
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.25 SEP.2014

药物跨膜转运细胞模型影响因素及应用
亓 宏 巫冠中△
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摘要：本文详细介绍了 Caco-2细胞系和MDCK细胞系的特点、跨膜转运细胞模型的建立及其影响因素，包括细胞模型的选择、细

胞接种密度、细胞单层的紧密性等细胞因素和 Transwell多微孔膜的性质等环境因素。概述了国内外关于利用 Caco-2和 MDCK

细胞系作为模型进行药物筛选、药物相互作用和研究药物吸收转运机制等方面的内容及 MDCK细胞模型作为肠道模型、肾脏模

型及血脑屏障模型的应用。比较了 Caco-2细胞和 MDCK细胞在肠道模型方面的差别，MDCK细胞主要用于选择性研究药物在

小肠吸收及转运机制，特别用于细胞旁被动转运药物的研究，而 Caco-2细胞用于双向转运或能量依赖主动转运研究。MDCK细

胞模型可在体外培养条件下平稳转染人类 MDR1基因，因此可高表达 P-gp基因，可作为可用于评估肾脏药物相互作用、快速进

行候选药物筛选及研究药物转运机制的理想模型。
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Important Applications and Influence Factors of cell Monolayers in
the Study of the Drug Transport

This review introduces the characteristics and establishment of Caco-2 and MDCK cell line and summarizes the main

influencing factors of drug transport. Cell factors contain the selection, tight junction and density of cell modes. Environment factor main

is the performance of semi-permeable membranes. Caco-2 cell and MDCK cell could be used as a drug transport model are widely used

in drug screenings, and the study of mechanisms of drug interaction and absorption or transport, as well as MDCK as models of intestinal

mucosa, blood brain barrier and kidney. Comparison with the difference in model of intestinal mucosa between Caco-2 and MDCK cell,

MDCK cell monolayer have been considered as an alternative for Caco-2 for studying absorption capacity and transport mechanisms of

passive transport drugs in small intestine, especially for paracellular passive transport drugs. Caco-2 cells are used in the bidirectional

transport and energy-dependent active transport study. MDCK cells are easy to culture and to transfect, and the high level of P-glycopro-

tein expression in MDR1-MDCK cells makes this a well-suited model for evaluating mechanisms of renal drug interactions and permea-

bility screens.

Caco-2 cell; MDCK cell; Cell model; Drug transport

前言

动物模型广泛用于人类疾病的探索研究，然而实验动物造

模不易形成，且存在种属差异，由于其在分子机制上不能直接

反映人类疾病的过程，因而其在试验研究中的应用受到了很大

的限制。通过借助建立体外细胞模型，模拟细胞膜的生物学特

性，在更可控的环境下，研究其相互作用，揭示人类疾病相关信

息具有重要意义。体外细胞模型主要有以下几个优点：1.细胞

模型能够在分子水平上对药物的吸收和代谢进行快速评估；2.

细胞单层容易建立，顶端和底端相互独立，有利于进行实验操

作；3.不需要使用实验动物，从而降低了经济成本；4.重复性好。

为了能更好地模拟体内生理条件，更好地研究和预测药物在人

体的吸收、转运、及快速进行新药通透性高通量筛选，建立起更

完善的体外细胞模型是目前研究的重点之一。本文对常用的药

物跨膜转运体外细胞模型的影响因素及应用的研究进展进行

综述。

1 体外跨膜转运的影响因素

影响体外跨膜转运的因素主要可以分为以下几类：模型类

型、细胞因素、药物因素、环境因素等。其中细胞因素（接种密

度、细胞融合度、细胞分化程度）和环境因素（转运介质、培养环

境）对细胞模型的成功建立影响很大，本文主要讨论这两类因素。
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1.1 细胞模型的选择

从 20世纪 80年代开始，国外便开始应用细胞体外培养模

型来进行药物吸收的研究，作为药物跨膜转运和药物间相互影

响的理想细胞模型需要具备两个条件，即细胞具有极性同时能

够形成紧密联结。细胞极性几乎是所有真核生物上皮细胞的共

同特征，主要是指细胞所表现的沿着一个方向的，各部分彼此

相对两端具有某些不同的形态特征或者生理特征的现象，其最

明显的特征之一是细胞质膜极性的出现。紧密连接是维持膜完

整性重要的结构和功能基础 [1]。目前常用的细胞培养模型有

Caco-2单层细胞模型、MDCK单层细胞模型、MDR1-MDCK细

胞模型、T84细胞模型和 ECV304细胞模型等[2, 3]。

1.2 细胞接种密度

体外培养细胞存在接触抑制现象，适宜的接种密度对细胞

的良好生长至关重要。接种细胞密度过多时，细胞之间会因空

间、培养液中营养成分等竞争而导致细胞倍增速度减弱，发生

密度抑制，可能导致细胞分裂停止甚至死亡。反之，细胞则生长

缓慢，会导致细胞活力降低，不利于细胞单层的融合形成。对于

转运实验用的细胞单层来说，细胞在多微孔膜上接种密度是细

胞增殖分化形成单层并达到紧密联结所需时间的决定性因素，

通常 Caco-2细胞以：1× 105/cm2的密度接种 21天后即可分化

形成单层细胞膜，而 MDCK以 5× 104/cm2密度更适宜。

1.3 细胞单层的紧密性

细胞单层的紧密性是决定药物转运和吸收能否成功的关

键，通常有两种方法评价细胞单层紧密性[4]。（1）测定细胞单层

的跨膜电阻（TEER），细胞跨膜电阻会随着细胞生长天数的增

加而增大，最后达到一个相对恒定的值，TEER值越高说明细胞

单层的紧密性越好 [5]。文献报道 Caco-2细胞的膜电阻TEER>

230Ω cm2认为是可以用的，而MDCK细胞的膜电阻相对 Caco-2

细胞更低，TEER>90 Ω cm2即认为细胞单层的紧密性良好 [6]。

（2）用同位素标记的或转运性能低的荧光标记水溶性化合物荧

光黄等测定单细胞层的通透性，结果显示 Caco-2细胞荧光黄
Papp<10 nm/s （1 nm/s=1 × 10-7 cm/s）、MDCK 细胞荧光黄
Papp<15 nm/s时说明细胞单层的紧密性比较好，能够进行转运

和吸收实验。Madgula VL等[7]建立 Caco-2和 MDR-MDCK细

胞模型，测定 TEER 值分别为 410-440 Ω cm2 和 1170-1230

Ω cm2，并进一步通过测定荧光黄标记物显示，Caco-2的 Papp

值为 2.5-5.0× 10-6 cm/s，MDR-MDCK 的 Papp 值为 6.0-8.0×
10-6 cm/s，证实细胞间紧密联结可用于实验。

1.4 Transwell多微孔膜的性质

细胞接种在 Transwell多微孔膜上，在上面生长并形成细

胞单层，膜上的胶原蛋白涂层会加速细胞生长分化利于细胞在

膜上吸附，同时多微孔膜的材质和孔径也会对细胞模型的生长

造成一定的影响[8]。Transwell滤膜有聚乙烯对苯二酸酯（PET）、

聚碳酸酯（PC）和胶原包被的聚四氟乙烯（PTFE）三种材质，聚

酯(PET)的特点是其滤膜在显微镜下呈透明状态，这样细胞在

相差显微镜下更易观察，可以估计细胞的生长状态，而聚碳酸

酯(PC)膜则呈半透明状态，不容易在镜下观察细胞。胶原包被

的 PTFE膜，使得细胞更易贴附和伸展。此外，Transwell膜孔径

的选择也很重要，膜底面孔径如果大于 1 滋m会造成细胞的迁

移，可能会使细胞穿过微孔生长，因此对于药物转运和渗透性

等的研究选用 0.4 滋m孔径最适宜。

药物跨膜转运细胞模型，其中 Caco-2细胞和 MDCK细胞

是最近十几年来国外广泛采用的一种研究药物吸收、转运、代

谢的体外细胞模型，具有比较简单、重复性好、应用范围广泛的

特点。下面本文将分别对国内外关于利用 Caco-2和 MDCK细

胞系作为模型进行药物筛选、药物相互作用和研究药物吸收转

运机制等方面的内容做一简单介绍。

2 体外细胞模型（Caco-2和MDCK细胞）在跨膜转运
研究中的应用

2.1 Caco-2细胞模型

2.1.1 Caco-2的来源和特性 Caco-2细胞来源于人结肠癌细

胞，其结构和生理生化作用类似人体小肠上皮细胞，在普通条

件下培养，可在 0.4 滋L孔径的 Transwell多聚碳酸酯膜上自发

进行上皮样分化并可形成紧密联结，分化出绒毛面 AP（apical,

肠腔侧）和基底面 BL（basolateral,肠壁侧），同时能表达小肠的

各种转运体和代谢酶[9, 10]，因此可以作为研究小肠表皮细胞的

药物转运、吸收和代谢的体外模型。Caco-2细胞模型具有以下

几个方面的优点：1.细胞具有极性，能够形成紧密联结，可分化

表达小肠的代谢酶；2.来源于人体，具有同源性，不会造成形态

学和生理学的种属差异；3.条件可控，不要求使用实验动物，降

低了经济成本 4. 结果具有较好的重现性。由于该模型其形态

学、标志酶的功能表达、渗透特征等与小肠上皮细胞相似，故该

模型更接近药物在人体内吸收的实际环境，可以在代谢状态下

测定药物的摄取和吸收转运，因此，Caco-2细胞模型常作为研

究口服药物肠吸收特性和各种转运机制的理想体外模型。

2.1.2 Caco-2细胞模型在药物开发中应用 （1）新药通透性高

通量筛选 Clai X等[11]通过利用建立 Caco-2体外细胞模型来预

测先导化合物在人体内的吸收情况，显著地缩短了药物的发现

时间，在药物开发的初期排除了不能透过小肠黏膜的药物，为

高通量筛选提供了快速的方法。（2）口服药物吸收的研究 Jiang

S等[12]利用 Caco-2细胞模型对 7-木糖 -10-去乙酰基紫杉醇吸

收进行了研究,分别考察了从 AP侧(顶侧)→BL侧(基底侧)和
BL侧→AP侧的跨细胞转运特性,表明 7-木糖 -10-去乙酰基

紫杉醇转运以被动扩散为主。（3）复合组分中有效成分的研究

天然药物提取物中含有许多成分，通过其在 Caco-2细胞单层

中的转运研究，可探知有效成分。例如：在美国用于治疗抑郁症

的金丝桃提取物，普遍认为有效成分是金丝桃素，通过 Caco-2

细胞转运实验，发现原金丝桃素也是有效成分之一。

2.2 MDCK细胞模型

2.2.1 MDCK细胞的来源与特点 MDCK细胞株源自犬肾脏

上皮细胞，是 Madin SH和 Darby NB于 1958年 9月从一成年

雄性西班牙猎狗的肾脏取得的，这种细胞株是典型的分泌型上

皮细胞株，主要用于研究肾小管上皮细胞的形态和功能 [13]。

MDCK接种在 0.4 滋m 孔径的 Transwell半透膜上之后能分化

成柱状单层上皮并形成致密的连接，整个过程仅需要 2-6天，

是一个非常好的单层上皮细胞候选模型。相比 Caco-2 细胞，

MDCK细胞株生长快速培养简单，细胞单层的 TEER更低[14]，
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培养 2-4天 TEER值可达到 250 Ω cm[15]。尽管 MDCK细胞来

源于犬肾细胞，但是 MDCK细胞模型作为研究药物转运和代

谢的体外模型，有其独特的特点：1.细胞培养时间短，MDCK细

胞自接种开始至达到稳定融合期一般只需 3-6天，即平均每周

能进行一次转运实验；2.跨上皮电阻低，接近于小肠；3易于培

养，无需特殊细胞培养条件。

2.2.2 MDCK细胞模型的应用 （1）肠道模型应用在过去的

几十年里，Caco-2、MDCK、LLC-PK1 和 HT-29-H 细胞作为肠

道体外通透性模型应用广泛 [16, 17]。尽管 Caco-2细胞已被 FDA

批准作为标准的通透性筛选方法用于可溶性药物的吸收研究，

但其细胞间紧密联结的特性限制了其在水溶性小分子药物细

胞间转运中的应用，同样其缺乏人肠道药物吸收屏障的黏液层

的不足也制约着其应用。MDCK细胞来源于雄性的西班牙猎

狗，与 Caco-2细胞相比，能够在半透膜上分化成柱状上皮并形

成紧密联结，缩短了培养时间并且细胞间紧密联结与人体小肠

更加接近，因此，MDCK细胞已经被替代用于选择性研究药物

在小肠吸收及转运机制，特别用于细胞旁被动转运药物的研

究[18]。而 Caco-2细胞用于双向转运或能量依赖主动转运研究。

（2）肾脏模型应用 MDCK细胞模型可在体外培养条件下平稳

转染人类 MDR1基因，因此可高表达 P-gp基因[19]，可作为可用

于评估肾脏药物相互作用、快速进行候选药物筛选及研究药物

转运机制的理想模型。Karyekar CS等[20]通过采用 MDR1-MD-

CK模型研究 P-gp在肾小管有机阳离子分泌方面起重要作用。

同时，MDCK细胞来源于正常的肾组织，表达肾小管上皮细胞

的功能特性，也可用于药物的体外肾毒性快速筛选的研究，淘

汰毒性大的化合物，为新药研发提供毒性预测信息。Yeh JH

等 [21]采用 MDCK 细胞研究了氯化汞（HgCl2）的肾毒性，表明

MDCK 细胞对 HgCl2 的肾毒性特别敏感。（3）血脑屏障

（Blood-brain barrier）模型应用血脑屏障（BBB）是存在于血液和

脑组织之间的一层屏障系统，这种结构可使脑组织少受甚至不

受循环血液中有害物质的损害，从而保持脑组织内环境的基本

稳定，对维持中枢神经系统正常生理状态具有重要的生物学意

义[22]。在研发脑内作用的药物时，首先要考虑药物能否透过血

脑屏障，目前已公布有大量的内皮细胞或上皮细胞可用于研究

血脑屏障不同方面，其中 MDCK细胞具有生理仿真的细胞构筑

和相似的形态特征，容易培养且转染方便，可携带高表达 P-gp

蛋白基因等，是一合适的血脑屏障药物的高通量筛选模型[23,24]。

3 小结

体外细胞模型作为研究药物双向转运、快速筛选、吸收转

运机制、预测体内吸收和药物相互作用、新药设计及评价药物

安全性的理想的模型，同时在研究人类疾病分子机制方面具有

重要作用。但影响体外细胞模型的因素很多，只有综合考虑各

个方面的影响因素，才能建立起理想的细胞模型并获得可信性

较高的实验结果。
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