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Abstract
AIM: To investigate the regulatory effects of non-struc-
tural protein 5A of hepatitis C virus (HCV NS) protein on
NS3TP6 gene promoter.

METHODS: The sequence of NS3TP6 gene promoter was
identified in GenBank by bioinformatics and amplified from
HepG2 genome by polymerase chain reaction (PCR), which
was cloned into pCAT3 reporter vector. The HepG2 cell
line was transfected by pCAT3-NS3TP6-p, and co-tranfected
by pCAT3-NS3TP6-p and pcDNA3.1(-)-NS5A, respectively.
The chloramphenicol acetyltransferase (CAT) activity was
detected by an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kit.

RESULTS: The recombinant vector of reporter gene ex-
pressive vector pCAT3-NS3TP6-p was approved correctly
by restriction enzyme digestion and sequencing analysis.
In the transfection experiment of HepG2, pCAT3-NS3TP6-p
had higher activity of CAT expression than that of pCAT3-
basic demonstrated by an ELISA kit. The expression level

of CAT in co-transfection of pCAT3-NS3TP6-p and pcDNA3.1
(-)-NS5A was 1.87 times as higher as that of pCAT3-
NS3TP6-p plasmid alone.

CONCLUSION: Cell transfection and ELISA technology are
successfully used to prove the results from microarray of
HCV NS5A, which brings some new clues for studying the
trans-regulated and immune regulation mechanism of NS5A.
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摘要

目的: 探讨丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白5A(NS5A)对

NS3TP6启动子转录的激活作用.

方法: 以我实验室前期研究中得到的HCV NS5A/NS3的基

因表达谱芯片结果为基础 利用生物信息学技术确定

NS3TP6的启动子区域(NS3TP6-p) 聚合酶链反应(PCR)

扩增NS3TP6-p 克隆至真核报告载体pCAT3中 构建

pCAT3-NS3TP6-p 报告载体; 以该质粒转染肝癌细胞系

HepG2细胞系 用酶联免疫黏附法(ELISA)检测氯霉素乙

酰转移酶(CAT)的表达活性; 并与pcDNA3.1(-)-NS5A共转

染HepG2细胞系 用ELISA法检测CAT的表达活性.

结果: 限制性内切酶消化和序列分析结果表明 构建的

NS3TP6-p指导的报告基因表达载体pCAT3-NS3TP6-p正

确无误. pCAT3-NS3TP6-p在HepG2细胞中能够启动CAT

的表达; 共转染实验中pCAT3-NS3TP6-p+pcDNA3.1(-)-

NS5A组CAT的表达活性是pCAT3-NS3TP6-p单独转染

试验的1.87 倍.

结论: 我室克隆的NS3TP6启动子有指导下游基因转录表达

的活性; HCV的NS5A蛋白具有对NS3TP6基因启动子的转

录具有反式激活作用. 本实验进一步验证了我室利用基因表

达谱技术研究HCV NS5A蛋白反式激活作用的结果 为进

一步阐明丙型肝炎病毒非结构蛋白5A的反式激活作用及免

疫调节机制提供了新的依据.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)属于黄病毒属 是含外膜蛋白的
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单股正链RNA病毒. 在大多数感染人群中HCV表现为持

续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬化 或肝细胞癌

(HCC) 而且与肝脏脂肪变 糖代谢紊乱有关[1-10]. 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(aa)的多肽前体 两侧是5 -非翻译区及

3 - 非翻译区. 因为HCV 的基因复制形式没有经过

DNA阶段 不存在HCV基因组与肝细胞基因组DNA

的整合 所以 HCV主要是通过基因组编码蛋白和肝

细胞蛋白之间的相互作用及肝细胞蛋白与HCV调节基

因的相互作用造成对肝细胞的损伤. 其中非结构蛋白

NS5A具有多种生物学功能 在HCV多蛋白的成熟和

RNA的复制过程中具有十分重要的作用[11-14]. 研究表

明 NS5A上存在干扰素 α敏感决定区(ISDR) 与干扰
素 α治疗的敏感性相关[15-16]; 此外 NS5A还是一种作
用很强转录激活因子[17-21] 调控着细胞基因的转录 还

包括对细胞周期及细胞生长的调节 并与感染HCV的细

胞发生恶性转化过程有关. 对于NS5A蛋白的反式调节功

能 我实验室已证明他可以反式激活SV40早期启动子/

增强子[21] 并应用抑制性消减杂交技术(suppression

subtractive hybridization SSH)和基因表达谱芯片技术

(cDNA microarray)[24-26]等不同的技术对NS5A/NS3的反式

调节基因进行了研究[22-23]. 为了对NS5A反式调节基因的

筛选结果进行验证 我们选取了基因表达谱芯片得到

的NS5A反式调节基因-NS3TP6为研究对象 利用生

物信息学手段对NS3TP6 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NS5A表达载体共转染 研究NS5A对NS3TP6

启动子(promoter)是否具有激活作用 使下游CAT基因

的表达增强 这一结果也为研究NS5A 的信号传导途

径提供新的理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料  大肠杆菌DH5α 肝母细胞瘤细胞系HepG2
pcDNA3.1(-)-NS5A 为本室保存. pGEM-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

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 启动子结构分析  根据GenBank中NS3TP6基因组

序列 确定NS3TP6的转录起始点 选取其上游1 000 bp

通过在线分析(http://www.fruitfly.org)预测其启动子活性

区域. 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 酶切位点序列. 上游引物: 5 -GGT

ACC TTC TTG ACT TTT GGT GTC TTG-3 ; 下游引物:

5 -CTC GAG CAG CAT TCA GTC TAC AAC CAG-3 .

1.2.2 质粒构建  PCR扩增NS3TP6 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DH5α 挑取在
选择平皿(Amp X-gal/IPTG)生长的白色阳性菌落提取

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pGEM-T-NS3TP6-p 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-NS3TP6-p. 经双酶切及菌落PCR鉴定连接产

物 试剂盒法提取质粒以备转染.

1.2.3 细胞培养及pCAT3-NS3TP6-p转染肝母细胞瘤

细胞系  HepG2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%融合度时采用脂质体

转染法 具体转染方法参照FuGENE6说明书进行 质

粒pCAT3-NS3TP6-p转染 48 h 后收获细胞

1.2.4 共转染实验  细胞生长至50-80%融合度时 质

粒pCAT3-NS3TP6-p 与 pcDNA3.1(-)-NS5A 共转染

HepG2细胞系. 具体转染方法参照FuGENE6说明书进

行 转染48 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 NS3TP6启动子结构  根据GenBank中基因组序列

确定NS3TP6的转录起始点 选取其上游1 080 bp 其

核苷酸序列见图1. 对此序列进行分析发现有多个TATA

盒及TATA样盒存在.

     1 TCTTGACTTT TGGTGTCTTG AAATAGAAGA TTATTTTTGT ATGTATGTAT
    51 CTACCTCACA GAAGTTATTG ATTTGGTGGA AGAGCACTAG GAGTAGAGTC

   101 AGAAAAGCTG GGAAAAATCC TGCAGCTTCC TTATATTTTT AACCTTTTGC

   151 TATAGAATTA TAACTAAATG AGTTCATTGA TTTGTGTGTG TAAAAGTGCT

   201 TAGTACAATG CCTAGACTTA TCATTTATCA ATAAATATCA TTCTTAAAAC

   251 TGACCATAAA AATATTAGAA AAGTAGAATA TCTAGACAAT ATTTTAGAAA

   301 AAGGGAGCTT AAAGAATTTG GAAAATGTCA TTCATCTGTC CAAATGTCTG

   351 CCAAGCTAAG GCTCTCACTA CAGGGAGAGG TATAGTTTAG ATGTTAGAGT

   401 GTAAACCCAA TTTTTTAATG TGGTCATAGT TATTAATTCT TTATGCCTTG

   451 CAATTTGTTG TAATTCAGTA AAAGCCTTTT TTCATCCTGA AATTTAAAAA

   501 AATTATCTAG TGGTTTCTTT TTTGCTTTCA TGGATTCACT GTCTTCAAAT

   551 AAACTTTTGA ACTTTGGGGA ATTTATGCCA TATGAGGTTT GAGGTTTTGA

   601 CTCAACTTTT TTCCCATTTA GATATACAGT TATGGCAACC TCTCATTGTA

   651 TAAATGTACG GGTTATTATT TAATTTCAGA AACAATCACA ATATGTTATC

   701 CTATTGGATA CTAGTTACAA GTTTTCTTTG TTTTATTTAG ATTTCTGAAA

   751 CTGATGAAAA AGAAGACCTG CTGCATGAAA ACTGCTTGAT GCAAGATGAA

   801 ATTGCCTGGC TCAGGCTGGA AAAAGACACA ATAAGAAACC AAAACCTGGA

   851 AAATAAATAC TTAAAAGAAT TTGAAATTGT GAAAAGAAAG CGTGAAGACC

   901 TTCAAAAGGC TCTAAAACGG AATGGGGAAA CATTAGCAAA AACGATAGCC

   951 TGTTACAGTG GACAGCTTGC TGCTCTGACA GATGAAAACA CAACGCTGCA

  1001 TTCCAAACTG GAGAAGCAAA GAGAGAGTAG GCAAAGACTG GAAACAGAAA

  1051 TGCAATCATG TGGTTGTAGA CTGAATGCTG

图1   NS3TP6基因转录起始点上游序列.
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2.2 在线分析  (http://www.fruitfly.org)预测其启动子活性

区域.

     Start   End    Score                Promoter Sequence

      639   689     0.90      cctctcattgtataaatgtacgggttattatttaatttcagaaacaatca

2.3 重组质粒的构建  以HepG2基因组为模板 PCR扩

增NS3TP6启动子序列 1 000 bp处出现所需条带. 将

扩增产物与 pGEM-T 载体连接 双酶切鉴定 并送

测序鉴定正确. 双酶切产物与pCAT3载体连接 双酶

切鉴定如图2所示(4 000 bp的pCAT3-basic载体片段和

1 081 bp 的NS3TP6启动子片段) 连接转化生长的菌

落进行PCR鉴定所示 于1 081 bp 处可见理想条带.

图2  以HepG2基因组DNA为模板, PCR 扩增NS3TP6启动子序列.

2.4 重组质粒转染实验及报告基因CAT的检测  将重组

质粒pCAT3-NS3TP6-p转染HepG2细胞 可见pCAT3-

NS3TP6-p 具有启动子活性 pcDNA3.1(-)-NS5A 和

pCAT3-NS3TP6-p共转染后 CAT的表达较对照质粒

明显升高 说明NS5A对NS3TP6启动子具有激活作用

(表 1) 重复试验得到同样的结果(表 2).

表1  pCAT3-NS3TP6-p+pcDNA3.1(-)-NS5A共转染后CAT的表达

组别             质粒 吸光度(A值)

阴性对照      pCAT3-basic        0.033

阳性对照(control)    pCAT3-control        2.215

实验组      pCAT3-NS3TP6-p        0.165

共转染组      pCAT3-NS3TP6-p+ pcDNA3.1(-)-NS5A                  0.329

表2  pCAT3-NS3TP6-p+pcDNA3.1(-)-NS5A共转染重复实验

组别 质粒              吸光度(A值)

阴性对照     pCAT3-basic        0.045

阳性对照(control)   pCAT3-control        0.879

实验组     pCAT3-NS3TP6-p        0.182

共转染组     pCAT3-NS3TP6-p+ pcDNA3.1(-)-NS5A       0.317

3   讨论

HCV非结构蛋白NS5A为丝氨酸磷酸化蛋白 因磷酸

化程度的不同而存在p56和p58两种胞质磷酸化蛋白形

式. NS5A定位于肝细胞内质网核周区网状膜 形成核

糖核蛋白复合物 在病毒基因组的翻译中起重要的作

用. 同时NS5A因为能直接与双链RNA依赖的蛋白激酶

结合 并使其失活 从而抵抗IFNα的抗病毒而受到广
泛的重视[27-30]. 目前研究认为NS5A除上述的作用外

还具有转录反式激活因子的功能 但其确切的机制及

途径并不十分清楚 研究发现NS5A可以引起胞内Ca2+

分布异常 启动Ca2+相关的信号传导途径 导致转录

因子蛋白NF-κB 和 STAT-3转位于核内 发挥其反式
激活作用[31-36].

        尽管NS5A蛋白是存在于胞质中 但研究发现其具

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[37]. Satoh et al [38]为了说明NS5A蛋白的细胞定位 他

们采用多种NS5A蛋白N-端或C-端缺失突变体 通

过在细胞株中短暂表达的亚细胞定位分析发现 N-端

缺失的NS5A蛋白位于细胞核 并且只要NS5A蛋白N-

端 27 个氨基酸残基序列缺失 就可使其定位于胞核

中 因此他们认为NS5A 蛋白的细胞定位主要决定于

其N-端的分子结构. 同时 他们也研究了NS5A蛋白

的分解过程 认为NS5A蛋白裂解仅发生在其N-端和

C-端的少数几个位点 此裂解作用可以被凋亡刺激剂

加强 被半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Z-VAD-FMK 所抑

制 说明NS5A 蛋白的裂解来源于一种或几种半胱氨

酸蛋白酶样的蛋白酶. 基于对NS5A蛋白突变的分析

他们推测裂解产物包括一种去除N-端和C-端的NS5A

蛋白(155-389 aa) 与此种裂解产物相同氨基酸序列的

多肽存在于细胞核中. 我们利用基因芯片技术对于HCV

的NS5A 反式调节的靶基因成功地进行了筛选 其中

上调NS3TP6基因表达的能力最强-Cy5/Cy3 值达 3.4.

NS3TP6基因为邵清 et al [39] 于2 003年从人肝组织cDNA

文库中测序得来 目前对于他的功能研究并不多. 通过

美国国立图书馆(NCBI)在线软件分析 确定NS3TP6基

因的启动子序列 构建CAT表达的载体 与NS5A表

达载体共转染 结果表明NS5A可以激活NS3TP6基因

的启动子 与对照组相比 A值升高约2倍 重复试验

亦得到同样的结果. 结合基因芯片结果 我们认为

NS5A上调NS3TP6基因的表达 可能与NS5A对基因

启动子的激活有关 这一结论还需要NS5A胞质信号传

导通路阻断试验进一步证实. 总之 本研究验证了前期

NS5A 反式激活基因的筛选结果 为丙肝病毒的反式

调节机制提供了新的线索.
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