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Abstract
AIM: To screen proteins in human pancreas 
cDNA library interacting with hepatitis B core 
antigen (HbcAg) by yeast two-hybrid system.

METHODS: After amplification, purification, 
and identification, the human pancreas cDNA li-
brary plasmid was transformed into yeast Y187. 
Thereafter, the reconstructed bait plasmid (pG-
BKT7-HBcAg) was transformed into yeast cells 
AH109. Then, the transformed AH109 was mat-
ed with Y187 that contained the library plasmid. 
The diploid yeast cells were plated on nutrient 

deficiency medium SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 
and SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade containing X-α-
gal for selecting. The plasmids in diploid yeast 
cells were extracted and electrotransformed 
into E.coli DH5α. The plasmids in DH5α were 
extracted, sequenced and analyzed by bioinfor-
matic methods.

RESULTS: The human pancreas cDNA library 
was constructed successfully. The reconstructed 
bait plasmid (pGBKT7-HBcAg) was transformed 
into yeast cells AH109 successfully. Nine pro-
teins interacting with HBcAg were screened, and 
their sequences were homologous with human 
pancreatic lipase (PNLIP), CEL, CTRC, trypsino-
gen, carboxypeptidase 1 (CPB1), human com-
plete mitochondrial genome, human pancreatic 
elastinase 2A, human complement lipase (CLPS) 
and human ribosomal protein (RPL10A).

CONCLUSION: HBcAg protein may be related 
with the exocrine pancreatic function and me-
tabolism of glucose or lipid. HBV infection prob-
ably leads to metabolic abnormality or metabolic 
diseases through interacting with pancreatic 
enzymes.
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摘要
目的: 应用酵母双杂交技术 ,  筛选人胰腺
cDNA文库中与HBV核心抗原结合的蛋白的
基因. 

方法: 扩增人胰腺cDNA文库并纯化鉴定, 将
其转化至酵母菌Y187; 诱饵质粒pGBKT7-
HBcAg转化酵母菌AH109并筛选鉴定. 应用
酵母双杂交系统3进行配合, 在SD/-Trp/-Leu/-

®

■背景资料
近年来国内外大
量的临床病例研
究资料及文献提
示, 慢性乙型肝炎
患者2型糖尿病发
病率显著高于普
通人群, HBV慢性
感染时除引起肝
脏病变外, 可能同
时还侵犯胰腺进
而影响胰腺的分
泌功能致糖、脂
类代谢异常. 但机
制不清, 相关研究
甚少. 
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His/-Ade培养基和含X-gal的SD/-Trp/-Leu/-
His/-Ade培养基上进行双重筛选, 提取阳性酵
母菌落的质粒转化大肠埃希菌DH5α, 提取质
粒并测序, 对测序结果进行生物信息学分析. 

结果: 人胰腺cDNA文库的构建以及pGBKT7-
HBcAg质粒转化AH109酵母菌株均获成功, 
并从人胰腺cDNA文库中筛选出9个与HBcAg
蛋白相结合的蛋白基因 ,  分别与以下已知
的9种编码蛋白基因序列同源: 人胰脂肪酶
(PNLIP)、人胆盐刺激酯酶(CEL)、人胰凝
乳蛋白C(CTRC)、人胰蛋白酶原、人羧肽酶
B1(CPB1)、人线粒体全基因组、人胰弹性
酶2A、人辅脂肪酶(CLPS)和人核糖体蛋白
(RPL10A).

结论: 筛选出的与HBcAg蛋白相结合的蛋白
基因主要与胰腺外分泌功能相关, HBV感染
可能通过与胰腺所分泌的糖、脂类代谢相关
的酶类结合, 而引发代谢性疾病.

关键词: HBcAg; 人胰腺cDNA文库; 酵母双杂交技术
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0  引言

近年来国内外大量的临床病例研究资料及文献

提示, 慢性乙型肝炎患者2型糖尿病发病率显著

高于普通人群并存在胰岛素抵抗, 这种现象逐

渐受到人们关注[1-5]. 有研究者还进行了相关的

机制研究, 但尚无法定论. 研究者通过对胰腺组

织进行原位杂交及免疫组化检测发现, HBV慢

性感染者胰腺组织中存在HBsAg、HBcAg及
HBV DNA[6-8]. 这些提示HBV慢性感染时除引起

肝脏病变外, 可能同时还侵犯胰腺并引起相应

的病理改变, 进而影响胰腺的分泌功能致糖、

脂类物质代谢异常甚至是代谢性疾病. 但这些

可能性及其机制还需要进一步研究验证. 因此, 
我们从蛋白质水平运用酵母双杂交技术筛选人

胰腺cDNA文库中与HBcAg结合蛋白的基因, 从
而为相关理论提供实验依据, 为相关研究的提

供思路和方向. 

1  材料和方法

1.1 材料  酵母双杂交系统3该试剂盒包括人

类胰腺cDNA文库、pGADT7-AD克隆载体、

pGBKT7-BD克隆载体、酵母菌株AH109、酵母

菌株Y187, 购自Clontech公司. BglⅡ购自TaKaRa
公司. X-α-gal、酵母YPD培养基、酵母YPDAgar
培养基、SD/-Trp、SD/-Leu、SD/-Trp/-Leu、
SD/-Trp/-Leu/-His以及SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培
养基均购自Clontech公司. 鲑精DNA(DNA, from 
herring sperm)购自Sigma公司. 引物合成及测序

由奥科公司完成.
1.2 方法 酵母胰腺cDNA文库的构建按Clontech 
公司的说明书对文库进行扩增, 用Qiagen公司

的操作手册(Qiagen plasmid Maxi kit)对文库进

行纯化. 取纯化的文库质粒1 μL转化DH5α感
受态细胞, 随机挑取6个单克隆提取质粒, Eco R
Ⅰ、XhoⅠ双酶切鉴定cDNA文库多样性. 文
库质粒转化酵母, 制备酵母人胰腺cDNA文库. 
提取新鲜生长的Y187酵母菌落接种于Y P D A
液体培养基中, 振摇后以醋酸锂法将文库质粒

转化至其中, 然后将转化物铺SD/-Leu板孵育. 
同时将转化产物按1∶10, 1∶102, 1∶1×104,  
1∶1×106, 1∶1×108分别铺于SD/-Leu培养基

上检验转化效率. HBcAg蛋白的酵母表达载体

pGBKT7-HBcAg由本室构建, 醋酸锂法转入酵

母菌株AH109. 转化后铺板筛选, 挑取新鲜生长

的经菌落PCR鉴定正确的AH109酵母菌落接种

于SD/-Trp液体培养基中, 振摇培养后, 离心并重

悬于2×YPDA培养基中, 与含胰腺文库的酵母

细胞配合24 h. 观察到三叶草状的二倍体细胞后, 
将其离心并重悬于0.25×YPDA培养基中, 然后

铺SD/-Trp/-Leu/-His平板和SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade平板各25块, 孵育培养. 同时将配合产物按 
1∶10 , 1∶102, 1∶103分别铺于培养基上检验配

合效率. 生长16 d后把直径>2 mm的菌落划线于

铺有X-Gal的培养基, 在此培养基上生长且变成

蓝色的为阳性菌落. 挑取阳性菌落于液体培养

基中, 振摇后提取酵母质粒. 电穿孔法将提取的

质粒转化感受态细胞并于含有氨苄青霉素的LB
平板上培养, 所获得菌落质粒行BglⅡ酶切鉴定

图  1  胰腺cDNA文库Eco RⅠ/Xho Ⅰ双酶切分析.

■相关报道
有研究通过对胰
腺组织进行原位
杂交及免疫组化
检测发现 ,  HBV
慢 性 感 染 者 胰
腺 组 织 中 存 在
HBsAg、HBcAg
及HBV DNA. 这
提示HBV慢性感
染时可能侵犯胰
腺并引起相应的
病理改变, 进而影
响胰腺的分泌功
能致糖、脂类物
质代谢异常甚至
是代谢性疾病.



www.wjgnet.com

1748                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年6月8日      第16卷     第16期

后测序, 对测序结果进行生物信息学分析.

2  结果

2.1 酵母胰腺cDNA文库的构建 经测定, 待转化

的胰腺cDNA文库滴度在4×107左右. 用Eco R
Ⅰ、 XhoⅠ双酶切鉴定cDNA文库的多样性. 结
果显示插入片段大小不一(图1), 说明文库具有

很好的多样性. 经转化效率的检验, 确定文库细

胞计数大于1×109细胞/L.
2.2 pGBKT7-HBcAg质粒转化AH109酵母菌株 
用醋酸锂法转化酵母细胞后在缺陷型SD/-Trp培
养基上筛选生长. 培养4 d后, 挑取菌落进行PCR
扩增HBcAg, 结果显示转化成功(图2).
2.3 部分筛选克隆BglⅡ酶切鉴定结果 pACT2载
体上含有的2个BglⅡ酶切位点分别位于多克隆

位点两侧, 故使用该内切酶消化将释放出所筛

选到的胰腺文库的基因片段. 图3所示BglⅡ酶

切、琼脂糖凝胶电泳后的不同大小胰腺cDNA
文库片段.
2.4 筛选出的基因序列进行生物学信息学分析 
挑选26个阳性克隆测序后, 进行生物学信息学

分析(表1).

3  讨论

HBV慢性感染除引起肝脏损害外还可能与很多

肝外组织损害密切相关, 尤其与2型糖尿病之间

的关联更是引起众多学者的关注. 国内外很多

研究者提供的流行病学和临床病例资料报道提

示, HBV慢性感染患者糖尿病的发病率显著高

于普通人群[9-10]. Custro et al [11]报道, 成人慢性乙

型肝炎2型糖尿病的发病率为25%, 是普通人群

发病率的4倍. 北京地坛医院[2]曾调查北京2303
例慢性肝炎患者, 发现2型糖尿病发病率是普通

人群的3倍. 这些说明HBV慢性感染可能会导致

2型糖尿病的发生, 也可能2型糖尿病的又一危

险因素.
有研究者发现, HBV慢性感染者伴发2型糖

尿病与HBV损伤胰岛细胞有关. 研究显示慢性

HBV感染患者中糖耐量异常者(IGT)胰腺细胞

HBV DNA检测阳性率显著高于糖耐量正常者

(NGT), 免疫荧光组织化学双重染色显示胰岛

细胞胰岛素受体阳性部位有HBsAg存在, 提示

HBV不仅能侵害肝细胞, 也可能直接侵害胰岛

细胞, 可能是HBV感染伴发2型糖尿病的原因之

一[5]. HBV DNA可能会导致胰岛β细胞功能障碍, 
或者造成编码胰岛素基因突变, 使胰腺β细胞不

能分泌成熟的胰岛素, 而分泌更多的前体胰岛

素或变形胰岛素. 还有研究发现HBV病毒核心

抗原(HBcAg)结合蛋白C-12与胰岛素受体有相

表  1  阳性克隆进行生物学信息学分析结果

     
序号	  GenBank序号	      已知的同源序列编码蛋白基因        相同克隆数	          同源性

1	    000936.2	          人胰脂肪酶(PNLIP)		    5	            98

2	    001807.2	          人胆盐刺激酯酶(CEL)		    1	            97

3	    007272.2	          人胰凝乳蛋白C(CTRC)		    1	          100

4	    002769.2	          人胰蛋白酶原			     4	            99

5	    001871.2	          人羧肽酶B1(CPB1)		    2	            98

6	    001807.4	          人线粒体全基因组		    1	            97

7	    033440.1	          人胰弹性酶2A			    1	            99

8	    001832.2	          人辅脂肪酶(CLPS)		    2	            99

9	    007104.4	          人核糖体蛋白(RPL10A)		    2	          100

1                  2                 3                 M

750
500

bp

图  2  PGBKT7-HBcAg的PCR鉴定.
图  3  部分真阳性文库质粒Bgl Ⅱ酶切分析.

1       2       3       4      M       5       6       7       8    

■创新盘点
本研究从蛋白质
水平运用酵母双
杂交技术筛选人
胰腺cDNA文库中
与HBcAg结合蛋
白的基因, 从而证
实HBV慢性感染
致胰腺损害的机
制及其与糖、脂
类代谢相关性.
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互作用关系[12]. 这些研究从机制方面进一步说明

了HBV慢性感染与2型糖尿病可能密切相关, 但
是糖代谢过程及其机制极为复杂, HBV慢性感

染是影响这一过程中的某一环节还是某几个环

节, 而且是通过怎样的作用过程和机制影响的

我们还不清楚. 到目前为止, 国内外相关机制的

研究报道甚少, 更缺少充分的证据.
我们在此基础上考虑, HBV慢性感染时某

些病毒蛋白可能影响了糖代谢过程的某些环节. 
因此我们采用酵母双杂交技术从蛋白质水平研

究相关的机制, 本文筛选了人胰腺cDNA文库中

的HBcAg结合蛋白基因, 发现了与HBcAg存在

相互作用的几种胰腺分泌的酶, 如胰弹性蛋白

酶、胰脂肪酶、辅脂肪酶、胆盐刺激酯酶, 而
这些酶是胰腺外分泌功能中的重要组分, 他们

在糖、脂代谢过程中均起重要作用.
值得人们关注的是, 大约10%-30%的1型和

2型糖尿病患者存在胰腺外分泌功能异常, 并且

与早发的胰腺功能衰竭、低体质量指数、糖尿

病病程有关[13-15]. 2型糖尿病患者胰腺外分泌功

能障碍显著高于正常对照组, 并且随着体重指

数的增加胰腺外分泌发生障碍的可能性也会相

应增加[16]. 而粪胰弹性酶是一个重复性非常好

的评价胰腺外分泌功能的指标[17-18]. Vesterhus  
et al [19]研究发现, 所有青春期糖尿病(MODY3)患
者中胰弹性酶缺乏者脂肪排泄增加. 有研究发

现, 弹性酶可抑制大白鼠和小白鼠自发性糖尿

病; 抑制实验性肝纤维化、增强脂肪肝时的肝

脏脂肪分解. 其作为药物主要可用于防治动脉

硬化症、高脂血症(高胆固醇、高甘油三酯)、
高血压、糖尿病和脂肪肝等[20-24].

另外 ,  胰腺分泌的脂肪分解酶包括胰脂

肪酶(pancreat ic l ipase, PL)和胆盐刺激酯酶

(carboxyl ester lipase, CEL). PL主要分解食物中

的甘油三酯; CEL主要消化胆固醇酯和视黄酯. 
而辅脂肪酶是胰脂肪酶对消化脂类物质时不可

缺少的辅助因子. 他们作为胰腺外分泌的主要

成分都参与食物脂肪的消化和吸收. 对小鼠动

物模型的研究发现, PL和CEL主要作用分别是

机体对甘油三酯和胆固醇的吸收. 还有研究发

现PL和CEL在脂类吸收中有互补作用[20]. 辅脂

肪酶基因敲除小鼠试验中同样出现脂肪吸收下

降[26]. 脂肪酶在糖代谢中也具有重要作用[27-28]. 
有研究发现, 对非糖尿病CEL基因变异者行MRI
和超声检查提示胰腺存在脂肪变倾向, 他们在

发生2型糖尿病之前胰腺脂肪聚集[29]. 而胰腺脂

肪量是胰腺B细胞功能障碍的原因之一, 并可能

影响2型糖尿病的发展[30].
这些研究提示胰腺外分泌功能障碍在胰腺

脂肪变和糖尿病发展进程中起了一定作用. 这
些胰腺外分泌功能中重要的酶类物质, 如果他

们的分泌及功能出现异常则极可能进一步影响

相应的代谢过程而导致脂类代谢异常, 甚至最

终引发胰岛素抵抗、糖代谢异常和2型糖尿病. 
而HBcAg与这些酶类物质结合后就可能影响他

们的结构、功能, 从而进一步导致一系列的不

良结果. 因此, HBV慢性感染影响胰腺外分泌功

能可能就是其影响糖、脂代谢过程的可能机制

之一, 这需要进一步证实.
总之, HBV慢性感染时同样可能感染胰腺

细胞, 我们的研究发现HBcAg与胰腺分泌的多

种酶类物质存在相互作用, 尤其是其中几种与

胰腺外分泌功能密切相关. 他们之间的相互作

用可能就是HBV感染引发糖、脂类代谢异常甚

至糖尿病的可能机制. 我们的研究为进一步探

索HBV慢性感染与胰腺功能、糖类代谢、脂类

代谢和2型糖尿病提供了新的良好的思路和研

究方向.
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