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Abstract
AIM: To screen and identify the up- and down-regulated
genes of TAHCCP2 in the hepatocyte, and to investigate its
possible function of TAHCCP2 in vivo by cDNA microarray assay.

METHODS: Suppression subtractive hybridization (SSH)
and bioinformatics techniques were used for screening and
cloning of the target gene TAHCCP2 transactivated by HCV
core protein. Total mRNA was isolated from HepG2 cells
transfected pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 and pcDNA3.1(-) empty
vector, respectively, cDNA was prepared by reverse
transcription. Microarray was conducted for screening of
up-and down-regulated genes of both HepG2 cells.

RESULTS: The expressive vector of pcDNA3.1(-)-TAHCCP2
was constructed and confirmed by restriction enzyme di-
gestion and DNA sequencing. After screening with DNA
microarray, we found that 4 genes were down-regulated.

CONCLUSION: The obtained sequences may be target

genes transactivated by TAHCCP2, among which some
genes coding proteins involve inoxidative stress, cell growth
and energy metabolism. Advanced experiments need to
be done to prove this finding.
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摘要

目的: 应用基因表达谱芯片技术了解TAHCCP2在肝细胞中

可能上调或下调的基因 了解其可能的调节功能线索.

方法: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术及生物信息学(bioinfo-

rmatics)技术筛选并克隆HCV核心蛋白反式激活的新型靶

基因TAHCCP2.以 TAHCCP2 表达质粒pcDNA3.1(-)-

TAHCCP2转染HepG2细胞 以空载体pcDNA3.1(-)为平

行对照 制备转染后的细胞裂解液 提取mRNA. 应用基因

表达谱芯片技术对差异表达mRNA进行检测和分析.

结果: TAHCCP2表达载体pcDNA3.1(-)-TAHCCP2经酶切

鉴定和DNA测序鉴定正确. 经基因表达谱芯片分析 4种基

因的表达水平下调.

结论: 筛选到的一些与体内氧化应激 细胞生长和能量代

谢相关的基因 推测了TAHCCP2可能存在的调控机制的

线索 尚需进一步的实验证明.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)基因组含有单一的开放读码框架

编码3 010-3 033 个氨基酸残基的多肽前体 两侧是

5 -非翻译区及3 -非翻译区.多肽前体至少被加工

为十种结构蛋白和非结构蛋白 其中核心区(1-573 nt)

编码的21 kDa HCV核衣壳蛋白(191 aa)是一种多功能蛋

白质 在HCV致病过程中可能起着重要的作用[1-5] 最

近研究其与HCV感染后脂肪肝的形成也有一定关系[6-9].

本室利用抑制性消减杂交技术(suppression subtractive

hybridization SSH) 对于表达HCV 核心蛋白载体转

染的 HepG2 细胞进行研究 结合生物信息学技术



(bioinformatics)克隆了核心蛋白反式激活作用的新靶基

因 命名为HCV 核心蛋白反式激活基因2(TAHCCP2).

并应用基因表达谱芯片技术筛选与克隆TAHCCP2 调

节的基因 推测其在体内可能存在功能的线索 为研

究HCV的致病机制及探索未知基因的功能提供了新的

方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109(本室保

存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); FuGENE6 转

染试剂(Roche) mRNA Purification试剂盒购自Amersham

Pharmacia Biotech PCR-Select cDNA Subtraction试剂

盒 50×PCR Enzyme Mix Advantage PCR Cloning试剂
盒购自Clontech High Pure PCR Product Purification试

剂盒购自Boehringer Mannheim公司 丙型肝炎病毒核

心蛋白真核表达质粒pcDNA3.1(-)-core 由本室构建.

T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载体(Promega). DNA

序列测定由上海申友公司完成.

1.2 方法

1.2.1 消减杂交文库的建立及克隆分析  分别将pcDNA3.1

(-)-core及 pcDNA3.1(-)空载体转染HepG2细胞 48 h

后提取mRNA 按PCR-Select cDNA Subtraction试剂盒

扩增差异表达的cDNA. 对于所获基因片段序列分析表

明 其中之一为新型基因片段 与GenBank中注册的

已知功能基因序列没有同源性 利用表达序列标签

(EST)序列的搜索和比对 进行电子拼接 根据基因

起始密码子的Kozak规则和终止密码子下游保守的多聚

腺苷酸信号序列 确定新型基因序列. 从HepG2细胞

提取总RNA 以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术扩

增获得该新基因的全长序列 并测序证实 命名为

HCV核心蛋白反式激活基因2(TAHCCP2) 在GenBank

中注册 注册号为AY039043. TAHCCP2基因的编码序

列全长为429个核苷酸(nt) 编码产物由142个氨基酸

残基(aa)组成.

1.2.2 真核表达载体及细胞转染  TAHCCP2真核表达质

粒pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 由本室构建. 用FuGENE6 转染

试剂将2 µg pcDNA3.1(-)-TAHCCP2及pcDNA3.1(-)空载
体分别转染35 mm平皿HepG2 细胞 48 h后收获细胞.

1.2.3 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了pcDNA3.1(-)-TAHCCP2表达质粒及空

载体的HepG2细胞mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光

光度计进行定性定量分析.

1.2.4 探针标记  参照Schena et al 的方法逆转录标记cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA(5 µg)
Cy5-dUTP标记实验组细胞mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶
解在20 µL 5 SSC+0.2% SDS杂交液中.
1.2.5 芯片制备  包含的1 152个 cDNA由上海联合基因

有限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 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PCR扩增 PCR产物

长度为1 000 bp-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg/ µL溶解于3
SSC溶液中 用Cartesian公司的Cartesian 7 500点样仪及

TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合(2 h)

室温干燥(30 min) 紫外线(UV)交联 再分别用0.2%

SDS 水及0.2%的硼氢化钠溶液处理10 min 晾干备用.

1.2.6 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在95 水浴

变性5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于60 

杂交15-17 h. 依次以2 SSC+ 0.2% SDS 0.1% SSC+

0.2% SDS 0.1% SSC洗涤 10 min 室温晾干.

1.2.7 检测与分析  用General Scanning公司的ScanArray

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Cy3和Cy5的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3 比值.

阳性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增

强; Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 pcDNA3.1(-)-TAHCCP2的表达载体构建  TAHCCP2

真核表达质粒pcDNA3.1(-)-TAHCCP2经测序及酶切鉴

定均正确.

2.2 总RNA及mRNA的定性 定量分析  总RNA的

吸光度 A260/A280>1.89 热稳定实验 70 保温 1 h

与 -20  1 h电泳条带比较 显示28 S条带无明显降

解 电泳结果证实已抽提高纯度的总RNA. mRNA主要

集中于0.9-4.0 kb的连续条带.

2.3 TAHCCP2基因下调基因  在基因芯片的扫描分析中

如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在0.500以下 就判断为

TAHCCP2的下调基因. 在本研究中发现有4种基因的表

达水平下调(表 1) 未发现表达水平明显上调的基因.

表 1  TAHCCP2基因下调基因类型

编号        Cy5/Cy3比值 基因名称

   1 0.096 谷胱甘肽过氧化物酶2 (GPX2)

   2 0.337 烯醇化酶3 (ENO3)

   3 0.467 HGF激活因子(HGFAC)

  4 0.467 人类假想蛋白

3   讨论

HCV核心蛋白是一种多功能蛋白质 具有多种调控细

胞 病毒基因表达 细胞生长以及免疫调节等功能. 核

心蛋白对细胞信号转导途径 尤其是核因子-κB (NF-
κB) 激活因子1(AP-1)和血浆反应因子(SRE)相关途径
具有明显的增强作用; 在HepG2细胞中 核心蛋白激活

人类 c-myc基因 劳氏肉瘤病毒长末端重复序列(RSV

LTR)和 SV40早期启动子[10] ; 核心蛋白还能抑制或增强

p53基因启动子功能[11-12] 这些证据表明核心蛋白具有
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潜在的致癌作用. Aoki et al [13]发现HCV核心蛋白通过和

14-3-3蛋白相互作用表现出一种新型的Raf-1激酶激

活蛋白特性 可能对肝细胞的生长起调节作用. HCV

核心蛋白的反式激活功能在HCV致病中发挥重要的作

用 研究其作用分子生物学机制有助于理解HCV感染

的慢性化和致癌作用机制.

        本室利用抑制性消减杂交技术对于表达HCV 核心

蛋白载体转染的HepG2细胞进行研究 结合生物信息

学技术克隆了HCV 核心蛋白反式激活作用的新靶基

因 命名为HCV核心蛋白反式激活基因2(TAHCCP2)

并构建其真核表达载体TAHCCP2-3.1(-). 应用基因表达

谱芯片技术筛选与克隆TAHCCP2调节的基因 推测其

在体内可能存在功能的线索. 基因表达谱芯片技术可快速

有效地检测到两组组织或细胞基因表达谱的差异. 本实验

我们用分子生物学技术构建了TAHCCP2的真核表达载

体pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 并用空载体作为阴性对照

利用脂质体转染HepG2细胞 之后从中提取总RNA 逆

转录为cDNA 进行基因芯片技术分析. 结果表明 4种

基因的表达水平下调 无表达水平明显上调的基因.

        在下调表达的基因中 谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)

是参与体内氧化应激作用的重要的酶[14-16]. 氧化应激可

导致体内活性氧簇(ROS)和 ROS清除分子数量的失衡.

这一过程中 GPX1可以减少细胞内大部分的ROS 起

到重要作用. GPX1的过表达可以延迟细胞生长 保护

他们不受GSH和过氧化氢毒性作用的损害[17]. 肝细胞生

长因子激活剂(HGF-A)是一种常见的激活HGF的丝氨

酸蛋白酶 可以使非活性状态的单链的肝细胞生长因

子(HGF)转化为有活性的二聚体结构. HGF是一种多功

能的多肽 参与肿瘤的生长 组织发生和损伤的修复.

他的作用依赖与被HGFA激活和结合到特异的HGF受

体(c-Met)上[18]. 研究发现HGF对于肝损伤后的修复

毛发生长 上皮细胞的分裂和抗凋亡因子的产生也有

重要意义[19-22]. 烯醇化酶是参与体内糖酵解途径的酶

类 其表达水平的降低可能会影响体内的能量代谢.

        通过表达谱芯片技术对TAHCCP2的调节基因的分

析 我们发现他所下调的3种基因涉及体内氧化应激

细胞生长和能量代谢 主要起到负性调节的作用. 作为

体内正常存在的基因 在HCV核心蛋白存在时表达增

加 负性调节上述基因 可能与HCV 感染后的发病

机制有一定的关系. 关于其在体内与各种活性因子的具

体调节机制 仍需进一步实验来验证.
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