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目的
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研究从
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角度揭示轻度慢性乙型肝炎炎症活动的分子机制%方法
!

将符合标准的病例分为轻度

慢性乙型肝炎组与慢性
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携带者组!借助
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微阵列芯片检测血浆中
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得两组间的差异表达
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生物信息学分析软件预测其靶基因并对靶基因进行
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功能富

集分析和
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分析%结果
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两组间的差异表达
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条下调#
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分析及
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析得到其功能主要涉及细胞增殖'生物黏附'生物合成过程的正&负调控'大分子生物合成过程中的正&负调控'蛋白氨基酸的磷酸

化'
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的生物合成过程'
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轻度慢性乙型肝炎炎症

活动受特异性
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调控!其涉及多个生命过程及通路%
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全球约
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亿人曾感染乙型肝炎病毒$

\@:

&#其中
1&0

亿

人为慢性
\@:

感染者'

$

(

#每年约有
)?

万人死于
\@:

感染所

致的肝衰竭*肝硬化和肝细胞癌'

1

(

)

1%%)

年全国乙型肝炎血

清流行病学调查表明#我国
$

*

?(

岁一般人群
\@+5

N

携带率

为
-&$/_

'

'.0

(

)

1%$0

年全国
$

*

1(

岁人群乙型肝炎血清流行

病学调查结果显示!

$
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0

岁*
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岁和
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*

1(

岁人群
\@.
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N

流行率分别为
%&'1_

*

%&(0_

和
0&'/_

)虽然我国
\@:

感染率明显下降#但是我国仍是肝病高发地区#仍严重影响我

国人民健康的疾病#为社会带来巨大的经济负担)微小
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#
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&是一类具有单链小分子
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#调控人

体近
$
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基因的功能'
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#
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参与
\@:

感染后病毒与宿

主之间的相互作用#能够调控
\@:

复制*细胞外基质生成及

抑癌基因的沉默等过程'

)./

(

)深入研究
W#475+

调控网络有

望为进一步丰富
\@:

感染的发病机制)本研究借助
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微阵列芯片技术#从
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调控角

度揭示慢性乙型肝炎$简称,慢乙肝-&炎症活动的机制#为今后

控制慢乙肝肝脏炎症活动*抗
\@:

药物研发等提供研究方

向)

@
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资料与方法
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一般资料
!

病例均来自成都市传染病医院等中心
1%$1

-1?0

重庆医学
1%$)

年
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月第
0?

卷第
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期
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基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$1%1)10
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!

作者简介!张传涛$

$(/$B

&#副主任医师#博士#从事肝病及感染病研究)

!
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通讯作者#
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年
/

月至
1%$'

年
0

月门诊#分为!携带者
/

例#轻度慢性乙型

肝炎
/

例)纳入标准!$

$

&符合轻度慢乙肝与慢性
\@:

携带

者诊断%$

1

&就诊前
'

个月内未进行过中西医抗病毒及保肝等

治疗%$

'

&患者的
\@:.975

为阳性%$

0

&年龄
1%

*

0%

岁%$

?

&

同意并签署知情同意书者%只有以上入选标准都满足者#才能

纳入本临床研究)轻度慢乙肝与携带者诊断标准!参照中华医

学会肝病学分会和中华医学会感染病分会联合制定0病毒性肝

炎防治方案1$

1%%%

年修订版&拟定轻度慢乙肝诊断标准'

(

(

)

参照中华医学会肝病学分会和中华医学会感染病分会联合制

定0慢性乙型肝炎防治指南1$

1%%?

年版&拟定慢性
\@:

携带

者诊断标准'

$%

(

)

@&A
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方法

@&A&@

!

主要仪器及试剂
!

微阵列扫描仪$安捷伦#批号!
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]1?)?@5

&*不锈钢杂交室$安捷伦#批号!
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"

7]1?'05

&*杂交

室垫片幻灯片
/

微阵列$安捷伦#批号!
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"

7]1?'05

&*

W#475

的完整标签和
\g@

套件$安捷伦#批号!

6

"

7?$(%.%0?)

&基因

表达的洗涤液套装$安捷伦#批号!
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"

7?$//.?'1-

&*

1$%%

生物

分析仪$安捷伦#批号!
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N

1('/5
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475)%%%

纳米试剂盒

$安捷伦#批号!
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实验方法
!

用血常规管 $

I925

抗凝&采取符合标准

患者肘静脉血
$%W3

#

0c

静置
'%W#,

#

'%%%G

"

W#,

离心
1%

W#,

#提取血浆#
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抽提#质控合格#标记*杂交#
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微阵列芯片技术检测#芯片洗涤*扫描#

在线
;5;

系统中的,

9#VV]E,E

-项目行
2

检验和
;5<

筛选#对

筛选出来
1

倍以上表达差异的
W#475+

利用
W#475

生物信

息学分析软件进行靶基因预测#将筛选出来的靶基因行
]C

功

能富集基因的分类和
Q

OFLPO

T

分析)

@&B

!

统计学处理
!

差异
W#475+

筛选采用在线
;5;

系统分

析$

LFF

Q

!""

PPP&EH#"+EGM#RE&R"W

&)比较采用配对
7

检验#

W#475+

表达组间比较进行方差分析#检验水准
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e%&%?

#以

E

$

%&%?

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@
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差异表达
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谱
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将归一化文件导入
;5;

系统中#

轻度慢乙肝与慢性
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携带者两组间的差异表达
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条$
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条上调#

1-

条下调%

1

倍以上差异表达

的
W#475+'%

条#

$(

条上调#

$$

条下调)上调的
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条为!
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*
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Q

*

L+O.W#4.11'

*

L+O.W#4.$1%1

*
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W#4.'$)1
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L+O.W#4.1-O
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L+O.W#4.$($?
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L+O.W#4.$01.'

Q

*

L+O.

W#4.)'%
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L+O.W#4.'$(?
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L+O.W#4.01/$

等)下调的
$$

条为!

L+O.W#4.1)O

*

L+O.W#4.1(O
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L+O.W#4.$1'/

*

L+O.W#4.-1%
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L+O.W#4.$1/$
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L+O.

W#4.$1'0
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L+O.W#4.$($
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L+O.W#4.1%O

等)
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差异
W#475+

靶基因
]C

功能分析
!

利用
W#475

生物

信息学分析软件
W#49@

#

W#RG"475

#

2OG@O+E

等对两组间
1

倍

以上的差异
W#475+

进行靶基因预测#利用
95:J9

在线软件

对所预测的靶基因进行
]C

功能富集分析)

上调的差异
W#475+

所对应的靶基因共参与
)$

项显著

生物功能$表
$

&#主要包括细胞增殖*生物黏附*细胞黏附*细

胞内的信号级联*蛋白质转运*蛋白定位*大分子生物合成过程

中的积极调控*大分子代谢过程正调控*氮化合物的代谢过程

的正调控*生物合成过程中的正"负调控*细胞凋亡*蛋白氨基

酸的磷酸化*细胞周期*细胞迁移等下调的差异
W#475+

所对

应的靶基因共参与
-)

项显著生物功能$表
1

&#包括转录调控*

475

聚合酶
(

启动子转录调控*基因表达的正"负调控*转录

正"负调控*大分子代谢过程正"负调控*

475

代谢过程正调

控*氮化合物的代谢过程的正调控*细胞生物合成过程中的积

极调控*酶联受体蛋白信号通路*细胞增殖*细胞迁移*蛋白质

定位*细胞运动*

D,F

受体信号通路*钾离子转运*

475

的生物

合成过程及核碱基*核苷*核苷酸和核酸的代谢过程的正调

控等)

A&B

!

差异
W#475+

靶基因调控的
6OFLPO

T

分析
!

轻度慢乙

肝组"慢性
\@:

携带者组上调差异
W#475+

的靶基因参与的

显著性信号通路
1/

条$图
$

&#包括黏着*轴突导向*胞吞作用*

心脏相关疾病$肥厚性心肌病*扩张型心肌病*致心律失常性右

室心肌病等&*肌动蛋白骨架的调节*白细胞跨内皮迁移*

AO,U+

激酶$

A5f

&

.

信号转导子和转录激活子$

;252

&信号传导途径*

神经营养因子信号通路*

D,F

信号通路*

7"FRL

信号传导途径*

胰岛素信号通路*转化生长因子
.

#

$

2]K.

#

&信号通路*丝裂原活

化蛋白激酶$

<56f

&信号通路*

Q

?'

信号通路等)

表
$

!!

轻度慢乙肝组)慢性
\@:

携带者组上调差异
W#475+

的靶基因
]C

分析

项目 类名 总数
E

富集 伪发现率
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%%01$1-

调节细胞增殖
-'? 1&/'I.$% $&%/%0//-?) ?&?/I.%-

]C

!

%%11)$%

生物黏附
)?- 0&0'I.$% $&%/0'$'/1( /&-0I.%-

]C

!

%%%-$??

细胞黏附
)?) 0&/1I.$% $&%/01$%%/( (&?1I.%-

]C

!

%%%-101

细胞内信号级联
$$?1 $&01I.%( $&%)$$'0)11 1&/$I.%)

]C

!

%%$%)%0

大分子代谢过程正调节
-(% -&/1I.%/ $&%))0/1(00 $&?0I.%0

]C

!

%%$?%'$

蛋白质转运
-%? /&0$I.%/ $&%-%'/('-/ $&))I.%0

]C

!

%%%/$%0

蛋白定位
/$1 (&?$I.%/ $&%)?$$$?'- $&//I.%0

]C

!

%%0?$/0

蛋白定位建立
-$$ $&%%I.%- $&%)()-1)/? $&(/I.%0

]C

!

%%%(/($

生物合成过程的正调控
)00 $&-1I.%- $&%-1%'0')) '&0%I.%0

]C

!

%%$%%''

对有机物的反应
))- 1&%/I.%- $&%-%1/$(/1 0&$%I.%0

]C

!

%%$%??-

正调节大分子生物合成过程
)%- 1&%/I.%- $&%-'-//$%1 0&$$I.%0

]C

!

%%?$$-'

氮化合物代谢过程的正调控
?(/ 1&$0I.%- $&%-01('?'' 0&11I.%0

/1?0

重庆医学
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年
$$

月第
0?

卷第
'1

期



表
1

!!

轻度慢乙肝组)慢性
\@:

携带者组下调差异
W#475+

的靶基因
]C

分析

项目 类名 总数
E

富集 伪发现率

]C

!

%%0?00(

转录调节
$11/ 0&$$I.11 $&1$1$)())' -&()I.$(

]C

!

%%%)'?- 475

聚合酶
(

启动子的转录调节
0%1 '&)(I.1% $&0$(-%$0( -&$0I.$-

]C

!

%%$%)1/

基因表达正调节
'1% $&'1I.$? $&0$0%(-$'0 1&?/I.$1

]C

!

%%0?(0$

转录正调节
'$1 $&'-I.$? $&01%'%1)$' 1&?/I.$1

]C

!

%%$%??-

大分子生物合成过程正调节
'?' 1&$%I.$? $&'/?/%?-'$ 0&%(I.$1

]C

!

%%0?('?

核碱基#核苷#核苷酸和核酸代谢过程的正调控
''- /&)(I.$? $&'/)?(/00 $&)/I.$$

]C

!

%%0?/(' 975

依赖性转录正调节
1)- 1&(1I.$0 $&0'-$'-'?) ?&)?I.$$

]C

!

%%?$1?0 475

代谢过程的正调控
1)/ ?&00I.$0 $&0'%?1'//) $&%?I.$%

]C

!

%%?$$-'

氮化合物代谢过程的正调控
'0' )&1)I.$0 $&')-0?)(%? $&1$I.$%

]C

!

%%'$'1/

细胞生物合成过程的正调控
')$ (&$1I.$0 $&'?'%-?0// $&-)I.$%

]C

!

%%%(/($

生物合成过程的正调控
')? $&10I.$' $&'0/'/'?/1 1&0%I.$%

]C

!

%%$%)%0

大分子代谢过程正调节
0'- $&)(I.$' $&'%(1%%%0' '&1/I.$%

!!

轻度慢乙肝组"慢性
\@:

携带者组下调差异
W#475+

的

靶基因参与的显著性信号通路
?$

条$图
1

&#包括白细胞跨内

皮迁移*

\E!

N

EL"

N

信号通路*

JJ

型糖尿病*脑胶质瘤*促性腺激

素释放激素信号传导途径*黑色素生成*肾细胞癌*

2

细胞受体

信号传导途径*卵母细胞减数分裂*钙信号传导途径*肌动蛋白

骨架的调节*神经营养因子信号传导途径*扩张型心肌病*胰岛

素信号传导途径*慢性髓细胞样白血病*

7"FRL

信号传导途径*

泛素介导性蛋白酶解*缝隙连接*

IGH@

信号传导途径*粘着斑*

粘着连接*长时程增强*癌症途径*紧密连接*胞吞作用*

<56f

信号传导途径*

D,F

信号通路*轴突导向*

7"FRL

信号通路*

W2C4

信号通路*

Q

?'

信号通路*

C.

聚糖的生物合成*脂肪细胞

因子信号通路*趋化因子信号通路*

2]K.

#

信号通路*癌症途径

$大肠癌*肾细胞癌*小细胞肺癌等&等)

图
$

!!

轻度慢乙肝组)慢性
\@:

携带者组上调差异

W#475+

的靶基因通路

图
1

!!

轻度慢乙肝组)慢性
\@:

携带者组下调差异

W#475+

的靶基因通路

B

!

讨
!!

论

!!

本研究借助
5

N

#>E,F\UWO,W#475/b)%X

微阵列芯片

技术筛选慢乙肝组与慢性
\@:

携带者组之间差异
W#475+

谱#其中显著性$

1

倍以上&差异表达
'%

条#

$(

条上调#

$$

条下

调)进一步借助
W#475

生物信息学分析软件
95:J9

对差异

W#475+

预测靶基因功能进行
]C

富集分析发现#其功能主要

涉及生物黏附*氮化合物的代谢过程的正"负调控*生物合成过

程的正"负调控*大分子生物合成过程中的积极调控*细胞生物

合成过程中的正"负调控*蛋白氨基酸的磷酸化*基因表达的

正"负调控*

D,F

受体信号通路*钙离子转运等生命过程)

fI]]

分析结果提示其主要涉及
7"FRL

信号通路*钙信号通

路*

\E!

N

EL"

N

信号通路*

W2C4

信号通路*

Q

?'

信号通路*

C.

聚

糖的生物合成*轴突导向*脂肪细胞因子信号通路*趋化因子信

号通路*

D,F

信号通路*

<56f

信号通路*胰岛素信号通路*神

经营养因子信号通路*

2

细胞受体信号传导途径*

2]K.

#

信号

通路等)

本研究发现
W#475

可以影响
A5f.;252

信号传导途

径#

\@:

及其抗原成分能够选择性地抑制干扰素
!

$

#,FEGVEG.

",.

!

&

A5f.;252

信号传导途径分子和抗病毒蛋白的表达)

JK7.

!

A5f.;252

信号传导途径分子
;252$

的下调表达可能

是
\@:

抑制
JK7

!

抗病毒活性的机制之一'

$$

(

)作者推测特

异性
W#RG"475

可能调控了
A5f.;252

信号传导途径增强了

JK7.

!

作用#增强机体免疫#进步引起肝脏炎症活动)本研究

发现
W#4.'1%R

可能参与
D,F

信号通路*

2]K.

#

信号通路*细

胞周期*

<56f

信号通路等#

2]K.

#

$

诱导的肝星状细胞细胞

及
\E

Q

]1

细胞中
;WO!'=

及
;WO!'3

磷酸化*进 而 促 进

;WO!1

"

'

"

0

复合物形成#及其转位入核和靶基因
$

型纤溶酶原

激活物抑制剂$

Q

>O+W#,"

N

E,ORF#MOF"G#,L#H#F"G.$

#

65J.$

&

W4.

75

表达可能是肝纤维化
.

肝癌发病的重要机制#肝纤维化中

<56f

信号通路能够对肝星状细胞活性产生影响'

$1

(

)

<56f

抑制因子均能明显抑制
\;=

细胞内
2]K.

#

$

诱导的靶基因

65J.>W475

的表达#

<56f

通路参与
\;=

细胞内
2]K.

#

$

信号通路靶基因
65J.$

转录活性的调控而影响肝纤维化)作

者推测特异性
W#475

通过影响
<56f

通路调控下经
2]K.

#

$

"

;WO!

信号途径而影响慢乙肝向肝纤维化发展#这为今后开

展防治乙肝后肝纤维化提供思路'

$'

(

)

2L$-

作为一种新发现

的辅助性
2

细胞$

\E>

Q

EG2RE>>+

#

2L

&#参与乙型肝炎疾病的病

程发展和转归'

$0.$?

(

)

6J'f

"

5fF

"

W2C4

信号通路参与
2L$-

的增殖*分化'

$)

(

#此信号通路的过度激活可导致正常细胞的自

噬和凋亡紊乱#

6J'f

"

5fF

"

W2C4

信号通路可能激活
2L$-

#

促使
=\@

向肝硬化*肝细胞癌发展#推测特异性
W#475

调控

W2C4

信号通路参与了慢乙肝炎症活动进展为肝硬化*肝癌

进程)阻断
7"FRL

信号通路可减少慢性乙型肝炎患者外周单

个核细胞
K"8

Q

'W475

的表达#

7"FRL

信号通路可能是持续

(1?0

重庆医学
1%$)

年
$$

月第
0?

卷第
'1

期



感染的一个因素'

$-

(

#推测
W#475

调控
7"FRL

信号通路可能是

\@:

持续感染的作用机制之一)另外#本研究发现差异
W#.

RG"475

还影响了细胞增殖*生物黏附*细胞粘附*蛋白质转

运*建立蛋白定位*大分子生物合成过程中的积极调控*氮化合

物的代谢过程的正调控*生物合成过程中的正"负调控*细胞凋

亡*蛋白氨基酸的磷酸化*转录调控*基因表达的正"负调控*

475

的生物合成等多个生命过程#这些影响在慢乙肝炎症活

动中的作用仍需进一步验证)

总之#本研究得到慢乙肝炎症活动的差异
W#475+

谱#初

步揭示慢乙肝炎症活动$打破免疫耐受状态&机制#这些差异

W#475+

可能作为慢乙肝炎症活动或其他肝脏相关疾病的潜

在生物学标志物#但仍需进一步验证研究)
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