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摘要　目的:研究5-氨基水杨酸( 5-ASA)的跨膜转运

是否涉及 P-糖蛋白和多药耐药蛋白 ( MRP2) 。方

法:以 Caco-2 、L-MDR1 、MRP2等三种细胞为模型, 测

定5-ASA跨膜转运的转运率和表观渗透常数 。此外

还研究了 5-ASA对地高辛在 Caco-2 细胞转运的影

响。结果:在 Caco-2 、L-MDR1 和 MRP2细胞, 5 、50 、

500 μmol·L
-1

5-ASA从底端( B) ※顶端(A)方向和 A

※B方向的转运率和表观渗透系数( Papp )均无统计

学差异 ( P >0.05) 。在 Caco-2 细胞, 与未用 5-ASA

组 相 比, 各 浓 度 5-ASA 组 ( 50μmol·L
-1
～

5 mmol·L
-1

)对地高辛的 Papp和 B※A方向的净转运

率无明显影响( P >0.05) 。结论:5-ASA 可能不是

P-糖蛋白和 MRP2的底物, 也不能提示 5-ASA是 P-

糖蛋白的抑制剂或诱导剂 。
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5-氨基水杨酸( 5-ASA)是治疗慢性炎症性肠病

( chronic inflammatory bowel disease, IBD) 的首选药

物
[ 1-3]

。现已认定
[ 1,2]

, 5-ASA 主要作用于炎性肠壁

的局部,因而在治疗过程中必须在肠粘膜局部达到

有效药物浓度, 同时全身的吸收应控制在一定范围,

以降低产生不良反应的可能性 。在早期的临床研究

中,Goebell等人发现吸收的 5-ASA及其代谢产物乙

酰-5-ASA可部分重新分泌至肠腔
[ 4, 5]
。因此, 可能

存在从肠上皮细胞底端至顶端的主动转运机制, 从

而完成上述药物的泵出 。为了弄清 5-ASA在肠道的

转运机制,本研究以 Caco-2 、L-MDR1 、MRP2等三种

细胞为药物转运模型, 对 5-ASA的跨膜转运进行了

体外研究。

1　材料和方法

1.1　药品与试剂　[
3
H] 5-ASA( 26.3 Ci·mmol

-1
)购

自美国ViTrax 公司;[
3
H] 地高辛 ( 19 Ci·mmol

-1
)和

[
3
H]菊粉( 298 mCi·g

-1
)为美国 NEN Life Science 公

司产品;未标记 5-ASA 和地高辛购自 Sigma 公司

( Taufkirchen, Germany) 。

1.2　细胞培养　人结肠癌细胞株 Caco-2 购自美国

典型培养物保藏中心 。Caco-2细胞置于 37 ℃、5%

CO2 环境中培养。培养液为高糖 DMEM(美国 GIB-

CO公司) , 内含 10%胎牛血清 、2 mmol·L
-1
谷氨酰

胺 、1%非必需氨基酸 、1%丙酮酸钠 、100 U·ml
-1
青

霉素 、100 μg·ml
-1
链霉素。L-MDR1细胞由荷兰癌

症研究所 Schinkel博士赠送 。L-MDR1 细胞是 LLC-

PK1细胞(猪肾上皮细胞)稳定转染人 MDR1 cDNA

所得。L-MDR1细胞生长在Medium 199(美国GIBCO

公司)培养液中, 内含 10%胎牛血清, 640 nmol·L
-1

长春新碱, 100 U·ml
-1
青霉素, 100μg·ml

-1
链霉

素 。MRP2细胞株是表达人 cMOAT( multispecific or-

ganic anion transporter) (MRP2) cDNA 的 MDCK( Ma-

din-Darby Canine Kidney) 细胞(犬肾上皮细胞) , 由荷

兰癌症研究所 Evers 博士赠送。MRP2 细胞用

DMEM培养基培养,内含 10%胎牛血清 、100 U·ml
-1

青霉素 、100 μg·ml
-1
链霉素 。

1.3　药物转运研究
[ 6]
　Caco-2细胞 ( 18-32代)以

2×10
5
个 皿种植在孔径 0.4μm 、直径 12 mm 的多

聚碳酸酯膜上 ( Transwell
TM
, 美国 Costar 公司) ;L-
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MDR1 细胞( 23-30代)和 MRP2细胞( 10-20代)以

4×10
5
个 皿种植在孔径 3.0 μm 、直径 12 mm 的多

聚碳酸酯膜上( Transwell
TM
, 美国 Costar 公司) 。Ca-

co-2和 L-MDR1细胞在种植后 9 ～ 12 d 、MRP2在 d 3

用于药物转运研究 。在药物转运实验前 1 h, 以无

血清培养基Optimen(美国 GIBCO 公司)替换原培养

液,测定跨膜电阻,电阻经空白校正后>200 Ψ的细

胞才能用于正式实验 。去掉每皿中的培养基, 在细

胞单层的底端( B侧)或顶端(A侧)一侧加入以 Opti-

men 800μl 稀释的[
3
H] 5-ASA ( 500 、50 、5μmol·L

-1
) ,

另一侧加入 800μl Optimen。分别在 1 、2 、3 、4 h 从 A

侧或 B侧取 25μl样品测定放射性活性 。药物转运

用加入放射性活性的百分比表示。4 h 时从 B 侧至

A侧的净转运率等于 A侧至 B侧的转运率减去从 B

侧至A侧的转运率 。表观渗透系数( P app )用下式计

算
[ 7]
:

( P app ) =dQ dt＊1 ( A＊C 0 ) [ cm s]

dQ dt (μmol·s
-1

) 指转运率, C 0 (μmol·cm
-3

)指

药物在供侧的初始浓度, A( cm
2
)指单层细胞的表面

积。所有实验均至少做 3次 。

1.4 　药物转运抑制实验 　以 [
3
H ] 地高辛

( 5μmol·L
-1

)作为 P-糖蛋白底物来评价 5-ASA是否

是 P-糖蛋白抑制剂。细胞株采用Caco-2细胞,不同

浓度 5-ASA( 50 μmol·L
-1
～ 5 mmol·L

-1
)需加至 A 、B

两侧,基本实验方法同前。

[
3
H]菊粉用于细胞单层在高药物浓度下完整

性的测定 。当 5-ASA作为底物和作为抑制剂时, 测

定其最高浓度时[
3
H]菊粉的转运率, 此转运率小于

2% h表示细胞单层完整
[ 8]
。

1.5　药物测定　25μl含[
3
H] 5-ASA或[

3
H]地高辛

的样品采用液体闪烁计数仪( Beckman LS1800, Ger-

many) 测定。

1.6　统计分析　实验数据均以均值±标准差( x ±

s )表示。统计分析采用美国 Graph Pad软件 。同一

浓度下不同方向的 P app的差异采用配对 t 检验, 不

同浓度间 P app的差异采用方差分析。

2　结果

2.1 　5-ASA 的跨膜转运研究 　在 Caco-2 和 L-

MDR1细胞, 5μmol·L
-1

5-ASA从 B※A方向的转运

率稍高于 A※B 方向, 但无统计学差异。当 5-ASA

浓度为 50和 500μmol·L
-1
时,两个方向的转运率亦

无统计学差异( P >0.05, 图 1) 。在 MRP2 细胞, 各

浓度 5-ASA在 B※A 方向和 A※B方向的转运率亦

无显著性差异( P >0.05, 图 1) 。此外,在上述三种

细胞中, 5-ASA B※A方向和A※B方向的 P app均无

统计学差异(表 1) 。

表 1　5-氨基水杨酸( 5-ASA)在 Caco-2、L-MDR1和 MRP2 细胞中的表观渗透系数( Papp ) ( x±s, n=3, cm·s-1×10-6 )

5-ASA

 μmol·L-1

Caco-2 细胞中的 P app

B※A 方向 A※B方向

L-MDR1 细胞中的 Papp

B※A方向 A※B 方向

MRP2 细胞中的 Papp

B※A方向 A※B 方向

500 7.0±0.3 5.8±0.6 6.6±0.6 7.1±1.0 8.2±1.4 8.3±0.9

50 7.1±0.2 6.8±0.6 8.0±2.0 6.0±0.5 7.7±1.2 8.2±1.3

5 8.0±0.8 6.1±1.2 9.8±3.6 7.1±1.9 8.5±1.4 8.1±1.1

2.2　5-ASA对地高辛跨膜转运的影响　在 Caco-2

细胞,与未用 5-ASA组相比,各浓度 5-ASA组对地高

辛的 P app和B※A方向的净转运率无明显影响,即便

在高浓度2和 5 mmol·L
-1
时亦如此( P>0.05,表 2,

图 2) 。

表 2　5-氨基水杨酸( 5-ASA)对地高辛在 Caco-2细胞的表观渗透系数( Papp )及 4 h B※A方向净转运率的影响( x ±s, n=3)

5-ASA

 μmol·L-1

净转运率 %

B※A方向

Papp cm·s
-1×10 -6

B※A方向 A※B 方向

对照组 25.4±1.4 14.1±1.0 1.5±0.4

50 24.8±5.0 13.4±2.6 1.8±0.5

200 24.8±3.1 13.6±1.7 1.9±0.1

500 24.6±2.0 14.0±0.8 1.3±0.5

2000 20.9±3.6 12.2±2.1 1.8±0.3

5000 18.8±0.8 12.0±1.1 2.7±1.2
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图 1　5-氨基水杨酸( 5-ASA)在 Caco-2, L-MDR-1和MRP2 细胞的跨膜转运(★:B※A方向, △:A※B方向) ( x ±s, n=3)

图 2　5-氨基水杨酸( 5-ASA)对地高辛( 5 μmol·L-1 )在 Caco-2 细胞跨膜转运的影响( x±s, n=3)

A:加 200μmol·L-1 5-ASA;B:未加 5-ASA

3　讨论

5-ASA 口服或直肠给药后, 主要被小肠和大肠

的上皮细胞吸收。三项临床研究表明, 5-ASA 的局

部浓度决定着药物的临床反应
[ 9-11]

。不少研究表

明,很多药物的吸收和口服生物利用度在很大程度

上受肠上皮细胞药物代谢酶和药物泵出转运子的影

响
[ 12, 13]

。至于 5-ASA, 其经 NAT1( N-乙酰化转移酶

1)介导的肠代谢已得到证实
[ 14]
。

由于Caco-2高表达 P-糖蛋白,故其广泛用于研

究药物的转运和泵出
[ 6, 15]
。不同的 IBD患者其肠道

P-糖蛋白的表达水平可能不同
[ 16]
。这可以影响一

些 P-糖蛋白底物如糖皮质激素(可的松 、布地奈德 、

强的松)和环孢素等的治疗效果
[ 17-19]

。5-ASA是否
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也存在类似机制令人关注 。现有的 2项在Caco-2细

胞的研究结果不尽一致。有报道指出 5-ASA在较低

浓度 ( 65.4 μmol·L
-1

)时可能存在载体介导的跨膜

转运, 此种转运在高浓度( ≥654μmol·L
-1

)时达到

饱 和
[ 20]
。 Liang 等 人 的 研 究 则 提 示 5-ASA

( 100 μmol·L
-1

)在 Caco-2细胞的转运并无某些药物

流出泵 转运子介导
[ 21]
。

本研究中, 我们在一定的浓度范围 ( 5 ～

500 μmol·L
-1

)观察了 5-ASA 在 Caco-2 细胞的跨膜

转运, 结果证实 5-ASA在 B※A方向和 A※B方向的

转运均无差异, 这和 Liang 等人的研究结果( 5-ASA

100 μmol·L
-1
)一致。我们应用另一高表达人 P-糖

蛋白的L-MDR1 细胞株进行了进一步研究, 结果与

Caco-2 细胞一致。为了弄清 5-ASA 是否对 P-糖蛋

白介导的药物转运有影响,本文还研究了 5-ASA 对

地高辛在 Caco-2 细胞转运的影响, 结果显示 5-ASA

对地高辛的转运无明显影响 。从以上结果可以看

出, 5-ASA不是 P-糖蛋白的底物, 也不是 P-糖蛋白

的抑制剂或诱导剂。

Suzuki 等报道有机阴离子的肠道分泌可由

MRP2完成, 为此我们用表达 cMOAT( MRP2)的 MD-

CK细胞作为模型, 研究了5-ASA在此系统是否是一

底物。从测试的浓度范围 ( 5 ～ 500 μmol·L
-1

)来看,

5-ASA在 B※A 方向和 A※B 方向的转运率和表观

渗透系数差异无统计学意义, 这表明 5-ASA 并非

MRP2的底物。

从本文的研究结果, 我们推测,在体内观察到的

5-ASA的肠道分泌可能由药物泵出转运子的其它成

员来介导,因此,需要进行更深入的研究,以确定 5-

ASA肠道分泌所涉及的药物转运系统 。
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Study on transport of 5-aminosalicylate in Caco-2, L-MDR1 and MRP2

cell monolayers
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ABSTRACT　AIM:To investigate whether P-glycopro-

tein andMRP2 are involved in transport of 5-aminosalicy-

late ( 5-ASA) .METHODS:Permeability coefficients

and transport rates of 5-ASA across Caco-2, L-MDR1 and

MRP2 monolayers were measured.Trans epithelial trans-

port of digoxin across Caco-2 monolayer with addition of

5-ASA was also studied.RESULTS:No differences of

permeability coefficients and transport rates of 5-ASA at

5, 50 and 500 μmol·L
-1

between basal-to-apical and

apical-to-basal direction were measurable across Caco-2,

L-MDR1 and MRP2 monolayers ( P >0.05) .Compared

with control experiments, no significant differences were

observed in basal-to-apical net transport and Papp of dig-

oxin ( 5 μmol·L
-1

) in the presence of 5-ASA ( 50

μmol·L
-1
-5 mmol·L

-1
) ( P >0.05) .CONCLU-

SION:5-ASA can not be regarded as a substrate of P-gp

or MRP2.Inhibition or induction of P-glycoprotein by 5-
ASA could be excluded.Further studies are needed to

identify the nature of the involved active carrier system( s)

in intestinal secretion of 5-ASA.
KEY WORDS　5-aminosalicylate;intestinal transport;

P-glycoprotein;cell lines
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