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　　摘　要：目的　通过对人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）细胞膜上乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）前Ｓ１区（ｐｒｅＳ１）的结合蛋白进行分离和质谱分析，

寻找与 ＨＢＶ黏附相关的特异受体。方法　以免疫磁珠法分离与ｐｒｅＳ１肽段结合的 ＨｅｐＧ２膜蛋白，通过十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离结合蛋白，选取目的条带进行ＬＣＭＳ／ＭＳ质谱分析及数据库检索。结果　ＨｅｐＧ２细胞与ｐｒｅＳ１

结合的蛋白，通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离出了１６条带，选取 ＨｅｐＧ２与ｐｒｅＳ１结合蛋白分离出重复性较好的６条带，质谱分析出１４

种蛋白。结论　质谱分析的蛋白主要是与物质运输、细胞信号转导、抗原提呈、免疫调节以及能量代谢相关的蛋白。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）严重危害人类健

康，目前临床常用的抗病毒药物对慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐ

ａｔｉｔｉｓＢ，ＣＨＢ）的治疗效果并不十分理想，药物不能有效地阻止

ＨＢＶ在细胞内的复制和再感染。ＨＢＶ感染早期，病毒与细胞

相互作用的机制并不清楚，这可能会影响到药物的设计与治疗

方案的更新。ＨＢＶ通过外膜蛋白与肝细胞膜上的特异受体相

互识别，黏附于细胞膜上［１］，这种特异性的识别和黏附是 ＨＢＶ

感染嗜性（组织和宿主特异性）的原因之一。大量研究显示，

ＨＢＶ的ｐｒｅＳ１肽段不仅直接参与了病毒与细胞的结合，而且

其作用是十分关键和必需的［２３］。肝细胞受体识别位点在

ｐｒｅＳ１的２１～４７表位
［４７］。本课题以人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）为

实验对象，采用免疫磁珠法分离与ｐｒｅＳ１肽段结合的受体蛋

白［８］，以期发现与 ＨＢＶ感染相关的受体蛋白，从而为 ＨＢＶ感

染早期与细胞相互作用机制的研究打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料　细胞株：ＨｅｐＧ２细胞购自中国科学院细胞库。试

剂：生物素标记ｐｒｅＳ１肽段购自赛百盛生物公司，链霉亲和素

标记的磁珠购自柏汇申生物科技有限公司，细胞核细胞质细

胞膜制备试剂盒购自普利莱基因技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　用含１０％胎牛血清、双抗（青霉素１００Ｕ／

ｍＬ，链霉素１００ｍｇ／ｍＬ）的ＤＥＭＥ高糖培养基，于５％ ＣＯ２、

３７℃恒温培养 ＨｅｐＧ２细胞。

１．２．２　细胞膜蛋白的提取　收集大约２×１０
７ 个细胞，严格按

照细胞核细胞质细胞膜制备试剂盒的说明书进行提取。

１．２．３　免疫磁珠法分离与ｐｒｅＳ１结合的蛋白　取２ｍｇ膜蛋

白同３００μＬ生物素标记的ｐｒｅＳ１，加ＰＢＳ至１ｍＬ，４℃孵育过

夜。次日取出后加入浓度为０．１５ｇ／Ｌ的链霉亲和素标记磁珠

３００μＬ，补足ＰＢＳ至１２００μＬ，３７℃摇床孵育３０ｍｉｎ。将Ｅｐｐ

管插入磁力架，吸出未结合的部分，然后用ＰＢＳ将磁珠洗涤３

次，弃ＰＢＳ，加入裂解液３０μＬ冰浴３０ｍｉｎ，将与ｐｒｅＳ１结合的

蛋白裂解出来。

１．２．４　十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）

分离蛋白　将裂解的蛋白液用５％的浓缩胶，１２％的分离胶进

行ＳＤＳＰＡＧＥ分离，考马斯亮蓝 Ｒ２５０染色，ＵＭＡＸ扫描仪

进行扫描。

１．２．５　质谱分析及数据库检索　选取在凝胶中颜色较深且重

复性好的６条带进行质谱鉴定。ＬＣＭＳ／ＭＳ质谱分析及检索

由中国科学院动物研究所生物膜与膜生物工程国家重点实验

室完成。

１２２１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１０期

 基金项目：贵州省科学技术基金资助项目［黔科合Ｊ字（２００８）２１５７］；贵州省优秀人才省长专项基金资助项目［（２００５）２９７］。　作者简介：

王良宏（１９７７－），副教授，硕士研究生，主要从事临床生化检验及分子诊断学研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０８５１）６７８３１０８；Ｅｍａｉｌ：ｙｇｚａｎｄｋｊ２９＠ｓｉ

ｎａ．ｃｏｍ。



２　结　　果

２．１　ＨｅｐＧ２细胞膜蛋白与ｐｒｅＳ１结合蛋白的分离结果　

２ｍｇＨｅｐＧ２膜蛋白与３００μｇ的ｐｒｅＳ１结合，经３００μＬ链霉

亲和素标记磁珠获得的结合蛋白，通过ＳＤＳＰＡＧＥ分离出了

１６条带（图１），（４５～９７）×１０３ 的有９条带，＞９７×１０３ 的有５

条带，＜２０×１０３ 的有２条带。

２．２　ＨｅｐＧ２细胞膜蛋白与ｐｒｅＳ１结合蛋白的质谱分析　选

取其中颜色较深且重复性好的６条带（图１）进行了质谱分析，

成功分析出１４个蛋白，除Ａｃｔ１ｐ属酵母菌科外，其余均为人的

种属。剩余的１３个蛋白包含肌动蛋白β（ａｃｔｉｎ，ｂｅｔａ）、微管蛋

白β（Ｔｕｂｕｌｉｎ，ｂｅｔａ）、ＡＴＰ合酶（ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ）、微管蛋白α

１Ａ链（Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ａｃｈａｉｎ）、热休克蛋白６０（６０ｋＤａｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ６０）、角蛋白１（ｋｅｒａｔｉｎ１）、ｋｅｒａｔｉｎ１０、表皮

细胞角蛋白２（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ２）、葡萄糖调节蛋白前体

７８（７８ｋＤａｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ，ＧＲＰ７８）、热休

克蛋白７０（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋ７０ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ９，Ｍｏｒｔａｌｉｎ）以及３个未

命名的蛋白。质谱鉴定独立肽段数大于或等于２，评分小于或

等于１Ｅ５为结果可靠，各蛋白质谱分析结果，见表１。

　　１：经磁珠分离后获取的蛋白；２：标记物；３：未能与磁珠结合的部

分；Ａ～Ｆ：选取做质谱的６条带。

图１　　ＳＤＳＰＡＧＥ分离 ＨｅｐＧ２膜蛋白与ｐｒｅＳ１结合蛋白

表１　　ＨｅｐＧ２与ｐｒｅＳ１结合蛋白的质谱结果

蛋白点 ＮＣＢＩ登录号 蛋白质名称 相对分子质量 等电点 独立肽段数目 氨基酸覆盖率（％） 评分

１ １４２５０４０１ ａｃｔｉｎ，ｂｅｔａ ４０９７８．４５ ４．５９ ５ １７．３９ ４．８２Ｅ１４

２ １４３１８４７９ Ａｃｔ１ｐ ４１６６２．８６ ４．６１ ３ ８．００ １．９７Ｅ１３

３ １８０８８７１９ Ｔｕｂｕｌｉｎ，ｂｅｔａ ４９６３９．９５ ４．６２ ４ １２．１６ ７．０８Ｅ１６

４ １３５４３５ Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ａｃｈａｉｎ ５００３６．４９ ４．３２ ２ ７．７６ ９．２８Ｅ１１

５ ２８９４０ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ５７９１９．３９ ４．９４ ８ ２２．８２ １．７４Ｅ１６

６ １２７７９８８４１ ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ ５９６７０．５８ ５．４８ ２ ５．２４ ７．３７Ｅ１１

７ ３１５４２９４７ ６０ｋＤａｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ ６１０１６．３８ ５．１７ ６ １９．５５ ５．５２Ｅ１８

８ １１９５８１０８５ ｋｅｒａｔｉｎ１０ ６３３０７．９４ ４．３１ ５ １３．１４ ８．１３Ｅ１５

９ １８１４０２ ｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ２ ６５８２５．３９ ５．１２ ４ １２．１７ １．７０Ｅ１９

１０ １１９３５０４９ ｋｅｒａｔｉｎ１ ６６０２７．０１ ４．７０ ５ １１．１８ １．７０Ｅ１９

１１ １９３７８８３１８ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ６７９３７．７７ ４．７９ ２ ５．５１ １．１７Ｅ１１

１２ １６５０７２３７ ７８ｋＤａｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ７２２８８．４３ ４．７５ ６ １４．５３ ４．０９Ｅ２３

１３ １２６５３４１５ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋ７０ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ９（ｍｏｒｔａｌｉｎ） ７３６１８．８６ ５．２３ ２ ５．３０ ３．１４Ｅ１１

１４ １９４３７８１４２ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ８２１１８．５６ ４．６２ ６ ８．４０ ８．４５Ｅ１５

３　讨　　论

ＨＢＶ严重危害人类健康，目前临床常用的抗病毒药物对

ＣＨＢ的治疗效果并不十分理想，药物不能有效地阻止 ＨＢＶ在

细胞内的复制和再感染。ＨＢＶ感染早期，病毒与细胞相互作

用机制的研究显得尤为重要。

本课题采用了免疫磁珠分离法，该方法是一种省时、省力、

方便快捷的方法，可有效分离受体蛋白［８］。本研究成功分离鉴

定出１４种与ｐｒｅＳ１肽段结合的蛋白，主要包括以下几类。（１）

微管蛋白：微管蛋白β，微管蛋白α１Ａ链。微管是构成细胞骨

架的主要成分，它由微管蛋白β和微管蛋白α两个亚基结合在

一起。维持细胞的形态，可影响膜内细胞器的空间定位和分

布，参与物质运输及细胞内信号转导。（２）线粒体相关蛋白：

ＡＴＰ合酶。线粒体上的ＡＴＰ合酶是一个与ＡＴＰ合成和水解

相关的双向酶复合物。ＡＴＰ合酶主要存在于线粒体内膜，但

已有研究表明在细胞表面也存在 ＡＴＰ合酶
［９］，并且最近的研

究表明ＡＴＰ合酶可作为受体参与脂类代谢调控和肿瘤免疫标

志识别等［１０］。（３）ＨＳＰ：ＨＳＰ６０、Ｍｏｒｔａｌｉｎ、ＧＲＰ７８。ＨＳＰ是一

类所有细胞在应激状态下，由热休克基因编码合成的序列高度

保守的蛋白，且能够对抗更为严重的应激损伤，这种现象称为

热休克反应。ＨＳＰ６０作为线粒体蛋白主要表达在细胞质
［１１］，

涉及线粒体蛋白和大分子的组装，有利于输入蛋白的正确折

叠，在线粒体基质中正确的产生多肽。王芳等［１２］在文中指出，

ＨＢＶ感染的肝细胞会释放大量的可溶性 ＨＳＰ６０分子，其表达

水平与ＨＢＶＤＮＡ水平呈正相关。Ｍｏｒｔａｌｉｎ和ＧＲＰ７８均属于

ＨＳＰ７０家族。Ｍｏｒｔａｌｉｎ主要定位于线粒体，参与天然免疫和

获得性免疫，有研究指出 Ｍｏｒｔａｌｉｎ是一种功能性膜蛋白，在细

胞信号传导中扮演着重要角色。

ＧＲＰ７８主要存在于内质网中，但在细胞膜上也有表达，细

胞膜上的ＧＲＰ７８参与细胞信号转导、抗原提呈及病毒入侵等。

有研究证实ＧＲＰ７８是２型登革热病毒（ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｓｅｒｏｔｙｐｅ

２）受体复合物的主要成分之一
［１３］。杨凤等［１４］通过激光共聚

焦显微镜观察到ＧＲＰ７８在细胞膜上均匀分布，并指出ＧＲＰ７８

可能通过与ｐｒｅＳ１结合参与 ＨＢＶ早期感染过程，葛以跃等
［１５］

联合利用ＧＳＴＰｕｌｌＤｏｗｎ与现代蛋白组学技术鉴定了２种与

ｐｒｅＳ１特异结合蛋白：ＧＲＰ７８ 和 ＧＲＰ７５。以上的研究提示，

ＧＲＰ７８在 ＨＢＶ感染初期黏附有着非常重要的作用，其在细胞

信号转导、抗原提呈等过程中发挥重要作用。ＧＲＰ７８能与

ｐｒｅＳ１特异结合并且在肝细胞膜上表达，可能参与 ＨＢＶ早期

侵入肝细胞的过程，本研究拟将ＧＲＰ７８作为ｐｒｅＳ１的候选受

体，下一步将对其在 ＨＢＶ早期感染中的作用机制进行研究，

为抗病毒药物的设计与治疗方案的更新打下基础。
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