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Abstract
AIM: To investigate the relationship of glycyrrhizin and
interleukin 18 (IL-18) gene expression and to explore the
molecular biological mechanisms of glycyrrhizin in antivirus
functions.

METHODS: cDNA microarray was used for the study of
up-regulated gene by glycyrrhizin. Polymerase chain reaction
(PCR) technique was employed to amplify the sequence of
IL-18 promoter by using HepG2 cell genomic DNA as the
template, named IL-18P, and the PCR product was cloned
into pGEM-T vector. The IL-18P gene was cut from T-IL-
18 P by KpnI and Bgl II, and then cloned into pCAT3 basic,
named pCAT3- IL-18P. pCAT3-IL-18P was transfected into
the HepG2 cell line and cotransfected HepG2 cells with
glycyrrhizin by FuGENE 6 transfection reagents. The HepG2

cells transfected with pCAT3-basic was used as negative
control. The activity of chloramphenicol acetyltransferase
(CAT) in HepG2 cells transfected was detected by an en-
zyme-linked immunoassay (ELISA) kit after 48 h, which
reflected the transactivating function of glycyrrhizin to IL-
18 gene promoter.

RESULTS: The expressive vector pCAT3-IL-18P was con-
structed and confirmed by restriction enzyme digestion
and sequencing. The expression of CAT in HepG2 cells
transfected with pCAT3-IL-18P and stimulated with HepG2
was 7.7 times as higher as that of pCAT3-basic, and 1.5
times as higher as that of pCAT3-IL-18P.

CONCLUSION: HepG2 can up-regulate IL-18 gene
promoter. These results provide a new evidence to ex-
plain the molecular biological mechanisms of HepG2 in
immuno-regulation and antivirus.
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摘要

目的: 了解甘草甜素调节白介素-18(IL-18)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: 应用基因表达谱芯片技术对于甘草甜素刺激HepG2

细胞之后的基因表达谱进行研究. 聚合酶链反应(PCR)扩增

IL-18基因启动子 命名为IL-18P. 以T-A克隆法 将IL-

18P 基因片段连入载体 pGEM-T. 将获得的质粒 pT-IL-

18P 与报告质粒 pCAT3-basic 分别用 KpnI 和 Bgl II 双酶

切后构建IL-18启动子报告基因表达载体pCAT3-IL-18P

以重组表达质粒pCAT3-IL-18P瞬时转染HepG2细胞 以

转染pCAT3 basic的HepG2细胞为阴性对照 甘草甜素刺

激后24 h后收获细胞. 用酶联免疫黏附法(ELISA)检测细胞

中氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表达活性.

结果: 表达谱基因芯片研究结果表明 甘草甜素可上调IL-

18 基因表达水平达 2.815 倍. 构建的报告载体 pCAT3-IL-

18P经过序列分析和酶切鉴定正确. pCAT3-IL-18P和甘草

甜素瞬时转染的 HepG2 细胞的 CAT 表达活性是 CAT3 空

载体的 7.7 倍 pCAT3-IL-18P 的 1.5 倍.

结论: 甘草甜素可以上调 IL-18 启动子的活性 进而上调

IL-18基因的表达. 为深入了解甘草甜素的免疫调节作用及

其在病毒的清除过程中的作用机制提供新的理论依据.
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0   引言

甘草甜素(glycyrrhizin GL) 是从甘草的根茎提取的

一种有效药理成分 由2分子的葡萄糖醛酸与甘草酸组

成的复合物 具有抗炎症及抗过敏作用. 研究表明

甘草甜素在乙型肝炎和丙型肝炎抗病毒治疗 保护肝

细胞 避免肝损害中具有重要应用前景 并且具有潜在

的抑制肝细胞肿瘤增生的作用[1]. 甘草甜素能诱导小鼠

血清中细胞因子干扰素 γ (IFNγ )的产生 对巨噬细胞

及自然杀伤(NK)细胞活性有显著增强作用[2] 并且选择

性刺激小鼠肝内 T 细胞的增生[3]. 这些结果提示甘草甜

素可能具有免疫调节作用. 但是这些药理学作用的分子

生物学机制还不十分清楚. 本研究利用基因芯片技术筛

选 GL 上调和下调的靶基因 首先证实 GL 可以上调

HepG2 细胞系中的白介素 -18 (IL-18)基因的表达. 采用

基因重组技术构建pCAT3-IL-18P报告基因载体 与甘

草甜素共转染人肿瘤细胞系 HepG2 细胞 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 基因的表达增强. 证明 GL 可上调 IL-18 启动

子活性 进而上调 IL-18 基因的表达. IL-18 又名 IFNγ
诱导因子(IGIF IFN γ -inducing factor) 说明人和动

物应用 GL 后 首先刺激表达 IL-18 然后诱导 IFNγ
的产生 从而达到其免疫调节的治疗作用. 这些结果为

深入了解GL的免疫调节作用及其在病毒的清除过程中

的作用机制提供新的理论依据.

1   材料和方法

1.1 实验材料及主要试剂  (1)菌种及细胞株: 人肝癌细胞

系HepG2细胞及大肠杆菌JM109菌株为本室保存. (2)工

具酶: Tag DNA 聚合酶 T4 DNA 连接酶及限制性内切

酶均购自Takara公司. (3)试剂盒: 质粒DNA提取试剂盒

中间载体 pGEM-T 及报告质粒 pCAT3-basic 均购自

Promega 公司; CAT-ELISA检测试剂盒及质粒 DNA转染

试剂盒购自Roche公司. GL由深圳健安医药公司提供. 其

他生化试剂购自 Sigma 公司.

1.2 目的基因的扩增与纯化  由 GenBank 分析的IL-18基

因的转录起始位点上游选取978 bp及向下游截取186 bp

设计引物. 在上下游引物的 5 - 端分别引入 KpnI 和 Bgl

II 单一酶切位点 上游引物 P1: 5 -GGT ACC ACT CTG

TAC TGG CAA AAC ACA- 3 . 下游引物 P2: 5 -AGA

TCT GTT CCT TTC CTC TTC CCG AAG - 3 以 HepG2

细胞基因组 DNA 为模板 PCR 扩增包含IL-18P 基因启

动子全序列的 DNA 片段 PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶

电泳 切胶 回收纯化.

1.3 真核表达载体的构建 纯化和 DNA 测序  以 T-A

克隆法 用 T4 DNA 连接酶将 IL-18P 基因片段连入载

体 pGEM-T. 将获得的质粒 pTA-IL-18P 和报告质粒

pCAT3-basic分别用KpnI和NheI双酶切后用T4 DNA连

接酶进行定向连接 产物转化JM109宿主菌 筛选抗氨

苄青霉素阳性菌落; 提取质粒 再次双酶切及PCR鉴定

正向插入克隆 命名为 pCAT3- IL-18P. DNA 测序由

上海博亚公司完成.

1.4 探针标记  参照 Schena 等方法逆转录标记 cDNA 探

针并纯化. Cy3-dUTP 标记对照组细胞 mRNA (5 µg)

Cy5-dUTP 标记实验组细胞 mRNA (5 µg). 乙醇沉淀后溶

解在 20 µL 5 SSC+0.2% SDS 杂交液中.

1.5 芯片制备  芯片包含的 1 152 个 cDNA 由上海联合基

因有限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 免疫调

节相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信

号转导相关基因等. 以通用引物进行 PCR 扩增 PCR

产物长度为 1 000-3 000 bp. 靶基因以 0.5 µg/ µL 溶解于

3 SSC 溶液中 用 Cartesian 公司的 Cartesian 7 500 点

样仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水

合(2 h) 室温干燥(30 min) UV 交联 再分别用 0.2%

SDS 水及 0.2% 的硼氢化钠溶液处理 10 min 晾干备用.

1.6 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在 95 水浴变

性 5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于 60 杂

交 15-17 h. 依次以 2 SSC+ 0.2% SDS 0.1% SSC+

0.2% SDS 0.1% SSC 洗涤 10 min 室温晾干.

1.7 检测与分析  用 General Scanning 公司的 ScanArray

3 000 扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24 条管家基

因 每个基因点 2 个点 共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算 Cy5/Cy3 比值. 阳

性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增强;

Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

1.8 细胞转染及 IL-18P 活性检测  磁珠法提取质粒

pCAT3- IL-18P 以备转染 以标准方案培养 HepG2 细

胞. 具体转染方法参照转染说明书进行. 转染 48 h 后收

集细胞 收集细胞裂解液 用于 CAT 活性检测.

1.9 甘草甜素与 pCAT3- IL-18P 共转染实验  在 35 mm

培养皿中常规培养 HepG2 细胞 细胞生长至对数期时

分别将甘草甜素 +pCAT3-IL-18PP 及 pCAT3-IL-18P 加

入细胞培养液中 甘草甜素终浓度为 200 µg/mL 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.

1.10 CAT 表达水平检测  按照试剂盒说明书进行. 取

1.0 ng/mL的CAT标准品(试剂盒提供)及细胞裂解液200 µL

加入已包被抗体的 96 孔板中 37 温育 2 h 再依

次加入第 1 抗体(地高辛标记的抗 -CAT) 第 2 抗体(偶联

有过氧化物酶的地高辛抗体anti-DIG-POD) 200 µL 37 

温育1 h后 加入过氧化物酶的底物室温显色10-30 min.

用酶标仪检测标本在 415 nm 波长的吸光度 其数值反
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映细胞提取物中的CAT表达水平. 以未作转染的细胞裂

解液平行实验作空白对照.

2   结果

2.1 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有 1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的整个过程 在

芯片上设置了阴性对照(8 条水稻基因 共 8 个点) 这

些点的杂交信号均很低 证实了数据的可靠性. 由于实

验组探针标记Cy5荧光素(呈红色) 对照组探针标记Cy3

荧光素(呈绿色) 红绿颜色的差异就显示该基因在实验

组和对照组中基因表达水平上的差异 黄色代表表达

水平无差异. 按阳性标准 从 1 152 个基因中筛选出差

异表达基因共 94 条 占 8.15 % 其中 38 条基因表达增

强 56 条基因表达降低. 并均在 GenBank 登录. 其中

HepG2 细胞受到甘草甜素的刺激之后 IL-18 基因转录

活性水平提高到 2.815 倍.

2.2 重组质粒的酶切鉴定   pCAT3-IL-18P 鉴定电泳图

谱如图 1 所示 重组质粒 pCAT3-IL-18P 分别以 KpnI/

Bgl II 双酶切及 PCR鉴定均显示 1 163 bp正向插入条带.

说明重组质粒 pCAT3-IL-18P 构建正确.

图 1  pCAT3-IL-18P 鉴定电泳图谱. 1: pCAT3-IL-18PKpnI/Bgl II 双酶

切, 可见 1 169 bp 的 IL-18P DNA 条带; M: DNA Marker (15 000 bp+

2 000 bp).

2.3 克隆的包含IL-18基因启动子核苷酸序列  如图2所

示. 所克隆的区域包括一部分IL-18基因序列 其中+1-

40 核苷酸序列是由 GenBank 分析的 IL-18 基因的转录

起始位点.

-978 ACTCTGTACT GGCAAAACAC AAAAACAAAA TGCCACCTTG CTAATTCCCT

-928 TCCTAGCAAA GTAATACAGT TTAGCACATG TTCAAGAAAA AAATGGCTAA

-878 GAAATTTTGT TTCCACTAAT TATTTTCAAG ACTGTGATAT TTACACTCTG

-828 CTCTTCAAAC GTTACATTTT ATAAGACTAT TTTTTAACAT GTTGAACATA

-778 AGCCCTAAAT ATATGTATCC TTAAATTGTA TTTCAAATAT TTTAGGTCAG

-728 TCTTTGCTAT CATTCCAGGA ATAGAAAGTT TTAACACTGG AAACTGCAAG

-678 TAAATATTTG CCCTCTTACC TGAATTTTGG TATCCCTCTC CCCAAGCTTA

-628 CTTTCTGTTG CAGAAAGTGT AAAAATTATT AAATAAAATT CTAATGATGG

-578 TATCCGTGTG GCTTGCATCT GATACAGCAG ATAAAGAAGT TTTATGAAAA

-528 TGGACTCCTG TTCCACTGAA AAGTAAATCT TAATGGCCTG TATCAACTAT

-478 CCTTTGACAC CATATTGAGC TTGGGAGGAA GGGGAAGTCC TGAATGAGGT

-428 TATAAAGTAA AAGAAAATAT TTGCAAAATG TTCCTTTTTT TAAAATGTTA

-378 CATTTTAGAA ATATTTTAAG TGTTGTAACA TTGTAGGAAT TACCCCAATA

-328 GGACTGATTA TTCCGCATTG TAAAATAAGA AAAAGTTTTG TGCTGAAGTG

-278 TGACCAGGAA GTCTGAAAAT GAAGAGAGAC AGATGACAAA AGAAGATGCT

-228 TCTAATGGAC TAAGGAGGTG CTTTCTTAAA GTCAGAAAGA GATACTCAGA

-178 AAGAGGTACA GGTTTTGGAA GGCACAGAGC CCCAACTTTT ACGGAAGAAA

-128 AGATTTCATG AAAATAGTGA TATTACATTA AAAGAAGTAC TCGTATCCTC

  -78 TGCCACTTTA TTTCGACTTC CATTGCCCTA GGAAAGAGCC TGTTTGAAGG

    -28                  CGGGCCCAAG GAGTGCCGAC AGCAGTCTCC TCCCTCCACC TTCTTCCTCA

   +23                 TTCTCTCCCC AGCTTGCTGA GCCCTTTGCT CCCCTGGCGA CTGCCTGGAC

   +73                 AGTCAGCAAG GAATTGTCTC CCAGTGCATT TTGCCCTCCT GGCTGCCAAC

+123 TCTGGCTGCT AAAGCGGCTG CCACCTGCTG CAGTCTACAC AGCTTCGGGA

+173 AGAGGAAAGG AAC

图 2  克隆的包含 IL-18 基因启动子的核苷酸序列图.

2.4 重组质粒 pCAT3-IL-18P 与甘草甜素共转染  实验

结果: 空载体对照组 pCAT3 basic 的 CAT 的吸光度值为

0.074 pCAT3-IL-18P 的 CAT 的吸光度值为 0.385 共

转染 pCAT3-IL-18P / 甘草甜素的 HepG2细胞 CAT的吸

光度值为 0.575 共转染 pCAT3-IL-18P/ 甘草甜素的

CAT 的表达明显增强 是 CAT3 空载体的 7.7 倍 是

pCAT3-IL-18P 的 1.5 倍 说明甘草甜素对 IL-18 基因

启动子有反式激活作用 转录激活 IL-18 基因启动子

的活性 使其下游 CAT 基因的表达增强(图 3).

图 3  CAT 酶表达结果. 1: pCAT3 basic; 2: pCAT3- IL-18P; 3: 甘草甜
素 + pCAT3-IL-18P.

3   讨论

日本米诺发医药公司(Minophagen)生产的甘草甜素注射

液 具有广泛的药理作用 在抗炎 抗溃疡 抗过敏反

应 皮肤病治疗等方面具有很好疗效. 研究表明 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[4-7]. 甘草甜素对

四氯化碳 甲基偶氮苯 扑热息痛所致肝损伤有明显

保护作用 能抑制磷酯酶A2的活性; 能诱导产生IFNγ和

增强NK细胞活性 保护肝细胞和激活网状内皮系统[8-11].

甘草甜素在肝脏分解为甘草次酸和葡萄糖醛酸 可与

毒性物质结合而起解毒作用[12]. 甘草甜素具有诱导产生

IFNγ 的作用 对单纯孢疹病毒具有特异的灭活效果;

对水痘 带状孢疹病毒复制有抑制作用[12-13]. 甘草甜素

M        1

5 000 bp

1 000 bp 1 169 bp

   1                          2                          3

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

CA
T

吸
光

度
值



对皮质类固醇在肝内代谢失活起竞争性抑制作用 间

接提高皮质量类固醇的血中浓度而产生皮质样作用[13].

甘草甜素可抑制纤溶酶系统的活化 阻止血清对毛细

血管渗透性的促进 抑制膜通透性的亢进 并且有抑

制肉芽肿形成的作用 对延迟过敏反应症也有抑制作

用. 关于甘草甜素免疫调节机制的研究 对于深入阐明

甘草甜素的药理作用机制 提高甘草甜素在慢性病毒

性肝炎中的疗效 都具有十分重要的意义.

        白介素 18(IL-18)最初命名为 γ 干扰素诱生因子. 他

可诱生 γ 干扰素(IFNγ) 加强 FasL 介导的细胞毒效应

增强 IL-2 粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)

的活性 促进肿瘤坏死因子 α(TNFα) IL-1 胞间黏

附分子 1(IC-MA-1) IL-8 的表达 诱生 IL-4 [14-15]

与 IL-12 的生物学功能有相近之处 对 T 细胞有多种调

节功能 可以显著刺激 Thl 细胞产生 IFNγ[16] 促进 Thl

增生及 Fas 介导的 Thl 细胞的细胞毒作用[17]. IL-18 能刺

激 NK 细胞增生 活化 但需要与其他细胞因子组成才

能发挥较强的促增生作用. Tomura et al [18]发现 IL-18 单

独对小鼠脾脏 NK 细胞的促增生作用并不强 但与 IL-

2 或 IL-12 组合可以刺激 NK 细胞向淋巴母细胞转化

并较强地促进 NK 细胞增生 活化. Takeda et al [19]的实

验显示敲除 IL-18 基因的小鼠体内的 NK 细胞失去了体

外活化的能力 说明 IL-18 是 NK 的发育成熟和活化

的必须细胞因子. NK细胞在肿瘤免疫中占有重要地位

是机体抗肿瘤的第一道防线. IL-18对NK细胞抗肿瘤作

用的调节 显示了 IL-18 在肿瘤治疗方面较好的应用

前景[20]. Seki et al [21]认为肝细胞在细菌感染时产生急性

期蛋白 补体等 枯否细胞在各种细菌刺激剂(包括

脂多糖 细菌超抗原)作用下产生 IL-12 IL-18 进

一步激活肝脏自然杀伤(NK)细胞 T 细胞产生 IFNγ
对肿瘤细胞 微生物感染细胞产生细胞毒性 在防御

微生物感染和血源性肿瘤转移中起重要作用.

        本研究采用基因重组技术 自 IL-18 基因上游自碱

基ATG上推976 bp 以HepG2细胞基因组DNA为模板

设计引物 PCR 扩增包含 IL-18 基因启动子全序列的

DNA 片段 构建 pCAT3-IL-18P 报告基因载体 应用

报告基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)共转染瞬时表达系统

与甘草甜素共转染 HepG2 细胞 测得共转染甘草甜素 /

pCAT3-IL-18P 的 CAT 的表达明显增强 是 CAT3 空

载体的 7.7 倍 是 pCAT3-IL-18P 的 1.5 倍 说明甘

草甜素对IL-18基因启动子有反式激活作用 转录激活

IL-18 基因的活性. 证明甘草甜素可上调 IL-18 启动子

活性 进而上调 IL-18 基因的表达 为深入了解甘草

甜素的免疫调节作用及其在病毒的清除过程中的作用

机制提供新的理论依据.
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