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细胞周期蛋白Ｄ２对ＨＢＶ复制的影响

任吉华，冉龙宽，李宛蔚，陶娜娜，陈　祥，周洪钟，刘　波，陈　娟　　（４０００１６重庆，重庆医科大学感染性疾病
分子生物学教育部重点实验室）

　　［摘要］　目的　研究细胞周期蛋白Ｄ２（ｃｙｃｌｉｎＤ２）对ＨＢＶ复制的影响并探讨其作用的分子机制。
方法　 运用 ｑＲＴＰＣＲ分析细胞周期蛋白家族成员在 ＨＢＶ复制细胞系中的表达水平；ｑＲＴＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＢＶ复制对 ｃｙｃｌｉｎＤ２表达的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默效果，Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ，Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ验证沉默 ｃｙｃｌｉｎＤ２对 ＨＢＶ复制中间体表达的影响及 ＥＬＩＳＡ验证 ｃｙｃｌｉｎＤ２对
ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ分泌的影响；并检测ｃｙｃｌｉｎＤ２过表达对 ＨＢＶ复制的影响。结果　在细胞周期蛋白中，
ＨＢＶ复制对ｃｙｃｌｉｎＤ２表达的影响最为显著，ＨＢＶ感染明显促进ｃｙｃｌｉｎＤ２ｍＲＮＡ和蛋白水平的升高，下
调ｃｙｃｌｉｎＤ２显著抑制ＨＢＶ的复制中间体的表达，ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的分泌，过表达 ｃｙｃｌｉｎＤ２明显促进
ＨＢＶ的复制。结论　 ＨＢＶ复制可以促进细胞内ｃｙｃｌｉｎＤ２的表达，ｃｙｃｌｉｎＤ２有利于ＨＢＶ的复制。这一
发现为降低ＨＢＶ的感染率，探索治疗乙型肝炎新的靶点提供了新的策略。
　　［关键词］　 ＨＢＶ；ｃｙｃｌｉｎＤ２；细胞周期蛋白
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　　乙型肝炎病毒（ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢＶｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染呈世
界范围广泛流行，全球有超过３亿慢性感染者；并逐步
发展为慢性乙型肝炎、肝硬化和肝癌，每年约有１００万
人死于乙肝相关的各种终末期疾病。尽管对 ＨＢＶ感
染的控制已越来越引起了人们的重视，不同的方法已

运用于控制ＨＢＶ感染和治疗 ＨＢＶ患者，但治疗 ＨＢＶ
患者的两大类药物（核苷酸类似物和干扰素）均不能

完全清除人体内的ＨＢＶ，并且可导致药物抵抗或产生
严重的副作用。因此，寻找新的分子生物学治疗靶点，

发展新的治疗策略显得尤为重要。

　　ＣｙｃｌｉｎＤ２是细胞周期蛋白家族 Ｄ的成员之一。
在细胞周期进程中，ｃｙｃｌｉｎＤ２与细胞周期蛋白依赖性
激酶４（Ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ４，ＣＤＫ４）和ＣＤＫ６形成
复合物并作为其调节亚基在 Ｇ１／Ｓ转换中发挥了重要
作用［１］。有文献报道ｃｙｃｌｉｎＤ２参与了肿瘤的进展［２］，

并且在 ＨＢＶ相关的 ＨＣＣ中，ｃｙｃｌｉｎＤ２的启动子是高
度甲基化的［３］。另外，一些细胞周期调节因子如 ｐ５３、
ｐ２１也是与 ＨＢＶ相关的 ＨＣＣ的发生发展有关的［４］。

这些发现揭示着细胞周期的调节因子与 ＨＢＶ相关的
ＨＣＣ存在某种关联，但目前很少有研究关注于 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ２与 ＨＢＶ感染之间的关系。本课题将通过沉默
ｃｙｃｌｉｎＤ２表达和过表达 ｃｙｃｌｉｎＤ２两方面研究 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ２是否调控了ＨＢＶ的复制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＨｅｐＧ２．２．１５、ＨｅｐＧ２细胞购于 ＡＴＣＣ（Ａｍｅｒｉｃａｎ
ＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）公司。包装ｃｙｃｌｉｎＤ２的ｓｈＲＮＡ
的ｐＬＫＯ．１ｐｕｒｏ质粒（产品目录编号 ＳＨ２４２１），包装
ｓｃｒａｍｂｌｅｓｈＲＮＡ的ｐＬＫＯ．１ｐｕｒｏ质粒（产品目录编号
ＳＨ２４２１）均购于 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ。ｐｃＤＮＡ３．１ｃｙｃｌｉｎＤ２
购于 ａｄｄｇｅｎｅ，人乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）复制质粒
ｐＧＥＭＨＢＶ１．３由德国海德堡大学 Ｐｒｏｔｚｅｒ博士赠送。
ＣｙｃｌｉｎＤ２抗体（３７４１）购于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
βａｃｔｉｎ抗体（ｓｃ１６１６Ｒ）购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。
ＥＬＩＳＡ试剂盒购于ＫＨＢ。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养和转染方法　　ＨｅｐＧ２细胞培养于
含有１０％胎牛血清的ＭＥＭ培养基中，ＨｅｐＧ２．２．１５培
养于含有１０％胎牛血清，４００μｇ／ｍＬＧ４１８的 ＭＥＭ培
养基中，在含５％ ＣＯ２，３７℃ 孵箱中常规培养。质粒按
照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ＴＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）的说明书进行转染。
１．２．２　细胞内ＨＢＶ复制中间体提取和ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分

析　　细胞于六孔板中转染５ｄ后，去除培养基，ＰＢＳ清
洗，胰酶消化，加入 ０．５ｍＬ细胞裂解液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌｐＨ＝８．０、１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１％ ＮＰ４０和２％
ｓｕｃｒｏｓｅ），混匀后，３７℃ 孵育１５ｍｉｎ，转移裂解液到ＥＰ
管中，１５０００×ｇ离心５ｍｉｎ。在上清中加入 ＤＮａｓｅⅠ
（４０Ｕ／ｍＬ）和 ＭｇＣｌ２（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），３７℃孵育≥４ｈ后
加入２００μＬ３５％ ＰＥＧ８０００（含１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ），冰
浴１ｈ后１１０００×ｇ、４℃离心５ｍｉｎ，留沉淀，加入０．５ｍＬ
蛋白酶 Ｋ消化液（０．５％ ＳＤＳ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ＝８．０和１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）和
０．５ｍｇ／ｍＬ蛋白酶 Ｋ（Ｔａｋａｒａ），４５℃过夜。酚氯仿抽
提，异丙醇沉淀，７０％乙醇洗涤，ＴＥ缓冲液或 ｄｄＨ２Ｏ
溶解ＨＢＶ复制中间体。提取的 ＨＢＶ复制中间体经
０．９％琼脂糖凝胶电泳，毛细管虹吸法转膜，１２０℃固
定。预杂交后加人地高辛标记 ＤＮＡ探针杂交过夜。
再化学发光、采集信号。

１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）　　提取 ＨＢＶ复
制中间体，按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（Ｒｏｃｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）说明书
配制反应体系和设置反应条件，ＨＢＶＤＮＡ引物，上游：
ＣＣＴＡＧＴＡＧＴＣＡＧＴＴＡＴＧＴＣＡＡＣ，下游：ＴＣＴＡＴＡＡＧＣ
ＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＣＧＡ。每孔均设３个复孔，每组实验重
复３次。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　转染３ｄ后，去除培养
基，ＰＢＳ清洗，ＲＩＰＡ裂解缓冲液裂解细胞，１５ｍｉｎ后
收集裂解液离心，去除细胞碎片，用 ＢＣＡ法测定蛋白
浓度。取等量（３０μｇ）细胞总蛋白上样，于 １０％的
ＳＤＳＰＡＧＥ中分离蛋白后，在ＢｉｏＲａｄ湿式转移电泳槽
转膜。５％脱脂牛奶封闭 ＮＣ膜１ｈ，加一抗（１∶２０００
稀释一抗），４℃摇床孵育过夜。然后以 ＴＢＳＴ洗涤
３次，每次５ｍｉｎ。二抗（即 ＨＲＰ标记的兔抗人 ＩｇＧ抗
体，以封闭液按１∶３０００稀释），室温下摇床孵育２ｈ，
洗涤３次后，ＥＣＬ显影。以βａｃｔｉｎ为内参。
１．２．５　ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ的检测　　按照酶联免疫吸
附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒操作说明检测细胞培养上清中
的ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的分泌水平。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计，多样本均数间的显著
性检验用方差分析，两样本间均数比较采用配对ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞周期蛋白家族在 ＨＢＶ复制细胞中的表达
水平

　　我们首先验证了细胞周期蛋白家族各成员在
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ＨＢＶ复制细胞 ＨｅｐＧ２．２．１５与对照细胞 ＨｅｐＧ２中的
表达差异，ｑＲＴＰＣＲ分析发现ｃｙｃｌｉｎＤ２的ｍＲＮＡ水平
在ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中显著高于 ＨｅｐＧ２细胞（Ｐ＜
００１，图１）。
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１：ｃｙｃｌｉｎＡ２；２：ｃｙｃｌｉｎＢ１；３：ｃｙｃｌｉｎＢ２；４：ｃｙｃｌｉｎＣ；
５：ｃｙｃｌｉｎＤ１；６：ｃｙｃｌｉｎＤ２；７：ｃｙｃｌｉｎＥ１

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨｅｐＧ２细胞比较
图１　ｑＲＴＰＣＲ分析在ＨｅｐＧ２．２．１５与ＨｅｐＧ２细胞中细

胞周期家族成员ｍＲＮＡ的表达差异　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＨＢＶ复制对ｃｙｃｌｉｎＤ２表达的影响
　　在ＨｅｐＧ２细胞中瞬时转染对照质粒 ｐｃＤＮＡ３．１、
ＨＢＶ表达质粒ｐＣＨ９／３０９１和 ｐＧＥＭＨＢＶ１．３后，ｑＲＴ
ＰＣＲ检测发现 ｐＣＨ９／３０９１和 ｐＧＥＭＨＢＶ１．３组中
ｃｙｃｌｉｎＤ２的ｍＲＮＡ水平表达相对值［分别为（２．５２±
０３５）、（２．３±０．３）］显著高于 ｐｃＤＮＡ３．１组（１．０１±
１．０１），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测也发现ｐＣＨ９／３０９１和ｐＧＥＭＨＢＶ１．３能明显增加
ｃｙｃｌｉｎＤ２的蛋白表达水平（图２）。
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１：ｐｃＤＮＡ３．１；２：ｐＣＨ９／３０９１；３：ｐＧＥＭ／ＨＢＶ１．３

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ｐＣＨ９／３０９１和ｐＧＥＭＨＢＶ１．３对

ｃｙｃｌｉｎＤ２表达的影响

２．３　ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默对ＨＢＶ复制的影响
　　为了验证 ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默对 ＨＢＶ复制的影响，我
们用ｓｈＲＮＡ成功沉默了ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中ｃｙｃｌｉｎＤ２
的表达（图３）。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测证实ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２１
和ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２２沉默 ｃｙｃｌｉｎＤ２的表达后，单个细胞
ＨＢＶ复制中间体的拷贝数［分别为（６０．６７±７．０９）、

（４０６７±１０．２１）］显著低于对照 ｓｈＣｏｎｔ组（９５．３３±
１３．５），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
检测证实ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默后，ＨＢＶ复制中间体的表达水
平显著降低（图４）。ＥＬＩＳＡ测定细胞培养上清也发现
ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默后，ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ分泌明显减少
（Ｐ＜０．０５，图 ５）。表明 ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默显著抑制了
ＨＢＶ的复制和ＨＢＶ抗原的分泌。
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１：ｓｈＣｏｎｔ；２：ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２１；３：ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２２
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默效果
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Ｍ：标准；１：ｓｈＣｏｎｔ；２：ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２１；３：ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２２
图４　ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默对ＨＢＶ复制中间体表达的影响
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１：ｓｈＣｏｎｔ；２：ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２１；３：ｓｈｃｙｃｌｉｎＤ２２
ＨＢｓＡｇ：ＨＢＶ表面抗原；ＨＢｅＡｇ：ＨＢＶｅ抗原

ａ：Ｐ＜０．０５与ｓｈＣｏｎｔ比较
图５　ＥＬＩＳＡ检测ｃｙｃｌｉｎＤ２沉默对ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ

分泌的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　过表达ｃｙｃｌｉｎＤ２对ＨＢＶ复制的影响
　　另一方面，为了确认 ｃｙｃｌｉｎＤ２对 ＨＢＶ复制的影
响，我们在ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中瞬时转染了ｃｙｃｌｉｎＤ２，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｔ验证 ｃｙｃｌｉｎＤ２过表达是成功的（图 ６）。
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测分析发现过表达ｃｙｃｌｉｎＤ２后，单个
细胞ＨＢＶ复制中间体的拷贝数（１９６．００±１９．０８）明
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显高于对照 ｐｃＤＮＡ３．１组（９３．３３±５．８６）。ｓｏｕｔｈｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析发现过表达ｃｙｃｌｉｎＤ２后，ＨＢＶ复制中间体的
表达水平也明显升高（图７）。ＥＬＩＳＡ测定细胞培养上
清也发现过表达 ｃｙｃｌｉｎＤ２组 ＨＢｓＡｇ表达相对值为
（１３３．３３±６．６６）明显高于 ｐｃＤＮＡ３．１组（１０１．３３±
１１０６），Ｐ＜０．０５；过表达 ｃｙｃｌｉｎＤ２组 ＨＢｅＡｇ表达相
对值为（１２６．００±６．５６）明显高于ｐｃＤＮＡ３．１组（９８．３３±
１０６０），Ｐ＜０．０５。表明过表达 ｃｙｃｌｉｎＤ２能明显促进
ＨＢＶ的复制和ＨＢＶ抗原的分泌。
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图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ｃｙｃｌｉｎＤ２过表达效果
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Ｍ：标准；１：ｐｃＤＮＡ３．１；２：ｃｙｃｌｉｎＤ２

图７　ｃｙｃｌｉｎＤ２过表达对ＨＢＶ复制中间体表达的影响

３　讨论

　　病毒对宿主的感染能力，宿主对病毒的抵抗能力
和病毒导致疾病的预后取决于病毒与宿主的相互作

用。病毒可通过上调或下调某些宿主因素，从而影响

自身的复制。已有研究发现 ＨＢＶ感染可以促进
ｍｉＲ１４６ａ的转录并下调了ＳＴＡＴ１的表达，导致了 ＨＢＶ
对干扰素的抵抗［５］。ＣｙｃｌｉｎＤ２作为细胞周期蛋白，在
调节一些与病毒感染有关的细胞增殖中发挥了关键性

的作用。在多种刺激因子作用下，Ｔ细胞和 Ｂ细胞活
化时，ｃｙｃｌｉｎＤ２是第一个被诱导表达的细胞周期蛋
白［６－８］，磷脂酰肌醇 ３激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３
ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）和环磷腺苷效应元件结合蛋白（ｃＡＭＰ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）能促进 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ２的启动子活性，从而调节了淋巴细胞增殖［９］，并且

ｃｙｃｌｉｎＤ２也介导了肿瘤坏死因子家族的 Ｂ细胞活化
因子 （Ｂ ｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅＴＮＦ
ｆａｍｉｌｙ，ＢＡＦＦ）诱导的 ＣＤ４＋ Ｔ淋巴细胞的增殖［１０］。

近年，有研究报道 ｃｙｃｌｉｎＤ２在 ＨＩＶ病人中的 ＣＤ４＋Ｔ
细胞中表达减少［１１］，ｃｙｃｌｉｎＤ２ｍＲＮＡ水平在人呼吸道
合胞病毒感染的气道上皮细胞中的表达水平也降

低［１２］。这些发现说明ｃｙｃｌｉｎＤ２是病毒感染重要的宿
主因素之一。

　　Ｐａｒｋ等［１３］发现 ｃｙｃｌｉｎＤ２的多态性与 ＨＢＶ感染
的清除有关，揭示着 ｃｙｃｌｉｎＤ２可能参与了 ＨＢＶ的生
活周期。本课题组也研究发现ｃｙｃｌｉｎＤ２与ＨＢＶ复制
密切相关，在细胞周期蛋白家族中，ｃｙｃｌｉｎＤ２在 ＨＢＶ
复制细胞与对照细胞中的表达差异最为显著，瞬时感

染ＨＢＶ后，ｃｙｃｌｉｎＤ２的 ｍＲＮＡ和蛋白水平都显著上
升。进一步研究发现ｃｙｃｌｉｎＤ２能明显促进ＨＢＶ复制
中间体的表达和病毒抗原的分泌。

　　ＣｙｃｌｉｎＤ２除了具有调节细胞周期的作用外，还是
多条信号通路中重要的信号分子。人类 Ｔ细胞白血
病病毒Ⅰ型（ｈｕｍａｎＴｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃｖｉｒｕｓ１，ＨＴＬＶ１）
的转录活化蛋白（Ｔａｘ）可通过ＮＦκＢ诱导ｃｙｃｌｉｎＤ２活
化［１４］，ＣｙｃｌｉｎＤ２也是 ＢＣＲＡＢＬ／ＦｏｘＯ３ａ信号通路重
要的下游靶点［１５］，ＭｙｃｃｙｃｌｉｎＤ２ｐ２７信号通路也在休
眠细胞的周期进展中发挥了重要作用［１６］。ＨＢＶ的转
录需要多种信号分子的参与，研究报道某些转录因子

可结合于 ＨＢＶ核心启动子上参与了 ＨＢＶ复制的调
控，如：Ｓｐ１［１７］、ＰＰＡＲａｌｐｈａ［１８］、ＡＰ１［１９］、ＨＮＦ４［２０］、
ＮＦκＢ［２１］等。本课题组下一步将通过研究ｃｙｃｌｉｎＤ２对
信号通路的影响，进一步阐明 ｃｙｃｌｉｎＤ２上调 ＨＢＶ复
制的分子机制，从而为发展控制ＨＢＶ感染的治疗策略
提供新的靶点。
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