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Ｅｚｒｉｎ上调ＨｅｐＧ２细胞膜转运蛋白ＭＲＰ２的表达
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　　［摘要］　目的　建立Ｅｚｒｉｎ基因表达缺失的ＨｅｐＧ２细胞株，并研究其在胆汁淤积时对ＨｅｐＧ２细胞
胆汁酸转运蛋白多药耐药相关蛋白２（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＲＰ２）的影响。方法　
不同位点干扰的 ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞，筛选 Ｅｚｒｉｎ基因表达缺失的 ＨｅｐＧ２细胞。分别提
取细胞总蛋白和膜蛋白，检测Ｅｚｒｉｎ基因表达缺失是否影响ＨｅｐＧ２细胞胆汁酸转运蛋白ＭＲＰ２的表达。
结果　ＲＴｑＰＣＲ结果证实，ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞后成功抑制了 Ｅｚｒｉｎ基因表达，抑制率
为７０％。蛋白免疫印迹表明，Ｅｚｒｉｎ基因表达缺失后，ＨｅｐＧ２细胞胆汁酸转运蛋白ＭＲＰ２表达增高，但与
对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。蛋白免疫共沉淀检测生物素化 ＭＲＰ２膜蛋白表明，Ｅｚｒｉｎ
基因表达缺失后，无论是胞浆中还是细胞膜上，ＭＲＰ２膜蛋白均表达增高（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｅｚｒｉｎ基因
表达缺失后能够上调ＨｅｐＧ２细胞中ＭＲＰ２膜蛋白，使其表达增高。
　　［关键词］　 Ｅｚｒｉｎ基因缺失；胆汁淤积；多药耐药相关蛋白２
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ｏｆａｂｏｕｔ３０％ ｏｆｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｅｚｒｉｎｋｎｏｃｋｄｏｗｎｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｔｈｅ
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　　胆汁淤积是常见的临床综合征，其发病率和诊断
率越来越高。多项研究表明，胆汁淤积的发生与肝细

胞表面胆汁酸转运蛋白的异常表达密切相关［１－２］。这

些转运蛋白包括：钠依赖牛磺胆酸共转运体（Ｎａ＋／ｔａｕ
ｒｏｃｈｏｌａｔｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴＣＰ）、阴离子转
运多肽（ｏｒｇａｎｉｃａｎｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＯＡＴＰ）、
胆盐输出泵（ｂｉｌｅｓａｌｔｅｘｐｏｒｔｐｕｍｐ，ＢＳＥＰ）、多药耐药蛋
白２（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ２，ＭＤＲ２）、多药耐药相关蛋
白２（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＲＰ２）
等。近年研究表明：ＭＲＰ２在调控胆汁酸排泌方面发
挥着重要的作用［３－４］。人类原发性胆小管硬化性胆汁

淤积症、ＤｕｂｉｎＪｏｈｎｓｏｎ综合征等疾病与其减少密切相
关。动物实验发现，肝细胞胆管膜面的 Ｍｒｐ２表达降
低可导致胆汁淤积［５］。目前，ＭＲＰ２的表达调控机制
并不清楚。已有研究表明，ＲＸＲα与法尼酸受体ＦＸＲ、
ＣＡＲ和孕烷受体 ＰＸＲ形成异二聚体参与 ＭＲＰ２基因
转录的调控［６－７］。

　　Ｅｚｒｉｎ（ＥＺＲ）为细胞膜细胞骨架连接蛋白，主要表
达于上皮细胞，尤其在小肠、胃、肺、胰腺、肾脏、肝脏中

高表达［８］。Ｅｚｒｉｎ主要由３个结构域组成：①氨基端高
度保守的球形结构，即 ＦＥＲＭ区；②α螺旋区；③伸向
胞浆的羧基端，其中有一个可与 Ｆａｃｔｉｏｎ相连接的高
度保守的氨基酸序列，而 Ｅｚｒｉｎ的磷酸化位点也位于
此区，参与Ｅｚｒｉｎ蛋白的活化［９］。骨架蛋白 ＥＺＲ主要
在肝细胞胆管膜面表达，其异常表达或分布异常将导

致细胞正常生理功能的异常。近年研究表明，ＥＺＲ即
能参与细胞的生长和信号转导，有可接受胞外信号，使

细胞骨架重排［１０］。因此，我们建立了 ＥＺＲ表达缺失
的ＨｅｐＧ２细胞，并研究其表达缺失对肝细胞胆管膜面
的胆汁酸转运蛋白 ＭＲＰ２的影响，旨在为临床治疗胆
汁淤积提供新的线索。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＨｅｐＧ２细胞购自中科院上海细胞研究所；ＤＭＥＭ
培养基、胎牛血清、ＯｐｔｉＭＥＭⅠ ＲｅｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍＭｅｄｉ
ｕｍ购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃ
ｔｉｏｎＲｅａｇｅｎ、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂购自 Ｒｏｃｈｅ
公司；ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＡｇａｒｏｓｅＲｅｓｉｎｓ、ＥＺＬｉｎｋＳｕｌｆｏＮＳＳ
ＳＳＢｉｏｔｉｎ购自 ＰｉｅｒｃｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＥＺＲ、ＭＲＰ２
购自 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司；羊抗兔二抗购自 ＰｉｅｒｃｅＢｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司；ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ质粒由上海吉凯基因化学技
术有限公司提供。

１．２　方法
１．２．１　ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡＨｅｐＧ２稳转细胞株的建立　　
参考文献［１１］的方法，转染ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃１、ＥｚｒｉｎｓｈＲ

ＮＡ＃２、ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３及 Ｃｏｎｔｒｏｌ质粒。操作过程根据
ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎ说明书完
成。ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎ：ＤＮＡ
复合物＝３∶１。常规培养细胞２４ｈ，更换新鲜的１０％
ＦＢＳＤＭＥＭ培养基并用１０００μｇ／ｍＬＧ４１８进行阳性筛选
７ｄ后，挑选单克隆稳定转染细胞株，继续用５００μｇ／ｍＬ
Ｇ４１８持续筛选３周，获得稳定转染细胞株，扩大培养。
提取细胞ＲＮＡ，筛选出能够有效抑制ＥＺＲ基因表达的
细胞株。

１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ　　按 ＴＲＩｚｏｌ说明书提取细胞
ＲＮＡ。逆转录为 ｃＤＮＡ后进行 ＲＴｑＰＣＲ扩增。ＰＣＲ
反应体系：２０μＬ体系中 ５′端和 ３′端引物各 ０．４μＬ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ｄＮＴＰｓ１．６μＬ（２．５μｍｏｌ／Ｌ）、Ｔｅｍｐｌａｔｅ
１μＬ（１０ｎｇ／μＬ）、Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２μＬ、５×ＴａｑＢｕｆｆ
ｅｒ４μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１２．４μＬ，反应条件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃
３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ。
引物序列见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列大小及长度
基因 引物序列（５′→３′） 长度（ｂｐ）

ＭＲＰ２
上游：ＣＴＣＡＣＴＴＣＡＧＣＧＡＧＡＣＣＣＧ
下游：ＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＣＡＧＧＧＧＴＴＴ

１９１

ＥＺＲ
上游：ＴＴＧＴＧＧＣＴＴＧＣＴＣＴＧＴＧＣＴ
下游：ＡＡＣＡＣＣＧＡＡＣＧＡＣＡＣＡＣＧＡ

２６１

ＧＡＰＤＨ
上游：ＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ
下游：ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣ

２５２

１．２．３　生物素化反应并提取蛋白　　按ＥＺＬｉｎｋＳｕｌｆｏ
ＮＳＳＳＳＢｉｏｔｉｎ说明书进行操作。冰冷的 ＰＢＳ液清洗
细胞后，６孔板每孔加入１ｍＬＢｉｏｔｉｎＳｏｌｕｔｉｏｎ，４℃反应
１ｈ，使膜蛋白充分Ｂｉｏｔｉｎ化，加入２．５ｍＬ／孔的冰冷反
应终止液洗涤２次。按照文献［１１］的方法提取总膜
蛋白，进行蛋白免疫印迹实验。

１．２．４　蛋白免疫印迹　　按照文献［１１］的方法提取细
胞总蛋白，并进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，上样量为２０μｇ／孔。
浓缩胶６０Ｖ电泳１ｈ，分离胶１００Ｖ电泳２ｈ，常规湿法
转膜８０ｍｉｎ，含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ室温封闭２ｈ，一
抗（ＥＺＲ１∶２００００，Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ１∶５００００）４℃孵育
过夜，用ＴＢＳＴ吸取一抗后加入相应的二抗（１∶５００００），
室温孵育１ｈ。ＥＣＬ化学发光，凝胶成像系统显影。
１．３　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件行
ｔ检验。

２　结果

２．１　成功建立并筛选了ＥＺＲ表达缺失的ＨｅｐＧ２细胞
稳转细胞株

　　将 ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃１、ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃２、ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃
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３、ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃４及 ｃｏｎｔｒｏｌ质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞后，
筛选稳转细胞。提取各株细胞的ＲＮＡ，ＲＴｑＰＣＲ检测
ＥＺＲ基因的表达情况，结果表明ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３、Ｅｚｒｉｎ
ｓｈＲＮＡ＃４质粒能够有效抑制 ＨｅｐＧ２细胞 ＥＺＲ基因的
表达（Ｐ＜０．０１），其中 ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３效果最优，抑制
率达７０％，在后续实验中选择使用 ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３
ＨｅｐＧ２。
２．２　ＥＺＲ表达缺失对ＨｅｐＧ２细胞ＭＲＰ２总蛋白的表

达无明显影响

　　ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２的ＥＺＲｍＲＮＡ表达缺失最
显著，因此，选择提取ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２细胞总蛋
白，检测ＥＺＲ表达缺失对ＨｅｐＧ２细胞ＭＲＰ２总蛋白的
表达影响。蛋白免疫印迹检测结果显示，与对照组相

比，ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２组细胞 ＭＲＰ２表达增高，但
差异无统计学意义（图１）。这提示 ＥＺＲ表达缺失对
ＨｅｐＧ２细胞ＭＲＰ２总蛋白的表达无明显影响。
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Ａ：蛋白免疫印迹检测结果　１：ＣｏｎｔｒｏｌＨｅｐＧ２组；２：Ｅｚｒｉｎ
ｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２组；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜００１，与
ＣｏｎｔｏｒｌＨｅｐＧ２组比较
图１　蛋白免疫印迹检测ＭＲＰ２总蛋白在ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２

中的表达

２．３　ＥＺＲ表达缺失上调ＨｅｐＧ２细胞ＭＲＰ２总膜蛋白
的表达

　　为进一步明确胆汁淤积时ＥＺＲ蛋白与ＭＲＰ２蛋白
的关系，我们提取生物素化的ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２和
ＣｏｎｔｒｏｌＨｅｐＧ２细胞的总膜蛋白，检测ＥＺＲ表达缺失与
ＭＲＰ２膜蛋白的关系。结果表明：与 ＣｏｎｔｒｏｌＨｅｐＧ２细
胞相比，ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２细胞膜表面的 ＭＲＰ２表
达量明显增高（Ｐ＜００１，图２），而胞浆中的ＭＲＰ２膜蛋
白的表达量也明显增高（Ｐ＜００１，图３）。表明ＥＺＲ表达
缺失能够明显上调ＨｅｐＧ２细胞ＭＲＰ２总膜蛋白的表达。
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１：ＣｏｎｔｒｏｌＨｅｐＧ２组；２：ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２组
Ａ：蛋白免疫印迹检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００１，与ＣｏｎｔｏｒｌＨｅｐＧ２组比较
图２　蛋白免疫印迹检测ＭＲＰ２膜蛋白在ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２

细胞胞膜上的表达

!

"

! !"#$"%&'!%'

(

#!

)*

+

#,

+

-./*01"%''!%'

(

$!

% $

% $

(2'

$34

$3'

%34

%3'

'34

'

%
&

'
(

)
*

+

*

*

,-

１：ｃｏｎｔｒｏｌＨｅｐＧ２组；２：ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２组
Ａ：蛋白免疫印迹检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００１，与ＣｏｎｔｏｒｌＨｅｐＧ２组比较
图３　蛋白免疫印迹检测ＭＲＰ２膜蛋白在ＥｚｒｉｎｓｈＲＮＡ＃３ＨｅｐＧ２

细胞胞浆中的表达

３　讨论

　　ＭＲＰ２为一种 ＡＴＰ依赖的胆酸转运蛋白，分布于
肝细胞胆管膜面，主要以各种胆盐以及利福平、普伐他

汀等药物为底物，是维持肝脏正常生理功能的重要蛋

白［１２］。胆汁淤积时，ＭＲＰ２表达降低后，机体能够相
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应地作出适应性反应以代偿 ＭＲＰ２的功能，但是这种
代偿功能并不能完全取代ＭＲＰ２的作用保护肝脏处于
正常状态。因此，胆酸转运蛋白 ＭＲＰ２在维持正常的
肝细胞功能方面发挥着极其重要的作用。动物模型表

明，Ｍｒｐ２在胆汁淤积发生时其肝脏 ｍＲＮＡ、总蛋白水
平并未发生明显变化，而肝细胞胆管膜面 Ｍｒｐ２的定
位表达却显著减少［１３］。这可能提示胆汁淤积下肝细

胞胆管面膜ＭＲＰ２的表达下降主要是转录后调控。但
是目前该调控机制尚不清楚。

　　ＥＲＭ家族蛋白作为细胞骨架相关蛋白，主要包括
ＥＺＲ、ＲＤＸ和 ＭＳＮ，是将细胞表面蛋白与细胞内部其
他分子之间连接起来的桥梁。ＥＺＲ又称艾兹蛋白，主
要分布在极性化细胞的表面，参与细胞形态维持、运

动、黏附、信号传递和生存等多种功能。最近的研究表

明，ＥＲＭ家族具有调节肝细胞表面胆汁酸转运蛋白的
作用［１４］。在胆道梗阻、药物性肝损、原发性硬化性胆

管炎、自身免疫性肝炎等原因引起的胆汁淤积中，均发

现ＥＺＲ蛋白表达下降或分布异常。在肠上皮 Ｃａｃｏ２
细胞中，骨架蛋白 Ｅｚｒｉｎ还可与 Ｍｒｐ２、Ｆａｃｔｉｏｎ相互作
用［１５］。我们的前期研究表明［１１］，该家族的另一成员

ＲＤＸ影响胆酸转运蛋白 ＢＳＥＰ在 ＨｅｐＧ２细胞的定位
表达。ＭＲＰ２属于功能性蛋白，本身不具备运动转移
功能。而文献［１１］与本研究结果均表明：胆汁淤积
时，ＭＲＰ２在肝细胞胆管膜面的定位表达减少。我们
前期关于ＲＤＸ的研究中并未发现其与 ＭＲＰ２的定位
表达具有相关性。因此，我们猜测ＥＲＭ家族另一锚定
蛋白ＥＺＲ可能与ＭＲＰ２的定位表达有关。
　　为了验证该假设，本研究构建了 Ｅｚｒｉｎ表达缺失
的ＨｅｐＧ２稳转细胞，对 ＭＲＰ２总蛋白进行检测，明确
了Ｅｚｒｉｎ表达缺失对ＭＲＰ２总蛋白无影响，从而进一步
验证了我们关于ＭＲＰ２转录后调控的推测。而通过生
物素化反应检测 ＭＲＰ２膜蛋白的表达变化，则初步确
认了在ＨｅｐＧ２细胞中，Ｅｚｒｉｎ表达缺失后，ＭＲＰ２膜蛋
白表达增高。Ｅｚｒｉｎ为锚定蛋白，主要是通过与其他蛋
白形成复合物，促进蛋白在细胞的定位表达，我们怀疑

Ｅｚｒｉｎ表达缺失后，原定位于细胞膜的ＭＲＰ２蛋白从胞
膜解离进入胞浆，从而导致胞浆中 ＭＲＰ２膜蛋白表达
增高。因此，该研究为后续研究胆汁淤积时 ＭＲＰ２的
转录后调控机制提供了可能的方向。
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