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强肠蠕动, 缩短全结肠通过时间和结肠分段通过时间, 
从而起到通便作用; 蜂蜜亦能使肠腔膨胀反射性地增强

肠蠕动而起通便作用. 至于能否在肛门直肠运动协调性

障碍[10]、直肠黏膜对容量刺激的低反应性[11]、肛门内外

括约肌舒缩功能失调[12]等方面起作用, 本实验尚不能说

明. 尽管中药治疗特发性便秘的研究方兴未艾, 但目前尚

有一些重要的方法性问题未解决, 如动物病理模型[13]、

中药药理研究方法. 
皂角、蜂蜜确有通便作用 ,  未来组方中可继续保

留. 细辛虽说未发现有针对特发性便秘病理机制的通便

作用, 但细辛能抑制蟾蛛坐骨神经动作电位的传导[14], 不
能排除细辛具有通过影响神经传导, 与皂角、蜂蜜一起

协调直肠、结肠、肛门及盆底肌群运动的作用, 这一切

尚需进一步的实验研究. 司春峰 et al [15]研究了药物促结

肠横肌、纵肌运动的作用, 筛选出对纵肌肌条作用显著

的槟榔、莱菔子、小茴香、生白术, 对横肌肌条作用

显著的槟榔、莱菔子、小茴香、生白术、蒲公英等药

物, 还观察了药物出现兴奋作用快慢和兴奋作用维持时

间. 以上研究方法和筛选药物对我们改进蜜调通关散具

有重要的参考价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the regulatory effects of the 
glycyrrhizin on the expression of cyclin-dependent 
kinase 1 (CDK1) gene promoter as well as its molecular 
biological mechanisms.

METHODS: The report gene expression vector pCAT3-
CDK1-P was transfected into the HepG2 cell line, and 
then stimulated with glycyrrhizin. The HepG2 cells 
transfected with pCAT3-basic was used as a negative 
control. The expression level of chloramphenicol 
acetyltransferase (CAT) in the transfected HepG2 cells 
was detected by enzyme-linked immunoassay (ELISA) 
after 24 h.

RESULTS: pCAT3-CDK1-P activated the expression 
of CAT in HepG2 cells, while the glycyrrhizin inhibited 
it. The activity of CAT in pCAT3-CDK1-P transfected 
cells without stimulation was 9.3 times as high as that 
in pCAT3-CDK1-P transfected cells stimulated with 
glycyrrhizin, and 12.4 times as high as that in pCAT3-
basic transfected cells.

CONCLUSION: Glycyrrhizin can down-regulate the 
expression of CDK1 gene promoter, and further down-
regulate the expression of CDK1 gene.

Key Words: Glycyrrhizin; Cyclin-dependent kinase 1; 

Promoter

Wang ZL, Cheng J, Zhang LF, Shao FJ, Liu W, Liu Y, Tao ML. 
Down-regulatory effects of glycyrrhizin on expression of cyclin-
dependent kinase 1 gene promoter. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2005;13(19):2381-2385

摘要

目的:了 解 复 方 甘 草 甜 素 调 节 细 胞 周 期 素 依 赖 性 激 酶

1(CDK1)基因启动子的活性, 为甘草甜素的作用机制提供理

论依据. 

方法:  以我室构建的细胞周期素依赖性激酶1启动子报告基

因表达载体pCAT3-CDK1-P瞬时转染HepG2细胞, 并用复方

甘草甜素刺激, 同时以转染pCAT3 basic的HepG2细胞为阴

性对照, 复方甘草甜素刺激后24 h后收获细胞. 用酶联免疫

吸附法(ELISA)检测细胞中氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表达

活性. 

结果:  质粒pCAT3-CDK1-P在HepG2细胞中能够激活CAT的

表达, 而用复方甘草甜素刺激后抑制HepG2细胞中CAT的

表达. pCAT3-CDK1-P转染HepG2细胞中, CAT表达活性是

pCAT3-basic空载体的12.4倍, 是甘草甜素刺激转染pCAT3-
CDK1-P的HepG2细胞的9.3倍. 

结论:  复方甘草甜素可以下调CDK1基因启动子的活性, 进

而下调CDK1基因的表达, 为深入了解甘草甜素在肝纤维化

和肝癌中的作用机制提供新的分子生物学依据. 

关键词:  甘草甜素;  细胞周期素依赖性激酶1;  启动子

王志凌, 成军, 张连峰, 邵凤娟, 刘蔚, 刘妍, 陶明亮.  复方甘草甜素下

调细胞周期素依赖性激酶1启动子表达的研究.  世界华人消化杂志  

2005;13(19):2381-2385
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0  引言

复方甘草甜素(glycyrrhizin, GL)是从甘草的根茎提取的

一种有效药理成分, 是由2分子的葡萄糖醛酸与甘草酸组

成的复合物, 具有多种药理作用. 研究表明, 甘草甜素能

够抗乙型肝炎和丙型肝炎病毒、保护肝细胞、避免肝损

害, 并且具有潜在的抑制肝细胞肿瘤增生的作用[1]. 但是

目前对甘草甜素药理作用的分子生物学机制仍不十分了

解. 我们用构建的pCAT3-CDK1-P报告基因载体, 转染人

肿瘤细胞系HepG2细胞后用甘草甜素刺激, 应用报告基

因氯霉素乙酰转移酶(CAT)共转染瞬时表达系统, 测得下

游CAT基因的表达减弱. 证明甘草甜素可下调CDK1启动

子活性, 进而下调CDK1基因的表达. 这些结果为深入了

解甘草甜素的作用及其在肝纤维化中的作用机制提供相

应的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝母细胞瘤细胞系H e p G2细胞为本室保

存, pCAT3-CDK1-P为本室构建. 报告质粒pCAT3-basic
购自Promega公司, 脂质体FuGENE6转染试剂盒、CAT-
ELISA检测试剂盒均购自Roche公司. 100 mL/L小牛血

清、DMEM购自Sigma公司. 复方甘草甜素由深圳健安

医药公司提供. 
1.2 方法

1.2.1 pCAT3-CDK1-P的构建 我室刘蔚 et al根据GenBank
分析的CDK1基 因组序列, 确定CDK1-P的转录起始位

点并设计引物. 以HepG2细胞基因组DNA为模板, 聚合

酶链反应扩增CDK1启动子序列, 经过纯化回收DNA片

段, 连接、转化及酶切鉴定后, 构建成CDK1启动子的真

核报告载体pCAT3-CDK1-P. 磁珠法提取质粒以备转染. 
1.2.２ 细胞培养及转染 在35 mm含100 mL/L小牛血清

的DMEM培养皿中, 常规培养HepG2细胞. 细胞生长至

50-80%融合时, 将pCAT3-CDK1-P采用脂质体转染法转

入HepG2细胞, 具体转染方法参照FuGENE6说明书进

行. 质粒pCAT3-cdk1-p转染24 h后收集细胞裂解液, 在
酶标仪检测415 nm光波标本的吸光度A值. 
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1.2.3 复方甘草甜素刺激转染pCAT3-CDK1-P的HepG2细

胞 HepG2细胞生长至50-80%融合时, 将pCAT3-CDK1-P
转入H e p G2细胞, 并将复方甘草甜素加入细胞培养液

中, 复方甘草甜素终浓度为1.0 m m o l/L, 同时以转染

pCAT3-basic的HepG2细胞作阴性对照. 转染24 h后, 收
集细胞裂解液, 用于CAT活性检测. 所有实验严格平行

操作. 
1.2.4 CAT表达量的检测 实验操作按照CAT ELISA试剂

盒说明书进行. 取1.0 mg/L的CAT标准品(试剂盒提供)及
细胞裂解液200 mL, 加入已包被抗-CAT抗体的96孔板

中, 37℃温育2 h. 再依次加入第一抗体(地高辛标记的

抗-CAT抗体)、第二抗体(偶联有过氧化物酶的地高辛抗

体, 抗-DIG-POD)各200 mL. 分别在37℃温育1 h后, 加
入过氧化物酶的底物, 室温显色20 min. 用酶标仪检测

标本在415 nm检测波长, 490 nm参考波长下的光波的

吸光度A值, 其数值反映细胞提取物中的CAT的表达水

平. 以未加入细胞裂解液的空白孔作为平行的空白对照. 

2  结果

2.1 重组质粒pCAT3-CDK1-P鉴定 重组质粒pCAT3-
CDK1-P分别以KpnⅠ/Xho lⅠ双酶切及PCR鉴定均显示

510 bp正向插入条带. 说明重组质粒pCAT3-CDK1-P构
建正确. pCAT3-CDK1-P鉴定电泳图谱如图1所示. 

2.2 pCAT3-CDK1-P的瞬时转染实验及报告基因CAT表达

的检测 空载体对照组pCAT3 basic的CAT的吸光度值为

0.072, pCAT3-CDK1-P的吸光度值为0.892(图2). 此数据

表明, 所构建的pCAT3-CDK1-P具有启动子活性. 
2.3 重组质粒pCAT3-CDK1-P用甘草甜素刺激后CAT表

达的检测 pCAT3-CDK1-P转染HepG2细胞后加甘草甜

素刺激后CAT的吸光值为0.096, pCAT3-CDK1-P+GL的
CAT表达水平较对照组质粒显著降低, pCAT3-CDK1-P
的CAT吸光值是pCAT3-basic空载体的12.4倍, 是pCAT3-
CDK1-P +GL的9.3倍. 如图2所示, 说明GL对pCAT3-
CDK1-P启动子的活性具有抑制作用, 使其下游CAT基因

的表达明显减弱. 

→5  000 bp

→1  000 bp

← 510 bp

M

图 1  pCAT3-CDK1-P鉴定电泳图谱. pCAT3-CDK1-P KpnI/Xho l Ⅰ双酶
切, 可见510 bp的CDK1-P DNA条带; DNA Marker: 15 000 bp+2 000 bp.
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图 2  CAT表达检测结果. 1: pCAT3-bas ic; 2: pCAT3-CDK1-P; 3: 
pCAT3-CDK1-P+GL.

3  讨论

复方甘草甜素具有广泛的药理作用, 在抗炎及治疗溃

疡、过敏反应、皮肤病等方面具有肯定的疗效. 研究表

明, 复方甘草甜素在治疗慢性乙型、丙型肝炎病毒感

染, 预防肝硬化、肝细胞癌方面同样具有明显疗效[2-5]. 近
来, 复方甘草甜素在抗肝纤维化的应用中也取得了很好

的效果, 它通过多种机制改善肝纤维化. 复方甘草甜素

可通过减轻肝细胞变性坏死, 抑制炎症反应, 调节免疫

及改善循环等因素而抑制肝内纤维的增生[6]. 它能够降

低Ⅰ型、Ⅲ型胶原的合成而减少细胞外基质的产生. 复
方甘草甜素对皮质类固醇在肝内代谢失活有竞争性抑制

作用, 它能够产生糖皮质激素样作用而降低脯氨酸羟化

酶的活性, 使胶原易于分解[7-9]. Ono et al [10]在研究中进一

步证实甘草甜素通过抑制肝星状细胞的增殖来降低胶原

的产生, 因而改善肝纤维化. 
细胞周期分为四个时相: G1期、S期、G2期和M

期, 细胞周期的正常运转受到精细、严密的调控,细胞周

期蛋白依赖性激酶(CDK)和细胞周期蛋白(cyclin)是整个

调控细胞周期网络中最重要的组成部分. CDK的主要生

物学作用是启动DNA的复制和诱发细胞的有丝分裂, 其
生物学作用的异常可能导致肿瘤的发生. CDK本身并无

激酶活性, 它需和相应的细胞周期蛋白结合而具有蛋白

酶活性, 使靶蛋白的丝氨酸和苏氨酸残基磷酸化而起作

用[11]. 本实验研究的细胞周期依赖蛋白激酶1又被称为细

胞周期分裂基因2(cell division gene 2, cdc2), cdc2是最早

发现的细胞周期蛋白依赖性激酶, 被命名为CDK1. 它主

要通过抑制视网膜母细胞癌基因产物Rb的活性, 促进细

胞周期各时相的转换, Rb蛋白对细胞周期中最关键的调

控点G1/S期、G2/M期起着“闸门”的作用, Rb蛋白的磷

酸化和非磷酸化最终决定细胞周期的进程[12]. Loyer et al [13]

在研究中发现CDK1在静止的大鼠肝细胞不表达, 但在通

过细胞周期G1期和G1/S期转换时表达增加, 在S、G2和
M期达到最高水平. CDK1是M期的促进因子, 广泛地存

在于从酵母到人所有的真核细胞里, 有活性的CDK1触
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发G2/M期的转换[14]. Krek et al [15]研究证实CDK1的功能

是调控G1/S期转换和有丝分裂的起始. CDK1的催化活

性主要通过翻译后修饰调整, 包括磷酸化作用和去磷酸

化作用, 它与细胞周期蛋白共同作用发挥效应. 许多研

究证实cdc2是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 它是有丝分

裂的诱导剂, 被磷酸化作用及结合到细胞周期素B所调

整. 它必须与细胞周期素B协同作用才能发挥效能. cdc2
调控细胞的有丝分裂, cdc2/cyclin B对有丝分裂的正确起

始至关重要. 有丝分裂中G2/M期的转换, 要求cdc2的激

活, cdc2被cyclinB1正向调节, 而苏氨酸14和酪氨酸15的
磷酸化作用起负向调节, 苏氨酸14和酪氨酸15磷酸化使

CDK1的磷酸化位点被抑制, 导致G2/M期阻滞[16-18]. 显然

cdc2活性被抑制阻碍细胞进入M期[19]. 细胞的异常增生

是肿瘤最基本的表型特性, 诱使细胞持续的增生是肿瘤

形成的关键因素[20]. 肝致癌物质WY14 643能使细胞分裂

的控制酶CDK1在肝细胞的表达增加, CDK1的增加刺激

肝细胞的增生, 很多证据已证实异常的CDK1的表达同肿

瘤之间有着相互关系. CDK1在90%的乳腺癌细胞系和所

有的胃癌、结肠癌可过度表达[21-24]. Santoni-Rugiu et al [25]

证实在肝癌(HCC)中cdc2过度表达, 诱使细胞的有丝分裂

增加. 
现代研究证实CDK1的调整还包括肿瘤抑制基因p53

及和CDK1抑制蛋白p21Waf1的相互作用. 磷酸化的p53
通过与靶蛋白及相关调控因子相互作用, 诱导细胞周

期阻滞、凋亡或DNA修复. p53诱导的细胞周期阻滞除

p21介导的G1期阻滞外, 其余均表现为G2期阻滞[26]. El-
Deiry et al [27]认为p53磷酸化还能作为p21Waf1的转录调节

蛋白而起作用. 而p21Waf1不仅可以介导p53的功能, 还对

细胞的增殖、分化和衰老都起着重要的作用. 它是一个

广谱的细胞周期蛋白依赖性激酶的抑制蛋白. p21Waf1能

通过对CDK1、CDK2、CDK4和PCNA复杂的调节而抑

制增殖[28,29]. Ma et al [30]证实作为对CDK1过分表达的反

应, p21Waf1可能扮演双重的角色, 它通过抑制CDKs而阻

滞细胞进入S期, 而且可能直接通过抑制PCNA抑制DNA
的复制 .  他们还认为C D K1在细胞周期活动中是测量

DNA合成的一个独立因素. CDK1表达增加能刺激肝细

胞增生, 而肝细胞p21Waf1表达增加抑制CDK1, 致使G1/S
期阻滞, 细胞周期被抑制. 当前研究充分证实CDK1在细

胞生长增殖及肿瘤的发生中扮演一个重要的角色.  
总之 ,  C D K1对细胞周期的调控表现为复杂的机

制. 我们证实复方甘草甜素抑制CDK1启动子的表达, 从
而使CDK1的基因表达下调, 导致细胞周期的阻滞, 使细

胞的生长受到抑制. 该实验从分子生物学角度为进一步

了解复方甘草甜素在肝纤维化和肝癌治疗中的作用机制

提供了理论证据. 
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2006 年第 5 届全国肝脏疾病学术研讨会议征文通知

本刊讯 为了加快国内肝病学术交流、促进我国肝病学科的发展，由中华医学会肝病学分会、中华肝脏病杂志编辑委员会主办的“第

5 届全国肝脏疾病学术研讨会议”定于 2006-05 在辽宁省大连市召开 . 届时国内知名肝病专家将就国内外肝病研究的进展及热点

问题进行继续教育讲座，并授予参会代表国家级继续教育Ⅰ类学分 .现将征文通知公布如下：

1 征文内容

(1) 病毒性肝炎发病机制的研究进展；(2) 病毒性肝炎的治疗策略；(3) 乙型病毒性肝炎的长期治疗；(4) 丙型肝炎的抗病毒治疗；

(5) 肝纤维化发病机制研究进展；(6) 肝纤维化的防治；(7) 肝硬化的规范化治疗；(8) 肝细胞癌的病因学研究进展；(9) 肝癌的

发病机制研究进展；(10) 肝癌的早期诊断；(11) 肝癌的手术治疗及方案选择；(12) 肝癌的非手术治疗；(13) 肝癌的生物治疗；(14)

自身免疫性肝病的发病机制；(15) 自身免疫性肝病的诊断和治疗；(16) 肝移植后肝炎复发的诊断预防和治疗；(17) 生物人工肝

的应用及进展；(18) 小儿自身免疫性肝病；(19) 肝肾综合征；(20) 肝功能衰竭；(21) 肝干细胞的研究进展及临床应用；(22) 脂

肪肝及酒精性肝病；(23) 非酒精性脂肪性肝病 .

    

2 征稿要求

参加会议论文要求全文 ( 中文 ) 及 500 字 ( 词 ) 左右中文摘要各一份，应包括目的、材料与方法、结果、讨论，并写清单位、作

者姓名及邮编 (请自留底稿，恕不退稿 ). 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文，不再受理 .

3 论文寄至地址

400010，重庆市渝中区临江路 74 号，中华肝脏病杂志编辑部收 . 请在信封左下角注明“会议征文”. 欢迎用软盘和电子邮件方式

投搞 .电子邮件地址 zhgz@vip.163.com . 征文截稿日期：2006-02-28( 以邮戳为准 ).

欢迎从事肝病临床和基础研究工作的医务人员及科研工作者踊跃投稿，参加会议 .
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