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鼻腔给药人体吸收的细胞模型方法学研究进展 
    

谭立伟，张宾，孙歆，王震宇*(四川普锐特药业有限公司，成都 610041) 
 

摘要：经鼻给药具备起效快，生物利用度高，入脑效率高及非侵入性等优点。但复杂的鼻腔微环境，如黏膜屏障、纤毛

运动、低 pH 值的黏液层及酶降解等因素，为鼻腔药物研发带来了诸多挑战。尽管大量动物试验方法已经为鼻腔药物的

研发提供了研究手段，但物种间的差异、高额的费用及较长的周期等因素限制了这些方法在研发中的应用，特别是在新

药临床前的化合物及处方早期筛选阶段。因此，选择一种具备良好体内外相关性的鼻腔细胞模型用于指导药物的临床前

研发成为了关键。基于鼻腔给药途径，无论经鼻入脑或是经鼻入血，上皮细胞的屏障作用均直接决定药物的生物利用度

与药效。此外，鼻腔药物黏膜刺激性等毒理评价也是研发成功的关键因素。因此，本文归纳了现阶段基于鼻腔上皮细胞

构建的体外鼻腔模型在鼻用制剂研发中的应用现状。 
关键词：经鼻给药；鼻腔上皮；体外细胞模型；药物研发 
中图分类号：R943       文献标志码：A       文章编号：1007-7693(2023)20-2851-09 
DOI: 10.13748/j.cnki.issn1007-7693.20231876 
引用本文：谭立伟, 张宾, 孙歆, 等. 鼻腔给药人体吸收的细胞模型方法学综述[J]. 中国现代应用药学, 2023, 40(20): 
2851-2859. 

 
Advance of Cell Model Methodology for Human Absorption Evaluation of Nasal Administration 
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ABSTRACT: Intranasal administration has the advantages of quick onset, high bioavailability, potential delivery into brain, and 
non-invasive. However, the limitations of the complex nasal microenvironment, such as the mucosal barrier, ciliary movement, 
low pH mucous layer, and enzyme degradation, appear to be key challenges in nasal drug development. Although a large number 
of animal trials provide reference data for the development of nasal drugs, the species differences, high cost and long cycle make 
this approach more difficult to develop, especially in the high-throughput preclinical screening stage of new drugs. Therefore, it 
is critical to select a nasal model with good in vitro and in vivo correlation for preclinical drug research. Whether the targeting 
through the nasal into the brain or blood, the epithelial cell barrier directly determines the bioavailability and efficacy during the 
intranasal administration. Moreover, mucosal irritation is also one of the critical evaluations of the safety aspects during nasal 
drugs development, where cell model can be quite useful. Therefore, this review summarized the application of the in vitro nasal 
model based on nasal epithelial cells in the nasal drug development. 
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起效快，无创，顺应性高及避免肝脏和肠道首

过代谢等优势促使鼻内给药途径作为一种非侵入

性给药途径引起了人们的极大兴趣[1-2]。目前已有包

括小分子化合物、多肽、蛋白质及核酸药物等多种

类型的药物经鼻腔途径进行局部或全身给药途径

的研发[3-6]。然而，极小的鼻腔体积、黏膜纤毛清除

作用，以及黏液层的物理化学特性(低 pH、酶降解)
等因素限制了该递送途径药物的广泛应用[7]。因此，

在鼻腔途径药物研发过程中，尤其在前期非临床研

究中，可靠的体外和体内模型必不可少。 
与其他给药途径的药物研发类似，大鼠，兔、

狗及猴等试验动物及其离体组织常被用于评价鼻

腔制剂的体内外分布、药效及毒性研究。鼻腔黏

膜覆盖于整个鼻腔的骨性结构上，但由于种属不

同，鼻腔结构差异较大，体内给药的试验结果也

受诸多因素影响。例如，大鼠鼻腔狭窄且鼻腔容

量有限，滴鼻给药时，无法充分模拟临床给药方

式(鼻喷)的递送部位；试验过程中动物挣扎或给药

量不当，存在药物流出或咽入胃肠道风险，无法

保证给药量精确；动物体位不同也可能会造成药

物分布的差异，大鼠仰卧位给药，药物进入脑脊

液的量可达水平位给药的 1 倍以上。另一方面，

不同种属的鼻腔黏膜细胞组成相似，但鼻腔黏膜

的结构厚薄、细胞种类、超微结构密度等随着位
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置有所不同。例如，鼻腔上部纤毛稀疏、腺体数

量少，而靠近下部和后部的纤毛增多，腺体相对较

少。因此，对于不同种属的离体组织，在使用上具

有一定的差异。蟾蜍和青蛙上颚的纤毛与哺乳动物

的鼻腔黏膜纤毛相似，故常用其在体和离体上颚法

考察药物对纤毛的毒性，以及纤毛对药物的清除

率。猪的鼻黏膜表面积较大，常用猪的离体鼻腔黏

膜测定制剂与黏膜的黏附力。羊的鼻孔大，可剥离

其鼻黏膜考察药物对鼻腔黏膜的透过性[8]。尽管基

于动物模型的非临床数据为后期的临床试验提供

了指导性的支持，但解剖结构上的物种差异，与人

体的数据未表现出绝对良好的相关性，这也是导致

多数药物研发在临床期间未能达到主要终点的重

要原因之一[9-11]。不仅如此，动物实验的相关研究

同样存在高额的费用及伦理的问题。药物研发通常

有投资高、周期长、风险高等特点，为提高临床研

发成功率，在新药的前期研究中，包括药物活性成

分筛选及处方优化等阶段，对拟开发制剂的吸收、

代谢及毒性的预测研究显得尤为重要，选择高效、

直观、经济的评价模型则至为关键。对于鼻腔给药

途径，无论经鼻入脑抑或是经鼻入血，鼻腔上皮细

胞的屏障作用均直接影响药物的生物利用度与药

效。因而，具有高体内外相关性的鼻腔黏膜模型有

助于提高鼻腔药物的研发效率。鼻腔黏膜上皮细胞

模型可一定程度模拟鼻腔生理环境而被用于药物

研发中的吸收、代谢及毒性研究，并能够从细胞水

平揭示拟研发目标与机体的作用机制。相较于试验

动物及其离体组织，鼻黏膜上皮细胞模型具备以下

几个优点：①细胞来源于人或动物的鼻腔组织，经

条件孵育后可一定程度上模拟体内条件，且相对于

离体组织在使用时间规划要求限制更低；②细胞模

型的实验条件可控，标准化程度更高，重复性更佳；

③更适合于药物转运途径、吸收代谢机制的研究；

④来源限制更少，操作更为简单，经济成本较低，

利于前期非临床研究对于目标分子、处方的快速筛

选。基于以上背景，本文将介绍现阶段常用的基于

细胞构建的体外鼻腔黏膜模型在鼻腔制剂非临床

研究中的应用，用以预测/指导拟研发制剂的体内行

为，评价制剂及处方的成药性。 
1  鼻腔黏膜结构概述 

鼻黏膜的上皮结构可分为 4 种类型：鳞状上

皮、呼吸上皮、移行上皮和嗅觉上皮。其中，呼

吸上皮和嗅觉上皮是物质的主要摄取部位[12-15]。

嗅黏膜作为经鼻入脑途径主要通路，面积约占鼻

腔表面积的 10%，主要包括作为上皮支持细胞的

结构支撑细胞，来自鲍曼腺的管状管细胞和基底

细胞(祖细胞)[16-17]，此外，嗅区的嗅觉感觉神经元

细胞，则是经上皮层连接大脑嗅球，可作为药物

经嗅区入脑的细胞内通路。 
呼吸道黏膜的表面积大和血管分布丰富等特

点使其成为全身给药应用的关注点。其约占人类

鼻腔面积的 80%~90%，是人类过滤空气和去除过

敏原和微生物等颗粒的第一道防御线。人体呼吸

道黏膜由多种细胞和腺体组成，包括杯状细胞、

纤毛细胞、中间细胞、基底细胞、浆液腺、浆液

黏液腺和上皮内腺[15]，见图 1。与嗅神经元细胞类

似，三叉神经细胞也同样贯穿于呼吸黏膜中[19]。

呼吸黏膜和嗅觉黏膜均由浆液腺产生黏液所覆

盖，主要起分解蛋白及抗菌的作用。基底细胞在

呼吸道黏膜中起着祖细胞的作用。此外，呼吸道

黏膜中的纤毛细胞的作用则是将黏液推进鼻咽部

后进行吞咽及消化[20]。 
 

 
 
图 1  鼻腔上皮细胞的结构示意图[18] 
Fig. 1  Scheme of the nasal epithelial cells structure[18] 
 

现阶段研究表明，克服呼吸和嗅觉上皮屏障

的吸收途径包括细胞内转运和细胞外途径。细胞

内转运多为物质以内吞的方式进入细胞内，后外

排至上皮层的另一端，例如经嗅神经元，沿其轴突

转运到大脑；对于吸收入血则是药物通过胞吞作用

穿过支撑细胞转运到下层的结缔组织(固有层)后进

入血液循环[21]。细胞外通路则是通过自由扩散的方

式经细胞间隙从而跨过上皮层。因此，药物分子自

身的亲脂性、相对分子质量以及制剂形成的颗粒大

小则对于黏膜的透过效率尤为重要[22]。 
2  离体黏膜组织 

目前，常用的离体黏膜组织可来源于人类及动
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物。为保持离体组织活力，处死动物、组织获取及

渗透测试之间的时间应尽可能短。研究报道表明最

佳试验时间约为离体后的 0.5~4 h[23-24]。但根据物种

来源的不同，存在一定的差异。例如，来源于牛和

兔的鼻黏膜，其具备用于渗透测试的时间分别为离

体后的 3 h 和 10~12 h 内[25-26]。此外，由于常温下

离体黏膜即使在营养支持下其组织保持活性的时

间也比较短，因此多数离体组织的保存方式为冷冻

保存。但即使在–20 ℃条件下，存放时间也仅为 1
个月左右。有部分争议研究表明，在冷冻后的离体

颊黏膜中的细胞已经死亡[27]，已不具备使用价值。

而更多的研究者认为，该冷冻步骤不会改变该组织

的屏障完整性，即使有部分细胞因存放工艺而失

活，该组织仍可适用于渗透试验研究[28]。 
总的来说，基于离体组织的体外透过测试，不

仅能够提供待测物的透过效率以预测其生物利用

度等信息，还能够提供部分与待测物鼻腔安全性相

关的信息。 
3  细胞模型的构建与应用 

现阶段对于离体鼻腔黏膜组织的使用为鼻腔

制剂的研发提供了诸多方便，然而在实际使用中，

离体的鼻腔组织仍具有一定的局限性，如动物黏

膜存在组织厚度、代谢酶活性及种类的差异，而

人源组织的来源不稳定与使用时限则大大限制了

其应用的范围。此外，研究中的搅拌速率、试验

温度、介质等实验参数不一致同样导致了试验结

果的较大差异，从而无法对体内吸收行为进行准

确的预测。基于以上考虑，使用更为标准、差异

化更小的体外细胞模型似乎更为适用。相对于组

织模型，细胞模型的评价标准更为单一化，获取

途径更容易。目前，原代细胞和永生化细胞均可

用于构建体外鼻腔黏膜模型用于评价药物分子、

制剂的体外吸收。 
3.1  模型构建的方法 

基于 Transwell 小室的气-液界面法(air-liquid 
interface，ALI)和液-液培养法(liquid-covered culture，
LCC)是现阶段体外鼻腔黏膜构建的主要方式，见

表 1。 
3.1.1  ALI 培育法  ALI 培养被认为是呼吸系统

生理学高度相关的培养体系，能够克服 2D 培养存

在的如组织特异性结构丢失，细胞分化缺失和屏

障完整性受损等缺陷。细胞接种于 Transwell 小室

后，首先淹没在培养基中培养到完全融合，再进

行“air-lifted”处理，即让下部与基部表面的液体

接触，顶端暴露在空气中，可以促使气道上皮细

胞呈假复层形态、黏液纤毛分化和黏液分泌，并

具有屏障功能等，从而很好地模拟上皮细胞的体

内特性[22]。 
人 鼻 中 隔 鳞 状 癌 细 胞 系 (nasal septum 

squamous cell carinoma，RPMI 2650)最早被用于

ALI 法构建鼻腔黏膜模型应用的永生系细胞。前期

的研究中，研究人员认为 RPMI 2650 细胞系在常

规的 LCC 培养条件下未能以单层细胞分化生长，

且同样未形成足够的紧密连接。因此有人提出，

模仿呼吸道细胞的气-液界面，仅在 Transwell 小室

的一侧添加培养介质，而另一侧暴露于空气中，

从而有序地增强 RPMI2650 细胞分化，提高

RPMI2650 细胞孵化过程中的有序排列及紧密连

接。近年来，包括人源上皮原代细胞、猪鼻腔上皮

细胞均也逐渐采用 ALI 方式进行培养，并且在孵化

的各阶段能够明显观察到纤毛的生长，见图 2。 
3.1.2  LCC 培育法  相比于 ALI，LCC 培养法则是

将细胞完全浸没于培养介质中，因此不会发生由于

LCC 到 ALI 转变而导致的如纤毛生长等组织学变 
 

表 1  人原代鼻上皮细胞单层 LCC 与 ALI 培养条件的比较[29] 
Tab. 1  Comparison of LCC and ALI culture condition of primary human nasal epithelial cell monolayer for intranasal drug 
transport study[29] 

培养条件 LCC ALI 

细胞培养基 包含 10%FBS 的 DMEM 培养基 BEGM/DMEM-F12(50∶50)培养基 

培养方法 Transwell 上室和下室均充满细胞培养基，在

定植细胞 24 h后更换 1次培养基，此后每 2 d
更换 1 次 

在定植细胞 24 h 和 72 h 后更换 Transwell 上下室的培养基，随

后将上室侧暴露在空气中，之后每 2 d 更换 1 次下室侧培养基

形态 扁平细胞(上皮厚度较低) 立方体或鹅卵石状外观(非常接近活体鼻组织) 

纤毛和黏蛋白的相关基因表达 3 周内观察到纤毛细胞脱落、变平，微绒毛增多。

黏蛋白基因表达相对较弱 
3 周后，纤毛细胞数量明显增加，纤毛长而健康。与 LCC 相比，

黏液蛋白基因表达增强 
垮内皮电阻值 

(tansendothelial electrical 
resistance，TEER) 

TEER 值在第 2 天出现最大值(约 2 000 Ω·cm2)，
并迅速下降 

最大 TEER 值(>3 000 Ω·cm2)在第 5 天出现，较高的 TEER 值

(>1 000 Ω·cm2)持续>10 d  
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图 2  原代猪气管上皮细胞在孵育第 7，14，21 天同一部

位的电镜扫描图[30] 
Fig. 2  Scanning electron microscopy(SEM) analysis of 
primary porcine tracheal epithelial cells cultured under ALI 
conditions (on the 7th, 14th, 21st day)[30] 
 

化，但细胞间的紧密连接等基本结构仍然具备。不

仅如此，LCC 培养方式更为简单，重复性更强，更

适用于规模化的高通量筛选。常用的细胞株包括人

肺腺癌细胞(human lung adenocarcinoma cell line, 
Calu-3) 、 犬 肾 上 皮 细 胞 (madin-darbey canine 
kidney ， MDCK) 、人结直肠 腺癌细胞 (human 
colorectal adenocarcinoma cell，Caco-2)等，各种细

胞的培养周期不同，但均以形成紧密连接，TEER
电阻的显著升高，细胞模型中不同界面的 4 h 液面

差为模型构建成功与否的金标准。 
3.2  常用原代细胞模型 

原代细胞是直接从动物或人类供体中收集的

细胞，后在体外细胞培养条件下孵育，进行模型

构建。原代细胞选择原则需以试验需求为导向。

比如对于用于鼻腔局部或经鼻入血的研究，则中

鼻甲和下鼻甲中的黏膜细胞适用性较高。若用于

鼻脑递送药物研究，则应提取嗅区的黏膜细胞用

于培养建模。 
对比不同来源的原代细胞模型，动物来源以

大鼠为例，研究人员提出了体外构建嗅黏膜模型

的标准，例如在 0.9 cm2 的 Transwell 小室中的细

胞接种密度约为5×105个细胞，孵育21 d后其TEER
需>160 Ω·cm2，该模型的完整性需由该层的完整性

通过羧化颗粒的非扩散得到证实(<0.001%)，因此

各组试验间具备较高的一致性[31]。非人源的原代

细胞来源更广，更易获得，能够一定程度上满足

药物渗透性测试的需求，但由于种属差异，对于

药效、毒理等方面的评价需求弱于人源细胞模型。 
使用人类供体的主要局限性来源于伦理限

制、低细胞分化效率、二次传代后细胞数量有限

以及细胞源头的污染风险(例如真菌或细菌)。此

外，由于捐赠者的个体化差异，导致人源模型缺

乏标准。然而，这些原代细胞具有分化为组织的

优势，其异质性细胞组成在组织学上接近人鼻黏

膜。此外，供体的特征(例如年龄、性别、健康状

况等)可以是已知的，且可获得特定类型的细胞，

从而构建例如具有患病状态的细胞药物研发模

型。一些人类呼吸道和鼻腔上皮细胞培养体系，

如已经商业化的 EpiAirwayTM 和 MucilAirTM 系统，

已经被开发用于评估药物经鼻途径的吸收情况。

这些体系一般由人体的气管/支气管(EpiAirwayTM)
和支气管(MucilAirTM)的上皮细胞和杯状细胞组

成，具有三维黏液纤毛组织模型。尽管如此，相

对高的成本和使用时间的滞后仍然是此类体系广

泛使用的限制因素。例如，EpiAirwayTM 在 4 ℃下

储存的保质期 (包括样品的交付时间 )可能仅为

3 d，且不建议超过该储存期限后使用[32]。然而，

不可否认的是，该类基于离体细胞的鼻黏膜模型，

相对于纯粹的永生系细胞模型，更能够充分反映

屏障、黏液纤毛反应、感染、毒性反应和疾病的

体内表型。不仅如此，该类模型不仅可用于评价

待测药物在人类鼻腔中的通透性，还可用于毒性

和病毒感染研究等。 
再者，与来源于成体细胞不同，近年来通过

培育干细胞构建的鼻腔黏膜类器官被认为具备关

键功能、结构和生物复杂性[33]。由于来源主要为

成体干细胞、多功能诱导干细胞等，其相对应的

“干性和功能性”以及培育流程的标准化，能够

避免如离体组织、原代细胞因来源、遗传变异所

导致的模型差异性。不仅如此，与传统的二维培

养和动物模型相比，类器官培养在体外重现体内组

织样结构和功能的同时，在模型中仍具有患者特异

性。类器官培养相对于动物模型更易于操作和深入

的生物学研究。基于对于鼻腔结构的理解[34]，近年

来鼻腔类器官同样成为了药物在非临床研究中的

应用热点。 
总之，这些基于原代细胞构建的鼻腔黏膜模

型仍然被认为是经鼻吸收药物研究的具有实用价

值的工具。 
3.2.1  EpiAirwayTM  EpiAirwayTM 是一种即用的

3D 黏液纤毛组织模型，来源于正常/病患的人源气

管/支气管上皮细胞组成，或正常的人基质成纤维

细胞(EpiAirwayTM)共培养系统。在 ALI 培养后，

EpiAirwayTM 可重现屏障、黏液纤毛反应、感染、
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毒 性 反 应 和 疾 病 的 体 内 表 型 ， 见 图 3A 。

EpiAirwayTM 可用于广泛的高预测性体外应用的

短期急性或长期慢性研究。EpiAirwayTM 显示了人

体相关的组织结构和细胞形态，具有高度的一致

性和重复性，见图 3B。它的三维结构由有序表达

角蛋白 5(Keratin 5)为特征的基底细胞、产生黏液

蛋白 (MUC5AC)的杯状细胞、紧密连接结构 (以
E-cadherin 为特征)和波动纤毛(以 Vimentin 为特异

性指标)组成。EpiAirwayTM 将人类成纤维细胞纳入

细胞外基质中，适合炎症和纤维化研究。 
3.2.2  MucilAirTM  与 EpiAirwayTM 类 似 ，

MucilAirTM 模型同样来源人类。不同在于，其可根

据病理模型需要，可选择来源于健康人、COPD 患

者、哮喘患者、多种突变的囊性纤维化患者，过

敏性鼻炎患者及吸烟者的人体细胞。MucilAirTM

由基部、纤毛和杯状细胞 3 种细胞组成，并将其

置于全球通用的 24 孔板中使用。MucilAirTM 系统

的微观组成见图 4，可以清晰地观察到各类细胞、

纤毛横切面、微管组织、细胞间的紧密连接以及

初期状态的纤毛等结构，并能够进一步观察到纤

毛的运动[35]。因此，MucilAirTM 模型几乎复制了

鼻腔的生理状况[36]。 
3.2.3  鼻腔类器官  类器官培养已被广泛应用于

药物发现、个性化伴随诊断和细胞治疗等领域[37]。

基于对于鼻腔结构的理解，近年来鼻腔类器官同

样成为了药物在非临床研究中的应用热点。相比

于其他原代细胞模型，类器官同样可生成具备如

黏液产生、纤毛摆动等相对完整的鼻腔微环境。

近年来有研究表明，鼻腔呼吸上皮基底细胞可能

具有干细胞/始祖细胞的功能，具备向纤毛细胞、柱

状纤毛细胞及杯状细胞分化的潜力。在一项研究

中，汪珂等[38]使用离体人鼻息肉及中鼻甲组织分离

培养具有干性的人鼻腔纤毛上皮细胞，运用 Hans 
Clevers 培养基体系并基于 ALI 方法，构建了一种

包含基底细胞(P63)、杯状细胞、纤毛细胞等细胞组

分及有纤毛功能和分泌功能的鼻腔类器官。 
目前，鼻腔类器官已经应用于活性成分筛选，

呼吸系统发育机制探索及体外疾病模型构建等方

面，但疾病方面目前仅限于具有相对简单遗传基

础的罕见呼吸系统疾病(如囊性纤维化)及来源于

患者的肿瘤疾病[39]。尚未有用于经鼻药物吸收方

面的研究。但随着如培养工艺的逐渐稳定与标准

化，干细胞来源的伦理性及可靠性等现有类器官

局限性突破，鼻腔类器官模型有望在未来作为经

鼻给药制剂非临床评价的重要方式。 
3.3  永生系细胞模型 

永生系细胞模型相对于原代细胞模型更易于

获取、存储、培养及标准化制定。到目前为止， 
 

 
 
图 3  EpiAirwayTM 结构示意图[35] 
A–EpiAirway 的黏膜层；B–EpiAirwayTM 的细胞间结构。 
Fig. 3  Scheme of EpiAirwayTM structure[35]  
A–mucosal layer of EpiAirwayTM; B–intercellular structure of EpiAirwayTM. 
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图 4  MucilAir™的微观结构图[36] 
1–MucilAir™径向切片：C 为纤毛细胞；M 为黏液细胞；B 为基底细

胞；2–纤毛横切面，可见微管组织；3–MucilAir™ 2 个细胞之间的紧

密连接；4–纤毛开始生长图片。 
Fig. 4  Microstructural diagram of MucilAir™[36] 
1–Radial cut of MucilAir™: C was ciliated cells; M was mucus cells; B 
was basal cells; 2–cross section of cilia, the microtubules’ organization 
was visible; 3–tight junction between two cells of MucilAir™; 
4–beginning of ciliogenesis. 
 

常用的永生系细胞(包括人源鼻腔永生细胞)有鼻

腔上皮细胞 RPMI 2650 细胞系、Calu-3 细胞系、

MDKC 细胞系、Caco-2 细胞系等。 
3.3.1  RPMI 2650 细胞  RPMI 2650 细胞从鼻中

隔鳞状细胞癌中分离，它们与鼻黏膜的主要区别

是没有睫状体运动和多层细胞生长，但尽管存在这

些差异，RPMI 2650 细胞对亲水、亲脂和大分子量

化合物的鼻黏膜通透性相似[40]。该细胞模型最初用

于代谢研究(例如降解试验)，后用于优化培养方案

后(ALI)的药物的转运研究。RPMI 2650 模型的培

养周期一般为 2 周，TEER 值>100 Ω·cm2 [41]。对于

Transwell 隔膜材料选择，RPMI 2650 细胞的首选为

聚对苯二甲酸乙二醇酯(polyethylene terephthalate，
PETT)或聚酯(polyester，PE)，并根据细胞生长或

黏附情况，可选择性的涂覆胶原蛋白[42-43]。然而，

越来越多的研究指出，相比于其他细胞，由于缺乏

紧密连接形成和 TEER 值不足，限制了其在药物转

运研究中的应用。因此，其多被应用于药物的黏膜

毒性、纤毛清除效率等参数考察。 
3.3.2  Calu-3 细胞  Calu-3 细胞源于人支气管黏

膜下层腺癌中分离，并在纤毛细胞和黏液分泌细

胞的混合表型中分化成具有紧密连接的细胞单

层，且具备纤毛和黏液等呼吸道上皮特征。因此，

Calu-3 单分子层与鼻组织在形态上有一些相似之

处(如纤毛、黏液产生和紧密连接的存在)[44]。此外，

Calu-3 细胞模型构建的薄膜材料为包裹胶原蛋白

的 PETT 或 PE，其在 LCC 条件下的 TEER 可达

500 Ω·cm2 左右，而 ALI 条件下约为 70 Ω·cm2。

培养周期为 9~10 d[45-46]。相对于 LCC 培养，ALI
条件下的 Calu-3 细胞呈更明显的柱状上皮、黏液

分泌及微绒毛的结构，适用于体外鼻腔黏膜毒性

相关评价[47]。对于药物吸收相关评价，有研究表

明，Calu-3 细胞相对于 RPMI 2650 细胞，其细胞

间具备更完整的紧密连接，可避免不溶性颗粒通

过细胞间隙引起较大的试验误差。但这一特点在

测试低渗透性化合物的渗透性时，使用 Calu-3 细

胞模型可能需要使用如 LC-MS/MS 等相对更为精

密的分析方法，因为其在受体室中获得的分析物

浓度相对 RMPI 2650 细胞明显较低[48]，对于检测

设备的要求更高。此外，尽管 MDCK 细胞系同样

能够形成完整的紧密连接屏障，但 MDCK 存在易

形成多层细胞黏膜结构的缺陷，而 Calu-3 细胞模

型的单层细胞特征在测定药物渗透性的研究中提

供了更好的重复一致性。不仅如此，多种转运体、

代谢酶系的相关蛋白在 Calu-3 细胞中的表达，如

MRP3、BCRP、CYP1A，对于评价候选化合物的

吸收、代谢途径具有显著的指导意义[49]。综上所

述，Calu-3 细胞模型具有可连续培育、紧密连接

完整的单层膜结构及蛋白表达特点，且不会过度

生长，易于培养与维护。 
3.3.3  MDCK 细胞  MDCK 细胞来源于考克斯班

尼犬肾脏，被广泛用作远曲小管或集合管的模型。

其生长、增殖和分化迅速，一般接种 3 d 后即可形

成紧密连接，可用于药物转运研究。目前作为模

拟穿过血脑屏障转运的潜在替代模型，其细胞间

高表达的 p-糖蛋白和紧密连接蛋白如 claudin-1、
claudin-4 和 occludin，对于透过吸收模型需求十分

契合。此外，尽管 MDCK 细胞源于非呼吸道组织，

但有研究表明，相对于 Calu-3，Caco-2 及原代细

胞产品 MucilAirTM 和 EpiAirwayTM，基于 MDCK
细胞构建的鼻腔黏膜体外模型所获得体内外相关

性更佳。另外，由于 MDCK 细胞具有构建周期短，

转运体相关的表达效应高等特点，被越来越多的

应用于包括鼻腔黏膜模型的构建，测定药物的透

过系数及外排比等重要参数[32]。 
4  细胞模型在药物研发中的应用特征分析 

近年来，各种培养细胞的黏膜模型已被用于

药物的转运、代谢机制及安全性研究。且大多数

的报道均宣称其使用的细胞模型具有良好的体内

外相关性，然而事实上在一定方面仍存在潜在的

差异。 
在一项比较 RPMI 2650 细胞和 Calu-3 细胞模

型测定药物渗透效率的研究中，研究者对多种市售

鼻腔制剂在 2 种细胞模型进行了透过系数的测定，
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发现同一模型中，除了部分由于稀释显著改变了渗

透压的药物，不同的稀释倍数对于同一药物的表观

渗透系数(apparent permeation coefficient，Papp)值影

响不大，这表明细胞模型对于药物本身的透过性

的评价不会因浓度的变化而变化。然而，对比同

一药物不同的 2 种细胞结果，仍可明显观察到大

多数药物在 RPMI 2650 细胞中所测得的 Papp 值明

显高于在 Calu-3 细胞模型中获得的。这一现象可

能是由于 RPMI 2650 细胞模型相对于其他细胞缺

乏紧密连接形成，从而导致细胞间隙增加，提高

了细胞旁路对药物的转运效率。因此，若基于 Papp

值推测药物的经鼻给药后的生物利用度，则应考

虑选择同一种细胞进行对比测定。 
此外，药物的理化性质对于细胞模型的选择

同样重要。例如亲脂性药物对于细胞旁路的依赖

明显弱于亲水性药物；而对于可能做为转运体底

物的药物，则更应选择转运体表达相对较高的细

胞系，如 Calu-3、MDCK-multidrug resistance gene 
1 细胞[48]。此外有研究者对比了现阶段 5 种常用的

细 胞模型，包 括 Caco-2 、 Calu-3 、 MDCK 、

EpiAirwayTM 和 MucilAirTM 模型，进行了体内外相

关性的研究。研究表明，EpiAirwayTM 测得的 TEER
值在 180 Ω·cm2 左右，与 RPMI 2650 细胞模型类

似，其细胞间隙较大无法形成致密的紧密连接结

构，从而对于经细胞旁路透过的药物 Papp 值偏高。

而 MDCK 细胞模型则相反，其 TEER>900 Ω·cm2，

能够形成致密的紧密连接结构，对于细胞旁路类

药物的 Papp 值则相对偏低，然而二者对于以亲脂

性为主要透过原理的药物则具有相类似的测定结

果。此外，Caco-2，Calu-3 和 MucilAirTM 模型的

TEER 值在 300~500 Ω·cm2 左右，被认为是最接近

鼻腔黏膜真实通透性。体内测定结果的差异性表

明，MDCK 细胞模型所获取的 Papp 值与化合物在

大鼠体内的生物利用度关联性最佳，分析原因可

能为在体内环境中，纤毛运动、吞咽等额外问题

导致了部分药物被清除，使实际的生物利用度偏

低，从而与 MDCK 细胞模型获取的数据关联度增

高。此外，在实际应用中，细胞模型的构建周期

与使用时限同样值得关注[32]。 
综上所述，各细胞模型均具有各自的特点和

局限，需对应待测药物、制剂的理化特征、试验

计划周期及所寻求的信息选择适合的模型。基于

药物研发的复杂性和递送沉积部位的多样性，选

择使用不同的细胞模型共同探索药物的吸收特

征，将能够更加全面地预测药物在人体的 PK-PD
行为。 
5  基于鼻上皮细胞模型的毒性评价 

鼻黏膜上皮细胞模型可在一定程度上模拟人

鼻腔生理状态，被广泛应用于鼻腔给药系统的毒

理学评价，如常用于评价鼻腔药物或辅料的纤毛

毒性，在鼻腔给药制剂的早期毒性筛选中发挥着

重要作用。 
制剂中的药物和辅料不会导致鼻腔功能的异

常是鼻腔制剂研发的先决条件。其中鼻黏膜纤毛

系统作为鼻腔防御机制的主要部分，药物的纤毛

毒性则是鼻腔制剂毒理关键参数。纤毛毒性评价

主要通过比较药物处理前后纤毛摆动情况，以纤

毛摆动频率(ciliary beat frequency，CBF)、摆动协

调性及变化可逆性等作为指标进行评价[50-51]。 
在一项研究常用鼻腔药物增溶剂的纤毛毒性

试验中[52]，使用人鼻黏膜上皮细胞测定增溶剂对

CBF 的浓度依赖性影响。将切除的人鼻黏膜上皮

细胞分别与不同增溶剂孵育 60 min 后，使用高速

数字成像法测量各增溶剂对 CBF 的半数抑制浓度

(half maximal inhibitory concentration，IC50)，并在

移除增溶剂后考察 CBF 的可逆程度。同时，通过

测定各增溶剂 IC50 浓度下对人鼻黏膜上皮细胞的

乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)释放量的

影响，评估增溶剂诱导的细胞毒性。增溶剂的 IC50

值排序如下：甘油>丙二醇>聚乙二醇 300>N,N-二
甲基乙酰胺>聚乙二醇 400>乙醇>乙二胺盐酸盐>
聚乙烯吡啶酮 25>聚乙烯吡啶酮 90。其中，丙二

醇和聚乙二醇 300 在浓度为 30%时显示出约 75%
的最高可逆性。LDH 试验结果表明，N,N-二甲基

乙酰胺在浓度为 14.5%时表现出最高的细胞毒性，

为 5.2%。结果提示，几种增溶剂均可以改变 CBF
频率，从而对鼻黏膜产生影响。 

由于防腐剂可能会损害黏液纤毛清除，

Mallants 等[50]研究了防腐剂对人鼻腔上皮细胞 CBF
的时间依赖性影响。使用苯扎氯铵、苯乙醇、对羟

基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸丙酯和氯丁醇等 5 种

防腐剂，在单次和重复暴露后，使用高速数字成像

方法测定对 CBF 的影响。结果显示，短期或长期

暴露期后，对羟基苯甲酸甲酯(0.003 3%)、对羟基

苯甲酸丙酯(0.001 7%)和氯丁醇(0.005%)不会损害

CBF。长期暴露于苯扎氯铵 (0.001%)、苯乙醇
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(0.125%)以及羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸丙酯

的组合(0.003 3%和 0.001 7%)可显著降低 CBF。
苯扎氯铵 CBF 不可逆地降低，苯乙醇对 CBF 有

浓度依赖性影响。因此，鼻黏膜上皮细胞模型对

于设计安全的鼻腔药物，提供了有效的局部毒性

风险信息。 
6  总结与展望 

体外鼻腔模型的建立与发展为鼻腔制剂在研

发过程中阐明药物的转运机制、预期生物利用度以

及相关安全性数据提供帮助，具备高效、直观、经

济的特点。在过去数十年中，无论是永生系的细胞

模型，亦或是来源于人体组织的原代细胞模型，均

能够为经鼻给药制剂的体内行为提供相关的预测

数据，以指导其开发。然而，如 MDCK、RPMI 2650
永生系细胞仍存在来源不当、缺乏融合细胞单层等

固有缺陷；人原代鼻细胞系统也存在包括难以获

取、传代数限制、病原体污染以及供者个体差异大

等限制。此外，以仿生膜为核心的扩散系统则多是

用于评价药物的扩散行为，而无法评估是否由于生

物信息改变而导致的药物生物利用度的变化。可喜

的是，近年来，通过培育干细胞构建的鼻腔黏膜类

器官被认为具备关键功能、结构和生物复杂性，其

相对应的“干性和功能性”以及培育流程的标准化，

能够避免如离体组织、原代细胞因来源、遗传变异

所导致的模型差异性以及使用的时限性。不仅如

此，细胞重编程技术的应用可保障干细胞来源的稳

定。因此，以成体干细胞、多功能诱导干细胞为基

础构建的鼻腔黏膜类器官未来有望成为体外鼻腔

模型的应用热点。综上所述，在药物研发过程中，

应当基于药物、处方的设计和作用机制选择相应的

评价模型，进行综合性的评价与使用。 
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