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摘 要：丙型肝炎病毒（J.K4+;+;B L M;/=B，JLM）非结构蛋白 NO!P 的功能仍不很清楚。本实验旨在研究 NO!P 对干扰

素介导的抗病毒反应的影响。建立稳定表达 NO!P 的细胞系后，用空斑实验研究 NO!P 在不同浓度的 Q3N6!下对水

泡口炎病毒（MOM）的影响，利用代表 $8%’ 个信号传导相关的基因的微点阵研究其对细胞基因表达的影响，和流式

细胞仪分析 Q3NRS& 的荧光强度。结果显示 JLM6NO!P 能微弱地抑制 Q3N6!介导的抗病毒反应，可能原因是 JLM6
NO!P 抑制一些与免疫反应相关的基因的表达，特别是与 Q3N6"信号传导有关的基因。因此，NO!P 对 JLM 耐受干扰

素治疗起一定的作用。
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丙型肝炎病毒（J.K4+;+;B L M;/=B，JLM）是世界

范围内的公共卫生问题，它是慢性肝炎，肝硬化和肝

癌的主要致病因子。JLM 基因组是单链 SNU，长约

FI"W-，属于黄病毒科，编码一个长的多聚蛋白，该

蛋白被宿主和病毒的蛋白酶裂解产生至少 &% 个不

同的产物，依次为结构蛋白 *,/.，9&，9$，X7 和非结

构蛋白 NO$6NO#P。在 JLM 编码的非结构蛋白中

NO!P 的功能了解较少，NO!P 蛋白编码 $"& 个氨基

酸，高度疏水，含有至少 ! 个跨膜区，是膜相关定位

的蛋白［&，$］。已有关于 NO!P 的相关报道：抑制翻

译［8，!］，调 节 NO#PSNU 依 赖 的 SNU 聚 合 酶 的 活

性［#］，引起细胞转化［"］，诱导细胞非折叠蛋白质反应

（=>Y,1E.E K/,+.;> /.BK,>B.，ZXS）［7］。914C./ 等 报 道

NO!P 调 节 膜 的 相 关 物、复 制 酶 复 合 体 蛋 白 和

JLMSNU 的正确定位［’］。

目前，治疗 JLM 的方法为干扰素与病毒唑联合

治疗，但仅 !%[的人显示有疗效，特别对 JLM6& 型

疗效较差。干扰素治疗 JLM 失败的机制进行了一

些研究，在四环素调节系统的全长 JLM 蛋白的表达

显示抑制 Q3N6!诱导 \4W6O0U0 途径和 Q3N6!的抗病

毒作用如 JLM9$ 和 NO#U 能抑制 X]S 的活性［F ( &&］；

JLM 不同区域的二级结构也干扰干扰素的抗病毒

作用［&$］。].BW;>.> 等报道 NO!P 单独表达显示较弱

的抑制干扰素介导的抗病毒反应［&8］，但其机理不明

确。本实验探讨 JLM6NO!P 抑制干扰素介导的抗病

毒反应的作用机制。

’ 材料和方法

’(’ 材料

表达 载 体 K*TNU8I&（ G ），脂 质 体 $%%%，购 自

Q>^;+/,?.> 公司，引物由上海生工公司合成，各种酶

购自晶美公司，Q3N6!，Q3N6"和 R!&’ 购自 O;?:4 公

司，JLM6NO!P 单 克 隆 抗 体 由 罗 广 湘 教 授 惠 赠

（].>+=*WH Z>;^./B;+H，ZOU），基因芯片由上海博亚基

因芯片有限公司提供，MOM 病毒来自中国科学院武

汉病毒研究所；J=<67 和 J._4 细胞来自武汉大学生

命科学学院病毒学国家重点实验室。

’() 质粒构建

表达载体 K*TNU8I&（ G ）NO!P 的构建 从 JLM6W
分离株中 XLS 扩增 JLM6NO!P 区域，然后与真核表

达载体 K*TNU8I&（ G ）相连。K*TNU8I&（ G ）含有人

细胞巨噬细胞病毒（L‘M）早期启动子。JLM6NO!P
的 XLS 引 物： #a6RRU0LL0L0URUULLU0RRL0L
URLUL00ULLR0UL68a（划线处为 !"##酶切位点）；

4>+;B.>B. K/;:./ #a6RUU00LUURL0000URLU0RR
UR0RR0ULUL68a（划 线 处 为 $%&E#酶 切 位 点）。

XLS 产物经 !"##和 $%&E#酶切后，通过 0! TNU
连接酶连接到 K*TNU8I&（ G ）载体上。用同样的方

法构建 K9R3X6NO!P 质粒。

’(* 细胞培养和转染

J._4 和 J=<67 细胞培养在 T‘9‘ KJ7I!（含有

$#::,12_ N4JL)8，&%$_2:_ 链霉素，&%%$?2:_ 青霉



素 ! 和 "#$（%&%）新生牛血清）。细胞在 ’() 的

*$+,- 培养箱中培养。./01 和 .234( 细胞接种到

含有 "#$新生牛血清的 ’*55 平皿中，每个孔中含

有 ’ 6 "#* 细胞。培养 "-3 后，用脂质体 -### 转染

789:;’<"（ = ）、789:;’<"（ = ）:>?@。对于稳定表

达的 :>?@ 的 ./01 细 胞 系，细 胞 培 养 到 "5A&50
!?"B 的培养基中，直到单个克隆出现，用 *##!A&50
!?"B 维持。

!"# $%&’%() *+,’ 和免疫荧光分析

细胞在裂解 液 中 进 行 裂 解，裂 解 液 由［#<’$
:C?#，"55DE&0 F9G;，*#55DE&0 GHIJ4+E（ 7.(<?），

-55DE&0 F!G;，"$ GHIKDLM4"##，"*#55DE&0 :1+0，

-*55DE&0 :1N，"55DE&0 :1’%,’，"#!A&50 CO>N］构

成，冰浴 ’#5IL，"-### 6 A ?)离心 "*5IL。>9>4C;!F
分离 蛋 白，转 I55DPIEDL 膜。用 抗 :>?@ 单 抗 检 测

.+% :>?@。对于转染了 7F!NC 和 7F!NC4:>?@ 的

细胞用荧光显微镜观测。

!"- ./0123#4 抑制 562 介导的抗水泡口炎病毒

（030）反应

稳 定 表 达 .+%4:>?@ 的 ./01 细 胞，转 染

7+9:;’<"（ = ）和未转染质粒的 ./01 细胞以每孔

" 6 "#?细胞接种 -? 孔细胞板，待细胞汇合成Q#$
时，加不同浓度的 RN:4"和 RN:4#预处理 -?3 后，以

O,R 为 " 和 *# 的 %>% 感染细胞，空斑试验参照文献

［"’］。

!"7 基因芯片分析

将分别转染 7+9:;’<"（ = ）和 7+9:;’<"（ = ）

:>?@ 的 ./01 细胞经 S:; 质量鉴定后，进行 -’#B 个

信号传导的基因 89:; 微点阵分析（上海博亚基因

芯片有限公司完成）。在分析时，选择 89:; 的标准

为荧光信号超过其背景 ’ 倍。用几个看家基因进行

归一化处理。关于芯片的重复性用自身杂交以及实

验组与对照组多次重复，然后用 C/1HJDL 分布进行统

计学处理。为了避免假阳性，我们选择：如 +T*&+T’
U -<*，则该基因被视为被诱导；如 +T’&+T* U -<* 则

该基因被视为被抑制。

!"8 细胞表达 5621!受体荧光强度分析

稳 定 表 达 .+%4:>?@ 的 ./01 细 胞，转 染

7+9:;’<"（ = ）和未转染质粒的 ./01 细胞以 * 6 "#*

细胞用含 "$@>; 和 #<"$叠氮钠的 C@> 稀释 RN:4#
受体单克隆抗体（>1LK1 +H2V @IDK/83LDEDAT，RL8 W）"#!0

（#<"5A&50）于 #) 孵育 ’#5IL 后，用含 "$ @>; 和

#<"$叠氮钠的 C@> 洗两次，再加 NRG+ 标记的羊抗

小鼠的抗体于室温下孵育 "*5IL，用含 "$ @>; 和

#<"$叠氮钠的 C@> 洗两次，最后将细胞重悬在 C@>
中，用流式细胞仪分析荧光强度。

9 结果

9"! 23#4 的检测

:>?@ 的 X/JK/HL PEDK 分 析 表 明 .+% :>?@ 在

.234( 和 ./01 稳定细胞系中均有表达（图 "）。我们

建立了表达 .+% :>?@ 的 ./01 稳定细胞系。!NC
在 ./01 细胞胞浆和胞核均有表达，而 !NC4:>?@ 融

合蛋白仅在胞浆中表达，表明 :>?@ 在胞浆中表达

（图 "）。

图 ! 用 $%&’%() *+,’ 分析 23#4 在 .%:; 和 .<=18 细胞

的表达

NIAW " FY7H/JJIDL DZ .+%4:>?@ 7HDK/IL /Y15IL/[ PT I552LDPEDK

1L1ETJIJW +/EEJ ETJ1K/J ZHD5 8/EEJ KH1LJZ/8K/[ PT 7+9:;’<"（ = ）:>?@
（ E1L/ "，./01 8/EEJ； E1L/ ’，.234( 8/EEJ ） 1L[ ./01 8/EEJ PT

7+9:;’<"（ = ）（E1L/ -）W

9"9 030 空斑试验

从图 - 可以看出当 RN:4"小于 "##R\ &50 时，对

%>% 病毒的抑制作用不明显，但当 RN:4"浓度大于

"## R\&50，对 %>% 有抑制作用，RN:4#能加强 RN:4"
的抗病毒作用。同对照相比在不同浓度和不同感染

复数的条件下，:>?@ 能微弱地抑制 RN:4"介导的抗

%>%。

9"> 基因芯片的分析

为了分析 .+%4:>?@ 抑制 RN:4"介导的抗病毒

反应，用基因芯片技术分析 :>?@ 对细胞基因表达

的影响。微点阵的重复性分析是用同一份标本分别

标记 +T’ 和 +T*，再与探针进行杂交，该实验重复多

次，然后进行统计学分析（C/1HJDL 相关系数的平方

分析，检测基因表达模式的相似性程度），结果表明

S- 为 #<]? ^ #<]Q，即仅有 #<?$的基因在第二次实

验比第一次实验的表达相差 - 倍，实验之间具有较

高的重复性。

将实验组和对照组细胞中的总 S:; 的量调成

一致，再进行反转录对它们进行荧光素标记，即来自

转染 7+9:;’<"（ = ）./01 细胞的 89:; 用 +T’ 标记，

’#B郑 义等：丙型肝炎病毒非结构蛋白 :>?@ 抑制 RN: 介导的抗病毒反应 W &微生物学报（-##Q）?Q（*）



图 ! 空斑试验

!"#$% &’()*+ (,,(-$ .：/01 2 3；4：/01 2 567 1!89!(:; 1!89"9

":;*<+; (:=">"?(’ (<="@: ": <+’’, =?(:,A+<=+; B"=C DEF8.G73（ H ）8IJ4 @?

DEF8.G73（ H ）$ E+’’, B+?+ <*’=*?+ K- ,="L*’(="@: B"=C ;"AA+?+:= ;@,+, @A

1!89!， 1!89"， @? =C+"? <@LK":(="@: (, ":;"<(=+; ": =C+ A"#*?+
（!(:;"?+D?+,+:=+; 1!89!(:; 1!89"，?+,D+<=">+’-）$ .A=+? %JC <+’’, B+?+

":A+<=+; B"=C MIM (= (: L$ @$ " $ @A 3 (:; 567 E+’’ <*’=*?+ ,*D+?:(=(:=,

B+?+ <@’’+<=+; (= %JC (A=+? ":A+<="@: (:; =C+ (L@*:= @A ":A+<="@*, MIM B(,

(:(’-N+; ": M+?@ <+’’, K- D’()*+ ="=?(="@: (,,(-$ OC+ ?+,*’=, (?+ ,C@B: (, (

?+’(=">+ ?+;*<="@: ": MIM -"+’;,$ OC+ L+(:,（ P ,+ *:"=）A?@L ":;+D+:;+:=

+QD+?"L+:=, (?+ ,C@B:$

表 " 上调的基因

O(K’+ 3 RD9?+#*’(=+; #+:+,
E(=+#@?- (<<+,,"@: S+:+ :(L+ .>+?(#+ ?(="@ !*:<="@:

E-=@T":+,，<@LD’+L+:=, (:; ?+<+D=@?,

8/66JJG3 UDC.%（UDC.%） %7VWV L+;"(=+ ;+>+’@DL+:=(’ +>+:=,

8/66W6XY E(=+:": J7YY5 (,,@<"(=+; Z:= D(=CB(-

8/66%JXX 8+@#+:": C@L@’@# 3 G7Y%X —

8/666VGY M"=?@:+<=": J7GV6 <+’’ (;C+,"@: (:; ,D?+(;":# (:; ":C"K"= =C+ L+LK?(:+ ;(L(#+

8/66W6XY E’(=C?": J7YY5 =C+ L(": ,=?*<=*?(’ D?@=+": @A =C+ D@’-C+;?(’ ’(=="<+

8/66%XXW I-:;+<(: 3（IFE3） 5735X ( ?+<+D=@? A@? =C+ +Q=?(<+’’*’(? L(=?"Q

[":(,+，DC@,DC(=(,+ (:; (;(D=@?

8/6G%J5J I+?":+\=C?+@:":+ T":(,+ 3X（IO[3X） %75WG —

8/66JJ3W F*(’ ,D+<"A"<"=- DC@,DC(=(,+ 3（FRI&3） J7J5V ,*DD?+,, =C+ (<=">(="@: @A /.& T":(,+

8/665JXY .;(D=@? ?+’(=+; D?@=+": <@LD’+Q3 576%X ":=+?(<=":# B"=C =-?@,":+ K(,+; ,@?=":# ,"#:(’,
!*:<="@:, ":;"<(=+; A@? =C+ #+:+, B"=C @AA"<"(’ :(L+, =C(= B+?+ *D9?+#*’(=+; B+?+ ,*LL(?"+; A?@L C==D：\\BBB$ :<K" $ :’L$ :"C$ #@>\S+:K(:T\

而来自转染 DEF8.G73（ H ）8IJ4]+^( 细胞的 <F8.
用 E-5 标记，将两者进行混合杂交，扫描，数据分析。

结果显示（图 G），其中 某点 E-5\E-G _ %76，即该点靠

近 E-5 轴，表明该基因上调；如某点 E-G\E-5 _ %76，

则该点靠近 E-G 轴呈，表明该基因下调；如某点 E-5\

E-G 在 675 ‘ %76 之间，表明该基因无显著性差异表

达。

图 # $%&’!受体的荧光强度分析

!"#$G OC+ A’*@?+,<+:<+ ":=+:,"=- (:(’-,", @A 1!89" ?+<+D=@? $

!() 表达差异的分析

为了避免错误，我们将实验组和对照组荧光素

强度的比值大于或等于 %75 的基因视作差异表达。

按照这一标准，在我们研究的 %G6Y 个信号途径相关

的基因中，总共有 X6 个基因有差异表达，其中 GJ 个

基因上调（表 3），5V 个基因下调（表 %）。我 们 将

]EM98IJ4 与免疫反应有关的表达有差异的基因列

表如下。从表中可以看出 ]EM98IJ4 主要抑制宿主

的免疫防御系统相关的基因。上调的基因中主要为

细胞外的基质蛋白分子，FRI&3 则主要抑制 /.& 激

酶的活性。下调的基因同上调的基因相比，主要涉

及的是与细胞防御功能相关的基因，补体，白介素的

受体，特别是 ^1!a，1^936a.，1^9Wa，1!8Sa3 等；激

酶 b.8% 和 /U[[3 也与细胞的防御功能相关。

!(* $%&’!受体的荧光强度

为了进一步证明微点阵的结果，分析稳定表达

8IJ4 和稳定转染 DEF8.G73（ H ）质粒的 ]+^( 细胞

上的 1!89"受体的荧光强度，结果显示（图版#），稳

定表达 8IJ4 的 ]+^( 细胞上的 1!89"受体的荧光强

度较稳定转染 DEF8.G73（ H ）质粒的 ]+^( 细胞上的

少 %6c左右，这证实了微点阵分析的结果。

J6Y d]U8S e" !" #$ $ \%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（%66V）JV（5）



表 ! 下调的基因

!"#$% & ’()*+,%-.$"/%0 -%*%1
2"/%-(,3 "44%115(* 6%*% *"7% 89%,"-% ,"/5( :.*4/5(*
23/(;5*%1，4(7<$%7%*/1 "*0 ,%4%</(,1
=>???@AB !,"*1C(,75*- -,()/D C"4/(,，#%/"+5*0.4%0 ?E?BF "11(45"/%0 )5/D C5#,(151
=>??&@F? G%.;%75" 5*D5#5/(,3 C"4/(, ,%4%</(,（GH:I） ?E?BB ,%4%</(, (C GH:
=>??AJJJ K C"4/(,（4(7<$%7%*/）+$5;% @（K:G@） ?EF?L 1%,.7 <,(/%5* ,%$"/%0 /( 4(7<$%7%*/ C"4/(, K
=>??@FB& !"4D3;5*5*，<,%4.,1(,F（1.#1/"*4% M） ?EF?L 577.*% ,%-.$"/(,3 "4/595/5%1 )5/D5* 2=N
=>??FAAB H*/%,$%.;5" F? ,%4%</(,，"$<D"（HGF?I8） ?EFFF 5*D5#5/1 /D% 13*/D%151 (C <,(5*C$"77"/(,3 43/(;5*%1
’A?JB@ !6:+#%/" HH I "$<D" ?EFOJ "11(45"/%0 )5/D C5#,(151
=>??J&?J P$"/%$%/+0%,59%0 -,()/D C"4/(, ,%4%</(,（P’6:I8） ?EFJL " 4%$$ 1.,C"4% /3,(15*% ;5*"1% ,%4%</(,
=>??&FBA H*/%,$%.;5" Q ,%4%</(,（HGQI） ?EFLL " ,%4%</(, C(, HG+Q
=>??@OJQ 2D%7(;5*%（2+R+2 7(/5C ），,%4%</(, ?E&FL 8 4(,%4%</(, )5/D 2’O C(, KHS+F
=>??&&J? M5$$%, 4%$$ $%4/5*+$5;% ,%4%</(, 1.#C"75$3 2 ?E&FO /D% ,%-.$"/5(* (C =M 4%$$ C.*4/5(*
=>????JO 2(7<$%7%*/ 4(7<(*%*/ @（2@） ?E@&? 8 4%*/,"$ ,($% 5* /D% "4/59"/5(* (C 4(7<$%7%*/ 131/%7
=>???OFJ H*/%,C%,(* -"77" ,%4%</(, F（H:=6IF） ?E@AA /D% $5-"*0+#5*05*- 4D"5* (C H:=I
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" 讨论

尽管有一些 K2S+=NOT 功能的报道，但其确切

功能仍不清楚［FO］。我们的结果显示 K2S+=NOT 能微

弱地抑制 H:=+!介导的抗 SNS 反应，H:=+"能加强

H:=+!的抗病毒作用。然后用 ’=8 微点阵技术研究

K2S+=NOT 能微弱地抑制 H:=+!介导的抗 SNS 反应

的机制。我们的资料显示 =NOT 抑制许多细胞因

子，受体，补体的表达，如转化生长因子（!6:），白血

病抑制因子受体（GH:I），W<D8&，白介素 F? 受体

（ HG+F?I），白 介 素 Q 受 体（ HG+QI）， H:=+"受 体

（H:=6I），和补体，例如补体 2@ 和 M 物质。H:=+!联

合病 毒 唑 是 目 前 对 部 分 K2S 治 疗 的 有 效 方 法。

T5--%, 报道用 ’=8 微点阵分析黑猩猩清除急性感染

K2S 的肝脏，其中基因表达最显著的是许多干扰素

反应基因（包括所有 @ 条经典的干扰素抗病毒途

径）［FA］。我们的资料没有显示 =NOT 抑制与 H:=+!有

关的效应分子，如 PMI，>[ 蛋白，I*"1%G 的表达。

H:=+"是多潜能的细胞因子，其主要生物学效用通

过 N!8!F 和 N!8!@ 途径起作用［FJ］，如果 H:=+"受体

缺陷将显著地导致 KG8HH 的表达减少，细胞信号的

抑制以及抗病毒的缺陷；在人类纤维肉瘤细胞表达

突变的 X8M& 也能观测到类似于 H:=+"受体缺陷时

所发生的现象［FQ］；H:=+"受体缺陷的点突变将引起

严重的免疫缺陷［FB］。K2S 的清除与在肝中 H:=+"

和 !=:+!以及 ! 细胞标记表达增多相关［FL］。=NOT
减少 H:=6I 的表达，这可能为 K2S 治疗和清除早期

病毒 失 败 的 原 因 之 一。此 外，结 果 显 示 X8M& 和

>WMMF 下调，=NOT 可能损害 X8M+N!8! 途径，该途

径与干扰素的产生紧密相关。双特异性磷酸酶 F
（’\NPF）被上调，在结构上具有与非受体型蛋白酪

氨酸磷酸酶家族相似的特征，同时在氨基酸序列上

与 !3,YN%, 蛋白磷酸酶相似。’\NPF 能特异地在体

外使 >8P 激酶失活，进而抑制 H:= 的产生［&?］。HG+
F?I 在结构上与干扰素受体相关，它介导白介素 F?
的免疫抑制信号，因而抑制前炎症细胞因子的合成。

!H>PF，类似 HG+F?，其表达也被抑制，而 >>P+F 被诱

导。补体 2@、N 和 M 的表达水平下调。T$(4; 已系统

地比较了慢性丙肝病人血清的蛋白质组，根据人血

清的蛋白质组的不同来判断疾病的状况。他们发现

各种起源于肝的多肽随着疾病的进展而下降，包括

补体，脂蛋白异构体以及肝球蛋白［&F］。根据我们的

资料，我们推测 =NOT 抑制!+H:= 介导的抗病毒反应

可能与 =NOT 抑制免疫反应相关的基因的表达有

关，特别是 H:=+"受体基因，X8M，HG+F?I8 基因。
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