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Abstract
AIM: By using yeast-two hybrid technique and bioinformatics
analysis, human hepatitis C virus core protein-binding protein
6 (HCBP6) was screened and identified. To investigate activity
of HCPB6 on alpha chain of nascent polypeptide-associated
complex (NACA) promoter by co-transfection and reporter
gene expression methods.

METHODS: Promoter DNA sequence for a subunit α of
nascent polypeptide-associated complex was identified in
GenBank by bioinformatics and amplified from HepG2 genome
by polymerase chain reaction (PCR). The amplified product
was cloned to pCAT3 vector. The NIH 3T3 and COS-7 cell
line were tranfected by pCAT3-NACA-p,the NIH 3T3 cell
line was co-tranfected by pCAT3-NACA-P and pcDNA3.1
(-)-HCBP6. The chloromycin acetyltransferase (CAT) activity
was detected by an enzyme-linked immunoassay (ELISA) kit.

RESULTS: In all cell lines, we found pCAT3-NACA-p had
higher activity of CAT than pCAT3-basic by ELISA kit. The
expression of CAT tested in co-transfection was 4 times
as higher as pCAT3-NACA-p plasmid.

CONCLUSION: HCBP6 has trans-activity on NACA promoter,
and this result implicates HCBP6 can affect metabolism.

Yang Q, Liu Y, Cheng J, Li K, Wang JJ, Hong Y, Zhang SL. Up-regulating
effect of human hepatitis C virus core protein-binding protein 6 on
NACA gene promoter. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(7):959-962

摘要

目的: 探讨HCV核心蛋白结合蛋白6对新生多肽相关复合

物 多肽启动子的激活作用

方法: 以基因表达谱芯片技术筛选HCBP6 表达质粒转染

HepG2细胞后的差异表达基因为基础 利用生物信息学技

术确定NACA的启动子区域(NACA-p) 聚合酶链反应

(PCR)扩增NACA-p 克隆至真核表达载体pCAT3中 构

建pCAT3-NACA-p表达载体; 以该质粒转染COS-7 NIH

3T3细胞系 用酶联免疫黏附方法(ELISA)检测氯霉素乙酰

转移酶(CAT)的表达活性; 与pcDNA3.1(-)-HCBP6共转染

NIH 3T3细胞系  用ELISA法检测CAT的表达活性

结果: 质粒 pCAT3-NACA-p在NIH 3T3 COS-7细胞中

能够激活CAT 的表达 共转染实验中pCAT3-NACA-

p+pcDNA3.1(-)-HCBP6 组 CAT的表达活性是pCAT3-

NACA-p 的 4 倍

结论: pCAT3-NACA-p具有启动子活性 HCV核心蛋白

结合蛋白6对NACA-p有激活作用 本研究为探讨HCV核

心蛋白结合蛋白6的功能提供新的实验及理论基础
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白是一种多功能蛋白质

除作为核壳蛋白具有病毒颗粒组装功能外 还具有多种

调控细胞及病毒基因表达的功能 在HCV引起的急慢性

肝炎 肝硬化 肝癌的发病机制中起到重要的作用[1,2]

其中核心蛋白与宿主蛋白之间的相互作用可能是病毒

持续感染的重要原因[3-5]. 为了进一步探索核心蛋白与肝

细胞之间的相互作用 我室采用酵母双杂交系统 3

以 HCV 核心蛋白作为 诱饵 对肝细胞 cDNA 文

库进行筛选 获得了一些与核心蛋白结合的肝细胞蛋
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白的编码基因 其中包括未知功能基因6号 命名为

HCV核心蛋白结合蛋白6(HCBP6)[6,7]. 为进一步研究该

基因的功能 利用基因表达芯片技术筛选HCBP6表达

质粒转染HepG2细胞后的差异表达基因 发现HCBP6

可上调一些基因的表达 其中包括新生多肽相关复合物

多肽(  subunit of nascent polypeptide-associated complex

NACA) 本研究利用生物信息学手段对NACA 5 -上

游调控序列进行分析 克隆 并与报告基因氯霉素乙酰

转移酶(CAT)构建表达质粒 与HCBP6表达载体共转

染 证明HCBP6对NACA启动子(promoter)具有激活作

用 使下游CAT基因的表达增强

1   材料和方法

1.1 材料  大肠杆菌JM109 细胞株COS-7 NIH 3T3

pcDNA3.1(-)-HCBP6. 为本室保存. pEGM-T pCAT3

载体购自Promega公司 脂质体FuGENE6购自Roche公

司 Taq DNA 聚合酶购自鼎国生物公司 限制性内切酶

Kpn I Xho I购自Takara公司 质粒DNA提取试剂盒

(Promega 公司) 玻璃奶DNA回收试剂盒(博大公司)

CAT ELISA试剂盒(Roche公司). 引物合成 核苷酸序

列测序由上海博亚公司完成

1.2 方法

1.2.1 NACA启动子结构分析  根据GenBank中NACA基

因组序列 确定NACA的转录起始点 截取其上游963 bp

设计并合成引物 在上下游引物的 5 - 端分别加上

Kpn I 和 Xho I 上游引物: 5 -GGT ACC CTG GGA

AGG AGA ATC TGC AC-3 ; 下游引物: 5 -CTC GAG

GTG CAG GGA ACG CGG AAC CAA G-3

1.2.2 质粒构建  PCR扩增NACA启动子序列 玻璃奶
纯化回收DNA片段 在T4 DNA连接酶的作用下 与
pGEM-T载体连接 转化大肠杆菌JM109 挑取在选择
平皿(Amp X-gal/IPTG)生长的白色菌落提取质粒 经
酶切(Kpn I/Xho I)及测序鉴定. Kpn I/Xho I双酶切重组质
粒pEGM-T-NACA-promoter 玻璃奶纯化回收酶切产
物 定向克隆至pCAT3载体 构建成重组质粒pCAT3-
NACA-promoter. 经双酶切及菌落PCR鉴定连接产物. 试
剂盒方法提取质粒以备转染
1.2.3 细胞培养及转染  COS-7 NIH 3T3细胞系在含10 %
小牛血清的DMEM培养液中生长. 细胞生长至50-80 %时
采用脂质体转染法 具体转染方法参照FuGENE6说明书
进行. 质粒pCAT3-NACA-promoter转染30 h后收获细胞
1.2.4 共转染实验  NIH 3T3细胞生长至50-80 %时
质粒pCAT3-NACA-promoter 与 pcDNA3.1(-)-HCBP6
质粒pCAT3-NACA-promoter与 pcDNA3.1(-)空载体共
转染. 因pCAT3-NACA-promoter活性较强 将共转染剂
量减至0.2 µg. 具体转染方法参照FuGENE6说明书进行.
转染30 h后收获细胞
1.2.5 CAT表达量的检测  将收获的细胞进行裂解 提
取上清液 取200 µl用于检测CAT的表达量. 具体方法
严格按照CAT ELISA试剂盒说明书进行. 在 415 nm光
波下测吸光度A值

2   结果
2.1 NACA启动子结构  根据GenBank中 NACA基因组
序列 确定 NACA的转录起始点 截取其上游963 bp
其核苷酸序列见图 1. 对此序列进行分析发现有多个

TATA 盒存在 同时含有多个CCGCCC 序列

   1 CTGGGAAGGA GAATCTGCAG CTTTATAATT TCAACATCGG CTAAATTGTC

 51 GTGAACCTAA ACAATCAAAA GGGCCGGAAT CTATTTAAAG AGTTTATTCA

101 AGGGCAGTGT GAGGATGGAC CAACCAGAAA ACCTCCAAAG AATGGAGTCA

151 GCCTTCAGAA GTAGAGAAGT TACGATTTCA TTTATTTAGG GAGACAGAGG

201 AGTTTTTAGC TGGATTACGT TATCCATACA AGGTTGGAAC ATAATTACAG

251 AATTTGGTTA CAAGAAGTGT TTTTTTTTGG GGGGGGGGCG GGGGTACAGC

301 TAACATTGTT TTACGAAGAG TTTAACACGC ATGAGTTGCT GTCATCTGGT

351 GACATCGTTT GAGTCTCTCT AGTCATTGAA CAGAACAAGA AAAATCGAAT

401 TAAATTTATA ATCTGAACTG AAGTTATATG TGACCCATCA CATCTCTCAA

451 GTTTTAAAAT GGGTTTTTTT GTTGTTGTTG ATGGGGGGGG AGAGGGTCCA

501 GCAGCTTTTA AATGTTTTCA CATCGTGTGT TCCAAAAATA ACTGGTTAGC

551 CTAAGTCACT TCCACCCTCC AATGTTGTGA ATGCAGTCTC TAGCATTCGC

601 TATTTAATGT CTTCTTCCTG CACTATTTGA GAAATCGCGA GGTCGACTTA

651 ATACCGCAGT CGCCACTTCG CGGACCGGAG GGCGGAGTCT GCTTAGTTCT

701 GAGGACTGCG TGGGTCCGCG CAGAGAGCTC CTGCTAGGCC TGCGCGTCCC

751 GTTCTAAATT CTTACCCTTT AGTTCTTGTC ACCACCCCCG CCGTGGGAAC

801 GGCCTGACAG TCACTCGTCA AAGGAAGTGG CTGCCGGCAG CTCTTGACCC

851 GGAATCGGAT CCTAGTCCCA CCCCCTCCGC TCCAGGCTTC CTTCTGCAAC

901 GGGCGTGGGT CACGCTCTCG CTCGGTCTTT CTGCCGCCAT CTTGGTTCCG

951 CGTTCCCTGC   AC

图1  NACA转录启动子核苷酸序列.
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 2.2 重组质粒的构建  以HepG2基因组为模板 PCR扩

增NACA启动子DNA序列 于963 bp 处出现理想条

带 将扩增产物与pGEM-T载体连接 双酶切鉴定 显

示两条带. 并送测序鉴定正确. 双酶切产物与pCAT3载

体连接 连接产物双酶切鉴定如图1所示(4 000 bp的

pCAT3-basic空载体和963 bp的NACA-promoter DNA片

段)连接转化生长的菌落进行PCR鉴定 如图2所示 于

963 bp处可见理想条带.

图2  pCAT3-NACA-promter双酶切(Kpn I/Xho I).

2.3 重组质粒转染实验及报告基因CAT的检测  将重组

质粒pCAT3-NACA-p转染COS-7 NIH 3T3细胞 如

图3所示pCAT3-NACA-p具有启动子活性. 其中组1为

COS-7细胞系: 组 2为NIH 3T3细胞系. pCAT3-basic(阴

性对照) pCAT3-control(阳性对照)

图3  pCAT3-NACA-p转染COS-7 NIH 3T3细胞后CAT的表达.
组 1:COS-7细胞系; 组 2: nih 3T3细胞系pCAT3-basic(阴性对照),
pCAT3-control (阳性对照).

图4  共转染NIH 3T3细胞后CAT的表达. 1: pCAT3-basic; 2: pCAT3-
control; 3: pCAT3-NACA; 4: pcDNA3.1(-)-vector(空载体); 5:pCAT3-
NACA-p.

2.4 重组质粒pCAT3-NACA-promoter与pcDNA3.1(-)

-HCBP6共转染NIH  3T3并检测报告基因CAT的表达.

共转染pCAT3-NACA-promoter+pcDNA3.1(-)-HCBP6

时CAT的表达较对照质粒明显升高 如图4所示 说

明HCBP6对HCBP6启动子具有激活作用. 其中组1为

pCAT3-basic 组 2为 pCAT3-control 组 3为 pCAT3-

NACA 组 4为 pcDNA3.1(-)-vector(空载体) 组 5为

pCAT3-NACA-p

3   讨论

HCV核心蛋白是一种多功能蛋白 除了作为核壳蛋白

具有病毒颗粒组装功能外 还结合细胞内的蛋白质

如载脂蛋白AII 肿瘤坏死因子受体-1(TNFR-1) 淋

巴毒素-β 受体(LT-βR) 对细胞信号转导 宿主的
免疫调节起作用[8,9] . 为研究HCV核心蛋白与宿主肝细胞

蛋白的相互作用 我们将肝细胞cDNA文库与HCV核

心蛋白 诱饵 进行酵母双杂交 筛选并克隆了与HCV

核心蛋白相互作用的新的蛋白质基因HCBP6[10,11] . 利用

生物信息学技术 我们确定了HCBP6的染色体定位 运

用在线软件对其蛋白质一级结构序列进行了分析 为探

讨HCBP6蛋白表达的特点及功能奠定了基础[12,13]. 同时

在四唑氮蓝(MTT)实验中发现HCBP6可以促进细胞生

长 与HCV核心质粒共转染研究中发现其在一定程度

上可抑制HCV核心蛋白对SV40早期启动子的反式激活

作用[14] 为进一步研究HCBP6 的功能 我们采用基

因芯片方法筛选HCBP6 基因转染细胞差异表达的基

因 结果表明HCBP6可上一些基因的表达 其中包括

NACA基因[15] 根据GenBank中NACA基因组序列 确

定NACA的转录起始点[16,17] 截取其上游963 bp核苷酸

序列进行克隆 并构建含报告基因CAT 的重组质粒

结果发现HCBP6 对 NACA 的表达确有激活作用 对

HCBP6 的功能研究提供了新的依据

       新生多肽相关复合物由 β两条肽链组成 主
要在胞质中分布[18,19]. 研究发现去除NAC后 细胞将产

生两种缺陷: (1)与新生肽链信号肽链接并将其靶向与内

质网连接的信号识别颗粒 失去信号识别功能 而与无

信号肽的新生肽链交叉连接; (2)核糖体翻译与内质网膜

错误连接的非分泌性的蛋白质[20-22] . NACA单独不能与核

糖体连接 但对核酸有较高的亲和力[23,24]. Beatrix et al [25]

发现 NACA 除了能和 DNA 结合外 还能与 RNA

mRNA tRNA 7S LRNA相结合 并且可以进入核内[26,27].

Mossabeb et al [28]发现NACA可以诱导特应性皮炎患者特

异性淋巴细胞增生反应 并且与自发性IgE抗体特异性

结合. Yotov et al [29]研究表明富含脯氨酸的不同NACA拼

接体可以激活肌球蛋白启动子的转录活性 在调控肌源

性细胞分化时的基因表达发挥重要作用. Moreau et al [30]也

证明NACA能够与c-Jun 蛋白的1-89 位氨基酸结合

并且作为辅激活蛋白NACA可以与非磷酸化和73位丝

氨酸磷酸化的c-Jun 蛋白结合 从而在成骨细胞分化

过程中起到转录调节的作用

       HCBP6的生物学功能目前仍不是很明确 对其反
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式激活作用的研究有助于探索其在细胞分化 信号传

导中的作用. 并对HCV感染慢性化 HCV引起原发性

肝癌的致病机制提供新的研究方向
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