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摘要:【目的】分析丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白(CORE)稳定表达对磷酸烯醇式丙酮酸羧基酶( PCK1)转
录水平的影响，并分析 HCV CORE 调控 PCK1 转录的分子机制，为进一步阐明 HCV 感染致 2 型糖尿病机理
的探讨提供新的思路。【方法】利用反转录病毒表达系统构建稳定表达 HCV CORE 的 Huh7-lunet-core 细胞
系。采用 Real-time PCR 和萤光素酶报告基因技术检测 Huh7-lunet-core 细胞系中 PCK1、FOXO1 以及 PGC-
1α 转录水平变化，并结合 Western blot 分析 FOXO1 的活性变化。【结果】HCV CORE 的稳定表达显著增强
PCK1 的转录水平，HCV CORE 不影响 FOXO1 的转录和表达水平，但降低 FOXO1 的磷酸化水平，激活了
FOXO1 的转录活性，并增强 PGC-1α 的 mRNA 表达水平。【结论】HCV CORE 在 Huh7-lunet 细胞中的稳定表
达激活 FOXO1 的转录活性，并与 PGC-1α 协同作用，上调 PCK1 的转录，从而导致肝糖异生过度发生，对
HCV CORE 调控 PCK1 转录的分子机制的揭示可能为 HCV 感染相关的糖尿病的治疗提供新的靶点。
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丙型肝炎病毒 (Hepatitis C Virus，HCV)是输
血后及散在性的非甲非乙型肝炎 ( Non-A，Non-B
Hepatitis，NANBH)的主要病因。全世界目前约有 2
亿 HCV 感染者，HCV 感染临床特征在于它具有极
易演变成慢性化的趋势［1］。慢性 HCV 感染不仅是
造成肝脏损伤最主要原因，它还与许多肝外疾病相
关，研究表明 HCV 感染及其所致的慢性肝病与 2 型
糖尿病( diabetes mellitus，DM)也存在明显的相关
性［2 － 3］。

目前全球已有超过 1. 5 亿人罹患 2 型糖尿病，
该病是一种以胰岛素抵抗和胰岛 β 细胞功能障碍

导致的血糖持续升高为特征的慢性代谢性疾病［4］。

其中肝脏胰岛素抵抗是 2 型糖尿病发病机制的主要
环节，其病理生理特点是糖异生和糖原分解功能发
生紊乱导致肝糖输出增多，并尤以糖异生的作用为

显著［5］。磷酸烯醇式丙酮酸羧基酶( PCK1)是催化

糖异生第一步的限速酶，研究表明 PCK1 的转录水
平与血糖控制、糖尿病的发生发展有密切关系。糖
尿病 db /db 小鼠转染表达 PCK1 RNAi 腺病毒后，动
物体内 PCK1 的 mRNA 水平降低，极大改善了高血

糖和高胰岛素血症［6］。叉头转录因子 ( forkhead

transcription factor O，FOXO)是一类核转录因子家
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族，其中 FOXO1 是胰岛素活性的重要靶点。FOXO1
表达紊乱可以损伤胰岛素调节肝脏糖脂代谢的能
力。研究表明与野生型小鼠相比，FOXO1 转基因小
鼠的肝脏糖异生相关基因表达水平升高［7］。

关于 HCV 感染和 2 型糖尿病相关性的最初解
释是肝硬化引起胰岛素抵抗。然而，HCV 肝硬化患
者中 2 型糖尿病发生率比 HBV 肝硬化患者的高得
多。这说明 HCV 感染本身可能是导致胰岛素抵抗
以及引发糖尿病的独立危险因子［8］。关于 HCV 感
染导致胰岛素抵抗的一个重要假说就是 HCV 通过
干扰靶组织胰岛素信号通路引起胰岛素抵抗，而
HCV 的核心蛋白(CORE)在这个过程中发挥了重要
作用［9］。

HCV 是一有包膜的单股正链 RNA 病毒，编码
一多聚蛋白前体，在宿主和病毒编码的蛋白酶的作
用下，裂解为成熟的结构蛋白和非结构蛋白。CORE
是多聚蛋白的第一个蛋白，是构成病毒粒子的重要
成分，在调控病毒本身以及病毒与宿主细胞相互作
用中发挥关键作用［10］。体外研究发现 HCV CORE
通过提高 TNF α 或其他炎症因子的水平影响胰岛
素受体底物-1( IRS-1)酪氨酸磷酸化，从而抑制胰岛
素信号通路并引起胰岛素抵抗［11］。因此，HCV
CORE 在 HCV 感染相关的胰岛素抵抗中发挥了关
键作用。但是关于 HCV CORE 调控 PCK1，诱导肝
脏过度糖异生，导致 2 型糖尿病发生的分子机制尚
不清楚。

本实验通过构建稳定表达 HCV CORE 的细胞
系，应用 Real-time PCR 和萤光素酶报告基因共转染
瞬时表达系统，研究了 HCV CORE 在 Huh7-lunet 细
胞中的稳定表达对 PCK1 转录水平的影响，并分析
了 HCV CORE 调控 PCK1 转录的分子机制。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒、抗体:大肠杆菌 DH5α 感受态细
胞由本实验室用 CaCl2法自行制备。pGEMT easy 载
体以及 pCDNA3 质粒购自 Invitrogen，pGL3-Basic
Vector，pRL-TK 购自 Promega;FOXO1-3 × IRS 萤光
素酶报告质粒 (含有 3 个 FOXO1 结合位点)以及
FOXO1-6 × DBE 萤光素酶报告质粒 (含有 6 个
FOXO1 结合位点)为本实验室保存;反转录病毒表

达系统包括质粒 pFB-Neo，pVPack-GP 和 pVPack-
10A1 购自 Agilent 公司。含 HCV 全长基因组序列
的质粒 p90 /HCV FL-Long pU 为本实验室保存。
CORE 抗体为本实验室保存，Thr24 - phosphorylated
FOXO1，FOXO1，β-actin 抗体购自 Cell signaling。
1. 1. 2 病毒和细胞:腺病毒 Ade-eGFP 和 Ade-
FOXO1-ADA［表达持续活化形式的 FOXO1 ( CA-
FOXO1:ADA)］为本实验室构建。人肝癌细胞系
Huh7-lunet 细胞(本实验室保存)用含 10% 胎牛血
清( GIBCO /BRL 公司) 的 DMEM 培养基 ( GIBCO /
BRL 公司)培养。
1. 1. 3 引物: 参考 NCBI 的 GenBank 数据库中的相
关序列，应用 Oligo 6. 0 软件，设计检测用引物 (表
1)。所有引物均由上海英骏生物工程技术服务有
限公司合成。
1. 2 RNA 提取和反转录

接种于35 mm细胞皿贴壁培养的 Huh7-lunet 细
胞用 PBS ( PH 7. 4 ) 洗 2 遍后，加入 1 mL Trizol
( Invitrogen)试剂。按照一步法提取细胞总 RNA，具
体操作见 Trizol 说明书。用紫外分光光度计进行
RNA 定量及纯度分析，取 1 μg总 RNA，用 AMV
(Promega)反转录试剂盒进行反转录，具体方法见说
明书。

表 1 扩增 HCV core，pck1，foxo1，actin 基因片段
以及 pck1，foxo1 启动子的引物

Table 1 Primers of PCR to amplify partial genes of core，pck1，
foxo1，actin and promoters of pck1，foxo1

Gene /Promoter Primers(5' － 3')
core F: GGGAATTC(EcoRI)ATGAGCACGAATCCTAAAC

R:GCCTCGAG(XhoI)TTAGGCTGAAGCGGGCACAG
pPCK1 F:GACTCGAG(XhoI)ACAGTGATTAGCCCCAGTTA

R: GAAAGCTT ( HindIII ) AACGCAAGCGTCCTG
AACAAA

pFOXO1 F:GACTCGAG(XhoI)CGCCGGCGCCTCCACGTGGTT

R: ACCCAAGCTT ( HindIII ) GACGCCGCGGGCCGC
TTGCTCT

actin F:GAAATCGTGCGTGACATTAA
R:AAGGAAGGCTGGAAGAGTG

pck1 F:CATAAAGCAAAATCATCATGCA
R:TTGCCGAAGTTGTAGCCAAA

foxo1 F:TGGTCAAGAGCGTGCCCTACT
R:CCCGCTCTTGCCACCCTCTG

pgc-1 F:TTTGCCCAGATCTTCCTGAAC
R:ATGAGGGCAATCCGTCTTC

1. 3 稳定表达 HCV CORE 细胞系的构建
在 GenBank 中查找 core 基因序列，设计引物，
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以 p90 /HCV FL-Long pU 质粒为模板，通过 PCR 扩
增出 core(573 bp)片段，琼脂糖凝胶回收 PCR 产物，
连接入 pGEMT easy 载体后，用 EcoRI 酶切鉴定阳
性克隆。将测序正确的克隆载体用 EcoRI 和 XhoI
酶切，回收目的片段，与经相同酶切处理的 pFB-Neo
连接，构建成真核表达重组质粒 pFB-Neo-core。取
对数生长期的 Huh7-lunet 细胞接种于 6 孔板内，待
细胞 60% － 70% 融合，取4 μg质粒( pFB-Neo-core，
pVPack-GP，pVPack-10A1 ) 用脂质体 Lipofectamine
2000( Invitrogen)进行共转染，具体操作按 Invitrogen
操作手册。转染 72 h 后，收集细胞培养上清即重组
病毒，重新感染 Huh7-lunet 细胞，48 h后加入 G418(
终浓度600 μg /mL) 进行抗性筛选，每24 h换液 1
次，连续筛选10 － 14 d。
1. 4 重组萤光素酶报告基因质粒的构建

在 NCBI 的 GenBank 数据库中查找 PCK1，
FOXO1 启动子序列，并用 Oligo 6. 0 软件设计引物
(表 1)，以 Huh7-lunet 细胞经逆转录获得的 cDNA
为模板，通过 PCR 扩增出 PCK1 (780 bp)，FOXO1
(428 bp)启动子，鉴定正确后，与经相同 XhoⅠ和
HindⅢ酶切处理的 pGL3-Basic 连接，构建成重组萤
光素酶报告基因质粒 pGL3-PCK1、pGL3-FOXO1。
1. 5 Western blot 检测

待检测细胞用冰预冷的 PBS 洗 2 次，加入冰预
冷的蛋白裂解液(碧云天)。用刮刀将细胞从培养
皿或孔板中刮落，收集于离心管中，置于冰上裂解
20 min后，4℃、12000 × g 离心10 min，收集蛋白上清
液用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定浓度。将煮沸
变性的蛋白样品按20 μg /孔经10% SDS-PAGE 分离
后，4℃，250 mA转膜2 h，用 5% 脱脂牛奶封闭，先后
加入用含有 2%脱脂奶粉的 TBST 缓冲液稀释的一
抗于 4℃孵育过夜，用 TBST 室温洗膜后，用辣根过
氧化物酶标记的二抗(羊抗兔或羊抗鼠根据一抗的
来源而定)孵育1 h; 用 TBST 室温洗膜 3 次，以 ECL
法(PIERCE)按照说明书显示阳性条带，曝光并显
影。
1. 6 Real-time PCR 检测

转染24 h后的细胞 ( 12 孔培养板培养 )提取
RNA 经逆转录后，取1 μL反转录反应产物 cDNA 为
模板，用 2 × SYBR GREEN PCR Master Mix(ABI)对
相应细胞的 PCK1，FOXO1 和 β-ACTIN 的 mRNA 水
平进行相对定量检测。引物见表 1，反应体系见说

明书，反应在 ABI 7000 型定量 PCR 仪上进行，反应
条件如下: 50℃ 2 min，95℃预变性10 min，95℃变
性30 s，60℃ 退火延伸1 min重复第 2-4 步，总共 40
个循环。每次实验设 3 个平行孔，重复 3 次。
1. 7 瞬时转染和萤光素酶报告基因实验

接种 Huh7-lunet-core 细胞于 24 孔板中，细胞贴
壁后(24 h 内)，取1. 6 μg质粒 ( pGL3-PCK1、pGL3-
FOXO1、FOXO1-3 × IRS、FOXO1-6 × DBE 分别与内
参照 载 体 pRL-TK 以 50 ∶ 1 混 合 ) 用 脂 质 体
Lipofectamine 2000 进行转染。萤光素酶活性的检出
按双萤光素酶报告基因检测系统( Promega)操作说
明书进行:细胞转染24 h后弃培养基，用 PBS 漂洗细
胞，加 1 ×被动裂解缓冲液(Passive Lysis Buffer)，24
孔板约100 μL /孔。室温轻轻摇动裂解15 min，转移
入1. 5 mL离心管中，4℃、12000 × g 离心2 min，取
10 μL上清，加入50 μL萤火虫萤光素酶底物 LAR
Ⅱ，涡 旋 震 荡 混 匀 后 用 TD-20 /20 luminometer
(Turner BioSystems)读值。随后向检测管中加入
50 μL海肾萤光素酶底物 Stop＆Glo Reagent，再次读
值获得样品萤光素酶活性。每次实验设 3 个平行
孔，重复 3 次。

2 结果

2. 1 稳定表达 HCV CORE 的 Huh7-lunet 细胞系
的构建

以 p90 /HCV FL-Long pU 质粒为模板，用表 1 中
相应引物扩增出 HCV core 的序列片段，5% 琼脂糖
凝胶电泳鉴定目的片段大小正确后连入 pGEMT
easy 载体，测序结果表明所扩增片段的序列没有突
变。从 T 载体切下目的片段并连接到 pFB-Neo 载体
上，构建重组质粒 pFB-Neo-core(图 1-A)。将重组
质粒 pFB-Neo-core、pVPack-GP，pVPack-10A1 共转
染 Huh7-lunet 后获得的重组病毒感染细胞，经 G418
持续筛选后，获得 Huh7-lunet-core 细胞系。为证实
HCV CORE 稳定表达体系建立成功，提取细胞总蛋
白，经 Western blot 鉴定，如图 1-B 所示，Huh7-lunet-
core 细 胞 中 可 以 检 测 到 HCV CORE 的 表 达
(21 kDa)。
2. 2 HCV CORE 对 PCK1 转录水平的影响

为了验证 PCK1 在稳定表达 HCV CORE 的细胞
系中转录水平的变化，我们首先采用 Real-time PCR

45



陈继征等: 丙型肝炎病毒核心蛋白通过 FOXO1 /PGC-1α 途径上调磷酸烯醇式…… ． /微生物学报(2012)52(1)

定量检测，结果显示，Huh7-lunet-core 细胞中的
PCK1 转录水平与对照相比增加了约 4 倍(图 2-A)。
为进一步确定 HCV CORE 对 PCK1 转录水平的影
响，我们构建了含有 PCK1 启动子的萤光素酶报告
基因载体 pGL3-pck1。与 pRL-TK 共转染 Huh7-

lunet-core 细胞后，测定萤光素酶的活性。与 Huh7-
lunet 细胞相比，HCV CORE 的稳定表达可显著增强
PCK1 启动子的活性 (图 2-B)。以上结果说明，在
Huh7-lunet 细胞中稳定表达的 HCV CORE 可显著增
加 PCK1 的转录水平。

图 1 稳定表达 HCV CORE 的 Huh7-lunet 细胞系的构建
Fig． 1 Construction of cell line Huh7-lunet-core． A: pFB-Neo-core，pVPack-GP and pVPack-10A1 vector diagram; B．

Identification of CORE expression by Western-blot．

图 2 HCV CORE 对 PCK1 转录水平的影响
Fig． 2 HCV CORE increased the mRNA level of PCK1． A: Real-time

PCR assay; B: Luciferase assay; ＊＊，significant (P ＜ 0． 01) differences

between groups．

2. 3 转录因子 FOXO1 对 PCK1 转录的影响
胰岛素抵抗时，转录因子 FOXO1 的活化直接导

致肝脏糖异生的增加，为了进一步证明在 Huh7-
lunet 细胞中，FOXO1 确实参与了对 PCK1 的调控，

我们用表达持续活化形式 FOXO1 的重组腺病毒

Ade-FOXO1-ADA 感染细胞，如图 3-A 所示，ADA 在

图 3 转录因子 FOXO1 对 PCK1 转录的影响
Fig． 3 Activated FOXO1 increased the mRNA level of PCK1 in Huh7-

lunet cells． Real-time PCR assay of FOXO1 ( A) and PCK1 ( B) in

Ade-FOXO1-ADA and Ade-eGFP infected Huh7-lunet cells; ＊＊，

significant(P ＜ 0． 01) differences between groups．

Huh7-lunet 细胞中的转录显著增加。Real-time PCR
结果显示在 Ade-FOXO1-ADA 感染的细胞中 PCK1
转录水平与对照 Ade-eGFP 感染的细胞相比增加了
约 2 倍(图 3-B)。因此在 Huh7-lunet 细胞中 FOXO1
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参与调控 PCK1 转录，其活化可以显著增强 PCK1 的
转录水平。
2. 4 HCV CORE 对 FOXO1 转录表达的影响

为了探讨 FOXO1 在 HCV CORE 调控 PCK1 中
的作用，我们检测了 HCV CORE 对 FOXO1 转录水
平的影响。Real-time PCR 结果显示 HCV CORE 对
FOXO1 的转录水平无影响(图 4-A)。进一步构建

含有 FOXO1 启动子的萤光素酶报告基因载体
pGL3-foxo1。与 pRL-TK 共转染 Huh7-lunet-core 细
胞后，采用萤光素酶报告基因法检测同样显示 HCV
CORE 的稳定表达对 FOXO1 的转录没有影响(图 4-
B)。接下来，我们检测了 HCV CORE 对 FOXO1 蛋
白水平的影响，Western blot 分析显示 FOXO1 的总
蛋白水平也没有明显变化(图 4-C)。

图 4 HCV CORE 对 FOXO1 转录表达的影响
Fig． 4 HCV CORE had no effect on the expression of FOXO1 in Huh7-lunet cells． A: Real-time PCR assay; B:

Luciferase assay; C: Western blot assay．

2. 5 HCV CORE 对 FOXO1 活性的影响
FOXO1 的去磷酸化将引起其入核，进而调控其

靶基因的转录。HCV CORE 的表达显著降低 Huh7-
lunet 细胞 FOXO1 蛋白的 Thr24 磷酸化水平(图 5-
A)。既然 HCV CORE 能够降低 FOXO1 的磷酸化水
平，那么 HCV CORE 应该能够上调细胞中 FOXO1
的转录激活活性。接下来，我们用瞬时转染和萤光
素酶报告基因的方法对此进行了检测。分别用

FOXO1-3 × IRS 以及 FOXO1-6 × DBE 萤光素酶报告
基因质粒和 pRL-TK 质粒共转染 Huh7-lunet-core 细
胞，24 h 后进行萤光素酶活性检测。如图 5-B、C 所
示，HCV CORE 可以显著增加 FOXO1 的转录活性。
以上结果说明，Huh7-lunet-core 细胞中，HCV CORE
的稳定表达可以通过激活 FOXO1 的转录活性上调
PCK1 的转录水平。

图 5 HCV CORE 对 FOXO1 活性的影响
Fig． 5 HCV CORE activated the expression of FOXO1 in Huh7 － lunet cells． A: Western blot assay;

B: Luciferase assay of FOXO1-3 × IRS; C: Luciferase assay of FOXO1-6 × DBE; ＊＊，significant (P ＜

0. 01) differences between groups．

2. 6 HCV CORE 对 PGC-1α转录水平的影响
过氧化物酶体增殖物活化受体 γ 辅助激活因

子-1α( PPARγ-coactivator-1α，PGC-1α) 是一种多功
能的转录调节辅激活因子，具有与多种核转录因子

包括 FOXO1 的结合位点，与糖异生有着密切关系。
为了确定 PGC-1α 在 HCV CORE 调控 FOXO1 介导
的 PCK1 转录水平过程中的影响，我们采用 Real-
time PCR 定量检测 PGC-1α 的转录水平变化，结果
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显示，Huh7-lunet-core 细胞中的 PGC-1α 转录水平与
对照相比增加了约 1 倍(图 6)。

图 6 HCV CORE 对 PGC-1α转录水平的影响
Fig． 6 HCV CORE increased the mRNA level of PGC-1α． Real-time

PCR assay; ＊＊，significant(P ＜ 0. 01) differences between groups．

3 讨论

2 型糖尿病是由胰岛素抵抗和胰岛素分泌相对
不足造成的全身性代谢紊乱综合症，其发病过程是
糖耐量调节受损的渐进过程，大量的临床数据显示
HCV 的持续感染与 2 型糖尿病的发生发展相关［3］。
目前，HCV 感染通过引起靶组织的胰岛素抵抗导致
2 型糖尿病的发生发展已经得到初步证实，因此进
一步分析病毒蛋白对胰岛素抵抗的影响，将有利于
阐明病毒致糖尿病的机理。肝脏糖异生功能紊乱，
肝糖输出增多是胰岛素抵抗发生的主要环节，肝脏
糖异生作用主要通过胰岛素和胰高血糖素的相互拮
抗调节维持正常的血糖水平。这些调节与编码糖异
生途径限速酶的基因表达有关。其转录的多少，决
定着糖异生的速度［5］。因而对糖异生限速酶的转
录调控分析是研究中关注的重点。本研究主要分析
了 HCV CORE 蛋白的稳定表达对糖异生限速酶
PCK1 转录水平变化的影响及调控转录水平变化的
分子机制。

CORE 作为 HCV 编码的结构蛋白，除具有组装
病毒颗粒的功能外，还可与宿主细胞内多种蛋白质
发生相互作用，参与宿主细胞的基因表达、生长、增
殖与凋亡的调控，研究表明 CORE 对宿主细胞内基
因表达的调节是致病的主要机理［10］。Banerjee 等
发现 HCV CORE 可以抑制 Huh-7 细胞胰岛素信号
通路并引起胰岛素抵抗，增加肝糖输出［12］，我们的
结果与此吻合，在 Huh7-lunet 细胞中稳定表达的
HCV CORE 可以显著上调细胞中 PCK1 的转录水

平，表明 HCV CORE 可能通过上调 PCK1 的转录水
平，导致过度糖异生，从而导致了胰岛素抵抗的发
生。

研究表明 PCK1 启动子上存在多个转录因子
FOXO1 的结合位点，并且转录因子 FOXO1 在 PCK1
转录中具有主要作用［13］。与此一致，在 Huh7-lunet
细胞中，我们通过采用含持续活化 FOXO1 的腺病毒
的感染实验也同样证实了 FOXO1 对 PCK1 的转录
调控。

FOXO1 具有高度保守的磷酸化位点，是 PI3K /
Akt 信号通路下游的关键分子，FOXO1 活性受翻译
后修饰 (包括磷酸化和乙酰化) 调节。磷酸化的
FOXO1，通过与 14-3-3 蛋白的相互作用，从核内转
移至胞质中，使 FOXO1 不能作用于其靶向基因，从
而使其丧失了转录因子活性［14］。研究发现 HCV
CORE 可以与 14-3-3 蛋白结合并且在调控 FOXO1
中发挥作用［15］，Banrtjee 等发现 HCV CORE 还可以
调控 Akt 的磷酸化水平抑制其活性［12］，在我们的实
验中磷酸化分析和转录活性分析均显示 HCV CORE
可以使 FOXO1 去磷酸化并增强其转录活性，我们推
测在 Huh7-lunet 细胞中稳定表达的 HCV CORE 可
能一方面通过与 14-3-3 蛋白结合，另一方面通过抑
制 Akt 的活性，激活 FOXO1，进而参与到对 PCK1 的
转录调节中。

PGC-1α 是一种可以介导多种细胞能量代谢的
核受体辅助激活因子，在脂肪和肌肉组织产热、葡萄
糖代谢、脂肪酸氧化、线粒体生物合成等方面都起重
要作用。 PGC-1α 虽然对糖异生基因如 PCK1、
G6Pase 无直接的调节作用，但是研究证明它作为
一种辅助激活因子，可与相关转录因子如糖皮质激
素受体、FOXO1 结合，间接调节糖异生［16］。生理条
件下，PGC-1α 促进肝糖异生，维持内环境稳定，发
生糖尿病时 PGC-1α 的大量激活导致不受反馈抑制
的肝糖异生，诱发肝内胰岛素抵抗。结果显示 HCV
CORE 可以上调 PGC-1α 的转录水平，推测 PGC-1α
与 FOXO1 协同作用调控 HCV CORE 诱导的 PCK1
转录增加。此外，我们在用 cDNA 芯片分析 HCV
JFH1 株感染的 Huh 7. 5. 1 细胞与未感染细胞的差
异表达基因时，也同样发现 PGC-1α 的高表达(结果
未显示)。

综合分析以上结果，HCV CORE 在 Huh7-lunet
细胞中的稳定表达激活 FOXO1 的转录活性，并与
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PGC-1α 协同作用，上调 PCK1 的转录，从而导致肝
糖异生过度发生，最终诱导肝内胰岛素抵抗(图 7)。
因此，HCV CORE 可能通过这条途径诱导或促进 2

型糖尿病发生发展，这为 HCV 感染致 2 型糖尿病机
理的探讨提供新的思路，并且也有可能为 HCV 感染
相关的糖尿病的治疗提供新的治疗靶点。

图 7 HCV CORE 调控 PCK1 转录的分子机制示意图
Fig． 7 Schematic presentation of the signaling pathway induced by HCV CORE for over

expressed PCK1．
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Hepatitis C virus core protein upregulates the
transcription of PCK1 through FOXO1 /PGC-1α pathway

Jizheng Chen1，2，Qian Wang1* ，Song Xu2

1Key Laboratory of Human Functional Genomics of Jiangsu Province，School of Basic Medical Science，Nanjing Medical
University，Nanjing 210093，China
2 State Key Lab of Virology，Wuhan Institute of Virology，Chinese Academy of Sciences，Wuhan 430071，China

Abstract:［Objective］We analyzed the effect of the stable expressed Hepatitis C virus core protein on PCK1 mRNA
expression level and the molecular mechanisms involved in Huh7-lunet cells． ［Methods］ A retroviral vector mediated
mammalian cell expression cell line of the HCV core protein was constructed． The mRNA and protein levels of PCK1，
FOXO1 and PGC-1α were analyzed by Real-time PCR and luciferase assay in Huh7-lunet-core cells． ［Results］ HCV
CORE upregulated the mRNA levels of PCK1 significantly． Both the mRNA and protein levels of FOXO1 were not affected
in Huh7-lunet-core cells，whereas a decreased phosphorylation status of FOXO1 was exhibited． Moreover，activation of
FOXO1 by HCV CORE was detected． Further，the mRNA level of PGC-1α was found to be significantly elevated in Huh7-
lunet-core cells． ［Conclusion］Our results revealed for the first time that HCV core protein expression-mediated FOXO1
activation and the increased PGC-1α leaded to the elevation of PCK1 at the mRNA level，which suggesting the immoderate
gluconeogenesis in HCV-infected hepatocytes． Our findings contributed to the understanding of the molecular mechanisms
of HCV-related insulin resistance and provided potential new clues for the prevention and therapy of diabetes．
Keywords: HCV，CORE，Type 2 diabetes，Insulin resistance，PCK1，Gluconeogenesis，FOXO1，PGC-1α
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