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Abstract
AIM: To study the function of hepatitis C virus(HCV) internal
ribosome  entry site (IRES), and to construct biscistronic
vector.

METHODS: After amplifying HCV IRES by reverse-transcrip-
tion PCR (RT-PCR), the products were cloned into pcDNA3-S
upstream hepatitis B virus (HBV) surface gene. HBV core
gene was cloned following HCV IRES. After determination
by PCR and sequencing, we acquired plasmids containing
HBV S, C gene and HCV IRES, which were named as plasmids
pcDNA3-SIC. PcDNA3-SIC were transfected into HepG2
cells and detected by immunofluorescence assay and
Western blot.

RESULTS: HBV surface gene and core gene were both ex-
pressed in hepG2 cells, which were detected by immunof-
luorescence assay and confirmed by Western blot.

CONCLUSION: The 17 nt of 5’ nontranslated RNA in HCV
IRES had no effect on driving downstream gene expression
itself and could be used in the biscistronic vector that drove
two genes expression.

Kan QC, Yu ZJ, Lei YC, Yang DL, Hao LJ. Artificially constructed
biscistronic vector containing hepatitis C virus internal ribosome entry
site. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1520-1523

摘要

目的:  研究丙型肝炎病毒核糖体插入位点启动翻译蛋白质

功能 构建双顺反子真核表达载体.

方法: 逆转录PCR(RT-PCR)扩增丙型肝炎基因组中核糖体

插入位点序列(IRES) 定向克隆到pcDNA3-S质粒多克隆

酶切位点中. 在IRES下游克隆乙型肝炎病毒核心基因 测

序鉴定后获得的质粒经脂质体转染hepG2细胞 间接免疫

荧光染色和Western-blot检测.

结果: 在间接免疫荧光染色后 荧光显微镜下可见乙型肝

炎病毒S基因和核心基因表达. 转染细胞破碎后免疫沉淀检

测和图像分析表明 两种基因有相似的表达量.

结论: 人为截断HCV 5 NTR区17个碱基 并不影响IRES

对下游基因蛋白质翻译 为成功构建了含丙型肝炎病毒

IRES的双顺反子表达载体打下基础.
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0   引言

在引起慢性病毒性肝炎的病原中 丙型肝炎病毒(hepatitis

C virus HCV)是重要的病原之一[1-7]. 丙型肝炎的慢性

化机制虽然和乙型肝炎有许多相似之处 如免疫耐受

的形成 细胞凋亡等[8-10].  但也有许多不同之处 如

HCV 基因组具有高变性 在血液中间断性出现等原

因 不易被免疫系统识别而造成患者慢性化[11-14]. 最近

有研究表明 HCV 核心蛋白可以和其 IRES位点相结

合 下调HCV 抗原表达 降低病毒复制 有利于逃

避宿主免疫系统的监视[15-17]. 国内对于上一机制鲜有报

道 为了进一步阐述上述机制和研究HCV IRES位点

功能 我们构建了含HCV IRES 的双顺反子载体.

1   材料和方法

1.1 材料  pcDNA3 德国Qiagen公司; Expand PCR Kit

美国Stratgene公司; Taq 酶  加拿大Bio-Star公司; EcoR

I  BamH I  洛阳华美生物工程公司. HBV pcDNA3-C

和pcDNA3-S基因质粒系本室保存. 引物序列: 以下引物

均在大连宝生物公司合成 HCV IRES L: 5 - GCGCGG

ATCCGG GCGACACTCCACCATAG -3 (nt17-36 黑



体划线为BamH-I切点)HCV IRES R: 5 -GC GAATTC

GTTTTTCTTTGAGGTTTAGGATTC -3 (nt347-371

黑体划线为EcoR I 切点).

1.2 方法  临床上已被鉴定的1例国人慢性HCV感染患

者的阳性血清50 µL 加 2倍的裂解液Trazol(深圳晶美
公司提供) 加样枪混匀后 常规酚: 氯仿: 异戊醇提

取 4 离心 13 000 r/min 14 min 后取上清 加2

倍乙醇沉淀 在离心后加750 mL/L乙醇洗涤 沉淀烘干

后加20 µL的DEPC水溶解后备用. 取含有HCV RNA的
溶液 RT-PCR一步法试剂盒由深圳晶美公司提供 按

照试剂盒要求 依次加入随机引物 HCV IRES上下游

引物及含有逆转录酶的PCR扩增混合物. PCR仪为美国

罗氏公司Real-time PCR仪. 反应程序为: 42 45 min;

94 5 min后进入主循环92  30 s 55  30 s 72 

30 s 45个循环后收集PCR产物. PCR产物常规酚: 氯

仿: 异戊醇提取后 离心后上清直接EcoR I和 BamH I

双酶切 酶切后电泳 QIAGEN(德国产)试剂盒回收

PCR产物 定向克隆入pcDNA3-S 中 所得的质粒为

pcDNA3-SI. PCR和酶切鉴定后 送入大连宝生物公司

测序鉴定.

1.2.1 HBV (hepatitis B virus)  核心基因亚克隆 EcoR I酶

切含有HBV 核心基因的质粒 核心基因片段再回收. 小

量提取pcDNA3-SI质粒后 EcoRI酶切后与HBV 核心

基因连接 连接后产物常规转化感受态细胞 小量培养

筛选的单菌落后提取质粒 所得质粒称为pcDNA3-SIC.

以HCV IRES L和HCV 核心基因扩增下游引物(本室保

存)作为所得质粒PCR方向鉴定引物 HBV 核心基因

克隆鉴定方向后 送大连宝生物公司测序.

1.2.2 pcDNA3-SIC在真核细胞HepG2表达  常规培养

细胞 转染前1 d将HepG2细胞接种到8孔槽中 加

入100 mL/L胎牛血清( FCS)的DMEM培养基 在37 

和 50 mL/L的 CO2中培养至细胞的融合率为50-80 %.

II 细胞转染 用QIAGENE 小量提取质粒试剂盒提取

pcDNA3-SIC 质粒,按 lipofectamine 试剂盒(boehringer

mannheim biochemicals Co. USA)说明书要求 转染

HepG2细胞 PBS洗涤细胞2次后用4 的500 g/L甲醇

和丙酮混合液 低温固定15min 间接免疫荧光检测.

1.2.3 免疫沉淀检测  超声波破碎转染细胞 7 000 r/min

离心 10 min 取上清. 取等量上清分别加入单克隆

HBsAb和HBcAb 37 温浴45 min后 加入PEG6000

终浓度为25 g/L 4 过夜 离心10 000 r/min 30 min

收集沉淀 30 g/L的PEG6000洗涤3次 3 mol/L KSCN

室温解离3 h 所得样品做SDS-PAGE(分离胶为120 g/L

浓缩胶为30 g/L 稳流 25mA 电泳 70min 电泳仪

为Bio-Rad3000Xi型) 凝胶用考马斯亮兰R-250染色.

2   结果

2.1 RT-PCR  在丙型肝炎患者血清中提取RNA 对

HCV IRES片段进行PCR扩增 扩增片段大小为300 bp

左右 图 1.

2.2 克隆目的基因鉴定  将外源性目的基因HBV S和core

基因依次克隆入PCDNA3-SIC 中 PCR扩增鉴定插入

PCDNA3-SIC 载体中片段大小 分别约为670 bp 和

550 bp 图 2.

2.3 质粒转染鉴定  将测序和PCR鉴定完成后pcDNA3-

SIC 质粒 在HepG2中转染 间接免疫荧光染色和免

疫沉淀鉴定 图 3-5.

图1   血清中HCV IRES RT-PCR.

图 2  克隆目的基因PCR鉴定.

图3  质粒转染免疫沉淀鉴定.

        图 1为HCV IRES位点RT-PCR扩增的结果 左侧

1泳道为2 kb 的Mark 右侧 2 3 4 泳道为PCR 扩

增结果 分子大小为335 bp. 图2为PCDNA3-SIC 中HBV

S和 core 基因扩增鉴定结果 中间3泳道为123 bp 的

Mark 左侧第一泳道为HBV core 基因 678 bp 而第

二泳道为HBV S 基因 550 bp 4 5 泳道为 S 6

7为C; 图3为pcDNA3-SIC在HepG2中转染后 免疫沉

淀鉴定结果 最右侧4泳道为中分子质量蛋白质mark

左侧第1泳道为 HBV S基因表达后免疫沉淀的结果 第

2泳道为无关血清对照 第3泳道为HBV core基因表达

后免疫沉淀 可见HBV核心蛋白表达 为2 000左右.

1        2      3        4

1     2    3    4    5    6    7
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图4  单克隆HBsAb检测转染细胞图.

图5  被HBcAb结合后荧光检测图.

        图4和图5分别为培养转染细胞被单克隆HBsAb和

HBcAb结合后 间接免疫荧光显示(放大倍数: 10 20).

3   讨论

最初描述核糖体插入位点(internal ribosome entry site

IRES)的启动帽非依赖性的翻译功能首先在细小病毒

RNA的 5 端非编码区[18] 随后在有多种病毒基因组

中发现. 评价这些IRES元件 特别是来源于脑心肌炎病

毒(EMCV)的大约600 nt IRES序列 可以被用做表达多

种蛋白质[19-21]. 最近 HCV的基因组被证明也有一个

IRES序列 大约为200 nt左右[22-26]. 现研究表明在HCV

基因组中的5 端存在一个非基因编码区(nontranslated

RNA) 即 5 NTR 区 长度大约300 bp 共有 4 个

茎环 即 I II III 和 IV. 其中第2个茎环含有 IIa 和

IIb 等 2 个环状结构 第3 个茎环含有5 个环状结构

即IIIa IIIb IIIc IIId和 IIIe 翻译的起始位点可能位

于IV环中的AUG 而这4个茎环空间结构的正确形成

对下游基因蛋白质翻译有着重要影响(见左图) [ 27-32 ] .

Rijnbrand et al [33]等研究HCV IRES 功能区位于40 nt和

370 nt 之间 包括一部分HCV 核心蛋白序列 即位

于茎环 II 和 III 上 内含丰富的RNA假结 有利于核

糖体进入结合. HCV IRES能够在绝大多数细胞系中可

以启动下游基因表达 甚至包括那些非灵长类细胞 具

有帽非依赖性的强大翻译功能[34]. 也有研究表明 茎环

中第4环能够和病毒的病毒产物相结合 对下游翻译

有负调节作用 有利于病毒的持续感染[35]. 但多数学者

认为5 NTR 正确的空间构像对下游基因蛋白质的翻

译有重要作用.

        我们通过RT-PCR扩增HCV 5 NTR部分片段(图1)

构建了pcDNA3-SIC载体 PCR鉴定(图 2)和测序鉴定

后 转染真核细胞. 发现去断后的5 NTR区可完全启

动下游蛋白质的表达(图4和图5) 表达后的蛋白质经

免疫沉淀后 SDS-PAGE发现 在HBcAb结合蛋白质

量远大于HBsAb 结合蛋白质量 IRES 启动下游基因

翻译不亚于CMV启动子的帽依赖结构对下游基因翻译

(图 3). 表明人为去断HCV 5 NTR 区 20 个碱基 破

坏5 NTR 区的第一茎环并不影响下游蛋白质表达.

       在HCV基因组上的3 端同样也存在一个非编码

区 即3 NTR 大约为40-60 nt. 在 HCV RNA 结

构稳定性方面有重要作用[36-38]. 我们发现HCV 5 NTR

区的第一个茎环在HCV 蛋白质翻译并不起着重要作

用 他是否起着3 NTR相似的稳定HCV RNA作用还

不得而知 因此还有待于进一步研究. 但本研究揭示了

HCV IRES 位点的对下游基因翻译功能 而且不受茎

环I序列的限制 为下一步构建含HCV IRES的双顺反

子载体奠定了基础.
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