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要!为探究乙型肝炎病毒!

/0

f

+;2;2:V92)(:

#

XV>

"是否能够编码
H25)'E=N

!

H2E=N

"#与宿主
HE=N

靶向

结合来参与病毒感染的调控机制#实验通过
>2)6@2)

数据库预测乙肝病毒编码的
f

)06H2E=N

#并结合
H2E=N

测序

和实时荧光定量
\PE

方法验证成熟体
H2E=N

&结果显示'乙肝病毒
[=N

阳性的肝癌血清样本中存在六条
f

)06

H2E=N

#并成功验证其中一条成熟体命名为
/L96H2E6$%ACM

#为肝病治疗提供新的思路&

关键词!乙型肝炎病毒$

H2E=N

$预测

中图分类号!

l%"

!!!

文献标志码!

N

(

!

引
!

言

@25)'E=N:

是近年来在多种真核细胞及病毒

中发现的一类内源性的&长度约为
""*;

的非编码

E=N

'病毒
H2E=N

产生过程类似于宿主细胞

H2E=N

&成熟的
H2E=N

大小和结构也与其他生物

的
H2E=N

类似*

$

+

&

H2E=N

在
E=N

聚合酶
2

或
3

作用下进行核内转录&经过加工形成初级转录产物

f

)26H2E=N

&随后经核糖核酸内切酶
3

$

[)':/+

%剪

切形成
f

)06H2E=N

&这些
f

)06H2E=N

依赖于运输

蛋白
GS

f

'*2*6%

从细胞核转运到细胞质&由另一类

核糖核酸内切酶
3

$

[250)

%切除其茎环结构&最终形

成了成熟的
H2E=N

*

"

+

'

H2E=N

能作用于靶基因

HE=N!o687E

区&以干扰
HE=N

翻译的方式来负

向调控基因的表达'

H2E=N:

作为基因分子领域的

研究热点&已有实验证实
H2E=N

参与多种病毒性

疾病&可通过影响病毒的复制)宿主免疫应答来改变

病毒复制能力*

!

+

'

4+H

等*

A

+研究发现病毒也能编码

部分
H2E=N

&目前已有超过
"%#

条病毒来源的

H2E=N

得到证实*

%

+

&病毒
H2E=N:

已经成为新的

研究热点'

乙肝病毒相关性疾病包括由乙肝病毒引起的病

毒性肝炎)肝纤维化)肝硬化及肝细胞癌等&严重威

胁着人类的健康'我国约有
$?"

亿乙肝病毒携带

者&约占我国总人口的
D?FR

&慢性乙肝和肝硬化患

者有
!###

万之多&乙型肝炎发展为肝硬化和肝癌的

风险非常高&每年因肝硬化和肝癌死亡人数也超过

!#

万*

C

+

'

XV>

是一种部分环化的双链
[=N

病毒&

属嗜肝
[=N

病毒科&基因组长约
!?"kL

*

M

+

'病毒

[=N

的长链为负链&较短链为正链&两链
[=N

的

%o

端有长达
"%#

#

!##

个互补的碱基&通过碱基配对

构成环状
[=N

结构'

XV>

感染宿主后&宿主本身

H2E=N

对病毒起作用&同时病毒编码的
H2E=N

也

可以作用于宿主基因*

F

+

'本实验通过预测
XV>

基

因组编码的
H2E=N

分子&寻找到新的
H2E=N

并预

测其靶基因&探究
XV>

病毒与宿主之间
H2E=N

的

调控机制&以助于阐释
XV>

相关肝病发生发展中

的致病机理'

!

!

材料和方法

$?$

!

材料

本实验所使用的肝癌患者血清和健康人血清样



本均来自杭州西溪医院&肝癌血清样本来自
"#

例未

接受任何治疗的肝癌患者&包括
$"

例
XV>[=N

阳性患者和
F

例阴性患者&健康人血清样本来自

$#

例体检志愿者'

H2E=0+:

<

40)(H

-

\,+:H+ 2̂;

购自
l2+

3

0*

公司&

\PE

引物由上海生工公司合成&

逆转录试剂盒及
4ZVE\)0H2SGS7+

I

7@

2

均购自

7+k+)+

公司'

$?"

!

方法

$?"?$

!

病毒
H2E=N

预测

利用
>2)6@2)

数据库$

/;;

f

!--

+,k?2LH:?:2*25+?

0K(?;j

-

5

3

26L2*

-

H2E=N

-

H2E=N?5

3

2

%预测
XV>

基因组编码的
f

)06H2E=N

&通过
U0*0L+*k

检索

XV>

全基因序列$序列号为
=P

5

##!DMM

%'

>2)6@2)

数据库提供预测的病毒
H2E=N

的候选发夹结构序

列设定参数条件为!

UP

含量
!FR

#

C%R

,核心最小

自由能
!M?%

#

$D?%

,发夹结构最小自由能
%#?D

#

"Fe"

&得分在
%#

分以上*

D

+

'

$?"?"

!

样本制备

收集
%HY

全血置于血清收集管,温和颠倒

收集管
%

#

F

次,常温下静置
!#H2*

,然后将收集

管置于离心机&

A!##)

-

H2*

&常温离心
$#H2*

,将

获得的上清转移至
$?%HY

离心管,

$$C##)

-

H2*

&离

心
"H2*

,分离到的血清置于
BF#b

冰箱保存'按

照
H2E=0+:

<

40)(H

-

\,+:H+ 2̂;

使用说明书&取

"##

+

Y

血清提取总
E=N

&避免基因组
[=N

污染&

洗脱得到
%#

+

Y

的
E=N

溶液&置于
BF#b

冰箱

备用'

$?"?!

!

候选
f

)06H2E=N

的初步验证

使用
\PE

方法对经
>2)6@2)

数据库筛选的候

选前体分子进行初步验证&样本为
XV>[=N

阳性

的肝癌患者血清与健康人血清'使用软件
\)2H0)

\)2H20)%

设计候选
f

)06H2E=N

的扩增引物&提取

样本的总
E=N

&逆转录合成
5[=N

&通过
\PE

方法

验证预测的前体分子是否存在'

$?"?A

!

成熟体
H2E=N

的定位

利用二代测序方法对
XV>[=N

阳性肝癌患

者的血清样本进行
H2E=N

测序&测序结果得到的

小分子片段与候选
f

)06H2E=N

序列进行比对&分析

数据&对成熟体
H2E=N

定位'设计候选成熟体

H2E=N

的特异扩增引物&通过实时荧光定量
\PE

来验证其能否成为成熟体
H2E=N

'

$?"?%

!

H2E=N

靶基因预测

首先使用
E=N/

<

L)2K

软件$

/;;

f

!--

L2L2:0)9?

;05/-+k?(*26L20,0-0,K?K0

-

)*+/

<

L)2K

-%预测
XV>

编

码的
H2E=N

作用于人类的潜在靶基因&设定参数

条件为!螺旋限制在
"

#

M

个核苷酸,最小自由能比

例在
F%R

以上*

$#

+

'

E=N/

<

L)2K

是一种用于寻找一

条长链
E=N

和一条短链
E=N

的最小配对自由能

的工具&例如预测一条短链序列结合到长链的最佳

位置上&适用于未命名的
H2E=N

预测其靶基因位

点'其次&通过
@25)'Q*:

f

05;')

软件$

/;;

f

!--

L2'2*-'?

(*26

f

,'9K29?L

3

-

H25)'2*:

f

05;')

-%验证
H2E=N

及其预测

的靶基因是否存在结合可能性*

$$

+

'

@25)'Q*:

f

05;')

软件允许用户输入
H2E=N

序列或序列片段&从不

同的数据库中选择
H2E=N

&同时也允许自定义

H2E=N

和靶基因二聚体杂交温度和自由能等参

数*

$"

+

&适用于未知序列的靶基因预测'

'

!

结
!

果

"?$

!

XV>

编码的
H2E=N

前体分子的预测

将
XV>

基因序列号
=P

5

##!DMM

输入
>2)6@2)

数据库&

XV>

基因组中共预测到
C

条候选
H2E=N

前体分子&其中正向序列中有
A

条$

$%ACA

)

$%AC%

)

$%ACC

和
$%ACM

%&反向序列中有
"

条$

$%ACF

)

$%ACD

%

$表
$

%'上述
C

条序列经
E=N:;)(5;()0%?!

软件分

析&得到二级结构$图
$

%&显示这
C

条候选序列均能

形成典型的发夹结构&这提示
XV>

可能编码病毒

来源的
H25)'E=N

分子'

表
!

!

J?Y

基因组中的候选
I7FLC

前体分子

名称 方向
起始

位置

长度-

*;

:E=N

茎

环得分

最小自由能-

$

k5+,

-

H',

%

$%ACA

正向
$!# D# $D B"%?M

$%AC%

正向
$$%" FD "$ B"C?M

$%ACC

正向
$!D# D# "$ B"$?#

$%ACM

正向
$F!A FD ""?% B"A?D

$%ACF

反向
"AAA D# $D B$D?M

$%ACD

反向
!$$A FD "$ B"!?%

图
$

!

候选
H2E=N

前体分子的发夹结构

A%"
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"?"

!

H2E=N

前体分子的初步验证

为了进一步验证
C

条候选
f

)06H2E=N

是否存

在于肝癌患者血清&设计
f

)06H2E=N

的
\PE

引物

$表
"

%&通过
\PE

扩增目的片段'聚丙烯酰胺凝

胶电泳发现
XV>[=N

阳性肝癌血清样本中检测

到目的片段&健康人血清未检测到$图
"

%'为进一

步确定序列准确性&将目的片段割胶回收&使用

7N

克隆法与
f

@[$F67>05;')

连接&筛选与鉴定

重组质粒&发现
C

条目的片段的
4+*

3

0)

测序结果

与预测的候选前体序列基本匹配&存在
$

#

A

个碱

基错配'这表明机体内含有大量乙肝病毒&复制

比较活跃&传染性较强的
XV>[=N

阳性肝癌患

者血清样本中的确存在预测的候选
H2E=N

前体

分子&

XV>

编码的
H2E=N

与肝癌发生发展可能

存在一定的联系'

表
'

!

候选
I7FLC

前体分子的
HVF

引物序列

\)2H0)

名称 序列$

%oB!o

%

$%ACA\)2H0) ]

!

UNUUNP7UUUUNPPP7UPN

E

!

NNPNNUNNNNNPPPPUPP7U7

$%AC%\)2H0) ]

!

7UPPPUUPNNPUU7PN

E

!

NPUPN7UPUPPUN7UU

$%ACC\)2H0) ]

!

UP7UPPNNP7UUN7PP7UPU

E

!

UPPPNNNPUUPPPPUNUN

$%ACM\)2H0) ]

!

PP7NN7PN7P7PN7U77PN7U7PP

E

!

P777N7NPUUU7PNN7U7PPN7

$%ACF\)2H0) ]

!

UNUN77PPPUNUN77UNUN7P77

E

!

UNUUPNUU7PPPP7NUNNUN

$%ACD\)2H0) ]

!

7UUPNU7U77U7PNN7N7UPP

E

!

PUUUNUPN777UU7PPNU

注!

]

!

]')j+)K

f

)2H0)

,

E

!

E090):0

f

)2H0)

'

图
"

!

不同样本
CR

聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

"?!

!

成熟
H2E=N

的定位

通过二代测序方法对
XV>[=N

阳性的肝癌血

清样本进行
H2E=N

测序&将测序结果得到的小分子

片段与候选
f

)06H2E=N

序列进行比对后&发现有
A

条候选前体分子即
$%ACA

.

$%ACM

有比对结果&不同

位置的候选成熟体有不同的
)0+K:

数&结果见图
!

'

笔者将选取
)0+K:

数相对高&二级结构具有形成成熟

H2E=N

潜力的序列$图
!

中截取部分%&设计实时荧光

定量
\PE

扩增引物&以肝癌血清总
E=N

为样本&进一

步用实时荧光定量
\PE

方法验证'实验结果显示仅

$%ACM

!

(

3

55((

333

(

33

5(((

3333

5+

成熟
H2E=N

的扩增曲

线平滑且随着循环数的增加&荧光信号具有明显的对

数扩增期&而空白对照无连续曲线生成&并且溶解曲线

出现明显的单峰&说明扩增产物具有特异性$图
A

%&因

此验证了
$%ACM

前体分子可剪切形成成熟
H2E=N

&将

该成熟体
H2E=N

命名为
/L96H2E6$%ACM

'

图
!

!

不同位置的候选成熟体所占
)0+K

比例

%%"

第
"

期 陈周伟等!乙肝病毒编码
H2E=N

的预测及鉴定



图
A

!

/L96H2E6$%ACM

的扩增曲线与溶解曲线

"?A

!

H2E=N

的靶基因预测

使用
E=N/

<

L)2K

软件预测成熟体
H2E=N

的

靶基因&

/L96H2E6$%ACM

预测到
!

个靶基因&包括软

骨相关蛋白$

PE7N\

%&细胞分裂周期相关因子

$

$

].E$

%及转化生长因子$

7U]V$

%$表
!

%'此外&

本实验还使用
@25)'Q*:

f

05;')

软件预测
H2E=N

及

其靶标的结合情况&靶基因的预测结果和
E=N/

<

L)2K

类似'这表明
F?(2@

)

B0?$

及
(:BQ$

基因具有一

定的验证价值&可能有助于探究
XV>

病毒与宿主

之间进行的
H2E=N

调控机制'

表
$

!

成熟
I7FLC

的靶标预测

靶基因 靶序列位点 最小自由能-$
k5+,

-

H',

% 结合的靶基因序列

PE7N\ %!!# B%$?% 7U7PPNUPPPPN77UPPNP7PNUUUPN

].E$ "$MA BAF?! NPPNUPPPPNNUUPPNUNPPNNUUPN

7U]V$ "$%A BAF?" PPPU7UPPPPNNUPPPNPP7UUUUPP

$

!

讨
!

论

我国作为肝病大国&导致肝癌高发生率的一部

分原因是由于乙肝病毒感染&超过
FR

的肝癌患者

都遭受病毒感染*

$!

+

&因此探究乙肝病毒的致病机理

至关重要'抗病毒治疗无疑是阻止肝硬化进程及肝

癌发生的重要途径&而目前的重组干扰素及核苷类

似物等抗病毒治疗手段疗效不够满意*

C

+

'

XV>

的

复制及其致病的分子机制尚未完全阐明&本研究为

病毒感染研究提供了新的思路'

@25)'E=N

作为普遍存在于动植物体内的一类

内源性基因表达调控因子&在各种生理病理过程中

发挥的重要作用使其迅速成为生命科学研究的前沿

领域'病毒编码的
H2E=N

的作用一般可分为三

类!延长感染细胞的寿命,逃避免疫反应,调节宿主

或病毒基因*

%

+

'病毒可利用自身编码的
H2E=N

与

自身基因序列结合来逃避宿主免疫系统的监督和维

持潜伏状态*

$A

+

'例如&孢疹病毒*

$%6$C

+

$

G

f

:;02*V+))

92)(:

&

GV>

%&卡波氏孢疹病毒*

$M

+

$

4̂X>

%和马立

克氏病毒*

$F

+

$

@[>$

%编码的病毒
H2E=N

能够通过

作用于宿主细胞的促凋亡因子来抑制细胞凋亡'由

于病毒基因组较小且紧致&形成茎环结构的背景片

段数量很小&因此尽管基于序列和结构特征打分的

预测方法较为简单&但仍然在病毒
H2E=N

预测中

取得了较好的效果*

$D

+

'

>2)6@2)

是专门用于预测病

毒编码
H2E=N

的数据库&并已成功预测出
%

种病

毒的
CA

条已知前体
H2E=N

*

D

+

'目前约有
"CR

的已

知病毒
H2E=N:

类似于宿主
H2E=N

通过种子序列结

合靶基因发挥调控作用*

%

+

'因此&使用
E=N/

<

L)2K

软

件预测
/L96H2E6$%ACM

的靶标&并使用
@25)'Q*:

f

05;')

软件验证了
H2E=N

及其潜在靶基因
F?(2@

)

B0?$

和
(:BQ$

确实存在结合可能性'其中
F?(2@

为

软骨相关蛋白&主要与成骨不全相关,

B0?$

为细胞

分裂周期相关因子
$

&是细胞周期末期促进复合物

的调节亚基&与胎盘发育相关&目前无资料显示

F?(2@

和
B0?$

与病毒感染或肝癌生成相关,而

(:BQ$

是一个与肿瘤发生相关的重要因子&在组

织再生)细胞分化&胚胎发育及免疫系统调节等生命

活动中起重要作用*

"#

+

'本实验预测的病毒
H2E=N

及其靶基因的相互作用还需通过一系列实验验证&

可能为抗乙肝病毒治疗提供新的治疗靶点'
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