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　 　 ［摘要］ 　 细胞共培养体系能很好地模拟人体小肠生理环境 ，准确预测药物在肠道内的转运和代谢情况 ，增强体外细胞模

型与整体动物实验研究之间的相关性 ，近年来在评价口服药物吸收方面发挥着越发重要的作用 ，已成为新药研发过程中评价

药物口服吸收的热点 。综述体外模拟肠道环境的细胞共培养模型 ，并对其应用于口服药物研发的体外评价吸收做出展望 。
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Application of cell co唱culture models in absorption of oral drug
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［Abstract］ 　 Cell co唱culture system can better simulate the inner environment of human body ，predict drug transport and
metabolism in intestinal environment and increase the relation between in v itro cell model and integral animal test ．In recent
years ，co唱culture cell model plays an increasingly important role in evaluating the absorption of oral drugs ，which becomes the
highlight in the evaluation of drug oral absorption during new drug discovery ．This essay summarized co唱culture cell model
which simulates intestinal environment and their application ，and looked into the future of their application in evaluating oral
drug intestinal absorption during oral drug discovery ．
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　 　口服给药因其具有方便 、安全 、有效的特点 ，最

容易为人们所接受 。成功开发一个口服制剂的关键

是要深入了解药物的吸收特点 ，确定药物的适宜吸

收部位 ，考察影响药物吸收的因素 ，从而选择适宜的

给药系统以提高药物的生物利用度 。评价药物口服

吸收的方法包括 ：体外法（如细胞模型） 、体内法（如

整体动物的药动学） 、在体法（如单向灌流）等 。由于

体内或在体药物胃肠道渗透性评价不仅成本高 、耗

时长 ，且有悖伦理 ，故体外细胞模型评价药物的胃肠

道吸收日益受到重视 。

　 　胃肠道内环境比较复杂 ，小肠部位的上皮细胞

由许多细胞组成 ，包括肠细胞 、杯状细胞 、内分泌细

胞 、潘纳斯细胞 、M 细胞等 ；小肠中的胰液素 、胰蛋

白酶 、脂酶 、肽酶和麦芽糖酶等多种酶均影响药物的

口服吸收（图 １） 。 Caco唱２ 和 MDCK 细胞模型是目

前公认的较好的体外吸收模型 ，但均存在一定缺陷 ，

体内外结果之间存在一定差异 。建立体外细胞共培

养体系 ，最大程度地模拟体内小肠生理环境 ，弥补了

图 1 　胃肠道上皮细胞示意图［1］

A ：小肠上皮细胞 ；B ．胃黏膜细胞
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单一细胞模型的不足 。本文就细胞共培养体系及其

在口服药物吸收中的应用进行综述 。

1 　分泌黏液的胃肠道细胞模型

　 　 HT２９ 细胞为人类腺癌细胞系 ，在甲氨蝶呤

（MTX）诱导下可分化为成熟的杯状细胞 ，可以分泌

黏液 ，缺点是单层细胞跨膜电阻（TEER）值过低 ，且

不表达 P唱糖蛋白（P唱glycoprotein ，P唱gp） ，将 Caco唱２
细胞与 HT２９细胞系共培养可以克服上述不足 ，较

好地模拟体内黏液层情况 ，适于研究生物黏附制剂

或大分子药物的转运 。

　 　有些 HT２９细胞亚系形成多层细胞 ，只有上层

细胞分化为杯状分泌细胞 ，而 HT２９唱D１ 和 HT２９唱
E１２细胞亚系均为 MTX 转染 ，能够全部转化为杯

状分泌细胞 ，在 Caco唱２ 细胞上形成均一的黏液层 ，

可以通过阿尔蓝染色法判定共培养细胞是否分泌黏

液质［２］
。 Behrens 等［３］报道 HT２９唱D１ 分泌黏液层

厚度为（５３ ± ５２）μm ，HT２９唱MTX唱E１２ 分泌黏液层
的厚度为（１４２ ± ５１）μm ，可以用于模拟胃肠道的不

同片段 。 Caco唱２／HT２９唱MTX细胞模型的不足是对
以主动转运为主的药物能产生负结果［４］

。

1 ．1 　评价药物胃肠道吸收机制 　 Caco唱２／HT２９共
培养模型可以更好地模拟胃肠道内黏液情况 ，因此

能更准确地评价那些依赖胃肠道黏液吸收的药物经

胃肠道吸收情况 。 Woitiski等［５］将胰岛素制成纳米

粒 ，其在 Caco唱２ 细胞上的渗透性是胰岛素原药的
２畅１倍 ，在 Caco唱２／HT２９细胞模型上的渗透性是原
药的３ ．７倍 ，而离体小肠吸收实验证明是原药的

３ ．９倍 ，Caco唱２／HT２９和动物模型证明 ，胃肠道黏液

层对难溶性药物的纳米制剂的吸收起着重要作用 。

有些研究者［６唱８］通过建立 Caco唱２／HT２９唱MTX 共同
培养的细胞模型用于预测化学元素的口服吸收 ，发

现胃肠道黏液层在胃肠道吸收过程中起重要作用 ，

是一种很有价值的体外评价模型 。

1 ．2 　评价药物胃肠道吸收的影响因素 　 Caco唱２／
HT２９唱MTX共同培养的细胞模型用于研究药物在
胃肠道吸收的影响因素 ，比如药物 、食物或制剂辅料

等 。 Sam等［９］以膜分泌型肠细胞模型 HT２９唱MTX唱
E１２研究蜂毒肽作为吸收促进剂促进胃肠道吸收的
可能机制和细胞毒性 。 Maresca 等［１０］用 HT２９ 细
胞模型研究发现 ，不同浓度的脱氧瓜蒌镰菌醇能有

选择性地调节肠道转运蛋白的活性 ，从而影响各种

营养素（如糖类 、氨基酸和脂类）的吸收 。

1 ．3 　评价细菌胃肠道转运及抗菌药物应用 　 有些

细菌对胃肠道的侵袭依赖于黏液 ，因此 Caco唱２／

HT２９共培养体系可用于抗菌药物的研发 。 Gag唱
non等［１１］研究并比较沙门菌对 Caco唱２细胞 、HT唱２９
细胞和 HT２９唱MTX 细胞的黏附性和侵袭性 ，由于

沙门菌对小肠上皮细胞的侵袭性主要依赖于黏蛋

白 ，因此 HT２９唱MTX 细胞更适合作为体外细胞模
型评价沙门菌的小肠细胞黏附性和侵袭性 ，从而更

好地评价抗菌药物在胃肠道的作用 。

2 　 M细胞模型

　 　 M 细胞是肠道黏膜滤泡相关上皮细胞内一种
特殊的抗原摄取细胞 ，主要存在于有囊泡的上皮组

织中 ，在肠道中 M 细胞与肠上皮细胞紧密排列 ，共

同形成天然的上皮屏障 。 与正常的肠上皮细胞相

比 ，M 细胞具有高内吞和低降解的特征 ；与 Caco唱２
细胞相比 ，M 细胞的 TEER 值小 ，碱性磷酸酶的活

性降低了 １５％ ～ ３６％ ，聚苯乙烯和白蛋白微粒在 M
细胞上的渗透性明显增高［１２］

。生物大分子 、纳米颗

粒 、微生物等物质可以经 M 细胞跨肠上皮转运［１３］
，

M 细胞介导的跨上皮细胞转运可分为 ３个阶段 ：肠

腔内物质首先被吸附于细胞顶膜 ，然后通过内吞囊

泡被转运至胞内内涵体 ，最后从基底膜经胞吐作用

出胞 ，且呈温度依赖性［１３ ，１４］
。

　 　 Gullberg 等［１５］建立了 Caco唱２／Raji B 细胞共培
养模型 ，诱导分化出形态及功能特征与 M 细胞极其
类似的 M 样细胞 ，如图 ２A 所示 。 des Rieux 等［１６］

对上述方法进行了优化 ，该方法 Raji B 细胞与 Ca唱
co唱２细胞通过聚碳酸酯膜密切接触 ，促进了 M 样细
胞的分化 ，如图 ２B 所示 。可以利用免疫组织化学

法检测 M 样细胞表层 ，若出现 β１和 α５ β１整合蛋白的

表达 ，即可证明 M 样细胞的形成［１７］
。另外 ，Pielage

等［１８］利用DNA 微阵列分析并比较 M 样细胞和 Ca唱
co唱２细胞基因表达水平的差别 ，发现凝集素唱９可以

作为 M 细胞表面标记物 。

2 ．1 　评价药物胃肠道吸收机制 　 M 细胞可以用来
研究一些生物大分子及纳米粒子等在胃肠道的转运

情况 。 des Rieux 等［１６］用 M 细胞研究聚苯乙烯羧
酸纳米粒（粒径为 ２００ nm）的转运机制 ，分别加入乙

二醇双 （２唱氨基乙基醚） 四乙酸和吞饮抑制剂时发

现 ，前者对纳米粒的转运无影响 ，后者能限制其转

运 ，且具有能量和温度依赖性 ，说明聚苯乙烯羧酸纳

米粒在 M 细胞上是通过细胞吞噬作用被摄取 ，而不

是经细胞旁路转运 。 Kadiyala 等［１９］对壳聚糖唱DNA
纳米粒在人小肠 M 样细胞模型和正常肠细胞模型
上的转运进行了比较 ，发现纳米粒在 M 样细胞上的
转运速率是 Caco唱２细胞的 ５倍 。
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图 2 　 M样细胞模型培养过程

2 ．2 　评价细菌胃肠道转运及抗菌药物应用 　 有些

细菌经 M 细胞在胃肠道内转运 ，可以通过 M 细胞
评价细菌转运情况 ，可为抗菌药物的合理应用提供

参考 。 Tonry 等［２０］研究炭疽杆菌及其孢子经 M 细
胞和 Caco唱２细胞的转运情况 ，发现炭疽杆菌孢子更

容易经 M 细胞转运 ，为炭疽杆菌发病机制提供参

考 ，从而更准确地指导抗菌药物的应用 。

2 ．3 　 Caco唱２／HT２９／Raji B 细胞共培养模型 　 Ca唱
co唱２ 、HT２９和 Raji B这 ３种细胞共培养时 ，能同时

模拟肠上皮细胞 、黏液分泌细胞和 M 细胞 ，可考察

不同药物的多种吸收机制 。 Antunes等［２１］采用 Ca唱
co唱２／HT２９唱MTX／ Raji B 细胞共培养模型 ，研究胰

岛素溶液及其纳米粒的体外渗透情况 ，新建立的模

型能更准确地模拟体内胃肠道环境 。 Araújo 等［２２］

建立了 Caco唱２／HT２９唱MTX／Raji B 细胞共培养模
型 ，并筛选了 Caco唱２ 和 HT２９唱MTX 细胞共培养的
比例 ，当两者比例为 ９０ ∶ １０ 时 ，共培养细胞模型具

有更好的生理学特性 。

3 　表达酶及转运体胃肠道细胞模型

　 　药物单种细胞模型中 ，CYP酶和其他转运蛋白
的表达低于小肠上皮细胞 。一些研究者［２３唱２５］用细胞

系转染一些转运体 ，比如人氨基酸转运体 ，还有一些

外排转运体 ，例如 MDR１ ，这些修饰的细胞系在载

体介导转运的体外渗透模型中具有可预见性 。

　 　有的研究者［２６ ，２７］以 CYP３A４ 转染的 Caco唱２细
胞为模型 ，用于评价药物的吸收和代谢情况 ；有的研

究者［２８唱３１］利用 MDCK唱MDR１ 细胞模型研究 P唱gp
对药物胃肠道吸收的影响 ，能有效评价 P唱gp底物的
药物胃肠道吸收情况 ；而有的研究者［３２］则建立了同

时表达胃肠道细胞色素酶和外排蛋白的细胞模型 ，

即利用 MDCK 转染 MDR１或 MRP２形成单转染模
型 ，并同时转染 MDR１ 或 MRP２ 和 CYP３A４ 形成
双转染模型 ，用于研究药物胃肠道的代谢与转运 ，并

可用于研究 CYP３A４和 P唱gp对药物吸收的影响 。

4 　炎症病变胃肠道细胞模型

　 　由于没有合适的体外细胞模型模拟炎症状态的

胃肠道屏障 ，治疗炎症的药物评价通常采用动物模

型 ，建立有效模拟炎症状态胃肠道的体外细胞模型

对于研发治疗胃肠道炎症药物及其制剂具有重要的

现实意义 。

　 　 Schmohl等［３３］建立了体外 Caco唱２ 上皮细胞和
人类全血的共培养体系 ，他们建立的免疫系统可以

用来研究抗炎药物的胃肠道吸收和模拟免疫调节处

理过程 。有人［３４ ，３５］建立 IEC唱巨噬细胞共培养模型 ，

主要用于体外评价治疗炎症性肠病药物的胃肠道吸

收 。 Leonard等［３６］建立了人胃肠道上皮细胞系唱巨

噬细胞唱树枝状细胞系共培养细胞模型 ，此模型不仅

可以用来模拟炎症性肠病的状态 ，还可以研究外源

性物质与炎症状态的上皮细胞之间的相互作用 。

5 　其他

　 　 陈晓清等［３７］构建了 Caco唱２ 细胞与乳双歧杆
菌 、植物乳酸杆菌 、大肠杆菌和粪肠球菌组成的混合

菌群体外共培养体系 ，用于评价食源性抗菌药及其

耐药菌作用于肠道菌群时对人体健康造成的危害 。

Le Hégarat 等［３８］将 Caco唱２ 细胞系在 T ranswell 板
上培养 ２１ d分化成熟后 ，将类淋巴母细胞 TK６ 细
胞系加入 BL 层 ，AP 层加入致突变化合物［如苯并

［α］唱苾（BαP）］ ，在 Caco唱２ 细胞代谢转运后靶向于
TK６细胞 ，然后检测转运后代谢物对 Caco唱２ 及
TK６细胞的基因毒性 ，结果 BαP 对 Caco唱２ 细胞具
有基因毒性 ，但对 TK６细胞无毒性 。因为其代谢物

不能从 AP 侧转移至 BL 侧 ，说明胃肠道上皮细胞

能阻止类似基因毒性药物的损害 ，同时胃肠道的首

过效应也会降低药物的生物利用度 。

6 　展望

　 　与体内评价相比 ，体外评价药物胃肠道吸收的

方法既便宜又方便 ，细胞模型已经是制药企业药物
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研发中最经济的评价药物胃肠道吸收的方法 。体外

细胞模型能否成功评价药物经胃肠道的吸收情况 ，

取决于其与体内胃肠道特征的相似性 。为了能够建

立更类似于体内环境的培养体系 ，应使体外环境与

体内环境相吻合 ，从而使细胞间能相互沟通信息 ，相

互支撑生长和增殖 。根据药物的性质挑选合适的细

胞共培养模型 ，有效评价多因素影响过程 ，比如代谢

作用或者免疫反应 ，旨在增加结论的准确性 ，扩大其

应用范围和评价效率 。

　 　目前 ，细胞共培养在技术和应用方面有以下几

点尚待加强 ：①共培养体系的培养条件仍不成熟 ，重

复性较差 ，需要进一步优化和统一标准 ，以保证实验

室之间结果的重现性 。 ② 人体胃肠道含有多种细

胞 ，细胞之间相互作用复杂 ，并不能完全反应体内情

况 ，需要加强体外细胞模型评价和体内评价结果的

相关性研究 ，建立准确且完整的药物结构唱细胞渗透

性唱体内吸收三者之间的关系网络图 ，以实现药物口

服吸收体外细胞模型评价方法代替体内评价方法的

目标 。 ③ 细胞共培养需向微型化 （如 ３８４ 孔板或

１ ５３６孔板） 、智能化和自动化方向发展 ，实现新药及

其制剂的快速筛选及评价 。相信随着基因蛋白水平

研究和细胞培养技术的发展 ，用于评价药物胃肠道

吸收的细胞模型将进一步完善 ，将为建立更加快捷

准确的药物口服吸收评价方法开拓广阔的前景 。
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道 。本实验结果可为瓜蒌子这一传统中药的二次开

发和临床新用提供实验依据 。
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