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　　摘要：目的　研究 ＨＣＶＮＳ３对人肝细胞磷酸化酪氨酸相关蛋白表达的影响。方法　通过脂质体
稳定转染分别建立表达 ＨＣＶＮＳ３蛋白的 ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞，空白质粒转染细胞 ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ。用

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ和免疫细胞化学分别检测磷酸化 ｐ４４／４２，磷酸化 ｐ３８，磷酸化 ＳＡＰＫ／ＪＮＫ在 ｐＲｃＨＣＮＳ３／

ＱＳＧ细胞和 ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细胞及未转染的 ＱＳＧ７７０１细胞的表达差异及细胞内的定位；免疫共沉淀实

验检测 ＨＣＶＮＳ３对磷酸化酪氨酸蛋白表达水平的影响。结果　ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞，ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细

胞，未转染的 ＱＳＧ７７０１细胞抽提的总蛋白中均可检测出磷酸化 ｐ４４／４２，磷酸化 ｐ３８，磷酸化 ＳＡＰＫ／

ＪＮＫ的表达，阳性信号定位于细胞核。上述 ３种蛋白在 ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞的表达较 ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细

胞和未转染的 ＱＳＧ７７０１细胞表达增强，其磷酸化酪氨酸蛋白的表达也较其他两对照组增强。结论　

ＨＣＶＮＳ３可能通过影响酪氨酸蛋白激酶的表达及活性，使一系列受酪氨酸蛋白激酶调节的蛋白质如

ＭＡＰＫ分子异常磷酸化而活化，激活下游信号转导通路，导致肝细胞无限增殖和肿瘤形成。
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　　ＮＳ３基因位于丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）基因组
３４２０～５３１２核苷酸区段，编码 ６３１个氨基酸，
ＮＳ３蛋白在 ＨＣＶ多聚蛋白的加工成熟和病毒复
制中起重要作用。本课题组前期研究建立了稳定

转染 ＨＣＶＮＳ３的人源肝细胞系 ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ，
证实 ＨＣＶＮＳ３能促进 ＱＳＧ７７０１细胞增殖，导致其
恶性转化［１］。通过双向电泳和质谱分析发现参与

ＭＡＰＫ信 号 通 路 调 节 的 Ｒａｓ相 关 蛋 白、ｐ３８和
ＨＤ５３蛋白在 ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞中表达增强［２］。

提示 ＨＣＶＮＳ３转化肝细胞的机制可能是通过影
响 ＭＡＰＫ通路的信号分子表达，使其活性异常所
致。因此，进 一 步 分 析 ＨＣＶ ＮＳ３转 化 细 胞 中
ＭＡＰＫ通路相关信号分子的磷酸化水平十分必
要。本实验拟利用表达 ＨＣＶＮＳ３蛋白的人源肝
细胞系 ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ为对象，研究 ＨＣＶＮＳ３对
酪氨酸磷酸化相关蛋白表达的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞和质粒　人源性肝细胞株 ＱＳＧ７７０１
购于中科院上海细胞生物研究所。真核表达质粒

ｐＲｃＨＣＮＳ３（氨基酸 Ｉｌｅ１０２０Ｔｈｒ１２９５）由日本 Ｋａｎａ
ｚａｗａ医学院 Ｔａｋｅｇａｍｉ教授惠赠；空白质粒 ｐＲｃＣＭＶ
购自 Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．２　试剂　Ｑｉａｇｅｎｅｍｉｄｉ试剂盒购于 Ｑｉａｇｅｎ公
司；ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ试剂盒，Ｇ４１８和 ＤＭＥＭ高糖培
养基为 Ｇｉｂｃｏ公司产品；磷酸化 ｐ４４／４２ＭＡＰＫ，磷
酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ及磷酸化 ＪＮＫ购于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ｐｒｏｔｅｉｎＧｓｅｐｈｅｒｏｓｅ４Ｂｂｅａｄｓ购于
Ｐｈａｍａｃｉａ公司；αｔｕｂｕｌｉｎ蛋白为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产
品；辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠免疫球蛋白

（ＩｇＧ），羊抗兔 ＩｇＧ和免疫组织化学 ＳＰ试剂盒购
于北京中山生物技术有限公司；蛋白浓度测量试

剂盒（ＢＣＡ）和化学发光试剂盒（ＥＣＬ）为 Ｐｉｅｒｃｅ公
司产品；硝酸纤维素膜为 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司产品。
１．２　实验方法
１．２．１　分组　（１）空白对照组为 ＱＳＧ７７０１细

胞；（２）阴性对照组为空白质粒转染细胞组（ｐＲｃ
ＣＭＶ／ＱＳＧ）；（３）实验组为 ｐＲｃＨＣＮＳ３质粒转染细
胞组（ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ）。
１．２．２　细胞培养　ＤＭＥＭ高糖培养基加 １０％灭
活的新生小牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素及１００Ｕ／ｍＬ
链霉素，于３７℃，５％ ＣＯ２浓度的 ＣＯ２培养箱中培
养，传代。

１．２．３　质粒转染　ＨＣＶＮＳ３稳定转染的细胞
ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ及空白质粒转染组细胞 ｐＲｃＣＭＶ／
ＱＳＧ的建立和鉴定见参考文献［１］。

１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析　取生长状
态良好的细胞，加入细胞裂解液［１ｍｍｏｌ／ＬＥＤ
ＴＡ，ｐＨ８．０，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ６．８，２％ ＳＤＳ，
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＶＯ４］６０～１００μＬ，抽提细胞总
蛋白，ＢＣＡ测定蛋白浓度 （按试剂盒说明书操
作）；调整蛋白上样量一致，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙
烯酰胺凝胶电泳。电泳结束后恒压电转移 １５０Ｖ，
４５ｍｉｎ。５％牛血清白蛋白（ＢＳＡ），室温 １ｈ，分别
加入特异性抗体（ｐｈｏｓｐｈｏｐ４４／４２ＭＡＰＫ１∶２００；
ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ ＭＡＰＫ １∶２００；ｐｈｏｓｐｈｏＳＡＰＫ／ＪＮＫ
１∶１０００；αｔｕｂｕｌｉｎ１∶２０００），３７℃孵育 １ｈ，４℃过
夜，再分别加入相应的二抗（１∶１０００稀释于 ５％
脱脂牛奶中），３７℃，２～３ｈ。ＥＣＬＡ液和 Ｂ液混
合后加至硝酸纤维素膜上，暗室曝光 ３～５ｍｉｎ，显
影，定影。结果扫描入电脑。

１．２．５　免疫组化检测　采用 ＳＰ法。待细胞依次
经冷丙酮 ４℃，１０ｍｉｎ，０．１％ｔｒｉｔｏｎＸ１００，２０ｍｉｎ，
０．７５％ Ｈ２Ｏ２ＰＢＳ，３０ｍｉｎ，正 常 兔 血 清 ３７℃，
３０ｍｉｎ，特异性一抗 ３７℃，３０ｍｉｎ，４℃保存至次
日，顺次滴加二抗和三抗；ＤＡＢ工作液显色。
１．２．６　免疫共沉淀　收集细胞约 ３×１０７，加入
细 胞 裂 解 液 ［５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ ７．４，
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００，１％ＮＰ４０，２．５ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＶＯ４，２５μｇ／ｍＬ
ａｐｒｏｔｉｎｉｎ及 ２５μｇ／ｍＬｌｅｕｐｅｐｔｉｎ］，冰 浴 ３０ｍｉｎ；
４℃，２０００ｒ／ｍｉｎ×２０ｍｉｎ，取上清液。每管上
清加 ｐｒｏｔｅｉｎＧ ｓｅｐｈｅｒｏｓｅ４Ｂｂｅａｄｓ３０μＬ，４℃，
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９０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ，取上清液；加入 １μｇ特异性
抗酪氨酸磷酸化抗体（４Ｇ１０）及 ｐｒｏｔｅｉｎＧｓｅｐｈｅｒｏｓｅ
４Ｂｂｅａｄｓ４０μＬ，４℃，混匀过夜；４℃，９０００ｒ／ｍｉｎ×
５ｍｉｎ，收集 ｂｅａｄｓ；加入 ＴＴＢｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，ｐＨ７．４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．５％ Ｔｗｅｅｎ２０，
２．５ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＶＯ４）洗涤 ４次，４℃，３５００ｒ／ｍｉｎ
×５ｍｉｎ，去上清液，收集 ｂｅａｄｓ；加入 ２×ＳＤＳ凝胶
上样缓冲液，１００℃ ×３ｍｉｎ，取上清液进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳；电泳完毕后银染（步骤参见试剂盒操
作手册）。

２　结　果

２．１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＨＣＶＮＳ３对磷酸化 Ｐ４４／
４２ＭＡＰＫ表达的影响
３组细胞在上样量一致的情况下，实验组细胞

磷酸化 ｐ４４／４２的表达较空白对照组和阴性对照
组增强，提示 ＨＣＶＮＳ３能促进磷酸化 Ｐ４４／４２蛋
白的表达（图 １）。

２．２　 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检 测 ＨＣＶ ＮＳ３对 磷 酸 化
ｐ３８ＭＡＰＫ表达的影响

３组细胞在上样量一致的情况下，实验组细胞
磷酸化 ｐ３８的表达较空白对照组和阴性对照组增
强，提示 ＨＣＶＮＳ３能促进磷酸化 ｐ３８蛋白的表达
（图 ２）。
２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＨＣＶＮＳ３对磷酸化 ＪＮＫ

表达的影响

３组细胞在上样量一致的情况下，实验组细胞
磷酸化 ＪＮＫ的表达较空白对照组和阴性对照组增
强，提示 ＨＣＶＮＳ３能促进磷酸化 ＪＮＫ蛋白的表达
（图 ３）。
２．４　免疫组化检测 ＨＣＶＮＳ３对磷酸化 ＭＡＰＫ

表达的影响

３组细胞分别采用特异性的磷酸化 ｐ４４／４２，
磷酸化 ｐ３８和磷酸化 ＳＡＰＫ／ＪＮＫ抗体孵育，ＤＡＢ
显色系统检测上述蛋白的表达。３种细胞磷酸化
ｐ４４／４２、磷酸化 ｐ３８、磷酸化 ＳＡＰＫ／ＪＮＫ均表达阳
性，阳性信号定位于细胞核，实验组细胞的阳性信

号较两对照组细胞强（图 ４）。
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图 １　３组细胞磷酸化 ｐ４４／４２的表
达（αｔｕｂｕｌｉｎ为上样量对照）
１：ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞；
２：ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细胞；
３：ＱＳＧ７７０１细胞

图 ２　３组细胞磷酸化 ｐ３８的表达
（αｔｕｂｕｌｉ为上样量对照）　
１：ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞；
２：ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细胞；
３：ＱＳＧ７７０１细胞

图 ３　３组细胞磷酸化 ＳＡＰＫ／ＪＮＫ的表
达（αｔｕｂｕｌｉｎ为上样量对照）　
１：ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞；
２：ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细胞；
３：ＱＳＧ７７０１细胞

图 ４　免疫细胞化学检测三组细胞磷酸化 ｐ４４／４２表达　Ａ：ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞；Ｂ：ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细胞；
Ｃ：ＱＳＧ７７０１细胞

２．５　ＨＣＶＮＳ３对磷酸化酪氨酸蛋白表达的影响
经与酪氨酸磷酸化抗体免疫共沉淀，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳、银染显影后，实验组细胞与阴性对照

组细胞比较，现较的条带深且明显。提示 ＨＣＶ
ＮＳ３能促进磷酸化酪氨酸蛋白的表达（图 ５）。
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图 ５　ＨＣＶＮＳ３转染细胞的酪氨酸磷酸化水平。　
Ｃ总：ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细胞总蛋白；Ｎ总：ｐＲｃＨＣ
ＮＳ３／ＱＳＧ细胞总蛋白；Ｃ：ｐＲｃＣＭＶ／ＱＳＧ细胞总
蛋白经免疫共沉淀后出现的 蛋 白 条 带；Ｎ：
ｐＲｃＨＣＮＳ３／ＱＳＧ细胞总蛋白经免疫共沉淀后出
现的蛋白条带；Ｍ：标准蛋白分子量

３　讨　论
本实验结果表明，实验组细胞与空白质粒转

染细胞和未转染细胞相比，ＨＣＶＮＳ３转染肝细胞
中磷酸化 ｐ４４／４２和磷酸化 ｐ３８以及磷酸化 ＪＮＫ
蛋白表达均增加，免疫组化检测上述 ３种蛋白表
达亦显示相同的变化。而 ＨＣＶＮＳ３在转染前后
总的 ｐ４４／４２，ｐ３８，ＪＮＫ蛋白表达并无显著差异
（结果未显示）。提示 ＨＣＶＮＳ３能促进 ｐ４４／４２，
ｐ３８，ＪＮＫ蛋白磷酸化活化。免疫共沉淀检测也
显示 ＨＣＶＮＳ３能促进磷酸化酪氨酸蛋白的表达。

蛋白磷酸化和去磷酸化这一可逆反应几乎调

节着生命活动所有过程包括细胞的增殖、发育和

分化，细胞骨架调控，细胞凋亡和肿瘤发生等［３］。

研究发现，原癌基因编码的生长因子受体是具有

潜在酪氨酸激酶活性的跨膜糖蛋白，它可通过结

合生长因子而活化，引起细胞内一系列蛋白质酪

氨酸磷酸化和去磷酸化的级联反应，将生长因子

信号传递到核内，调控细胞增殖［４］。在此过程

中，生长因子受体的过度表达可引起细胞信号转

导系统的过度活化，使细胞无限增殖，诱发恶变。

其中途径 ＭＡＰＫ利用培养的可分裂／分化的细胞
系对其家族的信号转导途径和功能进行了深入

研究，是生命科学的研究热点之一。

ＭＡＰＫ激活需要在其亚微区Ⅷ 特定的 ＴＸＹ
（ＴｈｒＸＴｙｒ）顺序中 Ｔ和 Ｙ残基同时磷酸化，是

目前已知唯一受酪氨酸蛋白激酶磷酸化调节的

丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，因而可能是这两类蛋
白激酶信号转导通路之间的中介因子［５］。ＭＡＰＫ
家族 主 要 成 员 有 ｐ４４／４２，ｐ３８，ＪＮＫ。过 表 达
ＥＲＫ１／２见于多种肿瘤组织［６－７］。本实验室曾证

实在人肝癌组织中 ＥＲＫ１／２磷酸化水平高于邻近
非肿瘤组织［８］。目前研究显示 ＨＣＶ核心蛋白 Ｃ，
包膜蛋白 Ｅ２能激活多种细胞的 ＥＲＫ１／２［９－１０］。
Ｒｏｂｅｒｔｓ等［１１］研 究 表 明，肿 瘤 坏 死 因 子 激 活 了

ｐ３８／ＭＡＰＫ和 ＥＲＫ通路，从而抑制转化生长因子
诱导的肝细胞凋亡。Ｋｉｍ等［１２］发现，ｐ３８介导了
Ｈｒａｓ诱导的人乳腺癌上皮细胞的侵袭，但不导
致 ＭＣＦ１０Ａ死亡，其作用机制可能是通过 ＥＲＫ１／
２与 ｐ３８协同作用，上调 ＭＭＰ２水平，从而增强细
胞侵袭能力。近来的研究表明，ＪＮＫ在肿瘤的发
生发展中起重要作用。ＪＮＫ２的缺失抑制了 Ｒａｓ
诱导的鼠成纤维细胞体外克隆形成和体内裸鼠

成瘤，表明 ＪＮＫ２是 Ｒａｓ转化细胞所必须［１３］。Ｈａｓ
ｓａｎ等［１４］发现，ＨＣＶＮＳ３能促进 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｌａ细
胞增殖，且其生物学效应的产生依赖于 ＪＮＫ信号
通路的激活。

本实验结果提示，ＨＣＶＮＳ３可能通过影响酪
氨酸蛋白激酶的表达及活性，进而使一系列受酪

氨酸蛋白激酶调节的蛋白如 ＭＡＰＫ分子异常磷酸
化而活化，激活下游信号转导通路，导致肝细胞

无限增殖和肿瘤形成。进一步研究 ＨＣＶＮＳ３作
用的信号转导通路蛋白之间的相互关系，可能为

肝癌的诊断和治疗提供新的靶点。
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　　患者　女，５４岁。因发现右侧
甲状腺肿大 １个月入院，无烦躁多汗
及情绪改变。体查：颈软，气管居中，

右侧甲状腺弥漫性肿大，约 ６ｃｍ×
５ｃｍ×３ｃｍ大，表面平坦，质地硬，无
触痛，随吞咽活动；左侧甲状腺未及

异常，颈部未及肿大淋巴结。血 ＦＴ３
４．１０ ｐｍｏｌ／Ｌ，ＦＴ４１３．２４ ｐｍｏｌ／Ｌ，
ＴＳＨ８．２９μＩＵ／ｍＬ。甲状腺彩超示右
侧甲状腺体积增大，形态失常，其内

探及一大小约 ４．３ｃｍ×４．１ｃｍ×
３．１ｃｍ的混合回声包块，边界不清，
形态不规，内回声不均质，有少量斑

点状血流信号。右颈部探及几个低

回声结节，大者约 １．１ｃｍ×０．５ｃｍ，
边界清，内回声均质，彩超未见明显

血流信号。超声检查拟诊：右甲状腺

实性占位并右颈部淋巴结肿大。

入院后 ２ｄ在颈丛麻醉下手术，
术中见右侧甲状腺弥漫性肿大，腺体

与右侧舌骨下肌群粘连明显，分离困

难，腺体质地硬，约 ６ｃｍ×４ｃｍ×
４ｃｍ大，与周围其他组织无明显粘

连，右侧颈动脉鞘周围可见数枚肿大

淋巴结，质地软。术中快速病理证实

为右侧甲状腺恶性肿瘤，行右侧甲状

腺癌改良根治术。术后病理证实为

右侧甲状腺黏膜相关淋巴瘤；免疫组

化：ＬＣＡ（＋＋＋），ＣＤ２０（＋＋＋），
ＥＭＡ（－），ＣＫＬＭＷ（－），ＣＤ３（－）；
淋巴结未见肿瘤转移。术后予以外

照射放疗。

讨论　原发性甲状腺淋巴瘤少
见，仅 占 所 有 甲 状 腺 恶 性 肿 瘤 的

５％，占所有淋巴瘤的 ２％［１］
，多见于

老年患者，女性多于男性。其临床表

现为生长较快的颈前肿块或颈前肿

块短期内明显增大，可出现 １个或多
个冷结节，可伴有呼吸困难、声音嘶

哑及局部疼痛。大多数患者都有前

驱的自身免疫性甲状腺炎病史，伴有

或不伴有甲状腺功能及减退。其诊

断标准：组织学证实为甲状腺的淋巴

瘤，除颈部见区域淋巴结肿大受累

外，全身其他部位未见肿大淋巴结。

根据 ２００４年世界卫生组织（ＷＴＯ）
淋巴 瘤 分 类，黏 膜 相 关 淋 巴 组 织

（ＭＡＬＴ）淋巴瘤免疫组织化学呈弥漫
性 Ｂ细胞相关抗原（ＣＤ２０，ＣＤ７９ａ）
阳性表达，提示为 Ｂ细胞性，是一种
特殊类型的低度恶性非霍奇金淋巴

瘤，最常累及胃肠道，还可 发 生 在

肺、眼眶、皮肤和甲状腺等器官，其

中发生在甲状腺的 ＭＡＬＴ淋巴瘤少
见，仅占结外 ＭＡＬＴ淋巴瘤的 ４％，常
与自身免疫性甲状腺炎有关

［２］
。

手术是治疗甲状腺 ＭＡＬＴ淋巴瘤
的主要手段，病变局限于甲状腺，手

术完全切除肿瘤，即达根治目的，不

需进一步治疗。有报道病变局限于

甲状腺者行单纯甲状腺全切术，５年
生存率达 １００％［３］

；如肿瘤与周围组

织粘连，同时切除粘连组织后进行局

部放疗；有淋巴结转移、其他器官浸

润或肿块与重要器官粘连无法彻底

切除或无法手术治疗者可在放疗的

基础加化疗。本例患者正在放疗中。
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