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ＨＢＶ 感染者肝细胞样本的关键基因和信号
通路的生物信息学挖掘
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摘　 要：为探究乙型肝炎病毒（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染后肝细胞基因表达和信号通路的改变情况，从 Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍ⁃
ｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）数据库中下载了 ＨＢＶ 感染者肝细胞样本制作的基因表达谱数据集 ＧＳＥ８３１４８，进行质量检测、数据标准化后筛选

出差异表达基因，进一步做 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析以及基因网络相互作用分析，筛选关键基因和信号通路。 从 ＨＢＶ 感染样本

中筛选出 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥２，ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５ 的上调差异表达基因 ４４ 个，ＧＯ 分析获得关键基因 ＢＡＫ１ 和 ＴＰ６３，差异表达基因网络互

作获得 ５ 个位于枢纽位置的基因：ＮＤＵＦＳ１、ＮＤＵＦＳ２、ＣＯＸ７Ｂ、ＡＴＰ５Ｂ、ＯＰＡ１。 ＫＥＧＧ 分析获得关键信号通路有：乙型肝炎信号

通路、病毒癌变信号通路、ＦｏｘＯ 信号通路、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路。 本研究筛选出的多数基因与线粒体和氧化呼吸链有关，造成这

一现象的具体机制还需进一步探究。
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　 　 乙肝病毒（ＨＢＶ）感染是一个在全球范围危害

公众健康的问题［１］。 全球约有 ２０ 亿人感染过乙肝

病毒，超过 ３．５ 亿慢性乙肝携带者［２］。 其中大约有

１５％～４０％的乙肝患者会发展成肝硬化、肝功能衰竭



或肝细胞癌［３］。 每年大约有 ５０～１２０ 万人因乙肝死

亡［４－５］，感染乙肝病毒已成为全球第十大死因［６］。
感染乙肝病毒使肝细胞癌的发病率增加［７］，每年约

有 ３０～５０ 万人因感染乙肝病毒罹患肝细胞癌，肝细

胞癌已成为常见的癌症［８］，是全球癌症死亡的第二

大原因［９］。 全球人口大约有 ４５％居住在 ＨＢＶ 高发

地区［１０－１１］。
随着高通量平台大量应用于医学，生物芯片成

为临床样本病理分析的有效工具，可以快速、高效、
精确、低成本地进行信号通路探索、疾病预测分子诊

断、新药靶点发现、肿瘤反应预测等工作［１２－１３］，本研

究便采取了芯片分析的方法来探索乙肝感染造成的

基因表达和信号通路的改变， 从 ＧＥＯ 数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ）下载了基因表

达谱数据集 ＧＳＥ８３１４８ 后对样本进行质量检测、数
据标准化后筛选出 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥２，ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５ 的

差异表达基因，接着对差异表达基因进行了 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 富集分析和 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｅｍａｎｉａ．
ｏｒｇ ／ ）基因网络互作分析，发现了一些 ＨＢＶ 感染细

胞后的关键基因和信号通路，这对我们研究 ＨＢＶ 感

染发病以及癌变的具体机制有一定意义。

１　 材料和方法

１．１　 材料

　 　 芯片数据集 ＧＳＥ８３１４８ 从 ＧＥＯ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ）下载，ｐＨＢＶ１．３ 质粒，
ｐｃＤＮＡ３．１ 质粒，ｈｅｐＧ２ 细胞为实验室自有，ＲＮＡ 提

取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司，ＰＣＲ
生化反应试剂购自宝生物工程（大连）有限公司，引
物由华津生物科技有限公司合成， ｖｅｒｉｔｉ９６⁃ｗｅｌｌ
ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪购置于 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公

司，５４２４ 型高速离心机购置于 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司。
１．２　 实验方法

１．２．１　 获得差异表达基因

ＧＳＥ８３１４８ 基因表达谱数据集由美国 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
公司制作，基于 ＧＰＬ５７０ 平台。 ＧＳＥ８３１４８ 包含 １２２
个 ＨＢＶ 感染者的肝细胞样本和 ６ 个健康对照肝细

胞样本。 下载 ＣＥＬ 格式的原始数据，使用 Ｒ 语言做

质量检测后将质量合格的芯片做数据标准化处理，
然后用经典 ｔ 检验筛选出 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥２，ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜
０．０５的差异表达基因。
１．２．２　 差异表达基因的 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 分析

将筛选获得的差异表达基因上传到 ＤＡＶＩＤ 生

物信息学数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ），进行

ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 分析，找出差异表达基因的分子

功能、细胞组成、生物过程和富集的 ＫＥＧＧ 信号

通路。
１．２．３ 差异表达基因互作网络分析

将获得的差异表达基因上传到 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｅｍａｎｉａ．ｏｒｇ ／ ）数据库进行基因网络互作

分析，选择合适的”ｎｅｔｗｏｒｋ”和” ｆｕｎｃｔｉｏｎ”，获得差异

表达基因间的网络互作关系和枢纽基因图。
１．２．４　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证上述预测结果

（１）转染细胞。 复苏 ＨｅｐＧ２ 细胞，传代 ３ 次后，
布 ６ 孔板，待细胞有 ６０％融合度时，实验组每孔转染

４ μｇ 乙肝病毒 １．３ 倍体质粒 ｐＨＢＶ１．３，对照组转染

４ μｇ 空载 ｐｃＤＮＡ３．１ 质粒，４８ ｈ 后收集样品。
（２）总 ＲＮＡ 提取。 收取样品后，进行 ＲＮＡ 的

提取。 收集样品时，弃去细胞孔中的培养液，用 ＰＢＳ
清洗 ３ 次，各 １ ～ ２ ｍｉｎ。 然后向每个细胞孔中添加

４００ μＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂，室温放置 ２～３ ｍｉｎ 后，充分吹打

以保证细胞从孔壁上完全脱落，然后将液体收集于

ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 的 ＥＰ 管中。
提取 ＲＮＡ 的步骤如下：①将上述 ＥＰ 管放在混

匀器上剧烈振荡２０ ｓ，然后室温静置１５ ｍｉｎ；②向每

个 ＥＰ 管内加入８０ μＬ氯仿，置于混匀器剧烈振荡

２ ｓ，室温放置 ５ ｍｉｎ 后，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１５ ｍｉｎ。离
心后取上层的水相到另一个 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 的 ＥＰ 管内，
然后加等量异丙醇，混合均匀，－２０ ℃ 放置 ３０ ｍｉｎ
以上；③在 ４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１５ ｍｉｎ，弃去上

清，向 ＥＰ 管内加入３００ μＬ ７５％的无水乙醇，洗涤沉

淀，然后４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ。弃去上清，将
ＥＰ 管盖子打开，置于超净台中，直到沉淀被吹至透

明后，向每个 ＥＰ 管内加入 ２０ μＬ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水。
（３）反转录。 按照反转录试剂盒（ ＴａＫａＲａ 公

司）提供的说明书获得 ｃＤＮＡ。 步骤简述如下：在
１０ μＬ体系中，５Ｘ ＰｒｉｍＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２ μＬ，
ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ４ μＬ，ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水４ μＬ。反应体系中，
ＲＮＡ 的用量最大为５００ ｎｇ。将反应体系设置为３７ ℃
１５ ｍｉｎ；８５ ℃ ５ ｓ。

（４）引物的设计和合成。 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的

全基因序列作为设计引物的参考序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 设计，引物合成由上海华津生物科技有限

公司完成。 目的和内参引物序列见表 １。
　 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ反应程序为９５ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ ５ ｓ，
６２ ℃ ３１ ｓ，一共 ４０ 个循环；９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，
９５ ℃ １５ ｓ。结果用β⁃ａｃｔｉｎ做为内参，用 ２⁃△△ｃｔ 法
进行相对定量分析。
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表 １　 基因引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因名称 引物上下游 （５－３）

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴ　 ３

ＢＡＫ１
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＧＣＡＧＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＣＡ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＧＴＧＧＣＡＡＴＣＴＴＧＧＴＧＡＡＧＴＡ　 ３

ＴＰ６３
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＡＴＧＧＴＧＣＧＡＣＡＡＡＣＡＡ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＧＡＣＴＧＧＴＧＧＡＣＧＡＧＧＡ　 ３

ＮＤＵＦＳ１
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＡＴＧＡＴＡＧＧＡＧＣＣＧＡＴＴＴ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＣＣＴＧＡＴＧＣＡＧＣＧＡＧＴＡ　 ３

ＮＤＵＦＳ２
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＣＣＣＡＡＧＣＡＡＡＧＡＡＡＣＡ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＧＡＣＡＣＴＣＧＣＴＣＧＴＡＧＡＡ　 ３

ＣＯＸ７Ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＣＧＣＡＣＴＡＡＡＴＣＧＴＣＴＣ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＧＧＴＡＡＣＴＣＴＧＣＣＡＡＣＡ　 ３

ＡＴＰ５Ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＧＡＧＴＴＧ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＣＴＧＧＧＴＧＡＡＧＣＧＡＡＡＧ　 ３

ＯＰＡ１
Ｆｏｒｗａｒｄ ５　 ＡＡＧＡＴＡＧＴＴＣＴＣＧＧＧＡＧＴ　 ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５　 ＡＴＧＧＴＣＴＣＡＧＧＧＣＴＡＡ　 ３

２　 结果分析

２．１　 获得差异表达基因

　 　 下载 ＧＳＥ８３１４８ 数据集（ＣＥＬ 格式），芯片信息

如表 ２。
　 　 对样品芯片进行灰度扫描、ＲＮＡ 降解分析、以及

用 ｓｉｍｐｌｅａｆｆｙ 包进行分析后，表明芯片制作的技术误

差在允许范围内，因此将 １２２ 张 ＨＢＶ 样本和 ６ 张对

照样本全部纳入分析，图 １ 为 １２２ 张 ＨＢＶ 芯片和 ６
张对照组芯片灰度扫描箱线图。

表 ２ 芯片 ＧＳＥ８３１４８ 的基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｐ ＧＳＥ８３１４８
细胞类型 检查平台 ＨＢＶ 样本 对照样本

人肝细胞 ＧＰＬ１５２０７
ＧＳＭ２１９５４１６～
ＧＳＭ２１９５５３７

ＧＳＭ２２９１９６０～
ＧＳＭ２２９１９６５

图 １　 芯片灰度扫描箱线图

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈｉｐ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｂｏｘ ｐｌｏｔ
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　 　 从芯片中提取基因数据 ３７ ７０７ 个，用 ＲＭＡ 法进

行背景校正，中位数标准化后，筛选出 ＨＢＶ 组相较

于对照组 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥２，ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５ 的上调表达

基因 ４４ 个（见表 ３）。

表 ３　 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥２，ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５ 的上调基因

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥２， ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５

基因号 ｐ⁃ｖａｌｕｅ 基因号 ｐ⁃ｖａｌｕｅ

１５５２９５５＿ａｔ ０．０４２ ７６９ ５１７ ２１７４６５＿ａｔ ０．０３０ ３６７

１５５６８７７＿ａｔ ０．０２６ ８１６ ４４３ ２１７５２０＿ｘ＿ａｔ ０．０２７ ８３２

１５６４０１０＿ａｔ ０．０２２ ３８６ ３２９ ２１９２５３＿ａｔ ０．０２７ ２０５

１５６５８４０＿ａｔ ０．０１９ ７９６ １９７ ２２０９９５＿ａｔ ０．０３５ ０２６

２００７３８＿ｓ＿ａｔ ０．０４０ ２３７ ２８４ ２２１０７９＿ｓ＿ａｔ ０．０１４ ４４９

２０１５２０＿ｓ＿ａｔ ０．０２３ ００５ ６５６ ２２３３２４＿ｓ＿ａｔ ０．００３ ０６８

２０１９６６＿ａｔ ０．０１２ ７６９ １１８ ２２４５６０＿ａｔ ０．０４４ ９４１

２０２５８７＿ｓ＿ａｔ ０．０４０ ２２９ ５０８ ２２６０６３＿ａｔ ０．０１０ ４９６

２０３１００＿ｓ＿ａｔ ０．０２９ ７７３ ４１８ ２２６７１３＿ａｔ ０．０４７ ２５３

２０３２９０＿ａｔ ０．０４５ ５７６ ５１１ ２２７４４６＿ｓ＿ａｔ ０．００２ ８９６

２０３７２８＿ａｔ ０．０３２ ０１１ ５２４ ２２８６８６＿ａｔ ０．０４８ ８５３

２１０４９６＿ａｔ ０．０４９ ４５８ ５３７ ２２８８２５＿ａｔ ０．０４２ １０４

２１０８８３＿ｘ＿ａｔ ０．００６ ５１４ ４１３ ２２８９１７＿ａｔ ０．０３２ ０８３

２１１１９３＿ａｔ ０．００３ ７５４ ３２５ ２２９８３５＿ｓ＿ａｔ ０．０２１ ２８

２１２２２５＿ａｔ ０．０３９ ７９８ ５９１ ２３４８２７＿ａｔ ０．０２８ ４１４

２１２３９６＿ｓ＿ａｔ ０．０１３ ７１７ ０８９ ２３６９９７＿ａｔ ０．００８ ３９２

２１２７７０＿ａｔ ０．０１６ ６８２ １２８ ２３７６２１＿ａｔ ０．０３５ ６１５

２１３０６５＿ａｔ ０．０４２ ２１９ ２１４ ２３８１１４＿ａｔ ０．０２９ ７３

２１６２０２＿ｓ＿ａｔ ０．００９ ２８３ ８９９ ２３９００１＿ａｔ ０．０１９ ７２３

２１６２１８＿ｓ＿ａｔ ０．００７ ３８７ ８３４ ２４０７８９＿ａｔ ０．００９ ９３９

２１７１２５＿ａｔ ０．０４０ ９９７ １４４ ２４２３６３＿ａｔ ０．０３１ ７

２１７２０４＿ａｔ ０．０４７ ３８３ ６５４ ２４３４８５＿ａｔ ０．０１６ １３９

２．２　 ＧＯ 富集分析

　 　 对获得的差异表达基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

（见表 ４）。 ＧＯ 分析结果表明，ＨＢＶ 感染的肝细胞上

调的差异表达基因主要富集的细胞过程有：对伽玛

辐射的反应，蛋白质四聚化，细胞对紫外线反应，对
药物反应；主要富集的细胞代谢区域为线粒体。
ＢＡＫ１ 基因和 ＴＰ６３ 基因被富集入多条信号通路。
ＢＡＫ１ 基因编码的蛋白属于 ＢＣＬ２ 蛋白家族，ＢＣＬ２ 家

族成员形成寡聚体或异二聚体并且充当涉及各种细

胞活性的抗凋亡或促凋亡调节剂，这种蛋白定位于

线粒体，并起到诱导细胞凋亡的作用，它与线粒体电

压依赖性阴离子通道的开放相互作用并加速其开

放，这导致膜电位的丧失和细胞色素 ｃ 的释放，暴露

于细胞应激后，该蛋白还与肿瘤抑制因子 Ｐ５３ 相互

作用［１４］。 ＴＰ６３ 基因编码的蛋白是 ｐ５３ 家族转录因

子的成员［１５］，与 ＮＦ⁃ＫＢ 信号通路相互作用［１６］。
２．３　 ＫＥＧＧ 通路分析

　 　 将上述获得的差异表达基因做 ＫＥＧＧ 通路富集

（见表 ５），未获得富集基因的信号通路。 将筛选条

件放宽至 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥１．５，ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５ 后获得差异

表达基因富集 ＫＥＧＧ 信号通路，获得的信号通路有：
乙型肝炎信号通路、病毒癌变信号通路、ＦｏｘＯ 信号

通路、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路。 ＦｏｘＯ 信号通路在细胞凋

亡，细胞周期控制，葡萄糖代谢，氧化应激抗性等方

面有着重要作用［１７］，ＦｏｘＯ 信号通路的调节机制是响

应于胰岛素以及几种生长因子，通过磷脂酰肌醇 ３⁃
激酶（ＰＩ３Ｋ）下游的丝氨酸⁃苏氨酸激酶 Ａｋｔ ／蛋白激

酶 Ｂ（Ａｋｔ ／ ＰＫＢ）磷酸化，三个保守残基磷酸化导致
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ＦｏｘＯ 蛋白从细胞核输出到细胞质，从而降低 ＦｏｘＯ
靶基因的表达。 而应激激活的 ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ 端激酶

（ＪＮＫ）和能量感应 ＡＭＰ 激活蛋白激酶（ＡＭＰＫ）在氧

化和应激刺激下磷酸化并激活 ＦｏｘＯ。 除了 ＰＫＢ，
ＪＮＫ 和 ＡＭＰＫ 之外，ＦｏｘＯ 还受到多个参与者的调

控，包括磷酸化，乙酰化，甲基化和泛素化等。 磷脂

酰肌醇 ３’⁃激酶（ＰＩ３Ｋ）⁃Ａｋｔ 信号通路可被多种类型

的细胞刺激或毒性损伤激活，调节转录，翻译，增殖，
生长和存活等基本的细胞功能。 生长因子与其受体

酪氨酸激酶（ＲＴＫ）或 Ｇ 蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ）的结

合分别刺激 ＰＩ３Ｋ 的 Ｉａ 和 Ｉｂ 亚型。 ＰＩ３Ｋ 催化细胞膜

上磷脂酰肌醇－３，４，５－三磷酸（ＰＩＰ３）的产生。 第二

信使 ＰＩＰ３ 激活 Ａｋｔ， 激活后 Ａｋｔ 通过磷酸化参与凋

亡，蛋白质合成，代谢和细胞周期调节等过程。

表 ４　 差异表达基因的 ＧＯ 分析

Ｔａｂｌｅ ４　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

分类 功能 基因数 基因缩写 Ｐ 值

ＢＰ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｇａｍｍａ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ２
ＢＡＫ１
ＴＰ６３

５．０×１０－１０

ＢＰ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｅｔｒａｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ２
ＴＲＰＭ７
ＴＰ６３

６．５×１０－ ２

ＢＰ Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＵＶ ２
ＢＡＫ１
ＴＰ６３

７．１×１０－ ２

ＢＰ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｒｕｇ ３
ＢＡＫ１
ＴＩＭＰ２
ＭＧＳＴ１

９．１×１０－ ２

Ｃ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ ７

ＢＡＫ１
ＧＲＳＦ１
ＮＤＵＦＳ２
ＭＧＳＴ１
ＭＴＲＦ１Ｌ
ＳＰＴＬＣ２
ＴＰ６３

１．４×１０－ ２

表 ５ 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分析

Ｔａｂｌｅ ５　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

通路 ＩＤ 通路名称 基因数 百分率 ／ ％ Ｐ 值 基因

Ｈｓａ０５１６１ Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ５ ７．０ ５．９×１０－ ３
ＡＫＴ１ ＣＣＮＡ２ ＣＣＮＥ２

ＥＧＲ２ ＴＧＦＢ１

Ｈｓａ０５２０３ Ｖｉｒａｌ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ６ ７．０ １．９×１０－ ２
ＪＡＫ３ ＣＣＮＡ２ ＣＸＣＬ１０
ＣＣＮＤ２ ＣＣＮＥ２ ＥＧＲ２

Ｈｓａ０４０６８ ＦｏｘＯ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ４ ５．６ ３．０×１０－ ２
ＡＫＴ１ ＣＣＮＤ２
ＥＧＦＲ ＴＧＦＢ１

Ｈｓａ０４１５１ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ５ ７．０ ９．５×１０－ ２
ＡＫＴ１ ＪＡＫ３ ＣＣＮＤ２

ＣＣＮＥ２ ＥＧＦＲ

２．４　 基因互作网络分析

　 　 差异表达基因生成的互作网络图如图 ２ 所示：
ＢＡＫ１、 ＧＮＧ５、 ＡＴＰ５Ｂ、 ＮＤＵＦＳ１、 ＮＤＵＦＳ２、 ＩＭＭＴ、
ＭＬＸ、ＯＰＡ１ 等 ９ 个基因被富集，这些基因均与线粒

体氧化呼吸链有关，基因 ＮＤＵＦＳ１、ＮＤＵＦＳ２、ＡＴＰ５Ｂ、
ＣＯＸ７Ｂ、ＯＰＡ１ 处于互作网络中的核心位置。
　 　 ＮＤＵＦＳ１、ＮＤＵＦＳ２ 是线粒体呼吸链复合体 １ 的

核心基因，复合体 １ 是线粒体内膜上最大的蛋白质

复合物，催化 ＮＡＤＨ 氧化，既是电子传递体又是质子

传递体。 呼吸作用会产生活性氧，活性氧化学性质

活泼，既是电子供体又是电子受体，是生命活动中不

可缺失的活性物质，可以提高某些酶的活性，如肝脏

中一些合成酶和解毒酶，分析结果显示与 ＮＤＵＦＳ１
基因共表达的基因有 ＮＤＵＦＳ２，ＡＴＰ５Ｂ，ＩＭＭＴ，ＭＬＸ，

８１２ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １６ 卷



ＰＲＥＬＩＤ３Ｂ， ＣＡＳＴ， ＴＦＲＣ， ＧＮＧ５， ＣＯＸ７Ｂ， ＧＲＳＦ１，
ＭＥＴＡＰ１，ＮＣＫＡＰ１，ＰＧＫ１，共定位的基因有 ＣＯＸ７Ｂ
和 ＮＤＵＦＳ２；与 ＮＤＵＦＳ２ 共表达的基因有 ＮＤＵＦＳ１，
ＯＰＡ１， ＧＳＳ， ＡＴＰ５Ｂ， ＢＡＫ１， ＭＥＴＡＰ１， ＭＴＲＦ１Ｌ，
ＣＯＸ７Ｂ， Ｇ３ＢＰ２， ＡＬＡＳ１， ＭＬＸ， ＣＴＮＮＡ１， ＳＰＴＬＣ２，
ＴＦＲＣ， ＰＲＥＬＩＤ３Ｂ， ＲＢＭ５， ＣＬＣＮ４， ＬＤＨＡ， ＩＭＭＴ，
ＭＲＴＴＬ２Ａ， ＧＲＳＦ１， 共 定 位 的 基 因 有 ＮＤＵＦＳ１ 和

ＣＯＸ７Ｂ。 ＣＯＸ７Ｂ 编码细胞色素 ｃ 氧化酶的一个的结

构亚基，线粒体呼吸链复合物 ＩＶ 的重要组成部分，
是线粒体呼吸不可缺失的部分［１８］，本研究筛选出的

差异表达基因中与 ＣＯＸ７Ｂ 共表达的基因有 ＩＭＭＴ，
ＮＤＵＦＳ１， ＮＤＵＦＳ２， ＡＴＰ５Ｂ， ＰＧＫ１， ＡＬＡＳ１， ＧＮＧ５，
ＫＲＴ１０，ＣＡＳＴ， 与 ＣＯＸ７Ｂ 共定位的基因有 ＡＴＰ５Ｂ，

ＰＧＫ１，ＧＲＳＦ１，ＡＫ１。 ＡＴＰ５Ｂ 编码 ＡＴＰ 合酶的 Ｆｌ 部
分的 β 亚基，β 亚基是 ＡＴＰ 酶氧化磷酸化合成 ＡＴＰ
的限速组分，它是 ＡＴＰ 酶复合体中唯一的一个催化

亚单位［１９］，筛选的差异表达基因中与 ＡＴＰ５Ｂ 共表达

的基因有 ＮＤＵＦＳ１，ＮＤＵＦＳ２，ＭＧＳＴ１，ＩＭＭＴ，ＧＲＳＦ１，
ＶＡＶ２， ＭＴＲＦ１Ｌ， ＭＥＴＡＰ１， ＡＬＡＳ１， ＭＬＸ， ＣＴＮＮＡ１，
ＳＰＴＬＣ２，ＰＲＥＬＩＤ３Ｂ，ＴＦＲＣ，共定位的基因有 ＣＯＸ７Ｂ，
ＳＰＴＬＣ２，ＫＲＴ１０，ＧＲＳＦ１，ＡＫ１。 ＯＰＡ１ 位于线粒体内

膜，参与线粒体嵴重塑，阻止细胞色素 Ｃ 释放，是调

节线粒体分裂与融合的关键基因［２０］，与 ＯＰＡ１ 共表

达 的 基 因 有 ＣＡＳＴ， ＣＤＹＬ， Ｇ３ＢＰ２， ＡＮＫＲＤ１７，
ＮＤＵＦＳ２， ＺＦＣ３Ｈ１， ＮＣＫＡＰ１。 这些表达上调说明

ＨＢＶ 感染后肝细胞氧化还原反应活跃。

图 ２　 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ 网络图

Ｆｉｇ．２　 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ
注：彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ．２０１８ 年第 ４ 期）。

２．５　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证芯片分析结果

　 　 如图 ３ 所示，Ｘ 轴表示基因名称，Ｙ 轴表示基因

表达量之比，ＨｅｐＧ２ 细胞在转染乙肝病毒 １．３ 倍体

质 粒 ４８ｈ 后， ＢＡＫ１、 ＴＰ６３、 ＮＤＵＦＳ１、 ＮＤＵＦＳ２、
ＣＯＸ７Ｂ、ＡＴＰ５Ｂ、ＯＰＡ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著升

高（Ｐ ＜０．０５），与预测结果一致。
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图 ３ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证芯片分析结果

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

注：图中结果以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，用 ２－ △△ ｃｔ法进行相对定量分析，转乙肝病毒 １．３ 倍体质粒组中 ＢＡＫ１、ＴＰ６３、ＮＤＵＦＳ１、ＮＤＵＦＳ２、ＣＯＸ７Ｂ、ＡＴＰ５Ｂ、
ＯＰＡ１ｍＲＮＡ 表达水平，与正常对照相比， ∗Ｐ＜０．０５ （ｎ＝ ３） ．

３　 讨　 论

　 　 本研究从 ＧＳＥ８３１４８ 基因表达谱中获得３７ ７０７
个基因， 从这 ３７ ７０７ 个基因中获得 ＨＢＶ 组 ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ≥２，ｐｘ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５ 的差异表达基因 ４４ 个，对
这 ４４ 个上调差异表达基因做了一系列分析后获得

７ 个 关 键 基 因， ＢＡＫ１， ＴＰ６３， ＮＤＵＦＳ１， ＮＤＵＦＳ２，
ＣＯＸ７Ｂ，ＡＴＰ５Ｂ，ＯＰＡ１，这些基因均与线粒体以及氧

化呼吸链相关，提示患者感染乙肝病毒后线粒体氧

化还原反应活跃。 氧化还原活跃后会产生更多的活

性氧，已有研究表明感染乙肝病毒后会，细胞会产生

大量活性氧，活性氧增多导致机体氧化应激反应

（Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ）造成细胞损伤，这一损伤参与多种

病理机制［２１］。 线粒体靶向抗氧化剂可以显著改善

ＨＢＶ 感染后的线粒体和抗病毒 ＣＤ８Ｔ 功能［２２］。 但

ＨＢＶ 感染后如何造成这些基因表达量增高的具体

原因尚不明了，仍需进一步探索研究。 本研究发现

ＨＢＶ 感染者差异表达基因富集的信号通路有：乙型

肝炎信号通路、病毒癌变信号通路、ＦｏｘＯ 信号通路、
ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路。 ＦｏｘＯ 信号通路响应于胰岛素

以及几种生长因子，通过磷脂酰肌醇 ３⁃激酶（ＰＩ３Ｋ）
下游的丝氨酸⁃苏氨酸激酶 Ａｋｔ ／蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ ／
ＰＫＢ）磷酸化，在细胞凋亡，细胞周期控制，葡萄糖代

谢，氧化应激抗性等方面有着重要作用，且与 ＰＩ３Ｋ⁃
Ａｋｔ 信号通路联系紧密。 筛选出的关键基因和富集

的信号通路均与细胞氧化应激相关，表明 ＨＢＶ 感染

后的氧化损伤可能是造成感染者肝细胞损伤及细胞

癌变的关键因素，但具体机制尚不明确，仍需进一步

探究。
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［１４］ＮＡＭ Ｋ Ｈ， ＬＩ Ｊ． ＢＲＩ１ ／ ＢＡＫ１， ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉｎａｓｅ ｐａｉｒ ｍｅ⁃
ｄｉａｔｉｎｇ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ， ２００２，１１０（２）：
２０３－２１２． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ Ｓ００９２－８６７４（０２）００８１４－０．

［１５］ＴＨＯＭＡＳＯＮ Ｈ Ａ， ＤＩＸＯＮ Ｍ Ｊ， ＤＩＸＯＮ Ｊ． Ｆａｃｉａｌ ｃｌｅｆｔｉｎｇ
ｉｎ Ｔｐ６３ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ａｌｔｅｒｅｄ Ｂｍｐ４， Ｆｇｆ８ ａｎｄ
Ｓｈｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００８，３２１（１）：
２７３－２８２． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｙｄｂｉｏ．２００８．０６．０３０．

［１６］陈中， 张嘉玲， 杨歆萍， 等． 抑癌基因 ＴＰ５３ 及新家族

成员 ＴＰ６３ 和 ＴＰ７３ 的研究新进展［Ｊ］． 内蒙古医科大学

学报， ２０１３，３５（１）：５７－６２． ＤＯＩ： １０．３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ．１００４－

２１１３．２０１３．０１．０１２．
　 　 ＣＨＥＮ Ｚｈｏｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｌｉｎｇ， ＹＡＮＧ Ｘｉｎｐｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ

ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ ＴＰ５３ ａｎｄ
ｎｅｗ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ＴＰ６３ ａｎｄ ＴＰ７３［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｎｅｒ
Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１３，３５（１）：５７ － ６２． ＤＯＩ：
１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００４－２１１３．２０１３．０１．０１２．

［１７］ＥＳＳＥＲＳ Ｍ Ａ， ＷＥＩＪＺＥＮ Ｓ， ＤＥ ＶＲＩＥＳ ＭＩＴＳ Ａ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
ＦＯＸＯ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｍｅ⁃
ｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ＧＴＰａｓｅ Ｒａｌ ａｎｄ ＪＮＫ［Ｊ］． Ｔｈｅ ＥＭＢＯ
Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０１４，２３（２４）：４８０２－４８１２． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｓｊ．ｅｍ⁃
ｂｏｊ．７６００４７６．

［１８］ ＩＮＤＲＩＥＲＩ Ａ， ＶＡＮＲＡＨＤＥＮ Ｖ Ａ， ＴＩＲＡＮＴＩ Ｖ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＣＯＸ７Ｂ ｃａｕｓｅ ｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａ ｗｉｔｈ ｌｉｎｅａｒ ｓｋｉｎ
ｌｅｓｉｏｎｓ， ａｎ ｕｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］． Ａ⁃
ｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２０１２，９１（５）：９４２－
９４９． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ａｊｈｇ．２０１２．０９．０１６．

［１９］王春枝． 低氧胁迫对鲢线粒体 ＡＴＰ 酶活性及 β、γ、δ 亚

基表达的影响［Ｄ］． 武汉：华中农业大学， ２０１４． ＤＯＩ：
１０．７６６６ ／ ｄ．Ｙ２５６５７６５．

　 　 ＷＡＮＧ Ｃｈｕｎｚｈｉ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ β， γ，δ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｈｙｐｏｘｉａ
ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｍｏｌｉｔｒｉｘ ［ Ｄ］． Ｗｕｈａｎ： Ｈｕａ⁃
ｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１４． ＤＯＩ： １０． ７６６６ ／ ｄ．
Ｙ２５６５７６５．

［２０］孙丽娟． 前脑特异性 Ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎｓ 双敲除小鼠模型中线粒

体结构与功能的探讨［Ｄ］． 上海：华东师范大学， ２０１０．
ＤＯＩ： １０．７６６６ ／ ｄ．ｙ１７４２２２８．

　 　 ＳＵＮ Ｌｉｊｕａｎ． Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｆｏｒｅｂｒａｉｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎｓ ｄｏｕｂｌｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ［Ｄ］． Ｓｈａｎｇｈａｉ：Ｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉ⁃
ｔｙ，２０１０．ＤＯＩ： １０．７６６６ ／ ｄ．ｙ１７４２２２８．

［２１］ＹＵＡＮ Ｋ， ＬＥＩ Ｙ， ＣＨＥＮ Ｈ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＨＢＶ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｓｎａｉｌ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＳＯＣＳ３［Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ ＆
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ２０１６，２３（４）：６１６ － ６２７． ＤＯＩ： １０． １０３８ ／
ｃｄｄ．２０１５．１２９．

［２２］ ＦＩＳＩＣＡＲＯ Ｐ， ＢＡＲＩＬＩ Ｖ， ＭＯＮＴＡＮＩＮＩ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅ⁃
ｔｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｒｅｓｔｏｒｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｅｘｈａｕｓｔｅｄ ＨＢＶ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＣＤ８ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ
Ｂ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１７， ２３ （ ３）： ３２７． ＤＯＩ： １０．
１０３８ ／ ｎｍ．４２７５．

１２２第 ４ 期 李林芝，等：ＨＢＶ 感染者肝细胞样本的关键基因和信号通路的生物信息学挖掘


