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驱动蛋白家族成员４Ａ对乙肝病毒复制影响的研究

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　　摘　要：目的　探讨驱动蛋白家族成员４Ａ（ＫＩＦ４Ａ）对乙肝病毒（ＨＢＶ）复制的影响及其调节机制。方法　将不同质量的

ＫＩＦ４Ａ真核表达载体Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ转染 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞后，采用ＥＬＩＳＡ法对细胞上清液中的 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ进行定量检

测；荧光定量ＰＣＲ法检测细胞闭合环状ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）的水平；将不同质量的Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ与 ＨＢＶ感染性克隆ｐＨＢＶ１．３、启

动子ｐＨＢＶＬｕｃ共转染 ＨｅｐＧ２细胞后，采用荧光检测仪检测 ＨＢＶ启动子活性。结果　ＫＩＦ４Ａ能够上调细胞上清液中 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｇ和ｃｃｃＤＮＡ的水平，并上调ＨＢＶ启动子活性，且调节作用呈剂量依赖效应。结论　ＫＩＦ４Ａ在ＨｅｐＧ２细胞可以促进ＨＢＶ

的复制。
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　　乙肝病毒（ＨＢＶ）感染属于ＤＮＡ病毒，主要感染人的肝细

胞，引起急、慢性肝炎，导致肝癌的发生。调查显示，中国肝癌

患者中约９０％有ＨＢＶ感染史。ＫＩＦ４Ａ是一个马达分子，在肿

瘤的发生和发展过程中起到重要作用［１３］。前期工作中，笔者

发现 ＫＩＦ４Ａ在肿瘤组织高表达，而且 ＨＢＶ感染肝细胞后能

够诱导ＫＩＦ４Ａ的表达
［４］，本研究旨在探讨 ＫＩＦ４Ａ对 ＨＢＶ复

制的影响，为揭示 ＨＢＶ的致癌机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５购自武汉大

学典型培养物保藏中心；ＨＢＶ感染性克隆ｐＨＢＶ１．３、ＨＢＶ全

基因启动子 ｐＨＢＶＬｕｃ及 ＫＩＦ４Ａ 真核表达载体 Ｆｌａｇ２Ｂ

ＫＩＦ４Ａ由武汉大学生命科学院实验室构建。

１．２　仪器与试剂　转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＨＢＶ细胞闭合环状ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）检测试剂盒

购自北京索奥生物医药科技有限公司。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养与转染　ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞培养

于含１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，培养箱内环境为

５％ＣＯ２，３７℃。转染前，将质粒 ＤＮＡ和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００

转染试剂分别稀释在无血清和双抗的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，室

温作用２０ｍｉｎ，将配制好的转染液加入细胞培养板中，细胞置

于ＣＯ２ 培养箱培养。

１．３．２　ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的检测　将 Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ 转染

ＨｅｐＧ２．１．５细胞，４８ｈ后，采用 ＨＢＶＥＬＩＳＡ检测试剂盒测定

细胞上清液中 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的水平，操作严格按试剂盒

说明书进行，实验重复３次。

１．３．３　荧光定量 ＰＣＲ 测定 ＨＢＶ 闭合环状 ＤＮＡ　提取

Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ转染后的 ＨｅｐＧ２．１．５细胞 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ作为

模板，采用ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ试剂盒进行荧光定量ＰＣＲ，操作严格

按试剂盒操作说明进行，实验重复３次。

１．３．４　荧光素酶的测定　将Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ、ＨＢＶ感染性克

隆ｐＨＢＶ１．３及其启动子ｐＨＢＶＬｕｃ共转染 ＨｅｐＧ２细胞后，

培养４８ｈ，去上清液，加入裂解液裂解，取１０μＬ的细胞裂解液

和１００μＬ的荧光色素酶底物混匀，荧光检测仪测定其光密度，

实验重复３次。

１．４　统计学处理　统计学分析采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行处
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理，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＫＩＦ４Ａ对 ＨＢＶＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ合成和分泌的影响　

将不同质量的 Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ（０．０、０．５、１．０、２．０μｇ）转染

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞，４８ｈ后，采用 ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中

ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的水平，结果发现，随着Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ浓

度的不断增加，ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的表达也不断升高。４个不

同浓度梯度转染细胞的 ＨＢｓＡｇ在４５０ｎｍ波长处的ＯＤ值分

别为０．３８１±０．０３３、０．５８５±０．０３７、０．７６３±０．０４８、０．８４２±

０．０５８，ＨＢｅＡｇ分别为０．３７４±０．０２８、０．４９８±０．０３７、０．６７５±

０．０４７、０．７８８±０．０５６。表明 ＫＩＦ４Ａ 能够促进 ＨＢｓＡｇ和

ＨＢｅＡｇ的合成和分泌，呈剂量依赖效应。见图１。

２．２　ＫＩＦ４Ａ对 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ拷贝数的影响　将不同质量的

Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ（０μｇ、０．５μｇ、１μｇ、２μｇ）转染 ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞，４８ｈ后，采用核酸扩增技术结合荧光标记探针杂交方法检

测了细胞内 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ，结果发现，随着 ＫＩＦ４Ａ质量的增

加，ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的水平也不断升高，ＫＩＦ４Ａ 质量分别为０

μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、２００μｇ／ｍＬ时，ＨＢＶＤＮＡ拷

贝数分别为２．４３×１０５、６．２８×１０５、９．９３×１０５、１．０６×１０５ｃｏｐ

ｙ／ｍＬ。表明 ＨＢＶ能够上调 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的拷贝数，呈剂量

依赖效应。

图１　　不同浓度ＫＩＦ４Ａ载体转染对 ＨＢｓＡｇ和

ＨＢｅＡｇ表达的影响

２．３　ＫＩＦ４Ａ 对 ＨＢＶ 启动子活性的影响　将不同质量的

Ｆｌａｇ２ＢＫＩＦ４Ａ（０．０、０．５、１．０、２．０μｇ）和ｐＨＢＶ１．３共转染

ＨｅｐＧ２细胞，４８ｈ后，采用荧光检测仪检测了 ＨＢＶ启动子活

性，结果发现随着ＫＩＦ４Ａ质量的增加，荧光素酶的活性不断增

强，分别为（２６８．３±１５．６）ＲＵＬ／μｇ蛋白，（４６８．５±１９．７）ＲＵＬ／

μｇ蛋白，（７８５．４±２３．７）ＲＵＬ／μｇ蛋白和（９７６．５±３１．８）ＲＵＬ／

μｇ蛋白。结果表明ＫＩＦ４Ａ能够上调 ＨＢＶ启动子活性，呈剂

量依赖效应。见图２。

图２　　ＫＩＦ４Ａ对 ＨＢＶ基因启动子的活性的影响

３　讨　　论

肝癌是常见的恶性肿瘤之一，其发病率和病死率近年来一

直呈上升趋势。中国是世界上肝癌病死率最高的国家，其肝癌

病死人数占世界的５３％，ＨＢＶ是导致肝癌形成的最主要因

素。ＫＩＦ４驱动蛋白亚家族包括 ＫＩＦ４Ａ、ＫＩＦ４Ｂ、ＫＩＦ２１Ａ 和

ＫＩＦ２１Ｂ４个成员
［５］。本课题组前期的工作发现 ＨＢＶ能够上

调ＫＩＦ４Ａ蛋白的表达
［４］，并初步探讨了其调节机制，但ＫＩＦ４Ａ

对 ＨＢＶ复制的调节作用目前还没有相关报道。

本研究中，笔者将ＫＩＦ４Ａ真核表达载体转染ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞系，并检测了细胞上清中 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ合成和分泌

的变化。ＨｅｐＧ２．２．１５细胞是稳定转染了 ＨＢＶ全基因组的

ＨｅｐＧ２细胞，可以稳定表达 ＨＢＶ病毒蛋白和分泌病毒颗粒。

ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ是 ＨＢＶ 的复制的指标。检测结果发现

ＫＩＦ４Ａ能够剂量依赖地上调 ＨｅｐＧ２．２．１５ 中 ＨＢｓＡｇ和

ＨＢｅＡｇ的表达。ｃｃｃＤＮＡ是 ＨＢＶ各种 ｍＲＮＡ合成的模板，

接下来笔者检测了ｃｃｃＤＮＡ拷贝数的变化，发现 ＫＩＦ４Ａ同样

能够剂量依赖地上调 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的合成，因此，ＫＩＦ４Ａ能

够在 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞促进 ＨＢＶ的复制。为进一步探讨其

调节机制，笔者检测了 ＫＩＦ４Ａ对 ＨＢＶ启动子活性的调节作

用，发现 ＫＩＦ４Ａ能够在 ＨｅｐＧ２细胞剂量依赖地上调 ＨＢＶ基

因启动子的活性。

ＨＢＶ病毒感染导致肝细胞癌（ＨＣＣ）的发生是一个多因

素、多阶段的复杂过程，其具体机制目前还不清楚。近年来，国

内有学者提出了“正反馈调节机制”可能是 ＨＢＶ致癌的机制

之一：ＨＢＶ感染引起一些肿瘤相关因子表达的增加，而这些因

子又促进 ＨＢＶ的复制，进而引起 ＨＣＣ的发生
［６］。结合前期

工作，笔者发现 ＨＢＶ能够调节 ＫＩＦ４Ａ的表达，而本研究发现

ＫＩＦ４Ａ还能促进 ＨＢＶ复制。有文献报道ＫＩＦ４Ａ在肺癌和乳

腺癌中也呈现高表达，并且与肺癌的预后有关［７８］，同时参与

ＤＮＡ损伤反应和有丝分裂，是重要的肿瘤相关蛋白
［９１０］。因

此，ＨＢＶ与ＫＩＦ４Ａ之间可能通过这种“正反馈调节作用机制”

促进肝癌的发生。

本研究主要通过体外细胞实验完成，而在动物体内实验

ＫＩＦ４Ａ对 ＨＢＶ复制的调节作用是否具有同样的效果，ＫＩＦ４Ａ

又如何参与肝癌的发生，这些问题尚待进一步的研究。
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为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测心肌 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ的表达　以βａｃｔｉｎ作

内参对ＰＣＲ产物进行凝胶电泳检测，在１、３泳道约２２５ｂｐ处

可见一条带，与已知的βａｃｔｉｎ片段大小一致；２、４泳道约

７２０ｂｐ处出现特异性条带，符合已知的 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ扩增片

断大小，见图１。采用凝胶分析软件测量条带的灰度值，得出

手术组与非手术组心肌ＡＴ１ＲｍＲＮＡ表达水平分别为１．１６±

０．１２和２．１９±０．１７，二者差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　１：非手术组内参；２：非手术组扩增产物；３：手术组内参；４：手术组

扩增产物；Ｍ：ＤＮＡ标准带。

图１　　ＡＴ１ＲｍＲＮＡ的表达

２．２　兔血浆中ＡｎｇⅡ值的浓度比较　见表２。

表２　　两组新西兰兔手术前后不同时间

　　血浆Ａｎｇ水平比较（ｐｇ／ｍＬ）

组别 手术前 手术后２周 手术后３周 手术后４周

手术组 ９７±１９ ２１２±５１ ２０１±４４ ２０９±４５

非手术组 ９４±１８ １０１±１８ ９６±１９ ９７±２１

　　：犘＜０．０５，与非手术组比较。

３　讨　　论

头端延髓腹外侧区（ＲＶＬＭ）是中枢神经系统对心血管活

动调节的最后通路，存在有发放紧张性冲动的血管运动神经

元［５］。ＲＶＬＭ的血管运动神经元活动能够使得压力敏感性神

经元活动，从而导致机体基础血压下降［６］。本实验原本拟采用

的方法是根据“神经源性高血压”假说，在ＲＶＬＭ 迷走神经根

入脑干区植入球囊来建立动物模型，有国内的学者曾利用此方

法建立了犬的高血压动物模型。但是由于兔脑部太小且实验

方法过于复杂以导致兔的死亡率极高，所以此方法不适合用于

建立小动物的实验模型。因此笔者采用了经颈动脉制作神经

源性高血压动物模型，此方法比较适合小型动物模型的建立，

并用于对高血压的基础研究。以上两种方法都是有效的建立

高血压动物模型的方法［４］。

原发性高血压是一种遗传、环境、肥胖、高血糖、血尿酸等

因素相互作用而形成的多基因疾病［７］，Ｂｏｕｒａｓｓａ等
［８］认为高血

压发病的原因之一可能就是由于ＲＶＬＭ的作用ＡｎｇⅡ浓度升

高。肾素血管紧张素系统在该疾病的发病中起着重要的作

用［７，９］。血管紧张素原在肾素的作用下水解产生 ＡｎｇⅠ，进而

在血管紧张素转换酶作用下变成ＡｎｇⅡ
［１０］。当体内的ＡｎｇⅡ

水平升高时，ＡｎｇⅡ可使血管内皮受损，使血管通透性增大，最

终使得血压升高。ＡＴ１Ｒ通过影响 Ｎａ＋／Ｈ＋交换、Ｎａ＋／Ｃａ２＋

交换等机制引起血管收缩，促进血管平滑肌细胞增殖和迁移，

对维持血压及靶器官损害有着重要作用［１１］。

本实验通过颈动脉压迫兔迷走神经制作了原发性高血压

动物模型。与对照组比较，手术组兔血浆 ＡｎｇⅡ水平及其

ＡＴ１ＲｍＲＮＡ的表达水平增高，本研究为高血压的产生机制

和治疗提供了新的实验资料。
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