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[#Z] HM i Caco-2 lIHEHZHIAIPFFRE MR 2R R (ambroxol hydrochloride, AMB) FYWISALH, $2 =
HAYRHE, A& @i LA HBH (transepithelial electrical resistancev, TEER) K533 M 25 W 505 1% 35 B9 R0
BBERBP, vy BT 123 (9IMIEZR (efflux ratio, ER) IUE Caco-2 4 B2 AR (1 S B ME T REVE . %58
VR 25 BRI ARV pH XE AMB (9 P\ ) FTER [HAGSEI, 85R  BA SRS LD Caco-2 1Y
TEER>200 Q- cm® BFIEVE R P, ap gy <10 °em/s, BFHI 123 (9 ER>2, 5528 B X A LA, AMB IG5 i 20
P, apny BEFIE(P<0.01) ER {HJC B #E 25 (P>0.05), 5 AMB SUINZS 25 41 HL#%, BK A 44 25 4119 AMB
P, R EFEAL (P<0.05) ,ER LR %27 (P>0.05). 5 AMB % pH 41 b 4%, AMB & pH 4111
P, o BEHE (P<0.01) . 88 AMB N5 LY B2 )73, 5 METO B4 45 25 R FIT AMB (WK, 38
& pH " {23t AMB (IR ,
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Absorption mechanism of ambroxol hydrochloride in the Caco-2 cell
monolayer model

LIANG Qiuling, ZHU Yemeng, MAI Ziying, WANG Fengji, LONG Shuxian, WANG Yi, RAO Ziliang,
KUANG Shaosong *
( Guangdong Medical Laboratory Animal Center, Foshan 528248, China)

[ Abstract ) Objective  To study the absorption mechanism and improve the bioavailability of ambroxol
hydrochloride ( AMB) across the Caco-2 cell monolayer model. Methods The integrity and functionality of the Caco-2 cell
monolayer model were analyzed by the transepithelial electrical resistance (TEER), the apparent permeability coefficient

(P,

app

) of acyclovir and the efflux ratio (ER) of rhodamine 123. The effects of drug concentration, drug-drug interaction
and pH on the P, p_p, and ER of AMB were investigated using the Caco-2 cell monolayer model. Results The TEER
values of all the permeation experiments were above 200 -cm’. The P, (ap—pry of acyclovir was less than 1x 10 %cm/s.
Furthermore, the ER of rhodamine 123 was lower than 2, indicating that the Caco-2 monolayer model was successfully

established in this experiment. Compared with the high permeability control group, the P\, 5, was significantly
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decreased in the low-dose AMB group, but the ER was not affected. There was also no difference in the ER between AMB

used alone and in combination with METO; however, there was a significant increase in the P, (o 5, in the

monotreatment group. Furthermore, the P\, 5, of AMB transport under pH 6.5 showed a significant difference

compared with that under pH 7.4 and 8.0 (P < 0.01). Conclusions

The transport of AMB across the Caco-2 cell

monolayer model was facilitated by diffusion, and combination therapy was not conducive to AMB absorption. However, an

alkaline environment accelerated AMB absorption.
[ Keywords ]

monolayer model

AMB JZEh RV OB Y N-25 IR | B3k
ROPTEAR ORI LR —PHRFFIA -
SEMRTAEY) , X PP 25 R i i AR (i AMB HLAG 2 F HE
PR RN % i HE R M L B gk B SRR R R
FORRER A /R AR A A 2 2K A B i )
RIS R SE, A 1970 4ELIKE AMB J 2 T
PEA PRI ST AN IE B SXHER DI REAN B 2k 12 1
PRI R GRS BRI Z A1, T SE4E K AMB (1)1
FHATISEOR 1), 451 a0 3 0 4 AR R IR, 42 = L
Fn PR RO 2R 0 A RE K BSR4 32 AL RE A AT
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AMB i Rl A 25 251697 7 ZEIR YT M, 0 4 AR
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e X AMB N % et ScE, st 5] AMB
FFAEE SO N BRI BFSE AMB (9 IR HIL
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JEARA SCEEHFIE AMB IS HLE]

Caco-2 RUET NG5 17 ez 4 g, ] 76 55 55 ok 7
T BEAT I 4 234k, Caco-2 40 3 2 b B 5 R SR IE &
LIRSS b, 78595 21 d J5 ] B R T A ARk
ISR e RS DY E - b UE o ey VG ANy 0 o 1
WRIER 25 0 64 2 5 AiF A 2R 4 200 R,
Caco-2 A n] AL /NG b 2 i, )2 T 24
Py st R Hp BRI A AR B R A BF 5T, Caco-2
20 it PR AR T o T 25 0 /N B WM P B
FEEE WL B 58 T | Caco-2 41 S 1Y) 45 ¥4 F0 3y g 24
LT AN b R 4B, 3k 5 /N Rl i 2 b
FHOE B ANHESS 32 A, 9140 P 2K 1 (P-gp) FTFLAR
S 25 3 11 (BCRP2) 7 R A B £
T AN ) 2H 260 1% 40 i 20 A, AHL 32 22 A 43 38 2 /N i 1
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FNFR IR 45 Tl A HE e 3z 1R 1Y H1 284 00 4, Ik
Caco-2 4 A 5 )3 B A AT FH T 455 400 17 308 W WAc 1 25 4
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ASCH L Caco-2 4R L ZA AL 5E AMB 721
TE PRI CHLTR AR RS20 AMB W2 I Y SC B R 3R
S A AT

1 #RFnFix

1.1 SEedrd

NZEH IR AN Caco-2, WA T [ B 24Be T
S
1.2 FEKF S5

AMB, #t5 100599-201604 METO , #£5- 100084
-201403 I EI& S 45 140630-201403 , #1H H
BB b 25 5 K g BT 58 B B PR 123, S
041818180905, H 38 =~ KW H R A BR 2 w5
MEM JLRlRE 320, 1t 5 8119027, GIBCO ; I 4= IfiL 74
(fetal bovine serum, FBS), it 5. FBS00717 - 1,
AUSGENEX; 100X HE & 7% & 3 MR % W, #t 5
8820010101, GENVIEW ;100 mmol/L PN il R 55 W,
5 2003977, GIBCO,, 24 fL Transwell 5354 , 41t 5
26217029, Corning ; 1260 1= 50 AH (A5 A%, L HESFL
¥ (hE) A FRA T  Millicell ERS—2 41 Jifd H FHAY , 75
Meck millipore ,
1.3 REHE
1.3.1 Caco-2 40 5 2RI (1 2~

% 10% FBS, 1% WAL, 1% A 4 75 & 3L R |
1 mMPSEREL 44 ) MEM 584 55 92 W 15 9% Caco-2 41
Ji, A AR K E 70% ~ 80% I A B, T Ak 40,
WA B A Z T 2x10° A4, R T 24 AL
Transwell 3532077, T (AP) iTA 0.1 mL 200 &
W, (BL) il A MEM 5243535 0.6 mL, &
37°C 5% CO, KiFefarh Ji%, b K ¥ — YO, i 97
7 dfE R R, LR R 21 d,
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1.3.2 HPLC ¥

AMB F1 METO £ i) €33 2%/ H] ZORBAX SB-
C18(150 mmx4. 6 mm, 5 pm) A3EH: IR A —
- IR AW (BRI pH £ 7.0) -4
(50 = 50) AU s AH, Ji R 1.0 mL/min, # &
25°C , AMB AU % 4 fy 248 nm, METO A% A8 ] 35
Kk 275 nm, B ORI A (0% A5 1
ZORBAX SB-C18( 150 mmx4. 6 mm, 5 um) fAi%H:,
PIFFEE-/K (10:90) AU shAH, iti# 4 1. 0 mL/min,
HEIR 35°C , KKk 254 nm
1.3.3  Caco-2 4} 2345080 5 B Pk K D gt Al

Caco-2 YIHEE 22 256 21 KB K4 i e FHA A9
Rl LA 70% &, 1 K TR, HBSS 78 B A Bt 1=,
JH 37°C AT HBSS 42 2 1 i e 240 M 502 4 4t il
P, BELASC A G 0 F 12 T Transwell /N 28 P9 A48 1)
HLBHAE 45 23 (1) 115 TEER, A SCHTA S50 35 1%
I TEER =200 Q- cm® BYFLIEATSEES B Caco-2 HLZ
Y FH 37°C T HBSS R4 F-47 20 min J5, T 24
Tl Transwell 35 F2 M B9 AP ¥4 50 A 0.1 mL 50
pe/mL FIE% 35 (pH 7.4) .20 wmol/L % F+8] 123
VW (pH 7.4) ,BL %A 0.6 mL HBSS(pH 7.4)
AT AP—BL J5 [ i ¥% 125250 . T BL 3 23 A A
0.6 mL 50 pg/mL B4 3% 5 (pH 7.4) .20 pmol/L
WP 123 7 (pH 7. 4) , AP 3AiTA 0. 1 mL HBSS
(pH 7. 4) #E4T BL—AP J5 [a] (U558 5256, T CO, %
FEREPIEE 2 b JE RO IR B % =5 6 DU v it
11 HPLC Rl A3 (2) L (3) 35 P, M ER, B J}
B 123 R G EERR AT 507 nm BRI,
529 nm A2 S A ARSI R D R 5 D' 5 ) s A
0.5.10.,20 .40 wmol/L % FHHH 123 ¥ IR 192 8 i
2 il bn v i 2 AR A TEER {H

TEER(Q - cm®) = (Il MLFH - 25 FI/NVE HLFH)
X Transwell 7/)NZ 1HFR YN=V (1)

PaPP(cm/s):I%x%f nk (2)

TV A0 A AR (AL em® ) 5 Gi: R4 1Y
P B (RS  pg/mL ) 5 CF  FZ WS RGN vk
(FAL: pg/mL) s T: 55 320 (B 7. s) 5 A: 24 £L
Transwell 3535 /NS RN 0. 33 em?,
_ PaPP(BL— AP)

PaPP(AP — BL)

1.3.4 ¥EXF AMB P, Hl ER 5400

app

ER ~n (3)

B2 T 1.2%x10° N AT Caco-2 20 ifd 2k i 122
T 96 fLAR T, W E 24 h J5, 45 INA MEM 58 & 5%
FEWANE M B B4, 200 peg/mL, 100 pg/mL. 50
wg/mL 25 we/mL 12.5 pg/mL 6.25 pg/ml AMB
WS AL R R 2 h S5 R MTT A6 00 20 g
BIAETE 3 B AN MG R =90% 1) AMB ¥k B A50Ch
AMB =L, R 4 LA Bk T AMB IG5
2], Caco-2 4l fifd 51 )2 H T4 ) HBSS ¥k 4% - 1
Ja AP Uil A 15 wg/mL METO (pH 7. 4) fE N &3
BYEXTIR A 0.1 mL AMB I /& 57 f 4
YW (pH 7.4) ,BL 35 /A 0.6 mL HBSS(pH 7.4)
4T AP—BL 55125250 . AP ¥ fil A 0. 1 mL
HBSS(pH 7.4),BL ¥i53 A iTA 0.6 mL 15 pg/mL
METO(pH 7.4) . AMB {i& . ", &5 57 & 4 %5 W (pH
7.4) 47 BL—AP JrIn 55 s 05 A 2 h A
FEC A B G Y HPLC 46 METO , AMB
HVR B RS RS, PR ORI TEER {8, B TA 52 56
S5 Caco-2 AL L2 1 e8P
1.3.5 59 HEAERIXS AMB P, Fl ER (45200

Caco-2 #fl g 5122 FH FUAA Y HBSS Yk V-5 )=
AP 34 BIAA 0.1 mL AMB 8uph 25 245 20 %5 Wi ( pH
7.4) METO PAAZ5 254 AW (pH 7.4) ( AMB Fl
METO BEA A 25 4 (pH 7.4) , BL 35 I A 0.6
mL HBSS(pH 7.4) i#t47 AP—BL J5 [ B 5% 38 5L 55,
AP 3 /A 0. 1 mL HBSS(pH 7.4) , BL ¥4 5 n A
0.6 mL AMB Hul 45 25 41 W (pH 7.4) \METO .
ML Z5H W (pH 7. 4) L AMB F1 METO Bt 4 45 2
MW (pH 7. 4) EAT BL—AP J7 i) 155 35 5256 |
B 2 h J5 PN A BB A I ] HPLC 3 A T
AMB METO ¥R Ff , BURESE A fS , B DU TEER {H,
BHIASZIOSE RS Caco-2 A1 242 () 528
1.3.6 pH X AMB P, Fl ER (521

Caco-2 HLZ M T HBSS Y-/ , AP
U35 0. 1 mL AMB K 55 pH 413, BL S il
0.6 mL HBSS(pH 7.4) #47 AP—BL J5 M52 5L 5%,
B 2 h Je AN P R AN R HPLC 35 A6
AMB ¥REE  BORE45 R5 , BRI TEER {A, 50 1A 52
IRZEWE Caco-2 HLZNIBAYTERENE
1.4 SFitEHZE

N SPSS 21. 0 3%t B #4758 11 73 B, B
PP IR AR e 2E (& 25 ) T, dHIE] BRI
P ETT 229007, P < 0.05 NZEFA B335
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2 #R

2.1 HPLC #&il

AMB £ 0~70. 31 wg/mL # i 3 Bl P, Hok i
AT R RAF ARG R, M SE R B 0.9999,
METO 7E 0~17. 00 g/ mL ¥ J& 0 Fl P, Hofe 5 A
TR R AP PR SC R, M OC R ECH 0.9995, B
TEFTE 0~60. 98 g/ ml ¥ i Bl PN, i J3 i 1
A BT SC R MO R B 0.9997 4 %
BT i HPLC ¥4 AMB METO B &% 45 42
PR, a5 e T 5E
2.2 Caco-2 A B8 R AR EY 5E B4 K Th BE 146

Caco-2 4RI T/NEREFRE A 21 K, ke
HIFNRE J5 Caco-2 2 M 5 JZ #5278 TEER {H 13 ]
(656 +26) ~( 817 £ 96) Q-cm”, HJKTF 200 Q-cm’,
W3 1, Caco-2 41 52 HA RAFHBUHE", [FH
WHIKE B Y BTE IS F A P ey <10 em/s,
ER<2, 5 3CHRARE MY P, (A ER ARFFT 45 511K
BEMEA YR, PP 123 S P-HEE E (p-
gp) SMIFFEZ R R Y, B P 123 B9 P ap oy 12
INF 1x10™°em/s , ER {HIE KT 2, 8 Caco-2 4l fifg
PRI 5 3R 3K p-gp AMHERG B VR AT DL B AN HER
FEIR 123050 AR 2, (I, Caco-2 2 it B2 A A
] s) HL A S B M ANy R | T FH 4% 52 WO R AR5
2.3 REX AMB P, 1 ER K20

WK 1A Fi7n, AMB 5 Caco-2 4L 3% 2 h
Y AT 26 = 90% B e R MR FE A 50 wg/mL, R W 50
we/mL AMB ¥ X Caco-2 4 MY JC 41 M 75 PE , Bk
$£ 50 pg/mL AMB ¥ WRAER AMB &0 4 R IS5

LA BRI T AMB IG, Hh ) i 41 25 48 MR X AMB
P FIER B0, W& 1B 1C 1D FoR, & ZH7Em
FERTFNEURE 5 Caco-2 4 i B JZ LAY ) TEER {63
KF 200 Q-cm’, LIHLEZEAN LG FE T Caco-2 4l
JEL B R R ORI SE R RIS P o TER/ NI
BBE, P, oo > 1010 emy/s R B B2 YY),
P v <110 em/s HIRB B, HE
BEXT L METO (9 P, popyy >10x10™°em/s , ER<
2,5 3CHRRGE [ P, fEAT ER AHAFPY  METO &
BBV, AMB ik R R P g 3
KT 10x10 % cm/s, ER {HY/NT 2, 555985 4 % g
YA, AMB AR BT P ypopy, TH B EFEAR (P
<0.01), AMB H @il =4l L FEHEXER (P>
0.05) ,ER {H G M2 5 (P>0.05) , %] AMB
JEBENEZY), AMB 935 8 P b 25 1k 8 A 338 i i
Bt AR S TS5
2.4 FHYWHEMERAX AMB P, 1 ER B0
e 2 s & HAE AR T AU IS Caco-2 21
L EUZBA Y TEER {HI KT 200 Q- em®, FKHLE
A SIS FR T Caco-2 i HLZ AR QR RE S8 8P
AMB Fl METO FUf1 25 25 FIEK 5 25 25 05, 2 Fhfb 59
B P, apmy IR T 10 10°em/s, ER {H¥I/NTF 2,
5 METO b 25 25 41 Lh 5%, B A 4 25 41 19 METO
P vy I PR (P<0.01), 15 AMB B 45
I A IR SR AL AMB P, T 5825 B
K (P<0.05),HE ERME LR EME LR (P>
0.05) , %W AMB 1 METO H¢ & % 24 2 [a] i [ fi%
AMB F1 METO #9381 (B XT 2 Fh ik G 20 Wl bl

F1 Caco-2 QEHZMERA TEER A (n=3, x =5)
Table 1 The TEER values of Caco-2 cell monolayer model

¥ E A TEER( Q- cm?)

415 $38 )7 ) o N
S Yy JEET kA
Groups Transfer direction . .
Before sample addition After sampling
%1 123 41 AP—BL 746+56 710+93
Rhodamine 123 group BL—AP 721+81 656+26
B9 25 41 AP—BL 784431 75822
Acyclovir group BL—AP 817+96 764+62
&2 DI 123 PIEEFRBENE(n=3, % £5)
Table 2 The permeability of rhodamine 123 and acyclovir
&Y Pupp( AP—BL) (em/s) Pd]l]l( BL—AP) (em/s) BBt/ HNHER
Compound x107° x107° High permeability/Low permeability ER
% FH 123 %
Rhodamine 123 0.14+1. 84 1. 80+0. 31 low 10. 75£3.35
] He
i 0. 88:0. 09 1.36:0. 13 i 1.55£0.25

Acyclovir

low
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H TR 5 pH 4110 P, o, KT 10107 em/s, 55 AMB

2.5 pHXHESIRE Papp 1 ER BN ik pH 4L LL#, AMB 1 &5 pH ZHHY P yp o THL I
SHAEINFERT AR IS Caco-2 A HLZ ALY MM (P<0.01) , 3B AMB 1138335 1 b6 % V5 1

) TEER (H¥ KT 200 Q-cm®, RN LH T pH EMFHE RGN, LA 3,

FEHh Caco-2 4l B0 2 AR FY LR 57 52 2 AMB G  HP

A 120

B 12007 g st Before sample addition G 3 *pegols2 D
BB After sampling —_
e,
90 P s < i
~ abn b= nd 0o Ba B £

ARAE T (%)

R
AMB #REE (png/mL)
Concentration of AVB

N
& @;@Q &,g:;f& &i‘z&g
N Y &

1 METO-75 18 & 7 X B4, 15 pg/mL METO; AMB {5 & #

-12.5 pg/ml. AMB; AMB H 5] i 4 - 25 pg/ml AMB; AMB & 57 &= 41
-50 wg/mL AMB,

B EXERRREIRR P, Al ER BRI (n=3, & +5)

Note. METO-High permeability control group,15 pwg/mL METO. Low-dose AMB group —12. 5 wg/mL AMB. Medial-dose AMB group —25 pg/mL
AMB. High-dose AMB group —50 pg/mL AMB.

Figure 1  Effect of concentration on ambroxol hydrochloride P, ~and ER

A 100073 #0447 Before sample addition B AMB c METO
3 e After sampling 2

. **P=0.0001
'P=0.0286

H

TEER (@ em®)

Py (apoin [emisf10

Papp Gapoom,

1 : METO-METO ¥t 252540 15 pg/mL METO; AMB #4525 41 - 25 pg/ml. AMB; METO+AMB-METO #l AMB BE& 452541, 15 pg/mL
METO,25 pg/mL AMB,

B2 WM EAE IR AR R P, FER B9S2 (n=3, x +s)

Note. METO-METO used alone, 15 pg/mL METO. AMB used alone—25 pg/mL AMB. METO+AMB-Combination of AMB and METO, 15 pg/mL
METO, 25 wg/mL AMB.

Figure 2 Effect of durg-drug interaction on ambroxol hydrochloride Papp and ER

12001 g7 f#% 1 Before sample addition B o **P=0.0000

7] BB S After sampling **P=0.0001

h " q“;
- / Ey
%
&8 & e0@"Q & &
& 8
b :@@ &

1 AMB ik pH 41-25 pg/mL AMB,pH 6. 5; AMB 1 pH 2H-25 wg/mL AMB,pH 7. 4;AMB {5 pH Z41-25 pg/mL AMB,pH 8.0,
B3 pHXHMRARE P, MM (n=3,% =s)

app

Note. Low-pH AMB group—-25 pg/ml. AMB, pH 6.5. Medial-pH AMB group—-25 pg/mlL AMB, pH 7.4. High-pH AMB group
-25 pg/mL AMB, pH 8.0.

Figure 3  Effect of pH on ambroxol hydrochloride P, =~and ER
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AMB &5 O T I AR A, 261 R BRI I
RWFFEH BT IZ W2 BVE R, AMB B T T2
PE NS PYERFI ZR G5 A1, I BE A AR 9E & B0 AMB
I EAIRITIA A ARG , PR | B SR B T T AR
Ve A O NHE S5 25 BEAE 20 KRR A AMB 34 1]
DA Sk /i H R G IR A RE A & SR,
AMB TEIG R A B R be Bt Xt | S
SERIVEF 45 i 2 SR 7 St A FH e G A P 25 o
=, Hk, ¥R AMB 76738 1 1) iz L,
e FL A W R B R i Ao FH 2B A R

LA WIHE Caco-2 A ERJZBIRI AP Ui
b R AR AR S I 2 BLL S DA T AAHE PR K 4%
2GR0 I, Py TR 1 T 10 G W0 25 3 I
Jo B 2 3 WS 28 ARG I 1) SC R A . AMB 5 771 o
I P, TEIE AMB IR EEALAY 1. 28 £5, AMB
(49 P aponr, T BE 7 Y BE 9 38 g 38 /&, W] B AMB
1) ER f/NT 2, 8] AMB 19453z 77 R i 25 1y
e (Bl sk i sk oy Ak B0 L R sh i i
MG ALY T2 2 W) R R 2R T R,
LT I i 2 | B K 3 TC &R Bk, 245 W 1) B A AR
FHUOT METO BIfb24 0 1 -SSR -3-[4-(2-
HAE KL —FRE I ] 2-TNEE, WA 2 MR e
HHL PKa 4 9. 70, HME 18 L PSA Ry 55.0 A%, 4%
14 267. 37, METO 2Kt/ N+, iz 775
RISV JE A2 B L B AR B, o s o R
A S 0 R, SO BE METO F1 AMB X &
F245 %555 AMB 5 5 (b3 B 250864 F 245 16 5% )
K AMB [ ¥ iz HL 1177 AMB BB 45 25 (1
P v, THAE AMB F METO BX4 452514 1. 21 £,
METO S50 P, vp s, TEIE AMB Fl METO Ik
BN 1.55 £ (B RBG A2 2 ik G
ER {HTC i E 5200, R G 245 25 25 RIS A 2 Fhik
G2 WO, R R AT RE S A FH 25 METO
FIAMB 35 4P (19 5 iz 8 (1 45 & % 30 METO Al
AMB B P ap oy TS FBEAR, ANIARMIE R pH {EE
BN 5~82 3 FFLLT AP ik 8 T 3 NAIE pH
HH LW pH X AMB #% 12 W52, 24 AP i
pH 2 8.0 Bf JAMB [ P\, THZ3BIJE pH6. 5 1)
1.95 £% .pH7. 4 1 1.32 %, AMB 1y P \p 5y, TE P
& AP Ui pH {H A9 TF i3 i, e g SRl g5 AMB
(B AR = (A O, JE B TR 2y L s T 7 2h

W) 25 G i 3k W Rl IR I B 1 AR AR 3R AMB SRy
B HLEITM: , oA B W R PKa iy 9. 307 4 7 1Y
pH {HHE B, AMB A9 3E 25+ AUk 2 | 2 7 AU i b
e W S P T PR DT 2 e LA R B

2 F AT , AMB 7E Caco-2 A2 A | Ry 5
ey Hitis 77 X BA 45 25 AT RE S RE IR AMB A9 T2
W BB 4R 2 T BT e Jm 4R 2 kAT 45 25,2 Fh
225 245 2 (B A — AR ] [a) B ] B i v 1 V1)
pH {E AT 4615 AMB A6 as Wl , fid sk A= My R

S 3k
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