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·基础论著·

丙型肝炎病毒 ｐ７蛋白上调去唾液酸糖蛋白
受体１基因的表达
郭江　成军　洪源　王琦　邢卉春　毛羽

　　【摘要】　目的　探讨ＨＣＶｐ７对去唾液酸糖蛋白受体１（ＡＳＧＰＲ１）启动子转
录的调节作用。方法　据生物信息学确定ＡＳＧＰＲ１的启动子区域，聚合酶链反应
（ＰＣＲ）扩增 ＡＳＧＰＲ１ｐ，克隆至真核报告载体 ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ中，构建 ｐＣＡＴ３ＡＳＧ
ＰＲ１ｐ报告载体；以该质粒转染肝癌细胞系ＨｅｐＧ２，用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
检测氯霉素乙酰转移酶（ＣＡＴ）的表达活性；并与ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＨＣＶｐ７共转染
ＨｅｐＧ２细胞系，用ＥＬＩＳＡ检测ＣＡＴ的表达活性。结果　成功获得ＡＳＧＰＲ１ｐ启动
子的正确克隆。ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ和ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＨＣＶｐ７共转染ＨｅｐＧ２细胞
的ＣＡＴ表达活性是ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ空载体的７．７倍，是ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ的２．４倍。
结论　ＡＳＧＰＲ１启动子有顺式激活下游基因的活性，ＨＣＶｐ７对 ＡＳＧＰＲ１基因的
表达有上调作用。
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　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）是世界范围内慢性肝炎的主要病原之一［１，２］，常导致肝

硬化、肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）等各种严重肝病［３５］。ＨＣＶ基因
组含有一个长的开放阅读框架（ＯＲＦ），编码多个蛋白。ｐ７是由ＨＣＶ基因组编码
的一个小蛋白。关于其功能研究较少。本室应用抑制性消减杂交技术筛选了

ＨＣＶｐ７蛋白的反式调节基因，发现其与体内物质代谢、信号转导、凋亡关等关系
密切，在病毒感染后肝细胞恶性变方面有一定的作用，而且对于ＨＣＶ病毒颗粒结
合和进入肝细胞有重要意义［９］。

本研究选择去唾液酸糖蛋白受体１（ＡＳＧＰＲ１）基因，采用基因重组技术构建
ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１报告基因载体，与ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＨＣＶｐ７共转染人肿瘤细胞系
ＨｅｐＧ２细胞后，应用报告基因氯霉素乙酰转移酶（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＣＡＴ）共转染瞬时表达系统，测得下游 ＣＡＴ基因的表达增强。证明 ｐ７蛋
白可上调ＡＳＧＰＲ１启动子活性，进而上调 ＡＳＧＰＲ１基因的表达。为 ｐ７蛋白在体
内的分子生物学机制提供了理论基础。

材料和方法

一、实验材料和试剂

重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＨＣＶｐ７为本室构建，人肝母细胞瘤细胞系
ＨｅｐＧ２细胞及大肠埃希菌ＤＨ５α菌株为本室保存。ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连
接酶及限制性内切酶均购自 ＴａＫａＲａ公司。质粒 ＤＮＡ提取试剂盒，中间载体
ｐＧＥＭＴｅａｓｙ及报告质粒ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ均购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＣＡＴＥＬＩＳＡ检测试剂
盒及质粒ＤＮＡ转染试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ公司。玻璃奶纯化试剂盒购自博大公司。
其他生化试剂购自Ｓｉｇｍａ公司。

二、ＡＳＧＰＲ１启动子的聚合酶链反应扩增
根据ＡＳＧＰＲ１基因启动子序列设计引物，并由上海生工公司合成引物，在上

下游引物的 ５’端分别加上 ＫｐｎⅠ和 ＢｇｌⅡ，上游引物：５’ＧＧＴＡＣＣＣＧＡＧＡＣＴ
ＴＡＴＣＴＴＴＡＡＴＡＴＴＧＣＣＴＧ３’，下 游 引 物：５’ＡＧＡＴＣＴＣＡＣＴＣＴＣＣＴＣＡＴＴＧＴＣ
ＣＡＧＡＴＧＣＴ３’。以 ＨｅｐＧ２细胞基因组为模板，进行聚合酶链反应（ＰＣＲ）
（ＰＥ９６００ＰＣＲ仪），扩增条件：９５℃变性６０ｓ、５８℃ ６０ｓ、７２℃ ９０ｓ，共循环３５次，
其中９４℃预变性５ｍｉｎ，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳、
切胶、玻璃奶法回收、纯化。
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三、ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ的瞬时转染及报告基因ＣＡＴ活性检测
回收产物在Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下，与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体连接，转化大肠埃

希菌ＤＨ５α感受态细胞，挑取在选择平皿（Ａｍｐ，Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ）生长的白色菌落提
取质粒，经酶切（ＫｐｎＩ／ＢｇｌⅡ）鉴定。ＫｐｎＩ／ＢｇｌⅡ双酶切重组质粒ｐＧＥＭＴｅａｓｙ
ＡＳＧＰＲ１ｐ，玻璃奶纯化回收酶切产物，定向克隆至ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ载体，构建成重组
质粒ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ，经酶切及ＤＮＡ测序鉴定（上海博亚公司）。磁珠法提取质
粒以备转染。ＨｅｐＧ２细胞系在含１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中培养。
于３５ｍｍ平皿中生长至５０％～８０％融合时采用脂质体转染法，具体转染方法参
照ＦｕＧＥＮＥ６ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ说明书。设置 ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ（１μｇ）为阴性对照
组，ｐＣＡＴ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ（１μｇ）为阳性对照组，以 ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ（１μｇ）转染 ＨｅｐＧ２
细胞，并以 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＨＣＶｐ７（１μｇ）与 ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ（１μｇ）共转染细
胞，４８ｈ后收获细胞，收集细胞裂解液，用于 ＣＡＴ活性检测。所有实验严格平行
操作。取１．０μｇ／Ｌ的ＣＡＴ标准品（试剂盒提供）及细胞裂解液２００μｌ，加入已包
被抗体的９６孔板中，３７℃温育１ｈ，再依次加入一抗（地高辛标记的抗ＣＡＴ）、二
抗（偶联有过氧化物酶的地高辛抗体抗ＤＩＧＰＯＤ）各２００μｌ，３７℃温育１ｈ后，加
入过氧化物酶的底物室温显色２０ｍｉｎ。用酶标仪检测标本在４１５ｎｍ检测波长、
４９０ｎｍ参考波长下的吸光度（Ａ）值，其数值反映细胞提取物中的ＣＡＴ表达水平。

结　　果
一、ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ重组质粒的构建
利用自行设计的引物成功扩增出ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ的基因启动子序列，经１０

ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分析显示扩增片段约１７７２ｂｐ，与预期片段符合（图１）。将扩
增产物与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体连接，双酶切鉴定，１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分析显示
两条带（３０１５ｂｐ的ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体和１７６０ｂｐ的ＡＳＧＰＲ１ｐ启动子ＤＮＡ片段），
与预期一致（图２）。将双酶切产物与 ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ载体连接，双酶切鉴定如图３
所示（３９９０ｂｐ的 ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ载体和１７６６ｂｐ的 ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐＤＮＡ片段），
ＤＮＡ测序结果和 ＧｅｎＢａｎｋ中推定的 ＡＳＧＰＲ１ｐ启动子基因序列完全一致。
ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ质粒结构图见图４。

二、ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ重组质粒的瞬时转染及报告基因ＣＡＴ的表达
将重组质粒 ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ转染 ＨｅｐＧ２细胞，ＣＡＴＥＬＩＳＡ检测吸光度，空

载体对照组 ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ的吸光度为 ０．０４１，阳性对照组 ｐＣＡＴ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ为
１．１９７，ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ为０．１３３，并以ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｐ７与ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ共
转染细胞，其ＣＡＴ吸光度值为０．３１７（表１、图５），说明ｐ７对ＡＳＧＰＲ１ｐ基因的表
达有上调作用。
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图１　以ＨｅｐＧ２基因组 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增
ＡＳＧＰＲ１ｐ序列

图２　ｐＧＥＭＴｅａｓｙＡＳＧＰＲ１ｐ双酶切鉴定（Ｋｐｎ
Ⅰ／ＢｇｌⅡ）

图３　ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ双酶切鉴定（ＫｐｎⅠ／Ｂｇｌ
Ⅱ） 图４　ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ质粒结构图

图５　ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ和ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｐ７共转染ＨｅｐＧ２细胞ＣＡＴ表达
１：阴性对照；２：阳性对照；３：ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ；４：ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｐ７
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表１　重组载体共转染ＨｅｐＧ２细胞氯霉素乙酰转移酶检测结果
质粒 ＣＡＴ（Ａ）

ｐＣＡＴｂａｓｉｃ ０．０４１

ｐＣＡＴｐｒｏｍｏｔｅｒ １．１９７

ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ ０．１３３

ｐＣＡＴ３ＡＳＧＰＲ１ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｐ７ ０．３１７

讨　　论
ｐ７蛋白是一种介于ＨＣＶ结构蛋白与非结构蛋白之间的小蛋白，在脂质膜中

形成六聚体阳离子通道，可使肝细胞内膜结构不稳定化，以利于成熟的病毒颗粒

释放。金刚烷胺和长烷基链的亚氨基糖衍生物可抑制ｐ７形成的阳离子通道，从
而对ＨＣＶ的治疗发挥重要作用［１０］。为进一步研究 ｐ７蛋白的功能，明确其在丙
型肝炎发病机制中的作用，利用抑制性消减杂交技术筛选并克隆ＨＣＶｐ７反式激
活的靶基因，笔者筛选到的结果中包括ＡＳＧＰＲ。

ＡＳＧＰＲ是数量丰富的一种异源低聚物的内吞受体，主要存在于肝脏实质细
胞朝向窦状隙一侧的细胞膜表面。体内糖蛋白通过去唾液酸糖蛋白途径代谢，去

唾液酸后通过去唾液酸糖蛋白受体在肝脏被吸收，所以 ＡＳＧＰＲ又称为肝糖凝集
蛋白或肝凝集素［１１１３］。其主要功能是参与细胞凋亡、清除脂蛋白，同时又是嗜肝

病毒的侵入位点［１４］。Ｓｏｕｋｈａｒｅｖ等［１５］通过对小鼠的研究发现 ＡＳＧＰＲ１具有两个
转录起始位点，其次要的转录起始位点在主要起始位点上游４３５ｂｐ处，ＡＳＧＰＲ１
的５’近端６００ｂｐ是具有肝细胞特异性的启动子活性的最短区域。

Ｂｒａｎｚａ等［１６］应用杆状病毒系统证实ＨＣＶ结构蛋白（ＨＣＶＳＰ）结合到肝细胞
或肝肿瘤细胞系，或 ＨＣＶＳＰ的内在化部分是由 ＡＳＧＰＲ所致。而 ＨＣＶＳＰ包括
ｐ７比不包括ｐ７内在化更有效。ｐ７蛋白可调节 ＨＣＶ结构蛋白的内在化。ｐ７对
于ＨＣＶ病毒颗粒的细胞结合和进入是重要的［１７］。本实验结果提示ｐ７蛋白可上
调ＡＳＧＰＲ基因的表达，这可能是ＨＣＶ进入肝细胞的重要机制之一。本研究得到
的结果是初步的，需进一步对ＡＳＧＰＲ启动子进行缺失突变以确定其最小启动子
区。

总之，ｐ７蛋白可上调去唾液酸糖蛋白受体基因的表达，进而促进 ＨＣＶ与肝
细胞的结合，但其具体机制尚需要进一步详细研究。
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