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乙肝病毒Ｘ基因参与肝细胞脂肪变性的作用及机制的初步研究

张　琴１，彭　俊２，沈　薇１　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院消化内科１；６１５０００四川 西昌，凉山州第一人民医院
妇产科２）

　　［摘要］　目的　探讨沉默ＨＢｘ基因对 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞脂质代谢相关基因表达的影响。方法　 设立空白对照组
（ＨｅｐＧ２．２．１５细胞）、阴性对照组（ＨｅｐＧ２．２．１５细胞转染阴性 ＨＫ质粒）、ｓｈＨＢｘ转染组（ＨｅｐＧ２．２．１５细胞转染 ｓｈＨＢｘ质
粒）和ＨｅｐＧ２组（ＨｅｐＧ２细胞）。构建针对ＨＢｘ基因的ｓｈＨＢｘ质粒，转染ＨｅｐＧ２．２．１５细胞，荧光显微镜及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测转染质粒２４～９６ｈ绿色荧光蛋白和ＨＢｘ蛋白的表达以确定质粒的最佳干扰时间，根据结果予油酸钠刺激细胞，甘油三
酯（ＴＧ）检测细胞脂肪变程度，ＲＴＰＣＲ检测固醇调节元件结合蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，ＳＲＥＢＰ１ｃ）
ｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝Ｘ受体α（ｌｉｖｅｒｘｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ，ＬＸＲα）及脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）蛋白的
表达。结果　 成功构建ｓｈＨＢｘ质粒并转染ＨｅｐＧ２．２．１５细胞；与空白对照组和阴性对照组比较，ｓｈＨＢｘ转染组 ＨＢｘ蛋白
表达明显下降，于转染后４８～７２ｈ表达最低［（０．３３７±０．０４２）ｖｓ（０．５７７±０．０３２），（０．３３３±０．０３２）ｖｓ（０．６５４±０．０４９），
Ｐ＜０．０１］，差异有统计学意义；随着油酸钠处理时间延长，各组ＴＧ含量、ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ水平、ＬＸＲα和ＦＡＳ蛋白表达均
逐渐增加，与空白对照组和阴性对照组比较，同一时间点，ｓｈＨＢｘ转染组和ＨｅｐＧ２组中表达较低［ＴＧ：（２６．５１±１．９８）μｇ／ｍｇ
ｖｓ（３７．１６±６．３２）μｇ／ｍｇ；ＳＲＥＢＰ１ｃ：０．４１８±０．０５１ｖｓ０．５１６±０．０３７；ＬＸＲα：０４６３±０．０４７ｖｓ０．６３０±０．０２６；ＦＡＳ：０．４６３±
００４７ｖｓ０．６３０±０．０１７，Ｐ＜０．０１］，差异有统计学意义，而 ｓｈＨＢｘ转染组与 ＨｅｐＧ２组相比水平近似，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＨＢｘ在ＨｅｐＧ２．２．１５细胞脂变中具有重要作用，可能通过调节 ＬＸＲα、ＦＡＳ、ＳＲＥＢＰ１ｃ表达影响肝细
胞脂代谢。

　　［关键词］　 乙肝病毒Ｘ基因；肝细胞脂肪变性；质粒；ＲＮＡ干扰
　　［中图法分类号］　Ｒ５７５．０２；Ｒ３９４３３；Ｒ３９４．３　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金（３０８７１１６０）；重庆市自然科学基金（ＣＳＴＣ２００８ＢＢ５４０４）；重庆市医学科技计划项目（２００８２４０１）

［通信作者］　沈　薇，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｅｎｗｅｉ３１５＠１２６．ｃｏｍ

ＰｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｇｅｎｅｉｎｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅａｔｏｓｉｓ
ＺｈａｎｇＱｉｎ１，ＰｅｎｇＪｕｎ２，ＳｈｅｎＷｅｉ１（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，ＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１０；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｂｓｔｅｔｒｉｃｓａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙ，ＦｉｒｓｔＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＬｉａｎｇｓｈａｎＰｒｅｆｅｃｔｕｒｅ，Ｘｉｃｈａｎｇ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖ
ｉｎｃｅ，６１５０００，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸ（ＨＢｘ）ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓ），ａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅＨＫ
ｐｌａｓｍｉｄｓ），ａｓｈＨＢｘｇｒｏｕｐ（ＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＨＢｘｐｌａｓｍｉｄｓ）ａｎｄａＨｅｐＧ２ｇｒｏｕｐ（ＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓ）．ｓｈＨＢｘｐｌａｓｍｉｄｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇＰｏｌｙＪｅｔＴＭｒｅａｇｅｎｔ．Ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｓｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＨＢｘｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｆｔｅｒ２４ｈ－９６ｈｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙａｂｅｓｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｉｍｅ．Ｔｈｅｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅｆｏｒ２４ｈａｎｄ４８ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｄｅｇｒｅｅｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ）
ｔｅｓｔ．ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ（ＳＲＥＢＰ１ｃ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ），ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ（ＬＸＲα）
ａｎｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ（ＦＡＳ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ｓｈＨＢｘｐｌａｓｍｉｄｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＨＢｘｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｓｈＨＢｘｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｌｏｗｅｓｔｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｔ４８ｈ－

６６４２
第３３卷第２３期
２０１１年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１１



７２ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（０．３３７±０．０４２ｖｓ０．５７７±０．０３２，０．３３３±０．０３２ｖｓ０．６５４±０．０４９，Ｐ＜０．０１）．Ａｆｔｅｒ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅ，ｔｈｅＴＧｃｏｎｔｅｎｔ，ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡｌｅｖｅｌａｎｄＬＸＲαａｎｄＦＡＳｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｓｔｈｅｔｉｍｅｅｘｔｅｎｄｅｄ，ａｎｄｔｈｅｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｓｈＨＢｘｇｒｏｕｐａｎｄＨｅｐＧ２ｇｒｏｕｐａｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＴＧ：２６．５１±１．９８μｇ／ｍｇｖｓ３７．１６±
６．３２μｇ／ｍｇ；ＳＲＥＢＰ１ｃ：０．４１８±０．０５１ｖｓ０．５１６±０．０３７；ＬＸＲα：０．４６３±０．０４７ｖｓ０．６３０±０．０２６；ＦＡＳ：
０．４６３±０．０４７ｖｓ０６３０±０．０１７，Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｈＨＢｘｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅＨｅｐＧ２ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨＢｘｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓｔｅａｔｏｓｉｓ．
ＩｔｍａｙａｆｆｅｃｔｔｈｅｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＬＸＲα，ＦＡＳａｎｄＳＲＥＢＰ１ｃ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｇｅｎｅ；ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓ；ｐｌａｓｍｉｄ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０８７１１６０），ｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２００８ＢＢ５４０４）ａｎｄｔｈｅＰｒｏ
ｊｅｃｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２００８２４０１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳｈｅｎＷｅｉ，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｅｎｗｅｉ３１５＠１２６．ｃｏｍ

　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）与病毒性肝炎的关系近年来引起学者
们广泛关注。研究显示乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉ
ｒｕｓ，ＨＢＶ）感染常合并不同程度的肝脂肪变性，比例高
达２７％～５１％［１］。ＨＢｘ蛋白是乙肝病毒 Ｘ基因编码
的一种多功能蛋白，有学者认为ＨＢｘ蛋白在肝细胞脂
肪变性中具有重要作用［２－４］，但其确切的分子机制尚

不明了。我们前期实验发现慢性乙型病毒性肝炎

（ＣＨＢ）患者肝组织ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ阳性率及表达水平
均与脂肪肝无明显相关性，而ＨＢｘ与ＬＸＲα、ＦＡＳ表达
呈正相关，初步显示在人体 ＨＢｘ可能通过诱导 ＬＸＲα
及ＦＡＳ高表达参与脂肪肝的发生［５］。ＨｅｐＧ２．２．１５细
胞是由包含了二拷贝 ＨＢＶ基因组的质粒转染到人肝
癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞所得到的稳定克隆，能合成
ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ和 Ｄａｎｅ颗粒等。为进一步验证 ＨＢｘ
与肝细胞脂肪变性的关系，本研究通过 ＲＮＡ干扰技
术，观察 ＨＢｘ基因沉默前后 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞和
ＨｅｐＧ２细胞脂质代谢相关基因表达的差异，探讨 ＨＢｘ
在乙肝相关性脂肪肝发生机制中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞和 ＨｅｐＧ２细胞由本实验室保存，载体
ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．４（含ｈＨ１启动子、Ｋａｎ／Ｎｅｏ抗性、ＥＧＦＰ荧光）、大肠
杆菌ＤＨ５α及通用阴性对照ＨＫ质粒（武汉晶赛公司），Ｔ４ＤＮＡ
连接酶、限制性内切酶Ｅｃｏ３１Ⅰ和ＳａｃⅠ（ＴａＫａＲａ公司），质粒抽
提试剂盒（ＢｉｏＲａｄ公司），ＲＮＡ抽取试剂盒、ＰＣＲ试剂盒（北京
百泰克生物技术有限公司）小鼠抗人 ＨＢｘ单克隆抗体（ｃｈｅｍｉ
ｃｏｎ公司），兔抗人 ＦＡＳ多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），鼠抗人
ＬＸＲα单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司），转染试剂 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ（ＳｉｇｎａＧｅｎ
公司），甘油三酯（ＴＧ）试剂盒（长春汇力公司），油红 Ｏ（Ｓｉｇｍａ
公司），胎牛血清（杭州四季青公司），核蛋白和胞浆蛋白提取

试剂盒（南京凯基生物）。

１．２　实验方法
１．２．１　靶序列的选择　　针对 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞 Ｘ基因区

（ＧＩ：２１８２１１７）选择作用靶点，为避免只选择１个序列可能出现
无效或低效的情况，我们选择前期实验被证实有效的序列 ＡＧ
ＧＡＧＧＣＴＧＴＡＧＧＣＡＴＡＡＡ为靶点（１７７５ｂｐ）。同时以通用阴性
对照ＨＫ质粒作为与ＨＢｘ无关的内对照作用位点。
１．２．２　ｓｈＲＮＡＨＢｘ质粒的构建　　构建质粒载体ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．４
ｓｈＲＮＡＨＢｘ引物结构为：ＴＣＣＣ＋Ｓｅｎｓｅ＋Ｌｏｏｐ＋Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ＋终
止信号＋ＳａｃⅠ，插入的ＤＮＡ模板序列为：５′ＴＣＣＣＡＧＧＡＧＧＣＴ
ＧＴＡＧＧＣＡＴＡＡＡＴＴＣＡＡＧＡＣＧＴＴＴＡＴＧＣＣＴＡＣＡＧＣＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴ
ＴＧ３′（正义链），５′ＡＧＣＴＣＡＡＡＡＡＡＡＧＧＡＧＧＣＴＧＴＡＧＧＣＡＴＡ
ＡＡＣＧＴＣＴＴＧＡＡＴＴＴＡＴＧＣＣＴＡＣＡＧＣＣＴＣＣＴ３′（反义链）。ｐＧｅｎ
ｅｓｉｌ１．４质粒载体带有 ＳａｃⅠ酶切位点，而 ＤＮＡ模板序列设计
有该酶切位点便于与载体连接。两片段经退火后产物与线性

化载体连接，重组质粒的转化，单克隆扩增等步骤构建 ＨＢｘ的
特异性质粒ｓｈＲＮＡＨＢｘ。
１．２．３　重组质粒的鉴定　　采用质粒纯化试剂盒抽提质粒，
用ＳａｃⅠ做酶切鉴定，选择酶切鉴定重组成功的质粒进行 ＤＮＡ
测序。

１．２．４　细胞培养　　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞和 ＨｅｐＧ２细胞培养于
含１０％胎牛血清的ＭＥＭ培养基；二者均置于３７℃、５％二氧化
碳饱和湿度的孵箱培养，每３～４天用２５％胰酶消化传代。
１．２．５　实验分组　　设立空白对照组（ＨｅｐＧ２．２．１５），阴性对
照组（ＨｅｐＧ２．２．１５转染阴性对照 ＨＫ质粒），ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染
组（ＨｅｐＧ２．２．１５转染重组质粒 ｓｈＲＮＡＨＢｘ）和 ＨｅｐＧ２组。根
据前期实验结果，油酸钠浓度超过４０μｇ／ｍｌ时光密度值下降
明显，对细胞增殖影响较大，最佳作用时间为２４、４８、７２ｈ。故
本实验选取４０μｇ／ｍｌ作为油酸钠最佳诱导浓度，处理各组细
胞２４、４８ｈ。
１．２．６　ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ瞬时转染建立干扰 ＨＢｘ表达的细胞模型　　
待细胞长至７０％～８０％融合时，阴性对照组按转染试剂说明书
以ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ４μｌ∶１．５μｇＨＫ质粒转染细胞；ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组
以ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ４μｌ∶１．５μｇｓｈＲＮＡＨＢｘ质粒转染细胞，空白对照
组和ＨｅｐＧ２组不转染任何质粒。ＨＫ质粒和 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．４ＨＢｘ
质粒均带有绿色荧光蛋白 ＥＧＰＦ，荧光显微镜下观察绿色荧光
蛋白检测细胞转染效果。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染质粒后ＨＢｘ蛋白表达　　细胞转
染质粒后２４、４８、７２、９６ｈ用２５％胰酶消化，４℃离心，１０００×ｇ，
５ｍｉｎ收集细胞，预冷 ＰＢＳ洗３次，提取细胞总蛋白 ＢＣＡ法测
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定蛋白浓度后－７０℃保存。上样到１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ中，每泳
道按８０μｇ上样，聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜至ＰＶＤＦ膜，５％脱
脂牛奶封闭１ｈ，加入ＨＢｘ抗体，４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗膜后加
入二抗室温孵育２ｈ，ＥＣＬ显色。用目的蛋白与 βａｃｔｉｎ的积分
光密度比值表示该蛋白的相对表达量，Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件比较进
行半定量分析。我们在转染后２４ｈ加入油酸钠刺激，选择加入
油酸钠２４ｈ和４８ｈ（即转染后４８ｈ和７２ｈ）２个时间点进行后
续实验。

１．２．８　ＴＧ试剂盒检测各组细胞内 ＴＧ含量　　油酸钠处理
２４、４８ｈ后收集细胞，按试剂盒步骤进行操作，并行蛋白定量，
计算每毫克蛋白所对应的ＴＧ含量。
１．２．９　ＲＴＰＣＲ检测ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达　　油酸钠刺激细
胞后，按ＲＮＡ抽提试剂盒说明提取各组细胞总ＲＮＡ，逆转录成
ｃＤＮＡ。ＳＲＥＢＰ１ｃ上 游 引 物：５′ＣＣＣＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＧＣＡＧ
ＧＡＧＡＡＣ３′，下游引物：５′ＣＴＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＣＡＡＡＧＡＣＴＧＧ３′，
产物长度２７４ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴ
ＧＡＧＡＣＣ３′，下游引物：５′ＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧ３′，产
物长度６２５ｂｐ。ＰＣＲ反应条件均为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环，７２℃
终延伸１０ｍｉｎ。取ＳＲＥＢＰ１ｃ、βａｃｔｉｎ产物各６μｌ经１．５％琼脂
糖凝胶电泳，凝胶成像后，Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ图像分析软件分析图像，
计算每个样本与βａｃｔｉｎ积分光密度比值，代表各组 ＳＲＥＢＰ１ｃ
相对表达量。

１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＸＲα及 ＦＡＳ蛋白的表达　　油酸
钠刺激后收集细胞，一抗分别用 ＬＸＲα、ＦＡＳ抗体，按１．２．７操
作。最后用目的蛋白与βａｃｔｉｎ的积分光密度比值表示该蛋白
的相对表达量，Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件比较进行半定量分析。

１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，实验数据以 珋ｘ±ｓ表
示。两样本比较用ｔ检验，多样本均数比较用方差分析。

２　结果

２．１　重组质粒酶切及测序鉴定
　　用ＳａｃⅠ酶切出一条约７００ｂｐ的ＤＮＡ小带。经酶切鉴定，
ｓｈＲＮＳＨＢｘ符合设计要求；测序结果显示插入片段的碱基序列
亦符合设计要求（图１）。
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Ｍ：标准；１、２：ＨＢｘ
图１　重组质粒ｓｈＲＮＡＨＢｘ酶切鉴定结果

２．２　沉默ＨＢｘ表达的细胞模型
　　阴性对照质粒和 ｓｈＲＮＡＨＢｘ质粒均带有绿色荧光蛋白
ＥＧＰＦ，若转染成功，在荧光显微镜下即可见绿色荧光蛋白表达。
结果显示阴性对照组和ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组转染后１２ｈ即有绿
色荧光蛋白表达，随着时间延长荧光逐渐增多，转染后４８～７２ｈ
荧光表达最强，之后开始减弱，空白对照组未见荧光（图２）。

２．３　干扰ＨＢｘ基因最佳时间
　　与空白对照组（ＨｅｐＧ２．２．１５）、阴性对照组（ＨｅｐＧ２．２．１５
转染ＨＫ质粒）比较，同一时间点ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组ＨＢｘ蛋白
水平明显降低（Ｐ＜０．０１），而 ＨｅｐＧ２组中无 ＨＢｘ蛋白表达；转
染后２４～７２ｈ，随着转染时间延长，ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组内 ＨＢｘ
蛋白表达越少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），但转染后９６ｈ，
ＨＢｘ蛋白表达又增加，见图３，表１。
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１～４：空白对照组转染后２４、４８、７２、９６ｈ；５～８：阴性对照组转染后
２４、４８、７２、９６ｈ；９～１２：ｓｈＨＢｘ转染组转染后２４、４８、７２、９６ｈ

图３　各组细胞转染质粒不同时间ＨＢｘ蛋白的表达

表１　转染质粒后不同时间ＨＢｘ蛋白的相对表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
空白对照组 ０．５２７±０．４０４ ０．５７７±０．０３２ｂ ０．６５４±０．０４９ｃ ０．６８３±０．０３１
阴性对照组 ０．５２０±０．０３０ ０．５７３±０．０６０ｂ ０．６５０±０．０３６ｃ ０．６９０±０．０５０

ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组 ０．４５７±０．０２３ａ０．３３７±０．０４２ａｂ０．３３３±０．０３２ａ ０．４０７±０．０３５ａｄ

ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组和阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与２４ｈ
比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与４８ｈ比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与７２ｈ比较
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Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组
图２　荧光显微镜观察各组细胞转染７２ｈ后荧光蛋白表达　（×１００）
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２．４　各组细胞甘油三酯水平
　　细胞内 ＴＧ含量随油酸钠刺激时间延长逐渐增多，与空白
对照组和阴性对照组比较，同一时间点 ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组及
ＨｅｐＧ２组细胞内ＴＧ含量较低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
而ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组和 ＨｅｐＧ２组相比无明显差异（Ｐ＞
００５），见表２。

表２　各组细胞加油酸钠不同时间ＴＧ含量比较（μｇ／ｍｇ，珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ
空白对照组 ３７．１６±６．３２ ５８．４２±１．９５ｂ

阴性对照组 ３７．０８±４．０２ ５７．８２±２．１２ｂ

ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组 ２６．５１±１．９８ａ ４７．３６±３．３９ａｂ

ＨｅｐＧ２组 ２７．４３±２．３６ａ ４６．９２±２．２９ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与空白和阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与２４ｈ比较

２．５　各组细胞ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达
　　随着油酸钠刺激时间延长，ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ水平逐渐升
高，与空白对照组和阴性对照组比较，同一时间点 ｓｈＲＮＡＨＢｘ
转染组及ＨｅｐＧ２组中ＳＲＥＢＰ１ｃ表达减少，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），而ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组及ＨｅｐＧ２组中 ＳＲＥＢＰ１ｃ表
达近似（Ｐ＞０．０５），见图４，表３。
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Ｍ：标准；１、２：空白对照组加油酸钠２４、４８ｈ；３、４：阴性对照组加油
酸钠２４、４８ｈ；５、６：ＨＢｘ转染组加油酸钠２４、４８ｈ；７、８：ＨｅｐＧ２组加
油酸钠２４、４８ｈ
图４　各组细胞油酸钠处理不同时间ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达

表３　各组细胞油酸钠处理不同时间ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ相对表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ
空白对照组 ０．５１６±０．０３７ ０．５８０±０．０２２ｂ

阴性对照组 ０．５２０±０．０１９ ０．５７５±０．０１３ｂ

ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组 ０．４１８±０．０５１ａ ０．５００±０．０１８ａ

ＨｅｐＧ２组 ０．４２５±０．０２１ａ ０．４９３±０．０１７ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与空白和阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与２４ｈ比较

２．６　各组细胞ＬＸＲα和ＦＡＳ蛋白表达水平
　　随着油酸钠刺激时间延长，各组ＬＸＲα和ＦＡＳ蛋白表达水
平均呈增加趋势，但是同一时间点空白对照组，阴性对照组蛋

白表达水平明显高于 ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组及 ＨｅｐＧ２组，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１），而 ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组、ＨｅｐＧ２组之间
ＬＸＲα和ＦＡＳ蛋白表达水平近似，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），见图５、６，表４。
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１、２：空白对照组加油酸钠２４、４８ｈ；３、４：阴性对照组加油酸钠２４、
４８ｈ；５、６：ＨＢｘ转染组加油酸钠２４、４８ｈ；７、８：ＨｅｐＧ２组加油酸钠
２４、４８ｈ

图５　各组细胞油酸钠处理不同时间ＬＸＲα蛋白的表达
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１、２：空白对照组加油酸钠２４、４８ｈ；３、４：阴性对照组加油酸钠２４、
４８ｈ；５、６：ＨＢｘ转染组加油酸钠２４、４８ｈ；７、８：ＨｅｐＧ２组加油酸钠
２４、４８ｈ

图６　各组细胞油酸钠处理不同时间ＦＡＳ蛋白的表达

表４　各组细胞加油酸钠不同时间ＬＸＲα和ＦＡＳ蛋白的相对表达量（珋ｘ±ｓ）

目的蛋白 组别　　　　 ２４ｈ ４８ｈ
ＬＸＲα 空白对照组 ０．６３０±０．０２６ ０．６９３±０．０２５ｂ

阴性对照组 ０．６２７±０．０３２ ０．６９７±０．０５１ｂ

ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组 ０．４６３±０．０４７ａ ０．５６０±０．０２６ａｂ

ＨｅｐＧ２组 ０．４６０±０．０１７ａ ０．５６７±０．０４７ａｂ

ＦＡＳ 空白对照组 ０．６３０±０．０１７ ０．７００±０．０３６ｂ

阴性对照组 ０．６２７±０．０３２ ０．７０３±０．０４０ｂ

ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组 ０．４６３±０．０４７ａ ０．５７３±０．０２５ａｂ

ＨｅｐＧ２组 ０．４６０±０．０１７ａ ０．５６９±０．０４２ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组和阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与２４ｈ比较

３　讨论

　　随着人们生活水平不断提高，ＮＡＦＬＤ发病率逐年
增加，脂肪肝和慢性乙型病毒性肝炎（ＣＨＢ）、慢性丙
型病毒性肝炎（ＣＨＣ）共同存在于同一个体的病例亦
逐渐增加［６］。ＣＨＣ与肝脂肪变的关系较为肯定，研究
认为丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）通过调节脂肪代谢关键基
因肝Ｘ受体α（ＬＸＲα）、ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达从而调控宿
主肝细胞脂代谢，最终引起肝细胞脂肪变［７－９］。而有

关ＣＨＢ合并脂肪肝的关系尚存在诸多未知问题亟待
解答，ＨＢＶ相关性肝脂肪变的发生是否与 ＣＨＣ类似，
国内外研究尚少。

　　肝 Ｘ受体（ＬＸＲｓ）是一种氧化型固醇激活的核受
体，可调节机体多种生理活动，包括脂肪代谢、胆固醇

代谢和糖代谢等过程［１０］。ＬＸＲｓ分为 ＬＸＲα和 ＬＸＲβ
两种亚型，前者主要表达于肝脏及其他与脂代谢密切

相关的组织（如脂肪组织、巨噬细胞等）。ＳＲＥＢＰ１ｃ
是参与脂肪合成的主要转录调节因子，ＬＸＲα可上调
ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达，随之激活多种参与脂肪酸合成的酶
的转录，包括ＦＡＳ，此外，ＬＸＲα也可直接激活 ＦＡＳ的
转录，从而使宿主细胞发生脂质代谢异常［１１－１２］。

　　ＨＢｘ蛋白是ＨＢＶ基因组中由 Ｘ基因编码的多功
能蛋白，在病毒转录和复制中起重要作用，还可以与宿

主细胞转录因子相互作用调节基因转录。我们前期实

验［５］证实 ＨＢＶ患者肝组织 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ阳性率及
表达水平均与脂肪肝无关，而ＨＢｘ与ＬＸＲα、ＦＡＳ表达
呈正相关；细胞实验发现转染了 ＨＢｘ表达载体的
ＨｅｐＧ２细胞脂肪变程度明显升高，我们推测ＨＢｘ蛋白
在这个过程中起了决定性作用。ＨｅｐＧ２．２．１５细胞是
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由包含了二拷贝ＨＢＶ基因组的质粒转染到人肝癌细
胞株 ＨｅｐＧ２细胞所得到的稳定克隆，能持续表达
ＨＢｘ，因此，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞是比较理想的研究 ＨＢｘ
的体外培养细胞模型。为进一步验证上述结论，本研

究以ＨｅｐＧ２．２．１５细胞和 ＨｅｐＧ２细胞为研究对象，构
建ｓｈＨＢｘ质粒，观察ＨＢｘ基因沉默后脂代谢相关基因
的变化。结果显示转染ｓｈＨＢｘ质粒后４８、７２ｈＨＢｘ蛋
白表达最少，到转染后 ９６ｈＨＢｘ蛋白表达回升，因
ＲＮＡ干扰并不是完全沉默目的基因［１３］，故 ｓｈＨＢｘ质
粒转染后仍有部分ＨＢｘ蛋白的表达，但是同一时间均
比空白对照组和阴性对照组表达明显减少，因此我们

认为ＨＢｘ干扰是有效的。我们选择在干扰最佳时间
内，用油酸钠处理细胞，研究显示 ｓｈＲＮＡＨＢｘ转染组
ＬＸＲα和ＦＡＳ蛋白，ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达水平明显低
于空白对照组和阴性对照组，细胞内 ＴＧ合成量也较
空白对照组和阴性对照组低，而与 ＨｅｐＧ２组结果近
似。我们的研究与Ｎａ等［２］和 Ｓｈｉｅｈ等［１４］报道的结果

基本一致，由此推测ＨＢｘ可能直接参与了脂代谢相关
基因的调控，通过上调 ＬＸＲα、ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ的表达
导致宿主细胞脂质沉积，为ＨＢＶ与肝细胞脂肪沉积的
关系提供了实验研究的基础。
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　　对于专著、论文集中的析出文献，其文献类型标识建议采用单字母“Ａ”；对于其他未说明的文献类型，建议采
用单字母“Ｚ”。
　　对于数据库（ｄａｔａｂａｓｅ）、计算机程序（ｃｏｍｐｕｔｅｒｐｒｏｇｒａｍ）及电子公告（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｂｕｌｌｅｔｉｎｂｏａｒｄ）等电子文献类
型的参考文献，建议以下列双字母作为标识：

　　电子参考文献类型　　数据库　　计算机程序　　电子公告
　　电子文献类型标识　　　ＤＢ　　　　　ＣＰ　　　　　ＥＢ
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