
　　收稿日期:2001-08-23

　　基金项目:广东省自然科学基金资助项目(990098 ,990101);中山医科大学“ 211”工程基金资助项目

　　作者简介:黄开红(1961-),男 ,广东阳江人 ,主治医师;邓庆丽(1969-),女 ,广东肇庆人 ,助理研究员.

形成丙型肝炎病毒负链复制体的相关蛋白的分析

黄开红 , 邓庆丽 , 王　巍 , 邵　静 , 黄志明
(中山医科大学孙逸仙纪念医院医学研究中心 , 广东 广州　510120)

摘　要:【目的】确定丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白 NS5B 以及肝母细胞瘤株 HepG2 胞浆提取物中的宿主蛋白与

HCV 负链 RNA 3′末端的特异性结合作用。【方法】用蛋白-核酸紫外交联试验分别检测 NS5B 以及HepG2 胞浆提取物中的宿

主蛋白与 HCV 负链 RNA 3′末端的结合作用 , 用非同源 RNA 和非同源蛋白作为竞争物分析这种结合的特异性。【结果】

NS5B 以及宿主细胞内一约 45 ku的蛋白质(简称 P45)均可与 HCV 负链 RNA 3′末端特异性结合。【结论】NS5B 和 P45 是

HCV 负链 RNA 3′末端复制体的两个成分。
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Abstract:【Objective】To identify w hether HCV NS5B and proteins in HepG2 cy toplasmic extracts bind specifically to the 3′-

terminal sequences of HCV negative-strand or no t , for fur ther study of the replica of HCV negative-strand.【M ethods】UV-cross-

linking was used to detect the interaction of NS5B and pro teins o f HepG2 with the 3′-terminal sequences of HCV negative-strand , the

specificity of interaction w as identified by using heterog eneous RNA and heterogeneous pro teins as compe tito rs in UV-cro ss-linking.

【Results】NS5B and a host protein with appro ximate molecular mass of 45 ku(P45)could specifically bind to the 3′-terminal sequences

of HCV negative-strand.【Conclusion】NS5B and P45 are two components of the replica of HCV negative-strand.
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　　丙型肝炎病毒(HCV)是单链正链 RNA 病毒 ,

基因组含一个开放读框和两端各一非编码区 。目

前 ,HCV的复制过程尚未清楚 。大多数的研究集

中在复制的初期 , 即正链复制体的形成和负链

RNA合成的启动 ,而负链复制体的形成以及子代

正链 RNA合成的启动方面 ,研究刚刚开始 。NS5B

是 RNA 依赖性 RNA 聚合酶(RDRP),这一酶活性

是 RNA 合成过程中所必需的 。另一方面 ,HCV 作

为单链 RNA 病毒 ,主要在宿主细胞浆内复制。基

于上述考虑 ,我们用蛋白-核酸紫外交联试验检测

NS5B以及肝母细胞瘤株 HepG2 胞浆提取物与

HCV负链 RNA 3′末端的特异性结合 ,明确 NS5B

和胞浆提取物中的宿主蛋白参与形成 HCV 负链

RNA 3′末端复制体 ,为进一步研究 HCV子代正链

RNA 合成的启动机理打下基础 。

1　材料与方法

1.1　主要材料

NS5B重组蛋白由山下龟也博士友好赠送 ,

RNA 合成试剂盒(riboprobe kit)为Promega公司产

品 , [α-32P]-U TP 和[α-32P] CTP 为北京亚辉生物医

学工程公司产品 ,酵母 tRNA 、RNase A 和 RNase

T 1为 Sigma 公司产品 ,质粒提取试剂盒为 QIA-

GEN 公司产品 ,蛋白定量试剂盒为 Bio-Rad公司产

品 ,大肠杆菌 JM109 、肝母细胞瘤株 HepG2 、肝癌细

胞株 H 7402 、胰腺癌细胞株 Sw-1990 、胃癌细胞株

7901 、宫颈癌细胞株 Hela、猴肾细胞株 COS-7均来

自本研究中心 ,HCV 负链 3′末端 RNA体外转录质

粒 pHCVN-3由课题负责人黄志明教授构建 。

1.2　HCV负链 3′末端 RNA探针的合成及纯化

用限制性内切酶 Hind Ⅲ将转录质粒(pT73′

UTR)线性化 ,按 RNA 合成试剂盒说明书合成探

针 ,探针经葡聚糖(Sephadex)G50 柱纯化 ,乙醇沉

淀后溶于 M MK(20 mmol/L M OPS pH7.6 , 25

mmol/L KCl ,2 mmol/L MgCl2)缓冲液中 。使用前

经 45 ℃水浴 30 min恢复 RNA二级结构。

1.3　胞浆蛋白的提取

HCV 主要在宿主细胞浆内复制 ,为此我们用
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胞浆提取物来检测是否有宿主蛋白参与 HCV的复

制过程。胞浆蛋白的提取方法如下:细胞株用

DMEM 等液体培养基于 37 ℃CO2培养箱内培养 ,

收集细胞 ,用预冷的磷酸盐缓冲液冲洗 3 次 ,加入

细胞裂解液(50 mmol/L T ris pH8.0 , 5 mmol/L

EDTA , 150 mmol/L NaCl , 5 ml/L NP-40 , 0.1

mmol/L PMSF 用前加入)裂解后 ,硫酸铵沉淀上清

蛋白 , 溶解后于透析缓冲液(25 mmol/ L KCl , 5

mmol/L HEPES pH7.8 , 2 mmol/L MgCl2 , 0.1

mmol/ L EDTA , 38 mL/L 甘油 , 2 mmol/L DTT ,

0.1 mmol/L PMSF 后两者用前加入)透析过夜 ,分

量保存于-80 ℃冰箱 ,取少量测定蛋白浓度 。

1.4　RNA结合蛋白及结合特异性分析

紫外交联试验(UV cross-linking)参照 Furuya

的实验步骤进行[ 1] 。将适量细胞浆蛋白提取物在

结合缓冲 液(25 mmol/L H EPES pH7.6 , 125

mmol/L KCl , 10 mmol/L MgCl2 , 100 mL/L 甘油 ,

0.1 mmol/ L DTT , 7.5 mmol/L ATP , 10 mmol/L

GTP)中与 10 μg 酵母 tRNA 混合 , 30 ℃水浴 10

min ,然后加入适量32 P 标记的 RNA 探针 ,冰浴条

件下用 254 nm 的紫外光照射使 RNA-蛋白复合

物共价结合;经 RNA酶 A与 RNA 酶 T 1 消化裸露

在蛋白-RNA复合物外的 RNA以及未与蛋白结合

的游离 RNA 后 , 与蛋白分子量标记物一起进行

SDS-PAGE 电泳;最后通过放射自显影识别结合在

RNA 探针上的蛋白及其相对分子量 。

结合特异性分析用以下 3种方法:①由于标记

的HCV 负链 3′末端 RNA含有载体 pGEM 中的少

量核苷酸 ,为了排除这些非同源 RNA 对结合的影

响 ,以空载体为模板合成非标记的 RNA ,以高于探

针量的适当倍数作竞争结合试验;②以未标记的

HCV负链 3′末端自身 RNA 的适当倍数作竞争结

合试验;③用适当倍数的非同源蛋白小牛血清白蛋

白(BSA)作竞争结合试验。

2　结　果

2.1　NS5B与 HCV负链 3′末端 RNA的结合

如图 1所示 ,在紫外线作用下 , NS5B 与 HCV

负链 3′末端 RNA 相互结合 ,且随着 NS5B 量的增

加这种结合作用增强 ,提示 NS5B 与负链 3′末端

RNA 的结合在结构上具有互补的关系。

2.2　NS5B与 HCV负链 3′末端RNA结合的特异性

图 2 所示 ,未标记的 HCV 负链 3′末端自身

RNA在 100倍时基本竞争抑制 NS5B 的结合 ,而

pGEM 的 RNA在相当于探针 500倍量时也不影响

NS5B的结合 。图 3所示 ,过量 BSA 不影响这种结

合作用。

图 1　NS5B与 HCV负链 3′末端 RNA的结合作用

Fig.1　Interaction of NS5B with 3′-terminal sequences of

HCV negative-strand(UV-Cross linking)
no NS 5B(lane1);25 ng , 50 ng NS5B respectively(lane 2 , 3)

图 2　非同源性 RNA与 NS5B结合的竞争试验

Fig.2　Competitive interaction of NS5B with heterogeneous

RNA(UV-Cross linking)

50 ng NS5B respect ively (lane 1～ 8);no competitor RNA(lane

1, 5);10×, 50×, 100× non-labelled 3′-t erminal RNA(lane 2～ 4);

100×, 250×, 500× non-labelled pGEM RNA(lane 6～ 8)

图 3　小牛血清白蛋白与 HCV 负链 3′末端 RNA

结合的竞争试验

Fig.3　Competitive interaction of BSA with 3′-terminal se-

quences of HCV negative-strand(UV-Cross linking)

50 ng NS5B(lane 1 ～ 5);100×, 200×, 300×, 400× com-

petitor BSA (lane 2～ 5)

2.3　HepG2胞浆提取物与 HCV负链 RNA3′末端

的结合

图4 所示 ,箭头指向的显影带表明 HepG2 的

胞浆提取物能与HCV负链 RNA 3′末端相互结合;

且随着胞浆提取物的量的增加 ,这种 RNA复合物

结合作用也逐渐增强 ,说明胞浆提取物中可能有蛋

白参与形成此 RNA复合物。

图5所示 ,在 3组对照试验中(①不加细胞提

取物;②不用紫外线照射;③在 UV cross-linking 后

用蛋白酶 K 消化 30 min),均显示这种 RNA 复合

物消失 ,说明确实有细胞来源的蛋白质与探针发生

结合 。与蛋白相对分子质量标记物对比 ,此核酸-

蛋白复合物位于约 45 ku 大小的位置 。为了方便
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叙述 ,我们将此宿主蛋白命名为 P45(下同)。

图 4　HepG2 胞浆提取物与 HCV负链 RNA3′末端的结合

Fig.4　Interaction of proteins from HepG2 cytoplasm with

3′-terminal sequences of HCV negative-strand

(UV-Cross linking)
5μg , 10μg , 15μg , 20μg total proteins f rom HepG2 cytoplasm

respectively(lane 1～ 4)

图 5　HepG2 胞浆提取物与 HCV负链 RNA3′末端

结合的蛋白鉴定

Fig.5　Identification of proteins from HepG2 cytoplasm

interacting with 3′-terminal sequences of HCV

negative-strand(UV-Cro ss linking)
protein marker(lane 1);positive control(lane 2);w ithout total

p roteins(lane 3);w ithout UV treatment(lane 4);wi th proteinase K

treatment(lane 5)

2.4　P45与 HCV负链 RNA 3′末端结合的特异性

图 6 所示 ,未标记的 HCV 负链 3′末端自身

RNA在 20 倍时能完全竞争抑制 P45 的结合 , 而

pGEM 的 RNA 不影响 P45的结合。另一方面 ,图

7所示 ,过量非同源的 BSA不影响这种结合作用。

图 6　非同源性 RNA与 P45 结合的竞争试验

Fig.6　Competitive interaction of P45 with heterogeneous

RNA(UV-Cross linking)
no competitor(lane 1);10×, 20×, 40× non-labeled 3′-t erminal

sequences of HCV negative-st rand(lane 2～ 4);10×, 40× non-labeled

pGEM polylinker transcript s(lane 5 , 6)

图 7　非同源蛋白 BSA与 HCV负链 RNA 3′末端

结合的竞争试验

Fig.7　Competitive interaction of heterogeneous BSA with

3′-terminal sequences of HCV negative-strand

(UV-Cross linking)

10μg total proteins(lane 1～ 4);no BSA(lane1);15μg , 30μg ,

60μg BSA respectively(lane 2～ 4)

3　讨　论

HCV正链复制时 ,正链 RNA 3′-UTR可形成

特殊的茎环二级结构 ,宿主蛋白 P58 、P87 、P130等

作为 PTB类蛋白 ,可特异性结合茎环结构中的保

守序列 ,推测它们和病毒非结构蛋白 NS5B 、NS3 、

NS4A 、NS5A一起与 HCV正链 RNA 3′-U TR结合

形成复制体[ 2 ～ 5] ,其中 ,NS5B为 RNA依赖性 RNA

聚合酶(RDRP), NS3 为丝氨酸蛋白水解酶 、RNA

螺旋酶和三磷酸核苷酶 ,NS4A与 NS5A 协助 NS3

起作用 ,然后复制体通过正链 3′端回折形成的发夹

状引物来促进负链 RNA合成[ 6] 。作为 HCV 复制

中间体的负链 RNA ,其 3′-UTR的结构尚未有准确

报道 。本文报道了 NS5B 和宿主细胞蛋白 P45 与

HCV 复制中间体 3′末端特异性结合 ,认为它们是

HCV负链复制体的成分 。由此推测 HCV 在负链

合成结束后 ,原来的复制体分裂 ,病毒非结构蛋白

如 NS5B 、NS3 、NS4A等与宿主蛋白如 P45结合形

成新的复制体 ,在引物作用下启动子代正链 RNA

合成 。

RNA与蛋白质的相互作用是研究基因调控的

重要途径之一 。UV-cross linking 是较为常用的研

究 RNA 与蛋白质结合的试验之一 。与其他同类方

法相比 ,UV-cross linking 操作上简单 ,较适用于竞

争结合试验鉴定结合的特异性[ 7] 。我们应用这种

方法证实了 NS5B 和宿主蛋白 P45 与 HCV 负链

RNA 3′末端的特异性结合 ,为深入研究 HCV 负链

RNA 复制机理打下基础。
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种方法测定的上述指标具有差异性 ,X线心室造影

测出的指标均高于 EBCT 测出的相应值。本组中

有 3例心肌梗死合并室壁瘤的患者 ,心功能为 Ⅲ

级 ,X线心室造影 LVEF 值为 45%, 40%, 60%而

EBC T 测出相应的值为 40%, 35%, 45%。心室的

收缩性在各层面均有差别 ,因而整体 EF 值的测量

不能仅测量某一层面否则可能会高估整体心功能。

X线心室造影仅根据 1个或 2个平面上的测量 ,使

用传统的面积-长轴法假设左心室为椭球体而做

出几何推测 。但当心肌梗死或室壁瘤形成时左室

构型发生了显著的改变 ,若仍沿用上述方法测量则

必然有较大误差。EBCT 积采用修正的 Simpson

法对每层的血池数值进行测量 ,测量容积无需依赖

几何构型 ,因此测量方法更合理 、更可靠。笔者认

为本组研究中 EBCT 测量的 LVEDV 、LVESV 、

LVSV和 LVEF 值可能更接近实际值 。国内外学

者实验证明[ 6 ～ 8] , 常规 X线左室造影和超声心动

图测量较心脏实际容积相差 30%左右 ,而 EBCT

测量值与实际容积相差<10%。

室壁运动情况可以评估患者血流动力学及临

床过程并预测近期预后 。X 线心室造影是用右前

斜位 30°动态观察前基底段 、前侧壁 、心尖部 、膈面

段和后基底段的室壁运动。EBCT 能逐层动态显

示室壁运动状态 ,EBCT 内的软件可将每个断层图

像以室中左室壁中后方参照点 ,每 30°细分为 12等

分 ,对每等份进行精确的定量分析 ,观察有无心肌

变薄 、隐匿心肌梗死 、动脉瘤或室壁瘤等。本组研

究结果 ,EBCT 评价室壁运动与 X线心室造影检查

高度相关 ,两者之间无显著性差别 。

心肌质量的增加是心脏病死亡事件的重要提

示。本研究中 EBCT 通过勾划出心内膜面和心外

膜面 ,由舒张末或收缩末期层面总容积与心室容积

之差再乘以 1.05(心肌相对质量)即得出每层心肌

质量 ,相加即为心肌总质量。本研究 EBCT 还测定

了 15例冠心病病人的心肌质量为(111±33)g 。X

线心室造影由于无法勾划出心内 、外膜面所以无法

测量心肌质量。

本研究提示 EBCT 在心功能的定性和定量方

面准确 、可靠和用途广泛 ,是临床值得推荐的无创

心功能检查方法 。
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