
一

1 038 一  重庆医科大学学报2008年第33卷第9期 (Joumal of Chongqing Medical University 2,008．Vo1．33 No．9) 

文章编号：0253—3626(2008)09—1038—04 

药物体外转运模型及普萘洛尔异构体转运动力学研究 

龙潇鸿1，邱 峰 2，徐 霞 1，李惠芝 1 

(1．重庆医科大学药学院药物分析教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学附属第一医院药剂科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：用近年来最具代表性的研究口服药物吸收机制的Caco一2细胞单层模型，研究盐酸普萘洛尔异构体的吸收及其 

吸收机制。方法：建立 Caco一2细胞单层模型，研究不同浓度不同时间点该药物异构体的转运情况，通过柱前衍生化的 RP—HPLC 

法检测盐酸普萘洛尔的异构体。结果：盐酸普萘洛尔吸收完全，主要为被动吸收，其异构体在 Caco一2细胞模型上吸收无手性选 

择性。结论：本文建立了Caco一2细胞模型，并进行了完整性评价，表明Caco一2细胞模型完整性良好，将其用于手性药物盐酸普 

萘洛尔的吸收转运实验。同时还建立了柱前衍生化的RP—HPLC法，可以在20min内分离测定盐酸普萘洛尔异构体，方法操作 

简便、精密度好、结果准确可靠。 

【关键词】手性衍生化；HPLC；盐酸普萘洛尔；Caco一2细胞；GITC；表观通透系数；对映选择性 
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Enantioselective transport of R／S-propranolol in Caco-2 cell monolaysers 

LoNG X／ao—hong，et al 

(Department of Pharmaceutical Analysis，College of Pharmacy，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：to study the absorption and absorption characteristics of isomer of propranolol hydroehloride in Caco-2cell 

monolayers mode1．which have taken as the most representative model to investigate the absorption mechanism of oral drug in 

recent years．Methods：Caco一2 cell monolayers model WaS set up to study transport of isomer of propranolol hydrochloride． 

RP—HPLC method was applied to analyze isomer of propranolol hydrochloride through pmcolumn derivatization．RB 招：Propra— 

nolol hydrochloride was absorbed completely，an d was a passive diffusion mechan ism．There Was no chiral selectivity of transport 

and absorption of them across Caco-2 cell monolayem．Conclusion：Caco一2 cell model Was established and the cell integrity 

was evaluated．Th e integrity of Caco一2 cell Was in good condition．which could be used to study the absorption and transport． 

RP—HPLC method Was established to separated isomer of propran olol hydrochloride within 20 min by precolumn derivatization． 

Th e method is convenient，sensitive，accurate and suitable for the analysis of telbivudine． 

【Key words】Chiral derivatization；HPLC；Propranolol hydrochloride；Caco-2 cells；GITC；P ；Enantioselectivityl 

Caco-2细胞模型是近十几年来在药物研发中 

得到广泛应用的一种口服药物体外吸收模型【 ， 

Caco一2细胞在体外培养条件下，可在多孔的可渗透 

聚碳酸酯膜上形成分化完好的肠上皮细胞融合的 

单层，并形成紧密联结 ，分化出绒毛面，其形态学特 

征、标志酶的功能表达与小肠上皮细胞相似[81，是一 

种研究口服药物吸收特性和各种转运的理想体外 

模型。盐酸普萘洛尔是临床上广泛应用的一种重要 

的 p受体阻滞剂，其制剂一直是外消旋体的形式， 

但其对映体在对 p受体的阻滞程度和系统清除速 
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度都具有显著的立体选择性[91。我们选取盐酸普萘 

洛尔作为模型药物，以简单、可控的Caco一2细胞模 

型，研究盐酸普萘洛尔的吸收机制。 

1 材 料 

1．1 试剂与药品 

胎牛血清、DMEM(高糖)(Hyclone)；荧光黄(Lucifer yel— 

low CH，SIGMA公司)；s一，R一盐酸普萘洛尔(SIGMA公司，批 

号 1230—9701)；甲醇(色谱纯 )；氯化钠 、氯化钾、氯化钙、氯 

化镁、硫酸镁、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、碳酸氢钠、葡萄糖等 

均为分析纯水为超纯水。 

1．2 仪器 

日本岛津LC一6AD高效液相色谱仪；岛津SPD—lOAvp紫 
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外 一 可 见检测 器 ；c S 5 0 1 电热恒温 水浴锅 ( 重 庆实验设 备 厂 ) ；

超 净工 作 台( 苏净 集 团 苏州 安 泰空 气技 术有 限公 司 ) ；倒置 显

微镜 ( 重 庆 光 学 仪 器 厂 ) ；c 0 ： 恒 温 恒 湿 培 养 箱 ( 重 庆 汗 瞻仪

器有 限 公 司 ) ；数显 恒 温 水 浴 箱 ( 江 苏 省 金坛 市 荣华仪器 制造

有 限公 司 ) ， 荧光 分光 光 度计 ( 日本 岛津公 司 )M iⅡi c e u E R s 电

子伏欧计 M ．1l i c e l l 逦猛 ^ 式细胞培养皿 、2 4 孔板 、

一 次性 M i u i p o r e

滤 器 ( M iⅡi p o r e c o r p 0 L “ o n ， 美 国 ) ；T r肌 s w e l l “ 培 养 板 ( c o m —

i n g ， 美 国 ) 。

2 方 法 与 结 果

2 ． 1 C a c o
一 2 细 胞 模 型 的 建 立 及 完 整 性 考察

2 ． 1 ． 1 C a c o 一 2 细 胞 模 型 的 建 立 C a c o 一 2 细 胞 在

D M E M 培养液中 ，含胎牛血 清(F B s )1 0 ％ 、3 7 ℃ 、 5 ％ c O ， 、

湿度 为 9 0 ％ 的环 境 中培养 。 隔天 换 1 次培养液 ， 当达

到 8 0 ％ 一 9 0 ％ 融合时 ， 用 胰酶 一

E D T A 液 消化 ， 按 l ：

3 的 比例传代 。 将对 数生 长期的 c a c o 一 2 细胞计数 ， 按

5 ． 6 7 × 1 0 ’
c e l l s ／m l 接 种 于 T 啪 s w e l l 喇 细 胞 培 养 皿

( 0 ． 4 m l ／孔 ) ， 培养皿 下 腔 加 入 培养基 0 ． 6 rn l 。 接种2 4 h

后 更换 培养液 ， 其后 1 周 隔天 换 液 1 次 ， l 周后 每天

换液 ；培养 2 1 ～ 2 5 d 后 ，测定胯膜 电阻 (T E E R ) 和 物质

的表 观 通 透 系数 ( A p p a r e n t p e Ⅲ l e a b i l i ty c o e m c i e n t s ，

P
晰 ) ， 同时对 c a c o 一 2 细 胞 单层 模 型 分 别 进 行 扫描 电

镜 、 透射 电镜 观 察 。

2 ． 1 ． 2 细胞模 型 的完整 性 考察 当 c a c o 一 2 细胞 模

型长 至 2 1 d 后 ， 以 荧光 黄作 为标 志 物测 定单细 胞 层

的通 透 量 ， 并 且 结 合 细 胞 的胯 膜 电 阻 ( T E E R ) 和 形

态 学 3 个 指 标 来 对 C a c o 一 2 细 胞模 型 的完 整 性 进 行

评 价 。

根 据 荧光 黄测定 方 法 和 计算公 式 ， 测 得 各孔 单

层 细 胞 膜 的荧 光 黄 的 表 观 通 透 系 数 Pd。 均 < 1 ． 0 ×

1 0 ．6c m ，s ， 以及 各孔胯膜 电阻 (，r E E R ) > 2 0 0 ( Q �

c m
：

) 。

形 态 学 检 查 可 观 察 到 细 胞 融 合 成 连 续 而 完 整

的单细胞层 ， 细胞 问连接 紧密 。 细胞表 面 覆盖 一 层 刷

状 缘 微 绒 毛 ， 垂 直 于 细 胞 表 面 ， 并 且 细 胞 具 有 不 对

称性 ( 图 1 ) 。 这 些 形 态与小肠 上 皮细胞 相 似 。

以 上 3 方 面 都说 明 c a c 0 — 2 细胞 膜 具 有 良好 的

完整性 ， 可用 于 药物 吸 收实验 。

2 ． 2 盐 酸 普萘 洛 尔 细 胞 模 型 的 转 运 试 验

用提前预热 至 3 7 cI二， p H 为 7 _4 的 H B S S 溶液 将

培养好 的细胞单层 膜洗涤 2 、 3 次 。 最后 1 次洗涤后测

定跨上 皮 电阻 以 监 控细胞 质量 。 将药物用 p H 7 ． 4 的

H B s s 溶液稀 释 ， 使配 制成 2 0 、 4 0 、 8 0 、 1 6 0 、 2 4 0 “ m o l／L

的溶液 。 其中 D M s O 的含量小于 1％ ， 不会影 响C a c o 一 2

A ． 细胞单层 外部 ； M ． 细胞单层 内部 ； P ． 气孔

图 1 C a c o
一 2 细 胞 单层 模型 电镜 图 ( × 1 0 0 )

图 2 C a c o 一 2 细 胞 单层 模 型 电镜 扫描 图 ( × 1 0 0 )

细胞模 型 的完整性 。 对 于 从 A P ( 肠 腔侧 )到 B L ( 基 底

侧 )转 运 ：将 药 物 溶 液 0 ． 4 m l 加 到 A P 作 为供 给 池 ，

同时 B L 侧 加 入 空 白 p H 7 ． 4 H B s s 溶 液 0 ． 6 m l 作 为

接 收池 ；对 于 从 B L 到 A P 转 运 ：将药物溶液 0 ． 6 m 功Ⅱ

到 B L 侧作为供给池 ， 空 白 H B s s 0 ． 4 m l ；加 到 A P 侧

作为接受池 。 在培养箱 中培养 ，模拟体内吸收 隋况 ， 在

0 、 0 ． 5 、 1 、 2 、 4 、 6 、 8 h 分 别从 接 受池 中取 样 0 ． 3 m l ， 待检

测 ， 并在取 样后 补充等量 的3 7 cC 空 白 p H 7 ．4 H B S s 溶

液 。 这 样从 两 个 方 向来考察盐 酸普萘 洛尔 的 吸 收 。

2 -3 盐 酸 普萘洛 尔手性 H P L C 分 析 方 法 的 建立

2 -3 ． 1 色 谱 条 件 色 谱 柱 ：s h i m a d z u V p
一 0 D S c ，。

( 4 ． 6 斗 m × 15 0 m m 5 斗 m ) ， 日本 岛津 公 司 ；流 动 相 ：

甲醇 一 2 0 m m o 儿 N a H 2P O 。 缓 冲液 ( 7 5 ：2 5 ) ；检 测 波

长 ：2 2 0 n m ；流速 ：1 m l ，m i n ；柱 温 ：室 温 ；进 样量 ：2 0 斗 l 。

色谱 图见 图 3 。

2 ． 3 ． 2 衍 生 化 条 件 取 各 样 品 溶 液 1 5 0 ¨ l 减 压 干

燥后 ， 加 入 2 0 斗 l 甲醇 和 4 0 0 “ l ， c I T C 溶液 ( 浓度为

重庆维普 http://www.cqvip.com
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第 1个色谱峰为s一普萘洛尔，第2个色谱峰为R一普萘洛尔 

图 3 S／R一普萘洛尔衍生化产物的色谱图 

480 tool／L)，涡旋混合lmin后，80~C反应45min，~E45oc 

条件下氮气吹干，加入 100 l甲醇使溶解，涡旋混合 

lmin，以转速为5 000r／min离心 10min，取上清液作 

为样品溶液供试。 

2．3．3 测定 取经过处理的各生物样品 20 l进 

样 ，记录色谱图，根据保留时间定性，根据峰面积采 

用外标法定量。 

2．3．4 标准曲线的绘制与最低检测浓度 将药物 

的标准储备液，用经过细胞模型的HBSS溶液稀释使 

配制成由低到高系列浓度的药物标准样品，分别定 

量准确吸取 150 l稀释液，按样品处理方法处理后 

进样测定，结果显示：在本条件下盐酸普萘洛尔异 

构体的浓度从 1 mol／L到 80 mol／L，见表 1。 

经实验并按信噪比(S／N)的 3倍值计算，S一／R一 

盐酸普萘洛尔两异构体的检测限(LOD)为0．1 mol／L。 

2．3．5 精密度与回收率试验 取经过细胞模型的 

HBSS溶液，准确加人一定量的药物标准液，使配成 

高、中、低 3种浓度的 HBSS溶液样品，分别定量准 

确吸取 150 l样品溶液，同种浓度平行做 3份，按样 

品处理方法处理，于当Et测定 ，计算回收率和精密 

度。HBSS溶液中盐酸普萘洛尔的回收率及精密度 

试验结果见表 2。 

2．3．6 数据处理 药物P聊的测定，按照 P 的测定 

公式进行计算，测定 20、40、80、160、240 mol／L盐酸 

普萘洛尔型异构体在 2h的P 。 

表3中，列出了S一／R一 

表 l 盐酸普萘洛尔异构体在 HBSS溶液中的标准曲线方程 

2 

表 2 HBSS溶液中盐酸普萘洛尔回收率及精密度实验 

表 3 在 AP—BL和 BL—AP方向上 R-／S一盐酸普萘洛尔在 Caco一2细胞模型中的 P 测定结果(；±s。n=3) 
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细胞模型中的Papp。根据 T一检验结果统计，S／R一盐 

酸普萘洛尔在从 AP—BL方向和 BL—AP方向上均未 

见手性选择性，符合被动转运中，药物的转运无选择 

性的特点。 

3 讨 论 

文献报道 Caco一2细胞模型在无血清的 HBSS 

溶液中只能稳定 4h，而我们考察了8h，所以在最后 

8h以后也重新测量了荧光黄的P 和TEER值，结 

果 8h内荧光黄的 <1．0×10％m／s；单细胞层的 

跨膜电阻TEER>200(n·on )，可见细胞膜的完整 

性还是很好的。P 值可由BL—AP方向测得( 1)， 

也可由AP—BL方向测得(Par．r．2)，2个方向的P 的比 

值可以判断该药物的转运情况。结果显示，在 20～240 

mol／L的浓度范围内测得的 值，无论对于R一盐酸 

普萘洛尔，还是s一盐酸普萘洛尔，P 值变化微小，均 

无显著性差异。同时，对于 R一盐酸普萘洛尔，从 BL 

到AP方向的 是从 BL到 AP方向的P 1的值 

的 1．1到 2．6倍，根据 1／P >1．5则可能存在主 

动转运机制，表明对于R一普萘洛尔的转运仍以被动 

转运为主要转运机制，而出现 ．r．2值比P 1值大的原 

因不知是否与一些代谢酶有关；而对于s一盐酸普萘 

洛尔，2个方向的P 几乎相同，没有显著性差异，即 

提示S一盐酸普萘洛尔吸收主要以被动转运为主。因 

此，从两个方面的考虑都表明，盐酸普萘洛尔的吸收 

主要以被动吸收为主。 

根据药物被动转运的特点：药物从高浓度侧向 

低浓度侧的顺浓度梯度转运，不需要载体 ，膜对药 

物无特殊选择性。根据我们实验得出的数据，以2h为 

吸收点，从 2h的表观通透系数看，2个方向的S一／R一 

盐酸普萘洛尔的表观通透系数均在 95％的置信水 

平无显著性差异，即符合被动转运中药物的吸收转 

运无特殊的选择性。 

对口服给药后人体的吸收情况与 Caco一2细胞 

单层中的药物被动通透性的相关性研究表明，在 

Caco一2细胞单层模型中，完全被吸收的药物的表观 

通透系数较高(I)a >l×10-6em／s)，而吸收在 l％ ～ 

10％者，药物的表观通透系数则偏低 为>(0．1～ 

1)×10％m／s，吸收低于 1％者 <1×10％m／s，更多 

的研究显示，在复杂的吸收模型中(如 In situ per— 

fu—sion models)，药物吸收程度的试验结果与 Caco一2 

细胞单层研究结果相一致，表明Caco一2细胞单层可 

用于研究药物的吸收陛质。因此根据我们实验的结果， 

普萘洛尔的表观通透系数大约为 28×10-6cm／s，属 

于吸收较完全的药物。与文献中报道的盐酸普萘洛 

尔属于易溶于水，同时吸收也较完全的药物相符。 
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