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戊型肝炎病毒 ORF1多聚蛋白的不同功能域在细胞内的定位
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摘要:为了探讨戊型肝炎病毒多聚蛋白 ORF1 的多个功能域在宿主细胞中的表达和定位情况, 我们首先将 psk-

HEV 重组载体上的 ORF1 各功能域的编码序列克隆到绿色荧光蛋白载体 pcDNA31 1-GFP 上, 构建成融合表达的

重组质粒,并测序和酶切鉴定其构建成功。再通过 Western-Blot 验证各融合蛋白在细胞中正确表达,并用激光扫

描共聚焦显微镜观察融合蛋白在细胞内的分布和定位。在 H uh7 细胞中, RdRp 蛋白主要分布于细胞核内, H EL

蛋白以囊泡状分布于细胞核周, M ET 蛋白以颗粒状存在于细胞核和细胞质中, PLP 蛋白呈极性分布于细胞核周, X

蛋白在细胞核和细胞质中均存在。各融合蛋白在细胞中的不同定位印证了对这些蛋白质的功能预测和体外研究

结果,这为进一步研究 HEV 不同蛋白功能提供了支持。
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  戊型肝炎病毒( Hepatit is E virus, HEV) 是单

股正链无包膜的 RNA 病毒,主要经消化道传播, 其

中最重要的传播方式为粪-口途径。据报道, HEV

曾在一些不发达国家和地区大规模暴发流行并在全

世界范围内散发流行, 对社会公共卫生产生了广远

影响。其临床症状与甲型肝炎类似,但死亡率更高,

尤其在孕妇中死亡率高达 20%
[ 1]
。目前 HEV 的

复制及包装机制仍不十分清楚,对 HEV 各蛋白功

能的研究并不完全。

HEV 基因组全长约 71 5 knt ,由 5'端非编码区、

3个读码框( Open reading f rame, ORF) ,即 ORF1、

ORF2和 ORF3)和 3'端非编码区组成。ORF1位于

HEV基因组 5'端,编码一个约 1 693aa 的非结构性

多聚蛋白,其功能可能涉及病毒复制和病毒蛋白的

成熟。ORF1含有多个酶活性功能区,分别为多聚

蛋白 C 端的 RNA 依赖性 RNA 聚合酶 ( RNA-d-i

r ected RNA po lymerase, RdRp) 区、RNA 螺旋酶

( Helicase, HEL)区、木瓜蛋白酶样的半胱氨酸蛋白

酶( Papain- like protease, PLP)区、位于多聚蛋白 N

端的甲基转移酶( M ethly tr ansferase, M ET )区及功

能未知的 X区和 Y区 [ 2-3]。RdRp 存在于 ORF1 多

聚蛋白 C 端第 1 200~ 1 700氨基酸位置,研究表明

原核表达纯化的 RdRp 蛋白仍具有 RNA 聚合酶活

性
[ 4 ]
。HEL 存在于 ORF1 多聚蛋白第 960~ 1 204

氨基酸位置, 纯化的 H EL 蛋白在体外实验中具有

NT P 酶活性和解旋酶活性[ 5]。PLP 存在于 ORF1

多聚蛋白第 440~ 610氨基酸位置, 根据 Gorbalenya

等推测
[ 6-7]

, PLP 可能是在 ORF1多聚蛋白翻译时

或翻译后加工过程中将其特异性剪切从而产生不同

的非结构功能蛋白。MET 存在于 ORF1 多聚蛋白

第 60~ 240 氨基酸位置, 体外结果表明 HEL 将甲

基转移到 HEV 基因组 RNA 5c端形成 m7G 帽
[ 3]
。

据报道, X区与聚 ADP 核糖结合[ 8]。Y是功能未知

的区域。截止目前, 对 ORF1功能基因的研究尚停

留在预测及体外验证阶段,仍不清楚 ORF1多聚蛋

白的翻译和翻译后加工过程。

ORF2位于 HEV 基因组 3'端,编码 HEV 病毒

的主要结构蛋白。ORF3编码一种能与细胞骨架相

结合的磷酸化蛋白
[ 9]
, 报道显示 ORF3 表达的蛋白

可能广泛参与 HEV 的免疫逃逸、病毒复制及组装

等多个过程[ 10-17] 。

本研究克隆了 ORF1 中 5个功能蛋白基因和

ORF3蛋白基因, 并分别构建了与绿色荧光蛋白融

合表达的重组质粒, 通过共聚焦显微镜观察这些

HEV 蛋白在 Huh7中的定位情况,观察各功能基因

表达蛋白在真核细胞中的定位是否与预测相符合,

为进一步研究 HEV蛋白在细胞中的作用提供证据

支持。



材料与方法

1  菌株、质粒、载体和抗体  大肠杆菌 DH5A感受

态细胞由本实验室用 CaCl2 法自行制备; pcDNA

31 1-GFP 是通过 BamHI 和 EcoRI 酶切将 GFP 基

因全长编码区(美国 NIH 的 Emerson SU 赠与)连

入真核表达载体 pcDNA31 1( + ) ( Inv it ro gen)构建

而成; psk-HEV(美国 NIH 的 Emerson SU 赠与)包

含 Sar 55-HEV 全长基因组; pMD18-T 购自 T aKa-

Ra; 抗 GFP 鼠单抗购自 Santa Cruz Biotechno log y。

2  重组质粒的构建  在 NCBI的 GenBank数据库

中查找 Sar55-HEV全长基因组序列, 并用 Oligo 软

件设计引物(表 1) , 以 psk-HEV 为模板, 通过 PCR

扩增 出 RdRp ( 1 461bp)、HEL ( 735bp )、MET

( 546bp)、PLP( 480bp)、X( 474bp)及 ORF3( 372bp)

片段, 琼脂糖凝胶回收 PCR 产物, 连接入 T 载体

后,用 EcoRI和 X baI 酶切鉴定阳性克隆。将测序

正确的克隆载体用 EcoRI 和 X baI 酶切, 回收目的

片段,与经相同酶切处理的 pcDNA31 1-GFP 连接,

构建成真核表达重组质粒 pGFP-RdRp、pGFP-

MET、pGFP-HEL、pGFP-PLP、pGFP-X 和 pGFP-

ORF3。

表 1  HEV ORF1 不同功能域和 ORF3 基因的引物

Table 1 T he pr imers of H EV ORF1 differ ent functional domains and ORF3 gene

Funct ional domain s Primers

RNA-dir ected RNA

polymeras e ( RDRP)

Fn: 5-' GAATT CATGGGTGGCGAAATT GGC-3'

Rn : 5-' TCT AGATCAT TCCACCCGACACAGGAT TG- 3'

Meth lyt ran sferase ( MET ) Fn: 5-' GAATT CATGGT TT TCCGCCCCGAGGTT T TCT G-3'

Rn : 5-' TCT AGATCAGCGCAGGT TGGAAACAT CG-3'

Helicase ( H EL) Fn: 5-' GAATT CATGGGCTGT CGAGT CACC- 3'

Rn : 5-' TCT AGATCAGAAAAAGTT AT TAACGAT TGCAT CG-3'

papain- like pr oteas e ( PLP) Fn: 5-' GAATT CATGCAGT GT AGGCGCT GGCT CT C-3'

Rn : 5-' TCT AGATCAGAGATT GTGGCGCTCT GGGC- 3'

X d om ain ( X) Fn: 5-' GAATT CATGCCGGATGGCT CTAAGGTAT T CG-3'

Rn : 5-' TCT AGATCAT GCTGT CCGT GCAACAT CCTCA-3'

ORF3 Fn: 5-' GAATT CATGAAT AACAT GT CT TT TGC-3'

Rn : 5-' TCT AGATT AGCGGCGCGGCCCCAGC-3'

3  细胞培养和转染  人肝源细胞系 Huh7 细胞

( AT CC ) 用 DMEM ( 10% 胎牛血清 ( FBS, Hy-

clone) , 100Lg/ mL 青霉素, 100Lg/ mL 链霉素)培养

基培养。293FT 细胞( Invit rog en)用 DMEM ( 10%

胎牛血清, 100Lg / mL 青霉素, 100Lg/ mL 链霉素,

1j非必需氨基酸)培养基, 于 37 e , 5% CO 2 培养

箱中培养。上述细胞接种 12h后按梭华( Sofast )脂

质体转染试剂(厦门太阳马)操作手册进行转染。

4  Western Blot 鉴定目的蛋白表达  转染 24h 后

收集细胞,每孔加入 100Ll DDM 裂解液( 2m 的 1M

Hepes, 1ml 的 100mM EGTA, 2ml 的 250Mm

MgCl2 , 2m l的 5M NaCl和 400ng 的 DDM 粉末, 加

去离子水配至成 100m l)并在冰浴中放置 30 min,离

心收集上清液, 然后加入上样缓冲液, 100 e 煮沸

10m in,取 20Ll 蛋白样品进行 10% SDS-PA GE 电

泳,硝酸纤维素膜电转印 50min, 用 TN 缓冲液配置

的 5%脱脂奶粉封闭 30min,再依次加入一抗 GFP

鼠单抗孵育60min,二抗 Alexa Fluo r 680-GAM( In-

vit rog en )孵育 30m in,最后用 Odyssey 红外激光成

像系统( L I-COR)扫膜。

5  激光共聚焦显微镜扫描  将 Huh7细胞接种于

预先放置盖玻片的 6 孔板中, 12h 后分别转染重组

质粒 pGFP-RdRp、pGFP-HEL、pGFP-MET、pGFP-

PLP、pGFP-X、pGFP-ORF3 和对 照 质粒 pcD-

NA31 1-GFP, 24h后 PBS 洗 1次, 4 % 多聚甲醛常

温固定 20min, PBS 洗 2 次, 然后用 PBS-01 3%
T riton通透 10min, PBS 洗 2 次, 最后 DAPI 核染

5m in, PBS 洗 3 次, 封片后用激光共聚焦显微镜

( Leica)扫描。

结   果

1  目的基因真核表达载体的构建
以质粒 psk-HEV 为模板, 用表 1 中所示引物

分别扩增出 ORF1 中编码 5 个功能域 RdRp

( 1 461bp)、HEL ( 735bp )、MET ( 546bp )、PLP
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( 480bp)、X( 474bp)的序列片段和 ORF3( 372bp)基

因片段, 11 5%琼脂糖凝胶电泳鉴定各目的片段大小
正确(图 1)。

M. DNA marker DL2000; 11 HEV ORF1 RdRp segm ent ,

1 461bp; 21 HEV ORF1 HEL segm ent , 735bp; 31 HEV ORF1

MET segment , 546bp; 41 HEV ORF1 PLP segment, 480bp; 51

HEV ORF1 X segment , 474bp; 61 HEV ORF3 segment , 372bp.

图 1 HEV ORF1不同功能基因和 ORF3 基因的扩增

F igure 1  PCR amplification o f var ious functional

domains of H EV ORF1 and ORF3 gene

  将各目的扩增产物连入 pMD18-T 载体, 测序

结果表明所扩增各片段的序列没有突变。从 T 载

体切下的目的片段并连接到 pcDNA31 1-GFP 真核
融合表达载体上, 构建 pGFP-RDRP、pGFP-MET、

pGFP-HEL、pGFP-PLP、pGFP-X 和 pGFP-ORF3

(图 2)。

2  Western-Blot鉴定目的蛋白的表达

将构建好的重组质粒 pGFP-RdRp、pGFP-

HEL、pGFP-MET、pGFP-PLP、pGFP-X 和 pGFP-

ORF3分别转染 293FT 细胞,转染 48h后制备细胞

总蛋白样品, Wester n-Blo t检测细胞内 GFP 融合蛋

白( ant-i GFP抗体)。结果表明 GFP 融合蛋白在真

核细胞内均能有效表达, 且表达蛋白的大小与预期

情况(从左到右依次是 80kD、53kD、47kD、44kD、

44kD和 40kD)符合(图 3)。

M. DNA marker DL 2000; 11 HEV ORF1 RdRp segment , 1 461bp; 21 HEV ORF1 HEL segm ent , 735bp;

31 HEV ORF1 MET segment , 546bp; 41 HEV ORF1 PLP segm ent , 480bp; 51 HEV ORF1 X segmen t,

474bp; 61 HEV ORF3 segment , 372bp.

图 2 EcoRI 和 XbaI 酶切鉴定 pcDNA31 1 载体中 HEV ORF1不同功能基因和 ORF3 基因

F igure 2  Identification of v arious functional domains o f HEV ORF1 and ORF3 genes in

pcDNA31 1 vecto r using r est riction enzymes EcoR I and X ba I

3  各目的蛋白在细胞内的定位情况

通过将相应质粒转染 Huh7 细胞, 我们观察了

GFP 融合的 HEV ORF1各个功能域蛋白及 ORF3

蛋白在细胞内放大 1 000倍的定位情况。在 Huh7

细胞中表达的 GFP-RdRp(绿色)蛋白分布于整个细

胞内, 通过 DAPI染色标记细胞核(蓝色)位置,可以

观察到 RdRp 的表达存在明显的细胞核定位现象

(图 4, A ) ; GFP-HEL 蛋白(绿色)聚集成泡状蛋白

团, 分布上主要集中在细胞核周区域 ( 图 4, B ) ;

GFP-MET 融合蛋白(绿色)也呈颗粒状聚集, 广泛

分布于整个细胞,细胞核内也能观察到明显的蛋白

点状聚集(图 4, C) ; GFP-PLP 蛋白(绿色)全部集中

在细胞核周区域, 并且在分布上存在明显的极性,主

要聚集在细胞核的一侧, 在其他位置只要少量分布

在细胞核边缘(图 4, D) ; GFP-X蛋白(绿色)在细胞

核和细胞质中均有明显表达,但其分布不同于同样

在细胞核与细胞质内都有分布的 GFP-RdRp 及

GFP-MET, GFP-X 的分布主要集中在细胞核内及

细胞一侧的部分区域内(图 4, E) ;表达的 ORF3融

合蛋白(绿色)主要存在细胞质中, 部分存在细胞膜

定位,其中分布于细胞质中的蛋白呈颗粒状聚集(图

4, F) ; 作为对照表达的 GFP 蛋白集中分布在细胞

核内(图 4, G)。
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图 3 HEV ORF1 不同功能蛋白和 ORF3 蛋白的表达鉴定

Figure 3  Identif ication of expression of v arious

funct ional domains from H EV ORF1 and

ORF3 by Western Blot

图 4  HEV ORF1 不同功能域蛋白和 ORF3 蛋白在宿主细胞内的定位

Figure 4 Location for var ious functional domains o f HEV ORF1

and ORF3 protein in huh7 cells
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讨   论

目前 HEV 可分为 4种基因型, 中国主要流行 1

型和 4型 HEV。本研究中涉及到的 SAR55属于 1

型 HEV。比对不同型 HEV ORF1的序列,发现其

同源性很高, 大部分有 90%以上, 可见 ORF1 具有

较高的保守性[ 18]。ORF1 包含多个功能域, 然而

ORF1多聚蛋白的翻译和翻译后加工机制目前不清

楚。体外合成感染性 HEV RNA 转染实验中

ORF1多聚蛋白翻译后加工产生特异性的分子量在

35~ 40kD之间的多肽,而不是 186kD的大蛋白
[ 19]

,

然而在大肠杆菌和 HepG2 细胞中 ORF1重组质粒

只能表达出分子量为 186kD的大蛋白, 不能自动加

工成各种功能蛋白[ 4] , 所以关于 ORF1各功能基因

的研究尚比较少,其各基因所表达蛋白的潜在功能

主要是通过序列比对并预测所得的 [ 18, 20]。关于

ORF1各分功能基因有少量的体外重组表达的研究

报道,但对各功能蛋白在真核细胞内的情况却知之

甚少。本文正是从真核细胞表达蛋白入手研究

ORF1各功能蛋白的细胞定位情况, 从细胞定位的

角度与已报道的 ORF1 蛋白的功能(序列预测及体

外实验结果)进行相互印证。

有报道表明, 在体外实验中大肠杆菌表达的

RdRp蛋白仍具有聚合酶活性, 该蛋白能与 HEV

RNA 的 3'端颈环结合[ 4] , 这可能是 HEV 复制过程

的起始机制
[ 21]
。通过观察 GFP-RdRp 蛋白在细胞

内的定位(图 4A) , 我们发现 RdRp蛋白主要在细胞

核内有明显分布, 而细胞质中较少。这表明 RdRp

蛋白可能存在一个特异性的核定位信号, 该蛋白在

细胞质中翻译完成后会被运输到细胞核内, 这与序

列预测结果及体外实验结果相吻合, 表明 RdRp 基

因所表达蛋白很可能参与 HEV 基因组的复制过

程。

纯化的 H EL 蛋白在体外仍具有 NT P 酶活性

和解旋酶活性[ 5] ,当突变或缺失 HEL 序列时, HEV

的复制被抑制
[ 22]

,可见其在病毒基因组复制和转录

过程在中发挥了非常重要的作用。我们观察发现

GFP-HEL 蛋白在 Huh7细胞中聚集呈泡状蛋白聚

集(图 4B) , 大部分在细胞核周区域, 这表明表达的

HEL 蛋白可能主要集中在某些核周囊泡状细胞器

中,典型的如内质网,这表明其解旋酶活性可能主要

发生在 RNA 合成过程的后期, 即离开细胞核到达

内质网附近的这段时期。

MET 序列上有类甲病毒超家族的特征[ 20] , 报

道称 MET 具有类似细胞内 S-腺苷甲硫氨酸依赖甲

基转移酶的序列和尿苷转移酶活性, 在 HEV 基因

组复制过程中催化甲基转移, 从而产生 HEV 基因

组 RNA 5'端 m7G帽
[ 3]
。我们观察发现 GFP-MET

在细胞中的是以小颗粒形态存在的(图 4C) , 在细胞

核和细胞质中都有分布, 其细胞核定位印证 MET

蛋白确实可能参与了 HEV 基因组复制过程。

据 Gorbalenya A 等报道
[ 6-7]

, PLP 可能是在

HEV 多蛋白翻译时或翻译后加工过程中发挥蛋白

酶作用, 从而产生不同的非结构蛋白。共聚焦显微

镜观察发现 PLP 蛋白主要集中在靠近细胞核的位

置(图 4D) ,其明显的极性分布表明该蛋白主要分布

在某些极性细胞器上, 如高尔基体,这与对该蛋白功

能的预测(翻译后加工)相吻合, 预示着该蛋白很可

能是在糙面内质网或高尔基体上执行对 HEV 蛋白

的翻译后加工。

目前还不是很清楚 X 蛋白的功能,根据 Eglo ff

等研究
[ 23]

, X区与聚 ADP 核糖结合,可能参与了细

胞内 ADP 核糖代谢和翻译后蛋白质修饰的运输途

径,但在病毒复制和与宿主细胞作用的过程中功能

未知。通过共聚焦显微镜观察,我们发现 X 蛋白在

细胞核和细胞质中都存在 (图 4E) , 该结果显示出

该基因表达的蛋白带有核定位信号, 预示该蛋白可

能与 HEV基因组复制过程相关联。

ORF3是一种能与细胞骨架结合的磷酸化蛋

白
[ 9 ]

,其 N'端可连接 HEV RNA并与衣壳蛋白形成

复合体[ 12] ,其 C 端具有多个功能,在宿主细胞内能

与多种信号分子相互作用,感染后发病机制和宿主

细胞免疫逃逸等信号通路中发挥一定作用
[ 11]

,同时

还有报道表明 ORF3 很可能参与了 HEV 的复制、

组装及出胞过程[ 12-16] ,在体内实验中, ORF3蛋白对

病毒感染是必需的 [ 21, 24]。在本研究中, 我们以

ORF3作为 GFP-蛋白融合细胞定位可信性的验证。

通过观察 ORF3 蛋白在 Huh7细胞中的定位, 我们

发现 ORF3蛋白存在于整个细胞质中, 并且在细胞

膜上也有定位, 主要以颗粒状分布(图 4F) , 这与已

经报道的关于 ORF3的定位及功能的研究成果完

全一致。

通过本研究工作, 我们首次构建出 ORF1中独

立的 5个功能蛋白基因的 GFP 融合表达质粒, 并通

过共聚焦显微镜观察这些蛋白在 H uh7中的定位情

况。各蛋白的细胞定位, 不仅印证了现有的关于这

些蛋白在体外实验及序列比对预测上所获得的研究
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结果, 同时还发现一个未知功能基因 X 可能参与了

HEV 的复制调控过程。这些结果有助于解释

ORF1基因如何执行其生理功能, 为进一步研究

HEV不同蛋白功能提供了真核细胞上的证据支

持。
(致谢:感谢美国 NIAID 的 Em erson SU 教授提供 p sk- SAR55-

HEV 全长基因组重组质粒。)
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Localization of Functional Domains of HEV ORF1 in Cells

HUANG Hui, ZHENG Z-i zheng , ZHAO M in, LI Jing-xian, LAI Wang-sheng,

M IAO Ji, ZHANG Jun, XIA Ning-shao*

( N ationa l I nsti tute of Diagnosti cs and Vac cine De v elop ment in Inf ect ious Disea se , S chool of L i f e

S cie nces, X iamen Univ er si t y , X iamen 361005, Ch ina)

Abstract: T o invest igate the expression and lo calization o f v ar ious funct ional domains of ORF1 po lypr otein

and ORF3 protein of hepat itis E virus in host cells, the coding sequences o f the various functional domains

( RdRp, HEL, MET, PLP, X) o f ORF1 w ere separately cloned into pcDNA31 1-GFP vectors fo r constr uc-

t ing the recombinant plasmids w hich w ere verified by enzyme digestion and sequencing1 The exact expres-

sion of the fusion proteins w ere detected by Western Blot , and the dist ribut ion and lo calizat ion w ere ob-

served by the laser scanning confo cal m icro scope( LSCM )1 In huh7 cells, GFP-RdRp proteins w ere found

mainly in the nuclei, GFP-HEL proteins w er e dist ributed vesicularly around the nucleus, GFP-MET pro-

teins w ere dist ributed g ranularly bo th in the nuclei and the cytoplasm, GFP-PLP proteins had polar dist r-i

bution around the nucleus, and unknown GFP-X proteins w ere dist ributed unifo rmly both in the nuclei and

the cytoplasm1 Dif ferent localization of these proteins v erif ied the previous data obtained from in vi tr o

studies, pro viding a suppor t for further research on the biolo gical functions of various pr oteins coded by

HEV genome1
Key words: hepat it is E v ir us; ORF1 po lypr otein; ORF3 pr otein; localizat ion
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