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黄芪甲苷 IV调节MRP3的表达及功能研究 *
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摘要 目的：研究黄芪甲苷 IV（AS-IV）对人肝癌细胞 HepG2中多药耐药相关蛋白 -3（MRP3）的调节作用，为 AS-IV可能引发的药

物相互作用阐明机制。方法：培养 HepG2细胞，用不同浓度 AS-IV进行干预，Western blotting方法检测细胞中MRP3的蛋白水平，

流式细胞术检测胞内 5-羧基荧光素（5-CF）的荧光强度，反映 MRP的功能；给予MRP3 siRNA干扰，观察 AS-IV诱导的MRP3蛋

白表达是否增加其外排转运功能；提取胞核、总蛋白，检测胞核核因子 E2相关因子 2（Nrf2）、总 Nrf2蛋白水平；给予 Nrf2 siRNA

干扰，观察 AS-IV诱导的MRP3蛋白表达是否依赖于 Nrf2。结果：200 滋mol/L AS-IV作用 48 h后，细胞 MRP3的蛋白水平显著增

加（P<0.05），胞内 5-CF的平均荧光强度（MFI）明显低于对照组（P<0.05），与单独给予 AS-IV组相比，给予MRP3 siRNA干扰显著

增加了胞内 5-CF的MFI（P<0.05）。AS-IV增加了胞核内 Nrf2的蛋白水平（P<0.01），亦增加了总 Nrf2的蛋白表达（P<0.01）。给予
Nrf2 siRNA干扰后，AS-IV诱导上调的MRP3被显著抑制（P<0.05）。结论：AS-IV可通过上调MRP3的蛋白表达，增加其外排转运

功能，Nrf2的激活在 AS-IV诱导MRP3蛋白表达中起着重要的作用。本研究提示，AS-IV与MRP3底物合用时，可能会产生药物 -

药物相互作用。
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The Molecular Mechanism Underlying the Induction of MRP3 Expression
and Function by Astragaloside IV*

To investigate the regulation of astragaloside IV (AS-IV) on multidrug resistance associated protein 3

(MRP3) in HepG2 cells. Results would provide information for AS-IV-induced drug-drug interactions (DDIs) during clinical application.

Cultured HepG2 cells were administered with AS-IV at different concentrations. Protein levels of MRP3 were determined by

Western blotting. Mean fluorescence intensity (MFI) of 5-carboxyfluorescein (5-CF) was measured by flow cytometry to determine MRP

function. MRP3 siRNA knock-down was used to determine whether the MRP3 protein induced by AS-IV possessed an enhanced efflux

transport. Nuclear and total protein were extracted, and both nuclear and total nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) were de-

termined by Western blotting. Nrf2 siRNA knock-down was used to determine whether the induction of MRP3 protein by AS-IV was

Nrf2 dependent. 48 h treatment of AS-IV at the dose of 200 滋mol/L caused a significant increase in MRP3 protein levels(P<0.05).
The MFI value of 5-CF retained in cells treated with AS-IV was lower than that in vehicle-treated cells(P<0.05). Pretreatment with MRP3

siRNA led to an increased MFI, when compared with AS-IV alone (P<0.05). Furthermore, AS-IV remarkably increased both nuclear

(P<0.01) and total Nrf2 (P<0.01) protein levels in cells. AS-IV-induced increase in MRP3 protein expression was attenuated by pretreat-

ment with Nrf2 siRNA(P<0.05). AS-IV induces MRP3 protein expression and enhances MRP3 efflux pumping activity. Acti-

vation of Nrf2 plays an important role in induction of MRP3 protein levels by AS-IV. These results suggested that potentially DDIs likely

occurred when AS-IV was used concomitantly with other drugs that are substrates of MRP3.
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前言

黄芪为豆科植物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus

(Fisch.) Bunge. var. mongholicus (Bunge.) Hsiao或膜荚黄芪 A.

membranaceus (Fisch.) Bunge的干燥根，临床上常联合其他药

物来治疗慢性疾病、增强机体免疫力等 [1,2]。黄芪甲苷 IV（As-

tragaloside IV, AS-IV）为黄芪皂苷类单体成分，是黄芪的主要

活性成分之一。多药耐药相关蛋白 -3（Multidrug resistance as-
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sociated protein, MRP3）是 ABCC3基因表达的产物，主要表达

在肝细胞的基底膜侧，作为主要的具有外排功能的药物转运蛋

白，可将细胞内的药物转运至细胞膜外，在药物吸收、分布及转

运中发挥作用[3-5]。研究报道，AS-IV可诱导MRP3的蛋白表达[1]，

但对其外排功能的影响及其诱导MRP3的机制尚不明确。已知

胞浆的核因子 E2相关因子 2（Nuclear factor erythroid 2-related

factor 2, Nrf2）表达增加和激活能够显著诱导MRP3的表达[6,7]，

且 AS-IV 能够增加 HepG2 细胞 Nrf2 的表达 [8]，但 Nrf2 在

AS-IV上调MRP3表达中的作用，尚不清楚。因此，本研究拟探

索 AS-IV对 MRP3 的功能影响及其上调 MRP3的具体机制，

为 AS-IV潜在的药物 -药物相互作用（Drug-drug interactions,

DDIs）提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞 HepG2购于广州赛库生物技术公司；DMEM

及胎牛血清购自美国 Hyclone公司；AS-IV、5-二乙酸羧基荧光

素（5-CFDA）、吲哚美辛、二甲基亚矾（DMSO）购于美国 Sig-

ma-Aldrich公司；胞浆、胞核提取试剂盒购自美国 Invent公司；

胰酶 -EDTA、BCA蛋白定量试剂盒和 ECL发光液购自中国凯

基公司；Lipofectamine 3000 购自美国 Invitrogen 公司；人

MRP3 siRNA、Nrf2 siRNA 和 control siRNA 购自美国 Santa

Cruz 公司；anti-MRP3、anti-Nrf2 抗体购自美国 Santa Cruz 公

司；anti-GAPDH 抗体购自美国 Proteintech 公司；anti-Histone

H3抗体购自美国 Bioworld公司；羊抗兔二抗购自美国 Jackson

Immuno Research公司；羊抗鼠二抗购自中国 Biosharp公司；流

式细胞仪（BD canton II）购自美国 BD公司、化学发光成像系统

（Las4000 mini）购自美国 GE公司、多功能酶标仪（Infinite 200

Pro）购自瑞士 Tecan公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HepG2细胞培养于含 10 %胎牛血清（FBS）

的 DMEM培养基（含 1 % PS）中，置于 37℃ 5 % CO2培养箱

中常规培养，当 HepG2生长融合成单层时，0.25 %胰酶（含

0.02 % EDTA）消化传代。

1.2.2 试验分组 细胞接种于 6孔板，培养基中生长大于 60

%融合状态后，加入不同浓度 AS-IV（50、100、200 滋mol/L）或
0.1 % DMSO 溶剂对照培养 48 h，研究不同浓度 AS-IV 对

MRP3蛋白、胞核 Nrf2、总 Nrf2蛋白的影响；给予MRP3 siRNA

干扰，再给予 AS-IV 200 滋mol/L孵育 48 h，观察 AS-IV对MRP3

功能的影响；给予 Nrf2 siRNA干扰，再给予 AS-IV 200 滋mol/L
孵育 48 h，检测 AS-IV对MRP3蛋白的影响。

1.2.3 细胞转染 1× l06个 /mL HepG2细胞种于 6孔板，培养

至大于 60 %融合状态时，按说明书要求采用 Lipo 3000转染试

剂分别转染 control-siRNA、siRNAMRP3或 siRNANrf2各 1 滋g
入细胞，后给予 200 滋mol/L AS-IV或 0.1 % DMSO溶剂对照，

培养 48 h。

1.2.4 细胞蛋白的提取 ① 全蛋白的提取：弃去培养基，各组

细胞经预冷的 PBS洗涤后，加入 60 滋L裂解液（含蛋白酶抑制
剂），将细胞收集至管中，冰上静置 30min，12000× g离心 15min，

取上清，检测 MRP3、Nrf2的蛋白表达；② 胞核蛋白的提取：按

试剂盒说明书操作步骤提取胞核蛋白，检测胞核中Nrf2的表达。

1.2.5 Western blotting法检测蛋白水平 配制 8% SDS-PAGE

胶，上样蛋白 50 滋g，电泳分离后半干转印至 PVDF膜上，5%脱

脂牛奶封闭，分别与一抗（anti-MRP3抗体 1:100稀释，anti-Nrf2

抗体 1:500 稀释，anti-GAPDH 抗体 1:5000 稀释、anti-Histone

H3抗体 1:500稀释）4℃孵育过夜，辣根过氧化物酶结合的二

抗（鼠二抗 1:80000稀释、兔二抗 1:100000稀释）室温孵育 1 h。

ECL化学发光法检测，在化学发光成像系统中显像、摄片、保存

记录。用图象处理软件 Image J分析目标带分子量和光密度值。

1.2.6 流式细胞仪测定 MRP3 功能 5- 二乙酸羧基荧光素

（5-CFDA）是一种非荧光探针，可被细胞内酯酶水解，释放荧光

5-羧基荧光素（5-CF），MRP可将 5-CF泵出细胞外，用流式法

检测细胞内的 5-CF荧光强度，可间接反映 MRP的功能，我们

采取 MRP3 siRNA 干扰或给予吲哚美辛（MRP 特异性抑制

剂），观察 AS-IV对MRP3转运功能的影响。HepG2细胞接种于

6孔板，处理后取各组细胞，PBS洗 2遍，加入 5-CFDA5滋mol/L，
37 ℃孵育 30 min，PBS洗 3 遍，加入吲哚美辛 200 滋mol/L，
37 ℃孵育 30 min，PBS洗 2遍，0.25 %胰酶（含 0.02 % EDTA）

消化后收集细胞，PBS洗 3遍后，制备成单细胞悬液，计数每组

细胞数为 5× 106/mL，取 250 滋L细胞悬液上机检测。
1.3 统计学分析

各组数据均来自 3~4例不同的测定结果，数值以平均值

± 标准差（SD）表示，数据分析用 GraphPad Prism version 6软件

进行处理，多组间比较采用 one-way ANOVA方法分析，两样

本之间比较用 t检验，以 P<0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 AS-IV对MRP3蛋白水平的影响

Westernblotting检测结果表明，给予HepG2细胞 200滋mol/L
AS-IV作用 48h，可显著增加细胞内MRP3的蛋白水平（P<0.05）
（图 1），而其他浓度的 AS-IV对 MRP3的表达没有影响，后续

我们将用 200 滋mol/L作为试验浓度。

图 1 AS-IV增加MRP3的蛋白水平

Fig.1 AS-IV causes induction of MRP3 protein expression

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. *P<0.05, compared with control
group.
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2.2 AS-IV对MRP3转运功能的影响

研究表明，高表达的MRP可将具有荧光的 5-CF转运至细

胞外，因此，检测胞内 5-CF的荧光强度，可反映 MRP的转运功

能 [9]。流式细胞仪检测结果显示，AS-IV可显著降低细胞内

5-CF的荧光强度（P<0.05）（见图 2），提示 AS-IV增加了 MRP

的转运功能。给予MRP3 siRNA干扰后再加入 AS-IV，可显著

增加细胞内降低的 5-CF的水平（P<0.05），提示 MRP3的敲降

引起了 5-CF在胞内的潴留，AS-IV可增加MRP3的转运功能。

与MRP3 siRNA组相比，给予吲哚美辛进一步增加了 5-CF的

荧光强度（P<0.01），提示 AS-IV亦可增加其他MRP的功能。

2.3 AS-IV对胞核和总 Nrf2蛋白表达的影响

给予 HepG2细胞 200 滋mol/L AS-IV作用 48 h，可显著增

加细胞核内 Nrf2的蛋白水平（P<0.01），总 Nrf2蛋白表达亦明

显增加（P<0.01）（图 3）。

2.4 Nrf2 siRNA干扰对 AS-IV诱导的MRP3表达上调的影响

为了观察 Nrf2在 AS-IV对MRP3调节中的作用，我们给

予 HepG2细胞 Nrf2 siRNA干扰后，加入 200 滋mol/L AS-IV作

用 48 h，结果显示，AS-IVB上调的MRP3蛋白水平被明显抑制

（P<0.05）（图 4），提示 AS-IV可能通过增加胞核内 Nrf2的水

平，诱导MRP3的蛋白表达。

3 讨论

AS-IV与其他中药或西药在临床上常联合使用达到治疗

目的，药物之间容易发生相互作用，影响疗效。MRP3作为一种

具有外排功能的转运体，受外源性物质的影响，易发生表达或

活性改变，进而引起药物的药代动力学变化，在 DDIs中起重要

作用[10]。本研究探索了 AS-IV对MRP3功能的影响，及 Nrf2在

AS-IV上调MRP3表达中的作用，结果揭示了 AS-IV对 MRP3

作用的机制，有助于预测 AS-IV用于临床治疗时因 DDIs带来

的潜在风险。

人肝癌细胞系 HepG2保留了肝细胞特性，已被证实可作

为研究药物影响外排转运体表达和功能的体外模型[11,12]。Zhang

等研究显示，给予 HepG2细胞 AS-IV（25-100 滋mol/L）作用 96 h

可显著增加MRP3的蛋白表达 [1]。本研究发现，给予 AS-IV

200 滋mol/L作用 48 h可诱导MRP3的表达，而 50、100 滋mol/L
无影响，提示中、低浓度 AS-IV需长时间作用才能对 MRP3蛋

白产生诱导。在以后的研究中可使用不同浓度 AS-IV作用不同

时间，观察 AS-IV对MRP3作用的浓度时间效应。我们进一步

研究发现，AS-IV增加了MRP3的外排转运功能。由于缺乏专

门针对某一个 MRP的底物或抑制剂[13]，我们无法区分 MRP3

和其他MRP的功能。因此本研究中，采用MRP的底物 5-CF

（由 5-CFDA水解产生），并给予细胞 MRP3 siRNA干扰，通过

检测 5-CF的荧光强度，测定MRP3的外排转运功能。结果显

示，AS-IV 降低了胞内 5-CF的荧光强度，说明 AS-IV 诱导

MRP的外排功能，但对 MRP3的影响尚不明确。进一步给予

MRP3 siRNA 干扰，降低的 5-CF荧光强度显著增强，提示

AS-IV可增加MRP3的外排功能。此外，与MRP3 siRNA相比，

给予MRP抑制剂吲哚美辛显著增加了潴留在细胞内的 5-CF，

提示 AS-IV除了MRP3还可诱导其他MRP的转运功能。

Nrf2是调节众多细胞保护基因表达的关键转录因子，在一

些刺激下可以从 Nrf2/ Keap1二聚体中解离，进入细胞核后激

活抗氧化反应元件[14]。研究证实，Nrf2能够与MRP3启动子区

域的抗氧化反应元件相互结合[15]；研究表明，在小鼠原代肝细

胞和野生型小鼠中，Nrf2 的表达增加和激活能够显著诱导

MRP3 的表达 [16]，但将 Nrf2 基因沉默后，MRP3 表达明显降

低 [17]，且在 Nrf2基因敲除的小鼠中，MRP3的 mRNA水平也显

著下降[15,18]，表明 Nrf2的表达和激活在MRP3的调控中起到了

重要作用。已有研究证实，AS-IV可增加小鼠肝脏 Nrf2的蛋白

水平[8]，并通过激活 Nrf2发挥肝、肾保护作用[19,20]。本研究亦发

现，给予 HepG2细胞 200 滋mol/L孵育 48 h，可显著增加胞核、

总 Nrf2蛋白表达，且给予 Nrf2 siRNA干扰后再给予 AS-IV，

AS-IV诱导的 MRP3蛋白表达被显著抑制，我们推测，AS-IV

可通过促进胞浆中的 Nrf2进入细胞核，与 MRP3启动子区域

的抗氧化反应元件结合，促进 MRP3蛋白的表达，从而增强

图 2 AS-IV提高MRP3的转运功能

Fig.2 AS-IV induces MRP3 efflux activity

Note: (A) The results are presented as arbitrary units (a.u.) of the mean

fluorescence intensity (MFI). (B) Data are expressed as ± SD, n=3. *P<0.
05, compared with control group; #P<0.05, ##P<0.001, compared with
AS-IV group; △ △ P<0.01, compared with AS-IV+MRP3 siRNA group.
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图 3 AS-IV增加胞核 Nrf2、总 Nrf2的蛋白水平

Fig. 3 AS-IV causes induction of both nuclear and total Nrf2 protein expression

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. **P< 0.01, compared with control group.

图 4 Nrf2 siRNA干扰阻断了 AS-IV对MRP3蛋白的上调

Fig. 4 Transfection of HepG2 cells with Nrf2 siRNA abolished

AS-IV-induced MRP3 expression

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. *P<0.05, compared with control
group; △ P< 0.05, compared with AS-IV group; #P<0.05, compared with

AS-IV+Nrf2 siRNA group.

MRP3的外排转运功能。研究显示，外源性药物诱导的外排转

运体增加在 DDIs中起着关键作用。由此可见，AS-IV对MRP3

蛋白水平和功能的影响可能在联合给药中改变 MRP3底物药

的毒性和疗效，从而引起 DDIs。

本研究发现了 AS-IV调节MRP3的功能和机制，AS-IV可

通过上调 MRP3的蛋白表达，增加其外排转运功能，通过增加

胞核及总 Nrf2的蛋白水平上调MRP3的表达。然而，由于缺乏

针对 MRP3的特异性底物，我们在细胞试验中无法验证 Nrf2

在 AS-IV调节MRP3转运功能中的作用，且 AS-IV对 MRP3

或其他MRP的影响是否能够引起其他药物代谢的改变，产生

相互作用，这些问题仍需进一步动物实验探索。本研究为

AS-IV调节转运蛋白 MRP3提供了直接的证据，为临床 AS-IV

与其他药物合用时可能产生的 DDIs提供了理论依据。
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