
书书书

中华实验和临床感染病杂志（电子版）２０１２年１２月 第６卷 第６期ＣｈｉｎＪＥｘｐＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ６，Ｎｏ．６ ·５１１　　 ·

·基础论著·

丙型肝炎病毒非结构蛋白５Ａ下调
抑癌基因 ＰＴＥＮ的表达
成镀　蒋永芳　肖新强　龚国忠

　　【摘要】　目的　萤虫素酶探讨丙型肝炎病毒非结构蛋白５Ａ（ＨＣＶＮＳ５Ａ）对抑癌基因ＰＴＥＮ表达

的影响。方法　表达 ＨＣＶＮＳ５Ａ的质粒（ｐＣＮＳ５Ａ）转染 ＱＳＧ７７０１细胞，采用间接免疫荧光法观察

ＨＣＶＮＳ５Ａ蛋白的表达。构建 ＰＴＥＮ启动子驱动的萤虫素酶报告基因表达质粒 ＰＴＥＮＬｕｃ，并与

ｐＣＮＳ５Ａ共转染ＱＳＧ７７０１细胞，萤虫素酶实验检测 ＨＣＶＮＳ５Ａ对 ＰＴＥＮ启动子活性的影响。采用

ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析分别观察ＨＣＶＮＳ５Ａ对ＰＴＥＮｍＲＮＡ和ＰＴＥＮ蛋白表达水平的影响。结果

转染ｐＣＮＳ５Ａ的ＱＳＧ７７０１细胞胞浆中可见 ＨＣＶＮＳ５Ａ蛋白表达。ＰＴＥＮＬｕｃ与不同剂量的 ｐＣＮＳ５Ａ
质粒共转染ＱＳＧ７７０１细胞，ＨＣＶＮＳ５Ａ表达组的ＰＴＥＮＬｕｃ相对活性下降，且转染 ＨＣＶＮＳ５Ａ质粒的

剂量越大，ＰＴＥＮＬｕｃ的相对活性越低。转染ｐＣＮＳ５Ａ的ＱＳＧ７７０１细胞内ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白质表达

均较对照组下降，且随着ＨＣＶＮＳ５Ａ质粒剂量增大，ＰＴＥＮｍＲＮＡ和ＰＴＥＮ蛋白表达下降更明显。结论

ＨＣＶＮＳ５Ａ通过抑制ＰＴＥＮ启动子的活性而抑制 ＰＴＥＮ基因的转录和 ＰＴＥＮ蛋白的表达，这可能是

ＨＣＶ所致原发性肝细胞癌的发病机制之一。

【关键词】　肝炎病毒，丙型；非结构蛋白５Ａ；第１０号染色体缺失的磷酸酶和张力蛋白同源物基

因；肝细胞癌
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染呈世

界 性 分 布，且 容 易 慢 性 化，并 与 肝 细 胞 癌
（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的发生密切相关［１］。

ＨＣＶ非结构蛋白５Ａ（ＨＣＶＮＳ５Ａ）作为 ＨＣＶ非结构

蛋白之一，其功能复杂，至今尚未完全明确。近年研

究表明，其在干扰素抵抗、干扰素疗效预测、病毒复制

和肝细胞癌发生等方面均具有重要作用［２５］。第１０
号染色体缺失的磷酸酶和张力蛋白同源物基因
（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，ＰＴＥＮ）是１９９７年发现的唯一具有磷

酸脂酶活性的抑癌基因［６］。研究表明，ＰＴＥＮ基因的

缺失、突变或表达产物的失活与ＨＣＣ的发生、发展密

切相关，ＰＴＥＮ表达低下不仅与ＨＣＣ的发生与发展相

关，同时与ＨＣＣ的转移亦有关［７８］。本研究通过探讨
ＨＣＶＮＳ５Ａ对ＰＴＥＮ基因启动子活性、ｍＲＮＡ转录和

蛋白表达的影响，在转录水平上揭示 ＨＣＶＮＳ５Ａ对
ＰＴＥＮ基因的调控作用，为ＨＣＶ所致肝细胞癌的分子

机制研究积累了新的实验依据。

材料与方法

一、实验材料
１．质粒和细胞：ｐＲｃ／ＣＭＶ为真核细胞表达载

体；ｐＣＮＳ５Ａ是将１ｂ型 ＨＣＶＮＳ５Ａ区 ｃＤＮＡ克隆至
ｐＲｃ／ＣＭＶ的ＨＣＶＮＳ５Ａ重组表达质粒，由龚国忠教

授于美国科罗拉多大学完成并经过序列分析证实；

ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ为萤虫素酶报告基因载体，ＱＳＧ７７０１细

胞株为永生化肝脏上皮细胞株，以上均由湘雅二医

院肝病研究所保存。

２．试剂：ＤＭＥＭ细胞培养基、胎牛血清、Ｔｒｉｚｏｌ
试剂和脂质体转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美

国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗人多克隆抗ＰＴＥＮ购自
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；兔抗人抗β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）和过

氧化物酶标记的羊抗兔抗ＩｇＧ购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司。ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ和 ＲＴＰＣＲ 试 剂 盒 均 购 自
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。萤虫素酶测定试剂盒（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ａｓｓａｙｓｙｓｔｅｍ）、ＤＮＡ回收试剂盒、质粒提取试剂盒、

Ｔａｑ酶、ＤＮＡ限制性内切酶 ＳａｃⅠ、ＨｉｎｄⅢ和 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶均购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。抗ＨＣＶＮＳ５Ａ
购自Ａｂｃａｍ公司。ＦＩＴＣ标记的鼠抗人 ＩｇＧ荧光二

抗购自武汉博士德生物工程有限公司。硝酸纤维素

膜购自英国Ｗｈａｔｍａｎ公司。

二、方法
１．细胞培养及质粒转染：ＱＳＧ７７０１细胞使用

含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，于５％ ＣＯ２培养

箱中培养；待细胞生长铺满培养皿底后，传代种植于
６孔培养板中，待细胞达６０％ ～７０％融合时按脂质

体说明书进行质粒转染。

２．间接免疫荧光：盖玻片用 Ｌ多聚赖胺酸
（ｐｌｏｙＬｌｙｓｉｎｅ）处理后放入６孔培养板，再将 ＱＳＧ
７７０１细胞种植于放有盖玻片的６孔培养板中。待

细胞达 ６０％ ～７０％融合时，将 ｐＣＮＳ５Ａ质粒及
ｐＲｃ／ＣＭＶ质粒分别转染 ＱＳＧ７７０１细胞，并设空白

对照组。转染４８ｈ后，将盖玻片取出用中性树脂固

定于载玻片上，ＰＢＳ洗涤１次；４％多聚甲醛固定１０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次；０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化１５ｍｉｎ；
ＰＢＳ洗涤４次；５％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）封闭２ｈ；加
入抗ＨＣＶ阳性血清，３７℃水浴１ｈ；ＰＢＳ洗涤３次；

加入荧光抗ＩｇＧ，３７℃水浴１ｈ；ＰＢＳ洗涤３次；荧光

显微镜下观察结果。

３．构建 ＰＴＥＮ启动子驱动的报告基因表达载

体：根据ＰＴＥＮ的ＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ０６７８４４），设
计ＰＴＥＮ启动子ＰＣＲ引物，从人基因组ＤＮＡ（ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ）中扩增 ＰＴＥＮ启动子全长 ＤＮＡ片段（－１４５６／
－３５７），上游引物为５’ＧＡＴＧＡＧＣＴＣＧＡＧＧＡＧＴＧＧＣ
ＡＣＣＡＧＴＴＴＧ３’，下划线处为 ＳａｃⅠ酶切位点；下游引

物为５’ＧＡＧＡＡＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＡＧＧＧＡＡ
３’，下划线处为ＨｉｎｄⅢ酶切位点。

ＰＣＲ反应条件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，６０℃
１ｍｉｎ，７２℃ ９０ｓ，共 ３０个循环，最后 ７２℃ 延伸
７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物为１１００ｂｐ，经２％琼脂糖凝胶电

泳鉴定。ＤＮＡ片段胶回收后与萤虫素酶报告基因

载体ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ分别进行ＳａｃⅠ及 ＨｉｎｄⅢ双酶切、

并进行凝胶回收，最后将二者通过 Ｔ４连接酶连接，

连接产物直接转化 ＤＨ５α感受态细菌，采用氨苄霉

素阳性ＬＢ平板筛选出阳性克隆，经酶切图谱初步

鉴定后，由上海生工生物科技有限公司进行测序。

４．ＲＴＰＣＲ检测 ＰＴＥＮｍＲＮＡ在 ＱＳＧ７７０１细

胞中的表达：细胞培养和种板方法同前，将 ｐＣＮＳ５Ａ
及ｐＲｃ／ＣＭＶ（０．５μｇ、１．０μｇ和２．０μｇ）质粒分别

转染ＱＳＧ７７０１细胞，设未转染质粒组作为对照。

转染４８ｈ后用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取各组细胞总 ＲＮＡ，分
别取各组总 ＲＮＡ２ｇ采用 ＲＴ试剂盒逆转录为
ｃＤＮＡ。然后 ＰＣＲ扩增 ＰＴＥＮ基因，以 ＧＡＰＤＨ为内

参照。ＰＴＥＮ上游引物为５’ＴＴＧＡＡＧＡＣＣＡＴＡＡＣＣ
ＣＡＣＣＡ３’，下游引物为５’ＣＡＣＡＴＡＧＣＧＣＣＴＣＴＧＡ
ＣＴＧＧ３’，扩增长度２５０ｂｐ。ＮＳ５Ａ上游引物为５’
ＣＡＣＧＣＣＣＧＧＡＴＴＡＣＡＡＣＣＣＴ３’，下游引物为 ５’
ＧＣＡＧＣＡＧＡＣＧＡＣＧＴＣ３’，扩增长度 ４００ｂｐ。内参
ＧＡＰＤＨ上游引物为５’ＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴＣＣＡ
ＴＧ３’，下游引物为５’ＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴ
ＣＣＡＣＣ３’，扩增片段大小５９８ｂｐ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃
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３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３５个循环，最后７２℃ 延伸７ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳分析。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＳ５Ａ蛋白和ＰＴＥＮ蛋白在
ＱＳＧ７７０１细胞中的表达：培养、收集转染ｐＣＮＳ５Ａ及
ｐＲｃ／ＣＭＶ（０．５μｇ、１．０μｇ、２．０μｇ）质粒及未转染质

粒共 ７组 ＱＳＧ７７０１细胞，加入细胞裂解液（５０
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ８．０，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＰＭＳＦ，
０．１％ Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ，１％ＴｒｉｎｔｏｎＸ１００），混匀后置冰上１５
ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，收集上清液（细胞总蛋

白）。每组分别取２０ｇ蛋白，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，

湿式电转移法将蛋白转移至硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）

上，再用５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，分别加入内参抗
βａｃｔｉｎ、抗ＮＳ５Ａ和抗ＰＴＥＮ（工作浓度１∶５００）。４℃
孵育过夜。ＰＢＳ洗膜３次，加入过氧化物酶标记的

抗ＩｇＧ为二抗（工作浓度为１∶１０００），３７℃孵育２ｈ，
ＰＢＳ洗膜３次。于暗室滴加ＥＣＬ化学发光液，然后压

片、显影、定影。实验重复３次。
６．萤虫素酶报告实验：按萤虫素酶测定试剂盒

的操 作 步 骤 进 行。ＰＴＥＮＬｕｃ（２μｇ），ＰＴＥＮＬｕｃ
（２μｇ）＋ｐＲｃ／ＣＭＶ（０．５μｇ、１．０μｇ、２．０μｇ），ＰＴＥＮ
Ｌｕｃ（２μｇ）＋ｐＣＮＳ５Ａ（０．５μｇ、１．０μｇ、２．０μｇ）瞬时

转染 ＱＳＧ７７０１细胞 ４８ｈ后，以 １×ＰＢＳ洗涤细胞
１次，然后加入２００μｌ／孔的裂解液并混匀，冰上裂解
５ｍｉｎ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取上清用裂解液

调整到相同蛋白浓度，各取２０μｌ上清加入１００μｌ萤
虫 素 酶 底 物，于 光 度 计 （２０／２０ｎＳｉｎｇｌｅＴｕｂｅ
Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ）中检测发光强度。实验重复３次。

三、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，多组间

比较行单因素方差分析，两两比较行 ＬＳＤｔ检验，以
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、ＨＣＶＮＳ５Ａ蛋白在ＱＳＧ７７０１细胞中的表达

采用间接免疫荧光法，于荧光显微下观察瞬时

转染 ｐＣＮＳ５Ａ的 ＱＳＧ７７０１细胞胞浆出现绿色荧光

颗粒，而未转染和瞬时转染 ｐＲｃ／ＣＭＶ的细胞内未

见绿色荧光颗粒（图１）。
二、ＨＣＶＮＳ５Ａ抑制ＰＴＥＮ启动子活性

将 ＱＳＧ７７０１细胞分别转染质粒 ＰＴＥＮＬｕｃ、
ＰＴＥＮＬｕｃ和不同剂量的空白载体 ｐＲｃ／ＣＭＶ（０．５
μｇ、１．０μｇ、２．０μｇ）、ＰＴＥＮＬｕｃ和不同剂量的
ｐＣＮＳ５Ａ（０．５μｇ、１．０μｇ、２．０μｇ），４８ｈ后收集细

胞进行萤虫素酶活性测定。结果显示，转染 ＰＴＥＮ
Ｌｕｃ质粒组细胞与 ＰＴＥＮＬｕｃ共转染不同剂量的空

白质粒 ｐＲｃ／ＣＭＶ组细胞萤虫素酶活性相似；而共

转染 ＰＴＥＮＬｕｃ和不同剂量的 ｐＣＮＳ５Ａ质粒细胞中

萤虫素酶活性下降，并且随着转染 ｐＣＮＳ５Ａ质粒剂

量的增加，萤虫素酶活性下降更为显著，呈剂量依赖

关系（图２Ａ～Ｂ）。
三、ＨＣＶＮＳ５Ａ抑制ＰＴＥＮｍＲＮＡ的转录

将表达 ＨＣＶＮＳ５Ａ的质粒 ｐＣＮＳ５Ａ（０．５μｇ、
１．０μｇ、２．０μｇ）和空白质粒ｐＲｃ／ＣＭＶ（０．５μｇ、１．０
μｇ、２．０μｇ）分别瞬时转染肝细胞株ＱＳＧ７７０１，采用
ＲＴＰＣＲ检测细胞中 ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达。结果表

明，在ＧＡＰＤＨ内参表达一致的情况下，转染不同剂

量空白质粒ｐＲｃ／ＣＭＶ组细胞与未转染质粒组细胞

中ＰＴＥＮｍＲＮＡ的水平相似。但随着 ｐＣＮＳ５Ａ转染

剂量增加，ＰＴＥＮｍＲＮＡ转录水平也随之下降，与未

转染质粒组及转染空白质粒组细胞比较差异均具有

统计学意义（图３Ａ～Ｃ）。
四、ＨＣＶＮＳ５Ａ抑制ＰＴＥＮ蛋白的表达

为进一步探讨ＨＣＶＮＳ５Ａ是否通过抑制 ＰＴＥＮ
启动子的活性和 ＰＴＥＮｍＲＮＡ转录，使 ＰＴＥＮ蛋白

表达降低，本研究进一步检测 ＰＴＥＮ蛋白表达。将
ｐＣＮＳ５Ａ以不同剂量（０．５μｇ、１．０μｇ和２．０μｇ）瞬
时转染 ＱＳＧ７７０１细胞，与相应剂量的空白质粒
ｐＲｃ／ＣＭＶ（０．５μｇ、１．０μｇ和２．０μｇ）或未转染质粒

组细胞对照，结果显示转染不同剂量空白质粒组细

胞及与未转染质粒组细胞比较，ＰＴＥＮ蛋白表达量

相似；而 转 染 ｐＣＮＳ５Ａ质 粒 组 细 胞，随 着 转 染
ｐＣＮＳ５Ａ质粒剂量的增加，ＨＣＶＮＳ５Ａ蛋白表达逐渐

增强，而ＰＴＥＮ蛋白则逐渐降低（图４ＡＣ）。细胞中

检测到 ＮＳ５Ａ蛋白表达，证实 ｐＣＮＳ５Ａ质粒转染成

功（图４Ｂ）。

讨　　论

ＰＴＥＮ是迄今发现的第一个具有双重特性磷酸

酶活性的抑癌基因，其通过负性调控三磷脂酰肌醇

激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ、局灶黏

附激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）和 ＭＡＰＫ细胞

外 信 号 调 节 激 酶 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）等信号转导通路抑制肿瘤细胞周期的

运行，诱导肿瘤细胞凋亡，并抑制肿瘤细胞的黏附、

迁移和分化，在维持细胞的正常生理活动方面发挥

着重要作用［９１１］。ＨＣＶＮＳ５Ａ是 ＨＣＶ的非结构蛋

白，其功能复杂，在 ＨＣＶ所致原发性肝癌的发病机

制中扮演了重要的角色。ＨＣＶＮＳ５Ａ是否影响
ＰＴＥＮ基因表达，从而通过ＰＴＥＮ信号途径影响肝细

胞增殖或凋亡尚少见报道。本研究结果显示，共转

染ＰＴＥＮＬｕｃ和ＨＣＶＮＳ５Ａ质粒的ＱＳＧ７７０１细胞，

ＨＣＶＮＳ５Ａ抑制ＰＴＥＮ基因启动子的活性，且这种
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图１　转染ｐＣＮＳ５Ａ的ＱＳＧ７７０１细胞中ＨＣＶＮＳ５Ａ蛋白的表达

注：Ａ：未转染质粒组；Ｂ：转染空白载体ｐＲｃ／ＣＭＶ组；Ｃ：转染ｐＣＮＳ５Ａ组

图２　ＨＣＶＮＳ５Ａ抑制ＰＴＥＮ启动子活性

注：Ａ：转染不同剂量质粒的ＱＳＧ７７０１细胞中ＰＴＥＮ启动子活性；Ｂ：转染不同剂量ｐＣＮＳ５Ａ质粒的 ＱＳＧ７７０１细胞中 ＰＴＥＮ启

动子活性

图３　ＰＴＥＮｍＲＮＡ在转染不同质粒的ＱＳＧ７７０１细胞中的表达

注：Ａ：ＰＴＥＮｍＲＮＡ琼脂糖电泳。泳道１：未转染组（Ｂｌａｎｋ）；２～４：依次转染空白载体 ｐＲｃＮＳ５Ａ剂量为０．５μｇ、１．０μｇ和２．０
μｇ；５～７：依次转染ｐＣＮＳ５Ａ质粒剂量为０．５μｇ、１．０μｇ和２．０μｇ；Ｂ：各组ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达；Ｃ：转染不同剂量ｐＣＮＳ５Ａ质粒

ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达
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图４　ＰＴＥＮ蛋白在转染不同质粒的ＱＳＧ７７０１细胞中的表达

注：Ａ：免疫蛋白印记检测ＰＴＥＮ蛋白表达。泳道１：未转染组；２～４：依次为：转染空白载体 ｐＲｃ／ＣＭＶ０．５μｇ、１．０μｇ和２．０
μｇ；５～７：依次为转染ｐＣＮＳ５Ａ质粒０．５μｇ、１．０μｇ和２．０μｇ；Ｂ：转染不同剂量质粒的ＰＴＥＮ蛋白的灰度值；Ｃ：转染不同剂量

ｐＣＮＳ５Ａ质粒ＰＴＥＮ蛋白灰度值

抑制作用随转染ＨＣＶＮＳ５Ａ表达质粒剂量的增加而

增强；同时，在瞬时转染 ＨＣＶＮＳ５Ａ质粒的 ＱＳＧ
７７０１细胞中，ＰＴＥＮｍＲＮＡ转录水平也有显著下降，

提示ＨＣＶＮＳ５Ａ蛋白通过抑制ＰＴＥＮ启动子活性在

转录水平负向调控ＰＴＥＮ的ｍＲＮＡ表达。本研究通

过蛋白印迹技术发现ＰＴＥＮ蛋白的表达水平也随转

染ＨＣＶＮＳ５Ａ表达质粒剂量的增加而显著降低。以

上结果提示，ＨＣＶＮＳ５Ａ通过抑制 ＰＴＥＮ基因启动

子活性，抑制ＰＴＥＮ基因的转录，从而抑制 ＰＴＥＮ蛋

白的表达，这也可能是ＨＣＶ感染导致原发性肝癌的

机制之一。

　　ＨＣＶＮＳ５Ａ本身并不具备与 ＤＮＡ结合的分子

结构，因此不能通过与基因启动子序列结合而直接

调控基因的表达。ＨＣＶＮＳ５Ａ于转录水平抑制
ＰＴＥＮ基因表达的机制值得进一步研究。本课题组

既往研究发现ＨＣＶＮＳ５Ａ能通过诱导细胞内氧化应

激和提高细胞内ＲＯＳ水平，激活ＮＦκＢ等转录因子

活性［２］。而 Ｖａｓｕｄｅｖａｎ等［１２］发现 ＮＦκＢ能够通过
ｐ６５抑制共转录激活因子 ＣＢＰ／ｐ３００来下调 ＰＴＥＮ
的表达，并抑制由 ＴＮＦα所导致的细胞凋亡。因

此，ＨＣＶＮＳ５Ａ通过 ＮＦκＢ信号途径可能是其抑制
ＰＴＥＮ基因表达的分子机制之一；另外近年研究发现
ＰＴＥＮ基因启动子区存在如 ｐ５３、Ｅｇｒ１和 ＰＰＡＲγ等

蛋白结合位点，这些调节蛋白与相应 ＰＴＥＮ基因启

动子序列位点结合，从转录水平上激活 ＰＴＥＮ的表

达［１３１６］。近年研究也证实ＨＣＶＮＳ５Ａ能与抑癌基因

ｐ５３结合形成复合物，抑制 ｐ５３功能［１７１８］，进而推测
ＨＣＶＮＳ５Ａ通过抑制ｐ５３的功能，阻碍ｐ５３对ＰＴＥＮ
基因的上调作用，也可能是 ＨＣＶＮＳ５Ａ从转录水平

下调ＰＴＥＮ基因表达的机制之一。

总之，本研究发现 ＨＣＶＮＳ５Ａ能够抑制抑癌基

因ＰＴＥＮ的表达，为ＨＣＶ所致原发性肝癌的发病机

制研究积累了新的实验依据。尽管本研究推测
ＨＣＶＮＳ５Ａ可能通过ＮＦκＢ和ｐ５３信号转导通路来

实现对ＰＴＥＮ基因表达的调控，但仍需进一步证实
ＨＣＶＮＳ５Ａ是否通过通过其他信号途径抑制 ＰＴＥＮ
基因的表达。
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