
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(1): 61 −65

提高环糊精包合物中药物渗透性的竞争剂体外筛选方法的建立

饶义琴, 李姝璇, 李彭宇, 章 溢, 胡海燕*

(中山大学药学院, 广东 广州 510006)

摘要: 环糊精增加难溶性药物溶解度的同时可降低药物渗透性, 从而部分甚至完全抵消溶解度增加对药物口服

吸收的贡献。环糊精包合物体系中若加入能与药物争夺环糊精结合位点的竞争剂, 则可通过增加体系中游离药物

浓度而提高药物渗透性。本文基于药物渗透性强则细胞摄取增强的原理, 拟建立环糊精包合物竞争剂的体外快速

筛选方法。采用相平衡溶解度法测定药物与羟丙倍他环糊精 (hydroxypropyl-beta-cyclodextrin, HPCD) 的包合常

数。选择包合常数大的桂利嗪 (cinnarizine, CN) 为竞争剂, 包合常数小的香豆素 6 (coumarin 6, C6) 和 9-十八烷基小

檗碱 (9-octadecane berberine, BD) 为模型药物。考察向C6和BD的HPCD溶液中加入不同浓度CN后, HPCD溶液

中C6和BD溶解度的变化, 以及Caco-2和A549细胞对HPCD包合物体系中C6和BD的摄取情况。结果显示, CN

浓度依赖性地增加了细胞对C6和BD的摄取, 延长平衡时间后, 还降低了HPCD溶液中C6和BD的溶解度。这是因

为CN竞争性地争夺药物与HPCD的结合位点, 将药物置换出来增加了体系中游离药物的浓度。本文采用体外细胞

摄取验证了竞争剂CN增加包合物药物渗透性 (细胞摄取) 的能力, 该方法可用于药物-环糊精包合物竞争剂的初步

筛选。
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An in vitro method for preliminarily screening competing agents to

enhance drug permeation in cyclodextrin inclusion complexes
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(School of Pharmacy, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China)

Abstract: Cyclodextrin can increase the solubility of poorly soluble drugs, but also decrease the permeability

of poorly soluble drugs in inclusion complexes simultaneously, which partially or completely counteracts the contri‐

bution of improvement in solubility to the oral absorption of poorly soluble drugs. If a competing agent is added to

the system to compete binding sites of cyclodextrins with drugs, drug permeability can be improved by increasing

the concentration of free drugs in the inclusion complex system. In this paper, a rapid in vitro screening method for

competing agents of cyclodextrin inclusion complex is proposed based on the principle that good drug permeability

is in accord with good cell uptake. The equilibrium constants between drugs and hydroxypropyl-beta-cyclodextrin

(HPCD) were determined by phase equilibrium solubility method. Cinnarizine (CN) with a high equilibrium constant

was selected as a competing agent, coumarin 6 (C6) and 9-octadecyl berberine (BD) with smaller equilibrium

constants were selected as model drugs. Both changes of solubility and uptake by Caco-2 and A549 cells of C6 and

BD were investigated different concentrations of CN to the HPCD solution of C6 and BD. The results showed that

the uptake of C6 and BD increased in a CN concentration-dependent manner, and the solubility of C6 and BD in
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HPCD solution decreased with the prolongation of equilibrium time. It might be due to increased free drug con‐

centrations that resulted from the competition of CN for drug binding sites with HPCD. In our study, in vitro cell

uptake method was firstly used to validate the ability of CN as a competing agent to increase drug permeability

(cell uptake). This method can be used for preliminarily screening of competing agents for drug-cyclodextrin

inclusion complexes.

Key words: cyclodextrin; competitive agent; gastrointestinal tract; permeability; poorly soluble drug

环糊精 (cyclodextrin, CD) 是由葡萄糖苷键连结

成的一类具有疏水性空腔和亲水性外壳的环状化合

物[1]。它可以将难溶性药物分子包裹在其空腔内形成

包合物从而显著增加药物的溶解度[2]。药物与CD分

子的包合过程存在一个动态平衡, 包合常数 (K) 能反

映包合过程中药物与CD分子间结合力的强弱[3]。相

溶解度法是K值的常用测定方法[4], K值越大, 则药物

与 CD 之间越容易形成包合物 , 且形成的包合物越

稳定[5]。

近年来研究发现, CD在提高难溶性药物溶解度的

同时, 常伴随着药物渗透性的下降, 从而部分甚至完全

抵消了药物溶解度增加对药物口服吸收的贡献[6]。这

是因为CD分子外壳呈亲水性, 难以透过胃肠道, 包合

在CD空腔中的药物受CD渗透性低的影响渗透性也

会降低[7,8]。有研究表明, 在药物-CD包合物体系中加

入一种物质作为竞争剂, 与药物竞争CD的疏水性空

腔, 可使药物从空腔中置换出来, 增加游离药物的浓

度, 提高药物渗透性[5]。尤其对于自身具有高渗透性

的 BCS II类药物而言, 竞争剂的加入可显著改善 CD

渗透性低对药物口服吸收的不利影响。

Tokumura等[9]采用比格犬体内实验筛选出DL-苯

丙氨酸作为竞争剂将氟桂利嗪从 CD 空腔中竞争出

来, 增加其口服生物利用度。Tokumura等[10]证实桂利

嗪作为竞争剂将氟比洛芬从CD空腔中竞争出来, 增

加了小鼠的口服吸收。以上研究均采用整体动物实

验, 存在操作繁琐、耗时等缺点, 不适合大量竞争剂的

初步快速筛选。

本研究基于药物渗透性强则细胞摄取增强的原

理, 采用相平衡溶解度法首先测定了药物与羟丙基倍

他环糊精 (hydroxypropyl-beta-cyclodextrin, HPCD) 的

K 值[11]。选择 K 值大的桂利嗪 (cinnarizine, CN) 为竞

争剂, K值小的香豆素 6 (coumarin 6, C6) 和 9-十八烷

基小檗碱 (9-octadecane berberine, BD) 分别作为模型

药物, 与 HPCD 形成包合物。随后考察 CN 的加入是

否影响Caco-2[12]和A549细胞对C6和BD的摄取, 以此

验证体外细胞摄取作为竞争剂快速筛选方法的可

行性。

材料与方法

仪器 气浴恒温振荡器 (THZ-82BA, 金坛市白塔

金昌实验仪器厂); 磁力搅拌器 (Big squid, 德国 IKA公

司); 荧光光谱仪 (美国 HORIBA Instruments squid 公

司); 双束可见紫外分光光度计 (TU-1901, 北京普析通

用仪器有限责任公司); 激光共聚焦显微镜 (LSM 710,

德国Zessi公司)。

试剂 HPCD (西安德立化工有限公司); 9-十八烷

基小檗碱 (实验室自制); 桂利嗪 (上海源叶生物科技有

限公司); 甲醇 (天津市大茂化学试剂厂); DMEM培养

基 (赛默飞世尔仪器有限公司); 胎牛血清 (Thermo

Scientific公司); 4%多聚甲醛固定液 (广州永津生物科

技有限公司); 二甲基亚砜 (DMSO, 分析纯, 天津市致

远化学试剂有限公司)。

细胞 Caco-2细胞 (国家细胞库); A549细胞 (中

山大学实验动物中心)。

相溶解度法测定C6-HPCD、、BD-HPC和CN-HPCD

的包合常数 精密称取HPCD 10.001 3 g溶于蒸馏水

中, 得到一系列不同浓度 (4%、8%、12%、16%和 20%)

的 HPCD 溶液。取 HPCD 溶液各 10 mL, 分别加入过

量C6、BD和CN并置于 25 ℃振荡器中振荡 48 h, 静置

24 h后取上清液用 0.45 μm 水系微孔滤膜过滤。C6-

HPCD包合物的续滤液经乙醇稀释后用紫外分光光度

法测定 457 nm处的吸光度值, BD-HPCD包合物的续

滤液用甲醇稀释后测定 350 nm处的吸光度值, 而CN-

HPCD 包合物的续滤液则用 DMSO 稀释后于 258 nm

下测定吸光度。然后分别根据C6、BD和CN的标准曲

线计算药物在相应浓度HPCD溶液中的溶解度。最后

以HPCD浓度为横坐标, 药物溶解度为纵坐标绘制平

衡相溶解度图, 计算C6、BD和CN与HPCD的K值[4]。

计算公式为: K =
k

k ( 1 - S0)
(k为线性方程的斜率, S0为

线性方程的截距)。

竞争剂对药物-HPCD包合物溶解度的影响 根

据相溶解度实验中各药物K值大小, 选择K值较大的

CN作为竞争剂。取C6-HPCD包合物溶液用蒸馏水稀

释至质量浓度 0.1和 0.3 μg·mL-1溶液, 取BD-HPCD包

合物溶液稀释至 1和 3 μg ·mL-1溶液。随后各精密量
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取 1 mL, 分别加入 10 μL 不同浓度 (10、30、50 和 100

μg ·mL-1) 的CN DMSO溶液, 混匀, 以不加CN的空白

组作为对照 , 避光搅拌 4 h。静置 24 h 后在 15 000

r·min-1、4 ℃条件下离心 15 min, 取上清液用 0.45 μm微

孔滤膜过滤, 所得续滤液经乙醇稀释 10倍后测定 C6

(激发波长 467 nm, 发射波长 500 nm) 和BD (激发波长

351 nm; 发射波长 532 nm) 的荧光强度, 根据标准曲线

计算C6和BD-HPCD包合物溶液的溶解度。

细胞摄取

样品配制 将包合物母液用DMEM培养基稀释

至质量浓度为0.1和0.3 μg·mL-1的C6-HPCD包合物溶

液和质量浓度为 1和 3 μg·mL-1的BD-HPCD包合物溶

液。然后将上述溶液分别与不同浓度 (10、30、50 和

100 μg·mL-1) CN溶液按体积比 100∶1混合均匀, 平衡

30 min[13], 以不加CN溶液的空白组作为对照。

激光共聚焦显微镜观察 分别将 1 mL Caco-2细

胞按每孔 1×105个和 1 mL A549 细胞按每孔 5×104个

接种至激光共聚焦皿中, 孵育24 h使其贴壁生长后, 加

入 1 mL含药培养基继续孵育 2 h。随后吸出培养基用

磷酸盐缓冲液 (PBS) 洗涤 3 遍 , 加 4% 多聚甲醛固定

20 min, 再用冷 PBS洗涤 2遍后, 置于激光共聚焦显微

镜下拍摄, 并采用 Image J对每张图的荧光强度进行定

量分析。

统计学方法 实验数据表示为
-
x ± s。统计分析采

用 IBM SPSS 25.0。统计学的显著、非常显著和极非常

显著差异分别表示为P<0.05、P<0.01和P<0.001。

结果

1 包合常数的测定

由表 1可知, CN与HPCD的K值为 826.7, 远大于

89.7 (C6与HPCD) 和 42.6 (BD与HPCD)。K值大的药

物更容易与环糊精形成包合物, 并且能竞争环糊精上

的结合位点, 将K值小的药物置换出来。本文选择CN

作为竞争剂 (CN在其他研究中也常被用作竞争剂)[14],

考察其在HPCD体系中对C6和BD的竞争作用。

2 CN对环糊精包合物中药物溶解度的影响

不同浓度CN对药物-HPCD包合物溶液中药物溶

解度的影响如图 1所示。随着竞争剂CN浓度的增加,

药物-HPCD包合物体系中C6和BD两种药物的溶解

度都呈浓度依赖性地下降。

3 细胞摄取

采用激光共聚焦显微镜观察CN的加入对两种细

胞分别摄取包合物溶液中两种药物的影响。

3.1 在Caco-2和A549细胞上CN对C6-HPCD中C6

摄取的影响 Caco-2细胞对不同浓度C6-HPCD溶液

加入CN溶液后的摄取呈明显差异 (图 2)。对照组中,

Table 1 Inclusion constants (K) of coumarin 6 (C6), 9-octadecane

berberine (BD) and cinnarizine (CN) with hydroxypropyl-beta -

cyclodextrin (HPCD)

Drug
C6
BD
CN

Linear equation
y =7.35×10-4x+8.2×10-6

y = 0.016 74 x+0.000 4
y = 0.001 46 x-8×10-5

R2

0.999 4
0.978 3
0.999 3

K
89.7
42.6

826.7

Figure 1 The solubility of drugs in HPCD solution after adding

different concentrations of CN. C6-HPCD solution containing

0.1 μg · mL-1 C6 (A) and 0.3 μg · mL-1 C6 (B); BD-HPCD solution

containing 1 μg·mL-1 BD (C) and 3 μg·mL-1 BD (D)

Figure 2 The effect of CN concentrations on uptake of C6 by

Caco-2 cells in C6-HPCD solution. Imaging of C6 uptake by

Caco-2 cells in C6-HPCD solution by laser confocal microscope

(A); quantization analysis was performed on C6-HPCD solution

containing 0.1 μg · mL-1 C6 (B) and 0.3 μg · mL-1 C6 (C). n = 3,
-
x± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control; #P<0.05, ###P<0.001

vs 0.1 μg·mL-1 CN; &P<0.05, &&&P<0.001 vs 0.3 μg·mL-1 CN; $P<

0.05 vs 0.5 μg·mL-1 CN. Scale bar = 50 μm
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对高浓度 (0.3 μg·mL-1) C6-HPCD溶液摄取明显增高,

在高、低浓度的 C6-HPCD 中加入不同浓度的 CN 后 ,

Caco-2 细胞对 C6 的摄取随 CN 浓度升高而增强 (图

2A)。从荧光定量结果可知 , 相较于低浓度 (0.1 μg ·

mL-1) C6-HPCD溶液 (图 2B), 随CN浓度的增加, Caco-

2细胞对高浓度 (0.3 μg ·mL-1) C6-HPCD溶液中C6的

摄取增强的现象不是很显著 (图2C)。

在A549细胞上, CN对C6-HPCD包合物摄取的影

响 (图3A) 与在Caco-2细胞上类似。稍有不同的是, 从定

量结果可以看出 (图 3B, C), 随CN浓度的升高, A549

细胞对低浓度 (0.1 μg · mL-1) 或高浓度 (0.3 μg · mL-1)

C6-HPCD 中 C6 的摄取均明显增强 , 且呈现浓度依

赖性。

3.2 在Caco-2和A549细胞上CN对BD-HPCD中BD

摄取的影响 在 Caco-2和 A549细胞上 CN的加入对

BD-HPCD中BD摄取的结果见图 4、5。无论是低浓度

(1 μg·mL-1) 还是高浓度 (3 μg·mL-1) BD-HPCD, 随CN

浓度的增加, 两种细胞对BD-HPCD中BD的摄取都呈

现出浓度依赖性增强。

讨论

相溶解度的结果 (图 1) 显示, 由于包合物体系中

加入的竞争剂CN竞争性地争夺药物-HPCD的结合位

点, 随着平衡时间延长, 难溶性药物 C6和 BD从包合

物溶液中析出, 导致溶解度降低。

细胞摄取实验结果 (图 2) 表明, 随着CN浓度的升

Figure 4 Effect of CN with increasing concentrations on uptake

of BD by Caco-2 cells in BD-HPCD solution. Imaging of BD

uptake by Caco-2 cells in BD-HPCD solution by laser confocal

microscope (A); quantization analysis was performed on BD-HPCD

solution containing 0.1 μg · mL-1 C6 (B) and 0.3 μg · mL-1 C6 (C).

n = 3,
-
x ± s. **P<0.01, ***P<0.001 vs control; ##P<0.01, ###P<0.001

vs 0.1 μg · mL-1 CN; &&P<0.01, &&&P<0.001 vs 0.3 μg · mL-1 CN;
$$$P<0.001 vs 0.5 μg·mL-1 CN. Scale bar = 50 μm

Figure 5 Effect of CN with increasing concentrations on uptake

of BD by A549 cells in BD-HPCD solution. Imaging of BD

uptake by A549 cells in BD-HPCD solution by laser confocal

microscope (A); quantization analysis was performed on BD-HPCD

solution containing 0.1 μg · mL-1 C6 (B) and 0.3 μg · mL-1 C6 (C).

n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001 vs control; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs

0.1 μg · mL-1 CN; &&&P<0.001 vs 0.3 μg · mL-1 CN; $$$P<0.001 vs

0.5 μg·mL-1 CN. Scale bar = 50 μm

Figure 3 The effect of CN concentrations on uptake of C6 by

A549 cells in C6-HPCD solution. Imaging of C6 uptake by A549

cells in C6-HPCD solution by laser confocal microscope (A); quanti‐

zation analysis was performed on C6-HPCD solution containing

0.1 μg · mL-1 C6 (B) and 0.3 μg · mL-1 C6 (C). n = 3,
-
x ± s. **P<

0.01, ***P<0.001 vs control; ###P<0.001 vs 0.1 μg · mL-1 CN; &&&P<

0.001 vs 0.3 μg · mL-1 CN; $$$P<0.001 vs 0.5 μg · mL-1 CN. Scale

bar = 50 μm
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高, C6-HPCD中更多的C6被置换出来并被摄取。结

果 (图 2A) 显示 , Caco-2 细胞对高浓度 (0.3 μg · mL-1)

C6 -HPCD 溶液摄取明显增高 , 可能是因为药物与

HPCD的包合作用存在动态平衡, 高浓度中含游离药

物多, 所以细胞摄取较多。荧光定量结果 (图 2C) 可能

是因为 0.3 μg·mL-1 C6-HPCD中游离C6浓度较高, 已

经接近Caco-2细胞的饱和摄取水平, 所以随CN浓度

的增加摄取增强的现象不是很明显。

结合相溶解度实验和细胞摄取实验结果, 随着竞

争剂CN的加入, 药物-HPCD包合物中的C6和BD被

包合常数更大的 CN 成功地从 HPCD 空腔中置换出

来。相溶解度结果显示, CN加入后, 包合物溶液中C6

和BD的溶解度均下降, 然而细胞摄取实验结果显示

加入CN后增加了C6和BD的摄取, 这是因为溶解度

实验只存在药物从包合物中游离的过程, 随着平衡时

间延长, 难溶性的游离药物析出越多。而在细胞摄取

实验中不仅存在药物的游离, 还存在细胞对药物的摄

取过程, 即被竞争出的游离药物尚未析出就已经被细

胞摄取了, 所以最终显示出CN提高包合物中药物渗

透性的作用。由此可见, 细胞摄取是一个联动的测定

药物渗透性的方法: CN将药物-HPCD包合物中的药

物竞争游离出来, 随即被细胞摄取。与相溶解度实验

相比, 本方法不仅能够体现竞争剂置换游离药物的能

力, 还能评价细胞对游离药物的摄取, 即药物渗透性的

大小, 增加了竞争剂筛选的准确性。本方法与离体灌

肠或动物实验相比, 操作相对简单、实验周期短, 适合

于研究初期对竞争性的快速筛选。

本文首次通过细胞摄取建立了环糊精包合物竞争

剂筛选的方法。但本方法仅在两个细胞株及两个模型

药物上显示了CN可以通过对药物-HPCD结合位点的

竞争作用提高游离药物浓度从而增强细胞对药物的摄

取 (提高渗透性)。方法的可行性还需要在更多细胞株

及更多药物和竞争剂中得到验证, 以及与体内方法进

行比较, 从而对方法的可行性进行评估。值得注意的

是 , 实验所用的药物-HPCD 包合物中药物的浓度及

竞争剂的浓度均较低。在细胞摄取实验时发现包合物

中药物浓度会影响竞争剂的竞争效果 , 如在高浓度

(0.3 μg·mL-1) C6-HPCD下, CN对C6在Caco-2细胞中

的摄取影响较小。因此, 高浓度竞争剂针对高浓度包

合物、低浓度竞争剂针对高浓度包合物以及高浓度竞

争剂针对低浓度包合物的影响均值得进一步研究。此

外, 本文所用的竞争剂CN是一种药物, 如果要扩大竞

争剂的应用范围, 应该从辅料或添加剂中筛选有效的

竞争剂, 并同时考虑竞争剂的药理作用、胃肠道稳定性

及其可能与主药之间产生的相互作用等多种因素。
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