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"摘要#

!

目的
!

在细胞水平上分析乙型肝炎病毒"

56X

%复制及其编码的
b

基因"

56T

%表达对细胞基因表达谱的影响!特别

是免疫相关基因表达水平的变化&方法
!

通过慢病毒和
V

Q?94

瞬时转染过表达
56T

基因!利用
@94.=B

j

和
@<.

j

HI@

等方法

检测免疫相关基因的表达水平!并在
56X

复制细胞系中进行验证&结果
!

56X

复制和
56T

表达可以剂量依赖性抑制免疫检查

点程序性死亡分子
$

"

H?.$

%配体基因"

H?._$

(

I?1-0

%的表达!而
56T

基因的
5.E"T

突变体的表达失去该抑制效应&结论
!

56X

(

56T

具有抑制
H?._$

(

I?1-0

基因表达的能力!在病毒感染的急性期解除抗原特异性
<

细胞激活的检查点!活化细胞毒性

<

细胞!这可能导致
<

细胞对高度复制的细胞进行攻击和清除!帮助病毒进入较低复制状态!达到病毒
.

宿主的平衡状态并奠定

56X

慢性感染的基础&

"关键词#
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肝炎病毒!乙型$
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$免疫检查点$
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目前#免疫治疗通过刺激机体免疫系统提高内源性抗肿瘤

免疫效应#已成为治疗肿瘤的新方向)其中免疫检查点程序性

死亡分子
$

$

V

D"

L

DMJJB!!BMCN$

#

H?.$

&和
H?.$

配体$

H?.$

F#

L

M,!

#

H?._$

"

I?1-0

&信号通路的激活有助于肿瘤免疫逃逸#

对肿瘤的治疗有非常重要的临床意义'

$.0

(

)在乙型肝炎病毒

$

56X

&感染过程中#

H?._$

"

I?1-0

的基因表达及其在
56X

免疫中的作用机制#

56X

是否利用免疫检查点干扰宿主免疫

系统#还未被深入研究)

56X

的
56T

蛋白是具有多种调控功

能的病毒蛋白质#广泛参与病毒的复制*蛋白质降解等过程#在

56X

感染及原发性肝细胞癌诱发中起关键作用'

2.)

(

)本研究

通过探讨
56X 56T

的基因表达对免疫检查点信号
H?._$

"

I?1-0

基因的调节#为进一步探讨免疫检查点
H?._$

"

I?1-0

在
56X

感染与宿主细胞*肝脏微环境和免疫应答网络的相互

作用机制打下基础)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

细胞系
1('<

*

_%1

和
<0'

#大肠杆菌菌种
?52

&

#

载体质粒
Q?94

及慢病毒包装系统质粒均由华西第二医院基

因组稳定性实验室提供%胎牛血清购自
Y,K#CD"

L

B,

%

Y,OP+#",

克

隆试剂盒*

<0?94

连接酶购自
IF",CBQN

%限制性内切酶*聚偏

氟烯$

HX?\

&膜及转染试剂购自
\P

L

B,B

%

[I_

发光底物购自

;#FF#

V

"DB

%质粒提取试剂盒*凝胶回收试剂盒和总
@94

提取试

剂盒购自
G#M

L

B,

%引物合成及测序由上海生工生物工程有限

公司完成%

@94

反转录使用
HD"JB

L

M.4'2%%

反转录酶试剂

盒%荧光定量聚合酶链反应$

HI@

&使用
HD"JB

L

M3"<M

j

(

j

HI@;M+CBD;#T

试剂盒完成)

?&@

!

方法

?&@&?

!

细胞培养
!

1('<

*

_%1

和
<0'

细胞为贴壁生长细胞#

将其置于
'-^

*

2] I>

1

培养箱中#用含
$%]

胎牛血清和
$]

12-'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1-

期

"

基金项目$四川省科技厅科技支撑项目$

1%$-\7%%'0

&%四川省卫生和计划生育委员会基金资助项目$

$)Hf$00

&%国家级大学生创新创业训

练计划项目$

1%$)$%)2)%-'

&)

!

作者简介$郭莲娣$

$(-0Z

&#博士#讲师#主要从事中药抗
?94

损伤作用的研究)

!

$
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青霉素"链霉素的
@H;Y.$)0%

培养液培养#定期更换培养液)

待细胞贴壁生长至
(%]

汇合度时#弃上清液后加入
%&12]

胰

蛋白酶"乙二胺四乙酸细胞消化液进行细胞传代)

?&@&@

!

分子克隆
!

通过
9I6Y

查找
56T

的
?94

序列#基因

号为!

?G)1(((-&$

#合成其
?94

片段并作为模板#设计带有酶

切位点的上*下游引物!

2c.3<4I34 4<<I4<33I<3I

<I334<3<3I<3.'c

%

2c.34<I334<II<<4I3I43

433<3444443<<3.'c

#

HI@

扩增出对应的
?94

片段

后纯化回收#对
?94

片段和载体
V

_Xb.Y@[=.7+3DBB,$

或

V

Q?94'&$

进行双酶切$

[Q"@

)

%

6MJ5

)

&#通过
<0?94

连

接酶连接
?94

片段和载体#连接产物转化至大肠杆菌
?52

&

#

在含有氨苄青霉素的平板上筛选阳性克隆并鉴定测序#得到重

组的
V

_X.56T

或
V

Q?94'.56T

载体)

?&@&A

!

慢病毒包装
!

将对数生长期的
1('<

细胞用胰蛋白酶

消化#以
1&2̀ $%

) 密度接种于
$%QJ

培养皿#直至细胞汇合度

达
)%]

$

-%]

时开始转染)将慢病毒包装系统中的
'

种质粒

?94

溶液$

V

_X.56T$%

!

L

*

V

+H4b1-&2

!

L

*

V

;?1&3)

!

L

&

用适量无血清培养基
>

V

C#.;[;

稀释#随后加入
)%

!

_@"QNB

b.CDBJB3[9[5H

轻柔混匀#室温孵育
1%J#,

以形成转染复

合物%然后将上述复合物加到细胞培养皿中#轻轻混匀#培养

)

$

$%N

后更换为完全培养基)转染
0/N

后于倒置荧光显微

镜下观察
3\H

的表达#转染效率应达到
(%]

以上%分别于
0/N

和
-1N

收集病毒上清液#再以直径为
%&02

!

J

的滤器过滤后#

分装贮存待用)

?&@&B

!

基因表达谱$

@94.=B

j

&测定与分析
!

感染
V

_X.56T

或
V

_X.[3\H

病毒的
_%1

细胞经总
@94

提取*

J@94

富集

和建立
Q?94

文库等步骤#进行
YFFPJ#,M.5#=B

j

测序)获得原

始测序序列后#利用
5<=B

j

*

?[3=B

j

和
e>64=

等软件进行

参考序列比对*基因表达水平*基因差异表达*转录因子和

3>

"

e[33

等生物信息学分析)

?&@&C

!

J@94

提取
!

将所孵育的
'&2QJ

1 细胞板中加入

$J_<D#S"F

#冰上放置
2J#,

后用枪头吹打#使核酸蛋白复合

物完全分离)加入
%&1J_

氯仿振荡
$2+

#静置并离心%小心

吸取离心后上层无色液体$

@94

层&移入
G#M

L

B,@94

提取试

剂盒的吸附柱#经过吸附和洗脱等过程#用
2%

!

_

的
?[HI

水

溶解并离心得到
@94

)

Z-%^

冰箱保存)紫外分光光度计测

定细胞
@94

在
1)%,J

和
1/%,J

处的吸光度值$

K

&#计算

@94

的含量和纯度)

?&@&D

!

半定量及荧光定量
@<.HI@

!

1

!

L

@94

与反转录引

物
"F#

L

!<

混匀#

-%^

加热
2J#,

后立即冰浴
2

$

$%J#,

)根据

G#M

L

B,

试剂盒说明书#在反应体系中加入反转录酶及
@94

酶

抑制剂各
$

!

_

#

!9<H

$

$%JJ"F

"

_

&

$&2

!

_

#

;

L

IF

1

$&2

!

_

#

2̀

缓冲液
2

!

_

#

?[HI

水补足总体积至
12

!

_

#进行体外反转录

反应得到
Q?94

产物)荧光定量
HI@

反应体系为
Q?94

模板

$

!

_

#扩增引物$

$%JJ"F

"

_

&各
$

!

_

#

1̀

缓冲液
$%

!

_

#

?[HI

水补足体积至
1%

!

_

)每个样本平行重复
'

个定量
HI@

反应)

Q?94

的半定量检测使用
<Y493[91̀ <M

j

HI@;M+CBD;#T

试剂盒进行
HI@

扩增#

1]

琼脂糖凝胶电泳检测反应产物)所

有半定量及定量
HI@

均选用
"

.MQC#,

基因片段为内参)反应

中涉及引物
"

.MQC#,

!正向引物
2c.I<I<<II43II<<II

<<II<.'c

#反向引物
2c.43I 4I< 3<3 <<3 3I3 <4I

43.'c

%

56T

!正向引物
2c.4<3 3I< 3I< I33 <<3 <3I

<3.'c

#反向引物
2c.<<433I43433<3444443<.'c

%

H?._$

!正向引物
2c.I<3<I<<<4<4<<I4<34I.'c

#反

向引物
2c.4443I<<I<II<I<I<I<<3.'c

)

?&@&E

!

蛋白免疫印迹$

AB+CBD,EF"C

&

!

细胞被
H6=

清洗
1

次

后#加入
@YH4

细胞裂解液在冰上裂解
'%J#,

后#

0^$0%%%

D

"

J#,

离心
$2J#,

#收集上清液并采用
6I4

法测定蛋白浓度#

然后将适量细胞总蛋白经十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯胺凝胶

$

=?=.H43[

&电泳进行分离#并将蛋白转移至
HX?\

膜上#电

转后的膜在含
2] 6=4

的封闭液中室温封闭
$N

)使用
H?.

_$

"

I?1-0

一抗
0 ^

孵育过夜#

H6=<

清洗
'

次#然后使用

5@H

标记的二抗稀释液室温孵育
$&2N

#

H6=<

洗
'

次)最后

采用
[I_

发光试剂盒检测#经凝胶分析系统曝光#分析并存储

图片)

@

!

结
!!

果

@&?

!

56T

基因干扰
_%1

细胞中免疫相关基因的表达
!

56T

克隆于
V

_X

慢病毒载体#经
1('<

细胞包装的慢病毒感染正常

肝细胞系$

_%1

&#

0/N

后收集细胞并提取
J@94

#对全基因组

表达谱进行定量检测#并与表达
[3\H

的空病毒感染组进行#

分析比对基因表达的变化)

56T

表达总共造成
_%1

基因表达

谱中
--(

个基因表达的改变#其中包括上调基因
0'$

个#下调

'0/

个$图
$4

*

$6

&)笔者发现有
11

个免疫相关基因的表达水

平受
56T

表达的影响而呈现上调或下调$图
$I

&)

!!

4

!

@94+B

j

检测出
56T

诱导
_%1

细胞基因表达谱变化的差异基

因热图)红色表示高表达基因#蓝色表示低表达基因)

6

!

56T

导致的

差异基因火山图)

I

!

56T

导致的
11

个免疫相关基因表达的改变柱状

图#包括
H?._$

"

I?1-0

*

5_4

家族和
<9\

信号通路等

图
$

!!

56T

在肝细胞系中表达造成基因表达谱的改变

@&@

!

56T

基因诱导
H?.$

"

I?1-0

的基因表达
!

由于免疫检

查点基因
H?.$

及其配体在细胞毒免疫中的重要性#本研究选

择基因表达受
56T

影响的
H?._$

"

I?1-0

基因进一步研究)

56T

基因被克隆到
V

Q?94'.54

载体上#经转染
0/N

后在

_%1

细胞中表达$图
14

&)提取细胞
J@94

后进行
@<.

j

HI@

定量检测
H?._$

"

I?1-0

的基因表达水平#发现
H?._$

"

I?1-0

基因的表达量相对于
V

Q?94

空载体的细胞显著降低#且差异

有统计学意义$

#

#

%&%2

#图
16

&%当
V

Q?94.56T

转染剂量增

加#

H?._$

"

I?1-0

表达则进一步受到抑制#表现出剂量依赖效
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应$图
1I

&)

AB+CBD,EF"C

实验也说明
56T

基因表达会让
H?.

_$

"

I?1-0

基因的表达受到抑制$图
1?

&)当
_%1

细胞过表达

5.E"T

突变的
56T

基因$

@()[

&时#

H?._$

"

I?1-0

的基因表达

则不受
56T

的影响#说明
56T

对该基因表达的干扰依赖于

5.E"T

氨基酸基序的功能$图
1[

&)

@&A

!

H?._$

"

I?1-0

的基因表达在
56X

复制细胞中被抑制
!

由于慢病毒和
V

Q?94'

表达的
56T

水平远远高于
56X

感染

或
56X

阳性肝癌的
56T

水平#本研究进一步采用整合了

56X

基因组#并有
56X

病毒活跃复制#同时
56T

基因表达量

又相对较低的
<0'

细胞为研究体系'

-

(

)

<0'

细胞及其未整合

56X

基因组的源细胞系
_%1

的
J@94

抽提后进行
@<.

j

HI@

定量)笔者发现#

<0'

细胞中的
H?._$

"

I?1-0

基因表达水平

显著低于
_%1

细胞$图
'4

&#说明
56X

复制过程中表达的低

水平
56T

也能够抑制
H?._$

"

I?1-0

基因的表达#造成免疫耐

受环境的抑制)该结果也在
5B

V

31&1&$2

细胞中得以重复$图

'6

&)当笔者用
'<I

降低
<0'

细胞的
56X

复制#却不影响

56T

表达的情况下#发现
H?._$

"

I?1-0

基因表达不受影响#

说明该基因表达的抑制依赖于
56T

的水平#却不依赖
56X

的病毒复制水平$图
'I

&)

!!

4

!

@<.HI@

检测
_%1

细胞转染
V

Q?94'.56T

质粒后#

56T

的表

达情况%以
"

.MQC#,

的
HI@

产物为
HI@

反应内参)

6

!

_%1

细胞中表达

V

Q?94'.56T

后#荧光定量
@<.HI@

检测
H?._$

"

I?1-0

的表达情况%

XBQC"D

表示空载体)

I

!

_%1

细胞转染不同剂量的
V

Q?94'.56T

后检

测
H?._$

"

I?1-0

的表达水平)

?

!

_%1

细胞表达
56T

后用
AB+CBD,

EF"C

检测
H?._$

"

I?1-0

的蛋白水平)

[

!荧光定量
@<.HI@

检测野生

型和带有
@()[

突变的
56T

对
H?._$

"

I?1-0

基因表达的影响

图
1

!!

56T

抑制
H?._$

(

I?1-0

的基因表达

图
'

!!

56X

复制细胞中
H?._$

(

I?1-0

的基因表达

A

!

讨
!!

论

!!

56X

编码的
b

基因具有表观遗传调控的能力#对病毒复

制和基因表达$包括
56T

自身的表达&提供正反馈信号#且在

病毒感染的转归和肝硬化*肝癌发生的过程中均发挥重要作

用'

/

(

)

56T

调控病毒"宿主细胞基因表达的能力取决于其羧

基端的
5.E"T

氨基酸基序#该基序可以通过劫持泛素化酶

I@_0

#破坏染色质黏连蛋白
=;I2

"

)

调控染色质构象和基因

表达)在
5.E"T

功能丧失的情况下#

56T

也会丧失调控病毒

基因表达和干扰宿主表观遗传的能力'

(.$%

(

)

本研究通过
@94.=B

j

技术发现
56X

感染导致一系列宿

主细胞基因表达的改变#其中包括免疫调节基因的增高或降

低)其中#本课题组重点研究了在
56T

表达和
56X

复制的

细胞中#

H?._$

"

I?1-0

基因的抑制机制)这些实验表明#

56T

是通过
5.E"T

基序和
I@_0

泛素化酶实现对
H?._$

"

I?1-0

基

因表达的抑制)进一步研究有助于解析
56T.I@_0

的表观遗

传调控网络如何抑制
H?._$

"

I?1-0

的基因表达和解除肝细胞

的免疫抑制微环境)本研究发现
56T

对
H?._$

"

I?1-0

基因

表达的抑制表现出剂量依赖效应#由于
56X

高度复制的细胞

需要更多的
56T

协调#该结果提示有病毒活跃复制的细胞较

容易失去
H?._$

"

I?1-0

的表达#亦容易遭受细胞毒性
<

细胞

的攻击)同时#在
56X

编码的
?94

多聚酶受到药物抑制#

56T

水平不受影响的情况下#

56X

对
H?._$

"

I?1-0

基因表

达的抑制则不受影响)

肝脏的对外来抗原具有特殊的耐受机制#可以保护自身免

于免疫系统的攻击#同时也不利于肝内病毒的清除#导致病毒

长期感染)造成肝脏免疫耐受的机制之一是
6-

家族的协同

刺激分子在肝脏的表达#特别是
H?._$

"

I?1-0

)不同于
6-

家

族的其他成员#

H?._$

"

I?1-0

的表达不仅限于抗原递呈和淋

巴细胞表面#在包括肝脏在内的多种外周及肿瘤组织中也有表

达'

$$

(

)此外#肝细胞表面不仅可以组成性地表达
H?._$

"

I?1-0

蛋白#且受干扰素$

Y9\.

*

&的诱导'

$1

(

%因此#肝脏的免疫

耐受微环境有助于保护并容纳
56X

的长期慢性感染)本实

验结果则证明#病毒感染本身可以依赖
56T

基因#对
H?._$

"

I?1-0

的基因表达进行抑制#减低肝细胞表面呈现的免疫检查

点信号#有利于
I?/

:细胞对病毒的识别#并在早期实现对病

毒的清除)

然而#

56X

抑制
H?._$

"

I?1-0

基因表达减低的程度依

赖于
56T

的剂量#即
56T

表达量越高#

H?._$

"

I?1-0

表达受

到抑制的程度越高)由于
56T

本身的表达量与病毒复制密切

相关#因此#这种剂量依赖效应提示
56X

复制过度剧烈的肝

细胞将较大程度地出现
H?._$

"

I?1-0

表达降低#从而首先受

到
I?/

:细胞的攻击%而病毒复制较为温和的细胞则继续依靠

免疫耐受机制逃避
I?/

:细胞的攻击)从
56X

急性感染到慢

性化的发病过程来看#这种病毒复制"免疫耐受的负反馈机制

可以帮助病毒实现与宿主免疫系统的平衡状态#有利于病毒进

入慢性感染状态)此外#急性期或爆发性肝炎造成的大面积肝

损伤亦可能与大量病毒复制解除免疫抑制"耐受的检查点

有关)

总之#本研究发现
56X

通过
56T

的表观遗传调控功能

抑制宿主细胞免疫检查点
H?._$

"

I?1-0

的基因表达#可以部

分和局部解除肝脏的免疫抑制微环境#有助于清除病毒复制过

剩的肝细胞#以达到病毒复制和宿主免疫之间的平衡#帮助病

毒进入慢性感染阶段)
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