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·基础论著·

HCV核心蛋白调控SREBP-1c表达水平的

机制研究
李敏 1  王琦 2  刘顺爱 2  成军 2

【摘要】目的  探讨HCV核心蛋白调控SREBP-1c的分子生物学机制。方法  构建HCV核心蛋白真

核表达载体pcDNA3.1/myc-His（－）-Core（1b，3a），转染HepG2细胞系，48 h后提取细胞总RNA
和总蛋白，采用real-time PCR、Western blot等方法检测脂代谢相关基因Sirt1和SREBP-1c的mRNA和

蛋白表达水平；构建Sirt1启动子报告基因表达载体pGL4.10-Sirt1，与pcDNA3.1/myc-His（－）-Core
（1b，3a）共转染HepG2细胞系24 h后检测核心蛋白对Sirt1启动子活性的影响；构建pmirGLO-SREBP-
1c-3'-UTR报告基因表达载体，与pcDNA3.1/myc-His（－）-Core（3a）共转染HepG2细胞系48 h后检测

SREBP-1c-3'-UTR相对luciferase活性。结果  与对照组相比，1b型和3a型HCV核心蛋白表达组SREBP-
1c的mRNA表达上调（分别上调1.358倍和1.337倍，P = 0.043、0.008）SREBP-1c蛋白表达水平上调

（分别上调1.608倍和1.926倍，P = 0.042、0.008）；与对照组相比，1b型和3a型HCV核心蛋白表达组

Sirt1 mRNA表达上调（分别上调1.566倍和1.71倍，P = 0.037、0.006），Sirt1蛋白表达水平上调（分

别上调1.436倍和1.588倍，P = 0.026、0.009）；与对照组相比，HCV核心蛋白表达组Sirt1的启动子活

性无显著变化；与对照组相比，HCV核心蛋白表达组SREBP-1c-3'-UTR相对luciferase活性下调（相对

值为0.667，P = 0.008）。结论  HCV核心蛋白上调SREBP-1c与Sirt1的表达，可能是HCV相关性肝脂

肪变的发病机制之一。microRNA参与HCV核心蛋白对SREBP-1c的表达调控，而是否有microRNA对

HCV调控Sirt1表达发挥作用尚待于进一步的研究证实。 
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合蛋白-1c；MicroRNA  
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【Abstract】 Objective   To investigate the molecular mechanism of SREBP-1c expression regulated by 
HCV core protein. Methods  HepG2 cells were transfected with pcDNA3.1/myc-His(－)-Core(1b, 3a), and the 
mRNA and protein expression levels of SREBP-1c and Sirt1 were determined by real time PCR and Western 
blot 48 h post-transfection. pGL4.10-Sirt1 and pcDNA3.1/myc-His(－)-Core(1b, 3a) were co-transfected into 
HepG2 cells, the Sirt1 promoter activity was measured by Luciferase assay 24h post-transfection. pmirGLO-
SREBP-1c-3'-UTR and pcDNA3.1/myc-His(－)-Core (3a) were co-transfected into HepG2 cells, and the 
relative luciferase activity of SREBP-1c-3'-UTR was measured by Luciferase assay 48h post-transfection. 
Results  HCV core proteins (1b, 3a) up-regulate the mRNA levels (1.358 times and 1.337 times respectively; 
P = 0.043, 0.008) and protein expression (1.608 times and 1.926 times respectively, P = 0.042, 0.008) of 
SREBP-1c. Both HCV core proteins of genotype 1b and 3a up-regulate the mRNA levels (1.566 times and 1.71 
times respectively; P = 0.037, 0.006) and protein expression (1.436 times and 1.588 times respectively, P = 
0.026, 0.009) of Sirt1. The Sirt1 promoter did not show significant transcriptional activity in the presence of 
HCV core proteins (1b, 3a). The relative luciferase activity of SREBP-1c-3'-UTR shown significant decrease 
in the presence of HCV core protein of genotype 3a (RQ = 0.667, P = 0.008). Conclusions  HCV core 
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proteins up-regulate the expression levels of SREBP-1c and Sirt1, which may be one of the pathogenesis of 
HCV related steatosis. MicroRNA also involved in the regulation of SEBP-1c by HCV core protein. Whether 
there are microRNAs contribute to the regulation of Sirt1 by HCV core protein still need to be investigated.

【Key words】 HCV core protein; NAD+ dependent protein deacetylases sirtuin 1 (Sirt1); Sterol 
regulatory element-binding protein (SREBP-1c); MicroRNA 

目前，全世界范围内约有1.7亿人感染丙型肝

炎病毒（HCV），HCV感染是引起慢性肝病的主

要原因，可以导致肝脂肪变、肝硬化和肝细胞癌的

发生，已严重危害公众健康[1]。肝脂肪变在慢性丙

型肝炎患者中常见，其发病率显著高于一般人群或

慢性乙型肝炎患者[2-3]。慢性丙型肝炎患者的肝脂肪

变与饮酒、高BMI、肥胖、高脂血症、糖尿病（代

谢综合征）等宿主代谢因素相关，胰岛素抵抗在其

中起着重要作用。然而，3型HCV感染者的肝脂肪

变可能由HCV直接的细胞致病作用所引起。慢性丙

型肝炎患者发生肝脂肪变与肝纤维化及患者对干扰

素联合利巴韦林治疗的应答效果差密切相关[4]。而

且，有研究报道肝脂肪变与慢性丙型肝炎患者肝细

胞癌的发生率升高有关[5]。

目前HCV相关性肝脂肪变的分子发病机制

尚未明确。既往研究证实，HCV编码蛋白与脂

肪变密切相关 [6]。HCV核心（Core，C）蛋白作

为病毒编码蛋白，具有广泛的反式激活作用。

有研究报道，HCV在3个水平调节脂质代谢和信

号转导：一是脂蛋白分泌受损，二是脂质合成

增加，三是脂肪酸降解受损 [7 ]。固醇调节元件

结合蛋白-1c（SREBP-1c）和NAD+依赖的蛋白

质脱乙酰酶长寿蛋白1（NAD+ dependent protein 
deacetylases sirtuin 1，Sirt1）是脂质代谢的重要功

能基因，研究提示，HCV核心蛋白可以通过激活

SREBP-1c及其下游靶基因脂肪酸合成酶（fatty acid 
synthetase，FAS）、乙酰CoA羧化酶（acetyl CoA 
carboxylase，ACC）等功能基因并通过复杂途径影

响肝脂肪变的发生发展过程，但HCV对上述基因

的调控机制尚未完全阐明[8]。

真核基因表达可受包括DNA水平、转录及转录

后水平、翻译及翻译后水平等多个层次调节，其中

转录水平调控是基因表达调控的中心环节。小干扰

RNA（microRNA，miRNA）是近年来受到广泛重

视的非编码RNA，长18～22 nt，其可以通过与靶基

因3'-UTR区域相结合，抑制基因转录或翻译过程。

本研究拟通过real-time PCR、Western blot、启

动子报告基因检测、miRNA研究和定点突变等技

术探讨HCV核心蛋白调控SREBP-1c的分子生物学

机制，现报道如下。

材料与方法

一、细胞培养

本研究所用的细胞为HepG2细胞，常规用含

10%胎牛血清（FBS）的DMEM培养基于37℃孵箱

培养，CO2浓度为5%。FBS和DMEM培养基均购自

美国Gibco公司。

二、载体构建

研究所用的HCV核心蛋白表达载体pcDNA3.1/
myc-His（－）-core（1b，3a），Sirt1启动子报告

基因表达载体pGL4.10-Sirt1以及SREBP-1c 3'-UTR
报告基因表达载体pmirGLO-SREBP-1c-3'-UTR均由

本实验室保存。

三、瞬时转染

本研究采用的瞬时转染试剂为 jetPRIME™
（Polyplus-transfection Inc），实验过程严格按照

说明书要求，转染前24 h接种细胞，把细胞浓度

调成1 × 105/ml，6孔板每孔加2 ml，静置片刻，

让细胞自然沉降，轻轻放入孵箱，培养过夜。细

胞融合度为60%～80%时进行转染，每孔取200 μl 
jetPRIME buffer，先稀释2 μg 质粒DNA，涡旋混

匀，向此体系中加入4 μl jetPRIME，涡旋混匀，室

温孵育10 min。将转染混合物缓慢滴加入板孔，温

柔摇板、孵育。培养4 h后，更换新鲜培养基，继

续孵育。

四、RNA提取和RT-PCR定量

转染48 h后收集细胞，提取总RNA（Omega），

并用PrimeScript RT reagent Kit试剂盒逆转录为

cDNA（TaKaRa）。利用ABI 7500型PCR仪，严

格按照SYBR Premix Ex TaqTM Perfect Real Time 
system说明书进行实时定量PCR检测。每个样本的

循环阈值（Ct）至少独立检测3次。△△Ct用于根

据β-actin的表达来标准化目的基因的相对表达量，

从而量化基因表达的差异。引物由生工生物工程

（上海）有限公司合成，详见表1。

http://download.csdn.net/detail/lyuheng/3634993
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五、蛋白免疫印迹

转染48 h后收集细胞，细胞裂解液与细胞充

分混匀，孵育10 min。细胞裂解产物于4 ℃离心机  
10 800 r/min，离心15 min，收集上清，用BCA蛋白

分析试剂盒测定蛋白浓度。等量蛋白进行聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE），将蛋白转移到PVDF
膜上。5%脱脂奶粉封闭2 h后，将PVDF膜分别浸

泡在SREBP-1c（abcam，1︰200）和Sirt1（Santa 
Cruz，1︰500）的一抗中4 ℃孵育过夜。次日用适

当浓度二抗室温孵育2 h，增强化学发光检测系统

检测目的蛋白。所有实验独立重复3次。

六、相对Luciferase活性分析

于 4 8孔板接种H e p G 2细胞， 2 4  h后共转

pcDNA3.1/myc-His（－）-core（1b，3a）和相

应的报告基因表达载体。转染48 h后收集并裂解

细胞（Promega），按照Microplate Luminometer
（Promega）操作说明检测相对luciferase活性，所

有实验独立重复3次。

七、统计学处理

采用SPSS13.0软件进行统计分析，研究中所涉

及相关基因表达水平为计量资料且呈正态分布，以

x  ± s表示，两组间比较采用配对资料t检验，以P ＜ 
0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、real-time PCR定量检测转染1b型HCV核心

蛋白后脂代谢相关基因mRNA表达量

real-time PCR定量结果显示，HepG2细胞转染

1b型HCV核心蛋白后，多个脂代谢相关基因mRNA
表达水平上调，包括SREBP-1c、SREBP-2、
HMGS和Sirt1，与对照组细胞[转染pcDNA3.1/
myc-His（－）组]相比差异具有显著统计学意义

（PSEEBP1c = 0.043、PSREBP2 = 0.002、PHMGS = 0.009、
PSirt1 = 0.037）（图1）。

转染1b型HCV核心蛋白48 h后，提取HepG2细
胞总RNA，用real-time PCR方法检测脂代谢相关基

因的表达水平（PSEEBP1c = 0.043、PSREBP2 = 0.002、
PHMGS = 0.009、PSirt1 = 0.037）。

二、HCV核心蛋白（1b、3a）上调SREBP-1c、
Sirt1 mRNA表达水平

HCV核心蛋白（1b、3a）表达组与对照组

[转染pcDNA3.1/myc-His（－）组]相比，SREBP-
1c和Sirt1的mRNA表达上调（分别上调1.358倍和

1.566倍），具有显著性差异（PA 3a = 0.008、PA 1b = 
0.043、PB 3a = 0.006、PB 1b = 0.037）（见图2）

分别转染1b型HCV核心蛋白（A）和3a型HCV
核心蛋白（B）48 h后，提取HepG2细胞总RNA，

用real-time PCR方法检测SREBP-1c、Sirt1 mRNA
表达水平（PA 3a = 0.008、PA 1b = 0.043、PB 3a = 
0.006、PB 1b = 0.037。

三、HCV核心蛋白（1b、3a）上调SREBP-1c、
Sirt1蛋白表达水平

HCV核心蛋白（1b、3a）表达组与对照组[转
染pcDNA3.1/myc-His（－）组]相比，SREBP-1c
和Sirt1蛋白表达水平上调（PB 3a = 0.008、PB 1b = 
0.042、PD 3a = 0.009、PD 1b = 0.026）（图3）。 

分别转染1b型HCV核心蛋白（A）和3a型HCV
核心蛋白（C）48 h后，提取HepG2细胞总蛋白，

用蛋白免疫印迹方法检测SREBP-1c、Sirt1蛋白表

达水平，B、D为分别采用Image J软件对电泳条带

表 1  real-time PCR 定量检测脂代谢相关基因 mRNA 表达水

平所用引物

引物名称 引物序列（5'→3'）

SREBP-1c

 上游引物 GGAGGGGTAGGGCCAACGGCCT

下游引物 CATGTCTTCGAAAGTGCAATCC

SREBP-2

上游引物 CCCTTCAGTGCAACGGTCATTCAC

下游引物 TGCCATTGGCCGTTTGTGTC

HMGCR

上游引物 CTTGTGTGTCCTTGGTATTAGAGC 

下游引物 ATCATCTTGACCCTCTGAGTTACAG

HMGS

上游引物 GTATGCCCTGGTAGTTGCAGGAG

下游引物 TGTTGCATATGTGTCCCACGAA

Sirt1

上游引物 GCCAGAGTCCAAGTTTAGAAGA

下游引物 CCATCAGTCCCAAATCCAG

FOXO1

上游引物 GCAGCCAGGCATCTCATAAC

下游引物 GCATGTCCAGGGTGGGTAT

PGC-1α

上游引物 TCACACCAAACCCACAGAGA

下游引物 TTCTTTTTGGAGGTGCATTTG
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图 1  1b 型 HCV 核心蛋白对脂代谢相关基因 mRNA 表达水平的影响 

  

图 2  HCV 核心蛋白（1b、3a）上调 SREBP-1c 和 Sirt1 mRNA 表达水平 

      

   

图 3  HCV 核心蛋白（1b、3a）上调 SREBP-1c 和 Sirt1 蛋白表达水平 
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进行灰度扫描，对照组设为1（PB 3a = 0.008、PB 1b = 
0.042、PD 3a = 0.009、PD 1b = 0.026）。 

四、HCV核心蛋白（1b、3a）不影响Sirt1启
动子活性

pGL4.10-Sirt1转染组相对luciferase活性较对照

组（pGL4.10组）显著升高，但与pGL4.10-Sirt1转
染组相比，HCV核心蛋白表达组Sirt1的启动子活

性无显著变化（图4）。

将Sirt1启动子报告基因表达载体pGL4.10-Sirt1
与pcDNA3.1/myc-His（－）-Core共转染HepG2细
胞系24 h后检测核心蛋白对Sirt1启动子活性的影响

（n = 5）
五、microRNA在HCV核心蛋白对SREBP-1c的

调控中发挥抑制作用

PmirGLO-SREBP-1c-3 ' -UTR转染组相对

luciferase活性较对照组（pmirGLO组）降低（相

对值为0.739，P = 0.006），提示有microRNA
对SREBP-1c进行调控；与pmirGLO-SREBP-
1c-3 ' -UTR转染组相比，HCV核心蛋白表达组

相对 luc i ferase活性也降低（相对值为0.667，
P = 0.008），提示microRNA在HCV核心蛋白对

SREBP-1c的调控中发挥抑制作用（图5）。

将pmirGLO-SREBP-1c-3'-UTR报告基因表

达载体与pcDNA3.1/myc-His（－）-Core共转染

HepG2细胞系48 h后检测相对luciferase活性（P = 
0.008）。

讨    论

HCV核心蛋白除作为核壳体蛋白具有病毒颗

粒组装功能外，还具有广泛的反式激活作用，参与

调节细胞凋亡、脂代谢、转录以及抗原呈递等，与

干扰素抵抗亦有密切关系。研究显示，无论是在细

胞培养还是转基因小鼠实验中，HCV核心蛋白均

有直接诱导肝细胞脂肪变的作用[9-10]。

SREBP-1c是调控脂肪酸合成的重要转录因

子，对维持细胞脂质稳态发挥关键作用。人类基

因组编码3种亚型SREBP：SREBP-1a，SREBP-1c/
ADD1和SREBP-2[11]。SREBP-1c主要调控脂肪酸合

成途径相关的基因[12]，而SREBP-2特异性地调控胆

固醇合成相关的基因[13]，肝组织中主要表达这两

种亚型的SREBP。SREBP-1a是脂肪酸合成和胆固

醇合成途径的激活因子，但在成年小鼠、大鼠和

人类肝脏中的表达水平很低[14-15]。有研究报道，3
型HCV核心蛋白导致脂质堆积的程度是1型HCV的

3倍[16]。本研究发现1b和3a型HCV核心蛋白均可以

上调SREBP-1c的mRNA和蛋白表达水平，虽然两

种基因型的核心蛋白对SREBP-1c的上调作用差异

无统计学意义，但3a型核心蛋白的上调作用似乎

更强一些。Luciferase assay结果发现，microRNA
在核心蛋白对SREBP-1c的调控过程中发挥了抑制

作用，提示核心蛋白对SREBP-1c的调控错综复

杂，既有正向激活作用也有反向抑制作用，最终

SREBP-1c的上调是其综合作用的结果。

真核基因表达可受包括DNA水平、转录水平、

转录后水平、翻译水平和翻译后水平等多个层次调

节，其中启动子活性、miRNA调控是重要的调控

途径。本课题组另一方向的研究发现HepG2细胞转

染1b型HCV核心蛋白后虽然HMGCR在mRNA水平

与对照组细胞相比没有显著性差异，但其蛋白表

达水平较对照组升高，且miR-185-5p参与其中[17]，

提示HCV核心蛋白对HMGCR的调控可能主要表现

在转录后水平[18]。Sandip等[19]研究发现，在Hu7.5
细胞系中，HCV核心蛋白能够上调SREBP-1c及其

图 4  HCV 核心蛋白对 Sirt1 启动子活性的影响 图 5  microRNA 对 SREBP-1c 的调控作用 
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下游基因FASN的表达，而敲除FOXO1基因后，

SREBP-1c与FASN的表达均下调。本研究结果显

示，FOXO1、PGC-1α mRNA与对照组细胞相比差

异无统计学意义，一方面可能FOXO1、PGC-1α未
参与1b型HCV核心蛋白对HepG2细胞脂代谢的影

响过程，另一方面HCV核心蛋白可能在FOXO1、
PGC-1α的其他表达水平进行调控，有待更深入的

研究探索。

Sirt1属于NAD+依赖的去乙酰化酶家族[20]，Sirt1
作为一种多功能转录调节因子，可以通过使多种控

制代谢及内分泌信号的转录因子（如FOXO1、PGC-
1α、LXR-α等）脱乙酰基而调节其活性，从而广泛

参与调控哺乳动物细胞寿命的多条信号通路及糖脂

代谢、胰岛素分泌等多条代谢通路，调节机体能

量代谢的平衡，保持机体糖脂代谢的稳态[21]。Sirt1
既可以直接与SREBP-1c相互作用[22]，也可以通过

FOXO1、PGC-1α、LXR-α等转录因子对SREBP-1c产
生复杂的激活或抑制作用[23-24]。

本研究发现，HCV核心蛋白可以上调Sirt1和
SREBP-1c的mRNA和蛋白表达水平。一方面，

HCV核心蛋白有可能分别直接通过调控Sirt1和
SREBP-1c影响细胞脂质代谢；另一方面，核心

蛋白也极有可能通过Sirt1来介导对SREBP-1c的调

控作用，引起脂质代谢的改变。HCV核心蛋白对

Sirt1的启动子活性无显著影响，提示可能存在其他

的调控机制如microRNA调控，有待于进一步的研

究证实。
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