
防己诺林碱调控紫杉醇在 9I>"49I<J

!

细胞

模型中的跨膜转运研究

何丽"

! 杨俊毅*

! 胡丽娜"

!

""g四川大学 华西第二医院! 四川 成都 #"$$&"% *g四川大学 华西药学院! 四川 成都 #"$$&"#

$摘要%!目的&研究防己诺林碱对紫杉醇在9I>"49I<J

!

细胞跨膜转运的调控作用) 方法#以外排转运蛋白E4DA底物

紫杉醇为模型药物$盐酸维拉帕米为对照$考察防己诺林碱调控紫杉醇在 9I>"49I<J

!

细胞模型的跨膜转运作用) 采用

>E4YÈ<检测紫杉醇在转运介质中的药物浓度$计算其表观渗透系数) 结果#紫杉醇在E4DA高表达的9I>"49I<J

!

细胞模

型中外排的速率明显快于吸收的速率) 与紫杉醇单用相比$紫杉醇分别联用盐酸维拉帕米及防己诺林碱后$紫杉醇吸收速率

均显著增加$而外排速率均显著降低$相同浓度的防己诺林碱抑制转运作用强于对照盐酸维拉帕米) 结论#防己诺林碱能够

明显降低紫杉醇在9I>"49I<J

!

细胞的外排作用$抑制由E4DA介导的多药耐药)

$关键词%!紫杉醇*防己诺林碱*9I>"49I<J

!
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!!防己诺林碱!PB1D-?N1.SN1M$HB1"是防己科植物

粉防己的干燥根中所含的主要生物碱活性成分之

一$其毒性较低$具有镇痛&抗风湿&利尿消肿之功

效) 同时它也是一种双苄基异喹啉生物碱$近年来

研究发现该类生物碱中的某些单体成分具有抗肿瘤

增敏作用$在对抗肿瘤化疗过程中产生的多药耐药

具有潜在活性+",

) E4糖蛋白!E4DA"是目前已知的外

排转运蛋白介导的多药耐药的主要原因$它是

9I>" 基因表达的产物$紫杉醇! AB-SN@B6MS$EB-"在

化疗过程中存在多药耐药的现象+*,

$研究发现 EB-

是E4DA的外排底物+),

$本研究采用9I>" 特异性转

染的犬肾近曲小管上皮细胞9I>"49I<J

!

细胞模

型$研究HB1调控EB-由E4DA介导的跨膜转运作用

的影响+&,

)

"!材料

"U"!仪器! B̀\ 3SSNB1-M高效液相色谱仪!9.QMS

'$$ ][=[NO检测器$8MCNMO

2

泵"*31BO@BC色谱工作

站*<E**'I电子天平!8BC@.CNTO$德国"*G8 *"$O电

子天平!8BC@.CNTO$德国"*[.@M6FM1NTO) 旋涡混合仪

!:J3$德国"*RF̀4"#<台式高速离心机!上海市安

亭科技仪器厂"*倒置相差显微镜!LS5/ATO$日本"*

9NSSN-MSS4U>8 电位仪 !9NSSNA.CM$美国"*RCB1O+MSS#

孔板系统!<.O@BC$美国"*二氧化碳孵箱!YMCBMTO$德

国"*超净工作台!苏州净化设备总厂"*隔水式电热

恒温培养箱!上海跃进医疗器械厂")

"U'!试药!9I>"49I<J

!

细胞!荷兰肿瘤研究

所"*EB-对照品!中国药品生物制品检定所"*EB-

!

"

77j$成都科杰高新技术发展有限公司"*地西

泮对照品!中国药品生物制品检定所"*HB1!成都曼

思特生物科技有限公司"*盐酸维拉帕米!dMCBAB/NS

?5QC.-?S.CNQM$[MC$上海禾丰制药有限公司"*I9U9

!FN\-.4G>̀ $美国"*HG8 !Y5-S.1M$美国"*青霉素

!华北制药股份有限公司"*链霉素!大连美罗大药

厂"*I98L$胰蛋白酶$UIR3!8ND/B")

'!方法与结果

'U"! 9I>"49I<J

!

单层细胞的培养及评价!

9I>"49I<J

!

细胞培养于 I9U9完全培养基中$

含I9U9培养基&"$j胎牛血清&"$$ ]./̀

e"青霉

素&"$$ /D.`

e"链霉素双抗液$于 )% h$'j<L

*

培

养箱中培养) 隔天更换 " 次细胞培养基$每次换液

将细胞稀释约 ' 倍) 连续稳定传代 ) 代细胞后$取

对数生长期细胞$用空白培养基将其制成每毫升约

含 * m"$

'个细胞的混悬液) 接种于 RCB1O+MSS# 孔

板$置 )% h$'j<L

*

培养箱静置培养$每天更换 "

次培养基$直至细胞形成完全致密的单层膜) 分别

于第 *$)$&$' 天测定 * 种细胞的跨膜电阻值$电阻
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值r'$$

>

.-/

e*并保持稳定符合要求)

'U'!色谱条件!3N-?C./G.1Q43̂ <

"(

色谱柱!&g#

//m*'$ //$'

"

/"*流动相甲醇4"$ //.SJY

*

EL

&

缓冲液!AY)g$" !%'i*'"*流速 "g$ /̀ ./N1

e"

*柱

温 )$ h*检测波长 **% 1/*进样量 *$

"

)̀

'U&!样品处理方法!精密吸取样品 *$$

"

$̀加入

'g$ /D.`

e"内标地西泮溶液 *$

"

&̀乙酸乙酯 *

/̀ $旋涡混合 ) /N1$" 万 C./N1

e"离心 ' /N1$分离

有机层$于 &$ h干浴氮气挥干$残渣用 "$$

"

流̀动

相溶解$进样 *$

"

$̀在选定色谱条件下分离测定$

记录EB-峰面积!4&"及内标峰面积!4%"$内标法计

算血浆中的EB-浓度)

'U_!方法专属性考察!用所选定的色谱条件对

EB-在样品中的测定进行专属性考察$考察了空白

培养基中的物质及调控药物对模型EB-及内标的测

定是否存在干扰$结果见图 "$可见 EB-及内标峰保

留时间分别为 7g*$(g" /N1$分离度Gr"g'$样品体

系中的物质对 EB-的测定无干扰$所选定的色谱条

件专属性较好)

3g空白介质*Gg空白介质中加入EB-及内标对照溶液*

<gHB1调控EB-试验样品*Ig[MC调控EB-试验样品*"gEB-)

图 "!EB-专属性试验高效液相色谱图

'U$!标准曲线的制备!精密称定 EB-工作对照品

约 "$g$ /D$用甲醇稀释为质量浓度分别为 '$'$

)$)$"$"$'$g'$)$g)$"$g"$'g$'$"g$" /D.`

e"的

EB-标准工作液) 取空白培养基!含 $g"jI98L"

*$$

"

$̀加入内标 *$

"

及̀系列工作溶液 *$

"

$̀照

标准样品处理方法处理后$于拟定的色谱条件下进

样分析$以EB-峰面积与内标峰面积之比 9对药物

浓度 "进行线性回归) 得到标准曲线方程 9f

"g*)$ #"l$g$(7 #$0f$g777 %$样品在 $g"$" k

'$g' /D.`

e"线性关系良好)

'U)!准确度试验!取空白培养基!含 $g"jI98L"

*$$

"

$̀不同浓度EB-工作溶液 *$

"

$̀得到 $g'$'$

)g$)$)$g) /D.`

e"的EB-含药标准样品$每个浓度

' 份样品$照标准样品处理方法处理后$于拟定的色

谱条件下进样分析$记录EB-和内标峰面积$代入标

准曲线计算浓度$并求算回收率$低&中&高回收率分

别为!"")g) p(g#"j$!"$&g$ p'g)"j$!"$#g7 p

(g%"j$方法准确度良好)

'U%!精密度试验!按准确度试验项下配制浓度分

别为 $g'$'$)g$)$)$g) /D.`

e"的 EB-含药标准样

品$每个浓度 ' 份样品$连续测定 ) 个分析批) 照样

品处理方法处理后$于拟定的色谱条件下进样分析$

记录EB-和内标峰面积$代入标准曲线计算浓度$计

算批内与批间>8I) 批内>8I

'

%g'j$批间>8I

'

""g*j$方法精密度良好)

'Ù!稳定性考察!配制EB-标准样品$分别于室温

放置&冰冻及冻融条件下$进行考察样品稳定性$结

果表明样品于室温下放置至少 *& ? 内可保持稳定$

于e*$ h冰冻条件下放置至少 ( 周内可保持稳定$

样品经过 ) 次冻融后可保持稳定)

'U#!EB-单用及联用HB1在9I>"49I<J

!

细胞模

型中的跨膜转运试验!EB-单用组$取已接种

9I>"49I<J

!

细胞的且符合转运条件的 RCB1O+MSS

# 孔板$于 3室 !顶侧室"中分别加入 "$$*$$&$

"

/.S.`

e"的 EB-含药供试液$G室!基底侧室"中

加入空白转运介质!) f)"$每隔 )$ /N1从G室精确

取样 *$$

"

$̀并补加相同体积空白转运介质于 G

室$"*$ /N1后中止试验$依法测定 G侧室样品中的

EB-浓度$计算转运药量*同法于3室中加入空白转

运介质$G室中分别加入系列浓度的含EB-供试液$

每隔 )$ /N1从3室精确取样 *$$

"

$̀并补加相同体

积空白转运介质于3室$"*$ /N1 后中止试验$依法

测定3侧室样品中的EB-浓度$计算转运药量)

EB-联用HB1组$取已接种9I>"49I<J

!

细胞

的且符合转运条件的 RCB1O+MSS# 孔板$3室!供给

室"加入中浓度!*$

"

/.S.`

e"

"EB-含药供试液$G

.7%&".
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室!接收室"加入空白转运介质!) f)"$同时于3$G

室分别加入低&中&高不同浓度的 HB1$使 HB1 终浓

度分别为 *$"$$*$

"

/.S.`

e"

$阳性对照则加入低&

中&高不同浓度的 [MC$使 [MC终浓度分别为 *$"$$

*$

"

/.S.`

e"

*同法于3室!接收室"加入空白转运

介质$G室!供给室"加入系列浓度的含EB-供试液$

同时于 3$G室分别加入使其终浓度一致的 HB1 或

阳性对照[MC$以加入空白转运介质为阴性对照$每

隔 )$ /N1从接收室精确取样 *$$

"

$̀并补加相同体

积空白转运介质$"*$ /N1 后中止试验$依法测定接

收室样品中的EB-浓度$计算转运药量)

根据试验结果按下式计算表观渗透系数

>

BAA

+',

$其中
,T

,!

为接受室药物转运量变化的表观线

性速率*"

$

为药物在给予端的初始浓度*4为聚碳酯

膜的表面积) 采用 !检验进行统计学分析$数据均

以
#

?p&表示)

>

.$$

f

,T

,!

m

"

4m"

$

由表 " 可见$单用 EB-$在 E4DA 高表达的

9I>"49I<J

!

细胞模型中外排的速率明显快于

吸收的速率!>o$g$' " $EB-在 9I>"49I<J细

胞中具有明显的外排$表明 EB-是 E4DA 底物) 与

EB-单用相比$EB-分别联用 HB1 及 [MC后$在

9I>"49I<J

!

细胞模型中$34G吸收转运速率

均显著增加!>o$g$'" $G43外排转运速率均显

著降低!>o$g$' " $二者的比值升高$表明 HB1

及 [MC均可显著抑制 EB-在 9I>"49I<J

!

细胞

中的外排)

表 "!EB-单用及联用HB1在9I>"49I<J

!

细胞模型中的表观渗透系数!

#

?p&$) f)"

组别=

"

/.S.`

e"

>

BAA!34G"

=m"$

e%

-/.O

e"

>

BAA!G43"

=m"$

e%

-/.O

e"

>

BAA!34G"

=>

BAA!G43"

EB-"$ ",*( p$,'" %,)( p$,)& $,"%

EB-*$ ",*7 p$,"( (,#% p$,&$ $,"'

EB-&$ ",$' p$,"# %,$# p$,&# $,"'

EB-*$ lHB1 * ),&# p$,)* #,#* p$,)' $,'*

EB-*$ lHB1 "$ &,*) p$,%* *,7' p$,)" ",&)

EB-*$ lHB1 *$ ',*# p$,(( *,%" p$,") ",7&

EB-*$ l[MC* ),"# p$,'$ &,"' p$,%" $,%#

EB-*$ l[MC"$ *,7' p$,') ),'' p$,"& $,()

EB-*$ l[MC*$ *,7' p$,(7 ),'( p$,"( $,(*

&!讨论

9I<J细胞为犬肾近曲小管上皮细胞$该细胞

可以在聚碳酯膜上生长分化为类似小肠上皮细胞的

单层膜结构) 经人 9I>" 基因转染 9I<J

!

后得

9I>"49I<J

!

细胞$具有高度特异性表达人9I>"

基因编码的E4DA的特性$该细胞在聚碳酯膜上培养

为单层膜细胞后$细胞膜亦具有小肠上皮细胞的结

构特征$其顶侧膜高度表达外排转运蛋白 E4DA$而

几乎没有其他类似外排型转运体的表达$因此

9I>"49I<J

!

细胞是一种很好的人小肠上皮细胞

的模型$可用于 E4DA 底物与 E4DA 抑制剂活性的筛

选$及可能存在的E4DA介导的药物相互作用评价)

[MC为经典的 E4DA 抑制剂+#,

$试验发现$中&高

浓度的 HB1 逆转 EB-外排作用强于对照 [MC!>o

$g$'") HB1浓度与药物从 34G转运速率呈明显正

相关$而与 G43转运速率呈负相关$浓度增加$其抑

制外排的作用显著增强$且呈浓度依赖性) 提示

EB-临床化疗过程中$联合使用 HB1 可能降低外排

转运蛋白介导的多药耐药的发生几率及其程度$研

究结果将为临床药物合理应用提供依据)
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