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胆汁淤积下FGF19-ERK通路可上调MRP3/4表达 
减轻肝细胞损伤

于文静1  师盼1  潘琼2  柴进2  宋淑亮1*

(1山东大学威海校区海洋学院, 威海 264209;
 2陆军军医大学第一附属医院西南医院消化科胆汁淤积肝病中心, 重庆 400038)

摘要      该文采用实时荧光定量聚合酶链式反应(qRT-PCR)、蛋白印迹实验(Western blot)检测

成纤维细胞因子19(fibroblast growth factor 19, FGF19)处理肝细胞癌细胞系HepG2后细胞自分泌的

FGF19; 具有胆汁酸排泌作用的多药耐药性蛋白3(multidrug resistance-associated protein 3, MRP3)和
多药耐药性蛋白4(multidrug resistance-associated protein 4, MRP4)表达量的改变对胆汁淤积条件下

肝细胞的保护作用。结果表明, 使用FGF19处理HepG2细胞, MRP3、MRP4的mRNA和蛋白表达水

平均显著上调并呈浓度和时间依赖性。Western blot进一步证实FGF19处理细胞可激活磷酸化细胞

外信号调节激酶(extracellular signal related kinase, ERK)信号通路; 使用ERK信号通路的特异性小

分子抑制剂(PD98059)预处理HepG2再加入100 ng/mL的FGF19刺激细胞, 与未加入PD98059的对照

组相比, MRP3、MRP4的mRNA水平和蛋白水平均被抑制。综上所述, FGF19通过调控ERK信号通

路特异性地上调MRP3和MRP4表达水平, 在胆汁淤积条件下可增加胆汁酸排泌以保护肝细胞。

关键词       成纤维细胞因子19; MRP3/4; ERK信号通路; 胆汁淤积

Up-Regulated the Expression of MRP3 and MRP4 through FGF19-ERK 
Pathway to Protect Hepatocytes Under Cholestasis
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Abstract       In this study, qRT-PCR and Western blot were used to detect the change expression of 
autocrine fibroblast growth factor 19 (FGF19), amultidrug resistance-associated protein 3 (MRP3) and multidrug 
resistance-associated protein 4 (MRP4), when the HepG2 cells were treated with FGF19. The results showed that 
the expression of MRP3 and MRP4 both in mRNA level and protein level were up-regulated in a concentration-
and time-dependent manner. It was further confirmed by Western blot that the protein level of phosphorylated 
extracellular signal related kinase (p-ERK) was increased, when treated the HepG2 cells with FGF19. When the 
HepG2 cells were pretreated with PD98059, specific small molecule inhibitor of ERK signaling pathway, the 
expression of MRP3 and MRP4 was decreased, comparing to control group without PD98059. The results indicated 
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that FGF19 specifically mediated up-regulation of MRP3 and MRP4 by regulating ERK signaling pathway, and 
enhanced hepatoprotection by increasing bile acid excretion under cholestasis conditions.

Keywords       fibroblast factor 19 (FGF19); multidrug resistance-associated protein 3/4 (MRP3/4); ERK; cho-
lestasis

胆汁淤积(cholestasis)是由于胆汁分泌及排泄

障碍引起的常见的临床综合症, 伴随着病情的发生

发展可能会出现肝纤维化、肝硬化, 甚至肝功衰竭

的现象。在胆汁淤积发生过程中, 机体为保护肝脏

并减轻肝损伤, 会发生一些适应性反应, 包括胆汁酸

合成的改变和胆汁酸转运蛋白的变化[1]。

成纤维细胞生长因子19(fibroblast growth factor 
19, FGF19)是一种内分泌激素, 属于成纤维细胞生

长因子亚家族的成员之一, 主要由回肠分泌(在啮齿

动物中以FGF15形式存在), 在人肝脏和胆囊中也有

表达[2], 其合成受核胆汁酸法尼醇受体(farnesoid X 
receptor, FXR)的调控[3]。在某些类型的胆汁淤积患

者肝脏中, FGF19的分泌水平增加, 以此作为机体适

应性的保护机制。研究发现, FGF19减轻胆汁淤积

的主要机理为通过小异二聚体伴侣受体(small het-
erodimer partner, SHP)信号通路降低胆汁酸合成关

键限速酶胆汁酸–合成酶胆固-7-a羟化酶(cholesterol 
7α-hydroxylase, CYP7A1)的表达水平, 减少胆汁酸

的合成[4]。近期研究发现, FGF19可通过ERK-SHP信
号通路, 抑制一种新的胆酸排泌蛋白有机阴离子转

运肽3A1(organic anion transporting polypeptide 3A1, 
OATP3A1)的表达, 减少胆汁酸的合成, 从而减轻胆

汁淤积[5-6]。但FGF19对其他胆酸转运蛋白调控还需

进行进一步研究。

胆汁酸转运蛋白分为胆汁酸摄取转运蛋白和

胆汁酸外排转运蛋白。胆汁酸摄取转运蛋白主要为

钠离子非依赖性有机阴离子转运蛋白家族(organic 
anion transporting polypeptides, OATPs)、钠离子牛

磺胆盐共转运体(sodium taurocholate cotransporting 
polypeptide, NTCP)和顶端钠依赖性胆盐转运体(api-
cal sodium bile acid transporter, ASBT)。胆汁酸外排

转运蛋白主要有胆汁酸外排泵 (bile salt export pump, 
BSEP)、有机溶质转运蛋白(organic solute transporters, 
OSTs)家族和多药耐药相关蛋白(multidrug resistance-
associated protein 3, MRPs)家族[7]。多药耐药性蛋白

3(MRP3)、多药耐药性蛋白4(MRP4)属于MRPs家族

成员, 是常见的有机阴离子转运蛋白, 主要表达于肠

道和肾脏, 但在一些胆汁淤积性疾病(肠道梗阻、原

发性毛细胆管性肝硬化等)发生时, 作为机体适应性

的代偿反应, 其在肝脏的表达量明显增加, 以增加胆

汁酸的排泌, 减轻肝细胞损伤[8-10]。

胆汁淤积发生时, 一方面肝脏组织FGF19分泌

增加激活ERK信号通路, 另一方面胆汁酸外排–转运

蛋白MRP3和MRP4的表达水平增加。那么FGF19
是否可通过ERK信号通路调控MRP3、MRP4表达

水平？为解决这个问题, 我们在此次实验中采用外

源性FGF19处理HepG2细胞, 观察FGF19是否会影

响MRP3、MRP4的表达水平; 并使用ERK信号通

路抑制剂预处理, 观察FGF19是否还可以继续影响

MRP3、MRP4的表达水平。

1   材料与方法
1.1   材料

人肝癌细胞株HepG2细胞购自中国科学院上海

生命科学研究院细胞库。

1.2   试剂及仪器

DMEM培养基、胎牛血清、胰蛋白酶(trypsin)购
自Gibco公司 ; 青链霉素混合液100×购自Sigma公司 ; 
蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂购自Roche公司 ; CY-
P7a1、MRP2、MRP3一抗购自Santeruz公司; MRP4一
抗购自Abcam公司; ERK、p-ERK一抗购自CST公司; 
FGF19一抗购自Cell Signal Technology公司 ; GAPDH
一抗购自Proteintech公司 ; 羊抗兔二抗购自Sigma公
司 ; FGF19细胞因子购自Peprotech公司 ; ERK抑制剂

PD98059购自Sigma-Aldrich Chemical公司; Trizol购自

Invitrogen公司; 逆转录试剂盒购自TaKaRa公司。

6孔和24孔细胞培养板购自美国Costar公司; CO2

细胞培养箱购自美国Thermo Scientific公司。

1.3   细胞培养

使用加入10%胎牛血清和1%双抗的DMEM培

养基, 于37 °C、5% CO2培养箱, 培养HepG2细胞。

当细胞贴壁融合度达85%时, EDTA-胰酶消化, 以细

胞密度约1×106/mL铺于6孔板, 当细胞融合生长密

度为60%~80%密度时 , 更换新鲜培养基并加入终浓度
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分别为0 ng/mL、10 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL的
FGF19处理细胞, 作用24 h后收取总蛋白和总RNA。

相同铺板方法, 当细胞融合生长至60%~80%密度时, 
更换新鲜培养基并加入终浓度为100 ng/mL的FGF19
使其分别作用0 h、1 h、3 h、6 h、12 h、24 h收取

总蛋白和总RNA。相同铺板方法, 当细胞融合生长

密度为60%~80%时, 将其中一组更换新鲜培养基, 
加入终浓度为25 μmol/L的ERK抑制剂PD98059, 预
处理0.5 h, 再加入终浓度为100 ng/mL的FGF19; 第
二组更换新鲜培养基, 只加入终浓度为100 ng/mL
的FGF19; 第三组更换新鲜培养基, 加入1 μL/mL的
DMSO, 作为对照组; 继续培养12 h后, 收取总蛋白和

总RNA。

1.4   蛋白免疫印迹反应

按照Sigma公司RIPA缓冲液试剂说明书提取不

同处理组细胞的总蛋白。BCA法测定蛋白浓度。在

5%浓缩胶和10%分离胶中 , 进行SDS-PAGE凝胶电

泳 , 上样量每孔30 μg。浓缩胶60 V电泳直至marker
完全分开, 清晰可见, 转换电压为100 V, 继续电泳, 至
溴酚蓝完全跑出凝胶。常规湿法转膜后 , 用5%脱脂

奶粉室温封闭1 h, 4 °C 孵育一抗过夜 (>16 h, MRP2 
 CYP7A1、000 1׃MRP4 1、000 1׃MRP3 1、000 1׃1
回收一抗 ,(000 50׃GAPDH 1、500 2׃1 , 室温孵育二

抗90 min(山羊抗兔抗体1000 50׃)。ECL法曝光。

1.5   实时定量荧光PCR(quantitative real-time 
PCR, qRT-PCR)

按Trizol说明书提取细胞总RNA, 按照TaKaRa
逆转录试剂盒说明书将RNA逆转录为cDNA。逆转

录完成后进行qRT-PCR扩增。qRT-PCR体系(8 μL): 
0.2 μL探针、1.8 μL 5×Taq缓冲液、4 μL ddH2O、2 μL 
cDNA样品。反应条件: 95 °C 1 min; 95 °C 10 s, 60 °C 
30 s, 72 °C 10 s, 49个循环; 95 °C 10 s, 4 °C 5 min。探

针信息见表1。

1.6   数据统计

使用GraphPad Prism 6软件, 应用多因素方差分析

进行统计, 实验数据以mean±S.D.形式表示, *P<0.05为
差异具有显著性, **P<0.01为差异极具有显著性。

2   结果
2.1   FGF19诱导肝癌细胞HepG2自分泌FGF19增加

胆汁淤积患者肝脏 FGF19表达量增加 , 为此

我们加入FGF19处理HepG2细胞 [11-12], 以验证加入

FGF19后对肝细胞自分泌 FGF19的影响。我们分

别采用0 ng/mL、10 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL
的FGF19处理HepG2细胞24 h后收取细胞总蛋白和

总 RNA。qRT-PCR检测 FGF19 mRNA水平的表

达情况, 结果(图1A)所示随着FGF19作用浓度的

增加可刺激细胞自分泌FGF19 mRNA表达水平的

增加。Western blot结果(图1B)所示FGF19可以刺

激HepG2细胞分泌FGF19, 且表达量和作用浓度

正相关。随后, 我们使用100 ng/mL的FGF19处理

HepG2, 作用时长分别为0 h、1 h、3 h、6 h、12 h、
24 h, 提取总蛋白和总RNA, qRT-PCR检测FGF19 
mRNA表达情况, 证明细胞自分泌FGF19 mRNA的

表达水平与作用时长呈时间依赖性(图1C)。West-
ern blot结果(图1D)所示FGF19可以刺激HepG2细
胞自分泌FGF19的增加, 且随着FGF19作用时间的

增加FGF19蛋白的表达量也逐渐增加。以上结果

表明, FGF19可以促进HepG2细胞自分泌FGF19的
增加且FGF19自分泌量与加入的FGF19浓度和作

用时间正相关。

2.2   HepG2肝癌细胞MRP3、MRP4的表达和

FGF19具有量效关系

FGF19可促进HepG2细胞自分泌FGF19的增加, 
那么FGF19的表达水平是否会影响MRP3、MRP4的
表达。为解答此问题, 我们分别采用 0 ng/mL、10 ng/mL、

表1   PCR探针信息

Table 1   The primer sequences
基因名称

Gene name
序列(5′→3′)
Primer (5′→3′)

种属/来源

Speice/source

MRP2 Proprietary to ABI Human/Hs00166123_m1

MRP3 Proprietary to ABI Human /Hs00978473_m1

MRP4 Proprietary to ABI Human /Hs00988717_m1

CYP7A1 Proprietary to ABI Human /Hs00167982_m1

GAPDH Proprietary to ABI Human /Hs02758991_g1
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50 ng/mL、100 ng/mL的FGF19处理HepG2细胞24 h后 , 
提取总RNA, qRT-PCR检测MRP3、MRP4、MRP2和
CYP7A1的mRNA水平。FGF19可抑制CYP7A1的表

达 [4-5], 但尚无证据表明, FGF19可调控MRP2的表达, 
故选择CYP7A1和MRP2分别作为本次实验的阳性

对照和阴性对照。根据结果(图2A)所示, FGF19可
上调MRP3、MRP4的mRNA表达水平。相同处理方

式作用HepG2细胞24 h后, 收取总蛋白。Western blot
结果(图2B)所示, FGF19可以上调HepG2细胞MRP4、
MRP3蛋白的表达水平。至此我们确定FGF19可以

上调MRP3、MRP4的表达且表达量与FGF19浓度之

间具有明显的量效依赖关系。

2.3   HepG2肝癌细胞MRP3、MRP4的表达与

FGF19具有时间依赖性

为进一步证明MRP3、MRP4的表达和FGF19
之间是否存在时间依赖关系, 我们选择了100 ng/mL
的FGF19分别作用HepG2细胞0 h、3 h、6 h、12 h、
24 h之后, 检测MRP3、MRP4 mRNA水平和蛋白水

平表达变化。qRT-PCR结果(图3A)所示, 随着FGF19

作用时间的增加 , MRP3、MRP4 mRNA的表达量逐

渐增加。Western blot结果 (图3B)所示 , 随着FGF19
作用时间的增加 , MRP4、MRP3蛋白表达量也逐渐

增加。即在HepG2细胞上MRP3、MRP4 mRNA水

平和蛋白水平表达的增加与FGF19具有明显的时间

依赖性。

2.4   FGF19通过 ERK信号通路调节 MRP3、
MRP4的表达水平

有研究表明, FGF19可以激活ERK通路, 且我

们也证明了FGF19可调控MRP3、MRP4的表达水

平, 我们猜想FGF19可能是通过ERK信号通路来调

控MRP3、MRP4的表达。为验证这一猜想, 我们分

别处理3组细胞 , 第一组为使用ERK抑制剂PD98059
预处理HepG2细胞0.5 h后再加入100 ng/mL的FGF19, 
第二组仅加入100 ng/mL FGF19处理HepG2细胞, 
第三组为DMSO处理的对照组, 提取三组细胞的总

蛋白和总RNA, 检测MRP3、MRP4表达水平。qRT-
PCR结果(图4A)所示: 与DMSO处理对照组细胞相

比, 仅仅使用FGF19处理, MRP3、MRP4的mRNA

A: HepG2细胞自分泌FGF19 mRNA表达量与外源性FGF19呈剂量依赖关系; B: HepG2细胞自分泌FGF19蛋白表达量与外源性FGF19呈剂量依

赖关系; C: HepG2细胞自分泌FGF19 mRNA量与外源性FGF19呈时间依赖关系; D: HepG2细胞自分泌FGF19蛋白表达量与外源性FGF19呈时间

依赖关系。*P<0.05, **P<0.01。
A: FGF19 mRNA expression is dose-dependent after treated HepG2 with FGF19; B: FGF19 protein expression is dose-dependent after treated HepG2 
with FGF19; C: FGF19 mRNA expression is time-dependent after FGF19 treatment of HepG2; D: FGF19 protein expression is time-dependent after 
treated HepG2 with FGF19. *P<0.05, **P<0.001. 

图1   FGF19刺激HepG2细胞FGF19的自分泌

Fig.1   FGF19 activate the autocrine of FGF19 in HepG2
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水平分别增加2.56倍、2.73倍, 差异均有统计学意

义(P<0.05); ERK抑制剂和FGF19共同处理组与只

加入FGF19处理组相比, MRP3、MRP4表达量明

显降低 , 差异均有统计学意义 (P<0.05)。Western 
blot结果(图4B和图4C)与qRT-PCR结果相一致。所

示该结果提示我们, FGF19可通过激活ERK信号通

路, 上调MRP3、MRP4的表达; 但当外加ERK信号

通路抑制剂后, FGF19对MRP3、MRP4的调控则

被抑制。 

3   讨论
FGF19作为成纤维细胞生长因子亚家族的一

员, 在很多生理学过程中发挥功能, 但因其可以同时

调节胆汁酸的合成和排泌, 在胆汁酸稳态的调控过

程中起到十分重要的作用[13]。

一方面, FGF19可以调控胆汁酸的合成。当

胆汁淤积时, 胆汁酸与FXR受体结合, 激活FXR, 激
活后的FXR刺激肝细胞FGF19表达量增加, FGF19
以内分泌的形式在肝脏激活成纤维细胞生长因子

A: qRT-PCR检测MRP3、MRP4 mRNA表达与FGF19作用浓度之间存在量效关系; B: Western blot检测MRP3、MRP4蛋白表达与

FGF19作用浓度的量效关系。*P<0.05。
A: dose-dependent relationship between MRP3 and MRP4 mRNA expression and FGF19 detected by qRT-PCR; B: dose-dependent relationship be-
tween MRP3 and MRP4 protein expression and FGF19 detected by Western blot. *P<0.05.

图2   qRT-PCR和Western blot检测FGF19处理HepG2后MRP3、MRP4表达与FGF19作用浓度之间的量效关系

Fig.2   Dose-dependent analysis of the relationship between MRP3, MRP4 expression and FGF19 after FGF19 treatment of 
HepG2 by qRT-PCR and Western blot
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A: qRT-PCR检测MRP3、MRP4 mRNA表达与FGF19的时间依赖关系; B: Western blot检测MRP3、MRP4蛋白表达与FGF19的时间依

赖关系。*P<0.05。
A: time-dependent relationship between MRP3 and MRP4 mRNA expression and FGF19 by qRT-PCR; B: Western blot analysis of 
time-dependent relationship between MRP3, MRP4 protein expression and FGF19. *P<0.05.

图3   qRT-PCR和Western blot检测FGF19处理HepG2后MRP3、MRP4表达与FGF19之间的时间依赖关系

Fig.3   Time-dependent relationship between MRP3, MRP4 expression and FGF19 after 
FGF19 treatment of HepG2 by qRT-PCR and Western blot
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受体 4(fibroblast growth factor receptor 4, FGFR4)
并联合SHP, 抑制胆汁酸合成经典途径关键酶CY-
P7A1的表达, 减少胆汁酸的合成[14-15]。此外, 有研

究表明, 即使在SHP基因沉默的肝细胞中, FGF19
仍可以抑制CYP7A1的表达[12]。另一方面, FGF19
可以调节胆汁酸的排泌。近来, 研究发现了肝细胞

上新的胆汁酸转运蛋白OATP3A1, 并证明FGF19
可以同时通过激活ERK-SP1(secificity potein 1)特
异性蛋白1信号通路促进胆汁淤积肝细胞基底侧膜

OATP3A1表达量的增加, 适应性的保护肝组织[6]

(图5)。
本文, 我们通过使用外源性FGF19处理HepG2

细胞, 结果发现, FGF19可诱导HepG2细胞自分泌

FGF19, 并上调MRP3、MRP4的表达水平。另外, 
我们证明, ERK抑制剂虽然不影响外源性FGF19对
细胞自分泌FGF19的调控作用, 但是ERK抑制剂可

调控MRP3、MRP4的表达水平。即FGF19可通过

激活ERK信号通路, 增加MRP3、MRP4的表达, 从
而增加胆汁酸的外排。至此, 我们发现了FGF19、

MRP3、MRP4与ERK信号通路相互作用, 减轻肝

脏胆汁淤积的机制(图5  部分)。
FGF19既可以通过抑制胆汁酸合成关键酶CY-

P7A1的合成 , 又可以增加胆汁酸排泌蛋白MRP3、
MRP4等的表达, 达到抑制胆酸合成增加排出的效

果[12], 遂希望将FGF19应用于胆汁淤积疾病的治疗, 
且研究证明, FGF19可以降低小鼠体内肝脏胆汁酸

的水平, 同时降低谷草/谷丙转氨酶(AST/ALT)、碱

性磷酸酶(ALP)水平[5]。但研究发现, 当机体长期处

于FGF19超生理水平的浓度时, 有潜在致癌风险, 并
且FGF19有增强肿瘤细胞的抗药性风险[14]。目前

Luo[5]和Gadaleta[15]课题组通过制备FGF19的变体, 
以期达到治疗胆汁淤积的同时避免癌症发生的目

的。

综上, 我们发现了FGF19通过调控ERK信号

通路, 特异性地上调MRP3和MRP4表达水平, 丰
富了FGF19减轻胆汁淤积的理论基础, 增加了以

此为理论依据治疗开发新的胆汁淤积治疗药物的

可能性。
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A: 加入ERK通路抑制剂后qRT-PCR检测MRP3、MRP4 mRNA表达情况; B: 加入ERK通路抑制剂后Western blot检测MRP3、MRP4蛋白表达情

况; C: MRP3、MRP4蛋白表达量相对倍数。*P<0.05, #P<0.05。
A: the expression of MRP3 and MRP4 mRNA was detected by qRT-PCR after adding ERK pathway inhibitor; B: the expression of MRP3 and MRP4 
protein was detected by Western blot after adding ERK pathway inhibitor; C: the fold of relative expression of MRP3 and MRP4 protein. *P<0.05, 
#P<0.05.

图4   ERK通路抑制剂减轻FGF19对MRP3、MRP4表达的调控

Fig.4   The inhibitor of ERK pathway can alleviate the regulation of MRP3 and MRP4 expression by FGF19
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图5   FGF19通过ERK信号通路调控MRP3、MRP4表达情况

Fig.5   FGF19 regulate the expression of MRP3, MRP4 by activiating the ERK pathway
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