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摘要

目的
:
应用基因表达谱芯片研究 H c v 非结构蛋白N S S A 反

式激活基因 N S S A T1P 3的反式调节基因
.

方法
:
构建N s5 A TP 13 基因的真核表达载体 pe D N A 3

.

1(
一
)
-

N s 5 A T P 13
,

应用基因表达谱芯片技术对 cP D N A 3
.

l (一 )-

N s 5 A T 1P 3转染的人肝母细胞瘤细胞系 H eP G Z细胞和转染

空载体的相同细胞的差异表达 m R N A进行检测和分析
.

结果
: H eP G Z细胞经转染 N SS A T 1P 3后

,

有 86 条差异基

因表达
,

其中 46 条基因表达增强
,

40 条基因表达降低
.

这

些差异裁鑫的基因与细胞的增生
、

分化及细胞的信号转导
、

代谢
、

凋亡密切相关
.

N S SA 基因 (位于 6 2 5 8一 7 6 0 1 n t 之间 )编码的 5 6 k u
的

N s5 A蛋白(料 8 a
a) 具有多种生物学功能

,

在 H c v 多蛋白

的成熟和 R N A 的复制过程中具有十分重要的作用 [”
一 14 .]

研究报道
,

N s5 A 上存在干扰素 a 敏感决定区 (IS D R )
,

与干扰素治疗的敏感性相关! ’ 5
一 ’ “
;] 此外

,

N SS A 还是一

种作用很强的基因转录激活因子 [ ’ 7
一“ ’ 〕 ,

调控着细胞内

许多病毒及细胞基因的转录
,

与感染 H C V 的细胞发生

恶性转化过程有关
,

我室已证明他可以反式激活 S v 40

早期启动子 / 增强子 12 ’ ]
,

并应用抑制性消减杂交技术

(S S H )对 N S S A 的反式调节基因进行了初步的研究阵 .l

N SS A T P 13 是我室利用 S SH 从分别转染真核表达载体

p e D N A3
.

l卜)
一N S S A 和 p e D N A 3

.

l卜)空载体的 H e p G Z 细胞

中筛选出来的
,

经过 P C R 扩增
,

T A 克隆
,

测序鉴定

证实
,

已在 eG nB an k 上注册成功
,

注册号为 A Y8 2 0 7 69
.

NS SA TP 13 基因的编码序列全长为 2 103 个核自
:

酸(n t)
,

编

码产物由 700 aa 组成
.

本研究为了进一步阐明 H C V 的致

病机制
,

应用基因表达谱芯片技术 c( DN A m ic oarn
娜 )!23

一

戮

对于 H C V 的 N SS A T 1P 3 反式调节的靶基因成功地进行

了筛选
,

为今后更加广泛深入地研究 H C v N s 5 A 在

H C v 的致病机制中的作用及新基因 N SS A T 1P 3 的生物

学功能提供线索
.

结论
:
应用基因

;

裁叁谱芯片成功筛选了N s 5 A仲 13 的反式调

节基因
,

为进一步阐明 N SS A T 1P 3的反式激活作用及免疫

调节机制提供了新的依据
.
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O 引言

丙型肝炎病毒 (H C V) 属于黄病毒属
,

是含外膜蛋白的

单股正链 RN A病毒
.

在大多数感染人群中丙型肝炎病毒

表现为持续性感染
,

并可导致慢性肝炎
、

肝硬化
,

或

肝细胞癌
,

而且与肝脏脂肪变
、

糖代谢紊乱有关! `
一 ’ ,̀ ,

.

其基因组含有单一的开放读码框架
,

编码 3 0 10一 3 033

个氨基酸残基 (aa )的多肤前体
,

两侧是 5
’ 一
非翻译区

及 3
’ 一
非翻译区

.

因为 H c v 的基因复制形式没有经过

D NA 阶段
,

不存在 H CV 基因组与肝细胞基因组 D N A 的

整合
,

所以
,

H C V 主要是通过基因组编码蛋白和肝细

胞蛋白之间的相互作用及肝细胞蛋白与 H CV 调节基因

的相互作用造成对肝细胞的损伤
.

其多肤前体至少被加

工为十种结构蛋白和非结构蛋白
,

其中非结构蛋白

1 材料和方法
1

.

1 材料 人肝母细胞瘤细胞系 H e p G Z 细胞由本室保

存
,

细胞培养相关试剂及总 R N A 提取试剂 rT iz ol 购自

G i b e o
公司

,

F u G E N E 购自 R o e h e 公司
,

N S SA T P 13 真

核表达质粒由本室构建
.

表达谱芯片由上海联合基因有

限公司提供
.

1
.

2 方法
1

.

2
.

1 细胞培养和取材 在 35 m m 培养皿中常规培养

eH p GZ 细胞
,

细胞生长至对数期时
,

以脂质体转染试

剂 F u G E N E分别将 2 林9 p e D N A 3
.

l卜)
一N s 5 A T p l 3和空载

体 p e D N A 3
.

l卜 )转染 H e p G Z 细胞
,

4 8 h 后收获细胞
,

每 5 又 10 6个细胞加人 1 m L T r i z o l 试剂
,

立即于液氮中

保存
.

1
.

.2 2 总 R N A提取 使用 irT olz 试剂一步法提取N SS ATP 13

表达质粒 cP D N A 3
.

1卜)
一 N SS A T 1P 3 和空载体 cP D N A 3

.

1

卜)转染的 H eP G Z细胞总 RN (A分别标记为实验组和对照

组 )
,

样品经分光光度计检测吸光度 A 值
,

并行热稳

定实验
,

于 一 2 0 ℃和 7 0
O

C保温 l h 后
,

经琼脂糖凝

胶电泳检测 28 5
、

18 5 条带变化
.

1
.

2
.

3 探针标记 参照 Ch e n a e r a l lZ , ]方法逆转录标记
e D NA

探针并纯化
.

C y3一 U T P 标记对照组细胞 m RN A (5 林g )
,
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C y--s d u TP 标记实验组细胞 m R N (A 5 林目
.

乙醇沉淀后溶

解在 2 0 林L 5 x S S C + 2 留L SD S杂交液中
.

1
.

.2 4 芯片制备 芯片包含的 1 巧 2 个
CD N A

,

由上海联

合基因有限公司提供
,

包括原癌基因
、

抑癌基因
、

免疫

调节相关基因
、

细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因
、

信

号转导相关基因等
.

以通用引物进行 PC R扩增
,

P C R产

物长度为 1 000
一3 000 帅

.

靶基因以 .0 5 9 L/ 溶解于 3 x

S S C溶液中
,

用 C art
e s ia n 公司的 C a rt e s i a n 7 500 点样仪

及 T el e C he m 公司的硅烷化玻片进行点样
.

玻片经水合

(2 h)
、

室温干燥 (30 m in )
,

紫外线交联
,

再分别用 2 岁L

SsD
、

双蒸水及 2 梦L 硼氢化钠溶液处理 10 m in
,

晾干

备用
.

1
.

.2 5 预杂交 将预杂交液放入 95 ℃水浴锅内变性 2 m in
,

将待预杂交的芯片放入 95 ℃水浴锅内变性 30
5 ,

芯片

取出后即放人无水乙醇中 30
5 ,

晾干
.

将已变性的预杂

交液加到芯片的点样区域内
,

盖上盖玻片
,

放人杂交箱

内 4 2 ℃预杂交 5一 6 .h

1
.

2
.

6 杂交及洗涤 将探针置于 95 ℃水浴中变性 2 m ;in

芯片置于 95 ℃水浴中变性 30
5 ,

芯片取出浸于无水乙

醇 3 0 5 ,

探针取出后迅速置于冰上
.

将探针置于芯片

上
,

用盖玻片覆盖
,

置于杂交舱中
,

用 aP
r
iaf lm 密封

,

放入 42 ℃杂交箱内杂交过夜 l( 6
一 18 h)

.

依次以 2 只 S S C+

2 g/ L S D S
、

l : 1 0 0 0 S S C + 2 9 / L S D S
、

l : 1 0 0 0 S SC

洗涤 10 m in
,

室温晾干
.

2
.

2
.

7 扫描与分析 用 G e n e r a l S e a n n i n g 公司的 S e a n A rr a y

3 000 扫描芯片
.

用预先选定的内参照基因(24 条管家基

因
,

每个基因点 2 个点
,

共 48 个点 )对 C y 3 和 C y s 的

原始提取信号进行均衡和修正
.

用 mI
a

eG en 3
.

0软件分析

C y 3
、

C y s 两种荧光信号的强度
,

计算 e y s / e y 3 比值
.

阳性结果判断
: C y s C/ y >3 2

.

5
,

红色荧光
,

显示表达增

强 ; c y s/ c y 3 < 0
.

4
,

为绿色荧光
,

显示表达减弱
.

表 1 部分表达显著增加的基因

编号 Cy s / Cy 3 编码蛋白

2 57 9

2
.

6 0 2

2 6 12

6 18

6 18

l l

l 2

l 3

14

2夕 0 8

17

l 8

2 77 0

2
.

7 89

870904918954

2 结果
2

.

1 总 R N A 的定性
、

定量分析 总 R N A 的吸光度儿
6夕

A 2 80 > 2
.

0 1
,

热稳定实验 7 0 oC 保温 l h 与
一 2 0 oC l h 的

电泳条带比较
,

显示 28 5 条带无明显降解
,

电泳结果

证实已抽提高纯度的总 RN .A

2
.

2 芯片杂交体 系验证及结果分析 在芯片上共有 1 152

个
c D N A

.

为了监控芯片杂交体系
,

在芯片上设置了阴

性对照 ( 8条水稻基因
,

共 8 个点 )
,

这些点的杂交信

号均很低
,

证实了数据的可靠性
.

由于实验组探针标记

C y s 荧光素(呈红色 )
,

对照组探针标记 C y 3荧光素 (呈

绿色)
,

红绿颜色的差异就显示该基因在实验组和对照

组中基因表达水平上的差异
,

黄色代表表达水平无差

异
.

按阳性标准
,

从 1 000 个基因中筛选出差异表达基

因共 86 条
,

占 .8 6%
,

其中 46 条基因表达增强
,

40 条

基因表达降低
.

2
.

3 差异表达基因分析 部分表达增强的基因 (表 1)
.

部

分表达降低的基因 (表 2 )
.

2
.

9 65

2
.

9 79

酪蛋白激酶 l a l ( CS N K I A I )

R N A 结合基序蛋白 6 (R BM 6)

磷脂酶 B I ( LY p LA I )

细胞骨架相关蛋白

神经紧张肤N( T )S

翻译抑制蛋白 p 1 4乃 (U K l l 4 )

转化生长因子 p H 受体 a

氯离子通道 /p 5 3 调节器官氯

离子通道蛋白 4 (C L lc 4)

RB 结合蛋白

低密度脂蛋白相关蛋白 2 (L R P 2)

黑素瘤缺乏 因子 2 (A I M 2)

乳酸脱氢酶 B

泛素特异性蛋白酶 1 1 (U S IP )

肿瘤高表达因子 (H E )C 富含亮

氨酸重复序列

调节因子 X Z
,

影响人类组织

相容性抗原 H 表达

。 A M P 依赖性蛋白激酶

催化亚单位 p ( PR K A C )B

选择素 2 (C U L Z )

鳖烯环氧化酶 (SQ LE )
,

m R N A

Ra n

结合蛋白 2 (n a n
B P Z a lp h a )

凋亡蛋白 l 抑制因子 (M I H )C

D n aJ 类热休克蛋白 4 0 (HLJ I )

低电压依赖性钙离子通道
a l 亚单位

al k B 分子类似物

转录因子 7 (T c r 7 )

街醇 C S脱氢酶( s e 5 D L )
,

m R N A 亚铁鳌合酶

嗜乳脂蛋白亚家族 2 成员 A 2( BT N 2 A 2)

钾离子电压门控通道 K QT 样亚

家族成员 3

脆性 X 精神迟滞蛋白 1 (F M R )I

r Y N 结合蛋白(F Y B
一 12 0/ 13 0 )

包含 WD 重复序列的 S O C S 盒

细胞分裂周期蛋白 2 3 (C D C 2 3 )

造血细胞特异性 Lyn 底物 1 (H C L sl )

Y氨基丁酸 a 受体 2Y

FK 5 0 6 结合相关蛋白(F A P4 8 )转录子

c A M P一依赖性蛋白激酶

调节亚单位 I l p(P R K A R ZB )

17
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表 2部分表达显著降低的基因

编号 Cy s /e y 3编码蛋白

a2 43

2 025 3

37 2 4 0

5 2 8 0 0

6 02 82

7 0
.

2 2 8

3 8 01 6

9 0
,

3 22

l 0

l l

0 3 3 8

l 2

l 3

0 3 54

0 3 55

l 4

巧 0 3 5 9

l 6

l 7

住3 64

0
.

3 64

l 8

l 9

0 3 6 9

0 3 6 9

0 3 7 0

0 3 7 4

0 3 7 4

0 3 8 4

0 3 9 0

0 3 9 1

0 3 9 2

0 3 9 3

0
.

39 4

核糖体蛋白 L 3 2 (R PL 3 2 )

突触素样蛋白 (S Y PL)
,

m R N A

基质金属蛋白酶抑制剂 1 (IT M IP )

层粘连蛋白即 (L A M B 2)

谷胧甘肤过氧化物酶 1 (G P X )I

B R c A Z和 e D K N 一A 相互作用蛋白( B c c I P )转录本 C

转化生长因子困 (T G F BI )

热休克蛋白 7 0 (H S p A g B )

小 R N A 活化复合物
,

多肤 1

微管相关蛋白
,

R P zE B 家族成员 2 (M A p R E Z )

C D 7 9 A 结合蛋白 l (I G B p l )
,

乙酞辅酶 A 氧化酶 1 样蛋白

蛋白磷酸激酶 1 催化亚单位 a 型

核仁蛋白

蜡样质脂褐素

钙调素结合蛋白 1 (C A LD )I

金属硫蛋白 3( M T 3)

假想 IL 一 16 蛋白前体

肌动蛋白相关蛋白 2 3/ 复合物亚单位 3 (A R P C 3 )

层粘连蛋白 B 受体

有丝分裂原活化蛋白激酶激酶激酶 2( M A P 3 K 2)

环指蛋白和肿瘤坏死因子受体相关蛋白

肿瘤坏死因子受体相关蛋白 2 (T R A FZ )

A D P 核糖基转移酶样 1 (A D P RT LI )

谷胧甘肤过氧化物酶 4 (G PX 4)

鸟昔酸环化酶 一a 3 (G U CY I A 3 )

有丝分裂原活化蛋白激酶激酶激酶 3 (M A P 4 K 3 )

亮氨酸拉链

富含半眺氨酸血管生成诱导因子 c( Y R 61 )

核糖体蛋白 5 10

钙联接蛋白(C A NX)

3 讨论

丙型肝炎病毒 (H CV) 感染与肝纤维化及肝细胞癌 (H C C )

的发生密切相关
,

其中病毒基因编码的非结构蛋白

N S S A 起着重要的作用
.

H CV N SS A 位于 H C V 多蛋白的

梭基末端
,

是丝氨酸磷酸化蛋白质
,

依磷酸化程度的不

同而产生两种不同分子量大小的多肤 p 56 和 p 58
.

N SS A

是转录反式激活因子
,

其竣基末端富含酸性氨基酸及

脯氨酸
,

这是真核细胞转录因子特有的结构特征
.

研究

发现 26[] N SS A 蛋白通过双链 R NA一 活化蛋白激酶结合域

与病毒复制
、

干扰素抵抗
、

细胞生长的限制有一定关

系
,

但是对结合域在疾病发展过程中的作用的认识是

很有限的
,

有待于进一步研究
.

具有易变性特质的 NSS A

在感染 H CV 的自然病程中维持稳定
,

表明其可能在病

毒的生活周期中扮演中心角色一般来说
,

转录的反式

激活 因子是在细胞核中起作用的
,

而 N SS A 定位于细

胞内质网
,

因此推测 N SS A 可能参与了细胞信号传导

途径
.

N S S A 能够反式激活核转录因子 N F 一 K B 及

S T A T 3
,

在细胞炎症反应
、

肿瘤发生及转移过程中起

重要作用 [2 7 ]
.

Gh o s h e t a l lZ` ]研究发现
,

N S SA 蛋白能够抑

制细胞周期调节基因 p ZI WA IF
,

激活人肝癌细胞中增

生细胞核抗原 ( P C N A )基因
,

从而调节细胞凋亡
,

促

进细胞增生
.

N SS A c DN A能够使转染的小鼠成纤维细胞

M H 3T 3具有转化特性
,

且转化细胞移植人裸鼠体内

可形成纤维肉瘤灶
,

这一证据直接证明了 H C V N SS A

蛋白的恶性转化潜能
.

NSS AT P 13 是我室利用 SS H从分别转染真核表达载

体 p e D N A 3
.

1卜)
一N s 5 A 和 p e D N A 3

.

1卜)空载体的 H e p G Z

细胞中筛选出来的 NSS A 上调的未知功能蛋白基因
,

我

们应用基因表达谱芯片技术筛选 N SS AT 1P 3反式调节基

因
,

发现 N SS A T P 13 可显著影响 H eP G Z 细胞基因表达

谱
,

得到 86 条显著差异表达基因
,

包括已知L和未知功

能基因
,

分别与细胞生长
、

分化
、

凋亡等相关
.

结果表明 N s5 ATp l 3可上调 R田 1
结合蛋白 2田an B2)P

、

凋亡蛋白 l 抑制因子 ( I A p
一 l

,

M I H C
, e I A p Z )

、

细胞

分裂周期蛋白2 3 (C D C 23 )等
.

Ran B PZ作为核孔复合物的

组成成分
,

在细胞核内外的物质转运中发挥着重要的

作用
,

F o r l e r e t a l [2 9 ]敲除果蝇细胞中的 R a n B P Z
,

发

现细胞增生和 m RN A 向核外转运均受到抑制
.

Gor d on 。 t

a1 ” ()I研究发现 IA P 一 1在恶性胸模间皮瘤细胞中高表达
.

L e 。 。 r a z l
, ’ ]研究发现 c D e 2 3通过聚集 D fp l一 H s k l激酶及

刺激小染色体维护蛋白的磷酸化参与复制前体复合物

的活化过程
.

N SS A T P 13 可能通过上调这些凋亡相关因

子抑制细胞凋亡
,

从而引起肿瘤的发生
.

C AM P 依赖性

蛋白激酶 (P K A )可作用于多种与糖脂代谢有关的酶类
、

一些离子通道和某些转导因子
,

使他们发生磷酸化而

改变其活性状态
.

垂体腺昔酸环化酶激活肤被 P K A激活

后
,

可引起细胞膜的持续去极化
,

发挥抗凋亡的效应
,

其中
,

钾离子通道的活化在程序性细胞死亡中扮演了

重要的角色 t32]
.

N SS A T P 13 通过上调 P KA 和钾离子电压

门控通道 K QT样亚家族成员 3
,

也可能是抑制凋亡发生

的机制之一 同时
,

渗透压应激
、

炎性细胞因子
、

脂

多糖 (L PS 卜紫外线
、

生长因子等细胞应激可以激活 p 38

M A P K信号转导途径
,

而有丝分裂原活化蛋白激酶激酶

激酶 2 (M A 3P K2) 通过 p 38 M A PK 信号转导途径可激活胧

冬肤酶
一 3

,

诱导细胞凋亡 33[]
.

M A P 3K 还可磷酸化 IK K

(I K B ik an
s
e)

.

IK K 是一种丝 /苏氨酸蛋白酶
,

活化后可

以磷酸化 I K B
,

进而释放出活化的 N F一 K B
,

使其进人

细胞核内发挥转录因子的功能1341
.

N SS A T 1P 3下调多种诱

导细胞凋亡的信号分子
,

可能在肝细胞癌的发生机制

中起到一定的作用
.

基质金属蛋白酶抑制剂 1 (IT M IP )作为胶原酶抑制

剂
,

抑制 I 型
,

H 型
,

H l 型胶原分解
,

在肝纤维化

的发生发展过程中起到重要作用” , ,
.

转化生长因子 印

202122232425262728293031
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( T G Fpl )可诱导豁附分子 C 4 D4
,

e D 4 9 b
,

e D 4 9
,

c D 51
,

c D 54 和 c D 61 以及细胞外基质成分纤维连接蛋

白
,

层粘连蛋白和 VI 型胶原的表达 36[]
.

N SS A T 1P 3通过

下调 T I M P I
、

T G F B I
、

层粘连蛋白 pZ ( L A M pZ )是否

可以抑制肝纤维化的发生和发展
,

其作为感染 H CV 的

机体保护机制有待于进一步研究
.

N SS A T1P 3除了与已

知蛋白基因相互作用外
,

尚可作用于一些未知功能基

因
,

例如可下调假想蛋白 A F0 38 182
,

其生物学功能

以及该假想基因的结构和功能有待于进一步研究
.

总之
,

利用基因芯片高通量多角度系统地进行基

因特征分析
,

为我们从一个全新的视角认识靶基因

N S S A T P 13 和 H C V 非结构蛋白 N SS A 的分子生物学功

能
、

H CV 的致病机制和肝纤维化及肝癌的发病机制打

下了重要基础
.

1 3

1 4

1 5

1 6

1 7

OCq
ù

且
一 .1

4

2

3

qà4,ó
,̀

4

5

6

参考文献
Z a n d m a n 一

G o d d a r d G
,

L e Vy Y
,

W
e i s s p

,

S h o e n fe l d Y
,

L a n g ve i t z

p
.

T r a n s v e r s e m y e li t i s a s s o e i a t e d w i th c h r o n i c h e P a t it is C
.

C l in 石x P R h e u m a t o l 2 0 0 3; 2 1: 1 1 1
一

1 13

M o r i g u
c h i H

,

K o b a y a s h i M
,

C h u n g R T
,

S a t o C
.

O P t im a l I FN
th e r a Py fo r 4 0

一

y
e a r 一o ld P

a it e n t s w it h s e v e r e H C V
一

l b i n fe c it o n
.

G a s t r o e n t e r o l呀y 2 0 0 3 ; 1 2 4 : 1 1 6 6
一

1 1 6 7

C h o w d h u r y A
,

S a n t r a A
,

C h a u d h u r i S
,

D h a li G K
,

C h a u d h u r i

s
,

M
a i t y S G N a i k T N

,

B h a t t a e h a r y a s K
,

M
a z u m d e r D N

·

H e P a t i t i s C v i r u s in fe
e t io n in th e g e n e r a l P o P u la t i o n : A e o m

-

m u n i ty
一
b a s e d s tu d y in w

e s t b e n g a l
,

I n d i a
.

H eP a t o lo g酬 2 0 0 3 ;

3 7 : 8 0 2
一

8 0 9

I o a n n o u G N
,

D o m i n i t z JA
,

W
e i s s N S

,

H
e a g e r ty P J

,

K o w d l e y

K V
.

R a e ia l d ift e r e n c e s in t h e r e la it o n s h iP b e tw
e e n h e P a t i t i s C

i n f e c t io n a n d i r o n s t o r e s
.

eH P a t o l。名万 2 0 0 3 ;3 7: 7 9 5
一
8 0 1

yR
u KJ

,

K i m JH
,

L e e s w
.

R i b o z ym e 一

m e d i a t e d s e l e c it v e i n d u c -

t ion
o f n ew g e n e a e t i v i ty i n h e P

a it it s C v iru
s i n te r n a l r i b o s o m e

e n tr y
s i t e

一 e x
P
r e s s i n g

c e lls b y t a r g
e t e d t r a n s一 s

P li
c in g

.

M
o l hT

e r

2 0 0 3二7 : 3 8 6
一
3 9 5

K a s u n o K
,

o n o T
,

M a t s u m o r i A
,

N o g a k i F
,

K u s a n o
H

,

w
a t a n a b e H

,

Y o d o i J
,

M u s o E
.

H
e P a t i t i s C v i r u s 一 a s s o c i a t e d

tu b u lo i n t e r s t i t i a l inj u r
y

·

A m J K id
n e y D is 2 0 0 3 ; 4 1 : 7 6 7

一

7 7 5

C h e n S
,

w
a n g Y

.

G e n e t ie v a r i a it o n c h a r a c t e r i s t ie s o f th e e n v e -

lo P
e r e

g i
o n o f h e

P
a t i t i s C v i r u s in th e

P
a t i e n t s w i th e h r o n i e

h e
P
a t i t i s

,

Z h o n g h
u a s h iy a n H e L i 粗c h u a n g B i n g d

u x u e Z a 之h i

2 0 0 2 ; 1 6 : 2 1 9
一

2 2 2

H u i C K
,

B e la y e T
,

M
o n t e g r a n d e K

,

W
r i g h t T L

.

A c o m P a r i s o n

i n t h e P r o g r e s s io n o f liv e r f ib r o s i s i n Ch r o n i c h e
P
a t i t i s C b e

-

t w e e n P e r s i s t e n t ly n o r m a l a n d e l e v a t e d t r a n s a m i n a s e
J

eH P a t o l 2 0 0 3 ;3 8 : 5 1 1
一
5 1 7

F a n g C T
,

T o b le r L H
,

H
a e s e h e C

,

B u s e h M p
,

p h e l P
s B

,

L e P
a r c

C
.

F l u c tu a t i o n o f H C V v i r a l lo a d b e f o r e s e r o e o n v e r s i o n in

a h e a l t h y v o l u n t e e r b lo o d d o n o r
.

T r a n 月户
之s io n 2 0 0 3 ; 4 3 :

5 4 1
一
5 4 4

S u n a
g
a
w

a H
,

T a k a y
a m a

H
,

Y a m a s h i r o T
,

S a s a k i H
,

S a s h id a

Y
,

M a t s u u r a K
,

K a y o u M
.

H e P a t o e e l l u l a r e a r e i n o 执 a in

a Pa it e n t w it h P r im a r
y b i li

a r
y

e i r r h
o s i s a n d

s e r o n e
g
a t iv i yt f

o r

m a r k e r s o f h e P a t i t i s B v i r u s a n d h
e
P
a t it i s C v i r u s : r e

P
o r t o f a

c a s e
·

S u gr oT d a y 2 0 0 3 ;3 3 : 2 19
一
2 2 3

S a
r r a z i n C

,

B e r g T
,

L e e JH
,

T e u b
e r G

,

D ie t r ic h C F
,

R o th W K
,

Z e u z e m S
·

Im P r o v e d c o r r
el

a t i o n b e wt
e e n m ul it P l

e m u t a t io n s

w i th in t h e N S SA
r e
g i

o n a n d v i r o l o g i
e a l r e s

P
o n s e in E u r o -

Pe a n P a t i e n t s c h r o n ic a l l y i n f e c t e d w i t h h e P
a t i t i s C v i r u s

t y P
e l b u n d e r g o in g c o m b i n a t i o n t h e r a P y

,

J eH P
a t o l 1 9 9 9 ;3 0 :

1 0 0 4
一

1 0 1 3

2 0

2 1

2 2

2 5

2 6

7

8 2 7

9 2 8

2 9

1 0

3 O

1 l

3 l

1 2 Z e c h B
,

K u r t e n b a c h A
,

K r i e g
e r

N
,

S t r a n d D
,

B l e n c k e S
,

M o r
b it

z e r
M

,

S a l
a s s i d i s K

,

C o t t e n M
,

W i s s in g J
,

O b e r t S
,

3 2

Ba r t e n s c h la g
e r R

,

H
e r
g e t T

,

D a u b H
.

I d e n t i if e a t io n a n d e h a r -

a e t e r i z a t i o n o
f
a m Ph i Ph y s in 11 a s a n o v e l c e ll u la r i n t e r a e t i o n

P a r t n e r o f t h e h e P a t it i s C v i r u s N SS A P r o t e i n
.

J G
e n V i r o l

2 0 03 ; 84
:
5 55

一

5 60

G e o r
g
o
P
o u lo u U

,

C a r a v o k i r i K
,

M
a v r o m a r a P

.

S u P P
r e s s i o n

o f t h e E R K I / 2 s i g n a li n g P a t hw
a
y fr o m H C V N SSA P

r o t e in

e x
P
r e s s e d b y h e r P e s s i m P le x r e e o

m b in
a n t v i r u s e s

.

A r c h v i r o l

2 0 0 3 ; 1 4 8 : 2 3 7
一

2 5 1

Q
a d r i l

,

Iw
a h a s h i M

,

S im o n F
.

H e
P
a t i t i s C v i r u s

N S S A P r o -

t e in b i n d s T B p a n d P5 3
,

i n h ib iit n g t h e i r D N A b i n d i n g a n d 5 3

in t e r a c t i o n s
w i th BT P a n d ER C C 3

.

B io e h i优 B ioP h y
s A c t a 加0 2 ;

1 5 9 2 : 1 9 3
一
2 0 4

s a r r a z i n C
,

H
e r r m a n n E

,

B r u e h K
,

Z e u z e m 5
.

H
e
P
a t i t is C

v i r u s n o n s t r u c t u r a l S A P
r o t e i n a n d in t e r f

e r o n r e s i s t a n c e : a

n e
w m o

d e l of
r t e s t i n g t h e r e l ia b i li ty o f m u t a t i o n a l a n a ly s e s

·

J

V i r o l 2 0 0 2 ; 7 6 : 1 1 0 7 9
一
1 1 0 9 0

S a t o C
.

E ff e e t s o f h e P a t i t i s C v i r u s P r o t e in s o n t h e i n t e r
-

f e r o n 一 s t i m u la t e d s ig n
a l t r a n s d u e t i o n

.

N I PP o n R i n s h o 2 0 0 1二

5 9 : 1 2 7 1
一
1 2 7 6

G h o s h A K
,

M aj u m d e r
M

,

S t e e le R
,

Y a e i u k p
,

C h
r V i a J

,

R a y R

R a y R B
.

H e
P
a t i it s C v i r u s N s5 A P

r o t e in m o d u id t e s t r a n s c r iP
-

t i o n th r o u g h a n o v e l e e ll u la r t r a n s e r iP t i
o n fa c t o r S R C A P

·

J

B 10 1 C h e m 2 0 0 0 ;2 7 5 : 7 1 8 4
一

7 1 8 8

成军 慢性丙型病毒性肝炎肝脏脂肪变的机制矛其意义
.

世界华

人消化杂志 2 0 0 2 ; 1 0 : 9 9 9
一

1 0 0 3

K a t o N
,

L a n K H
,

O n o 一

N i t
a SK

,

S h i r a t o r i Y
,

o m a t a M
.

H
e P a -

t i t i s C v i r u s n o n s t r u e t u r a l r e
g i

o n SA P
r o t e in 15 a

P
o t e n t t r a n

-

s c r iP t io n a l a c t iv a t o r
.

J V i ; 0 1 19 9 7 ;7 1: 8 8 5 6
一
8 8 5 9

K a t o N
,

Y o s h i d a H
,

K i o k o O n o 一

N i t
a S

,

K a t o J
,

G o t o T
,

o t s u k a

M
,

L a n K
,

M
a t s u s h i m a K

,

S h i r a t o r i Y
,

O m a t a M
.

A c t i v a t i o n

o f in t r a c e llu l a r s i g n a lin g b y h e
P
a t it is B a n d C v i r u s e s : C

一v i r a l

e o r e 15 t h e m o s t P o t e n t s ig n
a l i n d u

e e r
,

eH P
a to lo g 夕 2 0 0 0 ;3 2 :

4 0 5
一

4 12

刘妍
,

段惠娟
,

成军
,

王建军
,

陆荫英
,

牟劲松
,

王琳
,

张玲霞 丙型

肝炎病毒非结构蛋白 N s5 A 反式激活 Sv 40 病毒启动子的研究
.

军

医进修学院学报 2 0 0 3 ;2 8 : 4 0
一

4 2

刘妍
,

陆荫英
,

成军
,

王建军
,

李莉
,

张玲霞
.

丙型肝炎病毒非结构
蛋白 N s5 A 反式激活基因的克隆化研究

.

解放军医学杂志 2 0 0 3 ;

2 8 : 4 0
一

4 3

Ja in K K
.

C u r r e n t t r e n d s in m o le e u l a r d i a gn o s t ie s M ed D e 刀ie e

T e e h n o l 2 0 0 2 ; 1 3 : 1 4
一

1 8

R u a n o
JM

,

G li d l e A
,

C l e a r y A
,

W
a lm s l e y A

,

A i t e h i s o n J S

C o o
P er MJ

.

eD
s ign an d fab ir e a it on

o f a s i il e a o n s i lie o n in t e gr a et d

o
P t i

c a l b io c h iP
a s a fl u o r e s c e n c e m ie r o a r r a y P l

a t f o r nr
·

Bio s e n s

B , o e le e t r o 儿 2 0 0 3声1 8: 1 7 5
一

1 84

C h e n a
M

,

hS
a lo n D

,

D a v i s RW
,

B r o w n P O
.

Q u a n it t a it v e m o n i
-

t o r in g o f g e n e e x P r e s s i o n P a tt e

rns w i ht a c o m P le m e n t a ry D N A

m i e r o a r r a y
.

S e ie n c e 1 9 9 5 ;2 7 0 : 4 6 7
一

4 7 0

F r a n c o S
,

G im e n e z 一

B a r e o n s
M

,

P u i g
一

B a s a g o it i F
,

F u r e ic l

S
a n e h e z

一

T a
P i

a s JM
,

R o d e s J
,

S a i z JC
.

C h
a r a e t e r iz a t i o n a n d

e v o l u t i o n o f N S S A q
u a s i s P

e c i e s o f h e
P
a t i t i s C v i r u s e n o ty P

e

l b in P a t ie n t s w i th d if fe
r e n t s t a g

e s o f li v e r d i s e a s e
.

JM ed V i r o l

2 0 0 3 ; 7 1 : 1 9 5
一

2 0 4

G o n g G
,

W
a r i s G

,

T a n v e e r R
,

S i d d ig u i A
.

H u m a n h e
P
a t i t i s C

v i r u s
N SS A P r o t e in a l t e r s i n t r a e e llu la r e a lc iu m le v e ls

,

i n d u c e s

o x id a t iv e s t r e s s , a n d a e t iv a t e s S T A T
一

3 a n d N F
一

k a P P
a B

.

p r o e

N a t l A c a d S e i U S A 2 0 0 1 ;9 8 : 9 5 9 9
一

9 6 0 4

G h o s h A K
,

S t e e l e R
,

M e y e r K
,

R a y R
,

R a
y R B

.

H e
P
a t it i s C

v i r u s
N SS A P

r o t e in m o d u la t e s e e ll e y
e le r e

g u l
a t o r y g e n e s a n d

P
r o m o t e s e e ll g r o

w t h
.

J G
e n V ir o l 1 9 9 9 ;8 0: 1 1 7 9

一

1 18 3

F o r l e r D
,

R ab u t G
,

C ie e a r e ll i FD
,

H er o ld A
,

K o e h e r T
,

iN g gew
e g

R
,

B o r k P
,

E ll e n b e r g J
,

Iz a u r r a l d e E
.

R a n B P Z / N u P 3 5 8 P
r o -

v id e s a m a io
r
b in d in g

s it e fo r N X F I
一

P 1 5 d im e r s a t ht e n u e l e a r

P o r e c o m P le x a n d f u n e t i o n s in n u c l e a r m RN A e x
P
o r t

.

M
o l

C e l l B io l 2 0 0 4声2 4 : 1 1 5 5
一

1 1 6 7

G o r d o n G J
,

A P P
a s a n i K

,

p a r e e ll s Jp
,

M u k h o P
a d h y a y N K

J
a k li t s e h M T

,

R i c h a r d s WG
,

S u g
a r b a k e r D J

,

Bu e n o R
.

In h i b i
-

t o r o f a P o P t
o s is P

r o t e i n
一
1 P

r o m o t e s t u m o r e e l l s u r v iv a l in

m e s o th e li o m a
.

C a r c i n o g
e n e s i s 2 0 0 2 ;2 3 : 1 0 1 7

一

1 0 2 4

L e e JK
,

S e o Y S
,

H u r
w i t z J

·

T h e C d e 2 3 (M
c m 1 0 ) P

r o t e in 15

r e
q u i

r e d of
r ht e

P h
o s P h o r

y l
a t io n o f m in ie h r o m o s o m e m a in t e

-

n a
cn

e c o
m P l

e x b y hte D印l
一

H
s
k l ik n a s e

.

p or c

aN t l A ca d S e i USA

2 0 0 3 ; 1 0 0 : 2 3 3 4
一

2 3 3 9

M e i Y A
,

V a u d r
y D

,

B a s il l e M
,

C a s t e l H
,

F o u r n i e r A
,

V a u d r y

H
,

G o n z a le z B J
.

P A C A P in h ib i t s d e la y e d r e e t i fi e r P
o t a s s iu m

e u r r e n t v i a a e A M P / p K A t r a n s d
u e t i o n P

a th w
a
y
: e v i d e n e e

f o r t h e in v o lv e m e n t o f 1 k i n t h e a n t i
一 a
P
o
P t

o t i c a e t i o n o f

P A C A P
.

E u r
J N

e u r o s c i 2 0 0 4 ; 1 9 : 14 4 6
一
1 4 5 8



巧 1 N S 0 09
一

3 07 C 9 N14
一

12 6 0 /R世界华人消化杂志 2 04 0年 11月 1 5日 第 21卷 第 11期 2 1 7 6

p er al
一

Y a fe M
,

H
a l P e r in D

,

S e h e u e r m a n 0 F a b ia n 1
.

T h e P 3 8

P
a t h w a y P a r t ia l ly m e d i a t e s e a s

P
a s e 一3 a c t i v a t i o n in d u c e d b y

r e a c t i V e o x y g e n s P e c i e s i n F a n c o n i a n e m i a C c e ll s
.

B i ( ) c h e I 71

Ph a r m a e o l 2 0 0 4 ;6 7: 5 3 9
一

5 4 6

S c l l l l , i d t C
,

p e n g B
,

L I Z
,

cS lab
a s G M

,

Fuj i
o k a S

,

N iu J
,

S e h m i d t
-

S u P P r i a n M
,

E v a n s D B
,

A b b r u z z e s e
JL

,

C h i a o P J
.

M e e h a -

n i s m s o f P
r o i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e

一
i n d u e e d b iP h a s i e N F

-

k a P P a B a c t iv a t i o n
.

M
o l C e ll 2 0 0 3 ; 1 2 : 1 2 8 7

一

1 3 0 0

H
s u Y C

,

C h i u Y T
,

L e e C Y
,

L in Y L
,

H u a n g Y T
·

I n c r e a s e s in

fi b r o s i s
一 r e la t e d g e n e t r a n s c r iP t

s i n liv e r s o f d i m e t h y ln i t
r o -

s a m i n e 一 i n t o x i e a t e d r a t s
.

J B io m e d S c i 2 0 0 4 ; 1 1: 4 0 8
一
4 17

S c h i e r a n o G
,

B e l lo n e G
,

M
a n z e l la C

,

P r e t i G
,

Em a n u e l l i G
.

In

v i t r o e f fe e t o f t r a n s f o r m in g g r o w t h f a c t o r
一

b e t a o n a d h e s i o n

m o le e u le e x P r e s s i o n b y h u m a n g i n g i
v a l f ib r o b la s t s c u l tu r e d

i n th e P r e s e n c e o f a t i t a n i u m a b u t m e n t
.

J p
e r io d o n t o l 2 0 0 1 ;7 2 :

1 6 5 8
一

1 6 6 5

工S SN 10 0 9 一 3 0 7 9 CN 14 一 12 6 0 / R 2 0 0 4 年版权止l lf l
.

界胃肠病学杂志辛{

.
不开究快报

.

温郁金对胃癌细胞的抑制作用及其对 IG F一 l
、

IG F一 11表达的影响

何必立
,

吕 宾
,

徐 毅
,

苗 青
,

范一宏

何必立
.

浙江省台州医院消化科 浙江省临海市 3 17 ()() 0

吕宾 徐毅
.

苗青
,

范一宏
,

浙江省中医院消化科 浙江省杭州市 3 1()() 〔)()

项 目负责人
: 吕宾

,

3 1 0 0 0 6 浙江省杭州市 浙江省中医院消化科
Iv b旧@ m e d m a l}

.

e o m e n

电话
: 0 5 7 1 一 8 7 0 3 2 0 2 8 传真

.

0 5 7 1一 8 7 0 7 7 7 8 5

收稿日期 2 0 0 4 一 0 8 一 3 0 接受日期
: 2 0 0 4 一 0 9 一 2 5

摘要

目的
:
探讨温郁金对人胃癌细胞s G C 一 790 1的抑制作用及其

作用机制
.

方法
:
采用超临界二氧化碳萃取法提取温郁金挥发油成分

.

以氟尿嚓淀(5 一Fu) 为阳性对照药物
,

采用 MTT 法
,

测定温

郁金提取物对体夕略养胃癌细胞
s G c 一 7 901 增生的影响 ;应

用放射免疫测定法分析温郁金提取物对细胞培养液中GI F -

I
、

IG F一 n 浓度水平的影响
.

O 引言

胰岛素样生长因子 (i
n s u li n 一 l ik。 g r o w t h af e to r ,

I GF )同肿

瘤的关系近年来受到了广泛的关注 [’ }
.

温郁金具有行气

破血
、

消积止痛等作用
,

是抗肿瘤复方中常见的药物
,

前期在其抗肿瘤作用方面已有报道 21[
,

但有关其对胰

岛素样生长因子的影响研究鲜见
.

我们研究温郁金提取

物对体外培养的胃癌细胞株 S G C一7 9 01 的抑制作用
,

并

从其对胰岛素样生长因子 I (I G F
一
)I

、

胰岛素样生长因

子 n (I G F一 11 )分泌的影响来分析其作用的机制
.

结果
:
超临界二氧化碳萃取法提取温有除获得温郁金提取物

1和提取物 2
.

温郁金提取物 l
、

提取物 2对胃癌细胞的生长

有显著的抑制作用 (均尸 0< 0] )
,

且抑制率随药物浓度的升

高而增高
,

存在明显的量效关系
.

Z oo m g/ L浓度的温郁金

提取物 1和提取物 2对 胃癌细胞生长的抑制率分别为6 4 .4 4

%
、

60
.

80 %
,

在这个浓度水平
,

其抑制肿瘤细胞生长作用

与阳性对照药物 5一uF 效果相当
.

温郁金提取物 l
、

提取物

2能降低胃癌细胞培养液中GI F一 I
、

IG F一 n 的浓度水平 (均

尸 < 0
.

0 5 )
.

结论
:
温郁金提取物对人胃癌细胞S G C一 790 1生长有抑制作

用
,

其抑癌作用的机制可能与抑制胃癌细胞分泌GI F一 I
、

IG R n 有关
.
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1 材料和方法
1

.

1 材料 胃腺癌细胞 (S G C
一
79 01 )株 (购自中科院上海

细胞所 )
,

R P M I一 16 4 0 培养基为 iG b c 。
公司产品

,

胎

牛 血清 购 自杭州 四 季青生 物工程公 司
,

嘎 哩 蓝

(M T )T
、

胰蛋白酶为上海生物工程公司产品
,

氟尿嗜

咙 (5 一 F u
)为 上海旭东海普药业有限公司产品

,

I G F -

I 放免试剂盒购自天津九鼎医学生物工程有限公司
,

I G F一 11 放免试剂盒购自解放军总医院科技开发中心

放免所
,

二甲基亚矾为浙江杭州双林化工试剂厂产

品
,

温郁金购自浙江省中医院中药房
,

H A 1 2 1一 5 0一 01

型超临界萃取装置为江苏南通华安超临界实业公司产

品
,

C O
:

细胞培养箱为美国 T h e r m 。 F o r m a
公司产品

,

E LX 8 0 0 酶标仪为美国 B i o 一 T e k公司生产
,

SN一 6 8 2放

射免疫丫计数器由中科院上海原子核研究所 日环仪器

厂生产
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 细胞培养 S G C一 7 901 细胞常规培养于含 100 m L几

灭 活胎牛血清的 R P M I一 1 6 4 0 培养液中
,

置 3 7
O

C
、

5 0 m l,/ L 的 C 0 2
及饱和湿度的培养箱内培养

.


