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Abstract: The binding of HSV  to receptors of human fibroblast initiates viral infection and induces Ⅰ

the cells to express specific proteins. SR-15, one of these proteins, was identified to interact with certain 
zinc finger proteins containing KRAB domain through binding zinc finger domain in yeast trap system. 
This interaction impacts the transcriptional repression of ZNF268, which is one of this type of zinc 
finger proteins in cells. 
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摘要：人单纯疱疹病毒Ⅰ型（Herpes simplex virusⅠ, HSVⅠ）结合人成纤维细胞相应受体以启动感染的过程，能

够引起细胞产生特异性蛋白分子的表达，其中之一的 SR-15 蛋白经酵母双杂交系统分析证明可与细胞内多个具有

KRAB 结构的锌指蛋白产生特异性相互作用，其作用部位为锌指结构域，该作用能够影响该类蛋白之一 ZNF268

在细胞内的转录抑制作用。 
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 病毒感染细胞的过程是由病毒与受体的特异

性结合所介导的[1]，这一结合过程能够引起细胞在

信号传导中发生相关反应的事实已被研究所证实
[2,3]。人单纯疱疹病毒（Herpes simplex virus, HSV）

对上皮类细胞的感染，通常是由病毒表面的 gH 和

gC 蛋白与细胞膜上的硫酸乙酰肝素分子结合，随后

通过一个属于 TNF/NGF 家族成员的受体分子介导

进入细胞 [4]。实验已经证明，这样一个过程作为对

细胞的感染刺激，能够引起被感染细胞的基因表达

谱发生变化[5~7]，而针对这种变化所产生的蛋白分

子进行功能分析，将有助于深入认识及理解 HSV
的感染机制。在本实验室的前期研究工作中，我们

曾利用 HSVⅠ针对人成纤维细胞的感染体系，初步

分析了 HSVⅠ感染人成纤维细胞后，该细胞基因反

应的变化，并从中克隆到若干相关的 cDNA 基因[8]。 

其中被命名为 hsp-975 的基因编码一个具有 SR 蛋

白特征结构，由 121 个氨基酸组成的蛋白分子

(GenBank 登录号: AF281279)，这个蛋白仅在被感

染细胞的G1/S期间表达[9]，我们称其为SR-15蛋白。

为进一步了解 SR-15 蛋白的生物学功能，尤其是该

蛋白在 HSVⅠ感染早期所具有的功能意义，我们利

用蛋白分析的相关技术，对 SR-15 蛋白进行了系统

的分析。结果表明，SR-15 蛋白能够与人胚肺细胞

内多个具有 KRAB 结构的锌指蛋白产生特异性相

互作用，并影响该类蛋白之一的 ZNF268 在细胞内

的转录抑制作用。由于 SR-15 蛋白特异表达于 HSV
Ⅰ感染细胞的 G1/S 期，因此，它能够影响 KRAB
结构锌指蛋白类的转录抑制作用，这表明其显然具

有相应的细胞生物学意义。 
1  材料和方法 
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1.1  实验材料 
hsp-975 基因编码区片段（来自 pUC-975，本

实验室保存）与 pcDNA3（Invitrogen）分别经 EcoR
Ⅰ酶切处理后连接得到 pcDNA-975；hsp-975 编码

区片段与 pGBKT7（Clonetech）分别经 EcoRⅠ酶

切处理后连接得到 pGBKT-975。pGBKT-975-M 系

列载体以同样的方法，按照图 1A 所示构建；

pcDNA-ZF 由 ZNF286（NM_003 415）1～550 位氨

基酸编码区基因，其包含 6 个锌指结构域和一个类

KRAB 结构域，与 pcDNA3 经 BamHⅠ酶切并连接

构建，pACT-ZF 与上述同样片段及方法连接构建。

pACT-ZF-M 按图 1B 所示，根据相同方法构建。

pCAT-En 系列载体由 SP1 作用序列，CAAT 序列与

pCAT-Basic 载体（Invitrogen）连接构建。大肠杆菌

DH5-α，生长于 LB 培养液（本实验室保存）。  

中国仓鼠卵巢细胞 CHO-k1 生长于含 5%牛血

清的 F12 营养液培养，100U/mL 青霉素；20μg/mL 
链霉素，5%CO2，37℃培养。抗 SR-15 鼠抗体由本

实验室制备保存[8]，抗 ZF（KRAB-锌指蛋白）抗体

由 ZNF268 蛋白第 1～550 氨基酸与 GST 融合形成

的原核表达蛋白免疫小鼠所制备，本实验室保存。

1.2  质粒 DNA 转染细胞   

培养于六孔板中的CHO-k1细胞生长至 80%密

度后，利用 LipofectamineTM2000（Invitro- gene）转

染相应质粒 DNA（3μg /孔）。37℃ 培养 12h 后，

弃旧培养液，加入无抗生素的 DMEM（含 5%小牛

血清），37℃培养细胞 36h 后，经 PBS 清洗 3 次。

弃旧液，1×PBS 洗两次。用细胞刮收集细胞，

1000r/min 离心 5 min，弃上清，用于相应检测。 

 
 

 

 

图 1  用于与 ZNF268 蛋白相互作用结构分析的 HSP-975 突变体设计 
Fig.1  Design of mutation of HSP-975 and ZNF268 for analysis about the interaction of both proteins 
A: The design of HSP-975 mutants. B: The design of ZNF268 mutants.  

1.3 酵母双杂交系统检测蛋白质相互作用 

1.3.1  SR-15 蛋白作用蛋白的筛选：重组质粒

pGBKT7-975 转化酵母细胞 AH109 后，与预制人

胚肺细胞 cDNA 文库（Clontech）按标准方法融合。

过程为：分别挑取转化 cDNA 文库的 Y187 菌落和

转化 pGBKT7-975 的 AH109 菌落同时接种于 2 倍

的 YPDA 培养基中，30℃培养 20-24 h，融合后培

养液涂布于 SD/-Leu-Trp 平板，30℃培养 1 周；分

别挑菌落划线于 SD/-His-Leu-Trp 和 SD/-Ade-His- 
Leu-Trp 平板，30℃培养 1 周，选取阳性克隆。其

质粒转化大肠杆菌后，进行相应测序。 

1.3.2  重组质粒的转化和酵母融合：以重组质粒

pGBKT7-975-M 与 pACT2－ZF-M 系列载体分别

转化酵母细胞 AH109 和 Y187 后，分别涂布于

SD/-Trp 平板和 SD/-Leu 平板；同时设对照组质粒

pGBKT7-P53 和 pGBKT7-Lam 转化细胞。30℃培

养 1 周后，按上述方法进行融合并挑取阳性克隆。 
1.3.3  用 ONPG 液体法测定半乳糖苷酶活性：挑取

SD/-Ade-His-Leu-Trp 平板上的菌落接种到 5mL 
SD/-Ade-His-Leu-Trp 液体培养基中，摇床过夜培养

（30℃，200r/min，20 h）；转种于含 YPD 培养基

中 30℃摇床培养 3-5 h，OD600＝0.5~0.8 时，收获酵

母菌，并记录 OD 值。取样与 4mg/mL ONPG
（Promega）30℃ 孵育直到黄色显现，记录反应时

间；除去细胞碎片后分光光度计 420nm 光吸收值；

以下述公式计算 β-半乳糖苷酶单位：β-半乳糖苷酶
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单位数＝1000×OD420/t×5×OD600（OD600 =1mL 培

养液在 A600处的吸收值；t：反应时间）。实验重复

3 次。 

1.4  免疫沉淀 

经 pcDNA-975 和/或 pcDNA-ZF 转染的 CHO
细胞按上述方法在 25cm2 培养瓶中培养 24hr 后，

按标准方法更换无甲硫氨酸 MEM 培养基 10mL，
3h 后, 再次更换无甲硫氨酸 MEM 培养基 10mL， 
随之加入[S35]-甲硫氨酸至终浓度 50uCi/mL，继续

37°C 培养 10hr， 最终弃去上清, 以像皮刮子刮下

细 胞 ， 加 入 RIPA 缓 冲 液 [Tris.HCl 50mmol 
/L(pH7.5)，NaCl 150mmol/L，NP-40 1%，SDS 
0.1%，去氧胆酸 0.5%]200Μl， 4°C 裂解细胞。 取
[S35]-甲硫氨酸标记细胞裂解物 100μL，加入 50μL
抗血清，混匀后放置 37°C 2h；待抗原与特异性

抗体之间形成可溶性免疫复合物后，与 Sepha- 
rose-A 蛋白混合置 4°C 1hr 形成免疫沉淀物，用

1×PBS 洗涤 2 次，离心后沉淀用 30μL SDS 样

品 Buffer 悬浮，漩涡混合后 100°C 煮沸 5min，于

室温离心，弃沉淀，上样于 12% SDS-PAGE 胶电

泳；将凝胶用固定液固定，置凝胶于干燥仪上干

燥后，进行放射自显影。 
1.5  氯霉素乙酰转移酶 (Chloramphenicol acetyl- 

transferase, CAT)报告基因活性检测 

将转染后所收集的细胞，重悬于 200μL 
Tris·HCl（25mmol/L，pH8.0）缓冲液中，冻融 3
次，16000g 离心 3min，除去细胞碎片，所得上清

40μL 放入 60℃水浴 10 min 后各加入 10μl 
9.25×105Bq/mL [H3]-氯霉素+5μL 正丁酰辅酶 A＋

70μL Tris·HCl（25mmol/L，pH8.0），同时设空白

对照。37℃水浴 1h 后，每只离心管加入 300μL 二

甲苯，振荡离心，将上层有机液移至另一只新离

心管，每管各加入 100 μL 新鲜的 250 mmol/L Tris. 
HCl（pH8.0），振荡离心。小心吸取 200 μL 上层

液相移至液闪管，加入相应的液闪液。进行 3H 液

闪计数，当数值位于 10 000～150 000 时，CAT 活

性处在线性范围内。 
1.6 统计学分析 

 使用 SPSS 软件包对相关数据进行处理，统计

结果以 P 值表示。有关结果以均数±标准差表示。 

2  结果  

2.1  SR-15 蛋白能够特异结合结构域 

以 SR-15 为诱饵蛋白在酵母双杂交系统中对

人胚肺组织 cDNA 库的筛选结果表明，在经过二

轮 SD/-Ade-His-Leu-Trp 的筛选后，仍形成 10 余个

相互作用阳性克隆，根据对其与实验设置的阳性

对照、阴性对照及相应的系统对照等所进行的综

合分析，确定了这些阳性克隆均属于与 SR-15 相

互作用的特定克隆，进一步对这些克隆进行的测

序分析表明，这些克隆均属于锌与锌指蛋白类分

子的特异作用，我们克隆了 ZNF268（NM_003404）
基因中编码第 1～ 550 位氨基酸的片段 ZF 
(Fig.1B) ， 并 构 建 了 相 应 的 真 核 表 达 载 体

pcDNA-ZF，将其与 pcDNA-975 共转染入 CHO 细

胞，再以免疫沉淀试验证实了二者在细胞内的相

互作用（Fig.2）。在其中，抗 SR-15 特异抗血清及

抗 ZF(KRAB-锌指蛋白)抗体，均能够将二者同时

捕获。这些结果均肯定了 SR-15 和锌指结构蛋白

具有相互作用的特性。 

表 1 能与 SR-15 产生特异作用的蛋白的编码基因 
Table 1  The genes that encoded proteins interactions with 

SR-15 specifically 
GenBank No. Namea 

NM-003404 ZNF268 
NP-694422 Zinc finger protein 268 isoform 

AAL99923 CLL-ossociated antigen KW-4splicevarian 
AAHH48350 ZNF84 protein 
NP-001007089 Zinc finger protein 21 isoform 2 
NP-940882 Zinc finger protein 615 
BAA34518 KIAA0798 protein 
AAH02858 Zinc finger protein 432 
AAV97944 ZNF 569 
AAH93625 Zinc finger protein 585B 
NP-062537 Zinc finger protein 26 (KOX20) 
aThe proteins encoded by these genes list in table contain KBAB 
structure and zinc finger domain.  

 

图 2  利用抗SR-15和抗 ZF蛋白抗体对质粒共转染 CHO 细

胞的免疫沉淀分析 

Fig.2  Immunoprecipitation of CHO cells co-transfected by 
plasmids with antibodies of SR-15 or ZF 

1, pcDNA-975 and pcDNA-ZF with SR-15 antibody; 2, pcDNA-975 and 
pcDNA-ZF with ZF antibody; 3, SR-15 antibody; 4, ZF antibody 

2.2  SR-15 蛋白与锌指结构蛋白相互作用的机制 
为了解 SR-15 与锌指蛋白的作用机制，我们设

计了 4 个 SR-15 蛋白的缺失突变体（Fig.1A），将其

分别克隆进入 pGBKT7 双杂交诱饵载体，利用β

-gal 结合活性实验，分别与克隆于 pACT 中的锌指

结构蛋白 ZF 进行体内结合检测。结果表明，SR-15
蛋白是以其完整结构的分子与锌指结构发生相互
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作用，任何缺失突变均直接影响与该 KRAB-锌指结

构蛋白的结合(Fig.3A)。而以 ZF 蛋白的不同缺失突

变体(Fig.1B)与完整SR-15分子的β-gal活性结合检

测表明，ZNF268 分子中与 SR-15 分子发生结合作

用的主要是具有锌指结构域的部分，而具有 KRAB
结构的部分无明显结合作用（Fig.3B）。 

 

 

图 3   SR-15 与 ZF 相互作用的结构域分析 
Fig.3  Analysis of structural domain that interacting between 

SR-15 and ZF proteins 
A: Interaction of SR-15 mutants and ZF. 1, pGBKT-p53 + pACT-LT; 2, 
pGBKT-975+pACT-ZF; 3, pGBKT-975-m1 + pACT-ZF; 4, pGBKT-975-m2 
+ pACT-ZF; 5, pGBKT-975-m3 + pACT-ZF; 6, pGBKT-975-m4 + 
pACT-ZF; 7, pGBKT-975 + pACT2; 8, pGBKT7 + pACT-ZF. Detail 
protocol of experiment was described in material and method. Each sample 
was performed in three wells. B: Interaction of ZF mutants and SR-15. 1, 
pGBKT-p53 + pACT-LT; 2, pGBKT-975 + pACT-ZF; 3, pGBKT-975 + 
pACT-ZF-m1; 4, pGBKT-975 + pACT- ZF-m2; 5, pGBKT-975 + 
pACT-ZF-m3; 6, pGBKT-975 + pACT- ZF-m4; 7, pGBKT-975 + pACT2; 8, 
pGBKT7 + pACT-ZF. Detail protocol of experiment was described in 
material and method. Each sample was performed in three wells. 

 2.3  SR-15 蛋白影响 ZF 蛋白在细胞内的转录调

控效率 

以往的许多资料表明，KRAB-锌指蛋白依赖于

其特殊的锌指结构域结合于 DNA 并对其调控元件

CAAT 而发挥转录调控功能[10]，很显然，任何结合

KRAB-锌指结构域不导致的阻断作用，都将直接影

响锌指结构域对 DNA 的结合，并导致该蛋白对

CAAT 元件调控功能的改变。目前尚无明确的资料

证实，在本实验中能够与 SR-15 蛋白产生特异相互

作用的 ZNF268 分子所有的调控特性，但由于它的

KRAB 结构域组成，可以推断其具有对 CAAT 调控

元件的转录抑制功能[11, 12]。在我们的 CAT 活性分

析实验的结果中，也提示该蛋白的 N-端部分（1-550
氨基酸）结构 ZF 能够抑制具有 CAAT 增强子及

SV40 启动子的 pCAT 表达载体转录功能，从而降低

CAT 的表达量，而 SR-15 蛋白的存在，则直接影响

该 KRAB-锌指结构蛋白 ZF 的这种抑制功能

（Fig.4）。 

 

图 4  SR-15 对 ZF 转录抑制功能的影响作用 
Fig.4  Inhibition of ZF’s transcriptional repression on CAT expression by 

SR-15 
1, Control pcDNA3 and pCAT containing CAAT enhancer element and 
SV40 promoter. 2, pcDNA-975, pcDNA3 and pCAT containing CAAT 
enhancer element and SV40 promoter. 3, pcDNA-ZF, pcDNA3 and pCAT 
containing CAAT enhancer element and SV40 promoter.  4, pcDNA-975, 
pcDNA-ZF and pCAT containing CAAT enhancer element and SV40 
promoter. Static analysis of four groups shows: P < 0.05] 
 

3 讨论 

HSVⅠ对不同类型细胞的感染呈现出不同的

病理学结局[13]，这在很大程度上取决于该病毒基因

特殊的转录调控机理，以及病毒成分在感染复制过

程中与细胞的相互作用特性[14]。同时，针对代谢活

跃的人成纤维细胞而言，HSVⅠ结合其表面特异受

体分子的过程，事实上也形成了对细胞的特定刺

激，这种刺激信号引发的细胞反应，在一定程度上

也能对随后的感染结局产生相应的影响[15]。因此，

对HSVⅠ特异诱导的SR-15蛋白分子的生物学功能

分析，将有助于 HSVⅠ感染人成纤维细胞的机理分

析。我们前期的研究结果表明，SR-15 蛋白所具有

的特定结构，尤其是 RS 区域的存在，以及该蛋白

特定表达于 G1/S 期间，都提示了该蛋白有可能参

与细胞内与 DNA 或 RNA 的相互作用[9]。在本文所

讨论的工作中，我们通过酵母双杂交分析及免疫沉

淀实验，证明该蛋白能够与细胞内具有 KRAB 结构

的锌指蛋白结合，其结合部位为锌指结构域的密集

区域。而且，这种结合能够阻断这类 KRAB-锌指蛋

白的功能所表现的转录抑制效应，这些结果表明，

SR-15 作为一种在特定条件下产生的蛋白分子，在

细胞内发挥了针对 KRAB 结构锌指蛋白转录因子
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的调控作用。现有的资料表明，在不同类型的锌指

蛋白中，具有 KRAB 结构的蛋白分子主要对基因中

具有CAAT增强子序列的启动子转录过程表现抑制

作用，它们在胚胎分化、组织形成及多种细胞生物

学活动的过程中发挥了对某些基因表达的调控作

用[16]。而 SR-15 蛋白对这类蛋白的去抑制作用，表

明细胞能够执行另一种特定的调控方式，它可根据

环境信号的刺激，阻断这类锌指蛋白的转录抑制功

能，从而达到细胞的整体调节目的。但这样一种调

控过程发生在 HSVⅠ对细胞感染的早期，其最终导

致的细胞生物学功能的变化是否有利于病毒的感

染过程，还是会对感染的进程产生不利的影响，仅

只依据现有的资料尚无法定论。因此，进一步的分

析必须从系统的角度来认识这类特定蛋白和其它

细胞内功能分子的相互作用，以及它们在病毒感染

过程中的意义。 
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