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摘  要: 采用 Caco-2单层细胞模型体外模拟马氏珠母贝高 F 值寡肽( PHFP)小肠吸收, 研究结果

显示:无论是 AP 面 yBL 面还是 BL 面 yAP 面, PHFP 的吸收量均呈增加趋势。添加 P-糖蛋白的

专属抑制剂维拉帕米后, AP y BL 的渗透系数由原来的 61 83 @ 10-7 cm / min 提高到 81 16 @ 10-7

cm / m in,而 BL y AP 渗透系数由81 84 @ 10
-7

cm/ min降低到 21 20 10
-7
cm / min, 说明 PHFP 溶液在

Caco-2细胞中的转运存在外排泵的作用。并且, PHFP 在 Caco-2细胞转运过程中被细胞中所存在

的代谢酶所代谢,而添加维拉帕米后, PHFP的代谢量有所降低。
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Abstract: T he transpor t of PHFP across a Caco-2 monolayer w as studied in this manuscript . T he

results show ed that the abso rpt ion quant ity of PHFP increased either AP y BL or BL yAP. Af ter

adding the inhibitor of P-glycoprotein verapamil, the permeability coef f icient ( AP y BL ) increased

from 61 83 @ 10-7 cm/ m in to 81 16 @ 10-7 cm/ min, and the permeability coef ficient ( BL y AP)

decr eased from 81 84 @ 10-7 cm / min to 21 20 @ 10- 7 cm / min. T his results indicated that ther e

existed an ef f lux sy stem and par ts of PHFP w ere metabolized by metabolic enzymes o f cells

during the t ransport , and the metabolism yield of PHFP decreased af ter adding verapamil.
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  目前酶解蛋白制备生物活性肽及其吸收机制

一直是研究的热点
[ 1- 2]

, 现已经发现, 小肽(主要是

二肽和三肽)和氨基酸存在两种相互独立的吸收转

运机制。自由氨基酸通过刷状缘膜由特殊的氨基

酸转运系统进入肠上皮细胞,小肽则通过特殊的肽

转运系统进行转运,肽转运系统位于小肠上皮细胞

的刷状缘膜 [ 3]。营养物质的吸收主要在小肠绒毛

上的吸收细胞进行, 近十几年来, 国外已普遍采用

组织细胞模型作为营养物质吸收研究的工具, 包括

有 Caco-2单层细胞模型、MDCK细胞模型、MDR1-

MDCK 细胞模型及 ECV304 细胞模型。Caco-2 单

层细胞模型是最为普遍应用的一种模型, Caco-2 细

胞是人结肠癌细胞, 在经过 3周的培养, 细胞分化

形成单层细胞, 并且具有成熟肠上皮细胞的形态及

功能特性(微绒毛结构、二肽/三肽、氨基酸和葡萄

糖转运系统、顶端致密的单层结构及各种绒毛水解

酶的表达) ,因此,大量的研究已经将其作为一种肠

道吸收的体外评价[ 4- 6]。近年来, 已经有不少研究

者采用 Caco-2单层细胞模型研究了蛋白水解来源

肽或肽类药物的体外肠道模拟吸收机制
[ 7- 8]
。作者

建立了 Caco-2 单层细胞模型,并且运用 Caco-2 单

层细胞模型研究马氏珠母贝高 F 值寡肽的跨膜转

运机制从而探讨高 F 值寡肽在小肠中的吸收转运

机制,为高 F 值寡肽在人体内吸收机制的研究提供

理论基础。

1  材料与方法

11 1  材料

马氏珠母贝高 F 值寡肽制品( PHFP) : 根据参

考文献[ 7]制得; Caco-2人结肠癌细胞: 购自上海细

胞库;维拉帕米:购自广东华南药业集团有限公司;

高糖 DEME培养基( GIBCO)、胎牛血清(杭州四季

清)、双抗( GIBCO)、胰蛋白酶( GIBCO)、HBSS 平

衡盐溶液( GIBCO)、12 孔 T ransw ell 培养板( Cor-

ning Costar ) :均购自广州威佳生物技术有限公司。

11 2  试剂与仪器
数显 PHS-25C 酸度计: 上海康仪仪器有限公

司产品; AUW120 电子天秤:日本岛津仪器公司产

品; DK98-1水浴锅:天津市泰斯特仪器有限公司产

品; U V-2102紫外可见分光光度计: 尤尼柯(上海)

仪器有限公司产品; RCO3000T-5-VBC CO2培养

箱:美国热电集团公司产品; SW-CJ-2FD 无菌工作

台:常州诺基仪器有限公司产品;倒置显微镜: 日本

OLYMPU S公司产品; U LT1386-3-V40超低温冰

箱, 美国热电集团公司产品; 立式蒸汽灭菌锅,

LDZX-30KBS:上海申安医疗器械厂产品; TDL-5-A

低速台式离心机: 上海安亭科学仪器厂产品; M il l-i

cel-l ERS细胞电阻仪: 密理博( M illipor e)中国有限

公司产品。

11 3  实验方法

11 31 1  Caco-2细胞培养  由细胞库购买的细胞为
已复苏好的细胞, 收到细胞后, 将原瓶中的培养液

吸出,只留 5 mL, 然后将培养瓶置于 37 e , 5% CO2

培养箱内培养过夜, 第二天传代。传代时, 先采用

PBS清洗 1~ 2次, 使用质量分数 01 25%胰蛋白酶
(含质量分数 01 05% EDT A)混合液消化 2 m in, 加

入含有体积分数 10%胎牛血清的高糖 DEME 8~

10 mL 培养液,终止消化, 然后采用吸管吹打呈细

胞悬液, 1瓶传 3瓶。培养过程中, 每天观察细胞状

态, 当细胞长满培养瓶时即可传代。

11 31 2  Caco-2单层细胞模型的建立 [ 7]  待细胞培

养到良好状态时候,将细胞接种在 12孔 Costar Tr-

answ ell插入式培养皿中, 接种密度为 1 @ 105个/

mL,每孔 01 5 mL,基底侧加入培养液 11 5 mL, 细胞

培养 21 d后根据测定跨膜电阻 T EER和有无酚红

泄漏检验模型(一般在 21~ 28 d内均能使用) ,当跨

膜电阻> 2008 # cm-2 , 无酚红泄漏时即可用于吸收

实验,见图 1。

图 1 Caco-2体外细胞培养模型

Fig. 1  Caco-2 cell culture model in vitro

11 31 3  马氏珠母贝高 F 值寡肽于 Caco-2 单层细

胞模型中吸收实验  将建好的 Caco-2单层细胞模

型取出, 吸去小室及基底部培养液, 用 HBSS 轻轻

洗涤 2 次, 在小室中加入 pH 61 0 的 buf fer ( HB-

SS) , 在基底部加入 pH71 4的 buf fer ( HBSS) 在 37

e 培养箱中培养 15 m in,然后取出T ransw ell板,吸

取小室( AP)及基底部( BL)中的 HBSS buf fer。吸

收实验 AP y BL: 在 A P 中加入含有 PHFP 的 HB-

SS 01 5 mL, 在 BL 中加入 HBSS11 5mL ( A-B) ; BL

yAP 在 BL 中加入含有 PHFP 的 HBSS 11 5 mL,

在 AP 中加入 HBSS 01 5 mL( B-A ) ; 同时采用维拉

帕米( VP)抑制 P-糖蛋白,研究高 F 值寡肽是否受

P-糖蛋白外排泵作用的影响。样品质量浓度: 1
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mg/ mL,采用 HBSS溶解, 37 e 保温时间 8 h,在保

温过程中每隔一段时间( 15、30、45、60 min, 11 5、
21 0、3、4、6、8 h)取出 AP 中溶液 01 1 mL, BL 中溶

液 01 2 mL 测定 PHFP 含量。

11 31 4  紫外分光光度法测定高 F 值寡肽含量

1) 标准曲线的绘制  取纯度> 99%的标准肽

( GSH ) ,采用 HBSS 溶解分别配制成0、1、3、5、7、10

Lg/ mL; 在波长为 214 nm 波长下检测, 绘制标准曲

线,见图 2。得到标准曲线方程: y = 01 013 4x +

01 002 9,决定系数 01 995,说明线性关系良好。

图 2 GSH标准曲线

Fig. 2  Standard curve of GSH

  2) 溶液中高 F 值寡肽含量测定  将每隔一段

时间取出的溶液,根据标准曲线吸光值范围进行稀

释,然后按标准曲线测定方法进行测定。

11 31 5  数据分析

表观渗透系数( Papp )的计算:

化合物在 Caco-2 单层细胞模型中的 Papp值按

下式计算:

P app= dQ/ dt @ 1/ 60 @ 1/ A @ 1/ C0 式 1

上式中, P app单位为 cm/ S; Q是积累转运量,代表化

合物在接收端 ( receiv er )出现的总量, 单位为 Lg,

dQ/ dt是速率, 单位为 Lg / min; C0是化合物在给予

端( donor)的初始质量浓度,单位为Lg / L , A 是聚碳

酯膜的表面积, 单位为 cm
2
。

由于每次取样后都要补液, 对物质的通透产生

了稀释作用,因而物质的累积浓度 TRcum(Lg / mL)

进行公式校正。

T Rcum = An+
V sn

V R
E

n- 1

i= 0
A i

其中 A n 为第 n个样品通量的测定值; Vsn 为第 n

个样品的采样体积; VR为接收池的体积。

2  结果与讨论

21 1  Caco-2单层细胞模型的建立

迄今为止, Caco-2细胞已经广泛用于建立小肠

上皮细胞模型, 虽然 Caco-2细胞是从人的结肠中分

离得到的细胞,显示了肠上皮细胞样的分化并形成

刷状缘膜。这些细胞的许多生物化学特性如: 酶的

表达、褶皱的形成都与小肠粘膜类似
[ 9]
。

显微镜观察 Caco-2 细胞显示(见图 3) : Caco-2

细胞生长均匀,边界清晰, 可以清楚的看见细胞之

间的接触,表明 Caco-2细胞生长到一定周期具有形

成紧密的细胞单层的特性。

图 3 显微镜观察下 Caco-2 细胞

Fig. 3  Microscopic observation results of Caco-2

21 2  马氏珠母贝高 F值寡肽于 Caco-2单层细胞模

型中的转运

以 1 mg/ L 高F 值寡肽溶液作为待测液进行转

运实验,分别测定马氏珠母贝高 F 值寡肽在 AP 面

和 BL 面的吸收总量与吸收时间的关系(见图 4)。

图 4 PHFP 在 Caco-2 细胞中的转运

Fig. 4  PHFP transport through Caco-2 cells

  研究结果表明: 随着孵育时间的延长, 无论是
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AP 面y BL 面还是 BL 面 y AP 面, 高 F 值寡肽的

吸收总量均呈增加趋势, 渗透系数结果见表 1。

表 1 PHFP 在 Caco-2 单层细胞转运中的表观渗透系数 ( n

= 3)

Tab. 1  The permeability coefficient ( Paap) through Caco-2

monolayer for PHFP

试 样

Papp/ ( @ 10- 7 cm/ min)

AP-BL BL-AP
AP-BL+

VP
BL-AP+

VP

PH FP
( 1 mg/ mL )

61 83 ?
01 98

81 84 ?
11 11

81 16 ?
01 79

21 20 ?
01 67

  从表中结果可明显看出: Papp( BL-AP) 略大于

Papp( AP-BL) ,为了进一步研究马氏珠母贝高 F 值

寡肽的跨膜转运是否存在载体外排机制, 作者测定

了维拉帕米存在下马氏珠母贝高 F 值寡肽溶液在

Caco-2单层细胞中转运的渗透系数, 结果见图 5 及

表 1。

图 5  维拉帕米存在下 PHFP 在 Caco-2 细胞中的转运

Fig. 5  PHFP transport through Caco-2 cells with vera-

pamil

  P-糖蛋白( P- glycoprotein )是由多药耐药 (

mult idrugresistance, MDR) 基因编码的相对分子

质量为170 000的膜蛋白, 由 1 280 个氨基酸组成,

属于 ABC( ATP binding cassert )家族的成员, 是一

种能量依赖性的药物外排泵, 通过 A TP 供能
[ 10]
。

P-糖蛋白可将多种化学上不相关的内源性和外源

性的化合物排除细胞膜外 [ 11]。该蛋白具有能量依

赖性地将化合物从肠浆膜转运到肠黏膜而排入肠

腔的作用, 从而导致化合物吸收量减少。P-糖蛋白

存在于 Caco-2细胞 AP 面的细胞膜上,它将细胞内

高 F 值寡肽作为底物排出细胞外,使得 AP y BL 的

转运速率减慢, 而 BL y AP 的转运速率增大。维拉

帕米是 P-糖蛋白的专属抑制剂, 100 mg/ L 维拉帕

米基本抑制了 P-糖蛋白的外排作用, 提高 AP y BL

的的转运速率, 降低 B y A 转运速率。表 1同时也

显示了维拉帕米存在下 PHFP 溶液在 Caco-2单层

细胞中转运的渗透系数, 从表中结果可看出, 在维

拉帕米存在, AP yBL 的渗透系数由原来的 61 83 @
10-7cm/ min提高到 81 16 @ 10-7cm/ m in,而 BL y AP

渗透系数由 81 84 @ 10-7 cm/ min降低到 21 20 @ 10-7

cm / min,说明高 F 值寡肽溶液在 Caco-2细胞中的

转运存在外排泵的作用。

马氏珠母贝高 F 值寡肽的相对分子质量范围

约在 200~ 1 000 之间, 小肠组织中含有肽及拟肽类

的特异性转运载体, 例如, 转肽载体 I ( PEP1)。在

胃肠道内,这些肽转运载体被大量表达并对二肽和

三肽及一些非肽类化合物进行特异性转运,但是不

能转运分子量较大的寡肽
[ 12]
。高 F 值寡肽在 Ca-

co-2细胞中的转运过程,是否存在转肽载体的转运

作用有待进一步的研究。

21 3  马氏珠母贝高 F值寡肽于 Caco-2单层细胞模

型中的代谢

肠上皮细胞表达各种酶,如氨肽酶、磷酸酶、淀

粉酶等。已经有研究显示 Caco-2细胞至少表达 8

种肠上皮细胞刷状缘特征的氨基肽酶
[ 13]
。在这些

酶中,二肽基肽酶( DPPIV )的表达活性最高, 大约

占到合成酶的 85% [ 14]。由于 Caco-2单层细胞中存

在的各种代谢酶,马氏珠母贝高 F 值寡肽在 Caco-2

细胞中的转运过程中, 有很大一部分被这些代谢酶

所代谢吸收。图 6显示了马氏珠母贝高 F 值寡肽

在 Caco-2细胞中被代谢的比例。图中, Contro l为

加入的 PHFP 浓度, PHFP( AP)为高 F 值寡肽由

AL 到 BP 的转运, PHFP( BL)为高 F 值寡肽由 BP

到 AL 的转运, PHFP( AP+ V P)为维拉帕米存在

下, 高 F 值寡肽由 AL 到 BP 的转运, PHFP( BL+

VP)为维拉帕米存在下, 高 F 值寡肽由 BP 到 AL

的转运, PHFP 代谢量为保温前后 PHFP 总量差值

与保温前 PHFP 总量的比值。

图 6 PHFP 在 Caco-2 细胞中的代谢

Fig. 6 Metabolic ratio of PHFP in Caco-2 cells

  从图中结果可看出, 很大一部分的马氏珠母贝
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高 F值寡肽在 Caco-2 细胞转运过程中被代谢, 由

于顶端膜表达的代谢酶较多, 因此,位于顶端的高 F

值寡肽被代谢的量均高于位于底端的高 F 值寡肽。

而添加维拉帕米后, 高 F 值寡肽的代谢量有所降

低,可能维拉帕米对一些降解酶存在抑制作用。

3  结  语

马氏珠母贝高 F 值寡肽在 Caco-2单层细胞中

的转运存在外排泵的作用,并且, 部分 PHFP 在 Ca-

co-2单层细胞转运过程中被细胞中存在的代谢酶

所代谢。马氏珠母贝高 F 值寡肽在 Caco-2单层细

胞模型中的转运机制研究为进一步探讨高 F 值寡

肽在人体内的生物利用度奠定了基础。
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