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摘要 目的 研究芍药苷-6-O'-苯磺酸酯( CP-25) 对摄取性

转运蛋白在大鼠成纤维样滑膜细胞 ( Ｒat-FLS) 中表达的影

响。方法 体外分离培养 Ｒat-FLS 并通过倒置显微镜观察

细胞状态; 流式细胞术和 CCK-8 法分别用于检测 Ｒat-FLS 的

纯度和生长曲线; qＲT-PCＲ 检测 CP-25 对 Ｒat-FLS 中转运蛋

白 mＲNA 水平的影响; Western blot 检测 CP-25 对 Ｒat-FLS 中

转运蛋白表达的影响。结果 从大鼠滑膜组织中分离培养

的 Ｒat-FLS 增殖活跃、生长情况良好; 流式细胞术结果显示

Ｒat-FLS 纯度高达 96% 以上; CCK-8 结果显示 1 ～ 7 d 的 Ｒat-
FLS 具有较好的 增 殖 活 性; qＲT-PCＲ 结 果 显 示 10 μmol /L
CP-25 能上调有机阴离子转运蛋白 ( OAT) 1 /3、有机阳离子

转运蛋白( OCT) 1 /3、葡萄糖转运蛋白( GLUT) 4、寡肽转运蛋

白( PEPT) 1 的 mＲNA 水平，同时 CP-25 能下调 GLUT1 和单

羧酸盐转运蛋白 ( MCT) 1 /2 的 mＲNA 水平; Western blot 结

果显 示 CP-25 能 上 调 转 运 蛋 白 OAT1 /3、OCT1 /3、GLUT4、
PEPT1 的蛋白表达，同时 CP-25 能下调转运蛋白 GLUT1 和

MCT1 /2 的蛋白表达。结论 CP-25 能不同程度地调节摄

取性转运蛋白，为研究 CP-25 与其他药物之间的相互作用提

供了参考。
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转运蛋白是负责药物及其代谢产物跨细胞膜转

运的膜蛋白，它们通过影响药物的吸收、分布、代谢

和排泄，进而通过控制作用部位的药物浓度来影响

药物的药动学和药效学［1］。摄取性转运蛋白充当

细胞的“代谢门”，主要利用电化学势差或活性转运

蛋白产生的离子梯度将其底物转运通过生物膜参与

药物的吸收［2］。摄取性转运蛋白主要包括: 有机阴

离子转运蛋白( organic anion transporter，OAT) 、有机

阳离子转运蛋白( organic cation transporter，OCT) 、葡
萄糖转运蛋白 ( glucose transporter，GLUT) 、单羧酸

盐转运蛋白( monocarboxylate transporter，MCT) 和寡

肽转运蛋白 ( oligopeptide transporter，PEPT) 。芍药

苷-6-O'-苯 磺 酸 酯 ( paeoniflorin-6'-O-benzenesulfon-
ate，CP-25) 是通过修饰芍药苷( paeoniflorin，Pae) 得

到的活性单体，具有良好的抗炎免疫调节活性。前

期研究［3］显示 CP-25 能通过下调 P-糖蛋白表达，抑

制其转运活性。然而 CP-25 对摄取性转运蛋白的调

控作用尚不清楚，因此进行了 CP-25 对摄取性转运

蛋白调控作用的初步研究，为进一步考察 CP-25 药

物相互作用提供一定实验依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 SD 大鼠，雄性，SPF 级，体质量( 180 ±
20) g，购自安徽医科大学实验动物中心; CP-25 ( 白

色粉末、纯度 ＞ 98% ) 获自安徽医科大学临床药理

研究所药物化学实验室; 胎牛血清( fetal bovine ser-
um，FBS) 和 DMEM 培养基购自加拿大 Wisent 公司;

青霉素和链霉素溶液、磷酸盐缓冲溶液( PBS) 购自

北京 Solarbio 公司; CD68 和 vimentin 流式抗体分别

购自美国 Biosciences 和 Cell Signaling Technology 公

司; BCA 蛋白含量检测试剂盒购自上海碧云天生物

科技有限公司; OAT1 /3、OCT1 /3、MCT1 /2、GLUT1 /4
和 PEPT1 抗体购自美国 Affinity Biosciences 公司;

CCK-8、qPCＲ 试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份

有限公司; qＲT-PCＲ 引物购自上海生工生物股份有

限公司。
1． 2 仪器 Olympus 显微成像系统( 日本 Olympus
公司 ) ; BioTek Elx × 808 酶 标 仪 ( 美 国 BioTek 公

司) ; FC500 型贝克曼流式细胞仪 ( 美 国 Beckman
Coulter 公司) ; Image Quant Las 4000 mini 型化学发

光成像分析仪( 美国 GEHealthcare Life Sciences) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 FLS 的分离培养 无菌分离大鼠滑膜组织，

采取组织块贴壁法分离培养大鼠成纤维样滑膜细胞
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( rat fibroblast-like synoviocytes，Ｒat-FLS ) 。先 用

75%乙醇溶液清洗 1 次，再用含青霉素和链霉素的

PBS 反复洗涤 3 次，然后置于培养皿中加入含 20%
FBS 的 DMEM 培养基，将滑膜组织剪成 1 ～ 2 mm2

的小碎块，用巴氏吸管将组织小碎块均匀分布在细

胞瓶的生长面，瓶口朝上放于细胞培养箱中( 37 ℃、
5% CO2 ) 培养 4 h，待组织贴壁后，缓慢放平培养瓶，

每隔 3 d 更换新鲜培养基进行细胞培养。待有大量

成纤维样细胞从组织中长出后去除组织块，并将细

胞用胰酶消化吹打均匀，更换新瓶继续培养，取第 4
～ 7 代的 Ｒat-FLS 用于下一步实验。
1． 3． 2 细胞形态观察 在倒置显微镜下观察原代

Ｒat-FLS 和传代后 Ｒat-FLS 的形态以及生长状态。
1． 3． 3 流式细胞术鉴定 FLS 纯度 将第 4 代 Ｒat-
FLS 消化后计数 1 × 106 个转移至 1. 5 ml EP 管内，

加 300 μl 的 PBS 清 洗 细 胞，2 000 r /min 离 心 10
min，弃上清液，依次固定、破膜，随后向 EP 管内加

入 100 μl 含 5 μl 标记抗鼠 CD68 抗体和 1 μl 标记

抗鼠 vimentin 抗体的 PBS，轻轻吹打混匀，4 ℃避光

孵育 30 min，随后加入 300 μl PBS 清洗细胞，2 000
r /min、4 ℃离心 5 min，弃上清液，加入 300 μl PBS
重悬细胞，转移至流式管上机检测。
1． 3． 4 细胞生长曲线测定 取第 4 代 Ｒat-FLS 按 1
× 103 /孔接种到 96 孔培养板内，每孔加 100 μl 细胞

悬液，每组设 3 个复孔，共设 7 组，随后于细胞培养

箱中( 37 ℃、5% CO2 ) 培养，分别于接种后的第 1 ～
7 天用 CCK-8 法于 450 nm 检测细胞吸光度值，绘制

细胞生长曲线。
1． 3． 5 qＲT-PCＲ 检测 CP-25 对转运蛋白 mＲNA 的

影响 将第 4 代 Ｒat-FLS 以 1. 0 × 106 个接种到 6 孔

板上，分为对照组、实验组，待细胞贴壁融合达到

80%，实验组更换 2 ml 含 10 μmol /L 的 CP-25 新鲜

培养基，对照组更换 2 ml 新鲜培养基，随后于细胞

培养箱中( 37 ℃、5% CO2 ) 培养 24 h。根据 TＲIzol
法提取总 ＲNA，测定纯度及浓度后用逆转录试剂盒

逆转录合成 cDNA，再以其为模板进行 PCＲ 扩增。
本研究以 GAPDH 为内标，逆转录的 cDNA 为模板，

以 2 － ΔΔCt法计算转运蛋白 mＲNA 的相对量。
1． 3． 6 Western blot 检测 CP-25 对转运蛋白表达的

影响 将第 4 代 Ｒat-FLS 以 1. 0 × 106 个接种到 6 孔

板上。实验分为对照组、加药组，待细胞贴壁融合达

到 80%，更换 2 ml 分别含 0、1、10、100 μmol /L 的

CP-25 新 鲜 培 养 基 在 细 胞 培 养 箱 中 ( 37 ℃、5%
CO2 ) 培养 24 h。然后提取总蛋白，用 PBS 洗涤细胞

2 次，加入 ＲIPA 裂解液和蛋白酶抑制剂，冰上裂解

30 min。将 细 胞 刮 下，4 ℃、12 000 r /min 离 心 15
min，取上清液，采用 BCA 法对蛋白进行定量。所提

取的蛋白在上清液中加入蛋白上样缓冲液煮沸后得

到蛋白样本。SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳法将蛋白转

移至 PVDF 上，用 5% 的脱脂牛奶封闭 2 h，与相应

一抗( 1 ∶ 500) 4 ℃孵育过夜，与二抗( 1 ∶ 10 000) 结

合 2 h 后，通过发光成像分析仪显影。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 和 GraphPad
Prism7 软件对结果进行统计学分析，两组间比较采

用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，数据均

用 珋x ± s 表示，P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 细胞形态生长情况 贴壁的滑膜组织培养 3 d
后细胞爬出，绝大部分为梭形 ( 图 1A) ，圆形、椭圆

形较少。随着培养时间的延长，细胞逐渐增多，培养

至第 7 天，细胞融合度达 70% ～ 80%，贴壁生长，多

为梭形，但仍有极少的圆形、椭圆形细胞 ( 图 1B) 。
经消化传代培养第 1 代的滑膜细胞形态基本上全为

梭形，圆形、椭圆形等其他形状基本消失 ( 图 1C) 。
滑膜细胞传代培养至第 4 代，增殖活跃，生长情况良

好( 图 1D) 。

图 1 原代 Ｒat-FLS 形态学观察 × 10

A: 第 3 天原代 Ｒat-FLS; B: 第 7 天原代 Ｒat-FLS; C: 第 1 代 Ｒat-

FLS; D: 第 4 代 Ｒat-FLS

2． 2 流式细胞术鉴定滑膜细胞纯度 传代培养第

4 代的 Ｒat-FLS 分别用抗鼠 Vimentin 和抗鼠 CD68
抗体标记后，通过流式细胞术鉴定 Ｒat-FLS 的纯度。
结果显示所得细胞中 Vimentin 成阳性且 CD68 呈阴

性的细胞比率达 96%以上( 图 2) ，即 96% 以上的细

胞为 FLS。
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图 2 第 4 代 Ｒat-FLS 纯度鉴定

A: 细胞分群; B: CD68 标记; C: Vimentin 标记; D: CD68 和 Vimen-

tin 共同标记

2． 3 Ｒat-FLS 生长曲线 用 CCK-8 法检测 Ｒat-
FLS 增殖能力，结果显示: 培养出来的细胞增殖能力

均较强，经过 2 d 迟缓期后 Ｒat-FLS 进入对数生长

期，在第 7 天进入平台期，在 1 ～ 7 d 内 Ｒat-FLS 具有

较好的增殖活性( 图 3) 。

图 3 Ｒat-FLS 生长曲线( 珋x ± s，n = 3)

2． 4 CP-25 对转运蛋白 mＲNA 的影响 qＲT-PCＲ
结果显示 Ｒat-FLS 经 10 μmol /L 的 CP-25 孵育 24 h
后，CP-25 能够上调转运蛋白 OAT1 /3( t = 5. 286，t =
3. 314) 、OCT1 /3 ( t = 3. 487，t = 3. 449 ) 、GLUT4 ( t =
3. 575) 、PEPT1( t = 3. 698) 的 mＲNA 水平; 同时能下

调 GLUT1 ( t = 4. 361 ) 和 MCT1 /2 ( t = 3. 516，t =
4. 528) 转运蛋白的 mＲNA 水平( 图 4) 。

图 4 CP-25 对 Ｒat-FLS 转运蛋白 mＲNA 的影响( 珋x ± s，n = 4)

A: OAT1; B: OAT3; C: GLUT1; D: GLUT4; E: MCT1; F: MCT2; G:

OCT1; H: OCT3; I: PEPT1; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 CP-25 对转运蛋白表达的影响 Western blot
结果显示经 1、10、100 μmol /L 的 CP-25 孵育 24 h
后，不同浓度的 CP-25 能不同程度上调转运蛋白

OAT1 /3 ( F = 33. 397，F = 78. 245 ) 、OCT1 /3 ( F =
104. 176，F = 36. 564 ) 、GLUT4 ( F = 90. 172 ) 和

PEPT1( F = 58. 158) 的表达; 同时 CP-25 能不同程度

地下调转运蛋白 GLUT1( F = 39. 191) 和 MCT1 /2 ( F
= 52. 24，F = 81. 689) 的表达( 图 5) 。

3 讨论

药物的生物活性是由作用部位的浓度决定的，

而作用部位通常是细胞内的靶点。转运蛋白是细胞

的“看门人”，在促进或阻碍药物跨膜转运方面发挥

着至关重要的作用。转运蛋白的表达和活性发生改

变，将改变治疗药物的吸收、分布、代谢和排泄属性，

可能会增加不良反应的发生，降低药物的治疗效

果［4 － 5］。甲氨蝶呤 ( methotrexate，MTX) 是抗代谢药

物，通常用于癌症、类风湿性关节炎和银屑病。MTX
在临床治疗中常诱发耐药性，其耐药性和肾毒性与

多药耐药相关蛋白 2、P-糖蛋白、OAT1 /3 等有关，通

过转运蛋白的药物相互作用可能会改变 MTX 的药

代动力学和药效动力学，从而导致患者之间存在疗

效差异［6 － 7］。转运蛋白不仅参与药物的转运，近年

也成为治疗疾病的靶点被研究。研究［8］表明，与正

常人相比，类风湿性关节炎患者滑膜组织的乳酸水

平升高，GLUT1 被上调，并发现使用 GLUT1 抑制剂

可改善类风湿性关节炎动物模型的表型。另一项研

究［9］表明，类风湿性关节炎患者关节滑液酸化、pH
值降低可能与 MCT4 异常表达增高有关，沉默 MCT4
能诱导类风湿性关节炎患者 FLS 凋亡，并降低胶原

诱导性关节炎小鼠的严重程度，表明 MCT4 是类风

湿性关节炎的潜在治疗靶标。
CP-25在多种自身免疫病动物模型中表现出良
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图 5 CP-25 对 Ｒat-FLS 转运蛋白表达的影响( 珋x ± s，n = 3)

A: Control 组; B: CP-25 1 μmol /L 组; C: CP-25 10 μmol /L 组; D: CP-25 100 μmol /L 组; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

好的抗炎免疫调节作用，包括类风湿性关节炎、系统

性红斑狼疮和干燥综合征［10 － 12］。前期药代动力学

研究［13 － 14］表明，CP-25 相对于 Pae 在大鼠体内主要

组织中浓度更高、具有更好的吸收和生物利用度。
进一步研究［15］显示，CP-25 对外排转运蛋白调节方

面表现出了抑制作用，在佐剂诱发的关节炎大鼠体

内 CP-25 与 MTX 联合应用，CP-25 能通过抑制外排

转运蛋白 P-糖蛋白的功能，从而降低 MTX 的耐药

性。
OAT 和 OCT 分别负责阴离子和阳离子药物的

吸收; GLUT 主要负责调节全身葡萄糖稳态; MCT 主

要负责代谢产物乳酸的转运; PEPT 负责类似肽类药

物的吸收。本研究通过分离大鼠的滑膜组织培养得

到的 Ｒat-FLS 纯度较高、活性较好，进一步研究了

CP-25 对摄取性转运蛋白的调控。qＲT-PCＲ 结果显

示 CP-25 能 够 上 调 转 运 蛋 白 OAT1 /3、OCT1 /3、

GLUT4 和 PEPT1 的 mＲNA 水平 ; 并能下调转运蛋

白 GLUT1 和 MCT1 /2 的 mＲNA 水平。Western blot
结果显示 CP-25 能够上调转运蛋白 OAT1 /3、OCT1 /
3、GLUT4 和 PEPT1 的表达; 与此同时，CP-25 能够

下调 转 运 蛋 白 GLUT1 和 MCT1 /2 的 表 达。qＲT-
PCＲ 结果和 Western blot 结果相一致，表明 CP-25 对

Ｒat-FLS 中 摄 取 性 转 运 蛋 白 OAT1 /3、OCT1 /3、
GLUT4 /1、MCT1 /2 和 PEPT1 具有调节作用。因此，

当 CP-25 与上述摄取性转运蛋白底物药物联合用药

时，需注意彼此之间的药物相互作用，CP-25 可能会

改变摄取性转运蛋白表达，进而影响药物的吸收、分
布、代谢和排泄，对药物的药代动力学和药效动力学

产生影响。
综上所述，CP-25 能不同程度地调节摄取性转

运蛋白，为研究 CP-25 与其他药物之间的相互作用

提供参考。
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The effect of CP-25 on the expression of uptake transporter
Sun Wei，Wang Bin，Tang Hao，et al

( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University; Key Laboratory of Anti-inflammatory
and Immune Medicine，Ministry of Education; Anhui Collaborative Innovation Center

of Anti-inflammatory and Immune Medicine，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the effect of paeoniflorin-6-O'-benzenesulfonate ( CP-25) on the expression of up-
take transporter in rat fibroblast-like synoviocytes ( Ｒat-FLS) ． Methods Ｒat-FLS were isolated and cultured in
vitro and the cell state was observed by an inverted microscope． Flow cytometry and CCK-8 were used to detect the
purity and growth curve of FLS，respectively． qＲT-PCＲ was used to detect the effects of CP-25 on mＲNA levels of
transporters in Ｒat-FLS． Western blot was chosen to study the effect of CP-25 on the expression of transporters in
Ｒat-FLS． Ｒesults Ｒat-FLS isolated and cultured from synovial tissue of rats showed active proliferation and favora-
ble growth． The results of flow cytometry showed that Ｒat-FLS purity was over 96% ． CCK-8 showed that Ｒat-FLS
had better proliferation activity for 1-7 days． The results of qＲT-PCＲ showed that 10 μmol /L CP-25 up-regulated
organic anion transporter ( OAT) 1 /3，organic cation transporter ( OCT) 1 /3，glucose transporter ( GLUT) 4 and
oligopeptide transporter ( PEPT) 1 mＲNA levels，while CP-25 down-regulated GLUT1 and monocarboxylate trans-
porter ( MCT) 1 /2 mＲNA levels． Western blot showed that the expression of transporters OAT1 /3，OCT1 /3，

GLUT4，and PEPT1 were up-regulated by CP-25． At the same time，the expression of transporters GLUT1 and
MCT1 /2 were down-regulated by CP-25． Conclusion CP-25 can regulate the uptake transporters to varying de-
grees，which provides a reference for the study of the interaction between CP-25 and other drugs．
Key words CP-25; transporter; fibroblast-like synoviocytes
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