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［摘要］ 为建立 ’()*+"细胞模型，并用于纳米脂质体包裹胰岛素的体外吸收特性研究 #通过 ’()*+"细胞培养

于 ,-(./0122上，培养 "$余天，使其生长分化成单层小肠上皮样细胞，然后以单层细胞电阻，电镜观察小肠上皮结

构的形成，碱性磷酸酶反应测定单层细胞极性以及对葡聚糖的通透特性等指标对该模型进行评估，并运用 ’()*+

"细胞模型，对胰岛素和纳米脂质体胰岛素进行通透特性研究 #结果表明，’()*+"细胞形成刷状缘及紧密连接结

构，碱性磷酸酶活性集中在刷状缘侧，单层细胞电阻达到 3$$ 4 5$$!6 )7"，类似小肠上皮 #纳米脂质体包裹后，胰

岛素的通透量显著增加 #说明纳米脂质体包裹可提高胰岛素的通透性，可以作为胰岛素口服用药的有效方法 #
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’ 引言
评估药物口服吸收效果的常用方法是整体动物实验 #而用细胞模型进行体外吸收特性评估可以：#避

免动物的个体差异，体外重现性好；$克服整体动物吸收代谢耗药量大的缺点，尤其适于对微量样品的检
测；%检测周期较短，可作为快速药物筛选工具；&可以在分子水平对药物分子的吸收、代谢和转运进行研
究；’可以对治疗药物可能有的黏膜毒性进行评估［!，"］#

’()*+" 细胞系来源于人结肠癌细胞，在一定的培养条件下能自发形成有极性的、具微绒毛以及紧密连
接等类似于小肠上皮细胞刷状缘侧的分化特征，其标志酶的功能表达及通透特征也与小肠类似，因而被大

多数研究人员采用作为研究药物小肠表皮细胞转运和代谢的体外模型 # ’()*+"细胞模型不仅可用于药物
制剂开发前研究，即各种药物赋形剂、吸收促进剂及药物分子结构、GH值和其他生理生化因素对药物吸收
的影响，还可以在一定控制条件下对药物进行高通量筛选，以获得药物结构与吸收利用之间的相互关系的

大量信息［3，;］#
本文建立了模拟小肠上皮吸收的 ’()*+"细胞模型，并将该细胞模型应用于纳米脂质体包裹胰岛素体

外吸收特性的研究 #为筛选口服胰岛素提供了理论依据 #

( 材料和方法

()( 仪器与试剂
!I! #! 仪器与器材

,-(./0122 J?2F1-/为 ’*/F(-公司出品；>KLM皮肤伏特计为美国N*-2O P-1)?/?*. Q./F-R71.F/，Q.)出品；电子
显微镜（H<$$+"），为日立公司出品；分光光度计（S7(-FSG)13$$$）为 TQL+U:V 公司出品；倒置显微镜
（VMQW）、荧光显微镜（VMU）为 W1?)( M?)-*/D/F17/ 出品；SPL,成相系统为 VQ:XYLS,Q’ ?./F-R71.F/，?.)出品 #
! I!I" 药品与试剂

VM>M培养液、非必须氨基酸为 X?A)* 公司出品；胰酶为 :MU>S’L公司产品，鼠尾胶原为 S?E7(公司
产品；胎牛血清、新生牛血清为杭州四季青公司产品；碱性磷酸酶试剂盒为南京建成生物技术公司产品；

V1ZF-(.+-[*O(7?.1（MN!$CV），H*1)[/F 333;"，均为 M*21)R2(- P-*A1/ Q.)产品，胰岛素为徐州生化制药厂出品，
（批号 %9$!$"，"< \ 6 7E），纳米脂质体包裹胰岛素由中国药科大学药剂教研室提供，胰岛素放免试剂盒为北
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京北方生物技术研究所出品 !
!"# 实验方法
"#$#" 细胞培养

%&’()$ 细胞接种于常规培养瓶中，培养基为 *+,+，含 "-非必须氨基酸，".-胎牛血清，细胞培养于
%/$ 培养箱中（012，3- %/$，相对湿度 4.-）!当细胞长至覆盖瓶底的 5.- 6 4.-时，胰酶消化，并以 7 8
".9 个 : ;<接种于已涂有鼠尾胶原的 =>&?@ABCC的聚碳酸脂膜上（.#3;< :孔），在 =>&?@ABCC的下腔加入培养
液 "#3 ;<!接种 $9 D后更换培养液 !接下来一周隔天换液，一周以后每天换液，培养 $.余天待用［3］!
" #$#$ 单层细胞电阻测定
将 %&’()$及 EBC&细胞以前述方法培养于 =>&?@ABCC中，用 ,F/+皮肤伏特计每天测定单层细胞电阻

（G>&?@BHIGDBCI&C BCB’G>I’&C >B@I@G&?’B，=,,J）值 !并将两种细胞的 =,,J值进行对比，
"#$#0 电镜观察
将 =>&?@ABCC 上培养 $.余天的 %&’()$细胞（=,,JK 0..!: ’;$）进行常规电镜固定，脱水，包埋，切片，观察 !

" #$#9 标志酶测定
用碱性磷酸酶（&CL&CI?B HD(@HD&G&@B，MNO）试剂盒对培养于 =>&?@ABCC 中的 %&’()$ 细胞（=,,J K 0..!:

’;$）进行 MNO反应，刷状缘侧（MO侧）和基底侧（P<侧）的总反应液体积均为 "#3 ;<! 012孵育 0. ;I?后，
分别从 MO及 P<侧取样，用分光光度计检测酶反应活力 !（酶活力定义为：012时，与基质作用 "3 ;I?产生
" ;Q酚为 "个金氏单位 !）
"#$#3 %&’()$细胞转运葡聚糖实验
将 3";(C : <的 *BRG>&?)>D(S&;I?B与盖玻片上培养的 %&’()$ 细胞孵育 7. ;I?后，OPT洗去荧光标记物，

细胞核用 E(B’D@G0009$染色 ". ;I?，然后观察细胞内 *BRG>&?)>D(S&;I?B荧光情况 !
" #$#7 纳米脂质体包裹胰岛素的通透性研究
取细胞生长完好的 =>&?@ABCC（=,,J达到 9.. 6 3..!: ’;$）；用 OPT小心冲洗以除去黏附在细胞表面的

代谢物 !在 MO池加入胰岛素浓度为 3.."Q : ;<，".."Q : ;<，$."Q : ;<的胰岛素（I?@）或纳米脂质体包裹的胰
岛素（I?@)CIH），在 P<池加入无血清的 *+,+培养液，012培养箱中孵育 !分别于 "3、93、7.、"$.、"3. ;I?从
P<池取样 .#3 ;<，并立即补加等量的无血清 *+,+培养液于 P<池；用放免试剂盒测定样品液中胰岛素浓
度，并计算累计通透量 !

# 实验结果

#"! 细胞模型的建立及鉴定
当生长在培养瓶中的细胞长满瓶底后，光镜可见随着细胞数目不断增加，细胞逐渐变小、变密，在细胞

之间形成接触清晰可见的边界线 !（图 "）!在电子显微镜下可观察到：接种在 =>&?@ABCC上的细胞（=,,J K
0..!: ’;$）已成柱状凸起状态，细胞间有紧密连接结构；MO面微绒毛结构分化良好，而 P<面没有微绒毛
结构 !刷状缘侧微绒毛、紧密连接的出现表明 %&’()$细胞典型的不对称分布，已具有小肠上皮细胞的某些
结构特征（图 $）!

图 ! $%&’(#细胞光镜照片（细胞接种后 ) *，#++ ,） 图 # $%&’(#细胞光镜照片箭头标向细胞间紧密连接处，-+ +++ ,）
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图 ! 培养在 "#$%&’())小室中 *$+,-. 和

/()$单层细胞的电阻图（每点均为四次实

验的平均值）

细胞接种 ! "后，电阻值与本底相比差异不明显，#$ "后，%&’()*细
胞 +,,-值达 .//!0 ’1*，甚至超过 2//!0 ’1*；而 345&细胞 +,,-值从
第 2 "到第 */ "呈平缓增加，且达到 *//!0 ’1* 之后不再增加 6 +,,-测
定结果表明，%&’()*能形成致密的单层细胞 6而 345&细胞不能像 %&’()*
一样形成更加紧密的生物屏障结构（图 !）6
图 .显示 789活力检测结果：在 79侧，789活性比 :;侧大 #/倍 6

图 27显示：细胞内、细胞间均无荧光物质 <4=>?&@)?A("&1B@46表明 <4=>)
?&@)?A("&1B@4不能进入细胞内，说明 <4=>?&@)?A("&1B@4不能通过胞内途
径透过单层细胞；细胞间无荧光，表明 <4=>?&@)?A("&1B@4不能进入细胞
间隙，说明 <4=>?&@)?A("&1B@4也不能通过胞旁途径透过单层细胞 6图 2:
显示细胞形成致密的单层细胞的细胞核 6

图 0 碱性磷酸酶活性

76罗丹明标志的葡聚糖转运 %&’()*细胞，:6转运的 %&’()*细胞用 3(4’AC> !!!.*染色

图 1 转运后的 *$+,-.细胞荧光图（022 3）
.4. 纳米脂质体包裹胰岛素的通透实验结果
细胞转运结果表明，通透量与浓度有相关性，浓度越大则通透量越大；此外，通透量与时间也有相关

性，随时间推移，通透量增加 6相同的胰岛素浓度下，纳米脂质体包裹后，通透量显著提高 6提示纳米脂质体
包裹后可以大大提高口服药物的吸收 6低浓度下，不同的浓度间和不同组间，通透量差异不显著（图 2）6

图 5 *$+,-.单层细胞转运后胰岛素的累积通透量

! 讨论
本实验光镜、电镜显示：%&’()*细胞可形成致密的单层细胞，并且有类似小肠上皮样的紧密连接和微

绒毛结构 6与物质运输相关的 789也与小肠上皮一致，分布在微绒毛侧 6 +,,-值检测达 !// D 2//!0 ’1*，

这些都与文献报道一致 6 <4=>?&@)-A("&1B@4（相对分子质量 #/ ///）不能通过 %&’()*细胞层，说明 %&’()*细
胞层非常致密，有类似小肠上皮的屏障作用 6药物可通过细胞膜上载体作用或内吞作用被 %&’()*细胞层
吸收［!，.，E］6
胰岛素是目前治疗糖尿病的主要药物之一，而口服是较方便的给药途径 6但由于胰岛素在胃肠道内易

被低 F3和各种酶降解以及肝脏首过效应等因素导致吸收差，口服无效，必须采取适当措施防止降解、提
—/G—
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高吸收 !围绕防止降解、提高吸收，国内外近年来进行的研究大致有以下几个方面：!肠溶包衣或结肠给
药，"加入酶抑制药和 "或吸收促进药，#新型药物载体如：微球、微囊、脂质体和微乳等新型载体的研究 !
而纳米粒多糖、脂质体作药物载体可有利于提高口服胰岛素的生物利用度和病人的顺应性就是旨在提高

口服利用度的研究探索之一［#］!
胰岛素属两亲性（$%&’(&’()(*）多肽药物，可与细胞膜表面受体结合，通过受体介导的胞吞作用进入细

胞 !脂质体作为一种可降解的无毒载体，可以包封亲水性和疏水性药物 !脂质体包裹胰岛素后，能防止酶的
降解作用 !此外，脂质体通过与肠道细胞膜融合或者表面吸附，增加了胰岛素进入细胞的途径，有助于胰岛
素的稳定与吸收［+，,］!
本研究显示纳米脂质体包裹胰岛素后，-.*/01细胞模型通透效率大大增加，当通透浓度为 233$4 " %5，

最佳的通透时间是 #13 6 #23 %(7!但在 13$4 " %5以下，两组通透量差异不显著，推测可能是微量样本接近
放免测试极限而导致的误差 !
可见，-.*/01细胞模型可用来进行药物筛选，是一种高通透量筛选和微量样品筛选的有效方法［1］!
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细胞模型建立及其在纳米脂质体包裹胰岛素体外吸收研究中的应用
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