7.4。 
3.3.4  Lac-NCTD 细胞摄取量与温度的关系  分别

考察在 4、37 ℃条件下，Caco-2 细胞对 250 μg/mL 
Lac-NCTD 的摄取量。细胞摄取量分别为（1.35±
0.13）、（0.80±0.15）mg/g（n＝3）。表明药物的细

胞摄取受温度的影响，低温下，摄取量反而增加。 
3.3.5  Lac-NCTD 细胞摄取量与蛋白抑制剂的关系  
考察 P-gp 抑制剂 CyA（20 μmol/L）和 MRP2 抑制

剂 MK-571（50 μmol/L）对 250 μg/mL Lac-NCTD
细胞摄取量的影响，结果见图 1。表明抑制剂能显

著增加药物的细胞摄取量。说明药物的细胞摄取可

能受到 P-gp 和 MRP2 的外排作用，加入抑制剂后，

抑制了外排蛋白作用，增加了药物的细胞摄取，其

中 MK-571 的作用更显著。 

 
图 1  MK-571 和 CyA 对 Caco-2 细胞药物摄取量的影响

( 3=± n , sx ) 
Fig. 1  Effect of MK-571 and CyA on Caco-2 cell uptake 

( 3=± n , sx ) 

3.3.6  Lac-NCTD-NPs 与 Lac-NCTD 细胞摄取量的

比较  Caco-2 细胞对 250 μg/mL Lac-NCTD-NPs 与
Lac-NCTD 的 摄 取 量 分 别 为 （ 1.54±0.32 ）、

（0.80±0.15）mg/g。 
3.3.7  利用 FITC 标记动态示踪 Caco-2 细胞对

Lac-NCTD-NPs 的摄取  由图 2 可见，孵育 15 min
时，荧光素大多聚集在细胞膜的表面，有少部分进

入细胞内部。30 min 时，细胞内部已见较强烈的荧

光，细胞摄入纳米粒增多。应用荧光标记的方法，

动态地显示了 Caco-2 摄取 Lac-NCTD-NPs 的过程。 
3.4  细胞转运 
3.4.1  Lac-NCTD 细胞转运与质量浓度的关系  
Caco-2 细胞单层模型，观察低、中、高（100、250、
400 μg/mL）3 个质量浓度 Lac-NCTD 跨细胞单层膜

转运，结果见表 1。 

   
15 min                      30 min  

图 2  不同时间下 FITC 标记 Lac-NCTD-NPs 的 Caco-2 
细胞摄取情况 

Fig. 2  Fluorescence micrographs of uptake of Lac-NCTD- 
NPs-FITC by Caco-2 cells in different times 

表 1  不同质量浓度 Lac-NCTD 在 Caco-2 细胞转运的 Papp 
( 3=± n , sx ) 

Table 1  Papp of Lac-NCTD at different concentrations  
in Caco-2 cells ( 3=± n , sx ) 

Papp/(×10−6cm·s−1) 
ρ/(μg·mL−1)

AP→BL BL→AP 
Papp(BL→AP)/Papp(AP→BL)

100 3.29±1.24 6.28±0.97 1.91 

250 3.67±0.68 6.76±1.12 1.85 

400 3.34±1.06 4.58±0.35 1.37 
 
3.4.2  Lac-NCTD 细胞转运与外排抑制剂的关系  
给予 Lac-NCTD（250 μg/mL）的同时加入 CyA 和

MK-571 后，Papp(AP→BL)和 Papp(BL→AP)的变化结果见

图 3。加入 CyA 后，Lac-NCTD 的 Papp(AP→BL)增大，

而 Papp(BL→AP)变小；加入 MK-571 后，Papp(AP→BL)显

著增加，Papp(BL→AP)基本不变。 
3.4.3  Lac-NCTD 细胞转运与细胞内吞抑制剂和旁

路转运促进剂的关系  给药的同时加入内吞抑制剂

氧化苯砷（25 mmol/L）或细胞旁路转运促进剂去氧

胆酸钠（100 mmol/L），Papp(AP→BL)的变化结果见图 4。 
 

 
图 3  CyA 和 MK-571 对 Lac-NCTD 转运的影响 

 ( 3=± n , sx ) 
Fig. 3  Effect of CyA and MK-571 on transport  

of Lac-NCTD ( 3=± n , sx ) 
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细胞旁路转运促进剂去氧胆酸钠促进药物转运的作

用比较明显（P＜0.05），内吞抑制剂氧化苯砷对转

运影响较小（P＞0.05），与 Lac-NCTD 相比没有统

计学差异。 
3.4.4  Lac-NCTD-NPs 细胞转运  250 μg/mL 的

Lac-NCTD-NPs 与相同质量浓度的 Lac-NCTD 的转

运结果比较见表 2。 

 
图 4  氧化苯砷和去氧胆酸钠对 Lac-NCTD 转运的影响 

 ( 3=± n , sx ) 
Fig. 4  Effect of oxophenylarsine and SDCh on transport  

of Lac-NCTD ( 3=± n , sx ) 

表 2  Lac-NCTD 和 Lac-NCTD-NPs 在 Caco-2 细胞单层 
转运的 Papp ( 3=± n , sx ) 

Table 2  Papp of Lac-NCTD and Lac-NCTD-NPs 
on Caco-2 cell monolayers ( 3=± n , sx ) 

Papp/(×10−6cm·s−1) 
制 剂 

AP→BL BL→AP 
Papp(BL→AP)/Papp(AP→BL)

Lac-NCTD 3.67±0.68 6.76±1.12 1.85 

Lac-NCTD-NPs 5.38±0.23 6.01±0.45 1.11 
 
4  讨论 

本实验采用 Caco-2 细胞模型研究了 Lac-NCTD
及其纳米粒给药系统的摄取、转运及其影响因素。

研究表明Caco-2细胞对Lac-NCTD的摄取存在浓度

饱和现象，推测 Lac-NCTD 的吸收可能存在主动转

运过程；Lac-NCTD 的摄取不受溶液 pH 值的影响，

但受温度的影响。低温下，摄取量反而增加，推测

可能由于外排蛋白排出药物依赖能量的作用[15]，低

温下能量产生受限，一定程度上抑制了外排蛋白的

作用。 
鉴于近年来研究发现参与药物胞内摄取和分泌

相关的转运蛋白是一类蛋白超家族，除了 P-gp 以

外，还有 MRP2 等发挥外向型转运泵的功能，影响

化合物的肠道吸收，而这两种蛋白在 Caco-2 细胞上

均有表达[15]。因此，本研究中应用特异抑制剂，同

时观察了 Lac-NCTD 与 P-gp 和 MRP2 的相互作用。

研究结果显示，Lac-NCTD 在摄取、转运过程中受

到这两种外排蛋白的共同作用，在 CyA 和 MK-571
作用下，Lac-NCTD 的 Papp(AP→BL)分别提高了 1.41
和 2.29 倍。P-gp 和 MRP2 都分布在 AP 侧的细胞膜

上[16-17]，它们将 Lac-NCTD 作为底物排出，使得药

物的分泌速度大于吸收速度。在药物低浓度时，外

排载体表现出强烈的外排作用；高浓度时，载体趋

于饱和，Papp(BL→AP)/Papp(AP→BL)从 1.91 下降到 1.37。两

种外排蛋白中，MRP2 对于药物的外排较为强烈，

该结论需要应用 MDCK-MRP2 等细胞模型做进一

步验证。 
在内吞和旁路转运考察中，细胞旁路转运促进

剂去氧胆酸钠促进药物转运的作用比较明显（P＜
0.05），内吞抑制剂氧化苯砷对转运几乎无影响（P＞
0.05）。说明 Lac-NCTD 的转运过程并非简单的主动

转运，还存在一小部分药物通过细胞间的旁路进行

转运，而内吞并不存在。这一点推测也正与

Lac-NCTD 的理化性质吻合，Lac-NCTD 为水溶性

的小分子化合物，对于这类化合物，细胞旁路转运

是常见的转运方式。 
纳米粒系统研究表明，在细胞摄取和转运中，

Lac-NCTD-NPs 的摄取量、Papp(AP→BL)均比相同质量

浓度 Lac-NCTD 溶液的对应值要大，提示壳聚糖纳

米粒制剂有利于药物的细胞吸收。一方面可能由于

纳米粒总表面积大，分散性良好，与 Caco-2 细胞的

亲和力增加。另一方面壳聚糖本身也是良好的吸收

促进剂，它能破坏带负电的双分子层的规整排列，

以其为载体做成纳米粒之后，吸收增加。尤其要提

出的是在两种剂型的双向转运实验中，纳米粒的

Papp(BL→AP)比 Papp(AP→BL)略大，Papp(BL→AP)/Papp(AP→BL)

只有 Lac-NCTD 的 Papp(BL→AP)/Papp(AP→BL)的 67.3%，

由此推测药物经壳聚糖包载之后，部分以纳米粒原

型进行转运，避过了外排蛋白的作用，直接转运到

细胞内。 
以壳聚糖为载体，包裹 Lac-NCTD 制成纳米给

药系统能够增加药物的摄取和转运量，为了进一步

获得较高生物利用度，在设计 Lac-NCTD 口服制剂

处方时，还可考虑如何克服胃肠道外排蛋白对吸收

的影响。 
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