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摘 要 研究 D;’ 核心蛋白对干扰素!诱导的抗病毒分子 QR1 和 !SATSJ8K 表达的影响及其机制。D;’ 核心蛋白表达质粒

转染 D-9E! 细胞，1UAQ;1 分析 QR1 和 !SATSJ8K 的 .1+8 水平变化，荧光素酶活性分析核心蛋白对 IK1@ 介导的基因表达的影

响；L-<:-0=A/)(: 分析 KJ;K"、KU8U& 及 KU8U& 磷酸化水平的变化。在干扰素!刺激情况下，表达 D;’ 核心蛋白的细胞中，QR1
和 !SATSJ8K 的 .1+8 水平下降，IK1@ 介导的荧光素酶活性降低，KU8U& 磷酸化水平下降。此外，核心蛋白表达的细胞中 KJ;K"
的 .1+8 和蛋白水平明显升高。结果表明，D;’ 核心蛋白可能通过激活 KJ;K"、抑制 KU8U& 的磷酸化，从而下调干扰素!诱导

的 QR1 和 !SATSJ8K 表达。

关键词 丙型肝炎病毒，核心蛋白，干扰素!，KU8U&，KJ;K"
中图分类号 1"V! 文献标识码 8 文章编号 &$$$A"$#&（!$$%）$#A&$$$A$T
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慢性丙型肝炎病毒（D;’）感染是肝硬化和肝癌 发生的重要原因之一［&］。目前，干扰素!（I]+A!）是



治疗 !"# 感染的主要药物，它主要通过激活细胞内

$%&’()*) 信号转导通路，诱导 +,- 和 ./’0/1*( 等干

扰素刺激基因（ 2345675683’942:;<%45= >5359，?(@9）的表

达，从而发挥抗病毒效应。?AB’!与细胞表面 ? 型干

扰素受体（?AB*-）结合后，可以激活与受体胞内段

偶联的 )C&. 和 $%&D 激酶，继而磷酸化下游底物———

信号 转 导 与 转 录 激 活 因 子（ 92>3%< 46%39=;E569 %3=
%E42F%4869 87 46%39E62G4283，()*)）D 和 .。磷酸化活化的

()*)D、()*). 和另外一种转录因子 ?-A’HIGJK 组成

异源 三 聚 体 复 合 物———?(@AL（ ?AB’942:;<%45= >535
7%E486 L）。?(@AL 转位到核内后，与 ?(@ 启动子区的

?AB 刺 激 应 答 元 件（ 2345675683’942:;<%45= 659G8395
5<5:534，?(-M）结合，从而激活 ?(@ 分子的转录［.］。

近来的研究表明，!"# 核心蛋白作为病毒重要的结

构蛋白，可能会干扰 ?AB’!的产生和抗病毒效应。

如抑制介导内源性 ?AB 产生的转录因子 ?-A’D 和 ?N’
D.、?N’D0 等 ?(@ 分子的转录［L］，还可以下调 $%&’()*)
通路下游 ?(@AL 复合体的水平［J］。然而，关于核心

蛋白是否可以抑制 ?AB’!诱导的主要抗病毒分子如

+,- 和 ./’0/1*( 的表达，目前尚无一致结论。因

此，在本课题中，我们以人肝癌细胞系 !5G@. 为对

象，研究了 !"# 核心蛋白对 ?AB’!诱导的 +,- 和

./’0/1*( 表达的影响，并探讨这种影响是否由 $%&’
()*) 通路介导，以及负调控因子 (1"(L［0，O］是否参

与了这种调控过程。

! 材料和方法

!"! 质粒

真核表达质粒 G"?’358（+68:5>%，美国），!"# 核

心蛋白真核表达质粒 G"?’E865 和启动子区含有 ?(-M
元件的荧光素酶报告质粒 G?(-M’<;E 均由本室保存。

!"# 细胞培养与转染

人肝 癌 细 胞 系 !5G@. 用 含 DPQ 胎 牛 血 清 的

RSMS 培养基（!CE<835，美国），在 LTU、0Q "1. 孵

箱中培养。用 N2G875E4235 .PPP（?3F2468>53，美国）进行

细胞转染。转染前 DKV，将生长状态良好的 !5G@.
细胞以 HPQ W H0Q密度接种于 D. 孔培养板，按照

N2G875E4%:235 .PPP 说明书中的转染程序，转入相应

剂量的质粒，OV 后更换培养液。

!"$ %&’ 提取和 %()*+%
细胞总 -B* 的提取采用 )62X8< 试剂（?3F2468>53

公司，美国），操作按照试剂说明书进行。然后以

1<2>8 =)（DK）为引物，将 -B* 逆转录为 ERB*，再以

ERB* 为模板，+"- 分别扩增目的基因 +,-、./’0/

1*( 和 (1"(L，以 @*+R! 为内参（引物序列见表 D）。

反应条件均为 HJU变性 0:23，以 HJU J09、00U LP9、
T.U J09 循环 LP 次后，T.U延伸 DP:23。

表 ! 引物序列

(,-./ ! (0/ 1/23/45/ 67 89:;/91

)%6>54 >535 +62:56 95Y;53E5
+65=2E45=
<53>4V

@*+R!
N574：0/’)@*)@*"*)"**@**@@)@@’L/
-2>V4：0/’))*")""))@@*@@""*)@)’L/

.JJZG

(1"(L
N574：0/’")"**@*""))"*@")""**’L/
-2>V4：0/’))")"*)*@@*@)""*@@)@’L/

00JZG

+,-
N574：0/’""*@)@*)@*))")"))@*@*@"’L/
-2>V4：0/’""""***@"@)*@*@@)""*’L/

JDHZG

./’0/1*(
N574：0/’@@)@@)***@@@)@@")"")"’L/
-2>V4：0/’)")@"*@@)*@@)@"*")""’L/

LTJZG

!"< 细胞处理、=>=)*’?@ 和 A/1B/94)-.6B 检测

D.孔板中的细胞用预冷 +[( 洗 . 次，每孔加

KP"N含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液［LP::8<IN
)629，G!T\J，D0P::8<IN B%"<，D ::8<IN 苯甲基磺酰氟

（+S(A），D::8<IN 正矾酸钠，DQ B+JP，DPQ 甘 油］

JU反应 D0:23，混悬，D.PPP6I:23 JU离心 DP:23；收

集上清液与 .P"N D ] (R( 上样缓冲液混合后煮沸

0:23。取 .P"N 进行 D.Q (R(’+*@M 电泳分离蛋白，

KJ:* 恒流 .V 湿法电转移至硝酸纤维素膜上，DPQ
小牛血清封闭过夜，加一抗［抗’!"# 阳性患者血清；

(1"(L 鼠单抗，[28<5>53=，美国；或抗’()*)D 兔多抗

和抗’磷酸化 ()*)D（)C6TPD）羊多抗，(%34% "6;X，美

国］LTU孵育 DV，+[( 漂洗 L 次；加二抗［辣根过氧化

物酶（!-+）标记羊抗人 ?>@、羊抗兔 ?>@、兔抗鼠 ?>@
或兔抗羊 ?>@，北京中杉金桥］LTU孵育 DV，+[( 漂

洗 L 次；M"N 试剂盒（-8EV5，德国）检测结果。

!"C 荧光素酶活性检测

将报告质粒 G?(-M’<;E 与 G"?’E865 或 G"? 空载体

共转染至 !5G@. 细胞，转染后 D.V 给予 ?AB’!刺激，

刺激 D. V 后 裂 解 细 胞，用 荧 光 素 酶 检 测 试 剂 盒

（+68:5>%，美国）检测细胞裂解物中荧光素酶活性，L
次独立实验取平均值。

# 结果

#"! D/8?# 细胞中 D+E 核心蛋白的表达

!"# 核心蛋白表达质粒 G"?’E865 及空载体 G"?
各 D"> 瞬时转染 !5G@. 细胞，抗’!"# 阳性患者血清

为一抗，!-+ 标记羊抗人 ?>@ 为二抗，进行 ^594563’
Z<84 检测显示：转染 G"?’E865 组有特异性条带，相对

分子量约为 .D&R（图 D）。
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图 ! "#$%#&’()*+% 检测 ,-. 核心蛋白的表达

/012! "#$%#&’()*+% 3’3*4$0$ +5 ,-. 6+&#
7&+%#0’ #87&#$$#9 0’ ,#7:; 6#**$

!"! 核心蛋白抑制 #$% 和 !&’(&)*+ 转录

为明确 ,-. 核心蛋白对 </=(!诱导的 <>: 基因

表达的影响，7-<(6+&# 或 7-< 转染 ,#7:; 细胞 ;?@，

再以 </=(!（!AAA<BCDE）刺激 ;?@ 后，提取总 F=G，逆

转录后以特异性引物扩增 HIF 和 ;J(KJLG>。结果

显示：</=(!处理后，转染空载体的 ,#7:; 细胞 HIF
和 ;J(KJLG> DF=G 水平均增加；而转染 7-<(6+&# 的

细胞在 </=(!处理后 HIF 和 ;J(KJLG> 的 DF=G 水平

较空载体组明显下降（图 ;）。

图 ; 核心蛋白抑制 HIF、;J(KJLG> 的转录

/012; <’@0)0%0+’ +5 ,-. 6+&# 7&+%#0’ +’ HIF 3’9 ;J(KJLG> 1#’# %&3’$6&07%0+’
E#M#*$ +5 HIF（G）3’9 ;J(KJLG>（N）DF=G 0’ ,#7:; 6#**$ O#&# 9#%#&D0’#9 35%#& %&3’$5#6%#9 O0%@ 7-< +& 7-<(6+&# 3’9 %&#3%#9 5+& ;?@ O0%@ !AAA<BCDE </=(

!，3’9 %@# F=G *#M#*$ O#&# ’+&D3*0P#9 O0%@ :GHQ,2 R：!KA )7 Q=G *399#&；!：S’%&#3%#9 ,#7:; 6#**$ %&3’$5#6%#9 O0%@ ;"1 +5 7-<；;：</=(%&#3%#9 ,#7:;

6#**$ %&3’$5#6%#9 O0%@ ;"1 +5 7-<；T：</=(%&#3%#9 ,#7:; 6#**$ %&3’$5#6%#9 O0%@ !"1 +5 7-<(6+&# 3’9 !"1 +5 7-<；?：</=(%&#3%#9 ,#7:; 6#**$ %&3’$5#6%#9 O0%@

;"1 +5 7-<(6+&#2

!", 核心蛋白抑制 -+%.元件介导的荧光素酶活性

为研究 ,-. 核心蛋白是否可能通过 <>FU 元件

抑制了抗病毒基因的表达，7-<(6+&# 或 7-<（各 !"1）

分别与启动子区含有 <>FU 元件的荧光素酶报告质

图 T 核心蛋白对含 <>FU 元件的荧光素酶活性的影响

/012T ,-. 6+&# 0’@0)0% <>FU(D#903%#9
$01’3*0’1 0’ *S605#&3$# 3$$34

H*3$D09 7-<(6+&# +& 7-< O0%@ 7<>FU(*S6 6+’%30’0’1 <>FU #*#D#’%

*S605#&3$# &#7+&%#& O#&# 6+%&3’$5#6%#9 %+ 6#**$ O0%@ </=(!（KAA <BCDE）

%&#3%D#’% 5+& ;?@2 V+%3* 7&+%#0’ O3$ #8%&36%#9 5+& *S605#&3$# 3$$342 -+&#：

7-<(6+&# W 7<>FU(*S6；-+’%&+*：7-< W 7<>FU(*S62

粒 7<>FU(*S6（AXK"1）共转染 ,#7:; 细胞，转染后 !;@
给予 </=(!（KAA<BCDE）刺激，刺激 !;@ 后裂解细胞，

进行荧光素酶活性检测。结果显示：在 </=(!刺激

情况下，核心蛋白的表达可以使 <>FU 介导的荧光素

酶活性下降（图 T）。

!"/ 核心蛋白抑制 -01’!诱导的 +2*23 磷酸化

>VGV! 是 </=(!诱导的 Y3Z(>VGV 信号转导通路

中的关键分子，其 [A! 位酪氨酸磷酸化（H(>VGV!）是

>VGV! 活化的标志。为了解 ,-. 核心蛋白是否影

响了 >VGV! 的表达和磷酸化活化，将 7-< 空载体和

不同剂量的 7-<(6+&# 分别转染 ,#7:; 细胞，?\@ 后加

入 !AAA <BCDE 的 </=(!刺激，TAD0’ 后进行 "#$%#&’(
)*+% 检测，结果显示：表达核心蛋白的细胞中 >VGV!
的水平较对照组无明显变化，但磷酸化 >VGV! 的水

平显著下降（图 ?）。

!"( 核心蛋白激活 +)4+, 的表达

>L->T 是 </=(!诱导的 Y3Z(>VGV 通路重要的负

;AA! !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 ;AA[，.+*X;T，=+X]



图 ! 核心蛋白对 "#$#% 磷酸化的影响

&’()! *+,-./+0/ 1, 234 015/ 1+ 671867159-:;’1+ 1, "#$#%
3/--8 </5/ ;5:+8,/0;/= <’;7 =’,,/5/+; :>1.+;8 1, 6-:8>’= 63*?015/ 15 63* )
#1;:- 651;/’+ /@;5:0;/= ,51> ;7/ 0/--8 <:8 :+:-9A/= B9 C/8;/5+?B-1;;’+(
.8’+( :+;’?"#$#% 15 :+;’?D?"#$#%)

调控因子。为了解 "E3"F 是否参与核心蛋白对 G:H?
"#$# 通路的抑制作用，以 63*?015/ 或 63* 空载体转

染 2/6IJ 细胞，!K7 后提取细胞总 LM$ 和蛋白，进

行 L#?D3L 及 C/8;/5+?B-1; 分析。结果显示，与转染

空载体组相比，在表达 234 核心蛋白的细胞中，

"E3"F 的 >LM$ 与蛋白表达水平均明显升高（图 N）。

图 N 234 核心蛋白激活 2/6IJ 细胞中 "E3"F 的表达

&’()N 234 015/ ’+=.0’+( "E3"F /@65/88’1+
2/6IJ 0/--8 </5/ ;5:+8,/0;/= <’;7 63*?015/ 15 63* ,15 !K7) $：;7/ >LM$
-/O/- 1, "E3"F <:8 :+:-9A/= B9 L#?D3L) P：QM$ >:5H/5；%：;7/ />6;9
O/0;15 63*；J，F：63*?015/；!：+1 LM$ 01+;51- ) R：/@65/88’1+ 1, "E3"F
<:8 =/;/0;/= B9 C/8;/5+?B-1; )

! 讨论

*&M 的产生和应答是宿主抵御病毒感染的重要

途径。目前，*&M?!是治疗慢性 234 感染的主要药

物，但其临床应答率较低［S］。研究表明，234 病毒

蛋白可以通过多种途径影响 *&M 的产生和抗病毒效

应。如 M"FT!$ 通过抑制 *L&?F 的活化而影响 * 型

*&M 的产生［K］；结构蛋白 UJ 和非结构蛋白 M"N$ 能

够抑制 *&M?!诱导的重要抗病毒分子———DVL 的活

性［W，%X］；234 核心蛋白组成病毒的核衣壳，是病毒

重要的结构蛋白，研究表明它可以抑制 *L&?% 的表

达而影响 *&M?!的产生，也可以下调 G:H?"#$# 通路

下游 *"I&?F 的水平［F，!］，但关于核心蛋白对 *"I 分子

表达 的 影 响，目 前 的 研 究 结 果 尚 不 一 致。

3’00:(-’1+/［F］等报道：在 2.7S 细胞中，核心蛋白可以

使 DVL，*Y?%J，*Y?%N 等 *"I 分 子 转 录 水 平 降 低。

Y.0:8［%%］的报道也显示，核心蛋白使 2/6IJ 细胞中

P@$ 和 JZ?NZE$" 的表达下降。而 M:(:+.>: 等［%J］的

研究则显示 234 核心蛋白转基因小鼠中，JZ?NZE$"
的转录被激活。笔者推测这些研究结果中的差异可

能与实验中选用的研究体系不同有关。本研究以人

肝癌细胞系 2/6IJ 为对象，将核心蛋白表达质粒瞬

时转染后，用半定量 L#?D3L 方法检测其对 DVL 和

JZ?NZE$" >LM$ 表达的影响。结果显示：用 *&M?!
（%XXX*[T>Y）处理后，表达核心蛋白的 2/6IJ 细胞中

DVL 和 JZ?NZE$" >LM$ 水平较空载体组明显下降，

且这种抑制作用呈剂量依赖效应。该结果提示，核

心蛋白的表达能够抑制一些 *"I 分子（如 DVL 和 JZ?
NZE$" ）的表达，阻碍其发挥抗病毒作用。

许多 *"I 分子（包括 DVL 和 JZ?NZE$"）基因的启

动子区都含有 *"LU 结合元件，*"I&F 复合体与之结

合后启动基因转录。为研究核心蛋白是否影响了

*"LU 参与的基因表达，我们用含有 *"LU 元件的荧

光素酶报告质粒与核心蛋白表达质粒或空载体共转

染 2/6IJ 细胞，在 *&M?!刺激情况下，核心蛋白表达

组荧光素酶活性较对照组明显下降。这说明核心蛋

白有可能通过抑制 *"I&F 与 *"LU 的结合而下调 *"I
分子的转录。

已知 G:H?"#$# 信号通路是 *&M?!诱导 *"I 分子

表达的主要途径。"#$#% 是 G:H?"#$# 通路中的关键

分子。为进一步探讨 234 核心蛋白下调 *&M?!诱导

的抗病毒基因表达的机制，我们研究了核心蛋白对

"#$#% 表达及活化的影响。结果发现：转染 2/6IJ
细胞 !K7，用 *&M?!刺激 FX>’+ 后，核心蛋白表达组

与空载体组及空白对照组相比，细胞 "#$#% 酪氨酸

磷酸化水平显著降低，而非磷酸化 "#$#% 水平则无

明显变化。这说明核心蛋白不影响 "#$#% 的表达，

但可以抑制 "#$#% 的磷酸化从而影响 G:H?"#$# 通

路的活化。对 G:H?"#$# 通路活化的抑制，可能是

234 核心蛋白下调 *&M?!诱导的抗病毒基因表达的

机制之一。

研究发现，"E3"F 可以抑制 "#$#% 的磷酸化活

化而对 G:HT"#$# 通路发挥负调控作用［N，\］。近来，

在慢性 234 感染者中发现，对 *&M?!无应答患者的

肝组 织 中 "E3"F 的 表 达 水 平 较 有 应 答 者 明 显 升

高［%F］。而在对 *&M?!产生抗性的 234 复制子细胞

FXX%常燕子等：234 核心蛋白抑制干扰素!诱导的抗病毒基因表达及其机制研究



中，!"#!$ 的水平较 %&’(!敏感细胞明显升高［)*］。

这说明 !"#!$ 在 +#, 对抗 %&’(!抗病毒效应过程

中可能发挥重要作用。为了明确核心蛋白是否通过

调控 !"#!$ 而影响 -./(!010 信号通路的活化和其

下游抗病毒分子的表达，我们用 20(3#2 和 4567589(
:;<7 分析了核心蛋白对 !"#!$ 转录和表达的影响。

结果显示，与空载体组相比，转染核心蛋白的 +5=>?
细胞中 !"#!$ 的 @2’1 和蛋白水平明显升高，即

+#, 核心蛋白对 +5=>? 细胞 !"#!$ 的表达有激活

作用。由此看来，!"#!$ 可能参与了核心蛋白抑制

!010) 的磷酸化从而阻碍 -./(!010 通路活化，下调

%!> 分子表达的过程（图 A）。

图 A +#, 核心蛋白对 %&’(!诱导的 -./(!010
通路的影响（示意图）

&BCDA EFF5G7 <F +#, G<85 =8<75B9 <9 %&’(!
B9HIG5H -./(!010 =.7JK.L

在临床上，只有不到 MNO的慢性 +#, 感染者对

单一 %&’(!或 %&’(!联合病毒唑治疗有效。因此，阐

明 +#, 对抗 %&’(!的机制将有助于找到有效的治疗

措施。我们的研究结果提示，+#, 核心蛋白有可能

通过激活负调控因子 !"#!$、抑制 %&’(!介导的 -./(
!010 通路活化，从而下调如 3P2、?Q(MQ"1! 等抗病

毒分子的表达。这可能是 +#, 对抗 %&’ 效应，从而

在宿主体内持续存在的机制之一。
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