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Abstract : To understand t he differentially expressed target genes in Hep G2 cells t ransfected wit h

PS1 TP1 protein expression vector , we compared t he differentially expressed genes between t he

hepatoblastoma cell line Hep G2 t ransfected by pcDNA3. 1 (2) and pcDNA3. 1 (2)2PS1 TP1 , respec2
ti vely wit h cDNA microarray . The PS1 TP1 coding DNA f ragment was amplified wit h polymer2
ase chain reaction ( PCR) . The expressive vector of pcDNA3. 1 (2)2PS1 TP1 was const ructed by

routine molecular biological met hods. The Hep G2 cells were t ransfected by pcDNA3. 1 (2) and

pcDNA 3. 1 (2)2PS1 TP1 , respectively ,using Fu GEN E6 Transfection Reagent . Total RNA was i2
solated and reverse t ranscribed. The cDNAs were subjected for microarray screening with 4096

cDNA probes. From t he scanning result s , it was found t hat 8 genes were up2regulated and 14

genes were down2regulated by PS1 TP1 protein expression. The expression of PS1 TP1 protein af2
fected t he expression spect rum of hepatocyte.
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摘要 : 阐明乙型肝炎病毒 ( HBV)前2S1 蛋白反式激活蛋白 1 ( PS1 TP1)的表达对于肝细胞的基因表达谱的影响。应

用基因芯片技术对于 pcDNA3. 1 (2)和 pcDNA3. 1 (2)2PS1 TP1 分别转染的 Hep G2 细胞的基因表达谱进行分析。以

肝癌细胞系 Hep G2 基因作为模板 ,应用聚合酶链反应 ( PCR)技术扩增 PS1 T P1 基因片段 ,以常规的分子生物学技

术构建表达载体 pcDNA3. 1 (2)2PS1 TP1。以脂质体技术转染肝母细胞瘤细胞系 Hep G2 ,提取总 RNA ,逆转录为

cDNA ,与转染空白表达载体 pcDNA3. 1 (2)的 Hep G2 细胞进行 DNA 芯片分析并比较。在 4096 个基因表达谱的筛

选中 ,发现有 8 个基因表达水平显著上调 ,14 个基因表达水平显著下调。PS1 T P1 基因的表达对于肝细胞基因表

达谱有显著影响。DNA 芯片技术是分析反式调节靶基因的有效技术途径。
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　　乙型肝炎病毒 ( Hep ati t is B vi rus , HBV) 的感

染可以导致肝脏急、慢性炎症 , HBV 诱导细胞恶性

化的发病机制还未完全弄清 ,但目前研究充分说明

HBV 蛋白对宿主细胞基因的反式激活作用在其致

病过程中起着重要作用 ,最近的研究还发现 ,前2S1

蛋白是一种反式激活因子[1 ,2 ] 。我们应用抑制性消

减杂交 ( Suppression subt ractive hybridization , S

SH)技术 ,对于前2S1 蛋白反式激活作用的靶基因

进行筛选 ,发现了前2S1 蛋白可上调一些基因的表

达 ,其中包括未知功能基因 ,命名为前2S1 反式激活

蛋白 1 ( PS1 TP1) ,其编码区共有 642 个核苷酸
(nt) ,产物由 213 个氨基酸 (aa) 残基组成 ( GenBank

号 :A Y426672) [3～5 ] 。但是 PS1 T P1 基因及其编码

蛋白在 HBV感染相关的慢性肝脏疾病的发生、发
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展中的作用目前还不十分清楚。因此 ,为了深入了

解 PS1 TP1 的分子生物学功能 , 我们克隆了

PS1 T P1 基因 ,并利用抑制性消减杂交技术 ( SSH)

及微矩阵 ( microarray) 技术进行了筛选 ,获得了大

量有价值的结果。本实验中我们应用微矩阵技术 ,

对于 PS1 TP1 蛋白基因和空白表达载体转染肝母细

胞瘤细胞系 Hep G2 进行筛选 ,试图从 PS1 TP1 蛋白

的表达对于肝细胞基因表达谱的影响这一角度 ,探

索 HBV 感染的发病机制 ,包括 HBV 相关的肝细胞

癌 ( HCC)发生发展的分子生物学机制。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

Hep G2 细胞及感受态大肠杆菌 D H5α(本室保

存) ,pcDNA3. 1 (2) 真核表达载体、细胞总 RNA 提

取液 TRIzol ( Invit rogen ) ; Fu GEN E6 转染试剂
(Roche) ,胎牛血清 FBS( Hyclone) , Taq 聚合酶、T4

DNA 连接酶、EcoR I、B am H I ( Takara) ,p GEM2T

easy 载体 ( Promega) , DNA 纯化试剂盒 (博大泰

克) ,其它生化试剂 (Sigma) 。

1 . 2 　真核表达载体的构建及细胞转染

设计并合成 PS1 TP1 基因序列特异性的寡聚核

苷酸引物 (有义链 : 5′2GAA T TCA T GGACACT G

A GA GA GT T GGG23′;反义链 : 5′2GGA TCC T TA

T TCT TCA GT TCTCT GCTC23′) ,在引物的两端分

别引入了 EcoR I 和 B am H I 酶切位点 ,引物由上海

博亚公司合成。使用 25μL 反应体系 ,以 Hep G2 细

胞 cDNA 为模板 ,放入 PE9600 PCR 仪中扩增。扩

增条件 :94 ℃变性 60s、61 ℃退火 60s、72 ℃延伸

60s , 循环 35 次后 , 72 ℃保温 10min。扩增的

PS1 TP1 蛋白编码基因首先克隆到 TA 载体中进行

序列测定 ,然后亚克隆到真核表达载体 pcDNA 3. 1

(2) 中 ,构建真核表达载体 pcDNA3. 1 (2)2PS1 TP1 ,

并进行内切酶分析鉴定连接正确。用 Fu GEN E6 转

染试剂将 2μg pcDNA3. 1 (2)2PS1 TP1 及 pcDNA3.

1 (2)空载体分别转染 35mm 平皿 Hep G2 细胞 ,48h

后收获细胞 ,使用 TRIzol 液体将细胞裂解后放入液

氮中保存。

1 . 3 　杂交及洗涤

使用氯仿2异丙醇提取转染了 PS1 TP1 表达质

粒及空载体的 Hep G2 细胞总 RNA ,逆转录标记

cDNA 探针并纯化。Cy32dU TP 标记对照组细胞总

RNA (50μg) , Cy52dU TP 标记实验组细胞总 RNA

(50μg) 。乙醇沉淀后溶解在 20μL 5 ×SSC + 2g/ L

SDS 杂交液中。包含的 4096 个 cDNA 由上海博星

基因芯片有限公司提供 ,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。用 Cartesian 公司的 Carte2
sian 7500 点样仪及 TeleChem 公司的硅烷化玻片进行

点样。将基因芯片和杂交探针在 95 ℃水浴变性

5min ,将混合探针加在基因芯片上 ,置于 60 ℃杂交

15217h。依次以 2 ×SSC + 2 g/ L SDS、0. 1 ×SSC + 2

g/ L SDS、0. 1 ×SSC洗涤 10min ,室温晾干。

1 . 4 　检测与分析

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 ,用预先选定的内参照基因
(24 条看家基因 ,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。由于

实验组探针标记 Cy5 荧光素 (呈红色) ,对照组探针

Cy3 荧光素 (呈绿色) ,用 Ima Gene 3. 0 软件分析 Cy3、

Cy5 两种荧光信号的强度 ,计算 Cy5/ Cy3 比值 ,红绿

颜色的差异就显示该基因在实验组和对照组中基因

表达水平的差异。若 Cy5/ Cy3 > 2. 0 ,该点呈现红色

荧光 ,表示表达增强 ;Cy5/ Cy3 < 0. 5 ,为绿色荧光 ,显

示表达减弱 ;黄色代表表达水平无差异。

2 　结果

2. 1 　PS1TP1 蛋白的表达载体构建

利用自行设计的引物成功扩增出 PS1 T P1 基

因片段 , PCR 产物经 0. 9 %琼脂糖凝胶电泳分析显

示扩增片段约 642 bp ,与预期片段符合 ,且无非特

异扩增现象。将扩增的 PS1 T P1 基因与 p GEM

Teasy 载体连接后测序 ,结果显示序列与报告的完

全符合。用 EcoR I 及 B am H I 双酶切所得片段 ,连

接到用相同酶切过的 pcDNA3. 1 (2) 载体中 ,经酶切

鉴定结果正确。由此表明 PS1 T P1 基因己按正确

方向克隆入真核表达载体中 , pcDNA3. 1 (2)2PS

1 TP1 质粒构建成功。

2. 2 　PS1TP1 蛋白上、下调基因

在基因芯片的扫描分析中 ,对于某一点的两种

叠加荧光信号 ,cy3 信号较强 ,该点多显绿色 (下调

趋势) ;如果 cy5 信号较强 ,该点多显红色 (上调趋

势) ;如果强度相似即显黄色。本实验以 Cy5/ Cy3

比值在 0. 500 以下为下调阈值 ,发现有 14 种基因的

表达水平下调 (表 1) 。以 Cy5/ Cy3 比值在 2. 000 以

上为上调阈值 ,发现有 8 种基因的表达水平上调 (表

2) 。

3 　讨论

HBV 为带包膜的嗜肝 DNA 病毒 ,其基因组为
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表 1 　PS1 TP1 蛋白下调基因列表

Table 1 　List of genes down2regulated by PS1 TP1

No.
GenBank
number

Cy5/ Cy3 Genes

1 NM_199203 0. 412
Homo sapiens ubiquitin2conjuga2
ting enzyme E2

2 A K123482 0. 414 Homo sapiens cDNA FLJ41488 fis

3 NM_001951 0. 448
Homo sapiens E2F t ranscription
factor 5 ,p1302binding ( E2F5)

4 NM_015270 0. 463
Homo sapiens adenylate cyclase 6
(ADCY6)

5 NM_003419 0. 467
Homo sapiens zinc finger protein
345 ( ZNF345)

6 BC053904 0. 480
Homo sapiens retinoblastoma
binding protein 4

7 NM_173631 0. 484
Homo sapiens zinc finger protein
547 ( ZNF547)

8 A K001548 0. 487 Homo sapiens cDNA FLJ10686 fis

9 A K095452 0. 487 Homo sapiens cDNA FLJ38133 fis

10 A K027773 0. 487 Homo sapiens cDNA FLJ14867 fis

11 A K054688 0. 490 Homo sapiens cDNA FLJ30126 fis

12 NM_005100 0. 493
Homo sapiens A kinase ( PR KA)

anchor protein ( gravin ) 12
(A KAP12)

13 NM_016952 0. 495
Homo sapiens cell adhesion mole2
cule2related/ down2regulated by
oncogenes (CDON)

14 A K097905 0. 496 Homo sapiens cDNA FLJ40586 fis

表 2 　PS1 TP1 蛋白上调基因列表

Table 2 　List of genes up2regulated by PS1 TP1

No.
GenBank
number

Cy5/ Cy3 Genes

1 NM_000845 2. 014
Homo sapiens glutamate receptor ,
metabot ropic 8 ( GRM8)

2 NM_005296 2. 087
Homo sapiens G protein2coupled
receptor 23 ( GPR23)

3 BC003636 2. 099 Homo sapiens arrestin , beta 1

4 A K092463 2. 200

Homo sapiens cDNA FLJ35144
fis ,highly similar to Human hepa2
tocellular carcinoma associated
protein (J CL21)

5 NM_181481 2. 230
Homo sapiens chromosome 18
open reading f rame 1 (C18orf1)

6 NM_000806 2. 332
Homo sapiens gamma2aminobutyr2
ic acid ( GABA) A receptor , alpha
1 ( GABRA1)

7 A K093049 2. 375

Homo sapiens cDNA FLJ35730
fis , highly similar to AL P HA212
AN TICH YMO TR YPSIN PRE2
CURSOR

8 NM_000779 2. 466
Homo sapiens cytochrome P450 ,
family 4 , subfamily B , polypeptide
1 (CYP4B1)

部分双链环状 DNA ,负链较长 ,正链较短 ,具有四个

开放读码框 (ORF) ,通过不同的起始密码子 (A T G)

编码至少 7 个蛋白 ,包括三个表面抗原 (包膜蛋白

前2S1、前2S2、S) ; 核心抗原 ( HBcAg ) ; e 抗 原
( HBeAg) ;病毒多聚酶 ( P) ; X 蛋白 ( HBx) 。其中

前2S1 蛋白仅出现于大蛋白 (L HBs) 中 ,但其位于包

膜的内、外两侧 ,在病毒的粘附、成熟等过程中具有

多种功能 ,研究表明前2S1 蛋白还具有反式激活作

用[6～8 ] ,我们应用 SSH 技术筛选并克隆前2S1 蛋白

反式激活的靶基因 ,其中包括未知功能基因 ,命名为

PS1 TP1 ,并构建其真核表达载体 pcDNA3. 1 (2)2
PS1 TP1。为进一步研究 PS1 TP1 蛋白的反式激活

作用 ,我们利用基因芯片技术对其上调、下调基因进

行分析。结果表明 ,8 种基因的表达水平显著上调 ,

14 种基因的表达水平显著下调。

　　在这些基因当中 ,有涉及到细胞增生、信号转导

途径等过程的基因 ,说明 PS1 TP1 蛋白参与了这些

过程。在下调的基因当中 , E2F 家族在调控细胞周

期和肿瘤抑制蛋白作用的过程中具有重要的角色 ,

是细胞增生的主要调节因子 ,并且也是小 DNA 肿

瘤病毒转化蛋白的靶位点。E2F 家族成员蛋白共有

5 个 ,均包括一个 DNA 结合域 ,一个与不同的转录

因子蛋白结合的二聚体式结构域 ,一个富含酸性氨

基酸的反式激活结构域 ,一个存在于反式激活结构

域中的肿瘤抑制蛋白相关结构域。E2F DNA 结合

位点可以在很多调节细胞周期的基因中都可以找

到 ,特异性的抑制分子可以与 E2F 的反式激活域相

结合 ,并且抑制其反式激活功能。对于 E2F21 ,

E2F22 , E2F23 ,其抑制子是视网膜母细胞瘤基因表

达产物 p RB. E2F24 和 E2F5 可以与肿瘤抑制蛋白

p130 和 p107 结合 ,而不是 p RB。E2F25 进入细胞

核的过程涉及了核孔复合物的形成 ,它缺少核定位

信号 (NL S)的基本序列 ,研究表明 E2F25 的入核过

程仅仅需要其氨酸端的 56 个氨基酸残基 ,并不依赖

于 DP 或 p RB 家族蛋白的结合过程[ 9 ] 。E2F25 cD2
NA 编码一个 346aa 的蛋白 ,分子量约 38kD , E2F25

与 E2F24 高度同源 (78 %的相似性) ,而与 E2F21 只

有 57 %。E2F24 ,E2F25 在 G1 中期的表达量最大 ,

而此时 E2F21 还没有表达 ,这说明 E2F24 , E2F25 作

用是调节 G1 早期过程 ,包括 G0/ G1 期的转换。许

多激素都是通过改变关键性调节蛋白的磷酸化状态

触发信号转导途径来调节其细胞内的活性的。蛋白

磷酸化是一个可逆性的过程 ,涉及到 2 种信号酶 :蛋

白激酶 (可以将磷酸根从 A TP 转移到底物蛋白上)

和磷蛋白磷酸酶 (执行去磷酸化过程) 。为了严密的

控制激素启动的磷酸化过程 ,多功能的激酶和磷酸

酶的活性可以精确的被调节 ,这需要第二信使的协
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助 ,如 CA2 + ,磷脂和 cAMP 等 ,从而可以激活下游

一系列的信号转导途径。A 激酶锚蛋白 ( A KA Ps)

是一组结构不同的蛋白 ,具有与蛋白激酶 A ( P KA)

调节亚单位结合的功能 ,并且在细胞内限制全酶分

解。A KA P12 正常表达于内皮细胞、培养的纤维母

细胞和骨肉瘤细胞。与 P KA、P KC 和磷酸酶相关 ,

在信号转导中起着重要的作用。这个蛋白是一个细

胞生长调节蛋白 ,确保 P KA 与 cAMP 充分接触激

活并纠正底物的分泌。一些 A KA P 可以协调信号

转导级联的多种成分的作用 ,在同一个大分子复合

物内有效的募集上游激活因子和下游效应分子。总

之 ,A KA Ps 可能是整合大量信号转导途径的关键

蛋白[ 10 ] 。在上调基因当中 ,细胞色素 P450 , 家族

4 ,亚家族 ,多肽 1 (C YP4B1)有可能做为对于恶性肿

瘤的基因治疗药物 ,细胞色素 p450 超家族为单加氧

酶 ,涉及了多种反应 ,如药物的代谢、脂类的合成等

方面 ,绝大多数 C YP 家族成员都存在于肝细胞 ,研

究表明 HCC 组织的 C YP 基因表达都是上调的[11 ] 。

Mohr et al [12 ]的研究表明 CYP4B1 可以有效、迅速

的诱导 HCC 细胞的调亡而不依赖于 P53 蛋白 ,这

个效应却是细胞系特异性的 ,这提示了 PS1 TP1 蛋

白在 HBV 所致的肝癌中有可能发挥一定的作用。

总之 ,新基因编码蛋白 PS1 TP1 的表达对于肝

细胞基因表达谱具有影响 ,上、下调一些基因 ,从而

可能参与了细胞增生、信号转导、HCC 形成等过程 ,

使得 PS1 TP1 蛋白在机体内的作用有了更进一步的

了解 ,为 HBV 的病毒学研究 , HBV 感染相关性疾

病的诊断、治疗措施等方面提供了线索。当然 ,基因

芯片结果也会有假阳性的可能 ,进一步的验证工作

正在进行中。
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