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Abstract：Full—length NS5A gene of Hepatitis C Virus was amplified by PCR．using plasmid pBAC25 

containing HCV nonstructural protein genes as template．The amplified fragment(about 1．34kb)was 

cloned into transfer plasmid pBuleBacHisA．The recombinant plasmid DNA was cotransfected with 

genome DNA of wild type AcNPV to SF-9 il~ect cells．The recombinant baculovirus AcNS5A was ob— 

rained by plaque selection．Restriction analysis and PCR identification indicated that the NS5A gene 

was integrated into the genome of AcNSSA．and HCV NSSA gene was expre~sad as a 64kD protein in 

SF·9 cells infected with AcNS5A．This protein can he recognized by anti．NS5A antib0dy when idend— 

fied bv Western—blot．The Immune fluorescence assay and immune histo-chemistry assay were used tO 

study the distribution of NS5A protein inside the cel1．Distribution of NS5A protein are changed with 

the time in the recombinant virus infected SF一9 cells．Ns5A protein are changed with the time in the 

recombinant virus infected SF-9 cells．NS5A protein iS 1ocated at the cel1 membrance at 24 hours post 

infection and located at both the membrance and the nucleus after 48 hours．and ful1 of the cells after 72 

hours．The result suggests that NSSA protein Was located on plasma membrance and in nucleus．it may 

play an important role in RNA replication and in controlling  the expression of the cell gene~during the 

replication of the virus． 
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摘要：应用 PCR方法从古有丙肝病毒全部非结掏蛋白基因的质粒 pBAC25中扩增出全长的 NSSA基因DNA片段 

(约 1 34kb)．PCR扩增 NSSA基因片段克隆到转移载体 pBlueBacHisA中。重组转移质粒 pBlueBacHL~5ADNA与野 

生型杆状病毒(AcNPV)DNA共转染 SF 9昆虫细胞．通过空斑纯化获得带有 NSSA基因的重组病 AcNSSA。对重 

组病毒基因组 DNA进行酶切和 PCR鉴定，证宴 HCV NSSA基因已插入重组病毒基因组中。AcNSSA感染 SF．9细 

胞后．在细胞中表达出一条 64kD的蛋白，用 Westert1．hint分析．结果表明这种蛋白与抗 HCV HS5A特异性抗体发 

生强烈反应．说明NSSA基因已在细胞中得到表选、应用免疫荧光技术与免疫组化技术进一步研究 NS5A蛋白在昆 

虫细胞中不同时间的表达情况及其分布，结果表明，NSSA蛋白在 AcNSSA重组病毒感染细胞24h后主要分布在细 

胞质膜上，而在 48h后则同时分布于细胞质瞳和细胞核内．在 72h则完全布满整个细胞．我 f『]认为 NSSA蛋白定位 

于质膜和细晦核中．暗示着在病毒复制过程中 NS5A蛋白可能参与病毒 RNA在质膜上复制和细胞基因表达的调 

控。 
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弼型肝炎病毒(HCV)是引起非甲非乙型肝炎 

的主要病原因子，可以引起急性感染和慢性肝炎，而 

HCV急性感染后约 50％以上患者发展为慢性感 

染，并最终有 20％的患者可能发展为肝硬化和肝 

癌⋯1。迄今为止，对 HCV慢性感染尚无高效特异 

性治疗方法，寻求一种预防和治疗 HCV感染的方 

法迫在眉睫。HCV属黄病毒科，基 因组为长约 

9 5kb的正链 RNA，含有一个大的开放阅读框架，翻 

译产生长为 3 000多个氨基酸的聚蛋白。在宿主蛋 

白酶及病毒编码的蛋白酶作用下，聚蛋白被切割为 

Core，E1，E2．P7，NS2，NS3，NS4A，NS4B，NS5A， 

NS5B 10种蛋白。其 中 NS5B为依赖于 RNA的 

RNA多聚酶．非结构蛋白NS5A是一种由447个氨 

基酸组成的磷酸化蛋白，有磷酸化和超磷酸化两种 

形式，中 间含有 核定 位序 列，分子量 为 56kD／ 

58kD_2—1
，Ns5A蛋白可降低干扰素治疗效果_9j，人 

们推测它在HCV RNA复制过程中可能起一定的作 

用_l0·“1。我们利用杆状病毒为高效表达载体，在昆 

虫细胞中表达HCV的Ns5A基因，并且通过免疫荧 

光与免疫组化试验探讨了NS5A蛋白在昆虫细胞中 

的表达时间与分布，结果表明 5A蛋白可定位于质 

膜和细胞核中，推测 5A蛋白可能在病毒感染和复 

制过程中参与病毒 RNA复制和细胞基因表达的调 

控。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1 1．1 细胞 SF，9(Spodoptera frugiperda 9)细胞 

为本实验室保存，在含有 lO％眙牛血清(抗州四季 

青)，100vg／mL氨苄青霉素的 TC-100(GIBCO)培 

养基中27℃培养和传代。 

1 1．2 酶及生化试剂 各种酶和生化试剂主要购 

自Promega、GIBC~ BRL、华美等公司。、i金属离 

子警台层析柱为 Invitrogen公司产品，用于分离纯 

化蛋白。 

1．1．3 病毒 野生型 AcNPV为本实验室保存。 

1．1．4 质粒 携带 HCV全长非结构基因的质粒 

pBAC25由意 大利 De Francesco教授赠送；质粒 

pBlueBacHisA为本实验室保存。 

1．1 5 检测用抗原、NS5A抗体及第二抗体 5A 

抗原为本实验室在 E．coli中表达l弗纯化的 HCV 

NSSA蛋白，HCV NS5A单克隆抗体由 Charle M． 

Rice教授惠赠，羊抗免 IzG-HRP为华美生物工程公 

司产品。 

1．1．6 实验动物 昆明种纯系兔由武汉大学生科 

院实验动物饲养中心提供。 

1．1．7 菌株 大肠杆菌(E．coli)JM 109和 DH5a 

菌株为本实验室保存。 

1 1．8 免疫荧光和免疫组化主要试剂 异硫氰基 

荧光素(F1TC)为 Sigma产品(激发波长为497nm， 

发射波长为 516nm)；Histostain TM．Plus Kits为 

ZYMED公司产品；浓缩型 DAB试剂盒为北京中山 

生物技术公司产品；抗原修复液 1：柠檬酸盐缓冲液 

(储备 液 A：0．1mol／L柠檬 酸溶 液：储备 液 B： 

0．1mol／l 柠檬酸钠溶液；工作液：9mLA+41mLB+ 

450ml，双蒸水，pH6．0±0．1)；抗原修复液 2：胰蛋 

白酶修复液：0．05g或0．1g胰酶溶于 100mL0．05％ 

或 0．1％pH7．8CaCI2溶液中。 

1．2 方法 

1．2．1 NS5A基因的扩增和重组转移质粒 pBlue— 

BacHis5A的构建 以 pBAC25质粒 DNA为模板， 

用常规 PCR方法扩增出NS5A基因。上游引物为： 

5’ TTGCTCGAGATCTGCATGTCCGGCTOGTG 

G3’；下游引物为：5’一TGGTAccAAGcTTcATGAG 

CAGCA3’。NS5A基因克隆到 pBlueBacHisA质粒 

按照常规方法进行。用 BgtⅡ、HindⅢ双酶消化 

NS5A DNA片段和 pBlueBacHisA质粒。然后用低 

熔点琼脂糖凝胶分别电泳回收；将回收的 NS5A和 

pBlueBacHisA NDA进行连接后，转化 DH5a菌株， 

通过 Bgl 1I、Hind Ⅲ双酶消 化鉴定重组 质粒 

pBlueBacHis5A。 

1．2 2 病毒 DNA的提取 病毒按 5PFU／cell感染 

细胞，感染 72h后，收集培养液，4000r／rain离心去 

除细胞及碎片。感染上清(含胞外病毒粒子)经 

12000r／rain 离 心 1h，沉 淀 悬 浮 于 TE 溶 液 

(25mmol／I，T ŝ HCI pH8 0，10mmo1／I，EDTA)， 

加入 10％SDS和蛋白酶 K至终浓度分别为 1％和 

0．5mg／mL，37℃保温 2h。苯酚一氯仿抽提 3—4 

次 加 入 十 分 之 一 体 积 3mol／I，乙酸 钠 溶 液 

(pH7．0)，乙醇沉淀。 

l 2．3 重组病毒的构建 DNA共转染采用 lipo— 

fectin方法，转移载体 DNA与野生型 AcNPV DNA 
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分子数之比为 20：1。转染 5d后，收集上清作空斑 

分离，空斑分离在细胞培养皿中进行．细胞用 5— 

10 g含病毒的上清感染 1．5h后，用培养液洗 2～3 

次。用TC-100培养基(含 l0％胎牛血清)配制的 

1％低熔点琼脂糖覆盖细胞，27℃培养 3～4d后加入 

含 x Gal的上层琼脂，27℃继续培养 1～2d，挑出蓝 

色空斑，继续进行空斑纯化，经 3～4次空斑纯化后， 

得到重组病毒的分离株，命名为 AcNS5A。 

1．2．4 重组病毒 DNA的酶切及 PCR鉴定 分别 

从感染上清中提取重组病毒 AcNS5A DNA及野生 

型 AcNPV DNA，然后用 Bgl II和 矾 dⅢ酶切消 

化。同时 AcNS5A DNA为模板进行 PCR．其反 

应产物与上述两种酶切产物一起在 0．8％琼脂糖凝 

胶中电泳。紫外灯下观察结果。 

1．2．5 SDS-PAGE及 Western—blot 病毒按 5个 

PFu感染 SF 9细胞，27℃培养 72h后收获受染细 

胞，进行 l2％聚丙烯酰胺凝胶电泳。切下一半凝胶 

用考马斯亮 蓝 R．250染色后照相，另一半用于 

Western-blot。转移后的尼龙膜用 4％脱脂牛奶封 

闭。将 兔抗 HCV NS5A抗 体 在使 用前 用 PBS 

(pH7 5)稀释 200倍， HRP标记的山羊抗免 IgG 

为第二抗体，DAB．过氧化氢系统显色。 

1 2．6 NSSA蛋白抗体的制备 活化本实验室保 

存的 JM109 5A 工程菌种L” ．在 IPTG 诱导 8h 

NS5A蛋白的表达量最高时离心收集菌体。经超声 

波破碎后．16 000r／min离心去沉淀．取上清，用 Ni 

金属离子鳌合层析柱柱层析纯化．收集含 NS5A蛋 

白的洗脱液，用 PEG6 000浓缩 20倍．SDS-PAGE 

检查，只有一条分子量为 58kD的 NS5A蛋白带。 

将获得的 NS5A蛋白经用生理盐水充分透析后，采 

用多点注射免疫兔子。初次免疫后．再加强免疫两 

次，两次间隔为 7d，每次免疫剂量为每只 100“g蛋 

白。．另外选取类似体重的同种的昆明种纯系兔用同 

样的方法注射生理盐水作为阴性对照。在抗体水平 

达到最高值时，耳静脉取血制备血清，用分步硫酸铵 

盐析分离法_1 在兔血清中收获 NS5A蛋白的抗体 

并提高纯度。用 752型分光光度计在 280nm波长 

下检测 NS5A蛋白抗体的浓度．4℃保存备用。 

1．2．7 NSSA蛋白抗体的荧光标记 把 NS5A蛋 

白抗体溶于 1×PBS中成 1mg／mL．置于透析袋中， 

将透析袋放入含 FITC的缓冲液中 4℃浸泡 l8— 

24h．然后用 Sephadex G25过 柱，去除未结 合 的 

FITC，获得荧光素 FITC体外标记的NS5A蛋白抗 

体，用锡箔纸包裹．4℃保存备用。 

1．2．8 免疫荧光试验 用 AcNS5A病毒感染正常 

的SF-9昆虫细胞，分别于24h，48h，72h低速离心收 

集细胞，同时在相同条件下野生型 AcNPV病毒感 

染SF一9昆虫细胞培养后收集作为对照。用 2％多 

聚甲醛将细胞在 4℃固定 30min，离心吸去固定液， 

然后用含 0 1％Triton Xl00的 1×PBS室 温处理 

10min。用 1×PBS重悬细胞，经 PBS充分洗涤后， 

加入经 FITC体外标记的NS5A蛋白抗体，在4℃反 

应 1h。用 PBS洗涤三次，重悬于 PBS中，将细胞悬 

液滴于多聚 I，赖氨酸覆层的载玻片上，加上盖玻 

片，在荧光显微镜下观察结果。 

1 2．9 免疫组化实验 将感染了 AeNS5A病毒 

24、48和 72h的 SF．9昆虫细胞低速离心收集，用 

4％多聚甲醛(pH7．3)固定过夜，1×PBS洗涤，经梯 

度乙醇脱水等处理后，石蜡包埋并用石蜡切片机制 

备 5urn厚度连续切片，48℃ ～50℃ 展片，捞片后 

60℃过夜，使组织牢固附着在玻片上。进行脱蜡，脱 

水，灭活内源性过氧化物酶．抗原修复及封闭过程 

后，滴加兔抗 HCV NS5A的抗体进行反应．洗涤后 

滴加生物素标记的羊抗兔 IgG进行反应；洗涤后． 

再滴加 HRP一链霉卵白素工作液反应；洗涤后再用 

DAB显色底物进行显色．流水冲片后．苏木素轻度 

复染，0．5％盐酸酒精分色，经冲洗、返蓝、脱水．透明 

后中性树脂封片，显微镜下观察结果。 

2 结果 

2．1 NSSA基因的扩增和重组转移载体 pBlue． 

BacHisSA的构建 

kb 

{ 
4 3 

一 
『封1 重组转移载悼 pgluelSacH·sSA刚鉴定 

Fig l The Idemificatma 0{the m mant pl~smid pBlueBncHisSA 

Lane1．XDNA／Hindgl M~ker；Lane 2，pBlueBacI-lis5A／BglⅡ+H／nd 

Ⅲ1Lone 3 pB eBacH 胁月dⅢ；L 4．pBlueBncHisA／BglⅡ + 

HindⅢ；Lone 5．PSSA PCR片段 
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长约 1 34kb的 NS5A PCR片段用 鲰 II和 

Hi dⅢ消1t后，被定向克 隆到转移质粒 pBlue— 

BaeHisSA(10 3kb)的多克隆位点上。重组转移质粒 

pBlueBaeHis5A经酶切鉴定表明外源片段插入的方 

向和大小正确(图 1)。 

2．2 重组病毒 AcNSSA的构建 

将含 有 HCV NSSA 基 因的重组转 移质 粒 

pBlueBaeHis5A与野生型 AeNPV DNA共转染 SF-9 

昆虫细胞．转移质粒上 AcNPV多角体基因的同源 

序列与 AcNPV基因组上多角体基因在细胞内发生 

同源重组，HCV NS5A基因被转移到 AcNPV基因 

组中，取代了原来的多角体蛋白基因编码区，其表达 

受到多角体蛋白基因启动子的控制，所获得含有 

HCV NS5A基因的重组病毒被命名为AeNS5A。重 

组病毒经四次空斑分离而得以纯化。在未纯化的重 

组病毒感染 SF-9细胞所产生的蓝斑中，蓝色细胞内 

仍有多角体的出现，由纯化的重组病毒感染 SF 9细 

胞，细胞中已不再有多角体存在。 

2 3 重组病毒 AcNSSADNA的酶切及 PCR鉴定 

提取 野 生型 AcNPV 和重 组 病毒 AeNS5A 

DNA，分别用 Bgl II和 Hi dⅢ双酶消化，同时以 

AeNS5A DNA为模板进行 PCR，将上述三种产物在 

0 8％的琼脂糖凝胶中电泳。紫外观察可见，在双酶 

消化 AeNS5A DNA的产物中比双酶消化 AeDPV 

DNA的产物多出了一条 DNA带．其大小与 Ac— 

NS5A DNA为模板的 PCR产物(1 34kb)是一致的 

(见图2)，证实了 HCV的NS5A基因已插入到重组 

病毒基因组中。 

2 4 NSSA基因在重组病毒感染细胞中的表达 

分别用重组病毒 AeNSSA和野生型 AeNPV感 

染 SF-9细胞，于不同的时间分别收集受染细胞，进 

行 12％SDS-PAGE分析。蛋白质电泳结果显示，在 

重组病毒 AeNSSA感染的 SF一9细胞里已不存在野 

生型 AcNPV感染所产生的 33kD多角体蛋白，增加 

了一条分子量为64kD的 5A蛋白质带(见图 3A)， 

与超磷酸化 NS5A融合蛋白的理论推算值相符。经 

Western—blot鉴定，这种64kD的蛋白能与兔抗HCV 

NS5A抗血清发生强烈反应(图 3B)，证实此融合蛋 

白就是要表达的HCV NSSA蛋白．而且 NS5A蛋白 

在多角体蛋白基因启动子控制下得以高效表达，72h 

表达水平达到高峰。 

2 5 制备的 NSSA蛋白抗体的特异性 

通过免疫免获得的抗血清，用 Westem blot分 

析检查抗体的特异性，该抗体只与JM109 5A中表 

达的 58kD的 NS5A蛋白发生特异性反应，而与细 

菌蛋白无反应，证明我们已经获得 NS5A蛋白的抗 

体。 

图2 重组病毒AcNSSA DNA的酶切鉴定 

F 2 R E．identification the asm AcNSSA 

Lane 1．XDNA／H／nd Ⅲ Marker；Lane 2．AcNS5A DNA／Bgl Ⅱ 

+ HindⅢ；Lane 3．AcNPV DNA／ IⅡ+H／ridⅢ：Lane 4．以 Ac 

NS5ADNA为模板的 PCR产物 

一64kD．． 馘  

A B 

翻3 甭组墒毒A NS5 仕蜘胞中时 边(A)炷 western—blot分 

析fB) 

Fig 3 The SD~PAGE(A)and We~em-blot(：B) 

A Lane 1，Molmular xveightⅡLarker；Lane 2、the$F-9睫us iafect~ hv 

recombinant virusAcNS5A n 72 h0u工s and Lane3 48 hours；Lane4．the 

SF 9 cells i~ ted wild r岫 AcNPV at 48 hours and(5)72 hours； 

B Lane 1，the SF一9 cells in／ d by⋯ b Lm¨ t virus AcNSSS at 72 

hour La 2 the SF 9 cells infected by wild virus AeNPV at 72 ho—  

The㈣ w shows the strong~action 0f the 64kD protein and anti uNSSA 

antibody． 

2 6 感染 AeNSSA病毒的昆虫细胞免痤荧光试验 

取经感染了 AeNS5A病毒的昆虫细胞进行免 

疫荧光实验，结果婀彩版 I图 4所示。感染了 Ac一 

¨̈ ∽ Ⅲ 重量■零 

一 

卯 盯 
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NS5A重组病毒的昆虫细胞与感染了野生型 AcN 

Pv病毒的阴性对照昆虫细胞相比较，在NS5A蛋白 

表达的细胞有着非常明亮的绿色荧光显示，而对照 

细胞中无荧光。说明HCV NS5A基因在 SF一9昆虫 

细胞中进行了表达．并且在不同的时间分布于细胞 

的不同位置．结果表明，NS5A蛋白在 AcNS5A重组 

病毒感染 SF-9细胞 24h主要分布在细胞质膜，而在 

48h后则同时分布于细胞核内，在 72h则分布于整 

个细胞内。 

2．7 感染 AcNSSA病毒的昆虫细胞免疫组化试验 

取经感染了 AcNS5A病毒的昆虫细胞进行免 

疫组织化学实验，以感染了原始野生型 AcNPV病 

毒的昆虫细胞作为明性对照，结果如彩版 I图 5所 

示。在感染 AcNS5A重组病毒 24h后．圆形的 SF一9 

昆虫细胞的核均被苏木素染色蓝色．而在细胞质膜 

上有明显的阳性棕色着色；48h后，细胞中的阳性棕 

色着色更为明显，主要集中分布在细胞膜部位和核 

内，而细胞质中有棕色着色；72h后，细胞中充满了 

棕色着色，但仍以质膜和核内着色较深．说明 HCV 

NS5A基因在SF-9昆虫细胞中产生阳性表达．主要 

分布在细胞膜及细胞核中。 

3 讨论 

丙型肝炎是一种严重危害人类健康的传染性疾 

病。对于丙型肝炎的病原体--HCV尚缺乏敏感的 

细胞培养系统和经济实用的动物模型．目前对 HCV 

蛋白的功能研究多有赖于体外实验。NS5A蛋白与 

NS5B一样是个高度磷酸化蛋白。在体外实验中． 

NSSA可以和 NSSB发生免疫共沉淀_41，并且 NS5A 

蛋白具有潜在的转录激活作用 51，这暗法 NS5A蛋 

白可能在 病毒 RNA 复制 过程 中起重 要作用。 

NS5A蛋白与HCV致病性、以及抗 IFN疗效有密切 

的相关性，NSSA蛋 白的干扰素敏感决定区域(Is— 

DR)可以与 IFN诱导的 PKR相互作用，造成 PKR 

的功能受到抑制，阻止 elF一2a磷酸化，使利于病毒 

RNA的翻译，结果由于干扰素信号传导途径被阻断 

而导致病毒在受染细胞中大量繁殖_6]。另有研究 

报导，NSSA蛋白上的几个脯氨酸丰富区与Src家族 

3(SH3)的结合位置一致，暗示 NSSA蛋白可能扰乱 

了生长因子受体结合蛋白2(Grb2)所介导的信号途 

径，从而导致 HDV引起肝脏病变 71 此外，NS5A 

蛋白不仅具有一个核定位信号(NI S)，而且它还可 

以抑制细胞周期调控基因 p21WAF1的转录．在体 

外将 NS5A蛋白转化 NIF 3T3细胞可以诱发裸鼠 

产生肿瘤，说明 NS5A蛋白在细胞生长调控方面是 

有一定作用的 1。NS5A蛋白与 NS5B(HCV RNA 

多聚酶)及NS3能相互结合．而 NSSB和 NS3是已 

知道的参与 RNA复制的二种重要的蛋白．NSSA蛋 

白很有可能参与形成 RNA复制起始复合物。这些 

NS5A蛋白的潜在功能都与它的磷酸化修饰、蛋白 

分子构型有很大的关系。近两年来的研究已表明 

HCV的 NSSA蛋白在病毒复制和致病过程中起极 

重要的作用，但有许多细节仍不清楚。 

由于缺少有效的 HCV．细胞系统．对病毒蛋白 

质功能的深入研究造成极大的困难。我们成功地将 

HCV NS5A基因插入到 AcNPV多角体蛋白基因强 

大启动子下，构建了重组病毒 AcNS5A。使 NS5A 

基因在多角体蛋白基因启动子的控制下得以高效表 

达．而且表达出的 NS5A蛋白在昆虫细胞里经过了 

翻译后的磷酸化修饰，可以形成与天然状态相似的 

分子构象并保持其良好的生物活性。我们还进一步 

用免疫荧光技术及免疫组化试验确定表达的 NS5A 

蛋白在昆虫细胞中的定位，NS5A蛋白在病毒感染 

后不同时间在细胞中有不同的分布，主要位于细胞 

的质膜与核中。免疫组化实验进一步证实了这一结 

论。正链 RNA病毒的复制是与质膜相联系．NSSA 

蛋白又能与 NSSB(RdRp)互相作用．我们证实了 

NS5A超磷酸化蛋白同时也定位于核中．暗示 NSSA 

蛋白可能在核中调控宿主的基因表达．我们的研究 

结果为进一步研究这种蛋白的结构、性质及生物功 

能创造了很有利的条件，对于研究 NS5A蛋白与其 

它HCV非结构蛋白的相互作用以及 RNA复制和 

HCV致病机理．有着积极的意义。 
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