盐酸巴马汀在Caco-2细胞中的吸收机制研究
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摘要：目的：研究盐酸巴马汀在Caco-2细胞模型中的吸收机制。方法：用Caco-2细胞单层模型研究盐酸巴马汀的双向转运，并考察时间、药物浓度、抑制剂、pH值及温度对盐酸巴马汀吸收的影响。用高效液相色谱法检测药物浓度，计算其表观渗透系数。结果：盐酸巴马汀在Caco-2细胞模型中，从单层细胞层顶端到基底端的转运大于基底端到顶端的转运，随时间和浓度的增加，药物吸收呈饱和趋势，且P-糖蛋白（P-glycoprotein, P-gp）抑制剂维拉帕米、pH值和温度对它的转运有影响。结论：盐酸巴马汀在Caco-2细胞模型中的吸收主要是由载体介导的主动转运，且该主动转运的载体位于Caco-2细胞单层的顶端。
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Abstract:Objective: to investigate the absorption mechanism of palmatine chloride by using Caco-2 monolayer mode1.Methods: A Caco-2 cell monolayer model was used to investigate the bi-directional transport of palmatine chloride. The effect of time, drug concentration, temperature, pH and inhibitors on the absorption of palmatine chloride was studied. Apparent permeability coefficient (Papp) of palmatine was calculated based on quantitation by HPLC. Results: Directional flux studies with palmatine chloride suggested transport with the permeability in the apical to basolateral direction higher than that in the basolateral to apical direction. Transport of palmatine chloride could be of saturation with time and concentration, and it was also effected by P-glycoprotein inhibitor, pH and temperature.
Conclusion:The absorption of palmatine chloride in Caco-2 cell model was an active

 transportation mediated by transporter, which mainly located in the apical side of

Caco-2 cell monolayer.
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盐酸巴马汀(Palmatine chloride)系由毛茛科植物黄连(Coptis chinensis Franch.)的干燥根茎中提取得到的生物碱精制而成，具有较强的抗菌作用，其抗菌谱包括葡萄球菌、分枝杆菌和白色念珠菌等。动物试验研究表明盐酸巴马汀有促ACTH释放功能[1]，故具有抗炎作用。目前已有多篇文献报道利用紫外分光光度法[2]、胶束薄层扫描法[3]、高效毛细管电泳法[4]，高效液相色谱法[5]对盐酸巴马汀进行含量测定。有关盐酸巴马汀的吸收转运研究尚未见报道。药物肠吸收的研究方法被广泛采用的有3种：大鼠原位单次灌注法、外翻肠囊法和体外人结肠腺癌（human colon carcinoma cell line, Caco-2）细胞系[6]，其中Caco-2细胞系更适合高通量筛选，并已经成为一种预测药物在人体小肠吸收以及药物转运机制研究的标准体外筛选工具[7]。本实验首次建立Caco-2细胞模型用于研究盐酸巴马汀在小肠中的转运机制，探讨了时间、药物浓度、抑制剂、pH值和温度对细胞转运药物的影响，通过HPLC法测定转运前后的药物吸收情况以阐述盐酸巴马汀的吸收机制,以期为含有盐酸巴马汀的中药复方吸收机制研究提供参考。

1 仪器与试药
  DMEM高糖培养基购于Gibco公司；胎牛血清(FBS)和非必需氨基酸(NEAA)购自美国Hyclone公司；L-谷氨酰胺(L-glutamine) 购自MBCHEM公司；0.25 %胰蛋白酶-0.02 %EDTA溶液、青霉素(penicillin)—链霉素(streptomycin)溶液购自杭州吉诺生物工程公司；PBS缓冲液和Hank’s缓冲溶液(Hank’s balanced salt solution，HBSS)自配；碱性磷酸酶试剂盒为南京建成公司产品（批号：20081025）；普萘洛尔购自中国药品生物制品检定所（批号：100783-200401）；盐酸巴马汀购自中国药品生物制品检定所，（批号：110732-200907）。
T-25培养瓶、96孔普通培养板、孔ranswell培养板：美国Corning；IX51型倒置显微镜：日本OLYMPUS公司；Millicell-ERS跨膜电阻仪：美国Millipore公司；CO-150型INNOVA CO2培养箱：美国NBS公司；SW-CJ-2F双人双面超净工作台：苏州净化设备有限公司；飞鸽高速离心机：上海安亭科学仪器厂；CU-600电热恒温水槽：上海齐欣科学仪器有限公司；Waters 515高效液相色谱仪，2487单波长紫外检测器：Waters公司。
  Caco-2细胞株购自中国科学院上海生科院细胞资源中心（原代来源于美国ATCC：American Type Culture Collection）。实验所用的细胞代数为20～40代。
2 方法与结果

2.1 细胞培养 应用DMEM培养液（包括10％胎牛血清、1％非必须氨基酸、1％丙酮酸钠、1％谷氨酰胺和1％青链霉素）。细胞培养在25 cm2 卡氏培养瓶，置于37oC培养箱中，通入5％CO2，相对湿度90％。隔天换液，每5 d按1:3的比例传代。按照1×105个/ cm2的细胞密度接种到Transwell培养板上，用于细胞转运实验。接种后隔天换液，培养至21天，用电镜观察，以普奈洛尔通透量以及碱性磷酸酶和电阻值[8]作指标进行了鉴别，结果表明本实验室的Caco-2单层细胞在培养条件下具有微绒毛、紧密连接，普萘洛尔的渗透系数＞10-5 cm·s-1以及碱性磷酸酶定位于绒毛膜面，电阻值大于500 Ω•cm-2，可以作为小肠药物转运过程的研究模型。
2.2 溶液配制 
2.2.1 PBS缓冲溶液的配制：NaCl 8.0 g，KCl 0.2 g，NaHPO4·H2O 1.56 g，KH2PO4 0.2 g，加纯化水至1000 mL，调节pH至7.4，高压灭菌。

2.2.2 HBSS缓冲溶液的配制：NaCl 8.0 g，KCl 0.4 g，NaHPO4·12H2O 0.134 g，KH2PO4 0.06 g，葡萄糖1.0 g，加纯化水至1000 mL，调节pH至7.4，过滤灭菌。
2.2.3 盐酸巴马汀溶液的配制：精密称取盐酸巴马汀对照品适量，用空白HBSS溶液制成浓度分别为50、100、200 mol·L-1的盐酸巴马汀溶液。
2.2.4 MTT溶液：称取25 mg MTT， 溶于5.0 mL PBS中，搅拌溶解后，0.22 m微孔滤膜过滤除菌，分装后4oC避光保存，一周内使用。
2.3 分析方法

色谱柱为Phenomenex C18(4. 6 mm×250 mm，5 m)；流动相：乙腈-0.3%磷酸水(51∶49，含十二烷基磺酸钠1.7 g·L-1)；流速：1.0 mL·min-1；检测波长：345 nm；柱温：室温；进样量20 L。
数据分析  表观渗透系数(Papp )的计算：
　　        Papp = ( dQ / d t) / (A ×C0 )

其中dQ / dt为单位时间药物转运量（mol·s-1），A为转运膜的面积，此时A为1. 12 cm2；C0为盐酸巴马汀的初始浓度（mol·L-1），Papp值越大，通透率越高。用t检验对两组数据进行比较处理，均以x±s表示。
2.4  MTT法检测盐酸巴马汀对Caco-2细胞的抑制作用

MTT法检测原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性的MTT还原为难溶性的蓝紫色结晶物Formazan并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。DMSO能溶解细胞中的Formazan，用酶联免疫检测仪在570nm波长处测其光吸收值，可间接反映活细胞数量，在一定细胞数范围内，MTT结晶物形成数量与细胞数成正比，该方法已广泛应用于一些生物活性因子的活性检测。本试验取对数生长期Caco-2细胞，调整细胞密度至1×105个/ cm2，每孔加200L细胞悬液接种于96孔培养板，培养24 h后换液，实验组加入含盐酸巴马汀药物浓度分别为5、25、50、100、200、400 mol·L-1的培养液，对照组（有细胞，不加药）以及空白组（无细胞，不加药）只加培养液，每组设5个复孔，继续培养24 h后每孔加入5 mg/mL的MTT 20 L，再培养4 h后吸弃孔内培养液，每孔加150 L DMSO溶液，将96孔板置于双层空气恒温振荡器中，以转速为50 r/min振荡10 min，使结晶物Formazan充分溶解，在酶标仪上选择波长570 nm处，空白孔调零，测定各孔吸光度值。计算细胞存活率=(实验组吸光度值-空白组吸光度值)/（对照组吸光度值-空白组吸光度值)×100%。MTT检测结果表明随着盐酸巴马汀浓度在5～400mol·L-1范围内时，细胞存活率无突然下降，细胞存活率均在80%以上，是Caco-2细胞的安全浓度范围，结果见图1。
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图1 盐酸巴马汀的MTT测定结果柱状图
2.5  盐酸巴马汀细胞转运实验 用pH 6.5 HBSS溶液配制浓度为50、100和200 mol·L-1的盐酸巴马汀溶液，经过滤除菌，用空白pH 7.4 HBSS溶液冲洗Transwell板3遍，最后一次放培养箱中培养30 min。对于从Apical（又称黏膜侧，AP）侧到Basolatera（又称基底面侧，BL）侧的转运：将0.5 mL药物溶液加到AP侧作为供给池，同时BL侧加入1.5 mL空白pH 7.4 HBSS溶液作为接收池；对于从BL侧到AP侧转运：将1.5 mL药物溶液加到BL侧作为供给池，0.5 mL空白HBSS溶液加到AP侧作为接受池。将Transwell板置于37oC环境中振摇孵育，于给药后30，60，90，120，180 min不同时间分别吸取上、下层100 L接收液，同时补加相应37oC HBSS溶液100 L，每组平行3份实验，实验结束后再次测定Caco-2细胞跨膜电阻，其值＞500 Ω•cm-2，实验前后Caco-2细胞的紧密性没有变化，实验数据可靠。
2.5.1 盐酸巴马汀含量分析方法的建立  精密称取盐酸巴马汀对照品适量，用空白HBSS溶液制成浓度分别为1、2、4、8、16、20 mol·L-1对照品溶液，分别精密吸取20 L进样，测定峰面积。以浓度（X）对峰面积（Y）用加权最小二乘法进行回归计算，得直取盐酸巴马汀对照品适量，用空白HBSS溶液制成浓度分别为1、2、4、8、16、20 mol·L-1对照品溶液，分别精密吸取20 L进样，测定峰面积。以浓度（X）对峰面积（Y）用加权最小二乘法进行回归计算，得直线回归方程Y = 3.060×104 X-1.215×102，γ = 0. 9995，线性范围为1~20 mol·L-1。在线性范围其精密度和室温24 h的稳定性均小于2 %，方法回收率97.3 %-100.9 %。
2.5.2 双向转运  从AP侧-BL侧及BL侧-AP侧，观察低、中、高（50，100，200 mol·L-1）3个浓度的盐酸巴马汀跨细胞单层膜转运，AP侧为绒毛面，含有多种载体，发挥转运物质的作用，BL侧为基底面，相当于肠内壁，具有外排的功能。表1为120 min时的双向转运过程中，盐酸巴马汀在Caco-2细胞模型中的AP侧-BL侧转运的表观渗透系数与BL侧-AP侧转运的表观渗透系数以及两者之间的比值Papp A→B /Papp B→A。
表 1  不同浓度盐酸巴马汀双向转运的渗透系数Papp
	浓度                 Papp / (1 ×10 - 5 cm ·s-1) 

/(mol·L-1)            AP→BL             BL→AP      Papp A→B /Papp B→A 
                                   

	50                 1.664±0.063         0.813±0.022        2.05

100                0.981±0.012         0.517±0.077        1.90

200                0.802±0.013         0.425±0.048        1.88


注：*P＜0.05, 50 mol·L-1 vs 100 mol·L-1 vs 200 mol·L-1, n=3, x±s.
2.5.3 时间对盐酸巴马汀的转运影响  在Caco-2细胞单层模型中，给低、中、高（50、100、200 mol·L-1）3个浓度的盐酸巴马汀后，分别在30，60，90，120，180 min不同时间取样，精密吸取样品溶液20 L,按2.3项下色谱条件测定浓度，计算其表观渗透系数，结果见图2。

[image: image2.emf]0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

0 50 100 150 200

t/min

P

app

/10

-5

cm

·

s

-1

a

b

c


图 2.   时间和浓度对盐酸巴马汀的表观系数Papp的影响（AP-BL） a:50mol·L-1  b:100mol·L-1   c:200mol·L-1
2.5.4 维拉帕米对盐酸巴马汀转运的影响  Caco-2细胞单层顶侧膜上有丰富的P-gp的表达，P-gp可以把药物从细胞中向细胞外排。维拉帕米为P-gp转运蛋白抑制剂，在100mol·L-1 的盐酸巴马汀溶液中加入100 mol·L-1的维拉帕米后，盐酸巴马汀在Caco-2细胞中的双向转运渗透系数Papp值见表2。

表 2  维拉帕米对盐酸巴马汀双向转运的影响

	样品
	       转运方向
	 Papp / (1 ×10 - 5 cm ·s-1)

	 100 mol·L-1 palmatine chloride
	       AP→BL
	     0.981±0.012

	
	       BL→AP* *
	     0.517±0.077

	100 mol·L-1 palmatine chloride +100 mol·L-1verapamil
	       AP→BL
	     1.006±0.014

	
	       BL→AP
	     0.336±0.040


注：* * P＜0.01 vs 100 mol·L-1 palmatine chloride + verapamil, n=3, x±s.

2.5.5 pH值对盐酸巴马汀转运的影响  分别在介质pH 值为5.5，6.5，7.4，8.0的条件下，测定给药2 h后的Caco-2细胞对盐酸巴马汀的转运量并计算Papp值，经统计学处理发现各质量浓度的Papp值有显著性差异（P﹤0.05），结果见图3。结果显示偏碱性的介质有利于Caco-2细胞对盐酸巴马汀的吸收。药物的被动吸收与药物在细胞膜上的穿透性及其与脂质膜的亲和力有关，一般脂溶性的药物更有利于被动吸收。由于盐酸巴马汀在酸性介质中以盐的形式存在，在碱性介质中以游离化合物存在，所以在酸性介质中脂溶性必然比原型化合物小很多，故吸收明显减弱，所以偏碱性介质有利于盐酸巴马汀的吸收。
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图 3  pH值对盐酸巴马汀在Caco-2细胞中转运的影响
注:* P﹤0.05 vs pH 6.5 vs pH 7.4 vs pH 8.0，n = 3,x±s.
2.5.6 温度对盐酸巴马汀转运的影响  给药后测定4 oC，25oC，37oC时盐酸巴马汀在Caco-2细胞中的渗透系数分别为（0.228±0.385）×10-5，（0.422±0.112）×10-5，（0.962±0.099）×10-5，经t检验，两者有显著差异，可见温度对盐酸巴马汀在Caco-2细胞中的转运有影响。
3 讨论

3.1 
如果细胞对药物的吸收是经某一载体而转运，则药物的最初吸收量会随药物浓度的增加而呈现非线性增加的特征[9]，本研究结果显示，盐酸巴马汀的低、中、高3个浓度的Papp值均为AP侧-BL侧>BL侧-AP侧，经t检验，不同浓度的通透性有显著性差异，且Papp值随浓度增加而下降，说明盐酸巴马汀在Caco-2细胞单层模型中的转运不依赖化合物浓度。3个浓度盐酸巴马汀AP侧-BL侧的Papp值前90 min近似成线性，90 min后转运载体逐渐饱和，Papp值趋向饱和，且随浓度增大，线性部分斜率变小，即转运速率变小，Papp值随浓度增加逐渐变小，提示了盐酸巴马汀的吸收随浓度增加有饱和趋势。表明盐酸巴马汀在Caco-2细胞模型中的吸收主要是由载体介导的主动转运，且该主动转运载体位于Caco-2细胞单层的AP侧。Caco-2细胞的AP侧含有典型的小肠微绒毛水解酶和各种营养物质的转运载体，可发挥主动转运物质的作用。P-糖蛋白和多药耐药蛋白是Caco-2细胞中两种主要的转运蛋白。两者均能发挥外排泵作用，能将细胞内的化合物逆浓度梯度运至细胞外，本实验中加入维拉帕米后，盐酸巴马汀的吸收转运增加，外排转运减少，但对吸收转运的促进作用小于对外排转运的抑制作用。加入抑制剂前后的外排表观渗透系数有极显著性差异（P<0.01），而吸收表观转运系数略有增加但无显著性差异。提示盐酸巴马汀在Caco-2细胞单层中的转运存在P-gp 转运蛋白的外排作用。载体介导转运的共同特征是对温度敏感 [10]。载体是存在于细胞膜上的蛋白体，在合适的温度下才有活性。随着温度的下降，其活性逐渐减弱直至失活，因此温度对它的功能的影响很大。由此说明盐酸巴马汀在Caco-2细胞的转运为某一载体介导的主动转运。
3.2 许多研究表明[11，12]，培养成熟的Caco-2细胞是致密的单层细胞，具有与正常的小肠上皮细胞相同的极性，与整体吸收有良好相关性，并可在细胞水平上提供药物分子透过小肠黏膜的吸收、代谢、转运的综合信息，是研究药物吸收机制、生物利用度、安全性及新药剂型设计的良好的工具。但是，Caco-2细胞来源于结肠，缺乏分泌粘液的杯状细胞，因而缺乏分泌粘液的功能[13]，且Caco-2细胞缺少或低表达某些药物代谢酶和转运体。所以，有待与整体动物实验数据相结合，为进行盐酸巴马汀及含有这种化合物的中药复方的吸收机制研究提供参考。
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