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ＰＴＴＧ１ 通过 Ｐ５３ 促进 ＨＢＶ 的复制
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摘要:【目的】 探究垂体瘤转化基因 １ 对乙型肝炎病毒复制的影响ꎮ 【方法】 通过酶联免疫吸附反应、实时定

量 ＰＣＲ、双荧光报告系统检测、免疫印迹分析ꎬ研究垂体瘤转化基因 １ 对乙型肝炎病毒的复制影响及其机制ꎮ
【结果】 发现垂体瘤转化基因 １ 促进乙型肝炎病毒复制ꎬ是通过降低 Ｐ５３ 的水平ꎬ削弱 Ｐ５３ 对 ＨＢＶ 增强子 Ｉ
和 ＩＩ 的抑制作用实现的ꎮ 【结论】 垂体瘤转化基因 １ 通过抑制 Ｐ５３ꎬ促进乙型肝炎病毒的复制ꎮ
关键词:ＰＴＴＧ１ꎬＨＢＶꎬＰ５３ꎬ复制

中图分类号:Ｒ３７　 　 文章编号:０００１￣６２０９(２０１５)０７￣０９３５￣０７

　 　 乙型肝炎病毒(Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬ ＨＢＶ)属于嗜

肝 ＤＮＡ 病毒科ꎬ感染人体后能引起急、慢性病毒性

肝炎ꎬ并可导致肝纤维化、肝衰竭和肝癌ꎬ严重威胁

人类的健康[１￣２]ꎮ ＨＢＶ 属于不完全双链 ＤＮＡ 嗜肝

病毒ꎬ基因组大小只有 ３􀆰 ２ ｋｂꎬ病毒的表达与复制严

重依赖于宿主细胞ꎬ许多宿主因子参与病毒复制的

各个阶段[３￣４]ꎮ 全面深入了解宿主因子对病毒复制

的调控有助于了解病毒持续感染的机制和感染病

理ꎬ发现新的抗病毒药物靶点ꎮ
垂体瘤转化基因 １(Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｅｎｅ １ꎬ ＰＴＴＧ１)编码的蛋白最早在垂体瘤细胞中

发现ꎬ之后鉴定为保全素( ｓｅｃｕｒｉｎ)ꎬ因其在细胞周

期中调控有丝分裂姐妹染色单体的分离ꎬ又称分

离酶抑制蛋白[５] ꎮ ＰＴＴＧ１ 在很多细胞活动中发挥

重要作用ꎬ比如有丝分裂、ＤＮＡ 修复、凋亡和基因

转录调节[６] ꎮ 大量证据表明ꎬＰＴＴＧ１ 和肿瘤发展、

恶性转移密切关系ꎮ 除了血癌和星形胶质细胞瘤

外ꎬ甲状腺癌、结直肠癌、卵巢癌、胸腺癌、肝细胞

癌(ＨＣＣ)、肺癌和食管癌中的 ＰＴＴＧ 表达都有所

增加[７] ꎮ
我们前期研究发现ꎬＨＢＶ ｍＲＮＡｓ(包括 ｐｇＲＮＡꎬ

ｐｒｅ￣Ｓꎬ Ｓ 和 Ｘ ｍＲＮＡ)通过下调肝细胞中特异表达

的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１２２(ｍｉＲ￣１２２)ꎬ进而引发 ｍｉＲ￣１２２ 的

靶基因 ＰＢＦ( ＰＴＴＧ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬ ＰＴＴＧ１ 结合蛋

白)ꎬ活化 ＰＴＴＧ１ꎬ在 ＨＣＣ 的发生发展过程中发挥重

要作用[８]ꎮ 同时ꎬ有研究发现 ＨＢＶ 的 Ｘ 蛋白可以

通过干扰 ＰＴＴＧ１ 与 ＳＣＦ 泛素化连接酶复合物的结

合ꎬ减少 ＰＴＴＧ１ 的泛素化ꎬ进而抑制 ＰＴＴＧ１ 的降解ꎬ
增加 ＰＴＴＧ１ 的水平ꎬ促进 ＨＣＣ 形成[９]ꎮ 本论文在

我们前期工作的基础上ꎬ进一步探讨 ＰＴＴＧ１ 对病毒

ＨＢＶ 复制的影响及其机制ꎬ为进一步了解 ＨＢＶ 持

续感染的机制提供线索ꎮ
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１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 质粒、ｓｉＲＮＡ、细胞株:空载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ꎬ包
含 １􀆰 ３ 拷贝的野生型 ＨＢＶ 基因组的表达载体

ｐＨＢＶ１􀆰 ３ꎬ 带 ＧＦＰ 标 签 的 表 达 载 体 ｐＥＧＦＰ￣Ｃ１
(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)及海参萤光素酶对照报告基因载体

ｐＲＬ￣ＴＫ 由 本 实 验 室 保 存ꎮ ｐＰＴＴＧ１ 和 ｐＥＧＦＰ￣
ＰＴＴＧ１ 是将人源 ＰＴＴＧ１ 基因分别克隆到 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １
和 ｐＥＧＦＰ￣Ｃ１ 上得到的ꎮ ｐＰ５３ 是将人源 Ｐ５３ 基因

克隆到 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 得到的ꎮ 在 ＨＢＶ 核心启动子和

增强子 Ｉ 和 ＩＩ 下游包含荧光素酶基因开放阅读框的

报告基因载体 ＨＢＶ ｅｎｈａｎｃｅ Ｉ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 和 ＨＢＶ
ｅｎｈａｎｃｅ ＩＩ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ(ｐＨＢＶ￣Ｉ￣ｌｕｃꎬ ｐＨＢＶ￣ＩＩ￣ｌｕｃ)由以

色列魏兹曼科学院惠赠ꎮ
Ｐ５３ 的 ｓｉＲＮＡ 序列[１０] ｓｅｎｓｅ: ５′￣ＣＵＡＣＵＵＣＣＵＧ

ＡＡＡＡＣＡＡＣＧＴＴ￣３′ꎬ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ: ５′￣ＣＧＵＵＧＵＵＵＵＣ
ＡＧＧＡＡＧＵＡＧＴＴ￣３′ꎬ由广州市锐博生物科技有限公

司合成ꎮ
人肝癌细胞系 Ｈｕｈ￣７ 购自美国模式菌种收集

中心(ＡＴＣＣ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器:小鼠抗人 ＰＴＴＧ１ 抗体和

小鼠抗人 Ｐ５３ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ小
鼠抗 ＧＦＰ 抗体、小鼠抗人 β￣ａｃｔｉｎ 抗体和辣根过氧

化物酶标记的二抗ꎬ购自北京中杉金桥生物技术有

限公司ꎮ ＥＣＬ 超敏发光液ꎬ购自北京普利莱基因技

术有限公司ꎮ ＤＭＥＭ 培养基及胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ
公司ꎮ 转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 和 ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ、
ＤＮａｓｅ Ｉ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒ꎬ购自上海科华生物工程股份有

限公司ꎮ ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ、血液 /组织 /细胞基

因组提取试剂盒ꎬ购自天根生化科技有限公司ꎮ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ 试剂、 反转录试剂盒ꎬ 购 自

ＴａＫａＲａ 公司ꎮ 双荧光检测试剂盒ꎬ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司ꎮ 引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 合成ꎮ 酶标仪为 ＢＩＯ￣ＴＥＫ 公

司产品ꎻ Ｒｏｔｏｒ￣Ｇｅｎｅ Ｑ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪为

ＱＩＡＧＥＮ 公司产品ꎮ
１􀆰 ２　 细胞培养和转染

用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基(１００ Ｕ/ ｍＬ青
霉素、１００ μｇ / ｍＬ 链霉素)在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱

中培养 Ｈｕｈ￣７ 细胞ꎮ 转染前一天ꎬ在六孔板或者十

二孔板(美国 Ｃｏｒｉｎｇ 公司)铺适量 Ｈｕｈ￣７ 细胞ꎬ第 ２
天细胞密度合适时ꎬ按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书进

行转染ꎮ
１􀆰 ３　 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 检测

根据实验目的ꎬ进行细胞转染ꎬ设置 ２４、４８ 和

７２ ｈ 三组ꎬ分别按时收取其细胞培养基上清ꎬ依照

ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书检测

ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 水平ꎮ
１􀆰 ４　 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数检测

７２ ｈ 收取处理细胞的培养基上清ꎬＤＮａｓｅⅠ处

理 ２ － ３ ｈ 后ꎬ用基因组提取试剂盒按照说明书提取

细胞包装分泌的 ＨＢＶ 基因组ꎮ 用定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检

测 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数ꎮ 采用的引物[１１] 如下: ＨＢｘ
( Ｆｏｒｗａｒｄ ): ５′￣ＡＣＧＴＣＣＴＴＴＧＴＴＴＡＣＧＴＣＣＣＧＴ￣３′
(ｎｔ１４１４￣１４３５)ꎬ ＨＢｘ ( Ｒｅｖｅｒｓｅ): ５′￣ＣＣＣＡＡＣＴＣＣＴ
ＣＣＣＡＧＴＣＣＴＴＡＡ￣３′(ｎｔ１７４４￣１７２３)ꎮ
１􀆰 ５　 双荧光检测

在 Ｈｕｈ７ 细胞中ꎬ利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 共转

染 ｐＰＴＴＧ１ ( 或 ｐＰ５３ 或 ｐＰＴＴＧ１ ＋ ｐＰ５３ꎻ 以

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 作对照)、ｐＲＬ￣ＴＫ(内参) 和 ｐＨＢＶ￣Ｉ￣ｌｕｃ
(或 ｐＨＢＶ￣ＩＩ￣ｌｕｃ ) 质粒一定时间后ꎬ 收细胞ꎬ 按

Ｐｒｏｍｅｇａ 双荧光素酶报告基因检测试剂盒按说明书

进行检测分析 ＨＢＶ ｅｎｈａｎｃｅ Ｉ ＨＢＶ ｅｎｈａｎｃｅ ＩＩ 的

活性ꎮ
１􀆰 ６　 ＲＮＡ 提取和定量 ＲＴ￣ＰＣＲ

用试剂 Ｔｒｉｚｏｌ 按照说明书提取细胞中总 ＲＮＡꎬ
并反转录ꎮ 使用试剂 ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ｐｒｅｍｉｘ 按照说明

书进行实时定量荧光 ＰＣＲꎮ
ＧＡＰＤＨ 作 内 参ꎬ 引 物 序 列 如 下: ＧＡＰＤＨ

( Ｆｏｒｗａｒｄ ): ５′￣ ＣＣＧＴＣＴＡＧＡＡＡＡＡＣＣＴＧＣＣ￣３′ꎬ
ＧＡＰＤＨ ( Ｒｅｖｅｒｓｅ ): ５′￣ ＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴＣＡ
ＴＡＣＣ￣３′ꎮ ＨＢＶ 的 ｐｒｅｇｅｎｏｍｉｃＲＮＡ ( ｐｇＲＮＡ ) 和

ｔｏｔａｌ ｍＲＮＡ ( 基 于 ＨＢＸ 区 域) 的 引 物[１１] 如 下:
ｐｇＲＮＡ (Ｆｏｒｗａｒｄ): ５′￣ＴＣＴＴＧＣＣＴＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＡＧ￣
３′ꎬｐｇＲＮＡ (Ｒｅｖｅｒｓｅ): ５′￣ＡＧＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＡＧＧＧＧＡＣ Ｃ￣
３′ꎻ ｔｏｔａｌ ｍＲＮＡ ( Ｆｏｒｗａｒｄ ): ５′￣ＡＣＧＴＣＣＴＴＴＧＴＴ
ＴＡＣＧＴＣＣＣＧＴ￣３′ꎬ ｔｏｔａｌ ｍＲＮＡ ( Ｒｅｖｅｒｓｅ ): ５′￣
ＣＣＣＡＡＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧＴＣＣＴＴＡＡ￣３′ꎮ
１􀆰 ７　 免疫共沉淀

收细胞后ꎬ用含蛋白酶抑制剂(德国 Ｒｏｃｈｅ 公

司)的裂解液(０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ ＴｒｉｓꎬｐＨ７􀆰 ６ꎬ含 ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ１％ Ｎｏｎｉｄｅｔ Ｐ￣４０)于冰上裂

６３９
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解 ３０ ｍｉｎꎬ高速离心收蛋白上清ꎮ 留少量蛋白裂解

液ꎬ同免疫共沉淀处理后的样品一起电泳ꎬ此作为

ｉｎｐｕｔꎮ 蛋白裂解液分成对照抗体组和实验组ꎬ加入

相应抗体ꎬ４℃条件下摇晃过夜ꎮ 加入适量预先洗过

的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 约 ５０ μＬ / ｍＬ 裂解液ꎬ冷库中摇晃 １ －
２ ｈꎮ 高速离心收集沉淀ꎬ并用细胞裂解液(无抑制

剂)清洗 ３ 遍ꎮ 高速离心收集沉淀ꎬ加入适量的 ２ 倍

或 ５ 倍的 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ煮沸 １０ ｍｉｎꎬ高速离心ꎮ 将

离心后的液体全部上样ꎬ同 ｉｎｐｕｔ 一起电泳并进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ
１􀆰 ８　 免疫印迹分析

收细胞后ꎬ按 １􀆰 ７ 免疫共沉淀所述方法收蛋白

上清ꎮ 每个样品取等量蛋白用 １０％ ＳＤＳ￣聚丙烯酰

胺凝胶进行电泳ꎬ 转移蛋白到 ＰＶＤＦ 膜 ( 美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ先后与相应的一抗、二抗孵育ꎬ按照

说明书用 ＥＣＬ 超敏发光液显影检测ꎮ
１􀆰 ９　 数据分析

每个实验重复 ２ － ３ 次ꎬ且每次设置 ３ 个重复ꎮ
结果以平均值 ± 标准差(ＳＤ)显示ꎮ Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检验

进行组间比较ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 认为具有显著差异ꎬＰ <
０􀆰 ０１ 认为具有极显著差异ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＴＴＧ１ 促进 ＨＢＶ 的表达和复制

由于 ＨＢＶ 感染后 ＰＴＴＧ１ 水平显著上调[９]ꎬ因
此首先研究过表达 ＰＴＴＧ１ 对 ＨＢＶ 表达和复制的影

响ꎮ 在肝细胞 Ｈｕｈ￣７ 中共转染 ＨＢＶ 表达载体

ｐＨＢＶ１􀆰 ３ 和 ＰＴＴＧ１ 表 达 载 体 ｐＰＴＴＧ１ꎬ 共 转 染

ｐＨＢＶ１􀆰 ３ 和空载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 作为对照ꎮ 检测不

同时间段细胞上清中 ＨＢＶ 的 ｓ 抗原、 ｅ 抗原和

ＤＮＡ 拷贝数ꎮ 结果表明共转染 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 后ꎬ转
染 ＰＴＴＧ１ 组细胞上清中的 ｓ 抗原和 ｅ 抗原均显著

高于 对 照 组 ( 图 １￣Ａꎬ Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ 图 １￣Ｂꎬ Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 同时ꎬ７２ ｈ 的 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数检测结果

显示转染 ＰＴＴＧ１ 组明显高于对照组(图 １￣Ｃꎬ Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 以上结果表明 ＰＴＴＧ１ 促进 ＨＢＶ 的表达和

复制ꎮ

图 １. ＰＴＴＧ１ 促进 ＨＢＶ 的表达和复制

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＰＴＴＧ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＨＢＶ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ. (Ａ ｔｏ Ｃ) Ｈｕｈ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＢＶ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＨＢＶ１􀆰 ３ ａｎｄ
ｈｕｍａｎ ＰＴＴＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＰＴＴＧ１ꎬ ｏｒ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ (ｍｏｃｋ) . Ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＨＢｓＡｇ (Ａ) ａｎｄ ＨＢｅＡｇ (Ｂ) ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
ＥＬＩＳＡ ａｔ ２４ꎬ ４８ꎬ ａｎｄ ７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＨＢＶ ＤＮＡ ｃｏｐｉｅｓ (Ｃ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｔ ７２ ｈ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. Ｄａｔａ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗ Ｐ < ０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｃｋ.

２􀆰 ２　 ＰＴＴＧ１ 通过提高 ＨＢＶ 增强子 １ 和增强子 ２
的活性ꎬ促进 ＨＢＶ 表达

为了探究 ＰＴＴＧ１ 促进 ＨＢＶ 表达和复制的机

制ꎬ在肝细胞 Ｈｕｈ￣７ 中共转染 ｐＨＢＶ１􀆰 ３ 和 ｐＰＴＴＧ１ꎬ
检测 ＨＢＶ 总 ｍＲＮＡ 和 ｐｇＲＮＡ 的表达水平ꎮ 结果显

示 ＰＴＴＧ１ 显著提高 ＨＢＶ 的总 ｍＲＮＡ 和 ｐｇＲＮＡ 水

平(图 ２￣Ａꎬ Ｐ < ０􀆰 ０１ 和图 ２￣Ｂꎬ Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 表明

ＰＴＴＧ１ 在转录水平促进 ＨＢＶ 的表达和复制ꎮ
ＨＢＶ 基因组存在 ２ 个增强子ꎬ对病毒的转录起

重要调节作用[１２]ꎮ 进一步探究 ＰＴＴＧ１ 是否通过

ＨＢＶ 的增强子影响 ＨＢＶ 转录ꎮ 在肝细胞 Ｈｕｈ￣７ 中

共转染 ＨＢＶ 增强子报告基因 ｐＨＢＶ￣Ｉ￣ｌｕｃ(或 ｐＨＢＶ￣
ＩＩ￣ｌｕｃ)、ｐＲＬ￣ＴＫ 和 ｐＰＴＴＧ１ꎬ检测 ＨＢＶ 增强子的活

性ꎬ结果表明 ＰＴＴＧ１ 显著增强 ＨＢＶ 增强子 Ｉ 和增

强子 ＩＩ 的活性(图 ２￣Ｃꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５ 和图 ２￣Ｄꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３　 ＰＴＴＧ１ 下调 Ｐ５３ 蛋白水平

收取并裂解肝细胞 Ｈｕｈ￣７ 后进行免疫共沉淀实

验ꎬ结果显示肝细胞 Ｈｕｈ￣７ 内源 ＰＴＴＧ１ 与 Ｐ５３ 结合

(图 ３￣Ａ)ꎮ 同时ꎬ转染外源带 ＧＦＰ 标签的 ＰＴＴＧ１ꎬ也
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Ｓｈａｎｘｉｎ Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

图 ２. ＰＴＴＧ１ 通过提高 ＨＢＶ 增强子 １ 和增强子 ２ 的活性ꎬ促进 ＨＢＶ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＰＴＴＧ１ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ＨＢＶ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＢＶ ｅｎｈａｎｃｅｒｓ. ( Ａ ａｎｄ Ｂ) Ｈｕｈ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｐＨＢＶ１􀆰 ３ ａｎｄ ｐＰＴＴＧ１ꎬ ｏｒ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ (ｍｏｃｋ) . ＨＢＶ ｔｏｔａｌ ｍＲＮＡ (Ａ) ａｎｄ ｐｇ ＲＮＡ (Ｂ) ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. (Ｃ ａｎｄ Ｄ) Ｈｕｈ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｐＰＴＴＧ１ ａｎｄ ｐＲＬ￣ＴＫꎬ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ＨＢＶ ｅｎｈａｎｃｅｒ Ｉ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐＨＢＶ￣Ｉ￣ｌｕｃ (Ｃ) ｏｒ ＨＢＶ
ｅｎｈａｎｃｅｒ ＩＩ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐＨＢＶ￣ＩＩ￣ｌｕｃ (Ｄ). Ａｔ ３６ ｈ ｐｏｓｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｎｄ Ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｅｆｌｙ

ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ Ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ. Ｄａｔａ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. ∗ Ｐ <

０􀆰 ０５ꎬ∗∗ Ｐ < ０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｃｋ.

能够与细胞内的 Ｐ５３ 结合(图 ３￣Ｂ)ꎮ 另外ꎬ过表达

ＰＴＴＧ１ 后检测细胞中 Ｐ５３ 的水平ꎬ结果发现 ＰＴＴＧ１
的过表达显著抑制 Ｐ５３ 的蛋白水平(图 ３￣Ｃ)ꎮ

图 ３. ＰＴＴＧ１ 下调 Ｐ５３ 蛋白水平

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＰＴＴＧ１ ｂｉｎｄｓ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ Ｐ５３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ. Ａ: Ｈｕｈ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｌｙｓｅｄ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｂｙ ａｎｔｉ￣ＰＴＴＧ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ｂ: Ｈｕｈ￣７
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＥＧＦＰ￣ＰＴＴＧ１. Ａｔ ４８ ｈ ｐｏｓｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｌｙｓｅｄ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｂｙ ａｎｔｉ￣ＧＦＰ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｗｅｒｅ ａｓｓａｙｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ａｎｔｉ￣Ｐ５３ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ｃ: Ｈｕｈ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＰＴＴＧ１. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐ５３
ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ａｔ ４８ ｈ ｐｏｓｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. Ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｗｉｃｅ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ.

２􀆰 ４　 ＰＴＴＧ１ 通过调节 Ｐ５３ 促进 ＨＢＶ 表达

在肝细胞 Ｈｕｈ￣７ 中共转染 ＨＢＶ 增强子报告基

因 ｐＨＢＶ￣Ｉ￣ｌｕｃ (或 ｐＨＢＶ￣ＩＩ￣ｌｕｃ)、ｐＲＬ￣ＴＫ 和 ｐＰ５３ꎬ
以及同时转染 ｐＰＴＴＧ１ 时ꎬ检测 ＨＢＶ 增强子的活

性ꎮ 结果显示 Ｐ５３ 显著抑制 ＨＢＶ 增强子 Ｉ 和增强

子 ＩＩ 的活性ꎬ而过表达 ＰＴＴＧ１ 可以部分抵消 Ｐ５３ 对

ＨＢＶ 增强子 Ｉ 和增强子 ＩＩ 活性的抑制作用(图 ４￣Ａ、
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彭善鑫等: ＰＴＴＧ１ 通过 Ｐ５３ 促进 ＨＢＶ 的复制. /微生物学报(２０１５)５５(７)

Ｂꎬ Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 为了探究 ＰＴＴＧ１ 促进 ＨＢＶ 的表达

与复制是否依赖于 Ｐ５３ꎬ运用 ＲＮＡ 干扰敲低肝细胞

Ｈｕｈ￣７ 中 Ｐ５３ 的水平ꎬ检测在 ２４、４８、７２ ｈ 的细胞上

清中 ＨＢＶ 的 ｓ 抗原、ｅ 抗原以及 ７２ ｈ 的细胞上清中

病毒 ＤＮＡ 拷贝数水平ꎮ 结果表明一旦敲除 Ｐ５３ 则

ＰＴＴＧ１ 失去对 ＨＢＶ 表达和复制的调节(图 ４￣Ｃ、Ｄꎬ
Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ提示 ＰＴＴＧ１ 促进 ＨＢＶ 的表达与复制依

赖于 Ｐ５３ꎮ

图 ４. ＰＴＴＧ１ 通过调节 Ｐ５３ 促进 ＨＢＶ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＰＴＴＧ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＨＢＶ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｐ５３. ( Ａ ａｎｄ Ｂ) Ｈｕｈ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＲＬ￣ＴＫ ａｎｄ
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ (ｍｏｃｋ)ꎬ ｐＰ５３ꎬ ｏｒ ｐＰ５３ ａｎｄ ｐＰＴＴＧ１ꎬ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｐＨＢＶ￣Ｉ￣ｌｕｃ ( Ａ) ｏｒ ｐＨＢＶ￣ＩＩ￣ｌｕｃ ( Ｂ). Ａｔ ３６ｈ ｐｏｓｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｆｉｒｅｆｌｙ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｎｄ Ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ Ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ. (Ｃ ｔｏ Ｅ)
Ｈｕｈ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＨＢＶ１􀆰 ３ꎬ Ｐ５３ ｓｉＲＮＡꎬ ａｎｄ ｐＰＴＴＧ１ꎬ ｏｒ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ (ｍｏｃｋ) . Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ＨＢｓＡｇ (Ｃ) ａｎｄ ＨＢｅＡｇ (Ｄ)
ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｔ ２４ꎬ ４８ꎬ ａｎｄ ７２ ｈ ｐｏｓｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＨＢＶ ＤＮＡ ｃｏｐｉｅｓ (Ｅ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｔ ７２ ｈ ｐｏｓｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. Ｄａｔａ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. ∗ Ｐ <

０􀆰 ０５ꎬ∗∗ Ｐ < ０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｃｋ.

３　 讨论

我们前期研究发现 ＨＢＶ 通过 ｍｉＲ￣１２２￣ＰＢＦ 调

节 ＰＴＴＧ１ 的活性[８]ꎬ本研究在此基础上发现 ＰＴＴＧ１
反过来可促进 ＨＢＶ 的表达与复制(图 １)ꎮ 进一步

研究机制发现 ＰＴＴＧ１ 通过提高 ＨＢＶ 增强子 Ｉ 和增

强子 ＩＩ 的活性ꎬ在转录水平促进 ＨＢＶ 表达(图 ２)ꎮ
另外我们前期研究发现 ｐ５３ 结合 ＨＢＶ 增强子的特

定区域ꎬ在转录水平抑制 ＨＢＶ 的表达[１３]ꎮ 同时有

报道 ＰＴＴＧ１ 直接与 Ｐ５３ 结合[１４]ꎬ我们猜想 ＰＴＴＧ１
促进 ＨＢＶ 复制与调解 ｐ５３ 有关ꎮ 进一步的实验表

明 ＰＴＴＧ１ 通过与 Ｐ５３ 结合并降低 Ｐ５３ 蛋白水平(图
３)ꎬ进而解除了 Ｐ５３ 对病毒增强子的抑制ꎬ从而促

进 ＨＢＶ 的转录(图 ４)ꎮ 表明 ＰＴＴＧ１ 通过下调 Ｐ５３
促进 ＨＢＶ 转录ꎬ进而促进 ＨＢＶ 的表达与复制ꎮ

ＨＢＶ 是目前已知的基因组最小的病毒之一ꎬ病
毒的表达与复制严重依赖于宿主因子ꎬ包括促进和抑

制病毒感染与复制的宿主因子ꎬ其中有很多是热休克

蛋白家族的成员[３￣４ꎬ１５]ꎮ 结合已有的研究成果和本研

究的发现可以看到ꎬＨＢＶ 感染肝细胞后ꎬ包括 Ｐ５３ 在

内的宿主限制性因子抑制病毒的表达与复制[１２￣１３]ꎬ
ＨＢＶ 一方面通过病毒 ｍＲＮＡ￣ｍｉＲ￣１２２￣ＰＢＦ 通路活化

ＰＴＴＧ１[８]ꎬ另一方面ＨＢｘ 可减少 ＰＴＴＧ１ 的降解ꎬ这导致

ＰＴＴＧ１ 水平上调[９]ꎬＰＴＴＧ１ 反过来通过抑制 Ｐ５３ 促进

病毒的表达与复制ꎮ 上述研究结果揭示了 ＨＢＶ 与

ＰＴＴＧ１ 之间正向相互调控的机制ꎬ为进一步剖析 ＨＢＶ
慢性感染和持续性复制的机制提供了新的线索ꎮ

９３９
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２０７２￣２０７９.
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彭善鑫等: ＰＴＴＧ１ 通过 Ｐ５３ 促进 ＨＢＶ 的复制. /微生物学报(２０１５)５５(７)

ＰＴＴＧ１ ｅｎｈａｎｃｅｓ Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ Ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｐ５３

Ｓｈａｎｘｉｎ Ｐｅｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｃｈａｎｇｆｅｉ Ｌｉ１ꎬ Ｌｕ Ｓｕｎ１ꎬ２ꎬ Ｓｏｎｇｄｏｎｇ Ｍｅｎｇ１∗

１Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１０１ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｅｎｅ １ (ＰＴＴＧ１) ｏｎ Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ Ｖｉｒｕｓ (ＨＢＶ)
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＰＴＴＧ１ ｏｎ ＨＢＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ( ＥＬＩＳＡ)ꎬ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] ＰＴＴＧ１ ｉｍｐａｉｒｓ ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ５３ ｏｎ ＨＢＶ ｅｎｈａｎｃｅｒ Ｉ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ＩＩ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｐ５３ꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ＨＢＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] ＰＴＴＧ１ ｅｎｈａｎｃｅｓ ＨＢＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ５３.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｅｎｅ １ꎬ Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ Ｖｉｒｕｓꎬ Ｐ５３ꎬ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

(本文责编:张晓丽)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｍａｊｏｒ Ｐｒｏｔｅｃｔ (２０１３ＺＸ１０００２００１￣００３￣００３) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃｈｉｎａ (３１２３００２６ꎬ ８１３２１０６３ꎬ ８１４７１９６０ꎬ ８１１０２０１８)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ: ＋ ８６￣１０￣６４８０７３５０ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｍｅｎｇｓｄ＠ｉｍ. ａｃ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１４ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ２３ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１４

􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌

ＯＲＣＩＤ ｉＤ———科学家唯一身份认证标识码

ＯＲＣＩＤ(Ｏｐｅｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｏｒ ｉＤꎬ开放研究者和贡献者标识符)ꎬ创立于 ２０１０ 年ꎬ是一个非盈利的组织ꎬ具有开放
性和国际性ꎮ ＯＲＣＩＤ 是一套免费的、全球唯一的 １６ 位身份识别码ꎬ是研究者的学术身份证ꎮ 它具有 ５ 个强大功能:(１)作者
姓名消歧ꎻ(２)准确展示个人研究成果ꎻ(３)避免研究成果归属混乱ꎻ(４)提高数字环境下信息发现准确率ꎻ(５)信息服务效率ꎮ

２０１４ 年 １０ 月 ２８ 日ꎬ中国科学院文献情报中心举办了“ＯＲＣＩＤ 中国服务签约暨 ｉＡｕｔｈｏｒ 启动仪式”ꎮ ｉＡｕｔｈｏｒꎬ即 ＯＲＣＩＤ 中
国服务平台ꎬ由中国科学院文献情报中心开发ꎬ其核心功能是帮助中国的科研人员获得 ＯＲＣＩＤ 号ꎬ并创建科研人员的个人学
术产出管理空间ꎮ ｉＡｕｔｈｏｒ 平台ꎬ是以研究者为中心的学术社区ꎬ实现姓名不同形式归一、中英文科研产出汇总、个人科研管
理、学术影响力展现等功能ꎬ帮助中国科学家快速融入国际科研工作者识别体系ꎮ 该系统不仅能够管理个人的科研成果、查
找同行、发现合作者ꎬ还能够快速浏览到特定研究领域的科研人员、了解机构的科研人员及整体的科研产出情况ꎮ

拥有 ＯＲＣＩＤ ｉＤ 之后ꎬ将助推您的学术工作ꎮ (１)拥有专属的国际唯一学术识别符ꎬ获得科研身份证ꎬ让您与全球同行之
间“知你、知我”ꎮ (２)满足投稿期刊、基金组织对您的唯一识别要求ꎬ让您的科研工作更加畅通ꎮ (３)及时发现您分布在各处
的个人科研产出ꎮ

目前 ＯＲＣＩＤ 的会员包括 １２０ 多家世界上最有影响力的出版社、基金组织以及科研机构ꎮ ＯＲＣＩＤ 和 ｉＡｕｔｈｏｒ 将极大地方便
科研人员ꎬ而且将来的应用范围会越来越广ꎮ 建议大家尽早注册一个 ＯＲＣＩＤ ｉＤ(ｈｔｔｐ: / / ｉＡｕｔｈｏｒ. ｃｎ)ꎬ并完善其中的信息ꎮ

ＯＲＣＩＤ ｉＤꎬ将是您贴心的学术名片!
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