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Ｈｕｈ７．５．１细胞感染 ＨＣＶ观察干扰素治疗后
ｍｉＲＮＡ表达谱变化
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［摘　要］　目的：探寻可能对丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）有作用的 ｍｉＲＮＡ。方法：用体外转录得到的
ＨＣＶ感染正常的Ｈｕｈ７．５．１细胞，然后加入干扰素作用，采用 ｍｉＲＮＡ表达谱芯片技术，分别测定
Ｈｕｈ７．５．１细胞正常组和ＨＣＶ感染组及干扰素作用组的ｍｉＲＮＡ的表达，采用２（－ΔΔＣＴ）法分析组
间ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达情况。结果：以正常Ｈｕｈ７．５．１细胞中表达的 ｍｉＲＮＡ为基准，经过筛选发现
１３种ｍｉＲＮＡ在ＨＣＶ感染后表达上调，而在干扰素治疗后则出现下调；另外还有７种 ｍｉＲＮＡ则
在ＨＣＶ感染后出现表达下调，而在干扰素治疗后则发生上调。结论：ｍｉＲＮＡ１０ａ、ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉ
ＲＮＡ１４９和ｍｉＲＮＡ１５２及ｍｉＲＮＡ２１０可能与ＨＣＶ的复制转录有关。

［关键词］　干扰素α／治疗应用；微 ＲＮＡｓ／遗传学；肝炎病毒属／遗传学；基因表达；丙肝病毒；
ｍｉＲＮＡ
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ａｎｄｍｉＲＮＡ２１０ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎａｌｐｈａ／ｔｈｅｒｕｓｅ；ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ／ｇｅｎｅｔ；Ｈｅｐａｃｉｖｉｒｕｓ／ｇｅｎｅｔ；Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；

ＨＣＶ；ｍｉＲＮＡ

［ＪＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉ），２０１１，４０（６）：５９８６０２．］

　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）是引起肝脏病变和
诱发肝癌的主要病原体之一，它极易变异，因此

研制疫苗难度很大。而且其治疗方法有限，目

前主要采用干扰素联合利巴韦林治疗的方法，

但部分患者效果不甚理想。因此，探寻ＨＣＶ在
感染后是通过哪些方式复制的以及干扰素对

ＨＣＶ是如何作用的，就显得越来越重要了。
ｍｉＲＮＡ是一类长约２２个核苷酸的内源性

非编码单链 ＲＮＡ分子，自 １９９３年第一个 ｍｉ
ＲＮＡ编码基因ｌｉｎ４由 Ｌｅｅ等在线虫体内发现
以来，迄今为止结合基因克隆和各种生物信息

学方法已经发现了５０００余种 ｍｉＲＮＡ，其中包
括５００余种人ｍｉＲＮＡ，它们在人类的基因表达
上扮演着重要的角色［１］。一旦ｍｉＲＮＡ对基因
表达的调控出了问题，就有可能导致疾病的发

生。近来，许多研究表明 ｍｉＲＮＡ参与多种病
毒复制的调节，有些宿主和病毒都可以编码

ｍｉＲＮＡ，并且两者都在调控病毒生存周期及病
毒与宿主相互作用的过程中起到非常关键的

作用。

目前已有报道，ｍｉＲＮＡ１２２可以与ＨＣＶ基
因组相互作用调节ＨＣＶ的表达，当ｍｉＲＮＡ１２２
被灭活，ＨＣＶ复制水平明显降低［２］。那么，是

不是有更多的 ｍｉＲＮＡ可能与 ＨＣＶ的复制转
录有关？干扰素究竟能在什么层面上对病毒发

挥作用？为此，我们做了以下实验并结合文献，

希望能筛选出与 ＨＣＶ感染和干扰素治疗有关
的ｍｉＲＮＡ。

１　材料与方法

１．１　细胞及主要试剂　Ｈｕｈ７５１细胞来自美
国斯克利普斯研究所ＳｃｏｔｔＦｏｒｒｅｓｔ教授，由上海
巴斯德研究所钟劲教授提供。质粒ｐＦＬＪＣ１由
美国Ａｐａｔｈ公司惠赠。ＤＭＥＭ培养基、胎牛血
清、胰蛋白酶、ＯｐｔｉＭＥＭ培养基购于 ＧＩＢＣＯ公
司；脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和总 ＲＮＡ提取

试剂ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｔ７体
外转录试剂盒购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；逆转录试剂
盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购于
Ｔａｋａｒａ公司；ＩＦＮα２ｂ购于 ＰＢＬ（ＰｅｓｔｋａＢｉｏｍｅ
ｄｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）公司。
１２　实验方法
１２１　细胞培养　把 Ｈｕｈ７５１细胞加入含
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，于３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度的培养箱中培养。ＤＭＥＭ培养基
中添加１００Ｕ／ｍｌ的青霉素和１００μｇ／ｍｌ的链
霉素。

１２２　ＨＣＶ感染细胞模型的建立及验证　
ｐＦＬＪ６ＪＦＨ１质粒用 Ｔ７体外转录试剂盒按照
说明书操作进行体外转录，得到 ＨＣＶＲＮＡ转
录体。在６孔细胞培养板上接种Ｈｕｈ７５１细
胞，每孔中加入 ２ｍｌ含血清不含抗生素的
ＤＭＥＭ培养基培养２４ｈ，当细胞培养达到６０％
～７０％汇合度时，把 ＨＣＶＲＮＡ转染进去。转
染时，以每孔 ２μｇＨＣＶＲＮＡ用 ２５０μｌＯｐｔｉ
ＭＥＭ培养基稀释，再以每孔５μｌ脂质体用２５０
μｌＯｐｔｉＭＥＭ培养基稀释，并室温放置５ｍｉｎ，
将稀释后的 ＨＣＶＲＮＡ与脂质体轻轻混合，室
温孵育２０ｍｉｎ以形成复合物。然后每孔加入
５００μｌＲＮＡＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ复合物，轻摇混匀后
置于细胞培养箱孵育。６ｈ后弃去培养液，每
孔加入２ｍｌＤＭＥＭ完全培养基继续培养。转
染后第 ３天，收集细胞上清培养基。把 Ｈｕｈ
７５１细胞重新接种在６孔细胞培养板上，待
细胞达５０％～６０％融合度时，每孔加入２ｍｌ收
集的细胞上清，培养箱中孵育４ｈ后用 ＰＢＳ清
洗３次，加入完全培养基继续培养。

孵育后第３天，用 Ｔｒｉｚｏｌ提取感染细胞内
总ＲＮＡ。按照逆转录试剂盒与荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒操作说明对细胞内 ＨＣＶＲＮＡ进行扩
增，同时利用正常Ｈｕｈ７５１细胞作为对照。
１２３　ＩＦＮ处理 ＨＣＶ感染细胞　ＩＦＮα２ｂ以
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１０００ＩＵ／ｍｌ处理上述ＨＣＶ感染细胞，４８ｈ后再
次利用荧光定量ＰＣＲ检测细胞内ＨＣＶＲＮＡ水
平。同时用未经任何处理的感染细胞作为对照。

１２４　ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱分析　用 ３８４孔
ＴａｑＭａｎＬｏｗＤｅｎｓｉｔｙＡｒｒａｙ（Ａ板）分析３组样本
的ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱（参照试剂说明书）。方法
为：配制ＰＣＲ反应液 在１５ｍｌ离心管里依次
加入ＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ４５０μｌ，
ＲＴ产物６μｌ，无核酶水４４４μｌ（共计９００μｌ）；
上样 将 １００μｌＰＣＲ反应液加入到 ＴａｑＭａｎ
ＭｉｃｒｏＲＮＡＡｒｒａｙ的各自通道（共８道），离心后
封口。启动ＳＤＳｖ２２程序运行３８４孔 ＴａｑＭａｎ

ＬｏｗＤｅｎｓｉｔｙＡｒｒａｙ默认的热循环条件，分析
ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱（Ａ板）。
１３　数据分析　采用 ２（－ΔΔＣＴ）法分析组间
ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达情况，筛选出差异表达的
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ。

２　结　果

２１　ＨＣＶ感染细胞模型的建立　结果见图１。
在感染的 Ｈｕｈ７５１细胞中成功地检测到了
ＨＣＶＲＮＡ，而正常细胞组则无ＨＣＶＲＮＡ扩增。
内标基因ＧＡＰＤＨ的扩增曲线说明了样品均一
性较好。

　　Ａ：为感染的Ｈｕｈ７５１细胞，Ｂ：为正常Ｈｕｈ７５１细胞对照，Ｃ和 Ｄ：分别为两种细胞内的 ＧＡＰＤＨ
扩增曲线．

图１　感染细胞中ＨＣＶＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ扩增曲线
Ｆｉｇ．１　ＦＱＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＨＣＶＲＮＡｉｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

２２　ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱分析本研究结果　分为
Ｈｕｈ７５１细胞对照组，ＨＣＶ感染组和感染后
干扰素治疗组，经筛选的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱见
表１。

３　讨　论

本研究分为 Ｈｕｈ７５１细胞对照组、ＨＣＶ
感染组和感染后干扰素治疗组。通过 ｍｉＲＮＡ

芯片对已知的３８０个 ｍｉＲＮＡ进行了检测，许
多ｍｉＲＮＡ发生了变化。经过统计分析，我们
发现其中有１３种ｍｉＲＮＡ在 ＨＣＶ感染后表达
上调，而在干扰素治疗后则出现下调，另外还有

７种ｍｉＲＮＡ则在 ＨＣＶ感染后出现表达下调，
而在干扰素治疗后则发生上调（见表 １）。因
此，这些变化的ｍｉＲＮＡ很可能与 ＨＣＶ病毒的
感染和清除过程有一定的相关性，即它们的表
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表１　经筛选的ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｅｄ

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ

ｍｉＲＮＡ
Ｈｕｈ７正常
细胞中的

ｍｉＲＮＡ

ＨＣＶ感染后
细胞中的

ｍｉＲＮＡ

干扰素作用

后细胞中的

ｍｉＲＮＡ

ｈｓａｍｉＲ１００ １ ０．４０３ ０．７４１

ｈｓａｍｉＲ１０ａ １ １．５３２ ０．５１６

ｈｓａｍｉＲ１４０５ｐ １ ０．４５９ １．０７３

ｈｓａｍｉＲ１４８ａ １ ０．０２１ ０．１１２

ｈｓａｍｉＲ１４９ １ ３．１７１ ０．０６５

ｈｓａｍｉＲ１５２ １ ０．２１３ ５．３１３

ｈｓａｍｉＲ１８１ａ １ ４．７２４ ２．２５４

ｈｓａｍｉＲ１９３ａ３ｐ １ ２．４２６ ０．９９４

ｈｓａｍｉＲ２００ｂ １ １．４４２ ０．３３３

ｈｓａｍｉＲ２１ １ ０．５１１ ２．１２１

ｈｓａｍｉＲ２１０ １ １．４４４ ０．６３４

ｈｓａｍｉＲ２７ａ １ ０．６５９ ２．２５１

ｈｓａｍｉＲ３０１ｂ １ ４．２６９ ０．１２４

ｈｓａｍｉＲ３３９５ｐ １ ０．０２４ １．１８５

ｈｓａｍｉＲ３４０ １ ２．８６９ １．１９５

ｈｓａｍｉＲ３６５ １ ３．０７２ １．１８９

ｈｓａｍｉＲ４２５ １ １．４７２ ０．６７８

ｈｓａｍｉＲ６１６ １ １５．７７８ ０．５４９

ｈｓａｍｉＲ６２９ １ ２．００１ ０．０７７

ｈｓａｍｉＲ９９ｂ １ ２．８８７ １．１２４

　　注：以正常Ｈｕｈ７．５．１细胞中表达的ｍｉＲＮＡ为基

准：１．

达差异或许是因为病毒的感染和清除而被动发

生改变，亦或者是它们的表达水平变化在 ＨＣＶ
的病毒感染和干扰素清除病毒的过程中发挥着

一定的调控作用。鉴于此，我们结合已报道的

文献，在发生以上改变的 ｍｉＲＮＡ中选取一些
进行分析，推测它们与病毒的感染和清除可能

存在着的联系。

Ｖａｒｎｂｏｌｔ等研究发现，在 ＨＣＶ感染合并肝
癌患者中 ｍｉＲ１０ａ均出现异常表达，比正常水
平上调２倍［３］。在本实验中，我们也发现，正常

Ｈｕｈ７５１细胞经 ＨＣＶ感染后，ｍｉＲ１０ａ表达
增加，上调至正常细胞的１５倍，经干扰素作用
后，ｍｉＲ１０ａ表达下降至正常细胞的一半。

ｍｉＲ１０ａ位于染色体１７ｑ２１，其直接作用位点是
ＨＯＸＡ１。它的异常表达很可能是 ＨＣＶ导致肝
癌的因素之一，具体机理目前尚未研究清楚，有

待进一步深入研究。

ｍｉＲＮＡ２１在细胞中有多个靶基因，在细
胞的增殖、分化、凋亡中都起了重要的作用。它

其中的一个作用位点在 ＮＦＩＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＩ／
Ｂ）上，ＮＦＩＢ是一个转录抑制因子，ｍｉＲＮＡ２１
能够抑制它的表达。结果中 ｍｉＲＮＡ２１的低表
达会使ＮＦＩＢ蛋白高表达，可能与 ＨＣＶ病毒侵
入导致宿主需要抑制它的转录有关［４５］。同时

在Ｍａｒｑｕｅｚ等的研究中发现，在慢性 ＨＣＶ感染
的肝细胞中，ＳＭＡＤ７是ＴＧＦβ信号传导通路的
抑制信号蛋白，有抑制肝纤维化的作用［６］。ｍｉ
ＲＮＡ２１的上调可通过抑制ＳＭＡＤ７来促进肝纤
维化，而在我们的结果中，ＨＣＶ感染后 ｍｉ
ＲＮＡ２１是下调的，而干扰素作用后却出现 ｍｉ
ＲＮＡ２１上调。这一相反的现象值得我们进一
步去研究其原因，是否 ｍｉＲＮＡ２１还针对其它
信号通路，而该通路与 ＨＣＶ的感染和清除相
关［７］。

ｍｉＲＮＡ１４９作用于 ＨＩＶ病毒中的 ｖｐｒ基
因，而ｖｐｒ基因表达的ｖｐｒ蛋白与反式激活病毒
转录、转移病毒整合复合物的细胞核的一系列

病毒生存的关键步骤有关。ｍｉＲＮＡ１４９高表达
能抑制ｖｐｒ蛋白的表达，从而达到抑制病毒复
制的目的。在ＨＩＶ病毒中存在ｈｉｖ１ｍｉｒＨ１，能
够下调ｍｉＲＮＡ１４９的表达，从而促进ＨＩＶ病毒
的感染。在ＨＣＶ中也许没有这种限制基因的
存在，因此宿主细胞的 ｍｉＲＮＡ１４９可能出于一
种自我保护的机制呈现高表达，以对抗ＨＣＶ病
毒的入侵。干扰素作用后，但 ｍｉＲＮＡ１４９却几
乎消失。它与干扰素的作用关系需要进一步去

发掘［８］。

ｍｉＲＮＡ１５２，有报道表明其过度表达会使
ＨＬＡＧ蛋白表达显著降低，ＨＬＡ—Ｇ是非经典
性人类白细胞抗原 Ｉ类基因，主要分布在母体
胎儿界面绒毛外细胞滋养层，可抑制 ＮＫ细胞
及Ｔ细胞杀伤活性，诱导 Ｔ细胞凋亡，从而保
护胎儿免受母体 ＮＫ细胞及 Ｔ细胞杀伤，在母
胎免疫应答过程中发挥重要作用［９］。本实验中

ＨＣＶ感染后ｍｉＲＮＡ１５２呈现低表达，会否引起
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ＨＬＡＧ蛋白上调以逃避宿主对感染 ＨＣＶ细胞
的免疫杀伤作用。而干扰素作用后，它大幅上

升，预示着机体对ＨＣＶ感染细胞的免疫耐受的
打破，从而更有效地杀伤感染细胞和清除ＨＣＶ。

慢性ＨＣＶ感染的机制尚不明确，但有间接
证据表明，ＨＣＶ感染会对细胞内线粒体有一定
的损伤，并会引起一定程度的氧化应激。这一

过程可能会导致细胞内一定程度的缺氧，而缺

氧能够触发 ｍｉＲＮＡ２１０的表达［１０１１］。因此，

ｍｉＲＮＡ２１０可能在病毒感染过程中一定程度地
缓解其造成的缺氧状况，这或许是机体自我保

护的一种措施，但也可能是造成ＨＣＶ感染慢性
化的可能性原因之一。

目前，在病毒的感染、复制和转录及治疗等

众多方面，ｍｉＲＮＡ已经受到越来越多的关注，
且被认为是细胞内重要的调控因素之一。以上

仅仅是我们结合文献对实验结果做出的一些初

步分析，表 １中其余的 ｍｉＲＮＡ未能找到与
ＨＣＶ及干扰素治疗相关的文献及报道，这些
ｍｉＲＮＡ或许与ＨＣＶ的感染与清除无关，也可
能还有新的作用机制等待我们去发掘。因此下

一步，我们将进一步结合文献选择其中与 ＨＣＶ
可能相关性大的 ｍｉＲＮＡ，对其进行人为的调
控，观察ＨＣＶ感染与清除的变化，以期对靶点
和机制进行更深入的探究，同时结合临床 ＨＣＶ
难治型病例，发现与干扰素治疗无效相关的可

能机理，使ｍｉＲＮＡ在ＨＣＶ治疗领域中发挥更
大的作用。
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