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摘要

严重急性呼吸综合征(severe acute respiratory syndrome

SARS) 又称为 传染性非典型性肺炎(infectious atypical

pneumonia) 是由新型变异的冠状病毒感染引起的一种

以肺部感染病变为主要特征的新型传染病 是一种新的 传

染性强 死亡率高的急性呼吸道传染病. SARS传播速度很

快 在全球广泛流行 到目前为止几个月内我国大陆 香

港 台湾 北美 欧洲等33 国家或地区均有发现. 截止

至2003-06-06 全球SARS临床诊断病例已达8 404例

累计死亡779例; 在我国内地流行形势一度十分严峻 目

前已经得到有效的控制. 经包括我国科技人员在内的世界各

国科学家的联合快速攻关 于2003-04-16 WHO正式宣布

冠状病毒的变异株(SARS-CoV)是传染性非典型肺炎病原体.

我们认为临床确诊SARS患者必须重视流行病学接触史

持续出现的发热 头痛等流感样症状及动态观察患者的胸

片均是十分必要的. SARS目前尚无特异性治疗和预防方

法 主要应用糖皮质激素 抗病毒 抗感染 机械通气 严

密隔离等 新的药物和方法尚在研究中. SARS流行已严重

干扰和影响了我国乃至国际社会的经济和社会发展 因此

控制其流行 研究SARS 科学 规范 可靠而有效的治

疗方案刻不容缓. 目前的研究尚存在许多待解决的问题

随着基础研究的进展 针对SARS的技术和药物终将出现

最终征服这一人类从未面临的疾病.
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0   引言

自2002-11-16我国广东省佛山市发现第1例原因不明

的严重呼吸道传染病[1].  与一般病原体(细菌 病毒

支原体 衣原体)所导致的肺炎不同 该病起病急 病

变发展迅速 容易出现急性呼吸衰竭 进而导致多器官

功能衰竭 具有较高的死亡率 并且传染性极强. 由

于患者主要表现为高烧 干咳 全身酸痛 呼吸困难等

症状 且病因不明 各种抗生素治疗无效 当时广州的

专家根据临床症状判断可能是由变异的新病毒感染引起

据此称之为 非典型肺炎(atypical pneumonia) [1]. 因其传染

性强 传播快 死亡率较高 2003-04-08 国务院将

其列为我国法定的传染病 称为传染性非典型肺炎.

2003-02下旬香港和越南等地也出现了类似病例[2,3] 当

时在越南河内参加救治工作的WHO传染病专家意大利

籍的Carlo Urbani博士首次报道这类疾病 [4] 2003-03-

29 Urbani医生因患SARS 以身殉职. 为了永恒纪念这位

医生 世界卫生组织(WHO) 2003-04-16建议将导致这

种新疾病的病原体命名为Urbani-SARS冠状病毒 [4,5].

        WHO在2003-03-12发出关于 非典型肺炎 的

全球性警告之后 2003-03-15 WHO将其命名为严重

急性呼吸综合征(severe acute respiratory syndrome

SARS). 经过WHO 的组织协调 于2003-03-17成立了

一个由全球10个国家和地区11个顶级实验室组成的合

作研究网络. 中国的两个实验室(中国疾病预防控制中心

病毒研究所和广东省疾病预防控制中心)于2003-03-28

加入该研究网络. 该网络启动后 围绕着SARS的各方

面研究工作迅速展开 取得了一系列速度惊人的进展.

1   流行病学

1.1 全球传播  SARS的全球传播始于香港. 2003-02-21

一名来自广东的医生到香港探亲 居住于当地一所旅

馆的九楼. 来港几天前他就感觉不适 到香港后情况更

为严重. 他于 2003-02-22 入院 次日很快死亡. 从

2003-02截止到死亡 他总共感染了10名各国在此旅

馆停留的客人. 这些人回去后随之导致了香港 越南

加拿大 新加坡 香港淘大花园等国家和地区的大爆

发. 2003-03-14台湾一对夫妇确诊为SARS 男方曾于

2003-02去过广东和香港. 2003-03-26 香港淘大花园

的一位台胞返台 所乘火车的所有乘客也都被感染. 截

止至2003-06-06 全球33个国家或地区共发生SARS

患者8 404人 死亡779人; 截止 2003-06-08 我国

已发病5 328例 死亡339例.

1.2 传染源和传播途径  关于SARS病毒的动物源性宿主

及其来源仍未确知 且相关研究进展甚少. 尽管国内在

果子狸等体表和体内检测出了冠状病毒 与SARS-CoV

同源性达 99 % 但与其接触者均未发病 因此目前

尚无有力的证据表明是动物或昆虫传播了此病.

       尽管目前对于SARS 的流行病学特征尚未完全清

楚 但可以确定其传播途径以近距离飞沫传播为主 同

时可以通过手接触呼吸道分泌物经口 鼻 眼传播.
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        2003-05-17 在WHO总部日内瓦召开了一次SARS

流行病学专家会议. 大会讨论认为SARS基本是通过大

的飞沫侵入鼻或肺部的黏膜引起传播 而非粪(尿)-口

途径传播. 除了呼吸道飞沫 人们还能产生其他具有感

染性的气溶胶 如粪便或尿液的气溶胶也会被吸入进

而造成传染. 这种传播不同于通常所说的粪-口传播途

径 后者需要粪便污染的食品或水. 该病在密闭的环境

中易于传播 目前该病大多发生于大 中城市 在家庭

和医院中具有明显的聚集现象. 而我国仍有传播途径不

明的患者 不排除另一种可能的传播途径[6].

1.3 发病病例年龄分布  该病患者以青壮年人为主 其

中20-29岁发病率最高(29.2 %) 30-39岁 40-49岁

发病率次之. 19岁以下青少年发病率低 9岁以下儿童

发病率更低. 专家认为这个年龄组发病率低的原因可能

有接触传染源少 预防措施到位 有对病毒的交叉免疫

力等诸多原因[7].

        医院内传播是此次疫情扩散的重要原因 Booth et al [8]

对多伦多144 例 SARS 患者的统计结果表明 大多数

患者(77 %)有医护环境接触史. 而从职业分布来看 医

护人员发病率为57.6 % 是我国平均发病率的38 倍.

离退休人员为8.1 % 离退休人员发病率较高的原因可

能因他们年老体弱 去医院的机会多 容易被交叉感染;

学生发病率低 只有0.9 %. SARS 死亡率随年龄增高

而增高 70-79 岁高达28 % 其原因是老年人抵抗力

差 多有高血压 心脏病等其他疾病.最近WHO认为

SARS患者的平均死亡率可达15 %以上[9] 并不符合

我国国情.

1.4 超级传播者   根据WHO 报道 确认在感染人

群中存在 超级传播者 即传染了10人以上的患者

最甚者导致160人被感染. 超级传播者 的年龄构成主

要是60岁以上的老年人 特别是合并有糖尿病或肾病

的老年患者. 其原因可能与老年患者免疫力低下 导致

体内病毒数量大大高于其他患者. 国内外专家对于超级

传播者的存在亦感不解 尚无很好的解释. 此类患者受

染病毒的基因组并无特异之处 有可能因继发感染而

产生了超强的传染性. 在牛当中 冠状病毒与流感病毒

双重感染的病例排毒期更长 发热及呼吸道疾病也发

生延长. 研究人员也提出超级传播也与被感染者的免疫

系统有关 认为传播与受染者的基因有着密切关系[10].

2   病原学

关于导致SARS 的病原体 在其研究之初 全球各地

的研究组曾经存在过多种推断. 最初我国科研人员应用

电子显微镜在广东的SARS死亡患者体内发现了衣原体

样颗粒[11] 宣布为SARS的病原体 但不能被国内外

其他实验室证实 检测的标本数量也有限. 从临床表现

和治疗效果来看 衣原体作为病原的可能性不大 有可

能为继发感染. 香港疫情发生后 2003-02-19 研究

者从香港有症状小儿身上分离出禽流感病毒(H5N1) 但

是很快也被排除. 不久后在香港和法兰克福患者的呼吸

道检验样品中发现有副黏病毒(paramyxovirus)样的微粒

后 研究于是集中于副黏病毒上. 更进一步的研究发现偏

肺病毒(metapneumovirus  hMPV)在许多但非所有的SARS

患者中出现. 然而所有这些发现都不能被进一步证实.

       2003-03-22 香港大学微生物系首先利用非洲绿

喉肾脏细胞(african green monkey kidney cells Vero E6)

从一个感染者的肺组织中分离到了一种未知的病毒

推测其很可能即为致病原[12]. WHO 的研究网络随即集中

对该病毒进行了分析 并且在2003-03-27的简报中首

次提到SARS病原体可能是冠状病毒的一种. 此后2 wk

内 该研究网络的多个实验室对SARS 进行了临床标

本 病理组织与影像学 病毒分离培养 血清学与免疫

学诊断 分子生物学与遗传同源性等多方面的深入研

究与鉴定. 2003-04-12 加拿大BC 肿瘤研究所基因组

科学中心(BC cancer agency s genome sciences centre)首

先完成了该病毒的全基因组测序[13].  2003-04-16

WHO 在综合分析各个研究成果的基础上[14-21] 正式宣

布一种以前未知的冠状病毒(Coronavirus)为导致SARS的

病原体 并命名为SARS 冠状病毒(SARS coronavirus

SARS- CoV). 次日 还公布了用于临床诊断该病毒的

PCR 引物[22]. 到 2003-05初 全世界完成全基因组测序

并提交到Genbank 的病毒株已达到11株(分别为BJ01

CUHK-W1 CUHK-Su10 HKU-39 849 Tor2 Urbani

SIN 系列5 条). 2003-05-01/02 加拿大 美国和中国

三个研究组各自完成测序的病毒株的基因组分析. 德国

Lübeck 大学生物化学研究所(institute of biochemistry

university of lübeck)在以往冠状病毒蛋白质研究基础之

上 发表了SARS 冠状病毒主要蛋白酶的三级结构 并

给出了该酶的重要化学抑制剂.

       根据科赫法则(Koch s postulates) 确定一种病毒

为某一疾病的病原体需满足6个标准. SARS-CoV已被

证明满足前3个标准 即从患病的宿主体内能分离到病

毒; 宿主细胞能够培养该病毒; 能够通过滤菌器. 很快

Fouchier et al [23]以SARS患者的SARS-CoV经Vero细胞

培养后接种短尾猿验证了余下的3个标准: 培养的病毒

能够使相同的或相近的宿主产生类似的症状; 能够从实

验感染的宿主体内重新分离到病毒; 能检测到针对病毒

发生的特异性免疫反应.

       自此SARS-CoV作为SARS的病原体已经确证无疑

但这并不排除有其他病原体如肺炎衣原体感染的可能.

其他病原体重叠感染可以加重SARS患者的病情 不是

所有的SARS患者均有重叠感染 而且别的病原体通常

并不造成SARS那样的病理损伤[23].

     SARS 病毒(SARS-Cov) 属于巢状病毒目(order:

nidovirales) 冠病毒科(family: coronaviridae) 冠状病

毒属(genus: coronavirus). 根据其基因组结构分类 其属

于单链正义RNA 病毒 基因组全长约30 kb.

        冠状病毒共有三个组: 第1组和第2组含有哺乳动物
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病毒 而第3组仅含有鸟病毒. 这些病毒与人类和家畜

的一系列疾病相关 包括肠胃炎和上呼吸道 下呼吸

道疾病. 然而动物的冠状病毒可能在动物引起严重的疾

病(如猪传染性肠胃炎病毒 鼠肝炎病毒 猫传染性腹

膜炎和鸟传染性气管炎病毒) 人冠状病毒以前只与轻

度疾病相关[24].

        在第1组(HcoV-229E)和第2组(HcoV-OC43)中均能

找到人冠状病毒(HCoVs) 其是轻度的呼吸疾病的一个

主要原因(Makela). 他们能偶尔地引起小孩和成人的严重

下呼吸道感染及新生儿坏死性小肠结肠炎(McIntosh

El-Sahlv folz sizun). 已知的人冠状病毒能够在环境

中存活3 h(Sizun). 冠状病毒能通过飞沫 手接触 污

染物和小微粒空气溶胶在人之间面对面传播.

        SARS-CoV 由mRNA和磷蛋白构成核壳体 病毒

包膜上存在着大量的 特征性的花冠样的钉状突起. S

蛋白可以与宿主细胞受体结合 然后病毒包膜与宿主

细胞膜互相融合. E蛋白能够与宿主细胞膜的糖基部分

结合 但不解的是E蛋白的编码基因还能够与丙型流感

病毒的mRNA结合. 在复制过程中冠状病毒特有的RNA

依赖的RNA聚合酶与模板的结合位点常常会改变 所

以当细胞感染多种冠状病毒时 会导致病毒RNA重新

组合. 这种具有错配倾向的聚合酶可能造成点突变 基

因丢失或外源性病毒基因的插入. SARS相关冠状病毒可

能是毒力大大增强的人冠状病毒变异株或者是动物冠

状病毒变异后获得感染人体细胞的能力 还有可能是

两种人或动物冠状病毒基因组的重组体[25].

        一类名为Caveolin(陷窝蛋白/凹陷蛋白)的21-24 kD的

膜蛋白 是构成细胞穴样内陷结构(caveolae)的主要结构成

分 参与许多细胞生命活动 包括细胞内吞(endocytosis)

胆固醇运输 细胞膜组装 信号传导和肿瘤生成等 也

参与一些病毒的感染过程 如HCV HIV 感染等. 北京

大学人类疾病基因研究中心基于文献报道的Caveolin 的

四种Motif 利用DNAsis 对SARS-CoV的编码蛋白进行

了全面分析. 发现在多个结构蛋白和一个未知蛋白中

存在着Caveolin 结合位点. 由于SARS一类的冠状病毒

在感染 复制的多个阶段涉及脂膜融合 而Caveolin 基

因家族成员Caveolin-1 在呼吸道上皮细胞高表达 因

此上述结合位点的发现提示Caveolin 有可能参与SARS

病毒侵入细胞时的膜融合与内吞泡形成过程. 同时指出

阻断SARS与Caveolin 的结合有可能阻止病毒侵入和复

制 并建议利用体外病毒感染模型尝试Caveolin 抑制剂

如Rosuvastatin Filipin III 反义寡核苷酸等阻断细

胞病变效应. 如有阳性结果可进一步利用免疫共沉淀或

Pulldown 技术分析Caveolin 与SARS 冠状病毒蛋白的相

互作用.

         上述工作对于阐明SARS 冠状病毒侵入宿主细胞的

机制 了解其宿主谱系 进而对其实施有效的阻断与治

疗 有着一定的指导意义.

        根据WHO 多中心SARS 协作组的研究显示 室温

下病毒在尿 粪便里至少能存活1-2 d 在腹泻患者

的粪便里(他的pH 值比正常大便高)能存活到4 d以上

在塑料的表面可以存活24 h. 细胞培养上清中的病毒置

于4 和 -80  21 d 后 病毒滴度只有轻微下降. 细

胞培养上清中的病毒在室温放置2 d后滴度只下降了一

个数量级 在加热到56 后 病毒滴度每15 min 下

降大约10 000 个单位. 日常用的消毒剂如750 ml/L的酒

精5 min就能使病毒失去感染活力 含氯的消毒剂5 min

可以灭活该病毒[26].

3   临床表现及实验室检查

SARS 的临床表现尚无特异性 其症状可能与军团

菌 支原体和衣原体引起的其他非典型性肺炎相似.

SARS的平均潜伏期是6.4 d 潜伏期过后患者表现出

发热伴其他一些症状 包括寒战 强直 头痛 不适 肌

痛 而咳痰 咽喉炎 鼻卡他症 恶心 呕吐和腹泻少

见. 分析认为SARS 病程分为三个阶段 分别是病毒复制

期(viral replicative phase) 超敏反应期(immune hyperactive

phase )和肺损伤期(pulmonary destruction phase) 每个

阶段时程约为1 wk[18].

3.1 临床症状及体征  香港大学等按WHO关于SARS的

修订定义选取2003-02-26/03-26的患者进行临床表现

和病因学研究. 临床表现统计: 发热100 % 寒战74 %

咳嗽62 % 肌肉痛54 % 小部分人有上呼吸道症状如

喉咙痛20 % 胸部X线检查结果与呼吸道症状和听诊

结果不相合. 采取外周血进行常规检查: 淋巴细胞60 %

红细胞18 % 白细胞26 % 血小板40 %. 谷丙转氨

酶和肌酸激酶均升高 分别为34 %和 26 %[18].

        Booth et al [8]报道加拿大多伦多144患者中有111例

(77 %)表现出SARS临床症状. 其中检查证实发热85 %

干咳69 % 肌痛49 % 呼吸困难42 %. 实验室检查中

乳酸脱氢酶升高者占87 % 血钙减少者60 % 淋巴细

胞减少者54 %. 仅有 2 %的患者有卡他症状. 144例中

29 例患者(20 %)置于重症监护室处理; 8 例患者死亡

(6.5 %); 多种因素分析表明 糖尿病以及其他伴随的疾

病与此病的结局相关. 尽管SARS有比较高的发病率和

死亡率(尤其在伴有糖尿病或其他疾病的人中) 但是大

部分(93.7 %)患者可存活.

        Lee et al [27]报道一组人群中 有66例男性患者和72

例女性患者 这其中有69人为卫生保健工作者. 最普

遍的症状包括: 发热(100 %); 畏寒或寒战 或二者均有

(73.2 %); 肌肉疼痛(60.9 %); 咳嗽和头疼(> 50 %). 其他普

遍表现为: 淋巴细胞减少(69.6 %) 血小板减少(44.8 %)

乳酸脱氢酶升高(71.0 %) 肌酸激酶升高(32.1 %).

3.2 一般实验室检查  33.9 %的患者出现白细胞减少症

(白细胞计数<3.5 109/L) 而大多数患者的中性白细

胞计数和单核细胞计数都处于正常范围. 69.6 %的患者

出现中度的淋巴细胞减少症(<1 000 /mm3) 44.8 %的

患者出现血小板减少症(<1.5 105 /mm3). 在初入院的几



天 患者淋巴细胞计数呈持续下降. 48.2 %的患者的部分

促凝血酶原激酶活性延长(>38 s) 而大多数患者的凝血酶

原时间正常. 15.2 %的患者外周血检测到活性淋巴细胞[27].

        大多数患者的血液生化指标在正常范围之内 但也

有一定比例的患者出现了非正常指标. 23.4 %的患者血

转氨酶水平升高(平均60.4 150.4 IU/mL) 只有2例患

者有慢性肝炎史. 32.1 %的患者肌酸激酶水平升高(平均

126 IU/mL) 没有1例肌酸激酶水平升高的患者出现肌

酸激酶MB和肌钙蛋白T水平异常 提示肌酸激酶的来

源不太可能是心肌. 71.0 %的患者乳酸脱氢酶水平升高.

20.3 %的患者出现低钠血症 25.2 %的患者出现低钾

血症[8]. 少数患者流感嗜血菌 肺炎链球菌 肺炎克雷

白菌 流感病毒 呼吸道合胞体病毒培养呈阳性.

3.3 PCR检测  SARS-CoV基因组大约30 000个碱基对

的测序已分别由中 加 美等国完成[28-33]. 基因序列显

示SARS-CoV与目前已知的冠状病毒如HCoV-OC43 和

HCoV-229E仅有很少的同源性. 通过多聚酶链反应(PCR)

可检查出各种标本如血 便 呼吸道分泌物或组织中的

SARS-CoV特有的RNA 但呼吸道分泌物更容易出现阳

性结果. 由WHO实验室网络成员提供的许多PCR科学资

料可在WHO网上获得(http://www.who.int/csr/SARS/primers/

en/). 另外 可获得Bernhard Nocht 研究所(http://www.

bni-hamburg.de/ )包含引物及阴阳性对照的5 -核苷酸

RT-PCR试剂盒. 通过欧洲有关外来病毒感染网(ENIVD;

http: / /www.enivd.de)可获得诊断用的灭活标准制品.

ENIVD还备有SARS 化验的国际外部质量方案.

      尽管现存的PCR试验有时高度敏感 但因对实验

室 技术人员要求较高 容易出现假阴性或假阳性. 引

物设计的合理性未经时间的检验 也容易出现偏差. 这

些都使PCR的结果有一定的局限性.

        检测SARS病毒的确证阳性 至少需要2种不同的

临床标本(如鼻咽分泌物和粪便)或采自病程中2 d或 2 d

以上的同一临床标本(如2份或更多份鼻咽吸出物) 或采

用2种不同试验或使用原标本在不同情况下重复试验[35].

3.4 抗体检测  不同的方法提供了一种方式来检测SARS-

CoV感染产生的抗体. 在感染过程中 出现不同类型的

抗体(IgM和 IgG) 抗体水平也发生变化. 感染的早期可

能测不到抗体. 疾病治愈后通常仍能测到IgG. 急性期血

清抗体阴性随之康复期抗体阳性或康复期血清抗体滴度

较急性期高4倍以上 方可确认抗体阳性[34].

      酶联免疫黏附测定(ELISA) 免疫荧光测定(IFA)

中和反应试验(NT)是正在开发的检测手段 还没有商品

化的试剂盒提供. 检测抗体并不能达到早期诊断 但是

具有不依赖样本类型和时间的优势.
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表1  目前检测SARS-CoV的有效诊断试验(2003-05)

检测方法   临床材料 /样本       技术细节   诊断意义

病毒检测

细胞培养后的病毒分离   呼吸道样品; 痰液; BAL    合适的细胞系: Veoo 系需 级生物安全设施  提示存在传染性病毒; 阴性结果不能排除SARS

聚合酶链反应                呼吸道样品; 痰液; BAL;    不同引物的序列和方案可从WHO网址获得   提示存在病毒基因,未必有病毒,

  咽喉拭子; 咽喉冲洗  阴性结果不能排除SARS

抗体检测

免疫荧光分析   血清     检测特定的 IgG或 IgM 抗体 或二者均测     通常在症状出现后10 d开始 IgM

酶联免疫吸附试验          血清  的 IFA通常为阳性

中和反应试验   血清     可指定检测特定 IgG 或 IgM 抗体 或二者  通常在症状出现后21 d结果

     均测需要BSL-3 设备( 活病毒 )                  阳性进行观察研究

3.5 影像学检查  在发热早期 80 %以上患者显示有肺

泡和气道融合. 54.6 %有单侧单个病灶 而45.4 %患者

有双侧病灶或多点病灶. 所有患者肺部胸片出现模糊影.

最初的影像学改变不易与支气管肺炎相区别 病变以周

边为主. 所有病例中没有出现渗出和肺门淋巴结病变. 一

系列胸片显示肺部阴影的吸收是判断治疗有效与否的主

要标准[35]. 周围性病灶 治疗期间肺部片状阴影从单侧单

发发展到单侧多发或双侧受累的常见进程 目前认为无

空洞 淋巴结病及胸腔积液是SARS更特征的X线表现[36].

3.6 病理检查  病变可分为3期: 炎症或称为渗出期 增

生期 以及最终的纤维化期. 早期的形态特征是支气管

黏膜上皮脱落 纤毛丢失以及鳞状化生 巨噬细胞浸

润较为突出与其他病毒性肺炎不同. 病程小于10 d的患

者出现肺透明膜形成 多核巨细胞和肺泡细胞增生显

著. 多核巨细胞起源于单核细胞或者肺泡上皮细胞. 病程

大于10 d 出现弥漫性肺泡损伤 这种弥漫性肺泡损伤

的特征性表现是渗出性变化继以增生性变化. 另一显著

特征是具有增大的核仁以及胞质内嗜双染颗粒的大型肺

泡细胞[37].

4   诊断标准

4.1 WHO病例定义[38]  按照世界卫生组织(WHO)的定义

一个疑似病例被列为患病应具有体温记录(T>38 )

轻度呼吸道综合征 有与SARS患者或与近期去过出现

SARS病例地区的人的接触史. 疑似病例应具有: (1)胸部

X片显示肺炎特征; (2)呼吸窘迫综合征; (3)患者死于不能

解释的呼吸疾病 尸检病理解剖结果与呼吸窘迫综合征

相符 但病因不明.



4.1.1 疑似病例  (1)患者在2002-11-01之后出现: (a) 高

热(>38 ) (b) 咳嗽或呼吸困难发病前10 d内具有以下一

种或多种情况: (a) 与 SARS疑似患者或确诊患者有过密

切接触; (b)近期有去过出现SARS病例地区的旅行史; (c)

居住于最近出现SARS传播的地区. (2) 2002-11-01之后

患者死于不能解释的急性呼吸系统疾病 但没有尸检.

发病前10 d内具有以下一种或多种情况: (a) 与 SARS疑

似患者或确诊患者有过密切接触; (b)近期有去过出现

SARS病例地区的旅行史. 居住于最近出现SARS传播的

地区: (1)这段观察期始于2002-11-01即在中国获得非典

型肺炎(现在称为SARS)病例的时间. 国际间SARS的传播

是于2003-03首先报道的 但是在2月发作的. (2)密切

接触是指曾经为疑似或确诊的SARS患者进行护理 共

同生活 或者直接接触其呼吸道分泌物和 / 或体液.

4.1.2 确诊病例  (1)胸部X片显示与肺炎或呼吸窘迫综合

征渗出特征相一致的疑似病例. (2)通过一种或多种检测

发现SARS冠状病毒阳性的SARS疑似病例. 见 SARS实

验室诊断方法的应用. (3)尸检无明确原因. 但病理结果与

呼吸窘迫症相符的疑似病例.

4.1.3 排除标准  如果另一种诊断能够完全解释病因则可

以排除此病.

4.2 病例的重新分类  当前SARS的诊断是一种排除性诊

断 随着时间的变化 已报告的病例诊断有可能改变. 对

患者应该根据临床特征进行管理 而不考虑是什么疾病.

(a)一个最初被列入疑似或确诊病例 另一种诊断能够

完全解释病因时 在经过仔细的考虑可能共同感染的

情况下 应当排除 SARS. (b)一个疑似病例 经过调

查 符合确诊病例的定义 应当重新归类为 确诊病

例 . 胸部X片正常的疑似病例应当按照相应的措施处

理 并监测7 d. 对于那些恢复不彻底的病例应该用胸

部X片检查重新进行评估. (a)对于那些完全恢复的疑似

病例 另一种诊断也不能充分解释病因 则依旧归类

为 疑似病例 . (b)对于死亡的疑似病例 如果没有

尸检结果 应当仍旧归类为 疑似病例 . 但是 如

果这个患者被认为是SARS传播链中的一部分 应当重

新归类为 确诊 . (c)如果进行了尸检 没有发现呼吸

窘迫症的病理证据 应当排除此病例.

4.3 CDC病例定义[39]  对临时监视病例的定义 美国疾病

控制和预防中心补充了冠状病毒相关的SARS(SARS-CoV)

感染证据的实验室标准.

        利用这些新的实验室标准 如果能够满足以下的一

条 即能诊断为SARS: (a) 直接荧光抗体法(IFA)或酶联免

疫黏附测定法(ELISA)检测到SARS-CoV抗体. (b)组织培

养分离出SARS-CoV. (c)逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)

检测出SARS-CoV 的 RNA 用第二次RT-PCR进行了

确定.

        病毒培养或患病21 d内抗体检测为阴性的实验室结

果不能排除冠状病毒感染. 在这些病例中 为了检测是否

感染 需要取疾病发作21 d以后的标本进行抗体检测.

4.4 重症病例诊断标准  符合下列标准的其中 条即可诊

断[40]: (1)多叶病变或 线胸片48 h内进展 50 %; (2)呼吸困

难 呼吸频率>30次 /min; (3)低氧血症 吸氧3-5 L/min

条件下SaO2 <93 %或氧合指数< 300 mmHg; (4)出现休

克 ARDS或多器官功能衰竭等.

       SARS的非典型症状对患者 医护工作者和探视者

来说都是一种潜在的威胁. WHO的疾病定义是一个有效

的流行病防制手段 但这不能代替对疾病的临床表现

实验室检查和胸片的完全的分析. 医生在处理患者时不

能生搬硬套流行病的诊断标准[41]. 患者患有其他病症可能

导致不发热 也有可能重症爆发性疾病使免疫力受损而

不发热.

     根据实际经验和文献[54]报道 我们认为临床确诊

SARS 患者必须重视流行病学接触史 持续出现的发

热 头痛等流感样症状及动态观察患者的胸片均是十分

必要的.

5   处理和治疗

目前对SARS尚无特效的治疗措施. 80 %的患者在前两

个阶段 即病毒复制期和超敏反应期 经过及时有效的

器械辅助及药物治疗之后 即可出现好转 并最终痊

愈. 另外 20 %则出现肺损伤期症状 需要接受更进一

步的治疗. 而且 有 10 %左右的患者需要接受特别的

康复治疗 以恢复正常的呼吸功能.

5.1  成人SASS的治疗方案[42]

5.1.1 抗生素的治疗  (1) 1 次 /d 静脉给予或口服左旋氧

氟沙星500 mg ; (2)如患者未满18岁或为孕妇或怀疑为

结核感染 则改为口服甲红霉素500 mg 2次/d; 同时加

用amoxiclav (amoxicillin + clavulanic acid) 375 mg 3次 /

d 口服.

5.1.2 利巴韦林和甲基泼尼松龙  当出现以下情况时联合

运用利巴韦林和甲基泼尼松龙: (1)胸片显示大范围的阴

影或双侧阴影; (2)胸片有持续性恶化或高热持续2 d以上;

(3)临床表现 胸片或实验室检查提示有恶化; (4)不吸氧

时氧饱和度低于95 %;

5.1.3 21 d标准皮质类固醇摄生法治疗  (1)静脉给予1 mg/kg

的甲基泼尼松龙(每日3 mg/kg) 8 h / 次 持续5 d; (2)

静脉给予1 mg/kg甲基泼尼松龙(每日2mg/kg) 12 h/次

持续5 d; (3)口服0.5 mg/kg强的松龙(每日1mg/kg) 2次 /d

持续5 d; (4)口服0.5 mg/kg强的松龙 1次 /d 持续3 d;

(5)口服 0.25 mg/kg 强的松龙 1次 /d 持续 3 d; (6)最

后停药.

5.1.4 10-14 d的利巴韦林摄生法  (1)静脉给予400 mg利

巴韦林 8 h/次 至少持续3 d; (2)口服1 200 mg利巴韦

林(2 400 mg/d) 2次 /d.

5.1.5 甲基泼尼松龙 脉冲法治疗  (1)如临床情况 胸

片恶化或氧饱和度下降(至少有两种) 及有持续性淋巴

细胞减少时 脉冲给予甲基泼尼松龙; (2)静脉给予甲基泼

尼松龙500 mg 2次 /d 持续2 d 然后恢复标准的皮质

聂青和, 等. 一种新型传染病: 严重急性呼吸综合征                                                           885



类固醇治疗.

5.2 通气  当每分钟供氧量大于6升时血氧饱和度仍不到

96 %时或患者主述有呼吸困难时 应考虑给予吸氧或呼

吸机. 插管通气的指征: (1)经无创通气治疗病情无改善

表现为SaO2 <93 % 面罩氧浓度5 L/min 肺部病灶仍

增加; (2)不能耐受无创通气明显气促; (3)中毒症状明显

病情急剧恶化[43-47].

         机械通气时应掌握的一个重要原则是允许存在高碳

酸血症 可减少潮气量和每分钟氧供. 通常在出现大面

积实变 顺应性差 易发生气胸时使用. SaO2 <90 %

PEEP在 10-15 cm H2O 可防止肺泡萎陷 改善供氧.

钟南山院士提出了四条有效的临床治疗经验[40] : (1)在起

病初期患者出现类似流感症状时 用中西医结合方法

清热解毒治疗有效; (2)肺纹理或病理改变酷似纤维化病

程时 及时用大剂量糖皮质激素; (3)患者出现缺氧 呼

吸困难时 及早采用无创通气; (4)对中后期严重免疫功

能低下者 关注患者的继发感染.

5.3 研究中的治疗  香港报道[48]以少量痊愈患者的血清对

较重的SARS 患者进行治疗 取得了较好的临床疗效.

但是例数不多 存在用血安全[49]和血源不足的问题 临

床使用受限. 其他蛋白酶抑制剂[50] 肺泡表面活性物质[51]

正在开发中.

6   防护

由于 SARS 病毒具有很强的传染性 医护人员在诊治

SARS患者的过程中 比如在使用气雾剂进行氧疗 采

取鼻咽部标本 气管插管 吸痰 以及给没有气管插管

的患者进行胸部理疗时都能增加医护人员感染SARS病

毒的机会. 所以在研究有效治疗方案的同时 还要寻找

使医护人员免于感染的方法[43].

        预防SARS病毒感染首先应该对ICU的工作人员进

行岗前培训 培训内容包括: 尽快熟悉高危环境中的医

疗操作程序 在病房中如何减少暴露程度及提高工作效

率 学习在互不接触的情况下如何穿脱隔离衣 时刻警

惕防止 SARS 病毒感染 自身健康状况的监护 一旦

发现感染SARS病毒及时报告等.

       ICU工作人员最好选用N95或 FFP2型呼吸器 他

可以持续保护8 h 而一般呼吸器只能在4 h内有效防

止病毒通过空气传播. 医护人员进入病房前应穿两层隔

离衣 两顶帽子 两副手套和鞋套 并且每到另一病房

之前都应更换隔离衣 手套 帽子 面罩 鞋套和眼罩.

笔和纸等私人物品不能带出ICU病房 进行气管插管和

气管镜检查等危险性较大的操作时应穿戴具有高效空气

净化作用的面罩.

        SARS患者需要使用负压的单人间病房 房门要保持

关闭. 病房内要配备必要的基础设施和急救药品 病房

内的设备不能共用. 还应安装录像设备 监护患者的窗口

及消毒设备 并不间断地用含乙醇的消毒剂进行消毒.

        SARS患者应尽可能避免转运 确实需要转运时应预

先考虑好每一个可能增加病毒传播机会的环节 时刻

警惕防止病毒传播. 使用氧气袋的气管插管患者进行转

运时应在氧气袋和气管插管连接处放置滤膜.  ICU的工

作人员如果已经感染SARS病毒或者出现病因不明的发

热应及时报告并停止工作.

7   结论

通过知识共享 我们将可以做到提高 SARS 患者生存

率 保护人类健康. SARS 是由一种新出现的病毒引起的

疾病 他的传染性很强. 目前我们只是初步了解了这个

疾病的病原学和流行病学. 在互相协作和信息交流的过

程中 使我们对SARS的认识不断深入 WHO作为发起

者和组织者起到了重要的不可替代的作用 也为国际

间联合攻克医学难题提供了全新的方式.  尽管以后使用

的预防 治疗等措施将不断完善 但是彻底的控制和防

治 SARS 还有许多问题需要研究 这些问题包括[52,53]:

(1)SARS 病毒来源 变异 生活周期和传播途径与规律

的深入研究. (2) 病毒在体内复制 扩增和入侵细胞机制

的研究. (3) 病毒免疫和继发反应与细胞凋亡和急性肺损

伤的发病机制. (4) 快速诊断和疫苗的研制. (5)特异性抗

病毒药物包括核酸药物等生物工程药物的开发.
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摘要

病毒性肝炎的发病机制中涉及到复杂的反式调节(trans-

regulation)机制. 肝炎病毒的反式调节机制至少包括三方面

的含义: 一方面是肝炎病毒蛋白对于肝细胞基因组表达调节

的反式调节 即肝炎病毒蛋白与肝细胞基因组启动子DNA

结合 对于肝细胞基因表达谱产生影响; 第二方面是肝细胞

蛋白对于肝炎病毒基因表达的反式调节.  肝炎病毒属于简单

的生物类型 要完成其生活周期 必须借助于肝细胞中的

蛋白成分 肝细胞中特有的一些蛋白成分 与肝炎病毒基

因组DNA/RNA结合 对于肝炎病毒基因表达进行调节

这也是决定肝炎病毒嗜肝特性的重要的分子生物学机制; 第

三方面是肝炎病毒蛋白对于肝炎病毒基因组表达的反式调节.

这是所有病毒复制和表达调节的一般机制. 关于肝炎病毒反式

调节机制的研究 主要是阐明肝炎病毒为何在肝细胞中的复

制和表达处于最佳状态 阐明肝炎病毒的致病机制 有助于

据此设计新型的抗肝炎病毒的治疗技术和治疗方法.

成军. 病毒性肝炎发病机制中的反式调节机制. 世界华人消化杂志  2003;11

(7):888-896

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/888.asp

0   引言

基因表达的调节方式分为顺式(cis)调节和反式(trans)调

节 肝炎病毒基因表达的调控也不例外. 分子结构内部

的基因表达调节元件的作用形式称为顺式调节 而分

子间的基因表达调节元件的作用形式称为反式调节. 例

如 肝炎病毒基因启动子对于本身下游编码基因的转

录表达的调节就属于分子内部不同部分之间的调节

称为顺式调节; 而与肝炎病毒DNA/RNA结合的肝炎病

毒蛋白 肝细胞蛋白对于肝炎病毒基因表达的调节则

称为反式调节. 肝炎病毒与哺乳动物细胞的基因表达调

节的机制相类似 主要是转录水平的反式调节机制. 乙

型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)虽然分属于

DNA病毒和RNA病毒 但是 这两种肝炎病毒的基因

复制和表达均存在复杂的调节机制 其中反式调节机

制是重要的组成部分[1]. HBV基因编码的蛋白除了与自

身的基因组DNA/RNA结合并进行调控之外 某些肝炎

病毒的蛋白如HBxAg 截短型表面抗原中蛋白(MHBst)

HCV基因编码的核心蛋白 NS3蛋白 NS5A蛋白等都

具有显著的肝细胞靶基因的反式调节功能[2-4]. 同时

HBV的DNA RNA以及HCV RNA等调节基因区等都

有肝细胞蛋白的结合位点 肝细胞蛋白与这些调节基

因之间的结合 调节这些肝炎病毒的基因表达与转录

也是决定这些肝炎病毒均具有一定程度的嗜肝特性的

分子生物学机制[5,6].

1   肝炎病毒蛋白对于肝炎病毒基因的反式调节

HBV基因表达的精确调节是HBV DNA复制过程中的必

须环节. HBV的基因组是在前-C/ 基因组启动子(CP)

表面抗原基因启动子SP I SP II 和 X基因启动子(XP)

的分别调节作用下进行的. 除了 SP I 之外 其他的所

有启动子DNA序列都缺乏典型的转录起始复合物典型

的TATA盒式结构 因此代表了一类特殊类型的启动子

序列结构. 在HBV DNA序列之中 还存在着2段启动

子序列和一些负性调节元件 提示HBV DNA 的复制

过程受到严密的调控. 所有这些顺式调节元件都包埋在

基因组的编码基因序列之中 说明HBV DNA是一种紧

密结构 最大程度地利用了较小的基因结构 发挥最大

的调节功能 利用率之高 实为罕见. HBV DNA的这

些调控元件也都是肝细胞特异性的 这也是决定HBV

嗜肝特性的重要的分子生物学机制. HBV基因编码的一

些蛋白对于HBV DNA/RNA的结合与调节是HBV反式

调节机制中重要的内容和组成部分[7]. HCV的基因表达

调节也是如此 5 - 非翻译区(5 -NTR)和 3 - 非

翻译区(3 -NTR)的 RNA 序列 是关于HCV 复制和

表达的关键的基因结构序列. HCV的5 -NTR可以折叠

成为4段茎环(stem-loop)结构 主要与HCV RNA的复制过

程的调节有关 3 -NTR则主要与HCV RNA的复制过程

有关. 肝炎病毒蛋白的结合实现其自身的反式调节机制.

       HBV DNA的复制与逆转录病毒的复制过程不同

不需要有核苷酸片段作为引物 可直接从称为 (epsilon)

元件的RNA茎环结构开始合成全新的HBV RNA分子. 从



开始合成一小段DNA 与P蛋白共价相连 然后合

成就停止. 起始位点的选择和合成停止的信号就包含在

P 蛋白/ 元件形成的复合物中. 因为P蛋白的活性是细

胞分子伴侣依赖性的 因此利用体外兔网织红裂解物

进行鸭HBV DNA P蛋白的体外翻译 也可以形成这种

复合物. 根据共价结合的鸭HBV DNA P蛋白的标记 可

以研究引物合成过程中 RNA元件的功能. 应用这一体

外系统 结合一系列的RNA-DNA突变体 发现在第

57个核苷酸茎-环结构的5个核糖基团才是功能性模

板 模板区只有一个残基 在低位的茎结构的顶端有2

个碱基 都是基本结构的组成部分. 2 -OH- 基团的

存在以及起始位点稍下游碱基性质包含起始位点的选

择和合成停止的信号. 具有复制功能的嗜肝病毒核心颗

粒的装配需要核心蛋白 聚合酶与病毒前基因组中包装

信号 之间的相互作用. 核心蛋白N-末端部分(aa 1-149)

可以自发地装配成核壳结构 而C-末端部分(aa 150-183)

可与前基因组RNA结合. Waris et al [8]构建了2种HBV

核心蛋白的突变体(C144Arg 和 C144Lys) 其 C- 末端

的SPRRR(Ser-Pro-Arg-Arg-Arg)基序以精氨酸或赖氨

酸残基替换 以研究这一基序在前基因组装配和病毒

成熟中的作用. 以表达突变或野生型核心蛋白的表达质

粒与缺失核心蛋白编码区的质粒共转染人肝癌细胞系

HuH-7 研究反式互补对于病毒复制效率的影响. 在所

有共转染的细胞质中 都存在密度有差别的核颗粒

但由C144Arg和C144Lys突变体构成的核颗粒由于缺乏

内源性的聚合酶活性 不能修复HBV DNA. 另外 以

pHBVC144Arg或pHBVC144Lys与产生具有复制功能的

核颗粒的质粒进行共转染 HBV DNA的修复信号下降

40-80倍 这是因为野生型与突变型结合形成的嵌合体

对于HBV DNA修复功能的影响. 提示位于核心蛋白C-末

端的SPRRR基序对于HBV DNA的复制和成熟非常关键.

2   肝炎病毒蛋白对于肝细胞基因表达的反式调节

2.1 HBV截短型表面抗原中蛋白的反式激活作用  乙型

肝炎病毒基因组编码的蛋白作为反式激活因子 对肝

细胞某些基因表达调控的影响 可能是HBV致癌的主

要因素. 早期研究多集中在整合的病毒DNA编码的HBxAg

蛋白的功能上 证实HBxAg蛋白是一种具有广泛活性

的反式激活因子 对乙型肝炎的慢性化和促进肝细胞

的恶性转化有密切关系; 近年研究发现 从肝癌细胞系

或肝癌组织中亚克隆出的截短型前-S2/S基因表达产物

羧基末端的截短型分子MHBst也具有反式激活功能. 我

们构建了一种含有约500 bp MHBst167基因的真核表达载

体pcDNA3.1(-)-Mt 该基因编码的MHBs 167位氨基

酸残基以后的羧基末端截短. pcDNA3.1(-)-Mt瞬时转染

COS-7细胞 用前-S2单克隆抗体检测到截短型蛋白

MHB s t 1 6 7的表达 并且 1 3 2 倍稀释还可检测到

MHBst167蛋白阳性. 与报告质粒pSV-lacZ共转染COS-7

细胞 明显促进β-gal的表达 证明pcDNA3.1(-)-Mt能

增强pSV-lacZ的SV40启动子的功能 编码的MHBst167是

一种反式激活因子 而全长的MHBs无此功能[9,10].

        目前研究表明 MHBst的反式激活效应可能与蛋白

激酶C(PKC)依赖的信号转导途径有关 前-S2区域与

PKC /β结合发生磷酸化反应 触发PKC依赖的c-
Raf-1/MAP2-激酶信号转导链式反应 结果激活了转

录因子如AP-1 NF-κB AP-2 SRE Sp1和 c-myc
c-fos启动子 参与病毒感染后的炎症反应和肝细胞癌

的发生. MHBst蛋白结构的改变 缺失了位于C-末端

的膜定位信号 使MHBst在未能进入分泌途径而在内质

网(ER)中滞留 其前-S2区指向胞质区与胞质蛋白相互

作用 产生转录激活功能; 而全长的MHBs蛋白的前-

S2 区指向ER 腔 进入高尔基复合体而分泌. 所以说

MHBst的反式激活功能依赖于其N-末端前-S2区的胞

质定位功能. 而缺失突变的范围是决定该截短型分子是

否具有反式激活作用的重要影响因素 MHBst至少完全

缺失蛋白C-末端S区的疏水区 才具有反式激活功

能; S区的N-末端疏水区 是反式激活所必需的 因

为蛋白与膜的结合是转录激活功能所必需的 这段序

列被称为 反式活性开启区 (trans-activity-on region

TAO). 进一步研究表明 MHBst 的最小反式激活单元定

位于4-53氨基酸残基 MHBst53 是其中最小的转录激活

因子 是一种非膜结合类型的MHBst 就是说 仅前-

S2区(aa 1-55)就足以介导反式效应 说明作为反式激

活剂的MHBst大小范围是很大的. 我们目前正在构建不

同截短范围的表达载体 进一步研究MHBst的反式激活

功能 筛选和克隆其反式激活的靶基因[11,12].

2.2 乙型肝炎病毒X蛋白的反式激活作用  慢性HBV感

染者 HBxAg蛋白在HCC形成过程中具有十分重要的

意义. Ogden et al [13]发现HBxAg的反式激活功能 Vero

细胞中表达的HBxAg蛋白能够增强人干扰素 β(IFN-β)
调控序列控制下的氯霉素乙酰转移酶(CAT)表达. 后来的

研究发现HBxAg蛋白可作用于多种基因的增强子和启

动子元件 包括HBV的增强子和C基因的启动子 SV40

早期增强子 / 启动子 多种病毒的长末端重复序列

(LTR) 人 IFN-β基因调控序列 对 c-myc 人白细
胞抗原-DR(HLA-DR) 主要组织相容性抗原-I(MHC-

I)及白介素 -8(IL-8)等都有反式激活作用. 为了研究

HBV感染者HBxAg蛋白在肝细胞恶性转化过程中的具

体作用 Lee et al [14]构建了受四环素严格调控的HBxAg

蛋白表达载体 建立表达HBxAg 蛋白的分化细胞系

3pX-1和去分化细胞系4pX-1. 只有3pX-1细胞系有恶

性转化的现象 主要机制就是持续的Ras-Raf-MAPK

系统的激活. 没有发生转化的4pX-1细胞系具有持续的

JNK信号转导系统的激活. HBxAg蛋白在3pX-1和4pX-1

细胞系中参与的信号转导通路是有差别的. 对于这2个

细胞系的细胞周期参数进行比较研究 3pX-1细胞系

表现出HBxAg蛋白依赖性的G1 S和G2/M期的进展

表现为细胞周期素D1 A和B1的表达水平升高 Cdc2
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激酶的激活等. 在 4pX-1细胞系中可以见到HBxAg蛋白

依赖性的G1和S期的进入 之后是S期的停止 缺乏

Cdc2激酶的激活. 4pX-1细胞系表现出HBxAg蛋白诱导

的细胞周期素依赖性蛋白激酶抑制剂p21(Cip1) 肿瘤抑

制蛋白p19(ARF) 细胞凋亡蛋白bax 以及胰岛素样生长因

子结合蛋白-3(IGFBP-3)的表达. 尽管出现了HBxAg蛋白

诱导的生长停滞 也没有Cdc2的激活 但4pX-1细胞系

并没有出现HBxAg蛋白依赖性G2/M阻滞或细胞凋亡.

        HBV的HBxAg蛋白可以诱导Fas配体(FasL)的表达

从而帮助肝细胞癌(HCC)细胞逃避宿主的免疫监视系统.

Lee et al [15]研究了HBxAg蛋白诱导转录因子Nur77基因

的表达. Nur77是细胞核内的一种孤生受体 在FasL表

达上调中具有重要作用. 以表达HBxAg蛋白的Chang X-34

细胞系进行研究时 发现HBxAg蛋白的表达可以诱导

Nur77的表达. 将反义基因或者负显性突变体导入细胞

中对于Nur77 基因的表达进行阻断时 可以显著阻断

HBxAg蛋白对于FasL的基因表达的诱导. 说明Nur77在

HBxAg蛋白诱导FasL的表达过程中具有重要的作用. 进

一步的研究结果表明 表达HBxAg蛋白的细胞系具有

较高的Nur77 转录水平以及DNA 的结合能力 说明

Nur77在HBxAg蛋白诱导Fas/FasL信号转导过程中具有

关键的调节作用.

       HBxAg蛋白对于细胞基因表达的影响是十分广泛

的 这也是HBV相关的HCC发生发展的重要机制. 但是

关于HBxAg蛋白的分子生物学作用机制 大部分都是以

肝癌细胞系作为细胞模型进行研究的  Nijhara et al [16]构

建了转导正常肝细胞的有效基因转移途径 结果表明

这种基因转移技术可以使50 %以上的细胞表达HBxAg

蛋白. Tarn et al [17]证实HBxAg引起的肝细胞的恶性转化

过程与RAS-RAF-MAPK 和 JNK 信号转导途径有关.

Kang-Park et al [18]证实HBxAg蛋白通过转录因子Sp1调

节胰岛素样生长因子II(IGF II)启动子4的活性. 在这一

调节系统中 PKC和 p44/p42 MAPK 是必须的. 首先

PMA对PKC的激活 或者PKC的表达载体可以促进Sp1

转录因子的磷酸化 提高P4启动子的转录活性. PKC的

抑制剂Go6976可以降低Sp1的磷酸化 同时降低P4启

动子的活性以及IGF-II mRNA的转录表达水平. MEK 激

活抑制剂U0126降低Sp1的磷酸化水平 P4启动子活

性和 IGF-II mRNA转录表达水平下降. 这些结果说明

PKC p44/p42 MAPK信号转导通路是HBxAg 通过Sp1

介导的IGF-II基因激活的重要条件. Pflum et al [19]证实

HBxAg与 CREB之间可以结合 并且可以促进这种蛋

白的DNA结合能力. HBxAg在反式激活靶基因转录调节

的机制中 需要Ser-133 位点没有发生磷酸化修饰的

CREB的参与. HBxAg可以上调Camp应答基因的表达

说明在肝细胞的增生 直至肝细胞的恶性转化过程中

都有十分重要的作用. Park et al [20]对p53基因发生突变

的Hep3B细胞系进行了研究 以HBxAg表达载体进行

稳定转化时 p21(waf1/cip1)mRNA转录和蛋白表达水

平显著升高 与CDK2结合的水平显著升高 显著抑

制了细胞周期素E和CDK2复合物的形成以及组蛋白

H1的磷酸化修饰 p21启动子活性增强. 利用基因突

变技术 证实p21启动子在-1185和-1482 nt 之间. 基

因突变分析结果表明 HBxAg应答位点与 ets 因子结

合位点重叠. 说明在这一细胞系中 HBxAg可以克服

由于p53功能缺失造成的下游p21(waf1/cip1)表达调节

的障碍.

        HBxAg蛋白功能域的分析: Guo et al [21]认为至少有一个

位于103-117 aa的功能域对其作用非常重要. Madden et al [22]

结果显示 N 末端和 C 末端对其反式激活都不重要

认为转录活性区位于32-148 aa内:105-148区富含负电

荷 是其他反式激活因子的典型激活功能域所具有的

特征; 32-66 aa区可能为结合功能域. Shamay et al [23]认为

C末端134-139 aa(LGGCRHK)较保守 缺失后HBxAg

的反式转录活性几乎完全丧失. Bouchard et al [24]认为有3个

关键功能域: 第46-52 aa(尤其是Pro-46 His-49 His-52)

第61-69 aa(尤其是Cys-61 Gly-67 Pro-68 Cys-69)

第 132-139 aa(尤其是Phe-132 Cys-137 His-139)

这三段序列在不同的嗜肝病毒中高度保守 第一段序

列形成组氨酸/天冬氨酸功能样特征 第二与第三段序

列与Kunitz样丝氨酸蛋白酶抑制剂的Kunitz功能区高度

同源. N末端5-27 aa 或C末端143-154 aa 缺失 对X

蛋白活性没有影响. 但也有相互矛盾的结果 可能是

HBxAg蛋白在不同细胞通过不同因子或途径起作用而

导致所需的功能域不同所致.

        需要强调的是 目前对HBxAg反式激活的研究结

果也存在不一致性 甚至有矛盾的结果. 因为研究大多

数采用瞬时表达系统 将含有X基因的表达载体与报告

基因载体用共转染实验. 分析其原因可能包括: 体外细胞

培养研究单个病毒蛋白的孤立的效应可能与体内整体

细胞蛋白的效应不同 因为体内多种病毒蛋白可能具

有协同或拮抗作用; 其次 转染细胞中蛋白表达水平也

会影响观察到的效应 体外试验中目的蛋白都是过表

达 而病毒蛋白在患者体内水平通常很低; 第一 不

同的细胞类型将有不同的应答; 第二 细胞培养环境不

可能完全真实地反映活体内环境; 最后 应用报告基因

瞬时转染观察的效应不可能完全模拟病毒蛋白对内源

性细胞基因的作用.

2.3 丙型肝炎病毒核心蛋白的反式调节  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

有密切关系[25]. JAK-STAT信号转导系统是干扰素 (IFN )

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蛋白存在于细胞质之中

激活之后就发生细胞内转位 到达细胞核中 对肝细胞

基因组的表达进行调控. 研究发现 HCV抑制IFN 介

导的JAK-STAT信号转导系统 主要机制是阻断IFN
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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. Li et al [26]对HCV核心蛋白对于IFN 和干扰素

(IFN )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IFN 诱导的STAT1表达具有

显著的下调作用 凝胶阻滞分析(gel retardation assay)表

明表达HCV核心蛋白的细胞 受到 IFN 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 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.

        为了研究HCV的恶性转化作用 Kim et al [27]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. Lee et al [28]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 的水平检测而得到反映 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核心蛋白对于细胞

具有转化作用的机制之一. Ahn et al [29]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. Tsuei et al [30]研究了HCV核心蛋白对于血

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

SB203580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p38 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

激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 Huang et al [31]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 blot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感染引起肝细胞发生恶性转化的可

能的机制之一.

       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Pileri et al [32]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- 四葵酸佛波乙酯

(12-O-tetradecanoyl phorbol 13-acetate TPA)的作用下

进一步升高 但表达HCV核心蛋白的NIH 3T3和HepG2

细胞受到表皮生长因子(EGF)和肿瘤坏死因子 (TGF )

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 当受到MEK1特异性抑制剂PD98059

时则被阻断. 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中

具有十分重要的作用. Rice et al [33]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
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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 (IL-2R )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.

2.4 丙型肝炎病毒的NS3蛋白的反式调节  慢性丙型肝

炎发病机制中氧化应激产生的活性氧(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

化应激产物的来源. 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. Higginbottom et al [34]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PBMC产生ROS 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激激活蛋白激酶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对于佛波豆

蔻酸乙酯(phorbol 12-myristate 13-acetate 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.

2.5 丙型肝炎病毒的NS5A蛋白的反式调节  Flint et al [35]

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 介导的信

号转导的影响. HCV蛋白的表达 强烈抑制IFN 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 IFN 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 诱导的转录因子NF-κB的激活没有影响. HCV 干
扰 IFN 介导的JAK-STAT信号转导 与对IFN 治疗

的抗性作用无关 而可能与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(IFN β)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. 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IFNβ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.

        Flint et al [36]应用HCV亚基因组复制子细胞模型 研

究了HCV-肝细胞之间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的上述抑制作用 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. 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 的抗性有关 其机制之

一就是NS5A对于IFN 诱导关键酶 即双链RNA激活

的蛋白激酶(PKR)的抑制作用 但IFN 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. 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 诱导 ISGF-3的表达也没有显著的影响.

HCV NS5A的表达也不影响IFN 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 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 也是影响细胞对于IFN 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

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

者外周血单个核细胞的 IRF-1 IRF-2 和 IFN

mRNAs 以及 IFN 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 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 8 的表达水平. 病毒感染诱导的IFN
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表达具有型特异性 认为HCV感染可以特异性地诱导

PBMC中 IFN 5的表达[37].

       丙型肝炎病毒NS5A蛋白对于PKR具有抑制作用.

PKR所介导的IFN 抗病毒作用部分地通过抑制eIF2

的磷酸化 进而抑制mRNA翻译而实现. Lahm et al [38]

研究了HCV NS5A蛋白对PKR影响mRNA翻译过程的抑

制作用. 痘苗病毒载体VV E3L表达的蛋白是PKR很强

的一种抑制因子. 以 IFN 预处理表达缺陷型基因的

VVDeltaE3L HeLa S3细胞 PKR和 eIF2 的磷酸化水

平都显著升高. 当表达NS5A蛋白的VVNS5A细胞系受到

IFN 刺激时 PKR 和 eIF2 的磷酸化水平出现瞬时

下降. 表达VVDeltaE3L 的细胞系受到 IFN 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EGF 激活时的 p38-

eIF4E磷酸化的作用. NS5A诱导的eIF2 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 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 Borowski et al [39]以同位素标记

HCV-H NS5A的磷酸多肽 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(2 321). 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. 如对于Ser(2 321)突变为Ala 磷酸化蛋白修饰立即

消失 对于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(2 321). 对

于NS5A的 Ser(2 321)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(2 321)的周围 如

PLPPPRS(2 321)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. Kato et al [40]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NS5A 与

Grb2的结合. Grb2蛋白N-末端SH3结构域的突变显著

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. 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.

3   肝细胞蛋白对于肝炎病毒基因表达的反式调节

3.1 肝细胞蛋白对于HBV DNA元件的调节作用  HBV

DNA中的CP指导两个相关的RNA分子的转录 即前-C

和核心RNA的转录. 既往的研究表明 慢性HBV感染

者的CP经常发生2个核苷酸的突变 从而造成核受体

结合位点与转录因子(HNF-1)的结合能力下降 造成转

录水平的抑制. 这种基因突变同时也造成与X蛋白编码

区的2个密码子的变化. Li et al [41]的研究结果表明 X

蛋白及其突变体在体内外可以与HNF-1结合. X蛋白及

其突变体都可以提高HNF-1的基因转录水平以及与X

蛋白的结合能力. 这一结果首次发现了X蛋白能够促进

转录因子蛋白的DNA结合活性. X蛋白及其突变体在刺

激HNF-1活性中的作用不同 仅仅小量的X突变体蛋

白就可以产生较大的反式激活作用 显著提高HNF-1的

DNA结合能力. X蛋白与突变体蛋白之间的这种差别 在

HBV感染的致病机制中具有重要意义 也说明了不同的

CP结构具有不同的HNF-1的结合位点的原因.

        干扰素刺激应答元件(ISRE)/干扰素调节元件(IRE)位

于HBV DNA的 1 091-1 100 nt 之间 恰好位于增强子

I(Enh I)/X基因启动子区 与XP活性调节密切相关 增

强子I/X基因启动子 /ISRE/IRE组成了一个功能性的调

节集团 与IFN 和ISGF3的特异性转录激活过程有关.

3.2 肝细胞蛋白对于丙型肝炎病毒基因元件的调节作用

丙型肝炎病毒基因组结构的5 -NTR具有特殊的二级

结构形式 这是保证HCV进行正确翻译过程的重要的先

决条件之一. HCV RNA 5 -NTR的核苷酸长度为341 nt. 研

究表明 几乎所有这些核苷酸都参与了内部核糖体进入

位点(IRES)的形成. 其基本的二级结构包括四个茎-环

(stem-loop)结构 即第 I-IV茎 -环结构[42]. 研究表明

这四段不同的二级结构形式 在HCV RNA翻译过程中

都具有十分重要的作用[43,44]. 每一个不同的茎-环结构通

过与不同的翻译有关的蛋白质因子的结合 对HCV

RNA的翻译过程起重要的调节作用.

        丙型肝炎病毒RNA 5 -NTR的翻译起始过程是一种由

IRES介导的帽状结构形成非依赖性的过程. Worman et al [45]

应用研究RNA-蛋白结合的紫外交联技术 证实多聚嘧

啶核苷酸序列结合蛋白(PTB)能够至少与5 -NTR中的

3段不同的结构区段进行结合 在HCV RNA 5 -NTR
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的翻译过程中发挥重要的调节作用. 对于PTB蛋白结合

的这三段5 -NTR的核苷酸序列进行分析 证实都有

高度保守的多聚嘧啶核苷酸序列. 应用HCV RNA 5 -

NTR结构区的序列而设计的竞争性核苷酸序列进行的竞

争性结合实验研究结果表明 这种结合是蛋白质因子

类型和核苷酸序列特异性的过程. 应用免疫沉淀技术证

实 从Hela细胞中提取的PTB蛋白的同分异构体形式

的这种蛋白 能够与HCV RNA 5 -NTR结合. 以 PTB

的单克隆抗体事先将Hela细胞中的PTB蛋白免疫清除

的实验结果表明 PTB蛋白与HCV RNA 5 -NTR 的

结合 是HCV RNA翻译过程所必须的步骤. 另外还发

现 如果向免疫清除Hela蛋白混合物中再补足PTB蛋

白 也不能有效地恢复由HCV RNA 5 -NTR 介导的

翻译过程 说明除了PTB蛋白之外 HCV RNA 5 -

NTR介导的翻译过程 还必须有另外的PTB蛋白质相

关因子的参与. 也就是说 在以PTB蛋白特异性单克隆

抗体免疫清除 PTB 蛋白的同时 可能也将另外的与

HCV RNA翻译有关的PTB结合蛋白一起去除了. 因此

单纯向这种蛋白复合物中添加PTB蛋白是远远不够的.

要完成HCV RNA的翻译过程 必须有包括PTB蛋白等

多种细胞蛋白质因子的参与.

        Casbarra et al [46]的研究表明 La自身抗原(La autoantigen)

也是一种HCV RNA 5 -NTR结合蛋白 并对HCV RNA

的翻译起始活动具有关键的调节作用. 同样也是应用紫外

交联技术对于HCV RNA结合蛋白的种类进行了分析. 结

果表明 La自身抗原是HCV RNA 5 -NTR特异性结合

的蛋白质分子. 进一步的研究表明 几乎完整HCV RNA

5 -NTR 的 341 个核苷酸组成的茎-环结构 都是与

La自身抗原进行结合所必须的 而且这种RNA-蛋白之

间的结合 可以启动HCV RNA的翻译过程. 有趣的是

HCV RNA结构中的翻译起始点(AUG)也是5 -NTR与

La 自身抗原结合的必备条件. 如果将完整HCV RNA

5 -NTR的核苷酸序列 只是缺失掉AUG或替换成其

他核苷酸 则不具备与野生型HCV RNA 5 -NTR 竞

争性结合La自身抗原的能力. 说明La自身抗原与HCV

RNA之间的结合过程 不仅是茎-环二级结构完整性

依赖性的 同时也是翻译起始密码子依赖性的. 因此La

自身抗原是调节HCV RNA翻译活动的重要的宿主细胞

的蛋白质因子.

        Fukuda et al [47]对多聚胞嘧啶结合蛋白1(PCBP-1)和

PCBP-2等HCV RNA 5 -NTR特异性结合蛋白进行了

研究. 首先以与谷胱甘肽S-转移酶(GST)融合蛋白的形

式 以大肠杆菌表达PCBP-1和PCBP-2重组蛋白 并

证实了与HCV RNA 进行特异性结合的能力. 制备了

PCBP-2的特异性抗血清 同时证实了这种特异性抗血

清能够与HCV RNA 5 -NTR和从Hela细胞质提取的蛋

白三者共同形成超级复合物. 对于这种结合的HCV RNA

5 -NTR 的结构依赖性进行研究 发现几乎所有的内

部核糖体进入位点( I R E S ) 的核苷酸序列 都是与

PCBP-2 结合所必备的. 说明HCV RNA 5 -NTR 与

PCBP-2之间的结合 是 IRES 序列依赖性的 而且也

是IRES结构完整性依赖性的. 根据PCBP-2在细胞内的

分布特点 认为HCV RNA 5 -NTR 与 PCBP-2之间

的结合发生在HCV感染细胞的细胞质内.

        丙型肝炎病毒这些结构比较简单的生物类型 一般

来讲 都必须借助于感染的宿主细胞内的环境因素

才能完成其生活周期. HCV RNA 5 -NTR 仅有341个

核苷酸长度 但是却指导长达10 kb 的开放读码框架

(ORF)的翻译过程 因此 除了其自身的基因组翻译成

的蛋白质分子以外 还必须借助于感染宿主细胞的一

些蛋白质因子. 自然想到的是细胞中一些参与蛋白翻译

过程的蛋白质因子. Tsuchihara et al [48]研究了真核细胞翻

译起始因子(eIF3)在HCV RNA翻译起始过程中的作用.

研究结果表明 eIF3能够与HCV以及经典猪发热病毒

(CSFV)RNA中的 IRES结合 对这两种病毒的翻译起始

具有重要的调节作用.  利用化学和酶学足迹法对于

eIF3 -IRES 复合物进行分析 结果表明 eIF3 的结

合可以保护IRES第 III茎 -环结构中的IIIb位点的茎部

顶端单链核苷酸序列区. 应用RNA酶ONE和V1两种酶

的足迹实验都得到了相同的研究结果. 以引物延伸实验

也证实了茎-环结构IIIb或者其相邻的IIIc发夹状结构

的完整性 都是eIF3 与 IRES 区结合所必备的条件. 以
32P-标记的HCV RNA探针进行的紫外交联实验的研究

结果表明 HCV RNA的 5 -NTR至少与eIF3 蛋白复

合体中的4种蛋白质成分(P170 P116 P66 和 P47)进

行结合. 这一研究结果表明 病毒的 IRES 蛋白翻译过

程 是要通过借助病毒感染细胞翻译起始蛋白质因子

的作用才能实现的.

        Reed et al [49]以高度保守的HCV RNA 5 -NTR为探

针 应用凝胶电泳迁移率法 对于HCV RNA 5 -NTR

结合的蛋白质成分进行了研究 以阐明HCV感染的靶

细胞中的某些蛋白质成分对于HCV复制和表达过程的

调节作用. 结果发现分子量为87 kD和 120 kD的两种蛋

白质分子能够与HCV RNA 的5 -NTR区进行特异性结

合. 对于HCV RNA 5 -NTR序列结构特点 与细胞蛋白

结合的序列结构依赖性进行研究 发现5 -NTR的131-

253 nt之间的核苷酸序列 是这两种蛋白结合的关键序

列结构. 如果将5 -NTR中的第III段茎-环结构中的多

聚嘧啶区的核苷酸序列191-UCCUUUCUU-199 换成

191-UCCUUUggU-199时 这种RNA-蛋白复合物则不

再形成. 因此 87 kD和 120 kD这两种细胞蛋白是5 -

NTR第 III 茎 -环结构结合特异性的蛋白质分子 但多

聚嘧啶核苷酸区发生基因突变时 仅仅造成87 kD蛋白与

5 -NTR结合能力的丧失 而对于120 kD蛋白与5 -NTR

的结合没有显著的影响. 作者根据这些研究结果 提出

87 kD蛋白与HCV RNA的复制过程有关 而120 kD的

蛋白质则与HCV RNA 5 -NTR的翻译过程有关.
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4   肝炎病毒反式调节机制研究的意义

4.1 促进对肝炎病毒分子生物学的研究  肝炎病毒在肝细

胞中的复制和表达存在十分复杂的机制 虽然肝炎病

毒 特别是乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒主要是感染肝

细胞 但是对其他细胞类型也具有一定的感染能力. 决

定HBV HCV嗜肝细胞特性的分子生物机制 主要还是

肝细胞中存在特殊的大分子环境 适合肝炎病毒完成其

复制和表达的生活周期 这种大分子条件是肝细胞中所

存在的蛋白质成分 这些蛋白质成分与肝炎病毒基因组

DNA/RNA的结合以及反式调节 决定了肝炎病毒相对

嗜肝细胞的特点. 因此 关于肝炎病毒反式调节机制的

研究 从理论上可以加深对于肝炎病毒的分子生物学调

控机制的深入了解 为探索抗肝炎病毒的新技术 新疗

法奠定坚实的理论基础[50,51].

4.2 促进新型治疗技术和方法发展  肝炎病毒存在复杂的

反式调节机制 这一特点也是设计新型治疗技术和方法

的重要理论根据. 例如显负性突变体(dominant negative mutant)

的设计与抗乙型肝炎病毒复制的研究 利用反式调节机制

提高基因治疗中目的基因的表达水平 或者作为基因治疗

的目的基因何时表达的开关 都有重要的意义.

        显负性突变体的构建 在抗病毒基因治疗新兴技术

的设计中具有重要地位. 乙型肝炎病毒的核心蛋白等其

他类型的病毒蛋白在HBV的复制和表达过程具有十分

重要的促进和调节作用. 如果构建核心蛋白的突变体

作为基因治疗的目的基因进行表达 这种显负性突变体

的表达 可以竞争地结合野生型核心蛋白的结合靶位

但是却缺乏野生型核心蛋白的反式调节作用. 从一定程

度上形成了竞争性结合抑制 对于乙型肝炎病毒的复制

和表达进行有效抑制 实现抗病毒的基因治疗[52,53].

          利用反式调节机制提高目的基因表达水平和作为基

因治疗时目的基因表达的开关 不仅仅限于肝炎病毒的

新型治疗技术的设计 在人免疫缺腺病毒(HIV)的新型治

疗技术和方法的设计中得到更为广泛的应用. 已知HIV

的长末端重复序列中存在HIV基因编码的反式激活蛋白

Tat的应答元件 在HIV的复制和表达的调节中具有重

要作用. 因此 将干扰素 的编码基因构建到LTR启动

子序列的下游 构建基因治疗的表达载体 如果没有反

式激活剂Tat蛋白的存在时 目的基因的表达水平只是

处于很低的水平 但是当环境中因为出现HIV的感染而

表达反式激活剂 Tat 蛋白时 受到反式激活以后 基

因治疗的靶基因 即干扰素的表达水平显著升高 与

基础表达水平相比较可以提高200倍. 这种反式激活作用

机制至少具有两方面的意义 一是可以满足基因治疗

过程中目的基因表达水平普遍偏低的情况 另外. 这种

反式调节机制 更加适合基因治疗目的基因表达水平

调节的目的 即没有HIV 感染时 基因治疗的目的基

因表达水平可以只是很低的基础水平的表达 不至于

基因治疗目的基因持续高水平的表达导致机体功能的紊

乱 但是一旦有感染存在时 就立即启动目的基因的

表达 进行抗HIV的基因治疗. 随着基因治疗的效果的

显现 病毒复制表达水平又进一步降低 环境中的反

式激活病毒蛋白水平下降 LTR中的启动子活性又开始

逐渐下降 目的基因水平的表达也随之进一步下降

恢复到对机体影响较小的基础表达水平 以减少基因治

疗目的基因高水平持续表达所带来的可能的毒副作用.

因此 可以实现抗病毒基因治疗过程中目的基因表达

水平的实时调控. 这一点是其他的基因治疗技术和方案

所不能比拟的. 因此 病毒基因表达的反式调节机制在

新型抗病毒基因治疗技术的设计中也有重要的应用前景.

        Basu et al [54]在研究脊髓灰质炎病毒(PV)IRES介导的

PV病毒基因组翻译过程调节的过程中 发现一小段来

源于酵母细胞的RNA片段(60 nt) 对于PV的IRES介导

的翻译功能具有显著的抑制作用. 这一小段RNA片段即

称为抑制性RNA(IRNA)片段. 联想到HCV RNA的翻译过

程也是由IRES结构介导的 因而推测这种IRNA片段可

能对HCV的翻译功能也有抑制作用. Heim et al [55]构建了

HCV IRES介导的报道基因表达载体和 IRNA的表达载

体 共同转染肝癌细胞系Huh7时 发现IRNA的表达

对于HCV RNA IRES介导的翻译活性具有明显的抑制作

用. 持续 IRNA表达对于Huh7细胞系的生长特点没有显

著的影响. 同时注意到 IRNA的表达只是抑制由 IRES

介导的帽状结构形成非依赖性的翻译过程 而对于宿主

细胞的帽状结构形成依赖性翻译机制没有显著的影响[56,57].

当以HCV IRES与PV的其他部分重组构建嵌合病毒时

IRNA也能显著抑制这种嵌合病毒的复制和表达. 研究表

明 IRNA对于HCV RNA 5 -NTR翻译机制的干扰和

抑制作用 主要是通过对La自身抗原与HCV RNA 5 -

NTR结合过程的抑制作用而实现的. 因此 对HCV RNA

5 -NTR结构及其结合蛋白的研究将为抗HCV新型治

疗方法的设计奠定坚实的基础.
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1   老年期消化系疾病的特点

消化系疾病为老年人常见病之一 约占所有老年病的

18 % 1989 年一组国内资料报道 在住院的消化系

疾病患者 中老年人占9.6 % 以消化性溃疡 急性

胃肠炎 肝硬化 慢性胆囊炎 胆石症 上消化道

出血及肿瘤等最常见. 上消化道出血 恶性肿瘤 肝

硬化及急性胰腺炎等又为老年人死亡的主要原因.老年

人消化系疾病发病隐袭 病情较复杂 并发症亦多

因而死亡率高.由于衰老 消化系解剖及生理功能的改

变 老年人常有不同程度的消化 吸收 代谢及排

泄功能障碍 加之老年人特有的精神 心理变化 消

化系疾病的表现多不典型. 另外 老年人对一些特殊检

查的耐受性下降 使之不能满意进行 往往导致疾病

诊断与治疗的延误.所以了解与掌握老年消化系疾病的

一些特点 对临床医务工作者至关重要.

1.1 多病性  患消化疾病的老人常同时有其他疾病存在

如高血压 动脉粥样硬化 慢性支气管炎 肺气肿 或

兼有肾功能损害 这从临床上可以发现 从尸检中则更

加常见.北京报告 64例80岁以上患者尸检的结果 竟

无1例为单一脏器病变 虽然大部分脏器病变并不致

命 但当某一脏器功能减退时 其他脏器的病变必然影

响全身抵抗力 给治疗带来一定困难 在防治老年人疾

病时应予注意. 由于同一人患有多种疾病 在症状和体征

方面相互影响 必然使临床表现变得更为复杂和不典型.

1.2 不典型性  老年人的多病性是临床表现不典型的原

因之一. 同样的症状在不同年龄的诊断可以不同 例如

烧心上腹痛 在青年人以溃疡病可能性大 而老年人则

以真菌性食管炎为多见; 同样的疾病在不同的年龄组中

可以表现不同 例如口炎性腹泻 在青年人患此病时表

现为恶臭性腹泻 而老年人表现为骨质疏松 股骨颈骨

折. 老年人敏感性降低 自觉症状轻微. 老年人体温调节

能力低 发热不如年轻人明显 甚至在严重感染时也是

如此; 对冷的反应也差 容易发生低温状态而不自觉.

老年人对疼痛的反应较差 有剧烈疼痛的疾病 如肠

穿孔 腹膜炎等可能仅有轻微不适或全无主诉. 急性

阑尾炎或胆石症发作时亦可症状不多 但可引起穿

孔 老年人消化性溃疡特点是溃疡大 可以突然发生

上消化道出血.

1.3 发病快 病程短 容易发生全身衰竭  老年人脏

器储备功能低下 尤其是高龄老人 活动能力减退

长期卧床 食欲逐渐减退 饮水量也减少 其血钾

血钠均较青年人低 而尿素氮却较高 免疫力下降

内环境的稳定性已有改变 一旦受到应激因素 如消

化道出血或急性胆道感染 病情可迅速恶化 原来处于

勉强平衡状态的某些脏器功能 容易在发病后短期内

迅速衰竭 治疗极为困难 预后恶劣. 据统计 40.6 %的

80岁以上的患者在住院1 wk内死亡 5 %甚至来不及

住院而死在家中.

1.4 易有意识障碍  高龄患者不论患何种疾病 都容易

发生意识障碍 如老年人脑血管硬化 血压改变 感

染 毒血症和电解质紊乱等均是重要因素.据报道 70岁

以上老年人17 %可出现体位性低血压 其收缩压可达

8 kPa(60 mmHg). 意识障碍的出现给诊断和治疗带来很

多困难.在分析老年人意识障碍时 必须排除医源性因

素 如服用安定药 抗抑郁药等的作用.

1.5 容易引起水 电解质紊乱  老年人脏器呈萎缩状

态 由于口渴中枢敏感性降低 因此饮水量不多 轻

微的原因即可引起水和电解质失调. 老年人脱水可有缺

水性脱水与低钠性脱水 缺水性脱水时血压尚可维持.

周围循环衰竭症状少见 但由于细胞内水分丢失可引

起脑细胞失水 容易发生中枢神经功能障碍 由于老

年人口渴感觉不灵敏 在照顾时更应注意舌的干燥与

否 皮肤弹性 以及有无少尿或体重减轻. 老年人患

肿瘤 中枢神经疾患或肺疾病时 可有抗利尿激素分

泌异常引起的慢性缺钠性脱水. 老年人肾处理钾的能力

减低 如有腹泻或呕吐 容易产生低血钾 如因便

秘而使用泻药或用利尿剂 必需小心防止失钾 而肾

功能减退伴有感染时 又容易发生高血钾. 肾功能减

退比较隐匿 不作化验很难发现 对老年人肾功能变

化应予格外警惕.

1.6 容易发生后遗症和并发症  老年人患病后容易产生

后遗症和并发症.由于长期卧床 可以引起坠积性肺

炎 便秘 也可引起肌肉萎缩和体位性低血压 也可

以引起肢体挛缩 骨质疏松 褥疮 静脉血栓形成和肺

栓塞等 对此均应作出早期预防措施 例如勤翻身

清洁皮肤 腹肌及肢体肌肉的按摩等. 近年来已注意到



老年人容易发生播散性血管内凝血. 并发症常是引起老

年人死亡的重要原因 例如严重的电解质紊乱是老年

急性腹泻患者的常见并发症 死亡率很高.

1.7 对治疗的反应不同  同样的一种药物治疗 在青-

老年之间的反应不同 老年人的耐受性低 容易出现

副反应 并且个体之间的差异也较大.

2   老年期消化系疾病的治疗

老年期消化系疾病的发病率常高于一般人群 约有20 %

老年患者死于消化系严重病变 而恶性肿瘤的发病率

尤高. 老年人胃肠病的表现 诊治和预后与年轻人有明

显区别而处理各异. 因此 对老年期消化系病的诊断处

理就显得更为重要.

2.1 消化性溃疡  老年消化性溃疡以胃溃疡多见 多发

生在胃角至贲门区 且有随年龄增大而上移的特点.

在内镜下常显示巨大溃疡而被疑为恶变 但相当比例

的溃疡经内科治疗可愈合. 临床症状不典型 有节律性

上腹痛者仅在 30 % 常表现消瘦 纳差 呕吐 贫

血等而易被误诊为胃癌.病程长 约有83.5 %的患者在

60岁前已患本病 并有反复发作史.常伴发多种疾病

合并症多且严重.

        治疗上以黏膜保护剂(铋剂 麦滋林 硫糖铝 喜

克溃 施维舒 欣络维等)为主 以抑酸剂(质子泵阻断

剂 H2受体阻断剂等)为辅 兼以调整神经胃肠功能对

症治疗. 中医辨证分型治疗:  脾胃虚寒型以黄芪建中汤

加减 肝胃不和型以柴胡疏肝汤加减 胃阴不足型以

一贯煎加减 寒热夹杂型以甘草泻心汤加减治疗之. 若

合并幽门螺杆菌(Hp)感染 则应以铋剂或抑酸剂加二

种抗生素(如羟氨苄青霉素 甲哨唑 替哨唑 呋喃

唑酮 四环素 克拉霉素等任选两种)形成三联疗法以

根除之.也可采用固定方中成药治疗 我们研制的胃必

宁片 服用4 wk总有效率达97 % 溃疡愈合率达80 %

5 a疗效巩固率达67 % 此外如胃乃安 胃热清等均

可酌情应用.

2.2 慢性胃炎  老年慢性胃炎可有浅表性胃炎和/或萎缩

性胃炎 尤以后者较年轻人多见 可合并幽门螺杆菌

(Hp)感染或肠化和不典型增生等癌前病变. 临床上以功

能性消化不良症状(上腹痛 早饱 腹胀 嗳气 恶

心等)为多见. 确诊以胃镜及活检病理所见为依据. 同时也

有表现不典型 病程长 合并症多 难治愈等特点.

        治疗上同样以黏膜保护剂为主 以功能调节剂(如

促动力剂)为辅 根据不同情况分别应用抑酸剂或酶类

补充剂或抗Hp剂. 中医辨证分型治疗 张子理对68例

合并不典型增生或肠化的萎缩性胃炎进行分型治疗

用黄芪建中汤治疗脾胃虚寒 用四逆散治疗肝胃不

和 用香橼枳术汤治疗脾虚气郁 总有效率达94.12 % 不

典型增生逆转率58.14 % 肠化逆转率64 %. 固定方中

成药治疗 我们研制三九胃泰对各类慢性胃炎总有效

率94.6 % 萎缩性病变逆转率52 % 糜烂性病变逆

转率 89.89 % 比外 如摩络丹 消胀冲剂 舒肝

健胃冲剂 胃细胞逆转丸等均可酌情采用. 朱庄庄 et al

自拟清热祛瘀方(蒲公英 神曲 太子参 山药 赤

芍 丹参 郁金 木香 黄连)加减及中小量雷尼替丁

(150 mg/d)治疗老年糜烂性胃炎30例 总有效率96.7 %优

于对照组(单用雷尼替丁150 mg 2次 /d)之81.8 %(P <0.01)

刘运林采用补阳还五汤(生黄芪 赤芍 当归 地

龙 川芎 桃仁 红花)加减及阿莫西林(1 g 2次 /d)治

疗老年幽门螺杆菌相关性胃炎 结果 Hp根除率及治

愈率75.76 %明显优于对照组(阿莫西林1 g  2次 /d)之

45.5 % (P <0.05).

2.3 胃癌  老年人胃癌发生率高 但脏器转移反而有减

少的倾向 约 1/3 患者可向肝 胰腺转移. 老年胃癌

病灶多位于下半胃 为<2 cm 之隆起型早期胃癌 多

为分化型 除溃疡恶变外 溃疡型较少见. 症状不典

型 约 1/2 患者有胃肠道症状 但很少出现上腹痛

烧心 嗳气等 部分患者无症状或表现为非胃肠道症

状如心悸 气短 贫血或浮肿等. 若胃肠道症状经正规

治疗不缓解或出现黑便 贫血及消瘦等应尽快行胃镜检

查. 胃镜和活检病理检查是确诊早期胃癌唯一可靠方法.

       治疗上 一旦确诊应争取尽早行根治手术 效果

常比年轻人好. 有研究报道老年胃癌进展较年轻人为慢.

但如有严重合并症 不宜行手术. 一般老年胃癌预后较

年轻人为佳 术后或不能手术者常用以5FU为主的化

学治疗. 中医辨证分型治疗 肝胃不和型多见于早中期

胃癌及术后患者 常以柴胡舒肝散加减; 脾胃虚寒型多

见于中晚期胃癌 常以理中汤合平胃散加减; 病毒内阻

型多见于进展期胃癌 常以膈下逐瘀汤合失笑散加减;

胃热伤阴型多见于中期胃癌及合并放化疗反应的患

者 常以麦门冬汤合玉女煎加减; 痰浊中阻型多为中晚

期胃癌合并贲门或幽门梗阻者 常以二陈汤合海藻玉

壶汤加减; 气血双亏型多见于晚期胃癌 常以十全大补

汤加减治疗. 抗癌中成药有复方天仙胶囊 平消胶囊

参莲胶囊 冬凌草片 肿节风片 华蟾素 羟基喜树

碱等.

2.4 慢性肝炎  老年患者由于输血及应用血液制品机会

增多而易患乙型病毒性肝炎和丙型病毒性肝炎 由于

存在多种疾患 用药多致肝损害机会多 易患药物性

肝炎. 随年龄增长而趋向慢性过程者居多. 表现常不典

型 有些症状轻微而被忽视 有些症状严重 乏力

和恶心常见 黄疸较深 消退缓慢 淤胆型者常见.

诊断方面应重视病史 临床特点 肝功能 病原学

检查及肝穿刺活检病理检查而确诊. 老年性肝炎易发展

为暴发性肝炎和重症肝炎 常有肝炎并发症及其他多

种合并症而预后不佳死亡率较青壮年者为高.

       治疗上应争取综合治疗 包括适当休息 合理饮

食 心理治疗及药物治疗. 后者应包括护肝 降酶 退

黄 缓解炎症 调节免疫 抗病毒药物及基因导入治

疗等; 中药在防止肝纤维化 改善肝功能方面疗效显
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著.  中医辨证论治 湿热证多见于肝炎初期 急性

期 也见于中重度慢性肝炎和重症肝炎 常以龙胆泻

肝汤加减; 疫毒证多见于肝炎急性活动期及重症肝炎

常以清瘟败毒饮或黄连解毒汤加减; 气滞证多见于肝炎

慢性期 恢复期或慢性黄胆型肝炎 常以柴胡舒肝散

合平胃散加减; 阴虚证多见于肝炎慢性期 可见于慢性

肝炎各期 瘀胆型肝炎 常以一贯煎合六味地黄丸加

减; 血瘀证多见于肝炎慢性期 可见于慢性肝炎各期

瘀胆型肝炎 常以血府逐瘀汤加减; 阳虚证多见于肝炎

慢性期 肝肾功能衰竭 常以暖肝煎加减治疗之.

2.5 肝硬化  近年来本病老年人发病率有增高趋势 其

病因在国内主要继发于肝炎病毒感染 长期瘀胆和循

环障碍等. 老年肝硬化肝脏多不萎缩 呈小结节颗粒

状 假小叶常不规整 纤维增生减少 结节再生力

弱 较少有腹水 门脉高压和肝功能衰竭 故临床

表现多不典型 起病隐匿 病程长 症状轻或无

有的体检才发现肝脾肿大 甚至死亡后尸检时才发现

肝硬化.

       治疗上 一旦出现门脉高压表现时 耐受出血和

耐受手术能力差 门腔静脉分流术容易诱发肝性脑

病 但可以耐受内镜诊治 食管下端静脉曲张局部注

射硬化剂或结扎术均可取得较好效果. 老年人肝肾功能

减低 药物治疗应格外注意 强调个体化用药 密

切观察毒副反应. 中医辨证分型治疗 在肝硬化代偿

期 可概括为积聚型 其中肝硬化早期多表见为肝郁

脾虚 以柴胡疏肝散合四君子汤加减; 中期多为气滞血

瘀 以化瘀汤加减. 在肝硬化失代偿期可概括为鼓胀

型 其中水湿内阻相当于腹水轻症 以胃苓汤加减;

瘀血阻络相当于明显门脉高压者 以膈下逐瘀汤加减;

肝肾阴虚相当于反复出血 神昏 潮热起伏者 以

一贯煎加减; 脾肾阳虚相当于肝硬化晚期 附子理中汤

合五苓散加减治疗之.

2.6 胆石症和胆道感染  老年人胆石症的发生率随增龄

而升高 70岁以上老人胆石形成率可达21-50 % 总

胆管结石发病率比青年人高 2倍. 老年患者症状不典

型 甚至无症状 出现症状常很突然 病情变化亦

快. 老年人胆石症并发急性梗阻性化脓性胆管炎及休克

者占56 % 约有1/3死亡. 患者疼痛和体温升高与病变

严重程度常不相符 易发生胆囊坏疽 积脓和穿孔.

胆道内瘘 胆石性肠麻痹和肝脓肿等并发症发生率较

高. 因此 时常延误诊断并急需紧急手术而增加了死亡

率.老年患者常存在多种疾病 使各器官代偿功能减

退 特别是冠心病 糖尿病等增加了手术的难度 同

时易致感染扩散或某些厌氧菌感染 有发展成多器官

功能衰竭之可能. 急性胆囊炎缓解后有的可遗留为慢性

胆道感染 表现更不典型 仅有右上腹隐痛 B 超

声可示相应征象(如胆囊或胆管壁毛糙 增厚 结石

影等)而诊断.

         治疗上应用内镜下乳头肌切开取石及腹腔镜下胆囊

切除使老年患者争取了更多的手术机会.慢性胆道感染

则给消炎 解痉 利胆治疗.中医辨证治疗 肝胆气

滞证 以大柴胡汤或柴胡疏肝散加减; 肝胆湿热证以茵

陈蒿汤或龙胆泻肝汤加减; 肝胆脓毒证以清营汤合茵陈

蒿汤加减; 气滞血瘀证以膈下逐瘀汤加减; 肝阴不足证以

一贯煎加减治疗之.

2.7 胃肠道出血

2.7.1 上胃肠道出血  常见原因为消化性溃疡 约占老

年上胃肠道出血的半数. 其余30-40 %出血是由于急性

胃黏膜病变 糜烂性食管炎 食管胃底静脉曲张破裂和

贲门撕裂症. 最后3-4 %为食管裂孔疝和胃癌等. 更少

见的原因有吻合口溃疡 卓一艾氏综合征 胃息肉和食

管癌. 老年人常有多病基础 一旦遇有某些应激 酗

酒或药物刺激等易招致上胃肠道出血 甚至有重要脏

器功能衰竭 常无先兆而突然发生 有的无呕血和黑

便 而以失血性休克为主症而求诊.

       治疗上对老年人上胃肠道出血除常规方法外 应

注意某些特点. 老年人脏器多有功能减低 故应防治并

发症如电解质紊乱 心肺功能不全 肾功衰竭和感染等.

还应注意多病共存和用药上的特殊性 如应用垂体后

叶素可诱发心绞痛 房颤等; 疑有恶性病变或内科治疗

无效者应及早手术治疗. 中医辨证分型治疗 胃中积热

型 以大黄 黄莲泻心汤加减; 肝火犯胃型 以丹栀

逍遥散加减; 脾虚不摄型 以补中益气汤合归脾汤加

减; 气衰血脱型以参附汤加减治疗之.

2.7.2 下胃肠道出血  常见于肠憩室病和结肠癌 也见

于结肠血管扩张和动脉发育异常 其他原因尚有肠息

肉 缺血性结肠炎 肠道炎症和痔出血. 肛门指诊

结肠镜检查 血管造影等为主要诊断手段.

       治疗上除一般止血 输血治疗外 应针对病因进

一步采取措施. 对于老年人出血常需内外科医师密切协

作 权衡利弊选择治疗方法. 如有报道憩室病的5-10 %

需手术治疗 但其死亡率可达30 %左右; 结肠血管病

变反复出血 内科治疗无法控制时应行左半结肠或右

半结肠切除术. 中医辨证分型治疗 肠道湿热型以地榆

散加减; 气虚不摄型以归脾汤加减; 脾胃虚寒型以黄土汤

加减治疗之.
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Abstract
AIM:To observe the therapeutic effects of poly lactic-co-glycolic
acid (PLGA) microspheres containing Melittin (M-MS) infused
via artery on hepatocarcinoma in rats.

METHODS:M-MS was prepared with biodegradable poly
lactic-co-glycolic acid by multiple emulsions in liquid evaporation
process. Rats bearing transplanted hepatoma were established
and were randomly divided into control group, melittin
group, blank microsphere (B-MS) and M-MS group with
16 rats in each group, in each respective group, normal
saline (NS,1.5 mL/kg), melittin (0.35 mg/kg), blank
microspheres (10 mg/kg), and M-MS(10 mg/kg) were in-
fused via gastro duodenal artery into hepatic artery. The
tumor growth, severity of necrosis and survival of rats were
documented.

RESULTS:Compared with control group, the tumor growth
in melittin and B-MS groups were significantly inhibited
(12.4±7.1, 10.1±8.2 vs 28.3±13.6, P <0.01) and the tumor
necrosis degree were dominantly in low- and moderate-grade,
but the survival were not prolonged obviously (15.8±2.0 d,
16.5±3.0 d vs 13.7±2.2, P >0.05). Meanwhile, the tumor

growth in M-MS group (1.1±1.1) was much slower than
that of other 3 groups and tumor necrosis degree were
mainly in severe and the survival (31.0±3.9 d) of  rats was
also significantly prolonged (P <0.01).

CONCLUSION:The anti-tumor effect of M-MS administered
via hepatic artery is much higher than that of melittin and
B-MS.

Ling CQ, Li Q, Liu XH, Chen QH, Peng YH, Luo RY, Huang XQ.Infusion
of Melittin- poly lactic-co-glycolic acid  microspheres via hepatic artery
for hepatocarcinoma in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):
900-903

摘要

目的:观察蜂毒素-聚乳酸/羟乙酸微球(M-MS)经动脉给药

对大鼠肝肿瘤的疗效. 

方法:采用改良的复乳-液中蒸发法制备蜂毒素-聚乳酸/羟

乙酸微球  建立大鼠移植性肝癌模型并随机分为对照组

蜂毒素组  空白微球组和蜂毒素微球组 每组16只. 分

别经肝动脉注入生理盐水(NS 1 . 5mL /kg ) 蜂毒素

(Melittin 0.35 mg/kg) 空白聚乳酸 /羟乙酸微球(B-MS

10 mg/kg)和蜂毒素-聚乳酸/羟乙酸微球(M-MS 10 mg/kg).

比较治疗后各组大鼠的肿瘤生长情况 肿瘤坏死程度和生

存时间.

结果:治疗后 与对照组比较 蜂毒素组和空白微球组肿

瘤生长率均显著降低(12.4 7.1 10.1 8.2 vs  28.3 13.6

P <0.01) 肿瘤坏死程度以轻中度为主 但两组动物生存

时间均未能明显延长(15.8 2.0 d 16.5 3.0 d vs 13.7

2.2 d P >0.05). M-MS组肿瘤生长率(1.1 1.1)明显低

于其他3组(P <0.01)  肿瘤坏死更广泛 更彻底 且与

对照组比较经蜂毒素微球治疗的大鼠生存期(31.0 3.9 d)

显著延长(P  <0.01).

结论: 蜂毒素以药物微球的剂型经肝动脉给药 抗肿瘤效

果明显优于单纯的蜂毒素和空白微球.

凌昌全,李琦,刘晓华,陈庆华,彭永海,罗若茵,黄雪强. 经动脉灌注蜂毒素-聚

乳酸 /羟乙酸微球治疗大鼠肝肿瘤. 世界华人消化杂志  2003;11(7):900-903
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0   引言

目前肝癌的手术切除率仅有20 %[1] 对于不能手术切

除的肝癌 肝动脉化疗栓塞(TACE)是首选的治疗方法[2-12].

药物微球作为一种新剂型通过肝动脉介入 可栓塞至



肝动脉末梢 有效的阻断肝癌的营养来源 而且在肿

瘤局部缓释其包裹的药物 具有控释 末梢栓塞 靶

向等多重作用 能够提高药物肝动脉介入的抗肿瘤效

果[13-15]. 我们参照文献[16]  采用改良的复乳-液中干燥

法制备蜂毒素- 聚乳酸 / 羟乙酸微球 经肝动脉灌注

治疗大鼠移植性肝癌  取得了初步的研究结果  现报

道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  蜂毒素(melittin )由第二军医大学长海医院中

西医结合肿瘤实验室从中华蜜蜂毒中分离 纯化 (纯

度>95 %). 蜂毒素-聚乳酸 /羟乙酸微球(M-MS) 聚乳

酸/羟乙酸空白微球(B-MS)由上海医药工业研究院采用改

良的复乳-液中蒸发法制备 微球粒径均为40-100 um

M-MS载药量为3.5 %. 微球经1.0 106 Gy 剂量的 60Co

照射灭菌 照射后经检测其形态 蜂毒素生物活性 含量

等无改变. 体外溶出试验: 首日释药15 % 以后以2.6 %/d

的速度持续释放5 wk 以上. 双人双目手术显微镜 显

微外科手术包购自苏州医疗器械总厂. SD大鼠 质

量200-250 g 购自第二军医大学实验动物中心. 大鼠

Walker-256瘤株由上海长海医院上海市中西医结合肿

瘤实验室提供.  大鼠移植性肝癌模型的制作参照

Trubenbach et al [17]的方法 而有所改进: Walker-256瘤株

从液氮中复苏后培养扩增 调整细胞悬液浓度至1

106/L细胞  注入质量为100 g左右SD幼鼠腹腔1 mL.

1 wk 后幼鼠出现腹水 抽取腹水 以1 000 r/min 的

速度离心3 min 生理盐水洗涤2遍后再离心  吸弃

上清 得糊状细胞匀浆 备用. SD大鼠术前禁食12 h 用

20 g/L戊巴比妥钠40 mg/kg剂量腹腔注射麻醉 仰卧

位固定于手术板上 术区常规消毒 无菌条件下 在

剑突下 沿腹白线切开1.5 cm左右  暴露肝脏  托

出肝左外叶 用1 mL一次性注射器抽取细胞匀浆 针

头与肝脏成300角斜刺入肝脏0.5 cm  注入细胞匀浆

0.05 mL 拔除针头 棉签压迫 检查无渗血后关腹.

1.2方法  参照Lindell et al ( Eur Surg Res 1988;9:347-352)

的肝动脉插管方法 大鼠造模后7 d 无菌下再次剖

腹 暴露肝脏. 在手术显微镜下: 用游标卡尺测定肿瘤

最大长径和最短径; 分离胃十二指肠动脉 肝总动脉和

肝固有动脉. 结扎胃 十二指肠动脉远端 血管夹暂

时阻断肝总动脉 在胃 十二指肠动脉上作一小切口

由此插入外径为0.4 mm的自制硅胶导管 上行至肝固

有动脉 用 9-0 缝合线固定 回血后 分别缓慢注

入不同制剂 拔出导管 结扎胃十二指肠动脉近端 放

开肝总动脉上的血管夹 关腹分笼饲养. 随机分为对照

组 melittin 组 B-MS 组和M-MS 组 每组 16 只.

分别经肝动脉灌注生理盐水1.5 mL/kg melittin 0.35 mg/kg

B-MS 10 mg/kg M-MS10 mg/kg . 后 3组药物均溶于生

理盐水 大鼠肝动脉灌注体积均为1.5 mg/kg. 各组随机

取6只大鼠于治疗后次日起观察生存天数 并以生理

盐水组为对照组计算生命延长率(%). 生命延长率(%)=(治

疗组平均存活天数/对照组平均存活天数-1) 100 %. 各

组余下动物于治疗后8 d处死  测量肿瘤长径(a)和短径

(b) 按公式V=ab2/2[18]计算肿瘤体积  再根据治疗前

后的肿瘤体积比计算肿瘤生长率(growth rates  GR)[19,20].

GR =治疗后的肿瘤体积/治疗前的肿瘤体积. 完整切取

以上处死的大鼠瘤块 置40 g/L甲醛液中固定  常规

石蜡包埋 取瘤体最大剖面作2-3 处病理切片  HE

染色 光镜下 根据坏死组织所占整个瘤体的比例分为

3度: 轻度(0-30 %) 中度(31-70 %)及重度(71-100 %)

比较各组肿瘤坏死程度.

        统计学处理  运用SPSS10.0统计软件  采用student t

rank sum test SNK检验方法进行统计分析. P <0.05具

有显著性差异.

2   结果

2.1 蜂毒素微球对大鼠肝肿瘤生长的影响  由于手术操

作损伤血管 4组 64只大鼠术中及术后有5只出血死

亡. 治疗前各组肿瘤体积无显著性差异(P >0.05)具有可

比性. 对照组治疗后肿瘤体积显著增大(P <0.01)  部分

大鼠出现肿瘤侵袭腹壁 胃等周围组织及腹水形成;

Melittin 组和 B-MS 组肿瘤体积较治疗前也明显增大

(P <0.01) 两组肿瘤生长率均低于对照组(P <0.01); M-MS

组肿瘤体积与治疗前相比无明显改变(P >0.05) 其中

治疗后 1 例肿瘤消失 1 例无明显改变 4 例缩小

其余4例均有不同程度的增大 肿瘤生长率明显低于

其他 3组(P <0.01 表 1 图 1).

表1   各组治疗前后肿瘤体积比较

肿瘤体积(cm3)
组别 n          肿瘤生长率

治疗前 治疗后

对照组             10        0.07 0.02        1.82 0.83c         28.3 13.6

melittin组          7        0.06 0.03        0.83 0.69ac        12.4 7.1a

B-MS组            8        0.08 0.05        0.65 0.4ac         10.1 8.2a

M-MS组          10        0.08 0.04        0.07 0.06abd        1.1 1.1ab

aP <0.01vs 对照组; bP <0.01 vs melittin组, B-MS组; cP <0.01,  dP  >0.05 vs 治疗前.

2.2 蜂毒素微球对荷瘤大鼠生存时间的影响  治疗后各组

荷瘤大鼠平均生存时间有显著差异(F =46.0626 P <0.01

表 2). M-MS 组与对照组 B-MS Melittin 组相比

生存时间明显延长(P <0.01). 经 B-MS Melittin治疗的

荷瘤大鼠生存时间虽长于对照组 但其差异均无统计

学意义.

2.3 蜂毒素微球经肝动脉灌注对大鼠肿瘤坏死程度的影

响  病理结果显示: 治疗后对照组肿瘤坏死程度以轻度

坏死为主(图 2) Melittin 组和B-MS组肿瘤坏死程度

以轻中度为主(图 3 4) M-MS 组肿瘤坏死程度以重

度为主(表 2 图 5).

凌昌全, 等. 经动脉灌注蜂毒素-聚乳酸/羟乙酸微球治疗大鼠肝肿瘤                                                           901



图1  治疗后各组瘤体体积比较.
图2  对照组肿瘤组织轻度坏死(15 10).
图 3  蜂毒素组肿瘤组织中度坏死(15 20).
图 4  空白微球组肿瘤组织中度坏死(15 10).
图 5  蜂毒素微球组肿瘤组织重度坏死(15 20).

表2  治疗后各组生存时间和肿瘤坏死程度的比较

                 生存时间 肿瘤坏死程度
组别  组别

    n    生存时间(d)  生命延长率               n   轻度  中度  重度

对照组     6     13.7 2.2           -            对照组   10     8       1       0

melittin组 6     15.8 2.0a      15.8 %    melittin组 c   7    2        5       0

B-MS组   6     16.5 3.0a     20.7 %       B-MS组 c   8    2        5       1

M-MS组  6     31.0 3.9b    126.8 %      M-MS组 d   9     1       2       7

aP >0.05 vs 对照组; bP <0.01 vs 对照组, melittin组, B-MS组; cP <0.05 vs

对照组, M-MS组; dP <0.01 vs 对照组.

3   讨论

对不能手术切除的肝癌 肝动脉化疗栓塞(TACE)是首

选的治疗方法. 临床上常用的栓塞剂碘油 作为药物载

体虽然可选择性滞留在肿瘤组织 具有缓释性 但碘油

只能到达较细的血管分支 无法栓塞微血管网[1] 且碘

油与化疗药相溶性差 药物释放不稳定 明胶海绵仅能

栓塞至肝动脉2-3级分枝 栓塞后 侧支循环容易建

立[ 21 ] 以及常规 TACE 存在的毒副反应[ 22 ,23 ] 致使

TACE近期疗效显著显著 远期疗效并不理想[24-28]. 提

高肝癌介入的效果 除改进导管操作技术外 研制栓

塞 抗癌 低毒高效的介入新制剂 是该领域研究的重

要发展方向之一. 药物微球是近二十年来研制的一种新

剂型 由于微球粒径可以按照人为的需要制备 通过肝

动脉栓塞能栓塞至肝窦前小动脉水平 与其他栓塞剂

相比栓塞更彻底 侧枝循环不易形成 所以能很好的切

断肿瘤的营养来源. 在发挥栓塞作用的同时 微球内药

物可在肝癌局部持续缓慢释放 使局部保持较高的浓

度 起到良好的被动靶向抗癌作用 能显著降低系统毒

性 具有控释 末梢栓塞 靶向的多重功效[29-32]. 业

已证实药物微球具有抗癌效果好 使用方便 用量小

末梢栓塞作用强等优点.

        蜂毒素为蜜蜂毒液中的一种多肽 由26个氨基酸

组成  以往临床上主要用于治疗自身免疫性疾病. 但近20 a

来  先后发现对多种实验性肿瘤有强烈的杀灭作用[33,34]

引起了人们的极大关注. 蜂毒素能使肿瘤细胞微粒体膜

溶解 使其呼吸受到抑制 从而发挥抗肿瘤作用. 但

蜂毒素具有溶血等毒副作用 限制了在临床上的应用

至今未见有用于治疗肿瘤的临床报道. 我们在体外细胞

试验和局部注射治疗肿瘤取得了肯定疗效的基础上

将蜂毒素以药物微球的方式 经肝动脉介入给药 药物

在肿瘤局部缓慢释放 局部药物浓度高 全身浓度低

起到了很好的减毒增效作用. 蜂毒素微球在抑制肿瘤生

长 延长荷瘤大鼠生存时间方面明显的优于蜂毒素和

空白微球. 一方面是蜂毒素微球通过选择性栓塞肿瘤血

管引起肿瘤缺血 缺氧坏死 另一方面蜂毒素从微球中

缓慢释放 局部药物浓度高 对肿瘤组织的作用时间

长 缺氧状态的癌细胞对药物更敏感 使治疗效果增强.

单纯蜂毒素动脉灌注 虽然也能提高局部药物浓度

实验组瘤体大小

生理盐水组

蜂毒素组

蜂毒素微球

空白微球
1

2

3

4

5
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但由于肝脏存在门静脉 肝动脉双重血供 血流量

大 经肝动脉灌注的药物易被血流冲洗 使局部停留

时间短 故单纯蜂毒素动脉灌注 抗癌效果不理想. 另

外 实验中未发现溶血等毒副作用 可能与药物主要

分布在肿瘤组织 全身浓度较低有关. 我们以聚乳酸羟

乙酸作为载体 制成的蜂毒素-聚乳酸 / 羟乙酸微球

国内外尚未见报道. 我们的研究结果表明 将蜂毒素以

微球的剂型肝动脉给药治疗肝癌是可行的 而且能够达

到 祛邪而不伤正 的目的. 有关蜂毒素-聚乳酸/羟乙

酸微球的抗癌确切机制尚有待于进一步研究.
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Abstract
AIM:To explore the expressive characteristic and biological sig-
nificance of oncogenes during experimental hepatocarcinogenesis
in rat

METHODS:A rat model of liver carcinoma was induced
with carcinogen 3’-Me-DAB. The hepatic expressive char-
acteristic of Ha-ras, c-myc and Ki-ras  rats in varied stages
in induction of cancer were examined with in situ hybrid-
ization and RNA slot blot  hybridization.

RESULTS:The hepatic expression and distribution of Ha-
ras and c-myc were similar in different periods of cancer
induction. In early stage of carcinoma induction, there were
more positive cells of Ha-ras and c-myc but little Ki-ras
positive cells. In late stage of carcinoma induced, the number of
positive cells of three oncogenes was  decreased; On the
17th week of induction of cancer, the signals of three
oncogenes in all the cancer nodules were negative or weak
but stronger in hepatic peri-cancer tissues.

CONCLUSION:Oncogenes Ha-ras and c-myc were activated
and had synergistic effect on the malignant transformation of
cells in early stage of hepatocarcinogenesis. Ki-ras might
be activated in late stage of hepatocarcinogenesis and
associated with malignant transformation of hepatocytes.

Xue L, Liao B, Zhao GQ, Hu RD, Che LH, Dong J. Expressive characteristic
and biological significance of oncogenes during rat hepatocarcinogenesis.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):904-907

摘要

目的: 探讨癌基因在实验性大鼠肝癌形成过程中的表达变化

特点及其生物学意义.

方法:应用化学致癌剂3 -Me-DAB建立大鼠肝癌模型

取其肝脏用核酸原位杂交和RNA Slot blot 杂交方法 动

态检测c-myc Ha-ras和Ki-ras在实验性大鼠肝癌形成过

程中的表达变化.

结果:在诱癌全过程中 c-myc和Ha-ras均为同步表达; 在

诱癌的早期可检测到较多 c-myc和Ha-ras的阳性表达细

胞 而Ki-ras阳性的细胞数则很少 且反应强度弱; 而诱

癌后期 各癌基因mRNA阳性表达细胞均减少; 至17 wk

所有癌组织内均显示3种癌基因表达阴性 或仅见个别小

癌巢内少数癌细胞呈弱阳性. 而癌旁肝组织内却可见三种癌

基因的大量表达.

结论:c-myc与Ha-ras被激活是肝癌发生过程中的早期事

件 且二者之间具有协同作用 而这种协同作用在肝癌的

启动上可能具有重要意义; Ki-ras的激活则发生较晚 可

能与促进细胞恶性转化有关.
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0   引言

肝癌的发生涉及多种癌基因的激活和抑癌基因的失活[1-11]

但对于不同癌基因的选择性表达以及他们在时间上的

顺序激活对肿瘤的发生发展有何意义仍不完全清楚. 我

们应用核酸原位杂交和RNA Slot blot 杂交 动态检测

c-myc Ha-ras和Ki-ras在实验性大鼠肝癌形成过程

中的表达变化 旨在探讨上述癌基因在肝癌发生中的

作用及其生物学意义.

1   材料和方法

1.1 材料  3 -Me-DAB诱发大鼠肝癌模型: 由本校实

验动物中心提供标准动物 选择健康 SD 品系大白

鼠50 只 体质量100-120 g 稳定饲养1 wk 后 40

只作为实验组 用含0.6 g/L 3 -Me-DAB 的饲料喂

养14 wk 后停药 之后继续以正常饲料喂养至17 wk;

另外 10只作为对照组 以标准饲料喂养. 自投以致癌

剂之日起 分别在4  6  8  14 和 17 wk 处死 5只

大鼠 取其肝脏 部分置液氮中冻存 用于提取组



织总RNA; 部分用40 g/L中性甲醛固定 石蜡包埋. 所

有蜡块均作5 µm厚的连续切片 用于HE染色及核酸
原位杂交.

1.2 方法  癌基因核酸原位杂交: 所用癌基因探针质粒(c-

Ha-ras PBR322 6.6 kb BamH I Ki-ras PBR322 1.0 kb

ECoR c-myc PBR322 8.5 kb Hind /ECoR )由北

京中国医学科学院肿瘤研究所提供 DIG标记(标记试

剂盒为德国宝灵曼公司产品) 标记方法为随机引物

法. 石蜡包埋切片5 µm 蛋白酶K 40 mg/L 37 30 min;
预杂交 42 1 h; 杂交过夜 42 ; 1/500辣根过

氧化酶标记的抗Dig抗体1 h DAB显色 TE终止显

色 中性树胶封片 镜检. 常规提取不同时期大鼠肝组织

标本的总RNA 紫外分光光度计(pharmacia ultrospec

2000)测其 A值 260/280 在 1.7 以上者用于杂交实验.

RNA-DNA狭缝杂交(slot blot hybridazation)按 分子克

隆 一书介绍的方法加以改进进行. 用狭缝点样器将变

性之RNA点于尼龙膜(德国宝灵曼公司)后进行杂交. 所

用癌基因探针标记方法同上. 常规洗膜. 将膜封入杂交袋

内 加入50 g/LCSPD(德国宝灵曼公司) 10 min 后倾

出CSPD液 将膜压入X光暗盒曝光于X光胶片 常

规显影 定影. 胶片用Kontron IBASS 2.0图像分析处理

仪(German)扫描分析结果.

2   结果

诱癌 4 wk 的大鼠肝体积明显缩小 质地柔软 镜下

除见大量肝细胞坏死外 显著的变化为门管区及坏死

的肝细胞区内均见大量增生的卵圆细胞. 诱癌6 wk 大

鼠肝内仍有大量卵圆细胞 部分卵圆细胞变为立方形

核呈圆形 似胆管上皮细胞 并可围成管腔样结构. 与

此同时 在大片的卵圆细胞中还可看到一些嗜碱性细

胞 小肝细胞及过渡细胞. 诱癌 8 wk 大鼠肝镜下可

见典型假小叶形成 假小叶周围为增生的纤维组织及

较多的卵圆细胞 其间仍可见过渡细胞和胆管上皮细

胞. 诱癌14 wk 肝内已出现不典型增生的肝细胞灶. 诱

癌 17 wk 大鼠肝脏除肝硬化改变外 还可见癌结节

形成. 所形成的5例肝癌中 1例为胆管上皮癌 其余

4例为混合性肝癌.

2.1 癌基因 c-myc Ha-ras Ki-ras mRNA原位杂交

凡细胞胞质内见有均匀一致分布的棕黄色颗粒者即为

阳性反应细胞. 在化学诱癌不同时期的大鼠肝脏标本中

均可检测到3种癌基因的表达 其中以Ha-ras检出率

最高且反应强度最强 Ki-ras的反应最弱. 3种癌基因的表

达分布范围基本一致. 在诱癌的4-8wk 癌基因 c-myc和

Ha-ras的阳性表达细胞呈逐渐增多趋势 而Ki-ras阳

性的细胞数很少 且反应强度弱. 阳性表达细胞多为肝

细胞坏死区周围或假小叶外围的小肝细胞; 而门管区卵

圆细胞和过渡细胞亦可见少量阳性反应细胞. 诱癌14 wk

时 各癌基因阳性表达细胞数量均减少 但仍可见部分

小肝细胞 嗜碱性肝细胞呈阳性反应. 至 17 wk 所有

癌组织内均显示三种癌基因表达阴性 或仅见个别小

癌巢内少数癌细胞呈弱阳性. 而癌旁肝组织内无论是

HE 切片中显示形态完全正常的肝细胞 亦或是具有

一定异型性 甚至不典型增生之肝细胞均可见三种癌

基因的大量表达(图1-3).

图1  诱癌8 wk时 c-Ha-ras原位杂交示大量阳性细胞.

图2  诱癌17 wk时癌旁肝组织内见大量c-Ha-ras阳性细胞.

图3  诱癌17 wk时癌旁肝组织内见较多 c-myc阳性细胞.

2.2 c-myc Ha-ras Ki-ras mRNA表达的Slot blot

杂交半定量  在大鼠诱癌的过程中 c-myc Ha-ras

和Ki-ras的表达程度如何  仅靠原位杂交来反映是不

够的 故我们提取了诱癌不同时期大鼠肝的总RNA进

行Slot blot 杂交 然后通过图像分析仪将杂交信号的

强弱转换为平均灰度值 以求客观反应上述三种癌基因

在大鼠肝癌发生 发展过程中相对量的表达变化情况

可见 c-myc与Ha-ras的表达是同步的 二者均从诱

癌4 wk开始升高 8 wk升高更为显著 之后下降; 至肝

癌形成时(17 wk) 癌组织内二者的表达均很低 而癌

旁组织则有高表达. Ki-ras仅在癌旁组织中检出. (表 1).
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表1   癌基因Slot blot杂交信号的平均灰度值

t /wk            c-myc          Ha-ras         Ki-ras

  0 7.0 1.2 -

  4 7.5 6.4 -

  6            12.1 7.7 -

  8            18.6 10.9 -

14 5.4 4.1 -

17/癌组织 4.3 1.8 -

\ 癌旁组织            28.3 18.9            5.2

3   讨论

在肝癌发生发展的过程中 各阶段有其特异的基因表

达[12]. N-ras在人原发性肝癌中是一个转化基因 他可

能在癌形成的早期或癌前期即被激活[13,14]. 而在动物(包

括大鼠和小鼠) 不少化学致癌剂首先激活的是Ha-ras

和 Ki-ras 从而导致肝癌的形成 这已为许多实验所

证实[15-20]. 由此看来 无论在人或动物 ras基因都可

能是肝的致瘤因子作用的靶基因 从而也提示他可能

是在肿瘤发生的启动阶段被激活的肿瘤基因. c-myc的

过量表达普遍见于各种肝癌细胞系和肝癌组织中 表

明 c-myc的激活亦是肝癌发生中的常见事件 可能参

与肝癌发生的机制[21-29]. 但对于他在肝癌发生过程中检

出的时间 各家结果不尽一致. Yaswen et al [30]在诱癌早

期增生的卵圆细胞内即发现有 c-myc的表达升高; 而

Beer et al [31]则仅在诱癌后期检测到 c-myc的表达. 以往

的研究发现 绝大多数人肝癌组织中同时有c-myc和ras

的过表达. 动物实验也发现 在化学诱癌早期可出现

c-myc或Ha-ras的过表达[32]. c-myc和 ras的表达对细胞的

增生发挥作用 可能参与肝癌的形成或维持. Tashiro et al [33]

用黄曲霉素B1 诱发大鼠肝癌 分析癌细胞内的RNA

和 DNA 发现 c-myc与Ha-ras之间具有协同作用;

Corcos et al [34]在DENA 诱发的大鼠肝癌及癌旁肝细胞内

检测到Ha-ras Ki-ras和 c-myc 认为这可能是化学

致肝癌过程中较早出现的事件 与肝癌的形成始动有

关 由此认为二者可能是一类互补基因 之间具有一定

特异性的协同作用 而这种特异的协同作用在肝癌的

启动上可能有重要意义.

       我们的结果显示 在诱癌的整个过程中 Ha-ras

的表达不仅总是与 c-myc的表达相伴出现 呈现出同

步升高或同步降低 而且二者在核酸原位杂交中的显

示阳性表达细胞的类型及分布范围基本一致 表明二

者之间确实存在某种联系 这与以往许多学者的研究

结果相吻合. 在诱癌的早期和中期(诱癌的4-8 wk) 在

增生的卵圆细胞 过渡细胞和小肝细胞中都可以检测

到 c-myc和Ha-ras的表达 且表达强度不断升高. 而

在诱癌晚期(诱癌的14 wk) 上述两种癌基因的表达强

度降低. 在肝癌形成之后 我们仅在癌旁组织内检出

c-myc Ha-ras的表达升高 而癌组织内则呈低水平

表达. 这提示二者可能是在肝细胞癌变的早期(启动阶段)

被激活 而在肝癌形成的后期 不需要上述二种癌基

因的过表达来维持细胞的恶性表型 而可能有其他癌

基因或抑癌基因参与其中. Ki-ras的表达仅在癌旁组织

中检测到 表明他可能是本模型中较晚出现的事件 其

作用可能与促进细胞恶性转化有关.
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Abstract
AIM:To study the apoptosis of human liver cancer cell line
SMMC-7721 induced by Senjiu Capsule.

METHODS:Apoptosis was detected by HE staining, electron
microscopy(TEM) and TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling(TUNEL).

RESULTS:SJ significantly inhibited the growth of SMMC-7721
cells and the inhibitory effect was positively related to the
concentration and exposure time to SJ. And SJ could induce
extensive apoptosis of SMMC-7721 cells. After exposure
with 10 µg/ml SJ for 48 h, the cells showed classical mor-
phological and biochemistry features of apoptosis under
light microscope and electron microscope. Apoptosis cells
in different phases  were observed by TUNEL.

CONCLUSION:SJ significantly inhibited the growth of human
cancer cells, but also induced extensive apoptosis. The
apoptotic effect of SJ on tumor cells might play a key role
in its anticancer activities. SJ could be used as a potential
natural apoptosis-inducer in liver cancer therapy.

Wu SD, Liu CL, Wang HC, Bao DH. Apoptosis of human liver cancer cell
line SMMC-7721 induced by Senjiu capsule.Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(7):908-911

摘要

目的:研究 参臼胶囊 (SJ)诱导人肝癌SMMC-7721细胞

凋亡的作用.

方法:采用HE染色 透射电镜观察 原位末端标记技术

(TUNEL)等方法 观察SJ作用于SMMC-7721细胞后细胞

形态的改变.

结果:HE染色及透射电镜分别从微观 超微观水平观测肿

瘤细胞经SJ作用后的形态学变化: 细胞变圆 缩小 折光

性增强 细胞破碎 经HE染色后 细胞核呈兰黑色 胞质

呈淡红色 细胞出现凋亡改变 单个散在分布 表现为核

染色质致密浓缩 核碎裂或核染色质断裂 形成大小不等

的凋亡小体 证实10 µg/mL SJ作用SMMC-7721 48 h后
细胞出现典型的凋亡征象; TUNEL法检测到发生在各期的

凋亡细胞.

结论: SJ可诱导SMMC-7721细胞凋亡 可望作为一种新

的细胞凋亡诱导剂用于肝癌的治疗.

吴苏冬,刘长利,王慧川,鲍德虎. 参臼胶囊诱导肝癌SMMC-7721细胞凋亡.
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0   引言

恶性肿瘤与细胞凋亡调节紊乱 细胞增生分化 /死(凋)

亡平衡失调等多种因素有关[1-4]. 细胞凋亡在肿瘤形成的

不同阶段均具有十分重要的作用 他可以在基因水平

被多种生物和理化因素诱导而启动 通过自主清除恶

变的或者可能恶变的细胞而调控肿瘤的发生发展[5-11]. 近

年来 诱导肿瘤细胞凋亡已成为筛选抗癌药物的一个

新的重要指标 开发低毒并可诱导肿瘤细胞凋亡的新

药及设计相应的新疗法已成为肿瘤化疗 放疗 生物治

疗 基因治疗 诱导分化治疗研究的新领域. 中药复方

参臼胶囊(SJ)在长期临床实践中收到了较为满意和可靠

的疗效 并获陕西省科委基金资助 对其抗癌作用及其

机制进行研究. 初期实验发现该方剂具有诱导肿瘤细胞

凋亡的作用 显示了该药广阔的应用前景与价值. 我们

分别从细胞 亚细胞 分子水平研究了SJ诱导肝癌细

胞凋亡的机制 为该药的进一步开发和应用提供了必

要的理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  SJ 由陕西省中医药研究院附属医院王慧川主



任医师提供 具体药物如下: 人参 补骨脂 郁金

桃耳七 半枝莲 水蛭 甘草. SJ 制备: 以上各味中

药按一定比例 制成粉剂 于冷水中浸泡2 h后 加

热煮沸2 h 定量 调整浓度为1 kg/L(相当于生药浓

度) 8 000 r/min 10 min 离心 上清高压灭菌后

4 冰箱保存. 使用前 无菌条件下以培养液梯度稀释

成所需浓度. 人肝癌细胞株SMMC-7721由第四军医大

学口腔医院生物学教研室吴军正教授提供. RPMI1640培

养基为Gibco公司产品 按说明用三蒸水配制 并添加

100 mL/L(V/V)胎牛血清 100 kU/L青霉素和100 kU/L

链霉素 0.22 U 滤器除菌 4 冰箱保存; 胎牛血清

为浙江省金华市清湖犊牛应用研究站产品; MTT[3-(4

5)- 双甲基-乙-噻唑-(2 5)- 二甲基溴化四氮唑蓝]

为美国Sigma公司产品 以磷酸盐缓冲液(0.01 mol/L

pH7.4 PBS)配成5 g/L的溶液 过滤除菌 4 冰箱保

存;TUNEL原位末端标记试剂盒[terminaldeoxylnucleotidyl

transferase(TdT)]为美国Promega公司产品; DIG-dUTP为

德国B.M.公司产品; Anti-DIG-Biotin为美国Sigma公司

产品; SABC及DAB kit均为武汉博士德公司产品. CO2恒

温孵箱: 美国Forma Scientific公司; IMT-2型倒置生物显

微镜: 日本Olympus公司; YJ-875型超净工作台: 苏州净

化设备厂; 透射电子显微镜: 日本产JEM-2000EX型; 96

孔及24孔细胞培养板: 丹麦Costar 公司.

1.2 方法  人肝癌细胞株SMMC-7721常规培养于RPMI1640

完全培养液内 置37 50 mL/L CO2孵箱 2-3 d

传代1次. 取指数生长期细胞供实验. 盖玻片泡酸处理

高压灭菌后 放入新24孔板内 每孔 片; 取对数生长

期 SMMC-7721 细胞 常规消化 调密度至 10 /L

加样 1 mL/ 孔; 24 h 后  各孔加入10 mg/L SJ 1 mL

设无药培养液组为对照; SJ与细胞分别作用4 8 12 24

32 48 60 72 h后 在倒置显微镜下观察记录后 作HE

染色: 培养终止 取出盖玻片 PBS小心冲洗 遍 放入

预冷的950 mL/L酒精中 4 固定 用透明胶背面粘

于载玻片上 细胞面向上 37 烘干 PBS冲洗 置

苏木精染液中5-10 min 水浸洗 置稀盐酸酒精中数

秒分色 水浸洗 淡氨水中3-5 min 水浸洗 伊红

染液中浸5-10 min 水浸洗后 500 800 900 mL/L酒

精梯度脱水各1-2 min 950 mL/L酒精2次各1-2 min

1 L/L无水酒精3次各2 min 透明 二甲苯中3次各2 min

树胶封片观察.

1.2.1 细胞超微结构改变  取对数生长期7721细胞分别

接种于4个100 mL细胞培养瓶内 24 h后前3瓶细胞

分别加入10 mg/L SJ 10 mL 第 4瓶加入培养液10 mL.

分别作用24 48 72 h后收集细胞 置离心管中 PBS

洗 2遍 离心 2 000 r/min 20 min 使细胞形成团

块贴于管底 加入25 mL/L戊二醛固定液(取250 mL/L戊

二醛原液10 mL 加pH7.2 0.2 mol/L磷酸缓冲液50 mL

再加蒸馏水40 mL混匀 4 冰箱保存) 4 固定2 h

0.1 mol/L PBS浸洗后 10 g/L锇酸(OsO4)固定 10 min

用 Epon812 常规方法包埋 制成半薄切片 甲苯胺兰

染色 光镜下定位 LKB-5 型超薄切片 铀 - 铅双

染色 透射电镜下观察照相.

1.2.2 原位末端标记法检测细胞凋亡  常规接种SMMC-

7721细胞于24孔板中的载玻片上 每孔1 107/L(载玻

片预先用多聚赖氨酸处理) 24 h后加入SJ药液(10 mg/L)

以不加药组为对照 药物作用24 h或 48 h; 将 24孔板

离心2 000 r/min 5 min 取出载玻片 40 ml/L 多

聚甲醛室温固定30 min. 0.1 mol/L pH7.4 PBS洗2 min

2次 蒸馏水洗涤2 min 2次 新鲜配制30 ml/L H2O2
室温处理10 min 蒸馏水洗涤2 min  3 次 标本片

加0.01 mol/L pH7.5 TBS(1L双蒸馏水中加入氯化钠8.5 g

Tris1.2 g 和纯乙酸0.45-0.5 mL) 1 200 新鲜稀释

Proteinase K 37 消化5 min 蒸馏水洗涤2 min 3次

甩去玻片上多余液体 加标记缓冲液(laleling buffer)

20  µL/ 样本以保持玻片湿润 甩片后 加标记液
(TdT1 µL 和 DIG-d-UTP18 µL 混匀) 20 µL/ 样本
样本置湿盒内 4 标记过夜后 37 标记2 h TBS

洗 2 min 3次 加封闭液50 µL/ 样本 室温30 min
甩掉封闭液 加封闭液1 100 稀释生物素化抗地高辛

抗体 50 µL/ 样本 置湿盒中 37  30 min TBS洗
2 min 3 次 加 TBS 1 100 稀释 SABC 37 反

应 30 min TBS洗5 min 4次 DAB显色15 min 水

洗 苏木素轻度复染 TBS洗 蒸馏水洗 脱水 透明

封片. 显微镜观察 成像.

2   结果

2.1 肿瘤细胞形态学改变  细胞经SJ 作用24 h 后 在

倒置显微镜下可见细胞变圆 缩小 折光性增强 细胞

破碎 漂浮在培养液中. 经HE染色后 细胞核呈兰黑

色 胞质呈淡红色 部分细胞出现凋亡改变 单个散在

分布 表现为核染色质致密浓缩 核碎裂或核染色质断

裂 形成大小不等的凋亡小体. 48 h组凋亡细胞进一步

增多 形态学特征更加典型. 72 h组细胞则主要表现为

均质红染的无结构物质 核染色消失 凋亡小体解体

(图1 2).

2.2 细胞超微结构变化  透射电镜观察SJ作用的细胞超

微结构变化 SJ作用24 h组部分细胞出现细胞凋亡现

象 48 h 组凋亡改变典型: 细胞核缩小 核膜皱缩

染色体密集于核膜下 形成新月体或聚集于核膜呈境

界分明的块状边集现象 细胞质浓缩或裂解成质膜包

绕的碎片; 72 h组以细胞裂解表现居多 同时又有大量

凋亡小体并见. 凋亡小体为以核膜消失 染色体断裂成

碎片 与细胞器等胞质成分聚集为特征 而坏死细胞则

出现染色质减少 呈细颗粒状 细胞器肿胀破裂 染色

质分布无规律 边界不清等(图 3-6).

2.3 细胞凋亡  阴性对照组细胞染色阴性 SJ作用48h

组可见许多 SMMC-7721 细胞核中出现棕黄色颗粒

此即为凋亡细胞 部分凋亡细胞也有因核DNA碎片的

吴苏冬, 等. 参臼胶囊诱导肝癌SMMC-7721细胞凋亡                                                           909



逸出呈核外阳性着色. 少量阴性细胞可呈非特异性核外

着色(图 7 8) .

图1  对照组SMMC-7721细胞HE染色片.

图2  实验组SMMC-7721HE染色出现的凋亡细胞.

图3  对照组SMMC-7721细胞超微结构( 5 000).

图 4  48 h组凋亡SMMC-7721细胞超微结构( 5 000).

图 5  72 h组出现的凋亡小体( 5000).

图 6  坏死的SMMC-7721细胞( 5000).

图 7  对照组SMMC-7721细胞TVNET染色.

图8  SJ 作用48h组凋亡细胞TVNEL染色.

3   讨论

肿瘤细胞经 SJ 作用后 出现典型的凋亡征象 说明

诱导肿瘤细胞凋亡可能是SJ抗肿瘤作用的重要机制. 过

去认为 化疗药物引起细胞坏死是其抗肿瘤的主要机

制 但多数情况下 药物有效浓度对肿瘤细胞的杀灭

效率不足以解释其实际治疗效应 随着细胞凋亡机制
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研究的深入 发现许多抗肿瘤药物都具有诱导细胞凋

亡的作用[12,13]. 我们的观察证实SJ同样具此作用 分析

这可能与SJ 的主药鬼臼中内含鬼臼毒素[14-17] 可干扰

细胞有丝分裂 抑制DNA合成而诱发凋亡有关. 凋亡细

胞由于内源性核酸内切酶被激活 细胞自身的染色质或

DNA被切割 出现单链或双链缺口 并产生与DNA断点数

目相同的3 -OH末端. 末端脱氧核糖核酸转移酶(terminal

deoxynucleotidyl transterase)可将地高辛标记的dUTP(DIG-

dUTP)标记至3 -OH末端  DIG-dUTP结合在DNA断点部

位 加入生物素标记的抗地高辛抗体(anti-DIG-biotin) 再

结合链酶亲和素一过氧化物酶(SABC) 最后加入底物

DAB显色. 原位末端标记技术(又称TUNEL法)即是依此

原理建立起来的 这是目前公认的且已被各实验室采用

的用于检测细胞凋亡的一种较为敏感和特异的检测技术.

我们采用本法检测凋亡细胞. 取片固定前加作一步离心

涂片 再固定 染色 结果于SJ作用48 h组 镜下可见

大量细胞核着棕黄色的凋亡细胞 进一步证实了SJ可诱

导SMMC-7721细胞凋亡的作用.

        近年来 关于中药抗癌作用及其机制的研究已成为

抗肿瘤研究的新热点. 我们之所以研究复方中药SJ抗肿

瘤作用及其机制 主要是基于其长期可靠的临床疗效

试图从复方整体角度出发 在细胞和分子水平研究其抑

癌作用及其机制 虽有些以管窥豹之意 但也可为SJ在

临床治疗中的应用提供必要的理论依据 并力图探索一

条从相关性 整体性角度出发进行复方研究的新思路

使富有哲理的中医理论具有现代科学内涵 研制出疗效

更为确切的抗癌新药.
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Abstract
AIM:To study the effect of transcatheter arterial Chemoem-
bolization (TACE) on the proliferation and metastasis of
the hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS:Seventy-two patients with inoperable huge HCC
administered from 1992 to 2000 were treated with TACE
initially, and then operated following the shrinkage of the
tumor. During same periods of treatment, there were com-
parable 487 HCC patients who were not treated with TACE,
of which 32 pairs of patients who met with the criteria
were selected for this study based on the 10 items screening
criteria including gender, age, history of the disease, BUS
examination. Expression of proliferating of cell nuclear antigen
(PCNA) and nm23-H1 were studied by immunohistochemistry.

RESULTS:PCNA label index (PCNA LI) of HCC following TACE
was elevated. The distribution of PCNA LI in the range 25 %,
26-50 %, 51-75 % and 75 % is 75 %, 14.3 %, 10.7 %
and 0 % in control group, and 35.7 %, 21.4 %, 28.6 %
and 14.3 %, in TACE group (P <0.01, n =28), respectively.
The expression of nm23-H1 gene exists in both cytoplasm
and nuclear with no significant difference between treatment
and control group.

CONCLUSION:The proliferative activity of residual tumor

of HCC following TACE causes the elevation of  PCNA LI
implying the poor prognosis of long-term effect of TACE, and
therefore, it is necessary to perform two stage-resection
after TACE of HCC.

Feng Y, Zhao L, Zhang AH, Liu KD, Liu LC, Wang YH, Yin JQ, Yang BH.
Expression of PCNA and nm23-H1/NDPK in Hepatocellular Carcinoma
following transcatheter arterial chemoembolization therapy. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):912-915

摘要

目的: 研究肝细胞癌肝动脉化疗栓塞(TACE)对肝肿瘤增生与

转移的影响.

方法:1992-07/2000-07不能手术切除的大肝癌经TACE治

疗后 肿瘤缩小 而后二期手术切除 本组共施使这类手

术 72 例 根据性别 年龄 既往史 肿瘤大小共计10

项指标 与同期未经TACE 治疗 直接手术切除的肝癌

487例进行配对 有32对进入本课题研究. 运用免疫组化

技术 对比研究了肝癌细胞中的细胞增生核抗原(PCNA)

和nm23-H1基因的表达.

结果:肝癌经TACE治疗后PCNA的标记指数升高 PCNA

标记指数 25 % 26-50 % 51-75 % 75 %的对

照组分别为75 % 14.3 % 10.7 % 0 % TACE 治

疗组分别为35.7 % 21.4 % 28.6 % 14.3 % (P <0.01

n =28). nm23-H1 基因表达肝癌细胞与细胞核中均存在

但治疗组与对照组无显著差异.

结论: 肝癌经TACE治疗后残留癌的反应性增生使PCNA标

计指数升高 导致TACE 治疗肝癌远期疗效不理想 所

以肝癌TACE后二期手术很有必要.

冯勇,赵玲,张爱华,刘康达,刘来村,王彦辉,尹进强,杨秉辉. 肝细胞癌肝动脉化

疗栓塞后PCNA和nm23-H1/NDPK的研究. 世界华人消化杂志  2003;11

(7):912-915
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0   引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma HCC)是一种严重威

胁人类健康的消化系统常见恶性肿瘤[1-10]. 恶性肿瘤的浸

润和转移是区别于其他良性肿瘤的一个重要生物学特

征 同时也是一个与预后有直接关系的因素 是恶性肿

瘤患者死亡的重要原因. 了解肿瘤浸润与转移的情况



是临床医生对预后进行有效估计的关键. 因此 本实验

选择了PCNA和nm23-H1/NDPK这两个与肿瘤浸润和

转移有关的蛋白质为研究对象[11-18]. 目的在于了解HCC

经TACE治疗后 对肿瘤生长和转移的影响 为进一

步治疗提供理论指导.

1   材料和方法

1.1 材料  1992-07/2000-07 不能手术切除的大肝癌72

例 经肝动脉化疗栓塞(TACE)治疗后肿瘤缩小 得

到了二步手术切除的机会 与同期未经TACE治疗直

接手术切除的487例进行配对. 配对原则: 性别相同; 年

龄相差不超过5岁; 有无肝炎史一致 肝炎病史相差不

超过5 a; 饮酒史分为: 无 偶炊 嗜酒三类 分别对

应一致. 持续时间相差不超过5 a; 癌在左右肝叶的位置

一致; 术前B超检查肿瘤的最大直径相差不超过0.5 cm;

TACE前血清HbsAg与AFP的阳性结果一致; 有无肝硬

化一致; 肝癌分化程度一致; 手术切除的方式一致. 共有

32 对患者符合上述要求. 根据上述配对的病理号 调

出相应的石蜡包埋的肿瘤组织蜡块. 制成4 µm的组织切
片 做为PCNA和nm23/NDPK(H1)免疫组织化学的反应

底物. PCNA单抗为鼠抗人单克隆抗体PC-10 Dako公

司产品. 兔抗人nm23/NDPK(H1)为Oncogene公司产品

ABC Kit为Vector 公司产品.

1.2 方法  采用免疫组织化学染色 细胞核呈棕色颗粒

为阳性 先在低倍镜下观察PCNA染色情况 寻找染色

较密者. 分布均匀区域 随机取5个高倍镜视野(10 40)

计数 500 个细胞中PCNA 阳性细胞核数 平均每100

个细胞中的阳性细胞核数为 PCNA 标记指数 即:

PCNA  LI=[ PCNA(+)细胞核 /500个细胞核] 100 %. 根

据PCNA标记指数的大小 将阳性患者分为4个等级:

PCNA标记指数 25 %为(+) 26-50 %为(++) 51-

75 %为(+++) 75 %为(++++). nm23/NDPK免疫组

织化学 (1)按切片中细胞显色有无及深浅计分(A): 无显色

为 0 分 浅黄色为 1 分 棕黄色为 2 分 棕褐色为

3分. (2)按切片中显色细胞的比例评分(B):1/3以下癌细

胞显色计1分 1/3-2/3 的癌细胞显色计2分 2/3 以

上的癌细胞显色计3分. (3)每例肿瘤的积分=A B 依

据积分的高低判断肿瘤的阳性结果 积分为 0 阴性

(-) 1-4分为弱阳性(+)  >4分为强阳性(++). (4)细胞

核阳性结果的判断依据下述标准: 连续3个高倍镜(10

40)视野中 平均有1-5个细胞核显色阳性则为(+); 6-

10 个为(++); 11-15 个为(+++); 超过 15个为(+++) 少

于一个为(-).

        统计学处理  采用符号等级检验(Wilcoxon法).

2   结果

TACE组32例肝癌患者中有4例由于肿瘤完全坏死  病

理切片中未找到癌细胞 即将剩余的28例与相应的配对

对比观察了其PCNA和nm23-H1/NDPK免疫组化检测结果.

表1  肝癌PCNA 胞质nm23-H1/NDPK 胞核nm23-H1/NDPK的检测结果n(%)

                   组别      -(%)        +(%)          ++(%)    +++(%)      ++++(%)      合计(%)
TACE组                      10(35.7)       6(21.4)   8(28.6)      4(14.3)           28(100)

PCNA
对照组                            21(75)       4(14.3)   3(10.7)           0(0)           28(100)

胞质 TACE组  8(28.6)  1 4(50)    6(21.4)                  28(100)

nm23-H1/NDPK 对照组 8(28.6)     13(46.4)       7(25)                             28(100)

胞核 TACE组         9(32.1)  11(39.3) 6(21.4)     2 (7.2)           0(0)           28(100)

nm23-H1/NDPK 对照组    11(39.3)   6(21.4)     7(25)   3(10.7)        1(3.6)           28(100)

2.1 TACE 后肝癌PCNA的变化  治疗组与对照组肝癌PCNA

的免疫组化检测结果存在有显著差异(表1 P <0.01) 两

组患者肝癌的PCNA标记指数.

2.2 TACE 后肝癌胞质nm23-H1/NDPK的变化  治疗

组与对照组肝癌胞质的nm23-H1/NDPK免疫组化阳性

率都是71.4 % (表 1)  经统计学处理 P >0.05 既肝

癌经TACE治疗后细胞中nm23-H1的表达与对照组没

有显著差异.

2.3 TACE 后肝癌细胞核nm23-H1/NDPK的变化  TACE

组肝癌细胞中有细胞核nm23-H1/NDPK免疫组化阳性

者为 67.9 % 对照组为 60.7 % (表 1) 经统计学处

理P >0.05  两组肝癌nm23-H1/NDPK在细胞核中检测

结果没有显著的差别.

3   讨论

细胞增生核抗原(proliferating cell nuclear antigen PCNA)是

聚积在 S 期在细胞核内复制的细胞周期依赖性蛋白

是DNA多聚酶 的辅助蛋白[19]. 他的表达与合成和细胞

增生有关 参与了细胞增生过程中的DNA复制 在细

胞周期性控制中起着一定的作用[20] 可反映细胞增生

活性的高低. PCNA在G1期开始增加 S期达到高峰

G2期下降 M期降至最低 并且与患者预后有关[21-24].

我们的结果显示 肝癌经TACE治疗后残留癌的PCNA

标记指数增高 与对照组比较有显著差异 我们认为

可能与TACE治疗后残留癌中新生肿瘤细胞所占比例增

大有关. 肝癌患者经TACE治疗后可发生程度不等的肿

瘤坏死 由于肝癌的血供至少80 %来源于肝动脉[25]

除了肝动脉外 还有门静脉 以及栓塞后新生血管的

形成 侧支循坏的建立. 这主要是由于TACE治疗后使

肿瘤缺氧 坏死 缺氧与坏死组织又可刺激血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor VEGF)等的分

泌 促进了血管形成[25]. 致使这种坏死不彻底 在肿瘤

边缘可或多或少地有残留癌存在 他们仍能得到相应

的血液供应 而得以继续生存下去 这个部位的肿瘤生

长最活跃 使G0期的细胞进入细胞分裂周期中 处于

S期的癌细胞增加 即相应地PCNA表达量也增加. 所

以 肝癌患者经TACE 治疗后肝癌缩小 症状改善

疗效是肯定的. 但如本研究所显示 经TACE后肝癌细

胞并不能被完全杀灭 而残留癌细胞的增生与侵袭能

力更强 致使远期疗效并不理想 这与其他文献报道是

一致的[26-28] 此点应引起临床医师的充分注意 采取
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积极的防治措施 不失时机地进行二步手术切除等.

        nm23基因是一种肿瘤抑制基因[29-31] 在肝癌的研

究中也是如此[32] 他的表达主要存在于细胞质内 但

在细胞核及细胞膜中也有表达 即分为胞型 核型与膜

型 核型表达才是评价抑制肿瘤转移的有效指标. 本实

验既有胞型 又有核型 但没有明显的膜型表达发现

可能与抗体的来源不同有关. 同时对比观察了TACE治

疗组与对照组肿瘤的nm23-H1胞质型与核型的表达情

况 发现这两型均没有差异(P >0.05) 提示TACE 治

疗对肝癌组织中nm23-H1基因的表达基本上没有影响.

这可能是由于肝癌TACE 后到手术切除的时间较长

原来的nm23-H1产物NDPK已逐渐被代谢 同时也随

着时间的推移nm23-H1基因的表达又恢复了原来的水

平 所以就得到了上述结果.

       目前TACE治疗肝癌远期疗效不够理想 主要原因

在于残留癌存在导致的复发与转移. TACE治疗后肝癌

的转移主要见于肿瘤坏死不完全的患者 对于肿瘤完

全坏死和并无坏死者则没有影响 原因是部分坏死的

肿瘤中残留癌细胞附着力下降 易于脱落进入血液循

环而发生转移. 另外 没有经TACE治疗的肝癌患者 在

肿瘤发生自发性不完全性坏死后 也同样发现发生转

移的机会增加. 还应注意 TACE治疗不但促进了VEGF

的分泌增加 使新生血管产生 侧支循环建立 同时

VEGF还使小血管通透性增加 再加上肿瘤血管结构不

完整 内皮细胞比较幼稚 细胞间常有裂隙 缺乏基底

膜等 使肿瘤细胞易于进入血液循环发生转移[33-35]. 因

此 结合本研究结果可认为 肝癌经TACE治疗后发

生转移的机会增加 这可能与肿瘤的不完全性坏死有

关 还有PCNA 含量的增加 而与nm23-H1 基因的

表达可能无关. 因此 肝癌患者经TACE治疗后适时地

进行二步手术切除是非常必要的 这与国内资料是完

全一致的 不能手术切除的大肝癌经TACE治疗后 肿

瘤缩小再二期切除 可明显改善患者的远期预后[36,37]. 但

是 对于可切除的肝癌术前进行TACE是不可取的[38]

因为TACE不但延误了手术时机 增加了手术难度 还

可促进残留癌细胞的转移.
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Abstract
AIM:To detect the A1762 T and G1764 A paired mutations in
the core promoter region of the HBV DNA in the hepato-
cellular carcinoma, to investigate the relationship between
them, and to establish a new method for genotyping of
mutation patterns.

METHODS:The target DNA fragment of the HBV core pro-
moter region which contains the paired mutations was
amplified by polymerase chain reaction and the FP value
of the R110- or TAMRA-labeled ddNTP was detected by
TDI-FP assay to determine the nt1762 and nt1764
genotype.

RESULTS:Of 20 cases of hepatocellular carcinoma, 18 (90 %)
was positive for HBV infection. Through TDI-FP assay, there
were 13 /20 for T1762 and A1764 paired mutations, 1/20 het-
erozygous for T1762-A1764/ A1762-G1764 4/20 negative for the
TDI-FP assay. By sequencing, the positive and heterozy-
gous mutations completely accorded with the TDI-FP assay.
In the negative results, 2/4 had 8-nucleotide deletion
mutation, thus the mutation detection primer could not
complement with the template and gave rise to the “false”
negative results. The rate of T1762-A1764 positive mutation
rate of HBV DNA in heaptocellular carcinoma was 85 %,
heterozygous 5 %, and wild-type 10 %.

CONCLUSION:The HBV infection is very high in the
heaptocellular carcinoma. The great frequency of the paired
mutations in the core promoter indicates that the paired
mutations may be significantly related to the pathogenesis
of hepatocellular carcinoma. The established TDI-FP is

suitable for high throughput and automated genotyping
assays due to its rapid and simple manipulation.

Lü GT, Lu B, Bai YJ, Zhang J, Yan XJ. Paired mutation in core promoter
region of HBV in hepatocellular carcinoma by TDI-FP assay.Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):916-919

摘要

目的:通过TDI-FP法检测肝细胞癌组织中HBV DNA核心

启动子区A1762 T 和G1764 A双突变并分析二者之间的相关

性 同时建立一种新的突变检测方法.

方法:以20例肝细胞癌组织为研究标本 通过PCR扩增含

有HBV DNA核心启动子区的DNA片段 然后用TDI-FP

法检测R110或TAMRA标记ddNTP的FP值 鉴定nt1762

和 nt1764 的基因型.

结果:20例肝细胞癌组织中经HBV检测试剂盒鉴定后 18

例为HBV感染阳性 阳性率为90 . 经 TDI-FP 检测

其中有13例为T1762和A1764双突变型 1例为T1762-A1764/

A1762-G1764突变杂合型 4例检测结果为阴性. 经测序 阳

性结果及突变杂合型与TDI-FP结果完全吻合 阴性结果

中2例在 nt1762 前有 8个核苷酸缺失突变 导致突变检

测引物无法与模板结合 故产生TDI-FP检测出现假阴性结

果. 在肝细胞癌组织HBV DNA中 T1762-A1764突变阳性率

为75 突变杂合型为5 % 野生型为10 %.

结论:在肝细胞癌组织中 HBV感染率非常高 而且其核

心启动子区出现nt1762和 nt1764双突变率较高 提示双

突变与肝细胞癌关系密切; 同时本实验所建立的TDI-FP法

操作快速简便 可以进行高通量自动化操作 具有进一步

推广应用的前景.

吕贯廷,卢冰,白玉杰,张剑,阎小君. TDI-FP法分析肝细胞癌组织中HBV核心

启动子双突变. 世界华人消化杂志  2003;11(7):916-919

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/916.asp

0   引言

乙肝病毒(hepatitis B virus  HBV)感染已经成为影响人

们健康的主要威胁[1,2] 目前全世界大约有3亿 5千万

人为乙肝病毒携带者[1]. 我国在世界上属于HBV感染的

高发区 HBsAg 阳性携带者约占总人口的 10 [3-5]

HBV 感染和许多肝脏疾病有关 如急性肝炎 爆发

性肝炎 无症状携带 慢性肝炎 肝硬化和肝细胞

癌(hepatocellular carcinoma HCC)等[1,6,7] 而且越来越



多的证据表明 HBV 还能够感染外周血单个核细胞

与淋巴系统疾病有关 诸如非霍奇金淋巴瘤[8]. 研究表

明 乙肝病毒感染是肝细胞癌的主要致病因素[9].  在

HBV感染高发区 二者的关系尤为显著[10]. 乙肝病毒

突变率很高 大约每年在2 × 10 个碱基中就有一个被
置换[11]. 其中最重要 最常见的是在核心启动子(core

promoter CP)第二个AT丰富区的A1762 T 和 G1764 A 突

变 二者经常同时出现 与肝脏疾病关系如肝细胞癌较

为密切[12-14]. 双突变可以减少HBeAg的分泌 却又可以

增加病毒前基因组的复制[15,16]. HBV DNA的双突变对其

致癌机制的研究具有重要意义.

        本研究采用TDI-FP(template-directed dye-terminator

incorporation with fluorescence polarization TDI-FP)[17]

的方法来分析肝细胞癌组织中HBV的双突变基因型

他简便易行 可以实现高通量和自动化操作 为进一步

研究HBV DNA的突变及基因型与临床意义建立方法学

基础.

1   材料和方法

1.1 材料  由第四军医大学第一附属医院肝胆外科和第

二附属医院传染科提供20例肝细胞癌组织(经第四军医

大学病理科作病理切片鉴定) 其中男性 9 例 女性

11例. wallac VICTOR2TM 1 420 multilabel counter 480 nm/30

535 nm/40 544nm/15 595AF60滤光片(PerkinElmer

Life Sciences); MJ Research V2.0 384微孔板(MJ Research);

Techgene PCR Amplifier (Techne) ; Taq DNA聚合酶

(Takara); Wizard Plus Minipreps DNA purification System

Wizard PCR Preps DNA Purification System pGEM T-easy

Vector (Promega); AcycloPrimeTM-FP SNP Detection Kit

(PerkinElmer Life Sciences); HBV DNA Detection Kit (Takara);

所用引物由上海生工公司合成 其序列见下表:

引物                              序列(5 3 )                                                   位置(bp)            长度

P1      5 -GGTCAACGACCTGGATTGAG-3       1 681-1 700

P2        5 -GGCAGAGGTGAAAAAGTTGC-3                      1 818-1 835   155 bp

P1762    5 -GAGTCGGGGGAGGAGCTGAGGTTAA-3 1 737-1 761

P1764    5 -GTCGGGGGAGGAGCTGAGGTTAAAG-3 1 739-1 763

HBV DNA PCR扩增引物P1 P2 和突变检测引物P1762 P1764 .

1.2 方法

1.2.1 肝细胞癌组织的处理及HBV鉴定  取 5 g组织于

1 mL生理盐水中 反复冻融5次 然后研磨成匀浆

10 000 rpm 离心10 min 取上清 加EDTA(PH8.0)

蛋白酶K和SDS至终浓度分别为0.1 mmol/L 1 %和

150 µg/mL 37 孵育 20 h 加入RNase 至终浓度为
20 µg/mL 37 继续孵育1 h. 加等体积酚-氯仿-异
戊醇(25 24 1) 混匀 14 000 rpm 离心 10 min;

重复抽提1次 加入1/3体积的乙酸钠(3 mol/L)和 2倍

体积的冷无水乙醇 14 000 rpm 离心 5min 弃上清;

70 %洗涤沉淀 晾干后 用100 µL TE溶解. 用HBV
检测试剂盒对所提取的HBV DNA S基因进行巢式PCR

(nested PCR)鉴定HBV.

1.2.2 目的片断的PCR扩增  取 2 µL做 PCR模板 反
应体系为: MgCl2 dNTPs (10 mM)和10×Buffer各2.5 µL
P1和P2各1 µL Taq DNA聚合酶1 U 加水补足25 µL.
反应条件为: 95 预变性3 min; 然后 95 变性 30 s

55 退火 30 s 72 延伸 30 min 进行 30 个循环;

72 延伸5 min. 取 5 µL PCR扩增产物在1.2 %琼脂糖
凝胶电泳 溴化乙啶染色.

1.2.3 TDI-FP检测HBV  A1762 T和G1764 A突变  MJ

Research V2.0 384 微孔板每孔加入5 µL PCR扩增产物
(50-500 fmol/5 µL) 然后加入2 µL 1×PCR消化酶(核
酸外切酶 和虾碱性磷酸酶) 37 反应 1 h 清除游

离的PCR引物P1和P2及dNTPs; 80 水浴15 min 失

活PCR消化酶. 随后每孔加入13 µL AcycloPrime-FP混
合物(AcycloPol 聚合酶0.05 µL 10×反应缓冲液2 µL
R110-ddATP和TAMRA-ddTTP混合液1 µL P1762 0.5 µL
加水补足13 µL). 在检测G1764A 突变时 操作步骤同
前 只是所加的荧光素标记的ddNTP及引物不同 他

们为R110-ddGTP TAMRA-ddATP和P1764 . 然后把微孔

板置于热循环仪 95 预变性2 min; 95  15s 63 

30 s 共 25个循环; 室温15 min. 微孔板在wallac 1 420

VICTOR2TM 1 420 multilabel counter 上分别检测R110和

TAMRA的FP值.

1.2.4 PCR扩增产物的克隆及测序  取3 µL胶回收的
PCR扩增产物与pGEM T-easy载体连接 4 过夜; 按

常规方法转化 E. Coli DH5 感受态细菌 加入20mL

LB培养基37 快速振摇至A=0.6. 提取质粒DNA 用

EcoR 酶切及PCR扩增鉴定. 另取20 µL送上海基康公
司进行测序鉴定.

2   结果

2.1 提取的基因组DNA经HBV鉴定试剂盒检测  20例

肝细胞癌患者中有18例为HBV感染阳性 2例为阴性;

HBV感染阳性率90 %.

2.2 TDI-FP检测  20例肝细胞癌组织扩增的含核心启

动子区的PCR产物经TDI-FP检测后发现 有13例为

T1762突变型 1例为T1762/A1762突变杂合型 2例为A1762
野生型 4例检测结果为阴性(包括2例HBV感染阴性

组织); 13例为A1764突变型 1例为A1764/G1764突变杂合

型 2例G1764野生型 4例检测结果为阴性(包括2例

HBV感染阴性组织). 经分析 有 13 例肝细胞癌组织

HBV出现T1762和A1764双突变; 1例出现T1762-A1764/ A1762-

G1764杂合型; 2例肝细胞癌组织中无HBV检测 故双突

变检测为阴性; 还有2例HBV DNA感染阳性组织检测结

果也为阴性 原因未明.
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图1  A1762 T突变的TDI-FP检测结果.所用ddNTP为R110-ddATP
和TAMRA-ddTTP,左上角为T/T纯合子区,右上角为T/A杂合子区,左
下角为阴性对照及PCR失败样本区,右下角为A/A纯合子区(阴性对照
的mP值分别为R110 38.0 TAMRA 42.0和R11039.0 TAMRA 52.0;
阳性对照的mP值分别为R110 197.0 TAMRA 57.0和R110 198.0
TAMRA 66.0).

图 2  G1764  A突变的TDI-FP检测结果. 所用ddNTP为R110-ddGTP
和TAMRA-ddATP,左上角为A/A纯合子区,右上角为A/G杂合子区,左
下角为阴性对照及PCR失败样本区,右下角为G/G纯合子(阴性对照的
mP值分别为R110 38.0 TAMRA 42.0和R11039.0 TAMRA 52.0;
阳性对照的mP值分别为R110 197.0 TAMRA 57.0和R110 198.0
TAMRA 66.0).

2.3 测序分析  含核心启动子区的PCR产物与pGEM T-

easy载体重组克隆扩增后 送上海基康公司测序 测序

结果显示 TDI-FP检测的13例T1762-A1764突变型及1

例T1762-A1764/A1762-G1764杂合型与测序结果完全吻合. 2

例 TDI-FP检测为阴性的HBV DNA阳性组织在双突变

位点前有8个核苷酸缺失突变 突变检测引物无法与

模板结合 荧光素标记ddNTP无法加入而出现 假

阴性结果. 如果在突变位点设计正向和反向引物 就可

以提高检测的敏感性 避免 假 阴性的产生. 20例肝

细胞癌组织中 T1762-A1764突变型共15例 其频率为

75 %; T1762-A1764/A1762-G1764杂合型为5 %; 野生型为10 %.

3   讨论

乙肝病毒是目前已知的可感染人体的最小的双链DNA

病毒 他以其前基因组RNA(pregenomic RNA)为模板进

行逆转录反应而复制[18]. HBV因复制过程的特殊性 他

的自发突变率超过其他DNA病毒约4个数量级 在过

去的10多年中 有关HBV突变临床意义的研究一直

是热点之一[19]. 近 10 a来 一些国家男性人群中肝细胞

癌的发生呈上升趋势 在中国 自1990年以来 肝细

胞癌已经成为第二位致死性癌症[20 21]. 肝细胞癌发生

中 HBV的感染是一个非常重要的病因[22-24] 并在流

行病学 免疫病理学和分子病理学等方面得到证实[23,25].

但其致癌机制却不太清楚. 许多学者通过研究HBV DNA

和宿主细胞染色体DNA的整合情况 希望能找到有价

值的线索 目前他们已从人 土拨鼠 地松鼠和鸭

的肝细胞癌组织染色体DNA中发现整合有HBV DNA

但是这种整合是多发的和非特异的 而且常常出现病

毒和宿主染色体DNA的缺失和重排. 乙肝病毒核心启动

子调控Pre-C RNA和C RNA的转录 有研究表明 慢

性乙肝感染患者HBV DNA 的核心启动子区常常出现

A1762 T和G1764 A双突变[26,27]. 在HBV感染高发的国

家里 绝大多数的肝细胞癌发生于HBV携带者中 并

且在肝细胞癌HBV DNA 中 核心启动子发生双突变

的频率非常高[28]. Edward Tabor et al 发现江苏省启东县

原发性肝细胞癌组织中85 %有HBV T1762和A1764双突变

序列 同样的突变序列在慢性乙肝病毒感染者(非肝癌

患者)中仅为11 %. HBV DNA 核心启动子区出现T1762和

A1764双突变 使核受体结合位点转换为肝细胞核转录

因子-1(hepatocyte nuclear factor-1 HNF-1)的结合位

点 并且特异性地抑制了Pre-C RNA的转录. 双突变

还使得与其重叠的X蛋白编码区的两个密码子发生改

变. 有研究证明 突变的X蛋白X(mt)和野生型X蛋白

都有增强基因活化和加强HNF-1的DNA结合活性. 而

少量的X(mt)是基因活化和HNF-1 DNA结合活性所需

要的[26].  X蛋白可激活HNF-1 使其从胞质转位到胞

核 与其结合位点结合[29]. 由于HBV复制增强 HBeAg

表达降低 宿主的免疫清除能力减弱 导致宿主体内

的HBV DNA有更多的机会整合到细胞染色体DNA上

他们随染色体的复制而复制 是细胞染色体DNA发生

突变的机率增大 当达到一定程度时 就会导致肝细胞

癌的发生.

        本研究所采用的TDI-FP是TDI法(微测序(miniseq-

uencing) 单核苷酸掺入法(single base incorporation) 引

物延伸法(prime extension))的进一步发展和完善 他以

FP为检测手段的. 当荧光素分子被平面偏振光激发时

他就在固定的平面发射出与其分子量成正比的偏振荧

光(polarized fluorescence)[30,31] 这种现象称为荧光偏振

(fluorescence polarization FP). 如果荧光素分子量较小

在溶液中自由旋转的速度较快 他会向各个方向发出

发射光 荧光偏振不能保持. 可是当荧光素分子量较

大 旋转速度就会减慢 于是在特定时间内向同一方向

发出发射光 荧光偏振就保持下来. 荧光偏振作为一种

检测工具可以用来分析蛋白-蛋白 蛋白-多肽 蛋

白质-DNA和其他种类的分子间相互作用[32]. 在单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphism SNP)分型方

面 FP 已经得到广泛应用 [ 3 3 ] 如 TD I - F P FP-

Taqman 和FP-Invader等. 其中FP-TDI 是最具前景的

分析方法 在DNA 聚合酶催化下 3 端紧临突变

位点的引物加入一个与模板互补的荧光素标记的
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ddNTP 使得荧光素的分子量增大许多倍 通过检测

荧光素分子的FP(单位为mP) 可以知道加入的ddNTP

的种类 根据互补原理推断出突变位点核苷酸的类型.

        TDI-FP法的所有反应可以在同一个反应体系(如MJ

Research V2.0 384微孔板)内分4步完成: (1) PCR扩增含

有突变位点的目的DNA片断; (2)消化酶清除多余的引物

和游离dNTPs 避免其干扰随后的引物延伸反应; (3)加

热失活消化酶; (4)加入DNA聚合酶 检测突变引物和荧

光素标记的ddNTPs 在热循环仪上进行引物延伸反应.

反应结束后 把微孔板置于FP阅读仪上检测荧光素分

子的FP[30]. TID-FP法具有以下优点: (1) 仅需要热循环仪

和可以做 FP 检测的仪器 这些都非常便宜 一般的

实验室都可以承担; (2)不需要特别修饰的引物和试剂

花费较低[34-36] ; (3)该法非常容易优化; (4)FP-TDI分析以

FP作为检测手段 后者与荧光强度无关 因此不需要

把游离的荧光素标记双脱氧核苷酸从体系中分离[30].

        由于TDI-FP法具有非常高的特异性和敏感性 而

且操作简便 可以实现自动化和高通量检测 在研究病

原微生物基因突变 单核苷酸多态性 药物基因组学等

方面具有广阔的应用前景.
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Abstract
AIM:Hepatitis B virus X protein (HBxAg) is a strong
transactivator implicating in the transformation of normal
hepatocyte and carcinogenesis. To understand the molecular
mechanism of HBxAg in the up- and down-regulated genes
of hepatocyte, we conducted microarray assay.

METHODS: The coding sequence of HBxAg was amplified
by polymerase chain reaction (PCR) by using pCP10 con-
taining the full length HBV genome DNA as the template.
The expression of HBxAg in the transfected HepG2 cells
was confirmed by Western blot methods. Total mRNA was
isolated from the transfected HepG2 cells with pcDNA3.1
(-) and pcDNA3-HBxAg, respectively. cDNA was prepared
by reverse transcription. Microarray was conducted for screen-
ing of up- and down-regulated genes of both HepG2 cells.

RESULTS:The expressive vector of pcDNA3-HBxAg has been
constructed and confirmed by restriction enzyme digestion

and DNA sequencing. The expression of HBxAg has been
confirmed by Western blot analysis. After screening with
DNA microarray, we found 16 genes have been up-
regulated, and 58 genes have been down-regulated.

CONCLUSION:The HBxAg is a very strong transactivator.
Microarray is an important choice for the analysis of target
genes of HBxAg transactivation.
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摘要

目的:乙型肝炎病毒(HBV)基因组编码的HBxAg是一种很强

的反式激活(transactivation)病毒蛋白 在正常肝细胞的恶

性转化(transformation)以及肝细胞癌(HCC)的形成过程中具

有十分重要的作用. 为了阐明HBxAg的表达对于肝细胞基

因表达谱的影响 我们应用基因芯片技术 对于转染和未

转染的HepG2细胞进行了分析.

方法:以含有全长乙型肝炎病毒基因的pCP10质粒作为模

板 应用聚合酶链反应技术(PCR)扩增的HBxAg基因片段

常规分子生物学技术构建 H B x A g 的真核表达载体

pcDNA3-HBxAg 利用脂质体转染技术转染HepG2细胞

HBxAg蛋白的表达以 Western blot 杂交技术证实. 从转染

和非转染细胞HepG2中提取总mRNA 逆转录为cDNA 并

进行基因芯片技术分析.

结果:经过限制性内切酶分析和序列测定 证实pcDNA3-

HBxAg构建正确. HBxAg在HepG2细胞中的表达以Western

blot杂交技术得到证实. 对于HBxAg重组表达载体和空白

载体转染的HepG2细胞的基因表达谱 利用基因芯片技术

进行分析. 结果表明 16种基因的表达水平上调 58种基因

的表达水平下调. 这些基因包括细胞生长 细胞凋亡 信号

转导等基因 相信这些类型的基因在HBxAg的恶性转化中

具有十分重要的作用.

结论:HBxAg是一种病毒反式激活蛋白 对于肝细胞基因

表达谱有显著影响; 基因芯片技术是分析病毒反式激活蛋白

反式调节基因表达谱的重要技术途径.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)属于嗜肝DNA病毒 长期的临床

观察和广泛的流行病学调查结果表明 HBV感染与肝

细胞癌(HCC hepatocellular carcinoma)的发生 发展

密切相关 但是关于HBV感染引起HCC的机制 虽

然已经积累了大量的资料 但是目前还没有定论[1-10].

HBV感染引起HCC的机制 部分通过HBV DNA与肝

细胞基因组DNA之间的整合 造成肝细胞染色体的不

稳定性 甚至是染色体的异常转位 整合位点病毒的

基因启动子强制性地激活肝细胞生长的相关基因 造

成HBV感染肝细胞的过度生长[11-20]. HBV感染的肝细胞

成为机体免疫系统识别与攻击的对象 肝脏炎症的长

期存在 造成肝细胞坏死与再生持续存在 HBV的感

染 导致肝细胞对于环境中的致癌因素 如黄曲霉毒素

(aflatoxin)等作用的敏感性提高 造成肝细胞的基因突

变 基因突变的不断积累 在一定条件下发生HCC

这一过程十分漫长 这也与临床上长期受到HBV感染

的患者 很多年之后才发生HCC的现象是一致的[21-30].

近年来 随着分子生物学技术和理论的应用 人们认

识到HBV感染引起的HCC 与HBV基因组编码的具

有反式激活作用的病毒蛋白的反式激活作用有关[31-40].

这种反式激活作用具有双重含义 对于癌基因的激活

以及对于抑癌基因的抑制. 近年来由于差异表达技术以

及微矩阵(microarray)技术的应用 对于各种肝炎病毒

的结构和非结构蛋白反式激活的靶基因进行了筛选鉴

定 获得了大量有参考价值的资料 但是还需要更为广

泛深入的研究[41-50]. 我们应用基因表达谱芯片技术 对

于HBV的HBxAg 表达反式调节的靶基因进行筛选鉴

定 试图寻找HBV 感染时 HBxAg 对于肝细胞基因

表达谱的影响 探索HCC 发生的分子生物学机制.

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 Purification 试剂盒

(Amersham Pharmacia Biotech) PCR-Select cDNA Sub-

traction试剂盒 50×PCR Enzyme Mix Advantage PCR
Cloning 试剂盒(Clontech) High Pure PCR Product Pu-

rification 试剂盒(boehringer mannheim) T7 SP6通用

引物及pGEM-Teasy载体(Promega).

1.2  方法

1.2.1 真核表达载体及细胞转染  HBV HBxAg蛋白真核

表达质粒 pcDNA3 .1 (- )-HBxAg 为本室构建 [ 2 5 ] .用

Lipofectamine PLUS 转染试剂将2 µg pcDNA3.1(-)-HBxAg
及 pcDNA3.1(-)空载体分别转染35 mm平皿HepG2 细

胞 48 h 后收获细胞.

1.2.2 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒 直

接提取转染了HBxAg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.

1.2.3 探针标记  参照Schena et al 的方法逆转录标记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+0.2 % SDS杂交液中.
1.2.4 芯片制备  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1 000-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg/ µl 溶解于3
SSC溶液中 用Cartesian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(30 min) 紫外线(UV)交联 再分别用0.2 % SDS
水及0.2 g/L的硼氢化钠溶液处理10  min 晾干备用.
1.2.5 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在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+ 0.2 % SDS 0.1 % SSC +0.2 %
SDS 0.1 % SSC 洗涤 10 min 室温晾干.
1.2.6 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 2.0 红色荧光 显示表达增强;
Cy5/Cy3 0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果
2.1 HBV HBxAg蛋白的表达载体构建  HBV HBxAg蛋
白真核表达质粒pcDNA3.1(-)-HBxAg由本室构建[2].
2.2 总RNA及mRNA的定性 定量分析  总 RNA的
吸光度A260/A 280>1.89 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 HBV HBxAg蛋白上调基因类型  (表 1).

表 1  HBV HBxAg蛋白上调基因类型

编号 Cy3/Cy5比值 基因名称
  1 2.047 组氨N-甲基转移酶(HNMT)
  2 2.052 RET指状蛋白样蛋白1
  3 2.071 蛋白激酶cAMP依赖性调节II型 β(PRKAR2B)
  3 2.079 钠通道VI型 多肽(SCN6A)
  4 2.114 EGF受体(EGFR)
  5 2.136 钾离子内流通道亚家族J成员3(KCNJ3)
  6 2.141 IV型胶原 5(COL4A5)
  7 2.181 p53结合蛋白MDM4
  8 2.218 果蝇花生样蛋白2(PNUTL2)
  9 2.232 细胞色素C氧化酶亚单位VIII(COX8)
10 2.329 FKBP相关蛋白(FAP48)
11 2.338 丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶激酶3(MAP4K3)
12 2.471 鸟苷酸环化酶1β 3(GUCY1B3)
13 2.591 促胸腺生成素(TMPO)
14 2.741 肌管蛋白相关蛋白6
15 2.888 推定蛋白FLJ11806
16 3.290 S100钙结合蛋白A11(S100A11)
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2.4 HBV HBxAg蛋白下调基因  在基因芯片的扫描分
析中 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在0.500以下 就
判断为HCV NS3蛋白得下调基因. 在本研究中发现有34
种基因的表达水平下调(表2).

表 2  HBV HBxAg蛋白下调基因类型

编号 Cy3/Cy5比值 基因名称
  1 0.201 硫氧还蛋白还原酶(TXNRD1)
  2 0.245 酵母RAD23基因同源基因A(RAD23A)
  3 0.250 酵母线粒体内膜转位酶17同源基因B(TIM17B)
  3 0.259 TNF受体超家族成员5(TNFRSF5)
  4 0.262 蛋白磷酸酶2A 型(PPP2R1A)
  5 0.273 prosaposin(PSAP)
  6 0.286 S- 腺苷同型半胱氨酸羟化酶(AHCY)
  7 0.288 脚手架黏附因子B(SAFB)
  8 0.297 细胞色素P450超家族XXVIIA(CYP27A1)
  9 0.300 MGC15351
10 0.303 死亡相关蛋白3(DAD3)
11 0.305 推定蛋白FLJ20500
12 0.314 细胞膜糖蛋白(GP110)
13 0.319 热休克蛋白70A1(HSP1A1)
14 0.323 金属蛋白酶1(MP1)
15 0.327 组织蛋白酶D(CTSD)
16 0.327 RNA多聚酶II多肽E(POLR2E)
17 0.341 4- 氨基丁酸氨基转移酶(ABAT)
18 0.350 推定肌管蛋白相关蛋白8(MTMR8)
19 0.357 肌动蛋白结合LIM蛋白1(ABLIM)
20 0.360 支链酮酸脱氢酶E1(BCKDHA)
21 0.360 二肽酶1(DPEP1)
22 0.368 肿瘤蛋白D52样蛋白2(TPD52L2)
23 0.372 推定蛋白KIAA0123
24 0.375 前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶 /kexin 7(PCSK7)
25 0.387 缬氨酰-tRNA合成酶2(VARS2)
26 0.395 未知基因23856
27 0.396 酵母hnRNP甲基转移酶样蛋白2(HRMT1L2)
28 0.401 胸腺嘧啶激酶1(TK1)
29 0.414 谷胱甘肽过氧化物酶4(GPX4)
30 0.414 肌型丙酮酸激酶(PKM2)
31 0.424 苯丙氨酸 t-RNA合成酶样蛋白(FARSL)
32 0.426 Transgelin 2蛋白(TAGLN2)
33 0.430 干扰素诱导蛋白35
34 0.436 未知基因序列zj99f11.r1
35 0.438 CGI-69蛋白(LOC51629)
36 0.439 蛋白磷酸酶1 型催化亚单位(PPP1CA)
37 0.447 肌醇1 3 4三磷酸5/6激酶(ITPK1)
38 0.447 组织特异性移植抗原P35B(TSTA3)
39 0.447 热休克蛋白75(TRAP1)
40 0.450 NADH脱氢酶
41 0.450 ras 同源基因家族C(ARHC)
42 0.452 核孔蛋白153 kD(NUP153)
43 0.459 4跨膜位点亚家族A1(MS4A1)
44 0.461 真核翻译起始因子3亚单位8(EIF3S8)
45 0.463 组织蛋白酶E(CTSE)
46 0.465 磷酸甘露糖突变酶1(PMM1)
47 0.465 微管蛋白 β 2(TUBB2)
48 0.467 黑色素瘤抗原家族D1(MAGED1)
49 0.470 颗粒蛋白(GRN)
50 0.474 calpain小亚单位1(CAPNS1)
51 0.475 推定蛋白FLJ21819
52 0.478 黑色素瘤抗原家族D12(MAGED2)
53 0.483 氯离子通道蛋白6(CLCN6)
54 0.484 类固醇生成的急性调节蛋白相关蛋白(MLN64)
55 0.485 烯醇化酶3(ENO3)
56 0.496 真核翻译延伸因子2(EEF2)
57 0.497 小细胞核核糖体蛋白多肽A(SNRPA)
58 0.497 TGF β受体1(TGFBR1)

3   讨论

早期研究发现 整合的病毒DNA编码的HBxAg是一

种重要的转录激活因子 对乙型肝炎的慢性化和促进

肝细胞的恶性转化有密切关系. 研究HBxAg功能的方法

大多数采用瞬时表达系统 将含有X基因的表达载体与

报告基因载体用共转染的方式来研究. HBxAg的功能状

态与其细胞定位有关 核内HBxAg可通过与DNA结合

蛋白作用 激活转录因子或基本转录过程 通过反式激

活转录元件而促进病毒的复制[51-60]. HBxAg还能在DNA

水平激活转录. 已有报道HBxAg可以与多种转录激活因

子发生相互作用 这些因子包括Oct1 ATF ATF2

CREB3 Egr1 p53 IL-6 及含有bZip 区的一些因

子 而胞质中的HBxAg则主要通过刺激信号转导途径

而引起一系列的反应 激活AP-1 NF-κB等一批转录
因子 干扰细胞内信号转导通路反式激活转录 导致细

胞的转录 增生[61-70]

        HBxAg功能域的分析 研究认为 N末端和C末

端对其反式激活都不重要 转录活性区位于32-148 aa

内: 其中32-66区可能为结合功能域 而105-148区富

含负电荷 是其他反式激活因子的典型激活功能域所

具有的特征. Arii et al认为有3个关键功能域: 第46-52 aa

(尤其是Pro-46 His-49 His-52) 第 61-69 aa(尤

其是Cys-61 Gly-67 Pro-68 Cys-69) 第132-139 aa

(尤其是Phe-132 Cys-137 His-139) 这三段序列

在不同的嗜肝病毒中高度保守 第一段序列形成组氨

酸/天冬氨酸功能样特征 第二与第三段序列与Kunitz

样丝氨酸蛋白酶抑制剂的Kunitz功能区高度同源 N末

端5-27 aa 或C末端143-154 aa 缺失 对HBxAg活性

没有影响[71-80]. HBxAg基因序列是高度保守的 我们在

以HBxAg基因序列为靶区域 研究HBV在慢性感染患

者体内的存在状态时发现 HBxAg基因具有准种特点

在其羧基末端存在相对的高变区. 进一步研究发现HBxAg

基因的异质性和准种特点对于其反式激活作用具有显

著的影响[81-84]. 这些研究结果的差异 可能是HBxAg在

不同细胞通过不同因子或途径起作用而导致所需的功

能域不同所致

        研究发现HBxAg的反式激活作用呈现明显的广谱

性 能够反式激活多种同源或异源的病毒或细胞转录

调节基因区 包括HBV增强子/核心启动子 S基因启

动子 SV40的增强子及早期启动子 单纯疱疹病毒胸

腺嘧啶核苷激酶启动子(HSV-TK) 人T淋巴细胞I型病

毒(HTLV-1)的长末端重复序列(LTR) 人免疫缺陷病毒

I型(HIV-1) 劳氏肉瘤病毒(RSV)及β-干扰素等的启动
子. HBxAg也可反式激活聚合酶(pol)I II III启动子 并

且对 c-myc HLA-DR MHC-I 及 IL-8 等都有反式

激活作用

        我们以含有全长乙型肝炎病毒基因的pCP10质粒作

为模板 应用聚合酶链反应技术(PCR)扩增的HBxAg

基因片段 常规分子生物学技术构建HBxAg的真核表
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达载体 pcDNA3-HBxAg 利用脂质体转染技术转染

HepG2细胞 HBxAg蛋白的表达以 Western blot 杂交技

术证实. 从转染和非转染细胞HepG2种提取总mRNA

逆转录为 cDNA 并进行基因芯片技术分析. 结果表

明 16 种基因的表达水平上调 58种基因的表达水平

下调. 这些基因包括细胞生长 细胞凋亡 信号转导等基

因 相信这些类型的基因在HBxAg的恶性转化中具有十

分重要的作用.

     Wu et al [85]应用NCI 建立的含有2 208 基因点的

Oncochip microarray系统 对于新鲜分离的人肝细胞与

表达HBxAg的人HCC细胞系SK-Hep-1的基因表达谱

进行了比较分析. 基因芯片的研究结果又通过Northern

blot杂交分子进行证实. 发生变化的基因类型包括一些癌

基因如 c-myc c-myb 肿瘤抑制基因如APC p53

WAF1 WT1等. 进一步证实了HBxAg的恶性转化作用机制主

要是通过对于癌基因和肿瘤抑制基因的异常调节而实现的.

        Han et al [86]对于稳定表达HBxAg的HepG2(HepG2-

HBx)的基因表达谱进行分析 在 588 个靶基因中 2

种癌基因 IGFR-2 RhoA 和 1 种细胞周期调节基因

p55CDC 以及3种信号转导基因如凝血酶受体(thrombin

receptor) MLK-3 MacMARCKS 1种应急应答基因

HSP27 2 种细胞调亡调节基因FAST 激酶 Bak 1

种转录因子p21/WAF基因的表达水平显著上调. 1种转

录因子即转录延长因子SII (transcription elongation factor

SII) 2 种生长因子如单核细胞趋化蛋白-1(monocyte

chemotactic protein 1) T 淋巴细胞分泌蛋白 I-309

(T-lymphocyte-secreted protein I-309)显著下调. 这些研究结果

表明 HBxAg对于肝细胞的基因表达谱有显著的影响 基

因芯片技术是研究基因表达谱改变的有效分析技术[87-98].
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Abstract
AIM: To study the target genes transactivated by HBxAg.

METHODS: Specific primers were designed and synthe-
sized according to the HBV DNA sequence of subtype. Poly-
merase chain reaction (PCR) was conducted to amplify
HBxAg coding sequence by using pCP10 plasmid containing
2 copies of head to tail HBV DNA as the template. The
expressive vector of pcDNA3-HBxAg was constructed for
the transfection of hepatoblastoma cell line HepG2 by
Lipofectamine PLUS reagent. Total RNA was prepared from
HepG2 and HepG2 cells transfected by pcDNA-HBxAg vector.
The RNA was reversely transcribed for further microarray
assay.

RESULTS: From the microarray assay, 16 genes were found
to be up-regulated, and 58 genes down-regulated. Among

them, one gene named XTP10 without known function with
1 206 nt in length, was up-regulated. The encoded protein
consisted of 401 amino acid residues (aa).

CONCLUSION: HBxAg is a potential transactivator. DNA
microarray is a liable and efficient method for analysis of
differentially expressed genes. Molecular biological methods
in combination with bioinformatics pave the way for the
discovery of new genes transactivated by HBxAg with un-
known functions.

Cheng J, Liu Y, Hong Y, Wang L, Zhong YW, Dong J, Wang G. Identi-
fication and characterization of gene 10 transactivated by hepatitis B
virus X protein with DNA microarray assay. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(7):925-929

摘要

目的: 乙型肝炎病毒(HBV)X蛋白(HBxAg)是一种具有反式

激活作用的病毒蛋白质. 为了探索HBxAg蛋白反式激活作

用新的靶基因 利用基因芯片技术(DNA chips)对于表达和

不表达HBxAg的HepG2细胞的基因表达谱进行比较 以

期发现HBxAg蛋白反式激活作用的新靶点 为阐明HBxAg

的反式激活作用分子生物学机制 以及HBV相关的肝细胞

癌(HCC)形成的分子生物学机制开辟新的研究方向.

方法: 以含有2拷贝头尾连接的HBV DNA的质粒pCP10作

为模板 根据ayw亚型的HBV DNA序列设计 合成引物

PCR扩增产物克隆到真核表达载体pcDNA3.1(-)中 转染

肝母细胞瘤细胞系HepG2 提取RNA并进行逆转录. 进行

基因芯片技术分析. 以生物信息学技术 克隆 鉴定新基因.

结果: 在 16种HBxAg上调的靶基因中 其中包括未知功

能基因 利用生物信息学技术 获得HBxAg蛋白反式激活

作用的新型靶基因 开放读码框架(ORF)长度为1 206个核

苷酸(nt) 编码产物由401个氨基酸残基(aa)组成 命名为

XTP10.

结论: HBxAg是一种具有反式激活作用的蛋白. 基因芯片技

术是进行基因表达谱分析的可靠 有效技术. 分子克隆技术

结合生物信息学技术 是目前鉴定 克隆未知功能新基因

的有效技术途径.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组中最小的开放读码框架



(ORF)编码的 X 蛋白(HBxAg )是一种具有反式激活

(transactivation)作用的病毒蛋白 在HBV感染肝细胞的

恶性转化中具有十分重要的作用[1-4]. 关于HBxAg反式激活

作用的机制以及在肝细胞癌(HCC hepatocellular carcinoma)

发生发展中的作用 已经十分明确 但是 还有许

多方面没有阐明[5-7]. 为了寻找HBxAg反式激活的新的靶

基因 我们应用基因芯片(DNA chips)技术 对于HBxAg

蛋白反式激活作用的靶基因进行筛选 证实一种未知

功能基因是HBxAg反式激活作用的靶基因 对于其基

因序列进行了分析.

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 Purification 试剂盒

(amersham pharmacia biotech) PCR-Select cDNA Sub-

traction试剂盒 50×CR Enzyme Mix Advantage PCR
Cloning试剂盒(Clontech) High Pure PCR Product Puri-

fication试剂盒(Boehringer Mannheim) T7 SP6通用引

物及pGEM-Teasy载体(Promega).

1.2 方法

1.2.1 乙型肝炎病毒X蛋白真核表达载体的构建  以含

有2拷贝头尾连接的HBV DNA的质粒pCP10作为模板

根据 ayw 亚型的HBV DNA 序列设计 合成引物 进

行PCR扩增. 扩增的HBxAg的编码基因首先克隆到TA

载体中进行序列测定 然后亚克隆到真核表达载体

pcDNA3.1(-)中 构建真核表达载体pcDNA3.1(-)-

HBxAg[8].

1.2.2 肝母细胞瘤细胞系HepG2的转染  肝母细胞瘤细

胞系HepG2以RPMI1640完全培养基培养 前1 d传代

75 %融合度的细胞 应用Lipofectamine PLUS转染试剂

进行转染 真核表达载体质粒DNA用量为1 µg. 转染后
48 h收获细胞[9-13].

1.2.3 总RNA的提取和逆转录  应用Trizol 试剂盒提取

转染细胞的总RNA 并进行逆转录[14].

1.2.4 基因芯片技术分析  按照联合基因公司的基因表达

谱芯片产品说明 进行基因表达谱分析.

2   结果

2.1 乙型肝炎病毒X蛋白真核表达载体的构建及细胞转

染  经过限制性内切酶消化作图分析 以及插入基因

片段的核苷酸序列分析 证实构建的真核表达载体正

确[8].

2.2 总RNA的提取和逆转录  获得RNA总量为2.6 µg
并进行逆转录[8].

2.3 基因芯片技术分析  经过基因芯片技术分析 证实

转染真核表达载体pcDNA3-HBxAg的HepG2细胞与转染

空白载体pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行比较 发现

HBxAg蛋白上调的靶基因有16种 下调的靶基因有58种.

2.4 新基因的序列分析    在 16种HBxAg上调的靶基因

中 其中包括未知功能基因 利用美国国立卫生院

(NIH)国立医学图书馆(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建

立的核苷酸序列数据库(GenBank)及其同源基因序列的

搜索(BLASTN) 获得HBxAg蛋白反式激活作用的新型

靶基因(图 1) 命名为XTP10. 新基因的开放读码框架

(ORF)长度为1206个核苷酸(nt) 编码产物由401个氨

基酸残基(aa)组成. 新基因的核苷酸序列在GenBank中登

录 登录号为NM_024824.

ATG  ATC  T CA  T TG  ACG  AAG  ACC  T CA  ACT  T TG

 M    I    S    L    T    K    T    S    T    L

TGC  AGG  AGA  ATC  CCT  TAT  C TC  AGA  AAA  AAA

 C    R    R    I    P    Y    L    R    K    K

C C T  A CA  G TG  A CA  C T T  A CA  T A T  GG T  T C T  T C T

 P    T    V    T    L    T    Y    G    S    S

C GC  C C T  T C T  A T T  GAA  A T T  T A T  CGA  C CA  C C T

 R    P    S    I    E    I    Y    R    P    P

GCA  AGT  AGA  AAT  GCA  GAT  AGT  GGT  GTT  CAT

 A    S    R    N    A    D    S    G    V    H

T TA  AAC  AGG  T TG  CAA  T T T  CAA  CAG  CAG  CAG

 L    N    R    L    Q    F    Q    Q    Q    Q

AAT  AGT  A T T  CAT  GCT  GCC  AAG  CAG  C T T  GAT

 N    S    I    H    A    A    K    Q    L    D

ATG  CAG  AGT  AGT  TGG  GTA  TAT  GAA  ACA  GGA

 M    Q    S    S    W    V    Y    E    T    G

CGT  T TG  TGT  GAA  CCA  GAG  GTG  C T T  AAC  AGC

 R    L    C    E    P    E    V    L    N    S

T TA  GAA  GAA  ACG  TAT  AGT  CCG  T TC  T T T  AGA

 L    E    E    T    Y    S    P    F    F    R

AAC  AAC  TCG  GAG  AAA  ATG  AGT  ATG  GAG  GAT

 N    N    S    E    K    M    S    M    E    D

GAA  AAC  T TT  CGG  AAG  AGA  AAG  T TG  CCT  GTG

 E    N    F    R    K    R    K    L    P    V

GTA  AGT  T CA  G TT  G T T  AAA  GTA  AAA  AAA  T TC

 V    S    S    V    V    K    V    K    K    F

AAT  CAT  GAT  GGA  GAA  GAG  GAG  GAA  GAA  GAT

 N    H    D    G    E    E    E    E    E    D

GAT  GAT  TAC  GGG  TCT  CGA  ACA  GGA  AGC  ATC

 D    D    Y    G    S    R    T    G    S    I

T CC  AGC  AGT  G TG  T C T  G TG  CCT  GCA  AAG  CCT

 S    S    S    V    S    V    P    A    K    P

GAA  AGG  AGA  CCT  T C T  C T T  C CA  CCT  T C T  AAA

 E    R    R    P    S    L    P    P    S    K

CAA  GCT  AAC  AAG  AAT  C TG  A TT  T TG  AAG  GCT

 Q    A    N    K    N    L    I    L    K    A

ATA  TCT  GAA  GCT  CAA  GAA  TCC  GTA  ACA  AAA

 I    S    E    A    Q    E    S    V    T    K

ACA  ACT  AAC  TAC  TCT  ACA  GTT  CCA  CAG  AAA

 T    T    N    Y    S    T    V    P    Q    K
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CAG  ACA  C T T  CCA  G T T  GCT  CCC  AGA  ACT  CGA

 Q    T    L    P    V    A    P    R    T    R

ACT  TCT  CAA  GAA  GAA  T TG  C TA  GCA  GAA  GTG

 T    S    Q    E    E    L    L    A    E    V

GTC  CAG  GGA  CAA  AGT  AGG  ACC  CCC  AGA  ATA

 V    Q    G    Q    S    R    T    P    R    I

AGT  CCC  CCC  ATT  AAA  GAA  GAG  GAA  ACA  AAA

 S    P    P    I    K    E    E    E    T    K

GGA  GAT  TCT  GTA  GAA  AAA  AAT  CAA  GCT  GAG

 G    D    S    V    E    K    N    Q    A    E

ATG  AGT  GAA  CTG  AGT  GTG  GCA  CAG  AAA  CCA

 M    S    E    L    S    V    A    Q    K    P

GAA  AAA  CTT  T TG  GAG  CGC  TGC  AAG  TAC  TGG

 E    K    L    L    E    R    C    K    Y    W

CCT  GCT  TGT  AAA  AAT  GGG  GAT  GAG  TGT  GCC

 P    A    C    K    N    G    D    E    C    A

TAC  CAT  CAC  C CC  A TC  T CA  CCC  TGC  AAA  GCC

 Y    H    H    P    I    S    P    C    K    A

T TC  C CC  AAT  TG T  AAA  T T T  GC T  GAA  AAA  TGT

 F    P    N    C    K    F    A    E    K    C

T TG  T T T  G T T  CAC  C CA  AAT  T G T  AAA  TA T  GA T

 L    F    V    H    P    N    C    K    Y    D

GCA  AAG  TGT  ACT  AAA  CCA  GAT  TGT  CCC  T TC

 A    K    C    T    K    P    D    C    P    F

ACT  CAT  G TG  AGT  AGA  AGA  ATT  CCA  GTA  C TG

 T    H    V    S    R    R    I    P    V    L

T CT  CCA  AAA  CCA  GTT  GCA  CCA  CCA  GCA  CCA

 S    P    K    P    V    A    P    P    A    P

C C T  T C C  AG T  AG T  CAG  C T C  T GC  CG T  T AC  T T C

 P    S    S    S    Q    L    C    R    Y    F

CCT  GCT  TGT  AAG  AAG  ATG  GAA  TGT  CCC  T TC

 P    A    C    K    K    M    E    C    P    F

TAT  CAT  C CA  AAA  CAT  TGT  AGG  T T T  AAC  ACT

 Y    H    P    K    H    C    R    F    N    T

CAA  TGT  ACA  AGA  CCG  GAC  TGC  ACA  T TC  TAC

 Q    C    T    R    P    D    C    T    F    Y

CAT  C CC  ACC  A T T  AAT  G TC  C CA  CCA  CGA  CAT

 H    P    T    I    N    V    P    P    R    H

GCC  T TG  AAA  TGG  ATT  CGA  CCT  CAA  ACC  AGC

 A    L    K    W    I    R    P    Q    T    S

GAA    TAG

  E         *

图 1  HBxAg反式激活靶基因XTP10核苷酸及其编码产物序列.

3   讨论

肝炎病毒的基因组编码一系列具有反式激活作用的病

毒蛋白质 例如HBV基因组编码的羧基末端截短型表

面抗原中蛋白(MHBst) HBxAg 丙型肝炎病毒(HCV)

基因组编码的核心(core)蛋白 非结构蛋白3(NS3) 非

结构蛋白5A(NS5A)等都已经证明是具有反式激活作用

的病毒蛋白类型[15-19]. 研究反式激活作用蛋白靶基因的

技术 主要是基于差异显示技术原理建立的一些分子

生物学技术. 例如 任意引物差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)技术 代

表性差异显示技术(RDA representative differential display)

抑制性消减杂交技术(SSH suppression subtractive

hybridization)等. 随着分子生物学技术 计算机分析技

术 自动化技术的结合建立起来的微矩阵(microarray)技

术 对于差异表达基因进行高通量筛选成为可能[20,21].

这些技术在分析反式激活靶基因的研究中各有利弊. 微

矩阵技术具有简便 高通量 可以同时处理大量标本的

优点 但是其筛选的范围主要决定于基因芯片上所点

(印刷)核苷酸探针的种类和数量. 人类基因组计划(HGP)

的研究之初 估计人染色体中的表达基因可能在10万

个左右 目前根据染色体的精确作图分析 以及部分序

列测定与分析的结果来看 人染色体中编码基因的数

量可能要少于10万个. 目前对于人染色体中的编码基因

还没有完全阐明 所以目前的基因芯片受到基因类型

选择和芯片容量的限制 只能是对于人染色体编码基

因的一小部分进行筛选研究 而对于另一部分就有遗

漏的缺陷. 关于RDA AP-DD-RT-PCR和SSH等技术

虽然他们没有微矩阵技术高通量的特点 但是这些技

术对于筛选对象基因没有先决条件 对于人染色体基

因组表达的基因类型是随机性地筛选 因此可以筛选

得到微矩阵技术筛选不到 从来没有进行过研究的基

因类型. 因此 从技术本身来看 研究基因表达谱的差

异 这些技术都有用武之地 相互补充[22-29].

        关于HBxAg的反式激活作用 特别是结构与功能

之间相互关系既往已经进行了深入的研究和探索.

HBxAg蛋白功能域的分析: Guo et al [30]认为至少有一个位于

103-117 aa的功能域对其作用非常重要. Madden et al [31]结

果显示 N末端和C末端对其反式激活都不重要 认

为转录活性区位于32-148 aa 内: 105-148区富含负电

荷 是其他反式激活因子的典型激活功能域所具有的

特征; 32-66 aa区可能为结合功能域. Haviv et al [32]认为

C末端134-139 aa(LGGCRHK)较保守 缺失后HBxAg的

反式转录活性几乎完全丧失. Bouchard et al [33]认为有3

个关键功能域: 第46-52 aa(尤其是Pro-46 His-49 His-

52) 第61-69 aa(尤其是Cys-61 Gly-67 Pro-68 Cys-

69) 第132-139 aa(尤其是Phe-132 Cys-137 His-139)

这三段序列在不同的嗜肝病毒中高度保守 第一段序

列形成组氨酸 / 天冬氨酸功能样特征 第二与第三段

序列与Kunitz样丝氨酸蛋白酶抑制剂的Kunitz功能区高

度同源. N末端5-27 aa或C末端143-154 aa缺失 对

X蛋白活性没有影响. 但也有相互矛盾的结果 可能是

HBxAg蛋白在不同细胞通过不同因子或途径起作用而

导致所需的功能域不同所致.
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慢性HBV感染者 HBxAg蛋白在HCC形成过程中具有

十分重要的意义. Ogden et al [34]发现HBxAg的反式激活

功能 Vero细胞中表达的HBxAg蛋白能够增强人干扰素

β(IFN β)调控序列控制下的氯霉素乙酰转移酶(CAT)表达.
后来的研究发现HBxAg蛋白可作用于多种基因的增强子

和启动子元件 包括HBV的增强子和C基因的启动子

SV40早期增强子/启动子 多种病毒的长末端重复序列

(LTR) 人 IFN β基因调控序列 对 c-myc 人白细胞
抗原-DR(HLA-DR) 主要组织相容性抗原-I(MHC-I)

及白介素-8(IL-8)等都有反式激活作用. 为了研究HBV

感染者HBxAg蛋白在肝细胞恶性转化过程中的具体作

用 Lee et al [35]构建了受四环素严格调控的HBxAg蛋白

表达载体 建立表达HBxAg蛋白的分化细胞系3pX-1和

去分化细胞系4pX-1. 只有3pX-1细胞系有恶性转化的

现象 主要机制就是持续的Ras-Raf-MAPK系统的激活.

没有发生转化的4pX-1细胞系具有持续的JNK信号转导

系统的激活. HBxAg蛋白在3pX-1和 4pX-1细胞系中参

与的信号转导通路是有差别的. 对于这2个细胞系的细胞

周期参数进行比较研究 3pX-1细胞系表现出HBxAg蛋

白依赖性的G1 S和G2/M期的进展 表现为细胞周期

素D1 A和B1的表达水平升高 Cdc2激酶的激活等. 在

4pX-1细胞系中可以见到HBxAg蛋白依赖性的G1和 S

期的进入 之后是S期的停止 缺乏Cdc2激酶的激活.

4pX-1细胞系表现出HBxAg蛋白诱导的细胞周期素依赖

性蛋白激酶抑制剂p21(Cip1) 肿瘤抑制蛋白p19(ARF)

细胞凋亡蛋白bax 以及胰岛素样生长因子结合蛋白-3

(IGFBP-3)的表达. 尽管出现了HBxAg蛋白诱导的生长停

滞 也没有Cdc2的激活 但4pX-1细胞系并没有出现

HBxAg蛋白依赖性G2/M阻滞或细胞凋亡. HBV的HBxAg

蛋白可以诱导Fas配体(FasL)的表达 从而帮助肝细胞癌

(HCC)细胞逃避宿主的免疫监视系统.

       HBxAg蛋白对于细胞基因表达的影响是十分广泛的

这也是HBV相关的HCC发生发展的重要机制所在. 但

是 关于HBxAg蛋白的分子生物学作用机制 大部分都

是以肝癌细胞系作为细胞模型进行研究的 Nijhara et al [36]

构建了转导正常肝细胞的有效基因转移途径 结果表

明 这种基因转移技术可以使 50% 以上的细胞表达

HBxAg蛋白. Tarn et al [37]的结果证实HBxAg引起的肝细

胞的恶性转化过程与RAS-RAF-MAPK和JNK信号转导

到途径有关. Kang-Park et al [38]证实HBxAg蛋白通过转

录因子Sp1调节胰岛素样生长因子II(IGF II)启动子4的

活性. 在这一调节系统中 PKC和p44/p42MAPK是必须

的. 首先 PMA对PKC的激活 或者PKC的表达载体

可以促进Sp1转录因子的磷酸化 提高P4启动自得转

录活性. PKC的抑制剂Go6976可以降低Sp1的磷酸化

同时降低P4启动子的活性以及IGF-II mRNA的转录表

达水平. MEK 激活抑制剂U0126 降低 Sp1 的磷酸化水

平 P4启动子活性和IGF-II mRNA转录表达水平下降.

这些结果说明PKC p44/p42 MAPK 信号转导通路是

HBxAg 通过 Sp1 介导的 IGF-II 基因激活的重要条件.

Pflum et al [39]证实 HBxAg与 CREB之间可以结合 并

且可以促进这种蛋白的DNA结合能力. HBxAg在反式激

活靶基因转录调节的机制中 需要Ser-133位点没有发

生磷酸化修饰的CREB的参与. HBxAg可以上调Camp应

答基因的表达 说明在肝细胞的增生 直至肝细胞的恶

性转化过程中都有十分重要的作用. Park et al [40]应用p53

基因发生突变的Hep3B细胞系进行了研究 以HBxAg表

达载体进行稳定转化时 p21(waf1/cip1)mRNA转录和蛋

白表达水平显著升高 与CDK2结合的水平显著升高 显

著抑制了细胞周期素E和CDK2复合物的形成以及组蛋

白 H1的磷酸化修饰 p21启动子活性增强. 利用基因突

变技术 证实p21启动子在-1 185和-1 482 nt之间. 基

因突变分析结果表明 HBxAg应答位点与ets因子结合位

点重叠. 说明在这一细胞系中 HBxAg可以克服由于p53

功能缺失造成的下游p21(waf1/cip1)表达调节的障碍[41-47].

       需要强调的是 目前对HBxAg反式激活的研究结果

也存在不一致性 甚至有矛盾的结果. 因为研究大多数

采用瞬时表达系统 将含有X基因的表达载体与报告基

因载体进行共转染实验. 分析其原因可能包括: 体外细胞

培养研究单个病毒蛋白的孤立的效应可能与体内整体细

胞蛋白的效应不同 因为体内多种病毒蛋白可能具有协

同或拮抗作用; 其次 转染细胞中蛋白表达水平也会影

响观察到的效应 体外试验中目的蛋白都是过表达 而

病毒蛋白在患者体内水平通常很低; 第一 不同的细胞

类型将有不同的应答; 第二 细胞培养环境不可能完全

真实地反映活体内环境; 最后 应用报告基因瞬时转染

观察的效应不可能完全模拟病毒蛋白对内源性细胞基因

的作用[48,49].

          关于未知功能新基因的发现是近年来分子生物学领

域中的热点问题. 早期的研究工作主要是通过所谓的反

向遗传学(reverse genetics)技术 即首先发现或针对一种

生物学现象 利用蛋白化学和分析化学技术 将这种生

物学现象相关的主要蛋白进行分离纯化 然后对于纯化

的蛋白进行末端部分序列测定 再根据基因序列编码的

简并原则 设计引物或探针 进行PCR扩增 或者对于

相应的cDNA文库进行筛选 以获得相应的编码基因. 因

为这一技术相对于遗传学中心法则来说 不是遗传信息

DNA-RNA-蛋白的流向 而正好与之相反 因此称为

反向遗传学技术. 这一技术的主要缺点就是技术要求高

过程十分复杂. 以DNA操作技术与功能研究相结合的技

术最为有效. 随着核苷酸序列数据库的建立和容量的不

断扩大 以及计算分析技术的不断进步 随之而来的生

物信息学技术在分子生物学研究中的地位越来越重要.

事实证明 分子克隆技术与生物信息学技术的结合 是

目前克隆和鉴定未知功能基因最有效的研究技术.
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Abstract
AIM: To understand the target genes up-regulated or down-
regulated by NS3 protein, we compared the differentially
expressed genes between the hepatoblastoma cell line
HepG2 transfected by pcDNA3.1(-) and pcDNA3.1-NS3,
respectively by cDNA microarray technique.

METHODS: The NS3 coding DNA fragment was amplified
with polymerase chain reaction (PCR) technique by using
pBRTM3011 containing the full length of HCV-H cDNA as
the template. The expressive vector of pcDNA3.1-NS3 was
constructed by routine molecular biological methods. The
HepG2 cells were transfected by pcDNA3.1(-) and pcDNA3.1-
NS3, respectively using lipofectamine. The total RNA was
isolated and reverse transcribed. The cDNAs were subjected
for microarray screening with 1 152 cDNA probes.

RESULTS: The expressive vector has been constructed and

confirmed by restriction enzyme digestion and DNA sequencing
analysis. The expression of NS3 protein has been confirmed
by Western blot with single chain variable region (scFv)
antibody. High quality mRNA and cDNA had been prepared
and successful microarray screening had been conducted.
From the scanning results, it was found 34 genes were
up-regulated and 37 genes were down-regulated by NS3
protein of HCV.

CONCLUSION: NS3 protein is a transactivator. The expression
of NS3 protein affected the expression spectrum of HCV
infected hepatocyte. The microarray is an important technique
for the study of transactivating effects for viral proteins.

Cheng J, Liu Y, Hong Y, Wang JJ, Yang Q. Screening and identification
of genes trans-regulated by hepatitis C virus NC3 protein with microarray
assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):930-934

摘要

目的: 丙型肝炎病毒(HCV)的非结构蛋白3(non-structural

protein 3 NS3)是由HCV基因组编码的具有多种功能的

蛋白质. NS3蛋白的表达对于HCV感染肝细胞的基因表达

谱具有显著影响. 为了研究NS3蛋白反式调节的靶基因

我们应用基因芯片技术对于pcDNA3.1(-)和pcDNA3.1(-)-

NS3分别转染的HepG2细胞的基因表达谱进行分析.

方法: 以含有HCV-H全基因组cDNA的质粒pBRTM3011

作为模板 应用聚合酶链反应(PCR)技术扩增NS3蛋白编

码基因片段 以常规的分子生物学技术构建表达载体

pcDNA3.1(-)-NS3. 以脂质体技术转染肝母细胞瘤细胞系

HepG2 提取总mRNA 逆转录为cDNA 与转染空白表达

载体pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行DNA芯片分析并比较.

结果:构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列测

定 证实准确无误. 以单链可变区抗体的Western blot杂交技

术证实构建的表达载体转染HepG2细胞之后有NS3蛋白的表

达 提取高质量的总mRNA并进行逆转录成为cDNA 进行

DNA芯片技术分析. 在1 152个基因表达谱的筛选中 发现

有34个基因表达水平显著上调  37个基因表达水平显著下调.

结论: HCV的NS3蛋白是一种反式激活因子. NS3基因的表

达对于肝细胞基因表达谱有显著影响. DNA芯片技术是分析

反式激活靶基因的有效技术途径.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)属于黄病毒属 基因组是一种RNA.

HCV感染的慢性化比率很高 甚至可以达到50-80 %

全国血清流行病学调查的结果显示 普通人群的抗-HCV

阳性率为3.2 %[1-3]. HCV感染除引起急 慢性病毒性肝

炎(CHC chronic hepatitis C) 肝硬化(liver cirrhosis)

肝细胞癌(HCC hepatocellular carcinoma)之外 而且

与肝脏脂肪变(steatohepatitis) 糖代谢紊乱有关[4,5]. 因

此 HCV感染与乙型肝炎病毒(HBV)感染的致病机制

是不同的. HCV 基因组中含有唯一一个开放读码框架

(ORF open reading frame) 编码由3 000个左右的氨

基酸残基(aa)组成的多肽 然后在病毒的蛋白酶和肝细

胞信号肽酶的作用下 裂解生成10种不同的结构和非

结构蛋白[6,7]. 因为HCV的基因复制形式没有经过DNA

阶段 因此就不存在HCV基因组与肝细胞基因组DNA

的整合 所以 HCV感染之后的致病机制 主要是通

过HCV基因组编码的蛋白-肝细胞蛋白之间的相互结

合与作用 肝细胞蛋白与HCV调节基因的结合与作用

以及HCV基因组编码蛋白对于肝细胞基因表达谱的影

响[8-12].

       HCV基因组编码的蛋白分子中 核心(core)蛋白

非结构蛋白3(NS3)和非结构蛋白5A(NS5A)是相当明确

的具有反式激活(transactivation)作用的病毒蛋白[13-15]. 关

于这些反式激活作用的蛋白所作用的靶基因类型 利

用基因的差异表达技术 微矩阵(microarray)技术等进行

了筛选 获得了大量有价值的结果 是研究HCV感染

对于肝细胞基因表达谱影响的有效技术手段 我们应

用微矩阵技术 对于HCV NS3蛋白基因转染和空白表

达载体转染肝母细胞瘤细胞系HepG2进行筛选 试图

从HCV NS3蛋白的表达对于肝细胞基因表达谱的影响

探索HCV感染的发病机制 包括HCV相关的HCC发

生发展的分子生物学机制.

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 Purification 试剂盒

(amersham pharmacia biotech) PCR-Select cDNA Subtraction

试剂盒 50×CR Enzyme Mix Advantage PCR Cloning

试剂盒(Clontech) High Pure PCR Product Purification试

剂盒(boehringer mannheim) T7 SP6通用引物及pGEM-

Teasy载体(Promega).

1. 2 方法

1.2.1 真核表达载体及细胞转染  HCV NS3蛋白真核表

达质粒pcDNA3.1(-)-NS3由本室构建. 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.

1.2.2 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了NS3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.

1.2.3 探针标记  参照Schena et al的方法逆转录标记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+2g/L SDS杂交液中.
1.2.4 芯片制备  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1 000-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg/µl溶解于3
SSC溶液中 用Cartesian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(30 min) 紫外线(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.

1.2.5 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在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 0.1 SSC +2 g/L

SDS 0.1 SSC洗涤10 min 室温晾干.

1.2.6 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 ImaGene 3.0 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 2.0 红色荧光 显示表达增强

Cy5/Cy3 0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 HCV NS3蛋白的表达载体构建  HCV NS3蛋白真核

表达质粒pcDNA3.1(-)-NS3由本室构建.

2.2 总RNA及mRNA的定性 定量分析  总 RNA的

吸光度A260/A 280>1.89 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 HCV NS3 蛋白上调基因  在基因芯片的扫描分析

中 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在2.000以上 就判

断为HCV NS3蛋白得上调基因. 在本研究中发现有34

种基因的表达水平上调(表1).

2.4 HCV NS3 蛋白下调基因  在基因芯片的扫描分析

中 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在0.500以下 就判

断为HCV NS3蛋白的下调基因. 在本研究中发现有37

种基因的表达水平下调(表2).
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表 1  HCV NS3蛋白上调基因类型

编号 Cy3/Cy5比值 基因名称

  1 2.010 FLJ21930

  2 2.026 水通道蛋白4(AGP4)

  3 2.042 果蝇MAD同源基因2(MADH2)

  3 2.044 组氨N-甲基转移酶(HNMT)

  4 2.054 S- 腺苷同型半胱氨酸羟化酶(AHCY)

  5 2.069 FYN-结合蛋白(FYB-120/130)(FYB)

  6 2.087 p53结合蛋白MDM4

  7 2.113 全长插入cDNA克隆 EUROIMAGE 233360

  8 2.113 谷胱甘肽过氧化物酶2(GPX3)

  9 2.135 丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶5(MAP3K5)

10 2.141 黑色素瘤抗原家族A10(MAGEA10)

11 2.154 钾离子内流通道J3(KCNJ3)

12 2.166 成纤维细胞生长因子受体2(FGFR2)

13 2.188 FK506结合蛋白相关蛋白(FAP48)

14 2.202 硫氧还蛋白还原酶1(TXNRD1)

15 2.222 组织相容性13同源基因

16 2.250 谷氨酸受体M3(GRM3)

17 2.274 酪蛋白激酶1 (CSNK1A1)

18 2.286 BCL-10

19 2.292 肌动蛋白结合LIM蛋白1(ABLIM-1)

20 2.300 脆性X精神迟滞蛋白1(FMR1)

21 2.332 XI型胶原 链(COL11A1)

22 2.394 LR蛋白8(LR8)

23 2.411 类固醇C5去饱和酶(SC5DL)

24 2.420 淘汰素2(CUL2)

25 2.514 脚手架黏附因子B(SAFB)

26 2.519 半乳糖苷转移酶相关蛋白激酶(p58/GTA)

27 2.528 转化生长因子 β II 受体

28 2.566 接头蛋白相关蛋白复合物1(AP1M2)

29 2.596 推定蛋白KIAA0942

30 2.706 推定蛋白KIAA1641

31 2.728 推定蛋白FLJ21819

32 2.776 溶酶体相关膜蛋白2(LAMP2B)

33 2.832 酵母有丝分裂阻滞缺陷同源基因样基因1(MAD1L1)

34 3.147 真核细胞翻译延长因子2(EEF2)

表2  HCV NS3蛋白下调基因类型

编号 Cy3/Cy5比值 基因名称

  1 0.296 HIV-1 Tat作用蛋白2(HTATIP2)

  2 0.313 单链DNA结合蛋白1(SSBP1)

  3 0.329 果蝇增生相关同源基因(MAGOH)

  3 0.364 鸟苷酸环化酶1 3(GUCY1A3)

  4 0.372 CGI-99蛋白(LOC51637)

  5 0.375 热休克蛋白105 kD(HSP105B)

  6 0.377 四三肽重复位点2(TTC2)

  7 0.379 酵母RAD23同源基因B(RAD23B)

  8 0.391 核糖核酸酶H1(Rnase H1)

  9 0.391 推定蛋白HSPC111

10 0.400 硫基转移酶(GLRX)

11 0.402 死亡相关蛋白6(DAXX)

12 0.425 肿瘤蛋白p53结合蛋白(TP53BPL)

13 0.429 ATP合成酶(ATP5G1)

14 0.433 伴侣蛋白10(HSPE1)

15 0.434 核孔蛋白153(NUP153)

16 0.436 前折叠蛋白5(PFDN5)

17 0.438 蛋白体亚单位 2(PSMA2)

18 0.443 核糖体蛋白S5(RPS5)

19 0.446 热休克蛋白8(HSPA8)

20 0.452 推定蛋白MGC2668

21 0.453 小核核蛋白多肽G(SNRPG)

22 0.465 蛋白体亚单位 3(PSMA3)

23 0.466 焦磷酸酶(PP)

24 0.468 微粒体谷胱甘肽S-转移酶3(MGST3)

25 0.469 CD14

26 0.477 核糖体蛋白S14(RPS14)

27 0.477 核糖体蛋白L10a(RPL10A)

28 0.482 颅面发育蛋白1(CFDP1)

29 0.483 TNF受体相关因子2(TRAF2)

30 0.485 可溶性载体家族25相似蛋白

31 0.487 ralA结合蛋白(RALBP1)

32 0.488 染色体20开放读框1(C20orf1)

33 0.492 金属硫蛋白1G(MT1G)

34 0.497 高移动性家族蛋白17(HMG17)

35 0.499 ATP合酶(ATP5G2)

36 0.499 未成熟结肠癌转录子1(ICT1)

37 0.500 细胞死亡防卫蛋白1(DAD1)

3   讨论

丙型肝炎病毒(HCV)基因组编码的非结构蛋白3(NS3)是

一种具有多种生物学功能的蛋白质. 除了具有丝氨酸蛋

白酶 RNA解旋酶等之外 对于HCV基因组表达的结

构和非结构蛋白的结构与功能具有重要的调节作用[16-22].

Koch et al [23]研究了NS3蛋白对于NS5A蛋白磷酸化修饰

的影响. NS5A是一种高度磷酸化的蛋白 与干扰素抗

性 HCV RNA的复制过程有关. NS5A蛋白的磷酸化是

由细胞的蛋白激酶结合成蛋白复合物形式进行的. 对于

1b型HCV-J 除了存在基本形式的磷酸化NS5A蛋白

(pp56)之外 如果与NS4A蛋白一起进行表达时 还存

在着一种超磷酸化形式的NS5A(pp58). 对于NS5A高度

磷酸化修饰及缺陷的2株1b型HCV全基因组序列进行

比较分析 发现只有当NS3-5A 连续表达时才会发

生 但是分别表达 再反式提供时就不能发生NS5A蛋

白的高度磷酸化. NS3基因区发生点突变 不影响多蛋

白的裂解过程 但是对于NS5A蛋白的高度磷酸化过程

产生影响. 在NS4A蛋白的中部或羧基末端发生小范围
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的缺失突变 对于多蛋白的裂解过程没有影响 但是

可以显著降低或阻断NS5A蛋白的磷酸化过程. 这些结果

提示NS3-5A多蛋白亚单位之间的正确折叠对于NS5A

蛋白的磷酸化过程非常重要.

        基因芯片分析技术在HCV感染及其发病机制的研究

中具有重要的应用前景. 包括肝炎病毒蛋白的表达对肝细

胞基因表达谱的影响 HCV RNA基因分型等. Aizaki et al [24]

应用基因芯片技术结合半定量PCR技术 对于表达HCV

全基因或部分基因的细胞系的基因表达谱进行分析. 发

现HCV基因的表达可以上调12种基因 下调4种基因.

表达水平发生改变的基因类型包括细胞生长的调节基

因 如叉头转录因子-1(forkhead transcription factor

FREAC-1) 多聚腺苷酸结合蛋白2(poly A binding protein

PABP2) Ras 抑制子-1(ras suppressor Rsu-1) 以及

在 T 细胞应答过程中具有重要作用的主要组织相容性

(MHC)抗原等. 功能基因组学是研究HCV致病机制的重

要的工具和方法[25-29]. Iizuka et al [30]对于HBV和HCV相

关的HCC组之中的基因表达谱进行了比较分析. 在6 000

以上靶点分析中 发现有83个基因的表达水平有显著

差别. 其中31个基因在HBV相关的HCC中表达水平升

高 52个基因在HCV相关的HCC中升高. 在 31个基因

中包括H19和 IGF2 以及与信号转导 转录和转移相

关的基因. 52个基因中 包括一些解毒基因和免疫调节

基因. 这些结果表明 HBV 和HCV 感染引起的HCC

分子生物学机制不完全相同. 对于HCC发生的分子生物

学机制的研究具有十分重要的意义. HCV NS5A蛋白对于

HCV感染后抑制干扰素系统的抗病毒作用具有重要意

义. 但是对于NS5A抵抗干扰素的抗病毒作用的分子生物

学机制目前我们还知之甚少[31-37]. Girard et al [38]应用基因

芯片技术 对于NS5A蛋白表达影响肝癌细胞系(Huh7)

基因表达谱的结果进行研究. 受到干扰素的刺激之后

50 种基因的表达水平变化在 2 倍以上 41 种上调 9

种下调. NS5A表达影响最大的一种基因就是OAS-p69.

表达NS5A的肝癌细胞系Huh7中白介素-8(IL-8)的表达

水平显著上调. 向Huh7 培养系统中加入 IL-8 就象转

染NS5A基因一样 抑制干扰素诱导的抗病毒活性 包

括下调OAS-p69基因的表达.

        HCV感染之后的慢性化以及疾病的进程机制目前还

不清楚. 基因芯片技术的出现为阐明HCV感染之后的肝脏

基因表达谱的改变提供了最有力的研究工具. Bigger et al [39]

应用基因芯片技术 对于急性感染HCV后清除病毒的

黑猩猩进行研究. 在实验感染HCV之后6-8 wk就发生了

病毒血症的清除 但是HCV阳性的肝细胞的清除在HCV

感染之后的14 wk才完成. HCV病毒的清除 主要与干

扰素诱导的基因类型的表达有关 包括所有3种经典的

干扰素抗病毒的分子机制途径. 有些基因的表达在HCV

感染之后的2 d就已经启动. 基因芯片分析的结果表明

这种病毒的清除过程具有明显的双阶段机制(biphasic

mechanism). Lanford et al [40]应用HCV实验感染的黑猩猩

对于HCV感染后肝脏基因表达谱的改变进行了研究. 因

此 黑猩猩作为HCV感染的唯一合适的动物模型 除

了在早期阶段研究HCV 甚至是在克隆HCV基因组时

作为重要的模型和材料来源之外 还是研究HCV感染

后致病机制 探索新型治疗技术和方法的重要的资料

来源.

        为了阐明肝细胞癌发生的分子生物学机制 比较肝细

胞癌组织与癌周组织之间基因表达谱的差别 Okabe et al [41]

对于20份肝细胞癌及其癌周组织 进行23 040靶点的

基因芯片技术分析 在上调的基因中 主要是促进有丝

分裂的基因. HBV阳性和HCV阳性的HCC组之间的基

因表达谱有显著差别 主要是一些酶类 致癌物或抗癌

药物代谢相关酶类. 此外还筛选到一些与肿瘤的组织学

表型 侵袭性表型有关的基因类型. 这些研究结果对于

判断肿瘤的性质 寻找抗肿瘤治疗的新型靶位 肿瘤患

者的个体化治疗等都具有十分重要的意义. Huang et al [42]建

立了四环素诱导表达非结构蛋白的人肝癌细胞系 利用

6 416靶点的基因芯片技术 对于HCV非结构蛋白表达

时反式激活靶基因进行筛选 获得了满意的结果.

         基因芯片技术在HCV感染的基因诊断中具有重要应

用前景. Zhao et al [43]应用基因芯片技术对于HCV RNA的

基因分型进行了研究. 根据HCV的 5 -非翻译区基因

序列设计合成探针 制成玻璃芯片 对于60份HCV RNA

阳性的血清标本进行检测 同时以60份HCV RNA阴

性的血清标本作为对照. 以荧光定量PCR技术对于HCV

RNA进行定量. 然后对于HCV RNA基因分型进行基因芯

片分析. 60份阳性标本基因芯片检测的HCV RNA都是阳

性 其中 46 份为 1b 3 分为 3a 3 份为 3b 2 份为

2a 2 份为 2b 2 份为 1b 2a 混合型 2 份为 3a 型.

基因序列测定结果表明 50份为 1b性 3份为 3a 性

3 份为 3b 性 2 份为 2a 性 2 份为 2b 性. 2 种方法的

检测结果一致率为93.3 %. 认为基因芯片技术是HCV

RNA基因分型的重要技术途径[44-46].
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Abstract
AIM: To explore the new target genes transactivated by HCV
NS5A, we conducted microarray assay on the hepatoblastoma
HepG2 and HepG2 transfected by NS5A expressive vector.

METHODS: Sequence specific primers were designed and
synthesized according to the HCV-H strain of virus sequence.
Polymerase chain reaction (PCR) was conducted to amplify
the NS5A coding gene for the construction of expressive
vector pcDNA3.1(-)-NS5A. Hepatoblastoma cell line HepG2
was transfected with plasmid DNA of pcDNA3.1(-)-NS5A,
and total RNA was purified from it. Reverse transcribed
cDNA were subjected to microarray assay. The coding gene
transactivated by HCV NS5A was cloned by bioinformatics
methods.

RESULTS: The expressive vector had been constructed and
approved correct. The RNA had been purified from HepG2

and HepG2 cells transfected with pcDNA3.1(-)-NS5A,
respectively. The cDNA derived had been subjected to
microarray assay. New gene named NS5ATP10 had been
cloned in combination of molecular biological and bioinformatics
methods.

CONCLUSION: HCV NS5A is a potential transactivator.
Microarray is an efficient and convenient method for analy-
sis of differentially expressed genes. A new gene has been
recognized as the new target transactivated by HCV NS5A
protein. These results pave the way for study on the
transactivation of HCV NS5A protein.

Cheng J, Liu Y, Hong Y, Wang L, Zhong YW, Dong J, Wang G. Identi-
fication and characterization of gene 10 transactivated by hepatitis C
virus non-structural protein 5A with DNA microarray assay. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(7):935-938

摘要

目的: 丙型肝炎病毒(HCV)的非结构蛋白5A(NS5A)是一种具

有显著反式激活作用的病毒蛋白质. 为了探索HCV NS5A病

毒蛋白反式激活作用的新的靶基因 我们应用微矩阵

(microarray)技术对于转染和未转染的肝母细胞瘤细胞系

HepG2进行分析. 研究结果将有助于阐明HCV感染相关疾

病的发病机制.

方法: 根据HCV-H病毒株序列设计 合成序列特异性的引

物. 以含有全长HCV-H株cDNA的pBRTM-3011质粒DNA

作为模板 进行多聚酶链反应(PCR)扩增 将获得的HCV

NS5A编码基因片段克隆到TA载体中进行核苷酸序列测

定 构建真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS5A. 以pcDNA3.1

(-)-NS5A转染肝母细胞瘤细胞系HepG2 提取总RNA

逆转录为cDNA后进行表达谱基因芯片分析. 应用分子生物

学技术 结合生物信息学技术(bioinformatics) 克隆HCV

NS5A反式激活作用的新的靶基因.

结果: 构建了真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS5A 经过限

制性内切酶作图分析和核苷酸序列分析证实正确无误. 以

pcDNA3.1(-)-NS5A转染HepG2后提取总RNA 逆转录

后进行表达谱基因芯片技术分析. 应用分子克隆技术结合生

物信息学技术克隆NS5A反式激活的新型靶基因 命名为

NS5ATP10 新基因的编码基因序列全长为717个核苷酸

(nt) 编码产物由238个氨基酸残基(aa)组成.

结论: HCV NS5A是一种典型的病毒基因组编码的具有反式

激活作用的蛋白. 微矩阵技术是分析基因表达谱变化的有效

和高通量技术. 发现了HCV NS5A反式激活作用的新的靶

基因 这一发现 为阐明HCV NS5A蛋白的反式激活作



用及其机制 开辟了新的研究方向.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是一种RNA 病毒 属于黄病毒

属 基因组含有唯一的开放读框(ORF) 可以分成结

构基因区和非结构基因区[1-4]. 在生活周期中 首先翻译

成3 010左右个氨基酸残基(aa)组成的多肽 然后在自

身蛋白酶和宿主细胞信号肽酶的共同作用下裂解成不

同的结构和非结构蛋白. HCV非结构蛋白5A(NS5A)即为

非结构蛋白的一种[5-8]. 几年来的研究表明 HCV NS5A

蛋白具有多种生物学功能. 在某些地区 特别是在日本

等地区 发现NS5A序列的异质性(heterogeneity)是影响

干扰素 (IFN )治疗敏感性的决定因素 即HCV NS5A

区存在着一段特殊的核苷酸序列 称为干扰素敏感决

定区(ISDR interferon sensitivity determinant region). 近

年来的研究结果还证实 NS5A蛋白还具有结合载脂蛋

白AI AII的功能 在肝脏脂肪滴中也见到了NS5A的

存在 因此 认为NS5A蛋白在慢性丙型肝炎肝脏脂肪

变(steatohepatitis)的发病中也有重要地位[9-16]. 不同磷酸化

形式的NS5A 蛋白具有反式激活作用也是目前关于

NS5A生物学功能研究的热点 推测NS5A蛋白的这种

反式激活作用 可能是HCV 感染与肝细胞癌(HCC

hepatocellular carcinoma)发生发展密切相关的重要的分

子生物学机制[17-19]. 我们应用微矩阵技术 对于NS5A

表达载体转染的肝母细胞瘤细胞系HepG2的基因表达

谱变化进行比较研究 发现了NS5A蛋白的反式激活靶

基因. 其中包括未知功能基因 命名为NS5ATP10.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109为本室

保存 pcDNA3.1(-)真核表达载体购自Invitrogen公司

Lipofectamine PLUS 转染试剂购自Gibco 公司 mRNA

Purification 试剂盒购自Amersham Pharmacia Biotech

PCR-Select cDNA Subtraction试剂盒 50×PCR Enzyme
Mix Advantage PCR Cloning试剂盒购自Clontech High

Pure PCR Product Purification 试剂盒购自Boehringer

Mannheim公司 T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载

体购自Promega公司. 丙型肝炎病毒非结构蛋白NS3真

核表达质粒pcDNA3.1(-)-NS5A由本室构建. DNA序列

测定由上海博亚公司完成.

1.2 方法

1.2.1 丙型肝炎病毒NS5A蛋白基因表达载体的构建  根

据HCV-H病毒株的基因序列设计 合成序列特异性引

物 以含有全长HCV-H 株的 cDNA 质粒(Rice CM

Rockfeller University USA)作为模板 应用聚合酶链

反应(PCR)技术扩增NS5A的全长编码基因. 先克隆到TA

载体中进行序列测定 然后再亚克隆到真核表达载体

pcDNA3.1(-)中 构建真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS5A.

1.2.2 细胞培养和转染  肝母细胞瘤细胞系HepG2以完

全DMEM培养基培养. 转染时 前1 d传代的细胞 控

制在75 %的融合度 以Lipofectamine PLUS试剂进行

转染 表达质粒载体DNA的用量为2 µg. 转染48 h之
后收获细胞.

1.2.3 总RNA的提取和逆转录  从转染和未转染的HepG2

细胞系提取总RNA 并进行逆转录.

1.2.4 微矩阵分析  利用联合基因公司开发的基因芯片技

术系统进行分析.

1.2.5 未知功能基因序列的确定  从基因芯片技术分析的

结果中发现一未知功能基因 在转染 pcDNA3.1(-)-

NS5A 的表达载体质粒后显著上调 以生物信息学技

术对于其编码基因序列进行确定.

2   结果

2.1真核表达载体的鉴定  真核表达载体pcDNA3.1(-)-

NS5A 经过限制性内切酶作图分析和核苷酸序列的测

定 证实正确无误.

2.2 细胞转染和RNA的提取 逆转录  应用上述技术

流程 获得总RNA 3.2 µg 并进行标准程序的逆转录.
2.3 基因芯片技术分析  应用联合基因公司开发的基因表

达谱技术分析 证实HCV NS5A蛋白的表达 对于一系

列的已知功能基因和未知功能基因具有反式调节作用

其中对一些基因的表达具有显著的上调作用 对另一些

基因的表达具有显著的下调作用. 在显著上调的基因序列

中包括未知功能基因 我们将其命名为NS5ATP10.

2.4 HCV NS5A反式激活靶基因的基因序列和编码产物

序列  HCV NS5A反式激活靶基因的基因序列和编码产

物序列如图1. 编码基因序列全长为717个核苷酸(nt)

编码产物由238个氨基酸残基(aa)组成.

ATG  TAC  GCC  CCC  GGA  GGC  GCA  GGG  CTG  CCC

 M    Y    A    P    G    G    A    G    L    P

GGC  GGG  CGC  CGG  CGG  AGG  AGC  CCG  GGA  GGC

 G    G    R    R    R    R    S    P    G    G

AGC  GCT  C TG  CCC  AAG  CAG  CCG  GAG  CGT  AGC

 S    A    L    P    K    Q    P    E    R    S

C TG  GCC  T CG  GCC  C TG  C C T  GGC  GCC  C TG  T C T

 L    A    S    A    L    P    G    A    L    S

A TC  ACG  GCG  C TG  TGC  ACT  GCC  C TC  GCC  GAG

 I    T    A    L    C    T    A    L    A    E

CCC  GCC  TGG  T TG  CAC  ATC  CAC  GGA  GGC  ACC

 P    A    W    L    H    I    H    G    G    T

TGT  TCG  CGC  CAG  GAG  C TG  GGG  GTC  TCC  GAC

 C    S    R    Q    E    L    G    V    S    D

GTG  T TG  GGC  TAT  G TG  CAC  CCG  GAC  C TG  C TG

 V    L    G    Y    V    H    P    D    L    L

AAA  GAT  T TC  TGC  ATG  AAT  CCC  CAG  ACA  GTG

 K    D    F    C    M    N    P    Q    T    V
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C TG  C T C  C TG  CGG  G T C  A T C  G CC  G CC  T T C  T G T

 L    L    L    R    V    I    A    A    F    C

T T C  C TG  GGC  A T C  C TG  T G T  AG T  C T C  T C C  G C T

 F    L    G    I    L    C    S    L    S    A

T T C  C T T  C TG  GAT  G T C  T T T  GGG  C CG  AAG  CA T

 F    L    L    D    V    F    G    P    K    H

CC T  GC T  C TG  AAG  A TC  AC T  CGT  CGC  TA T  GCC

 P    A    L    K    I    T    R    R    Y    A

T T C  G CC  CA T  A T C  C TA  A CG  G T T  C TG  CAG  TG T

 F    A    H    I    L    T    V    L    Q    C

G CC  A CC  G T C  A T T  GGC  T T T  T C T  T A T  T GG  G C T

 A    T    V    I    G    F    S    Y    W    A

TCT  GAA  C TC  A TC  T TG  GCC  CAG  CAG  CAG  CAG

 S    E    L    I    L    A    Q    Q    Q    Q

CAT  AAG  AAG  TAC  CAT  GGA  TCC  CAG  GTC  TAT

 H    K    K    Y    H    G    S    Q    V    Y

G TC  A CC  T T C  G CC  G T T  AGC  T T C  T AC  C TG  G TG

 V    T    F    A    V    S    F    Y    L    V

GCA  GGA  GCT  GGT  GGA  GCC  TCA  ATC  C TG  GCC

 A    G    A    G    G    A    S    I    L    A

ACG  GCA  GCC  AAC  C TC  C TG  CGC  CAC  TAC  CCC

 T    A    A    N    L    L    R    H    Y    P

ACA  GAG  GAA  GAG  GAG  CAG  GCG  CTG  GAG  CTG

 T    E    E    E    E    Q    A    L    E    L

CTC  TCA  GAG  ATG  GAA  GAG  AAC  GAG  CCC  TAC

 L    S    E    M    E    E    N    E    P    Y

CCG  GCG  GAA  TAT  GAG  GTC  ATC  AAC  CAG  T TC

 P    A    E    Y    E    V    I    N    Q    F

CAG  C CA  C CC  C C T  G C T  T AC  A CA  C CC  T AA

 Q    P    P    P    A    Y    T    P    *

图1  丙型肝炎病毒非结构蛋白5A蛋白反式激活靶基因10基因序列

及编码产物一级结构序列.

3   讨论

病毒基因组的复制和表达调节与真核细胞类似 主要

是转录水平的调节. 在许多情况下 病毒这种简单的生

物类型 还必须借助感染的宿主细胞的一些复制和表

达的辅助元件完成其生活周期及致病过程. 因此 病毒

的基因表达调节与真核细胞一样 主要是转录水平为

主的多水平的调节机制. HCV的表达调节也不例外. 转

录水平的调节根据调节的机制和参与的因素不同 可

以分成顺式(cis)调节和反式(trans)调节2种. 所谓的顺式

调节就是分子结构内部的调节 例如基因启动子序列

对于转录基因的转录活动的调节 增强子基因序列对

于启动子转录活性的调节都属于此类. 所谓的反式调节

就是分子之间表达调控的调节方式 例如 具有DNA

结合功能的转录因子核蛋白对于启动子转录活性的调

节等就属于此类. 反式调节的结果 从调节靶点的效果

来看可以分成2类: 上调(up-regulation)和下调(down-

regulation). HCV感染肝细胞之后 也存在复杂的反式

调节作用[20-26]. 从参与的反式调节的因素来看 可以分

成病毒对病毒的反式调节 病毒对于肝细胞蛋白编码

基因的反式调节 肝细胞蛋白对于病毒基因表达的反式

调节等几种不同的情况. 我们经常看到不同病毒之间存

在的反式调节的研究报道. 肝细胞核因子(HNF hepatocyte

nuclear factor)系列是肝细胞中特有的转录因子蛋白 与

肝炎病毒基因启动子DNA之间的结合和对病毒基因的

转录调控是肝炎病毒相对嗜肝特点的主要决定因素之

一. 肝炎病毒蛋白作为一类反式激活因子 常常改变肝

细胞中细胞周期(cell cycle) 细胞凋亡(apoptosis) 细胞

分化(differentiation) 信号转导(signal transduction)等的相

关基因的表达 在肝炎病毒的致病性和肝细胞癌的发

生发展中具有十分重要的作用和意义[27-36].

         丙型肝炎病毒的NS5A蛋白是一种具有广泛反式激

活作用的蛋白质分子 其羧基末端富含酸性氨基酸及

脯氨酸 这是真核细胞转录因子特有的结构特征. 一般

来说 转录的反式激活因子是在细胞核中起作用的 而

NS5A主要定位于细胞内质网(ER) 因此推测NS5A可

能参与了细胞信号转导途径. 尽管已有明确证据显示

NS5A蛋白全长定位于细胞质内 在细胞核内仍可以检

测到NS5A的N-末段的定位信号[37-40] 这就提示这部

分结构可进入细胞核内并成为转录激活因子的一部分.

最近的研究表明缺失N-末段146 aa和DNA结合区域在

GAL4(一种酵母细胞转录激活因子)的HCV NS5A蛋白可

强烈的激活酵母和哺乳动物细胞的转录活性. 结合到

GAL4 DNA结合区域的全长的HCV NS5A蛋白并没有激

活转录的作用 NS5A片段转录激活作用最强的位点定

位于2 135和 2 331 aa之间. NS5A的转录激活区域包括

两个酸性氨基酸区(2 143-2 184 aa 2 220-2 273 aa)和一

个脯氨酸富集区(2 282-2 327 aa). 酸性氨基酸区的酸性

氨基酸残基的数量与NS5A的反式激活活性相关 2个

酸性氨基酸区是NS5A的转录激活作用的核心区域 因

此酸性氨基酸区 2 的一些氨基酸的突变可明显影响

NS5A的转录激活作用 但是这些突变更多的是引起蛋

白的二级结构的改变. 脯氨酸富集区被认为对NS5A的

转录激活作用只有一定的加强作用 相对而言并不特

别重要.

        Gong et al 研究发现 NS5A能够反式激活核转录因

子NF-κB 及 STAT3 在细胞炎症反应 肿瘤发生及
转移过程中起重要作用. NS5A在细胞质内通过氧化应激

作用激活NF-κB和 STAT-3转录因子. NS5A引起细胞
内钙离子的紊乱. Ca2+作为第二信使激发线粒体内的活

性氧簇的水平 使NF-κB和 STAT-3易位至细胞核内.
有证据表明STAT-3的激活部分有NS5A的作用. 在抗氧

化剂N- 乙酰 -L- 半胱氨酸(NAC)或者 Ca 2+拮抗剂

(EGTA-AM, TMB-8)作用下 NS5A诱导的NF-κB和
STAT-3的反式激活作用消失了. 这些结果说明了NS5A

可引起细胞内与病毒感染相关的病理改变的发病机制.
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Ghosh et al 研究发现 NS5A蛋白能够抑制细胞周期调

节基因p21WAF1的表达 HCV NS5A对于p21WAF1表

达的抑制 实际上就是对于细胞周期的促进作用. HCV

NS5A对于细胞周期的调节作用还表现在激活人肝癌细

胞中增生细胞核抗原(PCNA)基因 从而调节细胞凋亡

促进细胞增生. 研究证实 将HCV NS5A导入到小鼠成

纤维细胞NIH 3T3中 可以导致其贴壁非依赖性生长以

及获得在裸小鼠体内形成肿瘤病灶的能力. 这些都是

HCV NS5A通过反式激活作用对于靶细胞中细胞周期调

节机制干扰的结果 可能是HCV感染致肝细胞恶性转化

的重要机制之一.

        本项研究中发现了HCV NS5A蛋白反式激活的新的

靶基因 为研究HCV NS5A蛋白的反式激活作用及其后

果提供了新的研究方向和研究思路. 由于目前对于新克

隆的NS5A蛋白反式激活的靶基因的结构与功能 表达

与调控 以及新基因的生物学作用和在丙型肝炎致病机

制中的作用和地位不明 需要进一步研究 以阐明新基

因的研究意义.
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Abstract
AIM: To study genes trans-regulated by nonstructural protein
5A of hepatitis C virus by microarray assay.

METHODS: The recombined expression plasmid pcDNA3.1
(-)-NS5A was constructed, and HepG2 cells were
transfected. Total mRNA was isolated from the HepG2 cells
transfected with pcDNA3.1(-) and pcDNA3-NS5A,
respectively. Microarray was employed for detecting and
analyzing of both mRNA from the HepG2 cells.

RESULTS: After transfecting HepG2 cells, we found 28
genes have been up-regulated, and 26 genes down-
regulated. Their encoding proteins were involved in cell
signal transduction, cell proliferation and differentiation.

CONCLUSION: Microarray technology is successfully used
to screen the genes trans-regulated by nonstructural pro-
tein 5A of hepatitis C virus, which brings some new clues
for studying the trans-regulated and immune regulation
mechanism of NS5A.

Hong Y, Liu Y, Cheng J, Yang Q, Wang JJ. Genes trans-regulated by
nonstructural protein 5A of hepatitis C virus with microarray assay. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):939-942

摘要

目的: 应用基因表达谱芯片研究丙型肝炎病毒(HCV)非结构

蛋白5A(NS5A)的反式调节基因.

方法: 构建NS5A基因的真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS5A

应用基因表达谱芯片技术对pcDNA3.1(-)-NS5A转染的

HepG2(人肝母细胞瘤细胞系)细胞和转染空载体的相同细胞

的差异表达mRNA进行检测和分析.

结果: HepG2细胞经转染NS5A后 有54条差异基因表达

其中28条基因表达增强 26条基因表达降低. 这些差异表

达的基因与细胞的增生 分化及细胞的信号转导密切相关.

结论: 应用基因表达谱芯片成功筛选了丙型肝炎病毒非结构

蛋白5A的反式调节基因 为进一步阐明丙型肝炎病毒非结

构蛋白5A的反式激活作用及免疫调节机制提供了新的依据.

洪源,刘妍,成军,杨倩,王建军. 应用表达谱芯片技术对丙型肝炎病毒非结构蛋

白5A反式调节基因的研究. 世界华人消化杂志  2003;11(7):939-942
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)属于黄病毒属 是含外膜蛋白的

单股正链RNA病毒. 在大多数感染人群中丙型肝炎病毒

表现为持续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬化 或肝

细胞癌 而且与肝脏脂肪变 糖代谢紊乱有关[1-10]. 其基

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. 因为HCV的基因复制形式没有经过DNA阶

段 不存在HCV基因组与肝细胞基因组DNA的整合

所以 HCV主要是通过基因组编码蛋白和肝细胞蛋白

之间的相互作用及肝细胞蛋白与HCV调节基因的相互

作用造成对肝细胞的损伤. 其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NS5A基因(位

于6 258-7 601 nt之间)编码的58 kD的NS5A蛋白(448 aa)

具有多种生物学功能 在HCV多蛋白的成熟和RNA的

复制过程中具有十分重要的作用[11-14]. 研究表明 NS5A

上存在干扰素 敏感决定区(ISDR) 与干扰素治疗的敏

感性相关[15,16] ; 此外 NS5A还是一种作用很强转录激活

因子 [ 17-21 ] 调控着细胞内许多病毒及细胞基因的转

录 与感染HCV的细胞发生恶性转化过程有关. 对于

NS5A蛋白的反式调节功能 我实验室已证明他可以反



式激活SV40早期启动子/增强子[21]. 并应用抑制性消减杂

交技术(suppression subtractive hybridization  SSH)对NS5A

的反式调节基因进行了初步的研究[22]. 为了从不同的角度

对NS5A的反式调节基因进行验证及研究 我们应用基

因表达谱芯片技术(cDNA microarray)[23-26]对于HCV的

NS5A反式调节的靶基因成功地进行了筛选 为今后更

加广泛深入地研究NS5A的反式调节基因打下了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞由本室保存

细胞培养相关试剂及总RNA提取试剂Trizol购自Gibco

公司 FuGENE购自Roche 公司 丙型肝炎病毒非结

构蛋白5A真核表达质粒由本室构建[21]. 表达谱芯片由上

海联合基因有限公司提供.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和取材  在 35 mm 培养皿中常规培养

HepG2细胞 细胞生长至对数期时 以脂质体转染试

剂FuGENE分别将2 µgpcDNA3.1(-)-NS5A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 Trizol试剂 立即于液氮中保存.
1.2.2 总RNA提取  使用Trizol 试剂一步法提取丙型肝

炎病毒非结构蛋白5A表达质粒pcDNA3.1(-)-NS5A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

A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28S 18S 条带变化.

1.2.3 探针标记  参照Schena et al [27]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 SC+2 g/L SDS杂交液中.
1.2.4 芯片制备  芯片包含的1 152个 cDNA 包括原癌

基因 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1 000-3 000 bp. 靶

基因以0.5 µg /µL溶解于3 SSC溶液中 用Cartesian
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(30 min)

紫外线交联 再分别用2 g/L SDS 双蒸水及2 g/L 硼

氢化钠溶液处理10 min 晾干备用.

1.2.5 预杂交  将预杂交液放入95 水浴锅内变性2 min

将待预杂交的芯片放入95 水浴锅内变性30 s 芯片

取出后即放入无水乙醇中30 s 晾干. 将已变性的预杂

交液加到芯片的点样区域内 盖上盖玻片 放入杂交箱

内42 预杂交5-6 h.

1.2.6 杂交及洗涤  将探针置于95 水浴中变性2 min;

芯片置于95 水浴中变性30 s 芯片取出浸于无水乙

醇30 s 探针取出后迅速置于冰上. 将探针置于芯片上

用盖玻片覆盖 置于杂交舱中 用Parafilm 密封 放

入42 杂交箱内杂交过夜(16-18 h). 依次以2×SSC+ 2 g/L

SDS 1 1 000 SSC +2 g/L SDS 1 1 000 SSC洗涤
10 min 室温晾干.
1.2.7 扫描与分析  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 2.0 红色荧光 显示表达增强;
Cy5/Cy3 0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果
2.1 总RNA的定性 定量分析  总RNA的吸光度A260/
A280>1.92 热稳定实验70 保温1 h与 -20  1 h的
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.
2.2 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152
个cDNA. 为了监控芯片杂交体系 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1 000个基因中筛选出差异表达基因共54条 占
5.4 % 其中28条基因表达增强 26条基因表达降低.
2.3 差异表达基因分析  表达增强的基因有28条(表 1).

表达降低的基因有26条(表 2).

表1  表达显著增加的基因

编号 编码蛋白 Cy5/Cy3

  1 晶状体上皮衍生生长因子 2.023
  2 RET指蛋白 2.035
  3 神经紧张素(NTS) 2.042
  4 氨基丁酸A受体 5(GABRA5) 2.096
  5 未知克隆KAIA04052 2.149
  6 DNA介导的RNA聚合酶2 多肽B(POLR2B) 2.167
  7 淋巴细胞性白血病缺失因子2(DLEU2) 2.169
  8 Cullin蛋白2(CUL2) 2.179
  9 造血细胞特异性Lyn底物1(HCLS1) 2.225
10 冯希林综合征特异蛋白(VHL) 2.238
11 半乳糖基转移酶相关蛋白激酶 2.239
12 未知克隆MGC: 9535 2.266
13 溶酶体相关膜蛋白2(LAMP2) 2.324
14 甾醇C5脱氢酶(SC5DL) 2.330
15 未知蛋白KIAA0824 2.341
16 TGF-β R-α 2.369
17 斯库瓦诺明相互作用蛋白1(SCHIP1) 2.373
18 谷氨酸受体3(GRM3) 2.375
19 类DnaJ的热休克蛋白40(HLJ1) 2.380
20 蛋白酪氨酸磷酸酶 A型 1号(PTP4A1) 2.391
21 B细胞CLL/淋巴瘤10因子(BCL10) 2.408
22 型胶原蛋白 α1(COL11A1) 2.425
23 cAMP依赖调控的蛋白激酶 型 β PRKAR2B) 2.462
24 Ran结合蛋白2(RanBP2alpha) 2.471
25 未知蛋白KIAA0035 2.574
26 未知克隆HEPO1185 2.586
27 推定蛋白FLJ20507 2.702
28 未知蛋白KIAA1641 3.401
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表2  表达显著降低的基因

编号 编码蛋白 Cy5/Cy3

  1 热休克蛋白1A(HSPA1A) 0.217

  2 肌动蛋白结合LIM蛋白1(ABLIM) 0.328

  3 核受体亚家族3 C 族 1 号(NR3C1) 0.338

  4 基质金属蛋白酶1(MMP1) 0.352

  5 多囊肾病相关蛋白1(PKD1) 0.365

  6 含 TCP1的伴侣蛋白,亚单位6A(CCT6A) 0.403

  7 组织蛋白酶D(CTSD) 0.418

  8 MMSET型 1(WHSC1) 0.420

  9 缬氨酰 tRNA合成酶2(VARS2) 0.426

10 钙激活蛋白酶小亚单位1(CAPNS1) 0.428

11 甲状球蛋白(TG) 0.430

12 白介素7受体(IL7R) 0.433

13 孕激素诱导蛋白(DD5) 0.438

14 与 κB结合蛋白相关的核因子(NFRκB) 0.444

15 推定蛋白FLJ20432 0.448

16 肌管球蛋白相关蛋白8(MTMR8) 0.458

17 激酶锚定蛋白12(AKAP12) 0.458

18 结肠癌抗原3(SDCCAG3) 0.458

19 视网膜母细胞瘤1(RB1) 0.459

20 肾上腺素氧化酶A(MAOA) 0.467

21 未知蛋白KIAA1723 0.472

22 蛋白激酶抑制物α(PKIA) 0.479

23 白介素3受体 α(IL3RA) 0.483

24 细胞色素P450 亚家族 A(CYP11A) 0.485

25 细胞周期蛋白激酶(CDKL2) 0.487

26 S100钙结合蛋白A11(S100A11) 0.495

3   讨论

研究显示丙型肝炎病毒(HCV)感染与肝纤维化及肝细胞

癌(HCC)的发生密切相关 其中病毒编码的NS5A蛋白

起着重要的作用. HCV NS5A位于HCV多蛋白的羧基末

端 是丝氨酸磷酸化蛋白质 依磷酸化程度的不同而产

生两种不同分子量大小的多肽p56和p58. 由于NS5A表

现出对抗干扰素 α (IFNα) 的治疗效应而引起人们广泛
的关注 NS5A能够与肝细胞中的IFN刺激蛋白-双链

RNA依赖的激酶(PKR)相互作用 抑制PKR的功能 从

而下调IFN刺激的抗病毒效应[15,16]. Kato et al [19,20]研究发

现 NS5A是转录反式激活因子 其羧基末端富含酸性

氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞转录因子特有的结构

特征  但是其参与细胞转录调节的机制仍不十分清楚.

一般来说 转录的反式激活因子是在细胞核中起作用

的 而NS5A定位于细胞内质网 因此推测NS5A可能

参与了细胞信号传导途径. NS5A能够反式激活核转录因

子NF-κB 及 STAT3 在细胞炎症反应 肿瘤发生及
转移过程中起重要作用[28]. Ghosh et al [29]研究发现

NS5A蛋白能够抑制细胞周期调节基因p21WAF1 激活

人肝癌细胞中增生细胞核抗原(PCNA)基因 从而调节

细胞凋亡 促进细胞增生. NS5A cDNA能够使转染的

小鼠成纤维细胞NIH 3T3具有转化特性 且转化细胞

移植入裸鼠体内可形成纤维肉瘤灶 这一证据直接证

明了HCV NS5A蛋白的恶性转化潜能.

        因基因表达谱芯片技术可快速有效地检测到两组

组织或细胞基因表达谱的差异 故在HCV感染及其致

癌机制的研究中具有重要的应用价值. Girard et al [30]应

用基因芯片技术 对于转染了NS5A蛋白的肝癌细胞系

在受干扰素刺激后的基因表达谱变化进行了研究. 他们

发现50种基因的表达水平变化在2倍以上 41种表达上

调 9种表达下降. 其中表达影响最大的基因是OAS-p69.

表达NS5A的肝癌细胞系Huh7中IL-8的表达水平显著

上调. 向Huh7培养系统中加入白介素8(IL-8) 就象转

染NS5A 基因一样 抑制干扰素诱导的抗病毒活性

包括下调OAS-p69基因的表达. 本实验我们用分子生物

学技术构建了NS5A 的真核表达载体 pcDNA3.1(-)-

NS5A 并用空载体作为阴性对照 利用脂质体转染

HepG2细胞 之后从中提取总RNA 逆转录为cDNA

进行基因芯片技术分析. 结果表明 28种基因的表达

水平上调 26种基因的表达水平下调. 这些基因包括细

胞生长 细胞凋亡 信号传导 免疫调节 肿瘤发生等

基因 其中在上调基因中 有多条基因与免疫调节相

关 如淋巴细胞性白血病缺失因子2 B细胞CLL/ 淋

巴瘤10因子及斯库瓦诺明相互作用蛋白1 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[31] 而cAMP依赖调控的蛋白激酶的表达增强则

提示NS5A在细胞信号转导的重要步骤中可能起着一定

作用. 在下调基因中 钙激活蛋白酶 白介素7受体

白介素 3 受体 细胞周期蛋白激酶 S100 钙结合蛋

白 蛋白激酶抑制物及κB结合蛋白相关的核因子的差
异表达表明NS5A 与细胞信号传导 细胞周期调节及

免疫调节有关. 将这一结果与应用SSH技术对NS5A反

式调节基因的结果比较 发现都有未知蛋白

KIAA1641 的上调表达 我们下一步将对这一未知蛋

白进行更深入的研究.

       总之 本研究的结果表明 NS5A对于肝细胞的基

因表达谱有显著的影响 基因芯片技术是研究反式调节

基因的有效技术. 他为我们进一步深入研究NS5A的反式

调节基因及其抗干扰素治疗的机制打下了重要基础.
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Abstract
AIM: To study of genes trans-regulated by C-terminally
truncated middle surface protein of hepatitis B virus by
microarray.

METHODS: The recombined expression plasmid pcDNA3.1
(-)-MHBst was constructed, and HepG2 cells were
transfected. Total mRNA was isolated from the HepG2 cells
transfected with pcDNA3.1(-) and pcDNA3-MHBst,
respectively. Microarray was employed for detecting and
analyzing of both mRNA from the HepG2 cells.

RESULTS: After transfecting HepG2 cells, it was found 14
genes had been up-regulated, and 23 genes down-regulated.
Their encoding proteins were involved in cell signal
transduction, cell proliferation and differentiation.

CONCLUSION: Microarray technology is successfully used
to screen the genes trans-regulated by C-terminally trun-
cated middle surface protein of hepatitis B virus, which
brings some new clues for studying the trans-regulated
and immune regulation mechanism of MHBst.

Hong Y, Liu Y, Cheng J, Yang Q, Wang JJ. Genes trans-regulated by
C-terminally truncated middle surface protein of hepatitis B virus with
microarray assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):943-946

摘要

目的: 应用基因表达谱芯片研究乙型肝炎病毒(HBV) 表面抗

原截短型中蛋白(MHBst)的反式调节基因.

方法: 构建MHBst基因的真核表达载体pcDNA3.1(-)-MHBst

应用基因表达谱芯片技术对pcDNA3.1(-)-MHBst转染的

HepG2(人肝母细胞瘤细胞系)细胞和转染空载体的相同细胞

的差异表达mRNA进行检测和分析.

结果: HepG2细胞经转染MHBst后 有 37条差异基因表

达 其中14条基因表达增强 23条基因表达降低. 这些差

异表达的基因与细胞的增生 分化及细胞的信号转导密切

相关.

结论: 应用基因表达谱芯片成功筛选了乙型肝炎病毒表面抗

原截短型中蛋白的反式调节基因 为进一步阐明乙型肝炎

病毒表面抗原截短型中蛋白的反式激活作用及免疫调节机

制提供了新的依据.

洪源,刘妍,成军,杨倩,王建军. 应用表达谱芯片技术对截短型乙型肝炎病毒表

面抗原中蛋白反式调节基因的研究. 世界华人消化杂志  2003;11(7):943-946

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/943.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是慢性肝病的重要病原体 且是

引发肝细胞癌(HCC)的重要因素[1-10] 而病毒基因组编码

的蛋白与宿主肝细胞之间的相互作用 可能是病毒致

癌的重要分子机制[11-20]. 近年研究发现 在肝癌细胞系

或肝癌组织 甚至是慢性乙型肝炎患者外周血中存在

一种变异的病毒表面中蛋白 与野生型病毒比较 蛋白

的羧基末端存在不同程度的缺失 即截短型表面抗原

中蛋白(MHBst). 研究证明 MHBst 能影响多种细胞信

号转导途径 激活多种病毒及细胞基因启动子 具有广

泛的反式激活作用[23-25]. 我实验室成功地证明了MHBst167

具有反式激活SV40病毒早期启动子/增强子的作用[26,27]

并应用抑制性消减杂交技术(suppression subtractive

hybridization  SSH)对MHBst的反式调节基因进行了初

步的研究[28].

        基因表达谱芯片技术(cDNA microarray)是由大量目

的基因片段有序 密集地固定于玻片或尼龙膜上而制

成芯片 将两组组织或细胞的mRNA逆转录成cDNA

掺入荧光标记 同时与芯片杂交 通过扫描分析每一



位置的荧光信息可以快速有效地检测到二者间差异表

达的基因[29]. 为从不同角度对MHBst的反式调节基因进

行验证及了解MHBst 对于肝细胞基因表达谱的影响

探索肝细胞癌发生的分子生物学机制 我们决定应用

基因表达谱芯片技术检测肝癌细胞系在MHBst基因转

染后差异表达的基因谱的变化.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞由本室保存

细胞培养相关试剂及总RNA提取试剂Trizol购自Gibco

公司 FuGENE购自Roche 公司 乙型肝炎病毒表面

抗原截短型中蛋白真核表达质粒由本室构建[26]. 表达谱

芯片由上海联合基因有限公司提供.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和取材  在35 mm培养皿中常规培养HepG2

细胞 细胞生长至对数期时 以脂质体转染试剂

FuGENE分别将 2 µg pcDNA3.1(-)-MHBst 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 Trizol试剂 立即于液氮中保存.

1.2.2 总RNA提取  使用Trizol 试剂一步法提取乙型肝

炎病毒表面抗原截短型中蛋白表达质粒pcDNA3.1(-)-

MHBst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 A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28S 18S条带变化.

1.2.3 探针标记  参照Schena et al [29]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 SC+2 g/L SDS杂交液中.
1.2.4 芯片制备  芯片包含的1 152个 cDNA 包括原癌

基因 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1 000-3 000 bp.

靶基因以0.5 µg/ µL溶解于3 SSC溶液中 用Cartesian
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(30 min)

紫外线交联 再分别用2 g/L SDS 双蒸水及2 g/L 硼氢

化钠溶液处理10 min 晾干备用.

1.2.5 预杂交  将预杂交液放入95 水浴锅内变性2 min

将待预杂交的芯片放入95 水浴锅内变性30 s 芯片

取出后即放入无水乙醇中30 s 晾干. 将已变性的预杂

交液加到芯片的点样区域内 盖上盖玻片 放入杂交箱

内42 预杂交5-6 h.

1.2.6 杂交及洗涤  将探针置于95 水浴中变性2 min;

芯片置于95 水浴中变性30 s 芯片取出浸于无水乙

醇30 s 探针取出后迅速置于冰上. 将探针置于芯片上

用盖玻片覆盖 置于杂交舱中 用Parafilm密封 放入

42 杂交箱内杂交过夜(16-18 h). 依次以2 SC+ 2 g/L

SDS 1 1 000 SSC +2 g/L SDS 1 1 000 SSC洗涤

10 min 室温晾干.

1.2.7 扫描与分析  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>2.0 红色荧光 显示表达增强;

Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 总RNA的定性 定量分析  总RNA的吸光度A260/

A280>1.92 热稳定实验70 保温1 h与 -20  1 h的

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.

2.2 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交体系 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

37条 占3.7 % 其中14条基因表达增强 23条基因

表达降低.

2.3 差异表达基因分析  表达增强的基因有14条(表 1).

表达降低的基因有23条(表 2).

表1   部分表达显著增加的基因

编号 编码蛋白    Cy5/Cy3

1 肽基脯氨酸异构酶D(peptidylprolyl isomerase D)     2.023

2  泛素特异性蛋白酶5(ubiquitin specific protease 5)     2.035

3 半胱氨酸内肽酶(cysteine endopeptidase)     2.051

4 核仁GTP水解酶(nucleolar GTPase)     2.066

5 可溶性鸟氨酸环化酶1-β 3(guanylate cyclase 1,     2.070

soluble, beta 3)

6 CD33抗原L1(CD33 antigen L1)     2.083

7 FK506结合蛋白相关蛋白(FKBP-associated protein)  2.139

8 人T细胞淋巴瘤病毒( 型)结合蛋白1(human     2.144

T-cell leukemia virus type I binding protein 1)

9 未知蛋白KIAA0583     2.174

10 成纤维细胞生长因子受体2(fibroblast growth factor   2.248

receptor 2)

11 P53结合蛋白(p53-binding protein)     2.362

12 RET指蛋白(RET finger protein)     2.386

13 TNF受体相关因子3(TNF-receptor     2.437

associated factor-3)
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表2  部分表达显著降低的基因

编号 编码蛋白         Cy5/Cy3

1 蛋白酶体激活亚单位1(proteasome activator subunit 1) 0.228

2 巨噬细胞幼红细胞黏附蛋白(macrophage erythroblast 0.310

attacher)

3 谷氧还蛋白(glutaredoxin) 0.326

4 高速泳动族蛋白17(high-mobility group protein 17) 0.356

5 死亡相关蛋白6(death-associated protein 6) 0.394

6 70 kD 热休克蛋白1A(heat shock 70 kD protein 1A) 0.405

7 CD14 抗原(CD14 antigen) 0.419

8 质膜钙迁移ATP酶(ATPase, Ca2+ transporting, plasma 0.430

membrane 1)

9 G蛋白结合蛋白(G protein-binding protein) 0.431

10 核糖体蛋白L34(ribosomal protein L34) 0.433

11 雌激素调控的LIV-1蛋白(LIV-1 protein, estrogen 0.434

regulated)

12 钙激活蛋白酶小亚单位1(calpain  small subunit 1) 0.448

13 153 kD核孔蛋白(nucleoporin 153 kD) 0.470

14 可溶性鸟苷酸环化酶1-α3(guanylate cyclase 1, 0.473

soluble, alpha 3)

15 v-raf 鼠肉瘤3611病毒致癌基因同系物1(v-raf 0.474

murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog 1)

16 105 kD热休克蛋白(heat shock 105 kD protein) 0.478

17 与增生相关的mago-nashi 同系物(mago-nashi 0.488

homolog, proliferation-associated)

18 磷酸甘油酸脱氢酶(phosphoglycerate dehydrogenase) 0.488

19 热休克蛋白75(heat shock protein 75) 0.496

20 核糖体蛋白S5(ribosomal protein S5) 0.499

3   讨论

乙型肝炎病毒感染后致癌的分子生物学机制还不十分清

楚 其中病毒编码的蛋白能够影响肝细胞基因表达谱从

而影响细胞生长调节可能是主要因素. 近年来的研究[23,24]

发现截短型前S2/S基因的表达产物羧基末端截短型分

子-MHBst具有反式调节作用. MHBst 于全长病毒中蛋

白(MHBs)的羧基末端缺失一定数量的氨基酸残基 由

于结构的改变 MHBst 具备内质网定位功能 能在内

质网中滞留 而不象MHBs那样进入高尔基复合体而分

泌. 可能正是这一原因 使MHBst 能够发挥广泛的反

式调节效应. Natoli et al  [24] 研究证实MHBst可发生蛋白

激酶C(PKC)依赖的磷酸化反应 其前-S2区与PKC结

合 触发PKC依赖的c-Raf-1/MAP2-激酶信号传导链

式反应 激活了AP-1 NF-κB AP-2 SRE Sp1
等转录因子和 c-myc c- fos启动子 从而诱发炎症

反应及肝细胞癌. 因此研究MHBst的反式激活功能及其

反式调节基因 有利于阐明HBV感染的慢性化和肝细

胞癌形成的机制 同时也可探索更为有效的治疗方法.

本实验选择的目的基因是编码缺失羧基末端167 个氨

基酸残基的MHBst(MHBst167)序列 该序列已由我室证

明具有反式激活SV40早期启动子 /增强子的作用[26,27]

并已应用抑制性消减杂交技术对MHBst的反式调节基

因进行了初步的研究[28].

        基因表达谱芯片技术[30,31]是将大量的基因或cDNA

片段固定在一块玻片上 利用核酸杂交这一特性 对不

同组织或细胞的mRNA或 cDNA进行荧光检测 从而

对这些基因表达个体的特异性进行综合分析和判断. 本

实验我们用分子生物学技术构建了MHBst的真核表达

载体pcDNA3.1(-)-MHBst 并用空载体作为阴性对

照 利用脂质体转染HepG2 细胞 之后从中提取总

RNA 逆转录为cDNA 进行基因芯片技术分析. 结果

表明 14种基因的表达水平上调 23种基因的表达水

平下调. 这些基因包括细胞生长 细胞凋亡 信号转

导 免疫调节 肿瘤发生等基因 其中在上调基因中

有多条基因与免疫调节相关 如肿瘤坏死因子(TNF)受

体相关因子3 FK506结合蛋白; 而 p53结合蛋白基因

和人T细胞淋巴瘤病毒结合蛋白1基因的表达增强则提

示MHBst在细胞凋亡及肿瘤发生中可能起着一定的作

用. 在下调基因中 G 蛋白结合蛋白 核糖体蛋白

鸟苷酸环化酶 钙激活蛋白酶 高速泳动族蛋白 磷

酸甘油酸脱氢酶等的差异表达表明MHBst与细胞信号

传导 细胞生长调节有关. 将这一结果与早期应用SSH

对MHBst反式调节基因的研究结果相比较 发现都有

核糖体蛋白及高泳动类蛋白的差异表达. 对这些研究结

果的分析表明 MHBst 对于肝细胞的基因表达谱有显

著的影响 基因芯片技术是研究基因表达谱改变的有

效分析技术. 他为我们进一步深入研究MHBst的反式调

节基因及其致癌机制打下了重要基础.
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Abstract
AIM: To investigate the transactivating effect of HCV core
protein on Wee1 gene and the molecular biological mechanisms
of HCV core protein in HCV pathogenicity.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) technique
was employed to amplify the sequence of Wee1 promoter
from HepG2 genomic DNA, and the product was cloned
into pGEM-T vector. The Weep gene was cut from T-Weep
by KpnI and XhoI, and then cloned into pCAT3 basic, named
pCAT3- Weep. pCAT3-Weep was transfected into the
hepatoblastoma cell line HepG2 and cotransfected HepG2
cells with pcDNA3.1(-)-core by FuGENE 6 transfection
reagents. The HepG2 cells transfected with pCAT3-basic
was used as negative control. The activity of CAT in HepG2
cells transfected was detected by an ELISA kit after 48
hours, which reflected the transactivating function of HCV
core protein to Wee1 gene promoter.

RESULTS: The expressive vector pcDNA3.1(-)-core and report
vector pCAT3-Weep have been constructed and confirmed by
restriction enzyme digestion and sequencing.The expression
of CAT in Hep G2 cells transfected with pCAT3-Weep and
pcDNA3.1(-)-core was 3.4 times as higher as that of pCAT3-
basic,and 2.3 times as higher as that of pCAT3-Weep.

CONCLUSION: It is suggested that HCV core protein can
transactivate cell cycle gene Wee1 promoter, and then
upregulate the expression of the gene.

Wang JJ, Liu Y, Cheng J, Yang Q, Yang YJ. Up-regulating effect of
hepatitis C virus core protein on expression of cell cycle gene Wee1.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):947-950

摘要

目的: 了解丙型肝炎病毒核心蛋白和细胞周期调节蛋白

Wee1基因表达的关系 研究HCV核心蛋白在HCV致病的

分子生物学机制中的作用.

方法: 应用聚合酶链反应(PCR)扩增Wee1基因启动子 命

名为Weep. 以 T-A克隆法 将Weep 基因片段连入载体

pGEM-T. 将获得的质粒pT-Weep 与报告质粒pCAT3-

basic分别用KpnI和XhoI 双酶切后构建Wee1启动子报告

载体pCAT3-Weep 分别以重组报告载体pCAT3-Weep

和pcDNA3.1(-)-core瞬时转染HepG2细胞 以转染pCAT3

basic的HepG2细胞为阴性对照 48 h后收获细胞.应用酶

联免疫黏附方法(ELISA)检测细胞中氯霉素乙酰转移酶

(CAT)的表达活性 以了解HCV核心蛋白对Wee1基因启

动子的反式激活作用.

结果:构建的表达载体 pcDNA3.1(-)-core 和报告载体

pCAT3-Weep 经过序列分析和酶切鉴定正确. pCAT3-

Weep和pcDNA3.1(-)-core瞬时转染的HepG2细胞的CAT

表达活性是CAT3空载体的3.4倍  pCAT3-Weep的2.3倍.

结论: 丙型肝炎病毒核心蛋白可反式激活Wee1基因启动

子 进而上调细胞周期调节基因Wee1 的表达.

王建军,刘妍,成军,杨倩,杨艳杰. 丙型肝炎病毒核心蛋白上调细胞周期调节蛋

白Wee1基因表达研究. 世界华人消化杂志  2003;11(7):947-950
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0   引言

丙型肝炎病毒(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 其中核心区(1-573 nt)编

码的21 kD HCV核衣壳蛋白(191 aa)是一种多功能蛋白

质 在HCV致病过程中可能起着重要的作用[1-5] 最

近研究其与HCV感染后脂肪肝的形成也有一定关系[6-8].



本研究采用基因重组技术构建pCAT3-Weep pcDNA3.1

(-)-core 报告基因载体 应用报告基因氯霉素乙酰转

移酶(CAT)共转染瞬时表达系统 测得下游CAT基因的

表达增强. 证明HCV核心蛋白可上调Wee1 启动子活

性 进而上调Wee1基因的表达 从而为研究HCV致病

的分子生物学机制提供了证据.

1   材料和方法

1.1 材料  菌种及细胞株: 重组表达载体pcDNA3.1(-)-core

为本室构建 人肝母细胞瘤细胞系Hep G2细胞及大肠

杆菌JM109菌株为本室保存. 工具酶: Tag DNA 聚合酶

T4 DNA 连接酶及限制性内切酶均购自Takara公司. 试

剂盒: 质粒DNA提取试剂盒 中间载体pGEM-T及报告

质粒pCAT3-basic均购自Promega公司; CAT-ELISA检

测试剂盒及质粒DNA转染试剂盒购自Roche公司. 其他

生化试剂购自Sigma公司.

1.2 方法

1.2.1 目的基因的扩增与纯化  以Hep G2细胞基因组DNA

为模板 设计引物. 在上下游引物的 5 端分别引入

KpnI和XhoI单一酶切位点 上游引物P1: 5 -GGT ACC

TGA GAC CAG CCT GCC AAC AT - 3 . 下游引物P2:

5 -GAA TTC ATG TGC TTA GGC TGG ACA CTG - 3

PCR 扩增包含Wee1 基因启动子全序列的DNA片段

PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳 切胶 回收纯化

命名为Weep.

1.2.2 CAT3报告载体的构建 纯化和DNA测序  以T-A

克隆法 用T4 DNA连接酶将Weep基因片段连入载体

pGEM-T. 将获得的质粒pT-Weep 和报告质粒pCAT3-

basic分别用KpnI和XhoI 双酶切后用T4 DNA连接酶进

行定向连接 产物转化JM109宿主菌 筛选抗氨苄青霉

素阳性菌落 提取质粒 再次双酶切及PCR鉴定正向

插入克隆 命名为pCAT3-Weep.

1.2.3 真核表达载体的鉴定  将pcDNA3.1(-)-core质粒分

别进行EcoRI/BamHI双酶切和HindIII单酶切及PCR鉴

定. PCR鉴定核心基因的上下游引物分别为: 5 -C GCA

GAA TTC ATG AGC ACG AAT CCT AA-3 5 -AT

ATG GAT CCA GGC TGA AGC GGG CAC A-3 .  DNA测

序由上海博亚公司完成.

1.2.4 细胞转染及Weep 活性检测  磁珠法提取质粒

pCAT3-Weep以备转染 以标准方案培养Hep G2细胞.

具体转染方法参照转染说明书进行. 转染48 h后收集细

胞 收集细胞裂解液 用于 CAT 活性检测.

1.2.5 pcDNA3.1(-)-core与 pCAT3-Weep共转染实验

pcDNA3.1(-)-core与pCAT3-Weep共转染Hep G2细胞

同时以转染pCAT3-Weep的Hep G2细胞作阴性对照. 转

染 48 h后 收集细胞裂解液 用于CAT活性检测. 所

有实验严格平行操作.

1.2.6 CAT含量检测  按照试剂盒说明书进行. 取1.0 ng/mL

的CAT标准品(试剂盒提供)及细胞裂解液200 µL加入

已包被抗体的96孔板中 37 温育2 h 再依次加入

第一抗体(地高辛标记的抗-CAT) 第二抗体(耦联有

过氧化物酶的地高辛抗体抗-DIG-POD)200 µL 37 温
育1 h后 加入过氧化物酶的底物室温显色10-30 min.

用酶标仪检测标本在415 nm波长的吸光度 其数值反

映细胞提取物中的CAT表达水平. 以未作转染的细胞裂

解液平行实验作空白对照.

2   结果

2.1 重组质粒的酶切鉴定  pCAT3-Weep鉴定电泳图谱如

图1所示 构建的中间载体pT-Weep以XhoI/KpnI双酶

切电泳图谱为两条带: 988 bp(Weep基因片段) 3 015 bp

(pGEM-T空载体); DNA测序证实重组质粒含有988 bp

的目的基因 读码框架正确.重组质粒pCAT3-Weep分

别以XhoI/KpnI双酶切及PCR鉴定均显示988 bp 正向

插入条带. 说明重组质粒pCAT3-Weep构建正确.

图1  pCAT3-Weep鉴定电泳图谱. 1 pT-Weep XhoI/KpnI 双酶切
2 pCAT3-Weep XhoI/KpnI 双酶切 3 pCAT3-Weep Pst I 单酶切
4  质粒PCR产物 M  DNA Marker(15 000 bp+2 000 bp).

2.2 表达质粒的鉴定  pcDNA3.1(-)-core鉴定电泳图谱如

图2所示 双酶切显示两条带(4 900 bp空载体和573 bp HCV

core基因片段) 单酶切为约5 500 bp一条带(4 900 bp+573 bp).

以 pcDNA3.1(-)-core质粒作模板 PCR可见573 bp的

产物. 测序证实该重组质粒读码框架正确.

图2  pcDNA3.1(-)-core鉴定电泳图谱. 1 EcoRI/BamHI 双酶切; 2
HindIII单酶切; 3 质粒PCR产物; M DNA Marker(15 000 bp+2 000 bp).

2.3 重组质粒pcDNA3.1(-)-core与 pCAT3-Weep共转

染实验结果  空载体对照组pCAT3 basic的CAT的吸光

度值为0.047 pCAT3-Weep的CAT的吸光度值为0.069

共转染pcDNA3.1(-)-core / pCAT3-Weep的Hep G2细胞

CAT的吸光度值为0.160 共转染pcDNA3.1(-)-core /

5 000

2 000

1 000
750

  M         1       2         3           4

5 000 bp

2 000 bp
1 000 bp 573 bp

  M          1          2            3
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pCAT3-Weep CAT的表达明显增强 是CAT3空载体

的3.4 倍 是 pCAT3-Weep 的 2.3 倍 说明HCV核心

蛋白对Wee1 基因启动子有反式激活作用 转录激活

Wee1基因启动子的活性 使其下游CAT基因的表达增

强(图3).

图3  CAT酶表达结果. 1 pCAT3 basic; 2 pCAT3-Weep; 3 cDNA3.1(-)-
core + pCAT3-Weep(纵轴为CAT吸光度值).

3   讨论

丙肝病毒核心蛋白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 病毒基因表达 细胞

生长以及免疫调节等功能. 临床和实验研究显示HCV感

染与HCC 发生发展过程密切相关[1-5] 其中病毒核心

蛋白起到重要的作用. 早期研究认为 HCV属于非整合

性RNA病毒 与产生两种确定作用的反式激活子(X和

截短的preS/S)的HBV不同[9] 并不存在直接致癌的病

毒蛋白.后来研究证实核心蛋白也是一种反式激活蛋白

甚至其作用还要超过X蛋白[10-13]. 核心蛋白对细胞信号

转导途径 尤其是NF-κB AP-1和 SRE相关途径具
有明显的增强作用[10] ; 在 HepG2 细胞中 核心蛋白激

活人类 c-myc基因 RSV LTR和 SV40早期启动子[14] ;

核心蛋白还能抑制或增强p53基因启动子功能[15,16] 这

些证据表明核心蛋白具有潜在的致癌作用. 核心蛋白转

基因小鼠发生HCC病理学特征直接证明了核心蛋白的

这种作用[17]. 近来研究还发现HCV核心蛋白可与细胞内

的一些细胞凋亡因子作用 促进细胞凋亡[18-23].

        Wee1蛋白为一种细胞周期调节蛋白. Wee1激酶主

要通过阻断M期启动因子(MPF) 包括cdc2 激酶和细胞

周期蛋白B 特异性的调控细胞G2/M 的转换 抑制

细胞的有丝分裂[24]. 既往研究发现 Wee1激酶的活性和

水平在S期均升高 在细胞进入M期时则很快下降[25,26]. 关

于Wee1激酶细胞周期内水平变化的机制 有人认为: 在

M期nim1/cdr1引起Wee1激酶催化区域磷酸化使其活

性下降[27-29]. 也有人认为是Wee1激酶合成的减少和降解

增加导致Wee1激酶水平下降 降解增加是由cdc34介

导的  并且Wee1激酶的降解对于细胞有丝分裂的起始

十分必要[30]. 在 S期Wee1激酶合成增加 但具体机制

不明. 由于当DNA的复制被阻断时 Wee1激酶的降解

就被抑制 在进入DNA 复制期间有一种因子可以使

Wee1 激酶保持持续的高水平直至进入M期 推测这

种因子即c-Fos/AP-1[30].

        本研究采用基因重组技术 自Wee1基因上游自碱

基ATG上推976个碱基  以Hep G2细胞基因组DNA

为模板 设计引物. 在上下游引物的5 端分别引入KpnI

和XhoI单一酶切位点 上游引物P1: 5 -GGT ACC TGA

GAC CAG CCT GCC AAC AT - 3 . 下游引物P2: 5 -

GAA TTC ATG TGC TTA GGC TGG ACA CTG - 3

PCR扩增包含Wee1基因启动子全序列的DNA片段 命

名为Weep. 构建pCAT3-Weep报告基因载体 应用报告

基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)共转染瞬时表达系统 与

pcDNA3.1(-)-core 共转染Hep G2 细胞  测得共转染

pcDNA3.1(-)-core / pCAT3-Weep CAT的表达明显增强

是CAT3空载体的3.4倍 是 pCAT3-Weep 的 2.3 倍

说明HCV核心蛋白对Wee1基因启动子有反式激活作

用 转录激活Wee1基因启动子的活性. 证明HCV核心

蛋白可上调Wee1启动子活性 进而上调Wee1基因的表

达 从而为研究HCV致病的分子生物学机制提供了证据.
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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 investigate the transactivating effect of HCV core
protein on NIP3 gene and the molecular biological mechanisms
of HCV core protein in HCV pathogenicity.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) technique
was employed to amplify the sequence of NIP3 promoter
from HepG2 genomic DNA, and the product was cloned
into pGEM-T vector. The NIPP gene was cut from T- NIPP
by SacI and Bgl, and then was cloned into pCAT3 basic,
named pCAT3-NIPP. pCAT3-NIPP was transfected into the
NIH3T3 cell line and cotransfected NIH3T3 cells with
pcDNA3.1(-)-core by FuGENE 6 transfection reagents. The
NIH3T3 cells transfected with pCAT3-basic as negative
control. The activity of CAT in NIH3T3 cells transfected
was detected by an ELISA kit after 48 hours, which reflect
the transactivating function of HCV core protein to NIP3
gene promoter.

RESULTS: The expressive vector pcDNA3.1(-)-core and report
vector pCAT3-NIPP have been constructed and confirmed
by restriction enzyme digestion and sequencing.The expression
of CAT in NIH3T3 cells transfected with pCAT3-NIPP and
pcDNA3.1(-)-core was 3.6 times as higher as that of pCAT3-
basic, and 1.9 times as higher as that of pCAT3-NIPP.

CONCLUSION: It is suggested that HCV core protein can
transactivate NIP3 gene promoter and upregulate the ex-
pression of NIP3 gene.

Wang JJ, Liu Y, Cheng J, Yang Q,Yang YJ. Upregulating effect of
hepatitis C virus core protein on NIP3 gene. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(7):951-954

摘要

目的: 了解丙型肝炎病毒核心蛋白和NIP3基因的表达的关

系  研究HCV核心蛋白在HCV致病的分子生物学机制中的

作用.

方法: 聚合酶链反应(PCR)扩增NIP3基因启动子 以T-A

克隆法 将NIPP基因片段连入载体pGEM-T.获得的质粒

pT-NIPP 和报告质粒pCAT3-basic 分别用SacI 和Bgl

双酶切后构建报告载体pCAT3- NIPP 分别以重组报告

载体pCAT3- NIPP和pcDNA3.1(-)-core应用FuGENE 6 转

染试剂瞬时转染NIH3T3细胞  以转染pCAT3 basic 的

HepG2细胞为阴性对照 48 h后收获细胞. 应用酶联免疫

黏附方法(ELISA)检测细胞中氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表

达活性 以了解HCV核心蛋白对NIP3基因启动子的反式

激活作用.

结果:构建的表达载体 pcDNA3.1(-)-core 和报告载体

pCAT3-NIPP经过序列分析和酶切鉴定正确. pCAT3-NIPP

和pcDNA3.1(-)-core瞬时转染的NIH3T3细胞中的CAT表

达活性为pCAT3-NIPP的 1.9 倍 是pCAT3 basic 的 3.6

倍 明显升高.

结论:丙型肝炎病毒核心蛋白可反式激活NIP3 基因启动

子 进而上调NIP3基因的表达.

王建军,刘妍,成军,杨倩,杨艳杰. 丙型肝炎病毒核心蛋白上调NIP3基因表达
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0   引言

丙型肝炎病毒(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 其中核心区(1-573 nt)

编码的21 kDa HCV核衣壳蛋白(191 aa)是一种多功能蛋

白质 在HCV致病过程中可能起着重要的作用[1-5] 最

近研究其与HCV感染后脂肪肝的形成也有一定关系[6-8].

本研究采用基因重组技术构建pCAT3-NIPP pcDNA3.

1(-)-core 报告基因载体 应用报告基因氯霉素乙酰转

移酶(CAT)共转染瞬时表达系统 测得下游CAT基因

的表达增强. 证明HCV核心蛋白可上调NIP3启动子活

性 进而上调NIP3基因的表达 从而为研究HCV致

病的分子生物学机制提供了证据.



1   材料和方法

1.1 实验材料及主要试剂  (1)菌种及细胞株: 重组表达载

体pcDNA3.1(-)-core 为本室构建 人肝母细胞瘤细胞

系Hep G2细胞及大肠杆菌JM109菌株为本室保存. (2)

工具酶: Tag DNA 聚合酶 T4 DNA 连接酶及限制性内

切酶均购自Takara公司. (3)试剂盒: 质粒DNA提取试剂

盒 中间载体pGEM-T及报告质粒pCAT3-basic均购

自Promega公司; CAT-ELISA检测试剂盒及质粒DNA转

染试剂盒购自Roche公司.其他生化试剂购自Sigma公司.

1.2 目的基因的扩增与纯化  以Hep G2细胞基因组DNA

为模板 设计引物. 在上下游引物的 5 端分别引入

XhoI和Bgl 单一酶切位点 PCR扩增包含NIPP基因

启动子全序列的DNA片段 PCR产物经1 %琼脂糖凝

胶电泳 切胶 回收纯化.

1.3 CAT3报告载体的构建 纯化和DNA测序  以 T-A

克隆法 用T4 DNA连接酶将NIPP基因片段连入载体

pGEM-T. 将获得的质粒pT-NIPP 和报告质粒pCAT3-

basic分别用SacI和Bgl 双酶切后用T4 DNA连接酶进

行定向连接 产物转化JM109宿主菌 筛选抗氨苄青

霉素阳性菌落 提取质粒 再次双酶切及单酶切鉴定正

向插入克隆 命名为pCAT3-NIPP.

1.4 真核表达载体的鉴定  将 pcDNA3.1(-)-core质粒分

别进行EcoRI/BamHI双酶切和HindIII单酶切及PCR鉴

定. PCR 鉴定核心基因的上下游引物分别为: 5 -C

GCA GAA TTC ATG AGC ACG AAT CCT AA-3 5 -

AT ATG GAT CCA GGC TGA AGC GGG CAC A-3 . 最后

测序鉴定. DNA测序由上海博亚公司完成.

1.5 细胞转染及Weep活性检测  磁珠法提取质粒pCAT3-

NIPP以备转染 以标准方案培养NIH3T3细胞.具体转

染方法参照转染说明书进行. 转染48 h后收集细胞 收

集细胞裂解液 用于CAT 活性检测.

1.6 pcDNA3.1(-)-core与 pCAT3- NIPP共转染实验

pcDNA3.1(-)-core与pCAT3- NIPP共转染Hep G2细胞

同时以转染pCAT3- NIPP p的NIH3T3细胞作阴性对照.

转染 48 h 后 收集细胞裂解液 用于CAT活性检测.

所有实验严格平行操作.

1.7 CAT含量检测  按照试剂盒说明书进行. 取1.0  ng/ml

的CAT标准品(试剂盒提供)及细胞裂解液200 µl加入已
包被抗体的 96 孔板中 37 温育 2 h 再依次加入

第一抗体(地高辛标记的抗-CAT) 第二抗体(偶联有

过氧化物酶的地高辛抗体抗-DIG-POD) 200 µl 37 温
育1 h后 加入过氧化物酶的底物室温显色10-30 min.

用酶标仪检测标本在415 nm波长的吸光度 其数值反

映细胞提取物中的CAT表达水平. 以未作转染的细胞裂

解液平行实验作空白对照.

2   结果

2.1 重组质粒的酶切鉴定  pCAT3- NIPP鉴定电泳图谱如

图1所示 构建的中间载体pT-NIPP以XhoI/ Bgl 双

酶切电泳图谱为两条带: 1 851 bp (NIPP基因片段) 3 015 bp

(pGEM-T空载体) ; DNA测序证实重组质粒含有1 851 bp

核苷酸的目的基因 读码框架正确. 中间载体pT-NIPP

以SacI/ Bgl 双酶切为两条带: 730 bp(NIPP基因片段)

4 055 bp(pGEM-T空载体+一部分NIPP基因片段)重组

质粒pCAT3-NIPP分别以SacI/ Bgl 双酶切鉴定均显

示730 bp正向插入条带. 以Pvu 单酶切可见419 bp和

4 313 bp两条带 说明重组质粒pCAT3-NIPP构建正确.

图1  pCAT3-NIPP鉴定电泳图谱. 1 pT-NIPP XhoI/ Bgl 双酶切; 2
pT-NIPP SacI/ Bgl 双酶切; 3 pCAT3-NIPP SacI/ Bgl 双酶切4
Pvu 单酶切M.DNA Marker (15 000 bp+2 000 bp).

2.2 表达质粒的鉴定  pcDNA3.1(-)-core鉴定电泳图谱如图

2所示 双酶切显示两条带(4 900 bp空载体和573 bp HCV

core基因片段) 单酶切为约5 500 bp一条带(4 900 bp+573

bp).以 pcDNA3.1(-)-core 质粒作模板 PCR可见573 bp

的产物. 测序证实该重组质粒读码框架正确.

图2  pcDNA3.1(-)-core鉴定电泳图谱. 1  EcoRI/BamHI 双酶切; 2
HindIII单酶切; 3 质粒PCR产物; M DNA Marker(15 000 bp+2 000 bp).

图 3 CAT酶表达结果. 1 pCAT3 basic; 2 pCAT3-Weep; 3 cDNA3.1(-)
-core +pCAT3-Weep.

2.3重组质粒pcDNA3.1(-)-core与 pCAT3-NIPP共转
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染实验结果  空载体对照组pCAT3 basic的CAT的吸光

度值为0.036 pCAT3-NIPP的CAT的吸光度值为0.069

共转染pcDNA3.1(-)-core/pCAT3-NIPP的NIH3T3细胞

CAT的吸光度值为0.131 共转染pcDNA3.1(-)-core/

pCAT3-NIPP CAT的表达明显增强 是CAT3空载体

的3.6 倍 是 pCAT3-Weep 的 1.8 倍 说明HCV核心

蛋白对NIP3 基因启动子有反式激活作用 转录激活

NIP3基因启动子的活性 使其下游CAT基因的表达增

强(图3).

3   讨论

尽管HCV发展为慢性感染的机制还是不很清楚 感染

HCV后较高比例的慢性化提示HCV可能有特定的机制

可以绕开宿主的免疫反应. 细胞凋亡被认为是由宿主的

CTL 和 NK细胞清除病毒的通常方式. 许多病毒基因组

编码的蛋白可抑制细胞凋亡 进而使病毒逃避宿主免

疫系统的攻击[9] HCV核心蛋白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 病毒基

因表达 细胞生长以及免疫调节等功能 在HCV的致

病过程中起重要作用. 关于他在细胞凋亡中的作用 目

前还有争议. 有研究显示HCV核心蛋白既可以抑制Fas-

和TNF诱导的细胞凋亡作用 又可以加强这种作用[10-13].

Gross et al [14]应用转基因小鼠研究发现HCV核心蛋白通

过Fas介导的细胞凋亡和外周血T细胞的肝浸润引起肝

损伤. Chen et al  [15]认为HCV核心蛋白可以抑制Fas 介

导的 p38 信号途径 结果是加强了Fas 介导的细胞死

亡作用. 当然 也有人认为在体内正常的内源性的TNF

应答情况下 HCV核心蛋白既不能加强也不能抑制细

胞凋亡作用[16].

        细胞凋亡被抗细胞凋亡的Bcl-2家族蛋白和各种前

凋亡蛋白的相互作用来调控 这些前凋亡蛋白中也包

括一些Bcl-2家族蛋白[17]. 有证据显示Bcl-2因子中前

凋亡因子和抗凋亡因子的比例可以调节细胞在响应凋

亡信号时线粒体的完整性的敏感性[18]. Nip3是一种线粒

体蛋白 在细胞内瞬时表达时可以诱导细胞凋亡 并且

可加强其他细胞死亡信号诱导的细胞凋亡[19]. Bcl-2可抑

制Nip3的作用 但作用时间短暂[20-22]. 亦有报道认为

Nip3 引起细胞坏死的作用较细胞凋亡作用更强 [ 2 3 ] .

Soguero et al [24]研究发现低氧可激活Nip3编码基因的表

达 进而导致在持续缺氧情况下细胞的程序性死亡. 腺

病毒属的E1B19K结合蛋白B5可抑制Nip3基因诱导的

细胞凋亡[25]. 近来研究发现HCV核心蛋白在通过加强

Bcl-x 的表达线粒体水平抑制细胞凋亡作用 进而抑

制胱冬肽酶 3激酶活性[26-28]. 也有人认为HCV核心蛋白

是加强还是抑制细胞凋亡取决于凋亡诱导因子的刺激

和细胞的环境[29].

        本研究采用基因重组技术 自NIP3基因上游自碱

基ATG上推1 851个碱基  以Hep G2细胞基因组DNA

为模板 设计引物. 在上下游引物的 5 端分别引入

XhoI 和 Bgl 单一酶切位点PCR扩增DNA片段 与

pGEM-T载体连接命名为T-NIPP. 以SacI和Bgl 酶切

可能包含NIP3基因启动子全序列的731bp的DNA片段

构建pCAT3-NIPP报告基因载体. 应用报告基因氯霉素

乙酰转移酶(CAT)共转染瞬时表达系统 与pcDNA3.1

(-)-core共转染NIH3T3细胞  测得共转染pcDNA3.1(-)

-core / pCAT3-NIPP CAT的表达明显增强 是CAT3

空载体的3.6倍 是pCAT3-Weep的 1.8倍 说明HCV

核心蛋白对NIP3基因启动子有反式激活作用 转录激

活Wee1基因启动子的活性.证明HCV核心蛋白可上调

NIP3 启动子活性 进而上调NIP3 基因的表达 提示

HCV核心蛋白可能有加强细胞凋亡的作用 从而为研

究HCV致病的分子生物学机制提供了证据.
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Abstract
AIM: HCV core protein is a potential transactivator for a
broad spectrum of hepatocellular genes. To investigate
activity of HCV core protein on laminin B1 chain promoter, we
use co-transfection methods and reporter gene expression in
hepatoblastoma cell.

METHODS: LAMB-p sequence was identified in GenBank
by bioinformatics and amplified from HepG2 genome by
polymerase chain reaction (PCR). The amplified product
was cloned into pCAT3 vector. The NIH 3T3 and COS-7
cell line were transfected by pCAT3-LAMB-p, the NIH 3T3
cell line was co-transfected by pCAT3-LAMB-p and pcDNA3.1
(-)-core. The choloraphenical acetyltransferase (CAT) ac-
tivity was detected by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit.

RESULTS: In all cell lines, we found pCAT3-LAMB-p had
higher activity of CAT than pCAT3-basic by ELISA kit. The
expression of CAT in co-transfection was 3.3 times as higher
as that of pCAT3-LAMB-p plasmid.

CONCLUSION: HCV-core protein has transactivity on LAMB

promoter, and this result is implicating in the pathogenesis
of fibrosis related to HCV infection

Yang Q, Liu Y, Cheng J, Wang JJ, Yang YJ, Zhang SL. Up-regulating
effect of hepatitis C virus core protein on laminin B1 chain gene
promoter. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):955-958

摘要

目的: 探讨丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白对层粘蛋白B1链

(LAMB)启动子转录的激活作用.

方法: 以我室构建的HCV核心蛋白反式调节基因的cDNA

文库抑制性消减杂交(SSH)筛选结果为基础 利用生物信息

学技术确定LAMB的启动子区域(LAMB-p) 聚合酶链反

应(PCR)扩增LAMB-p 克隆至真核表达载体pCAT3中

构建pCAT3-LAMB-p表达载体; 以该质粒转染COS-7

NIH 3T3细胞系 用酶联免疫黏附方法(ELISA)法检测氯

霉素乙酰转移酶(CAT)的表达活性; 与pcDNA3.1(-)-core共

转染NIH 3T3细胞系 用ELISA法检测CAT的表达活性.

结果: 质粒pCAT3-LAMB-p在NIH 3T3 COS-7细胞中

能够激活CAT 的表达; 共转染实验中 pCAT3-LAMB-

p+pcDNA3.1(-)-core 组 CAT 的表达活性是 pCAT3-

LAMB-p的 3.3倍.

结论: 构建的pCAT3-LAMB-p具有启动子活性; HCV核心

蛋白对LAMB-p有激活作用. 本研究为利用SSH技术研究

HCV核心蛋白致肝细胞癌机制提供新的实验及理论基础.

杨倩,刘妍,成军,王建军,杨艳杰,张树林. 丙型肝炎病毒核心蛋白上调层粘蛋白

B1链基因启动子表达活性的研究. 世界华人消化杂志  2003;11(7):955-958
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)基因组是一种单股正链RNA 全
长约9 500个核苷酸(nt) 含有一个大的开放读码框架
(ORF) 编码 3 010-3 033 个氨基酸残基(aa)的多肽前
体 多肽前体至少被加工为10种结构蛋白和非结构蛋
白 其中核心区(1-573 nt)编码的21 kDa HCV核衣壳蛋
白(191 aa)是一种多功能蛋白质[1] 近年来研究发现
核心蛋白可以定位于细胞核内 并对多种病毒和细胞
基因起调节作用[2-4].  我室利用抑制性消减杂交技术
(suppression subtractive hybridization SSH)筛选出HCV
核心蛋白上调表达的一些已知和未知的基因 其中包



括层粘连蛋白B1链(LAMB laminin B1 chain)基因. 本

研究利用生物信息学手段对LAMB基因5 上游调控序

列进行分析 克隆 并与报告基因氯霉素乙酰转移酶

(CAT)构建表达质粒 与核心蛋白表达载体共转染 证

明核心蛋白对LAMB启动子具有激活作用 使下游CAT

基因的表达增强.

1   材料和方法

1.1 材料  大肠杆菌JM109 细胞株COS-7 NIH 3T3

pcDNA3.1(-)-core为本室保存. pGEM-T pCAT3载体

购自Promega公司 脂质体FuGENE6购自Roche公司

Taq DNA 聚合酶购自鼎国生物公司 限制性内切酶

Kpn I Xho I购自Takara公司. 质粒DNA提取试剂盒

(Promega 公司) 玻璃奶DNA回收试剂盒(博大公司)

CAT ELISA试剂盒(Roche公司). 引物合成 核苷酸序

列测序由上海博亚公司完成.

1.2 方法

1.2.1 LAMB启动子结构分析  根据GenBank中LAMB基因

组序列 确定LAMB的翻译起始点 截取其上游798 bp

设计并合成引物 在上下游引物的5 端分别加上Kpn I

和 Xho I.上游引物: 5 -GGT ACC GTC GCG CCCATC

CCA AGC TC-3 下游引物: 5 -CTC GAG ATG CCG

GTC CCC TGC AGC CA-3 .

1.2.2 质粒构建 PCR扩增  LAMB 启动子序列 玻璃

奶纯化回收DNA片段 在T4 DNA 连接酶的作用下

与pGEM-T载体连接 转化大肠杆菌JM109 挑取在

选择平皿(Amp X-gal/IPTG)生长的白色菌落提取质

粒 经酶切(Kpn I/Xho I)及测序鉴定. Kpn I/Xho I 双酶

切重组质粒pGEM-T-LAMBp 玻璃奶纯化回收酶切

产物 定向克隆至 pCAT3 载体 构建成重组质粒

pCAT3-LAMBp. 经双酶切及菌落PCR鉴定连接产物. 试

剂盒方法提取质粒以备转染.

1.2.3 细胞培养及转染   COS-7 NIH 3T3细胞系在含10 %

小牛血清的DMEM培养液中生长. 细胞生长至50-80 %

时采用脂质体转染法 具体转染方法参照FuGENE6说

明书进行. 质粒pCAT3-p转染30 h后收获细胞.

1.2.4 共转染实验  NIH 3T3细胞生长至50-80 %时

质粒pCAT3-p与 pcDNA3.1(-)-core 质粒pCAT3-p与

p cDNA3 . 1 ( - )空载体共转染.  具体转染方法参照

FuGENE6说明书进行. 转染30 h后收获细胞.

1.2.5 CAT表达量的检测  将收获的细胞进行裂解 提

取上清液  取200 µl 用于检测CAT的表达量. 具体方
法严格按照CAT ELISA试剂盒说明书进行. 在415 nm光

波下测吸光度A值.

2   结果

2.1 LAMB启动子结构  根据GenBank中LAMB基因组

序列 确定LAMB的翻译起始点 选取其上游798 bp

其核苷酸序列见图 1. 对此序列进行分析发现有多个

TATA 盒存在 G+C 含量为 65% 同时含有多个

CCGCCC序列.

                CGCGCC     CATCCCAAGC    TCTTGGATAC

TAGGGGCGGA     GAGGAAGTGT      CACTTTCTAA        AGAACAAACA         CGACAGGTCG

ACCCTGTTTC    TAAAGGGTTA    ACCCGCCTTC    CCCGAGCGCA    CCGCACGAGA

GTTTTAGCCG    TGGGCACGTT    TGGTGATTCA    CTTCTTGCGA    ACGTAAATGC

GCGAGTCCGC    GGTAGGTCCC    GCCGGCCCCC    TGGCTGGGCA    ACCTGAAAAC

CCACCTCGGA    GACGCCCCCA    CGCATCCGCC    CCCCTCGCTG    GACGGCCCCG

CCGCGCGCCG    TTCTGGGACG    CGCACCCCGG    GGCGGACCCG    CCCTGGGACC

TGGAAGCGCC   CCAGCCCCGC    AGCGATCGCA    GATTCGGCTT    TCAAACAAAA

GAGGCGCCCC   GGGGGGTGGG   ACCGGGACCT   CACCCGGTCC    TCGCAGAGTT

GCGGCCGCCC   GCCCCTTCAG    CCCCGGCTCT     CCGTATGCGC    ATGAGCAGAG

GCGCCTCCCT   CTGTTCCTCC    CAAGGCTAAA  CTTTCTAATT    CCCTTCTTTG

GGCTCGGGGG   CTCCCGGAGC    AGGGCGAGAG    CTCGCGTCGC    CGGGTGAGGA

GAACAAAGTG    GCTGCACGAT    TTTCCCCACT    TTCCAGCCCA    CCCCCCGCTT

CCGTGGGAGC   GACAGGAAAT  GGAAGGGCGC   CTCTTCTCTC    TTTGAACATT

TGCCTTTTTT   CCCCTCCTTT       CCACCTCTCC       AGAAAGGAAG    ACGGGAAGAA

AGGGCAGGCG   GCTCGGCGGG  CGTCTTCTCC    ACTCCTCTGC    CGCGTCCCCG

TGGCTGCAGG       GAGCCGGCAT

图1  LAMB翻译起始位点上游核苷酸序列.

2.2 重组质粒的构建  以来源于HepG2 细胞的基因组

DNA为模板 PCR扩增LAMB启动子DNA序列 结果

如图2所示 于790 bp处出现理想条带. 将扩增产物与

pGEM-T载体连接 双酶切鉴定 结果如图3所示 显

示两条带(3 000 bp的pGEM-T载体和790 bp的LAMB-p

DNA片段) 并送测序鉴定正确. 双酶切产物与pCAT3

载体连接 双酶切鉴定如图4所示(4 000 bp的 pCAT3-

basic空载体和790 bp 的 LAMB-p DNA片段) 连接转

化生长的菌落进行PCR鉴定 如图5所示 于790 bp

处可见理想条带.

图2  以HepG2基因组DNA为模板,PCR扩增LAMB启动子序列.

图3  pGEM-T-LAMBp双酶切(Kpn I/Xho I).
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图4  pCAT3-LAMB-p双酶切(Kpn I/Xho I).

图 5  pCAT3-LAMB-p菌落PCR.

2.3 重组质粒转染实验及报告基因CAT的检测  将重组

质粒pCAT3-LAMB-p转染COS-7 NIH 3T3细胞 如

表1所示 pCAT3-LAMB-p具有启动子活性.

表1  pCAT3-LAMB-p转染COS-7 NIH 3T3细胞中后CAT的表达

组别 质粒 吸光度(A值)

阴性对照 COS-7 pCAT3-basic 0.050

阴性对照NIH 3T3 pCAT3-basic 0.060

阳性对照COS-7 pCAT3-control 1.258

阳性对照NIH 3T3 pCAT3-control 0.258

实验组  COS-7 pCAT3-LAMB-p 1.046

实验组  NIH 3T3 pCAT3-LAMB-p 0.129

2.4 重组质粒pCAT3-LAMB-p与pcDNA3.1(-)-core共

转染COS-7 并检测报告基因CAT 的表达  共转染

pCAT3-LAMB-p+pcDNA3.1(-)-core时CAT的表达较对

照质粒明显升高 如表2所示 说明HCV核心蛋白对

LAMB启动子具有激活作用.

表2  pCAT3-LAMB-p+pcDNA3.1(-)-core共转染后CAT的表达

组别 质粒 吸光度(A值)

阴性对照组 pCAT3-basic -0.059

阳性对照组 pCAT3-control 0.138

实验对照组 pCAT3-LAMB-p 0.338

共转染组 pCAT3-LAMB-p+pcDNA3.1(-)-core 1.006

3   讨论

丙型肝炎病毒(HCV)易在感染个体中形成持续感染状

态 并容易发展为慢性肝炎 肝硬化(LC) 甚至肝

细胞癌(HCC)[5-7] 其确切的机制仍不明确. 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 病毒基因表

达 细胞生长以及免疫调节等功能[8,9]. 实验研究显示核

心蛋白对细胞信号转导途径 尤其是NF-κB AP-1
和 SRE 相关途径具有明显的反式激活作用 [ 1 0-12 ] ;在

HepG2 细胞中 核心蛋白激活人胰岛素样生长因子 II

(IGF-II)基因 和SV40早期启动子[13-15] ; 核心蛋白还能

抑制或增强p53基因启动子功能[16,17]. HCV核心蛋白的

反式激活功能在HCV致病中发挥重要的作用 研究其

作用分子生物学机制有助于理解HCV感染的慢性化和

致癌作用. 我室采用抑制性消减杂交方法[18]克隆HCV反

式激活基因. 成功地构建了HCV核心蛋白反式激活相关

基因差异表达的cDNA消减文库. 其中发现HCV核心蛋

白可上调LAMB基因的表达[19]. 为了进一步研究HCV核

心蛋白是否对LAMB的表达有激活作用 根据GenBank

中 LAMB 基因组序列[20] 确定LAMB的翻译起始点

截取其上游798 bp核苷酸序列进行克隆 并构建含报

告基因CAT 的重组质粒 结果发现HCV 核心蛋白对

LAMB的表达确有激活作用 证实了cDNA消减文库的

发现.

       层粘连蛋白是细胞外基质成分 主要存在于基底

膜的透明层 对细胞的黏附 移行和增生均有影响[21,22].

层粘连蛋白由A B1 B2三条链组成. 其中LAMB是其

主要的活性区域 含有与分布在肿瘤和上皮细胞上的

受体高度亲和的配体区[23-25]. 虽然一些正常实质细胞能

够表达层粘连蛋白[26,27] 但Geerts et al [28]利用原位杂交

技术在正常鼠肝细胞中未发现层粘连蛋白mRNA的表

达. 目前研究表明 层粘连蛋白参与肿瘤的血管形成

促进肿瘤的转移[29,30]. HCV核心蛋白上调LAMB表达的

生物学意义并不明确 但由于层粘连蛋白参与血管基

底膜的形成及促进肿瘤的转移 可能与肝纤维化 肝硬

化时肝窦血管化及肝癌的扩散有关. 本研究为进一步探

讨HCV感染的发病机制 HCV核心蛋白致癌的分子生

物学机制提供新的研究基础.
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Abstract
AIM: By using yeast-two hybrid technique and bioinformatics
analysis, human hepatitis C virus core protein-binding protein
6 (HCBP6) was screened and identified. To investigate activity
of HCPB6 on alpha chain of nascent polypeptide-associated
complex (NACA) promoter by co-transfection and reporter
gene expression methods.

METHODS: Promoter DNA sequence for a subunit α of
nascent polypeptide-associated complex was identified in
GenBank by bioinformatics and amplified from HepG2 genome
by polymerase chain reaction (PCR). The amplified product
was cloned to pCAT3 vector. The NIH 3T3 and COS-7 cell
line were tranfected by pCAT3-NACA-p,the NIH 3T3 cell
line was co-tranfected by pCAT3-NACA-P and pcDNA3.1
(-)-HCBP6. The chloromycin acetyltransferase (CAT) activity
was detected by an enzyme-linked immunoassay (ELISA) kit.

RESULTS: In all cell lines, we found pCAT3-NACA-p had
higher activity of CAT than pCAT3-basic by ELISA kit. The
expression of CAT tested in co-transfection was 4 times
as higher as pCAT3-NACA-p plasmid.

CONCLUSION: HCBP6 has trans-activity on NACA promoter,
and this result implicates HCBP6 can affect metabolism.

Yang Q, Liu Y, Cheng J, Li K, Wang JJ, Hong Y, Zhang SL. Up-regulating
effect of human hepatitis C virus core protein-binding protein 6 on
NACA gene promoter. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):959-962

摘要

目的: 探讨HCV核心蛋白结合蛋白6对新生多肽相关复合

物 多肽启动子的激活作用

方法: 以基因表达谱芯片技术筛选HCBP6 表达质粒转染

HepG2细胞后的差异表达基因为基础 利用生物信息学技

术确定NACA的启动子区域(NACA-p) 聚合酶链反应

(PCR)扩增NACA-p 克隆至真核表达载体pCAT3中 构

建pCAT3-NACA-p表达载体; 以该质粒转染COS-7 NIH

3T3细胞系 用酶联免疫黏附方法(ELISA)检测氯霉素乙酰

转移酶(CAT)的表达活性; 与pcDNA3.1(-)-HCBP6共转染

NIH 3T3细胞系  用ELISA法检测CAT的表达活性

结果: 质粒 pCAT3-NACA-p在NIH 3T3 COS-7细胞中

能够激活CAT 的表达 共转染实验中pCAT3-NACA-

p+pcDNA3.1(-)-HCBP6 组 CAT的表达活性是pCAT3-

NACA-p 的 4 倍

结论: pCAT3-NACA-p具有启动子活性 HCV核心蛋白

结合蛋白6对NACA-p有激活作用 本研究为探讨HCV核

心蛋白结合蛋白6的功能提供新的实验及理论基础

杨倩,刘妍,成军,李克,王建军,洪源,张树林. 丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白

6上调新生多肽相关复合物 多肽基因的表达.  世界华人消化杂志  2003;

11(7):959-962

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/959.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白是一种多功能蛋白质

除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的功能 在HCV引起的急慢性

肝炎 肝硬化 肝癌的发病机制中起到重要的作用[1,2]

其中核心蛋白与宿主蛋白之间的相互作用可能是病毒

持续感染的重要原因[3-5]. 为了进一步探索核心蛋白与肝

细胞之间的相互作用 我室采用酵母双杂交系统 3

以 HCV 核心蛋白作为 诱饵 对肝细胞 cDNA 文

库进行筛选 获得了一些与核心蛋白结合的肝细胞蛋
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白的编码基因 其中包括未知功能基因6号 命名为

HCV核心蛋白结合蛋白6(HCBP6)[6,7]. 为进一步研究该

基因的功能 利用基因表达芯片技术筛选HCBP6表达

质粒转染HepG2细胞后的差异表达基因 发现HCBP6

可上调一些基因的表达 其中包括新生多肽相关复合物

多肽(  subunit of nascent polypeptide-associated complex

NACA) 本研究利用生物信息学手段对NACA 5 -上

游调控序列进行分析 克隆 并与报告基因氯霉素乙酰

转移酶(CAT)构建表达质粒 与HCBP6表达载体共转

染 证明HCBP6对NACA启动子(promoter)具有激活作

用 使下游CAT基因的表达增强

1   材料和方法

1.1 材料  大肠杆菌JM109 细胞株COS-7 NIH 3T3

pcDNA3.1(-)-HCBP6. 为本室保存. pEGM-T pCAT3

载体购自Promega公司 脂质体FuGENE6购自Roche公

司 Taq DNA 聚合酶购自鼎国生物公司 限制性内切酶

Kpn I Xho I购自Takara公司 质粒DNA提取试剂盒

(Promega 公司) 玻璃奶DNA回收试剂盒(博大公司)

CAT ELISA试剂盒(Roche公司). 引物合成 核苷酸序

列测序由上海博亚公司完成

1.2 方法

1.2.1 NACA启动子结构分析  根据GenBank中NACA基

因组序列 确定NACA的转录起始点 截取其上游963 bp

设计并合成引物 在上下游引物的 5 - 端分别加上

Kpn I 和 Xho I 上游引物: 5 -GGT ACC CTG GGA

AGG AGA ATC TGC AC-3 ; 下游引物: 5 -CTC GAG

GTG CAG GGA ACG CGG AAC CAA G-3

1.2.2 质粒构建  PCR扩增NACA启动子序列 玻璃奶
纯化回收DNA片段 在T4 DNA连接酶的作用下 与
pGEM-T载体连接 转化大肠杆菌JM109 挑取在选择
平皿(Amp X-gal/IPTG)生长的白色菌落提取质粒 经
酶切(Kpn I/Xho I)及测序鉴定. Kpn I/Xho I双酶切重组质
粒pEGM-T-NACA-promoter 玻璃奶纯化回收酶切产
物 定向克隆至pCAT3载体 构建成重组质粒pCAT3-
NACA-promoter. 经双酶切及菌落PCR鉴定连接产物. 试
剂盒方法提取质粒以备转染
1.2.3 细胞培养及转染  COS-7 NIH 3T3细胞系在含10 %
小牛血清的DMEM培养液中生长. 细胞生长至50-80 %时
采用脂质体转染法 具体转染方法参照FuGENE6说明书
进行. 质粒pCAT3-NACA-promoter转染30 h后收获细胞
1.2.4 共转染实验  NIH 3T3细胞生长至50-80 %时
质粒pCAT3-NACA-promoter 与 pcDNA3.1(-)-HCBP6
质粒pCAT3-NACA-promoter与 pcDNA3.1(-)空载体共
转染. 因pCAT3-NACA-promoter活性较强 将共转染剂
量减至0.2 µg. 具体转染方法参照FuGENE6说明书进行.
转染30 h后收获细胞
1.2.5 CAT表达量的检测  将收获的细胞进行裂解 提
取上清液 取200 µl用于检测CAT的表达量. 具体方法
严格按照CAT ELISA试剂盒说明书进行. 在 415 nm光
波下测吸光度A值

2   结果
2.1 NACA启动子结构  根据GenBank中 NACA基因组
序列 确定 NACA的转录起始点 截取其上游963 bp
其核苷酸序列见图 1. 对此序列进行分析发现有多个

TATA 盒存在 同时含有多个CCGCCC 序列

   1 CTGGGAAGGA GAATCTGCAG CTTTATAATT TCAACATCGG CTAAATTGTC

 51 GTGAACCTAA ACAATCAAAA GGGCCGGAAT CTATTTAAAG AGTTTATTCA

101 AGGGCAGTGT GAGGATGGAC CAACCAGAAA ACCTCCAAAG AATGGAGTCA

151 GCCTTCAGAA GTAGAGAAGT TACGATTTCA TTTATTTAGG GAGACAGAGG

201 AGTTTTTAGC TGGATTACGT TATCCATACA AGGTTGGAAC ATAATTACAG

251 AATTTGGTTA CAAGAAGTGT TTTTTTTTGG GGGGGGGGCG GGGGTACAGC

301 TAACATTGTT TTACGAAGAG TTTAACACGC ATGAGTTGCT GTCATCTGGT

351 GACATCGTTT GAGTCTCTCT AGTCATTGAA CAGAACAAGA AAAATCGAAT

401 TAAATTTATA ATCTGAACTG AAGTTATATG TGACCCATCA CATCTCTCAA

451 GTTTTAAAAT GGGTTTTTTT GTTGTTGTTG ATGGGGGGGG AGAGGGTCCA

501 GCAGCTTTTA AATGTTTTCA CATCGTGTGT TCCAAAAATA ACTGGTTAGC

551 CTAAGTCACT TCCACCCTCC AATGTTGTGA ATGCAGTCTC TAGCATTCGC

601 TATTTAATGT CTTCTTCCTG CACTATTTGA GAAATCGCGA GGTCGACTTA

651 ATACCGCAGT CGCCACTTCG CGGACCGGAG GGCGGAGTCT GCTTAGTTCT

701 GAGGACTGCG TGGGTCCGCG CAGAGAGCTC CTGCTAGGCC TGCGCGTCCC

751 GTTCTAAATT CTTACCCTTT AGTTCTTGTC ACCACCCCCG CCGTGGGAAC

801 GGCCTGACAG TCACTCGTCA AAGGAAGTGG CTGCCGGCAG CTCTTGACCC

851 GGAATCGGAT CCTAGTCCCA CCCCCTCCGC TCCAGGCTTC CTTCTGCAAC

901 GGGCGTGGGT CACGCTCTCG CTCGGTCTTT CTGCCGCCAT CTTGGTTCCG

951 CGTTCCCTGC   AC

图1  NACA转录启动子核苷酸序列.
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 2.2 重组质粒的构建  以HepG2基因组为模板 PCR扩

增NACA启动子DNA序列 于963 bp 处出现理想条

带 将扩增产物与pGEM-T载体连接 双酶切鉴定 显

示两条带. 并送测序鉴定正确. 双酶切产物与pCAT3载

体连接 连接产物双酶切鉴定如图1所示(4 000 bp的

pCAT3-basic空载体和963 bp的NACA-promoter DNA片

段)连接转化生长的菌落进行PCR鉴定 如图2所示 于

963 bp处可见理想条带.

图2  pCAT3-NACA-promter双酶切(Kpn I/Xho I).

2.3 重组质粒转染实验及报告基因CAT的检测  将重组

质粒pCAT3-NACA-p转染COS-7 NIH 3T3细胞 如

图3所示pCAT3-NACA-p具有启动子活性. 其中组1为

COS-7细胞系: 组 2为NIH 3T3细胞系. pCAT3-basic(阴

性对照) pCAT3-control(阳性对照)

图3  pCAT3-NACA-p转染COS-7 NIH 3T3细胞后CAT的表达.
组 1:COS-7细胞系; 组 2: nih 3T3细胞系pCAT3-basic(阴性对照),
pCAT3-control (阳性对照).

图4  共转染NIH 3T3细胞后CAT的表达. 1: pCAT3-basic; 2: pCAT3-
control; 3: pCAT3-NACA; 4: pcDNA3.1(-)-vector(空载体); 5:pCAT3-
NACA-p.

2.4 重组质粒pCAT3-NACA-promoter与pcDNA3.1(-)

-HCBP6共转染NIH  3T3并检测报告基因CAT的表达.

共转染pCAT3-NACA-promoter+pcDNA3.1(-)-HCBP6

时CAT的表达较对照质粒明显升高 如图4所示 说

明HCBP6对HCBP6启动子具有激活作用. 其中组1为

pCAT3-basic 组 2为 pCAT3-control 组 3为 pCAT3-

NACA 组 4为 pcDNA3.1(-)-vector(空载体) 组 5为

pCAT3-NACA-p

3   讨论

HCV核心蛋白是一种多功能蛋白 除了作为核壳蛋白

具有病毒颗粒组装功能外 还结合细胞内的蛋白质

如载脂蛋白AII 肿瘤坏死因子受体-1(TNFR-1) 淋

巴毒素-β 受体(LT-βR) 对细胞信号转导 宿主的
免疫调节起作用[8,9] . 为研究HCV核心蛋白与宿主肝细胞

蛋白的相互作用 我们将肝细胞cDNA文库与HCV核

心蛋白 诱饵 进行酵母双杂交 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[10,11] . 利用

生物信息学技术 我们确定了HCBP6的染色体定位 运

用在线软件对其蛋白质一级结构序列进行了分析 为探

讨HCBP6蛋白表达的特点及功能奠定了基础[12,13]. 同时

在四唑氮蓝(MTT)实验中发现HCBP6可以促进细胞生

长 与HCV核心质粒共转染研究中发现其在一定程度

上可抑制HCV核心蛋白对SV40早期启动子的反式激活

作用[14] 为进一步研究HCBP6 的功能 我们采用基

因芯片方法筛选HCBP6 基因转染细胞差异表达的基

因 结果表明HCBP6可上一些基因的表达 其中包括

NACA基因[15] 根据GenBank中NACA基因组序列 确

定NACA的转录起始点[16,17] 截取其上游963 bp核苷酸

序列进行克隆 并构建含报告基因CAT 的重组质粒

结果发现HCBP6 对 NACA 的表达确有激活作用 对

HCBP6 的功能研究提供了新的依据

       新生多肽相关复合物由 β两条肽链组成 主
要在胞质中分布[18,19]. 研究发现去除NAC后 细胞将产

生两种缺陷: (1)与新生肽链信号肽链接并将其靶向与内

质网连接的信号识别颗粒 失去信号识别功能 而与无

信号肽的新生肽链交叉连接; (2)核糖体翻译与内质网膜

错误连接的非分泌性的蛋白质[20-22] . NACA单独不能与核

糖体连接 但对核酸有较高的亲和力[23,24]. Beatrix et al [25]

发现 NACA 除了能和 DNA 结合外 还能与 RNA

mRNA tRNA 7S LRNA相结合 并且可以进入核内[26,27].

Mossabeb et al [28]发现NACA可以诱导特应性皮炎患者特

异性淋巴细胞增生反应 并且与自发性IgE抗体特异性

结合. Yotov et al [29]研究表明富含脯氨酸的不同NACA拼

接体可以激活肌球蛋白启动子的转录活性 在调控肌源

性细胞分化时的基因表达发挥重要作用. Moreau et al [30]也

证明NACA能够与c-Jun 蛋白的1-89 位氨基酸结合

并且作为辅激活蛋白NACA可以与非磷酸化和73位丝

氨酸磷酸化的c-Jun 蛋白结合 从而在成骨细胞分化

过程中起到转录调节的作用

       HCBP6的生物学功能目前仍不是很明确 对其反
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式激活作用的研究有助于探索其在细胞分化 信号传

导中的作用. 并对HCV感染慢性化 HCV引起原发性

肝癌的致病机制提供新的研究方向
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Abstract
AIM: To clarify the relationship of splenic ultrasonography
in liver fibrosis and carcinogenesis associated with hepatitis
B, the spontaneous conversion of HBeAg to Anti-HBe and
AFP level.

METHODS: The indexes of spleen ultrasonography of liver
fibrosis along with carcinogenensis related with hepatitis
B, positive rates of HBeAg or Anti-HBe and AFP levels were
compared in different liver fibrosis stages and hepatocellular
carcinoma (HCC) related with hepatitis B.

RESULTS: The lengths of spleen (mm) in stages of liver fibrosis
S1, S2, S3, S4 and HCC with hepatitis B were 104.6±13.1,
108.7±13.6, 110.5±15.4, 123.0±16.8 and 116.9±28.2,
respectively; differences of splenic length between group
S4 and groups S1, S2 or S3 were significant statistically (P <0.05).
The thicknesses of spleen (mm) in groups S1, S2, S3, S4
and HCC were 35.2±6.3, 37.0±7.7, 37.8±9.6, 43.3±10.8
and 40.8±11.2, respectively; difference in splenic thickness
between group S4 and S1 was significant statistically (P <0.05).
The  widths of splenic vein (mm) in groups S1, S2, S3, S4
and HCC were 6.0±1.4, 6.5±1.4, 6.8±1.7, 7.8±1.7 and
6.8±2.6 respectively; there were differences among groups
S4 and S1 or S2 (P <0.05) statistically. The positive rates
of HBeAg were 92 %(23/25), 75.6 %(31/41), 68.8 %(22/32),
51.9 %(14/27) and 13.5 %(5/37); and the positive rates
of anti-HBe were 4 %(1/25), 19.5 %(8/41), 25 %(8/32),
33.3 %(9/27) and 70.3 %(26/37) in group S1, S2, S3, S4

and HCC, respectively;  difference between each two group
among group S1, S2, S3, S4 and HCC was significant
(P <0.05). The AFP levels(µg/L) were 11.0±6.7, 49.4±74.5,
112.1±159.0, 179.3±210.8 and 367.4±617.1 in  group S1,
S2, S3, S4 and HCC, respectively; there were differences
among groups HCC and S1 or S2; S4, S3 or S2 and S1
(P<0.05), statistically.

CONCLUSION: The length and thickness of spleen and width
of splenic vein were increased as the deterioration of severity
of hepatic fibrosis. The length of spleen is more sensitive
in indicating the severity of liver fibrosis. Both AFP level
and splenic size were elevated as the increase rate of
spontaneous conversion from HBeAg to anti-HBe. The risk
of hepatocellular carcinoma associated with hepatitis B
exists in any stages of liver fibrosis.

Ke WM, Lin GL, Ye YN, Lai Q, Li  JG. Correlat ion of splenic
ultrasonography, HBV e system and AFP levels in hepatitis B with
hepatic fibrosis and carcinogenesis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;
11(7):963-965

摘要

目的: 探讨慢性乙型肝炎肝纤维化分期以及癌变时脾脏超声

影像与HBeAg至抗-HBe自发血清转换以及甲胎蛋白水平

的关系.

方法: 对慢性乙型肝炎不同肝纤维化分期以及癌变时脾脏超

声影像指标 HBeAg与抗-HBe的阳性率和甲胎蛋白的水

平进行比较.

结果: 慢性乙型肝炎肝纤维化的不同分期S1 S2 S3 S4

组以及肝细胞癌组(HCC): 脾脏长径(mm)分别为104.6 13.1

108.7 13.6 110.5 15.4 123.0 16.8和116.9 28.2 S4

组与S1 S2或S3组比较存在差异(P <0.042-0.001). 脾脏

厚度(mm)分别为35.2 6.3 37.0 7.7 37.8 9.6

43.3 10.8 和 40.8 11.2 仅 S4组与S1组比较存在差

异(P <0.017). 脾静脉内径(mm)分别为6.0 1.4 6.5 1.4

6.8 1.7 7.8 1.7 和 6.8 2.6 S4 组与 S1 或 S2

组比较存在差异(P <0.05). HBeAg的阳性率分别为92 %

(23/25) 75.6 %(31/41) 68.8 %(22/32) 51.9 %(14/27)

和13.5 %(5/37); 抗-HBe的阳性率分别为4 %(1/25) 19.5 %

(8/41) 25 %(8/32) 33.3 %(9/27)和 70.3 % (26/37);HBeAg

和抗-HBe的阳性率在S1-S4组和HCC组五组之间两两比

较均存在差异(P <0.05). AFP的水平(µg/L)分别为11.0 6.7
49.4 74.5 112.1 159.0 179.3 210.8 和 367.4

617.1; HCC组与S1或S2组比较 S4 S3或S2组与S1组
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比较存在差异(P <0.05).

结论: 随着慢性乙型肝炎肝纤维化从S1至S4的逐渐加重

脾脏的长径 厚度和静脉内径也逐渐增大 其中 以脾脏

的长径间接反映肝纤维化程度更为灵敏. 伴随HBeAg至抗-

HBe自发血清转换率的逐步增加 AFP水平逐渐升高 脾

脏也不断增大. 乙型肝炎不同肝纤维化分期均有发生乙型肝

炎相关肝细胞癌的危险.

柯伟民,林国莉,叶一农,赖箐,李建国. 乙型肝炎肝纤维化及癌变时脾脏超声影

像,HBV e系统及APF水平. 世界华人消化杂志  2003;11(7):963-965
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0   引言

慢性乙型肝炎病毒(HBV)感染造成肝脏炎症 坏死
再生和纤维化病变的持续活动[1-4] 伴随脾脏的逐渐增
大[5] 有时甚至出现癌变[6,7] . 尽管 肝脏病理组织学
检查是评价肝脏病变的金指标 但是 肝活检是一种创
伤性的检查 普遍应用受到限制[8,9]. 故此 有必要弄清
慢性乙型肝炎不同肝纤维化分期以及癌变时脾脏超声
改变与HBeAg至抗-HBe自发血清转换以及APF水平
的关系 进一步阐明脾脏超声改变在慢性乙型肝炎及

其癌变发病机制和临床诊断的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  慢性乙型肝炎组: 125例 男119例 女6例

年龄为 30 8 岁 未用过拉米夫定 干扰素和胸腺

素等抗病毒治疗 并排除重叠甲 丁 丙或戊型肝

炎病毒感染 去除抗病毒治疗[10-14]以及重叠感染[15,16]对

肝脏纤维化分期和AFP水平的影响. 每例均在彩色B型

超声波仪的引导下使用自动活检装置切割活检肝组

织 肝活检标本用40 g/L 甲醛固定 石蜡切片 HE

染色及网状纤维染色 进行肝纤维化分期[17,18]. 乙型肝

炎病原学诊断和肝纤维化分期标准根据文献[19] 进行.

乙型肝炎相关肝细胞癌组: 37 例 男 35 例 女 2例

年龄48 18 岁 也无拉米夫定 干扰素和胸腺素等

抗病毒药物的使用史 HBsAg阳性 经手术获得病理

标本 经病理组织学检查诊断为肝细胞癌.

1.2 方法  血清AFP: 采用放射免疫法测定 试剂盒由

潍达3V公司提供 检测方法按照说明书进行. 血清甲 乙

丙 丁和戊型肝炎病毒标志物: 采用国内或合资厂家的商

品化试剂 用酶联免疫黏附试验方法检测 血清采集与贮

存 检测程序和结果测定按照产品说明书的要求进行. 脾

脏超声检查: 使用BIOSOUD AU4彩色多普勒超声诊断仪

探头3.5MHz测量脾脏的长径 厚度和脾静脉的内径.

         统计学处理  应用统计软件SPSS 10.0版  使用Dunnett

T3方差检验对不同纤维化分期及癌变时脾脏超声改变和

AFP水平进行两两比较; 使用多组之间χ2检验对不同纤维
化分期及癌变时HBV e系统进行两两比较.

2   结果

乙型肝炎肝纤维化及癌变时脾脏超声改变 HBV e系

统及APF水平见表1. 乙型肝炎肝纤维化分期及癌变时

脾脏超声改变 HBV e系统及AFP水平两两比较的统

计学分析结果见表2.

表1  乙型肝炎肝纤维化及癌变时脾脏超声改变,HBV e系统及APF水平

参数       S1(25)                              S2(41)                            S3(32)                             S4(27)                            HCC(37)

脾脏长径(mm) 104.6 13.1 108.7 13.6 110.5 15.4 123.0 16.8 116.9 28.2

脾脏厚度(mm)   35.2 6.3  37.0 7.7   37.8 9.6   43.3 10.8   40.8 11.2

脾静脉内径(mm)    6.0 1.4    6.5 1.4    6.8 1.7    7.8 1.7    6.8 2.6

HBeAg(+)抗 -HBe(-) 92 %(23/25) 75.6 %(31/41)  68.8 %(22/32) 51.9 %(14/27)   13.5 %(5/37)

HBeAg(-)抗 -HBe(-)    4 %(1/25)    4.9 %(2/41)     6.3 %(2/32)  14.8 %(4/27)   16.2 %(6/37)

HBeAg(-)抗 -HBe(+)    4 %(1/25)   19.5%(8/41)      25 %(8/32)  33.3 %(9/27) 70.3 %(26/37)

AFP( g/L)  11.0 6.7   49.4 74.5 112.1 159.0 179.3 210.8 367.4 617.1

表 2  乙型肝炎肝纤维化分期及癌变时脾脏超声改变 HBV e 系统以及AFP水平两两比较

          脾脏长径           脾脏厚度       脾静脉内径 HBeAg(+) 抗 -HBe(-)          HBeAg(-)抗 -HBe(+)               AFP

S1与S2 0.925 0.970 0.827 <0.05 <0.05 0.021

S1与S3 0.731 0.906 0.339 <0.05 <0.05 0.011

S1与S4 0.001 0.017 0.001 <0.05 <0.05 0.003

S1与HCC 0.219 0.125 0.622 <0.05 <0.05 0.008

S2与S3 1.000 1.000 0.984 <0.05 <0.05 0.335

S2与S4 0.005 0.107 0.020 <0.05 <0.05 0.042

S2与HCC 0.675 0.555 0.997 <0.05 <0.05 0.026

S3与S4 0.042 0.363 0.325 <0.05 <0.05 0.844

S3与HCC 0.923 0.914 1.000 <0.05 <0.05 0.152

S4与HCC 0.957 0.991 0.608 <0.05 <0.05 0.581
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3   讨论

部分急性乙型肝炎病变迁延超过6 mo转变为慢性乙型

肝炎 引起肝脏纤维化进展以及门静脉压力的逐渐升

高[20,21] ; 加上肝脏Kupffer细胞对来自门脉系统抗原处理

能力下降促使免疫系统增生 共同导致肝纤维化从S1

至S4逐步发展 脾脏的长径 厚度和脾静脉内径逐渐

增大(见表1). 脾脏的长径在S4与 S1 S2或 S3的比较

均有统计学差异(P <0.042-0.001) 比脾脏的厚度和脾

静脉的内径反映肝纤维化更为敏感. 一般认为 乙型肝

炎肝硬化比慢性乙型肝炎更容易并发肝细胞癌 HBV

可通过基因的整合[22] HBx 反式激活[23,24] 转化生长

因子 或抑癌基因P53的变异[25,26]等机制引起癌变. 但

是 HCC组脾脏的长径 厚度和脾静脉内径均大于S1 S2

和S3组而小于S4组 与S1-S4四组之间比较均无统计差

异 说明乙型肝炎相关HCC的发病启动机制复杂[27,28] 在

慢性乙型肝炎不同分期均有发生HCC的可能.

        肝纤维化从S1组至S4组 再到HCC组 HBeAg

阳性率逐步下降 反而 抗-HBe阳性率逐步升高 AFP

的水平也逐渐升高. 统计学分析(见表2)HBV e系统状态

各组之间的两两比较均存在差异(P <0.05); AFP水平在S1

组与S2 S3 S4或 HCC组 S2与S4或HCC组之间的

比较存在差异(P <0.042-0.003). 本组162例患者均没有拉

米夫定 干扰素和胸腺素等抗病毒药物的使用史 并且

排除重叠甲 丙 丁或戊型肝炎的重叠感染 在机体慢

性免疫清除压力下 HBV前C区出现变异 逐渐出现

HBeAg的自发血清转换 导致HBeAg阳性率逐步下降和

抗-HBe阳性率逐步升高 伴随肝脏的炎症 坏死 再

生和纤维生成的累积 造成脾脏进行性增大 APF水平逐

步升高 肝纤维化不断发展 有时甚至发生癌变.
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Abstract
AIM: To study the expression of HLA-I/antigen peptide complex
on HepG2 cells transfected with HBV (adr) wild type and
nucleocapsid protein mutants.

METHODS: The site-directed mutation was performed to
introduce nucleocapsid protein point mutations V60 and
L97 into 1.2 copies of HBV genome plasmid p3.8 . After
identification of DNA sequence and biological activities, the
plasmid p3.8  and mutant plasmid constructs were
subcloned respectively into EB virus based vector EBO-plpp
for stable expression. The vector constructed EBO-wild type,
EBO-V60, and EBO-L97 were analyzed by restriction en-
zyme digestion and DNA sequenceing, then transfected
into HepG2 cells via the liposome technique, respectively.
HBV antigen in their culture supernatants was quantified
by Abbott kits. The cells were stained with murine mono-
clonal antibody anti-HLA-ABC conjugated directly to FITC,
and expression of HLA-I on their membrane was analyzed
by flow-cytometry.

RESULTS: Restriction enzyme digestion of 3 vector constructs
showed two bands similar to HBV 1.2 copies genome and
EBO vector, respectively. Analysis of DNA sequence confirmed
the mutated nucleotides of EBO-V60 and EBO-L97 (i.e
nt2078 C G, nt2189 A C). The expression of HBeAg
S/CO in culture supernatant of EBO-wild type was much
higher than that of mutant EBO-V60 and EBO-L97, while the
expression of HBsAg S/N in three constructs had similar
level, indicating similar transfecting rate in this experiment.

The expression of HLA-I on HepG2 cells transfected with
EBO empty vector was at low level. Fluorescence intensity
of HLA-I expression of transfected cells was elevated by
EBO-wild type (18.2), while that of L97 was increased to
34.5 and V60 declined to 3.4.

CONCLUSION: HBV might enhance the expression of HLA-
I/antigen peptide complex on HepG2 cells. Hot-spot muta-
tions of HBV nucleocapsid protein L97 and V60 could influ-
ence the expression level of HLA-I on host cells.

Chen WH, He HT, Zhang MX, Liu ZH, Zhou YX. Expression of HLA-I on
HepG2 cells by hepatitis B virus nucleocapsid mutants. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(7):966-969

摘要

目的: 研究HBV adr亚型野生株和核壳蛋白变异株在HepG2
细胞表面的HLA-I/抗原肽复合物的表达.

方法: 通过定点突变技术将1.2拷贝HBV野生型质粒p3.8

构建成核壳蛋白变异株V60和L97. 经序列测定和生物学活

性检测后 野生株和变异株重组质粒分别亚克隆入EB病毒

表达载体EBO-plpp以稳定表达. 重组载体EBO-野生株

EBO-V60和EBO-L97分别作内切酶双酶切和序列测定鉴

定 再用脂质体介导转染HepG2细胞 ELISA(Abbott)试

剂盒定量检测各株培养上清HBV抗原 转染细胞用FITC

标记的鼠抗HLA-ABC单抗染色 流式细胞术分析细胞表

面HLA-I表达.

结果: 3株重组载体经内切酶消化 电泳后显示2条区带

分别与1.2拷贝HBV基因组和EBO载体大小相同. 测序结

果证实EBO-V60 和 EBO-L97 分别在 nt2078 C G 和

nt2189 A C 保持原定点突变. EBO-野生株的培养上

清HBeAg 定量 S/CO值明显高于变异株V60和L97 3株

HBsAg 定量 S/N值接近  HBsAg表达相近表明实验的转染

效率相当. EBO空载体转染的HepG2细胞HLA-I轻微表达

3株重组载体转染细胞HLA-I的荧光强度不同 野生株增强

为18.2 L97 明显升高至34.5 而V60 降低至3.4.

结论: HBV能增强HepG2 细胞表面HLA-I/抗原肽复合物的

表达 核壳蛋白热点变异V60和L97可使宿主细胞HLA-I

表达发生变化.
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0   引言

细胞表面的人类白细胞抗原(human leukocyte antigen

HLA)是激发并调节机体T细胞免疫应答的关键分子

HLA 与HBV的感染 病毒诱导的免疫应答和免疫病

理的相关性已受到广泛关注[1-9]. HBV C基因编码的核壳

蛋白是免疫应答的主要靶抗原 免疫效应细胞CTL通

过TCR识别并结合HLA-I/病毒肽复合物实施细胞毒作

用. 慢性感染者的HBV C基因长期处于免疫选择压力下常

发生聚集性变异 其中AA97的点突变占错义变异45 %

以上[10-12]. 我国HBV主要流行亚型adr型的 基因变异

中以AA97的异亮氨酸ATC 亮氨酸CTC(L97)为最常

见 AA60亮氨酸CTG 缬氨酸GTG(V60)为另一热点

变异. 我们构建HBV(adr)全基因野生株及L97 V60变

异株EBO真核表达载体 体外实验分析各株诱导HepG2
细胞表面HLA-I/ 抗原肽复合物表达的特性 探讨核

壳蛋白热点变异对HLA-I表达的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  含 1.2拷贝HBV adr 亚型基因组质粒p3.8

由中国科学院生物化学研究所汪垣教授惠赠 为野生

株3.2 kb基因组3 端重叠587 bp(nt1 402-1 987)片段

插入pBS+的重组质粒. EB病毒稳定真核表达载体EBO-

plpp由美国Scripps研究所Francis V. Chisari 博士惠赠.

根据Gan et al (Zhongguo Kexue B Gi  1986;1:55-65)报道的

我国HBV adr核苷酸序列设计PCR引物(表 1).

表1  PCR引物核苷酸序列

引物     序列(5 3 )

L97点突变引物             L1      GGCCTAAAACTCAGACAACTA

           L2        TAGTTGTCTGAGTTTTAGGCC

V60点突变引物            V1       AGGCAAGCTATTGTGTGTTGGGGTG

           V2       CACCCCAACACACAATAGCTTGCCT

测序引物         Pee2       GCGGGTACCCTAACATTGAGATTCCCG

亚克隆引物            P1       GCTGTCGACCGCTTGATGCCT

       Sal 
           P2       CCTTCTCGGTACCGGGGATCTA

              Kpn 

1.2 方法  p3.8 变异株重组质粒的构建采用Quik ChangTM

定点突变试剂盒(Stratagene) 以质粒p3.8 DNA为模

板 分别加入L97及V60点突变引物L1 L2及V1 V2
进行定点突变 构建成p3.8 L97和 p3.8 V60重组

质粒. 变异株重组质粒用Pee2引物扩增后进行全自动测

序(上海基康生物公司). 将 p3.8 野生株(WT)及变异株

重组质粒以脂质体(Gibco)介导分别转染HepG2细胞

用含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液(Gibco)培养

96 h 收集细胞和培养上清 用Southern印迹杂交(HBV

地高辛标记探针)分析细胞内HBV  DNA的复制 ELISA

法测定上清中HBV抗原 以检测其生物活性. EBO-野

生株及变异株重组载体的亚克隆构建以 p3.8 WT

p3.8 L97及 p3.8 V60质粒DNA为模板 各自加入

5 端带 Sal I及Kpn I酶切位点的引物P1及P2 用Z-Taq

DNA聚合酶(TaKaRa)进行PCR扩增 各株PCR产物及

EBO-plpp载体分别用 Sal I 及 Kpn I(Promega)双酶切

电泳后凝胶回收 用T4DNA连接酶(Promega)在16 连

接过夜 转化感受态细菌XL-1 筛选阳性克隆. 各株重

组载体阳性克隆用 Sal I 及Kpn I 双酶切 进行凝胶电

泳. 以 Pee2引物PCR扩增各株阳性克隆 再次作自动

化测序(上海基康生物公司). 将 EBO-WT EBO-L97

EBO-V60重组载体及EBO空载体DNA各 2 µg 经脂
质体10 µL介导转染HepG2细胞 用潮霉素200 mg/L
筛选 每2 d定量更换培养液 建立各株稳定表达的细

胞. 转染实验重复进行3次. 用ELISA(Abbott)试剂盒测定

各株细胞培养上清中HBsAg和HBeAg的含量 分别以S/

N值和S/CO值表示. 收集各株转染的HepG2细胞2 106

个 以FITC 标记的鼠抗HLA-ABC单克隆抗体(Phar

Mingen)室温避光染色30 min PBS洗 2次 40 mL/L

多聚甲醛固定 以未转染的HepG2细胞作阴性对照 用

流式细胞仪检测 分析5×104个细胞的荧光强度.

2   结果

2.1 p3.8 变异株重组质粒序列测定及生物活性检测  变

异株质粒DNA测序结果 p3.8 L97的nt2189 A C

p3.8 V60的 nt 2 078 C G 证实定点突变. p3.8

变异株及p3.8 野生株转染细胞的Southern印迹杂交

显示在3.8 kb处呈现一明显杂交带 符合目的基因组大

小 表明所构建的重组质粒均能在细胞内复制 细胞培

养上清中均测出HBsAg和HBeAg 有HBV抗原表达.

2.2 EBO重组载体的酶切鉴定及序列测定  所构建的

EBO-WT EBO-97及EBO-V60重组载体DNA各经 Sal I

及Kpn I 内切酶双酶切 电泳后均出现二条区带 分

别与HBV 目的基因组及 EBO 表达载体的大小相符.

EBO-L97及EBO-V60 DNA测序结果显示均保持原定

的点突变.

2.3 EBO重组载体转染细胞培养上清HBsAg和HBeAg

定量检测  3次转染实验的细胞培养上清中HBV抗原平

均含量 3株表达的HBeAg S/CO值不同 EBO-L97及

EBO-V60均明显低于EBO-WT 3株上清的HBsAg S/

N 值接近 表达水平相似(表 2).

表2  转染细胞培养上清HBV抗原含量

HBV抗原 EBO-WT EBO-L97 EBO-V60

HBsAg(S/N) 4.34 3.96 4.18

HBeAg(S/CO) 3.30 0.98 1.52

HBsAg 含量S/N参考值<2.00 HBeAg含量S/CO参考值<1.00.

2.4 宿主细胞表面HLA-I表达  流式细胞术分析测定3

批转染实验的HepG2细胞. 未转染的及EBO空载体转染

陈伟红, 等. 乙型肝炎病毒核壳蛋白变异株在HepG2细胞的HLA- I表达                                                       967



的HepG2细胞表面的HLA-I为轻微表达 其荧光强度

为1.8和2.2. 3株重组载体转染细胞的HLA-I表达水平

各不相同 野生株的HLA-I荧光强度增强为18.2 L97

变异株升高至34.5 而V60变异株表达的荧光强度仅为

3.4 (图 1).

A: 空白未转染; B: EBO空载体转染;
C: EBO-WT转染; D: EBO-L97转染; E: EBO-V60转染
图1  流式细胞仪对HepG2细胞表面HLA-I表达的检测.

3   讨论

HBV并非直接导致肝细胞病变 而是其编码蛋白与机

体免疫应答相互作用后 引起肝组织发生免疫病理损

伤 同时抑制和清除细胞内外病毒 在免疫应答过程

中HLA-I类分子限制的特异性CD8+ T细胞的细胞毒作

用十分重要[13-18]. 正常肝细胞表面不表达或仅微量表达

HLA-I 类分子. 研究已表明HBV 感染者肝细胞膜上

HLA-I表达强度与肝组织病变活动性及损伤程度往往

呈正相关 急性重型肝炎患者为强表达 慢性感染者

在免疫耐受期为弱表达 免疫激活期HLA-I 表达增

强 肝组织炎症活动 部分病毒被清除[4,6,19]. 机体内细

胞膜上HLA-I的表达受到病毒及免疫细胞激活后产生

的细胞因子及其他诸多方面的诱导和调节[20,21] 建立

细胞模型可探讨病毒本身与宿主细胞间的相互作用. 由

于HBV基因组结构复杂 编码基因相互重叠 基因内

部有调节序列[10,22,23] 单一基因片段的体外表达有局限

性 用全基因重组质粒转染细胞更接近病毒在体内的

复制 表达 加工和分泌情况. 我们用HBV adr亚型野

生株含1.2拷贝基因组质粒p3.8 对核壳蛋白热点变

异97位氨基酸及60位氨基酸分别进行定点突变 再双

酶切定向亚克隆入EB病毒真核表达载体EBO-plpp 能

在转染的HepG2细胞中稳定表达 HepG2细胞的HLA

抗原型别以HLA-A2为主 HLA-A2在亚洲人群中携带

频率最高 因而本实验采用了较合理的细胞模型[24-26]

进行核壳蛋白密码子点突变的HLA-I表达的研究. 实验

结果显示 HBV野生株重组载体EBO-WT较EBO-plpp

空白载体转染和未转染的HepG2细胞表面HLA-I表达

明显增强 与国外(Zhou et al 1990  Takehara et al 1992)

体外表达的研究结果相同 初步表明HBV病毒自身可

增强细胞膜上HLA-I 表达. 其他病毒可上调感染细胞

HLA-I表达的实验研究报道也不少 如黄热病病毒家

族 呼吸道合胞病毒 单纯疱疹病毒 人副流感病

毒3型等[27-31].

       EBO-WT  EBO-L97及EBO-V60重组载体转染

HepG2细胞稳定传代后 培养上清中HBV抗原定量检

测结果 3株表达HBeAg的水平不同 L97及V60变异

株的HBeAg S/CO值明显较野生株为低 3株的HBsAg

S/N 值接近 HBsAg 表达水平相近 表明重组载体转

染率及检测结果相当 因而其转染细胞膜上HLA-I 表

达分析有一定可比性. 流式细胞术分析 3 株宿主细胞

HLA-I表达 L97变异株HLA-I荧光强度高于野生株

而V60变异株表达强度低于野生株 表明HBV核壳蛋

白单个错义点突变可使宿主细胞表面HLA-I表达发生

差异. Yuan et al [32-34]用HBV adr亚型双拷贝基因组的核

壳蛋白变异株做体外实验 发现L97(I97L)及V60(L60V)

变异在HepG2细胞内的复制水平与野生株相近 但L97

分泌未成熟的(含 ssDNA)Dane颗粒 且颗粒数量明显增

加 V60则分泌成熟的Dane颗粒 其量下降3-6倍 充

分说明HBV核壳蛋白上述密码子错义突变能引起病毒

的表达 加工 分泌等生物学功能的变化. 我国HBV感

染率高[35-40] 关于HBV转染细胞中内源性细胞因子对
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HLA I表达的影响以及核壳蛋白L97及V60变异导致

宿主细胞HLA-I表达变化的机制 均有待深入研究探讨.
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Abstract
AIM: To investigate effects and mechanism of tetrandrine
(Tet) and glycyrrhizinic acid(Glz) in combination on metabolism
of  extracellular matrix in hepatic fibrotic rats induced by
carbon tetrachloride.

METHODS: The hepatic fibrosis model rats induced with
carbon tetrachloride were grouped randomly into 5 mg/kg,
10 mg/kg, 20 mg/kg Tet, 5 mg/kgTet+50 mg/kgGlz,
10 mg/kgTet+50 mg/kgGlz, 20 mg/kgTet+50 mg/kgGlz and
50 mg/kgGlz groups. Rats in experimental groups were admin-
istrated with Tet and or Glz by gavage or peritoneal injection
every day. Serum levels of HA, LN, and PIIIP were detected with
radioimmunoassay. Histopathological change was examined with
VG staining and observed under light-microscope. mRNA of col-
lagen type I and  III were evaluated by RT-PCR.

RESULTS: In comparison with model group, Tet and Glz in
combination could markedly decrease serum levels of HA,
LN and PIIIP(121.8±9.5 vs 58.4±7.6, 85.7±12.1 vs 46.2±7.3,
35.9±3.5 vs 23.5±2.9; P <0.05), and suppress the expressions of
type I, III procollagen mRNA(0.53 ± 0.07 vs 0.26 ± 0.09,
0.47 ± 0.05 vs 0.21 ± 0.07; P <0.05), and reduce deposition
of extracellular matrix. Compared with Tet (10mg/kg)only
group, Tet with Glz in combination could markedly reduced
the serum levels of HA, LN and PIIIP(69.2±11.1 vs 58.4±7.6;

52.3±6.7 vs 46.2±7.3; 29.9±3.2 vs 23.5±2.9; P <0.05),
and inhibit the expression of type I, III procollagen mRNA
(0.33 ± 0.06 vs 0.26 ± 0.09, 0.29 ± 0.04 vs 0.21 ± 0.07; P <0.05).

CONCLUSION: Tet and Glz in combination could inhibit
expression and deposition of extracellular matrix in fibrotic
rats more significantly than either Tet or Glz.

Wang ZR, Chen XM, Li DG, Wei HS, Huang X, Zhan YT, Lu HM.
Suppression of expression extracellular matrix in hepatic fibrosis rat
with tetrandrine and glycyrrhizinic acid. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(7):970-974

摘要

目的: 观察联合应用粉防己碱(Tet)与甘草酸Glz)对实验性肝

纤维化大鼠细胞外基质代谢的影响 并探讨其作用机制.

方法: 将四氯化碳诱导的Sprague-Dawely大鼠肝纤维化动物

模型随机分为模型对照组 5 mg/kg体重Tet组 10 mg/kg体

重Tet 组 20 mg/kg 体重Tet 组 5 mgTet+50 mgGlz 组

10 mgTet+50 mgGlz组 20 mgTet+50 mg Glz组及50 mg/kg

体重Glz组. 分别给予不同剂量Tet剂量和/或Glz灌胃和/

或腹腔注射 对照组给予相应溶媒等干预. 用放射免疫

法 VG染色法和 RT-PCR法检测血清透明质酸 层粘连

蛋白和III型前胶原肽含量及组织病理学变化和I III型前

胶原mRNA表达.

结果:与模型组比较 联合应用Tet 与 Glz 能够降低血清

HA LN及PIIIP水平(121.8 9.5 vs 58.4 7.6, 85.7

12.1 vs  46.2 7.3, 35.9 3.5 vs 23.5 2.9; P <0.05); 减

轻肝组织细胞外基质沉积(P <0.05); 较单独应用Tet效果更

显著(69.2 11.1 vs  58.4 7.6; 52.3 6.7 vs 46.2 7.3;

29.9 3.2 vs 23.5 2.9; P  <0.05). 与模型组比较 联合应

用Tet与Glz能够显著抑制纤维化大鼠肝组织I III型前胶

原mRNA表达(0.53 0.07 vs 0.26 0.09  0.47 0.05 vs

0.21 0.07; P  <0.05); 较单独应用Tet效果更显著(0.33

0.06 vs 0.26 0.09  0.29 0.04 vs 0.21 0.07; P  <0.05).

结论: 联合应用Tet与Glz较单独用药更显著的抑制肝纤维

化细胞外基质合成 有望将二种药物制成复方以提高抗肝

纤维化疗效.

王志荣,陈锡美,李定国,魏红山,黄新,展玉涛,陆汉明. 联合应用粉防己碱与甘
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0   引言

细胞外基质(extracellular matrix  ECM)合成过多 降

解减少而沉积于组织间隙是肝纤维化发生发展的基本

病理过程 调节ECM代谢是防治肝纤维化的关键. 迄今

为止尚无特效药物能够完全阻断慢性肝病肝脏ECM过多

表达与沉积[1,2]. 既往研究资料表明粉防己碱(tetrandrine

Tet)具有保护肝细胞 抗炎 抗氧化 阻断Ca2+通道

及抗肝纤维化作用[3] ; 但由于Tet的中毒剂量与有效剂量

较为接近而影响其临床推广应用. 甘草酸(glycyrrhizinic

acid Glz)具有保护细胞膜 清除自由基 调节免疫

及抗肝纤维化功能[4,5]. 为了达到提高疗效 减少毒副反

应的目的 本研究探讨了联合应用Tet与Glz对实验性

肝纤维化大鼠肝脏ECM代谢的影响 并探讨其机制.

1   材料和方法

1.1 材料  实验动物 Sprague-Dawely 大鼠 体重为

200 10 g 清洁级 购自中国科学院上海实验动物中

心. 普通饲料喂养 自由饮水及进食. 四氯化碳为上海

长江化工厂产品.  Tet粉剂为浙江金华第三制药厂产品.

Glz(由江苏正大天晴制药有限公司产品提供). 透明质酸

(hyaluronic acid HA) 层粘连蛋白(laminin LN)及

III型前胶原肽(procollagen type III peptide PIIIP)测定

试剂盒购自海军上海医学研究所产品. RNA抽提试剂盒

(TRIzol Reagent) 和DNA Marker(7zf(+)DNA/HaeIII): 华舜生

物工程公司产品. 逆转录试剂盒(AccuPowerTM RTPreMix): 赛

百盛公司公司产品. Taq DNA聚合酶 随机引物  dNTP

及10× Reaction Buffer: 上海生工生物工程有限公司产品.
I 型 III 型前胶原及磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldhyde

phosphate dehydrogenase GAPDH)基因引物序列为I型

前胶原: Sense 5 -CCTGGCAAGAACGGAGATGA T-3

Antisense 5 -ACCGAC AGCACCATCGTTACC-3

III型前胶原: Sense 5 TGGCCAACCAGGAG AGAA GG 3

Ant i sense  5 ATCCGTCTCGACGTGGCTGA3

GAPDH: Sense 5 CATG GTCTACACGTTCCAGT3

Antisense 5 GGCTAAGCAGTTGG TGGTGC 3 由

生工公司合成.

1.2 方法  动物模型的建立: 按照0.3 ml/100 g 体重剂量

於大鼠腹股沟或背部皮下注射40  CCl4溶液 首次

剂量加倍 以后每3 d给药 1次 共 6 wk. 动物分组

及处理: 81只  Sprague-Dawely大鼠随机分为9组: I组:模

型组; II组: 5 mg/kg体重Tet组; III组: 10 mg/kg体重Tet; IV

组: 20 mg/kg体重Tet组; V组: 5 mg/kg体重Tet +50 mg/kg体

重Glz组; VI组:10 mg/kg体重Tet +50 mg/kg体重Glz组;VII

组: 20 mg/kg体重Tet +50 mg/kg体Glz组; VIII组: 50 mg/kg体

重Glz组; IX组: 正常组. 模型对照组给予相应剂量CCl4
皮下注射 各剂量Tet 干预组及各联合干预组同时给

予相应剂量的Tet混悬液灌胃 1次 /d; Glz干预组及各

联合干预组给予相应剂量Glz注射液腹腔注射 1次 /d;

其余各组给予相同体积溶媒皮下或腹腔注射和 / 或灌

胃 共42 d. 最后 1次给药24 h 后处死动物 取血清

和肝组织标本 置 80 冰箱中保存待测. 并取部分

肝组织用10 %中性甲醛固定 用于组织病理学检测.

采用放射免疫法检测血清HA LN 及 PIIIP 含量 具

体步骤分别按试剂盒说明书进行.

        用van Gieson苦味酸酸性复红染色法检测肝纤维化

组织病理学 参照有关文献[6] 进行肝纤维化程度计分.

        RT-PCR法检测I型和III型前胶原mRNA表达 采

用异硫氰酸胍一步法 按试剂盒说明书操作 提取大

鼠肝组织总RNA 后. 按逆转录试剂盒说明逆转录成

cDNA. 采用体积为25 ml的PCR反应体系进行扩增 在

0.5 ml薄壁反应管内依次加入: (1) H2O 14 µl; (2) 10×Re-
action Buffer 2.5 µl; (3) dNTP(2 mM) 1 µl; (4) MgCl2 (25 mM)
1 µl;(5) Sense primer (10 pmol) 2 µl; (6)Antisense primer (10
pmol) 2 µl; (7) TaqDNApolymerase (2.5 u) 0.5 µl; (8)逆转录
产物 2 µl. 置PCR仪中进行扩增. I型前胶原mRNA 扩增
条件为: 94 3 min; 94  30 s 51.5  30 s 72  1 min

共30个循环; 72  5 min. 扩增片断长度为698 bp. III前胶

原mRNA扩增条件为: 94  3 min; 94  30 s 55  30 s

72 1 min 共30个循环; 72  5 min. 扩增片断长度为

487 bp. GAPDH mRNA扩增条件为: 94  3 min; 94  30 s

51.5  30 s 72  1 min 共30个循环; 72  5 min. 扩增

片断长度为349 bp. PCR产物经2 琼脂糖凝胶 25 mV

50 mA条件下电泳. 电泳结果经Fluors-Multimager扫描仪

扫描成像. 用Multi-Analyst software package 进行PCR产

物半定量. I 型 III 型前胶原mRNA相对含量用 I型

III型前胶原mRNA相对含量用I型 III 型前胶原吸光

度 ×面积与GAPDH吸光度 ×面积之比值表示.
        统计学处理  计量资料用 sx ± 表示 经SAS统计
分析软件包进行ANOVA及Ridit分析.

2   结果

2.1 各组动物血清HA LN及PIIIP 含量变化  各组动

物血清HA LN及PIIIP水平见表1 I组动物血清HA

LN及PIIIP浓度均显著高于IX组(P < 0.001). III组 IV

组 VI组及VII组血清LN 含量显著低于I组(P <0.05)

VI组及VII组最为明显; II 组 V组及VIII组动物血清

LN无明显降低(P >0.05). III 组 V VI VII组及VIII

组动物血清PIIIP含量均低于I组 (P <0.05 ) VI组效果最

优; II组和IV动物血清PIIIP含量与II无差异(P  >0.05). III组

IV组 V组 VI组 VII组及 VIII组动物血清HA含量均

显著低于I组(P <0.05) VI组和VII组血清HA浓度最低

两组间无差异(P >0.05); II组与I组比较无显著降低(P >0.05).

结果提示除5 mg/kg体重组外 各药物干预组均能不同程

度地降低肝纤维化大鼠血清HA LN及PIIIP含量 10 mg/kg

体重或20 mg/kg体重Tet与Glz联合应用效果更好.

2.2 肝组织病理学变化  各组动物肝组织病理学变化见表2

及组织学照片(图1-9). 结果显示I组大鼠肝组织中可见明

显的肝细胞脂肪变性 坏死及炎性细胞浸润; 汇管区胶原
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纤维沉积 纤维结缔组织自汇管区呈放射状扩展 向小

叶周围延伸; 部分中央静脉区纤维结缔组织沉积增多; 有典型

的假小叶形成; 肝纤维化积分显著高于IX组(图1 2). III组

IV组 V组 VI组 VII组及VIII组大鼠肝组织中肝细胞变

性坏死明显减轻 纤维结缔组织沉积减少 纤维间隔及假

小叶形成率明显低于I组 VI组疗效最为显著(图4-9); II组

与 I组差异不显著(图2 3). 提示 10 mg/kg 体重 Tet

20 mg/kg体重Tet 50 mg/kg体重Glz单独运用 或不同剂量

Tet与Glz联合应用能够显著减轻肝纤维化组织病理学变化.

2.3 各组动物肝组织I型和III型前胶原mRNA表达  各

组动物肝组织I型及III型前胶原mRNA相对含量见表3

及(图10 11). I 组大鼠肝组织I型及III型前胶原mRNA

相对含量显著高于 IX组(P <0.001); III 组 IV V组

VI组 VII组及VIII组动物肝组织I型和III型胶原mRNA

含量显著低于I组(P <0.05); VI组动物肝组织I型和 III

型胶原mRNA含量低于Tet及Glz单独用药组. II组与 I

组比较无显著差异(P  >0.05).

图1  IX组肝组织,VG染色 ×200.

图 2  I组肝组织,VG染色 ×100.

图 3  II 组肝组织,VG染色 ×100.

图 4  III 组肝组织,VG染色 ×200.  图 5  IV组肝组织,VG染色 ×100.
图 6  VI 组肝组织,VG染色 ×200.  图 7  V组肝组织,VG染色 ×200.
图 8  VII 组肝组织,VG染色 ×200.  图 9  VIII 组肝组织 VG染色 ×200.
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图10  各组动物肝组织I型前胶原mRNA电泳条带.

图11  各组动物肝组织III 型前胶原mRNA电泳条带.

表1  各组动物血清LN PIIIP 及HA含量比较( sx ± )

n Ln(µg/L) PIIIP(ng/L) HA(ng/L)

I 组 8 85.7 12.1a 35.9 3.5a 121.8 9.5a

II 组 9 78.2 7.9 33.7 2.6 110.3 13.4

III 组 8 52.3 6.7b 29.9 3.2b   69.2 11.1b

IV组 9 61.3 8.4b 32.3 3.3   78.5 8.6b

V组 8 69.3 7.5 31.0 3.3b   94.7 18.4b

VI组 8 46.2 7.3bc 23.5 2.9bc   58.4 7.6bc

VII 组 9 48.1 3.4b 30.8 3.4b   65.8 7.2b

VIII 组 8 71.7 6.5 30.4 3.4b   89.1 16.8b

IX组 9 37.1 6.3 15.6 2.8   33.1 3.7

aP <0.001 vs IX组比较, bP <0.05 or 0.01 vs I组比较, cP <0.05 vs III组比较.

表2  各组动物肝组织纤维化病理分级比较

     病理分级

n

0 1 2 3 4

I 组 a 8 0 0 1 3 4

II 组 9 0 1 2 3 3

III 组 b 8 1 2 3 1 1

IV组 b 9 1 3 2 2 1

V组b 8 0 3 3 1 1

VI组 b 8 1 4 2 1 0

VII组 b 9 1 2 3 2 1

VIII 组 b 8 0 2 3 2 1

IX组 9 8 0 0 0 0

aP <0.001 vs IX组比较, bP <0.05 or 0.01 vs I 组比较.

表3  各组动物肝组织I型和 III 型前胶原 mRNA表达的比较( sx ± )

n I 型前胶原 III 型前胶原

I 组 8 0.53 0.07a 0.47 0.05a

II 组 9 0.51 0.07 0.48 0.09

III 组 8 0.33 0.06b 0.29 0.04b

IV组 9 0.39 0.04b 0.37 0.3b

V组 8 0.35 0.07b 0.31 0.07b

VI组 8 0.26 0.09b 0.21 0.07b

VII 组 9 0.31 0.09b 0.28 0.08b

VIII 组 8 0.36 0.08b 0.32 0.05b

IX组 9 0.11 0.03 0.09 0.05

aP<0.001 vs IX组比较, bP <0.05 or 0.01 vs I 组比较.

3   讨论

肝脏ECM由胶原 糖蛋白及蛋白聚糖成分组成 主要

包括HA LN 和 I III IV 型胶原等. 生理状况下

肝组织ECM含量相对较少 具有维持组织正常生理结

构和内环境稳定的作用[6,7].  肝纤维化时 HSC 分泌 I

型 III 型及 IV 型胶原 HA LN 及纤维连接素等增

加; 同时由于窦周毛细血管化 内皮细胞功能障碍等因

素使得ECM降解减少 血循环中HA LN及 PIIIP 含

量升高. I 型及 III 型胶原 HA 及 LN 合成增多 降解

相对减少而沉积于细胞间隙[8-10]. 组织病理学检查可见肝

细胞变性坏死的同时小叶间 汇管区扩大 汇管区胶

原纤维沉积 纤维结缔组织增生明显并自汇管区呈放

射状扩展 向小叶周围延伸; 部分中央静脉区纤维结缔

组织沉积增多; 典型的假小叶形成时即可诊断为肝硬化. 本

研究表明模型组动物肝组织病理改变与上述文献[11,12]报

道一致. 我们发现单独应用10 mg/kg体重 20 mg/kg 体

重Tet 或 50 mg/kg体重Glz 或不同剂量Tet 与Glz联合

应用均能不同程度地降低纤维化大鼠血清HA LN 及

PIIIP水平 以10 mg/kg 20 mg/kg体重Tet联合Glz治

疗组效果最为显著. 给予10 mg/kg体重 20 mg/kg 体重

Tet 可显著降低实验性肝纤维化大鼠肝组织汇管区及中

央静脉区结缔组织沉积 与有关资料报道[13]相似. 给予

50 mg/kg体重Glz可显著减轻肝纤维化程度. 我们还发现

各剂量Tet联合Glz应用可显著减少ECM的沉积 肝纤维

化组织病理学积分较各单独用药组显著降低 以10 mg/kg

体重Tet联合Glz组效果最为显著. 表明Tet与Glz在抑制

HSC 激活 增生转化及ECM合成 促进ECM降解等

方面有协同效应.

        从基因转录水平检测肝组织或HSC I型和III型前胶

原表达调控是研究肝纤维化发生机制 探讨抗肝纤维化

药物作用机制的重要手段. 研究资料[14]表明连续给予皮下

注射CCl4 或胆管结扎诱导大鼠肝纤维化 肝组织 I型

及 III型胶原mRNA表达水平上调5-10倍. 本实验结果

显示正常组动物肝组织I型和III型前胶原mRNA表达很

弱 而模型组肝组织 I型和 III 型前胶原mRNA表达显

王志荣, 等. 联合应用粉防己碱与甘草酸抑制肝纤维化大鼠细胞外基质表达                                                         973
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著增强; 10 mg/kg体重和20 mg/kg体重Tet及50 mg/kg体

重Glz能够显著抑制I型和III型前胶原mRNA表达 表

明二种药物可在转录水平抑制胶原蛋白合成 联合应

用Tet与Glz能够更加显著地抑制肝纤维化大鼠肝组织I

型和 III 型前胶原mRNA的表达 10 mg/kg体重Tet 与

Glz 联合组效果最为显著 与病理组织学结果相吻合.

其诱导I型和 III型前胶原mRNA表达下调的机制为 (1)

Tet 和Glz 分别能够抑制HSC增生 HSC细胞总数目及

转化为肌成纤维样母细胞数目减少 [15,16] 故组织mRNA

含量下降; (2)Tet 和 Glz 还能通过抑制脂质过氧化反应

廓清自由基 减少 TGFβ 1 PDGF TNFα 等细胞因
子及其受体表达 阻断Ca2+ PKC及 IP-3K  MAPK

JNKs等细胞内信号传导通路 下调NFκB结合活性[17-19]

从而在转录水平或转录上游水平减少I型和III型前胶原

mRNA生成.

        本研究结果提示联合应用Tet和Glz单独应用均能有

效地抑制ECM表达与沉积 两种药物联合应用疗效显

著优于单独应用Tet及Glz. 这种协同效应可能与Glz保护

肝细胞 降低Tet 的细胞毒等作用有关. 联合用药可为

防治肝纤维化提供新的途径
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Abstract
AIM: To study the protective effects of Rhodiola schalinensis
A Bor on CCl4-induced liver fibrosis.

METHODS: Male SD rats were divided into 3 groups: normal
(N), Rhodiola sachalinesis A Bor(R) and model(M) group.
The M and R group were given 300 ml/L CCl4(3ml/kg, 2
times/week) for 15 weeks and Rhodiola sachalinesis A Bor
(0.5g/kg, p.o.,daily for 15 weeks) was administered to rats
of R group. Histopathological changes were examined. The
changes of hepatic content of hydroxyproline and expression
of α1( )mRNA were observed.

RESULTS: Rhodiola sachalinesis A Bor decreased the hepatic
content of hydroxyproline (657±74 µg/g vs 1 257±98 µg/g,
P <0.05) and severity of hepatic fibrosis, improved the
liver histopathological changes and inhibited the expression
of α1( ) mRNA and decreased the level of HA, C , PC

 and TGFβ1 (164±46 µg/L, 97±15 µg/L, 289±76 µg/L,
60±20 mg/L vs 265±98 µg/L, 160±30 µg/L, 456±113 µg/L,
89±23 mg/L.  P <0.05, P <0.01).

CONCLUSION: Rhodiola sachalinesis A Bor is effective in
protecting against CCl4-induced liver fibrosis in rats, its
machenisms   appear to be associated with the inhibition

of collagen production and protection of hepatic cells.

Zeng WZ, Wu XL, Jiang MD, Deng GY, Chen XB, Zhang Y, Qin JP, Xu H.
Protective effects of Rhodiola sachalinesis A Bor on CCl4-induced liver
fibrosis in rats.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):975-978

摘要

目的: 探讨复方红景天对四氯化碳(CCl4)诱导的肝纤维化大

鼠模型胶原代谢的干预作用.

方法: 用CCl4皮下注射法诱导SD大鼠肝纤维化模型 同

时给予复方红景天口服 观察肝组织病理变化 羟脯氨酸

(Hyp)含量 型前胶原( 1( ))mRNA 表达 及血清

HA C PC TGFβ1 变化情况.

结果: 口服复方红景天可改善肝组织病理变化 减少Hyp

含量(657 74 µg/g  vs 1 257 98 µg/g  P <0.05)及 型
前胶原 1( )mRNA表达(85.7 % vs 96.7 % P <0.05) 降

低血清HA C PC TGF 1的水平(164 46 µg/L
97 15 µg/L  289 76 µg/L  60 20 mg/L vs 265
98 µg/L  160 30 µg/L  456 113 µg/L  89 23 mg/L.
P <0.05  P <0.01).

结论: 复方红景天可有效保护CCl4诱导的大鼠肝纤维化

其作用机制可能与抑制肝脏胶原纤维合成 保护肝细胞等

有关.

曾维政,吴晓玲,蒋明德,邓桂英,陈晓斌,张勇,秦建平,徐辉. 复方红景天干预肝

纤维化大鼠胶原代谢. 世界华人消化杂志  2003;11(7):975-978

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/975.asp

0   引言

肝纤维化是许多肝脏疾病的中间发展环节[1-5] 最终会

发展为肝硬化[6-8] 因而治疗肝纤维化具有极为重要的

临床意义. 寻找有效治疗药物是目前肝病领域研究的热

点[9-15]. 红景天具有抗肾 肺间质纤维化 保护心 肝

细胞功能等多种作用 苦参碱抗肝纤维化及抗病毒作

用已有许多报道[10-18] 但疗效却有限.本实验研究旨在

观察复方红景天对CCl4诱导大鼠肝纤维化模型胶原代

谢的影响 从组织 血清及分子水平探讨复方红景天干

预肝纤维化的疗效及其可能机制.

1   材料和方法

1.1 材料  体重150 10 g健康SD大鼠90只(购自华西

医科大学实验动物中心) 随机分为3组: 正常对照组
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10 只 红景天干预组 40 只 模型对照组 40 只 各

组间暴露因素无差别(P >0.05). CCl4(成都联合化工试剂

研究所) 复方红景天颗粒(自制红景天苦参水提物: 生

药红景天6 g 苦参3 g制成复方红景天颗粒0.5 g) 羟

脯氨酸标准品(中国科学院生物物理研究所) RT-PCR

引物(上海生工公司).

1.2 方法  用 CCl4皮下注射法制备大鼠肝纤维化模型

即用300 ml/L CCl4石蜡溶液 以3 ml/kg 做皮下注射

2次 /wk 共 15wk. 红景天组在造模的同时给予复方红

景天颗粒水溶液0.5 g/kg每日灌胃  CCl4模型组造模同

时予生理盐水灌胃 正常组予等量石蜡油皮下注射和

生理盐水灌胃处理. 各组动物在最后一次CCl4注射后

48 h 处死 取肝组织和血清标本待检. 肝纤维化指标

HA C PC 采用RIA法; 血清TGFβ1 水平采用
ELISA法. 肝组织标本HE染色和VG胶原染色 Masson

三重染色作组织病理学检查 按如下标准进行肝组织

肝纤维化评分: 0 正常; +1 胶原纤维向中央静脉周

围延伸; +2 胶原纤维轻微增生 延伸 未形成纤维

间隔;  +3 胶原纤维增生 形成假小叶; +4 纤维间

隔增厚 大量假小叶形成.  Jamall法测定肝组织Hyp含

量 即取湿肝组织经盐酸水解 氯胺T溶液 欧氏溶

液反应 558 nm测定A值 计算标准曲线回归方程和

样品含量 以肝组织匀浆液总蛋白含量校正 以µg/g表
示肝组织Hyp含量. 肝组织切片原位RT-PCR法检测

1( )mRNA表达情况 参考文献[19]进行 上游引物

(5 3 )CAC CCT CAA CAG CCT GAG TC 下游

引物(3 5 )GTT CGG GCT GAT GTA CCA GT 以

生物素标记 BCIP和NBT显色 显微镜下观察结果

根据胞质显色颗粒多少分为4级: (-)蓝色颗粒; (+)少量

颗粒; (++)中等颗粒; (+++)大量颗粒.

        统计学处理  数据以均值 标准差表示 t检验.

2   结果

2.1 肝组织病理学改变(图1-4)  HE染色光镜下可见模

图1  模型组大鼠肝组织HE染色(10×25).  图 2  复方红景天组大鼠肝组织HE染色(10×25).
图 3  模型组大鼠肝组织VG染色(10×25).  图 4  复方红景天组大鼠肝组织VG染色(10×25).
图 5  模型组大鼠肝组织内前胶原α1(I)mRNA表达(10×40).  图 6  复方红景天组大鼠肝组织内前胶原α1(I)mRNA表达(10×40).

1 2

3 4

5 6
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型组大鼠肝细胞广泛脂肪变性 坏死 有炎性细浸

润 以汇管区及中央静脉周围为重 肝小叶结构破

坏 VG胶原染色及Masson 胶原染色见胶原纤维明显

增生 汇管区-中央静脉区纤维间隔宽大 包绕分隔

肝小叶 形成大量大小不等的假小叶 假小叶形成率

为90 %. 红景天干预治疗组大鼠可见肝细胞变性 坏

死较轻 汇管区及小叶间有少量纤维组织增生 部分

向小叶内伸展 形成纤细的纤维间隔 仅小部分完全包

裹假小叶 假小叶形成率为42.8 % 二者差别非常显著

(P <0.01) 经进行肝纤维化积分分析 CCl4模型组大

鼠纤维化积分明显增加(3.5±0.7) 而复方红景天干预性
治疗可减低模型大鼠肝纤维化积分(2.4±0.7 P <0.05).
2.2 肝组织Hyp含量  Hyp 是胶原纤维特有的氨基酸

其含量能够代表肝脏胶原纤维的量. 经 Jamall 法检测

CCl4模型组大鼠Hyp含量(1 257±98 µg/g)显著增高 而
复方红景天干预治疗可明显减少肝组织 H y p 含量

(657±74 µg/g 与模型组比较 P <0.05) 正常对照组仅
为223±37 µg/g 说明复方红景天能抑制肝脏胶原纤维
的合成与沉积.

2.3 肝组织前胶原 1( )mRNA表达  多数CCl4模型

组大鼠肝组织标本星状细胞内呈现蓝色颗粒 阳性率

达 96.7 % 且多为 ++ +++ 复方红景天组阳性率

为85.7 %  多为+ ++(图 5 6) 正常对照仅为20 %

显示CCl4皮下注射造模能使大鼠前胶原 1( )mRNA

表达明显增加 用复方红景天预防可使前胶原 1( )

mRNA表达明显减少(P <0.05).

2.4 血清HA C PC TGFβ1  CCl4模型组大
鼠血清PC C HA TGFβ1水平与正常对照组
复方红景天干预组比较差异有极显著性意义(P <0.01)

皮下注射CCl4使大鼠血清PC C HA 水平显

著升高 并与肝纤维化积分呈正相关(r分别为+0.78

+0.65 +0.59 +0.63) 口服复方红景天可明显降低

其血清水平(P <0.01 表 1).

表1  大鼠血清肝纤维化指标比较

分组      n      PC (µg/L)    C (µg/L)    HA(µg /L)      TGFβ1(mg/L)

正常组      10       90 11b       36 10b       112 46b       44 16b

CCl4组      30     265 98      160 30        456 113       89 23

红景天组   35     164 46a       97 15a        289 76a            60 20a

bP <0.01, aP <0.05, vs  CCl4组.

3   讨论

目前肝纤维化的治疗研究非常活跃 很多方面取得令

人嘱目的成绩[20-25] 但已有报道的药物无一被正式批

准用于临床抗肝纤维化. 近年来中医药防治慢性肝病显示

了光明的前景 部分中药具有较好的抗纤维化效果[26-35].

红景天的主要成分为红景天甙 酪醇以及多种氨基酸

在抗缺氧 抗疲劳 抗肾间质纤维化 抗缺血等方面广

泛应用; 但用于肝纤维化动物整体防治未见报道.体外研

究发现 红景天能够保护肝细胞 抑制成纤维细胞增

生. 我们在前期的实验中观察到红景天甙对体外培养的

HSC增生 活化具有抑制作用 并能降低胶原纤维合

成等作用[36] 苦参(sophora flavescens ait)是一味有效的

抗肝纤维化药物 其主要成分为苦参碱 氧化苦参

碱 β- 谷甾醇 芥子酸十六酯等. 氧化苦参碱对体外
培养的大鼠HSC增生及胶原合成有明显抑制作用 能

减轻肝炎症 保护肝功能 抑制肝内胶原合成; 且具

有活血化瘀 抗乙肝病毒 调节免疫 抑制肝细胞

凋亡 保护肝细胞等功效 大量动物实验均证实其具

有一定的抗肝纤维化作用. 我们选用红景天为主药 辅

以苦参的复方红景天颗粒(水提物)对CCl4诱导的SD大

鼠肝纤维化模型进行干预性治疗 从组织 血清及分

子水平的探讨其对肝组织胶原代谢的影响.结果显示

15 wk 的 CCl4注射能较好制备SD大鼠肝纤维化模型

组织病理学改变与人类酒精性肝硬化类似. 肝组织切片

HE染色发现 所有模型大鼠肝细胞变性坏死明显 汇

管区胶原纤维明显增多 并有大量炎性细胞浸润 假

小叶形成率达90 % 肝纤维化积分为3.5 0.7 二

者明显高于红景天组的42.8 %和 2.4 0.7(P <0.05)

提示复方红景天具有良好改善肝组织病理学指标及抑

制胶原合成或增加胶原降解的作用 血清学检测提示

复方红景天能明显降低血清肝纤维化指标 PC C

HA TGFβ1 的水平 与模型组相比具有显著
性差异(P <0.01). 肝组织内Hyp检测结果显示模型组含

量(1 257 98 µg/g)最高 红景天组次之(657 74 µg/g)
正常对照组最低 三组间有明显差异(P <0.05) 亦直

接提示复方红景天具有明确抗肝纤维化作用. 分子病理

学方法原位RT-PCR检测前胶原 1( )mRNA表达情

况表明 红景天干预组前胶原 1( )mRNA阳性率达

87.5 % 且多为 + ++ 而模型组为 96.7 % 阳性

强度多为++ +++ 提示复方红景天抗纤维化作用可

能与抑制肝组织前胶原基因表达有关.

        尽管对红景天在慢性肝病中的治疗作用定论尚早

但其抗肝纤维化作用已经组织病理学分子病理学及组

织Hyp含量分析及血清肝纤维化标志物等方面得到一

定论证 其分子机制可能与保护肝细胞 抑制炎症及直

接抑制胶原合成及增加胶原分解等有关 其临床应用

开发价值不容低估 值得深入细致的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Celebrex, a selective
cyclooxygenase-2 inhibitor, on tumor growth and the ex-
pression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
PGE2 in pancreatic carcinoma of xenografted nude mice
induced by pancreatic carcinoma PC-3 cell lines.

METHODS: The effects of Celebrex on tumor growth, and
the expression of VEGF and PGE2 were assayed by using
enzyme-linked immuno-adsordent assay (ELISA) and ra-
dioimmunoassay (RIA), respectively.

RESULTS: Compared to control mice, the growth curve of
treated mice was much lower and flatter. Average tumor
volume from control mice was 0.438 cm3 as compared
with 0.212 cm3 from treated mice (51.6 % inhibition, P <0.05).
The expression of PGE2 in control mice (66±12 ng/g) was
significantly higher than that in treated mice(29±5 ng/g)
(P <0.01). VEGF expression was significantly down regu-
lated in the Celebrex-treated tumors. ELISA revealed the
expression of VEGF was 1.11±0.11 µg/g in control mice,
while 0.66±0.11 µg/g in treated mice (P <0.05). The in-
hibitory rate of VEGF was 40.6 %

CONCLUSION: COX-2 may play an important role in the
angiogenesis of pancreatic carcinoma, PGE2 is likely to act

as an important intermediate part between COX-2 and
tumor generation. The selective COX-2 inhibitor, Celebrex,
can inhibit angiogenesis and tumor growth.

Xie CG,Wang XP, Dong YW, Du Q, Cai JT, Qian KD. Effects of the
selective cyclooxygenase-2 inhibitor Celebrex on the expressions of
PGE2 and VEGF in pancreatic carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(7):979-981

摘要

目的: 观察选择性环氧合酶-2(COX-2)抑制剂Celebrex对

裸鼠胰腺癌PC-3细胞株移植瘤生长和肿瘤组织VEGF和

PGE2表达的影响.

方法: 观测Celebrex对移植瘤生长的影响 并采用放射免

疫测定(RIA)和酶联免疫黏附测定(ELISA)检测裸鼠移植瘤组

织中PGE2和VEGF的表达.

结果: 治疗组移植瘤生长曲线较对照组明显低平. 对照组移

植瘤近似体积为0.438 cm3 治疗组为0.212 cm3(抑瘤率为

51.6 % P <0.05). PGE2表达 对照组为66 12 ng/g

治疗组为29 5 ng/g 两组间表达有非常显著性(P <0.01).

VEGF表达 对照组1.11 0.11 µg/g 治疗组0.66 0.11 µg/g
VEGF抑制率为40.6 % 两组间有显著性差异(P <0.05).

结论: COX-2可能参与了肿瘤新生血管的生成 而PGE2
可能在该过程中起着重要的介导作用 选择性COX-2抑

制剂Celebrex则具有抑制肿瘤生长和对抗肿瘤新生血管生

成的作用.

谢传高,王兴鹏,董育玮,杜勤,蔡建庭,钱可大. 选择性环氧合酶-2 抑制剂

Celebrex 对胰腺癌PGE2和血管内皮因子表达的影响. 世界华人消化杂志

2003;11(7):979-981

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/979.asp

0   引言

环氧合酶-2(cyclooxygenase-2 COX-2)与肿瘤的关系

密切[1 2]. COX-2参与肿瘤形成的具体机制还不明确. 我

们研究选择性COX-2抑制剂Celebrex对肿瘤组织中血

管内皮生长因子(VEGF)和 PGE 2表达的影响 探讨

COX-2参与肿瘤生成的可能机制 并为药物Celebrex

的临床应用提供必要的理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  4-6周龄BALB/C-nu/nu裸小鼠购自上海肿瘤
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研究所; 胰腺癌PC-3细胞株由北京协和医院刘彤华教

授建立并惠赠; RPMI1640购自Gibco公司; 小牛血清购

自华美公司; 2.5 g/L胰蛋白酶为Hyclon公司产品; 选择

性COX-2抑制剂Celebrex为美国希尔公司产品. 裸鼠移植

瘤模型的PC-3细胞用含50 mL/L小牛血清的RPMI1640

培养基 另添加Na2CO3  (20 mmol/L)和抗生素(100 kU/L

青霉素和100 mg/L 链霉素) 置 37 50 mL/L CO2
混合气体的孵箱中培养 细胞换液时间为1-2 d 传

代 3-5 d 传代前用2.5 g/L 胰酶消化.

1.2 方法  质量 18-22 g 4-6周龄BALB/C-nu/nu裸鼠

30 只 均为 实验前观察 1 wk 若裸鼠生长正常

(死亡率不超过10 %) 于左后腿外侧皮内注射PC-3人

胰腺癌细胞1 107 1 wk后 待移植瘤肉眼可见时

随机分为2组: 对照组和Celebrex处理组(治疗组). 治疗

组予以蒸馏水配制的15 mg/L浓度的Celebrex 液饮用

对照组则只给予正常蒸馏水. 定期观察小鼠精神 饮食

及排便情况 称质量 估算肿瘤近似体积 绘制生长曲

线. 3 mo后结束实验 取下肿瘤组织 计算抑瘤率: [1

(治疗组开始平均体积 治疗组结束平均体积) (对照组

开始平均体积 对照组结束平均体积)] 100 % 部

分组织甲醛溶液固定 常规包埋切片 部分组织置液氮

冻存备用. 每个标本取100 mg 加入生理盐水1 mL 用

研磨器将组织磨碎 然后取其匀浆至1.5 mL的Eppendorf

管 编号. 10 000 r min 1离心10 min 将上清液分

装于数个小的Eppendorf管中 每小管100 µL -20 
冰箱储存. 用ELISA检测VEGF量 并计算VEGF抑制率:

(对照组VEGF值  处理组VEGF值) 对照组VEGF值

100 % 另部分标本采用RIA法检测肿瘤组织中PGE2量.

        统计学处理  实验数据以 sx ± 表示 采用计量资料
两样本均数比较的T检验 P <0.05 为有统计学意义.

2   结果

2.1 Celebrex对裸鼠移植瘤生长的影响  对照组肿瘤呈递

增性生长 而治疗组生长曲线则较为低平 并且两组肿

瘤在开始一段时间内 生长比较迅速 此后 生长速度

逐渐减慢(图1). 抑瘤率为51.6 %. 肿瘤组织取出后 无

论是体积(0.438 vs 0.215 cm3 P <0.05)还是肿瘤质量

(0.552 vs 0.244 g P <0.05) 2组间均存在显著性差异(图2).

图1  裸鼠移植瘤生长曲线图.

图2  裸鼠移植瘤.

2.2 Celebrex对移植瘤组织VEGF和 PGE2表达的影响

对照组VEGF 表达量为 1.11 0.11 µg/g 治疗组为
0.66 0.11 µg/g 两组间有显著性差异(P <0.05)
VEGF表达的抑制率为40.6 %. RIA对裸鼠肿瘤组织上

清液PGE2表达的检测结果显示 治疗组中PGE2的表

达较对照组明显降低 二者之间存在显著性差异(66 12

vs 29 5 ng/g P <0.01).

3   讨论

环氧合酶是花生四烯酸代谢过程中前列腺素合成的限

速酶 目前已经知道其至少存在两种亚型 COX-1和

COX-2. COX-1属结构型(consititutive)酶 在多种组织

中呈微量表达 其催化产物只要参与维持细胞结构的

完整性[3] ; COX-2属诱导型(inducible)酶 正常组织中

很少表达 在各种刺激因素如细胞因子 炎性递质以及

促癌剂等作用下 其表达则迅速上调[4,5]. 其上调可能与

MAPK PKC等激酶途径的激活有关[6,7] 此外 生成

的前列腺素也可能反馈上调COX-2的表达[8,9]. COX-2抑

制剂分为选择性和非选择性两种. 实验中我们所采用的

Celebrex又名Celecoxib 就是一种特异性COX-2抑制

剂. 研究表明 高脂饮食尤其是6-n簇多不饱和脂肪酸

的摄入增加可能与胰腺癌的发病率上升有关[10,11]. 晚近

对脂质代谢紊乱与肿瘤的相关性研究则揭示有COX-2

途径导致的脂质代谢紊乱可能是促进消化系统肿瘤发

生和发展的重要原因之一.

       COX-2与消化系统肿瘤的关系 首先表现为COX-2

在多种肿瘤中的过度表达[12-14]. 其次 表现为COX-2抑
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制剂对肿瘤生长的抑制作用[15,16]. 与其他肿瘤类似 胰

腺癌同样也存在着COX-2的过度表达情况[17,18]. 我们应用

Celebrex来干预胰腺癌移植瘤的生长 结果发现 应用

Celebrex的裸鼠 移植瘤生长曲线低平 体积和质量较对

照组均明显减少 抑瘤率达到51.6 % 证实了Celebrex

对肿瘤生长的抑制作用. COX-2参与肿瘤生成的具体机

制还不清楚 考虑可能与肿瘤细胞增生与凋亡的紊乱

肿瘤新生血管生成以及细胞间的黏附 浸润等多个环节

有关. 实验中 我们重点探讨了COX-2与肿瘤新生血管

生成之间的关系. 目前已经知道 血管生成的主要原因

是血管生成促进因子和抑制因子表达平衡的失调 其中

尤以VEGF最为重要. 大量资料表明 COX-2可能参与

了肿瘤的新生血管生成. 为了证实这个问题 我们首先

通过ELISA检测了肿瘤组织间VEGF表达情况 结果显

示治疗组VEGF表达较对照组明显降低 这与Liu et al 的

研究结果相类似. 这就提示我们 COX-2有可能是通过诱

导以VEGF为主的血管生成因子表达失衡来参与肿瘤新

生血管生成的 而选择性COX-2抑制剂Celebrex对肿瘤

生长的抑制作用可能部分与其抑制VEGF等血管生成因子

表达有关.

         环氧合酶上调血管因子表达的途径可能是通过其下

游的前列腺素来实现的. 目前引起人们注意的前列腺素

主要有PGE1 PGE2和PPAR . 实验表明 单一的PGE2
就可独自刺激血管的形成. 在COX-2高表达的胃癌患者

中 PGE2的表达较对照组明显增高. 在 PC-3ML前列腺

癌细胞株中 加入外源性的 PGE 2后 也可使受抑的

VEGF表达重新上调 且应用COX-2抑制剂抑制肿瘤

COX-2表达后 PGE2与VEGF的表达情况基本一致. 可

见 COX-2来源的PGE2的确可能在肿瘤新生血管的生

成中发挥着重要的作用. 上调的PGE2可能通过EP受体/

cAMP途径来调节生长因子的表达的. 类似的实验中还发

现了PGE1和PPARγ 对VEGF的上调作用. 并认为其分别
是通过特殊的PGE受体和PPARγ (15 d-PGJ2的核内受
体 来发挥上述作用的. 实验中 我们通过RIA对移植

瘤组织中PGE2表达情况进行了检测 结果显示治疗组

PGE 2表达较对照组明显降低 两组间具有显著性差

异 且肿瘤组织中PGE2变化趋势与VEGF变化趋势基本

一致 所有这些均提示我们 PGE2可能在COX-2参与

肿瘤新生血管生成中起着重要的介导作用.

       由于胰腺癌的预后极差 5 a的存活率仅为0.4 %

上述研究无疑为胰腺癌的预防和治疗提供了一条新的思

路. 但值得注意的是 肿瘤血管生成是一个多因素参与

的复杂过程 是由于肿瘤中基因的变化(包括癌基因的激

活和/或抑癌基因的丢失) 导致了众多酶及受体表达的

表化 并进而引起血管生成促进因子和抑制因子间失衡

的综合结果. 在脂质代谢紊乱方面 应该是调节脂质代

谢的各种酶及受体相互间表达失调 导致各种前列腺素

代谢平衡的打破 某些前列腺素可能被上调 而某些前

列腺素则可能被下调 PGE2可能是被下调的一种 且

可能与血管生成关系较为密切. 尽管我们重视VEGF和

PGE2在COX-2参与肿瘤新生血管生成中的作用 但我

们同样不应忽视其他血管生成因子和前列腺素在该过程

的作用.
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Abstract
AIM: To analysis the mechanism of early enteral nutrition
extenuating the damage of intestinal mucosa in burned
rats.

METHODS: Lymphatic fistula of intestine was created in
Wistar rats, the rats were then sustained with 30 % TBSA
third degree scald and divided randomly to early enteral
nutrition, non early enteral nutrition and operation control
groups. The content of malondialdehyde(MDA), superoxide
dismutase (SOD), endotoxin and tumor necrosis factor
(TNF) in intestinal lymph and intestinal lymph flow were
observed dynamically.

RESULTS: After burns the intestinal lymph flow and SOD
were significantly decreased(P <0.01); the level of intestinal
lymph endotoxin, MDA and TNF were evidently increased
(P <0.05). However, the early enteral nutrition could increase
the intestinal lymph flow and SOD (P <0.05), decrease the
levels of intestinal lymph endotoxin, MDA and TNF (P <0.05).
The level of intestinal lymph MDA was positively related to
the endotoxin level and the endotoxin level was positively
related to the TNF level in early enteral nutrition and simply
burn groups.

CONCLUSION: Oxygen-derived free radicals are one of the
factors of intestinal mucosal damage after burns, and the
early enteral nutrition could protect the intestinal mucosal
barrier from being injured and inhibit the bacterial trans-
location from the intestine.

Peng YZ, Yuan ZQ, Xiao GX. Effects of early enteral feeding on intes-
tinal mucosa injury in burned rat. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;
11(7):982-985

摘要

目的: 探讨早期肠道营养在减轻烧伤后肠黏膜损伤中的作用

机制.

方法: 通过建立大鼠肠淋巴瘘模型 随机将大鼠分为早期

肠道营养组 烧伤对照组和单纯手术对照组 动态观察了

烧伤前及伤后 3 6 12 24 h 大鼠肠淋巴液流量 肠

淋巴液中丙二醛(MDA)和超氧化物歧化酶(SOD)含量 内

毒素含量及肿瘤坏死因子(TNF)含量.

结果: 烧伤后肠淋巴液流量及SOD含量明显下降(P <0.05)

早期肠道营养组肠淋巴液流量及SOD含量显著高于烧伤对

照组(P <0.05); 烧伤后肠淋巴液内毒素 MDA及TNF含

量明显升高(P <0.05) 早期肠道营养组肠淋巴液内毒素

MDA及TNF含量显著低于烧伤对照组(P <0.05); 早期肠道

营养组和烧伤对照组肠淋巴液MDA与内毒素含量呈显著

正相关(rA组 =0.95 rB组 =0.93 P <0.01); 肠淋巴液内毒素与

TNF含量也呈显著正相关(rA组 =0.91 rB组 =0.98 P <0.01).

结论: 早期肠道营养可通过改善肠黏膜缺血缺氧 减轻氧

自由基引起的肠黏膜损伤以及阻断内毒素-炎性递质-肠

黏膜损伤这一恶性循环 从而保护了肠黏膜屏障 减少了

肠源性感染的发生.

彭毅志,袁志强,肖光夏. 早期肠道营养减轻烧伤后肠黏膜损伤的机制研究. 世

界华人消化杂志  2003;11(7):982-985
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0   引言

严重创伤 烧伤 出血性休克 肠梗阻及高热等均

可削弱肠黏膜屏障功能 肠腔内存在的大量微生物和

内毒素侵入体循环 从而形成肠源性感染. 后者与顽固

性休克 难以控制的早期暴发性败血症及多器官功能

衰竭(MOF)的发生发展密切相关[ 1-4 ]. 近年来早期肠道营

养在防治肠源性感染中的作用引起越来越多的注意[ 5- 16].

我们通过观察烧伤后大鼠肠淋巴液流量 肠淋巴液中

丙二醛(MDA)和超氧化物歧化酶(SOD)含量 内毒素含

量及肿瘤坏死因子(TNF)含量 对早期肠道营养在减

轻烧伤后肠黏膜损伤中的作用机制进行了探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  健康Wistar 大鼠146只(第三军医大学动物所

提供) 雌雄各半 质量 250±20 g. 腹腔麻醉下 于



大鼠右肾静脉平面 肠系膜动脉旁找到肠淋巴管 插

入去热原的聚乙烯管(外径: 0.8 mm 内径: 0.5 mm) 见

淋巴液经引流管流出后予以妥善固定. 肠淋巴管造瘘成

功后 于胃前壁作浆肌层荷包缝合 暂不结扎 在荷包

缝线中央用尖刀片切开胃壁 置入硅胶管(外径: 1.5 mm

内径: 0.8 mm) 通过幽门插入小肠约2 cm 结扎荷包

缝线固定胶管后将其经腹壁引出 缝合腹壁切口. 术后

将大鼠放入限制笼[17]. 术后24 h 大鼠肠淋巴液流量趋

于稳定. 禁食 5h后腹腔麻醉 将大鼠背部剃毛 置剃

毛区于92 水中18 s 造成30 % TBSA 度烧伤. 伤

后立即腹腔注入平衡液40 mL/kg. 仍将大鼠放入限制笼

内饲养.

1.2 方法  随机将146只大鼠分为3组 最后有48只大

鼠成功用于本研究. 早期肠道喂养组(A组 n =14): 致

伤后20 min 内开始肠道喂养营养液(Eusure 美国产

每毫升营养液含1 kcal热量. 热卡分布为: 蛋白质14 %

脂肪31.5 % 碳水化合物54.5 %.)180 mL/kg 24 h. 使

用LDB-H型微量电子蠕动泵经胃造瘘管24 h持续均匀

输入; 烧伤对照组(B组 n =14): 用等量复方乳酸林格

氏液代替营养液 其他处理同A组; 单纯手术对照组(C

组 n =20): 仅行肠淋巴管造瘘和胃造瘘 但不致伤

自由进食. 观察记录致伤前和伤后3 6 12 24 h 肠

淋巴液流量 并收集淋巴液. 肠淋巴液标本收集和内毒

素测定所用的所有器材均经蒸馏水清洗 烘干 高压蒸

气消毒后用 60Co照射去热原. 按各时相点取肠淋巴液

500 r/min 离心 5 min 吸取上清液 采用基质偶氮显

色法鲎试验测定其内毒素含量 由上海市医学化验所

提供试剂盒 严格按说明书操作. 肠淋巴液MDA和SOD

测定: 按各时相点取肠淋巴液 3 000 r/min离心10 min

吸取上清液 采用南京铁道医学院提供的MDA和SOD

试剂盒 按说明书操作测定肠淋巴液中MDA和SOD含

量. 肠淋巴液TNF测定: 采用双抗体夹心法(ELISA) 由

军事医学科学院提供TNF试剂盒 严格按说明书操作.

        统计学处理  采用SPLM软件包对实验数据进行处

理 包括T 检验和相关性分析.

2   结果

烧伤对照组(B组)伤后3 h肠淋巴液流量明显下降 持

续到伤后24 h(P <0.05); 早期肠道营养组(A组)虽然肠淋

巴液流量也明显低于单纯手术对照组(C组)(P <0.05)

但显著高于烧伤对照组(P <0.05) 早期肠道营养组伤

后各时相点肠淋巴液流量比烧伤对照组约高一倍(表 ).

表1  烧伤后大鼠肠淋巴液流量变化( sx ± , mL/h)

    PBH

分组  n

      0       3       6      12      24

A 组 14 0.78±0.10 0.43±0.09ac 0.48±0.17ac 0.40±0.11ac 0.31±0.09ac

B 组 14 0.78±0.11 0.19±0.05a 0.29±0.04a 0.17±0.03a 0.15±0.03a

C 组 20 0.79±0.15 0.78±0.14 0.82±0.17 0.76±0.11 0.67±0.06

 a P <0.05 vs  C组;  cP <0.05 vs B组.

表 2  肠淋巴液内毒素 MDA SOD 及 TNF 含量变化

    PBH

指标 分组 n

      0       3       6      12      24

A 组 14 0.19±0.04 0.48±0.08ac 0.61±0.05ac 0.72±0.09ac 0.52±0.07ac

内毒素 B 组 14 0.19±0.04 1.47±0.14a 1.52±0.17a 1.90±0.23a 1.80±0.22a

(Eu/ml) C 组 20 0.19±0.04 0.19±0.04 0.20±0.04 0.19±0.03 0.21±0.06

A 组 14 8.04±1.97         20.00±2.46ac        26.10±2.04ac                      23.73±2.71ac         19.77±2.62ac

MDA B 组 14 9.23±1.68         55.30±4.15a         77.92±10.05a         66.31±10.39a         66.72±6.40a

(nmol/L) C 组 20 9.02±1.94 8.75±1.99 9.24±1.93 9.31±1.92 8.34±1.78

A 组 14  265±26  193±30ac  182±29ac  198±23ac  231±32ac

SOD B 组 14  259±24  106±22a  131±32a  157±33a  196±28a

(NU/L) C 组 20  256±29  255±25  263±26  253±23  262±24

A 组 14 0.62±0.06 1.47±0.09ac 1.58±0.10ac 1.54±0.12ac 1.95±0.16ac

TNF B 组 14 0.62±0.06 3.73±0.20a 3.90±0.18a 4.07±0.16a 4.11±0.23a

(ng/L) C 组 20 0.62±0.07 0.61±0.08 0.58±0.17 0.59±0.05 0.64±0.05

 aP <0.05 vs C组;  cP <0.05 vs B组.
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2.1 肠淋巴液内毒素含量  烧伤对照组(B组)大鼠肠淋巴

液内毒素含量伤后3 h即显著增高 12 h 达高峰 持

续到伤后24 h (P <0.05); 早期肠道营养组(A组)伤后各时

相点肠淋巴液内毒素含量明显低于烧伤对照组(P <0.05)

但仍显著高于单纯手术对照(C组 表 2).

2.2 肠淋巴液MDA SOD含量的变化  烧伤后各时相

点肠淋巴液MDA含量均高于单纯手术对照组(C组) 烧

伤对照组(B 组)肠淋巴液中MDA含量明显增高 伤后

6 h达高峰 伤后24 h仍高于正常(P <0.05); 早期肠道

营养组(A组)烧伤后MDA升高的幅度显著低于烧伤对

照组(P <0.05). 烧伤对照组(B组)肠淋巴液中SOD含量于

伤后3 h即下降到最低点 持续到伤后24 h(P <0.05);

而早期肠道营养组(A组)肠淋巴液中SOD含量烧伤后各

时相点均显著高于烧伤对照组(P <0.05) A B两组伤

后各时相点SOD含量均显著低于单纯手术对照组(表2).

2.3 肠淋巴液TNF含量的变化  烧伤后肠淋巴液中TNF

含量明显高于正常 烧伤对照组(B组)肠淋巴液中TNF

含量在伤后3 h即开始升高 伤后24 h达高峰 伤后各

时相点TNF含量均显著高于单纯手术对照组(P <0.05); 早

期肠道营养组(A组)伤后各时相点TNF含量均显著低于

烧伤对照组(P <0.05 表 2).

         烧伤后早期肠道营养组(A组)和烧伤对照组(B组)肠淋

巴液MDA与内毒素含量的增加呈显著正相关(r A组 =0.95

r B组 =0.93 P <0.01); 肠淋巴液内毒素与TNF含量的增加

也呈显著正相关(r A组 =0.91 r B组 =0.98 P <0.01).

3   讨论

肠道是微生物和内毒素含量最高的器官 在正常情况

下机体具有多种防御功能 以防止其进入全身组织和

器官. 当机体受到严重创伤时 由于肠黏膜屏障功能受

损 肠道菌群紊乱及机体免疫功能受抑 这些防御机制

可能被破坏 导致肠道内的细菌和内毒素通过肠淋巴

管或门静脉移位 进而引起全身性感染[18]. 严重烧伤

后 机体为了保护心脑等重要器官而减少内脏的血流

量 使肠黏膜处于低灌流状态 从而导致肠黏膜屏障功

能的损害. 本结果显示  烧伤对照组伤后各时相点肠淋

巴液流量显著减少 而早期肠道营养组则比烧伤对照

组的肠淋巴液流量高一倍左右. 提示烧伤后早期肠道营

养可以明显改善肠黏膜缺血缺氧状态. 烧伤后肠黏膜缺

血再灌流时可产生大量的氧自由基(O2-) 后者主要作

用于细胞膜 使之发生脂质过氧化 破坏组织细胞.

已有资料表明氧自由基参与了烧伤后肠黏膜损伤[ 19,20].

本结果表明 烧伤后各时相点肠淋巴液中MDA(一种脂

质过氧化代谢产物)的含量均显著增高 早期肠道营养

组肠淋巴液中MDA 含量明显低于烧伤对照组 而且

MDA含量与内毒素含量呈显著正相关. 提示: 反映肠黏

膜屏障损伤的指标MDA在烧伤后明显增加 导致肠淋

巴液中肠源性内毒素增加; 早期肠道营养减少了氧自由

基的产生 维护了肠黏膜结构的完整性 降低了肠淋

巴液中内毒素含量.

        肠道中的微生物在突破肠道免疫屏障的过程中 内

毒素可以触发多种炎性递质释放 包括TNF 血小板

活化因子(PAF)及氧自由基等[ 20-30]. 本研究结果显示: 烧伤

后3 h肠淋巴液中TNF含量即达较高水平 至伤后24

h一直呈上升趋势; 早期肠道营养组肠淋巴液中TNF含

量增加的幅度显著低于烧伤对照组. 相关分析的结果表

明 内毒素与TNF的水平呈显著正相关. 提示: 烧伤后

肠淋巴液TNF含量的增加与内毒素的增加有关; 由于减

少了烧伤后肠道内毒素的移位 所以使TNF的水平下

降. 烧伤后肠源性内毒素移位能引起大量炎性递质释

放 这些内毒素 炎性递质反过来又可影响肠黏膜微

循环 破坏组织细胞氧的传递 进一步增加肠黏膜屏

障的损害 我们将这一过程称之为内毒素-炎性递质-

肠黏膜损伤的恶性循环. 早期肠道营养由于减少了肠道

细菌和内毒素移位 因此及时阻断了这一恶性循环

不仅减轻了内毒素和炎性递质对于肠黏膜的继续损

伤 而且还可避免可能发生的多器官功能衰竭.
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Abstract
AIM: To generate an adenoviral vector carrying endothelial
nitric-oxide synthase (eNOS) gene in order to mediate the
expression of eNOS gene in gastrointestinal smooth muscle
cells  (SMC) and assess the enzyme activity of eNOS.

METHODS: A recombinant adenovirus (Ad-eNOS) containing
the bovine eNOS cDNA fragment was generated by
homologous recombination in bacteria. The SMC of distal
part of esophagus and gastric fundus of cat were isolated
and cultured in vitro and infected with Ad-eNOS. The expression
of eNOS gene was detected by Western blot and RT-PCR.
The enzyme activity of NOS and the output of NO in SMC
were measured by NOS and NO assay kit, furthermore,
the different effects of given factors on the enzyme activity
and the yield of NO were studied.

RESULTS: The Ad-eNOS can infect the cultured SMC efficiently
(MOI=50, infection rate =74 %). Western blot and RT-PCR
confirmed the expression of eNOS in those infected cells.
After the cells had been infected with Ad-eNOS, the basal
activity of NOS significantly increased from 47±13 nkat/L
to 93±13/L (P <0.05), and the level of NO in cell culture
supernatants increased by 3 fold (45±13 vs 16±7 µmol/L).
In the presence of L-arginine (NOS enzyme substrate),
calcium, EGTA (calcium chelating agent), and L-NAME (NOS

inhibitor), NOS activity was 94±8, 173±25, 29±6, 58±11 nkat/L
and NO level was 48±14, 106±18, 6±2, 17±11 µmol/L,
respectively.

CONCLUSION: The constructed recombinant adenovirus,
Ad-eNOS, can efficiently mediate the expression of eNOS
gene in cultured SMC of digestive tract. The activity of
eNOS can be regulated by the concentration of calcium.
L-arginine is not the rate-limiting step for nitric oxide gen-
eration from endothelial nitric oxide synthase.

Ning SB, Zhang ZB, Sheng Q, Xie WF, Yang XJ, Zhao X, Xin SL.
Gastrointestinal smooth muscle cell as target for gene transfer of eNOS
gene. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):986-989

摘要

目的: 构建内皮型一氧化氮合酶(eNOS)腺病毒表达载体

介导eNOS在胃肠道平滑肌细胞中稳定表达并评价表达产

物eNOS的酶学活性.

方法: 构建牛eNOS 的重组腺病毒表达载体Ad-eNOS 感

染体外培养的猫下段食管及胃底部平滑肌细胞 采用

Western blot  RT-PCR技术检测eNOS在平滑肌细胞中的

表达 测定基因转移后NOS活性以及一氧化氮(NO)产量

并研究不同施加因素对NOS活性及NO合成的影响.

结果: Ad-eNOS可高效感染体外培养的胃肠平滑肌细胞

(MOI=50  感染效率 =74 %) Western blot  RT-PCR结果证

实eNOS在平滑肌细胞中高效表达. Ad-eNOS感染细胞后基

础NOS活性比感染前显著增高(93 13 vs 47 13 nkat/L

P 0.05) 培养液中累积的 NO增加了3倍(45 13 vs

16 7 µmol/L P 0.05). 分别加入L-精氨酸(10-4 mol/L)
钙离子(10-4 mol/L) EGTA(钙离子螯合剂 10-4 mol/L)

及 L-NAME(NOS抑制剂 10-3mol/L)后 NOS活性分别

为94 8  173 25  29 6  58 11 nkat/L  NO含量

分别为48 14  106 18  6 2  17 11 µmol/L.

结论: 构建的重组腺病毒Ad-eNOS能够高效介导eNOS基

因在消化道平滑肌细胞中表达 表达产物eNOS活性受钙

离子浓度调节 其作用底物L-精氨酸并不是NO合成的限

速步骤.

宁守斌,张忠兵,沈茜,谢渭芬,杨秀疆,赵新,信栓力. 胃肠道平滑肌细胞作为
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0   引言

一氧化氮(NO)与消化系统多种疾病的发生密切相关



他作为一种重要的抑制性氮能神经递质 与血管活性

肠肽(VIP)共同介导胃肠平滑肌的松弛运动[1-3]. NO合成

障碍是先天性巨结肠 贲门失弛缓症 弥漫性食管痉

挛 肥厚性幽门梗阻 Oddi 括约肌运动功能障碍等疾

病发生的重要因素[4-16] . 另外NO可通过调节胃黏膜血流

量及促进胃黏液分泌发挥黏膜保护作用 有利于溃疡

的愈合[17-21]. 但 NO半衰期极短 限制了其供体类药物

的临床应用 所以构建一种能在胃肠平滑肌细胞中稳

定表达一氧化氮合酶(NOS)基因的真核表达载体 使病

变部位持续释放NO 有可能为这些疾病的治疗提供

一种新的思路和方法.

1   材料和方法

1.1 材料  编码牛eNOS的全长cDNA序列(4 092 bp)克隆

在质粒eNOS-pcDNA3中 由耶鲁大学Willian C. Sessa

博士惠赠 [22 ];  腺病毒 AdEasyTM 系统包括穿梭质粒

pAdTrack-CMV以及腺病毒骨架质粒pAdEasy-1 由

美国霍华德-休斯医学研究所He TC惠赠[23]. 鼠抗牛的

eNOS单克隆抗体及驴抗鼠-IgG购自Santa Cruz公司

限制性内切酶 Pme Pac-I 购自BioLabs 公司 其

他限制性内切酶 Xba I EcoR I Not Hind 以

及T4 DNA连接酶 DNA片段胶回收试剂盒 1 kb及

23 kb 的DNA分子质量标准 RT-PCR试剂盒 脂质

体LipofectAmine 等分别购自Promega Sigma Gibco

公司. NOS及NO测定试剂盒购自南京建成生物制品有

限公司. 家猫两只购自第二军医大学实验动物中心.

1.2 方法  食管及胃底平滑肌细胞培养参考文献[24]并加

以改进: 家猫氯氨酮麻醉后取1 cm长的下段食管组织及

1.5 1cm胃底部组织 剥离环行肌及纵行肌后分别用

4 ml 1 g/L胶原酶 0.1 g/L胰蛋白酶抑制剂于31 消

化2次 30 min/次 (每隔5 min用旋涡震荡器震荡一次)

至组织呈絮状  500 µm的分子筛过滤 离心后细胞用
含150 mL/L小牛血清的高糖(12 mmol/L)DMEM培养基

将细胞数调至2 104 接种于培养瓶中 置于37 

50 mL/L CO2的孵箱内培养. eNOS-pcDNA3经Not 及

Hind 双酶切得到4.1 kb的目的条带 胶回收后定向

克隆至穿梭质粒pAdTrack-CMV中形成转移质粒pAdTrack-

CMV-eNOS 后者与腺病毒骨架质粒pAdEasy-1经电

穿孔共同转化大肠杆菌BJ5183 利用细菌内的同源重

组机制进行重组[23] 形成重组腺病毒质粒Ad-eNOS. 将

Ad-eNOS 用脂质体介导转染 293 细胞包装成病毒颗

粒 反复感染293 细胞扩增病毒获得高滴度的病毒上

清 氯化铯梯度超速离心纯化后通过计数报告基因绿

色荧光蛋白(GFP)阳性细胞数测定病毒滴度. 用相同的方

法构建对照病毒 Ad-Track-CMV(将空的穿梭质粒

pAdTrack-CMV与 pAdEasy-1进行重组). 重组腺病毒

Ad-eNOS感染效率的测定: 用不同MOI(10 50 100)

的重组腺病毒Ad-eNOS 感染体外培养的平滑肌细胞

荧光显微镜下观察GFP的表达情况 流式细胞仪测定

病毒的感染效率. 重组病毒Ad-eNOS及对照病毒Ad-Track-

CMV分别感染平滑肌细胞 采用RT-PCR Western

b lo t 等方法分别从基因转录水平及蛋白质水平测定

eNOS 基因在平滑肌细胞中的表达. 扩增 250 bp 长度

eNOS的引物引自文献[25] (5 primer: TCA ACC AGT

ACT ACA GCT CC;  3  primer: GTG GTT GCA GAT GTA

GGT GA) 扩增350 bp长度内参照 β-actin 的引物自行
设计 (5  primer: AGA GCT ACG AGC TGC CTG AC ; 3 

primer: ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC ).  细胞培养液

中NO含量及细胞中NOS活性的测定: 用50 MOI的Ad-

eNOS及对照病毒Ad-Track-CMV分别感染实验组和对

照组细胞(各孔细胞数控制在106左右 培养液体积均

为1.0 mL) 并分别于加入病毒之前 之后 以及在

培养液中分别加入L-精氨酸(L-Arg 10-4 mol/L) 氯

化钙(10-3 mol/L) EGTA(Ca2+螯合剂 10-4 mol/L) 硝

基-L-精氨酸甲基酯(L-NAME NOS抑制剂 10-3mol/L)

后吸取培养液分别测定NO含量及NOS活性. NOS酶活

力单位定义: 每升细胞培养液中每秒钟生成1 nmol NO为

1 nkat/L.

        统计学处理  实验数据以均数 标准差( sx ± )表示
感染前后自身对照采用配对 t检验 感染以后多个处

理组间采用 F检验进行统计学处理  P值 0.05为显

著性差异.

2   结果

转移质粒pAdTrack-CMV-eNOS构建后经鉴定正确

将pAdTrack-CMV-eNOS及pAdTrack-CMV分别与腺病

毒骨架质粒pAdEasy-1同源重组形成重组腺病毒质粒

Ad-eNOS和Ad-Track-CMV. 二者用Pac-I 均切出了4.5 kb

及大于23 kb两条带 选用位于目的基因eNOS两侧的

多克隆位点 分别用 EcoR I 单酶切及Xba I Sal 双

酶切均出现了4.1 kb的目的条带  Ad-Track-CMV用

Xba I 酶切可使其线性化(图1). 证明两个重组病毒质粒

构建成功. 重组质粒包装成重组病毒颗粒并扩增纯化后

GFP计数法测得Ad-eNOS和 Ad-Track-CMV病毒滴度

分别为6 1012 pfu/L和 4 1012 pfu/L. 原代培养的食管

及胃底平滑肌细胞生长至 10-12 d 大部分细胞融合

二者在形态上无明显区别 均呈现平滑肌细胞典型的

峰 - 谷 样生长方式(图 2) 经抗 -act in 免疫组

织化学染色及电镜观察鉴定 证明培养的细胞为平滑

肌细胞 纯度达到95 % 以上 台盼蓝染色提示细胞

存活率达到94 %以上. 重组病毒感染平滑肌细胞后在荧

光显微镜下可见平滑肌细胞内有GFP表达(图3) 流式

细胞仪测定结果提示当MOI分别为10 50和 100时感

染效率分别为21 % 74 %和 100 %.

2.1 eNOS在食管及胃平滑肌细胞中的表达  RT-PCR结

果提示 Ad-eNOS感染平滑肌细胞后可特异扩增出针

对目的基因的片段 而对照病毒感染的细胞未出现此

条带(图 4). Western blot 结果证实 Ad-eNOS感染后

宁守斌, 等. 胃肠道平滑肌细胞作为eNOS基因转移靶细胞的研究                                                           987



无论细胞培养液中还是细胞裂解液中均出现了约135  kDa

大小的特异性蛋白条带 与 eNOS 基因产物的大小一

致 而对照组为阴性(图 5).

图1  Ad-eNOS及Ad-Track-CMV酶切鉴定图谱. 1  -Hind  DNA
Marker (23 kb); 2  Ad-Track-CMV (Pac I); 3  Ad-Track-CMV (Xba I)
4  Ad-eNOS (Pac I); 5  Ad-eNOS (EcoR I); 6  Ad-eNOS (Xba I Sal )
-Hind  DNA Marker (1 kb).

图 2  食管平滑肌细胞培养10 d时呈现 峰-谷 状的生长方式(×50).

图 3  报告基因GFP在体外培养的食管平滑肌细胞中大量表达.

图4  RT-PCR结果: eNOS在平滑肌细胞中表达. 1 未感染病毒; 2  感染
Ad-Track-CMV; 3  感染eNOS-Ad -Hind  DNA Marker(100 bp).

图 5  Western blot 结果. 1  感染eNOS-Ad平滑肌细胞培养基上清;
2 感染eNOS-Ad平滑肌细胞裂解液; 3 感染Ad-Track-CMV平滑肌
细胞裂解液; 4 蛋白质分子量标准.

2.2 NO含量及NOS活性测定结果  Ad-eNOS感染后平

滑肌细胞中NOS活性 培养液中NO含量均比感染前

及对照组明显增加(P 0.05 表 1). 培养液中加入L-

精氨酸(NOS作用底物)后NOS活性 NO代谢产物含量

无明显变化(P > 0.05) 但加入钙离子后NOS 活性增

加 NO含量显著升高(P 0.05) 而钙离子螯和剂EGTA

几乎可以完全抑制酶的活性. NOS抑制剂L-NAME也可

明显抑制NOS活性 使培养液中NO含量减少(P 0.05).

表1  NOS 活性及NO含量的测定结果( sx ± n=10)

NOS(nkat/L) NO(µmol/L)

空白组 47±13 15.64±6.62

Ad-Track-CMV 45±14 13.74±9.32

Ad-eNOS 97±13ac 45.37±12.65ac

L-Arg 94±8     48±14

Ca2+            173±25e    106±18e

EDTA 29±6e       6±2e

L-NAME 58±11e      17±11e

aP <0.05 vs 空白组, cP <0.05 vs Ad-Track-CMV,aP <0.05 vs  Ad-eNOS.

3   讨论

催化产生NO的一氧化氮合酶(NOS)有三种亚型: 即神经

元型(nNOS) 诱导型(iNOS)及Ca2+/ 钙调素(CaM)依赖结

合型(eNOS) 分别由不同的基因编码[26-28]. 人们通常将

nNOS和 eNOS合称为结构型一氧化氮合酶(cNOS) 其

活性为Ca2+/CaM依赖性 受细胞内Ca2+浓度的生理性

调节 而 iNOS 活性为非Ca2+依赖性 其表达受内毒

素 IL-1等诱导. 结构型一氧化氮合酶广泛分布于胃

肠道 nNOS主要分布在胃肠肌间神经丛 eNOS主要

分布在胃肠平滑肌细胞 肠壁血管内皮及血管平滑肌

细胞 二者也可共存于一些黏膜固有层细胞中[29-32].

NO 合成障碍与先天性巨结肠 贲门失弛缓症 弥漫

性食管痉挛 特发性肠梗阻 肥厚性幽门梗阻 便秘等

疾病的发生密切相关 而且NO可以促进溃疡的愈合. 若

将外源性的eNOS基因转移至相应部位平滑肌细胞使之

产生NO 理论上对这些疾病能发挥有效的治疗作用.

       我们利用细菌内同源重组法构建了携带目的基因

eNOS的重组腺病毒载体. 腺病毒不仅能够高效感染多种

增生细胞 而且也能感染静息哺乳类细胞 且不与细胞

的基因组发生整合 不引起基因突变 可以携带较大片

段的外源基因 是一种比较理想的用于基因治疗的表

达载体[33,34]. 平滑肌细胞是组成胃肠道最重要的组织细胞

之一 是引起胃肠运动的效应细胞 在生理情况下胃肠

道平滑肌细胞内有低丰度的eNOS表达[2] 所以胃肠平

滑肌细胞可作为表达外源eNOS基因产生NO的理想场

所 是进行基因治疗的理想靶细胞. 我们在体外成功分

离培养了较高纯度的食管及胃底平滑肌细胞 并证明

构建的eNOS重组腺病毒Ad-eNOS能高效感染体外培养
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的平滑肌细胞 从而成功介导了外源基因eNOS在平滑

肌细胞中的表达. 进一步的实验表明 基因表达产物

eNOS的活性受到Ca2+浓度的调节 符合其Ca2+/CaM依

赖性的生化特征. 底物L-精氨酸似乎并不是酶促反应的

限速步骤 可能是由于eNOS的Km值(酶促反应速度达

到最大速度一半时的底物浓度)很低 细胞培养液中的

浓度远远超过这个值 而且平滑肌细胞可通过尿素循环

将L- 瓜氨酸再转化为L- 精氨酸而被循环利用[35] 这

就保证了基因转移后在体内不会由于底物缺乏而影响

NO的产生.
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Abstract
AIM: To explore the protective effects of endothelin-1 antibody
(ET-1Ab) on acute gastric mucosa lesions induced by stress
in rats.

METHODS: Stress ulcer induced by cold-restraint-stress
(CRS) was used as model in this study, different dose ET-1Ab
were administered by left femoral vein prior to stress so
as to observe the effects of the drug on ET-1 levels in
plasma and gastric mucosa, gastric mucosa blood flow
(GMBF)and ulcer index(UI) of CRS rats.

RESULTS: (1) Compared with the normal control group,
ET-1 levels of plasma and gastric mucosa and UI were
increased significantly in the stress groups (116.2±24.7 mv and
125.1±24.2 mv vs  49.1±9.7 mv, 113.8±29.3 mv and 122.9±19.
6 mv vs 52.3±10.3 mv, 28.6±1.8 mv and 51.2±5.9 mv vs 0,
P <0.01), while GMBF were decreased markedly in stress
groups (227.8±13.5 mv and 150.8±11.5 mv vs 405.8±23.
3 mv, P <0.01).There was significantly positive correlation
between ET-1 and UI (r =0.96, P <0.01), and significantly
negative correlation between ET-1 and GMBF(r = -0.91,
P <0.01). (2) However, compared with the single-stress
groups, ET-1 levels of plasma and gastric mucosa and UI
were decreased significantly in ET-1Ab-stress groups
(69.2±7.3 mv vs 116.2±24.7 mv, 80.6±12.3 mv vs 125.1±24.2 mv,
58.5±6.3 mv vs 113.8±29.3 mv, 68.9±9.6 mv vs 122.
9±19.6 mv, 13.2±2.1 mv vs 28.6±1.8 mv, 25.8±3.6 mv vs

51.2±5.93 mv, P <0.01), GMBF were increased dra-
matically (329.8±16.3 mv vs 227.8±13.5 mv, 251.9±11.3 mv vs
150.8±11.5 mv, P <0.01), ET-1Ab can dose-dependently
reduce levels of the ET-1 and UI, and improve GMBF sig-
nificantly in cold-restraint-stress.

CONCLUSION: In the course of CRS-induced ulcers, en-
dogenous ET-1 levels of plasma and gastric mucosa were
increased significantly, and there were close relationship
between ET-1 levels and UI. The increased ET-1 may involve
in the pathogenesis of CRS-induced ulcers in rats by its
vasoconstriction and marked reduction of GMBF. ET-1Ab
can dose-dependently attenuate the degree of gastric
mucosa lesions induced by CRS significantly. So it may
have therapeutic  effect for SU.

Duan YM, Li ZS, Zhan XB, Gong YF, Xu GM. Protective effects of
endothelin-1 antibody on stress induced lesion of gastric mucosa in rats.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):990-993

摘要

目的: 探讨内皮素-1抗体(ET-1Ab)对应激性胃黏膜损伤

(SU)的保护作用

方法: 建立SD大鼠冷束缚应激性(CRS)胃溃疡模型 观察

静脉应用ET-1 Ab对冷束缚应激大鼠血浆 胃黏膜组织

ET-1含量 胃黏膜血流量(GMBF)及胃黏膜损伤指数(UI)等

变化的影响

结果: (1)与正常对照组相比 各应激组血浆胃黏膜ET-1水

平和UI明显升高(116.2 4.7 mv and 125.1 4.2 mv vs

49.1 9.7 mv 113.8 9.3 mv and 122.9 19.6 mv vs

52.3 10.3 mv 28.6 1.85 mv and 51.2 5.93 mv vs

0 P <0.01) GMBF明显下降(227.8 13.5 mv and 150.8

11.5 mv vs 405.8 23.3 mv  P <0.01); ET-1水平与UI呈显

著正相关(r =0.96 P <0.01) 与GMBF呈显著负相关(r =

-0. 91 P <0.01) (2)与单纯应激组相比 ET-1Ab应激组

ET-1水平和UI明显下降(69.2 7.3 mv vs 116.2 24.7 mv

80.6 12.3 mv vs 125.1 24.2 mv 58.5 6.3 mv vs

113.8 29.3 mv 68.9 9.6 mvvs 122.9 19.6 mv 13.2

2.05 mv vs 28.6 1.85 mv 25.8 3.62 mv vs 51.2

5.93 mv P <0.01) GMBF明显回升(329.8 16.3 mv vs

227.8 13.5 mv 251.9 11.3 mv vs 150.8 1.5 mv

P <0.01) 且ET-1Ab可呈剂量依赖性地显著降低ET-1水

平 增加GMBF 和降低UI



结论: 在冷束缚应激诱发大鼠SU的过程中 血浆胃黏膜组

织ET-1水平显著升高  并可能通过其缩血管效应 引起

GMBF显著下降 从而导致急性胃黏膜损伤. ET-1Ab可

呈剂量依赖性地显著减轻应激性胃黏膜损伤程度 对SU具

有一定的防治作用
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0   引言

应激性溃疡(stress ulcer SU) 又称急性胃黏膜损伤

是临床危重疾病的常见而严重的并发症 具有较高的

发病率和死亡率 其发生机制尚不清楚 防治效果也

不佳 近年国外有研究报道内源性强缩血管生物活性

多肽内皮素(endothelin ET)-1[1]与急性胃黏膜损伤关系密

切[2-6]. 由于ET-1是通过与其特异性受体结合后发挥生

物学效应的[1] 因此 如用ET-1 生物效应拮抗剂减

少或抑制ET-1与ETR的结合 就有可能削弱ET-1生

物学效应 从而减轻与ET-1升高相关的急性胃黏膜损

伤程度 目前国外这方面的研究还较少 而国内尚无这

方面的研究 为此 本研究应用内皮素 - 1 抗体

(endothelin-1 antibody ET-1Ab)来观察其对应激状态下

内源性ET-1 GMBF 及UI 的影响 从而为临床防治

SU 探索新的方法

1   材料和方法

1.1 材料  ET-1放免试剂盒及ET-1Ab (北京东亚免疫技

术研究所). LDF- 型微机化激光多普勒血流仪(天津南

开大学电子仪器厂). SD 大鼠(上海西普尔 必凯实验

动物有限公司)

1.2 方法

1.2.1 动物模型与分组  采用SD大鼠冷束缚应激性(CRS)

胃溃疡为模型  将 SD 健康大鼠禁食24 h 可自由

饮水 活动不受限 实验前 1 h 禁水 称重 乙醚

轻度麻醉 束缚四肢于自制木板上后 待其清醒后 置

于4 1 冷室内 经过3 h后胃部即可出现点线状

出血或直径1-2 mm表浅性圆形溃疡 取SD 健康大

鼠36 只 体重 200 20 g 随机分为单纯应激组(12

只) 1 mL ET-1Ab 应激组(12 只) 2 mL ET-1Ab 应

激组(12 只) 每组又分为应激1 h 3 h两个时相 每

时相6只大鼠. 每次实验前预先用含1 12 500 IU肝素

钠带4号半针头的输液管行左股静脉保留插管 于冷束

缚应激开始后自左股静脉以0.5 mL·Kg-1·min-1的速度恒

速补充生理盐水10 min ET-1Ab 应激组在补充的盐

水中按1 mL·kg-1 或 2 mL·kg-1加入滴度为1 1 000的

ET-1Ab 而单纯应激组只补充生理盐水 另取 6 只

同样大鼠进行同样操作但不应激 不补液 作为正常对

照组 分别于应激1 h 3 h两时相点检测GMBF UI

及 ET-1 等指标

1.2.2 ET-1含量放免测定[7]   (a)取颈静脉血 2 mL注入

含 10 % EDTA-Na2及抑肽酶的试管中混匀 4 

3 000 rpm 10 min 取上清; (b)取新鲜受损胃黏膜组

织 真空冷冻干燥 称重匀浆 4 3000 rpm

15 min 取上清. 按试剂盒步骤测ET-1 含量

1.2.3 GMBF的测定[8]  SD大鼠用20 %乌拉坦(5 mL·kg-1)

腹腔内注射麻醉 用恒温水浴装置使胃在整个测量过

程中浸浴在37 生理平衡液内 于剑突下正中切开腹

前壁 轻轻分离暴露胃体并固定腺胃 于腺胃前壁近大

弯侧少血管区作一长度约0.5 cm的横行切口 于切开胃

后5-20 min内经此切口插入血流计探头 轻轻接触胃

黏膜 并与胃黏膜表面保持垂直 待血流稳定后 在腺

胃窦大小弯 胃体大小弯取四点测定GMBF 取其平均

值 结果以激光普勒信号电压值(mV)表示血流量的相对

数值

1.2.4 按Guth标准评定UI  斑点糜烂为1分; 糜烂长度

<1 mm为2分 1-2 mm为3分; 2-3 mm为4分; >3 mm

为 5分

        统计学处理  所有实验数据均采用 sx ± 表示 统计
学处理采用方差分析 两样本间均数比较用 t检验

2   结果

2.1 ET-1Ab对SU时血浆 胃黏膜ET-1的影响  与单纯

应激组相比 各ET-1Ab应激组血浆 胃黏膜组织ET-1

水平随着ET-1Ab使用剂量的增加呈剂量依赖性地显著

下降(P <0.01). 1 mLET-1Ab+应激1 h组血浆 胃黏膜

ET-1水平分别下降了40.5 %和 48.6 % 2mLET-1Ab+

应激1 h组分别下降了53.7 %和56.2 % 1mLET-1Ab+

应激3 h组血浆胃黏膜ET-1水平分别下降了27.5 %和

43.9 % 2mLET-1Ab+应激3h组分别下降了49.3 %和

55.2 % ET-1水平与UI呈显著正相关(r =0.96 P <0.01

见表1).

2.2 ET-1Ab对SU时胃黏膜GMBF的影响  与单纯应激

组相比 各ET-1Ab应激组GMBF明显回升(P <0.01)

而且随着ET-1Ab 使用剂量的增加 GMBF的回升幅

度也相应增大. 1 mLET-1Ab+应激1 h组GMBF回升了

25.2 % 达到正常对照的81.3 % 2 mL ET-1Ab +应

激1 h组GMBF回升了38.3 % 达到正常对照的93.5 %;

1 mLET-1Ab+ 应激3 h组GMBF回升了24.9 % 达到

正常对照的62.1 % 2mLET-1Ab+ 应激3 h组GMBF

回升了46.2 % 达到正常对照的83.6 %. ET-1水平与

GMBF呈显著负相关(r =-0. 91 P <0.01 见表 1).

2.3 ET-1Ab对 SU时胃黏膜UI的影响  与单纯应激组

相比 ET-1Ab应激组UI随着ET-1Ab使用剂量的增加

呈剂量依赖性地显著减小(P <0.01). 1 mLET-1Ab +应激

1 h组UI 下降了53.8 % 2 mL ET-1Ab + 应激 1 h组

UI下降了81.8 %; 1 mL ET-1Ab +应激 3 h组 UI 下降

了49.6 % 2 mLET-1Ab+应激3 h组UI下降了79.3 %

UI与ET-1水平呈显著正相关(r =0.96 P <0.01 见表1)
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表1  ET-1Ab对CRS大鼠血浆 胃黏膜ET-1 GMBF及UI 的影响

组别 血浆ET-1   胃黏膜组ET-1   GMBF                 UI
(mv)       (ng/g.tissue)    (mV)

正常对照组                 49.08±9.73      52.37±10.35    405.8±23.36            0

单纯应激1 h组                     116.2±24.69a   113.8±29.28a  227.8±13.53a    28.6±1.85a

1 ml ET-1Ab+应激1 h组   69.18±7.32b    58.52±6.38b    329.8±16.32b   1  3.2±2.05b

2 ml ET-1Ab+应激1 h组   52.56±13.75b  49.81±6.18b    383.2±13.98b    5.20±1.48b

单纯应激3 h组                     125.1±24.18a   122.9±19.64a  150.8±11.53a     51.2±5.93a

1 ml ET-1Ab+应激3 h组   80.65±12.26b  68.91±9.55b    251.9±11.38b   25.8±3.62b

2 ml ET-1Ab+应激3 h组   63.53±8.54b    55.09±10.92b  339.2±15.31b   10.6±2.07b

aP <0.01 vs 正常组 bP <0.01 vs 单纯应激组.

3   讨论

内皮素(ET)-1 是近年发现的一种具有强大缩血管作用

的内源性生物活性多肽 全身多种组织器官都有ET-1

的合成分泌及其受体的分布[1]. 生理条件下 他在调节

血管张力和局部组织微循环灌流中起着非常重要的作

用[9-12]. 而在许多病理情况下 多种病理应激因素可刺

激机体大量合成释放ET-1 参与机体的多种病理生理

过程[13-20]

        近年有研究提示ET-1与应激性溃疡关系密切 可

能在应激性胃黏膜损伤中起着重要的致病作用[21-26]

ET-1抗血清是用特异的大鼠ET-1抗原静脉注入兔体

内致敏 获取的特异性兔抗鼠ET-1 免疫血清 他可

与体内ET-1 结合形成抗原- 抗体复合物 显著降低

血浆与组织ET-1 水平 减少ET-1 与其特异性受体

ETR结合的数量 起到拮抗ET-1病理效应的作用. 因

此 我们推测若能应用特异性ET-1抗血清预处理冷束

缚应激大鼠中和过多的ET-1以拮抗其生物学效应 就

有可能减轻与ET-1 相关的应激胃黏膜组织损伤

        本研究观察到在大鼠冷束缚应激开始后各时相 单

纯应激组大鼠血浆 胃黏膜组织ET-1 水平均较正常

对照组明显升高且随着应激时间的延长而升高. 与此同

时伴有GMBF的不断降低和UI不断增加. 而预用ET-1

特异性抗血清处理的应激组大鼠与单纯应激组相比较

其血浆和胃黏膜组织ET-1 水平则显著降低 且伴随

着GMBF显著回升与胃黏膜损伤指数UI明显下降. 相关

性分析显示ET-1水平与UI呈显著正相关 与GMBF呈

显著负相关  这些不但表明ET-1抗血清可显著降低

ET-1水平 改善胃黏膜组织血液灌流(GMBF)与减轻胃

黏膜组织损伤程度 而且提示显著降低GMBF可能是

ET-1诱发应激性胃黏膜损伤的重要机制之一.

        国外一些学者在研究乙醇及缺血-再灌注等因素诱

发胃黏膜损伤时 发现ET-1 特异性抗血清也有类似

的作用. Kitajima et al  [27]报道缺血-再灌注诱发胃黏膜

损伤时 血浆胃黏膜组织ET-1浓度明显升高 而预用

ET-1单克隆抗体对抗中和ET-1 则可预防其血液动

力学紊乱及显著减轻胃黏膜组织损伤程度与损伤总面

积. Szabo et al [28] 研究报道向大鼠胃灌注乙醇后 在发

生胃黏膜出血性损伤之前 会快速引起ET-1随时间依

赖性向体循环释放及GMBF的不断下降 随着所用预处

理的ET-1 抗体剂量的增大呈剂量依赖性地减轻黏膜损

伤与GMBF下降的程度 表明ET-1可能参与了胃黏膜

组织损伤的病理生理过程以及GMBF下降可能是其重

要的作用机制之一 而特异性ET-1抗体对其血液动力

学效应与损伤效应有明显的拮抗作用

        另有研究表明ET-1还可通过收缩血管导致引起组

织缺血 缺氧 激发 PKC 抑制 K +-ATP 通道 促

进体内脂质过氧化物反应 引起氧自由基及MDA大量

产生 二者对组织细胞有较强的攻击损伤作用 给予

ET-1Ab特异性抗血清可明显减少氧自由基生成和显著

降低组织MDA 的含量 减轻损伤[29-32]

        总之 本研究提示内源性ET-1参与了应激性溃疡

的病理生理过程 可能是胃黏膜组织损伤的重要致病

因子 而特异性ET-1 抗体可有效地减轻胃黏膜组织

损伤 起到保护胃黏膜组织的作用. 当然 目前制备的

ET-1抗体还是多克隆抗体 其作用时间较短 效果也

不甚满意 相信随着研究的深入和技术的提高 有望研

究出效果满意 高度特异的ET-1 单克隆抗体 为防

治SU提供新的方法
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Abstract
AIM: To determine the changes of ITF (intestinal trefoil
peptides) expression in gastric mucosal and the effect on
ulcer healing of ITF to WRS in rats.

METHODS: Wistar rats were exposed to single or multiple
WRS for 4 h every other day for up to 6 days. Gastric
mucosal blood flow(GMBF) was measured by LDF-3 Flow
meter and the extent of gastric mucosal lesions were evaluated
grossly and histologically. Expression of ITF mRNA was
determined by RT-PCR. Immunohistochemistry was used
to further detect the expression of ITF.

RESULTS: Single time of WRS produced numerous gastric
mucosal erosions, but the number of these lesions gradually
declined and GMBF restorated at 2,4,8 h after stress; the
area of gastric mucosal lesion was reduced by 64.9 % and
GMBF was increased by 89.8 % at 8 h, the healing of stress-
induced ulcerations was accompanied by increased ex-
pression of ITF (0.022±0.001 vs 0.177±0.010 P <0.01),
the results were demonstrated further by immunohistoch-
emistry (0.134±0.001 vs 0.253±0.01, P <0.01). With
repeated WRS, the adaptation to this WRS developed, the
area of gastric mucosal lesions was reduced by 22.0 %
after four consecutive WRS,this adaptation to WRS was
accompanied by increased GMBF ( 94.2 %) and active cell
proliferation in the neck region of gastric glands and by
increased expression of ITF (0.040±0.001 vs 0.372±0.010

P <0.01), the result were demonstrated further by immu-
nohistochemistry (0.134±0.001 vs 0.354±0.070,P <0.01).

CONCLUSION: ITF may participate in the early phase of
epithelial repair known as restitution, but also may play
an important role in the subsequent, protracted phase of
glandular renewal.

Li ZS, Nie SN, Zhan XB, Gong YF, Tu ZX, Xu GM. Role of the ITF in
repairing of stress-induced gastric lesions. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(7):994-996

摘要

目的:研究肠三叶因子(ITF intestinal trefoil factor 为三

叶肽家族一员) 在水浸束缚应激(WRS)大鼠胃黏膜基因表达

的变化 探讨其在应激胃黏膜损伤中的修复作用.

方法: 采用单次及单次和重复水浸束缚应激制作模型 动

态监测胃黏膜血流量(GMBF) 大体及光镜下观察黏膜损伤

程度(UI)及组织学变化 逆转录-多聚酶链反应(RT-PCR)

检测ITF基因表达变化 免疫组化染色进一步证实ITF表达.

结果: 单次应激造成胃黏膜广泛损伤 但损伤指数在 2

4 8 h 逐渐减小 至8 h降为64.9 % GMBF逐渐恢复

至8 h上升为正常的89.8 % ITF基因表达增强(0.022±0.001
vs 0.177±0.010 P <0.01) 免疫组化染色计分为(0.134±0.001vs
0.253±0.01 P <0.01); 单次和重复应激后胃黏膜产生适应
性 胃黏膜血流量上升 损伤逐渐减轻 4 次应激后 损

伤指数降低为单次应激的22.0 % 胃黏膜血流量上升为正常的

94.2 % 并且胃腺区细胞增生 ITF基因表达增强(0.040±0.001vs
0.372±0.01 P <0.01) 免疫组织化学染色计分为(0.134±0.001vs
0.354±0.07 P <0.01).

结论: ITF不仅可能参与胃黏膜早期重建(上皮移行) 还有

可能参与胃黏膜慢修复反应(细胞增生).

李兆申,聂时南,湛先保,龚燕芳,屠振兴,许国铭. 肠三叶因子在胃黏膜应激性损

伤中的修复作用. 世界华人消化杂志  2003;11(7):994-996
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0   引言

胃黏膜损伤主要是通过损伤后早期重建(上皮移行)以及

细胞增生而修复[1-3].  ITF (intestinal trefoil peptides)为三

叶肽家族一员 是一类较新的 对胃黏膜有保护作用的

因子 其对胃黏膜保护作用的机制可能在于增强受损

黏膜周围完好上皮细胞向损伤黏膜表面迁移覆盖或与

黏液中的糖蛋白相互作用 加强黏液凝胶层 抵抗黏膜



表层有害物质等[4-9]. 目前尚无有关ITF与应激胃黏膜损

伤修复关系进行研究的报道 我们研究WRS大鼠胃黏

膜 ITF 基因表达变化 以探讨其对胃黏膜损伤修复的

重要作用.

1    材料和方法

1.1 材料  ITF抗体购自意大利Asgiraud公司; RT-PCR

相关试剂购自上海博彩生物有限公司采用单次水浸束

缚应激大鼠胃黏膜损伤模型: 健康 Wistar大鼠30只

体质量约200 g. 随机分正常对照组(6 只)和实验组(24

只). 实验组又随机按 0 2 4 8 h 4 个时间点分为

4 组(1-4 n =6) 应激 4 h 后于 0 2 4 8 h 分

别测定相关指标及取材. 采用单次和重复水浸束缚应激

大鼠胃黏膜损伤模型: 健康 Wistar 大鼠 30只 体质

量200-220 g 实验前 1 d 禁食 自由饮水 活动不

受限. 实验前1 h禁水. 随机分正常对照组(6只)和实验组

(24 只). 实验组大鼠又随机分为4组( - n =6)

采用重复水浸束缚应激(WRS)制作模型[10] 组 1次

应激  大鼠禁食24 h后 乙醚麻醉束缚于应激板上

清醒后置于温度为20 水中 水面平胸骨剑突水平

4 h后取出 2 %戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔注射麻醉

于剑突下腹正中线切开腹腔并游离胃 沿胃大弯剪开

胃腔并使胃黏膜展开 生理盐水漂洗3遍后分别进行

GMBF测定 UI的判定及取材; 组 2次应激 大鼠经

1次应激后 解除应激 恢复正常饮食 饮水至第2天

00:10 时 禁食24 h 至第 3天 00:10 时 第 2次应激

4 h后取出  20 g/l戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔注射麻醉

于剑突下腹正中线切开腹腔并游离胃 沿胃大弯剪开

胃腔并使胃黏膜展开 生理盐水漂洗3遍后分别进行

GMBF测定 UI的判定及取材; 组和 组 分别按上

述程序进行第3次和第4次应激.

1.2 方法  LDH-3激光多谱勒血流仪开机预热30 min

白色背景调零 固定胃部 在无血管区作一0.5 cm的

横行切口 插入血流计探头 轻触黏膜面 并与之保

持垂直 待血流稳定后 在胃窦 胃体及大小弯取4点

测定 每点1.5 min 取均值. 以多谱勒血流仪(mv)表示

GMBF的相对值. UI的判定: 按Guth[11]标准积分: 点状出

血为1分; 线状出血 长度<1 mm为 2分 1-2 mm为

3分 2-4 mm为 4分 >4 mm为 5分 宽度>1 mm 时

分值 2. 在胃黏膜损伤明显处取0.5 1.0 mm组织块

置于40 g/l中性缓冲甲醛液中固定24 h 石蜡包埋 行

4 µm 切片 HE染色 观察黏膜组织学变化. 全胃剖
开 用1 g/l DEPC水反复冲洗胃腔至少3次 小心剥离

胃腺区黏膜 分别放入冷凝管 迅速放入液氮保存. 总

RNA抽提按TRIzolTM方法: 胃黏膜组织50-100 mg 捣

碎 加TRIzolTM试剂1 ml 匀浆 氯仿0.2 ml 振荡

15 s 离心(12 000 r/min)15 s 取上清液 加异丙醇

0.5 mL 离心(12 000 r/min)15 s 70 %乙醇洗沉淀

晾干. 取 10 µg 总RNA进行逆转录 取1 µl 逆转录产

物进行PCR扩增 ITF正义引物序列为:5 -ATGGAG

ACCAGAGCCTTCTGGAC-3 反义序列为:5 -AGA

GGTTTGAAGCACCAGGGC-3 [11] 退火温度为50 扩

增长度为221 bp 同时加入 β-actin引物作为内对照进
行共同扩增反应. 在1 %琼脂糖凝胶中电泳观察PCR产

物并用计算机凝胶图像分析系统进行吸光度分析[12,13]. 免

疫组织化学染色: 采用ABC法 免疫组化染色阳性判定

标准: 每只大鼠腺胃标本随机取2张切片 每张切片分

别观察胃腺上部 胃腺颈部及胃腺底部染色情况 在高

倍镜下随机取5个视野经图像处理仪进行定量灰度扫

描 在每个视野内各取10个细胞 求其阳性信号平均

灰度值 将各值取倒数计分.

       统计学处理  实验数据以 sx ± 表示 采用 t检验
两变量间关系运用直线相关分析.

2   结果

UI 单次应激: 造成胃黏膜广泛损伤 但损伤指数在2

4 8 h逐渐减小 至8 h降为正常的64.9 % GMBF

逐渐恢复 至8 h 为正常的89.8 % (表 1); 单次和重复

应激: 胃黏膜产生适应性 胃黏膜血流量上升 损伤

逐渐减轻 4 次应激后 胃黏膜血流量上升为正常组

的94.2 % 损伤指数降低为单次应激的22.0 %(表 1).

正常大鼠胃黏膜镜下见上皮完整 腺体排列整齐 黏膜

层结构清楚. 1次应激4 h后显示出血性坏死灶呈火山口

状 几乎达黏膜肌层 部分表皮细胞受损脱落 黏膜下

层明显充血 水肿. 重复应激后 火山口状坏死灶明显

减少 变浅 黏膜下层充血水肿减轻 4次应激后可见

肉芽组织形成 黏膜细胞呈增生状态 黏膜层增厚 腺

颈区延长 可见新生细胞形成.

表1  单次和重复应激后GMBF,UI,ITF染色强度及 ITFmRNA表达变化

(n =6 sx ± )

应激 组别         GMBF               UI         Mean score       ITF/β-actin

单次 对照组 424.70±7.72           0.00          0.003±0.001    0.004±0.0 002

应激组

1 274.66±10.0b    45.32±2.41    0.134±0.001b    0.022±0.01b

2 271.25±10.57b   38.62±1.53d    0.259±0.01bd      0.287±0.008bd

3 397.21±10.81bd 31.18±1.28d   0.136±0.04ad     0.112±0.009bd

4 381.43±9.45bd   29.44±1.17d   0.235±0.01bd    0.177±0.01bd

重复 对照组 484.01±10.97          0.00       0.003±0.001      0.004±0.0 004

应激组

321.87±8.85b    47.23±1.20    0.134±0.001b    0.040±0.001b

418.35±7.94bd   30.54±1.12d   0.194±0.05bd     0.108±0.009bd

446.09±10.98bd 20.75±1.54d    0.281±0.015bd     0.265±0.009bd

455.95±11.81bd 10.39±1.18d   0.354±0.07bd      0.372±0.01bd

aP <0.05 bP <0.01 vs 对照组; cP <0.05 dP <0.01 vs 1 组或 组.

2.1 免疫组织化学染色  正常时:ITF主要集中在胃腺颈
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部微弱表达; 单次应激后在0 2 4 8 h 增强 2 h
达高峰 免疫组化染色计分为0.134±0.001vs 0.253±0.010
P <0.01(表 1): 单次和重复应激后: ITF在胃腺颈部黏膜
增生带表达增强 单次应激与4次应激后免疫组织化学
染色强度计分为0.134±0.001vs 0.354±0.070 P <0.01(表1).
2.2 RT-PCR检测 ITF mRNA表达  单次应激后在0
2 4 8 h基因表达逐渐增强 P <0.01 (表 1); 单次和重
复应激后 ITF基因表达增强 单次应激与4次应激后
为(0.040±0.001vs 0.372±0.010 P <0.01)表 1图 1 2.
        单次应激:GMBF与 UI成负相关(r  =-0.901 P <0.01).
单次和重复应激: ITF与UI成负相关(r  =-0.965 P  <0.01)
GMBF 与 UI 成负相关(r =-0.953 P <0.01) ITF 与

GMBF成正相关(r =0.854 P <0.005).

图1  单次应激后不同时间点ITFmRNA表达. M  DNAMarker(bp); 1
对照组; 2 0 h组;3  2 h组; 4  4 h组; 5  8 h组.

图2  重复应激后不同时间点ITFmRNA表达. M  DNAMarker(bp) 1  对
照组; 2 组; 3  组; 4  组; 5  组.

3   讨论

本结果提示 正常时几乎没有表达 但当应激后大鼠

胃黏膜即有 ITF 表达 于 2 h达高峰. 大量证据表明

三叶肽家族也在维持胃肠道黏膜的完整性及在加速损

伤黏膜修复的过程中起重要作用. 在急性胃黏膜损伤

后 黏膜屏障被破坏 肌体需要快速修复来保护胃黏

膜 使其免于被消化酶和胃酸消化. 这种修复在急性损

伤后几分钟就开始了. 早期修复的关键过程就是细胞迁

移 以重建上皮的完整性和重组胃黏膜的完整性. 本实

验中 水浸束缚应激胃黏膜损伤中 ITF在胃黏膜中呈

时间依赖性表达. 在应激期 ITF有过表达 随后进一步

增加 2 h达高峰. 短时间内 ITF基因增强先于EGF和

TGF表达 表明其也许介入早期愈合过程并且可能激

发其他生长因子的表达. 在应激胃黏膜损伤后立即有

ITF过表达并刺激细胞移行 这点表明ITF可以看作黏

膜损伤的快速反应肽 在黏膜修复的早期阶段上调表

达 可能调节急性胃黏膜损伤早期愈合即重建.

       在本研究中 单次应激造成黏膜的最大损伤 重

复应激后 损伤逐渐减轻 GMBF 逐渐改善 并且

在此过程中伴有黏膜细胞增生及 ITF TGF 基因表达
增强 说明此二者参与了适应性细胞保护. 在单次和重
复水浸束缚应激大鼠胃黏膜产生适应性保护过程中
ITF 基因表达逐渐增强 并且 ITF 基因表达增强在
胃黏膜细胞增生之前 这说明 ITF 参与了细胞增生反
应. 目前 ITF在适应性细胞保护中作用机制仍未完全
阐明. ITF为三叶肽家族一员 其结构是6个半胱氨酸
残基形成3个链内二硫桥 似3片叶子一样结构 又称
P结构域 现有大量证据表明三叶肽在胃黏膜的保护和
修复中发挥重要作用. 当胃肠道发生溃疡时 三叶肽表
达增多 同时在慢性溃疡附近区域存在一个特有解剖
结构: 溃疡相关细胞系(UACL) 其伴有包括ITF在内的
3种三叶肽等的表达. ITF通过调节细胞增生而使胃黏膜
具有防御和修复功能 其对不同细胞系具有促有丝分
裂作用. 由此推测 ITF可能参与胃黏膜细胞有丝分裂
使细胞增生 从而修复胃黏膜.
       总之 ITF不仅可能参与胃黏膜早期重建(上皮移
行) 还有可能参与胃黏膜慢修复反应(细胞增生).
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Abstract
AIM: To study the expression of P53 gene mutation and
VEGF in rats with experimental gastric cancer and the pre-
venting effects of decoction Weikang-ning(WKN).

METHODS: Male Wistar rats aged 2-3month (weight 120-140 g)
were fed with MNNG to induce gastric adenocarcinoma.
Rats were divided into control group, WKN group 1 and 2.
The morphology of gastric mucous were observed by light
microscope and electric microscope. Expression of mutant
P53and VEGF were studied with immunohistochemistry.

RESULTS: The malignancy phenotype of stomach epithelial
cell such as heteromorphism, heteropyknosis and increased
nucleus plasma ratio in rats of WKN group were slightly
less severe than that in control group,  also the expressed
mutant P53 protein (3.4905±1.5225) and VEGF (3.519±2.204)
in WKN group were decreased (P <0.01) significantly.

CONCLUSION: The development of experimental gastric
cancer by WKN in rats is associated with high expression
of P53 and VEGF. The decoction WKN suppresses the ex-
pression P53 and VEGF and thus has the preventive and
therapeutic effects on gastric cancer.

Li QM, Yu Q, Min CY. Expression of mutant P53 and VEGF in experi-
mental gastric cancer in rats and the effect of decoction Weikang-ning.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):997-1000

摘要

目的: 了解P53基因突变与VEGF在大鼠实验性胃癌中的表

达及中药胃康宁的防治作用.

方法: Wistar 大白鼠 2-3月龄 体重120-140 g 用

MNNG限期饲饮法诱导大鼠发生胃腺癌 设对照组 胃

康宁 1 组 2 组 用光镜 电镜观察大鼠胃黏膜细胞形

态 用免疫组化法检测突变型P53及VEGF表达.

结果: 与对照组比较 胃康宁组大鼠胃黏膜细胞异形性

核浓染 核浆比增大等恶性表型轻微 能降低突变型P53

蛋白表达(3.4905±1.5225)  和VEGF表达(3.519±2.204)
(P <0.001).

结论:以MNNG诱导大鼠实验性胃癌的发生与P53基因突变

及VEGF高表达有关 中药胃康宁具有良好的防治作用

能显著抑制P53蛋白和VEGF表达.

李庆明,余谦,闵存云. P53突变与VEGF在大鼠胃癌中的表达及中药胃康宁的

防治作用. 世界华人消化杂志  2003;11(7):997-1000

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/997.asp

0   引言

胃癌的发病率和死亡率 在我国的恶性肿瘤中占第一

位 是严重影响人类生命健康的恶性肿瘤. 在胃癌的发

生 发展过程中 原癌基因的激活与抑癌基因的失活以

及一些相关的分子对胃癌生物学行为起着重要的作用.

本文研究了P53突变与血管内皮细胞生长因子(VEGF)

在大鼠实验性胃癌中的表达 及中药胃康宁的防治作

用 为探讨P53与VEGF在胃癌发生发展过程中的作用

及中药胃康宁的防治效果.

1   材料和方法

1.1 材料  链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶免疫组化染

色试剂盒(加强型)系福州迈新生物技术开发公司产品

第一抗体来源: Broad Spectrum; 产品编号: Cat. No: Kit-

9710/9720/9730. 德国 KONTRON IBAS2.5版本全自动分析

系统 德国ZEISS AXIOTRON研究型显微镜 物镜 ×20.
图像输入: 日本 JVCKy-F30B 3-CCD彩色摄入仪. 实验

动物由中山医科大学实验动物中心提供 Wistar 大白

鼠50只 2-3月龄 体重120-140 g 清洁级.

1.2 方法

1.2.1 大鼠实验性胃癌造模方法  采用甲基硝基亚硝基



胍(MNNG)限期给药饲饮法 予 健康Wistar大白鼠每

日自由饮用浓度为100 µg/ml 的MNNG水溶液24 wk
再予饮用自来水16 wk 实验时间共计40 wk.

1.2.2 中药胃康宁配制  由党参 半枝莲 五灵脂等组

成. 制成每ml含生药1 g浓度的制剂 加防腐剂苯甲酸

(0.1 g/100 ml) 4 冷藏保存 供大鼠灌胃之用. 功

效: 健脾化痰 清热解毒 理气活血 消瘀散结.

1.2.3 实验分组及给药方法  (1)对照组20只 MNNG限

期给药饲饮法. (2)胃康宁1组 15只 MNNG限期给药

饲饮法 加全程40 wk每日灌用10 g生药 /kg体重的胃

康宁. (3)胃康宁2组15只 MNNG限期给药饲饮法 加

后16 wk每日灌用10 g生药 /kg体重的胃康宁.

1.2.4 取材方法  饲养期第40周末处死全部大鼠并取材.

即时另购 健康Wistar大白鼠2只 4月龄 体重200 g

左右 作正常对照. 先予灌注固定 经左心室穿刺至

主动脉 用生理盐水100 ml快冲血管床 用含4 %多

聚甲醛的0.1 mol/L的磷酸缓冲液(PH7.4 4 )经升主动

脉灌注 时间约1 h. 剖腹取胃 沿胃大弯切开 生理盐

水洗净 剪除前胃 将腺胃展平 暴露黏膜面 进行观

察 在有颜色异常和粟粒状结节处 则连同周围组织行

条形切割 大小约15×2 mm 可取多条组织 分置两

处 置于2.5 %戊二醛(PBS液配制)4 固定1-2 h 送电

镜室行透射电镜检查; 置于4 %多聚甲醛固定12 h 再入

20 %蔗糖PBS液24 h 取出 石蜡包埋 切片后行病

理检查 (HE染色) P53及VEGF检测(免疫组化法).

1.2.5 VEGF 表达检测  采用免疫组化法 染色程序

按试剂盒说明进行. 结果判定: 以细胞质呈现明确的棕黄

色颗粒状染色为阳性反应 并以此为目标进行真彩色

图像分析处理 获得定量数据.

1.2.6 突变型P53蛋白表达检测  采用免疫组化法 染

色程序 按试剂盒说明进行. 结果判定: 以细胞核呈现

明确的棕黄色颗粒状染色为阳性反应. 定量方法同VEGF

检测.

       统计学处理  采用方差分析 两两比较法 由中山

医科大学统计学教研室采用SPSS for Windows 7.0版统

计软件进行.

2   结果

2.1 大体观察所见  对照组大鼠胃黏膜面的颜色异常和

粟粒状结节较为多见; 胃康宁2组黏膜面亦有颜色异常

和粟粒状结节 但较不多见; 胃康宁1组黏膜面未见有

粟粒状结节 颜色异常少见(表1).

2.2 光镜观察所见(HE染色)  正常大鼠胃黏膜上皮细胞

连接完整 腺管排列整齐; 上皮细胞圆形 大小正常;细

胞核圆形 染色正常; 核浆比正常. 胃康宁1组大鼠胃黏

膜上皮细胞连接比较完整 腺管排列整齐; 上皮细胞圆

形 大小正常; 细胞核圆形 染色正常; 核浆比正常. 胃

康宁2组大鼠胃黏膜上皮细胞连接比较完整 腺管排

列比较整齐; 上皮细胞圆形 大小接近正常; 细胞核圆

形 染色基本正常; 核浆比基本正常. 对照组大鼠胃黏

膜上皮细胞连接缺如 腺管排列紊乱; 上皮细胞大小形

状不一; 细胞核异形性 胞核浓染; 核浆比增大.

2.3 电镜观察所见  胃康宁1组大鼠胃黏膜组织中 细

胞数量少 腺腔完整 细胞分化良好 偶见未分化

细胞 呈现细胞凋亡改变. 胃康宁2组大鼠胃黏膜组织

中细胞量较多 核异形性. 对照组大鼠胃黏膜组织中细

胞数明显增多 细胞小 分化程度低 核浓染 核异形

性 腺腔不明显 细胞排列不规整 形态各异.

2.4 突变型P53蛋白表达  胃康宁1组和胃康宁2组的

P53表达量均较对照组明显减少 有非常显著性差异

(P <0.001); 胃康宁1组的P53表达量亦较胃康宁2组明

显减少 且有显著性差异(P <0.05). 表明胃康宁具有显

著抑制P53异常表达(图1 表2).

表1  各组大鼠胃黏膜颜色异常 结节比较

组别  n 黏膜异常 粟粒状结节发生率(%)

胃康宁1组 12a                                            1/12 (8)a

胃康宁2组 11b                                          5/11 (45)b

对照组 17                                         12/17 (71)

aP <0.01 vs 对照组; bP <0.01 vs 对照组.

表2  各组大鼠胃黏膜细胞P53蛋白表达( sx ± )

组别  n P53蛋白(目标面积 µm2/视场面积 µm2)

胃康宁1组 12 2.1889±1.4908a

胃康宁2组 11 3.4905±1.5225b

对照组 17 6.2895±3.4046

aP <0.01 vs 对照组; bP <0.01 vs对照组.

2.5 VEGF表达  胃康宁1组和胃康宁2组的VEGF表达

量均较对照组明显减少 有非常显著性差异(P <0.01);

胃康宁1组与胃康宁2组间的VEGF表达量无显著性差

异(P >0.05). 表明胃康宁具有显著抑制VEGF表达的效

应(图2 表3).

表3  各组大鼠胃黏膜细胞VEGF表达( sx ± )

组别  n             VEGF(目标面积 µm2/ 视场面积 µm2)

胃康宁1组 12 3.3779±3.5 450a,c

胃康宁2组 11 3.5190±2.2 041b

对照组 17 5.7000±3.1 884

 aP <0.01 vs 对照组; bP <0.01 vs 对照组; cP <0.01 vs胃康宁2组.
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对照组 ×400

胃康宁一组  ×400

胃康宁二组 ×400
图1  突变型P53蛋白在细胞核中的表达.

对照组 ×400

胃康宁一组 ×400

胃康宁二组 ×400
图2  VEGF在胞质中的表达.

3   讨论

根据祖国医学理论 胃癌的发生与气郁 痰积 脾

虚 瘀毒等病理因素密切相关的认识 采用健脾化痰

清热解毒 理气活血 消瘀散结的方法防治胃癌 取得

一定疗效 但仍有许多问题尚需进一步研究[1-6]. 本实验

采用MNNG饲喂Wistar 大鼠诱导生成胃腺癌 经病

理切片检查 符合癌变特征[7]. 通过本实验 从病理检

查及电镜检查表明 胃康宁具有防治MNNG诱导的大

鼠胃黏膜组织细胞恶性表型的作用. 同时通过免疫组化

技术检测 胃康宁对大鼠实验性胃癌突变型P53基因

VEGF的表达均有明显抑制作用.

      在胃癌的发生 发展过程中 原癌基因的激活与

抑癌基因的失活以及一些相关的分子对胃癌生物学行

为起着重要的作用[8-11]. P53在多种肿瘤中有50 %存在

P53基因突变 在癌的病变中也倍受重视[12-14] 通过

PCR-SSCP等方法 研究发现25例原发性胃癌中48 %

存在P53基因突变. 突变的P53蛋白可通过 负显性效

应 阻碍野生型P53基因的抑制生长功能 突变型P53

蛋白与野生型P53蛋白结合形成几乎没有结合DNA能力

的寡聚蛋白复合物 从而不能控制这些位点的基因转

录 这些位点可能包括抑制细胞或癌变的基因 这样突

变型P53蛋白将导致肿瘤进一步生长. 且P53在本病的发

生 发展中与P16 P21 nm23 hTRT等基因及相关分

子有密切的关系[15-17]. 甚至与幽门螺杆菌的感染也有一
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定的关系[19-21]. 而且用于治疗胃癌的药物对P53的表达具

有调控作用[22,23]. 本研究结果显示在对照组P53呈高表

达 表明在致癌因素MNNG长期饲喂条件下 胃黏膜

组织细胞中P53基因已发生突变 产生致癌效应 使大

鼠发生胃癌.

         血管内皮细胞生长因子(VEGF)是一种促血管生长因

子 对原位肿瘤的形成和生长以及转移瘤的形成中起着

十分重要的作用. 消化道肿瘤 膀胱癌 造血系统肿瘤

胶质细胞瘤等都存在VEGFmRNA及蛋白的过度表达[24-27].

VEGF表达与胃癌的浸润转移有关[28-30]. 在肿瘤生长过程

中 血浆蛋白(如纤维蛋白原和纤溶酶原)从高渗透性的

血管中外渗并凝固 形成纵横交错的纤维蛋白胶滞体

纤维蛋白胶滞体为肿瘤细胞或炎症细胞和从邻近结缔组

织来的再生血管提供暂时性基质 这种暂时基质最终降

解并转化成胶原结缔组织 将无限地维持肿瘤的生长[31].

血管内皮细胞的表面存在着VEGF受体 VEGF通过与

VEGF受体结合而诱导血管内皮细胞的增生. 还通过其他

机制参与血管形成[32]. VEGF的表达受到基因水平的调

控 阻断VEGF与VEGF受体的结合及VEGF的信号转导

便可抑制VEGF的生理功能 从而抑制肿瘤的形成[33]. 此

外 VEGF与P53突变有密切关系 P53基因突变可以下

调抑制血管增生的凝血酶反应素-1(TSP-1)和上调促进

血管增生的VEGF 因而成为调控肿瘤血管生长的重要

因素[34]. Kondo et al [35]也发现突变型P53可诱导VEGF表

达. 本研究结果在对照组(造模组)突变型P53 VEGF呈

高表达 显示了P53基因突变与VEGF在胃癌发生 发

展过程中的重要作用.  而在用药组(1 组与 2 组)P 53

VEGF均呈低表达 表明胃康宁可阻止P53基因突变和抑

制VEGF而防治胃癌的发展浸润过程.
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编者按  乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感染不仅引起急性 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤
维化(LF) 肝细胞癌(HCC)的发生 发展密切相关. 这两种肝炎病毒致病机制的研究进展很快 涉及许多
方面. 肝炎病毒对于感染肝细胞的影响非常复杂和多样化 其中包括肝炎病毒蛋白对于感染肝细胞基因
表达谱的影响. HBV基因编码的羧基末端截短型表面抗原中蛋白(MHBst) X蛋白(HBxAg) HCV基因组
编码的核心(core)蛋白 非结构蛋白3(NS3)蛋白 非结构蛋白5A(NS5A)等都是具有显著反式调节作用的病
毒蛋白质. 这些病毒蛋白对于肝细胞基因表达谱的影响 对研究肝炎病毒的致病机制具有重要意义.
        肝炎病毒感染肝细胞之后 在肝细胞中完成复制和表达的生活周期 翻译而成的肝炎病毒蛋白除
了完成病毒颗粒自身的形成之外  在肝细胞中会产生一系列的生物学效应. 一方面作为机体免疫系统识
别的靶抗原 使得肝炎病毒感染的靶细胞转变成为机体免疫系统识别和攻击的对象 这是慢性病毒性
肝炎发病的基本过程和基本机制. 其次 肝细胞中的肝炎病毒蛋白 不是孤立存在的 或者是与其自身
结合 形成同二聚体的结构 或者与肝细胞中的蛋白结合形成异二聚体 甚至是多聚体形式 改变肝
细胞中蛋白激酶的活性以及酶活性底物的性质. 第三 有些肝炎病毒蛋白 在翻译之后 可以发生细胞
内转位 不少在肝细胞核中分布的肝炎病毒蛋白具有直接的DNA结合活性 对于肝细胞的基因启动子
序列产生直接的影响 或者在肝细胞核中与转录因子蛋白结合 间接影响肝细胞的基因转录过程.肝炎
病毒蛋白通过蛋白与蛋白之间的结合 通过对于肝细胞基因组表达谱的调节 影响肝细胞本身正常的
代谢和信号转导途径 进而影响肝细胞的细胞周期 细胞凋亡 细胞的恶性转化等过程. 这是肝炎病毒
致病的基本过程和基本机制.
          无论是直接还是间接形式 肝炎病毒蛋白对于肝细胞基因表达谱的影响是肝炎病毒感染导致各
种肝脏病变的基本机制 因此 对于肝炎病毒蛋白的反式激活作用机制研究显得非常重要.近年来差
异显示技术的出现和发展 大大促进了慢性病毒性肝炎及其相关疾病机制的研究进展 从目前的研究
结果来看 DNA芯片(DNA chip) 抑制性消减杂交(SSH suppression subtractive hybridization)是研究肝
炎病毒蛋白反式激活作用靶基因的有效技术类型.
        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 在成军博士 教授 主任医师的领导
下 经过4 a 左右的努力 逐步建立起抑制性消减杂交 任意引物差异显示逆转录聚合酶链反应 微
矩阵技术等 对于肝炎病毒蛋白反式调节的基因进行了系统研究  获得了一系列的研究结果  对于认识
肝炎病毒感染肝细胞之后  对于肝细胞基因表达谱的改变及研究具有十分重要的意义.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)持续感染导致全球性健康问题. 世界

人口约6 %是病毒携带者 HBV也是导致肝硬化和肝

癌的危险因素. HBV 要持续感染人体 必须要有持续

的病毒复制 HBV基因表达精确调节对病毒复制起关

键作用. HBV基因组分为结构基因序列和调节基因序列

两大部分. 调节基因序列和结构基因序列相互重叠 即

使结构基因序列本身也有部分重叠 因此 HBV具有

结构紧密的特点. HBV序列是在C S1 S2 和X启动

子控制下转录的. 除了表面抗原基因启动子 (SP )

所有其他启动子缺乏TATA盒. 两个增强子和负调控元

件进一步控制HBV RNA合成 所有转录调控元件插入

蛋白编码的基因区. SP 作为指导2.4 kb mRNA转录的启

动子序列 在HBV复制中具有十分重要的作用.

1   HBV SP 启动子的结构

HBV的 S基因有两个串联的启动子SP 和 SP . SPI

(2 219-2 780 nt)在 HBV基因组5 至前 S1区 含有

典型TATA盒(TATA box)的序列[1] 并含有特异性肝细

胞核因子1(hepatocyte nuclear factor 1 HNF1)的结合位

点. HNF1结合位点与TATA盒之间相隔45 bp 中间还

有一个八聚体结合蛋白1结合位点. HNF3结合位点位

于HNF1与TATA结合蛋白之间[2]. 转录因子蛋白Sp1结

合位点与TATA盒结合蛋白位点重合[2]. 而且SP 启动

子也与其他转录因子相互作用而增加2.4 kb mRNA转录

产生. HNF1结合位点主要出现于某些仅在肝细胞中专

一表达基因的启动子区. HNF1的结合是SP 启动子在

分化的肝癌细胞株中进行高水平转录的必要条件. 另

外 SP 的腺嘌呤(A) 胸腺嘧啶(T)核苷酸丰富区中

还有一个AFP-1(一种可与甲胎蛋白基因的增强子及启

动子结合的核因子)结合位点 也可能与肝细胞特异性

的转录有关.

2   HBV SP 启动子的调节蛋白

启动子及其基因序列本身并没有活性 只有结合转录

因子蛋白后才有功能.转录因子中核受体超家族成员在

HBV转录过程中具有十分重要的作用 Raney et al [3]研

究了HNF4 视黄酸X受体(RXR) 过氧化物酶增强子

激活受体(PPAR)等在分化型HepG2细胞系中对于HBV

结构中的4段启动子活性的调节作用 发现CP和HBsAg

大蛋白启动子(SP )受到HNF4的反式激活调节作用

而增强子 (ENH )/X基因 核心蛋白和HBsAg大蛋

白基因启动子则受到RXR和PPAR的反式激活.

        Lee et al [4]建立了p53抑制HBV复制的HepG2细胞

模型 这一模型证实了p53下调HBV所有4种启动子

序列的表达活性. 他是通过直接与TATA结合蛋白复合

物或CCAAT结合因子作用而发挥抑制功能.利用报告基

因 用转染实验分析HBV启动子的活性表明XP和CP

的活性比SP 和SP 高[5,6] 其原因还不清楚. ENH

能在一定位置和方向上以独立的方式刺激两个表面蛋

白基因启动子和X基因启动子的转录活性. ENH 对表

面抗原mRNA转录影响有限[7]. 这可能与他的位置有关.

3   HBV SP 调节

作为调节元件的一段DNA序列 可与某些细胞蛋白或

病毒蛋白结合 正性或负性调节转录. 分散在整个

HBV基因组中的每个调节元件 包括4种启动子 2种

增强子(Enh) 包装信号 糖皮质激素应答元件(GRE)

等 与细胞或病毒产生的调节因子结合后 分别调节

(加强或抑制)不同基因表达; 而不同基因可受同一调节元

件控制. 这些调节元件在基因组中的相对位置 提示可

以协同方式 控制HBV基因的表达.细胞RNA聚合酶

和转录因子结合于启动子序列 启动RNA的合成.

     反式激活的多种细胞因子(NF1 C/EBP AP1

HNF1等) 结合在增强子的特定部位 反式激活Enh增

强转录的活性. Enh序列上的这些特定的保守部位与其

细胞因子相互作用 才可能有效激活基因的启动子. 细

胞核因子NF1对激活S基因的转录很重要.

        Enh 的活性对HBsAg的表达影响小 而Enh

活性对于HBsAg的表达具有显著的影响[26]. Enh 对分

化的肝细胞和肝癌细胞具有显著的特异性 可增强

SP1 SP2 CP和X启动子的转录 肝细胞核内有多种

因子与Enh 的两个元件特异性的结合 顺式激活前

S1的启动子SP . 在慢性HBV感染中 病毒与宿主细

胞染色体整合时常导致Enh 的缺失 从而改变了外膜

蛋白的相对量 大蛋白明显减少.

         多聚腺苷酸(PolyA)加尾信号及糖皮质激素反应元件

均属于HBV的顺式作用元件 PolyA加尾信号是转录

终止及加PolyA尾所必须的序列 GRE序列可与激活受

体结合 从而提高特定基因的转录水平 GRE表现出

增强子的基本特征.在转基因小鼠中表达HBsAg被 6种

类固醇和糖皮子激素调节 经地塞米松处理后 转基

因小鼠对HBsAg的表达水平高于 .

        乙肝病毒X抗原(HBxAg)能反式激活许多病毒和细
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胞基因 通过结合和修饰包括AP1 AP2 ATF2 CREB

TBP TF2H TF2B等转录因子的功能起作用[8,9,17-20]

HBxAg刺激所有HBV启动子到一个相似程度(2-3.5倍)[6,10]

S1启动子也不例外. Sp1转录因子与SP 的Sp1结合位

点结合后 反式激活SP 但其单独发挥作用小 而

是以协同方式发挥作用[11]. TATA盒结合转录因子TF

D TF D结合RNA聚合酶 即在启动子下游的约

30 bp处开始转录. Raney et al [21]研究表明转录因子HNF1

和HNF3对 SP 的转录调节具有重要作用 他们作用

的位置在肝脏而不在其他组织. 这两种因子协同作用可

能抑制2.4 kb mRNA的转录. 在PolyA加尾信号 GRE

ENH ENH 和HBX及其他的细胞因子作用下顺式

或反式激活SP SP 开始发挥调节功能.SP 调节

2.4 kb的mRNA转录 编码大蛋白. 2.4 kb的mRNA开

始于2 812 nt 其上游20 bp 是 SP 的 TATA盒 准

确控制转录的开始. SP 调节2.1 kb mRNA 编码中 主

蛋白 两种启动子都具有同等的活性 但是在HBV感染

细胞中 2.4 kb mRNA的表达量明显低于2.1 mRNA[22-24].

因而细胞内主蛋白的量明显高于大蛋白. 由于大蛋白的

增加易导致病毒包膜蛋白在细胞内蓄积 引起细胞病

变效应. 因HBV各种包膜蛋白的这种比例不仅有利于感

染性HBV颗粒成熟于释放 而且有利于宿主细胞的生

存 使二者能共生共存[16,25]. 因此 三种外膜蛋白的产

量有正常比例 大蛋白过量时 将顺式干扰SP 从

而降低基因的转录水平. Lu et al [12]研究表明SP 含

CCAAT 序列 是一种调节蛋白正常比率的重要因素

正调节S 转录 促使主蛋白产量增加 负调节前-S1

转录 使大蛋白的产量减少 而维持大 / 中蛋白<1/5

的正常比率.参与HBV基因组转录调节的还有多种反应

激活蛋白 包括来自病毒基因组X区和前-S/S区的表

达产物 也包括来自宿主细胞的各种转录调节因子. 在

对宿主细胞的反应作用因子中 既有肝细胞特异性的

调节蛋白 (如HNF1 C/EBP 其mRNA主要出现于肝

组织 并具有特定的结构域) 也有在各种细胞存在的

细胞因子; 既有序列特异性的DNA结合蛋白 也有通过

蛋白质-蛋白质相互作用而发挥功能的调节因子.

4   S基因启动子变异的影响

Xu et al [14]从1例慢性肝炎患者血清中分离到S基因启

动子缺失变异株 转染肝癌细胞后 大蛋白过度表达

而中 主蛋白表达减少 因而病毒及亚病毒颗粒的分泌

都受到抑制 肝细胞内大蛋白堆积 认为可能是慢性肝

炎肝细胞毛玻璃样变性的原因. 他们进一步研究发现

过度表达的大蛋白在肝细胞内质网通过激活 grp78和

grp94启动子 改变宿主细胞的生理功能[15]. 转基因小

鼠模型已经证实 若大蛋白过度表达 在肝细胞内堆

积 将导致肝细胞内质网肿胀 肝细胞变性. 因此 在

感染过程中 改变大 中 小蛋白的比例将影响疾病

的进程.

        总之 有效的HBV复制要求有精确调节转录的HBV

序列. C S1 S2 X启动子调节mRNA的产量. 两个

增强子增加启动子的活性. 肝丰富的转录因子如HNF-1

HNF-3 和HNF-4 认为是病毒嗜肝性的决定因素. 因

此 SP 不是单独的起作用 而是与其他的启动子 增

强子和转录因子相互作用 构成HBV转录的平衡系统.

有目的的控制S1启动子的启动将打破这种平衡 是阻

断HBV复制的有趣治疗模式.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)为含有一段单股区的双链环状DNA

病毒 属嗜肝DNA病毒科 其基因组结构紧密 可分为

结构基因序列和调节基因序列两部分 二者可具有相互

重叠的特点. HBV基因的负链核苷酸序列中 至少有4

个开放读码框(open reading frame ORF) 包括编码外

膜蛋白的S基因区 编码核衣壳蛋白的C基因区 编码

聚合酶的P 基因区和调节病毒基因转录水平的X 基因

区 4种ORF分别有各自的启动子. HBV的外膜蛋白能

使病毒由感染的细胞分泌 并能附着和侵入新的细胞;

同时其也是引起宿主保护性应答的免疫原表位[1-6]. 因

此 作为指导S 基因组RNA转录的SP启动子序列 在

HBV 的生活周期中 具有较为重要的作用.

1   HBV  SP-II 启动子的结构特点

启动子(promotor)又称启动基因 是DNA 分子上可与

RNA聚合酶特异结合 而使转录开始的一段DNA序列

位于转录起始点上游 由RNA聚合酶结合部位及控制转

录的调节组件构成. HBV至少有4个启动子 转录出3.5 kb

2.4 kb 2.1 kb 和 0.7 kb mRNA等 这4条RNA 均有

一个共同的多聚腺苷酸(PolyA)尾 在此终止转录. S基因有

两个串联的启动子 SP-I启动子(2219-2780 nt)调节2.4 kb

的mRNA转录 编码大蛋白; SP-II启动子(2 809-3 152 nt)

调节 2.1 kb的mRNA转录 编码中蛋白和主蛋白. SPII

启动子不含典型的TATA盒 但含不典型的TATA样序

列(-25~-32 nt) 有启动子的特异活性 可与胞核提取

物特异结合.  SP-II启动子与猴病毒40(SV40) 晚期启动

子相类似 富含鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)核苷酸 对其进行

精细的突变分析表明 位于RNA转录起始位点上游200

个核苷酸内的SP-II启动子可分为A至G 7个区段 其

均能通过与序列特异性的DNA结合蛋白相互作用而影

响转录水平 其中-188~ -68远端的A B和C区是正

调控区 如果同时去除A B和C区可使转录水平下降3

倍 但仅有B和C区均可保持较高水平; 位于-6~ -49的D

区是SPII启动子的必需元件 与SV40复制起点有一定

程度的同源性; E-G区位于主要转录起始位点的45个核

苷酸内 与SV40主要晚期启动子有序列同源性 E区可

抑制F区对转录的负调节 并可补偿G区的突变对转录

的影响 而删除F区后 G区可补偿E区的缺失对转录

的影响. 总之 SPII启动子至少有6个负责正调节的转录

因子结合位点(A-E G)和一个负调节的转录因子结合位

点(F)[7-10].

2   HBV  SP-II 启动子的调节

S基因的三种蛋白的主要功能是以一定的比例在内质网

内与核心颗粒一起装配成成熟的病毒颗粒 再分泌到细

胞外. 中 主蛋白在没有其他病毒颗粒时 可以小球型

或丝状的亚病毒颗粒形式分泌 而大蛋白则不能单独分

泌. 当大蛋白与其他表面蛋白一起表达时 病毒颗粒是

否能组装并分泌取决于大蛋白的数量; 当大蛋白数量相

对少时 病毒颗粒成熟并分泌; 而当大蛋白数量多时

抑制病毒颗粒的组装与分泌. 因此 在HBV感染中 大

蛋白的含量明显低于中蛋白和主蛋白 这是通过两个独

立的启动子SP-I 及 SP-II 来调节的; 上游是 SP-I 启动

子 主要控制大蛋白的转录与翻译 下游的SP-II启动

子主要控制中 主蛋白的转录与翻译. 通常前-S1 mRNA

的量远少于S mRNA 因此大蛋白的量通常不足以阻止

病毒成熟和分泌. 由于大蛋白的增加易导致病毒包膜蛋

白在宿主内蓄积 引起细胞病变效应  因此 HBV膜蛋

白的这种比例不仅有利于感染性HBV颗粒的成熟与释

放 而且也有利于宿主细胞的生存.

        SP-II启动子中含CCAAT短序列 是一种调节外膜

蛋白正常比率的重要因素. CCAAT序列既能增强SP-II
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)为含有一段单股区的双链环状DNA

病毒 属嗜肝DNA病毒科 其基因组结构紧密 可分为

结构基因序列和调节基因序列两部分 二者可具有相互

重叠的特点. HBV基因的负链核苷酸序列中 至少有4

个开放读码框(open reading frame ORF) 包括编码外

膜蛋白的S基因区 编码核衣壳蛋白的C基因区 编码

聚合酶的P 基因区和调节病毒基因转录水平的X 基因

区 4种ORF分别有各自的启动子. HBV的外膜蛋白能

使病毒由感染的细胞分泌 并能附着和侵入新的细胞;

同时其也是引起宿主保护性应答的免疫原表位[1-6]. 因

此 作为指导S 基因组RNA转录的SP启动子序列 在

HBV 的生活周期中 具有较为重要的作用.

1   HBV  SP-II 启动子的结构特点

启动子(promotor)又称启动基因 是DNA 分子上可与

RNA聚合酶特异结合 而使转录开始的一段DNA序列

位于转录起始点上游 由RNA聚合酶结合部位及控制转

录的调节组件构成. HBV至少有4个启动子 转录出3.5 kb

2.4 kb 2.1 kb 和 0.7 kb mRNA等 这4条RNA 均有

一个共同的多聚腺苷酸(PolyA)尾 在此终止转录. S基因有

两个串联的启动子 SP-I启动子(2219-2780 nt)调节2.4 kb

的mRNA转录 编码大蛋白; SP-II启动子(2 809-3 152 nt)

调节 2.1 kb的mRNA转录 编码中蛋白和主蛋白. SPII

启动子不含典型的TATA盒 但含不典型的TATA样序

列(-25~-32 nt) 有启动子的特异活性 可与胞核提取

物特异结合.  SP-II启动子与猴病毒40(SV40) 晚期启动

子相类似 富含鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)核苷酸 对其进行

精细的突变分析表明 位于RNA转录起始位点上游200

个核苷酸内的SP-II启动子可分为A至G 7个区段 其

均能通过与序列特异性的DNA结合蛋白相互作用而影

响转录水平 其中-188~ -68远端的A B和C区是正

调控区 如果同时去除A B和C区可使转录水平下降3

倍 但仅有B和C区均可保持较高水平; 位于-6~ -49的D

区是SPII启动子的必需元件 与SV40复制起点有一定

程度的同源性; E-G区位于主要转录起始位点的45个核

苷酸内 与SV40主要晚期启动子有序列同源性 E区可

抑制F区对转录的负调节 并可补偿G区的突变对转录

的影响 而删除F区后 G区可补偿E区的缺失对转录

的影响. 总之 SPII启动子至少有6个负责正调节的转录

因子结合位点(A-E G)和一个负调节的转录因子结合位

点(F)[7-10].

2   HBV  SP-II 启动子的调节

S基因的三种蛋白的主要功能是以一定的比例在内质网

内与核心颗粒一起装配成成熟的病毒颗粒 再分泌到细

胞外. 中 主蛋白在没有其他病毒颗粒时 可以小球型

或丝状的亚病毒颗粒形式分泌 而大蛋白则不能单独分

泌. 当大蛋白与其他表面蛋白一起表达时 病毒颗粒是

否能组装并分泌取决于大蛋白的数量; 当大蛋白数量相

对少时 病毒颗粒成熟并分泌; 而当大蛋白数量多时

抑制病毒颗粒的组装与分泌. 因此 在HBV感染中 大

蛋白的含量明显低于中蛋白和主蛋白 这是通过两个独

立的启动子SP-I 及 SP-II 来调节的; 上游是 SP-I 启动

子 主要控制大蛋白的转录与翻译 下游的SP-II启动

子主要控制中 主蛋白的转录与翻译. 通常前-S1 mRNA

的量远少于S mRNA 因此大蛋白的量通常不足以阻止

病毒成熟和分泌. 由于大蛋白的增加易导致病毒包膜蛋

白在宿主内蓄积 引起细胞病变效应  因此 HBV膜蛋

白的这种比例不仅有利于感染性HBV颗粒的成熟与释

放 而且也有利于宿主细胞的生存.

        SP-II启动子中含CCAAT短序列 是一种调节外膜

蛋白正常比率的重要因素. CCAAT序列既能增强SP-II
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启动子的活性 又能阻断2.4 kb mRNA转录延伸作用

致使2.4 kb mRNA 表达受限制. Lu et al [11]发现在SP-II启

动子内的CCAAT元件不仅能增加S基因的转录 而且

能降低前-S1基因的转录各5倍 从而维持大 /主蛋白

<1/5的正常比例 因此 在CCAAT元件发生突变时 大

蛋白产生过量 可抑制毒粒排出 将导致细胞内表面蛋

白分泌减少而大量堆积 从而影响HBV 的装配. 所以

CCAAT元件在病毒的生活史中对维持S/前 -S1基因转

录的比例起到关键的作用. SP-II 启动子发生缺失变异

时 大蛋白将过度表达 而中 主蛋白表达减少 因而

病毒及亚病毒颗粒的分泌受到抑制 但对病毒复制能力

无影响 肝细胞内大蛋白及复制中间产物cccDNA等堆

积对肝细胞有细胞毒作用 能增强肝细胞对炎症细胞因

子的敏感性 使肝细胞受损 可能是慢性乙型肝炎肝细

胞毛玻璃样变性的原因之一[12,13]. 进一步研究发现 过

度表达的大蛋白在肝细胞内质网通过激活grp78和grp94

启动子 改变宿主细胞的生理功能. 转基因小鼠模型也

已经证实 若大蛋白过度表达 在肝细胞堆积 将导致

肝细胞内质网肿胀 肝细胞变性. 另一些研究观察了

大 中 主蛋白比例变化与肝损害之间的关系 发现在

急性肝炎恢复期的患者 存在正常比例的大 中 主蛋

白; 而慢性肝炎患者的大蛋白比例增高 中蛋白合成减

少.  因此 在感染过程中改变大 中 主蛋白的比例将

影响疾病的过程.

        Bock et al [14-16]从前-S区突变去研究SP-II启动子的

转录调控后发现 当前 S2 区发生 CCAAT 盒点突变

(MUT1) CCAAT盒的3 第6 bp缺失(MUT2)及CCAAT

盒的3 第153 bp 缺失(MUT3)变异时 SP-II 启动子功

能下降约30-75 % 并且发现 SP-II 启动子及MUT3

能被CCAAT盒结合因子(CBF)调控 而MUT1及MUT2

则不被CBF调控 可见 CBF是 SP-II 启动子发挥作用

所需 CCAAT盒和另一未知区域所介导的启动子的功

能必需通过CBF 而起作用. 当发生MUT1 和MUT2 或

MUT3时 大蛋白将贮留在细胞内质网中  核心蛋白将

贮留在胞核内 MUT3突变时 出现有煎蛋样和螺旋丝

状物质的畸形病毒颗粒; 并且还发现前-S 区的不同区域

决定着病毒在细胞内的定位和细胞外的表观 前-S 区变

异可能与HBV 相关肝病的进展和预后有关. Ha-Lee et al [17]

研究发现 SP-I I 启动子的突变 使基因表达失衡

是慢性乙肝患者持续感染得以维持的一种途径. 有研究

证实位于前S-ORF内的2 995-3 177 nt的缺失突变减弱

了前-S的免疫原性 但仍存在与肝细胞的结合位点 不

但保留了病毒感染肝细胞的能力 还能使病毒避开宿主

的免疫攻击 导致HBV的持续携带状态.

        Kajiya et al [18]在慢性乙肝病毒感染过程中研究发现

当机体的免疫反应强大时 HBV 病毒基因突变由通常的

核心启动子(CP)突变(T(1 762)A(1 764))及前-S1区缺失变

为核心启动子(CP)突变及SP-II启动子区发生缺失变异;

将其PCR 产物转染入人肝细胞瘤HuH-7细胞 发现细

胞内病毒复制频率增加 但HBsAg和HBeAg分泌减少

细胞内不含包膜的核心颗粒增多 提示核心启动子(CP)突

变及SP-II启动子区缺失可能协同参与病情的发展.

      乙型肝炎病毒的基因表达受许多转录因子的调控

参与HBV基因组转录调节的有多种反式调节蛋白 这些

调节蛋白既包括来自病毒基因组的表达产物 也包括

来自宿主细胞的各种调节转录因子. SP-II 启动子通过

其-189~ +1间的序列调控元件与NF1 SP1和NF-Y等

转录因子结合来调控前-S2/S基因的表达. Raney et al [19]

研究发现肝细胞核因子HNF3与SP-II启动子的-231~ -240

结合后 前-S2/S 基因的转录受到抑制. 转录激活蛋白

Sp1可与SP-II 启动子B D E F区结合. Li et  al [20]

研究发现转录因子Sp1能正负调控S基因的转录 其有

三个结合位点 Sp1-1和Sp1-2在核心启动子内 Sp1-3

在增强子EhnII 内. Sp1-1不影响S基因的转录 Sp1-2

负调控S基因 除去Sp1-2后 Sp1-1 则正调控S基因

Sp1-3正调控S基因 当其发生突变时 则抑制基因表

达 然而 这种抑制作用在Sp1-1 和 Sp1-2 也发生突

变时消失 Sp1是如何具体调控S基因的转录 有待进一

步研究. SP-II启动子不含有TATA盒 其调控前-S2/S基因

转录的机制也还不完全清楚 Bogomolski-Yahalom et al [21]

研究发现在SP-II启动子的-25~-32 bp的核苷酸序列有

启动子的特异活性 类似于TATA盒的功能 含有TATA

盒结合蛋白(TBP)结合位点 可与胞核提取物特异结

合; -13~ -16bp 的核苷酸序列为SP-II 启动子的起始子

(initiator inr). 总之 上述两种序列在前-S2/S基因转录

调控中起到重要作用.  有资料表明增强子Enh1/Enh2 均

能提高SP-II启动子的转录水平 但这方面的报道较少.

       总之  基因表达调控是在多级水平上进行的 就目

前的认识 转录水平的调控是基因的重要控制方式 基

因的转录起始是基因表达的基本调控点 而这一阶段的

重要事件是RNA聚合酶与基因启动子的相互作用 故对

基因启动子的结构及调节研究十分重要. S基因编码的主

蛋白是目前常用乙型肝炎疫苗的主要中和位点 并且S

及前-S基因组与HBV病毒的成熟 分泌及感染性有关.

目前 对HBV SP 启动子的结构及调节的了解还比较

少 大大限制了我们对乙肝病毒及其相关疾病的认识

有待进一步的研究.
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0   引言

乙型肝炎是一种严重威胁人类健康的疾病 呈全球性分

布 目前全世界有3.5亿人感染乙型肝炎病毒(HBV) 其

中相当一部分感染者发展为慢性肝炎 少数还发展为肝

硬化甚至肝癌 至今仍缺乏有效控制[1-5]. 造成这一局面

的原因很多 其中关于HBV与肝细胞之间相互作用的分

子生物学机制的研究进展相对滞后是严重影响新型治疗

技术和新型药物开发与研究的重要原因之一. 进一步弄

清HBV DNA的复制 转录及调节的过程 对于我们研

究乙型肝炎的发病机制具有重要意义. 本文仅就乙型肝

炎病毒核心启动子(CP)结构及调节近几年的研究进展作

一综述.

1   乙型肝炎病毒基因组结构

HBV是很小的包膜病毒. HBV DNA和HBV聚合酶由核

壳包裹成为核心颗粒 再由含HBsAg的脂蛋白包裹. 病

毒基因组是3.2 kb 的部分双链DNA. 双链的长度不等

负链与病毒的mRNA互补 较短的链为正链. HBV基因

组结构精密 仅约3 200 bp(3 182-3 221 nt 3.2 kb)

但可以最小容量发挥高效功能. HBV负链核苷酸序列至

少有4个开放读框(open reading frame ORF): C P 和

S基因(相当于逆转录病毒的gag pol和 env基因)分别编

码核壳 聚合酶和外膜蛋白; 另一ORF因开始鉴定时对

其基因产物的功能不明而称X. 正链序列上似无保守序

列 由双链DNA转录为RNA 是一个需要高度调节的过

程.因而病毒基因组不仅含有编码蛋白的结构基因 也有

调节元件. 作为调节元件的一段DNA序列 可与某些细

胞蛋白或病毒蛋白结合 正性或负性调节转录. 分散在

整个HBV基因组中有多个调节元件(regulatory element)

包括 种启动子 种增强子 包装信号 糖皮质激

素应答元件等[6].

2   乙肝核心启动子(CP)的结构及调节

CP在1 591和1 822nt(从EcoR 位点) 包括至少232 bp[7]

结构及功能都十分复杂. 与增强子 部分重叠的1 687 nt

(Hinc )下游核苷酸序列对于启动子的活性是非常必要

的. CP与X 基因的3 末端(1 837-nt) C基因前-C区

的5 末端(1 814 nt)重叠; 增强子 (1 687-1 775 nt)和顺

向重复序列(DR direct repeat 1 826-1 836 nt)完全在

CP区域内; 前基因组 mRNA(1 785- nt)和前基因组-C/P

mRNA(1 820- nt)都由此处开始. HBV的C基因调节序列

区(C基因前-C区上游约200 bp)包括多个元件 有直

接重复序列DR1/DR2 负链缺口 增强子 和C基因启

动子(CP).

       CP区在1 643-1 849 nt 结构和功能较复杂. CP与

X基因远端和C基因的前-C区有部分重叠; DR 和增

强子 在其区域内. CP由核心上游调节序列(CURS)和基

本启动子(BCP)两部分构成 前者是后者的强激发者.

CURS中含2个重复序列(1 668-1 684 nt) 是肝细胞核
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1   乙型肝炎病毒基因组结构

HBV是很小的包膜病毒. HBV DNA和HBV聚合酶由核
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负链与病毒的mRNA互补 较短的链为正链. HBV基因

组结构精密 仅约3 200 bp(3 182-3 221 nt 3.2 kb)

但可以最小容量发挥高效功能. HBV负链核苷酸序列至

少有4个开放读框(open reading frame ORF): C P 和

S基因(相当于逆转录病毒的gag pol和 env基因)分别编

码核壳 聚合酶和外膜蛋白; 另一ORF因开始鉴定时对

其基因产物的功能不明而称X. 正链序列上似无保守序

列 由双链DNA转录为RNA 是一个需要高度调节的过

程.因而病毒基因组不仅含有编码蛋白的结构基因 也有

调节元件. 作为调节元件的一段DNA序列 可与某些细

胞蛋白或病毒蛋白结合 正性或负性调节转录. 分散在

整个HBV基因组中有多个调节元件(regulatory element)

包括 种启动子 种增强子 包装信号 糖皮质激

素应答元件等[6].

2   乙肝核心启动子(CP)的结构及调节

CP在1 591和1 822nt(从EcoR 位点) 包括至少232 bp[7]

结构及功能都十分复杂. 与增强子 部分重叠的1 687 nt

(Hinc )下游核苷酸序列对于启动子的活性是非常必要

的. CP与X 基因的3 末端(1 837-nt) C基因前-C区

的5 末端(1 814 nt)重叠; 增强子 (1 687-1 775 nt)和顺

向重复序列(DR direct repeat 1 826-1 836 nt)完全在

CP区域内; 前基因组 mRNA(1 785- nt)和前基因组-C/P

mRNA(1 820- nt)都由此处开始. HBV的C基因调节序列

区(C基因前-C区上游约200 bp)包括多个元件 有直

接重复序列DR1/DR2 负链缺口 增强子 和C基因启

动子(CP).

       CP区在1 643-1 849 nt 结构和功能较复杂. CP与

X基因远端和C基因的前-C区有部分重叠; DR 和增

强子 在其区域内. CP由核心上游调节序列(CURS)和基

本启动子(BCP)两部分构成 前者是后者的强激发者.

CURS中含2个重复序列(1 668-1 684 nt) 是肝细胞核
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因子的结合部位. 在CP上游还有一个顺式抑制元件(cis-

acting repressing element NRe) 负调节 CP活性. BCP

在 1 742-1 849 nt 区段 包含DR 区 前-C和 C基

因的2种mRNA的起点; BCP区段中有4个TATA盒样序

列(TA) 其对于前C mRNA和前基因组RNA在体内的

精确转录的起始是很重要的.

        CP调节3.5 kb mRNA的合成 编码HBeAg前体和

前基因组C/P蛋白 C基因附近区段是HBV复制的关

键性部位 有多种调节序列. CP和增强子 调节核壳蛋

白的合成. CP与HBV的肝细胞特异表达有关 如以一种

在大多数细胞中都有功能的金属硫蛋白(metallo thionein)

启动子代替CP HBV DNA即可在一种人的非肝细胞系

HeLa细胞中表达. Lopez-Cabrera et al [7]指出从老鼠肝细

胞核提取物纯化的CCAAT/ 增强子结合蛋白(C/enhancer

binding protein C/EBP) 是一个肝脏特异性的核因子

在CP上至少结合了5个位点 而其中的3个位点与增强

子 重叠. C/EBP在一定程度上激活了CP低浓度的表达

但在高浓度反而抑制其表达.肝细胞核因子1(hepatocyte

nuclear factor HNF  1)具有肝特异性 能够激活许

多肝特异性基因的转录活性. Wang et al [8]研究了HNF 1

对增强子 的影响 他们指出HNF1可以激活HeLa细胞

中增强子 的活性而这个细胞并不表达HNF1 并且抗

检测的HNF1 抑制其在HepG2 细胞中的表达. 已鉴定

1 718-1 736 nt 区域是HNF1活性的靶位点. 这个区域与

HNF3结合位点重叠 HNF3是另一个通过增强子 调节

CP活性的肝富集因子[9]. HNF4在增强子 /X基因启动

子区有1个结合位点 另2个结合位点则位于CP区内[10].

尽管HNF4与前面位点结合 但其对病毒的转录无明显

影响 而另外两个位于BCP的位点都独立介导HNF4依

赖的转录活性[11].

3   C基因启动子的突变及其生物学意义

乙肝的X基因在1 643-1 850 nt  增强子 在1 627-1 774 nt

大部分重叠. 这一区段是病毒复制的重要调节区 是转

录 反转录和正链合成的起点 也是多种细胞因子的结

合部位. 这一区段的变异较易对病毒转录 复制等生物

学特性产生影响.

       CP 区变异并非独立的突变位点 常是多位点变异

的组合. BCP上的双变异1 762 nt的A2 T和nt1 764的

G A 在慢性 HBV 感染中较常见 在肝衰竭的患者

1 638 nt T C 1 673 nt C T 1 727 nt A T 1 730 nt

C G变异出现的也较多. 变异涉及前-C mRNA(1 790

1 nt)起始位点上游28 bp AT富集区的TTAAA序列(1 758-

1 762 nt) 而前基因组RNA起始位点(1 818 nt)上游23 bp

的ATAAATT序列(1 789-1 795 nt)仍然完整. 用于前-C

和前基因组RNA合成的启动子元件不同 是分开调节

的. BCP控制前-C和C RNA的转录.前 -C RNA编码分

泌的HBeAg; 而 C RNA编码核心蛋白 DNAp和前基因

组RNA. 变异株合成HBeAg的水平降低 合成HBcAg

无影响 而病毒复制反可增强 核心颗粒也比野毒株

多2-4倍[12]. Kidd-Ljunggren et al [13]从不同基因型的59株

HBV和不同HBeAg/抗HBe状态的患者分析 前- 和

前基因组RNA的起始密码和TATA元件高度保守 CP区

的绝大多数缺失会导致转译读框迁移和终止 截短 蛋

白的 末端. CP中 1 762-1 764 nt 变异抑制HBeAg产生

而病毒产生增强. 1 762 nt 及 / 或 1 764 nt 变异常伴随1

751-1 755 nt 的点突变. 对 HBeAg 表达的抑制作用:

Buckwold et al [14]研究发现肝内富集的转录因子可结合于

DNA覆盖1 762 nt和1 764 nt 变异的BCP可能改变这种

结合 降低前-C RNA的转录 最终使HBeAg 平均降

低70 %. 这一双变异抑制 并不终止HBeAg的表现型. 前-

C基因表达减少但不影响前基因组RNA的合成. 增强前基

因组RNA的包装 子代病毒产生增加. Gunther et al [15] 发

现 HBV 1 762 nt和 1 764 nt变异株与活动性肝炎 移

植后的严重肝病 肝细胞癌相关 联合1 653 nt变异 与

急性暴发性过程相关. 这些变异降低前-C mRNA水平(低

55 %)和 HBeAg 分泌 但对前基因组 /C 和前 -S/S

mRNA 细胞内核心 聚合酶和前-S/S2蛋白和S抗原分

泌无显著影响.在细胞内和培养液中的子代病毒DNA量

稍增加. 对病毒复制的调节作用: 一方面 HBV/CP的转

录活性可被炎症因子调节. 肿瘤坏死因子TNF IFN

和 IFN 都可降低病毒的转录活性40 %. Romero et al [16]

证实HBV DNA 含有与转录蛋白相一致的元件 其结合

活性可由炎症细胞因子调节. TNF IFN 和IFN 各

降低报告构件虫萤光素酶活性40 % TNF 和IFN 合

用抑制程度倍增. 为维持TNF 效应必须保留C/P转录开

始部位上游330 bp 以TNF 处理转染HBV DNA的HepG2

细胞 在细胞内核心颗粒中的复制型HBV降低60 %. 这

些细胞因子的抑制作用 提示一种非细胞溶解机制在感

染肝细胞中由抗原非特异免疫应答部分调节HBV的复

制. 另一方面 BCP变异导致高水平复制 这一变异株

显示为前基因组RNA增强的表现型. HBV复制只能在核

心颗粒内 是在前基因组RNA HBcAg和DNAp之间

相互作用而装配成的. BCP变异使前基因组RNA转录仅

稍有增强(2-3 倍) 而病毒包装则有很大增强(>10 倍)

BCP变异因包装功能增强而提高复制水平. Baumert et al [17]

曾在暴发性肝炎相关的一株HBV的核心启动子中鉴定

出2处变异(1 768 nt C变 T和 1 770 nt T变 A) 因前基

因组RNA进核心颗粒的病毒包装增加使复制提高. 这两

处变异增加核心蛋白合成15倍 从而增加病毒包装; 而

前基因组 RNA的转录只增加2倍 反转录的聚合酶也

只增加2倍 复制增强也只在核心蛋白增加时.这些结

果提示HBV/CP在转录和转录后水平调节核心蛋白表达.

        另一解释是CP区变异产生了肝细胞核因子(HNF-1)的

结合位点 因这一转录因子的介导 使前-C mRNA水平

下降 从而使HBeAg减少; 而C mRNA和前基因组RNA水

平则增高 因而病毒复制增加[18]. Chan et al [19] 研究表明

慢性HBV感染45例患者HBeAg/抗-HBe转换后92 %有
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CP 或前C 变异 其中42 % 仅 CP 38 % 仅终止密码

子 12 %同时有2种变异.血清HBeAg/ 抗 -HBe转换后

73 %的患者持续血清转氨酶正常 仅8 %有多次增高.

1 858 nt是C的基因型感染CP变异较常见(91 % 27 %

P <0.01); 而前 -C终止密码子仅见于1 858 nt 是 T的

基因型(87 % 0 P <0.01). CP变异选择妨碍发生前C终

止密码子的基因型.

        HBV在覆盖CP的区域利用其基因组的经济性是非

常明显的 跨越CP区域(1 591-1 849 nt)的DNA一定数

量的重要功能. 首先 他包含了在体内具有双重功能的

增强子 : 其激活下游位点的S及X基因启动子活性和上

游位点的 CP启动子活性.其次 在这个区域内的BCP调

控前-C mRNA和前基因组RNA的转录. 而且 CP的3

末端与编码HBeAg的前C/C ORF的 5 末端相互重叠

DR1也包括在此区域内. 再者 CP区与编码X蛋白的X

ORF序列重叠 而X蛋白的C末端以证明具有反式激

活作用. 因此一些在CP内的DNA基因序列突变可以影响

病毒的复制 HBeAg的生成以及X蛋白的氨基酸序. CP

区基因序列的保守性对于维持病毒的活跃复制是非常关

键的 而且他的变异与病毒在宿主体内持续表达导致乙

肝病毒慢性感染 最终引起肝细胞癌的发生是密不可分

的[20].
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0   引言

HBV属嗜肝DNA病毒 其基因组为3.2 kb部分双链的

环状DNA. 他的复制需要一个RNA中间物-前基因组

RNA 经过反转录产生新的DNA分子. HBV基因组的功能

单位十分密集 高度压缩 重复利用. 目前已确定有四个主

要的开放阅读框架 分别负责编码核心抗原(pre-C/C) 核

酸聚合酶(P) 表面抗原(preS/S)和 X蛋白(X). 这些基因

的表达受到顺式元件-启动子和增强子的调控. 目前在

HBV基因组已发现并鉴定的顺式元件有四个启动子(C

X SP SP ) 两个增强子(Enh 和 Enh )和糖

皮质激素应答元件 [1-4]. 其中增强子的作用主要是调控

HBV的转录和复制.

1   HBV增强子的结构

增强子是指能使他连锁的基因转录频率明显增加的DNA
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CP 或前C 变异 其中42 % 仅 CP 38 % 仅终止密码

子 12 %同时有2种变异.血清HBeAg/ 抗 -HBe转换后

73 %的患者持续血清转氨酶正常 仅8 %有多次增高.

1 858 nt是C的基因型感染CP变异较常见(91 % 27 %

P <0.01); 而前 -C终止密码子仅见于1 858 nt 是 T的

基因型(87 % 0 P <0.01). CP变异选择妨碍发生前C终

止密码子的基因型.

        HBV在覆盖CP的区域利用其基因组的经济性是非

常明显的 跨越CP区域(1 591-1 849 nt)的DNA一定数

量的重要功能. 首先 他包含了在体内具有双重功能的

增强子 : 其激活下游位点的S及X基因启动子活性和上

游位点的 CP启动子活性.其次 在这个区域内的BCP调

控前-C mRNA和前基因组RNA的转录. 而且 CP的3

末端与编码HBeAg的前C/C ORF的 5 末端相互重叠

DR1也包括在此区域内. 再者 CP区与编码X蛋白的X

ORF序列重叠 而X蛋白的C末端以证明具有反式激

活作用. 因此一些在CP内的DNA基因序列突变可以影响

病毒的复制 HBeAg的生成以及X蛋白的氨基酸序. CP

区基因序列的保守性对于维持病毒的活跃复制是非常关

键的 而且他的变异与病毒在宿主体内持续表达导致乙

肝病毒慢性感染 最终引起肝细胞癌的发生是密不可分

的[20].
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0   引言

HBV属嗜肝DNA病毒 其基因组为3.2 kb部分双链的

环状DNA. 他的复制需要一个RNA中间物-前基因组

RNA 经过反转录产生新的DNA分子. HBV基因组的功能

单位十分密集 高度压缩 重复利用. 目前已确定有四个主

要的开放阅读框架 分别负责编码核心抗原(pre-C/C) 核

酸聚合酶(P) 表面抗原(preS/S)和 X蛋白(X). 这些基因

的表达受到顺式元件-启动子和增强子的调控. 目前在

HBV基因组已发现并鉴定的顺式元件有四个启动子(C

X SP SP ) 两个增强子(Enh 和 Enh )和糖

皮质激素应答元件 [1-4]. 其中增强子的作用主要是调控

HBV的转录和复制.

1   HBV增强子的结构

增强子是指能使他连锁的基因转录频率明显增加的DNA
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序列 其增强作用相对不依赖于他的位置 方向以及

与目标启动子的距离 无基因专一性 可在不同基因组

合中表现增强效应. 其功能主要是通过与调节蛋白相互

作用刺激特定的一个或一组基因的基础转录活性. 增强

子常由一个或多个连续或不连续的DNA序列元件组成

并与特异的蛋白质相互作用. 这些DNA结合蛋白可由病

毒本身编码 也可由宿主细胞编码. HBV的两个增强子

分别为Enh 和Enh .

        Enh 在S基因和X基因之间 大约在1 070-1 234 nt

前后加减100 bp的区段 实际只需50个核苷酸的短小

序列 即可保持其主要功能. Enh 定位在P基因中 末

端与X基因启动子重叠. 可增强C SP SP 和 X

启动子的转录 但效率不同 如对下游的C启动子比

对X启动子的增强作用高60倍. Enh 对启动子的作用

不是直接的 而是通过与Enh 的协同作用[5]. Enh 大

约在 1 627-1 774 nt 定位在X基因中 末端含CP

可分为Enh -A和Enh -B两部分. A部分是正调节

元件 主要参与Enh 的肝细胞专一性 而B片段是

Enh 的活性单位 前者必需与后者协同作用才有活

性. B部分有60-70 %的Enh 活性 又可分为B1(1 687-

1 705 nt) B2(1 706-1 736 nt)和 B3(1 737-1 774 nt)三个

亚区.前两部分是主要功能区 B2是主要转录因子的结

合位点 [6] .

2   HBV增强子的调控研究

许多因子通过调控HBV Enh活性进而调控HBV在体内

的转录与复制 其机制主要是直接作用于Enh上的相应

的结合位点 也有一些因子作用机制主要是通过反式激

活作用. HBV Enh自身基因结构的突变对HBV Enh的活

性也有一定影响. HBV Enh的调控研究对于了解HBV在

体内转录及复制调控机制 HBV感染的致病机制和抗病

毒药物的研发有重要意义.

2.1 可上调HBV增强子的因子  Waris et al [7]研究发现

信号转导子及转录激活子 (STAT)蛋白家族中的STAT3 和

HNF-3的相互作用可引起HBV Enh 功能激活. STAT-3

与许多转录调控因子有关并调控与细胞因子有关的基因

表达. 虽然其功能与他的核苷酸序列有关 近来发现其

在发生了DNA缺失后可与其他转录因子发生相互作用.

STAT-3结合位点定位于HBV Enh 核心区域. 白介素6

(IL-6)和表皮生长因子可刺激HBV Enh 的 DNA-

STAT-3相互作用 导致HBV Enh 表现完全的激活作

用和病毒基因的表达.应用瞬时转染的方法 上述作用得

到证实. 还有人发现IL-6通过单信号转导的方式 间接通

过他的转录因子NF-IL-6上调Enh 活性[8].Wang et al  [9]

研究还发现HNF1与Enh B2位点结合 可以上调Enh

活性.

         Raney et al [10]研究发现过氧化物酶体增生物(PPAR)可

通过HBV基因组Enh 区域的核激素受体识别位点直

接增强病毒的转录作用. 实验发现: 一种转基因小鼠的

HBV核酸启动子突变(A1 764T加 G1 766A)的可以抑制视

黄醛受体 (RXR- )和 PPAR- 异二聚体结合近端的

核激素受体识别序列.在这些发生突变的转基因鼠中

PPAR使肝内病毒转录和复制的增加并没有受病毒核酸

启动子的突变影响. 这表明过PPAR可通过HBV基因组

Enh 区域的核激素受体识别位点直接以PPAR- 方

式增强病毒的转录作用.

        SP1有两个结合位点在核心启动子 一个在他的调

控元件上游 也被叫做Enh  增强子. Li et al [11]研究发

现 在Enh  增强子的SP1结合位点 (SP1-3)可以正向

调节所有HBV基因的表达. 当他通过突变被去掉后 所

有HBV基因的表达被抑制. 然而 如果在核心启动子的

两个SP1位点也被去除了 Sp1-3突变对S基因和X基

因的抑制作用将消失.这些结果提示 SP1 既可以作为

HBV基因表达的阳性调节因子 也可以作为阴性调节

因子. 这种二重作用对于调节HBV基因的表达非常重要.

Ishida et al  [12]研究发现 多重转录因子HLF FTF 可

调控HBV Enh 激活HBV的转录作用. HBV Enh II

活性必需的重要的区域为1 640-1 663 nt. 应用酵母单杂

交技术从人肝cDNA文库筛选与本区域相关的因子HLF

FTF 所有这些因子与1 640 -1 663 nt 序列有亲和性.

关于这些因子调控转录方面的研究显示HLF和FTF对1

640-1 663 nt 有刺激活性. 在瞬时转染HBV表达载体体

系 FTF可同时激活转录3.5 kb的RNA和2.4/2.1 kb的

RNA. HLF仅转录. 5 kb的RNA.应用引物延伸分析 HLF

强烈刺激前基因组RNA的合成 较前C区RNA明显.

FTF刺激Enh 活性 而HLF 激活仅调节核心启动子

的核心上游调节序列 对前基因组RNA的合成有决定

性的作用.

         一些因子通过反式激活作用也可以上调增强子活性.

Lee et al [13]研究发现 通过人肝细胞Enh I的 E因子的

AP1位点 人乳头瘤病毒16型EP6蛋白(HPV-16 E6)和

HBV X 蛋白对HBV 前基因组有反式激活作用. 提示

HPV-16可以增强HBV和其他启动子含有AP1位点的癌

基因的转录活性. HBx反式激活Enh I对全基因组或亚基

因组启动子控制下的转录; 而Enh I又增强了反式激活的

易感性. Kwon et al  [14]研究发现 HBV核心蛋白通过核

因子 κB(NF-κB)结合位点 (GGGACGTACT 核酸序列
1 408-1 417) 激活HBV Enh . 通过反式激活作用激活

Enh / 前基因组启动子 促进HBV DNA转化的还有

HBV X蛋白和CCAAT/增强子结合蛋白 (C/EBP )[15].

2.2 可下调HBV增强子的因子  Sun et al [16]研究发现一种

阴性调节因子(NRE)定位于HBV核心启动子调节序列的

上游和Enh 并抑制这两个部分的转录和复制. 通过

表达克隆化得到阴性调节蛋白(NREBP) 发现内源性的

NREBP定位于人肿瘤细胞HuH-7细胞的细胞核. NREBP

蛋白抗体可以特异性的阻断NRE 活性 提示NREBP 为

与NRE序列关联的内源性蛋白. 通过PCR辅助结合位点

的方法 发现NREBP 的共有序列为GA(G/T)AN(C/G)(A/
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G)CC. NREBP的过表达通过NRE可增强对HBV核心启

动子的抑制作用.

        Lee et al [17,18] 研究发现p53抑制HBV Enh/X启动子活

性. 同时还通过抑制Enh 抑制核心启动子转录活性.

HBx可对抗这种作用. Lai et al [19]研究发现E4BP4通过结

合位点阻断的机制抑制Enh /CP活性 进而抑制HBV

DNA的转录.

        某些抗病毒 免疫抑制药物通过抑制HBV增强子

起到抑制HBV复制和转录的作用. IFN- 通过抑制Enh

活性抑制HBV 表达[20] IFN- 诱导转录因子 干

诱导基因因子3 (ISGF3)和干扰素调节因子1(IRF-1)通过

与基因启动子为 AGTTTCNNTTTCNC 的干扰素激

活反应元件(ISRE)结合激活干扰素诱导基因的表达.

Nakao et al [21]研究发现p48 (ISGF3-β)参与 IFN - 诱导
的抑制HBV Enh 活性. HBV Enh 有 ISRE类似序列

AGGCTTTCACTTTCTC . 从HuH-7细胞提取结合了这

个序列的提取物用IFN- 处理后仅包含p48. 在细胞转

染中 IFN- 抑制HBV Enh 活性 过表达的p48提

高这种抑制作用. HBV Enh 的这种ISRE类似序列的突

变或缺失都可以降低IFN- 的抑制作用. HBV Enh 的

SRE类似序列与p48蛋白相互作用 介导IFN- 诱导的

对增强子活性的抑制作用. 然而 Schulte-Frohlinde et al  [22]

研究发现IFN诱导的抑制作用不依赖与HBV- Enh 的

存在而是由于ISRE类似序列的作用. Lee et al [23]研究发

现 T细胞核因子(NFAT1-C) 通过其的应答位点GGAGA

和使HBx-driven失去转录活性抑制HBV Enh /Cp活

性. 敏感的NFAT1 免疫抑制药物环孢素A(CsA)是在免疫

反应中细胞因子和病毒基因的转录调节因子. 通过分析

一系列缺失突变和异种启动子的检测 发现CsA 敏感

的NFAT1-C通过NFAT1-C的应答位点(GGAGA nt 1

603-1 618)和以剂量依赖方式使HBx失去转录活性抑制

Enh /Cp的转录活性.这些结果表明CsA敏感性NFAT1-

C可以通过抑制HBV Enh /Cp转录活性来控制HBV感

染细胞的活动.

         David-Cordonnier et al [24]发现: c-Myb蛋白与HBV Enh

EP相关并且与NF-M协同调控转录. EP因子为HBV增

强子中的活性结构 他的一个15 bp的位点由于受其他

功能位点如E位点调控而非常重要. EP因子可能包括两

个结合c-myb基因家族产物的位点. DNase I阻遏物实验

提示只有一个结合位点有保护作用.通过造血细胞(K562)

和肝细胞系(HepG2)的CAT测定发现c-Myb基因可下调

HBV Enh的转录活性. c-Myb 和可以识别HBV Enh E因

子的C/EBP β的同源物质NF-M的共同表达对HBV Enh
有协同的抑制作用 并且他们每一个对感染HBV 的

HepG2 和 K562细胞系的转录单独都有抑制作用.

2.3 基因突变引起HBV增强子活性的改变  HBV Enh 某

些位点的基因突变可引起增强子活性的改变.Xie et al [25]

研究了HBV Enh B1因子位点专一突变对病毒转录和

复制的影响. HBV Enh 有高度的肝脏专一性并且对调

节所有HBV基因的转录有重要作用. HBV Enh 主要的

功能位点B1FB1F结合位点缺失时 在E -CAT报告

质粒中HBV Enh 的活性显著降低. 此外 B1因子的

点突变使B1F结合失败可明显降低起始与HBV核心启

动子的病毒基因的转录 结果导致HBV e 抗原 前基

因组RNA和病毒复制的模板DNA产量减少. 因此 B1F

与其在E 区域上的靶序列的相互作用对HBV的复制

和转录十分重要.

        Honda et al  [26]研究检测了与引起严重肝损害的有关

区域的突变. 在严重的HBV感染病例中 大约50 %的

核苷酸变异定位于在全长1 741-1 777 (Enh /C启动子

区域的14.2 %)区域内 30 %的X蛋白的氨基酸变异定

位于包含122-132 (X蛋白的7.1 %)密码子的区域. 除了

在前C区和C区的变异之外 在Enh /C 启动子和X

蛋白区域的变异对严重的HBV 感染的发病机制有关.

Honda et al [27]研究亦得到了类似的结果.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是1989年应用分子生物学技术克隆

成功的一个RNA 病毒 属黄病毒科 可引起慢性肝

炎 肝硬化及肝细胞肝癌 目前有1.7亿人感染 干扰

素联合利巴韦林是其治疗方案 但是疗效不佳[1-9]. 目前

世界各国都在积极研究其发病机制 探索新的治疗措

施. 但由于HCV的宿主范围较窄 只能在人及黑猩猩中

繁殖 为研究带来一定困难. HCV是怎样与宿主细胞相

互作用的 世界上进行了广泛的研究. 现在一致认为病

毒进入到肝细胞后 肝炎病毒蛋白在肝细胞内不是孤立

存在 病毒基因组在肝细胞内有两种调节方式; 其一是

顺式调节 如启动子及增强子序列 以直接方式影响另

外一些基因组的功能 是基因组内部调节方式; 其二是

反式调节 即基因组中一部分基因片段通过其转录或翻

译产物产生对另一部分基因片段表达的调节方式 如病

毒基因组表达的反式激活蛋白 以表达产物的间接方式

参与另外一些基因功能调节 可以对基因组内部的基

因 甚至对其他细胞或病毒的基因组有调控作用. 这种

病毒蛋白对肝细胞基因组的反式调节作用 影响了肝细

胞的基因表达谱 是病毒感染慢性化以及引起感染的肝

细胞发生恶性转化的分子生物学机制之一[6-8]. 特别是

HCV各蛋白组分(C E1 E2 P7 NS2 NS3 NS4a

NS4b NS5a 和NS5b)与人体蛋白之间的相互作用 为

HCV所致疾病的发病机制提供了线索.

1   丙型肝炎病毒基因组基本结构

HCV基因组是一单股正链RNA 全长大约由9 400 核

苷酸(nucleotide nt)组成 含有一个大的开放读码框架

(open reading frame ORF) ORF几乎跨越HCV基因

组 可编码一大约3 010个氨基酸残基(aa)的病毒前体蛋

白(precursor polyprotein). HCV基因组5 -末端为非编

码区(untranslating region  5 -UTR) 位于ORF的上游

含有3 4个小的ORF. HCV基因组的3 -末端为3 非

编码区(3 -UTR) 位于ORF的下游 可含有多聚(A)

或多聚(U)尾. 5 -UTR和3 -UTR在病毒的复制和稳定

病毒的生物学形状等方面起重要作用.根据所编码蛋白的

结构和功能 可将基因组分为结构基因(structural gene)

和非结构基因(nonstructural gene). 结构基因分为核心区

(core region)和包膜基因(envelope gene) 分别编码病毒的

核心蛋白和包膜蛋白 这些蛋白参与病毒颗粒的组装

故又称结构蛋白. 非结构(NS)基因包括NS2 NS3 NS4

和NS5基因 分别编码NS2-5等4种蛋白 这些蛋白不

构成病毒颗粒的结构成分 主要与病毒的复制有关 如

作为信号酶 螺旋酶和RNA聚合酶等 故又称为非结构

蛋白或功能蛋白. 不同国家和地区分离的HCV株其基因

结构有一定的差别. HCV基因组结构与人类黄病毒属和

动物瘟病毒属中某些病毒如日本脑炎病毒 登革热病毒

和牛腹泻病毒等基因组有许多共同特征 这些共同特征

对于了解HCV分子生物学特性很有帮助. 这些共同特征

包括: (1)病毒基因组长度相似 复制时都先编码一个大

的病毒前体蛋白 然后在病毒和宿主的蛋白酶的作用下
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是1989年应用分子生物学技术克隆

成功的一个RNA 病毒 属黄病毒科 可引起慢性肝

炎 肝硬化及肝细胞肝癌 目前有1.7亿人感染 干扰

素联合利巴韦林是其治疗方案 但是疗效不佳[1-9]. 目前

世界各国都在积极研究其发病机制 探索新的治疗措

施. 但由于HCV的宿主范围较窄 只能在人及黑猩猩中

繁殖 为研究带来一定困难. HCV是怎样与宿主细胞相

互作用的 世界上进行了广泛的研究. 现在一致认为病

毒进入到肝细胞后 肝炎病毒蛋白在肝细胞内不是孤立

存在 病毒基因组在肝细胞内有两种调节方式; 其一是

顺式调节 如启动子及增强子序列 以直接方式影响另

外一些基因组的功能 是基因组内部调节方式; 其二是

反式调节 即基因组中一部分基因片段通过其转录或翻

译产物产生对另一部分基因片段表达的调节方式 如病

毒基因组表达的反式激活蛋白 以表达产物的间接方式

参与另外一些基因功能调节 可以对基因组内部的基

因 甚至对其他细胞或病毒的基因组有调控作用. 这种

病毒蛋白对肝细胞基因组的反式调节作用 影响了肝细

胞的基因表达谱 是病毒感染慢性化以及引起感染的肝

细胞发生恶性转化的分子生物学机制之一[6-8]. 特别是

HCV各蛋白组分(C E1 E2 P7 NS2 NS3 NS4a

NS4b NS5a 和NS5b)与人体蛋白之间的相互作用 为

HCV所致疾病的发病机制提供了线索.

1   丙型肝炎病毒基因组基本结构

HCV基因组是一单股正链RNA 全长大约由9 400 核

苷酸(nucleotide nt)组成 含有一个大的开放读码框架

(open reading frame ORF) ORF几乎跨越HCV基因

组 可编码一大约3 010个氨基酸残基(aa)的病毒前体蛋

白(precursor polyprotein). HCV基因组5 -末端为非编

码区(untranslating region  5 -UTR) 位于ORF的上游

含有3 4个小的ORF. HCV基因组的3 -末端为3 非

编码区(3 -UTR) 位于ORF的下游 可含有多聚(A)

或多聚(U)尾. 5 -UTR和3 -UTR在病毒的复制和稳定

病毒的生物学形状等方面起重要作用.根据所编码蛋白的

结构和功能 可将基因组分为结构基因(structural gene)

和非结构基因(nonstructural gene). 结构基因分为核心区

(core region)和包膜基因(envelope gene) 分别编码病毒的

核心蛋白和包膜蛋白 这些蛋白参与病毒颗粒的组装

故又称结构蛋白. 非结构(NS)基因包括NS2 NS3 NS4

和NS5基因 分别编码NS2-5等4种蛋白 这些蛋白不

构成病毒颗粒的结构成分 主要与病毒的复制有关 如

作为信号酶 螺旋酶和RNA聚合酶等 故又称为非结构

蛋白或功能蛋白. 不同国家和地区分离的HCV株其基因

结构有一定的差别. HCV基因组结构与人类黄病毒属和

动物瘟病毒属中某些病毒如日本脑炎病毒 登革热病毒

和牛腹泻病毒等基因组有许多共同特征 这些共同特征

对于了解HCV分子生物学特性很有帮助. 这些共同特征

包括: (1)病毒基因组长度相似 复制时都先编码一个大

的病毒前体蛋白 然后在病毒和宿主的蛋白酶的作用下
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分解成单一病毒蛋白; (2)NS3和 NS5蛋白中某些部位氨

基酸序列有高度同源性. 如第1 230-1 500位有能与NTP

结合的螺旋酶残基 第2 703-2 739 位含Gly-Asp-Asp

基元 这在病毒编码RNA依赖的RNA聚合酶方面具有

高度保守性; (3)病毒蛋白的疏水性相似 由此可以研究

病毒蛋白的抗原性及其可能在宿主细胞内的存在部位.

2   HCV核心蛋白结构及其对基因的调节作用

HCV核心区基因位于HCV基因组1-573 nt位点 编码

核衣壳蛋白(又称之为核心蛋白或C蛋白). C蛋白由191个

氨基酸残基组成 分子量为21 kD 其中含有许多脯氨

酸 精氨酸和赖氨酸残基 因而表现为嗜碱性. 完整的重

组C蛋白称p22 本身缺乏N-糖基化位点 其C端20个

氨基酸具有高度疏水性 可能是作为信号序列(signal

sequence). p22在参与病毒组装前 需要进一步加工和修

饰 能较好地保证检测感染者血清中相应的抗体.

        近年来研究发现 C蛋白具有对多种基因的调控作

用. HCV和HBV重叠感染的一个重要特征是出现病毒干

扰现象 即导致乙型肝炎病毒(HBV)病毒血清标志物的

消失或病毒复制水平的下降. 为探讨这一现象的发生机

制 有研究者构建了全长和部分长度的HCV 结构区

(C E1和E2/NS1)基因表达载体 然后与HBV表达载

体共转染人肝癌细胞系HuH-7细胞. 结果发现 HBsAg

和HBeAg表达量均明显减少 释放入培养细胞上清液的

病毒颗粒也明显减少. 如果用完整的或编码N端122 aa

的 C区基因替代上述HCV结构区 可以得到类似的结

果 表明HCV C基因及其表达与HBV基因组的复制和

表达明显相关. 提取细胞核中的RNA所做的Northern印

迹实验显示 HBV前基因组RNA的产生也同时减少

提示这种抑制作用可能发生在转录水平以及前基因组

RNA衣壳化(encapsidation) 其进入胞核内的时间(第 6

天)恰好与HBV出现复制和表达减少的时间相吻合 因

而得出结论 上述抑制作用是由HCV C基因的表达产

物-C蛋白所致 C蛋白可能是一种基因调节蛋白的说

法也由此而生.

        C蛋白的磷酸化-去磷酸化是实现对HBV复制抑制

的重要条件. 对C蛋白的磷酸化过程进行了研究发现 其

磷酸化是由蛋白激酶A和蛋白激酶C催化完成 磷酸化

位点位于C蛋白99位和116 位 aa 如果采用点突变方

法 将这两个丝氨酸换成丙氨酸 丧失了对HBV的抑

制作用 说明C蛋白对HBV的抑制受磷酸激酶A和磷

酸激酶C的控制. C蛋白对HBV复制的抑制作用的确切

机制尚不清楚. 有研究观察到C蛋白能够结合HBV复制

中间体 因而推测可能通过影响HBV的翻译和装配实

现抑制HBV复制效应.

       此外研究发现 C蛋白具有多种调控细胞 病毒基

因表达 细胞生长以及免疫调节等功能 对细胞信号转

导途径 尤其是NF-κB(nuclear factor-κ-gene binding)即
κ基因结合核因子 激活蛋白1 (activator protein-1

AP-1)和血清效应元件 (serum reponse element SRE)相

关途径具有明显的增强作用 影响相关的靶基 如 c-

myc c- fos c- jun等基因 劳氏肉瘤病毒长末端序

列(long terminal repeat LTR) 猴空泡病毒40早期启

动子和p53基因启动子的功能[10,11]. Giambartolomei et al [12]

认为 感染HCV的肝细胞发生肿瘤的机制是由于在稳

定表达 蛋白的细胞系中干扰了肝细胞的正常信号转导

过程. Lee et al [13]研究证实HCV核心在胰岛素样生长因

子2 (insulin-like growth factor IGF- )的转录过程

中充当着反式激活子的作用. HCV核心蛋白通过Sp1和

Egr1 这 2个顺式作用元件作用于IGF- 的启动子4(P4)

使内源性的IGF- 表达增强 因 Sp1和Egr1均可以结

合到 IGF- P4 上并能最大限度的调节其活性. 而且

HCV核心刺激SP1和Egr1磷酸化 并通过HCV核心的

转染上调SP1和Egr1结合DNA的活性. 用HCV核心转

染HepG2细胞可刺激蛋白激酶C (protein kinase C PKC)

膜异位 用钙磷酸蛋白C (calphostin C PKC抑制剂)处

理HCV核心转染的细胞 可阻止SP1和Egr1诱导的DNA

结合活性 最终阻止IGF- 基因的反式激活转录在肝

细胞癌发生过程中 增强的SP1和Egr1 磷酸化形式的

DNA结合活性对于调节IGF- 基因表达和促进细胞分

化或许是一个很重要的机制. 这个研究结果表明 HCV

核心蛋白通过PKC信号传导通路在IGF- 的转录中作

为一个正调节因子 而且SP1和Egr1是其在 IGF- 转

录调节过程的直接靶位 这些对于HCV所致肝细胞癌的

致病机制起着非常重要作用.

3   HCV核心蛋白对蛋白的反式调节作用

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. 表达HCV核心蛋白的肝肿瘤细胞可以引起

细胞脂肪变性 转基因小鼠出现肿瘤 因此HCV核心蛋

白在肝脏疾病中起重要作用. 为了弄清其作用机制 进

行了很多研究 其中蛋白之间的相互作用研究比较广泛.

      HCV 核心蛋白与淋巴毒素 β受体胞质尾部相互作
用 Matsumoto和Chen et al [14,15]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一
个成员. 他们的结合被谷胱甘肽S转移酶(GST)融和蛋白

结合实验和蛋白印迹分析所证实. 结合定位在这个受体

的胞质尾部的58 aa 区 在核心蛋白上定位在36-91 aa

(蛋白亲水区). 在哺乳动物细胞中核心蛋白与膜LT-βR
结合. 因为这个受体生发中心的形成以及外周淋巴样器

官的发育调节 淋巴结发育凋亡信号 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
能解释病毒持续感染和发病机制. Owsianka et al [18] 进一

步证实HCV 核心蛋白可与LT-βR 结合 在一些细胞
中 通过此通路核心蛋白起到调节作用. LT-βR/ LT-
1 β2受体-配体相互作用的已知作用是外周淋巴样器
官和触发细胞裂解活性以及NF-κB活性 他们的发现
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提示HCV 核心蛋白增强LT-βR生物功能 引起HCV
感染细胞的发病.

        核心蛋白与异源核糖核蛋白K (hnRNP K)结合. Hsieh

et al [16]鉴定出hnRNP K可以与核心蛋白相互作用 这

个蛋白证实是转录因子. 这两个蛋白可以部分共定位在

核内. 核心蛋白结合hnRNP K的位置在25-91 aa区 是

氨基端的亲水区. hnRNP K 的核心蛋白结合域定位在

250-392 aa 含有3个脯氨酸丰富区. 再者 HCV核心蛋

白可以释放hnRNP K对胸腺嘧啶激酶基因启动子的抑制

活性. 这两个蛋白的特异性结合可能破坏了hnRNP K多

重功能 部分地解释了HCV发病机制.

        HCV核心蛋白与细胞推定的RNA解旋酶相互作用

You et al [17]为了了解HCV核心蛋白的反式激活机制 克

隆了一个cDNA编码的DEAD盒家族中推定的RNA解旋

酶称为CAP-Rf 与别的RNA解旋酶(如DBX和DBY鼠

mDEAD3和PL10 这个家族的蛋白一般涉及翻译 剪切

发育和细胞生长)具有95 %同源性. 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.

HCV结合区域定位在氨基端的40 aa区及CAP-Rf的C末

端 这个区域包括RNA结合和ATP水解功能. 免疫印迹

或免疫荧光分析表明内源性CAP-Rf 主要定位在核中

在细胞质中较少; 与 FLAG标签融合后与HCV核心蛋白

既在核内又在胞质中共定位. 与别的RNA解旋酶相似

这个细胞RNA解旋酶具有核苷三磷酸酶-脱氧核苷三磷

酸酶活性 但这个活性可以被各种形式的同源多聚核苷

所抑制 被核心蛋白所加强. 再者在人肝肿瘤细胞系

Huh-7中瞬时表达HCV核心蛋白增强了CAP-Rf反式激

活活性. 总的来说CAP-Rf 所涉及基因表达的调节及

HCV核心蛋白启动CAP-Rf反式激活能力可能是通过复

合体形式和CAP-Rf ATPase 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 这个特征说明了核心蛋白对宿主细胞的多重

作用.

        HCV核心蛋白与人DEAD盒蛋白DDX3相互作用

Owsianka et al [18]用酵母双杂交克隆了推定的RNA解旋酶

C末端 253 aa DEAD盒蛋白命名为DDX3. 细菌表达

GST-DDX3融合蛋白能特异地拉住体外翻译的放射标记

的HCV核心蛋白. 用多克隆抗血清免疫荧光染色HeLa细

胞显示DDX3融合蛋白主要位于核壳而胞质中较少. 用表

达HCV的结构蛋白(core E1 E2)的痘苗病毒感染细胞

后DDX3和核心蛋白共定位在细胞质的核周区的特定区

域. 结合区在核心蛋白的C末端RS样域. 人 DDX3是推

定的RNA解旋酶 是一种高度保守的DEAD盒亚族-包

括鼠PL10排列 非洲爪蟾的An3和酵母的Ded1的一个

成员. 他们在RNA代谢或基因表达中的作用是未知的.

        Mamiya et al [19]同样证明了HCV核心蛋白与DEAD盒

的一RNA解旋酶结合. 用同样的方法分离到DEAD盒蛋

白DBX. DBX和鼠PL10(ATP依赖的RNA解旋酶)的氨基

酸序列高度一致. 体外实验也证明了他们的相互作用. 哺

乳动物细胞表达发现HCV核心蛋白和DBX被共同定位

在内浆网. 酿酒酵母突变株中DBX可以互补Ded1p (主要

的DEAD盒RNA解旋酶功能)的功能. HCV核心蛋白可以

抑制DBX补充的突变酵母生长 但是不会抑制Ded1表

达的酵母生长. HCV核心蛋白也抑制带帽的但不抑制不

带帽的RNA的体外翻译. 结果表明了核心蛋白和这个宿

主细胞蛋白相互作用涉及RNA代谢 所以HCV可能抑

制mRNA翻译机制.

        Sabile et al [20]发现HCV核心蛋白可以调节细胞的脂

肪代谢 用酵母双杂交的方法发现病毒的核心蛋白可以

和载脂蛋白A 结合. 结合域在核心蛋白C末端. 又在建

立好的细胞模型-氯贝特引起HepG2细胞apoA 表达

的升高. 在用降脂药物非诺贝酸(fenofibric acid)处理后 发

现apoA 和核心蛋白的分泌平行升高. 这个效应可用贝布

雷非德菌素A(brefeldin A)所消除 表明非诺贝酸干预细胞

脂代谢后直接影响HCV核心蛋白的表达型. HCV核心蛋

白与14-3-3蛋白相互作用激活激酶Raf-1. Aoki et al [21]鉴

定了14-3-3蛋白家族的一个成员与HCV核心蛋白相互

作用 14-3-3蛋白以磷酸丝氨酸依赖方式结合HCV核

心蛋白. 导入HCV核心蛋白可以使得HepG2中和酵母遗

传分析中的Raf-1激酶活性明显. 结果表明了HCV核心

蛋白通过和 14-3-3 蛋白相互作用表现出一种新型的

Raf-1激酶激活蛋白特性 可能对肝细胞的生长起调节

作用.

       Cho et al [22]报告 C蛋白可通过上调细胞周期蛋白

E而促进细胞增生. 用C蛋白转染Rat-1细胞系后 其pRb

水平下降 而 E2F-1 上调 细胞的增长率升高 并

对凋亡敏感[23]. 补体受体gC1qR和HCV 核心蛋白相互作

用抑制T-淋巴细胞增生. Kittlesen et al [24]采用酵母双杂

交方法用核心蛋白筛选人T细胞文库鉴定出编码gC1q

受体基因(gC1qR). C1q是 gC1qR的配体涉及宿主的早期

感染防御. 与C1q一样 HCV核心能够抑制T细胞增生

应答. 在T细胞增生分析中这个核心诱导的抗T细胞增生

可以被加入抗gC1qR Ab扭转. 进一步生化分析核心蛋白

和gC1qR相互作用指出HCV核心蛋白结合到gC1qR的

188-259 aa区 这个位置与结合C1q的区域不同. HCV

核心蛋白可以抑制T细胞应答可能对于HCV在人类中持

续感染有重要意义[25].

        国内有人[26]通过共转染实验证实HCV核心蛋白与截

短型的HBV表面抗原中蛋白具有协同的反式激活作用.

临床上部分患者有HBV和HCV的重叠感染 这两种病

毒蛋白可同时表达于肝细胞中 因此可能与两种肝炎病

毒重叠感染的不同临床特征有一定关系. 国内也有研究

者[27]发现HCV核心蛋白还可以和一些未知功能的基因

的相互作用值得进一步研究.

        总之 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酶的消化作用 维持

HCV RNA的稳定性外 还具有一系列不同的生物学调

节作用[25,27,28]. HCV 核心蛋白作为一种反式激活蛋白
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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 形成异二聚体或

多聚体结构 对于肝细胞中的信号转导产生严重干扰.

通过这些生物学作用 对于肝细胞的凋亡 细胞周期进

行调节 从而参与HCV感染的发病机制[29] . HCV感染除

了引起急性和慢性病毒性肝炎 肝细胞癌 肝纤维化

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[30 ].
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0   引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus HCV)的感染是急 慢

性肝病的主要致病因素之一 他的感染通常是亚临床的

或只出现轻微的症状 但大约80 %的患者难以清除病

1014                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 7月 15日  第 11卷  第 7期



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 形成异二聚体或

多聚体结构 对于肝细胞中的信号转导产生严重干扰.

通过这些生物学作用 对于肝细胞的凋亡 细胞周期进

行调节 从而参与HCV感染的发病机制[29] . HCV感染除

了引起急性和慢性病毒性肝炎 肝细胞癌 肝纤维化

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[30 ].
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0   引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus HCV)的感染是急 慢

性肝病的主要致病因素之一 他的感染通常是亚临床的

或只出现轻微的症状 但大约80 %的患者难以清除病
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毒 发展为慢性感染 从而更易演变为肝硬化和肝细胞

肝癌 目前世界范围都大约有1.7亿人口感染了HCV[1]

由于其高流行性 隐匿的病程和持续感染的诊断不足使

得其成为严重的医学和社会经济学问题. 病毒基因组约

在10 a以前就被鉴定出来 并且引起了对HCV基因结

构 病毒蛋白结构和生化特征的研究. 但由于HCV基因

组表现出显著的序列变异 尤其是在E2包膜蛋白编码

区的高变区 并且在全球范围内 HCV的基因型多达30

个[2]. HCV在体外自主复制水平极低 且其唯一的可感

染动物为黑猩猩 故缺少有效的细胞培养系统和经济的

小动物模型来研究HCV复制及其致病机制 使得对于

病毒生活周期和抗病毒药物的研究进展缓慢 研究者们

进行了大量的尝试来克服这个困难 直到1999年 才

有了突破性的进展: 建立了一个有效的细胞培养模型-

复制子(replicon)系统 这个系统的基础是 使用基因

工程构建的亚基因组的HCV RNA在转染的人肝癌细胞

系Huh-7细胞中可以自主复制[3-5]. 本文对于HCV细胞培

养系统及其应用进行阐述

1   丙型肝炎病毒

HCV为单股正链RNA病毒 属于黄病毒属. HCV基因

组全长约9.6 kb 含有: (1)一个大的开放阅读框(ORF)

编码约3 010氨基酸长的多聚蛋白前体 这个蛋白前体

通过宿主和病毒蛋白酶的裂解作用产生至少10个蛋白

排列如下: 氨基端(NH2)- 核心蛋白(core)- 包膜蛋白 1

(envelope E1)-E2-p7-非结构蛋白2(nonstructural protein 2

NS2)-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-羧基端(COOH)[6]

这些病毒蛋白并不仅在病毒复制中起作用 也影响宿主

细胞内多种功能 (2)基因组 5 - 端为 5 - 非翻译区

(NTR) 全长 341 个核苷酸(nt) [7] 位于ORF 的上游

在5 -NTR 中存在一个内部核糖体进入位点(IRES)

他是一种最复杂的顺式激活元件 指导核糖体40 S亚基

与ORF的起始密码子AUG相结合 从而指导ORF的翻

译 最近一些研究表明其还具有调节HCV RNA复制的

作用[8]. (3)ORF下游是3 -NTR: 其长度是可变的 包

括三个结构: 一个短的约40个 nt 的可变序列 其后有

终止密码子 他对于HCV基因组的复制并不是必需的[9] ;

大约30-150 nt的多聚poly(U/UC)序列; 大约98 nt的高度

保守的 X 尾 异源多聚序列 其 3 - 末端有一个

46 nt 的序列可形成稳定的茎-环(stem-loop) 结构 他

对于体内及细胞培养系统的RNA 复制来说是必需的

NS5B蛋白为RNA依赖的RNA多聚酶(RNA-dependent

RNA polymerase RDRP) 由于其缺少校读功能 使得

HCV RNA突变率高达每年5 10-3/ 位点 从而导致一

个相当大的准种池(pool of quasispecies)[10]

        HCV不是逆转录病毒 其复制过程并不与人类免疫

缺陷病毒(HIV)那样先逆转录为DNA. HCV复制的简单过

程可以描述为: (1)黏附和穿入宿主细胞; (2)释放病毒正链

RNA; (3)ORF的翻译和多聚蛋白的加工; (4)包含了至少

NS3-5B 很有可能还有细胞内蛋白的复制酶复合物的

装配; (5)通过中间产物(负链RNA)产生正链RNA子代; (6)

新的病毒颗粒的形成 通常通过胞质内质网的出芽来获

得其包膜蛋白; (7)病毒子代的释放 可能是通过高尔基

体进行运输. 所有这些步骤都发生于胞质内 并且在胞

质内可以发现HCV蛋白与细胞内膜紧密相关[11]

2   丙型肝炎病毒复制子

丙型肝炎复制子系统是由德国美因兹Johanes-Gutenberg大

学的病毒研究所的Bartenschlager et al建立的.Bartenschlager

及其小组[12]于1999年从感染患者的肝脏组织中分离出

HCV基因组 并对其克隆进行重新构建 剪切掉一部分

片段 又增加了新的片段 包括一个抗生素耐受基因

并将其转染入人肝癌细胞系Huh-7中 通过在含有硫酸

新霉素(G418)的培养基中培养后 可以获得G418耐受的

细胞克隆 这些细胞克隆可以持续的表达HCV复制子

RNA 从而建立了有效复制的HCV细胞培养系统 但其

复制效率较低 平均106个细胞中只有一个是合乎要求

的. 美国华盛顿大学医学院分子微生物学系的Blight 和纽

约Rockefeller大学丙型肝炎研究中心的Rice et al在此基

础上改进了这个系统 寻找能够使复制子更加有效复制

的突变株 他们发现了称为S1179I的变异株 感染了存

在此种突变的复制子宿主细胞10个中就有1个可以产生

足够多的病毒蛋白 使得研究者在短时间内进行基因研

究 而不用依赖于繁锁的细胞选择技术[13]

        复制子的基本结构包含: (1)带有HCV 5 -NTR和部

分编码核心蛋白区域(核苷酸342到 377/389); (2)新霉素

磷酸转移酶基因(neoR) 他的表达可以产生对G418的耐

受; (3)来自于鼠脑心肌炎病毒(EMCV)的 IRES(E-I) 他

指导HCV非结构蛋白的翻译; (4)HCV RNA非结构蛋白编

码区(NS2/NS3到NS5B); (5) 3 - NTR[14]. 其中位于5 -

NTR 的HCV IRES 指导的第一个顺反子(neoR)的翻译

EMCV IRES指导的第二个顺反子(NS3-5B)的翻译 HCV

IRES上游的序列对于RNA复制来说是必需的; HCV 5 -

NTR头 125个核苷酸对于RNA复制来说已经足够 但

这种复制子的增生会受到严重损害; 高水平的RNA复制

需要位于IRES内的序列[15]. 在 NS5A区的干扰素敏感决

定区(ISDR)和蛋白激酶R(PKR)结合位点附近的一个小结

构域内可产生多种适应性突变 从而增加复制子的复制

效率 [ 1 6 ]

        丙型肝炎复制子的基本功能是其在Huh-7细胞系中

可以自主复制 产生较高水平的HCV RNA 并且由于

复制子中携带有耐新霉素的基因 故其可以在含有新霉

素的培养系统中被选择出来. 许多研究者发现了可以使

复制效率更加有效的适应性突变株 特别是在NS5B区

的单个氨基酸的置换 使得复制子的克隆形成能力增加

了至少1 000倍. Ikeda et al [17]报道了来自于HCV-N序列

的复制子并不需要适应性突变就可以具有较高的克隆形

成能力 其原因是这种序列较其他的ISDR区多了4个
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氨基酸的插入. 这些系统的RNA含量高 甚至可以使用

Northern印迹法或使用 3H-尿嘧啶的代谢性放射标记法

进行检测 使得研究者有足够多的条件来对HCV进行分

子病毒学的研究[18,19]

        Pietschmann et al [20]报道了含有复制子的细胞的特点:

(1)在含有复制子的细胞内缺少细胞毒性效应. HCV RNA

的复制依赖于细胞的生长 而且没有超微结构的改变或

是生长属性的改变 提示了HCV RNA以及病毒NS3-5B

蛋白并无细胞毒性 肝脏的损伤是由抗病毒的免疫反

应所引起的. (2)HCV复制子在G418存在的条件下的稳定

性. 复制子可以在连续的选择压力条件下稳定在细胞内传

代 而当一定的时间过去后 即使去除选择性条件 HCV

复制子RNA也可以达到一个很明显的水平 这些结果说

明含有HCV复制子的细胞可以很好的反应出体内病毒的

持续感染. (3)细胞生长对HCV RNA复制的影响. 宿主的

细胞因子活性和数量对于RNA复制 翻译是必须的

3   丙型肝炎病毒复制子的应用

3.1 复制子对于研究HCV复制过程的应用  HCV RNA复

制的详细机制尚不清楚 由于复制子的出现 使得许多

研究得以进行 获得了大量有价值的资料 并且丰富了

对于HCV RNA的了解. HCV感染宿主细胞后 可以引

起宿主细胞的抗病毒反应 部分是通过病毒双链RNA

(dsRNA)复制产物的积蓄所引起的. dsRNA提供了激活特

异性转录因子(包括NFκB IFR-1和 IRF-3)的直接的信
号 这就刺激了宿主抗病毒和抗增生基因的产生及表

达. IFN IRF-1的激活被认为通过一个PKR依赖的

途径进行的[21] PKR确实是一个上游的 IRF-1 激活信

号的转导物 在感染期间 PKR启动了一个dsRNA介导

的信号层叠并且导致了 IRF-1 的磷酸化以及 IRF-1 的

DNA结合功能的激活. 激活的 IRF-1在干扰素刺激反应

启动子元件(IFN-stimulated response promoter element

ISRE)内与 IRF-E结合并参与了细胞基因(间接刺激适应

性免疫反应来抑制病毒复制)的反应 不同的研究显示

IRF-1的DNA结合活性和反式激活功能是由PKR为信

号 磷酸化直接指导的 如Hiscott et al [22]证实了在IRF-1

中的两串调节性磷酸化位点也影响其反式激活功能

Rahat et al [23]阐述了磷酸化介导了IRF-1的DNA结合活

性及其对HLA-DR 的反式激活活性

        值得注意的 E2蛋白的表达 曾被描述为一个PKR

抑制子 其实并不影响IRF-1的激活. 与这个发现相一

致的是 发现了E2并不阻断体内细胞的dsRNA介导的

PKR的激活. 这可能是由于E2在内质网内腔的持续存在

或者E2不同的糖基化抑制了其与PKR的相互作用 或者

说E2可以调节PKR而独立于dsRNA和IRF-1[24]. dsRNA信

号的阻断定位于病毒NS5A蛋白 NS5A蛋白是丝氨酸

残基在一种未知的细胞激酶作用下磷酸化的产物. NS5A

磷酸化至少有两种确定的形式 p56(基础磷酸化形式)

和 p58(超磷酸化形式). NS5A 可以与干扰素介导的

dsRNA激活的PKR相互作用 从而调整 IFN刺激的抗

病毒反应 他在HCV 复制期间使PKR 局部化并抑制

PKR对于dsRNA的激活. 在NS5A的PKR结合域内或邻

近的突变解除了对于 IRF-1 调节途径的抑制 导致了

IRF-1依赖的抗病毒效应器基因的反应和与之伴随的HCV

RNA复制效率的下降. 提示了NS5A通过阻止IRF-1的激活

以及破坏宿主抗病毒途径影响了HCV 的持续感染.在

NS5A区明显集中的突变提示了NS5A对于体外HCV复

制的建立是非常重要的. 一个可能性就是NS5A介导了宿

主蛋白抑制HCV复制的互相作用. 在NS5A区的突变也许

中断了这种互相作用 破坏IRF-1的激活 并且通过PKR

影响宿主基因表达 因此使得HCV 得以持续复制

        HCV RNA复制可以触发细胞内基因的表达和激活启

动子 这依赖于IRF-1和NS5A 尽管NS5A抑制PKR

也可以抑制IRF-1依赖的基因表达(包括 IFN 和 IFNβ
基因). 最近的研究表明IRF-1与 IRF-3和 IFR-7互相协

作来对一定范围内的抗病毒反应进行的调节 创造更加

合适的细胞环境来保持HCV 的复制

3.2 复制子对于研究 发展抗病毒药物的应用  对于

HCV感染 唯一的抗病毒方案为干扰素或与利巴韦林联

合使用 但是其持续显效率并不高 在前者为10-20 %

后者为 30-40 % 对于不显效的患者 尚无替代的疗

法 而HCV复制子系统的出现对于发展和评估抗病毒药

物也非常有用[25]. 首先 众所周知 抗病毒治疗的初始

靶位点是: (1)病毒蛋白NS2/3和NS3(与NS4A)的处理过程;

(2)使用NS3解旋酶和NS5B RDRP的病毒RNA的复制过

程; (3)病毒调节元件 如5 -UTR和3 -UTR[26]. 其中绝

大部分可以在复制子中编码 并且他们对于复制也是必

需的. (a)复制子可以在细胞中稳定的复制. (b)细胞可以适

应不同的培养形式 如96孔板等. (c)通过使用一个高度

的细胞培养适应性复制子 可以建立细胞系 并使之携

带选择性的HCV RNA亚基因组(带有可以很容易检测到

的标记基因)

       由于HCV存在较大的变异 以及由此引起的耐药

所以针对不同靶位点的联合抗病毒治疗是非常重要的.

目前大量的研究都是可以使用复制子系统来进行的.

Guo et al [27]报道了亚基因复制子对于IFN 敏感 并且

可以将其半衰期减少为12 h. Frese et al [28,29]证实了IFN

对于HCV复制的抑制并不依赖于MxA蛋白(Mx蛋白为高

度保守的 大的GTP酶 人MxA蛋白在某些病毒中具有

抗正 负链RNA的作用) 并研究了IFN 对于病毒蛋

白合成及RNA复制的抑制作用 他们发现: (1)IFN 抑

制HCV蛋白的积聚. (2)IFN 抑制HCV RNA的积聚. (3)

IFN 对于HCV复制子的抑制并不是通过后来的I型IFN

的产生所介导的. (4)HCV复制子耐受一氧化氮(NO)浓度

的增加. (5)HCV复制子的抑制并不是由色氨酸的消耗所

介导的. 从而得出结论: IFN 对于HCV的控制有着重要

的作用. NK细胞 细胞毒性T细胞和其他的免疫细胞清

除HCV并不仅仅是通过直接清除感染的肝细胞 也通
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过产生IFN 来发挥抗病毒作用. 这个结论使得抗病毒

治疗出现了新的途径

        虽然在此方面有了许多进展 但系统的一些属性必

须考虑: (1)既然HCV RNA的复制与宿主细胞的增生相耦

联 抑制宿主细胞生长的复合物也会减少复制子RNA的

水平. 因此 只有当细胞毒性或细胞抑制的效应被排除

后 才可以得出其特异性抑制HCV复制的结论. (2)并不

能排除结构蛋白对复合物抗病毒效果或对抗病毒耐受的

影响. 通过亚基因组的复制子的药物筛选实验的抑制性

药物也应该对具有自主复制能力的全长HCV基因组的

细胞系有效. 尽管使用这样细胞系的初始筛选是可以

的 但当使用全长HCV基因组时需要更加高的生物安全

性也使得这种药物筛选方法有了限制. (3)细胞培养适应

性突变也可以改变蛋白的生物化学属性使之对抗病毒药

的敏感性产生变化. 研究者发现了在大约20种携带复制

子的不同的细胞系都带有一个不同的细胞培养适应性突

变. 因此为了寻找抑制NS5B RDRP 可以使用不仅是在

NS5B区适应性突变的细胞系来进行实验[30]

4   丙型肝炎病毒复制子的前景

HCV复制子系统的产生研究者有了很好的HCV研究工

具 但尽管有这个进步 对于细胞培养系统的进一步优

化还需要大量的工作. 例如 直到现在 只有Huh-7细

胞支持HCV RNA 的复制 而对于其他的细胞系的感

染 包括HCV可以感染的细胞(如HepG2或PH5CH)等

的尝试都失败了. 这也许与Huh-7宿主细胞因素的构成

不同于其他细胞系有关. 另一个困难是 虽然目前已可

以将全长HCV基因组构建入复制子系统中 但HCV复

制子系统所产生的HCV RNA均不具有感染性 因此现

在的HCV复制子系统只能用于研究HCV复制的机制

而不能用于研究其如何来感染宿主细胞的机制. 最后

我们需要的仍然是一个可以有效的产生感染性HCV的系

统和一个可以得到的细胞系. 虽然现在我们还不能预言还

需多长时间才能得到这样的系统 但是最近几年的研究

还可以使我们很乐观的认为这将出现在不远的将来
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是一种单股正链RNA病毒 编码

一种多蛋白分子 在病毒和宿主细胞蛋白酶的共同裂

解作用下 至少裂解为3种结构蛋白(C E1 和E2)和

6 种非结构蛋白(NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A

和NS5B)[1,2]. NS5A是非结构蛋白的一种 哺乳动物细

胞表达的NS5A 蛋白以两种形式存在 分子量分别为

56 kD和 58 kD. HCV NS5A是HCV基因组编码的一种

最为重要的具有多种生物学活性的非结构蛋白质[3-5]

是HCV基因组编码的一种具有反式激活作用等多种生

物学活性的非结构蛋白质. 其基因序列的变异 决定部

分HCV病毒株对于IFN- 治疗的疗效应答. HCV NS5A

蛋白还具有结合双链RNA 激酶(PKR)的生物学活性

对于HCV感染的靶细胞的细胞周期与细胞凋亡的分子

生物学调节机制密切相关[6].

1   NS5A反式激活作用位点

反式激活作用(transactivation)是基因组中一部分基因片

段通过其转录或翻译产物(通常为编码蛋白) 激活另

一部分基因片段的转录调节序列 上调基因的表达. 近

年研究发现 NS5A是转录反式激活因子 其羧基末端

富含酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞转录因子特

有的结构特征. 但是其参与细胞转录调节的机制仍不十

分清楚[7-9]. 一般来说 转录的反式激活因子是在细胞

核中起作用的 而NS5A定位于细胞内质网(ER) 因此

推测NS5A可能参与了细胞信号转导途径.

        最近的研究表明缺失N-末段146个氨基酸残基和

DNA结合区域在GAL4(一种酵母细胞转录激活因子)的

HCV NS5A蛋白可强烈的激活酵母和哺乳动物细胞的转

录活性. 结合到GAL4 DNA 结合区域的全长的HCV

NS5A蛋白并没有激活转录的作用 NS5A片段转录激

活作用最强的位点定位于2 135和 2 331位氨基酸残基

之间[10]. NS5A的转录激活区域包括两个酸性氨基酸区

(2 143-2 184 2 220-2 273 氨基酸残基)和一个脯氨酸

富集区(2 282-2 327 氨基酸残基) 被认为是NS5A的

转录活性区域[11]. 酸性氨基酸区的酸性氨基酸残基的数

量与NS5A 的反式激活活性相关 两个酸性氨基酸区

是NS5A 的转录激活作用的核心区域 因此酸性氨基

酸区2的一些氨基酸的突变可明显影响NS5A的转录激

活作用 但是这些突变更多的是引起蛋白的二级结构

的改变[12]. 脯氨酸富集区被认为对NS5A的转录激活作

用只有一定的加强作用 相对而言并不重要.

        蛋白N-末段的功能了解的很少 据推测N-末段

的功能区域可与C-末段的酸性区域形成分子内的结合

位点 并可以掩盖酸性氨基酸区域的转录激活作用. 在

HCV感染细胞 NS5A与其他细胞或病毒蛋白的相互

作用可能会改变这种结构并使酸性氨基酸区域发挥转

录激活作用[11] 这种假设仍处在实验阶段. 尽管已有明

确证据显示NS5A 蛋白全长定位于细胞质内 在细胞

核内仍可以检测到NS5A的N-末段的定位信号[13] 这

就提示这部分结构可进入细胞核内并成为转录激活因

子的一部分.

        Satoh et al [14]检测了各种不同的N-或C-端片段在

细胞内瞬时转染后的表达及分析他们的亚细胞定位. N-

末端定位于细胞核 并且NS5A N- 末端的 27个氨基

酸序列有足够的能力使正常的核蛋白滞留在细胞质内.

这些发现说明NS5A的细胞质定位首先是由分子的N-

末端决定的. 另外在瞬时表达细胞中 NS5A蛋白存在

蛋白的分解处理过程. 在这些细胞中 裂解片段发生在

NS5A的一些C-和N-末端. 细胞内的这些片段可被凋

亡调理素激活 被天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶抑

制剂Z-VAD-FMK抑制 提示天冬氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶类蛋白水解酶对NS5A的裂解有一定作用. 基

于NS5A变异分析的结果 可以预测一个缺失了NS5A

C-末端和N-末端 长155到 389个氨基酸残基的片

段 包含这些氨基酸序列的多肽产物定位于细胞核. 此

外 只有在共同产生蛋白激酶A(PKA)的 催化亚单位

时 一种包含Gal4 DNA结合区的融合蛋白与这种片段

融合 才表现转录活性 提示这种片段的转录活性受

PKA调控. 这些结果说明NS5A的这种天冬氨酸特异性

半胱氨酸蛋白酶类蛋白水解酶裂解产物对感染HCV的

宿主细胞基因的转录活动起调控作用.

2   NS5A反式激活作用因子

Gong et al [15]研究发现 NS5A能够反式激活核转录因子

NF-κB 及 STAT3 在细胞炎症反应 肿瘤发生及转
移过程中起重要作用. NS5A在细胞质内通过氧化应激作

用激活NF-κB和 STAT-3转录因子. NS5A引起细胞内
钙离子的紊乱. Ca2+作为第二信使激发线粒体内的活性

氧簇的水平 使NF-κB和STAT-3易位入细胞核内. 有
证据表明STAT-3的激活部分有NS5A的作用. 在抗氧化

剂[pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC)  N-乙酰-L-半胱

氨酸 (NAC)]或者Ca2+拮抗剂(EGTA-AM TMB-8)作用
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下 NS5A诱导的NF-κB 和 STAT-3 的反式激活作用
消失了. 这些结果说明了NS5A可引起细胞内与病毒感

染相关的病理改变的发病机制.

        Ghosh et al [16]研究发现 NS5A蛋白能够抑制细胞

周期调节基因p21WAF1的表达 已知p21WAF1是细

胞周期调节中的一种主要的抑制作用蛋白类型 HCV

NS5A对于p21WAF1表达的抑制 实际上就是对于细

胞周期的促进作用. HCV NS5A对于细胞周期的调节作

用还表现在激活人肝癌细胞中增生的细胞核抗原(PCNA)

基因 从而调节细胞凋亡 促进细胞增生. 研究证实 将

HCV NS5A 导入到小鼠成纤维细胞NIH 3T3中 可以

导致其贴壁非依赖性生长以及获得在裸小鼠体内形成肿

瘤病灶的能力. 这些都是HCV NS5A通过反式激活作用

对于靶细胞中细胞周期调节机制干扰的结果 可能是

HCV感染致肝细胞恶性转化的重要机制之一.

        Lan et al [17]研究了HCV NS5A 在HCV的致瘤转换中

起重要作用. 由于肿瘤抑制因子p53对阻止细胞的致瘤

性转化有重要作用 故研究了HCV NS5A对 p53功能

影响. 应用体内和体外免疫共沉淀和共聚焦显微镜来研

究HCV NS5A和 p53的相互作用. HCV NS5A与 p53在

细胞核周区域直接结合. 通过报告基因分析 HCV NS5A

抑制p53引起的对复制的反式激活作用. 应用FLAG-和

FLAG-NS5A Hep3B 稳定细胞系 发现HCV NS5A可

下调p53活化的Hep3B细胞引起内源性的p21/waf1 的

表达. 在伴有p53的NS5A稳定转染和瞬时转染的Hep3B

细胞系中 应用流式细胞分析检测NS5A 对 p53 介导

的细胞凋亡的作用. NS5A可解除p53介导的细胞凋亡的

作用 并且这种抑制作用与NS5A 与 p53 结合能力的

有关. 另外 HCV NS5A在细胞内和与p53激活有重要

作用的 hTAF(II)32有相互作用并在细胞内的定位相同.

这些结果显示HCV NS5A在细胞质与p53和 hTAF(II)32

有相互作用并部分抑制其功能 并且抑制p53 介导的

对转录的反式激活作用和细胞凋亡作用 可能对HCV

感染的致瘤作用有重要意义.

        Polyak et al [18]研究发现 NS5A在人细胞内的表达

诱导白介素8(IL-8) mRNA和蛋白的产生 并且这种效

用与在体外检测到的抑制IFN的抗病毒作用有关. NS5A

诱导由IL-8启动子诱导的报告基因的复制 并且IL-8

启动子的最初的133 bp是NS5A反式激活作用所必须的

最小范围. NS5A- N110 和 NS5A- N222刺激 IL-8

启动子的产生比NS5A全蛋白水平更高. 另外 IL-8启

动子的诱发突变提示NF-κB 和AP-1对NS5A- N222
反式激活肿瘤坏死因子 有重要意义 并且NF-IL-6

抑制这种作用. 还有研究发现NS5A可以通过抑制细胞

内IFN诱导的PKR蛋白激酶的活性对抗IFN的抗病毒

作用[19,20]. 上述说明NS5A可通过多种机制抑制IFN的抗

病毒作用 并提供了NS5A蛋白复制作用的生物学效应

的第一手证据. 在HCV感染时 病毒蛋白可能诱导趋

化因子的产生并对HCV对抗病毒药的抵抗作用和致病

机制有作用.

        总之 NS5A是HCV基因组编码的一种具有反式

激活作用等多种生物学活性的非结构蛋白质. NS5A片段

转录激活作用最强的位点定位于2 135和 2 331位氨基

酸残基之间. 通过反式激活作用 NS5A可激活核转录

因子 NF - κ B 及 S TA T 3 抑制细胞周期调节基因
p21WAF1的表达 抑制p53介导的对转录的反式激活

作用和细胞凋亡作用 通过多种机制抑制IFN的抗病毒

作用 对于HCV感染的靶细胞的细胞周期与细胞凋亡

的分子生物学调节机制密切相关 决定部分HCV病毒

株对于 INF- 治疗的疗效应答 对于HCV在宿主体

内的存活及宿主细胞的癌变有重要意义.

3     参考文献
1 成军,杨守纯. 现代肝炎病毒分子生物学. 第 1 版. 北京:人民军医
出版社,  1997:42-46

2 成军. 慢性病毒性肝炎发病机制的分子生物学研究. 世界华人消
化杂志  2002;10:125-128

3 成军. 丙型肝炎病毒干扰素敏感决定区的研究进展. 国外医学·流
行病学传染病学分册  2000;27:55-58

4 钟彦伟,成军,陈新华,王刚,洪源,王琳,李莉,张玲霞,陈菊梅.应用噬
菌体表面展示技术筛选丙型肝炎病毒NS5A抗原模拟表位.世界
华人消化杂志  2002;10:133-136

5 成军,钟彦伟,施双双,刘妍,王刚,董菁,夏小兵,陈菊梅. HCV非结
构蛋白NS5A人源单链可变区抗体基因的筛选与鉴定. 中华实验
和临床病毒学杂志  2001;15:216-218

6 成军,陈菊梅. 丙型肝炎病毒NS5A蛋白的生物学调节作用. 国外
医学微生物学分册  2001;24:12-14

7 Kato N, Lan KH, Ono-Nita SK, Shiratori Y, Omata M. Hepa-
titis C virus nonstructural region 5A protein is a potent tran-
scriptional activator. J Virol  1997;71:8856-8859

8 Kato N, Yoshida H, Kioko Ono-Nita S, Kato J, Goto T, Otsuka
M, Lan K, Matsushima K, Shiratori Y, Omata M. Activation
of intracellular signaling by hepatitis B and C viruses: C-viral
core is the most potent signal inducer. Hepatology  2000;32:
405-412

9 Chung KM, Song OK, Jang SK. Hepatitis C virus nonstructural
protein 5A contains potential transcriptional activator
domains. Mol Cells  1997;7:661-667

10 Tanimoto A, Ide Y, Arima N, Sasaguri Y, Padmanabhan R.
The amino terminal deletion mutants of hepatitis C virus
nonstructural protein NS5A function as transcriptional acti-
vators in yeast. Biochem Biophys Res Commun  1997;236:360-364

11 Pawlotsky JM, Germanidis G. The non-structural 5A protein
of hepatitis C virus. J Viral Hepat  1999;6:343-356

12 Fukuma T, Enomoto N, Marumo F, Sato C. Mutations in the
interferon-sensitivity determining region of hepatitis C virus
and transcriptional activity of the nonstructural region 5A
protein. Hepatology  1998;28:1147-1153

13 Ide Y, Zhang L, Chen M, Inchauspe G, Bahl C, Sasaguri Y,
Padmanabhan R. Characterization of the nuclear localization
signal and subcellular distribution of hepatitis C virus
nonstructural protein NS5A. Gene  1996;182;203-211

14 Satoh S, Hirota M, Noguchi T, Hijikata M, Handa H,
Shimotohno K. Cleavage of hepatitis C virus nonstructural
protein 5A by a caspase-like protease(s) in mammalian cells.
Virology  2000;270:476-487

15 Gong G, Waris G, Tanveer R, Siddiqui A. Human hepatitis C
virus NS5A protein alters intracellular calcium levels, induces
oxidative stress, and activates STAT-3 and NF-κB. Proc Natl
Acad Sci USA  2001;98: 9599-9604

16 Ghosh AK, Steele R, Meyer K, Ray R, Ray RB. Hepatitis C
virus NS5A protein modulates cell cycle  regulatory genes
and promotes cell growth. J Gen Virol  1999;80:1179-1183

17 Lan KH, Sheu ML, Hwang SJ, Yen SH, Chen SY, Wu JC, Wang

成军. 乙型和丙型肝炎病毒蛋白反式激活作用机制及其意义的研究进展                                                          1019



YJ, Kato N, Omata M, Chang FY, Lee SD. HCV NS5A interacts
with p53 and inhibits p53-mediated apoptosis. Oncogene  2002;
21:4801-4811

18 Polyak SJ, Khabar KS, Paschal DM, Ezelle HJ, Duverlie G,
Barber GN, Levy DE, Mukaida N, Gretch DR. Hepatitis C virus
nonstructural 5A protein induces interleukin-8, leading to par-
tial inhibition of the interferon-induced antiviral response. J
Virol  2001;75:6095-6106

19 Tan SL, Katze MG. How hepatitis C virus counteracts the in-
terferon response: the jury is still out on NS5A. Virology  2001;
284:1-12

20 Sato C. Effects of hepatitis C virus proteins on the interferon-stimu-
lated signal transduction. Nippon Rinsho  2001 ;59:1271-1276

丙型肝炎病毒5 -非翻译区的结构

与功能研究

杨   倩, 成   军, 刘   妍, 王建军, 张树林

杨倩,成军,刘妍,王建军,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
张树林,西安交通大学第一医院传染科  陕西省西安市  710061
项目负责人:成军,100039,北京市西四环中路100 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@genetheray.com.cn
电话:010-66933392    传真:010-63801283
收稿日期:2003-01-11    接受日期:2003-02-16

杨倩,成军,刘妍,王建军,张树林. 丙型肝炎病毒5 - 非翻译区的结构与功能

研究. 世界华人消化杂志  2003;11(7):1020-1022

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1020.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是含外膜蛋白的单股正链RNA 病

毒 属黄病毒科肝炎病毒类. 在大多数感染人群中丙型肝

炎病毒表现为持续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬化

或肝细胞癌[1,2]. 从不同患者中分离的病毒表现出明显的序

列差异 从同一患者分离的病毒呈现出准种的特点

然而5 -非翻译区(5 -NTR 5 -nontranslated RNA)

在HCV不同基因型却相对保守和稳定 这种序列保守

的特点可能在病毒基因组的复制和翻译中起着重要的作

用 [ 3 , 4 ]

1   5 - 非翻译区的结构特点

HCV 为单股正链RNA 全长大约9 500核苷酸(nt) 含

有一个大的开放读码框架(ORF open reading frame) 位

于ORF上游的是5 -NTR[5]. 1991年 Han et al [6]采用

引物延长与PCR相结合的方法克隆了HCV 5 -NTR的

完整序列 得到的序列长341 nt 这一结果亦得到了

其他人的证实. 但是 也有短的HCV 5 -NTR序列的报

道 为319或324 nt[7,8] 这些短的5 -NTR可能是HCV

基因组在体内被切割或基因变异的结果

       HCV整个基因组与黄病毒属病毒极为相似 但HCV

5 -NTR 结构却类似瘟病毒属病毒 而与黄病毒属病

毒明显不同[9]. 与瘟病毒属病毒一样 HCV 5 -NTR有

3-5个小的ORF. 有关这些小的ORF是否被翻译和有何

功能 目前尚不清楚 Yoo et al [10]认为这些小的ORF

可能是HCV 病毒蛋白前体翻译的一种负性调节结构.

Rijnbrand et al [11]研究发现5 -NTR中含有3-5个AUG

三联子 其中一些AUG在HCV基因组中较为保守 这

5 个三联子分别位于 13 32 85 96 215 nt. 利用

核苷酸诱变方法研究AUG在HCV翻译中的作用 结果

表明13 32 215的AUG变异对蛋白的翻译无明显影响

而85 nt或 96 nt的变异会严重影响内部核糖体进入位点

(IRES internal ribosomal entry site)功能 并且发现核糖

体只能识别342 nt的AUG作为蛋白翻译的启始密码子

        Bukh et al [12]在HCV 5 -NTR中发现了三个高度保

守的结构域 分别位于3-65 178-199 246-263 nt 后

两个区域与病毒的进化有关 前一个区域毗邻启动多蛋

白翻译的真实启动子AUG Bukh et al认为 这个结构

域对于HCV RNA多蛋白体的翻译至关重要 这一假设

在以后的体内 外翻译实验中陆续得到了证实. 虽然5 -

NTR序列保守稳定 但也发现了一些位于该区的变异

5 -NTR有限的序列变异基本位于155-170 nt 和 117-

132 nt 从而形成两个基元(motif) HCV 5 -NTR发生

的核苷酸变异多为互补突变 两个基元随机发生1-3 nt

共突变的机率很小 说明5 -NTR序列变异不是随机

发生的[13,14]

        Brown et al [15]采用计算机模拟折叠程序对5 -NTR

保守区进行处理 计算热力学自由能 建立了HCV 5 -

NTR 的二级结构模型 该结构模型被双链及单链的

RNase敏感实验所证实 即双链及单链RNase可以分别

在HCV 5 -NTR 的双链区及单链区切割HCV RNA

根据HCV 5 -NTR二级结构的特征 可分为4个RNA

结构域[16-18] : 结构域 I呈发夹状 位于5-20 nt 目前

认为结构域I的缺失可增强RNA的翻译 表明其可能具

有翻译调节作用; 结构域 II是一个大的茎-环结构 对

于其功能仍存在争议 但大数学者认为结构域II可增强

RNA的翻译表达. 结构域III所含核苷酸最多 结构也最

复杂 由一个长的不规则螺旋结构和多个分枝状茎-环

结构组成 结构域III是蛋白翻译的核心部位 结构高度

保守 参与形成对蛋白翻译有重要作用的RNA假结; 结

构域 IV 的 5 - 端是一段短的单链区 3 - 端的小

茎环结构与真实启动密码子AUG相连 部分学者认为结

构域IV的稳定能够提高翻译效率

2   5 - 非翻译区的功能

2.1 翻译启动功能  HCV RNA多蛋白前体的翻译启动方

式与小RNA病毒相似 是采用一种不同于一般病毒的

独特方式: 核糖体着陆启动病毒多蛋白的翻译. 该领域最

早的研究工作是由Tsukiyama-kohara et al [19]开展的. 为探

讨HCV RNA的翻译启动方式 构建了含有两个表达基
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或肝细胞癌[1,2]. 从不同患者中分离的病毒表现出明显的序
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有一个大的开放读码框架(ORF open reading frame) 位

于ORF上游的是5 -NTR[5]. 1991年 Han et al [6]采用

引物延长与PCR相结合的方法克隆了HCV 5 -NTR的

完整序列 得到的序列长341 nt 这一结果亦得到了

其他人的证实. 但是 也有短的HCV 5 -NTR序列的报
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核苷酸诱变方法研究AUG在HCV翻译中的作用 结果

表明13 32 215的AUG变异对蛋白的翻译无明显影响

而85 nt或 96 nt的变异会严重影响内部核糖体进入位点

(IRES internal ribosomal entry site)功能 并且发现核糖

体只能识别342 nt的AUG作为蛋白翻译的启始密码子

        Bukh et al [12]在HCV 5 -NTR中发现了三个高度保

守的结构域 分别位于3-65 178-199 246-263 nt 后

两个区域与病毒的进化有关 前一个区域毗邻启动多蛋

白翻译的真实启动子AUG Bukh et al认为 这个结构

域对于HCV RNA多蛋白体的翻译至关重要 这一假设

在以后的体内 外翻译实验中陆续得到了证实. 虽然5 -

NTR序列保守稳定 但也发现了一些位于该区的变异

5 -NTR有限的序列变异基本位于155-170 nt 和 117-

132 nt 从而形成两个基元(motif) HCV 5 -NTR发生

的核苷酸变异多为互补突变 两个基元随机发生1-3 nt

共突变的机率很小 说明5 -NTR序列变异不是随机

发生的[13,14]

        Brown et al [15]采用计算机模拟折叠程序对5 -NTR

保守区进行处理 计算热力学自由能 建立了HCV 5 -

NTR 的二级结构模型 该结构模型被双链及单链的

RNase敏感实验所证实 即双链及单链RNase可以分别

在HCV 5 -NTR 的双链区及单链区切割HCV RNA

根据HCV 5 -NTR二级结构的特征 可分为4个RNA

结构域[16-18] : 结构域 I呈发夹状 位于5-20 nt 目前

认为结构域I的缺失可增强RNA的翻译 表明其可能具

有翻译调节作用; 结构域 II是一个大的茎-环结构 对

于其功能仍存在争议 但大数学者认为结构域II可增强

RNA的翻译表达. 结构域III所含核苷酸最多 结构也最

复杂 由一个长的不规则螺旋结构和多个分枝状茎-环

结构组成 结构域III是蛋白翻译的核心部位 结构高度

保守 参与形成对蛋白翻译有重要作用的RNA假结; 结

构域 IV 的 5 - 端是一段短的单链区 3 - 端的小

茎环结构与真实启动密码子AUG相连 部分学者认为结

构域IV的稳定能够提高翻译效率

2   5 - 非翻译区的功能

2.1 翻译启动功能  HCV RNA多蛋白前体的翻译启动方

式与小RNA病毒相似 是采用一种不同于一般病毒的

独特方式: 核糖体着陆启动病毒多蛋白的翻译. 该领域最

早的研究工作是由Tsukiyama-kohara et al [19]开展的. 为探

讨HCV RNA的翻译启动方式 构建了含有两个表达基
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因的双顺反子表达载体. 第一个顺反子由噬菌体T7启动

子和报告基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)组成 第二个顺

反子 由HCV cDNA 341-1431 nt序列组成. 选择T7启

动子上游酶切位点线性化载体 在RNA多聚酶作用下体

外转录为双顺反子RNA 然后采用无细胞翻译系统进行

体外翻译. 结果发现 HCV C E1 区特异性结构蛋白

p22和pg35表达正常 由于在以传统的核苷酸扫描方式

启动翻译中 结合于mRNA5 端帽子上的核糖体不可能

在第二个顺反子前如此长距离的滑动 有理由认为HCV C

E1 区蛋白的表达是核糖体越过双顺反子RNA的 5 -

端直接在其内部着陆 即是以非帽依赖性方式启动翻译

的. 将这种存在于病毒5 -NTR上能与核糖体结合的序

列称作 IRES

        Pilipenko et al [20]在微小病毒IRES的 5 -NTR中发

现存在一些重要的序列-基元(motif) 可以与18 S rRNA

35 -端附近的序列互补 HCV IRES也发现同样的基

元存在. 以后很多学者如Wang et al [21]陆续证实了以上的

发现 并对 IRES 结构及功能特点进行了深入研究. 因

HCV RNA 5 -NTR序列较其他微小病毒短 因此HCV

的IRES可能具有更紧密的结构 并且与其他微小病毒相

比 IRES占据较多的5 -NTR. Tsukiyama-kohara et al

认为IRES的5 -端位于111至257 nt. 然而 Wang et al [22]

和 Rijnbrand et al [23,24]研究发现IRES的5 -端位于29-69

nt. Reynolds et al [25]的研究认为IRES活性所需的最短序列

为HCV RNA基因组核苷酸序列42-356 nt. Honda et al [26]为

了解IRES的结构特点 构建一系列5 -NTR缺失变异

的全长HCV cDNA克隆. 当HCV RNA发生核苷酸28-69

n t 缺失变异时 蛋白的翻译明显下降 与Wang 及

Rijnbrand研究结果相一致 同时资料显示在蛋白的翻译

过程中该区的二级结构是必不可少的 当茎环结构 IIa

区(28-69 nt)或 IIb区(70-69 nt)碱基对结构发生改变而致

二级结构改变时 IRES的功能明显下降. Kalliampakou

et al [27]在研究中也发现核苷酸插入或缺失而致结构II区

茎环结构改变特别是顶端结构发生改变时 IRES的功

能将受到严重的影响 而在保守的A-81 C-83 C-84

A-93 A-96位发生单个核苷酸替换时 IRES的活性仅

受到轻度的影响. 最近的一些研究资料[28]显示结构II区

可诱导核糖体40 S 亚单位发生构象改变 同时目前的

实验模型表明结构II区茎环结构的顶端在核糖体的E位

点或其附近与核糖体发生作用而参与RNA的解码过程

直至翻译机制建立 根据5 -NTR 二级结构的模型结

构III区可进一步分为6个包含茎环结构的亚区(即: a-f)  结

构III区是IRES的核心部位 其结构高度保守 并参与形

成RNA假结 在结构III区的功能研究中 Brown et al [15]

发现249-275 nt 和 296-313 nt发生变异而致结构 III 区

双螺旋结构不稳定时 IRES的活性下降. 155-171 172-

227 229-238 nt 发生变异时 IRES的翻译启动功能完

全丧失; 而且结构 III区的二级结构茎环结构 IIIa IIIb

IIIc 对IRES的功能都起着重要的作用 Jubin et al [29]研

究发现位于253-279 nt 的 IIId 区是结构 III 区中高度保

守的区域 包含两个双链螺旋结构(即: 螺旋结构1区和

2区) 该区体内诱变显示其茎环顶端的GGG三联子(266-

268 nt)是IRES活性必须结构之一 序列比较中发现茎环

顶端的6位核苷酸(UUGGGU)在HCV基因组中绝对保守

并且GGG三联子在黄病毒属和瘟病毒属的非翻译区中

也高度保守. 同时作者也对 IIId 区的二级结构特点进行

研究 茎环顶端的单个G突变为C时会影响RNA的折叠

方式 从而导致IRES功能的丧失 其原因可能是由于

G-C突变使IRES与核糖体40S亚基的亲和性降低 作

者认为IIId区的序列及其二级结构均是IRES活性的重

要因素. 结构 IV区与起始密码子AUG相连 在RNA的

翻译中无明显作用 HCV RNA 5 -端的茎环结构 I区

缺失却能导致 IRES的翻译效率提高 该区可能具有调

节作用

2.2 5 -NTR的复制功能  5 -NTR在翻译中的作用

受到广泛的关注 并进行了较为细致的研究 但5 -NTR

在 RNA 复制中的作用却知之较少 主要是因为HCV

RNA缺少有效的细胞复制系统. 2001年 Friebe et al [30]

构建了HCV RNA复制子 该复制子在人肝细胞系Huh-7

可以高效表达 RNA由以下几个元件组成: 5 -NTR-

IRES 3 - 末端 新霉素磷酸转移酶 启动非结构蛋

白翻译的脑心肌炎病毒(EMCV)的 IRES NS3-5B

HCV 3 -NTR. 5 -NTR的 IRES上游区包括结构 I区

与结构II区之间的间隔区 IRES上游区核苷酸序列5-

20 nt和24-40 nt进行缺失变异 将变异的双顺反子转染

Huh-7细胞 并进行G418筛选 与亲代RNA复制相比

变异RNA无克隆株生长 同时将双顺反子中的新霉素磷

酸转移酶替换为萤虫素酶 变异RNA萤虫素酶表达活性

在4 h 24 h 48 h和 72 h与亲代相比都明显下降 说

明5 -非翻译区5-40 nt对HCV RNA的复制是必须的

研究也发现复制水平会随着5 -NTR 5 -末端序列的

延长而不断提高 当5 -NTR为全长时 嵌合体RNA

复制水平最高. 这种5 -端翻译和复制信号重叠与其他

正链RNA不同 例如: 脊髓灰质炎病毒(PV polioviral)

其 5 -NTR由两部分组成 5 -末端序列1-88 nt三叶

草样结构是RNA复制所必须 而IRES位于PV基因组

序列134-556 nt

       HCV 5 -NTR包含有复制和翻译的作用元件 为

进一步明确复制作用元件 Kim et al [31]将PV的 IRES插

入到HCV 5 -NTR与新霉素磷酸转移酶开放读码框架

之间 EMCV的IRES与HCV(NS3-NS5B)连接. 通过一系

列5 -NTR的缺失变异突变 Yoon et al发现含有结构

I区和结构II区时HCV嵌合体能够在Huh-7细胞中复制

当结构I区或结构II区发生缺失时 嵌合体复制停止; 结

构III区和假结结构与结构I区 结构II区连接后 可明

显提高复制水平. Yoon et al认为结构I区和结构II区是

HCV RNA复制所必须的结构 并且5 -NTR的其他结构

都在RNA的复制中发挥重要的作用. 结构II区是复制和
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翻译都必须具有的结构 这可能是由于结构 II 区介导

复制与翻译的转换. 在 PV的研究中发现 当PV进行翻

译时 其RNA的复制即被阻止 这种翻译与复制之间

的转换认为是由 RNA 结合蛋白 - 多聚结合蛋白 -2

(PCBP2 poly(rC)-binding protein-2)所调控. 多聚结合蛋

白也能够与HCV 5 -NTR 相结合 如PCBP-2 能够

与结构 I区和结构 II 区结合 但其在HCV复制与翻译

中的具体功能目前还不清楚

       5 -NTR在翻译和复制中的功能受到越来越多的关

注 对其深入的研究将为进一步了解HCV感染慢性化机

制 以及药物开发提供新的方向和基础
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感染靶细胞之

后 在完成自身复制和表达的生活周期的同时 所产

生的病毒大分子 如肝炎病毒的DNA/RNA和蛋白分子

等这些外源性大分子 对于肝炎病毒感染的靶细胞产

生一系列不同的影响[1-7]. 肝炎病毒大分子对于感染靶细

胞的这些影响是肝炎病毒感染后致病机制的主要组成部

分. 因此 研究乙型和丙型肝炎病毒的核酸成分和蛋白

质成分对肝细胞的影响具有十分重要的意义. 由于肝炎

病毒蛋白的产生 改变了肝炎病毒靶细胞的正常的信

号转导途径 引起细胞的病变 甚至是恶性转化 以

至于发生肿瘤[8-13]. 14-3-3蛋白家族是细胞主要的信号转

导相关蛋白因子 研究表明 肝炎病毒对于14-3-3蛋

白家族所介导的信号转导也具有显著的影响.

1   14-3-3蛋白家族的组成和主要生物学作用

在目前研究过的所有类型的真核细胞中都有不同的14-

3-3家族基因的表达[14-18]. 自然状态的14-3-3蛋白都是

以同二聚体(homodimer)或异二聚体(heterodimer)的形式存

在 主要的功能就是作为接头(adapter)蛋白 与其他蛋

白分子结合 进而调节其他蛋白分子的生物学功能. 因

此 14-3-3蛋白参与许多生物学过程 如应激(stress)

细胞周期(cell cycle) 细胞凋亡(apoptosis)的调控 有时还

作为接头蛋白 激活剂以及抑制剂等. 目前在美国国立

医学图书馆国立生物工程中心建立的核苷酸序列数据库

(GenBank)中已经登录了来源于不同生物的133条14-3-3

家族蛋白的全长编码基因. 目前已知有7种14-3-3亚型

( β γ ζ ε τ η σ ) ζ 亚型迄今仅在哺乳动物

细胞中发现. Miura et al [19]从蛙等生物中克隆到14-3-3 ζ
基因 编码产物由 245 个氨基酸残基(aa)组成 与大

鼠 牛的14-3-3 ζ同源性为92 % 与人14-3-3 ζ即磷

脂酶A2 (phospholipase A2 PLA2)的同源性为92 %. North-

ern blot 分析结果表明 14-3-3 ζ mRNA 在脑 肺
脾 肾等组织中具有高水平的表达 在心脏 睾丸中

表达水平较低 在肝脏 胰腺 卵巢 肌肉中表达

水平很低. 另外 基因的3 - 非翻译区(3 -UTR)在

人 蛙的14-3-3 ζ cDNA中都是高度保守的. 结果表明 在
进化过程中 14-3-3 ζ 基因序列是高度保守的. Ferl et al [20]

等的研究以14-3-3保守核心区的序列进行的遗传树分

析结果表明 植物细胞中的14-3-3蛋白可以很清楚地

分为2个不同的亚组. 14-3-3蛋白的核心区编码产物具

有疏水和亲水双歧性沟槽(amphipathic groove) 是与其他

蛋白结合的关键结构位点 也是14-3-3蛋白中保守的

结构域. 相比较而言 14-3-3蛋白的氨基和羧基末端序

列变异较大.

        由于14-3-3蛋白家族结合的蛋白类型十分复杂 因

此14-3-3蛋白的生物学功能也十分复杂. 14-3-3蛋白

的生物学功能主要是通过其结合蛋白类型来体现的. 14-

3-3 蛋白与具有丝氨酸 / 苏氨酸磷酸化位点的蛋白结

合 类似含有SH2位点和磷酸酪氨酸结合(phospho-tyrosine

binding PTB)位点的蛋白的功能. Tzivion et al [21]对于

14-3-3蛋白的生物学功能进行了初步的总结. 14-3-3蛋

白通过对Raf MLK MEKK PI-3 激酶 IRS-1 等

的激活作用 对信号转导途径进行调节 通过对

Cdc25 Wee1 CDK2 中心体(centrosome)的作用

对于细胞周期进行调节 通过对 BAD ASK-1 的影

响 对于细胞凋亡进行调节 通过对FKHRL1 DAF-

16 p53 TAZ TLX-2 组蛋白去乙酰酶(his tone

deacetylase)等的调节 对转录调节过程具有显著的影响.

但与含有SH2 PTB 结构位点的蛋白不同 14-3-3主要

介导蛋白-蛋白之间的结合 并改变结合靶蛋白的生物

学功能.

2   14-3-3蛋白对于细胞信号的转导的影响及机制

2.1 14-3-3蛋白与脂肪酸结合蛋白   Odani et al [22]制备了

大鼠重组皮肤脂肪酸结合蛋白(fatty acid-binding protein

FBP)的多克隆抗体 进行免疫印迹分析时 发现没有识

别30 kD的皮肤FBP 而是识别15 kD的大鼠皮肤细胞

质中的FBP. 这种蛋白存在于大鼠的几种器官以及小鼠的

3T3 L1细胞系中. 30 kD 蛋白的蛋白酶消化片段的序列

分析结果表明 这些蛋白是真核细胞信号转导分子14-

3-3蛋白家族的混合物. ε亚单位单独存在时 免疫印迹
反应也是阳性结果. 因此认为这种30 kD蛋白就是14-3-

3蛋白的 ε亚单位. 尽管在一级结构序列上FBP白与14-
3-3蛋白亚单位之间没有显著的同源性 但具有抗体识

别的共同的结构域. 已知14-3-3蛋白和FBP都能与一系

列共同的蛋白相结合 因此推测这两种蛋白可以相互作

用 对于其他蛋白的结合产生影响.
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2.2 14-3-3蛋白与糖皮质激素受体信号转导  Widen et al [23]

研究了14-3-3蛋白与糖皮质激素信号转导之间的关系.

糖皮质激素受体(GR)的功能就是一种配体依赖性的转录

因子. 利用亲和层析的技术从去肾上腺的大鼠的肝脏中

分离纯化GR 以期发现未知的细胞质中GR结合蛋白.

结果发现了广泛存在的14-3-3 和Raf-1蛋白. Raf-1是

Ras下游的信号转导蛋白 作为GR的结合蛋白得到同

时纯化. 在半定量的配体/激活GR分析中 表明与14-

3-3和Raf-1之间有最强的结合活性 但14-3-3在非

配体/非激活状态下也能与GR共同纯化. 经过充分的含

盐缓冲液的洗涤 糖皮质激素也能诱导GR与14-3-3

Raf-1之间的结合. 应用体外免疫共沉淀技术也证实GR

与 14-3-3蛋白之间的结合. 这些研究结果提示GR与

Raf-1 存在于大鼠肝脏细胞质同一个蛋白复合体中

即受体蛋白体(receptosome)中 可以部分解释糖皮质激

素对于Raf-1-Ras 信号转导途径的影响的分子机制.

2.3 14-3-3蛋白与胰岛素信号转导  Ogihara et al [24]研究

了14-3-3蛋白与胰岛素信号转导之间的相互关系. 胰

岛素与其受体结合诱导细胞质中的底物 即胰岛素受

体底物-1(IRS-1) IRS-2 发生磷酸化修饰 与几种

含SH-2结构域蛋白有关. 为了分离鉴定IRS-1结合蛋

白 以 32P- 标记的重组 IRS-1 蛋白对于人心脏cDNA

表达型文库进行筛选 得到了 ε和 ζ亚型的14-3-3蛋
白. L6 肌管 HepG2 中国仓鼠卵母(CHO)细胞 牛

脑组织中都有与14-3-3蛋白结合的IRS-1蛋白. IRS-2

是一种结构上与 IRS-1 相似的蛋白 与14-3-3 蛋白

也能结合. 与 IRS-1结合的14-3-3蛋白数量 并不受

胰岛素刺激的影响 但以爪哇酸(okadaic acid)这种丝氨

酸 / 苏氨酸磷酸酶抑制剂刺激之后结合数量显著增加.

应用含有磷酸丝氨酸的 IRS-1多肽进行的多肽抑制实

验(peptide inhibition experiment)结果表明 IRS-1分子中

含有3段与14-3-3蛋白结合的位点: Ser-270 Ser-374

和 Ser-641. 这 3个位点中 Ser-270位于 IRS-1结合的

磷酸丝氨酸位点 与胰岛素受体的结合有关. 仅含有磷

酸丝氨酸结合位点的截短型IRS-1仍保留与14-3-3体

内结合的功能. 与 IRS-1的抗体进行的免疫共沉淀技术

研究结果相比较 以14-3-3抗体进行的免疫共沉淀研

究 胰岛素刺激之后IRS-1仅在酪氨酸 丝氨酸位点发

生较弱的磷酸化修饰. 因此 14-3-3蛋白可能在胰岛素敏

感性方面具有一定的意义 其机制就是通过与IRS-1之

间的相互作用. 磷酸二脂酶3B (phosphodiesterase-3B   PDE-

3B)是脂肪细胞中主要的磷酸二脂酶 主要抵抗胰岛

素对于脂肪的分解. 胰岛素诱导PDE-3B的磷酸化和激

活过程是PI3-K和Akt依赖性的但PDE-3B激活的具体

机制目前还不清楚. Onuma et al [25]用酵母双杂交技术研

究发现14-3-3 β这种信号转导过程中的重要脚手架蛋
白可以与PDE-3B结合 PDE-3B与 14-3-3 β的结合
在体外也得到证实. 以谷胱甘肽S-转移酶(GST)为标签

的14-3-3 β与大鼠脂肪细胞内源性的PDE-3B蛋白结

合 当脂肪细胞受到胰岛素的刺激后这种结合得到增

强. 免疫共沉淀技术也证实大鼠脂肪细胞中PDE-3B与

14-3-3 β蛋白也能结合 这种结合也因为受到胰岛素
的刺激而增强. 2种PI3-K抑制剂wortmannin和Ly294002

可以阻断这种诱导 表明PI3-K是必须的. 合成的含有

Ser-279或-302位点的15肽可以抑制这种结合. 提示胰

岛素调节的这些丝氨酸位点的磷酸化参与这一调节过

程. 因为 IRS-1也可以与14-3-3结合 在胰岛素激活

PDE-3B的过程中 14-3-3 β作为脚手架蛋白而发挥
作用.

2.4 14-3-3蛋白与细胞凋亡调节  Masters et al [26]研究了

14-3-3蛋白在细胞凋亡调节中的作用和意义. 14-3-3

蛋白具有抑制Bad和其他细胞凋亡相关的蛋白的作用

因而认为14-3-3具有促进细胞存活的作用. 应用14-3-

3/配体相互作用的特异性抑制剂difopein进行研究 证

实difopein的表达可以诱导细胞凋亡. 应用许多的生长

和死亡信号转导因子进行的研究也得出了一致的结论

14-3-3/配体之间的结合承接上游促进细胞生存的信号

向细胞凋亡核心调节机制转导 促进细胞的存活. 因为

这些上游的激酶信号经常在肿瘤形成过程中被激活

因此对于difopein在抗肿瘤药物诱导的细胞死亡的作用

进行了研究. 发现difopein可增强顺铂的抗肿瘤作用. 这

些研究结果表明 14-3-3通过与Bad等其他配体分子

的相互作用 对细胞的存活至关重要. 抑制14-3-3的

功能可能是肿瘤治疗的新靶位.

2.5 14-3-3蛋白与神经系统信号转导  Le Bouffant et al [27]

的研究发现,针对PCTAIRE-1羧基末端的抗体可以识别

啮齿类脑中3种不同的蛋白. 分子量最大的一种主要分

布在小脑 海马回和脑皮质中. 在电泳中与PCTAIRE-

1分子量相似 并相互作用 就象重组的PCTAIRE-1

与p11 14-3-3蛋白一样. 将 p11或14-3-3亲和树脂与

洗脱下来的蛋白进行免疫共沉淀分析 可以获得纯化

的全长的PCTAIRE-1蛋白 并具有激酶活性. 这一结

果表明 PCTA IRE- 1 是脑中具有活性的蛋白激酶.

PCTAIRE-1催化活性中心对所有的CDK分子都是一样

的 但在酵母双杂交系统中与p11 14-3-3蛋白酶有

相互作用. PCTAIRE-1蛋白的氨基末端和羧基末端都参

与和p11 14-3-3蛋白质间的相互作用 提示立体三

维结构的形成在蛋白 - 蛋白相互作用中的重要地位.

PCTAIRE-1羧基末端的抗体识别的30 kD的蛋白在脑

中几乎所有部位都有分布 核苷酸数据库搜索证实来

源于染色体1q24-1q25位点的262D12片段中包含了这

一分子量大约为26 kD蛋白的编码基因序列 与已知

基因序列没有显著的同源性. 但核苷酸序列数据库中有

许多DNA序列的局部与其同源性达到100 %.

2.6 14-3-3蛋白与马铃薯球蛋白的结合  马铃薯球蛋白

(tuberin)是结节硬化复合物2 肿瘤抑制基因(tuberous

sclerosis complex 2 tumor suppressor gene)的编码产物

其磷酸化形式是Akt信号转导下游磷脂酰肌醇3 -激
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酶(phosphatidylinositol 3 -kinase PI3K)的负调节因

子. Liu et al [28]在马铃薯球蛋白分子中鉴定出几种14-3-3

的结合位点 与Akt 磷酸化位点相重叠. 马铃薯球蛋抗

体的14-3-3 α结合位点特异性抗体的识别与有丝分裂
原诱导的马铃薯球蛋白的磷酸化以及Akt α磷酸化底物
抗体的识别过程相关. 抑制PI3K的蛋白激酶活性就可以

抑制2种抗体对于马铃薯球蛋白的分子的识别. 利用蛋白

结构域芯片分析 含有Ser-939结构位点的多肽是与14-

3-3特异性结合的结构位点. 谷光甘肽S-转移酶的pull-

down分析结果表明 与14-3-3的融合蛋白研究结果表

明 所有7种14-3-3亚型都能与马铃薯球蛋白结合. 这

种结合受到Ser-939位点磷酸化的多肽片段的竞争性结

合抑制 但是没有磷酸化修饰的多肽不能进行抑制. 马

铃薯球蛋白与14-3-3可以进行免疫共沉淀. 这些结果表

明 马铃薯球蛋白分子结构中含有14-3-3 Akt 识别

的位点.

2.7 14-3-3蛋白与3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶-1  Sato

et al [29]研究发现3- 磷酸肌醇依赖性蛋白激酶-1 (3-

phosphoinositide-dependent protein kinase-1 PDK1)在激

活蛋白激酶A G C中具有重要作用. PDK1在调节Akt

Thr-308位点的磷酸化及其活性中具有重要作用. 以前认

为PDK1激酶活性是持续性的 但目前的观点认为受到其

他蛋白的调控 如蛋白激酶C相关激酶2 (protein kinase

C-related kinase-2 PRK2) p90/核糖体蛋白S6激酶-2

(RSK2) 热休克蛋白90 (Hsp90)等. 最近的研究结果表明

PDK1与 14-3-3蛋白结合 结合位点是Ser-241 可以

发生自身磷酸化 对于其激酶活性至关重要. PDK1可增

加与14-3-3蛋白的结合的突变 降低其体内蛋白激酶

活性. 相反 PDK1可降低与14-3-3蛋白的结合的突变

提高其体内蛋白激酶活性. 野生型PDK1与 14-3-3蛋白

孵育 降低其蛋白激酶活性. 可以肯定 PDK1蛋白激酶

活性受到14-3-3的负调节 主要是通过其Ser-241位点

的自身磷酸化修饰进行调节.

2.8 14-3-3 σ与细胞周期调节  细胞周期的检验点
(checkpoint)在细胞维持稳定过程中具有重要意义.  Suzuki

et al [30]的最近研究结果表明 14-3-3 σ在p53的调节
作用下 对于G2/M-期检验点具有重要影响. 为了研究

14-3-3σ基因是否在肿瘤细胞中被激活 对14-3-3 σ
基因的5 -非翻译区的甲基化状态进行了研究. 在胃癌

结直肠癌 肝细胞癌等22株肿瘤细胞中 6株细胞的14-

3-3σ的5 -非翻译区有异常的甲基化修饰. 发生甲基
化之后14-3-3σ的表达缺如 这种抑制作用以5-阿扎-
2 -脱氧胞嘧啶(5-aza-2 -deoxycytidine)处理可以恢复.

DNA损伤后所出现的正常的G2期阻滞 与此基因的甲

基化修饰无关. 43 % (26/60)的原发性胃癌14-3-3 σ基因
高度甲基化 在低分化腺癌中尤其如此. 发现人的肿瘤

中存在14-3-3 σ基因由于甲基化而失活的现象.

3   乙型和丙型肝炎病毒蛋白与14-3-3蛋白家族的信号转导

3.1 丙型肝炎病毒感染对于皮肤中14-3-3蛋白信号转导

的影响  Lazaro et al [31]的研究发现皮肤扁平苔藓(cutaneous

lichen planus)与慢性HCV感染有关. 但关于HCV是否感

染扁平苔藓部位的角质细胞一直不十分清楚. 对于26例

慢性HCV感染者皮肤活检标本和24例皮肤扁平苔藓患

者(5例有HCV感染 19例无HCV感染)的正常和皮损

部位的皮肤中正链 负链HCV RNA进行原位杂交检测

在健康皮肤角质细胞中HCV RNA的检出率为69 % 在

扁平苔藓皮肤中的检出率为100 %. 在没有HCV感染的皮

肤苔藓患者的皮肤中没有检测到HCV RNA. 健康皮肤与扁

平苔藓皮肤相比较 HCV RNA的检出率显著升高. 认为皮

肤角质细胞的HCV感染与皮肤扁平苔藓的发病有关.

        Ku et al [17]发现在体内14-3-3蛋白家族成员可以结

合人中间丝状蛋白角蛋白18(keratin 18 K18) 而且是

细胞周期 磷酸化修饰依赖性的方式. K18的 Ser-33位

点是磷酸化位点 在培养细胞的有丝分裂 再生的肝

脏中 在体外cdc2磷酸化过程都是如此. 比较野生型和

突变型K18 Ser-33-Ala/Asp 在转染细胞中发现K18

Ser-33位点的磷酸化修饰是K18与 14-3-3结合所必需

的 对角蛋白的结构和分布都有影响. K18蛋白另外一

个磷酸化位点(Ser-52)或 K18 蛋白的糖基化修饰对于

K18与 14-3-3蛋白之间的结合没有影响. K18 Ser-33位

点的磷酸化在与不同的14-3-3 蛋白结合中情况不同.

K18蛋白磷酸化Ser-33或磷酸化Ser-52形式的特异性抗

体研究证实 尽管Ser-52磷酸化修饰的和Ser-33磷酸

化修饰的K18 蛋白具有共同的分布 但这些磷酸化修

饰在不同的K18蛋白分子上进行的. K18蛋白的磷酸化是

K18与 14-3-3 蛋白质间结合所必需的 但不是全部条

件. 这种蛋白之间的结合想必是与K18 Ser-33位点磷酸

化相关的有丝分裂条件相关 在角蛋白的亚细胞分布中

具有重要意义. 角蛋白Ser-52或Ser-33位点的磷酸化修

饰 决定其亚细胞分布特点[32-35].

3.2 丙型肝炎病毒核心蛋白对14-3-3蛋白信号转导的影

响  HCV感染是引起肝脏功能异常的主要原因之一 流行

病学调查结果表明 HCV感染与肝细胞癌(hepatocellular

carcinoma HCC)有关. 在HCV编码的蛋白中 核心蛋白

在体内 体外的细胞生长调节中具有重要作用 但具体

机制目前还不十分清楚. 研究表明 14-3-3家族中的几

种蛋白与HCV核心蛋白之间具有结合作用. 4-3-3蛋白

与HCV 核心蛋白的结合是磷酸丝氨酸依赖性的方式.

HCV核心蛋白的表达可引起HepG2细胞和酵母细胞中

Raf-1蛋白激酶活性的持续升高 HCV核心蛋白与14-

3-3蛋白之间的结合是HCV核心蛋白激活Raf-1蛋白激

酶所必需的. 这些结果表明 HCV核心蛋白可能代表了通

过与14-3-3相结合激活Raf-1激酶的独特的信号转导通

路 在调节肝细胞生长过程中具有十分重要的作用[36-39].
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3.3 乙型肝炎病毒X蛋白对14-3-3蛋白信号转导的影响

Diao et al [40]研究了HBxAg对Fas介导的细胞凋亡具有抑

制作用 对于细胞生存具有促进作用. Fas 介导的细胞

凋亡是肝脏疾病过程中肝细胞损伤的主要原因. 人原代

肝细胞和小鼠胚胎成纤维细胞的实验表明 抗-Fas抗体

诱导的细胞凋亡可被HBxAg的表达所抑制. 这一现象也

在缺乏p53 表达的小鼠红细胞白血病细胞中得到证实.

说明HBxAg对于细胞凋亡的阻断是p53非依赖性的. 对

于 HBxA g 阻断细胞凋亡的信号转导途径进行研究.

SAPK/JNK信号转导途径在Fas 介导的细胞凋亡中的细

胞存活有重要地位 激酶活性分析结果表明表达HBxAg

的细胞中SAPK活性显著上调. 表达HBxAg的正常的小

鼠成纤维胞可以防止死亡 但缺乏SEK1 的同样的细胞

中SAPK 信号转导途径 无论HBxAg表达与否 都不

能阻断Fas介导的细胞凋亡. HBxAg 表达可以抑制细胞受

到抗- Fas 诱导时胱冬肽酶(caspase ) 3和 8的活性 抑

制线粒体细胞色素C的释放. 共沉淀和共聚焦荧光显微

图像分析结果表明HBxAg 与细胞质中含有MEKK1

SEK1 SAPK 14-3-3 蛋白的复合体共同分布. 基因

突变分析结果表明HBxAg 分子结构中存在与14-3-3结

合的特殊位点对于诱导SAPK/JNK活性以及防止Fas介

导的细胞凋亡都有显著的相关性[41-45].
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0   引言

生物的细胞每时每刻都在接触着来自细胞内或者细胞外

的各种各样信号. 信号只是个诱因 生理反应是信号作

用于细胞的最终结果. 相同的信号作用于不同的细胞可

以引发完全不同的生理反应; 不同的信号作用于同一种

细胞却可以引发出相同的生理反应. 细胞的一切生命活

动都与信号有关 信号是细胞一切活动的始作俑者. 因

此 对信号转导的研究非常重要 非常有用. 由于肝炎病

毒可以影响细胞信号转导 引起细胞的病变及恶性转化[1]

而蛋白酪氨酸激酶是重要的细胞信号转导激酶 因此

深入研究二者的相互关系对肝炎病毒的发病机制会有进

一步的了解.

1   蛋白酪氨酸激酶的分类

蛋白酪氨酸激酶(protein tyrosine kinase PTK)是一组催

化酪氨酸残基磷酸化的酶 他们通过从三磷酸腺苷上

转移一个磷原子到酪氨酸残基上 而使底物蛋白活化.

目前 已发现PTK 有 100 多个家族成员 他们通过活

化底物蛋白 参与细胞的信号转导 最终 这些信号

转导入细胞核内 引起某些基因表达水平的改变 使

诸如细胞生长之类的复杂的细胞功能得以调节. 因此在

调节细胞的分化 生长和激活中起到重要作用.根据

PTK 的结构 可分为受体型和非受体型PTK 两大类

前者又称跨膜PTK 后者又称细胞内PTK. 生长因子受

体PTK(受体型酪氨酸激酶或RTK): 这一类蛋白酪氨酸激

酶为跨膜蛋白 其胞外部分为配体结合区 中间有跨膜

区 胞内部分含有蛋白酪氨酸激酶的催化结构域. 根据

他们的结构不同可分为 表皮生长因子受体(EGFR)家

族 胰岛素受体家族 血小板衍生生长因子(PDGF)受体

家族和成纤维细胞生长因子受体(FGFR)家族. 这些信号

转导分子的结构有利于信息从细胞外单向地流入细胞

内 这个过程有配体 受体的专一性. RTK的胞内域都

有一个或者几个专一的酪氨酸残基 他们在配体与

RTK胞外域结合时被磷酸化了. 这些酪氨酸残基通常位

于PTK域的C-末端和蛋白分子的C-端末尾之间的区

域内[1-3]. 蛋白酪氨酸激酶受体与配体结合后往往形成二

聚体 继而发生酶活性的增高 使受体胞内部分的酪

氨酸磷酸化增强 磷酸化的受体酶活性进一步增强. 此

外更重要的是 磷酸化的受体可以募集含有SH2结构域

的信号分子 从而将信号转导至下游分子. 非受体型的蛋

白酪氨酸激酶: 非受体型的蛋白酪氨酸激有9个亚族 即

Src Tec Csk Fes Abl Syk/ZAP-70 Fak

和 JAK.其中Src家族有Src Fyn Lck Lyn等[1 2] 与受

体结合存在 当配体与受体结合后被激活; Tec 家族有

Btk Itk Tec等 与受体结合或不结合存在 配体结合

后被激活; ZAP70家族有ZAP70和Syk 与磷酸化的受体

结合后被激活. JAK家族有JAK1 JAK2 JAK3和TYK2

等. 这些PTKs或者直接与受体形成复合物 或者间接地

依次被激活 在转导受体信号过程中起着接力棒的作用.

其中经典的是Src和 JAK家族 SRC激酶家族他具有三

个基本结构域: SH1 SH2和 SH3. SH结构域是Src同源

性结构域的简称 非受体型Src的N端是由70-80个残

基组成的M段 结构因不同PTK而异 随后的两个功能

区SH3和SH2结构相对稳定 其中SH3和富含脯氨酸的

基序结合 SH2则专门识别并结合发生了磷酸化的酪氨
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0   引言

生物的细胞每时每刻都在接触着来自细胞内或者细胞外

的各种各样信号. 信号只是个诱因 生理反应是信号作

用于细胞的最终结果. 相同的信号作用于不同的细胞可

以引发完全不同的生理反应; 不同的信号作用于同一种

细胞却可以引发出相同的生理反应. 细胞的一切生命活

动都与信号有关 信号是细胞一切活动的始作俑者. 因

此 对信号转导的研究非常重要 非常有用. 由于肝炎病

毒可以影响细胞信号转导 引起细胞的病变及恶性转化[1]

而蛋白酪氨酸激酶是重要的细胞信号转导激酶 因此

深入研究二者的相互关系对肝炎病毒的发病机制会有进

一步的了解.

1   蛋白酪氨酸激酶的分类

蛋白酪氨酸激酶(protein tyrosine kinase PTK)是一组催

化酪氨酸残基磷酸化的酶 他们通过从三磷酸腺苷上

转移一个磷原子到酪氨酸残基上 而使底物蛋白活化.

目前 已发现PTK 有 100 多个家族成员 他们通过活

化底物蛋白 参与细胞的信号转导 最终 这些信号

转导入细胞核内 引起某些基因表达水平的改变 使

诸如细胞生长之类的复杂的细胞功能得以调节. 因此在

调节细胞的分化 生长和激活中起到重要作用.根据

PTK 的结构 可分为受体型和非受体型PTK 两大类

前者又称跨膜PTK 后者又称细胞内PTK. 生长因子受

体PTK(受体型酪氨酸激酶或RTK): 这一类蛋白酪氨酸激

酶为跨膜蛋白 其胞外部分为配体结合区 中间有跨膜

区 胞内部分含有蛋白酪氨酸激酶的催化结构域. 根据

他们的结构不同可分为 表皮生长因子受体(EGFR)家

族 胰岛素受体家族 血小板衍生生长因子(PDGF)受体

家族和成纤维细胞生长因子受体(FGFR)家族. 这些信号

转导分子的结构有利于信息从细胞外单向地流入细胞

内 这个过程有配体 受体的专一性. RTK的胞内域都

有一个或者几个专一的酪氨酸残基 他们在配体与

RTK胞外域结合时被磷酸化了. 这些酪氨酸残基通常位

于PTK域的C-末端和蛋白分子的C-端末尾之间的区

域内[1-3]. 蛋白酪氨酸激酶受体与配体结合后往往形成二

聚体 继而发生酶活性的增高 使受体胞内部分的酪

氨酸磷酸化增强 磷酸化的受体酶活性进一步增强. 此

外更重要的是 磷酸化的受体可以募集含有SH2结构域

的信号分子 从而将信号转导至下游分子. 非受体型的蛋

白酪氨酸激酶: 非受体型的蛋白酪氨酸激有9个亚族 即

Src Tec Csk Fes Abl Syk/ZAP-70 Fak

和 JAK.其中Src家族有Src Fyn Lck Lyn等[1 2] 与受

体结合存在 当配体与受体结合后被激活; Tec 家族有

Btk Itk Tec等 与受体结合或不结合存在 配体结合

后被激活; ZAP70家族有ZAP70和Syk 与磷酸化的受体

结合后被激活. JAK家族有JAK1 JAK2 JAK3和TYK2

等. 这些PTKs或者直接与受体形成复合物 或者间接地

依次被激活 在转导受体信号过程中起着接力棒的作用.

其中经典的是Src和 JAK家族 SRC激酶家族他具有三

个基本结构域: SH1 SH2和 SH3. SH结构域是Src同源

性结构域的简称 非受体型Src的N端是由70-80个残

基组成的M段 结构因不同PTK而异 随后的两个功能

区SH3和SH2结构相对稳定 其中SH3和富含脯氨酸的

基序结合 SH2则专门识别并结合发生了磷酸化的酪氨
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酸. SH1是一个结构高度保守的功能区 特点是带有一

个能发生自身磷酸化的酪氨酸残基(Y)和一个结合着ATP

的赖氨酸残基 后者通过释放ATP使底物发生磷酸化

因而SH1是激酶PTK的活性中心. 另外 PTK的C端还

有一个具有负调节功能的酪氨酸残基(Y) 当他发生磷酸

化时 PTK活性处于抑制状态. JAK激酶其近羧基端的

结构域具酪氨酸蛋白激酶的全部保守序列 可能有酪氨

酸蛋白激酶的活性 其氨基端的是另一个酪氨酸激酶样

结构域 包含全部激酶的各个亚结构域 但可能不会有

激酶活性 其功能有待证明. 大部分的酪氨酸蛋白激酶

位于胞膜上或胞质内 近年来却发现核内也存在着酪氨

酸蛋白激酶 这对于信号在核内的转导有重要意义. 重

要的细胞核内PTKs有Abl和Wee. Abl既存在于胞核内

也存在于胞质中 已发现他参与转录过程和细胞周期的

调节; Wee 只存在于核内 他可调节细胞周期素 -2

(CDK2)的活性 抑制其磷酸化 对细胞进入有丝分裂

期具有调节作用[1].

2   蛋白酪氨酸激酶的活化

受体型的PTK被分子间二聚机制激活 而非受体型的

PTK被分子间和分子内两种二聚机制激活[1 3]. 蛋白酪氨

酸激酶的活化过程可包括两步反应: 第一步是配体结合

诱导的受体二聚化作用 受体二聚化可能是由于二价的

配体结合作用导致受体二聚化; 或由于配体的结合诱导

受体发生构象改变 成为稳定的活化型二聚体. 受体的

二聚作用对于激活他们内在的催化活性和生长因子受体

的自身磷酸化作用是必须的. 聚合可以是同源的 也可

以是异源的 由于聚合体中的每个成员都能够罗织不同

的信号转导分子. 二聚作用提高受体型PTK催化活性的

机制是其催化域内的活性环(A环)中的一个或者多个酪

氨酸被磷酸化了. 许多细胞质型PTK的催化活性也因其

A环中酪氨酸残基的转磷酸化作用而被激活; PTK活化作

用的第二步是受体的自动磷酸化作用 磷酸化作用主要

发生在PTK二聚体中两个受体分子胞质激酶结构域内保守

的酪氨酸(Tyr)残基上 磷酸化酪氨酸残基(TyrP)不仅可大大

提高激酶的活性 并且每个受体分子可有多个磷酸化位

点 为下游含SH2结构域的蛋白或激酶提供停泊位点[3].

        SH2是无催化功能的蛋白组件 其大小约100 aa. 开

始他作为一种保守域在许多胞质的PTK 包括病毒癌基

因v-fps/fes和v -src中发现. 虽然他们看来不具有内在的

催化活性 但是很快就发现这个亚域在信号转导过程中

是非常重要的 因为在被激活的 癌基因来源的PTK的

下游分子中都有这个结构域.在正常情况下 Fujinami肉

瘤病毒编码的转化蛋白p130 gag-/fps可以将细胞转化为

癌细胞 但是 如果这个蛋白的SH2域发生突变 其转

化细胞的能力就被抑制[4]. 因此 PTK的信号转导既需

要有功能的 活化的PTK域 又需要有功能的SH2域.

总而言之 PTK域 / SH2域组合对于真核细胞中信号转

导专一性的产生是至关重要的.

3   PTK对细胞信号转导的影响及机制

许多生长因子和细胞因子通过激活PTK转化信号. 大多

数生长因子受体内部都具有酪氨酸激酶结构域 因而细

胞因子受体能够与细胞内酪氨酸激酶偶联 通过一些递

质和衔接于酪氨酸激酶能进一步激活一系列下游丝氨

酸 /苏氨酸激酶 后者又能进一步刺激细胞核和细胞质

中转录因子[5,6]. 大量的证据表明 激酶级联反应通路在

细胞分化 增生和生存方面起着十分重要的作用. 由配

体-受体 二聚体激活的PTK能够导致一系列下游信

号通路的激活 包括PI3激酶通路和Ras-Raf-MAP激酶

通路. PI3激酶和MAP激酶被认为可能介导细胞生存和细

胞分裂反应[6,7]. 大多数生长因子能够激活PTK-PI3激酶和

PTK-Ras-MAP激酶通路 这样他们可以作为促分裂剂

作用各种细胞 剥夺生长因子或细胞因子 可以导致细

胞生长停止或凋亡 因此生长因子 IGF-1 EGF 和

PDGF又被认为是存活因子 但是EGF也能诱导细胞发

生凋亡[8]. 因此PTK信号转导可能在细胞生长存活方面具

有双重作用. 在研究干扰素诱发基因表达时发现了一条

从细胞表面受体到转录因子的直接信号通路[9,10]. 在这条

通路中 STAT 介导了信号转导. STAT 具有 SH2 结构

域 能够直接与酪氨酸磷酸化修饰的受体结合[11]. 然后

STAT蛋白被PTK(如JAK酪氨酸激酶)磷酸化和活化[12,13]

被激活的STAT转换成有活性的转录因子 并转移至核

内 可与核内DNA结合因子形成一个有活性的转录复

合体 从而调控细胞的基因表达[8,14].

        ABL基因编码一个非受体型PTK 即ABL蛋白. c-ABL

原癌基因最初是作为Abelson 鼠白血病病毒基因在人类

细胞的同源基因而引起注意的. 目前已证实 BCR-ABL

和 TEL-ABL这两种融合基因与人类白血病有关. BCR-

ABL融合基因由 和22号染色体相互易位形成. 体外实

验的结果表明: BCR-ABL融合基因产物可使造血细胞由

生长因子依赖性转变为非依赖性 从而发生恶性变[15].

BCR-ABL融合基因产物还阻止髓系细胞发生凋亡[16]. 多

项体内实验都表明 单是BCR-ABL融合基因产物就足

以使实验动物发生CML样的骨髓增生性疾病.

       和 T细胞激活信号转导有关的两类PTK src 家族:

lck蛋白(p56lck)和 fyn蛋白(p59fyn) 皆为细胞癌基因产物;

Syr家族: ZAP-70. T细胞通过两条主要途径识别信号胞

内转导 T细胞受体(TCR) /β链识别抗原肽和主要组
织相容性复合物(MHC)分子后 发生TCR/CD3 CD4

和CD45的分子多聚现象 使结合于CD4分子胞内段的

56lck和结合于TCR/CD3的 p56fyn两种PTK激活. 激活的

lck和fyn蛋白藉助其SH1使CD3 链胞内段上的酪氨酸

发生磷酸化形成酪氨酸激活基序(TAM) 后者通过与

SH2的结合 一方面使带有SH2结构的ZAP-70活化 引

发信号转导的第一途径 即磷酯酰肌醇途径 同时 酪

氨酸激活基序(tyrosine-based activation motif TAM)和

SH2的结合 可以活化其他带有SH2结构的蛋白(SH2-

containing protein SHC) 引发信号转导的第二条途径
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又称ras信号转导途径[1-3].

        脂多糖(Lps)是一类具有高度活性的大分子物质 可

依赖LBP/CD14系统作用于细胞 特别是单核细胞 巨

噬细胞和中性粒细胞(PMNS)等通过一系列胞内信号转导

系统诱导细胞产生多种生物活性分子 如: 肿瘤坏死因

子(TNF)- 白介素 前列腺素等 在革兰氏阴性菌

感染的发病机制中扮演着十分重要的角色. Lps与CD14

的结合导致PTK的活化 从而激活下游的MAPK. 一些

实验表现 PTK 抑制剂能抑制Lps 诱导巨噬细胞产生

TNF- Il-2 及其杀瘤细胞活性.

         Ito et al [17]为研究c-Src 在肝细胞癌(HCC)和肝内胆管

癌中的致癌作用 运用免疫组化技术识别活化的c-Src

结果提示活化的c-Src 与肿瘤发生有关.为进一步了解

PTK和HCC的关系 Ito et al [18]又研究表皮生长因子受

体(EGF-R) c-erbB-2 c-erbB-3和 c-erbB-4在HCC

中的表达 说明他们在HCC 的进展中起着重要作用.

Csk 是胞质的蛋白酪氨酸激酶 通过分析Csk 的定位

含量和酶的活力调查Csk 在HCC 中的作用 发现Csk

的活性明显降低[19].

4   乙型和丙型肝炎病毒蛋白与蛋白酪氨酸激酶的信号转导

HBxAg具有反式激活作用. HBxAg激活的转录因子包括

NF-κB NF-AT AP-1和ATF/CREB[20,21]. HBxAg因此
是许多转录元件和因子的激活剂 [22,23].  许多报告表明

HBxAg 的活性是因其能激活细胞质信号转导途径的能

力 特别是MAPK通路 JNK通路及Src酪氨酸激酶家族[24].

HBxAg激活Src对病毒复制非常重要 Klein et al [25]证明

HBxAg 激活 Src 酪氨酸激酶启动高水平的病毒复制.

HBxAg通过Src介导的途径刺激病毒前基因组mRNA逆

转录为基因组DNA 抑制Src酪氨酸激酶活性可以有力

的破坏病毒的逆转录. 结果表明HBxAg刺激Src 酪氨酸

激酶进而刺激病毒聚合酶活性. 抑制HBxAg活化的Src信

号不能损害包含前基因组mRNA病毒粒子 仅轻度减少

病毒复制水平; 而HBxAg活化的Src信号能刺激病毒前

基因组mRNA的逆转录和次级基因组DNA合成. 结果提

示哺乳动物肝炎病毒对Src型激酶的特异需求. 与 SH2/

SH3相关的信号蛋白分为两类: 包含具有酶活性的如细胞

质PTK的Abl Csk Src和Syk 非酶活性的接头蛋白如

Crk2 Grb2 Nck和 Shc. 他们形成多蛋白复合体使细

胞外信号转导给下游效应分子而调节各种细胞反应. 许

多研究显示在转染细胞内HBxAg是体内信号转导通路的

激活剂[26-32] 其影响信号转导通路的能力对HBV的感

染和复制非常重要. HBxAg激活MAPK信号通路 这是

HBxAg转录活性的基本 包括激活转录因子AP1/Fos-

Jun 和 NF-κB [33,34]以及RNA聚合酶 III 指导的转录[35].
HBxAg也通过刺激信号转导通路的方式刺激细胞周期控

制点的降解[36].

        人巨细胞胞病毒可以通过增强Jak蛋白的降解而抑

制IFN 诱导的Jak-STAT信号[37]. IFN 和 IFN β与异

二聚体的 IFN /β 受体结合 配体结合导致两种与
IFNARI 和 IFNARII有关的细胞质PTK激酶(Tyk2和Jak1)

的活化[38]. Heim et al [39]在UHCV细胞种表达HCV并用干

扰素处理细胞 通过Western blotting和EMSA 证明HCV

蛋白能抑制干扰素诱导的 Jak-STAT 信号通路 但对

TNF- 经NF-κB诱导的通路无影响. HCV干扰IFN诱导
的信号通路可能是一种逃避宿主免疫的策略. Kato et al [40]

认为HCV和HBV的结构和非结构蛋白中 HCV核心蛋

白对细胞内的信号最有影响 包括NF-κB AP-1 和
SRE相关通路. Yoshida et al [41]报告HCV核心蛋白直接与

STAT3 结合并经酪氨酸残基的磷酸化结合STAT3 在

NIH 3T3细胞内HCV核心活化的STAT3 引起细胞的快

速增生及Bcl-XL和细胞周期素-D1的上调 说明HCV

核心蛋白与STAT3协同导致细胞的转化.
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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   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 3 0 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)
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编者按  本年度研究生分子肿瘤学课程结束了 如何进

行考试 通过征求参加上课学生的意见 改变了考试的

方式 组织了一次课堂学术讨论 具体方式采用学生自

由组合成7组 并根据论坛的主题选择自己最感兴趣

的科学问题 每组人员自由组合. 针对提出的一个科学

问题进行学术讨论后 制成多媒体幻灯 选出一名代表

进行演讲 时间10 min 讨论 5 min. 同时每人可选一

个自己感兴趣的题目进行论述 限500字 并要附最

新的参考文献.

        由北京大学临床肿瘤学院开设的分子肿瘤学课程

承担授课的教授都是工作在科研一线的中青年科学工

作者; 他们结合自己的科研工作实际 对每一个专题都

从历史回顾 实验研究的重要发现和展望几个方面进

行重点论述. 并强调课堂讨论 通过课程的学习使教师

和学生对人类征服肿瘤的历程和肿瘤生物学有了新的

认识.

       当今的社会生活中 健康已成为人类的第一需求.

由于疫苗和抗生素的发现 人类的寿命不断延长 由此

带来了肿瘤的高发病率. 人类为征服癌症的努力 可以

追溯至公元前.近一个 100 a 以来 通过对癌症的研

究 人类在生命科学上有了显著的进步 尤其是对机体

的生长发育 遗传与进化 免疫防御 衰老死亡等生命

现象的认识有了突破性的进展. 而且 人类在病毒与肿

瘤 细胞分化与肿瘤 细胞周期与肿瘤 癌基因 抑癌

基因 信号传导与肿瘤和新生血管形成与肿瘤转移等

方面也取得进展. 但是 人们对肿瘤的认识仍然非常有

限.虽然我们有足够的理由相信人类征服肿瘤的前途是

光明的 同时也要清醒的认识到 新陈代谢和生长发

育 衰老死亡是生命的基本特征.所以 人类征服癌症

应该遵循自然规律的法则.

       随着社会的发展和科技的进步 人类对肿瘤的认

识逐步深入. 特别是边缘学科和新技术的出现与整合给

生命科学注入了无限的活力. 基因组学 蛋白组学和生

物信息学 与之伴行发展起来的生物芯片技术等为人

类认识细胞癌变和肿瘤发生发展的规律提供了新的途

径. 疾病基因识别 功能基因学 蛋白组学 生物信

息学的统一之日 可能是机体内外环境平衡调节的细

胞 分子机制阐明之时.

      对于研究生的考试形式 过去多沿用传统的笔试

以回答老师出的题目为主. 作为知识创新主力军的研究

生群体如何学习 如何思考 如何适应新时代科学发

展的要求 是我们要共同探讨的问题. 对于这次分子肿

瘤学课程考试方式的尝试 学生们表示赞同 认为这是

对于研究生课程的一次革新 在准备资料的过程中主

动的学习了感兴趣的知识 克服了用读教科书的方式

读文献的方法学问题 培养了合作精神 在上台发言的

过程中得到了锻炼.

        同学们针对目前肿瘤研究的前沿和重要科学问题

结合课程学习和工作实践发表了他们的学术观点. 现将

部分学术观点和讨论的内容展现给大家 欢迎有兴趣

的师生参与讨论

1   从肿瘤基因标志物的研究看人类征服癌症的历程[1,2]

肿瘤标志物是肿瘤细胞本身存在或分泌的特异性物

质 早在1846年  Bence jones 就在多发性肿瘤患者

的尿液中发现了一种特殊的蛋白质 这就是临床医生

所熟知的本-周氏蛋白 由此 肿瘤早期诊断的意识

开始产生. 在随后100 a来 随着技术和人们认识的不

断提高 肿瘤标志物也越来越引起重视 在征服肿瘤的

道路上又前进了一步. 肿瘤标志物一般按产生的方式分

为两大类 即肿瘤组织产生及肿瘤与宿主相互作用而

产生. 前者包括胚胎抗原 酶及同工酶 组织特异性

抗原 糖蛋白 唾液酸等. 另一类是肿瘤与宿主之间

产生的 他包括血清铁蛋白 免疫复合物 急性期蛋白

多种细胞因子等. 由于各种免疫标记技术的快速发展

所检肿瘤指标越来越多 对肿瘤的早期诊断 观察评价

治疗的效果及判断愈后有极大的意义. 近年来国内外学

者一致认为动态观察和多种标志物联合检测 并结合

临床表现 特别是影像特点综合判断 是提高肿瘤诊断

阳性率最富有成效的方法与措施.在人类征服癌症的历

程中 标志物发挥着越来越令人瞩目的作用. (姚丽华)

2   扑朔迷离的肿瘤发生机制[3]

以往的研究提示 恶性肿瘤的重要特征是两个水平的

改变即基因水平和表型水平. 最近有人提出发育异常也

会导致肿瘤细胞独特性的改变即去分化 肿瘤表型异
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常是由于肿瘤细胞反演正常的分化过程引起的 还是

由于肿瘤正常分化受到抑制而引起的 仍然是争论的

焦点. 肿瘤的侵袭和转移过程非常类似胚胎的发育过

程 有一些儿童和青春期肿瘤被认为是 胚胎源性

的. 通常认为发育过程只是在胚胎期 实际严格意义的

发育过程在胚胎发育成熟 离开母体后仍在继续. 肿瘤

的发生可以看作是一微观进化过程 这种进化最终导

致肿瘤的发生 基因的改变仅仅是整个进化过程的一

部分. 体细胞的基础突变率很高 体细胞良性克隆性基

因改变 使细胞系存活 而体细胞恶性克隆性改变

可独立于正常细胞的发育过程 并且与其竞争发育

产生新的(寄生性)器官即肿瘤.微观进化正如宏观进化过

程 肿瘤的基因水平的改变可能会影响发育过程的进

行 这种发育过程可以产生新的器官 并获得与起源器

官不同的新的特性即发生表型的改变 正是在这一点

上肿瘤发生的基因水平 表型水平 发育水平达到了统

一. 随着科学研究的进行 对于肿瘤的发生机制可能还

会有新的观点 新的理论产生 这最终有利于人类揭示

肿瘤发生的奥秘 攻克肿瘤. (姚金燕)

3   细胞周期调控异常与肿瘤基本生物学特性的关系[4]

细胞周期受体内外多种因子 多种层次调控 其中最

重要的为Cyclin CDK CKI. 现在以发现的细胞增生

调控三大途径分别是: (1)Ras信号网络; (2)抑癌基因P53

及其靶基因产物之一P21以及CDK(S)-CyclinE复合物

等; (3)CyclinD1 CDK4 P16及 PRB构成的反馈调节

环路. 细胞周期有两个重要的转换点: G1/S和G2/M 在

他们的转换中设有 关卡 . 控制这些关卡即可以实现

对细胞周期的调控 有一些学者认为 肿瘤发生的最根

本的原因是这两个关卡的失控 使得原本应该停止增

生的细胞或生理凋亡的细胞不停的进入细胞周期 因

而导致细胞的恶性增生. 肿瘤的发生是正常染色体多重

损失的复杂过程 其最终表现为细胞周期调控机制的

紊乱 分化受阻 细胞表现为无限制 自主的增生和分

裂. 不可控制的细胞增生是恶性肿瘤的特征. 肿瘤的恶性

增生从生物学角度看主要表现在两个方面: 一方面是肿

瘤细胞的 不灭性 即凋亡障碍; 另一方面是细胞

分裂的失控 即细胞周期网络调控系统的障碍. 这两点

都是目前肿瘤研究的热点. (康辉)

4   p53 基因- 一把双刃的剑[5]

在肿瘤的研究中发现一类基因 称之为抑癌基因 如

果其功能失活或出现基因缺失 突变异常 可导致细

胞恶性化而发生肿瘤. p53基因作为抑癌基因 他能有

效的抑制肿瘤的发生 他的突变和缺失以被证实是许

多肿瘤发生的原因之一. 但是 在细胞水平 端粒的

丢失 放射性照射等刺激因子能激活 p53基因的活性

导致细胞分化的终止和细胞凋亡 而在整个组织的水

平 激活 p53的活性 能抑制肿瘤的发生和导致早衰.

Tyner et al通过分子生物学技术使 p53基因的5 -末

端缺失 只留 3 - 端编码短肽的基因 称为 m 基

因带有 p53基因和m 基因的P+/ m 基因小鼠与野生的小

鼠相比具有较高的 p53 活性 较强的抑制肿瘤的能

力 患癌的机会较低 但是平均寿命只有98 wk 较正

常的小鼠118 wk的寿命短20 % 且P53+/ m基因小鼠表

现早衰的现象. 对温度敏感 p53等位基因突变的 p53转

基因小鼠 也表现较高的 p53基因 但是也出现早衰

现象 这两种 p53突变基因都表明 p53具有调节组织生

命的作用. 这是因为体内有过多的 p53基因时 会阻碍

干细胞的分裂 使身体组织不能得到正常的补充 减弱

新陈代谢的能力 加速衰老的过程.综上述表明增加p53

活性降低癌发生率 但是促进早衰.反之降低 p53活性

增加癌发生率 防止早衰.因此 在通过药物激活体内

p53治疗肿瘤时 要考虑高活性的 p53导致早衰这一

副作用. (宋云扬)

5   干细胞 肿瘤 肿瘤干细胞[6]

所谓干细胞是指通过自我再生而具有永生能力 以及

具有通过分化产生特定组织的成熟细胞的能力的一类

细胞 最近发现骨髓及被纯化的骨髓干细胞能够产生

非造血组织 这一发现表明这些干细胞具有比预想的

更强的分化潜能.

        干细胞最重要的功能是具有再生能力 这是动物维

持生命所必须的. 因为正常干细胞和癌细胞均具有再生

能力 那么最早产生的癌细胞被认为具有与正常干细

胞自我再生的细胞分裂机制是合理的. 许多经典的与肿

瘤有关的通路也可能调控正常干细胞的过程 其中发

现的最有趣的是Wnt信号传导通路.

      对于大多数肿瘤 其突变的靶细胞是未知的 而

有许多证据表明某些类型的白血病是源于造血干细胞

的突变的积累 这些细胞可以启动小鼠的急性粒细胞

白血病. 肿瘤可以被视为一个异常器官 是由于积累突

变而产生的具有无限增生潜能的致肿瘤细胞 (肿瘤干细

胞) 引发形成的. 依据对于干细胞和肿瘤细胞的研究

做出如下几点假想: (1)自我再生是肿瘤干细胞共有的特

性. (2)干细胞在经过很长一段时间继续分裂 更可能积

累突变而导致肿瘤. (3)在包含具有增生能力的干细胞的

正常组织 其基因的改变很可能是发生于干细胞或者

具有那些获得自我再生潜能的子代细胞. (4)在一些不同

组织的正常干细胞和肿瘤干细胞可能具有相同的信号

传导途径调控二者的增生. (5)理解了存在于干细胞和肿

瘤干细胞可能相同的信号传导途径 将有助于利用正

常干细胞生产药物 以及确定肿瘤干细胞的治疗靶点.

(6)大多数肿瘤可能存在肿瘤干细胞 其与具有有限再

生的正常干细胞比较 具有无限增生能力. (许小青)

6   肿瘤-睾丸抗原与肿瘤中配子发生程序的诱导假说[7,8]

肿瘤-睾丸抗原(CAT)是一类组织分布局限于睾丸 胚
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胎卵巢和胎盘的抗原 目前已发现14个 CAT 的基因

或基因家族. 其特异的组织分布和作为肿瘤疫苗的广阔

前景 使得CAT成为当今肿瘤免疫学研究的热点和前

沿. 越来越多的证据显示CAT的表达与肿瘤的进展和恶

性程度有关. L Ioyd J. Oid最近提出 肿瘤中配子发生

程序的诱导 假说 为CAT研究领域打开了一个新的

视角. 参与配子发生的CAT基因在肿瘤发生和进展过程

中重新激活的可能机制包括: (1)广泛去甲基化; (2)CAT基

因调空区改变; (3)肿瘤中配子发生的启动. 配子发生和肿

瘤进展相互关系下一步的研究重点主要有: 继续寻找新

的CAT; 建立肿瘤中CAT的表达模式与配子发生阶段的

对应关系; 进一步确定 CAT 与肿瘤恶性程度的关系;

CAT的异质性表达; 确定CAT在配子发生 肿瘤进展

及其相互关系中的作用等. (李国栋)

7   肿瘤标志物-甲胎球蛋白的临床新认识[9]

甲胎球蛋白(AFP)是人类发现的第一个真正有价值的肿

瘤标志物 是诊断原发性旰癌(HCC)的重要手段. 但是

随着认识水平的不断提高 AFP在临床上的作用受到

挑战.

       AFP的敏感性和特异性相互制约 即使在最佳的

敏感性和特异性的条件下 仍有30 %的HCC患者被

漏诊. 且研究发现检测的真阳性率较低 使部分受检者

经受不必要的精神负担.病毒感染是否也影响AFP的敏

感性和特异性病毒 阳性时有较高的敏感性.所以AFP

作为HCC筛选 监视指标并不完全可靠 因为结合其

他临床资料 发现更多的AFP阴性的HCC患者. (沈芳)

8   kaI1基因与肿瘤转移[10]

1995年Dong et al 从前列腺癌杂交细胞首次克隆出ka11

基因 该基因定位于人染色体 11p12 全长 80 kb

广泛分布于各组织 且不同种属间KAI1的编码序列高

度保守 说明其有重要的生物学功能. ka11蛋白是跨

膜糖蛋白 其细胞外端有3个潜在的糖基化位点 可

介导细胞与细胞外基质的相互作用 影响细胞的侵袭

转移能力. ka11基因作为一个肿瘤抑制基因最早在前列

腺癌中得到证实. 此外 他在多种组织类型肿瘤也有转

移抑制作用. 研究发现  ka11基因的表达对瘤细胞体外

生长无影响 但可抑制细胞的运动和体外浸润能力

增强细胞钙离子的自主聚集能力以及通过调节整合素

的功能影响细胞的黏附 从而抑制肿瘤转移能力. ka11

基因表达上调可能受控于 p53与 c-Jun基因 表达下

调可能发生在转录后水平 也可能与基因的杂和性丢

失 等位基因丢失或复制错位有关. 但是其表达机制.

表达产物的作用机制等仍需阐明. (沈华杰)

9   细胞周期与肿瘤治疗[11]

目前 肿瘤细胞周期机制的破坏 主要集中在监控机

制 驱动机制 界面机制三个层次上. 如监控机制的

破坏 则细胞复制的忠实性下降 导致遗传物质的改

变 破坏了细胞周期的驱动机制 最终导致细胞的失

控性生长 在肿瘤细胞中 依赖Cyclin 的 CDK 驱动

机制被激活的太容易 太强烈 太持久 表现出易

激惹现象 另一类更为常见的驱动机制的破坏是一系

列 CKI RB P53 等终止部件 即 刹车 失灵.

细胞周期与信号转导 基因转录 DNA 修复 细胞

凋亡 细胞分化等多种细胞生命活动的界面之间存在

着密切联系. 从细胞生命活动过程来看 细胞分裂

细胞分化 细胞死亡三种不同的细胞归宿会聚到细胞

周期调控机制上来 通过细胞周期核心机制的精确解

剖 对细胞周期界面联系的深入分析以及对肿瘤破坏

机制的详细解析 使人们对肿瘤的发生 发展 有了全

新的认识 正在根本上揭示肿瘤乃至生命之谜. 基础医

学的进步 必将更好的指导临床对肿瘤的诊断 治疗. 新

药物的开发 如诱导细胞分化 凋亡的药物阻断信号传

导的药物 抑制CDK活性 终止细胞周期的药物等 随

着后基因组时代的到来及蛋白质工程的开展 人们会更

有创造力 对根治肿瘤将更有信心. (朱永强)

10   肿瘤基因诊断有无临床意义 [12]

肿瘤是一种多步骤 多基因突变所致的细胞克隆性

进化性疾病 是一种基因病.肿瘤分子诊断主要集中于

对癌基因 抑癌基因及相关基因的检测 分别在蛋白

质 RNA DNA水平上进行判断.肿瘤遗传相关的易感基

因对于肿瘤高危人群的筛查具有实用价值 如 Rb1

WTI  p53  Apc等. k-Ras基因突变是一种在胰腺癌 结

肠癌和肺癌中发生率较高的分子病 应用PCR-RFLP

方法检测结肠癌患者的粪便中的 Ras基因突变 其检

出率与肿瘤组织检出率相似 33.3 %基因过表达. 表达

产物的检测 用其抗体或免疫组化学方法检测肿瘤组

织中蛋白产物 用ELISA法和Westen Blot 法检测肿瘤

细胞或血液中的蛋白产物. 基因扩增的检测 经典的方

法为核酸分子杂交; 基因突变的检测 方法有SSCP

HA DGGE等 总之有很多检测方法 并且在不断的发

展. 分子诊断是一种新型的诊断技术 目前主要集中于

研究领域 真正应用临床使患者受益 开展的还比较局

限 最大的问题是假阳性和假阴性 因此建立费用低廉

结果可靠的 操作方便的分子诊断技术是迫切需要解决

的问题 随着人类基因组计划和后基因组计划的实施

分子诊断技术也将得到进一步的成熟和完善. (赵国华)

11   抗体治疗的新靶点-受体酪胺酸激酶[13,14]

随着对肿瘤研究的深入 人们已经注意到: 信号传导中

的一些组分均由一些已被鉴定的癌基因编码 且在一

些肿瘤中 某一或一些相关组分的突变可以导致该通

路的组成性活化 而这一活化则与该肿瘤的增生性相

关 尤其是受体酪胺酸激酶的异常信号传导参与人类

多种肿瘤的发生和发展.基于此 开发了受体酪胺酸激



酶的抑制剂 其可以作用于受体的胞外区 胞内区或传

导通路下游的其他组分. 过去5 a中在开发具有足够的效率

生物利用度 选择性的针对受体酪胺酸激酶的酪胺酸激酶

抑制剂的进程已经取得巨大的进展 其中抗-HER2单克隆

抗体-trastuzumab(用于转移性乳腺癌的治疗)已经通过FDA

的批准 给人类征服肿瘤带来了希望. (马建波)

12   关于一种新的肿瘤基因治疗方法的设想[15 ]

 Fire et al于1998年发现双链RNA(dsRNA)被导入细胞

后 当与其中的某一mRNA的有意义链或反义链相对应

时 该mRNA会被降解而引起特异基因的沉默 这种现

象被称为转录后基因沉默(PTGS)也称RNA干扰. 由此想到

针对肿瘤发生过程中基因的高表达特点 在体外合成与

癌基因某一区域如启动序列同源的小型干扰RNA(siRNA)

分子导入肿瘤细胞引起相应的癌基因的沉默. 一个dsRNA

分子能引导许多RNA 酶分子 较少量的dsRNA分子就能

发挥作用 相对于反义核酸 核酶等 其用量低几个数

量级 在nmol/l水平. 由于dsRNA转染细胞后会随着细胞

的裂解而被稀释 所以需要进一步研究dsRNA的半衰期

探索合适的给药量和给药时间以巩固效果. (陈颢)

13   肿瘤基因表达研究的新方法-荧光转移鼠模型[16,17]

细胞培养是研究肿瘤生物学特征的重要方法 但有其

固有缺陷 所以 目前国际上倾向于在实体 三维结构

上进行肿瘤研究. 利用动物模型模拟临床肿瘤的过程是

研究肿瘤的有力的手段 最初研究者把肿瘤细胞悬液接

种于免疫缺陷动物的肩皮下区 观察成瘤及浸润 转移

等过程进行研究.但是癌的微生态系统学说认为癌细胞-

细胞外基质- 宿主细胞三者是一个动态变化的相互作

用 相互影响的整体 癌细胞如果脱离其适合的微环境

将导致其生物学特征的改变. 因此 完整的组织块的外

科手术原位移植模型应运而生 其优点在于近乎100 %

的成瘤率和广泛多器官的浸润 转移 真实地模拟临

床上恶性肿瘤的发展过程 甚至优于转基因动物 GFP

是一种源于水母的标记物 具有无细胞毒性 化学性质

稳定 不影响目的基因的表达 无需底物和共辅助因子

只需在紫外线或蓝光激发下既可发射荧光等优点. 体外操

作把GFP稳定整合入癌细胞的基因组内 再将癌组织块

接种到裸鼠相应的器官 借助荧光显微镜能实时 定量观

察癌细胞的动态变化过程 甚至在活体内观察到一个癌细

胞 目前已经建立起多种恶性肿瘤的荧光转移模型. (邓华)

14   腺病毒转染mda-7选择性诱导多种肿瘤细胞凋亡[1,2]

Mda-7是一种通过差减杂交法将人类黑色素瘤细胞株

(Ho-1)由 IFN-b和Mezerin 诱导而产生的细胞终分化基

因 故称 黑色素瘤分化相关基因 其编码206个氨基

酸 分子量为23 800 的保守蛋白 具有明显的肿瘤抑

制作用 已有多个研究小组以腺病毒介导 mda-7进行

基因治疗实验 他可以在多种肿瘤细胞诱导细胞的凋

亡. 以往研究证实. p53基因具有抑制肿瘤生长和促进凋亡
的作用 但一部分肿瘤患者对 p53基因治疗不敏感 而
mda-7具有明显的不依赖 p53的抗肿瘤活性他可以有效
的抑制野生型 p53 突变 p53 缺失 p53的肿瘤细胞株
的生长 促进肿瘤细胞凋亡此外 利用腺病毒转染的
mda-7对肿瘤细胞具有很高的选择性 对肿瘤周围的
正常组织有无损伤作用. mda-7 治疗的特异性与某些与
之相互作用的蛋白的选择性有关 但是mda-7的作用通
路及机制还不明确 已有的结果表明 mda-7可以非依
赖p53激活dsRNA的丝氨酸/苏氨酸激酶(PKR)通过PKA
磷酸化一系列目标底物 阻滞Eif-2a 导致蛋白合成受
阻引发生长阻滞和肿瘤细胞凋亡. 此外 凋亡作用还与
mda-7非依赖 p53的上调BAX有关. (沈涛)
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摘要

近年来干细胞研究取得了很大进展 但是人类胚胎在研究

中的应用一直备受争议 因此有关成人体内某些干细胞的

受重视程度日益增加. 骨髓中的某些干细胞可以演变成为与

其组织发育或再生来源无关的细胞类型. 卵圆细胞是一种存

在于肝脏实质的专能干细胞 研究首先发现了人及动物肝

内存在骨髓来源的卵圆细胞 之后体外骨髓干细胞向肝干

细胞的成功诱导 使这种现象的存在得到了进一步证实. 骨

髓干细胞分化为肝干细胞的发现提示他可能参与了体内肝

组织细胞的再生及损伤的修复与替代 并为难治性肝病的

治疗提供了新的思路. 但是 就目前研究状况而言 许多方

面尚存在疑问 骨髓源性肝干细胞的临床应用价值如何还

有待于进一步研究.
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0   引言

干细胞参与胚胎的发育以及成熟个体多种组织的再生

过程 因此有关的基础及应用研究始终占据生命科学

的前沿. 1999年代末 克隆羊多利的诞生及其后不久的

(1998)人胚胎干细胞(ES cells embryonic stem cells)系的

成功建立[1] 使干细胞研究受到世人空前的关注.由于

伦理道德上存在争议 人体的克隆已被各国政府禁止.

为此 相关领域的科学家相继转移了科研方向 开始了

干细胞工程对器官移植和疾病治疗价值的探索.由于这

些新的研究课题可以使人类直接受益 所以好评如潮.

2000年 美国 科学 杂志推举干细胞的研究与应用

为21世纪最重要的研究领域.

1   骨髓干细胞可塑性的意义

除可来源于胚胎外 成年个体的某些组织和器官中也

存在一定数量的干细胞. 由于有关人类胚胎的研究同样

受到伦理道德的限制 成体干细胞的研究地位就愈显

重要. 最近的有关实验与临床研究证实 骨髓中的干细

胞在特定环境下可分化成为多种无关的组织细胞 这

种跨胚层分化现象被称为横向分化(transdifferentiation)

而这种横向分化潜能被称为可塑性 (plasticity). 骨髓干细

胞易于采集 可来源于自身 其可塑性不但为组织器

官损伤的修复提供了新思路 而且使其成为一种理想

的基因治疗的载体细胞 并有可能成为干细胞工程用

来克隆器官的一种新型 种子 细胞[2 ].

2   骨髓源性肝干细胞 (BDHSC bone marrow-derived

hepatocyte  stem  cells) 的研究用途

由于供体器官来源缺乏 肝移植治疗肝脏终未期疾病

的应用受到限制.  于是 人们设计出了生物人工肝

(BAL) 肝细胞移植(HTx)作为肝移植的辅助或替代疗

法 用来治疗某些肝脏代谢性疾病 促进急性肝功能衰

竭(ALF)的肝再生 或者在患者得到合适供体肝脏之前

提供肝功能支持[3]. 对于肝细胞移植及生物人工肝 原

代肝细胞是理想供体 但同样其来源缺乏; 除此之外

原代肝细胞体外培养或体内移植后的增生及功能保持

状况不甚理想. 因此 肝干细胞甚至是成熟的肝实质细

胞可源于骨髓细胞的横向分化 更加具有重要的临床

应用价值 比如为肝基因治疗提供一种理想的细胞载

体 或在体外生产大量完全分化的肝细胞用来作为HT

或BAL的供体细胞 以解决供体缺乏.同时自体来源的

肝干细胞还可免除异基因或异种细胞所致的许多不便

诸如免疫排斥 传染疾病等.

3   肝卵圆细胞 (oval cells)

肝卵圆细胞是最早被证明的一种可能的BDHSC 与骨

髓中的干细胞有许多相同的特征. 卵圆细胞是一种存在

于肝脏实质的专能干细胞 细胞核大 呈卵圆形 胞质

少 定位于移行胆管细胞(TDCs)和 /或终末小胆管形成

的Hering管. 研究证实卵圆细胞具备自我更新 多项分

化潜能等肝干细胞的特征 长期体外培养过程中 保持

自身特性的同时 能够分化为成熟的肝细胞或胆管细

胞.卵圆细胞CK 7 8 & 18 19 白蛋白 AFP Thy-

1 SCF/c-kit[4] CD34 Flt-3R等标志表达阳性 应

用这些阳性标志可将其分离纯化.近期常用的方法有荧

光活化细胞分类法[5]及免疫磁株分离法等. 成人肝脏中

存在的卵圆细胞数目极少 且处于休眠或静止状态 目

前有关肝卵圆细胞的观察均在肝脏严重受损的情形下

比如在70 %以上的肝切除 肝炎病毒感染 肝毒性物

质(CCL4)或致癌物质(2AAF) 倒千里光碱[6]作用于肝脏

等 只是在自身肝脏大部分成熟的肝实质细胞增生受

到抑制的情况下 卵圆细胞才会被活化且便于观察.
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4   体内BDHSC的研究

Petersen et al [7] Theise et al [8,9]和Alison et al [10] 的研究

相继指出骨髓干细胞或造血干细胞能够在鼠肝内转化成

为肝卵圆细胞甚至成熟的肝细胞和胆管细胞; 并证明了

在接受过骨髓移植或肝移植的患者体内 这种现象也同

样存在. 在转化的肝细胞功能发挥的研究方面 纯化的

造血干细胞移植重建了 型酪氨酸血症模型大鼠肝脏的

生化功能 使受体病情得到基本缓解[11]. 最近的一项研究

指出 受体体内的干细胞可进入移植的肝脏并分化为肝

实质细胞 而且这一现象在肝移植后的早期即可发生

虽然数目极少 但这种现象可能持续存在于长期存活的

供体肝脏之中[12]. 相关资料中体内的BDHSC仅发生在病

理条件下 比如在接受骨髓移植或肝移植的动物及患者

体内 Theise更发现: 在接受检测的骨髓移植和肝移植患

者的肝内 约4-43 %的肝细胞和4-38 %的胆管细胞来

源于骨髓干细胞的横向分化 而这种细胞的转化量似有

随肝脏损伤的程度和时间的增加而增加的倾向.

      最近的一项研究对骨髓干细胞的可塑性提出了质

疑 骨髓细胞和ES细胞在体外共同培养过程中发生了

细胞融合(cell  fusion)的现象 少量融合的骨髓细胞转

而表达ES细胞的许多特征. 这种现象提示如果骨髓干细

胞与肝卵圆细胞发生融合为四倍体细胞 进而表达卵圆

细胞的某些特征.因此体内是否存在BDHSC出现疑问[13].

5   BDHSC的体外研究

体外研究证明 用高浓度的HGF诱导体外培养的大鼠

骨髓细胞 RT-PCR检测到白蛋白及AFP的表达 免疫

细胞化学也证实了该经诱导的细胞出现了AFP 白蛋

白及CK8/18等肝前体细胞的特征性表达[14]. 应用磁株细

胞筛选法分离人或大鼠骨髓细胞中的β2m- (β2-微球蛋
白)/Thy-1+的细胞 能够表达肝细胞的特征[15]. 这些

BDHSC肝内移植后很快就整合入肝板 并且分化为成

熟的肝细胞 而在体外培养的过程中加入胆汁化血清

可促进他们向肝细胞方向分化 这种分化机制可能与胆

汁化血清存在某些体液信号有关. C1qRp可以作为从骨

髓细胞中选择具有肝细胞分化潜能细胞的阳性标志[16].

6   BDHSC研究存在的问题

体外诱导骨髓干细胞的横向分化明确了其可塑性的存在.

骨髓干细胞可以生成肝细胞的机制 为阐明肝损伤的修

复机制增添了新内容 并为肝病的治疗提供了新的思

路 同时其自身又存在许多问题. 由于目前相关研究技术

的限制 正常生理情况下体内是否存在骨髓干细胞横向

分化还没有得到证实; 再者 骨髓干细胞横向分化作为一

种现象存在 是否具有实际应用价值取决于细胞的转化

量 [ 17 ] 而真正意义上转化是完全功能上的转化(fu l l

functional conversion) 完全功能上的转化的基础是完全组织

结构上的转化 只靠现有的几个细胞的表面标志或基因的

表达尚不足以说明骨髓干细胞真正意义上的转化.

        骨髓中是否存在可以产生肝细胞的单一细胞亚群? 或
者是否所有骨髓干细胞在适合的环境中都能转化为肝
细胞? 一方面 上述研究中仅用一些细胞表面标志从骨
髓细胞中筛选具有肝细胞分化潜能的干细胞 有可能
忽略了许多这些标志阴性的却具肝细胞分化潜能的骨
髓干细胞 而且操作繁琐并有可能影响细胞的和生物
学活性 应用肝细胞某些功能进行筛选有可能避免以
上不足. 另一方面 体外诱导BDHSC也仅限于高浓度的
HGF或胆汁化血清 其他的肝损伤及肝再生状况(包括
肝卵圆细胞活化的条件)是否可行 以及这种横向分化
的基因调控和信号传导有待于更加深入的研究.
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摘要

慢性肝病的重要病理基础是肝纤维化 慢性肝病通过纤维

化的发展走向肝硬化. 现公认肝星状细胞(HSC)的活化与增

生是肝纤维化进展的中心环节  HSC的增生有赖于一系列

细胞内信息分子的调控 近年研究证实了ERK信号传导通

路通过调控细胞周期相关周期蛋白的表达而调控细胞增生.

因此本文对ERK信号传导通路调控HSC周期的研究概况作

一扼要综述.
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0   引言

肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化转归的中转站[1-5]

其发生机制较复杂  近年来取得了一系列进展 目前认

为HSC是形成肝纤维化的主要细胞  HSC的活化与增

生是肝纤维化进展的中心环节[6-10] 细胞外信号激活肝

星状细胞( H S C ) 促进以胶原为主的细胞外基质

(extracellular matrix ECM)各成分合成增多 降解减

少或代偿不足 从而使ECM在肝脏内异常沉积引起肝

纤维化 [11-21]. 因此HSC的信号传导通路一直是近年来肝

纤维化发病机制的研究热点.

1   HSC活化的细胞内信号转导通路

参与 HSC活化过程的因素主要有ECM成分 生长因

子 细胞因子 炎症因子 氧化应激等 [ 22-26 ] 他们

与相应HSC膜受体结合后 激活细胞内信号传递结构

和分子 最终导致基因表达的变化 这是多条细胞信

号传导通路等一系列细胞信息分子控制的结果[27-29]. 这

些信号分子之间存在交互作用(cross talk)而非独立 构

成了复杂的信号网络系统. 涉及的信号分子至少包括: 三

磷酸肌醇激酶(PI3-k) 钙通道 信号转导及转录活化

蛋白(STATs) 丝裂原激活蛋白激酶(Mitogen activated

protein kinase MAPK) c-AMP NF-κB 磷酸酶C-
1(PLC- 1) 钠-氢(Na+/H+)交换 粘着斑激酶等[30,31].

2   ERK信号传导通路

MAPK是最近人们发现的一类特殊细胞信号传导 z 蛋

白 经上游激酶作用后发生苏氨酸 丝氨酸双位点磷酸

化而激活[32,33] 是信号从细胞表面传导到细胞核内部的

重要传递者[34,35]. 细胞外信号调节的激酶(extracellular

signal-regulated kinase ERK)是MAPK的重要成员.

ERK信号传导途径是脊椎动物中克隆的第一个MAPK

途径[36] 也是目前研究最为彻底的MAPK通路[37]. 此通

路的核心是由三种蛋白激酶(MAPKKK MAPKK

MAPK)构成的蛋白激酶反应链 不同生长因子受体的

信号通过ras/ERK这一共同通路 汇集至 c-fos和其他

辅助调节基因启动子的主要调节元件-血清反应元件

调控细胞生长 发育和细胞间的功能同步等多种生理

及病理过程[38-41]. 受体酪氨酸激酶 Ca2 蛋白激酶

C均可激活ERK 通路[42-45] ERK 一旦被激活 可以

磷酸化一系列的胞质蛋白 包括S6激酶p90rsk 细胞

磷脂酶A2及EGF受体的近膜区域; 或者激活后移位到细

胞核 磷酸化许多转录因子 包括Elk-1 SAP-1a

c-myc和信号转录转导与激活剂(STAT)等. 激活的转录

因子随种类 数量及锚着位点的不同会导致不同的基

因表达 启动细胞增生.

3   细胞周期的分子调控

细胞增生是通过细胞周期的运转来实现的 细胞周期

包括G1 S G2 M四期 近年来对细胞周期的研究表

明: 细胞周期调控是在各期的控制点上进行的 细胞周

期中存在两个重要的调控点: G1/S 和G2/M期 调控点

只要G1期内的正调节因子累积达到一定程度 周期越

过G1/S交界点 以后细胞就不再依赖于细胞外促生长

因子而顺序完成整个细胞周期 因而G1/S调控点是影

响细胞周期的关键 G2/M期 调控点在染色体分开和

细胞分裂前保证染色体均分的精确性.目前发现的细胞

周期调控因子可分为三类: 细胞周期蛋白(Cyclins)和细胞

周期蛋白依赖性激酶(CDK)与细胞周期蛋白依赖性激酶

抑制物(CKI) [46-50]. CDK 是细胞周期调控的中心环节

Cyclins是CDK的正调节因子 能激活CDK活性; CKI

是 CDK 的负调节因子[51].  通过 G1/S 期需要 CDK2

CDK4 CDK6激活 CDK4和CDK6与CyclinD(D1 D2

D3)结合后激活 CDK2与CyclinE结合后激活.CKI可分

为两类: 一是INK家族 包括p16INK4a p15INK4b p18

p19 能特异性抑制CyclinD/ CDK2和CyclinD/ CDK4

复合物; 另一类是Cip/Kip 家族 能广泛抑制Cyclin/
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CDK 复合物的活性 包括p21WAF/CIP1 p27KIP1

p57KIP2等[52]. 研究表明: CDK4和CDK6与CyclinD1在G1早

期升高 并控制G1晚期CDK2与CyclinE的合成 [53-55] 

G1期CDK的次序活化使Rb蛋白磷酸化[56-58] 释放核

转录因子E2F 失去抑制E2F 的启动DNA合成作用

促进细胞由G1向S期转化.

4   ERK信号传导通路与HSC周期调控

围绕肿瘤等细胞领域的研究已表明: ERK信号通路是多

数生长因子 细胞因子 调控靶细胞增生重要途径[59].

CyclinD1的转录依赖于ERK的持续激活和核内的滞留 [60,61]

Hoshino et al [62]用Erk阻断剂 抑制人类RPMI-SE和

HT-1080肿瘤细胞ERK信号传导通路 可诱导其停止

在G1期. 近期资料证实ERK阻断剂U-0126可阻断胶质

母细胞瘤细胞的增生与ERK活化 并抑制CyclinD1表

达[63]; Kortylewski et al [64]观察到使用另一ERK阻断剂

P98059阻断人类A375和WM239黑色素瘤细胞的ERK

通路后 P27表达增加 CDK2表达减少 细胞停滞在

G1期  提示ERK通路参与细胞周期的调节.

       目前关于ERK信号传导通路的激活与肝纤维化发

生机制的研究甚少 ERK信号传导通路是否调控HSC的

增生 近来资料表明血小板衍生生长因子(platelet derived

growth factor PDGF)等细胞生长因子可激活ERK信号

传导途径 刺激 c-fos的表达 促进HSC增生 但这种

作用可被PD98059所抑制[65-67]; 己酮可可硷(Pentoxifylline)

是一种磷酸二酯酶抑制剂 其抑制HSC增生作用也被

证实与抑制ERK活性相关[68,69] ; 多稀磷脂酰胆碱可阻断

PDGF激活通路中ERK活化及与AP-1结合 抑制PDGF

增生效应; 特异性PDGF受体阻断剂 AG1295能使 PLC

ERK活性下降并显著抑制HSC增生[70]. 证实ERK信号传

导通路在调控HSC增生中起重要作用. ERK对HSC增

生调控本质上是通过影响细胞周期的运行来实现的

王宝恩[71]观察到中药复方861可抑制PDGF诱导的肝星

状细胞增生 同时861对 PDGF诱发的CyclinD水平

CDK4及Erk 活性亦有抑制作用. 最近 Kim et al [6]报

道N-乙酰-L-半胱氨酸持续活化ERK通路 导致周

期素依赖性蛋白激酶抑制 p21(Cip1/WAF1)表达增

加 生成Sp1 使HSC周期运行停滞于G1期 我们初

步应用P98059 及中药提取物 红景天甙阻断HSC内

ERK活性后发现G1 S期转化明显抑制  CyclinD1

CyclinE表达减少 表明了ERK在HSC细胞周期运行

中的意义.

        细胞周期调控的机制相当复杂 目前对ERK调控

HSC周期的研究刚刚起步 其确切机制 如对G2/M期

及其他周期蛋白调控尚不清楚 深入研究ERK对HSC

周期调节因子的影响 将有助于进一步了解ERK调控

HSC增生的分子机制 并为抗肝纤维化治疗提供新的

思路.

        总之 近10 a来 越来越多的证据表明肝纤维化

可逆转 但迄今尚缺乏确切有效的治疗手段. 通过抑制

信号传导通路如ERK通路 观察对HSC 周期的调控

作用及对HSC增生的影响 从而开辟一条治疗肝纤维

化的新路 这为肝纤维化的逆转 和对肝硬化的预防

有重大意义.
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摘要

近年来 趋化因子(Chemokines)在肝病发病机制中的作用

越来越受到重视. 大量研究表明 趋化因子在各种肝损伤

中表达上调. 通过应用趋化因子抑制剂 特异性趋化因子

缺陷动物模型以及调控趋化因子受体等方法 趋化因子与

炎症细胞浸润的密切关系得以证实. 而在肝脏慢性炎症中

炎症因子 生长因子 氧应激及其产物等刺激因素促进

趋化因子的表达. 高表达的趋化因子能激活肝星状细胞

(HSC)参与肝纤维化甚至肝硬化的形成. 由于趋化因子有促

进血管生成和新生物增生的作用 其与肿瘤的关系也成为

研究的热点.本文将阐述趋化因子在酒精性肝病 肝纤维

化 肝硬化和肝癌中的作用机制.
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0   引言

趋化因子是一系列结构相似 分子量约为 8-10 kD

具有趋化功能的细胞因子. 研究表明趋化因子参与肝脏

炎症发生 血管生成 免疫反应 新生物增生 纤

维化形成 甚至与肝硬化有关.本文就趋化因子与酒精

性肝病 肝纤维化 肝硬化和肝癌的关系作一综述.

1   趋化因子及其受体

目前已知的趋化因子有 40 种 他们可分为4 个亚族:

CXC趋化因子又称为 趋化因子 其氨基酸序列中4个

保守半胱氨酸(Cys)的前两个之间有一个其他氨基酸相

隔; CC趋化因子又称为 β趋化因子 前两个Cys 之间
没有氨基酸相隔; C趋化因子又称为 趋化因子 没有

第一个和第三个Cys; CX3C趋化因子的前两个Cys之间

有3个氨基酸相隔 也称为 fractalkine. 其中CXC趋化

因子根据其结构又可分为2组: ELR组的第一个Cys前

是谷氨酸-亮氨酸-精氨酸(Glu-Leu-Arg ELR) 主

要诱导中性粒细胞趋化; 非ELR组主要诱导淋巴细胞趋

化. 一些其他细胞因子也具有趋化活性 能诱导不同的

细胞趋化 但其主要作用不是诱导细胞趋化. 趋化因子

受体含有7个富含疏水氨基酸的 螺旋穿膜结构 经异

源三聚体G蛋白传递信号 属视紫红质样G蛋白耦联

受体超家族成员. 根据受体结合的趋化因子种类不同将

受体称为CXCR(结合于CXC上) CCR(结合于CC上)

XCR(结合于 上)及CX3CR(结合于CX3C上)(见表1).

表1  趋化因子亚族及受体

亚族 受体

CXC( 亚族)

GRO growth related gene, 生长相关基因 CXCR2

ENA-78 µ-78 residue epithelial cell-derived neutrophil-activator, 上皮细胞来源的78氨基酸中性粒细胞活化剂 CXCR1,CXCR2

IL-8 interfeukin-8, 白介素-8 CXCR1,CXCR2

CINC cytokine-induced neutrophil chemoattractant  细胞因子诱导的中性粒细胞趋化物 CXCR1,CXCR2

IP-10 interferon-inducible protein-10, - 干扰素诱生蛋白-10 CXCR3

MIG monokine inducible by -interferon, -干扰素诱生的单核因子 CXCR3

SDF-1 stromal cell-derived factor 1 ,基质细胞来源的因子-1 CXCR4

CC( 亚族)

MIP macrophage inflammatory protein, 巨噬细胞炎症蛋白 CCR1,CCR5

MCP monocyte chemoattractant protein, 单核细胞趋化蛋白 CCR1,CCR2

CCR3 CCR5

C( 亚族)

Lymphotacin  淋巴细胞趋化素 XCR1

CX3C

Fractalkine  神经趋化素 CX3CR1

本表仅涉及文中出现的趋化因子及受体.



2   趋化因子与酒精性肝病

酒精性肝炎以肝脏广泛的炎症细胞浸润为特征 并可

进一步发展为酒精性肝纤维化及肝硬化. 一般认为 以

中性粒细胞为主的炎症细胞在弹性蛋白酶和其他因素

的作用下造成肝损伤 因此许多研究集中在对中性粒

细胞有趋化作用的ELR组CXC趋化因子上 尤其是白

介素-8(Interfeukin-8 IL-8)的作用. Sheron et al [1]比较

不同程度的酒精性肝病(ALD)和非酒精性肝损伤患者血

清及血浆趋化因子水平. 他们发现酒精性肝炎患者IL-8

水平增高 并且预后差 其肝组织匀浆中 IL-8 的浓

度是其他ALD患者的10倍. 另外一项研究也有相同报

道 并认为 IL-8 水平增高具有可逆性 在酒精性肝

炎恢复期下降[2]. 酒精性肝炎患者血清IL-8的水平与粒细

胞浸润的严重程度相关.根据对酒精性肝炎患者长期随访

的结果发现 高水平IL-8的患者往往在2 a内死亡[3].

      用免疫标记的方法测定酒精性肝炎患者肝组织中

IL-8 水平 发现呈弥漫性增高[1] 这可能是肝细胞产

生IL-8增加所致. 在培养的肝细胞中加入乙醇后产生许

多趋化性物质 其中一种物质的活性能被IL-8抗体所

检测[4]. 另外 被细胞因子或脂多糖激活的大鼠肝细胞

和Kupffer细胞可产生细胞因子诱导的中性粒细胞趋化

物(cytokine-induced neutrophil chemoattractant CINC)

这是IL-8的一种同系物.但乙醇并不能直接刺激细胞产

生趋化因子 只有在一定条件下 乙醇才能介导肝细胞

和Kupffer细胞的活化而产生趋化物质. 而氧应激和脂质

过氧化产物也许能够直接激活IL-8系统. Nanji et al [5]发

现在用乙醇和不饱和脂肪酸喂养的大鼠中脂质过氧化

产物增加 NF-κB被激活 CC和CXC趋化因子表达
上调. 另外一些证据表明 氧应激和脂质过氧化产物能

介导单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)表达上调 并证明丙

二醛-乙醛蛋白加合物(adduction of soluble proteins with

malondialdehyde-acetaldehyde MAA)刺激Kupffer 细胞

分泌MCP-1. 这些加合物在ALD动物模型和患者中均存

在 他们可能参与ALD的发病机制[6].

        在不同程度的ALD中趋化因子的产生部位也不相

同[7]. 在酒精性肝炎中以肝细胞表达趋化因子mRNA为

主 而在酒精性肝硬化中则以肝非实质细胞表达为主.

这个结果与所观察到的炎症细胞浸润在酒精性肝炎时

主要发生在肝实质 而在酒精性肝硬化时主要发生在

肝间质相一致.

        CXC趋化因子 特别是IL-8介导粒细胞趋化和参

与组织损伤最直接的证据是 通过腺病毒转染的肝细

胞过度表达CINC与炎症细胞浸润程度及肝谷丙转氨酶

(ALT) 谷草转氨酶(AST)增加密切相关[8]. 但 IL-8并不

是ALD中发挥作用的唯一趋化因子 据报道ALD患者

血清生长相关基因- (GRO- )水平增高与粒细胞浸

润有关[9]. 而在酒精性肝炎患者中则发现单核细胞可产

生大量CC 趋化因子 如MCP-1 和MIP-1 他们都

能介导单核细胞及淋巴细胞的趋化[10]. 最近有报道乙醇

喂养的大鼠血浆和肝组织中巨噬细胞炎症蛋白(MIP-2)

和CINC表达下调 并伴有继发性内毒素中毒[11]. 这项研

究表明 乙醇过量摄入所导致的趋化因子反应低下也

许是ALD患者易于感染的原因之一.

3   趋化因子与肝纤维化 肝硬化

肝纤维化是多种肝病共同的病理过程 是机体抗损伤

的一种反应. 若肝纤维化得不到控制 最终发展为肝硬

化. 研究证明肝星状细胞(HSC)是肝纤维化发生的关键细

胞. HSC 细胞增生 -平滑肌动蛋白(a-SMA)表达

脂滴消失和其他细胞外基质的形成是活动型HSC的表

型 HSC由 静止型 转化为 活动型 后直接参与了

胶原的合成 降解和细胞外基质的沉积等. 但静止型和

活化型HSC均能被诱导产生趋化因子. TNF能够激活静

止型HSC产生MCP-1 而活化型HSC 则能被氧应激

和脂质过氧化产物所诱导[12]. 整合素和TGF-β在HSC表
达MCP-1的过程中也可能起一定作用[13]. 活化型HSC分

泌TGF-β 后者通过自分泌作用于HSC而产生MCP-1
和大量细胞基质. 整合素与细胞基质中的相应整合素配

体结合 进一步诱导趋化因子的产生. Czaja et al [14]用

CCL4慢性刺激大鼠肝细胞 证明MCP-1 主要在HSC

中表达.在人类慢性肝病中 用免疫组化技术和原位杂

交技术也可检测到HSC表达MCP-1[15]. 因此MCP-1在

肝纤维化的发生中可能起到一定作用.

        另外一些研究则集中在HSC所产生的MIP-1和CINC

的作用上. Sprenger et al [16]首次报道HSC产生介导中性

粒细胞的趋化物. 用抗MIP-2特异性抗体能够减少这种

趋化物的产生 而用特异性ELISA可检测到HSC上清

液中的MIP-2 并且MIP-2 的表达依赖HSC的活化.

Maher et al [17]则在摄入CCL4和胆管结扎术的大鼠肝硬

化模型中发现HSC表达CINC增加. 其机制可能是细胞

因子如IL-1和TNF- 激活了NF-κB而使HSC活化
活化型HSC产生趋化因子MIP-1和 CINC等 并促进

肝纤维化的形成.

        最近有研究表明 无论HSC是否活化 过氧化物

酶体增生物激活受体- (peroxisome proliferator activated

receptor PPAR- )拮抗剂可阻断信号传递通路而

显著下调MCP-1的表达[18]. 花生四烯酸代谢产物中的炎

症介递诱导HSC表达MCP-1 应用环氧合酶抑制剂能

下调由IL-1或TNF- 所诱导的HSC中MCP-1的表达.

通过细胞转染高表达CD40配体的HSC能产生MCP-1和

IL-8 这表明免疫系统也可能参与肝纤维化的形成[19].

        一些证据还表明趋化因子直接参与HSC的生物学

功能. Bonacchi et al [20]认为活化后的人HSC能表达CXC

趋化因子 CXC 趋化因子与其相应受体结合介导人

HSC的迁移 并激活Ras/ERK和PI3-K/Akt 细胞间信

号通路. 初步资料表明这些信号通路能抑制HSC的凋

亡 在肝损伤后参与肝纤维化的形成. 总之 趋化因子

通过介导HSC的多种作用参与肝组织的损伤修复 这
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可能是肝慢性炎症和纤维化形成的关键因素.

4   趋化因子与肝癌

近年来趋化因子与肿瘤的关系一直是研究的热点. 肿瘤

细胞产生的趋化因子能够介导巨噬细胞和淋巴细胞趋化

到肿瘤部位参与特异性宿主抗肿瘤免疫反应. Yoong et al

分析了肝细胞癌标本中CXC和CC趋化因子的表达 并

免疫标记了 干扰素诱生的单核因子(monokine inducible by

-interferon Mig) IL-8 MIP-1 和MIP-1β. 这
些趋化因子的产生与浸润在肿瘤部位的淋巴细胞高表

达CXCR3和CCR5密切相关 而当应用抗CXCR3或

CCR5抗体则能够减轻这种浸润.

       趋化因子还参与到肿瘤血管生成 转移 肝细胞

再生等生物学功能的调节. 在肝细胞癌中 许多趋化因

子 如ELR组CXC趋化因子可以促进肿瘤血管生成

而非ELR组CXC趋化因子 特别是 干扰素诱生蛋白-

10 (IP-10)和Mig则有拮抗血管生成的作用. 有研究报道

基质细胞来源的因子-1 (stromal cell-derived  factor 1

SDF-1 )与CXCR4的相互作用与乳腺癌转移到淋

巴结 肺 肝和骨髓有关 这表明某些趋化因子可能促

进恶性肿瘤的转移. 另外一些研究认为趋化因子能够调

控肝细胞的再生过程 并可能与促进肿瘤细胞的增生

有关. IL-8能刺激分离的肝细胞和肝癌细胞产生急性期

蛋白(AP) 他与AP呈剂量依赖性关系. 更为重要的证据

是 CXC趋化因子IL-8 上皮细胞来源的中性粒细胞

趋化物78(ENA-78)和MIP-2可以促进分离的大鼠肝细

胞增生 而且在大鼠2/3 肝切除术后这些趋化因子表

达上调. 有人在摄入醋氨沙洛的急性肝损伤模型中发现

即使10 h后给中毒小鼠注射IL-8 ENA-78或MIP-2

也能减轻肝损伤 因此趋化因子可能参与肝细胞的再

生过程.

        肝内皮细胞和胆管上皮细胞在胚胎期表达SDF-1

后者有介导出生前B淋巴细胞趋化的作用. 有研究报道
在肝癌中癌组织SDF-1 的表达比癌旁正常组织少
癌细胞能够阻止SDF-1 和CXCR4结合所介导的信号
传递 但确切机制尚不清楚.
       总之 虽然趋化因子介导炎症细胞趋化的作用已经
明确 但仍有许多问题尚未阐明. 在肝病中各种趋化因子
之间是如何相互调控的 趋化因子与免疫反应的关系
以及他们在肝纤维化和肝硬化中的具体机制都有待更深
入的研究. 趋化因子抑制剂可能成为治疗某些肝病的一种
新方法. 因此 对趋化因子与肝病的研究必将有助于进一

步掌握肝病的发病机制 发生发展过程以及治疗等.
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摘要

非酒精性脂肪性肝炎的患病率日益升高 其对公众健康的

危害受到普遍关注;  胰岛素抵抗与非酒精性脂肪性肝炎密

切相关 并且是其重要的病理生理学环节之一 而升高

的血浆游离脂肪酸被认为在二者发病过程中具有重要作用.

游离脂肪酸升高通过组织过氧化物酶体增生物活化受体

α 细胞色素P450 肿瘤坏死因子 α 瘦素和肝细胞解
耦联蛋白2等介导肝细胞的损伤作用 同时这些酶类和细

胞因子又促使血浆游离脂肪酸更为升高 从而引起细胞线

粒体结构和功能异常 氧应激 乃至胰岛 β细胞和肝细
胞凋亡 加重胰岛素抵抗与非酒精性脂肪性肝炎的程度.

胰岛素抵抗使内脏脂肪组织脂解速率明显增加 导致动员

至门静脉的游离脂肪酸选择性增加 后者对肝组织具损伤

作用 从而使脂肪肝和胰岛素抵抗之间形成恶性循环.

高志强,陆付耳. 游离脂肪酸 胰岛素抵抗与非酒精性脂肪性肝炎. 世界华人
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0   引言

胰岛素抵抗(insulin resistance IR)参与脂肪肝的发生和发

展 是非酒精性脂肪性肝炎(nonalcholic steatohepatitis

NASH)的重要致病因素[1] ; 同时各种原因所致脂肪肝可促

进胰岛 β细胞分泌胰岛素 并且脂肪堆积的肝细胞对
胰岛素产生抵抗[2,3] 从而形成IR与脂肪肝之间的恶性

循环; 他们之间可能存在一些共同机制或通道 把二者

紧密联系在一起. 大量资料表明 游离脂肪酸(free fatty

acid FFA)在 IR和脂肪肝发病中均具有重要的地位[4-

9] 本文主要从分子 细胞 组织水平对FFA 在胰岛

素抵抗导致非酒精性脂肪性肝炎中的作用进行综述.

1   FFA与相关酶类及细胞因子

FFA可以与许多酶类及细胞因子相互作用 在胰岛素

抵抗的发病过程中越来越受到重视.

1.1 PPAR和CYP2E1  过氧化物酶体增生物活化受体

(peroxisome proliferator-activated receptor PPAR)的改

变与脂肪酸的 β氧化障碍有密切的关系 在NASH的

发病机制中起重要的作用; 同时PPARα 的活化及其诱
导的有关代谢途径及活性氧的产生诱发NASH. PPARγ
是维持脂肪细胞成熟所必需的 在促脂肪细胞表型时

也增加其对FFA氧化 减少TNF-α和脂蛋白脂酶的表
达 使FFA 释放减少 通过激活PPARγ 能增加脂
肪酸的肌肉组织流出量和脂肪组织流入量而增加胰岛

素敏感性[10]. Weltman et al [11]发现31例经病理证实为

NASH的患者 细胞色素P450 (CYP2E1)的前体CYP3A

下降 而所有患者CYP2E1均显著升高 并可被胰岛

素所抑制 其与NASH的易患因素不相关 且脂肪酸

是CYP2E1的底物和诱导剂; CYP2E1活性增加促使氧

应激 直接导致肝细胞损伤或参与中性粒细胞和其他

炎症细胞的聚集; 且CYP2E1能产生氧自由基 加强脂

质过氧化 引起肝脏损伤和纤维化[12,13].

1.2 TNF-α Leptin及UCP2  脂肪肝患者血浆肿瘤坏死
因子 α (TNF-α) 瘦素(Leptin)等均增高 且TNF-α 
Leptin 又能引起 FFA 增高[14,15] 具体机制尚不清楚.

TNF-α 可直接造成肝损伤及引起胰岛素抵抗 [ 8 , 1 6 ]

Leptin 可加速NASH的恶化 在高龄哺乳动物 瘦素

抵抗及血浆瘦素升高常与IR并存[10,17,18]. FFA具有轻度

的氧化磷酸化解耦联作用 可使线粒体能量储备降低

且有上调肝细胞解耦联蛋白2 (uncoupling protein 2

UCP2)表达的作用; UCP2及其同类物可使线粒体氧化磷

酸化解耦联导致线粒体合成ATP的效率降低 引起组

织坏死和纤维化. NASH患者的肝细胞中UCP2表达增

多 亦可能是由于氧化应激增强使核转录因子 -κB
(nuclear transcription factor κB NF-κB)激活的结果[19].

2   FFA与线粒体及氧应激

2.1 IR和NASH的线粒体异常  线粒体基因异常在胰岛

素抵抗的进展中具一定作用[20] 线粒体基因突变或功

能异常 可引起胰岛素对葡萄糖利用的调节障碍[12] ;

Sanyal et al [13]认为脂肪肝和NASH存在外周胰岛素抵

抗 脂肪酸 β氧化增加 及肝脏氧应激 但NASH同
时存在线粒体结构缺陷;  如无线粒体结构异常 只引

起单纯性脂肪肝.

2.2 FFA增高导致氧应激和线粒体损伤  脂肪酸氧化代

谢主要在线粒体内进行 若FFA增加超过线粒体 β氧
化负荷 过氧化物生成 可发生下列事件: (1 )通过

CYP2E1诱导线粒体释放活性氧(reactive oxygen species

ROS). (2)激活过氧化物酶体释放H2O2 使脂肪酸氧化.

(3) 随着UCP2的表达 线粒体ROS释放增加 引起ATP
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耗竭 最后通过血浆TNF-α等能促成氧应激. (4)直接
激活炎症细胞释放细胞因子. 上述一系列事件可在细胞

内同时发生 导致促氧化和抗氧化机制的失衡 引起

氧应激 促使组织坏死和纤维化; 同时氧应激及ROS释

放增加 引起脂质过氧化增加 脂质过氧化产物又损

伤线粒体DNA (也作用于线粒体蛋白) 从而抑制呼吸

链的电子传递 进一步促进ROS 的增多 形成恶性

循环[7,10,21,22].

3   FFA与凋亡

3.1 FFA极具细胞毒性  FFA是具有高度细胞毒性的两

性分子 其中的不饱和脂肪酸还可通过加强脂质过氧

化反应损伤细胞. 脂质过氧化自由基及其终产物丙二醛

等过氧化脂质可使细胞膜的流动性和通透性发生障碍

引起细胞功能失调 甚至凋亡或死亡[23]. 体外细胞培养

研究显示极低浓度的FFA即可直接损伤肝脏细胞的生

物膜 并可能通过加强其CYP2E1表达 以及脂质过

氧化反应和细胞因子毒性等途径损伤肝细胞[5].

3.2 FFA升高促进肝细胞凋亡  动物实验和临床研究表

明 NASH中至少有部分肝细胞以细胞凋亡的形式死

亡 脂质过氧化是促进肝细胞凋亡的途径之一; 也有学

者认为不饱和的FFA作为蛋白激酶C的激活剂 可通

过改变细胞增生信号而促进细胞凋亡; 也有研究表明

FFA使TNF-α升高及加强TNF-α等细胞因子的毒性
引起肝细胞凋亡和肝细胞坏死 促进肝损伤的发生[5,16,24].

3.3 FFA升高促进胰岛 β细胞凋亡  离体实验中 FFA
通过凋亡或坏死使胰岛β细胞死亡;  胰岛β细胞凋亡使
机体对IR的代偿作用明显下降[25]. 机制可能有二: (1)FFA

可能影响前胰岛素原启动子的转录 活化 抑制他的

合成速率和mRNA 表达 使胰腺内甘油三酯含量增

加 持续的细胞内甘油三酯堆积可以导致β细胞功能障
碍 结构破坏 细胞数量减少 发生凋亡[26]. 而细胞内

甘油三酯堆积是引起 β细胞葡萄糖刺激的胰岛素分泌
(glucose-stimulated insulin secretion GSIS) 功能障碍的

重要原因. (2)FFA可诱导一氧化氮(NO)升高 后者是引

起细胞凋亡的常见途径[25].

4   FFA升高与 IR和NASH

FFA升高分别在器官 细胞和分子水平上引起IR和脂

肪肝. 反之 IR与NASH的发展又引起FFA的升高. 大

部分非酒精性脂肪肝患者 其临床和实验室特征与糖

尿病和肥胖很相似 因此有人认为非酒精性脂肪肝是

代谢综合征的胰岛素抵抗在肝脏的表现之一或继发后

果[27,28].

4.1 肝脏FFA增加引起代谢紊乱  肝脏 IR的启动与FFA

浓度升高密切相关; 升高的FFA干扰胰岛素抑制糖原分

解和肝内糖异生的作用 减少胰岛素清除并损害肝细

胞对胰岛素的敏感性[29] 脂解速率在内脏脂肪组织中

明显加速 结果导致FFA动员至门静脉的选择性增加.

门静脉高浓度的FFA对肝组织具损伤作用 从而导致

脂代谢紊乱 高胰岛素血症 高血糖和 IR [30].

4.2 FFA抑制GSIS  一旦形成 IR 就会削弱 /损伤胰岛

素对脂代谢的调节作用 使脂肪组织分解 释放FFA增

多. 已有证据表明 从 IR的出现到胰岛 β细胞功能衰
竭的发展过程中 FFA起着决定性作用[31]. FFA对胰岛

β细胞的影响是双时相的: 在短期内 表现为基础高胰
岛素分泌及对GSIS 高敏; 而长时间温育 则表现为基

础高胰岛素分泌和GSIS障碍 后者为肥胖型2型糖尿

病患者胰岛素分泌的特征. 长期摄入饱和脂肪酸能增强

GSIS 而摄入不饱和脂肪酸(饮食或注射途径) 则抑

制GSIS[32].

4.3 NASH发病存在两个缺陷  Sanyal et al [13]通过对

NASH 单纯性脂肪肝及正常对照共三组22例患者的

IR 胰岛素对脂解速率的影响 线粒体损伤 脂肪

酸 β氧化 肝脂质过氧化等进行评价 显示脂肪肝和
NASH 的外周组织胰岛素抵抗 增加脂肪酸 β 氧化
促进肝脏氧应激 且NASH存在线粒体结构缺陷 从

而支持NASH发病存在两个缺陷的学说: 一是IR增加脂

解作用 促进 FFA 进入肝脏及其 β 氧化 产生氧应
激; 二是肝细胞自身缺陷 对氧应激损伤更加敏感.

     总之 FFA 与细胞因子 酶 线粒体 细胞 组

织等在机体内互相作用 形成复杂的网络 但由于IR

和NASH的发病机制还不清楚 FFA在其机制中的具

体作用尚需进一步研究; 尤其要开展对FFA代谢途径有

关基因缺陷方面的研究. 如果对FFA 代谢异常进行干

预 能否有效减缓或终止IR与NASH的恶性循环 还

需相关的实验研究和临床大样本长期观察.
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摘要

癌症患者死亡的主要原因之一是癌细胞的转移所致 而转

移更是胰腺癌的主要特点. 高转移率 高死亡率为此癌的

突出特征 手术切除率较低 故给治疗带来困难 因此积

极开展抑制胰腺癌转移的基因诊断和治疗的研究 既具有

重要的理论意义 亦有临床应用的价值. KAI1基因是近年

来发现的一种与肿瘤转移抑制有关的基因 编码分子量为

29.61 kD的细胞膜糖蛋白 属于TM4SF家族成员之一. 该

基因的功能日益受到学者们的广泛关注 本文主要对该基

因的结构 功能 以及在抑制胰腺癌转移中的作用研究作

一综述.
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0   引言

胰腺癌的诊断和治疗都是当今最棘手的一种恶性肿

瘤 不仅其早期诊断困难 而且手术切除率低 预

后差[1-3]. 这些主要与此癌的易转移等特点有关 因此

积极开展抑制胰腺癌转移基因等诊断和治疗的研究

既具有重要的理论意义 亦有其临床应用的价值[4-15].

KAI1 基因是一种与肿瘤转移抑制有关的新基因[16-20]

因此现已成为细胞生物学和肿瘤学研究的热点基因之

一. 本文主要对该基因的结构 功能 以及在胰腺癌中

抑制其转移作用的研究进行综述.

1   KAI1 基因的结构和特性[21-24]

1995 年 Dong et al 首次从人前列腺癌杂交瘤细胞系

AT6.1-11-1中 克隆得到一种与肿瘤转移抑制有关的

基因 并命名为Kang Ai 1 即中文拼音抗癌1号基

因之意 简称KAI1 基因 又称CD82分子. 该基因定

位于人类染色体11p11.2上 全长约80 kb 含有10个

外显子和9 个内含子. 其中第一个内含子长达29 kb

相当于其他内含子长度之和. 5 端有大约8 kb的前导

区 第10外显子约有8 kb 的拖尾. 其 5 的启动子区

域有一CpG岛 约735 bp 无 TATA盒和CCAAT盒

但有多个结合基序可与各种转录因子结合 包括9个

SP1位点和5个AP2位点. 因此 推测该基因在人类组

织中的表达可能有多种调控机制 但其具体方式尚不

清楚. 该基因的cDNA长 2.4 kb 有一开放阅读框架

编码267个氨基酸的蛋白质 分子质量约29.61 kD. 根

据其含4 个跨膜结构域和一个细胞外亲水性结构域中有

3 个潜在糖基化位点等结构特点 其属跨膜4 超家族

(transmembrance 4 superfamily TM4SF)成员之一 并

属细胞膜糖蛋白.

       在 TM4SF成员中 至少有14个人类的分子. 其中

KAI1有 6个不同的名称 即CD82/ KAI1/R2/C33/IA4/

4F9. 其他13个分子是CD9/MRP-1 CD37 CD53/OX-

44 CD63/ME491 CD81/TAPA-1/S5.7 A15/MXS1/

TALLA-1 peripherin/RDS ROM-1 CO-029 L6/

M3S1 SAS ilTMP 和 SFA-1.

        KAI1蛋白作为TM4SF成员之一 虽然其抑制肿瘤

转移的作用已被人们所接受 但这种作用的机制至今

尚无明确的解释.目前的分析认为 这可能与其在细胞膜

上的定位和广泛的糖基化 以及在细胞与细胞及细胞与

细胞外基质的相互作用有关.但这些均需进一步的探讨.

2   KAI1 基因抗胰腺癌转移作用的研究

2.1 基础研究

2.1.1 KAI1 基因及其探针的制备[25-28]  所用的引物是

5 CGACACGTGGGCACAGGCAGAA3 (KAI1-Sense)

和 5 GTTGGGGGCCAGGCAGGGAGAT 3 (KAI1 -

Antisense). 其方法是将cRNA反转录为cDNA后行PCR

扩增 与pCR-II载体重组 转染到E.coli JM109细菌体

内 通过质粒扩增和线性化处理后 用地高辛标记

KAI1基因探针. 该探针无放射性污染 灵敏度高 且方

便可行 为胰腺癌浸润转移的检测提供了分子杂交试剂.

       7S cDNA探针的制备按上述相似的方法进行 以

[ -32P]dCTP标记 其放射性为0.5-1 109 cpm/µg
以此作为KAI1基因平行上样的标准.

2.1.2 胰腺癌组织中KAI1基因的突变分析[29-30]  采用的

引物有(1) KAI 1-AS: 5 GTTGGGGGCCAGGCAGGGAG

AT3 ; (2)KAI1-S: 5 CGACACGTGGCACAGGCAGAA3 ;

(3) KAI1-AS:5 ATTTAGGTGACACTATAGAAAGGGAG

ATGGGGATAGCA 3 ; (4)KAI1-S: 5 TAATACGACTC

ACTATAGGAAGAATTGGGCCCTGTGAC3 .

        分析的方法是用正常和胰腺癌组织中RNA反转录

成cDNA 经 2次PCR 用核糖核酸酶 (RNase )酶



切后行凝胶电泳 通过其序列分析确定其突变方式. 经

对 17 例伴有淋巴结转移的原发性胰腺癌( 期) 7 例

无淋巴结转移的原发性胰腺癌(2例 期 5例 期)和

9例正常胰腺组织的分析结果表明 在这24例胰腺癌

标本中 7例(29 %)在其核苷酸链886位上的碱基发生

点突变(CAT CGT) 故导致缬氨酸置换为异亮氨酸.

其突变率为4 1% (7/17) 且有突变的这些癌标本均属

于晚期( 期)转移的胰腺癌. 这些结果表明 KAI1基因

的这种突变可能与细胞增生 黏附 迁移和转移等生

物学行为的改变有关. 这一发现为阐明胰腺癌转移的有

关理论提供了其分子变化的重要而直接的证据.

2.1.3 KAI1基因表达异常的可能机制  通过对前列腺组

织的研究发现 KAI1蛋白在癌组织中表达下调与该基

因突变及等位基因缺失无关[31]. Tagawa et al [[32]用微卫星

分析肺腺癌组织中KAI1基因的表达结果显示 没有检

测到其杂合性缺失(LOH)和复制错误(RERs). CpG岛的甲

基化在胰腺癌中是一个倍受关注的问题[33]. KAI1基因启

动子区域有丰富的CpG岛 如果发生过度甲基化将会

导致KAI1基因的表达缺失. 但 Jackson et al [34]的研究认

为 CpG 岛的甲基化对于调控基因的表达无意义.

Mashimo et al [35]的研究发现 p53基因可通过与KAI1

基因5 上游区的结构相互作用而直接活化KAI1基因

在人类前列腺瘤细胞系中进一步证明p53 的激活作用

与c-Jun基因相联系 并同拓扑异构酶 (鬼臼叉乙甙)

呈剂量依赖关系[36]. 但也有研究报道 p53对KAI1 表

达的调节作用不明显 认为KAI1基因不是p53作用的

转录靶基因[37]. 这些结果表明 有关其机制的问题目前

无统一定论 尚待进一步的探讨[38].

2.2  临床研究

2.2.1 KAI1 mRNA在胰腺癌组织中的表达[25,39]  Guo et al

采用Northern blot 和原位杂交对44例正常胰腺和95例

原发性胰腺癌的测定结果显示 84 %(80/95)的胰腺癌组

织中有不同程度的KAI1 mRNA的表达 其中有转移的

胰腺癌组织明显低于没有转移的原发性胰腺癌中的

mRNA水平(P <0.005). 在 54例有转移的原发性胰腺癌

中 25例(46 %)的KAI1 mRNA为弱表达 15例(28 %)

无表达 其余的14例(26 %)为中度表达.

2.2.2 KAI1 mRNA 的表达与胰腺癌的临床和病理关系[25,40]

早期原发性胰腺癌的KAI1 mRNA水平与晚期转移的原

发性胰腺癌相比有非常显著的差异性(P <0.01) 而

高 中分化胰腺癌的KAI1 mRNA水平明显低于低分化

和未分化的原发性胰腺癌(P <0.05). 通过Northern blot和

原位杂交技术分析得出 具有远处淋巴结转移的KAI1

mRNA水平明显低于没有淋巴结转移(I-II 期)的患者

而且低分化和未分化的明显高于分化良好者(P  <0.05).

早期原发性胰腺癌的KAI1 mRNA水平与晚期转移的原

发性胰腺癌相比有非常显著的差异性(P  <0.01).

2.2.3 KAI1 mRNA在胰腺癌组织中的定位[25,41]  经原位

杂交和免疫组化分析发现 KAI1 mRNA在胰腺癌细胞

质内有不同程度的分布表达 而癌周围基质 炎症细

胞 胰岛细胞 以及邻近癌旁组织腺泡细胞内的mRNA

无或弱表达. 其细胞蛋白质水平的定位除胰岛细胞有中

高度表达外 其余与KAI1 mRNA的分布一致.

2.2.4 KAI1 mRNA的表达与胰腺癌转移的关系[39,42,43]

KAI1基因在非转移的原发胰腺癌中呈中度到高度的表

达 而转移的原发胰腺癌呈低或无表达. Friess et al进

一步比较了KAI1在未转移的胰腺癌 已经发生转移的

胰腺组织 以及转移到淋巴结或肝脏的转移瘤这四种

标本中的表达 结果是未转移的胰腺癌组织KAI1基因

的表达明显高于其他三组. 淋巴结转移癌KAI1基因水平

低于已发生转移的原发癌 肝转移癌的KAI1基因几乎

无表达. 通过Northern blot 免疫组化以及原位杂交方

法对十二指肠乳头癌和胰腺癌组织进行研究 结果提

示KAI1基因是抑制胰腺癌进展的因素 支持其在胰腺

癌中抑制肿瘤转移的作用 而对十二指肠乳头癌的生

物学特性似乎无明显影响. 我们对原发性胰腺癌转移淋

巴结的分析发现 20例淋巴结转移癌中有6例(30 %)

的KAI1 mRNA为弱表达 其余14例(70 %)转移癌均

无KAI1表达 与其相应的原发性胰腺癌相比有显著性

差异(P  <0.05); 11例肝转移癌与原发性胰腺癌相比有非

常显著的差异性(P  <0.01) 而胰腺癌的淋巴结转移癌

和肝转移癌之间的结果相似(P  <0.05).

2.2.5 KAI1 mRNA水平和胰腺癌患者预后的关系[25,39,44]

经对胰腺癌患者KAI1基因的表达水平与其年龄 性别

手术方式 分期 分化程度和生存期等关系的分析发

现 - 期胰腺癌和低未分化胰腺癌的KAI1 mRNA

呈高表达 在晚期呈低表达. 而且这种表达与胰腺癌患

者的术后生存期缩短无关(P  <0.05). 经对TM4SF家族部

分成员(MRP-1/CD9 KAI1/CD82 和 ME491/CD63)同胰

腺癌的关系进行研究 以确定TM4SF在估计胰腺癌患

者的预后中的意义. 结果发现15例KAI1基因阳性表达

患者的生存率明显高于25例KAI1 基因表达降低的患

者. 用 Cox多变量的统计学分析显示 CD82和CD9是

最明显的相关因素[45]

3   KAI1基因与其他抑瘤基因在胰腺癌转移抑制中的比较

通过对正常十二指肠组织和十二指肠乳头癌组织以及

正常和胰腺癌组织中nm-23H1和KAI1基因的比较研究

发现 在肿瘤的早期阶段 nm-23H1和KAI1 mRNA

表达水平呈上调 而在肿瘤进展时其表达水平降低

他们表达的差异是导致这两种肿瘤不同预后的主要因

素之一[40].

        尽管KAI1基因在胰腺癌中有上述表达特征 但是

大量实验证明 KAI1基因在正常肝中的mRNA定量分

析发现 其水平明显高于肝癌的2.6倍 在22例晚期转

移肝癌中有14例(60 %)的KAI1 mRNA呈低表达 与

无转移肝癌相比差异性显著(P  <0.05) 且原发性肝癌

与肝内转移癌 腹膜转移癌及淋巴结转移癌均有明显
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差异性. 然而 晚期转移的和非转移的食管癌 胃癌

和十二指肠乳头癌无显著性差异(P  <0.05)[46]. KAI1基因

表达的这些差异性表明 该基因在不同癌组织中的分

布及表达呈不均一性. 这可能与不同肿瘤的异质性有关.

       总之 侵袭和转移是恶性肿瘤细胞的一种主要的

生物学行为. 这种行为既与病情发展有直接的关系 更

是影响其转归与预后的重要因素. 因此 近年来对恶性

肿瘤有关转移的分子生物学研究已成为肿瘤学研究中

的前沿和热点. KAI1基因在胰腺癌中抗转移作用的研究

最早始于 1996 年[25] 大量而深入的研究发现 该基

因在胰腺癌中呈低或无表达时则出现转移 且早期患

者的mRNA水平显著高于晚期有转移的患者 表明该基

因在此癌中具有抑制其转移的作用. 目前的研究表明

KAI1基因是一种与多种恶性肿瘤的转移抑制有关而新

的抗肿瘤转移基因 其在前列腺癌 肺癌 膀胱癌 乳

腺癌 卵巢癌 宫颈癌 结肠癌 肝癌 口腔癌及小儿

肿瘤中的作用均有类似的报道[47-74]. 由于这些作用和特

性 因此KAI1基因受到国内外的广泛关注 并已对其

进行有关的实验研究和临床病例的分析 这不仅为胰

腺癌等恶性肿瘤抗转移作用的研究奠定了理论基础

而且亦为其基因的诊治提供了实验依据.
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摘要

对结直肠癌发病率及解剖部位分布变化趋势进行研究 有

利于探索病因及制定合理防治策略. 息肉切除术的广泛应

用 使西方国家CRC发病率呈下降趋势; 而西方化的生活

方式和饮食习惯则使得原来低发的许多国家CRC发病率上

升. CRC高发国家以结肠癌为主 低发国家则以直肠癌占

优势. 近年许多学者发现CRC肿瘤部位分布由远端向近端

转移 并认为这与远端结直肠癌发病率下降致近端结肠癌

所占比例上升有关. 年龄 性别 种族 共病等多种因

素可影响CRC的解剖部位: 老年 女性 黑人 患有糖

尿病等共病 有阳性家族史等是CRC分布于近端结肠的高

危因素. 近端结肠癌预后不良 尤应注意早期诊治 改善

预后.
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0   引言

结直肠癌(colorectal cancer CRC)是世界上最常见的恶

性肿瘤之一 仅2000 年全球就有945 000 新发病例

仅次于肺癌 乳癌 居恶性肿瘤发病率的第三位 [ 1 ] .

CRC病因不明 预后较差 5 a存活率不超过40 %[2]

对其发病率及解剖部位的流行病学变化趋势进行研究

有利于探索病因及制定合理防治策略[3,4]. 本文仅对CRC

的流行病学变化趋势作一简要综述.

1   CRC的发病率及变化

1.1 CRC在世界各国分布的总体概况  世界各国CRC发

病率差异较大. 一般而言 工业发展程度越高的国家

CRC 发病率越高[2,5] 在西方发达国家CRC 常见 居

恶性肿瘤发病率的第二位 而发展中国家则仅占全部

CRC的不到1/3[2]. 北美 西欧 澳大利亚及新西兰是

CRC 高发地区 发病率为 30-50/10 万 东欧居中

而非洲 亚洲及南美发病率较低 约为10/10 万[2,5-7]

发病率差异显著 提示CRC与环境 生活方式及遗传

等因素有密切关系. 世界上男性CRC发病率最高者为生

活在夏威夷的日本人 为37.15/10 万; 女性则在新西

兰 为30.46/10 万[2].

1.2 CRC发病率在部分国家的下降及其原因  高脂肪

低纤维素饮食是CRC发病的重要危险因素[8-12]. 随着工

业化进程的加速 生活水平的提高 1950 年代之后

西方国家CRC发病率显著上升[2,13] 且呈现黑人较白人

男性较女性 结肠癌较直肠癌上升更为迅速的特点[13]

在加拿大 英国及其他工业发达的欧洲国家亦是如此[2].

CRC 发病率至1980 年代中后期达到高峰 而后开始

以每年1 %的速度下降[6 13]. 美国 SEER (surveillence

epidemiology and end results)1973-1994年的统计资料显

示[14] : 白人男 女性远端结直肠癌发病率分别下降24 %

26 % 近端结肠癌则分别下降12 % 14 %; SEER的另一

资料[13]显示: 尽管美国黑人女性直肠癌在1990年代开始

下降 而黑人男 女性近端结肠癌却分别上升30 %

22.5 %. 在美国呈现以男性 远端下降为主的特点[13,14]

其他研究亦报告类似结果[15].

        暴露于危险因素至CRC发病的时间约为5-15 a[14]

对1970 年代的膳食结构[脂肪 蛋白质 纤维素 维

生素等] 生活方式[吸烟 饮酒 运动等] 胆囊切

除 息肉切除术等可能影响CRC 发病的因素进行分

析 有利于找出CRC发病率下降的原因. 结直肠息肉与

CRC的发生密切相关 息肉切除可明显降低CRC的发

病率. 从结直肠息肉至形成肿瘤的时间约为10 a[16] 息

肉切除术自1970 年广泛应用 使CRC发病率下降约

70 %[17] 他导致的CRC发病率下降出现在1980年代

中后期. Nelson et al [14]研究表明: 息肉切除术的广泛应用

导致美国CRC发病率从1986 年开始持续下降 与上

述假设相一致. 黑人得到结直肠息肉切除术的机会明显

低于白人[13,14] 这与黑人发病率没有出现白人的持续

下降相吻合. 国内新近的一项研究[18]也证实息肉切除术

可降低直肠癌发病率. 纤维素摄入的增多 去除亚硝胺

的啤酒 阿司匹林 钙剂等也可能与CRC发病率下降

有关 而脂肪酸种类的改变是否与之有关尚无定论[13,14,19].

尽管1990年瑞典的一个CRC描述性流行病学报告[20]发

现在降结肠 乙状结肠癌中青年女性较男性多见 作者

解释为雌激素作用 但近年许多研究都发现雌激素对

结肠癌有保护作用[3,15,21] 使结肠癌发病率降低30 %

可能通过影响雌激素受体基因启动子内的CpG岛而发

挥作用[21] 但确切的机制尚不清楚.

1.3 CRC发病率在部分国家的上升及其原因  与西方国

家CRC发病率持续降低或保持稳定不变不同的是: 亚



洲 非洲 东欧 南欧一些国家的CRC 发病率呈上

升趋势. 在日本[22] CRC发病率大上升尤为显著 从

1950年到1995年上升了8倍; 在韩国[6] 发病率每10 a

上升 2倍 CRC占全部癌症的比例从1982年的 5.8 %

上升到1996年的8.4 %; 在中国上海[23] 男性发病率从

1972年的14.5/10万上升到1996年的23.5/10万 女性

从12.1/10万上升到20.3/10万. 国内外学者均认为这与

西方化生活方式和饮食习惯有关. 而仍保持传统饮食习

惯的埃及[24] 其发病率近年仍呈上升趋势 且 40 岁

以下年轻人占30 %以上 另一作者[25]发现埃及CRC患

者体内有机氯化物或其他杀虫剂水平较高 认为这与

针对CRC的预防措施同工业化 城市化进程不相适应

有关.

        移民流行病学结果发现[2,5]: 从日本 中国及非洲等

CRC低发国家移居至美国 澳大利亚等CRC高发国家

的人群 在第一代即出现发病率的显著上升 而从南欧

移居至澳大利亚但仍保持其原有烹调方式的人群

CRC发病率却无明显改变[26] 提示生活方式在CRC发

病中起重要作用.

        一些国家CRC发病率短期内的巨大变化及移民流

行病学的研究结果提示[2] : 环境 饮食习惯是CRC发生

中较遗传更为重要的危险因素.

2   解剖部位分布的变化趋势及影响因素

一般而言 在亚洲及南美等CRC 低发地区 直肠癌

占全部CRC的比例在50 %以上 而在欧洲及北美等高

发地区 结肠癌占60 %以上 直肠癌不超过40 %[22]. CRC

在不同人群中的解剖部位分布不同并且随时间而变

化 提示年龄 性别 环境 饮食 遗传等因素可能与

CRC部位分布有关[2,3,13-15,22,27,28] 而近远端结直肠癌在

对诊断试验及化疗的敏感度 肿瘤分期及预后等方面

存在明显差异[3,29-31] 了解CRC解剖部位分布变化趋

势 便于研究CRC病因及制定合理防治策略.

2.1 CRC解剖部位分布的近端转移趋势及原因  1977年

美国学者首次发现CRC肿瘤部位存在由远端结直肠向近

端结肠转移的现象[32]. 此后 许多学者[2-5,13-15,20,22,23,27-30,33-37]

报告了CRC 解剖部位分布变化的这种趋势 且在老

年 女性 黑人中更为明显. Cucino et al [34]最近报告:

1993-1997年间 SEER统计近端结肠癌所占比例上升

6 % 1970-2000年美国新墨西哥州白人的近端结肠癌

比例上升16 % 黑人上升22 %.

        多数学者只是描述了CRC各部位所占比例的变化

但这种近端转移趋势是由于远端CRC发病率的下降还是

由于近端结肠癌发病率的上升所致并不清楚. Davila et al  [35]

最近统计了SEER1978-1998年的左 右半结肠癌及直

肠癌的发病率 结果发现: 左半结肠癌发病率下降; 直肠

癌发病率在黑人基本不变 在白人下降; 而右半结肠结

肠癌发病率并未发生明显改变. 因此认为CRC发病的近

端转移趋势是远端结直肠癌发病率下降致近端结肠癌

所占比例上升所致. 希腊[33]及日本[22]最近的研究结果发

现近端转移趋势在女性 老年中尤为明显 提出近端

转移与人口老龄化有关.

2.2 CRC解剖部位分布的影响因素  近远端结直肠存在

不同的胚胎学起源[6,20] 对致癌物质的敏感性存在差

异. 近远端结肠癌可能存在不同的发病机制[3,6,20,22,30,38]. 微

卫星不稳定(microsatellite instability MSI)及 CpG岛甲

基化表型与近端结肠癌有关[30] 而K-ras 基因突变[6]

染色体不稳定[30]与远端CRC有关. 近年来 国内外学

者对CRC分子生物学进行了系统研究[39,40] 但至今尚

无确切结论. 但是 流行病学家及临床学家发现许多因

素可影响CRC的解剖部位分布. (1)年龄: 早在1963年

美国学者就发现年龄与CRC部位分布有密切关系[22]: 30

岁以下CRC患者中近端结肠癌仅占18 % 而 80岁以

上者高达 28.6 %. 有学者[41]指出: 70 岁以上的患者

CRC发病以近端为主.  SEER1978-1998年的资料[35]显

示: 60 岁以上CRC患者 近端结肠癌占43 % 而 60

岁以下仅占28 %. Gonzalez et al [3]对影响近端分布的因

素进行Logistic回归分析的结果认为: 年龄每增长1岁

分布于近端的概率上升2.2 %. 老年人CRC高发且存在

近端分布趋势 提示CRC的发生与老年生理学 遗传

学改变有关[28] 致癌物质对近远端结直肠作用有不同

的潜伏期 亦是导致近远端CRC发病年龄存在差异的

原因之一[6]. (2)性别: 女性CRC更易分布在近端结肠

男性则相反[3,6,13,15,22,29,34,35]. Gonzalez et al [3]研究表明: 女性

CRC分布于近端结肠的概率较男性上升38 %. 性别对

CRC部位分布的影响与生活方式的差异[3,13,15] 内源性

激素导致的生理改变[3,6]等有关. 女性激素可能通过影响

胆固醇代谢影响胆汁酸代谢 而胆汁酸与近端结肠癌

有关[3]. 与男性有关的吸烟 饮酒等危险因素则与远端

CRC的发生有关[3,13,15]. (3)种族: 种族是影响CRC部位分

布的另一重要原因. 众所周知 黑人较白人CRC发病

率更高 且多分布在近端结肠[2,3,13-16,27-29]. 1980年代中

后期 白人近 远端CRC皆开始下降 黑人近端结肠

癌发病率及所占比例却持续上升[3,13,14,29]. Gonzalez et al [3]

认为黑人较白人CRC分布于近端结肠的概率上升24 %.

最近一份比较中美CRC解剖部位分布的研究[42,43]发现:

美国白人较中国人更易分布在近端. 种族间CRC部位分

布差异可能与遗传 生活方式 环境 社会经济状况

医疗服务的能力等多种因素有关[2,3,13,16 27-29]. (4)共病: 共

病(comorbidity)的存在是CRC发生呈近端分布的另一原

因. Gonzalez et al [3]首次研究共病对CRC部位分布的影

响 结果发现: 共病使CRC分布于近端结肠的概率提

高28 % 尤以充血性心力衰竭 消化性溃疡及糖尿病

三种共病的影响最大 有共病的CRC患者存在分期高

预后差的特点. 2型糖尿病患者CRC发病率较高[44] 这

可能与胰岛素作为肠黏膜的生长激素有关 高胰岛素

血症在其他共病中亦存在[45]. 生物作用机制如胰岛素对

肠黏膜的作用[44,45] 有共病者行更高频率的筛查[46,47]

谢正勇, 等. 结直肠癌发病率及解剖部位变化趋势                                                           1051



共病本身及针对共病的治疗影响肠道动力[48,49]等是共病

影响CRC部位分布的可能原因 但确切的机制有待进

一步研究. (5)其他因素: 有遗传性非息肉性结直肠癌

(HNPCC)及家族性息肉病(FAP)在内的家族史者 CRC

易分布于近端结肠[3,30] ; 动物脂肪摄入多 超重 运动

少等与近端分布有关 酒精 吸烟 血清铁 白蛋白的

增加则与CRC的远端分布有关[27].

3   近远端结肠癌的预后

近端较远端CRC分期更高 预后更差[3,17,27,29] 其原因

可能与由于诊断方法而导致的诊断延误及肿瘤本身的

生物学特性等有关[27,29]. Gonzalez et al [3]在控制可影响肿

瘤分期的其他因素的情况下讨论部位对肿瘤分期的影

响 结果发现: 近端较远端CRC患者就诊时趋于晚期的

概率高 10 % 从直肠向回盲部每移动一个部位 就

诊时趋于晚期的概率上升4 %. 而分期高决定其预后较

差[3,27,29].

        总之 CRC在发达国家常见 但发病率开始下降;

而在亚洲 非洲等低发地区 CRC 发病率呈上升趋

势. 近年CRC出现由远端向近端转移的趋势 年龄增

加 女性 黑人 共病及饮食等因素与之有关. 在制定

CRC防治策略上尤应注意对近端结肠癌的筛查 早期

诊断 改善预后.
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摘要

微阵列技术是近年来兴起的一项前沿生物技术 他利用分

子杂交的原理 将生物学中许多不连续的分析过程 移植

到固相的递质芯片上 进行样品的多方位分析 首次提供

了高通量或平行监测基因表达变化和功能的新方法. 已广泛

应用于基因表达分析 新基因发现及功能研究 基因组文

库作图 基因突变及多肽性分析 疾病诊断 药物筛选 基

因测序等领域. 利用基因微阵列研究消化系统疾病将会有助

于从整体水平上认识疾病发生中相应的分子事件 更深刻

地了解消化系肿瘤与疾病的基因变化路径和机制. 本文综述

了微列阵技术原理及近年来在消化系疾病研究中的应用.

李新华,张万岱,肖冰,张振书. 微阵列技术及其在消化系疾病研究中的应用进

展. 世界华人消化杂志  2003;11(7):1054-1058

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1054.asp

0   引言

人类基因组测序草图的公布 使人类所有DNA的遗传
信息得以解码[1].  但是 这只解决了遗传信息库的问
题 我们还需要尽快读懂人类全部基因的含义(功能)
并能阐明其相互内在关系及多层次分类的生物信息
以建立对生命现象的整体认识 为疾病的诊断 新药物
的研制和新疗法的探索带来一场革命. 而传统的从基因
到基因(gene-by-gene)的研究方法已经无法完成如此复
杂的工作 非常有必要对生物进程从全局的观念(global
views)进行理解 也就是同时解析生物体相关所有组份.
基因芯片的出现则首次提供了对这种全局观念的解决
之道 他提供了高通量(high throughout)或平行监测基因
表达变化和功能的高技术新方法. 被评为21世纪最有发
展前途的20项高新技术之一 有可能成为未来生物学
研究和临床诊断的通用手段[2].

1   定义与原理

微阵列(microarray)技术突出特点在于高度并行性 多

样性 微型化和自动化[3,4]. 他是利用分子杂交的原理

将许多特定的寡核苷酸片段 基因片段或其他生物信

息作为探针 有规律地排列固定于支持物上 然后与

待测的标记样品的基因按碱基配对原理进行杂交 最

后检测杂交信号强弱 并配以计算机系统对每一探针

上的荧光信号做出比较和检测 从而迅速得出所要的

信息[5,6]. 含有大量生物信息的固相基质被称为微阵列

又称生物芯片 (biochip). 根据储存的生物信息的类型 微

阵列可分为组织微阵列(tissue microarray)[7] 蛋白质芯片[8, 9]

寡核苷酸微阵列[10] (oligonucleotide microarray 又称DNA微

阵列或DNA芯片) cDNA微阵列(cDNA microarray 又

称cDNA芯片)等. DNA微阵列和cDNA微阵列一起又称

基因芯片. 从广义上讲 一切以芯片为基础的生物分析

过程均可称为微阵列技术 其中以大规模DNA杂交技

术为基础的基因芯片技术尤为人们所瞩目.

2   微阵列的技术要点

2.1 微阵列的片基或支持物(substrate or support matrix)

可以分为无机片基和有机合成物片基[11-13]. 前者主要有

半导体硅片和玻璃片等 其上的探针主要以原位聚合

的方法合成; 后者主要有特定孔径的硝酸纤维膜和尼龙

膜 其上的探针主要是预先合成后通过特殊的微量点

样装置或仪器滴加到片基上. 另有以聚丙烯膜支持物用

传统的亚磷酰胺固相法原位合成的高密度探针序列. 作

原位合成的支持物在聚合前要使其表面衍生出羟基或

氨基(视所要固定的分子为核酸或寡肽而定)并与保护基

建立共价连接; 作点样用的支持物为使其表面带上正电

荷以黏附带负电荷的探针分子 通常需包被以氨基硅

烷或多聚赖氨酸等.

2.2 微阵列的制备方法  (1)原位合成 (in situ synthesis)法[ 10,14-16] :

即在片基上直接合成寡核苷酸探针阵列 目前应用的

主要有光引导合成技术(light-directed synthesis)(也称光

刻法)和压电打印法(piezoelectric printing)等 其关键是

高空间分辨率的模板定位技术和高合成产率的DNA化

学合成技术 适用于寡核苷酸及寡肽分子制作大规模

DNA探针芯片 以实现高密度芯片的标准化和规模化

生产. (2)合成后点样[10-12,14] (off-chip DNA synthesis):是将

合成好的探针 cDNA或基因组DNA通过特殊的点样

装置或仪器将其以较高密度分布于硝酸纤维膜或经过

处理的玻片上 通过共价键和离子键使之固定. 直接

打印时针头与芯片接触 而在喷印时针头与芯片保持

一定距离. 其多用于大片段DNA 主要优点是 保持

样品原形 操作迅速 成本低廉 适合于研究者根

据需要制备点阵规模适中的基因芯片.

2.3 待分析样品的制备  是基因芯片实验流程的一个重

要环节 靶基因在与芯片探针杂交前必须进行分离



扩增及标记. 通常是在待测样品的PCR扩增 逆转录

或体外转录过程中实现对靶基因的标记. 目前常用荧光

物质直接标记核苷酸 也可用生物素化的核苷酸 用荧

光物质 - 亲和素结合物间接检测杂交结果 花青素

(Cyanin Cy3 Cy5)是目前使用最广泛的荧光标记物[3,17].

另外也有人用放射性 32P标记核苷酸[18].

2.4 杂交  基因芯片与靶基因的杂交过程与一般的分子

杂交过程基本相同 杂交反应条件要根据探针的类型

和长度 GC碱基含量以及芯片的类型来优化 如用于

基因表达检测 杂交的严格性较低; 若用于突变检测的

芯片 其杂交温度高 杂交时间短 条件较严格[11,19] .

2.5 信号检测及分析  目前荧光检测方法主要有两种[11, 13,15] :

一是激光共聚焦荧光显微扫描 二是电荷藕联装置照

相机(charge-coupled device camera CCD)荧光显微照相检

测. 前者检测灵敏度 分辨率均较高 但扫描时间长;

后者扫描时间短 但灵敏度和分辨率不如前者. 虽然荧

光检测在芯片技术中得到了广泛的应用 但其灵敏度

较低且不能区分干扰信号 因而有研究者正试图建立

更灵敏 更快速的检测系统 如质谱法 化学发光

法 光导纤维法以及生物传感器法等.

       对检测得到的数据 现有专门的软件进行图像分

析并和数据库相连 进行信息处理 如: 根据时间 功

能 染色体位置 代谢途径和其他表型或实验参数进行

查询 分类 综合.

3   微阵列技术在消化系疾病研究中的应用

基因芯片技术自其问世起就得到了广泛的应用[20,21]. 应用

领域包括 (1)基因表达谱监测 这是其应用最广泛的领

域. 即同时 快速 准确地检测培养细胞和组织标本

中上千个已知或未知序列在转录水平的表达状况 系

统地提供基因在发育过程 生理反应 疾病过程和调

控网络表达上的时空差别的信息 从而达到阐述基因

功能 探索疾病原因及机制 发现可能的诊断及治疗靶

分子等目的. (2) DNA 变异研究 包括DNA测序及突变的检

测 基因型和多态性分析. 人类基因组计划分析出了3.5万

个基因序列. 下一步 就是要分析这些基因的多态性与生

物功能和疾病(包括遗传疾病)易感性的关系.  结合单核苷酸

多态性标记物系统(single nucleotide polymorphisms SNP)

应用DNA芯片确定基因多态性和疾病的关系的能力将

大大提高 同时也可确定致病的机制和患者对治疗的

反应等. (3) 基因测序.

3.1 消化系肿瘤研究中的微阵列技术  利用cDNA阵列中

所包含的基因信息的大容量和检测上的简便性 运用

cDNA阵列的方法分析正常组织和不同病理分类肿瘤的

基因表达谱型和差异 对其分析比较后 有望为肿瘤的

临床分类提供更客观的分子水平的标准 并为肿瘤临

床治疗提供新的靶位分子 其中还包括为抗肿瘤药物

的研制提供很好的实验模板. 从肿瘤的基础理论研究来

看 肿瘤表达谱型的比较研究 对了解肿瘤的发生

发展 转移等涉及肿瘤研究领域的一些核心问题 也

可提供依据. 目前 cDNA阵列分析肿瘤基因表达谱型

已广泛用于各种肿瘤的研究[22-28]. 消化系肿瘤亦是其研

究的热点领域. (1) 肝癌: 日本东京大学医学院分子医学

研究室[29]用包含23 040个基因的cDNA微列阵研究了20

例原发性肝细胞癌(HCC)及其对应非癌组织基因表达谱.

结果提示绝大多数肿瘤组织中有丝分裂启动基因上调

表达. HBV阳性的HCCs其基因表达方式不同于HCV阳

性的HCCs 他们编码一些代谢酶类致癌物及 /或抗癌

因子. 另外鉴定了一定数量与恶性表型或侵袭表型相关

的基因. 这样有可能弄清楚个体肿瘤的本质 提供线索

确定新的治疗靶因子 最终优化每个患者的治疗. (2)

食管癌: 目前临床分类的依据主要是根据肿瘤形态学上的

差异 并籍以指导临床治疗方案. 如何从分子水平阐明肿

瘤的发病机制和由此所产生的繁多的病理种类 是一项

涉及多个学科领域的综合性系统工程. 刘芝华 et al [30]用

cDNA微列阵的方法研究了食管癌的基因表达谱 结果

显示在所分析的 588 种已知基因中 cdc25B MMP

MET等 61个在食管癌组织中表达上调 cytokeratin4

BAD IL-1 Receptor Antagnonist IL6 等 22个表达下

调 参与细胞增生 凋亡 分化和转移调控的多种基因

的表达水平发生了明显改变. 在其后的研究中[31] 他们

又以5 760个点阵的虑膜(包括530个命名的基因 4654

个表达序列标签 168个看家基因和24个空白点)分析

了食管癌发生不同病理阶段(正常 I 度异型增生 II

度异型增生 原位癌 食管细胞癌)的基因表达谱

通过比较分析这些表达谱 发现I度异型增生很多基因

表达水平已发生改变 其他4个阶段一些已知的肿瘤相

关基因呈高表达或低表达 对一些重要组分的分析发

现一些基因包括 α-TNF keratin6B和 S100 calcium-
binding protion A9等在肿瘤的发生发展过程中起了重要

的作用. 这些基因的表达改变首次为食管癌细胞的恶性

表型提供了分子遗传学参考数据 一些与肿瘤发生相

关的差异表达基因为发展生物标记物或肿瘤早期诊断

和治疗提供了线索. (3) 结肠癌: 结肠癌是欧美国家最常

见的恶性肿瘤 通过芯片技术对结肠癌基因表达谱的

筛选可以发现若干与癌发生发展有关的基因表达变化

将这些特异表达变化的基因序列重新排列用于结肠癌

的诊断 理论上是可行的. Notterman et al [32]进行了有

益的尝试. 他们首先构建了包括人类3 200个全长cDNA

和3 400个EST的基因芯片 然后以此筛选了18例结

肠腺癌 4例结肠腺瘤和配对的正常结肠黏膜的转录表

达情况. 与正常黏膜相比 结肠癌有19个基因上调表

达 47个基因下调表达. 其中的一些不同也出现在腺瘤

标本中. 两步聚类分析能够成功地将腺瘤与腺癌和正常

组织区分开来 由此得到的系统树恰好代表了所研究

的三种组织类型. Kitahara et al [33]的实验用含9 216个人

类基因的cDNA芯片比较了经显微切割(LCM)的8例结肠

癌和相应非癌结肠上皮的基因表达谱差异. 一半的肿瘤组
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织表达谱发生了改变 有44个上调表达和191个下调

表达的基因. 这些基因涉及信号转导相关基因 代谢酶

类 转录相关 有丝分裂以及凋亡相关基因. Favis et al [34]

把PCR和链接酶反应(ligase detection resction LDR)结

合 在一个反应管里同时检测上百个突变 再结合寡核

苷酸阵列 就能同时迅速分析大量样本. 他们应用该方

法成功地描绘出结肠癌的K-ras 和 P-53突变.

3.2 炎症  Honda et al [35]用基因芯片技术发现慢性乙型肝

炎和慢性丙型肝炎所致肝损伤的基因表达类型不同. 基

因表达的分层聚类分析显示 HBV 感染的肝细胞中

以炎症相关基因表达水平的下调改变较为突出 而HCV

感染的肝细胞中 以抗炎基因表达上调为主 提示两型

肝炎发病的不同分子机制. 1997年 法国 Livache et al [36]

就成功的利用基因芯片技术 对人血中的HCV病毒进

行了基因型分析.

        基因芯片也被用于胰腺炎的研究. Samir et al [37]应用

高密度小鼠cDNA芯片分析急性胰腺炎期间胰腺细胞基

因表达谱的改变. 并对筛选出的一条新基因: 胰腺炎诱导

蛋白49(PIP)的克隆 序列和表达进行了研究. 该基因

在胰腺炎急性期迅速而强烈表达. 对 PIP49初期及后期

结构分析显示他是编码跨膜蛋白的基因.

         cDNA芯片亦被用到了宿主 病源体相互作用的研

究中: Eckmann et al [38]用高密度芯片研究了培养的结肠

上皮细胞感染沙门氏菌后基因表达的变化 发现了一

些与感染相关的基因 其中细胞因子(G-CSF inhibin

A EB病毒诱导基因3 IL-8 巨噬细胞炎症蛋白-2a)

一些激酶 (TKT Eck HEK) 转录因子(INF 诱导因

子1)以及HLA I 等变化明显 进一步研究发现NF-κB
在调节基因表达中具有重要作用. 使这方面的知识得到

了拓展.

3.3 Hp研究  Hp的诊断迄今为止仍然是一个未被很好

解决的问题 基因芯片目前也用到了对 Hp的基因分

型 寻找毒力相关基因以及与宿主细胞相互作用基因

表达水平影响的研究上.

        Israel et al [39]用Hp 全基因组芯片分析从不同临床相

关疾病分离的Hp基因组差异 寻找与致病作用有关

的毒力基因. 发现与致十二指肠溃疡菌株G1.11 相比

B128菌株感染沙土鼠后引起更严重的胃炎 溃疡和黏

膜细胞增生凋亡紊乱; 杂交还发现致十二指肠溃疡菌株

G1.11具有大量致病岛(PAI)组分缺失. 证明Hp致炎作用

是PAI依赖性的. Salama et al [40]用Hp全基因组基因芯片

检测不同Hp菌株之间基因的改变 发现22 的基因

对于一个或多个Hp菌株是非必需的 进而确定了Hp

的1 281条核心基因. 核心基因编码大多数细菌代谢和

细胞生命过程必需的蛋白. 菌株特异性基因包括Hp特

有的基因 限制性修饰基因 转座酶和编码细胞表面

蛋白的基因 这些变化是细菌在长期感染宿主过程中

的改变. 通过基因芯片杂交方法 在菌株特异性基因

中 发现了一批相对保守的与PAI 有共同遗传性的候

选毒力相关基因. 还有学者试图为Hp的研究开辟新的

领域 Ang et al [41]用含1 534个开放读框(ORF)的Hp基

因芯片研究了不同酸度条件下(pH7.2 pH5.5)生长的

Hp 基因组表达的差异.在两种酸性条件下有53个ORF

均上调表达. 在低酸条件下有80个ORF上调表达 另

有4个ORF表达受抑. 这一研究为Hp的研究开辟新的

思路. Maeda et al [42]用高密度cDNA芯片监测与Hp共同

培养的人胃癌细胞(MKN-45 AGS)基因表达谱的改变.

CagA阳性Hp上调胃癌细胞株2 304条基因中的8条. 等

位基因cagE阴性突变Hp则不能上调这些基因的表达.

3.4 毒物作用和抗肿瘤药物研究  Reilly et al [43]用基因芯

片技术监测大鼠对乙酰氨基酚所致肝损伤的基因表达

改变. 得到了一些与加速或抑制进一步肝损伤有关的基

因. Waring et al [44]又用基因芯片技术分析了四氯化碳

氨甲蝶呤 卡马西平等15种肝毒性物质对体外培养肝

细胞基因表达谱改变的影响 表明此技术是毒理学研

究的好方法.

        NCI(美国国立癌症研究所 )在癌症治疗发展计划中

观察了 65 000种以上化合物对 9种肿瘤组织来源的 60

个肿瘤细胞系的作用效应 所得数据为癌症药物的开

发和研究提供了很有价值的参考作用 在此基础上 肿

瘤生物学家可以利用基因芯片评估药物对肿瘤治疗的

可行性及其反应[45,46]. Clarke et al [47]用基因芯片研究了肠

癌患者化疗前和治疗期间肿瘤基因表达情况 发现丝

裂霉素C和5-氟尿嘧啶治疗均可使糖苷合成酶和尿嘧

啶-DNA糖基酶的基因表达增加. 这类研究说明基因芯

片是研究药物作用机制潜在的强有力工具[48] 有助于

确定药物作用的靶基因 为新药研究提供线索.

        生物芯片一经出现 就显示出了强大的生命力 其

发展速度及其中所运用的技术是传统杂交技术所无法

比拟的 令人瞩目 他顺应了人类基因组计划及后基因

组计划的实施 必将给生命科学研究和临床诊断带来

无法预知的广阔空间. 利用基因微阵列研究消化系统疾

病将会有助于从整体水平上认识疾病发生过程中相应

的分子事件 更深刻地了解消化系肿瘤与疾病的基因

变化路径和机制. 并最终为消化系疾病发病机制的阐明

和诊断 预防和治疗以及药物作用机制和新药物的研

制带来一场革命.
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摘要

一氧化氮(nitric oxide NO)和血管活性肠肽(vasoactive

intestinal peptide VIP)都属于胃肠道非肾上腺非胆碱

能(NANC)神经释放的主要抑制性神经递质 对胃肠道

的电机械-活动起着重要的抑制性调节作用. NO和VIP

在人和其他动物的胃肠道的神经丛中有共染现象 但

是对于NO和VIP在形态学上的共染现象及解剖结构上

的联系的解释不一. 还有人认为肠道肽能神经发挥作用

需通过NO中介 或至少部分通过NO作为信使而发挥

调节胃肠道功能的作用 并提出了VIP-NO轴的概念.

不但在正常生理状态下 VIP和NO之间存在着密切关

系 而且在许多胃肠系统的疾病中NOS与VIP也出现

同升 同降. 对于NO和VIP的作用机制及二者相互影

响的机制的研究必将有利于进一步提高对临床胃肠动

力障碍疾病的认识 以及指导开发针对性强 副作用

小的治疗胃肠动力疾病的药物.
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0   引言

一氧化氮(nitric oxide NO)和血管活性肠肽(vasoactive

intestinal peptide VIP)都属于胃肠道非肾上腺非胆碱

能(NANC)神经释放的主要抑制性神经递质. 近来分别关

于NO及VIP的研究已经很多 但关于NO和VIP之间

的相互关系 作用的机制尚存在很多争议. 现就NO

VIP与胃肠电-机械活动的关系的研究现状作一综述

1   NO VIP 在胃肠道的分布及作用

NO 是一种自由基性质的气体 最初只是认为他是污

染空气的常见有毒成分之一. 人们发现生物体内有NO

起作用要追溯到1953 年[1]. 美国纽约州立大学药理系

Furchgott 教授发现乙酰胆碱作用于血管内皮 产生一

种非前列素类的弥散因子 后者作用于邻近的平滑肌

细胞而产生舒张反应. 1982 年 这种物质被命名为内

皮舒张因子(endothelium-derived relaxing factor

EDRF) 后研究发现EDRF和NO药理学作用极为相似.

1986年 Furchgott 提出EDRF可能就是NO 后被证

实. 以后人们对NO不断进行研究. 发现NO的作用很广

泛 几乎对全身各个系统都有影响 如: 消化 循环 呼

吸系统 中枢和外周神经系统及免疫系统[2-22] . 体内NO

是由一氧化氮合酶(NO synthase NOS)产生的. 在哺乳

动物和人的整个消化道中都有NOS 阳性神经元的分

布 且在降结肠最密集 食管最稀疏.  在胃肠壁全

层 从黏膜层 黏膜下层 肌层 浆膜层及黏膜下层神

经丛和肌间神经丛均有NOS的分布. 其中以环行平滑肌

处最多 消化道中NOS神经的分布与该处的生理功能

相吻合 并可能与许多胃肠疾病的发生及发展密切相

关[23-29]. NO对整个消化道平滑肌都有舒张作用 且对

胃肠移行性复合运动(migrating motor complex MMC)也

有影响[30].  Russo et al [31]发现给健康成人患者静脉注射

NOS抑制剂L-单甲基精氨酸(NG-methyl-L-arginine

L-NMMA) 4 mg·Kg-1·h-1 监测4 h十二指肠压和空肠

压 要比静脉注射盐水的志愿者的MMC 期第一阶段

提前出现 且MMC的周期长度也缩短. 但L-NMMA对

总收缩的速度 幅度 持续时间 收缩量 移行长度及

MMC 期起源点无影响. 这表明NO机制在调节人类快

速小肠运动中起一定作用. NO不但对胃肠运动调节起着

重要作用 对胃肠电活动也有影响 龙庆林发现给大鼠

注射大剂量NOS抑制剂左型精氨酸甲酯(L-NAME)后出

现了明显的胃电节律失常 而胃电节律失常模型组胃

窦肌间神经丛的氮能神经含量明显增加. 所以内源性

NO增多或过少均可导致明显的胃电节律失常[32]. 在体外

研究NO对豚鼠胃窦环行肌电活动和收缩运动的影响 发

现在豚鼠胃窦环行肌条上 NO供体硝普钠(0.5 µmol·L-1)能
显著抑制电活动快波和运动. 这种抑制作用不受河豚

毒 阿托品 酚妥拉明和普萘洛尔(各1 µmol·L-1)的影响
但可被亚甲基蓝(5 µmol·L-1)和氧合血红蛋白(5 µmol·L-1)明显
减弱(P <0.0 1). 所以NO抑制豚鼠胃窦环行肌电活动和

收缩运动. 这种抑制效应是通过NO对平滑肌细胞膜的

直接作用和增加细胞内环磷酸鸟苷来实现的[33]. 大鼠溃

疡性结肠炎模型中 结肠电基本电节律(basic electric

rhythm BER)及收缩性复合肌电(contractile electrical

complexes CEC)幅值均显著降低 负载峰电的BER

及CEC百分数明显减少 大肠洗液NO产物亚硝酸盐

(NOP)浓度则显著升高 二者呈显著负相关 应用中

药胃肠康治疗后 其结肠电及大肠洗液NOP浓度均趋

于恢复 [ 34 ]



VIP最初是Said et al于1960年从猪小肠提取的一个直

链28肽. VIP 广泛分布于中枢 外周神经系统和胃肠

道肌间 黏膜下神经丛 可扩血管 舒张平滑肌及加强

小肠分泌活动. 参与肠道的吸收过程 特别是抑制肠平

滑肌的紧张性. VIP同NO一起都是参与肠蠕动调节的

重要成分[35-54]

       最初人们认为在胃肠道运动的调节中 VIP可能比

NO更为重要 但最近的一些研究提示NO可能起着更

为重要的作用. VIP阳性神经元胞体主要分布在胃肠道

黏膜下丛 肌间丛则相对较少 而NOS则相反 在肌

间丛非常丰富 在黏膜下丛非常少[55]. 这一现象提示在

胃肠道中主要是NO而非以前认为的VIP对胃肠运动的

调节有更重要的作用. 在人反流性胃炎的病历中 幽门松

弛组胃窦局部黏膜NO水平高于幽门运动组和幽门闭合

组 而VIP的含量在三组之间无显著差异. 表明幽门松弛

的重要原因可能是局部NO分泌而非VIP的作用[56]

2   在胃肠电-机械活动调节中NO与VIP的关系

2.1 NOS与VIP共染和递质共存研究  有关NOS 与VIP

共染的各家报道并不一致. Lefebvre et al [57]纵行肌间的

大多数神经元为NOS与VIP共存 短暂的电刺激主要

引起NO的释放 产生短暂松弛 而较持久的电刺激

引起NO和VIP均释放 产生持久的松弛. Nicola et al

用NOS 抑制剂 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(NADPH)神经元可以代表NO能神经元. 在鸽子的整个胃

肠道都有NO分布. 在肠肌丛 环行肌及黏膜下丛明显.

于是设想氮能在鸽子胃肠道中属于肌肉调节及抑制性

下传神经通路 并且VIP 与 NADPH 共存 增加了这

些神经传递者的抑制作用[58]. Christos balaskas发现在新

孵出的小鸡中 胃肠全段肠肌丛和黏膜下丛都表达

NADPH NOS和VIP放射活性. 所有的NADPH阳性神

经元都有NOS 活性 反之亦然; 大部分VIP 阳性神经

元也表达NADPH 只有少数表达NADPH而不表达VIP.

但VIP阳性 NADPH阴性的神经元比例在黏膜下层比

肠肌层多[59]. E.Ekblad 研究显示NOS 阳性神经末梢 尤

其是在肠环行肌 常常有VIP 与之共存[60]

        目前越来越多的研究趋于支持有少量的VIP阳性神

经元与NOS共染的观点 Keef et al [61]认为NOS和VIP

在肠道部分神经元中定位相同 指出他们是从肠道抑

制性神经中释放的共同的神经递质. Vittoria发现牛的氮

能神经元依据其所含化学物质不同分为多个型 不同

类型神经元的大小 形状 着色密度都不同.其中有一

型神经元NOS 和VIP共存 [62]. Catharina 发现在鳄鱼胃

肠道内少量的NOS阳性细胞也有VIP免疫活性 而大

多数VIP阳性细胞有NOS免疫活性[63]. Catharina还发现

在非洲爪蛙的胃肠道中 一些具有NOS免疫活性的纤

维也具有VIP免疫活性 但不是所有的VIP阳性纤维

都表现NOS免疫活性[64] 吴红金 et al发现在大鼠肌间

丛VIP阳性神经元胞体与NOS神经元胞体之比1 21.5

其中 19 %的VIP阳性神经元与NOS共染 常常发现

VIP阳性神经末梢环抱NOS阳性神经元胞体. 但VIP能

神经元和NOS阳性神经元之间是否存在着突触联系尚

需进一步证实[55]

        对于NOS与VIP共染的意义目前解释不一 可以

主要分为两种观点: 第一种观点是NO不影响VIP的释

放 NO也不影响VIP的功能 其解释为: 虽然两递质

共存于同一细胞 但功能上是独立的 是同时从神经细

胞中释放出来 发挥神经递质或调质的作用[61]. 电生理

所见是基于整体或组织的 而共染的细胞只是少数 所

以反映出来的现象并非能代表NO与VIP共存的意义

问题的阐明有待于进行单细胞膜片钳技术与单细胞组

织化学或免疫组织化学的联合研究

        第二种观点认为NO 和VIP在结构上共染 在生理

功能上可能也有协同作用. 从目前的研究成果看 笔者

认为第二种观点更为合理. VIP 和NO 协同作用的部分

机制可能是这样的: VIP和NO 共同作为NANC神经的抑

制性递质 当NANC神经兴奋时 引起VIP释放及NO

生成增加 NO及VIP又通过相互间的作用更进一步的

促进他们自身的生成. 在胃平滑肌细胞 结肠环行肌等

部位 VIP与其特异性受体结合 诱发一个连锁反应:

钙离子内流的刺激使NOS的Ca2+/钙调蛋白活化 于是

NO 生成 鸟苷环化酶活化 cGMP 依赖的蛋白激酶

活化; VIP与其选择性受体结合 则与cAMP依赖的蛋

白激酶活化耦连; 蛋白激酶G和蛋白激酶A均参与VIP

所致的平滑肌舒张反应 但他们的具体作用过程不十

分明了 可能是增加内质网摄取Ca2+或 / 和减少内质

网释放Ca2+ 并减少Ca2+内流入细胞 并改变肌球蛋

白轻链激酶的活性以及收缩蛋白对Ca2+的敏感性 从

而导致平滑肌舒张. Jin et al [65]发现胃环行肌松弛由VIP

和NO介导 NOS抑制剂 λ-NNA阻断NO生成 并部
分抑制VIP释放及肌肉舒张. VIP拮抗剂VIP(10-28)(VIP

的C端的19肽)部分抑制NO生成及舒张 外源性VIP

也刺激胃肌细胞生成NO 增加细胞 cAMP 及 cGMP

并引起肌肉松弛

        1992年Rattan et al [66]研究提出肠道肽能神经发挥作

用需通过NO中介 或至少部分通过NO作为信使而发

挥调节胃肠道功能的作用 并提出了VIP-NO轴的概

念. Holle et al [67]从狗幽门动脉输入VIP 可以消除幽

门部的收缩 使用NOS抑制剂L-NNME并不能影响VIP

的效应 但能缩短VIP后效应时间. 说明VIP对幽门的

部分作用也是通过NO来完成的. 所以我们认为对NO和

VIP共染也可以理解为NO为终末神经递质 即VIP通

过或至少部分通过NO起作用 所以二者会在形态学

上有共染现象 这也体现了结构与功能的统一

2.2 NO和VIP相互作用的分子生物学研究  为了解决

NO和VIP 相互作用机制的争议 近年也有人在基因水

平进行研究 体内合成NO的酶有三种: iNOS(诱生型一

氧化氮合酶) eNOS(内皮型一氧化氮合酶)和 nNOS(神
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经型一氧化氮合酶). Dick et al使用iNOS eNOS和nNOS

基因敲除的小鼠的分离平滑肌细胞和平滑肌条 观察

NOS抑制剂对VIP 松弛效应的影响. 实验中发现敲除

eNOS和 nNOS基因的小鼠的分离细胞 VIP的松弛效

应可以被非选择性NOS抑制剂L-NA和选择性iNOS抑

制剂1 400 W抑制约70-95 %. 而在敲除了iNOS基因小

鼠的分离细胞中 VIP 仍能引起完全的松弛 而不受

L-NA或 1 400 W的影响. 而基因敲除小鼠的平滑肌条

上 VIP的松弛效应不受L-NA或1 400 W的影响. 这

些结果提示 实验方法决定了NOS抑制剂对VIP松弛

效应的影响. iNOS(可能是分离细胞过程中诱导产生的)

可能与VIP引起的分离平滑肌细胞而非平滑肌条的舒

张效应有关 [68]

3   NO和VIP在胃肠系统疾病中的共同变化

不但在生理状态下 VIP 和NO之间存在着密切关系;

在许多胃肠系统的疾病中NOS与VIP也出现同升 同

降. 如: 在反流性食管炎患者食管壁黏膜内NOS和VIP阳

性产物与正常组相比均显著增多[69]. 肠易激综合征患者

乙状结肠黏膜内的NOS 和VIP含量 便秘组高于正常

组和腹泻组  腹泻组略低于正常组[70]. 在先天性巨结肠

病患者的狭窄段结肠壁丛内均缺失NOS和VIP神经元

胞体; 狭窄段结肠肌层内NOS和VIP阳性纤维也比 正

常 结肠明显减少 酶活性或免疫反应性也减弱[71]. 魏

春丽也发现小鼠肠型放射病时 NOS和VIP都增加[72]

胃液体排空延迟的非溃疡性消化不良患者胃窦壁内

NOS VIP阳性神经纤维和末梢明显增多 活性增强[73].

在人类2型糖尿病小鼠模型中 糖尿病小鼠与对照组

比较在胃窦和十二指肠VIP和NOS 都下降; 而在结肠都

无变化 [ 74 ]

        在胃肠疾病中 NOS和VIP的变化并不总是一致

本实验室工作实验性脾虚大鼠的结肠中 VIP降低 而

NOS 增高. 这也许是机体在疾病状态下 抑制性神经递

质仍能保持相对平衡的表现[75]. 也有学者发现在糖尿病

早期大鼠远端回肠和近端结肠肌间神经丛中VIP-IP阳

性纤维增多 而NOS阳性神经元和神经纤维数量减少.

其机制值得进一步探讨

4   可能的临床应用前景和研究方向

NO和VIP都是肠神经系统主要的抑制性神经递质. 产

生NO 的药物如三硝酸甘油酯 硝普钠等已被证实在

胃肠动力疾病如贲门失弛缓症中的治疗作用. VIP作为

一种胃肠激素 其激动剂或拮抗剂对治疗胃肠运动疾

病也有良好的应用前景

        但值得注意的是NO和VIP在胃肠道的分布不同

对胃肠肌肉运动和消化液分泌的调节作用也不同 所

以应针对不同的胃肠疾病选用不同的药物. 还应考虑到

二者在胃肠道共存并可能协同作用 所以应根据病情

开发和使用能充分发挥或避免其协同作用的药物. 另外

还应考虑到VIP和NOS在全身很多系统都有分布 所

以将其作为胃肠系统药物时 应避免他们对其他系统

产生的副作用. 这就要求对二者在胃肠道的作用机制做

更深一步的研究 尤其不应忽视二者相互影响 相互作

用的机制. 这必将有利于进一步提高对临床胃肠动力障

碍疾病的认识 以及指导开发针对性强 副作用小的治

疗胃肠动力疾病的药物
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摘要

胃癌是我国人群中发病率和死亡率均占第一位的恶性肿

瘤 近年来大肠癌的发病率呈明显上升趋势. 胃肠道肿瘤

的治疗以手术治疗为主 同是辅以化疗 但化疗对肿瘤非

特异性 敏感性低 全身副作用大 效果欠佳 5 a 生

存率在50 左右. 肿瘤的基因治疗是近年来研究的热点

尤其是TK基因治疗胃肠道肿瘤的研究取得了令人瞩目的

成就 本文收集国内外近期文献 就TK基因的作用机制

载体 靶向性表达 旁观者效应以及其在胃肠道肿瘤的应

用进行了综述.

刘占奎,张超. TK基因治疗胃肠道肿瘤的研究进展. 世界华人消化杂志  2003;

11(7):1064-1067
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0   引言

自杀基因治疗 作为一种新兴的基因治疗方法 是

众多基因治疗策略中效果最明显 最有前途的策略之

一[1-17]. 该疗法是利用基因工程技术 将一些病毒或细

菌基因组中前药转换酶基因(也叫自杀基因)导入肿瘤细

胞 该基因编码特殊的酶 可将原先对哺乳动物细胞无

毒性的前药 在肿瘤细胞中代谢为毒性产物 从而引起

这些细胞的死亡 所以又称为 病毒导向的酶解前药疗

法 或 分子化疗 .目前应用的自杀基因前药系统主要

有以下几种[18] : (1) 丙氧鸟苷 /胸腺嘧啶激酶系统(GCV/

HSV-TK); (2)5-氟胞嘧啶/胞嘧啶脱氨酶系统(5-FC/CD);

(3) 6-巯基嘌呤 /黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸磷酸核糖转移酶

系统(6TX/GPT); (4)丙氧鸟苷/潮霉素磷酸转移酶-胸腺

嘧啶激酶融合蛋白系统(GCV/hytk); (5) 6-甲基嘌呤-2-

脱氧核糖核苷酸 / 嘌呤核苷酸磷酸酶系统(Mep-DR/

PNF); (6)环磷酰胺 / 细胞毒素 P4502B1 系统(CPA/cyt

P4502B1). 其中研究最深入 应用最广泛的是GCV/HSV-TK

和5-FC/CD[19].

1   作用机制

TK基因编码胸苷激酶 该酶可将核苷类似物(NA)代谢

为二磷酸化物 后者在细胞内酶的作用下生成有毒的

三磷酸化物而发挥抗肿瘤作用. TK酶能选择性地使抗病

毒药物GCV磷酸化成为单磷酸化产物 并在细胞内磷

酸激酶的作用下 形成三磷酸产物 干扰 阻断DNA

的正常合成和细胞增生[20-24]. 病毒 细菌 哺乳动物

细胞中均含有TK基因 但不同来源的TK基因结构及

蛋白产物的理化性质 生物功能有明显的差异. 在肿瘤

的治疗中以HSV-TK和VZV-TK最为常用. 早在1979年

人类就已经克隆出HSV-TK基因序列 HSV-TK编码

区共1 128 个核苷酸 编码376 个密码子 基因中无

内含子 其转录起始部有107个核苷酸的非翻译区. 用

于HSV-TK基因治疗的前药有两类 一是嘌呤核苷类

似物 包括ACV 及其衍生物GCV PCV BCV. 其

中GCV对转基因瘤细胞的抑制作用比ACV强 100倍

故成为目前肿瘤TK基因治疗中最常用的前药[25]. 另一

类是嘧啶核苷类似物 包括BVDU  BVFL ZVDL等.

研究表明: BVDU对哺乳动物细胞无毒性 而其代谢产

物可引起DNA合成受阻 导致细胞死亡.

2   TK基因治疗的载体

基因治疗的关键之一是如何将外源基因导入相应靶细

胞并获得安全 有效的表达. 常用的基因转移方法可分

为两类 一类是非病毒载体介导的基因转移技术 包括

电穿孔技术 离子轰击基因转移技术(基因枪) 显微

注射技术 DNA直接注射术 脂质体介导的基因转移

和受体介导的基因转移等.在自杀基因治疗中 利用脂

质体包裹的目的基因转导有较多的报道. 由于脂质体对

人体无毒 无致瘤性 易于大量制备 有望成为一种较

为理想的载体. 另一类为病毒介导的基因转移技术 相

对于非病毒而言 其转染率高 易于改造和操作 且病

毒基因组以转座子的方式整合 其基因组不发生重排

外源基因不会受影响. 在自杀基因治疗中 经常使用的

有逆转录病毒 腺病毒 腺相关病毒等.

2.1 逆转录病毒(Retrovirus)  是人类基因治疗研究中使

用最多的病毒 该病毒为单链RNA 病毒 其特征是

只转染处于分裂期的细胞 且其基因能稳定地整合入

宿主细胞染色体内 逆转录病毒转染宿主细胞时 依

赖被膜蛋白与细胞表面受体结合后穿透进入细胞质

内 在胞质中 逆转录酶被激活 以病毒RNA 为模

板逆转录为互补的DNA 再由依赖DNA的DNA聚合

酶作用形成双链前病毒DNA 后者转运进入细胞核

最终整合人宿主细胞染色体基因组内.有人将TK基因

逆转录病毒载体的包装细胞直接注射到小鼠结肠癌肝



转移灶 辅以GCV 治疗后 瘤体明显缩小 残余癌

组织呈现大量纤维化. 逆转录病毒较突出的优势是他可

以有效地整合入靶细胞基因组 并稳定持久地表达所

带的外源基因. 病毒基因组以转座子的方式整合 其基

因组不发生重排 外源基因不会受影响. 近几年来

人们在增强逆转录病毒的靶向性方面做了许多尝试

并取得了一定成果. 逆转录病毒的宿主范围由病毒颗粒

表面的包被蛋白(Env)决定 Env来自何种病毒 包装

出的逆转录病毒颗粒就叫该病毒的假病毒(pseudotype).

通过改变Env蛋白可以改善载体细胞靶向性. 如用水泡

性口炎病毒的 蛋白包装逆转录病毒基因组产生假病

毒 可以拓展逆转录病毒的靶细胞范围并赋予病毒颗

粒新的特性[9].

2.2 腺病毒载体(Adenovirus)  也是转基因治疗中较常用

的一种有效运载工具. 他的宿主范围广 分裂和非分裂

细胞均能感染. 与逆转录病毒家族载体不同 腺病毒基

因组不能整合到宿主细胞基因组中 而是以附加体的

形式存在 不随宿主细胞分裂而复制 是典型的一过性

表达(transinent expression)载体 治疗中有时需要反复

转导. 这一特性对于免疫基因治疗来说是非常有利的

用腺病毒载体将不会导致象能整合的载体那样 使用

后出现对免疫系统持久的刺激[26]. 目前人们已构建出了

删除病毒基因中 所有开放阅读框架的新型重组腺病

毒第三代腺病毒载体 他仅含有必要的顺式元件(也就

是ITR和邻近的包装信号序列). 需要在辅助病毒存在情

况下 在包装细胞中繁殖 其安全性很高. 另外 这种

新一代腺病毒载体不但可容纳较大的外源基因(32 kb)

而且较容易获得高滴度(109 cfu/mL). 现已成功地利用这

种新型重组病毒 将治疗基因转至血友病动物的体细

胞中 活性表达已持续数月[27,28].

2.3 腺相关病毒(adeno associated virus AAV)  在应用

上较逆转录病毒和腺病毒要晚. 他属于细小病毒科 是

动物病毒中最小的一种 基因组长4 675 kb 两侧是

145 kb长的倒转末端重复序列(ITR) 其中外侧的125

个核苷酸呈发夹结构 在复制时有弱启动子作用.

3   靶向性表达

肿瘤自杀基因治疗研究的最终目的是用于临床 其关

键的一步是要求自杀基因准确 特异地表达于肿瘤局

部 避免进人正常组织细胞中而引起不良反应. 目前所

用的靶向方法主要有靶向性转导和靶向性转录两种方

式. (1)靶向性转导: 普通道病毒载体和脂质体等导入外源

基因的方法都缺乏组织细胞特异性 如果使这些载体

表面带上肿瘤细胞特异性的识别分子 通过这些分子

引导载体到达特定肿瘤细胞 从而将所携带动外源基

因带入细胞内 这方面的工作正在开展 有可能为肿瘤

的基因治疗提供有效的基因靶向性载体. (2) 靶向性转录:

通过肿瘤组织特异性的调控元件与自杀基因相连接

实现自杀基因靶向性表达 辅以前药治疗后 使肿瘤

环境中浓集毒性产物 从而增强抗瘤效果. Tanaka et al [29]

将HSV-TK基因置于CEA启动子的下游 用重组腺病毒

载体转染结肠癌细胞株MKN15及胃癌细胞株MKN28 结

果表明TK基因仅在CEA阳性细胞中表达 增加癌细

胞对GCV的敏感性 IC30从300 mmol/L(对亲本细胞)

下降到2.1-5.8 mmol/L(对转基因细胞).

4   旁观者效应

早在1986年Moolten et al [30]就观察到这一效应 他将

转导TK基因的纤维肉瘤细胞和非转导细胞混合培养

发现GCV能杀灭大部分混合细胞. 随后许多人都在体外

培养细胞和活体内肿瘤实验中观察到这一效应 并命

名为旁观者效应(bystander effect). Lechanteur et al [31]用逆

转录病毒携带HSV-TK基因治疗bd-ix鼠结肠癌DHD/

K12 细胞腹膜种植瘤 体外发现稳定表达TK 基因的

DHD/K12细胞被低浓度的GCV杀死. 旁观者效应是指

在肿瘤自杀基因治疗过程中 不仅已转染自杀基因的

肿瘤细胞被杀死 并且邻近的未转染自杀基因的肿瘤

细胞也被杀死. 正是由于旁观者效应 弥补了目的基因

转染效率不高的缺点 明显增加了抗肿瘤效果. 目前研

究认为 旁观者效应的机制主要是间隙连接信息交流

(GJIC) 凋亡机制和免疫机制[31]. (1) GJIH:间隙连接是相

邻细胞间由连接蛋白(connexin Cx)组成的通道 每6个

哑铃型的连接蛋白亚单位Cx组成一个连接子(connexin)

相邻两个细胞间的连接子相连形成间隙连接通道 离

子 小分子物质可通过该通道 达到相邻细胞间的信息

交流 协调细胞间的功能[32]. (2)凋亡机制: 转基因细胞

死亡后释放凋亡小体 被周围细胞吞噬而引起凋亡 通

过阻断凋亡小体的转移可抑制旁观者效应. (3)免疫机制:

通过激活免疫机制增强抗肿瘤作用 表达外源基因的

肿瘤细胞增强了自身的免疫原性 同时体内通过释放

细胞因子(IL-6等) 或导入免疫相关因子IL-2 IL-12

IFN TNF等 以增强或诱发机体抗肿瘤免疫反应.研究

证实 经基因治疗的瘤体内可见大量的CD4+ CD 8+淋

巴细胞浸润[33].

5   TK基因应用于胃肠道肿瘤治疗

自从1986年Moolten首先应用TK基因进行肿瘤治疗研

究以来 该基因已被广泛用于各系统肿瘤治疗研究. 美

国等国家正式批准该基因进入临床治疗肿瘤 包括肝

癌 黑色素瘤 前列腺癌 脑胶质瘤等. 现将TK基因在

胃肠道肿瘤方面的研究综述如下.

5.1胃癌  王毅 et al [35]应用PA 317 细胞包装的逆转录病

毒介导的HSV-TK 基因系统 转染MKN28 人胃癌细

胞株 并观察GCV对转染TK基因的MKN28胃癌细胞

的杀死作用 结果显示: 逆转录病毒介导的HSV-TK基

因系统对人胃癌细胞有较高的转染率 GCV对转染阳

性的胃癌细胞有显著的杀死作用. Yoshida et al [36]用逆转

录病毒携带HSV-TK基因经脂质体包裹后转导人胃癌
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细胞株TMK-1 给于不同浓度(0.1-100 mg/ )的GCV

治疗 转基因癌细胞(TMK TK)均有死亡 并呈现时间

剂量依赖关系 将1 106个TMK TK细胞接种到Bal

b/c裸小鼠皮下 2 wk后腹腔注射GCV(20 mg/kg·d

14 ) 结果实验组中13只动物有12只瘤体直径由治

疗前平均65 mm 减少到<1 mm 取得了满意的疗效.

Tanaka et al [29,37]将癌胚抗原(CEA)启动子与TK基因相

接 构建特异性嵌合基因pCEA/Tk 用腺病毒载体将

其导入CEA分泌型胃癌细胞株MKN28及MKN45和CEA

非分泌型细胞MKN1 发现GCV对前两种细胞的半数

抑瘤浓度(IC50)分别为21 mg及 58 mg 并发现有明显

的旁观者效应(bystander effect) 而对MKN1的 IC50则

大于300 mg. 随后将2 106个MKN45细胞接种到裸鼠

皮下 第3 天瘤体直径达3-4 mm 将腺病毒载体直

接注入瘤体 经GCV作用后 发现TK基因选择性表

达于30 %左右CEA阳性癌细胞 瘤体生长明显受限.

郭善禹 et al [32]应用逆转录病毒转导自杀基因TK 应用

脂质体方法转导细胞因子基因Mgm-CSF. 结果显示

20 的转TK基因可以杀伤70-80 以上的肿瘤细胞

即表现了强大的 旁观者效应 .

5.2 大肠癌  于波 et al [38]用腺病毒介导HSV-TK基因和

人野生型p53基因共转染SW837直肠癌细胞 该细胞

p53 基因第 248 密码子发生了突变 结果显示 突变

的p53 可促进肿瘤细胞的增生 对抗HSV-TK/GCV的杀

伤作用 转染野生型p53 一方面发挥正常p53的癌功

能 对抗突变p53 同时也增强了HSV-TK/GCV的效能

还表现了强大的 旁观者效应 .

6   联合基因治疗

将自杀基因与其他的目的基因联合应用以求增强疗

效 获得最佳抗肿瘤效果 其中以自杀基因与细胞因子

基因 放射线联合应用最为常见. Chen et al [39] 用携带TK

基因及mIL-2基因的重组腺病毒载体直接注射入小鼠

结肠癌的肝转移灶 同时辅助以GCV治疗 发现联合

HSV-TK/ mIL-2基因或HSV-TK/ Mgm-CSF与单独使用

HSV-TK比较 残留瘤体明显缩小(P <0.05). 并诱导出

对远处接种瘤块显著的系统免疫反应 抑制野生型细

胞继发接种时的成瘤能力 此免疫力与肿瘤细胞特异性

CD 8+细胞的存在有关. 并且发现小鼠体内产生的抗肿瘤

免疫更持久 明显延长荷瘤动物的生存期. 顾琴龙et al [40]

用TK基因联合mIL-2/mGM-CSF基因治疗小鼠模型胃

癌 得出了同样的结果.

       总之 肿瘤自杀基因治疗作为一种全新的肿瘤治

疗手段 已经进行了大量的细胞学和动物实验研究 并

且取得了可喜的成绩 但要将自杀基因用于临床治疗

还有大量的工作要做 今后的研究应寻找更多 更有效

的自杀基因 构建更为有效的靶向性载体 提高基因靶

向转染效率 选择简便实用的治疗策略 建立合理搭配

的联合基因治疗方案等. 相信随着关键技术和一些问题

的逐步解决 我们将能从各个方面更加精确地调控自

杀基因的治疗 自杀基因可以在治疗胃肠道肿瘤以及

其他恶性肿瘤方面作出特殊的贡献.
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摘要

Hp胃部感染使中性粒细胞 巨噬细胞在胃黏膜聚集 激

活并导致大量自由基释放. Hp由于拥有自身katA SOD等

抗氧化酶系 能有效解除自由基的毒性作用. 但Hp感染所

致的大量自由基生成在胃黏膜损害及胃癌发生中起重要作

用 自由基一方面导致胃黏膜细胞损伤 坏死形成溃疡 另

一方面使胃黏膜细胞增生 /凋亡失衡 DNA损害 从而

诱发胃癌. 虽然抗氧化剂治疗Hp相关胃病目前多数集中在

动物模型研究 但却开辟了Hp相关胃病治疗的新思路 将

成为重要辅助治疗手段.

陶惠,朱道银,邹全明,毛旭虎. 自由基损伤在幽门螺杆菌相关胃病中的作用. 世

界华人消化杂志  2003;11(7):1068-1072
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0   引言

幽门螺杆菌(Hp)感染是慢性胃炎 消化性溃疡及胃癌

发生的重要原因. 但Hp的确切致病机制目前尚不完全

清楚. 近年来的研究表明 自由基损伤在幽门螺杆菌相

关胃病中起重要作用. 本文就该方面的研究进展做一简

要综述.

1   自由基的主要来源

Hp进入胃内后 首先通过其黏附素如N-乙酰神经氨

酰乳糖结合原纤维血凝素(HpaA) 胞外酶S样黏附素

Lewis B血型抗原结合黏附素等黏附于胃上皮细胞[1-4]. 随

后 Hp释放细胞空泡毒素(VacA) 细胞毒相关蛋白以

及中性粒细胞激活蛋白(HP-NAP)等白细胞趋化因子

导致白细胞在胃黏膜浸润并激活[4-8]. 另一方面 Hp黏

附于胃上皮细胞后 刺激其分泌白介素8(IL-8)[9,10]. 他也

是一种强有力的白细胞趋化因子 可促进胃黏膜白细胞

浸润和激活. 大量的病理检验结果表明 Hp感染后胃黏

膜内白细胞数量明显增多 包括中性粒细胞 单核细胞

与淋巴细胞. 淋巴细胞激活可分泌抗体 参与局部黏膜体

液免疫反应. 中性粒细胞与巨噬细胞是机体细胞免疫的主

要执行者 被Hp感染后释放的Hp-NAP等趋化因子激

活 通过MAPK 磷脂酰肌醇3激酶(phosphatidylinositol

3-kinase PI3-K)等一系列信号通路 促进NADPH氧

化酶的聚集 装配 同时激活黄漂呤氧化酶 最终导致

大量氧自由基产生[11,12]. 大量研究结果表明 Hp感染

患者胃黏膜丙二醛(MDA)与脂质过氧化物(LPO)明显升

高 并与中性粒细胞及巨噬细胞浸润数量呈显著正相

关. 说明Hp感染后自由基主要来源是胃黏膜内中性粒

细胞及巨噬细胞的呼吸爆发. 其次 Hp自身也可产生

自由基 并可直接导致共培养的胃癌细胞损害 但有关

机制尚不清楚[13,14].

        最近研究还发现 伴有 Hp感染的消化性溃疡活动

期患者 血浆 胃液及胃黏膜组织的 NO水平明显高于

愈合后患者 随着 Hp根除 NO 水平明显降低 表

明 NO可能在Hp相关胃病发病中起一定作用. 进一步研

究表明 幽门螺杆菌感染时胃黏膜一氧化氮合酶(NOS)

活性升高是导致NO合成增多的主要原因[15,16]. 其实质是

胃黏膜浸润的中性粒细胞与巨噬细胞NOS激活. NO是

一种极不稳定分子 可与氧自由基反应产生氮过氧化

阴离子(ONOO-) 他具有比NO和氧自由基更强的细胞

毒性[17]. 所以NO也是一定意义上的自由基.

2   自由基与胃黏膜损伤

Hp感染主要通过局部作用致病. 定植于胃黏膜的幽门螺

杆菌释放趋化因子 导致大量中性粒细胞和巨噬细胞

浸润. 他们作为机体重要的免疫细胞 其主要作用是通

过呼吸爆发和脱颗粒杀灭病原体. 这本是机体正常的免

疫反应. 但激活失控的中性粒细胞和巨噬细胞会大量释

放氧自由基和多种蛋白水解酶 破坏组织细胞 造成炎

性损伤 甚至使黏膜炎症迁延和慢性化.

       自由基是一类具有不成对电子的原子或分子 化学

性质异常活跃. 机体内许多生物化学反应都会产生自由

基 但体内同时存在多种自由基清除剂可避免自由基

对组织和细胞的氧化损害 包括维生素C E 及谷胱

甘肽 超氧化物歧化酶(SOD)等. Hp感染后胃内自由基

生成异常增多 大量消耗自由基清除剂 使组织 细胞

抗氧化损害能力减弱[18,19]. Beil et al [20]报道 Hp自身释

放的自由基可使胃上皮细胞内谷胱甘肽含量明显降低.

过多自由基导致胃上皮细胞脂质 蛋白质过氧化 损

害细胞结构和功能. Fosslien et al [21]研究指出 Hp介导

的自由基生成可损害胃上皮细胞线粒体膜结构并使呼吸

酶活性降低 线粒体氧化磷酸化脱耦联. Hahm et al [22]

将胃黏膜细胞置于次黄嘌呤-黄嘌呤氧化酶反应体系

中 用标记在胃黏膜细胞上的 51Cr 释放检测氧自由基



的细胞毒作用. 结果表明 胃黏膜细胞出现自由基剂量

依赖性毒性损害与脂质过氧化. 在人体实验进一步证

实 Hp感染患者胃黏膜损害程度与黏膜自由基含量呈

明显正相关. 抗氧化药物治疗后 胃黏膜活检组织自由

基含量下降 同时胃黏膜损害减轻[23].

3   自由基与胃癌

幽门螺杆菌感染是胃癌发生的因素之一 世界卫生组

织已将其列为I类致癌因子. 但迄今为止 有关其确切

机制尚未完全明了. 目前主要提出两种可能机制: (1)胃上

皮细胞增生与凋亡失衡; (2)上皮细胞DNA损伤. 长期Hp

感染导致的胃黏膜内自由基大量生成不仅通过细胞毒

作用导致细胞损伤 还可通过生长 死亡信号的转导参

与上皮细胞的增生 凋亡以调控炎症的发展. 同时细胞

DNA损伤也可由自由基导致. 自由基在上述两种机制中

均起重要作用.

3.1 自由基对胃黏膜细胞增生 凋亡的影响  众所周

知 高浓度自由基具有强烈的细胞毒作用. 但新近研

究表明 较低浓度的自由基对细胞增生具有促进作用.

李芸 et al [24]报道 小剂量超氧阴离子可诱使肝卵圆细

胞增生 转化. 仲崇霞 et al [25]研究发现低浓度的过氧

化氢能促进NIH3T3 细胞增生 使其MTT 计数增加

细胞周期S期比例增高 DNA合成率增加. Hp感染后

胃黏膜上皮增生较未感染者明显加强 根除 Hp后细

胞增生指数及细胞核抗原下降. 其机制可能与胃黏膜内

自由基的不均匀分布有关. 在Hp感染部位 白细胞浸

润数量多 自由基浓度高 造成胃上皮细胞严重损害;

而在其周边部位 自由基生成数量少或仅是由于自由基

的弥散作用 自由基浓度较低 刺激胃黏膜上皮增生.

        Hp感染与细胞凋亡的研究首先由Moss报道 他在

研究中发现Hp阳性的十二指肠溃疡患者胃上皮存在大

量凋亡细胞 而Hp阴性的非溃疡性消化不良患者 凋

亡细胞少见 根除Hp后细胞凋亡指数降为正常[26]. 随后

大量研究证实了Hp感染对胃黏膜上皮细胞凋亡的诱导作

用. 但有关机制目前尚无定论. Hp感染时胃黏膜内自由基

大量生成. 自由基是目前公认的促凋亡因子 通过介导细

胞线粒体通透性转换(mitochondrial permeability transition

MPT)释放细胞色素c与凋亡诱导因子(apoptosis inducing

factor AIF). 此二者均可直接或间接激活半胱氨酸-门冬

氨酸特异蛋白酶 (caspase)和核酸酶 导致细胞凋亡[27-30].

Betten et al [31]研究发现幽门螺杆菌可释放一种天蚕抗菌

肽样多肽 Hp (2-20) 对单核细胞具有趋化及激活作

用 并活化其NADPH 氧化酶产生氧自由基 诱导胃

黏膜淋巴细胞凋亡. Lim et al [17]研究表明 Hp感染激

活NF-kappaB并介导 iNOS激活 使NO生成增加. 如

前所述 NO是一种氮中心自由基 他可导致胃黏膜细

胞凋亡[32,33]. 采用反义寡核苷酸技术阻断NF-kappaB使

NO 生成减少 可明显抑制幽门螺杆菌所致的胃上皮

细胞凋亡[34].

        虽然Hp感染对胃肠上皮坏死 增生与凋亡均有促

进作用 但三者可能常处于不平衡状态. Hp感染部位

经久不愈导致溃疡形成可能是黏膜上皮坏死与凋亡增

加占优势所致. 目前研究认为 肿瘤的发生与细胞异常

增生 /凋亡有关. 处于过度增生状态的细胞更易受致突

变 致癌物的损伤而产生凋亡抗性的细胞群体 从而破

坏胃黏膜上皮细胞增生和死亡的动态平衡. 同时 细胞

增生加速上皮更新 促进胃黏膜肠化形成 也可增加胃

癌发生的危险性. 维生素 是强抗氧化剂 能阻断胃内

亚硝胺和肠道诱变因子的形成 具有肯定的防癌作用[35].

有研究表明 Hp阳性者胃液中维生素 及过氧化物歧

化酶含量明显低于正常人 表明Hp感染后炎症反应中

释放的细胞因子和氧自由基破坏了机体的防癌与抗癌

机制[36]. 可见 Hp感染时胃肠黏膜内自由基的堆积

一方面导致上皮细胞凋亡与增生平衡失调 细胞癌变

概率增加; 另一方面 自由基耗竭维生素 及过氧化物

岐化酶 使防癌能力减弱. 此二者是Hp感染导致上皮

癌变的重要原因.

3.2 自由基导致DNA损伤  肿瘤的实质是一种基因病.

环境因素通过与体内基因相互作用并引起其结构 表

达和功能异常时 细胞出现癌变. 目前研究表明 Hp

感染是胃癌发生的重要原因 胃上皮细胞DNA氧化损

伤增加是Hp感染导致胃癌发生的主要机制之一. Hp感

染时胃黏膜内自由基大量生成 对上皮细胞DNA造成

严重损害 主要表现为使核膜溶解 核酸解链 碱基突

变和氢键破坏[37,38]. Obst et al [39]研究表明 将胃黏膜细

胞与 Hp提取液共孵育 可诱导胃黏膜上皮细胞自由

基大量生成 细胞谷胱甘肽减少 DNA断裂及DNA合

成加强. 而自由基清除剂MnTBAP (一种可通透细胞的

SOD类似物) 依布硒啉及大剂量的过氧化氢酶可完全

阻断Hp提取液对DNA合成的加强作用 并明显减轻

细胞DNA损害. Smoot et al [40]研究进一步表明 Hp所

致氧自由基可使上皮细胞8- 羟基脱氧鸟嘌呤(8-OH-

dG)含量增加 8-OH-dG是 DNA氧化损伤的标志物. 而

谷胱甘肽过氧化物酶及SOD可降低上皮细胞对自由基

的敏感性 减少8-OH-dG含量 提示Hp可能通过改

变上皮细胞谷胱甘肽过氧化物酶及SOD的活性 从而

增加DNA损伤和上皮癌变. Hp感染诱导生成的活性氧

及氮自由基还可造成DNA突变及细胞分化不良 在胃

上皮癌前期病变中起重要作用[41-44]. Kuniyasu et al [45]研

究报道 Hp诱导生成的氧自由基和NO可能通过增加

端粒末端转移酶活性 使端粒复位 上皮化生 p53突

变 DNA甲基化增加及复制错误 并最终使上皮细胞

癌变. NO增多还可使胃黏膜内产生亚硝基化合物和硝酸

盐等物质增多 他们均可致DNA损伤和胃癌发生[46-50].

4   Hp抗氧化杀伤的机制

Hp感染主要导致以中性粒细胞和巨噬细胞浸润为特征

的炎症反应. 激活的炎症细胞通过呼吸爆发产生大量氧
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自由基 企图杀灭侵入的Hp[51]. NO及NO与自由基反

应后生成的氮过氧化阴离子也能不可逆地抑制Hp呼吸.

但Hp却能在这一高浓度自由基环境中生存并造成胃黏

膜损害 提示Hp本身具有强大的抗氧化损害能力. 研

究表明 Hp含超氧化物歧化酶(SOD) 过氧化氢酶(katA)

等抗氧化酶系 可有效解除自由基的细胞毒作用[52-54].

        生理条件下 Hp即可合成过氧化氢酶 且其活性

明显高于空肠弯曲菌等相关种类细菌. 显著的过氧化氢

酶活性是Hp的明显特征之一[55-57]. katA由含铁原子和卟

啉基团的四个相同亚单位组成 每一亚单位含505个氨

基酸 分子量50-60 kD. 绝大多数细菌的过氧化氢酶

位于细胞质 以保护其DNA免受过氧化氢的损伤 而

Hp的过氧化氢酶除分布于胞质 胞周质外 还通过

某种未明的机制位于细菌表面 表面定位使过氧化氢

酶在Hp抵御吞噬细胞攻击中起十分重要的作用[58-60].

Ramarao et al [51,61]将野生型Hp和无katA活性的Hp突变

株P20分别与中性粒细胞共孵育 15 min后突变株存

活率急剧下降 而野生型无明显改变. Hazell et al [55]研

究表明 Hp在含血清培养基中生长时katA活性可达很

高的水平. 同时katA在广泛的pH范围内均具有活性[59,62].

这些特点可能使其更利于在炎症渗出及胃的酸性环境

中发挥作用[51,63]. katA 催化过氧化氢生成分子氧和水

使过氧化氢不能与某些金属离子反应生成羟自由基

从而解除氧自由基对Hp的杀伤 使Hp能在富含超氧

离子的环境中生存 这是Hp逃避中性粒细胞和巨噬细

胞氧化杀伤的重要机制之一[64,65].

        超氧化物歧化酶普遍存在目前发现的幽门螺杆菌菌

株 主要分布于细菌表面[66,67]. Nagata et al [68]研究发现Hp

自身SOD在其抵抗NO杀伤中起重要作用. Seyler et al [69]采

用基因突变技术消除Hp SOD活性 发现野生型Hp可

于120 ml/L O2浓度环境正常生长 而突变型Hp在50-

60 ml/L的O2条件即可出现活性降低 生长受抑 且

对H2O2敏感性升高 DNA 自发突变增加. 研究还发

现 23只喂以突变型Hp的小鼠仅一只Hp阳性 而17

只喂以野生型Hp的小鼠中有15只获得感染 提示SOD

与Hp在胃肠黏膜的黏附与定植也密切相关. 该研究小

组认为 SOD也是Hp的毒力因子 对于Hp在胃黏膜

定植及氧化应激环境生存与生长至关重要. SOD可催化

超氧阴离子自由基(O2-)相互作用生成过氧化氢与分子

氧 过氧化氢再经katA催化生成水和分子氧 从而彻

底清除自由基.

5   幽门螺杆菌相关胃病的抗氧化治疗前景

对于幽门螺杆菌相关胃病的治疗 根除幽门螺杆菌已

成为目前的首选方法. 如前所述 自由基损伤在胃黏膜

损害及胃癌发生中起重要作用. 自由基可致细胞脂质过

氧化 破坏线粒体和溶酶体 使细胞丧失修复能力.

应用抗氧化药物清除黏膜自由基 有利于减轻炎症反

应 恢复上皮细胞修复能力 从而促进溃疡愈合; 另一

方面 自由基清除可减少细胞DNA损伤和上皮癌变

预防胃癌的发生. 抗氧化剂应用有望成为幽门螺杆菌相

关胃病的重要辅助治疗手段.

       维生素C是目前常用的抗氧化药物. 他可改变某些

化学致癌剂的性质 抑制内源性亚硝酸盐合成 有利于

胃癌的预防. 梁后杰 et al [70]研究表明 维生素C治疗

可明显减轻 Hp感染大鼠肠黏膜氧化损伤 上皮化生

和胃黏膜癌前期变. 但Everett et al [71]应用维生素C E

治疗Hp阳性胃炎患者却未能获得理想的效果. 其原因

可能与胃液pH有关. 一些胃炎或溃疡患者胃酸分泌不

足 不利于维生素C抗氧化作用的发挥. 虽然抗氧化剂

治疗 Hp相关胃病目前多数集中在动物模型研究 但

却开辟了Hp相关胃病治疗的新思路. 更重要的是 许

多中草药成分 (如绿茶 银杏提取物等 )具有抗氧化活

性 他们可能在Hp相关胃病治疗中具有较好的应用

前景.
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