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丙型肝炎病毒 NS2蛋白在Huh一7细胞中抑制NF—K B活性 
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(武汉大学生命科学学院病毒研究所，湖北武汉，430072) 

Hepatitis C Virus NS2 Protein Suppresses the Activities of NF-K B 

in Huh．7 Cell Line 

YANG Fan，YE Lin—bai ，LIU Jing，YANG Xiao-jun，LIAO Qing-jiao，SHE Ying—long，YE Li， 

(Institute ofVirology,Wuhan University,Wuhan 430072，China) 

Abstract：Recombinant plasmid pCNS2 was constructed by inserting Hepatitis C Virus full—length NS2 

gene between Xho I and ，f，ldⅢ sites of an eukaryotic expression vector pCDNA3．1(一)．The recombin— 

ant plasmid pCNS2 WaS la'ansfected to Huh一7 cells with Lipo Vec and HCV NS2 mRNA and protein 

produced in t~ansient expression system WaS detected at the ta'anscriptional and translational levels， 

respe—ctively．TlliS indicated that pCNS2 could be expressed successfully in Huh 一7 cells．Cotransfected 

pCNS2 of different doses to Huh 一7 cells with reporter plasmid pNF—K B—Luc。the activity of luciferase 

controlled bv NF-K B promoter／enhancer elements Was detected by luciferase aSsay kit 48h after 

Ixansfection．Th e results showed that the expression of luciferase in Huh 一7 cells ta'ansfected by the 

pCNS2 decreased about two to four folds compared to control plasmid．It iS suggested that the HCV 

NS2 protein distinctly suppressed the activities of NF—K B in a dose—dependent manner in Huh 一7 cells 

and this will enable to investigate on the role of NS2 in the pathogenesis of chronic HCV infection． 
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摘要z将丙型肝炎病毒gdcv)~结构蛋白NS2基因的全长序列插入到真核表达载体pCDNA3．1(．)CMV启动子下 

游，构建成重组质粒pCNS2。用脂质体LipoVecr~转染Huh．7细胞，转染细胞内可检出NS2的mRNA和蛋白质， 

表明构建的pCNS2可在 Huh．7细胞内成功表达；把不同剂量的pCNS2质粒DNA与报告质粒pNF．K B．Luc共转 

染Huh．7细胞，48h后检测荧光素酶活性，结果显示与pCNS2共转染的细胞中pNF．K B．Luc表达出的荧光素酶 

的活性比对照细胞降低了约 2—4倍，并呈明显的剂量相关性。表明HCV NS2对 N-F-K B激活转录活性有明显的 

抑制作用。这可能与HCV慢性持续性感染的致病性有一定的相关性。 

关键词：丙型肝炎病毒；NS2蛋白；NF．K B；抑制活性 
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丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)属黄病 

毒科，基因组为长约9．5kb的正链单链RNA，含有 
一

个大的开放阅读框，翻译产生长为 3000多个氨 

基酸的聚蛋白。在宿主编码的蛋白酶及病毒自身蛋 

白酶的作用下，聚蛋白被切割为core、E1、E2、p7、 

NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A和 NS5B 10种 
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病毒蛋白⋯。其中HCV NS2蛋白是第一个由HCV 

基因组编码的非结构蛋白，处于上连结构区下接非 

结构区的特殊位置，变异率仅次于E1和E2区，由 

216个氨基酸组成 J。成熟的NS2蛋白是一个强疏 

水性跨膜蛋白，它的C末端转运至ER腔中，而N 

末端位于细胞腔 J。直到目前，对NS2的研究资料 
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十分缺乏，因此，人们对NS2蛋白的主要生物学功 

能仍然不清楚。 

近年来对聚蛋白在该区域的酶解加工的研究， 

发现NS2的C端部分参加NS2一NS3之间的切割过 

程 ，这个病毒内源性的NS2—3蛋白酶包括NS2和 

NS3元件，该酶是除NS3 Ser蛋白酶之外的非结构 

蛋白酶，它的作用是在 NS2与 NS3之间切割，暴 

露出NS3的 N端，使其成为有活性的蛋白酶，而 

参与后面所有非结构蛋白的切割加工。可以说 

NS2—3酶的作用是 HCV蛋白加工的关键步骤，对 

HCV病毒的复制非常重要。图谱分析指出该酶活性 

结构域的氨基酸序列在827～1027，这一区域覆盖了 

NS2的大部分和NS3的N端 1／3区域，与NS3的 

丝氨酸蛋白酶的活性结构域重叠。目前只发现这个 

NS2．NS3蛋白酶的自我切割功能。而NS2作为一个 

跨膜蛋白，与HCV结构蛋白E1、E2和非结构蛋白 

如NS5A、5B都存在复杂的蛋白质之间的相互作用 
口】

。 因此可以推测 NS2在 HCV的复制循环中起非 

常重要的作用，针对NS2的结构和功能的研究有重 

要的实际意义。 

NF—K B(nuclearfactor K B)属于Rel蛋白家族成 

员，是一种重要的反式转录激活因子。它分布广泛， 

参与多种基因的转录调控，与炎症反应、免疫应答、 

以及细胞的增生、转化和凋亡等重要的生理病理过 

程关系密切【5J。目前，NF-K B正作为治疗多种疾病 

的分子靶而倍受科学界的关注。 

本实验构建了真核表达载体pCNS2，应用报告 

基因Luc共转染瞬时表达系统，研究HCV NS2在 

Huh．7细胞中的瞬时表达；在共转染实验中，通过 

检测 Luc基因的表达水平来反映 NS2蛋白对 NF— 

K B活性的抑制效应。NS2蛋白的这种功能可能在 

HCV慢性持续性感染过程中起着一定的作用。 

1 材料和方法 

1．1 质粒和菌株 

含有全部HCV-lb型全长开放阅读框cDNA重 

组质粒 pBRTM／HCV 1-3011由华盛顿大学Rice教 

授惠赠。PMD18一T Vector购自TaKaRa公司。真核 

表达载体 pCDNA3．1(一)购自Invitrogen公司。质粒 

pNF—K B—Luc购自Stratagene公司，该质粒包含一 

个基本的启动子元件，含TATA box和5个重复的 

NF-K B 识别与结合的序列(TGGGGACTITCC— 

GC)，启动子下游为 phtinum pyralis(firefly)荧光素 

酶报告基因。E coil DH5 Q、JM109菌株均由本室 

保存。 

1．2 试剂及工具酶 

玻璃奶 DNA Ex~acfion Kit为晶美生物工程公 

司产品；质粒纯化试剂盒 3S Spin plasmid Miniprep 

Kit V3．1为上海申能博彩生物科技有限公司产品； 

Luci~rase assay Kit为 Promega公司产品；Lipo一 

Ⅲ为InvivoGen公司产品；TRIZOL试剂为MRC 

(Molecular Research Center,Inc．)公司产品；Reverse 

Transcriptase XL(AMV)、rTaq DNA Ploymerase Kit、 

T4 DNALigase为TaKaRa公司产品；DNA限制性 

内切酶为晶美生物工程公司产品。 

1．3 引物设计和合成 

根据HCV NS2核苷酸序列设计特异性引物，在 

正反引物的5’端分别引入XhoI和HindI]I酶切位点 

及起始密码子(ATG)和终止密码子(UAG)，并遵循 

Kozak原则。由上海博亚生物技术有限公司合成。 

正向引物：5'-GATAC仃℃GAGATGGCGTrGCCTC 

AGCGG一3’： 

反向引物：5’一CCGCA／AGCTrCTACGCCAGCAAC 

TI℃CAC．3’ 

1．4 HCV NS2重组真核表达质粒的构建 

1．4．1 PCR扩增 NS2基因片断及回收：以质粒 

pBRTM／HCV 1-3011为模板进行 PCR反应，扩增 

HCV NS2基因片断(编码 802～1027位氨基酸)。在 

0．5 mL的PCR管中依次加入 10×buffer 5 、dNTP 

4 (2．5mmol／L)、正向引物和反向引物各 1 (约 

50pmol／L)、模板 pBRTM／HCV 1—3011 0．50Lr0．1ug)、 

ddH20 38 混匀，加Taq DNA聚合酶0．5~(5u／ 

)，石蜡油50 。反应如下：94℃ 预变性5min： 

然后 94℃ 变性 5min，56℃ 退火 lmin，72℃ 延 

伸 lmin，进行35个循环；最后于72℃ 延伸 10min。 

4"C暂时保存。扩增产物经0．7％ 琼脂糖凝胶电泳检 

测。将扩增的产物 670bp DNA片断用 DNAEx~ac— 

tion t回收。 

1．4．2 PCR产物与pMD18一T载体进行连接：依据 

pMD18一T载体说明书，进行连接反应，以常规CaC12 

法转化E．coH DH5 a感受态细胞，在含氨苄青霉素 

的LB平板上37"C培养过夜，随机挑取抗性克隆， 

碱裂解法提取重组质粒。通过PCR和酶切鉴定，获 

得阳性重组克隆pTNS2。 

1．4．3 构建重组HCV NS2真核表达质粒 pCNS2： 

用限制性内切酶 Xho I-Hind HI消化重组质粒 

pTNS2，获得 NS2基因，将 NS2基因与经过限制 

性内切酶 Xho I-Hind IH双酶切消化的载体质粒 

pCDNA3．1(一)进行连接，以常规CaCh法转化E coli 

JM109感受态细胞，在含氨苄青霉素的LB平板上 
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37℃培养过夜，筛选阳性丽落．酶切及 PCR鉴定得 

到在CMV早期启动子控制下的重组HCVNS2真核 

表达质粒 pCNS2， 

1．5 细胞培养和转染 

Huh．7(human hepatoma)细胞系由武汉大学生 

命科学学院郭德银教授惠赠，在含 10％ 胎牛血清 

(FBS，Hyclone，USA)的 DMEM(GIBCO BRL)培养 

基，5％CO2，37℃培养 

按3S Spin plasmid Miniprep Kit V3．1提纯质粒 

pCNS2，pCDNA3．1(．)以及 pNF．kB．Luc，用无菌 

_毅蒸水溶解，测定 Az6o／A2∞比值确定核酸样品的纯 

度，A )值确定样品的浓度。 

用脂质体 LipoVec (InvivoGen)进行DNA转 

染．实验操作按照试剂说明书进行，pCDNA3．I(_) 

载体转染的细胞作阴性对照。 

l_6 转染细胞中NS2 mRNA的检测 

转染 48h后的Huh一7细胞 (24孔培养板培养) 

吸出细胞上清，用 PBS(PH 7．4)洗两遍后，每孔细 

胞加入200BLTRIZOL试剂 按照TRIZOL法提取 

总RNA 详细操作见 TRIZOL说明书 以此 RNA 

为模板进行逆转录，具体方法如下：将提取的总 

RNA溶于含 RNasin(40U／ L)的DEPC双蒸水中， 

70℃水浴 10min。立即取出置冰上，再加入 4 5 

×A／vlV buffer、4 2 5mmol／L dNTP、0．5 5 U， 

AMV、0．5gL 50pmol／L的反向引物，反应总体系 

2O ，42℃水浴90rain进行逆转录反应 取 1 逆 

转录反应产物cDNA为模板．用TaKaRa公司的 Taq 

DNA Polymerase进行PCR扩增 以转染了pCDNA 

3 lf_)空载体的Huh．7细胞总RNA为RT-PCR阴性 

对照 0．7％Agarose鉴定 RT-PCR产物。 

】7 转染细胞内NS2蛋白的 Western blot鉴定 

转染48h后收集细胞 用PBS(pH 7 41)洗两遍 

后，加入SDS．PAGE 样 butfer(50mmol『Ltris—HCL 

<PH6 8>，2％SDS．100mmol，L Dn  0 1％ 溴酚蓝． 

10％ 什汕)裂解细胞后，沸水煮 5～10min 放八 

4℃冰箱待用 样品蛋白经 I5％SDS—PAGE分离后， 

4℃ l4～l8V 转膜 l6hr，用 5％ 脱脂牛奶 闭，一 

抗为人HCV抗体阳性血清，以羊抗^ IgG—HRP为 

第二抗体，DAB．过氧化氧系统显色 

1．8 荧光素酶试验 

用 0 05lag~0．6lag不同剂晕的 pCNS2 DNA 和 

0．3lag的报告质粒pNF—K B．Luc DNA共转染Huh一7 

细胞，48h后制备成裂解液，定量检测 Luc的表达， 

Luc的检出按Luciferase assayKit操怍说明书进行： 

共转染48h后收集细胞，用PBS(pH7．4)洗两遍，加 

入 100 1 x裂解缓冲液．室温下裂解20rain。用细 

胞刮子将细胞刮下，吸至离心管内，4℃12000r／min 

离心 30min．取 20 上清液，加入 100 反应底 

物．10s后用TD一20／20 luminometer~Tumer BioSyste- 

ms，Sunnyvale，CA)测其Luc活性，母一个样本读两 

个数值，取均值 每次试验设3个平行 L，实验重 

复二次 对照的细胞用 pCDNA3．1(．)和 pNF-K 

B—IJuc共转染，与实验组平行测定， 

2 结果 

2 l 重组 HCV NS2真核表达载体的构建 

PCR产物电泳检查．显示一条DNA带大小约 

为670bp左右，与预期大小完全相符。经T4连接 

酶把PCR获得的NS2 DNA与pMDI 8-T载体(2．7kb) 

连接后用Hind 1II单酶切，电泳鉴定插入基因片断 

的方向性 由于pMD18一T上有 一HindI【I切点，如 

果为反向插入用 HindⅢ 单酶切会得到一条约 

670bp的小带。同时用 Xho I单切只会得到一条约 

3．4kb(2 7+o．7kb)左有的带 所 从pTNS2载体上回 

收 NS2 DNA片断时，应先用 Xho I单酶切线性化后 

再剧Hind【II酶切便会得到所需的目的带。用DNA 

Extraction Kit回收NS2 DNA带，连接到用Xho I 

和HindIIl切开的pCDNA3．1(一)表达载体(5 4kb)中 

单酶四，双酶切鉴定结果表明NS2 DNA已被克隆 

到pCDNA3 1(一)中的 CMV IE启动子下游，获得的 

重组克隆命名为pCNS2(图 I)。 

b0 

23I鲫 
94I6 
6557 
436I 
o
_ 322 

127 

bp 

I∞ 
70O 

5(” 

图 I 重组质粒的酶切监定 

Fig 1 Analysis of recombinant plasmid pCNS2 

MI．1()0 DNA ladder Masker；,M2，^DNAIHind IIl Marker： 

prc~ucl；2．pTNffl_／Hind 【】I：3．pTNS~Xho 【 4 pCNS~dHind 

pC'NS2／HJ'nd_1[&Xho I．6 pCDNA3 1l_)IHJ'tM iU 

PCR 

1．5． 

2．2 HCV NS2蛋白基因在Huh．7细胞中瞬时表达 

2．2．I RT-PCR检测NS2的 mRNA 

转染Huh一7细胞48h后按照 TRIZOL法提取总 

RNA，分别以实验组及对照组细胞的总 RNA为模 

板进行逆转录 然后加入逆转录反应产物cDNA以 

及NS2引物进行PCR扩增 同时还以实验组mRNA 
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为模板作为空白对照 反应结束后用0．7％的琼脂糖 

凝胶电泳检测 实验组出现670bp的特异性的带， 

而对照组 及空白对照组未见特异性的带出现 (图 

2)．结果证实提取的RNA中无DNA污染，表明瞬 

时转染的 Huh一7细胞中 NS2基因已被转录产生 

mRNA 

D 

(13】 

900 

700 

500 

670b0 

图 2 RT-PCR检测转染Huh一7细胞中的NS2 mRNA 

Fig．2 Identification of NS2 mRNA in transfected Huh一7 cells 

byRT-PCR 

M，l )bp DNA ladder MⅡk叮=templet is respectively I plasmld pBRTM— 

时CV J 301i：2．mRNA of celf“_衄sfecced with pCNS2；，．cDNA of cë  

transfectedwl【th pCDNA3【f—J：4，cDN^ofceI【transfecledwith pCNS2 

2．2．2 Western blot检测NS2蛋白 

将 pCNS2 DNA用脂质体法转染导入 Huh．7细 

胞，设pCDNA3．1(．)转染的细胞作对照 转染48h后 

收集细胞，SDS．P AGE电泳，利用HCV阳性血清 

作为一抗进行Western blot反应，Western Blot实验 

结果表明，转染pCNS2 DNA组的细胞裂解液中古 

有一条分子量 23 KDa的带能和 HCV阳性血清反 

应，而对照组细胞裂解液中不舍有能与 HCV抗体 

反应的蛋白(图3)。从而证实HCVNS2蛋白基因已 

经在 Huh．7细胞中成功表达。 

图3 Westerablot检测NS2蛋白 

Fig 3 Detection ofNS2 protein by Westernblot analysis 

1．Cel1]ysis cell~raasfected with pCDNA3．“-l：2 Call lysis of ceil 

transfected with pCNS2 

2_3 HCVNS2蛋白对NF．K B活性的抑制作用 

共转染实验报告质粒 pNF-K B·Luc用量选择 

0．3 当加入等量的pCNS2质丰盘和报告基因质粒 

(即均为0 3 )时，共转染 pcNS2／pNF-K B Luc 

组的 Huh一7细胞荧光素酶表达量只有对照质粒组 

pCDNA3．1(．)IpNF—K B Luc的 1／3。为了证明 NS2 

蛋白在Huh一7细胞中对NF—K B活’性的这种抑制作 

用足否有剂量相关性，分别用不同剂量(0．O5，O．15， 

0 3，0 6lag)的pCNS2 DNA和0̈3 的报告质粒pNF． 

K B-Luc DNA(质粒的量总共为0，9p．g，不足的用空 

载体质粒补齐)共转染 Huh．7细胞．图 4显示随着 

NS2 DNA剂量增加 抑制作用逐步增强，这些结 

果说明NS2蛋白对NF．K B有反式抑制作用，抑制 

其下游Luc基因的表达，并呈明显的剂量相关性。 

I／●· 
peNS2 — 0．05 015 0．3 06 

Pcdma3I卜一} 0 6 0．55 0 45 0 3 一 

图4 HCVNS2蛋白在Huh．7细胞中抑制NF-K B的活性 

Fig．4 HCV NS2 Protein Suppresses the Activities 0fNF—K B 

_n Huh一7 Cells 

3 讨论 

丙型肝炎病毒属于黄病毒科，是主要经血传播 

的肝炎病原体，严重地危害着人类的毽康。HCV感 

染机体后，病毒难以完全清除，容易转变成慢性持 

续性感染，而且 HCV持续感染与肝硬化和肝细胞 

癌变的发展密切相关 J。对 HCV病毒各个蛋白功能 

的研究，有利于阐明病毒复制及致病变的机理，但 

由于目前尚未找到敏感的细胞培养系统和合适的 

动物模型，因此．迄今为止对于 HCV蛋白的功能 

研究多依赖于体外实验 目前国际上对 HCV NS2 

研究很少，因此对 NS2的结构及功能尚不了解 
一 种转录调节因子可以在不同类型的细胞中 

表现出多种各异的生物学效应。在具有多向性调节 

作用的蛋白质因子中，转录激活园子 NF．K 

B(nuclear factor—K B)是近年来研究较为深入的一 

种。许多病毒能利用 NF—it．B来调节自身的表达 

例如，人类免疫缺陷病毒I(HIV)分子的长末端重复 

序YlJ(LTR)上含有多个 x B位点 i o H1V编码的蛋白 

Tat可以诱 导NF-K B激活，从而加速了靖毒的转录 

鲫 ∞ 如 0 
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与复制。在艾滋病患者体内，NF—K B很可能是一 

把双刃剑：一方面，NF-K B可介导许多促炎症细 

胞因子的表达，引起机体免疫系统功能加强；另一 

方面，NF-K B 的激活也同时诱导了病毒粒子的成 

熟及释放，导致免疫功能的减弱。表明在细胞中 

NF-K B 的效应具有复杂性和潜在的不稳定性。这 

既体现在该因子与那些众多的已被发现的 NF-K B 

结合蛋白的相互作用上，又更体现在有些结合蛋白 

所表现出的分子环境依赖效应中。它们在某些情况 

下表现为协同作用，其它情况下则为拮抗。这些相 

互作用，可能是因为细胞对不同胞外信号传导的反 

应不同，细胞最终表现出的效应是各种反应的综 

合。 

在本研究中，我们将构建的重组真核表达载体 

pCNS2瞬时转染Huh．7细胞，从基因的转录和蛋白 

质的翻译水平均证明了pCNS2在 Huh一7细胞中表 

达相应的NS2蛋白。与报告质粒 pNF-K B—Luc共 

转染Huh一7细胞，在同等剂量的情况下，pCNS2组 

荧光素酶的表达较空质粒对照组降低了约3倍，并 

进一步证明NS2蛋白在Huh．7细胞中对NF—K B活 

性的抑制呈明显的剂量相关性。 

近年来，许多的研究表明 HCV病毒蛋白能干 

扰宿主细胞的基因表达。例如在 HepG2细胞中， 

HCV core蛋白激活人类c—myc基因、RSV LTR和 

SV40早期启动子l ；HCVNS4B蛋白能激活一系列 

的包含顺式增强子元件的报告基因的活性【9】。有报 

道指出 HCV NS2蛋白通过使其凋亡诱导因子 

CIDE—B介导释放的细胞色素 C的失活，从而抑制 

CIDE—B诱导的细胞凋亡途径，参与HCV对宿主细 

胞的防御【l们。推测在 Huh一7细胞中，HCV NS2蛋 

白通过抑制 NF—K B的活性从而可间接抑制受NF- 

K B控制的那些基因的表达。宿主细胞基因表达的 

变化可能有利于病毒建立慢性持续性感染状态，从 

而推测 NS2可能与HCV的慢性感染和致病性有着 

密切的关系。 
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