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不同温度及 ｐＨ值对人结肠腺癌细胞模型的影响

刘　影，李月婷，查雨锋，王静娴，肖婷婷，李　靖，董　莉，傅晓钟，黄　勇，
王永林

（贵阳医学院 药学院，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：建立人结肠腺癌细胞系（Ｃａｃｏ２）细胞模型并对其药物研究的方法进行初步探讨。方法：通
过测定跨细胞膜电阻（ＴＥＥＲ）、荧光素通透量及碱性磷酸酶（ＡＫＰ）评价 Ｃａｃｏ２细胞模型，用 ＭＴＴ法考察 ＨＢＳＳ
缓冲液在不同ｐＨ值、不同温度及不同时间条件下对Ｃａｃｏ２细胞的毒性。结果：各项指标的测定值符合要求，表
明本实验建立的Ｃａｃｏ２细胞模型的完整性、紧密性和通透性良好；进行药物 Ｃａｃｏ２细胞吸收潜性研究时，药物
作用４ｈ之内对Ｃａｃｏ２细胞模型没有影响。结论：建立的Ｃａｃｏ２细胞模型可用于药物吸收机制研究。
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　　人结肠腺癌细胞系（ｈｕｍａｎｃｏｌｏｎａｄｅｎｏｃａｒｃｉ
ｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ，Ｃａｃｏ２）细胞模型是目前较为理想
的体外肠吸收研究的细胞模型，由于其与药物的体

内吸收具有良好的相关性，已越来越受到国内研究

者的重视［１］，并已广泛用于药物吸收、转运、代谢

等方面的研究［２～４］。目前对 Ｃａｃｏ２细胞模型的建

立已有很多报道，但对建立模型过程中的细胞密度

的选择报道较少，在药物转运研究过程中 ＨＢＳＳ转
运介质及不同温度对细胞的毒性还没有进行深入

的研究［４～８］。因此，对建立模型过程中的细胞密度

进行选择，并对在药物转运研究过程中ＨＢＳＳ转运
介质及不同温度对细胞的毒性进行了研究，以期进
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一步的优化建立 Ｃａｃｏ２细胞模型的方法，同时对
不同ｐＨ值的ＨＢＳＳ缓冲液及不同温度作用Ｃａｃｏ２
细胞后的毒性进行了研究，以便为 Ｃａｃｏ２细胞在
药物吸收研究中的应用提供理论支持。

１　材料和方法

１．１　药品与试剂
Ｃａｃｏ２细胞株（上海中科院），ＤＭＥＭ培养基

（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓＭｅｄｉｕｍ，Ｇｉｂｃｏ），胎
牛血清（Ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｕｒｍ，Ｂｉｏｃｈｒｏｍ），青、链霉素，
０２５％胰蛋白酶－００２％ＥＤＴＡ消化液和ＨＢＳＳ缓
冲溶液（Ｇｉｂｃｏ）；碱性磷酸酶（ＡＫＰ）测定试剂盒
（南京建成生物工程研究所），其它试剂均为分析

纯，实验用水为三蒸水。二氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＥＲＳⅡ电阻仪（Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ，ＵＳＡ），超低温冰箱（ＴｈｅｒｍｏＦｌｅｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｅｓ），６８０型酶标仪（ＢｉｏＲａｄ），ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＴＭ膜（１２
ｍｍ，０４μｍ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ），荧光素（上海灵锦精
细化工有限公司）。

１２　方法
１２１　Ｃａｃｏ２细胞模型

Ｃａｃｏ２细胞株，传代数在３５～５０代，培养于含
１０％胎牛血清、４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺及青－链霉素双
抗液的ＤＭＥＭ培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２、相对湿
度９０％条件培养。建立不同密度 Ｃａｃｏ２细胞模
型［４～７］，为了确定最佳细胞铺板密度，将对数生长

期细胞按（５、１０、２０）×１０４个／ｍｌ密度，每孔４００μｌ
接种到ＭｉｌｌｉｅｅｌｌＴＭ膜顶端膜 Ａｐｉｅａｌｓｉｄｅ（ＡＰ）侧（黏
膜侧或肠腔侧），并于基底膜 Ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌｓｉｄｅ（ＢＬ）
侧，又称浆膜侧或肠内壁侧加入６００μｌＤＭＥＭ空
白培养液，接种后每２ｄ换液１次，１周后每日换
液，培养至第２１天。
１２２　细胞模型的验证［４～７］

１２２１　细胞单层完整（紧密）性　在细胞接种
ＴｒａｎｓｗｅｌｌＴＭ培养板后，分别于第 ０、１、５、１０、１５及
２５ｄ用细胞电阻仪测定跨上皮细胞电阻（ｔｒａｎｓｅｐｉ
ｔｈｅｌｉｕｍｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＥＲ），了解细胞单层
完整性与紧密性动态形成过程。

１２２２　碱性磷酸酶（ＡＫＰ）活性　分别于细胞接
种ＴｒａｎｓｗｅｌｌＴＭ培养板后第１、４、８、１２、１６及２１ｄ取
Ｃａｃｏ２细胞单层ＡＰ侧及ＢＬ侧培养基适量，按ＡＫＰ
试剂盒测定双侧培养基中ＡＫＰ的活性并计算比值。

１２２３　细胞单层通透性　用３７℃预温的ＨＢＳＳ
（ｐＨ７４）将培养２１ｄ的 Ｃａｃｏ２单层细胞膜冲洗２
次，第２次置于 ３７℃培养箱中平衡 ２０ｍｉｎ后换
液，换液后将含有荧光素的３７℃预温 ＨＢＳＳ加入
到Ｃａｃｏ２细胞单层 ＡＰ侧，不含药物的３７℃预温
ＨＢＳＳ加入细胞单层ＢＬ侧，加样后１ｈ于 ＢＬ侧取
样置酶标仪４５０ｎｍ处测定吸光度值，并通过标准
曲线计算其浓度。

１２３　ＨＢＳＳ缓冲液对Ｃａｃｏ２细胞的毒性
１２３１　ｐＨ对Ｃａｃｏ２细胞模型的影响　选取对
数生长期Ｃａｃｏ２细胞，以每孔１００μｌ，（３０～５０）×
１０４个／ｍｌ种植于９６孔培养板中，培养板置３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中孵育 ２４ｈ。实验分为正常对照
组、不同ｐＨ组（７４、６０、４０）。正常对照组每孔
加入１００μｌＤＭＥＭ培养液；不同ｐＨ组每孔分别加
入不同 ｐＨ值的 ＨＢＳＳ溶液１００μｌ，作用２、４、６ｈ
后用 ＭＴＴ法检测。即在９６孔培养板中吸去培养
液，每孔加入０２５ｇ／Ｌ１００μｌＭＴＴ溶液，孵育４ｈ，
吸去上清液，每孔加入１００μｌＤＭＳＯ溶解结晶，用
酶标仪检测４９０ｎｍ波长处每孔吸光度 ＯＤ值。每
个浓度平行５孔，实验重复３次，并计算细胞存活
率。

１２３２　温度对 Ｃａｃｏ２细胞模型的影响　方法
同１２３１，考察３７℃、２５℃和４℃条件下，不同
ｐＨ值的缓冲液作用２、４、６ｈ后对细胞的影响。
１２４　计算公式

表观渗透系数（Ｐａｐｐ）＝（ｄＱ／ｄｔ）／（Ａ×Ｃ０），
ｄＱ／ｄｔ为单位时间药物转运量（μｇ／ｍｉｎ），Ａ为转运
膜的面积（此时 Ａ为０４ｃｍ２），Ｃ０为受试化合物
的初始浓度（ｍｇ／Ｌ）；跨膜电阻 ＴＥＥＲ＝Ｒｔｒｕｅｔｉｓｓｕｅ×
Ａ，Ｒ为电阻值，Ａ为转运膜的面积 （Ｒｔｒｕｅｔｉｓｓｕｅ＝
ＲｔｏｔａｌＲｂｌａｎｋ）。
１２５　统计学方法

各组数据用均值 ±标准误（ｘ±Ｓ，Ｅ）表示，采
用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ评价整体性差异，并对组间数
据进行Ｄｕｎｎｅｔｔ或Ｄｕｎｎｅｔｔ＇ｓＴ３检验，α＝００５为有
统计学意义。

２　结果

２１　ＴＥＥＲ的测定结果
在实验中，以接种当天为０ｄ，０ｄ时所测定的

电阻值为所用膜加入培养液时所形成的电阻本底，
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因此计算接种细胞后形成的ＴＥＥＲ值时，均需扣除
该本底值，ＴＥＥＲ值测定结果见图１。细胞组测得
值较稳定（＞２００Ω·ｃｍ２），并且细胞已形成紧密
的单层，可用于转运试验的研究。

图１　Ｃａｃｏ２细胞模型ＴＥＥＲ（ｎ＝５）
Ｆｉｇ．１　ＴｅｓｔｖａｌｕｅｏｆＴＥＥＲｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌ

ｍｏｄｅｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

２２　ＡＫＰ表达
从第４天开始，细胞单层两侧 ＡＫＰ活性差异

已具显著性（Ｐ＜００５），表明极化特征已初步显
现；至第１９～２１天，极化更趋显著，两侧酶性活比
扩大为１∶２７（见图２）。说明建立的 Ｃａｃｏ２细胞
模型具有ＡＰ活性，证明 Ｃａｃｏ２细胞分化足够，具
备药物转运需要的各种载体和酶。

图２　Ｃａｃｏ２细胞ＡＫＰ
Ｆｉｇ．２　ＴｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＫＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｍｏｄｅｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

２３　荧光素通透量的测定
２３１　荧光素标准曲线的制备

用转运介质ＨＢＳＳ配制不同浓度溶液，酶标仪
测定，以峰面积（ｙ）与质量浓度（ｘ）对应作图，以

荧光强度与浓度对应作图，测得荧光素标准曲线为

ｙ＝００２２８ｘ＋００４６５，相关系数ｒ＝０９９９５，线型
范围为００００５～０１ｇ／Ｌ。取相同反应体系溶液，
平行测定６次，按含量测定方法测定荧光强度或峰
面积，ＲＳＤ均 ＜３％；取上述物质溶液，重复测定６
次，每次间隔１０ｍｉｎ，按含量测定方法测定荧光强
度或峰面积（比值），ＲＳＤ均＜３％。
２３２　荧光素的转运量

空白对照的Ｐａｐｐ＝５６８×１０
－５ｃｍ／ｓ，荧光素的

Ｐａｐｐ＝０１４７３×１０
－６ｃｍ／ｓ，小于通透实验规定的

０５×１０－６ｃｍ／ｓ值，满足实验要求，说明 Ｃａｃｏ２细
胞在Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ膜中培养２１ｄ后，已经形成了完整的
单细胞层，通透性符合要求，可以用于转运实验。

２４　ｐＨ值及ＨＢＳＳ时间对Ｃａｃｏ２细胞毒性
从图３可以看出，不同 ｐＨ值的 ＨＢＳＳ缓冲液

作用４ｈ对 Ｃａｃｏ２细胞有作用，当不同 ｐＨ值的
ＨＢＳＳ缓冲液作用 Ｃａｃｏ２细胞４ｈ后，细胞存活率
已经呈明显下降趋势，说明细胞已经发生凋亡或者

坏死，从结果中可以推断，进行药物的 Ｃａｃｏ２吸收
潜性研究时，作用时间选择４ｈ之内不会破坏 Ｃａ
ｃｏ２细胞单层模型。
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图３　不同ｐＨ值对Ｃａｃｏ２细胞毒性
Ｆｉｇ．３　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＨＢＳＳｔｏＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

３　讨论

Ｃａｃｏ２细胞模型是目前最常用的体外细胞对
药物的吸收模型，在药物的吸收过程及吸收机制的

研究方面有广泛的应用，尤其在药物吸收研究方

面，Ｃａｃｏ２细胞模型的应用成为目前的研究热点。
本研究中，传代３５～５０代的 Ｃａｃｏ２细胞经过

２１ｄ的培养后，细胞分化形成类似小肠上皮单细
胞层，细胞的生理、生化方面已经有了相当的变化，

且细胞密度为１０×１０４个／ｍｌ时细胞生长状态良
好，因此确定用１０×１０４个／ｍｌ密度来建立 Ｃａｃｏ２
细胞模型。在既往的研究中，大多对 Ｃａｃｏ２细胞
在不同温度和不同时间的药物转运量进行了考察，

但没有对ＨＢＳＳ缓冲液的 Ｃａｃｏ２细胞的毒性进行
研究［９～１１］。在ＨＢＳＳ缓冲液对 Ｃａｃｏ２细胞毒性研
究结果中可以推断，进行药物的 Ｃａｃｏ２吸收潜性
研究时，ＨＢＳＳ液作用４ｈ之内对 Ｃａｃｏ２细胞模型
没有影响。

本实验室建立的Ｃａｃｏ２细胞模型能基本满足
进行多种胃肠道吸收机制研究的需要，作为药物的

吸收转运筛选模型有其自身的优势，但也存在一些

缺陷，如细胞结构单一致密、缺少部分代谢酶等。

基于Ｃａｃｏ２细胞模型还存在着不足，本实验室将
进一步研究Ｃａｃｏ２细胞模型在药物研究中的应用
前景。
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