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摘要：探讨菊苣酸（236>&-6> />6N，2OP）在人肝细胞系 I9JK" 细胞中对细胞因子信号转导抑制分子 L（=,JJ-9::&- &1 ><;&E
Q6.9 :64./06.4 L，=A2=L）表达的影响，用剂量为 #、D 和 D# !4·7R S$ 2OP 分别处理 I9JK" 细胞 "G 3 后，经 OTEU2O、O9E
/0E;679 U2O 检测 !"#!L 基因的 7O%P 表达情况，再以上述不同剂量 2OP 分别处理细胞 "G 3 以及 D# !4·7R S$2OP 分

别处理 I9JK" 细胞 #、*、$"、$M 和 "G 3 后，用 V9:;9-. W0&; 法检测 !"#!L 基因的表达情况。研究结果显示 2OP 作用于

I9JK" 细胞后，!"#!L 基因的 7O%P 和蛋白表达水平随着 2OP 剂量增加而显著下降（$ X #( #$），且呈现一定的剂量

依赖性；随着处理时间的增加，=A2=L 蛋白表达水平下降更加明显，说明在翻译水平 2OP 不仅呈剂量依赖性，还呈时

间依赖性下调 =A2=L 蛋白的表达。这些结果提示 2OP 可抑制 =A2=L 蛋白在 I9JK" 细胞中的表达。
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! ! 细胞因子信号转导抑制分子（=,JJ-9::&- &1 ><E
;&Q6.9 :64./06.4，=A2=）家族可在多种细胞内表达或

诱导表达。目前发现该家族有 =A2=$ Z H 和 2B= 共

M 个成员分子，主要通过它们的 =I" 结构与其他细

胞因子受体结合，抑制细胞信号转导［$EL］。抑制信号

转导主要有两种方式：一是与目标底物结合，促进底

物降解，而抑制信号转导［G］；二是作为类似底物，竞

争结合靶分子的催化位点，而抑制信号转导［D］。细

胞因子信号转导抑制分子 L（=A2=L）作为 =A2= 家

族的重要一员，它可被多种细胞因子和激素如 RU=、

BRE*、B[%E"、胰岛素、瘦素等诱导表达［GE)］。在胰岛

素抵抗疾病中伴有 =A2=L 的过表达的发生，如胰岛

素可诱导 =A2=L 蛋白的过表达的发生，而过表达的

=A2=L 蛋白又通过与胰岛素受体底物（ BO=）竞争结

合并促进 BO= 泛素化降解，阻碍信号转导，降低胰岛

素敏感性，加重病情的发展［H］。由于 =A2=L 蛋白的

表达水平与胰岛素抵抗等疾病密切相关，因此抑制

=A2=L 蛋白的过表达对于治疗胰岛素抵抗等代谢疾

病有着重要的作用。

菊苣酸（236>&-6> />6N，2OP）是一种多酚，是咖

啡酸和酒石酸的衍生物，最早是从菊苣类中分离发

现的一种有效活性物质。已有研究发现 2OP 可以

提高免疫细胞的吞噬作用和促进干扰素、免疫球蛋

白等相关免疫分子的表达。据新近研究报道，2OP

还具有增强胰岛素分泌和胰岛素敏感性的作用［$#］，

但能否影响 !"#!L 基因的表达尚未报道。本研究

就 2OP 在人肝细胞系 I9JK" 中对 !"#!L 基因 7OE

%P 和蛋白水平的影响进行了探讨，为相关研究提供

基础资料，也为胰岛素抵抗、肥胖等代谢疾病的防治

提供一定的理论依据。

$ 材料与方法

$( $ 材料和试剂

研 究 所 用 主 要 材 料 和 试 剂 为：人 肝 细 胞 系

I9JK"；@\]\ 细胞培养基和胎牛血清（ 美国 K6W>&

公司出品）；2OP（天津马克公司出品）；@\=A（美国

=647/ 公司出品）；动物 O%PE&,;（北京天净沙公司出

品）；\E\R? 逆转录酶和琼脂糖（美国B.’6;-&49.公司

出品）；随机引物 A064& N（T）$M、-ET/5@%P聚 合 物、

=^_O" K-99. B 试剂（ 宝生物工程（ 大连）公司出

品）；O%P/:90 抑制剂和 N%TU:（美国 U-&794/ 公司出

品）；蛋白酶抑制剂（瑞士 O&>39 公司出品）；细胞裂
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解液和 !"# 蛋白浓度测得试剂盒（上海碧云天公司

出品）；化学发光底物检测试剂盒（ 美国 $%&’() 公

司出品）；封闭蛋白干粉（武汉博士德公司出品）；兔

抗人 *+"*, 抗体（英国 #-./( 公司出品）；兔抗人 !0
/.123 抗体（北京博奥森公司出品）；羊抗兔二抗（广州

中杉公司出品）。引物使用 4’2(&’ 4’&(2&’ ,5 6 软件

设计，经上海 73821’)9&3 公司合成；其余试剂均为国

产分析纯。

:5 ; 细胞培养

采 用 含 :6< 胎 牛 血 清、高 糖 型 =>?>（ 含

:66 @·(A B:青霉素，:66 @·(A B:链霉素）培养基，

于 ,C D、E< "+; 的培养箱内培养，并通过常规换

液和传代，使细胞保持在对数生长期。"F# 以 =>0
*+ 作为溶剂溶解（=>*+ 终浓度为 :G），给药的剂

量梯度为 6、65 :、:、E、;6 和 E6 "9·(A B:，其中 6 "9
·(A B:"F# 的 =>*+ 溶液为对照。给药时间梯度

为 6、H、:;、:I 和 ;J %，药物处理时采用含 ;<胎牛血

清的 =>?> 培养基。

:5 , 细胞总 FK# 的提取和 4"F 反应

以每毫升 E5 6 L :6E 个细胞的密度将 M&NO; 细

胞接种于细胞培养板中，稳定培养 :H % 左右后加入

溶解好的 "F#，以溶剂 =>*+ 为对照进行处理。药

物处理时间为 ;J %。按动物 FK#0)P1 试剂操作说明

提取细胞总 FK#，并利用紫外分光光度仪测定波长

;H6、;I6 3( 的光密度值，确定 FK# 质量以及浓度。

使用逆转录试剂盒进行 .=K# 的合成，逆转录体系、

反应条件参考试剂盒的操作说明，体系及反应条件

如下：总 FK# ; Q;5 E "9，随机引物 +R29) S（$）:I E6
N()R·"A B:（=?4" 水 溶 解）: "A，:6 (()R·A B:

SK$4T : "A，补充 :G=?4" 水到:, "A，HE D 反应

E (23；然后迅速置于冰上处理; (23；接着加入 E L
U2’T1 -PUU&’ J "A，65 : (()R·A B: =$$ ; "A，>0>AV 逆

转录酶 65 , "A，FK#/T&R 抑制剂 65 C "A，总反应体

系 ;6 "A；混匀后，,C D逆转录 E; (23，C6 D酶灭活

:E (23；所得 .=K# 于 B ;6 D下保存。

:5 ,5 : 逆转录 4"F 反应W 逆转录 4"F 反应体系及

条件参考 ’0$/X 酶的操作说明进行实验。单管反应

体系为 .=K# : "A，;6 N()R·A B: 上下游引物（ 用

SSM;+ 配 制，具 体 见 表 :）各 65 E "A，:6 L -PUU&’
（>9; Y U’&&）;5 E "A，;5 E (()R·A B: SK$4T ; "A，

;5 E (()R·A B: >9; Y ; "A，’0$/X =K# 聚 合 酶

65 :E "A，补水至 ;E "A。4"F 反应条件为：:）!0/.0
123：ZE D预变性 E (23，然后 ZE D变性 JE T，H6 D退

火 JE T，C; D延伸 JE T，扩增 ;E 个循环。;）*+"*,：

ZE D预变性 E (23，然后 ZE D变性 JE T，H6 D退火

JE T，C; D延伸 JE T，扩增 ,6 个循环。反应完成后，

取 4"F 产物 E "A 加 H L =K# 上样缓冲液 : "A 混

匀，以 :<琼脂糖凝胶，65 E L $#? 缓冲液进行电泳

后于凝胶成像仪上观察结果。

表 :W 4"F 引物序列

基因名称 正反链 引物序列 产物大小 [ -N $> 值 [ D

!"#!#$%&’(
正义链

反义链

E\0""# $O$ #"O $$O "$# $"" #OO0,\
E\0$"$ ""$ $## $O$ "#" O"# "O#0,\

;E; H6

!"#)*+),
正义链

反义链

E\0#OO "$" "$$ $O$ OO# "$$ "#0,\
E\0#O" $OO $#" $"O "$" $$O O#0,\

,;6 H6

!,$-#&’.,#!#$%&’(
正义链

反义链

E\0O$O ##O O$O #"# O"# O$" OO$ $0,\
E\0O## O$O OOO $OO "$$ $$# OO#0,\

:EC H6

!,$-#&’.,#)*+),
正义链

反义链

E\0#$" "$O O$O #"# $O" $"" $"0,\
E\0OO" #"" #OO $#O #"$ $$O O#0,\

:,H H6

:5 ,5 ; 实时荧光定量 4"F 反应W 采用 *]!F" O’&&3
7 嵌合荧光法进行 F&/R012(& 4"F，反应体系及条件

参考 *]!F" 4’&(2^ ?^ $/X$>（4&’U&.1 F&/R012(&）试

剂的操作说明进行实验。单管反应体系为 .=K# :
"A，;6 N()R·A B: 上下游引物（SSM;+ 配制）各 65 E
"A，*]!F" 混合物 :6 "A，补水至;6 "A。F&/R012(&
4"F 反应条件为：:）!0/.123：ZE D预变性 ,6 T，然后

ZE D变性 :6 T，H6 D退火 :E T，扩增 J6 个循环。;）

*+"*,：ZE D预变性 ,6 T，然后 ZE D变性 :6 T，H6 D
退火 ,6 T，扩增 J6 个循环。使用 ; B ##%& 法分析相对

表达量［::］。

:5 J 蛋白提取与免疫印迹

细胞培养于 H 孔板中，实验组和对照组处理条

件按照本文 :5 , 部分进行浓度处理和时间依赖处

理。细胞处理好后，弃去培养上清，用 4!* 洗两次，

吸尽液体，参考细胞裂解液操作说明，加入一定的细
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胞裂解混合液（ 已加蛋白酶抑制剂），冰浴 !" #$%，

刮下细胞，接着以 & ’、() """ * 条件离心 + #$%，取

上清于另一新的预冷 ,- 管中，用 ./0 法测量蛋白

浓度。

取 &" !* 总蛋白加入适量 + 1 232 上样缓冲液

中，沸水浴中变性 + #$%，4 5" ’保存。用 ()6 232
聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离后，采用湿转方法进

行蛋白转移至 -738 膜上。-738 膜置于含 +6 封

闭蛋白干粉的封闭液中封闭，!9 ’孵育 :" #$%。然

后用一抗稀释液以 (; ) """ 稀释兔抗人 2</2! 抗

体，& ’孵育 (= > (5 ?，接着用 -.2@ 洗 ! 次，每次 ("
#$%。洗后将 -738 膜用封闭液以 (; )" """ 稀释羊

抗兔二抗，于 !9 ’孵育 :" #$%，-.2@ 洗 ! 次，每次

(" #$%。最后在暗室中，用化学发光底物检测试剂

将 -738 膜上蛋白进行化学发光，并对 A 光胶片曝

光。用 .$BCDEF 图像分析系统对 GHIJHK% LMBJ 的条

带进行灰度值扫描和半定量分析。

(N + 统计分析

上述实验均进行 ! 次以上重复，实验数据分析

用“平均数 O 标准差”表示，组间差异用 P$QKBIBRJ
,SQHM )""" 软件进行单因素方差分析，显著性检验

水平设为 ! T "N "+。

) 结果

)N ( 对 !"#!! 基因转录水平的影响

以 "、+ 和 +" !*·#U 4( /D0 处理 VHWX) 细胞

后，经 D@C-/D 和 DHEMCJ$#H -/D 检测的结果显示，

在使用 + 和 +" !*·#U 4( /D0 处理后，!"#!! 基因

的 #DY0 表达水平被显著抑制（$ Z "N "(），分别为

对照组水平即 " !*·#U 4(/D0 处理的（="N :( O "N
()）6、（)(N 9( O "N ")）6（图 (）。这说明在 VHWX)
细胞中 /D0 可剂量依赖性地抑制 !"#!! 基因 #DC
Y0 的表达。

)N ) 对 2</2! 蛋白水平的剂量效应

以不同剂量 /D0 处理 VHWX) 细胞 )& ? 后，经

GHIJHK% LMBJ 技术检测 2</2! 蛋白的表达的结果显

示，与 " !*·#U 4(/D0 处理的对照组相比，以 "N (、

(、+、)" 和 +" !*·#U 4(/D0 处理 )& ? 后，随着 /D0
剂量的增加 2</2! 蛋白表达水平被显著抑制（ $ Z
"N "+），蛋 白 表 达 水 平 分 别 为 对 照 组 表 达 水 平 的

（9+N !" O "N "+）6、（9=N 5& O "N "9）6、（+=N 5& O "N
"=）6、（!&N "" O "N "=）6 和（(+N )) O "N "+）6（ 图

)）。该结果说明在 VHWX) 细胞中 /D0 可剂量依赖

性地抑制 2<</2! 蛋白的表达。

注：上图为不同剂量 /D0 处理 VHWX) 细胞 )& ? 后，通过半定量

D@C-/D 检测 !"#!! 基因 #DY0 的表达水平；下图为用实时荧光定

量 D@C-/D 分析 /D0 处理 )& ? 后 VHWX) 细胞中的 !"#!! 基因 #DC

Y0 的表达水平（!!：$ Z "N "(；!!!：$ Z "N ""(）。

图 ([ /D0 在 VHWX) 细胞中抑制 !"#!! #DY0 的表达

注：上图为不同剂量 /D0 处理 VHWX) 细胞 )& ? 后，经 GHIJHK%

LMBJ 技术检测 2</2! 蛋白的表达结果。下图为半定量分析 2</2! 蛋

白的表达水平（!：$ Z "N "+；!!：$ Z "N "(；!!!：$ Z "N ""(）。

图 )[ /D0 在 VHWX) 细胞中对 2</2! 蛋白水平的剂量效应

)N ! 对 2</2! 蛋白水平的时间效应

以 +" !*·#U 4(/D0 处理细胞 "、=、()、(5 和 )&
? 后，经 GHIJHK% LMBJ 技术检测 2</2! 蛋白表达的结

果显示，与对照组即处理 " ? 相比，随着处理时间的

增加，2</2! 蛋白水平被显著抑制（$ Z "N "+），蛋白
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表达水 平 分 别 为 对 照 组 表 达 水 平 的（ !"# $" %
&# &’）(、（$$# &’ % &# &"）(、（)*# ’) % &# &+）( 和

（*!# !! % &# &’）(（ 图 *）。上述结果说明在 ,-./0
细胞中 123 可时间依赖性地抑制 4514* 蛋白的表

达。

注：上图为 $& !6·78 9’ 123 处理 ,-./0 细胞 &、"、’0、’+、0) :

后经 ;-<=->? @AB= 技术检测 4514* 蛋白的表达结果。下图为半定量

分析 4514* 蛋白的表达水平（!：! C &# &$；!!：! C &# &’；!!!：! C

&# &&’）。

图 *D 123 在 ,-./0 细胞中对 4514* 蛋白水平的时间效应

* 讨论

目前有关 4514* 蛋白在胰岛素抵抗方面的研

究结果 显 示，核 受 体 EE32"、8F2 等 可 通 过 下 调

4514* 蛋白的表达从而增强胰岛素敏感性，并且利

用转基因技术也可对 4514* 蛋白进行敲出；然而

4514* 蛋白敲出后不仅不能改善胰岛素抵抗症状，

反而会通过模拟慢性炎症加重病情的发展［0，’0G’*］。

而有关传统中药所含活性物质对 4514* 蛋白影响

的研究更加少见。123 作为从紫锥菊提取出的活

性物质，具有广泛的生理活性。它可以提高机体免

疫，具有降低胆固醇、阻止氧化应激反应、促进创伤

愈合等多种功能［’)G’!］。据报道 123 可以增加胰肌

细胞葡萄糖的摄取和增加胰岛细胞分泌胰岛素以及

提高胰岛素敏感性［’’］，但具体机制尚不明了，特别

是 123 缓解胰岛素抵抗的作用是否与调节 4514*
表达有关在本研究前一直未见报道。本研究则发

现，123 在肝细胞 ,-./0 中可明显抑制 4514* 蛋

白的表达，体现在基因的转录和翻译水平上，并具有

剂量依赖性和时间依赖性。因此，本研究结果为深

入研究 123 调节 4514* 蛋白表达的机制奠定了基

础，同时也为探讨 123 在防治胰岛素抵抗等代谢疾

病中的作用机制提供了一定科学依据。
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