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　 　 ［摘要］ 　目的 　采用基因芯片技术研究 ３种生物黏附材料 ———壳聚糖 、卡波姆和羟丙基甲基纤维素（HPMC）促进三七皂
苷（PNS）吸收的机制 。方法 　将药物分为 ４组 ，分别是 PNS组 、PNS唱壳聚糖组 、PNS唱卡波姆组和 PNS唱HPMC组 ，各组药物经

Caco唱２细胞转运后 ，通过基因芯片分析发生显著性变化的溶质运载蛋白 （the solute carrier ，SLC ）和 ABC 家族转运蛋白
（ATP唱binding cassette transporters ，ABC）基因 ，从而探索生物黏附材料对 PNS吸收的影响机制 。结果 　与 PNS组相比 ，壳

聚糖和卡波姆均提高了 SLC基因的表达水平 。壳聚糖降低了多药耐药基因和 P唱gp外排基因的表达水平 。 HPMC对 SLC和
ABC两大蛋白家族基因表达无显著影响 。结论 　壳聚糖和卡波姆提高 PNS 的口服生物利用度与 SLC 和 ABC 转运蛋白有
关 。而 HPMC对基因变化影响较小 ，其作用机制可能与延长吸收部位滞留时间有关 。
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Study on effect mechanism of bioadhesive polymers on panax notoginseng sapo唱
nins′s absorption by microarray technology
LI Ying ，ZHU Chunyan（Institute of Medicinal Plant Development ，Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union
Medical College ，Beijing １００１９３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the mechanism of bioadhesive materials （Chitosan ，Carbomer and hydroxypropyl methyl
cellulose（HPMC）） on promoting panax notoginseng saponins（PNS）′s oral absorption by microarray ．Methods 　 The study was
divided into four groups ．PNS ，PNS唱chitosan ，PNS唱carbomer and PNS唱HPMC ，microarray were used to investigate the change
of genes expression level affiliated to the solute carrier transporter （SLC） and the ATP唱binding cassette （ABC） after transpor唱
ting across Caco唱２ cell monolayer ， to explore the mechanism of bioadhesive materials′ effect on PNS′s absorption ．Results 　
Comparing with PNS group ，chitosan and carbomer could significantly increase gene expression level affiliated to SLC trans唱
porter ，chitosan could decrease multi唱resistant genes and P唱gp efflux genes expression level affiliated to ABC transporter ．

HPMC had no obvious effect on SLC and ABC transporter ．Conclusion 　 Chitosan and carbomer increase PNS′s oral due to
genes change affiliated to SLC and ABC transporter that could promote absorption and inhibit efflux ．The promotion mechanism
of HPMC absorption was that it could prolong retention time on absorption site ．

　 　 ［Key words］ 　 panax notoginseng saponins ；bioadhesive polymers ；absorption mechanism ；microarray technology

　 　三七皂苷（panax notoginseng saponins ，PNS）
是三七中的主要成分 ，PNS 具有明显的抗心脑血管
缺血的作用 ，广谱抗心律失常作用 ，有改善血液流变

学和微循环的作用 ，有抗血小板聚集和抗血栓形成

作用等［１唱５］
。但 PNS易溶于水 ，分子量大 ，口服吸收

差 。本课题组一直致力于采用生物黏附材料提高

PNS口服生物利用度的研究［６唱８］
，结果发现 ，生物黏

附材料如壳聚糖（CS） 、卡波姆（Car）和羟丙基甲基
纤维素（HPMC）均可以提高 PNS 的口服生物利用
度 。本实验目的是更加全面 、深入地研究生物黏附

材料促进 PNS透膜吸收的机制 。

　 　研究药物吸收机制的方法通常有体外 Caco唱２
细胞转运 、在体肠灌流和体内药动学 ，但这些技术不

可能测定所有成分的吸收特性 ，选取已知的指标成

分是有限的 ，而 PNS 成分复杂 ，各成分的吸收部位

和吸收机制大相径庭 ，并且用主要有效成分来表征

有效部位的整体吸收特性 ，显然也是不全面的 。本

研究尝试引入基因芯片技术［９ ，１０］
，从整体水平对吸

收机制进行一些探索性研究 。
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　 　溶质运载蛋白（the solute carrier ，SLC）和 ABC
（ATP唱binding cassette transporters ，ABC）家族转
运蛋白在药物吸收和运输过程中均显现出重要的功

能［１１唱１３］
，本研究选择 SLC 和 ABC 两大转运蛋白家

族 ，考察药物和生物黏附材料作用细胞后 ，其相关蛋

白基因的变化 ，寻找 PNS 吸收中参与的转运蛋白和
影响机制 ，从转运蛋白基因的变化角度 ，更加全面和

宏观地对 PNS 的透膜吸收机制和生物黏附材料的
促吸收机制进行初步探索 。

1 　仪器与试药

　 　 Caco唱２ 细胞 （北京协和医学院基础所细胞中

心） ；胎牛血清 （Gibco ，NY ，USA ） ；双抗 （Invitro唱
genTM ，UK ） ；RNA 提取试剂盒 （Trizol ， Invitro唱
genTM ， UK ） ；胰蛋白酶 （０ ．２５％ ，InvitrogenTM ，

UK） ；MEM 培养基（HyClone ，Thermo） ；细胞培养

池 （０畅４ μm ，Coning Costar ，Cambridge ， MA ，

USA） ；Agilent mRNA 表达谱芯片（博奥生物有限

公司） ，NucleoSpin ○R PCR 纯化试剂盒 （MACHER唱
EY唱NAGEL ，德国） 。

　 　三七皂苷（云南文山康舟生物科技有限公司 ，批

号 ：２０１３０４ ，其中三七皂苷 R１ 、人参皂苷 Rg１ 和人参
皂苷 Rb１ 的含量分别为 ２ ．３０％ 、１５ ．０２％ 、２６畅８０％ ） ；

壳聚糖 （Mw１９０００唱３１０００ ，脱乙酰度 ７５％ ～ ８５％ ，

Sigma ，St Louis ，MO ，USA） ；卡波姆 ９３４p（批号 ：

０１０１４７１７８６ ，Lubrizol ，USA ） ；HPMC K４M （上海

卡乐康包衣技术有限公司 ，批号 ：PD４２３８５０） 。
2 　方法

2 ．1 　细胞培养及 RNA 提取
　 　将 Caco唱２细胞转移到细胞培养池后 ，培养 １８ ～

２１ d ，电阻值大于 ５００ Ω 时 ，用于DNA 微阵列实验 。

用 Hank′s ○R平衡盐溶液（HBSS）洗涤细胞 ３ 次 ，弃

去 ，加入含药溶液 ，放入 ３７ ℃ 培养箱内孵育 ，２ h 后
取出 ，吸出含药溶液 ，弃去 ，加入 PBS 洗涤 ３ 次 ，轻

轻振荡后弃去 ，每孔中加入 Trizol 试剂 ，用移液器

反复吹打细胞 ，使细胞充分裂解 ，在细胞刚溶解时 ，

可以发现有丝状物出现 ，这是细胞的基因组 RNA
释放出来了 ，吹打几次后 ，丝状物消失 ，液体黏稠性

下降 ，将溶解了细胞 RNA 的 T rizol 在室温下静置
后 ，转移到离心管中 － ８０ ℃冰箱保存待用 。

2 ．2 　样品溶液配制及给药
　 　 精密称取 PNS 适量 ，用培养基将其配制成

PNS 浓度为１ mg／ml的含药溶液 ，为 PNS 组 ；精密

称取 PNS 和壳聚糖 ，配制成含 PNS 浓度为
１ mg／ml ，壳聚糖浓度为１ ．５ mg／ml的含药混悬液 ，

为 PNS唱CS 组 ；精密称取 PNS 和卡波姆 ，配制成含

PNS 浓度为１ mg ／ml ，卡波姆浓度为１ ．５ mg／ml的
含药混悬液 ，为 PNS唱Car 组 ；精密称取 PNS 和
HPMC ，配制成含 PNS 浓度为 １ mg ／ml ，HPMC 浓
度为 １ ．５ mg／ml的含药混悬液 ，为 PNS唱HPMC组 。

将 ４组含药溶液分别加入到细胞培养池的 Caco唱２
细胞膜的顶端一侧 ，另一侧加入 PBS ；设置空白对照

组（blank） ，将培养基加入 Caco唱２顶端侧 ，另一侧加

入 PBS 。将细胞培养池放入 ３７ ℃培养箱内孵育 ，作

用 ２ h 后 ，提取细胞 RNA ，待测 。微阵列芯片对比

方式分为 ４组 ，１组为 PNS 对比 blank ；２组为 PNS唱
CS对比 blank ；３组为 PNS唱Car 对比 blank ；４组为

PNS唱HPMC对比 blank（图 １） 。

2 ．3 　 RNA 提取
　 　 通过异丙醇沉淀法浓缩 RNA ，并进一步采用

NucleoSpin ○R RNA 提取试剂盒（MACHEREY唱NA唱
GEL ，德国）对总 RNA 进行过柱纯化 ，最后用分光

光度计定量 ，甲醛变性胶电泳质检 RNA 质量和
纯度 。

2 ．4 　荧光标记
　 　对样品 RNA 进行荧光标记（晶芯 ○R cRNA 扩增
标记试剂盒） 。

2 ．4 ．1 　反转录合成第一链 cDNA
　 　以总 RNA 或 mRNA 起始 ，含有 T７启动子序
列的 T７ Oligo（dT ）为引物 ，使用 CbcScript 酶合成
第一链 cDNA 。

图 1 　空白对照 、PNS 、PNS唱CS 、PNS唱Car 、PNS唱HPMC组的 RNA电泳图
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2 ．4 ．2 　合成第二链 cDNA
　 　用核糖核酸酶将杂合链中的 RNA 切成短片
段 ，DNA 聚合酶以 RNA 短片段为引物延伸 ，合成

第二链 cDNA ，并纯化双链 cDNA 。

2 ．4 ．3 　体外转录合成 cRNA
　 　 以 cDNA 为模板 ，利用 T７ Enzyme Mix 合成
cRNA ；然后用 RNA 提取试剂盒 （MACHEREY唱
NAGEL ，德国）纯化 。

2 ．4 ．4 　随机引物反转录
　 　取 ５ μg cRNA ，用 CbcScript Ⅱ 酶 ，随机引物进

行反转录 ，反转录产物用 NucleoSpin ○R PCR 纯化试
剂盒（MACHEREY唱NAGEL ，德国）纯化 。

2 ．4 ．5 　 cDNA
　 　用 KLENOW 酶标记取上述反转录产物 ，以随

机引物为引物进行克列诺酶标记 ，标记产物用 Nu唱
cleoSpin ○R PCR 纯化试剂盒 （MACHEREY唱NA唱
GEL ，德国）纯化 ，纯化后抽干 。

2 ．5 　杂交与清洗
　 　标记的 DNA 溶于杂交液中［２ × GEx 杂交缓冲
液（HI唱RPM ） ，２５％ 甲酰胺］ ，于 ４５ ℃ 杂交过夜 。

杂交结束后 ，先在 ４２ ℃左右含 ０ ．２％ 十二烷基硫酸

钠（SDS ）和 ２ × 柠檬酸钠盐 （SSC ）的液体中洗
５ min ，而后在 ０ ．２ × SSC 中室温洗 ５ min 。 玻片甩
干后即可用于扫描 。

2 ．6 　芯片扫描
　 　芯片用 G２５６５CA 微阵列芯片扫描仪（安捷伦）

进行扫描 ，得到杂交图片 。

2 ．7 　芯片图像的采集和数据分析
2 ．7 ．1 　提取荧光信号值
　 　采用特征提取图像分析软件对芯片图像进行分

析 ，将图像信号转化为数字信号 。

2 ．7 ．2 　差异基因筛选
　 　对原始数据先用局部加权回归散点平滑法对信

号值进行归一化处理后［１４］
，以 ratio ＞ ２ 倍或 ＜ － ２

倍的标准进行差异基因筛选 。

3 　结果

　 　将得到的基因变化结果进行分析 ，ratio ＞ ２ 的

认为是显著上调的基因 ，ratio ＜ － ２ 的认为是显著

下调的基因 ，从而找到发生显著变化的 SLC 和
ABC家族基因 。

3 ．1 　 PNS 作用后基因表达的变化
　 　图 ２A 显示的是 PNS 作用细胞后 ，与空白对照

组相比 ，其上调和下调的基因散点图 。红色为上调

基因 ，绿色为下调基因 。结果显示 ，PNS 经 Caco唱２

细胞转运过程中 ，共有 ３个 SLC 家族基因发生了显
著性上调 ，分别为钠依赖有机阴离子跨膜转运体

（SLC２２A２３） 、有机阳离子转运体（SLC４７A１）和鸟
氨酸转运体（SLC２５A２） 。
3 ．2 　 CS作用后基因表达的变化
　 　图 ２B显示的是 PNS 与 CS共同作用 Caco唱２细
胞后 ，与 PNS组相比 ，其上调和下调的基因散点图 。

红色为上调基因 ，绿色为下调基因 。结果显示 ，与

PNS 组相比 ，加入 CS 后 ，使 PNS 在 Caco唱２细胞转
运过程中 ，共有 １３ 个 SLC 家族基因发生了显著性
上调 。共有 ５个 ABC家族基因发生了显著性下调 。

　 　发生显著性上调的 SLC 家族基因编码的转运
体分别为 ：神经递质转运体（SLC６A１３） ，Na ＋ 偶联的
中性氨基酸转运蛋白的编码基因（SLC３８A２） ，丙二

酰缩合酶编码基因（SLC３５G５） ，有机阴离子转运体

（SLCO４C１ ，其涉及到胆酸 、共轭类固醇 、甲状腺激

素 、二十烷类和多肽类的转运） ，Na ＋ 和 Cl － 偶联的
转运家族（SLC６A２０） ，钠离子依赖的二元羧酸盐转

运体（SLC１３A３） ，神经递质转运体（SLC６A４） ，线粒

体载体蛋白（SLC２５A５１） ，核苷转运体（SLC２８A１） ，

钠／磷酸盐协同转运蛋白 （SLC１７A４） ，核苷酸糖转

运体 （SLC３５A１ ） ，５′唱单磷酸胞苷唱唾液酸转运体

（SLC２４A１） 。
　 　发生显著性下调的 ABC 家族基因编码的转运
体可以转运各种分子排出细胞膜外 ，这些蛋白是

MRP亚族 ，与多药耐药有关 ，分别为 ABCA１７P 、
ABCC５ 、ABCD４ 、ABCC２ 、ABCB８ 。
3 ．3 　 Car作用后基因表达的变化
　 　图 ２C 显示的是 PNS 与 Car 共同作用 Caco唱２
细胞后 ，与 PNS组相比 ，其上调和下调的基因散点

图 。红色为上调基因 ，绿色为下调基因 。结果显示 ，

与 PNS 组相比 ，加入 Car 后 ，使 PNS 在 Caco唱２ 细
胞转运过程中 ，共有 １２ 个 SLC 家族基因发生了显
著性上调 。这些基因编码的转运体分别为碳水化合

物转 运 体 （ SLC３５D３ ） ，硫 酸／阴 离 子 转 运 体

（SLC２６A９） ，阴离子转运体（SLC４A１） ，核苷转运体

（SLC２８A２） ，硫酸盐转运体（SLC２６A１０） ，L唱谷氨酸
跨膜转运体（SLC７A１１） ，钠依赖有机阴离子跨膜转

运体（SLC２２A２４） ，硼酸盐转运体（SLC４A１１） ，磷酸

盐转运体 （SLC２０A１） ，锌转运蛋白体 （SLC３９A１２唱
AS１） ，神经递质转运体（SLC６A９） ，pH 敏感的钠依
赖的磷酸盐转运体（SLC３４A２） 。结果表明在 PNS／
Car透膜吸收中 ，这些基因的含量明显高于 PNS ，推

测应是 PNS／Car作用 Caco唱２细胞后 ，转运 PNS 进
入细胞内的转运蛋白量增多 ，促进了药物的吸收 。
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图 2 　基因变化散点图
A ．PNS 组对比 blank 组 ；B ．PNS唱CS 组对比 PNS 组 ；

C ．PNS唱Car 组对比 PNS 组 ；D ．PNS唱HPMC 组对比 PNS 组

3 ．4 　 HPMC作用后基因表达的变化
　 　图 ２D 显示的是 PNS 与 HPMC 共同作用 Ca唱
co唱２细胞后 ，与 PNS 组相比 ，其上调和下调的基因

散点图 。红色为上调基因 ，绿色为下调基因 。结果

显示 ，与 PNS 组相比 ，加入 HPMC 后 ，使 PNS 在
Caco唱２细胞转运过程中 ，SLC 家族基因和 ABC 家
族基因均无显著性上调或下调 。

　 　表 １和表 ２分别显示了各组显著性上调或下调

（ratio ＞ ２ 或 ratio ＜ － ２）的 SLC 家族基因和 ABC
家族基因 。

表 1 　显著变化的 SLC家族基因

PNS唱Car 对比 PNS
基因 ratio

PNS唱CS 对比 PNS
基因 ratio

PNS 对比 blank
基因 ratio

SLC３５D３ 儋２ "．０６ SLC６A１３ e４ -．２７ SLC４７A１ p２ 骀．３９

SLC２６A９ 哌４ "．７１ SLC３５E３ \２ -．１３ SLC２５A２ p２ 骀．９３

SLC４A１ 抖３ "．２５ SLC３５G５ b４ -．３９ SLC２２A２３ 櫃２ 骀．３７

SLC２８A２ 哌３ "．５３ SLCO４C１ m３ -．７０

SLC２６A１０  ４ "．６５ SLC６A２０ e２ -．４６

SLC７A１１ 哌２ "．２３ SLC３８A２ e５ -．０６

SLC２２A２４  ３ "．８０ SLC１３A３ e２ -．１１

SLC４A１１ 哌２ "．１２ SLC６A４ <２ -．５３

SLC２０A１ 哌２ "．２５ SLC２５A５１ 帋２ -．４０

SLC３９A１２唱AS１ ２ "．０６ SLC２８A１ e２ -．１１

SLC６A９ 抖３ "．１７ SLC１７A４ e２ -．０４

SLC３４A２ 哌２ "．３３ SLC３５A１ e２ -．２９

SLC２４A１ e５ -．３６

表 2 　显著变化的 ABC家族基因
PNS唱CS 对比 PNS

基因 ratio
ABCA１７P － ２ �．８５

ABCC５ p－ ２ �．４７

ABCB８ o－ ２ �．６１

ABCC２ p－ ２ �．０５

ABCD４ r－ ２ �．２７

4 　讨论

　 　在 PNS吸收过程中共有 ３个 SLC 家族基因表
达水平发生了显著性上调 ，在 Car吸收过程中 ，共有

１２个 SLC家族基因发生了显著性上调 ，在 CS 吸收
过程中 ，共有 １３个 SLC家族基因发生了显著上调 ，

Car和 CS均能促进核苷转运体（SLC２８）和神经递
质转运体（SLC６）的表达 。在 HPMC 吸收过程中 ，

SLC家族基因均未发生显著性上调 。 结果表明 ，

PNS 经 Caco唱２细胞透膜吸收过程中 ，CS 和 Car 影
响某些基因表达蛋白 ，这些转运蛋白参与了 PNS 吸
收 。 HPMC对基因变化影响较小 ，其提高生物利用

度的原因主要与延长吸收部位滞留时间有关 ，或其

吸水后形成凝胶屏障 ，延缓药物释放 ，提高药物在胃

肠道的稳定性 。

　 　 ABC 转运蛋白家族在脂质物质的运输中起着
非常重要的作用 ，是一些多药耐药蛋白 ，可以将进入

（下转第 ２２３页）
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细胞的药物泵出 ，从而影响药物的吸收 。 将 CS 组
作用后的细胞中 ABC 家族转运蛋白表达基因的变
化与 PNS 组比较 ，共有 ５ 个 ABC 家族基因发生了
显著下调 。而对于其他组 ，ABC 家族基因均未发生
显著变化 。在 PNS透膜吸收过程中 ，CS对 ABC家
族蛋白基因的表达有较为显著的影响 ，能够抑制

ABC蛋白的表达 ，CS 能够抑制 PNS 吸收中的外排
作用 ，从而促进其吸收 ，而 HPMC和 Car对 PNS外
排作用无显著抑制效果 。

　 　在对 ABC和 SLC两大转运蛋白编码基因的变
化进行分析时发现 ，CS 和 Car 在提高 PNS 的透膜
吸收的过程中改变了 SLC 转运蛋白编码基因的表
达 ，HPMC 对 SLC 家族基因表达无显著影响 。分

析作用后的 ABC 家族基因的变化 ，Car 和 HPMC
对 PNS 吸收过程中 ABC 家族基因表达无显著影
响 ，CS能使 ABC家族基因发生显著下调 ，因此 ，CS
促吸收另一个原因可能为抑制 PNS 吸收过程中的
外排作用 。通过基因芯片实验 ，得到了很多转运蛋

白基因变化趋势 ，但是这些蛋白的表达变化也存在

相互调控 ，还需进一步设计实验对本研究结果进行

完善 。
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