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丙型肝炎病毒功能基因在 !"#细胞中的表达研究
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摘 要 丙型肝炎病毒（EH’）与宿主细胞因子的相互作用已经成为国内外研究的热点和难点。近期研究已经证实 EH’的感
染对宿主多种途径中基因的转录均能产生影响。为了进一步研究究竟是 EH’中的哪些功能基因在与特定细胞因子的相互作
用中起主导作用，构建了分别含有 EH’ H(0-、R&、R!、;%、+Z!、+Z"、+ZM:、+ZMJ、+ZL:和 +ZLJ基因的真核表达质粒，分别转入宿
主细胞 HEVO[&中，在 TM&I的选择压力下筛选获得稳定表达 EH’单个蛋白的细胞系（&$株）。GH1和 1?OGH1可分别从稳定
细胞系中检测到相应的 EH’基因的 F+:和 .1+:，冻存和复苏不会造成 EH’基因的丢失。\-@<-07O/)(<检测到稳定细胞系中
表达 R&，R!和 +ZLJ蛋白，说明 EH’基因在 HEVO[&中已经形成稳定表达。薄层层析（?]H）结果显示，含有不同 EH’基因的稳
定传代细胞系中，UFGO葡萄糖神经酰胺葡萄糖基转移酶（UTHT）活性均发生了不同程度的变化，其中 R!和 ;%的表达使胞内

UTHT的活性提高了约 &倍，+Z!和 +ZL:则使 UTHT的酶活提高了约 $^#倍。该稳定细胞系的建立为研究病毒与宿主因子的
相互作用及药物筛选奠定了基础。
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丙型肝炎病毒（>$5(&!&!% 6 ?!*/%，>6?）是引起人
类丙型肝炎的病原体，其感染往往发展成肝硬化或

肝癌，严重威胁人类健康［@，A］。目前还没有针对

>6?的有效疫苗，而且只有部分 >6?感染者对 BCD=
!和病毒唑的联合治疗有效。由于缺乏有效的支持
>6?增殖的体外培养体系，对病毒入侵宿主细胞后
如何影响宿主的各种代谢和信号通路，以及包装释

放等生理过程知之甚少，有待深入研究。

利用基因转染的方法，人们发现了 >6?的 6,*$
和 DEFG蛋白分别在细胞的 HG<IJKLI以及 EG<IJ
MDI信号通路中发挥了激活的作用；在 KLI信号通
路中 6,*$和 DEFG却分别抑制了 L(1=@N=O=O和 P*-A
的活性，同时 6,*$ 又激活了转录因子 KQ7=@ 和
ERGR=O；在凋亡信号通路中，6,*$ 表现出激活 DC"S
的活性，而 DEFG 表现出激活 <BOI 的活性［O］。
6)!%(*!研究组通过 >6?感染黑猩猩试验，测定了感
染过程中宿主基因表达的变化，发现很多由 BCD=!
诱导的基因表达与 >6? LDG的复制量呈现出一定
的线性关系。同时，在感染的早期，宿主脂代谢中的

很多基因转录也产生了不同的变化［N］。

6)!%(*!等的研究结果揭示了一个值得关注的科
学问题，即 >6?的感染与宿主的脂代谢密切相关，
其间存在相互作用的关系。因此，>6?感染与宿主
脂代谢途径间相互作用的研究成为近年研究的热

点［F，T］，研究者通过各种手段试图了解 >6?基因表
达对宿主脂质代谢的影响，取得了一些进展。但是

到底是 >6?的哪些功能基因影响了宿主的脂质代
谢，尚未深入研究。

本文通过构建 @U个 >6?功能基因真核表达质
粒，并将这些质粒分别整合到 6>V=I@ 宿主细胞的
基因组上，筛选得到稳定传代的细胞系，研究了这些

基因表达对宿主细胞中 :;<=葡萄糖神经酰胺葡萄
糖基转移酶（:P6P）的影响，获得有意义的研究结
果。为近一步研究 >6?功能基因与宿主脂代谢中
其他因子的相互作用奠定了基础，同时为 >6? 感染
机制研究和抗病毒药物筛选提供了细胞模型。

) 材料和方法
)*) 细胞系
中国仓鼠卵巢癌细胞系 6>V=I@由武汉大学中

国典型培养物保藏中心（66R66）提供。6>V=I@ 细

胞系于含 @UWCSE的 ;JC@A培养基中常规培养并传
代。

)*+ 真核表达质粒的构建
真核表达质粒 5+;DGOX@（ Y）（含 "$, 筛选标

记）由本室保存。以含有 >6? 全长基因组的质粒
>6?=Z>:［[］为模板，针对 >6?的 @U 个功能基因序
列分别合成 @U对引物（表 @），在上游引物（C<）中引
入起始密码 GRP和酶切位点，在下游引物（L<）中也
引入终止密码 RGG和酶切位点，利用 <6L扩增到相
应的片段，经限制性内切酶（R(I(L(）酶切后连接到
56;DGOX@（ Y）载体。分别以双酶切鉴定和序列测
定（上海鼎安生物科技有限公司）的方法鉴定所构建

的 @U个质粒，并对其命名（表 @）。
)*, -./功能基因的稳定表达
根据 5+;DGOX@（ Y ）操作手册的要求（...4

!"#!&*,’$"4 +,3），按照以下步骤建立稳定表达 >6?功
能基因的细胞系：分别将含有 >6? 单个基因的
5+;DGOX@（ Y）质粒线形化，线性化使用的限制性内
切酶见表 @，按照 Q!5,1$+&(3!"$AUUU（B"#!&*,’$"）说明
书要求转染状态良好的 6>V=I@ 细胞，同时转染不
含有任何 >6? 基因的空载体 5+;DGOX@（ Y）=3,+7
（!"##线形化）作为对照。转染后的细胞在含有
PN@\的培养基中筛选并传代，最终形成具有 PN@\
抗性的稳定传代细胞系。

)*0 稳定表达细胞系中 -./单基因的鉴定
胰酶消化贴壁生长的 6>V=I@ 细胞，用含蛋白

酶 I 和 LD(%$G 的细胞裂解液（@U33,2JQ R*!%=62，
@FU33,2JQ D(62，@U33,2JQ K;RG，UXNW E;E）重悬细
胞，FT]水浴过夜后酚J氯仿抽提除去蛋白，上清用
乙醇沉淀后得到细胞的总 ;DG。分别以 @U株稳定
表达细胞系的总 ;DG为模板，用相应基因的克隆引
物 C<和 L< 通过 <6L反应，检测稳定表达细胞中的
>6?基因。
)*1 稳定表达细胞系中 -./ 基因转录 2345
检测

6>V=I@ 细胞中总 LDG的提取按 R*!^,2试剂盒
（B"#!&*,’$"）说明书操作。提取的 LDG用 ;D(%$#于
O[]水浴处理 AU3!"，以去除 ;DG 的干扰。以总
LDG为模板，分别以相应基因的克隆引物 L<为逆
转录引物合成第一条 +;DG链，再以 C<和 L<通过
<6L反应对相应的 +;DG进行外源基因的扩增。
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表 ! 构建含有 "#$功能基因表达质粒的引物
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!78 稳定表达细胞系中 "#$蛋白的免疫印迹
筛选得到的细胞系在含有 EO=L的培养基里正

常传代，用 V"##"/-". 4+%’$-. 6)’+"5’-%. G$"2$.’（V?
46G）试剂盒（4W6G@6）提纯蛋白，冷冻干燥获得浓缩
的细胞总蛋白。X$,’$+.?3/%’’-.2按文献［L］的方法进
行，同时选用 E:49H作为系统对照。一抗采用兔抗
H@R 6=、6J、!NAP蛋白的多克隆抗体（武汉大学叶
林伯教授赠送），兔抗 E:49H（武汉三鹰生物技术有
限公司）多克隆抗体；二抗为碱性磷酸酶标记的驴抗

兔 W2E（武汉三鹰生物技术有限公司），利用 !PF?
P@W4显色。
!79 稳定传代细胞系中 :;*<葡萄糖神经酰胺葡萄
糖基转移酶（:=#=）活性分析

YE@E的检测按文献［M］提供的薄层层析法
（F1@）进行。反应原理是带有硝基苯 二唑
（.-’+%3$.7%)"0-"7%/$，!P9）标记的神经酰胺参与糖基
转移反应，生成带荧光标记的 !P9?E/5@$+。

@I?!P9?@$+ >
!

Y94?E/55%,$
@I?!P9?E/5@$+（> Y94）

经过计数的细胞溶解在 =K##%/Z1 F+-,?H@/ 缓冲液
（*H B<A）中，再加入 =K#1脂质体，AKK##%/Z1的 Y94?
E/5和 =##%/Z1的 69F:，于 ;J[保温 =(；氯仿Z甲醇
（J \=Z0 \ 0）中止反应后取下层有机相做 F1@，最后
于 R"+-"3/$ V%0$ W#"2$+ F8*(%%. MJKK，AJK.#波长进

行荧光扫描，分析稳定传代细胞系中 YE@E酶活性。

> 结果

>7! 含有 "#$功能基因真核表达质粒的鉴定

图 = H@R单基因真核表达质粒的双酶切鉴定
C-2U= W0$.’-&-5"’-%. %& ’($ $)*+$,,-%. */",#-0, 5%.’"-.-.2

0-&&$+$.’ 2$.$, %& H@R 38 +$,’+-5’$0 $.78#$,
V=：91=AKKK；VJ：91JKKK；=：*59!:;<=（ > ）?@%+$，AB;3*；J：

*59!:;<=（ > ）?6=，ABI3*；;：*59!:;<=（ > ）?6J，=KLM3*；O：

*59!:;<=（ > ）?*B，=LM3*；A：*59!:;<=（ > ）?!NJ，IA=3*；I：

*59!:;<=（ > ）?!N;，=LM;3*；B：*59!:;<=（ > ）?O:，=IJ3*；L：

*59!:;<=（ > ）?OP，BL;3*；M：*59!:;<=（ > ）?A:，=;O=3*；=K：

*59!:;<=（ >）?AP，=BB;3*U

根据表 =中 =K个不同基因上游和下游引物上
的酶切位点，分别对相应的重组质粒进行双酶切鉴

定，电泳结果显示（图 =），H@R 的 @%+$、6=、6J、*B、
!NJ、!N;、!NO:、!NOP、!NA:和 !NAP基因都分别成
功地克隆到 *59!:;<=（ >）中，双酶切得到的片段大
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小与病毒基因的大小相符。测序结果显示，所克隆

的 !"个质粒中 #$%基因的序列没有发生缺失、替
换和移码突变（&’(’ )*( +,*-)），可以用于下游实验。
!"! #$%基因稳定表达细胞系的筛选
限制性内切酶线性化的真核表达质粒分别转染

$#./0! 细胞，12!3 筛选获得具有抗性的细胞系。
筛选得到的细胞系在形态和生长速度上与正常的细

胞没有明显差别，分别命名为 $#./0!/$*45、$#./
0!/6!、$#./0!/67、$#./0!/89、$#./0!/:;7、$#./
0!/:;<、 $#./0!/:;2=、 $#./0!/:;2>、 $#./0!/
:;?=、$#./0!/:;?>，12!3筛选浓度为 @""!ABCD。
!"& 稳定传代细胞系中 #$% 基因 ’() 和转录
*+()的检测

E$F检测结果显示，在筛选的传代细胞系中分
别扩增到与 #$%单个基因大小相符的片段（图 7），
表明 #$%基因已经整合到 $#./0! 细胞的基因组
上；同时 FG/E$F结果显示，在筛选的传代细胞系中
分别扩增到与 #$% 单个基因大小相符的片段（图
7），表明整合在 $#./0!基因组上的 #$%基因可以
转录表达。在细胞传代至 7"代后，均能检测到相应
的 #$%基因；将细胞冻存后复苏，E$F和 FG/E$F同
样能检测到相应的 #$%基因（&’(’ )*( +,*-)），表明
冻存和复苏过程中没有造成外源基因的丢失。

图 7 E$F和 FG/E$F检测稳定传代细胞系
中 #$%基因的 &:=和 CF:=

HIAJ7 &5(5K(I*) *L (,5 &:= ’)M F:= *L #$% A5)5+ I) (,5
+(’NO5 K5OO OI)5+ NP E$F ’)M FG/E$F

Q：&D7"""；!，7：$*45，?9<N8（&:=BF:=）；<，2：6!，?9@N8（&:=B

F:=）；?，@：67，!"3RN8（&:=BF:=）；9，3：:;7，@?!N8（&:=BF:=）；R，

!"：89，!3RN8（&:=BF:=）；!!，!7：:;<，!3R<N8（&:=BF:=）；!<，!2：

:;2=，!@7N8（&:=BF:=）；!?，!@：:;2>，93<N8（&:=BF:=）；!9，!3：

:;?=，!<2!N8（&:=BF:=）；!R，7"：:;?>，!99<N8（&:=BF:=）J

!", 稳定传代细胞系中 #$%基因表达产物的检测
为了鉴定得到的稳定传代细胞中 #$%基因是

否成功表达成相应的蛋白，我们选取 $#./0!/6!、
$#./0!/67、$#./0!/:;?> 三株细胞系，在传至 !"
代、7"代和冻存复苏后，分别进行 S5+(54)/NO*((I)A分

析。结果显示，三株细胞系中能分别检测到 #$%
6!、67和 :;?>蛋白，且蛋白质分子量与文献报道相
符［!"］（图 <）。表明 #$%基因在宿主细胞中已经形
成稳定表达。

!"- 稳定表达细胞系中 .’/0葡萄糖神经酰胺葡萄
糖基转移酶酶活分析

稳定表达细胞系中 T1$1的酶活用薄层层析方
法检测，结果见图 2。与含有空载体的 $#./0!细胞
（KU）相比，含有 #$% 不同功能单基因的细胞中，
T1$1的酶活性均有不同程度的提高。其中 $#./
0!/67和 $#./0!/89两株细胞系中 T1$1酶活提高
的幅度最大，为对照细胞系的约 7 倍，而 $#./0!/
:;7和 $#./0!/:;?=两株细胞中 T1$1的酶活是对
照细胞系的 !V@倍左右。其余稳定细胞系中 T1$1
酶活的提高幅度都小于 "V?倍。说明 #$%单基因蛋
白的表达均有提高宿主细胞内 T1$1酶活性的功能。

图 < 免疫印迹检测稳定传代细胞系中 #$%蛋白的表达
HIAJ< &5(5K(I*) *L (,5 #$% 84*(5I)（+）5W845++I*) I) (,5

+(’NO5 K5OO OI)5+ NP S5+(54) NO*(
$#./0! K5OO+ -I(, C*KU X5K(*4 -*4U5M ’+ (,5 +P+(5C K*)(4*O ’)M 1=E&#
-*4U5M ’+ (,5 5W854IC5)( K*)(4*O J（’）&5(5K(I*) *L (,5 #$% 6! 84*(5I)
（ Y <?U&）5W845++I*) I) (,5 +(’NO5 K5OO OI)5 $#./0!/6!J（N）&5(5K(I*)
*L (,5 #$% 67 84*(5I)（ Y 9"U&）5W845++I*) I) (,5 +(’NO5 K5OO OI)5 $#./
0!/67J（K）&5(5K(I*) *L (,5 #$% :;?> 84*(5I)（ Y @3U&）5W845++I*) I)
(,5 +(’NO5 K5OO OI)5 $#./0!/:;?>J G,5 8’++’A5 )ZCN54 845+5)(+ ’( (,5
(*8，(,5 C*O5KZO’4 -5IA,( ’( (,5 O5L( J
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图 ! 稳定表达细胞系中 "#$#酶活的检测
%&’(! )*+*,+&-. -/ +0* "#$# 1,+&2&+3

&. +0* 4+156* ,*66 6&.*4
7*1489*:*.+4 ;*9* <-.* +;&,* 1.< +0* *99-9 5194 19* 40-;. 1+ +0*

+-= -/ *1,0 ,-68:.(

! 讨论

>$?与宿主相互作用的研究一直以来进展缓
慢，原因是缺乏有效的支撑 >$?增殖的体外培养体
系，各国学者在这方面作出了很多探索，也取得的一

些进展［@@ A @B］。本研究通过构建含有 >$?功能基因
的真核表达质粒，在 #!@C的筛选压力下建立了稳定
表达 >$?功能蛋白的稳定细胞系，为研究 >$?功
能基因与特殊宿主细胞因子相互作用的关系提供了

便利的平台。

为了鉴定外源的 >$?基因是否已经整合到细
胞的基因组上，我们分别于培养的不同代次检测了

细胞内相应的 >$?基因的 )DE，结果表明相应的基
因已经整合到宿主基因组上。为了证实整合的基因

是否能在宿主细胞内正常转录并表达，我们检测了

稳定传代细胞内相应的 >$?基因的 :FDE，结果表
明所有的 >$?基因都得到了转录。由于缺乏所有
的 >$?单个蛋白的抗体，我们只检测了 $>GHI@H
J@，$>GHI@HJK和 $>GHI@HDLBM三株细胞系中 J@、
JK和 DLBM 蛋白的表达，检测的结果也显示，>$?
的蛋白在宿主细胞中已经形成稳定的表达。同时，

经过冻存并复苏的细胞仍能检测到其相应的 )DE、
:FDE以及蛋白的表达，说明冻存和复苏并不会造
成外源基因的丢失。可见，我们已经获得 @N株含有
>$?单个功能基因的稳定传代细胞系。
为了探讨 >$?功能基因表达对宿主细胞脂质

代谢的影响，我们检测了所有稳定表达细胞系中，脂

质代谢途径中 ")OH葡萄糖神经酰胺葡萄糖基转移
酶的酶活性。已有研究表明，>$?感染与宿主脂代
谢密切相关。实验结果显示，所有整合有病毒基因

的细胞系中 "#$#的酶活性均高于对照细胞系，尤
其是 $>GHI@HJK 和 $>GHI@H=P 两株细胞系。说明

病毒基因的表达能提高细胞内的 "#$#酶活，从某
种意义上说，活跃了细胞的脂质代谢。这与感染

>$?的黑猩猩体内 "#$#的表达量与 >$? FDE水
平呈正相关［!］的结果是一致的。鉴于以上的结果，

"#$#酶活的提高有两种可能，一是底物的积累，二
是 "#$#蛋白本身的表达被上调了，究竟是哪种机
制还需要深入的研究，但是初步的研究已经把起主

要作用的病毒基因锁定在 JK、=P、DLK 和 DLBE 上
了，具体病毒基因表达和细胞脂代谢之间是直接作

用还是间接作用还需要进一步的实验验证。
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