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　　［摘要］　目的　探讨抗高血压药维拉帕米是否可通过下调宿主硫氧还蛋白互作蛋白（ＴＸＮＩＰ）的表达而抑制丙型

肝炎病毒（ＨＣＶ）的感染。方法　用不同浓度梯度的维拉帕米处理人肝癌细胞系Ｈｕｈ７．５．１，用ｑＰＣＲ和蛋白质印迹法

检测ＴＸＮＩＰ的表达。用维拉帕米处理Ｈｕｈ７．５．１细胞，同时加入细胞培养产生的ＨＣＶ（ＨＣＶｃｃ），４８ｈ后检测ＨＣＶｃｃ

感染情况。用ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ转染 Ｈｕｈ７．５．１细胞，检测下调犜犡犖犐犘 表达后，维拉帕米对 ＨＣＶｃｃ感染的影响；用

犜犡犖犐犘启动子调控的增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）报告基因表达质粒（ｐＴＸＮＩＰＥＧＦＰ）转染Ｈｕｈ７．５．１细胞，分析维

拉帕米对犜犡犖犐犘启动子转录活性的影响。结果　与对照孔相比，维拉帕米（１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ）可下调Ｈｕｈ７．５．１

细胞中ＴＸＮＩＰ的表达，并呈现浓度依赖性（犘＜０．０５）；并可抑制ＨＣＶｃｃ对Ｈｕｈ７．５．１细胞的感染，且浓度越高抑制作

用越明显（犘＜０．０５）。进一步研究结果显示，与对照组相比，维拉帕米能够抑制ｐＴＸＮＩＰＥＧＦＰ转染细胞中ＥＧＦＰ的表

达水平（犘＜０．０５）。结论　维拉帕米可下调ＴＸＮＩＰ的表达从而抑制ＨＣＶ感染，这可能是通过抑制犜犡犖犐犘启动子

的转录活性来实现的。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（５）：５４８５５３］

　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）是引起

人类肝病的重要病原体，超过７０％的急性ＨＣＶ感

染者不能自然清除病毒而发展为慢性感染状态。慢

性ＨＣＶ感染是导致脂肪肝、肝硬化、肝癌的重要原

因，并和糖尿病、淋巴瘤等疾病的发生密切相关［１］。

目前尚没有可预防ＨＣＶ感染的疫苗上市。干扰素

联合利巴韦林曾是治疗丙型肝炎的标准方案，其疗

效与所感染的ＨＣＶ基因型有关，病毒清除率约为

５０％～７０％
［２３］。近年来，一些新的针对 ＨＣＶ

ＮＳ５Ａ（如ｌｅｄｉｐａｓｖｉｒ）、ＮＳ５Ｂ（如ｓｏｆｏｓｂｕｖｉｒ）的直接

抗病毒药物（ｄｉｒｅｃｔａｃｔｉｎｇａｎｔｉｖｉｒａｌａｇｅｎｔ，ＤＡＡ）陆

续上市，对各个基因型 ＨＣＶ 感染均有显著疗

效［４５］。这些药物价格极其昂贵，仅在欧美发达国家

和少数发展中国家有售，其耐药性和远期不良反应

尚待观察［５］。最近报道，共感染乙型肝炎病毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）的丙型肝炎患者应用

ＤＡＡ治疗可能会激活 ＨＢＶ的复制
［６］。因此，筛

选、研发新的抗ＨＣＶ药物仍十分必要。

我们前期研究发现ＨＣＶ感染高度依赖于宿主

分子硫氧还蛋白互作蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＸＮＩＰ），肝细胞内ＴＸＮＩＰ的表达水平与

ＨＣＶ复制水平呈正相关
［７］。已有研究发现，被临床

广泛用于治疗高血压的钙通道阻断剂维拉帕米

（ｖｅｒａｐａｍｉｌ）能抑制胰腺β细胞内 ＴＸＮＩＰ的表

达［８９］。本研究拟观察维拉帕米能否通过下调肝细

胞内ＴＸＮＩＰ的表达而抑制ＨＣＶ感染，探讨其作为

丙型肝炎治疗药物的可能性。

１　材料和方法

１．１　细胞、质粒与试剂　人肝癌细胞系Ｈｕｈ７．５．１

由中国科学院上海巴斯德研究所钟劲研究员馈赠；

用于制备细胞培养产生的 ＨＣＶ （ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ

ｄｅｒｉｖｅｄＨＣＶ，ＨＣＶｃｃ）的Ｊ６／ＪＦＨ１嵌合全长基因

组转录质粒由美国洛克菲勒大学ＣｈａｒｌｅｓＲｉｃｅ教授

馈赠；人胚肾 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞由本实验室保存；

犜犡犖犐犘真核表达质粒ｐＬｅｎｔｉＴＸＮＩＰ和犜犡犖犐犘

启动子报告基因表达质粒ｐＴＸＮＩＰＥＧＦＰ由本实验

室构建，ｐＬｅｎｔｉＴＸＮＩＰ由人巨细胞病毒（犆犕犞）启

动子调控犜犡犖犐犘基因表达，ｐＴＸＮＩＰＥＧＦＰ由人

犜犡犖犐犘启动子调控增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）

表达；ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ序列为：５′ＧＵＣＵＣＵＡＧＧ

ＧＵＵＡＡＧＣＣＡＡ（ｄＴｄＴ）３′，非靶向宿主分子的

对照ｓｉＲＮＡ（ＮＣｓｉＲＮＡ）序列为５′ＵＵＧ ＧＣＵ

ＵＡＡ ＣＣＣ ＵＡＧ ＡＧＡ Ｃ（ｄＴｄＴ）３′，由 韩 国

Ｂｉｏｎｅｅｒ公司合成。

维拉帕米干粉购自美国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的

羊抗兔或羊抗小鼠ＩｇＧ、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ○
Ｒ

４８８标记的羊

抗人ＩｇＧ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＧＡＰＤＨ兔单

克隆抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公

司；ＴＸＮＩＰ小鼠单抗、ＨＣＶ核心蛋白单抗购自英国

Ａｂｃａｍ 公 司；ＲＮＡ 抽 提 试 剂 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）

试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇试剂盒购自日本

ＴａＫａＲａ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司；ＨＣＶ感染者血清由第二军医大

学长海医院检验科提供。

１．２　Ｈｕｈ７．５．１细胞的ｓｉＲＮＡ 转染和 ＨＣＶｃｃ

感染　Ｈｕｈ７．５．１细胞用含有１％青霉素链霉素、

１０％胎牛血清、２ｍｍｏｌ／Ｌ非必需氨基酸的ＤＭＥＭ

完全培养液于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养。

将Ｈｕｈ７．５．１细胞接种于２４孔板，每孔接种２×１０４

个细胞，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ

以及ＮＣｓｉＲＮＡ，每孔４０ｐｍｏｌｓｉＲＮＡ，８ｈ后更换

新的ＤＭＥＭ完全培养液，４８ｈ后提取细胞总蛋白

及总ＲＮＡ检测ＴＸＮＩＰ的表达。

Ｊ６／ＪＦＨ１嵌合ＨＣＶｃｃ的制备方法参见文献

［１０］，将感染滴度调整为１０５ ＦＦＵ／ｍＬ感染

Ｈｕｈ７．５．１细胞。Ｈｕｈ７．５．１细胞转染ｓｉＲＮＡ

４８ｈ后用 ＨＣＶｃｃ感染，感染复数（ＭＯＩ）为１。

ＨＣＶｃｃ感染８ｈ后弃去培养液，ＰＢＳ洗３次，加

ＤＭＥＭ完全培养液继续培养４８ｈ后进行相关

检测。

１．３　Ｈｕｈ７．５．１细胞过表达犜犡犖犐犘　用ＨＥＫ２９３Ｔ

·９４５·
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细胞包装含犜犡犖犐犘基因的慢病毒，收集慢病毒上

清感染接种于２４孔板中的Ｈｕｈ７．５．１细胞（感染时

细胞汇合度为４０％）。感染慢病毒上清３ｄ后，进行

相关实验。

１．４　维拉帕米处理　维拉帕米干粉直接溶解于

适量 ＤＭＥＭ 培养液至浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ。将

Ｈｕｈ７．５．１细胞接种于２４孔板，６ｈ后加入维拉帕

米溶液至不同浓度梯度，用ＤＭＥＭ培养液补充各

孔至等体积。对照孔（Ｍｏｃｋ组）加等体积ＤＭＥＭ

培养液。各浓度维拉帕米处理细胞４８ｈ后用ＣＣＫ

８试剂盒检测 Ｈｕｈ７．５．１细胞增殖情况。

１．５　ｑＰＣＲ分析　用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂抽提细胞

总ＲＮＡ，ＲＮＡ沉淀溶解于ＤＥＰＣ处理水，取适量行

琼脂糖凝胶电泳检查ＲＮＡ的完整性，用多功能酶

标仪测定ＲＮＡ浓度和纯度。然后用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂反转录获得ｃＤＮＡ，随后用

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇 试剂对ｃＤＮＡ 行ｑＰＣＲ。

ｑＰＣＲ引物序列见表１。

表１　狇犘犆犚引物序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狇犘犆犚

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ

　犜犡犖犐犘 ５′ＴＣＡＴＧＣＣＡＣＣＡＣＣＧＡＣＴＴ３′ ５′ＣＣＣＡＴＣＣＡＡＣＡＡＡＣＡＣＣＣ３′

　犌犃犘犇犎 ５′ＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣ３′ ５′ＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ３′

　犎犆犞 ５′ＴＣＴＧＣＧＧＡＡＣＣＧＧＴＧＡＧＴＡ３′ ５′ＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡＡＧＧＣ３′

　　ＴＸＮＩＰ：Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＨＣＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ

１．６　蛋白质印迹法分析与免疫荧光检测　用

ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，抽提细胞总蛋白，用蛋白质

印迹法检测细胞中ＴＸＮＩＰ、ＧＡＰＤＨ和ＨＣＶ核心

蛋白的表达，一抗为目标蛋白特异性单抗，二抗为

ＨＲＰ标记的抗鼠或抗兔ＩｇＧ，用化学发光法采集蛋

白印迹结果。

Ｈｕｈ７．５．１细胞接种于９６孔板，ＨＣＶｃｃ感染细

胞４８ｈ后，用免疫荧光检测细胞中的ＨＣＶ蛋白，一

抗为ＨＣＶ抗体阳性的丙肝患者血清，二抗为Ａｌｅｘａ

Ｆｌｕｏｒ○
Ｒ

４８８标记的羊抗人ＩｇＧ，用ＤＡＰＩ复染细胞

核。用Ｂｉｏｔｅｃｋ细胞成像系统计数荧光阳性细胞。

１．７　统计学处理　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件

进行数据处理和统计学分析。实验数据以珔狓±狊珔狓表

示，两组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验，多组比较采

用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　下调ＴＸＮＩＰ表达抑制ＨＣＶ对Ｈｕｈ７．５．１细

胞的感染　用ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ转染 Ｈｕｈ７．５．１细

胞，然后用ＨＣＶｃｃ感染。蛋白质印迹法和ｑＰＣＲ结

果显示，转染ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ４８ｈ后，ＴＸＮＩＰ蛋白

和ｍＲＮＡ表达较转染ＮＣｓｉＲＮＡ的细胞相比均下

调（犘＜０．０５，图１Ａ～１Ｃ）。用免疫荧光检测ＨＣＶ

感染的阳性细胞（图１Ｄ），ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ转染的

Ｈｕｈ７．５．１细胞ＨＣＶ阳性克隆数为ＮＣｓｉＲＮＡ转

染的７．３％（犘＜０．０５），与犜犡犖犐犘ｍＲＮＡ的降低

幅度相似。

图１　下调犜犡犖犐犘表达对犎犆犞感染的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵犜犡犖犐犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀犎犆犞犻狀犳犲犮狋犻狅狀

Ａ，Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＸＮＩＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｃ：ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犜犡犖犐犘ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＣＶ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．ＴＸＮＩＰ：Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；ＨＣＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．犘＜０．０５．狀＝３，

珔狓±狊珔狓．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ｄ）

２．２　维拉帕米可下调Ｈｕｈ７．５．１细胞中ＴＸＮＩＰ的

表达　为了探讨维拉帕米能否通过下调肝细胞内

ＴＸＮＩＰ的表达从而抑制ＨＣＶ感染，我们首先检测

维拉帕米的细胞毒性，用２５、５０、１００、２００、４００、

·０５５·
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第５期．王世杰，等．维拉帕米通过下调硫氧还蛋白互作蛋白的表达抑制丙型肝炎病毒感染

８００μｍｏｌ／Ｌ维拉帕米处理Ｈｕｈ７．５．１细胞４８ｈ，随

后用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖情况。结果显示，

与Ｍｏｃｋ组相比，维拉帕米浓度≤４００μｍｏｌ／Ｌ时，对

Ｈｕｈ７．５．１细胞无明显毒性（图２Ａ）。因此，用１００、

２００、４００μｍｏｌ／Ｌ的维拉帕米处理 Ｈｕｈ７．５．１细胞

４８ｈ，检测ＴＸＮＩＰ的表达。ｑＰＣＲ结果显示，维拉帕

米可明显下调细胞内犜犡犖犐犘ｍＲＮＡ水平，且呈现浓

度依赖性（犘＜０．０５，图２Ｂ）。蛋白质印迹分析结果进

一步证明维拉帕米能下调ＴＸＮＩＰ的表达（犘＜０．０５，

图２Ｃ、２Ｄ）。

图２　维拉帕米（μ犿狅犾／犔）下调犎狌犺７．５．１细胞中犜犡犖犐犘的表达

犉犻犵２　犞犲狉犪狆犪犿犻犾（μ犿狅犾／犔）犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱犜犡犖犐犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犎狌犺７．５．１犮犲犾犾狊

Ａ：ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｕｈ７．５．１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖｅｒａｐａｍｉｌｕｓｉｎｇＣＣＫ８ａｓｓａｙ；Ｂ：ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犜犡犖犐犘ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｃ，Ｄ：

ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＸＮＩＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ＴＸＮＩＰ：Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊珔狓

２．３　维拉帕米能抑制 ＨＣＶ 感染　分别给予

Ｈｕｈ７．５．１细胞１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ维拉帕米处理

４８ｈ后，用免疫荧光检测ＨＣＶ感染的阳性细胞。结

果显示，经各浓度维拉帕米处理后，ＨＣＶ感染的阳性

细胞数较 Ｍｏｃｋ组均明显减少，特别是当浓度达到

４００μｍｏｌ／Ｌ时，ＨＣＶ感染的细胞数降低至Ｍｏｃｋ组

的０．８５％（犘＜０．０５，图３Ａ、３Ｂ）。ｑＰＣＲ结果显示，细

胞内的ＪＦＨ１ＲＮＡ水平随着维拉帕米浓度的增加而

降低（犘＜０．０５，图３Ｃ）。蛋白质印迹分析结果显示维

拉帕米能抑制ＨＣＶ核心蛋白的表达（图３Ｄ）。ｑＰＣＲ

检测细胞培养上清中的ＪＦＨ１ＲＮＡ，结果显示维拉帕

米处理可明显降低ＨＣＶｃｃ的产生（犘＜０．０５，图３Ｅ）。

图３　维拉帕米（μ犿狅犾／犔）抑制犎犆犞感染犎狌犺７．５．１细胞

犉犻犵３　犞犲狉犪狆犪犿犻犾（μ犿狅犾／犔）犻狀犺犻犫犻狋犲犱犎犆犞犻狀犳犲犮狋犻狅狀犻狀犎狌犺７．５．１犮犲犾犾狊

Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＣＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎＨｕｈ７．５．１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｖｅｒａｐａｍｉｌ；Ｂ：ＨＣＶｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ

ｃｏｕｎｔｒｅｌａｔｉｖｅｔｏＭｏｃｋｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＪＦＨ１ＲＮＡｌｅｖｅｌｓｒｅｌａｔｉｖｅｔｏＭｏｃｋｇｒｏｕｐｉｎＨｕｈ７．５．１ｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＣＶｃｏｒｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｅ：ＪＦＨ１ＲＮＡｌｅｖｅｌｓｒｅｌａｔｉｖｅｔｏ Ｍｏｃｋｇｒｏｕｐｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ．ＨＣＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ；ＧＡＰＤＨ：

Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ａ）．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊珔狓

２．４　维拉帕米通过下调犜犡犖犐犘表达抑制 ＨＣＶ

感染　用犜犡犖犐犘慢病毒感染Ｈｕｈ７．５．１细胞过表达

犜犡犖犐犘，随后用４００μｍｏｌ／Ｌ维拉帕米处理、ＨＣＶｃｃ

（ＭＯＩ＝２）感染，４８ｈ后，行ｑＰＣＲ分析犜犡犖犐犘

ｍＲＮＡ和ＪＦＨ１ＲＮＡ。结果显示，维拉帕米处理对

过表达犜犡犖犐犘 的 Ｈｕｈ７．５．１细胞（Ｈｕｈ７．５．１

ＴＸＮＩＰ）中犜犡犖犐犘的ｍＲＮＡ表达无明显影响（图

４Ａ），对ＨＣＶ的感染也无明显影响（图４Ｂ）。

·１５５·
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图４　过表达犜犡犖犐犘对维拉帕米（４００μ犿狅犾／犔）

抑制犎犆犞感染的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犜犡犖犐犘狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀

狏犲狉犪狆犪犿犻犾（４００μ犿狅犾／犔）犻狀犺犻犫犻狋犻狀犵犎犆犞犻狀犳犲犮狋犻狅狀

Ａ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犜犡犖犐犘ｍＲＮＡ；Ｂ：ＪＦＨ１ＲＮＡｌｅｖｅｌ．ＴＸＮＩＰ：

Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；ＨＣＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ；ＧＡＰＤＨ：

Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊珔狓

２．５　维拉帕米能抑制犜犡犖犐犘 启动子的转录

活性　为了进一步明确维拉帕米是否抑制犜犡犖犐犘

启动子的转录活性，我们用含犜犡犖犐犘 启动子的

犈犌犉犘报告基因表达质粒ｐＴＸＮＩＰＥＧＦＰ和含人

犆犕犞启动子的犈犌犉犘 报告基因表达质粒ｐＣＭＶ

ＥＧＦＰ分别转染Ｈｕｈ７．５．１细胞，转染８ｈ后加入维

拉帕米，使其终浓度为４００μｍｏｌ／Ｌ，继续培养细胞

４８ｈ，用多功能酶标仪检测细胞荧光强度。结果显

示，维拉帕米能抑制犜犡犖犐犘启动子调控的ＥＧＦＰ

表达（犘＜０．０５），但对犆犕犞启动子调控的ＥＧＦＰ表

达无影响（图５）。

图５　维拉帕米（４００μ犿狅犾／犔）抑制犜犡犖犐犘启动子的转录活性

犉犻犵５　犞犲狉犪狆犪犿犻犾（４００μ犿狅犾／犔）犻狀犺犻犫犻狋犲犱狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犪犾

犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犜犡犖犐犘狆狉狅犿狅狋犲狉

ＴＸＮＩＰ：Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ；ＣＭＶ：Ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ；

ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊珔狓

３　讨　论

ＨＣＶ感染是全球范围的严重公共卫生问题，尽

管近年来新一代ＤＡＡ的上市使丙型肝炎的治疗取

得巨大进展，但众多医药企业和科研机构仍致力于

研发易于普及、疗效确切、不良反应小的抗ＨＣＶ药

物［１４］。在抗病毒药物研发方面，老药新用近年来备

受瞩目，如最近陆续有报道在寨卡病毒药物筛选方

面取得成功［１１１２］。从已上市的药物中筛选出的抗病

毒药物，其安全性、不良反应、药代动力学等因素明

确，且已规模化大批量生产，因此，老药新用能尽快

得到有效、廉价的抗病毒药物，潜力巨大，与筛选研

发新的抗病毒药物相比优势明显。

我们前期通过基因芯片和深度测序技术鉴定出

ＨＣＶ感染诱导肝细胞上调ＴＸＮＩＰ的表达
［７］，该分

子除在细胞中与硫氧还蛋白相互作用调节细胞氧化

还原反应外［１３１５］，还对细胞自噬、凋亡、炎症小体激

活、糖和脂类代谢等发挥重要调控作用［１６２１］，其促进

ＨＣＶ感染的作用机制有待进一步探讨。本研究中，

用ｓｉＲＮＡ下调Ｈｕｈ７．５．１细胞中犜犡犖犐犘的表达，

然后用 ＨＣＶｃｃ感染，结果可见 ＨＣＶ感染水平随

ＴＸＮＩＰ表达水平的降低而明显下降，二者之间呈现

相似的下调比例，提示ＨＣＶ感染对ＴＸＮＩＰ分子的

高度依赖。

有研究发现ＴＸＮＩＰ的表达上调可导致胰腺

β细胞凋亡，与糖尿病发生密切相关，而钙通道阻滞

剂维拉帕米能抑制ＴＸＮＩＰ的表达从而促进β细胞

存活，在小鼠模型中能防止链脲佐菌素诱导的糖尿

病发生［８］。为探讨维拉帕米这种临床广泛用于治疗

高血压的药物能否用于治疗丙型肝炎，我们以

Ｈｕｈ７．５．１细胞为模型观察了维拉帕米的抗 ＨＣＶ

活性。结果显示，在未产生细胞毒性的浓度范围内，

维拉帕米可浓度依赖性下调ＴＸＮＩＰ的表达和抑制

ＨＣＶ感染。用犜犡犖犐犘慢病毒感染 Ｈｕｈ７．５．１细

胞，使其过表达犜犡犖犐犘，维拉帕米对犜犡犖犐犘表达和

ＨＣＶ感染的抑制作用不再呈现，因慢病毒载体中

犜犡犖犐犘启动子是人犆犕犞启动子，维拉帕米对该启

动子的转录无抑制作用。用启动子ＥＧＦＰ报告基因

质粒进行检测进一步证实维拉帕米是通过抑制

犜犡犖犐犘启动子的转录活性而下调该基因的表达。

大量报道显示，ＴＸＮＩＰ的高表达与２型糖尿

病、脂肪肝的发生高度相关［８，１７１８］，而 ＨＣＶ感染常

引发这两种疾病［１］，因此，维拉帕米作为一种潜在的

抗ＨＣＶ药物，不仅能通过下调ＴＸＮＩＰ的表达抑制

ＨＣＶ感染，还可能有助于延缓ＨＣＶ感染引发的代

谢性疾病。当然，对于血压正常的丙型肝炎患者，用

·２５５·
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维拉帕米治疗是否会引起低血压，需引起重视。

本研究结果显示维拉帕米可作为一种潜在的抗

ＨＣＶ药物。参考目前丙型肝炎治疗的联合用药方

案，我们下一步拟观察维拉帕米与利巴韦林这两种低

价的临床常用药物联合应用是否具有协同作用，进一

步探讨维拉帕米应用于丙型肝炎临床治疗的价值。
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