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我国丙型肝炎病毒$
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&感染者约
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万#其中
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为慢性感染(
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*研究表明#

UFb

慢性感染

者中肝纤维化发生率达
"$R

#其中约
$R

患者发展为肝硬化#

相关肝癌年发病率约为
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UFb

慢性感染者肝

纤维化机制尚不十分清楚*
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A>1+9<<K>A=+A=+261BA

#

UFF

&患者血液中#
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蛋白以及抗
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蛋白抗体检出率均高于其他
UFF

患者#提示
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有
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*另有研究表明#在肝纤维化过程中#肝星形细胞$
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&功能发生紊乱*本研究通过分析
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蛋白对
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功能的影响#探讨
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感染相关的肝纤维化发生机制*
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培养基和胎牛血清为
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酶为大连宝生物公司生产*
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蛋白表达情况#一

抗为小鼠
%

7OS)

抗体$

!V"&&

稀释&#二抗为
)W

标记的羊抗

鼠
L

E

c

$

!V!&&&

稀释&#

(FLW

"

](8

显色后拍照#条带灰度值

代表
%

7OS)

蛋白表达水平*

@#A#B

!

金属蛋白酶组织抑制因子
!

$

8LSW7!

&和基质金属蛋

白酶
"

$

SSW7"

&基因
BH])

表达量测定
!

收集转染
".

'

./?

的
*P"

细胞#应用
8=2a1<

试剂盒提取细胞总
H])

#按说明书

进行操作*

8LSW7!

上游引物!

$M7F8Fc8F)8F)cccFF

))c887%M

#下游引物!

$M7F)cF)) 8c) c)) )F8FF8

FcF7%M

#扩增片段长度为
"!&C

;

*

SSW7"

上游引物!

$M7F88

8cF8Fc8cFF88FF))7%M

#下游引物!

$M7FFc8)F88c

FF)8FF88F8F)7%M

#扩增片段长度为
%/-C

;

*内参照
(

7

A+>26

上游引物!

$M7)cFF)8c8)Fc8)cFF)8FF7%M

#下

游引物!

$M7F8F8F)cF8c8cc8cc8c))7%M

#目标片段

长度为
""'C

;

*逆转录反应体系组成!

!

#

*1<2

E

1

$

08

&

!$

$

&#$

#

E

"

B*

&#

!

#

E

纯化
H])

#

$

#

*$Y

逆转录酶缓冲液#

!

#

*

0]8W

#

!

#

*

逆转录酶#无核酶双蒸水补至
"$

#

*

#

%'X

水浴
3&

B26

#得到
+T])

模板*

WFH

反应体系组成!

"

#

*+T])

模板#

"#$

#

*!&YWFH

缓冲液#

&#$

#

*

上游引物#

&#$

#

*

下游引物#

!

#

*0]8W

#

&#"$

#

*8A

g

酶#双蒸水补足至
"$

#

*

*

WFH

反应

条件!

3.X$B26

%

3.X%&5

#

$/X%&5

#

'"X$&5

#循环
%&

次%

'"X!&B26

*取
!&

#

*WFH

产物经
!R

琼脂糖凝胶电泳#
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质粒转染后
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和
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泳道&均明显高于对照组$
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和
.

泳道&#见图
!

*提

示
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蛋白使
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细胞发生了活化*
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图
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蛋白表达的影响
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后
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SSW7"BH])
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基因表达的影响

A#A
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对
*P"

细胞
8LSW7!

和
SSW7"

基因表达

的影响
!

实验组转染
*P7"

细胞
".

'

./?

后细胞
8LSW7!

基因

BH])

含量$图
"A7%

'

.

泳道&均明显高于对照组转染细胞

8LSW7!

基因
BH])

含量$图
"A7!

'

"

泳道&*实验组和对照组

转染
*P7"

细胞
".

'

./?

后细胞
SSW7"

基因
BH])

含量基

本相同$图
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论

肝纤维化是慢性肝病进展为肝硬化的重要环节(

-7'

)

*细胞

外基质$

9:>=A+9<<K<A=BA>=2:

#

GFS

&沉积是肝纤维化的直接诱

因(

/73

)

*

GFS

沉积取决于
GFS

生成与降解速度之间的平衡*

基质金属蛋白酶家族$

BA>=2:B9>A<<1

;

=1>926A595

#

SSW5

&是重

要的
GFS

降解酶(

!&7!!

)

*金属蛋白酶组织抑制因子家族$
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#
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&是多种组织

细胞分泌的蛋白质家族*在机体内#

8LSW5

蛋白能够与

SSW5

蛋白结合形成复合物#从而抑制
SSW5

蛋白酶活性#复

合物中两种蛋白比例决定
SSW5

实际酶活性(

!"

)

*

已有研究表明#

UOF

功能状态与肝纤维化密切相关(

!%7!.

)

*

正常肝组织
UOF

处于静止态#长期慢性肝组织损伤可诱导

UOF

活化#使得细胞
%

7OS)

以及
8LSW5

表达增加#细胞收缩

能力增强(

!$

)

*本文观察到#

;

+T])%#!7@

转染
*P7"

细胞后#细

胞
%

7OS)

蛋白表达量明显增加#

8LSW7!

基因转录水平明显

增加#而
SSW7"

基因转录水平没有发生明显改变#提示
UFb

^

蛋白能诱导静止态
*P7"

细胞活化*

^

蛋白诱导活化的
*P7

"

细胞#通过上调
8LSW7!

基因转录而增强
8LSW7!

蛋白的合

成与分泌*由于
8LSW7!

蛋白能够抑制
SSW7"

酶活性#因此

8LSW7!

蛋白合成与分泌增加会导致
SSW7"

蛋白的实际酶活

性下降#造成肝组织
GFS

降解速率减慢#从而引起肝组织

GFS

沉积*

总之#

UFb^

蛋白通过活化
UOF

#使之分泌大量
8LSW7!

蛋白#造成
SSW7"

实际酶活性下降#引起肝组织
GFS

降解速

率减慢#最终导致
GFS

沉积后诱导肝组织发生纤维化*
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