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表达载脂蛋白犈增强型绿色荧光蛋白的细胞系支持感染性丙型肝炎

病毒的组装
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　　［摘要］　目的　探讨表达载脂蛋白Ｅ增强型绿色荧光蛋白（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ａｐｏＥ

ＥＧＦＰ）的细胞系是否支持感染性丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）颗粒的组装。方法　利用ｓｈＲＮＡ基因沉默技术建立ａｐｏＥ稳定下调

的Ｈｕｈ７．５．１细胞系，然后通过基因工程技术在该细胞系中建立稳定表达ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白的细胞系。将ＨＣＶＲＮＡ转

染进入野生型细胞（Ｈｕｈ７．５．１细胞）、对照组ｓｈＮＴ细胞（转导非靶向野生型细胞基因的ｓｈＲＮＡ质粒的细胞）、ａｐｏＥ下调的

Ｈｕｈ７．５．１细胞（ｓｈａｐｏＥ细胞）以及表达ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白的ｓｈａｐｏＥ细胞（ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞）中，收集病毒液；通过半数组

织培养感染剂量（ＴＣＩＤ５０）方法检测释放到Ｈｕｈ７．５．１、ｓｈＮＴ、ｓｈａｐｏＥ和ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞培养上清液中的ＨＣＶ的滴度。利

用免疫荧光技术检测ａｐｏＥ与ＨＣＶ的结构蛋白Ｅ２的相互作用，利用蛋白质印迹法检测用具有特异亲和性ＦＬＡＧｇｅｌ纯化的

ＨＣＶ颗粒表面的ａｐｏＥＥＧＦＰ的表达。结果　ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白在ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系中高效表达；ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞来

源的ＨＣＶ的感染性与Ｈｕｈ７．５．１、ｓｈＮＴ细胞相比差异无统计意义；在ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系中，ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白与ＨＣＶ

结构蛋白Ｅ２存在共定位，并且可以在ＨＣＶ颗粒表面上检测到ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白。结论　ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白是ＨＣＶ
颗粒的组分，ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系支持感染性ＨＣＶ颗粒的组装。

［关键词］　丙型肝炎病毒；载脂蛋白Ｅ；绿色荧光蛋白质类；细胞系

　　［中图分类号］　Ｒ３７３．２１　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１６）１２１４７００５

犃狆狅犾犻狆狅狆狉狅狋犲犻狀犈犈犌犉犘犲狓狆狉犲狊狊犻狀犵犮犲犾犾犾犻狀犲狊狊狌狆狆狅狉狋犻狀犵犪狊狊犲犿犫犾狔狅犳犻狀犳犲犮狋犻狅狌狊犺犲狆犪狋犻狋犻狊犆狏犻狉狌狊狆犪狉狋犻犮犾犲狊

ＹＡＮＧＺａｉｌｉ１
，２，ＺＨＡＯＦａｎｆａｎ２，ＷＡＮＧＧａｎｇ１，ＬＯＮＧＧａｎｇ２

１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０１９００，Ｃｈｉｎａ

２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅＰａｓｔｅｕｒｏｆＳｈａｎｇｈａｉ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００３１，Ｃｈｉｎａ

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｗｈｅｔｈｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ

（ａｐｏＥＥＧＦＰ）ｃａｎｓｕｐｐｏｒｔａｓｓｅｍｂｌｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓ．犕犲狋犺狅犱狊 ａｐｏＥｓｔａｂｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＨｕｈ７．５．１

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ｓｈａｐｏＥｃｅｌｌｌｉｎｅｓ）ｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｓｈＲＮＡｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｐｏＥＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ（ａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｌｉｎｅｓ）ｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．ＴｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅＨｕｈ７．５．１ｃｅｌｌｓ，ｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（ｓｈＮＴ

ｃｅｌｌｓ），ｓｈｓｐｏＥｃｅｌｌｓａｎｄａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＨＣＶＲＮＡｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｔｈｅＨＣＶｔｉｔｅｒｏｆｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＴＣＩＤ５０．ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆａｐｏＥｗｉｔｈＨＣＶｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎＥ２ｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ

ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏＥＥＧＦＰｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆＨＣＶｐａｒｔｉｃｌｅｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＦＬＡＧｓｐｅｃｉｆｉｃａｆｆｉｎｉｔｙｇｅｌ

ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．犚犲狊狌犾狋狊 ＴｈｅａｐｏＥＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｓｈａｐｏＥｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．

ＴｈｅｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨＣＶｆｒｏｍａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆＨＣＶｆｒｏｍ

Ｈｕｈ７．５．１ａｎｄｓｈＮＴｃｅｌｌｓ．ａｐｏＥＥＧＦＰｉｎｆｕｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｈａｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｃｏｌｏｃａｔｉｏｎｗｉｔｈＨＣＶｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎＥ２，ａｎｄｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆＨＣＶｐａｒｔｉｃｌｅｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＦＬＡＧｓｐｅｃｉｆｉｃａｆｆｉｎｉｔｙｇｅｌ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＴｈｅａｐｏＥＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓ

ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆＨＣＶｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｌｉｎｅｓｃａｎｓｕｐｐｏｒｔｔｈｅａｓｓｅｍｂｌｙｏｆＨＣＶｐａｒｔｉｃｌｅｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ；ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ；ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎｓ；ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（１２）：１４７０１４７４］

·０７４１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第１２期．杨再立，等．表达载脂蛋白Ｅ增强型绿色荧光蛋白的细胞系支持感染性丙型肝炎病毒的组装

　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染是

引发慢性肝炎、肝硬化和肝癌的原因之一［１］。目前，

全世界有大约１．７亿人感染了ＨＣＶ
［１］。尽管现在

已经研究出了针对ＨＣＶ的有效的抗病毒药物，但

是由于其昂贵的费用以及病毒的耐药性突变，其他

新的ＨＣＶ抗病毒药物及ＨＣＶ疫苗的研发仍然受

到关注［２］。ＨＣＶ是正链的单链ＲＮＡ病毒，属于黄

病毒科。其基因组长度大约为９６００ｎｔ，编码一条

多肽链，经宿主本身蛋白酶和病毒编码的丝氨酸蛋

白酶及信号肽酶裂解，产生结构蛋白ｃｏｒｅ、包膜蛋白

１（ｅｎｖｅｌｏｐｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｅ１）、Ｅ２和离子通道蛋白ｐ７，

非结构蛋白ＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ／４Ｂ和ＮＳ５Ａ／５Ｂ
［３］。

感染性ＨＣＶ颗粒的组装与宿主细胞因子紧密

相关，主要是载脂蛋白 Ａ１（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ１，

ａｐｏＡ１）、Ｃ１、Ｂ和Ｅ。尽管有报道称ａｐｏＢ是 ＨＣＶ

颗粒的组分［４］，但是更多的实验证据证实ａｐｏＥ和

ａｐｏＣ１是感染性ＨＣＶ颗粒的组分，尤其是ａｐｏＥ
［２］。

利用特异性小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，

ｓｉＲＮＡ）下调Ｈｕｈ７．５．１细胞中ａｐｏＥ的表达，可显

著减少细胞内和分泌到细胞外的ＨＣＶ水平
［５６］，并

且ａｐｏＥ和ａｐｏＣ１的抗体也可以中和ＨＣＶ的感染

性［６７］。此外，通过电子显微镜也发现ａｐｏＥ为ＨＣＶ

颗粒的组分［８９］。

增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 （ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）是一种跟踪活体细胞

中蛋白质行为的标记物［１０］。由于ａｐｏＥ是感染性

ＨＣＶ的组分，因此构建ａｐｏＥＥＧＦＰＨＣＶ用以研究

ＨＣＶ的生活史具有一定的可能性。然而，目前仍不

清楚ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系是否支持感染性 ＨＣＶ的

组装。本研究通过比较ａｐｏＥＥＧＦＰ和 Ｈｕｈ７．５．１

细胞来源的ＨＣＶ的感染性，证实了ａｐｏＥＥＧＦＰ细

胞系支持感染性ＨＣＶ的组装，而且ａｐｏＥＥＧＦＰ也

能成功组装到感染性ＨＣＶ颗粒中。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和试剂　Ｈｕｈ７．５．１细胞由中国科

学院上海巴斯德研究所钟劲研究员馈赠，ＨＥＫ２９３Ｔ

细胞由中国科学院上海巴斯德研究所钱志康研究员

馈赠，Ｈｕｈ７．５．１细胞来源的对照细胞ｓｈＮＴ细胞

（转导非靶向野生型细胞基因的ｓｈＲＮＡ质粒的细

胞）、ａｐｏＥ稳定敲低的Ｈｕｈ７．５．１细胞（ｓｈａｐｏＥ细

胞）、表达ａｐｏＥＥＧＦＰ的ｓｈａｐｏＥ细胞（ａｐｏＥＥＧＦＰ

细胞）均由本实验室构建。以上细胞均在含有１０％

胎牛 血 清 （ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ）、１％ 青 霉 素链 霉 素

（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，Ｇｉｂｃｏ）、２ｍｍｏｌ／Ｌ非必需

氨基酸（ｎｏｎｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄ，Ｇｉｂｃｏ）的ＤＭＥＭ

（Ｇｉｂｃｏ）培养液中培养。ｐＦＫ＿Ｊｃ１＿ＦｌａｇＥ２、ｐＡＰＭ＿

ｓｈａｐｏＥ＿Ｐｕｒｏ、ｐｓＰＡＸ２和ｐＭＤ２．Ｇ质粒为德国海

德堡大学ＲａｌｆＢａｒｔｅｎｓｃｈｌａｇｅｒ教授馈赠。Ｇｏａｔａｎｔｉ

ｈｕｍａｎａｐｏＥ（ａｂ９４７，ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ），ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ

ＧＦＰ （ｓｃ８３３４，Ｓａｎｔａｃｒｕｚ）和 ｍｏｕｓｅａｎｔｉｔｕｂｕｌｉｎ

（６６０３１， Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ）， ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉＦＬＡＧ

（Ｍ２０００８Ｌ，Ａｂｍａｒｔ），ｍｏｕｓｅａｎｔｉＮＳ５Ａ（实验室自

制）；ＰＣＲ引物由上海铂尚生物技术有限公司合成、

纯化。Ｔ７ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ由本实验室纯化。

１．２　质粒及细胞系的构建　ｐＷＰＩ＿ａｐｏＥｅＧＦＰ由

本实验室构建；将人源性犪狆狅犈与犈犌犉犘 基因分别

通过ＰＣＲ扩增，使用 ＴＩＡＮｇｅｌＭｉｄｉＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｋｉｔ［天根生化科技（北京）有限公司］纯化得到犪狆狅犈

和犈犌犉犘基因的ＰＣＲ扩增产物。然后，将这两个基

因片段通过重叠 ＰＣＲ连接，得到融合的犪狆狅犈

犈犌犉犘基因。然后此基因通过犅犪犿Ｈ Ⅰ和犛狆犲Ⅰ

限制酶切位点插入ｐＷＰＩ＿ＢＬＲ载体中，获得ｐＷＰＩ＿

ａｐｏＥ＿ＥＧＦＰ＿ＢＬＲ质粒。经上海铂尚生物技术有限

公司测序鉴定，确认无误。扩增犪狆狅犈犈犌犉犘 融合

基因所用的引物：犪狆狅犈上游引物为５′ＡＧＡＧＧＡ

ＴＣＣＡＴＧ ＡＡＧ ＧＴＴ ＣＴＧ ＴＧＧ３′；犪狆狅犈 和

犈犌犉犘共下游引物为５′ＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＣＣ

ＴＧＡ ＧＴＧ ＡＴＴ ＧＴＣ ＧＣＴ ＧＧＧ３′；犪狆狅犈 和

犈犌犉犘 共上游引物为５′ＣＡＧ ＧＡＧ ＧＡＡ ＧＡＧ

ＧＡＧＧＡＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧ３′；犈犌犉犘下

游引物为５′ＴＣＴＡＣＴＡＧＴＴＴＡＣＴＴＧＡＣＡＧＣ

ＴＣＧ３′。将ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２．Ｇ、ｐＷＰＩ＿ａｐｏＥＥＧＦＰ

＿ＢＬＲ、ｐＡＰＭ＿ｓｈａｐｏＥ＿Ｐｕｒｏ和ｐＡＰＭ＿ｓｈＮＴ＿

Ｐｕｒｏ（对照组）质粒转染进入ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，制

备ａｐｏＥＥＧＦＰ、ｓｈａｐｏＥ和ｓｈＮＴ慢病毒（ｓｈａｐｏＥ

ＲＮＡ靶向犪狆狅犈ｍＲＮＡ的３′非编码区）。然后将

ｓｈＮＴ和ｓｈａｐｏＥ慢病毒分别转导进入目的细胞

Ｈｕｈ７．５．１中，４８ｈ后加入相应的抗生素进行筛选。

获得ｓｈａｐｏＥ细胞系后，再将ａｐｏＥＥＧＦＰ慢病毒转

导进入ｓｈａｐｏＥ细胞系中，加抗生素筛选。最后，采

用蛋白质印迹法鉴定ａｐｏＥｓｉＲＮＡ对靶细胞内ａｐｏＥ

蛋白表达的下调作用，荧光显微镜观察ａｐｏＥＥＧＦＰ

的表达。

１．３　体外转录和 ＨＣＶ滴度的检测　将ｐＦＫ＿

ＨＣＶＪｃ１＿ＦＬＡＧＥ２ＤＮＡ 使用 ＴＩＡＮｑｕｉｃｋ Ｍｉｄｉ

·１７４１·
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ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ［天根生化科技（北京）有限公司］纯

化后，按照Ｂａｒｔｅｎｓｃｈｌａｇｅｒ实验室的体外转录方

法［３］将纯化后的 ＨＣＶＤＮＡ转录、抽提ＲＮＡ。通

过电穿孔法将ＨＣＶＪｃ１Ｅ２ＦＬＡＧＲＮＡ分别转染进

入Ｈｕｈ７．５．１、ｓｈＮＴ、ｓｈａｐｏＥ和ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞

中，转染９６ｈ后收取病毒液，使用半数组织培养感

染剂量（ＴＣＩＤ５０）方法检测ＨＣＶ的滴度
［８］。

１．４　ＨＣＶ的纯化　研究所用的ＨＣＶＲＮＡ均为

Ｊｃ１Ｅ２ＦＬＡＧＲＮＡ，即在 ＨＣＶ结构蛋白Ｅ２的Ｎ

末端加入了ＦＬＡＧ标签
［６］。将ＨＣＶ病毒液浓缩６０

倍后，按照ＦＬＡＧｓｐｅｃｉｆｉｃａｆｆｉｎｉｔｙｇｅｌ（Ｓｉｇｍａ）操作

指南纯化ＨＣＶ颗粒，最后用１００μｇ／ｍＬＦＬＡＧ短

肽溶液洗脱，得到纯化后的病毒液。

１．５　免疫荧光分析　将靶细胞Ｈｕｈ７．５．１铺入放

有盖玻片的２４孔板中，２４ｈ后弃细胞培养液，加入

ＨＣＶ病毒液，３７℃孵育４ｈ。弃病毒液，用磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）洗３次，加入新鲜培养液，３７℃孵育７２ｈ。

弃细胞培养液，用多聚甲醛固定２０ｍｉｎ。移除多聚

甲醛，ＰＢＳ洗３次，用０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理

１５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次，加入５％ＦＣＳ封闭２０ｍｉｎ。

ＰＢＳ洗３次，加入一抗，室温孵育１ｈ；ＰＢＳ洗３次，

加入二抗，室温孵育１ｈ；ＰＢＳ洗３次，ｄｄＨ２Ｏ洗１

次。将长有细胞的盖玻片倒扣在载玻片上，用指甲

油固定盖玻片，共聚焦荧光显微镜拍摄图片。

１．６　蛋白质印迹法分析　收集的细胞或病毒用

ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ处理，水浴３０ｍｉｎ。ＳＤＳＰＡＧＥ分离

蛋白后，将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上。用５％的脱脂

牛奶溶液封闭１ｈ，加入一抗（５％脱脂牛奶溶液稀

释），室温孵育１ｈ；ＰＢＳＴ洗３次，加入二抗（１％脱

脂牛奶溶液稀释），室温孵育１ｈ。ＰＢＳＴ洗３次后

用ＥＣＬ发光液显影。

１．７　统计学处理　采用ＧｒａｇｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０进行

数据处理与分析，组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系的构建　利用ｓｈＲＮＡ基

因沉默技术构建ｓｈａｐｏＥ细胞系，并使外源基因

犪狆狅犈犈犌犉犘在ｓｈａｐｏＥ细胞系中稳定表达。蛋白

质印迹法分析结果（图１Ａ）显示，ｓｈａｐｏＥ细胞中

ａｐｏＥ的蛋白表达水平下调，说明ｓｈａｐｏＥ细胞系构

建成功；此外，ａｐｏＥＥＧＦＰ蛋白在ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞

中大量表达。荧光倒置显微镜分析结果（图１Ｂ）显

示，在ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞的细胞质能观察到ＥＧＦＰ荧

光，而在ｓｈＮＴ细胞和ｓｈａｐｏＥ细胞中观察不到绿

色荧光，表明ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系中ａｐｏＥＥＧＦＰ可

以高效表达。

图１　表达犪狆狅犈犈犌犉犘的细胞系的构建

犉犻犵１　犈狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋狅犳犪狆狅犈犈犌犉犘犲狓狆狉犲狊狊犻狀犵犮犲犾犾犾犻狀犲

ａｐｏＥＥＧＦＰｉｎａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ（Ａ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（Ｂ）．▲：Ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄ．

ａｐｏＥ：ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ；ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ｂ）

２．２　ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白表达对ＨＣＶ感染性的

影响　ＨＣＶ的滴度检测结果（图２）显示，与野生型

Ｈｕｈ７．５．１细胞相比，下调ａｐｏＥ的表达后，细胞产

生的ＨＣＶ的感染性下降约１０倍；而在ｓｈａｐｏＥ细

胞中表达ａｐｏＥＥＧＦＰ后，其产生的ＨＣＶ的感染性

达到了ｓｈＮＴ细胞的水平。

２．３　ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白与感染性 ＨＣＶ的关

系　ＨＣＶ分别感染Ｈｕｈ７．５．１细胞和ａｐｏＥＥＧＦＰ

细胞后，采用蛋白质印迹法检测各病毒液，结果（图

３）显示，在所有细胞的病毒液中均检测到了病毒的

结构蛋白ｃｏｒｅ，并且在ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞来源的病毒

液中纯化的ＨＣＶ颗粒上，可检测到ａｐｏＥＥＧＦＰ融

合蛋白，而对照组中没有检测到，表明ａｐｏＥＥＧＦＰ

融合蛋白是感染性ＨＣＶ的组分。

·２７４１·
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第１２期．杨再立，等．表达载脂蛋白Ｅ增强型绿色荧光蛋白的细胞系支持感染性丙型肝炎病毒的组装

图２　犃狆狅犈犈犌犉犘细胞系支持感染性犎犆犞颗粒组装

犉犻犵２　犃狆狅犈犈犌犉犘犮犲犾犾犾犻狀犲狊狌狆狆狅狉狋狊犪狊狊犲犿犫犾狔

狅犳犻狀犳犲犮狋犻狅狌狊犎犆犞狆犪狉狋犻犮犾犲狊

ＨＣＶＪｃ１Ｅ２ＦＬＡＧＲＮＡｗａｓｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏＨｕｈ７．５．１，ｓｈＮＴ，ｓｈ

ａｐｏＥａｎｄａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｔｈｅｔｉｔｅｒｓｏｆｔｈｅｓｅｖｉｒｕｓｅｓｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＴＣＩＤ５０ａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｉｎｇｗｉｔｈｆｒｅｅｓｅｒｕｍｍｅｄｉａｆｏｒ９６ｈ．

ａｐｏＥ：ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ；ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ；

ＨＣＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

２．４　ａｐｏＥＥＧＦＰ蛋白与 ＨＣＶ结构蛋白Ｅ２的相

互作用　免疫荧光分析结果（图４）显示，ａｐｏＥ

ＥＧＦＰ细胞内的ａｐｏＥＥＧＦＰ与ＨＣＶ结构蛋白Ｅ２

共定位。

图３　蛋白质印迹分析示犪狆狅犈犈犌犉犘是感染性犎犆犞的组分

犉犻犵３　犪狆狅犈犈犌犉犘犻狊犪犮狅犿狆狅狀犲狀狋狅犳犎犆犞

狆犪狉狋犻犮犾犲狊犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＨＣＶＪｃ１Ｅ２ＦＬＡＧＲＮＡ ｗａｓｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏＨｕｈ７．５．１ａｎｄ

ａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ａｐｏＥＥＧＦＰａｎｄｃｏｒｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅ

ｏｆ ＨＣＶ ｐａｒｔｉｃｌｅｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙ ＦＬＡＧｓｐｅｃｉｆｉｃａｆｆｉｎｉｔｙｇｅｌｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｅｌｕａｔｅｓ：ＰｕｒｉｆｉｅｄＨＣＶ；

Ｉｎｐｕｔ：ＵｎｐｕｒｉｆｉｅｄＨＣＶ．ａｐｏＥ：ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ；ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ；ＨＣＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ

图４　犪狆狅犈犈犌犉犘与犎犆犞结构蛋白犈２相互作用

犉犻犵４　犪狆狅犈犈犌犉犘犻狀狋犲狉犪犮狋狊狑犻狋犺犎犆犞狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾狆狉狅狋犲犻狀犈２

ａｐｏＥＥＧＦＰｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＨＣＶＪｃ１Ｅ２ＦＬＡＧｖｉｒｕｓｅｓ．ＣｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆａｐｏＥＥＧＦＰａｎｄＥ２ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ａｓｓａｙａｎｄｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｅ２ＦＬＡＧｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙａｎｔｉＦＬＡＧａｎｔｉｂｏｄｙ．ａｐｏＥ：ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ；ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ；ＨＣＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

人源ａｐｏＥ作为一类重要的载脂蛋白，对脂类的

运输具有重要作用。研究发现ａｐｏＥ与心血管疾病、

阿尔茨海默病密切相关［１１］。此外，科学家还发现它

能影响ＨＣＶ的感染性
［５］。首先，ＨＣＶ表面的ａｐｏＥ

与宿主细胞表面的硫酸乙酰肝素的结合介导了

ＨＣＶ的吸附
［１２］。其次，细胞内的ａｐｏＥ与ＨＣＶ的

非结构蛋白ＮＳ５Ａ相互作用，协助感染性 ＨＣＶ颗

粒的组装［１３］。最后，感染性ＨＣＶ的释放依赖于细

胞内ａｐｏＥ的分泌
［１４］。

本研究在ｓｈＲＮＡ介导ａｐｏＥ下调的Ｈｕｈ７．５．１

细胞系中高效表达了ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋白，结果发

现ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系中产生的 ＨＣＶ颗粒的感染

性与野生型细胞中产生的 ＨＣＶ颗粒的感染性相

当。此外，将 ＨＣＶＲＮＡ基因组转染进入ａｐｏＥ

·３７４１·
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ＥＧＦＰ细胞系后，在收集的病毒液中纯化出来的

ＨＣＶ颗粒上能检测到大量的ａｐｏＥＥＧＦＰ融合蛋

白。Ｌｅｅ等
［１５］研究证实ａｐｏＥ与包膜糖蛋白Ｅ２在

细胞中相互作用，帮助ＨＣＶ组装出成熟的病毒颗

粒。本研究用ＨＣＶ感染ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系，通过

荧光共聚焦实验也观测到了ａｐｏＥＥＧＦＰ和Ｅ２的

相互作用。这些结果表明，ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞系支持

感染性ＨＣＶ颗粒的组装。此外，基于ＥＧＦＰ具有

跟踪活细胞中蛋白质行为的特性，ａｐｏＥＥＧＦＰ细胞

系也可以用于示踪ＨＣＶ颗粒组装的动态过程。

利用外源的荧光蛋白及标签标记活体细胞内的

蛋白质是一种研究蛋白质功能的有效手段。

Ｍｏｒａｄｐｏｕｒ等
［１６］将 ＧＦＰ插入 ＨＣＶ 非结构蛋白

ＮＳ５Ａ中，实现了对ＨＣＶＲＮＡ复制复合体的可视

化。有研究报道，用四半胱氨酸标签标记 ＨＣＶ结

构蛋白ｃｏｒｅ，可展示ｃｏｒｅ在细胞中的转运及其与宿

主细胞因子之间的相互关系［１７］。然而，迄今为止还

没有对感染性ＨＣＶ颗粒进行标记的研究报道。本

研究构建的ａｐｏＥＥＧＦＰＨＣＶ颗粒的感染性与野生

型ＨＣＶ相当，有望用于更加深入地研究ＨＣＶ的生

活史，为ＨＣＶ患者找到新的治疗策略。
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