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摘 要 目的：研究连翘苷经血脑屏障的体外透过机制。方法：以0（阴性对照）、10、25、50、75、100 μg/ml连翘苷溶液培养大肠癌

MDR1基因转染的马丁达比犬肾上皮（MDCK-MDR1）细胞 24 h，刃天青法检测细胞活力并计算细胞生存率。以 10、25、50、75、

100 μg/ml连翘苷溶液培养MDCK-MDR1细胞10 min后，检测胞内连翘苷含量并绘制质量浓度-摄取速率曲线；0（阴性对照）、50、

100 μg/ml 连翘苷溶液培养 MDCK-MDR1细胞 3 h 后，倒置荧光显微镜下观察细胞紧密连接蛋白结构。结果：与阴性对照比较，

10～100 μg/ml连翘苷溶液培养细胞24 h后细胞存活率无明显改变。在10～100 μg/ml质量浓度范围内，MDCK-MDR1细胞摄取

速率与连翘苷的质量浓度不呈线性关系，有逐渐饱和趋势。50、100 μg/ml 连翘苷溶液培养细胞 3 h 后，细胞紧密联接蛋白完整。

结论：在透过模拟血脑屏障时，连翘苷的吸收可能为被动转运结合主动转运，其质量浓度对细胞紧密联接蛋白有影响。

关键词 MDR1基因转染；马丁达比犬肾上皮细胞；血脑屏障；连翘苷；细胞紧密联接蛋白；体外试验
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ABSTRACT OBJECTIVE：To research the mechanism of in vitro permeation of phillyrin through blood-brain barrier. METH-

ODS：After Madin-Darby canine kidney epithelial cells transfected with colorectal cancer MDR1 gene（MDCK-MDR1）were cul-

tured with phillyrin solution of 0（negative control），10，25，50，75 and 100 μg/ml for 24 h，cell viability was determined by resa-

zurin method and cell survival rate was calculated. After MDCK-MDR1 cells were cultured with phillyrin solution of 10，25，50，

75 and 100 μg/ml for 10 min，the content of phillyrin in the cells was determined，and concentration-uptake rate curve was drawn.

Following 3 h culture of MDCK-MDR1 cells with phillyrin solution of 0（negative control），50 and 100 μg/ml，the structure of

cell tight junction protein was observed under the inverted microscope. RESULTS：Compared to the negative control group，after

24 h cell culture with phillyrin solution of 10-100 μg/ml，no obvious change in cell survival rate occurred. MDCK-MDR1 cells

cultured with the phillyrin at a mass concentration of 10-100 μ g/ml demonstrated a nonlinear relationship with concentration of

phillyrin and a gradual saturation trend. After the cells were cultured with phillyrin of 50 and 100 μg/ml for 3 h，cell tight junction

protein was intact. CONCLUSIONS：The absorption of phillyrin through the simulated blood-brain barrier may be in the form of

passive transportation combined with active transportation，the concertration has effect on cell tight junction protein.
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MDCK（Madin-Darby canine kidney）细胞系是由马丁达比

犬肾上皮细胞发展的一种细胞间连接非常紧密的细胞系，其

许多生理特性与血脑屏障相似[1]。MDCK-MDR1 细胞系是以

人MDR1基因转染MDCK 细胞而成，在极性细胞顶端特异性

高表达 P 糖蛋白（Permeability-glycoprotein，P-gp）的一种细胞

系，是研究中枢神经系统药物跨血脑屏障特性的理想工具[2]。

连翘为木犀科植物连翘 Forsythia Suspensa（Thunb.）Vahl

的干燥果实，具有清热解毒、消肿散结的功效。其中连翘苷

（Phillyrin）是其有效成分，具有抗炎[3]、抗氧化、抗衰老[4]及降血

脂等多种作用。近年来，体外研究结果发现连翘苷对神经细

胞有一定的保护作用[5-6]。但Li YX等[7]通过体外细胞试验研

究后发现，连翘苷的胃肠吸收率与透过血脑屏障的吸收率均

较低，且其吸收可能与P-gp有关。为了探求上述问题，本研究

采用大肠癌MDR1基因转染的MDCK-MDR1细胞模型考察连

翘苷经血脑屏障的通透性，以期为后续研究提供实验基础。

1 材料
1.1 仪器

1510型酶标仪、3111型二氧化碳培养箱（美国Thermo Sci-

entific公司）；G2-88B 型涡旋混合器（海门市其林贝尔仪器制

造有限公司）；5430R型离心机（德国Eppendorf公司）；IX-71型

倒置荧光显微镜（日本Olympus公司）；2695型高效液相色谱

仪（美国Waters公司）。

1.2 药品与试剂

连翘苷（中国生物成都普菲德生物技术有限公司，批号：

MUST-13080301，纯度：≥98％）；DMEM 培养基（北京索莱宝

科技有限公司）；抗体Acti-stainTM 488 phalloidin（美国Cytoskel-

eton公司）；胎牛血清（浙江天杭生物科技有限公司）；胰蛋白

酶、二甲基亚砜（DMSO）、刃天青（美国 Sigma 公司）。

1.3 细胞

MDCK-MDR1细胞株由浙江大学曾苏教授惠赠，传代至

16～33代。

2 方法
2.1 细胞培养[8]

MDCK-MDR1 细胞在37 ℃、5％CO2 的环境中培养，采用

DMEM培养基，培养基中含10％胎牛血清。细胞按5×104 ml－1

密度接种于培养皿中，培养至80％～90％融合，用于试验。

2.2 细胞生存率测定

将MDCK- MDR1细胞接种于 96 孔板，每孔 100 μl，细胞

密度为5×104 ml－1，加入含药培养基100 μl。以0（阴性对照）、

10、25、50、75、100 μg/ml连翘苷溶液于二氧化碳培养箱中培养

MDCK-MDR1细胞24 h后，加入0.1 mol/L刃天青溶液（刃天青

钠盐用蒸馏水溶解，制备成1 mol/L的贮备液，用0.22 μm滤膜

滤过后置 4 ℃保存，临用前稀释）22 μl 孵育 3 h 后，振荡 10

min。经酶标仪在 570～600 nm波长处测定细胞光密度（OD）

差值（OD570 nm－OD600 nm），以此作为细胞相对活力并计算细胞存

活率。每个质量浓度设6个平行孔。

2.3 细胞摄取试验

MDCK-MDR1细胞培养 3 d 后，吸去培养液，每孔加入

37 ℃的Hank’s平衡盐溶液（HBSS）1 ml，温孵30 min后再弃去

HBSS，重复3次。以10、25、50、75、100 μg/ml连翘苷溶液培养

细胞10 min后，用细胞刮取器刮出细胞，用细胞破碎仪破碎细

胞，以离心半径为 7.5 cm、15 000 r/min离心 10 min，取上清液

以高效液相色谱法测定连翘苷含量；另一部分用考马斯亮蓝

方法测定蛋白含量，以连翘苷含量除以相应蛋白含量及作用

时间，即为摄取速率。

2.4 细胞紧密联接结构观察

室温下孵育MDCK-MDR1细胞，以5×104 ml－1密度接种于

24孔板上，培养3 d至融合，用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗细胞；

以 1 ml 0（阴性对照）、50、100 μg/ml连翘苷溶液孵育细胞 12 h

后，以4 ℃ PBS洗3次，每次500 μl；加200 μl 4 ℃ 4％多聚甲醛

固定 20 min，PBS 洗 3次，每孔加入 200 μ l 100 nmol/L Acti-

stainTM 488 phalloidin，室温避光孵育30 min，进行F-actin染色，

然后以PBS清洗 3次；重新加入新鲜的PBS，在倒置荧光显微

镜下观察紧密连接蛋白结构并拍照（激发波长：488 nm，发射

波长：530 nm）。

3 结果
3.1 细胞生存率测定结果

与阴性对照比较，连翘苷质量浓度在10～100 μg/ml时，细

胞活力变化不大，细胞存活率均＞90％。这表明在此质量浓

度范围内，药物对细胞无毒性，所以在后续试验中，选用 10～

100 μg/ml连翘苷溶液。细胞生存率测定结果见表1。

表1 细胞生存率测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 Determination results of cell survival rates（x±±s，n＝

6）

连翘苷溶液质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

100

75

50

25

10

x±s

0.357 1±0.009 3

0.296 2±0.008 8

0.308 2±0.014 8

0.309 5±0.021 6

0.311 9±0.060 3

0.324 5±0.021 8

细胞生存率，％
100.00

90.54

94.21

94.63

95.35

99.22

3.2 细胞摄取试验结果

不同质量浓度连翘苷在MDCK-MDR1细胞的摄取时，其

摄取速率与质量浓度不成线性。连翘苷在较低质量浓度时其

吸收可能以被动转运为主；在较高质量浓度时，其摄取速率逐

渐达到恒定值，推测原因可能是受到 MDCK-MDR1细胞中

P-gp外排蛋白的影响。连翘苷质量浓度-摄取速度曲线见图1。

3.3 细胞紧密联接蛋白结构观察结果

正常培养条件下，紧密联接蛋白主要分布在细胞膜及细

胞核周边，形成肌动蛋白丝带，细胞间连接紧密。给药后，

MDCK-MDR1细胞周边肌动蛋白丝带正常，且连翘苷质量浓

图1 连翘苷质量浓度-摄取速度曲线

Fig 1 Phillyrin concentration-uptake rate curve
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度达到100 μg/ml时，细胞密度明显增加。细胞紧密联接蛋白

结构观察结果见图2。

4 讨论
在新药开发中，体外血脑屏障（BBB）模型的使用既可以

较好地反映药物在体内BBB 的处置情况，又可以弥补体内模

型的一些缺陷 [9]，是理想的预测药物通过 BBB 能力的工具。

目前较常见的是利用脑微血管内皮细胞（BMECs）与星形胶质

（TIA）细胞体外共培养建立BBB 体外模型[10]，但其具有脑微

血管内皮细胞在体外很容易丢失部分甚至全部的生理学特

性，并且生存时间短、传代次数少；而MDCK-MDR1单层细胞

与BBB 的基本特性相似，是研究中枢神经系统药物跨血脑屏

障特性的理想工具，已被越来越多地使用。

血脑屏障细胞骨架包含3种结构：微丝、微管和中间丝，维

持着细胞的形态和运动功能，以微丝在维持血脑屏障细胞形

态和完整性中所起的作用最重要。微丝主要由肌动蛋白（Ac-

tin）组成，Actin在细胞连接和细胞屏障功能上发挥着重要的作

用，细胞紧密连接的完整性取决于 Actin 结构组装和功能状

态。Actin由跨膜蛋白和胞质附着蛋白组成的连接复合物固定

在细胞内，维持细胞紧密连接的完整和稳定。本研究结果发

现，在连翘苷的作用下，MDCK-MDR1细胞骨架蛋白Actin结

构无显著差异，这意味着该药物不能通过细胞旁路途径被转

运吸收[11]。同时，本研究发现，不同质量浓度的连翘苷给药后，

骨架蛋白Actin并没有明显地增加。根据文献推测，连翘苷可

能会引起Actin发生重排[12]，还待进一步研究。

细胞毒性研究中，采用噻唑蓝法较多，但据文献报道，刃

天青法与噻唑蓝有效性相似[13]，且刃天青试剂法操作程序简

单、成本低，故本研究采用了刃天青来检测药物的细胞毒性。

在对连翘苷的摄取研究中，发现连翘苷质量浓度在 10～

100 μg/ml时，连翘苷的摄取存在饱和现象。结合细胞紧密联

接蛋白结构，推测连翘苷的吸收主要为被动转运结合主动转

运：低质量浓度时，转运蛋白未有饱和现象，故呈线性吸收；但

质量浓度较高时，转运蛋白达到饱和，故吸收速率减慢。但其

具体转运机制尚待进一步研究。
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图2 细胞紧密联接蛋白结构观察结果（×200）
A. 0 μg/ml；B. 50 μg/ml；C. 100 μg/ml

Fig 2 Results of the structure of cell tight junction protein（×

200）
A. 0 μg/ml；B. 50 μg/ml；C. 100 μg/ml

A

B C

··3051


