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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
carboxylesterases (CEs) in human colorectal 
carcinoma Caco-2 cells and evaluate their 
catalytic activity for hydrolysis of ester-
containing drugs. 

METHODS: The hydrolytic capacity of Caco-2 
cells were evaluated using two substrates, imi-
dapril and irinotecan (CPT-11), the specific sub-
strates of human CE-1 and human CE-2, respec-
tively. After co-incubation of the two substrates 
with Caco-2 cell 9 000 g supernatant (S9 frac-
tion), the two drugs and their metabolic prod-

ucts were assayed by high-performance liquid 
chromatography (HPLC). Furthermore, the ma-
jor CE isoforms expressed in Caco-2 cells were 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: Compared with the human small in-
testinal microsomes, Caco-2 cells tend to hydro-
lyze imidapril instead of CPT-11. RT-PCR results 
indicated that hCE-1 was highly expressed in 
Caco-2 cells. In contrast, the expression of hCE-2 
mRNA was hardly detected in Caco-2 cells. 

CONCLUSION: The expression pattern of CEs in 
Caco-2 cells is completely different from that in 
human small intestine and colon. Therefore, cau-
tion should be exercised in predicting human in-
testinal absorption of ester-containing drugs based 
on transport results obtained using Caco-2 cells. 

Key Words: Carboxylesterase; Caco-2 cell; Irinote-
can; Imidapril
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摘要
目的: 评价Caco-2细胞对酯类药物的水解活性
及羧酸酯酶(CES)表达的影响.

方法: 采用人类CES1(hCE-1)和CES2(hCE-2)
特异性底物咪达普利和伊立替康(CPT-11)与
Caco-2细胞S9组分共同孵育, HPLC法测定原
药及代谢产物浓度, 评价Caco-2细胞的药物水
解活性, 并通过RT-PCR法测定细胞内hCE-1和
hCE-2表达. 

结果:  C a c o-2细胞与正常小肠微粒体酶相
比, 更倾向于代谢咪达普利, 而几乎不水解
CPT-11. RT-PCR结果发现, Caco-2细胞CES表
达与正常肠道上皮组织不同, 表现为hCE-1高
表达, 而几乎不表达hCE-2. 

结论: Caco-2细胞CES表达与正常肠道上皮

®

■背景资料
Caco-2细胞在新
药的口服吸收评
价中被广泛应用, 
但是该细胞仍然
存在较多局限性. 
对于Caco-2细胞
中羧酸酯酶(CES)
的表达类型和活
性尚不明确.

■同行评议者
黄园, 教授, 四川
大学华西药学院
药剂系
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组织存在较大差异, 因此在使用Caco-2细胞评
价酯类药物口服吸收时应十分谨慎.
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0  引言

近年来研究发现[1]由于肠道上皮表达众多代谢

酶, 部分口服药物在胃肠道上皮吸收过程中可

被代谢, 从而影响其体内过程. 目前, 有关肠道

上皮细胞色素P450酶系对于药物吸收影响的研

究报道较多, 主要为小肠黏膜上皮中CYP3A4
的表达减少了部分药物的吸收[2]. 同样, 肠道上

皮羧酸酯酶(carboxylesterase, CES)的表达对部

分酯类药物吸收的影响不可忽视[3]. 由于CES
存在不同的亚型(主要为CES1和CES2), 而各种

亚型在体内组织分布及活性表达各异, 且代谢

底物特征存在较大差别, 因此对于CES组织分

布和药物代谢能力的研究可为药物设计和开

发提供有效依据. Van Gelder等对酯类前药在

不同部位肠段吸收过程中的代谢特征做了初

步的研究[4]. 但是, 在新药开发过程中, Caco-2
细胞更多地用于新药的口服吸收评价. 由于该

细胞结构和生理生化功能类似于人体小肠上

皮细胞, 因此已经成为药物吸收研究的快速筛

选工具并被广泛应用[5]. 尽管CES2在人体肠道

上皮有表达, 但Caco-2细胞中CES的表达类型

及药物代谢活性尚未明确[6]. 基于此, 本研究体

外培养Caco-2细胞, 分别采用hCE-1(人类CES1
家族同工酶, CES1A1)、hCE-2(人类CES2家族

同工酶, CES2A1, hiCE)的特异性底物咪达普利

(Imidapril)和伊立替康(CPT-11)来评价Caco-2
细胞的药物代谢活性, 并通过RT-PCR法测定

细胞内hCE-1和hCE-2表达, 以期为进一步认识

Caco-2细胞的生理功能提供实验依据.

1  材料和方法

1.1  材料  C a c o-2细胞购自武汉大学细胞库 ; 
CPT-11及代谢产物SN-38、咪达普利及代谢产

物咪达普利拉(imidaprilat)购自Toronto Research 
Chemicals公司(加拿大); 人类小肠微粒体酶购

自BD Gentest公司(美国); 人类小肠和结肠总

RNA(批号分别为2071337和2090016)购自BD 
Biosciences Clontech公司(美国); 低温高速离心

机, HERMLE公司(德国); XDS-1B倒置显微镜, 重
庆光电仪器有限公司; CO2恒温培养箱, Napco公
司(法国); DTC基因扩增热循环仪(西安天隆科技

有限公司); JS-380A自动凝胶图像分析仪(上海培

清科技有限公司); 高效液相色谱仪, Waters公司

(美国); 色谱柱(大连依利特, 200 mm×4.6 mm). 
1.2 方法 
1.2.1 Caco-2细胞培养: Caco-2细胞生长在含100 
mL/L胎牛血清(FBS), 100 kU/L青霉素和100 
mg/L链霉素的高糖DMEM培养液中, 37 ℃, 50 
mL/L CO2培养箱中培养, 隔日换液, 长至瓶底

80%时用含0.2 g/L EDTA+2.5 g/L胰酶消化细胞, 
按1∶2传代. 取对数生长期细胞进行实验. 
1.2.2 CES酶代谢特征研究: 刮取培养7 d的Caco-2
细胞, 重悬于冰冷的PBS缓冲液中, 超声裂解, 匀
浆后于4 ℃下9 000 g离心20 min, 得上层液体为

S9组分, 采用BCA试剂测定蛋白浓度. Caco-2细
胞S9组分和人小肠微粒体酶使用50 mmol/L的
HEPES缓冲液稀释, 蛋白终浓度为30 mg/L, 37 ℃
预热5 min. 分别加入终浓度为12 mg/L的CPT-11
和5 mg/L的咪达普利, 37 ℃恒温水浴孵育, 同时

加入NADPH 1 mg启动反应, 在不同时间点从体

系中取样200 μL, 加入200 μL冰冷乙腈中止反

应. 样品按参考文献方法[7,8]经高效液相色谱

(HPLC)检测原药和代谢产物浓度. 
1.2.3 RT-PCR方法检测CES表达: Caco-2细胞

采用TRIzol一步法提取总RNA. RNA浓度和

纯度使用分光光度法测定. 1 m g的总R N A采

用5 pmol的Oligo(dT) primer, 2 mmol的dNTP
以及RNA酶H进行1 wk的逆转录反应, 42 ℃, 
1  h .  随后进行RT-P C R .  h C E-1的正向引物 : 
5'-TCCCCTTGTTTGCATTGCTA; 反向引物: 
5'-AAAGAGGTTGGTCCAGAAAG; PCR条

件为: 95 ℃, 15 s, 54 ℃, 30 s, 72 ℃, 45 s, 共25
个循环. hCE-2的正向引物: 5'-AGCCTGTCCC-
TAGCATTGTT; 反向引物5'-GCCCCCAAA-
GAAACTTCTGA; PCR条件为: 95 ℃, 15 s, 
56 ℃, 30 s, 72 ℃, 45 s, 共25个循环. 扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳分离, EB染色, 拍照并分析结果.

2  结果

2.1 Caco-2细胞CES代谢特征 CPT-11在正常小

肠微粒体中迅速代谢为SN-38, 咪达普利在该微

粒体酶体系中基本以原药形式存在. 而在Caco-2

■相关报道
Tantishaiyakul等
采用Caco-2细胞
评价了甲芬那酸
愈创木酚酯的口
服吸收, 却发现作
为hCE-1底物的该
药在Caco-2细胞
存在代谢. 但是在
正常人肠道组织
中只表达hCE-2 , 
几 乎 检 测 不 到
hCE-1.
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细胞S9组分中, CPT-11代谢甚微, 咪达普利则快

速代谢为咪达普利拉(图1). 这说明两种体系对

酯类药物的代谢特征存在差异.
2.2 RT-PCR方法检测Caco-2细胞中CES表达 
hCE-1 mRNA水平在Caco-2细胞中有较强表达, 
在小肠和结肠组织中几乎不可测得. 而Caco-2
细胞却很少表达正常小肠和结肠组织中的

hCE-2(图2). 可见Caco-2细胞的CES酶表达与正

常肠道上皮组织存在较大差异.

3  讨论

Caco-2细胞是人结肠癌上皮细胞系(human colon 
carcinoma cell line: Caco-2), 自上个世纪80年代

起就广泛用于药物的吸收、分配、代谢以及毒

性研究. Caco-2细胞模型作为药物吸收研究的一

种快速筛选工具, 可在细胞水平上提供药物分

子透过小肠黏膜的吸收、代谢、转运以及毒性

的综合信息, 为药物研究提供依据. 
由于药物经过C a c o-2单细胞层的渗透特

征与人类小肠黏膜上皮细胞相似 ,  因此目前

C a c o-2细胞已经被广泛用于药物口服吸收的

筛选研究[9]. 尽管拥有以上的优势, 但是Caco-2
细胞在黏蛋白和代谢酶表达方面仍然与正常

小肠上皮细胞存在一定的差异. 随着近年来对

Caco-2研究的深入, 发现虽然该细胞表达一定

量的代谢酶, 但在模拟体内小肠吸收代谢方面

尚存在很多局限性, 例如Caco-2细胞未能表达

与体内相应量的CYP3A4[10]. 而在评价酯类药物

中, 肠道CES对此类药物的代谢发挥着重要的

作用. 因此对Caco-2细胞生理特征的进一步探

究可为酯类药物筛选提供必要的理论基础. 
CES为机体中一类非常重要的水解酶, 在水

解许多内源性化合物和外源性化学物质过程中

发挥着关键作用. 哺乳动物CES组成一个多基因

家族, 其基因产物定位于多种组织的内质网中. 
CES同工酶可分为5个亚族[11], 其中CES1和CES2
为水解外源性化合物的主要酶. CES1和CES2
在组织分布、免疫学特征和基因调节方面存在

差异. 例如, 人类hCE-1, 广泛分布于体内多种组

织, 但是在小肠中几乎不可测得; hCE-2, 则分

布于小肠、肝脏和肾脏[12]. 此外, 两者尽管拥有

图  2  RT-PCR检测正常人类肠段和Caco-2细胞hCE-1和
hCE-2的表达. 1: 小肠; 2: 结肠; 3: Caco-2细胞.

hCE-1

hCE-2

GAPDH

1                  2                  3

■应用要点
本研究提示, Caco-2
细胞内CES酶表
达与正常人小肠
上皮细胞存在较
大差异 ,  因此在
评价酯类药物口
服 吸 收 中 选 择
Caco-2细胞模型
作为实验工具时
应十分谨慎. 

图  1  CPT-11和咪达普利在Caco-2细胞S9和人小肠微粒体酶中代谢时间曲线(n  = 3). A: CPT-11在小肠微粒体酶中的代谢; 
B: 咪达普利在小肠微粒体酶中的代谢; C: CPT-11在Caco-2细胞S9中的代谢; D: 咪达普利在Caco-2细胞S9中的代谢.

14

12

10

8

6

4

2

0

Co
nc

en
tr

at
io

n(
m

g/
L)

0       10       20      30      45       60   
t /min

CPT-11
SN-38

6

5

4

3

2

1

0

Co
nc

en
tr

at
io

n(
m

g/
L)

0        10       20       30       45       60   
t /min

Imidapril
Imidaprilat

14

12

10

8

6

4

2

0

Co
nc

en
tr

at
io

n(
m

g/
L)

0       10       20      30      45       60   
t /min

CPT-11
SN-38

6

5

4

3

2

1

0
Co

nc
en

tr
at

io
n(

m
g/

L)
0        10       20       30       45       60   

t /min

A B

C D Imidapril
Imidaprilat



www.wjgnet.com

刘东, 等. 人结肠癌Caco-2细胞羧酸酯酶的表达及代谢活性			                                                         297

40%-50%的氨基酸同源序列, 底物间却存在明

显的差异. hCE-1倾向于水解酰基端较大而羟基

端较小的酯类化合物, 例如替莫普利、咪达普

利、哌甲酯和可卡因甲酯等药物. 相反, hCE-2
则易于水解一些拥有小酰基端和大羟基端的药

物, 例如CPT-11、戊酸倍他米松和可卡因苯甲

酰酯等[13]. 
S9是一种含有多种代谢酶的混合酶系. 为

评价Caco-2细胞CES的代谢特征, 本研究采用

hCE-1和hCE-2特异性底物咪达普利和伊立替康

(CPT-11)与Caco-2细胞S9组分共同孵育, HPLC
法测定原药和代谢产物浓度. 同时使用人小肠

微粒体酶作为对照, 观测Caco-2细胞与正常小肠

上皮细胞CES表达特征是否有差异. 结果显示, 
正常人类小肠微粒体酶仅对hCE-2底物CPT-11
存在水解活性. Caco-2细胞对于hCE-1底物咪达

普利的水解活性较强, 却对CPT-11代谢甚微. 因
此, 本研究进一步采用RT-PCR法测定Caco-2细
胞中CES表达特征. 我们发现, 正常人类小肠和

结肠表达hCE-2, 几乎不表达hCE-1, 这与文献报

道结果一致[13]. 然而, Caco-2细胞表达特征正好

与正常肠道上皮组织相反, 含有较高量的hCE-1, 
却很少表达hCE-2. 

Marsh等报道了正常人与肿瘤患者之间CES
基因单核苷酸多态(SNP)现象, 认为CES2基因内

SNP(IVSlO-88)与肿瘤部位CES2的mRNA表达

减少有关[14]. 但是, 本研究发现结肠癌Caco-2细
胞中不仅CES2表达下降, CES1还异常高表达, 
其原因尚不清楚. 

根据本研究结果, 作为hCE-1底物的部分酯

类前药, 在使用Caco-2细胞评价口服吸收时则容

易被代谢, 尽管此类药物在正常人类小肠中很

少被代谢. 这一结论或可为Vimon Tantishaiyakul
等的研究结果提供解释, 在他们的研究中, 采用

Caco-2细胞评价了甲芬那酸愈创木酚酯的口服

吸收, 却发现该药在Caco-2细胞和肝脏微粒体中

存在代谢[15]. 甲芬那酸愈创木酚酯酰基端较大, 
羟基端较小, 是hCE-1的良好代谢底物. 

因为人类hCE-1和hCE-2底物的差异性, 而根

据本研究结论, Caco-2细胞内CES酶表达不同于正

常人小肠上皮细胞, 所以在使用Caco-2细胞模型

考察酯类前药口服吸收中所得到的结果应谨慎分

析, 并结合体内药物吸收代谢的数据综合评价.
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■同行评价
本文对人结肠癌
Caco-2细胞羧酸
酯酶表达及代谢
活性进行了研究, 
有一定创新性和
参考价值.


