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TT病毒 ORF2在 Cos7细胞中的表达及蛋白质定位 
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Abstract：Coding sequences of Transfusion transmiffed virus(TT virus or TⅣ )ORF2 was amplified by 

PCR．using plasmid pET-His一1TV2 containing the full—length ORF2 of TTV as template．The am plified 

fragment of 606bP was cloned into plasmid pEGFP—N1 and GFP—VP2 fusion protein was expressed．The 

recombinan t plasmid pEG 丌 v2 was identified by restriction enzyme an alysis an d PCR．Th e 

pEGF】P1n V2 was tran sfected into Cos7 cell line using LipoFectamine 2000，an d the transcription 

products of TⅣ D尺F，gene in the tran sfected cells were confirmed bV RT-PCR．Localization of me 

fusion protein was detected by confocal microscope，using PI to visualize the nuclear DNA．Th e result 

showed that VP2 was localized in cytoplasm and the inner nuclear membrane．Th us，VP2，as a non— 

structure protein．may play a role during DNA replication or tran scription of TT virus． 

Key words： TTV ORF2： GFP； V1>2； PI： Protein Localization 

摘要：应用 PCR方法从含有 TT Virus ORF2的质粒 pET-His一1TrV2中扩增出 606bp的蛋白质编码区，并将其克隆 

到真核表达载体 pEGFP．NI中以表达成 GFP—VP2融合蛋白。构建出的重组质粒 pEGHTrV2经过酶切分析和 PCR 

鉴定。用脂质体介导法将pEGFPTrV2质粒DNA转染 Cos7细胞，通过 RT-PCR分析，证实细胞中存在 ORF2基 

因的转录产物。用共聚焦显微镜结合PI染色技术研究1Trv VP2蛋白在细胞中的分布情况。结果表明，1Trv VP2 

分布在细胞质中和细胞核膜内侧。因此推测 VP2作为一种非结构蛋白，功能可能是参与病毒 DNA的复制或转录。 

关键词：输血传播病毒 (TTv)ORF2：GFP：VP2；PI：蛋白质定位 

中图分类号：R512．6 文献标识码：A 文章编号：1003．5125(2004)05．043l一04 

1997年底，日本学者 Nishizawa等⋯利用差异 

代表性技术在一例不明原因的急性肝炎病人中发 

现了一种新的肝炎病毒，怀疑其与不明原因的急性 

肝炎有关，后将其命名为输血传播病毒(Transfusion 

Transmittedvirus，TT ViJ1lS或者 TTV)。TTV是无包 

膜的单链闭合环状负链 DNA 病毒，其基因组约 

3．8kb J，与鸡贫血病毒(Chicken anemia virus，CAV) 

和 TTV相似迷你病毒(1]frV-like mini virus，TLMV) 

同属于副环状病毒科 (Paracircoviridae)[61，也是 

在人类中发现的第一个单链环状病毒。虽然在随后 

的研究中证实在TTV感染的人群中，除了引起转氨 

酶升高外，一般不引起其他临床症状和造成明显的 

肝损伤，但是由于TTV存在大量的变异L3’4J，因此其 

中某种基因型能导致肝炎是完全有可能的L8】，所以对 

TTV的研究仍然受到国际上的重视。 

目前对于 1’rV 的研究主要集中在对其变异株 

的分离，测序和比较上，而对于其蛋白质功能的研 

究却很少。对蛋白质功能研究有利于确定 TTV的 

致病性和感染途径。计算机分析TTV基因组序列， 

发现有两个 主要 的开放 阅读框 (Open Reading 

Fram e，ORF)：ORFl和 ORF2，推测 ORFl主要编码 

核衣壳蛋白，而 ORF2主要编码非结构蛋白[121 0我 

收稿日期：2004—02—18，修回日期：2004—03—19 

基金项 目；湖北省 自然科学基金项 目(99J129) 

作者简介：何燕(1979一)女，重庆市籍，硕士研究生，从事医学病毒学研究。 

通讯作者：叶林柏(1948一)，男，广东省籍，教授，博士生导师，从事医学病毒学研究。 

Corresponding author．Tel：027—68752372，Email：linbaiye@whu．edu．Oil 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


432 中 国 病 毒 学 第 19卷 

们利用pEGF-N1真核表达载体在Cos7细胞中表达 

了 1]广、，VP2，并且通过融合表达的绿色荧光蛋白 

GFP探讨了 VP2在细胞中的分布，结果表明 VP2 

可分布于细胞核中，推测 VP2可能参与病毒 DNA 

的复制及对细胞内某些基因的表达调控起重要的 

作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

Cos7细胞由本实验室保存，在含有 10％的新生 

牛血清，100U／mL 青霉素和 lOOp．g／mE 链霉素的 

DMEM (GIBCO)培养基中 37~C培养和传代。各 

种酶由晶美公司出售；DNA回收试剂盒购自晶美公 

司，用于 DNA片段回收；质粒提取试剂盒购 自上 

海申能博彩公司；Trizol购自Introvigene公司。含 

有 1] ORF2的质粒 pET-His—TTV2(约 4．2kDa) 

和真核表达载体 pEGF-N1由本实验室保存。大肠 

杆菌 (E．coli)TOP1OF’由本实验室保存。 

1．2 1r】r、，ORF2片段的扩增及重组质粒pEGFPTrv2 

的构建 

以含有 1] ORF2的质粒 pET-His．1_rV2为模 

板，用 PCR方法扩增 1广】厂、，ORF2基因。上游引物为： 

5'-GCGCAAGI G娜 AG'ITITCC一3’；下游引 

物为：5’一GAGGGGAI℃CAI℃CArCG-r】f]【℃TGCGGC 

GGC一3’。反应混合物先在94℃5min后94℃lmin，54℃ 

lmin，72℃1．5min共 35个循环，最后72℃8．5nfin。用 

BamHI和Hind III双酶消化PCR产物和 pEGFP-N1 

质粒，电泳分离后利用回收试剂盒分别回收，将回 

收的两个片段进行连接后转化大肠杆菌TOP1OF’， 

提取重组质粒。通过 BamH I单酶切以及 BamH I 

和 HindⅢ双酶分析鉴定重组质粒 pEGFPTTV2。 

1．3 1广】厂、，VP2在 Cos7细胞中的表达 

利用脂质体介导法将重组质粒 pEGFPTTV2转 

染 Cos7细胞 24h后收集细胞。参照 Trizol RNA 

Isolation Protocol提取总 RNA，用异丙醇沉淀后加 

入不含 RNase的DNase，37℃消化 45min后用酚： 

氯仿(1：1)抽提，最后用乙醇沉淀。以提取的 RNA 

为模板，利用一步法进行 RT-PCR。对照组为用载 

体 pEGFP-N1转染的Cos7细胞。 

1．4 1广】厂、，VP2在 Cos7细胞中的分布 

利用脂质体介导法将重组质粒 pEGFPTTV2转 

染 Cos7细胞，以载体 pEGFF-NI为对照。转染 24h 

后用丙酮和甲醇固定细胞，并利用 PI染色技术对细 

胞核进行染色。在共聚焦显微镜下观察 GFP的激发 

光为489nm，发射光为509nm；PI的激发光为538nm， 

发射光为 617nm。共聚焦显微镜 LEICA TCS PS 

(Technik，Germany)~察照相所用的软件是 LEICA 

TCS NT Version 1．6．587。 

2 结果 

2．1 ⅣORF片段的扩增及重组质粒pEGFerrv 2 

的构建 

以 pET-His一1] 2为模板，PCR扩增 1] 2的 

ORF2编码区DNA片段，得到一条约为600bp的带， 

与预期的结果相符。把这一片段克隆到用BamH I和 

Hind III消化后的 pEGF-N1载体中构建成重组质粒 

pEGFPTIW2。重组质粒 pEGFPTTV2用 BamH I单 

酶消化及 BamH I和 Hind III双酶消化，如图 1(封 3 

彩版)所示。BamH I单酶消化重组质粒pEGFPTTV2 

后得到一条约为 5．3kb的带，而用 BamH I和 Hind 

III双酶消化后得到两条带，其中一条约为 600bp， 

是插入的 11厂、，ORF2片段，另一条约为 4．7kb，是载 

体DNA，说明重组质粒构建是正确的。 

2．2 1广】厂、，VP2在 Cos7细胞中的表达 

重组质粒 pEGFPTTV2和空载体 pEGFP—N1分 

别转染 Cos7细胞，24h后分别收集细胞提取总 

RNA，作为模板做 RT-PCR。产物经琼脂糖电泳， 

结果表明，在以重组质粒 pEGFtrlTV2转染的细胞 

的总 RNA为模板的 RT-PCR产物中出现一条约为 

600bp的带，大小与所克隆的 TTV ORF2编码区的 

大小相同。以pEGFP—N1转染的细胞的总 RNA为 

模板的RT-PCR对照中却没有约 600bp的RT-PCR 

的产物出现，如图2(封 3彩版)所示。说明用重组 

质粒 pEGFPTIW2转染的细胞中已经有了 1]厂、， 

ORF2基因的转录产物。 

2．3 11 VP2在 Cos7细胞中的分布 

转染了重组质粒 pEGFPTTV2的 Cos7细胞与 

转染空质粒pEGFP-N1阴性对照组细胞PI染色后分 

别于共聚焦显微镜下观察。结果如图3(封 3彩版) 

所示，实验组细胞中表达出GFP—VP2的融合蛋白， 

除在细胞质中存在外，在细胞核内局部有明显的黄 

绿色荧光产生，这是由于 GFP的绿色光与经 PI染 

色后产生的红色光叠加所致，表明 GFP—VP2融合 

蛋白进入了细胞核内。这一现象在进一步放大的图 

3B 中更为清楚。GFP—VP2融合蛋白在核中并非均 

匀分散地分布，而是集中在核膜内侧，也不分布在 

核仁中，说明VP2可能与病毒的DNA复制或转录 

有关。而对照组细胞只表达GFP蛋白，GFP基本上 

分布在细胞质中，而不进入细胞核中且在整个细胞 

质中呈均匀分布状态，如图3C所示。 
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3 讨论 

1广】rv的感染普遍存在于人群中，虽然 目前没有 

充分的证据证明 1广】rv 感染可以明显引起肝细胞病 

变，但是1广】rv的感染能使病人的ALT显著升高， 

其某些变异株可能引起急性肝炎的发生，有的甚至 

可能是导致血友病人隐匿性肝衰竭的原因L5J，因此 

对 1广】rv 作用机理和致病性的研究很有必要的。目 

前对于 1广】rv的研究主要集中于对其变异株的分离， 

测序及序列比较，对于其蛋白质功能的研究却很 

少。对病毒蛋白质功能的研究对了解病毒致病机理 

是必不可少的。 

在本研究中，我们把TTv非结构蛋~]ORF2的编 

码区与GFP融合，成功地在Cos7细胞中表达出融合 

蛋白，并且用共聚焦显微镜研究该蛋白在细胞内的 

分布，结合PI染色技术使细胞核显示出红色荧光。 

这样就能清楚的区分出细胞质，核膜，核质和核仁， 

以保证定位的准确。我们发现，GFP．VP2融合蛋白 

除分布在细胞质外，也分布在核中，主要集中在核 

膜内侧，而且在核膜内侧的局部荧光远超过在细胞 

质中的强度。而对照的只表达GFP的细胞中绝无此 

现象，GFP基本均匀地分布在细胞质中。 

根据Garcia．Bustos等人总结出来的核蛋白定位 

的基本原则u州：分子量在40kDa～60kDa以下的蛋白 

质除了可以通过核孔被动扩散进入细胞核外，还可 

以通过主动运输进入细胞核内，、超过一定限度的蛋 

白质 则需要在核定位序列 (Nuclear Localization 

Signals，NLS)存在的情况下，通过核孔复合体 

(Nuclear Pore Complex，NPC)才能进入核内。被 

动扩散进入细胞核内的蛋白在细胞核内均匀分布， 

并且在细胞核内的浓度远远低于在细胞质 内的浓 

度。而主动运输到细胞核内的蛋白根据其功能的不 

同，蛋白质会运输到细胞核内不同的位置，分布相 

对集中，且局部浓度高于细胞质内的浓度。我们所 

表达的融合蛋白小于60kDa，在细胞核内非均匀分 

布 ，局 部浓 度远 大于 细胞 质 内的浓度 ，说 明 

GFP—VP2进入细胞核内是一个主动运输的过程。只 

表达GFP的细胞内可以看见，GFP基本上只均匀分 

布在细胞中。此外，在分析VP2的氨基酸序列时， 

我们发现与NLS相似的序列RKKR，我们怀疑VP2 

中也存在NLS，与VP2的核定位有关，这需要通过 

氨基酸替换或者缺失突变研究才能验证。 

1广】rv是一种单链负链DN 毒，在核内进行转 

录和复制。核膜往往是病毒DNA结合部位，并且在 

此进行转录和复制。ORF2编码的VP2除在细胞质里 

外，集中分布在核膜内侧，因此根据我们的研究结 

果分析，非结构蛋白VP2可能参与病毒DNA的转录 

与复制。在比较1广】rv各个变异株中VP2的氨基酸序 

列时发现，虽然ORF2的变异性很大，但是在现有 

的vP2的氨基酸序列中都存在一段保守的氨基酸序 

Y~JWX7HX3CXCXsH，并且这段保守序列同样存在 

于与1广】广、，同属于副环状病毒科的CAV和TLMV的 

VP2q~L9】。有研究表明u”，CAV和TLMV的VP2具有 

酪氨酸磷酯酶 (protein．tyrosine phosphatase，PTPase) 

活性。一般而言，蛋白质去磷酸化酶的主要功能为 

有丝分裂的调控，基因转录，信号传导，细胞间的 

相互作用，以及细胞分化等等。但是对于病毒DNA 

分子量较小的CAV，TLMV而言，其复制高度依赖 

宿主细胞来完成。与细胞调控作用相比较，VP2在 

病毒复制中所起的作用可能更为重要。根据分析比 

较，我们推测1广】rv的VP2可能也具有PTPase的活性， 

并且该蛋白在TTV的病毒复制中起着极其重要的 

作用。 

综上所述，我们认为1广】rv的ORF2编码的VP2蛋 

白除在细胞质中外，也分布于细胞核内，并集中于 

细胞核膜内侧，它的功能可能是参与病毒DNA的复 

制和转录。 
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