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摘要: 重金属污染对人体健康产生极大威胁,因而备受关注。 肠道吸收是人体重金属暴露的主要途径之一,因此,重金属的生

物有效性、肠道吸收过程和毒性研究成为当前的研究热点。 体外胃肠模拟法和动物模型被广泛用于重金属的相关研究,然而

体外胃肠模拟法缺少人体肠道细胞成分,动物模型与人体存在着物种差异且实验成本高。 鉴于此,研究者开发了能够部分模

拟人体肠道上皮功能的体外肠道细胞模型。 此模型作为研究生物有效性的重要工具,能模拟肠道对重金属的吸收转运过程,
并能够结合分子生物学等技术、采用多学科交叉的研究方法探索重金属的肠吸收和肠毒性的分子机制。 本文系统介绍了人

肠上皮的结构功能、肠道上皮细胞对重金属吸收转运机制、肠道细胞模型的发展及其在重金属相关研究中的应用与优缺点,
总结了肠细胞模型功能验证指标和优化方法。 同时,还对肠道微流控培养系统(芯片肠道)和肠类器官等三维肠细胞模型技术

的最新进展进行了介绍和展望。
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Abstract: Heavy metals poses great threats on human health, so people pay more attention to heavy metals pollu-
tion induced health risks in recent years. Intestinal absorption is one of the main routes for human exposure to
heavy metals. Therefore, the investigations on bioavailability, intestinal absorption and toxicity of heavy metals at-
tracted the scientific community. To systematically study the potential health risk of heavy metals, the in vitro gas-
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� trointestinal simulations and animal models have been widely used. However, due to the lack of human intestinal
cells in gastrointestinal simulation methods and species differences between animal models and human, both of
them have their limitations. Given that, the researchers developed an in vitro human intestinal cell model that par-

� tially mimics the in vivo human epithelium physiological functions. Based on the human intestinal cell models, the
researchers could better investigate the bioavailability, intestinal absorption and transport of heavy metals. Besides,
their related molecular mechanisms of intestinal absorption and toxicity can also be figured out via these new mod-
els combining with molecular biology techniques and interdisciplinary research methods. Collectively, this review
systematically summarizes the structure and function of human intestinal epithelium, the intestinal absorption and
transport mechanisms of heavy metals, the development process of intestinal cell models and their applications and
limitations. In addition, the validation and optimization methods of intestinal cell models were analyzed. Further-
more, the state-of-the-art 3D intestinal cell models technology like the intestinal microfluidic culture system (Gut-
on-a-chip) and intestinal organoids were also be introduced and prospected in this review.
Keywords: heavy metals; 3D intestinal cell model; bioavailability; co-culture model; toxicity

　 　 广义上,重金属是指密度>4.5 g·cm-3的金属元

素,而在环境污染中重金属通常指的是镉、汞、铅、铬
和砷等具有生物毒性的金属(砷是一种类金属,因其

毒性效应与其他有毒金属相似,故也被划为重金属

之一)。 由于重金属污染具有隐蔽性、长期性、不可

逆转性和生物蓄积性等特点,因此重金属暴露对人

类健康的影响受到广泛重视。 为此,世界卫生组织

(WHO)每年定期评估重金属对人类健康的影响,世
界各国也以据其健康风险评估结果,先后建立起重

金属污染管控的环境标准,规定了多介质中重金属

的环境限量标准。 然而,越来越多的研究表明,传统

基于重金属总量开展的健康风险评估方法并不能全

面地评价人体实际面临的暴露风险,因此需要建立

更为准确的重金属暴露风险评估方法。
面对不足,研究者们陆续发展起了多种基于生

物可给性(bioaccessibility)的重金属人体暴露风险评

估方法,如体外胃肠模拟法,即还原胃肠道物理化学

环境,对环境介质中污染物的胃肠阶段溶出率进行

分析。 常见的体外胃肠模拟法有基于生理学的提取

试验法(physiologically based extraction test, PBET)、
体外胃肠法(in vitro gastrointestinal, IVG)和可溶性生

物可给性研究联合会方法(Solubility Bioaccessibility
Research Consortium, SBRC)等[1]。 重金属的生物可

给性通常被定义为重金属经过消化过程从环境介质

中溶出至胃或肠道消化液中的部分占总量的百分

比[1],它优于基于总量的评估方法,反映了人体胃肠

道实际接触重金属的情况。 即便如此,生物可给性

依然无法确定有多少重金属进入了人体内。 为更好

地反映重金属的吸收转运,研究者把通过胃肠道吸

收进入人体内循环的重金属量占重金属总量的百分

比定义为生物有效性(bioavailability),在此基础上能

较好地对人体重金属暴露风险展开评估[2]。
目前,研究者们通过动物实验(in vivo)或体外实

验(in vitro)开展了有关重金属的生物有效性和暴露

� 毒性研究。 但由于动物实验存在周期长、成本高、实
验动物与人体的物种间差异等缺陷,限制了动物实

验在重金属相关研究上的应用。 相较之下,体外实

验具有成本低、高通量、重复性好的优点,一些研究

者选择体外肠细胞模型开展重金属肠道暴露的体外

实验研究。 重金属的跨肠细胞转运是重金属对人体

内脏器官产生毒害的重要前提,因而肠细胞模型在

重金属生物有效性、吸收转运和毒性机制研究中受

到特别关注。 为了尽可能模拟体内肠道功能,多种

体外肠道模型得以成功构建与应用。 本文综述了肠

道上皮层的结构功能、体外肠道细胞模型发展、肠细

胞模型在重金属生物有效性或吸收研究中的应用及

优缺点分析、模型优化方法等,并对肠细胞模型的发

展方向进行了展望。

1　 人体肠道上皮的结构与功能(The structure and
function of human intestinal epithelium)
1. 1　 人体肠道上皮层结构与功能

摄入受重金属污染的食物是人体重金属暴露的

重要途径。 进食后,经口腔和胃作用后的食糜被送

入肠道完成主要的吸收过程。 人体消化道中约

90%的吸收过程发生在肠道的小肠之中,其具有不

同尺度上的折叠结构,如肠绒毛(villi)和微绒毛(mi-
crovilli),使其具有巨大的表面积,实现对物质的最

大程度吸收,同样包括了对重金属的吸收[3]。 因此,
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肠道组织结构和各类肠细胞类群的功能特征对建立

和优化体外肠道细胞模型尤为重要。
在肠道组织结构中,肠道与肠腔直接接触的是

上皮层(图 1),其能够实现肠道的主要功能,具有自

我更新能力,由包括执行选择性吸收的吸收性肠上

皮细胞(absorptive enterocytes)、分泌黏液的杯状细胞

(goblet cells)、转运颗粒和呈递抗原的微褶皱细胞

(microfold cells,简称 M 细胞)和分泌抗菌肽的潘氏

细胞(Paneth cells)等构成。 此外,巨噬细胞和淋巴细

胞等免疫细胞散布于上皮层下的结缔组织、毛细血

管和淋巴组织中,它们同样对肠上皮功能起着重要

作用。 肠腔侧,覆盖着上皮细胞的黏液、共生微生物

和食糜也与肠道上皮功能密切相关[3]。 肠上皮细胞

之间通过紧密连接(tight junction)维持了肠道上皮的

完整性,并与黏液、细胞分泌的抗菌肽等一起维持了

肠道上皮的屏障功能,实现了肠道分泌、免疫和物质

的选择性吸收功能[3]。 基于对上述肠道上皮结构与

功能的理解,提出并建立了多种肠道细胞模型。
1. 2　 重金属的肠道上皮细胞转运

肠道吸收性上皮细胞作为肠道吸收转运物质的

关键部位,存在 4 种吸收转运方式:细胞旁途径扩散

(paracellular diffusion)、跨细胞途径的被动扩散(pas-
sive diffusion)、转胞吞作用(tanscytosis)和载体介导

的转运(carrier-mediated transport)。 一些低分子量的

亲水分子能够直接通过细胞旁途径穿过肠道上皮细

胞层,细胞旁途径转运受细胞间紧密连接和黏附连

接的调控,紧密连接是肠道上皮屏障的重要组成部

分,能够阻止物质自由穿越肠道上皮细胞层。 据报

道,一些毒性重金属如砷、镉和汞能够通过调节细胞

紧密连接相关蛋白质的表达来增强细胞旁路途径的

通透性[4]。 小分子可以通过不依赖能量的被动扩散

穿过肠道上皮细胞膜的脂质双分子层。 转胞吞作用

是肠道上皮细胞肠腔侧通过受体介导的胞吞,将分

子吸收,然后通过胞吐将内吞物释放转运到细胞的

基底侧的吸收转运过程。
作为载体介导的转运方式,金属离子转运蛋白

(transporter)调控着重金属在肠上皮细胞膜上的进

出,这是肠上皮细胞吸收和转运重金属的重要途径,
本文综述了部分转运蛋白对重金属的转运功能(表
1)。 内流转运蛋白(influx transporter)在肠腔侧将金

属离子吸收进细胞,而外排蛋白(efflux transporter)可
以将金属离子从细胞内排出肠上皮细胞的基底侧或

肠腔侧。 铁、锰和锌等金属是人体的必需元素,细胞

膜上存在着吸收转运这些金属的转运蛋白,而一些

毒性重金属与必需元素特征相近,采用模仿“搭便

车”的方式,竞争或劫持必需元素的转运蛋白进入

细胞,这一过程被称为离子拟态 (ionic mimicry)[5]。
例如,在肠道吸收过程中,镉能够利用细胞重要的二

价金属转运蛋白 DMT1(divalent metal transporter 1)
进入肠上皮细胞[6]。 除此以外,重金属还能通过分

子拟态(molecular mimicry)间接被细胞吸收转运,部
分重金属能够结合到生物分子的特定位点上形成复

合物,结合了重金属的生物分子复合物通过转运蛋

白(如氨基酸转运蛋白、有机阴离子转运蛋白)携带着

图 1　 小肠上皮的组织结构

Fig. 1　 The structural pattern of small intestinal epithelium
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重金属完成了跨膜转运 [5]。 如砷在细胞内能够与

谷胱甘肽形成 As(GS)3 复合物,Shukalek 等 [7]研究

发现多药耐药蛋白 (multidrug resistance-associated
protein)MRP1 和 MRP2 负责将 As(GS)3 复合物转

运出细胞。

2　 基于肠道细胞的体外模型 ( In vitro models
based on intestinal cells)
　 　 为研究重金属的生物有效性、吸收转运过程和

毒性效应及其机制,模式动物(如小鼠)被广泛应用,
然而随着研究深入,越来越多的报道指出小鼠肠道

结构、菌群与人类存在差异,因此,动物模型并不能

完全模拟人体肠道[17]。 此外,出于实验伦理考虑,欧
盟等发达地区以替代(replace)、减少(reduce)和优化

(refine)的“3R 原则”提倡科研者使用体外方法替代

和减少动物实验。 鉴于此,肠道细胞模型为重金属

的肠道暴露研究提供了一种具有较好生理相关性的

体外方法,其采用的人源细胞能较好地模拟人体肠

道的功能特征,并在不同实验室表现出了较高的可

重复性,还具有实验成本低、高通量和周期短等优点。

随着细胞生物学的发展,肠道细胞体外模型日

益完善。 基于 Transwell 小室的肠道细胞模型(图 2
(a))早期被应用于药物吸收研究领域,近年来陆续应

用在环境污染物的生物有效性、吸收转运和毒性研

究上,这有助于更早识别出生物有效性高、毒性大的

污染物,为污染物的人体健康风险评价提供依据。
目前,肠道细胞模型在重金属人体暴露方面的研究

可简要归纳为以下几点:(1)人体对环境介质中重金

属的吸收转运过程和生物有效性研究;(2)环境介质

中的其他成分对重金属吸收转运的影响研究;(3)重
金属暴露对人体所需营养元素摄取的影响研究;(4)
重金属对肠道产生的直接毒性效应及其机制研究。
2. 1　 肠道细胞单培养模型

肠道细胞单培养模型所采用的细胞大多来源于

人结肠腺癌,相较于更复杂的细胞模型,它具有成本

低廉、技术简单等优势,目前仍然是应用最广泛的一

类肠道细胞模型(图 2(b))。 近年来,许多环境污染

物肠道暴露研究采用了这一模型,并取得了与动物

实验相近的结果[18]。 基于研究需求,Bourgine 等[19]

报道了一些常用于建立肠道细胞模型的细胞系基因

表 1　 人体肠道上皮细胞负责重金属转运的相关蛋白

Table 1　 Transporters for transporting heavy metals in human intestinal epithelial cells
转运蛋白

Transporters

转运的重金属

Transporting heavy metals

蛋白质功能

Functions of transporter

参考文献

References

CTR1 Cu、Fe 内流 Influx [8-9]

TfRs Mn、Cr、Fe 转运金属与转铁蛋白复合物 Transport metal-Tf complex [9-10]

DMT1 Cd、Pb、Mn、Fe 二价金属离子内流 Divalent metal ion influx [11-12]

ATPase7A/B Cu 外排 Efflux [13]

ZIPs Cd、Zn、Mn 内流 Influx [11]

氨基酸转运蛋白

Amino acid transporter
Cd、As

转运金属与氨基酸复合物

Transport of metal-amino acid complex
[11, 14]

OCTs Cd
转运 Cd 与有机阳离子复合物

Transport Cd-organic cation complex
[11]

OATs Cd、Hg
转运 Cd 和 Hg 与有机阴离子复合物

Transport Cd/Hg-organic anion complex
[11, 15]

钙离子通道蛋白

Ca2+ channels
Pb、Cd、Fe、Mn、Zn

二价金属离子内流,Pb2+的外排

Divalent metal ion infulx and Pb2+ export
[11]

Ca-ATPase Pb 外排 Efflux [9]

GLUTs As 内流 Influx [14, 16]

AQPs As 内流 Influx [14, 16]

MRPs As、Hg 外排 Efflux [14-16]

OATPs As 内流 Influx [14]

LAT Hg 内流 Influx [15]
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表达谱,以帮助研究者根据具体需要,选择合适的肠

道细胞材料。 Caco-2、HT29 和 T84 细胞系常用于建

立肠道细胞单培养模型,是目前研究最多和应用最

广的肠道细胞系。
2. 1. 1　 Caco-2 细胞模型

分离自人结肠腺癌的 Caco-2 细胞系长期被广

泛用于重金属的生物有效性、肠道吸收转运和毒性

效应研究。 尽管 Caco-2 细胞源自人结肠腺癌,但其

能够表达大多数吸收性肠细胞的形态和功能特性,
是建立肠细胞模型的良好材料,许多改进版的肠道

细胞模型也是以 Caco-2 细胞为基础发展起来的。
Caco-2 模型的建立一般将 Caco-2 细胞在 Transwell
小室中培养 21 d,在此期间 Caco-2细胞生长汇合,并
自发分化,细胞顶部(肠腔侧)逐渐形成具有微绒毛的

刷状缘,细胞之间形成紧密连接,表达多种转运蛋白

和代谢酶,最终形成一层极化的吸收性肠细胞层。
Caco-2 细胞模型常应用于环境介质中的重金

属生物有效性和吸收转运机制的研究[20-22]。 研究方

法简言之,即对介质进行体外模拟消化后,用缓冲盐

溶液或培养基对模拟消化液进行混合配比,使其达

到细胞生存所需的营养与渗透压要求,后将溶液加

入 Caco-2 细胞模型的肠腔侧进行转运实验。 Lee
和 Lee[22]对砷污染稻米进行体外模拟消化,结合 Ca-
co-2 模型转运实验发现,大米中的总砷生物有效性

在 16% ~ 38%之间,为评估食用稻米带来的砷暴露

风险提供重要信息。 而 Fujishiro 等[6]利用 Caco-2 模

型研究转运蛋白 DMT1 和 ZIP14 在镉吸收转运过

程中的作用,进一步阐述了镉跨上皮吸收转运的分

子机理。
食物基质或药物对重金属的生物有效性可能会

产生一定影响,因此 Caco-2 模型可被用于发掘和筛

选降低重金属暴露风险的方法。 Lee 等[22]研究发现

精白米中总砷的生物有效性(31% )高于糙米(21% ),
研究结果可为砷污染区居民砷暴露风险防控提供科

学膳食指导。 此外,Caco-2 模型实验还发现一些食

品添加剂能降低重金属的生物有效性。 Fu 和 Cui[23]

在受污染小白菜的体外模拟消化过程中分别添加

FeCl3、CaCl2 和醋酸,经 Caco-2 模型转运后发现 3
种添加剂均能降低镉和铅的生物有效性。 近年来,
通过类似研究,一些物质对重金属吸收的抑制或促

进作用也被陆续揭示[24-25]。 同理,Caco-2 模型也能

被用于研究重金属暴露对人体营养物质吸收的影

响,不过目前这一领域的研究仍很少。

此外,Caco-2 模型还被大量用于重金属对肠道

上皮毒性的研究。 肠道屏障的完整性是肠道上皮细

胞选择性吸收物质的前提,重金属暴露可能破坏肠

道屏障的完整性,导致肠上皮细胞旁路途径转运通

量的增加,使外源有害物质更易进入人体。 Luo
等[18]利用 Caco-2 模型发现镉暴露导致细胞旁路通

透性增强,进一步研究发现,这是由于镉暴露引起细

胞钙黏蛋白 E 和闭锁蛋白减少,导致肠屏障破坏。
许多重金属能直接或间接诱导细胞产生活性氧,过
量的活性氧将导致细胞产生氧化损伤甚至死亡,
Sutherland 等[26]将 Caco-2 模型暴露于多种重金属污

染的鱼和牡蛎提取溶液,发现超氧化物歧化酶

(SOD)和过氧化氢酶(CAT)等抗氧化酶活性被激活,
Caco-2 细胞发生氧化应激反应。

Caco-2 模型仍存在许多局限性。 Caco-2 细胞

会随着培养时间和传代次数的增加,发生异质性变

化现象,为了减少 Caco-2 细胞的异质性,目前已从

Caco-2 细胞系中分离出克隆型,如 Caco-2/TC-7、Ca-
co-2/15 和 Caco-2/AQ 等。 其中,Caco-2/TC-7 细胞

保留了亲本 Caco-2 的功能特征,但分化速度更快,
且更为均一稳定[27]。 相较于人真实肠道,Caco-2 模

型缺乏黏液层,而黏液层是肠道上皮屏障的重要组

成部分,为模拟黏液层,研究者采用 Caco-2 细胞与

产生黏液的肠道细胞(如 HT29)共培养(co-culture)的
方法来建立肠道细胞模型[28]。 此外,Caco-2 细胞还

存在高表达 P-糖蛋白 (P-gp)和低表达代谢酶的缺

陷,因此 Caco-2 模型仍需更新和改进。
2. 1. 2　 HT29 细胞模型

HT29 细胞系源自人结肠腺癌,HT29 细胞模型

同样可用于生物有效性和细胞机制的研究。 不同于

Caco-2 细胞,HT29 细胞的分化不是自发进行的,而
是营养和培养条件驱动的,HT29 细胞系被认为是

一种多能的细胞系,根据其培养条件的不同,细胞将

会以不同路径分化[29]。 在一定培养条件下(例如高

葡萄糖无血清培养条件),HT29 细胞会分化为杯状

细胞样,具备分泌黏液的能力[29]。 Lecoeur 等[30]采用

HT29 细胞建立了单培养模型,发现镉能够通过

Nramp2 转运蛋白进入肠上皮细胞,并证明了镉在细

胞内的积累量与金属硫蛋白的含量部分相关。
除 HT29 亲本细胞以外,较常用的亚克隆细胞

系还有 HT29-MTX,其通过甲氨蝶呤 (methotrexate,
MTX)对 HT29 细胞进行药物抗性筛选获得[31]。 与

HT29 细胞的不同,HT29-MTX 细胞能够自发分化
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为杯状细胞样细胞[31],有助于简化实验步骤。 然而

HT29 和 HT29-MTX 细胞生长缓慢,低表达乳糖酶,
且细胞间紧密连接性能不足[32],因此较不适合用于

单独建立细胞模型开展重金属相关研究,其更多是

和 Caco-2 细胞建立共培养模型。
2. 1. 3　 T84 细胞模型

来源于人结肠癌(肺转移)的 T84 细胞系也能用

于构建肠细胞模型。 T84 细胞培养在 Transwell 膜
上能形成细胞间紧密连接和微绒毛的极化细胞单

层,但微绒毛数量较少,没有在细胞肠腔侧形成明显

的刷状缘。 不同于 Caco-2 细胞系,T84 细胞在分化

过程中始终表现结肠细胞特征,在许多研究中作为

结肠模型[33-35]。 Breton 等[33]选用 T84 细胞于 Tran-
swell 膜上建立了细胞模型,用 CdCl2 和 PbCl2 分别

暴露细胞模型的肠腔侧 24 h,其中 20 μmol·L-1

CdCl2 诱导 T84 模型发生可逆的屏障损伤,而 68
μmol·L-1 CdCl2 则对屏障造成不可逆损伤,而 1 000
μmol·L-1 PbCl2 并不诱导屏障损伤,这表明重金属

对肠上皮单层渗透性的影响取决于元素种类、暴露

时间和暴露浓度。 不过目前基于 T84 模型的重金

属研究仍然较少,作为结肠模型的 T84 细胞模型更

多被用于电解质转运机制的研究[36]和与腹泻有关的

Cl-分泌研究[34-35]。 可见 T84 模型在开展重金属暴

露下的结肠电解质紊乱和腹泻方面的研究具有一定

潜力。
综上所述,肠细胞单培养模型在重金属研究领

域的应用十分广泛。 但随着研究的不断深入,许多

报道证实,单培养模型结构单一,难以完全模拟体内

肠道细胞的生理功能,包括多种关键代谢酶和部分

转运蛋白的低表达、黏液层的缺失等[20, 37](表 2),因
而很难满足人体肠道暴露重金属的精确研究。 鉴于

此,研发生理功能更为接近体内肠道的模型成为研

究者们努力的新方向。
2. 2　 肠道细胞共培养模型

生理状态下的肠道上皮层通常由多种细胞类群

组成,不同细胞相互协作,共同组成了肠道上皮层的

结构与功能。 因此,研究者们提出,可以利用不同种

类肠道细胞,借鉴细胞共培养技术在体外构建功能

化的肠道细胞模型[26]。 目前的肠道细胞共培养模型

多是在 Caco-2 模型的基础上发展起来的,共培养模

型整合了 2 种或 2 种以上细胞,相比于细胞单培养

模型,其能更好地模拟复杂的肠道上皮组织结构。
2. 2. 1　 Caco-2/HT29 细胞共培养模型

在人肠道上皮中,分泌黏液的杯状细胞占到了

10% ~ 25% ,黏液是人肠道屏障的重要组成部分,起
着应对外源有害物质威胁的作用。 Caco-2 模型缺

乏分泌黏液的能力,无法模拟人肠道黏液层,这一缺

陷可以通过建立 Caco-2/HT29 细胞共培养模型来克

服,在此模型中 Caco-2 细胞提供屏障功能和作为吸

收性肠细胞,而 HT29 细胞作为生成黏液的杯状细

胞。 但是,在模型建立过程中,HT29 细胞向杯状细

胞样分化需要设置特定的培养条件,这导致实际步

骤较为繁琐,还易分化形成异质细胞[31],因此实际研

究中较多选择 HT29-MTX 细胞用于 Caco-2/HT29
共培养模型的构建。 Caco-2/HT29 模型在肠腔侧覆

盖的黏液层通常被认为是肠道接触或吸收重金属的

重要屏障。 另外,黏液层也能影响外源物质在肠壁

上的停留时间[38]。 Vázquez 等[38]基于 Caco-2/HT29-
MTX 模型研究 Hg2+和甲基汞的转运,结果表明共

培养模型对 Hg2+和甲基汞的转运能力弱于 Caco-2
模型,这一现象被解释为 Hg2+和甲基汞被保留在了

黏液层中。
在屏障功能上,Caco-2/HT29 模型紧密连接性

能不如 Caco-2 模型紧密,但与人体肠道实际情况更

为接近,这使得细胞旁路途径转运通量增加[28]。 此

外,关于转运蛋白的研究发现,Caco-2/HT29 模型中

二价金属转运蛋白 DMT1 的表达高于 Caco-2 或

HT29 细胞单培养模型[39]。 目前 Caco-2/HT29 模型

在重金属的生物有效性研究方面应用较多[28, 38]。 Lv
等[28]分别使用 Caco-2/HT29 模型和 Caco-2 模型研

究了煮熟大米中镉的生物有效性,发现 Caco-2/
HT29 模型对镉的吸收转运活性高于 Caco-2 模型。
但目前该细胞模型的建立存在一些难点,如在建立

该模型的过程中 2 种细胞的生长速度不一,导致模

型稳定建立时 2 种细胞比例偏离预期,目前主要采

用根据实际情况摸索并调整 Caco-2/HT29 细胞比例

的方法解决[40]。
2. 2. 2　 Caco-2/免疫细胞共培养模型

常见的肠道细胞模型主要采用上皮细胞,却忽

视免疫细胞是肠道上皮中的第二大细胞类群,免疫

细胞在肠道细胞间通讯、炎症反应和分化控制中发

挥着重要作用。 研究者理解并利用肠道上皮细胞与

免疫细胞之间的关联性,建立了以 Caco-2 模型为基

础的 Caco-2/免疫细胞共培养模型,该模型能够为研

究重金属引起的肠道上皮炎症和肠道细胞-免疫细

胞间通信提供有效工具。 目前,常用以建立此模型

的免疫细胞主要有人外周血单核细胞(PBMC)、人髓
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系白血病单核细胞(THP-1)和人 Burkitt’ s 淋巴瘤细

胞(Raji B)等。 目前比较主流的 Caco-2/免疫细胞模

型是在 Transwell 膜上培养肠道细胞,待其形成完整

单层后(约 14 d),在膜的下侧培养免疫细胞,2 种细

胞并不直接接触。 然而一些研究采用了较为特殊的

建立方法,Susewind 等[41]将 2 种细胞培养在同一腔

室中,使两者直接接触;还有的研究则采用 3 μm 孔

径 Transwell 建立 Caco-2/免疫细胞共培养倒置模

型,用于考察免疫细胞在肠上皮层的迁移[42]。
Caco-2/免疫细胞模型目前多用于纳米颗粒毒

性、微生物对肠道炎症的影响和细胞间通信研

究[43-44],在重金属领域的研究较少。 不过近几年陆

续有研究采用此模型开展金属毒性的相关研究。
Kämpfer[45]建立了 Caco-2/THP-1 共培养模型研究氧

化铜(CuO)纳米颗粒(nanoparticles, NPs)对肠道炎症

反应和通透性的影响。 Calatayud 等[46]报道了无机

三价砷和 2 种有机三价砷 MMA(Ⅲ)和 DMA(Ⅲ)在
Caco-2/PBMC 共培养模型中的促炎症作用,并检测

到释放到基底侧的炎症因子 TNF-α、IL-6 和 IL-8 大

幅增加。
在各种 Caco-2/免疫细胞模型中,Caco-2/Raji B

模型是较为特殊的一种。 据报道,来源于人淋巴瘤

的 Raji B 细胞能够诱导 Caco-2 细胞分化为 M 细胞

表型[41]。 在人体实际环境中,M 细胞通过在肠腔侧

的内吞作用和基底侧的胞吐作用跨肠上皮转运多种

物质(尤其是颗粒性物质的转运)。 利用 Caco-2/Raji
B 模型,Ude 等[47]评估了 CuO NPs 和 CuSO4 对肠道

上皮屏障和炎症因子分泌的影响,发现 CuO NPs 和
CuSO4 诱导的铜毒性水平相似,结合 Caco-2/HT29-
MTX 模型的对比实验发现,Caco-2/Raji B 模型对

CuO NPs 和 CuSO4 的转运效率更高,且对两者的毒

性更为敏感。 此外,Huang 等[48]进行了稀土金属镧

的吸收转运机制研究,氯化镧和柠檬酸镧在体外消

化后>99.9%的镧发生了沉淀,形成了粒径 200 ~ 600
nm 的颗粒,Caco-2 模型和 Caco-2/Raji B 模型的转

运实验显示 M 细胞是转运磷酸镧颗粒的主要途径。
这都表明 Caco-2/Raji B 模型在(重)金属及其纳米颗

粒在人体暴露风险方面的研究具有一定潜力,尽管

如此,该模型依然忽视了黏液和基质细胞的作用。
2. 2. 3　 Caco-2/HT29/Raji B 细胞共培养模型

综合考虑上述各模型的优缺点,一些研究者将

Caco-2/HT29 模型和 Caco-2/Raji B 模型结合,开发

了囊括多种类型肠道细胞的 Caco-2/HT29/Raji B 细

胞三重共培养模型[49]。 该模型利用多种细胞各自的

特征和共培养时的行为,以求在单层水平上更大程

度地模拟人肠道上皮(图 2(c))。 类似于 Caco-2/免疫

细胞模型,Caco-2/HT29/Raji B 细胞共培养模型目前

也多见于金属纳米毒理学的研究。 Sohal 等[49]建立

Caco-2/HT29/Raji B 共培养模型以研究 Fe2O3 NPs
和 ZnO NPs 对肠道上皮的影响,发现 ZnO NPs 的毒

性较强。 此外,该研究还通过与 Caco-2模型的对比实

验发现 Caco-2/HT29/Raji B模型在研究金属 NPs 毒性

方面具有较高的生理相关性,显著优于 Caco-2模型。
此外有研究者将纳米颗粒毒性研究与金属生物

有效性研究相结合,深入研究了纳米颗粒暴露对肠

道吸收金属元素或营养元素的影响。 Mahler 等[50]

对比了肠道细胞模型与动物实验的结果,证实了

Caco-2/HT29/Raji B 模型在金属生物有效性和纳米

毒性交叉研究方面的潜力。 该研究采用膳食性摄入

的方式将三细胞模型暴露于聚苯乙烯纳米颗粒,分析

了聚苯乙烯纳米颗粒暴露下的肠道模型对铁的吸收

与转运,以及纳米颗粒的跨肠上皮转运,发现肠细胞

模型对大粒径(>200 nm)聚苯乙烯颗粒的转运是主动

耗能的过程,Raji B 细胞诱导分化的 M 细胞在大粒

径颗粒物转运中起重要作用,小粒径氨基化聚苯乙烯

纳米颗粒则能够增强肠道细胞对铁的吸收与转运。
尽管 Caco-2/HT29/Raji B 三细胞模型在重金属

相关领域的研究中鲜有应用,但不可否认的是,其在

其他领域的研究方法和经验对重金属研究极具参考

价值。 随着实验室硬件条件的改善和实验技术的发

展,这一更具生理相关性的细胞模型在重金属领域

具有广阔的应用前景。
2. 2. 4　 Caco-2 细胞/靶细胞分层共培养模型

重金属经肠道上皮吸收转运进入人体血液循

环,最终到达相应的毒性靶器官,并对其产生毒害作

用。 因此,研究者将肠道细胞与不同器官来源的细

胞共同建立了 Caco-2/靶细胞分层共培养模型(图 2
(d)),以期同时进行重金属的生物有效性与生物毒性

研究,并为重金属细胞毒性参数和生物代谢转化研

究提供一种具有潜力的评估工具。 该模型常见的共

培养体系有 Caco-2/肝细胞、Caco-2/血管细胞和 Ca-
co-2/神经细胞等,这些共培养体系已被证明具有类

似器官系统的功能,以及不同器官来源细胞之间的

相互作用,并能够用以检测化学物质的吸收转运和

转化代谢过程。
Caco-2/肝细胞共培养模型是一类典型的 Caco-



64　　　 生 态 毒 理 学 报 第 16 卷

2/靶器官模型,肝细胞的引入能够使模型在研究肠

道吸收转运和毒性效应的同时,开展肠细胞/肝细胞

相互作用、肝毒性和肝脏代谢转化的研究。 Scheers
等[51] 在 Caco-2 细胞模型的基底侧孔底培养了

HepG2 肝细胞,建立的 Caco-2/HepG2 模型被同时用

于研究肠道对铁的吸收转运和肝细胞分泌的铁调素

(hepcidin)对肠道铁吸收转运的调节作用。 研究发

现,在铁的肠道吸收转运过程中,HepG2 细胞通过

分泌铁调素与 Caco-2 细胞产生相互作用,Caco-2/
HepG2 细胞共培养模型增加了 Caco-2 细胞中的铁

蛋白水平,这也表明在研究中需考虑肝脏对肠道铁

吸收转运的调节作用。 此外,Sutherland 等[26]采用

Caco-2/肝 HepaRG 细胞共培养模型评估了人肠道细

胞和肝脏细胞对多种有机污染物和重金属污染的鱼

和牡蛎提取物的抗氧化反应,还通过单培养与共培

养模型的比较研究提出,Caco-2/HepaRG 共培养模

型可能更适用于重金属复合污染的毒性研究。 这种

共培养模式在研究重金属或其他污染物对人类健康

方面的影响尤为重要,因为肝脏是代谢最活跃的器

官,负责外源性物质的解毒。
除上述模型外,一些研究者建立了 Caco-2/血管

内皮细胞(如 EA.hy926 细胞)分层共培养模型,用于

研究食品活性成分对炎症反应和心血管疾病发展的

影响[52-53]。 另有研究者建立了 Caco-2/神经细胞(如
PC12 细胞)分层共培养模型,以研究肠上皮细胞与

肠神经细胞之间的相互作用,如 Satsu 等[54]研究 Ca-
co-2/PC12 细胞共培养模型,发现 Caco-2 细胞合成

分泌的神经生长因子能够促使神经 PC12 细胞分化

为交感神经样细胞,并促进神经细胞轴突分支和生

长。 虽然这些模型目前应用的主要领域在食品科学

和生命科学方面,但其可以推广至包括重金属在内

的污染物毒性研究中,如 Caco-2/血管内皮细胞模型

可用于研究重金属在被肠道吸收后引起的炎症反应

或对心血管疾病发展的影响,Caco-2/神经细胞模型

可评估重金属吸收后对人体产生的神经毒性。
肠细胞共培养模型虽说增加了肠道细胞类群,

在一定程度上提高了生理拟真性,但共培养模型缺

乏细胞与基质的相互作用,不能完全重建组织结构,
一些癌症来源的细胞系也与真实肠道细胞存在表达

谱差异。 但迄今为止共培养模型仍是研究重金属跨

肠道细胞吸收转运和毒性机制的有利工具(表 2)。
为了开发更接近真实生理状态的肠细胞模型,近年

来干细胞、类器官和微流控芯片技术兴起,这为 3D

化肠道细胞模型提供了新方向。

3　 肠细胞模型体外功能化培养优化研究(Optimi-
zation of functional culture of intestinal cell model
in vitro)
　 　 由于建立肠道细胞模型一般需要维持 21 d 的

培养以实现细胞的分化和紧密连接,较长的培养时

间易使模型受到微生物污染而导致实验失败,因此

许多研究者尝试缩短肠道细胞模型建立所需时间。
生长因子是调节细胞的生长和分化的重要生物

分子,马美湖和黄晶[58]向 Caco-2 细胞培养基中添加

生长因子抗坏血酸,模型完整建立的时间缩短为 9
d。 细胞外基质(ECM)是肠道上皮细胞的主要微环

境成分,其中含有胶原、生长因子等生物分子,Li
等[59]通过还原肠道细胞 ECM 的方式,将 Caco-2 细

胞培养于小肠粘膜下层水凝胶之上,用时 7 d 即成功

建立 Caco-2细胞模型,同时添加 ECM 也是肠道细胞

模型 3D 化的一种尝试。 此外,一些化学物质也能够

促进 Caco-2细胞的生长与分化,例如在细胞培养基

中添加细胞分化诱导剂丁酸,11 d 内建成模型[28]。
尽管快速建立法能大幅缩短模型建立所需的时

间,减少实验成本,但目前对待 Caco-2 快速建立模

型的态度仍需谨慎,有研究发现通过快速方法建立

的 Caco-2 模型的细胞外排蛋白表达较少,影响了物

质的跨上皮转运[60]。

4　 肠道细胞模型的验证评价方法 (Validation
methods of intestinal cell model)
　 　 验证肠道细胞模型是否成功建立,需要对模型

的完整性、分化特征和肠道功能进行检测。 测量细

胞层的跨膜电阻值(transepithelial electrical resistance,
TEER)是验证模型完整性最为简单易行的方法。 随

着肠细胞的生长汇合以及紧密连接的加强,多孔膜

上的孔隙不断被细胞封闭,其 TEER 也不断提高,因
此运用跨膜电阻仪检测模型的 TEER 即可快速检验

细胞模型的完整性。 通常,细胞间紧密连接性能越

强,测得的模型 TEER 值就越高。 在一项食品中重

金属生物有效性的研究中,研究者在进行转运实验

前对模型进行验证,检测到 TEER 值达到 520 ~ 610
Ω·cm2,高于设备参考值的 250 Ω·cm2[55]。 此外,细
胞间紧密连接直接影响细胞旁路途径转运量。 一些

分子(如荧光黄、FITC 标记的葡聚糖和甘露醇等)通
过细胞旁路途径实现跨肠道上皮转运,因此当细胞

间紧密连接性能越强、模型完整性越高时,此类分子
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图 2　 肠道细胞模型示意图

注:(a) Transwell 小室;(b) Caco-2单培养模型;(c) Caco-2/HT29/Raji B 细胞模型;(d) Caco-2/毒性靶细胞模型。

Fig. 2　 Illustration of intestinal cell models
Note: (a) Transwell chamber; (b) Caco-2 cell model; (c) Caco-2/HT29/Raji B cell model; (d) Caco-2/target cell model.

越难以通过,借助这一现象也能够验证模型的完整

性。 例如,Lv 等[28]通过检测荧光黄的转运量来验证
模型完整性,基于荧光黄的转运量计算渗透系数,间
接反映了模型的完整性。

对于模型细胞分化特征的验证,最直观的方法

是用电子显微镜或原子力显微镜观察肠道细胞形

态。 一项研究中采用的方法是将多孔膜从小室取

下,将多孔膜上的细胞固定化后,经包埋切片置于投

射电子显微镜下成像,观察细胞是否出现极化,细胞

间的紧密连接、桥粒和细胞顶侧的刷状缘是否形成,
以此作为细胞分化的依据[28]。 除此以外,还可以通
过免疫细胞化学技术(immunocytochemistry)对不同

细胞的特异性细胞标志物进检测,如 Caco-2 细胞的

P-糖蛋白(P-gp)、HT29-MTX 的黏液蛋白(MUC)等。
Mahler 等[50]为验证 Caco-2/HT29/Raji B 模型出现 M
细胞样分化,对其特异性标志物整联蛋白 β1 和 Sia-
lyl Lewis A antigen 进行了免疫荧光染色,由此证明

模型部分细胞出现 M 样细胞分化。 此外,为了衡量

建成模型的肠道转运功能,对转运蛋白的活性进行

检测,如用模型单位时间内对地高辛(digoxin)的转

运量验证 P-gp 的转运活性[61],用 5(6)-羧基-2’ ,7’-
二氯荧光素(CDCF)检测多药耐药相关蛋白(MRP2/
3/5)的转运活性[62]等。

5　 展望:肠道细胞模型的 3D 化尝试(Prospects:
3D modeling of intestinal cell model)
　 　 肠道细胞模型作为动物模型的替代,在重金属

暴露风险评估与毒性机制研究方面具有重要作用。
从最初简单的 2D 肠道细胞单培养模型,发展到多

种细胞的 2D 共培养模型,再到 3D 肠道类器官模

型,虽然肠道细胞模型已经得到了一定发展,但在增

加模型的生理相关性和重金属研究应用方面仍有许

多工作要做。 目前,大多数肠道细胞模型仍然以 2D
形式构建,尽管 2D 模型尚存局限性,但其提供了一

种比动物实验更经济和道德的选择,且与重金属领

域研究结合最紧密,并取得了不少有意义的研究结

果,未来还能继续在重金属研究领域发挥其应有的

作用。 此外,近年出现了以微流控芯片、肠道类器官

为代表的 3D 肠道细胞模型,有着更高的生理相关

性与复杂性,是肠道-重金属研究的良好改进方案,
为未来的发现提供前所未有的机遇,但其挑战在于

目前高昂的研究成本和技术难度。
5. 1　 肠道类器官

由于肠道细胞模型所采用的永生或癌症细胞系

中的信号通路和核心代谢有所改变,动物模型也与

人体实际肠道存在物种差异。 为了更好地重现肠道

上皮的复杂性,还原人肠上皮组织结构,研究者基于

诱导分化培养或多能干细胞 (pluripotent stem cells,
PSCs)、胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和肠

干细胞(intestinal stem cells, ISCs)开发构建了人类肠

道类器官(intestinal organoids,又称 mini-gut)[63]。 在

近年来对已知的发育线索和生长发育因子的理解基

础上,干细胞可以在人工 ECM 上诱导产生类似肠



第 4 期 王坤等:重金属人体生物有效性、吸收及毒性研究中的肠道细胞模型 67　　　

道器官的绒毛样三维细胞结构,干细胞诱导分化形

成多种肠道上皮细胞(包括肠干细胞、肠上皮细胞、
杯状细胞、潘氏细胞和内分泌细胞) (图 3),能够实现

人体肠道吸收转运、屏障和分泌等多种功能[64]。
根据细胞的来源不同,肠道类器官分为 HIOs

(human intestinal organoids)和 HIEs(human intestinal
enteroids)2 种类型。 多能干细胞或胚胎干细胞来源

的 HIOs 除肠道上皮外还可能具有间质,因为材料

细胞的稀缺和干细胞培养的高成本,目前在肠道生

理学或病理学研究中应用较少。 HIEs 是从肠隐窝

组织中的肠干细胞发育而来的肠道类器官,能够长

期维持其原始的生理和遗传特征[65]。 然而,在 ECM
凝胶中培养的肠类器官是封闭的管腔结构,使得在

实际研究中很难进行肠腔重金属暴露或取样操作。
为了增强肠类器官的应用场景和可操作性,研究者

将培养于 ECM 上的 HIEs 移植至平板或 Transwell
膜上用以开展独立的肠道上皮暴露研究[66]。

不同于细胞模型和动物模型,肠道类器官培养

反映了人体肠道上皮的细胞异质性,因此肠道类器

官提供了一个全新的高生理相关性体外平台,这个

平台为重金属暴露风险研究带来了新机遇。 但不可

否认的是,肠道类器官的取材存在着伦理问题,此外

高成本、高人力的现状也使得肠道类器官模型只在

高水平研究中有应用空间。
5. 2　 “肠道芯片”模型

器官芯片(Organ-on-a-Chip)是一种微流控细胞

培养装置,重现人体活体器官的关键功能和微环境,
为研究器官结构和功能提供了另一种途径。 它最初

借鉴了计算机微电子芯片的制造方法(如光刻等),
它的主体结构为流体连续灌流的腔室,里面培养有

用以模拟组织和器官的细胞(图 4)。 目前常见的商

业化肠道细胞模型平台,如 Transwell 小室,上下腔

室的培养液是静止的,而在人体实际肠道环境中,肠
道上皮承受着肠腔内食糜的流动和剪切应力的作

用。 鉴于此,人体肠道微流控芯片又称为肠道芯片

(Gut-on-a-Chip)已被开发并应用于肠道生理学和病

理学研究中。
已有研究团队报道了基于聚二甲基硅氧烷

(polydimethylsiloxane, PDMS)设计和制造的肠道微

流控芯片的器件,微流控芯片系统为肠道细胞提供

支持、流体持续灌注和实时监控[67]。 Bein 等[68] 报

道,在 Caco-2 细胞和肠道来源的其他上皮细胞构建

图 3　 人肠道类器官的 2 种形式(HIEs 和 HIOs)
注:PSCs 为多能干细胞;ESCs 为胚胎干细胞;ISCs 为肠干细胞。

Fig. 3　 Illustration of two forms for human gut organoids (HIEs and HIOs)
Note: PSCs means pluripotent stem cells; ESCs means embryonic stem cells; ISCs means intestinal stem cells.
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图 4　 肠道细胞微流控芯片[69, 71]

注:(a)微流控芯片实物;(b)微流控芯片剖面图。

Fig. 4　 Illustration of intestinal cell microfluidic chip[69, 71]

Note: (a) Microfluidic chip; (b) Section view of microfluidic chip.

的肠道芯片中,同时施加肠腔侧和基底侧的流体灌

流,能刺激肠细胞模型形成肠绒毛样结构,绒毛生长

高度可达上百微米,并增加肠道特异性功能的表达,
包括黏液的分泌等。 为更好重建肠道类器官的隐窝

与绒毛结构,Shin 等[69]结合生物来源的肠道类器官

构建了肠道类器官-微流控芯片模型。 近年来,肠道

芯片模型的工程复杂性逐步增加,研究者通过流体

管道连接不同器官微流控芯片陆续建立起肠道-血
管芯片[67]、甚至肠道-多器官芯片模型,如肠-肝-皮
肤-肾四器官芯片模型[70]等。

许多微流控芯片研究团队采用的是自制芯片,
这就使得不同实验室间的芯片参数与功能不尽相

同,并且不是每个实验室都有条件制造此类芯片。
尽管目前已有商业化芯片的推出,使得不具备制造

芯片条件的实验室也能够采用这一技术,但高昂的

售价让许多研究者望而却步。 未来,随着肠道微流

控芯片模型发展完善,肠道芯片能够为研究包括重

金属在内的污染物人体暴露风险评估提供新的技术

方案,对于揭示重金属等污染物人体暴露风险具有

重要意义。

通讯作者简介:向萍(1985—),男,博士,特聘研究员,主要研

究方向为环境污染与人体健康。
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