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Caco．2单层细胞模型及其在药学中的应用 
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评估药物El服吸收效果的常用方法是整体动物 

实验。但由于动物有个体差异 ，测定建立分析生物 

样本 中药物的方法难度大，整体动物吸收代谢的耗 

药量大，周期较长。从 80年代起 ，国外开始应用一 

种人 结 肠 癌 细 胞 (the human COion carcinoma cell 

line，简称：Caco一2细胞)体外培养模型进行药物的吸 

收研究。Hidalgo等 通过实验证实在涂有胶原的 

多聚碳酸酯膜上培养的 Caeo-2细胞模型可作为小 

肠内皮细胞的转运模型 近年来，有关 Cam一2细胞 

模型成为研究热点。 

Caco一2细胞来源于人体结肠腺癌细胞。由于 

Caco一2细胞在培养条件下可自发进行上皮样分化并 

可形成紧密联结，其形态学、标志酶的功能表达及渗 

透特征与小肠类似，因而被太多数实验采用。Caco一 

2细胞模型可作为研究小肠表皮细胞药物转运和代 

谢的体外模型。其优点为：省时；可测定药物的细胞 

摄取及跨膜转运 ；Caco-2细胞内有药物代谢酶，可在 

有代谢状况下测定药物的跨膜转运；Caco-2细胞与 

肠上皮 近似；Caco一2细 胞易于 培养 且生命 力强； 

Caco-2细胞来源是人结肠癌细胞，同源性好；可用于 

区分肠腔内不同吸收途径的差别。但 Caco 2细胞 

也有一定的缺点，如：缺少肠壁的粘液层；缺少细胞 

异质性(单一细胞构成)；缺少部分代谢酶；屏障特性 

与结肠上皮细胞类似 ，而与小肠上皮细胞有一定差 

别。但大量的研究表明，Caco一2模型适用于新药开 

发的早期阶段 ，用来研究药物的吸收过程。 

1 Caco-2细胞体外模型 

1．1 Caeo-2细胞的模型建立及监测 
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1．1．1 模型建立 ．Caco一2细胞培养：Caco-2细胞培 

养 于 DMEM 培 养液 中，含 FBS(10％)，NEAA 

(1％)，L—glutamine(1％)，penicillin(1×10 U· 

mLI1)一streptomysin (1O0 fig·mL )，在 37℃ 的 

co2培养箱中培养待用。 

1．1．2 细胞极性 细胞极性可用监测刷状缘的标 

志酶、光学或电子显微镜来确认。碱性磷酸酶及蔗 

糖异麦芽糖酶可作为标志酶。两种酶的分布与细胞 

极性一致 

1．1．3 单细胞层完整性 Caco-2单细胞层的完整 

性可测定以下几个指标：① 用电子显微镜或光学倒 

置显微镜进行形态学检查 ；② 在单细胞层培养的不 

同阶段，测定碱性磷酸酶的活性，该酶是小肠刷状缘 

细胞的标志性酶；③ 测量单细胞层的电阻(TEER)； 

④ 标 志物被动扩散的跨膜通 量，通常用甘露醇， 

inulin，lucifer yellow等。甘露醇为小分子物质，有水 

溶性，非离子化 ，具膜通透性 ，不易代谢，而且可以放 

射性标记后使用，是一个较好 的指标；⑤ 用辣根过 

氧化物酶测胞饮功能。 

1．2 Caeo-2细胞模型的药物转运机理 

在 Caco-2细胞模型中，药物的转运过程为：药 

物分子从 Caco-2单细胞层的顶侧——肠腔侧 (AP 

侧)跨过 Cam一2单细胞层或经 由细胞闻隙到达基底 

侧(BL侧)(图 1)。药物跨过肠上皮有 4条途径 ：① 

被动转运；② 胞旁转运；③ 载体介导转运 ；④ 胞饮。 

吸收好的药物通常脂溶性较大，易分布于肠上皮细 

胞膜。由于刷状缘细胞面积巨大，此类药物基本上 

是经被动跨膜转运途径的。吸收缓慢且较差的药 

物 ，如亲水性药物 以及多肽等，不易分布至刷状缘， 

再由胞旁转运透过上皮。但由于刷状缘细胞面积远 

大于(≥100倍)细胞侧面联结问的面积l2J。这足以 

补偿两种转运闻的差别，所以亲水性药物跨膜转运 
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与胞旁转运几乎相当。对于亲水性药物的胞旁转运 

通路，有实验证 明紧密联结是限速 因素0 许 多 

Caco-2细胞模型的研究结果表明．在 Caco-2细胞模 

型有 3条主动转运途径H J：① 二肽载体 ；② P一糖 

蛋白；③ 寡肽载体 有些药物由于与营养物质结构 

相似可经主动转运吸收。其中多数是半载体介导一 

半被动转运吸收。若被动转运的渗透系数小，则载 

体饱和将使吸收分数下降 而对于 P一糖蛋 白介导 

的药物外排，其过程的饱和则可使吸收分数增加。 

胞饮作用由于容量小而极少被考虑。它主要用于大 

分子药物转运(如 Ag等)。 

图 1 ( c0 2单层 细胞模 型示 意圉 

AP侧 ：肠腔侧；BI 侧 ：基底侧 

1．3 Caeo--2细胞模型与小肠中药肆白转运的关系 

Artursson等_ 于 i996年通过对 2O多个化合 

物的研究 ，试图将 Caco一2细胞模型的表观渗透系数 

与口报 吸收相关联。表观渗透系数为 5×10 ～5 

×100 em·s。。。 表观渗透系数可由下式计算： 

P一 ：△Q／(At’A‘Coj 

其中 △Q为 △z内的转运量 ，A 为膜面积，C 为初 

始给药浓度。吸收良好的药物的表观渗透系数 P一 

>l0 cm-s ；吸收为 1％～100％的药物表观渗 

透系数 P pP为0．1×10 ～1×10 cm·s ；而吸收 

差的药物(即吸收<1％)的 P一<10 cm-s 。由 

于这一相关关系主要适用于被动转运，因此对吸收 

良好的药物(被动转运 )，Caeo一2细胞模型是一个研 

究药物 吸收的极好模型，而对 于吸收差的药物， 

Caeo-2细胞模型只能作为体内吸收的一个定性而非 

定量指标。在 Cae。 2细胞模型中吸收差的药物的 

透过速度是其在人的空肠中透过速度 的 3．33％～ 

1．25％。这可能由于 Caco-2细胞模型中紧密联结 

的掺透性 比正常小肠小。另一解释是吸收面 的差 

异 ，吸收差的药物在体内扩散距离加长，它虽不会使 

吸收面增加 ，但药物会通过基底部胞旁通路的缝隙 

被吸收进入体内，从而提高吸收分数。 

有研究【71表明 L—dopa、中性氨基酸等是经载体 

介导转运吸收的。其在 Caco~2细胞模型中的吸收 

约为体 内吸收 的 I％倍。而其他小分子有机物在 

Caeo一2细胞模型以及小肠吸收模型中有很好的相关 

性 所以．对于载体介导的药物转运而言，只有当 

cac。一2细胞上的相关载体充分表达后．药物在 Cam- 

2细胞模型中转运才能与体内转运状况相关，而且 

相关强度会 固化台物不 同而异。这也表明 Caeo一2 

细胞模型是被动转运途径较好的体外模型，对其他 

转运途径只可作为参考模型。 

2 Caco-2细胞模型主要应 用 

经过 2O多年的探索，Caco 2细胞模型现已被大 

多数人认可为小分子药物 口服吸收的体外筛选模 

型。主要应用于 以下几个方 面 ： 

2．1 研究口服药物的吸收特性 

2．1．1 研究药物的化学结构与吸收转运的关系 

了解化学结构对小肠吸收的影响，可太大促进有效 

口服药物 的发现。据报道 9j，一系列用 于减 肥的 

1，5一苯二氮萆类化台物(CCK-A受体激动剂)，其化 

学结构和吸收转运间(表观渗透系数 P 口p)有较强的 

相关关系。 

Log(P 。j=8．05—0．27×(Number of Hydrogen 

bonds)一0．0065×(Surface Area)+ 

0．03×(Solvation Energy) 

Hovggard L等 研究了 O—cyclopropane carboxylic 

acid ester前药的转运，发现增加亲脂性可使前药的 

通透性较母药提高 l7倍。因此，应用化学结构方面 

的信息(如 ：油水分配系数，氢键数，偶极矩和分子表 

面积等)，可以提高合成口服吸收较好的化合物的命 

中率 。 

2．1．2 预测药物在体 内的吸收 Obermeier MT 

等1] 研 究 了血管 紧张 素 II受 体 拮 抗 剂 BMS- 

183920，其在太鼠的生物利用度由于口服吸收不良， 

只有 11％。而对其 5种酰一酯类前药进行筛选 ，结果 

筛选 到 tetrazole-酯 的前 药。其 生 物利 用 度达 到 

37％ 

2．1．3 研究辅料 以及剂型对吸收的影响作用 

Hovgaard L等“ 研究了一些环糊精对吸收的促进 

作用，发现二甲基环糊精能使 PEG-4000的吸收提 

高 lO倍，而所用浓度对细胞的毒性很小。Ginski 

M_l 等利用 Caco-2细胞模 型来对体外溶出．体 内 

吸收关系进行预测 ，结果发现利用溶出／Caco-2细胞 

模型系统所预测出的溶出限速型或渗透限速型吸收 

与临床结果相一致。吡罗昔康具有较高渗透性和较 
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低的溶解度，但应用此系统可知：在速溶的处方中吡 

罗昔康是渗透限速型吸收，而在较慢溶出的处方中 

吡罗昔康是溶出限速型吸收。因而溶出／Caco 2细 

胞模型系统对处方的改进是一个十分有力的工具。 

2．2 研究 口服药物的 吸收转运机制 

Caeca2细胞模型可在体外研究药物的摄取_I 、 

代 谢【 、排 放I 和跨 细胞 转运 I”。Hidalgo IJ 

等ll 研究了大分子 中性氨基酸(LNAA)一苯丙氨酸 

(Phe)的转运 ，发现其从 AP到 BL的转运速度约是 

BL到 AP的 10倍 ，且 AP到 BL的转运是载体介导 

的，Phe的转运在有叠氮盐、哇巴因存在或缺少葡萄 

糖时会减少。Mas0n JB等1l 研究了叶酸在小肠 的 

转运，发现 pH影响了叶酸与小肠粘膜上的转运之 

间的亲和力 ，从而影响叶酸的吸收。 

小肠内代谢对药物吸收也有影响，因此 Caco-2 

细胞模型在药物代谢方面也有应用 J，L_Gan Ls 

等报道 Caco-2细胞可以产生碱性磷酸酶、二肽 

酶、氨基 肽 酶、7一glutamyl transpeptidase，peptidyl 

dipeptidase和微粒体酸(如：P45o3A4，3A5)等。已有 

文献对 P450酶表达的调节 一及转染特定 cDNAi 

进行了报道 ，这必将提高 Caco-2细胞模型在代谢研 

究方面的作用 

3 小结 

Caeca2细胞模型被广泛地应用药物吸收机理的 

研究 ，也被用于预测各种途径的药物转运，但相关关 

系最好的是被动跨膜转运，而对于载体介导的主动 

转运只能对部分药物进行预测。总之，用 Caco 2细 

胞模型可详尽地研究药物从 AP端跨过上皮 、细胞 

摄取 、代谢及 BL端的排放等细节，对于研究药物在 

小肠的吸收机理有重要意义。 
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