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药物通透性在新药发现和开发阶段的评估策略

李文倩, 韩静静, 张 贤, 徐润泽, 杨 劲*

(中国药科大学药学院药物代谢研究中心, 江苏 南京 210009)

摘要: 通透性是影响口服药物生物利用度的一个关键性因素, 因此, 新药研发的早期阶段, 准确及高效地评估药

物通透性至关重要。工业界通常将平行人工膜渗透技术 (parallel artificial membrane permeability assay, PAMPA) 和

Caco-2细胞模型作为早期评估方法, 目前, 尤斯灌流大鼠模型也被广泛的应用。本篇综述首先总结了人体内单次灌

注技术 (in vivo single-pass perfusion technique, Loc-I-Gut) 的数据—金标准, 然后着重介绍了三种体外方法的基本

原理、实验操作、效率、与人体内有效通透性 (effective permeability coefficient, Peff) 数据和人体吸收分数 (fraction

absorbed, Fa) 的相关性, 以期为在新药发现和开发的不同阶段使用正确的通透性方法提供建议。
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Assessment strategies for drug permeability during drug discovery
and development
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Abstract: Permeability is a key factor in the bioavailability of oral drugs. Therefore, in the early stage of drug

discovery, accurate and efficient evaluation of drug permeability is essential. The parallel artificial membrane

permeability assay (PAMPA) with Caco-2 cells model was used by the industry as early evaluation methods. At

present, the Ussing chamber rat model is also widely used. This review summarizes the human data for the in vivo

single-pass perfusion technique (Loc-I-Gut) – the gold standard, and then focuses on the basic principles, experi‐

mental operation, and efficiency of the three in vitro methods, with correlation to the effective permeability coeffi‐

cient (Peff) and fractional absorbed (Fa) in man. We provide recommendations for the use of proper permeability

methods at different stages in drug discovery and development.
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口服给药在现代药物治疗方案中占据主导地位,

与其他给药方式相比 , 它安全、有效且患者依从性

好[1]。口服制剂的开发需要深入进行吸收机制的研

究, 不但可以预测口服给药的生物利用度的大小, 还可

以预测食物、pH等因素对生物利用度的影响, 以便为

制剂的处方优化、未来上市后仿制药的生物豁免等提

供依据。因此如果能在研发早期了解化合物的肠道吸

收机制, 可以提高研发效率和节约成本[2]。口服药物

的吸收机制研究, 通透性是决定性参数之一[3]。本文

将药物的“permeability”译为通透性 , 而不是渗透性。

因为肠道吸收是一个复杂的动态过程, 包括被动跨细

胞扩散、载体介导的主动转运和外排以及细胞旁路途

径 , 而渗透性从字面意思看仅意味着一种被动的
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过程[4]。

工业界通常将平行人工膜渗透技术 (parallel arti‐

ficial membrane permeability assay, PAMPA) 和 Caco-2

细胞模型两种方法合用作为药物研发早期的通透性预

测方法 , 但是目前尤斯灌流 (Ussing chamber) 大鼠模

型以其吸收窗评估优势也被应用[1,4]。这些方法的准确

性主要依赖人体内单次灌注技术 (in vivo single-pass

perfusion technique, Loc-I-Gut) 30 个药物的通透性结

果进行判别[5]。

本文首先介绍了金标准实验 Loc-I-Gut的基本内

容, 总结已有的人类通透性数据, 然后介绍了三种方法

的基本原理、实验操作、效率、与人体内通透性数据

(effective permeability coefficient, Peff) 和人体吸收分

数 (fraction absorbed, Fa) 的相关性。期望为在药物研

发早期的不同阶段正确地使用各种体外通透性模型提

供建议。

1 人体Loc-I-Gut实验

1.1 方法介绍 空肠是多数哺乳动物对大部分药物

的主要吸收区, 它具有最大的表面积, 是肠道中最活跃

的载体介导转运位点[6]。最常用和最有效的临床上测

定空肠近端 Peff的技术是 Loc-I-Gut[7]。任何用于预测

人体肠道吸收的体外模型都必须从对照相应的人体体

内数据进行验证开始, 这些预测的基础是与Loc-I-Gut

的历史Peff测量值具有相关性[6]。目前, 已有 30种药物

的人体肠道通透性通过Loc-I-Gut被测定, 见表1[7-9]。

1.2 实验操作 Loc-I-Gut研究是在健康的受试者进

行的。如图 1所示, 受试者的上喉被麻醉后, 将外径为

5.3 mm 的聚氯乙烯管经口插入小肠。该管有 6 个通

道 , 末端连有两个相距 10 cm, 各 40 mm 长的乳胶囊 ,

它们分别与其中一个较小的通道相连, 在管的中心的

两个较粗的通道分别为灌流的流入管和流出管, 其余

的周围小通道用于给予标记物质和/或引流[5]。根据充

分搅拌模型来计算Peff:

Peff =
C in - Cout

Cout

×
Q in

2πrL
(1)

式 (1) 中Cin和Cout是灌注液流入和流出时药物的

浓度 ; Qin 为单次灌注的速率 ;r 为灌注肠段半径 (约

1.75 cm); L为灌注肠段长度。

1.3 效率 Loc-I-Gut实验操作繁琐, 价格昂贵, 且涉

及伦理学的问题, 因此无法大规模地用于药物的筛选。

1.4 准确性 将这些空肠Peff值转化为肠道吸收半衰

期 (half-life of absorption, t1/2,abs) 值, 再与传统药代动力

学 (pharmacokinetic, PK) 数据分析 , 即血药浓度曲线

计算出的相应 t1/2,abs值进行比较, 进一步分析这些空肠

Peff值的有效性。从选定的药物子集的空肠Peff值 (基

于公式 2计算) 获得的 t1/2,abs值与临床 PK研究 (口服溶

液或速释制剂) 获得的“真实”体内吸收数据非常吻合

(图 2)[7]。并且这些药物的人体空肠Peff值具有位置和

时间依赖性, 但仍然能够预测整体 Fa[7]。这都说明了

Table 1 Biopharmaceutical classification system (BCS) classifica‐

tion of 30 drugs based on human permeability coefficient and frac‐

tion absorbed (Fa)[7-9]

Drug

Inogatran

Fexofenadine

Enalaprilat

Lisinopril

Terbutaline

Hydrochlorothiazide

Furosemide

Ranitidine

Atenolol

Amoxicillin

α-Methyldopa

Enalapril maleate

Cimetidine

Valacyclovir

Amiloride

Isotretinoin

Cyclosporine

Fluvastatin sodium

Metoprolol

Cephalexin

Antipyrine

Carbamazepine

Desipramine HCl

Ketoprofen

L-Dopa

Losartan

Naproxen

Piroxicam

Propanolol

Verapamil

Human in vivo

permeability

/10-4·cm·s-1

0.03

0.07

0.2

0.33

0.3

0.04

0.05

0.27

0.2

0.3

0.1

1.57

0.26

1.66

1.6

0.99

1.61

2.4

1.34

1.56

5.6

4.3

4.5

8.7

3.4

1.15

8.5

6.65

2.91

6.8

BCS

class

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅰ

Ⅲ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅱ

Ⅱ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅱ

Ⅰ

Ⅱ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅲ

Ⅰ

Ⅱ

Ⅰ

Ⅰ

Fa/%

7.5 (5-10)

7.5 (5-10)

8

35

44

55

55

55 (50-60)

56

(60) 45-75

(60) 55-65

65

75

(80) > 80

(85) 80-90

90

(90) > 90

95

95

96

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Figure 1 Schematic representation of in vivo single-pass perfu‐

sion technique (Loc-I-Gut)
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Peff能反映药物在体内的“真实”吸收[6,7]。因此, 目前人

体Loc-I-Gut实验是通透性实验的“金标准”。

t1/2,abs =
Vln 2

Peff2πrL
(2)

式 (2)中V是经灌注肠段的液体体积,约为60 mL[7]。

2 PAMPA

2.1 基本原理 Kansy等[10]于1998年首次提出PAMPA

技术。PAMPA是以人造的非细胞脂质膜 (可在滤膜上

涂上不同的有机溶剂, 如十六烷[11], 或用不同的磷脂和

胆固醇溶解于十二烷或 1,7-辛二烯中[12-16]) 为基础, 它

没有孔隙、主动转运载体和代谢酶, 被用于预测候选药

物的被动跨细胞渗透性[17]。PAMPA可耐受大的 pH范

围及高的二甲基亚砜含量 (最高 5%), 因此可以评估不

同pH条件 (酸性和碱性) 的化合物的通透性[18,19]。

2.2 实验操作 PAMPA 方法是用滤膜将 96 孔板和

96孔滤板分成两个隔间 (供体室和受体室)。供体室中

加入待测化合物的缓冲溶液 (pH 5.0～pH 7.4), 受体室

中加入空白缓冲液 (pH 7.4 左右), 如图 3 所示[20]。在

37 ℃环境下, 通过一段时间内测定受体室透过的药物

量进而计算得到通透性, 这种通透性常被称为有效通

透性 (effective permeability, Pe)
[3], 根据公式 (3) 计算:

Pe =
-ln [ ]1 - (CA ( t ) /Cequilibrium

A × ( )1
VD

+
1

VA

× t

,

Cequilibrium = [CD (t) × VD + CA (t) × VA ] / (VD + VA)

(3)

式 (3) 中, A为人工磷脂膜的面积 (cm2); VD为供体

腔的体积 (mL); VA为受体腔的体积 (mL); t为通透时

间 (s); CA(t) 为在 t 时间受体液的浓度; CD(t) 为在 t时

间供体液的浓度。

2.3 效率 PAMPA可以采用平行的方法进行, 不需要

培养, 人工屏障是在进行实验时制备[20], 并且 PAMPA

中化合物的浓度可以使用 96孔微板, 通过紫外分光光

度法测定, 这大大提高了效率。PAMPA筛选一批药物

大概需要 4 h, 每周可测定约 650个化合物, 是一种高

通量的通透性筛选模型[2]。

3 Caco-2细胞模型

3.1 基本原理 Caco-2细胞源自人结肠腺癌细胞系,

以标准条件在半透膜上培养, 分化完全的Caco-2细胞

与正常人肠上皮细胞的形态结构非常相似, 具有紧密连

接 , 形成顶膜侧 (apical, AP) 和基底外侧 (basolateral,

BL) 结构, 能在顶膜表面分化出刷状缘绒毛[21,22]。并

且与PAMPA不同的是, Caco-2细胞能表达肠道转运体

和酶, 有可能预测主动转运和有多种转运体的药物相

互作用[23]。

3.2 实验操作 Caco-2细胞单层实验如图 4所示, 将

细胞置于细胞培养附着的装置中 (如 Transwell小室),

细胞接种在多孔滤膜上。大约 21天后, 细胞在滤膜上

形成分化的单层。培养好的Caco-2细胞模型可以进行

待测物的双向转运实验, 加入转运蛋白抑制剂可以确

定化合物是否为转运蛋白的底物。根据公式 (4) 计算

表观通透系数 (apparent permeability coefficient, Papp)。

Papp =
dQ/dt
A × C0

(4)

式 (4) 中, dQ/dt为单位时间内药物通过Caco-2细

Figure 2 The correlation between human in vivo jejunum effective permeability coefficient (Peff) and half-life of absorption (t1/2,abs). a:

t1/2,abs calculated by formula 2 (data see Table 1); b: t1/2,abs obtained from pharmacokinetic data (pharmacokinetic data are referenced [7])

Figure 3 Schematic representation of the parallel artificial

membrane permeability assay (PAMPA)
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胞单层的转运量, 以药物的累积转运量 (Q) 对取样时

间 (t) 作图后, 该直线的斜率为 dQ/dt; A为小室的膜面

积; C0为给药侧药物的初始浓度。

3.3 效率 Caco-2细胞模型需要21天的培养周期, 并

且必须使用 LC/MS或HPLC/UV用于药物定量[1]。与

PAMPA相比, Caco-2细胞模型的通量较低, 成本较高。

但是, Caco-2细胞模型可同时对大批量的药物进行快

速筛选, 并且所需药量较少, 与繁琐的动物模型相比,

省时又经济。因此, Caco-2细胞模型通常被认为是中

等通量的通透性筛选模型, 大概每周可以测定 50个化

合物[2]。

4 尤斯灌流大鼠模型

4.1 基本原理 尤斯灌流技术是目前常用的研究胃

肠道通透性的体外方法之一[24]。尤斯灌流大鼠模型使

用切除大鼠的肠组织, 能够保持肠道结构的完整性, 模

拟胃肠道的生理环境, 可结合肠道代谢来研究药物的

转运[25], 同时研究不同肠段 (十二指肠、空肠、回肠和

结肠) 的吸收, 并且该方法也可以研究各种药物-药物

相互作用对吸收的影响。

4.2 实验操作 该方法 (图 5) 是将大鼠肠道截取后,

将离体肠段的浆膜层组织分离, 随后将肠片固定在互

不相通的黏膜和浆膜腔室之间的孔上, 将测试化合物

添加到组织的黏膜或浆膜侧, 可分别研究吸收和分泌

方向的转运[26]。Papp 的计算方法与 Caco-2 细胞模型

相同。

4.3 效率 尤斯灌流大鼠模型实验需先剥离大鼠肠

段, 再将黏膜层的组织分离, 且黏膜易破损, 操作技术

复杂, 并且由于前置时间较长加上肠道活力的限制, 该

方法与 PAMPA 和 Caco-2细胞模型相比通量低, 一套

装置1天大概只能检测1个药物浓度[2]。

5 PAMPA、Caco-2细胞模型和尤斯灌流大鼠模型的

准确性评估

尽管PAMPA、Caco-2细胞模型和尤斯灌流大鼠模

型均已被广泛使用, 但是受实验方法、质量控制值及环

境等因素的影响, 对药物通透性的测定在实验室与实

验室之间存在差异, 有的差异甚至高达 100倍[27]。因

此, 汇总不同实验室之间的体外通透性数据与人体内

通透性数据进行绝对值比对是不明智的。

作者汇总了不同实验室之间的独立研究的药物在

这三种体外模型的通透系数, 与人体有效通透性 (Peff)

进行相关性研究: 纵坐标为以Lg (人Peff), Lg (体外Papp

或Pe) 为横坐标做线性回归所得的相关系数 (r2), 见图

6。PAMPA数据[28-31]中仅包含以被动扩散为主要转运

方式的药物, 相关性良好; Caco-2细胞模型数据[6,32-40]

中阿莫西林、头孢氨苄、左旋多巴、赖诺普利和依那普

利拉是氨基酸或肽转运蛋白的底物, 这些蛋白在人和

细胞中表达差异≥10 倍 , 剔除这些药物后 , 相关性良

好; 尤斯灌流是大鼠空肠的数据[41-45], 相关性很好。

Figure 6 The correlation coefficients (r2) between the permeability coefficients (effective permeability, Pe or Papp) of the three models in

vitro and Peff of human were summarized

Figure 4 Schematic representation of apparent permeability

coefficient (Papp) experiment of Caco-2 cells model. AP: Apical;

BL: Basolateral

Figure 5 Schematic representation of Papp experiment of Ussing

chamber rat model
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作者从三种模型中各选择一个相关系数较高的实

验室[29,40,44], 将其获得的药物通透性数据结合人体空肠

通透性数据与Fa进行相关性研究[7], 如图 7所示, 四种

通透性评估方法和 Fa之间呈现类似的趋势且相关性

良好, 同样的 Fa, 不同方法对应的通透性由小到大的

顺序依次是: Caco-2细胞模型、PAMPA、尤斯灌流大鼠

模型、人体 Loc-I-Gut方法。因为在单位面积下, 由于

环状皱褶、绒毛和微绒毛的存在, 使小肠黏膜的表面

积增加 600倍, 因此人和大鼠肠道所吸收药量远高于

Caco-2单细胞层[7]。尤斯灌流大鼠模型方法为离体的大

鼠组织, 没有血液循环, 导致漏槽条件不满足, 所以同

样是小肠组织, 其通透性结果低于人体结果。PMAPA

的结果受不同实验室人工膜制备方法的影响。

6 结语

PAMPA、Caco-2细胞模型和尤斯灌流大鼠模型均

已证明与人体内 Peff和 Fa相关性良好, 是目前用于筛

选化合物通透性和吸收的有价值的研究工具。在药物

发现和开发的初始阶段, 它们是可以在短时间内以最

少的资源预测新化学实体 (new chemical entity, NCE)

的通透特性和肠道吸收。从这些体外方法中获得的结

果不应孤立地解释, 而应一起评估, 甚至需要结合化合

物特征 (溶解度和稳定性等) 的数据。

因为三种模型不同的特性 (表2), 能提供不同的通

透性信息, 三种体外模型可以灵活应用在药物发现的

不同阶段 , 见图 8。首先 , 应使用在两个 pH 条件 (pH

5.5～6.5和 pH 7.4) 下进行的 PAMPA筛选所有测试化

合物的被动跨细胞扩散, 这分别提供了化合物在酸和

碱中的信息, 并提供了肠道吸收和组织分布的初步评

估。如果新药在PAMPA上具有良好的通透性, 则可利

用Caco-2细胞模型进行 AP-BL方向上通透性的二次

评估, 并将其数据进行比较, 以确定主要的通透性机

制: PAMPA 和 Caco-2 细胞模型线性相关表明被动扩

散占优势; 如果PAMPA << Caco-2细胞模型, 表明可能

存在主动转运机制, 而如果 PAMPA >> Caco-2细胞模

Table 2 Comparison of four absorption models. +: Good, the more "+", the better; -: Poor

Model

Loc-I-Gut
PAMPA
Caco-2 cells model
Ussing chamber rat model

Convenience

-

+++++
+++
++

Accuracy

+++++
+

++
+++

Precision

Unknown
+++

++++
+++

Absorption

window

++++
-

-

++++

Note

Technical difficulties, ethical risks
Only predicting passively diffused drugs. Tolerate a wide pH range
Bidirectional transport
Similar to the human intestine

Figure 8 In vitro permeability models at different stages of new drug discovery and development. PCC: Preclinical candidate compounds;

IND: Investigational new drug application; ADME: Absorption, distribution, metabolism, and elimination; PK: Pharmacokinetic; BE:

Bioequivalence

Figure 7 Relationship between Peff of human jejunum, Pe of

PAMPA, Papp of Caco-2 cells model, Papp of Ussing chamber rat

model and Fa of human
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型, 则表明可能存在外排机制。在Caco-2细胞模型分

析过程中, 建议使用特定的转运蛋白抑制剂对BL-AP

方向也进行通透性研究。尤斯灌流大鼠模型的建立有

助于进一步证实前期的研究结果, 了解药物吸收过程

中的代谢信息, 深入了解药物的通透性机制。

另外, 仿制药人体生物等效性的生物豁免需要申

请人提供药物通透性信息, 这类注册申报用数据需要

符合GLP要求。FDA生物豁免审评结果表明, 通透性

实验不规范是审评发补或不批准的重要原因[46]。如何

建设规范的通透性实验室我国尚处在摸索之中。
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