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·实验室研究-

丙型肝炎病毒基因1b型F蛋白对人肝细胞癌

细胞株HepG2凋亡的影响

杨静静 张云邓小昭许可王忠灿王洁 冯乐 丁伟良

【摘要】 目的研究丙型肝炎病毒(HCV)基因lb型F蛋白对人肝细胞癌细胞株HepG：凋亡的影

响。方法构建真核表达重组质粒pcDNA3．0．F-EGFP，并利用Lipofectamine 2000转染人肝细胞癌细

胞系HepGz，同时设pcDNA3．0．C-EGFP-HepG：阳性对照、pcDNA3．0．HcpG：为阴性对照及未转染HepGz

为空白对照，以Act．D、TNFai秀导四组细胞系发生凋亡。AnnexinV-FITC／PI双染检测肿瘤细胞凋亡率，

并使用细胞凋亡DNALadder检测，进一步验证HCV lb型F蛋自在肝细胞凋产的生物学功能效应。

结果pcDNA3．0．F-EGFP-HepG：细胞系在发生凋亡的时间上比pcDNA3．0．C-EGFP-HepG：快，但相对

空白质粒转染组及未转染HepG：细胞系有明显延迟，凋亡的发生率也明显低于阴性对照及空白对照细

胞系(P<0．001)。结论外源性基因HCV lb型F的引入及表达，对HepG：细胞的凋亡有抑制作用。
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【Abstract】 objective To investigate the effects of F protein of hepatitis C virus subtype 1b on

the apoptosis of human hepatocellular carcinom HeI：IG2 cells．Methods HepG2 cells were transfected wi也

recombinant plasmid pcDNA3．0．F．EGFP and pcDNA3．0．F．EGFP-HepG2 strain was exposed to Act—D

and tumor necrosis factor a(TNF a)treatment in order to induce cell apoptosis with positive control

pcDNA3．0．C．EGFP—HepG2，negative control pcDNA3．0．C．EGFP-HepG2 and blank control H印G2．
Annexin V二FITC／PI of flow cytometry was performed to determine the number of apoptotic cells．DNA

Ladder was used to observe the isolation of apoptotic DNA fragments in the apoptotic cells．Results

pcDNA3．O．nEG—P—HepG2 cell strain showed a much delayed apoptosis as well as obviously lowering the

apoptotic rate when compared wim me pcDNA3．O．HepG2 strain and HepG2 strain(P<0．001)．

Conclusion The introduction and expression of extraneous gene(the F gene of hepatitis C virus subtype

lb)could significantly inhibit the apoptosis ofHepG2 cells．

【Key words】Hepatitis Cvirus；F protein；Apoptosis；Tumor necrosis factor Ct

丙型肝炎病毒(HCV)是世界范同内慢性肝炎

的主要病原之一，约有1．8亿人被感染，常导致严重

肝病，包括肝硬化和肝细胞癌(HCC)⋯。在非洲和

南美一些国家／地区的HCV感染率高达lO％以上，

我国HCV感染率近3％并呈上升趋势拉】。有研究表

明，HCVC、NS3和NS5A蛋白与肝癌的发生发展有

关f3一】。其中，作为HCV惟一能够编码两种蛋白的

c基因，其编码的F蛋白的功能，尚未十分明确。在

HCV所致HCC患者体内，F蛋白的数量、抗体阳性
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率以及基因序列的突变率均显著升高，提示F蛋白

可能与HCC有关№J。HCV基因型分为6型，其中又

可分很多亚型。我国大部分地区主要流行的HCV

型别为基凶lb型[2】。基因lb型在慢性肝炎、肝硬化

和肝癌中占绝大多数，而国内外关于HCV lb型F蛋

白对肝癌细胞凋亡影响的研究甚少。本研究利用真

核表达载体pcDNA3．0将HCV lb型的C基因、F基

因转染至HepG：细胞，对照HCV C蛋白研究F蛋白

的存在对肝癌细胞的凋亡是否有抑制作用。

材料与方法

一、材料

1．标本来源：含有lb型HCV全长基因重组质

粒PUCll9．HCV、HepG2细胞、大肠埃希菌E．coli
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TGI及pcDNA3．0均为本实验室提供。 表1目的基因PcR引物

2．试剂：DNA Marker、DNA限制性内切酶

BamH I、XBa I、EeoR I、pMDl8一T Vector、T4 DNA

连接酶和蛋白质Marker为TaKaRa公司产品。细胞

转染试剂盒Lipofectamine2000为Invitrogen公司产

品。Taq酶为Promega公司产品。胶切回收试剂盒

购自上海申能博彩公司。鼠抗HCV-F mAb购自北

京博菲康公司，兔抗人HCV C单克隆抗体、鼠抗

EGFP单克隆抗体、重组人肿瘤坏死因子n师旺购自

北京博奥森公司。羊抗鼠HRP．IgG、羊抗兔HRP．

kG为博士德公司产品。培养基DMEM、胎牛血清、

G-418购自GIBCO公司，去内毒素提质粒试剂盒、

Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基

生物公司，细胞凋亡DNA Ladder检测试剂盒购自上

海美季生物公司。

二、方法

1．PCR引物设计、扩增产物及载体构建：根据

Pubmed上标准序列设计引物，并人为加上酶切位点

和保护碱基及柔性linker，根据GenBank上HCV lb

型F蛋白42位密码子一2／+1框移位及144位密码子

终止以HCV lb型c基因序列设引物。所需PCR引

物见表1，以HCV全基因质粒PUCll9一full为模板

应用PCR方法扩出C基因序列，扩增参数：94℃预

变性5 min，94℃变性30 s、55cC退火30 S、72％延伸

l min，扩增30个循环，72℃延伸5 min，1％琼脂糖凝

胶电泳分析PCR产物。将PCR取得的基因片段C

装入T载体(刊KaRa)，转化大肠埃希菌E．coli TGl。

挑选阳性克隆菌落，提取质粒经PCR、双酶切及测序

鉴定T-C。测序鉴定正确后分别以T-C为模板，重叠

延伸PCR技术(gene splicing by overlap extension

PCR，SOE PCR)扩增F上下游片段，退火温度为

60℃，其余扩增参数同上；再以F1、F4引物，F上下游

片段(分别插入T载体测序验证正确)等浓度混合作

为模板PCR扩增F融片段，退火温度为58℃，其余扩

增参数同上(图1)。将PCR取得的基因片段F融及

质粒T-C双酶切分别装人pcDNA3．0，提取质粒经

PCR、双酶切及测序鉴定。从pEGFP．NI质粒上用

EGFP引物G1、G2 PCR扩增EGFP产物，退火温度

为54℃，其余反应条件同上，PCR产物双酶切连接

人真核载体pcDNA3．0．F和pcDNA3．0一C，转化大肠

埃希菌E．coli TGl，挑选阳性克隆菌落，用去内毒素

提质粒试剂盒纯化质粒pcDNA3．0．F-EGFP和

peDNA3．0．C-EGFP并测序验证。

2．细胞转染及Western blot检测：将HepG2细胞

引物 序列(5’一3’) 限制性片段

Fl GOGCAACTGTT．C蕊AAGGGOGATC：CK订．{CK)(袷
F2 C!(KXX)GCACACoCA ACCl℃K×3CCCCl℃KX×)GGC

F3 GGGGCCCAGGTTGGGTGTGCGCGCGA(玎AG

F4 ACGo¨Z了．c TCCTAGGGGGGCGCCGACGAGCEcoR I

Cl ACG0甜7℃CArGAGCACGAATCCTAAACC BamH I

C2 ArA翻47TCGGAAGCTGGGATGGTCAAAC F．eoR 1

GI GCGC鱼丝呈塑笪丛美丛签丛簋塑曼笪 EeoR I血k冒

ArGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT

G2 TGG CTGA=rⅨrGA陀m6诅GTCGCG Xba I

旦一 日竺灾竺酬印晰T-C

I 心。。三：乏二。。州。，—百11肿三一⋯一一
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I：喇嗽
H
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9

EcoRI；’融：=．；=：=：：C=：：：：==：
图1 SOEPCR扩增F蛋白

接种于12孔板，2×10讯，70％。80％细胞融合后，分
别用peDNA3．0-B嬲卯l、pcDNA3．O-C-EGFP(阳性对

照)、peDNA3．0质粒(阴性对照)2“g和Lipofectamine

8 ul进行转染，转染48 h的peDNA3．O-F-EGFP-HepG2、

pcDNA3．0．C-EGFP-HepG2及pcDNA3．0．HepG2分别

在倒置荧光显微镜观察，计数EGFP阳性细胞并拍

照。利用G418(400 I_tg／m1)对转染48 h的三组细胞

进行稳定表达的筛选，收集细胞，分别加入0．5 ml蛋

白裂解液，按蛋白提取试剂盒说明书提取总蛋

白，一20％保存。检测前测样品蛋白浓度，按比例与

5×上样缓冲液混合，置100℃沸水中煮5 min，待

测。取等量蛋白样品及蛋白Marker上样进行

SDS．PAGE凝胶电泳，电泳后进行电转移，将凝胶转

移至硝酸纤维素膜上，置于含l％脱脂奶粉的TBST

中封闭过夜。将硝酸纤维素膜与1：200稀释的鼠抗

HCV-FⅡAb一抗溶液及1：5000稀释的抗兔IgG二抗

溶液作用，HRP．DAB底物显色试剂盒内的各溶液混

合，滴于膜上，室温染色10 mill，显色后拍照。同上步

骤再进行HCV-C、EGFP Western blot检测，结果拍照。

3．细胞凋亡检测：

(1)Act—D及TNFo,诱导细胞凋亡：将转染的

pcDNA3．O-F-EGFP-HepG(F组)、pcDNA3．O-C-EGFP-

HepG2(C组)、空白质粒组及未转染HepG2组四组细
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胞系以每孑L l×106接种在6孑L板中，待细胞生长贴

壁良好时，吸弁培养I：清，PBS冲洗孔内细胞2次，

冲洗去贴壁生长不良和悬浮细胞，参照文献[7]各加

入终浓度333 nmol／LAct—D的DMEM培养基2 ml，

诱导刺激30 min，再加入20¨l TNFa(10 mg／L)，开

始汁时诱导凋亡刺激时间。

(2)流式细胞仪检测：按上述(1)方法以Act—D、

n师0【诱导细胞发生凋亡，每组细胞各3复孔分别处

理0、8、16、24、32、40、48 h。每孔用0．25 ml胰酶消化

液消化收集细胞。每孔收集细胞用3 ml PBS洗涤1

次。RCF为95×g离心去PBS后按Annexin V-FITC

细胞凋亡检测试剂盒说明处理，上流式细胞仪检测。

(3)DNA Ladder凋产检测：按上述(1)方法以

Act—D、n盯0【i秀导细胞发生凋亡，每组细胞各3复孔分

别处理8、16、24、32、40、48 h用细胞刮收集，细胞DNA

的收集处理步骤参照上海美季生物公司的细胞凋亡

DNA Ladder检测试剂盒说明书进行。取上述各组细

胞不同处理时间的DNA样品15¨l加入3 p l

Loading buffer，1．5％琼脂糖凝胶电泳(凝胶和电泳缓

冲液TBE均加入0．5¨∥ml的溴化乙锭)；

5 V／cm电泳1 h，紫外灯下观察并拍照。

结 果

注：M：DNA Marker DL2000；pcDNA3．0一F-EGFP重组质粒酶

切鉴定结果：l：BamH I、EeoR l双酶切HCVF基凶片段．432bp；2：

EcoR l、Xba T双酶切EGFP基因片段，720 bp。pcDNA3．0一C—EGFP

重组质粒酶切答定结果：3：BamH I、EcoR I双酶切HCVC基因片

段，573bp；4：EcoRI、XbaI双酶切EGFP基因片段，720bp

图2 pcDNA3．0．BEGfP、pcDNA3．0．C-EGFP酶切鉴定

blot，F组细胞表达出相对分子质量(M)为16×103

蛋白，其他两组未有表达。抗HCV-C Western blot，

C组细胞表达⋯肛为22×103蛋白，其他未有表达。

而抗EGFP Western blot，F组及c组都表达出一条耽

为27×103的蛋白条带，而空白质粒转染组阴性表达

(图3、4)。

1．扩增目的片段及晕组克隆质粒的

酶切鉴定：分别用PCR及SOE PCR扩增

HCV lb型C基因、F基因片段及绿色荧

光蛋白EGFP基因片段，并分别插入真

核载体pcDNA3．0，载体重组后的

pcDNA3．0-F-EGFP、pcDNA3．0一C-EGFP

阳性克隆质粒分别进行双酶切后电泳，

结果见图2：pcDNA3．0．F-EGFP、

pcDNA3．0．C．EGFP分别用BamH I／

EcoR I和EcoR I／Xba I双酶切可见

432 bp的F片段、573 bp的C片段及720 bp

的EGFP片段；其酶切带与预期结果一

致，证明了所有捅人的基冈片段正确。

2．转染细胞蛋白的表达：转染48 h

后的F、C组及空白质粒分别在倒置荧光

显微镜下观察，计数绿色荧光细胞数目，

并计算得出F、C组转染率分别为39．7％

和50．8％。拍照结果：F组及C组两组细
注：A：F身：[：pcDNA3．0-F-EGFP质粒转染HepG：48 h后EG胛表达(×loo)；

胞有绿色荧光表达，而pcDNA3．0空白质 B：C组：pcDNA3．0一C-EGFP质粒转染HepGz 48 h后EGFP表达(×100)；c：

粒在细胞内阴性表达(图2)。Western 髡粼嚣豁冕嚣茹兽篙糍嘉煮蒜00h各转染组左侧为荧
blot检测结果表明，抗HCV-F Western 1tt 3荧光显微镜观察EG胛在HepG：内的表达
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图4 Westernblot检测F．C、EGFP在HepG2细胞内表达

3．细胞凋亡检测：流式细胞术检测以Act．D、

TNeot诱导的F组、c组及空白质粒组、未转染HepG：

细胞组发生凋亡的情况，图5A为上述四组细胞

Act-D、TNFa作用48 h检测结果。F组和空白质粒

转染组及未转染组相比，细胞凋亡率趋势较低，但相

对c组凋亡率却较高。而空质粒转染组和未转染组

细胞之间无明显差异(图5B)。经处理主效应方差

分析结果硅示在0和8 h时问点四组细胞系凋亡率

比较及各组间SNK法两两比较，P>0．05，均差异无

统计学意义；在16、24、32、40、48 h各时间点，四组

细胞系凋亡率方差分析，差异有统计学意义(P<

0．001)，且SNK法两两比较中，F组与其他三组细胞

系凋亡率的差异有统计学意义，而空质粒转染组和

未转染组细胞之间无明硅差异。同时用DNA

Ladder凋亡检测验证上述结果，结果见图6，F组

DNA碎片含鼍相对同一时间点的空质粒转染组和

未转染组细胞少，却比同一时问点C组DNA碎片含

量多，提示HCV lb型的F蛋白对HepG：细胞的凋亡

可能有抑制凋亡的作用。

讨 论

HCV F蛋白是近年发现的由C基网编码的，在

病毒自然感染过程中产生的新型结构蛋白。不同基

因型HCV均能产生F蛋白，但其长度不同，la制的F

蛋白为16laa，lb型的F蛋白则为134aaf3圳。国内外

研究表明F抗体在HCV慢性患者和HCV所致HCC

患者体内的检出，以及在HCV所致肝癌患者肿瘤组

织内F蛋白准种的检出，提示F蛋白和HCV慢性化

和肝癌形成有关№，12j。Boulant等【101研究发现lb型F

蛋白的产生是南c蛋白的第42位密码子的+1位移

框和第144位的一1位移框的两次移框产生的。因此

它包含与C蛋白相同的N端42个氨基酸、C末端以

及完全不同的中间101个氨基酸。HCV F蛋白的编

码区与C基凶区的重叠是否提示F蛋白的功能是否
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注：A：流式细胞术榆测以Act-D、TNFa诱导48 h的F组、C组、

pcDNA3．0空白质粒组和未转染HepG，细胞组发生凋f的情况。
(I)F组ttepG：细胞凋亡率为62．44％；(11)C组HepG：细胞凋亡率

为48．7％：(Ⅲ)pcDNA3．0李白质粒组HepG：细胞凋亡率为95．3％；

(Ⅳ)未转染HepG：细胞组凋亡率为94．52％。B：四组细胞在Act-D、

TNFa诱导0、16、24、32、40、48 h时的凋TL=率(平均值及标准差图中已

标注)变化趋势

图5流式细胞术检测细胞凋亡率时间变化

注：M：100bpDNALadderMarker；i：F组；2：C组；

3：peDNA3．O窄白质粒组；4：未转染组

图6 DNA Ladder凋亡检测验证

与c蛋白功能相似，能引起肝癌细胞凋亡异常，本研

究为探究上述问题，将表达的HCV lb型F蛋白的质

粒转染HepGz细胞，再用G418筛选稳定表达F蛋白

的细胞克隆，然后用Act．D、TNFot处理以期观察细胞
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凋亡情况。用Annexin V-FITC／PI双标记流式细胞

术检测结果表明，Act-D、TNFa作用24 h和32 h后，

F组细胞凋亡率分别为(30．23±1．71)％和(48．03±

0．41)％，空白质粒转染细胞凋亡率分别为(44．43±

2．03)％和(86．20±3．37)％，前者显著低于后者。以

上结果提示稳定转染F基因的HepG：细胞的凋亡率

明显低于空白质粒组及未转染HcpG：组。HepG：细

胞在32 h时凋亡率达到86．20％，而c组和F组细胞

在48 h时分别约48．70％和62．44％的细胞被检测到

凋亡，不仅是细胞凋亡的发生被延迟，且凋亡发生率

亦明显降低。DNALadder凋亡检测结果也表明，F

组细胞在诱导刺激24 h时，DNAdx分子量碎片明显

低于空白质粒及未转染HepG：细胞系，但高于C

组。与流式细胞术的检测结果基本相符，从而提

示。外源性基因1b型F的引入及表达对细胞的凋亡

有抑制作用，但与1b型C蛋白相比其抑制作用并不

显著。该过程具体的调控机理、相关的分子机制以

及是否涉及其他信号分子还需做深入的研究。

HCVC蛋白的研究表明，C蛋白能够抑制抑癌基因

p16、p27和p53的转录与DNA合成，扰乱细胞周期，

进而参与致癌过程¨3，1引。c蛋白致癌过程中可能也

有F蛋白的表达，我们是否可以通过基因定点突变

的方法，使得仅仅有C蛋白表达而没有F蛋白表达，

同时将F蛋白和野生型C蛋白对照研究，分析F蛋白

对癌基因和抑癌基因的作用，进而了解F蛋白在肝

癌发生发展中的作用，明确F蛋白缺失后对HCV病

毒复制、感染性病毒颗粒产生以及干扰素敏感性的

影响，并检测这种影响是否存在基因型间差异，更进

一步解析F蛋白在病毒复制周期中以及肝癌的发生

发展中的作用。

丙型肝炎及由其发展而来的HCC至今没有令

人满意的治疗方法。研究HCV基因lb型F蛋白与

HepG2发生的关系对阐明HCC发生的机理及其防治

有着重要的意义，F蛋白能否作为HCC筛查的参考

指标，能否为HCC治疗开辟新的途径，已成为近年

来国内外研究的热点。本研究结果表明HCV基因

1b型F蛋白对HepG2细胞的凋亡有抑制作用，对此

深入研究有助于阐明HCV的致病机理，并为丙型肝

炎疫苗的发展与新的HCC治疗药物研究提供帮助。
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