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Abstract
AIM: To screen genes regulated by gamma 
aminobutyric acid (GABA) in hepatic stellate 
cells (HSC) using microarray assay, and to 
investigate GABA biological function.

METHODS:  HSC-T6 was co-cultured with 100 
μmol/L GABA for 48 hours, and then mRNA 
was extracted from the cells to reversely tran-
scribe into cDNA. HSC-T6 co-cultured with 
phosphate buffer saline (PBS) was used as con-
trols. The cDNA profile was analyzed by micro-
array assay�.

RESULTS: For the profile of 4096 genes, 37 genes 
were found differentially expressed, of which 11 
were up-regulated while 26 were down-regulated 
significantly.

CONCLUSION: Differentially expressed genes 
under the action of GABA are successfully 
screened by microarray technique, demonstrat-

ing that GABA can affect the gene profile of 
HSC.
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摘要
目的: 应用基因芯片技术检测γ -氨基丁酸
(GABA)对肝星状细胞(HSC-T6) 基因表达谱
的影响. 

方法: 10 μmol/L的GABA作用于HSC-T6细胞
48 h, 提取mRNA, 逆转录为cDNA. 以PBS作用
的HSC-T6细胞为对照, 进行cDNA 芯片分析. 

结果: 在4096个基因表达谱的筛选中, 发现有
11个基因表达水平显著上调, 26个基因表达水
平显著下调.

结论: 成功地应用基因芯片筛选GABA作用
下肝星状细胞差异表达基因, 证明GABA对肝
星状细胞的表达谱有显著作用.
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0  引言

γ-氨基丁酸(GABA)是一种非蛋白质组成的天然

氨基酸. GABA是哺乳动物中枢神经系统中重要

的抑制性神经递质, 具有重要的生理功能[1]. 已
经研究报道的生理活性有诸如降低血压、促使

精神安定、促进脑部血流、增进脑活力、营养

神经细胞、增加生长激素分泌、健肝利肾、改
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®

■背景资料
γ-氨基丁酸(GABA)
是哺乳动物中枢神
经系统中重要的抑
制性神经递质, 具
有重要的生理功
能. 目前针对GABA
的研究主要集中在
神经方面.



善更年期综合症等[2-3]. GABA广泛存在于大脑内, 
是大脑的主要抑制性介质. 正常时GABA来源肠

道, 由谷氨酸盐脱羧而来. GABA 能与α-酮戊二

酸反应生成谷氨酸, 抑制谷氨酸的脱羧反应, 使
血氨浓度有效降低, 还能促使更多的谷氨酸与氨

结合生成尿素排出体外, 解除氨毒, 增进肝功能. 
而肝功能不全以及肝硬化时, 肝脏的解毒能力降

低. 肝昏迷时, GABA在血中潴留, 血浆及脑脊液

中其浓度明显增高, 造成大脑功能的紊乱[4]. 肝纤

维化的发生是以肝窦和门静脉周围细胞外基质

过量沉积为特点. 激活的肝星状细胞被认为是肝

纤维化发生过程中细胞外基质的主要来源[5]. 因
此本实验应用基因芯片技术筛选GABA作用肝

星状细胞HSC-T6后差异表达的基因, 为进一步

阐明GABA可能的生物学功能提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 HSC-T6细胞由本室保存. 细胞培养

相关试剂、总R N A提取试剂T R I z o l均购自

Invitrogen公司. 人类基因组分类Ⅰ芯片包括原

癌基因和抑癌基因、离子通道和运输蛋白、

细胞周期蛋白类、细胞受体、免疫调节相关基

因、细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因、细胞

信号转导相关基因等4096个cDNA, 由上海联

合基因有限公司提供. mRNA纯化试剂Oligotex 
mRNA Midi Kit购自Qiagen公司. 
1.2 方法 在35 mm培养皿中常规培养HSC-T6
细胞 ,  细胞生长至对数期时 ,  分别将P B S和
10 μmol/L GABA加入细胞, 48 h后收获细胞, 每
5×106个细胞加入1 mL TRIzol 试剂, 立即于液
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氮中保存. TRIzol试剂一步法提取总RNA(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, 经琼脂糖凝胶电泳检测28S、18S
条带变化. 纯化mRNA并行电泳检测. 常规方法

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). 将探针置于95℃水浴中变

性2 min; 玻片置于95℃水浴中变性30 s, 玻片取

出浸无水乙醇30 s, 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
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1      2     3    4 图 1  RNA电泳图. 1, 2: GABA-
10  mmol/L; 3,4: Control. 

图  2   双 色 荧
光标记叠加图. 

表  1  表达显著增强的基因

       序号       GenBank登录号  	   编码蛋白	                                                             Cy5/Cy3

1

2                     

3

4

5

6

 

7 

8

9

10 

11

M27812 

AF121265  

J05214     

BC062235

BC081810

U34843

BC062034

AF476963

L27111

BC078869

BC060556

突触蛋白Ia(synapsin Ia)

β-连锁蛋白(beta-catenin)

5'-核苷酸酶(5'-nucleotidase)

异种核蛋白-a1(heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein A1)

法尼基转移酶1 (farnesyl diphosphate farnesyl 

transferase 1)

细胞周期相关蛋白(cell cycle progression related 

D123) 

醛类还原酶(Aldehyde reductase 1) 

结合珠蛋白(haptoglobin-like protein) 

刺激激活的蛋白激酶(stress activated protein 

kinase alpha I )

CTL靶抗原(CTL target antigen )

核糖核蛋白体结合蛋白(ribophorin II) 

2.018

2.030

2.086

2.09

2.120

2.129

2.209

2.364

2.435

2.460

2.725
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中, 用Parafilm密封, 放入42℃杂交箱内杂交过夜

(16-18 h). 洗片后, 晾干扫描. 用General Scanning 
公司的ScanArray 4000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ImaGene310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 总RNA及mRNA的定性、定量分析 电泳条

带比较, 显示28S条带无明显降解, 电泳结果证

实已抽提高纯度的总RNA(图1).
2.2 芯片杂交体系验证及结果分析 在芯片上共

有4096个cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的

整个过程, 在芯片上设置阴性对照(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Cy5荧光素

(呈红色), 对照组探针标记Cy3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4096个基因中筛选出

差异表达基因共27条, 其中11条基因表达增强, 
26条基因表达降低(图2, 图3).
2.3 差异表达基因分析 在基因芯片的扫描分析

中, 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在2.0以上, 就
判断为上调基因, 在本研究中发现有11种基因的

表达水平上调(表1). 如果荧光染料的Cy5/Cy3比
值在0.5以下, 就判断为下调基因, 在本研究中发

现有26 种基因的表达水平下调(表2).

3  讨论

基因芯片技术充分利用生物科学、信息学等前

■同行评价
本文应用基因表
达谱芯片技术筛
选GABA作用下
肝星状细胞差异
表达基因, 方法先
进, 结果可信, 但
讨论部分欠深入.  

表  2  表达显著下降的基因

        序号       GenBank登录号  	   编码蛋白	                                                                                                    Cy5/Cy3

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

L27084

BC088090

BC081844

BC088847

AY323237

AB039663

AY177703

BC079369

BC088166

U17253

AF461496

BC061819

AB097077

U76714

M11185

J02679

BC091363

BC078838

AB180485

BC081855

AF121217

BC088191

BC062066

BC085739

BC088146

M83560

果糖-2, 6-磷酸酶fructose-6-phosphate, 2-kinase: fructose-2, 

6-bisphosphatase)

视黄醇脱氢酶3(retinol dehydrogenase type III)

岩藻糖苷酶a-L-1(fucosidase, alpha-L-1)

磷酸果糖激酶(phosphofructokinase)

辅酶Q结合蛋白(low molecular mass ubiquinone-binding protein) 

孔蛋白2(VDAC2)

r-酪氨酸磷酸酶(receptor-like protein tyrosine phosphatase gamma 

A-type isoform)

丙酮酸脱氢酶E1 (pyruvate dehydrogenase E1)

a1-微球蛋白 (alpha 1microglobulin/bikunin)

转录抑制因子NAB1(transcriptional repressor NAB1)

柠檬酸合酶前体(citrate synthase precursor)

甘露糖苷酶2(mannosidase 2)

核蛋白UKP83(nuclear protein UKp83)

细胞黏附调节因子(cell adhesion regulator) 

髓磷脂脂蛋白(myelin proteolipid protein)

甲萘醌氧化还原酶(menadione oxidoreductase)

维甲类受体(retinoid X receptor gamma)

肾特异性膜蛋白(kidney-specific membrane protein)

核受体联合激活蛋白P120(nuclear receptor coactivator p120 )

磷脂结合蛋白(annexin A5)

前-a-2胶原蛋白(pro-alpha-2(I) collagen) 

短链脱氢还原酶(short-chain dehydrogenase/reductase)

硫辛酰胺脱氢酶(diaphorase)

3－羟邻氨苯丙酸－3, 4, －加双氧酶

(3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase)

C细胞色素P450(cytochrome P450) 

谷氨酸受体5-1(glutamate receptor subunit 5-1)

0.206

0.213

0.239

0.268

0.274

0.281

0.304

0.338

0.339

0.342

0.368

0.378

0.383

0.385

0.397

0.397

0.400

0425

0.426

0.430

0.437

0.444

0.452

0.472

0.481

0.485
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沿学科的先进成果, 其具有高通量、微型化和

自动化等特点, 广泛应用于医学科研的各个领

域, 为后基因组时代的生命科学研究提供了一

种强有力的工具. 本研究采用的微矩阵基因芯

片是以联合基因科技集团发现的4096条基因为

靶基因, 制备成cDNA芯片. 对两种对照组细胞

总RNA逆转录产生的cDNA进行杂交检测, 寻找

和筛选GABA作用于HSC-T6细胞后, 基因表达

变化. 37条基因在HSC-T6细胞中均有差异表达, 
其中上调基因11条, 下调基因26条. 

上调基因中突触蛋白Ⅰ在将突触泡与包括

肌丝、微管和血影蛋白在内的几种细胞骨架元

素的结合中发挥作用[6]. 胞质蛋白中β-连锁蛋白

是致癌蛋白的多功能蛋白质, 在细胞连接处他

与钙黏素相互作用, 参与形成黏合带, 而游离的

β-连锁蛋白可进入细胞核, 调节基因表达, 提示

该基因表达上调可能与HSC增殖加速有关[7]. 当
肝细胞受损或肝内外梗阻时, 5'-核苷酸酶释放

入血液中, 是诊断肝脏疾病的一项较为敏感的生

化指标[8]. 法尼基转移酶1活化Ras信号转导通路, 
促进细胞增殖[9]. 应激活化蛋白激酶是细胞外信

号转导至细胞内4大信号转导途径之一[10]. 下调

基因中孔蛋白是线粒体外膜上的通道蛋白[11]. 代
谢型谷氨酸受体激活后通过胞内信号转导系统

调制离子通道活动[12]. 电压依赖性通道调节活

性是HSC功能调节的重要方式. 细胞色素P450
主要分布在内质网和线粒体内膜上, 作为一种

末端加氧酶, 参与了生物体内的甾醇类激素合

成等过程. P450可能是人肝细胞内质网中一种

重要的磷脂酶D, 有改变膜的性质和信号功能

等作用[13]. 磷脂结合蛋白是一类被钙离子活化

后可与膜磷脂结合的蛋白, 参与膜转运及膜表

面其他一系列依赖于钙调蛋白的活动[14]. 维甲

类受体调控细胞生长、分化、凋亡等生命活

动中起重要作用[15]. 该基因的下调表达可能与

HSC的增殖相关. 
总之, GABA可能参与调控肝星状细胞的

增殖. 该芯片的结果还需要进一步的验证, 其具

体的生物学功能还需深入的研究. 
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图  3  杂交信号强度散点图.


