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摘要 目的 研究牛蒡子苷元( ATG) 对刀豆蛋白 A( ConA)
诱导的小鼠脾细胞增殖和相关细胞因子分泌的影响及其可

能的分子机制。方法 MTT法检测 ATG对小鼠脾细胞的毒
性; H3-胸腺嘧啶核苷掺入法检测 ATG对小鼠脾细胞的增殖
抑制水平; ELISA法检测细胞因子干扰素 γ( IFN-γ) 和白介
素 2( IL-2) 的分泌水平;Western blot法检测 mTOＲ通路相关
蛋白( mTOＲ、P70S6K、Akt、AMPK、Ｒaptor) 的表达及磷酸化水
平。结果 ATG 对小鼠脾细胞无显著毒性; ATG 显著抑制
了 ConA诱导的小鼠脾细胞增殖; ATG显著减少了小鼠脾细
胞上清液中淋巴因子 IFN-γ和 IL-2 的含量，且具有浓度依赖
性; ATG 显著降低了 mTOＲ 和 P70S6K 的磷酸化水平，增加
了上游 AMPK和 Ｒaptor的磷酸化，而 Akt的磷酸化水平没有
明显变化。结论 ATG 可显著抑制 ConA 诱导的小鼠脾细
胞增殖并减少 IFN-γ、IL-2 的分泌，该作用可能与其增强
AMPK、Ｒaptor 的磷酸化，抑制 mTOＲ、P70S6K 的磷酸化有
关。
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牛蒡子在中国传统中药中具有抗炎利尿排毒的

作用［1］，而其单一化合物提取物牛蒡子苷 ( arctiin，
AC) 或牛蒡子苷元( Arctigenin，ATG，图 1) 亦具有免
疫抑制功能和抑癌功能［2 － 3］，但 ATG 的免疫抑制机
制尚不明确。mTOＲ 作为一种保守的丝 /苏氨酸激
酶，可以促进细胞蛋白质的翻译并促进细胞从 G1 期

进入 S期，与细胞增殖、生存和代谢密切相关，并参
与了免疫细胞激活和增殖 ［4 － 5］。该研究通过观察
ATG对小鼠原代脾细胞的作用，检测 mTOＲ 通路的
相关改变，探索 ATG的免疫抑制机制。

1 材料与方法

1． 1 材料 ATG购于上海源叶生物;雷帕霉素( ra-
pamycin，ＲAPA) 购于上海生工; BALB /c小鼠购于上

图 1 Arctigenin结构

海斯莱克实验动物有限公司; PＲMI 1640 细胞培养
基购于美国 Gibco 公司; 青霉素、链霉素、吐温 20、
完全蛋白酶抑制剂、细胞裂解液、丽春红、二甲基亚
砜( DMSO) 均购于美国 Sigma-Aldrich 公司; ELISA
试剂盒购于上海依科赛公司; BCA 蛋白定量试剂盒
购于美国 Thermo 公司; GAPDH 抗体购于华安生物
公司; AMPK、p-AMPK、Ｒaptor、p-Ｒaptor、mTOＲ、
p-mTOＲ、P70S6K、p-P70S6K、Akt、p-Akt 抗体均购于
美国 Cell Signaling Technology公司;蛋白预染 Mark-
er、一抗稀释液、辣根过氧化物酶标记的二抗、ECL
化学发光液购于碧云天公司; 硝酸纤维素膜购于美

国 Millipores公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 BALB /c 小鼠脾细胞原代培养 配制含
10% 胎牛血清、110 mg 丙酮酸钠、20 mmol /L
HEPES、100 U /ml 青霉素、0． 1 mg /ml 链霉素的 1 L
PＲMI 1640 培养液( pH 7. 2 ) 。处死 6 ～ 8 周小鼠取
脾脏，置于冷 PBS 中，研磨，过 200 目筛网，1 200 r /
min离心 5 min，去上清液，沉淀加入红裂液 1 ml /
脾，混匀，静置 1 min，加入 PBS离心，再加入 PBS，过
膜，1 200 r /min离心 5 min，所剩细胞洗涤 1 ～ 2 次，1
ml 1640 打散离心后的沉淀 ( 10 μl 细胞悬液 + 190
μl台盼蓝，取 10 μl计数) 。
1． 2． 2 MTT测 ATG的细胞毒性 用 ＲPMI 1640 将
小鼠原代脾细胞调成 4 × 106 个 /ml，在 96 孔板中，
每孔加 100 μl 细胞悬液( 4 × 105 个细胞) ，50 μl 培
养液和 50 μl ATG( 终浓度为 200、100、50、25、12. 5、
6. 25 μmol /L，ＲPMI 1640 溶解，对照组为培养液) ，
各浓度设 3 个复孔，另设置 3 个不加细胞和药物( 用
培养基替代) 的调零孔，37 ℃、5% CO2 孵箱中培养

48 h，培养结束前 4 h加 20 μl MTT( 母液 5 mg /ml) ，
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培养结束后加入 MTT三联溶解液，4 h 后测 OD 570
nm处波长。结果用 GraphPad Prism 5 软件作图，用
SPSS 21． 0 软件计算半数细胞毒性浓度( 50% cyto-
toxic concentration，CC50 ) 。
1． 2． 3 H3-胸腺嘧啶核苷掺入法测 ATG的增殖抑制
作用 于 96 孔板中每孔加入 100 μl 细胞悬液( 4 ×
105 个细胞) ，50 μl ATG( 终浓度为 50、25、12． 5、6． 25、
3． 125、1． 562 5 μmol /L，ＲPMI 1640 溶解，对照组加培
养液) 和 50 μl 刀豆蛋白 A( concanavalin，ConA，终浓
度 20 μg /ml) ，总体积 200 μl。每组设 5个复孔，另设
5孔不加 ConA作为细胞增殖的本底对照，37 ℃、5%
CO2 孵箱中培养 48 h，结束培养前 8 h 每孔加入 H3-
TdＲ 25 μl。培养结束时，先在 HAＲVEST 上收集细
胞。再在液闪机 ( beta-counter ) 上检测。结果用
GraphPad Prism 5软件作图、进行与对照组相比的单
因素方差分析，用 SPSS 21. 0 软件计算半数细胞抑制
浓度( 50% inhibitory concentration，IC50 ) 。
1． 2． 4 ELISA 法测定细胞培养上清液中白介素 2
( IL-2)、干扰素 γ( IFN-γ) 含量 用 ＲPMI 1640 将小
鼠原代脾细胞调成 7． 5 × 106 个 /ml，于 24 孔板中每
孔加 400 μl细胞悬液( 3 × 106 个细胞) ，200 μl Co-
nA( 终浓度 20 μg /ml) 和 200 μl ATG( 终浓度为 25、
12． 5、6. 25 μmol /L，对照组加培养液) ，37 ℃、5%
CO2 孵箱中培养 24 h，离心1 770 r /min，5 min 收集
上清液，测定细胞因子。根据依科赛细胞上清液 IL-
2、IFN-γ 测定试剂盒指示进行测量。每次测量样
品，设置 3 个复孔。结果用 GraphPad Prism 5 软件
作图，SPSS 21． 0 软件进行与对照组相比的单因素
方差分析。
1． 2． 5 Western blot法检测 mTOＲ通路相关蛋白
用 ＲPMI 1640 将小鼠原代脾细胞调成 1. 2 × 107 个 /
ml，于 6 孔板中每孔加 1 ml 细胞悬液( 1． 2 × 107 个

细胞) ，500 μl ConA( 终浓度 20 μg /ml，空白组加培
养基 ) 和 500 μl ATG ( 终浓度为 25、12． 5、6． 25
μmol /L，对照组加培养基，阳性对照组用终浓度 50
μmol /L ＲAPA替代) ，37 ℃、5% CO2 孵箱中培养 24
h。使用 ＲIPA细胞裂解液提取蛋白，BCA蛋白分析
试剂盒 ( Thermo) 进行蛋白定量，配置统一浓度 ( 1
μg /μl) 蛋白溶液。配置 SDS-PAGE 胶( 5%浓缩胶、
6%或 10%分离胶) ，每孔 30 μl，电泳，转膜，5%脱
脂牛奶封闭 1 h，按说明书比例( 1 ∶ 1 000) 加入一抗
室温孵育 1 h，4 ℃过夜，TBST洗 10 min × 3 次，加辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗( 1 ∶ 500) ，室温孵
育 2 h，TBST洗 10 min × 3 次，ECL 显色，X 线片暗

室曝光 15 min，X线片显影定影。结果用 Image J软
件进行灰度定量，用 GraphPad Prism 5 软件进行作
图和与对照组的单因素方差分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 21． 0 和 GraphPad
Prism软件进行分析( 图中的误差棒均为标准差 SD，
均来自三次独立实验的统计结果) 和作图，数据用 珋x
± s表示。实验组与对照组之间均数比较采用单因
素方差分析。

2 结果

2． 1 ATG 对小鼠原代脾细胞的作用 通过 MTT
测得 ATG在 6． 25 ～ 200 μmol /L之间对小鼠脾细胞
活性的影响见图 2。ATG对小鼠脾细胞毒性的 CC50

为( 4 237. 23 ± 1 670. 86) μmol /L，表明 ATG 对小鼠
脾细胞无明显细胞毒性。

图 2 ATG对小鼠脾细胞的毒性作用

2． 2 ATG对 ConA诱导小鼠脾细胞增殖抑制作用
及 IC50测定 通过 H3-胸腺嘧啶核苷掺入法实验测
得 ATG在 3． 125 ～ 50 μmol /L 浓度时显著抑制 Co-
nA诱导的小鼠脾细胞增殖( P ＜ 0． 01，F = 97. 38 ) ，
见图 3; 并计算出 ATG 抑制 ConA 诱导小鼠脾细胞
增殖的 IC50为( 15. 55 ± 6. 13) μmol /L。

图 3 ATG对 ConA刺激的小鼠脾细胞的抑制效应

与对照组( 0 μmol /L) 比较: ＊＊P ＜ 0． 01
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2． 3 ATG 对原代培养的小鼠脾细胞 IFN-γ、IL-2
分泌的影响 通过 ELISA 测得 ATG 在 6． 25 ～ 25
μmol /L 浓度时小鼠脾细胞上清液中 IFN-γ ( P ＜
0. 01，F = 67. 31) 和 IL-2 ( P ＜ 0. 01，F = 38． 99 ) 的含
量显著下降，见图 4。
2． 4 ATG 对 mTOＲ 途径中相应蛋白磷酸化的影
响 在给药 24 h 之后，与对照组进行比较，ATG 显
著抑制了小鼠脾细胞 mTOＲ ( P ＜ 0. 01，F = 31. 26 )
及下游 P70S6K的磷酸化( P ＜ 0. 01，F = 45. 70 ) ，并
且在上游激活了 AMPK 的磷酸化 ( P ＜ 0. 01，F =
11. 15) ，提高了 Ｒaptor的磷酸化水平( P ＜ 0. 01，F =
20. 39) ，而相应非磷酸化蛋白的水平没有明显改
变。同时 ATG没有明显改变其上游 Akt 的磷酸化
水平。见图 5。

3 讨论

免疫细胞的过分激活和增殖常导致自身免疫反

应和移植排斥反应等严重免疫疾病。本研究显示随
着 ATG浓度的增高，小鼠原代培养脾细胞的增殖水
平明显地降低，在 15． 55 μmol /L 时，其增殖水平可
降低 50%。而细胞毒性实验则表明这种抑制并不
是由 ATG的毒性导致的，提示可能由于 ATG 作用
于细胞中某些与细胞增殖相关的信号通路，从而导

致了细胞增殖抑制。
用 ConA刺激小鼠原代培养的脾细胞主要激活

T细胞的增殖，IFN-γ、IL-2 作为 T 细胞释放的主要
炎性因子，在免疫细胞群整体的激活增生和募集中

有重要的作用［6］。本研究显示随着 ATG 给药浓度

的增高，小鼠脾细胞上清液中 IFN-γ、IL-2 的含量明
显降低，一方面提示 T 细胞分泌淋巴因子的能力减
低，一方面提示小鼠脾淋巴细胞的激活和增殖受到

了抑制。
ＲAPA是 mTOＲ 的特异性抑制剂，具有免疫抑

制作用，其衍生物( rapalog) 广泛应用于临床的免疫
抑制治疗，本研究使用 ＲAPA 作为 mTOＲ 受抑制的
阳性对照［7］。当 mTOＲ被抑制时，其下游的 P70S6K
也被抑制，进而抑制蛋白质的合成以及细胞的增殖

和活性［8］。本研究显示 ATG 显著降低了小鼠原代
脾细胞中 mTOＲ 和 P70S6K 的磷酸化水平，提示
ATG可能通过减少细胞周期素、淋巴因子等的蛋白
合成，进而导致细胞增殖抑制。

Akt 和 AMPK 是 mTOＲ 的上游蛋白，作为
mTOＲ上游的细胞因子和能量感受器，其激活分别
促进和抑制了 mTOＲ 的磷酸化激活［9 － 10］。其中
AMPK可以通过 TSC1 /2 /ＲHEB 途径抑制 mTOＲ 的
磷酸化，也可以直接磷酸化 Ｒaptor 而降低 mTOＲ 的
活性［4］。本研究显示 mTOＲ 上游的 AMPK 蛋白随
ATG浓度升高发生显著的磷酸化激活，AMPK 下游
的 Ｒaptor的磷酸化也相应增强; 但 Akt 蛋白的改变
并不显著，提示 ATG对小鼠原代脾细胞 mTOＲ通路
的抑制可能是通过 AMPK的激活实现的。
综上所述，ATG通过促进 AMPK和 Ｒaptor 的磷

酸化，抑制了 mTOＲ /P70S6K的活性，并抑制了淋巴
因子 IL-2、IFN-γ的分泌和小鼠原代脾细胞的增殖，
为进一步深入研究 ATG 的免疫抑制作用和相关机
制提供了研究基础。

图 4 ATG对 ConA刺激的小鼠脾细胞培养上清液中 IFN-γ、IL-2 含量的影响
A:上清液 IFN-γ含量; B:上清液 IL-2 含量; 与对照组( 0 μmol /L) 比较: ＊＊P ＜ 0． 01
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图 5 ATG对 mTOＲ途径中相应蛋白磷酸化的影响
1:空白组; 2:对照组; Ｒ: ＲAPA终浓度 0． 05 μmol /L组，作为抑制 mTOＲ和 P70S6K磷酸化的阳性对照; 3: ATG终浓度 25 μmol /L组; 4: ATG

终浓度 12． 5 μmol /L组; 5: ATG终浓度 6． 25 μmol /L组; A: mTOＲ、P70S6K的磷酸化水平改变; B: AMPK、Ｒaptor的磷酸化水平改变; C: Akt的

磷酸化水平改变;与对照组( 0 μmol /L) 比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01
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Effects and its mechanism of Arctigenin on mouse spleen cells
Lu Ming1，Ji Feihong2，Zhang Linjie1

( 1 Dept of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Shanghai Genhouse
Biotechnology Corporation，Shanghai 201203)

Abstract Objective To investigate the effects of Arctigenin ( ATG) on concanavalin ( ConA) -stimulated cell
proliferation and cytokine secretion in mouse spleen cells，and its possible mechanism． Methods The toxicity of
ATG on mouse spleen cells was determined by MTT assay． The inhibition of proliferation was investigated by tritiat-
ed thymidine incorporation method． Secreted cytokines ( IFN-γ and IL-2) were analyzed by ELISA． The associated
proteins and phosphorylation levels of mTOＲ pathway ( mTOＲ /P70S6K /Akt /AMPK /Ｒaptor ) were detected by
Western blot． Ｒesults ATG had no significant toxicity to mouse spleen cells． ATG significantly inhibited mouse
primary spleen cells proliferation induced by ConA． ATG suppressed IL-2 and IFN-γ production of mouse spleen
cells in a concentration-dependent manner． ATG remarkably suppressed the phosphorylation of mTOＲ and
P70S6K，and enhanced the phosphorylation of upstream AMPK and Ｒaptor，while the phosphorylation of Akt did
not change significantly． Conclusion ATG markedly suppresses the proliferation of mouse spleen stimulated by
ConA cells and secretion of IFN-γ and IL-2，which may be correlated to the abilities of enhancing the phosphoryla-
tion of AMPK and Ｒaptor，inhibiting the phosphorylation of mTOＲ and P70S6K．
Key words Arctigenin; cell proliferation; IL-2; IFN-γ; mTOＲ

应用基因芯片技术筛选转染 CDX2基因后胃癌细胞差异表达基因
陈晓双，秦 蓉，储 婧，陈宗科

摘要 目的 观察转染 CDX2 基因后人胃癌细胞系 BGC-
823 基因表达谱的变化。方法 通过脂质体介导法转染
pEGFP-C1-CDX2 和空载体 pEGFP-C1 至人胃癌细胞系 BGC-
823 中，经 G418 筛选后获得稳定转染细胞，逆转录-聚合酶
链反应( ＲT-PCＲ) 检测 CDX2 基因的表达。应用人类表达谱
芯片 Affymetrix 2． 0 对两组细胞同时进行基因芯片分析，筛
选出差异表达基因( 以表达差异≥2． 0 或≤0． 5 倍为限) ，选
择部分差异表达基因进行实时荧光定量逆转录聚合酶链反

应( Ｒeal-time PCＲ) 验证。结果 基因芯片筛选出 CDX2 转
染人胃癌细胞 BGC-823 差异表达基因 599 个，其中上调基因
275 个，下调基因 324 个，这些基因主要涉及细胞增殖、分
化、凋亡、信号转导、蛋白酶活性、肿瘤侵袭和转移等方面;
Ｒeal-time PCＲ 检测部分差异表达基因 DKK3、FOXP1、
TWIST1、GATA6、ＲUNX3 和 BMP2，其结果与芯片结果一致，

确定芯片结果可靠。结论 应用人类表达谱芯片成功筛选
出 CDX2 转染人胃癌细胞 BGC-823 后差异表达基因，为深入
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探讨 CDX2 在胃癌中的作用机制提供线索。
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胃癌是源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤，发病率居

我国恶性肿瘤首位。CDX2 尾型同源盒转录因子 2，
位于人类 13 号染色体，属于 ParaHox cluster 成员。
目前国内外普遍认为 CDX2 在肠黏膜上皮细胞的发
育及其形态和结构特征的维持过程扮演重要的作

用。前期研究［1］显示 CDX2 在正常胃黏膜组织、慢
性浅表性胃炎中不表达，在肠化组织中的表达明显

高于异型增生和胃癌，在胃癌细胞中 CDX2 过表达
明显抑制胃癌细胞增殖、降低其迁移能力。该文将
CDX2 基因和空载体分别转染至胃癌细胞系 BGC-
823 中，构建实验组 BGC-823 /CDX2 和阴性对照组
BGC-823 /EV，利用基因芯片技术筛选 CDX2 转染人
胃癌细胞 BGC-823 后差异表达基因;应用实时荧光
定量逆转录聚合酶链反应( Ｒeal-time quantitative re-
verse transcriptase polymerase chain reaction，Ｒeal-
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