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•述评 COMMENTARY •

新基因结构与功能研究的策略

成   军

成军,中国人民解放军第 302 医院传染病研究所基因治疗研究中心、全
军病毒性肝炎防治研究重点实验室  北京市  100039
成军,男,1963-08-17生,山东省淄博市人,汉族.1986年毕业于第一军医大学
军医系,获医学学士学位,1989 年毕业于军医进修学院,获传染病学硕士学位,
1994 年毕业于北京医科大学，获传染病学博士学位,1994-11-17 至
1997-12-01在美国得克萨斯大学健康科学中心临床免疫与传染病科完成博
士后研究.回国后从事传染病特别是病毒性肝炎的临床医疗工作和基础研究工
作,主要学术研究方向是肝炎病毒与肝细胞相互作用的分子生物学机制,已出
版专著 5 部,发表论文及综述 300 篇.
国家自然科学基金资助课题, No.C39970674,No. C03011402,军队回国留
学人员启动基金项目,No. 98H038
项目负责人:成军,100039,北京市丰台路 26 号,中国人民解放军第 302 医院
传染病研究所基因治疗研究中心、全军病毒性肝炎防治研究重点实验室.
cj@genetherapy.com.cn
电话:010-66933391    传真:010-63801283
收稿日期:2002-10-29    接受日期:2002-11-18

摘要　
发现一种新的基因,同时把其编码的新蛋白的结构与生物学

功能、与生物学和临床医学之间的相互关系、以及新基

因表达调节的机制阐明，是目前基因的分子生物学研究

领域中最具挑战性的工作. 首先利用酵母双杂交(yeast two-

hybrid)技术、酵母单杂交技术(yeast one-hybrid)、抑制性

消减杂交(SSH, suppression subtractive hybridization)技术、

基因芯片(DNA ch ip )技术、噬菌体表面展示(phage

display)技术等获得蛋白结合蛋白的编码基因、差异表达

的基因、DNA/RNA 结合的蛋白基因等，或利用生物信

息学技术获得推测的编码基因. 然后,利用分子生物学技术

和生物信息学技术相结合的手段，阐明新基因的功能、

基因表达启动子的结构和调节机制基础,最终阐明新基因的

结构和新蛋白的生物学功能,以及这种基因研究的可能临床

医学意义. 生物信息学技术与分子生物学技术的结合,是目

前基因的分子生物学研究领域中的重要、有效的研究技

术和方法.

成军.新基因结构与功能研究的策略.世界华人消化杂志  2003;11(4):373-377
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0   引言

人类基因组计划(HGP,human genome project)完成以后，
获得了大量的关于染色体DNA的基因序列的信息. 这些
基因序列,大部分(99 % 以上)是没有编码功能的重复基
因序列，编码基因序列还不到整个基因组长度的百分
之一. 怎样确定编码基因序列,怎样确定新基因编码的蛋
白质的结构与功能,怎样研究编码基因的表达与调节,怎
样确定编码产物的生物学与医学的意义,等等,都是摆在
我们面前的迫切任务[1] . 所有这些内容,都是后基因组计
划(post-HGP)的基本内容,也是在今后相当长的一段时

间内,基因的分子生物学研究领域的主要任务和内容[2].
目前，以基因的克隆化为主要目的综合的分子生物学
技术结合生物信息学(bioinformatics)技术，是完成这一
阶段性任务的重要策略. 分子生物学技术研究的结果与
数据库技术和计算机分析技术的结合,直接导致了生物
信息学技术的产生,并随着分子生物学技术的开展,生物
信息学技术不断完善；另外，生物信息学技术的出
现，又极大地推动了分子生物学研究的快速发展[3].

1   编码基因序列的研究

在基因克隆化的创新性科研工作中，首先必须得到感
兴趣的编码基因片段. 目前有几种技术手段可以应用.
特种组织细胞 cDNA 文库的构建及大规模测序，基因
芯片技术高通量筛选技术的应用，既是人类基因组计
划的主要工具，也是后基因组计划必不可少的技术途
径[4]. 但是，由大规模随机测序获得的基因序列，一
般来说得到的不是基因的全长序列，更谈不上基因的
编码产物及功能. 因此，在人类基因组计划基本完成
以后，这些技术途径已经不再是主要的技术手段. 相
反，一些虽然不具备高通量筛选规模，但是功能筛
选与基因的克隆化相耦联的研究技术显示出广阔的应
用前景[5]. 例如，以研究蛋白 - 蛋白相互结合作用的酵
母双杂交技术及酵母三杂交(yeast three-hybrid)技术，
由此发展而来的哺乳动物细胞的双杂交技术，就是研
究蛋白 - 蛋白结合功能，同时又是克隆相关基因的技
术途径[6-8]. 应用这种技术,不仅可以获得蛋白质之间相
互结合的功能研究信息,而且还能获得相应的基因序列,
因而简洁高效. 通过这种技术途径获得的新基因序列，
虽然其功能的研究还需要进行许多工作，但是至少可
以知道这种新蛋白与已知蛋白之间的结合关系；而蛋
白-蛋白之间结合的关系，是研究新基因和新蛋白结构
与功能的重要的突破线索.
       在分子生物学研究领域，经常会遇到研究两个极
为相似领域差异表达基因的筛选. 例如，肿瘤组织和
正常组织之间基因表达谱的差别，同一种细胞类型受
到细胞因子或其他刺激因素作用之后基因表达谱发生
的变化,一种基因转染细胞和仅转染空白表达载体之间
基因表达谱的差别,发育不同阶段相同组织之间基因表
达的不同，病变组织和正常组织之间基因表达的差别
等. 对于研究的基因类型没有事先的限制和先决条件，
因此可以筛选得到已知和未知功能的基因. 能够应用的
技术类型包括抑制性消减杂交技术(SSH)、任意引物差
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异显示逆转录多聚酶链反应(AP-DD-RT-PCR, arbitrary
primer differential display reverse transcription polymerase
chain reaction)、代表性差异分析技术(RDA, represen-
tative differential assay)等[9-12]. 随着噬菌体表面展示技术
的不断发展，以及噬菌体展示文库构建及应用的拓
展，这种技术不仅可以应用到抗体基因的筛选、模
拟表位的筛选、抗独特型单链可变区抗体的筛选等，
而且可以应用于蛋白结合蛋白的筛选和DNA/RNA结合
蛋白的筛选[13-22]. 应用上述一些分子生物学技术筛选得
到的基因片段，虽然只是编码基因区的基因片段，但
是为阐明其功能奠定了基础. 筛选 DNA 结合蛋白的技
术还包括酵母单杂交技术以及其他一些蛋白质化学技
术等.
     无论采用的是酵母双杂交技术、酵母单杂交技术、
抑制性消减杂交技术、基因芯片技术、还是噬菌体表
面展示技术，筛选得到的基因一般都是编码基因的部
分片段，要想进一步研究这些新基因的生物学功能和
医学意义，必须首先获得编码基因的全长序列. 获得全
长编码基因的途径，一是分子生物学途径,一是生物信
息学结合分子生物学途径,后者在研究中更为有效[23-31].
既往对于已知基因序列两端未知基因序列的克隆化，
根据多聚酶链反应(PCR)技术的原理，设计了特殊的技
术方法，如 5’-cDNA 末端快速扩增法(5'-RACE)和
3'-cDNA 末端快速扩增法(3'-RACE). 这些技术在扩增
cDNA片段两端的未知基因序列克隆中发挥过十分重要
的作用. 但目前则是生物信息学分析结合分子生物学技
术的时代. 利用美国国立生物工程信息学中心(NCBI)建
立的核苷酸序列数据库，进行同源基因序列的比对，
可以发现与已知功能或推断基因序列的同源基因. 如果
在这些数据库中没有发现同源的基因序列，还可以与
表达序列标签(EST)数据库中的序列进行比对，可以人
工拼接成为更长的 cDNA 片段[32]. 酵母双杂交技术和噬
菌体表面展示技术中，由于文库构建过程中基因编码
的框架结构是固定的，因此，结合基因序列的比对，
以及根据 Kozack 原则，很容易确定该基因的全长编码
序列.
       利用 5'-RACE 或 3'-RACE 技术，或者结合生物信
息学技术，首先确定新基因片段以及新型基因全长编
码序列. 此时，对于新基因的功能，我们还是知之甚
少. 此时，除了应用生物信息学技术对于该基因编码
的产物进行一级结构和高级结构的预测，或者对于蛋
白质分子结构中保守的功能位点进行预测之外，还可
以应用前述的酵母双杂交技术，对于新型蛋白结合的
蛋白进行筛选，获得重要功能的提示，或构建真核
表达载体，利用细胞转染技术，结合 DNA 芯片和 SSH
技术，对于这种新型蛋白上调或下调的靶基因进行研
究，获得新的线索，为进一步的实验研究设计，提
供理论依据，最终阐明该新基因的生物学功能和医学
意义[33].

      如果筛选的是人的基因文库，那么首先得到的是
人的 cDNA 序列. 利用人类基因组 DNA 序列的数据库
(htgs)同源序列进行比对，以及依据 Chambon 原则，可
以确定其基因组 DNA 的序列结构，确定外显子(exon)
和内含子(intron)的结构. 同时，利用生物信息学技术，
结合分子生物学技术，设计特异性核苷酸引物，利
用逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术获得人、小鼠、
大鼠、牛等生物品系的相应的全长编码的 cDNA，并
进行序列分析. 同样，利用生物信息学技术，结合分
子生物学技术，设计特异性核苷酸引物，利用 PCR
技术获得人、小鼠、大鼠等生物品系的相应的全长
的基因组 DNA，并进行序列分析[34].这样,通过分子生
物学技术及生物信息学技术，就可以发现或确定新型
基因的全长编码基因序列，并可以初步确定这些新基
因编码产物的生物学意义或医学意义.
       简单生物分子生物学的研究,也是新基因克隆化技
术和思想的重要来源.例如:美丽线虫(C. Elegans)、果蝇
(Dros. phila)、拟介南等在西方发达国家的分子遗传学研
究中具有重要地位. 2002 年诺贝尔医学奖的三位获得
者，因其在细胞程序化死亡(programmed cell death)，即
细胞凋亡(apoptosis)的研究领域中成绩卓著而获奖.正是
这一重要领域，以美丽线虫作为研究模型，从而为哺
乳动物细胞的细胞凋亡研究开辟了新的领域.首先，从
美丽线虫的细胞凋亡分子调节机制中发现，Ced-3基因
是促进美丽线虫细胞凋亡的重要基因，即细胞自杀基
因(suicide gene). 利用生物信息学技术，对于当时核苷
酸序列数据库中收录的基因序列和结构特点进行同源
性分析,最终发现人白介素 -1β 转换酶(ICE,interleukin-1β
converting enzyme) 的结构与之类似，其序列的同源性
达到26 %. 这在线虫与人的这二种遗传背景相距甚远的
生物中是绝无仅有的.经过随后的一系列结构与功能的
研究，证实 ICE 基因也是主导哺乳动物细胞凋亡的基
因，从而发现了人细胞中的第一个自杀基因.类似的例
子还很多.关于线虫、果蝇、拟介南等生物的研究目的
也是如此.因此，低等、简单生物系统的分子生物学研
究，也是人类新基因克隆化的重要思路和指示源泉.

2   调节基因序列的研究

人类基因组计划获得大量的有关人类染色体基因序列
的信息,为编码基因序列的确定提供了很大的帮助，同
时为调节基因序列的确定也奠定了坚实的基础. 利用分
子生物学技术结合生物信息学技术，可以很容易地确
定编码基因序列上游具有调节功能的基因序列. 调节基
因序列的确定是第一步，还必须采取综合的研究策略，
对于其调节的特点及其调节的结构基础和机制进行研
究. 因为生物信息学技术的预测结果还是初步的，因
此，其预测结果仅具有一定的参考价值[35].
       首先，以发现的新基因的编码基因序列作为参
照，对人的基因组 DNA 序列进行同源基因序列的比
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对，寻找与之同源的基因组 DNA 序列，然后根据确
定的翻译起始位点 ATG 三联体密码子，上朔约 3 000 nt
的基因序列，该基因的调节序列，特别是核心启动
子的结构序列，基本上就位于其中. 因为大部分的基
因调节序列都位于翻译起始位点上游这一部分序列之
中，但是也有例外，例如有些基因的增强子(enhancer)
调节基因序列，其位置离翻译起始位点可以很远，甚
至在编码基因序列之中. 根据生物信息学分析结果，
确定启动子等主要调节基因序列以后，就可以着手设
计序列特异性引物，应用 PCR 技术扩增获得这一基因
片段. 然后按照正确的方向，将调节基因序列插入没有
启动子序列的报告基因表达载体的上游，构建新的报
告基因表达载体，利用真核细胞的转染技术,证实这一
段基因序列中存在的启动子序列对于下游报告基因表
达的指导作用. 但是，这种证实的结果只是初步的，还
要进行更为细致的研究. 例如，利用分子生物学技术，
进行系列缺失突变体的构建，结合细胞转染和报告基
因表达水平的检测，阐明核心启动子 DNA 序列的结构
基础，为下一步更为细致的研究奠定基础[36].
       真核细胞基因表达的调节机制是多水平的、复杂
的，但主要是转录水平的调节. 转录水平调节的结构
基础就是启动子 DNA 序列和与之结合的蛋白质因子，
即细胞核内存在的转录因子蛋白. 通过 DNA 序列的缺
失突变体的构建，可以确定启动子 DNA 序列的基本核
心结构，对于其结合的蛋白质转录因子的类型及其作
用机制，有许多研究途径. 例如经典的研究技术就是同
位素标记的 DNA 探针与细胞核蛋白结合的实验研究.
这种技术涉及蛋白质的分离纯化技术，对于阐明启动
子的结合蛋白研究虽然有用，但效率不高. 酵母单杂交
技术，在筛选启动子 DNA 结合蛋白方面更为有效，已
经有许多成功的研究报道. 另外，随着噬菌体表面展示
技术的不断进步，结合高质量噬菌体表面展示cDNA文
库的构建及应用，利用噬菌体表面展示技术研究启动
子 DNA 结合蛋白业已成为可能. 利用引物合成的生物
素化，配合链亲和素的固相包被，利用生物素-亲和素
之间特异性的结合，很容易实现启动子DNA的固相化，
结合表达型 cDNA 噬菌体文库的筛选,可以筛选得到特
定启动子 DNA 的结合蛋白，阐明特定基因启动子序列
的调节基础[37]. 目前关于启动子DNA序列与转录因子蛋
白结合的多样性资料已积累了不少，并且根据这些资
料建立的数据库和生物信息学技术也已经出现，但
是，由于目前关于启动子 DNA 和转录因子蛋白之间结
合的研究资料有限，而且还因为转录因子蛋白及其结
合的 DNA 序列的多样性，目前根据生物信息学技术对
于启动子序列与结构的预测、潜在的结合的转录因子
蛋白类型的预测结果，都是十分初步的，仅供参考，
需要有更为合适的实际的分子生物学技术研究结果进
行证实. 研究启动子 DNA 和转录因子蛋白的结合，有
用的研究技术还包括凝胶迟滞(gel retardation)试验,即电

泳迁移率漂移分析(EMSA，electrophoresis mobility shift
assay)，以及超级迁移率分析(super shift assay) 等[38,39] .
这些都是证实启动子DNA与转录因子蛋白特异性结合
的有效技术方法.

3   蛋白质分子结构与功能的分析

利用常规的分子生物学技术扩增、克隆一些编码基
因，甚至是采用综合的分子生物学技术获得未知功能
的新基因，目前也不是一件很难的事情. 但是，获得
新的编码基因序列之后，新蛋白的生物学功能，甚至
其医学意义的研究，目前仍然是分子生物学研究领域
中最有挑战性的任务. 从目前可能实现的分子生物学技
术途径来说，只能是一步一步进行研究，逐渐积累对
于新蛋白功能的认识，争取在达到一定程度时获得对
于这种新蛋白生物学功能认识的突破. 利用Northern blot
杂交技术，可以阐明组织细胞的分布特点，以及生理
和病理状态下这种基因表达的方式和表达的水平，从
而据此可以推测这种新基因和新蛋白的生物学和医学
意义. 也可以利用酵母双杂交技术，首先阐明在自然
状态下，这种新型蛋白在细胞内的结合蛋白对象是什
么，因为细胞内蛋白的生物学功能，蛋白与蛋白之间
结合是十分重要的基础，因此，如果可以阐明在细胞
内结合蛋白的类型，对于其生物学功能的认识将提供
十分重要的线索. 构建这种新型基因的真核表达载体，
转染合适的细胞系，利用研究差异表达基因的 SSH 技
术、表达谱基因芯片技术等，研究这种新蛋白的表达
对于靶细胞中基因表达谱的影响，如果可以阐明这种
蛋白上调或下调的靶基因类型，将为研究新基因的生
物学功能提供重要的线索和研究方向.
        建立转基因动物(transgenic animal)模型、基因敲
除(gene knock-out)模型、基因敲除细胞系等都是研究
新基因生物学功能的重要研究技术手段. 对于某些重要
功能基因的敲除模型研究，一定要清楚某些重要基因
的缺乏，可能会导致胚胎发育的重要障碍，以至于
不能顺利建立该基因的基因敲除动物模型，因此，必
须对于适龄转基因动物胚胎研究，为阐明新基因的生
物学功能提供突破口. 利用生物信息学技术对于新蛋白
一级结构进行预测，可以获得蛋白质一级结构中疏水
位点的结构信息，据此可以设计出抗原多肽，人工
合成抗原多肽以后，可以进行动物免疫制备相应的多
克隆抗体，或者利用人源化单链可变区抗体(ScFv)的
噬菌体文库的筛选，获得特异性的人源化 ScFv. 具备
抗体之后，就可以开展许多研究工作，例如 Western
blot 杂交，免疫组织化学研究，阐明这种蛋白表达水
平、表达方式与临床疾病演变之间的相互关系，从
而赋予新基因和新蛋白的生物学和医学意义[40-45]. 虽然
利用上述研究技术和研究途径，不一定完全阐明该基
因和蛋白的生物学功能，但是，这些结果的获得，必然
为新基因和新蛋白的生物学功能和医学意义研究奠定



坚实的基础，或者提供进一步研究的重要线索，为最
终阐明其生物学作用探索出研究技术途径.
      基因的分子生物学研究,不仅要发现新的编码基因，
而且要阐明新基因的表达与调控机制及其编码产物的生
物学功能和医学意义，这是目前基因分子生物学研究
领域中最具挑战性的工作. 基因分子生物学研究已经积
累了大量、丰富的数据资料，在此基础上，结合数
据库的建立和计算机分析技术的应用，产生了生物信
息学技术这一崭新的交叉学科[46-50]. 分子生物学技术和生
物信息学技术相互联系，相互促进. 生物信息学技术本
身就是从分子生物学技术发展起来的边缘交叉学科，同
时生物信息学技术又为分子生物学技术的发展提供理论
预测，提高了分子生物学技术的工作效率[51-54]. 但是还
应看到，生物信息学技术的出现历史尚短，还很不完全，
但相信随着分子生物学技术的不断发展，基因的分子生
物学资料的不断积累和数据库的不断扩大，计算机分析
技术的不断改进，将产生更为强有力的生物信息学技
术，到时反过来促进基因的分子生物学技术的发展，为
最终揭秘人体基因组的结构和功能，阐明发病机制，探
索新型的疾病治疗和预防技术，为人类的健康事业做出
应有的贡献[55-57].
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图1  中华医学会传染病与寄生虫病学分会副主任委员、中国人民解放军第302医院传染病研究所副所长、基因治疗研究中心主任、

病毒性肝炎治疗研究首席专家成军博士、教授、主任医师正在进行医疗教学查房.

图2  基因治疗研究中心实验室一角.

图 3  绿色荧光蛋白(GFP)在小鼠成纤维细胞NIH 3T3中的表达.因为GFP没有特殊的亚细胞定位,因此GFP在NIH 3T3 细胞中均匀分布.

图4  基因治疗研究中心在人第22号染色体上发现的丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白结合蛋白6(HCBP6)与 GFP融合蛋白在NIH 3T3 细胞

中的表达. 研究表明,HCBP6蛋白在细胞中的分布是在细胞核核膜的胞浆侧.  (2003-03-20)
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Abstract
AIM:To investigate the structure and function of gene encoding
human hepatitis C virus core protein-binding protein 6
(HCBP6) with yeast two-hybrid technique and bioinformatics
methods.

METHODS:Yeast two-hybrid technique and bioinformatics
method were used to screen and identify the human HCBP6
gene and its amino acid sequences.

RESULTS:Human HCBP6 cDNA and genomic DNA sequences
were identified. Human HCBP6 coded for 456 nt and corre-
sponding protein was composed of 152 amino acids. The
promoter sequence of HCBP6 gene was identified and promoter
motif was predicted by 3 different bioinformatics methods.
No intron in HCBP6 gene was identified by homologous
search of cDNA and genomic DNA sequence database. The
hydrophilic domain was predicted by bioinformatics methods,
and the functional domains were determined with online
search tools. Mouse HCBP6 gene was identified on the basis
of the mouse homologous DNA sequence database.
However, all data obtained from bioinformatics analysis were

preliminary and further study is required for confirmation.

CONCLUSION:The bioinformatics is a powerful method for
the analysis and prediction of a new gene and correspond-
ing protein. Although the predicted result is not accurate, it
provides  valuable information for further study.

Cheng J, Li K, Lu YY, Wang L, Liu Y. Bioinformatics analysis of human
hepatitis C virus core protein-binding protein 6 gene and protein. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):378-384

摘要
目的:克隆丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白结合的肝细胞的蛋

白基因，对新发现的基因及编码产物的结构与功能，及其

基因表达的调节机制的结构基础进行生物信息学分析.

方法:应用酵母双杂交技术，以 HCV 的核心蛋白作为

“诱饵(bait)”，筛选鉴定与其结合的肝细胞中蛋白的编码

基因. 应用生物信息学(bioinformatics)技术，对其中筛选

得到的人 HCV 核心蛋白结合蛋白 6(HCBP6)全长基因及

其编码产物的一级结构序列，进行生物信息学分析. 获得

该基因的基因组序列，并利用同源基因序列的比对，确

定该基因在染色体上的定位，并确定人HCBP6基因的内

含子序列. 对其编码上游的基因组 DNA 序列进行分析，

获得该基因启动子序列的一些信息. 同时，根据同源基

因序列的比较，确定了小鼠HCBP6的基因序列和氨基酸

残基序列. 通过对氨基酸残基序列的疏水性特点的分析，

确定了HCBP6蛋白的潜在的抗原结构位点. 通过蛋白质

一级结构的在线计算机软件的分析，对人HCBP6蛋白质

一级结构潜在的功能性结构位点进行了计算机辅助分析

预测.

结果:通过酵母双杂交技术的筛选和鉴定，结合生物信息

学分析，证实人 HCBP6 基因由 456 nt 组成，编码产物

由 152 aa 组成. 人 HCBP6 的基因组 DNA 是没有内含子序

列的 D N A 结构.  通过生物信息学技术分析，确定人

HCBP6 基因组 DNA 定位于人 22 号染色体上. 在对人

HCBP6 基因启动子序列的生物信息学分析中发现了几段

可能的启动子序列结构，以及可能的转录因子蛋白潜在的

结合位点. 利用同样的技术，确定了小鼠的 HCBP6 的基

因序列和蛋白质一级结构序列. 对人HCBP6的蛋白质一级

结构序列进行分析，发现在其序列中第 80-110 氨基酸残

基序列之间存在疏水性结构位点，提示抗原位点所在，对

其进行免疫学分析提供了可能. 利用在线软件，对人的



HCBP6 蛋白质结构中潜在的功能位点进行了初步的预

测，为进一步研究 HCBP6 蛋白的生物学功能的实验研

究，提供了丰富的信息. 这些生物信息学分析的结果，虽

然目前还只是初步的，有些还不能被实验所证实，但是，

对新基因的结构与功能的研究来说，毕竟这种生物信息学

分析，能够提供一些线索，对下一步结构与功能分析实验

的设计，具有很大的帮助.

结论:酵母双杂交技术结合生物信息学技术，是克隆、分

析蛋白结合蛋白的基因，对于其功能结构域的预测的有效

工具，在病毒性肝炎的致病机制研究中具有重要应用前景.

成军,李克,陆荫英,王琳,刘妍. 丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白 6基因和蛋白

的生物信息学分析. 世界华人消化杂志  2003;11(4):378-384
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)作为输血传播的非甲非乙型病毒性
肝炎(NANBH)的主要病原体，是一种单股正链 RNA 病
毒，属于黄病毒属，因此 HCV 感染的发病机制与乙型
肝炎病毒(HBV)这种 DNA 病毒可能有很大的区别[1-4].
HCV 与肝细胞之间的相互作用，可能是 HCV 感染发病
机制的重要部分[5-8]. HCV 基因组编码的核心(core)蛋白
除了与 HCV RNA 结合，保护 HCV RNA 免受 RNA 酶的
消化作用，维持 HCV RNA 的稳定性之外，还具有一系
列不同的生物学调节作用[9-12]. HCV 核心蛋白作为一种
反式激活蛋白，对感染的肝细胞中基因表达谱产生影
响，同时，HCV 核心蛋白自身结合形成同二聚体结构，
也可以与肝细胞中其他类型的蛋白之间进行结合，形
成异二聚体或多聚体结构，对肝细胞中的信号转导产
生严重干扰. 通过这些生物学作用，对肝细胞的细胞凋
亡、细胞周期进行调节，从而参与 HCV 感染的发病机
制[13-15]. HCV 感染除了引起急性和慢性病毒性肝炎、
肝纤维化、肝细胞癌(HCC)，还包括肝脏脂肪变、B 细
胞淋巴瘤、冷球蛋白血症等，这些病理改变的分子生
物学机制，目前我们还知之甚少，需要进行细致深入
的探索，以阐明 HCV 感染与这些病理改变之间的相互
关系[16-18]. 本研究我们采用酵母双杂交技术，以 HCV
核心蛋白作为“诱饵”，对肝细胞 cDNA 文库进行酵母
双杂交筛选，获得了一些与 HCV 核心蛋白结合的肝细
胞中的蛋白的编码基因，其中包括功能未知基因 6 号，
我们命名为 HCV 核心蛋白结合蛋白 6(HCBP6) [12,19]，为
了阐明 HCBP6基因的生物学功能，我们对HCBP6基因
进行了生物信息学分析.

1   材料和方法

1.1 丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白的酵母双杂交筛选

应用酵母双杂交技术筛选HCV核心蛋白结合的肝细胞
蛋白的研究原理、方法、操作步骤等参考基因治疗研
究中心相关的研究论文[12,17].

1.2 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白 6 基因及蛋白一

级结构的确定  利用核苷酸序列数据库和基因序列同源
性在线分析途径(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)，获得与酵
母双杂交技术筛选结果同源性的核苷酸序列. 因为构建
肝细胞表达型cDNA文库时，插入位点的确定性，因此，
筛选得到的序列的终止密码子可以根据与插入位点规
定的 ORF 结构特点进行确定，即序列中发现的第一个
出现的框架内终止密码子就是该基因的终止密码子[20].
上游翻译起始密码子的确定，就是根据该编码基因序
列的三联体密码子结构上溯，直至没有发现进一步的
框架内翻译起始密码子(ATG)为止，来确定该基因的翻
译起始密码子. 另外，还需要查对新基因的起始密码
子是否符合 Kozack 结构原则[21].
1.3 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6同源基因序列

的搜索和比较  利用美国国立图书馆国立生物工程信息
中心(NCBI)建立的核苷酸数据库(GenBank)以及同源基
因序列的在线搜索分析(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)软件
进行分析.
1.4 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6基因组结构的

确定  以人 HCBP6 的 cDNA 序列为参照，应用在线分
析工具(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)分析，确定人 HCBP6
的基因组 DNA 的核苷酸序列.
1.5 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6基因启动子的

序列分析  首先以人 HCBP6 的 cDNA 序列为参照，对
GenBank 数据库中与其同源的人基因组 DNA 序列进行
搜寻，确定人HCBP6基因组 DNA序列中编码基因上游
约 3 000 nt 的核苷酸序列，并且认为人 HCBP6 基因启
动子序列即位于此段序列之中. 然后采用NCBI的GenBank
核苷酸数据库以及相关的 3 种基因启动子序列在线分析
软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/promoter/)、(http://www.
fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl)和(http://bimas.dcrt.nih.
gov/molbio/proscan/)版本 1.7，对潜在的启动子序列和可能
的结合的转录因子蛋白的结构位点进行分析.
1.6 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6疏水位点的分析

利用核苷酸序列数据库以及在线软件(http://bioinformatics.
weizmann.ac.il/hyd-bin/plot_hydroph.pl)对人HCBP6蛋白
质一级结构序列进行分析，发现疏水位点，对 HCBP6
蛋白质一级结构中潜在的抗原位点进行分析预测.

2   结果

2.1 以 HCV 核心蛋白为“诱饵”对肝细胞文库酵母

双杂交筛选结果  经过以 HCV 核心蛋白为“诱饵”的
肝细胞cDNA文库的酵母双杂交筛选，根据其能够突破
4 重缺陷型培养基的限制而生长，且能够在 X- α - 半
乳糖苷酶(X- α -gal)培养基上变成蓝色酵母集落，确
定了能够与 HCV 核心蛋白结合的一系列阳性克隆. 根
据克隆的随机编号，将这一基因编码产物命名为 HCV
核心蛋白结合蛋白 6(HCBP6)，这一 cDNA 克隆的部分
序列如图 1 所示. 根据建立肝细胞 cDNA 文库时外源基
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因插入载体的位点及其上游翻译起始点 ATG 的序列，
以及此开放读码框架(ORF)的翻译终止密码子(TAA)，
确定HCBP6基因编码产物羧基末端的这一段多肽片段

(GRVDGYIKVDWQRVEKDMKKAKEQLKIRKSNQIPTEVRS

KAEEVVSFVKKNVLVTGGFFGGFLLGMAS)是与HCV核心

蛋白结合的结构域.

TCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAA
AGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTA
CGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGG
GATCCGAATTCGCGGCCGCGTCGACGGGTACATCAAAGT
TGACTGGCAACGAGTGGAGAAGGACATGAAGAAAGCCAA
AGAGCAGCTGAAGATCCGTAAGAGCAATCAGATACCTAC
TGAGGTCAGGAGCAAAGCTGAGGAGGTGGTGTCATTTGT
GAAGAAGAATGTTCTAGTAACTGGGGGATTTTTCGGAGG
CTTTCTGCTTGGCATGGCATCCTAAGGAAGATGACCTCA
TGTTCATTGTTCCTGGTTTTTTCCAGCCAGCAGCCTCTA
CACTCCATCATAGGACATCGAGTCCCTCCTCCTCTTCTC
CCATGCCTTCTTCCCTGCCATGGCAAATCTGAGTGGCTT
CTCTAAGCATCTGCTGGTACAAGTCAATGTGGCACCATG
AGCTTCATGGTGGCAGAAGAGACAATAGTCCTTAGCTCT
CCTCCAGTACACCCCCTACTTGGCCAGTCTGTAGGCCAA
CAAGAAGGTTCCTTTACCCCCATGCAAGAACACTTTATG
AAGAACACATTACCAAGGATGGGTTTGACCCGTGGGAAG
GAATTAAGTGGGATNCCTTGAAAANGGTTGGTCCCCAAA
ACCTGNTTTGATTTTTGGGAAAAAGNAAAATAAGCCCCC
ATTAGAATAAACCCTTAAATTGGTGGTNGCCTTGCCATT
GGGAA

图 1  HCBP6 阳性克隆的部分基因序列.
根据构建肝细胞cDNA文库时外源基因插入位点在EcoRI(GAATTC)，且
其中的 AA 分成 2 个相邻的三联体密码子，确定下游的编码产物氨基酸
残基序列和终止密码子 TAA.

2.2 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6基因序列的确定

利用NCBI建立的核苷酸数据库同源基因序列的在线分

析(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)，在核苷酸序列数据库中

检索，与我们发现的 HCBP6 同源的核苷酸序列共有 6

个(表 1). 但这些基因序列的功能目前不清楚. 说明我们

克隆的人肝细胞基因序列是新型基因序列，而且在国

际上首次证实 HCBP6 与 HCV 核心蛋白有结合功能. 通

过核苷酸序列同源性分析发现两个显著的特点: (1)人和

小鼠组织中，都存在 HCBP6 不同的基因类型，这种基

因类型的生物学意义非常重要，目前还不清楚; (2)人

HCBP6 和利用同样技术筛选鉴定的人 HCV 核心蛋白

结合蛋白 1(HCBP1)两种基因序列的同源性在 44 % 以

上，提示这两种基因可能组成一个基因超家族，也很

可能还有其他超家族的成员有待于进一步的研究发现.

从目前的研究结果来看，HCBP6 的基因表达类型以

152 aa 为主，但其他类型蛋白的生物学意义有待于进

一步的研究.

表 1  HCBP6 基因的不同的组织细胞来源和基因的剪切型

基因的种属与组织来源 核苷酸长度(nt)    氨基酸残基长度(aa)

人       眼睛 / 视网膜母细胞瘤 456    152

           树突状细胞基因序列 417    139

           22 号染色体基因组 DNA 序列

小鼠  新生小鼠头 456    152

           脑海马回 456                           152

           睾丸 555                           185

        从核苷酸序列的同源性比较分析结果确定人 HCBP6
的 cDNA 序列长度为 456 bp，编码产物 HCBP6 由 152
个氨基酸残基组成. 以此序列上溯，上游序列中的ATG
三联体密码子不再是框架内的 ATG；下游首先出现的
终止密码子是 TAA，所以确定无疑. 本序列的 ATG 翻
译起始密码子也符合 Kozack 原则(图 2).

ATG GAA ACA TCT GCC CCA CGT GCC GGA AGC
   M        E          T         S         A         P         R         A         G          S
CAA GTG GTG GCG ACA ACT GCG CGC CAC TCC
   Q         V         V         A         T         T         A         R         H         S
GCG GCC TAC CGC GCA GAT CCT CTA CGT GTG
   A         A         Y         R         A         D         P         L         R        V
TCC TCG CGA GAC AAG CTC ACC GAA ATG GCC
   S         S         R          D         K         L         T         E         M         A
GCG TCC AGT CAA GGA AAC TTT GAG GGA AAT
   A         S          S         Q         G         N         F         E         G         N
T T T  G A G  T C A  C T G  G A C  C T T  G C G  G A A  T T T  G C T
   F         E         S          L         D          L         A         E         F         A
AAG AAG CAG CCA TGG TGG CGT AAG CTG TTC
    K        K         Q          P        W        W         R        K          L        F
GGG CAG GAA TCT GGA CCT TCA GCA GAA AAG
   G         Q         E         S         G         P         S         A         E         K
TAT AGC GTG GCA ACC CAG CTG TTC ATT GGA
   Y         S         V         A          T         Q         L         F          I         G
GGT GTC ACT GGA TGG TGC ACA GGT TTC ATA
   G         V         T         G         W        C         T          G         F         I
TTC CAG AAG GTT GGA AAG TTG GCT GCA ACA
   F         Q         K         V        G          K         L         A        A          T
G C T  G T G  G G A  G G T  G G A  T T T  T T T  C T C  C T T  C A G
   A         V         G         G         G          F        F         L          L        Q
CTT GCA AAC CAT ACT GGG TAC ATC AAA GTT
   L         A         N         H         T         G         Y         I          K         V
GAC TGG CAA CGA GTG GAG AAG GAC ATG AAG
   D        W         Q         R        V         E         K         D         M        K
AAA GCC AAA GAG CAG CTG AAG ATC CGT AAG
    K        A         K         E         Q         L         K         I          R        K
AGC AAT CAG ATA CCT ACT GAG GTC AGG AGC
    S         N         Q         I          P         T         E         V         R         S
AAA GCT GAG GAG GTG GTG TCA TTT GTG AAG
    K        A         E          E         V         V         S         F        V         K
AAG AAT GTT  CTA GTA ACT GGG GGA TTT  TTC
    K         N        V         L         V         T          G         G         F         F
GGA GGC TTT  CTG CTT  GGC ATG GCA TCC TAA
   G          G         F        L          L        G         M         A         S         *

图 2  人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白 6 的.
基因序列和编码的蛋白质一级结构序列.
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2.3 人HCBP6的基因组DNA结构  以人HCBP6的cDNA
序列为参照，应用 GenBank 数据库分析和在线分析工
具(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)分析，确定人 HCBP6 的
cDNA 与人 22 号染色体的基因组核苷酸序列 100 % 同
源，所以将人的 HCBP6 基因定位于第 22 号染色体. 人
HCBP6 基因组序列与其 cDNA 序列完全同源，未发现内
含子(intron)序列.
2.4 人 HCBP6 疏水性位点的分析  利用在线软件(http://
bioinformatics.weizmann.ac.il/hyd-bin/plot_hydroph.pl)对人
HCBP6蛋白质一级结构序列进行分析，发现疏水位点在
蛋白质一级结构的第80-110氨基酸残基序列之间. 可以
根据此序列人工合成抗原多肽，进行动物免疫获得抗体
或经过噬菌体表面展示技术筛选人源化单链可变区抗体
(scFv)，进行免疫组织化学染色，探讨正常肝组织中或
在急性、慢性病毒性肝炎、肝硬化、肝细胞癌的肝组织
中 HCBP6 蛋白表达的特点及变化规律.
2.5 人 HCBP6 的编码区上游的基因序列分析  对人
HCBP6 基因组 DNA 序列翻译起始密码子 ATG 上游的序
列进行分析，试图确定调节人 HCBP6 基因启动子序列
的结构与调节基础. 对人HCBP6基因组序列翻译起始密
码子上游的 3 000 nt 的序列(图 3)进行 3 种不同的在线软
件的分析，提示潜在的调节结构基础. 但是，这些调节
的结构基础只是生物信息学的初步分析，还必须以实际
的实验研究结果来进一步证实.

1        CCTTAGTGCTTCCATGATTTATATGGTGGGTGTAAATATGAGAATAGAGT

51     ATTCCTTAGTGGATAAACAGACATTTCTCCCTGATATTCTCTATTGTAAG

101   CATATGTTAAGTGCCTTTTATGAATTACCTCGGTGTTATCTCCTTTATTC

151    CTCAATTTGTGAAGAACTAATAGCTCCATTTTGTAGATGTAACCTGAGGT

201    TTAGAACTTCTAAAAAGTAAAAGTAATCTCCAGATCCCTTCTTTGTAGGA

251    TATTTTATAAGGTGACTTGGAAAAGGTAGTGTTTAGAATAGGAGTGGCTC

301   CTGGGTCATTGTCTTTTCCTTAAGTGTCAACACTAATAAATGAATAGGGT

351    TATGTTTTTATTTAATAAAAAATATACAGTAAAATTGAGCATATACAGTT

401    AAAAGAATTTATAATGTCTGCCACTATAATCAGGTTACCAGACAGTTTCA

451    TGGTCCCAGAAAATCCCTAAACATAGGGTTACTTTTAAACATTTTTACAA

501   ATTACAATGAAAACAATTGTGTAATCTGAACCAAGGCCATTTGAGGAGAA

551   AATAGTTTCTACTTGTAATGGTAATTTATTTTAAATTTTCATAGCAATTT

601   GCAAGTACCTTTTGAAAGTATTATACAGTTGTATCTAAAAGTCACTATTA

651   ACTGTAGGGAAAACAAAGTTTTGAGTAAACAGTATTTGCAAATATTTACA

701   TTGTATTTTCCTCAGGATGTTTATCAGTTTTGTTGAAGTACACTGCTACA

751    GTGACAAGACTCCTGAAGTCTCAACTGTAACAAAATTATAAAAACTAAGT

801   GCACATTTACAGACTCTTGGTCAGGTTGGGCTGTGCTTATATAGTCACGC

851   TAGATCCCACCCTGATGGCAGCACCTATCTGGGACACTCGGCTTCCTGGC

901   AGAGAAGATGGTGGGTCATGCGCTGGCTCTTAAAGCTGTTACAAACAAAA

951  CCAAAGCAAGTGGAATGGCTAAGCTGCAGGGCAGTGGCATGGGGACTGAG

1001 GATTTGTGTTTCTGACAAGTTCCCAGGTGATGCTAATGCTACTGGCCTAC

1051 TGGCCCTACTTTGAGTAGCATGATTGGAAACATTCTCAGCCCAAGAAGTA

1101 TTGGGGGTGACTGACTGACTGACAAGCTTGTGGAGAATGCCACTGTCTGA

1151 ATATCTGTCCAGTTTGATCTAGGCCTAGCGGAAAGGGACTAAACAGAAGT

1201 GCAGTCGATTTCCAGGTGAGGCCTATCCCAGCATATCTTGCTTATTGGAC

1251 AGATGTTGTCTAAGGTTAAGCCTGTTGTGCCTGCACTCAGCAACTTCTTT

1301 CCAACAATCTAAAATTATTTCTTCAGCTTATTGTGTAAATAAGGGTTTGT

1351 GTTCGTGGCTATGGATTAATATGGCAAGTTTTTCTTGTAGTCTCTTCAAT

1401 ATCAAAATAGGAAGGGTTATGTTACAGTTAGAAAGGACCAAAAGTCTAGT

1451 TGCTACAAAGGTTTGTCACATTTGAAGTTTGTGGTTTGCCCATGGCTGGG

1501 CTCCGCTGTACTCCAGAAACATCTAACTGGAACATTGCCAGTCTCATGAT

1551 AGGGAAAATATGGAGAACAATCAGCTGGCTCTTTCAAAGTGATGCTGGGA

1601 AGTGATGCATATCATTAATAAACTTCCTCAGCCAAAGCAAGTCACATACA

1651 GAGTAGTGGCTGTGGGACTGGGGAAGTATAATCCTCCAGGGTAGCAGATA

1701  TTTTTGGACAATAATACAATCTACCATATCTTTCTAATTTTTCTTTGTCT

1751 ACAGTCCGTTTAGCTGCTGTTACATATTAAAAGCACTCTACCACTTGTTT

1801 TGTGTCTTCTTTGCTTATAACCCCAAGAAAGAGCCTTATTGTACAGATAA

1851 GAAAATTATCTTTAAGAGGTGAAATTATTTATCTCAGGTCACACACCCCC

1901 CAGGTGTTAGGATGAGATTCAAATCCAAGTCTGCTCTTTCAAGTTCACTA

1951 CCTGCTGGAAAGAATTTTAGGCCCTGGCAGACTAGAGGGGCAGACCGGAA

2001 CAAACTAGTTTTCAGCTGGAAACTGAAATAGACATCTGTTTCGATCTGAC

2051 AGCTTTTGGGATTAATACCCTTTATTTGTTAAAATAATTGAGCTAAAATA

2101 CGTTTGTTTCATTCCCATAACCCTATGGTGCACAGAACAGAGAGCTACAT

2151 TCTAAAATTTGGAAACAGATTGAGAAATGAGCTGAAAGTAAGATTTTGGT

2201 CTGATTTCTACTAATCTTTTTTTCTCCATTAATGCTGGATTCATGTTCTT

2251 CAGTAGCTCTTCCCTCCCTCTGCCATCCCAGTAAGATATATATGTTTGTA

2301 TATGTGTGTGTGTGTATATATACATATACACATATATATACACATATACA

2351 TATATATACACATATAATACATATATACACATATATATACATATATACAC

2401 ATATATACATATATATACACATATATAGATATATACATGCACACATACTT

2451 TTTTTGAGAGAAGTATTAAGGCAACTAATAACAGTTTTCAGCTTTTCCAA

2501 AACAATGATTAGAAAAGTCTTCTATTCACATAAGTTTTCATCGCTCCAAT

2551 CAGCACAGTCTTGAATGCCATTTTTGCAGCGAGTTCTGGGAATGCAGGCA

2601 CAGTCAGCAAAGAAAACAGTATCACATCTCCAGCCTGAACACTTTGGGCA

2651 CTGTAAAACTAGACAATTTTATTTATTTTAAAAACCATAACTGTTAAAAT

2701 GTCAAGGTGGACTGAAAAAGATATTATTGGAAAAGAAATAGCCCCCTGGA

2751 TCTTAAAAATATTAGTGAAAACTGCCCAGCAGGAAAAATTGCAGATGTTT

2801 ATTAAAGATTCTACATATTTGGGTGAAAGAATTTGTACTTTGAAAAGCCA

2851 AGACAAGTACTACCCCTCACCATCAGCCTAAAAATAAACTTACTGACATA

2901 TTACATAAATAAGAAAGGGTGCTCACACCGCCCGCTGAGCTCTGTGATGT

2951 AGCCGCTTGCGGAGACTGCAAGCAGCCACGGCGCGCCCTCTTCCGTGGGA

3001 ATG

图 3  人 HCBP6 基因上游非编码区基因序列.

       第一种分析方法:采用在线分析软件(http://www.cbs.
dtu.dk/services/promoter/)，以预测值为 2.0 作为其判断
的 cut-off 值，分析结果如下:
Promoter 2.0 Prediction Results
Sequence， 3003 nucleotides
Position Score Likelihood
        600 0.596 Marginal prediction
      1 000 1.055 Highly likely prediction
      1 500 0.585 Marginal prediction
       第二种分析方法:采用在线分析软件(http://www.
fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl)进行分析，以预
测值为 0.80 作为其判断的 cut-off 值，分析结果如下：
Promoter predictions for 1 eukaryotic sequence with score
cutoff 0.80 (transcription start shown in larger font):
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Promoter predictions for seq 0:
Start      End   Score  Promoter Sequence

   625     675    0.88      ACAGTTGTATCTAAAAGTCACTATTAACTGTAGGGAAAACAAAGTTTTGA

   830     880    0.96    GCTGTGCTTATATAGTCACGCTAGATCCCACCCTGATGGCAGCACCTATC

1 326  1 376    0.92    GCTTATTGTGTAAATAAGGGTTTGTGTTCGTGGCTATGGATTAATATGGC

2 896  2 946    0.97      ACATATTACATAAATAAGAAAGGGTGCTCACACCGCCCGCTGAGCTCTGT

        第三种分析方法:采用在线分析软件(http://bimas.
dcrt.nih.gov/molbio/proscan/)版本 1.7 进行分析，以预测
值为 53.00 作为其判断的 cut-off 值，分析结果如下:
Proscan: Version 1.7
Processed Sequence: 3003 Base Pairs
Promoter region predicted on reverse strand in 2664 to 2414
Promoter Score: 54.84 (Promoter Cutoff = 53.000 000)
TATA found at 2437， Est.TSS = 2405
Significant Signals:
Name Strand    Location      Weight
Y -    2 553      9.680 000
CTF -    2 551      1.704 000
MBF-I +    2 438      1.036 000
TFIID -    2 435      1.971 000
Promoter region predicted on reverse strand in 259 to 9
Promoter Score: 53.04 (Promoter Cutoff = 53.000 000)
TATA found at 27， Est.TSS = -5
Significant Signals:
Name         Strand   Location   Weight
TFIID -      259    1.971 000
TFIID -      259    2.920 000
TFIID -      259    2.618 000
retroviral_TATA -      150    1.067 000
TFIID -        23    1.971 000
TFIID -        23             2.618 000

2.6 小鼠 HCBP6 的 cDNA 及其编码产物的序列  根据核
苷酸序列同源序列的搜索分析，确定了小鼠的HCBP6基
因以及蛋白质一级结构的序列，如图 4 所示. 小鼠的
HCBP6核苷酸序列由555 nt 组成，其氨基酸残基序列由
184 aa 组成.

ATG ACA ACG AAC ACA TCC ACC ACC ACA ACC
   M       T       T        N       T       S       T       T       T        T
GCA ACT GTG GCA CGC TCT ATC TCC TCC TTT
   A        T       V       A       R       S        I        S       S       F
ACG GAC CCT CAT CAT TTC CCC TCT CAC AAC
   T        D       P       H      H       F       P       S       H       N
CAC ATT ATA AGG ATG GCC TCG GCC AGT CAA
   H       I        I        R       M       A      S       A        S       Q
GGG CAT TTT GAT GCT TAC GAG GCA CTG GAT
   G       H       F       D       A      Y       E       A        L       D
CTT ACA GAA TTT GCC AAA AAA CAG CCT TGG
   L       T       E        F       A      K        K      Q        P      W

TGG CGC AAG CTT TTC GGG CAG GAG AGT CGG
  W       R       K       L      F       G       Q       E        S       R
TCT GCA GGT GAG AAG TAC AGT GTG GCA ACC
   S       A       G       E       K       Y        S      V       A        T
CAG CTC CTT ATT GGA GGT GTC ACT GGC TGG
   Q       L       L       I        G        G      V       T       G       W
TGC ACT GGC TTC ATA TTC CAG AAA GTT GGA
   C       T       G       F       I        F       Q        K      V       G
AAG CTG GCT GCC ACA GCA GTG GGA GGG GGC
   K       L       A       A       T       A      V       G       G        G
TTT TTT CTC CTC CAG CTT GCA AAC CAC ACT
   F       F       L       L       Q        L      A        N       H       T
GGC TAC ATC AAA GTT GAC TGG AGT CGA GTA
   G       Y       I        K       V       D      W       S       R       V
GAG AAG GAC ATG AAA AAG GCC AAG GAG CAG
   E       K       D       M      K       K       A       K       E       Q
CTG ACA ATT CGG AAG AGC GCC CAA ATA CCA
   L       T        I       R        K       S       A       Q       I        P
ACT GAA GTC AAG AGC AAA GCT GAG GAG GTG
   T       E       V       K       S       K        A      E       E       V
GTG TGC TTT GTG AAG AAG AAT GTT TTA GTA
   V       C       F       V       K        K       N       V      L       V
ACT GGA GGA TTT TTT GGA GGC TTT CTG CTC
   T       G        G       F       F       G       G       F       L        L
GGT  ATG  GCA   TCC  TAA
   G       M      A        S       *

图 4   小鼠 HCBP6 基因序列和蛋白质一级结构序列.

2.7人HCBP6蛋白质一级结构序列潜在功能位点的预测

结果  利用在线软件对人HCBP6蛋白质一级结构中潜在
的功能性结构位点进行预测，如图 5 所示. 关于这些结
构位点预测的意义以及可靠性，还需要实验研究结果的
进一步证实.

图 5  人 HCBP6 蛋白质一级结构及功能域的生物信息学预测.
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3   讨论

研究新基因的结构与功能是目前分子生物学研究领域中
最为具有挑战性的工作之一[22,23]. 特别是人类基因组计划
(HGP)完成以后，进入到后基因组计划(Post-HGP)，新
基因的功能研究任务更为紧迫. 随着各种生物种类基因
序列的测定，已经积累了大量的核苷酸序列，建立了基
因序列强大的数据库，同时，关于基因序列，特别是编
码的蛋白质一级结构序列和功能结构位点保守序列的数
据库的建立，结合计算机和计算机网络技术的不断进
步，使我们可以通过对基因序列和蛋白质序列的比较分
析，进行结构与功能相互关系的预测，为进一步的分子
生物学研究提供方向和理论根据[24-26]. 但是，应该清醒
地认识到，目前对基因序列和蛋白质一级结构序列的
功能位点的认识还是初步的，已经积累的核苷酸和蛋
白质一级结构的数据库还是非常初步的，关于这些数
据的计算机分析工具也还是初步的，因此，关于这些
数据的生物信息学分析结果，还只能是具有一定的参
考意义. 这些基于核苷酸和蛋白质结构特点、数据库的
建立以及计算机分析为基础的所谓的生物信息学分析技
术才刚刚开始. 这些生物信息学预测的结果有些具有一
定的指导意义，有些还不能完全照搬，必须有实验结
果的证实[27].
       研究未知功能基因或新基因，可以从不同的角度
入手. 我们在肝炎病毒致病的分子生物学机制研究中，
经常会遇到研究蛋白和蛋白间相互结合、作用，病毒基
因表达产物对肝细胞表达基因谱的影响[28-30]，以及肝
炎病毒蛋白的抗体[ 3 1 - 4 4 ]、抗原（配体）、结合蛋白、
模拟表位[45-47]、DNA/RNA- 结合蛋白的筛选等方面的
问题，其中现代的分子生物学技术如酵母双杂交技术
(yeast two-hybrid)[48]、抑制性消减杂交技术(SSH)[49]、噬
菌体表面展示(phage display)技术[50]等的应用，都是研
究蛋白质的功能与基因的克隆化相耦联的技术途径. 因
为这些研究技术，不是以研究对象的背景资料作为先决
条件，所以，筛选的结果，既能得到已知功能基因，又
能得到未知功能的基因. 对所得到的未知功能的基因序
列的研究，往往觉得无从下手. 生物信息学技术的分析
可能会提供很好、很多有价值的信息. 我们利用酵母双
杂交技术，首先筛选到了HCV核心蛋白结合的蛋白，在
众多可以与 HCV 核心蛋白结合的蛋白质类型中，包括
已知蛋白基因，例如，载脂蛋白 A1(APO-A1)、载脂
蛋白 A2(APO-A2)、染色体转位蛋白(translin)等[5]，从
这些研究结果，我们开始重视了 HCV 感染与肝脏脂肪
变的问题，并进行了系统的研究，为HCV感染引起肝脏
脂肪变提供了许多证据，发现了一些慢性丙型肝炎肝脏
脂肪变的有规律的现象[51,52]. 同时，在酵母双杂交筛选
过程中也得到了一些其他的信息，例如获得了一些编码
基因序列，但这些蛋白的生物学功能目前还没有研究报
道，还不特别清楚. 因此，对于这些未知功能基因的
研究迫切需要新的思路. 当初，获得部分基因序列以

后，如果要对全长基因进行研究，需要应用互补末端

快速扩增(RACE)技术，扩增其余部分的基因序列. 而现

在只需要以此序列为参照，利用 GenBank 的在线同源

基因搜索，就可以获得这部分序列，快速有效，十

分简便. 如果我们得到的是人或小鼠等种属的基因类

型，利用同样的技术，就可以得到其他种属的同源性

的基因. 如在本研究中，我们应用人 HCBP6 的 cDNA 序

列作为参照，进行 GenBank 数据库搜寻时，就可以获

得小鼠、大鼠、牛等种属生物的 HCBP6 的基因序列.

但是，由于目前还没有得到全部的人类染色体的编码

基因序列，对于大部分功能位点结构更是所知甚少，

因此由此建立的蛋白质功能位点的预测软件还有许多不

完善的地方. 因此，目前应用计算机分析技术对新型蛋

白质分子中功能结构进行预测，都还是初步的，其结

果也仅供参考. 但是，对蛋白质结构的疏水性位点的分

析结果，还是相对可靠的. 我们已经利用这些分析结果

获得了人 HCBP6 蛋白的抗原位点，而且通过噬菌体表

面展示技术对半合成的抗体基因文库的筛选获得了相应

的人源化单链可变区抗体[33-43]. 生物信息学技术不仅可以

用于结构基因的功能预测，而且还可以用于调节基因的

预测.  例如，我们应用不同的生物信息学技术对人

HCBP6基因编码区上游的核苷酸序列进行分析，初步获

得了 HCBP6 基因启动子的序列结构特点. 关于 HCBP6

基因启动子的功能分析，目前我们的报告基因表达载体

的构建以及细胞转染实验结果也证实了这一点.

      总之，目前以克隆新基因为目的的分子生物学技术，

其实验结果的分析，必须利用、结合生物信息学技术

的研究成果，根据生物信息学技术预测的初步结果，进

行实验设计，以获得事半功倍的效果；当然，目前的生

物信息学技术，由于核酸和蛋白一级结构与功能之间的

相互关系的研究资料还不是特别完整，因此，这种预测

的结果也还是初步的. 某些方面的研究结果比较可靠，

例如对同源核苷酸序列的比对以及全基因的克隆化，蛋

白质一级结构的分析中关于疏水位点的确定等，都还是

具有一定的可信度的，但是关于蛋白质功能结构位点的

预测，关于启动子序列中转录因子蛋白结合的种类以及

结合位点的预测，则与实际情况还有相当大的差距，还

需要进行不断的更新与改进. 现代分子生物学技术与生

物信息学技术的结合，相互补充和改进，将是当前基因

的分子生物学研究、重大疾病发病的分子生物学机制研

究的主流方向，相信随着分子生物学技术本身的发展以

及数据库和计算机分析技术的发展，这些技术的综合运

用，将迎来分子医学发展的崭新阶段.
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Abstract
AIM:To seek for hepatic proteins that interacted with protein
encoded by Hcbp6 for exploring the biological function of
Hcbp6.

METHODS:Hcbp6 gene was introduced into pGBKT7, and
then transformed into yeast AH109, which was mated with
yeast Y187 (α type) containing liver cDNA library plasmid in
2×YPDA medium. Diploid yeast was plated on synthetic dropout
nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing x-α-gal.
Plasmids were extracted from positive colonies, and sequence
analysis was performed by bioinformatics.

RESULTS:Four kind of proteins including paralemmin, Ran
binding protein 2, transmembrane transporting protein and
albumin were identified to interact with Hcbp6 specifically.

CONCLUSION:Hcbp6 proteins may belong to or be associated
with formation of secretary proteins, more study needs to
be done for clarifying its biological function.

Wang L,Li K,Cheng J, Lu YY, Zhang J,Chen TY, Hong Y, Liu Y, Wang G, Zhong
YW. Screening of gene encoding of hepatic proteins interacting with Hcbp6 via
yeast two hybridization.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):385-388

摘要
目的:Hcbp6 是与核心蛋白相结合的未知功能蛋白基因，

为了初步提示他的生物学功能和在细胞中的存在形式，

采用酵母双杂交体系寻找与他相互作用的肝细胞蛋白，探

讨 Hcbp6 的生物功能．

方法:应用酵母双杂交系统 3，构建 Hcbp6 诱饵质粒并转

化酵母 AH109，与含人肝细胞 cDNA 文库质粒的酵母

Y187 进行配合，在涂有 x- α -gal 营养缺陷型培养基(SD/-

Trp-Leu-His-Ade)上筛选生长．挑选蓝色克隆，提取此

酵母克隆的质粒，转化大肠杆菌提取质粒 DNA 后进行测

序，然后进行生物信息学分析．

结果:筛选出 4 种与 Hcbp6 特异性相互作用的蛋白，包括

Paralemmin(PALM)、Ran 结合蛋白 2(Ranbp2)、跨膜运

输蛋白 21(Tmp21)和血清白蛋白．

结论:推测该蛋白可能为一分泌性蛋白，或与分泌蛋白的

形成有关，进一步的生物学功能的研究需要更多的实验加

以探讨．

王琳,李克,成军,陆荫英,张健,陈天艳,洪源,刘妍,王刚,钟彦伟. 酵母双杂交技术筛

选Hcbp6结合的肝细胞蛋白编码基因. 世界华人消化杂志  2002;11(4):385-388
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0   引言

HCV 核心蛋白是病毒编码的一种重要的致病因子，参
与介导多种生物调节和病理反应过程，其分子机制之
一就是病毒与宿主细胞蛋白质间的相互作用. HCBP6是
以酵母双杂交技术筛选出能与HCV核心蛋白发生结合
的蛋白[1]，这种结合在体外实验得到了明确的证实．
该蛋白在哺乳动物中比较保守，从小鼠、大鼠、奶牛
到人具有较高的同源性，但是目前既没有功能上的研
究，也不知其对核心蛋白的作用. 基于此，我们再次采
用酵母双杂交系统对 HCBP6 的结合蛋白基因进行筛
选，以期寻找 HCBP6 可能的生物学功能，并为研究核
心蛋白的致病机制提供一定的线索．

1   材料和方法

1.1 材料  预转化入酵母的对照质粒 AH109(MATa， trp1-
901，leu2-3，112， ura3-52， his3-200， gal4 Δ，
gal80 Δ，LYS2∶GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3，
GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2 URA3∶MEL1TATA-
lacZ MEL1）酵母中含有 pGBKT7-53，编码 DNA-BD/
鼠 p53 融合蛋白，Y187（MAT α ura3-52， his3-200，
Ade2-101，trp1-901，leu2-3，112，gal4 Δ，gal80 Δ，
met-，URA3∶GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ MEL1) 酵
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母中含有 pTD1-1，由质粒 pACT2 中编码 AD/SV40 大
T 抗原融合蛋白. 预转化的 cDNA 肝文库(Y187)，由质
粒 pACT2 表达 AD/cDNA 文库融合蛋白均购自 Clontech
公司(PT3183-1). 酵母双杂交系统3  含有pGBKT7 DNA-BD
克隆载体、pGADT7 AD 克隆载体、pGBKT7-53 对照
质粒、pGADT7-T 对照质粒、pGBKT7-Lam 对照质粒、
pCL1 对照质粒、酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)，
AH109 酵母株、Y187 酵母株，购自 Clontech 公司
(K1612-1). Taq DNA 聚合酶购自 MBI 公司. T4 DNA 连
接酶、EcoRI 和 BamHI 购自宝生物公司. c-myc 单克隆
抗体本室自制，由购自 ATCC 的 1-9E10.2 杂交瘤产生．
辣根过氧化物酶酶标羊抗鼠 IgG 为中山生物公司产品.
醋酸锂购自 Sigma 公司. 丙烯酰胺、N，N’- 亚甲双
丙烯酰胺为 Promega 公司产品，TEMED 为宝林曼公司
产品. X- α -Gal 购自 Clontech 公司. 培养基:胰蛋白胨、
酵母提取物为 OXOID 公司产品. 酵母 YPDA 培养基、
SD/-Trp 培养基 SD/-Leu， SD/-Trp/-Leu， SD/-Trp/-
Leu/-His， SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 购自 Clontech 公
司，半硫酸腺苷购自 Sigma 公司．
1.2 方法  (1)载体的构建:“诱饵”质粒的建立. 将 HCV
核心蛋白基因用 T4 连接酶连于含有 GAL4 结合域的
pGBKT7 载体上构成诱饵质粒 pGBKT7- Hcbp6，用醋
酸锂法[2]转入酵母细胞 AH109 后，Western blotting 杂
交鉴定是否有融合蛋白表达，并且在四缺培养基上培
养排除其自身激活作用．(2)酵母配合实验:挑取在 SD/-
Trp 培养基上含有 pGBKT7- Hcbp6 质粒的 AH109 酵母
菌落(> 2 mm)数个接种于 SD/-Trp 液体培养基中，30 ℃
250 rpm 振摇过夜．第 2 天离心后重悬细胞约 5 mL，
计数>1×1012·L-1 细胞，室温水浴中融化 1 份 1 mL 文库
酵母培养物，全部 5 mL 的 AH109 酵母细胞与 1 mL 的文
库混合，加入 45 mL 的 2 × YPDA 后 30-50 r·min-1 30 ℃ 培
养配合过夜，24 h 后进行离心用 YPDA 10mL 重悬细胞
后铺 15 cm 的 SD/-Trp/-Leu/-His 平板 25 块和 SD/-Trp/
-Leu/-His/-Ade 25 块．同时进行阳性对照实验及文库
滴定．生长 6-18 d 后把长出的> 2 mm 的酵母集落，
在铺有 X-α-Gal的QDO上检查X-α-Gal酶活性，认
为在QDO培养基上生长且出现蓝色菌落的配合为阳性
集落．酵母质粒提取转化大肠杆菌，按试剂盒提供的
操作指南Lyticase法进行．挑取真正的阳性集落于QDO
液体培养基中培养过夜后，提取酵母质粒，提取的质
粒用电穿孔法[3]转化大肠杆菌，于含有氨苄青霉素的
LB 平板培养，所获得菌落提取质粒后测序．阳性克隆
DNA 测序后，提交 GenBank 分析，所获新的基因存
入 GenBank 数据库．

2   结果

2.1 Hcbp6 蛋白表达的鉴定  “诱饵”载体 pGBKT7-
H c b p 6 构建后转化到酵母 A H 1 0 9 后能够稳定表达
HCBP6 融合蛋白(图 1). 阳性对照组含有 DNA 结合片段

Gal41-147 氨基酸及 c-myc 标签的总分子量 18 200，实
验组因表达 HCBP6 融合蛋白其分子量为 38 985．Western
免疫印迹分析结果显示转化 pGBKT7 质粒组在 14 200
后有一特异表达带，转化 pGBKT7-Hcbp6 质粒的酵母
提取物于 40 000 左右有明显条带，而未转化质粒组缺
乏特异性反应带，其分子量大小与理论值相符合．

1: pGBKT7 阳性对照组  2: pGBKT7-Hcbp6 实验组
图 1  pGBKT7-Hcbp6 蛋白 Western 免疫印迹分析.

2.2  部分筛选克隆 Bgl Ⅱ酶切鉴定结果   pACT2 内含有
两个 Bgl Ⅱ酶切位点，分别位于多克隆位点两侧，使
用该酶消化将释放出肝细胞文库片段(图 2)．

图 2  1-5 种不同的克隆 Bgl Ⅱ酶切鉴定.

2.3 cDNA 测序与同源性分析初步结果  挑选 8 个克隆
测序，与 GenBank 数据库进行初步比较，已知基因的
部分序列高度同源(99 %)(表 1)．

表 1  1-5 种阳性克隆与 GenBank 同源序列比较

编号 已知的同源序列编码蛋白 相同克隆数 同源性

1 血清白蛋白(alb) 2 99

2 Paralemmin(PALM) 1 99

3 Ran 结合蛋白 2，(Ranbp2) 2 99

4 跨膜运输蛋白 21(TMP21) 1 99

5 DNA 序列 2 99

3   讨论

HCV 核心蛋白为一个多功能蛋白，除组成蛋白衣壳
外，还能作用于多种病毒和细胞的启动子，调控基因
转录，干扰其他病毒的复制，促进宿主细胞的分化和恶
化，HCV 的基因组为正链 RNA 病毒，但是其复制和表
达均在胞质内完成，不涉及到逆转录过程，核心蛋白的
存在为 HCV 感染后致肝癌的发生机制提供基础[4-10]．

1                      2

M r 29 000

M r 24 200

M     1       2      3      4      5
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但是有关核心潜在的生物学功能还远不为人们了解，
在以酵母双杂交技术寻找与核心蛋白相互作用的蛋白
质时，我们分离并确定了未知功能蛋白基因 Hcbp6．
Hcbp6是日本等学者在小鼠肾等器官中进行cDNA文库
测序时发现的，蛋白全长 190 aa，Genbank 中的资料
显示该基因在哺乳动物中较为保守，组织分布广泛，在
人和小鼠的不同组织中存在不同的基因剪切型，可以
认为这是一个不断进化中的古老基因. 绿色荧光(EGFP)
融合蛋白分析发现HCBP6以小泡状结构散布于核周的
胞质或细胞器内，而EGFP空白对照则均匀弥散于整个
细胞质及核质中，因此推测 HCBP6 可能以分泌蛋白的
形式由内浆网和高尔基体合成并运输．为了进一步探
讨该未知蛋白的功能，本实验再次以酵母双杂交系统
从人肝细胞 cDNA 文库中筛选 HCBP6 的结合蛋白，以
期发现其部分下游信息和对HCV核心致病机制的影响.
       我们此次共获得了 8 个阳性克隆，经测序及回交
分析证实了 Para lemmin (PALM)、Ran 结合蛋白 2
(Ranbp2)、跨膜运输蛋白 21(Tmp21)和血清白蛋(alb)白
四种特异性结合蛋白. Tmp21 是 p24 货物受体家族成员
之一，他与 p24a 被认为是 COP Ⅰ小囊泡外衣蛋白的受
体成分，广泛分布于各类组织细胞内的微粒体膜、酶
原颗粒膜和质膜表面，与酵母蛋白Emp24p有部分同源
性，推测其功能与分泌蛋白从内浆网到高尔基体的运
输以及小囊泡的寻靶作用有关. 免疫荧光实验显示此蛋
白连续循环于中间区室元件(IC)和高尔基网络间，侧
面证实了他在高尔基器分泌通路中的运输行为[11-15]．
PALM 是一类推定的有关质膜融合的调节蛋白，在人
类不同组织细胞内均有表达，神经元细胞中高丰度表
达. PALM 与一类涉及到如吞噬、胞吐、突起形成、
信号转导等快速质膜动力学事件的蛋白分子具有分子
结构或免疫形态学上的共同特征，以其羧基末端的
CaaX 基序通过脂类锚定在质膜内表面，而氨基末端
的卷曲螺旋可能具有象 t-SNATE 蛋白一样介导细胞内
膜的小囊泡插入的活性.  有实验观察到过度表达的
PALM 确实可以扩张细胞边缘、放射出长的突起而形
成奇怪的多叶型. PALM 也结合在微粒体和小囊泡等细
胞内组分上，推测同时存在小囊泡运输的活性[16-20]．
另外一个感兴趣的蛋白质RanBP2定位于核孔复合物的
浆膜侧并构成 Ran-GTP 酶在核浆膜面的结合域，辅助
Ran信号传导通路中的各种核过程包括核蛋白的双向运
输、m R N A 的加工和输出及细胞周期的调节[ 2 1 - 3 3 ]．
HCBP6 与他的结合可能导致某些核功能的建立或改
变，也可以想象，这种作用可能对 HCV 核心蛋白的
核内转运有影响．
        从本实验结果来看，HCBP6 与多种负责细胞内运
输的蛋白发生结合，提示其可能为一种分泌性蛋白
质，但是通过生物软件初步分析没有发现典型的信号
肽序列，因此需要更多的实验如免疫荧光实验观察他
的亚细胞定位和体内运输行为，进而揭示此蛋白的生

物学功能. 本实验采用的酵母双杂交技术是研究蛋白质
间相互作用的经典方法，具有假阳性率低、部分模拟
体内环境等优点，同时是建立全部蛋白质-蛋白质组相
互作用及其功能关系的图谱的重要手段，为提示蛋白
质在作用网络中所起的作用提供一条快速、便捷的途
径[31-33]．
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Abstract
AIM:To screen human single chain variable fragment (scFv)
in antibody against hepatitis C virus  (HCV) core protein-
binding protein 6 (HCBP6) by phage display technique to
determine HCBP6 in human liver tissue.

METHODS:The semisynthetic phage antibody library was
panned by HCBP6 peptide which was coated on a microtiter
plate,after five rounds of bio-panning,48 clones specific for
HCBP6 were determined with the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). The specificity of HCBP6 scFv was identified
by ELISA,cross reaction with bovine serum albumin (BSA)
and competition inhibition assay. The DNA sequence of the
positive clone was determined.

RESULTS:Specific phage antibody against HCBP6 was
enriched by 162 times after five rounds of panning with
HCBP6 peptide.  Binding activities of 48 clones with HCBP6
peptide were determined by ELISA,and the results indicated
that 30 clones could bind to HCBP6 peptide, 7 clones had
low absorbance value at A450 nm; Direct and competition
inhibition ELISA showed that one clone named P24, exhibited
specific binding to HCBP6 peptide. Data  of DNA sequence
showed that the scFv gene encoded 771 bp.

CONCLUSION:The scFv fragments to HCBP6 can be suc-

cessfully selected by phage display technique,which paves
a way for study of distribution of HCBP6 in human liver
tissues.

Zhong YW,Cheng J,Zhang ZD,Sun M,Li Q,Li K,Wang L,Li L,Zhang LX,Chen
JM. Screen for human single chain variable region in antibody against
human hepatitis C virus core protein binding protein 6. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2002;11(4):389-393

摘要
目的:制备丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白的肝细胞结合蛋白

6(HCBP6)的特异性人源化单链可变区抗体(scFv).

方法:采用噬菌体表面展示技术，将生物合成的应用酵母

双杂交技术筛选得到的 HCV核心蛋白的肝细胞结合蛋白

6(HCBP6)16肽固相包被于Nunc板，从噬菌体单链可变区

抗体库中经过 5 轮“黏附 - 洗脱 - 扩增”筛选过程，随机

挑选出 48 个克隆，利用酶联免疫黏附法(ELISA)、交叉反

应和竞争抑制实验，对其进行免疫学检测，获得与HCBP6

结合活性较强的单链可变区抗体片段的阳性克隆，并对

HCBP6 特异性 scFv 的编码序列进行序列测定分析.

结果:对噬菌体单链可变区抗体库经过 5轮“黏附 - 洗脱-

扩增”的筛选后，结合到包被平皿的噬菌体与第一轮相

比，富集了 162 倍. 用酶联免疫黏附法测定第 5 轮筛选后

上清液中含有的噬菌体抗体与HCBP6结合活性. 其中有30

株克隆 ELISA 的吸光度(A450 nm)值较高(P8 nm 0.77，P24

0.714， P26  0.728， P29  0.723，P38 0.803，P39 0.762，

P43 0.747 等). 对这些噬菌体抗体进行与牛血清白蛋白

(BSA)的交叉反应后，确定其中有 7 株交叉反应较弱(P8

0.145，P24 0.119， P26 0.17， P29 0.186，P38 0.118，

P39  0.138， P43  0.178)，结合2次ELISA重复实验的A值

及竞争抑制实验结果，最后确定1株(P24)阳性克隆.提取质

粒，SfiI/NotI 双酶切后，将片段亚克隆到 pCANTAB5E 载

体，进行 DNA 序列测定，DNA 大小为 771 bp，符合人源

化单链可变区抗体典型的骨架区(FR)及互补决定区(CDR)

的序列结构.

结论:用噬菌体抗体库技术能够成功地获得HCBP6的scFv.

钟彦伟,成军,张忠东,孙敏,李强,李克,王琳,李莉,张玲霞,陈菊梅. 噬菌体表面展

示技术筛选 HCBP6 人源单链可变区抗体. 世界华人消化杂志  2003;11(4):

389-393
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0   引言

研究新基因的结构和功能是目前分子生物学研究领域
中的热门课题[1,2]. 随着人类基因组计划的完成，大量
新基因的功能研究工作迫在眉睫. 在病毒性肝炎研究领
域，有关 HCV 与肝细胞之间如何相互作用、丙型肝炎
病毒(HCV)能与肝细胞中哪种蛋白结合? 这种结合蛋白
在肝细胞中的分布如何? 目前我们还知之甚少. 其中一
种有效的研究方法，就是利用生物信息学技术对新基
因编码产物的抗原位点进行预测，以合成的抗原多肽
对人源单链可变区抗体(scFv)的噬菌体文库进行筛选，
再以获得的scFv 抗体进行研究. 噬菌体表面展示技术是
近年来出现的一种新技术，其原理是将外源蛋白基因
通过与丝状噬菌体外壳蛋白基因融合而将外源蛋白表
达在噬菌体颗粒的表面，该技术将噬菌体表面表达蛋
白的表型和其编码基因的克隆化结合在一起，将识别
相应抗原和进行再扩增的能力结合起来，不需免疫动
物，绕过杂交瘤，可以在不知道抗原结构和功能的
情况下，仅仅经过几轮黏附 - 洗脱 - 扩增的筛选过程，
筛选得到该抗原特异性的单链抗体. 该抗体可以作为一
种新的诊断试剂，检测该抗原在肝细胞中的分布. 本
实验我们利用噬菌体表面展示技术筛选获得了与
HCBP6 结合活性较强的单链可变区抗体.

1   材料和方法

1.1 材料  HCBP6 蛋白生物信息学技术预测抗原表位的
16肽由北京赛百胜生物工程公司合成. 人源化噬菌体抗
体文库为轻链可变区和重链可变区经甘氨酸接头
(Gly4Ser)3 连接的抗体文库[3-24].  辅助噬菌体 M13K07 购
于 Pharmacia 公司，Wizard 质粒 DNA 提取纯化试剂盒
购于 Promega 公司. 其他试剂均为国产分析纯.
1.2方法  (1)特异性HCBP6单链可变区抗体的筛选:将噬
菌体抗体库细胞接种于 50 mL 2 TY 培养基中，摇至
A600 nm 值为 0.5 时，加入辅助噬菌体 M13K07，37 ℃
静置 30 min，4 ℃ 5 000 r/min 离心 10 min，将沉淀
转入2TY(Amp/kan)培养基中，30 ℃振摇过夜. 细菌培养
液离心后，取上清，用 200 g/L PEG 沉淀浓缩噬菌体.
用 HCBP6 多肽(20 mg/L)包被 Nunc 培养板，包被液为
0.05 mol/L NaHCO3，pH 9.6 缓冲液，4 ℃过夜. 以小
牛血清白蛋白(BSA) 37 ℃封闭 2 h 后加入浓缩的噬菌
体，室温 90 min，用 PBST 和 PBS 各快速洗涤 20 次，以
0.1 mol/L 三乙胺洗脱已黏附在平皿上的噬菌体，然后
用 1 mol/L Tris(pH 7.4)中和，再感染对数生长期的大肠
杆菌受体菌 TG1，培养扩增使表达 HCBP6 特异性 scFv
的噬菌粒得到富集. 继续重复5次上述“黏附、洗脱、扩
增”过程[5,6]. (2)单链可变区抗体阳性克隆的鉴定:将最后
一轮筛选得到的重组菌涂平皿，从中随机挑选48 株单克
隆菌株，置于 2 × TY(氨苄青霉素 100 mg/L，10 g/L 葡萄
糖)中，37 ℃培养过夜. 加入辅助噬菌体 M13K07 浸染
后，3 0  ℃培养过夜.  上清液用于酶联免疫黏附法

(ELISA)检测. 50 µL噬菌体上清与等体积20 g/L PBS/BSA
混合后，加入到包被有 HCBP6 的 ELISA 板中，37 ℃
孵育 1 h，0.5 g/L PBS/Tween 洗 5 次，然后加入 1∶5 000
稀释的 HRP- 兔抗 M13，37 ℃孵育 1 h，TMB (3，3，
5， 5，- 四甲基联苯胺)为底物显色. 对筛选得到的阳
性克隆重复 ELISA 检测过程. 由于在筛选过程中，有
BSA 参与，因而从理论上来讲有可能筛选到 BSA 特异
性的单链可变区抗体. 因此又以BSA作为包被抗原，结
合与 BSA 的交叉反应情况，确定 7 株与 BSA 交叉反应
较弱的阳性克隆进行竞争抑制实验，最后选定一个阳
性克隆提取质粒，进行 DNA 序列测定. (3)竞争抑制实
验:10 µL噬菌体上清与等体积的以20 g/L PBS/BSA稀释
的 2 µg/mL HCBP6 混匀，于 37 ℃孵育 30 min. 加入到包
被有 HCBP6 (0.2 µg/mL)的 ELISA 板中，37 ℃孵育 1 h，
0.5 g/L PBS/Tween 洗5次，然后加入1∶5 000 稀释的HRP-
兔抗 M13，37 ℃孵育 1 h，M13K07 为阴性对照，TMB
为底物显色. (4)阳性克隆株 DNA 序列测定:对筛选得到
的阳性克隆菌株按照Wizard 质粒DNA纯化试剂盒方法
提取质粒，经SfiI/NotI酶切鉴定后，亚克隆到pCANTAB5E
载体，采用双脱氧末端终止法，由大连宝生物工程公司
(ABI 377 型自动测序仪)进行 DNA 序列测定.

2   结果

2.1 HCBP6 特异性人源化单链可变区抗体的筛选  以
HCBP6 抗原多肽作为固相化的抗原，对噬菌体单链可
变区抗体库进行 5 轮“黏附 - 洗脱 - 扩增”的筛选.
单链可变区抗体特异性噬菌粒的富集结果见表 1. 随着
淘洗次数的增加，从固相平板洗脱下来的噬菌粒数显
示了增加的趋势，在第 5 轮筛选后结合到包被 HCBP6
抗原平皿的噬菌体与第一轮相比，富集了 162 倍(富集
倍数 = 第 5 轮产出率 / 第 1 轮产出率).

表 1  亲和黏附筛选对噬菌体抗体的富集

噬菌粒数        产出率
筛选次数

投入 捕获

第 1 轮 4.5 × 109 1.2 × 107       0.26 %

第 2 轮 2.0 × 109 1.8 × 108            9.0 %

第 3 轮 1.5 × 109 1.1 × 108         7.3 %

第 4 轮 7.2 × 108 2.5 × 108          35.0 %

第 5 轮 6.0 × 108 2.5 × 108        42.0 %

产出率 = 捕获的噬菌体数量 / 所用的噬菌体数量

2.2 对HCBP6单链可变区抗体的鉴定  从第 5轮筛选后
得到的菌落中随机挑选 48 个克隆，用 ELISA 方法测定
上清液中含有的 scFv 与 HCBP6 的结合活性. 其中有 30
株上清 ELISA 的吸光度 A450 nm 值较高(P8 0.77，P24
0.714，P26 0.728，P29 0.723，P38 0.803，P39 0.762，
P43 0.747 等). 对这些噬菌体抗体进行与牛血清白蛋白
(BSA)的交叉反应后，确定其中有 7 株交叉反应较弱
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(P8 0.145，P24 0.119，P26 0.17，P29 0.186，P38
0.118，P39 0.138，P43 0.178) (图 1).

图 1  阳性克隆的 ELISA 及与 BSA 的交叉反应结果.

2.3 HCBP6 特异性 scFv 阳性克隆株竞争抑制实验及

DNA 序列测定  对筛选得到的阳性克隆取 10 µL 噬菌
体上清进行竞争抑制实验，其中P24克隆抑制前Α450 nm
值为 0.526 ± 0.02， 抑制后 Α450 nm 值为 0.172 ± 0.01，
根据抑制率公式: 抑制率 =(抑制前 Α450 nm- 抑制后
Α450 nm)/ 抑制前 Α450 nm × 100 %， 得出 P24 克隆抑
制率为 67.3 %(图 2). 用此菌株提取质粒，进行 DNA 序
列测定，DNA 大小为 771 bp. HCBP6 特异性 scFv 编码
基因的核苷酸和编码产物的序列如图 3 所示.

图 2  阳性克隆的竞争抑制实验结果.

heavy chain

1        ATG GCC CAG GTG CAG CTC GTG CAG TCT GGG GCT GAG

             M     A       Q      V      Q       L      V      Q      S       G      A      E

          GTG AAG AAG CCT GGG GCC TCA GTG AAG GTT TCC TGC

             V       K      K      P      G       A      S       V      K       V     S      C

49      AAG GCT TCT GGA TAC ACC TTC ACT AGC TAT GCT ATG

             K      A      S       G      Y       T     F       T       S      Y     A      M

97                                                                                CDR1

          CAT TGG GTG CGC CAG GCC CCC GGA CAA AGG CTT GAG

             H      W     V      R      Q       A      P      G      Q       R       L      E

145    TGG ATG GGA TGG ATC AAC GCT GGC AAT GGT AAC ACA

             W     M      G      W      I       N      A      G       N      G      N      T

                                                                                                   CDR2

          AAA TAT TCA CAG AAG TTC CAG GGC AGA GTC ACC ATT

             K       Y     S       Q       K      F      Q      G       R      V      T       I

193    ACC AGG GAC ACA TCC GCG AGC ACA GCC TAC ATG GAG

             T       R      D       T      S       A       S       T       A     Y      M      E

241    CTG AGC AGC CTG AGG TCT GAA GAC ACG GCC GTG TAT

             L       S       S       L      R      S       E       D      T       A      V      Y

289    TAC TGT GCA AGA AGT CGT AGG AAT TGG GGC CAA GGT

             Y     C       A      R       S       R      R       N     W      G      Q      G

                                                                                                    CDR3

          ACC CTG GTC ACC GTG TCG AGA GGT GGA GGC GGT TCA

             T       L      V      T      V      S       R       G      G       G      G      S

337    GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG TCT GAG

             G      G       G      G      S       G      G      G       G      S       S      E

385    CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA

             L       T     Q       D      P       A     V       S      V      A      L       G

433    CAG ACA GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC

             Q       T      V      R       I       T       C      Q       G      D       S       L

                                                                                            CDR1

          AGA AGC TAT TAT GCA AGC TGG TAC CAG CAG AAG CCA

             R       S       Y     Y      A       S      W      Y     Q       Q       K      P

481    GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC ATC TAT GGT AAA AAC

             G       Q      A      P      V       L      V      I      Y       G       K     N

                                                                                                     CDR2

529    AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT GGC

             N       R      P      S       G       I       P       D      R      F      S      G

577     TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT

              S       S      S       G       N       T      A      S       L      T       I       T

          GGG GCT CAG GCG GAA GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT

             G       A     Q       A      E       D      E        A     D      Y      Y      C

625    AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT AAC CAT GTG GTA TTC

             N       S      R      D       S       S       G      N      H      V      V      F

                                                                            CDR3

673    GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT GCG GCC

             G      G       G       T       K      L      T       V      L      G      A       A

721    GCA GGT GCG CCG GTG CCG TAT CCG GAT CCG CTG GAA

             A       G      A      P      V       P      Y      P       D      P       L      E

          CCG CGT GCC GCA TAG

             P       R     A      A       *

          Light chain

图 3  HCBP6 特异性 scFv 的基因序列及编码产物.

3   讨论

丙型肝炎病毒是输血后肝炎的重要病原体[25,26]. 全世界
有大约 1.7 亿人患丙型肝炎. 但是只有 20-30 % 的患者
对干扰素α(IFN α)敏感. 而且 HCV 的持续感染与肝硬
化和肝细胞癌有着密切的关系. 最近的研究显示 HCV
基因组编码的核心蛋白除了与 HCV RNA 结合，保护
HCV RNA 免受 RNA 酶的消化，维持 HCV RNA 的稳定
性之外，还具有一系列不同的生物学调节作用[27-37].
HCV 核心蛋白作为一种反式激活蛋白，对于感染的肝
细胞中基因表达谱产生影响，同时，HCV 核心蛋白
自身结合形成同二聚体结构，也可以与肝细胞中其他
类型的蛋白之间进行结合，形成异二聚体、多聚体
结构，对肝细胞中的信号转导产生严重干扰. 通过这
些生物学作用，对肝细胞的细胞凋亡、细胞周期进
行调节，从而参与 HCV 感染的发病机制.
        HCV 核心蛋白位于病毒多肽的氨基末端，被宿主
的信号肽酶切割后产生. 此蛋白被认为是病毒的核壳蛋
白，与其他的 HCV 结构与非结构蛋白相比，其氨基
酸序列高度保守. 核心蛋白高度碱性，无糖基化位点.
目前的报道表明HCV核心蛋白可以结合病毒本身及细
胞内的蛋白质. 除形成同二聚体、多聚体，还与 E1 蛋
白形成异二聚体复合物. 这些复合体的形成可能对HCV
形态发生有重要作用[38-50]. 另外核心蛋白结合细胞蛋白
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包括载脂蛋白 AII、肿瘤坏死因子受体 -1(TNFR-1)、
淋巴毒素 -β 受体(LTβ-R)，对细胞的信号转导、宿主
的免疫起调节作用，并影响细胞的凋亡信号. 还有研究
证实 HCV 核心蛋白可反式调节病毒及细胞的一些基因
的转录. 最近的研究表明表达HCV 核心蛋白的转基因鼠
不仅引起肝脂肪变性而且引起肝癌. 所以HCV 核心蛋白
是多功能蛋白，在 HCV 发病机制中起重要作用.
        为了研究 HCV 核心蛋白能与肝细胞中哪种蛋白结
合? 这种结合蛋白在肝细胞中的分布如何? 本实验室在
以前的工作中采用酵母双杂交技术，以 HCV 核心蛋白
作为“诱饵”，对于肝细胞cDNA文库进行酵母双杂交筛
选，获得了一些与 HCV 核心蛋白结合的肝细胞中的蛋
白的编码基因，其中包括功能未知基因6号，命名为HCV
核心蛋白结合蛋白6(HCBP6). 为了研究该蛋白合成的抗
原多肽在肝组织的分布，我们利用噬菌体展示技术筛选
得到了 HCBP6 的 scFv. 本实验我们以 HCBP6 包被的固
相抗原在第5轮筛选后，使结合HCBP6的噬菌粒富集了
162 倍. 实验表明从噬菌体抗体库中筛选出的 HCBP6
scFv，具有较强的结合活性，且该方法具有简便、快速、
经济等特点，避免了利用杂交瘤技术制备该抗体周期
长、尤其是需要免疫动物等缺陷. ELISA 和竞争抑制实
验结果表明筛选得到的 HCBP6 scFv 具有较高的结合活
性和较好的特异性. 本实验结果为开展用 HCBP6-scFv
检测 HCBP6 在肝细胞中的分布情况创造了条件.
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Abstract
AIM:To screen and clone genes of hepatic protein interacting
with hepatitis C virus (HCV) core protein and analyze the
gene expression profiles of HepG2 cell transfected with HCV
core protein-binding protein 6 (HCBP6) gene.

METHODS:Using yeast two-hybrid system 3, bait plasmid
of HCV core protein was constructed and genes encoding
HCV core protein-binding protein were screened and
identified. One gene named HCBP6 was identified. Human
full-length encoding gene of HCBP6 and its amino acid sequences
were identified by bioinformatics method, and the recombined
expression plasmid pcDNA3.1(-)-HCBP6 was constructed.
mRNA from HepG2 cells transfected with pcDNA3.1(-)-HCBP6
and the empty vector were detected with cDNA microarray,
respectively.

RESULTS:Human HCBP6 cDNA sequence was identified. The
coding sequence for human HCBP6 consists of 456 nt and
its protein consists of 152 aa. Twenty of 1152 genes obtained
from gene expression profile analysis differed from those in
GenBank,in which 13 genes were up-regulated and 7 genes

were down-regulated in HepG2 cells transfected with HCBP6
plasmid. These genes differentially regulated by HCBP6 pro-
tein included human genes encoding proteins involved in
signal transduction, cell proliferation, differentiation, and
growth regulation.

CONCLUSION:The bioinformatics combined yeast two hybrid
technique is a powerful method for screening and analysis
of genes of hepatic protein interacting with HCV core protein.
The findings obtained by cDNA microarray technique provided
significant data for preliminary understanding of the biological
function of new gene, and also provided some clues for further
clarifying the molecular biological processes of hepatocytes in
interaction between HCV core protein and HCBP6.

Liu Y, Cheng J, Li K, Yang Q, Lu YY, Wang L, Wang JJ. Gene expression
profile of HepG2 cell transfected with hepatitis C virus core protein-binding pro-
tein 6 gene. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):394-398

摘要
目的:筛选并克隆丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白的肝细胞结

合蛋白基因，并对新基因转染肝癌细胞的基因表达谱进行

分析，探索该基因表达对肝细胞基因表达的调节机制.

方法:应用酵母双杂交技术，以 HCV 的核心蛋白作为“诱

饵(bait)”，筛选鉴定与其结合的肝细胞中蛋白的编码基

因. 应用生物信息学(bioinformatics)技术，分析其中筛选

得到的人HCV核心蛋白结合蛋白6(HCBP6)基因的全长编

码序列，并构建HCBP6 基因的真核表达载体pcDNA3.1(-)-

H C B P 6 .  应用基因表达谱芯片技术对重组表达质粒

pcDNA3.1(-)-HCBP6转染的HepG2细胞和空载体处理的

相同细胞差异表达的 mRNA 进行检测.

结果:通过酵母双杂交技术的筛选和鉴定，结合生物信息

学分析，确定人的 HCBP6 基因由 456 nt 组成，编码 152 aa

的蛋白.基因表达谱芯片所检测的 1 152 条目的基因均为

GenBank 中登录的基因，HCBP6 表达质粒转染的细胞有

20条差异表达基因，其中13条基因表达增强，7条基因表

达降低.这些差异表达的基因与细胞信号转导、增生、分化

及生长调节密切相关.

结论:酵母双杂交技术结合生物信息学技术，是克隆蛋白

结合蛋白的有效方法，基因表达谱芯片技术对于初步全

面探索新基因的功能提供重要的资料.本实验结果为进一

步阐明 HCV 核心蛋白与 Hcbp6 相互作用后的肝细胞生物



大分子变化提供了理论依据.
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0   引言

肝炎病毒蛋白与宿主蛋白相互作用，可能是病毒感染
导致肝细胞损伤、肝纤维化和肝细胞癌发生、发展的
重要原因. 丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白是一种多功能
蛋白质，除了作为核壳蛋白具有病毒颗粒组装功能外，
还具有多种调控细胞及病毒基因表达、细胞凋亡、细
胞增生与分化以及免疫调节等功能.临床和实验研究显示
HCV 核心蛋白在病毒致病过程中起到重要的作用[1-7].
        为更好地了解 HCV 核心蛋白与肝细胞蛋白之间的
相互作用，我们采用酵母双杂交系统 3，以 HCV 核心
蛋白作为“诱饵”，对于肝细胞 cDNA 文库进行酵母双
杂交筛选，获得了一些与 HCV 核心蛋白结合的肝细胞
蛋白的编码基因，其中包括功能未知基因6号，我们命
名为 HCV 核心蛋白结合蛋白 6(HCBP6). 为进一步探索
该基因的功能，我们应用基因表达谱芯片技术(cDNA
microarray)筛选 HCBP6 表达质粒转染 HepG2 细胞后的
差异表达基因，并应用生物信息学(bioinformatics)对差
异表达的基因进行分析.本研究为全面了解HCBP6基因
在肝细胞中的生物过程提供理论基础.

1   材料和方法

1.1 HCV核心蛋白结合蛋白的酵母双杂交筛选  应用酵
母双杂交技术筛选HCV核心蛋白结合的肝细胞蛋白的
研究原理、方法、操作步骤以及 HCBP6 基因真核表达
载体的构建等参考基因治疗研究中心相关的研究论文[8-11].
1.2 总 RNA 提取及 mRNA 纯化  在 35 mm 培养皿中常
规培养肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞(由本室保存)，细胞
生长至对数期时，分别以脂质体转染试剂 Lipofectamine
PLUS(购自 Invitrogen 公司)将 2 µg pcDNA3.1(-)-HCBP6
和空载体 pcDNA3.1(-)转染 HepG2 细胞，48 h 后收获
细胞，每 5 × 106 个细胞加入 1 mL 总 RNA 提取试剂
Trizol(购自 Invitrogen 公司). 立即于液氮中保存.使用
Trizol 试剂一步法提取 HCBP6 表达质粒 pcDNA3.1(-)-
HCBP6和空载体pcDNA3.1(-)转染的HepG2细胞总RNA
(分别标记为实验组和对照组)，样品经分光光度计检测
吸光度 Α 值，并行热稳定实验，于 -20 ℃和 70 ℃保
温 1 h 后，经琼脂糖凝胶电泳检测 28 S、18 S 条带变
化. 以Qiagen公司Oligotex mRNA Midi Kit纯化得mRNA.
操作按说明书进行，并行电泳检测.
1.3 探针标记及芯片制备  参照Yang et al [14]方法逆转录
标记 cDNA 探针并纯化. Cy3-dUTP 标记对照组细胞
mRNA(5 µg)，Cy5-dUTP 标记实验组细胞 mRNA(5 µg).
乙醇沉淀后溶解在 20 µL 5 × SSC+2 g/L SDS 杂交液中.

芯片包含的 1 152 个 cDNA 由上海联合基因有限公司提
供，包括原癌基因和抑癌基因、免疫调节相关基因、细
胞凋亡和应激反应蛋白相关基因、信号转导相关基因
等. 以通用引物进行 PCR 扩增，PCR 产物长度为 1-3 kb.
靶基因以 0.5 µg / µL 溶解于 3 × SSC 溶液中，用 Carte-
sian 公司的 Cartesian 7 500 点样仪及 TeleChem 公司的
硅烷化玻片进行点样.玻片经水合(2 h)、室温干燥(0.5
h)，UV 交联，再分别用 2 g/L SDS、水及 2 g/L 的硼
氢化钠溶液处理 10 min，晾干备用.
1.4 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针95 ℃水浴变性
5 min，将混合探针加在基因芯片上，置于 60 ℃杂交
15-17 h. 依次以 2 × SSC+ 2 g/L SDS、1 g/L × SSC +2 g/L
SDS、1 g/L × SSC 洗涤 10 min，室温晾干.
1.5 检测与分析  用 General Scanning 公司的 ScanArray
3 000 扫描芯片.用预先选定的内参照基因(24 条管家基
因，每个基因点 2 个点，共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原
始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析
Cy3、Cy5 两种荧光信号的强度，计算 Cy5/Cy3 比值.
阳性结果判断:Cy5/Cy3 > 1.8，红色荧光，显示表达增
强；Cy5/Cy3 < 0.7，为绿色荧光，显示表达减低.

2   结果

2.1 以 HCV 核心蛋白为“诱饵”对于肝细胞文库酵

母双杂交筛选结果  经过以 HCV 核心蛋白为“诱饵”
的肝细胞 cDNA 文库的酵母双杂交，筛选出与 HCV 核
心蛋白结合的一系列阳性克隆. 根据克隆的随机编号，
将这一基因编码产物命名为 HCV 核心蛋白结合蛋白 6
(HCBP6)，该基因由 456 nt 组成，编码 152 aa 组成的蛋
白[8-11].
2.2 总 RNA 及 mRNA 的定性、定量分析  提取 HCBP6
表达质粒pcDNA3.1(-)-HCBP6和空载体pcDNA3.1(-)转
染的 HepG2 细胞总 RNA，测得吸光度 Α260/Α280 > 1.90，
热稳定实验 70 ℃保温 1 h 与 -20 ℃ 1 h 电泳条带比较，
显示 28 S 条带无明显降解，电泳结果证实已抽提高纯
度的总 RNA. mRNA 主要集中于 0.9-4.0 kb 的连续条带.
2.3芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152
个 cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的整个过程，在
芯片上设置了阴性对照(8 条水稻基因，共 8 个点)，这
些点的杂交信号均很低，证实了数据的可靠性.由于实
验组探针标记 Cy5 荧光素(呈红色)，对照组探针标记
Cy3 荧光素(呈绿色)，红绿颜色的差异就显示该基因在
实验组和对照组中基因表达水平上的差异，黄色代表
表达水平无差异. 按阳性标准，从 1 152 个基因中筛选
出差异表达基因共 20 条，其中 13 条基因表达增强，7
条基因表达降低.
2.4 差异表达基因分析  表达增强的基因主要有四类：
(1) 细胞生长调节相关基因，如胰腺肿瘤相关蛋白，
神经纤维瘤病 2 肿瘤抑制蛋白斯库瓦诺明的相互作用
蛋白 1 以及 20 号染色体开放读框 1 等；(2) 细胞信号转
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导相关基因，如表皮生长因子受体，神经生长因子 β 多
肽，跨膜受体蛋白，蛋白磷酸酶2调节亚基等；(3) DNA复
制及翻译相关基因，如 RNA 结合基序蛋白，微小染色体
维持缺陷3蛋白，新生多肽相关复合体等；(4) 免疫调节因

子，如白介素 10 受体. 表达增强的基因见表 1. 表达降低
的基因主要有：(1) 过氧化酶相关基因，如细胞质的环氧
化物水解酶，过氧化物歧化酶等; (2)线粒体相关的基因，
如细胞色素 P450 等. 表达降低的基因见表 2.

表 1  表达增强的基因

GenBank 登录号 编码蛋白 Cy5/Cy3

NM_005228 表皮生长因子受体 epidermal growth factor receptor (EGFR) 1.803

NM_025263 来源自 MHC-I 分子的富含脯氨酸的蛋白 CAT56 protein (CAT56) 1.833

NM_003564 平滑肌分化特异性蛋白 transgelin 2 (TAGLN2) 1.835

NM_005777 RNA 结合基序蛋白 RNA binding motif protein 6 (RBM6) 1.856

NM_002506 神经生长因子β多肽 nerve growth factor， beta polypeptide (NGFB) 1.896

AF311912 胰腺肿瘤相关蛋白 pancreas tumor-related protein (FKSG12) 1.941

NM_001558 白介素10受体interleukin 10 receptor， alpha (IL10RA) 1.959

Z17227 跨膜受体蛋白 transmebrane receptor protein 1.983

NM_014225 蛋白磷酸酶2调节亚基protein phosphatase 2， regulatory subunit A (PR 65) 2.083

NM_002388 微小染色体维持缺陷 3 蛋白 minichromosome maintenance deficient 3 (MCM3) 2.262

NM_014575 神经纤维瘤病 2 肿瘤抑制蛋白 schwannomin 的相互作用蛋白 1 schwannomin interacting protein 1 (SCHIP1) 2.362

NM_012112 20 号染色体开放读框 1 chromosome 20 open reading frame 1 (C20orf1) 2.486

NM_005594 a polypeptide (NACA) 4.750

表 2  表达降低的基因

GenBank 登录号 编码蛋白 Cy5/Cy3

NM_005161 血管紧张素受体样蛋白 1 angiotensin receptor-like 1 (AGTRL1) 0.485

NM_000732 T 细胞抗原受体相关的复合物δ链 CD3D antigen， delta polypeptide (TiT3 complex) (CD3D) 0.512

NM_001423 上皮膜蛋白 1 epithelial membrane protein 1 (EMP1) 0.545

NM_001979 细胞质的环氧化物水解酶 epoxide hydrolase 2， cytoplasmic (EPHX2) 0.611

NM_000104 细胞色素氧化酶 P450 cytochrome P450 0.665

NM_000699 胰腺淀粉酶α 2A amylase， alpha 2A; pancreatic (AMY2A) 0.678

NM_000454 过氧化物歧化酶 superoxide dismutase 1， soluble (SOD1) 0.689

3   讨论

HCV 基因组含有单一的开放读码框架，编码 3 010-3 033
个氨基酸残基的多肽前体，两侧是 5’- 非翻译区及
3’- 非翻译区. 多肽前体至少被加工为 10 种结构蛋白
和非结构蛋白，HCV 各结构和非结构蛋白在肝细胞内
并不是孤立存在的，与宿主肝细胞蛋白之间相互作用
可能是 HCV 致病的分子生物学基础[12-17]. HCV 核心蛋
白是一种多功能蛋白质，除了作为核壳蛋白具有病毒
颗粒组装功能外，还调控多种细胞及病毒基因启动子
的活性，具有广泛的反式调节作用.研究显示，核心蛋
白可以和宿主的多种蛋白质如淋巴毒素 β 受体、核糖
核蛋白 K、RNA 螺旋酶、DBX 等相互作用，影响细胞
的正常生理过程[18-21]. 表达HCV核心蛋白的转基因鼠不
仅引起肝脂肪变性而且引起肝细胞癌[22,23]. 可见HCV核
心蛋白在 HCV 发病机制中起重要作用. 为进一步研究
HCV 核心蛋白与宿主肝细胞蛋白的相互作用，我们用
肝细胞 cDNA 文库与 HCV 核心蛋白诱饵进行酵母双杂

交，结合生物信息学分析，筛选并克隆了与 HCV 核
心蛋白相互作用的新的蛋白质基因HCBP6[9,11,24]. 我们构
建了 HCBP6 基因的真核表达载体，初步研究发现该基
因的表达在一定程度上抑制了 HCV 核心蛋白对 SV40
早期启动子的反式激活作用. 本研究采用基因表达谱芯
片方法筛选 HCBP6 基因转染细胞差异表达基因，以期
综合分析 HCBP6 基因的生物功能.
        基因表达谱芯片是将大量的基因特异探针或其cDNA
片段固定在一块基因芯片上，对来源不同的个体、不
同组织、不同细胞周期、不同发育阶段、不同分化阶
段、不同病变、不同刺激(包括不同诱导、不同治疗手
段)下的细胞内的mRNA或逆转录产物cDNA进行检测，
从而大规模对这些基因表达的个体特异性、组织特异
性、发育阶段特异性、分化阶段特异性、病变特异性、
刺激特异性进行综合分析和判断[25-28]. 本研究应用基因
表达谱芯片对HCBP6表达质粒pcDNA3.1(-)-HCBP6转
染的 HepG2 细胞和空载体处理的相同细胞差异表达的
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mRNA 进行检测，通过分析二者之间基因表达的差异
信息，寻找 HCBP6 上调或下调的基因. 在 1 152 个基因
中筛选出 20 个差异表达基因，这些差异调节基因大多
与细胞信号传导、细胞增生分化、免疫调节、肿瘤发生
等生物过程密切相关.
       在表 1 的上调基因中，有多条基因与细胞生长调节
密切相关，如神经纤维瘤病 2 肿瘤抑制蛋白斯库瓦诺明
的相互作用蛋白 1基因分布在人染色体 3q25，斯库瓦诺
明是负性生长调节因子，可以与肝细胞生长因子调节的
酪氨酸激酶作用底物(HRS)相互作用，发挥其生物功能[29].
20 号染色体开放读框 1，为细胞周期 S、G2、M 期增生
相关的核蛋白 P100，该蛋白的检出预示肿瘤的预后差[30].
HCBP6 蛋白通过调控上述基因的表达，影响肝细胞基
因的增生与分化，可能是其协同 HCV 核心蛋白致病的
主要机制之一. 一些细胞信号转导相关基因，如表皮生
长因子受体，神经生长因子 β 多肽，跨膜受体蛋白，蛋
白磷酸酶 2 调节亚基等基因的表达上调[31]，表明 HCBP6
蛋白参与了细胞信号转导及细胞增生与分化的调控，影
响肝细胞基因组的表达. 微小染色体维持缺陷 3 蛋白是
DNA 复制中起重要作用的核蛋白[32]，新生多肽相关复
合体能够与核糖体携带的新生肽结合，从而阻止新生肽
与胞质中其他蛋白的异常相互作用，此外，该复合体是
12号染色体的转录反式激活因子[33]. 可见HCBP6蛋白在
调节 DNA 复制及蛋白翻译成熟修饰过程中起重要作用.
免疫调节因子，白介素 10 受体表达增强，提示 HCBP6
蛋白可能具有一定的免疫调节作用.
       分析部分表达降低的基因主要有:过氧化酶相关基
因，如过氧化物歧化酶，在清除自由基介导的细胞内大
分子损伤过程中起重要作用; 又如细胞质的环氧化物水
解酶，生理条件下，能够水解经细胞色素 P450 催化产
生的环氧化物为二醇，自胆汁、尿中排泄.当水解功能缺
陷时，环氧化物可在肝内蓄积，与细胞内大分子物质共
价结合，导致一系列的病理改变. HCBP6 基因通过下调
上述基因的表达水平，在一定程度上妨碍了肝细胞的损
伤后修复，扰乱肝细胞生长调节，甚至诱发自身免疫性
肝损害及肝癌. 此外，线粒体能量代谢相关的基因，如
细胞色素氧化酶P450，能够直接激活分子氧，参与药物
和毒物的转化.该基因表达降低，暗示机体对许多药物
及毒物的摄取、转化发生障碍，易积蓄中毒，可见HCBP6
基因通过下调细胞色素氧化酶 P450 的表达，参与了肝
脏的生物转化作用. HCBP6 还下调 T 细胞抗原受体相关
复合物δ链的表达，参与 T细胞免疫调节.结合表 1的结
果，我们发现HCBP6蛋白双相调节细胞的生长，HCBP6
独自存在是否足以引起细胞病变，还需要深入研究，而
与HCV核心蛋白相互作用可能是HCV的致病机制之一.
       总之，利用基因表达谱芯片对 HCBP6 蛋白差异调
节基因的表达研究表明，细胞内 HCBP6 蛋白的过表达
引起的生物过程涉及许多不同基因表达的变化，这些
基因与细胞信号转导、细胞增生与分化、免疫调节、

肿瘤发生、能量代谢及生物转化等生物过程密切相关.
本研究结果为进一步了解 HCBP6 基因的生物学功能及
其与HCV核心蛋白相互作用过程中致病(癌)的分子生物
学机制提供重要的线索.
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中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
        截止到 2002 年 7 月，中国被著名检索系统 SCI 收录的科技期刊数从 63 种增加到了 67 种.从制作 SCI 的美国 ISI（美国科学情

报所）发布的 JCR（期刊引证报告）上的数据看，有指标数据的 59 种我国科技期刊中，80% 以上的期刊影响因子呈上升趋势；

约 90% 的总被引频次都提高了.

                     在 2001 年的 JCR 中，总被引频次超过 1000 次的中国科技期刊有 4 个，他们是《高等学校化学学报》（中文版）（1959 次），

《科学通报》（1628 次），《物理学报》（中文版）（1227 次），《中国物理快报》（1215 次）.

首次有两个中国科技期刊的影响因子超过 1，他们是《细胞研究》（2.102）和《世界胃肠病学杂志》（1.445）,这两种期刊均为中国英

文版科技期刊.

     从期刊影响因子在本学科的排位看，进入 SCIE 的我国科技期刊，有 8 个期刊排在本学科的中上水平，他们是《力学学报》,

《高等学校化学学报》（中文版）,《中国物理》,《中国物理快报》,《科学通报》,《中国科学 B 》,《中国科学 E 》,《中国有色金属

学 报 》.

     在本学科国际期刊中, 我国有 10 个期刊被引频次位于中上水平的.他们是：《科学通报》,《高等学校化学学报》（中文版）,《中

国科学 A 》,《物理学报》（中文版）,《中华医学杂志》,《化学学报》( 中文版) ,《中国物理快报》,《中国有色金属学报》（英文

版）,《中国科学 B 》,《中国药理学报》.

     在 SCI 网络版收录的中国科技期刊中，有 25 个期刊是由中国科学出版社出版的，其中在 JCR 中有指标的期刊有 18 个.

      另外，除 SCI 系统外，中国科技期刊被其他几个重要国际检索系统收录的数量也呈上升趋势.例如，在反映工程技术论文的历

史超百年的检索系统《EI》（工程索引）中，中国被收录的科技期刊从最少时的 40 种，增加到了 2000 年的 104 种.这也直接反

映了我国科技期刊被国际认可的程度.

      国家科技部中国科技信息研究所，每年对我国科技期刊在国内的情况做出统计分析，定期出版《中国科技期刊引证报告》.以

2000 年数据看，我国科技期刊的平均影响因子由上一年的 0.208 上升到 0.240，其中影响因子超过 1 的有 20 个；总被引频次的平

均值达到了 192.2 次，总被引频次超过 1000 次的期刊有 25 个，其中《科学通报》的总被引频次达到了 2979 次.

     目前，我国科技期刊数量已达到 4600 余种，已经形成了一定的规模，而且门类相对齐全，为我国基础研究的发展和科研成

果转化为生产力做出了重要的贡献，但我们承认中国的科技期刊发展水平与世界发达国家之间存在较大的差距.随着中国加入

WTO，对于中国的科技期刊，既是机遇又是挑战.我们相信，通过我国学术界和编辑部门的共同努力，一定会在不远的将来产

生一批具有国际水准的科技期刊.

                                                                                                                                                                                     (2002-11-08)
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Abstract
AIM:To construct a subtractive cDNA library of genes
transactivated by NS3 protein of hepatitis C virus (HCV) with
suppressive and subtractive hybridization technique  and
clone genes associated with transactivation.

METHODS:The mRNA was isolated from HepG2 cells transfected
with pcDNA3.1(-)-NS3, and pcDNA3.1(-) empty vector,
respectively; cDNA was synthesized. After digestion with
restriction enzyme RsaI, cDNA fragments were obtained by
restriction enzyme RsaI digestion. Tester cDNA was then
divided into two groups and ligated to the specific adaptor
1 and adaptor 2, respectively. After tester cDNA was hybridized
with driver cDNA twice and underwent two times of nested
PCR, amplified cDNA fragments were subcloned into T/A
plasmid vectors to set up the subtractive library. Amplification of
the library was carried out with E. coli strain JM109. The
cDNA was sequenced and analyzed in GenBank with Blast
search after PCR.

RESULTS:The amplified library contained 70 positive clones.
Results of  PCR study indicated that 56 clones had inserts
of 200-1 000 bp in length. Sequence analysis suggested
that six novel cDNA sequences might be target genes
transactivated by NS3 protein.

CONCLUSION:The subtractive library of genes transactivated
by NS3 protein of HCV was constructed successfully.

Mu JS,Liu Y,Wang G,Cheng J,Duan HJ,Li K,Lu YY,Wang L,Wang HF.
Cloning of genes transactivated by NS3 protein of HCV with suppressive
and subtractive hybridization. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):
399-403

摘要
目的:应用抑制性消减杂交技术 (SSH) 构建丙型肝炎病毒

(HCV) 非结构蛋白3 (NS3) 反式激活的相关基因cDNA消

减文库，克隆 HCV NS3 反式激活相关基因.

方法:以HCV NS3表达质粒pcDNA3.1(-)-NS3转染HepG2

细胞，以空载体 pcDNA3.1(-)为对照；制备转染后的细

胞裂解液，提取 mRNA 并逆转录为 cDNA，经 RsaI 酶切

后，将实验组 cDNA 分成两组，分别与两种不同的接头

衔接，再与对照组 cDNA 进行两次消减杂交及两次抑制

性 PCR，将产物与 T/A 载体连接，构建 cDNA 消减文库，

并转染大肠杆菌进行文库扩增，随机挑选克隆 PCR 扩增

后进行测序及同源性分析.

结果:文库扩增后得到 70 个白色克隆，经菌落 PCR 分析，

得到 56 个 200-1 000 bp 插入片段.对所得片段测序，并进

行同源性分析，获得 6 个差异表达的未知序列，可能是

NS3 反式激活的新的靶基因.

结论:成功构建HCV NS3反式激活的相关基因cDNA消减

文库，为今后进一步分析、研究病毒蛋白的致病机制奠定

基础.

牟劲松,刘妍,王刚,成军,段惠娟,李克,陆荫英,王琳,王惠芬. 应用抑制性消减杂

交技术克隆丙型肝炎病毒非结构蛋白NS3反式激活的相关基因. 世界华人消

化杂志  2003;11(4):399-403

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/399.htm

0   引言

目前，丙型肝炎病毒(HCV)与肝细胞之间相互作用的
分子生物学机制尚不完全清楚，其中，病毒编码的蛋
白能够影响多种细胞信号转导途径，从而进一步影响
肝细胞某些基因的表达、调控，可能是病毒感染导致
肝细胞损伤和肝细胞癌发生、发展的重要原因[1-10].
       HCV NS3 在病毒多蛋白前体加工并转化为成熟蛋
白的过程中，发挥了重要作用，非结构蛋白 (NS) 区
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各蛋白的产生依赖于此蛋白对病毒多蛋白前体的酶解
和修饰[11-18]. 本实验应用抑制性消减杂交(suppression
subtractive hybridization，SSH)技术[19-24]，构建 HCV
NS3 反式激活的相关基因差异表达的 cDNA 消减文库，
通过对所得片段进行序列同源性分析，筛选相关的靶
基因，为研究丙型肝炎病毒致病机制提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态大肠杆菌 JM109(本室保
存)，pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen)，Lipofectamine
PLUS 转染试剂(Gibco)，mRNA 纯化试剂盒(amersham
pharmacia biotech)，PCR-Select cDNA Subtraction 试剂
盒(Clontech)，50×PCR Enzyme Mix、Advantage PCR
Cloning 试剂盒(Clontech)，High Pure PCR Product 纯化
试剂盒(Boehringer Mannheim)，T7、SP6 通用引物及
pGEM-Teasy 载体(Promega). HCV NS3 真核表达质粒
pcDNA3.1(-)-NS3 由本室构建.
1.2方法  (1)细胞转染及细胞mRNA提取用Lipofectamine
PLUS 转染试剂将 2 µg pcDNA3.1(-)-NS3 及 pcDNA3.1
(-)空载体分别转染 35 mm 平皿 HepG2 细胞，48 h 后
收获细胞. 使用 mRNA 纯化试剂盒，直接提取转染了
重组表达质粒及空载体的 HepG2 细胞 mRNA，经琼脂
糖凝胶电泳及分光光度计进行定性、定量分析.(2) 双
链 cDNA(dscDNA)合成 使用 PCR-Select cDNA Subtraction
Kit，以获得的 mRNA 为模板逆转录合成 cDNA. (3) 消
减杂交文库的建立 采用 PCR-Select cDNA Subtraction
Kit，常规 SSH 方法按说明书进行:转染了重组表达质
粒及空载体的 HepG2 细胞 cDNA 分别标记为 Tester 和
Driver，经 Rsa Ⅰ消化，产生相对较短的平端片段，
纯化酶切产物. 将 Tester 的 cDNA 分为两份，分别连接
试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接头 Adapter 1 和
Adapter 2，然后与过量的 Driver cDNA 进行杂交；合
并两种杂交产物后再与 Driver cDNA 作第 2 次杂交；然
后将杂交产物做选择性 PCR 扩增，使 Tester cDNA 中
特异性表达或高表达的片段得到特异性扩增. (4) 克隆鉴
定分析 扩增产物与 pGEM-Teasy 载体连接，转化
JM109 感受态细菌，在含氨苄青霉素的 LB/X-gal/IPTG
培养板上，37 ℃培养 18 h. 挑取白色菌落，增菌，以
pGEM-Teasy 载体多克隆位点两端 T7/SP6 引物进行菌
落 PCR 扩增，产物经 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴定，证
明含有插入片段(200-1 000 bp)后，测序(上海博亚公
司). 应用生物信息学将测得序列与GenBank数据库进行
同源性分析.

2   结果

2.1 mRNA 的定性、定量分析  使用高质量的 mRNA 是
保证 cDNA 高产量的前提.紫外分光检测显示，转染了
真核表达质粒及空载体的 HepG2 细胞 mRNA 分别为
4.54 µg 和 4.23 µg，Α260/Α280=1.7，10 g/L 琼脂糖

凝胶电泳见 mRNA 为>0.5 kb 清晰慧尾片状条带，证

实 mRNA 质优量足.

2.2 dscDNA 两端连接效率检测  dscDNA 与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有 adaptor l 和 adaptor 2 的两组 dscDNA 分别用不同

的特异性引物(看家基因甘油三磷酸脱氢酶 G3PDH 引

物)进行 28 个循环扩增，产物用 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳

鉴定. 结果显示两组 dscDNA 扩增产物浓度相当，说明

dscDNA 已与接头高效率连接.

2.3 cDNA 消减文库消减效率的鉴定  分别以消减及未

消减PCR产物为模板，用G3PDH引物进行PCR扩增，分

别在 18、23、28、33 次循环结束时从体系中吸取 5 µL 进

行电泳鉴定. 结果显示:与未消减组 PCR 产物相比，消

减组PCR 产物中 G3PDH 基因产物大大减少，说明所构

建的消减文库具有很高的消减效率(图 1).

1-4:未消减组,5-8:消减组，循环次数均分别为 18、23、28、33
图 1  消减效率分析结果.

2.4 差异表达 cDNA 片段的扩增及克隆  杂交产物经两

轮PCR扩增后，凝胶电泳显示部分差异表达的cDNA条

带，这些条带可能代表差异表达的基因片段. 对差异表

达基因片段进行菌落PCR扩增，结果显示为200-1 000 bp

大小不等的插入片段，所获得的70个克隆中有 56个含

有插入片段(图 2).

图 2  部分克隆(C12-23)菌落 PCR 鉴定电泳图.

2.5 cDNA 测序与同源性分析初步结果  对 56 个克隆测

序，与 GenBank 数据库进行初步比较.其中 6 个克隆未检

索到任何对应的相似序列，可能代表了某些新基因.其余

50 个均与已知基因的部分序列高度同源(92-100 %)(表 1).

  M     1       2       3       4       5       6      7      8

500 bp →

  M  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  23

1 000 bp→

250 bp →
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表 1  阳性克隆插入片段与 GenBank 同源序列比较结果

已知的同源序列编码蛋白 相同克隆数 同源性(%)

HCV NS3 编码蛋白 6 100

核糖体蛋白 6 100

线粒体蛋白 2 100

血清白蛋白 1   99

角蛋白 18 1   99

硫氧还蛋白 1   99

亮氨酸富集重复蛋白 1   96

乳酸脱氢酶 A 1 100

磷脂酶 A2 1 100

酪氨酸磷酸酶 2   93

醛酮还原酶 C1 3 100

异柠檬酸脱氢酶 1 1 100

S- 腺苷高半胱氨酸水解酶 1 2   99

RNA 聚合酶 I 1 100

RNA 解旋酶 2 100

T 细胞分化蛋白 2 100

丝裂素诱导蛋白 1   92

单核细胞向巨噬细胞分化相关蛋白 1 100

细胞周期进展蛋白 3 1   98

转录延伸因子 A(SII)/ 转录 1 100

因子样蛋白 MRGX

真核翻译延伸因子 1 100

DEAD/H 盒蛋白多肽 1 1   99

GDA1/CD39 家族 1   99

TAR(HIV)RNA 结合蛋白 1 1   99

肿瘤生长因子 -β 超家族蛋白 2   99

白介素 1 受体 1 100

干扰素相关发生调节因子 1   97

染色体序列 5 100

新基因序列 2

无法分析序列 4

克隆总计              56

3   讨论

HCV 基因组含有单一的开放读码框架，编码 3 010-3 033
个氨基酸残基的多肽前体，两侧是 5’- 非翻译区及
3’- 非翻译区，多肽前体至少被加工为十种结构蛋
白和非结构蛋白. 其中非结构蛋白 NS3 共有 631 个氨基
酸组成，具有丝氨酸蛋白酶、三磷酸核苷酶 (NTPase) 和
解旋酶 (Helicase) 的功能，在 HCV 多聚蛋白的成熟和
病毒复制过程中发挥重要作用[25-28]，同时，NS3 内部
的裂解产物还具有致癌作用，如裂解 c-raf 癌基因产物
N 末端使之激活，启动肿瘤形成[29-40].
       近年的研究发现，NS3 是蛋白激酶Ａ(PKA)和蛋白
激酶Ｃ(PKC)介导的磷酸化作用的有效调节因子，从
而影响环磷酸腺苷(cAMP)及磷脂酰肌醇(PI)等信号转导
通路中蛋白激酶的级联反应，进而调节基因转录、激

活特定基因表达. NS3 调节 PKA 和 PKC 磷酸化作用活性，

是通过作为底物调节因子这种类似于分子伴侣的作用方

式进行的[1]. 另据报道，Kato et al [2]通过对多种信号转导

通路中共同出现的可诱导的增强子进行检测发现，NS3

可激活血清应答元件(SRE) 、激活蛋白 1 (AP-1) 、血清

应答因子(SRF)等增强子相关信号转导途径，其中，

S R E 、A P - 1 可调节、增强细胞的增生. 由此可见，

HCV非结构蛋白 NS3的反式激活功能在HCV致病中发

挥了重要作用，那么，细胞内 NS3 的表达，究竟影响、

激活了哪些特定基因的表达？这些表达产物对细胞的

损害、增生分化的作用如何？

       基于上述研究目的，我们采用抑制性消减杂交方

法，克隆 HCV NS3 基因转染细胞反式激活差异表达的

基因，构建其 cDNA 消减文库，为今后进一步分析、

研究病毒蛋白的致病机制奠定基础.SSH 是近年发展起

来的一项基因克隆技术，可以对两份 mRNA 样品进行

比较，并获得只存在于其中一份样品而不存在于另一

份样品的基因克隆，通过 SSH 构建的 cDNA 消减文库

具有以下三个优点: (1)高度特异性，经过两轮消减杂

交和两步抑制性 PCR，极大提高了文库的特异性. (2)

高敏感性，SSH 技术使高、低丰度特异表达的基因均

得到有效地分离扩增. (3)高效率，在一次 SSH 反应中

可以同时分离几十甚至成百个差异表达的基因[41-52].

        我们应用 SSH 方法成功地构建了 HCV NS3 反式激

活的相关基因差异表达的 cDNA 消减文库，并进行测

序分析，结果主要包括 2 种类型，第一种是已知基因

的序列，与 GenBank 中数据高度同源，其中包括一

些已知的看家基因序列和一些与细胞生长调节密切相

关的基因序列，如转录延伸因子 A(SII)/ 转录因子样蛋

白 MRGX、真核翻译延伸因子、核糖体蛋白基因等，

与细胞的转录、翻译功能密切相关；HCV NS3 编码

蛋白基因，与转染的 NS3 基因的表达有关;酪氨酸磷酸

酶基因，与肝脏发育、肝细胞再生、癌变有关[53-63] ; 肿

瘤生长因子 -β 超家族蛋白、T 细胞分化蛋白基因与 T

细胞免疫应答相关[28-30]. 第二种是未知序列，共获得 6

个差异表达的未知序列，可能代表了某些新基因，进

一步的分析和功能鉴定正在进行中.

       在实验中，克隆到了一些理论上似乎没有差异表达

的基因，这可能与SSH技术本身的一些特点有关. 实验

过程较为复杂，步骤较多，因此筛选到一部分看家基

因也是正常现象. 另一方面由于实验中各个步骤操作效

率及 mRNA 丰度大小的差异，部分 NS3 的反式激活基

因也可能被漏掉，并不能保证实验能够得到所有的反

式激活靶基因. 本实验只是对反式激活的靶基因进行初

步筛选分析，是否是真正的 NS3 反式激活靶基因，尚

需进一步的研究加以证实.但是由于不以研究对象的已知

基因序列为前提，为反式激活靶基因的研究提供了全新

的探索方向，不失为目前重要的研究技术和策略[64-69].
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Abstract
AIM:To explore the anti-tumor effect of monoclonal antibody
3A5 coupled with Chinese medicine compound Andi injection in
targeted treatment of hepatocellular carcinoma(HCC).

METHODS:Monoclonal antibody 3A5 was used to prepare
conjugates with Andi powder. The immunoreactivity of the
conjugates on human HCC BEL-7402 cell was detected by
ELISA.The targeted therapeutic effects of 12, 24 and 50 mg/kg
conjugates were observed in mice/nude mice transplantation
tumor models. The positive control group was treated with 5-FU.

RESULTS:The detection of clone production indicated that
3A5-Andi has more cytotoxicity than Andi, and their IC50

were 2.8mg/L and 5.1mg/L respectively (P <0.01). The survival
rates of 24 mg/kg and 50 mg/kg of 3A5-Andi ip on mice
transplantation ascites H22 HCC were 133% and 167 %
respectively (P <0.05), but those of 12 mg/kg and 24 mg/kg of
Andi only were 112 % and 138 % respectively (P <0.05).
The inhibitory rates of 24mg/kg of 3A5-Andi and 12 mg/kg
of Andi iv on nude mice transplantated human HCC BEL-7 402
cell tumor were 63.5 % and 52.5 % respectively (P >0.05).
The inhibitory rates of 24mg/kg 3A5-Andi and 12mg/kg Andi
pt on human HCC BEL-7402 cell were 75.4 % and 61.0 %

respectively (P >0.05).

CONCLUSION:3A5-Andi conjugates have a tumor targeted
therapeutic effect. This effect is stronger than that of Andi
only on nude mice transplanted human HCC BEL-7402, and
the administration of pt is better than that of iv.

Liang J,Sun JY,Xie YH,Li Y,Yan L,Wang SW.Effect of monoclonal antibody
3A5 coupled with Chinese medicine compound Andi in targeted treatment of
hepatocellular carcinoma.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(4):404-407

摘要
目的:探讨单克隆抗体 3A5- 复方中药安迪粉针剂偶联物

(3A5-Andi)的肝癌导向治疗作用.

方法:用单克隆抗体 3A5 与安迪粉针剂(Andi) 制备偶联物，

ELISA 检测 3A5-Andi 偶联物保持对人肝癌 BEL-7 402 细胞

的免疫反应性；采用小鼠/裸鼠移植性肿瘤模型，5-FU为阳

性对照组，观察 12、24 和 50 mg/kg 的导向治疗作用.

结果:克隆生成法显示，3A5-Andi 具有比 Andi 更强的细胞

毒性，二者的 IC50 分别为 2.8 mg/L 和 5.1 mg/L(P  < 0.01).

24 mg/kg 和 50 mg/kg 3A5-Andi ip 对小鼠移植性腹水型

H22肝癌的生命延长率(LPR)分别为133 %和167 %(P  < 0.05);

而 12 mg/kg 和 24 mg/kg Andi 的 LPR 分别为 112 % 和 138 %

(P  < 0.05). 24 mg/kg 3A5-Andi和12 mg/kg Andi iv对裸鼠

移植性人肝癌BEL-7402细胞瘤的瘤重抑制率分别为63.5 %

和52.2 %(P ＞0.05). 24 mg/kg 3A5-Andi和12 mg/kg Andi

pt 对 BEL-7402 人肝癌的抑制率分别为 75.4 % 和 61.0 %

(P ＞ 0.05).

结论:3A5-Andi 偶联物具有一定的肿瘤导向治疗作用；

3A5-Andi 与 Andi 比较，3A5-Andi 对裸鼠移植人肝癌

BEL-7 402 具有较强的治疗作用；pt 方式 3A5-Andi 比 iv

疗效更好.

梁军,孙纪元,谢艳华,栗燕,闫露,王四旺. 单克隆抗体3A5-复方中药安迪偶联

物的肝癌导向治疗. 世界华人消化杂志  2003;11(4):404-407
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0   引言

我们以往的研究已经证实复方中药安迪粉针剂(Andi)具
有明显抗肿瘤活性，而毒副作用较低. 目前，随着单
克隆抗体产品，如 Herceptin、Rituxan 及 Panorex 等在
美国及欧洲的批准上市，使得以单抗为载体的抗肿瘤
导向药物研究再度引起人们的关注.肝癌在我国常见. 所
以，我们采用抗人肝癌大鼠型单克隆抗体 3A5 与 Andi



制成偶联物，并就偶联物的肿瘤导向治疗作用进行了
实验研究.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌 BEL-7 402 细胞，由本校病理学教研
室惠赠，引株采用含 100 ml/L 小牛血清 -RPMI1 640 培
养液，于 50 mL/L CO2，37 ℃，100 % 湿度的 HEL-LAB
型 CO2 培养箱(美国生产)内培养，每周传代 2 次；Balb/c
(nu/nu)裸鼠，♀；昆明小鼠，雌雄兼用；6-7 wk，
18.5-20.6 g；动物购自第四军医大学实验动物中心；
抗肝癌大鼠单克隆抗体3A5为IgG型单抗，与人肝癌细
胞 BEL-7402 呈强阳性反应.Andi 为本校药物研究所生产
(蟾酥和人参组成)，按文献[1]方法制备. 批号:20000318.碳
二亚胺(EDC)、N- 羟基琥珀酰亚胺均购自 Sigma 公司.
1.2方法  单克隆抗体3A5的制备与纯化按文献[J Immumol
Methods 1984;71:9]提供的方法进行，取杂交瘤腹水用
MARK 3-Sepharose 4B 亲和层析柱纯化，依次用 PBS，
PBS+2.5 mol/L NaCl 和 0.1 mol/L 甘氨酸 - 盐酸缓冲液洗
脱，将第 2 蛋白峰用 0.3 mol/L Tris-HCl(pH 8.0)缓冲液
中和后，再用 PBS 透析、浓缩备用.单抗 3A5 与 Andi 偶
联物的制备按文献[Methods Enzymol 1983;93:168]活泼酯
法制备，滴定透析外液，测定其中 Andi 量，推算偶
联物中Andi的含量并计算单抗与药物的浓度比. 免疫反
应性检测采用ELISA法测定3A5对人肝癌BEL-7402细
胞的免疫反应性[ Methods Enzymol 1983;92:168]. 采用克
隆生成测定法观察 3A5-Andi 对 BEL-7402 细胞杀伤作
用，取对数生长的肿瘤细胞接种于 96 孔培养板中，每
孔 50 个细胞，培养 24 h. 加入待测样品，每一药物浓
度设 4 个平行孔，各药物均用无血清 RPMI1640 培养液
稀释，对照组(CN)只加无血清 RPMI 1 640 培养液，每
孔加液 50 µL.药物与细胞接触 24 h，吸去培养液，用
无血清 RPMI 1 640 培养液洗 2 次，然后加入含血清的
RPMI 1 640 新鲜培养液，继续培养. 接种 7 d 后在倒
置显微镜下数细胞集落数(细胞数超过 30 个以上)，以
CN 组细胞集落数为 100 %，求得药物不同浓度下的集
落生成率.对小鼠 H22 腹水型肝癌的影响实验：18-22 g
昆明小鼠腹腔接种 H22 细胞 6 × 109/ L.次日 ip 12，24，
50 mg/kg 3A5-Andi 和 6，12，24 mg/kg Andi，1 次 /d，
共 18 次； CN 组 ip NS.记录动物存活时间，按公式
(t1/t2-1)× 100 % 计算生命延长率[increase life span ILS； t1

治疗组动物生存时间，t2  CN组动物生存时间];实验过程
中每 5 d 测量动物体质量 1 次. 对人肝癌裸鼠移植瘤的
影响：将直径 2 mm 的 BEL-7 402 人肝癌瘤块接种于
balb/c (nu/nu)裸鼠右腋皮下. 于接种后 3 d iv 和瘤体周
围注射(pt) 3A5-Andi 和 Andi，3A5-Andi 的剂量为 24 mg/kg，
Andi 的剂量为 12 mg/kg，2d / 次，共 6 次. CN 组动物
iv 和 pt 生理盐水(NS). 各组动物均为 8 只. 治疗期间每
5 d 测量肿瘤长径 a (cm)以及与其相垂直的短径 b (cm) 1
次并按下式计算瘤质量:m (瘤)/g=(a×b2)×0.5. 于30 d后

处死动物，剥离瘤块称质量，并计算抑瘤率.
         统计学处理  采用多样本秩和检验方法(Kruskal-Wallis
法)检验 ILS；单因素方差分析法检验瘤质量差异.

2   结果

纯化 3A5 抗体对 BEL-7 402 细胞呈强阳性反应. 经测定
偶联物中的 3A5 与 Andi 浓度比约为 1∶68. 将 3A5 单
抗与 3A5-Andi 分别以 PBS 倍比稀释成一系列浓度，用
ELISA 法测定他们对靶细胞 BEL-7 402 的反应性. 结果
表明偶联物中 3A5 反应性未见明显改变(图 1)

图 1  3A5-Andi 及 3A5 单抗对人肝癌 BEL-7 402 细胞的免疫反应性.

2.1 对人肝癌细胞的杀伤作用  克隆形成测定结果，药
物与细胞作用24 h，3A5-Andi和Andi对人肝癌BEL-7 402
细胞的半数抑制浓度(IC50)分别为 2.8 mg/L 和 5.1 mg/L.
3A5-Andi 对靶细胞的杀伤力强于 Andi (图 2).

图 2  3A5-Andi 和 Andi 对人肝癌 BEL-7 402 细胞的抑制作用.

2.2 对腹水型 H22 肝癌荷瘤小鼠的影响  3A5-Andi 对腹
水型H22肝癌荷瘤小鼠的治疗作用明显强于Andi组(P＜0.01).
50 mg/kg 3A5-Andi 组观察 60 d 尚存活 3 只动物，解
剖发现腹腔内无腹水和肿瘤(表 1).
2.3 对裸鼠人肝癌移植性肿瘤的影响  3A5-Andi对移植
人肝癌 BEL-7 402 肿瘤的生长，在接种后 15 d 内不明
显，15 d后CN组肿瘤生长速度明显加快， 而3A5-Andi
和 Andi 治疗组则显著抑制，其抑制程度 3A5-Andi 强
于 Andi 组，且随时间延长而抑制作用更趋显著. 12 mg/kg
Andi iv 组抑瘤率为 52.2 %；24 mg/kg 3A5-Andi iv 组
肿瘤抑制率为 63.5 %，但二者比较无显著性差异 (P  >0.05，
表 2) ; pt 给药方式， 二者的抑瘤率分别为 61.0 % 和 75.4 %
(P  >0.05).
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表 1  Andi 及 3A5-Andi 对腹水型 H22 肝癌荷瘤小鼠的 LPR (n =20)

分组   给药量 /mg/kg t (中位生存)/d LPR/%      存活动物数 60 d

CN       10(H2O)        13.5

Andi       24        32.1b   138 2

Andi       12         28.6b   112 1

Andi         6         25.5b     89 0

3A5-Andi    50         36.1b   167 3

3A5-Andi    24         31.5b   133 2

3A5-Andi    12         29.0b   115 1

bP <0.01 vs  CN.

表2  Andi及3A5-Andi对裸鼠移植人肝癌BEL-7 402的治疗作用(n =8)

分组     剂量 /mg/kg      给药途径  m(裸鼠)/g*               m(瘤)/g      抑瘤率/%

CN 10 pt 4.01 ± 1.06 1.95 ± 1.21

Andi 12 pt 5.63 ± 1.38 0.76 ± 0.49b 61.0

3A5-Andi 24 pt 6.11 ± 1.40 0.48 ± 0.22b 75.4

CN 10 iv 3.88 ± 0.97 1.86 ± 0.92

Andi 12 iv 5.57 ± 1.24 0.89 ± 0.52d 52.2

3A5-Andi 24 iv 5.35 ± 1.26 0.67 ± 0.25d 63.5

* 为实验末与实验前裸鼠的体质量差值.

bP <0.01 vs  CN(pt) ; dP <0.05 vs CN(iv).

3   讨论

近年来，对中草药抗肝癌的作用和机制进行了广泛研
究[2 － 13]. Andi 抑制癌细胞生长的途径是多方面的. 梁军
et al [1]的研究表明，Andi 对 HL － 60 细胞具有显著的
诱导分化作用.在孙纪元 et al [14]的研究中，已发现 Andi
具有促进 60Co- 射线照后小鼠骨髓造血干细胞(CFU-S)
向粒 - 单核系祖细胞(CFU-GM)分化的作用，并使白细
胞升高. 单抗和单抗导向药物经区域性给药后(包括动脉
灌注、腔内给药、瘤内或瘤旁给药)，由于其具有大分
子的药代动力学性质，使得偶联物在肿瘤部位滞留时
间延长，局部浓度高，且减少了非肿瘤组织对导向药
物的摄取，从而具有独特的应用价值，在临床应用中
已取得一定的治疗效果，成为导向治疗中值得重视的
方法[15-31]. 安迪粉针剂与抗肝癌大鼠单抗 3A5 偶联对肿
瘤的治疗作用还未见报道.
      我们将安迪粉针剂与抗肝癌大鼠单抗 3A5 偶联，
观察其经静脉给药和肿瘤局部给药对肿瘤的治疗作用.
结果表明，3A5-Andi 保持 3A5 单抗对 BEL-7402 细胞
的免疫反应性，与 3A5 单抗相比活性相当. 克隆生成法
测定结果，3A5-Andi 保持了 Andi 的细胞毒活性. 对小
鼠腹水型 H22 肝癌的治疗结果表明：3A5-Andi 比 Andi
具有较强的治疗作用，其中 ip 50 mg/kg 3A5-Andi 观
察 60 d 时尚存活 3 只动物，经解剖发现腹腔内无腹水
及肿瘤. 对裸鼠人肝癌BEL-7 402细胞移植瘤的治疗结
果表明，3A5-Andi 抑瘤作用强于 Andi；pt 的治疗效果

优于 iv 方式.
         总之，实验结果提示: (1)3A5-Andi 偶联物具有一
定的肿瘤导向治疗作用. (2)3A5-Andi 与 Andi 比较，3A5-
Andi 对裸鼠移植人肝癌 BEL-7 402 具有较强的治疗作
用；(3)pt 方式 3A5-Andi 比 iv 疗效更好.
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Abstract
AIM:To estimate the growth inhibition of hepatocellular
carcinoma(HCC) cells in vitro and in vivo by human dendritic
cells (DCs).

METHODS:High purity DCs were obtained from cultured
plastic-adherent monocytes isolated from healthy human
peripheral blood with GM-CSF and IL-4. The levels of IL-12
and TNF were analyzed in liquids of cultured medium by
ELISA and MTT reduction assay respectively. Fas-L expression on
DC was also detected by flow cytometry. Growth inhibition
test of DC against HCC cell lines was also performed. Transplanted
human HCC on nude mouse was treated with DCs.

RESULTS:Inhibitory effects on the growth of human HCC
lines and other cancer cells were observed by DCs in vitro.
DCs prevented the HCC xenograft from growth on nude
mouse with a prophylaxis rate of 97 %.

CONCLUSION:DCs not only inhibit the growth of human
HCC in vitro but also prevent the growth of HC xenograft on
nude mouse in vivo.

Guo JW,Qin LW,Cai MY,Lu TD. Inhibition of dendritic cells against hepato-
cellular carcinoma in vitro and in vivo. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;
11(4):408-410

摘要
目的:研究树突状细胞对肝癌等肿瘤细胞的直接作用.

方法:用rhGM-CSF和rhIL-4从健康人外周血诱导树突状细

胞，用ELISA和MTT法分别检测DC培养上清液中IL-12和

TNF 水平，用 MTT 法检测 DC 对肝癌细胞 SMMC-7 721、

QGY-7 703、 HEPG-2 、Alexander ， 胃癌细胞 SGC-7 901，

慢性髓原性白血病细胞 K562、Burkitt’s 淋巴瘤细胞 Raji

和正常人二倍体细胞的抑制作用，同时用流式细胞术检测

DC 表面 FasL 的表达，最后用 DC 进行人肝癌裸鼠皮下抑

制瘤的抑制试验.

结果:诱导 7 d 的 DC 对 4 种肝癌细胞和胃癌细胞均有不同

程度抑制作用，随着效靶比的增加，DC 对肝癌细胞和胃

癌细胞的抑制作用逐渐增加；DC 预防人肝癌裸鼠皮下移

植瘤，其抑制率为 97 %.

结论:DC进入机体后也可以非特异性抑制方式发挥抑癌作

用，本研究丰富和拓展了肝癌 DC 疫苗的内容，为今后肝

癌 DC 疫苗的研究奠定了基础.

郭建巍,秦力维,蔡美英,吕同德. 树突状细胞体内外对肝癌细胞的抑制作用. 世
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0   引言

树突状细胞( D C ) 是体内功能最强的抗原提呈细胞
(APC)，也是天然免疫和获得性免疫的重要调节剂[1,2].
表面具有高密度的抗原呈递分子(MHC- Ⅰ和 MHC- Ⅱ)
和共刺激分子(CD40， ICAM-1/CD54 ，ICAM-3/C.
D50，IFA-3/CD58 ，B7-1/CD80， B7-2/CD86 )等，因
而成为功能强大的 APC. DC 激活的 T 细胞免疫在抗肿
瘤过程中起着主导作用[3-8]. 我们研究体外培养的DC对
人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接预防作用如下.

1   材料和方法

1.1 材料  重组人粒细胞 - 巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-
CSF PEPRO TECH );重组人白介素 -4(rhIL-4  PEPRO
TECH);鼠抗人DC单克隆抗体[9] (镇江医学院许化溪教授
馈赠); 兔抗鼠FITC标记二抗(华美生物工程公司);RPMI1
640 (Gibco公司);淋巴细胞分离液(上海试剂二厂); 生物素化
羊抗鼠 IgG， HRP 标记链亲和素(streptoavidin)，北京中山
生物技术有限公司；内源性生物素封闭试剂(avidin biotin
blocking system，武汉博士德生物有限公司);鼠抗人肝
癌单克隆抗体mcAb18(由本研究室刘小波博士馈赠) ; 新

生小牛血清(杭州四季青生物工程材料研究所);BCG HSP



70 和肝癌细胞可溶性抗原(本实验室自己制备); 4 周龄

Balb/c 裸鼠，雌雄各半(由华西医科大学实验动物中心

提供);正常人外周血源于18-25岁健康志愿者. SPF级动

物实验室(华西医科大学实验动物中心提供);  SPSS10.0  for

Windows 统计软件.
1.2 方法  收集 6-9 d DC[10]培养上清，-20 ℃冻存备用.
待样品收集齐后，统一进行检测. 在酶标板孔中分别加
入样品或不同浓度的 IL-12 标准品(500 -15.625 ng/L)
100 µL，室温(20-25 ℃)反应 120 min，PBS 洗板 4 次
后分别加入检测剂工作液，每孔 100 µL， 室温孵育
60 min，PBS 洗板 4 次，加入底物，室温避光显色
10-30 min，2 mol/L H2SO4 终止后 450 nm 测光密度值
(Α 值)，结果用 3 孔均值表示. 调整对数生长期 L929 细
胞浓度为 2 × 108 个 /L，加入 96 孔细胞培养板，每孔
100 µL，37 ℃培养 24 h 后弃上清，分别加入待测标
本及 TNF 标准品(250 KU/L 、125 KU/L 、 62.5 KU/L 、
31.25 KU/L 、15.6 KU/L 、7.8 KU/L 、 0 KU/L)，每
份标本 3 复孔. 最后加入放线菌素 D(100 mg/L)10 µL，
同时设细胞对照和空白对照. 37 ℃含 50 mL/L CO2 的培养
箱中培养 24 h，离心，弃上清，每孔加入 MTT(5 g/L)
10 uL，继续孵育 4 h. 离心，弃上清，加入 DMSO 100 µL，
振荡后 570 nm 比色测 Α 值. 按下式计算各孔细胞死亡
百分率，间接反映 TNF 生物学活性. 并绘制 TNF 标准
曲线. 细胞死亡率 %=[1 －(实验组 Α 值－空白组 Α 值)/
(对照组 Α 值－空白组 Α 值)]× 100 % . 常规法诱导 DC，
分为 2 组，一组于诱导 7 d 加入 LPS 10 mg/L，一组
不加，37 ℃含 50 mL/L CO2 的培养箱中培养 24 h，
PBS 洗涤 2 次，用 40 g/L 多聚甲醛 4 ℃ 固定 30 min，
PBS 洗涤 2 次，加入兔抗人 Fas-L 多克隆抗体 100 µL，
4 ℃ 120 min，PBS 洗涤 2 次，加入羊抗兔 -FITC 二抗
100 µL，以正常人淋巴细胞作阴性对照，4 ℃ 120 min，
PBS 洗涤 2 次，流式细胞术检测细胞表面 Fas-L 表
达.
1.2.1 DC 对肝癌细胞的生长抑制试验[11]   收集诱导 7 d
的DC， 分为2组，一组直接加入96孔细胞培养板中，另
一组加 LPS 10 g/L 后再加入 96 孔细胞培养板，每一组 DC
细胞浓度分别为 2 × 105/ 孔和 1 × 105/ 孔(效靶比分别为
2/1 ，1/1)，靶细胞分别为肝癌细胞 SMMC-7 721，QGY-
7 703，HEPG-2 ，Alexander ， 胃癌细胞SGC-7 901，慢性
髓原性白血病细胞K562，Burkitt’s 淋巴瘤细胞Raji 和
正常人二倍体细胞，靶细胞浓度为 1 × 105/ 孔，同时
做每种靶细胞和效应细胞对照各3复孔. 效应细胞与靶
细胞混合培养 16 h，加入 5 g/L MTT 10 µL 继续培养 8 h.
离心培养板(2 000 r/min，10 min)，弃去上清，每孔加
DMSO 100 µL，于 570 nm 处测定 Α 值.按抑制率 =[1 －
(实验孔Α值－效应细胞对照孔Α均值)／靶细胞对照孔
Α 均值]×100 % 计算实验结果；用肝癌细胞 Alexander
和胃癌细胞 SGC-7 901 分别作靶细胞，以效靶比 10/1，
5/1，2.5/1 重复以上实验，并计算抑制率.

1.2.2 DC 预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤  收集诱导 7 d 的
DC ，PBS 洗 3 次后，调整细胞浓度为 1 × 109 / L，
于裸鼠左侧背部皮下注射，每只 1 mL，共 6 只；另
取 6 只裸鼠，每只背部皮下注射 1 mL 生理盐水作阴性
对照.同时于裸鼠右侧腋窝皮下接种人肝癌 SMMC-7
721 细胞 5 × 106/ 只，每只液体总量为 0.2 mL，每 3
d 观察移植肿瘤生长情况，共观察 30 d. 在无菌条件下
取裸鼠移植瘤称重，按公式：抑制率 =[(对照组平均
瘤质量-实验组平均质量)/对照组平均瘤质量]×100 %
计算肿瘤抑制率.

2   结果

DC 培养 7d 上清中 IL-12 水平为最高(图 1). 正常人 DC
培养液中基本上无 TNF 表达.效靶比为 1∶1 时，诱导
7 d 的 DC 对 4 种肝癌细胞和胃癌细胞均有不同程度抑
制作用(抑制率 22.8-49.2 %)，但不抑制正常人二倍体
细胞生长. 加入 LPS 后，DC 对 4 种肝癌细胞和胃癌细
胞的抑制减弱(图 2). 随着效靶比增加为 2.5∶1、 5∶1 和
10∶1 时，诱导 7 d 的 DC 对肝癌细胞和胃癌细胞的
抑制作用逐渐增加(图 3).

图 1  不同培养时间 DC 分泌 IL-12 的水平.

        经 LPS 作用后，DC 表面 Fas-L 的表达略低于诱导
7 d 未处理 DC，平均荧光强度分别为 3.29 和 6.04(P <0.05).
DC 预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，对肝癌细胞的抑制
率为 97 %，而 IL-2 条件下培养的淋巴细胞(即 LAK 细
胞)对肝癌细胞的抑制率仅为 70 %，说明 DC 预防人肝
癌裸鼠皮下移植瘤有效(P <0.05).

图 2  DC 对肝癌细胞的抑制作用.
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图 3  DC 对肿瘤细胞的抑制作用.

3   讨论

DC 最初以其独特的形态而得名. 正常情况下，体内绝
大多数 DC 处于非成熟(immature)状态，主要位于肠黏
膜等易于外来抗原接触的部位，仅表达低水平的共刺
激分子和黏附分子，不能激活 T 细胞. 能有效捕捉抗
原，具极强的抗原加工和处理能力.成熟DC则主要迁移
(migration)至外周淋巴器官，其捕获抗原的能力下降，
但可激发有抗原受体的T细胞[12,13]. DC的两大功能在时
相上分开，这恰与其生物学功能相适应.在 T 细胞分化
过程中可溶性CK的作用已得到确认，研究最彻底的CK
为 IL-12，他是 DC 的关键性产物. 无论是从 IL-12 产
生能力，还是 IL-12 产生水平上，DC 对 Th0 来说是
Th1 和 Th2 型细胞因子的良好诱生剂. IL-12 作用于 Th0
使之分化为 Th1，这在 IL-12 或 STAT4 缺陷动物和缺
乏 IL-12 受体的人身上已被证明[14,15]. IL-12 主要通过 IL-2
协同诱导 CTL 的分化；刺激活化 CD3+T 细胞(包括 CD4+

和 CD8+) 增生；协同 IL-2 诱导 CD56+NK 细胞及 LAK
细胞增生而发挥作用[16-18].
       在以往的研究中，都比较重视 DC 对淋巴细胞的活
化，以诱导抗原特异性 CTL，这也是 DC 最重要的功能
之一. 既然非成熟 DC 能有效捕捉抗原，具极强的抗原
加工和处理能力，而成熟与非成熟之间的界限又不是
非常明显，那么，外周血单核细胞经细胞因子诱导后
分化的DC是否仍保留有这样的功能呢？带着这一有兴
趣的问题我们用DC对一系列肿瘤细胞进行了抑制性实
验，结果表明:
         DC对四种肝癌细胞及其他肿瘤细胞均有不同程度
的抑制作用，而经 LPS 处理后的 DC 对四种肝癌细胞及
其他肿瘤细胞的抑制作用明显减弱，说明 DC 经 LPS 诱
导使其成熟后其对肿瘤细胞的抑制作用明显减弱. 因为
非成熟DC主要通过巨胞饮、受体介导的内吞及吞噬三
种方式摄取抗原，而成熟 DC 捕捉抗原能力下降，因此
推测DC对四种肝癌细胞及其他肿瘤细胞的抑制作用可
能是通过吞噬途径实现的. 肝癌组织中 Fas 抗原检出率
分别为 31.7 % [19]和 52.8 % [20]. 我们的研究中，LPS 作
用前后 DC 细胞表面 FAS-L 的表达分别为：6.04 % 和
3.29 %. 因此，在 DC 对肝癌细胞的作用中，Fas 和 Fas

配体途径发挥了一定的作用.至于 DC 抑制肿瘤细胞的
其他因素还有待于以后更深入的研究. 本研究中，DC
对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接抑制率为 97 %，表明
DC疫苗进入机体后可以非特异性抑制和特异性免疫应
答两种方式发挥作用 ，丰富了和扩展了肝癌 DC 疫苗
的内容，为今后肝癌DC疫苗的临床研究及应用奠定了
重要基础.
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Abstract
AIM:To investigate the expression of survivin protein in
human hepatocellular carcinoma (HCC) and its relationship
with clinical features and prognosis of patients with HCC.

METHODS:The expression of survivin protein and the prolif-
eration of tumor cells marked by PCNA in 48 cases of HCC
were assessed by immunohistochemical method. TUNEL
method was used to detect apoptosis.

RESULTS:The survivin protein was expressed in 31 of 48
cases of HCC (64.6 %). Expression of survivin protein was
significantly higher in those of Edmondson grade Ⅲ-Ⅳ than
in those of grade Ⅰ-Ⅱ (88.0 % vs 39.1 %, P =0.013). The
ratio of proliferative index to apoptotic index was significantly
higher in HCC with positive survivin expression than that
with negative survivin expression (1.8 vs 1.1, P =0.045).
The survival rate of three years of patients with positive
survivin expression was significantly lower than that of patients
with negative survivin expression (70.6 % vs 35.5 %, P =0.011).

CONCLUSION:The expression of survivin may play an important
role in breaking the balance of proliferation and apoptosis
of HCC cells and is closely associated with prognosis of patients
with HCC.

Chen T,Jia YR,Tian FZ,Cai ZH,Li GK. Expression of survivin protein in
hepatocellular carcinoma tissues and its relationship with clinical patho-
logical features and prognosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):
411-414

摘要
目的:研究survivin蛋白在人肝癌组织中的表达与临床病理

特征及预后的关系.

方法:应用免疫组织化学染色对 48 例肝癌中 survivin 蛋白

与增生细胞核抗原(PCNA)的表达情况进行检测，采用

TUNEL 方法检测细胞凋亡，结合临床病理特征及预后进

行分析.

结果:48 例肝癌中 survivin 蛋白表达阳性率为 64.6 %.

Edmondson 分级Ⅰ - Ⅱ级患者 survivin 蛋白表达明显低于

Ⅲ -Ⅳ级患者(39.1 % vs  88.0 %， P =0.013). survivin 蛋白

表达阳性者肝癌细胞增生凋亡比显著高于表达阴性者(1.8

vs  1.1， P =0.045). survivin 蛋白表达阴性患者与表达阳

性患者比较，1 a 生存率差异无显著意义，但 3 a 生存率

前者显著高于后者(70.6 % vs  35.5 %， P =0.011).

结论:survivin 蛋白对破坏肝癌细胞增生凋亡平衡、促进

肝癌细胞快速增生具有重要作用，survivin 蛋白的表达可

以作为预后不良的重要指标.

陈涛,贾玉容,田伏洲,蔡忠红,李广阔. 肝癌组织中survivin蛋白表达的意义. 世

界华人消化杂志  2003;11(4):411-414

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/411.htm

0   引言

细胞增生与凋亡的异常与肿瘤的发生发展密切相关[1-5].
survivin 是新近发现的一种 IAP 家族成员，特异性地表
达于胚胎发育组织以及多数人类肿瘤细胞[6-9]，通过特
异性地抑制凋亡信号转导过程中最下游的效应分子
caspase-3 的活性而阻断凋亡的发生过程，在促进肿
瘤的发生发展过程中具有重要的作用[10-13]. 我们采用原
位末端标记法(TdT-mediated dUTP-biotine nickend
labeling ，TUNEL)、免疫组织化学染色技术检测肝
癌组织中细胞增生与凋亡及 survivin 表达，并结合临床
病理特征进行分析，以探讨survivin在肝癌组织中的表达
与肝癌细胞增生与凋亡异常的关系及其临床病理学意义.

1   材料和方法

1.1 材料  1994/1996年手术切除肝癌标本48例，男39例，
女 9 例；年龄 16-81(平均 48.7)岁；肿瘤直径 2.6-21(平
均 8.9) cm，其中≥ 5 cm 34 例(70.8 %)，＜ 5 cm 14
例(29.2%) ;合并门静脉癌栓或肝内转移者 22 例(45.8 %);
Edmondson Ⅰ级 5 例(10.4 %)，Ⅱ级 14 例(29.2 %)，Ⅲ
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级 19 例(39.6 %)，Ⅳ级 10 例(20.8 %);临床病理Ⅰ期 6
例(12.5 %)，Ⅱ期 14 例(29.2 %)，Ⅲ期 28 例(58.3 %).
标本均经 40 g/L 甲醛固定，石蜡包埋，5 µm 连续切
片. 羊抗人 survivin 多克隆抗体(Santa Cruz，USA) ;鼠抗
人增生细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen，
PCNA)单克隆抗体(武汉博士德); SP 试剂盒、DAB 试剂
盒(北京中山)；细胞凋亡原位检测试剂盒(in situ cell
death detection kit，AP，roche，USA)
1.2 方法  肝癌组织细胞凋亡的原位检测— TUNEL 染色
按照 TUNEL 试剂盒说明进行，以不含末端脱氧核苷酸
转移酶的标记液(Bottle 2:Label solution)代替 TUNEL 反
应液作阴性对照；以 DNase Ⅰ预处理 10 min 再接
TUNEL 染色步骤作阳性对照. 光镜下观察 TUNEL 染色
切片的显色反应，结合形态学改变确定凋亡细胞. 随机
选择 5 个肿瘤区内 200 倍(20 × 10倍)视野，计数癌细胞
数及凋亡细胞数，计算凋亡指数(AI)=(凋亡细胞数 / 癌
细胞数)× 100 %. 肝癌组织 PCNA 蛋白表达的免疫组织
化学染色按照 SP 法常规操作进行，以 PBS 代替一抗作
阴性对照，正常兔血清代替一抗作替代对照. 光镜下观
察免疫组化染色切片的显色反应，随机选择5个肿瘤区
内 200 倍(20 × 10 倍)视野，计数癌细胞数及染色阳性
细胞数，计算增生指数(PI)=(PCNA 染色阳性细胞数 /
癌细胞数)× 100 %. 计算细胞增生凋亡比 =PI/AI. 肝癌
组织 survivin 蛋白表达的免疫组织化学染色按照 SP 法
常规操作进行，阳性对照参照 Santa Cruz 公司提供的
阳性对照片. 光镜下观察免疫组化染色切片的显色反
应，随机选择 5 个肿瘤区内 200 倍(20 × 10 倍)视野，计
数癌细胞数及染色阳性细胞数，以百分率表示，阳性
细胞数≥ 10 % 判为阳性，阳性细胞数＜ 10 % 判为阴性.
       统计学处理  结果以均数±标准差( sx ± )表示，采
用 SPSS10.0 软件进行 χ2 检验和 t 检验分析.

2   结果

2.1 肝癌组织自发性细胞凋亡与增生  肝癌组织中PCNA
阳性产物呈棕黄色颗粒状，定位于肝癌细胞核，细胞
质未见着色. PCNA 阳性细胞在肝癌组织内呈散在分布
(图 1). 凋亡细胞胞质浓缩，细胞体积较小，核呈红色
或粉红色着染，呈碎点状，结构消失，形态不规则，大
小不一致(图2). 肝癌组织中细胞增生凋亡比与肿瘤分化
程度有关，而与其他临床病理特征如患者性别、年龄、
肿瘤直径、临床分期及门静脉癌栓或肝内转移均无关.
肿瘤分化较好者，肝癌细胞增生凋亡比明显低于分化
较差者，在 Edmondson 分级Ⅰ - Ⅱ级和Ⅲ - Ⅳ级患者
肝癌细胞增生凋亡比分别为 0.8 ± 0.4 和 2.3 ± 1.4，二
者差异极显著(P <0.001).
2.2肝癌组织survivin蛋白表达情况  survivin蛋白主要表
达于肝癌细胞质，SP 染色可见胞质内棕黄色颗粒，阳
性细胞在肝癌组织内呈散在分布(图3).48例肝细胞癌中
31 例 survivin 蛋白表达阳性，阳性表达率为 64.6 %.

survivin蛋白表达及细胞增生凋亡比与肿瘤分化程度有
关，而与其他临床病理特征如患者性别、年龄、肿
瘤直径、临床分期及门静脉癌栓或肝内转移均无关.
肿瘤分化较差者，survivin 蛋白表达率及细胞增生凋亡比
明显高于分化较好者，在Edmondson 分级Ⅰ-Ⅱ级和Ⅲ-
Ⅳ级患者survivin蛋白表达率分别为39.1 %和88.0 %二
者差异极显著(P <0.001).

图1  肝癌PCNA蛋白表达阳性呈棕黄色,定位于细胞核,散在分布.SP×400

图 2  肝癌凋亡细胞及散在的凋亡小体.TUNEL × 1 000(AP 染色)

图3  肝癌Survivin蛋白表达阳性,细胞内棕黄色细颗粒状阳性产物.SP×1 000

2.3 肝癌组织 survivin 蛋白表达与细胞增生凋亡比及预

后的关系  在 survivin 蛋白表达阳性及阴性患者，肝癌
细胞增生凋亡比分别为 1.8 ± 1.3 和 1.1 ± 1.0，二者差
异显著，survivin 蛋白表达阳性患者增生凋亡比显著高
于表达阴性者(P <0.05). 同时，survivin 表达阴性患者
与表达阳性患者比较，1 a 生存率无显著差异，但 3 a
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生存率显著高于后者，两组分别为 70.6 % 和 35.5 %
(P <0.05，表 1).

表 1  Survivin 蛋白表达与术后生存率关系

Survivin 表达  n  增生指数  凋亡指数  增生凋亡 1 a生存率   3 a生存率
        比(PI/AI)        (%)              (%)

阴性组         17     4.9 ± 5.0   5.5 ± 2.5  1.1 ± 1.0        88.2 %          70.6 %

阳性组         31 10.9 ± 9.6b  6.3 ± 3.3   1.8 ± 1.3a     67.7 %          35.5 %a

aP <0.05， bP <0.01 vs 阴性组.

3   讨论

肝癌的发生发展取决于细胞增生和死亡相互作用的结
果[14-18]. 我们采用免疫组化方法及TUNEL染色方法结合
细胞形态学观察对肝癌组织中肝癌细胞 PCNA 的表达
及肝癌细胞凋亡进行了研究.首次尝试了将细胞增生率
与凋亡率之比作为反映肝癌组织中细胞增生与凋亡的
平衡的指标.结果发现，原发性肝癌组织中细胞增生率
与凋亡率之比能够较好地反映细胞增生与凋亡的动态
平衡的破坏，他与肿瘤分化程度有关，而与其他临床
病理特征如患者性别、年龄、肿瘤直径、临床分期及门
静脉癌栓或肝内转移均无关.Edmonson分级Ⅰ-Ⅱ级患
者，细胞增生凋亡比显著低于 Edmonson 分级Ⅲ - Ⅳ
级患者. 同时在 survivin 表达阳性的患者其细胞增生凋
亡比较表达阴性患者明显升高，相应的 3 a 生存率也
显著降低. 这与 Yamamoto et al [19-22]的研究发现随着肝
癌分化程度的降低，肝癌细胞凋亡率逐渐增高，同时
细胞增生率的增高更加显著的结果是一致的.
         Ito et al [23]研究了 survivin 在人肝癌细胞株的表达
及功能，发现在所检测的 4 株肝癌细胞株中均有
survivin表达，并能够促进肝癌细胞增生，但survivin在
肝癌组织中的表达的研究至今未见报道.我们采用免疫
组织化学染色的方法观察了 48 例肝癌组织中 survivin
的表达，结果发现 31 例(64.6 %)的肝癌中有 survivin 表
达，与既往在其他类型肿瘤组织中对 survivin表达的研
究结果相类似[24-28]. 统计学分析表明，除肿瘤细胞分化
程度外，survivin 与其余临床病理因素均无显著相关
性，在 Edmonson 分级Ⅰ - Ⅱ级患者，其表达显著低
于 Edmonson 分级Ⅲ - Ⅳ级患者，这可能是分化较差
的肝癌组织中 survivin 基因表达上调的结果，但其表
达与年龄、性别、肿瘤大小、临床分期以及门静脉
癌栓及肝内转移无关，表明肝癌是一种多因素、多
阶段、长期相互作用的结果，是一个多基因、多步
骤的生物学行为改变的过程，是癌基因的激活和抑癌
基因的失活共同作用的结果，也是细胞增生与凋亡的
动态平衡失调的结果，survivn 基因在其发生发展过程
中的某一方面发挥了作用.与survivin在其他肿瘤中的研
究情况不同的是，我们发现在肝癌组织中 survivin基因
的表达与肝癌细胞凋亡指数并无明显关系，这可能是
由于在肝癌组织中影响细胞凋亡的因素太多[29-34]，导

致 survivin 的作用被掩盖.但进一步的分析表明，survivin
的表达与肝癌组织细胞增生凋亡比有关，survivin 表
达阴性者肝癌细胞增生凋亡比显著低于表达阳性者. 由
于肝癌的发生可以视为肿瘤细胞增生活跃以及凋亡抑
制打破了细胞增生与死亡的动态平衡，从而导致细胞
的无限增生与恶性转化所致[30-34]，而组织细胞的增生
凋亡比能够更好地反映细胞增生与死亡之间的动态平
衡的状态从而更好地体现其生物学行为特性，这一结
果也表明了 survivin 在破坏肝癌细胞增生与凋亡间平
衡，使肿瘤细胞获得生长优势中发挥了重要作用. 分化
较好的肝癌细胞 survivin 表达较低，这说明低分化肝癌
细胞逃避凋亡并快速增生的功能至少部分地通过
survivin 的表达而获得. survivin 表达阴性患者与表达阳性
患者比较，1 a 生存率无显著差异，但 3 a 生存率显著
高于后者.这些结果都提示survivin在肝癌的生长过程中发
挥了重要的作用，survivin 的表达可以作为预后不良的重
要指标.
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Abstract
AIM:To compare and analyze the therapeutic effect of tumor-
derived heat shock protein 70 and globally accepted
interleukin-2, to evaluate the anti-tumor capacity of HSP70,
and to provide significant information for HSP70 administration
to treat human cancers.

METHODS:Cell Culture, techniques for protein extraction
and purification, SDS-PAGE, Western-blot and animal experiment
were used in this study.

RESULTS:Both IL-2 and HSP70 showed therapeutic effect
in tumor-bearing mice. The best effect was observed in 100 000 U
IL-2 and 10 µg HSP70 administrations, and partial efficacy
was found in 50 000 U IL-2 and 5 µg HSP70 administrations.
The effect of 100 000 U IL-2 was nearly as good as that of
5 µg HSP70. About 40 % mice receiving HSP70 10 µg
administration survived over 90 days, the average survival
period of this group was over 56.8 days, whereas the control
group was 17.3 days, IL-2 50 000 group, 26.3 days, IL-2
100 000 group, 36.6 days, and 5 µg HSP70 group, 27.7
days. Significant difference was found (P  <0.05) when
compared with the HSP70 10 µg group and control group.

CONCLUSION:HSP70 has a specific anti-tumor effect and
obviously exceeded IL-2 .Those data provide significant
information for the treatment of human cancers.

Fu QG, Shen XD, Meng FD, Guo RX. Comparison of therapeutic efficacy
between tumor-derived heat shock protein 70 and interleukine-2. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(4):415-418

摘要
目的:比较分析肿瘤热休克蛋白 70(HSP70)与 IL-2 对小鼠

肝癌移植模型的治疗作用，评价 HSP70 的疗效，为应用

HSP70治疗人类恶性肿瘤提供有重要参考价值的实验依据.

方法:细胞培养、蛋白质纯化技术、电泳技术、Western-

blot 法、动物实验等.

结果:IL-2 及 HSP70 对小鼠肝癌移植模型均有治疗作用，

其中 IL-2 10 万 U 、HSP70 10 µg 效果最佳，IL-2 5 万

U 及 HSP70 5 µg 有部分治疗作用，10 万 U 的 IL-2 与 5 µg

HSP70 治疗效果相当，HSP70 10 µg 治疗后有 40 % 小鼠

移植肿瘤全部消退，长期生存 790 d，与对照组及其他各

组相比，差异具有显著性(P <0.01， P <0.05).

结论:HSP70 具有良好的抗肿瘤免疫活性，其疗效明显优于

IL-2，本研究对于应用 HSP70 治疗人类的恶性肿瘤有十

分重要的借鉴意义.

傅庆国,沈晓东,孟凡东,郭仁宣. 热休克蛋白 70 与 IL-2 对小鼠肝癌移植模型

的治疗比较. 世界华人消化杂志  2003;415-418
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0   引言

恶性肿瘤的免疫疗法已经成为继手术、放化疗之后的
又一重要的肿瘤综合治疗手段[1-8]，随着特异性肿瘤抗
原的发现和研究的发展，研究应用肿瘤特异性抗原，
进行人类恶性肿瘤的治疗已成为一个重要的方向[9-18].
国内外对肿瘤热休克蛋白 70(Heat Shock Protein 70，
HSP70)进行了深入的研究，发现 HSP70 确有明显的特
异性的抗肿瘤作用[19-22]，不但能够使健康小鼠获得
100 % 的保护性作用，而且能使荷瘤小鼠的肿瘤生长
受到明显的抑制，部分动物长期生存、肿瘤全部消退，
而 IL-2 经过多年的实验与临床研究证实[23-25]，其中治
疗有效率在 20 % 左右，为评价 HSP70 的治疗作用，
作者以近交系 615 系小鼠对 HSP70 及 IL-2 的治疗作用
进行动物实验对照，以此为 HSP70 的应用提供有实用
意义的参考依据.

1   材料和方法

1.1 材料  将 5 × 109 个 HcaF 细胞置于 40 ml 低渗缓冲
液(30 mmol/L NaHCO3， 0.5 mmol/L 苯甲基酰磺酰氟，
pH7.2)中，以超声粉碎机破碎，4 ℃ 100 000 g 超速
离心 2 h，取上清过 ConA-Sepharose 柱，收集未结合
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组分，4 ℃缓冲液 Α (20 mmol/L Tris-HC1，20 mmol/L

NaC1，15 mmol/L β- 疏基乙醇，3 mmol/L MgCl 2，

pH7.5)中透析过夜，然后将样品加到 ADP-agarose 柱

上，结合部分用含3 mmol/L ADP的缓冲液A进行洗脱，

将洗脱液加于 Mono Q柱，用 FPLC系统进行分离， 200-

500 mmol/L 梯度 NaC1 洗脱，分别收集各洗脱峰蛋白，

4 ℃缓冲液 B(10 mmol/L  Tris-HC1，pH7.5)中透析过

夜. 将各色谱柱分离的样品及 Mono Q 柱的各洗脱峰样

品在 100 g/L SDS-PAGE 上进行分子量及纯度测定，银

染色，再转印至硝酸纤维素膜上，以抗 HSP70 单抗为

一抗，碱性磷酸酶标记的羊抗小鼠IgG为二抗，进行免

疫印迹分析.提取的 HSP70 以(动物实验)来鉴定其抗肿

瘤活性.

1.2 方法  动物分为对照组、 HSP70 5 µg 组 2 个、

HSP70 10 µg 组 2 个，IL-2 5 万 U 组 2 个、IL-2 10

万 U 组 2 个，“IL-2 化”组分别用于观察治疗作用. 治

疗方法：接种 HcaF 细胞 1 × 106 个 / 只，7 d 成瘤后，

HSP70 ： 第 1 个月 1 次 /wk 连 4 次；第 2 个月 10 d/ 次

连 3 次；以后 15 d/ 次至实验结束. IL-2: 5 万 U、10 万

U1 次 /d，连 5 d 皮下注射；2 000 U 1 次 /d，连 10 d

皮下注射；2 000 U 2 次 /wk 皮下注射，至实验结束.

“IL-2 化”组，在对照组全部死亡后，取 5 只健康小

鼠先于 1 wk 连用 IL-2 10 万 U/d，连 5 d，作者称其为

“IL-2 化”(Interleukine-2 Preparation). 于第 8 天接种

HcaF 细胞 1 × 106 个 / 只，(同时)再取一组 IL-2 10 万

U 和 HSP70 10 µg 治疗组小鼠于不同于上次接种部位

与 IL-2 化组同时再次接种 HcaF 细胞 1 × 106 个 / 只(活

细胞率>96 %)，同时停止治疗，观察各组小鼠的肿瘤

生长情况.

2   结果

经过二次亲合层析和 Mono Q 柱的分离后，得到纯度

较高的分子质量约为70 kD的蛋白质，经免疫印记分析

证实该蛋白质即为HSP70(图1). 经毛细管电泳分析纯度

达 100 %.

      IL-2 与 HSP70 对小鼠肿瘤均有较明显的抑制作用，

应用免疫治疗后，小鼠的生存期均有延长，与对照组

相比差异显著(P <0.01或0.05). 但HSP70较IL-2具有更

显著的治疗作用，IL-2治疗组无一长期生存，而HSP70

10 µg 组有 40 % 的小鼠经治疗后获长期生存 790 d，

其肿瘤最终全部消退(表 1).

       为明确 HSP70 与 IL-2 治疗作用的不同，我们设一

IL-2 化组，对比观察再接种后肿瘤的再发率及对生存

期、生存率的影响(表 2). IL-2 10 万 U 治疗后及预先应

用IL-2均不能抑制肿瘤的发展，而应用HSP70 10 µg后

无一小鼠出现肿瘤，“IL-2 化”组的生存期与对照组无

差异显著性(P >0.25)，肿瘤大小及肿瘤重量之间亦无

显著性差异(P >0.25)，但应用 IL-2 治疗后未出现腹水.

表 1  IL-2 及 HSP70 治疗结果

分组    肿瘤大小          肿瘤               腹水量    腹水出   生存天  长期生

       (cm)               质量(g)                  (g)       现率(%)  数(d)    存率(%)

对照组     1.92 ± 0.43   3.89 ± 1.57   10.8 ± 2.3    100      17.3 ± 5.6     -

I5 组 1      1.86 ± 1.78   3.74 ± 0.93     6.4 ± 4.8      60      26.3 ± 3.1    -

I10 组 1    1.93 ± 2.18   3.69 ± 0.47     1.0 ± 2.0      20      36.6 ± 4.8    -

H5 组 1    1.63 ± 0.34    3.54 ± 0.64    3.0 ± 0.8      40       27.7 ± 5.6    -

H10 组 1  0.36 ± 0.11    0.56 ± 0.15            -            -      >56.8 ± 32.4  40

表 2  HcaF 细胞再接种结果

分组              肿瘤大小    肿瘤      腹水量 生存天   腹水出     长期生

                 (cm)         质量(g)       (g)      数(d)       现率(%)   存率(%)

对照组             192 ± 0.43   3.89 ± 1.57  10.8 ± 2.3     17.3 ± 5.6  100   -

IL-2 治              1.96 ± 0.38  3.62 ± 0.88          -            29.1 ± 8.7     -     -

疗组 2(n =4)

“IL-2 化”组   1.95 ± 0.64   3.31 ± 0.86    1.0 ± 2.0     18.2 ± 3.7     20    -

H10 治疗组 2      -                    -                    -    >58.7±28.9    -    40

图 1  对照组、I5、I10、H5、和 H10 组小鼠的肿瘤切除标本(从左至右).

图 2 对照组、I5、I10、IL-2 化和 I10 组 2、H10 组 2 小鼠的肿瘤切
除标本(从左至右).

图 3  HSP70 的 SDS-PAGE 和 Western-blot 结果.

M   M    A   B   M    M  C   D    E
94 000

M:Marker    A B C D Extracted HSP70 E:Wester-blotting of HSP70

67 000

43 000
30 000

20 100
14 400

A&B:Befor mono Q chromatography  C&D:After mono Q chromatography
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3   讨论

HSP70 在很多恶性肿瘤组织中均有较高的表达，实验
研究证明肿瘤组织来源的 HSP70 是一种肿瘤特异性抗
原，诱导体内CD8

+T淋巴细胞成为肿瘤特异性的CTL并使
Th1 型细胞因子升高[28]，具有特异的抗肿瘤作用[29-34]，
HSP70 具有良好的应用前景，研究其治疗作用，评
价其疗效有重要的实用意义.IL-2 是由活化的 T 淋巴细
胞产生的具有调节免疫功能和抗肿瘤作用的重要的细
胞因子，已证明其对肿瘤的有效率为 20 % 左右，IL-2 通
过增强 LAK、NK、TIL 等促进其他细胞因子的表达等作
用，调节机体的免疫功能，发挥抗肿瘤免疫效应[35-40].
        本研究证实，IL-2 及 HSP70 均具有抑制肿瘤的作
用，通过比较分析，表明应用 10 万 UIL-2 与 HSP70
5 µg 的治疗作用相当，而应用 10 µg HSP70 显示了显
著的治疗及抑瘤作用，该组小鼠不但肿瘤显著缩小，而
且 40 % 获长期生存，肿瘤完全消退，充分证明 HSP70
的抗肿瘤作用明显优于 IL-2.
      为进一步研究 HSP70 与 IL-2 在治疗作用上的差
异，作者进行了再接种实验，结果表明，应用 IL-2 治
疗后或预先应用 IL-2 都不能有效地抑制肿瘤的进展，
提示 IL-2 的应用要足量、连续，而停用 IL-2 后抗肿瘤
免疫功能亦减弱，IL-2 不能使机体维持长期的、主动
的抗肿瘤免疫效应，这正是由于 IL-2 不具特异性抗肿
瘤作用的表现. 但应用HSP70治疗后再接种HcaF细胞，
无一小鼠再发生肿瘤，且生存率及生存期限未受到影
响，证明 HSP70 能够诱导机体产生特异性的抗肿瘤免
疫效应，这种效应在治疗停止后可在相对较长时间内
维持，有助于延缓肿瘤的复发，更加证明 HSP70 具有
IL-2不可比拟的优越性.我们以IL-2作为已为大多学者
所认可的治疗作用为参照，研究了HSP70的治疗作用，
结果显示，HSP70 较 IL-2 具有显著的抑瘤和治疗作
用，更主要的是 HSP70 诱导的抗肿瘤免疫在停止治疗
后仍可在较长时间内维持，这对防止肿瘤复发、延缓
肿瘤进展，有重要意义，本研究对于研究以 HSP70 治
疗人类的恶性肿瘤有重要的参考价值.
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Abstract
AIM:To investigate the cytotoxic lymphocyte (CTL) primed
by DC based hepatocellular carcinoma (HCC) vaccine against
the growth of the carcinoma xenograft on nude mice.

METHODS:High purity of dendritic cells (DCs) were obtained
and the immune responses of lymphocytes primed by BCG
HSP70 activated DCs were loaded with HCC associated antigens
to prepare DC based HCC vaccine. The nude mouse model
bearing human HCC xenografts was established and the
characteristics of the tumor were identified with immunohis-
tochemical techniques. Transplanted human HCC on nude mouse
was treated with freezing and anabiotic HCC specific lymphocytes.

RESULTS:Lymphocytes primed by DCs based HC vaccine
had the specific cytotoxicity against HCC lines. The CTL after
freezing and anabiotics could prevent and treat HCC
xenograft on nude mice with a preventive rate of 97 %.

CONCLUSION:DCs not only inhibit the growth of human
HCC and other cancer cells in vitro, but also prevent the
growth of HCC xenograft on nude mice in vivo.

Guo JW,Qin LW,Cai MY.Cytotoxic lymphocytes primed by DC based hepa-
tocellular carcinoma vaccine against growth of carcinoma xenograft on nude
mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):419-421

摘要
目的:本研究探讨肝癌 DC 疫苗活化的 CTL 对人肝癌裸鼠

皮下抑制瘤的抑制作用.

方法:将负载肝癌相关抗原 DC 经 BCG HSP70 活化后制成

肝癌 DC 疫苗，用此肝癌 DC 疫苗诱导的肝癌特异性淋巴

细胞预防和治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤，同时观察DC对

人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接预防作用和冷冻复苏后肝癌特

异性淋巴细胞对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的预防和治疗作用.

结果:DC 对肝癌细胞的抑制率为 97 %，用冷冻复苏后的

CTL 预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，对肝癌细胞的平均抑

制率为 96 %；冷冻复苏后的 CTL 治疗人肝癌裸鼠皮下移

植瘤，对肝癌细胞的抑制率为 98 %.

结论；本研究结果为肝癌DC疫苗的进一步深入研究及今

后的临床应用奠定良好的基础.

郭建巍,秦力维,蔡美英. 肝癌DC疫苗活化的CTL对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的

抑制作用. 世界华人消化杂志 2003;11(4):419-421
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0   引言

树突状细胞( D C ) 是体内功能最强的抗原提呈细胞
(APC)，也是天然免疫和获得性免疫的重要调节剂[1].
我们的前期研究结果表明:在体外，DC负载肝癌细胞溶
解物[2]、hAFP218-226 位 LLNQHACAV HLA-A2 限制
性九肽[ 3 ]和凋亡的肝癌细胞均可诱导出肝癌特异性
CTL，并特异性杀伤肝癌细胞.现将进一步探讨体外培
养的、负载肝癌相关抗原DC诱导的肝癌特异性淋巴细
胞预防和治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤，及DC对人肝癌
裸鼠皮下移植瘤的直接预防作用，并观察冷冻复苏后
肝癌特异性淋巴细胞对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的预防
和治疗作用如下.

1   材料和方法

1.1材料 重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-
CSF  Pepro Tech);重组人白介素 -4(rhIL-4  Pepro  Tech);
鼠抗人 DC 单克隆抗体(镇江医学院许化溪教授馈赠);兔
抗鼠 FITC 标记二抗(华美生物工程公司); RPMI1 640
(Gibco);淋巴细胞分离液(上海试剂二厂);生物素化羊抗
鼠 IgG、HRP 标记链亲和素(streptoavidin)，北京中山
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生物技术有限公司；内源性生物素封闭试剂(avidin
biotin blocking system，武汉博士德生物有限公司);鼠
抗人肝癌单克隆抗体mcAb18(由本研究室刘小波博士馈
赠);新生小牛血清(杭州四季青生物工程材料研究所);
BCG HSP 70 和肝癌细胞可溶性抗原(本实验室自己制
备);四周龄 Balb/c 裸鼠，雌雄各半(由华西医科大学实
验动物中心提供);正常人外周血源于18-25岁健康志愿
者. SPF 级动物实验室(华西医科大学实验动物中心提
供); SPSS10.0 for Windows 统计软件.
1.2 方法  收集诱导7 d 的DC[4] ，调整细胞密度为5×108/L，
加入 24 孔细胞培养板，每孔 1 mL，同时每孔加入肝
癌可溶性抗原 120 g/L ，BCG  HSP70 10 g/L，于 37 ℃培
养 4 h，用不完全 RPMI1640 洗涤 3 次，将负载肝癌
可溶性抗原后的 DC 与自身淋巴细胞以 1∶6 混合后用
含 300 KU/L 基因重组 IL-2 的完全 RPMI 1 640 分瓶培
养，分别在培养的第 3，5 天换液，7 d 收集淋巴细
胞备用. 人肝癌裸鼠皮下移植瘤的普通石蜡切片用Triton-
X-100，1 g/L 柠檬酸三钠处理 10 min，PBS 洗 2 次各
5 min，用 7.5 mL/L H2O2 阻断内源性过氧化物酶 15 min，
PBS 洗两次各 3 min，加 1∶20 稀释的正常羊血清 100 µL，
置湿盒内 37 ℃，30 min，滤纸吸去血清；分别加 20 g/L
100 µl 鼠抗人肝癌单克隆抗体和 PBS(作空白对照)，置
湿盒内 37 ℃，1 h，取出 4 ℃过夜，PBS 洗 2 次各
5 min，滴加 1∶200 稀释的生物素化羊抗鼠 IgG 抗体
50 µl，置湿盒内 37 ℃，30 min，PBS 泡洗 2 次各 5 min，
滴加 1∶200 稀释的 HRP 标记链亲和素， 置湿盒内 37 ℃，
30 min，PBS 泡洗 2 次各 5 min；加 DAB 工作液 50 µl，
镜下观察适时终止，自来水充分冲洗，最后苏木精复
染、脱色、返蓝、逐级脱水、透明、封片，普通光学显
微镜观察.
1.2.1 DC 预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤  收集诱导 7 d 的
DC，PBS 洗 3 次后，调整细胞浓度为 1 × 109 / L，于
裸鼠左侧背部皮下注射，每只 1 mL，共 6 只；另取
6 只裸鼠，每只背部皮下注射 1 mL 生理盐水作阴性对
照. 同时于裸鼠右侧腋窝皮下接种人肝癌 SMMC-7 721
细胞 5 × 106/ 只，每只液体总量为 0.2 mL，每 3 d 观
察移植肿瘤生长情况，共观察 30 d. 在无菌条件下取
裸鼠移植瘤称质量，按公式：抑制率 =[（对照组平均
瘤质量 - 实验组平均瘤质量）/ 对照组平均瘤质量]×
100 % 计算肿瘤抑制率.

1.2.2 肝癌特异性淋巴细胞预防肝癌裸鼠皮下移植瘤[5]

收集肝癌特异性淋巴细胞， PBS洗3次，调整细胞浓度

为 1 × 109/ L，于裸鼠左侧背部皮下注射，每只 1 mL，

共 6 只；另取 6 只裸鼠，每只左侧背部皮下注射 1 mL

生理盐水作阴性对照.同时于裸鼠右侧腋窝皮下接种

SMMC-7721 细胞 5 × 106/ 只，每只液体总量为 0.2 mL，

每 3 d 观察移植肿瘤生长情况，共观察 3 0d，取裸鼠移

植瘤称质量后按上述公式计算肿瘤抑制率.

1.2.3 冻存和复苏后肝癌特异性淋巴细胞预防和治疗人

肝癌裸鼠皮下移植瘤  收集肝癌特异性淋巴细胞， 用
不完全 RPMI 1 640 洗涤 3 次，用 1 mL 冻存液(含 100 g/L
DMSO 的 FCS)调整细胞密度为 2 × 106 / mL，加入冻
存管中. 置 -20 ℃冰箱 4 h 后移入液氮气态 4 h，最后
转入液态，保存 30 d. 使用时将冻存管迅速取出，放
入 37 ℃水浴箱，待完全融化后加入含预热 RPMI 1 640
的离心管中，1 500 r/min 离心 5 min，用不完全 RPMI 1 640
洗涤 3 次，苔盼蓝染色检查细胞活力后备用. 预防组：
收集冻存复苏后肝癌特异性淋巴细胞， PBS洗3次，苔
盼蓝染色调整活细胞浓度为 1 × 109 / L. 取 6 只裸鼠，
于每只左侧背部皮下注射复苏后的肝癌特异性淋巴细
胞，每只 1 mL；另取 6 只裸鼠，每只左侧背部皮下注射
1 mL 生理盐水作阴性对照.于裸鼠右侧腋窝皮下接种
SMMC-7 721 细胞 5 × 106/ 只，每只液体总量为 0.2 mL，
每 3 d 观察移植肿瘤生长情况，共观察 30 d. 取裸鼠移植
瘤称质量，按 1.2.1 中的公式计算肿瘤抑制率. 治疗组:先
于12只裸鼠右侧腋窝皮下接种SMMC-7 721细胞5×106/
只，每只液体总量 0.2 mL，7 d 后于 6 只裸鼠左侧背部皮
下分别注射浓度为1×109 / L冻存复苏后肝癌特异性淋巴
细胞 1 mL；在另 6 只裸鼠左侧背部皮下注射 1 mL 生理盐
水作阴性对照. 每3 d 观察移植肿瘤生长情况，共观察 30 d.
取裸鼠移植瘤称质量，按 1.2.1 中的公式计算肿瘤抑制率.

2   结果

于裸鼠腋窝皮下接种 5 × 106/ 只人肝癌细胞 SMMC-7 721
后， 6 只裸鼠 均有肿瘤生长，解剖后平均瘤重大于
1 g. 免疫细胞组化 LSAB 法结果 阳性染色呈棕黄色. 大
多数分裂及非分裂细胞都有着强弱不一阳性着色，阳
性染色分布于胞质、核周及胞膜，相应的空白对照均
未见阳性染色(图 1).

A:negative control  B:
图 1  裸鼠人肝癌皮下移植瘤的免疫组织化学特征(× 200).

A

B



郭建巍, 等. 肝癌 DC 疫苗活化的 CTL 对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的抑制作用                                                           421

        DC 预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，对肝癌细胞的抑
制率为 97 %，而 IL-2 条件下培养的淋巴细胞(即 LAK
细胞)对肝癌细胞的抑制率仅为 70 %，说明 DC 预防人
肝癌裸鼠皮下移植瘤有效(P <0.05).
       肝癌特异性淋巴细胞预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，
对肝癌细胞的抑制率均为 96 %，IL-2 条件下条件下
培养的淋巴细胞(即 LAK 细胞)预防人肝癌裸鼠皮下移
植瘤抑制率仅为 70 %，说明肝癌特异性淋巴细胞预防
人肝癌裸鼠皮下移植瘤有效(P <0.05).
      用冷冻复苏后的 CTL 预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，
对肝癌细胞的平均抑制率为 96 %；冷冻复苏后的 CTL
治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤，对肝癌细胞的抑制率为
98 %，相同条件下培养的淋巴细胞对人肝癌裸鼠皮下
移植瘤抑制率仅为 70 %，说明冷冻复苏后的 CTL 预防
和治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤均有效(P <0.05).

3   讨论

肿瘤生物治疗中存在的一个主要问题，即大多数人类
肿瘤细胞抗原类型仍未得到明确的鉴定，而已知的肿
瘤相关抗原是否真正代表肿瘤排斥抗原缺乏体内实验
证据[6]. 前期研究表明:在体外负载肝癌细胞可溶性抗原
的DC活化的自身淋巴细胞主要为CD4+T细胞同时还有
部分 CD8+T 细胞，可有效杀伤肝癌细胞；同时，活
化细胞培养上清和细胞中可分别检测到 Th1 型细胞因
子 TNF 和 IEN-γ 也能抑制肝癌细胞生长[2]. 因此，用DC
负载已建株的肝癌细胞可溶性抗原诱导肝癌特异性免疫
应答意义深远.用BCG预防和治疗膀胱和泌尿道转移癌
已有 20 多年的历史，并显示出良好的效果[7,8] HSP 是
BCG 细胞质的一种重要成分，存在于 BCG 培养物中，
是一种高度保守的胞内蛋白，其合成在受到一系列应
急刺激后(温度增加、营养缺乏、有毒刺激等)显著增加.
除此之外，肿瘤细胞转染分枝杆菌 HSP 基因后也可以
使宿主免于肿瘤的攻击[9]. 鉴于BCG HSP70 独特的生物
学特性，本研究首次用其活化负肝癌相关抗原后的
DC，制成肝癌 DC 疫苗，以更有效激发针对肝癌特异
性的免疫应答[10-16].
       目前，国内仅有个别 DC 肿瘤疫苗临床应用的研究
报告[17]，大部分工作仍主要集中于基础研究和临床前
准备阶段. 李明松 et al [18,19]研究表明:胃癌、大肠癌、
肝癌、卵巢癌患者外周血DC体外诱导的抗肿瘤细胞免
疫反应不仅能预防而且能抑制人裸鼠移植瘤生长;DCs
能从凋亡胆管癌细胞有效提呈肿瘤抗原并诱导出显著
的杀伤胆管癌细胞的免疫反应[20] ;从外周血单核细胞中
诱导出大批量的DCs，这些DCs可被低温保存而不改变
其功能 . 在以上研究的基础上，本研究改进传统 DC 诱
导方法，获得高纯度 DC 后，在体外负载中国人自己建
株的国人肝癌细胞 SMMC-7 721 可溶性抗原，经 BCG
HSP70 活化后制成肝癌 D C 疫苗，并诱导具有生物学
活性的肝癌特异性CTL. 冷冻复苏后的CTL不但可预防

人肝癌裸鼠皮下移植瘤，而且可抑制人肝癌裸鼠皮下
移植瘤生长. 由于肝癌 DC 疫苗是以活细胞的形式进入
机体、并活化机体免疫系统，因此我们也评价了 DC
在体内对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接作用，研究证
明 DC 对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接抑制率为 97 %.
表明DC疫苗进入机体后可以非特异性抑制和特异性免
疫应答两种方式发挥作用 ，丰富了和扩展了肝癌 DC
疫苗的内容，为今后肝癌 DC 疫苗的临床研究及应用
奠定了重要基础.
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Abstract
AIM:To screen hepatic proteins interacting with hepatitis B
virus e antigen (HBeAg) with yeast-two hybrid technique
for investigating the function of  HBeAg protein.

METHODS:HBeAg bait plasmid was constructed by ligating
the HBeAg gene with  plasmid pGBKT7, then transformed
into yeast α-AH109. The transformed yeast cells were amplified
and mated with yeast cells α-Y187 containing liver cDNA
library plasmid pCAT2 in 2× YPDA medium. Diploid yeast
cells were plated on synthetic dropout nutrient medium (SD/-
Trp-Leu-His-Ade) and synthetic dropout nutrient medium
(SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing x-α-gal for selecting twice
and screening. After extracting plasmid from blue colonies,
plasmid was transformed into competence E.coli and analyzed
by DNA sequencing. Twenty genes were obtained from 39
positive colonies,  which included five new genes.

RESULTS:Twenty genes in thirty nine positive colonies were
obtained including three metallothionein 2 A, eight complement
component 8 alpha polypeptide, one complement component
1q, one complement factor H, one retinoic acid receptor
responder (tazarotene induced), two cytochrome b, three
D-amino-acid oxidase, three ferritin light polypeptide, two
NAD(P)H dehydrogenase β, four aldolase B, one CD81, one
syndecan 1, one 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A
synthase 2, one dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation
regulated kinase 1A transcript variant 1, one 3-hydroxysteroid
epimerase, one ATP synthase 6  and  five new genes.

CONCLUSION:Genes encoding HBeAg interacting proteins
in hepatocytes were successfully cloned and the results provided
some new clues for studying the biological functions of

HBeAg and its associated proteins.

Lu YY, Wang L, Li K, Liu Y, Cheng J, Zhang LX. Screening and cloning of
gene encoding HBeAg interacting protein in hepatocytes. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(4):422-425

摘要
目的:HBeAg 被认为与 HBV 引起免疫耐受、免疫系统功

能障碍有关. 筛选并克隆人肝细胞 cDNA 文库中与乙型肝

炎病毒 e 抗原(HBeAg)相互作用蛋白的基因，明确其具体

作用机制.

方法:应用酵母双杂交系统 3，将多聚酶链反应(PCR)法扩

增的 HBeAg 基因连接入酵母表达载体 pGBKT7 中构建诱

饵质粒，转化酵母细胞 AH109 并在其内表达，然后与转

化了人肝cDNA文库质粒pACT2的酵母细胞Y187进行配

合，在营养缺陷型培养基和 X- α - 半乳糖(X- α -gal)上

进行双重筛选阳性菌落，提取阳性酵母菌落的质粒转化大

肠杆菌，接种在氨苄青霉素-LB平板上选择并测序，结果

在 GenBank 中进行生物信息学分析.

结果:成功克隆出HBeAg基因并在酵母细胞中表达，与肝

cDNA 文库配合后选出既能在四缺(SD/-Trp-Leu-Ade-

His)培养基又能在铺有X-α-gal的四缺培养基上生长，并

变成蓝色的真阳性菌落 39 个，其中有 5 个未知基因，3 个

含金属硫蛋白 2A 基因的菌落，8 个补体 8 α基因，1 个补

体因子H，1个补体 1q， 1 个维甲酸受体应答元件 2基因、

2 个细胞色素 b 基因、3 个铁蛋白轻链，2 个 NAD(P)H 脱

氢酶亚基，1 个 3- 羟基类固醇表位酶，1 个 3- 羟基，3-

甲基戊二酰辅酶 A 合成酶，1 个双 - 特异性酪氨酸-Y-磷

酸化调节激酶 1A转录子突变体, 1个 Syndecans-1， 3个

2 胺氧化酶，4 个醛缩酶 B，1 个 CD81，1 个 ATP 合成

酶 6 基因.

结论:成功克隆出乙型肝炎病毒 e 抗原的结合蛋白，为进

一步研究 HBeAg 在病毒装配、分泌、影响宿主免疫系

统功能等方面的具体作用提供了新线索.

陆荫英,王琳,李克,刘妍,成军,张玲霞. HBeAg 肝细胞结合蛋白基因的筛选与
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为他是一种免疫耐受因子，调节免疫发病机制[1]. 研究
表明 HBeAg 可阻断细胞毒性 T 淋巴细胞，优先清除对
HBcAg 特异的 Th1 细胞，使免疫应答转换为 Th2 细胞
亚型，将免疫攻击有感染的肝细胞转移开，在感染个
体引起免疫耐受状态(高水平的病毒血症和对感染细胞
免疫反应的抑制)，使 HBV 逃避免疫清除，得以在健
康携带者中长期存在[2]. 但HBeAg与肝细胞之间的相互
作用的机制不清，此方面的研究较少，我们认为从寻
找 HBeAg 与肝细胞间的相互作用蛋白入手，进一步探
明具体机制，可发现一些新的线索[3-8].

1   材料和方法

1.1 材料  AH109 酵母菌株(MA Ta，trp1-901，leu2-3，
112，ura3-52，his3-200，gal4 △， gal80 △，LYS2::
GAL1 UAS-GAL1TATA-HIS3， GAL2UAS-GAL2TATA-
ADE2URA3::MEL1TATA-lac Z MEL1)、预转化的 cDNA
肝文库(Y187)、pGBKT7-BD 克隆载体及酵母 YPD 培
养基、SD/-Trp、SD/-Leu， SD/-Trp/-Leu/-His， SD/
-Trp/-Leu/-His/-Ade 等培养基、X- α -gal 购于
Clontech 公司. 大肠杆菌 DH5 α及 HBV ayw 亚型基因全
序列质粒载体 pCP10 为本室保存，c-myc 单克隆抗体
本室自制，由购自 ATCC 的 1-9E10.2 杂交瘤产生. 辣
根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG 购于北京中山生物公司.
Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、EcoR I 和 Pst I 购
于 Takara 生物公司. 丙烯酰胺、N，N’- 亚甲双丙
烯酰胺、IPTG及X-β-Gal 及pGEM-T载体购于Promega
公司. TEMED 购于宝林曼公司. 醋酸锂、半硫酸腺苷
购于 Sigma 公司.HBeAg 扩增引物(P1 5’-GAATTC
ATGCAACTTTTTCACCTCTG 3’，P2 5’-CTGCAG
GCCCCAAAGCCACCCAAGGC 3’，合成及 DNA 测序由
上海博亚公司承担.
1.2 方法  (1)诱饵质粒的构建及表达:PCR扩增HBeAg基
因与 pGBKT7 载体连接，酶切鉴定后转化入酵母菌株
AH109，提取酵母蛋白质用十二烷基磺酸钠 - 聚丙烯
酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和 Western 免疫印迹法验证
HBeAg 在酵母中的表达. (2)诱饵与肝文库的酵母配合:
挑取在 SD/-Trp 培养基上生长的 pGBKT7-HBcAg 质粒
的酵母 AH109 菌落 1 到数个接种于 SD/-Trp 培养基中，
30 ℃ 250 r·min-1 振摇过夜，次日离心后用 2 × YPDA
培养液 5 mL 重悬细胞，计数细胞数>1 × 1012·L-1 时与
1 mL的肝文库酵母细胞在50mL 2×YPDA中30 ℃ 30-
50 r·min-1 配合 18-24 h，离心用 1 × YPDA 10 mL 重
悬细胞，分别取 250 µL 铺于 15 cm 的 SD/-Trp/-Leu/-His(3
缺)， SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade(4 缺)培养基各 25 块上，
同时将配合产物按 1∶1 0 、1∶1 0 0 、1∶1  0 0 0 铺
于SD/-Trp/-Leu培养基上检验配合效率. 生长6-18 d后
挑取大于直径 3 mm 的菌落再次画线于铺有 X- α -gal 的
4 缺培养基上检查 X- α -gal 酶活性，在此培养基上能
生长且变成蓝色的为真阳性菌落. 提取阳性酵母细胞中

的质粒，电穿孔法转化大肠杆菌，氨苄青霉素平板
筛选阳性克隆并测序.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBeAg重组诱饵质粒的构建及表达  利用
自行设计的引物 P1\P2 成功扩增出 HBeAg 基因片段，
测序结果显示完全符合报告序列.用EcoR I及Pst I双酶
切所得片段，连接到用相同酶所切的 pGBKT7 载体中，
经酶切鉴定结果正确(图1). 由此表明HBeAg基因已按正确
方向克隆入酵母表达载体pGBKT7中，pGBKT7-HBeAg质
粒构建成功. 用醋酸锂法将诱饵质粒转化入酵母AH109
株后在 SD/-Trp 培养基上筛选生长 6-8 d，挑取阳性菌
落培养后提取酵母蛋白质，进行 SDS-PAGE 和 Western
免疫印迹分析结果(图 2). 结果显示对照无表达，而转
化了 pGBKT7-HBeAg 的酵母蛋白提取物 Western 印迹
分析可见明显目的条带，且无杂带，说明 HBeAg 基因
已成功地在酵母中表达.
2.2 诱饵与肝文库酵母菌株配合结果  配合后筛选出既
能在四缺( SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基又能在铺有X-
α-半乳糖(X-α-gal)的四缺培养基上均能生长并变成
蓝色的真阳性菌落(表 1).

表 1    HBeAg 与肝文库筛选结果

同源蛋白质 同源性    相同克隆数

维甲酸受体应答元件 3(他佐罗汀诱导) 100 %     1

醛缩酶 B 100 %     4
NADH 脱氢酶 β   99 %     2

补体蛋白 H 100 %     1

补体 1q   99 %     1

补体 C8A 100 %     8

金属硫蛋白 2A 100 %     3

2 胺氧化酶   99 %     3
细胞色素 B   99 %     2

3- 羟基类固醇表位酶   99 %     1

铁蛋白轻链 100 %     3

未知蛋白   99 %     5

CD81 100 %     1

3- 羟基，3- 甲基戊二酰辅酶 A 合成酶   99 %     1
双 - 特异性酪氨酸 -Y- 磷酸化调节激酶 1A   99 %     1

转录子突变体 1

Syndecans-1 100 %     1

ATP 合成酶 6 100 %     1

1、3 DNA Marker， 2、pGBKT7-HBeAg
图 1  pGBKT7-HBeAg 质粒 EcoR I 和 Pst I 酶切鉴定.
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图 2  pGBKT7-HBeAg 酵母表达 Western 免疫印迹分析.

3   讨论

HBeAg 作为一种免疫调节因子，可调节宿主的免疫应
答，抑制宿主 T 细胞的细胞毒活性，形成对 HBV 感
染的免疫耐受性[9-13]. HBeAg 对病毒复制和装配并非必
要，不是病毒的结构成分，但却含有病毒的高度保
守的体液和细胞抗原靶位，与 HBcAg 有部分共同的序
列，有相同的抗原靶位，当 HBeAg 发生突变时，失
去血清中 HBeAg 的调节，表达 HBcAg 的肝细胞经受
增强的 T 细胞的细胞毒作用，导致病情加重[14-16]. 血中
抗 HBe 长期阳性的患者，发生肝硬化、肝癌的机率
较高，原因不清. HBeAg 是否还通过其他途径影响免
疫应答，损害肝细胞的功能，是否参与肝细胞癌的
发生，如何作用，是研究 HBeAg 复杂功能中需要解
决的关键点[17].寻找肝细胞中 HBeAg 的相互作用蛋白，
并进一步探明其机制，对解答上述问题有着重要意义.
       酵母双杂交系统 3 在增加了报告基因的基础上，
利用 a 型和α型酵母配合的形成二倍体细胞内，诱饵
质粒与文库质粒所表达的蛋白质可以相互作用的原
理，免去了需要共转染两种质粒所带来的低效率问
题，并将真阳性率提高到 95 %，大大增强了结果的可
靠性[18-22].我们应用此技术构建了 pGBKT7-HBeAg 诱饵
表达质粒，在预转化的人肝 cDNA 文库中“钓”出
与 HBeAg 有相互作用的蛋白基因 39 种，其中 34 种为
已知序列，5 种为未知基因.
      在已知序列中，CD81，又名抗增生抗体识别靶分
子 -1(TAPA-1)，是一种 Mr 26 kD 的四跨膜蛋白分子
(tetraspanin superfamily， TM4SF)家族中的一员，有特
殊的四次跨膜结构，在细胞膜上可与 C D 4 、C D 8 、
CD19、CD21、CD82、Leu13、HLA-DR 和α 3β1
整合素等结合，调节跨膜信号转导，推测 CD81 可能是
HCV感染靶细胞的受体蛋白[23]，发现HBeAg能与CD81
结合，使 CD81 的功能变得更复杂. 有报道铁过载可增
加 HBV 所致的肝细胞损害[24]，Dimitrijevic et al 在 HBV
肝脏活检标本中发现部分肝细胞中有血铁质和铁蛋白
沉积，且缺少HBV感染特征性的镜面细胞，说明HBV感
染的发病与铁代谢可能有一定的联系；Bayraktar et al [25]

发现个体的血清铁含量与 IFN 治疗效果有密切关系，
在血清铁含量高的 HBV 患者中，应用去铁铵联合治
疗，可降低患者血清铁含量，增加患者对 IFN 的反应

性，提高治疗效率，但具体机制不清，我们发现
HBeAg 可与铁蛋白相互作用，为研究铁代谢异常与
HBV 感染的关系打开了新的突破口. 3- 羟化类固醇表
位酶有 3- 甾酮还原酶的活性，能还原外周组织细胞中
的甾酮类，HBeAg 与之结合可部分解释 HBV 感染所
引起的激素代谢失常[26]. HBeAg 与补体 8 α、补体因子
H 和补体 1 结合，提示 HBeAg 能通过补体途径影响免
疫系统功能，为研究 HBV 免疫损害方面的机制提出了
新的思路[27].
        维甲酸有抑制生长和细胞分化的活性，被用来治
疗增生过长性疾病，鳞癣、光化性角化病、某些肿瘤，
他佐罗汀是人工合成的视黄醛，临床用于治疗鳞癣，
Daniel et al 用差异显示 PCR 技术筛选到他佐罗汀诱导
基因 -3(即维甲酸受体应答元件 3)，与 II 级肿瘤抑制
基因 H-rev 107 同源，与抑制增生有关，在多种组织
中有表达，但在肿瘤细胞系和部分原发性肿瘤中表达
减少，推测其可能是一种生长调节因子介导视黄醛的
生长抑制效应[28-30]. 有报道在肿瘤蛋白中 D- 氨基酸含
量明显增多，D- 氨基酸氧化酶能催化产生过氧化氢
H2O2，在体外诱导肿瘤细胞凋亡[31]. Syndecans 是一种
细胞外基质，包括一系列跨膜硫酸(类肝素蛋白多糖)
乙酰肝素糖蛋白家族中的基因，通过与不同的效应器
(包括肝素结合生长因子、可溶性基质成分)相互作用
来调节细胞活动，Syndecans-1 存在于上皮细胞和正
常肝细胞中.在肝炎和肝硬化患者肝细胞的胞质和胞质
中、胆管上皮细胞中有表达，但在原发性肝癌(HCC)
患者中 Syndecans-1 表达减少，且减少程度与肝癌的
恶性程度正相关，在伴肝内、外转移的患者肝脏中
表达缺失，在两种低分化型肝癌细胞系中 Syndecans-
1 的 mRNA 和蛋白水平显著降低，转染 Syndecans-1 基
因能抑制肝癌细胞的浸润性，表明 Syndecans-1 的表
达水平是 HCC 具有高度转移趋势的标志，Syndecans-
1对HCC来说是重要的转移抑制因子[32-34]. HBeAg 能与
以上几种物质相互作用，提示 HBeAg 在 HBV 致肝细
胞癌的机制方面也起着一定的效应.
        以上结果为 HBeAg 致病性的研究提供了许多很有
价值的线索，但具体、确切的作用原理还需进一步证
实和深入探讨，以获得更加有说服力的证据.
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Abstract
AIM:To screen proteins in hepatocytes interacting with hepatitis
B virus core protein (HBcAg) with yeast-two hybrid technique for
investigating the biological functions of HBcAg.

METHODS:The HBcAg gene was amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and HBcAg bait plasmid was constructed
with yeast-two hybrid system 3, then transformed into yeast
AH109. The transformed yeast mated with yeast Y187 containing
liver cDNA library plasmid in 2×YPDA medium. Diploid yeast
was plated on synthetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-
Leu-His-Ade) and synthetic dropout nutrient medium (SD/-
Trp-Leu-His-Ade) containing X-α-gal for selecting two times
and screening. After extracting and sequencing of plasmid
from blue colonies, the results were analyzed by bioinformatics.

RESULTS:Sixteen colonies were sequenced, of which, two
colonies were metallothionein 2A, one NAD(P)H dehydrogenase,
one complement component 8 α polypeptide, one retinoic
acid receptor responder (tazarotene induced), one cytochromeb,
one cytochrome c oxidase subunit II , one albumin, two
DAZ associated protein 2, two mitochondrial ribosomal protein
L41 and four new genes with unknown function.

CONCLUSION:Genes of HBcAg interacting proteins in hepa-
tocytes were successfully cloned and the results provided
some new clues for studying the biological functions of HBcAg
and its associated proteins.

Lu YY, Wang L, Cheng J, Li K, Liu Y, Zhang LX. Screening of HBcAg inter-
acting proteins in hepatocytes with yeast-two hybrid technique.Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(4):426-429

摘要
目的:乙型肝炎病毒(HBV)核心蛋白(HBcAg)在 HBV 感染

的肝细胞中可同时存在于筛选并克隆人肝细胞cDNA文库

中与 HBcAg 相互作用蛋白的基因.

方法:用多聚酶链反应(PCR)法扩增 HBcAg 基因，连接入

酵母表达载体 pGBKT7 中构建诱饵质粒，转化酵母细胞

AH109 并在其内表达，然后与转化了人肝 cDNA 文库质

粒 pACT2 的酵母细胞 Y187 进行配合，在营养缺陷型培

养基和X-α-半乳糖(X-α-gal)上进行双重筛选阳性菌落，

PCR 从中扩增出目的片段并测序，进行生物信息学分析.

结果:成功克隆出HBcAg基因并在酵母细胞中表达，配合

后选出既能在四缺(SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基又能在

铺有 X- α -gal 的四缺培养基上均能生长，并变成蓝色

的真阳性菌落 16 个，其中含金属硫蛋白 A2 基因的菌落

有 2 个、未知基因 4 个、补体 8 α基因 1 个、 NAD(P)H

脱氢酶亚基 1 个、维甲酸受体应答元件 2 基因 1 个、细

胞色素 c 氧化酶基因 1 个、细胞色素 b 基因 1 个、DAZ

相关蛋白 2 基因 2 个、线粒体核蛋白 L41 基因 2 个、人

血白蛋白基因 1 个.

结论:成功克隆出乙型肝炎病毒核心蛋白的结合蛋白，为

进一步研究 HBcAg 在病毒装配、损害肝细胞、感染致

病等方面的具体作用提供了新线索.
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0   引言

在乙型肝炎病毒(HBV)的生活周期中，病毒核心抗原
(HBcAg)、病毒 mRNA 和 DNA 聚合酶共同构成核心颗
粒，在核心颗粒中完成病毒 DNA 的合成[1,2]. HBcAg 具
有保护病毒 mRNA，防止其被 RNA 酶降解的作用，对
于乙肝病毒前基因组 RNA 的装配、基因组 DNA 的合
成具有重要的作用. HBV 在肝细胞内复制后，膜上有
HBcAg 的表达，HBcAg 与 HBeAg 一同成为细胞毒性 T
细胞(Tc)细胞识别的主要靶抗原，HBcAg 既可作为 T
细胞依赖性抗原，也可作为非 T 细胞依赖性抗原，诱
导强烈 CTL 应答[3] ; B 细胞刺突尖部有 HBcAg 的抗原决
定簇，可产生相应的体液免疫反应[4].HBcAg 在 HBV 的
装配和致病机制中是必不可少的，利用酵母双杂交技
术寻找其与肝细胞中相互作用的蛋白，并进一步探明



具体作用机制，对于明确 HBV 致病机制，有效防治
乙型肝炎有着重要意义[5-10].

1   材料和方法

1.1 材料  AH109 酵母菌株(MA Ta，trp1-901，leu2-3，
112，ura3-52，his3-200，gal4 △，gal80 △，LYS2::
GAL1 UAS-GAL1 TATA-HIS3，GAL2 UAS-GAL2 TATA-
ADE2URA3::MEL1TATA-lac Z MEL1)、预转化的 cDNA
肝文库(Y187)、pGBKT7-BD 克隆载体及酵母 YPD 培
养基、SD/-Trp、SD/-Leu， SD/-Trp/-Leu/-His， SD/
-Trp/-Leu/-His/-Ade 等培养基、X- α -gal 购于
Clontech 公司.大肠杆菌 DH5 α及 HBV ayw 亚型基因全
序列质粒载体 pCP10 为本室保存，c-myc 单克隆抗体
本室自制，由购自 ATCC 的 1-9E10.2 杂交瘤产生.辣根
过氧化物酶标记羊抗鼠IgG购于北京中山生物公司.Taq
DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、EcoR I 和 Pst I 购于
Takara 生物公司. 丙烯酰胺、N，N’- 亚甲双丙烯
酰胺、IPTG 及 X-β-Gal 及 pGEM-T 载体购于 Promega
公司.TEMED 购于宝林曼公司.醋酸锂、半硫酸腺苷购
于 Sigma 公司. HBcAg 扩增引物(P1 5’ GAATTCATGGA
CATCGACCCTTATAA3’， P2 5’ CTGCAGAACATTG
AGATTCCCGAGAT3’)，肝文库插入序列扩增引物(P3
5’-CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3’，
P4 5’-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGA-3’)
合成及 DNA 测序由上海博亚公司承担.
1.2方法  (1)诱饵质粒的构建及表达:PCR 扩增 HBcAg 基
因与 pGBK-T7 载体连接，酶切鉴定后转化入酵母菌
株 AH109，提取酵母蛋白质用十二烷基磺酸钠 - 聚丙
烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE) 和 Western 免疫印迹法验
证 HBcAg 在酵母中的表达. (2)诱饵与肝文库的酵母配
合:挑取在 SD/-Trp 培养基上生长的 pGBKT7-HBcAg 质
粒的酵母 AH109 菌落一到数个接种于 SD/-Trp 培养基
中，30 ℃ 250 r·min-1 振摇过夜，次日离心后用 2 × YPDA
培养液 5 ml 重悬细胞，计数细胞数> 1 × 1012·L-1 时与 1 ml
的肝文库酵母细胞在 50 ml 2 × YPDA 中 30 ℃ 30-
50 r·min-1 配合 18-24 h，离心用 1 × YPDA 10 ml 重悬
细胞，分别取250 µl铺于15 cm的SD/-Trp/-Leu/-His(3缺)，
SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade (4 缺)培养基各 25 块上，同时
将配合产物按 1∶10、1∶100、1∶1 000 铺于 SD/
-Trp/-Leu 培养基上检验配合效率. 生长 6-18 d 后挑取
大于直径3 mm的菌落再次画线于铺有X-α-gal的 4缺
培养基上检查 X- α -gal 酶活性，在此培养基上能生
长且变成蓝色的为真阳性菌落. PCR扩增出文库靶基因
片段后测序并进行生物信息学分析.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBcAg重组诱饵质粒的构建及表达  利用
自行设计的引物 P1\P2 成功扩增出 HBcAg 基因片段，
PCR 产物经 1 % 琼脂糖凝胶电泳分析显示扩增片段约

549 bp，与预期片段符合，且无非特异扩增现象，测
序结果显示完全符合报告序列. 用 EcoRI 及 PstI 双酶切
所得片段，连接到用相同酶所切的pGBKT7载体中，经
酶切鉴定结果正确(图1). 由此表明HBcAg基因已按正确方
向克隆入酵母表达载体 pGBKT7 中，pGBKT7-HBcAg 质
粒构建成功. 用醋酸锂法将诱饵质粒转化入酵母AH109
株后在 SD/-Trp 培养基上筛选生长 6-8 d，挑取阳性菌
落培养后提酵母蛋白质，进行 SDS-PAGE 和 Western
免疫印迹分析结果(图2). 结果显示对照无表达而转化了
pGBKT7-HBcAg 的酵母蛋白提取物 Western 印迹分析
可见明显目的条带且无杂带，说明 HBcAg 基因已成功
地在酵母中表达.

1、3 DNA Marker， 2、pGBKT7-HBcAg.
图 1  pGBKT7-HBcAg 质粒 EcoR I 和 Pst I 酶切.

1、5 ul 上样, 2、10 ul 上样.
图 2  pGBKT7-HBcAg 酵母细胞表达 Western 免疫印迹分析.

图 3  部分文库筛选菌落 PCR 扩增结果.

2.2 诱饵与肝文库酵母菌株配合结果  配合后筛选出既
能在在 4 缺( SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基又能在铺有
X- α - 半乳糖(X- α -gal)的 4 缺培养基上均能生长并
变成蓝色的真阳性菌落 16 个，用文库扩增引物 PCR 扩
增出目的片段(图 3)并测序，结果在 GeneBank 中进行
分析，发现其中含金属硫蛋白 2A 基因的菌落有 2 个，
补体 8 α基因 1 个， NAD(P)H 脱氢酶亚基 1 个、维甲
酸受体应答元件 2 基因 1 个、细胞色素 c 氧化酶基因
1 个、细胞色素 b 基因 1 个、DAZ 相关蛋白 2 基因 2
个、线粒体核蛋白 L41 基因 2 个、人血白蛋白基因 1
个，未知基因 4 个，见表 1 .
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表 1  HBcAg 肝文库筛选结果

同源蛋白质 同源性 相同克隆数

维甲酸受体应答元件 2 100 % 1

补体 8A   98 % 1

金属硫蛋白 2A 100 % 2

细胞色素 B 100 % 1

未知蛋白   98 % 4

线粒体核蛋白 L41 100 % 2

DAZ 相关蛋白 2 100 % 2

细胞色素 C 氧化酶   99 % 1

人血白蛋白 100 % 1

NADH 脱氢酶亚基 4 100 % 1

3   讨论

酵母双杂交系统是近年来新发展起来的一种分析真核
细胞中蛋白 - 蛋白、蛋白 -DNA、蛋白 -RNA 相互作
用的一种有效的基因分析方法，他的产生为研究蛋白
在体内生理情况下相互作用提供了遗传学方法. 酵母双
杂交系统通过将两个推定相互作用的蛋白 X 和 Y 被分
别融合到一酵母转录激活因子 GAL4 的 BD 和 AD 上，
X 与 Y 的相互作用重构了激活因子导致下游报告基因
的转录，产生容易探测到的表型.我们选用的 Clontech
公司的酵母双杂交系统 -3，在下游有 3 种报告基因分
别为组氨酸、腺苷和半乳糖苷酶(LacZ)，加上两种载
体中分别带有的亮氨酸、色氨酸，使得真阳性菌落
能在铺有 X- α -gal 并缺乏上述 4 种营养的培养板上生
长并呈现出蓝色. 由于增加了报告基因的种类，使单
个报告基因自激活出现假阳性的几率大大降低，筛选
结果的真阳性率可达 95 %[11-15].
        HBcAg 有保守的三维结构，受细胞激酶或病毒编
码的激酶作用部分磷酸化[16]，HBcAg 有鱼精蛋白样亲
胞核性的羧基末端，可介导核内转运信号，使大量
HBcAg 进入细胞核内，而其他嗜肝 DNA 病毒的核壳
蛋白都不核内转运，人肝细胞核内 HBcAg 的功能不
明.在病毒成熟过程中，核壳和外膜相互作用，形成病
毒颗粒分泌的信号[17,18]. HBcAg 有高免疫原性，几乎所
有 HBV 感染者均产生抗 HBc，同时是 CTL 免疫应答的
靶抗原，对于 HBcAg 的免疫应答在病毒清除中可能有
重要作用.HBcAg 与肝细胞蛋白的相互作用是病毒装
配、释放、清除过程中关键的环节，找出其间的联系对
于探明 HBV 致病机制，寻找有效的防治方法有着深远
意义[19-26].
       我们在真核表达载体pGBKT7中构建pGBKT7-HBcAg
诱饵质粒并在酵母菌株 AH109 中表达了 HBcAg 基因，
与人肝 cDNA 文库的酵母菌株 Y187 进行配合，筛选出
与之相互作用的蛋白基因16种. 其中，金属硫蛋白系存
在于人体及哺乳动物肝内的一种富含金属和半胱氨酸
的小分子蛋白质，在体内具有拮抗重金属(隔、汞和铝)
和抗辐射(包括紫外线)，消除自由基、修复受损组织等

功效，他还能为生物体提供多种微量元素( 如锌、
铜、钴等)，与 HBcAg 结合可能是机体自身保护反应的
一种，是否可以用他作为 HBV 的辅助用药[27-29]. 临床上
HBV 的感染者中，男性发生慢性化、重症化及肝硬
化的几率远大于女性，曾有人提出可能跟雌激素作用
有关，但未找到确切的证据，HBV 感染发展的性别
差异的原因至今仍是个未知数.位于 Y 染色体上的 DAZ
基因和位于常染色体上的 DAZ 类似基因 DAZL1，编码
一种只在精子细胞中表达的 RNA 结合蛋白，他们与果
蝇属♂不育基因同源，在 DAZL1 敲除的鼠发生不育，
说明DAZ基因在精子发生过程中起作用. 所有的哺乳动
物常染色体都有 DAZL1 的同源基因，而 DAZ 基因只
存在于猿和部分种类的猴中，二者的 C- 末端重复序
列有所不同. 有人用 DAZ 做诱饵，酵母双杂交技术筛
选获得与之有相互作用但功能未知的 DAZ 相关蛋白 2
(DAZAP2)，我们用 HBcAg 在肝文库中也筛选到该蛋
白，并有两个克隆，提示 HBV 感染发生、发展的性别
差异可能与之有关系[30-32].  HBcAg 与线粒体核蛋白
L41、NADH 脱氢酶亚基 4、细胞色素 C 氧化酶、细
胞色素 B 等有作用，支持 HBcAg 通过肝细胞线粒体介导
HBV的复制和装配.新基因的发现也为我们研究HBcAg的
功能提出了新线索，但需要进一步研究证实.
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Abstract
AIM:To observe the morphological parameters, phenotypes
and evolution of hepatic oval cells in rats.

METHODS:Rat models for hepatic oval cell proliferation were
established, and cell image analysis and immunohistochemical
staining of hepatic oval cells were performed on the tissue
sections.

RESULTS:Hepatic oval cells were characterized by small size,
oval shape and ovoid nuclei. The plasma of the cells was
positive for cytokeratin (CK) 19, OV6, alfa-fetal protein (AFP)
and vimentin staining, and negative for leucocyte common
antigen (LCA) staining. The nuclei were positive for proliferating
cell nuclear antigen (PCNA). Some hepatocyte-like cells were
discerned around the portal tracts and these cells were positive
for CK19 and OV6 staining.

CONCLUSION:Hepatic oval cells differ from hepatocytes
morphologically and express the phenotypes of ductular cells
and hepatocytes. Hepatocyte-like cells are most likely the
intermediate transition cells between hepatic oval cells and
hepatocytes.

Chen YK, Wang YM, Li JG, Lang S. Biological characteristics of rat hepatic oval
cells.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(4):430-433

摘要
目的:观察大鼠肝卵圆细胞的形态学参数、细胞表型及分

化演变等生物学特征.

方法:建立大鼠肝卵圆细胞增生模型，在肝组织切片上对

大鼠肝卵圆细胞进行细胞图像分析及免疫组化染色.

结果:肝卵圆细胞体积小、外形及胞核为椭圆形；胞质对

细胞角蛋白(CK)19，OV6，甲胎蛋白(AFP)及波形蛋白染

色呈阳性，对白细胞共同抗原(LCA)染色呈阴性，胞核对

增生细胞核抗原(PCNA)染色呈阳性；在汇管区外周部位

可见肝细胞样细胞，CK19 及 OV6 染色呈阳性.

结论:肝卵圆细胞在形态学上明显不同于肝细胞，同时具

有胆管细胞及肝细胞的表型; 肝细胞样细胞为肝卵圆细胞

向肝细胞演变的中间过渡细胞.
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0   引言

肝卵圆细胞(hepatic oval cells)等肝干 /祖细胞(liver stem/
progenitor cells)有可能借助细胞移植、生物人工肝及肝
组织工程技术在肝衰竭及遗传性肝病治疗中发挥重要
作用[1-20]. 为进一步了解肝卵圆细胞的主要生物学特征，
我们在已建立的大鼠肝卵圆细胞增生模型基础上[21]，对
大鼠肝卵圆细胞的形态学参数、细胞表型及分化演变
等生物学特征进行了研究.

1   材料和方法

1.1材料  小鼠抗大鼠细胞角蛋白CK19抗体为Chemicon
公司产品(克隆号 E6)，小鼠抗大鼠 OV6 抗体由美国
Brown大学Hixson教授惠赠，小鼠波形蛋白抗体为Dako
公司产品(克隆号 V9)，小鼠抗大鼠增生细胞核抗原
(PCNA)抗体为 Zymed 公司产品(克隆号 PC10)，小鼠抗
大鼠白细胞共同抗原(LCA)抗体及小鼠抗大鼠甲胎蛋白
(AFP)抗体购自北京中山生物制品公司.
1.2 方法  选择体质量 150 g 左右的♂Wistar 大鼠(第三军
医大学动物研究所提供)，2-3月龄，单只分笼饲养1wk以
上，通过胃管灌喂 2- 乙酰氨基芴(2-acetaminofluorene，
AAF，Sigma 公司)，1 次 /d，连续 4 d，第 5 天在戊
巴比妥全身麻醉下行 2 / 3 肝切除( 手术当日不灌喂
AAF)，第 6 天继续灌喂，连续 1 wk. AAF 溶于 M400
的聚乙二醇，给予 20 mg/kg. 手术后 10-14 d 处死大
鼠，留取肝组织以 40 g/L 甲醛溶液固定，常规石蜡包
埋，5 µm 连续切片备用. 连续石蜡切片经脱蜡后，以
30 ml/L 过氧化氢溶液浸泡 10 min 灭活内源性过氧化物



酶；抗原热修复后以正常山羊血清封闭，然后加第一
抗体工作液 4 ℃过夜；加生物素标记的第二抗体 37 ℃
45 min；加结合过氧化物酶链霉亲和素 37 ℃ 45 min；
加新鲜配制的 DAB，显微镜下观察 5-10 min，棕黄
色染色为阳性信号；以 PBS 代替第一抗体作为阴性对
照. 肝卵圆细胞图像分析采用 Tiger 细胞图像分析仪(重
庆大学 ICT 中心研制)在肝组织切片上测定肝卵圆细胞
的面积(A)、最大直径(D)及形态因子(Q).
        统计学处理  u 检验.

2   结果

术后10-14 d大鼠肝组织内可见明显的肝卵圆细胞增生
反应，细胞增生部位多位于汇管区及小叶间胆管附近.
所见到的肝卵圆细胞核呈卵圆形，胞质较少，细胞体
积较小，约相当于肝细胞体积的 1/4-1/6，细胞直径
约 8-15 µm. 增生的肝卵圆细胞大小及分布不均匀，呈
簇状分布，且由汇管区向肝实质内延伸(图 1). 采用细
胞图像分析仪分别测定肝卵圆细胞及肝细胞的形态学
参数，结果见表 1. 选择肝卵圆细胞增生反应明显的 6
个区域的肝卵圆细胞的形态学参数进行图像分析，结
果见表 2. 免疫组化染色结果显示，肝卵圆细胞胞质
CK19，OV6，AFP及波形蛋白染色均呈阳性信号(图2)，LCA
染色呈阴性，肝卵圆细胞胞核 PCNA 染色呈阳性信号.远
离汇管区的部位，存在部分肝细胞样细胞(hepatocyte-
like cells)，这类细胞的形态学特征介于肝卵圆细胞与
肝细胞之间，且具细胞肝卵圆细胞表型，CK19 及 OV6
染色呈弱阳性(图 3，图 4).

图1  术后6 d,汇管区肝卵圆细胞大小及分布不均一向肝实质内延伸HE×200.

图 2  部分肝卵圆细胞 AFP 阳性× 200.

图 3  增生的肝卵圆细胞 CK19 阳性,肝细胞 CK19 阴性,远离汇管区的部
分肝细胞样细胞 CK19 弱阳性× 200.

图 4  增生的肝卵圆细胞 OV6 阳性,肝细胞 OV6 阴性,远离汇管区的部分
肝细胞样细胞 OV6 弱阳性× 200.

表 1  肝卵圆细胞与肝细胞图像分析结果比较( sx ± )

Ï̧°ûÖÖÀà        测定细胞数   A(µm2)     D(µm)        Q

肝细胞 61 38.6 ± 1.1 22.3 ± 4.3 1.1 ± 0.1

肝卵圆细胞 97 19.5 ± 5.9b 12.4 ± 7.4b 1.8 ± 0.5b

bP <0.001, vs 肝细胞; Q 为最大直径与最小直径的比值.

表 2  大鼠肝内增生的肝卵圆细胞图像分析结果( sx ± )

ÇøÓò     测定细胞数     A(µm2)      D(µm)       Q

1 67 22.1 ± 18.6 12.8 ± 5.2 1.9 ± 0.6

2 45 20.9 ± 12.0 14.2 ± 5.9 1.9 ± 0.8

3 59 19.4 ± 12.6 13.7 ± 3.8 2.0 ± 0.9

4 91 21.4 ± 13.0 14.2 ± 4.8 1.9 ± 0.7

5 38 17.4 ± 15.1   9.2 ± 4.9 2.3 ± 1.1

6 74 19.5 ± 12.3 10.4 ± 8.7 1.8 ± 0.7

3   讨论

1956 年 Farber 在研究大鼠肝细胞癌变机制时，发现一
类体积小、卵圆形核、胞核大、胞质少且浅染的细胞，
常见于肝致癌剂处理的大鼠肝内，于是首次提出“卵
圆细胞”这一名词用来描述、区分此类细胞. 后来的研
究发现，卵圆细胞同时具有胆管细胞与肝细胞的表
型，且可进一步分化为肝细胞及胆管上皮细胞，因
而认为其是一种肝干 / 祖细胞[22-26]. 我们在以卵圆细胞
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为关键词查阅 Medline 时，发现约 1/3 的文献并非特指
肝脏内的卵圆细胞，所有外形呈卵圆形的细胞均被称
为卵圆细胞，因此我们提出肝脏内的卵圆细胞应称为
肝卵圆细胞更为贴切，以免引起概念上的混淆. 在新
近的国外文献中，肝卵圆细胞这一名称的使用越来越
多[1-31].
        本研究结果显示，肝卵圆细胞具有以下形态学特
征: (1)细胞体积明显小于肝细胞 ；(2)细胞呈卵圆细胞
或椭圆形，与肝细胞差异显著；(3)细胞体积不均一，大
小差异较大；(4)细胞核所占比重大，核 / 浆比例较大.
由表1可直观地看出，肝卵圆细胞与肝细胞在形态学方
面有很大的差异，前者最大直径及细胞截面积均明显
小于后者，肝细胞基本为圆形，形状因子(最大直径/最
小直径)接近 1，而肝卵圆细胞的形状因子明显大于 1.
由表 2 可明显地看出地肝卵圆细胞的不均一性，6个区
域内的细胞形态学参数有一定差异(尽管无统计学意
义)，同一区域的细胞形态学参数间有较大的标准差，
这些都说明肝卵圆细胞是个不均一的细胞群体，这一
结果与肝卵圆细胞的异质性是一致的.
       肝卵圆细胞表达的多种抗原可经免疫组化方法检
测，但细胞标志物缺乏特异性.目前已筛选出一些肝卵
圆细胞高度表达的标志物，主要有实质中间丝波形蛋
白、CK(包括 CK7、CK8、K18 及 CK19 等)、OV6，以及
干细胞因子(stem cell factor，SCF)及其受体 c-kit 等，
其中以 CK19 及 OV6 表达最强.特异性较差的标志物主
要有: CK14 仅见于少数肝卵圆细胞；OC2 和 OC3 见于
肝卵圆细胞亚群；BD1 仅见于成熟胆管上皮而非肝卵
圆细胞，细胞表面糖蛋白 Thy-1、SCF 及其受体 c-kit
以及唾液粘蛋白CD34亦见于血液干细胞；有多种标志
物与骨髓相似，这可解释为何骨髓外造血常见于肝卵
圆细胞活化的肝脏，当肝卵圆细胞分化成肝细胞后这
些标志物亦随之消失. 当肝卵圆细胞侵入肝实质时常表
达 AFP 和白蛋白，此后随着肝细胞分化 AFP 不再表达.
LCA 是炎症细胞的重要标志之一，本研究中肝卵圆细
胞 LCA 染色呈阴性反应，也证实本文结果中所见的目
标细胞为肝卵圆细胞而非炎症细胞.本研究结果显示，
采用 CK19、OV6、AFP、波形蛋白、PCNA 及 LCA 等
细胞标志进行免疫组织化学染色取得了较好的效果，
结合细胞的形态学特征，可很好地了解肝卵圆细胞的
增生情况.本研究结果还显示，肝卵圆细胞对同一细胞
标志的染色存在强弱差异，这种差异可能与细胞的分
化状态不同有关，也是细胞异质性的重要表现形式.
       关于肝卵圆细胞向肝细胞的演变过程，本研究的
初步观察结果显示肝卵圆细胞增生反应多开始于汇管
区，并由此向肝小叶内延伸与扩展，这不仅提示肝卵
圆细胞起源于胆管，而且还提示肝卵圆细胞有向肝细
胞分化与演变的趋势. 从细胞表型上看，随着肝卵圆
细胞向肝小叶的延伸，CK19 与 OV6 表达有减弱倾向，
位于汇管区与肝小叶之间的部分肝细胞样细胞CK19及

OV6 染色呈弱阳性，再加上其细胞形态介于肝卵圆细
胞与肝细胞之间，因而可以推断这些细胞是肝卵圆细
胞向肝细胞分化与演变的中间过渡细胞.
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Abstract
AIM:To explore expression of TGF-α, HGF, PCNA and IGFBP-
1s mRNA in hepatocyte and Kuffer cell (KC) and to study
the effects of  KC on liver regeneration after partial hepatectomy
in cirrhotic rats.

METHOD:Using the model of partial hepatectomy in cirrhotic
rats, we separated hepatocytes and KCs and employed
Northern hybridization.

RESULTS:The expression of HGF mRNA in KC was earlier
than that of hepatocyte, and peaked at 6 hr after operation.
But the expression contents of TGF-α mRNA in hepatocyte
was more than that of KC. The expression contents of IGFBP-1s
mRNA in hepatocyte was lower and KC had no expressions. The
expression of PCNA mRNA in hepatocyte was markedly
depressed at 6h postoperation.

CONCLUSION:The expression of HGF and TGF-α mRNA is
correlated with liver regeneration after operation in cirrhotic
rats. TGF-α is very important for liver regeneration. The
lower expression of IGFBP-1s mRNA shows the metabolic
damage in cirrhotic rats postoperatively, but the expression
of PCNA mRNA indicates the ability of liver regeneration.

Chen P, Li K, Dong JH, Han BL. Changes of  TGF-α, HGF, PCNA and
IGFBP-1s mRNA after partial hepatectomy in rat liver.Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(4):434-437

摘要
目的: 探讨肝硬变状态下肝部分切除术后肝细胞和 K C

TGF- α、HGF、PCNA 和 IGFBP-1s 的 mRNA 表达，

进一步阐明 KC 在肝细胞再生中的作用.

方法:复制我们建立的大鼠肝硬变肝切除模型，分离肝细

胞和 KC，提取 RNA，采用 Northern 杂交.

结果:KC 其 HGF mRNA 表达较肝细胞为早，在术后 6 h

点达到高峰. 但肝细胞TGF-α mRNA表达含量明显高于

KC 的表达. 肝细胞 IGFBP-1s mRNA 的表达含量低，术

后6 h点相对较高.KC IGFBP-1s mRNA未见表达. 肝细胞

PCNA mRNA 的表达在术后 6 h 其含量达到最低点，明显

受抑制.

结论:HGF 和 TGF- α mRNA 表达与肝硬变大鼠的肝细胞

再生密切相关，而 TGF- α 是肝细胞再生中最重要的物质.

IGFBP-1s mRNA表达降低反应了肝硬变大鼠术后肝细胞代

谢明显受损，而 PCNA mRNA 表达可提示肝细胞增生能力.
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0   引言

正常状态下肝部分切除术后 TGF- α(转化生长因子)、
表皮生长因子(EGF)和 HGF(肝细胞生长因子)等具有强
力促进肝细胞再生作用 [1-6]. 但在肝硬变状态下肝部分切
除术后这些细胞因子 mRNA 表达的情况及在肝再生中
的作用仍不清楚.我们研究肝硬变大鼠肝部分切除术后
肝细胞和 KC TGF- α，HGF，增生细胞核抗原(PCNA)
和胰岛素样生长因子黏附蛋白(IGFBP-1s) 的 mRNA 表
达，结果如下.

1   材料和方法

1.1 材料  皮下注射的四氯化碳( CCL4) 油溶液加口服乙
醇的方法制作肝硬变模型[7]，在动物稳定 1 wk 后可进
行实验. 肝部分切除采用乙醚麻醉，腹部正中切口，
切除大鼠肝脏的左叶和中叶，切除量占全肝的 70 %.
观察点为术后 6，24，48，72 h 和术后 1 wk. 采用 Armbrus
te al [8] 的方法.
1.2方法  参照Promega公司试剂盒的技术操作手册提取



总 RNA. 分别收集 1 × 108 肝细胞和 KC，采用此法均
可获得满意的 RNA. RNA 纯度的评价和定量:用分光光
度计在波长260 nm和280 nm下分别测定. HGF、TGF-α、
PCNA和IGFBP-1细胞因子的cDNA探针的合成与纯化.
大鼠 HGF DNA 探针序列:参照 Webber 设计的序列[9] :
5’-GCTGCAGCTGGGAAATGTTTAAGATCTGTTTGCG-3’.
TGF- α DNA 探针序列:参照 Lee 设计的序列[10]:5’-
CCATGTAAACAATATTG-3’. PCNA DNA 探针序列:参
照 Morishita 设计的序列[11]:5’-TTTGAGGCACGCCTG
ATC-3’. IGFBP-1s DNA 探针序列:参照 Lee 设计的序
列[12] : 5’-GCATGGATCAGGGAGGAAACAACTTTCAGT-3’.
按以上DNA序列在本校生物化学教研室DNA合成仪上
合成. 合成后按分子克隆实验指南的方法进行纯化. 使
探针浓度为 200 mg/L. 用放射性同位素 32P 对 HGF，
TGF- α，PCNA 和 IGF 细胞因子的 cDNA 探针的标记，
采用 Boehringer 公司提供的 DNA 5’末端标记试剂盒.
参照 J. 萨姆布鲁克分子克隆实验指南第 2 版科学出版
社，1996:362 进行[13].

2   结果

2.1 RNA 纯度的评价和定量  将提取的 RNA 2 ul + 998 ul
双蒸水，在波长260 nm 和280 nm时用分光度计(BECKMAN
DU-600)测定其吸光度. 结果 260 nm/280 nm Α 值＞ 1.6
＜ 2.0，表明 RNA 提取纯度较高.根据公式可计算出每
个样品 RNA 含量：Α 值× 40 ug/1 000 ug × 1 000/2 = mg/L

表 1  11 个样品 RNA 含量 (mg/L)

RNA 含量
样品

6 h   24 h    48 h       72 h         1 wk

C-PH 组:

   HC 8.186       7.170       6.884        6.734       4.302

   KC 2.074       3.786       4.334        2.889       3.848

SO 组肝细胞 1.612

2.2 HGF mRNA的表达  用 rHGF cDNA 探针检测到6.0 Kb
的 mRNA，肝硬变大鼠的肝细胞 rHGF 有一定表达.KC
其 HGF mRNA 表达较肝细胞为早，在术后 6 h 点达到
高峰. 而肝细胞 HGF mRNA 表达在术后 6 h 点含量最低，
以后逐渐升高，在术后 48h 点达到最高峰.(见图 1).

B-F  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的肝细胞.
G-K  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的 KC.
A  肝硬大鼠肝细胞.
图 1  肝细胞和 KC HGF mRNA 表达.

          TGF- α mRNA 的表达:用 TGF- α cDNA探针检测到
4.5 Kb 的 mRNA.肝硬变大鼠的肝细胞有表达. 虽然 KC 其
TGF- α mRNA 表达较肝细胞为早，在术后 6 h 点达到
高峰. 但肝细胞TGF-α mRNA表达含量明显高于KC的
表达，提示肝细胞TGF-α mRNA在肝细胞再生中的作
用可能大于 KC.另一方面，肝细胞 TGF- α mRNA 高
表达持续时间长，从术后 24 h 至术后 1 wk，但高峰是
术后 24-48 h(见图 2).

B-F  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的肝细胞.
G-K  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的 KC.
A 肝硬大鼠肝细胞.
图 2  肝细胞和 KC TGF-a mRNA 表达.

      IGFBP-1s mRNA 的表达:与对照组比较，肝细胞
IGFBP-1s mRNA 的表达含量低，从片上来看，隐约
可见，术后 6 h 点相对较高. KC IGFBP-1s mRNA 未见
表达.说明肝硬变大鼠术后肝细胞IGFBP-1s mRNA的表
达抑制(见图 3).

B-F  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的肝细胞.
G-K  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的 KC.
A  肝硬化大鼠肝细胞.
图 3  肝细胞和 KC IGFBP-1s mRNA 表达.

       PCNA mRNA 的表达:与对照组比较，肝细胞 PCNA
mRNA 的表达在术后 6 h 其含量达到最低点，明显受
抑制，在术后 24-48 h 期间达到高峰. 与肝细胞有所不
同，KC 其 PCNA  mRNA 的表达轻度增高后，逐渐下
降，至术后 1 wk 时达到高峰(见图 4).

B-F  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的肝细胞.
G-K  C-PH 组术后 6,24,48,72 h 和 1 wk 的 KC.
A 肝硬变大鼠肝细胞.
图 4  肝细胞和 KC PCNA mRNA 表达.
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3   讨论

人们最早认识到 HGF 是促进肝细胞再生最重要的物
质，Grunnet et al [14-16]对肝损伤和修复时细胞生长因子
的 mRNA 表达的研究发现，大鼠肝部分切除术后与假
手术组比较，大鼠肝、脾和肾的 HGF mRNA 表达无明
显增高，我们的结果可以看出，KC 其 HGF mRNA 表
达较肝细胞为早，在术后 6 h 点达到高峰.而肝细胞
HGF mRNA 表达在术后 6 h 点含量最低，以后逐渐升
高，在术后 48 h 点达到最高峰，但其峰值的表达低
于 KC. 单纯 CCl4 诱导组(对照组)肝细胞有一定的 HGF
mRNA 表达，相似于 Tomiya et al [17,18]的结果. 说明 KC
在应激状态下作出的反应快于肝细胞，HGF 主要来源
于肝脏非实质肝细胞，如 KC，但作用于肝细胞，说
明 HGF 参与了肝细胞再生[19-22].
       TGF- α和 HGF 一样，是刺激肝细胞生长非常重
要的细胞因子[25-27]. 在 CCl4 肝损伤时，TGF- α mRNA
表达的高峰在实验的 48-72 h，相当于同期的 DNA 的
合成[23,24]. 我们应用 TGF- α cDNA 探针采用 Northern 印
迹杂交技术来分析肝硬变大鼠术后肝细胞和KC的TGF-α
mRNA 的表达. 结果显示，虽然 KC 其 TGF- α mRNA
表达较肝细胞为早，在术后 6 h 点达到高峰. 但肝细胞
TGF- α mRNA 表达含量明显高于 KC 的表达，提示肝
细胞 TGF- α mRNA 在肝细胞再生中的作用可能大于
KC.另一方面，肝细胞 TGF- α mRNA 高表达持续时间
长，从术后 24 h-1 wk，但高峰是术后 24-48 h. 结果表
明，TGF- α很可能是肝细胞再生过程中最重要的因
子，因为肝细胞表达其mRNA的量大且早，提示TGF-α
很可能参与肝细胞再生启动.
      IGFBP-1s 对胰岛素样生长因子有重要的调节作
用，对肝细胞再生有正负两方面的调节作用[28]. Lee et al [12]

认为IGFBP-1s mRNA的表达与肝细胞蛋白质合成功能
相一致，mRNA 表达的峰值在部分肝切除术后 2-3 h，
IGFBP-1s表达的增加对于调节胰岛素样生长因子对肝
细胞代谢和生长的影响将起重要作用. 我们的结果显
示：与对照组比较，肝细胞 IGFBP-1s mRNA 的表达
含量低，从片上来看，隐约可见，术后 6 h 点相对较高.
KC IGFBP-1s mRNA未见表达. 说明肝硬变大鼠术后肝
细胞 IGFBP-1s mRNA 的表达抑制，肝细胞代谢功能
明显受损.
       在细胞增生过程中，PCNA 主要出现在细胞周期
的 S 期，他与 DNA 合成，胸腺嘧啶激酶活性有密切
关系[29-31]. 与对照组比较，肝细胞 PCNA mRNA 的表达
在术后 6 h 其含量达到最低点，明显受抑制，在术后
24-48 h 期间达到高峰.与肝细胞有所不同，KC 其
PCNA  mRNA 的表达轻度增高后，逐渐下降，至术
后 1 wk 达到高峰.
        我们认为，HGF 和 TGF- α mRNA 表达与肝硬变
大鼠的肝细胞再生密切相关，而 TGF- α 是肝细胞再
生中最重要的物质. IGFBP-1s mRNA表达降低反应了肝

硬变大鼠术后肝细胞代谢明显受损，而 PCNA mRNA
表达可提示肝细胞增生能力. 在肝细胞再生过程中，
细胞因子相互依赖，相互作用，共同推动肝细胞再生.

4      参考文献
1 Fausto N. Liver regeneration. J Hepatol 2000;32(Suppl 1):19-31
2 陈平,韩本立,李昆,段恒春. 枯否细胞在肝硬变大鼠肝叶部分切除术

后肝细胞再生过程中的双相调节作用. 中华实验外科杂志  1998;
15:347-349

3 Court FG, Wemyss-Holden SA, Dennison AR, Maddern GJ. The
mystery of liver regeneration. Br J Surg 2002;89:1089-1095

4 Michalopoulos GK, DeFrances MC. Liver regeneration. Science
1997;276:60-66

5 Kountouras J, Boura P, Lygidakis NJ. Liver regeneration after
hepatectomy. Hepatogastroenterology 2001;48:556-562

6 Tilg H. Cytokines and liver diseases. Can J Gastroenterol  2001;
15:661-668

7 陈平,李昆,董家鸿. 肝硬变大鼠肝部分切除术动物模型的制作及评
价. 第三军医大学学报  2002;24:488-490

8 Armbrust T, Nordmann B, Kreissig M, Ramadori G. C1Q syn-
thesis by tissue mononuclear phagocytes from normal and from
damaged rat liver: up-regulation by dexamethasone, down-
regulation by interferon gamma, and lipopolysaccharide.
Hepatology 1997;26:98-106

9 Webber EM, FitzGerald MJ, Brown PI, Bartlett MH, Fausto N.
Transforming growth factor-alpha expression during liver re-
generation after partial hepatectomy and toxic injury, and po-
tential interactions between transforming growth factor-alpha
and hepatocyte growth factor.  Hepatology  1993;18:1422-1431

10 Lee DC, Rose TM, Webb NR, Todaro GJ. Cloning and sequence
analysis of a cDNA for rat transforming growth factor-alpha.
Nature  1985;313:489-491

11 Morishita R, Gibbons GH, Ellison KE, Nakajima M, Zhang L,
Kaneda Y, Ogihara T, Dzau VJ. Single intraluminal delivery of
antisense cdc2 kinase and proliferating-cell nuclear antigen oli-
gonucleotides results in chronic inhibition of neointimal
hyperplasia. Proc Natl Acad Sci USA  1993;90:8474-8478

12 Lee J, Greenbaum L, Haber BA, Nagle D, Lee V, Miles V, Mohn
KL, Bucan M, Taub R. Structure and localization of the IGFBP-
1 gene and its expression during liver regeneration.
Hepatology 1994;19:656-665

13 J.萨姆布鲁克,EF.弗里奇,T.曼尼阿蒂斯. 分子克隆实验指南.第2版.
科学出版社,  1996:362-371

14 Grunnet N, Peng X, Tygstrup N. Growth factors and gene ex-
pression in cultured rat hepatocytes. J Hepatol  1999;31:117-122

15 Diehl AM. Liver regeneration. Front Biosci 2002;7:301-314
16 Kaibori M, Inoue T, Sakakura Y, Oda M, Nagahama T, Kwon

AH, Kamiyama Y, Miyazawa K, Okumura T. Impairment of ac-
tivation of hepatocyte growth factor precursor into its mature
form in rats with liver cirrhosis. J Surg Res 2002;106:108-114

17 Tomiya T, Ogata I, Fujiwara K. Transforming growth factor al-
pha levels in liver and blood correlate better than hepatocyte
growth factor with hepatocyte proliferation during liver
regeneration. Am J Pathol 1998;153:955-961

18 Takeishi T, Hirano K, Kobayashi T, Hasegawa G, Hatakeyama
K, Naito M. The role of Kupffer cells in liver regeneration. Arch
Histol Cytol 1999;62:413-422

19 Pediaditakis P, Lopez-Talavera JC, Petersen B, Monga SP,
Michalopoulos GK. The processing and utilization of hepato-
cyte growth factor/scatter factor following partial hepatectomy
in the rat. Hepatology  2001;34:688-693

20 Masson S, Daveau M, Francois A, Bodenant C, Hiron M, Teniere P,
Salier JP, Scotte M.Up-regulated expression of HGF in rat liver cells
after experimental endotoxemia: a potential pathway for en-
hancement of liver regeneration. Growth Factors 2001;18:237-250

21 Wang X, DeFrances MC, Dai Y, Pediaditakis P, Johnson C, Bell
A, Michalopoulos GK, Zarnegar R. A mechanism of cell survival:
sequestration of Fas by the HGF receptor Met. Mol Cell  2002;9:
411-421

22 Ogura Y, Hamanoue M, Tanabe G, Mitsue S, Yoshidome S,
Nuruki K, Aikou T. Hepatocyte growth factor promotes liver

436                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 4 月 15 日  第 11 卷  第 4 期



regeneration and protein synthesis after hepatectomy in cirrhotic
rats. Hepatogastroenterology 2001;48:545-549

23 Enami Y, Kato H, Murakami M, Fujioka T, Aoki T, Niiya T, Murai
N, Ohtsuka K, Kusano M. Anti-transforming growth factor-beta1
antibody transiently enhances DNA synthesis during liver re-
generation after partial hepatectomy in rats.  J Hepatobil Pancreat
Surg  2001; 8: 250-258

24 Tomiya T, Hayashi S, Yanase M, Umeda N, Tani M, Yamada S,
Masaki N, Ogata I, Fujiwara K. Serum transforming growth fac-
tor-alpha level can be a parameter for evaluating liver regenera-
tion after partial hepatectomy in patients with liver cancer.  Semin
Oncol 1997;24(Suppl 6):S6-14-S6-17

25 Stolz DB, Mars WM, Petersen BE, Kim TH, Michalopoulos GK.
Growth factor signal transduction immediately after two-thirds
partial hepatectomy in the rat. Cancer Res 1999;59:3954-3960

26 Hashimoto M, Kothary PC, Eckhauser FE, Raper SE. Treatment
of cirrhotic rats with epidermal growth factor and insulin accelerates
liver DNA synthesis after partial hepatectomy.J Gastroenterol Hepatol
1998;13:1259-1265

27 Masson S, Daveau M, Hiron M, Lyoumi S, Lebreton JP, Teniere

P, Scotte M. Differential regenerative response and expression of
growth factors following hepatectomy of variable extent in rats.
Liver  1999;19:312-317

28 Skrtic S, Wallenius K, Sjogren K, Isaksson OG, Ohlsson C, Jansson
JO. Possible roles of insulin-like growth factor in regulation of
physiological and pathophysiological liver growth.Horm Res
2001;55( Suppl 1):1-6

29 Moriuchi A, Hirono S, Ido A, Ochiai T, Nakama T, Uto H, Hori
T, Hayashi K, Tsubouchi H. Additive and inhibitory effects of
simultaneous treatment with growth factors on DNA synthesis
through MAPK pathway and G1 cyclins in rat hepatocytes.
Biochem Biophys Res Commun 2001;280:368-373

30 Alhonen L, Rasanen TL, Sinervirta R, Parkkinen JJ, Korhonen
VP, Pietila M, Janne J.Polyamines are required for the initiation
of rat liver regeneration. Biochem J 2002;362:149-153

31 Takasaki Y, Kogure T, Takeuchi K, Kaneda K, Yano T, Hirokawa
K, Hirose S, Shirai T, Hashimoto H. Reactivity of anti-proliferat-
ing cell nuclear antigen (PCNA) murine monoclonal antibodies
and human autoantibodies to the PCNA multiprotein complexes
involved in cell proliferation. J Immunol 2001;166:4780-4787

陈平, 等. 肝硬变大鼠肝部分切除术后残肝TGF-α、HGF、PCNA和IGFBP-1s mRNA的变化                                                          437

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消消消消消          息息息息息 •

世界胃肠病学杂志英文版获得第二届国家期刊奖百种重点期刊

本报讯本报讯本报讯本报讯本报讯  为了进一步繁荣期刊出版事业，2002 年 9 月，经中共中央宣传部同意，新闻出版总署决定举办第二届国家期刊奖评选活

动. 经过反复审核，全国共推荐出参评科技期刊 522 种.这些参评期刊经过评选办公室的参评资格审查、出版规范审查、广告内容

审查后，由专家组和评选工作委员会进行评选. 2002 年 12 月初产生评选入围期刊，并将初评结果在《光明日报》、《科技日报》、

《中国新闻出版报》和《中国图书商报》公示，接受全社会的监督，最终评出国家期刊奖科技类 30 名，国家期刊奖提名奖 50

名，国家期刊奖百种重点期刊 99 名. 世界胃肠病学杂志英文版（World Journal of Gastroenterology）获得第二届国家期刊奖百种

重点期刊，并荣获获奖证书、奖杯和获奖徽标.

国家期刊奖是期刊业中最权威的、也是最具影响的奖项. 我们衷心感谢全体编委及作者、读者对世界胃肠病学杂志英文版的

支持，希望在今后能继续得到大家的关心爱护和大力支持，争取更大的成绩.

(世界胃肠病学杂志社 2003-01-23)



World Chin J Digestol  2003  April;11(4):438-441
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 基础研究 BASIC RESEARCH •

细菌内同源重组法构建HBV S区和C区基因非复制型
腺病毒载体及其体外表达

黄呈辉,欧阳玲,马会慧,汤正好,李   刚,姚集鲁

黄呈辉,马会慧,汤正好,李刚,姚集鲁,中山大学附属第三医院传染科实验
室  广东省广州市  510630
欧阳玲,深圳市宝安区中心血站  广东省深圳市  518101
黄呈辉,男,1967-09-03,江西于都人,汉族. 1990年江西医学院本科毕业,1997
年首都医科大学硕士研究生毕业,现在为中山大学中山医学院博士研究生,主
治医师. 主要从事病毒性肝炎研究工作.
国家自然科学基金资助课题, No.30200243
项目负责人:黄呈辉,510630,广东省广州市石牌岗顶,中山大学附属第三医院
传染科实验室.  chuih67@163.com
电话:020-87596042
收稿日期:2002-11-06    接受日期:2002-11-18

Construction of replication-deficient
recombinant adenoviral vector carrying
HBV S and C region gene by homologous
recombination in bacteria and its
expression in vitro

Cheng-Hui Huang,Ling Ou-Yang,Hui-Hui Ma, Zheng-Hao Tang,
Gong Li, Ji-Lu Yao

Cheng-Hui Huang,Hui-Hui Ma, Zheng-Hao Tang, Gong Li, Ji-Lu Yao,
Department of Infectious Diseases, the Third Affiliated Hospital, Sun
Yat-Sen University, Guangzhou, 510630, Guangdong  Province China
Ling Ou-Yang,Shenzhen Baoan Blood Center, Shenzhen 518101,
Guangdong Province China
Supported by the National Science Foundation of China,No.30200243
Correspondence to:Dr. Cheng-Hui Huang, Department of Infectious
Diseases, the Third Hospital Affiliated Sun Yat-Sen University,
Guangzhou, 510630,Gangdong Province China. chuih67@163.com
Received:2002-11-06    Accepted:2002-11-18

Abstract
AIM:To construct recombinant adenoviral vector carrying
HBV S and C region gene by homologous recombination in
bacteria and to detect its expression in vitro.

METHODS:HBV pre-S2/S genes and pre-C/C genes were
amplified by PCR and were cloned to adenoviral shuttle plasmid
pAdTrack-CMV, respectively.Then the resultant pAd Track-
CMV-HBs or pAdTrack-CMV-HBe was cotransfected into
BJ5183 bacteria with the plasmid pAdeasy-1. The adenoviral
plasmid carrying HBV S and C gene (pAd-HBs and pAd-HBe) was
generated with homologous recombination in bacteria and
the adenoviruses were produced in 293 cells. Both 293 and
Vero cells were infected with adenoviruses and the expression of
HBsAg and HBeAg was detected by RT-PCR and ELISA in vitro.

RESULTS:The titer of Ad-HBs and Ad-HBe adenoviruses was
up to 5×1012 pfu/L after proliferation in 293 cells. HBsAg
and HBeAg were expressed efficiently in 293 and Vero cells
after infection.

CONCLUSION:The recombinant adenoviruses expressing

HBsAg or HBeAg were constructed successfully and can be
used further in gene therapy of HBV.

Huang CH, Ou -Yang L, Ma HH, Tang ZH, Li G, Yao JL. Construction of
replication-deficient recombinant adenoviral vector carrying HBV S and C
region gene by homologous recombination in bacteria and its expression
in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):438-441

摘要
目的: 构建表达乙肝病毒表面抗原( H B s A g ) 和 e 抗原

(HBeAg)的非复制型重组腺病毒载体，并检测他能否在真

核细胞中有效表达目的基因.

方法:扩增乙肝病毒(HBV)前 S2/S 基因和前 C/C 基因片段，

分别亚克隆到腺病毒穿梭质粒pAdTrack-CMV上，与5型

腺病毒骨架质粒 pAdeasy-1 共转染 BJ5183 细菌，经细菌

内同源重组产生分别携带 HBV S 区和 C 区基因的重组腺

病毒载体 pAd-HBs 和 pAd-HBe，经脂质体法转化 293 细

胞包装产生重组腺病毒Ad-HBs和Ad-HBe；体外转染293

和 Vero细胞，RT-PCR和 ELISA 法检测目的基因的表达.

结果:构建了表达 HBsAg 和 HBeAg 基因的重组腺病毒，

病毒滴度可达 5×1012 pfu/L，并能在真核细胞中有效表达

目的基因.

结论:成功构建表达HBsAg 和HBeAg的重组腺病毒载体，

为进一步开展 HBV 基因治疗研究提供实验基础.

黄呈辉,欧阳玲,马会慧,汤正好,李刚,姚集鲁. 细菌内同源重组法构建HBV S区

和C区基因非复制型腺病毒载体及其体外表达. 世界华人消化杂志  2003;11

(4):438-441
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0   引言

重组非复制型腺病毒作为基因治疗和蛋白表达载体，
已经成为基因治疗研究中应用最为广泛的载体之一[1-4].
我们采用一种新的细菌内同源重组系统[5]，构建携带
增强型绿色荧光蛋白(enhanced GFP，EGFP)基因和乙型
肝炎病毒(HBV)S 和 C 区基因的重组腺病毒，并检测他
在真核细胞中的表达，为开展乙肝的基因免疫治疗提
供实验基础.

1   材料和方法

1.1 材料  携带 EGFP 基因的腺病毒穿梭质粒 pAdTrack-
CMV，E1 区和 E3 区缺失的复制缺陷 5 型腺病毒骨架质



粒 pAdeasy-1，大肠杆菌 XL1-Blue，BJ 5 183 和 DH10B
由北京协和医院许志勤博士惠赠；携带 HBV adw 亚型
全基因的 PBR322 质粒由本实验室保存；限制性内切
酶 Pme Ⅰ 和 Pac Ⅰ 购自 NEB 公司，Not Ⅰ，Kpn Ⅰ，
Bgl Ⅱ 和 DNase Ⅰ购自 TaKaRa 公司；人胚肾 293 细
胞和绿猴肾细胞(Vero)购自武汉大学典型培养物保藏中
心；低血清培养基 Opti-MEM Ⅰ，DMEM，胎牛血
清(FBS)和 DNA 转染试剂盒 lipofectamine 2 000 购自 Life
Tech 公司；HBsAg ELISA 检测试剂购于荷兰欧嘉隆公
司，HBeAg ELISA 检测试剂购于厦门新创公司.
1.2 方法

1.2.1 腺病毒穿梭载体pAdTrack-CMV-HBs和pAdTrack-

CMV-HBe 的构建  根据 HBV S 和 C 区开放读码框序
列，设计合成 2对引物，由上海生工生物公司合成，引
物序列如下:PS1：5’-TTACAGATCTATGCAGTGGA
ACTCCAC-3’;PS2:5’-TTCGCGGCCGCTAGGGTTTA
AATGTATACC-3’;PE1:5’-TACGGTACCATGCAAC
TTTTTCACCTCTGCCTAATC-3’;PE2:5’-TTGCGGC
CGCTAACATTGAGATTCCCGAGA-3’;其中引物 PS1
和 PS2 用于扩增 HBV pre-S2/S 基因片段，在引物的
5’端分别加上 Bgl Ⅱ和 Not Ⅰ限制性酶切位点；引物
PE1 和 PE2 用于扩增 HBV pre-C/C 基因，在引物的 5’
端分别加上 Kpn Ⅰ和 Not Ⅰ限制性酶切位点. 以插入
HBV adr亚型全基因的PBR322质粒为模板进行PCR扩
增，条件为:94 ℃，180 s 预变性；94 ℃，40 s；55 ℃，
50 s；72 ℃，90 s，扩增 35 个循环，最后 72 ℃延伸
10 min. 扩增片段用 10 g/L 的琼脂糖凝胶电泳，目的片
段切胶回收纯化后，连接到 pBluscript KS(+)-T 载体
上，转化 XL1-Blue 宿主菌，挑选阳性质粒，经测序
序列正确后，用相应的内切酶 Bgl Ⅱ和 Not Ⅰ、Kpn Ⅰ
和 Not Ⅰ双酶切后，定向亚克隆到 pAdTrack-CMV 质
粒上，电转化DH10B细菌后，筛选重组pAdTrack-CMV-
HBs 和 pAdTrack-CMV-HBe 质粒.
1.2.2 E.coli内同源重组构建pAd-HBs和pAd-HBe腺病

毒载体  取 0.1-0.5 µg 的 pAdTrack-CMV-HBs 或
pAdTrack-CMV-HBe 质粒，Pme Ⅰ酶切线性化后溶解
于 6 µL 无菌水中，与 1 µL(0.1 µg)pAdEasy-1 质粒一
起加入到 20 µL 电穿孔感受态大肠杆菌 BJ 5 183 中，混
匀后加入预冷的 2.0 mm 电转化杯中，冰浴 5 min，在
2.5 kV/200 Ω /25 µf 条件下电转化，菌液在 SOC 培养
液 1 mL 中 37 ℃孵育 10-20min，涂 4 个 25 mg/L 卡那
霉素 LB 平板，37 ℃过夜培养 16-20 h，挑选 10-24
个小菌落，碱裂解法小提质粒，7 g/L琼脂糖凝胶电泳，
挑选质粒大小大于pAdEasy-1的质粒，并用PacⅠ酶切
鉴定，取阳性质粒 1 µL 电转化 DH10B 菌，用 Promega
提取试剂盒进行质粒的提取和纯化.
1.2.3 重组腺病毒Ad-HBs和 Ad-HBe的包装  转染前 1 d，
在 T-25 培养瓶中接种 2 × 106  293 细胞，至转染时细
胞约为 50-70 % 汇合度. 取质粒 pAd-HBS 或 pAd-HBe

各 4 µg 分别用 Pac Ⅰ酶切，酚 / 氯仿抽提，乙醇沉淀，
溶于无菌去离子水 20 µL 中，再加 lipofectamine 2 000
20 µL 一起混合于 500 µL Opti-MEM Ⅰ，室温孵育 10-
30 min 后，lipofectamine － DNA 混合物加入培养瓶，放
回 37 ℃ 50 mL/L CO2 孵箱孵育 4 h，弃去含 lipofectamine-
DNA 混合物的培养液上清，换成含 100 mL/L FBS 的
完全 DMEM 培养液. 培养 18 h 后通过荧光显微镜观察
EGFP 的表达，转染后 7-10 d 后离心收集细胞，弃上清，
细胞沉淀悬浮于2 mL磷酸盐缓冲液(PBS)中，37 ℃/-70 ℃
反复冻溶 4 次，离心留上清. 取病毒上清 1.0 mL 再转
染 T-25 瓶 50-70 % 汇合的 293 细胞，转染后 3-5 d，
当大约 1/3-1/2 的 293 细胞脱落时，离心收集细胞，按
上述方法收集病毒，再重复扩增培养 1 次，收集第 3 代
病毒进行滴度(pfu/L)测定[3].
1.2.4 目的基因 HBsAg 和 HBeAg 在真核细胞中的表达

取病毒上清，按 MOI 为 10 转染 293 和 Vero 细胞，荧光
显微镜下观察 EGFP 的表达，转染第 3-5 天，95 % 以
上细胞出现 EGFP 的表达，吸取上清进行 ELISA 测定；
用细胞刮子刮下细胞，PBS 洗 3 次，用 TRIZOL 试剂提
取细胞中总 RNA，用 DNase Ⅰ消化污染的 DNA 后，分
别用引物 PS1/PS2 和 PE1/PE2 进行 RT-PCR 检测.

2   结果

2.1 E.coli 内同源重组产生腺病毒质粒pAd-HBs和pAd-HBe

PCR 扩增 pre-S2/S 基因片段约 872 bp，pre-C/C 基因片段
约 657 bp，重组到 pBluscript KS(+)-T 载体上进行测
序，测序结果未发现有突变情况. 双酶切后定向亚克隆
到 pAdTrack-CMV 质粒上，产生重组腺病毒穿梭质粒
pAdTrack-CMV-HBs 和 pAdTrack-CMV-HBe，与 0.1 ug
pAdEasy-1 共转化 BJ 5 183 菌，获得数百个克隆，挑
选 10-24 个克隆经碱裂解法提质粒，7 g/L 琼脂糖凝胶
电泳，片段大小大于 pAdEasy-1 的质粒为阳性重组质
粒；用 Pac Ⅰ酶切，阳性重组腺病毒质粒 pAd-HBs 或
pAd-HBe 出现一条大的片段(约 35 kb)和一条小的片段
(4.5 kb，见图 1).
2.2 重组腺病毒 Ad-HBs 和 Ad-HBe 的包装  取 Pac Ⅰ
酶切后的质粒 pAd-HBs 或 pAd-HBe，用脂质体法转
染 293 细胞，18 h 后荧光显微镜下可见 293 细胞内有
EGFP 的表达，之后 EGFP 表达逐日增多，于转染后
5 d 达高峰，7-10 d 后收种病毒；取 1/3-1/2 病毒上
清再转染T-25瓶 50-70 %汇合的293细胞，转染18 h后，
1/3 以上细胞可见 EGFP 的表达，3-5 d 出现明显细胞
病变(CPE). 取第 3 代病毒进行滴度(pfu/L)测定，病毒
滴度达到 5×1012 pfu/L.
2.3 重组腺病毒 Ad-HBs 和 Ad-HBe 在真核细胞中的高

效表达  制备的 Ad-HBs 和 Ad-HBe 腺病毒带有 2 个独
立的 CMV 启动子表达盒，一个表达目的基因 HBsAg
或 HBeAg，一个表达 EGFP.18 h 后在荧光显微镜下观
察到 293 和 Vero 细胞中 EGFP 荧光，可间接反映目的
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基因的表达(图 2). 取第 3 代腺病毒转染 293 和 Vero 细
胞，经 RT-PCR 检测，分别扩增出 872 bp 和 657 bp
预计大小的片段(图 3)，表明重组腺病毒 Ad-HBs 和
Ad-HBe 在 293 和 Vero 细胞均能有效转录.重组腺病毒
Ad-HBs 转染 293 和 Vero 细胞 72 h，ELISA 检测细胞
培养上清中 HBsAg Α 值均大于 3.229 (C.O=0.102); 重组
腺病毒 Ad-HBe 转染 293 和 Vero 细胞 72 h，ELISA 检
测细胞培养上清中 HBeAg A 值均分别为 0.996 和 0.806
(C.O=0.105).

M:DNA Marker DL15 000; 1:pAdTrack-CMV/pac I; 2:pAdEasy-1/ pac I;
3: pAd-HBs/ pac I;  4: pAd-HBe/ pac I;  5: pAdEasy-1;  6: pAd-HBs;
7: pAd-HBe
图 1  重组腺病毒质粒 pAd-HBs 和 pAd-HBe 构建和鉴定.

A: In 293 cells(×200)  B: In Vero cells(×200)
图 2  腺病毒 Ad-HBs 转染 293 和 Vero 细胞后 EGFP 的表达(72 h).

M: PCR Marker;  1: Ad-HBs transfected 293;  2: Ad-HBe transfected
293; 3: Ad-HBe transfected Vero;  4: Ad-HBs transfected Vero;  5:
Negative control
图 3  RT-PCR 检测 HBV S 和 C 基因在真核细胞中的转录.

3   讨论

乙型肝炎病毒感染是当前危害人类健康的重要传染病
之一[6,7]，虽然抗病毒药物如干扰素、核苷类似物治
疗显示一定的效果，但停药后易复发，难于取得持久
的疗效[8-11]. 基因疫苗和基因治疗作为近年发展的一种
新的抗病毒途径，在控制 HBV 感染方面已经显示其良
好的应用前景[12-14]. 目前，HBV 的基因治疗主要有反
义寡核苷酸，核酶和基因免疫(又称DNA疫苗)三个主要
治疗策略[15-22]. 基因免疫是将编码抗原的外源基因插入
合适的表达载体中，再以载体免疫机体，使目的基
因在机体内高效表达，达到基因治疗的目的[23]. 质粒
表达载体是目前使用最多基因免疫的载体，他具有诸
多优点[24]，但也存在明显不足，如质粒载体导入细胞
效率低，诱发免疫效果较弱，安全性尚无定论等[25]. 腺
病毒载体是目前更具前途的用于基因治疗的表达载体，
他具有基因组的结构简单，分子背景比较清楚，易于
改造和操作，载体制备较容易；宿主广泛，包装容量大，
感染率高，又有较强的靶细胞特异性；病毒基因不整合
到宿主基因中，安全性好；既可以在肠道繁殖，也可以
在呼吸道繁殖，便于疫苗制成后的使用和推广；腺病
毒载体感染宿主细胞表达的目的抗原，较质粒载体更
近似病原体感染，易获得更强的免疫应答[26,27]. 因此，
腺病毒成为继逆转录病毒之后被广泛应用于基因免疫
和基因治疗研究的病毒载体[ 28-33].
        HBV S 区基因编码的乙肝表面抗原(HBsAg)，具有潜
在 T细胞激活表位，能介导 CTL细胞发挥抗 HBV 作用[34];
同时，还可以能够刺激体内产生中和抗体抗-HBs，具有
清除病毒感染的作用[35]，因此，HBsAg 可作为乙型肝
炎基因免疫治疗的有效靶抗原.我们构建的重组腺病毒
Ad-HBs 和 Ad-HBe，分别携带 HBV S 区基因和 C 区
基因，在真核细胞中可高效表达 HBsAg 和 HBeAg. 另外，

我们制备的重组腺病毒 Ad-HBs 和 Ad-HBe 是 E1，E3 区

缺失的复制缺陷 5 型腺病毒，由于 E1 区基因为腺病毒

复制所必需，因此需要由转化了 E1 区基因的包装细胞

系(293 细胞)提供反式补偿，重组腺病毒才能复制和扩

增. 这种复制缺陷型重组腺病毒仍具有感染靶细胞的

能力但不发生复制，因而不会直接造成靶细胞的损

害，有利于其基因治疗研究中的应用[36]. 另外，复制

缺陷型重组腺病毒缺失的病毒早期基因 E1 区，编码多

种与病毒的免疫逃避有关的蛋白(如 E1A，E1B-19K 和

E1B-55K)[37]，与复制型腺病毒相比，复制缺陷型重

组腺病毒不仅安全，而且以低剂量方式产生抗原蛋白，

不裂解细胞，故抗原蛋白表达持久，有利于激发长期

的免疫反应[38].

       由于腺病毒基因组较大(约 36 kb)，很难选择合适

的限制性内切酶直接进行分子克隆，因此，构建腺
病毒载体时，通常将腺病毒基因组左端制备成含 E1
区缺失的穿梭质粒，然后将目的基因插入穿梭质粒的
多克隆位点，再与含腺病毒基因组的质粒共转染至
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293 或 911 细胞内进行同源重组，再通过空斑筛选来鉴
定扩增重组[39]. 这种传统构建重组腺病毒载体的方法虽
然非常有效，但由于在哺乳细胞 293 或 911 内同源重组
的效率低，需要多次空斑筛选，因而制备出腺病毒的
时间较长，妨碍其广泛应用. 本研究采用一种新的腺病
毒载体制备系统 AdEasy[5]，该系统在高效的原核细胞
的大肠杆菌中进行同源重组，经抗生素培养板筛选重
组，极大简化载体的构建过程. 构建的腺病毒载体上携
带有增强型绿色荧光蛋白(EGFP)示踪基因，可以很方
便通过荧光显微镜观察腺病毒的包装、检测病毒滴度
和了解目的基因在真核细胞中的表达情况，而不采用
观察细胞病毒病变和空斑实验鉴定病毒包装成功以否，
以及采用空斑实验检测病毒的滴度等.采用本系统可以
方便快速构建腺病毒载体，大大节省时间.本研究成功
制备表达 HBsAg 基因和 HBeAg 的重组腺病毒载体，并
能够在真核细胞中获得高效稳定的表达，这一初步研
究结果为乙肝病毒基因免疫和基因治疗的临床应用研究
提供了理论依据.
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Abstract
AIM:To explore the rule of producing TNFα in gut macrophages
through respects of gene expression and protein synthesis
of TNF α and to observe the effect of dexamethasone (DEX),
monocolonal antibody to tumor necrosis factor alpha (TNF α moAb)
and Fufang Dachengqi Decoction compound on TNF α production.

METHODS:The cultured rat gut macrophages were divided
into five groups: control group (group C), lipopolysaccharide (LPS)
group (group L), DEX treated group (group L+D), TNF α-
MoAb treated group (group L+M), LPS plus Fufang Da
Chengqi Decoction treated group (group L+F). Each group
was divided into four phases: cultured for 3,  6,  12, and 24 h.
The supernatants were collected and frozen at –70 ℃until
TNF α was determined, and the cells were used to isolate
the RNA. TNFα levels were determined by radioimmunoas-
say method. The expression of TNF α mRNA was evaluated
by RT-PCR.

RESULTS:The level of TNFα and expression of TNFα mRNA
significantly increased at each phase in group L.The level of
TNFα significantly decreased at each phase in group L+D,
group L+M and group L+F compared with group L. The
expression of TNFα mRNA in each treatment group had no
obvious difference, compared with group L in 3 h,  but  group
L+D and group L+F  significantly decreased in 6, 12, and
24h. Group L+M still showed no obvious difference.

CONCLUSION:Gut macrophage induced by LPS can produce
more TNFα through its gene expression and protein synthesis.

DEX, Fufang Dachengqi Decoction can suppress the TNFα
mRNA transcription and protein synthesis of TNF α ;TNFα -
moAb only lowered the level of TNFα protein. The three
drugs have protective effects in inflammatory mediators
reaction, gut barrier damage and multiple organ dysfunction
syndrome (MODS).
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摘要
目的:探讨体外培养的肠巨噬细胞分泌TNFα的规律及地塞

米松、 TNFα单克隆抗体及复方大承气汤对LPS诱导的肠

巨噬细胞 TNFα 产生的影响.

方法:体外分离培养大鼠肠巨噬细胞. 设对照组、脂多糖

组、地塞米松处理组、TNFα 单抗处理组和复方大承气汤

处理组. 每组分别在 3 h，6 h，12 h 和 24 h 取上清液，

用放免法检测 TNFα 浓度. 并分别收集肠巨噬细胞，提取

RNA，采用 RT-PCR 法相对定量 TNFα mRNA .

结果:肠巨噬细胞经脂多糖(LPS) 诱导后，各时相TNFα 分

泌及 TNFmRNA 表达均明显增加; 地塞米松、TNFα 单克

隆抗体及复方大承气汤处理后，各时相TNFα分泌都较脂

多糖(LPS) 诱导组显著下降， 各处理组TNFα mRNA表达

在 3 h 时与脂多糖(LPS) 诱导组比较无明显差异， 6 h、12 h、

24 h，地塞米松、复方大承气汤处理组显著降低，而 TNFα
单克隆抗体处理组无明显差异.

结论:LPS 是肠巨噬细胞分泌 TNFα 的有效激活剂，地塞

米松、复方大承气汤能从蛋白质及核酸水平抑制TNFα的

产生，而 TNFα 单克隆抗体只能从蛋白质水平抑制 TNFα
的产生.
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0   引言

在严重感染(急性胰腺炎、急性胆道感染、外科腹内
感染等)和创伤(烧伤等)应激状态下，肠道屏障常受到
损害，产生肠源性感染和内毒素血症，引起机体严
重的全身反应和病理损害，导致 MODS 而死亡[1-9]. 单
核巨噬细胞系统(包括腹腔巨噬细胞、肝脏 Kupffer 细
胞、肺巨噬细胞等)分泌的肿瘤坏死因子(TNFα)是机体



炎症反应的主要致病因子. 炎症反应的正确调控成为目
前研究的热点. 肠巨噬细胞是其中一部分，也是肠道
屏障的重要功能细胞. 但是单独分离出来的肠巨噬细胞
分泌 TNFα 的规律的研究尚未见报道. 我们通过体外分
离和培养大鼠肠巨噬细胞，研究其分泌 TNFα 的规律，
特别是在脂多糖刺激下 TNFα mRNA 表达及地塞米松、
TNFα 单克隆抗体特别是通里攻下中药复方大承气汤对
LPS 诱导的肠巨噬细胞 TNFα 分泌及 TNFα mRNA 表达产
生的影响，以进一步明确肠道巨噬细胞在肠道屏障功能
中的地位，在机体全身和肠道局部炎症反应中的作用，为
临床上正确调控炎症反应，保护肠道屏障提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  ♂ SD 健康大鼠，质量 220-250 g，由大连
医科大学实验动物中心提供；RPMI 1 640 培养基购自
Gibco 公司；等渗细胞分离液(Percoll solution，由 1 份
10 × Dulbecco’s 磷酸盐缓冲生理盐水和 9 份细胞分
离液构成.不同浓度的 Percoll 溶液用 1 × Dulbecco’s
磷酸盐缓冲生理盐水稀释；胶原酶 IV 及脂多糖(购自
Sigma 公司);RNA 提取试剂盒、RT-PCR 试剂盒(大连宝
生物公司);大鼠TNFα放免检测试剂盒(解放军总医院科
技开发中心放免所);复方大承气汤:由大黄、川朴、枳
实、芒硝、连翘、栀子和牡丹皮等组成，其中大黄后下，
芒硝冲用. 由大连医科大学中西医结合急腹症研究所制备，
以原液再经抽提、过滤制成精制药液，含生药 1 kg/L.
1.2方法  肠巨噬细胞分离和培养参照文献[10]:大鼠以密
闭 CO2 笼处死，迅速取全肠. 用冷 PBS(pH=7.4)液冲洗
肠腔，纵向剖开，置入含 1 g/L EDTA 的 Hanks 平衡
盐溶液中，37 ℃水浴振荡 60 min. 弃上清，用 5 g/L
胶原酶 IV 消化 2 h. 所得细胞悬液以尼龙网过滤. 再以
Hanks 液洗涤，重悬于 500 g/L 等渗细胞分离液，离
心，2 000 r·min-1，4 ℃，15 min. 收集沉淀，得肠巨
噬细胞，以无钙、镁 Hanks 液洗涤 3 遍. 用胎盘蓝染色，
细胞活力约为 90 %. 计数巨噬细胞，以 RPMI 1 640 培养
基调细胞浓度至2×108 /L .加入24孔培养板，每孔1 mL，
置于 37 ℃， 50 mL/L CO2 培养箱中培养.第 1 组:对照
组，细胞上清液中加入培养基0.05 mL. 第2组:脂多糖诱
导组，加脂多糖(LPS，终浓度10 mg/L)0.05 mL.第3组:地塞
米松处理组，加脂多糖(LPS，终浓度 10 mg/L)0.025 mL，

同时加入地塞米松(终浓度 10-6 mmol/L)0.025 mL. 第
4 组:TNFα 单抗处理组，加脂多糖(LPS，终浓度 10 mg/L)
0.025 mL，同时加入 TNFα 单抗( 终浓度 10-1 mmol/L)
0.025 mL. 第 5 组:复方大承气汤处理组，加脂多糖
(LPS，终浓度 10 mg/L)0.025 mL，同时加入复方大承
气汤( 终浓度 1∶100)0.025 mL.每组分 4 个时相:3 h,6 h,
24 h,每时相 6 个孔，分别取上清液.- 70 ℃保存，用
于检测 TNFα . 细胞用于提取 RNA，RT-PCR 法检测
TNFα mRNA. TNFα 检测用放免法.
        TNFa mRNA 表达采用 RT-PCR 法.细胞总 RNA 提
取，按试剂盒操作. 细胞总 RNA 稀释至 1 g/L. 取 1 µg
用于合成 cDNA 单链. CDNA 单链的合成， 反应条件：
30 ℃ 10 min，42 ℃ 30 min，95 ℃ 5 min，循环一
次. 产物取 1 µL 用于 PCR 反应. PCR 反应 TNFα 引物:P
(T1) ５’-GGATCATCTTCTCAAAACTCG-3’P(T2) ５’－
TCACAGAGCAATGACTCCAAA －３’其扩增片段为 348
个碱基. β- 肌动蛋白引物[11] (β- actin 作为内参照，用
于TNFα mRNA 相对定量):Ｐ(A1) ５’－TAAAGACCTCTA
TGCCAACAC－３’Ｐ(Ａ２)５’－TAAAGCCATGCCAAA
TGTCTC- ３’其扩增片段为 348 个碱基. 扩增步骤:变性
温度 94 ℃，45 s，退火温度 55  ℃ ，45 s，延伸温度
72 ℃ ，1 min，循环 35 次后， 72 ℃ ，延伸 10 min. 产
物取 10 µL，16 g/L 凝胶电泳. 紫外灯下照相，胶片经密
度扫描，得 TNFα 带与 β- 肌动蛋白(β- actin)带的密度比.

      统计学处理  所有数据均以均数±标准差( sx ± )表

示，结果以 SPSS 10.0 统计软件进行方差分析，以 P <0.05
为检验显著性标准.

2   结果

2.1肠巨噬细胞上清液TNFα 浓度  正常细胞(对照组)培
养上清液中 TNFα 浓度较低，经 LPS 刺激后，各时相
均明显增高(P <0.01)，3 h 增加明显，6 h 达到高峰，
12 h 开始下降，24 h 逐渐降低. 应用地塞米松、TNFα 单
克隆抗体及复方大承气汤处理后，各时相上清液TNFα浓
度均较相应的脂多糖诱导组明显降低(P <0.01，表 1).
2.2 肠巨噬细胞 TNFα mRNA 表达  正常细胞(对照组)无
明显 TNFα mRNA 表达，经 LPS 诱导后 TNFα mRNA 表
达增加，3 h 增加明显，6 h 达到高峰，12-24 h 逐
渐降低. D E X 处理组、复方大承气汤处理组 T N F α

表 1   各组细胞上清液中 TNF α 浓度(µg/ml, sx ± )

×é±ð          3 h           6 h          12 h         24 h

对照组 0.095 ± 0.011 0.093 ± 0.007 0.091 ± 0.009 0.055 ± 0.016

LPS 诱导组 1.575 ± 0.129b 1.978 ± 0.083b 1.977 ± 0.076b 1.639 ± 0.058b

DEX 处理组 0.787 ± 0.041d 1.208 ± 0.278d 0.680 ± 0.077d 0.495 ± 0.010d

复方大承气汤处理组 0.996 ± 0.123d 1.326 ± 0.096d 0.879 ± 0.080d 0.774 ± 0.069d

TNFα 单抗处理组 0.619 ± 0.034d 1.132 ± 0.108d 0.592 ± 0.045d 0.531 ± 0.023d

aP <0.05, bP <0.01, vs 对照组比较; cP <0.05, dP <0.01 vs LPS 诱导组比较.
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mRNA 表达与 LPS 诱导组比较，3 h 皆无显著性差异
(P >0.05)，6 h，12 h，24 h 则明显降低(P <0.05-0.01，

图 1，表 2). TNFα 单克隆抗体处理组与 LPS 诱导组比
较，各时相皆无明显差异.

表 2   各组肠巨噬细胞 TNFα mRNA 表达(TNFα /actin 积分光度值, sx ± )

×é±ð          3 h          6 h                         12 h         24 h

对照组            -                           -            -            -

LPS 诱导组 0.676 ± 0.005 0.905 ± 0.015 0.367 ± 0.004 0.117 ± 0.017

DEX 处理组 0.667 ± 0.010 0.350 ± 0.052b 0.228 ± 0.015b 0.018 ± 0.006a

复方大承气汤处理组 0.672 ± 0.010 0.343 ± 0.012b 0.112 ± 0.011b 0.017 ± 0.009a

TNFa 单抗处理组 0.671 ± 0.010 0.918 ± 0.002 0.358 ± 0.009 0.124 ± 0.012

aP <0.05，bP <0.01 vs 内毒素诱导组比较.

M:Marker; 1:3 h 的正常细胞(N3); 2:3 h 的 LPS 诱导细胞(L3); 3:3 h 的
DEX 处理细胞(D3); 4:3 h 的复方大承气汤处理细胞(F3); 5:3 h 的 TNFα
Ab 处理细胞 (M3); 6:N6 ; 7 :L6 ; 8:D6 ; 9:F6 ; 10:M6 ; 11:N12 ; 12:L12 ; 13:
D12; 14:F12;  15:M12; 16:N24; 17:L24; 18:D24; 19:F24;20:M24

图 1  RT-PCR 检测各组肠巨噬细胞 TNFα mRNA.

3   讨论

肠巨噬细胞是肠道发挥屏障功能的重要组成部分，同
时他还是机体单核 - 巨噬细胞系统的成员之一，也是
肠产生 TNFα 的主要细胞[12]. 肠巨噬细胞受到内毒素等
因素攻击可以释放大量的 TNFα，除了通过内分泌形
式进入血循环，作用于肝、肺、肾等产生远隔器官损害
外，还可通过旁分泌形式对邻近肠上皮细胞发生作用，
从而影响肠道的屏障功能[13-25]. 因此，研究肠巨噬细胞
表达和分泌炎性递质的规律及中西药物影响具有重要
意义. 我们发现，肠巨噬细胞在正常情况下有低量的
TNFα 分泌，无明显基因表达. 在 LPS(10 mg/L)作用
下，TNFα 分泌及 TNFα mRNA 表达都明显增加，3 h，
6 h 增加明显，6 h 相对较高，12 h，24 h 逐渐降低，
但仍高于正常水平. 表明肠道巨噬细胞在肠道屏障中具
有双重作用. 必须在不同时期进行正确调控，才能发
挥其保护作用，减少或消除其损伤作用.目前较多应用
地塞米松[26-28]、TNFα 单克隆抗体[29,30]及中药来阻断
TNFα 损伤作用[28-34]. 本实验探讨这三种不同中西药物
对LPS诱导的肠巨噬细胞表达和分泌TNF的影响. 地塞
米松对LPS诱导的肠巨噬细胞TNFα分泌及基因表达具
有明显的抑制作用. TNFα 单克隆抗体对 LPS 诱导的肠
巨噬细胞 TNFα 蛋白质分泌有明显的抑制作用，而对
基因表达无抑制作用.
       复方大承气汤可抑制 LPS 诱导的肠巨噬细胞 TNFα
的分泌及基因表达. 复方大承气汤是由经典通里攻下名
方大承气汤加减而成. 由大连医科大学中西医结合急腹
症研究所组方配制，广泛应用于临床的常用方剂. 主

要用于治疗急性肠梗阻、急性阑尾炎、急性胰腺炎、
急性腹腔感染等疾病. 有关实验表明，此方有增强胃
肠道推进运动作用，增加肠血流量，降低血管通透性，
以及抑菌抗感染，减轻肠源性内毒素血症，保护胃肠
黏膜等作用[31-34]. 但此药对肠巨噬细胞及其分泌 TNFα
的影响，还未见深入研究. 本实验通过复方大承气汤直
接作用于体外培养的肠巨噬细胞，结果表明，其可以较
强抑制炎性递质 TNFα 的分泌和 mRNA 的表达. 作用机制
尚不完全清楚，估计可能与下调核转录因子(NF-kappaB)
及调节细胞内 cGMP 和 cAMP 的比例等有关.
        总之，这三种药物都可不同程度抑制 TNFα 介导
的炎症反应，但从作用环节和药理效应方面看，地塞
米松又是一个对机体免疫功能具有一定损害作用的免
疫抑制药，而且主要作用于基因转录阶段，当炎症进
展，蛋白质已经大量表达时就显得无能为力. TNFα 单
克隆抗体只是对已经表达的蛋白质具有中和作用，对
于炎症反应的初始步骤基因水平的阻抑则不起作用，
而且生产工艺复杂，价格昂贵，广泛应用于临床尚需
时日.
       中药药源广泛、价廉、易得. 他的作用又是多方
面多层次的，不仅在基因转录、蛋白质表达水平，还是
在效应阶段都起作用. 另外他在整体水平上可以通过扶
正祛邪、改善微循环、增强内稳态，直接中和、拮抗抑
制细菌内毒素、保护肠道屏障功能和其他脏器功能等
发挥作用.如果与地塞米松、TNFα  单克隆抗体等配合
应用，将是一种很好的中西医结合形式.必将优势互
补、相得益彰，为临床上保护肠屏障，防治 MODS提供
有效方法.
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Abstract
AIM:To investigate the three-dimensional organization and
fine distribution of the lymphatics in rabbit ileum.

METHODS:Lymphatic corrosion cast with the Mercox were
used for scanning electron microscopy (SEM), and semithin
sections were used for light microscopy. The Mercox injected
intraparenchymally into ileum wall were cut and put in a
concentrated NaOH solution until the tissues were corroded
away, and observed under SEM.

RESULTS:The central lacteals were found in the intestinal
villi. The villi of the ileum contained two to three lacteals.
The central lacteals were drained into the mucosal lymphatic
capillary plexus. From the plexus, the lymphatic capillary
descended into the lymphatics of submucosal layer and
muscular layer. Then they were led into the serosal lymphatics
and drained into the lymphatics of intestine mesentery. The
cast of the lymphatics showed an appearance of a string of
heads and the notch corresponding to the bicuspid valve of
the lymphatics.

CONCLUSION:The three-dimensional organization of central
lacteals and lymphatics in the rabbit ileum is demonstrated
by lymphatic corrosion casts. Numerous impressions of the

endothelial nuclei, rich central lacteals and lymphatic capillary
plexus in the ileum mucosa, lymphatic capillary and lymphatics in
the submucosa and muscular layer are observed on the
lymphatic corrosion cast.

Teng CY, Wang XP,Wei SY,Wang GY, Tang FC. Lymphatic corrosion
casts in rabbit ileum: scanning electronmicroscopic studies. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(4):446-448

摘要
目的:观察家兔回肠淋巴管的三维结构和微细分布.

方法:淋巴管铸型样品，通过扫描电子显微镜进行观察；

半薄切片样品，用光镜进行观察. 淋巴管铸型剂是 Mercox，

采用回肠壁间接注射法. 将注入铸型剂的回肠壁切下，置

入NaOH水溶液中腐蚀，直到肠壁组织完全脱离为止，然

后将淋巴管铸型样品置于扫描电子显微镜下观察.

结果:在小肠绒毛内清晰地显示出中央乳糜管，每个绒毛

中有 2-3 个中央乳糜管. 中央乳糜管与黏膜层毛细淋巴管

丛相连通. 黏膜层毛细淋巴管注入黏膜下层淋巴管，后者

与肌层淋巴管相吻合.肌层淋巴管连接浆膜层淋巴管，然

后汇入小肠系膜淋巴管.淋巴管呈串珠样外观，其表面存

有双凹切迹，该处相当于淋巴瓣的部位. 铸型表面还可以

见到淋巴管内皮细胞核的压迹.

结论:淋巴管铸型清晰地显示家兔回肠壁黏膜层丰富的中

央乳糜管和毛细淋巴管丛以及黏膜下层、肌层毛细淋巴管

和大量的淋巴管的三维结构.
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0   引言

小肠淋巴管的形态研究，已有不少报道[1-19]，但对回
肠壁各层毛细淋巴管、淋巴管的微细分布和各层淋巴
管道的流注关系，仍有不同观点[1-8].  应用合成树脂
(Mercox)制备回肠淋巴管铸型，研究回肠壁内各层淋巴
管道的立体形态和微细分布，国内尚无报道.我们采用
Mercox 淋巴管间接注射法[20,21]，进行淋巴管铸型，在
扫描电镜下，观察了家兔回肠淋巴管道的立体结构.

1   材料和方法

1.1 材料  成年健康家兔 16 只，雌雄不拘. 其中 2 只制
备回肠的半薄切片，两只做回肠的石蜡组织切片，其



余 12 只制备回肠的淋巴管铸型样品. 铸型剂是 Mercox，
为日本东京生产的一种颗粒微细而均匀的合成树脂
(Velenehospital，Tokyo，Japan).
1.2 方法  在戊巴比妥麻醉下，打开家兔腹腔. 用 1 ml
或 2 ml 注射器，连接特制的淋巴管注射针头，吸入
混有硬化剂 MA 的 Mercox 溶液，在解剖显微镜下，用
手推法将 Mercox 溶液注入回肠黏膜层和黏膜下层[5,12].
当观察到蓝色的铸型剂已到达回肠系膜时，切下该段
回肠.在对系膜缘打开肠腔，进行流水冲洗，而后黏膜
面向上固定于塑料板上，浸于生理盐水中，置 60 ℃
温箱内 2 h. 取出样品，依次浸入 200 g/L NaOH 水溶
液和 150 g/L NaOH 水溶液中各 2 h，当肠壁组织完全
被腐蚀后，样品经流水冲洗，用眼科器械清除表面渗
出物.样品浸于蒸馏水中冰冻，并切成 4 × 4 mm 的小
块，经 37 ℃温箱干燥，固定于扫描电镜样品台上，
进行导电处理后，于离子喷涂器内喷金，取加速电压
10-15KV，于 S-520 扫描电镜下观察和摄片[12,13]. 家兔
回肠材料经透射电镜样品系列处理后，包埋于 Epn
812 中，做半薄切片，次甲基蓝一天青Ⅱ染色，在光镜
下进行观察.

2   结果

2.1 黏膜层的淋巴管道  在小肠绒毛黏膜上皮的深侧有
中央乳糜管. 中央乳糜管起于盲端，盲端对向回肠的
腔面. 其纵轴与回肠的横径平行. 中央乳糜管呈顶端膨
大(直径 70-120 µm)的杵状，基部变细(直径 20-40 µm)
后，直接注入黏膜层毛细淋巴管丛 (图 1，2). 中央乳
糜管长度 150-280 µm，密度 6-9 个 /mm2. 在一个小肠
绒毛内可见到2-3个中央乳糜管. 黏膜层的毛细淋巴管
特别丰富，其走行弯曲，互相连续成丛(图 1)，其直径
15-20 µm. 根据半薄切片光镜的观察，黏膜层毛细淋
巴管丛位于黏膜固有层的深侧，黏膜肌的浅方(图3).从
黏膜层毛细淋巴管丛向深方发出许多吻合支，穿过黏
膜肌注入黏膜下层淋巴管丛(图 1).

图 1  家兔回肠黏膜层的淋巴管铸型样品.SEM × 70, 标尺 =50 µm  L:
中央乳糜管；C: 毛细淋巴管丛；S: 黏膜下淋巴管；M: 肌层淋巴管.

2.2 黏膜下层、肌层和浆膜层的淋巴管道  家兔回肠黏
膜下层有丰富的淋巴管，并彼此吻合形成黏膜下淋巴

管丛，从该丛发出侧支进入肌层，与肌层淋巴管相
交通(图 1). 肌层淋巴管注入浆膜层淋巴管，最后汇入
小肠系膜集合淋巴管. 在黏膜下层、肌层和浆膜层也
见到带盲端的毛细淋巴管，但数量较少.在半薄切片上
可以见到淋巴瓣(图 3)，在淋巴管铸型样品上，也可见
到淋巴瓣的双凹压迹及圆形或卵圆形的淋巴管内皮细
胞核的压迹(图 4).

图2  放大的中央乳糜管(L)和黏膜层毛细淋巴管(C),SEM×250,标尺=50 µm.

图 3  半薄切片样品.显示黏膜层毛细淋巴管(C)、毛细血管(<)，黏膜
下层淋巴管(S)、淋巴瓣(△)和静脉(V)、动脉(A)× 200，标尺 =20 µm.

图 4  淋巴管铸型样品. 显示黏膜层毛细淋巴管(C)和较大淋巴管上淋巴
瓣的双凹压迹(↓),右下角的图显示淋巴管内皮细胞核的压迹(▲)  SEM
× 400(右下角的图× 800,标尺 =10 µm)标尺 =50 µm.

3   讨论

以 Mercox 做铸型剂，采用淋巴管间接注射法，可以
清晰地显示小肠器官内淋巴管的三维结构及微细分
布，这是以往其他研究方法无可比拟的[1,20,21]，但也
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必须注意在注入铸型剂时，针尖切勿刺入大血管. 在
观察和分析结果时也要与血管铸型相鉴别[5]. 通过淋巴
管铸型扫描技术及半薄切片的双重观察，进一步证实
家兔回肠具有丰富的淋巴管道[20,21]. 本研究在家兔回肠黏
膜层观察到大量的中央乳糜管和毛细淋巴管丛，这与徐
玉东 et al [1]、郑国宝 et al [2]的结果一致.  Fukushima et al [9]

在大鼠小肠内观察到，小肠绒毛内相邻的几个中央乳
糜管的基部相互连接成窦；本研究在家兔回肠未见到
此种情况.我们观察到家兔回肠内的中央乳糜管没有相
互融合，而是直接注入黏膜层毛细淋巴管网. 在黏膜层
未有见到较粗的淋巴管，这与有些学者[5]的报道不同，
回肠大量的中央乳糜管、毛细淋巴管和淋巴管与小肠
的吸收功能，肠道免疫相适应[22-31].
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0   引言

酵母单杂交(yeast one hybrid)技术是体外分析 DNA 与细
胞内蛋白质相互作用的一种方法，通过对酵母细胞内
报告基因表达状况的分析，来鉴别 DNA 结合位点并发
现潜在的结合蛋白基因，或对DNA结合位点进行分析.
运用此技术，能筛选到与 DNA 结合的蛋白质，并可直
接从基因文库中得到编码该蛋白质的核苷酸序列，而
无需复杂的蛋白质分离纯化操作，故在蛋白研究中，具
有一定的优势；而且，酵母属真核细胞，通过酵母系统
得到的结果比其他体外技术获得的结果更能体现真核
细胞内基因表达调控的真实情况.

1   酵母单杂交技术的原理

酵母单杂交技术最早是1993年由Li et al [1,2]从酵母双杂
交技术发展而来，酵母双杂交技术通过对报告基因的
表型进行检测以实现对蛋白质间相互作用的研究[3-6]，
而酵母单杂交技术则通过对报告基因的表型检测，分
析 DNA、蛋白之间的相互作用，以研究真核细胞内
的基因表达调控.
       目前认为真核生物的转录起始需要转录因子的参
与.这些转录因子通常由一个DNA特异性结合功能域和
一个或多个与其他调控蛋白相互作用的激活功能域组
成，即 DNA 结合结构域(DNA-binding domain, BD)和
转录激活结构域(activation domain, AD).用于酵母单杂交
系统的酵母GAL4蛋白即是一种典型的转录因子.研究[2]

表明 GAL4 的 DNA 结合结构域靠近羧基端,含有几个锌
指结构,可激活酵母半乳糖苷酶的上游激活位点(UAS);
而转录激活结构域可与 RNA 聚合酶或转录因子 TFIID
相互作用，提高 RNA 聚合酶的活性.在这一过程中，
DNA 结合结构域和转录激活结构域可完全独立地发挥
作用.据此，我们可将 GAL4 的 DNA 结合结构域置换为
其他蛋白，只要他能与我们想要了解的目的基因相互
作用，就照样可以通过其转录激活结构域激活 RNA 聚
合酶，从而启动对下游报告基因的转录.正是基于这一

理论，酵母单杂交系统由 2 部分组成：(1)将文库蛋白
片段与 GAL4 转录激活域融合表达的 cDNA 文库质粒；
(2)含有目的基因和下游报告基因的报告质粒.在实验中,
首先将报告质粒整合入酵母基因组,产生带有目的基因
的酵母报告株;再将文库质粒转化入报告株;若存在文库
蛋白与目的基因的相互作用,可通过对报告基因的表达
将文库蛋白的基因筛选出来.

2   酵母单杂交技术的应用

酵母单杂交技术是建立在许多真核转录因子在结构和
功能上是由独立的DNA结合结构域和DNA激活结构域
组成的基础上，这使得研究者可以构建不同的基因融
合体，在酵母中表达融合蛋白，以同时结合特异的目
的基因和激活转录. 理论上，在酵母单杂交技术中，任
何目的基因都可捕获能与目标因子特异结合的蛋白[2].
       目前,酵母单杂交技术的应用可以归纳为以下二类:
2.1 鉴别 DNA 结合位点，并发现潜在的结合蛋白基因

目前对于酵母单杂交技术的应用主要体现在这方面.
Chew et al [7]应用酵母单杂交技术证实了在大鼠脑中存
在的 COUP-TF Ⅰ、EAR2 和 NURR1 等蛋白质是 GRIK5
基因的内含子结合蛋白，从而进一步验证了多种核孤
儿受体可通过与内含子序列结合发挥其调控神经递质
受体基因作用的假设. Wei et al [8] 1999 年运用此技术确
定了特异性结合于海胆胚胎孵化酶(SpHE)基因调控区
域的反式激活因子SpEst4. Sieweke et al [9]运用酵母单杂
交技术对转录辅助因子进行了筛选. Huang et al [10]为分
离与人ε - 珠蛋白基因上游沉默子片段相互作用的蛋
白，运用酵母单杂交技术，利用人肝cDNA文库进行筛
选，得到能与其结合的蛋白 RPL3(ribosomal protein L3),并
通过电泳迁移率变动实验(EMSA)和竞争抑制实验证实
其确有结合该沉默子活性,进而说明RPL3通过与人ε-
珠蛋白基因上游沉默子结合，在胚胎阶段的沉默人ε-
珠蛋白基因表达中扮演了重要角色.Liao et al [11]于 2002
年运用酵母单杂交技术筛选出了能与大鼠谷胱甘肽 S-
转移酶(GST) P增强子 GPEⅠ核心序列相互作用的转录
因子，经对 2 个阳性克隆 pYGPE1 和 pYGPE2 的鉴定发
现 pYGPE1 的插入片段与大鼠原癌基因 c-jun cDNA 具
有 99  % 同源性，其编码的氨基酸残基序列与大鼠 c-
jun 蛋白具有 100 % 同源性，pYGPE2 的插入片段与大
鼠线粒体腺苷酸转位酶cDNA 具有99 % 同源性,其编码
的氨基酸序列与大鼠腺苷酸转位酶具有100 %同源性，
并由此得出结论c-jun蛋白和线粒体腺苷酸转位酶可能
是作用于 GPE Ⅰ的反式激活因子.
2.2 对 DNA 结合结构域进行分析  如果能得到 DNA 结
合结构域的结构信息,就可以用酵母单杂交技术对该结
构进行分析[2]. 早在 1993 年，就有人[12,13]用酵母单杂交
技术对 2 个不同的锌指蛋白的 DNA 结合结构域进行了
分析.Lisowsky et al [14]在 1999 年使用酵母单杂交技术，
利用一个“GC”富集区序列筛选出一种新的具有转
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录激活活性的锌指蛋白，由于其结合的序列富含
“GC”，故命名为 GC-box 结合蛋白. Mak et al [15]运

用此技术测试哺乳动物具有基本的螺旋 - 环 - 螺旋
(bHLH)结构的转录因子,通过对肌调节因子 4(MRF4)的
研究，证实其具有转录活性，并进一步证明运用酵母
单杂交技术能在哺乳动物 cDNA 文库中筛选出与 E-box
DNA 相互作用的新的 bHLH 蛋白. Nishiyama et al [16]运
用酵母单杂交技术并结合点突变方法对转录活性片段
Elf-1进行分析，确定具有转录活性的区域位于第87-175
碱基区.

3   存在问题及解决办法

3.1在鉴别DNA结合位点中存在的缺陷  由于细胞技术
的先天局限性,即影响因子多，因此，可能有内源性的
酵母表达激活物与DNA结合位点结合,并激活报告基因
的表达，则相应的目的基因片段可能因此而被漏检.
这个问题在试图鉴定某基因组中所有的 DNA结合位点
时就会暴露出来.此缺陷的补救需要一个更加随机的文
库.例如，可以用含有更多的已突变的片段构建一个随
机剪切的DNA片段库.另一个比较关心的问题就是此技术
的检测灵敏度，有报道[2]显示此系统对于 HIS3 基因表达
是非常灵敏的，即使是很弱的、甚或非特异性的相互作
用都能被检测到，这些非特异的相互作用可通过其他技
术[2]避免，但这也可能导致此方法灵敏度的过度下降.
3.2在DNA结合结构域分析中存在的缺陷  用酵母单杂
交技术分析突变导致DNA结合结构域改变的局限在于此
方法的灵敏度依靠DNA结合结构域功能选择,只有当突变
影响了 DNA 结合结构域的功能时,才能被发现. 改进的方
法是在培养基中选择合适的半乳糖浓度[2]，以减少杂交
激活子的激活活性，或用不同的阴性对照等方法.
      总之,随着生物化学及分子生物学技术的不断发展，
越来越多的大分子间相互作用被人们所认识，这将有
助于人们阐明生物体内各种生物学过程的发生情况，
并可能由此发现新的基因工程药物.酵母单杂交技术作
为一种研究生物大分子间的相互作用的体外、细胞内
技术，从 1993 年发展至今，已有近 10 a 时间，虽然有
关的报道不是很多，但在生物学研究领域，特别是在
研究 DNA- 蛋白质相互作用方面他还是显示出了巨大
的应用潜力，而且，由酵母单杂交技术衍生出的反向
单杂交技术及单 - 双杂交技术更是拓宽了其应用范围[17].
运用酵母单杂交技术不但可以验证许多已知的 DNA-
蛋白质间相互作用，而且可以发现新的DNA-蛋白质间
相互作用，并由此发现新的基因.相信随着酵母单杂交
技术的不断发展和完善，必将在科研、临床及生产中
得到更加广泛的应用.
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术[2]避免，但这也可能导致此方法灵敏度的过度下降.
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方法的灵敏度依靠DNA结合结构域功能选择,只有当突变
影响了 DNA 结合结构域的功能时,才能被发现. 改进的方
法是在培养基中选择合适的半乳糖浓度[2]，以减少杂交
激活子的激活活性，或用不同的阴性对照等方法.
      总之,随着生物化学及分子生物学技术的不断发展，
越来越多的大分子间相互作用被人们所认识，这将有
助于人们阐明生物体内各种生物学过程的发生情况，
并可能由此发现新的基因工程药物.酵母单杂交技术作
为一种研究生物大分子间的相互作用的体外、细胞内
技术，从 1993 年发展至今，已有近 10 a 时间，虽然有
关的报道不是很多，但在生物学研究领域，特别是在
研究 DNA- 蛋白质相互作用方面他还是显示出了巨大
的应用潜力，而且，由酵母单杂交技术衍生出的反向
单杂交技术及单 - 双杂交技术更是拓宽了其应用范围[17].
运用酵母单杂交技术不但可以验证许多已知的 DNA-
蛋白质间相互作用，而且可以发现新的DNA-蛋白质间
相互作用，并由此发现新的基因.相信随着酵母单杂交
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0   引言

蛋白质和蛋白质的相互作用是很多生命现象的基础. 随
着分子生物学技术的发展,特别是人类基因组计划的完
成，使人类对基因的结构和功能的认识不断加深,但基
因编码的蛋白质的功能研究尚是一个难题. 酵母双杂交
(yeast two hybrid) 技术是利用酵母遗传学方法分析蛋白
质之间的相互作用，该方法建立以来，经过不断的完
善和发展，不但可以检测已知蛋白质之间的相互作
用，更重要的在于发现新的与已知蛋白相互作用的未
知蛋白.

1   酵母双杂交技术的基本思想

酵母双杂交由 Fields et al [1]在 1989 年提出. 他的产生是
基于对真核细胞转录因子特别是酵母转录因子 GAL4 性
质的研究. GAL4包括两个彼此分离的但功能必需的结构
域. 位于 N 端 1-174 位氨基酸残基区段的 DNA 结合域
(DNA binding domain，DNA-BD)和位于 C 端 768-881 位
氨基酸残基区段的转录激活域(Activation domain,AD).
DNA-BD 能够识别位于 GAL4 效应基因(GAL4-responsive
gene)的上游激活序列(Upstream activating sequence,UAS),
并与之结合. 而 AD 则是通过与转录机构(transcription
machinery)中的其他成分之间的结合作用，以启动 UAS
下游的基因进行转录. DNA-BD和AD单独分别作用并不
能激活转录反应，但是当二者在空间上充分接近时，则
呈现完整的GAL4转录因子活性并可激活UAS下游启动
子,使启动子下游基因得到转录.
       Fields et al 建立了一个双杂交系统，DB 与 X 蛋白
融合，AD 与 Y 蛋白融合，如果 X、Y 之间形成蛋白 - 蛋

白复合物，使 GAL4 两个结构域重新构成，启动特异基

因序列的转录. 他们利用Snf1与Snf4的相互作用，将Snf1

与 DB 融合，Snf4 与 AD 融合，构建在穿梭质粒上. 其中

Snf1 是一种依赖于丝氨酸、苏氨酸的蛋白激酶，Snf4 是

他的一个结合蛋白. 研究者将二种穿梭质粒转化酵母

GGY：171 菌株，该菌株含有 LacZ 报告基因，并已
去除相应转录因子基因. 该实验的结果表明由 Snf1 和

Snf4 相互作用使得 AD 和 BD 在空间上接近，激活了报

告基因 LacZ 的转录. 一般地，将 DB-X 的融合蛋白称作

诱饵(bait),X 往往是已知蛋白，AD-Y 称作猎物(prey),能

显示诱饵和猎物相互作用的基因称报告基因,通过对报

告基因的检测，反过来可判断诱饵和猎物之间是否存
在相互作用.

2   酵母双杂交技术的改进和发展

酵母双杂交系统的出现，为研究蛋白质之间的相互作
用提供了很好的工具，但这一技术也存在着许多缺陷，
如假阳性和假阴性，检测敏感度不高，通过不断的改进，
提高了双杂交系统的灵敏度和特异性. (1)酵母接合型的
引入:Bendixen et al [2]通过酵母接合型的引用，避免了
两次转化操作，同时又提高了双杂交的效率. 在酵母有

性生殖过程中涉及到二种配合类型：a 接合型和α接合
型，这二种单倍体之间接合能形成二倍体细胞，根据酵
母有性生殖这一特点，他们将文库质粒转化α接合型酵
母细胞，“诱饵”表达载体转化 a 接合型细胞. 然后分别
铺筛选平板使细胞长成菌苔，再将二种菌苔复印到同一
个三重筛选平板上，只有诱饵和靶蛋白发生了相互作用
的二倍体细胞才能在此平板上生长.  单倍体细胞或虽然
是二倍体细胞但 DB 融合蛋白和 AD 融合蛋白不相互作
用的都被淘汰. 阳性克隆则进一步通过β-半乳糖苷酶活
力进行鉴定. 这项改进不仅简化了实验操作，而且也提
高了双杂交的筛选效率. Fromont-Racine et al  [3]则是把二
种细胞直接在滤膜上混合,然后铺到选择性平板上，避
免了繁琐的复印操作，使工作效率进一步提高. (2)诱饵
表达载体: 常用的有二种，酵母细胞的 GAL4 和来自大
肠杆菌的 LexA，二者的差别在于 LexA 不具有核定位序
列.(3)猎物表达载体: 酵母 GAL4 的转录激活域；来自单
纯疱疹病毒的 VP16，其转录活性较高；来自大肠杆菌
的B42转录活性弱，但可缓和有毒性的基因表达对细胞
的影响.(4)报告基因多样化:在酵母双杂交系统建立的初
期阶段,由于仅仅采用 β- 半乳糖苷酶这一单一的报告基
因体系，而这种报告基因的表达往往不能十分严谨地
加以控制，因此容易产生一些假阳性，灵敏度也不高.
现大多数酵母双杂交系统利用酵母营养缺陷特点引入额
外的报告基因，如广泛采用的 HIS3 基因. 经过改造的
带有 HIS3 报告基因的酵母细胞，只有当 HIS3 被启动
表达才能在缺乏组氨酸的选择性培养基上生长，HIS3
报告基因的转录表达是由“诱饵”和“猎物”的相
互作用所启动的. James et al  [4]于1996年构建了PJ69-4A
菌株，内含三种不同的报告基因(ADE2、HIS3 和 LacZ)，
分别受三种不同的启动子(GAL2、GALl 和 GAL7)调控，
而这三种不同的启动子都由 GAL4 激活，该菌株可灵敏
地检测出很弱的结合作用，又显著地消除了假阳性.
       此后，研究人员在 Fields et al 的酵母双杂交原理基
础上创建了很多新的方法和系统，使检测范围扩大，不
仅能检测蛋白的相互作用，而且还能研究RNA、DNA与
蛋白质的相互作用. 下面将感兴趣的几个系统给予介绍.
       在酵母双杂交系统中，BD-X 与 AD-Y 在酵母细胞
核内发生相互作用，表达的融合蛋白需定向到核内来激
活报告基因的转录，这就可能限制了大量非核内蛋白质
如膜受体蛋白质，细胞外分泌蛋白质等在此系统中的应
用. Aronheim et al  [5]将蛋白间相互作用场所从核内转移
到酵母细胞膜上进行，构建了 Sos 恢复系统(Sos recruitment
system,SRS). 基本思想如下: 人的鸟苷酸交换因子(guanyl
nucleotide exchange factor，GEF)-Sos 蛋白是一种胞质蛋
白，而酵母的鸟苷酸交换因子 -cdc25 蛋白定位在内膜
上，可将相关受体信号传导给 Ras 蛋白. 酵母细胞的一
种温度敏感菌株-ras途径突变体由于缺乏鸟苷酸交换因
子cdc25，而不能将外来信号传递给膜上的Ras蛋白，致
使该酵母突变体在 36 ℃不能存活，如果人为引入正常
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的 GEF(Sos 蛋白)，并且使得 GEF 能与 Ras 蛋白足够接
近，则可以弥补这一缺陷. 为此，Aronheim et al 将 GEF
蛋白与蛋白质X融合，将蛋白质Y与豆蔻酰化信号相连，
使 Y 定位于膜上. 这样，若 X 与 Y 结合，X 连同的蛋
白(GEF)就会定位于膜上，从而得以靠近膜上的 Ras 蛋
白，激活 ras 途径，完成 Sos 过程，在 36℃生长. 这一系
统的提出大大扩展了经典杂合系统的探索领域，而且冲
破了许多的局限. 使一些不基于转录读出的转录激活因
子和抑制因子能够利用该技术进行研究，许多蛋白质在
胞质内表达可能比在核内更有生理功能，一些蛋白的表
达对酵母有毒性，蛋白和Sos融合后毒性则可以减弱. 利
用该技术Aronheim et al找到了 c-Jun的两个新的作用蛋
白 JDP1 和 JDP2.
        此后， Hubsman et al  [6]构建了 RRS 系统(reverse ras
recruitment system). 将诱饵蛋白定位于膜上，而猎物

“prey”则与胞质中的突变体融合，从而进一步扩大了应
用范围.目前酵母双杂交系统主要还是以酵母细胞核做
为相互作用的反应场所，外源基因的转录、翻译、蛋白
产物的修饰、折叠及细胞内定位等过程是在酵母细胞中
完成的. 但酵母毕竟是一种低等的真核生物，他的各种
生物学功能，尤其是蛋白质的翻译后修饰如 N 端糖基
化，二硫键形成等的水平还很难与高等真核生物相比
拟. 因此要进一步研究蛋白质产物的生物学功能，还必
须建立高等生物体系的双杂交系统. 近几年来，已初步
建立了哺乳动物细胞双杂交系统[7,8] . 在此系统中，采用
单纯疱疹病毒的 VP16 编码区取代 GAL4 的 AD 区段，同
时又引入另一个含有氯霉素乙酰转移酶(chloramphenicol
acetyltransferanse，CAT)报告基因的表达载体，其活性
可以在细胞提取物中检测，采用磷酸钙共沉淀法，转
染入 HeLa 细胞中进行培养. 该系统成功地验证了小鼠
p53 蛋白与 SV40 大 T 抗原间的蛋白质相互作用，得到
了和酵母双杂交技术相同的结果，在哺乳动物细胞中
能更好的模仿体内蛋白 - 蛋白的相互作用. Rossi et al  [9]

利用 β- 半乳糖苷酶构建的杂合体系成功地在成肌细胞
中得到表达，并检测了 FRAP 与 FKBP12 二种蛋白质之
间的相互作用.
      另外,研究蛋白质的结构功能特点、作用方式过程，
有时还要通过突变、加抑制剂等手段破坏蛋白质间的相
互作用. Vidal et al  [10]发展了逆双杂交系统(reverse two-
hybrid system). 其关键是报告基因URA3的引入. URA3基
因编码的酶是尿嘧啶合成的关键酶.该酶能把 5- 氟乳清
酸(5-FOA)转化成对细胞有毒的物质. Vidal et al 通过改
造URA3基因的启动子内引入GAL4的结合位点. 只有当

“诱饵”和“猎物”相互作用激活 URA3 基因的表达时，
这个改造的酵母菌株才能在缺乏尿嘧啶的选择性培养基
上生长. 但在含有 5-FOA 的完全培养基上，“诱饵”
和“猎物”的相互作用则抑制细胞的生长. 然而如果目
的蛋白，即与 DB 或 AD 融合的蛋白质发生了突变或者
由于外加药物的干扰不再相互作用，URA3基因不表达，

则细胞能在含有5-FOA的完全培养基上生长. 通过这种
方法，Vidal et al 筛选到了转录因子 E2F1 的突变物，这
些突变物仍然能结合视网膜母细胞瘤蛋白 RB，但是丧
失了同另外一种称为 DP1 蛋白的结合能力，结果得到
了体外结合实验的验证.通过对这些突变蛋白基因的测
序，他们又发现了新的 E2F1 同 DP1 结合的位点.
       此外，酵母单杂交技术研究蛋白质和 DNA 的相互
作用，小配体三杂交则研究受体与有机小配体之间的
作用，RNA 三杂交系统则分析 RNA 与蛋白之间相互作
用[11,12].

3   应用

自酵母双杂交系统建立以来，得到了迅速发展，成为
蛋白质研究工作中有力的工具. 人类基因计划的即将完
成，随之而来的是基因功能的研究，特别是基因表达
蛋白质功能的研究更为重要. 生物体内多种蛋白质的相
互作用，形成复杂的调节网络，在很大程度上决定细
胞内信息系统，信号转导及细胞周期调节. 已有学者应
用酵母双杂交技术对酵母基因组学进行研究[13]，这将
为今后大规模的人类基因组学研究探索方法，积累经
验. 另外，病原体蛋白和机体蛋白质之间的相互作用也
是疾病发生、发展的物质基础. 深入研究这些相互作用
对于揭示某些疾病如病毒性肝炎、艾滋病等的发病机
制，寻找可能的新的治疗方法有重要意义. 下面仅将这
方面的研究工作做一简要介绍.
        乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感染可引
起慢性肝炎、肝硬化、肝肿瘤，严重危害着人民群众的
健康. 但目前致病机制尚未完全阐明，治疗研究进展缓
慢. 病毒蛋白与肝细胞蛋白之间相互作用是病毒致病的
关键之一，通过与肝细胞中的许多蛋白质的相互作用，
介导病毒进入肝细胞，改变这些蛋白质的活性功能，进
一步调节改变细胞功能，影响病毒复制，造成机体免疫
功能失调，慢性化及肿瘤的发生.
       目前鉴定的与HBV不同蛋白相互作用的蛋白质有十
几种. 其中 HBxAg 作用复杂，有反式激活作用，研究
较多. 1995 年 Fischer et al [14]用酵母双杂交方法，克隆
了与其他生物 28 kD 亚单位相似的蛋白质序列可以和
HBxAg 结合. HBxAg 结合到特殊的蛋白酶体α亚单位，
干扰其降解过程，提示 HBxAg 对转录过程的作用可能
是间接的. 而与这个 28 kD 的蛋白酶体亚单位结合可能
提示HBxAg具有多重功能.Hu et al [15]认为HBxAg既是蛋
白酶体复合体的底物又是潜在的抑制因子，他们用酵
母双杂交技术等方法证明，HBxAg 可以和 26 S 蛋白酶
体的两个亚单位结合. 在HepG2细胞中表达HBxAg 降低
蛋白酶体的糜蛋白酶及胰酶样活性以及被辅酶Q结合的
溶菌酶的水解，表明了 HBxAg 可作为蛋白酶体的抑制
因子. 这可能是 HBV 感染的重要特性，其机制可能是
帮助稳定病毒基因产物和抑制抗原提呈. Zhang et al [16]

描绘了 HBxAg和蛋白酶体相互作用的结构和功能. 用酵
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母双杂交的方法鉴定了蛋白酶体亚单位 P S M A 7 与
HBxAg 特异相互作用. 又证实与 PSMC1(19S 蛋白酶组分
的 ATPase 样亚单位)的相互作用. 与 PSMA7 和 PSMC1 相
互作用的 HBxAg 的关键序列对 X 蛋白作为转录辅助因
子功能很重要. PSMC1 的过度表达在哺乳动物细胞中似
乎抑制各种报告基因的表达，但可以被HBxAg的过度表
达所克服. 另外，HBxAg 的表达抑制了细胞中 c-Jun 和
辅酶 Q- 精氨酸 -β- 半乳糖苷酶的周转，这两个是已知
的辅酶Q-蛋白酶通路的底物. 研究提示蛋白酶体复合体
是 HBxAg 的细胞靶位的功能基础. Lee et al [17]则证实
HBxAg可以和可能的细胞DNA修复蛋白结合. 他们用酵
母双杂交技术方法证明一种蛋白(X-associated protein 1，
XAP-1)与 HBxAg 有相互作用，此蛋白与 UV 损伤 DNA
结合蛋白(UV-DDB)同源(来自猴细胞文库)，UV-DDB
可能涉及 DNA 修复，X 蛋白和此蛋白相互作用可在一
定程度上解释乙型肝炎病毒双链的修复以及修饰细胞转
录过程，解释了 HBV 在肝癌发生过程中起到辅助因子
的作用. Barak et al [18]研究了 HBxAg 和人免疫缺陷病毒
(HIV)的 Tat 结合蛋白 1(Tbp1)的相互作用，应用基于胞
质的酵母双杂交筛选鉴定出 Tbp1,一个新的与 HBxAg 相
互作用蛋白. Tbp1在酵母和动物细胞内均和HBxAg有相
互作用. HBxAg 和 Tbp1 相互作用具有功能性意义调节
HBV 转录. Tbp1 同源物如 Sug1，是蛋白酶 19 S 调节帽
颗粒的已知成员，涉及转录共激活. Tbp1 和 Sug1 与多
重病毒效应蛋白包括 HIV Tat、SV40 大 T 抗原和腺病毒
E1A 作用，而这些蛋白是病毒癌基因的重要表位.
        Harvey et al [19]为研究 HBV 受体使用酵母双杂交方
法研究 L-HBsAg 的前 S1 区筛选人肝文库，一个未鉴定
蛋白和一个线粒体中蛋白可以和前S1相互作用. 起相互
作用的两个蛋白用 Far-Western 及竞争实验分析，证明
这个未鉴定蛋白作用有特异性. 竞争实验表明HBV而不
是纯化的 HBsAg 可以和前 S1 进行竞争，阻止谷光甘肽
S- 转移酶(glutathione S-transferase，GST)- 前 -S1 融合
蛋白结合到未鉴定蛋白而不是线粒体蛋白. 这个未鉴定
蛋白与 GST 表达成融合蛋白可以和 HBV 以直接方式结
合，但不能确定这个蛋白是否是 HBV 受体.
       由此可见 HBV 与细胞许多蛋白质相互作用，其中
HBxAg 作用较广泛，对细胞的调节，是通过细胞中许多
蛋白质作用而完成的. 对此进行深入研究，可能为致病
机制提供新的线索.
       HCV 是一个应用分子生物学技术克隆的 RNA 病毒，
至今无有效的病毒培养系统. 但近年来对病毒的基因及
病毒的蛋白有了更多的认识，通过酵母双杂交等技术，
很多病毒蛋白与细胞蛋白质间的相互作用被确定. HCV
核心蛋白与人体作用复杂，有反式激活细胞基因表达的
作用. Matsumoto 和 Chen et al [20,21]用酵母双杂交技术对
人肝 cDNA 文库进行筛选，一半以上的克隆都是淋巴毒
素 β 受体(LT-βR)胞质域，是肿瘤坏死因子受体家族的
成员之一. HCV 核心蛋白与 LT-βR 结合，表明这个蛋

白可能有免疫调节功能，可能部分解释病毒持续感染
机制. Chen et al 进一步证实 HCV 核心蛋白可与 LT-βR
结合，在一些细胞中，核心蛋白通过此通路起到调节
作用. 他们的发现提示HCV核心蛋白增加LT-βR的生物
功能，引起 HCV 感染细胞的发病. You et al [22]为了了
解 HCV 核心蛋白的反式激活机制，克隆了一个 cDNA
编码 DEAD 盒家族中推定的 RNA 解旋酶称为 CAP-Rf，
HCV 核心蛋白的全长成熟形式和 C 末端截短形式均可
以和这个蛋白结合. CAP-Rf 所涉及基因表达的调节及
HCV核心蛋白启动CAP-Rf的反式激活能力可能是通过
复合体形式和 CAP-Rf ATPase-dATPase 活性调节. 这些
发现表明 HCV 已经进化了一种特殊机制通过其核壳蛋
白涉及 RNA 代谢，并提示核心蛋白对宿主细胞的多重
作用. 我们通过酵母双杂交技术，克隆一个 HCV 核心蛋
白结合蛋白(HCBP6),由 456 nt 组成，编码 152 个氨基酸
残基，位于人 22 号染色体上，初步研究表明可能和体
内蛋白运输有关.
       HCV NS5A 是 HCV 的非结构蛋白之一，本身是磷
酸蛋白，在病毒复制中可能起作用,也可能与 HCV 对干
扰素α(IFN α)耐受有一定作用. Ghosh et al [23]用酵母双
杂交技术证明了NS5A与新鉴定的细胞转录因子SRCAP
相互作用，可能是 NS5A 对细胞生长调节的机制之一.
Tu et al［24］ 认为 NS5A 是磷酸蛋白具有隐性反式激活作
用,他们用酵母双杂交的方法在人肝文库中筛选出N-己
基顺丁烯二酰亚胺(N-ethylmaleimide)敏感因子附着蛋白
受体样蛋白，命名为人囊泡 - 相关膜蛋白相关蛋白 -33
(vesicle-associated membrane protein-associated protein，
hVAP-33). hVAP-33 与 NS5A 和 NS5B 的作用部位不同，
NS5A 结合到hVAP-33 的 C末端，而NS5B结合到 hVAP-33
的 N 末端，这些相互作用提示了 HCV RNA 复制复合体
的膜相关机制，进一步表明 NS5A 是作为病毒 RNA复制
复合体的一部分.
        王琳 et al  [25]还发现 HCV 核心蛋白和 NS5A 均可和
载脂蛋白 A1(apoA1)相互作用，这种结合可能干扰破坏
了肝细胞脂类代谢的正常途径,使肝细胞中脂类代谢机
制发生改变,最终在肝细胞中累积并出现脂肪滴,形成小
泡型、大泡型或大小泡混合型的肝脏脂肪变. Shi et al [26]也
通过对 HepG2 和人肝 cDNA 文库的酵母双杂交筛选到
apoA1，一个高密度脂蛋白成分，与 NS5A 相互作用，提
示 NS5A 参与脂代谢紊乱的病理过程，可以解释 HCV 感
染后普遍存在的肝脏脂肪变性.
        应用酵母双杂交技术研究HIV蛋白与机体蛋白质之
间的相互作用则更为广泛. 艾滋病是由于 HIV 感染破坏
CD4+ 细胞，致使机体免疫力下降，导致各种机会性感
染和肿瘤的发生. HIV 是目前所发现的调节机制最为复
杂的病毒类型之一，其中包含着复杂的反式调节机制.
Kamine et al [27]用人 B 淋巴文库与 HIV-1 反式激活因子
T a t 做酵母双杂交技术筛选，筛选到一个新的克隆
(Tip60)与蛋白的 N 端功能区域相互作用，可以使 Tat 反
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式激活作用在没有增加 HIV 启动子基础作用下提高 4
倍，提示 Tip60 可能是 Tat 的辅助因子，对 HIV 基因
表达有影响. Tat 介导的激活作用需要 CycT1/CDK9 复合
物（P-TEFb）的补充，Fraldi et al  [28]通过双杂交及
三杂交技术发现了 CycT1 与 CDK9 及 Tat/TAR 特异的结
合位点，这些发现提示可设计一个正确的位点缺失的
P-TEFb 复合物干扰 Tat 的功能.
       HHR23A 是进化的保守基因家族成员，与核苷酸的
删除和修复相关，Withers-Ward et al [29]研究认为与 HIV-1
的Vpr相互作用，过量表达HHR23A或切断Vpr结合区，
则使 Vpr 产生的 G2 阻止作用减弱. 这些结果提示 Vpr 干
扰蛋白的正常功能或与 DNA 修复相关的蛋白的正常功
能，干扰了从 G2 到 M 周期的信号传递. Gragerov et al  [30]的
结果也显示HHR23A对Vpr引导的细胞周期停止有减缓
作用，而对 Vpr 的转录辅助因子功能无影响. Gupta et al  [31]

通过酵母双杂交技术发现新的HIV颗粒相关与基质相作
用的蛋白VAN，在大多数人组织中表达，在核和胞质间
穿梭，组织培养中过量表达可以有效地抑制HIV的复制.
结果提示 VAN 可调节核基质的定位.
     尽管越来越多的新的作用蛋白质被发现，但 HBV、
HCV、HIV 感染的发病机制未完全阐明，要彻底阐明并
完全治疗还有漫长而艰苦的路. 酵母双杂交技术的发展
和创新，使之已成为很多实验室研究蛋白质相互作用和
蛋白质结构功能的必要手段. 但是要看到他只是反映蛋
白质间可能发生的作用，还必须通过其他手段来证实，
特别是要和生理病理机制相结合，才不会被误导.
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0   引言

抑制性消减杂交(suppression subtractive hybridization，

SSH)技术是一种鉴定、分离组织细胞中选择性表达基

因的技术. 其原理是以抑制性多聚酶链反应(PCR)反应为
基础的 cDNA 消减杂交技术. 通过合成两个不同的接

头，连接于测试 cDNA 片段的 5’末端，达到选择

性扩增差异性表达的 cDNA 片段，抑制非目的 cDNA

的扩增. 该技术与其他消减杂交技术相比具有假阳性率

低、敏感性高、效率高等优点而得到广泛应用.

1   抑制性消减杂交技术产生的背景

高等真核生物细胞中约含有 4-10 万个不同的基因，但
在生物体的发育过程中只有 15 % 的基因得以表达. 这
些基因的选择性表达决定了生物体的各项生命活动:个体
的发育和分化、体内稳态的维持、细胞周期的调控、衰
老、细胞凋亡等. 因此要了解人体各项生命活动的调控机
制，就必须将这些差异表达的基因分离、鉴定并作深入
研究，为此人们建立了一系列研究基因表达差异的方法.
        cDNA 消减杂交技术是一类较早建立的技术[1]，其

原理是将要比较基因表达差异的双方 cDNA 进行杂交，

通过羟基磷灰石层析、亲和素-生物素结合等方法，从

杂交混合物中分离、鉴定出未杂交的部分. 应用这些方
法曾分离、鉴定出一些重要基因，例如T细胞受体(TCR)

等，但不能有效获得低丰度的转录物，需多步的杂交

层析过程. 1992 年 Liang et al [2,3]建立了 mRNA 差异显示

法(mRNA differential display)或称差异显示逆转录 PCR

(differential display reverse  ranscription PCR，DD-RT-

PCR),其特点是原理简单、灵敏度高，但是假阳性率高
达 70 %. 1993 年 Lisitsyn et al [4,5]在进一步完善 DD-RT-

PCR 基础上发展了代表性差异分析法(representational

difference analysis，RDA)，该技术充分发挥了PCR以指

数扩增双链模板，而以线性扩增单链模板的特性，通

过消减和富集，使得目的基因片段得到特异性扩增，

但仍需多次杂交、P C R 步骤，较为繁琐.  1 9 9 4 年
Hubank et al [6]将 RDA 技术改良，设计了 cDNA-RDA
方法，该方法用于比较具有相近遗传背景、表型不
同的两组 cDNA 之间的差异，但如果两组 cDNA 之间
存在较大差异，以及某些基因在检测子中存在上调表
达时，此方法显得力不从心，很难达到预期的目的.
1996 年 Diachenko et al [7,8]在 RDA 的基础上发展了抑制
性消减杂交技术，他克服了 DD-RT-PCR 法的假阳性
较高和 RDA 法消减杂交轮次较多的缺点，适用于克隆
分析造成某种特殊表型的目的基因及其功能.

2   抑制性消减杂交方法的原理

抑制性消减杂交技术是一种以抑制性 PCR 反应为基

础，将标准化测试 cDNA 单链步骤和消减杂交步骤合

为一体的技术. 通过合成两个不同的接头，接于经限
制性内切酶消化后的测试 cDNA 片段的 5’末端，将

测试和驱动进行两轮杂交. 标准化步骤均等了测试中的

cDNA 单链丰度，消减杂交步骤去除测试和驱动之间

的共同序列. 利用抑制性 PCR选择性扩增目的 cDNA 片

段，同时抑制非目的 cDNA 的扩增. 因此，抑制性消

减杂交技术显著增加了获得低丰度差异表达的 cDNA
的概率. 所谓抑制性 PCR 是利用链内退火优于链间退

火，使非目的序列片段两端的长反向重复序列在退火

时产生“锅柄样”结构，无法与引物配对，从而选

择性抑制非目的序列片段扩增[9]. 抑制性消减杂交技术

的基本实验过程如下.首先，将要进行比较的两种组织

或细胞来源的 mRNA 样品反转录为 cDNA,把含有目的
基因的 cDNA 称为测试(tester)，把参考 cDNA 称为驱动

(driver)，用同一种限制性内切酶 Rsa I 切割，产生末

端平头的片段，将测试 cDNA 分为两份,每份连接不同

的接头,即:接头 1(adaptor 1)和接头 2 (adaptor 2). 接头为

双链 DNA 片段，且 5’- 端均无磷酸基，这样保证

只有接头中的长链可以与 cDNA 的 5’- 末端连接，两
个接头含有可识别的序列. 接下来进行两次杂交. 第一

次杂交在每个测试里加入过量驱动，然后变性、退

火，根据杂交动力学第二定律，即丰度越高的分子

退火速度越快，因此测试 cDNA 与驱动 cDNA 相同片段

大都形成异源双链分子，使得差异表达的单链分子得

到富集. 第二次杂交，将进行过首次杂交的两组样品不
经变性而直接混合，只有剩下的经过消减并平均化了

的差异表达的单链 cDNA 可以重新结合为新的杂交体

分子，这种杂交体分子两端带有不同的接头1和接头2，

加入新鲜变性的驱动进行第二轮消减杂交，进一步富

集差异表达的杂交体分子，并用 DNA 酶补平末端，这

样差异表达的测试序列 - 杂交体分子 5'- 和 3'- 端就有
了进行巢式 PCR 所需的不同的退火位点. 最后，进行

两次 PCR 反应，第一次 PCR 只有两端连接有不同接头

的双链 cDNA 片段才得以指数扩增，而其他形式如一

端有接头，而另一端无接头的只能线性扩增，没有



引物结合点的不能扩增，还有两端为同一接头的形成
袢状而无法获得指数扩增. 利用巢式引物进行第二次
PCR，富集差异表达的基因片段. PCR 产物可以被直接
插入 T 载体，或者利用接头 1 上的 NotI/SmaI/XmaI 位点
和接头 2R 上的 EagI 位点进行定向克隆，或者接头与
cDNA 连接处的 RsaI 位点平端克隆. 然后利用测序和杂
交分析来分析差异表达的序列，或者用 PCR 产物作探
针来筛选 DNA 文库.

3   抑制性消减杂交技术的优点

在分离、克隆差异表达的基因序列片段中，抑制性
消减杂交技术具有独特的优点.虽然基因芯片技术在差
异表达基因谱分析中也非常有用，但是，所进行筛选
的基因片断的种类是人为限制的.因为基因芯片制备过
程中基因的种类和数量就已经决定了检测结果的范围.
但是抑制性消减杂交技术的研究目的和可能得到的结
果则不受预先设置条件的限制.换句话说，抑制性消减
杂交技术更适合差异表达的新基因的克隆化.此外还有
以下一些特点：( 1 ) 在分离稀少基因方面具有优势：
cDNA 消减杂交、代表性差异分析、mRNA 差异显示方
法都不能分离到低丰度的差异表达基因. 而抑制消减杂
交技术对高、低丰度的差异表达基因都能有效分离. 这一
重要优点主要归功于均等(normalization)过程，实验证明经
过一轮消减可对稀少转录物富集达1 000-5 000倍[10]. (2)效
率高：一次 SSH 反应可同时分离到几十到几百个差异
表达的基因. (3)简便易行：抑制性消减杂交技术所采用
的方法简单、成熟、易掌握、易操作.(4)假阳性率低：
采用两次消减杂交和两次 PCR，保证该方法有较高特
异性. 具有关报道证明抑制性消减杂交方法假阳性率可
降至 6 %. (5)筛选周期短：应用这种方法一般 3-4 d 即可
获得差异表达基因片段的 cDNA.

4   抑制性消减杂交技术的应用

抑制性消减杂交技术自 1996 年报道以来，该技术已被
多名研究者采用，并与其他分子生物学技术相结合，
克隆了多种新基因.
      在慢性肝炎、肝纤维化和肝细胞癌的发生发展中
基因调控的研究应用. 乙型肝炎、丙型肝炎慢性化机
制目前尚不清楚，HBV、HCV 进入肝细胞后，病毒基
因组表达的反式激活蛋白对肝细胞基因组具有反式调
节作用[11,12]，从而影响肝细胞生长调节,可能是 HBV、
HCV 感染慢性化及发生恶性转化的重要分子生物学机制
之一. 刘妍 et al [13]在研究乙型肝炎 X 蛋白(HBxAg)反式激
活作用时，应用 SSH 方法构建了 HBxAg 反式激活相关
基因差异表达的 cDNA 消减文库，随机挑选 65 个克隆
测序分析，结果主要包括2种类型，第一种是已知基因
的序列，与 GenBank 中数据高度同源(96-100 %),其中
包括一些已知的看家基因序列和一些与细胞生长调节
密切相关的基因序列，如真核翻译启动因子、核糖

体蛋白编码基因，与细胞的转录、翻译功能密切相
关；乙肝病毒 X 基因，与转染的 HBx 基因的表达有
关；胶质母细胞瘤放大的分泌蛋白，肿瘤抑制因子
ST13，Bcl-2 结合蛋白 Nip3，可能与肝细胞凋亡及恶
性转化密切相关；S100 钙结合蛋白，鸟嘌呤核苷酸蛋
白(G- 蛋白)与细胞周期生长调节及信号转导途径密切
相关.第二种是未知基因序列，共获得15个差异表达的
未知序列，其功能有待进一步研究. 同时应用抑制性
消减杂交技术构建HCV核心蛋白反式激活基因差异表
达的 cDNA 消减文库[14]，经测序分析后，所得克隆包
括 6 个未知序列，56 已知的看家基因及与细胞生长调
节密切相关的基因如 WEE1. 这些研究结果对阐明乙、
丙型肝炎慢性化及 HBV、HCV 致肝细胞癌发生之间的
关系具有重要的理论意义. Nagayama et al [15]在研究自身免
疫性肝炎(AIH)发病机制的过程中,利用 SSH 技术,发现
AIH 肝细胞干扰素诱导蛋白 10 (interferon inducible protein
10，IP10) mRNA 表达较正常肝细胞明显增强，同时运
用免疫组化方法证明 IP-10 在 AIH 肝细胞中过量表达，
且运用逆转录PCR分析63例不同类型肝炎组织标本，AIH
中 IP-10 表达明显高于其他类型肝炎，因此作者认为 IP-
10 表达升高是 AIH 的标志，IP-10 在 AIH 的发病机制中
起重要作用. 在肝纤维化研究方面，Cassiman et al [16]利
用SSH技术比较正常鼠HSC与D-半乳糖胺诱发肝炎鼠
的HSC mRNA表达差异，结果发现αB-晶体蛋白(alpha
B-crystallin，ABCRYS)表达上调. 实验证实，在人和鼠
HSC 体外细胞培养中加入 gal 内毒素后也发现 ABCRYS
mRNA 表达升高，作者认为，ABCRYS 可能是 HSC 激
活后的早期标志，有利于 HSC 存活，对其研究将有利
于了解肝纤维化发展的机制.
        抑制性消减杂交技术在肿瘤相关基因克隆化中也有
重要的应用前景. 在肿瘤相关基因的研究中, Miyasaka et al   [17]

利用 SSH 技术研究丙型肝炎相关肝癌及癌旁组织基因
表达不同,发现了一些过度表达的基因,7 个已知基因包
括灶性粘连激酶(focal adhesion kinase,FAK)、结肠癌缺
失基因(deleted in colon cancer)、鸟嘌呤结合阻止蛋白α
(guanine binding inhibitory protein α)、M130、胃蛋白
酶原 C(pepsinogen C)、谷氨酰胺合成酶(glutamine

sythetase)、鸟氨酸转氨酶(omithine  aminotransferase)以

及 2 个未知基因(HCC-1 和 HCC-2). 其中灶性粘连激酶

磷酸化激活后能阻止凋亡，胃蛋白酶原 C 的表达在前

列腺癌中受雄激素水平的调节[18]，而 HCC 是以男性为
主的疾病[19]，胃蛋白酶原 C 和灶性粘连激酶在 HCC 发

生中的作用尚不明确，但 HCC 中二者过度表达可能为

研究 HCC 发病机制提供新的方向. Piter et al  [20]用 SSH

获得肾细胞癌组织与非转化肾组织差异表达基因，共

获得 9 个在肾细胞癌中差异表达的 cDNA，序列分析表

明 7个与已知基因同源，2 个为新基因，克隆的 7 个已知
基因中的5个与肿瘤的恶性表型有关. Wang et al  [21]用SSH

技术在食管癌中鉴定出一个命名为EC45基因,其在70 %
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食管癌中过度表达，且与核糖体蛋白 L15 的开放读码
框架有 100 % 同源性. 说明 SSH 对肿瘤组织是一种高灵
敏度的有效的鉴别差异表达序列的方法.
        在器官发育方面，Diachenko et al [7]用 SSH 技术建
立了一个睾丸特异性 cDNA 文库，用消减的 cDNA 混合
物作为一个杂交探针来鉴定人 Y 染色体基因库的同源
性，进一步证实了这个人类 DNA 是以睾丸特异性方式
而表达. 在免疫学方面，Roh et al [22]在研究破骨细胞分
化过程中基因的调控作用时，将 SSH 技术与 cDNA 微陈
列技术相结合，建立了破骨细胞与巨噬细胞、破骨细胞
与树突状细胞mRNA差异性表达文库，以及TRANCE诱
导造血干细胞分化为破骨细胞过程中mRNA差异性表达
文库，提供了研究破骨细胞分化基因调节及骨肿瘤相关
基因的新方法. Li et al [23]用 SSH 方法检测了人类特异性
过敏源性Th2细胞中差异表达基因，分析并鉴定出72个
序列，这种差异性 Th2 基因文库可能阐明 Th2 细胞功能
和变态反应性疾病的遗传学基础. Wang et al [24]在寻找脑
局部缺血耐受的相关基因中,用 SSH 方法筛选出差异表
达基因基质金属蛋白酶 -1 抑制剂编码基因，提示其在
局部缺血耐受中发挥潜在作用.
       高等真核生物的所有生命现象,例如细胞生长、器
官形成、恶性转化都是基因选择性表达的结果，要弄
清这些生命现象的分子调节机制，就要对选择性表达
的基因进行分离、克隆、序列分析，然后研究其氨
基酸组成，表达产物结构、功能等. 抑制性消减杂交
技术为寻找表达基因和研究已知基因的新生物学功能提
供了一个有利工具. 并且由于抑制性消减杂交技术可用
于比较不同细胞、不同组织的基因表达差异，因此必
将在生物发育、细胞调控、肿瘤、衰老及组织损伤
的研究中得到越来越广泛的应用.
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0   引言

1985 年 Smith [1]首次证实丝状噬菌体 fd 基因组能通过基
因工程的手段进行改造，将 EcoR Ⅰ内切酶的部分基因
片段(171 bp 和 132 bp)与 p Ⅲ基因融合，获得的重组噬
菌体可在体外稳定增生，表达产物能被抗 EcoR Ⅰ内切
酶抗体所识别. 1988 年 Parmley et al [2]将已知抗原决定族
与 p Ⅲ的 N 端融合呈现在表面，可特异性地被抗体选择
出来，并提出通过构建随机肽库可以了解抗体识别的抗
原决定簇表位的设想. 1990 年 McCafferty et al  [3]也报道了用
噬菌体展示技术筛选溶菌酶的单链抗体的方法，从而开
始了这项技术的广泛应用的新时代.

1   噬菌体的基本特征

噬菌体属于单链 DNA 病毒，包括 f1、fd 和 M13 三类.
噬菌体DNA在细菌内滚环复制,细菌不被裂解,但生长速
度减慢,而且可分泌出大量成熟的噬菌体颗粒. 噬菌体的
单链 DNA 长约 7 000 bp,不同类型噬菌体其一级结构极
为相似，基因组编码 11 种蛋白质，其中 5 种为结构蛋
白，与噬菌体展示密切相关的是二种不同的结构蛋白 p
Ⅲ和pⅧ. 噬菌体单链DNA被包裹在大约2 700-3 000个
主要衣壳蛋白 p Ⅷ分子组成的管状结构中，另外次要
衣壳蛋白 p Ⅲ通过与大肠杆菌的 F 菌毛结合而引起感
染，是噬菌体感染宿主所必需的. p Ⅷ前体由 73 个氨基
酸残基组成，其中信号肽为 23 个氨基酸残基，根据构
成外壳的功能可分为四个区，6-24 氨基酸残基区域占
据噬菌体表面的大部分，25-35 氨基酸残基区域高度
疏水性,C 端(35-50 氨基酸残基区域)与 DNA 相结合，构成
完整的内壁，N端(1-5氨基酸残基区域)为可活动的、外露
在噬菌体表面的肽段，是插入外源基因的最佳位置. pⅢ前
体由 424 个氨基酸残基组成，形成 3-5 个拷贝，位于噬菌
体的尾部，他由四个功能区组成，信号肽区(18 个氨基酸
残基)引导pⅢ至细菌胞间质，在pⅢ分泌后被细菌蛋白酶
水解，其后的穿膜区与噬菌体的侵入有关，受体结合区负

责结合 F 菌毛，而 C 端的疏水区组装前黏附在细菌内膜

上，组装后这段氨基酸序列锚在噬菌体外壳上，穿膜区

是最外露的区域，因而成为插入外源基因的理想位置.

2   噬菌体展示技术的基本原理

噬菌体展示技术是一种基因表达产物和亲和选择相结合
的技术，他以改构的噬菌体为载体，把待选基因片段
定向插入噬菌体外壳蛋白质基因区，使外源多肽或蛋
白质表达并展示于噬菌体表面，进而通过亲和富集法
表达有特异肽或蛋白质的噬菌体. 其建立基于三个原
因：(1)在 p Ⅲ和 p Ⅷ衣壳蛋白的 N 端插入外源基因，形
成的融合蛋白表达在噬菌体颗粒的表面，不影响和干扰
噬菌体的生活周期，同时保持的外源基因天然构象，也
能被相应的抗体或受体所识别；(2)利用固定与固相支持
物的靶分子，采用适当的淘洗(panning)方法，洗去非特
异结合的噬菌体，筛选出目的噬菌体；(3)外源多肽或蛋
白质表达在噬菌体的表面，而其编码基因作为病毒基因
组中的一部分可通过分泌型噬菌体的单链 DNA 测序推
导出来. 该技术实现了基因型和表型的转换.
        噬菌体结构蛋白 p Ⅲ和 p Ⅷ均可作为载体来展示外
源多肽或蛋白质，在基因操作上，他们基本相同. 在
信号肽与成熟蛋白质编码区之间有单一的克隆位点便于
插入，插入的外源多肽或蛋白质以融合的形式表达出
来并分泌到胞间质内，当宿主蛋白酶切除信号肽后，
融合蛋白组装成熟，呈现在病毒粒子的表面，新的 N
端位置正是外源蛋白或多肽的插入点. 与 p Ⅲ基因融合
时拷贝数低(不超过 5 个)，这可以减少多价结合，利
于选择高亲和力的配体分子，可容许插入大的片段. 与
p Ⅷ基因融合时，拷贝数高(2 700 个)，当将属于多肽
的表位用作免疫源时可产生良好的免疫应答，具有反
应优势，故在疫苗开发上具有潜在的应用价值.
       亲和筛选可用直接法和间接法. 直接法是将蛋白质
分子耦联到固相支持物上，文库噬菌体与固相支持物
温育，洗去未结合的噬菌体，既获得亲和噬菌体；间
接法是将生物素标记的蛋白质分子与文库噬菌体温育后
铺在结合有链亲和素的平皿上，洗去未结合的噬菌
体，保留的就是结合状态的噬菌体，再洗脱结合的噬
菌体，用这部分噬菌体感染细菌，扩增噬菌体，开
始新一轮的筛选，通过几次这样的亲和纯化反应，就
能选择性地富集并特异性扩增结合这种蛋白质或 DNA
分子的噬菌体. 筛选出的噬菌体的结合特性可以进一步
验证并从 DNA 序列推导出来，分析各个克隆间编码短
肽的一致序列，以确证筛选的特异性. 最后，利用化学合
成含一致序列的氨基酸短肽，研究他们的亲和特性并推测
可能配体的生物学活性和结合或游离状态的结构特点.

3   噬菌体展示技术的应用

3.1 噬菌体随机多肽文库  肽库是感染性噬菌体的集合，
其中每个病毒粒子的衣壳表面都含有以融合蛋白形式显
露的唯一的核苷酸顺序编码寡肽，通过选择步骤可以
富集与靶分子结合的噬菌体. 构建随机多肽文库一般先
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体外合成编码短肽的随机 DNA 片段，经 PCR 扩增或杂
交使其形成携带适当酶切位点的基因片段，或经 PCR
扩增某特定基因后再用 DNase Ⅰ酶解，使其形成长短
不一的小基因片段. 随机肽库的应用范围依采用的筛选
分子而言，这些筛选分子包括抗体、小分子、细胞
表面受体类、细胞分子类、完整细胞等，这些分子
称为受体类. 筛选出的结合该类受体的目的分子称为配
体. 用纯化的单克隆抗体作受体，进行抗体的表位分析
应用最广泛也最成熟，筛选出的配体通常表明了抗原
抗体的结合部位. Blond-Elguindi et al [4]采用甲胎蛋白
(AFP)洗脱的策略筛选出Bip结合短肽的共有序列，阐明
Bip识别和蛋白质折叠的机制. 用细胞表面的天然受体作
筛选分子是筛选技术的一大进步，Doorbar et al [5]采用
竞争洗脱的方法筛选出细胞表面受体特异性结合的短
肽，Pasqualini et al [6]成功地筛选出肠和胃组织特异性
的短肽，预示有可能用于体内基因的定向转移. 噬菌体
展示技术也可以用于病毒的诊断、治疗和疫苗的发展，
Folgori et al  [7]以乙型肝炎病毒表面抗原(HbsAg)为模型,
用乙型肝炎患者特异性血清筛选肽库，用免疫印迹鉴定
噬菌体表位,用正常人血清反向筛选,最终得到的短肽可
模拟 HBsAg 并由竞争结合试验验证. Motti et al [8]在对
HBV 的研究中，用抗病毒单克隆抗体筛选出模拟表位,
免疫后可引起机体特异性的对 HBsAg 的机体免疫，提示
模拟短肽可用于疫苗的发展. Arnon et al  [9]用八肽随机肽
库筛选曼氏血吸虫的模拟表位，认为模拟表位可以作为
多肽疫苗的重要成分.  利用肽库技术确定了沙眼衣原体
主要外壳蛋白的表位[10]、HCV 核心抗原表位[11]、HIV gp
120 蛋白和 HCV 核心蛋白的表位[12]. 利用噬菌体肽库技
术已经确定了许多蛋白分子的相互作用位点，包括组成
的 SH3 与酪氨酸蛋白激酶的结合位点[13]、胞质蛋白
p47phox 与细胞色素 b558 的结合位点[14]. 用亲和纯化的
HLA-DR13从噬菌体肽库中钓出与之结合的多肽，通过
MHC 与多肽的结合基序分析 MHC-I 分子的结合特点[15].
Wrighton et al [16]筛选到具有促红细胞生成素(EPO)功能
活性的由二键连接的环形短肽. 他用重组可溶性红细胞
生成素受体(EPO-R)先筛选与 gp120 融合表达的构象约
束型噬菌体八肽库，得到与 EPO-R 特异性结合，且
不与牛血清白蛋白(BSA)、肿瘤坏死因子受体(TNFR)的
胞外区、神经生长因子受体(NGF-R)、白介素 -2 受体
(IL-2R)的 α 和 β 亚基以及 E 选择素结合的环肽[16].
3.2 噬菌体抗体库  噬菌体抗体库技术利用丝状噬菌体载
体构建抗体文库，通过已知抗原筛选特异性高亲和性
抗体的技术. McCaffery et al [3]首先证明，完整的抗体可
变区可表达于噬菌体的表面，通过亲和筛选获得了与
已知抗原特异性结合的单链抗体片段，Hogrefe et al [17]

又从构建的 Fab 文库筛选到特异的 Fab 片段.
       每种抗体的可变区由超变区和骨架区(FR)组成，超
变区又称互补决定区(CDR)决定抗原的结合位点，其氨
基酸序列变异较大，而连接超变区的骨架区很保守. 噬

菌体抗体库运用了三项实验技术：(1)逆转录多聚酶链
反应(RT-PCR)技术，用一种引物克隆出全套免疫球蛋
白可变区基因；(2)采用大肠杆菌分泌表达具有生物活
性的抗体功能片段；(3)噬菌体表面展示技术的建立，
其主要技术流程是，从免疫或不经免疫的人和小鼠的
脾淋巴细胞中提取 mRNA，反转录成 cDNA，使用与
抗体可变区基因两侧保守区互补的引物，通过多聚酶
链反应(PCR)分别扩增抗体可变区的重链(VH)和轻链(VL)
基因，构建文库. 插入噬菌体载体后有二种表达模式，
即表达 scFv 单链抗体或 Fab 抗体，scFv 由 VH 和 VL 之
间通过人工接头相连；而 Fab 片段的 VH+CH1 和VL+CL
分别插入不同的噬菌体载体,二种重组噬菌体超感染同
一宿主菌,VL+CL 就可与 VH+CH1 片段通过二硫键结合
形成 Fab 片段. 将噬菌体抗体文库通过特异性抗原的筛
选,就可以得到含特异性抗体片段的噬菌体.
      噬菌体抗体库技术模拟了机体免疫系统的选择作
用，呈现在噬菌体表面的抗体能够在体外用固相化抗原
进行筛选，同时由于噬菌体对大肠杆菌的感染性，噬菌
体抗体库技术能够以淘筛的方式，为快速选择特异性抗
体提供简便而高效的操作系统，具体的步骤：(1)噬菌体
黏附靶抗原.(2)反复洗涤去除非特异性结合，洗脱并收
集与抗原结合的噬菌体. (3)再次感染大肠杆菌，使特异
的噬菌体抗体淘筛. 除此之外，也有用固相淘筛、捕获
淘选、完整细胞淘筛、组织淘筛及器官淘筛等方法获得
结合抗体成功的报道，但各有侧重，为噬菌体抗体的淘
筛增添新的途径[18]. Clackson et al [19]首先把他用到 scFv
的表达中来. 他使用基因工程改造噬菌体载体，再在辅
助者(Helper)噬菌体的帮助下，结果使 scFv 在噬菌体的
衣壳蛋白 G3P 的顶部表达. 这种 scFv 已具有结合活性，
因此能很方便地从一个库中筛选出需要的 scFv 噬菌粒
(phagemid)来. 1996 年，Tang et al [20]用噬菌体展示技术
的方法，对一个连接肽库作了筛选，结果得到很多结
合能力较强的 scFv 的连接肽.
3.3 蛋白质的定向改造  蛋白质的定向改造指的是用盒式
突变、错误倾向 PCR 等方法来突变蛋白质或结构域的
某一特定编码序列，产生蛋白质或结构域的突变文库
呈现在噬菌体表面，通过亲和筛选获得所需的已定向
改变的噬菌体克隆，他们的一级结构可以从 DNA 的序
列中推导出来. 可用来筛选具有更强受体结合能力的细
胞因子、新的酶抑制剂、转录因子的 DNA 结合新位
点、新的细胞因子拮抗剂、新型酶和增强生物学活性
的蛋白质等.
3.4 cDNA 文库的表达筛选  cDNA 文库的表达筛选系统
除利用λ噬菌体、酵母双杂交系统外，噬菌体表面展
示技术也可达到同样的目的[21-23]. cDNA编码的所有蛋白
质融合在 fos 结构域 C 末端，与 Jun-g Ⅲ或 Jun-g Ⅷ结
构域相互作用；也可将 cDNA 直接融合在 p Ⅲ的 C 末
端；另外是直接利用蛋白质之间的相互作用来选择
cDNA，将目的蛋白和 cDNA 文库分别与 g Ⅲ的 C 末端
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和 N 端融合，如果目的蛋白与某一个 cDNA 的蛋白相互
作用，g Ⅲ蛋白的二个功能域将彼此互补导致有感染性
的病毒产生. 噬菌体展示技术引出了分子文库的概念，
根据文库呈现的部位不同，有噬菌体表面展示文库、
细菌表面展示文库、质粒展示文库和核糖体文库，也
可以是用化学方法合成的肽库或小分子化合物库. 其中
噬菌体表面展示技术比较成熟，根据文库内分子的性
质可以分为 cDNA 文库、随机肽库、抗体文库、蛋白
质文库等. 目前已越来越广泛地用于抗原表位分析、蛋
白质－蛋白质相互作用位点分析、酶作用底物的分
析、寻找具有生物功能的蛋白的模拟肽、先导化合物
的发现、分离与鉴定疾病特异性抗原模拟肽、筛选细
胞和器官特异性结合肽、研究蛋白质与核酸结合特
性、定位信号转导途径等. 该技术迅速发展的原因是他
有效地实现了基因型和表型的转换，在分子克隆的基
础上，实现蛋白质构想的体外控制，从而可获得具有
生物学活性的表达产物. 若将蛋白质三维结构预测、分
子模拟技术及噬菌体表面展示技术完美融合，对分子
相互作用、分子识别、受体作用、酶学机制以及疫
苗的研究进程将起极大的推动作用.
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0   引言
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和 N 端融合，如果目的蛋白与某一个 cDNA 的蛋白相互
作用，g Ⅲ蛋白的二个功能域将彼此互补导致有感染性
的病毒产生. 噬菌体展示技术引出了分子文库的概念，
根据文库呈现的部位不同，有噬菌体表面展示文库、
细菌表面展示文库、质粒展示文库和核糖体文库，也
可以是用化学方法合成的肽库或小分子化合物库. 其中
噬菌体表面展示技术比较成熟，根据文库内分子的性
质可以分为 cDNA 文库、随机肽库、抗体文库、蛋白
质文库等. 目前已越来越广泛地用于抗原表位分析、蛋
白质－蛋白质相互作用位点分析、酶作用底物的分
析、寻找具有生物功能的蛋白的模拟肽、先导化合物
的发现、分离与鉴定疾病特异性抗原模拟肽、筛选细
胞和器官特异性结合肽、研究蛋白质与核酸结合特
性、定位信号转导途径等. 该技术迅速发展的原因是他
有效地实现了基因型和表型的转换，在分子克隆的基
础上，实现蛋白质构想的体外控制，从而可获得具有
生物学活性的表达产物. 若将蛋白质三维结构预测、分
子模拟技术及噬菌体表面展示技术完美融合，对分子
相互作用、分子识别、受体作用、酶学机制以及疫
苗的研究进程将起极大的推动作用.
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待测的标记样品的基因按碱基互补配对原理进行杂交，
通过激光共聚焦荧光检测系统等对芯片进行扫描，再经
计算机软件处理，从而获取大量生命信息. 该技术可以
将极其大量的探针同时固定于支持物上,所以一次可以
对大量的生物分子进行检测分析，从而解决了传统核酸
印记杂交(southern blotting 和 northern blotting 等）技术
复杂、自动化程度低、检测目的分子数量少、低通量等
不足. 该技术的出现使全面综合分析某些生命现象成为
可能.基因芯片技术在疾病基因和各种病原体的诊断、
基因表达谱、基因功能、基因突变、病毒检测、发现新
基因、疾病发生发展的分子机制、基因药物设计及药物
筛选等生物医学领域具有广泛的应用价值[1-6].在肝炎病
毒的研究中也有十分重要的应用前景.

1   指导临床治疗

临床上，在药物疗效与副作用方面，患者的反应有很
大差异，主要是由于个体遗传学上存在差异(单核苷酸
多态性，SNP)，导致对药物产生不同的反应.利用基因芯
片技术可以对患者先进行诊断再针对每个患者具体情况
实施个体优化治疗.此外，在治疗中，许多同种疾病的具
体病因是因人而异的，用药也应因人而异.例如，HBV有
较多亚型，HBV 基因的多个位点(S、P 及 C 基因区)容易
发生变异[7-10]. 如将这些基因突变部位的全部序列构建为
HBV 基因多态性检测芯片,则可对肝炎病毒基因组的突
变、基因准种(quasispecies)特点及优势种群的漂变(shift)
等特点进行监测，快速地检测患者是这一个或那一个或
多个基因同时发生突变，从而可以对症下药，这对指导
用药和防止 HBV 耐药性很有意义.
       拉咪呋啶是目前治疗 HBV 感染的主要药物之一，
该药为核苷类似物，能够与HBV DNA多聚酶YMDD (酪
氨酸 - 蛋氨酸 - 天冬氨酸 - 天冬氨酸) 基序特异性结合，
防止复制中间体的延伸，从而起到抑制病毒复制的作
用.在药物和人体免疫选择压力下，YMDD基序易发生二
种突变株，即蛋氨酸 - 异亮氨酸(M-I)和蛋氨酸 - 缬氨酸
(M-V)，突变的 HBV 对拉咪呋啶不再敏感[11].目前对变
异株的检测与分析仅限于 RT-PCR 产物序列测定法，
单链构象多态性分析与温度梯度凝胶电泳法以及凝胶转
移法等.这些方法存在着方法烦琐、费时、只能检测单个
位点突变、不能提供全面的变异株情况等特点.基因芯
片因其高通量的特点在这方面具有巨大潜力. 可以应用
基因芯片技术检测YMDD基序的突变，对乙肝患者接受
治疗时(尤其是在治疗中出现症状反复的患者)的治疗方
案选择非常重要.

2   丙型肝炎病毒(HCV)分型检测

HCV 感染不但可引起急、慢性病毒性肝炎，而且可导
致肝纤维化(LC)，甚至肝细胞癌(HCC). 在日本，丙型肝
炎是肝癌的最主要原因，在我国肝癌患者中丙肝或合并
丙肝的比例也不低，因此在感染早期进行治疗是十分

必要的，国内外的临床治疗研究表明：干扰素的治疗
效果与 HCV 的基因(亚)型的种类有关.干扰素对 3 a 型的
患者治疗效果最好，1 a 型次之，1 b 则几乎没有疗
效[12-20].干扰素价格昂贵而且副反应很大，因此，在治
疗前应用基因芯片检测患者体内的 HCV 基因(亚)型，能
为患者提供更有效的治疗方案.

3   研究疾病的分子生物学发病机制

肝炎病毒感染肝细胞以后，肝炎病毒蛋白的表达，不
仅对于肝炎病毒的生活周期具有重要意义，而且对于肝
细胞基因表达谱产生重要影响. 肝炎病毒蛋白无论是在
细胞核中分布直接影响肝细胞的基因表达，还是通过与
转录因子蛋白之间的作用间接影响肝细胞的基因表达，
都会对肝细胞的基因表达谱产生显著的影响.这也是肝
炎病毒感染肝细胞以后形成慢性感染、肝纤维化和肝细
胞癌的重要的分子生物学机制[21-23]. 我们曾经应用表达谱
基因芯片技术研究 HCV 核心蛋白作用于肝母细胞瘤细
胞系 HepG2后，肝细胞基因表达谱的变化，发现多种与
细胞生长调节、细胞凋亡、细胞信号传导通路密切相关
的基因表达上调或下调，对于从总体水平全面了解HCV
致病的分子生物学机制具有重要意义. HCV 非结构蛋白
在病毒复制和肝病病理过程中同样起着重要作用. cDNA
表达谱芯片可观察非结构蛋白对肝癌细胞基因表达的影
响. 用 cDNA 芯片检测 HCV 非结构蛋白诱导下肝癌细胞
株的生长、代谢过程、细胞周期及转录因子的变化，发
现这些表达的基因与病毒感染与肝癌形成有着密切联
系，为病毒的致癌机制研究提供线索，同时也为抗病毒
研究提供有力依据.
       目前的基因芯片技术存在二个突出的缺点，一个
是假阳性率偏高，一个是需要首先对检测标本进行多聚
酶链反应(PCR)扩增. 假阳性率太高，严重影响其临床
应用的价值，而需要首先进行扩增，徒然增加了操作的
复杂性，而不是直接对标本进行检测，相对于 PCR检测
技术并没有明显的操作简化，这也是限制基因芯片技术
广泛应用的重要原因. 相对于基因诊断来说，基因芯片
技术假阳性率偏高并不影响其在发病机制研究中的应
用，因为通过基因芯片技术所筛选得到的信息只是初步
的，还需要通过Northern Blotting杂交等下游的分子生物
学技术进行证实，因此不受这一缺点的影响.基因芯片
高通量筛选的特点，可以使这种研究的效率得到显著的
提高，这是其显著的优点.
      此外，对于肝癌组织与正常肝脏组织基因表达谱的
比较研究，对于阐明肝癌发生的分子生物学机制、寻求
新型肝癌诊断的分子生物学标志也具有十分重要的意义.

4   研究新型药物与疫苗

新药作用机制的研究其关键的内容之一就是药物作用靶
点的确定，应用基因芯片技术，选择合适的药物作用
的靶细胞，以不同的药物剂量和不同的药物作用时
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间，确定药物作用靶细胞后与基因表达水平改变之间
的量效和时效关系，然后获取药物在一定浓度、一定
时间条件下作用的细胞和未经处理的细胞，同样条件
进行表达谱基因芯片的检测，最终确定药物所作用的
基因靶点，从而阐明药物作用的机制. 这种研究结果，
对于设计针对此靶点的更为有效的新型药物具有重要的
指导意义. 已知膦甲酸钠具有一定的抗 HBV 的作用，但
其作用机制目前还不是特别清楚. 在临床应用中发现瞵
甲酸钠对于机体的免疫调节功能具有一定的影响，因
此我们曾经应用基因表达谱芯片，对于瞵甲酸钠作用
的 T 淋巴细胞系 Jurkat 细胞受到瞵甲酸钠的刺激以后，
基因表达谱的改变进行了研究.发现瞵甲酸钠对于Jurkat
细胞中一系列基因的表达具有显著的调节作用.这与我
们应用抑制性消减杂交技术（SSH）证实膦甲酸钠可
以上调Jurkat细胞中胸腺素α等基因的表达的结论是一
致的.

       另一方面，肝脏是罹患多种感染性疾病的重要器

官，因此，针对这些病原体特异性疫苗的研究尤为重

要.基因芯片技术的出现和应用，在新型疫苗的研究中

也具有十分重要的应用前景. 以不同的病原体成份进行

免疫刺激，然后以基因芯片技术对于构建的疫苗的免

疫应答方式和机制所涉及的靶基因谱进行检测，从而

阐明不同疫苗成份在诱导免疫保护作用中的性质和特

点，以高通量的手段，解决新型疫苗的候选分子. 这

是目前进行新型疫苗研究很有希望的研究手段，在预

防肝脏感染性疾病新型疫苗的研究中具有重要应用前

景.

        总之,基因芯片技术作为一种强有力探索未知表达

基因的新方法，可以从总体高度了解二种不同组织表达

图谱的变化信息，为全局理解基因功能和基因之间的相

互关系及致病机制提供线索. 而且高通量、自动化的操

作更能适应后基因组时代的要求. 在不久的将来，基因

芯片有望进一步阐明病毒性肝炎发生机制和发现新的标

志物用于分子诊断. 从长远角度来看，基因芯片有助于

确认病毒感染的肝脏组织的分泌性蛋白基因，提高血清

学诊断水平，同时也将推动抗病毒治疗的发展.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染具有显著的慢性化倾向，而
且只有部分患者对于干扰素α(IFN α)的治疗有较好的
应答. 为什么会存在这种情况和差别，这是与 HCV- 肝
细胞之间相互作用的分子生物学机制和基础来决定的[1].
关于HCV分子生物学调节机制以及细胞信号转导的研
究进展和研究结果表明，HCV RNA 和 / 或其编码的蛋
白分子，对于感染细胞的信号转导及其应答机制产生
影响，是造成 HCV 慢性感染和对于 IFN α治疗应答率
偏低的重要原因[2]. Janus 激酶 - 信号转导和转录激活子
(JAK-STAT)信号转导系统是细胞因子信号转导的主要途
径，研究表明，HCV 对于肝细胞信号转导具有显著的影
响[3].

1   JAK-STAT 信号转导系统的组成和调节机制

在众多的细胞信号转导路径中, JAK-STAT信号转导通路
主要是负责细胞外多肽或细胞因子刺激信号通过跨膜
受体的转导，直接作用于细胞核中的基因的启动子序
列，不需要第二信使进行转录调节[4]. 从进化角度，从
低级的真核细胞到人类，这一信号转导通路都是高度
保守的. JAK-STAT 信号转导通路似乎是细胞早期在适
应细胞间信号转导过程中逐渐形成的. JAK-STAT 信号
转导通路受到大量来自细胞内部和环境因素的影响.
        在研究细胞因子信号转导的过程中发现了JAK-STAT
系统. 细胞因子与相关的细胞膜上的特异性受体结合以
后，通过酪氨酸激酶 JAK 系统激活了 STATs.STATs 一
旦被激活，就形成同二聚体，并且发生细胞内转位到细
胞核内，以对靶基因的表达进行调节[5]. 过去几年中对于
JAK-STAT信号转导途径进行了系统的研究，鉴定了多
种 STATs 和调节蛋白. 到目前为止，在哺乳动物的细胞
内总共鉴定了7种STATs蛋白，STATs最主要的功能就是
介导细胞因子的信号转导途径.
       在细胞内部,还存在着 JAK-STAT 信号转导系统的
拮抗系统. 细胞因子信号转导抑制因子(SOCS)就是细胞

因子和生长因子信号通过 JAK-STAT 系统进行信号转
导的抑制因子[6]. 细胞因子通过 JAK-STAT 进行的信号
转导，调控一系列的生物应答，包括免疫应答，细胞生
长与分化，以及造血过程等. SOCS 家族由 8 种蛋白组
成，包括 CIS 蛋白，以及 SOCS1-SOCS7. 这些蛋白分子
的结构中部都有 SH2 结构域(domain)，还有保守的 C-
末端序列，称为 SOCS 盒式(box)结构. 这些蛋白都有独
特的 N- 末端结构. 细胞因子和生长因子的刺激都能诱
导 SOCS1 -3 和 CIS 的表达，抑制 JAK-STAT 介导的细
胞因子信号转导，形成了经典的负反馈环.
        关于 JAK-STAT 信号转导系统的研究具有多方面
的意义. JAK-STAT 信号转导途径在细胞因子的信号转
导以及细胞发育和生存过程中具有十分重要的作用[7,8].
Bhunia et al [9]研究了JAK-STAT信号转导系统异常与多
囊肾疾病(PKD)之间的关系. 多囊肾疾病是一种常染色
体显性遗传性疾病，其特点就是在肾脏或其他器官中

出现囊性改变，原因就是 PKD1 或 PKD2 基因发生突

变. 多囊蛋白 -1(polycystin-1)具有激活 JAK-STAT 信号

转导的作用，籍此也可以上调 p21/waf1 的表达，并

诱导产生细胞周期的G0/G1阻滞. 这一过程需要有多囊
蛋白 -2 这种通道蛋白的参与，这是一种重要的辅助因
子. 基因突变造成多囊蛋白 -1/2 结合特点发生改变，
导致这一激活系统产生障碍. PKD1 基因敲除小鼠的胚
胎 STAT1 蛋白磷酸化和 p21/waf1 的诱导过程有显著障
碍. 这些结果表明,多囊蛋白 -1/2 复合物的功能之一就
是调节 JAK-STAT 系统，可以解释这些基因突变之
后，为什么会产生异常的生长调节.
       为了阐明酒精性肝损伤的分子生物学机制,Chen et al [10]

研究了酒精对于肝细胞中JAK-STAT急性调节作用. 以
新鲜分离的大鼠肝细胞和 HepG2细胞进行了研究. 新鲜
分离的肝细胞受到急性酒精处理以后，白介素-6(IL-6)
和 IFN α - 即获的 STAT 信号受到抑制，但对于培养
的肝细胞和HepG2细胞，乙醇脱氢酶(ADH)基因转导和
细胞色素P450(2E1)基因转导的HepG2细胞的信号转导
系统没有影响. 酒精对于新鲜分离肝细胞的作用，也不
受 ADH 抑制因子 4- 甲基吡唑(4-MP)的拮抗. 以乙醛或
者过氧化氢急性作用于肝细胞，也没有抑制STAT的信
号转导系统. 进一步的研究结果表明，对于这些抑制作
用应答的缺失,也不是由于肝细胞增生发生改变,或者与
胶原的接触有关.

2   丙型肝炎病毒核心蛋白与 JAK-STAT 信号转导

丙型肝炎病毒核心蛋白是HCV基因组编码的一种结构
蛋白，具有多种生物学调节作用,与 JAK-STAT 信号转
导系统的调节有密切的关系.  JAK-STAT信号转导系统是
IFN α和 I 型细胞因子广泛采用的信号转导途径. 这些
细胞因子首先激活 JAK 激酶，然后磷酸化和激活 STAT
蛋白. 在磷酸化和激活之前，STAT 蛋白存在与细胞质
之中，激活之后就发生细胞内转位，到达细胞核中，对



于肝细胞基因组的表达进行调控[11]. 研究发现，HCV
抑制 IFN α介导的 JAK-STAT 信号转导系统,主要机制
是阻断 IFN α刺激的基因因子 3(ISGF3)复合物的形成.
但是其下游的信号转导通路以及主要的HCV蛋白类型
目前还不是特别清楚. Basu et al [12]对 HCV 核心蛋白对
IFNα和IFNγ介导的JAK-STAT 信号转导的影响进行
了研究. HCV核心蛋白的表达对于IFNα诱导的STAT1
表达具有显著的下调作用，凝胶迟滞分析(gel retarda-
tion assay)表明表达 HCV 核心蛋白的细胞，受到 IFN α
刺激后反式激活因子GAF 和ISGF3的形成显著降低. 蛋
白表达和 RNase 保护研究结果表明，GAF 或 ISGF3 形
成能力的降低,与 STAT1 蛋白表达水平的降低有关. 但
这些信号转导途径的改变对于下游靶基因如 IFN α调
节因子-1(IRF-1)、561的表达没有显著影响. 以HCV结
构和非结构基因稳定转染的细胞，也有类似的效应，原
因不清楚.

3   丙型肝炎病毒非结构蛋白 NS5A 与 JAK-STAT 信号转导

Heim et al [13]建立四环素应答元件严谨控制的HCV全长
编码区表达型转染细胞系，并研究了 HCV 蛋白对 IFN
α介导的信号转导的影响. HCV 蛋白的表达，强烈抑
制 IFN α介导的 JAK-STAT 系统的信号转导. 这种抑制
作用与 STAT 酪氨酸磷酸化下游的信号转导途径有关，
而且对于 JAK-STAT 信号转导途径的抑制作用不仅限
于IFNα，而且可抑制白血病抑制因子(LIF)诱导STAT3
的信号转导. 但对于 TNF α诱导的转录因子 NF-κB 的激
活没有影响. HCV 干扰IFNα介导的JAK-STAT信号转
导，与对IFNα治疗的抗性作用无关，而可能是与HCV
感染后免疫逃逸以及慢性感染的形成过程有关.
        HCV 亚基因组复制子(replicon)在肝细胞中的复制,
可刺激干扰素 β(IFNβ)启动子，并使人肝癌细胞系产
生 IFN β. 研究发现，HCV RNA 的复制可激活 NF-κB
和 IFN 调节因子(IRF-1)的激活和 DNA 结合功能[14]. 在
细胞核中，激活形式的 IRF-3 也增多. 含有 HCV 复制
子的肝癌细胞系，由 IFN β 激活的一系列的抗病毒作
用基因的基础表达水平都显著提高. HCV RNA 的复制，
可刺激细胞抗病毒机制，并使细胞进入抗病毒状态. 稳
定的 HCV RNA 复制要面对一些抗病毒作用机制的应
答，提示 HCV 可能会编码一种或多种病毒蛋白，克服
细胞产生的这些抗病毒机制，以形成慢性感染.
        Pflugheber et al [15]应用 HCV 亚基因组复制子细胞
模型，研究了 HCV- 肝细胞之间的相互作用的可能机
制. 研究结果证实，HCV RNA 亚基因组的复制可刺激
双链 RNA(dsRNA)的信号转导系统，阻断 IRF-1 和PKR
的信号转导，与 dsRNA 结合以及抑制 dsRNA 对 PKR
的激活作用有关. NS5A 蛋白单独情况下就足以阻断
IRF-1 的激活以及 dsRNA 依赖性 IRF-1 基因表达的诱
导. PKR 结合位点及其附近核苷酸序列的突变，可以
解除 NS5A 的这些抑制作用，导致 IRF-1 表达水平升

高，HCV RNA 复制水平降低. 这些研究结果表明在

dsRNA 信号转导中具有重要作用的 PKR，以及病毒感

染激活的 IRF-1 的功能异常，是 HCV NS5A 阻断宿主

抗病毒应答以及形成慢性感染的主要机制. HCV NS5A

具有通过氧化应激机制诱导细胞质中转录因子 NF-κB
和STAT-3 的作用[16]. NS5A可导致细胞内钙的异常. Ca2+

所介导的信号触发线粒体活性氧成分的提高,导致转录

因子蛋白NF-κB 和STAT-3向细胞核内的转位. 研究表

明NS5A可以持续激活 STAT-3. 在抗氧化剂吡咯烷二氨

基甲酸酯(PDTC)、N- 乙酰半胱氨酸(NAC)或 Ca2+ 鳌合

剂(EGTA-AM，TMB-8)，存在的条件下，NS5A 诱导的
NF-κB和 STAT-3的激活作用消失. HCV NS5A与对IFN

α的抗性有关，其机制之一就是 NS5A 对于 IFN α诱导

关键酶，即双链 RNA 激活的蛋白激酶(PKR)抑制作用，

但 IFN α敏感和抵抗的 HCV NS5A 在 Hela 细胞中对于

ISGF-3 的表达的影响没有显著的差别[17]. NS5A 蛋白缺

失氨基末端 110、222 和 334 个氨基酸残基，以及羧
基末端缺失 117、 230 氨基酸残基时，对于 IFN α诱

导ISGF-3的表达也没有显著的影响. HCV NS5A的表达

也不影响IFNα诱导的STAT-1 酪氨酸磷酸化以及上调

PKR及MHC-I抗原的表达. 但NS5A 可以诱导人细胞中

IL-8  mRNA 和蛋白的表达，这一效应与体外 NS5A 抑

制 IFN α的抗病毒作用有关. NS5A 可诱导 IL-8 启动子
指导的报告基因的表达，这种调节作用与 IL-8 启动

子序列中 133 bp 的序列有关. 氨基末端缺失 110、222

个氨基酸残基的 NS5A 突变体，具有比全长 NS5A 更强

的诱导 IL-8 启动子活性作用，因为这种突变形式的

NS5A蛋白更能分布在细胞核中. IL-8 启动子突变研究表

明，NF-κB 和 AP-1 转录因子的结合是 NS5A 对其进
行调节的必要环节. 因此，HCV NS5A 蛋白对于趋化

因子的调节，也是影响细胞对 IFN α敏感性的重要机

制之一.

        在 HCV 感染者外周血单个核细胞(PBMC)受到 IFN α

的刺激以后，IRF-1 mRNA 和 IRF-1/IRF-2 比率较正

常人显著升高. Sendai 病毒刺激以后，正常人和 HCV 感
染者的 PBMC 的 IRF-1、IRF-2 和 IFN α mRNAs，以

及IFNα蛋白表达水平也显著高于基础水平. 自然感染

HCV 诱导 PBMC 的 IFN α 5 表达水平升高. 这些细胞体

外感染 Sendai 病毒可以提高正常人和 HCV 感染者的

IFN α 8 的表达水平. 病毒感染诱导的 IFN α表达具有

型特异性，认为 HCV 感染可以特异性地诱导 PBMC 中

IFN α 5 的表达[18,19].
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是一种正链 RNA 病毒，其致病机
制与 DNA 病毒和逆转录病毒有明显的区别[1].  在病毒的
生活周期中，HCV 基因组编码多种结构和非结构蛋白，
自身结合形成同二聚体形式，或与其他 HCV 病毒蛋白、
细胞蛋白结合形成异二聚体，甚至是多聚体形式在肝细
胞内存在[2]. 另外，不同的磷酸化形式，还可以发生细
胞内转位，对细胞的功能与调节产生影响. 在肝细胞
质、细胞核中的 HCV 蛋白对肝细胞正常的信号转导通
路进行干扰，这是 HCV 致病机制的重要组成部分[3]. 丝
裂原激活蛋白激酶/细胞外信号调节激酶(MAPK/ ERK)及其
介导的细胞内信号转导是 HCV 蛋白作用的重要靶位,了
解 HCV 蛋白对 MAPK 信号转导通路的影响，对于 HCV
慢性感染的形成，甚至是 HCV 相关的肝细胞癌(HCC)的
发生机制的研究具有重要意义[4].

1   HCV 的包膜蛋白与 MAPK 信号转导

关于 HCV 受体的研究目前还没有定论,HCV 受体究竟是
单一受体，还是象人免疫缺陷病毒 -1(HIV-1)那样具有
主要受体和辅助受体目前尚不清楚[5]. 目前的研究焦点是
C D 8 1 低密度脂蛋白受体( L D L - R ) 等. 在四跨膜分子
CD81、 CD81 分子在人肝细胞等细胞膜的表面表达，
这种蛋白与细胞内信号转导过程有关. 最近的研究结果
表明人细胞膜上 CD81 的表达与 HCV 包膜糖蛋白 E2 及
其进入肝细胞中的过程有关[6]. 因此，CD81 分子作为
HCV 感染肝细胞的受体分子而得到广泛的关注. HCV
E2-CD81 分子之间的相互作用与 HCV 感染及其致病机
制密切相关，MAPK/ERK与细胞的增生和组织的增生过
程密切相关. 为了研究 HCV 对于 MAPK/ERK 的调节，
Zhao et al [7]应用人肝癌细胞系 HepG2 进行了研究. CD81
在 HepG2 细胞膜表面有一定水平的表达，通过流式细
胞学的免疫荧光技术的检测得到了证实. HepG2 细胞以
不含胎牛血清(FCS)的 DMEM 培养基培养,7 h 后,以 HCV
E2 蛋白处理不同的时间. 细胞内 MAPK/ERK 的状态以
Western blot杂交、免疫组织化学和免疫荧光技术进行研
究. HepG2 细胞中 MAPK/ERK 蛋白在受到 HCV E2 蛋白
的刺激以后发生磷酸化修饰，而且MAPK/ERK的磷酸化
与作用的 HCV E2 蛋白的浓度有关，是一种剂量和时间
依赖性的效应. MAPK/ERK 在 HepG2 受到 HCV E2 蛋白
的刺激后被激活，表明 HCV E2-CD81 作用参与了细胞
内信号转导，可能在 HCV 感染的致病过程中发挥重要
作用.

2   HCV 核心蛋白与 MAPK 信号转导

为了研究 HCV 的恶性转化作用,Tsuchihara et al [8]建立了
稳定表达 HCV 核心蛋白的 BALB/3T3 A31-I-1 细胞系，
这一细胞系在受到 HCV 核心蛋白与 v-H-ras 的基因共
转染时，就失去生长接触抑制，发生形态学改变，呈
现非贴壁生长，而且出现非血清依赖性生长的特点. 表
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是一种正链 RNA 病毒，其致病机
制与 DNA 病毒和逆转录病毒有明显的区别[1].  在病毒的
生活周期中，HCV 基因组编码多种结构和非结构蛋白，
自身结合形成同二聚体形式，或与其他 HCV 病毒蛋白、
细胞蛋白结合形成异二聚体，甚至是多聚体形式在肝细
胞内存在[2]. 另外，不同的磷酸化形式，还可以发生细
胞内转位，对细胞的功能与调节产生影响. 在肝细胞
质、细胞核中的 HCV 蛋白对肝细胞正常的信号转导通
路进行干扰，这是 HCV 致病机制的重要组成部分[3]. 丝
裂原激活蛋白激酶/细胞外信号调节激酶(MAPK/ ERK)及其
介导的细胞内信号转导是 HCV 蛋白作用的重要靶位,了
解 HCV 蛋白对 MAPK 信号转导通路的影响，对于 HCV
慢性感染的形成，甚至是 HCV 相关的肝细胞癌(HCC)的
发生机制的研究具有重要意义[4].

1   HCV 的包膜蛋白与 MAPK 信号转导

关于 HCV 受体的研究目前还没有定论,HCV 受体究竟是
单一受体，还是象人免疫缺陷病毒 -1(HIV-1)那样具有
主要受体和辅助受体目前尚不清楚[5]. 目前的研究焦点是
C D 8 1 低密度脂蛋白受体( L D L - R ) 等. 在四跨膜分子
CD81、 CD81 分子在人肝细胞等细胞膜的表面表达，
这种蛋白与细胞内信号转导过程有关. 最近的研究结果
表明人细胞膜上 CD81 的表达与 HCV 包膜糖蛋白 E2 及
其进入肝细胞中的过程有关[6]. 因此，CD81 分子作为
HCV 感染肝细胞的受体分子而得到广泛的关注. HCV
E2-CD81 分子之间的相互作用与 HCV 感染及其致病机
制密切相关，MAPK/ERK与细胞的增生和组织的增生过
程密切相关. 为了研究 HCV 对于 MAPK/ERK 的调节，
Zhao et al [7]应用人肝癌细胞系 HepG2 进行了研究. CD81
在 HepG2 细胞膜表面有一定水平的表达，通过流式细
胞学的免疫荧光技术的检测得到了证实. HepG2 细胞以
不含胎牛血清(FCS)的 DMEM 培养基培养,7 h 后,以 HCV
E2 蛋白处理不同的时间. 细胞内 MAPK/ERK 的状态以
Western blot杂交、免疫组织化学和免疫荧光技术进行研
究. HepG2 细胞中 MAPK/ERK 蛋白在受到 HCV E2 蛋白
的刺激以后发生磷酸化修饰，而且MAPK/ERK的磷酸化
与作用的 HCV E2 蛋白的浓度有关，是一种剂量和时间
依赖性的效应. MAPK/ERK 在 HepG2 受到 HCV E2 蛋白
的刺激后被激活，表明 HCV E2-CD81 作用参与了细胞
内信号转导，可能在 HCV 感染的致病过程中发挥重要
作用.

2   HCV 核心蛋白与 MAPK 信号转导

为了研究 HCV 的恶性转化作用,Tsuchihara et al [8]建立了
稳定表达 HCV 核心蛋白的 BALB/3T3 A31-I-1 细胞系，
这一细胞系在受到 HCV 核心蛋白与 v-H-ras 的基因共
转染时，就失去生长接触抑制，发生形态学改变，呈
现非贴壁生长，而且出现非血清依赖性生长的特点. 表
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达 HCV 核心蛋白的细胞系在受到生长因子的刺激以
后，生长速度显著加快.另外,以人工合成的反义寡聚脱
氧核糖核苷酸(ODN)阻断细胞中 HCV 核心基因的表达，
对于其生长具有一定的抑制作用. HCV 核心蛋白可激活
MAPK 和血清应答元件(SRE).
        HCV 的基因分型和 HCV 核心蛋白的一级结构序列
对于其功能也具有十分重要的意义. Giambartolomei et al [9]研
究证实 HCV 基因型 1 a 和 3 的核心蛋白对于 MEK1 和 Erk1/2
MAPK 都有激活作用，HCV 核心蛋白持续表达可产生
Raf1 和 MAPKK 高基础水平的表达，这种现象可以通过
内源性 Raf1 活性的体外分析及高度磷酸化的 Erk1 和
Erk2的水平检测而得到证实，甚至在血清饥饿状态下也
存在这种现象. Erk1/2 及其下游转录因子 Elk-1 的激活
的时间在细胞受到 EGF 的刺激以后显著延长. 尽管存在
MAP 磷酸酶 MKP 的反馈调节，表达 HCV 核心蛋白的细
胞在受到 EGF 的刺激后这种激活仍然存在，可能与 Raf-1
的持续激活有关. HCV 核心蛋白对于 MAPK激酶链具有
直接的激活作用，这也是 HCV 核心蛋白对细胞具有转
化作用的机制之一. Erhardt et al [10]建立了四环素控制的
表达全长(191 aa)或部分序列(160 aa)的HepG2 细胞系. 发
现 HCV 核心蛋白可以激活细胞外信号调节激酶(ERK)、
c-jun N- 末端激酶(JNK)、p38 丝裂原激活蛋白(MAP)激
酶、诱导 MAP 激酶磷酸酶 MKP-1 的表达,并促进细胞的
增生. 同时伴有 c-Jun 和 ATF-2 的激活，但没有 Elk-1
和 c-Fos 的激活. 另外,AP-1 的激活过程与 c-Fos 的状态无
关. 全长或截短型 HCV 核心蛋白具有相似的作用.
        HCV 核心蛋白对于细胞凋亡具有促进和抑制的双
向调节作用，主要决定于诱导细胞的刺激因素和当时细
胞所处的状态有关. Takamatsu et al [11]研究了 HCV 核心
蛋白对血清饥饿诱导的细胞凋亡的影响进行了研究. 稳
定表达 HCV 核心蛋白的 NIH 3T3 细胞系对于血清饥饿
诱导的细胞凋亡具有一定的抑制作用.但 p53、p21Waf1
和 Bax 在血清饥饿诱导后都有诱导性表达，与 HCV 核
心蛋白是否表达无关. 表明这种情况下的细胞凋亡是p53
非依赖性的. 不表达 HCV 核心蛋白的细胞系，细胞受到
血清饥饿后诱导的细胞凋亡可由p38/MAPK的特异性抑
制剂 SB203 580 部分逆转，但在表达 HCV 核心蛋白的细
胞系中没有阻断作用. 血清饥饿激活的p38 MAPK，在表
达 HCV 核心蛋白的细胞系中，其磷酸化形式的蛋白水
平有显著下降. 表明HCV核心蛋白对于血清饥饿诱导的
细胞凋亡具有抑制作用，而且这种抑制作用是 p 3 8
MAPK 激活依赖性的.
       MAPK 信号转导系统在细胞的增生、恶性转化和应
急应答的调节中具有重要作用. HCV 核心蛋白具有潜在
的致瘤作用，但机制目前不十分清楚. MAPK 细胞外信
号调节激酶(ERK)的激酶(MEK)-ERK信号转导途径以及
其下游的靶基因,即血清应答元件(SRE),在 BALB/3T3 表
达HCV核心蛋白时被激活. 为了阐明HCV核心蛋白激活
MEK-ERK 途径的机制,Fukuda et al [12]以 HCV 核心蛋白

瞬时转染几种不同的细胞系,并应用Gal4-Elk1萤虫素酶
报告基因表达载体、体外 MAPK 的 Western blotting 杂
交分析对其信号转导途径进行了研究. 发现存在有丝分
裂原的刺激时,HCV核心蛋白可增强MEK下游的Elk1的
激活，而对 ERK 活性及 Elk1 的磷酸化没有影响. 研究
结果表明 HCV 核心蛋白可通过经典的磷酸化修饰链激
活Elk1. 说明HCV感染是引起肝细胞发生恶性转化的可
能机制之一.
        HCV 感染与HCC有关,而HCC的发生与MAPK/ERK
信号转导途径有关，因此 Hayashi et al [13]研究了 HCV
核心蛋白对于MAPK/ERK级联反应的影响. HCV核心蛋
白可显著激活MAPK/ERK的级联反应,包括Elk1. HCV核
心蛋白单独情况下就可以激活 MAPK/ERK. 有趣的是,
Elk-1的活性在受到促癌因子12-O-十四酰佛波醇-13-
乙酸酯(TPA)的作用下进一步升高,但表达HCV核心蛋白
的 NIH 3T3 和 HepG2 细胞受到 EGF 和 TGF α的刺激后，
没有进一步的升高. HCV核心蛋白对MAPK/ERK的激活
作用,当被MEK1特异性抑制剂PD98 059阻断. 这些研究
结果表明，HCV 核心蛋白激活 ERK 是肝细胞有丝分裂
原介导的信号非依赖性的，但与 TPA 有协同作用. HCV
核心蛋白可能存在对 MEK1 的调节作用，或者对更为上
游的信号转导环节产生影响.
        在针对病原体的早期免疫应答过程中有补体成分的
参与,补体成分在清除病原体感染宿主血清中的抗原的
过程中具有十分重要的作用. Yao et al [14]研究表明 HCV
核心蛋白在HCV感染的初期首先表达,并且在HCV感染
宿主的血液循环中存在，通过与补体受体的结合，即
C1q 受体球状位点(gC1qR)的结合，抑制 T细胞的增生反
应. 为了研究 HCV 核心蛋白与 C1qR 相互作用及其对 T
细胞增生的抑制作用及机制，研究了 HCV 核心蛋白对
于 T 细胞激活早期事件的影响. 发现 HCV 核心蛋白抑制
ERK 和丝裂原激活 ERK 激酶(MEK)蛋白的磷酸化. HCV
核心蛋白对于 ERK/MEK MAPK 的干扰,造成了白介素 -
2(IL-2)和白介素 -2 受体α(IL-2R α)基因转录水平的下
降，最终造成 IL-2 的产生以及高亲和力 IL-2R 的表达
水平的下降. 抗 -gC1qR 抗体可以逆转 HCV 核心蛋白对
ERK/MEK 磷酸化水平的影响，说明 HCV 核心蛋白和
gC1qR 与 ERK/MEK MAPK 的激活有关. 表明 HCV 核心
蛋白可通过补体依赖性的调节途径阻断 T 细胞激活的
细胞内事件，在 HCV 慢性感染的形成过程中发挥重
要作用.

3   HCV 非结构蛋白 NS3 与 MAPK 信号转导

慢性丙型肝炎发病机制中氧化应急产生的活性氧(ROS)
发挥一定的作用. 吞噬细胞及激活的巨噬细胞释放的 ROS
是主要氧化应急产物的来源. 但是HCV蛋白作用于单个核
细胞后产生活性氧的情况目前还不十分清楚. Bureau et al [15]

对于 HCV 刺激的单个核细胞产生活性氧的情况进行了
研究. 健康正常人的外周血单个核细胞 PBMC 受到 HCV
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的核心蛋白、NS3、NS4、NS5 蛋白刺激以后,以化学
发光技术对于产生的 ROS 进行了测定. 发现只有 NS3 蛋
白可以触发 P B M C 产生 R O S , 主要包括阴性氧离子.
PBMC 受到 NS3 刺激以后，出现快速而短暂的细胞内钙
水平的升高. 应用不同的代谢抑制剂，证实 ROS 的产生
需要钙离子的流入，以及酪氨酸激酶以及应急激活蛋
白激酶p38的参与.发现p47 (PHOX)发生磷酸化和细胞内
转位，表明在这一过程中有 NADPH 氧化酶的参与. NS3
对于佛波 12- 肉豆蔻酸 -13 乙酸盐(PMA)诱导的氧化爆
发(oxidative burst)具有抑制作用. 研究结果表明HCV NS3
蛋白可激活 NADPH 氧化酶，调节 ROS 的产生，在 HCV
感染的发病机制中具有一定作用.

4   HCV 非结构蛋白 NS5A 与 MAPK 信号转导

丙型肝炎病毒 NS5A 蛋白对于 PKR 具有抑制作用. PKR

所介导的IFNα抗病毒作用部分地通过抑制eIF2α的磷

酸化，进而抑制 mRNA 翻译而实现的. He et al [16]研究
了 HCV NS5A 蛋白对 PKR mRNA 翻译过程的抑制作用.

痘苗病毒载体VV E3L表达的蛋白是一种很强的抑制因子.

以IFNα预处理表达缺陷型基因的VVDeltaE3L HeLa S3细

胞，PKR 和 eIF2 α的磷酸化水平都显著升高.当表达

NS5A 蛋白 VVNS5A 的细胞系受到 IFN α刺激时,PKR 和

eIF2α的磷酸化水平出现瞬时下降. 表达VVDeltaE3L的
细胞系受到IFNα的刺激以后，p38 MAPK活性升高，符

合其位于 PKR 信号转导的下游的事实. 另外观察到这些

细胞中 eIF4E 的磷酸化水平升高，这是 p38 下游的信号

转导环节. 在 VVNS5A 感染的细胞系中这些调节作用都

有不同程度的下降. NS5A 还具有抑制表达 NS5A 蛋白受

到表皮生长因子(EGF)激活时的p38-eIF4E磷酸化. NS5A
诱导的eIF2α和eIF4E磷酸化可能在调节mRNA翻译过

程中有矛盾. 事实上表达 VVNS5A 的细胞系受到 IFN α

的刺激以后，只是部分短暂地回复 VVDeltaE3L 细胞与

病毒的mRNA翻译过程. 综上所述，NS5A作为一种PKR

的抑制物，在总体上具有维持 HCV 感染早期 mRNA 翻

译水平的功能，而感染晚期更使 HCV mRNA 适合帽状
结构非依赖性的翻译过程.

       在细胞内，HCV NS5A蛋白可在细胞丝氨酸/苏氨酸

激酶的催化作用下发生磷酸化. 为了确定NS5A蛋白在细胞

内磷酸化的位点，Reed et al [17]以同位素标记 HCV-H NS5A

的磷酸化多肽，进行纯化，对于磷酸化氨基酸残基位点进

行分析，并通过 Edman 降解法证实. 发现 HCV-H NS5A 蛋
白磷酸化的位点是 Ser(2321). 这一磷酸化位点的确定，

得到了另外 2 种方法研究结果的证实. 如对 Ser(2321)突

变为 Ala，磷酸化蛋白修饰立即消失,对合成多肽片段的

磷酸化修饰研究结果进行分析，证实 NS5A 蛋白的磷酸

化修饰位点为 Ser(2321). 对 NS5A 的 Ser(2321)位点进行

定点诱变，表明NS5A蛋白的磷酸化修饰是NS4A和PKR
结合非依赖性的. NS5A蛋白富含脯氨酸的位点恰好位于Ser

(2321)的周围，如PLPPPRS(2321) PPVPPPR，表明细胞内脯

氨酸特异性激酶是 HCV NS5A 磷酸化的激酶类型，这与

以前以蛋白激酶抑制剂研究的结果是一致的.
        NS5A蛋白分子结构中存在几个富含脯氨酸(proline-rich)
的序列结构，与 SH3 结合位点结构一致，提示在信号
转导的调节过程中具有十分重要的作用. NS5A 可以与
Grb2接头蛋白(adaptor protein)结合. Tan et al [18]以抗-Grb2
抗体的免疫印迹分析结果表明，从表达 HCV NS5A 蛋白
的 HeLa S3 细胞来源的免疫复合物，发现了 NS5Ae 可
与 Grb2 结合. Grb2 蛋白 N- 末端 SH3 结构域的突变明显
影响与 NS5A 蛋白之间的结合，但 C- 末端的 SH3 位点
的基因突变则影响不大. Grb2 分子中 2 个位点同时突变
则造成 Grb2 与 NS5A 蛋白之间的结合完全消失，说明
Grb2 蛋白分子中的这 2 个 SH3 结构域在与 NS5A 蛋白的
结合过程中具有协同作用. NS5A 的突变分析结果表明，
富含脯氨酸的 SH3 结合区在所有基因型的 HCV 病毒株
都是保守的[19，20]. NS5A 蛋白在细胞内的表达抑制 HeLa
S3细胞中ERK1/2的磷酸化. 稳定表达NS5A蛋白的HeLa
细胞在受到 EGF 的刺激后 ERK1/2 不发生磷酸化. 在这
些细胞受到 EGF 的刺激后发生 NS5A 与 Grb2 蛋白之间
的结合. 因此，NS5A 可能是通过与选择性接头蛋白的
结合干扰 Grb2 介导的信号转导.
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0   引言

作为一种肿瘤抑制基因，p21/waf1 在细胞周期、细胞
凋亡、信号转导以及癌变中具有十分重要的调节作用[1].
肝炎病毒,特别是乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒
(HCV)的感染，不仅引起急性和慢性病毒性肝炎，而且
与肝纤维化、肝细胞癌(HCC)的发生、发展密切相关[2].
这些肝炎病毒感染靶细胞之后,在细胞内对于细胞正常
的调节机制产生严重干扰,这是肝炎病毒致病的分子生
物学机制的重要组成部分[3]. 其中，肝炎病毒蛋白对于
p21/waf1的异常调节具有十分重要的生物学和医学意义.

1   肝炎病毒蛋白与 p21/waf1 调节的相关性

肝炎病毒蛋白与 p21/waf1 调节之间的相关性已经积累了
丰富的资料. 目前认为,细胞周期调节紊乱是HCC发生的重

要机制,但是，肝炎病毒对于细胞周期调节的影响目前
还不清楚. Choi et al [4]对于 HCC 组织中细胞周期素 D1、
细胞周期素 E、p53、p27、p21/waf1、p16、Rb 和
增生细胞核抗原(PCNA)蛋白的表达进行免疫组织化学研
究,表明细胞周期素 D1 过表达与肿瘤进展到晚期、低度
分化、肿瘤大小、微血管浸润、肝脏内转移、缺乏
肿瘤包膜形成、浸润性生长、p53 表达异常、PCNA
表达水平升高等有关. 异常的 p53 表达与低分化程度有关.
细胞周期素D1或p53表达异常在异常增生中没有见到. 其
中 p21/waf1 的调节异常值得重视. Crary et al [5]应用免疫
组织化学研究结果表明，p21/waf1 表达与肝细胞 Ki-67
这种肝细胞增生标志物和组织病理学特征相关. 正常的
肝组织和非酒精性脂肪肝炎(NASH)组织中很少表达p21/
waf1 和 Ki-67 蛋白，在酒精性肝炎肝组织中 p21/waf1 表
达水平升高，但 Ki-67 表达水平不变. 慢性丙型肝炎肝
组织中 p21/waf1 的表达与 Ki-67 的表达以及炎症、纤

维化程度显著相关. 说明肝脏炎症显著上调 p21/waf1 的

表达，而且表达水平与疾病严重程度相关. Shi et al [6]

也发现HCC组织中出现p53相关的p21/waf1的表达水平

改变.

       肝炎病毒蛋白对于 p21/waf1 的影响，不仅表现在蛋

白水平上，而且在转录水平上也有反应. Han et al [7]对

于表达HBxAg的细胞系进行了588个细胞基因的表达谱

型基因芯片的分析，发现 2 个癌基因(IGFR-2，RhoA)、

1 个细胞周期调节基因(p55CDC)、3 个细胞内信号转导
相关基因(凝血酶受体，MLK-3，MacMARCKS),1 个应
急应答蛋白基因（HSP27）、2个细胞凋亡应答基因(FAST
激酶，Bak),1 个转录因子基因(p21/waf1)表达上调；而 1
个转录因子基因(转录延长因子SII),2个生长因子基因(单核
细胞趋化蛋白 1，T- 淋巴细胞分泌蛋白 I-309)显著下调.
       关于肝炎病毒蛋白对于 p21/waf1 表达调节的研究结
果也有不同的研究报道. Park et al [8]研究发现 HBxAg 对
肝细胞基因表达具有调节作用，改变了肝细胞对细胞
凋亡刺激信号的敏感性，对肝细胞的生长阻滞进行异
常调节. 对 p53 基因突变的肝癌细胞系 Hep3B 进行研
究，稳定或瞬时表达 HBxAg 的肝癌细胞系 p21/waf1 的
mRNA 和蛋白表达水平上升，与细胞周期素依赖性激酶
2(CDK2)的结合能力提高，显著抑制细胞周期素E-CDK2相
关的组蛋白 H1 的磷酸化修饰,增强 p21/waf1 基因启动子
的表达活性. p21/waf1 基因启动子序列缺失突变研究结
果表明,HBxAg 应答元件位于 p21/waf1 基因启动子序列
转录起始位点上游,即 -1 185-1 482 nt 之间.启动子序列
的突变分析发现 HBxAg 应答元件与转录因子 ETS 结合
位点相邻. 研究发现 HBxAg 可以克服 p53 的缺失，对其

下游的信号转导系统产生影响，直接导致 p21/waf1 基

因转录的激活. 提示 p21/waf1 抑制剂的开发在肝细胞癌

的治疗中具有很大潜力，特别是在 p53 基因突变,有

HBV 感染时尤其如此. Su et al [9]的研究发现黄曲霉毒素

B1(AFB1)与HBV感染在p21/waf1表达调节中具有协同作用.
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0   引言

作为一种肿瘤抑制基因，p21/waf1 在细胞周期、细胞
凋亡、信号转导以及癌变中具有十分重要的调节作用[1].
肝炎病毒,特别是乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒
(HCV)的感染，不仅引起急性和慢性病毒性肝炎，而且
与肝纤维化、肝细胞癌(HCC)的发生、发展密切相关[2].
这些肝炎病毒感染靶细胞之后,在细胞内对于细胞正常
的调节机制产生严重干扰,这是肝炎病毒致病的分子生
物学机制的重要组成部分[3]. 其中，肝炎病毒蛋白对于
p21/waf1的异常调节具有十分重要的生物学和医学意义.

1   肝炎病毒蛋白与 p21/waf1 调节的相关性

肝炎病毒蛋白与 p21/waf1 调节之间的相关性已经积累了
丰富的资料. 目前认为,细胞周期调节紊乱是HCC发生的重

要机制,但是，肝炎病毒对于细胞周期调节的影响目前
还不清楚. Choi et al [4]对于 HCC 组织中细胞周期素 D1、
细胞周期素 E、p53、p27、p21/waf1、p16、Rb 和
增生细胞核抗原(PCNA)蛋白的表达进行免疫组织化学研
究,表明细胞周期素 D1 过表达与肿瘤进展到晚期、低度
分化、肿瘤大小、微血管浸润、肝脏内转移、缺乏
肿瘤包膜形成、浸润性生长、p53 表达异常、PCNA
表达水平升高等有关. 异常的 p53 表达与低分化程度有关.
细胞周期素D1或p53表达异常在异常增生中没有见到. 其
中 p21/waf1 的调节异常值得重视. Crary et al [5]应用免疫
组织化学研究结果表明，p21/waf1 表达与肝细胞 Ki-67
这种肝细胞增生标志物和组织病理学特征相关. 正常的
肝组织和非酒精性脂肪肝炎(NASH)组织中很少表达p21/
waf1 和 Ki-67 蛋白，在酒精性肝炎肝组织中 p21/waf1 表
达水平升高，但 Ki-67 表达水平不变. 慢性丙型肝炎肝
组织中 p21/waf1 的表达与 Ki-67 的表达以及炎症、纤

维化程度显著相关. 说明肝脏炎症显著上调 p21/waf1 的

表达，而且表达水平与疾病严重程度相关. Shi et al [6]

也发现HCC组织中出现p53相关的p21/waf1的表达水平

改变.

       肝炎病毒蛋白对于 p21/waf1 的影响，不仅表现在蛋

白水平上，而且在转录水平上也有反应. Han et al [7]对

于表达HBxAg的细胞系进行了588个细胞基因的表达谱

型基因芯片的分析，发现 2 个癌基因(IGFR-2，RhoA)、

1 个细胞周期调节基因(p55CDC)、3 个细胞内信号转导
相关基因(凝血酶受体，MLK-3，MacMARCKS),1 个应
急应答蛋白基因（HSP27）、2个细胞凋亡应答基因(FAST
激酶，Bak),1 个转录因子基因(p21/waf1)表达上调；而 1
个转录因子基因(转录延长因子SII),2个生长因子基因(单核
细胞趋化蛋白 1，T- 淋巴细胞分泌蛋白 I-309)显著下调.
       关于肝炎病毒蛋白对于 p21/waf1 表达调节的研究结
果也有不同的研究报道. Park et al [8]研究发现 HBxAg 对
肝细胞基因表达具有调节作用，改变了肝细胞对细胞
凋亡刺激信号的敏感性，对肝细胞的生长阻滞进行异
常调节. 对 p53 基因突变的肝癌细胞系 Hep3B 进行研
究，稳定或瞬时表达 HBxAg 的肝癌细胞系 p21/waf1 的
mRNA 和蛋白表达水平上升，与细胞周期素依赖性激酶
2(CDK2)的结合能力提高，显著抑制细胞周期素E-CDK2相
关的组蛋白 H1 的磷酸化修饰,增强 p21/waf1 基因启动子
的表达活性. p21/waf1 基因启动子序列缺失突变研究结
果表明,HBxAg 应答元件位于 p21/waf1 基因启动子序列
转录起始位点上游,即 -1 185-1 482 nt 之间.启动子序列
的突变分析发现 HBxAg 应答元件与转录因子 ETS 结合
位点相邻. 研究发现 HBxAg 可以克服 p53 的缺失，对其

下游的信号转导系统产生影响，直接导致 p21/waf1 基

因转录的激活. 提示 p21/waf1 抑制剂的开发在肝细胞癌

的治疗中具有很大潜力，特别是在 p53 基因突变,有

HBV 感染时尤其如此. Su et al [9]的研究发现黄曲霉毒素

B1(AFB1)与HBV感染在p21/waf1表达调节中具有协同作用.
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实验中 52.9 % 的树驹发生 HCC,而单纯感染 HBV 和单纯
摄入 AFB1 的动物发生 HCC 分别只有 11.1 % 和 15.8 %,
对照组没有发现 HCC. 肝组织中胰岛素样生长因子 -II
(IGF-II)的表达率分别为 82.4 %、22.2 %、26.3 % 和 0,有显
著差异. p21/waf1 的表达分别为 29.4 %、11.1 %、15.8 %
和0，HBxAg的表达在联合组也高于单纯HBV组(52.9 %对
11.1 %). 这些基因的过表达与 HCC 发生有关. 表明 p21/waf1
表达在 HBV 和 AFB1 协同诱发 HCC 中具有重要作用.

2    肝炎病毒蛋白结构及其对 p21/waf1 调节的影响

肝炎病毒蛋白的结构性质和特点是其调节p21/waf1表达
的重要基础. HCV 核心蛋白对于 p21/waf1 基因表达具有
直接的抑制作用. Jung et al [10]研究了 HCV 核心蛋白对
p21/waf1启动子活性的抑制作用. HCV核心蛋白N-端部
分缺失几乎完全失去 p21/waf1 启动子活性的抑制作用，
进一步研究表明HCV核心蛋白84-191 aa是其抑制p21/waf1
表达的功能结构域. HCV 核心蛋白突变体 S99L 对 p21/waf1
基因的抑制作用与野生型基本相同，S116I 或 S116A 突
变则导致 HCV 核心蛋白的抑制作用完全消失. S116D 突
变体的抑制作用与野生型相似，表明酸性的天门冬氨酸
残基可以模拟磷酸化的效果. 当以蛋白激酶A(PKA)的抑
制剂 H-89 进行处理时，HCV 核心蛋白的抑制作用呈现
剂量依赖性的降低，在浓度为 5 µmg/L 时完全阻断. 相
反,以 PKA 的激活剂二丁酰 -cAMP 作用时,HCV 核心蛋
白的抑制作用显著升高,表明 HCV 核心蛋白对 p21/waf1
的抑制作用是通过 PKA 对其 S116 的磷酸化修饰来调节
的. Wang et al [11]应用谷胱甘肽 S- 转移酶（GST）的
pull-down 分析，证实 HCV 核心蛋白与 p21/waf1 可以形
成复合物. 缺失定位分析结果表明，HCV 核心蛋白 N-
末端的(24-52 aa)和 p21/waf1 的 C- 末端的(139-164 aa)
是这一复合物形成关键的结构基础. p21/waf1 蛋白在
147、149、150 等这些与 PCNA 结合相关的位点上发生
突变，并不影响与HCV核心蛋白的结合，提示p21/waf1蛋
白与 HCV 核心蛋白、PCNA 的结合结构基础截然不同.
由于与p21/waf1结合的位点十分接近，HCV核心蛋白与
PCNA 蛋白之间存在与 p21/waf1 蛋白结合的竞争性抑制
现象.
        Suzuki et al [12]研究证实 HCV 核心蛋白是遍在蛋白 -
蛋白复合体降解途径作用的靶蛋白. 首先，HCV 核心蛋
白的 C- 末端疏水区是代谢不稳定区，与蛋白体抑制物
共同孵育可以显著增加这种蛋白的积聚. 其次，体内遍
在蛋白化分析结果表明，遍在蛋白的多个链上都有
HCV 核心蛋白的结合. 相反，虽然稳定的 HCV 核心蛋
白也可以遍在蛋白化，但是只有单个或少数的遍在蛋
白的结合位点. 因此，HCV 核心蛋白 C- 末端的遍在蛋
白化影响 HCV 核心蛋白的代谢,以进行调节.

3   肝炎病毒蛋白对 p21/WAF1 调节的 p53 蛋白的依赖性

在正常的细胞信号转导过程中,p21/waf1是p53蛋白调节作

用下游的一种靶分子. 因此，肝炎病毒蛋白对于 p21/waf1
的调节可能会与 p53 蛋白的调节作用有关. Ahn et al [13]

研究了 HBxAg 蛋白对于 p21/waf1 的调节作用及其与 p53
蛋白之间的相互关系. HBxAg 是 HBV 引起 HCC 的主要
因素，在HBxAg的转基因小鼠模型中得到证实，主要机
制就是对一系列病毒和细胞的启动子序列的反式激活作
用. 我们的研究证实表达 HBxAg 的细胞系的 p21/waf1
RNA表达水平降低，调节机制是对p21/waf1基因转录水
平的抑制，而且是 p53 依赖性的. 在 p21/waf1 基因的启
动子序列中存在 Sp1 的结合位点,因此推测 HBxAg 通过
Sp1 对 p21/waf1 基因表达进行负调节. 因为肿瘤抑制基
因p21/waf1编码产物的表达在多种类型的组织和细胞中
都存在,而且是细胞周期素 -CDK 复合物和 DNA 合成的
抑制剂, 诱导细胞在 G1-S 检验点进入阻滞状态,因此
HBxAg 对于 p21/waf1 的调节在 HBV 引起的 HCC 中具有十
分重要的地位和作用.
       丙型肝炎病毒蛋白对于 p21/waf1 的调节作用也与

p53 蛋白密切相关. Ray et al [14]应用 NIH3T3、HepG2、

HeLa 细胞系的体外瞬时表达系统分别证实HCV核心蛋

白对于 p21/waf1 基因启动子的表达具有显著的抑制作

用. p21/waf1 基因启动子序列缺失突变分析表明 HCV 核
心蛋白应答区位于 p53 结合位点. 凝胶迟滞分析表明

HCV 核心蛋白与 p21/waf1 基因启动子序列没有直接结

合的功能. 因此，认为 HCV 核心蛋白促进细胞增生的

作用，是通过未知细胞蛋白因子对 p21/waf1 转录激活

抑制而实现的. Otsuka et al [15]对于 HCV 各种蛋白对 p53

基因表达活性的影响进行了研究，发现只有核心蛋白
提高 p53 和 p21/waf1 的表达水平，而后者是 p53 主要

的作用靶蛋白. 以电泳泳动度迁移率分析(EMSA)法证实

HCV 核心蛋白不仅提高 p53 蛋白的 DNA 结合功能，而

且以启动子的报告基因技术证实核心蛋白对于p53基因

的转录水平也有显著的增强作用. 在 GST 融合蛋白分析

结果中发现，HCV 核心蛋白 C- 末端可以与 p53 直接结
合，另外 HCV 核心蛋白与 Htaf(II) 28 这种转录因子复

合体的成分进行结合，这些结果表明 HCV 核心蛋白与

p53 可以结合，而且对于 p53 依赖性启动子的转录活性

具有显著的调节作用. Lu et al [16]研究证实 HCV 核心蛋

白可以提高 p53 基因的转录水平，不管这种 p53 基因是

内源性的还是外源性的. HCV 核心蛋白对于 p53 基因的
这种调节作用，也得到HCV核心蛋白可以提高p53作用

下游靶基因 p21/waf1 表达水平的佐证. HCV 核心蛋白通

过对 p53 的调节来显著抑制肝癌细胞系的生长. 体外免

疫共沉淀技术、GST pull-down 技术、Far-Western blot

分析技术等证实HCV核心蛋白和p53可以结合，缺失作

图分析证实 p53 蛋白 C- 末端部分(366-380 aa)是其与核
心蛋白结合的位点. 研究结果提示HCV核心蛋白可能通

过直接的物理结合激活 p53. HCV 核心蛋白对 p53 蛋白

的持续激活是慢性 HCV 感染致病机制的重要组成部分.

        Kwun et al [17]研究，证实 NS3 蛋白对于 p21/waf1 的
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基因表达具有特异性的、剂量依赖性的抑制作用. 这种
抑制作用是细胞类型非依赖性的，而且与 HCV 核心蛋
白具有协同作用. 当 p21/waf1 启动子序列中 p53 结合位
点被缺失以后，NS3 蛋白对于 p21/waf1 启动子的抑制
作用则完全消失，提示 NS3 蛋白对于 p21/waf1 启动子
活性的抑制作用是 p53 依赖性的. 另外，NS3 蛋白对于
具有 p53 结合位点的其他启动子也具有抑制作用. 尽管
NS3 对于 p21/waf1 调节的功能域位于蛋白酶结构位点，
但是蛋白酶活性并不是其抑制作用所必须的. NS3 蛋白
对于 p53 的基因转录和蛋白的稳定性都没有显著的影
响，因此推测 NS3 对于 p21/waf1 基因启动子序列的调节
是通过NS3蛋白-p53蛋白之间的相互作用实现的. 表达
NS3 蛋白的 NIH 3T3 细胞系生长速度至少是母本细胞生
长速度的 2 倍. 说明 NS3 蛋白对于 p21/waf1 蛋白的抑制
作用可以促进细胞的增生. HCV NS5A 蛋白是一种磷酸
化的蛋白，与哺乳动物细胞中数种蛋白具有结合作用，
为了研究这种结合的生物学意义，Arima et al [18]建立了
5 种四环素控制表达 HCV NS5A 蛋白的小鼠、人细胞
系，表达 NS5A 的这些细胞系均表现出生长迟滞现象，
细胞周期分析结果表明，表达 NS5A 的人上皮细胞 S 的
细胞比例下降，G2/M 期细胞比例上升，可由 p53 依赖
性的 p21/waf1 蛋白和 mRNA 表达水平的降低来解释.
HCV NS5A 在体内和体外都能与 CDK1 结合，在表达
NS5A 蛋白的细胞系中，相当数量的 p21/waf1 与 CDK2
结合成复合物形式. CDK1 和细胞周期素 B1 蛋白表达水
平也有相应下降，与 G2/M 期细胞比例上升一致，这
些研究结果表明，NS5A 造成的细胞生长抑制和细胞周
期调节异常，主要是通过对 CDK1/2- 细胞周期素复合
物的调节实现的. HCV NS5A 蛋白促进细胞生长，在转
录水平上影响 p53 信号转导系统下游分子 p21/waf1 启动
子表达活性，Majumder et al [19]对于 NS5A 介导的 p21/waf1
基因转录水平抑制的机制进行了研究. 通过应用 p53 野
生型(+/+)纯合子缺失突变型(-/-)细胞系的研究,发现
NS5A 蛋白对 p21/waf1 基因转录的抑制是 p53 依赖性的，
不仅如此，HCV NS5A 蛋白对于含有多个 p53 结合位点
的人工合成的启动子指导的报告基因表达载体(PG13-
LUC)的表达活性也具有显著的抑制作用. 以pull-down 技
术、体外免疫共沉淀技术和哺乳动物细胞双杂交技术证
实NS5A 与p53蛋白之间存在物理性结合. 共聚焦显微镜
技术发现 p53 与 NS5A 蛋白在 HepG2 和 Saos-2 细胞中结
合，共同存在. 因此，认为NS5A和 p53之间的相互作用，
是 NS5A 蛋白对于 p21/waf1 基因表达活性进行调节，进
而引起 HCC 的重要机制之一.
        Ghosh et al [20]应用酵母双杂交技术证实NS5A与新型
转录因子蛋白 SRCAP C- 末端序列结合，这种结合也得
到了哺乳动物细胞双杂交技术、体外 pull-down 技术以
及体外免疫共沉淀技术等的证实. 体外瞬时转染证实
SRCAP 可有效激活转录. SRCAP 增强 NS5A 蛋白的对
p21/waf1启动子的转录抑制作用增强. NS5A 和SRCAP的

调节作用可能是 HCV 感染致病机制的重要组成部分.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝 DNA 病毒的一种，HBV
DNA 长度为 3.2 kb，具有 4 个开放读码框架(ORF)，分
别编码 HBV 的表面抗原蛋白，核心 /e 抗原，X 蛋白以
及 HBV DNA 的聚合酶. 此外，HBV DNA 结构中还有 4
段启动子、2 段增强子以及与 HBV DNA 复制过程密切
相关的顺向重复序列 1、2（DR1、DR2）等[1]. 感染肝细
胞之后，HBV 对于肝细胞的信号转导系统的影响,不仅
是 HBV 蛋白对于肝细胞中信号转导的影响，还包括肝
细胞蛋白与HBV DNA调节序列的结合及其调节. 但是，
HBV蛋白对于肝细胞信号转导通路的影响是HBV感染
以后形成慢性感染、肝纤维化、肝细胞癌的重要的分
子生物学机制[2].

1   HBV 与 MAPK 信号转导系统

在HBV蛋白反式激活研究中,发现HBV S基因编码的表
面抗原大蛋白(LHBs)和C- 末端截短型表面抗原中蛋白
(MHBst)都是 HBV 基因组编码的反式激活蛋白，其反
式激活作用主要取决于前-S2位点在细胞质中的朝向[3-5].
MHBst 是一种蛋白激酶 C(PKC)依赖型的反式激活剂，
在 Ser28 位点上发生磷酸化修饰. 这一磷酸化位点的存
在是决定其反式激活作用的关键结构基础. MHBst 触发
PKC依赖性的c-Raf-1/Erk2信号转导系统，这是MHBst

激活转录因子蛋白AP-1 和NF-κB的先决条件. 为了研
究这种反式激活作用的生理和病理学意义，Hildt et al [6]

建立了肝脏特异性表达 MHBst 的转基因小鼠模型，发
现 c-Raf-1/Erk2 信号转导系统处于持续激活状态，造
成肝脏细胞处于持续增生状态. 超过 15 月龄的转基因
小鼠，肝脏肿瘤的发生率显著升高. 这些研究资料表
明，LHBs 和 MHBst 这些具有反式激活作用的病毒蛋
白，通过增生控制关键酶促进肿瘤的形成.
         HBV 的 X 蛋白在慢性 HBV 感染的肝癌形成过程中
具有十分重要的作用[7]. Lee et al [8]利用四环素调节系统,
建立了稳定转染的分化(3pX-1)和去分化(4pX-1)的肝细

胞系,只有3pX-1细胞系通过Ras-Raf-MAP的激活导致
肝细胞的恶性转化,表达HBxAg的4pX-1细胞系只有持
续的c-jun N-末端激酶(JNK)激活,但没有恶性转化功能.
为了阐明 3pX-1 和 4pX-1 细胞系的这种差别，首先对其
生活周期的调节进行了研究. 表达HBxAg的3pX-1细胞系
表现出 G1、S 和 G2/M 期的进展，主要表现在细胞周期
素 D1、A 和 B1 表达水平的升高，以及细胞周期素依赖
性激酶Cdc2激酶的激活. 表达HBxAg的4pX-1细胞系，
则表现出 G1、S 的进入，之后便是 S 期的停止，以及
Cdc2 激酶激活缺如. 有意思的是 4pX-1 细胞具有选择
性的 HBxAg 诱导的细胞周期素依赖性激酶抑制因子
p21(Cip1)、肿瘤抑制因子 p19(ARF)和细胞凋亡诱导基
因 bax、胰岛素样生长因子结合蛋白 -3(IGFBP-3)的表
达. 尽管HBxAg的表达诱导出现了生长阻滞和细胞凋亡
基因的表达，以及缺乏 HBxAg 依赖性 Cdc2 的激活，但
是 4pX-1 细胞系未能出现 HBxAg 依赖性的 G2/M 期阻
滞或细胞凋亡. 受到抗肿瘤药噻氨酯达唑(Nocodazole)处
理以后，4pX-1 细胞出现 G2/M 期阻滞，并出现 HBxAg
依赖性的多核细胞的形成，类似人免疫缺陷病毒 -1
(HIV-1)Tax 蛋白转化的细胞性质. 认为在 4pX-1 细胞
中，HBxAg 的表达异常调节了 G2/M 周期的检验点，因
而阻断了 HBxAg 蛋白表达诱导的细胞凋亡.
        HBxAg 的表达及其肝细胞中多种不同基因表达的
异常调节是HBV感染引起肝细胞癌的重要分子生物学
机制. 但以表达 HBxAg 的表达载体转染可以感染 HBV 的
成人肝细胞，却没有发现恶性转化的现象. Nijhara et al [9]

利用肝细胞特异性的病毒表达载体,对HBxAg的体内作
用及机制进行了研究. 发现以病毒体方式转染HBxAg的
DNA,可以使>50 % 的肝细胞表达 HBxAg,而且还有剂量
依赖性特征. 在表达HBxAg的转基因小鼠的肝脏中细胞
外信号调节激酶(ERKs)的表达水平显著上升. 静脉注射
ERKs 中的抑制剂 PD98 059，可以抑制 ERKs 的激活，
说明 HBxAg MEK 在激活 ERKs 的重要性. HBxAg 诱导
的 ERK 活性，可以持续 30 d. 同时见到 JNKs 的持续激
活也可以达到30 d. 这种持续的ERK和JNK的激活，也
同时导致下游的一些信号转导途径的持续激活，例如
c-Jun 和 c-Fos 蛋白的持续表达以及 AP-1 转录因子功
能的持续存在. 这些都支持HBxAg在肝细胞的恶性转化
中具有十分重要的作用.
        HBxAg似乎通过异常激活RAS-RAF-MAPK和JNK

信号转导途径参与肝细胞恶性转化的过程. Tarn et al [10]

建立了表达 HBxAg 的 AML12 永生细胞系，包括分化

的 3pX-1 细胞系和去分化的 4pX-1 的细胞系. 结果表

明,HBxAg 的条件表达，仅导致 3pX-1 细胞发生恶性转
化，本研究对于体外酶学活性进行了比较，体内研究

发现HBxAg逆向激活3pX-1细胞系的RAS-RAF-MAPK

和JNK系统,在细胞系4pX-1则无此现象. 持续的HBxAg

依赖性的 RAS-RAF-MAPK 激活,在 3pX-1 细胞系中可

以见到，但 HBxAg 依赖性的 JNK 系统激活则仅见于未



发生恶性转化的4pX-1细胞系. HBxAg激活不同的激酶
系统，导致不同的 cAMP- 应答元件结合蛋白和 c-Jun
等的反应不同，从而决定了 3pX-1 和 4pX-1 细胞系生
长特性的差别. 在细胞核中定位表达的 HBxAg 的变异
体，激活 RAS-RAF-MAPK 系统的能力较弱,恶性转化
作用显著降低. 因此认为HBxAg持续表达与RAS-RAF-
MAPK 的持续激活是肝细胞恶性转化的重要机制.
        研究发现,蛋白激酶C(PKC)和丝裂原激活蛋白(MAPK)
可以使重组的 HBxAg 蛋白发生磷酸化. 尽管体外 PKC
和 MAPK 可以使 HBxAg 发生磷酸化，但蛋白激酶 A
(PKA)或酪蛋白激酶 II(caseine kinase II，CKII)却不能使
HBxAg 发生磷酸化. PKC 或 MAPK 导致 HBxAg 丝氨酸
位点上发生磷酸化 [11]. 研究表明HBxAg可通过对Sp1的
影响调节胰岛素样生长因子 II(IGF II)启动子 4(P4)的表
达活性[12，13]. PKC 和 HBxAg 通过 Sp1 调节 IGF-II P4 转
录活性,PKC 激活后,或持续表达 PKC 的载体转染以后,
可以提高 Sp1 的磷酸化水平,还可以提高 HBxAg 转染的
HepG2 细胞中 IGF-II P4 的转录活性. PKC 的抑制剂
Go6976 抑制 PKC 的活性后,可以降低 Sp1 的磷酸化修
饰，降低 IGF-II P4 的转录活性，以及 IGF-II mRNA
的表达水平. 以 MAPK 细胞外信号调节激酶(MEK)的抑
制剂 U0126 抑制细胞中 MEK 的激活，降低 Sp1 的磷酸
化，降低 P4 转录活性和 IGF-II mRNA 的转录水平,这
些研究结果表明，PKC 和 p44/p42 MAPK 信号转导链
在 Sp1 介导的 IGF-II 基因表达激活中具有十分重要的
意义.

2   HBV 与细胞 JAK-STAT 信号转导系统

在肝细胞癌形成的早期阶段，HBxAg 抑制 p53 蛋白的
功能，晚期阶段有突变的 p 5 3 蛋白的不断累积，

HBxAg 抑制细胞凋亡，但同时也具有诱导细胞凋亡的

功能. HBxAg 对于细胞凋亡的调节作用，不仅在肝细

胞癌的形成过程中具有重要意义，在慢性 HBV 感染的

形成过程中也具有十分重要的意义. HBxAg对损伤DNA

的修复具有抑制作用，主要是通过 p53 或其他损伤

DNA 结合蛋白(DDB)之间的结合实现的. 此外，HBxAg

能够激活细胞的信号转导链,如 MAPK 和 JAK/ STAT 信

号转导系统等. 这些都与肝细胞癌的形成过程有关[14]. 在

表达 HBV 蛋白的细胞系中,JAK/STAT 信号转导通路发

生异常[15]. HBxAg 在 HBV DNA 复制和 HCC 的形成过程

中都具有十分重要的作用. 但HBxAg的作用机制目前还

不十分清楚. HBxAg对于多种信号转导系统都有重要的

调节作用,包括对 Ras/MAPK 信号转导链的激活和 p53

的抑制. Lee et al [16]的研究表明 HBxAg 可以激活 Jak-STAT

信号转导系统，第一步，首先建立了持续表达 HBxAg

的细胞系，并研究了 STAT3 和 STAT5 的酪氨酸位点的

磷酸化修饰，证实 HBxAg 可以持续激活这两种转录因

子蛋白. 同时，HBxAg 可以提高 STAT 的 DNA 结合能力

和转录激活作用. HBxAg可以特异性地提高酪氨酸磷酸

化水平，及体内 Jak1 的激酶活性，但对于 Jak2 或 Tyk2

没有影响，这种作用主要是通过 HBxAg 与 Jak1 之间的

蛋白 - 蛋白相互作用而实现的. 这些结果清楚地表明

HBxAg可以作为JAK/STAT信号转导系统的诱导剂，从

而可以解释 HBxAg 在肝脏疾病形成过程中作用机制的

多样性.

3   乙型肝炎病毒与 c-raf-1/Erk2 信号转导

LHBs 和 MHBst 是 HBV DNA 编码的反式激活作用蛋白
家族的两个重要成员. 这二种反式激活蛋白的作用主要
依赖于前-S2 位点在细胞质内的朝向. HBsAg中蛋白羧
基末端截短型是一种复杂的反式激活剂. HBsAg中蛋白
羧基末端截短型可以在 PKC 的催化下发生 Ser28 位点
的磷酸化修饰. 这一磷酸化修饰位点的完整性是其反式
激活作用的结构基础. 截短型 HBsAg 中蛋白触发 PKC
依赖性的 c-Raf-1/Erk2 信号转导途径，激活转录因子
AP-1 的 NF-κB 的表达. Hildt et al [17]建立了肝脏特异性
表达截短型 HBsAg 蛋白的转基因小鼠,可以观察到前 -S2
位点依赖性的持续的 c-Raf-1/Erk2 信号转导系统的激
活,导致肝细胞增生水平的提高. 在 15 月龄的转基因小
鼠中，肝脏肿瘤的发生率显著提高. 提示HBsAg大蛋白
和羧基末端截短型的 HBsAg 中蛋白通过对于关键酶的
活性调节发挥促癌作用.
       流行病学调查结果表明，HBV 携带者罹患 HCC 的
危险度是 HBV 非携带者的 10 倍. 几乎所有的 HBV 相关
性肝细胞癌(HCC)都有 HBV DNA 与肝细胞染色体的整
合. 整合的 HBV DNA 可以编码两种反式激活蛋白分子,
即HBxAg和前 -S2 反式激活剂,包括 HBsAg大蛋白和中
蛋白的羧基末端截短形式. 前 -S2 的激活作用决定于
前 -S2 位点在细胞质中的朝向. 前 -S2 位点的作用是
PKC 依赖性的磷酸化修饰. 前 -S2 与 PKC α /β 亚单位

结合,触发 PKC 依赖性的 c-Raf-1/MAP2 激酶信号转导

链,造成转录因子 AP-1 和 NF-κB 等的激活. 另外，通

过这一信号转导链的激活，前 -S2 反式激活剂可以提

高肝细胞的增生能力. 根据肿瘤形成的“二步”理论

(发癌和促癌),前-S2反式激活剂通过激活PKC/c-Raf-1/

MAP2- 激酶链，起到促癌的作用. 含有关键性突变位

点的细胞(处于发癌阶段的细胞)在表达这一反式激活剂

时，就容易被选择出来，进入促癌阶段[18,19]. 这种肝癌

发生的多阶段特点可能是解释 HCC 发生、发展需要很

长时间的特点.

        C- 末端发生缺失突变的 HBsAg 中蛋白,是一种转

录激活蛋白. 这种反式激活作用依赖于 HBsAg 中蛋白

前 -S2 的 N- 末端在细胞质中的朝向. 野生型 HBsAg 中

蛋白，前 -S2 位点随着翻译过程的进行，转位到内质

网(ER)腔内. 研究结果[20]表明，HBsAg 大蛋白的前 -S2

位点在翻译之后，首先位于 ER 膜的胞质面，因此如

何解释 HBsAg 大蛋白与截短型 HBsAg 中蛋白具有类似
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的反式激活作用，目前还没有定论. HBsAg 大蛋白与截

短型 HBsAg 中蛋白一样，可以激活一系列的启动子元

件. 有足够的资料表明,PKC 依赖性的 AP-1 和 NF-κB 的

激活是 HBsAg 大蛋白作用的主要机制. 在 PKC 作用的下

游，c-Raf-1 激酶是 HBsAg 大蛋白激活 AP-1 和 NF-κB

的先决条件,因为抑制 c-Raf-1 激酶的活性，就可以阻断

HBsAg 大蛋白对 AP-1 和 NF-κB 的反式激活作用.
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0   引言

新基因的克隆化无异是生物医学领域创新知识源泉的重
要组成部分. 这一任务,不仅是人类基因组计划(HGP)的核
心内容,同时也是后基因组计划(post-HGP)的重要内容. 多
年来，随着以人的基因克隆化为主的不同生物类型基
因克隆化研究的进展，已然积累了大量的不同生物的
基因序列、蛋白质的氨基酸残基序列，同时对于不同
生物种属之间基因序列、蛋白质以及结构序列的保守
结构位点也积累了丰富的资料，并据此建立了庞大的
数据库系统. 对于这些数据的分析，必须依靠计算机分
析技术. 计算机分析技术的不断发展，为这些资料和数
据的分析建立了一些有效的分析技术. 因此，自然而然
就将基因和蛋白质结构的资料与计算机分析技术结合起
来，形成了目前极具潜力的新兴交叉学科 - 生物信息
学(bioinformatics)技术[1]. 生物信息学技术的形成和发展，
大大促进了以基因的分子生物学为核心内容的现代生物医
学的发展，以基因的分子生物学为核心内容的理论和技
术，已经成为生物学领域、医学领域重要的创新知识源泉.

1   基因序列和氨基酸残基序列同源性比对及其应用

基因序列和蛋白质一级结构序列的同源性比对，是目
前生物信息学技术中最基本、应用最广泛的技术之一.
随着基因和蛋白一级结构序列数据库的不断扩充，人
们甚至单单从数据库的计算机分析就可以克隆新的基
因. 目前以美国国家生物工程信息学中心(NCBI，national
center of bioengineering information)建立的核苷酸序列数
据库(GenBank)及其相应的检索分析系统的应用最为广泛[2].
       基因序列同源性的比对，对于分析基因组DNA序列
以及完成新基因的染色体定位也是极为便捷的. 将确定
的新基因的编码基因序列作为参照，对于GenBank数据
库中高通量基因序列(htgs)数据库中基因组 DNA 序列进
行同源性对比，当发现与新基因的 cDNA 序列完全同源
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的反式激活作用，目前还没有定论. HBsAg 大蛋白与截

短型 HBsAg 中蛋白一样，可以激活一系列的启动子元

件. 有足够的资料表明,PKC 依赖性的 AP-1 和 NF-κB 的

激活是 HBsAg 大蛋白作用的主要机制. 在 PKC 作用的下

游，c-Raf-1 激酶是 HBsAg 大蛋白激活 AP-1 和 NF-κB

的先决条件,因为抑制 c-Raf-1 激酶的活性，就可以阻断

HBsAg 大蛋白对 AP-1 和 NF-κB 的反式激活作用.
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0   引言

新基因的克隆化无异是生物医学领域创新知识源泉的重
要组成部分. 这一任务,不仅是人类基因组计划(HGP)的核
心内容,同时也是后基因组计划(post-HGP)的重要内容. 多
年来，随着以人的基因克隆化为主的不同生物类型基
因克隆化研究的进展，已然积累了大量的不同生物的
基因序列、蛋白质的氨基酸残基序列，同时对于不同
生物种属之间基因序列、蛋白质以及结构序列的保守
结构位点也积累了丰富的资料，并据此建立了庞大的
数据库系统. 对于这些数据的分析，必须依靠计算机分
析技术. 计算机分析技术的不断发展，为这些资料和数
据的分析建立了一些有效的分析技术. 因此，自然而然
就将基因和蛋白质结构的资料与计算机分析技术结合起
来，形成了目前极具潜力的新兴交叉学科 - 生物信息
学(bioinformatics)技术[1]. 生物信息学技术的形成和发展，
大大促进了以基因的分子生物学为核心内容的现代生物医
学的发展，以基因的分子生物学为核心内容的理论和技
术，已经成为生物学领域、医学领域重要的创新知识源泉.

1   基因序列和氨基酸残基序列同源性比对及其应用

基因序列和蛋白质一级结构序列的同源性比对，是目
前生物信息学技术中最基本、应用最广泛的技术之一.
随着基因和蛋白一级结构序列数据库的不断扩充，人
们甚至单单从数据库的计算机分析就可以克隆新的基
因. 目前以美国国家生物工程信息学中心(NCBI，national
center of bioengineering information)建立的核苷酸序列数
据库(GenBank)及其相应的检索分析系统的应用最为广泛[2].
       基因序列同源性的比对，对于分析基因组DNA序列
以及完成新基因的染色体定位也是极为便捷的. 将确定
的新基因的编码基因序列作为参照，对于GenBank数据
库中高通量基因序列(htgs)数据库中基因组 DNA 序列进
行同源性对比，当发现与新基因的 cDNA 序列完全同源

474                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 4 月 15 日  第 11 卷  第 4 期



的基因组 DNA 序列时，根据 Chambon 原则，内含子
(intron)的序列总是以 GT 开始，以 AG 结束，就可以确
定该基因的基因组 DNA 序列的结构，及外显子(exon)-
内含子序列结构. 因为在 htgs 数据库收录的基因组 DNA
序列，其染色体的来源是十分清楚的，因此就很容
易、很方便地将该基因组进行染色体的定位，而不再
需要进行荧光原位杂交(FISH)的常规的基因染色体定位
技术. 可见基因的生物信息学技术的发展对于基因组
DNA 序列的确定和在染色体上的定位是多么重要. 我们
根据基因序列同源性的比较,曾经以人肝再生增强因子
(ALR,augmenter of liver regeneration)的基因序列为参照,
确定了人ALR基因组DNA序列、小鼠ALR的cDNA序列,
甚至克隆了大鼠的 ALR 的假基因(pseudogene)序列[3-10] .
       核苷酸、蛋白质一级结构的序列对比,不限于两两
比较的方式,多个序列彼此之间序列的比较技术,逐渐发
展成为遗传树分析法. 例如，对于一个慢性乙型肝炎患
者血清中乙型肝炎病毒(HBV)的基因序列进行克隆测定,
同时对于可能是传染源的血清标本中 HBV 基因序列进
行测定比较，就可以确定 HBV 的传染源. 即根据多个
HBV DNA 序列的比对分析，判断序列的相似性，确定
彼此之间的序列的同源性，从而确定传染源. 同样的道
理，对于一系列不同生物特定基因序列进行克隆分析、
比较，即可以确定彼此之间的亲缘关系，并绘制成图谱，
进行分类，这就是遗传分类学(cladistics).

2   基因启动子序列的预测分析

真核细胞的基因表达调节虽然是多个水平的调节,但主
要是转录水平的调节. 转录水平的调节基础就是转录因
子蛋白与启动子DNA序列之间的结合和激活. 转录因子
蛋白的结构可以分成结合域(BD，binding domain)以及
激活域(AD，activation domain). 作为基因启动子 DNA 的
序列也具有特征性的结构. 但是相比较而言，目前基因
启动子以及转录因子蛋白结合的种类，积累的资料还
十分有限，数据库容量偏小，计算技术相对滞后，其
预测结果仅供参考，还必须结合其他的分子生物学技
术进行证实.
      一般情况下，确定了一种新基因的编码区序列之
后，通过与 htgs 数据库的同源性比对，可以很方便地
确定其相应的基因组DNA序列. 在确定编码基因的起始
密码子之后，指导基因表达的启动子序列一般位于其
上游基因序列 300-3 000 nt 之间，鲜有例外. 可以从翻
译起始密码子上有的基因组 DNA 序列，选取 3 000 nt
左右的核苷酸序列进行生物信息学分析. 例如可以应用
在线软件分析技术，或自行研发的启动子序列分析技
术等软件分析，如：http://www.cbs.dtu.dk/services/
promoter/、http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/
promoter.pl，http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/proscan/ 等.
根据这些软件分析的结果，首先确定进行缺失突变体
构建时应该采用的引物序列，如果一段序列的缺失导

致报告基因表达水平的升高，那么说明这一段基因序
列存在着启动子的静息子(silencer)的序列，对于基因的
表达水平具有负调节作用. 通过逐步缺失的策略，最终
确定启动子DNA的核心序列. 报告基因表达载体的构建
以及细胞转染技术，仍然是目前研究基因启动子序列
活性最为基本的方法.
        研究转录因子蛋白的结合及其对基因表达水平的调
节作用和性质有许多技术,但是利用生物信息学技术预
测的启动子 DNA 序列的结合的转录因子蛋白结果只有
部分参考的意义. 凝胶迟滞(gel shift)试验、超级迁移实验
(super shift)、竞争性结合实验、酵母单杂交技术(yeast
one hybrid)、噬菌体展示技术(phage display)等在转录因子
蛋白与启动子 DNA 序列结合的研究中具有重要应用前景.

3   不同种属基因序列的克隆化及其分析

细胞凋亡(apoptosis)是生命活动的重要形式. 2002年的诺
贝尔医学奖就颁给了3位在细胞凋亡研究领域做出突出
贡献的科学家. 早期的细胞凋亡研究，相当一部分的工
作是在一种称为美丽线虫(C. elegans)的简单生物模型上
进行研究的. 例如在美丽线虫凋亡相关基因研究中，发
现 Ced-3 基因与线虫细胞凋亡有关，被称为线虫细胞
的自杀基因. 根据不同生物同源基因序列的比对，发现
Ced-3蛋白与人白介素-1 β转换酶(ICE)的蛋白质一级结
构序列同源性达到 26 %,这种同源性在两种遗传背景相
去甚远的物种的基因之间是鲜见的. 因此初步认为人的
ICE 基因是细胞凋亡促进基因，即人细胞的自杀基因.
通过对人 ICE 基因对于细胞凋亡的研究，发现 ICE 的
确可以促进细胞凋亡，从而直接导致了人类第一个自
杀基因的发现与鉴定. 这是生物信息学技术，基因序列
同源性比对在发现新基因或基因的新功能方面一个十分
成功的例子. 随着核苷酸数据库的容量不断加大，计算
机分析技术的不断进步，关于不同生物种属之间序列的
比对在发现新基因或发现基因的新功能方面越来越重要.
      在生物进化过程中，不同生物种属的基因都是高度
保守的. 因此，通过核苷酸序列同源性的比对，就可以
对来源于不同生物种类的同源基因序列进行分析. 这种
分析过程也是新基因克隆化的重要途径. 例如，我们在
利什曼原虫新基因的克隆研究中，为了探索与免疫应答
的相关分子，筛选基因疫苗的更好的靶抗原蛋白编码基
因,就是利用了生物信息学技术. 首先确定利什曼原虫这
种细胞内寄生的原虫类型，虫体表面的蛋白质抗原具有
更多的与机体的免疫系统接触的机会，在机体抗寄生虫
免疫应答中具有重要作用[11,12]. 因此，计划对于利什曼
原虫表面蛋白分子进行研究，以期有所发现. 为了完成
这一研究，我们首先对于GenBank核苷酸数据库中收录
的锥虫(T. cruzi)的基因序列进行检索分析，在 GenBank
我们首先发现了无鞭毛体蛋白(amastin)的编码基因序列.
然后以此序列作为参照，利用BLAST作为检索工具，对
于GenBank中所收录的利什曼原虫的同源性基因序列进
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行搜索，结果找到了一段 309 nt 的基因片段来源于硕
大利什曼原虫(L. major). 随后，我们利用这一片段作为
探针，对于硕大利什曼原虫的 cDNA 文库进行杂交筛
选，最终获得了硕大利什曼原虫的无鞭毛体蛋白的编
码基因. 随后我们对于其他株的利什曼原虫的无鞭毛体
蛋白的编码基因序列也进行了克隆与分析，获得了显
著的进展[13-20]. 这一基因序列是利什曼原虫基因组中的第
一个无鞭毛体的基因序列，对于研究利什曼原虫与宿
主细胞之间的相互作用研究具有重要意义.
       数据库的相似性搜索使我们能够从数据库中存在的
数十万个基因序列中可以挑选出可能同感兴趣的序列有
关联的序列，这个方法有时会导致意想不到的收获，
用这种策略获得成功的第一个例子就是发腺病毒肿瘤基
因 v-sis 是细胞中编码血小板衍生因子(PDGF)的正常细
胞基因的一个变体形式. 那个时候，序列的数据库还不
是很大，因此这一发现令人称奇. 随着数据库的不断扩
大，基本上可以检索到大部分基因的同源序列.

4   调节作用靶基因的分析

对于一种新基因生物学和医学意义的认识，可以从多
方面入手. 其中对于这种蛋白的表达及其在细胞中对于
基因表达谱的影响研究，也是重要的突破口. 获得基因
差异表达谱的手段很多，可以从蛋白方面入手，也可
以从基因的克隆化方面入手. 从目前的研究技术来看，
以基因芯片技术和抑制性消减杂交(SSH)技术最为有效.
首先构建这种新基因的真核表达载体，然后与该空白
载 体 分 别 转 染 相 同 的 细 胞 获 细 胞 系 ， 同 时 提 取
mRNA、逆转录为 cDNA，进行差异表达分析，获得
差异表达的基因片段. 因为目前的差异表达分析技术不
能完全排除假阳性，因此还必须首先借助杂交技术排
除假阳性的可能[21-31].
      获得差异表达基因片段之后，因为这些基因片段有
些是编码基因区片段，有些是非编码区基因片段，而且
位于上游还是下游也不能一下得到确定，这就要借助生
物信息学分析技术的力量. 随着核苷酸序列数据库的不
断扩大，大部分的基因序列片段经过核苷酸序列同源性
的比对就可以迅速得到确定. 如果在已经登录的基因序
列数据库中没有发现同源基因序列时，需要进行相对复
杂的生物信息学技术的分析,同时也蕴藏着发现新的基
因序列的可能. 首先可根据基因序列同源性对比的原则，
以新发现的 cDNA 片段序列作为参照，对于 GenBank 数
据库中来源于人的表达序列标签(human EST)数据库以
BLAST 为检索工具进行同源序列的比对. 一般可以发现
多个与之同源的 EST序列，然后根据这些同源的 EST序
列进行电子拚接，得到更长的 cDNA 片段，然后对于这
一 cDNA 片段 6 种可能的开放读码框架(ORF,open reading
frame)进行计算机预测. 一般来讲，除了个别的基因之
外，其编码基因序列都在100个氨基酸残基以上,即>300 bp
的 ORF 要得到特别的重视. 之后以此 ORF 为参照，利

用上述核苷酸序列同源性比对的原则，确定相应的基
因组 DNA 序列，基因组 DNA 序列的确定对于新基因编
码取得确定同样具有决定性的意义. 从确定的基因组
DNA 序列中，首先要检查该新基因序列的起始密码子
(ATG)是否符合 Kozak[32]原则，即 ATG 周围的序列是否
是哺乳动物细胞起始密码子序列特定性的结构. 大部分
人的基因序列都符合这一特点. 如果能够证实这一新基
因的起始密码子序列符合 Kozak 原则，那么关于这一新
基因序列的起始密码子的确定就可以认为是基本正确
的. 关于终止码子序列的确定在生物信息学理论中同样
有章可循.在人类大部分基因的基因组DNA序列中,终止
密码子序列是 TAA、或者 TAG、TGA，但无论是哪
一种终止密码子,在其后大约 200-600 nt 的位置上,都有
mRNA 的加尾信号(tailing signal),即 AATAA 序列，有时
这一加尾信号序列还多次重复出现，保证基因转录得
到及时终止，在转录终止的 mRNA 尾部，加上数量不
等的多聚腺苷酸，对于维持所转录的 mRNA 的稳定性
至关重要，同时也是调节 mRNA 稳定性，调节基因翻
译水平和表达时空的重要机制之一. 如果在编码基因序
列下游可以确定明确的多聚腺苷酸信号序列，那么这
一新基因的生物信息学预测结果基本是可信的.
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世界华人消化杂志获得 2001 年度百种中国杰出学术期刊

本刊讯本刊讯本刊讯本刊讯本刊讯  期刊的学术质量是一个综合指标，1999 年中国科技信息所研制了中国科技期刊综合指标评价体系，该指标

体系已应用于中国科协一年一度的期刊择优资助工作中. 综合指标评价体系是根据期刊的多项重要指标，如被引总频

次、影响因子、即年指标、基金论文比、他引总引比、扩散因子等对期刊分学科进行综合打分. 通过对中国科技

论文与引文数据库收录的科技期刊进行综合评定，今年中国科学技术信息研究所首次评出了中国百种杰出学术期刊.

世界华人消化杂志荣获 2001 年度百种中国杰出学术期刊称号.

（世界胃肠病学杂志 2002-12-18）
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摘要
目的:探讨中药复方肠安泰对肠管绒毛黏膜固有层 B 细胞

及 IL-12 的影响及其与肺转移的关系.

方法:经皮下植入大肠癌高度肺转移细胞(Co26Lu)，建立

大肠癌肺转移小鼠动物模型，采用 ABC 免疫染色及免疫

荧光染色方法做相关分析.

结果:荷瘤治疗组与荷瘤对照组相比 IgA、IgM 及 IL-12 阳

性细胞在小肠绒毛黏膜固有层均有显著意义的增加. 两组数

值依次为 172.3 ± 6.7，59.2 ± 5.3，79.6 ± 4.1；131.2 ± 5.3，

45.1 ± 4.3，24.4 ± 2.5(P <0.01).

结论:中药复方肠安泰预防大肠癌肺转移的机制，与其促

进了荷瘤小鼠小肠绒毛黏膜固有层B细胞的活化及IL-12

的诱导有关.

王文萍,王垂杰,姜良铎,飯郷正明. 中药复方肠安泰对肠癌肺转移模型小鼠肠

黏膜固有层B细胞及IL-12的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(4):478-480

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/478.htm

0   引言

大肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，手术是治疗大肠癌
的主要手段，但术后 5 a 生存率一直徘徊在 50-55 %，
50 a 来并无显著提高，成为手术失败的主要原因. 根
据中医基础理论[1]本研究提出肿瘤转移“痰毒流注”
病机假说[2-4]，研制中药复方肠安泰进行预防大肠癌转
移的研究.实验证明中药复方肠安泰预防大肠癌(Co26 Lu)
肺转移机制中，T 细胞、NK 细胞及细胞因子 IFN γ发
挥着重要的作用[5,6]. 本实验的目的在于探讨中药复方肠
安泰对肠管绒毛黏膜固有层B细胞及IL-12的影响及其
与肺转移的关系.

1   材料和方法

1.1材料  ♂CDF1系5WK小鼠(购自日本CharlesRiver公
司)30 只，体质量 23-26 g 分笼饲养，自由饮水，饲
料为繁殖用固性饲料(CLEA 日本)，动物室为无菌条

件，控制温度，12 h 明暗周期. 给予 1 wk 的预备饲

养，待小鼠 6 wk 时进行实验.中药复方肠安泰为省科

委基金课题观察处方，由藤梨根，黄芪，补骨脂，

鸡血藤组成.所有生药均购自辽宁中医学院附属医院，

由辽宁中医学院中药系醇提精制成干膏. 山羊抗小鼠

IgA 抗体，工作浓度 1∶16，山羊抗小鼠 IgM 抗体，

工作浓度 1∶128，购于美国 Sigma 公司，大鼠抗小鼠

IL-12 抗体，工作浓度 2 kg/L，购于美国 PharMingen 公

司，ABC 免疫组化试剂盒购于美国 VectorLaboratories.

Inc公司. 大肠癌高度肺转移细胞(Co26Lu)由日本国立癌

中心飯郷正明惠赠.

1.2 方法  将小鼠随机分成正常对照组、荷瘤对照组及
荷瘤治疗组，每组 10 只小鼠. 正常对照组为非造模组.
荷瘤对照组为造模组: 将 Co26Lu 细胞皮下注入小鼠右
大腿，每只 0.1 mL，含 1 × 105 个癌细胞.荷瘤治疗组:
从小鼠造模后 3 d 开始，每天灌胃予肠安泰 0.75 g/Kg，
持续给药 18 d. 正常对照组，荷瘤对照组小鼠于每日
相同时间，用相同方法给予等量生理盐水. 灌胃 18 d
后 24 h，乙醚麻醉小鼠，解剖取小肠、大肠，4 ℃丙
酮固定，标本切除，石蜡包埋，制成 3 µM 切片备用.
小肠、大肠的 IL-12 细胞均采用 ABC 免疫组化方法染
色，方法参见试剂盒说明书进行.主要步骤为:切片按常
规脱蜡处理至水，1 mL/L 牛奶浸泡 20 min，PBS 漂
洗 5 min，每片加入一抗 20 µl，室温 2 h，PBS 漂洗
3 次各 5 min，在含 30 mL/L 的 H2O2 的 Metoh 中浸泡 5 min，
PBS 漂洗 3 次各 5 min，加入二抗(黄色液 3 滴，蓝色
液 1 滴)20 µl，室温 1 h，PBS 漂洗 15 min，加入(ABC
盒的 A 液 2 滴，B 液 2 滴)20 µl，常温 1 h，PBS 漂洗
3 次各 5 min，0.1 g/L 的 DAB/0.3 mL/L 的 H2O2 显色，
流水冲洗 10 min，苏木紫核染色 2 sec，经过脱水，
透澈及封入剂封入. 在高倍光镜下，随机观察相连10个
绒毛，计数小肠、大肠的绒毛黏膜固有层的 IL-12 阳

性细胞数，IL-12 阳性细胞在细胞核上出现棕色颗粒.  免

疫荧光染色 : 切片按常规脱蜡处理至水, 1 mL/L 的牛奶浸

泡20 min，PBS漂洗5 min，加入含有FITC的一次抗体，

室温放置 60 min，用 PBS 洗 3 次，干燥后加盖玻片，暗

处保存.在高倍光镜下，随机观察相连 10 个绒毛，计

数小肠、大肠的绒毛黏膜固有层的 IL-12 阳性细胞及

IgA，IgM 阳性细胞数，IgA，IgM 阳性细胞在细胞核上

出现荧光.

       统计学处理  数据以均数±标准差( sx ± )表示，采
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用日本医学统计软件，组间 IgA、IgM 及 IL-12 阳性
细胞的对比用 Dunnett’s T 检验.

2   结果

2.1 小肠绒毛黏膜固有层 B 细胞及 IL-12(表 1)  小肠绒
毛黏膜固有层的 IgA、IgM 阳性细胞数，荷瘤对照组与正
常对照组相比，均有显著增高，有统计学意义(P <0.01).
荷瘤治疗组与荷瘤对照组相比也具有显著性差别(P <0.01);
小肠绒毛黏膜固有层的 IL-12 阳性细胞数，荷瘤对照
组与正常对照组相比，有增高趋势，但无统计学意义.
荷瘤治疗组与荷瘤对照组相比具有显著性增高(P <0.01).
2.2 大肠绒毛黏膜固有层 B 细胞及 IL-12(表 1)  荷瘤对
照组与正常对照组相比，大肠绒毛黏膜固有层的 IgA、
IgM 及 IL-12 阳性细胞均有增高趋势，但无统计学意义.
大肠的荷瘤治疗组与荷瘤对照组相比IgM有增高趋势，但
无统计学意义，而 IgA 及 IL-12 组有统计学意义(P <0.05).

表 1  中药复方肠安泰对肠绒毛黏膜固有层 B 细胞及 IL-12 的影响(n =10,

sx ± 阳性细胞数 /10 个肠绒毛)

分组        IgA       IgM      IL-12

小肠 正常对照组 88.6 ± 3.2 26.7 ± 3.6 18.2 ± 2.1

荷瘤对照组      131.2 ± 5.3a 45.1 ± 4.3a 24.4 ± 2.5

荷瘤治疗组      172.3 ± 6.7a 59.2 ± 5.3a 79.6 ± 4.1a

大肠 正常对照组 42.7 ± 2.6 18.4 ± 1.9 10.5 ± 1.6

荷瘤对照组 50.1 ± 3.2 26.7 ± 2.1 16.1 ± 1.9

荷瘤治疗组 65.4 ± 4.1b 30.0 ± 2.9 25.6 ± 2.1b

aP <0.01 vs 正常对照组; bP <0.05 vs 荷瘤对照组.

3   讨论

肠道黏膜是一个非常复杂的免疫部位或免疫器官，黏
膜淋巴细胞具有归巢性，口服具有免疫作用的药物可
以引起黏膜的免疫反应，也能引起系统免疫反应，因
此黏膜是宿主防御的第一道防线. 肠道黏膜固有层的淋
巴细胞 LPL 位于上皮层下，是黏膜免疫系统 MIS 受作
用于黏膜表面的特异抗原物质发展而成，在预防肿瘤
转移中发挥着重要的作用[7-10].
        阻止肿瘤转移免疫机制的研究多从 T 淋巴细胞角
度探讨[11-15]. 对体液免疫研究者较少，有临床研究发现
大肠癌患者的免疫球蛋白中的IgG，IgM处于正常水平，
而 IgA 则明显低于正常值[16]. 本实验显示肿瘤(Co26Lu)
发生及肿瘤转移初期，小肠的肠管绒毛黏膜固有层的
IgA 及 IgM B 细胞均有增加趋势，但这种程度的增加，
仅仅是机体产生的肿瘤免疫反应或是免疫刺激，并未
能达到抑制肿瘤生长及转移的作用. 而中药复方肠安泰
显著地、有意义地增加了荷瘤小鼠 IgA，IgM B 细胞及
细胞因子 IL-12 在小肠绒毛黏膜固有层的分布.表明中
药复方肠安泰抗大肠癌肺转移(Co26Lu)的机制与B细胞
和细胞因子 IL-12 在小肠内增加有关，IL-12 的抗肿

瘤作用特别是其抗转移活性尤其令人注目[17-22]. 许多肿
瘤动物实验模型表明，IL-12 可在肿瘤的微环境中达
到持久的局部浓度，能抑制肿瘤的生长或使肿瘤完全
消退，阻止恶性转移，抑制远处肿瘤的生长[23-27]. 更
重要的是，IL-12 使一些动物显示持久的系统免疫，
对肿瘤的再攻击具有保护作用[28-31]. IL-12通过调节NK细
胞、巨噬细胞介导的非特异性免疫和 Th 细胞、细胞
毒性 T 细胞介导的特异性免疫作用[32].
         过去实验表明中药复方肠安泰能够增加 T 细胞及
NK 细胞在小肠黏膜固有层的数量[5]，并能通过诱导
IFNγ的产生而抑制肿瘤生长和转移[6]. 也就是说中药复
方肠安泰一方面在来源于B细胞的IL-12介导下，产生
IFNγ而发挥抗肿瘤转移的作用，另一方面诱导产生的
IL-12 的抗肿瘤作用可能是由于 CD8+T、NK 细胞所介
导的. 在整个免疫应答过程中，小肠黏膜固有层淋巴细
胞起主导作用，大肠黏膜固有层淋巴细胞起辅助作用.
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全国第八届中西医结合普通外科学术研讨会征文通知

由中国中西医结合学会急腹症专业委员会主办，大连医科大学附属第一医院承办的全国第八届中西医结合普通外科学
术研讨会将于 2003 年 6 月中旬在辽宁省大连市召开，现将征文通知如下.

1   征文内容:

(1)急性及性胰腺炎的中西医结合基础实验研究和临床经验总结.(2)肝，胆疾病的中西医结合基础实验研究和临床经验总
结.(3)梗阻性黄疸的诊断和中西医结合治疗经验.(4)肝，胆，胰腺疾病的影像学诊断及中西医结合介入治疗(5)中西医结合
胃肠疾病的基础实验研究和临床经验总结.(6)
有关肝胆胰腺胃肠疾病新技术，新进展的应用经验.(7)中西医结合治疗中晚期肿瘤的基础与临床研究(8)有关肝胆胃肠疾
病的腹腔镜，内窥镜诊治新技术和新方法.

2   征文要求：

(1)文章未公开发表过(包括会议及杂志).(2)请寄4000字以内全文及600字以内摘要打印稿各一份，摘要应包括目的，方
法，结果和结论四部分，不投摘要者恕不能收入汇编.(3)投稿时请附软盘，用word 软件输入，注明作者姓名，单位，邮
编并加盖公章或附单位介绍信.(4)稿件请于2003年4月15日前(以邮戳为准)寄至大连医科大学附属第一医院，陈海龙教
授收，地址：大连市中山路 222 号，邮编：116011.(5)欢迎网上投稿，Email:hailong _chen@x263.net.
3本次会议将邀请著名中西医结合专家做专题讲座.中国中西医结合普通外科专业委员会将会同中国中西医结合外科杂志
对全部证文进行优秀论文评选，获奖者除参加大会交流外，还将被授予中国中西医结合学会优秀论文证书.参会者将被
授予国家级继续教育学分.

                  中国中西医结合学会普通外科(急腹症)专业委员会

                                                       2003-03-08
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细胞外信号调节激酶在胃癌组织中的表达及其与幽门螺杆菌感染的关系
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摘要
目的:研究胃癌组织中细胞外信号调节激酶(ERK)的表达与

幽门螺杆菌(H.pylori)的感染情况，探讨胃癌组织中 ERK

的表达与 H.pylori 感染的关系.

方法:ERK 的表达采用免疫组化 S-P法，用改良 Giemsa染

色、快速尿素酶试验和 H.pylori -IgG 检测胃癌组织中

H.pylori 感染情况.

结果:ERK1、ERK2 在胃癌组织的细胞质和 / 或细胞核中

表达，ERK1、ERK2 在胃癌组织中表达的阳性率分别为

82.5 % 和 77.5 %，在高 - 中分化腺癌、低分化腺癌、黏

液腺癌和未分化癌中表达的阳性率均无显著性差异(P  >0.05).

ERK1、ERK2 的表达与胃癌的分期无关(P >0.05). H.pylori 阳

性胃癌患者ERK1、ERK2的表达阳性率均明显高于H.pylori

阴性患者(P  <0.05).

结论:人胃癌组织中 ERK1、ERK2 的表达与 H.pylori 感染

有关，H.pylori感染可能通过ERK信号传导途径诱导胃上

皮细胞的增生，与胃癌发生有关.

禇传莲,李延青,张燕,李文婕,赵宪邨. 细胞外信号调节激酶在胃癌组织中的表

达及其与幽门螺杆菌感染的关系. 世界华人消化杂志  2003;11(4):481-482
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0   引言

分子生物学研究发现，丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinases，MAPK)介导的细胞内信号传
递是受体酪氨酸蛋白激酶信息传递的主要途径之一，
可将胞外刺激传导至细胞核内，参与细胞生长、分化、
增生的调节[1]. 细胞外信号调节激酶(extracellular-signal
regulated proein kinase， ERK)是MAPK系统的重要成员.
利用免疫组织化学方法染色检测胃癌组织中 ERK 的表
达及其与Ⅰ类致癌原幽门螺杆菌(H.pylori)感染的关系，
国内外尚无报道. 本实验的目的是研究人胃癌组织中
ERK 的表达及其与 H.pylori 感染的关系，探讨 ERK 信
号传导通路在 H.pylori 相关性胃癌发生中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  随机选择山东大学齐鲁医院 2001 年行胃癌切

除术的患者为研究对象，术前均经病理证实，除外 4 wk
内服用过抗 H.pylori 药物及抗生素患者，共 40 例患者
入选，其中男 24 例，女 16 例，年龄 36-81 岁，平
均(57.6 ± 4.5)岁，按细胞分化程度，高 - 中分化腺癌
10 例，低分化腺癌 16 例，黏液腺癌 11 例，未分化
癌 3 例. 胃癌标本按 TNM 分期，Ⅰ期 4 例，Ⅱ期 7 例，
Ⅲ期 21 例，Ⅳ期 8 例. 所取标本均经 100 mL/L 甲醛固
定、石蜡包埋、连续切片贴于涂有APES的玻片上备用.
所检患者均同时抽取空腹静脉血 2 mL(1 0000 g/min 离
心，取上清，-20 ℃保存备用)做 H.pylori-IgG 检测. 兔
抗人 ERK1、ERK2 抗体购自北京中山生物技术公司
(为 Santa Cruz 公司产品)，S-P 试剂盒购自福州迈新生
物技术公司，DAB 显色试剂为北京中山生物工程公司
生产，抗 H.pylori -IgG 及快速尿素酶试剂为福建三强
公司生产.
1.2 方法

1.2.1 ERK1、ERK2 的表达  采用免疫组化 S-P 法，操
作步骤按说明书进行. 用100 mL/L正常山羊血清代替一
抗作为阴性对照，在光镜下观察. 以细胞质或 / 和细胞
核内出现棕黄色颗粒为阳性，将细胞染色强度和阳性
细胞百分数分为 4 级，阳性细胞<5 % 为 0 分，5-30 %
为 1 分，30-75 % 为 2 分，>75 % 为 3 分; 根据黄色的
深浅将无显色评为 0 分，淡黄色评为 1 分，桔黄色评
为 2 分，棕黄色评为 3 分. 将二者评分相加除以 2 作为
该片的最终评分，将 0 分定为阴性(-)，0.5-1 分定为
弱阳性(+)， 1.5-2.5 分定为强阳性(++).
1.2.2 H.pylori 的检测  采用改良 Giemsa 染色，快速尿
素酶试验，血清 H.pylori -IgG 检测(金标渗滤斑点法).
按中华医学会有关 H.pylori 若干问题的共识意见[2]，以
上任意两项阳性则确定为 H.pylori 感染，其中仅一项
阳性或均阴性为无 H.pylori 感染.
        统计学处理 应用 SAS 软件包进行 χ2 检验或 Fisher
精确检验. 取 P <0.05 为差异有显著性.

2   结果

2.1 胃癌组织中 ERK1、ERK2 的表达  ERK1、ERK2
在胃癌组织中呈细胞质和 / 或细胞核着色，主要为癌细
胞阳性，阳性细胞呈片状、小巢状排列. ERK1、ERK2
在胃癌组织中的表达阳性率分别为 82.5 % 和 77.5 %，按
细胞分化程度，ERK1 在高 - 中分化腺癌、低分化腺癌、
黏液腺癌和未分化癌中表达阳性率分别为80 %、87.7 %、
72.72 % 和 66.66 %，ERK2 在高 - 中分化腺癌、低分
化腺癌、黏液腺癌和未分化癌中表达阳性率分别为
77.78 %、81.25 %、72.72 % 和 100 %，二者的表
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达在胃癌的不同分化程度之间均无显著性差异(P  >0.05).
按 TNM 分期，ERK1、ERK2 在Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期
和Ⅳ期胃癌中的表达阳性率之间无显著性差异(P >0.05).
2.2 H.pylori 感染对胃癌组织中 ERK1、ERK2 表达的

影响  胃癌组织中 H.pylori 的感染率为 70 %，按 H.pylori
感染状态分组，H.pylori 阳性患者 ERK1、ERK2 的表
达阳性率分别为 75 % 和 64.29 %，H.pylori 阴性患者
ERK1、ERK2 的表达阳性率为 50 % 和 41.6 %，二者
相比差异均有显著性(P <0.05).

3   讨论

近年研究发现，肿瘤的发生、发展是细胞增生和细
胞凋亡失平衡、细胞过度增生的结果. H.pylori 感染与
人胃癌发生有关，是胃癌发生的“启动子”之一[3,4].
H.pylori 感染后胃上皮细胞的增生增加，根除 H.pylori
可使胃上皮细胞增生数降至正常水平[5,6]，但是 H.pylori
感染致细胞增生的机制尚不清楚. Ras/Raf/ERK 信号传
导通路是细胞增生、分化的基本信号传导通路[7]. ERK
包括两个高度同源的亚类 ERK1 和 ERK2，其相对分
子量分别为 44 kD、42 kD，活化后可由细胞质转移
至细胞核内，磷酸化活化一系列转录因子(包括 ELK-1，
SAP-1，c-myc，STAT 等)而起生物学作用. 体外研究
发现[8]， H.pylori提取物作用于胃癌细胞后可使ERK活性明
显升高，经血清饥饿后更明显，而H.pylori对来自大鼠胚胎
的胃正常细胞 ERK 的活性无影响. Meyer-ter-Vehn et al [9]

也发现 H.pylori 可激活 ERK/MAPK 级联反应，导致 Erk-1
的磷酸化，并可增加原癌基因 c-fos 的转录. 突变的
H.pylori菌株不诱导 MAPK 活性及 c-fos 和 c-jun 的激活.
最近 Mitsuno et al [10]还对不同 H.pylori 菌株与胃癌细胞
共同培养发现，H.pylori通过 ERK/MAPK信号级联途径
可激活胃上皮细胞内血清应答元素(serum response
element)和转录因子激活蛋白1(AP-1)的交叉激活. 本研究
利用免疫组化研究人胃癌组织中ERK的表达与H.pylori感
染的关系，发现胃癌组织中 ERK1、ERK2 呈高表达，
并且发现阳性颗粒主要位于细胞质和细胞核内，而正
常的胃黏膜组织无表达，提示 ERK 与胃癌有关. 按照
H.pylori 感染状态分组，H.pylori 阳性的胃癌患者 ERK
的表达明显高于非 H.pylori 感染者，与此方面已有的
研究结果一致，说明胃癌组织中H.pylori感染与ERK的
表达相关，H.pylori感染可能通过ERK信号途径刺激胃

上皮细胞的增生，可能与胃癌的发生有关.
       H.pylori 接触胃上皮细胞后如何激活胃上皮细胞内
ERK信号传导通路? 研究发现[11] H.pylori可能通过表皮
生长因子受体激活小 GTP 结合蛋白而激活 Ras/Raf/ERK，
反过来又调节 ERK1、ERK2 的磷酸化，并且 cagA 阳
性 H.pylori 较 cagA 阴性 H.pylori 激活 ERK 活性的作用
更大. 说明H.pylori的致病因素细胞毒素相关基因蛋白-
CagA 可能在诱导 ERK 活性方面起作用. 已有研究显示
C a g A 可经Ⅳ型分泌系统进入宿主细胞，但是他与
ERK/MAPK 级联反应的关系仍不清楚，尚需今后进一
步的研究.
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摘要
目的:研究基质金属蛋白酶及基质金属蛋白酶抑制因子在大

鼠实验性肝纤维化形成过程中的作用及表达.

方法:应用免疫组织化学和核酸原位杂交法研究 MMP-1、

MMP-2、TIMP-1 蛋白及其 mRNA 和 MT1-MMP mRNA

在四氯化碳实验性大鼠肝纤维化形成过程中的表达变化.

结果:在肝脏间质细胞和部分肝细胞中表达. 在纤维化形成

过程中 MMP-1、MMP-2、TIMP-1 蛋白及其 mRNA 和

MT1-MMP mRNA的表达程度与肝纤维化程度密切相关.

结论:肝脏间质细胞是 MMPS 及 TIMPS 主要细胞来源，部

分肝细胞也有表达.MMPS及TIMPS在肝纤维化形成过程中

共同发挥作用.
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0   引言

目前，有关肝纤维化时基质代谢的研究不断深入，特
别是基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase，MMP)及
其抑制因子(tissue inhibitor of metalloproteinase，TIMP)
因参与细胞外基质(extracellular matrix，ECM)的降解，
在肝纤维化发生中的作用受到较大重视[1-18]. 但他们种
类繁多，在肝纤维化发生、发展中的动态变化及其相互
关系尚缺乏完整及全面的认识，我们用免疫组织化学
和核酸原位杂交(nucleic acid in situ hybridization，ISH)
方法研究几种具有代表性的MMPS及TIMPS在四氯化碳
实验性大鼠肝纤维化形成过程中的表达变化，以期初
步探讨肝纤维化形成机制.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar ♂大鼠 35 只，体重约 100 g，购自北
京通利实验动物养殖场.
1.2 方法  (1)建立肝纤维化动物模型:大鼠随机分为 5
组，每组 5 只，其余 10 只为对照组.按照赵景民 et al [19]

报道的方法建立四氯化碳(CCL4)毒性肝纤维化模型. 四
氯化碳，橄榄油购自北京中山生物有限公司.首次四氯

化碳浓度为 750 ml/L，此后为 500 ml/L，于大鼠皮下
注射，2 次 /wk，0.3 mL/100 g，单周饲普通饲料，
双周饲玉米面. 对照组大鼠饲普通饲料，不予药物注
射. 1-5 组分别于 2、4、6、8、10 wk 停止药物注
射，次日断头处死大鼠，同时每次处死 2 只对照组大
鼠，切取部分肝脏，迅速投入 100 ml/L 缓冲甲醛固
定. (2) 核酸原位杂交: 实验肝组织石蜡切片以漂片法作
核酸原位杂交. 生物素标记 MMP-1、MMP-2 寡核苷酸
探针，购自北京中山生物有限公司. MMP-1cDNA 序
列:5’-AAA ACG AAG AGA ATT TTG ACT CTC CAG
AAA GCT AAT AGC TGG-3’-Biotin，MMP-2cDNA
序列:5’-GGA GCA TGG CGA TGG ATA CCC CTT TGA
CGG TAA GGA CGG ACT CCT-3’-Biotin. MT1-MMP
mRNA 探针序列参照 Okada et al [20] 的 cDNA 序列，序
列为:5’-CCT GAT GAC GAT CGC CGT GGC ATC CAG
CAA CTT TAT GGA AGC AAG-3’-Biotin，由赛百
盛公司合成寡核苷酸探针.  T I M P - 1 探针序列参照
Carmichael et al  [21] 的 cDNA 序列，序列为:5’-GAA
CAG GGC CCT GAT CAC CAG GTC AGA GTT GCA GAA
GGC AGT CTG TGG ATG-3’-Biotin，由赛百盛公司
合成寡核苷酸探针. 用碱性磷酸酶标记的链霉亲合素
(Streptavidin，购自北京中山生物有限公司)作杂交后
免疫组织化学染色，NBT/BCIP 显色，在细胞核或细
胞质内出现蓝紫色杂交信号为阳性，未出现特异性染
色为阴性. 常规设置阴性对照. (3)免疫组织化学染色:实
验肝组织石蜡切片经常规脱蜡至水洗，加过氧化物酶
阻断液孵育 20 min，1 g/L 胰酶 37 ℃消化 40-50 min.
PBS 洗涤，小牛血清白蛋白封闭 20 min，加第一抗体
工作液 4 ℃过夜，加第二抗体工作液和第三抗体工作
液各孵育 40 min 左右，然后加新鲜配制的 DAB，显微
镜下观察 3-10 min，阳性信号为棕褐色染色. 以 PBS 代
替第一抗体作为阴性对照. 第一抗体鼠抗人 MMP-1、
MMP-2，与大鼠有交叉反应，购自 Dako 公司，工作浓
度为 1∶10;ABC 二抗工作浓度 1∶400，ABC 三抗工
作浓度 1∶700. 鼠抗人 TIMP-1 购自 Biovation 公司，与
大鼠有交叉反应. 鼠抗人 TIMP1 抗体工作浓度 1∶5，ABC
二抗工作浓度 1∶300，ABC 三抗工作浓度 1∶400. 第
二抗体均为马抗鼠 IgG;第三抗体链霉亲合素辣根过氧
化酶(Strepavdion/HRP)均购自北京中山生物有限公司.
(4)常规染色:常规 HE 染色，按 2000 年全国传染病学术
会议修订标准，S 代表纤维化程度，以 0-4 分期. (5)原
位杂交及免疫组化染色结果判定:  常规按阴性(-)、弱
阳性(+)、中度阳性(++)、强阳性(+++)纪录.
        统计学处理  采用 Spearman 等级相关分析.
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2   结果

2.1 肝脏纤维化程度  结果表明随着药物注射时间的延
长，肝纤维化程度不断加重 (表 1). 注射药物 2、4 wk 时肝
脏脂肪变性明显，伴轻 - 中度肝纤维化，注射药物 10 wk
时，肝脏表现为典型肝硬化，有的大鼠出现腹水.

表 1  实验性大鼠肝纤维化建立情况

肝纤维化程度
分组

S0     S1    S2    S3    S4

注射药物 2 wk 组 1     4     0    0    0

注射药物 4 wk 组 0     1     4    0    0

注射药物 6 wk 组 0     0     1    2    2

注射药物 8 wk 组 0     0     0    2    3

注射药物 10 wk 组 0     0     0    0    5

对照组              10     0     0    0    0

2.2 在肝脏中的表达  正常肝组织中可见 MMP-1 及其
mRNA、MMP-2及其mRNA 、MT1-MMP mRNA、TIMP-
1及其 mRNA 的表达，但量较小，仅见于个别间质细胞
和肝细胞. 肝纤维化形成过程中他们主要分布于小叶
内、中央静脉周围及纤维间隔处，主要表达于星状、梭
形间质细胞，部分肝细胞亦有表达.
2.3 MMP-1、MMP-1 mRNA、MMP-2、MMP-2

mRNA 在肝纤维化形成过程中的表达(表 2)  MMP-1、
MMP-1 mRNA、MMP-2、MMP-2 mRNA 在肝纤维化形
成过程中与正常对照组比较均显著表达(P <0.01)，随
着肝纤维化程度增加表达均明显增强(P <0.01).
2.4 MT1-MMP mRNA、TIMP-1 和 TIMP-1mRNA

在肝纤维化形成过程中的表达(表 3)   MT1-MMP mRNA 、
TIMP-1 和 TIMP-1mRNA 在肝纤维化形成过程中与正
常对照组比较显著表达(P <0.01)，随着肝纤维化程度
增加表达明显增强(P <0.01).

表 2  MMP-1、MMP-2 在肝纤维化形成过程中的表达

表达强弱
分组 n

       -     +   ++   +++

MMP-1 MMP-2 MMP-1 MMP-2 MMP-1 MMP-2 MMP-1 MMP-2

对照              10       6       4       4       6       0       0       0       0

S0-1 6       0       0       5       6       1       0       0       0

S2-3 9       0       0       1       1       5       7       3       1

S4              10       0       0       1       1       3       3       6       6

MMP-1 与 MMP-1 mRNA, MMP-2 与 MMP-2 mRNA 结果一致.

表 3  MT1-MMP mRNA、TIMP-1 在肝纤维化形成过程中的表达

表达强弱
分组 n

       -     +   ++   +++

MT1-MMP mRNA   TIMP-1         MT1-MMP  mRNA TIMP-1          MT1-MMP mRNA  TIMP-1         MT1-MMP mRNA     TIMP-1

对照              10          4          2      6      8                  0                   0                 0                      0

S0-1 6          0          0      5      4                  1                   2                 0                      0

S2-3 9          0          0      2      1                  6                   6                 1                      2

S4              10          0          0      1      0                  2                   2                 7                      8

TIMP-1 与 TIMP-1 mRNA 结果一致.

3   讨论

大量研究表明肝纤维化发生、发展过程中 ECM 处在不
断代谢更新、降解重塑的动态平衡中， MMPs正是降解
ECM 的主要酶系，MMPs 是以 ECM 为主要底物的一组
金属依赖性蛋白酶的总称，目前人体已发现的 MMP 有
17 种. MMPs 种类繁多，按照作用底物不同，MMP 可分
为 3 类: (1)间质胶原酶(interstitial collagenase)类; (2) Ⅳ型胶
原酶; (3)基质酶类; (4)膜型基质金属蛋白酶[1-5,7-11,17,18,22,23].
       MMP-1 是间质胶原酶的代表酶，与肝纤维化的发
生发展紧密相关[18，24]. 本研究表明在肝纤维化形成过程
中，MMP-1 mRNA 及其蛋白的表达增强. MMP-1 是除
中性粒细胞胶原酶外，唯一特异性分解肝脏Ⅰ、Ⅱ

型胶原的胶原酶，在肝纤维化时表达增强，从而降
解胶原纤维，对抗肝纤维化发生，但总体是合成大于
降解，ECM 降解虽然加强，但结果“失代偿”.
       MMP-2 是Ⅳ型胶原酶的代表，又称明胶酶 A，主
要分解Ⅳ型胶原及明胶，也可分解Ⅵ、Ⅶ、X 型胶
原. 关于 MMP-2 在肝纤维化发生、发展中的意义，目
前尚有争议，但随着肝纤维化的发展，MMP-2 mRNA
及其蛋白的表达增强基本形成共识[2,3,7,10]，这与我们的
结果一致. 肝窦基底膜的毛细血管化是肝纤维化的病理
生理基础，而窦周出现的Ⅳ型胶原及 FN、LN 是基底
膜的主要成分，因此特异性的 MMP-2 在肝纤维化发
生发展中起重要意义. 肝纤维化早期，在致肝纤维化因



素作用下，MMP-2 可能起到降解破坏正常基底膜作
用，从而为“重塑”基底膜结构打下基础，随着肝
纤维化的发展，Ⅳ型胶原及 FN、LN 的大量沉积，基
底膜的毛细血管化的形成，另一方面 MMP-2 通过反
馈调节加强又起到降解沉积Ⅳ型胶原，维持细胞内环
境平衡，阻止肝纤维化的发展作用，但总体是基质
的合成大于降解，肝纤维化形成.
        MT1-MMP是基质金属蛋白酶基因家族中的一类新
组群，现发现有 6 个成员[20]，目前报道与肝纤维化有关
的主要是 MT1-MMP. MT1-MMP 结合 TIMP，进而结合
MMP-2 的羧基端位点，形成 MMP-2/ TIMP-2/ MT1-MMP
复合物，从而激活潜在型 MMP-2. 在该实验中，肝纤
维化形成过程中MT1-MMP mRNA表达随肝纤维程度升
高而增强与 MMP-2 表达趋势一致，充分说明他在肝
纤维化发生、发展过程中起重要作用.
       TIMP 能抑制活性基质金属蛋白酶，并结合非活性
型 MMP-2、MMP-9 而抑制其活化，因此间接对细胞
外基质的合成及降解起调节作用[2,5,7,10,11].我们实验表
明，在肝纤维化形成发展过程中TIMP-1表达随肝纤维
程度升高而增强，这与其他报道一致[10]. 该结果提示在
CCL4 损害过程中，随着肝纤维化的进展，TIMP-1 表达
持续增强，通过抑制胶原酶活性，阻止过量胶原的降
解，从而促进肝纤维化的发生、发展，这是肝纤维化形
成的重要原因.
        通过以上分析，可见 MMPS 及 TIMPS 在肝纤维化
发生、发展中共同发挥作用，相互制约、相互协调，使
ECM 处于不断合成与降解的代谢过程中，当肝脏受慢
性损害，他们制约不平衡时则导致 ECM 合成增多，肝
纤维化形成.
        关于 MMPs 及 TIMPS 在肝脏中的细胞来源目前尚
未完全阐明.我们观察到在肝纤维化形成过程中主要表
达于脂肪变性区域、“纤维细胞间隔”、纤维间隔周围
的星状、梭形间质细胞，推测为活化的肝星形细胞
(hepatic stellate cell，HSC)和肌纤维母细胞. 同时我们
还发现纤维间隔周围的部分肝细胞也有MMPs及TIMPS

的表达，而远离损伤区域和纤维间隔的肝细胞则几乎
没有 MMPs 及 TIMPS 的表达. 推测这些表达 MMPs 及
TIMPS 的肝细胞是一部分“特化”的肝细胞，这部
分肝细胞表达 MMPs 及 TIMPS 的原因可能是由于正常
肝细胞中即存在编码的基因，平时并不被翻译表达，
只有在肝组织受损，受到周围环境中的某种“信号”
的诱导后，才表达以参与肝纤维化的形成.由于肝细胞
数目巨大，因此进一步研究这部分“特化”肝细胞的机
制有重要意义.
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摘要
目的:观察肝移植术后胃黏膜的病理变化.

方法:采用二袖套法 + 肝动脉重建吻合法行鼠肝移植，经

组织病理和电镜切片观察肝移植后胃黏膜的组织结构和细

胞结构的变化.

结果:肝移植后胃黏膜组织结构表现为充血、水肿、溃

疡、糜烂形成.

结论:肝移植伴随胃黏膜的损伤，需要预防治疗.

褚延魁,马庆久,鲁建国,刘维,何显力,杜锡林,乔庆,王胜智. 鼠肝移植对胃黏膜

损伤的实验研究. 世界华人消化杂志  2003;11(4):486-487

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/486.htm

0   引言

理论上讲，一切肝病用常规的内外科所有方法不能治
愈，而预计在短期内无法避免死亡者，均可作肝移植.
目前，肝移植已成为公认的治疗肝病的有效手段，且
取得了满意的结果，但肝移植需阻断肝门血流，造成
胃肠道淤血，势必对胃黏膜造成损伤，国内尚未见关
于此方面的报道[1-7]，我们在成功地对大鼠进行肝移植
手术的基础上，观察胃黏膜的组织病理及电镜变化，为
预防肝移植后的上消化道出血，提高患者的生存质量
提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  SD ♂大鼠 70 只(第四军医大学动物中心提
供)，体质量(280 ± 60 g)，受体体质量等于或略重于

供体，随机分组.受体术前禁食 4 h，不禁水清洁手术.

1.2 方法  肝移植手术方法采用二袖套法 + 肝动脉重建

吻合法，手术过程分为(1)供肝切取；(2)受体肝切除；

(3)肝移植等三部分，其中肝上下腔静脉，门静脉采用

袖套法吻合，肝下下腔静脉及肝动脉吻合采用缝合法，

血管缝合借助手术显微镜操作. 于肝移植后 1 h、24 h、

72 h 分别心脏穿刺取血装入加有抑肽酶 1 000 u，100 g/L

EDTA-Na2 Leoul 的离心管中，4 ℃，3 000 rpm，15 min，

留取血样分装，置于 -70 ℃超低温冰箱保存，待测肝

功，留取部分胃黏膜组织，常规石蜡切片，HE 染色，

镜下行病理学观察. 留取部分胃黏膜组织，切成2×3 mm

长条形，戊二醛固定，电镜检查，血中谷丙转氨酶，谷草

转氨酶由本院检验科协助检查.

        统计学处理  实验结果均表示为 sx ± 采用团体t检

验，P <0.05 为显著水平.

2   结果

2.1本组肝移植实验动物肝缺血无肝期平均为 15.6±

3.2 min，术后动物苏醒，肝脏恢复血供，并有胆汁

流出，移植成功.

2.2 肝移植对转氨酶的影响  见表 1.

2.3 光镜观察结果  光镜下胃黏膜组织结构变化主要为

充血、水肿，部分大鼠胃黏膜形成溃疡、糜烂，但病变

局限于黏膜浅层，呈灶性分布，部分大鼠可见黏膜上皮

脱落. 炎细胞浸润程度不等，可见嗜酸性粒细胞及中性

粒细胞浸润.

2.4 透射电镜观察结果  透射电镜下可见细胞水肿，线

粒体肿胀，线粒体嵴模糊不清，大量的滑面内质网扩

张，核膜不清，染色质浓集，可见浆细胞、嗜酸性粒细

胞、淋巴细胞、中性细胞浸润，部分大鼠可见壁细胞染

色质变淡，核出现溶解，细胞器空化，核膜不清，以上

变化水肿以移植后 1 h 为主，坏死性变化以术后 24 h 为

主，72 h 组和治疗组鼠胃黏膜病变程度均有减轻.

3   讨论

以手术方法植入一个或部分健康的肝脏，从而获得肝
功能的正常恢复，称为肝移植. 肝移植起始于 1950

表 1   实验动物肝功检测结果(n =10)

对照          肝移植     肝移植 + 法莫替丁 OLT+Famotidine

        1 h       24 h       72 h 1 h      24 h     72 h

ALT 63 ± 13 189 ± 36a 453 ± 67a 387 ± 45a 177 ± 28a 426 ± 53a 356 ± 41a

AST 85 ± 26 241 ± 55b 632 ± 108b 412 ± 54b 228 ± 40b 397 ± 57b 341 ± 39b

 aP <0.01，bP <0.01 vs 对照.
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年，迄今已 50 a. 目前，肝移植作为一种治疗终末期
肝病的临床手段在全世界广泛应用. 已有上百家肝移植
中心分布在全球，肝移植的总例数已超过 3万例. 肝移植
的效果也有了明显的改进，最长存活者已超过25 a，大多
数存活 5 a 以上的患者都过着正常生活.
       肝移植治疗肝脏疾病取得了满意的效果，但肝移
植必然要阻断门静脉血流，造成胃肠道淤血，势必对
胃黏膜造成损伤，特别是近年来肝移植用于治疗门脉
高压症[8-13]，许多作者发现肝移植术无论从降低门脉压
力、预防术后再出血，提高存活率等各方面都优于常规
的断流及分流手术，得到广泛应用[14-18]. 而门脉高压常伴
有不同程度的门脉高压性胃炎，阻断门静脉造成的胃肠
道淤血势必加重对胃黏膜的损伤，需要作进一步的研究.
     本实验结果表明:肝移植后，胃黏膜组织出现充
血、水肿、部分大鼠胃黏膜有溃疡形成，与对照组比较
表明肝移植缺血再灌注对胃黏膜造成损伤，胃黏膜病
变以炎症性变为主，尽管病变局限在黏膜浅层，但仍
可形成黏膜的出血，部分胃黏膜形成溃疡，是造成术
后患者上消化道出血的主要原因. 肝移植肝缺血再灌注
造成胃黏膜损伤的原因，作者认为与阻断门脉及肝动
脉造成胃肠道淤血，局部缺氧，引起氧自由基及肿瘤
坏死因子，白介素类物质增多，造成对胃黏膜的损害有
关.透射电镜下见细胞内线粒体肿胀、嵴模糊不清，大量
滑面内质网扩张，核膜不清，染色质浓集，并有炎性细
胞浸润，同样支持胃黏膜在移植后出现损伤的结论.
      实验结果表明，水肿性改变以术后 1 h 为主，而
24 h 主要表现为坏死性变化，72 h 和法莫替丁治疗
组，胃黏膜病变程度均有减轻，提示我们对移植后的
胃黏膜损伤的预防及治疗应在术前进行，并应持续治
疗 3 d 以上，法莫替丁治疗，由于抑制了胃液的分泌，
减少了胃黏膜的损伤因素，减轻了对胃黏膜的损伤. 起
到了胃黏膜的保护作用.
       总之，通过对正常鼠肝移植后胃黏膜病理改变的
观察，我们发现肝移植伴随远隔器官 - 胃黏膜的损
伤，需要我们在临床工作中加以预防治疗.
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摘要
目的:观察重叠丙型肝炎病毒(HCV)感染对慢性乙型肝炎

(CHB)患者肝脏病变的近期及远期影响．

方法:选择6 mo-15 a前后行两次肝脏穿刺活体组织学检查

的 CHB 患者 230 例两次同期血清标本应用逆转录聚合酶

链反应(RT-PCR)技术进行了 HCV-RNA 检测，并将血清

HCV-RNA阳性与阴性患者近期肝脏病变及血清HCV-RNA

持续阳性患者(随访时间4.12±1.46 a)与随访时间具有可比性

的持续阴性患者远期肝脏病变分别进行了回顾性对比分析．

结果:血清HCV-RNA阳性41例(17.83 %) .血清HCV-RNA

阳性患者近期肝组织炎症活动度(G1、G2、G3、G4 例数

分布分别为5、8、16、12)与纤维化程度(S0、S1、S2、S3、

S4分布分别为1、3、8、19、10)与阴性患者(G1、G2、G3、

G4 例数分布分别为 37、60、57、35；S0、S1、S2、S3、

S4 分布分别为 8、20、63、69、29) 差异具有显著性

意义(P <0.05). 随访结束时血清 HCV-RNA 持续阳性患者

29 例．HCV-RNA 持续阳性患者与 116 例持续阴性患者

远期肝组织炎症活动度(加重、无变化、好转例数分布分别

为 12、10、7；24、24、68)与纤维化程度(加重、无变化、

好转例数分布分别为 15、8、6；27、26、63)差异亦具有

显著性意义(P <0.05)．

结论:重叠 HCV 感染加重 CHB 患者肝脏病变，并加速其

进 展 ．
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0   引言

传播途径的相似，使慢性乙型肝炎(CHB)患者重叠丙
型肝炎病毒(HCV)感染较为常见. 重叠HCV感染在CHB
患者肝脏损害中的意义，目前的报道大多为根据临床
表现、血清肝功能生化试验指标间接推断，缺乏病理
学、尤其是远期病理学观察；而我们的临床与病理学相
关研究表明，根据临床表现、血清肝功能生化试验指标
判断 CHB 患者的肝脏损害情况存在较大误差，肝脏穿

刺活体组织学检查才是判断其肝脏损害的金标准[1] . 我
们多年来根据自愿原则已开展两次以上肝穿刺活检患
者 300 例[1]. 选择其中于 6 mo-15 a 前后行 2 次肝穿刺活
检的CHB患者230例两次同期血清标本进行了HCV-RNA
检测，并将肝脏病理学变化与 HCV 感染的关系进行了
回顾性对比分析，观察重叠HCV 感染在 CHB患者肝脏
病变中的意义，以期完善对此问题的认识．

1   材料和方法

1.1 材料  230 例 CHB 患者均为多年来收治的住院患
者，男 158 例，女 72 例，平均年龄 34.8 岁；所有
患者血清 HBsAg 阳性 6 月以上，且经病理学证实，诊
断分型依照 2000-09(西安)第十次全国病毒性肝炎与肝
病学术会议修订的病毒性肝炎防治方案[ 2 ]，并排除
甲、丁、戊、庚型肝炎病毒、输血传播病毒(TTV)、巨
细胞病毒(CMV)、EB 病毒(EBV)现症感染及酒精性、药
物性、自身免疫性等肝病．
1.2 方法

1.2.1 血清乙、丙型肝炎病毒标志物检测  以酶联免疫
吸附试验(enzyme-linked immunosorbent assay ，ELISA)
法检测 HBVM(HBsAg、抗 -HBs、HBeAg、抗 -HBe、
抗 -HBc、抗 -HBc-IgM). HBV-DNA、HCV-RNA(部
分病例为血清库中保存血清)检测采用聚合酶链反应
(polymerase chain reaction ，PCR)、逆转录聚合酶链
反应(reverse transcription-PCR ，RT-PCR)法．试剂
盒为北京医科大学肝病研究所产品，操作步骤严格按
说明书进行．
1.2.2 肝脏穿刺活体组织学检查  所有患者于 6 mo-15 a
前后以 Menghini 快速穿刺法行两次肝穿刺活检，肝组
织以 10 ％甲醛固定，制成 4 µm 切片，HE、网状纤
维染色，依照上述防治方案做肝组织炎症活动度与纤
维化程度观察，并做两次病变对比(加重、无明显变化、好
转). 每次肝穿刺活检同时采血 5 ml，置血清库中保存．
1.2.3 治疗方法  所有患者均予维生素类药物及由我所
研制、泰安泰来药业有限公司生产的免疫调节剂泰来
肽(抗乙肝胎盘肽，国药准字 1999 S-01 号)[3-5]，部分
患者联用核苷类药物拉米夫定．
         统计学处理  肝脏炎症活动度与纤维化程度结果比
较采用 Ridit 分析进行统计学分析. P <0.05 为差异有显
著性意义．

2   结果

2.1血清HCV-RNA阳性与阴性CHB患者近期肝脏病

理学比较  230 例 CHB 患者共检出血清 HCV-RNA 阳性
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41 例. 无论血清 HCV-RNA 阳性还是阴性 CHB 患者肝
脏病变均可见小叶内肝细胞的变性、点、灶状坏死、
汇管区淋巴细胞、单核细胞的浸润，但血清 HCV-
RNA 阳性病例肝细胞脂肪变性、汇管区淋巴滤泡形
成、胆管损伤等更为多见；同时近期肝组织炎症活
动度及纤维化程度明显加重(P <0.05). 见表 1．

表1  血清HCV-RNA阳性与阴性CHB患者近期肝脏炎症活动度及纤维化程度比较

            炎症活动度 a      纤维化程度 a

分组 n
           G1      G2       G3       G4         S0      S1       S2        S3     S4

HCV-RNA(＋)组    41         5        8        16        12           1        3         8         19     10

HCV-RNA(－)组  189       37       60       57        35           8       20       63        69     29

aP <0.05 vs  HCV-RNA(－)组.

2.2血清HCV-RNA阳性与阴性 CHB患者远期肝脏病

理学比较   6 mo-15 a 后血清 HCV-RNA 持续阳性患者
29 例(随访时间 4.12±1.46 a). 为比较重叠 HCV 感染对
CHB 患者肝脏病变的远期影响，选择随访时间等方面具
有可比性的血清 HCV-RNA 持续阴性 CHB 患者 116 例
(1∶4 配对)作远期肝脏病理学变化比较. 结果发现两组
患者均有部分病例加重、进展为早期肝硬化、肝硬化.
但血清 HCV-RNA 持续阳性 CHB 患者较持续阴性患者
远期肝脏病理学加重更为明显(P <0.05). 结果见表 2．

表 2  血清 HCV-RNA 持续阳性与持续阴性 CHB 患者远期肝脏炎症活动度及纤维

化程度变化比较

            炎症活动度 b             纤维化程度 b

分组          n
  加重      无变化      好转    加重      无变化     好转

HCV-RNA 持续(＋)组    29        12           10             7                 15            8            6

HCV-RNA 持续(－)组  116        24           24            68                27           26           63

bP <0.05 vs  HCV-RNA 持续(－)组.

3   讨论

HBV、HCV 感染呈世界性分布[6-8]. 目前全球约有 3.5 亿
慢性 HBV 携带者(占世界人口 5 %)，亚洲和非洲人群
中 HBV 携带率为 8-15 %，我国为 9.75 %. HBV 携带
者中 50-70 % 存在病毒活跃复制，为 CHB；同时全
球约有 1.7 亿人感染 HCV，抗 -HCV 流行率西欧为
0.6-7.5 %、东欧 1-5 %、美国 1.8 %、赤道非洲 6.5 %、
埃及 20%、日本 0.2-3.9 %、我国 0.8-3.2 %，为 HBV
携带者人数的二分之一[9-11] ;且二者具有相似的传播途
径， 同时已有研究表明HBV感染增加肝组织对HCV的
亲合力，且 HBV 感染封闭了机体的免疫功能，使 HCV
易感性增加[12]，故 CHB 重叠 HCV 感染的现象较为常
见．因此研究重叠 HCV 感染的 CHB 患者的临床与病
理学特点，对阐明 HBV、HCV 双重感染的相互作用
及其防治具有重要意义．
       在慢性 HBV 感染者中，HCV 感染的状况，报道
不一，有报道 10-15 %、18-20 %，甚至有报道达

30 % 以上[13-15]. 这与世界各地的卫生状况、血液及血
制品管理、经济条件等因素有关. 本研究对 230 例 CHB
患者血清标本进行了 HCV-RNA 检测，结果发现 HCV-
RNA 阳性 41 例，感染率达 17.85 %，进一步表明 CHB
患者 HCV 感染的现象的确常见．
        CHB 患者重叠其他肝炎病毒感染，始终是国内外
学者们关注的重要课题．如重叠 HAV感染加重CHB肝
组织炎症活动度，但并不影响纤维化程度[16];但重叠
HGV感染对CHB肝组织炎症活动度及纤维化程度却无
明显影响[17,18] ; 重叠TTV感染对CHB病程及预后均无影
响[19,20] ; 重叠HDV感染常使病变迅速进展为肝硬化和肝
衰竭、肝癌[21-23]. 重叠 HCV 感染对 CHB 患者肝脏损害
的影响，研究亦较多，但大多根据临床表现、血清
肝功能生化试验指标间接推断，缺乏病理学、尤其
是远期病理学观察;且意见不一，一种意见说既无病情
加重，亦无组织学改变的减轻，并未加速进展导致肝硬
化[12,24,25]，但大多数学者则认为，二者感染导致病情
加重，临床上以纳差、黄疸、腹水及低蛋白血症发生率
高，并以慢性活动性肝炎及失代偿期肝硬变最多见，或
表现重型肝炎[12,13,26-34]. 本研究运用两次肝穿刺活检技术
对 230 例 CHB 患者中重叠与未重叠 HCV 感染者近期与
0.5-15 a 后肝脏病变分别进行了对比观察，结果发现
血清 HCV-RNA 阳性病例无论近期还是远期肝组织炎症
活动度及纤维化程度均较阴性病例明显加重(P <0.05). 从
而表明重叠 HCV 感染并不像重叠 HAV、HGV 感染那
样，而是加重 CHB 肝组织炎症活动度及纤维化程度，
并加速其进展．
        HBV 感染的自然史研究表明，CHB 预后不良，部
分病例最终演变为肝硬变、肝癌或重型肝炎死亡[35-40]，
因此筛选出影响 CHB 预后的因素，对 CHB 患者的防
治具有重要意义;而本研究结果提示重叠HCV感染即是
CHB 预后不良的重要影响因素之一. 因此，对 CHB 患
者尽可能避免血液及血制品输入，同时如出现下列征
象应警惕 HCV 感染[12] : ⑴ 病情好转后，突然出现黄
疸；⑵ ALT 持续不降或反复升高；⑶ 低白蛋白血症
且进行性加重；⑷ 慢性肝炎出现亚急性重症表现；⑸
肝硬变出现多种并发症；⑹ e 抗原转化为 e 抗体后仍
有肝脏炎症表现，在排除 e 抗原阴性的变异型 HBV 或
HDV 感染后，则常常存在 HCV 感染. 干扰素是目前国
际公认的有效抗肝炎病毒药物[41,42]，但已有研究表明，
HBV、HCV 双重感染者抗病毒药物 α 干扰素疗效差[43,44]，
同时重叠 HCV 感染亦影响 CHB 免疫调节剂疗效[45] ;但
最近意大利学者[13]对重叠HCV感染的CHB患者应用大剂
量 α 干扰素 6-9 MU，3 次 /wk × 6 mo)，我们[45]应用大
剂量免疫调节剂泰来肽均证明效果较好，因此可予应用．
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正常人胃左静脉的声象图及血流动力学特征
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摘要
目的:研究胃左静脉(LGV)的超声解剖及其血流动力学特征.

方法:测定正常组胃左静脉内径，观察其走向及汇合点，

确定血流方向和流速，并以门脉高压者作为对照组，观察

胃左静脉与门脉的汇合点.

结果:71.5 % 的胃左静脉得到确认，96.5 % 的胃左静脉汇

合于脾静脉或脾门静脉交界处.

结论:大多数人的胃左静脉可以用彩色多普勒超声检测到，

并可以作为早期诊断门脉高压的重要指标.

夏建国,董胜翔,李凤华. 正常人胃左静脉的声象图及血流动力学特征. 世界华

人消化杂志  2003;11(4):491-493

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/491.htm

0   引言

正常人胃左静脉(LGV)及其血流动力学的彩色多普勒检
测国内外报道很少. 但是，他是门脉高压时引起食管
胃底静脉曲张的重要血管.本文目的是利用彩色超声检
测正常人胃左静脉的声象图和血流动力学特征. 现报道
如下:

1   材料和方法

1.1 材料  本研究对 200 名正常人胃左静脉(LGV)内径、
走行、血流速度和血流方向进行检测，并统计胃左静脉
与腹腔干及门脉的关系.年龄 14-91 岁，男 93 名，女
107 名. 同时检测 200 例门脉高压脾肿大患者(其中包括
20 例门脉有瘤栓、7 例门脉畸形)的胃左静脉与门脉系
统的关系，年龄 24-68 岁，男 110 例，女 90 例. 仪器:
HPSONO4 500 彩色多普勒超声诊断仪，探头频率 3.5
MHz，用 MO 光盘或打印后扫描至电脑硬盘保存.
1.2 方法  受检者一般空腹，取平卧位或左右侧卧位，
肝胆脾胰和门脉系统常规检查后，于剑突纵切及斜
切，仔细检查胃左静脉走行及汇合点，彩色多普勒超
声检测血流的方向，在平静呼吸时嘱患者暂停呼吸，
测定最宽处管腔的内径及血流频谱. 声束与血管的夹角
尽量保持在< 60 度. 交界部的确定：脾静脉肠系膜上
静脉与门脉主干汇合的较宽部位.

        统计学处理 用 SPSS10.0 软件计算，数据用 sx ±

表示，组间比较用相关分析.

2   结果

200 名正常人中有 143 名(71.5 %)胃左静脉得到确认，
有39名(19.5 %)由于肠气的干扰或肥胖无法显示腹腔动
脉和胃左静脉周围的结构. 有 18 名(9 ％)腹腔动脉周围
结构能显示清楚，但是胃左静脉仍无法探测到，可能
的原因是由于胃左静脉管腔的内径确实非常细. 200 例
肝硬化患者中有 176 例(88 %)的胃左静脉得到确认. 胃
左静脉终止点可有三种情况(表 1): (1)78 例(54.5 ％)止于脾
静脉(图1); ⑵ 60例(42 %)止于脾门静脉交汇处(图2);(3)5例
(3.5 %)胃左静脉止于门脉主干(图3). 有62.2 %(89/143)的正
常人测及满意的血流频谱，平均流速约 18.5 ± 6.5 cm/s，
范围在 5.6-32.9 cm/s，血流频谱形态随腹腔动脉及其
分支的搏动而有上下起伏(图 4)，96.6 %(86/89)正常人
胃左静脉血流方向向肝，有 3.4(3/89)的正常胃左静脉
血流方向离肝，其中有1例胃左静脉扩张扭曲(图5)，血
流方向离肝(图6). 143例胃左静脉内径见表2. 胃左静脉
的走行见表 3.

图 1  胃左静脉越过脾动脉止于脾静脉,内径 2.04 mm.

图 2  胃左静脉经过肝动脉后方止于脾门静脉交汇处,内径 3.37 mm.
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图 3  胃左静脉经过肝固有动脉的后方止于门脉主干,内径 6.3 mm.

图 4  胃左静脉内的血流频谱,血流方向向肝,流速 7 cm/s.

图 5  胃左静脉扩张扭曲,最宽处 1.0 cm.

图 6  胃左静脉扩张扭曲,血流方向离肝,最大流速 40 cm/s.

表 1  胃左静脉在门脉系统的终止点

门脉主干 脾门静脉交界处 脾静脉 参考文献

 47.9 % 7.3 % 42.7 %         2

    24 %  59 %   17 %         3

    25 %  45 %   30 %         4

    30 %  33 %   37 %         1

5(3.5%)            60(42%)          78(54.5%)         A

6(3.4%)            81(46%)          89(50.6%)         B

2 和 3 是尸解研究的资料; 4 为门高压患者经肝门脉造影得到的资料;1 为

两维超声的资料; A为本次研究的正常人资料; B为本次研究的门高压的

资料; A、B 两组资料的相关系数 r =0.989.

表 2  胃左静脉的内径

终止部位  n 平均内径 mm 内径范围 mm

脾静脉 78 3.07 ± 0.91 1.12-5.24

交界处 60 2.87 ± 0.65 2.12-4.24

主干   5 2.01 ± 0.81 0.91-5.81

表 3 胃左静脉与腹腔动脉干及其分支的关系

终止点  n 位于动脉的前方      位于动脉的后方

脾静脉 78         70(90%)   8(10%)

交界处 60             2(3%) 58(97%)

主干   5               0 5(100%)

3   讨论

胃左静脉(LGV)又称为胃冠状静脉，沿胃小弯在小网
膜两层间与胃左动脉伴行，然后向右注入门静脉，有
时注入脾静脉. 胃左静脉在贲门处与注入奇静脉、半
奇静脉的食管静脉有吻合. 门脉高压时，胃左静脉处
于门脉与胸腔负压的奇静脉之间，较门脉的其他属支
更易受影响，成了门脉高压时血液反流的主要通道. 是
一条相当重要的血管.因此，我们观察了正常人群胃左
静脉的彩色多普勒超声的特点.
       超声可显示大部分正常人的胃左静脉，其显示率
在 71.5 %， 比 Roi [1]在 1993 年报道的正常人胃左静脉
的显示率 46 ％(86/187)高 25.5 个百分点. 这与仪器的进
步及观察的方法有关，在腹壁比较薄的正常人中，我
们用高频探头观察，可以发现直径 1 mm 左右的胃左
静脉.胃左静脉在肝左外叶的后下方，胃小弯的上方，
或与身体长轴平行、或斜行、或垂直.其上端指向贲门，
下端与门脉系统连接.走行时越过腹腔动脉干分支的前
方或后方，在越过动脉前后方时，管腔的内径有时可
见受压变细.绝大多数的胃左静脉汇合点在脾静脉或门
脾静脉交界部，与文献[1-4]报道的不尽一致. 分析其
中原因: (1)可能汇合点在门脉主干的胃左静脉其管腔特
别细，不能被超声检出; (2)可能胃左静脉本身就主要
汇合在脾静脉或交界部; (3)也有可能将汇合在主干的胃
左静脉算作汇合在交界处. 同时我们发现了另一个现



象，终止于脾静脉的胃左静脉绝大多数越过脾动脉前
方，终止于交界处或主干的胃左静脉绝大多数在肝动
脉的后方经过，与文献[1]报道基本一致.
        胃左静脉的彩色血流及频谱的特征:正常人胃左静
脉的血流频谱与门脉系统的其他各部分支不同，以随
动脉的搏动而上下起伏为主，在同时测及胃左静脉和
动脉的频谱时，发现低谷是在动脉的收缩期，特别是越
过脾动脉终止于脾静脉的胃左静脉更明显. 流速的变化
范围也比较大，主要的问题可能是测量时的角度太大，
因为胃左静脉的走行大多数与声束垂直. 同时我们发现
Valsalva试验时，有一小部分正常人的胃左静脉内不能
测及血流频谱及彩色血流，在一部分有胃左静脉反流
的患者中，Valsava 时，反流的血流频谱就消失，因此
我们在患者平静呼吸时嘱暂停呼吸，此时可以测及比
较满意的血流频谱.
      认识正常人胃左静脉的彩色多谱勒超声的特点，
具有相当重要的临床意义，因为目前尚未找到无创伤、
无痛苦的评价早期门脉高压的好方法. 临床诊断门脉高
压症的三大特点为脾脏肿大、侧枝循环形成及腹水. 一
般认为内镜发现食管静脉曲张，是评价门脉高压症的
可靠方法[5]  ，有学者认为超声诊断可以根据肝脏回
声、门静脉直径、脾静脉直径、脾脏厚度等 4项指标进
行综合分析，可以作为准确的诊断门脉高压症的影像

学标准[6].而在我们的实践中，许多门静脉直径未见增
宽时，以及在胃左静脉内径还没有增宽时，在胃左
静脉内已见离肝血流频谱；并且在部分晚期肝硬化的
患者中门静脉内径也不超过 1.3-1.4 cm. 因此，超声诊
断门脉高压症应该根据多方面的声象图表现综合起来
考虑，如果再加上胃左静脉的超声多普勒表现，就
有可能更早的发现门脉高压的存在.但是，需要注意的
是:由于正常人胃左静脉的流速及内径变化范围比较
大，我们认为尚不能根据内径的扩大和流速的减慢来
诊断门脉高压的存在.胃左静脉内有反流，再加上肝脾
的声象图特征，可能是诊断早期门脉高压的好方法.
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摘要
目的:探讨重症急性胰腺炎外科治疗成功的关键.

方法:通过对 120 例重症急性胰腺炎救治经验的总结，分

析手术和非手术治疗效果.

结果:手术治疗 75 例，治愈 59 例，死亡 16 例；非手术

治疗 45 例，治愈 39 例，死亡 6 例，两种治疗效果无统

计学差别(P >0.05). 合并 ARDS 而肺功能未纠正施行胰腺

引流，死亡率明显升高(P <0.01)，休克、胰性脑病和全腹

膜炎的患者手术与否无明显差异(P >0.05).与死亡率有关的合

并症为休克、ARDS、全身感染、胰周脓肿大出血和胰性脑

病，分别占SAP死亡率的36.3 %、27.2 %、13.6 %、13.6 %和

9.1 %. 重症急性胰腺炎外科治疗由过去过分强调手术转变

为过分依赖非手术治疗，许多患者或死于不当手术，或死

于未及时手术.

结论:重症急性胰腺炎最佳治疗方法只有一个，手术与

否、何时手术，如何选择和把握是临床外科医生治疗成功

的关键.

金世龙,候庆福,顾红光,王仁云,廖维健. 手术与非手术治疗重症急性胰腺炎

120 例. 世界华人消化杂志  2003;11(4):494-496

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/494.htm

0   引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis，SAP)迄今仍
是一种并发症多、死亡率高、治疗棘手的外科急腹症.
由过去早期积极手术治疗过渡到现在早期非手术的

“个体化治疗方案”的原则逐步为大家所接受.  然
而，提倡非手术治疗的同时也不能忽视手术治疗，因为
手术指征、手术时机和手术方式的选择将直接影响患
者的预后. 我们对 20 a 来收治的 120 例 SAP 患者进行总
结和分析，将我们的经验和教训报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  1982-10/2002-02 我院共收治 SAP 120 例，男
65 例，女 55 例，年龄 9-82(平均 51.4)岁. 患者主要临
床表现为上腹部持续性剧痛、腹膜刺激征、血尿淀粉
酶，血象升高，血性腹水、不同程度的全身性和局

部并发症，B 超及 CT 扫描下的胰腺和胰周围病变，按
照我国标准均符合 SAP 条件[1-3]. 其中 SAP 合并胆总管
结石 15 例，胆囊结石 27 例，十二指肠乳头周围憩室炎
2 例，外伤性 SAP 1 例.
1.2方法  1982/1997 我院对 SAP 患者采用早期积极手术
治疗(诊断明确). 1997 年后 SAP 患者多数采用非手术的
综合治疗，尤其是对胰腺炎病理生理变化认识深入和
生长抑素(施他宁)使用，手术病例明显减少. 仅下列情
况下需手术处理: (1)胆源性胰腺炎并胆道梗阻或化脓性
胆囊炎，应尽早手术；(2)SAP 合并腹腔感染，诊断成
立即手术引流；(3)对于需要手术的 SAP 患者在休克、
ARDS 基本纠正，血压和呼吸稳定后才能手术处理胰腺;
(4)在 SAP 时又不能除外脏器破裂穿孔者应手术探查.
       本组 SAP 患者 120 例，手术治疗 75 例(62.5 %)，手
术引流含大量胰酶和有毒物质的腹水，清除坏死已脱
落的胰腺组织，胰腺周围放置单腔或双腔引流管. 胆
总管结石伴急性胆管炎同时施行胆总管探查、T管引流
术. 急性胆囊炎同时施行胆囊切除术或胆囊造口术. 非
手术治疗 45 例，方法包括: (1)补充血容量，纠正水
电解质紊乱，改善胰腺微循环；( 2 )  禁食、胃肠减
压；(3)营养治疗；(4) 防治感染；(5)抑制胃液、胰液
分泌(施他宁)和抑胰酶制剂；(6)加强重要脏器监测，早
期积极处理多器官功能不全.

2   结果

2.1 SAP 治疗的一般情况  本组 SAP 120 例，治愈 98
例(81.7 %)，死亡 22 例，死亡率为 18.3 %，发生各
种并发症 75 例(62.5 %). 手术治疗 75 例(62.5 %)，治愈 59
例(78.6 %)，死亡 16 例(21.3 %).非手术治疗 45 例(37.5 %)，
治愈 39 例(86.6 %)，死亡 6 例(15.4 %).手术和非手术
治疗组治愈率和死亡率差异无统计学差异(P >0.05).
2.2 SAP 并发症及预后和 22 例 SAP 死亡的直接原因

SAP 常见的并发症是胰周脓肿、休克、ARDS、胰性
脑病、代谢性酸中毒、全身性感染、肾功能不全和
大出血，其发生率分别为 23.3 %、13.3 %、13.3 %、
11.6 %、8.3 %、6.6 %、5.8 % 和 5.0 %. 在这些 SAP 的
并发症中，与死亡率有关的合并症(表 2)为休克、ARDS、
全身感染、胰周脓肿和胰性脑病、大出血，分别占SAP死
亡率的 36.3 %、27.2 %、13.6 %、13.6 % 和 9.1 %.

2.3手术和非手术治疗对SAP死亡率的影响  合并ARDS

的 SAP 患者手术引流胰腺后死亡率非常显著高于非手

术的综合治疗(P <0.01). 合并休克、胰性脑病和全腹膜

炎的 SAP 患者，采用手术引流胰腺和非手术的综合治
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疗，其死亡率无统计学差异(P >0.05).

表 1  SAP 并发症及预后

并发症   n 死亡(%)        并发症                n       死亡(%)

休克 16 9(7.5)        出血                     6        4(3.3)

全身感染   8 4(3.3)        胰性脑病           14        7(5.8)

ARDS 16 7(5.8)        代谢性酸中毒   10        1(0.9)

肾功能不全           7 4(3.3)         胰周脓肿       28             3(2.5)

表 2  22 例 SAP 患者死亡直接原因

致死性并发症  n                     死亡 百分比(%)

休克 16              8    36.4

A R D S 16                        6    27.3

全身性或腹腔感染   8                        3    13.6

胰周脓肿大出血   6                        3    13.6

胰性脑病 14                        2      9.1

表 3  SAP 合并全腹膜炎、ARDS、休克和胰性脑病的预后与手术关系

      手术(胰腺手术) 非手术
      n

n 治愈   死亡 n 治愈 死亡

ARDS         16     10   4      6 6    5   1a

休  克         16       7   3      4 9    4   5b

胰性脑病   14     10   5      5 3    2   1b

全腹膜炎   69     42 33      9              27   21   6b

aP<0.01, bP >0.05.

3   3   3   3   3   讨论

SAP 不仅并发症多、死亡率高，而且治疗棘手，是
医学史上争论最多的问题之一，治疗归属多次在内、外
科之间徘徊. 国内在 1970 年代以前，SAP 的手术治疗
尚未开展，重症者几乎无救治的希望.到 1970 年代以
后，随着手术治疗的开展，越来越多的患者经手术治
疗治愈，导致了扩大手术范围的倾向，使疗效长期停
留在 70 % 的水平. 到 1990 年代初，认识到胰腺坏死
感染与否是影响其自然转归的关键因素，因而提出了
根据坏死是否感染选择手术指征的“个体化治疗”方
案[3]. 此后 SAP 的手术和非手术治疗同时得到的发展，
目前 SAP 总体治愈率达到 83 %，手术治疗达到 70 %，
非手术治疗达到 90 %，征服 SAP 成了外科医师的热
点.我们通过对我院 20 a 收治的 120 例 SAP 治疗结果进
行分析，主要有以下几点体会.
3.1避免过度强调手术治疗的倾向  在1982/1997年间我
们对 SAP 患者早期采用积极的手术原则，手术指征掌
握宽松，似乎手术越早越好，有时入院数小时立即手
术，这样产生 3 个不良后果: (1)死亡率高.在我们手术
治疗的 SAP 患者中，8 例在手术后 1 d 内死亡，其中
2 例手术后全麻根本未醒就死亡. 这是因为在 SAP 早期
3 h 内，体液丢失可能大于 30 %，处于休克前期状

态，入院后体液补充不够，加上 ARDS 、手术创伤
和麻醉打击，患者更难承受，表 2 提示 16 例休克导致
8 例死亡，多数在 1982/1997 年间. 表 3 显示，合并
ARDS 的 SAP 患者，在 ARDS 未纠正情况下手术引流胰
腺，死亡率会非常显著升高(P <0.01)，因此即使需要
手术，如手术时机掌握不准，也会影响治疗效果. (2)
引流不彻底易形成脓肿. 在SAP早期胰腺缺血坏死范围
不确定，未形成明确分界线，手术时只能清除坏死脱
落的组织. 有些缺血变黑的胰腺可以恢复正常，其结
构完整，手术不便于清除；有些坏死范围进一步发展，
产生新的坏死组织. 手术目的是引流，不能阻止胰腺进
一步坏死，因此在引流物选择和位置不当时，极易形
成胰周脓肿. 本组 1 例青年男性 SAP 患者，入院 3 h 即
行手术，手术中见胰腺大范围变黑，在切开胰腺包膜
减压时损伤其上缘静脉血管，造成大出血，用止血纱
布填塞止血，胰周放 3 根单腔引流管引流结束手术. 术
后 1 wk 出现腹痛、发热及血象高，CT 检查诊断为胰
周脓肿，先后5次手术清理脓肿均不能治愈，最后脓肿
腐蚀周围大血管，因大出血死亡. 这种手术引流不彻底
易形成脓肿的情况已有报道[4] . (3)手术引流将胰腺无菌
性坏死变成细菌感染性脓肿.多数 SAP 急性期不一定存
在细菌感染，少量坏死组织可以吸收，即使大范围组
织坏死，在一定时间也不一定有感染. 一旦手术引流
加冲洗，外界细菌沿引流管逆行感染和肠道细菌易位，
易造成胰周细菌性脓肿，尤其腹腔灌洗，会增加感染
的机会. 引流通畅对治疗有利，但引流物选择和位置
不当，极易形成胰周细菌性脓肿. 胰周细菌性脓肿的
后续处理复杂，易引起大出血和脏器穿孔等并发症.
3.2 避免过度强调非手术治疗的倾向  SAP 的治疗有两
种选择，即手术治疗和非手术治疗，但是对一个具体
患者在病程的某一点而言，必然只有一种治疗更为合
适. 在 SAP 急性期非手术治疗的原则下，近些年有的
医师一味追求非手术治疗的倾向比较普遍和严重，使
那些需要手术的病例失去治愈的机会. 本组有 2 例 SAP
伴腹腔严重感染，急需手术引流便于控制感染，而其
家属考虑自身经济利益，不在手术同意书上签字，致
使患者发展为败血症及感染性休克死亡(表2). 本组另1
例 SAP 患者，入院时为急性轻症胰腺炎，2 d 后病情转
重，出现严重腹痛、心慌及全腹膜炎及精神症状，5 d 后
出现腹胀，两侧腹腔局限性包快，穿刺抽出黑色混浊
腹水，腹水淀粉酶较高，腹水常规检查见脓细胞，此时
患者一般情况良好，应手术引流，但医生仍坚持非手
术治疗. 非手术治疗 1 mo 内患者腹胀加重，发展到不
能进食，CT 检查发现腹膜后间隙大量积液，经腹腔穿
刺抽出脓液，立即转为手术引流. 术中发现腹腔内清洁
无腹水，腹膜后间隙广泛感染，吸出脓液 5 000 mL，
黑色淤泥样坏死组织 500 g，术后引流脓液 300-600 mL/d，
术后30 d脓腔大出血无法救治死亡. 如果在穿刺抽出黑
色混浊腹水时手术引流，脓肿减压后不一定会在整个
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腹膜后间隙扩展. “个体化治疗”原则强调应根据 SAP
的不同病因、不同病期、感染与否而做不同处理，
使 SAP 的治疗转化为“手术治疗”及“非手术治疗”
的双轨方式，不能片面地强调某一方面的作用.
3.3 SAP 手术指征和手术时机再探讨  从治愈率看，手
术治疗 75 例，治愈率 77.3 %，非手术治疗 45 例，治
愈率 86.6 %，手术和非手术治疗组治愈率差异无统计
学意义(P >0.05). 似乎非手术治疗效果更好，但我们不
应忽视非手术治疗的 SAP 患者病情较轻的现实，而近
几年手术病例病情重、并发症多的特征，二者缺乏
可比性. 对于手术指征和时机，1982/1997 年对 SAP 患
者采用积极早期手术治疗，治愈率只有 77.3 %. 1997
年后 SAP 患者多数采用非手术综合治疗，尤其是对胰
腺炎病理生理变化认识的深入和生长抑素(施他宁)的使
用，手术病例明显减少，SAP 手术指征更为严格，手
术时机也有一定限制，治愈率上升到 86.6 %.仅下列情
况下需手术处理: (1)胆源性胰腺炎并胆道梗阻或化脓性
胆管炎，应尽早手术引流胆道，以去除病因，减缓
病情发展.对胆囊结石而胆道梗阻不明显者，应当在胰
腺炎控制以后，做胆囊切除术，以免再发；(2)SAP
合并腹腔感染，诊断成立即手术引流；(3)需要手术的
SAP 患者在休克或 ARDS 基本纠正，血压和呼吸功能
基本稳定后才能手术处理胰腺炎；(4)在 SAP 不肯定又
不能除外脏器破裂穿孔者应手术探查；(5)假性胰腺囊
肿于 3-6 mo 后行囊肿空肠内引流术.
3.4 需要借助手术解决的问题  胆源性胰腺炎并胆道梗
阻或化脓性胆管炎，应尽早手术引流胆道，以去除
病因，减缓病情发展.如果抓住了这一时机，患者常
能转危为安，而时机一旦失去，病情常常急转直下.
对胆囊结石而胆道梗阻不明显者，应当在胰腺炎控制
以后，做胆囊切除术，以免再发.
       需要通过手术清除酶性毒性渗液，缓解腹内高压
和腹膜后感染，以减轻全身性影响和脏器功能障碍
者，见于发展极快的暴发性胰腺炎. 及时手术将大量
的腹腔和胰周腹膜后间隙的渗液引出，加以手术继续
灌洗，可以减轻毒素吸收对全身的影响，结合严密
的监护和脏器功能支持，能增加暴发性胰腺炎患者的
生存机会.
       胰腺及胰外坏死组织感染、坏死感染组织液化包
裹、脓肿形成或囊肿感染都需要做病灶清除引流. 经
非手术治疗控制的病例，胰腺或胰周出现含有液体和

坏死组织的包裹性病灶，CT 显示低密度区，首先要考
虑为局限性坏死包裹，不要不加排除地诊断为假性囊
肿，造成治疗的延误. 如果患者有明显症状，做出手术
选择不难，而那些被认为没有明显症状的病例则需要
仔细分析鉴别，如有上腹饱胀、呕吐等消化道症状、慢
性消耗或出冷汗等症状，CT 病灶不均质、不缩小，都
是选择手术治疗的依据，不要等出现脏器功能受损，如
呼吸功能不全和脑病症状，才考虑手术. 对于直径大于
6 cm 或持续增大、或者有压迫症状的假性囊肿也应手
术引流.
3.5 应重视 SAP 并发症防治  过去外科医生将主要精力
放在控制胰腺炎症上，对 SAP 并发症重视不够，强调
早期积极手术治疗时，往往不纠正心肺脑功能紊乱，就
上台手术，影响患者预后. 经过总结和分析发现 SAP
患者的病情与胰腺的病变程度和有无并发症有直接关
系，胰腺的病变越重，其合并症越多，预后越差. 在这
些 SAP 的并发症中，ARDS、休克、胰性脑病、全
身感染和脓腔大出血，分别占 SAP 死亡率的 27.2 %、
36.3 %、9.1 %、13.6 % 和 13.6 %[5,6]. 本组结果提示，
在各种并发症中休克、ARDS及肺功能不全、胰性脑病、
全身感染胰周脓肿和大出血是死亡的主要原因，其死
亡率分别为 7. 5 %、5.8 %、5.8 %、3.3 %、2.5 %
和 3.3 %. 全腹膜炎是 SAP 的腹部典型表现，虽与 SAP
病情严重程度和死亡率有关，但具体分析每 1 例患
者，全腹膜炎几乎都与上面四种并发症相伴随，单独
出现并不会引起死亡. 肾功能不全亦有一定发生率，治
疗中只要补足液体和血液透析，对 SAP 合并肾功能不
全未引起死亡.
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