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　　摘　要：目的　对构建的 ＨＥＶ新疆株ＯＲＦ３真核表达载体ｐｃＨＥＶ３进行ＤＮＡ序列分析，并转染 ＨｅｐＧ２细胞进行表达，为

进一步探索ＯＲＦ３蛋白功能提供基础。方法　对 ＨＥＶＯＲＦ３真核表达载体ｐｃＨＥＶ３进行ＤＮＡ测序，分析ＯＲＦ３蛋白一级结

构，脂质体介导法转染 ＨｅｐＧ２细胞，用免疫荧光法鉴定ＯＲＦ３蛋白的表达及细胞内定位。结果　ＨＥＶ新疆株ＯＲＦ３蛋白具有保

守的ＰＰＬＰ基序，转染 ＨｅｐＧ２细胞后经免疫荧光鉴定能在细胞内表达。结论　构建出 ＨＥＶＯＲＦ３蛋白真核表达重组载体，并能

在 ＨｅｐＧ２细胞表达，为进一步研究 ＨＥＶＯＲＦ３蛋白的功能提供了实验基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｖｉｒｕｓ（ＨＥＶ）；ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ（ＯＲＦ）；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

　　戊型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｖｉｒｕｓ，ＨＥＶ）在分类学上隶属

于单独的戊型肝炎病毒属，是引起戊型肝炎的病原体［１］。

ＨＥＶ基因组包含３个开放读码框架（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，

ＯＲＦ），即ＯＲＦ１、ＯＲＦ２、ＯＲＦ３，其中ＯＲＦ１编码病毒非结构蛋

白，ＯＲＦ２编码病毒衣壳蛋白，ＯＲＦ３位于 ＯＲＦ１和 ＯＲＦ２之

间，由３６９ｂｐ组成，编码蛋白相对分子质量约１３．５ｋＤ，由１２３

个氨基酸组成，目前ＯＲＦ３蛋白功能仍不清楚
［２３］。初步研究

提示其能与宿主靶细胞内信号蛋白相互作用，可能与 ＨＥＶ的

致病有关［４］。作者前期已克隆出 ＨＥＶ新疆株ＯＲＦ３全长ｃＤ

ＮＡ片段，并构建了真核表达载体ｐｃＨＥＶ３。为了研究 ＯＲＦ３

蛋白功能，其在真核细胞内的表达是关键一环。为此，本研究

对ＯＲＦ３ｃＤＮＡ进行测序，并转染 ＨｅｐＧ２细胞进行表达，为进

一步探索ＯＲＦ３蛋白功能提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＤＭＥＭ 细胞培养液、胎牛血清、胰蛋白酶、Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔＡＭＩＮＥ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标

记的兔抗鼠抗体购自Ｓｉｇｍａ公司。鼠抗ＯＲＦ３多克隆抗体由

浙江省医学科学院生物工程研究所提供，人肝癌细胞系

ＨｅｐＧ２细胞，由浙江大学肿瘤研究所提供。超净工作台、ＣＯ２

培养箱购自美国ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，荧光显微镜购自日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。测序引物合成和ＤＮＡ测序由上海生工生物

工程有限公司完成。

１．２　方法

１．２．１　ＨＥＶ ＯＲＦ３ｃＤＮＡ 序列分析　将已构建的 ＨＥＶ

ＯＲＦ３真核表达载体ｐｃＨＥＶ３转化大肠杆菌ＴＧ１扩增，从氨

苄青霉素抗性筛选和酶切电泳鉴定的阳性克隆中选择４个克

隆，经培养扩增后提取质粒ＤＮＡ，送上海生工生物工程有限公

司测序。测序引物：５′ＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧ

ＡＣＣ３′，用ｐｃＤＮＡ３多克隆酶切位点上游ＣＭＶＴ７启动子序

列作为测序时引物的结合位点。做双向测序。选择序列完全

正确的克隆进行扩增并用于下一步的研究。

１．２．２　ｐｃＨＥＶ３转染 ＨｅｐＧ２细胞　ＨｅｐＧ２细胞复苏后，用

含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基培养。转染前２４ｈ将

对数生长期细胞用０．２５％胰蛋白酶消化，计数后取１×１０６ 个

细胞接种在６０ｍｍ培养皿中，等细胞生长达８０％融合时用于

转染。将转染细胞分为２组：第１组，转染重组质粒ｐｃＨＥＶ３；

第２组，转染质粒ｐｃＤＮＡ３。培养皿中细胞生长达８０％融合时，

取６μＬ脂质体和３μｇ质粒，按脂质体操作说明转染至 ＨｅｐＧ２

细胞中。转染４８ｈ后，测定细胞瞬时表达ＯＲＦ３蛋白情况。

１．２．３　ＨｅｐＧ２细胞中ＯＲＦ３蛋白瞬时表达检测　用免疫荧

光法原位检测ＨＥＶＯＲＦ３蛋白表达及细胞内定位。取干净盖

玻片，用ＤＭＥＭ培养基漂洗数次，放入细胞培养皿中，将转染

后的 ＨｅｐＧ２细胞传入该皿。待盖玻片上长满细胞后，取出凉

干。在ｐａｒｏｆｉｌｍ膜上滴加鼠抗ＯＲＦ３抗体，将盖玻片有细胞的

一面向下盖在抗体上，密封于３７℃湿盒中孵育０．５～１ｈ。加

ＦＩＴＣ标记的兔抗鼠抗体在ｐａｒｏｆｉｌｍ膜上，将盖玻片有细胞的

一面向下盖在抗体上，放入湿盒中，于３７℃孵育０．５～１ｈ。用

６０％的甘油将盖玻片封在载玻片上，置于荧光显微镜下观察。

２　结　　果

２．１　ＨＥＶＯＲＦ３ｃＤＮＡ序列分析　从氨苄青霉素抗性筛选
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和酶切电泳鉴定的阳性克隆中选择４个克隆，经培养扩增后提

取质粒ＤＮＡ，送上海生工生物工程有限公司做序列分析。测

序引物：５′ＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＣＣ３′，用

ｐｃＤＮＡ３多克隆酶切位点上游ＣＭＶＴ７启动子序列作为测序

时引物的结合位点。做双向测序。测序结果证实插入序列与

ＨＥＶＯＲＦ３ｃＤＮＡ序列完全符合，无碱基突变。序列分析结

果见图１。

图１　　ｐｃＨＥＶ３ＤＮＡ测序图谱

２．２　ＨＥＶＯＲＦ３蛋白氨基酸序列分析　根据遗传密码表，由

ＨＥＶ新疆株ＯＲＦ３ｃＤＮＡ碱基序列预测其编码蛋白质氨基酸

序列组成如下，其中斜体代表第１０４～１１３位富含脯氨酸多肽

区氨基酸序列。

　　Ｈ２ＮＭＮＮＭＳＦＡＡＰＭＧＳＲＰＣＡＬＧＬＦＣＣ

ＣＳＳＣＦＣＬＣＣＰＲＨＲＰＶＳＲＬＡＡＶＶＧＧＡＡＡ

ＶＰＡＶＶＳＧＶＴＧＬＩＬＳＰＳＱＳＰＩＦＩＱＰＴＰＳＰＰ

ＭＳＰＬＲＰＧＬＤＬＶＦＡＮＰＰＤＨＳＡＰＬＧ犞犜犚犘

犛犃犘犘犔犘犎犞 ＶＤＬＰＱＬＧＰＲＲＣＯＯＨ

从世界各地分离到的不同戊型肝炎病毒株 ＯＲＦ３ｃＤＮＡ

第２０８～３６９位碱基序列较为保守，编码的氨基酸序列更为保

守。不同 ＨＥＶ分离株 ＯＲＦ３蛋白第７０～１２３位氨基酸序列

比较如下，其中斜体代表第１０４～１１３位富含脯氨酸多肽区氨

基酸序列。

新疆株　　　７０ＦＩＱＰＴＰＳＰＰＭＳＰＬＲＰＧＬＤＬＶＦＡＮＰＰ

ＤＨＳＡＰＬＧＶＴ犚犘犛犃犘犘犔犘犎犞ＶＤＬＰＱＬＧＰＲＲ　１２３

巴基斯坦株　７０ＦＩＱＰＴＰＳＰＰＭＳＰＬＲＰＧＬＤＬＶＦＡＮＰＰ

ＤＨＳＡＰＬＧＶＴ犚犘犛犃犘犘犔犘犎犞ＶＤＬＰＱＬＧＰＲＲ　１２３

缅甸株　　　７０ＦＩＱＰＴＰＳＰＰＭＳＰＬＲＰＧＬＤＬＶＦＡＮＱＰ

ＤＨＳＡＰＬＧＶＴ犚犘犛犃犘犘犔犘犎犞ＶＤＬＰＱＬＧＰＲＲ　１２３

中国株　　　７０ＦＩＱＰＴＰＳＰＰＭＳＰＬＲＰＧＬＤＬＶＦＡＮＰＰ

ＤＨＳＡＰＬＧＶＴ犚犘犛犃犘犘犔犘犎犞ＶＤＬＰＱＬＧＰＲＲ　１２３

印度株　　　７０ＦＩＱＰＴＰＳＰＲＭＳＰＬＲＰＧＬＤＬＶＦＡＮＰＰ

ＤＨＳＡＰＬＧＡＴ犚犘犛犃犘犘犔犘犎犞ＶＤＬＰＱＬＧＰＲＲ　１２３

墨西哥株　　７０ＦＩＱＰＴＰＬＰＱＴＬＰＬＲＰＧＬＤＬＶＦＡＮＱＰ

ＤＨＳＡＰＬＧＥＩ犚犘犛犃犘犘犔犘ＰＶＡＤＬＰＱＰＧＰＲＲ　１２３

２．３　ＨＥＶＯＲＦ３蛋白在 ＨｅｐＧ２细胞中表达　将重组质粒

ｐｃＨＥＶ３转染至 ＨｅｐＧ２细胞，４８ｈ后固定细胞，加入抗ＯＲＦ３

抗体及ＦＩＴＣ标记的二抗，置荧光显微镜下观察。结果显示，

ＨｅｐＧ２细胞内有ＯＲＦ３蛋白表达，且 ＯＲＦ３蛋白表达主要在

细胞质中，呈点状分布，结果如图２所示。

　　Ａ：转染质粒ｐｃＤＮＡ３ＨｅｐＧ２细胞；Ｂ：转染重组质粒ｐｃＨＥＶ３

ＨｅｐＧ２细胞。

图２　　免疫荧光检测 ＨｅｐＧ２细胞中ＯＲＦ３蛋白瞬时

表达及细胞内定位

３　讨　　论

戊型肝炎是由 ＨＥＶ感染引起的消化道传染病，主要通过

粪口途径传播，临床上发病急，容易发展成重型肝炎，病死率

较高，是许多发展中国家的重要公共卫生问题［５］。由于 ＨＥＶ

体外难以培养，又没有成功的小动物实验感染模型，ＨＥＶ致病

机制仍不清楚，为戊型肝炎防治带来很大困难［６］。进一步探索

ＨＥＶ的致病机制，可为戊型肝炎的防治提供理论基础和实验

资料，具有重要意义。

人体内正常细胞发挥功能是通过细胞内众多的信号分子

之间进行特定有序的相互作用完成的。若这些过程发生紊乱，

就会影响细胞的结构和功能，继而引起相关疾病。病毒感染人

体后，可通过人体细胞表达多种病毒基因编码蛋白，其中有些

可与细胞内信号分子以配体受体相结合的方式发生相互作

用，干扰细胞内正常信号的转导，引起细胞结构和功能异常，在

病毒致病中发挥重要作用［７１１］。Ｓｒｃ同源序列３结构域（Ｓｒｃ

ｈｏｍｏｌｏｇｙ３ｄｏｍａｉｎ，ＳＨ３结构域）由５０～１００个氨基酸残基组

成，存在于多种激酶分子调节亚基之中，可通过与配体蛋白中

富含脯氨酸氨基酸序列识别结合而调节激酶的活性［１２１３］。

ＳＨ３结构域识别的配体蛋白的核心区氨基酸序列为ＸＰ（Ｐ）

ＸＰ，其中Ｐ代表保守的脯氨酸，Ｘ代表脂肪族氨基酸，（Ｐ）多

为脯氨酸。实验研究表明，多种引起慢性感染的病毒，均可通

过其编码蛋白上的 ＸＰ（Ｐ）ＸＰ基序，与宿主细胞内含ＳＨ３

结构域的蛋白激酶结合，激活相关的信号转导通路，从而有利

于病毒在人体内的复制、免疫逃避以及病毒感染慢性化，与病

毒致病有密切关系［１４］。

ＨＥＶＯＲＦ３由３６９ｂｐ组成，编码蛋白包含１２３个氨基酸，

相对分子质量约１３．５×１０３，目前 ＯＲＦ３蛋白功能仍不清楚。

氨基酸序列分析表明，从世界各地分离到的不同戊型肝炎病毒

株ＯＲＦ３蛋白中１０４～１１３位氨基酸序列组成（ＲＰＳＡＰＰＬ

ＰＨＶ）高度保守
［１５］，都含有富含脯氨酸的ＰＰＬＰ基序。由此推

测，人体感染 ＨＥＶ后，在体内表达的ＯＲＦ３蛋白可通过ＰＰＬＰ

基序与含ＳＨ３结构域的蛋白激酶结合，激活相关信号转导通

路，在戊型肝炎的发病过程中发挥重要作用。为了深入研究

ＯＲＦ３蛋白的功能，本研究在已构建的 ＨＥＶＯＲＦ３ｃＤＮＡ真

核表达载体的基础上，对 ＯＲＦ３ｃＤＮＡ进行序列分析，结果证

实插入序列与已报道 ＨＥＶ新疆株 ＯＲＦ３ｃＤＮＡ序列完全符

合，无碱基突变。由碱基序列预测ＯＲＦ３蛋白一级结构，表明

其氨基酸序列与已报道的其他戊型肝炎病毒株一样，都含有保

守的ＲＰＳＡＰＰＬＰＨＶ序列，可用来进一步研究ＯＲＦ３蛋白与信

号分子的相互作用。本研究所构建的ｐｃＨＥＶ３为真核表达重

组载体，具有ＣＭＶＴ７启动子，能在真核细胞高效表达外源基

因。将ｐｃＨＥＶ３转染 ＨｅｐＧ２细胞后，通过免疫荧光检测表

明，ＯＲＦ３蛋白在细胞内能够高效表达。ＯＲＦ３蛋白在 ＨｅｐＧ２
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细胞表达后，经过翻译后修饰和加工，具有天然病毒蛋白的结

构和生物学活性，可作为研究ＯＲＦ３蛋白与宿主细胞相互作用

的有效工具，为进一步探索ＯＲＦ３蛋白在戊型肝炎发病中的作

用奠定了基础。
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［１１］陈盼，赵明，蒋鹏，等．盐酸右美托咪啶预处理对缺血再

灌注损伤大鼠心肌Ｂａｘ和Ｂｃｌ２表达的影响［Ｊ］．重庆医

学，２０１２，４１（１６）：１６０４１６０６．

［１２］ＸｉｅＺ，ＫｏｙａｍａＴ，ＳｕｚｕｋｉＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｏｎａｒｙｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＪａｐａｎＨｅａｒｔＪ，２００１，４２（６）：７５９

７７０．

［１３］ＭｃＣｌｉｎｔｏｃｋＤＳ，ＳａｎｔｏｒｅＭＴ，ＬｅｅＶＹ，ｅｔａｌ．Ｂｃｌ２ｆａｍｉｌｙ

ｍｅｍｂｅｒｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｃｈａｉｎｒｅｇｕｌａｔｅ

ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌＣｅｌｌ

Ｂｉｏｌ，２００２，２２（１）：９４１０４．

［１４］ＣａｉＬ，ＬｉＷ，ＷａｎｇＧ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓｉｎｍｏｕｓｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ

ｍｅｄｉａｔｅｄＣａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，

２００２，５１（６）：１９３８１９４８．

［１５］ＶｏｕｔｓａｄａｋｉｓＩＡ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｌｙｍ

ｐｈｏｍａ［Ｊ］．ＡｃｔａＯｎｃｏｌｏｇｉｃａ，２０００，３９（２）：１５１１５６．

［１６］ＳｃｈｏｎＥＡ，ＭａｎｆｒｅｄｉＧ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００３，１１１（３）：

３０３３１２．

（收稿日期：２０１４０２１５　修回日期：２０１４０５２０）

６３０３ 重庆医学２０１４年８月第４３卷第２３期


