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Abstract
AIM: To screen for genes regulated by gamma 
aminobutyric acid (GABA) in hepatic stellate 
cells (HSC) using suppression subtractive 
hybridization (SSH), and to investigate the 
biological function of GABA in the liver. 

METHODS: The hepatic stellate cell line 
HSC-T6 was co-cultured with 10 μmol/L 
GABA for 24 hours, after which mRNA was 
extracted and reverse transcribed into cDNA. 
HSC-T6 cells co-cultured with phosphate buf-
fer saline (PBS) were used as controls. mRNAs 
upregulated by GABA were identified by 
SSH. Thirty one randomly selected clones 
were sequenced and analyzed bioinformati-
cally. 

RESULTS: Fifteen genes were found to be 
significantly up-regulated, including genes 
involved in DNA synthesis, apoptosis, mito-
chondrial function and tumor suppression. 
These results showed that GABA might pro-
mote HSC-T6 cell proliferation and inhibit 

apoptosis. 

CONCLUSION: SSH technology successfully en-
abled the identification of genes that are differ-
entially expressed in the presence and absence 
of GABA, demonstrating that GABA can affect 
the gene expression profiles of HSCs. 
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摘要
目的: 应用抑制性消减杂交技术(SSH)筛选γ-
氨基丁酸(GABA)作用肝星状细胞系HSC-T6
后的差异表达基因. 

方法: 10 μmol/L的GABA作用于HSC-T6细胞
24 h, 提取mRNA, 用分光光度计进行定量分
析. 以GABA处理和未处理的T6细胞mRNA为
模板逆转录合成双链cDNA(dscDNA), 并分别
标记为Tester和Driver, 酶切后与接头连接, 经
两次杂交, 构建消减杂交文库, 将消减文库的
扩增产物进行转化、克隆分析后应用生物信
息学技术将测得序列再进行同源性分析. 

结果: 15种基因表达上调, 其中包括与DNA合
成、线粒体、肿瘤抑制以及凋亡相关的4类基
因, 结果显示GABA可能促进HSC-T6细胞增
殖而抑制凋亡.  

结论: 用SSH技术可以成功获得GABA刺激肝
星状细胞基因上调的监测, 证明GABA能够影
响肝星状细胞的基因表达谱. 
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■背景资料
临床研究表明, 在
急慢性肝病患者
中, 血清GABA水
平升高, 肝再生活
性下降, GABA受
体拮抗剂促进肝
再 生 ,  还 可 改 善
临 床 转 归 ;  肝 性
脑病患者血清中
GABA水平亦升
高. 



0  引言

肝星状细胞(HSC)位于肝窦周Disse腔内, 在肝纤

维化的病理过程中HSC充当了重要的角色, 静
止状态的HSC主要参与视黄醇的代谢调节, 活
化后具有增殖、收缩调节肝窦张力与血流、分

泌细胞因子、产生基质金属蛋白酶及其抑制

物(TIMPs)、合成大量细胞外基质(ECM)等功

能, 是肝纤维化时ECM的主要来源细胞[1-2]. 因
此, HSC的活化是肝纤维化发生的核心环节, 许
多因素参与了该过程的调节, 其中细胞因子起

主要作用. γ-氨基丁酸(GABA)是一种天然存在

的功能性氨基酸, 是哺乳动物大脑的主要抑制

性神经递质, 由肠道细菌产生. 近年在暴发性肝

衰竭和肝性脑病的动物模型中发现GABA血浓

度增高, 血脑屏障的通透性也增高, 大脑突触后

神经元的GABA受体显著增多. 临床研究表明, 
在急慢性肝病患者中, 血清GABA水平升高, 肝
再生活性下降, GABA受体拮抗剂促进肝再生, 
还可改善临床转归, 提示GABA可能抑制肝再 
生[3-4]. 肝性脑病患者血清中GABA水平亦升高[5]. 
GABA可能与肝纤维化的发生相关. 抑制性消减

杂交技术(SSH)是一种简便有效、以抑制PCR
和消减杂交为基础的分离差异表达基因的新技 
术[6]. 该技术的操作流程包括2轮杂交和2轮PCR
扩增, 对低丰度基因的扩增非常敏感. 本研究以

一定浓度的GABA刺激HSC-T6, 用SSH技术筛

选GABA对肝星状细胞上调的靶基因.

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠肝脏星状细胞系T6细胞及大肠

杆菌DH5a(本室保存), mRNA Purification试剂

盒(Amersham Pharmacia Biotech), PCR-Select 
cDNA Subtraction试剂盒(Clontech), 50×PCR 
Enzyme Mix、Advantage PCR Cloning试剂盒

(Clontech), High Pure PCR Product Purification试
剂盒(Boehringer Mannheim), T7、SP6通用引物

及pGEM-T载体(Promega). DNA序列测定由上

海生物工程公司完成.
1.2 方法 
1.2.1 药物处理及mRNA提取 培养瓶中常规培

养T6细胞, 细胞生长至对数期时用2 g/L胰酶

消化平均分成两瓶, 将10 μmol/L的GABA加入

细胞培养液中,  24 h后收获细胞. 使用mRNA 
Purification试剂盒, 直接提取GABA处理的T6细
胞mRNA, 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计分别

进行定性、定量分析.
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1.2.2 消减杂交文库的建立 采用PCR-Se lec t 
cDNA Subtraction Kit, 常规SSH方法按说明书进

行: 以GABA处理和未处理的T6细胞mRNA为模

板逆转录合成双链cDNA(dscDNA), 并分别标记

为Tester和Driver, dscDNA经RsaⅠ(一种识别4碱
基序列的内切酶)消化, 产生相对较短的平端片

段, 纯化酶切产物. 将Tester的dscDNA分为2份, 
分别连接试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接

头Adapter 1和Adapter 2, 然后与过量的Driver 
dscDNA进行杂交; 合并两种杂交产物后再与

Driver dscDNA作第2次杂交; 然后将杂交产物做

选择性PCR扩增, 使Tester dscDNA中特异性表

达或高表达的片段得到特异性扩增. 
1.2.3 消减文库扩增及克隆分析  扩增产物与

pGEM-T easy载体连接, 转化DH5α感受态细

菌, 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板上, 
37℃培养18 h. 挑取白色菌落, 增菌, 以pGEM-T 
easy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进行菌落

PCR扩增, 证明含有插入片段后(200-1000 bp)后, 
测序. 应用生物信息学将测得序列与GenBank数
据库进行同源性分析.

2  结果

2.1 m R N A的定性、定量分析 使用高质量的

mRNA是保证cDNA高产量的前提. 紫外分光检

测显示, GABA处理和未处理的T6细胞mRNA
分别为13.08 mg/L和9.84 mg/L, A 260/A 280分别为

2.031和2.067. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳见mRNA
为大于0.5 kb清晰慧尾片状条带, 证实mRNA质

优量足.
2.2 dscDNA两端连接效率检测 dscDNA与接头

连接效率的高低是决定抑制性消减杂交成败

的最关键步骤. 将连接有Adaptor l和Adaptor 2
的2组dscDNA分别用不同的特异性引物(看家

基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH引物)进行28个
循环扩增, 产物用20 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定. 
结果显示2组dscDNA扩增产物浓度相当, 说明

dscDNA已与接头高效率连接.
2.3 cDNA消减文库消减效率的鉴定 分别以消

减及未消减PCR产物为模板, 用G3PDH引物进

行PCR扩增, 分别在18, 23, 28和33次循环结束

时从体系中吸取5 mL进行电泳鉴定. 结果显示: 
与未消减组PCR产物相比, 消减组PCR产物中

G3PDH基因产物大大减少, 说明所构建的消减

文库具有很高的消减效率(图1).
2.4 差异表达cDNA片段的扩增及克隆 杂交产
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■研发前沿
最 新 研 究 发 现 , 
GABA可以逆转
乙醇诱导的大鼠
肝 细 胞 毒 性 ,  乙
醇以剂量依赖的
方式使细胞生存
力下降, 而GABA
处理能够恢复乙
醇诱导的细胞毒
性 ,  多 胺 也 能 逆
转乙醇诱导的细
胞 毒 性 ( A m i n o 
ac id ,  2007,  32 : 
4 1 9 - 4 2 3 ) .  提示 
GABA可能与肝
纤维化的发生相
关, 但机制不明. 

■创新盘点
肝星状细胞的激
活是肝纤维化发
生 的 中 心 环 节 , 
GABA与肝性脑
病的发生密切相
关. 本文把两个似
乎毫不相干的领
域联系起来, 科研
思路具有创新性.
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物经2轮PCR扩增后, 菌落PCR扩增结果显示为

200-1000 bp大小不等的插入片段, 所获得的85
个克隆中几乎均含有插入片段, 这些条带可能

代表差异表达的基因片段(图2).
2.5 cDNA测序与同源性分析结果 随机挑选31个
克隆测序, 与GenBank数据库进行初步比较. 应
用生物信息学技术分析发现, 均与已知基因的

部分序列高度同源(94%-100%), 共编码15种基

因(表1).

3  讨论

GABA为主要的抑制性神经递质, 在肝性脑病中

血清GABA水平升高, 预示GABA与肝脏疾病的

相关性. SSH技术是通过消减杂交除去实验组和

对照组之间的共有序列, 并使低丰度基因得到

富集, 再通过抑制PCR使实验组和对照组之间

差异表达的序列得到扩增, 是消减杂交与抑制

性PCR的完美结合, 在克隆差异基因表达中具

有绝对优势[7-8]. 自从SSH技术建立以来, 在不同

疾病中筛选差异表达基因中已得到了广泛的应 
用[9-10]. 

本研究利用抑制性消减杂交技术筛选

GABA刺激的肝星状细胞差异表达基因, 随机挑

选31个克隆, 测序分析获得15种基因, 这些基因

可分为4类: (1)与DNA合成、蛋白质降解有关

的蛋白. 包括DNA聚合酶δ催化亚基、核糖体蛋

白S25、蛋白酶体亚基β4、蛋白酶体26S亚基非

ATP酶7和核结合素1(Nucb1), 表明GABA刺激肝

星状细胞的DNA合成和蛋白的降解. 蛋白酶体

既存在于细胞核中又存在于细胞质溶胶中, 是
溶酶外的蛋白水解体系, 显示多种肽酶的活性, 
能够从碱性、酸性和中性氨基酸的羧基侧水解

多种与泛素蛋白连接的蛋白质底物. 蛋白酶体

可能通过对病毒抗原的加工而调节乙型肝炎病

毒的适应性免疫[11]. 核结合素Nuc, 也叫CalNuc, 
是钙结合蛋白, 定位于核内、高尔基体和内质

网中, Nucb1大小为63 kDa, 可能参与调节骨髓

成熟[12-13]. (2)与肿瘤抑制有关的蛋白. 大鼠肿瘤

抑制因子ST13, 介导热休克蛋白HSP70和HSP90
的接头蛋白, 并参与糖皮质激素受体的装配过

程, 在结肠癌直肠癌中其水平下调, 提示他可能

是肿瘤抑制基因[14]. 钙蛋白酶(Calpain)是一类

钙依赖性的高度保守的蛋白水解酶, 参与细胞

骨架蛋白重整、细胞转化和迁移, 加快细胞循

环. 研究发现, 钙蛋白酶抑制剂可以改善大鼠肝

脏炎症[15-16]. Calpain 1参与了凋亡诱导因子的释

放[17]. (3)与凋亡相关的蛋白. 电压依赖的离子通

道2(Vdac2)是线粒体膜蛋白, 在哺乳动物中低丰

度表达, Vdac2缺陷的细胞中, 增加BAK的寡聚

化而更易于凋亡. 反之, 过表达Vdac2选择性抑

制BAK激活, 并抑制线粒体的凋亡通路[18]. 然而, 
最近的报道发现电压依赖的离子通道对于线粒

体的凋亡并不是必不可少的[19]. 在GABA刺激的

肝星状细胞中Vdac表达上调的机制还需进一步

的研究. CD48抗原在本研究中筛出5个克隆, 表
明CD48抗原上调较普遍, CD48可以保持T细胞

和巨噬细胞的炎症反应[20]. (4)线粒体相关蛋白. 
COX1在所有正常细胞中都有表达, 但在发生

■名词解释
抑 制 性 消 减 杂
交: 是一种以抑制
性PCR反应为基
础, 将标准化测试
cDNA单链步骤和
消减杂交步骤合
为一体的技术. 通
过合成两个不同
的接头, 接于经限
制性内切酶消化
后 的 测 试 c D N A 
片段的5'末端, 将
测试和驱动进行
两轮杂交. 标准化
步骤均等了测试
中的cDNA单链丰
度, 消减杂交步骤
去除测试和驱动
之间的共同序列. 
利用抑制性PCR
选择性扩增目的
cDNA片段, 同时
抑制非目的cDNA 
的扩增. 因此, 抑
制性消减杂交技
术显著增加了获
得低丰度差异表
达基因的cDNA的
概率.

表  1  阳性克隆与Genbank同源序列比较结果

     
同源蛋白基因	                           相同克隆数    同源性

1, 4-α葡聚糖分支酶	                               4               99%

肿瘤抑制因子13(St13)	                2               99%

CD48抗原	                                5               99%

核糖体蛋白S25	                                1               99%

蛋白磷酸酯酶4调节亚基2	                2             100%

精氨酸-丝氨酸二肽富含性剪切因           2               94%

子1(SFRS1)

核结合素1(Nucb1)	                                1               99%

电压依赖的离子通道2(Vadc2)	                6               99%

钙蛋白酶小亚基1(Capns1)	                1               97%

蛋白酶体亚基β型4(proteasome)             2                99%

蛋白酶体26S亚基非ATP酶7	                1             100%

DNA聚合酶δ催化亚基	                1               99%

类KIAA0877蛋白	                                1             100%

细胞色素氧化酶亚基Ⅰ部分序列及         1               99%

tRNA-丝氨酸基因 (CoxⅠ)

核糖体蛋白L23	                                1             100%

1      2     3      4      5      6     7      8      M

500 bp
250 bp

图  1  消减效率分析结果, 引物为G3PDH 5'3'. M: Marker; 

1-4: 消减组, PCR循环次数分别为18, 23, 28, 33;  5-8: 未消

减组, PCR循环次数分别为18, 23, 28, 33.  

1     2     3     4    5    6    7     8    9    10   M

1000 bp
500 bp

图  2  部分克隆(1-10)菌落PCR鉴定电泳图.  
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肝硬化的星状细胞中COX1的表达水平高于正

常肝脏星状细胞[21]. 蛋白磷酸酶4是蛋白磷酸酶

2A(PP2A)家族的重要成员之一, 他与多个调节

亚基形成各种复合体参与诸多重要的细胞进程, 
具有抗凋亡活性[22]. 精氨酸－丝氨酸二肽富含性

剪切因子1(SFRS1), 具有与DNA、RNA以及蛋

白质的结合活性, 参与选择性剪切, 同时有致癌

潜力[23]. 类KIAA0877蛋白功能尚不清楚. 总之, 
GABA可能促进HSC细胞增值和细胞凋亡过程, 
但其具体机制还有待于进一步的研究.
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■同行评价
本文应用抑制性
消 减 杂 交 技 术
筛选 γ -氨基丁酸
( G A B A ) 作 用 下
肝 星 状 细 胞 系
(HSC-T6)差异表
达基因. 研究结果
表明GABA作用
下的HSC-T6有15
种基因表达上调, 
涉及DNA合成相
关蛋白、肿瘤抑
制相关蛋白、凋
亡相关蛋白及线
粒体相关蛋白. 研
究方法新颖, 所研
究的内容具有实
际意义, 有一定的
参考价值. 


