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·基础论著·

ＨＣＶＮＳ３对 ＩＦＮλⅠ表达的影响
及其调控机制

高萍　董金玲　刘顺爱　王琦　张锦前　成军

　　【摘要】　目的　探讨丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）ＮＳ３对干扰素λⅠ（ＩＦＮλⅠ／ＩＬ２９）表达的影响及其调控
机制。方法　将ＨＣＶＮＳ３表达载体ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３转染至ＨｅｐＧ２细胞，验证ＨＣＶＮＳ３蛋白表
达之后，采用实时荧光定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ法观察ＨＣＶＮＳ３对ＩＦＮλⅠｍＲＮＡ及其蛋白表达
水平的影响。构建ＩＦＮλⅠ全长启动子报告基因表达载体和３’非翻译区（３’ＵＴＲ）报告基因表达载体，
借助双萤光素酶活性检测，探索ＨＣＶＮＳ３对ＩＦＮλⅠ转录水平的调控机制。结果　ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ
ＮＳ３在ＨｅｐＧ２细胞中成功表达，与转染ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ空载体相比，ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３过表
达时在ｍＲＮＡ和蛋白水平均能抑制ＨｅｐＧ２细胞内ＩＦＮλⅠ的表达，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。双
萤光素酶活性检测结果显示，与对照组相比，转染ＩＦＮλⅠ全长启动子和３’非翻译区报告基因表达质粒
后，双萤光素酶活性变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＨＣＶＮＳ３在ｍＲＮＡ及蛋白水平能抑制ＩＦＮ
λⅠ的表达，但其转录水平不受影响，具体调控机制尚有待进一步研究。

【关键词】　肝炎病毒，丙型；ＮＳ３基因；干扰素λⅠ；调控
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ；ＮＳ３ｇｅｎｅ；ＩｎｔｅｒｆｅｒｏｎλⅠ；Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染在全
世界范围内流行，全球约１．８亿人口感染［１］，我国一

般人群抗ＨＣＶ阳性率约为３．２％，５０％以上感染者
可能发展成为慢性感染，ＨＣＶ慢性感染可导致肝硬
化和肝细胞癌等严重性肝病［２］。采用 ＰｅｇＩＦＮα

　　ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４１３５８．２０１３．０１．００１
　　基金项目：国家“十二五”传染病重大专项（Ｎｏ．２０１２ＺＸ１０００２００３）；北
京市科委重大项目（Ｎｏ．Ｄ０９０５０７０３５６０９０８）；北京市卫生系统高层次卫生
技术人才“领军人才”项目（Ｎｏ．２００９１０９）
　　作者单位：１０００１５　北京，首都医科大学附属北京地坛医院传染
病研究所；新发突发传染病研究北京市重点实验室

　　通讯作者：成军，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｊｄｔ＠ｃｃｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

联合利巴韦林的标准疗法，目前仅能够使 ５０％～
６０％的患者实现持续性的病毒学应答（ｓｕｓｔａｉｎｅｄ
ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＳＶＲ）［３４］。ＩＦＮλｓ为近年来新
发现的一种新型干扰素，已受到越来越多的重视，但

其具体调控机制尚不清楚。本研究通过构建表达质

粒，研究过表达ＨＣＶＮＳ３对ＨｅｐＧ２细胞内 ＩＦＮλⅠ
（ＩＬ２９）表达的影响。

材料与方法

一、主要材料及试剂

肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２细胞、ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ
载体、ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３和ｐＧＬ４．１０［ｌｕｃ２］以
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及ｐｍｉｒＧＬＯＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｍｉＲＮＡＴａｒｇｅｔＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
为本研究所保存。ｊｅｔＰＲＩＭＥＤＮＡ＆ｓｉＲＮＡ转染试剂
购自法国 Ｐｏｌｙｐｌｕｓ公司，实时荧光定量 ＰＣＲ试剂
ＰｏｗｅｒＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，抗ＩＦＮλⅠ购自美国 ＥＰＩＴＯＭＩＣＳ
公司，羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限

公司，抗βａｃｔｉｎ购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＩＦＮλⅠ
ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司。其他工具
酶、生化试剂和细胞培养试剂主要购自 ＧＩＢＣＯ、
Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓｉｇｍａ、ＴａＫａＲａ及威格拉斯等生
物公司。

二、方法

１．质粒构建：ＩＦＮλⅠ全长启动子（Ｐ）和３’非
翻译区（ＵＴＲ）引物由上海生工生物技术有限公司合
成，具体序列见表１。目的片段以 ＨｅｐＧ２细胞全基
因组ＤＮＡ为模板扩增，严格按照质粒构建操作说明
进行，构建完成后的 ｐＧＬ４．１０ＩＦＮλⅠＰ和 ｐｍｉｒ
ＧＬＯＩＦＮλⅠ３’ＵＴＲ由北京奥科鼎盛生物科技有
限公司测序鉴定。

表１　引物序列

基因 序列（５’→３’）

ＩＦＮλⅠＰ 上游：ＧＡＧＣＴＣＴＴＡＡＡＣＣＡＡＴＧＧＣＡＧＡＡＧ
下游：ＡＧＡＴＣＴＴＧＣＡＧＣＣＡＴＧＧＣＴＡＡＡＴＣ

ＩＦＮλⅠ３’ＵＴＲ 上游：ＡＧＡＣＴＣＡＣＣＴＧＡＣＡＣＣＣＣＡＣＡＣＣＴＴＡＴ
下游：ＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＡＧＡＡＧＧＴＴＣＣＡＡＴＴＣＣＴ

βａｃｔｉｎ 上游：ＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣＣＴＧＴＡＣＧＣ
下游：ＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧ

ＩＦＮλⅠ（ｑＲＴＰＣＲ） 上游：ＡＡＣＴＧＧＧＡＡＧＧＧＣＴＧＣＣＡＣＡＴＴ
下游：ＧＧＡＡＧＡＣＡＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＡＡＣＴ

　　２．细胞培养与转染：ＨｅｐＧ２细胞采用含有体积
分数为１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ于３７℃，５％ ＣＯ２培
养箱中培养。取对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞进行质粒
转染，严格按照 ｊｅｔＰＲＩＭＥＤＮＡ＆ｓｉＲＮＡ转染试剂说
明进行操作。

３．ｑＲＴＰＣＲ：βａｃｔｉｎ和 ＩＦＮλⅠ引物由上海生
工生物技术有限公司合成，具体序列见表１。取对
数生长期细胞进行转染，２４ｈ后用 ＰｒｏｍｅｇａＲＮＡ提
取试剂盒提取 ＨｅｐＧ２细胞总 ＲＮＡ，调整 ＲＮＡ浓度
至２００μｇ／μｌ。采用ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）将所提取 ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ。逆转录体系 ２０μｌ，逆转录条件为 ３７℃
１５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，４℃ ＋∞。ｑＲＴＰＣＲ反应体系为
２５μｌ，设置对照和内参，于 ＡＢＩ７５００荧光定量 ＰＣＲ
扩增仪进行反应，扩增条件为 ９５℃１０ｍｉｎ，９５℃
１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，４０个循环。

４．ＥＬＩＳＡ：每孔加入转染 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ
ＮＳ３或 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＣ后 ＨｅｐＧ２细胞上清
１００μｌ，室温孵育 ２．５ｈ。ＰＢＳ洗涤后每孔加入
１００μｌ抗体，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤后再加入１００μｌ
稀释好的 ＨＲＰ，室温孵育４５ｍｉｎ。洗板后，底物显
色、终止反应，于４５０ｎｍ条件下上机检测。
５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：转染ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后，裂解

细胞取上清，测定浓度后加入电泳上样缓冲液，取

８０μｇ进行电泳鉴定。分离胶１５％，浓缩胶５％，胶
厚１．５ｍｍ，电泳条件：在浓缩胶中以９０Ｖ电压电泳，
分离胶中以 １２０Ｖ电压电泳。湿转，１６Ｗ、７ｍｉｎ。
牛奶封闭后加入抗ＩＦＮλⅠ，４℃封闭过夜，洗膜，孵
育二抗，显影。

６．双萤虫素酶活性测定：转染ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ
后，采用 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ进行
双萤虫素酶报告基因活性检测。每孔细胞先用 １×
ＰＢＳ洗涤２次，加入５０μｌ的１×细胞裂解液，室温
轻摇，收集细胞裂解液，微孔板化学发光检测仪

（ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ）检测双萤虫素酶活性。
三、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，两组之间采用配对 ｔ
检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３载体构建及其蛋白
表达的鉴定

将测序正确的 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３表达质
粒转染至 ＨｅｐＧ２细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示转染
ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ空载体组无 ＨＣＶＮＳ３的表达，
而转染 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３表达质粒组可见
ＨＣＶＮＳ３大量表达，见图１Ｃ。提示构建的载体能够
成功表达。

二、ＨＣＶＮＳ３对ＨｅｐＧ２细胞内 ＩＦＮλⅠ表达变
化的影响

转染 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３后，与转染ｐｃＤＮＡ
３．１／ｍｙｃＨｉｓ空载体组 ＨｅｐＧ２细胞内 ＩＦＮλⅠ的表达
量比较，ｑＲＴＰＣＲ结果显示 ｍＲＮＡ水平下降 ７５％
（ｔ＝３２．９７２，Ｐ＜０．０５）；ＥＬＩＳＡ结果显示，细胞上清蛋
白水平下降４５％（ｔ＝３．６４４，Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示细胞内蛋白水平下降３０％（ｔ＝７．２２０，Ｐ＜
０．０５），见图１Ａ～Ｄ。提示过表达ＨＣＶＮＳ３能够抑制
ＨｅｐＧ２细胞内ＩＦＮλⅠ的正常表达。

三、ＨＣＶＮＳ３影响ＩＦＮλⅠ表达的机制研究
１．ＩＦＮλⅠ基因启动子双萤虫素酶报告基因表

达质粒的活性检测：将 ｐＧＬ４．１０ＩＦＮλⅠＰ报告基
因表达质粒瞬时转染 ＨｅｐＧ２细胞，检测双萤虫素酶
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活性，发现 ｐＧＬ４．１０ＩＦＮλⅠＰ显示出强的启动子
活性，与对照ｐＧＬ４．１０Ｂａｓｉｃ相比差异具有统计学意
义。将 ｐＧＬ４．１０ＩＦＮλⅠＰ和 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ
ＮＳ３同时瞬时转染 ＨｅｐＧ２细胞，与对照组相比，双
萤虫素酶活性无显著性变化，见表２。
２．ＩＦＮλⅠ基因３’非翻译区双萤光素酶报告

基因表达载体的活性检测：将 ｐｍｉｒＧＬＯＩＦＮλⅠ３’
ＵＴＲ报告基因表达质粒瞬时转染 ＨｅｐＧ２细胞，检测
双萤虫素酶活性，可见 ｐｍｉｒＧＬＯＩＦＮλⅠ３’ＵＴＲ显
示出明显减弱的双萤虫素酶活性。将ｐｍｉｒＧＬＯＩＦＮ
λⅠ３’ＵＴＲ和ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３同时瞬时转

染ＨｅｐＧ２细胞，与对照组相比，双萤虫素酶活性无
显著性变化，见表３。

讨　　论

丙型肝炎病毒感染是导致肝硬化、肝细胞癌以

及肝功能衰竭的重要病因之一，仅有５０％～６０％的
患者经ＰｅｇＩＦＮα联合利巴韦林标准治疗后可获得
持续病毒学应答。低应答率的原因除了病毒和宿主

相关因素外，干扰素和利巴韦林的不良反应也对治

疗剂量以及疗程产生一定的影响［５６，１０］。因此，临床

上迫切需要疗效更高且耐受性更佳的药物。

注：与转染ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ空载体组对比，转染 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３的 ＨｅｐＧ２
细胞内ＩＦＮλⅠ的表达量在不同水平变化如下：Ａ：ｑＲＴＰＣＲ结果显示ｍＲＮＡ水平下降
７５％（ｎ＝４）；Ｂ、ＥＬＩＳＡ结果显示细胞上清蛋白水平下降４５％（ｎ＝３）；Ｃ～Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示细胞内蛋白水平下降 ３０％（ｎ＝３），１泳道为空白对照，２泳道转染
ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ空载，３泳道转染ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３

图１　ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３转染ＨｅｐＧ２细胞后ＩＦＮλⅠ的表达

表２　ＨＣＶＮＳ３对ＩＦＮλⅠＰ调控的双萤光素酶报告基因表达载体的活性检测

组别 次数 相对萤光素酶活性 （珋ｘ±ｓ）

ｐＧＬ４．１０Ｂａｓｉｃ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＣ ３ ０．２１３０±０．０１６３

ｐＧＬ４．１０ＩＦＮλⅠＰ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＣ ３ ２．６３７７±０．０２９６

ｐＧＬ４．１０ＩＦＮλⅠＰ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３ ３ ２．６１９０±０．３３９７

　　注：ｔ＝０．８２８，Ｐ＞０．０５

表３　ＨＣＶＮＳ３对ＩＦＮλⅠ３’ＵＴＲ调控的双萤光素酶报告基因表达载体的活性检测

组别 次数 相对萤光素酶活性 （珋ｘ±ｓ）

ｐｍｉｒＧＬＯＢａｓｉｃ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＮＣ ３ ０．０８４３±０．０１１９

ｐｍｉｒＧＬＯＩＦＮλⅠ３’ＵＴＲ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＣ ３ ０．０２４０±０．００２６

ｐｍｉｒＧＬＯＩＦＮλⅠ３’ＵＴＲ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３ ３ ０．０２６０±０．００５３

　　注：ｔ＝５．２１０，Ｐ＞０．０５
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　　ＩＦＮλｓ为Ⅲ型干扰素，是２００３年由美国科学家
Ｋｏｔｅｎｋｏ和Ｓｈｅｐｐａｒｄ等共同发现的一类新型干扰素，
包括ＩＦＮλⅠ、ＩＦＮλⅡ和ＩＦＮλⅢ，也称为 ＩＬ２９、ＩＬ２８Ａ
和ＩＬ２８Ｂ［７８］。目前研究证实，ＩＦＮλｓ在多种组织和
器官中呈低水平表达，包括血液、脑、肺、肝脏、卵巢、

胰腺、垂体、胎盘、前列腺和睾丸等。有研究发现ＩＦＮ
λⅠ血清学水平超过 ＩＦＮλⅡ和 ＩＦＮλⅢ至少两倍，
ｒｓ１２９７９８６０Ｃ等位基因携带者的 ＩＦＮλⅠ血清水平较
ｒｓ１２９７９８６０ＴＴ携带者的血清学水平高［９］。急性丙型

肝炎患者的ＩＦＮλⅠ血清学水平居于慢性丙型肝炎患
者和健康者之间［１２］。另有研究表明，高水平 ＩＦＮλｓ
对自发清除的ＨＣＶ感染者有预处理作用［１１］。因此，

ＩＦＮλｓ在丙型肝炎的控制中起着重要作用。
本研究通过瞬时转染 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＮＳ３，

使得ＨｅｐＧ２细胞内 ＨＣＶ非结构蛋白 ＮＳ３的表达量
增加，运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析验证后，发现此时
ＨｅｐＧ２细胞内的ＩＦＮλⅠ表达量在ｍＲＮＡ、胞内蛋白
和上清蛋白中均显著下调，而对照组则无显著变化，

与Ｌａｎｇｈａｎｓ等［１２］研究结果一致，其在体外实验中证

实ＨＣＶＮＳ３能抑制 ＤＣｓ细胞中 ＩＦＮλⅠ的产生；表
明ＨＣＶ感染后胞内 ＩＦＮλⅠ的表达受到明显抑制。
而目前研究证实ＩＦＮλⅠ具有抗病毒的作用，可以在
一定程度上解释感染 ＨＣＶ后患者易出现慢性化及
疗效不佳等问题的。若可阻遏甚至反转此过程，使

得胞内ＩＦＮλⅠ的表达量不下降反升高，则可使其发
挥更好的抗病毒活性，更有助于患者的病情控制。

本研究在探索ＨＣＶＮＳ３下调ＨｅｐＧ２细胞内ＩＦＮλⅠ
的机制实验中，从启动子调控和 ｍｉＲＮＡ调控方向入
手，目前尚未得到阳性结果。由于ＩＦＮλⅠ主要通过
ＪＡＫＳＴＡＴ信号转导通路发挥其下游的抗病毒活性，
二者之间的调控可能涉及到具体分子间的相互作

用，尚有待于进一步证实。

　　综上，ＨＣＶＮＳ３可抑制 ＨｅｐＧ２细胞内 ＩＦＮλⅠ
的表达。然而，ＨＣＶＮＳ３对 ＩＦＮλⅠ表达的抑制具
体通过何机制来实现尚未明确，根据目前的实验结

果推测此种抑制作用可能并非通过启动子或者

ｍｉＲＮＡ的调控来实现，可能涉及分子间的相互作用，
其确切机制仍有待于进一步的研究和证实。
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