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摘要
目的: 对乙型肝炎病毒(HBV)核心蛋白结合蛋白1的基因C1

进行克隆化研究.

方法: 对应用酵母双杂交技术筛选的白细胞中与HBV核

心蛋白结合的新蛋白基因，利用分子生物学与生物信息

学技术相结合的方法获得新基因的编码序列，根据

GenBank 中的序列信息设计引物，以 HepG2 细胞系

cDNA文库为模板，以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技

术扩增获得该新基因的全长编码序列，并经测序证实，命

名该新基因为C1，在GenBank中注册，注册号为AY55

5145.

结果: C1基因编码区为366个核苷酸(nt)，编码产物由121

个氨基酸残基(aa)组成. 经核苷酸序列数据库 (GenBank)和

蛋白质一级结构序列数据库(SwissProt)同源序列的搜寻，

与已知基因序列和蛋白序列之间没有显著同源性，表明我

们克隆的C1基因属于未知功能新基因.

结论: 成功克隆了HBV核心蛋白结合蛋白新基因C1.

蔺淑梅, 成军, 陈天艳, 王琳, 刘敏, 张树林. HBV核心蛋白结合蛋白1编码基

因C1的克隆化. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1704-1707

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1704.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是严重危害我国人民身体健康的致
病因子[1-10]. HBV基因组全长在3 200 个核苷酸(nt)左
右，为部分双链DNA病毒. HBV基因组划分出4个开放
读码框架，分别命名为S、C、P、X区． HBV核心抗原
(HBcAg)由乙型肝炎病毒C基因的C区编码，由183个
氨基酸残基(aa)组成，分子量为21-22 kD. HBcAg是组
成核壳的主要成分，在HBV的生活周期中，病毒核心
抗原、病毒mRNA和DNA聚合酶共同构成核心颗粒，在
核心颗粒中完成病毒DNA的合成. HBcAg具有保护病毒
mRNA，防止其被RNA酶降解的作用，对于乙肝病毒
前基因组RNA的装配、基因组DNA的合成具有重要
作用，还与病毒成熟、识别包膜蛋白以及病毒向细胞
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外释放等过程密切相关[11-13].  在介导免疫应答方面，
HBcAg特异性CD4+ T细胞免疫应答是清除HBV的重要
反应[14-15] ; 另外，B细胞刺突尖部有HBcAg的抗原决定
簇，可产生相应的体液免疫反应[13]. 我们利用酵母双杂
交技术对白细胞cDNA文库中与HBcAg相互作用的蛋白
进行研究，获得了一种能与HBV核心蛋白结合的新蛋
白，将编码该蛋白的基因命名为C1，对其进行克隆化
研究，为今后更加广泛深入地研究新基因生物学功能打
下基础，并为乙型肝炎发病机制提供了新研究方向.

1   材料和方法

1.1 主要实验材料和试剂  AH109酵母菌株、预转化的
cDNA白细胞文库(Y187)、SD/-Trp、SD/-Leu，SD/-Trp/-
Leu/-His，SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 培养基、X-α-gal
购于Clontech 公司. 感受态大肠杆菌DH5α为本室保
存，Taq酶、pGEM-T载体及RT-PCR试剂盒购自Promega
公司. 玻璃奶回收试剂盒购自博大公司. HBV核心蛋白
结合蛋白1的基因C1扩增引物合成及DNA序列测定由
上海生工生物工程技术服务有限公司承担.
1.2 未知功能基因序列的确定  用酵母双杂交技术筛选
白细胞中与HBV核心蛋白结合蛋白的基因. 用多聚酶链
反应(PCR)法扩增HBV核心蛋白编码基因，连接入酵母
表达载体 pGBKT-7 中构建诱饵质粒，转化酵母细胞
AH109 并在其内表达，然后与转化了人白细胞cDNA
文库质粒pACT2 的酵母细胞Y187进行配合，在营养
缺陷型培养基上进行双重筛选阳性菌落，挑选真阳性
菌落17个克隆并测序，与GenBank数据库进行初步比
较，对其中的一个未知功能基因，以生物信息学技术
对其编码基因序列进行确定.
1.3 多聚酶链反应(PCR)扩增C1基因  根据C1的全长
编码基因，设计上下游引物. 上游引物: 5’-GAA TTC
ATG GAG GAG GTC ATA C-3’，下游引物: 5’-GGA
TCC TTA CCA GGG ACA CAG T-3’. 提取HepG2细胞
的总RNA，进行反转录，以反转录产物为模板进行
PCR，PCR参数如下: 94 ℃ 5 min预变性，94 ℃ 50 s
变性，61 ℃ 50 s 退火，72 ℃ 50 s 延伸，共35个循
环，72 ℃再延伸10 min.

1.4 克隆目的片段  将PCR产物在12 g/L琼脂糖凝胶中

电泳，切取目的片段，玻璃奶法回收PCR 产物，与

pGEM-T载体连接，转化DH5α感受态细菌，在含氨
苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板上，37 ℃培养15 h.

挑取阳性菌落，增菌. 提取质粒进行限制性酶切分析鉴

定，选择经鉴定的菌落送测序.

2   结果

2.1 HBV核心蛋白结合蛋白1的基因C1序列和编码产

物序列  利用美国国立卫生院(NIH)国立医学图书馆
(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建立的核苷酸序列数据
库(GenBank)及其同源基因序列的搜索(BLASTN)，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. 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乙型
肝炎病毒核心蛋白结合蛋白1基因(C1). 编码基因序列
全长为366个核苷酸，编码产物由121个氨基酸残基组
成(图 1).  新基因的核苷酸序列在GenBank 中登录，
GenBank 注册号为AY555145.

ATG GAG GAG GTC ATA CAA GCA GGC CTG GCC

M   E    E    V    I    Q    A    G    L    A

CAG TGG TCC AGA CAG AAG GGC CTG GCC TTG

Q   W   S    R    Q    K    G    L    A    L

CCC TGG GAC AGA ACC AGA GGC CAT CCT GAT

P   W   D    R    T    R    G    H   P    D

GTT CCC TGG AGA AAT CTC ACC TCC TCA CCC

V   P    W   R    N    L    T    S    S    P

ACC AGG CCA TTG GCC CAG CCT GCC GGA AGC

T   R    P    L    A    Q    P    A    G    S

TGC ATG CCA GCG GAG CCC AGC CCT GCT GCC

C   M   P    A    E    P    S    P    A    A

CAC TAC CAC CAG CTC CAT GTG CAC CTC CAG

H   Y   H   Q    L    H   V    H   L    Q

CTC TTG CCC TCT GAC TTG TCT GAG CGT CCC

L   L    P    S    D    L    S    E    R    P

GGG CTT AGG CTG GCC CCA CTG GCC CTG GTG

G   L    R    L    A    P    L    A    L    V

GAG GTG GGG ATG ACT CTC CCA GTG CCA CAG

E   V    G    M   T    L    P    V    P    Q

AAA CTG GCT CCT GGG CGG CAA CTG TGT CCC

T   P    L    P    H    V    T    Q    Q    Q

ACT CCC CTC CCC CAC GTA ACC CAG CAA CAG

K   L    A    P    G    R    Q    L    C    P

TGG TAA

  W    *

图1  C1 基因的核苷酸序列及编码产物一级结构序列.

图2  C1基因的RT-PCR产物凝胶电泳图.

2.2 C1的RT-PCR结果  以HepG2细胞系cDNA文库
为模板，PCR反应后经1.2%琼脂糖凝胶电泳，可见长
度为366 bp的电泳条带，见图2. PCR产物与T-载体

500 bp→

250 bp→
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连接，转化大肠杆菌，提取质粒进行酶切鉴定后送测
序. 测序结果完全符合C1的拼接序列，表明我们已成
功得到C1基因编码序列.

3   讨论

蛋白质之间的相互作用是很多生命现象的基础，基因
是通过蛋白质之间的相互作用而实现其功能的，因此
基因表达的蛋白质功能的研究尤显重要. 酵母双杂交系
统是近年来新发展起来的一种分析真核细胞中蛋白-
蛋白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相互作用提供了一种新
的遗传学方法. 酵母双杂交系统通过将两个推定相互作
用的蛋白X 和 Y 被分别融合到一酵母转录激活因子
GAL4的结合域(BD)和激活域(AD)上，X与Y的相互作
用重构了激活因子，导致下游报告基因的转录，产生
容易探测到的表型. 本研究中所用的Clontech公司的酵
母双杂交系统-3，其在下游有3种报告基因分别为组
氨酸、腺苷和半乳糖苷酶(LacZ)，加上两种载体中分
别带有的亮氨酸、色氨酸，使得真阳性菌落能在铺有
X-α-半乳糖苷并缺乏上述4种氨基酸营养的培养板上
生长并呈现出蓝色.因为增加了报告基因的种类，采用
了多重选择性培养基的筛选，使假阳性的概率大大降
低，筛选结果的真阳性率可达95 %[7, 16-18].
        HBV感染后本身并不直接致细胞病变，而是由于
宿主的免疫应答引起病变. HBV可侵犯外周血单个核细
胞(PBMC)并在其内复制，从而影响PBMC的功能[19-23]，
多年来的研究认为，HBV感染慢性化主要与机体免疫
功能紊乱有关. HBcAg有高免疫原性，几乎所有HBV
感染者均产生抗-HBc，HBcAg 通过B细胞表面受体
轻重链的FR1-CDR1连接区域结合而激活B细胞产生
抗体[13]，同时还是细胞毒T淋巴细胞(CTL)免疫应答的
靶抗原，针对HBcAg的细胞免疫应答在病毒清除中起
重要作用[24]. HBV核心蛋白与白细胞中的蛋白之间的相
互作用在HBV感染及慢性肝炎的发病过程中起着重要
的作用.
       我们利用酵母双杂交技术，已成功筛选到一系列
与乙肝病毒蛋白及丙肝病毒蛋白相结合的蛋白基因，
其中，也包括了一些未知功能蛋白的基因[24-28]. 我们在

真核表达载体pGBKT7中构建pGBKT7-HBV core诱饵

质粒并在酵母菌株AH109 中表达了HBV核心蛋白基

因，与转化了人白细胞cDNA文库的酵母菌株Y187进

行配合，筛选出与之相互作用的蛋白基因17种，其中

包括HBV核心蛋白结合蛋白C1 这一未知功能的新基

因，在GenBank中未发现同源序列. 确定一个新基因的编

码序列，研究该基因的表达与调控，编码蛋白的结构与

功能，确定新基因的生物学和医学意义，是医学分子生

物学研究领域中一项具有挑战性的工作[4]. 根据GenBank

的信息，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C1. 我

们设计了新基因C1的上下游引物，并成功地从HepG2
细胞的mRNA中逆转录出该基因的完整序列，说明该基
因也能在HepG2细胞中表达. PCR反应产物经T-A克隆
测序完全符合计算机分析结果，这表明我们已顺利得到
了C1编码序列. C1的开放读码框架(ORF)长度为366 bp，
编码121个氨基酸残基. 新基因的发现及克隆化研究为
今后更加广泛深入地研究新基因生物学功能及乙型肝
炎的发病机制奠定了基础.
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摘要
目的: 应用基因芯片技术，检测丙型肝炎病毒(HCV)非结构

蛋白3(NS3)反式激活基因1(NS3TP1)的表达对肝母细胞瘤

细胞HepG2基因表达谱的影响，进一步NS3TP1蛋白可能

的分子生物学功能.

方法: 设计并合成NS3TP1基因序列特异性的引物，应用

聚合酶链反应(PCR)技术扩增NS3TP1蛋白编码基因片段，

以常规的分子生物学技术构建表达载体pcDNA3.1(-)-

NS3TP1. 以脂质体技术转染肝母细胞瘤细胞系HepG2，提

取总mRNA，逆转录为 cDNA，与转染空白表达载体

pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行DNA芯片分析并比较.

结果: 构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列

测定，证实准确无误，提取高质量的总mRNA并进行逆转

录成为cDNA，进行DNA芯片技术分析. 在1 152个基因表

达谱的筛选中，发现有26个基因表达水平显著上调，14个

基因表达水平显著下调.

结论: 应用基因表达谱芯片技术成功筛选了NS3TP1转染细

胞后差异表达基因，为进一步阐明NS3TP1蛋白可能的生

物学功能及HCV的致病机制提供理论依据.

纪冬, 成军, 刘妍, 王建军, 郭江. 应用基因表达谱芯片技术筛选NS3TP1转

染细胞差异表达基因. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1707-1711
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是含外膜蛋白的单股正链RNA病
毒，在大多数感染人群中表现为持续感染，常导致急
慢性肝炎、肝硬化和肝癌[1-10]. 虽然HCV致病机制尚不
完全清楚，但病毒基因组编码的蛋白与肝细胞蛋白之
间的相互作用肯定起着关键的作用. HCV基因组具有一
个长约9 400 bp的单一开放读码框(ORF)，编码一个多
肽前体，在病毒及肝细胞酶的作用下进行剪切，产生
至少10种具有不同功能的蛋白. 其中HCV非结构蛋白
3(NS3)具有丝氨酸蛋白酶、三磷酸核苷酶(NTPase)和解
旋酶(helicase)的功能，在HCV多聚蛋白的成熟和病毒
复制过程中发挥重要作用，并且对于宿主多种基因具
有反式激活作用，影响细胞的功能，诸如细胞增生、
凋亡，甚至是HCV的致癌作用[11-15]. 我们对NS3反式
激活基因进行筛选和克隆化研究[16-19]，发现了NS3蛋
白上调一些基因的表达，并且包括一些未知功能基
因，其中之一命名为NS3TP1，利用生物信息学技术
确定其ORF，并对其进行了克隆化研究，顺利得到了
NS3TP1基因编码序列，该新基因的ORF长度为1 932
个核苷酸(nt)，编码产物由642 个氨基酸残基(aa)组成
(GenBank号: AY116969)[20].




