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摘 � 要:本文概述了 C aco- 2细胞模型的基本特点、培养方法及其在中药研究方面的应用,提出了

应用 C aco- 2细胞模型对毒性中药进行研究的新思路。
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� � 古往今来,历代医药学家在利用中药防病治病的

同时, 对中药毒性的探索始终未曾停止。近年来,我国

毒理学领域取得了前所未有的巨大进展,如何运用现

代药理学、毒理学知识,通过先进的实验手段确定有毒

中药的有效成分和毒性成分, 剖析毒性成分的作用机

理成为中药现代化和国际化进程中亟待解决的重大问

题。但中药毒性研究的方法学及实验技术手段的明显

滞后成为阻碍这一进程的主要因素。

中药及其制剂绝大多数为口服给药,所以研究中

药在肠道的吸收、代谢及药物对肠道细胞是否存在毒

性作用就显得十分必要。自上世纪 90年代起, Caco-

2细胞 (The hum an co lon adenocarc inom a ce ll line)模型

作为一种药物初筛和研究药物肠吸收的体外模型已被

国外广泛使用
[ 1 ~ 3]
。本世纪初, 国内有学者经研究预

测 Caco- 2细胞模型在中药口服的具体吸收成分和机

制研究方面将具有广泛的应用前景
[ 4]
。而该模型在

毒性中药的吸收及肠道细胞毒作用的研究方面国内外

均未见报道,这一思路的可行性一经研究证实将丰富

毒性中药研究的实验技术手段。

一、Caco- 2细胞模型的基本特点

Caco- 2细胞为来源于人结肠腺癌细胞克隆株,

体外培养达到融合后,可以自然分化为与成熟小肠细

胞具有相似形态和生化特性的细胞。其具有细胞极性

并紧密连接,在肠腔侧分化出的绒毛膜面含有典型的

小肠微绒毛水解酶 (蔗糖酶, 6 - �-葡糖苷酶, 乳糖

酶,氨基肽酶 N和蛋白酶 C IV )和各种营养物质转运

载体如 P-糖蛋白 ( P- gp), 二价金属离子转运载体

等。研究表明 I相代谢酶如细胞色素 P450( CYP450)、

II相代谢酶如 UDP-葡萄糖醛酸转移酶、磺基转移酶

和谷胱甘肽硫基转移酶在 Caco- 2细胞中也存在, 并

保持了 P - 糖蛋白高表达的特征。以上特点决定了

Caco- 2细胞模型可用于药物吸收动力学的研究。

二、Caco- 2细胞的培养

Caco- 2细胞置于曲颈瓶中, 5% CO237∃ 培养箱中

培养,每升培养基为 1 % 10
5
U青霉素, 100m g链霉素,

100mL小牛血清,其余为高糖 DMEM ( Du lbecco& sM odi�
f ied Eag le& s m ed ium, G ibico )。每两天换一次培养液。
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细胞聚集生长, 不易均匀扩增分散于培养瓶底部,此种

情况不利于细胞的继续增殖,可用 0. 25%胰酶消化, 1∋1

传代,分散后的细胞在新瓶中继续培养。当细胞生长至

80% ~ 90%融合时,用 0. 25%胰酶消化细胞,按 1∋3传

代培养。细胞形成具有生物屏障性质的融合层或数量

符合要求时,即可用于不同性质的实验研究。

三、C aco- 2细胞模型在中药研究方面的应用

因为药物透过 C aco- 2单细胞层的体外过程与药

物口服后在肠中的吸收和代谢具有良好的相关性, 所

以在国外 C aco- 2细胞模型已被广泛的应用于研究药

物的吸收、代谢及药物开发的早期快速筛选过程中。

利用该模型进行中药的吸收、代谢研究起步较晚,目前

也仅限于对从中药中分离出的某些化合物的吸收机制

及动力学的研究, 对利用 C aco- 2细胞模型进行整体

中药及复方的吸收、代谢研究仍未见报道。

唐灿
[ 3]
用外翻肠囊法、在体肠灌流法、Caco- 2细

胞模型法对灯盏花素的肠吸收进行考察, 指出 Caco-

2细胞模型法与其它两种方法在灯盏花素的肠吸收动

力学参数上显示了良好的相关性。王堃等
[ 6]
应用 C a�

co- 2细胞模型对紫杉醇和小檗碱进行研究, 结果表

明,紫杉醇及小檗碱低生物利用度的主要原因是 P-

gp的外排作用, 同时服用 P- gp抑制剂可能对这两种

药物的低生物利用度有所改善。谢海棠等
[ 7]
研究 C a�

co- 2细胞对人参皂苷 Rg3的摄取、代谢及其动力学

变化, 实验结果显示: Rg3在 Caco- 2细胞上的摄取是

时间及浓度依赖性的, 其被动转运系数 Kd 为

0�07nm o l( h
- 1 ( m g

- 1
pro ;t最大摄取速率 Vm ax为

3�32nm o l( h
- 1 ( m g

- 1
pro;t Km是 16. 31�m o l( L

- 1
。

加入代谢抑制剂叠氮化钠及 2, 4-二硝基酚时摄取速

率明显降低 (与对照组相比 P< 0. 01)。并指出 Rg3在

肠道中的代谢为其生物利用度低的原因之一。

四、利用 C aco- 2细胞模型研究毒性中药的思路

1�确定毒性中药的肠道吸收成分
Caco- 2细胞经毒性中药染毒后, 收集被细胞吸

收或穿透 C aco- 2细胞单细胞层的成分, 采用高效液

相法将收集到的物质与实验药物的固有成分进行比

较,可能出现以下几种结果: ) 收集到的物质为实验药

物的固有成分,则结合该药物的药效靶器官进行此物

质的体外实验,确定其为毒性成分或有效成分。 ∗ 收

集到的物质为实验药物的固有成分, 但经进一步研究,

确定该物质不是药物的毒性成分及有效成分, 此时仍

不能认定其无效性, 因为该吸收成分需经肝脏的进一

步代谢。+ 收集到的物质不是实验药物的固有成分,

则结合 H PLC- M S法测定其药物分子结构, 经进一步

的实验研究确定其毒效或药效。

2�研究毒性中药肠道吸收成分的吸收机制
在毒性中药肠道吸收成分确定的基础上, 研究其

吸收机制。于 C aco- 2细胞绒毛面一侧加入一定量的

待测药物,间隔一定时间取样或撤去药物并粉碎细胞,

以液体闪烁计数法或高效液相色谱法测定不同时间段

内两侧药物的含量变化或细胞中的药物含量变化。计

算 Papp (表观穿透系数 )及 Papp1 /Papp2 ( Papp1为基底面至

绒毛面方向测得的表观穿透系数; Papp2为绒毛面至基

底面方向测得的表观穿透系数 )的数值, 以确定吸收

成分的吸收机制。 P-蛋白 ( P- ly- oprote in, P- gp)

和多药耐药蛋白 ( m ulti- rug resistance protein, MRP)

是 Caco- 2细胞中两种主要转运蛋白。两者均为能量

(ATP) 依赖性膜蛋白。我们可通过细胞基底面及绒

毛面两侧不同方向转运速率的比较及检测加入转运蛋

白抑制剂后 Papp值的变化确定吸收成分的转运机制。

3�研究炮制、配伍等因素对毒性中药肠道吸收成
分的影响

利用 Caco- 2单细胞层,模拟体内吸收情况,计算毒

性中药肠道吸收成分的药动学参数。以药动学参数的变

化考察毒性中药的物化性质、剂型、炮制、配伍及人体生

理等因素对其肠道吸收成分的影响。这方面的研究在毒

性中药肠道吸收的某些成分被确定为是其毒性成分或毒

性成分前体时进行,更具意义。因为,由此即可以找出中

药炮制减毒、配伍减毒等传统理论的现代科学依据。

4�研究毒性中药的肠道细胞毒作用
Caco- 2细胞模型作为一个极好的研究外源化学

物经肠道摄取和吸收的体外模型,近些年来,已被越来

越多的引入毒理学研究领域。我们可以以 C aco- 2细

胞为模型,利用噻唑蓝 (MTT)实验、P-蛋白 ( P- p)活
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性检测实验、活性氧检测及克隆形成实验,研究毒性中

药对肠道上皮 C aco- 2细胞的直接细胞毒作用
[ 8]
。

再者, 由于中药的成分复杂, 多效性、多靶点共同

作用, 所以毒性中药的直接细胞毒作用很可能并不显

著。但经研究表明, 毒性物质在不引起明显的细胞毒

性的剂量下, 就可引起 C aco- 2细胞细胞间紧密连接

功能改变和细胞单层通透性增加, 使得肠道上皮细胞

的屏障功能下降,从而导致在正常情况下不能进入体

循环的分子进入机体,引起局部或更为广泛的系统效

应
[ 9]
。我们可以以 C aco- 2细胞单层为模型,通过测

定毒性中药作用后细胞单层的跨上皮细胞电阻

( TEER)来反映通透性的改变;通过免疫荧光和荧光染

色观察毒性中药对紧密连接蛋白 ZO- 1和 F微丝的影

响,由此推断:毒性中药使肠道上皮细胞的屏障功能下

降,从而导致正常情况下不能进入体循环的毒性物质进

入机体,引起毒性反应,为其毒性作用的机制之一。

目前,毒性中药研究的实验方法主要集中于整体研

究,而对快速、敏感、条件易控、重现性好的体外实验方

法却少有涉猎,只在有毒中药诱导肿瘤细胞调亡及考察

某些中药及复方的致突变毒性研究中有个案报道。原

因是中药及其复方粗提物的理化性质如杂质、渗透压等

对离体系会产生很大干扰。以 Caco- 2细胞为模型进

行毒性中药的体外实验研究,需尽量采用超细粉末等新

技术,使中药的粗提物得以 ,纯化 −,减少杂质、酸碱度等

因素的不利影响。另外,体外实验结果要与毒性中药的

整体实验结果相互结合,细胞毒理与药理相互补充,印

证以 Caco- 2细胞为模型进行毒性中药的体外实验研

究的可行性,并以此为基础使 Caco- 2细胞模型的应用

标准化,丰富毒性中药研究的方法学及实验技术手段。
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Application of Caco- 2 CellM odel in Studying

Poisonous Chinese TraditionalM edicine

LuoM ingmei, L iu Shum in, Suo Qing

(H eilongjiang University of Trad itional ChineseM ed icine, H arbin, 150040)

The Paper discusses the basic characterist ics of a C aco- 2 ce llm ode,l and the associated ce ll culture process and

app lications in study ing tradit iona lCh inese m ed icines. A new th ink ing line is proposed in the paper to study po isonous

Chinese tradit iona lm edic ines using the Caco- 2 cellm ode,l the first attem pt o f its kind in the country.

K eyw ords: Caco- 2 cellm ode;l po isonous Ch inese trad itionalm edicines
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