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摘要 }目的  研究麦冬多糖抗心肌缺血活性成分 � ⁄�2t在 ≤¤¦²2u细胞模型中转运机制 ∀方法  以 ≤¤¦²2u细胞作为转运研究

模型 o分别测定改变转运方向 o使用 °糖蛋白 k°2ª³l外排泵专属抑制剂维拉帕米 k√ µ̈¤³¤°¬̄lo以及改变给药浓度各种条件下 o

� ⁄�2t的跨细胞转运情况 ∀结果  麦冬多糖 � ⁄�2t的分泌转运 k��2�°l的表观渗透系数 °¤³³并未数倍于吸收转运 k�°2

��lo两者相近 o同时 °2ª³抑制剂维拉帕米加入与否对麦冬多糖 � ⁄�2t转运没有影响 ~在考察的系列药物浓度范围内 o� ⁄�2t

的转运随着药物浓度的增加而呈线性增加 ∀结论  麦冬多糖 � ⁄�2t在 ≤¤¦²2u细胞模型中的转运机制很可能是以被动扩散

为主 o并且以未降解的药物形式转运 o无 °2ª³外排泵参与 ∀
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  目前 o多糖类药物由于其广泛的生物活性和低毒的特

点 o日益成为研究的热点 ∀但国内外有关多糖口服后在胃肠

道的跨膜转运情况及如何促进其以有效形式吸收等问题的

研究报道并不多见 o本文选择有一定前期工作基础的麦冬多

糖来进行此项研究 o希望能做些探索性工作 o为更多地了解

多糖在胃肠道的转运情况积累些资料 ∀麦冬多糖经药效学

实验表明 o是抗急性心肌缺血的有效成分 ≈t 
o进一步药理实

验确证了麦冬多糖 � ⁄�2t是发挥药效的物质基础 ∀

≤¤¦²2u细胞系来源于人结肠腺癌细胞 o很容易在体外培

养并保持稳定 ∀培养成熟的 ≤¤¦²2u可形成连续的单细胞层 o

与小肠上皮细胞类似 o分化出绒毛面 �°k¤³¬¦¤̄o肠腔一侧 l和

基底面 ��k¥¤¶²̄¤·̈µ¤̄o肠内壁一侧 l∀同时存在于小肠上皮中

的各种转运系统 !代谢酶等在 ≤¤¦²2u细胞中都有表达 ∀值得

一提的是 o≤¤¦²2u保持了 °2糖蛋白 k°2ª³l高表达的特征 ≈u  ∀

利用 ≤¤¦²2u细胞模型 o可在体外进行药物的摄取 !排放及跨细

胞转运等吸收机制的研究 ∀麦冬多糖在 ≤¤¦²2u细胞模型中的

转运特性国内外未见文献报道 o本研究旨在探讨其跨膜转运

机制 o以期有针对性地寻找可能的促进肠吸收的途径 ∀

1  材料

1q1  仪器与器材  � ³̈¤ ¦̄¤¶¶tss二氧化碳培养箱 k英国

×«̈ µ°² ∞¯̈¦·µ²±l~÷⁄≥2t�倒置生物显微镜 k上海精密仪器仪

表有限公司 l~x{ts� 高速冷冻离心机 k美国 � ¦̈®°¤±l~ƒ2

wxss荧光分光光度计 k日本 �¬·¤¦«¬l~ �≤ 2us��高效液相色

谱仪 k日本 ≥«¬°¤§½∏l~� ƒ2ts�÷�
荧光检测器 ~� ¬̄̄¬¦̈ ¯̄2∞� ≥跨

膜电阻仪 k美国 � ¬̄̄¬³²µ̈l~� ¬̄̄¬¦̈¯̄
×�膜 ksqwΛ° ³²µ̈ ¶¬½̈ osqy

¦°
u
o美国 � ¬̄̄¬³²µ̈l~细胞培养皿 k美国 ≤²µ±¬±ªl∀

1q2  药品与试剂  相对分子质量均一的麦冬多糖 � ⁄�2tk自

制 o数均分子量 vwssl~异硫氰酸荧光素 kƒ�×≤lk美国 ≥¬ª°¤l~

⁄� ∞�高糖培养基 !高灭活胎牛血清 !非必须氨基酸 !青 !链霉

素 !squxh胰蛋白酶 2sqsuh ∞⁄×�消化液均购自美国 �¬¥¦²公

司 ~�¤±®. ¶缓冲盐溶液 k��≥≥l和磷酸盐缓冲溶液 k°�≥l均自

配 ~维拉帕米 k√ µ̈¤³¤°¬̄lk上海信谊制药总厂 l~细胞培养用水

为新鲜三蒸水 ~其它所用试剂均为分析纯 ∀

1q3  细胞  ≤¤¦²2u细胞株 o购自北京协和医院 o实验用的细

胞代数在 vs p ys代 ∀

2  方法
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2q1  ƒ�×≤标记麦冬多糖 � ⁄�2t 参照文献方法 ≈v 
o并加以

调整 ∀取麦冬多糖 � ⁄�2ttª溶于含 ts滴吡啶的 ts°�二甲

亚砜中 o加入 sqt ªƒ�×≤和 us°ª二丁基二月桂酸锡 o密闭 o

|xε 水浴反应 t«o取出 o冷却至室温 o加 ts倍体积的氯化钠

饱和无水乙醇 o所得沉淀经乙醇洗涤数次 o将游离 ƒ�×≤完全

洗净 o即得 ƒ�×≤标记麦冬多糖 � ⁄�2t∀

2q2  细胞培养  参照文献方法 ≈w 
o≤¤¦²2u细胞株接种于常

规培养皿中 o培养液为 ⁄� ∞� 高糖 o包括 tsh胎牛血清 oth

非必须氨基酸 oth丙酮酸钠 oth谷氨酰胺和 th青 2链霉素 ∀

置于 vzε ≤su培养箱中 o通入 xh ≤su k相对湿度 |sh l∀当

细胞汇合程度达到 {sh时 o胰酶消化 o对于转运实验 o将细胞

按 u ≅ ts
x个 r孔接种于 � ¬̄̄¬¦̈¯̄

×�膜 �°侧 o接种后每两天换

液一次 o一周后每日换液 o培养至 ut天 ∀培养过程用跨膜电

阻仪定期检测跨膜电阻值 k×∞∞� l∀

2q3  药物转运实验

2q3q1  浓度对 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t吸收转运的影响  用 ³� zqw的

��≥≥溶液配制浓度范围为 |qx ∗ v{sΛª# °�
pt的 ƒ�×≤ 2

� ⁄�2t溶液 o经过滤除菌 ∀取符合转运条件且细胞生长状态

完好的 � ¬̄̄¬¦̈¯̄
×�膜 o试验前用空白 ³� zqw的 ��≥≥溶液

vzε 培养 us°¬±后 o��≥≥清洗三遍 o洗去细胞单分子层表面

的杂质 ∀将 sqw°�各浓度的药物溶液加到 �°侧作为供给

液 o同时 ��侧加入 sqy°�空白 ³� zqw的 ��≥≥溶液作为接

受液 ∀将该装置放入 vzε ≤�u
恒温培养箱中孵育 ∀分别于

sqxotouov «从接受室取样 sqv°�o同时补加等量空白 ³�zqw

的 ��≥≥溶液 ∀

2q3q2  ƒ�×≤ 2� ⁄�2t吸收和分泌转运研究  用 ³� zqw的

��≥≥溶液配制浓度为 tssΛ°²̄ # �
pt的 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t溶液 o

经过滤除菌 ∀取生长 ut天符合转运条件且细胞生长良好的

� ¬̄̄¬¦̈ ¯̄
×�膜 o弃去细胞培养液 o然后用 vzε �¤±®. ¶溶液冲洗

单层细胞表面 v次 ∀对于从 �°2��转运 }将 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t溶

液 sqw°�加到 �°侧作为供给池 o同时在 ��侧加入 ³� zqw

�¤±®. ¶液 sqy°�作为接收池 ~对于 ��2�°转运 }将 ƒ�×≤ 2

� ⁄�2t溶液 sqy°�加到 ��侧作为供给池 o同时在 �°侧加

入 ³� zqw �¤±®. ¶液 sqw°�作为接收池 ∀给药后 o置于 vzε

≤�u
恒温培养箱中孵育 ∀分别在 sqxotouov«从接收池吸尽

接收液 o同时补加等量空白 ³� zqw的 �¤±®. ¶溶液 ∀

2q3q3  °2ª³专属抑制剂对 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t细胞转运的影响  

取生长 ut天符合转运条件且细胞生长良好的 � ¬̄̄¬¦̈ ¯̄
×�膜 o

弃去细胞培养液 o然后用 vzε �¤±®. ¶溶液冲洗单层细胞表

面 v次 ∀将含 tssΛª# °�
pt维拉帕米的 �¤±®. ¶溶液分别加

入供给池和接收池中 ovzε 共浴 us°¬±∀弃去培养液 o用

°�zqw�¤±®. ¶液配制成含 tssΛª# °�
pt维拉帕米的 wzqxΛª

# °�
pt的 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t溶液 ∀对于从 �°2��转运 }将药物溶

液 sqw °�加到 �°侧作为供给池 o同时在 ��侧加入 ³� zqw

�¤±®. ¶液 sqy°�作为接收池 ~对于 ��2�°转运 }将药物溶液

sqy °�加到 ��侧作为供给池 o同时在 �°侧加入 ³� zqw

�¤±®. ¶液 sqw°�作为接收池 ∀给药后 o置于 vzε ≤�u
恒温

培养箱中孵育 ∀分别于 sqxotouov«从接受室取样 sqv°�o

同时补加等量空白 ³� zqw的 ��≥≥溶液 ∀

2q4  ƒ�×≤ 2� ⁄�2t跨膜转运后是否降解的研究

2q4q1  高效凝胶色谱条件  ≥«²§̈ ¬¶∏ª¤µ®¶2{su柱 k日本 昭

和电工 l~流动相 }sqt°²̄ r��¤�u °�w 2�¤u � °�w
缓冲液 k³�

zqsl~激发波长 ¬̈w|x±°~发射波长 °̈ xtx ±°~柱温 }vsε ~

流速 }sqx°�# °¬±
pt
~进样量 }usΛ�∀

2q4q2  检测方法  分别将 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t跨膜转运前后的 �°

侧液及 ��侧液 o注入高效凝胶柱色谱 o通过保留时间来判断

多糖跨膜后是否发生了糖链断裂和降解 ∀

2q5  分析方法

样品用 ³� zqw �¤±®. ¶液定容至 t°�后 o用荧光分光光

度法测定其中的药物浓度 ∀测定条件 }激发波长 ¬̈ w|x±°~

发射波长 °̈ xtx ±°~狭缝宽度 ¬̈r̈ ° xqs±° rtsqs±°∀

2q6  数据分析

转运实验 }表观渗透系数 °¤³³代表药物转运能力的

大小 ∀

°¤³³� k§± r§·l rk� ≅ ≤s l

其中 §± r§·为单位时间药物转运量 kΛª# °¬±
pt
l~ �为

转运膜的面积 o此时 �为 sqy¦°
u
~≤s
为 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t的初始

浓度 Λª# °�
pt
~°¤³³单位为距离 r时间 k¦°# ¶

pt
l∀

外排率 °µ¤·¬²
代表药物净外排的能力的大小 o同时可以预

测外排作用引起的药物口服吸收减弱的程度 ∀

°µ¤·¬² � °¤³³o¥¤r°¤³³o¤¥

其中 °¤³³o¥¤为分泌表观渗透系数 k��2�°lo°¤³³o¤¥

为吸收表观渗透系数 k�°2��l∀

由于每次取样后都要补液 o对药物的通透产生了稀释作

用 o因而药物的累计通透量 ×� ¦∏° kΛª# °�
pt
l可由以下公式

校正 }

×� ¦∏° � �± n
∂ ¶±

∂ �

ρ
± pt

¬�s
�¬

其中 � ±
为第 ±个样品通透量的测定值 ~∂ ¶±为第 ±个样

品的采样体积 ~∂ �
为接收池的体积 ∀

3  结果

3q1  ≤¤¦²2u细胞完整性验证

光镜下细胞生长均匀 o边界清晰 o可清楚地看到细胞之

间的接触 ∀电镜下可以清晰地看到 ≤¤¦²2u细胞的紧密连接

以及微绒毛 o微绒毛的分化良好 ∀ ×∞∞� 值是评价细胞紧密

连接的重要指标 o从实验结果看 o随着培养天数的增加 o

×∞∞� 不断上升 o在 ut天时达到 yss以上 o同时 o细胞间转运

标志物 v
�甘露醇的通透量小于 sqxh r«o表明细胞间紧密连

接已经形成 ∀

3q2  浓度对 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t吸收转运的影响

以 ³� zqw的 ��≥≥为稀释介质 o配制浓度为 |qx ∗

v{sΛª# °�
pt的 ƒ�×≤ 2� ⁄�2t溶液作为供试液 o考察药物的

吸收转运情况 ∀加药前 o用 � ×× k噻唑蓝 l试验对 |qx ∗

v{sΛª# °�
pt的麦冬多糖 � ⁄�2t进行了细胞毒性的考察 o结

果未见有细胞毒 ∀ ƒ�×≤ 2� ⁄�2t累积转运结果见表 t∀以

ƒ�×≤ 2� ⁄�2t转运速率与药物浓度作图 o结果见图 t∀
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