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　　牛磺酸具有多种生物学功能，近来的研究热点集中于其

对肝脏损伤的保护作用，尤其是对肝纤维化的防治［１２］。而

肝星状细胞的活化是导致肝纤维化的重要原因。本实验应

用基因芯片技术筛选牛磺酸作用于肝星状细胞后的差异表

达基因，并对这些基因进行功能分类和代谢通路分析，进一

步阐明牛磺酸抗肝纤维化的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　人肝星状细胞 （ＬＸ２）购自中南大

学湘雅中心实验室，牛磺酸由广西龙源珍珠有限责任公司提

供，总ＲＮＡ提取用的ＴＲＩｚｏｌ试剂和细胞培养相关试剂均购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。人类全基因组寡核苷酸微阵列芯片由

博奥生物有限公司提供。ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ○Ｒ ＲＮＡｃｌｅａｎｕｐ试剂

盒购自德国 ＭＮ公司。

１．２　细胞培养　ＬＸ２细胞在含５％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养液中，３７℃、５％ＣＯ２条件下常规培养。用０．２５％胰蛋白

酶消化后以１３传代，２４ｈ换液，７２ｈ再次传代。

１．３　分组及给药　实验分为对照组和实验组，对照组不加处

理因素，实验组加入４０μｍｏｌ／Ｌ的牛磺酸处理４８ｈ后收集细

胞。

１．４　基因芯片筛选差异表达基因　采用ＴＲＩｚｏｌ一步法提

取细胞样品中的总 ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ 第一链，以

ＲＮＡ短片段为引物延伸，合成ｃＤＮＡ第二链，并纯化双链

ｃＤＮＡ；经体外转录合成ｃＲＮＡ后再进行反转录，所得ｃＤＮＡ
用Ｋｌｅｎｏｗ酶标记，对照组样品用Ｃｙ５ｄＣＴＰ标记，治疗组样

品用Ｃｙ３ｄＣＴＰ标记。芯片用ＬｕｘＳｃａｎ１０ＫＡ 双通道激光

扫描仪（ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ公司）进行扫描，采用ＬｕｘＳｃａｎ３．０图像

分析软件（ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ公司）对芯片图像进行分析。

１．５　差异表达基因的生物信息学分析　将筛选出的差异表

达基因导入公共数据库 ＧＯ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．

ｏｒｇ）、ＫＥＧＧ、ＢｉｏＣａｒｔａ和 ＧｅｎＭＡＰＰ进行基因分类学分析

（ＧＯ分析）和分子调控路径分析。

２　结　果

２．１　基因芯片检测结果　共得到４６个差异表达基因，其中

ＨＤＡＣ３、ＴＧＦＢ１Ｉ１、ＮＰ＿１１４１３１、ＺＦ２５＿ＨＵＭＡＮ４个基因表

达上调，另外４２个基因表达下调（表１）。

２．２　差异表达基因的功能分类及表达谱分析　利用基因本

体数据库ＧＯ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ）对样品进行

比较分析，差异表达基因涉及细胞代谢过程、生理过程、新陈

代谢等生物学过程，细胞组分、细胞器、膜性细胞腔等细胞成

分以及结合、催化、区域定位等分子功能，其中涉及细胞代谢

过程、生理过程和新陈代谢的基因最多，分别占差异基因总

数的１２．９７％ 、１１．２１％、７．６９％，说明牛磺酸对人肝星状细

胞的影响主要集中在基础代谢活动。

２．３　差异表达基因的分子调控路径分析　对差异表达基因

ＫＥＧＧ、ＢｉｏＣａｒｔａ和ＧｅｎＭＡＰＰ三大路径数据库进行路径分

析，发现牛磺酸作用于ＬＸ２细胞后的差异表达基因主要参

与氧化磷酸化、硫胺素代谢、维生素Ｂ６ 代谢、糖基磷脂酰肌

醇锚定生物合成、肌动蛋白细胞骨架调控等路径。

３　讨　论

３．１　上调基因的分析　本研究获得的４６个差异表达基因

中，下调基因占了绝大多数（４２个），只有 ＨＤＡＣ３、ＴＧＦＢ１Ｉ１、

ＮＰ＿１１４１３１和ＺＦ２５＿ＨＵＭＡＮ４个表达上调。ＨＤＡＣ３基因编

码的蛋白属于组蛋白去乙酰化酶家族，具有组蛋白去乙酰化

酶活性，与启动子结合后能抑制转录。它还可以通过与锌指

转录因子ＹＹ１结合参与转录调控。该蛋白还能通过下调ｐ５３
基因的功能从而调控细胞生长和凋亡。有研究表明，这个基

因是一个潜在的肿瘤抑制基因［３４］。ＴＧＦＢ１Ｉ１基因即转化生

长因子ｂｅｔａ１诱导的转录本１，参与细胞增殖的负调控［５］。在

本研究中，该基因表达水平的上调可能抑制ＬＸ２细胞的生长。

另外两个基因的功能目前尚不十分清楚。
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表１　表达显著下调的基因

序号 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 基因名称 比例

１ ＡＦ２０５６３２ ＳＨ３ＢＰ３ ０．４９９３

２ Ｘ８４１９４ ＡＣＹＰ１ ０．４９９３

３ ＢＣ０１１５４９ ＡＴＰ５Ｓ ０．４９９３

４ ＢＭ７０１３５８ ＮＤＵＦＣ１ ０．４９５３

５ ＢＣ０２３１４４ ＳＭＡＲＣＡ５ ０．４９３８

６ ＡＹ２５１２８０ ＰＡＸ３ ０．４８７２

７ Ｍ２２７６０ ＣＯＸ５Ａ ０．４８５０

８ ＢＣ０１６９４９ ＳＬＣ３０Ａ９ ０．４８１５

９ ＡＦ０６３０２０ ＰＳＩＰ１ ０．４８０４

１０  ＲＰＬ３６ＡＬ ０．４７５９

１１ ＡＦ１６１４１５ ＳＥＬＫ＿ＨＵＭＡＮ ０．４７５０

１２ ＢＸ６４８４７３ ＰＩＧＫ ０．４６８３

１３ ＡＫ０２６９０２ ＧＮＡ１３ ０．４６４４

１４  ＬＳＭ８ ０．４６１９

１５ ＡＢ０１１１５９ ＮＣＫＡＰ１ ０．４５９６

１６ ＡＬ１６２０７９ ＳＬＣ１６Ａ１ ０．４５８４

１７ ＡＢ０００２２０ ＳＥＭＡ３Ｃ ０．４５３６

１８ ＡＦ１３５１６８ ＮＳＦ ０．４５３１

１９ ＣＲ６０５７１９ ＵＢＣ１＿ＨＵＭＡＮ ０．４４８４

２０ ＡＫ０７５００７ ＺＭＰＳＴＥ２４ ０．４４６８

２１ Ｄ４４４６６ ＰＳＭＤ１ ０．４４４４

２２ Ｙ１０１８３ ＡＬＣＡＭ ０．４４４４

２３  ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｅ ０．４４２８

２４  ＥＩＦ３Ｓ１０ ０．４４１９

２５ ＡＫ０００１６０ ＭＹＯ１Ｂ ０．４４０８

２６ ＡＫ１２２８４１ ＧＤＩ１ ０．４３６８

２７ Ｙ０９７０３ ＰＮＮ ０．４３２５

２８ ＢＸ５３７３６５ ＭＡＴＲ３ ０．４２９２

２９ ＡＢ０３７７７６ ＩＧＳＦ９ ０．４１３７

３０ Ｄ７９９８６ ＢＣＬＡＦ１ ０．４１０４

３１ Ｕ７３７０４ ＧＬＭＮ ０．４０９１

３２ Ｘ１３２３８ ＣＯＸ６Ｃ ０．４０７８

３３ ＡＦ０７２９２８ ＭＴＭＲ６ ０．４０２６

３４ ＢＣ０７２４３３ ＳＮＲＰＥ ０．４０２６

３５  ＨＮＲＰＨ３ ０．３９２３

３６ ＡＫ０２３０８９ ＳＬＣ３０Ａ７ ０．３８３３

３７ ＡＦ０００９８７ ＥＩＦ１ＡＹ ０．３７８１

３８ ＡＢ０３３０７９ ＴＤＥ２ ０．３６０６

３９ Ｘ７６７３２ ＮＵＣＢ２ ０．３３２８

４０ Ｕ４１７６６ ＡＤＡＭ９ ０．３３０１

４１ Ｌ３４６００ ＭＴＩＦ２ ０．３１８０

４２ ＡＫ０５５３４８ ＮＤＵＦＢ１ ０．２３２１

３．２　下调基因及ＧＯ和路径分析　从差异基因ＧＯ分析的

分子功能归类分析可以看到，ＥＩＦ１ＡＸ、ＥＩＦ３Ｓ１０、ＥＩＦ１ＡＹ等

基因具有转录起始因子和ＲＮＡ结合活性，而相对应的是，这

些基因在生物学过程分类中参与蛋白生物合成和转录起始，

表明这些基因表达水平的下调将减少细胞的转录和翻译活

动。在路径分析中参与 ｍＲＮＡ处理和翻译调控相关基因的

分布情况与 ＧＯ分析相一致。

　　ＣＯＸ６Ｃ基因编码 Ｖｉｃ亚基，它与小鼠的相应基因有

７７％的氨基酸同源性。这个基因在前列腺癌细胞系中表达

上调。它催化从减少的细胞色素Ｃ到氧的电子转移，与代谢

物前体和能量的产生有关［６］。ＮＤＵＦＢ１和 ＮＤＵＦＣ１基因同

样是线粒体电子传递链中的重要成分，ＮＤＵＦＢ１即 ＮＡＤＨ
脱氢酶 （泛醌）１ｂｅｔａ亚复合物，主要具有泛醌脱氢酶的活

性［７］，参与线粒体中电子从 ＮＡＤＨ 到泛醌的转移。而

ＮＤＵＦＣ１基 因 属 于 线 粒 体 呼 吸 链 复 合 物 Ⅰ，功 能 与

ＮＤＵＦＢ１相似。这４个基因在ＫＥＧＧ路径分析中都是氧化

磷酸化代谢路径的组成部分，与 ＧＯ的分析和 ＧｅｎＭａＰＰ路

径的分析都是相对应的。

　　从以上分析来看，牛磺酸作用于ＬＸ２细胞后筛选出的

差异表达基因主要参与氧化磷酸化路径和电子传递路径，其

次是转录和翻译相关路径，相关基因的表达水平绝大多数呈

显著下调，由此可推断，本次实验中，牛磺酸可能是通过下调

ＬＸ２细胞氧化磷酸化路径相关基因的表达，从而降低能量

的供应，进而抑制细胞基因的转录和翻译活动，最终抑制细

胞的增殖，但具体这些相关基因如何起作用还有待进一步研

究。
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