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乙肝病毒 !"#$%&"#’蛋白对 ()*!+，,()*-./"0，,1唾液酸
转移酶的反式激活作用

丁卉平 王俊琦 金城"

（中国科学院微生物研究所微生物资源国家重点实验室 北京 !%%%"%）

摘 要 G8H方法扩增乙肝病毒 IJKE/、JK> 基因片段，构建真核表达载体 .CL+M:N!3IJKE/ 和 .CL+M:N!3JK>。
G8H方法从肝细胞基因组中扩增出 O=)!!，:O=)+MC"$，:3唾液酸转移酶（,;:O=)P）的启动子 GE@=)，用 GE@=)取代 .?O<G3
+!的启动子 .8I’构建 .?O<G3+!3GE@=)。利用磷酸钙3L+M共沉淀的方法，将 .CL+M:N!3IJKE/、.CL+M:N!3JK>分别
与 .?O<G3+!3GE@=)瞬时共转染至正常肝细胞 QOR366%!。流式细胞仪分析细胞平均荧光密度值发现，IJKE/、JK>分
别将 ,;:O=)P启动子的活性上调了 :#N$S和 4:N"S。研究了乙肝病毒 IJKE/、JK>对 ,;:O=)P的转录调控作用，对于
揭示乙肝病毒感染与唾液酸转移酶之间的关系做了非常有益的探索。
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乙肝病毒（J-.=/@/@E K T@2FE，JK’）属于嗜肝 L+M
病毒科，是已知的最小的 L+M病毒之一。JK’不仅
可以导致急性和慢性肝炎，而且被认为是人肝细胞

癌症（JF0=B U-.=/(C-))F)=2 C=2C@B(0=，J88）的主要致
病因子。目前，世界上的 JK’慢性感染患者超过 $
亿，每年约 $%% 万人死于这种感染［!］。流行病学和
分子病毒学的研究显示 JK’携带者患 J88的潜在
危险是非携带者的 !%% 倍［$］，而且在几乎所有的
JK’相关的肝癌组织中都发现有整合在细胞染色
体上的 JK’基因序列。但 JK’在肝癌发生发展中
所起的作用仍未研究清楚。

JK’基因组大约 :N$V1，有 4 个部分重叠的开
放阅读框：G、8、9、.2-,W,，分别编码病毒聚合酶、JKC
和 JK-抗原、JK>蛋白及 XJKE、IJKE、,JKE : 种表
面抗原［:］。研究发现，整合在细胞染色体上的 JK’
L+M通常发生了重组和部分缺失，G、8阅读框被破
坏，而 5%S的情况下 9区域保持完整，且 .2-,W, 的
:Y末端被截短［4］。$%世纪 "%、&%年代发现 JK>和 :Y
端截短的 IJKE（IJKE/）蛋白对许多病毒、细胞启动
子有反式激活作用，可以上调病毒及细胞基因的表

达，从而参与肝癌的发展过程［#，5］。

唾液酸是羧化的九碳糖，为相关的神经氨酸衍

生物组成的一个家族，位于糖链末端，是糖链的关键

决定簇，广泛存在于一些病毒、细菌、多种高等生物

及所有哺乳动物的细胞膜和体液中，在许多生物过

程中起重要的作用，如：病毒、细菌等微生物对宿主

细胞的感染，癌细胞的恶性转化，选凝素（,-)-C/@B）介
导的细胞粘附等［6］。唾液酸化的糖蛋白和糖脂在正

常细胞和癌细胞表面具有重要的、在药理学上适用

的关系。唾液酸转移酶负责催化唾液酸从 8IG3唾
液酸转移到糖蛋白和糖脂的糖链非还原端。该酶在

大多数哺乳动物细胞中以相当低的水平组成性表

达，保证细胞蛋白质和脂类的糖基化，其时空表达主

要在转录水平上调控［"］。

本实验室已经从人胎肝中克隆得到了一种

O=)!!，:O=)+MC"$，:3唾液酸转移酶（,;:O=)P），发现该
酶在肝癌组织中的表达量高于正常肝组织，在癌旁

组织中的表达又高于癌组织，而所检癌旁组织多为

JK’感染的组织，因此推测 ,;:O=)P与 JK’慢性感
染到肝硬化直至肝癌发生这一过程密切相关，其表

达量升高可能是肝癌早期的一种标志［&］，但它在肝

癌发展中的具体生物学作用还不清楚。本文探讨了



!"#$% 和 "#& ’种蛋白对 ()*+,-.转录的调控作用，
希望为研究 "#/感染所引起的肝细胞中的变化及
其与肝癌发生发展的关系提供更多线索。

! 材料和方法

!"! 菌种与试剂
大肠杆菌 0"1!为本实验室保存；限制酶、细胞

培养用 0!2!培养基均购自 +.#34公司；胎牛血清
购自 "56-789公司；),: 0;<聚合酶为 ),=,>,（大连）
公司产品；"2?2(为 >76@9公司产品；其余试剂均为
国产分析纯。

!"# 载体构建
A60;<*BC（ D）为本实验室保存；A"#/ 由军事

医学科学院王海涛惠赠，A2+E?F;C购自 3-78%96@公
司。以 A"#/ 为模板，分别设计引物扩增 "#& 和
!"#$% 基 因 片 段，!"#$% 的 上 游 引 物 为 1GF
++<<+3))<)+3<+)++<<))33F*G（划 线 部 分 为
!"#H"位点），下游引物为 1GF+33)3+<+))<)3))F
+)3<<3<<+F*G（划线部分为 $%&.位点）。"#&的上
游引物为 1GF<3<<+3))<)++3)+3)<++3)+)<3F*G
（划线部分为 !"#H"位点），下游引物为 1GF3)3)3F
+<+))<++3<+<++)+<<<<<+))+3<F*G（划线部分
为 $%&.位点）。经 !"#H"和 $%&.酶切后的 ?3>产
物连接于用相同酶消化的 A60;<*BC（ D），构建真核
表达载体 A60;<*BCF"#&和 A60;<*BCF!"#$%。
设计 ?3>引物，上游为 1GF++<))<<)++3+3)F

++<<++<)+3<<F*G（划线部分为 /$A. 位点），下游
为 1GF<)<<+3))<+++)+++<+<+++3)3+F*G（划线
部分为 !"#H"位点），以 I+JFKKLC细胞基因组 0;<
为模板，扩增 ()*+,-.启动子，经 ’()* 和 !"#H"酶切
后连接到用相同酶消化的 A2+E?F;C，并将此改造后
的载体命名为 A2+E?F;CF?$M,-。
!"$ 质粒纯化
用超螺旋状质粒转染，可以获得较高的转染效

率。按照文献［CL］中的方法纯化质粒。
!"% 细胞培养

I+JFKKLC细胞购自上海生化细胞所细胞库，用
含 CLN胎牛血清的 0!2!培养基在有一定湿度
1N34’ 的 *KO培养箱中培养。

!"& 细胞基因组 ’()的提取
参照文献［CL］中的方法提取 I+JFKKLC细胞的

基因组 0;<。
!"* ’()瞬时转染
瞬时转染参考文献［CC］进行：转染前 ’P@，以 Q R

CL1 细胞SQ6T平皿的密度接种细胞，使转染时的细胞
达到 PLN U VLN的汇片。1#W A2+E?F;CF?$M,-分别与
A60;<*BCF!"#$%、A60;<*BCF"#& 以 C X 1 的摩尔量混
合至终体积 ’’L#Y，加入 ’1L#Y ’ R "2?2(缓冲液，混
匀。缓慢加入 *C#Y ’T7-SY 3,3-’，温和混匀 *L$，于室
温静置 ’L U *LTM8，以形成均匀的磷酸钙F0;<沉淀。
将 1LL#Y沉淀加入培养皿中，使细胞暴露于磷酸钙F
0;<沉淀中 CQ U ’L@。弃去培养液，?#(洗 ’次，换上
预热的新培养液。转染（PV Z 1）@后，LB1TT7-SY 20)<
消化细胞，?#( 重悬细胞沉淀，E<3(3,-M[\]（#96%78
0M6^M8$78）分析细胞平均荧光密度值。

# 结 果

#"! +,-./、,-0基因表达载体的构建
根据文献报道［C’，C*］，在 "#/第 C_PFKQ个氨基酸

之间截短的 !"#$% 和全长的 "#& 都有转录激活作
用。据此结构特征，设计引物扩增 !"#$%、"#& 片
段。?3>结果（图 C，’）显示，扩增得到的 0;<片段
与预期基因片段大小一致，分别为：!"#$% ’*K[A，
"#& PQ1[A。酶切后的片段连接到表达载体 A60F
;<*B C（ D ）（图 *），分别得到 A60;<*BCF!"#$% 和
A60;<*BCF"#&。经测序表明，扩增产物的序列与原
序列一致。

图 C "#/ !"#$% ?3>产物电泳分析（CB1N琼脂糖）
EMW‘C C‘1N ,W,]7$9 W9- 9-96%]7A@7]9$M$

7a !"#$% ?3> A]7H\6%（’*K[A）
!‘A#>*’’S#$%;. 0;< T,]^9]；C，’‘!"#$%

图 ’ "#/ "#&?3>产物电泳分析（C‘1N琼脂糖）
EMW‘’ C‘1N ,W,]7$9 W9- 9-96%]7A@7]9$M$

7a "#& ?3> A]7H\6%（PQ1[A）
!‘ CLL[A 0;< -,HH9]；C，’‘ "#&
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图 ! 真核表达载体 "#$%&!’(（ )）质粒图谱
*+,’! -." /0 1.11.2+.3 45"6477+/3 84#9/6 "#$%&!’(（ )）

!"! 瞬时共转染
! #! #$ :*;报告载体 "<:*;=%(=;7+.2的构建：根据
文献报道的 >?!:.2@启动子序列［(A］，设计 ;BC引物，
以细胞基因组 $%&为模板进行 ;BC。对 >?!:.2@启
动子序列进行分析，发现该区域的 :B 含量达到
DEF，不利于 $%&解链。而在反应体系中加入 GF
的 $->H后，可以降低解链温度，明显提高 ;BC 的
效率（图 A）。;BC产物经 !"#@和 $%&I!酶切后，连
接到相同酶处理的 "<:*;=%(（图 G），从而将 "<:*;=
%(上原有启动子 "B-J 替换成 >?!:.2@ 的启动子
;7+.2，构建成 "<:*;=%(=;7+.2，由 ;7+.2引导 :*;的表
达（图 D）。

图 A ;7+.2 ;BC 产物电泳图
*+,’A &3.2K7+7 /0 ;7+.2 ;BC "6/IL#9 /3 (F .,.6/74 ,42

( ’ (EEM" $%& 2.II46；N ’ ;7+.2 ;BC "6/IL#9；!’ $494#9+/3 /0 ;7+.2 +3

"<:*;=%(=;7+.2

图 G :*;报告载体 "<:*;=%(质粒图谱
*+,’G -." /0 :*; 64"/6946 84#9/6 "<:*;=%(

图 D "<:*;=%(=;7+.2报告载体的构建
*+,’D B/3796L#9+/3 /0 "<:*;=%(=;7+.2 64"/69 "2.71+I

! #! # ! 瞬时共转染细胞 :*; 的平均荧光密度分
析：为了探讨 -OP79 和 OP5 是否能够上调 >?!:.2@
启动子的活性，将表达载体 "#$%&!’ (=-OP79 和
"#$%&!Q(=OP5分别与含 ;7+.2启动子的载体 "<:*;=
%(=;7+.2共转染至 R:S=TTE( 细胞，以空载体 "#$=
%&!Q(（ )）与 "<:*;=%(=;7+.2共转染的 R:S=TTE(细
胞作对照。图 T显示的是收获转染细胞后，经流式
细胞仪分析得到的细胞平均荧光密度值。左上图为

未转染的细胞的 :*;峰形图，右上图为共转染细胞
的 :*;峰形图，将 :*;荧光值超过 (E( 的细胞定为
阳性细胞，即 -(区域的细胞。从图中可看出，共转
染细胞的 :*; 峰相对未转染细胞的 :*; 峰右移。
这说明共转染细胞中的 :*;得到表达，转染实验是
成功的。对实验组和对照组 -(区域的细胞平均荧
光密度值进行分析，得到图 T中下方的条形图。该
数据表明，-OP79、OP5的转入使 :*;的表达分别上
调了约 !GQNF和 A!QUF。

% 讨 论
乙肝病毒慢性感染与肝细胞癌症的发生发展有

很强的相关性，但其致病机理仍不清楚。有个别报

道认为 OPJ基因启动子和增强子的插入可能导致
细胞中癌相关基因被顺式激活，但是 OPJ并没有典
型的癌基因，其整合位点也不特异，而且病人在患上

肝癌之前有相当长的 OPJ潜伏期，这些都不能由顺
式激活机理来解释。另一种观点认为整合的 OPJ
基因通过反式效应激活或抑制与细胞生长分化相关

的基因表达，从而导致肝细胞癌症。实际上，早在

(VVE年就已发现 -OP79 和 OP5的转录激活作用并
研究了各自的结构特征［(N，(!］。OP5能够诱导或上调
一氧化氮合成酶（%H>）［(G］和转化生长因子（?:*=

"(）
［(D］的表达，其激活作用与细胞信号级联反应有

!GGG期 丁卉平等：乙肝病毒 -OP79 WOP5蛋白对 :.2"(，!:.2%&##N，!=唾液酸转移酶的反式激活作用



关，!"#、!"$、%&’、’()等信号分子都可能参与了该
过程［*+，*,］。而 %-.#/的作用途径不甚清楚。
研究表明，0123"45在肝癌、结肠癌、乳腺癌中的

6!7&水平明显高于正常组织。本实验室检测了 *8
例肝癌及其癌旁组织，发现癌旁组织中的 0123"45
表达水平相对癌组织分别高 *92 : 2*倍，其中 ;例

癌旁组织为 -.< 感染组织，另有 = 例虽然为 -.<
阴性，但其家族成员亦有 -.<感染或肝癌病史。这
说明在 -.<慢性感染到肝硬化直至肝癌发生的过
程中，0123"45的转录调节确实发生了变化，并且有
一定的个体差异。

图 + 流式细胞仪分析 3>’的平均荧光密度
>?@A+ >&)0)"4?BCD "E"4F#?# G$ 3>’ 6H"E $4CGDH#IHE/ ?E/HE#?/F

1JH J?#/G@D"6 G$ CE/D"E#$HI/HK IH44（4H$/）"EK /D"EHI$HI/HK IH44（6?KK4H）LHDH #JGLEA &EK 3>’ 6H"E $4CGDH#IHE/ ?E/HE#?/F J"K BHHE IG6M"DHK "6GE@ *，N，2：

（D?@J/，* A MIO7&2A*（ P）P MQ3>’R7*R’#?"4；NA MIO7&2A*R%-.#/ P MQ3>’R7*R’#?"4；2 A MIO7&2A*R-.S P MQ3>’R7*R’#?"4）A Q"IJ T"4CH DHMDH#HE/#

/JH 6H"E $4CGDH#IHE/ ?E/HE#?/F G$ 3>’ ?E /JDHH ?EKHMHEKHE/ HSMHD?6HE/#A ."D# ?EK?I"/H #/"EK"DK KHT?"/?GE G$ /JH 6H"E $4CGDH#IHE/ ?E/HE#?/F

本文首次研究了乙肝病毒 %-.#/、-.S 对 01 R
23"45的调控作用，发现 %-.#/、-.S 的瞬时转入使
0123"45启动子的活性分别上调了 2=9NU、829,U。
%蛋白是一种糖蛋白，第 2+位氨基酸上有一个 V和
0蛋白都没有的 WR糖基化位点，其糖链结构于 *;;;
年得到测定，并发现该结构与 0123"45 催化形成的
产物一致［*;］。可以推测，%-.#/、-.S 上调 0123"45
的转录，有利于大量合成被正确糖基化的 %蛋白，
从而包装出有感染力的乙肝病毒粒子。另一方面，

0123"45转录水平的变化可能导致肝细胞表面糖链
结构的变化，从而参与肝细胞恶性转化的过程。这

些研究与分析对于揭示乙肝病毒感染与唾液酸转移

酶之间的关系是非常有益的探索。

由于本研究采用体外培养的肝细胞为实验对

象，因而 %-.#/、-.S的转染可能不能完全反映乙肝
病毒体内感染肝细胞的状况。除了 %-.#/、-.S 以
外，也许还有许多其他因子参与肝癌发生发展过程

中的 0123"45转录调控。因此有必要结合体内实验
进一步探讨 -.<激活 0123"45的途径，确定细胞表
面肿瘤相关糖链结构的变化及其在肝细胞转化中的

作用，为进一步揭示乙型肝炎与肝硬化、肝癌之间的

联系提供重要线索。
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关于综述文章投稿的说明

近一时期，我刊综述类来稿激增，编辑部非常感谢大家对这个栏目的支持。但就来稿质量而言，尚不尽如人意。主要的

问题是：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。而且因为盲目选择热点，内容撞车的也较多。

为使此栏目更加新颖并更具可读性，我刊决定今后将优先筛选一些结合自身研究工作，文献新、有观点、有评论、有展望，

反映当前生物技术最新研究进展的综述文章。欢迎大家根据上述要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。
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