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Abstract
AIM: To investigate the regulatory effect of glycyrrhizin 
on the tissue inhibitor of metalloproteinases-1(TIMP-1) 
expression and to explore its anti-fi brosis mechanism.

METHODS: The TIMP-1 promoter was amplified by 
polymerase chain reaction(PCR), and the product was 
named TIMP-1P. The TIMP-1P was cloned into pGEM-
Teasy vector to obtain pGEM-Teasy-TIMP-1P, and then 
the product and pCAT3-basic vector were digested 
by Nhe I and Xho I to construct pCAT3-TIMP-1P. Then 
pCAT3-TIMP-1P was transfected into HepG2 cells and 

the cells were treated with 0.1 mmol glycyrrhizin for 
48 h. The HepG2 cells transfected with pCAT3-basic 
were used as negative controls. The expression level 
of chloramphenicol acetyltransferase(CAT) in HepG2 
cells was detected by enzyme-linked immunoassay 
(ELISA).

RESULTS: The expressive vector pCAT3-TIMP-1P 
was constructed and confi rmed by restriction enzyme 
digestion and sequencing. The optical density(OD) of 
the cells transfected with pCAT3-TIMP-1P was signifi -
cantly higher than that with pCAT3-basic(2.329 ± 0.685 
vs  0.004 ± 0.002, F = 26.075, P  <0.05). After treatment 
with glycyrrhizin, the expression of CAT in the HepG2 
cells transfected with pCAT3-TIMP-1P was notably 
decreased as compared with that in the same cells with-
out glycyrrhizin treatment(OD: 0.268 ± 0.009 vs  0.490 ± 
0.153, F  = 35.775, P  <0.05).

CONCLUSION: Glycyrrhizin can down-regulate the 
activity of TIMP-1 gene promoter as well as inhibit the 
expression of TIMP-1.

Key Words: Glycyrrhizin; Tissue inhibitor of metallopro-

teinases-1; Anti-fibrosis

Wang QX, Cheng J, Guo J, Li WF, Wei HS. Glycyrrhizin down-
regulates expression of tissue inhibitor of metalloproteinases-1. Shijie 
Huaren Xiaohuan Zazhi  2005;13(18):2183-2187

摘要
目的：了解甘草甜素对基质金属蛋白酶组织抑制因子-1
基因启动子活性的调节作用，探讨甘草甜素的抗纤维化
机制.

方法：应用聚合酶链反应(PCR)扩增基质金属蛋白酶
组织抑制因子-1基因启动子，命名为TIMP-1P，以
T-A克隆法，将TIMP-1P基因片段连入载体pGEM-
Teasy．将获得的质粒pGEMTeasy-TIMP-1P，与报
告质粒pCAT3-basic分别用Nhe I和Xho I 双酶切后构
建TIMP-1启动子报告基因表达载体pCAT3-TIMP-
1P，以重组表达质粒p C A T3-T I M P-1P瞬时转染
HepG2细胞，4 h后以0.1 mmol甘草甜素刺激,48 h
后收获细胞.同时以转染pCAT3 -basic的HepG2细胞



为阴性对照，每组设复孔对照，用酶联免疫吸附法
(ELISA)检测标本在415 nm波长的吸光度值，其数值
反映细胞中氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表达水平.

结果：构建的报告基因表达载体pCAT3-TIMP-1P经
过序列分析和酶切鉴定正确.瞬时转染HepG2细胞后，
pCAT3-basic的吸光度值为0.004 ± 0.002，pCAT3-
TIMP-1P为2.329 ± 0.685,经方差分析两者差异有统
计学意义(F = 26.075，P <0.05), pCAT3-TIMP-1在
HepG2细胞中能够启动CAT的表达.转染HepG2细胞
的pCAT3-TIMP-1P经0.1 mmol甘草甜素刺激后，
其吸光度值为0.268±0.009,同期未经甘草甜素刺激的
pCAT3-TIMP-1P吸光度值为0.490±0.153，方差分
析两者差异有统计学意义(F = 35.775，P<0.05).

结论：甘草甜素可下调TIMP-1启动子的转录活性，
抑制TIMP-1的基因表达.

关键词：甘草甜素；基质金属蛋白酶组织抑制因子-1；抗

纤维化
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0  引言

甘草甜素(glycyrrhizin，GL)药理作用广泛，能抑制

肝脏炎症反应，强有力地保护肝细胞膜，增强肝脏

的解毒功能，减轻肝脏的病理性损害，提高肝细胞对

化学伤害的抵抗力，促进胆红素代谢，降低转氨酶，

逆转肝纤维化，并抑制多种病毒的复制[1,2]．肝星状

细胞的活化和增殖是肝纤维化、肝硬化发病机制的重

要环节，肝星状细胞表达产生的胶原和非胶原糖蛋白

在肝脏中沉积，逐渐发展为肝纤维化、肝硬化[3-5].另

外，肝脏中的胶原和非胶原糖蛋白的降解速度也是

决定肝纤维化发生发展的重要因素[6,7]．研究表明，

基质金属蛋白酶组织抑制因子-1(tissue inhibitor 

of metalloproteinases-1，TIMP-1)在肝脏中的细

胞外基质降解调解过程中具有决定性的意义[8]．临床

观察和实验研究已经发现GL具有显著的抗肝纤维化作

用[9-12]，但是GL是否是通过对TIMP-1基因表达的调节达

到抗纤维化的目的一直不十分清楚．我们通过观察GL对

TIMP-1基因表达的影响，探讨其抗肝纤维化的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝肿瘤细胞系HepG2细胞及大肠杆菌DH 5α

菌株为本室保存．Tag DNA 聚合酶、T4 DNA连接酶及限制

性内切酶均购自Takara公司．质粒DNA提取试剂盒，中间

载体pGEM-Teasy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．玻璃奶纯化试剂盒购自博大公司，其它生化

试剂购自Sigma公司．

1.2 方法 根据文献[13]合成引物，上游引物P1：5’

-GCT AGC AGA ACC GGT ACC CAT CTC AG-3’．下游

引物P2：5’-CTC GAG CTG TAC CTC TGG TGT CTC TC 

-3’，在上下游引物的5’-端分别引入Nhe I和Xho I单

一酶切位点，引物合成由上海生工生物工程技术服

务有限公司完成．以HepG2细胞基因组DNA为模板，

PCR扩增TIMP-1基因启动子800 bp的DNA片段，PCR产

物经9 g/L琼脂糖凝胶电泳，切胶，玻璃奶法回收纯

化．以T-A克隆法，用T4 DNA连接酶将TIMP-1P基因片

段连入载体pGEM-Teasy，转化大肠杆菌DH 5α感受

态细胞，筛选在选择平皿(Amp，X-gal/IPTG)生长的

白色菌落提取质粒，酶切(Nhe I/Xho I)及DNA测序鉴

定，DNA测序由上海华诺生物科技有限公司完成．将

获得的质粒pGEMTeasy-TIMP-1 P 和报告质粒pCAT3-

basic分别用Nhe I和Xho I双酶切后用T4 DNA连接酶进

行定向连接，产物转化大肠杆菌DH 5α感受态细胞，

筛选抗氨苄青霉素阳性菌落；碱裂解法提取质粒，

再次双酶切(Nhe I/Xho I)及PCR鉴定正向插入克隆，

命名为pCAT3-TIMP-1P，磁珠法提取质粒以备转染．

HepG2细胞在含100 mL/L小牛血清的DMEM中培养．于

35 m m平皿中生长至50-80%融合时采用脂质体转染

法，转染方法参照FuGENE6 Transfection Reagent

说明书进行．pCAT3-TIMP-1P转染剂量为1 μg，设

置pCAT3-basic 1 μg为阴性对照，pCAT3-control 

1 μg为阳性对照，每组设复孔对照．转染48 h后收

获细胞，收集细胞裂解液，用于CAT活性检测以验证

克隆的DNA片断具有启动子活性．在35 m m培养皿中

常规培养HepG2细胞，细胞生长至50-80%融合时转染

pCAT3-TIMP-1P 1 μg，于转染后4 h换液时加入GL使

终浓度为0.1 mmol，同时以转染pCAT3-Basic的HepG2

细胞作阴性对照，以转染pCAT3-control的HepG2细

胞为阳性对照．转染48 h后，收集细胞裂解液，用

于CAT表达水平检测．检测方法按照试剂盒说明书进

行．取1.0 μg/L 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1 h，再依次加入一抗(地高辛标记的抗-CAT)、二

抗(偶联有过氧化物酶的地高辛抗体anti-Dig-Pod)各

200 μL，37℃温育1 h后，加入过氧化物酶的底物室

温显色10-30 m i n.用酶标仪检测标本在415 n m波长

的吸光度值，其数值反映细胞提取物中的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.

统计学处理 数据以mean±SD表示，用SSPS11.0 

统计学软件进行方差分析.

2  结果

成功扩增出TIMP-1基因的启动子序列，经9 g/L琼脂
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细胞，CAT ELISA检测吸光度，空载体对照组pCAT3-

Basic的吸光度为0.004±0.002,阳性对照组为pCAT3-

control为2.029 ± 0.650，pCAT3-TIMP-1p为2.329±

0.685(图5)，F  = 26.075(P <0.05)差异有统计学意

义(表1)，表明pCAT3-TIMP-1p具有很强的启动子活

性．以GL刺激转染了pCAT3-TIMP-1p的HepG2细胞，当

pCAT3-TIMP-1p单独转染时，其吸光度值为0.490±0.153，

加入0.1 mmol GL刺激后吸光度值为0.268±0.009，

空载体对照组pC A T3-b a s i c的吸光度值为0.003±

0.002，GL刺激转染pCAT3-TIMP-1p的CAT吸光度值表

达明显降低，F = 35.775(P<0.05)差异有统计学意义

糖凝胶电泳分析显示扩增片段约800 b p，与预期片

段符合(图1).构建的中间载体pGEM-Teasy-TIMP-1p

以Nhe I/Xho I双酶切鉴定，9 g/L琼脂糖凝胶电泳分

析显示两条带(3015bp的pGEM-Teasy载体和800 bp的

TIMP-1启动子DNA片段)，与预期一致(图2)．DNA测序

证实重组质粒含有800 b p的目的基因，读码框架正

确．将双酶切产物与pCAT3-basic载体连接，以NheI/

Xho I双酶切鉴定，9 g/L琼脂糖凝胶电泳分析显示两

条带(4022bp的pCAT3-basic载体和800 bp的TIMP-1启

动子DNA片段)(图3)，说明重组质粒pCAT3-TIMP-1p构

建正确(图4)．将重组质粒pCAT3-TIMP-1p转染HepG2

图 1 以HepG2基因组DNA为模板，PCR扩增TIMP-1启动子序列 图 2 pGEM-Teasy-TIMP-1p双酶切鉴定（NheI/XhoI）

图 3  pCAT3-TIMP-1p双酶切鉴定（NheI/XhoI）

图 4 pCAT3-TIMP-1p双酶切鉴定（NheI/XhoI）

表 1 质粒转染HepG2的CAT吸光度值

pCAT3-basic                                          0.004 ± 0.002             

pCAT3-control                                       2.029 ± 0.650a            

pCAT3-TIMP-1p                                   2.329 ± 0.685a  

组别                                                              A415 nm  

aP <0.05,F =26.075 vs pCAT3-basic.

TIMP 1
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pCAT3-control

2.029±0.650
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2.329±0.685

0.004±0.002

pCAT3-TIMP-1p

图 5 pCAT3-TIMP-1p转染HepG2细胞 CAT表达.

图 6 甘草甜素刺激pCAT3-TIMP-1p后CAT表达 .

0.3

0.2

0.1

0

A
41

5 
nm

0.490±0.153

pCAT3-basic

0.268±0.009

0.003±0.002

pCAT3-TIMP-1p 干草甜素刺激
pCAT3-TIMP-1p

表 2 GL刺激pCAT3-TIMP-1p的CAT吸光度值

组别                                                              A
415 nm

pCAT3-basic                                           0.003± 0.002

pCAT3-control                                       1.058 ± 0.313a

pCAT3-TIMP-1p                                   0.490 ± 0.153a

GL + pCAT3-TIMP-1p                          0.268 ± 0.009b

aP <0.05 vs pCAT3-basic; bP <0.05, F = 35.775 vs pCAT3-TIMP-1p.
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(表2)，说明GL对TIMP-1p基因启动子有下调作用(图6)．

3  讨论

正常情况下，细胞外基质(extracellular matrix，

ECM)的合成与降解通过基质金属蛋白酶(MMP)及其抑

制剂(TIMP)的相互作用而维持一个平衡的状态，并得

到十分精确的调控[14,15].在各种病因造成的肝损伤过

程中，ECM合成与降解之间的平衡被打破，以胶原为

主的ECM各成分过多沉积在肝内引起纤维化，如果进

一步发展造成肝小叶重建，假小叶和结节形成，则进

入肝硬化[16]．许多实验研究表明，在肝损伤早期，

M M P一度升高，但随着肝纤维化及肝硬化的发展，

TIMP活性持续增高，抑制了MMP的活性，因而学者们

认为TIMP是肝纤维化发生过程中的一个非常重要的促

发因素[17-19]．TIMP是一组抑制基质金属蛋白酶活性的

多功能因子家族，目前已发现TIMP1，2，3，4 四个

成员，TIMP-1是调节肝内ECM沉积的重要因素，主要

通过抑制MMP对ECM的降解使ECM在肝脏内沉积增加，

也可通过抑制已活化的星状细胞的凋亡使得星状细胞

持续活化，而加剧肝内的ECM形成和堆积，促进了肝

硬化的形成[20-26]．G L是从中药甘草中提取的有效成

分，该药抗纤维化的机制不清楚．近年来有学者发现

GL有减少纤维化动物Ⅰ型胶原含量，抑制培养细胞

Ⅰ，Ⅲ型前胶原mRNA的表达的作用[27]．并且多项研究

提示该药可能通过抗细胞毒性作用、免疫调节以及影

响多种因子的信号转导而发挥抗肝纤维化作用[28-31]．采

用基因重组技术构建pCAT3-TIMP-1P报告基因载体，瞬时

转染人肝肿瘤细胞系HepG2细胞后以0.1 mmol GL刺激，

用酶联免疫吸附法(ELISA)测得下游CAT基因的表达降

低，证明GL可下调TIMP-1启动子活性，进而抑制TIMP-1基

因的表达．说明人和动物应用GL后，通过对TIMP-1表达

的直接抑制从而达到其抗纤维化作用．这些结果为深入

了解GL的抗纤维化机制提供了新的理论依据.
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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 论文寄送地址

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 ).
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