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摘要　 目的　 探讨核糖体翻译因子抑制剂阿维霉素对乙型

肝炎病毒复制的抑制作用及分子机制。 方法　 使用不同浓

度的阿维霉素处理肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ，应用 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活

性，流式细胞法检测细胞凋亡，ｑＰＣＲ 方法检测病毒 ＨＢＶ⁃
ＤＮＡ、ｐｇＲＮＡ、宿主 ＭＴＩＦ２ 和 ＲＰＬ１０ 基因表达量，ＥＬＩＳＡ 免疫

测法检测 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ，化学发光检测法对 ＡＦＰ 进行定

量检测，生物化学方法检测细胞外泌谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷
丙转氨酶（ＡＬＴ）和碱性磷酸酶（ＡＬＰ）蛋白。 结果 　 阿维霉

素对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞增殖没有抑制作用，对细胞的凋亡也没有

影响。 但能促进细胞 ＡＳＴ 分泌，降低 ＡＦＰ 外泌水平，对 ＡＬＰ
分泌影响较小。 在 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞中，阿维霉素能通过干预

ＭＴＩＦ２ 促使 ｐｇＲＮＡ 表达量积累，反馈上调宿主 ＲＰＬ１０ 和

ＭＴＩＦ２ 基因 ｍＲＮＡ 表达。 并能有效降低 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 和

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 水平。 结论 　 阿维霉素能够抑制 ＭＴＩＦ２ 翻译起

始，通过影响翻译起始调控病毒组装蛋白的翻译进程，进而

抑制乙肝病毒复制。
关键词　 阿维霉素；乙型肝炎病毒；ｍＲＮＡ 翻译；翻译起始因

子；调控机制
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　 　 乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染是

人类主要的传染病之一，目前经食药监局批准用于

治疗乙型肝炎的药物主要包括干扰素类及核苷酸类

似物两大类［１］。 然而干扰素的副作用以及核苷酸

类似物的耐药性使得抗 ＨＢＶ 的治疗方法受到极大

限制［２］。
　 　 阿维霉素又称为卑霉素、阿维拉霉素，属于正霉

素族的寡聚糖类抗生素。 主要是由绿色产色链霉菌

Ｔü５７ 发酵产生的一种次级代谢产物，呈无色针状结

晶，微溶于水，易溶于丙酮、丙醇、乙酸乙酯、苯和乙

醚等有机溶剂［３］。 已发现其具有抑制多种革兰阳

性菌的功效，如耐万古霉素的肠球菌、耐甲氧苯青霉

素的葡萄球菌等。 然而其对革兰阴性菌的抑制效果

欠佳。 临床与基础医学研究［４］ 发现，包含阿维霉素

在内的正霉素类抗生素是一种能够有效作用于

ｔｒＧＴＰａｓｅｓ 的抑制剂。 而 ｔｒＧＴＰａｓｅｓ 直接作用核糖体

翻译合成起始蛋白质，参与病毒在宿主体内的复

制［５ － ６］。 因此该研究旨在探讨宿主细胞中阿维霉素

对 ＨＢＶ 复制的抑制作用及分子机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 人肝癌细胞系 Ｈｅｐ３Ｂ，含 ＨＢＶ 基因组，
购于成都诺和生物科技有限公司。 阿维霉素

（ＣＡＳ１１０５１⁃７１⁃１） （加拿大多伦多研究化学品公

司），胎牛血清（新西兰 Ｇｉｂｃｏ 公司）。 ＤＭＥＭ 培养

基、ＰＢＳ、青霉素链霉素双抗购于美国 Ｇｂｉｃｏ 公司；
Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ（ＣＣＫ⁃８）购于日本同仁公司；细胞

凋亡 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购于上

海碧云天公司；总 ＲＮＡ 提取试剂盒、乙型肝炎病毒

核酸检测试剂盒（ＰＣＲ⁃荧光探针法）购于中山大学

达安基因股份有限公司。 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｇｒｅｅｎ Ｔｗｏ⁃
Ｓｔｅｐ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒购于北京索莱宝科

技有限公司；乙型肝炎病毒表面抗原诊断试剂盒

（酶联免疫法）和乙型肝炎病毒 ｅ 抗原诊断试剂盒

（酶联免疫法）购于北京万泰生物药业股份有限公

司。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 细胞培养 　 人肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ 培养基：
ＤＭＥＭ 高糖培养基、１％ 青链霉素双抗、１０％ 胎牛血

清。 培养条件：５％ ＣＯ２，３７ ℃，湿度为 ３６％ 。
１． ２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活性　 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞按每孔

１ × １０４个细胞的浓度接种于 ９６ 孔板，制备细胞悬

液。 经 １８ ｈ 待细胞贴壁后，加入与配置好的含不同

浓度阿维霉素的培养基 ２００ μｌ（阿维霉素浓度分别
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为 ０、１０、２５、５０ μｇ ／ ｍｌ）。 加药培养 １８、２４、４８ ｈ 后吸

出上清液，每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，再加入 ９０
μｌ 培养基，放入 ＣＯ２ 培养箱内孵育 ３ ｈ，使用酶标仪

测定 ４５０ ｎｍ 初的吸光度（ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。 各

浓度阿维霉素对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞的抑制率 ＝ （对照组

ＯＤ 值 －用药组 ＯＤ 值） ／ （对照组 ＯＤ 值 － 调零孔

ＯＤ 值） ［７］。
１． ２． ４　 流式细胞仪检测细胞凋亡　 将人肝癌细胞

Ｈｅｐ３Ｂ 分别接种于 ６ 孔板中，接种浓度为 １ × １０４个

细胞 ／孔，待 １８ ｈ 细胞贴壁后，加入含不同浓度阿维

霉素的培养基（０、１０、２５、５０ μｇ ／ ｍｌ）。 １８ ｈ 后处理

消化和洗涤细胞，再加入 ５ μｌ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ，室温，
避光，轻轻混匀避光 １０ ｍｉｎ；加入 ５ μｌ ＰＩ 室温避光

孵育 ５ ｍｉｎ，加入 ＰＢＳ 适量，轻轻混匀后应用流式细

胞仪检测细胞凋亡；用 ７０％ 的冰乙醇固定 ２４ ｈ，ＰＩ
染色后流式细胞仪检测。
１． ２． ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测 　 阿维霉素对培养细胞上清

液中的 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ，ｑＰＣＲ 检测阿维霉素对细胞

培养上清液 ＨＢＶ ＤＮＡ 的影响 将 Ｈｅｐ３Ｂ 置于 Ｔ２５
培养瓶，细胞浓度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，分别添加阿维霉

素浓度为 ０、１０、２５、５０ μｇ ／ ｍｌ 的培养基孵育细胞 １８
ｈ，收集上清液离心 ５ ｍｉｎ（１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ），收集上清

液用于检测 ＨＢＶ ＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ。
１． ２． ６　 提取 ｍＲＮＡ　 应用总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取

总 ＲＮＡ，收集经阿维霉素（浓度 ０、１０、２５、５０ μｇ ／ ｍｌ）
处理后的 １８ ｈ 的细胞及上清液，使用离心柱提取法

提取 ＲＮＡ，应用荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＭＴＩＦ２ 基因和

ｐｇＲＮＡ 表达量。
１． ３　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ｖ２４. ０ 软件对数据结

果进行统计分析，实验结果采用表示。 符合正态分

布规律数据组间比较使用独立样本 ｔ 检验；数据间

比较使用单因素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义

２　 结果

２． １ 　 阿维霉素对细胞生长的影响 　 阿维霉素对

Ｈｅｐ３Ｂ 细胞的生长未发现抑制作用，４８ ｈ 内也未

表现出浓度和时间依赖性。表１显示阿维霉素对

表 １　 阿维霉素对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞生长活性的影响（％ ）

阿维霉素浓度

（μｇ ／ ｍｌ）
１８ ｈ 细胞活性 ２４ ｈ 细胞活性 ４８ ｈ 细胞活性

０ １００． ００ １００． ００ １００． ００
１０ １０１． ８７ ９６． ５１ ９９． ７８
２５ ９９． ０９ ９８． ８５ ９８． ８３
５０ １０２． ３７ ９８． ８０ １０１． ５４

Ｈｅｐ３Ｂ 没有生长和活性抑制作用。
２． ２　 阿维霉素对细胞死亡和凋亡影响　 阿维霉素

对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞没有促进凋亡作用。 在不同阿维霉

素浓度 ０、１０、２５、５０ μｇ ／ ｍｌ 处理后，结果见表 ２。 处

理组与对照组之间不存在差异，表明阿维霉素对肝

癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ 的凋亡和死亡没有影响。

表 ２　 阿维霉素对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞凋亡的影响（�ｘ ± ｓ，％ ）

阿维霉素浓度

（μｇ ／ ｍｌ）
死亡率 凋亡率 死亡 ＋ 凋亡率

０ ３． １４ ± ０． １８ ０． ６５ ± ０． ０３ ３． ７９ ± ０． １５
１０ ３． ４２ ± ０． ４０ ０． ７０ ± ０． ０４ ４． １２ ± ０． ３６
２５ ３． ４１ ± ０． ５１ ０． ６８ ± ０． １３ ４． ０９ ± ０． ３８
５０ ３． ５２ ± ０． ３６ ０． ５８ ± ０． ３３ ４． １０ ± ０． ３０

２． ３ 　 阿维霉素对 ＨＢＶ 毒力的影响 　 阿维霉素处

理 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞 １８ ｈ 后，应用 Ｔａｑｍａｎ 引物 ｑＰＣＲ 检

测 ＨＢＶ ＤＮＡ 浓度显示，不同浓度阿维霉素处理后

均能降低 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 浓度，２５ μｇ ／ ｍｌ 降低幅度最大

（Ｆ ＝ ４. ０３，Ｐ ＝ ０. ００５）。 但 ＨＢＶ 的 ｐｇＲＮＡ 浓度均

有不同程度增加，１０ μｇ ／ ｍｌ 阿维霉素处理后增加幅

度最大（Ｆ ＝ １２. １４，Ｐ ＝ ０. ００３）（图 １Ａ、Ｂ）。
２． ４　 阿维霉素对宿主翻译调控蛋白的影响　 不同

浓度阿维霉素处理 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞 １８ ｈ，检测宿主细胞

翻译调控蛋白 ＲＰＬ１０ 和 ＭＴＩＦ２ 的 ｍＲＮＡ 相对表达

水平。 显示阿维霉素能够使 ＲＰＬ１０ 和 ＭＴＩＦ２ 的

ｍＲＮＡ 表达水平增加，使 ＲＰＬ１０ 在 ５０ μｇ ／ ｍｌ 的浓度

（Ｆ ＝ ８. ８７，Ｐ ＝ ０. ００３）处理后增加最多，ＭＴＩＦ２ 增加

最多的浓度也在 ５０ μｇ ／ ｍｌ 浓度 （ Ｆ ＝ ７. ９４， Ｐ ＝
０. ００７）（图 １Ｃ、Ｄ）。
２． ５　 阿维霉素对病毒合成蛋白的影响　 检测不同

浓度阿维霉素处理后外泌 ＨＢＶ 蛋白 ＨＢｓＡｇ 和

ＨＢｅＡｇ 的相对浓度，结果表明：不同浓度药物处理

后 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 均表现出降低（图 １Ｅ、Ｆ）。
２． ６　 阿维霉素对细胞外泌成分的影响　 经不同浓

度阿维霉素处理后显示，Ｈｅｐ３Ｂ 细胞外泌成分甲胎

蛋白浓度降低。 阿维霉素处理 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞能够提

高谷草转氨酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ） 浓

度，且具有浓度依赖性。 碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ） 浓度在阿维霉素处理后没有规律。
ＡＬＴ 在 １０ μｇ ／ ｍｌ 阿维霉素处理后浓度增加（Ｆ ＝
２. ９７，Ｐ ＝ ０. ００１），但在 ２５、５０ μｇ ／ ｍｌ 阿维霉素处理

后其浓度降低（图 ２）。
２． ７ 　 阿维霉素抑制 ＨＢＶ 复制的分子机制 　 应用

蛋白质互作分析软件 ＳＴＲＩＮＧ ｖ１１. ０对宿主内的
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图 １　 阿维霉素对 ＨＢＶ 毒力、宿主核糖体调控基因和外泌蛋白的影响

Ａ：阿维霉素对 ＨＢＶ ＤＮＡ 浓度的影响；Ｂ：阿维霉素对 ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 表达的影响；Ｃ：阿维霉素对宿主 ＲＰＬ１０ ｍＲＮＡ 表达的影响；Ｄ：阿维霉素

对宿主 ＭＴＩＦ２ ｍＲＮＡ 表达的影响；Ｅ：阿维霉素对外泌蛋白 ＨＢｓＡｇ 的影响；Ｆ：阿维霉素对外泌蛋白 ＨＢｅＡｇ 的影响；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 阿维霉素对 Ｈｅｐ３Ｂ 外泌蛋白的影响

　 　 Ａ：阿维霉素对甲胎蛋白浓度的影响；Ｂ：阿维霉素对谷丙转氨酶浓度的影响；Ｃ：阿维霉素对谷草转氨酶浓度的影响；Ｄ：阿维霉素对碱性磷

酸酶浓度的影响；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

ＲＰＬ１０ 和 ＭＴＩＦ２ 蛋白进行分析发现，共有 ７ 个蛋白

质形成互作集团，分别为 ＲＰＬ１０、ＭＴＩＦ２、 ＲＰＬ１９、
ＲＰＬ３５、ＲＰＬ１８Ａ、ＲＰＳ１２ 和 ＲＰＳ１６（图 ３Ａ）。 富集分

析表明：７ 个蛋白质主要具有参与核糖体结构组成
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并影响翻译起始的功能，７ 个蛋白的亚细胞定位集

中在细胞质线粒体和细胞质胞质中，主要参与病毒

ｍＲＮＡ 翻译和肽链的延伸信号通路。
　 　 基于该研究，课题组模拟了一个 ＨＢＶ 在宿主细

胞内可能存在的复制机制，即 ＨＢＶ 利用宿主细胞的

核酸复制转录系统形成一个共价闭合环状 ＤＮＡ
（ｃｃｃＤＮＡ）。 ｃｃｃＤＮＡ 以微型染色体形式存在于细胞

核内，提供 ｐｇＲＮＡ 在内的所有病毒 ｍＲＮＡ 的转录

模板。 ｐｇＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 同时翻译出多种用于病毒

包装的蛋白，在胞质中组装形成核衣壳复合体用于

形成新的病毒中间体。 在该过程中， ＲＰＬ１０ 和

ＭＲＩＦ２ 分别参与核糖体大亚基的组成和翻译起始。
随后一部分中间体装配成成熟的病毒 Ｄａｎｅ 颗粒释

放入血；另一部分重新补充核内的 ｃｃｃＤＮＡ［８］。 以

此循环，大量增殖。 该研究显示经阿维霉素处理，在
翻译步骤前的基因 ｐｇＲＮＡ、ＲＰＬ１０ 和 ＭＴＩＦ２ 等出现

累积，翻译下游蛋白 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 和 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 浓

度却降低。 表明阿维霉素的作用位点位于核糖体翻

译步骤（图 ３Ｂ）。

３　 讨论

　 　 常见的正霉素类抗生素有阿维霉素和晚霉素

等，其能够结合 ｒＲＮＡ 的 Ｈ８９ 的小沟到 Ｈ９１ 的环

区，通过 ｒＲＮＡ 的扰动间接地赋予核糖体翻译起始

抗性［９ － １０］。 晚霉素一般不抑制肽键的形成，也不与

其他几种抗生素竞争结合核糖体。 阿维霉素则是通

过干扰 ＡＡ⁃ｔＲＮＡ 与核糖体的结合影响翻译进

程［１１］。 阿维霉素和晚霉素均被认为是很好的翻译

起始抑制剂，它们以 ＩＦ２ 依赖的方式抑制 ｆＭｅｔ 的形

成。 然而抑制的确切步骤仍然不清楚。
　 　 ＭＴＩＦ２ 为翻译起始因子 ＩＦ⁃２，多存在与线粒体

和细胞质，是经典翻译因子 ＧＴＰａｓｅ 家族中 ＩＦ⁃２ 亚

家族成员［１２］。 ＭＴＩＦ２ 是蛋白质合成起始的基本成

分之一，能够保护甲硫酰⁃ｔＲＮＡ 不被自发水解，并促

进其结合到 ３０Ｓ 核糖体亚基［１３］。 同时也参与 ＧＴＰ
在 ７０Ｓ 核糖体复合物的水解。 在本研究中使用翻译

起始抑制剂阿维霉素去抑制 ＭＴＩＦ２ 功能，结果表明

阿维霉素表现出对 ＨＢＶ 组装必需蛋白的翻译抑制

功能。
　 　 核糖体蛋白 Ｌ１０（ＲＰＬ１０）为核糖体大亚基的组

成单元，然而在核糖体构成中并非所有的核糖体蛋

白成员均需参加［１４ － １５］。 在已有研究中，包括 ＨＩＶ
在内的多种病毒复制的翻译调控均有 ＲＰＬ１０ 有关，
结合本次研究结果，课题组推断宿主 ＲＰＬ１０ 可能是

特异性参与病毒翻译的核糖体蛋白。
　 　 本研究应用阿维霉素处理 ＨＢＶ 细胞模型

Ｈｅｐ３Ｂ，表明阿维霉素能够有效调控 ＭＴＩＦ２ 功能，通
过抑制翻译起始减少病毒组装所需蛋白的翻译，进
而影响 ＨＢＶ 复制， 反 馈 导 致 ＭＴＩＦ２、 ＲＰＬ１０ 和

ｐｇＲＮＡ 等上游基因表达量增加。 该研究与正霉素

类抗生素预测结合位点相对于起始因子在核糖体上

的结合位点相一致。

图 ３　 ＲＰＬ１０ 和 ＭＴＩＦ２ 蛋白 ＰＰＩ分析和阿维霉素参与 ＨＢＶ 复制的机制分析

Ａ：ＲＰＬ１０ 和 ＭＴＩＦ２ 蛋白 ＰＰＩ 分析图；Ｂ：阿维霉素参与 ＨＢＶ 复制的机制示意图
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