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·基础论著·

CNP2线粒体定位信号以及磷酸酯酶活性

对抑制HIV-1 Gag蛋白组装作用的影响
梁顺涛  戴国瑞  李蕊  蒋栋  曾辉 

【摘要】 目的   研究CNP2在线粒体上的定位以及磷酸酯酶活性是否参与抑制HIV-1病毒颗粒组

装。方法   采用RT-PCR扩增野生型CNP2编码区，插入到真核表达载体pcDNA5，构建融合蛋白Flag-
CNP2的表达质粒pcDNA5-Flag-CNP2。应用融合PCR诱导突变法构建CNP1及CNP2突变表达载体。

CNP表达载体分别与HIV-1假病毒包装质粒pLP1、pLP2、pLP/VSVG、pLenti6-EGFP共同瞬时转染

293T细胞。集落形成实验检测上清病毒滴度，Western blot检测细胞中Gag蛋白p55、p24以及细胞培养

上清中p24的表达情况。结果   与对照组比较，CNP2、CNP1、CNP2-S9/22A可以显著抑制细胞中病

毒的释放，培养上清中病毒滴度显著降低（滴度分别为5.66、4.20、5.75、6.63 Log10IU/ml，NC组为

7.65 Log10 IU/ml；t = 58.23、17.24、12.77、6.131，P = 0.0035、0.0066、0.0004、0.0039）。CNP1抑
制HIV-1病毒颗粒组装作用更强，Western blot检测培养上清中病毒蛋白完全p24消失。磷酸酯酶结构域

（2HM）突变后CNP2抑制HIV-1病毒颗粒组装的作用显著降低。结论   CNP2抑制HIV-1病毒颗粒组装

需要磷酸酯酶结构域（2HM）的参与，CNP2的线粒体定位信号可能会影响其抑制HIV病毒颗粒组装

的作用。

【关键词】 2’，3’-环核苷酸磷酸二酯酶；HIV-1病毒颗粒组装；线粒体定位信号；磷酸二酯酶

活性。
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【Abstract】 Objective   To confirm whether the mitochondrial targeting and phosphodiesterase 
activity of CNP2 affect its inhibitory ability against HIV-1 assembly. Methods   Vector expressing wild type 
CNP2 with N-terminal FLAG tag was constructed by RT-PCR of CNP2 coding region from Huh7 cell and 
subsequently inserted into eukaryotic expressing vector pcDNA5 to get pcDNA5-Flag-CNP2. CNP1 and 
CNP2 mutants CNP2-S9/22A, CNP-2HM was constructed by PCR based mutagenesis and inserted into the 
same vector. CNP constructs was respectively transfected into 293T cell with pseudotyped HIV-1 particle 
assemble vectors pLP1, pLP2, pLP/VSVG, pLenti6-EGFP. Pseudotyped HIV-1 particle titer was tested 
by foci formation after infection of 293T cell and also estimated particle p24 by Western blot. TP55 gag 
precursor and p24 in transfected cell were tested by Western blot. Results   CNP2, CNP1 and CNP2-S9/22A 
could potently inhibit HIV titers in transfection supernant (t = 58.23, 17.24, 12.77, 6.131; P = 0.0035, 0.0066, 
0.0004, 0.0039). The inhibitory property of CNP1 without mitochondrial targeting signal was more potently 
than CNP2. 2HM mutant losing phosphodiesterase activity could only minimally inhibit HIV-1 assembly. 
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Conclusions  CNP2 inhibition of HIV-1 assembly needs the phosphodiesterase activity, and mitochondrial 
targeting signal could modulate the inhibitory function. 

【Key words】2’, 3’-cyclic nucleotide phosphodiesterase (CNP); HIV-1 particle assembly; 
Mitochondrial targeting signal; Phosphodiesterase activity.

HIV感染机体后，机体通过多种途径诱导干扰

素（interferon，IFN）的表达，IFN可激活不同干

扰素刺激基因（IFN-stimulated genes，ISGs）[1-9]。

多种ISGs通过不同的机制，作用于HIV复制的不同

阶段，抑制HIV复制[10-14]。

2 ’， 3 ’- 环核苷酸磷酸二酯酶（ 2 ’，

3’-cyclic nucleotide phosphodiesterase，CNP）2是
一种重要的ISG。CNP有两种亚型CNP1和CNP2。
CNP2的N-端比CNP1多20个氨基酸残基，具有线粒

体定位信号（mitochondrial targeting signal，MTS）
的能[15-16]。有文献报道CNP2通过在细胞膜上定位

干扰HIV-1 Gag蛋白组装，抑制HIV-1病毒颗粒生

成。这一作用依赖于CNP上C-端CAAX异戊二烯

化结构域，以及第72位的天冬氨酸（Asp，D），

但与磷酸二酯酶活性无关[17]。关于线粒体定位对

CNP2抑制HIV-1 Gag蛋白组装的作用是否有影响未

无研究报道。

为探讨CNP2的线粒体定位[16]和磷酸酯酶结构

域[18-19]对其抑制HIV-1组装的作用是否有影响，本

研究采用分子克隆的方法构建CNP2野生型及其突

变型真核表达载体，分别和HIV-1假病毒包装质粒

共同瞬时转染293T细胞，通过Western blot检测p55
加工情况以及上清病毒滴度变化，比较不同CNP对
HIV-1组装的影响，研究CNP2的线粒体定位和磷酸

酯酶结构域对其抑制HIV-1组装作用的影响，报道

如下。

材料与方法

一、主要试剂

Bam HⅠ和Not Ⅰ限制性内切酶（Promega公
司），T4 DNA连接酶（Promega公司）；逆转录

试剂盒（Life Technologies公司）高保真PCR试剂盒

Platinum@ Taq DNA Polymerase High Fidelity（Life 
Technologies公司）；DNA凝胶回收与纯化试剂

盒（ROCHE公司）；RNA提取试剂-TRIzol（Life 
Technologies公司）；逆转录试剂盒（ABI公司）；

小提质粒试剂盒（QIAGEN公司）；质粒中提试剂

盒（Machery-Nagel公司）；抗-HIV-1 p24（Abcam
公司）；抗-FLAG（SIGMA公司）；抗-GAPDH

（Santa Cruz公司）；HRP标记羊抗兔抗体（Bio-
Rad公司）；ECL显影液（Bio-Rad公司）；转染试

剂TurboFect（Thermo公司）；PCR引物由北京鼎

国昌盛生物技术公司合成；DMEM培养基（PAN
公司）；FBS（Life Technologies公司）。带有

FLAG序列的pcDNA5（Life Technologies公司）质

粒由本单位改建并保存。

二、实验方法

1. 野生型CNP2全长编码基因表达载体和突变

载体构建

（1）野生型CNP2全长编码基因的扩增和

克隆：Huh7细胞系2 × 106于6孔板内，贴壁后用

IFN-α 500 IU/ml处理12 h，Trizol Reagent提取细胞

总RNA。利用ABI逆转录试剂盒进行cDNA合成。

以逆转录产物为模版，采用高保真PCR试剂盒扩

增CNP2野生型基因全长编码基因。在上游引物起

始密码子前添加Bam HⅠ酶切位点，下游引物终止

密码子后添加了Not Ⅰ酶切位点，同时添加保护碱

基，引物序列见表1。 
采用DNA凝胶回收与纯化试剂盒回收PCR产

物。Bam H Ⅰ和Not Ⅰ双酶切PCR产物，采用T4 
DNA连接酶将CNP2全长基因插入至带有FLAG序

列的pcDNA5质粒。连接产物转化DH5α感受态细

菌，挑取Amp抗性菌落扩增培养，提取质粒酶切

鉴定阳性克隆测序后，得到重组野生型全长质粒

pcDNA5-FLAG-CNP2。
（2）融合PCR法定点诱导CNP2突变克隆：以

构建好的CNP2野生型全长编码基因载体pcDNA5-
FLAG-CNP2为模版，按照图1中CNP2突变位置，

利用表1中引物和高保真PCR试剂盒，采用突变引

物扩增来获得CNP1、CNP2-S9/22A突变片段。采

用融合PCR法定点诱变磷酸酯酶2HXT结构域，先

用两个诱变引物进行扩增，得到含有两个HXT突变

位点的中间片段。凝胶回收后再用中间片段和上下

游引物分别扩增，得到上下游诱变片段。诱变片段

进行融合PCR得到全长磷酸酯酶2HXT诱变片段。

扩增片段经纯化，插入质粒pcDNA5，步骤同前，

测序后挑选序列突变正确的克隆扩增后提取质粒。

2. 细胞培养与质粒转染：293T细胞于含10% 
FBS和青霉素和链霉素的DMEM培养基中，37 ℃、
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5% CO2细胞培养箱中培养。转染前1天，按照2 × 
106细胞/孔接种于六孔板，次日待细胞密度达到

90%后转染质粒。转染方法按照试剂说明操作，

将pcDNA5-FLAG-CNP2质粒以及突变质粒分别与

HIV-1假病毒包装质粒pLP1、pLP2、pLP/VSVG和

pLenti6-EGFP共同转染。24 h后，更换新鲜培养

基，48 h后收获细胞以及上清。

3. Western blot检测细胞裂解液及培养上清中p24
蛋白表达情况：转染48 h后收获细胞，采用含PMSF
的RIPA裂解液裂解后，4 ℃、12 000 r/min（离心半

径r = 5 cm）离心15 min，获得细胞裂解产物。将含

假病毒颗粒的转染细胞培养上清750 µl缓慢置于含

400 μl 20%蔗糖的PBS上，20 000 r/min、4 ℃离心、

2 h弃上清，获得假病毒颗粒沉淀。细胞裂解产物以

及假病毒颗粒沉淀变性后，经10% SDS-PAGE电泳

分离，转移至PVDF膜上，利用抗-FLAG、抗-HIV-1 
p24，检测野生型及突变型CNP2和p24的表达情况。

4. 上清病毒滴度检测：感染前1天将293T细胞

接种于24孔板。第2天将含HIV-1假病毒颗粒的转

染细胞上清用培养基10倍梯度稀释至1︰1 000、
1︰10 000、1︰100 000。各取200 µl病毒稀释液感

染293T细胞。感染48～72 h后，荧光显微镜下计数

最后两个荧光阳性孔荧光阳性细胞集落数，换算

成病毒滴度，单位为TU/ml（Transducing Units per 
milliliter）。病毒滴度计算公式：假设后两个空内

克隆数分别为X、Y则：

三、统计学处理

实验数据使用软件GraphPad Prism 5进行统计

分析及绘图，各实验组上清中病毒滴度为呈正态分

布的计量资料，以 ± s表示。组间差异比较采用

独立样本t检验。P ＜ 0.05为组间差异具有统计学

意义。

结    果

一、CNP 2野生型及其突变型真核表达载体构建

CNP 2野生型及其突变型真核表达载体模式

见图1。以pcDNA5-FLAG-CNP2载体为模版，采

用融合PCR法进行定点诱变，获得的CNP 2突变载

体pcDNA5-FLAG-CNP1、pcDNA5-FLAG-CNP2-
S9/22A和pcDNA5-FLAG-CNP2-2HM突变型载体，

经过Bam H Ⅰ、Not Ⅰ限制性内切酶酶切后，凝胶

电泳，酶切片段大小与预测大小一致（图2）。测

序鉴定证实诱变序列与预期突变一致且没有其他突

变引入（图3）。

二、CNP2以及突变载体抑制HIV-1 Gag蛋白组

装的影响

为研究CNP2抑制Gag蛋白组装的影响，本研

究将pcDNA5-Flag-CNP2质粒以及突变质粒分别与

HIV-1假病毒包装质粒pLP1、pLP2、pLP/VSVG、

pLenti6-EGFP共同转染293T细胞。稀释法检测细胞

上清中的病毒滴度发现（图4）：CNP2、CNP1和
CNP2-S9/22A可以显著抑制细胞中病毒的释放，培

养上清中病毒滴度显著降低，（t = 58.23、17.24、
12.77，P = 0.0035、0.0066、0.0004）。不含线粒

体定位信号的CNP1抑制HIV-1组装作用显著增强，

而磷酸酯酶结构域突变后（2HM），CNP2抑制细

胞中病毒释放作用显著降低（图4）。

本研究同时采用Western blot检测转染细胞上

清和细胞裂解液，发现CNP1转染细胞上清HIV-1 

S S HCT HITCNP 2:

HCT HITCNP 1:

A ACNP 2-S9/22A:

AAA AAACNP 2-2HM:

FLAG

FLAG

FLAG

FLAG

图1  CNP 2 MTS和2HXT结构域与突变型载体模式图

表 1  扩增 CNP2、CNP2-S9/22A、CNP1 和 CNP2-2HM 等片段所需引物

引物名称 序列 

Bam H Ⅰ-CNP2+ 5'-CACGGATCCATGAACAGAGGCTTCTCCCG-3'

Bam H Ⅰ-CNP2-S9/22A+ 5'-CACGGATCCATGAACAGAGGCTTCTCCCGAAAAGCCCACACATTCCTGCCCAAGATCTTCTTC
CGCAAGATGGCATCCTCAGGGGCCAAGGACAAG-3'

Bam H Ⅰ-CNP1+ 5'-CACGGATCCATGTCATCCTCAGGGGCCAAG-3'

CNP2-2HM+ 5'-GGAAAGAGACCCCCAGGCGTGCTGGCTGCCGCAACCAAGTTTTGTGACTACGGG-3'

CNP2-2HM- 5'-CTACGTCAGCTGCACAGCCGAGGGCGGCGGCGGCGCGGCTCCCCCGCGGCAGG3'

Not Ⅰ-CNP2- 5'- CACGCGGCCGCTCATATGATGGTGCAGGACT -3'

注：引入的内切酶位点和突变碱基以下划线表示，序列参考 GenBank：NM_033133

x
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p24显著减少（图5）。而CNP1转染细胞内p55最
多，提示Gag蛋白组装被明显抑制而滞留在细胞

内。由于Western blot的定量功能不理想，其他各

组间差异不明显，但与上清中病毒滴度实验结论基

本一致。磷酸酯酶活性结构域突变后（2HM）抑

制HIV-1组装能力显著降低，提示CNP2的抑制能力

依赖于磷酸酯酶2HXT结构域。

讨    论

干扰素可以诱导多种 ISGs，作用于HIV复

制的不同阶段，最终抑制HIV复制 [10, 12, 20-23]。如

SAMHD1可降低细胞内dNTP浓度并降解HIV逆

转录产物；BST2可阻止HIV病毒颗粒的释放[24]；

APOBEC3G可对HIV负链DNA合成过程中使胞嘧

啶脱氨基而使病毒基因突变；而TRIM5a可通过

CypA与CA相作用，抑制病毒的脱壳[25]。

CNP作为一种ISG，其抗病毒结构效应关系

还不十分明确，关于线粒体定位信号对CNP2抑制

HIV-1 Gag蛋白组装的作用是否有影响未有研究报

道。本研究发现CNP2、CNP1、CNP2-S9/22A可以

显著抑制细胞中病毒的释放，CNP1抑制HIV组装

作用最强；而磷酸酯酶结构域突变后（2HM），

CNP2抑制细胞中病毒释放作用显著降低。

HIV-1假病毒颗粒包装模型是研究HIV包装的

理想模型，能够模拟Gag蛋白定位、聚合、不成熟

毒颗粒包装和病毒颗粒成熟等HIV复制过程
[26]。既

往研究利用该模型证明CNP2有抑制HIV-1病毒颗

粒组装的作用[17]：①CNP2在细胞膜上通过直接和

Gag蛋白的基质蛋白MA结构域相互结合结合，抑

制Gag蛋白聚合组装成病毒颗粒，进而抑制HIV-1
的成熟与释放。②CNP2抗病毒作用依赖于CNP
上C-端CAAX异戊二烯化结构域（该结构域帮助

CNP结合到膜结构），也依赖于第72位的天冬氨酸

（Asp，D）（该氨基酸直接与HIV Gag蛋白相互作

用），而与磷酸二酯酶（2HM）活性无关。

CNP有两种亚型CNP1和CNP2。CNP1（401 aa，
46 kD）表达于神经细胞，参与髓鞘的形成。CNP2
（421 aa，48 kD）N-端较CNP1多20个氨基酸，在神

经细胞和其他细胞中均表达。CNP2 N-端的20个氨基

酸残基具有MTS的功能，CNP2进入线粒体后MTS被
切除，大小和CNP1无法区分。N-端9号、22号磷酸化

位点可被蛋白激酶C（protein kinase C，PKC）磷酸

化，磷酸化后导致CNP2无法进入线粒体
[16]。

本研究初步发现，不含线粒体定位信号的

CNP1抑制HIV-1 Gag蛋白组装的作用最强（图

4～5），原因可能与CNP2进入线粒体后无法再转

运至细胞膜与Gag蛋白结合有关，而CNP1不定位到

线粒体，直接定位到细胞膜参与对HIV-1病毒颗粒

M                 Vector          Vector               CNP 2              CNP 1           CNP 2            CNP 2            
S9/22A 2HM

2 KB

1 KB

图2  阳性克隆质粒酶切鉴定结果

S922A Wild

S922A Mut

HXT Wild

HXT Mut

R  K  S H  T  F  L  P  K  I  F  F R  K  M  S S S G  
CGAAAAAGCCACACATTCCTGCCCAAGATCTTCTTCCGCAAGATGTCATCCTCAGG

G  V  L  H  C  T  T K  F 
GCGTGCTGCATTGCACAACCAAGTTT

R  A  H  I  T  L  G  C  
CGCGCCCACATCACCCTCGGCTGT

图3  阳性克隆质粒代表性测序结果

PP = 

P = 

P = 

P = 

P = 

图4  CNP2及突变型载体对细胞上清中病毒滴度的影响 图5  转染CNP2及其突变载体对抑制Gag蛋白组装的影响
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组装的抑制作用。但CNP1在细胞内的来源尚未明

确：①CNP1来自与自身mRNA和CNP2 mRNA的翻

译。网织红细胞裂解液体外翻译研究证实，CNP2
的mRNA不仅能表达CNP2还能表达CNP1[27]。

②CNP1来自CNP2在线粒体内的加工[16]。在Hela细
胞系中转染CNP2载体后行Western blot检测有46 kD
和48 kD两条带，用CCCP阻断其进入线粒体后无

46 kD的条带，所以认为CNP1来自CNP2的加工。

CNP2 mRNA的21号氨基酸（CNP1的起始密码子）

突变后仍然能够在转染细胞内出现CNP1，是因

CNP2在线粒体内加工生成CNP1。关于CNP1在细

胞内的来源和加工定位还有待进一步研究。考虑到

CNP2线粒体定位信号前有FLAG标签蛋白，可能会

影响CNP2与线粒体的定位，以上结论还需进一步

研究证实。

本研究还发现，磷酸酯酶活性结构域也会影

响CNP2抑制HIV-1假病毒颗粒组装的作用，与文献

报道矛盾；虽然本研究重复的实验结果均保持一致

结论，但是研究结论还需进一步确认。
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