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肝细胞癌（*88）是人类主要恶性肿瘤之一，死

亡率排名全球第 & 位。而乙型肝炎病毒（*-.）感染

是引发 *88 的主要危险因素，占全球*88 病例的

一半以上。因此，迫切需要更好地了解 *-. 导致

*88 的分子机制以及找到新型治疗靶点。5'V甲基

腺苷（W

'

0）是真核生物 W650 中发生的最丰富的修

饰。研究表明，W'

0在病毒和疾病发生、发展过程中起

重要作用。虽然 ()*+,"（()* 5'VW2IGY:;[2@E/?@2

650V^?@[?@1 7BEI2?@ "）已经被报道与卵巢癌抗癌
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免疫疗法!"#和海马依赖性学习及记忆!$#等有关，但其

在 %&' 相关肝癌中的作用研究尚少。

本研究通过分子克隆机制构建了过表达和敲

降 ()%*+, 质粒，探讨 ()%*+" 对 %&' 编码蛋白

表达的影响和对 %&-./、%&0./ 抗原分泌的影响。

! !"#$%

,1" !"#$ 人正常肝细胞234、肝癌细胞系%567、

%0894:41,; 细胞，均购买自 .)<< 细胞库，并为本

实验室液氮保存。胎牛血清（+&=）、*>?>、>?>@!

培养基、A8BC @>?> 培养基均购自美国 9D&<A

&E2。2C8FG0HBIJCK0

4333 购自 DKLCBMF/0K。所有抗体、

H*N. 均购自中国天津赛尔生物。

,:$ %&

,:$:, 细胞培养 23$ 细胞、%567 细胞用含有 ,3O

胎牛血清、,33 "/PJ2 链霉素以及 "QQ DRSJ2 青霉

素的*>?>培养基培养。%0894141,;细胞用含有,;O

胎牛血清、,QQ "/SJ2 链霉素、,QQ DRSJ2 青霉素、

4 JJFTS2 谷氨酰胺以及 4QQ "/SJ2 9 U,V 的 >?>@

! 培养基培养。上述细胞均培养在含 ;O<A

$

、W7!

的细胞培养箱中。

,:$:$ 过表达 ()%*+, 质粒的构建 用 ()%*+,

H*N. 作为模板进行 X<E，X<E 循环体系如下：预变

性 Y;! U JCK；变性 YU! , JCK，退火 ;;! WQ -，延

伸 7$! $ JCK，进行“变性@退火@延伸”循环 WW 次；

延伸 7$! ,Q JCK。回收大小约为 ,:Z7 [\ 的 X<E 产

物。对 8<*WS+TI/@]&? 质粒和 X<E 产物进行酶

切，酶切位点为 !"#$#和 %&'#^ 回收大小约为

;:Z [\ 和 ":Z7 [\ 酶切产物。然后连接，铺板，小提鉴

定，酶切位点为 !"#(#和 %&'#，将条带正确的

质粒送测序。

":4:W 敲降()%*+"质粒的构建 首先针对()%*+"

JEN. 设计合成编码 -6EN. 的 *N. 单链，引物序

列如表 "，然后将其在 Y;!条件下退火 ; JCK^室温

条件下静置 4 6，和用 !"#(#和 ()*+$酶切好的

8=CT0KH0M4:"@RZ K0F 质粒进行连接，铺板，小提鉴定

（酶切位点为 ,-'.%和 %&'#）。

& ! '()*

"#$ ! %&'()& *)+,)-.)*

引物名称

()%*+"@4Y;@&IJ%D

()%*+"@"Y7"@_6FD

=6E@()%*+"@)F8

=6E@()%*+"@&FB

引物序列

;"@9<999.)<<.)9)<99<<.<<.9<9)99.<@W"

;"@9.99<<)<9.9))9)))9)))<9.<)<)9<<9@W"

;"@9.)<<<.9<9.).9<..<)<)<<)99<)<9.9<<.99.9.9))9<).)<9<)9)))))9.@W"

;"@.9<))<.....<.9<9.).9<..<)<)<<)99<)<9.9<<.99.9.9))9<).)<9<)99@W"

":4:U 转染（脂质体法） 在 %567 细胞中，将 %&'

蛋白质粒与8=CT0KH0M4:"@RZ K0F、8-6E@()%*+" 质

粒共同转染，每组两个质粒分别各转 Q:; "/，将质

粒和 2C8FG0HBIJCK0

4QQQ 按照 " "/：" "2 比例分别加

入到无血清 A8BC@>?>培养基中，室温静置 ; JCK，然

后将 2C8FG0HBIJCK0

4QQQ 管加入到质粒管中，室温静置

4Q JCK，最后加入到细胞板中。转染 Z 6换液，UV 6收

取蛋白样品进行后续实验。

":4:; ?2D=.实验的转染（脂质体法） 在%0894:4:";

细胞中转染过表达、敲降 ()%*+" 及其对照质粒。

在 %567 细胞中转染过表达、敲降 ()%*+" 及其对

照质粒的同时，共同过表达 8%&'":W 质粒，在 2Q4

细胞中转染过表达 ()%*+" 及其对照质粒的同时，

共同过表达 8%&'":W质粒，每孔质粒共 " "/。转染方

法同 ":4:U。UV、74 6 分别收取 ZQQ "2 上清进行后续

实验。

":4:Z `0-B0MK 印迹实验 用含有蛋白酶抑制剂的

EDX. 裂解液收取蛋白样品，加入 ;#TFIaCK/ \5GG0M，

"QQ!加热 ; JCK，然后冰置 ; JCK。用 "QO=*=@X.9?

胶分离蛋白（蛋白上样量为 WQ "2），将蛋白转移到

X'*+ 膜上。室温条件下用 ;O脱脂牛奶封闭 4 6，裁剪

X'*+膜，分别用相应的抗体孵育过夜。用 )&=) 漂

洗孵育一抗的 X'*+ 膜，加入相应的二抗孵育 4

6，再用)&=) 漂洗孵育二抗的 X'*+ 膜，用 `0-B0MK

2C/6BKCK/

)>化学发光试剂作用 4 JCK，然后进入暗室中

用感光胶片曝光，等胶片完全晾干，分析结果并拍照。

":4:7 ?2D=.检测分泌%&-./和%&0./的抗原 根

据 ?2D=. 试剂盒说明书操作。

":W '()*+ 实验均重复 W 次，使用 DJI/0 b

软件、9MI86 XIa XMC-JZ:Q 软件处理实验数据，数

据均表示 !"#，组间比较采用双侧 =B5a0KB / 检验，

0$Q:Q; 为差异有统计学意义。

/ +,

4:" `0-B0MK ,-./ ()%*+" 012 如图 "

所示，与正常肝细胞 2Q4 相比，%&' 阴性肝癌细胞

%567 细胞和 %&' 阳性肝癌细胞 %0894:4:"; 细胞

中 ()%*+" 的表达分别增加 U 倍和 7 倍，()%*+"

在 %&' 阳性肝癌细胞 %0894:4:"; 细胞中的表达是

%&' 阴性肝癌细胞 %567 细胞的 ":; 倍（/c"7:U、

WY:Z、V:U，均 0$Q:Q;）。
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!"! #$%&'( !"#$%&'( 用 #$%&')

*&+, 作为模板，#$%&')-!./-012%3、#$%&'(-

(.4(-5673作为上下游进行 89:，产生大小约为 )";4 <=

的条带（图 !,）。对 >9&?@'A1B-C0D 质粒和 89: 产

物进行酶切，产生大小为 /"; <= 和 )";4 <= 的条带

（图 !0）。最后进行酶切鉴定，挑选同时有/"; <=

和 )";4 <= 两条条带的 ! 号质粒送测序（图!9）。

将测序结果序列和 +903 序列比对。测序结果正确

后，质粒转染 %E64细胞后第 ?天，制备细胞裂解物，

用 'A1B 抗体进行检测，确定了 #$%&') 在细胞中表

达（图 !&）。

!"? #$%&') )*$%&'( 将 >FGAHI*HJ!K)-

L; IH7 质粒进行酶切，产生大小为 /"; <= 的条带

（图?,），小提酶切鉴定挑选同时有大小为 /"; <= 和

M"?4 <= 两条条带的质粒 )M 号送测序（图 ?0）。测序

结果与设计的引物比对，测序结果正确后，质粒转染

%E64 细胞后第 ? 天，制备细胞裂解物，用 #$%&')

抗体进行 NHOPHJI 印迹实验验证 >O6:Q#$%&') 质

粒有效（图 ?9）。

!"R )*#$%&')+%0S,-./&"012 首

先验证了 %0S 编码蛋白质粒的有效性（图 R,），其

次 NHOPHJI 印迹检测敲降 #$%&') 后，%0S 编码蛋

白表达水平的变化 （图 R0）。结果显示，敲降

#$%&') 后，%0S 基因组编码 %0* 蛋白（!T."/）、

%0O 蛋白（!T/"!）、>JHF) 蛋白（!T!/"4）、>JHF! 蛋白

（!T."M）、%0U蛋白（!T)."4）、%0S &+, 87A蛋白（!T!?"M）

均降低（均 "!M"M/）。

!"/ DV3F, 34!"05)* #$%&') 6 %0O,B

5 %0H,B 789:&;< 与对照组相比，转染

>%0S)K?质粒组分泌的 %0H,B抗原在 RW 6（!T))WKR）

和 4! 6（!T!WK4）分别增加 W 倍和 ; 倍（图 /,），差

异均有统计学意义（均 "!MKM)）。在 %E64 细胞中，

过表达 #$%&') 时，%0O,B（!

RW 6

T /K/，!
4! 6

T /KM）和

! ! "#$%#&'"#$% ()*+,!&'()*+,-.

,-. / 01# #23&#$$-4' 45 (0*+,/ -' 6-55#&#'% 7#88$ 6#%#7%#6 9:

;#$%#&' 984%%-'. <$$<:

注：,：酶切载体；0：>O6:-#$%&') 质粒的鉴定；9：>O6:-#$%&') 质粒有效性；XX"!M"M)

! = 3$1>?(0*+,//0,12345

,-. = @4'$%&A7%-4' <'6 -6#'%-5-7<%-4' 45 38<$B-6 3$1>?(0*+C/

注：,：89: 获得目的片段 #$%&')；0：酶切载体和外片；9：

>9&?Y'A1B Q#$%&') 质粒的鉴定；&：>9&?Y'A1B Q#$%&') 的有效

性；XXX"!M"M)

! D 3EF=G,8<.?(0*F,!/0,12345

,-. H E4'$%&A7%-4' <'6 I<8-6<%-4' 4538<$B-63EFJK,8<.?(0*F,!
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注：!：验证质粒有效性；"：敲降 #$%&'( 后 %") 编码蛋白表达水平；*!+,-,.，**!+,-,(，***!+,-,,(
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!"#$% 抗原（!

&' (

)*+,，!
,- (

).+/）表达水平增加，敲降

01!234 时，!"5$%（!

67 (

)4.89，!
:- (

):+;）和!"#$% 抗

原（!

67 (

);+9，!
:- (

)<6+/）表达水平降低（图 ="、>）。

在!#?@-8-8<= 细胞中，过表达 01!23< 时，!"5$%

（!

6' (

)= 8/，!
:- (

)-: 86）和 !"#$% 抗原（!

6' (

)-;89，

!

:- (

).8.）表达水平增加，敲降 01!23< 时，!"5$%

（!

6' (

)-- 8/，!
:- (

): 89）和 !"#$% 抗原（!

6' (

)'8<，

!

:- (

).8.）表达水平降低（图 =2、A），差异均有统计

学意义（均 "!989=）。而在正常肝细胞B9- 中过表达

01!23<时，!"5$%（!

67 (

)689，!
,- (

)-89）、!"#$%（!

67 (

)/8=，

!

,- (

)<87）抗原表达水平没有增加，差异没有统计学

意义（图 =3、@）。

! !"

!>> 已成为全世界普遍存在的公共卫生问题。

!"C 是引起 !>> 的主要危险因素。!"C 的当前治

疗方法包括干扰素和核苷酸类似物拉米夫定D/E6F、阿

德福韦、恩替卡韦D=F、替比夫定、替诺福韦DGF以及最近

获得 32$ 批准的替诺福韦阿拉芬酰胺。核苷酸类似

物进行抗 !"C 治疗，可以有效抑制病毒的复制，但

不能根除肝细胞核内的共价闭合环状 2H$（III2"

H$）。然而，在不根除 III2H$ 的情况下，即使通过

抗病毒治疗实现了功能性治愈，!"C 仍然继续存在

诱发肝癌发展的风险，特别是对于已经发展为肝硬

化的患者D,F。治疗性疫苗旨在通过引发新的抗病毒

注：$：验证 ?!"C<8/ 系统；"、>：!J(, 细胞中 !"5$% 和 !"#$% 抗原的分泌；2、A：!#?@-8-8<= 细胞中 !"5$% 和 !"#$% 抗原的分泌；3、@：

B9- 细胞中 !"5$% 和 !"#$% 抗原的分泌；K"L9+9=，KK"L9+9<，KKK"L9+99<

# " #$%&'$% ()*'+& (),'+'()*+

-.+ " #$%&' /01 23, 4,2,52.06 0/ ()*'+ 764 (),'+ 762.+,6 *,51,2.06
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反应来增强免疫力，这些疫苗可能无法诱导功能性

治愈，因为它们的效力不足以诱导 !"# 特异性 $

细胞。由于目前缺乏有效的干预措施，所以对 !%%

发生的分子机制的了解至关重要。

&

'

( 可以调节细胞 )*( 生物学的许多方面+,-./，

这主要取决于 &

0

1 读码器+23/。多项研究指出，肝细

胞损伤可能是由 !"# 复制和病毒产物的积累引起

的+22/。而且 !%% 的发生与 &

4

( )*( 甲基化调节蛋

白的异常表达有关+25-26/。此外，7$!892 在调控!%%

细胞的细胞周期和代谢方面也发挥着重要作用。因

为已有文献指出，7$!895 和 7$!89: 可以调节

!"# 的生命周期+2,/，耗尽 7$!895 或 7$!89: 会显

著增加 !"; 蛋白和 !"< 蛋白的表达。所以在这里

笔者集中研究 7$!892 对 !"# 的影响，其中包括

!"# 编码的蛋白水平和细胞分泌的抗原表达水平。

本研究中，笔者确定 7$!892 在肝癌细胞中高

表达。然后构建了过表达和敲降 7$!892质粒。!"#

编码的蛋白中 !"< 蛋白和 !"; 蛋白分别构成病毒

衣壳和包膜，!"# 8*( =>? 蛋白在体内和体外都促

进肝癌细胞的迁移、侵袭能力，!"@ 不构成病毒体

的一部分，起转录反式激活的作用。!"# 病毒蛋白

可以影响病毒和宿主基因的表达。所以笔者首先研究

7$!892对!"#病毒蛋白的影响。敲降7$!892后，

!"# 基因组编码的蛋白表达降低。!";1A 表明机体

被病毒感染，!"B1A 表明病毒的传染性、病毒的复制

和肝脏损害程度。当 !";1A 和!"B1A 同时表达时

表明感染严重。所以本实验证明 7$!892 促进了

!";1A 和 !"B1A 抗原的分泌。而在低表达的 C35细

胞中，过表达 7$!892 对 !";1A 和 !"B1A 抗原的

分泌没有影响。

综上所述，7$!892 在肝癌细胞中可以促进

!"# 编码蛋白的表达和 !";1A、!"B1A 抗原分泌，

所以 7$!892可能在!"#感染中起重要作用。由于

其对 !"# 8*1 =>? 蛋白表达的影响最大，所以后续

的研究可能是 7$!892 影响 !"# 8*1 =>? 蛋白表

达的具体分子机制。本研究为阐明 &

4

1 修饰调节

!"# 编码蛋白的表达提供新理论依据，也具有潜在

的临床应用意义。
!"#$%

+2/ CDE $，FGD H，ID* I，BJ K?L $MB &4

1 NBKOBN 7$!892 PN>&>JB; >QKNR!

KS <KS<BN PN>ANB;;R>S QRK KTA&BSJRSA GD9:% JNKS;?KJR>S +I/L *T<?BR<

1<RO; )B;，5353，U,（6）：:,24

+5/ V!D !，W!1*X Y，FG*X 7 C，BJ K?L &（'）1 ZK<R?RJKJB; MRPP><K&!

PT;[OBPBSOBSJ ?BKNSRSA KSO &B&>N\ JMN>TAM 7$!892+I/L *KJTNB，

532]，̂ ':（__:3）：5U`

+:/ CD1F 7 9，VE*X I I，%!aF F %，BJ K?L CK&RQTORSB Z>N PKJRBSJ;

bRJM <MN>SR< MBPKJRJR; " KSO KOQKS<BO ?RQBN OR;BK;B+I/L * GSA? I cBO，

533U，:^2（2^）：2^52

+U/ dE"a V，$1*1d1 !，$1dGcE)1 V，BJ K?L GZZB<J; >Z ?K&RQTORSB

>S >TJ<>&B KZJBN ?RQBN NB;B<JR>S Z>N MBPKJ><B??T?KN <KN<RS>&K RS PK!

JRBSJ; bRJM K<JRQB NBP?R<KJR>S >Z MBPKJRJR; " QRNT; +I/L !BPKJ>? )B;，

533_，:_（5）：̀U

+^/ !aV1d1 $，VEWEdD 9，da"171V!D c，BJ K?L C>SA[JBN& BSJB<KQRN

JNBKJ&BSJ NBOT<B; MBPKJ><B??T?KN <KN<RS>&K RS<ROBS<B RS PKJRBSJ;

bRJM MBPKJRJR; " QRNT; RSZB<JR>S+I/L !BPKJ>?>A\，532:，̂]（2）：̀]

+4/ dDc F )，Caac"1 )，"G)X $，BJ K?L D&PK<J >Z ?>SA[JBN& JBS>!

Z>QRN OR;>PN>@R? ZT&KNKJB >S RS<ROBS<B >Z MBPKJ><B??T?KN <KN<RS>&K RS

PKJRBSJ; bRJM <MN>SR< MBPKJRJR; "+I/L %KS<BN，532^，252（53）：:4:2

+_/ 81)X1* 1，Fa*X V 7，%a"G* )，BJ K?L =BN;R;JBSJ NR;e Z>N MBPK!

J><B??T?KN <KN<RS>&K KZJBN &>NB JMKS K OB<KOB >Z ;T<<B;;ZT? MBPKJRJR;

" QRNT; ;TPPNB;;R>S+I/L cRSBNQK XK;JN>BSJBN>? 8RBJ>?，532_，4:（2）：_U

+]/ 7EG 7，CDE I，!G %L )*1 *4 [&BJM\?KOBS>;RSB &BJM\?KJR>S RS

P>;J [ JNKS;<NRPJR>SK? ABSB B@PNB;;R>S NBAT?KJR>S +I/L XBSB; 8BQ，

532^，5（̀2:）：2:U:

+`/ W!aE I，F1* I，X1a Y，BJ K?L 8\SK&R< &（4）1 &)*1 &BJM\?KJR>S

ORNB<J; JNKS;?KJR>SK? <>SJN>? >Z MBKJ ;M><e NB;P>S;B+I/L *KJTNB，532^，

^54（_^_U）：̂`2

+23/ F1*X Y，CE W，XacGW 1，BJ K?L *4[&BJM\?KOBS>;RSB[OBPBSOBSJ

NBAT?KJR>S >Z &B;;BSABN )*1 ;JKfR?RJ\+I/L *KJTNB，532U，̂3 （̂6U]2）：

226

+22/ W!1*X 7 7，!E d HL )BJMRSeRSA JMB PKJM>ABSB;R; >Z MBPKJRJR; "

QRNT;（!"#）RSZB<JR>S+I/L I cBO #RN>?，532^，]6（25）：2`]`

+25/ c 1 I W，71*X 9，W!aE % %，BJ K?L cG$$C2U ;TPPNB;;B; JMB

&BJK;JKJR< P>JBSJRK? >Z MBPKJ><B??T?KN <KN<RS>&K f\ &>OT?KJRSA *

（4）[&BJM\?KOBS>;RSB[OBPBSOBSJ PNR&KN\ &R<N>)*1 PN><B;;RSA+I/L

!BPKJ>?>A\，5326，4（̂5）：̂5`

+2:/ W!a*X C，CD1a 8，W!1*X c，BJ K?L 7$!895 ;TPPNB;;B; <B?? PN>!

?RZBNKJR>S KSO AN>bJM QRK OB;JKfR?RgRSA JMB GX9) &)*1 RS MBPKJ>!

<B??T?KN <KN<RS>&K+I/L %KS<BN CBJJ，532`，UU5：5^5

+2U/ %!G*X Y，CD c，)1a Y，BJ K?L dD112U5` NBAT?KJB; JMB &RANKJR>S

KSO RSQK;R>S >Z MBPKJ><B??T?KN <KN<RS>&K f\ K?JBNRSA &

4

1 &>ORZR<K!

JR>S >Z D85 &)*1+I/L aS<> $KNABJ; $MBN，532`，25：:U52

+2^/ %!G* c，FGD C，C1F % $，BJ K?L )*1 *4 [&BJM\?KOBS>;RSB

&BJM\?JNKS;ZBNK;B[?ReB : PN>&>JB; ?RQBN <KS<BN PN>ANB;;R>S JMN>TAM

7$!895 [OBPBSOBSJ P>;JJNKS;<NRPJR>SK? ;R?BS<RSA >Z Va%V5 +I/L

!BPKJ>?>A\，532]，46（4）：55^U

+24/ W!aE 7，7D* W，!aE "，BJ K?L G@PNB;;R>S PN>ZR?B; KSO PN>AS>;JR<

;RASRZR<KS<B >Z )*1 *4[&BJM\?KOBS>;RSB[NB?KJBO ABSB; RS PKJRBSJ;

bRJM MBPKJ><B??T?KN <KN<RS>&K：BQROBS<B ZN>& RSOBPBSOBSJ OKJK;BJ;+I/L

%KS<BN cKSKA )B;，532`，22：:`52

+26/ $1*1"G 1，da**a I，$1*Dd1F1 d，BJ K?L $NKS;<NRPJR>SK? &K!

<MRSBN\ >Z $*9 [K?PMK [RSOT<Rf?B 7$! O>&KRS <>SJKRSRSA 5

（7$!8%5）ABSB+I/L XBSB，532U，̂:（̂2）：5U

+2]/ Dc1c !，d!1* c，Xad!1CG * V，BJ K?L *4 [&BJM\?KOBS>;RSB

&>ORZR<KJR>S >Z MBPKJRJR; " QRNT; )*1 ORZZBNBSJRK??\ NBAT?KJB; JMB QR!

NK? ?RZB <\<?B+I/L =N>< *KJ? 1<KO V<R EV1，532]，22（̂: ）̂：]]5`[]]:UL

（5352[32[54 收稿）

第 56 卷天津医科大学学报U44


