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克拉霉素对 Caco-2 细胞转运他克莫司的影响及机制研究 
    

温金华，孙文雄，程晓华，曹端文，余路易，李蒲(南昌大学第一附属医院临床试验研究中心, 南昌 330006) 
 

摘要：目的  探讨克拉霉素对 Caco-2 细胞转运他克莫司的影响及机制。方法  用化学发光免疫分析法测定他克莫司药物浓

度；建立 Caco-2 细胞单层模型，计算表观渗透系数，比较不同浓度他克莫司在 Caco-2 细胞单层中转运及不同浓度克拉霉素

抑制他克莫司的转运。结果  他克莫司浓度为 20，40 和 80 μg·mL–1 时吸收渗透系数 PappAP-BL 分别为(2.47±0.09)×10–6，

(3.91±0.17)×10–6 和(4.49±0.16)×10–6 cm·s–1；分泌渗透系数 PappBL-AP 分别为(6.05±0.21)×10–6，(9.86±0.70)×10–6 和(11.75± 
0.28)×10–6 cm·s–1；外流比(apparent permeability ratio，PDR)分别为 2.45±0.03，2.52±0.12 和 2.62±0.11；加入不同浓度的克

拉霉素(15，30，60 μg·mL–1)后，分泌渗透系数显著降低，而吸收系数影响不大，PDR 随着克拉霉素浓度增加显著降低。

结论  Caco-2 细胞外排转运体可能参与了他克莫司的转运，克拉霉素合用他克莫司可显著影响他克莫司的吸收。 
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Effect of Clarithromycin on Tacrolimus Transport in Caco-2 Cells and Its Mechanism 
 
WEN Jinhua, SUN Wenxiong, CHENG Xiaohua, CAO Duanwen, YU Luyi, LI Pu(Department of GCP, The First 
Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006, China)  

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect and the mechanism of clarithromycin on the transport of tacrolimus in 
Caco-2 cells. METHODS  The concentration of tacrolimus was determined by chemiluminescence immunoassay. The single 
layer model of Caco-2 cells was established, the apparent permeability coefficient was calculated, and to compare the transport of 
tacrolimus in Caco-2 cell monolayer at different concentrations and the inhibition of tacrolimus transport by clarithromycin at 
different concentrations. RESULTS  When tacrolimus concentration was 20, 40 and 80 μg·mL–1, the absorption coefficient PappAP-BL 

was (2.47±0.09)×10–6, (3.91±0.17)×10–6 and (4.49±0.16)×10–6 cm·s–1, respectively, and the secretory coefficient PappBL-AP was 
(6.05±0.21)×10–6, (9.86±0.70)×10–6 and (11.75±0.28)×10–6 cm·s–1 respectively; the apparent permeability ratio(PDR) was 
2.45±0.03, 2.52±0.12 and 2.62±0.11 respectively. After adding different concentrations of clarithromycin(15, 30, 60 μg·mL–1), 
the secretory permeability coefficient decreased significantly, but the absorption coefficient was not affected, and the PDR 
decreased significantly with the increase of clarithromycin concentration. CONCLUSION  The extracellular transporters of 
Caco-2 may be involved in the transport of tacrolimus and the absorption tacrolimus could be apparently affected by combination 
of clarithromycin. 
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他克莫司是日本藤泽研发的含二十三元环状

大环内酯结构的新型免疫抑制剂，临床广泛应用

于器官移植和治疗自身免疫系统疾病[1]。他克莫司

口服吸收率低、不完全且不规则，平均相对生物

利用度仅 25%，并且其治疗窗较窄，药动学个体

差异大，在肝移植、肾移植和心脏移植临床研究

中变异范围为 4%~89%[2-3]。术后用药后并发症较

多，如感染、高血压、高血糖等[4-5]，临床上常需

要联合用药，特别是由于他克莫司对免疫的抑制作

用，患者移植术后容易引发各种感染，据统计，肾

移植术后的死亡病例中，约 70%死于肺部感染[6-7]，

因此，他克莫司常常需要与一些抗菌药物联合用

药。但他克莫司合用抗菌药物后是否影响他克莫

司的药动学及药效学则需引起重视。有研究显示

他克莫司与大环内酯类抗菌药物如克拉霉素、红

霉素合用后，他克莫司的药动学参数如 Cmax，Cmin，

AUC，T1/2 发生显著性改变[8-9]。由此可见，他克

莫司与大环内酯类抗菌药物合用后存在药物相互
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作用。但是，目前两者药物相互作用的机制尚不

明确。深入研究两者的药物相互作用机制可为临

床合理用药、降低治疗失败和不良反应的发生率

提供有价值的参考依据，也对他克莫司的临床个

体化给药及与其他抗菌药物的联合用药有重要的

参考作用。 
Caco-2 细胞来源于人结肠癌细胞，结构与生

化特点类似于人类小肠上皮细胞，具有与小肠上

皮细胞相同的细胞极性和紧密连接，可以模仿小

肠上皮吸收，是一种研究口服药物吸收特性的细

胞模型，该模型是近十几年来国外广泛采用的一

种药物肠吸收的体外模型，操作简便、重复性较

好，实验条件比较容易控制[10]。本研究利用建立

的 Caco-2 细胞单层模型，探讨克拉霉素对他克莫

司于细胞单层模型中的转运影响，探讨克拉霉素

与他克莫司间的相互作用机制。 
1  仪器与试剂 

ARCHITECTi1000 全自动免疫分析仪及 F506
试剂盒(美国雅培)；MIKRO 22R 高速离心机(德国

Hettich)；EL204 精密分析天平[梅特勒-托利多仪器

(上海)有限公司]；YKH-型漩涡混合器(上海精科实

业有限公司 )；Spark 10M 多功能酶标仪 (瑞士

TECAN)；RE1600 细胞电阻仪(北京金工鸿泰)； 
ECLIPSE Ti-S 倒置相差显微镜 (日本  Nikon)；

Millicell ERS-2 细胞电阻仪(德国 Meck Millipore)；
3111 型二氧化碳培养箱、细胞培养瓶、细胞培养

皿均购自美国 Thermo Fisher Scientific。 
Caco-2 细胞(上海中科院细胞库)；DMEM 培

养基(货号：C11875500BT)、胎牛血清 FBS(货号：

10099141)均购自美国 GIBCO 公司；青霉素钠(货
号：69-57-8)、硫酸链霉素(货号：3810-74-0)均购

自 大 连 美 仑 生 物 ； 胰 蛋 白 酶 Trypsin 0.25% 
EDTA(美国 Invitrogen 公司，货号：25200-072)；
荧光黄(北京化工厂，货号：Z00187)。CCK-8 试剂

盒(Abcam 公司，货号：ab211091)。他克莫司原料

药[纯度>98%，昌恒(武汉)生物医药有限公司，批

号：104987-17-3]，克拉霉素标准品(纯度 99%，中

国食品药品检定研究所，批号：130356-201204)。 
2  方法 
2.1  Caco-2 细胞培养及形态学观察 

Caco-2 细胞的培养条件：含 10% FBS 和 1%
青链霉素的 DMEM 培养基，37 ℃、5% CO2、饱

和湿度培养箱中培养。每 48 h 换液 1 次，当细胞

达到 80%汇合时(4~5 d)，胰酶消化液消化、传代；

当细胞均处于对数生长期时,于光镜下观察细胞形

态并拍照。 
2.2  Caco-2 细胞模型的建立 

取正常培养的处于对数期的 Caco-2 细胞，用

0.25%Typsin 消化，1 000 r·min−1 离心 5 min，计数

板下计数，调整细胞浓度至 2×105 mL–1，取 500 µL
细胞悬液加入到 Transwell 12 孔板上室(AP 侧)中，

在下室(BL 侧)加入 1.5 mL 完全培养基，于培养箱

内培养，隔天换液，1 周后每天换液，单细胞层于

21 d 左右分化形成待用。此间用倒置显微镜观察细

胞形态，细胞紧密连接生长状态良好，采用 Millicell 
ERS-2 细胞电阻仪测量跨膜电阻值(transepithelial 
electrical resistance values，TEER)，即将细胞电阻

仪的检测电极置于 Transwell 小室内外侧检测电阻

值并按公式[TEER(Ω·cm2)=(测定电阻－空白小室

电阻)×Transwell 小室面积]计算 TEER[11-12]。采用荧

光黄检测细胞模型通透性[11-12]，Caco-2 细胞长达

21 d 后，在 AP 侧和 BL 侧均加预热的 HBSS 清洗 2
次后，在 AP 侧加入荧光黄 0.5 mL，BL 侧加入

1.5 mL HBSS，于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱

中培养 1 h，在 BL 池取样 100 μL，酶标仪检测荧

光强度，计算荧光黄在 BL 侧转运液的浓度及(表观

渗透系数)Papp。当 Papp 小于通透性试验规定的

5×10–7 cm·s–1 时即达到完整的细胞单层。 
2.3  细胞毒性测定 

待 Caco-2 细胞融合 90%左右吸弃培养基，PBS
轻洗 1 次，加入 1 mL 胰蛋白酶消化 1 min，再加

入正常培养基终止消化，轻轻吹打使细胞全部脱

落，1 000 r·min–1 离心 5 min，弃上清，加入正常

培养基吹打混匀，计数细胞浓度至 2×105 mL–1，取

100 μL 加入 96 孔板。然后放入培养箱中培养过夜。

吸尽板中所有液体，加入 100 μL 预先配置的药物，

他克莫司浓度为 10~160 μg·mL–1，克拉霉素浓度

为 10~120 μg·mL–1，每种浓度重复 3 份，药物处

理 24 h 后，每孔加入 10%的 CCK8 检测液 400 µL，

37 ℃避光反应 1 h，450 nm、650 nm 处读取各孔

OD 值，最终 OD 值为 450~650 nm。实验结果按下

式计算：细胞存活率(%)=实验组(OD450–OD650)/对
照 组 (OD450–OD650)×100% 。 具 体 操 作 过 程 根 据

CCK-8 试剂盒说明书。 
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2.4  他克莫司的细胞转运试验及克拉霉素抑制转

运试验 
取已培养 21 d 且已完成模型验证的细胞，吸

尽 Transwell 中上、下室的培养基，加入 37 ℃预

热的 HBSS 清洗 3 次，然后加入 37 ℃预热的 HBSS
于上室 0.5 mL、下室 1.5 mL，在培养箱中孵育

30 min，取出吸尽 HBSS，加入药物(他克莫司 80，

40，20 μg·mL–1 或同时加入克拉霉素 60，30，

15 μg·mL–1)，若 AP 侧到 BL 侧的转运，AP 侧加

入 0.5 mL 的药物，BL 侧加入 1.5 mL 37 ℃预热的

HBSS，若为 BL 侧到 AP 侧的转运，AP 侧加

0.5 mL 37 ℃预热的 HBSS，BL 侧加入 1.5 mL 的

药物，于 37 ℃、50 r·min−1 的恒温摇床上孵育，在

30，60，90，120 min 取样 200 μL 于 2 mL EP 管

中；AP 侧到 BL 侧，在 BL 侧取样 200 μL，取样

之后加入 37 ℃预热的 HBSS 200 μL 于 BL 侧补足

体积，BL 侧到 AP 侧，在 AP 侧取样 200 μL，取

样之后加入 37 ℃预热的 HBSS 200 μL 于 AP 侧补

足体积。试验平行做 3 份。 
2.5  数据分析[8-9] 

分泌渗透系数即为 PappBL-AP，BL 侧到 AP 侧；

吸收渗透系数即 PappAP-BL ， AP 侧到 BL 侧。

Papp=(dQ/dt)/SC，其中，dQ/dt 为接受侧药物的速

率，Q 是药物累积转运量，是药物在接受侧的总

量，C 为药物初始浓度，S 为聚碳酯膜的表面积

(1.12 cm2)。Papp 越大，通透率越高。外流比(apparent 
permeability ratio，PDR)=PappBL-AP/PappAP-BL，其中

PDR>1.5，认为存在明显的外排现象。每组实验重

复 3 次，取平均值。采用方差分析(ANOVA)对数

据之间的差异进行比较，P<0.05 认为差异具有统

计学意义。 
3  结果 
3.1  细胞模型构建 

Caco-2 细胞在培养瓶中呈膜状贴壁生长，细

胞接种于 Transwell 板 21 d 时，TEER 值检测结果

显示其电阻>400 Ω，荧光黄通透试验显示，Papp

为 2.68×10–7cm·s–1 表明形成了致密的细胞单层，

见图 1，Caco-2 细胞单层具有良好的致密性。 
3.2  细胞毒性测定 

MTT 检测试验结果显示，他克莫司浓度为

10~160 µg·mL–1，克拉霉素浓度为 10~120 µg·mL–1 
的 Caco-2 细胞存活率>80%，对 Caco-2 细胞无明显

不良反应，见图 2~3。因此本实验中采用他克莫司 
20，40，80 μg·mL–1；克拉霉素 15，30，60 μg·mL–1

的浓度进行研究。 
 

 
 

图 1  Caco-2 细胞单层膜结构生长形态(10×) 
Fig. 1  Morphology of Caco-2 cell monolayer(10×) 

 

 
 

图 2  他克莫司浓度对 Caco-2 细胞的存活率影响 
Fig. 2  Effect of tacrolimus survival rate of Caco-2 cells  

 

 
 

图 3  克拉霉素浓度对 Caco-2 细胞的存活率影响 
Fig. 3  Effect of clarithromycin on survival rate of Caco-2 
cells 
 

3.3  不同浓度他克莫司的双向转运 
本实验研究了他克莫司系列浓度(20，40，

80 μg·mL–1)在 Caco-2 细胞单层模型中的转运量。

吸收渗透系数、分泌渗透系数以及 PDR 结果见表 1。 
结果显示，未加入克拉霉素(0 μg·mL–1)时，他

克莫司吸收渗透系数较小，该研究结果说明他克

莫司的肠道吸收较差，生物利用度低。虽然随着

浓度的增加，他克莫司的吸收渗透系数亦升高，

但他克莫司分泌渗透系数升高的程度高于吸收渗

透系数，且 PDR 均＞2 提示他克莫司的跨膜转运

可存在转运蛋白的外排机制，从而导致他克莫司
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于肠道膜上吸收少而生物利用度低。 
3.4  克拉霉素对他克莫司转运量的影响 

与未加入克拉霉素的他克莫司转运相比较，

加入不同浓度的克拉霉素(15，30，60 μg·mL–1)后，

他克莫司从 BL 到 AP 侧的跨膜转运量与配伍前相

比 均 明 显 增 加 ， 即 分 泌 渗 透 系 数 显 著 降 低

(P<0.05)，而吸收渗透系数没有明显变化，PDR 明

显减少，结果见表 1。说明外排转运体参与了他克

莫司的转运，且克拉霉素对他克莫司转运有显著

影响。 
 

表 1  不同浓度克拉霉素对他克莫司通过 Caco-2 细胞的渗

透系数影响( sx ± ，n=3) 
Tab. 1  Effect of different concentrations of clarithromycin 
on tacrolimus permeability through Caco-2 cells( sx ± , n=3) 

浓度/μg·mL–1 吸收渗透 
系数/cm·s–1 

分泌渗透 
系数/cm·s–1 

PDR 
克拉霉素 他克莫司 

 0 20 2.47±0.09 6.05±0.21 2.45±0.03

40 3.91±0.17 9.86±0.70 2.52±0.12

80 4.49±0.16 11.75±0.28 2.62±0.11

15 20 2.40±0.07 4.16±0.101) 1.73±0.061)

40 3.90±0.13 7.42±0.271) 1.90±0.131)

80 4.85±0.14 9.76±0.651) 2.02±0.171)

30 20 2.29±0.21 3.19±0.161) 1.41±0.171)

40 3.79±0.17 6.24±0.271) 1.65±0.141)

80 4.74±0.12 8.58±0.471) 1.81±0.061)

60 20 2.57±0.33 2.88±0.251) 1.13±0.151)

40 3.82±0.14 5.25±0.251) 1.38±0.101)

80 4.70±0.14 7.37±0.271) 1.57±0.091)

注：与未加入克拉霉素(0 μg·mL–1)的他克莫司转运相比较，P<0.05。 
Note: Compared with tacrolimus transport without clarithromycin 
(0 μg·mL–1), 1)P<0.05. 

 

4  讨论 
现代药动学研究表明，药物代谢酶与转运蛋

白均是药物在体内处置的关键环节，其在药物吸

收、组织分布、代谢及消除中起重要作用[13-14]。

药物对代谢酶及转运蛋白的竞争或抑制，是导致

药物之间相互作用乃至不良反应发生的重要原因

之一。他克莫司与大环内酯类抗菌药物间相互作

用是否与代谢酶及药物转运蛋白有关，值得探索。

研究显示他克莫司主要在肝脏和小肠被 CYP3A 亚

家族酶系(CYP3A4/5)代谢为 13-氧代-脱甲基他克

莫司，同时他克莫司被多药耐药基因 1 编码的外

排泵 P-糖蛋白(P-glycoprotein，P-gp)外排到肠腔。

因此，他克莫司是药物转运体 P-gp、CYP3A4 及

CYP3A5 底物[15-16]。大环内酯类抗菌药物红霉素和

克 拉 霉 素 ， 酮 内 酯 类 抗 菌 药 物 泰 利 霉 素 均 是

CYP3A4 的底物，亦是 CYP3A4 的强抑制剂，并

且克拉霉素是 CYP3A5 的代谢底物，亦是 P-gp 的

抑制剂[17]。P-gp 是一种质膜糖蛋白，是多药耐药

基因 mdr1 的产物，存在 Caco-2 细胞中，其功能

是将药物由 BL 侧药物逆向转运至 AP 侧，使药物

的吸收降低[10]。因此，大环内酯类与他克莫司合

用极有可能产生药物相互作用，本研究通过建立

Caco-2 单层细胞模型，探讨克拉霉素对他克莫司

的转运影响，结果显示随着克拉霉素浓度增高，

其可以显著影响他克莫司在 Caco-2 细胞中转运。

不同浓度他克莫司分泌渗透系数大于其吸收渗透

系数，且 PDR>2，提示他克莫司的跨膜转运存在

转运蛋白外排机制。外排转运体参与他克莫司的

转运，且克拉霉素对他克莫司转运有影响，克拉

霉素通过抑制 P-gp 介导他克莫司的外排而增加其

肠道吸收。同时，克拉霉素是否影响他克莫司的

代谢还需要进一步的探索。 
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