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转运体稳定表达的验证方法及其研究进展 
 

沈琦，胡海红，曾苏* (浙江大学药学院，杭州  310058) 

 
摘要：目的  介绍验证转运体稳定表达的方法和技术，为转运体细胞模型的应用提供依据。方法  对近年来研究转运体

在细胞模型中稳定表达的相关文献进行综述。结果  实时定量 PCR 及 Western blot 是分别验证转运体转录水平和蛋白表

达的经典方法。结论  与荧光检测技术相结合的验证方法在转录水平、蛋白表达与功能活性等三方面都显示出广阔的应

用前景。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To introduce approaches and techonologies for validating the stable expression of drug transporters 
in vitro, and provide suggestions for application in cellular models. METHODS  Review related literatures about the recent 
research progress on stably expressing transporters in transfected cells. RESULTS  Real-time polymerase chain reaction and 
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Western blot were classical methods respectively for detecting the expression of messenager ribonucleic acid (mRNA) and 
protein. CONCLUSION  The combination of real time-PCR,Western blot with fluorescence detection techonology have 
promising applications in verifying the stable expression of transporter in different levels including transcription, protein 
expression and functional activity. 
KEY WORDS: transporters; transcription level; protein expression; activity assessment 

 

转运体是分布于各种生物膜上具有转运内源

性和外源性化合物的一类蛋白，它会改变药物的

吸收、分布、排泄过程，进而影响药物的治疗效

果。转运体主要分为 ATP 结合盒转运蛋白(ATP 

-binding cassette，ABC)和溶质载体超家族[solute 

carrier(SLC) superfamilies]。ABC 超家族存在结合

ATP 的核苷酸结合位点(nucleotide binding folds，

NBD)和-跨膜螺旋片段组成的跨膜位点 (trans- 

membrane，TM)，主要包含磷酸糖蛋白(P-gp)，多

药耐药相关蛋白 (MRPs) 和乳腺癌耐药蛋白

(BCRP)，胆盐输出泵(BSEP)等等。P-gp 是目前研

究最深入的外排转运体，体内分布广泛，其底物

通常是疏水性的阳离子。P-gp 的活性可以被多种

抑制剂或诱导剂调节，从而影响药物的有效性、

安全性及药动学特征[1-3]。溶质载体超家族分为有

机阴离子转运体 OAT，有机阳离子转运体 OCT，

寡肽转运体 PEPT 和核苷转运体 NT，该类转运体

不能水解 ATP 产生能量，主要功能是促进摄取或

者双向转运药物[4-6]。目前，已成功构建稳定表达

转运体的体外细胞模型有 MDCK-MDR1 模型[7-8]、

HEK293-OATP 模型[9]、LLC-PK1-BCRP[10]模型等，

其中，应用人源 MDR1 基因稳定转染 MDCK 细胞

的模型最为广泛[11-15]。此外，多个转运体共表达

的细胞模型日益受到重视，为转运体底物和抑制

剂鉴定提供一个更真实的细胞环境，已经作为研

究药物与转运体，转运体与转运体相互影响的有

效工具之一[16-18]。体外模型虽然可以研究转运蛋

白与受试药物的相互作用，但最终评价转运体对

药物吸收、分布、消除的影响仍需要体内环境。

体内模型体现了药物代谢酶的影响，更准确地评

价转运体在肠道吸收、胆汁排泄、肾脏分泌和脑

部渗透性的作用，所以基因敲除模型与基因突变

动物的研究与应用也不断发展[19-21]。 

目前报道在药物研发和临床应用中，了解药

物和转运体的相互作用及转运体介导的药物相互

作用有助于提高药物的安全性、有效性[22-25]。美国

食品药品管理局在药物相互作用指导草案中也提

到药物研发过程中要重视转运体的作用[26-27]。随着

转运体研究不断深入，一般从转录水平、蛋白表

达水平和功能水平验证稳定高表达转运体模型的

可靠性。考虑到验证手段的多样性同时为应用研

究提供前提依据，本文将对近年来验证体外转运

体稳定高表达的技术方法与研究进展进行论述。 

1  mRNA 水平验证转运体基因的转录 

转运体稳定表达首要前提是基因在细胞内进

行转录。Northern 印迹杂交(Northern blot)是定量

RNA 的传统方法，有研究应用反转录 PCR 和基质

辅助激光解析串联飞行时间质谱(matrix-assisted 

laser desorption/ionization time of flight mass 

spectrometry) 技术高通量地筛选选择性剪接

RNA[28]。但目前应用最广泛的方法是实时定量

PCR(real-time PCR，RT-PCR)，其验证思路是分别

提取空表达载体的空白细胞和稳定转染的单克隆

细胞的总 RNA，逆转录后由特定引物进行 PCR 扩

增，进行绝对或相对定量。当然，扩增产物也可

应用聚丙烯酰胺凝胶电泳 (polyacrylamide gel 

electrophoresis，PAGE)，焦磷酸测序(pyrosequen- 

ceing，PSQ)或者毛细管电泳-激光诱导荧光(capillary 

electrophoresis-laser induced fluorescence，CE-LIF)

等方法测定[29]。 

Haslam 等 [30]应用琼脂糖凝胶电泳观察正常

转染的 T84 细胞 MDR1 目的条带而阴性对照没有

说明转运蛋白基因已经开始转录，之后用利福平

和地高辛诱导 MDR1 表达，以 18S 核糖体 RNA 建

立标曲绝对定量其 mRNA 水平，从而得到诱导倍

数。Haritova 等[31]以定量 PCR 测定的 Ct 值评价

禽类脾细胞转运体 P-gp、MRP2、BCRP 的 mRNA

水平，P-gp 的 Ct 值最小由此推测 P-gp 的表达高

于其他两个转运体。Wang 等[32]以-globin 为内参

基因进行 MDR1 基因的 PCR 扩增，扩增产物由

PAGE 半定量其在 Caco-2 细胞的转录水平。值得

注意的是 RT-PCR 相对定量 mRNA 水平时，需要

选择稳定性好，Ct 值与目标基因接近，不干扰

cDNA 样品测定的内参基因[33]。因此，Theile 等[34]

把葡萄糖醛酸苷酶(glucuronidase，GU)作为转染

LS180 细胞管家基因，其主要因素是 GU 在测定过
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程中良好的稳定性。 

Schindler 等[29]能定量测定 CNBP 和 ARS2 基

因在 5 个不同的人体组织中 mRNA 微小突变甚至

精确到单核苷酸，从准确度、重现性和耐用性等

方面对比了 PAGE-ED，PSQ 和 CE-LIF 三种方法，

结果表明 CE-LIF 是最精准但又耗时的方法。 

2  转运体蛋白表达验证 

转运体转录后翻译加工形成蛋白才可以实现

外排或摄取的功能。免疫荧光染色法用于转运蛋

白定量主要是 Western blot 和酶联免疫吸附测定，

但该类方法应用的抗体对靶标蛋白的特异性差，

结果并非完全可靠。此外，流式细胞仪、电化学

免疫检测可相对定量转运蛋白，液质联用技术

LC-MS/MS 则能绝对定量转运蛋白。 

Shirasaka 等[35]构建体外动力学模型预测 P-gp

底物在体内吸收情况，一抗 C219 联合辣根过氧化

物酶标记的 IgG 二抗相对定量正常表达、高表达

P-gp 及 mdr1 基因敲除的 Caco-2 细胞的 P 糖蛋白

表达水平。Kim 等[36]将小檗碱处理的 MCF-7 细胞

加入异硫氰酸荧光素与 BCRP 抗体的结合物用流

式细胞仪观察，发现小檗碱的给药剂量与 BCRP

的表达呈浓度依赖性，由此推测 BCRP 表达降低

是小檗碱抗乳腺癌的机理之一。 

有研究利用 LC-MS/MS测定了转染 MDCK细

胞的 MRP2 蛋白的绝对含量和野生型 MDCK 细胞

基底侧的 MRP2 水平，灵敏度明显高于免疫印迹

法，说明通过胰酶消化 MRP2 蛋白得到的保守肽

段无种属差异且能排除 ABC 家族其他转运蛋白的

干扰，所以该肽段非常适合于特异性定量

MRP2[37]。最新报道，液质联用法测定生物样品中

胰酶消化 P-gp 的保守肽段，合成该肽段作为标准

品。同时，用稳定同位素标记作为定量的内标，

克服基质复杂、缺少纯化蛋白及膜蛋白高亲脂、

低表达等的影响[38]。Mbuna 等[39]利用毛细管电泳

免疫荧光检测方法简单、快速测定 MRP1 在 A549

和 RDES 两种细胞系中的相对含量，并对荧光标

记分子与抗体比例、免疫复合物形成时间、多柔

比星诱导细胞高表达 MRP1 的时间等各种条件进

行考察、优化使之成为相对定量 MRP1 的有效工

具，有望广泛应用于 ABC 转运体超家族的其他

转运蛋白。 

绝对定量转运蛋白的优势是直接、准确，但

存在样品基质复杂，缺少纯化的蛋白建立标曲，

转运体表达量低等问题。相对定量方法较多且不

需要标准品，但相对定量的各种技术均有缺陷如

流式细胞术费用昂贵且需要特异性的荧光染料，

Western blot 只能半定量同时实验周期较长。 

3  转运体活性验证 

3.1  积聚试验 

积聚试验是转染或药物诱导高表达特定转运

体的细胞悬液、单层细胞或者膜囊中加入常含有荧

光或放射性标记的探针底物在有无抑制剂的不同

条件下，对比底物在细胞或膜囊内的积聚量从而验

证药物转运体的活性。同时，积聚试验中应用荧光

或放射性标记的底物可以高通量地筛选候选药物，

观察与转运蛋白之间的相互作用，进一步预测药物

的吸收、分布和消除状况，判断受试药与已知的转

运体底物之间是否有药物药物相互作用。 

近年来，荧光底物积聚试验测定转运体活性

的方法不断发展。Szabo 等[40]用 5-(6)-羰基-2’,7’-

二氯荧光素作为转染细胞膜囊的底物评价 MRP2

转运体活性，解决了 MRP2 荧光底物的选择性低，

多位点结合等问题。据报道在 MDCKⅡ-hOCT1 模

型中用 4’,6-二脒基 -2-苯基吲哚 (4',6-diamidino- 

2-phenylindole，DAPI)作为荧光底物进行积聚试

验，DAPI 较小檗碱等常用探针的优势在于细胞内

积聚量稳定，而且细胞间隙不发射荧光可以实时

监测摄取过程[41]。流式细胞仪用于检测活细胞中

的转运体活性表达，Lebedva 等[42]借助该技术证明

荧 光 探 针 底 物 eFluxx-IDTM Green dye 和

eFluxx-IDTM Gold dye 能被快速被摄取、亲和力高，

两种染料均能同时检测 P-gp、MRP1 和 BCRP 的

多药耐药性，克服了罗丹明 123、钙黄绿素-AM 的

有限适用性，也避免了阿霉素、米托蒽醌等染料

的低灵敏性。用流式细胞仪通过罗丹明-123 积聚

试验确定了哈尔明对 BCRP 转运体的专属抑制作

用[43]。Robey 等[44]发明了一种具荧光检测功能的

自动细胞计数器能快速、便利、廉价地评估 ABC

转运体的功能，与流式细胞仪的数据结果相当，

有望成为筛选 ABC 转运体抑制剂的新手段。如果

选择的底物含 3H、14C 或 35S 等原子释放低能量的

射线粒子，则通过液体闪烁计数器 (liquid 

scintillation counter，LSC)检测从而评价转运蛋白

活性。Yasujima 等[41]以 3H-LCT4 荧光染料为底物

筛选与 MRP2 相互作用的药物。3H-柔红霉素作为

P-gp、MRP、BCRP 的共同底物，各转运蛋白抑制
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剂 PSC833、MK571、Ko143 分别存在的情况下测

得的积聚量均明显增加，证明这 3 种转运体在鼠

脑微血管内皮细胞上分别表达成功[45]。Sheikh等[46]

应用 LSC 测定 3H-甲氨蝶呤放射活性确定摄入膜

囊的量，从而证明非甾体抗炎药物抑制 MRP2 及

MRP4 介导甲氨喋呤的转运，说明这可能是甲氨蝶

呤与非甾体抗炎药联用产生相互作用的机制之一。 

液质联用技术 LC-MS/MS 作为一种快速、专

属、灵敏的分析方法验证体内或体外转运体的活

性，有研究用 LC/MS-MS 测定 OATP1A2 经典底

物非索非那定的在 HEK293 细胞系的积聚量 [47]。

Shukla 等[48]也通过 LC-MS/MS 定量 MCF7-BCRP

的底物柳氮磺胺吡啶的积聚。由此，说明该技术

适于既无荧光又无放射性标记的转运体底物进行

积聚试验的检测。 

3.2  转运试验 

转运试验是在可渗透的膜介质上先形成具有

一定汇合度的单层细胞，极化的细胞间紧密连接

且能表达功能性的目标转运体。转运试验常用的

细胞有 Caco-2、MDCK 及 LLC-PK1，相应的野生

型细胞可作为阴性对照。转运试验主要分为双向

转运试验和平衡转运试验，前者是在供给室即顶

侧(apical，AP)或基底侧(basolater，BL)加入适量浓

度的待测药物，在不同时间点取出接收池的转运

缓冲液测定药物浓度同时补充相同体积的孵育液,

后者是在顶侧和基底侧均加入等浓度的被测药物

间隔一定时间监测药物的再分布。 

罗丹明-123 或者地高辛作为 Caco-2 细胞 P-gp

双向转运底物，研究五味子甲素对底物表观渗透

率 Papp 的影响，阳性对照组的 Papp 值验证了转运体

的活性，对比实验组和阳性对照组的 Papp 值说明五

味子甲素对 Caco-2细胞表达的 P-gp活性有明显的

抑制效应[49]。Wang 等[50]在转运试验中 AP 端 pH

值由 7.4 减小至 6.8 发现 S-普奈洛尔 Papp(A→B)显著

减小，无论给药于顶侧或基底侧，药物摄取量相

似，推断 S-普奈洛尔在 Caco-2 细胞模型上除被动

扩散外，未知转运蛋白在其跨膜转运中发挥重要

作用。Feng 等[51]用 RRMDR1(ERMDCK-MDR1/ERMDCK，

ER 为通透率)>1.7 作为阈值，判断受试药是否是

P-gp潜在的底物，后续的P-gp外排试验中以RR MDR1

值分别为 2.0 和 3.3 的中枢药物利哌立酮，9-羟基

利哌立酮作为阳性对照。Yu 等[52]借助 Caco-2 细胞

模型由双向转运试验的 ER 值和浓度依赖性结果

说明佐米曲坦吸收过程有转运体介导和被动扩散

两种机制同时存在。He 等[53]通过手性衍生化试剂

乙酰葡萄糖异硫氰酸酯将 R-艾司洛尔或 S-艾司洛

尔转化为非对映异构体，液相分离从而测得艾司

洛尔在 Caco-2 细胞模型上浓度超过 200 μM 时立

体选择性转运差异的消失。有研究利用 Caco-2 细

胞模型进行天麻素双向转运试验，结果转运无方

向性且 ER<2.0，推测 P-gp 不参与天麻素的肠道吸

收和血脑屏障的渗透[54]。在选择转运体底物考察

候选药物的抑制作用时，阳性对照说明了转运体

的表达与活性，但转运体如 P-gp 有多个底物结合

位点，候选药物与底物作用不同位点的这种抑制

作用往往被忽略[55]。 

抗癫痫药巴比妥、苯巴比妥和乙琥胺耐药机

制研究采用 MDCK 和 LLC-PK1 细胞模型，由双

向转运和平衡转运试验双重验证 P-gp 对上述药物

的影响，数据表明平衡转运试验对高渗透性药物

的转运判断更灵敏[56]。 

转运试验除应用各种转染细胞模型评价转运

体功能外，还可直接测定药物的外排量，已定位

多个 MRPs 家族的转运体，能区别底物和抑制剂。

转运试验主要通过净通透量比值是否大于 2 或者

净外排量是否随受试药浓度增加逐渐饱和来判断

是否是转运体的底物，Ki 值或[I]/IC50 是否大于 0.1

确定受试药物是否是转运体的抑制剂。所以转运

试验是目前最直接评价药物与转运蛋白相互作用

的方法之一[57]。 

3.3  ATP 酶试验 

ABC 转运蛋白外排功能依赖于核苷酸结合位

点结合、水解 ATP。定量依据是底物转运时 ATP

会被 ATP 酶水解生成无机磷，磷可以利用灵敏的

比色反应定量或者荧光素酶催化荧光素氧化消耗

ATP，发光量与 ATP 含量成线性，反映细胞膜上

的 ATP 酶活性间接说明底物与外排转运体之间的

相互作用，因此可以衡量转运蛋白的活性。但测

定转运体 ATP 酶活性时可能存在 Ca2+-ATP 酶，

Na+-K+-ATP 酶，线粒体 ATP 酶干扰导致磷释放量

或 ATP 消耗量不能直接反映转运体 ATP 酶活性。

反应体系内加入抑制剂叠氮化钠、乌巴因、EGTA

分别排除上述离子泵的干扰。但目前常用的方法

是直接测定原钒酸敏感的 ATP 酶活性，因为原钒

酸只需在一个NBD位点捕获ATP形成反应中间态

ADP.Vi.M2+则能完全抑制 ATP 酶活性，其他 ATP
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酶活性不受影响[49]。 

有研究在外排、膜囊转运和 ATP 酶试验中使

用共同底物钙黄绿素-AM 评价 P-gp 介导的药物

药物相互作用，阳性对照组维拉帕米中加入含钼

酸铵的显色剂定量游离的磷验证转运体的活性，

结果显示 22 种化合物中只有 3种会抑制钙黄绿素

-AM 刺激的 ATP 酶活性[58]。同样，以维拉帕米作

阳性对照测定原钒酸敏感的 ATP 酶活性发现 20S-

原人参萜二醇未增强 P-gp ATP 酶的活性，但它能

瞬时可逆地抑制钙黄绿素-AM 的外排预测其抑制

机制有别于维拉帕米[59]。Wang 等[60]通过 650 nm

处测定无机磷吸光度发现黄酮类化合物槲皮素、

山奈酚会抑制 P-gp ATP 酶的活性，但异鼠李素能

激活 P-gp ATP 酶的活性。Belli 等[61]通过荧光减弱

测定 NADH 消耗来研究胆固醇增加基底侧 ATP 酶

活性是特异性的，而增加维拉帕米诱导的 ATP 酶

活性是非特异性的。表面活性剂 Vitamin E TPGS

抑制外排泵活性的机制是通过改变 ATP 酶的活性

和膜的流动性，在 340 nm 处测 NADH 消耗量定量

ATP 酶活性，发现当 Vitamin E TPGS 浓度高于完

全抑制转运体活性浓度的 100 倍时才观察到膜流

动性的变化，所以推断 ATP 耗竭是外排泵受抑制

的主要原因[62]。 

以上 3 种体外检测转运蛋白活性方法各有优

劣，适用于不同的情况。近年来，ATP 酶活性测

定所需的细胞膜制备已部分商业化。但 ATP 酶活

性测定不能区别受试药是底物还是抑制剂，常出

现假阴性或假阳性结果，与转运体的功能不一定

有良好的相关性。积聚试验和 ATP 酶测试均适合

于高通量筛选药物，但两者不适用于低渗透性的

化合物。转运试验需要借助灵敏的分析手段，能

够区别待选药物是底物还是抑制剂，为药物吸收

和组织分布等问题提供详细的信息，但易低估高

渗透性底物的转运活性。 

4  展望 

随着转运体研究不断深入，稳定高表达人转

运蛋白的体外模型将广泛应用于新药研发和药动

学方面的研究，多个转运体或者转运体与药物代

谢酶共转染的体外模型也正在逐步建立，所以验

证模型构建成功与否是至关重要的一步。已构建

的模型需要从转录水平、蛋白表达及活性功能三

个角度全面衡量，而与荧光检测技术相结合的方

法在上述 3 个方面都显示了其巨大的价值和潜力，

有望满足快速、灵敏及高通量的需求。 
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