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Abstract
AIM: To investigate the transactivation effects of C-termi-
nally truncated middle surface protein (MHBst) of hepatitis
B virus (HBV) by differential display method. To clone new
gene with unknown function that could be transactivated
by MHBst with suppression subtractive hybridization (SSH),
and pave the way for the study and better understanding
of the transactivation effects of MHBst.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR)technique was
employed to amplify the coding sequence of MHBst, and
the expressive vector pcDNA3.1-MHBst was constructed
by routine molecular biological method. The differentially
expressed genes were screened and identified by SSH
method between the HepG2 cells transfected with pcDNA3.1-
MHBst and the vector pcDNA3.1, respectively. Bioinformatics
techniques were used to search homologously expressed
sequence tag (EST) and full-length coding sequence
transactivated by MHBst. The mRNA was purified from
HepG2 cells and the DNA fragment was amplified by reverse
transcription PCR (RT-PCR) technique. The coding se-

quence was analyzed by bioinformatics. The new gene
transactivated by MHBst was designated as target gene 1
transactivated by truncated middle surface protein of HBV
(TTP1).

RESULTS: The expressive vector pcDNA3.1-MHBst was con-
structed and confirmed by restriction enzyme digestion
and sequencing. SSH method was employed for the screening
and identification of the differentially expressed genes from
the HepG2 cells transfected with pcDNA3.1-MHBst and
pcDNA3.1, respectively. Among the target genes, we iden-
tified a new gene with unknown function and deposited its
sequence into GenBank. From the homology search, we
evaluated this gene as a new gene with unknown function.

CONCLUSION: The gene 1 transactivated by C-terminally
truncated middle surface protein of hepatitis B virus was
identified.
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摘要

目的: 研究乙型肝炎病毒(HBV)羧基末端截短型表面抗原中

蛋白(MHBst)的反式激活作用 利用差异显示技术 筛选

克隆MHBst 蛋白的反式激活作用的靶基因 发现新型基

因 为阐明MHBst 对于肝细胞表达基因谱的影响 探索

新的研究方向.

方法: 利用多聚酶链反应技术(PCR)扩增MHBst的编码基因

片段 构建真核表达载体pcDNA3.1-MHBst 转染肝母

细胞瘤细胞系HepG2 与仅转染空白载体pcDNA3.1 的

HepG2 细胞进行差异显示 利用抑制性消减杂交技术

(SSH)克隆鉴定MHBst的反式激活作用的靶基因 通过生

物信息学技术 确定新基因的序列 设计序列特异性引物

利用HepG2细胞来源的mRNA进行逆转录PCR (RT-PCR)

扩增 克隆新基因 并对于新基因的序列以及编码基因

产物序列进行分析. 利用生物信息学技术确定TTP1基因是

新基因.

结果: 构建表达载体pcDNA3.1-MHBst 经过序列分析和

酶切鉴定正确. 转染HepG2细胞系 利用SSH技术获得差

异表达的基因片段. 经对于美国生物工程信息学中心(NCBI)

建立的核苷酸序列的数据库(GenBank)检索 证实这是一

个新型基因片段. 通过对于同源基因序列的比对 根据

Kozak规则和终止密码子下游的多聚腺苷酸信号序列  确



定新基因的序列 将这种MHBst 反式激活的新基因命名

为TTP1 并在GenBank 中注册登录.

结论: 克隆并鉴定了乙型肝炎病毒羧基末端截短型表面抗原

中蛋白反式激活作用的新型靶基因TTP1 为今后研究

MHBst 的反式激活作用 开辟了新的研究方向和可能.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)与肝细胞之间的相互关系非常复杂.

HBV既需要肝细胞中的蛋白质成分的结合与调控 决

定其嗜肝细胞的特性 同时HBV基因组表达的蛋白对

于肝细胞的基因表达谱产生影响 参与HBV的致病过

程[1-12]. HBV编码蛋白由于其细胞内分布和功能的特点

某些结构形式的病毒蛋白对于肝细胞的基因表达谱具有

显著影响. 羧基末端截短型的表面抗原中蛋白(MHBst)就

是其中的典型代表. 具有反式激活作用的MHBst是从肝

癌细胞中整合的HBV DNA 序列中鉴定的 对于其反

式激活作用进行了广泛的研究 认为MHBst是HBV感

染引发肝细胞癌(HCC)的重要机制[13-28]. 但是 最近我

们从慢性乙型病毒性肝炎患者外周血中也克隆到了

MHBst的编码基因 说明MHBst编码基因除了与肝细

胞基因组整合的存在方式之外 在外周血中也是存在

的. 关于外周血中MHBst 编码基因的发现 拓展了

MHBst存在的意义和研究范围[29-34].

        关于MHBst的反式激活作用 首先在体外实验中

以异源性启动子指导的报告基因的表达得到了证实. 构

建了MHBst 的表达载体 与SV40 早期启动子指导的

氯霉素乙酰化转移酶(CAT)的表达载体进行共转染试

验 发现MHBst的表达对于SV40的启动子活性具有显

著的激活作用 通过抑制性消减杂交(suppression sub-

tractive hybridization SSH)技术的筛选 我们也筛选

到MHBst 的反式激活作用的靶基因 而且我们应用

Western blot 杂交技术证实MHBst对于肝细胞中的原癌

基因 c-myc的表达上调作用. 同时 我们还克隆 鉴

定了一种未知功能的新基因 命名为羧基末端截短型

乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白反式激活基因1(TTP1)

提示MHBst 反式激活作用具有新的靶位.

1   材料和方法

1.1 材料  肝母细胞瘤细胞系HepG2 细胞及大肠杆菌

JM109(本室保存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen)

Lipofectamine PLUS 转染试剂(Gibco) mRNA Purification

试剂盒(amersham pharmacia biotech) PCR-Select cDNA

Subtraction 试剂盒(Clontech) 50 PCR Enzyme Mix

Advantage PCR Cloning 试剂盒(Clontech) High Pure

PCR Product Purification试剂盒(Boehringer Mannheim)

T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载体(Promega)[35].

1.2 方法

1.2.1 真核表达载体的构建及细胞转染  MHBst真核表达

质粒pcDNA3.1(-)-Mt167由本室构建[36]. 用Lipofectamine

PLUS 转染试剂将2 µg pcDNA3.1(-)-Mt167及pcDNA3.1
(-)空载体分别转染35 mm平皿HepG2细胞 48 h后收

获细胞.

1.2.2 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了重组表达质粒及空载体的HepG2细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性

定量分析.

1.2.3 双链 cDNA(dscDNA)合成  使用PCR-Select cDNA

Subtraction Kit中的试剂 以获得的mRNA为模板逆转

录合成cDNA.

1.2.4 消减杂交文库的建立  采用PCR-Select cDNA Sub-

traction Kit 常规SSH方法按说明书进行: 转染了重组

表达质粒及空载体的HepG2 细胞 cDNA 分别标记为

Tester和Driver 经Rsa (一种识别4碱基序列的内切

酶)消化 产生相对较短的平端片段 纯化酶切产物.

将 Tester 的 cDNA分为两份 分别连接试剂盒提供的

特殊设计的寡核苷酸接头Adapter 1和Adapter 2 然后

与过量的Driver cDNA进行杂交; 合并两种杂交产物后再

与Driver cDNA作第2次杂交; 然后将杂交产物做选择性

PCR扩增 使Tester cDNA中特异性表达或高表达的片

段得到特异性扩增.

1.2.5 克隆鉴定分析  扩增产物与pGEM-Teasy 载体连

接 转化JM109感受态细菌 在含氨苄青霉素的LB/X-

gal/IPTG培养板上 37 培养18 h. 挑取白色菌落 增

菌 以pGEM-Teasy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进

行菌落PCR扩增 证明含有插入片段后(200-800 bp) 测

序(上海博亚公司) .  应用生物信息学将测得序列与

GenBank数据库进行同源性分析.

1.2.6 多聚酶链反应扩增  设计引物5 -ATG GAC CTT

CAG GCC GCC GGG GCC CAG GCG-3 和 5 -TCA

ATC TTC AGC ATC GTC AAA CTG TCC TGT-3 从

HepG2细胞提取mRNA 逆转录后进行PCR扩增 进

行Teasy 载体的克隆化 测序.

2   结果

2.1 mRNA的定性 定量分析  使用高质量的mRNA是

保证cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染了

真核表达质粒及空载体的HepG2 细胞mRNA分别为

5.64 µg和 5.20 µg A260/A280=1.95. 10 g/L琼脂糖凝
胶电泳见mRNA为大于0.5 kb清晰慧尾片状条带 证

实mRNA质优量足.

2.2 dscDNA两端连接效率检测  dscDNA与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有adaptor l和adaptor 2的两组dscDNA分别用不同
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的特异性引物(看家基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH引

物)进行 28 个循环扩增 产物用20 g/L 琼脂糖凝胶电

泳鉴定. 结果显示两组dscDNA扩增产物浓度相当 说

明dscDNA已与接头高效率连接(图 1).

M: DNA Marker; 1: dscDNA与adaptor 1连接, 上游引物为接头部序
列, 下游引物为G3PDH 3 ;  2: dscDNA与adaptor 1连接, 上游引物
为G3PDH 5 , 下游引物为G3PDH 3 ; 3: dscDNA 与 adaptor 2 连
接, 上游引物为接头部序列, 下游引物为G3PDH 3 ; 4: dscDNA与
adaptor 2 连接 上游引物为G3PDH 5 , 下游引物为G3PDH 3
图 1  接头连接效率分析结果.

2.3 cDNA消减文库消减效率的鉴定  分别以消减及未

消减PCR产物为模板 用G3PDH引物进行PCR扩增

分别在18 23 28 33 次循环结束时从体系中吸取

5 µL进行电泳鉴定. 结果显示: 与未消减组PCR产物相
比 消减组PCR产物中G3PDH基因产物大大减少 说

明所构建的消减文库具有很高的消减效率(图2).

M: DNA Marker; 1-4: 未消减组, 引物为G3PDH3 5 , PCR循环
次数分别为18 23 28 33;  5-8: 消减组, 引物为G3PDH3 5 , PCR
循环次数分别为 18 2 3 2 8 3 3
图 2  消减效率分析结果.

2.4 差异表达cDNA片段的扩增  杂交产物经两轮PCR

扩增后 凝胶电泳显示部分差异表达的 cDNA 条带

这些条带可能代表差异表达的基因片段(图3).

图 3  消减杂交PCR产物电泳图.

        差异表达基因片段的克隆  菌落PCR扩增结果显示

为200-800 bp大小不等的插入片段(图4) 所获得的94

个克隆中均含有插入片段.

图 4  部分克隆(9-24)菌落PCR鉴定电泳图.

2.5 cDNA测序与同源性分析初步结果  挑选50个克隆

测序 与GenBank数据库进行初步比较. 其中4个克隆

未检索到任何对应的相似序列 可能代表了某些新基

因 进一步的分析鉴定出一个未知功能的新基因 即

TTP1.

2.6 新基因序列  TTP1新基因长度为555 nt 四种核苷

酸组成分别为A135 C 147 G 170 T 103 GC 比

率占 57 % 编码的蛋白由 184 aa 组成 序列如图 5

所示. TTP1基因序列已经在GenBank中注册 注册号

为AF407672.

ATG GAC CTT CAG GCC GCC GGG GCC CAG GCG
M    D    L    Q    A    A    G    A    Q    A
CAG GGG GCC GCG GAG CCG TCT CGG GGC CCG
Q    G    A    A    E    P    S    R    G    P
CCG CTG CCT AGC GCG CGG GGG GCG CCC CCC
P    L    P    S    A    R    G    A    P    P
AGC CCG GAG GCT GGC TTT GCT ACA GCT GAC
S    P    E    A    G    F    A    T    A    D
CAC TCC AGT CAG GAG AGA GAG ACT GAG AAG
H    S    S    Q    E    R    E    T    E    K
GCT ATG GAT CGA CTA GCC CGT GGA ACA CAG
A    M    D    R    L    A    R    G    T    Q
AGC ATT CCT AAT GAC AGT CCT GCC CGG GGT
S    I    P    N    D    S    P    A    R    G
GAG GGC ACC CAT TCT GAA GAG GAA GGC TTT
E    G    T    H    S    E    E    E    G    F
GCC ATG GAT GAG GAG GAC TCT GAT GGA GAA
A    M    D    E    E    D    S    D    G    E
CTG AAT ACC TGG GAG CTG TCA GAA GGG ACA
L    N    T    W    E    L    S    E    G    T
AAC TGT CCA CCC AAG GAA CAG CCT GGC GAT
N    C    P    P    K    E    Q    P    G    D
CTT TTT AAT GAG GAC TGG GAC TCG GAG TTG
L    F    N    E    D    W    D    S    E    L
AAA GCA GAT CAA GGG AAT CCA TAT GAT GCT
K    A    D    Q    G    N    P    Y    D    A
GAC GAC ATC CAG GAG AGC ATT TCT CAA GAG
D    D    I    Q    E    S    I    S    Q    E
CTT AAA CCT TGG GTG TGC TGT GCC CCA CAA
L    K    P    W    V    C    C    A    P    Q
GGA GAC ATG ATC TAT GAC CCC AGC TGG CAC
G    D    M    I    Y    D    P    S    W    H
CAT CCG CCT CCA CTG ATA CCC TAT TAT TCC
H    P    P    P    L    I    P    Y    Y    S
AAG ATG GTC TTT GAA ACA GGA CAG TTT GAC
K    M    V    F    E    T    G    Q    F    D
GAT   GCT   GAA   GAT  TGA
  D       A        E       D      *

图5  TTP1基因核苷酸序列及编码产物序列.
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3   讨论

乙型肝炎病毒MHBst具有复杂的分子生物学调节功能.

Caselmann et al [23]构建了羧基末端缺失167 aa的表面抗

原中蛋白的表达载体MHBst167 首先验证了对于

HBV本身调节元件的作用. 在以CAT作为报告基因的

细胞共转染实验研究中 发现MHBst167 对于HBV的

增强子I的活性具有促进作用 但是对于HBV的其他

调节元件如X 启动子 S1 和 S2 启动子 增强子 II

核心启动子等没有反式激活作用目前还没有证据表明

MHBst167与DNA之间具有直接的结合作用 因此认

为MHBst167主要是通过与细胞和内转录因子蛋白的相

互作用 间接产生转录调节作用. 因此 MHBst167在

细胞内的蛋白-蛋白相互作用的研究也十分重要. 在体

外的DNA-蛋白结合的电泳泳动度迁移率试验(EMSA)

中 发现转录因子蛋白 Sp1 AP1 NF-κB 等都是
MHBst167反式激活作用的介导因子. 但是CREB NF1

或肝特异性因子C/EBP 与此无关. 这些研究结果表明

MHBst167是具有多种调节作用的蛋白. 其作用没有显著

的肝细胞特异性 但影响的基因类型在肝细胞的增生

和炎症中具有十分重要的作用.

         Lauer et al [27]从肝癌组织中克隆了羧基末端截短型

的前-S2/St 既往的研究证实前-S2/St 具有激活原癌

基因 c-myc c-fos的功能 因此对于AP1转录因子

的作用进行了研究. 如果在 c-myc 基因启动子的序列

中 缺失掉AP1 (Jun-Fos)转录因子蛋白的结合序列

前-S2/St激活 c-myc启动子的活性就消失. 如果在基因

的启动子区插入多个AP-1 的结合序列 就可以具备

前-S2/St 诱导的功能. 抑制AP-1的激活 就可以抑制

前-S2/St 的反式激活作用. 除了AP-1之外 前-S2/St

还可以激活另外一个与之无关的转录因子NF-κB 和
AP-2 的功能 表明前-S2/St可以通过几种不同的机制

间接影响细胞基因的转录功能. 因为转录因子AP-1的

调节涉及到一系列的与肿瘤有关的基因的表达 因此

前-S2/St的反式激活作用在HBV感染相关的HCC的发

生发展中具有十分重要的作用.

        MHBst的反式激活作用可能与其在细胞内的亚细胞

定位有关. Hildt et al [37]在昆虫细胞Sf9中表达了羧基末

端缺失76 aa的表面抗原中蛋白MHBst76 在蛋白水平

上研究了MHBst76的生物学功能. 研究发现MHBst76在

细胞内与内质网( E R ) 有关 在高尔基体中停留.

MHBst76 蛋白是否经过糖基化修饰对于其反式激活功

能没有显著影响. 以大肠杆菌表达的 MHBst76也同样具

有反式激活作用.

        Natoli et al [38,39]为了研究MHBst的结构与反式激活

功能相互之间的关系 进行了一系列的缺失突变分析.

构建一系列的MHBst基因 在腺病毒主要晚期启动子

的指导下表达 利用 c-myc和 c-fos的调节序列作为反

式激活作用的靶基因进行研究. S基因的缺失突变研究

证实 疏水区的缺失突变的范围超过第一个内质网插

入信号(ER signal I)时反式激活作用就消失 说明这一

结构对于其反式激活作用非常重要.  发现转录因子

TRE SRE NF-κB等在MHBst 的反式激活作用都有
重要的地位和作用.

        对于HBV基因组编码的MHBst反式激活作用目前

有了公认的认识 但是其作用的机制研究还处于初步

阶段[40-44]. 虽然已经积累了一些资料 但是关于MHBst

的反式激活作用的具体的分子生物学机制目前还有许

多环节没有阐明 研究MHBst反式激活作用及其靶基

因的方法有多种 其中之一就是基因表达谱的差异分

析技术. 近几年来根据差异表达的原理建立的技术包括

差异杂交技术 任意引物差异显示逆转录多聚酶链反

应(AP-DD-RT-PCR) 抑制性消减杂交技术 基因芯

片(DNA chip)技术等. 相比较而言 基因芯片的高通量

筛选更有吸引力 但目前商业途径服务的基因芯片的

容量一般较小 只是基因组表达基因类型的一小部

分 而且大部分都是已知功能的基因 对于以发现新

基因为主要目的的研究不合适. 经过进一步的改进 抑

制性消减杂交技术也具有其独特优点. 因为这一技术对

于要研究的对象不进行特别的要求 因此更加适合新

基因的克隆化研究. 我们构建了MHBst的表达载体 转

染以后在HepG2细胞中得到了MHBst的表达 通过与

仅转染空白载体的HepG2细胞的比较 发现一个基因

片段与目前GenBank中收录的已知功能的基因没有同

源性 通过对于GenBank中收录的表达序列标签(EST)

的比较 克隆了MHBst 蛋白反式激活的新基因TTP1.

关于新基因TTP1 的结构与功能 表达与调控 以及

其生物学和临床医学意义 正在研究之中.
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