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［摘　要］　目的　利用抑制性消减杂交技术筛选重组β干扰素（ＩＦＮβ）上调ＨｅｐＧ２细胞表达基因。方法　以重组

ＩＦＮβ２０００Ｕ·ｍＬ１刺激对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞，设经０．９％氯化钠注射液作用的 ＨｅｐＧ２细胞为阴性对照组；制备
ＨｅｐＧ２细胞裂解液，从中提取ｍＲＮＡ并逆转录合成ｃＤＮＡ，经 ＲｓａⅠ酶切后，将实验组 ｃＤＮＡ分成两组，分别与两种不同
的接头衔接，再与阴性对照组ｃＤＮＡ进行两次消减杂交和两次抑制性聚合酶链反应（ＰＣＲ），将产物与Ｔ／Ａ载体连接，构
建ｃＤＮＡ消减文库，并转染大肠埃希菌进行基因文库扩增，随机挑选克隆ＰＣＲ后进行测序及同源性分析。结果　成功构
建了重组ＩＦＮβ作用ＨｅｐＧ２后差异表达的ｃＤＮＡ消减文库。扩增后得到５０个２００～１０００ｂｐ插入片段的克隆，随机挑
选其中３１个插入片段测序，通过生物信息学分析获得其全长基因序列，共获得２０种编码基因，其中１种为未知功能的
新基因。结论　通过该方法可筛选得到ＩＦＮβ作用于ＨｅｐＧ２细胞后上调表达的部分基因，包括与细胞生长调节、物质代
谢和细胞凋亡密切相关的一些蛋白编码基因。
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　　慢性乙型病毒性肝炎（乙肝）严重危害我国人民
健康，到目前为止还没有有效而可靠的治疗方法。虽

然α干扰素（ＩＦＮα）有一定的抗病毒作用，但研究表
明，该药仅对３０％～４０％的病毒性肝炎患者有效。拉

米夫定虽然有一定的治疗效果，但病毒的高抵抗率限

制了其治疗作用。因此，对 ＩＦＮα治疗无效的患者仍
需探索新的治疗途径。近年来有研究证明，β干扰素
（ＩＦＮβ）可有效治疗 ＩＦＮα治疗无效的慢性乙肝患
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者［１，２］。也有研究者推荐对乙肝ｅ抗原（ＨｂｅＡｇ）阴性／
乙肝病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ阳性的慢性乙肝患者用 ＩＦＮβ
治疗［３，４］。为探索ＩＦＮβ与肝细胞蛋白相互作用的分
子生物学机制，笔者在本实验中采用抑制性消减杂交

技术（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ））将重
组ＩＦＮβ作用于肝母细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２细胞，筛选
差异表达的基因片段，并应用生物信息学进行分析，以

期为加深了解ＩＦＮβ的功能奠定理论基础。
１　材料与方法　
１．１　实验材料　ＨｅｐＧ２细胞及感受态大肠埃希菌
ＤＨ５α为解放军第３０２医院传染病研究所病毒性肝炎
研究室保存，ｍＲＮＡ纯化试剂盒购自 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒ
ｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司，ＰＣＲＳｅｌｅｃｔｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ试剂
盒、５０×ＰＣＲＥｎｚｙｍｅＭｉｘ、ＡｄｖａｎｔａｇｅＰＣＲＣｌｏｎｉｎｇ试剂
盒购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，高纯度 ＰＣＲ纯化试剂盒购自
ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司，Ｔ７、ＳＰ６通用引物及ｐＧＥＭ
Ｔｅａｓｙ载体购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．２　实验方法　
１．２．１　细胞的培养与刺激　重组ＩＦＮβ２０００Ｕ·ｍＬ１

刺激生长于直径为３５ｍｍ的平皿的对数期 ＨｅｐＧ２细
胞，１６ｈ后收获细胞。使用 ｍＲＮＡ纯化试剂盒，直接
提取经重组 ＩＦＮβ刺激后收获的 ＨｅｐＧ２细胞 ｍＲＮＡ，
琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定量分析。

１．２．２　消减杂交基因文库的建立　采用 ＰＣＲＳｅｌｅｃｔ
ｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ试剂盒，常规 ＳＳＨ方法按说明书进
行。以重组 ＩＦＮβ刺激１６ｈ后的 ＨｅｐＧ２细胞 ｍＲＮＡ
为模板逆转录合成双链 ｃＤＮＡ（ｄｓｃＤＮＡ），并分别标记
为Ｔｅｓｔｅｒ和Ｄｒｉｖｅｒ，ｄｓｃＤＮＡ经ＲｓａⅠ（一种识别４碱基
序列的内切酶）消化，产生相对较短的平端片段，纯化

酶切产物。将 Ｔｅｓｔｅｒ的 ｄｓｃＤＮＡ分为两份，分别连接
试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接头 ａｄａｐｔｅｒ１和
ａｄａｐｔｅｒ２，然后与过量的 ＤｒｉｖｅｒｄｓｃＤＮＡ进行杂交；合
并两种杂交产物后再与ＤｒｉｖｅｒｄｓｃＤＮＡ作第２次杂交；

［收稿日期］　２００５０６０９　　　［修回日期］　２００５０７１９
［基金项目］　国家自然科学基金资助项目（基金编号：

３０３７１２８８）、军队“十五”科技攻关项目（基金编号：０１ＭＢ１３５）、
北京市自然科学基金资助项目（基金编号：５０４２０２４）、北京市第
３５批博士后科学基金资助项目（基金编号：２００４０３５０４５）

［作者简介］　钟彦伟（１９６５－），女，吉林人，副研究员，在
读博士，主要从事肝脏疾病治疗及发病机制的研究。电话：０１０
－６６９３３３９１，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｎｇｙａｎｗｅｉ＠１２６．ｃｏｍ。
［通讯作者］　成　军（１９６３－），北京人，教授，博士生导

师，主要从事传染病研究。电话：０１０－６４４８１６３９，Ｅｍａｉｌ：ｃｊ＠
ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ．ｃｏｍ．ｃｎ。

然后将杂交产物做选择性ＰＣＲ扩增，使ＴｅｓｔｅｒｄｓｃＤＮＡ
中特异性表达或高表达的片段得到特异性扩增。扩增

产物与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体连接，转化 ＤＨ５α感受态细
菌，在含氨苄西林的ＬＢ／Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ培养板上３７℃培
养１８ｈ。
１．３　基因序列的测定与分析　阳性菌落以 ｐＧＥＭ
Ｔｅａｓｙ载体多克隆位点两端 Ｔ７／ＳＰ６引物进行菌落
ＰＣＲ扩增，证明含有插入片段后（２００～１０００ｂｐ），随
机挑选其中３１个克隆增菌，测序（仪器由上海申友公
司提供），并且应用生物信息学对测得的序列采用

ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行同源性分析。
２　结果　
２．１　ｍＲＮＡ定性定量分析结果　使用高质量的
ｍＲＮＡ是保证ｃＤＮＡ高产量的前提。紫外分光检测显
示，转染了真核表达质粒及空载体的ＨｅｐＧ２细胞提取
ｍＲＮＡ分别为 ４．１０和 ４．２０μｇ，Ａ２６０／Ａ２８０＝２．１６。２０
ｇ·Ｌ１的琼脂糖凝胶电泳可见ｍＲＮＡ为＞５００ｂｐ清晰
慧尾片状条带，证实ｍＲＮＡ质量完全满足进行消减杂
交的要求。

２．２　ｄｓｃＤＮＡ两端连接效率的检测　ｄｓｃＤＮＡ与接头
连接效率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键

步骤。将连接有ａｄａｐｔｏｒ１和ａｄａｐｔｏｒ２的两组ｄｓｃＤＮＡ
分别用不同的特异性引物（看家基因甘油三磷酸脱氢

酶Ｇ３ＰＤＨ引物）进行２８个循环扩增，产物用２．０％的
琼脂糖凝胶电泳鉴定。结果显示两组 ｄｓｃＤＮＡ扩增产
物浓度相当，说明 ｄｓｃＤＮＡ已经与接头发生高效率连
接。

２．３　ｃＤＮＡ消减文库消减效率的鉴定　以１μＬ消减
及未消减ＰＣＲ产物为模板，用 Ｇ３ＰＤＨ引物进行 ＰＣＲ
扩增，分别在１８，２３，２８，３３次循环结束时从反应体系
中吸取５μＬ进行电泳鉴定。结果显示，与未消减组
ＰＣＲ产物相比，消减组 ＰＣＲ产物中 Ｇ３ＰＤＨ基因产物
大大减少，说明所构建的消减文库具有很高的消减效

率。

２．４　差异表达 ｃＤＮＡ片段的扩增与克隆　杂交产物
经两轮ＰＣＲ扩增后，菌落ＰＣＲ扩增结果显示为２００～
１０００ｂｐ大小不等的插入片段，从所获得的５０个克隆
中随机挑选３１个克隆均含有插入片段，这些条带可能
代表差异表达的基因片段。

２．５　ｃＤＮＡ测序与同源性分析结果　随机挑选３１个
克隆测序，与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行初步比较。其中１９
个克隆均与已知基因的部分序列高度同源（９９％ ～
１００％），１个克隆基因片段未检索到任何相应的相似
序列，可能代表了新的未知功能基因。结果见表１。
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表１　重组ＩＦＮβ刺激上调基因序列比较结果　

同源蛋白名称 同源克隆数同源性／％
干扰素介导的含有三十四肽重复

单位的蛋白 １ １００
琥珀酸脱氢酶复合物Ｂ亚基 １ １００
核糖体蛋白 ３ ９９～１００
Ｆ１ＦｏＡＴＰ合酶复合体 ２ １００
ＡＴＰ合酶Ｈ＋转运体线粒体Ｆ０复
合体 ２ １００
慢性进行性外眼肌麻痹（ＣＰＥＯ）线
粒体 １ １００
孤立ＴＵＶＬＩ线粒体 １ ９９
瘢痕蛋白 １ １００
异种核糖体蛋白 ２ １００
ＣａｒＧ结合因子 １ １００
甘氨酸裂解系统蛋白Ｈ（氨甲基
载体） １ ９９
骨形成素蛋白诱导激酶（ＢＭＰ２Ｋ） ２ ９３～９９
合成构建砷样蛋白 １ １００
未知功能蛋白ＨＳＰＣ２６８ １ １００
克隆总计 ２０

３　讨论　
笔者在本实验中利用 ＳＳＨ筛选重组 ＩＦＮβ作用

ＨｅｐＧ２细胞上调表达基因，推测其在体内可能存在功
能的线索。ＳＳＨ方法是近年发展起来的一项新的基因
克隆技术，与传统的方法比较，具有实验周期短、易操

作、可靠性高、假阳性率低等特点［５～８］，能有效地分离

扩增低丰度特异表达的基因，可以在较短的时间内获

得较理想的实验结果［９～１２］。笔者以重组 ＩＦＮβ刺激
肝母细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２，并以０．９％氯化钠注射液
作用的相同细胞系作为对照，以两种作用的细胞系中

提取的ｍＲＮＡ为起始材料，应用ＳＳＨ方法成功地构建
了ＩＦＮβ刺激ＨｅｐＧ２后上调表达的 ｃＤＮＡ消减文库，
挑选３１个克隆测序分析，发现上调表达的有已知功能
的基因序列和未知功能的基因序列。在本实验中获得

１种未知功能蛋白，如ＨＳＰＣ２６８，对其基因结构和功能
正在研究之中。在已知功能的基因序列中，主要包括：

① 细胞内结构与细胞生长相关蛋白，如核糖体蛋白、
ＩＦＮ介导的含有三十四肽重复单位的蛋白；② 参与细
胞内代谢的蛋白基因，如琥珀酸脱氢酶复合物 Ｂ亚
基、ＡＴＰ合酶Ｈ＋转运体线粒体 Ｆ０复合体、甘氨酸裂
解系统蛋白Ｈ（氨甲基载体）；③ 在胚胎形成发育中起
重要作用的基因，如 骨 形 成 素 蛋 白 诱 导 激 酶

（ＢＭＰ２Ｋ）［１３］。这些基因的表达上调可能与 ＩＦＮβ的
作用有密切关系。未知功能蛋白，如 ＨＳＰＣ２６８，功能
有待进一步研究。通过对重组ＩＦＮβ蛋白的上述反式

激活基因的分析，笔者发现它与体内物质代谢、细胞生

长关系密切。关于ＩＦＮβ蛋白在体内与各种活性因子
的具体调节机制，仍需进行更加深入的研究。
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