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　　摘　要：目的　通过对人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）细胞膜上乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）前Ｓ１区（ｐｒｅＳ１）的结合蛋白进行分离和质谱分析，

寻找与 ＨＢＶ黏附相关的特异受体。方法　以免疫磁珠法分离与ｐｒｅＳ１肽段结合的 ＨｅｐＧ２膜蛋白，通过十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离结合蛋白，选取目的条带进行ＬＣＭＳ／ＭＳ质谱分析及数据库检索。结果　ＨｅｐＧ２细胞与ｐｒｅＳ１

结合的蛋白，通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离出了１６条带，选取 ＨｅｐＧ２与ｐｒｅＳ１结合蛋白分离出重复性较好的６条带，质谱分析出１４

种蛋白。结论　质谱分析的蛋白主要是与物质运输、细胞信号转导、抗原提呈、免疫调节以及能量代谢相关的蛋白。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｓｅｅｋｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ（ＨＢＶ）ａｄｈｅｓｉｏｎｂｙｓｅｐａｒａｔｉｎｇｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｆｔｈｅＨＢＶｐｒｅＳ１ｒｅｇｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ａｎｄｐｅｒｆｏｒｍｉｎｇｔｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｍｅｔｈｏｄ

ｗａｓａｄｏｐｔｅｄｔｏｓｅｐａｒａｔｅＨｅｐＧ２ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｐｒｅＳ１ｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙ

ｔｈｅｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ＳＤＳＰＡＧＥ），ｔｈｅｎｔｈｅｄｅｓｔｉｎａｔｉｏｎｓｔｒｉｐｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＬＣＭＳ／ＭＳ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄｒｅｔｒｉｅｖｅｄｂｙｔｈｅｄａｔａｂａｓｅ．犚犲狊狌犾狋狊　１６ｂａｎｄｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍＨｅｐＧ２ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｐｒｅＳ１ｂｙＳＤＳＰＡＧＥ；１４ｋｉｎｄｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｒｏｍ６ｂａｎｄｓｗｉｔｈｂｅｔｔｅｒｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍＨｅｐＧ２ｍｅｍｂｒａｎｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｐｒｅＳ１．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｐｒｏｔｅｉｎａｎａｌｙｚｅｄｂｙｔｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｉｓｍａｉｎｌｙｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍａｔｅｒｉａｌｔｒａｎｓｐｏｒｔ，

ｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ，ｉｍｍｕｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ；ｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｏｆｐｒｅＳ１ｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ７８

　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）严重危害人类健

康，目前临床常用的抗病毒药物对慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐ

ａｔｉｔｉｓＢ，ＣＨＢ）的治疗效果并不十分理想，药物不能有效地阻止

ＨＢＶ在细胞内的复制和再感染。ＨＢＶ感染早期，病毒与细胞

相互作用的机制并不清楚，这可能会影响到药物的设计与治疗

方案的更新。ＨＢＶ通过外膜蛋白与肝细胞膜上的特异受体相

互识别，黏附于细胞膜上［１］，这种特异性的识别和黏附是 ＨＢＶ

感染嗜性（组织和宿主特异性）的原因之一。大量研究显示，

ＨＢＶ的ｐｒｅＳ１肽段不仅直接参与了病毒与细胞的结合，而且

其作用是十分关键和必需的［２３］。肝细胞受体识别位点在

ｐｒｅＳ１的２１～４７表位
［４７］。本课题以人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）为

实验对象，采用免疫磁珠法分离与ｐｒｅＳ１肽段结合的受体蛋

白［８］，以期发现与 ＨＢＶ感染相关的受体蛋白，从而为 ＨＢＶ感

染早期与细胞相互作用机制的研究打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料　细胞株：ＨｅｐＧ２细胞购自中国科学院细胞库。试

剂：生物素标记ｐｒｅＳ１肽段购自赛百盛生物公司，链霉亲和素

标记的磁珠购自柏汇申生物科技有限公司，细胞核细胞质细

胞膜制备试剂盒购自普利莱基因技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　用含１０％胎牛血清、双抗（青霉素１００Ｕ／

ｍＬ，链霉素１００ｍｇ／ｍＬ）的ＤＥＭＥ高糖培养基，于５％ ＣＯ２、

３７℃恒温培养 ＨｅｐＧ２细胞。

１．２．２　细胞膜蛋白的提取　收集大约２×１０
７ 个细胞，严格按

照细胞核细胞质细胞膜制备试剂盒的说明书进行提取。

１．２．３　免疫磁珠法分离与ｐｒｅＳ１结合的蛋白　取２ｍｇ膜蛋

白同３００μＬ生物素标记的ｐｒｅＳ１，加ＰＢＳ至１ｍＬ，４℃孵育过

夜。次日取出后加入浓度为０．１５ｇ／Ｌ的链霉亲和素标记磁珠

３００μＬ，补足ＰＢＳ至１２００μＬ，３７℃摇床孵育３０ｍｉｎ。将Ｅｐｐ

管插入磁力架，吸出未结合的部分，然后用ＰＢＳ将磁珠洗涤３

次，弃ＰＢＳ，加入裂解液３０μＬ冰浴３０ｍｉｎ，将与ｐｒｅＳ１结合的

蛋白裂解出来。

１．２．４　十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）

分离蛋白　将裂解的蛋白液用５％的浓缩胶，１２％的分离胶进

行ＳＤＳＰＡＧＥ分离，考马斯亮蓝 Ｒ２５０染色，ＵＭＡＸ扫描仪

进行扫描。

１．２．５　质谱分析及数据库检索　选取在凝胶中颜色较深且重

复性好的６条带进行质谱鉴定。ＬＣＭＳ／ＭＳ质谱分析及检索

由中国科学院动物研究所生物膜与膜生物工程国家重点实验

室完成。
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２　结　　果

２．１　ＨｅｐＧ２细胞膜蛋白与ｐｒｅＳ１结合蛋白的分离结果　

２ｍｇＨｅｐＧ２膜蛋白与３００μｇ的ｐｒｅＳ１结合，经３００μＬ链霉

亲和素标记磁珠获得的结合蛋白，通过ＳＤＳＰＡＧＥ分离出了

１６条带（图１），（４５～９７）×１０３ 的有９条带，＞９７×１０３ 的有５

条带，＜２０×１０３ 的有２条带。

２．２　ＨｅｐＧ２细胞膜蛋白与ｐｒｅＳ１结合蛋白的质谱分析　选

取其中颜色较深且重复性好的６条带（图１）进行了质谱分析，

成功分析出１４个蛋白，除Ａｃｔ１ｐ属酵母菌科外，其余均为人的

种属。剩余的１３个蛋白包含肌动蛋白β（ａｃｔｉｎ，ｂｅｔａ）、微管蛋

白β（Ｔｕｂｕｌｉｎ，ｂｅｔａ）、ＡＴＰ合酶（ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ）、微管蛋白α

１Ａ链（Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ａｃｈａｉｎ）、热休克蛋白６０（６０ｋＤａｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ６０）、角蛋白１（ｋｅｒａｔｉｎ１）、ｋｅｒａｔｉｎ１０、表皮

细胞角蛋白２（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ２）、葡萄糖调节蛋白前体

７８（７８ｋＤａｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ，ＧＲＰ７８）、热休

克蛋白７０（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋ７０ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ９，Ｍｏｒｔａｌｉｎ）以及３个未

命名的蛋白。质谱鉴定独立肽段数大于或等于２，评分小于或

等于１Ｅ５为结果可靠，各蛋白质谱分析结果，见表１。

　　１：经磁珠分离后获取的蛋白；２：标记物；３：未能与磁珠结合的部

分；Ａ～Ｆ：选取做质谱的６条带。

图１　　ＳＤＳＰＡＧＥ分离 ＨｅｐＧ２膜蛋白与ｐｒｅＳ１结合蛋白

表１　　ＨｅｐＧ２与ｐｒｅＳ１结合蛋白的质谱结果

蛋白点 ＮＣＢＩ登录号 蛋白质名称 相对分子质量 等电点 独立肽段数目 氨基酸覆盖率（％） 评分

１ １４２５０４０１ ａｃｔｉｎ，ｂｅｔａ ４０９７８．４５ ４．５９ ５ １７．３９ ４．８２Ｅ１４

２ １４３１８４７９ Ａｃｔ１ｐ ４１６６２．８６ ４．６１ ３ ８．００ １．９７Ｅ１３

３ １８０８８７１９ Ｔｕｂｕｌｉｎ，ｂｅｔａ ４９６３９．９５ ４．６２ ４ １２．１６ ７．０８Ｅ１６

４ １３５４３５ Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ａｃｈａｉｎ ５００３６．４９ ４．３２ ２ ７．７６ ９．２８Ｅ１１

５ ２８９４０ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ５７９１９．３９ ４．９４ ８ ２２．８２ １．７４Ｅ１６

６ １２７７９８８４１ ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ ５９６７０．５８ ５．４８ ２ ５．２４ ７．３７Ｅ１１

７ ３１５４２９４７ ６０ｋＤａｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ ６１０１６．３８ ５．１７ ６ １９．５５ ５．５２Ｅ１８

８ １１９５８１０８５ ｋｅｒａｔｉｎ１０ ６３３０７．９４ ４．３１ ５ １３．１４ ８．１３Ｅ１５

９ １８１４０２ ｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ２ ６５８２５．３９ ５．１２ ４ １２．１７ １．７０Ｅ１９

１０ １１９３５０４９ ｋｅｒａｔｉｎ１ ６６０２７．０１ ４．７０ ５ １１．１８ １．７０Ｅ１９

１１ １９３７８８３１８ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ６７９３７．７７ ４．７９ ２ ５．５１ １．１７Ｅ１１

１２ １６５０７２３７ ７８ｋＤａｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ７２２８８．４３ ４．７５ ６ １４．５３ ４．０９Ｅ２３

１３ １２６５３４１５ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋ７０ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ９（ｍｏｒｔａｌｉｎ） ７３６１８．８６ ５．２３ ２ ５．３０ ３．１４Ｅ１１

１４ １９４３７８１４２ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ８２１１８．５６ ４．６２ ６ ８．４０ ８．４５Ｅ１５

３　讨　　论

ＨＢＶ严重危害人类健康，目前临床常用的抗病毒药物对

ＣＨＢ的治疗效果并不十分理想，药物不能有效地阻止 ＨＢＶ在

细胞内的复制和再感染。ＨＢＶ感染早期，病毒与细胞相互作

用机制的研究显得尤为重要。

本课题采用了免疫磁珠分离法，该方法是一种省时、省力、

方便快捷的方法，可有效分离受体蛋白［８］。本研究成功分离鉴

定出１４种与ｐｒｅＳ１肽段结合的蛋白，主要包括以下几类。（１）

微管蛋白：微管蛋白β，微管蛋白α１Ａ链。微管是构成细胞骨

架的主要成分，它由微管蛋白β和微管蛋白α两个亚基结合在

一起。维持细胞的形态，可影响膜内细胞器的空间定位和分

布，参与物质运输及细胞内信号转导。（２）线粒体相关蛋白：

ＡＴＰ合酶。线粒体上的ＡＴＰ合酶是一个与ＡＴＰ合成和水解

相关的双向酶复合物。ＡＴＰ合酶主要存在于线粒体内膜，但

已有研究表明在细胞表面也存在 ＡＴＰ合酶
［９］，并且最近的研

究表明ＡＴＰ合酶可作为受体参与脂类代谢调控和肿瘤免疫标

志识别等［１０］。（３）ＨＳＰ：ＨＳＰ６０、Ｍｏｒｔａｌｉｎ、ＧＲＰ７８。ＨＳＰ是一

类所有细胞在应激状态下，由热休克基因编码合成的序列高度

保守的蛋白，且能够对抗更为严重的应激损伤，这种现象称为

热休克反应。ＨＳＰ６０作为线粒体蛋白主要表达在细胞质
［１１］，

涉及线粒体蛋白和大分子的组装，有利于输入蛋白的正确折

叠，在线粒体基质中正确的产生多肽。王芳等［１２］在文中指出，

ＨＢＶ感染的肝细胞会释放大量的可溶性 ＨＳＰ６０分子，其表达

水平与ＨＢＶＤＮＡ水平呈正相关。Ｍｏｒｔａｌｉｎ和ＧＲＰ７８均属于

ＨＳＰ７０家族。Ｍｏｒｔａｌｉｎ主要定位于线粒体，参与天然免疫和

获得性免疫，有研究指出 Ｍｏｒｔａｌｉｎ是一种功能性膜蛋白，在细

胞信号传导中扮演着重要角色。

ＧＲＰ７８主要存在于内质网中，但在细胞膜上也有表达，细

胞膜上的ＧＲＰ７８参与细胞信号转导、抗原提呈及病毒入侵等。

有研究证实ＧＲＰ７８是２型登革热病毒（ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｓｅｒｏｔｙｐｅ

２）受体复合物的主要成分之一
［１３］。杨凤等［１４］通过激光共聚

焦显微镜观察到ＧＲＰ７８在细胞膜上均匀分布，并指出ＧＲＰ７８

可能通过与ｐｒｅＳ１结合参与 ＨＢＶ早期感染过程，葛以跃等
［１５］

联合利用ＧＳＴＰｕｌｌＤｏｗｎ与现代蛋白组学技术鉴定了２种与

ｐｒｅＳ１特异结合蛋白：ＧＲＰ７８ 和 ＧＲＰ７５。以上的研究提示，

ＧＲＰ７８在 ＨＢＶ感染初期黏附有着非常重要的作用，其在细胞

信号转导、抗原提呈等过程中发挥重要作用。ＧＲＰ７８能与

ｐｒｅＳ１特异结合并且在肝细胞膜上表达，可能参与 ＨＢＶ早期

侵入肝细胞的过程，本研究拟将ＧＲＰ７８作为ｐｒｅＳ１的候选受

体，下一步将对其在 ＨＢＶ早期感染中的作用机制进行研究，

为抗病毒药物的设计与治疗方案的更新打下基础。
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２０１０，２６（７）：１４１３１４１５．

［１１］ＦｕＬ，ＬｉｕＱ，ＳｈｅｎＬ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｔｕｄｙｏｎｓｏｄｉｕｍ

ｓｅｌｅｎｉｔｅｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒＨｅＬａ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＴｒａｃｅＥｌｅｍＭｅｄＢｉｏｌ，２０１１，２５（３）：１３０１３７．

［１２］ＫｉｌＩＳ，ＣｈｕｎｇＫＨ，ＰａｒｋＪＷ．Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＮＡＤＰ＋ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｇｅｎｅｅｎ

ｈａｎｃｅｓｓｅｌｅｎｉｔｅｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＲｅｓ，

２０１０，４４（３）：３３２３３９．

［１３］ＳａｎｍａｒｔíｎＣ，ＰｌａｎｏＤ，ＳｈａｒｍａＡＫ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｎｉｕｍｃｏｍ

ｐｏｕｎｄｓ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｏｔｈｅｒｔｙｐｅｓｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈ：ａｎｏｖｅｒ

ｖｉｅｗｆｏｒｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１２，１３（８）：

９６４９９６７２．

［１４］ＷｅｅｋｓＢＳ，ＨａｎｎａＭＳ，ＣｏｏｐｅｒｓｔｅｉｎＤ．Ｄｉｅｔａｒｙｓｅｌｅｎｉｕｍ

ａｎｄｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｅｄＳｃｉＭｏｎｉｔ，２０１２，１８

（８）：ＲＡ１２７１３２．

［１５］ＡｌｇｏｔａｒＡＭ，Ｓｔｒａｔｔｏｎ ＭＳ，ＡｈｍａｎｎＦＲ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｓｅ３

ｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍｓｕｐｐｌｅ

ｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｍｅｎａｔｈｉｇｈｒｉｓｋｆｏｒｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｔｈｅ

Ｐｒｏｓｔａｔｅ，２０１３，７３（３）：３２８３３５．

（收稿日期：２０１３０９２２　修回日期：２０１３１１２６）
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