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!"#$% 通过影响肝细胞转录因子的活性调节 &’(的 )抗原和 *抗原表达

陈* 婧，李* 毅，谭* 畅，刘* 湘，黄爱龙，汤* 华* * （重庆医科大学附属第二医院病毒性肝炎研究所，教育部感染性疾病
分子生物学重点实验室，重庆 %"""!+）

* * 摘* 要：目的* 证明 ,-.#! 分子具有调节 /01基因表达的功能。方法* ,-.#! 真核表达质粒 2345.)#,-.#!，用脂质
体转染 /627 &8 &8 !$ 细胞后，9:-;. 检测 6 和 < 抗原的表达；=,#>?= 检测与 /01 复制有关的转录因子 /5@!、/5@&、
/5@)、/5@%、=A=!、>>.=!、? B 90>的表达。结果* 与正常的 /627 &8 &8 !$ 细胞相比，转染 2345.)#,-.#! 质粒的 /627
&8 &8 !$ 细胞，其 6 抗原的表达量明显的增高，而 < 抗原表达量明显的降低。与正常的 /627 &8 &8 !$ 细胞相比，转染
2345.)#,-.#! 质粒的 /627 &8 &8 !$ 细胞中的 /5@!、/5@&、=A=! C=5.含量有明显的下降。结论* ,-.#! 蛋白能通过
影响与 /01复制有关的转录因子活性，调节 /01 6抗原和 <抗原的表达。
* * 关键词：,-.#!；<抗原；6抗原；转录因子；/627 &8 &8 !$ 细胞
* * 中图法分类号：=)D)8 &!；=)(&8 !!；=)(&8 &* * * 文献标识码：.
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* * #>*01,20：!"#$%&’($ * ,N FW6GTFUQ ,-.#! UOG3TFNG FG S6HOMKTFGH /01 S62MF3KTFNG8 )$&*+,- * 2345.)#
,-.#! 6OZKSQNTF3 6[2S6<<FNG Y63TNS \K< TSKG<U63T6W FGTN /627 &8 &8 !$ J62KTNCK 36MM MFG6 \FTJ MF2NU63TKCFG68
/01 6 KGTFH6G KGW < KGTFH6G \K< 3J63Z6W \FTJ 9:-;. C6TJNW8 =,#>?= \K< O<6W TN FW6GTFUQ 6[2S6<<FNG NU <NC6
TSKG<3SF2TFNG UK3TNS< TJKT FGYNMY6W FG /01 TSKG<3SF2TFNG <O3J K< /5@!，/5@&，/5@)，/5@%，=A=!，
>>.=!，KGW ? B 90>8 .$-/0&-* ?NC2KS6W \FTJ GNSCKM /627 &8 &8 !$ J62KTNCK 36MM，TJ6 6[2S6<<FNG NU 6 KGTF#
H6G \K< NRYFNO<MQ JFHJ KGW < KGTFH6G \K< W62S6<<6W FG TJ6 /627 &8 &8 !$ J62KTNCK 36MM TSKG<U63T6W \FTJ
2345.)#,-.#! Y63TNS8 ?NC2KS6W \FTJ GNSCKM /627 &8 &8 !$ J62KTNCK 36MM，TJ6 C=5. M6Y6M NU /5@!，/5@&，
=A=! 3JKGH6W <FHGFUF3KGTMQ8 1+2%0/-’+2* ,J6<6 WKTK <JN\ TJKT ,-.#! CKQ FGT6SK3T \FTJ MFY6S#6GSF3J6W TSKG#
<3SF2TFNG UK3TNS< KGW S6HOMKT6 /01 6 KGTFH6G KGW < KGTFH6G 6[2S6<<FNG8
* * ?)- 3917*：,-.#!；< KGTFH6G；6 KGTFH6G；TSKG<3SF2TFNG UK3TNS；/627 &8 &8 !$ J62KTNCK 36MM MFG6

* * 蛋白 ,-.#!（3QTNTN[F3 HSKGOM6#K<<N3FKT6W =5.#RFGW#
FGH 2SNT6FG）为相对分子质量 !$ ] !")大小，定位于细胞

毒性 ,淋巴细胞（?,:<）细胞质中的低密度和高密度
核心颗粒。虽然在静止的淋巴细胞只发现有相对分子

质量 !$ ] !") ,-.#! 的表达，而在活化的淋巴细胞则发
现另外 ) 种剪接变异体 ,-.#! 的表达（相对分子质量
分别为 &’ ] !")、%" ] !")、$) ] !")）。%" ] !")的 ,-.#!
是 =5.结合蛋白家族的 ! 个成员，这个 =5. 结合蛋
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白家族包括多聚腺嘌呤（.）结合蛋白、核糖核蛋白（如
L!、.!、?! 和核仁素）和一些假定的转录激活因子。
* * ,-.#! 主要表达在脑、睾丸和脾脏。,-.#! 基因缺
失型小鼠显示出高度的胚胎致死性，说明该基因在胚

胎发育过程中有着重要的作用［!］。

* * /627 &8 &8 !$ 是 /01高表达细胞，它分泌 <抗原
和 6抗原，并能在其中检测到 /01病毒颗粒。我们将
2345.)#,-.#! 的真核表达载体导入 /627 &8 &8 !$ 细
胞中，观察到 ,-.#! 能刺激 /01 6 抗原的表达和下调
/01 <抗原的表达，以期证明 ,-.#! 能调控 /01 的基
因表达，为丰富 /01 的基础研究和抗 /01 的药物开
发寻求新的抗病毒靶位。

%@ 材料与方法

!8 !* 材料
* * /627 &8 &8 !$ 肝细胞癌细胞株由本室提供；2345.)#,-.#!
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真核表达质粒由美国扬百翰女子医院风湿病免疫学部（./0/’
-/12 13 45,67891:1;< %77621:1;< 82= &::,>;< *>/;587 82=
?1782’)1-@/98:）的 A86: B# &2=,>-12博士惠赠（经本实验室测
序验证，$%&’( 序列正确）；乙型肝炎病毒 ,抗原、-抗原和诊断
试剂盒（酶联免疫法）购自上海实业科华生物技术有限公司；

$3C$D’EF 和 $3C$D’GF 细胞转染试剂盒购自 A>178;8 公司；$>/H1:
购自 %20/9>1;,2。

(# E" 方法
(# E# (" 细胞培养" " ),@I E# E# (G 细胞的培养条件为 (FJ小
牛血清、KFF !; L 7: IM(K 抗生素的 4AD%(NMF 培养基。OP Q，
GJRSE孵箱中培养。

(# E# E" 细胞转染" " 在 ),@I E# E# (G 细胞生长到 KFJ T !FJ
时，按 A>17,;8细胞转染技术指南及分子克隆实验指南［E］进行
细胞转染实验。分别将 @U.V&O’$%&’(、@U.V&O 质粒（对照）用
转染试剂导入 ),@I E# E# (G 细胞，并用转染试剂（不含 .V&）
转染 ),@I E# E# (G 细胞为阴性对照。
(# E# O" WX%Y&法测定 )*+ ,抗原、-抗原蛋白" " 收集 (FF !:
培养细胞的上清液，用乙型肝炎病毒 , 抗原和 - 抗原诊断试剂
盒（酶联免疫法）检测。按说明书要求，样品的吸光度值大于

E# ( 倍阴性对照，样品就为阳性结果，低于 E# ( 倍阴性对照为阴
性结果。

(# E# M " 4$’AR4" " 从细胞中提取 4V&，纯化，经 .V& 酶处
理，利用 S:/;1（=$）(K引物进行反转录，合成 U.V&，4V& 酶处
理。反应条件为 !M Q预变性 M 7/2，再经 !M Q变性 ( 7/2，
G! Q解链 ( 7/2，PE Q延长 ( 7/2，共 OF 个循环。AR4 产物通
过 (J琼脂凝胶电泳、溴化乙锭染色后，用凝胶成像仪记录图
像。引物序列为：)VZ( 正义链 G[’$&RI$$R&RR&&R&R&I’
I$I’O[和反义链 G[’&I&$I&&II$R$RI&$I&RI’O[，反应产物
为 G!G \@；)VZE 正义链 G[’&&$R$$I$&RR&IIRR$&RI’O[和反
义链 G[’$I$IR&&$$IRR&$I&R$RR’O[，反应产物为 NFG \@；
)VZO 正义链 G[’&R&RI$&R&$I&IR&$I$RI’O[和反义链 G[’
$I&$RR&R$II$&I&$R$RI’O[，反应产物为 MMN \@；)VZM 正
义链 G[’R&I&$I&$RI&IR&I&$RR&’O[和反义链 G[’&&R$$R’
R$IR$$II$I&$II’O[，反应产物为 OP( \@；4]4" 正义链 G[’
&IR&R$&$II&I$I$&R&IR’O[和反义链 G[’&&&$I$$II$I&’
R&III$RI’O[，反应产物为 OP( \@；AA&4" 正义链G[’$II&&’
IR$$$IIR$$$&RII’O[和反义链 G[’&&II$II&$$I$$&R$I’
IRR’O[，反应产物为 GPP \@；R L W*A正义链 G[’&$II&I$RIIR’
RI&R$$R$&’O[和反义链 G[’&IR$IR$$IIR$$R&$RR$R’O[，反
应产物为 M!K \@；5I&A.) 正义链G[’RI&RR&R$$$I$R&&I’
R$R&’O[和反义链 G[’&IIII$R$&R&$IIR&&R$I’O[，反应产
物为 EEO \@。

(# O" 统计学分析
" " 采用 YAYY (O# F统计软件对实验数据进行单因素方差分析。

!" 结果

E# (" $%&’( 对 )*+ ,抗原、-抗原表达的调节作用
" " 在转染 EM 5 和 MK 5 后，检测 )*+ 的 - 抗原和 , 抗原。
@U.V&O’$%&’( 转染 ),@I E# E# (G 细胞后，细胞分泌的 ,抗原和
-抗原与 @U.V&O 质粒（对照）和阴性对照相比较，差异有统计

学意义。可以认为 $%&’( 能对 )*+ 的 , 抗原和 - 抗原表达具
有很强的调节作用。见表 (。

表 #" $%&’# 对 ()* +抗原、,抗原表达的调节作用

,抗原 -抗原
组别

EM 5 MK 5 EM 5 MK 5
@U.V&O’$%&’( E# ME ^ F# EE E# (E ^ F# GK F# (! ^ F# FE F# (P ^ F# FE

@U.V&O (# PE ^ F# (N F# !G ^ F# FP F# ON ^ F# FG F# PO ^ F# FG
阴性对照 (# M! ^ F# EG F# KF ^ F# FO F# OG ^ F# FN F# GG ^ F# FM

! EF# GF (O# OO (M# FO (KF# (F
" ! F# F( ! F# F( ! F# F( ! F# F(

E# E" $%&’( 对 )*+复制有关的转录因子活性的影响
" " 为了阐明 $%&’( 能调节 )*+ 的 , 抗原和 - 抗原表达的机
制，转染 EM 5后，提取 @U.V&O’$%&’(、@U.V&O、阴性对照这 O 组
细胞的 4V&，进行 4$’AR4 实验。分别检测与 )*+ 基因复制
有关的转录因子 )VZ(、)VZE、)VZO、)VZM、4]4"、AA&4"、R L
W*A 的表达。),@I E# E# (G细胞在转染 @U.V&O’$%&’( 后，
)VZ(、)VZE、)VZM、4]4" 74V& 含量有明显的变化（图 (）。
其中，)VZM 74V& 表现为升高，)VZE、4]4" 和 )VZ( 74V&
表现为降低，而 )VZO、AA&4"、R L W*A则无明显变化。

! " #
!$%&’
!$%&"
!()("
!$%&!
!*+,-$

(：@U.V&O’$%&’( _脂质体转染混合液；E：空质粒对照；O：阴性对照
图 #" 与 ()*基因复制有关的转录因子 -$’./-结果

0" 讨论

" " 肝炎病毒感染所引起的一系列肝脏疾病，发病机
制非常复杂，涉及到肝炎病毒与肝细胞大分子之间的

复杂的相互作用［O］。肝细胞癌细胞株 ),@I E# E# (G
是应用最广泛的细胞模型。它是将含有 )*+ 基因组
（E 个 )*+头对尾二聚体，以尾对尾方向串联）的重组
载体质粒转染 ),@IE 细胞，经 IM(K 筛选，得到的克隆
能稳定分泌 )*-&;、)*,&; 及 .82, 颗粒，可检测到细
胞内 .V&和 4V&［M］，证明 ),@I E# E# (G 细胞株能稳
定地支持 )*+的复制。也就是说，),@I E# E# (G 细胞
中含有 )*+复制、表达所需的转录因子、转运蛋白等
调节要素。

" " 本实验为了证明 $%&’( 蛋白与 )*+ 的基因复制、
表达的相互关系，采用真核表达载体 @U.V&O’$%&’(，
在 )*+稳定表达细胞系 ),@I E# E# (G 细胞株过度表
达 $%&’( 蛋白，检测 )*+基因的产物 -抗原和 ,抗原。
$%&’( 蛋白能抑制 -抗原的表达，同时能上调 ,抗原的
表达。$%&’( 蛋白对 - 抗原的表达抑制能维持一定时
间，因为在 MK 5后，它的抑制作用依然强烈。$%&’( 蛋
白对 -抗原、, 抗原的表达具有不同的调节作用，说明

GOK



!抗原和 "抗原的调控因素是不同的。
# # 为了阐明 $%&’( 蛋白对 !抗原、"抗原的表达调控
的机制，有研究者将与 )*+的基因复制有关的转录因
子 ),-(、),-.、),-/、),-0、121!、33&1!、4 5
6*3等用 1$’341 方法进行了检测［7 8 9］。$%&’( 蛋白
对各种转录因子的作用是不同的。$%&’( 蛋白能上调
),-0 的表达，下调 ),-.、),-(、121! 的表达，但不
能影响 ),-/、33&1!、4 5 6*3的表达。
# # 本研究表明，$%&’( 蛋白能影响一些与 )*+ 的基
因复制有关的转录因子的活性，从而调节 " 抗原、!抗
原的表达，证明了 $%&’( 蛋白具有调节 )*+ 基因表达
的功能。
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# #（上接 S// 页）
乳头，轻轻按住，让乳头全部进入仿生嘴内；"打开前气阀，另 (
只手以 0R ^ TR 次 5 LB=的频率反复挤压橡皮球，挤压强度以乳
头能够耐受为宜，逐渐加大力量；#双侧乳头交替进行；$每天
使用次数和时间由医师指导；%用于矫正凹陷乳头时，封堵 &
接口，*接口接负压球，即可将乳头吸入仿生嘴内，持续 7 ^
(R LB=，每天 . ^ / 次，直至矫正。

!" 临床应用与效果

.E (# 临床资料
# # 选取我院 .RRT 年 / 月至 .RR9 年 / 月分娩的 (TR 例初产妇
进行研究（所有受试者均签署知情同意书），其年龄为 .( ^
// 岁，孕周 /V ^ 0( 周，单胎头位，无合并症和并发症，* 超示胎
盘成熟度&级，无负荷试验（,Q$）有反应，骨盆外测量无异常，
头盆评分 _ 9 分，宫颈 *B!;IN评分 _ 9 分［(］。受试者按照年龄、
孕周、孕次进行配对，此后分入按摩器组（试验组）和缩宫素组

（对照组），每组各 SR 例。两组年龄、孕周及孕次无明显差异
（% _ RE R7）。

.E .# 方法
# # 试验组按照 (E / 中介绍的方法以实用新型仿生乳头按摩
器进行乳头刺激，交替按摩双侧乳头，每侧每次 (7 LB=，每天 0
次，按摩乳头 0S ; 未临产者为引产失败。对照组将缩宫素
.E 7 \ 加入 7‘葡萄糖溶液 7RR L@ 中静脉滴注，S ^ (R 滴 5 LB=
开始，每 /R 分钟无反应逐渐增加滴速，最多不超过 0R 滴 5 LB=，
0S ;未临产者为引产失败。两组均由专人观察胎心、宫缩及产
程。

# # 统计学方法：采用 Q3QQ (/E R 统计软件进行 -B!;"K’! 确切
概率法。

.E /# 结果
# # 试验组各受试者均能在医师鼓励下进行乳房按摩，按摩后

0S ;内均有不同强度宫缩产生，且无过强宫缩，发生临产 9( 例
（SSE 97‘），其中 TR 例经阴道分娩（S0E 7‘），0 例因社会因素、
9 例因产科指征行剖宫产（(7E 0V‘），产后出血 ( 例（(E 0(‘），
发生新生儿窒息 . 例（.E S.‘）。对照组用药后 0S ; 内临产者
9/ 例（V(E .7‘），其中阴道分娩 T. 例（S0E V/‘，有 . 例为产前
助产），/例因社会因素、S例因产科指征行剖宫产（(7E R9‘），产
后出血 .例（.E 9/‘），新生儿窒息 . 例（.E 90‘）。两组引产成
功率、产后出血率及新生儿窒息发生率无明显差异（% _RE R7）。

#" 讨论

# # 本实验纳入对象为 /V ^ 0( 孕周，临近、达到或超过孕产期
而无临产迹象的初产妇，引产前 ,Q$ 有反应，* 超提示胎盘成
熟度&级，此时胎儿已经成熟。为避免胎盘功能减退带来的不
良妊娠结局可考虑引产［.］。本研究表明，通过按摩乳头，促进

缩宫素的合成和释放，可诱发或促进有效子宫收缩，启动产程，

促进分娩顺利进行，此时缩宫素的释放比较接近生理性脉冲释

放，且简单易行，与缩宫素引产相比较，并未增加产后出血和新

生儿窒息的风险。

# # 我院采用的实用新型乳头按摩器能避免产妇害羞、天气寒
冷等不利因素，模仿婴儿吮吸乳头的动作，通过产生规律的负

压，有节奏的刺激乳头，实现类似吮吸感的有效物理刺激，安全

诱发或加强宫缩，有效引产。

# # 关键词：乳头；按摩器；仿生
# # 中图法分类号：19(7E /# # # 文献标识码：*

参考文献：

［(］凌萝达，顾美礼E 难产［U］E 修订版E 重庆：重庆出版社，(VVV：TV
8 9.E

［.］杜保琳E 产前乳头刺激试验的临床价值［ P］E 中华妇产科杂志，
(VS9，..（/）：(T. 8 (T0E

（编辑# 邓强庭）

T/S # # # # # # # # # # # 第 # 三 # 军 # 医 # 大 # 学 # 学 # 报 # # # # # # # # # # # # 第 /R卷


