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血红素加氧酶⁃１ 通过诱导抗病毒蛋白的
表达增强 ＩＦＮ⁃α抗 ＨＢＶ 效应

笪　 蔚１，王　 琴１，魏安邦２，张　 浩１， 汪任冰１，刘　 倩１，周　 强１

摘要　 目的 　 探讨血红素加氧酶⁃１（ＨＯ⁃１）对 ＨＢＶ 复制的

作用及 ＨＯ⁃１ 联合 α⁃干扰素（ＩＦＮ⁃α）的抗病毒效应。 方法　
以 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞和 ＨＢＶ １. ３ 质粒转染 ＨｅｐＧ２ 细胞即

ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 为 ＨＢＶ 复制细胞模型；血红素（Ｈｅｍｉｎ）分别

处理 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 和 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 细胞，诱导 ＨＯ⁃１ 表达；
ＣＣＫ⁃８ 评估 Ｈｅｍｉｎ 对 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２. ２. １５ 的毒性作用；化学

发光法分析 Ｈｅｍｉｎ 处理组及 ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 等实验组上清液中 ＨＢ⁃
ｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析 ＨＯ⁃１、ＩＦＮ⁃β、ＨＢＶ⁃ＤＮＡ；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析 ＩＲＦ⁃３、ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中相关分子的表达；Ｈｅ⁃
ｍｉｎ 联合 ＩＦＮ⁃α 处理 ＨｅｐＧ２. ２. １５，监测 ＨＯ⁃１ 是否具有协同

ＩＦＮ⁃α 抗病毒效应。 结果 　 Ｈｅｍｉｎ 剂量依赖性诱导 ＨＯ⁃１，
ＨＯ⁃１ 被诱导后发挥显著的抗 ＨＢＶ 效应，同时 ＩＦＮ⁃β、ＩＲＦ⁃３
及 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中 ＩＲＦ⁃９、ＭｘＡ 的表达均增加。 沉默

ＨＯ⁃１ 表达能逆转 Ｈｅｍｉｎ 诱导组的抗病毒效应，同时 Ｉ 型干

扰素 ＩＦＮ⁃β 也呈现低表达，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中的 ＩＲＦ⁃９、
ＭｘＡ 的表达也被抑制。 Ｈｅｍｉｎ 联合 ＩＦＮ⁃α 发挥更强的抗病

毒作用。 结论　 ＨＯ⁃１ 能够发挥抗 ＨＢＶ 效应，这种效应可能

是增加 ＩＲＦ⁃３ 的磷酸化诱导 Ｉ 型干扰素表达来激活 ＪＡＫ ／
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ＳＴＡＴ 信号通路发挥抗病毒效应；ＨＯ⁃１ 可以协同 ＩＦＮ⁃α 发挥

抗病毒作用。
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　 　 乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ， ＨＢＶ）是 ＤＮＡ
病毒科中一种嗜肝的、带包膜的、部分双链的 ＤＮＡ
病毒［１］。 ＨＢＶ 感染是一个重要的全球性健康问题，
据世卫组织估计，全球有 ２. ５７ 亿人长期感染 ＨＢＶ，
每年约有 ８８. ７ 万人死于与 ＨＢＶ 相关的并发症［２］。
血红素加氧酶 １（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１， ＨＯ⁃１）是血红素

降解的关键酶，打开血红素的卟啉环，并释放等摩尔

量的游离铁、绿胆素 （ ｂｉｌｉｖｅｒｄｉｎ， ＢＶ） 和一氧化碳

（ｃａｒｂｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅ， ＣＯ）。 ＨＯ⁃１ 是一种重要的应激反

应蛋白，它具有抗氧化、抗凋亡和抗炎的作用，在生

理和病理条件下均对机体起保护作用，也被认为是

一种细胞保护酶［３］；在过去的 １０ 年中，ＨＯ⁃１ 已被成

功探索出对多种病毒的抗病毒作用，并且对包膜病

毒有选择性，能引起病毒包膜的破坏和解离；如
ＨＩＶ、ＨＣＶ、ＨＢＶ、流感、登革热、埃博拉、呼吸道合胞

病毒、人类单纯疱疹病毒等［４］；被认为是包膜病毒

的通用杀病毒剂。 在 ＨＢＶ 感染中，Ｐｒｏｔｚｅｒ ｅｔ ａｌ［５］证
明了 ＨＯ⁃１ 可以通过降低 ＨＢＶ 核心蛋白的稳定性，
直接抑制 ＨＢＶ 在肝细胞中的复制，从而抑制 ＨＢＶ
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核心共价闭合环状 ＤＮＡ（ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ）的产生，可
见 ＨＯ⁃１ 的诱导可能是治疗乙型肝炎相关炎症的新

选择，需要进一步研究其抗病毒机制，该研究旨在探

究 ＨＯ⁃１ 能否联合现有的抗 ＨＢＶ 药物 ＩＦＮ⁃α 来发

挥更强的抗病毒作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验试剂 　 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２. ２. １５ 购自上海富

源生物公司；ＨＢＶ １. ３ 由安徽医科大学第二附属医

院检验科留存；ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 质粒、ＴＲＩｚｏｌ、引物序列购自

上海生工生物公司；ＤＭＥＭ、ＰＢＳ 购自上海培源生物

科技公司；胎牛血清购自南京维森特生物技术有限

公司；０. ２５％ 胰酶消化液、ＣＣＫ⁃８ 试剂、双抗、ＲＩＰＡ
裂解液、ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒购自上海碧云天

生物有限公司；磷酸酶抑制剂购自上海陶术生物科

技；ＨＯ⁃１ 抗体、ＭｘＡ 抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；ｐ⁃
ＩＲＦ⁃３、ＩＲＦ⁃３ 抗体、抗 ＩＲＦ⁃９、抗 ＧＡＰＤＨ、山羊抗兔

（Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ 和山羊抗鼠（Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ 购自美国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ 转染试剂购自美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司；ＥＣＬ 底物发光试剂盒购自中国

武汉 Ａｂｂｋｉｎｅ 公司；ＲＮＡ 反转录试剂盒、荧光染料

ＳＹＢＲ 购自上海 ＴｏｌｏＳｃｒｉｐｔ 公司。
１． ２ 　 实验药物 　 Ｈｅｍｉｎ （批次号：５２１８０；纯度 ＞
９６％ ）购自美国 ｓｉｇｍａ 公司，Ｈｅｍｉｎ 用氢氧化钠标准

溶液充分溶解配成 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的母液， － ２０℃保存；
在实验前用配制好的细胞培养基稀释母液至所需使

用的浓度。
１． ３　 实验方法

１． ３． １ 　 细胞培养与转染 　 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细

胞培养：向 ＤＭＥＭ 培养基中加入 １０％ ＦＢＳ 和 １％ 的

双抗配制成新鲜培养基，对于 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞每

１００ ｍｌ 培养基中加入 ３２０ ｎｇ 遗传霉素 Ｇ４１８，然后在

５％ ＣＯ２、３７ ℃ 培养箱里培养，待细胞生长至 ９０％
时，用胰酶消化 ２ ｍｉｎ，１ ∶ ２传代培养。 等细胞长到

对数期进行均匀铺板，等细胞融合至 ６０％ ～ ７０％ ，
用新鲜培养基换液后对细胞进行药物处理 ４８ ｈ 后

进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，或进行 ｓｉＲＮＡ 转

染 ２４ ｈ，用药物处理 ４８ ｈ 后再进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１． ３． ２　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 将细胞株进行传代，离心后用

配制的细胞培养基重悬，进行细胞计数，以 ５ × １０３

个 ／孔的密度铺进 ９６ 孔板中。 待细胞贴壁后，加入

不同浓度的 Ｈｅｍｉｎ（０、５、１０、２０、５０、７５、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
置于 ３７ ℃培养箱培养孵育 ６ ｄ，每 ３ ｄ 换液 １ 次。

到待测时间后，以１ ∶ １０的比例将 ＣＣＫ⁃８ 试剂和提

前配制的培养基混合，吸尽培养基，加入配好的溶

液，１ ｈ 后酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值。
１． ３． ３　 ＨＢＶ 相关指标定量检测 　 收集 ＨｅｐＧ２⁃
ＨＢＶ１. ３ 经过药物处理 ４８ ｈ 及转染小干扰 ＲＮＡ（Ｓｉ
ＲＮＡ）２４ ｈ 后再经过药物处理后的细胞上清液；收
集 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞经过不同药物处理 ２、４、６ ｄ 后

的细胞上清液，用美国雅培全自动化学发光分析仪

ｉ４０００ＳＲ 检测上清液中的乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、
乙肝 ｅ 抗原（ＨＢｅＡｇ）。
１． ３． ４　 实时定量 ＰＣＲ 分析　 通过使用两步逆转录

聚合酶链式反应定量分析来测量基因表达。 通过

ＴＲＩｚｏｌ 提取总 ＲＮＡ，在 ２６０ ｎｍ 处评估提取的 ＲＮＡ
的浓度；然后逆转录为 ｃＤＮＡ，ＧＡＰＤＨ 被用作定量

的内参，引物设计序列见表 １。 然后进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
测定，反应条件：９５℃预变性 ３０ ｓ，４０ 个循环包括 ９５
℃、１０ ｓ，６０ ℃、３０ ｓ，测定 ＨＯ⁃１、ＩＦＮ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表

达水平。

表 １　 引物序列

引物名称 序列（５′⁃３′）
ＨＯ⁃１ Ｆ：ＧＧＴＧＣＴＣＧＴＡＣＴＧＣＴＡＣＴＧＴＣＡＴＧ

Ｒ：ＡＡＣＣＣＴＴＴＣＧＡＴＴＣＧＣＣＣＴＴＣＴＴＣ
ＩＦＮ⁃β Ｆ：ＡＧＧＡＣＡＧＧＡＴＧＡＡＣＴＴＴＧＡＣ

Ｒ：ＴＧＡＴＡＧＡＣＡＴＴＡＧＣＣＡＧＧＡＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧ

Ｒ：ＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡＧＡＧＧＡＧ

１． ３． ５　 蛋白免疫印迹实验 　 加入裂解缓冲液（ＰＩ⁃
ＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ∶ 磷酸酶抑制剂 ＝ １００ ∶ １ ∶ １）以裂解细

胞并获得全细胞蛋白质裂解物。 ４℃离心去沉淀后，
吸出细胞上清液。 用 ＢＣＡ 进行蛋白定量。 随后以

１ ∶ ４比例加入 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液，在 １００
℃沸水的水浴锅中水浴 １０ ｍｉｎ 使蛋白质变性，随后

将蛋白质信息转至 ＰＶＤＦ 膜上，转膜结束后，进行切

膜，切分成所需的分子量条带，再将条带都放入快速

封闭液中封闭 １ ｈ。 封闭结束后多次洗膜。 置条带

于 ＨＯ⁃１ 抗体（兔源单抗１ ∶ ２ ０００）、ＭｘＡ 抗体（兔源

单抗１ ∶ １ ０００）、ｐ⁃ＩＲＦ⁃３（兔源单抗１ ∶ １ ０００）、ＩＲＦ⁃３
抗体（兔源单抗１ ∶ １ ０００）、 ＩＲＦ⁃９ 抗体（兔源单抗

１ ∶ １ ０００）、ＧＡＰＤＨ（鼠源多抗１ ∶ ５０００）一抗稀释液

中，摇床上 ４℃慢摇过夜，再用 ＴＢＳＴ 缓冲液洗膜 ５
次，每次 ５ ｍｉｎ；根据一抗来源不同，分别放入山羊抗

兔或鼠的二抗（１ ∶ ５ ０００）中室温下孵育 １ ｈ，然后再

ＴＢＳＴ 缓冲液洗膜；显影液１ ∶ １配制，滴于膜上，置于

化学发光成像仪内显影。
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１． ４　 统计学处理 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 软件

进行数据分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间差异采用单

因素方差分析，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对实验结果蛋白图进行

量化分析。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｈｅｍｉｎ 诱导 ＨＯ⁃１ 的表达 　 实验中选择了不

同浓度 Ｈｅｍｉｎ 作用于两种细胞系 ２ ｄ 诱导 ＨＯ⁃１，结
果显示，ＨＯ⁃１ 的表达水平以剂量依赖的方式增加

（图 １）。 为了测定 Ｈｅｍｉｎ 药物的细胞毒作用，通过

ＣＣＫ⁃８ 法对 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞进行细胞毒性

检测。 结果显示，浓度在 ５ ～ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 之间的 Ｈｅ⁃
ｍｉｎ 持续作用细胞 ６ ｄ 后，对细胞不产生杀伤作用；
而浓度在 ７５ ～ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 之间的 Ｈｅｍｉｎ 处理细胞

会对细胞产生细胞毒作用（图 ２）。
２． ２　 ＨＯ⁃１ 对 ＨＢＶ 的体外抗病毒活性　 实验结果

显示不同浓度 Ｈｅｍｉｎ 处理 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞组的

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｓＡｇ与对照组相比表达降低

图 １　 不同浓度 Ｈｅｍｉｎ 对 ＨＯ⁃１ 的诱导

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 不同浓度的 Ｈｅｍｉｎ 对 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２. ２. １５ 的生长抑制程度

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

（图 ３Ａ），并与 Ｈｅｍｉｎ 浓度成反比，当 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈｅｍｉｎ 浓度作用细胞时，对 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ、ＨＢｅＡｇ 有明

显的抑制作用，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２４. １９，Ｐ ＜
０. ００１；Ｆ ＝ ３３. ３７，Ｐ ＜ ０. ００１），而对 ＨＢｓＡｇ 的抑制没

有 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ、ＨＢｅＡｇ 明显；对 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１． ３ 细胞

同样表现出 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ、ＨＢｅＡｇ 降低的抗病毒效应

（图 ３Ｂ），当 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｅｍｉｎ 浓度作用细胞时同样

表现更明显的抗病毒效应（Ｆ ＝ ９２. ６８，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ
＝ ５３. ６１，Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ３　 ＨＯ⁃１ 通过增强 Ｉ型干扰素反应来发挥抗 ＨＢＶ
作用 　 不同浓度 Ｈｅｍｉｎ 作用于 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３、
ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞 ２ ｄ，图 ４ 显示 Ｈｅｍｉｎ 以剂量依赖

的方式增强了 ＩＦＮ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表达以及 ＨＯ⁃１、ＩＲＦ⁃
３、ＩＲＦ⁃９ 及下游抗病毒蛋白 ＭｘＡ 的表达；在 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｅｍｉｎ 浓度作用下 ＩＦＮ⁃β 的表达量明显增

高，差 异 有 统 计 学 意 义 （ ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３： Ｆ ＝
１２２. ６８，Ｐ ＜ ０. ００１； ＨｅｐＧ２. ２. １５： Ｆ ＝ ２８９. ３， Ｐ ＜
０. ００１）（见图 ４）。
２． ４　 Ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 可以逆转 ＨＯ⁃１ 发挥的抗病毒作用

　 为了确定 ＨＯ⁃１ 诱导的 Ｉ 型干扰素上调和抗病毒

作用是否涉及 ＨＯ⁃１，设计 ＨＯ⁃１ ｓｉＲＮＡ（ｓｉ⁃ＨＯ⁃１）或
ＮＣ⁃ｓｉＲＮＡ（ｓｉ⁃ＮＣ）转染 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 细胞后，再
用 Ｈｅｍｉｎ 刺激诱导；不做处理的为空白对照组，Ｈｅ⁃
ｍｉｎ 诱导的为阴性对照，结果表明，与 ｓｉ⁃ＮＣ 和阴性

对照组相比，ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 处理组的 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 的表

达有所增高；ＨＯ⁃１、ＩＦＮ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表达降低，ＩＲＦ⁃
３、ＩＲＦ⁃９ 及下游的抗病毒蛋白 ＭｘＡ 的分子表达均有

所下降，说明 ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 处理组在一定程度上逆转了

Ｈｅｍｉｎ 抗病毒作用（图 ５）。
２． ５　 ＨＯ⁃１ 可以增强 ＩＦＮ⁃α的抗病毒效应　 ＩＦＮ 是

一种具有免疫调节和抗病毒作用的细胞因子，是临
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图 ３　 ＨＯ⁃１ 体外抗病毒效应

Ａ：不同浓度 Ｈｅｍｉｎ 作用于 ＨｅｐＧ２. ２. １５
细胞上清液中 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｓＡｇ 的表

达量 直 方 图； Ｂ： 不 同 浓 度 Ｈｅｍｉｎ 作 用 于

ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 细胞上清液中的 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ、
ＨＢｅＡｇ 表达量直方图；与对照组比较：∗ Ｐ ＜
０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 Ｈｅｍｉｎ 诱导 ＨＯ⁃１ 增强 ＩＦＮ 反应

Ａ：Ｈｅｍｉｎ 处理 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ １. ３ 和 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞 ２ ｄ 后诱导 ＨＯ⁃１ 及相关蛋白的蛋白表达图；Ｂ：Ｈｅｍｉｎ 处理 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ １. ３ 和

ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞 ２ ｄ 后 ＩＦＮ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表达图；Ｃ：Ｈｅｍｉｎ 处理 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 和 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞 ２ ｄ 后诱导 ＨＯ⁃１ 及相关蛋白的蛋白量化

图；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

床治疗慢性乙型肝炎的首选药物之一；可以通过诱

导具有抗病毒特性的 ＩＳＧ 来增强免疫功能。 然而，
ＩＦＮ 治疗有一些局限性，如成本过高、停药后的反

弹，大量患者在长期使用后出现耐药性等副作用。
因此，为进一步证明了 ＨＯ⁃１ 联合现有的 ＩＦＮ⁃α 发

挥更强的抗病毒作用，设计 Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｈｅｍｉｎ、ＩＦＮ⁃α 和

Ｈｅｍｉｎ ＋ ＩＦＮ⁃α 组分别作用 ２、４、６ ｄ，实验结果显示

联合用药组发挥更强的抗病毒作用，第 ６ 天时 ＨＢ⁃
ｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 较第 ２、４ 天更明显，ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 也表现

出相似的结果，可见联合作用抗病毒效应与时间有

相关性（图 ６）。
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图 ５　 ＨＯ⁃１ 小干扰可以逆转 ＨＯ⁃１ 抗病毒作用

Ａ：在 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 细胞中，各处理组 ＨＯ⁃１ 及相关分子蛋白图；Ｂ：各处理组上清液 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 表达图；Ｃ：各处理组的 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 的

表达图；Ｄ：各处理组 ＩＦＮ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表达图；ａ：空白对照组；ｂ：阴性对照组；ｃ：ｓｉ⁃ＮＣ 组；ｄ：ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 组；与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜
０. ００１；与阴性对照组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ６　 Ｈｅｍｉｎ 与 ＩＦＮ⁃α联合作用于 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞的抗病毒效应

Ａ：各处理组对 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞分别作用 ２、４、６ ｄ 的 ＨＢｅＡｇ 表达；Ｂ：各处理组对 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞分别作用 ２、４、６ ｄ 的 ＨＢｓＡｇ 表达；Ｃ：各
处理组对 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞分别作用 ２、４、６ ｄ 的 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 表达；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｈｅｍｉｎ 组比较：＃Ｐ
＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 乙型肝炎病毒是世界范围内最常见的慢性病毒

病原体，是已知最小的引起人类致病的 ＤＮＡ 病毒之

一，约 ３. ２ ｋｂ，可通过血液或人体分泌物进行传播。
病毒通过独特的 ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 中间体进行复制，最
终在核内转化为共价闭合 ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ），利用不

同的启动子，转录出 ４ 种 ｍＲＮＡ，编码多种不同病毒

蛋白 （ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｃＡｇ、ＲＴ 等） 并逆转录出

ＨＢＶ ＤＮＡ［６］。 ＨＢＶ 标志物是评估 ＨＢＶ 感染、肝炎

和其他疾病不可或缺的工具。 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ 和

ＨＢｅＡｇ 是最常用的诊断 ＨＢＶ 感染及预测治疗期间

病情复发和确定何时结束治疗的有效血清标志

物［７］。
ＨＢＶ 感染细胞后，会激活机体先天免疫系统，

宿主细胞释放 ＩＦＮｓ，ＩＦＮｓ 介导的抗病毒作用及其重

要。 ＩＦＮｓ 是一种分泌型蛋白，可以由细胞识别不同

病原菌后产生。 ＩＦＮｓ 与细胞表面的受体结合，开始

激活 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴｓ 通路；磷酸化的信号转导转录激活

因子 １ ／ ２（ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃
ｔｉｏｎ１ ／ ２，ＳＴＡＴ １ ／ ２）与干扰素调节因子⁃９ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ⁃９，ＩＲＦ⁃９）结合，形成复合物干扰素

刺激基因因子⁃３ （ＩＦＮ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｆａｃｔｏｒ⁃３，ＩＳＧＦ⁃
３）；进一步，ＩＳＧＦ⁃３ 与核内干扰素刺激反应元件结
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合，诱导一系列干扰素刺激基因的表达，如抗黏液病

毒蛋白 Ａ（ＭｘＡ）、２′，５′⁃寡腺苷酸合成酶（２′，５′⁃Ｏｌｉ⁃
ｇｏａｄｅｎｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＯＡＳ）、双链 ＲＮＡ 依赖的蛋白

激酶（ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＰＫＲ）；这些干扰素刺激基因通过多种机制在病毒复

制的不同的阶段阻止病毒的复制［８］。 ＩＦＮ⁃ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ 轴是经典的抗 ＨＢＶ 信号通路；在病毒感染之

前或期间激活，增强先天免疫反应从而增强 ＩＦＮ 的

表达将有助于提高宿主对抗病毒的能力。 因此诱导

或恢复 Ｉ 型 ＩＦＮ 产生和相应抗病毒反应的方法可能

增强抑制宿主中的 ＨＢＶ 复制。 已知 ＨＯ⁃１ 广谱抗

病毒作用主要涉及 ３ 个方面：ＨＯ⁃１ 及下游产物直接

抑制病毒复制、增强宿主细胞 Ｉ 型 ＩＦＮ 反应间接抑

制病毒复制、抑制病毒感染引发的炎症损伤［９］；实
验结 果 表 明， ＨＯ⁃１ 有 效 地 抑 制 了 ＨＢＶ ＤＮＡ、
ＨＢｅＡｇ、ＨＢｓＡｇ 的表达，ＨＯ⁃１ 对 ＨＢｅＡｇ 的抑制能力

强于 ＨＢｓＡｇ，这可能与 ＨＯ⁃１ 及其产物可以直接抑

制 ＨＢＶ 的核心蛋白及 ｃｃｃＤＮＡ 相关［５］。 研究［１０］ 显

示通过激活 ＨＯ⁃１ 介导的 Ｉ 型 ＩＦＮ 反应在抑制病毒

复制中发挥重要作用。 实验结果也显示 Ｈｅｍｉｎ 处

理组的 ＩＦＮ⁃β 也呈现高表达；不同浓度的 Ｈｅｍｉｎ 不

仅剂量依赖性诱导 ＨＯ⁃１ 并且剂量依赖性诱导 ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ 通路中的 ＩＲＦ⁃９、ＭｘＡ；但对于 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细

胞来说，ＭｘＡ 在此细胞系中表达并不明显，这可能

与外源性的病毒基因组的整合，导致细胞系的基因

组重排和染色体变异有关，从而影响基因的表达相

关［１１］；而在瞬时转染 ＨＢＶ⁃１. ３ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞中，
ＭｘＡ 可以被轻易诱导。 除了已被证明的 ＨＯ⁃１ 及其

产物可以通过降低 ＨＢＶ 核心蛋白稳定性从转录层

面直接抑制病毒复制，猜测 ＨＯ⁃１ 的另一部分抗病

毒作用可能是通过激活 ＩＦＮ⁃ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 轴来诱导

ＩＳＧ 来发挥的。 Ｌａｚｅａｒ ｅｔ ａｌ［１２］ 研究认为 ＩＲＦ⁃３ 对响

应病毒感染产生 Ｉ 型 ＩＦＮ 和 ＩＦＮ 刺激基因（ ＩＳＧ）至
关重要。 ＭＡ ｅｔ ａｌ［１３］ 也证明了 ＩＲＦ⁃３ 上有 ＨＯ⁃１ 的

特异性受体，ＨＯ⁃１ 可以与 ＩＲＦ⁃３ 特异性结合，并能

促进其进入细胞核进行磷酸化诱导 Ｉ 型干扰素的产

生来激活 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路。 这表示 ＨＯ⁃１ 可通过与

ＩＲＦ３ 的相互作用对 ＩＦＮ⁃β 诱导来发挥抗病毒作用。
本实验中，ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 组能逆转 Ｈｅｍｉｎ 处理组 ＨＯ⁃

１ 诱导的抗病毒效应及相关分子的表达；并且 ｓｉ⁃
ＨＯ⁃１ 组 ＩＦＮ⁃β ｍＲＮＡ 表达也低于 Ｈｅｍｉｎ 诱导组，推
测 Ｈｅｍｉｎ 发挥的抗 ＨＢＶ 效应是通过 ＨＯ⁃１ 来实现

的；但是否也存在依赖 ＩＲＦ⁃３ 磷酸化及核转位诱导 Ｉ
型 ＩＦＮ 有待进一步研究。

ＨＯ⁃１ 不仅可以发挥一定的抗病毒作用，在细胞

的抗炎、抗氧化、抗凋亡等细胞保护作用方面也被广

泛研究。 研究较多的是 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路，揭示

了 ＨＯ⁃１ 在减轻氧化应激和组织保护中发挥作

用［１４］。 ＨＯ⁃１ 诱导的细胞损伤保护作用和多重抗病

毒能力的结合，让 ＨＯ⁃１ 成为一个潜在的临床抗

ＨＢＶ 药物。 再者 ＨＯ⁃１ 相关的诱导剂（如血红素、环
氧合酶抑制剂、他汀类药物或雷帕霉素等）已是被

批准用于治疗人类疾病的药物［１５］。 实验结果表明

联合 Ｈｅｍｉｎ 与现有的抗 ＨＢＶ 药物 ＩＦＮ⁃α 发挥出更

好的抗 ＨＢＶ 作用，值得注意的是，本身实验结果显

示，在 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞系中，低浓度的 ＩＦＮ⁃α 在不

同时间作用下并不能降低 ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｅＡｇ、 ＨＢＶ⁃
ＤＮＡ 的表达，后期实验使用高浓度的 ＩＦＮ⁃α 作用于

ＨｅｐＧ. ２. １５ 细胞表现出了抗病毒性。 低浓度的

ＩＦＮ⁃α 在体内能发挥抗病毒作用得益于人体强大的

免疫调节功能，离开机体后，缺乏这种先天免疫，很
难发挥抗病毒效应［１６］，有研究［１７］ 显示 ＨＢＶ 的抗原

或其核心蛋白等能够抑制重要的抗病毒蛋白 ＭｘＡ
来拮抗 ＩＦＮ⁃α 的抗病毒作用。 而 ＨＯ⁃１ 与 ＩＦＮ⁃α 联

合作用时，ＨＯ⁃１ 能够降低核心蛋白的稳定性的表

达，可能在一定程度上恢复了 ＩＦＮ⁃α 的抗病毒活性，
联合作用时发挥了更强的抗病毒作用。

综上所述，本研究阐明了 Ｈｅｍｉｎ 诱导的 ＨＯ⁃１
表达与 ＨＢＶ 复制之间的相关性。 ＨＯ⁃１ 的上调以剂

量依 赖 的 方 式 抑 制 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 复 制 及 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｅＡｇ 的分泌，可能是通过促进 ＩＲＦ⁃３ 的磷酸化来

增加 Ｉ 型干扰素的表达从而激活 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路来

发挥抗病毒效应；并且联合现有的抗病毒药物 ＩＦＮ⁃
α 能发挥更强的抗病毒作用，ＨＯ⁃１ 具有显著的治疗

潜力，可能有助于肝炎患者的治疗，但需要进一步研

究。
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（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ， Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ
ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　 ２３０６０１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１ （ＨＯ⁃１） ｏｎ ＨＢＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＯ⁃１ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ α⁃ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ （ ＩＦＮ⁃α）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＨｅｐＧ２. ２. １５ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＨＢＶ１. ３⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ （ ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ＨＢＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ； Ｈｅｍｉｎ ｔｒｅａｔｅｄ ＨｅｐＧ２. ２. １５ ａｎｄ
ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ ｃｅｌｌｓ， ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ⁃１ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ． ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｅｍｉｎ ｏｎ ＨｅｐＧ２ ａｎｄ ＨｅｐＧ２. ２. １５； ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ＨＢｓＡｇ ａｎｄ ＨＢｅＡｇ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｏｆ Ｈｅｍｉｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａ⁃
ｌｙｚｅ ＨＯ⁃１， ＩＦＮ⁃β ａｎｄ ＨＢＶ⁃ＤＮＡ； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＲＦ⁃３ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； Ｈｅｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ⁃α ｔｒｅａｔｅｄ ＨｅｐＧ２. ２. １５ ｔｏ ｍｏｎｉ⁃
ｔｏｒ ｗｈｅｔｈｅｒ ＨＯ⁃１ ｈａｄ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ＩＦＮ⁃α ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｅｃｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｈｅｍｉｎ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＯ⁃１， ａｎｄ
ＨＯ⁃１ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｅｘｅｒｔ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｔｉ⁃ＨＢＶ ｅｆｆｅｃｔ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ⁃β， ＩＲＦ⁃３， ａｎｄ ＩＲＦ⁃９ ａｎｄ
ＭｘＡ， ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｗｅｒｅ ａｌｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＨＯ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｈｅｍｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｔｙｐｅ Ｉ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ＩＦＮ⁃β ｓｈｏｗｅｄ ｌｏｗ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＲＦ⁃９ ａｎｄ ＭｘＡ ｉｎ ｔｈｅ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｓ ｗｅｌｌ． Ｈｅ⁃
ｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ⁃α ｅｘｅｒｔｅｄ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＨＯ⁃１ ｃａｎ ｅｘｅｒｔ ａｎ ａｎｔｉ⁃ＨＢＶ ｅｆｆｅｃｔ，
ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｄｕｅ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＲＦ⁃３ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｕｓ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｅｘｅｒｔ ａｎ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｅｃｔ； ＨＯ⁃１ ｃａｎ ｓｙｎｅｒｇｉｚｅ ｗｉｔｈ ＩＦＮ⁃α ｔｏ ｅｘｅｒｔ ａｎ ａｎｔｉｖｉｒａｌ
ｅｆｆｅｃｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｈｅｍｉｎ； ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１； ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ； ＩＦＮ⁃β
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