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摘要　利用激光扫描共聚焦显微镜动态研究大黄素β 环糊精包合物在鼻咽癌ＣＮＥ１细胞的跨膜转运及分布。结

果显示，大黄素β 环糊精包合物以颗粒的形式主要分布于胞浆中，在其浓度为５～４０ｍｇ·Ｌ
－１时细胞对其摄取量

随浓度的增加呈非线性增加；ＮａＮ３、甘露醇可抑制ＣＮＥ１细胞对大黄素β 环糊精包合物的摄入量，环孢菌素

Ａ（ＣｓＡ）在药物浓度低（小于５ｍｇ·Ｌ
－１）时可显著增加细胞对大黄素β 环糊精包合物的摄入量，而在药物浓度大

时，反而抑制细胞的摄取量。相对大黄素而言，大黄素β 环糊精包合物在细胞内持续时间较长。大黄素β 环糊精

包合物在鼻咽癌ＣＮＥ１细胞的跨膜转运主要遵循能量依赖的内吞模式且受Ｐｇｐ蛋白的调控，这一特性可为药物

剂型研究提供参考。
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１　引　　言

大黄素为脂溶性蒽醌类衍生物，在激发波长为

４００～４６５ｎｍ时，可发射波长为５１５～５２５ｎｍ绿色

荧光［１］。本课题组前期研究［２］发现大黄素对鼻咽癌

ＣＮＥ１细胞在放射增敏方面有独特的药效，可明显

增强鼻咽癌ＣＮＥ１细胞对射线的敏感性。为了提

高大黄素的放射增敏活性，又尝试合成了能自发荧

光的大黄素β 环糊精包合物，期待该包合物能改善

大黄素的溶解性［３－４］；控制释药速率；提高药物稳定

性［５］；降低药物的毒副作用和药物的刺激性［６］等。

药物改变剂型后能否很好地透过细胞膜进入细胞内

发挥药效是药物剂型改造是否有意义的前提，而药

物在细胞的跨膜转运研究常采用的高效液相色谱技

术，但该技术要求细胞数量大、细胞须裂解、药物需

富集，而且难以在间隔时间较短内测定细胞对药物

的摄取量，更无法观察到药物在胞内分布。激光扫

描共聚焦显微镜是近代最先进医学图像分析仪器之

一，广泛应用于细胞分子生物学等各领域［７－８］，由于

其高清晰度成像，配备完美对焦系统和强大的图像

分析软件，可以实现对活细胞、活组织内自发荧光药

物的定性、定量、定时、定位动态分析［９］。本文利用

大黄素β 环糊精包合物自发绿色荧光的特性，采用

激光扫描共聚焦显微镜研究大黄素β 环糊精包合

物在细胞中的摄取和分布规律，观察不同透膜抑制

剂如ＮａＮ３、甘露醇和环孢菌素 Ａ等对细胞摄取药

物的影响，探讨药物的跨膜转运机制，为鼻咽癌的药

物治疗，抗肿瘤药物的剂型研究和临床合理用药提

供理论依据。

２　材　　料

２．１　试　　剂

大黄素从广西何首乌分离获得并经结构鉴定，

纯度为９９％；大黄素β 环糊精包合物（以下简称大

黄素包合物，由课题组自行合成，经红外和紫外光谱

鉴定；包合率为 ６６．９３％，含药量为 ２０．５３％）；

ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＧＩＢＣＯ公司），小牛血清（杭州

四季青生物公司），胰酶（ＡＭＲＥＳＣＯ公司）；二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ，分析纯，天津市博迪化工）；ＮａＮ３

（Ｓｉｇｍａ公司）；环孢菌素 Ａ（江莱生物科技有限公

司）；甘露醇（山东华鲁制药有限公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３２５８（Ｓｉｇｍａ公司）。

２．２　仪　　器

ＮＩＫＯＮＴＳ１００倒置相差生物显微镜；激光共

聚焦显微镜ＮｉｋｏｎＡｌ（日本尼康公司出品）；二氧化

碳培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司出品）。

２．３　细　　胞

人鼻咽癌ＣＮＥ１细胞，由广西医科大学实验中

心提供。

３　方　　法

３．１　鼻咽癌犆犖犈１细胞的培养

细胞于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱内，以含１０％小

牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液在培养瓶内单层传代

培养，取对数生长期细胞进行实验。

３．２　激光共聚焦显微镜工作条件

采用完美对焦系统动态双向扫描模式，选择激

发波 长 ４８８ｎｍ，发射波 长 ５３０ｎｍ，激 光 功 率

９．０ｍＷ，光电倍增管电压１１０Ｖ条件下摄图。

３．３　鼻咽癌犆犖犈１细胞摄取实验

３．３．１　大黄素及大黄素包合物在细胞内的分布情况

取对数生长期细胞，以５×１０４ 个密度接种于共

聚焦培养皿，每皿体积２ｍｌ，贴壁２４ｈ。加入工作浓

度为５ｍｇ·Ｌ
－１Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８对细胞核染色３０ｍｉｎ

后，分别加入无细胞毒浓度为２０ｍｇ·Ｌ
－１的大黄素

和大黄素包合物，在激光共聚焦显微镜下摄图。

３．３．２　药物浓度对细胞摄取特性的影响

取对数生长期细胞，以５×１０４ 个密度接种于共

聚焦培养皿，每皿体积２ｍｌ，贴壁２４ｈ后，分别加入

无细胞毒浓度为５、１０、２０、４０ｍｇ·Ｌ
－１的大黄素和

大黄素包合物的培养基，在激光共聚焦显微镜下摄

图，记录药物进入细胞的时间、荧光强度。

３．３．３　内吞抑制剂 ＮａＮ３ 和甘露醇对细胞摄取特

性的影响

取对数生长期细胞，以５×１０４ 个密度接种于共

聚焦培养皿，每皿体积２ｍｌ，贴壁２４ｈ后，撤去原培

养基，除空白组外，分别以５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露醇和

１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮ３ 的培养基孵育３０ｍｉｎ后，各组

加入终浓度为５、１０、２０ｍｇ·Ｌ
－１大黄素包合物，在

激光共聚焦显微镜下摄图，记录药物进入细胞的时

间、荧光强度。

３．３．４　Ｐｇｐ抑制剂（环孢菌素Ａ）对细胞摄取特性

的影响

取对数生长期细胞，以５×１０４ 个密度接种于共

聚焦培养皿，每皿体积２ｍｌ，贴壁２４ｈ后，撤去原培

养基，除空白组外，加入含４μｍｏｌ·Ｌ
－１环孢菌素Ａ

的培养基孵育３０ｍｉｎ后，分别加入终浓度为１．２５、

２．５、５、１０、２０ｍｇ·Ｌ
－１大黄素包合物，在激光共聚焦
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显微镜下摄图，记录药物进入细胞的时间、荧光强度。

３．４　统计学处理

采用激光共聚焦显微镜系统荧光定量分析软件

ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓＡＲ 测定细胞的荧光强度。使用

ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１０．０对实验数据进行分析，组间差异比

较用狋检验。犘＜０．０５有统计学意义。

４　实验结果

４．１　犆犖犈１细胞对不同浓度大黄素和大黄素包合

物摄取规律

大黄素浓度在５～４０ｍｇ·Ｌ
－１范围内，药物浓

度与细胞摄取的最大荧光强度之间呈线性关系，即

药物的细胞摄取量随浓度的增加而增加，表明大黄

素主要以被动扩散的方式被细胞摄取；而大黄素包

合物在相应浓度范围内，低浓度时随浓度增加，细胞

摄取的荧光强度值增加，但高浓度时细胞内荧光强

度变化不明显，提示鼻咽癌ＣＮＥ１细胞对包合物的

摄取并不完全遵循被动扩散方式，可能同时存在某

种载体的介导，结果见图１。

图１ 不同浓度大黄素及其包合物对细胞摄取

特性的影响（狀＝３）

Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｍｏｄｉｎ

ａｎｄｉｔｓｉｎｃｌｕｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘｏｎｃｅｌｌｓｕｐｔａｋｅ（狀＝３）

　　在动态观察的１０ｍｉｎ内，不同浓度大黄素在细

胞内达到最大荧光强度所需的时间较短，其最大荧

光强度持续时间也较短；而大黄素包合物在到达最

大荧光强度所需的时间相对较长，其最大荧光强度

持续时间也较长。结果见图２、图３。

图２ ＣＮＥ１细胞对大黄素包合物的摄取曲线图

Ｆｉｇ．２ ＵｐｔａｋｅｃｕｒｖｅｏｆｅｍｏｄｉｎβＣＤｉｎｃｌｕｓｉｏｎ

ｃｏｍｐｌｅｘｉｎＣＮＥ１ｃｅｌｌｓ

图３ ＣＮＥ１细胞对大黄素的摄取曲线图

Ｆｉｇ．３ ＵｐｔａｋｅｃｕｒｖｅｏｆｅｍｏｄｉｎｉｎＣＮＥ１ｃｅｌｌｓ

４．２　大黄素和大黄素包合物在犆犖犈１细胞内的分

布情况

激光共聚焦显微镜下可见大黄素及其大黄素包

合物在ＣＮＥ１细胞内均以颗粒的形式主要分布于

胞浆中，细胞核内基本无分布。结果见图４和图５。

图４ 大黄素分布图 （×６００）

Ｆｉｇ．４ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｅｍｏｄｉｎ（×６００）

４．３　胞吞抑制剂犖犪犖３ 和甘露醇对细胞摄取特性

的影响

在１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＮ３ 抑制剂存在的情况下，

细胞对不同浓度的大黄素包合物的摄取量均显著低

于相应浓度的空白对照组（犘＜０．０１），说明包合物的

摄取过程与能量有关。而在５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露醇抑
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图５ 大黄素包合物分布图 （×６００）

Ｆｉｇ．５ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｅｍｏｄｉｎｉｎｃｌｕｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘ（×６００）

制剂存在下，细胞对大黄素包合物的摄取量受药物浓

度的影响，药物浓度在２０ｍｇ·Ｌ
－１时，甘露醇可显著

抑制细胞对包合物的摄入量（犘＜０．０１）。这两组实验

结果提示在一定浓度范围内细胞对大黄素包合物的

摄取可能采用内吞形式进行。结果见图６。

图６ ＮａＮ３ 和甘露醇对细胞摄取特性的影响

（狀＝３）（：犘＜０．０１）

Ｆｉｇ．６ ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａＮ３ａｎｄｍａｎｎｉｔｏｌｏｎｃｅｌｌｓ

ｕｐｔａｋｅ（狀＝３）（：犘＜０．０１）

图７ 环孢菌素Ａ对细胞摄取特性的影响

（狀＝３）（：犘＜０．０１）

Ｆｉｇ．７ ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎＡｏｎｃｅｌｌｓｕｐｔａｋｅ

（狀＝３）（：犘＜０．０１）

４．４　犘犵狆抑制剂（环孢菌素犃）对细胞摄取特性的

影响

当环境中存在Ｐｇｐ抑制剂４μｍｏｌ·Ｌ
－１环孢菌

素Ａ时，可双向调控细胞对不同浓度大黄素包合物

的摄入量，表现为：细胞对较低浓度（小于５ｍｇ·Ｌ
－１）

大黄素包合物摄入量明显增加（犘＜０．０１）；而细胞对

较高 浓 度 的 大 黄 素 包 合 物 摄 入 量 反 而 减 少

（犘＜０．０１）。结果见图７。

５　结　　论

细胞药代动力学主要研究药物在细胞内的吸

收、分布、代谢过程，在新药设计、优化临床给药方

案、改进剂型等方面发挥着重要的作用。在激光扫

描共聚焦显微镜下观察发现大黄素和大黄素包合物

进入细胞的速度均较快，在细胞内呈颗粒状分布于

胞浆中，但相对大黄素而言，大黄素包合物在细胞内

持续时间较长。提示大黄素包合物的剂型可以改善

大黄素在细胞内的释放速率。

药物穿透细胞膜进入细胞主要通过被动扩散和

被直接内吞两种方式实现。由于细胞膜是类脂质物

质，因此小分子、高脂溶性、极性小，非解离型的药物

通常以浓度梯度作为动力，被动扩散进入细胞内。

内吞作用为耗能的主动运输过程。脂溶性低、分子

量较大，分子内部存在极性的药物，通常都是以内吞

的形式进入细胞内［１０］。ＮａＮ３ 为线粒体呼吸链复合

体ＩＶ抑制剂，可以抑制三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的生成

从而抑制耗能的内吞过程［１１］；高渗性粒子甘露醇则

可以同时阻断网格蛋白介导的内吞和细胞膜穴样凹

陷介导的内吞［１２］。发现１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＮ３ 和

５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的甘露醇存在的情况下，均可以明显

的抑制细胞对大黄素包合物的摄入量，表明一定浓

度范围的大黄素包合物可能采用内吞形式进入细胞

内，这与大黄素形成包合物后，其水溶性和分子量增

加相关。

Ｐｇｐ是一种跨膜蛋白，广泛分布于机体组织

中，它能够调节细胞膜的通透性，是一种ＡＴＰ依赖

的药物外排泵，可调控某些药物的胞内浓度。环孢

菌素Ａ为Ｐｇｐ的专属抑制剂，可通过与药物竞争

性或者非竞争性的结合 Ｐｇｐ，抑制其跨膜泵作

用［１３］，从 而 减 少 药 物 的 外 排。发 现 浓 度 为
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４μｍｏｌ·Ｌ
－１环孢菌素 Ａ对鼻咽癌ＣＮＥ１摄取大

黄素包合物的作用与其浓度有关，具体表现为：低浓

度时环孢菌素 Ａ发挥作用，与空白组相比，增加了

细胞对大黄素包合物的摄入量，而高浓度时结果恰

好相反。其原因可能是：大黄素与环孢菌素Ａ均为

亲脂性化合物，当大黄素包合物进入细胞后，释放出

的大黄素可与环孢菌素Ａ竞争性的结合Ｐｇｐ结合

位点，大黄素的浓度越大，导致Ｐｇｐ蛋白药泵外排

功能增加，细胞对大黄素包合物的摄取量反而降低。

细胞的跨膜吸收是药物运送到细胞内部的一个

重要生理过程，有助于从细胞层次上理解生命现象、

掌握药物的作用机制。然而大黄素包合物进入细胞

后，药物的生物转化、药物与细胞器的相互作用及其

细胞内基因与蛋白质的改变，仍有待于进一步研究。
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