
　　　　

Grp78/ Bip 介导戊型肝炎病毒衣壳蛋白
对宿主细胞的吸附

吴小成　苗　季　郑子峥　何水珍　孙媛媛　唐　明　张　军　夏宁邵

　　【摘要】　目的　探讨 Grp78/ Bip在戊型肝炎病毒 (HEV)衣壳蛋白进入宿主细胞过程中的作用。方法　采用 pull2down和免

疫共沉淀技术进一步验证 p239与 Grp78/ Bip的相互作用 ;采用激光共聚焦显微镜技术检测 p239与细胞膜表面 Grp78/ Bip共定

位情况 ;采用原核表达纯化的 Grp78/ Bip蛋白封闭 p239的 Grp78/ Bip结合位点 ,检测其阻断 p239吸附细胞的效果。结果　p239

与 Grp78/ Bip可以直接结合 ,而且这种结合是可逆的生理性结合 ;p239与 Grp78/ Bip在细胞膜上存在部分共定位 ; Grp78/ Bip 能

部分阻断 p239对肝细胞的吸附。结论　Grp78/ Bip参与并介导 HEV衣壳蛋白对宿主细胞的吸附。
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【Abstract】　Objective　To further investigate the interaction between recombinant hepatitis E virus ( HEV) capsid protein p239 and

Grp78/ Bip and the role of Grp78/ Bip in HEV penetration. Methods　We utilized pull2down , immunoprecipitation and antibody blocking

assays to examine the interaction between p239 and Grp78/ Bip. Confocal microscopy was used to investigate the co2localization of these two

proteins. Purified Grp78/ Bip was used to block the attachment of p239 to host cells. Results　p239 directly bound to Grp78/ Bip and this

binding was sensitive to ATP. Furthermore , antibody blocking results demonstrate that this interaction was indeed conformation2dependent. A

partial co2localization of p239 and Grp/ Bip was observed on the plasma membrane of HepG2 by confocal microscopy. Pre2incubation of Grp78/

Bip with p239 significantly blocked the attachment of p239 to HepG2 cells. Conclusion　Grp78/ Bip participates in the attachment and/ or entry

of the HEV capsid protein to host cells. These results further contribute to the understanding of the entry mechanism of the hepatitis E virus

after infection.
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　　戊型肝炎是由戊型肝炎病毒 ( HEV)感染引起的

急性肝炎 ,症状与甲型肝炎相似 ,但病死率较

高[1 ,2 ]。随着甲型肝炎疫苗的普遍接种 , HEV 感染

导致的急性肝炎问题日显突出 ,我国近年戊型肝炎

发病率增长迅速 ,已经成为危害严重的疾病之一[3 ]。

此外 ,研究表明人类在食用未经充分烹饪的动物内

脏和肌肉后可以感染 HEV[4 ]。因此 ,戊型肝炎已被

归类为人畜共患病[4 ,5 ] ,已经严重威胁到人类的身

体健康。HEV 基因组为全长 712 knt 的单股正链

RNA ,分为 3个开放阅读框架 (ORF) :ORF1编码病毒

复制与组装相关的各种酶 ,ORF2 编码病毒衣壳蛋

白 ,而 ORF3 可能参与了 HEV 在细胞内的转运[6 ]。

病毒成功感染的第 1 步是病毒与细胞膜表面的吸

附。这种表面吸附可以分为两类 ,即病毒颗粒与黏

附因子之间的非特异性吸附以及与病毒受体之间的

特异性吸附。病毒受体通过这种特异的相互作用诱

导病毒颗粒构象改变 ,激活胞内各种信号转导途径 ,

启动内化程序 ,主动完成病毒的侵入过程。Grp78

作为 HSP70热休克蛋白家族中的一员 ,主要参与蛋

白质在内质网的加工、折叠 ,包括某些病毒在胞内的

组装、成熟与转运[7 ]。最近有研究表明 , Grp78也存

在于细胞膜表面 ,特异性介导一些蛋白向胞内转运 ,

即承担细胞表面受体的功能[8 ]。HEV 本身极易降

解 ,很难获得大量纯化病毒 ,野生 HEV可以微量感

染 Hep G2、Huh7 等细胞 ,但仅维持数日[9 ,10 ]。由于

HEV缺乏合适的细胞培养模型 ,极大地限制了 HEV

感染宿主细胞机制的研究 ,迄今尚无有关受体研究

等方面的报道。

本实验室对 HEV ORF2衣壳蛋白进行了大量的

研究 ,证实所表达的 p239蛋白可以很好地模拟病毒

表面结构[11 ,12 ]。前期研究同时揭示 p239 可以吸

附、进入 Hep G2细胞并有效阻断野生 HEV对 Hep G2

和原代培养肝细胞的感染[12 ,13 ]。上述研究证实了
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p239含有和 HEV相同的细胞结合表位。以此为基

础 ,我们筛选了 p239 在肝细胞中的结合蛋白 ,发现

p239与热休克蛋白家族蛋白 Grp78/ Bip ( Grp78)有相

互作用[14 ]。本研究利用 pull2down等方法 ,进一步研

究了两者的相互作用 ,为 HEV感染机制的研究提供

了线索。

材料和方法

11实验材料及细胞培养 　HEV 单克隆抗体

16D7、15B2和 8C11 由本实验室制备。重组颗粒性

HEV ORF2 蛋白 p239 由本实验室生产。p233 蛋白

由 p239改造而成 ,在 C端缺失 6个氨基酸并产生构

象改变 ,因而不能与中和单克隆抗体 8C11 反应。

Hep G2细胞购自 ATCC ,37 ℃培养于含 10 %胎牛血

清、100 U/ ml 青霉素、100 U/ ml 链霉素的 DMEM培

养基中 ,隔天消化传代。

21 pull2down 实验 　Grp78 基因聚合酶链反应

(PCR)扩增后[14 ] ,以 BamHⅠ/ HindⅢ位点接入 pET2
30a ( + ) ,转化 ER2566 ,IPTG诱导表达。经过硫酸铵

沉淀 ,金属亲和层析得到纯化的 Grp782his 蛋白。

Grp782his与 15μl Ni2Agarose于 4 ℃结合 1 h ,洗去未

结合的蛋白 ,加入 3μg p239于 1 ml PBS体系 4 ℃反

应 2 h ,100 mmol/ L 咪唑洗脱 ,制样分析。p233 与

Grp78反应实验以及 8C11 阻断 p239 与 Grp78 实验

均以此实验为基础 ,将 p239换成 p233或是在 p239

与 Grp78反应前 ,将 HEV 中和单克隆抗体 8C11 以

1 mg/ ml的浓度与 p239先于 4 ℃反应 30 min ,然后加

入结合有 Grp782his的 Ni2Agarose共孵育。

31免疫共沉淀　1 ml 20 mmol/ L PB pH 810体系

中加入 20μg原核表达、纯化的 Grp 78 ,6μg p239 ,4 ℃

孵育 1 h ,然后与 10μg的 16D7或阴性对照抗体 ,15μl

的 ProteinA/ G Agarose ,4 ℃孵育 2 h ,20 mmol/ L PB pH

810缓冲液或 5 mmol/ L ATP (20 mmol/ L PB pH 810)缓

冲液洗涤 ,挂柱产物煮沸 ,十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳 (SDS2PAGE)分离、转膜后用兔抗 Grp78多

克隆抗体 (Santa Cruz ,1∶1 000)检测。

41间接免疫荧光　1×105 Hep G2细胞培养于预

先放置盖玻片的 24孔板中。2μg的 pcDNA3112HA2
Grp78质粒用 so2fast脂质体转染 (梭华 ,5μl) ,24 h后

加入 p239 ,于 4 ℃孵育 30 min。细胞经 PBS漂洗后 ,

用 4 %多聚甲醛固定 ,然后与本室制备的 HEV单克

隆抗体 16D7 (1∶500)及抗 Grp78兔多克隆抗体 (Santa

Cruz ,1∶100) 室温孵育 1 h ,再与异硫氰酸荧光素

(FITC)标记的羊抗鼠 (Sigma ,1∶500)及 TRITC标记的

羊抗兔 (Sigma ,1∶500)室温孵育 30 min。封片后荧光

信号由Leica激光共聚焦显微镜扫描分析。

51 Grp78蛋白阻断 p239吸附实验 　100μl PBS

体系中加入 20μg Grp78 ,3μg p239 ,4 ℃反应 1 h ,然

后与 24孔板中的 Hep G2细胞 (1×105)室温孵育 30

min ,弃培养上清液 ,PBS洗涤 3 次 ,收集细胞 ,加入

上样缓冲液煮沸 ,经 SDS2PAGE后蛋白印迹法检测。

结　　果

11HEVp239与 Grp78的相互作用　我们曾采用

亲和层析技术在 Hep G2细胞中分离出与 HEV衣壳

蛋白 p239 结合的蛋白 Grp78/ Bip ,并利用免疫沉淀

初步验证了两者的相互作用[14 ]。在本实验中 ,我们

将 Grp78基因克隆到含 his的原核表达载体 ,表达并

纯化出 Grp782his融合蛋白 (结果未附) 。采用 pull2
down 技术 ,首先将 Grp782his 及对照梅毒蛋白

(Syphilis2his)结合到镍离子柱 ,再与 p239 反应。咪

唑洗脱产物经 SDS2PAGE后分别与 HEV单克隆抗体

16D7及兔抗 his多克隆抗体反应。结果显示 Grp78

与 Syphilis2his 在镍柱上的结合量基本相同 , Grp782
his pull2down组分中含有大量 p239 ,而 Syphilis2his中

基本没有 p239 (图 1A) ,表明 Grp78可以不通过其他

蛋白而直接与 p239结合。

　　图 1A　Pull2down 结果显示 Grp78 可以直接特异性结

合 p239

Fig 1A. Pull2down assay results shows a direct interaction

between p239 and Grp78

Grp782his (Lane 1) or control protein syphilis2his (Lane 2) was first

bound onto a Ni + column and then incubated with p239. Eluted p239 was

examined by mAb 16D7. His2tagged Grp78 and syphilis bound on the column

served controls for protein loading.

为验证上述结果 ,将原核表达的 Grp78 与 p239

共孵育 ,然后采用免疫共沉淀方法 ,将 HEV单克隆

抗体 16D7 及无关对照单克隆抗体先结合到
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ProteinA/ G琼脂糖介质 ,再与上述孵育产物结合并

进行免疫印迹分析。结果显示 HEV 单克隆抗体

16D7组能检测到 Grp78 而对照抗体组未能检测到

Grp78 (图 1B) ,进一步说明了 Grp78 与 p239 是直接

相互作用。

　　图 1B　Grp78与 p239免疫共沉淀结果

Fig 1B. 　Results of the co2immunoprecipitation assay

shows a direct interaction between p239 and Grp78

Recombinant Grp78 was incubated with p239 and immunoprecipitated

with 16D7 (Lane 1) , control antibody (Lane 2) or 16D7 washed with ATP

(Lane 3) . Reaction products were examined with anti2Grp78 antibody.

Grp78本身具有ATP水解酶的活性[15 ]。利用这

一特性 ,我们首先将 Grp782his结合到镍离子柱并与

p239孵育 ,然后分别用 PBS及含 ATP的 PBS洗涤 ,

再用咪唑洗脱后进行免疫印迹实验。结果显示 ,

Grp782his与镍离子柱结合量相同的条件下 ,经

5 mmol ATP洗涤的反应产物中 p239 含量明显减少

(图 1C) 。另外 ,免疫共沉淀实验中 ,采用 5 mmol

ATP洗涤后完全检测不到 Grp78 (图 1B) 。以上实验

结果表明 ATP可以部分解离 Grp78与 p239的结合。

　　图 1C　Pull2down 结果显示 5 mmol/ L ATP可以部分解

离 p239/ Grp78复合物

Fig 1C. The p239/ Grp78 complex can partially disass2

emble with 5 mmol/ L ATP as measured by pull2down assay

The Grp782his/ p239 binding complex was washed with PBS (Lane 1) or

5 mmol/ L ATP (Lane 2) . Eluted p239 was examined by mAb 16D7. Bound

Grp782his was also examined as a control for protein loading. The numbers at

the bottom represent the value of optical density of p239 bands adjusted by

Grp782his.

21p239通过构象型表位与 Grp78相互作用　本

实验室前期研究表明 HEV ORF2衣壳蛋白 597～602

氨基酸 (aa)位点为同源二聚体中 2个单体的结合位

点 ,在病毒衣壳蛋白的组装过程中具有重要作

用[16 ]。我们将 p239 (368～606 氨基酸) C端的 6 个

氨基酸截除 ,得到 p233 (368～600氨基酸) 。p233和

p239与线性单克隆抗体 16D7 的反应性一致 (图

2A) ,但 p233因为无法形成正确构象而不能与 HEV

构象单克隆抗体反应 (结果未附) 。为了进一步阐明

p239在与 Grp78直接相互作用中的结合位点 ,我们

将 Grp782his固定于镍离子柱 ,分别加入 p239、p233

孵育 ,咪唑洗脱后免疫印记检测。结果显示 ,p233

几乎不与 Grp78反应 ,表明 p239是通过构象型结构

与 Grp78直接相互作用 (图 2A) 。利用我们实验室

已有的构象型单克隆抗体 8C11 孵育 p239 ,再检测

p239与 Grp782his的相互作用 ,发现 8C11 能对这种

相互作用产生阻断 ;同时 ,线性单克隆抗体 15B2也

　　图 2A　Pull2down结果显示 p233不能与 Grp78结合

Fig 2A. 　Failure of p233 to bind with Grp78 as measured

by pull2down assay

Eluted p239 (Lane 1) or p233 (Lane 2) was examined by mAb 16D7.

Bound p239/ p233 (middle panel) and Grp782his (lower panel) were also

examined as controls for protein loading.

　　图 2B　构象单克隆抗体 8C11阻断 p239与 Grp78直接

结合

Fig 2B. 　 Conformational mAb 8C11 blocks the

interaction between p239 and Grp78 as measured by pull2down

assay

p239 is shown pre2incubated with 8C11 (Lane 1) , PBS (Lane 2) or

linear mAb 15B2 (Lane 3) and then loaded onto a Grp782his column. Elution

products were analyzed by anti2p239 antibody. Bound Grp782his was also

examined by anti2his antibody as a control for protein loading.
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能产生部分阻断 ,说明可能还有其他的线性位点参

与两者的相互作用 (图 2B) 。以上结果表明 ,p239在

与 Grp78的直接相互作用中主要是通过构象型结构

来完成 ,该结构与 8C11 中和表位区域至少部分重

叠。

31 p239 与 Grp78 在细胞膜上的共定位 　有证

据表明 Grp78存在于细胞膜表面[17 ] ,提示 Grp78 可

能在细胞膜上与 HEV衣壳蛋白结合。我们将 p239

加入正常培养的 Hep G2细胞于 37 ℃孵育 5 min ,使

得 p239维持在细胞膜表面 ,固定后 ,分别用 16D7单

克隆抗体和商品化的兔抗 Grp78多克隆抗体及相应

荧光标记的二抗检测 p239和 Grp78 ,然后进行激光

共聚焦显微镜分析。结果表明 ,p239 和 Grp78 在

Hep G2细胞膜表面存在部分共定位 (图 3) 。

图 3　p239与 Grp78在细胞膜上的部分共定位

Fig 3. 　Confocal microscopy shows the partial co2localization of p239 and Grp78 on the HepG2 plasma membrane

　　4. Grp78蛋白阻断 p239吸附实验　前期研究表

明 p239可以吸附、进入 Hep G2细胞并有效阻断野生

HEV对 Hep G2 和原代培养肝细胞的感染 ,证实了

p239含有和 HEV相同的细胞结合位点[12 ]。p239和

Grp78在 Hep G2 细胞膜表面存在部分共定位提示

Grp78可能介入 p239的吸附、入胞过程。因此 ,我们

用 Grp78封闭 p239表面的 Grp78结合表位并观察对

p239吸附细胞的影响。结果显示 , Grp78 预孵育能

够阻断约 50 %的 p239 对细胞的吸附 (图 4) ,表明

p239表面的 Grp78 结合区域确实参与了 p239 的入

胞过程。

　　图 4　Grp78预孵育可以部分阻断 p239对肝细胞的吸

附

Fig 4. 　Pre2incubation of Grp78 partially blocks the

attachment of p239 on HepG2 cells

p239 was mixed with PBS (left) or Grp78 (right) and then incubated

with Hep G2. The amount of p239 on Hep G2 cells was analyzed by Western

blot . Actin expression was also examined as a control for protein loading. The

numbers at the bottom represent the value of optical density of p239 bands

adjusted by Actin.

讨　　论

近年来 ,随着各种病毒黏附因子及受体的发现 ,

人们对病毒入胞过程的了解更加深入。这些细胞膜

成分包括各种不同的蛋白质、脂、糖类 (碳水化合

物) :如离子转运蛋白 ( ion transporters) 、黏附因子

(adhesion factors) 、信号传导途径中的蛋白分子

等[18 ]。一种病毒往往有多种受体 ,即辅助受体 ,他

们在病毒感染过程中共同或依次与病毒作用介导病

毒内化。有报道指出 ,柯萨奇 A9病毒 (CAV29)以整

合素αvβ3及 Grp78为共受体结合到宿主细胞表面 ,

然后再利用与 Grp78形成蛋白复合体的主要组织相

容性复合物 (MHC) Ⅰ完成病毒的内化[19 ]。登革病

毒也是利用肝细胞表面的 Grp78为受体成功完成感

染[20 ]。

我们曾利用免疫共沉淀技术证明了 Grp78 与

p239可以相互作用[14 ] ,但免疫共沉淀在胞内形成的

复合物有可能包含其他蛋白组分 ,即不能反应两者

是否直接相互作用。为解决这一问题 ,在本研究中

我们表达并纯化了 Grp782his 融合蛋白 ,利用 pull2
down技术研究两者的关系 ,并且采用免疫共沉淀方

法进行佐证 ,结果显示 Grp78 与 p239 可以直接结

合 ,从而更进一步确证了两者的相互作用。此外 ,由

于 Grp78本身具有 ATP水解酶活性 ,利用此特性 ,我

们研究了 ATP 对 Grp78与 p239相互作用的影响 ,发

现ATP 可以部分解离两者的结合。至此 ,有理由认为

Grp78与 p239的结合是一种可逆的、生理性的结合。
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本研究还发现 , Grp78 可以与 p239 结合但不能

与 p233结合 ,且 Grp78与 p239的结合可以被构象型

单克隆抗体 8C11 完全阻断 ,而线性单克隆抗体

15B2却只能产生部分阻断 ,表明两者的相互作用主

要通过 p239 的构象型结构来完成 ,此结构与 8C11

可能是部分或完全重叠的。至于 15B2的部分阻断

结果 ,可能两者的结合同时有线性位点的参与 ,或者

是由于该抗体的空间位阻效应导致。这些假设还需

要进一步研究加以确认。中和单克隆抗体 8C11与

野生 HEV预先孵育后可以阻断 HEV对恒河猴的攻

击而使猴子免于感染和发病[21 ] ,但其机制尚不清

楚。利用 HEV可以低效感染体外培养的 Hep G2 等

肝细胞[10 ]的特性 ,我们在细胞水平上重复了 8C11

的保护实验 ,发现 8C11 可以阻断病毒感染 Hep G2 ,

说明 8C11可以有效中和病毒对肝细胞的感染[12 ]。

本研究发现 p239与 Grp78的结合位点与 HEV中和

表位 8C11拥有部分或完全的重叠。提示 Grp78 可

能作为 HEV的病毒受体而参与 HEV的感染过程。

p239可以较好地模拟 HEV表面结构 ,因此在没

有建立起更好的 HEV细胞感染模型时 ,采用已经广

泛深入研究的 p239进行 HEV感染机制的研究是有

价值的。此外 , Grp78与 p239在 Hep G2细胞膜表面

存在部分共定位 ,且纯化的 Grp78蛋白可以部分阻

断 p239对 Hep G2细胞吸附。一方面再次证明了细

胞表面 Grp78介入了 p239的入胞过程 ,另一方面也

提示 HEV可能存在多个细胞膜的结合位点。所有

上述证据都提示 Grp78可能成为 HEV在宿主细胞膜

上的受体结合位点。为验证这一假设 ,我们正在制备

Grp78的单克隆、多克隆抗体 ,希望可以利用抗体阻断

病毒对宿主细胞的感染从而获得更直接的证据。
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