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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.
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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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