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　　［摘要］　目的　探讨沉默肝Ｘ受体α（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＬＸＲα）基因对 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞脂质代谢相关基因表达的影

响。方法　设立空白对照组（不转染任何质粒）、阴性对照组（转染阴性 ＨＫ质粒）和ｓｈＬＸＲα转染组（转染ｓｈＬＸＲα质粒）。
构建针对ＬＸＲα基因的ｓｈＬＸＲα质粒并转染 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞，用荧光显微镜及蛋白质印迹法检测转染质粒２４～９６ｈ绿色荧

光蛋白和ＬＸＲα蛋白的表达以确定质粒的最佳干扰时间，根据结果给予激动剂Ｔ０９０１３１７刺激细胞，用三酰甘油（ＴＧ）含量检

测肝细胞脂肪变性程度，ＲＴＰＣＲ检测固醇调节元件结合蛋白１ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，ＳＲＥＢＰ１ｃ）

ｍＲＮＡ的表达，蛋白质印迹法检测乙肝病毒Ｘ（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸ，ＨＢｘ）蛋白及脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）蛋白

的表达。结果　成功构建ｓｈＬＸＲα质粒并转染 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞。与空白对照组和阴性对照组比较，ｓｈＬＸＲα转染组ＬＸＲα
蛋白表达下降，于转染后４８～７２ｈ表达最低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；随着激动剂Ｔ０９０１３１７处理时间延长，各组 ＨＢｘ
和ＦＡＳ蛋白表达、ＴＧ含量、ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ水平均逐渐增加，同一时间点 ＨＢｘ蛋白在各组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），

而ＦＡＳ蛋白、ＴＧ含量、ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ水平，在ｓｈＬＸＲα转染组中的表达较空白对照组和阴性对照组低，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＢｘ对脂代谢的调控可能部分通过ＬＸＲα／ＳＲＥＢＰ１ｃ／ＦＡＳ途径实现。
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ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ）ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｓｔｅａｔｏｓｉｓｂｙｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔｅｒｏｌ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ（ＳＲＥＢＰ１ｃ）ｍＲＮＡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸ
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ＡｆｔｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＴ０９０１３１７，ＨＢｘａｎｄＦＡＳｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＴＧ，ａｎｄＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＨＢｘ
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ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＢｘｃａｎｒｅｇｕｌａｔｅｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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ｔｈｒｏｕｇｈＬＸＲα／ＳＲＥＢＰ１ｃ／ＦＡＳｐａｔｈｗａｙ．
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１）：３１３６］

　　病毒性肝炎常合并不同程度的肝细胞脂肪变

性，研究显示慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ，

ＣＨＢ）相关性脂肪肝发病率高达２７％～５１％［１］。我

国是 乙 肝 大 国，ＨＢｓＡｇ 阳 性 者 占 全 国 人 口 的

７．１８％［２］。ＣＨＢ常发生肝纤维化、肝硬化，甚至演变

为肝癌而危及生命［３］。然而ＣＨＢ发生肝细胞脂肪

变性与乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）的关

系目前知之甚少。肝 Ｘ 受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＬＸＲ）包括ＬＸＲα和ＬＸＲβ两种亚型，广泛参与机体

脂肪代谢、胆固醇代谢、糖代谢和炎症等生理活动的

调节［４５］，其中ＬＸＲα主要表达于肝脏、脂肪组织等，

是脂代谢的关键调控点，可以激活多种参与脂肪酸

和三酰甘油（ＴＧ）的酶如脂肪酸合酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎ

ｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）等的转录，最终导致肝细胞脂肪变性。

乙肝病毒Ｘ（ＨＢｘ）基因编码的 ＨＢｘ蛋白是一种多

功能蛋白质，在病毒复制中起重要作用，被认为是

ＨＢＶ感染合并肝细胞变性的重要决定因子［６］。我

们前期的研究结果提示乙肝合并肝细胞脂肪变性患

者中，ＨＢｘ是主要的病毒因素，细胞实验亦证实

ＨＢｘ在肝脂肪变性中起主要作用，且可能上调

ＬＸＲα和ＦＡＳ的表达而导致肝细胞脂肪变性［７］。为

进一步探讨 ＨＢｘ对脂代谢的影响是否通过ＬＸＲα

ＦＡＳ途径实现，本研究拟以 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞为研

究对象，通过ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）

技术构建 ＬＸＲα特异的ｓｈＲＮＡ 质粒，观察沉默

ＬＸＲα基因前后脂代谢相关因子的表达，探讨 ＨＢｘ
基因在 ＨＢＶ感染合并肝脂肪变性中的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞由重庆医科大

学附属第二医院消化内科实验室保存；质粒载体

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．１、通用阴性对照 ＨＫ质粒（武汉晶赛生

物工程技术有限公司）；小鼠抗人 ＨＢｘ单克隆抗体

（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，ＭＡＢ８４１９）；兔抗人ＦＡＳ多克隆抗

体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ２０１４０）；鼠抗人ＬＸＲα单克

隆抗体（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ４１９０２）；质粒小抽提试剂盒

（ＢｉｏＲａｄ 公 司，Ｅｎｄｏｆｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ１，

Ｄ６９４８）；ＲＮＡ抽取试剂盒、ＰＣＲ试剂盒（北京百泰

克生物技术有限公司）；ＴＧ试剂盒（长春汇力生物技

术有限公司）；转染试剂ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ（ＳｉｇｎａＧｅｎ公司，

ＭＤ２１７５４）；ＬＸＲα特异性激动剂Ｔ０９０１３１７（Ｃａｙｍａｎ
公司）；胎牛血清（杭州四季青生物工程有限公司）；

全蛋白、核蛋白和胞质蛋白提取试剂盒（南京凯基生

物科技发展有限公司）。

１．２　细胞培养　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞培养于含１５％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液（双抗：青霉素

０．０６２５ｇ／Ｌ，链霉素０．１ｇ／Ｌ），置于３７℃、５％ＣＯ２、

饱和湿度的孵箱中培养，每３～４ｄ用０．２５％胰酶

（含０．０２％ＥＤＴＡ）消化传代。

１．３　细胞分组　设立空白对照组（不转染任何质

粒）、阴性对照组 （转染阴性对照 ＨＫ 质粒）和

ｓｈＬＸＲα转染组（转染ｓｈＬＸＲα质粒）；各组均给予

１０ｍｍｏｌ／Ｌ激动剂Ｔ０９０１３１７处理，根据刺激时间长

短每组设立２４ｈ和４８ｈ两个时间段。

１．４　靶序列的选择　本实验选择前期实验证明有

效的序列ＧＣＡＡＣＴＣＡＡＴＧＡＴＧＣＣＧＡＧＴＴ为

靶序列［８］，以通用阴性对照 ＨＫ质粒作为与ＬＸＲα
无关的内对照作用位点。

１．５　ＬＸＲα质粒的构建　ｓｈＬＸＲα质粒插入的

ＤＮＡ模板序列正义链：５′ＣＡＣＣＧＣＡＡＣＴＣＡ

ＡＴＧＡＴＧＣＣＧＡＧＴＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＡＡＣＴＣ

ＧＧＣＡＴＣＡＴＴＧＡＧＴＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧ３′；反义

链：５′ＡＧＣ ＴＣＡ ＡＡＡ ＡＡＧ ＣＡＡ ＣＴＣ ＡＡＴ

ＧＡＴＧＣＣＧＡＧＴＴＣＧＴＣＴＴＧＡＡＡＡＣＴＣＧＧ

ＣＡＴＣＡＴＴＧＡＧＴＴＧＣ３′。ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．１质粒载

体带有ＳａｃⅠ酶切位点，插入的模板序列设计有该酶
切位点便于连接载体。两片段经退火后产物与线性

化载体连接，经过重组质粒的转化、单克隆扩增等步

骤构建ＬＸＲα的特异性质粒ｓｈＬＸＲα。

１．６　质粒鉴定　用质粒小抽提试剂盒抽提质粒后

行酶切鉴定；单克隆菌落扩增后送上海生工生物工

程技术服务有限公司测序鉴定。

１．７　沉默ＬＸＲα基因细胞模型的建立　待细胞长

至７０％～８０％融合时开始瞬时转染。空白对照组不

转染任何质粒，阴性对照组和ｓｈＬＸＲα转染组各取

４．５μｇ阴性质粒 ＨＫ及重组质粒ｓｈＬＸＲα和１２μｌ

ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ转染试剂分别装于１００μｌ不含血清的

ＤＭＥＭ培养液中，室温静置５ｍｉｎ，再将含４．５μｇ
质粒 的 无 血 清 ＤＭＥＭ 培 养 液 混 入 含 １２ μｌ

ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ的无血清培养液，室温静置１５～２０ｍｉｎ，将
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混合液加入细胞中。ＨＫ质粒作为阴性对照质粒，

不编码针对任何基因的ｓｉＲＮＡ。转染后在荧光显微

镜下观察荧光蛋白的表达。

１．８　蛋白质印迹法检测ＬＸＲα、ＨＢｘ及ＦＡＳ蛋白

的表达　ＬＸＲα蛋白检测：分别于ｓｈＬＸＲα质粒转

染２４、４８、７２ 和 ９６ｈ 后，用 ０．２５％ 胰酶消化，

１０００×ｇ，４℃离心，收集细胞，预冷ＰＢＳ洗３次，因

ＬＸＲα蛋白主要表达于细胞核，故按核蛋白提取试

剂盒说明书提取细胞胞核蛋白。ＢＣＡ法测定蛋白浓

度后－７０℃保存备用。ＬＸＲα蛋白按每泳道８０μｇ
上样到１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ中，电泳后转膜至 ＰＶＤＦ
膜，５％脱脂牛奶封闭１ｈ，加入ＬＸＲα抗体，４℃孵育

过夜，ＰＢＳＴ洗膜后加入二抗室温孵育２ｈ，ＥＣＬ显

色。

　　ＨＢｘ及ＦＡＳ蛋白检测：据上述结果确定最佳干

扰时间，并在最佳干扰时间内用Ｔ０９０１３１７刺激细胞

后按上述方法操作，一抗分别加入 ＨＢｘ和ＦＡＳ抗

体，孵育过夜，次日加入二抗，ＥＣＬ显色。

　　以目的蛋白与内参βａｃｔｉｎ的灰度比值表示目

的蛋白的相对表达量，并用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行

半定量分析。

１．９　 各组 细 胞内 ＴＧ 含量检测 　 用 激 动 剂

Ｔ０９０１３１７处理２４和４８ｈ后收集细胞，提取细胞总

蛋白，并行蛋白定量分析，按ＴＧ试剂盒说明书进行

操作，计算每毫克蛋白所对应的ＴＧ含量。

１．１０　ＲＴＰＣＲ 检测固醇调节元件结合蛋白１ｃ
（ＳＲＥＢＰ１ｃ）ｍＲＮＡ表达　用激动剂 Ｔ０９０１３１７刺

激细胞后，按ＲＮＡ抽提试剂盒操作步骤提取各组细

胞总ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ。ＳＲＥＢＰ１ｃ上游引物：

５′ＣＣＣＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧＡＡＣ３′，

下游引物：５′ＣＴＴ ＴＧＣ ＴＧＴ ＣＣＴ ＣＡＡ ＡＧＡ

ＣＴＧＧ３′，产物长度２７４ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′

ＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣ３′，下游

引物：５′ＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧ３′，

产物长度６２５ｂｐ。ＰＣＲ反应条件均为：９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０

ｓ，共３５个循环，７２℃终延伸１０ｍｉｎ。各取６μｌ

ＳＲＥＢＰ１ｃ、βａｃｔｉｎ产物行１．５％琼脂糖凝胶电泳，凝

胶成像后，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行分析。每个样

本与βａｃｔｉｎ积分光密度比值代表各组ＳＲＥＢＰ１ｃ

ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．１１　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．００统计软件进行

分析，实验数据用珔ｘ±ｓ表示。两样本比较用ｔ检验，

多样本均数比较用方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　重组质粒酶切及测序鉴定　经ＳａｃⅠ酶切鉴

定，重组质粒ｓｈＬＸＲα符合设计要求（图１），测序结

果显示插入片段碱基因序列亦符合设计要求。

图１　重组质粒ｓｈＬＸＲα酶切鉴定图

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｈＬＸＲα
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１，２：ＬＸＲα＋ＳａｃⅠ；３：ＬＸＲα

２．２　沉默ＬＸＲα基因的细胞模型　ＨｅｐＧ２．２．１５
细胞转染质粒后阴性对照组和ｓｈＬＸＲα转染组于转

染后１２ｈ即可见绿色荧光蛋白，转染后４８～７２ｈ表

达最强，之后荧光减弱；空白对照组未见荧光（图２）。

２．３　蛋白印迹检测结果

２．３．１　各组ＬＸＲα蛋白表达水平　与空白对照组

和阴性对照组比较，ｓｈＬＸＲα转染组ＬＸＲα蛋白的表

达在各时间点下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；

ｓｈＬＸＲα转染组中，随着转染时间延长，ＬＸＲα蛋白

表达越低，但转染后９６ｈＬＸＲα蛋白表达又有所回

升（图３、表１）。因此于转染后２４ｈ加入激动剂，选

择加入激动剂２４ｈ（转染后４８ｈ）和４８ｈ（转染后７２

ｈ）两个时间点进行后续实验。

２．３．２　各组细胞 ＨＢｘ、ＦＡＳ蛋白表达水平　各组

细胞 ＨＢｘ和ＦＡＳ蛋白表达均随着激动剂刺激时间

延长而逐渐增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；其

中各组 ＨＢｘ蛋白表达在同一时间点差异无统计学

意义（图４Ａ，表２），而 ＦＡＳ蛋白，在同一时间点

ｓｈＬＸＲα转染组表达较空白对照组和阴性对照组少，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ，表２）。

２．４　各组细胞 ＴＧ含量　各组细胞内 ＴＧ含量随
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激动剂刺激时间延长而逐渐增多，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０１）；与空白对照组和阴性对照组比较，同

一时间点ｓｈＬＸＲα转染组细胞内 ＴＧ含量较低，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见表２。　　　　

图２　质粒转染７２ｈ后各组细胞荧光蛋白表达

Ｆｉｇ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ７２ｈａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　各组细胞转染质粒不同时间点ＬＸＲα蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＸＲαｐｒｏｔｅｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
１４：２４ｈ，４８ｈ，７２ｈａｎｄ９６ｈａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；５８：２４ｈ，４８ｈ，７２ｈａｎｄ９６ｈａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；９１２：２４ｈ，４８ｈ，７２ｈａｎｄ９６ｈａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

表１　各组转染后不同时间点ＬＸＲα蛋白的相对表达量

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＸＲαｐｒｏｔｅｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｔ／ｈ

２４ ４８ ７２ ９６
Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．５５７±０．０３１ ０．６１０±０．０２６△△ ０．６９３±０．０２１▲▲ ０．７６３±０．０３７◇◇

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．５４７±０．０２１ ０．６３０±０．０２０△△ ０．７０７±０．０２１▲▲ ０．７６０±０．０５２◇◇

ｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．５０７±０．０３１ ０．４２７±０．０３２△△ ０．３３０±０．０２６▲▲ ０．６０７±０．０４２◇◇

　Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ２４ｈｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓ４８ｈｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ，◇◇Ｐ＜

０．０１ｖｓ７２ｈｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ

图４　各组细胞ＨＢｘ（Ａ）、ＦＡＳ（Ｂ）蛋白及ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ（Ｃ）的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＢｘ（Ａ），ＦＡＳｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ），ａｎｄＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ（Ｃ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
１，２：２４ｈａｎｄ４８ｈａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇａｇｏｎｉｓｔｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３，４：２４ｈａｎｄ４８ｈａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇａｇｏｎｉｓｔｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；５，６：２４ｈａｎｄ

４８ｈａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇａｇｏｎｉｓｔｉｎｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ
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表２　各组细胞ＨＢｘ和ＦＡＳ蛋白、ＴＧ含量及ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ的相对表达量

Ｔａｂ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＢｘ，ＦＡＳｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＧｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔ０９０１３１７

２４ｈ ４８ｈ

ＨＢｘｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．６０３±０．０３２ ０．６８３±０．０３８△△

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．６１７±０．０３２ ０．６７３±０．０１５△△

ｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．６０３±０．００６ ０．６５６±０．０１５△△

ＦＡＳｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．６３３±０．０２９ ０．６９０±０．０２６△△

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．６３７±０．０２５ ０．７２０±０．０２６△△

ｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．４８３±０．０３１ ０．５５０±０．０３０△△

ＴＧｃｏｎｔｅｎｔ（μｇ·ｍｇ－１） Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ３２．６１０±５．０９５ ５０．５９８±５．４８１△△

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ３１．５８３±３．２２４ ５１．１４５±３．５０１△△

ｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ２１．２１０±３．３８９ ４４．５６５±１．６０４△△

ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．４７３±０．０３３ ０．５８０±０．０１８△△

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．４６５±０．０１２ ０．５８０±０．０２６△△

ｓｈＬＸＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．３６８±０．０１４ ０．３９３±０．０３２△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ２４ｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ

２．５　各组细胞ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达水平　随着

激动剂刺激时间延长，ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达水平

逐渐升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与空白对

照组和阴性对照组比较，同一时间点ｓｈＬＸＲα转染

组中ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达减少，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０１），见图４Ｃ、表２。

３　讨　论

　　ＬＸＲ属于核受体超家族成员，是脂质代谢中的

关键核受体，被认为是全身脂质代谢感受器之一。

ＬＸＲ包括ＬＸＲα和ＬＸＲβ两种同源亚型，前者主要

分布在肝脏、脂肪组织和小肠等；后者广泛分布于全

身各组织。ＬＸＲ主要包括以下几个结构域：核心

ＤＮＡ结合结构域；Ｎ末端的配体非依赖性转录激活

作用区；保持受体蛋白稳定性的铰链区；Ｃ末端区域

较大，包括配体结合域、配体依赖性催化激活功能区

和二聚化接触界面区［９］。在肝脏ＬＸＲα与视黄醇Ｘ

受体结合形成异二聚体与靶基因中ＬＸＲ反应元件

（ＬＸＲＥ）的 特 异 核 苷 酸 序 列 结 合 调 节 靶 基 因

ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＡＣＣ、ＳＣＤ１等的转录，从而调节

脂肪酸代谢［１０］。ＨＢｘ是 ＨＢＶＸ基因编码的一种

多功能蛋白，可以反式作用于 ＨＢＶ，影响病毒转录

和复制，还可以通过与核转录因子和基本转录元件

相互作用而参与宿主细胞基因表达的调控［１１１２］。近

年来研究表明，ＨＢｘ可以通过与ＬＸＲ相互作用调

控脂代谢相关基因如ＦＡＳ、ＡＣＣ、ＰＰＡＲγ等转录，

从而实现对肝脏脂代谢的调节作用［１３１４］。ＦＡＳ是

肝细胞脂质合成的关键基因，也是ＬＸＲ的靶基因，

ＦＡＳ的转录激活是ＬＸＲ依赖性的。我们前期实验

证实 ＨＢｘ参与了肝脂肪变性的发生，是 ＨＢＶ中的

主要致病因素，且可能通过上调脂代谢因子ＬＸＲα
和ＦＡＳ的表达而影响脂代谢［７］。ＦＡＳ的转录调节

是ＬＸＲα依赖性的，而 ＨＢｘ与肝脂肪变的关系、

ＨＢｘ对ＦＡＳ的调节是否是通过ＬＸＲαＦＡＳ途径实

现还有待进一步研究。

　　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞是将 ＨＢＶ ＤＮＡ 整合入

ＨｅｐＧ２细胞的肝癌细胞系，可持续表达 ＨＢｘ蛋白。

ＲＮＡ干扰是近几年发展起来的一种研究基因功能

的技术，目前已广泛用于功能基因组学、抗病毒及疾

病的基因治疗中［１５］。本实验构建靶向ＬＸＲα基因

的 ＲＮＡ 干扰质粒，通过将此干扰质粒转染入

ＨｅｐＧ２．２．１５ 细 胞，再 用 ＬＸＲα 特 异 激 动 剂

Ｔ０９０１３１７刺激细胞脂肪变性，观察ＬＸＲα沉默前后

脂肪变性程度的差别和脂代谢相关因子的变化，以

期明确 ＨＢｘ参与肝脂肪变性及对脂代谢基因ＦＡＳ
蛋白表达的调控是否是ＬＸＲ依赖性的。结果显示，

转染质粒后４８～７２ｈ荧光蛋白表达最强，到转染后

９６ｈ荧光蛋白减少；蛋白印迹法检测也提示转染后

４８～７２ｈＬＸＲα蛋白表达最低，转染后９６ｈ蛋白表

达又有所回升，说明本实验构建的ｓｈＲＮＡ质粒能

部分沉默ＬＸＲα的表达，且在转染后４８ｈ和７２ｈ沉

默效率最高，故本实验选择这两个时间点加入激动



第１期．张　琴，等．乙肝病毒Ｘ基因诱导肝细胞脂肪变性作用机制的研究 · ３１　　　 ·

剂。

　　蛋白印迹法检测结果显示随着激动剂刺激时间

的延长，各组 ＨＢｘ和ＦＡＳ蛋白及ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲ

ＮＡ的表达增加，但同一时间点的 ＨＢｘ蛋白表达各

组之间差异无统计学意义，而同一时间点 ＦＡＳ、

ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ的表达ｓｈＬＸＲα转染组较空白对

照组和阴性对照组低。ＴＧ含量检测结果亦显示同

一时间点ｓｈＬＸＲα转染组脂肪变性程度较空白对照

组和阴性对照组低，这与蛋白印迹法检测的结果一

致。我们推断由于沉默了ＬＸＲα基因后，使细胞中

ＬＸＲα表达减少，ＦＡＳ和ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ的表达

亦相应减少，导致沉默ＬＸＲα基因后细胞脂肪变性

程度减轻。这与Ｋｉｍ等［１６１８］的报道基本一致。

　　综上可知，ＨＢｘ蛋白参与了ＣＨＢ合并的肝细

胞脂肪变性，ＨＢｘ参与肝脂肪变性和对脂代谢的调

控可能部分通过ＬＸＲα／ＳＲＥＢＰ１ｃ／ＦＡＳ途径实现。

因此，ＬＸＲα有可能成为ＣＨＢ相关性脂肪肝治疗的

新靶点。
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