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Abstract
AIM: To investigate the transactivating effect of HCV core
protein on Wee1 gene and the molecular biological mechanisms
of HCV core protein in HCV pathogenicity.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) technique
was employed to amplify the sequence of Wee1 promoter
from HepG2 genomic DNA, and the product was cloned
into pGEM-T vector. The Weep gene was cut from T-Weep
by KpnI and XhoI, and then cloned into pCAT3 basic, named
pCAT3- Weep. pCAT3-Weep was transfected into the
hepatoblastoma cell line HepG2 and cotransfected HepG2
cells with pcDNA3.1(-)-core by FuGENE 6 transfection
reagents. The HepG2 cells transfected with pCAT3-basic
was used as negative control. The activity of CAT in HepG2
cells transfected was detected by an ELISA kit after 48
hours, which reflected the transactivating function of HCV
core protein to Wee1 gene promoter.

RESULTS: The expressive vector pcDNA3.1(-)-core and report
vector pCAT3-Weep have been constructed and confirmed by
restriction enzyme digestion and sequencing.The expression
of CAT in Hep G2 cells transfected with pCAT3-Weep and
pcDNA3.1(-)-core was 3.4 times as higher as that of pCAT3-
basic,and 2.3 times as higher as that of pCAT3-Weep.

CONCLUSION: It is suggested that HCV core protein can
transactivate cell cycle gene Wee1 promoter, and then
upregulate the expression of the gene.
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摘要

目的: 了解丙型肝炎病毒核心蛋白和细胞周期调节蛋白

Wee1基因表达的关系 研究HCV核心蛋白在HCV致病的

分子生物学机制中的作用.

方法: 应用聚合酶链反应(PCR)扩增 Wee1 基因启动子 命

名为 Weep. 以 T-A 克隆法 将 Weep 基因片段连入载体

pGEM-T. 将获得的质粒 pT-Weep 与报告质粒 pCAT3-

basic分别用KpnI和XhoI 双酶切后构建Wee1启动子报告

载体 pCAT3-Weep 分别以重组报告载体 pCAT3-Weep

和pcDNA3.1(-)-core瞬时转染HepG2细胞 以转染pCAT3

basic 的 HepG2 细胞为阴性对照 48 h 后收获细胞.应用酶

联免疫黏附方法(ELISA)检测细胞中氯霉素乙酰转移酶

(CAT)的表达活性 以了解 HCV 核心蛋白对 Wee1基因启

动子的反式激活作用.

结果:构建的表达载体 pcDNA3.1(-)-core 和报告载体

pCAT3-Weep 经过序列分析和酶切鉴定正确. pCAT3-

Weep和pcDNA3.1(-)-core瞬时转染的HepG2细胞的CAT

表达活性是CAT3空载体的3.4倍  pCAT3-Weep的2.3倍.

结论: 丙型肝炎病毒核心蛋白可反式激活 Wee1 基因启动

子 进而上调细胞周期调节基因 Wee1 的表达.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)基因组含有单一的开放读码框架

编码 3 010-3 033 个氨基酸残基的多肽前体 两侧是

5 -非翻译区及3 -非翻译区. 多肽前体至少被加工为

十种结构蛋白和非结构蛋白 其中核心区(1-573 nt)编

码的 21 kD HCV 核衣壳蛋白(191 aa)是一种多功能蛋白

质 在 HCV 致病过程中可能起着重要的作用[1-5] 最

近研究其与HCV感染后脂肪肝的形成也有一定关系[6-8].



本研究采用基因重组技术构建 pCAT3-Weep pcDNA3.1

(-)-core 报告基因载体 应用报告基因氯霉素乙酰转

移酶(CAT)共转染瞬时表达系统 测得下游 CAT 基因的

表达增强. 证明 HCV 核心蛋白可上调 Wee1 启动子活

性 进而上调Wee1 基因的表达 从而为研究 HCV致病

的分子生物学机制提供了证据.

1   材料和方法

1.1 材料  菌种及细胞株: 重组表达载体pcDNA3.1(-)-core

为本室构建 人肝母细胞瘤细胞系 Hep G2 细胞及大肠

杆菌 JM109 菌株为本室保存. 工具酶: Tag DNA 聚合酶

T4 DNA 连接酶及限制性内切酶均购自 Takara 公司. 试

剂盒: 质粒DNA提取试剂盒 中间载体pGEM-T及报告

质粒 pCAT3-basic 均购自 Promega 公司; CAT-ELISA 检

测试剂盒及质粒DNA转染试剂盒购自Roche公司. 其他

生化试剂购自 Sigma 公司.

1.2 方法

1.2.1 目的基因的扩增与纯化  以Hep G2细胞基因组DNA

为模板 设计引物. 在上下游引物的 5 端分别引入

KpnI和XhoI单一酶切位点 上游引物P1: 5 -GGT ACC

TGA GAC CAG CCT GCC AAC AT - 3 . 下游引物 P2:

5 -GAA TTC ATG TGC TTA GGC TGG ACA CTG - 3

PCR 扩增包含 Wee1 基因启动子全序列的 DNA 片段

PCR 产物经 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳 切胶 回收纯化

命名为 Weep.

1.2.2 CAT3 报告载体的构建 纯化和 DNA 测序  以 T-A

克隆法 用 T4 DNA 连接酶将 Weep 基因片段连入载体

pGEM-T. 将获得的质粒 pT-Weep 和报告质粒 pCAT3-

basic 分别用 KpnI 和 XhoI 双酶切后用 T4 DNA 连接酶进

行定向连接 产物转化JM109宿主菌 筛选抗氨苄青霉

素阳性菌落 提取质粒 再次双酶切及 PCR 鉴定正向

插入克隆 命名为 pCAT3-Weep.

1.2.3 真核表达载体的鉴定  将pcDNA3.1(-)-core质粒分

别进行 EcoRI/BamHI 双酶切和 HindIII 单酶切及 PCR 鉴

定. PCR鉴定核心基因的上下游引物分别为: 5 -C GCA

GAA TTC ATG AGC ACG AAT CCT AA-3 5 -AT

ATG GAT CCA GGC TGA AGC GGG CAC A-3 .  DNA 测

序由上海博亚公司完成.

1.2.4 细胞转染及 Weep 活性检测  磁珠法提取质粒

pCAT3-Weep 以备转染 以标准方案培养 Hep G2 细胞.

具体转染方法参照转染说明书进行. 转染48 h后收集细

胞 收集细胞裂解液 用于 CAT 活性检测.

1.2.5 pcDNA3.1(-)-core 与 pCAT3-Weep 共转染实验

pcDNA3.1(-)-core 与 pCAT3-Weep 共转染 Hep G2 细胞

同时以转染pCAT3-Weep的Hep G2细胞作阴性对照. 转

染 48 h 后 收集细胞裂解液 用于 CAT 活性检测. 所

有实验严格平行操作.

1.2.6 CAT含量检测  按照试剂盒说明书进行. 取1.0 ng/mL

的 CAT 标准品(试剂盒提供)及细胞裂解液 200 µL 加入

已包被抗体的 96 孔板中 37 温育 2 h 再依次加入

第一抗体(地高辛标记的抗 -CAT) 第二抗体(耦联有

过氧化物酶的地高辛抗体抗-DIG-POD)200 µL 37 温

育 1 h 后 加入过氧化物酶的底物室温显色 10-30 min.

用酶标仪检测标本在 415 nm 波长的吸光度 其数值反

映细胞提取物中的CAT表达水平. 以未作转染的细胞裂

解液平行实验作空白对照.

2   结果

2.1 重组质粒的酶切鉴定  pCAT3-Weep鉴定电泳图谱如

图 1 所示 构建的中间载体 pT-Weep 以 XhoI/KpnI 双酶

切电泳图谱为两条带: 988 bp(Weep 基因片段) 3 015 bp

(pGEM-T 空载体); DNA 测序证实重组质粒含有 988 bp

的目的基因 读码框架正确.重组质粒 pCAT3-Weep 分

别以 XhoI/KpnI 双酶切及 PCR 鉴定均显示 988 bp 正向

插入条带. 说明重组质粒 pCAT3-Weep 构建正确.

图 1  pCAT3-Weep 鉴定电泳图谱. 1 pT-Weep XhoI/KpnI 双酶切
2 pCAT3-Weep XhoI/KpnI 双酶切 3 pCAT3-Weep Pst I 单酶切
4  质粒 PCR 产物 M  DNA Marker(15 000 bp+2 000 bp).

2.2 表达质粒的鉴定  pcDNA3.1(-)-core 鉴定电泳图谱如

图2所示 双酶切显示两条带(4 900 bp空载体和573 bp HCV

core基因片段) 单酶切为约5 500 bp一条带(4 900 bp+573 bp).

以 pcDNA3.1(-)-core 质粒作模板 PCR 可见 573 bp 的

产物. 测序证实该重组质粒读码框架正确.

图 2  pcDNA3.1(-)-core 鉴定电泳图谱. 1 EcoRI/BamHI 双酶切; 2
HindIII 单酶切; 3 质粒 PCR 产物; M DNA Marker(15 000 bp+2 000 bp).

2.3 重组质粒 pcDNA3.1(-)-core 与 pCAT3-Weep 共转

染实验结果  空载体对照组 pCAT3 basic 的 CAT 的吸光

度值为0.047 pCAT3-Weep的CAT的吸光度值为0.069

共转染pcDNA3.1(-)-core / pCAT3-Weep的Hep G2细胞

CAT 的吸光度值为 0.160 共转染 pcDNA3.1(-)-core /
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pCAT3-Weep CAT 的表达明显增强 是 CAT3 空载体

的 3.4 倍 是 pCAT3-Weep 的 2.3 倍 说明 HCV 核心

蛋白对 Wee1 基因启动子有反式激活作用 转录激活

Wee1 基因启动子的活性 使其下游 CAT 基因的表达增

强(图 3).

图3  CAT酶表达结果. 1 pCAT3 basic; 2 pCAT3-Weep; 3 cDNA3.1(-)-
core + pCAT3-Weep(纵轴为 CAT 吸光度值).

3   讨论

丙肝病毒核心蛋白除了作为核壳蛋白具有病毒颗粒组

装功能外 还具有多种调控细胞 病毒基因表达 细胞

生长以及免疫调节等功能. 临床和实验研究显示HCV感

染与 HCC 发生发展过程密切相关[1-5] 其中病毒核心

蛋白起到重要的作用. 早期研究认为 HCV属于非整合

性 RNA 病毒 与产生两种确定作用的反式激活子(X 和

截短的 preS/S)的 HBV 不同[9] 并不存在直接致癌的病

毒蛋白.后来研究证实核心蛋白也是一种反式激活蛋白

甚至其作用还要超过 X 蛋白[10-13]. 核心蛋白对细胞信号

转导途径 尤其是 NF-κB AP-1 和 SRE 相关途径具

有明显的增强作用[10] ; 在 HepG2 细胞中 核心蛋白激

活人类 c-myc 基因 RSV LTR 和 SV40 早期启动子[14] ;

核心蛋白还能抑制或增强 p53 基因启动子功能[15,16] 这

些证据表明核心蛋白具有潜在的致癌作用. 核心蛋白转

基因小鼠发生 HCC 病理学特征直接证明了核心蛋白的

这种作用[17]. 近来研究还发现HCV核心蛋白可与细胞内

的一些细胞凋亡因子作用 促进细胞凋亡[18-23].

        Wee1 蛋白为一种细胞周期调节蛋白. Wee1 激酶主

要通过阻断M期启动因子(MPF) 包括cdc2 激酶和细胞

周期蛋白 B 特异性的调控细胞 G2/M 的转换 抑制

细胞的有丝分裂[24]. 既往研究发现 Wee1 激酶的活性和

水平在S期均升高 在细胞进入M期时则很快下降[25,26]. 关

于Wee1激酶细胞周期内水平变化的机制 有人认为: 在

M 期 nim1/cdr1 引起 Wee1 激酶催化区域磷酸化使其活

性下降[27-29]. 也有人认为是Wee1激酶合成的减少和降解

增加导致 Wee1 激酶水平下降 降解增加是由 cdc34 介

导的  并且Wee1激酶的降解对于细胞有丝分裂的起始

十分必要[30]. 在 S 期 Wee1 激酶合成增加 但具体机制

不明. 由于当 DNA 的复制被阻断时 Wee1 激酶的降解

就被抑制 在进入 DNA 复制期间有一种因子可以使

Wee1 激酶保持持续的高水平直至进入 M 期 推测这

种因子即 c-Fos/AP-1[30].

        本研究采用基因重组技术 自 Wee1 基因上游自碱

基 ATG 上推 976 个碱基  以 Hep G2 细胞基因组 DNA

为模板 设计引物. 在上下游引物的5 端分别引入KpnI

和XhoI单一酶切位点 上游引物P1: 5 -GGT ACC TGA

GAC CAG CCT GCC AAC AT - 3 . 下游引物 P2: 5 -

GAA TTC ATG TGC TTA GGC TGG ACA CTG - 3

PCR扩增包含Wee1基因启动子全序列的DNA片段 命

名为Weep. 构建pCAT3-Weep报告基因载体 应用报告

基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)共转染瞬时表达系统 与

pcDNA3.1(-)-core 共转染 Hep G2 细胞  测得共转染

pcDNA3.1(-)-core / pCAT3-Weep CAT的表达明显增强

是 CAT3 空载体的 3.4 倍 是 pCAT3-Weep 的 2.3 倍

说明 HCV 核心蛋白对 Wee1 基因启动子有反式激活作

用 转录激活 Wee1 基因启动子的活性. 证明 HCV 核心

蛋白可上调Wee1启动子活性 进而上调Wee1基因的表

达 从而为研究HCV致病的分子生物学机制提供了证据.
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• 消  息 •

中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
        截止到 2002 年 7 月 中国被著名检索系统 SCI 收录的科技期刊数从 63 种增加到了 67 种. 从制作 SCI 的美国 ISI 美国科学情

报所 发布的JCR 期刊引证报告 上的数据看 有指标数据的59种我国科技期刊中 80%以上的期刊影响因子呈上升趋势 约90%

的总被引频次都提高了.

     在 2001 年的 JCR 中 总被引频次超过 1000 次的中国科技期刊有 4 个 他们是 高等学校化学学报 中文版 1959 次

科学通报 1628 次 物理学报 中文版 1227 次 中国物理快报 1215 次 .

首次有两个中国科技期刊的影响因子超过 1 他们是 细胞研究 2.102 和 世界胃肠病学杂志 1.445 ,这两种期刊均为中国英

文版科技期刊.

     从期刊影响因子在本学科的排位看 进入 SCIE 的我国科技期刊 有 8 个期刊排在本学科的中上水平 他们是 力学学报 ,

高等学校化学学报 中文版 , 中国物理 , 中国物理快报 , 科学通报 , 中国科学 B , 中国科学 E , 中国有色金属

学 报 .

     在本学科国际期刊中, 我国有 10 个期刊被引频次位于中上水平的.他们是 科学通报 , 高等学校化学学报 中文版 , 中

国科学 A , 物理学报 中文版 , 中华医学杂志 , 化学学报 ( 中文版) , 中国物理快报 , 中国有色金属学报 英文

版 , 中国科学 B , 中国药理学报 .

     在 SCI 网络版收录的中国科技期刊中 有 25 个期刊是由中国科学出版社出版的 其中在 JCR 中有指标的期刊有 18 个.

      另外 除 SCI 系统外 中国科技期刊被其他几个重要国际检索系统收录的数量也呈上升趋势.例如 在反映工程技术论文的历

史超百年的检索系统 EI 工程索引 中 中国被收录的科技期刊从最少时的 40 种 增加到了 2000 年的 104 种.这也直接反

映了我国科技期刊被国际认可的程度.

      国家科技部中国科技信息研究所 每年对我国科技期刊在国内的情况做出统计分析 定期出版 中国科技期刊引证报告 .以

2000 年数据看 我国科技期刊的平均影响因子由上一年的 0.208 上升到 0.240 其中影响因子超过 1 的有 20 个 总被引频次的平均值

达到了 192.2 次 总被引频次超过 1000 次的期刊有 25 个 其中 科学通报 的总被引频次达到了 2979 次.

     目前 我国科技期刊数量已达到 4600 余种 已经形成了一定的规模 而且门类相对齐全 为我国基础研究的发展和科研成果

转化为生产力做出了重要的贡献 但我们承认中国的科技期刊发展水平与世界发达国家之间存在较大的差距.随着中国加入 WTO

对于中国的科技期刊 既是机遇又是挑战.我们相信 通过我国学术界和编辑部门的共同努力 一定会在不远的将来产生一批具

有国际水准的科技期刊.

                                                                                                                                                                                                          (2002-11-08)


