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丹皮酚对 HepG2细胞 MRP2表达和功能的影响 

王莉莉，于 超 

(重庆医科大学生命科学研究院，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究丹皮酚对人肝细胞株 HepG2细胞中多药耐药相关蛋白2(multidrug resistance—associated protein 2，MRP2) 

表达及功能的影响．以探讨丹皮酚消退黄疸的作用机制。方法：采用CCK8法检测丹皮酚对HepG2细胞存活率的影响：qPCR法 

测定丹皮酚对 HepG2细胞 MRP2和PXR mRNA表达水平的影响；流式细胞术测定丹皮酚干预后细胞内 CDFDA的荧光强度。 

结果：丹皮酚(2 I,l,g／m1)对 HepG2细胞存活率影响较小；丹皮酚在实验条件下明显上调 MRP2药物转运体和PXR在转录水平的 

表达，并增加其对 MRP2特异性荧光底物的转运效率(e=-0．000)。结论：丹皮酚可能通过上调 PXR诱导 HepG2细胞药物转运体 

MRP2基因表达，从而促进其底物的跨膜转运。提示丹皮酚上调MRP2转运体表达而起到降黄的临床作用可能与核受体PXR 

途径相关。 
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Effects of Paeonol on expression and function of drug transporters 

MRP2 in HepG2 cells 
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【Abstract]Objeeave：To investigate influences of Paeonol on mRNA expression and function of drug transporters muhidrug resistance— 

associated protein 2(MRP2)in HepG2 cel1．Methods：Cell counting Kit一8 assay was used to detect the viability of HepG2 cells．Real- 

time fluorescent quantitative PCR(qPCR)was performed to measure the expressions of MRP2 and PXR．Flow cytometry was applied 

to determine the transport function of MRP2．Results：Paeonol(2 I~g／m1)did not decrease HepG2 cell survival rate．Paeonol(2 Ixg／m1) 

markedly induced the expression and function of drug transporters MRP2(P=0．ooo)and the expression of PXR．Conclusion：Paeonol 
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can up—regulate the expression of MRP2 mRNA through the 

PXR，which may be one of processes of eliminating jaundice． 
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据文献报道，在淤胆型高胆红素血症中多药耐 

药相关蛋白2(multidrug resistance—associated protein 

2，MRP2)的表达下降。MRP2主要表达于肝细胞，负 

责将胆红素和其他胆汁成分排出至肝外，若先天缺 

陷或后天因素导致其功能障碍均可引起高胆红素 

血症和胆汁流的障碍l】-2]。迪约综合征(Dubin-Johnson 

syndrome．Djs)患者就是肝细胞胆管侧膜上 MRP2 

蛋白出现缺失或基因变异导致全部或部分功能丧 

失，这些患者所共有的一个明显的临床表现即高结 

合型胆红素血症【31。而MRP2的基因表达是与核受 

体 PXR途径相关的。研究表明。PXR缺陷型小鼠 

中，PXR激动剂无诱导MRP2 mRNA表达的作用[41。 

目前，市售的治疗胆淤的中成药物中都含有牡丹皮 ， 

其主要成份丹皮酚为毛茛科植物牡丹 Paeonia suf_ 

frutlcosa Andr根皮及萝蘼科植物徐长卿Cynanchum 

paniculatum(Bge．)Kitag的干燥根和根茎中的主要 

活性成分之一。丹皮酚药理作用广泛，具有抗炎、抗 

动脉粥样硬化、抗肿瘤等作用[51。所以本实验通过丹 

皮酚对 MRP2 mRNA表达和功能影响的研究，以探 

讨其降黄的可能作用机制。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)购 自Sigma。丹皮 

酚(纯度 ：99％)购自南京泽朗植提。5(6)一羧基一2’，7’一二氯 

荧光素二 乙酸盐 (5一(and)一6一Carboxy一2’，7’一diehlorofluo— 

resceind，CDFDA)购自重庆禾宝生物技术有限公司。TaKaRa 

RNAiso Plus及 PrimeScript~RT reagent Kit With gDNA Eraser 

(Perfect Real Time)购自宝生物工程(大连)有限公司；引物用 

Primer Premier 5．0软件设计，委托生工生物工程(上海)股份 

有限公司合成：DMEM培养基购自Gibco公司：胎牛血清购 

自杭州四季青 ；CCK8试剂盒购自碧云天。细胞培养板购 自 

Costar公司。 

1．2 细胞培养 

细胞株人肝癌细胞 HepG2为本实验室保存。HepG2细 

胞接种于含灭活胎牛血清(体积分数为 10％)、抗生素(100 U／ 

lTll青霉素和100 U／ml链霉素)的DMEM高糖培养基中。HepG2 

细胞培养于37 oC、5％CO：的饱和湿度培养箱中。0．25％胰酶 

消化、传代，取对数生长期细胞进行实验。 

1．3 主要 溶液配制 

丹皮酚溶液的配制。称取 2 mg丹皮酚溶于 1 ml DMSO 

中，超声震荡 ，以 O．22 Ixm过滤膜滤过 ，终浓度为 2 Izg／ ， 

4℃冰箱保存；CDFDA溶液的配制。称取 1．058 mg CDFDA， 

溶于 1 ml DMSO溶液中，超声震荡，以0．22 Ixm过滤膜滤过， 

终浓度为 1．058 ，4℃冰箱保存。 

1．4 实验分组与处理 实验分组如 下 

①对照组：含0．1％DMSO培养基组；②丹皮酚处理组：加 

入丹皮酚溶液，使丹皮酚终浓度为 2 Ixg／ml，同时 ，DMSO终 

浓度为 0．1％。实验处理 ：细胞接种约 36 h后，处理组加入丹 

皮酚溶液、对照组加同体积的DMSO处理 24 h。 

1．5 CCK8法 

取对数生长期细胞，调整细胞密度为 5 X 104个／ml接种 

于96孔板中，每孔 200 Ixl。约 18 h后，按分组培养处理，每 

个组分别设置5个复孔，同时设置空白对照组。药物作用一 

段时间后，每孔加入 100 l比例为 1：10的 CCK8与 DMEM 

的混合液，继续培养 2．5 h后．在酶联免疫检测分析仪上测定 

A枷 值。按以下公式计算药物对细胞存活率的影响，实验以 

3次平行实验数据为最终结果 ：细胞存活率=(A —A 自)／ 

(A对 一A 白)xl00％。 

1．6 Real—time qPCR法检测 MRP2转运体 mRNA的表达 

采用 Trizol法提取总 RNA：用 PrimeScript~RT reagent Kit 

With gDNA Eraser(Perfect Real Time)试剂盒按说明书操作 

反转录成 cDNA。荧光定量 PCR检测 MRP2(227 bp)转运体 

基因产物。以GAPDH(226 bp)做内参。反应体系：SYBR green 

mix10 、上下游引物各(t6Ixl、cDNA2 、RNase-free水6．8 ILl； 

反应条件 ：95℃ 3 min；95 oC 10 S，63℃ 30 S(MRP2)／60~C 

30 s(GAPDH)，40次循环，于 65℃～95℃条件下检测熔解曲 

线。MRP2序列上游引物：5’-ACAGAGGCTGGTGGCAACC一3’， 

下游 引物 ：5’一ACCATrACCTFGTCACTGTCCATGA一3’；PXR 

序列上游引物 ：5’一GcTGGAACCATGcTGAcrItI 一3’，下游引 

物 ：5’一cAcATACACGGCAGATYYGG一3’；GAPDH弓I物序列 

上游 ：5’一GTGAAGGTCGGAGTCAACGG一3’，下游引物：5’一 

CCTGGAAGATGGTGATGGGAT-3’。 

1．7 流 式细胞仪检测 MRP2转运体功能 

流式细胞仪检测MRP2转运体功能的原理为：荧光标记 

的细胞或颗粒在激光激发下发出散射光和荧光的发射波，散 

射光和发射光被检测器获取，再经一系列滤光片、光栅处理 

去除干扰并将光信号经光电转换和放大后输入计算机，并由 

软件分析处理。而 CDFDA为 MRP2的特异性荧光底物，所以 

可以利用其荧光强度的变化对 MRP2的转运功能进行研究。 

取对数生长期细胞，调整细胞密度为4 X 10 个／ml接种 

于6孔板中，每孔接种细胞悬液 1 ml。约 36 h后 ，向对照组、 

丹皮酚(2~g／m1)组中分别加入 1 DMSO、1 2 丹 

皮酚溶液，按分组培养处理 24 h，加入转运体特异性荧光底 

物 1 l CDFDA(1．058 trg／ix1)，于 37 oC、5％CO2的饱和湿度 

培养箱内培养 30 min，按照细胞培养传代方式处理后，预冷 

PBS悬浮后流式细胞仪分析。同时设置空白组 ，空白组为 

0．1％DMSO处理组细胞．不加特异性荧光底物。 

1．8 统计学分析 

所有数据采用 SPSS 19．0软件进行分析，每组实验至少 

重复3次。计量资料的结果以均数±标准差(x±s)表示，如 

数据符合正态性与方差齐性 。则采用 t检验比较 2组间差异 ， 
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否则采用Wilcoxon秩和检验比较两组间差异。检验水准Or= 

0．05表示统计学意义。 

2 结 果 

2．1 丹皮酚对 HepG2细胞存活率的影响 

为了确保丹皮酚(2~g／m1)不会对 HepG2细胞的增殖效 

应产生影响．采用 CCK8法对丹皮酚的细胞增殖效应进行分 

析，结果显示 ：与对照组(0．591±0．165)相比，丹皮酚(2 

m1)组(0．591 4-0．190)并不降低细胞增殖效应( =一0．004，P= 

0．997)(表 1)。提示丹皮酚(2 Ixg／m1)对 HepG2细胞增殖效应 

无影响，故本实验采用该丹皮酚浓度。 

表 1 丹皮酚对 HepG2细胞存活率的影响(n=3) 

Tab．1 Effect of Paeonol on viability of HepG2 cells(n=3) 

2。2 丹皮酚对 HepG2细胞 中MRP2 mRNA表达的影响 

为了分析丹皮酚对细胞转运体 MRP2在转录水平上的 

影响，将培养的 HepG2细胞以丹皮酚(2 t~g／m1)作用 24 h。结 

果显示 ：与对照组(1．000±0．024)相 比，丹皮酚组 (3．594+ 

0．342)显著上调细胞中 MRP2 mRNA的表达 ( 一2．640，P= 

0．008)(表 2)。结果提示丹皮酚可能通过诱导 HepG2细胞的 

药物转运体MRP2表达影响其对底物的转运效率。 

表 2 丹皮酚孵育 HepG2细胞后 MRP2转运体转录水平的变化 

(n=3) 

Tab．2 Expression levels of transporters MRP2 after the 

incubation of Paeonol(n=3) 

2．3 丹皮酚对 HepG2细胞 MRF2转运功能的影响 

为了观察丹皮酚是否影响MRP2转运体的转运效率，用 

流式细胞技术检测丹皮酚作用细胞 24 h后对特异性荧光底 

物的转运效率。结果显示：与对照组(137．3-4-23．56)比较，丹 

皮酚(2~g／m1)处理组(45．04±7．297)的荧光强度值明显降低 

(Z-一17．981，P=-0．ooo)(图 1、表 3)。结果提示，丹皮酚可能增 

强 HepG2细胞 MRP2对底物的外排功能。 

2．4 丹皮酚对 HepG2细胞 PXR mRNA表达的影响 

Real—time PCR法检测丹皮酚对 HepG2细胞膜核受体 

PXR mRNA表达的影响。与对照组(1．000±0．165)相比有统 

计学意义(1．830±0．181，t=3．393，P=-0．028)(表 4)。提示丹皮 

酚(2 p~g／m1)可能通过诱导 PXR调控转运体的表达。 

A．对照组；B．丹皮酚处理组(2 p,g／m1)。 n=3 

图1 丹皮酚对 HePG2细胞 MRP2转运特异性底物 

CDFDA的影响 

Fig．1 Increased efflux of MRP2一mediated CDFDA 

after the incubation of Paeonol 

表 3 丹皮酚对 HePG2细胞 MRP2转运特异性底物 

CDFDA的影响(n=3) 

Tab．3 Increased efflux of MRP2一mediated CDFDA after the 

incubation of Paeonol(n=3) 

表4 丹皮酚对 HepG2细胞 PXRmRNA表达的影响(n=3) 

Tab．4 Expression levels of PXR after the incubation of Paeonol 

in HepG2 cells(n=3) 

3 讨 论 

内、外源性物质从哺乳动物器官中消除需通过 

肝细胞胆管侧膜排泄至胆汁，这一过程主要由MRP2 

负责。如胆汁淤积时胆红素转运障碍，促进 MRP2 

表达的手段就具有重要的理论意义和临床实用价 

值。研究表明：诸多中药都能通过上调 MRP2表达， 

诱导其活性，促进胆汁外排，起到保肝利胆作用。如 

中药黄芩的主要活性成分黄芩素能诱导 MRP2的 

表达．从而发挥治疗胆淤性疾病及黄疸性疾病的作 

用[61：除此之外，中药栀子的主要活性成分京尼平苷 
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能通过调节 MRP2的表达水平而起到利胆、改善胆 

汁淤积病症的作用[71。牡丹皮广泛的应用于临床上 

诸多清胆方剂中lal，本研究旨在考察牡丹皮的主要 

活性成分丹皮酚对 HepG2细胞转运体 MRP2表达 

的影响。据文献报道，丹皮酚制剂在犬体内的最大 

血药浓度仅为 2 ml左右[91，且丹皮酚与化疗药物 

相互作用对人肝癌细胞 HepG2的增殖抑制作用研 

究时采用的孵育时间为 24 h／101。本研究采用 CCK8 

法检测了丹皮酚 2~g／ml孵育24 h对 HepG2细胞 

存活率的影响，结果显示，丹皮酚 2 ml孵育 24 h 

对 HepG2细胞存活率无显著性影响。故本研究将采 

用 2 Illl丹皮酚孵育 HepG2细胞 24 h为模型进 

行实验。在后续实验中，本实验采用荧光定量PCR 

和流式细胞术的方法分别检测了丹皮酚(2 Ⅱd) 

对 HepG2细胞 MRP2 mRNA表达和对特异性荧光 

底物 CDFDAt“ 2】转运效率的影响。实验结果表明， 

丹皮酚可明显诱导 HepG2细胞 MRP2 mRNA的表 

达(P=0．008)；且对HepG2细胞中 MRP2的转运效 

率也有明显影响(p=-o．ooo)。在本研究中．HepG2细 

胞中 MRP2 mRNA表达量及转运效率均被上调 ．说 

明丹皮酚具有诱导 MRP2表达的作用，增强内、外源 

性物质的排泄，减少胆汁中有害成分的蓄积，这很 

可能是市售清胆中成药中牡丹皮发挥作用的机制。 

孕烷 x受体(pregnane X receptor．PXR)也称孕 

烷活化受体、类固醇及外源性物质受体，是核受体 

亚家族的成员之一，其主要表达于肝脏．少部分表 

达于结肠和小肠，参与大量内、外源性物质在机体 

的生物转化、亦在药物转运体的调节中起着重要的 

作用[】31。MRP2基因突变可引起 DJS，DJS是一种遗 

传性结合胆红素高血症，临床上可用利福平治疗该 

病，其机制可能是通过激活核受体PXR通路增加了 

MRP2的表达[141。螺内酯亦可以通过启动 PXR增加 

MRP2的mRNA表达，这种作用可被核受体 PXR的 

拮抗剂酮康唑抑制 。本研究以HepG2细胞为研究 

对象，将其用丹皮酚(2~g／m1)处理 24 h后提取细 

胞总 RNA后，用 qRT—PCR的方法检测 PXR mRNA 

水平的表达变化。结果显示 ，丹皮酚对 PXR mRNA 

水平上调(P=-0．028)。说明丹皮酚上调 MRP2表达与 

功能可能与核受体 PXR途径有关，这可能也是丹皮 

酚调控 HepG2细胞 MRP2表达及功能的分子机制 

之一 

综上所述，丹皮酚通过诱导 MRP2转录水平的 

表达，增加结合型胆红素的运输而消退黄疸 ，可能 

与核受体途径PXR相关。这也是临床治疗高结合型 

胆红素血症病人的实验依据之一。 
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