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"摘要#

!

目的
!

研究赖氨大黄酸在体外对乙型肝炎病毒"

WO!

#增殖及病毒抗原表达的影响及分子机制!为研

究赖氨大黄酸抗
WO!

作用机制奠定初步的实验依据$方法
!

将
W=

C

R)/)/%0

细胞分为实验组"分别加入
0

'

%&

'

)&

'

'&

'

(&

"

>6?

&

T

赖氨大黄酸#及不加赖氨大黄酸的对照组!分别培养
)'

'

'(<

收获上清液!采用四唑氮化合物

"

P#Q

#法检测细胞的增殖活性!采用
ZT.Q1

法检测
WOG1

E

和
WO=1

E

的表达水平!实时定量
+,$

"

$#4+,#

#检测

其中
WO!-"1

的拷贝数及
>D$4)%&

'

>D$4%(0

'

>D$4%**@45

C

'

>D$453&

'

>D$4%*2@

'

>D$4%('

'

>D$4)%3

的表达水平$

>D$4)%&

'

>D$4%(0

'

>D$4%**@45

C

'

>D$453&

'

>D$4%*2@

'

>D$4%('

'

>D$4)%3

反义链"

1QX

#分别转染
W=

C

R)/)/%0

细胞

后!

P#Q

法检测细胞的增殖活性!

ZT.Q1

法检测
WOG1

E

和
WO=1

E

的表达水平$结果
!

在没有对
W=

C

R)/)/%0

细

胞的增殖活性产生影响的情况下!赖氨大黄酸抑制了
WOG1

E

的产生和
WO!

的增殖$

)&

"

>6?

&

T

的赖氨大黄酸明

显促进了
>D$4)%&

'

>D$4%(0

'

>D$4%**@45

C

的表达!而抑制了
>D$453&

的表达!与对照组相比较!差异具有统计学意

义"

1

$

&/&0

#$结论
!

赖氨大黄酸可能通过影响细胞内
>D$"1

的表达抑制
W=

C

R)/)/%0

细胞中
WO!

的增殖和

WOG1

E

的产生$
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乙型肝炎病毒$

WO!

%是一种可引起人类急,慢性肝炎的

-"1

病毒)虽然有高活性的乙肝疫苗#而且已广泛使用了
)&

多年#但
WO!

的感染仍然是一个危害全球健康的重大疾病)

全球有超过
5/0

亿的
WO!

感染者#而且每年急慢性
WO!

感

染致死人数约有一百万)中药对病毒性传染病的作用是肯定

的#大黄酸是传统中药大黄中的一个重要蒽醌类化合物#具有

广泛的药理活性#如抗炎,抗菌,抗病毒等)不同剂量的大黄酸

具有不同的功效)由于大黄酸水溶性差#生物利用度低#其进

一步应用受到很大限制)为了改善大黄酸的水溶性#对大黄酸

进行结构改造获得了水溶性好的赖氨大黄酸#与大黄酸相比#

赖氨大黄酸溶解度显著提高为
(>

E

"

>T

#其中的赖氨酸盐是

人体
(

种必需氨基酸之一#安全无不良反应*

%

+

)本项目首次探

/

3%()

/

检验医学与临床
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年
%&

月第
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卷第
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期
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讨赖氨大黄酸体外对
WO!

复制的调控作用#确定赖氨大黄酸

是否通过调控微小
$"1

$

>D$"1

%的表达进而影响
WO!

的蛋

白表达和病毒增殖#通过分析赖氨大黄酸与
>D$"1

在
WO!

感染中的作用#为理解赖氨大黄酸,细胞
>D$"1G

调控病毒增

殖提供新的理论依据#也为今后开发抗病毒药物或手段提供新

的分子基础或靶点)

$

!

材料与方法

$/$

!

材料
!

四唑氮化合物$

P#Q

%购自美国
QD

E

>@

公司#

ZT.Q1

速显检测试剂盒购自英科新创$厦门%科技有限公司)

W=

C

R)/)/%0

细胞由天津医科大学生命科学中心实验室提供)

>D$"1

反义链$

1QX

%由美国
QD

E

>@

公司合成)

#ADK6?

购自上

海生工生物工程技术服务有限公司)专利药赖氨大黄酸由卫

生部北京医院"卫生部北京老年医学研究所惠赠)

$//

!

方法

$///$

!

W=

C

R)/)/%0

细胞培养
!

W=

C

R)/)/%0

细胞培养基为

含
)&N

胎牛血清,

%&&\

"

>T

青霉素,

%&&

"

E

"

>T

链霉素的

PZP4

(

#细胞于
53 Y 0N ,X

)

的细胞培养箱中生长)实验

组!赖氨大黄酸浓度分别为
0

,

%&

,

)&

,

'&

,

(&

"

E

"

>T

)对照组!

不加入赖氨大黄酸)细胞转染!转染前
%9

#胰酶消化细胞并计

数#

(&&&

!

%%&&&7=??

"

%&&

"

T

每孔铺板)分别取
>D$"1

1QX

和
T@7̂

基因#分别按
.8ID;A6

E

=8

公司
X?D

E

6F=7;@>D8=$=4

@

E

=8;

转染试剂盒说明书配制转染试剂"
-"1

混合液!按每孔

&/5

"

TX?D

E

6F=7;@>D8=$=@

E

=8;

试剂,

5&

C

>6?1QX

及
*&

"

T

无血清培养基
X

C

;D4PZP

配制#混匀后加入
*2

孔板中#置于

53Y0N ,X

)

孵箱中培养
'(<

)实验在同等条件下重复

5

次)

$////

!

P#Q

法检测
W=

C

R)/)/%0

细胞增殖活性
!

将
W=

C

R)/

)/%0

细胞
(&&&

!

%%&&&7=??

"

%&&

"

T

每孔接种于
*2

孔培养板

中#

)'<

贴壁后分别加入
0

,

%&

,

)&

,

'&

,

(&

"

>6?

"

T

浓度的赖氨

大黄酸#每个浓度设
*

个复孔#分别培养
)'

,

'(<

#吸出上清后#

每孔加入培养液
%&&

"

T

#每孔加
P#Q)&

"

T

$

P#Q

!

+PQ

比例

为
%*[%

%#置于
53Y0N ,X

)

孵箱继续培养
)<

)取出培养

板#采用
"

i:@8;

分光光度计检测波长为
'*&

和
25&8>

的各孔

吸光度值$

1

'*&

和
1

25&

%)以$实验孔
1

'*&

M

空白孔
1

'*&

%"

$

T@7̂

孔
1

'*&

M

空白孔
1

'*&

%作为标准化后的数据#采用

Q+QQ%%/&

软件包对
5

个孔的均值进行统计分析#以
1

$

&/&0

为差异有统计学意义)

$///'

!

ZT.Q1

法检测
WOG1

E

和
WO=1

E!

将
W=

C

R)/)/%0

细

胞
(&&&

!

%%&&&7=??

"

%&&

"

T

每孔接种于
*2

孔培养板中#

)'<

贴壁后分别加入
0

,

%&

,

)&

,

'&

,

(&

"

>6?

"

T

浓度的赖氨大黄酸#

每个浓度设
*

个复孔#分别培养
'(<

#吸出上清液后#按照试剂

盒的说明书进行操作)采用
"

i:@8;

分光光度计检测波长为

'0&

和
25&8>

的各孔吸光度值$

1

'0&

和
1

25&

%)以$实验孔
1

'0&

M

空白孔
1

'0&

%"$

T@7̂

孔
1

'0&

M

空白孔
1

'0&

%作为标准化后的

数据#采用
Q+QQ%%/&

软件包对
5

个孔的均值进行统计分析#

以
1

$

&/&0

为差异有统计学意义)

$///1

!

实时荧光定量
+,$

$

$#4+,$

%检测
WO! -"1

及

>D$"1

!

将培养的
W=

C

R)/)/%0

细胞经
)&

"

>6?

"

T

赖氨大黄

酸处理
'(<

后#吸出的上清液#按照
WO!-"1

定量诊断试剂

盒$

+,$4̀?:6A=G7=87=+A6HD8

E

%说明书进行操作#数据的收集

由
1O.30&&

定量
+,$

仪自带软件完成)通过软件可以计算

出所有标准品和标本的阈值循环$

,;

%#并且根据标准品
,;

值

绘制出标准曲线#由标准曲线计算出样品的起始拷贝数
,6e

%&

$

,;4.8;=A7=

C

;

%"

G?6

C

=

)同时#根据
#@b@A@

公司
Q]O$+AD>=Q7AD

C

;

)

>D$"1$#4+,$

试剂盒说明书加入
%

"

E

的总
$"1

及反转录

反应所需试剂#反应条件为
53Y2&>D8

(

(0Y0G

)用反转录

合成的
7-"1

作为模板进行
$#4+,$

检测
>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@45

C

,

>D$453&

,

>D$4%*2@

,

>D$4%('

,

>D$4)%3

的表达

水平)

$/'

!

统计学处理
!

将实验数据整理#用
ZL7=?

建立数据库#用

Q+QQ%%/&

软件包进行统计分析#数据以
IgC

表示#组间比较

用单因素方差分析#

1

$

&/&0

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

//$

!

赖氨大黄酸对
W=

C

R)/)/%0

细胞增殖的影响
!

P#Q

法

测定结果表明#

0

,

%&

,

)&

"

>6?

"

T

的赖氨大黄酸对
W=

C

R)/)/%0

细胞增殖没有明显的影响#当赖氨大黄酸浓度大于
)&

"

>6?

"

T

时能抑制
W=

C

R)/)/%0

细胞增殖$

1

$

&/&0

%#赖氨大黄酸对

W=

C

R)/)/%0

细胞增殖的抑制作用呈浓度和时间依赖性#见

表
%

)

表
%

!

赖氨大黄酸对
W=

C

R)/)/%0

细胞增殖的影响

培养时间$

<

% 对照组
实验组

0

"

>6?

"

T %&

"

>6?

"

T )&

"

>6?

"

T '&

"

>6?

"

T (&

"

>6?

"

T

)' %&&/&& **/22g&/&% **/'(g&/&5 *5/*%g&/&' 0(/%'g)/%

"

'(/%)g5/%

"

'( %&&/&& **/5'g&/&% **/&*g&/&' *)/&0g&/&2 02/(&g)/%

*

'&/%0g5/%

*

!!

注!与对照组培养
)'<

结果比较#

"

1

$

&/&0

(与对照组培养
'(<

结果比较#

*

1

$

&/&0

)

///

!

赖氨大黄酸对
W=

C

R)/)/%0

细胞中
WOG1

E

和
WO=1

E

表达及
WO!

复制的影响
!

选择经
P#Q

法测定#对
W=

C

R

)/)/%0

细胞增殖没有明显影响的
0

,

%&

,

)&

"

>6?

"

T

浓度的赖氨

大黄酸作用于
W=

C

R)/)/%0

细胞#采用
ZT.Q1

法检测
WOG1

E

和
WO=1

E

表达水平)加入不同浓度赖氨大黄酸的各实验组

分别与对照组比较#最后以对照组结果为1

%

2进行标准化)

ZT.Q1

法检测结果表明#

0

,

%&

"

>6?

"

T

的赖氨大黄酸对
WO4

G1

E

和
WO=1

E

表达没有明显影响(

)&

"

>6?

"

T

的赖氨大黄酸

能抑制
WOG1

E

和
WO=1

E

表达#与对照组相比较差异具有统

计学意义$

1

$

&/&0

%)采用
$#4+,$

检测对照组和加入不同

浓度赖氨大黄酸的各实验组
WO!-"1

水平#最后的结果以

对照组的值为1

%

2进行标准化#各实验组分别与对照组比较#结

果显示
)&

"

>6?

"

T

的赖氨大黄酸抑制了
WO!

复制#与对照组

比较#差异具有统计学意义$

1

$

&/&0

%)见表
)

)

表
)

!

赖氨大黄酸对
W=

C

R)/)/%0

细胞中
WOG1

E

和
WO=1

E

!!!!

表达水平及
WO!

复制的影响'

IgC

(

组别
赖氨大黄酸浓度

$

"

>6?

"

T

%

WOG1

E

WO=1

E

WO!-"1

$

j%&

0

76

CB

"

>T

%

对照组
& %/&&g&/&0 %/&&g&/&' %/&&g&/&2

实验组

0 &/*'g&/&5 &/*(g&/&) %/&&g&/&5

%& &/*0g&/&5 %/&&g&/&) %/&'g&/&5

)&

&/25g&/%)

"

&/2&g&/&*

"

&/2'g&/&)

"

!!

注!与对照组比较#

"

1

$

&/&0

)

/

(%()

/

检验医学与临床
)&%0

年
%&

月第
%)

卷第
%*

期
!

T@HP=9,?D8

!

X7;6H=A)&%0

!

!6?/%)

!
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//'

!

>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@45

C

,

>D$453&

,

>D$4%*2@

,

>D$4%('

,

>D$4)%3

,

>D$453&1QX

转染对
W=

C

R)/)/%0

细胞增

殖,

WOG1

E

,

WO=1

E

表达水平的影响
!

实验筛选对
WOG1

E

,

WO=1

E

表达及
W=

C

R)/)/%0

细胞增殖有明显影响的
5)(

种人

类
>D$"1

#实验中每种转染的
>D$"11QX

做
5

个复孔#重复

检测
5

次#实验组分别与转染
T@7̂

基因的对照组进行对比#最

后的结果以对照组的检测值为1

%

2进行标准化)结果显示#与

转染
T@7̂

基因的对照组比较#在没有对
W=

C

R)/)/%0

细胞的

增殖产生明显影响的情况下#对
WOG1

E

产生有明显影响的

>D$"1

有
>D$4%**@45

C

,

>D$4%*2@

,

>D$4)%&

,

>D$4%('

,

>D$4

)%3

,

>D$4%(0

,

>D$453&

$

1

$

&/&0

%#见表
5

)

表
5

!

对细胞增殖&

WOG1

E

和
WO=1

E

产生影响的

!!

>D$"1

'

IgC

(

转染基因 细胞增殖
WO=1

E

WOG1

E

T@7̂ %/&&g&/&' %/&&g&/&) %/&&g&/&5

>D$4%('1QX &/*5g&/&( &/*'g&/&5 %/0'g&/&5

"

>D$4%(01QX &/*0g&/&) &/*0g&/&5 %/0(g&/&5

"

>D$4%*2@1QX &/*3g&/&3 %/%)g&/&5 %/0*g&/&)

"

>D$4%**@45

C

1QX &/*(g&/&( %/&&g&/&) %/02g&/&%

"

>D$4)%&1QX &/*(g&/&5 &/*(g&/&) %/)(g&/&5

"

>D$4)%31QX &/*(g&/&) &/(*g&/&) %/)*g&/&3

"

>D$453&1QX %/&&g&/&5 &/(*g&/&5 &/25g&/%)

"

!!

注!与转染
T@7̂

基因比较#

"

1

$

&/&0

)

//1

!

赖氨大黄酸对
W=

C

R)/)/%0

细胞中
>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@45

C

,

>D$453&

,

>D$4%*2@

,

>D$4%('

,

>D$4)%3

表达水平

的影响
!

选择
)&

"

>6?

"

T

浓度的赖氨大黄酸作用于
W=

C

R)/

)/%0

细胞#采用
$#4+,$

检测
W=

C

R)/)/%0

细胞中
>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@45

C

,

>D$453&

,

>D$4%*2@

,

>D$4%('

表达水

平#加入
)&

"

>6?

"

T

赖氨大黄酸的实验组与未加赖氨大黄酸的

对照组比较#最后的结果以对照组的检测值为1

%

2进行标准化)

结果显示#

)&

"

>6?

"

T

的赖氨大黄酸明显促进了
>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@45

C

的表达#抑制了
>D$453&

的表达#与对

照组相比较#差异具有统计学意义$

1

$

&/&0

%#见表
'

)

表
'

!

赖氨大黄酸对
W=

C

R)/)/%0

细胞中
>D$"1

!!!

表达的影响'

IgC

(

>D$"1G

对照组 实验组$

)&

"

>6?

"

T

%

>D$4%(' %/&&g&/&( &/*'g&/&5

>D$4%(0 %/&&g&/&) %/*0g&/&5

"

>D$4%*2@ %/&&g&/&3 %/%)g&/&5

>D$4%**@45

C

%/&&g&/&( )/%&g&/&)

"

>D$4)%& %/&&g&/&5 %/*(g&/&)

"

>D$4)%3 %/&&g&/&) &/*3g&/&)

>D$453& %/&&g&/&5 &/'0g&/&0

"

!!

注!与对照组比较#

"

1

$

&/&0

)

'

!

讨
!!

论

WO!

是嗜肝
-"1

病毒#是引起病毒性肝炎的主要病原

体之一)虽然现在有预防性疫苗#但是疫苗的推广使用及免疫

效果等方面尚存在许多问题*

)

+

)乙型肝炎的治疗至今尚无良

策#因此深入研究
WO!

感染机制#寻找病毒与宿主细胞之间

的相互调控和作用机制#将有利于帮助研究人员找到治疗这种

感染性疾病的有效方法)

中医药抗
WO!

的主要思路是通过扶正祛邪达到清除或

抑制其复制的目的*

5

+

)目前筛选抗
WO!

中药主要有
5

条途

径!$

%

%利用中草药直接作用于人血清来筛选)$

)

%利用体外细

胞培养筛选抗
WO!

中草药)$

5

%利用鸭乙型肝炎动物模型来

筛选抗
WO!

中草药)

中药对病毒性传染病的作用是肯定的#但尚缺乏有说服力

的实验证据)故从细胞,分子,蛋白质水平进行机制研究和有

效药物的筛选#研究出有效的中药显得尤为重要)传统中药大

黄中的一个重要蒽醌类化合物大黄酸具有广泛的药理活性#如

抗炎,抗菌,抗病毒,抑制肿瘤细胞增殖等)不同剂量的大黄酸

具有不同的功效*

'40

+

)由于大黄酸水溶性差#生物利用度低#使

其进一步应用受到很大限制)为了改善大黄酸的水溶性#由卫

生部北京医院"卫生部北京老年医学研究所林雅军博士合成了

大黄酸的赖氨酸盐$分子式
,

)%

W

))

"

)

X

(

#相对分子质量
'5&

%#

并申请了国家专利)与大黄酸相比#赖氨大黄酸溶解度显著提

高至
(>

E

"

>T

#其中的赖氨酸盐是人体
(

种必需氨基酸之一#

安全无不良反应)因此#赖氨大黄酸比大黄酸更适合临床研究

与应用*

2

+

)

近年发现的
>D$"1

作为
%

种转录后基因调节机制#参与

了生物体的生长,发育,衰老,死亡的调控过程#成为了病毒与

宿主细胞相互作用过程中的一种重要的调控分子*

3

+

)越来越

多的研究证实病毒编码的
>D$"1

分子或细胞内源性的
>D$4

"1

均参与了病毒感染宿主细胞及宿主细胞抗病毒的过程#发

挥对病毒与宿主细胞相互作用的促进因子或抑制因子#在病毒

的生命活动周期中具有重要作用*

(4%%

+

)目前已发现
>D$45)

可

以与泡沫病毒$

+̀ !

%

>$"1

的
5h

非翻译区$

\#$

%不完全互补

结合而抑制病毒转录本的翻译#从而限制了病毒的增殖*

%)

+

)

可见#宿主细胞的
>D$"1

不仅可以作为
%

种抗病毒机制#而

且可促进病毒的增殖#参与病毒的组织亲嗜性)对这些细胞

>D$"1

在病毒感染过程中的作用的深入理解#将有助于揭示

病毒组织亲嗜性和致病机制#从而为抗病毒药物靶点的选择和

抗病毒新疗法的开发奠定基础)

本研究中#利用稳定整合
WO!-"1

的
W=

C

R)/)/%0

细

胞$可以产生高水平的
WO=1

E

和
WOG1

E

%作为研究
WO!

复

制和增殖的模型#用于研究赖氨大黄酸体内外对
WO!

复制的

调控作用#结果显示#在没有对细胞增殖活性产生影响的情况

下#赖氨大黄酸$

)&

"

>6?

"

T

%抑制了
WOG1

E

的产生和
WO!

的

增殖)本研究通过转染
5)(

种人类
>D$"1

的
1QX

封闭宿主

细胞的
>D$"1

功能#通过初步筛选实验#采用
P#Q

法检测细

胞的增殖活性#

ZT.Q1

法检测
WO=1

E

和
WOG1

E

表达水平#

$#4+,$

检测
WO!-"1

#初步得到了一些不影响细胞增殖但

对病毒复制有影响的细胞
>D$"1G

#包括
>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@45

C

,

>D$453&

,

>D$4%*2@

,

>D$4%('

)在此基础上#选择

)&

"

>6?

"

T

的赖氨大黄酸作用于
W=

C

R)/)/%0

细胞#采用
$#4

+,$

检测
W=

C

R)/)/%0

细胞中
>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@4

5

C

,

>D$453&

,

>D$4%*2@

,

>D$4%('

表达水平#发现
)&

"

>6?

"

T

的

赖氨大黄酸明显促进了
>D$4)%&

,

>D$4%(0

,

>D$4%**@45

C

的表

达#而抑制了
>D$453&

的表达)进一步研究这几个
>D$"1

抑

制
WO!

增殖的机制#找到它们的靶基因#并将
>D$"1

的功能

与它们各自靶基因功能联系起来#将有助于为抗
WO!

治疗提

供新途径)

综上所述#本研究通过分析赖氨大黄酸与
>D$"1

在

WO!

感染中的作用#为理解赖氨大黄酸,细胞
>D$"1

调控病

毒增殖提供了新的理论依据#也为今后开发$下转第
)())
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应禁用*

%&

+

)鲍曼不动杆菌对美罗培南和亚胺培南的耐药性也

较低#分别为
%%/0'N

和
%3/5%N

#因此这
)

种药物可以作为治

疗鲍曼不动杆菌的常规药物)

总之#恶性肿瘤患者感染鲍曼不动杆菌的现患率为

3/05N

#不同年龄,不同原发肿瘤的患者其现患率存在差异)

在临床工作中应减少患者的侵入性操作#并规范使用抗菌药

物#根据药敏试验结果选择敏感药物#控制耐药菌株产生)
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