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　　［摘要］　目的　筛选丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）单链ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄＲＮＡ，ｓｓＲＮＡ）序列中有效的免疫激活序列，并进一
步确定与免疫激活序列特异结合的蛋白。方法　筛选并合成４条 ＨＣＶｓｓＲＮＡ序列中的寡聚核苷酸序列（ＨＣＶＯＲＮｓ），通
过ＥＬＩＳＡ法检测其诱导的细胞因子表达情况，确定有效免疫激活序列。然后通过改良型凝胶阻滞实验及质谱分析技术筛选

与该序列特异结合的蛋白。结果　在４个 ＨＣＶＯＲＮｓ中，ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ可有效诱导细胞因子ＴＮＦα、ＩＦＮα升高（Ｐ＜０．０１）。
与ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ特异结合的蛋白条带经质谱鉴定共鉴定出８３种蛋白，其中可能与 ＨＣＶｓｓＲＮＡ激活免疫反应相关的蛋白包括：

ＴＬＲ３（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ３），ＮＬＲＣ３（ＮＬＲｆａｍｉｌｙ，ＣＡＲＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３），ＮＬＲＣ４（ＮＬＲｆａｍｉｌｙ，ＣＡＲＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉ

ｎｉｎｇ４，又称ＩＰＡＦ）。结论　成功筛选出 ＨＣＶｓｓＲＮＡ序列中有效的免疫激活序列，并筛选出与其特异结合的蛋白，为 ＨＣＶ
激活天然免疫反应的机制研究奠定了基础。

　　［关键词］　丙型肝炎病毒；单链ＲＮＡ；免疫激活序列；ＲＮＡ结合蛋白
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（９）：９２９９３２］

　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）是一种单链ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅ
ｓｔｒａｎｄＲＮＡ，ｓｓＲＮＡ）病毒，可引起人类丙型病毒性
肝炎。据世界卫生组织统计，全球 ＨＣＶ的感染率约
为３％［１］。被 ＨＣＶ感染后，５５％～８５％的成人发展
成为慢性炎症［２］。因此，研究 ＨＣＶ感染引起炎症反
应的机制显得尤为重要。

　　天然免疫是细胞和机体天然存在的非特异性或
广谱的抗病原微生物的功能，是机体抵抗病毒的第一
道防线，在病毒入侵时可激活一系列的免疫反应，从
而有效控制病毒的复制和蔓延［３４］。最近研究发现，

ＨＣＶｓｓＲＮＡ除了携带遗传信息外，还是有效的免疫
激活物质［５］，能够被表达于细胞内的模式识别受体
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（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）所识别，激活天然
免疫反应，诱导效应细胞产生大量Ⅰ型干扰素
（ＩＦＮα／β），后者是介导抗病毒反应最重要的方式之
一；并且机体可进一步通过分泌的细胞因子来控制适
应性免疫应答的起始［３］。因此，ＨＣＶｓｓＲＮＡ的识别
过程对机体的抗病毒免疫反应起着至关重要的作用。
机体免疫系统在识别病毒入侵之后，如何启动有效的
免疫应答反应以抵御病毒感染，以及还有哪些重要的
免疫分子参与此免疫识别过程并不清楚。

　　本研究筛选了 ＨＣＶｓｓＲＮＡ序列中有效的免疫
激活序列，并进一步筛选其特异性的结合蛋白，试图
鉴定 ＨＣＶｓｓＲＮＡ 的特异性受体，为进一步探讨

ＨＣＶｓｓＲＮＡ的分子作用机制奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　细胞　人单核细胞株 ＴＨＰ１、鼠巨噬细胞

ＲＡＷ２６４．７（中国科学院细胞库），人外周血单个核
细胞（ＰＢＭＣ）分离自健康人静脉血。ＴＨＰ１细胞、

ＰＢＭＣ在含１０％ ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ公司）的 ＲＰＭＩ１６４０
培养液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）中生长，ＲＡＷ２６４．７细胞
在含１０％ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ公司）的ＤＭＥＭ 培养液（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）中生长，培养条件为３７℃、５％ ＣＯ２、
饱和湿度。

１．２　寡聚核苷酸序列的筛选与合成　对于具有免
疫刺激性ＲＮＡ的序列特点目前尚没有明确的说法。
不过，有研究表明，富含Ｇ／Ｕ碱基的序列具有较强
的免疫刺激活性，并且Ｕ的数量越多，免疫刺激活性
越强［６７］。所以从 ＨＣＶｓｓＲＮＡ中随机筛选（筛选标
准：Ｇ／Ｕ碱基含量＞５０％）并合成４条特征性的寡聚
核苷酸序列（ＨＣＶＯＲＮｓ），序列见表１。凝胶阻滞
实验探针：标记探针为２０ｎｔｐｏｌｙ（Ｕ），即序列同

ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ，在５′端进行ＦＩＴＣ标记；竞争探针（未标
记探针）序列同标记探针，无ＦＩＴＣ标记；阴性对照
（Ｎ．Ｃ）探针序列为：５′ＵＵＧＵＡＣＵＡＣＡＣＡＡＡＡ
ＧＵＡＣＵＧ３′，无ＦＩＴＣ标记。以上单链寡聚核苷酸
均由上海吉玛制药技术有限公司合成。

表１　ＨＣＶＯＲＮ序列

Ｔａｂ１　ＨＣＶＯＲＮｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＲｅｇｉｏｎｉｎＨＣＶａｎｄＯＲＮｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｍｕｔａｔｉｏｎ（ＯＲＮｍｕｔ，Ｇ／ＵｔｏＡ，５′３′）

ＯＲＮ３１１ ＧＣＣＣＣＧＧＧＡＧＧＵＣＵＣＧＵＡＧＡ ＡＣＣＣＣＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣＡＡＡＡＡ
ＯＲＮ３１３１ ＵＧＣＧＣＵＣＣＧＵＧＡＵＡＧＧＧＧＧＧ ＡＡＣＡＣＡＣＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ
ＯＲＮ８９６１ ＣＵＵＵＧＡＡＡＵＧＵＡＣＧＧＧＧＣＣＡ ＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＣＡ
ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ ＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵＵ ＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ

１．３　细胞因子检测　ＰＢＭＣ、ＲＡＷ２６４．７细胞１００

μｌ（细胞密度均为１×１０
６～２×１０６个／ｍｌ）铺于９６孔

板，分别经１０μｍｏｌ／ＬＯＲＮ３１１、ＯＲＮ３１３１、ＯＲＮ８９６１、

ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ、相应的１０μｍｏｌ／ＬＯＲＮｍｕｔ［ＯＲＮ 与

ＤＯＴＡＰ（Ｓｉｇｍａ公司）在无血清培养液中混合］及

ＤＯＴＡＰ对照作用２４ｈ后，收集ＰＢＭＣ培养液上
清，使用人 ＩＦＮα、人 ＩＬ４ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒
（Ｒ＆Ｄ 公 司）检 测 ＩＦＮα、ＩＬ４ 表 达 量；收 集

ＲＡＷ２６４．７细胞培养液上清，使用鼠ＴＮＦαＥＬＩＳＡ
检测试剂盒（Ｒ＆Ｄ公司）检测ＴＮＦα表达量。

１．４　细胞总蛋白抽提　水平冷冻离心机１０００×ｇ
离心５ｍｉｎ收集ＴＨＰ１细胞，用冰冷的ＰＢＳ洗涤２
次，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ／次，弃尽上清。计数细胞，
每１．０×１０５个待测细胞加入１００μｌ非变性细胞裂
解液置于装满碎冰的保温盒上２０ｍｉｎ，１０００×ｇ离
心５ｍｉｎ，吸取上清液，即为细胞总蛋白。使用ＢＣＡ
蛋白浓度检测试剂盒（Ｂｉｏｒａｄ公司）测定蛋白浓度。

１．５　ＲＮＡ凝胶阻滞实验（ＲＮＡＥＭＳＡ）　所有溶
液均为ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水配制，凝胶电泳所用玻璃板为

ＲＮＡ专用。８％非变性分离胶的配制（１０ｍｌ）：双蒸
水６．０２ｍｌ；３０％丙烯酰胺２．６６ｍｌ、１０×ＴＢＥ缓冲
液１ ｍｌ；甘油 ０．２５ ｍｌ、１０％ 过硫酸铵 ７０μｌ；

Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）３．５μｌ。

　　ＲＮＡ蛋白结合反应：实验共分４组，即（１）标记
探针；（２）总蛋白＋标记探针；（３）总蛋白＋竞争探
针＋标记探针；（４）总蛋白＋Ｎ．Ｃ探针＋标记探针。
具体反应体系如下：（１）结合反应体系，１０×结合缓
冲液２μｌ，Ｐｏｌｙ（ＩＣ）２μｌ，标记探针（１０ｐｍｏｌ／μｌ）

０．５μｌ，ＴＨＰ１细胞总蛋白４～１０μｇ，补足ＲＮａｓｅ
ｆｒｅｅ水至总体积２０μｌ，温和混匀，室温静置结合３０
ｍｉｎ。（２）竞争结合反应体系，１０×结合缓冲液２μｌ，

Ｐｏｌｙ（ＩＣ）２μｌ，竞争探针或Ｎ．Ｃ探针（１００ｐｍｏｌ／

μｌ）２．５μｌ，ＴＨＰ１细胞总蛋白４～１０μｇ，补足

ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水至总体积１９．５μｌ，温和混匀，室温静
置结合２０ｍｉｎ。然后加入标记探针（１０ｐｍｏｌ／μｌ）

０．５μｌ，温和混匀，室温静置结合３０ｍｉｎ。非变性

ＰＡＧＥ：各结合样品分别加入５× 非变性ＰＡＧＥ蛋
白上样缓冲液（碧云天生物技术研究所）后上样到加
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样孔。电泳缓冲液为１×ＴＢＥ（ｐＨ８．３），电压１００
Ｖ，电泳１００ｍｉｎ。凝胶扫描：使用Ｔｙｐｈｏｏｎ９４００激
光扫描成像系统（ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司），激发光／发
射光波长为４８８／５２０ｎｍ。

１．６　电喷雾质谱（ＥＳＩＭＳ）分析　取ＲＮＡ蛋白特
异结合条带，进行ＥＳＩＭＳ分析。

１．７　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＰＳＳ１０．０软件，利用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验分析两组的
差异。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＣＶ 免疫激活序列筛选　为筛选 ＨＣＶ
ＯＲＮｓ中有效的免疫激活序列，通过ＥＬＩＳＡ法检测

ＨＣＶＯＲＮｓ刺激 ＲＡＷ２６４．７细胞后，促炎细胞因
子ＴＮＦα的表达量，以及刺激ＰＢＭＣ后，Ｔｈ１型细
胞因子ＩＦＮα和 Ｔｈ２型细胞因子ＩＬ４的表达量。
结果发现，ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ诱导 ＴＮＦα表达量（图１Ａ，

Ｐ＜０．０１）及ＩＦＮα的表达量（图１Ｂ，Ｐ＜０．０１）均显
著上调，诱导ＩＬ４的表达量与相应的 ＯＲＮｍｕｔ诱
导量相比无明显差别（数据未显示，Ｐ＞０．０５）。证
明ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ是有效的免疫激活序列。

图１　ＨＣＶＯＲＮｓ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞后诱导ＴＮＦα（Ａ）

及刺激ＰＢＭＣ后诱导ＩＦＮα（Ｂ）表达分析

Ｆｉｇ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＮＦαｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（Ａ）

ａｎｄＩＦＮαｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＢＭＣｓ（Ｂ）

ａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＨＣＶＯＲＮｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＯＲＮｍｕｔｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　免疫激活序列与蛋白结合分析　将筛选出来的
免疫激活序列ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ与ＴＨＰ１细胞总蛋白进行

ＲＮＡＥＭＳＡ，结果如图２所示，标记探针与细胞总蛋
白出现ＲＮＡ蛋白结合条带，经未标记的竞争探针竞
争结合后，ＲＮＡ蛋白结合条带几乎消失，而经未标记

的Ｎ．Ｃ探针竞争结合后，非特异性结合杂带消失，而
主要的特异结合条带没有变化，证明该条带中ＲＮＡ
与蛋白结合为特异性结合且为可饱和性结合。

图２　测定ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ特异性

蛋白结合条带的ＲＮＡ凝胶阻滞实验

Ｆｉｇ２　ＳｐｅｃｉｆｉｃＯＲＮＨＣＶｔａｉｌｐｒｏｔｅｉｎ

ｂａｎｄｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＲＮＡＥＭＳＡ

２．３　质谱结果分析　将上述特异ＲＮＡ蛋白结合
条带进行ＥＳＩＭＳ分析，共鉴定出８３种蛋白，部分
结果如表２所示。其中，根据目前研究发现可能与

ＨＣＶｓｓＲＮＡ刺激天然免疫反应相关的蛋白包括：

ＴＬＲ３（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ３）、ＮＬＲＣ３（ＮＬＲｆａｍｉｌｙ，

ＣＡＲＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３）、ＮＬＲＣ４（又称ＩＰＡＦ）。

３　讨　论

　　研究发现，ＨＣＶｓｓＲＮＡ是有效的免疫激活物质。
化学合成的ＯＲＮｓ可以模拟病毒ＲＮＡ的作用，激活
效应细胞，诱导分泌细胞因子［６］。本研究从 ＨＣＶｓｓ
ＲＮＡ中筛选并合成了４个ＲＮＡ寡聚核苷酸序列：

ＯＲＮ３１１、ＯＲＮ３１３１、ＯＲＮ８９６１和ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ［Ｐｏｌｙ（Ｕ）］，发
现ＯＲＮＨＣＶｔａｉｌ具有很强的免疫刺激性，能够强烈激活
天然免疫反应，诱导效应细胞产生大量 ＴＮＦα及

ＩＦＮα。说明该寡聚核苷酸［Ｐｏｌｙ（Ｕ）］序列能有效激
活免疫细胞，使其分泌细胞因子。关于 ＨＣＶｓｓＲＮＡ
激活天然免疫反应方面的研究，目前尚未见其他实验
室从免疫激活序列筛选角度的报道，本报道所研究的
序列是本实验室从ＨＣＶ特异性免疫激活序列筛选的
角度新发现的序列。

　　本研究进一步通过ＲＮＡＥＭＳＡ结合ＥＳＩＭＳ
分析技术，筛选与该Ｐｏｌｙ（Ｕ）序列相互作用的蛋白。
采用了改良型ＥＭＳＡ技术，与普通３２Ｐ标记或生物
素标记ＥＭＳＡ相比，该改良型ＥＭＳＡ的探针为荧
光标记，灵敏度高，且实验操作简便。对特异性
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ＲＮＡ蛋白结合条带进行质谱鉴定，共鉴定出８３种
蛋白，其中可能与 ＨＣＶｓｓＲＮＡ刺激天然免疫反应

相关的蛋白包括３个重要的天然免疫模式识别受体

ＴＬＲ３、ＮＬＲＣ３和ＮＬＲＣ４。

表２　ＥＳＩＭＳ鉴定的部分ｓｓＲＮＡ结合蛋白

Ｔａｂ２　ＬｉｓｔｏｆｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＥＳＩＭＳ

Ｇｅｎｅ＿ｓｙｍｂｏｌ ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ Ｍｒ ｐＩ ＰｅｐＣｏｕｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ３ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（ＴＬＲ３） Ｏ１５４５５ １０３８２８．６１ ６．７３ Ｋ．ＳＥＥＬＤＩＦＡＮＳＳＬＫＫ．Ｌ
Ｉｓｏｆｏｒｍ４ｏｆｐｒｏｔｅｉｎＮＬＲｆａｍｉｌｙ， Ｑ７ＲＴＲ２ １１１６３４．４２ ８．５８ Ｒ．ＡＭＱＡＥＤＧＲＬＤＶＦＬＲ．Ｆ
　ＣＡＲＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３（ＮＬＲＣ３）
Ｉｓｏｆｏｒｍ１ｏｆｐｒｏｔｅｉｎＮＬＲＣ４ Ｑ９ＮＰＰ４１ １１６１５９．１２ ６．３２ Ｒ．ＦＫＮＭＶＩＶＴＴＴＴＥＣＬＲ．Ｈ

Ｒ．ＦＫＮＭＶＩＶＴＴＴＴＥＣＬＲ．Ｈ
Ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ Ｐ０７２３７ ５７１１６．５３ ４．７６ Ｋ．ＨＮＱＬＰＬＶＩＥＦＴＥＱＴＡＰＫ．Ｉ
　ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（Ｐ４ＨＢ） Ｋ．ＮＦＥＤＶＡＦＤＥＫ．Ｋ

Ｋ．ＮＦＥＤＶＡＦＤＥＫ．Ｋ
Ｋ．ＶＤＡＴＥＥＳＤＬＡＱＱＹＧＶＲ．Ｇ
Ｒ．ＥＡＤＤＩＶＮＷＬＫ．Ｋ
Ｒ．ＥＡＤＤＩＶＮＷＬＫ．Ｋ
Ｒ．ＬＩＴＬＥＥＥＭＴＫ．Ｙ
Ｒ．ＬＩＴＬＥＥＥＭＴＫ．Ｙ

Ｉｓｏｆｏｒｍ１ｏｆＢｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｑ９ＮＹＦ８ １０６１２２．６１ ９．９９ Ｋ．ＹＱＧＤＧＩＶＥＤＥＥＥＴＭＥＮＮＥＥＫ．Ｋ
　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１（ＢＣＬＡＦ１）

　　通常认为ＴＬＲ３是病毒双链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）识
别受体，位于细胞膜，可以特异性地识别ｄｓＲＮＡ和

Ｐｏｌｙ（ＩＣ）。由于ｄｓＲＮＡ是病毒复制过程中普遍
存在的中间产物，因此ＴＬＲ３在宿主抗病毒天然免
疫反应中发挥重要作用。但最近 ＭａｒｓｈａｌｌＣｌａｒｋｅ
等［８］报道 ＴＬＲ３ 也能识别单股链 Ｐｏｌｙ（Ｉ），因此

ＴＬＲ３可能对 ｄｓＲＮＡ 与ｓｓＲＮＡ 均有识别能力。
本实验有力地支持了这一结论，提示ＴＬＲ３可能作
为一种新的 ＨＣＶｓｓＲＮＡ识别受体，在 ＨＣＶ引起
的天然免疫反应中发挥作用。

　　ＮＬＲＣ３、ＮＬＲＣ４属于 ＮＬＲ（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）
家族，位于胞质。ＮＬＲＣ４可被胞内菌的鞭毛蛋白激
活，如沙门菌的识别需要ＮＬＲＣ４激活一种ＡＳＣ依赖
性的ＮＡＬＰ炎症小体，从而诱导ＩＬ１β的生成或细胞
凋亡［９］。之前认为ＮＬＲ家族是以识别细菌为主，但
最近的研究表明，它们与病毒感染也有密切关系［１０］。
本研究提示，ＮＬＲＣ３、ＮＬＲＣ４可能在ＨＣＶｓｓＲＮＡ的
识别过程中也发挥作用，从而为 ＨＣＶ诱导的免疫反
应的机制研究提供了新的方向和思路。

　　对于以上可能识别ＨＣＶｓｓＲＮＡ的蛋白的进一
步鉴定，首先可通过ＥＭＳＡ对纯化的蛋白与 ＨＣＶ
ＯＲＮ的结合进行；其次可通过酵母三元杂交技术在
体内检测ＲＮＡ蛋白间相互作用，激光共聚焦实验
进行核酸与蛋白共定位，如果定位一致，则可进一步
确定其结合；还可通过功能分析确认ＴＬＲ３、ＮＬＲＣ３
或ＮＬＲＣ４是否可以识别 ＨＣＶｓｓＲＮＡ，如通过基因
过表达及ＲＮＡｉ实验进行免疫学分析等。

　　本研究成功筛选出ＨＣＶｓｓＲＮＡ序列中有效的

免疫激活序列，并筛选出与其特异结合的蛋白，为

ＨＣＶ激活免疫反应的机制研究奠定了基础。
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