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"摘要#
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目的
!

沉默乙型肝炎病毒"

GUc

$
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反式激活蛋白
1

基因"

>@$K>1

$对肝癌细胞
G7

4

]1

增殖和

凋亡的影响%方法
!

荧光定量
>SD

"

DK.>SD

$用于检测
>@$K>1

基因在不同肝细胞系中基础表达水平%将

>@$K>1

小干扰
DbJ

"

+#DbJ>@$K>1

$及对应的阴性对照小干扰
DbJ

"

+#bS

$作为干扰组和对照组分别瞬时

转染至
G7

4

]1

细胞中!培养
0/2

后!应用
SS\./

试剂盒检测两组细胞的增殖活性水平#

J,,7R#,c

&

-.JJA

流

式细胞术检测两组细胞凋亡程度#

DK.>SD

检测两组细胞中
>@$K>1

'

U

细胞淋巴瘤
.1

"

U6:.1

$和
U6:.1

相关
[

蛋

白"

U9R

$基因
8DbJ

表达水平#

H7+37<,I:"3

检测两组细胞中
U6:.1

'

U9R

'人腺苷酸活化蛋白激酶"

JF>\

$'雷

帕霉素靶蛋白"

8.K?D

$蛋白水平并计算
U6:.1

与
U9R

的比例%结果
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基因在肝癌细胞
G7

4

]1

中的表

达水平明显高于正常肝细胞
E%1

%干扰组
G7

4

]1

细胞的增殖速率明显慢于对照组%与对照组相比!干扰组的

G7

4

]1

细胞中
J,,7R#,cY

细胞数明显升高"

"

$

%&%;

$!

G7

4

]1

细胞中
U6:.18DbJ

表达量明显下降"

"

$

%&%;

$!

U9R8DbJ

表达量明显上升"

"

$

%&%;

$#同样在干扰组的
G7

4

]1

细胞中
U6:.1

'

8.K?D

蛋白水平明显下

降"

"

$
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$!而
U9R

'

JF>\

蛋白水平则明显升高"

"

$

%&%;

$%结论
!

干扰掉
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基因可经过线粒体途

径促进
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细胞凋亡!可能是通过活化
JF>\.8.K?D

途径而抑制其增殖%
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原发性肝细胞癌#

GSS

$是全球常见的恶性肿瘤

之一%尤其以亚洲和非洲国家高发%也是病死率最高

的癌症之一'

$.1

(

)我国是全球
GSS

患者最多的地区%

GSS

位居常见恶性肿瘤第
'

位%

GSS

也在全球癌症

死亡的原因中排名第
1

位'

'

(

)肿瘤对放化疗抵抗及

手术切除后复发与转移是引起
GSS

快速发展和早期

侵袭的主要原因'

0

(

%临床调查研究表明%原发性肝癌

根治性切除术后病死率可下降至
;_

以下%但患者术

后
;

年内手术部位转移及复发率高达
)%_

#

-%_

'

;

(

)

因此%寻求
GSS

发生*发展的其他的分子生物学机

制%明确诱发
GSS

的生物指标并提供有效的诊疗靶

点是当前的迫切任务'

)

(

)研究发现%乙型肝炎病毒

#

GUc

$前
@$

蛋白#

GUc

4

<7.@$

$具有广泛的反式激

活功能%通过反式激活%它调节肝细胞中相关基因的

表达并影响肝细胞分化*增殖*凋亡等生物学功能%在

参与
GUc

致病机制和诱发肝癌中具有重要作用%但

GUc

感染导致
GSS

发展的分子机制尚未完全清

楚'

-

(

)

1%%0

年%本课题组运用抑制性消减杂交技术筛

选和克隆出
GUc >.@$

蛋白反式激活靶基因
1

#

>@$K>1

$)最近的研究表明%

>@$K>1

在肿瘤组织如

人结肠癌中高表达%但在结肠组织细胞中表达量低甚

至不表达%并与肿瘤分化*分级和分期%细胞增殖*迁

移和凋亡%放化疗等相关'

/

(

)目前鲜见
>@$K>1

在肝

癌中相关作用机制研究的报道)因此%本研究探究

>@$K>1

对肝癌细胞
G7

4

]1

增殖与凋亡的影响%以确

定
>@$K>1

是否通过细胞增殖*凋亡影响
GUc

相关

肝病的发病机制和进展)

=

!

材料与方法

=&=

!

材料

=&=&=

!

细胞和
+#DbJ

!

E%1

细胞*

G7

4

]1

细胞取自

北京地坛医院传染病研究所实验室&

>@$K>1+#DbJ

与目的序列无同源性的通用阴性对照
+#bS

由上海吉

玛制药技术有限公司合成)

+#DbJ

序列见表
$

)以

上化 学 合 成
>@$K>1

基 因 的 小 片 段 干 扰
DbJ

#

+#>@$K>1

$转染
G7

4

]1

细胞%筛选沉默效果最佳干

扰序列%用于后续实验)

=&=&>

!

试剂
!

细胞
AF=F

培养基和胎牛血清 #美

国
E#N7K762":"

MO

公司$&总
DbJ

提取试剂盒#美国

?87

M

9

公 司$&

*

73 >DCF=KF

转 染 试 剂 #法 国

>":

O4

:P+K<9,+N763#",

公司$&荧光定量
>SD

#

DK.

>SD

$试剂
>"Q7<@VUD ]D==b>SD F9+37<F#R

#美国
J

44

:#7!U#"+

O

+378

公司$&细胞凋亡检测试剂

J,,7R#,c.ZCKS

和
-.JJA

#美国
U#":7

M

7,!

公司$&兔

抗人腺苷酸活化蛋白激酶#

JF>\

$*雷帕霉素靶蛋白

#

8.K?D

$*

U

细胞淋巴瘤
.1

#

U6:.1

$及
U6:.1

相关
[

蛋

白#

U9R

$*兔抗人甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶#

]J>AG

$多

克隆抗体*山羊抗兔免疫球蛋白
]

#

C

M

]

$

.

辣根过氧化

物酶#

GD>

$和山羊抗鼠
C

M

].GD>

#美国
@9,396<Pj

公司$)

=&>

!

方法

=&>&=

!

DK.>SD

检测
>@$K>1

基因在
E%1

*

G7

4

]1

中的

表达
!

将
E%1

细胞和
G7

4

]1

细胞培养于含有
$%_

胎

牛血清的
AF=F

培养液中%放于
;_S?

1

*

'-k

孵箱

中培养&细胞汇合度为培养瓶底的
/%_

#

(%_

时%即

可收集细胞%根据
K"39:DbJ\#3

试剂盒步骤提取总

DbJ

%将提取的
DbJ

反转录为
6AbJ

%然后依据

>"Q7<@VUD

'

]<77,>SD F9+37<F#R

说明书检测

>@$K>1

基因在两种细胞中的表达量)

=&>&>

!

>@$K>1+#DbJ

转染与分组处理
!

在
G7

4

]1

细胞铺展开在培养瓶底部汇合度为
/%_

#

(%_

时即

可分板处理%待
)

孔板细胞达到
)%_

#

-%_

汇合度%

可分别转染小干扰
DbJ

#

+#DbJ

$作为干扰组*

+#bS

作为对照组进行后续实验)

=&>&?

!

SS\./

活性检测试剂盒测定细胞增殖水平
!

接

种对数生长期
G7

4

]1

细胞于
'

个
()

孔板#

1d$%

'

"孔$%

各设置
)

个重复孔)同时转染后分别于不同时间点#

10

*

0/

*

-12

$加入
SS\./

试剂%每孔加
$%

)

E

%继续培养
$

2

)上机测定每个孔的
0;%,8

波长的光密度#

@2

$

值%重复
'

次)

=&>&@

!

J,,7R#,c

检测细胞凋亡程度
!

转染培养

G7

4

]1

细胞
0/2

后%收集细胞%按照
J,,7R#,c

"

-.

JJA

检测试剂说明书加入
J,,7R#,c

与
-.JJA

染

料处理细胞%使用流式细胞仪上机检测细胞凋亡)

=&>&D

!

DK.>SD

检测目的基因表达水平
!

转染后培

养
G7

4

]1

细胞
0/2

%按照上述实验方法提取
G7

4

]1

细胞中总
DbJ

%并把提取的
DbJ

反转录为
6AbJ

%

然后依据上述试剂盒的说明书进行相对应基因的表

达量检测%目的基因引物序列见表
1

)

表
$

!!

>@$K>1

基因
+#DbJ

序列

基因 上游引物#

;l.'l

$ 下游引物#

;l.'l

$

+#DbJ.>@$K>1.-0/ ]SJJŜ ]SSJJJ]]SŜ Ĵ KK Ĵ J]]SŜ ^ ]̂]SJ]̂ ]̂SKK

+#DbJ.>@$K>1.$;0( ]Ŝ JŜ ]̂ JJJŜ Ŝ SŜ JKK ^J]]J]J]̂ ^^JSJ]̂ J]SKK

+#DbJ.>@$K>1.1$%$ ]Ŝ JSSJJSSSĴ ]̂]̂ JJKK ^^JSSJĴ ]]]̂ ]̂]̂ J]SKK
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表
1

!!

目的基因引物序列

基因 上游序列#

;l.'l

$ 下游序列#

;l.'l

$

]J>AG SKKK]]KJKS]K]]JJ]]JSKS ]KJ]J]]SJ]]]JK]JK]KKSK

U9R ]S]JK]JJSK]]JSJJSJJSJK KJ]SJJJ]KJ]JJJJ]]]SJJSS

U6:.1 JS]J]K]]]JKJSK]]J]JK] KJ]S]JS]J]J]JJ]KSJKSS

=&>&E

!

H7+37<,I:"3

检测
JF>\

*

8.K?D

*

U6:.1

及

U9R

的表达水平
!

小干扰
DbJ

*

+#bS

转染后
0/2

蛋

白裂解液裂解法提取细胞总蛋白%测定蛋白浓度后进

行
H7+37<,I:"3

%蛋白质样品进行电泳并保持湿度转

移至聚偏二氟乙烯#

>cAZ

$膜%于
$dKU@K

配制的

;_

脱脂牛奶封闭
12

&参照内参蛋白标记物切
>cAZ

膜%

0k

孵育一抗兔抗人
JF>\

#

$̀ $%%%

$*

8.K?D

#

$̀ $%%%

$*

U9R

#

$̀ $%%%

$*

U6:.1

#

$̀ ;%%

$和
]J>.

AG

#

$`$%%%

$过夜&次日清晨%

$dKU@K

洗膜
'

次

后%加入
GD>

标记山羊抗兔二抗 #

$̀ ;%%%

$%室温孵

育
12

%

$dKU@K

洗膜
'

次%配制好显色液%于
=SE

下进行曝光显影并保存图像)使用
CFJ]=>D?>.

Ê @

软件进行灰度分析)

=&?

!

统计学处理
!

采用
@>@@$/&%

统计软件对数据

进行分析%计量资料用
MaE

表示%组间比较采用
D

检

验%两组以上均数比较用方差分析%以
"

$

%&%;

为差

异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

>@$K>1

在不同肝细胞系中的基础表达量
!

DK.>SD

结果显示%

>@$K>1

基因在
E%1

细胞中
8D.

bJ

表达水平明显低于
G7

4

]1

细胞#

"B%&%%0

$%见

图
$

)

图
$

!!

>@$K>1

在两种肝细胞系中的表达水平比较

图
1

!!

两组
G7

4

]1

细胞的增殖曲线比较

>&>

!

两组
G7

4

]1

细胞的增殖活性的比较
!

SS\./

实验 结 果 显 示%转 染
+#DbJ.>@$K>1

的 干 扰 组

G7

4

]1

细胞的增殖速率明显慢于转染
+#bS

的对照

组#

"B%&%1

$%见图
1

)

图
'

!!

不同处理组
G7

4

]1

细胞
JF>\

$

J

&和

8K?D

$

U

&的蛋白表达水平

!!

J

!两组
G7

4

]1

细胞中
J,,7R#,cY

细胞数的变化&

U

!两组

G7

4

]1

细胞中
J,,7R#,cY

细胞数的统计直方图&!两组细胞中
J,.

,7R#,cY

细胞数的比例柱状图

图
0

!!

两组
G7

4

]1

细胞中
J,,7R#,cY

细胞数比较

'%%1

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷
$1

期



>&?

!

两组
G7

4

]1

细胞中
JF>\

*

8K?D

蛋白的水

平比 较
!

H7+37<,I:"3

结 果 显 示%转 染
+#DbJ.

>@$K>1

干扰组
G7

4

]1

细胞
JF>\

的蛋白水平明显

高于转染
+#bS

的对照组#

"B%&%%;

$%而转染
+#D.

bJ.>@$K>1

干扰组
G7

4

]1

细胞
8K?D

水平则较转

染
+#bS

的对照组明显下降#

"B%&%'

$%见图
'

)

>&@

!

两组
G7

4

]1

细胞中
J,,7R#,cY

细胞数比较
!

转染
0/2

后%流式细胞术检测结果表明%转染
+#DbJ.

>@$K>1

的干扰组
J,,7R#,cY

细胞数明显高于转染

+#bS

的对照组%总凋亡率明显增加#

"B%&%1

$%见

图
0

)

>&D

!

DK.>SD

检测
U6:.1

和
U9R

基因表达水平
!

DK.>SD

检测结果显示%转染
+#DbJ.>@$K>1

干扰组

G7

4

]1

细胞
U6:.1

的
8DbJ

水平明显低于转染
+#bS

的对照组#

"B%&%%;

$%而转染
+#DbJ.>@$K>1

干扰

组
G7

4

]1

细胞
U9R

的
8DbJ

水平则较转染
+#bS

的

对照组明显升高#

"B%&%0

$%见图
;

)

图
;

!!

两组
G7

4

]1

细胞
U6:.1

和
U9R8DbJ

的表达水平

>&E

!

>@$K>1

干扰表达对
U6:.1

*

U9R

蛋白表达及

U6:.1

"

U9R

比值的影响
!

H7+37<,I:"3

检测结果表

明%转染
+#DbJ.>@$K>1

干扰组
G7

4

]1

细胞
U6:.1

蛋白水平明显低于转染
+#bS

的对照组#

"B%&%%'

$%

转染
+#DbJ.>@$K>1

干扰组
G7

4

]1

细胞
U9R

蛋白水

平则较转染
+#bS

的对照组明显升高#

"B%&%1

$%干

扰组
U6:.1

"

U9R

比值较对照组明显降低#

"

$

%&%;

$%

见图
)

)

!!

J

!

H7+37<,I:"3

检测&

U

!两组
U6:.1

"

U9R

比值柱状图

图
)

!!

U6:.1

和
U9R

蛋白水平及
>@$K>1

对

U6:.1

(

U9R

比值的影响

?

!

讨
!!

论

!!

>@$K>1

是
1%%0

年本课题组应用基因芯片技术和

抑制性消减杂交技术筛选
><7.@$

蛋白反式激活靶基因

和差异表达基因谱时发现的长度为
;-'I

4

的新型靶基

因%并命名为
>@$K>1

#

]7,U9,5

号!

JV01))-'

$)在

中国%

GUc

感染是
GSS

最主要的病因'

(

(

)

GUc

病

毒外膜蛋白包括
@

蛋白*

4

<7.@$

和
4

<7.@1'

种成分%

是嗜肝脱氧核糖核酸病毒科中哺乳动物病毒属一员)

其中%

4

<7.@$

与
AbJ

损伤%肝细胞氧化应激*变异及

肝癌的发展密切相关'

$%

(

)本课题组前期筛选结果表

明%

>@$K>1

可能参与细胞凋亡*细胞增殖与分化*肿

瘤发生等多种生物学过程%说明
>@$K>1

可能在

GUc

相关肝病发展演变中发挥促进作用%对其机制

的研究%以及对于进一步了解
GUc

相关肝病的发病

机制具有非常重要的意义)

研究表明%被称作为+能量感受器,的
JF>\

在

糖调节如肝糖原的分解与合成*肌糖原合成和脂类代

谢如脂肪酸氧化*蛋白质与胆固醇形成*脂肪形成中

发挥关键调控作用&在肿瘤细胞及其周围细胞中

JF>\

活性降低并伴随以上生理过程发生重要改

变'

$$.$1

(

)研究发现%

JF>\

在细胞的能量代谢及诱导

细胞凋亡和周期停滞中发挥重要作用%影响细胞能量

代谢%以适应和支持细胞增殖和生存'

$'.$0

(

%因而

JF>\

成为了肿瘤预测和防治的新生物治疗靶点之

一'

$;

(

)而
8.K?D

是
@K\

进化上保守的一种%汇聚

多条信号通路传递的信息%为许多通路聚集的交点%

并对细胞生长*存活*增殖甚至自噬等过程产生对应

的调控%所以被称作为细胞活动的+中央调控器,

'

$)

(

&

8.K?D

存在
8.K?DS$

和
8.K?DS1

两种形式%

8.

K?DS$

通过促进或抑制蛋白质合成而影响细胞生长

及个体发育的过程&

8.K?DS1

能感知体内因子和能

量变化%并参与糖代谢过程%从而干预肿瘤发生*发展

的过程'

$-.$/

(

)已有研究证实%

JF>\

的活化会伴随着

8.K?D

信号致癌作用靶点失活%影响肝能量代谢而

影响肝癌细胞增殖'

$(

(

)在本实验中%与对照组相比%

>@$K>1

干扰组中
JF>\

水平明显升高%而
8.K?D

的蛋白水平明显降低%表明
>@$K>1

可能是经由

JF>\.8.K?D

途径活化从而抑制
G7

4

]1

细胞的

增殖)

本研究中
J,,7R#,c

"

-.JJA

结果显示%

>@$K>1

的表达下调加速
G7

4

]1

细胞的凋亡)在细胞凋亡的

调节中
U6:.1

家族发挥着重要作用%

U6:.1

"

U9R

比值被

称作是启动细胞凋亡的分子总开关%与肿瘤细胞的存

活密切相关)

U9R

是通过破坏线粒体的渗透性转换

参与线粒体凋亡途径的代表性凋亡相关蛋白之一%可

促进细胞色素
S

释放%诱导促进细胞凋亡的发展)沉

默
>@$K>1

后%应用
DK.>SD

和
H7+37<,I:"3

法监测

干扰组和对照组凋亡相应蛋白
U6:.1

和
U9R

的表达程

度%结果表明!通过沉默
>@$K>1

靶基因后%可下调凋

0%%1

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷
$1

期



亡相关蛋白
U6:.1

"

U9R

比值%改变线粒体凋亡途径的

下游凋亡级联效应并加速
G7

4

]

细胞凋亡)

综上所述%干扰
>@$K>1

通过诱导
JF>\

的活

化%伴随着
8.K?D

信号致癌作用靶点失活和下调

U6:.1

"

U9R

比值%从而干扰
G7

4

]1

细胞的增殖和凋亡

过程%参与
GUc

的致病机制)但
>@$K>1

通过哪些

调控水平来实现线粒体凋亡的作用%以及其确切的细

胞内信号传导机制目前仍不清楚)

>@$K>1

能否通过

其他凋亡途径影响肿瘤细胞的凋亡%如死亡受体途径

和内质网应激途径%并且这些途径是否与线粒体凋亡

途径相互作用还需待进一步深入研究)随着
>@$K>1

作用机制的进一步研究%

>@$K>1

或有望能在肝癌预

测和治疗中发挥重要作用)

参考文献

'

$

(

FJÊ SSC? F

%

S?c=V J&D767,3

4

<"

M

<7++#,P,!7<.

+39,!#,

M

%

!#9

M

,"+#,

M

%

9,!3<793#,

M

27

4

93"67::P:9<69<6#,".

89

'

e

(

&SJS9,67<eS:#,

%

1%$1

%

)1

#

)

$!

'(0.'((&

'

1

(

cJb F@

%

A= FJbDJ

%

S?=bDJJA Fe

%

739:&@P<.

L7#::9,67N"<27

4

93"67::P:9<69<6#,"89#+9++"6#937!Q#32

#,6<79+7!+P<L#L9:

!

<7+P:3+N<"8 9:9<

M

76"2"<3#,327

b7327<:9,!+

'

e

(

&eG7

4

93":

%

1%$;

%

)'

#

;

$!

$$;).$$)'&

'

'

(

UGJKKCJUG

%

AJDZ@

%

HJG==A J

%

739:&G7

4

93"67::P.

:9<69<6#,"89#,

4

95#+39,

!

,93#",9:3<7,!+9,!

M

:"I9:

4

7<+

4

76.

3#L7

'

e

(

&]9+3<"7,37<":D7+><963

%

1%$)

!

;(01'%)&

'

0

(

SG=bV

%

ECE

%

fCJb[

%

739:&G#

M

27R

4

<7++#","NKDCF$$

6"<<7:937+Q#32

4

""<

4

<"

M

,"+#+#,

4

93#7,3+Q#3227

4

93"67::P:9<

69<6#,"89

'

e

(

&S:#,D7+G7

4

93":]9+3<"7,37<":

%

1%$-

%

0$

#

1

$!

$(%.$()&

'

;

(

UDJVZ

%

e=FJEJ

%

]D=Vb

%

739:&]:"I9:69,67<3<9,+#.

3#",+966"<!#,

M

3"327GP89,A7L7:"

4

87,3C,!7R

#

1%%/W

1%'%

$!

9

4

"

4

P:93#",.I9+7!+3P!

O

'

e

(

&E9,673?,6":

%

1%$1

%

$'

#

/

$!

-(%./%$&

'

)

(

HJb] F

%

V̂ Z

%

EC>&S#<6P:9<DbJ+

!

629<9637<#+3#6+

%

NP,63#",9,!6:#,#69:+#

M

,#N#69,67#,27

4

93"67::P:9<69<6#,".

89

'

e

(

&S9,67<+

#

U9+7:

$%

1%$/

%

$%

#

/

$!

1;/&

'

-

( 王丹琼%郭江%成军%等
&

乙型肝炎病毒前
@$

蛋白反式调

节基因
1

的克隆*表达及功能'

e

(

&

中华肝脏病杂志%

1%%/

%

$)

#

1

$!

//.(1&

'

/

( 崔恒祥
&

黏附家族
]

蛋白偶联受体
]>D$1)

在血管新生

及结肠癌发生发展中的功能和机制研究'

A

(

&

上海!华东

师范大学%

1%$$&

'

(

(

VJb[

%
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