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· 基础论著 ·
NS2TP基因启动子报告基因载体的构建及其活性验证

高学松    杨彪    王琦    李炜    成军

【摘要】   目的    研究丙型肝炎病毒非结构蛋白2反式调节基因（NS2TP）的转录调节机制。方

法    应用PCR方法扩增NS2TP的启动子，克隆入pGL4.10载体，构建萤虫素酶报告基因载体，转染

HepG2细胞，检测双萤虫素酶活性，验证其转录活性；通过缺失突变法构建系列截短的NS2TP基因

启动子报告基因载体。结果    成功构建了系列截短的NS2TP基因启动子报告基因载体，分别命名为

N1、N2、N3和N4，并确定了N3为NS2TP基因的核心启动子。结论    构建NS2TP基因启动子的系列截

短报告基因载体，确定了其最小转录活性区域，为进一步研究NS2TP基因的转录活性调节机制奠定理

论基础。
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【Abstract】   Objective    To construct series of reporter plasmids with truncated NS2TP gene 

promoter. Methods    Fragments of NS2TP gene promoter was amplified by PCR and cloned into pGL4.10-

Basic. Then the luciferase reporter vectors of NS2TP gene was constructed. Dual luciferase assays were 

performed with lysates of HepG2 cells transfected with NS2TP gene promoter reporter plasmids. Results    

Series of luciferase reporter plasmids with truncated NS2TP gene promoter were successfully constructed and 

named N1, N2, N3 and N4, respectively. N3 as the minimal promoter was determined. Conclusions    Series 

of luciferase reporter plasmids with truncated NS2TP gene promoter were successfully constructed and 

their promoter activity were verified. These plasmids provide necessary experimental materials for further 

investigation of regulation of NS2TP gene.
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1丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）属黄

病毒科，大多数人感染HCV后表现为持续性感染，

可引起慢性肝炎、肝硬化及肝癌。HCV基因组为单

股正链RNA，其RNA结构中5′-端和3′-端各有一

个非编码区，在两个非编码区之间有单一的开放读

码框，约9.6 kb的核苷酸编码由3010～3033个氨基

酸残基（aa）组成的多肽前体，然后在宿主信号肽

酶和NS3蛋白酶的作用下裂解为10个蛋白，从氨基
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端到羧基端依次为：结构蛋白Core、E1、E2和非

结构蛋白p7、NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A和

NS5B[1]。

目前对于NS2蛋白的生物学功能知之甚少，本

课题组既往研究发现并鉴定了一系列NS2蛋白反式调

节的靶基因，其中包括NS2TP基因在内的一些未知

功能的新基因[2-3]。对这些新基因的研究为探讨HCV 
NS2在丙型肝炎发病机制中的作用提供了新的思路。

材料与方法

一、材料

1. 细胞：肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞由首都医

科大学附属北京地坛医院传染病研究所保存，以含10%
胎牛血清的DMEM培养，37℃、5% CO2条件下培养。



中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2013年6月 第7卷 第3期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), June 2013, Vol. 7, No. 3 ·  333  ·

2. 主要实验材料及试剂：质粒快速提取试剂

盒、DNA快速纯化 /回收纯化试剂盒购自北京鼎

国昌盛生物技术有限责任公司，Dual-Luckferase 
Reporter Assay System、pGEM-T easy载体购自

Promega公司，限制性内切酶（KpnⅠ/Bgl Ⅱ）购

自TaKaRa公司，转染试剂Lipofectamine 2000购自

Invitrogen公司，DMEM培养基购自GIBCO公司。

3. PCR引物：上游引物N1 （－1817～＋93 bp）：

5′-GGTACCCTTTGGGGGGAACAGGTGGT-3′；N2 
（－1691～＋93 bp）：5′-GGTACCACCCACCTAGCAC-
ATCCC-3′；N3 （－257～＋93 bp）：5′-GGTACCGTT-
GACCGCGAAGGACGAG-3′；N4 （－157～＋93 bp）：

5′-GGTACCTGGTTGGTTGCGCGTTGAG-3′。下游引

物：5′-AGATCTCGGCCTCCCTCTGCGTCAT-3′。

以上引物均由上海生物工程有限公司合成。

二、方法

1. NS2TP基因启动子的分析：利用生物信息学

工具进行分析，即经NCBI Gene数据库（http://www.
ensembl.org/）寻找NS2TP基因的基因组序列，经

Promoter Scan（http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/
proscan/）和TFSEARCH Search（http://www.cbrc.jp/
research/db/TFSEARCH.html）分析后，选取转录起

始位点上游片段进行启动子活性鉴定。

2. pGL4.10-N1的构建及鉴定：提取HepG2细
胞全基因组DNA为模板，PCR扩增NS2TP基因的启

动子区域。PCR条件：95℃预变性5 min，94℃、

50 s，54℃、75 s，72℃、2 min，共30个循环，再

72℃延伸10 min。扩增产物用T4 DNA连接酶连接

入pGEM-T easy载体。经测序证实后用KpnⅠ/Bgl Ⅱ
双酶切，切胶回收目的片段，连接到同样经KpnⅠ
和Bgl Ⅱ双酶切制备好的pGL-4.10载体上，构建成

pGL-4.10 N1载体。挑选阳性重组克隆，KpnⅠ/Bgl Ⅱ
进行双酶切鉴定并测序。

3. NS2TP基因启动子活性的验证：将HepG2细
胞接种于48孔培养板中，当细胞生长至90%融合度

时，采用Lipofectamine 2000脂质体转染试剂，将

pGL-4.10 N1与phRL-TK共转染。转染24 h后收获细

胞，按照Dual-Luckferase Reporter Assay System说明

书进行报告基因活性检测。每次实验均设立2个复

孔，同一转染实验重复3次。系列截短的启动子报告

基因载体的构建与活性检测均与pGL-4.10 N1相同。 
三、统计学处理

采用SPSS 13.0统计软件分析数据结果，数据采

用 x ± s表示，以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结        果

一、NS2TP基因启动子区并扩增的预测

以转录起始位点为＋1，根据在线软件Promoter 
Scan和TFSEARCH Searc，根据预测结果，本研究设

计引物应用PCR方法扩增NS2TP基因－1871～＋93 bp
的启动子活性区域。PCR产物为1910 bp，与理论片

段大小相符（图1）。

注：1：DNA标准DL2000 2：NS2TP基因启动子扩增片段

图1    NS2TP基因启动子PCR扩增产物电泳

二、NS2TP基因启动子报告基因载体pGL4.10-
N1的构建

将NS2TP基因启动子PCR扩增产物，回收纯化

后克隆入pGEM-T easy载体，经KpnⅠ/Bgl Ⅱ双酶

切，连接到经同样双酶切制备好的pGL4.10线性化

载体上，构建成双萤虫素酶报告基因载体，并命名

为pGL4.10-N1。双酶切和测序结果均证实载体构建

成功（图2）。

注：1：DNA标准DL15000 2：pGL4.10-N1双酶切

图2    pGL4.10-N1双酶切鉴定电泳

三、NS2TP基因启动子活性的验证

pGL4.10-N1与内参pRL-TK共转染HepG2细
胞，双萤虫素酶报告基因检测系统显示，与对照
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pGL4.10Basic相比，NS2TP基因启动子活性显著升

高（约27倍），提示其具有转录活性（图3）。
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图3    pGL4.10-N1的转录活性分析

四、系列截短的NS2TP基因启动子片段的获得

与报告基因载体的构建

以pGL4.10-N1为模板，根据启动子在线软件分

析的不同活性区域，利用针对不同长度启动子片段

的引物，PCR扩增截短的NS2TP基因启动子片段。

目的片段长度分别为1784 bp、350 bp和250 bp。经

过纯化、回收、双酶切和连接等过程，构建不同的报

告基因载体，分别命名为pGL4.10-N1、pGL4.10-N2、
pGL4.10-N3和pGL4.10-N4（图4）。

图4    NS2TP基因启动子系列截短子报告基因载体示意图

五、系列截短启动子活性的验证

pGL4.10-N2、N3、N4分别与内参pRL-TK共转

染HepG2细胞，检测双萤虫素酶报告基因，提示

N2、N3均具有转录活性（P＜ 0.05），其中N1截短

后，N2转录活性有所下降，N4则丧失转录活性，提

示在NS2TP基因转录起始位点上游－257～＋93 bp
为转录核心区域，为基因转录所必需，见图5。     

讨        论

丙型肝炎病毒非结构蛋白2（HCV NS2）位于

HCV多肽前体810～1026 aa，编码216个氨基酸残

基。NS2蛋白是一种疏水蛋白质，从NS2/3聚合体分

裂而来，而且在氨基末端包含有数个跨膜区域[4]。

＊

＊

＊
＊

＊

＊

注：＊P＜0.05
图5    NS2TP基因启动子系列截短子转录活性分析

E2/p7-NS2之间的切割由宿主信号肽酶介导，NS2/
NS3位点的切割由病毒蛋白酶介导。位于NS2蛋白

C′-端和NS3蛋白N′-端之间的区域，对应于849
～1237氨基酸序列，是一个具有蛋白酶活性的结构

域，尤其是His-952和Cys-993对于保持酶活性至关

重要[5-6]。有研究发现，EDTA能抑制NS2/NS3蛋白

酶活性，而ZnCl2对酶活性有激活作用，因此一般

认为NS2/NS3蛋白酶是Zn2＋依赖性金属蛋白酶[7]。

另外作为一种蛋白酶，NS2虽未融入HCV病毒颗粒，

却是HCV病毒颗粒组装过程中必不可少的部分[8]。

在感染的细胞中，调节细胞基因表达和参与脂类代

谢，NS2同样起到了重要作用[9-10]。近期研究发现，

NS2TP是一种多功能蛋白质，可促进细胞的迁移[11]，

参与氧化磷酸化作用和重组DNA断裂双链的修复[12]，

以及参与转录调节功能的预测[13]。

HCV NS2是一种重要的多功能蛋白，本课题组

长期以来围绕NS2与肝细胞相互作用的分子生物学

机制进行了系列研究。通过抑制性消减杂交筛选出

了HCV NS2反式激活基因（NS2TP），编码序列有

456个碱基，编码151个氨基酸，并对其功能进行了

初步研究。为进一步了解其功能，本研究对NS2TP
基因的转录调节机制进行了探讨。首先根据生物信

息学工具克隆NS2TP基因的启动子，并证实了其转

录活性，通过构建系列截短子，确定了NS2TP基因

启动子的转录核心区域。研究发现，NS2TP基因启

动子N1截短为N2后，既去除－1871～－1691 bp区
后，启动子转录活性显著下降，考虑该区域内含有

重要的转录因子，增强基因的转录活性。而N2截
短为N3后，启动子转录活性恢复，分析该区域即

－1691～－257 bp存在负性调节因子，抑制转录活

性。通过系列截短启动子研究，确定了N3即－257
～＋93 bp区域为NS2TP基因的核心转录区域，为基

因转录所必需。研究发现，在基因表达过程中，转

录因子发挥了重要作用，而本研究NS2TP基因启动
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子在截短过程中转录活性的变化也诠释了此问题。

但目前对于NS2TP基因转录的确切调节机制尚不十

分清楚，有待于进一步探讨。

总之，NS2TP基因的研究对进一步了解HCV 
NS2蛋白的生物学功能具有重要的意义，也为完善

HCV致病机制提供了新的研究思路。
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