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乙型肝炎病毒对胰岛素样生长因子结合蛋白３表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）对胰岛素样生长因子结合蛋白３（ＩＧＦＢＰ３）表达的影响。方法　逆转录聚合酶链

反应（ＲＴＰＣＲ）检测ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ的表达，免疫印迹法检测ＩＧＦＢＰ３的蛋白表达，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测ＩＧＦＢＰ３血

清学含量。结果　ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达在 ＨｅｐＧ２细胞中的表达水平较 ＨｅｐＧ２．２．１５高；乙肝患者ＩＧＦＢＰ３血清学水平

显著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＨＢＶ能够在体内、外抑制ＩＧＦＢＰ３的表达。
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　　原发性肝细胞癌（ＨＣＣ）是常见的恶性肿瘤之一，恶性程

度高，患者生存期短。中国是世界上 ＨＣＣ病死率最高的国

家，占世界上肝癌总死亡人数的５３％，且发病率逐年上升
［１］。

目前 ＨＢＶ是公认的 ＨＣＣ主要诱因之一，但 ＨＢＶ的致癌机制

不明。胰岛素样生长因子（ＩＧＦｓ）是一类多功能细胞增殖调控

因子，能够促进细胞的分化、增殖以及个体的生长发育。ＩＧＦ

结合蛋白３（ＩＧＦＢＰ３）是其结合蛋白之一，在肿瘤的发生和发

展过程中起到重要作用［２３］。本研究拟探讨 ＨＢＶ对ＩＧＦＢＰ３

表达的影响，为揭示 ＨＢＶ的致癌机制奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　一般资料　收集临床确诊乙肝患者１０８例，男６３例，女

４５例；年龄（４３．５±１７．８）岁；所有患者均排除其他嗜肝病毒的

感染和心、脑、肾等重要器官疾病。对照组为１０２例健康体检

者。所有病例都符合２００５年中华医学会肝病学分会、感染病

学分会制订的《慢性乙型肝炎防治指南》。

１．２　材料　人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５购自武汉

大学典型培养物保藏中心；ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌＲ购自ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＭＭＬＶ逆转录酶购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＩＧ

ＦＢＰ３抗体购自上海瑞齐生物科技有限公司；ＩＧＦＢＰ３ＥＬＩＳＡ

检测试剂盒购自上海沪峰生物科技有限公司。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养　ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５用含１０％的胎牛

血清ＲＰＩＭ１６４０培养基，在３７℃恒温箱维持体积分数为５％

的ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ 检 测 　ＴＲＩｚｏｌＲ 试 剂 提 取 ＨｅｐＧ２ 和

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞的总 ＲＮＡ，反转录出相应的ｃＤＮＡ后，用

ＩＧＦＢＰ３基因的检测引物５′ＣＣＡＡＧＣＧＧＧＡＧＡＣＡＧＡＡＴ

ＡＴ３′（上游），５′ＧＧＴＧＧＴＧＴＡＧＣＣＴＧＧＧＡＧＡ３′（下游）

进行ＰＣＲ扩增，同时设立βａｃｔｉｎ作为内对照，产物经１％琼脂

糖凝胶电泳检测。

１．３．３　免疫印迹检测　分别收集 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞，细胞破碎后测定其浓度。各取一定量蛋白样品加入上样缓

冲液后进行ＳＤＳＰＡＧＥ分离，电泳结束后将蛋白转到硝酸纤

维素（ＮＣ）膜上，然后进行封闭、加入ＩＧＦＢＰ３抗体，洗膜、加入

二抗，洗膜后采用电化学发光（ＥＣＬ）显色系统进行显色。

１．３．４　ＩＧＦＢＰ３检测　ＩＧＦＢＰ３检测采用ＥＬＩＳＡ法。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，计量数据以狓±狊表

示，乙肝患者和健康对照ＩＧＦＢＰ３血清学比较采用狋检验。犘

＜０．０５表示有统计学差异。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶ抑制ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达　ＨｅｐＧ２．２．１５

是整合了ＨＢＶ全基因组的ＨｅｐＧ２细胞。为探讨ＨＢＶ对ＩＧ

ＦＢＰ３表达的影响，本研究采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

了 ＨｅｐＧ２和ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ和蛋白的表

达差异。结果显示，与 ＨｅｐＧ２细胞相比，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中

ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达均降低，见图１～２。
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图１　　ＲＴＰＣＲ检测 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ

图２　　免疫印迹检测 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞ＩＧＦＢＰ３蛋白表达

２．２　乙肝患者ＩＧＦＢＰ３血清学水平降低　采用ＥＬＩＳＡ检测

了乙肝患者和对照组的ＩＧＦＢＰ３的血清学水平，结果表明，

ＩＧＦＢＰ３在乙肝患者［（１２５５．７±５６４．５）ｎｇ／ｍＬ］显著低于健康

对照组［（２９８７．５±９５３．２）ｎｇ／ｍＬ］，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

３　讨　　论

ＨＢＶ感染引起急慢性肝炎，最终导致肝癌的发生，中国

８０％以上的肝癌患者伴有 ＨＢＶ感染
［１］，但目前为止，ＨＢＶ的

致癌机制还不清楚。为探讨 ＨＢＶ的致病及致癌机制，本研究

前期工作采用基因芯片筛选整合了 ＨＢＶ全基因组的 ＨｅｐＧ

２．２．１５细胞及其对照细胞 ＨｅｐＧ２的差异表达基因
［４］，结果发

现ＩＧＦＢＰ３在 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞表达水平降低，进一步采用

ＲＴＰＣＲ和免疫印迹对芯片结果进行了验证，发现 ＨｅｐＧ２．２．

１５细胞中ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达均降低，表明ＨＢＶ能

够在体外抑制ＩＧＦＢＰ３的表达。

ＩＧＦＢＰ３是一种分泌型蛋白，能够分泌到人体血液中，本

研究对比乙肝患者和健康对照者ＩＧＦＢＰ３的血清学水平差异，

发现乙肝患者ＩＧＦＢＰ３血清含量降低，表明 ＨＢＶ能够体内抑

制ＩＧＦＢＰ３的分泌。

研究证实，ＩＧＦＢＰ３能够抑制肺癌细胞、肝癌细胞、乳腺癌

细胞和直肠癌细胞的增殖和分化，通过ＩＧＦ依赖性作用和ＩＧＦ

非依赖性作用的方式，促进细胞凋亡，并抑制血管的生成，具有

抗肿瘤的作用［５６］。本研究发现 ＨＢＶ能够在体内外抑制ＩＧ

ＦＢＰ３的表达，因此，ＨＢＶ可能通过抑制ＩＧＦＢＰ３的表达进而

促进肝癌的发生。但 ＨＢＶ具体如何调节ＩＧＦＢＰ３的表达，ＩＧ

ＦＢＰ３又如何参与肝癌的发生和发展过程，这些都有待进一步

研究与探讨。

总之，本研究通过体内外实验探讨了 ＨＢＶ对ＩＧＦＢＰ３的

调节作用，为 ＨＢＶ相关的肝癌的诊断和治疗提供重要的理论

依据。
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ｃｕｌｅ［Ｊ］．ＨｏｒｍＭｅｔａｂＲｅｓ，２００３，３５（１１／１２）：７２６７３３．

［６］ ＣｈｅｎＢ，ＬｉｕＳ，ＸｕＷ，ｅｔａｌ．ＩＧＦＩａｎｄＩＧＦＢＰ３ａｎｄｔｈｅｒｉｓｋｏｆ

ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ：ａｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎｎｅｓｔｅｄｃａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｉｅｓ

［Ｊ］．ＪＥｘｐＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，２８（１）：８９．

（收稿日期：２０１３０５０８）

（上接第２９４６页）

ａａｃ（６′）Ⅰｂ四类ＡＭＥ基因，并且极大多数菌株为多种基因阳

性（３５株，占９２．１％），表明本院流行的 Ａｂ有极高的 ＡＭＥ基

因携带率，是引起Ａｂ对氨基糖苷类药物耐药的重要原因。
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