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热休克蛋白Ｂ１抑制ＨＢＶ复制的研究
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　　［摘要］　目的　探讨热休克蛋白Ｂ１（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎＢ１，ＨＳＰＢ１）对乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）复制的
影响。方法　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常肝细胞系（ＨｅｐＲＧ）和 ＨＢＶ稳定复制细胞系（ＨｅｐＡＤ３８和
ＨｅｐＧ２．２．１５）中 ＨＳＰＢ１的蛋白水平。在 ＨＢＶ稳定复制细胞系（ＨｅｐＡＤ３８和 ＨｅｐＧ２．２．１５）中转染
ｐＣＭＶ６ＨＳＰＢ１质粒及对照质粒，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ＨＳＰＢ１过表达水平，实时荧光定量 ＰＣＲ和
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶ复制中间体表达的影响；ｑＲＴＰＣＲ检测 ＨＳＰＢ１过表达对 ＨＢＶ
３．５ｋｂｍＲＮＡ表达的影响；ＥＬＩＳＡ检测ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶｓ抗原（ＨＢｓＡｇ）和ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）分泌的
影响。在肝癌细胞系Ｈｕｈ７中共转染ｐＣＨ９／３０９１和ｐＣＭＶ６ＨＳＰＢ１质粒，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＨＳＰＢ１
过表达水平，实时荧光定量ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＳＰＢ１过表达对瞬时转染的 ＨＢＶ复制中间体表
达的影响。结果　ＨＳＢＰ１在ＨｅｐＡＤ３８和ＨｅｐＧ２．２．１５中的表达明显低于 ＨｅｐＲＧ。ＨＳＰＢ１在 ＨｅｐＡＤ３８
和ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中成功过表达，在过表达 ＨＳＰＢ１的 ＨｅｐＡＤ３８和 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中 ＨＢＶ复制中
间体水平以及 ３．５ｋｂｍＲＮＡ水平均降低，细胞培养上清中 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的分泌水平也降低。
ＨＳＰＢ１在转染ｐＣＨ９／３０９１的Ｈｕｈ７细胞中成功过表达，ＨＳＰＢ１过表达抑制了瞬时表达的 ＨＢＶ的复制
水平。结论　ＨＳＰＢ１可以抑制ＨＢＶ复制。
　　［关键词］　 乙型肝炎病毒；热休克蛋白Ｂ１；病毒复制
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１６３．ｃｏｍ

　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）是最常见的肝炎病毒，其所
引起的乙型肝炎呈世界性分布，据估计全世界有３．５亿
人为慢性 ＨＢＶ感染者［１］，每年约有１００万人死于因
ＨＢＶ感染所导致的相关疾病。我国是 ＨＢＶ的高流行
地区，慢性肝炎及其相关疾病也是我国面临的重大卫

生问题。因此，阐明ＨＢＶ复制调控机制，控制ＨＢＶ感
染显得尤为重要。据文献报道，ＨＢＶ在体内的复制受
到宿主因素的严格调控［２］，研究发现 Ｓｉｒｔ１［３］、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ２［４］、Ｋｕ８０［５］、ＳＡＭＨＤ１［６］等宿主因素均可以调控
ＨＢＶ的复制。但是宿主因素对 ＨＢＶ复制的影响尚未
完全明了。因此，对ＨＢＶ相关的宿主因素的研究具有
重要的意义。

　　热休克蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）是一类广
泛存在于生物体内的应激蛋白质。当机体处于应激状

态时，此种蛋白合成增多以保护机体，并且，许多热休

克蛋白具有分子伴侣活性。按照蛋白相对分子质量的

大小，热休克蛋白共分为 ５类，分别为 ＨＳＰ１１０、
ＨＳＰ９０、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ６０以及小分子热休克蛋白［７］。热

休克蛋白Ｂ１（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎＢ１，ＨＳＰＢ１）属于小分
子热休克蛋白，也称为 ＨＳＰ２５（小鼠）和 ＨＳＰ２７
（人类），是分布最广和研究最多的小分子热休克蛋

白。其主要定位于细胞质，在内质网、细胞核等亚细胞

器中也有分布。

　　作为小分子热休克蛋白，ＨＳＰＢ１与多种物理和化
学应激相关，可以识别并辅助降解错误折叠的蛋

白［８］；ＨＳＰＢ１还能与多种参与细胞程序性死亡的组分
相互作用［９］。研究发现ＨＳＰＢ１与多种肿瘤相关，其表
达量与肿瘤的治疗反应［１０］

!

预后［１１］以及肿瘤进展［１２］

相关。许多文献也报道了 ＨＳＰＢ１与病毒的关系。
目前研究发现：ＨＳＰＢ１与Ⅰ型单纯疱疹病毒（ｈｅｒｐｅｓ
ｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓ，ＨＳＶ１）［１３］、人 腺 病毒 Ｅ３７（ＨＤＴＶ
Ｄ３７）［１４］、丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）［１５］和Ⅱ型猪圆环病毒
（ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２，ＰＣＶ２）［１６］等感染过程相关。
已知大多数肝癌与 ＨＢＶ相关［１７］，Ｈａｒｉｍｏｔｏ等［１８］研究

发现，高表达 ＨＳＰＢ１的 ＨＢＶ相关性肝癌患者预后较
差。并且，蛋白质组学分析发现 ＨＳＰＢ１可能是潜在的
肝癌标志物且与病理分期和患者预后密切相关［１９］。

临床研究也发现 ＨＳＰＢ１在肝癌患者的血清以及组织

标本中表达上调［２０－２１］。以上发现阐明了在临床样品

中ＨＳＰＢ１与 ＨＢＶ相关性肝癌存在明确关系，但并未
解释其具体原因；另外，ＨＢＶ在肝细胞内的持续复制
是ＨＢＶ持续感染以及向肝硬化

!

肝癌进展的重要原

因［２２］，而以上研究大多是基于 ＨＢＶ背景下 ＨＳＰＢ１表
达水平的研究，并未深入讨论 ＨＳＰＢ１与 ＨＢＶ的关系
以及ＨＳＰＢ１是否参与ＨＢＶ复制调控。本文拟在细胞
水平对 ＨＳＰＢ１是否参与 ＨＢＶ复制调控进行研究，从
而有利于深入了解 ＨＳＰＢ１对 ＨＢＶ的作用及影响，并
为ＨＢＶ的防治提供新的思路和靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＨｅｐＡＤ３８细胞基因组整合了 ＨＢＶ基因组，ＨＢＶ
表达受Ｔｅｔｏｆｆ系统调控，一方面整合的ＨＢＶ基因组通
过表达 ｐｇＲＮＡ逆转录合成 ｃｃｃＤＮＡ（单个细胞中约有
１０个 ｃｃｃＤＮＡ分子），进而转录生成３．５、２．４、２．１ｋｂ
ｍＲＮＡ和０．７ｋｂｍＲＮＡ，另一方面整合的ＨＢＶ基因组
可直接转录形成ＨＢＶＲＮＡ，继而完成ＨＢＶ生活周期，
该细胞由华西医学院感染性疾病中心唐红教授转赠；

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞同样整合有 ＨＢＶ基因组，能够稳定
表达ＨＢＶ，完成完整的ＨＢＶ生活周期，该细胞中形成
低水平ｃｃｃＤＮＡ，目前的技术方法不能检测，该细胞由
本实验室保存；人肝癌细胞系 Ｈｕｈ７购自日本健康科
学研究资源库 （ＨｅａｌｔｈＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈＲｅｓｏｕｒｃｅｓ
Ｂａｎｋ，ＨＳＲＲＢ）；ＨｅｐＲＧ细胞由厦门大学公共卫生学
院夏宁邵教授转赠。ｐＣＭＶ６ＨＳＰＢ１（ＲＣ２０１８００）质粒
购自美国 Ｏｒｉｇｅｎｅ公司；ｐＣＨ９／３０９１质粒包含由 ＣＭＶ
启动子启动的１．１倍 ＨＢＶ基因组，通过转染，在细胞
内能够表达ＨＢＶＲＮＡ，完成ＨＢＶ生活周期，该质粒由
第三军医大学西南医院全军感染病研究所兰林副研究

员惠赠。ＨＳＰＢ１抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 ＩｇＧ和 ＧＡＰＤＨ抗
体均购自中杉金桥公司（中国）；辣根过氧化物酶标记

羊抗兔ＩｇＧ购自美国 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。质粒转染
试剂购自德国 Ｒｏｃｈｅ公司。ｉＳｃｒｉｐｔＴＭ ｃＤＮＡ合成试剂
盒购于美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　细胞培养
　　ＨｅｐＧ２．２．１５和 ＨｅｐＡＤ３８细胞均培养于含有
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１０％胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、４００μｇ／ｍＬＧ４１８
（美国Ｍｅｒｃｋ公司）和１％丙酮酸钠（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司）的ＭＥＭ培养基（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）中；Ｈｕｈ７和
ＨｅｐＲＧ细胞培养于含有１０％胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公
司）、１％青／链霉素（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）的 ＤＭＥＭ培
养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）中，在含５％ＣＯ２、３７℃孵育箱
中培养。质粒转染严格按照说明书操作。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收集细胞，根据细胞多少加入适当体积的细胞裂
解液ＲＩＰＡ（含蛋白酶抑制剂），４℃摇床裂解１５ｍｉｎ；
离心弃细胞碎片；ＢＣＡ法进行蛋白质定量。取等量总
蛋白（３０μｇ）加蛋白变性液后９５℃变性１０ｍｉｎ，利用
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳进行蛋白质分离，采用电湿转法将分
离后蛋白质转移至 ＮＣ膜（ＲＰＮ３０３Ｄ，美国 ＧＥ公司）
上。将含有目的蛋白质的ＮＣ膜放在５％脱脂奶粉中，
室温摇床封闭１ｈ，一抗４℃摇床过夜孵育（ＨＳＰＢ１抗
体１∶６０００稀释）。次日ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ。
二抗在摇床上室温孵育２ｈ（抗体１∶３０００稀释），洗膜
同上。ＥＣＬ显影。以ＧＡＰＤＨ为内参。
１．４　ｑＲＴＰＣＲ相对定量法
　　采用 ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）法裂解细胞提
取总ＲＮＡ，取１μｇＲＮＡ利用 ｉＳｃｒｉｐｔＴＭｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ（美国ＢｉｏＲａｄ公司）试剂盒将其逆转录为 ｃＤＮＡ，
然后进行 ｑＲＴＰＣＲ（ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ，德国Ｒｏｃｈｅ公司）检测目的基因的 ｍＲＮＡ水
平，ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ水平（上游引物：５′ＧＣＣＴ
ＴＡＧＡＧＴＣＴＣＣＴＧＡＧＣＡ３′，下游引物：５′ＧＡＧＧＧＡＧＴ
ＴＣＴＴＣＴＴＣＴＡＧＧ３′，产物大小：３４５ｂｐ）。以βａｃｔｉｎ为
内参（上游引物：５′ＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴ３′，下
游引物：５′ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ３′，产物大
小：１８２ｂｐ）。每个样本均设３个复孔，每组实验重复
３次。
１．５　ＨＢＶ复制中间体的提取
　　用胰蛋白酶消化并收集转染质粒５ｄ的细胞，采
用牛鲍氏计数板计数后，取相同数目的细胞，ＰＢＳ洗
涤，加入５００μＬ细胞裂解液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、ｐＨ＝
８０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ ＮＰ４０和 ２％ Ｓｕｃｒｏｓｅ），
３７℃ 孵育１５ｍｉｎ，１５０００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清。在
上清中加入 ４μＬＤＮａｓｅⅠ（５Ｕ／ｍＬ）和 ５μＬＭｇＣｌ２
（１ｍｏｌ／Ｌ），３７℃ 孵育４ｈ。加入２００μＬ含１．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ的３５％ ＰＥＧ８０００，冰浴１ｈ，１１０００×ｇ、４℃离心
５ｍｉｎ，去上清，加入１２．５μＬ蛋白酶 Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ，日
本ＴａＫａＲａ公司）和５００μＬ蛋白酶Ｋ消化液（０．５％ＳＤＳ，
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、ｐＨ＝８．０和
１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）。酚氯仿抽提，异丙醇沉淀，７０％乙

醇洗涤，ｄｄＨ２Ｏ溶解。
１．６　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　利用０．９％琼脂糖凝胶电泳分离 ＨＢＶ复制中间
体；将凝胶放入碱变性液中，室温水平摇床３０ｍｉｎ，重
复１次；毛细管虹吸法转膜４ｈ，紫外交联固定。４２℃
预杂交１ｈ后加入地高辛标记ＤＮＡ探针４２℃杂交过
夜。次日，依次在３０ｍＬ２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ、１×ＳＳＣ／
０．１％ＳＤＳ、０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ洗膜各１５ｍｉｎ。将膜
在阻断液中 ３７℃阻断 ３０ｍｉｎ，采用抗地高辛二抗
３７℃ 孵育３０ｍｉｎ后化学发光、采集信号。
１．７　实时荧光定量ＰＣＲ
　　检测 ＨＢＶ复制中间体。严格按照 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
（１１７９７１００德国 Ｒｏｃｈｅ公司）说明书配制反应体系和
设置反应条件（上游引物：５′ＣＣＴＡＧＴＡＧＴＣＡＧＴＴＡＴ
ＧＴＣＡＡＣ３′，下游引物：５′ＴＣＴＡＴＡＡＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴ
ＧＣＧＡ３′，产物大小：１５０ｂｐ）。每个样本均设 ３个复
孔，每组实验重复３次。
１．８　酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）
　　ＥＬＩＳＡ试剂盒购自中国 ＫＨＢ公司。严格按照试
剂盒说明书进行操作，分别检测 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的
分泌水平。

１．９　统计学分析
　　实验数据均采用 珋ｘ±ｓ形式表示，采用 ＳＰＳＳ２０．０
统计软件，两组间比较采用 ｔ检验。以 Ｐ＜００５表示
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＳＰＢ１在ＨＢＶ复制细胞系的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＰＢ１在正常肝细胞系（ＨｅｐＲＧ）
和ＨＢＶ稳定复制细胞系（ＨｅｐＡＤ３８和ＨｅｐＧ２．２．１５）中的
蛋白水平，结果显示ＨＳＰＢ１在ＨｅｐＡＤ３８和ＨｅｐＧ２．２．１５
这两种细胞中表达明显低于ＨｅｐＲＧ（图１）。
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１：ＨｅｐＲＧ细胞；２：ＨｅｐＡＤ３细胞；３：ＨｅｐＧ２．２．１５细胞
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＰＢ１在ＨＢＶ复制细胞系的表达

２．２　ＨＳＰＢ１过表达验证
　　在 ＨＢＶ稳定复制细胞系 ＨｅｐＡＤ３８细胞和
ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中转染了ＨＳＰＢ１表达质粒及对照质
粒，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ＨＳＰＢ１在这两种细胞
中均成功过表达（图２）。
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１、２：分别为转染对照质粒和 ｐＣＭＶ６ＨＳＰＢ１质粒的
ＨｅｐＡＤ３８细胞；３、４：分别为转染对照质粒和 ｐＣＭＶ６
ＨＳＰＢ１质粒的ＨｅｐＧ２．２．１５细胞

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＨＳＰＢ１过表达

２．３　ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶ复制中间体水平的影响
　　实时荧光定量 ＰＣＲ检测发现：过表达 ＨＳＰＢ１时，
ＨｅｐＡＤ３８细胞和 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中 ＨＢＶ复制中间
体的表达明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图３）。Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测进一步证实 ＨＳＰＢ１过表达
抑制了ＨＢＶ复制中间体的表达（图４）。这些结果表
明ＨＳＰＢ１过表达可显著抑制 ＨＢＶ复制中间体的
表达。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与转染对照质粒细胞比较
图３　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶ复制

中间体水平的影响
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Ｍ：标准；１、２：分别为转染对照质粒和 ｐＣＭＶ６ＨＳＰＢ１质粒

的ＨｅｐＡＤ３８细胞；３、４：分别为转染对照质粒和 ｐＣＭＶ６

ＨＳＰＢ１质粒的ＨｅｐＧ２．２．１５细胞

图４　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶ复制中间体

水平的影响

２．４　ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ水平的影响
　　由于ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ含有ＨＢＶ基因组全部的
遗传信息，并且是ＨＢＶ复制的模板，因此，本研究检测

ＨＳＰＢ１对其表达的影响。ｑＲＴＰＣＲ分析结果显示：
ＨＳＰＢ１过表达时，ＨｅｐＡＤ３８细胞和 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞
中ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ表达显著降低，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５，图 ５）。说明 ＨＳＰＢ１也可明显抑制
ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ的表达。
２．５　ＨＳＰＢ１过表达对 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的分泌水平

的影响

　　ＥＬＩＳＡ检测发现：ＨＳＰＢ１过表达时，细胞培养上清
中ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ的分泌明显减少，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图６）。表明 ＨＳＰＢ１过表达抑制了
ＨＢＶ抗原的分泌。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与转染对照质粒细胞比较
图５　ｑＲＴＰＣＲ检测ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ

水平的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５，与转染对照质粒细胞比较
Ａ：过表达ＨＳＰＢ１对ＨＢｓＡｇ分泌的影响；Ｂ：过表达 ＨＳＰＢ１
对ＨＢｅＡｇ分泌的影响
图６　ＥＬＩＳＡ检测ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ分泌

水平的影响
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２．６　ＨＳＰＢ１过表达对瞬时ＨＢＶ感染复制的影响
　　为验证 ＨＳＰＢ１对 ＨＢＶ复制的影响，在肝癌细胞
系Ｈｕｈ７中共转染了 ＨＢＶ表达质粒 ｐＣＨ９／３０９１和
ＨＳＰＢ１，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：ＨＳＰＢ１在 Ｈｕｈ７细胞
中过表达成功（图７），实时荧光定量 ＰＣＲ分析结果显
示ＨＳＰＢ１过表达时，瞬时表达 ＨＢＶ的 Ｈｕｈ７细胞中
ＨＢＶ复制中间体的表达明显降低，差异具有统计学意
义（１１１．６７±１０．２１ｖｓ７５．３３±６．０２，Ｐ＜０．０５）。Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果也显示：过表达 ＨＳＰＢ１后，ＨＢＶ复制中
间体的表达水平明显降低（图８）。进一步表明ＨＳＰＢ１
过表达抑制了ＨＢＶ复制。

! "

#$%&!!"'!!(

)

"!

*+%,#!)-!!(

)

"!

１：共转染对照质粒与ｐＣＨ９／３０９１质粒的Ｈｕｈ７细胞；２：共

转染ｐＣＭＶ６ＨＳＰＢ１与ｐＣＨ９／３０９１质粒的Ｈｕｈ７细胞

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＨＳＰＢ１过表达

! " #

$%&'"!()!"*

+

"!

,-&.$!+/!0*

+

"!

Ｍ：标准；１：共转染对照质粒与 ｐＣＨ９／３０９１质粒的 Ｈｕｈ７

细胞；２：共转染ｐＣＭＶ６ＨＳＰＢ１与ｐＣＨ９／３０９１质粒的Ｈｕｈ７

细胞

图８　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＰＢ１过表达对ＨＢＶ瞬时感染复制

中间体水平的影响

３　讨论

　　在各种生理与病理应激状态下，ＨＳＰＢ１作为应激
蛋白，均有不同程度的激活，而病毒作为常见的病原

体，能够引起机体的一系列应激改变。研究发现用

ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂（ＳＢ２０３５８０）处理登革热病毒（ｄｅｎｇｕｅ
ｖｉｒｕｓ，ＤＥＮＶ）感染的小鼠时，其下游信号分子 ＨＳＰＢ１
的磷酸化水平明显下降，从而减轻了登革热病毒诱导的

肝损伤［２３］。同时，卡波氏肉瘤相关疱疹病毒（Ｋａｐｏｓｉ’ｓ
ｓａｒｃｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ，ＫＳＨＶ）可以促进 ＭＫ２
ＨＳＰＢ１信号通路介导的转录后修饰［２４］。人类巨细胞

病毒（ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＨＣＭＶ）通过上调ＨＳＰＢ１
来抑制活性 Ｃａｓｐａｓｅ３的形成以及细胞凋亡的起

始［２５］。这些发现显示了病毒通过 ＨＳＰＢ１调节了细胞
的生物学进程，然而，目前关于 ＨＳＰＢ１调控病毒生活
周期少见报道。本研究在 ＨＢＶ复制细胞系上过表达
ＨＳＰＢ１，发现 ＨＳＰＢ１通过下调 ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ和
复制中间体水平来改变ＨＢＶ的复制水平，表明ＨＳＰＢ１
可以通过改变 ＨＢＶ复制水平而影响 ＨＢＶ的生活周
期，进而可能改变肝炎向肝硬化、肝癌的进展。而这一

发现与 Ｈａｒｉｍｏｔｏ等［１８］研究报道 ＨＳＰＢ１与 ＨＢＶ相关
性肝癌患者预后呈负相关这一结论矛盾，其主要原因

可能是由于 Ｈａｒｉｍｏｔｏ等研究纳入的患者中同时有
ＨＢＶ和ＨＣＶ感染，不能排除 ＨＣＶ对预后的影响；而
本研究同时在 ＨＢＶ稳定复制细胞系和外源性表达
ＨＢＶ的细胞中进行研究，得到的实验结果更加充分说
明了ＨＳＰＢ１与 ＨＢＶ复制的关系；并且 Ｈａｒｉｍｏｔｏ等纳
入样本数仅为 ６０例，需要扩大样本量进一步深入
研究。

　　ＨＢＶ虽然是 ＤＮＡ病毒，但其可以通过共价闭合
环状 ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）转录生成的前基因组 ＲＮＡ
（ｐｇＲＮＡ）逆转录生成松弛环状 ＤＮＡ（ｒｃＤＮＡ）［２６］。本
研究在过表达ＨＳＰＢ１后发现ＨＢＶ３．５ｋｂｍＲＮＡ水平
降低，提示ＨＳＰＢ１可能通过下调 ｐｇＲＮＡ的生成，进一
步减少 ＨＢＶ复制中间体的产生，从而抑制 ＨＢＶ的
复制。

　　作为重要的应激蛋白，ＨＳＰＢ１参与调节细胞氧化
应激状态［２７］。Ｐｏｕｓｓａｒｄ等［２８］发现天然抗氧化剂 Ｏｌｉ
ｇｏｐｉｎ 可以通过调节ＨＳＰＢ１而减少骨骼肌细胞的氧
化损伤，并且有研究发现利用干扰 ＲＮＡ靶向沉默
ＨＳＰＢ１后会引起体内 ＲＯＳ堆积［２９］。病毒侵入机体，

在体内定植
!

复制，打破体内氧化与抗氧化平衡。也

有研究发现在体内外，抗氧化剂谷胱甘肽具有抗流感

病毒的活性［３０］；并且另一种抗氧化剂ＭｎＴＢＡＰ可以通
过修饰病毒蛋白而抑制 ＨＩＶ１的复制［３１］。以上研究

结果显示：ＨＳＰＢ１参与氧化应激，且氧化应激状态可
以影响病毒在体内的复制与感染。而对于 ＨＢＶ，Ｒｅｎ
等［３２］研究发现，氧化剂Ｈ２Ｏ２明显促进ＨＢＶ的复制，而
抗氧化剂 Ｎ乙酰基Ｌ半胱氨酸（ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ，
ＮＡＣ）会抑制 ＨＢＶ的复制。Ｋｉｍ等［３３］证实 ＲＯＳ可以
促进ＨＢＶ衣壳的组装，进而促进 ＨＢＶ的复制。说明
氧化应激可以促进 ＨＢＶ的复制。以上研究结果提示
ＨＳＰＢ１可能通过氧化应激途径参与 ＨＢＶ复制。为我
们下一步研究ＨＳＰＢ１调控ＨＢＶ复制分子机制提供了
理论依据。

６９４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　综上所述，本研究发现 ＨＳＰＢ１能够抑制 ＨＢＶ复
制。本课题组下一步将通过研究 ＨＳＰＢ１、氧化应激状
态、ＨＢＶ复制３者之间的相互作用关系，进一步阐明
ＨＳＰＢ１下调ＨＢＶ复制的分子机制，从而为控制 ＨＢＶ
感染提供新的靶点。
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