
书书书

·实验研究·

钩藤碱在Ｃａｃｏ２细胞模型中吸收规律研究
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［摘要］目的　建立体外模拟体内肠道细胞———人结肠癌上皮细胞（ｔｈｅｈｕｍａｎｃｏｌｏｎａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ，

Ｃａｃｏ２）的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ模型，以此研究钩藤碱在Ｃａｃｏ２细胞模型上的跨膜转运特征。方法　采用聚酯碳酸酯膜

连续培养Ｃａｃｏ２细胞２１ｄ，形成致密的单层细胞模型。然后对影响钩藤碱在Ｃａｃｏ２细胞模型上转运特征的因

素（包括浓度、时间及跨膜转运蛋白Ｐ糖蛋白）进行考察；同时采用液相色谱质谱法对溶液中钩藤碱的含量进

行测定。结果　钩藤碱在 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ系统上的转运量具有一定的浓度时间依赖性，主要以主动转运的方式进行

吸收，且随着时间和药物浓度的增加，转运量明显增加。不同浓度钩藤碱从细胞基底侧（ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌ，ＢＬ）到细胞

刷状缘侧（ａｐｉｃａｌ，ＡＰ）的表观渗透系数（ａｐｐａｒｅｎｔｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，Ｐａｐｐ）与ＡＰ侧到ＢＬ侧的Ｐａｐｐ比值均

在１．５以上，且钩藤碱从ＢＬ侧到ＡＰ侧的外排速率明显高于从ＡＰ侧到ＢＬ侧的吸收速率。当加入Ｐ糖蛋白

抑制剂后，药物由ＢＬ侧向ＡＰ侧的转运量显著减少，而由ＡＰ侧到ＢＬ侧的转运量显著增加。结论　钩藤碱在

Ｃａｃｏ２细胞上转运存在一定的浓度及时间依赖性，且Ｐ糖蛋白介导钩藤碱在Ｃａｃｏ２细胞上转运。

［关键词］钩藤碱；Ｃａｃｏ２细胞；Ｐ糖蛋白；液相色谱质谱法；吸收
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　　钩藤（犝狀犮犪狉犻犪狉犺狔狀犮犺狅狆犺狔犾犾犪）作为传统中药

在中国已有悠久的使用历史，为茜草科钩藤属［１］。

钩藤具有清热平肝、息风定惊的功效，主要用于治疗

癫痫及头痛眩晕等症［２］。钩藤中主要的活性成分为

吲哚类生物碱，约占钩藤含量的０．２％，而在这些生

物碱中以钩藤碱含量最高，占２８％～５０％，其余生

物碱还包括去氢钩藤碱、异钩藤碱、柯诺辛碱等［３４］。

现代中药药理学研究表明，钩藤碱主要作用于中枢

神经系统和心血管系统，有抗焦虑、镇静、降压及保

护脑缺血等作用［５８］，具有广阔的开发前景。

人结肠癌上皮细胞（ｔｈｅｈｕｍａｎｃｏｌｏｎａｄｅｎｏｃａｒ

ｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ，Ｃａｃｏ２）单层模型中，培养成熟的细

胞可形成细胞极性和致密单层。Ｃａｃｏ２细胞单层

模型的结构和功能与机体小肠上皮细胞十分相近，

还有微绒毛、紧密连接等结构，并含有与小肠刷状缘

上皮相关的转运体和酶系［９］。完全分化的Ｃａｃｏ２

细胞单层已经被广泛地确定为一种可以使用的体外

模型，经常用来评价药物的跨膜吸收、胞旁转运及受

体介导的转运［１０１１］。

　　为了对钩藤碱作进一步的开发，本实验首次采
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用液相色谱质谱法对钩藤碱在Ｃａｃｏ２细胞上的转

运特性进行研究。

１　材料

１．１　药物与试剂　钩藤碱（纯度９８．０％，批号

ＳＴ０７８４０１２０）：上海诗丹德生物科技有限公司；胎牛

清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）：美国Ｇｉｂｃｏ公司；维

拉帕米（批号 ＨＹＡ００６４）、普萘洛尔（批号 ＨＹ

Ｂ０５７３）：ＭＣＥ中国公司；乙腈（批号１０９６５９２９８３３）、

甲醇（批号１０９９９３３３５９０９）：德国 Ｍｅｒｃｋ公司。

１．２　主要仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪、

ＳＰＤ型紫外检测器：美国安捷伦科技有限公司；

ＸＳ２０５ＤＵ型十万分之一电子天平：德国 Ｍｅｔｔｌｅｒ

Ｔｏｌｅｄｏ公司；ＫＱ３００ＤＢ数控超声仪：江苏省昆山

市超声仪器有限公司；ＭｉｌｌｉＱ 超纯水系统：美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

２　方法

２．１　Ｃａｃｏ２细胞模型的建立　按照文献［１２］方法

建立 Ｃａｃｏ２细胞模型。采用 ＤＭＥＭ 培养基（含

１０％ＦＢＳ、１％非必需氨基酸、１％ Ｌ谷氨酰胺以及

１％青链霉素）于３７℃、５％ＣＯ２ 条件下进行培养。

当细胞密度达到８０％时，加入０．２５％胰酶ＥＤＴＡ

消化，调整Ｃａｃｏ２细胞密度为５×１０４／ｍＬ。将细胞

接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室进行生长，细胞刷状缘侧

（ａｐｉｃａｌ，ＡＰ）加容积为０．４ｍＬ的悬浮液，细胞基底

侧（ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌ，ＢＬ）加入０．６ｍＬ培养液，在第１周

内，隔天换液，从第２周开始，每日换液，在第２１天
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时，即可进行相关转运实验。在这一过程中测定跨

上皮电阻值（ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＴＥＥＲ）。观测Ｃａｃｏ２细胞形态学变化，测定Ｃａｃｏ

２细胞单层ＴＥＥＲ值以及肠刷状缘细胞标志酶———

碱性磷酸酶的活性，建立并验证Ｃａｃｏ２细胞模型。

２．２　细胞毒性实验　取对数生长的Ｃａｃｏ２细胞，

设置为每孔１０００个细胞，放入９６孔板中进行培

养，置于３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育。培养２４ｈ

后，使用 Ｈａｎｋ平衡盐溶液（Ｈａｎｋｓｂａｌａｎｃｅｄｓａｌｔ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＨＢＳＳ）润洗细胞，加入不同剂量的药物，

每个剂量设置３个复孔，培养４ｈ。结束孵育后，每

孔加入ＣＣＫ８１０μＬ，置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中

孵育２ｈ，在酶标仪上测定吸光度，其测定吸收波长

为４９０ｎｍ。实验中另设不加细胞的空白对照组，以

及只加细胞不加任何药物样品溶液的阴性对照组。

根据测得的吸光度，计算细胞存活率。

２．３　钩藤碱溶液的配制　精密称取３．５６ｍｇ的钩

藤碱样品于１．５ｍＬＥＰ管中，之后添加１８５．２μＬ

ＤＭＳＯ溶剂溶解，涡旋３ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３

ｍｉｎ，配置成浓度５０ｍｍｏｌ／Ｌ 的储存液，溶液中

ＤＭＳＯ浓度低于０．１％，－２０℃保存。实验操作当

日，从５０ｍｍｏｌ／Ｌ中取１０μＬ，加入１０μＬ１００％

ＤＭＳＯ，然后用 ＨＢＳＳ稀释成５００、２５０、１２５、６２．５、

３１．２５、１５．６３μｍｏｌ／Ｌ钩藤碱溶液。

２．４　分析样品处理　精密量取钩藤碱跨膜转运液

１００μＬ，加甲醇９００μＬ稀释，超声５ｍｉｎ，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液。

２．５　液相色谱质谱分析

２．５．１　液相色谱条件　ＷａｔｅｒｓＳＢＣ１８色谱柱（２．１

ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ），流动相乙腈（Ａ）０．１％甲酸

（Ｂ）梯度洗脱（０～２ｍｉｎ，１５％～１５％ Ａ；２～５ｍｉｎ，

１５％～５０％ Ａ；５～５．１ｍｉｎ，５０％～９０％ Ａ；５．１～

６．５ｍｉｎ，９０％～９０％ Ａ；６．５～７ｍｉｎ；９０％～１５％

Ａ；７～９ｍｉｎ，１５％～１５％ Ａ）；运行时间：９ｍｉｎ；流

速：０．４ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１μＬ；柱温：４℃。

２．５．２　质谱检测参数　电喷雾电离（ＥＳＩ源），正离

子模式，多反应检测扫描，离子源温度５００℃，离子

化电压５０００Ｖ，雾化气（ＧＳ１）３４５ｋＰａ，辅助气

（ＧＳ２）３４５ｋＰａ，用于定量分析的化合物为钩藤碱检

测离子对，犿／狕为３８５．２１→１７８．１。

２．６　药物转运实验　用 ＨＢＳＳ缓冲液将培养２１ｄ

的Ｃａｃｏ２单层细胞膜冲洗３次，最后１次在３７℃培

养箱中平衡２０ｍｉｎ。①ＡＰ→ＢＬ侧的转运。将各浓

度的钩藤碱溶液０．４ｍＬ加到细胞ＡＰ侧作为供给

池，同时ＢＬ侧加入空白的 ＨＢＳＳ溶液０．６ｍＬ作为

接受池。②ＢＬ→ＡＰ侧的转运。将各浓度的钩藤碱

溶液０．６ｍＬ加到ＢＬ侧作为供给池，同时ＡＰ侧加入

空白ＨＢＳＳ溶液０．４ｍＬ作为接受池。置于３７℃、５５

ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床上孵育，分别于载药后３０、６０、９０、

１２０ｍｉｎ于接收液侧采样１００μＬ，同时补加相同容积

ＨＢＳＳ缓冲液，每组平行３个孔，计算钩藤碱在Ｃａｃｏ２

细胞单层累积转运量（Δ犙）及表观渗透系数（ａｐｐａｒｅｎｔ

ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，Ｐａｐｐ）。③Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏ

ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）抑制剂（维拉帕米）对转运的影响。抑

制剂溶液与药物溶液采用ＨＢＳＳ溶液同时进行配制，

其中钩藤碱浓度为１２５ｍｏｌ／Ｌ，抑制剂溶液浓度为

２００μｍｏｌ／Ｌ。然后分别加入到ＡＰ侧（０．４ｍＬ）和ＢＬ

侧（０．６ｍＬ），分别在３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ于接受池取

样１００μＬ，并加入１００μＬ空白 ＨＢＳＳ溶液补足液体。

样品于－４０℃条件下保存。

Ｐａｐｐ大小反映药物透过单层细胞的能力以及

药物吸收的速度、程度。它可由以下公式计算：

Ｐａｐｐ＝Δ犙／（Δ狋×犃×犮０）

式中Ｐａｐｐ的计量单位是ｃｍ／ｓ；犙是累积转运

量，代表化合物在接收端出现的总量，计量单位是

μｍｏｌ；Δ犙／Δ狋是接受端药物出现的速率（Δ犙 为Δ狋

内的转运量），计量单位是μｍｏｌ／ｓ；犮０ 是化合物在供

给端的初始浓度，计量单位是ｍｍｏｌ／Ｌ；Ａ是聚碳酯

膜的表面积，计量单位是ｃｍ２。

２．７　统计学方法　每组实验重复３次，取平均值。

采用“均数±标准差（珚狓±狊）”对数据进行统计学描

述，采用多因素方差分析对均数的差异进行比较。

犘＜０．０５表示差异具有统计学意义。

３　结果

３．１　Ｃａｃｏ２细胞模型的建立和验证　依照正常细

胞的培养顺序培养Ｃａｃｏ２细胞单层，细胞生长状态

良好，培养第３周后，在显微镜下观察细胞生长速度

较为均匀，边界十分明显，细胞之间出现很好的连接

状态。选择种板后第３、６、９、１２、１５、１８、２０、２１天测量

电阻值。Ｃａｃｏ２细胞单层的完整程度使用ＴＥＥＲ进

行测评，通常高于５００Ω·ｃｍ
２就能够看做单层致密较

为完整［１３］。至第２１天，ＴＥＥＲ 值升至（９８４．４５±

５５．１５）Ω·ｃｍ
２。在第３周时，两侧碱性磷酸酶活力

达到５．１０±０．０７，通过ＡＰ与ＢＬ比值看出，碱性磷

酸酶在 ＡＰ侧的活性显著高于ＢＬ侧，即产生了极

化现象［１３］。１５ｄ后趋势变缓，ＡＰ侧与ＢＬ侧细胞

分化明显，达到转运实验的需求。

３．２　细胞毒性实验　１２５μｍｏｌ／Ｌ 钩藤碱处理

Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ后，细胞存活率为９５％，说明钩藤

碱对Ｃａｃｏ２细胞无明显杀伤作用。因此本实验采
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用３１．２５、６２．５、１２５μｍｏｌ／Ｌ钩藤碱溶液进行转运

研究。

３．３　方法学研究

３．３．１　标准曲线的建立　选取钩藤碱对照品，精密

测量，放置在容积为２５ｍＬ容量瓶内，用甲醇溶解，

定容至刻度，配置成浓度为１０００、５００、２００、１００、５０

ｎｇ／ｍＬ的溶液，取１０μＬ进样，依照“２．５”项下色谱

条件进行测定。以钩藤碱浓度（ρ）对峰面积（犃）进

行线 性 回 归，得 标 准 曲 线 的 回 归 方 程：犃 ＝

２３６０．１３２７１ρ＋３．４８８５６×１０
５（狉＝０．９９９５９），线性

范围为５７．８１６～１１５６．３２ｎｇ／ｍＬ，线性关系良好。

３．３．２　精密度考察　测定钩藤碱高、中、低３种不

同浓度的对照品溶液，日内精密度为２．１２％～

４．２１％；日间精密度为２．７４％～５．６６％，均小于

１５％，符合生物样品检测要求。

３．３．３　回收率试验　取钩藤碱对照品溶液，使用甲

醇稀释成浓度为１０００、４００、１００ｎｇ／ｍＬ的对照品溶

液，在设定好的色谱条件下进行检测，并代入标准曲

线计算出钩藤碱浓度。以检测浓度与配制浓度之间

的比例，计算回收率。钩藤碱方法低浓度（１１５．６３２

ｎｇ／ｍＬ）的回收率为１００．７１％±７．０５％，中浓度

（４６２．５２８ｎｇ／ｍＬ）的回收率为１０４．３４％±３．３２％，

高浓度（１１５６．３２ｎｇ／ｍＬ）的回收率为１０６．２１％±

２．０５％，均满足生物样本分析要求。用乙腈配制浓

度分别为１１５．６３２、４６２．５２８、１１５６．３２ｎｇ／ｍＬ的钩

藤碱溶液，记为Ｓｅｔ１；空白 ＨＢＳＳ溶液经过前处理

后，配制浓度为１１５．６３２、４６２．５２８、１１５６．３２ｎｇ／ｍＬ

的钩藤碱溶液，记为Ｓｅｔ２；含有钩藤碱浓度分别为

１１５．６３２、４６２．５２８、１１５６．３２ｎｇ／ｍＬ的 ＨＢＳＳ溶液，

经过前处理后，得到钩藤碱溶液，记为Ｓｅｔ３。提取

回收率采用 Ｓｅｔ３／Ｓｅｔ２进行计算，基质效应采用

Ｓｅｔ２／Ｓｅｔ１进行计算。结果显示，低、中、高浓度组样

品的提取回收率分别为９８．２１％、９７．２８％、９５．４６％，

而基质效应分别为９４．５％、９３．７％、９５．４％，并且前

１ｍｉｎ不进色谱系统，对本实验无影响。结果均满

足生物样本测定的条件。

３．３．４　稳定性考察　使用４００ｎｇ／ｍＬ钩藤碱对照

品溶液，在０ｈ进样分析后，分别于第１、２、４、６、１２、

２４小时进行测定，计算各时间点待测成分峰面积回

收率及峰面积ＲＳＤ，每次进样１Ｌ，钩藤碱峰面积

ＲＳＤ＜１５％，表明样品在２４ｈ内稳定。同时对低、

中、高浓度组样品的室温稳定性（２５℃保存２４ｈ）、

长期稳定性（－４０℃保存１个月）及反复３次冻融

（－４０℃）进行了考察，结果均显示ＲＳＤ＜１５％。符

合生物样品检测要求。

３．３．５　定量限考察　采用逐级稀释法，测定其钩藤

碱定量限为２ｎｇ（犛／犖＝１０．３）。

３．３．６　专属性考察　依照“２．５”项下色谱条件进

行测定，得到色谱图（见图１）。结果表明，空白甲醇

溶液、含有钩藤碱的Ｃａｃｏ２细胞转运液、钩藤碱对

照品、加有盐酸维拉帕米和钩藤碱的Ｃａｃｏ２细胞转运

液的检测结果均无干扰，表明本方法的专属性良好。

注：Ａ．空白甲醇溶液；Ｂ．含有钩藤碱的Ｃａｃｏ２细胞转运液；Ｃ．钩藤碱对照品；

Ｄ．加有盐酸维拉帕米和钩藤碱的Ｃａｃｏ２细胞转运液

图１　钩藤碱在Ｃａｃｏ２细胞模型上的高效液相色谱图

３．４　转运方向、时间和浓度对钩藤碱转运的影

响　转运方向、钩藤碱浓度、转运时间对钩藤碱转

运量的影响见表１。采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行三因

素一元定量资料的方差分析，分析结果见表２。结

果表明转运方向、钩藤碱浓度及转运时间对钩藤碱

转运的影响具有统计学意义（犘＜０．０５）。组间比较

显示，随着时间的延长，转运量逐渐趋于饱和，其中

从３０ｍｉｎ到６０ｍｉｎ，转运量差异不具有统计学意义

（犘＞０．０５），而从６０ｍｉｎ到１２０ｍｉｎ时，转运量差异

具有统计学意义（犘＜０．０５）；随着浓度的增加，转运

量增加，其中从３１．２５μｍｏｌ／Ｌ至１２５μｍｏｌ／Ｌ 浓

度，转运量差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明随着

２６
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浓度的升高，转运量逐渐趋于饱和。从表３可知，钩

藤碱从ＢＬ侧到 ＡＰ侧的外排速率明显高于从 ＡＰ

侧到ＢＬ侧的吸收速率。

表１　不同浓度、不同孵育时间及不同给药部位下钩藤碱转运量（珚狓±狊，狀＝３）

转运

方向

孵育时间／

ｍｉｎ

转运量／ｎｍｏｌ

３１．２５μｍｏｌ／Ｌ ６２．５μｍｏｌ／Ｌ １２５μｍｏｌ／Ｌ

ＡＰ→ＢＬ ３０ ０．００２±０．００１ ０．０５９±０．０３９ ０．０９７±０．０３８

６０ ０．００８±０．００３ ０．１４６±０．０６７ ０．３２６±０．０６２

９０ ０．０２０±０．００１ ０．３０７±０．０９ ０．６４５±０．０２７

１２０ ０．１４１±０．０３０ ０．５８６±０．００８ １．１１４±０．０２９

ＢＬ→ＡＰ ３０ ０．０１０±０．００１ ０．０６９±０．０２４ ０．１９９±０．０５２

６０ ０．０７２±０．０１２ ０．２１５±０．０８８ ０．６９２±０．０３４

９０ ０．２０３±０．０１８ ０．５５０±０．００２ １．３１３±０．１４２

１２０ ０．３０７±０．０７０ ０．７６５±０．３５３ １．８６８±０．１３３

表２　钩藤碱浓度、孵育时间及给药部位对钩藤碱

转运量影响的三因素方差分析结果

差异

来源

离均差

平方和
自由度 均方 犉值 犘值

钩藤碱浓度 ０．９０９ １ ０．９０９ １８．００５ ０．０００

孵育时间 ４．３２３ ３ １．４４１ ２８．５４２ ０．０００

转运方向 ３．４１３ ２ １．７０７ ３３．８０５ ０．０００

误差 ２．０７０ ４１ ０．０５０

表３　不同浓度及转运方向状态下

钩藤碱的Ｐａｐｐ值（珚狓±狊，狀＝３）

钩藤碱浓度／

（μｍｏｌ／Ｌ）
Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ）／

（１０－６ｃｍ／ｓ）
Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）／

（１０－６ｃｍ／ｓ）
Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）／

Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ）

３１．２５ ０．１０１±０．０１０ １．００１±０．０９１ １０．００２

６２．５０ ３．０４１±０．９４２ ５．４２３±０．０３１ １．７８１

１２５．００ １２．７４１±０．５４０ ２５．９４２±２．８０１ ２．０４０

３．５　蛋白抑制剂对钩藤碱转运的影响　钩藤碱

（１２５μｍｏｌ／Ｌ）跨 膜转 运的 Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）显著 高于

Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ）值，且外流比为２．０４０，说明钩藤碱主要以

主动转运的方式跨膜吸收，且外排转运体可能参与药

物在Ｃａｃｏ２细胞的转运。当Ｐｇｐ抑制剂维拉帕米

（１００μｍｏｌ／Ｌ）与钩藤碱（１２５μｍｏｌ／Ｌ）共存时，钩藤碱

转运量的变化见表４。当加入Ｐｇｐ抑制剂之后，药物

由ＢＬ侧向ＡＰ侧的转运量显著减少，而由ＡＰ侧到

ＢＬ侧的转运量显著增加，说明Ｐｇｐ参与了药物的外

排作用。对上述数据进行两因素方差分析（见表５），

结果显示Ｐｇｐ抑制剂维拉帕米对钩藤碱转运的影响

具有统计学意义（犘＜０．０５）。这表明Ｐｇｐ参与了药

物在Ｃａｃｏ２细胞中的吸收转运。加入抑制剂后，钩

藤碱的Ｐａｐｐ见表６。

表４　蛋白酶抑制剂维拉帕米、孵育时间、给药部位对钩藤碱转运量的影响（珚狓±狊，狀＝３）

转运

方向

蛋白酶

抑制剂

转运量／ｎｍｏｌ

孵育３０ｍｉｎ 孵育６０ｍｉｎ 孵育９０ｍｉｎ 孵育１２０ｍｉｎ

ＡＰ→ＢＬ 维拉帕米 ０．５４７±０．０３７ ０．７８１±０．０２３ １．０５１±０．０８６ １．５０４±０．１０４

ＢＬ→ＡＰ 维拉帕米 ０．０９２±０．０３６ ０．３６９±０．０２１ ０．８８８±０．０６０ １．２４７±０．２７３

表５　孵育时间及转运方向对钩藤碱

转运量影响的两因素方差分析结果

差异

来源
Ⅲ 类平

方和
自由度 均方 犉值 犘值

修正模型 ３．０２８ ４ ０．７５７ １５．６６９ ０．０００

截距 １０．３９９ １ １０．３９９ ２１５．２７６ ０．０００

转运方向 ０．４３５ １ ０．４３５ ８．９９７ ０．０１２

孵育时间 ２．５９３ ３ ０．８６４ １７．８９３ ０．０００

误差 ０．５３１ １１ ０．０４８

总计 １３．９５８ １６

修正后总计 ３．５５９ １５

　　注：犚２＝０．８５１（调整后犚２＝０．７９６）

３．６　阳性对照药普萘洛尔和阿替洛尔的转运　在本

实验环境下，Ｃａｃｏ２细胞单层模型中呈良好吸收转运

的阳性对照药普萘洛尔的Ｐａｐｐ为（２．６９±０．４３）×

１０－５ｃｍ／ｓ，吸收良好，呈难转运的阳性对照药阿替

洛尔的Ｐａｐｐ值为（２．５８±０．１４）×１０
－７ｃｍ／ｓ，与文

献［１４１５］的结果一致。钩藤碱在３１．２５、６２．５、１２５

μｍｏｌ／Ｌ浓度下Ｐａｐｐ为１０
－６ｃｍ／ｓ。

表６　蛋白抑制剂对钩藤碱Ｐａｐｐ的影响（珚狓±狊，狀＝３）

组　别
Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ）

（１０－６ｃｍ／ｓ）
Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）

（１０－６ｃｍ／ｓ）
Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）／

Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ）

钩 藤 碱 １２５

μｍｏｌ／Ｌ
１２．７４１±０．５４０ ２５．９４２±２．８０１ ２．０４０

钩 藤 碱 １２５

μｍｏｌ／Ｌ＋ 维

拉 帕 米 １００

μｍｏｌ／Ｌ

２０．７６０±２．２７４ １７．５４０±２．３６２ ０．８４５

　　注：与钩藤碱１２５μｍｏｌ／Ｌ组比较，
犘＜０．０５
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４　讨论

对钩藤中钩藤碱及其他系列生物碱含量测定

时，色谱条件的选择可以使用内标法和外标法。预

实验发现对照品质谱响应和待分析物差异较大，且

稳定性也欠佳，对照品和内标物的分离度不理想，故

采用外标法。

转运蛋白在Ｃａｃｏ２细胞膜上，可以探究载体所

提供的药物摄取以及排泄机制。Ｃａｃｏ２细胞所表

达的 Ｐｇｐ
［１６］、多药耐药蛋白２（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＲＰ２）
［１７］和乳腺癌耐药

蛋白（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）
［１８］浓

度和正常人体空肠所表现出来的浓度一致［１９］。除

此之外，在Ｃａｃｏ２细胞顶膜中也有所表达，这也证

实了在Ｃａｃｏ２细胞系中的极化表达
［２０］。

确立快速准确的检测分析手段是确保该实验可

以如期完成的前提条件。本实验运用高效液相色谱

法检测Ｃａｃｏ２细胞模型ＨＢＳＳ液中钩藤碱，出峰时

间达到了４．２５ｍｉｎ，无显著的Ｃａｃｏ２模型内溶液干

扰。钩藤碱在５７．８１６～１１５６．３２ｎｇ／ｍＬ范围内，其

标准曲线方程的线性关系良好，回收率达到９０％以

上，日内以及日间ＲＳＤ均小于６％，并且在温度为

（３７±１）℃的实验条件下稳定，满足样品实验的需要。

这一检测手段具有灵敏度高、检测速度快的优势。

钩藤碱（３１．２５、６２．５、１２５μｍｏｌ／Ｌ）在Ｃａｃｏ２细

胞双向转运中的Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）／Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ）值均大于

１．５
［２１２２］，说明钩藤碱的转运规律中有外排蛋白的参

与。在ＡＴＰ结合盒转运蛋白家族中，Ｐｇｐ、ＭＲＰ２、

ＢＣＲＰ是被研究最深入的几种外排转运蛋白
［２３］。

通常情况下，口服药物需要经过小肠这一器官代谢

达到血液以及组织中，上述所提到的转运蛋白具有

屏障作用，能够将药物外排入肠腔。

在Ｃａｃｏ２细胞模型中，经常运用Ｐａｐｐ来测评

药物口服吸收的程度。目前以Ｐａｐｐ评价药物吸收

程度的标准［２４］：Ｐａｐｐ＜１×１０
－６ｃｍ／ｓ，吸收率为０～

２０％，难吸收；１０－６ｃｍ／ｓ＜Ｐａｐｐ＜１０
－５ｃｍ／ｓ，吸收

率为２０％～７０％，吸收中等；Ｐａｐｐ＞１０
－５ｃｍ／ｓ，吸

收率为７０％～１００％，吸收良好。因此，钩藤碱的吸

收良好，可以开发成口服制剂，值得进行深入研究。

通过设定不同时间点（０、３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ）的研究

发现，钩藤碱的转运量随着时间的增加而增加，于

６０ｍｉｎ时吸收显著增强，Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）均显著高于

Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ）。此外，不同浓度 （３１．２５、６２．５、１２５

μｍｏｌ／Ｌ）钩藤碱的双向转运程度随浓度升高而增

加，且Ｐａｐｐ（ＢＬ→ＡＰ）显著高于Ｐａｐｐ（ＡＰ→ＢＬ），说明药物在

吸收过程中以主动转运为主，且一定有外排蛋白的

参与。Ｐｇｐ蛋白抑制剂维拉帕米可显著降低钩藤

碱从ＢＬ侧至ＡＰ侧的Ｐａｐｐ值，增加从ＡＰ侧至ＢＬ

侧的Ｐａｐｐ值，钩藤碱的转运规律中有外排蛋白的

参与，提示钩藤碱为外排转运蛋白Ｐｇｐ的底物。
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