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·基础论著·

Ｂ和 Ｃ基因型乙型肝炎病毒对 Ｈｕｈ７细胞
全基因组表达模式的影响
李晓光　洪源　王琦　张锦前　成军

　　【摘要】　目的　探讨Ｂ和Ｃ基因型乙型肝炎病毒对Ｈｕｈ７细胞基因组表达模式的影响。方法　
重组Ｂ或Ｃ基因型乙型肝炎病毒（ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ和ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ）转染Ｈｕｈ７细胞，以ｐＨＹ１０６空载

体为对照，４８ｈ后进行芯片杂交，筛选出表达差异值Ｇｙ５／Ｃｙ３＞２或＜０．５的基因。ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ、
ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ分别转染Ｈｕｈ７细胞４８ｈ，以ｐＨＹ１０６空载体为对照，应用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对基因芯片差

异表达的部分基因进行验证。结果　ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞４８ｈ后，从４０９７个基因中筛选出

差异表达基因共 ６０个；ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细胞 ４８ｈ后，筛选出差异表达基因共 １２０个；

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ证实ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞４８ｈ后，ＩＦＮＧＲ２、ＧＰＲ１２５、ＤＤＥＦ２和ＰＩ３ＫｍＲＮＡ表

达水平均出现不同程度下调，ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞４８ｈ后，ＥＥＦ２和ＩＮＦ５９２表达下调，与基

因芯片结果一致。结论　Ｂ和Ｃ基因型乙型肝炎病毒对Ｈｕｈ７细胞表达谱改变的影响明显不同，表明

其对机体的影响可能存在不同的方式。

【关键词】　肝炎病毒，乙型；Ｈｕｈ７细胞；全基因组；表达模式
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　　慢性乙型肝炎病毒是严重危害世界人类健康的

主要致病因子，全世界约３．５亿人感染ＨＢＶ后发展

成慢性疾病［１２］，每年约１００万人死于 ＨＢＶ感染所

致疾病。ＨＢＶ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病的重要分子机制。目

前，大量研究表明ＨＢＶ感染肝细胞可通过改变某些

基因或蛋白水平的变化对细胞内信号转导等方面进

行调节，进而影响疾病的发展甚至肿瘤的发生［３５］；

基因表达谱芯片技术（ｃＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）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两组间差

异表达的基因［６］；本研究应用基因表达谱芯片技术

筛选转染了全长 Ｂ和 Ｃ基因型 ＨＢＶ后 Ｈｕｈ７细胞

表达谱的变化，以转染空载体作对照；并应用
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术对差异表达的基因进一步探讨，

报道如下。

材料和方法

一、材料

人肝癌细胞 Ｈｕｈ７由本室保存，ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ
和ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ由本室构建；总 ＲＮＡ提取试剂
Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；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、ＤＮＡ结合、转录和转录因子、细胞信号转导相关

基因、细胞受体等的人类基因组芯片含有 ４０９７个
ｃＤＮＡ，由上海博星基因芯片有限责任公司提供；

ｍＲＮＡ纯化试剂ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡＭｉｄｉＫｉｔ购自Ｑｉａｇｅｎ
公司；芯片类型为 ＢｉｏｓｔａｒＨ４０ｓ；扫描仪ＳｃａｎＡｒｒａｙ
４０００；采用ＧｅｎｅＰｉｘＰｒｏ３．０图像处理软件。

二、细胞培养

肝癌细胞系 Ｈｕｈ７细胞于５％ ＣＯ２、３７℃，于含
１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基中贴壁生长（含 １００
Ｕ／ｍｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链霉素），细胞用含０．２５％
胰蛋白酶和０．０２％ ＥＤＴＡ的消化液消化进行传代。

三、细胞转染

于２５ｃｍ２细胞培养瓶内培养 Ｈｕｈ７细胞，采用
ＤＭＥＭ培养基，１０％胎牛血清（ＦＢＳ），３７℃、５％ ＣＯ２
细胞培养箱培养细胞，待细胞生长至对数期，细胞融

合度达８０％左右时进行细胞转染，分别以脂质体转

染 试 剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００４μｌ，ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ、
ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ和空 载 体 ｐＨＹ１０６各 ８μｇ转 染
Ｈｕｈ７细胞。

四、基因芯片操作
ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ、ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ和空载体ｐＨＹ１０６

转染Ｈｕｈ７细胞。细胞转染后４８ｈ，去除培养液；按

直径每１０ｃｍ２面积上的细胞加２ｍｌＴｒｉｚｏｌ试剂的比

例加入Ｔｒｉｚｏｌ试剂，进行总ＲＮＡ提取及ｍＲＮＡ纯化

操作，送上海博星基因芯片公司筛选差异表达基因。

五、实时定量ＰＣＲ
应用罗氏通用探针系统引物库，从中选出了针

对ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ组基因芯片差异表达基因的引物

两对，分别为 ＥＥＦ２和 ＺＮＦ５９２；设计针对 ｐＨＹ１０６
ＢＨＢＶ组基因芯片差异表达基因的引物４对，基因

分别为 ＩＦＮＧＲ２、ＧＰＲ１２５、ＤＤＥＦ２和 ＰＩ３Ｋ；ＧＡＰＤＨ
作为ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的内参照。全部引物序列见表

１；ｐＨＹ１０６空质粒及 Ｂ和 Ｃ基因型 ＨＢＶ全基因组

的ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ，ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ质粒，４８ｈ后应用

Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞总 ＲＮＡ，用 ＳＹＢＲＥｘＳｃｒｉｐｔ
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＫｉｔ反转录为 ｃＤＮＡ，使用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ）行 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
反应体系如下：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑ（２×）：１０．０μｌ，
ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）：０．４μｌ，ＰＣＲ
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）：０．４μｌ，模板（ｃＤＮＡ溶

液）：２．０μｌ，灭菌蒸馏水：７．２μｌ，共２０．０μｌ体系；

每组做 ３个副管，共重复 ３次以保证实验的可重

复性。

表１　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ相应基因引物序列

Ｇｅｎｅ
扩增片段

长度（ｂｐ）
　　　　引物（５’→３’）

ＥＥＦ２ ９０ 正义：ＡＧＡＣＡＣＧＣＴＴＣＡＣＴＧＡＴＡＣＣＣ

反义：ＣＣＧＡＧＡＧＣＴＣＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧ

ＺＮＦ５９２ １０７ 正义：ＣＴＡＣＣＴＧＣＣＡＣＧＧＡＴＡＣＣＡＧ

反义：ＴＧＧＧＧＴＣＴＧＧＧＡＴＧＴＣＡＡ

ＩＦＮＧＲ２ １１１ 正义：ＴＧＴＡＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＣＡＧＧＴＣ

反义：ＣＣＧＴＧＡＡＣＣＡＴＴＴＡＣＴＧＴＣＧ

ＧＰＲ１２５ ６０ 正义：ＣＡＣＧＧＡＡＴＧＴＴＧＧＣＡＡＡＧＴ

反义：ＧＣＧＧＴＡＧＴＡＴＡＡＡＣＣＡＣＡＧＧＡＴＧ

ＤＤＥＦ２ ６０ 正义：ＣＡＣＧＧＡＡＴＧＴＴＧＧＣＡＡＡＧＴ

反义：ＡＧＴＴＴＧＴＣＴＴＣＣＡＣＡＧＧＧＴＧＴＴ

ＰＩ３Ｋ ６２ 正义：ＴＡＡＧＴＴＧＣＧＧＣＴＧＣＴＣＴＴＣ

反义：ＣＧＡＴＣＡＣＧＡＡＧＣＧＡＣＴＡＧＧ

ＧＡＰＤＨ １００ 正义：ＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧ

反义：ＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＧＡＣＴＣＣ

　　注：ＥＥＦ２：真核翻译延长因子 ２；ＺＮＦ５９２：锌指蛋白 ５９２；ＩＦＮ
ＧＲ２：干扰素γ受体２；ＧＰＲ１２５：Ｇ蛋白偶联受体１２５；ＤＤＥＦ２：发展和

分化增强因子；ＰＩ３Ｋ：磷脂酰肌醇３激酶；ＧＡＰＤＨ：磷酸甘油醛脱

氢酶
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结　　果

一、用于基因芯片总ＲＮＡ的定性定量分析

实验组和对照组总ＲＮＡ的吸光度比值Ａ２６０／Ａ２８０
分别为１．９３和１．９６，热稳定实验结果显示，７０℃保温
１ｈ与－２０℃１ｈ的电泳条带比较，２８Ｓ条带无明显降

解，电泳结果证实所抽提的总 ＲＮＡ为高纯度 ＲＮＡ
（图１）；ｍＲＮＡ主要集中于０．９～４．０ｋｂ的连续条带。

二、芯片杂交体系验证及结果分析

芯片上共有４０９７个 ｃＤＮＡ，为了监控芯片杂交

技术体系的整个过程，在芯片上设置了阴性对照（８
条水稻基因共８个点），这些点的杂交信号均很低，

证实了数据的可靠性；由于实验组探针标记 Ｃｙ５荧

光素（呈红色），对照组探针标记 Ｃｙ３荧光素（呈绿

色），红绿颜色的差异就显示该基因在实验组和对

照组中基因表达水平上的差异，黄色代表表达水平

无差异；按阳性标准，ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细

胞４８ｈ后，从４０９７个基因中筛选出差异表达基因

共６０条，其中１条基因表达明显增强，５９条基因表

达明显降低（表２）；ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细胞
４８ｈ后，从４０９７个基因中筛选出差异表达基因共
１２０条，其中３４条基因表达明显增强，８８条基因表

达明显降低（表３）。

表２　ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞后部分表达显著降低或增强的基因

编号 ＧｅｎＢａｎｋ＿ＩＤ 　　　　　编码蛋白 Ｃｙ５／Ｃｙ３

１ ＮＭ＿００１００９９０９ 亮氨酸拉链蛋白２（ＬＵＺＰ２） ０．２６７

２ ＮＭ＿００３８８７ 发育分化促进因子２（ＤＤＥＦ２） ０．２９２

３ ＢＣ００３６９４ 肿瘤坏死因子α诱导蛋白１（ＴＮＦＡＩＰ１） ０．３１０

４ ＮＭ＿００３０１３ 分泌性卷毛相关蛋白２（ＳＦＲＰ２） ０．３１３

５ ＮＭ＿０００７１９ 钙离子通道，电压依赖性、Ｌ型ａ１Ｃ亚单位（ＣＡＣＮＡ１Ｃ） ０．３１４

６ ＮＭ＿００１００６６８１ 纺锤样蛋白２（ＳＰＩＮ２） ０．３３７

７ Ｙ１１３１２ 磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ） ０．３４４

８ ＮＭ＿００２８７１ ＲＡＢ相互作用因子（ＲＡＢＩＦ） ０．３５３

９ ＢＣ００００５４ ７脱氢胆固醇还原酶（ＤＨＣＲ７） ０．３７６

１０ ＮＭ＿００２２９８ 淋巴细胞浆蛋白１（ＬＣＰ１） ０．３８９

１１ ＮＭ＿１４５２９０ Ｇ蛋白偶联受体１２５（ＧＰＲ１２５） ０．４０３

１２ ＮＭ＿０１２２１８ 白细胞介素结合增强因子３（ＩＬＦ３） ０．４１５

１３ ＡＦ２０５０７４ 有机阴离子运载体多肽相关蛋白３（ＯＡＴＰＲＰ３） ０．４１５

１４ ＮＭ＿０１９８５９ ５羟基色胺受体７（ＨＴＲ７） ０．４２１

１５ ＮＭ＿００２８０７ 蛋白酶体２６Ｓ亚单位，非三磷酸腺苷酶１（ＰＳＭＤ１） ０．４２２

１６ ＡＢ２０９８５４ 转导蛋白样增强子蛋白１（ＴＬＥ１） ０．４２２

１７ ＮＭ＿００６４７２ 硫氧还蛋白相互作用蛋白（ＴＸＮＩＰ） ０．４４３

１８ ＮＭ＿０００７０１ Ｎａ＋／Ｋ＋转运三磷酸腺苷酶α１多肽转录变异体１（ＡＴＰ１Ａ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１） ０．４５８

１９ ＮＭ＿０３３１２１ 锚蛋白重复序列结构域１３（ＡＮＫＲＤ１３） ０．４７４

２０ ＮＭ＿０１２３４３ 烟酰胺核苷酸转氢酶（ＮＮＴ） ０．４８３

２１ ＮＭ＿００７０４０ 不均一核糖核酸核糖核蛋白Ｕ样转录变异体（ＨＮＲＰＵＬ１） ０．４８６

２２ ＮＭ＿００５４３６ 卷曲螺旋结构域６个（ＣＣＤＣ６） ０．４８９

２３ ＮＭ＿００７３２６ 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ），细胞色素β５还原酶（ＤＩＡ１）转录变异体Ｓ ０．４９０

２４ ＮＭ＿００５５３４ 干扰素γ受体２（ＩＦＮＧＲ２） ０．４９１

２５ ＮＭ＿００３２５３ Ｔ细胞淋巴瘤侵袭转移１（ＴＩＡＭ１） ０．４９８

２６ ＸＭ＿２９０８０９ ＴＡＦ４ｂＲＮＡ聚合酶Ⅱ，ＴＡＴＡ盒结合蛋白相关因子（ＴＡＦ４Ｂ） ２．１６４

　　注：Ｃｙ５／Ｃｙ３＞２为表达显著增强基因，Ｃｙ５／Ｃｙ３＜０．５为表达显著降低基因
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表３　ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞后部分表达显著降低和增强的基因

编号 ＧｅｎＢａｎｋ＿ＩＤ 编码蛋白 Ｃｙ５／Ｃｙ３
１ ＮＭ＿００３０９８ 肌养蛋白结合蛋白 α１（ＳＮＴＡ１） ０．２２３
２ ＢＣ０４８１９８ αＨＳ糖蛋白（ＡＨＳＧ） ０．２６２
３ ＮＭ＿００１９６１ 真核翻译延长因子２（ＥＥＦ２） ０．２９８
４ ＮＭ＿００２８２６ 静止素６（ＱＳＣＮ６） ０．３３８
５ ＮＭ＿０１４３９０ 金黄色葡萄球菌核酸域１（ＳＮＤ１） ０．３６３
６ ＮＭ＿００７３６３ ｎｏｎｐｏｕ域（ＮＯＮＯ） ０．３６３
７ ＡＢ２０９５５５ 基因变异蛋白（ＴＡＧＬＩＮｖａｒｉａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ） ０．３６７
８ ＢＣ０１４１５２ 角蛋白 ６Ａ（ＫＲＴ６） ０．３６７
９ ＢＣ０７１５８９ 前列腺瘤０８６３蛋白（ＫＩＡＡ０８６３Ｐ） ０．３６８
１０ ＡＢ２０９７９０ 洄游细胞蛋白变异蛋白（ＡＡＭＰｖａｒｉａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ） ０．３７０
１１ ＡＦ３３５３２４ 逆转录酶８０１（ＲＴＰ８０１） ０．３７０
１２ ＡＢ２０９４３３ Ｂ相关转录８（ｂａｔ８），亚型变异蛋白（ＢＡＴ８） ０．３７４
１３ ＮＭ＿０００６３８ 玻璃体结合蛋白（ＶＴＮ） ０．３７７
１４ ＮＭ＿１７５９３２ 蛋白酶体２６Ｓ亚基，非三磷酸腺苷酶１３（ＰＳＭＤ１３）剪切体２ ０．３７８
１５ ＮＭ＿０１４６３０ 锌指蛋白５９２（ＺＮＦ５９２） ０．３６８
１６ ＡＢ２０９２２９ 二磷酸甲羟戊酸脱羧酶变异体蛋白（Ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｍｅｖａｌｏｎａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅｖａｒｉａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ） ０．３８９
１７ ＮＭ＿０００１７０ 甘氨酸脱氢酶（ＧＬＤＣ） ０．３９９
１８ ＮＭ＿００６５５６ 磷酸甲羟戊酸激酶（ＰＭＶＫ） ０．４１１
１９ ＮＭ＿００４４４２ 酪氨酸蛋白激酶受体转录变异体２（ＥｐｈＢ２ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２） ０．４１１
２０ ＮＭ＿００２０８７ 颗粒体蛋白（ＧＲＮｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１） ０．４１６
２１ ＮＭ＿００５９７３ 乳头状肾细胞癌转录变异体１（ＰＲＣＣｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１） ０．４１７
２２ ＮＭ＿００１９７６ 烯醇酶３转录变异体１（ＥＮＯ３ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１） ０．４２４
２３ ＢＣ０６５５１０ 氨甲酰磷酸合成酶，天冬氨酸转氨甲酰酶，二氢乳清酸酶（ＣＡＤ） ０．４２６
２４ ＢＣ０１８６５０ 内皮分化鞘酯Ｇ蛋白偶联受体（ＥＤＧ） ０．４３０
２５ ＮＭ＿００３８８７ 生长分化增强因子２（ＤＤＥＦ２） ０．４３２
２６ ＢＣ０４３５６５ 苯丙氨酸合成酶α亚单位（ＦＡＲＳＡ） ０．４４３
２７ Ｌ１３８４８ ＲＮＡ解旋酶Ａ（ＲＮＡｈｅｌｉｃａｓｅＡ） ０．４４３
２８ ＮＭ＿０００２９２ 磷酸化酶激酶α２（Ｐｈｋａ２） ０．４４４
２９ ＮＭ＿００５８３９ 丝氨酸精氨酸重复矩阵子（ＳＲＲＭ１） ０．４６０
３０ ＮＭ＿００２０１５ 叉头盒ＯＡ１（ＦＯＸＯＡ１） ０．４６１
３１ ＢＣ０００９６８ 鼠类ｔ复合体样（ＴＣＴＥ１Ｌ） ０．４６１
３２ ＮＭ＿００１２６１ 细胞周期蛋白依赖激酶 ９（ＤＣＫ９） ０．４６９
３３ ＡＢ２０９３５２ ＦＫ５０６结合蛋白９变异体蛋白（ＦＫＢＰ９ｖａｒｉａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ） ０．４６８
３４ ＮＭ＿０００６２４ 丝氨酸／精氨酸蛋白酶抑制剂ａ１（Ｓ／ＣＰＩＡ） ０．４６８
３５ ＮＭ＿００３０３３ 唾液酸转移酶４（ＳＩＡＴ４） ０．４７１
３６ Ｕ５３３４７ 中性氨基酸转运蛋白Ｂ（ＮＡＴ２） ０．４７１
３７ ＢＣ０３８４５０ Ｇ蛋白偶联受体４（ＧＰＣＲ４） ０．４７９
３８ ＢＣ００２７２６ 死亡相关蛋白（ＤＡＰ） ０．４８５
３９ ＮＭ＿００２８４９ 蛋白酪氨酸磷酸酶受体（ＰＴＰＲＲ） ０．４８７
４０ ＮＭ＿１９８２６８ 桐原结构域相互作用蛋白激酶１转录变异体１（ＨＩＰＫ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１） ０．４９０
４１ ＢＣ０４００６１ 蛋白激酶Ｎ１转录变异体２（ＰＫＮ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２） ０．４９０
４２ ＮＭ＿０３０７８０ 线粒体叶酸转运蛋白（ＭＦＴＣ） ０．４９２
４３ ＮＭ＿００１８８４ 透明质酸和黏蛋白连接蛋白１（ＨＡＰＬＮ１） ０．４９４
４４ ＮＭ＿０１８９４７ 细胞色素Ｃ浆核基因编码线粒体蛋白（ＣＹＣＳ） ２．００７
４５ ＮＭ＿０１４７１７ 锌指蛋白５３６（ＺＮＦ５３６） ２．０１８
４６ Ｄ８６９８７ ＫＩＡＡ０２１４蛋白（ＫＩＡＡ０２１４） ２．０３９
４７ ＮＭ＿００４５２５ 低密度脂蛋白相关蛋白２（ＬＲＰ２） ２．７０５
４８ ＮＭ＿００１００７２４５ 干扰素相关发育调节因子１转录变异体２（ＩＦＲＤ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２） ２．１２０
４９ ＮＭ＿００６６２６ 锌指蛋白４８２（ＺＮＦ４８２） ２．１８８
５０ ＮＭ＿０１４９１２ 胞质多聚腺苷酸结合蛋白３（ＣＰＥＢ３） ２．２０１
５１ ＮＭ＿０００７９６ 多巴胺受体３（ＤＲＤ３） ２．２０２
５２ Ｄ８６５５０ 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＳＴＫ） ２．２２４
５３ ＡＦ１４６２７７ 适配器蛋白细胞质雄性不育（ＡｄａｐｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎＣＭＳ） ２．９０９
５４ ＡＦ１０４９２２ 筒箭毒碱（ＧＤＦ８） ５．１７０
５５ ＮＭ＿００５９８６ 染色体决定区 ＢＯＸ１（ＳＯＸ１） ５．８１０
５６ ＡＫ０２２０６２ ＦＬＪ１２０００ｆｉｓｃＤＮＡ，ｃｌｏｎｅＨＥＭＢＢ１００１５３１ ７．７７１

　　注：Ｃｙ５／Ｃｙ３＞２为表达显著增强基因，Ｃｙ５／Ｃｙ３＜０．５为表达显著降低基因
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　　三、用于ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的总ＲＮＡ定性定量分析
ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ、ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ和 ｐＨＹ１０６转染

Ｈｕｈ７细胞 ４８ｈ后，提取的总 ＲＮＡ吸光度比值
Ａ２６０／Ａ２８０分别为１．９０、１．９１和１．８９；热稳定实验结果

显示，７０℃保温１ｈ与－２０℃ １ｈ电泳条带比较，２８Ｓ
条带无明显降解，电泳结果证实抽提的总 ＲＮＡ为高

纯度ＲＮＡ（图２）。
　　四、应用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证基因芯片部分差异

表达的基因

应用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量 ＰＣＲ法，实验

结果自动给出 Ｃｔ值，依据相对表达率（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｉｏ）Ｒａｔｉｏ＝２⊿⊿Ｃｔ方程进行计算。内参

照ＧＡＰＤＨ组扩增曲线光滑，Ｃｔ值为１４～１５，熔解曲

线峰型锐利，解链温度均为８５℃～８６℃，表明模板纯

度好且量充足（图３）；实验组与对照组 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
反应体系熔解曲线峰型锐利，熔解温度较为均一，提

示本实验扩增的 ＰＣＲ产物均有较强的特异性。结

果显示ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞４８ｈ后，ＩＦＮ
ＧＲ２、ＧＰＲ１２５、ＤＤＥＦ２和 ＰＩ３ＫｍＲＮＡ表达水平均不

同程度的下调，相对表达率分别为０．８、０．５、０．３和
０．４，与基因芯片结果基本一致，表明 Ｂ基因型 ＨＢＶ
转染 Ｈｕｈ７细胞后确实可以使 ＩＦＮＧＲ２、ＧＰＲ１２５、
ＤＤＥＦ２和 ＰＩ３Ｋ表达水平下调（图 ４）；而 ｐＨＹ１０６
ＣＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细胞 ４８ｈ后，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证
ＥＥＦ２和ＩＮＦ５９２表达均下调，相对表达率分别为０．８
和０．６，与基因芯片结果基本一致，表明 Ｃ基因型
ＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞后可使ＥＥＦ２和ＩＮＦ５９２表达水

平下调（图５）。

图１　用于基因芯片的总ＲＮＡ的电泳图谱

图２　用于ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的总ＲＮＡ电泳图

注：１：ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ；２：ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ；３：ｐＨＹ１０６

图３　ＧＡＰＤＨｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增曲线和溶解曲线图
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图４　ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细胞后基因表达量变化

（对照组视为１）

图５　ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细胞后基因表达量变化

（对照组视为１）

讨　　论

基因表达谱芯片技术是将大量基因或 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［７８］。本研究应用已构建好的真核表达载体
ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ或ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细胞作

为实验组，空载体ｐＨＹ１０６转染Ｈｕｈ７细胞作为对照
组，转染 ４８ｈ后从细胞中提取 ｍＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ进行基因芯片技术分析。结果表明，ｐＨＹ１０６
ＢＨＢＶ组共筛出差异表达基因６０种，其中５９种基
因表达水平下调，１种基因表达水平上调；这些基因

包括细胞生长、细胞凋亡、信号转导、免疫调节和肿
瘤发生等基因；其中与细胞生长调节和免疫调节相
关基因，如发育分化促进因子２（ＤＤＥＦ２），肿瘤坏死

因子α诱导蛋白１，其中ＤＤＥＦ２经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验

证与基因芯片结果一致，相对表达量为０．３，即转染
ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ的Ｈｕｈ７细胞 ＤＤＥＦ２表达水平较对

照组减少约３．３倍；目前有研究发现ＤＤＥＦ２在某些

肿瘤发生时表达上调；有报道显示前列腺癌细胞系

在双氢睾酮和比卡鲁胺处理后 ＤＤＥＦ２的表达发生

变化［９］；ＩａｃｏｂｕｚｉｏＤｏｎａｈｕｅ等［１０］发现 ＤＤＥＦ２在胰

腺癌时高表达；患有２１三体综合征者患急性成巨核

细胞白血病时较常人患此病时 ＤＤＥＦ２表达明显降

低［１１］；Ｓｎｙｄｅｒ等［１２］鉴定 ＳＴＡＴ３直接作用调控生长

和分化的靶基因时发现ＤＤＥＦ２也是Ｓｔａｔ３作用的靶

基因，其转录依赖 ＴＡＴ３的作用；磷酸肌醇 ３激酶
（ＰＩ３Ｋ）、白细胞介素结合增强因子 ３（ＩＬＦ３）、ＲＡＢ
相互作用因子（ＲＡＢＩＦ）、钙离子通道和电压依赖性
Ｌ型 ａ１Ｃ亚单位等与细胞信号转导和激酶有关；经
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证，发现 ＩＦＮＧＲ２、ＧＰＲ１２５和 ＰＩ３Ｋ
ｍＲＮＡ水平在转染了 ｐＨＹ１０６ＢＨＢＶ的 Ｈｕｈ７细胞

较转染 ｐＨＹ１０６组有不同程度下调，相对表达量分

别为０．８、０．５和０．４。ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ组共筛出差异

表达基因１２２种，其中８８种基因表达水平下调，３４
种基因表达水平上调；发现有多种酶差异表达，如下

调的有蛋白酶体２６Ｓ亚单位，非三磷酸腺苷酶１３剪

切体２，二磷酸甲羟戊酸脱羧酶变异体，甘氨酸脱氢

酶、磷酸甲羟戊酸激酶、酪氨酸蛋白激酶受体、烯醇

酶、氨甲酰磷酸合成酶、天冬氨酸转氨甲酰酶、二氢

乳清酸酶、氨甲酰天冬氨酸脱水酶、苯丙氨酸合成酶

α亚单位，而且发现低密度脂蛋白相关蛋白２表达

上调，表明ｐＨＹ１０６ＣＨＢＶ转染Ｈｕｈ７细胞后细胞内

的代谢、脂类代谢发生明显改变；本研究发现Ｂ和Ｃ
基因型ＨＢＶ对Ｈｕｈ７细胞表达谱的影响明显不同，

仅发现ＤＤＥＦ２在Ｂ和Ｃ基因型 ＨＢＶ转染 Ｈｕｈ７细

胞后下调，表明Ｂ和Ｃ基因型ＨＢＶ对机体的改变可

能存在不同的方式，对于研究Ｂ和Ｃ基因型ＨＢＶ致

病机制方面可能存在的不同机制提供线索；且这些

差异表达的基因对进一步研究 ＨＢＶ与宿主细胞间

的相互作用提供了新的方向，对研究 ＨＢＶ的致病机

制非常重要。
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３３３９３３４４．

１２　ＳｎｙｄｅｒＭ，ＨｕａｎｇＸＹ，ＺｈａｎｇＪＪ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｄｉｒｅｃｔＳｔａｔ３
ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｆｏｒｃｏｎｔｒｏｌｏｆｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，
２００８，２８３（７）：３７９１３７９８．
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