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Abstract
AIM: Human gene 5 transactivated by nonstructural protein
5A of hepatitis C virus (NS5ATP5) is a kind of protein with
unknown function from the study with suppression sub-
tractive hybridization (SSH). To investigate the biological
function of NS5ATP5, we performed yeast-two hybrid to
seek for proteins in leucocytes interacting with NS5ATP5.

METHODS: NS5ATP5 bait plasmid was constructed by li-
gating the gene of NS5ATP5 into pGBKT7, then transformed
into yeast AH109 (a type), the transformed yeast mated
with yeast Y187 (α type) containing leucocyte cDNA library
plasmid in 2×YPDA medium. Diploid yeast was plated on
synthetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade)
containing x-α-gal for selection and screening. After ex-
tracting and sequencing of plasmids from blue colonies,
we underwent sequence analysis by bioinformatics.

RESULTS: Ten colonies were sequenced. Among them, 8
colonies were genes with known functions and two colonies
were new genes.

CONCLUSION: The preliminary successful cloning of gene
of protein interacting with NS5ATP5 paves the way for
studying the physiological function of NS5ATP5 and asso-

ciated protein.
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摘要

目的: 采用酵母双杂交体系寻找与NS5ATP5相互作用的白

细胞蛋白 以探讨NS5ATP5 的生物功能.

方法: 应用酵母双杂交系统3 构建NS5ATP5 诱饵质粒

转化酵母AH109 与含人白细胞cDNA文库质粒的酵母

Y187进行配合 于涂有x-α-gal营养缺陷型培养基上筛选
生长 挑选蓝色克隆 提取此酵母克隆的质粒转化大肠杆菌

提取质粒DNA后进行测序 然后进行生物信息学分析

结果: 筛选出10个与NS5ATP5特异性相互作用的克隆 其

中1个为金属硫蛋白 1个为热休克蛋白HSP60 1个为

主要组织相容性复合体II淋巴细胞抗原DQB 5个为人类

重排免疫球蛋白 - 轻链 2 个是未知功能基因

结论: 初步克隆了NS5ATP5 与白细胞结合蛋白基因 对

NS5ATP5的功能研究有一定的提示作用; 为以后研究这些

能与NS5ATP5相互作用的基因在白细胞中的生理功能奠定

了基础
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染 与肝纤维化和肝细胞癌发

生发展过程密切相关. HCV感染机体后可形成病毒的持

续感染 导致肝脏的慢性化损伤. 另外 目前许多研

究发现 丙型肝炎患者易发生肝外疾病如糖尿病 肾脏

疾病 淋巴瘤等. 多数HCV慢性感染时的肝外症状为自

身免疫性的 HCV病程的慢性化与此类疾病密切相关.

这提示我们HCV可能与人类免疫系统有相互作用[1-13].

        本实验室已经应用抑制性消减杂交技术(suppression

subtractive hybridization  SSH)构建HCV NS5A作用于肝母细

胞瘤细胞系HepG2细胞后反式调节的cDNA消减文库 筛

选差异表达的基因片段 并应用生物信息学(bioinformatics)

技术对所得片段进行序列同源性分析 获得其全长基

因序列 筛选到了一系列未知功能基因 并把其中一个
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命名为丙型肝炎病毒非结构蛋白 5A 反式激活蛋白 5

(human gene 5 transactivated by nonstructural protein 5A of

hepatitis C virus NS5ATP5). 为进一步研究NS5ATP5

是否与免疫系统存在着某种关系 本实验采用酵母双杂

交系统3寻找与NS5ATP5相互作用的白细胞蛋白 通过

相互作用蛋白的研究探讨NS5ATP5可能的功能与作用

1   材料和方法

1.1 材料  酵母双杂交系统及筛选培养基pGBKT7-BD克

隆载体 pGADT7-AD克隆载体 pGBKT7-53对照质粒

pGBKT7-Lam 对照质粒 Saccharomyces cerevisiae

AH109酵母株 Y187酵母株(K1612-1) 预转化入酵

母的对照质粒pGBKT7-53(AH109) 编码DNA-BD/鼠

p53 融合蛋白 pTD1-1 (Y187) 质粒 pACT2 中编码

AD/SV40大T抗原融合蛋白 酵母YPDA培养基 SD/-

Trp培养基 SD/-Leu培养基 SD/-Trp/-Leu培养基

SD/-Trp/-Leu/-His培养基 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培

养基 X-α-半乳糖苷酶(Gal)等购自Clontech 公司; 半
硫酸腺苷 醋酸锂购自Sigma公司. cDNA白细胞文库

(Y187)为本室自行转化.

1.2 方法  诱饵质粒载体的构建及酵母配合实验  NS5ATP5

的酵母表达载体pGBKT7-NS5ATP5由本室构建 用醋

酸锂[14]法转入酵母细胞AH109后 在SD/-Trp/-Leu/-

His/-Ade培养基上培养 无集落生长 排除其自身激

活作用. 挑取在SD/-Trp培养基上的转化子-即GBKT7-

NS5ATP5(AH109)(计数大于1 109细胞/mL) 与白细胞

文库混合 30 轻摇配合过夜 24 h后铺板SD/-Trp/-

Leu/-His 25块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25块. 同时

进行阳性对照实验及文库滴定. 生长6-18 d后把长出的

大于2 mm的酵母集落 在铺有 X-α- 半乳糖苷酶的
SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade上检查 α- 半乳糖苷酶活性
认为在SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培养基上生长且出现

蓝色菌落的配合为阳性集落. 挑取真正的阳性集落按照

试剂盒提供的Lyticase法提取酵母质粒. 提取的质粒以

复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌 于含有氨苄

青霉素的SOB平板培养 所获得的菌落酶切鉴定后测

序. 阳性克隆DNA测序后 提交GenBank分析 所获

新的基因存入GenBank数据库.

2   结果

2.1 部分筛选克隆 Bgl 酶切鉴定结果  因质粒pACT2

内含有两个 Bgl 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肝细胞

文库的基因片段(图 1). 图 1 中出现的各个大小不同的

DNA片段证实我们筛选的克隆为阳性克隆 而非配合后

在SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培养基生长的假阳性克隆.

2.2 cDNA测序与同源性分析初步结果  挑选10个克隆

测序 与GenBank数据库进行初步比较. 其中2个克隆

为新基因 其余8个均与已知基因的部分序列高度同

源(94-99%) 这 8个已知基因包括金属硫蛋白2A 热

休克蛋白HSP60 主要组织相容性复合体II淋巴细胞

抗原DQB 人类重排免疫球蛋白 -轻链共4种(表1).

表1  NS5ATP5结合蛋白筛选结果

序号 已知的同源序列编码蛋白 相同克隆数 同源性(%)

1 金属硫蛋白2A          1       99

2 热休克蛋白HSP60          1       98

3 主要组织相容性复合体 II          1       98

淋巴细胞抗原DQB

4 人类重排免疫球蛋白 -轻链          5    94-96

5 未知功能基因          2    97-98

图1  部分不同的克隆Bgl 酶切鉴定.

3   讨论

HCV 基因组含有单一的开放读码框架 编码 3 010-

3 033个氨基酸残基的多蛋白前体 两侧是5 -非翻

译区及3 -非翻译区. 多蛋白前体至少被加工为10种

结构蛋白和非结构蛋白 其中非结构蛋白NS5A具有多

种生物学功能 HCV NS5A是病毒编码的一种功能广

泛的蛋白质 参与许多重要的调节过程[15-20]. 基于对

HCV复制子亚基因组的研究 Blight et al [21]发现NS5A

与RNA的复制有关 当对该序列进行多种突变实验时

他们均可不同程度的增强病毒的复制能力. 除了参与

HCV多蛋白的成熟和RNA的复制过程外 还具有多种

调控细胞 病毒基因表达 细胞生长 凋亡以及免疫调

节等功能. 近年研究发现 NS5A是转录反式激活因子

其羧基末端富含酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞

转录因子特有的结构特征[22-24]. 尽管NS5A蛋白存在于细

胞质中 但其具有功能性核定位信号(nucleic localization

signal NLS)序列 即PPRKKRVV(354-362 aa) 因此有

核信号转导功能. Ghosh et al [25 - 26]研究发现 NS5A蛋

白可以抑制细胞周期调节基因p21/WAF1的转录 而后

者是介导细胞凋亡的p53的下游效应基因 说明NS5A

对细胞凋亡有抑制作用 对细胞生长有促进作用. 通过

酵母双杂交筛选试验发现NS5A蛋白可以和一种新近被

确认的细胞转录因子SRCAP的C末端相互作用. HCV

NS5A位于HCV多蛋白的羧基末端 是丝氨酸磷酸化蛋

白质 依磷酸化程度的不同而产生两种不同分子量大

小的多肽p56和 p58. 另外 NS5A表现出对抗干扰素α

2000 bp

500 bp
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(IFNα)的治疗效应也引起人们广泛的关注 NS5A能够
与肝细胞中的 IFN 刺激蛋白 - 双链RNA 依赖的激酶

(PKR)相互作用 抑制PKR的功能 从而下调IFN刺激

的抗病毒效应. NS5A蛋白中央包括一段干扰素敏感决定

区(ISDR) 该区被认为是介导NS5A与 IFNα诱导的双
链RNA依赖的蛋白激酶(PKR)结合的部位 后者是IFNα
诱导的早期细胞内抗病毒合成反应. 同时NS5A显示出

诱导CXC趋化因子 白介素-18(IL-18) 可抵消IFNα
抗病毒效应[27-28].

        本实验室利用SSH技术筛选出HCV NS5A反式激活

基因差异表达的cDNA消减文库 对挑选的克隆进行

分析 发现其中一个新基因与GenBank中注册的已知

功能基因序列没有同源性. 电子拼接推定该基因的开放

读码框架获得相应的全长编码基因 将该未知功能基

因命名为NS5ATP5. 为进一步验证NS5ATP5与白细胞

蛋白的相互作用 本实验采用了酵母双杂交技术筛选

NS5ATP5与白细胞文库中有相互作用的蛋白. 酵母双杂

交系统是近年来新发展起来的分析真核细胞中蛋白-

蛋白 蛋白-DNA 蛋白-RNA相互作用的一种有效

的基因分析方法 他的产生为研究蛋白在体内生理情

况下的相互作用提供了一种新的遗传学方法. 本次实验

共筛选出金属硫蛋白2A 热休克蛋白HSP60 主要

组织相容性复合体II淋巴细胞抗原DQB 人类重排免

疫球蛋白 -轻链4种已知基因及2个未知功能基因

对NS5ATP5功能的研究有一定的提示作用 并为以后

研究这些能与NS5ATP5相互作用的基因在白细胞中的

生理功能奠定了基础
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