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Abstract
AIM:To investigate the structure and function of gene encoding
human hepatitis C virus core protein-binding protein 6
(HCBP6) with yeast two-hybrid technique and bioinformatics
methods.

METHODS:Yeast two-hybrid technique and bioinformatics
method were used to screen and identify the human HCBP6
gene and its amino acid sequences.

RESULTS:Human HCBP6 cDNA and genomic DNA sequences
were identified. Human HCBP6 coded for 456 nt and corre-
sponding protein was composed of 152 amino acids. The
promoter sequence of HCBP6 gene was identified and promoter
motif was predicted by 3 different bioinformatics methods.
No intron in HCBP6 gene was identified by homologous
search of cDNA and genomic DNA sequence database. The
hydrophilic domain was predicted by bioinformatics methods,
and the functional domains were determined with online
search tools. Mouse HCBP6 gene was identified on the basis
of the mouse homologous DNA sequence database.
However, all data obtained from bioinformatics analysis were

preliminary and further study is required for confirmation.

CONCLUSION:The bioinformatics is a powerful method for
the analysis and prediction of a new gene and correspond-
ing protein. Although the predicted result is not accurate, it
provides  valuable information for further study.
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摘要
目的:克隆丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白结合的肝细胞的蛋

白基因，对新发现的基因及编码产物的结构与功能，及其

基因表达的调节机制的结构基础进行生物信息学分析.

方法:应用酵母双杂交技术，以 HCV 的核心蛋白作为

“诱饵(bait)”，筛选鉴定与其结合的肝细胞中蛋白的编码

基因. 应用生物信息学(bioinformatics)技术，对其中筛选

得到的人HCV核心蛋白结合蛋白6(HCBP6)全长基因及

其编码产物的一级结构序列，进行生物信息学分析. 获得

该基因的基因组序列，并利用同源基因序列的比对，确

定该基因在染色体上的定位，并确定人HCBP6基因的内

含子序列. 对其编码上游的基因组DNA序列进行分析，

获得该基因启动子序列的一些信息. 同时，根据同源基

因序列的比较，确定了小鼠HCBP6的基因序列和氨基酸

残基序列. 通过对氨基酸残基序列的疏水性特点的分析，

确定了HCBP6蛋白的潜在的抗原结构位点. 通过蛋白质

一级结构的在线计算机软件的分析，对人HCBP6蛋白质

一级结构潜在的功能性结构位点进行了计算机辅助分析

预测.

结果:通过酵母双杂交技术的筛选和鉴定，结合生物信息

学分析，证实人HCBP6 基因由456 nt 组成，编码产物

由152 aa组成. 人HCBP6的基因组DNA是没有内含子序

列的 DNA 结构.  通过生物信息学技术分析，确定人

HCBP6 基因组DNA 定位于人 22 号染色体上. 在对人

HCBP6基因启动子序列的生物信息学分析中发现了几段

可能的启动子序列结构，以及可能的转录因子蛋白潜在的

结合位点. 利用同样的技术，确定了小鼠的HCBP6的基

因序列和蛋白质一级结构序列. 对人HCBP6的蛋白质一级

结构序列进行分析，发现在其序列中第80-110氨基酸残

基序列之间存在疏水性结构位点，提示抗原位点所在，对

其进行免疫学分析提供了可能. 利用在线软件，对人的



HCBP6 蛋白质结构中潜在的功能位点进行了初步的预

测，为进一步研究HCBP6 蛋白的生物学功能的实验研

究，提供了丰富的信息. 这些生物信息学分析的结果，虽

然目前还只是初步的，有些还不能被实验所证实，但是，

对新基因的结构与功能的研究来说，毕竟这种生物信息学

分析，能够提供一些线索，对下一步结构与功能分析实验

的设计，具有很大的帮助.

结论:酵母双杂交技术结合生物信息学技术，是克隆、分

析蛋白结合蛋白的基因，对于其功能结构域的预测的有效

工具，在病毒性肝炎的致病机制研究中具有重要应用前景.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)作为输血传播的非甲非乙型病毒性
肝炎(NANBH)的主要病原体，是一种单股正链RNA病
毒，属于黄病毒属，因此HCV感染的发病机制与乙型
肝炎病毒(HBV)这种DNA病毒可能有很大的区别[1-4].
HCV与肝细胞之间的相互作用，可能是HCV感染发病
机制的重要部分[5-8]. HCV基因组编码的核心(core)蛋白
除了与HCV RNA结合，保护HCV RNA免受RNA酶的
消化作用，维持HCV RNA的稳定性之外，还具有一系
列不同的生物学调节作用[9-12]. HCV核心蛋白作为一种
反式激活蛋白，对感染的肝细胞中基因表达谱产生影
响，同时，HCV核心蛋白自身结合形成同二聚体结构，
也可以与肝细胞中其他类型的蛋白之间进行结合，形
成异二聚体或多聚体结构，对肝细胞中的信号转导产
生严重干扰. 通过这些生物学作用，对肝细胞的细胞凋
亡、细胞周期进行调节，从而参与HCV感染的发病机
制[13-15]. HCV 感染除了引起急性和慢性病毒性肝炎、
肝纤维化、肝细胞癌(HCC)，还包括肝脏脂肪变、B细
胞淋巴瘤、冷球蛋白血症等，这些病理改变的分子生
物学机制，目前我们还知之甚少，需要进行细致深入
的探索，以阐明HCV感染与这些病理改变之间的相互
关系[16-18]. 本研究我们采用酵母双杂交技术，以HCV
核心蛋白作为“诱饵”，对肝细胞cDNA文库进行酵母
双杂交筛选，获得了一些与HCV核心蛋白结合的肝细
胞中的蛋白的编码基因，其中包括功能未知基因6号，
我们命名为HCV核心蛋白结合蛋白6(HCBP6) [12,19]，为
了阐明HCBP6基因的生物学功能，我们对HCBP6基因
进行了生物信息学分析.

1   材料和方法

1.1 丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白的酵母双杂交筛选

应用酵母双杂交技术筛选HCV核心蛋白结合的肝细胞
蛋白的研究原理、方法、操作步骤等参考基因治疗研
究中心相关的研究论文[12,17].

1.2人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6基因及蛋白一

级结构的确定  利用核苷酸序列数据库和基因序列同源
性在线分析途径(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)，获得与酵
母双杂交技术筛选结果同源性的核苷酸序列. 因为构建
肝细胞表达型cDNA文库时，插入位点的确定性，因此，
筛选得到的序列的终止密码子可以根据与插入位点规
定的ORF结构特点进行确定，即序列中发现的第一个
出现的框架内终止密码子就是该基因的终止密码子[20].
上游翻译起始密码子的确定，就是根据该编码基因序
列的三联体密码子结构上溯，直至没有发现进一步的
框架内翻译起始密码子(ATG)为止，来确定该基因的翻
译起始密码子. 另外，还需要查对新基因的起始密码
子是否符合Kozack结构原则[21].
1.3 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6同源基因序列

的搜索和比较  利用美国国立图书馆国立生物工程信息
中心(NCBI)建立的核苷酸数据库(GenBank)以及同源基
因序列的在线搜索分析(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)软件
进行分析.
1.4 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6基因组结构的

确定  以人HCBP6的 cDNA序列为参照，应用在线分
析工具(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)分析，确定人HCBP6
的基因组DNA的核苷酸序列.
1.5 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6基因启动子的

序列分析  首先以人HCBP6的 cDNA序列为参照，对
GenBank数据库中与其同源的人基因组DNA序列进行
搜寻，确定人HCBP6基因组DNA序列中编码基因上游
约3 000 nt 的核苷酸序列，并且认为人HCBP6基因启
动子序列即位于此段序列之中. 然后采用NCBI的GenBank
核苷酸数据库以及相关的3种基因启动子序列在线分析
软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/promoter/)、(http://www.
fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl)和(http://bimas.dcrt.nih.
gov/molbio/proscan/)版本1.7，对潜在的启动子序列和可能
的结合的转录因子蛋白的结构位点进行分析.
1.6 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6疏水位点的分析

利用核苷酸序列数据库以及在线软件(http://bioinformatics.
weizmann.ac.il/hyd-bin/plot_hydroph.pl)对人HCBP6蛋白
质一级结构序列进行分析，发现疏水位点，对HCBP6
蛋白质一级结构中潜在的抗原位点进行分析预测.

2   结果

2.1 以HCV 核心蛋白为“诱饵”对肝细胞文库酵母

双杂交筛选结果  经过以HCV核心蛋白为“诱饵”的
肝细胞cDNA文库的酵母双杂交筛选，根据其能够突破
4重缺陷型培养基的限制而生长，且能够在X-α-半
乳糖苷酶(X-α -gal)培养基上变成蓝色酵母集落，确
定了能够与HCV核心蛋白结合的一系列阳性克隆. 根
据克隆的随机编号，将这一基因编码产物命名为HCV
核心蛋白结合蛋白6(HCBP6)，这一 cDNA克隆的部分
序列如图1所示. 根据建立肝细胞cDNA文库时外源基
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因插入载体的位点及其上游翻译起始点ATG的序列，
以及此开放读码框架(ORF)的翻译终止密码子(TAA)，
确定HCBP6基因编码产物羧基末端的这一段多肽片段

(GRVDGYIKVDWQRVEKDMKKAKEQLKIRKSNQIPTEVRS

KAEEVVSFVKKNVLVTGGFFGGFLLGMAS)是与HCV核心

蛋白结合的结构域.

TCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAA
AGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTA
CGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGG
GATCCGAATTCGCGGCCGCGTCGACGGGTACATCAAAGT
TGACTGGCAACGAGTGGAGAAGGACATGAAGAAAGCCAA
AGAGCAGCTGAAGATCCGTAAGAGCAATCAGATACCTAC
TGAGGTCAGGAGCAAAGCTGAGGAGGTGGTGTCATTTGT
GAAGAAGAATGTTCTAGTAACTGGGGGATTTTTCGGAGG
CTTTCTGCTTGGCATGGCATCCTAAGGAAGATGACCTCA
TGTTCATTGTTCCTGGTTTTTTCCAGCCAGCAGCCTCTA
CACTCCATCATAGGACATCGAGTCCCTCCTCCTCTTCTC
CCATGCCTTCTTCCCTGCCATGGCAAATCTGAGTGGCTT
CTCTAAGCATCTGCTGGTACAAGTCAATGTGGCACCATG
AGCTTCATGGTGGCAGAAGAGACAATAGTCCTTAGCTCT
CCTCCAGTACACCCCCTACTTGGCCAGTCTGTAGGCCAA
CAAGAAGGTTCCTTTACCCCCATGCAAGAACACTTTATG
AAGAACACATTACCAAGGATGGGTTTGACCCGTGGGAAG
GAATTAAGTGGGATNCCTTGAAAANGGTTGGTCCCCAAA
ACCTGNTTTGATTTTTGGGAAAAAGNAAAATAAGCCCCC
ATTAGAATAAACCCTTAAATTGGTGGTNGCCTTGCCATT
GGGAA

图 1  HCBP6阳性克隆的部分基因序列.
根据构建肝细胞cDNA文库时外源基因插入位点在EcoRI(GAATTC)，且
其中的AA分成2个相邻的三联体密码子，确定下游的编码产物氨基酸
残基序列和终止密码子TAA.

2.2 人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6基因序列的确定

利用NCBI建立的核苷酸数据库同源基因序列的在线分

析(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)，在核苷酸序列数据库中

检索，与我们发现的HCBP6同源的核苷酸序列共有6

个(表1). 但这些基因序列的功能目前不清楚. 说明我们

克隆的人肝细胞基因序列是新型基因序列，而且在国

际上首次证实HCBP6与HCV核心蛋白有结合功能. 通

过核苷酸序列同源性分析发现两个显著的特点: (1)人和

小鼠组织中，都存在HCBP6不同的基因类型，这种基

因类型的生物学意义非常重要，目前还不清楚; (2)人

HCBP6和利用同样技术筛选鉴定的人HCV核心蛋白

结合蛋白1(HCBP1)两种基因序列的同源性在44 %以

上，提示这两种基因可能组成一个基因超家族，也很

可能还有其他超家族的成员有待于进一步的研究发现.

从目前的研究结果来看，HCBP6 的基因表达类型以

152 aa为主，但其他类型蛋白的生物学意义有待于进

一步的研究.

表1  HCBP6基因的不同的组织细胞来源和基因的剪切型

基因的种属与组织来源 核苷酸长度(nt)    氨基酸残基长度(aa)

人       眼睛 /视网膜母细胞瘤 456    152

           树突状细胞基因序列 417    139

           22号染色体基因组DNA序列

小鼠  新生小鼠头 456    152

           脑海马回 456                           152

           睾丸 555                           185

        从核苷酸序列的同源性比较分析结果确定人HCBP6
的 cDNA序列长度为456 bp，编码产物HCBP6由 152
个氨基酸残基组成. 以此序列上溯，上游序列中的ATG
三联体密码子不再是框架内的ATG；下游首先出现的
终止密码子是TAA，所以确定无疑. 本序列的ATG翻
译起始密码子也符合Kozack原则(图 2).

ATG GAA ACA TCT GCC CCA CGT GCC GGA AGC
   M        E          T         S         A         P         R         A         G          S
CAA GTG GTG GCG ACA ACT GCG CGC CAC TCC
   Q         V         V         A         T         T         A         R         H         S
GCG GCC TAC CGC GCA GAT CCT CTA CGT GTG
   A         A         Y         R         A         D         P         L         R        V
TCC TCG CGA GAC AAG CTC ACC GAA ATG GCC
   S         S         R          D         K         L         T         E         M         A
GCG TCC AGT CAA GGA AAC TTT GAG GGA AAT
   A         S          S         Q         G         N         F         E         G         N
TTT  GAG TCA CTG GAC CTT  GCG GAA TTT  GCT
   F         E         S          L         D          L         A         E         F         A
AAG AAG CAG CCA TGG TGG CGT AAG CTG TTC
    K        K         Q          P        W        W         R        K          L        F
GGG CAG GAA TCT GGA CCT TCA GCA GAA AAG
   G         Q         E         S         G         P         S         A         E         K
TAT AGC GTG GCA ACC CAG CTG TTC ATT GGA
   Y         S         V         A          T         Q         L         F          I         G
GGT GTC ACT GGA TGG TGC ACA GGT TTC ATA
   G         V         T         G         W        C         T          G         F         I
TTC CAG AAG GTT GGA AAG TTG GCT GCA ACA
   F         Q         K         V        G          K         L         A        A          T
GCT  GTG GGA GGT  GGA TTT  TTT  CTC  CTT  CAG
   A         V         G         G         G          F        F         L          L        Q
CTT GCA AAC CAT ACT GGG TAC ATC AAA GTT
   L         A         N         H         T         G         Y         I          K         V
GAC TGG CAA CGA GTG GAG AAG GAC ATG AAG
   D        W         Q         R        V         E         K         D         M        K
AAA GCC AAA GAG CAG CTG AAG ATC CGT AAG
    K        A         K         E         Q         L         K         I          R        K
AGC AAT CAG ATA CCT ACT GAG GTC AGG AGC
    S         N         Q         I          P         T         E         V         R         S
AAA GCT GAG GAG GTG GTG TCA TTT GTG AAG
    K        A         E          E         V         V         S         F        V         K
AAG AAT GTT  CTA GTA ACT GGG GGA TTT  TTC
    K         N        V         L         V         T          G         G         F         F
GGA GGC TTT  CTG CTT  GGC ATG GCA TCC TAA
   G          G         F        L          L        G         M         A         S         *

图2  人丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白6的.
基因序列和编码的蛋白质一级结构序列.
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2.3 人HCBP6的基因组DNA结构  以人HCBP6的cDNA
序列为参照，应用GenBank 数据库分析和在线分析工
具(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)分析，确定人HCBP6的
cDNA与人 22 号染色体的基因组核苷酸序列100 %同
源，所以将人的HCBP6基因定位于第22号染色体. 人
HCBP6基因组序列与其cDNA序列完全同源，未发现内
含子(intron)序列.
2.4 人HCBP6疏水性位点的分析  利用在线软件(http://
bioinformatics.weizmann.ac.il/hyd-bin/plot_hydroph.pl)对人
HCBP6蛋白质一级结构序列进行分析，发现疏水位点在
蛋白质一级结构的第80-110氨基酸残基序列之间. 可以
根据此序列人工合成抗原多肽，进行动物免疫获得抗体
或经过噬菌体表面展示技术筛选人源化单链可变区抗体
(scFv)，进行免疫组织化学染色，探讨正常肝组织中或
在急性、慢性病毒性肝炎、肝硬化、肝细胞癌的肝组织
中HCBP6蛋白表达的特点及变化规律.
2.5 人 HCBP6 的编码区上游的基因序列分析  对人
HCBP6基因组DNA序列翻译起始密码子ATG上游的序
列进行分析，试图确定调节人HCBP6基因启动子序列
的结构与调节基础. 对人HCBP6基因组序列翻译起始密
码子上游的3 000 nt的序列(图 3)进行3种不同的在线软
件的分析，提示潜在的调节结构基础. 但是，这些调节
的结构基础只是生物信息学的初步分析，还必须以实际
的实验研究结果来进一步证实.

1        CCTTAGTGCTTCCATGATTTATATGGTGGGTGTAAATATGAGAATAGAGT

51     ATTCCTTAGTGGATAAACAGACATTTCTCCCTGATATTCTCTATTGTAAG

101   CATATGTTAAGTGCCTTTTATGAATTACCTCGGTGTTATCTCCTTTATTC

151    CTCAATTTGTGAAGAACTAATAGCTCCATTTTGTAGATGTAACCTGAGGT

201    TTAGAACTTCTAAAAAGTAAAAGTAATCTCCAGATCCCTTCTTTGTAGGA

251    TATTTTATAAGGTGACTTGGAAAAGGTAGTGTTTAGAATAGGAGTGGCTC

301   CTGGGTCATTGTCTTTTCCTTAAGTGTCAACACTAATAAATGAATAGGGT

351    TATGTTTTTATTTAATAAAAAATATACAGTAAAATTGAGCATATACAGTT

401    AAAAGAATTTATAATGTCTGCCACTATAATCAGGTTACCAGACAGTTTCA

451    TGGTCCCAGAAAATCCCTAAACATAGGGTTACTTTTAAACATTTTTACAA

501   ATTACAATGAAAACAATTGTGTAATCTGAACCAAGGCCATTTGAGGAGAA

551   AATAGTTTCTACTTGTAATGGTAATTTATTTTAAATTTTCATAGCAATTT

601   GCAAGTACCTTTTGAAAGTATTATACAGTTGTATCTAAAAGTCACTATTA

651   ACTGTAGGGAAAACAAAGTTTTGAGTAAACAGTATTTGCAAATATTTACA

701   TTGTATTTTCCTCAGGATGTTTATCAGTTTTGTTGAAGTACACTGCTACA

751    GTGACAAGACTCCTGAAGTCTCAACTGTAACAAAATTATAAAAACTAAGT

801   GCACATTTACAGACTCTTGGTCAGGTTGGGCTGTGCTTATATAGTCACGC

851   TAGATCCCACCCTGATGGCAGCACCTATCTGGGACACTCGGCTTCCTGGC

901   AGAGAAGATGGTGGGTCATGCGCTGGCTCTTAAAGCTGTTACAAACAAAA

951  CCAAAGCAAGTGGAATGGCTAAGCTGCAGGGCAGTGGCATGGGGACTGAG

1001 GATTTGTGTTTCTGACAAGTTCCCAGGTGATGCTAATGCTACTGGCCTAC

1051 TGGCCCTACTTTGAGTAGCATGATTGGAAACATTCTCAGCCCAAGAAGTA

1101 TTGGGGGTGACTGACTGACTGACAAGCTTGTGGAGAATGCCACTGTCTGA

1151 ATATCTGTCCAGTTTGATCTAGGCCTAGCGGAAAGGGACTAAACAGAAGT

1201 GCAGTCGATTTCCAGGTGAGGCCTATCCCAGCATATCTTGCTTATTGGAC

1251 AGATGTTGTCTAAGGTTAAGCCTGTTGTGCCTGCACTCAGCAACTTCTTT

1301 CCAACAATCTAAAATTATTTCTTCAGCTTATTGTGTAAATAAGGGTTTGT

1351 GTTCGTGGCTATGGATTAATATGGCAAGTTTTTCTTGTAGTCTCTTCAAT

1401 ATCAAAATAGGAAGGGTTATGTTACAGTTAGAAAGGACCAAAAGTCTAGT

1451 TGCTACAAAGGTTTGTCACATTTGAAGTTTGTGGTTTGCCCATGGCTGGG

1501 CTCCGCTGTACTCCAGAAACATCTAACTGGAACATTGCCAGTCTCATGAT

1551 AGGGAAAATATGGAGAACAATCAGCTGGCTCTTTCAAAGTGATGCTGGGA

1601 AGTGATGCATATCATTAATAAACTTCCTCAGCCAAAGCAAGTCACATACA

1651 GAGTAGTGGCTGTGGGACTGGGGAAGTATAATCCTCCAGGGTAGCAGATA

1701  TTTTTGGACAATAATACAATCTACCATATCTTTCTAATTTTTCTTTGTCT

1751 ACAGTCCGTTTAGCTGCTGTTACATATTAAAAGCACTCTACCACTTGTTT

1801 TGTGTCTTCTTTGCTTATAACCCCAAGAAAGAGCCTTATTGTACAGATAA

1851 GAAAATTATCTTTAAGAGGTGAAATTATTTATCTCAGGTCACACACCCCC

1901 CAGGTGTTAGGATGAGATTCAAATCCAAGTCTGCTCTTTCAAGTTCACTA

1951 CCTGCTGGAAAGAATTTTAGGCCCTGGCAGACTAGAGGGGCAGACCGGAA

2001 CAAACTAGTTTTCAGCTGGAAACTGAAATAGACATCTGTTTCGATCTGAC

2051 AGCTTTTGGGATTAATACCCTTTATTTGTTAAAATAATTGAGCTAAAATA

2101 CGTTTGTTTCATTCCCATAACCCTATGGTGCACAGAACAGAGAGCTACAT

2151 TCTAAAATTTGGAAACAGATTGAGAAATGAGCTGAAAGTAAGATTTTGGT

2201 CTGATTTCTACTAATCTTTTTTTCTCCATTAATGCTGGATTCATGTTCTT

2251 CAGTAGCTCTTCCCTCCCTCTGCCATCCCAGTAAGATATATATGTTTGTA

2301 TATGTGTGTGTGTGTATATATACATATACACATATATATACACATATACA

2351 TATATATACACATATAATACATATATACACATATATATACATATATACAC

2401 ATATATACATATATATACACATATATAGATATATACATGCACACATACTT

2451 TTTTTGAGAGAAGTATTAAGGCAACTAATAACAGTTTTCAGCTTTTCCAA

2501 AACAATGATTAGAAAAGTCTTCTATTCACATAAGTTTTCATCGCTCCAAT

2551 CAGCACAGTCTTGAATGCCATTTTTGCAGCGAGTTCTGGGAATGCAGGCA

2601 CAGTCAGCAAAGAAAACAGTATCACATCTCCAGCCTGAACACTTTGGGCA

2651 CTGTAAAACTAGACAATTTTATTTATTTTAAAAACCATAACTGTTAAAAT

2701 GTCAAGGTGGACTGAAAAAGATATTATTGGAAAAGAAATAGCCCCCTGGA

2751 TCTTAAAAATATTAGTGAAAACTGCCCAGCAGGAAAAATTGCAGATGTTT

2801 ATTAAAGATTCTACATATTTGGGTGAAAGAATTTGTACTTTGAAAAGCCA

2851 AGACAAGTACTACCCCTCACCATCAGCCTAAAAATAAACTTACTGACATA

2901 TTACATAAATAAGAAAGGGTGCTCACACCGCCCGCTGAGCTCTGTGATGT

2951 AGCCGCTTGCGGAGACTGCAAGCAGCCACGGCGCGCCCTCTTCCGTGGGA

3001 ATG

图 3  人HCBP6基因上游非编码区基因序列.

       第一种分析方法:采用在线分析软件(http://www.cbs.
dtu.dk/services/promoter/)，以预测值为2.0 作为其判断
的 cut-off 值，分析结果如下:
Promoter 2.0 Prediction Results
Sequence， 3003 nucleotides
Position Score Likelihood
        600 0.596 Marginal prediction
      1 000 1.055 Highly likely prediction
      1 500 0.585 Marginal prediction
       第二种分析方法:采用在线分析软件(http://www.
fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl)进行分析，以预
测值为0.80作为其判断的cut-off 值，分析结果如下：
Promoter predictions for 1 eukaryotic sequence with score
cutoff 0.80 (transcription start shown in larger font):
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Promoter predictions for seq 0:
Start      End   Score  Promoter Sequence

   625     675    0.88      ACAGTTGTATCTAAAAGTCACTATTAACTGTAGGGAAAACAAAGTTTTGA

   830     880    0.96    GCTGTGCTTATATAGTCACGCTAGATCCCACCCTGATGGCAGCACCTATC

1 326  1 376    0.92    GCTTATTGTGTAAATAAGGGTTTGTGTTCGTGGCTATGGATTAATATGGC

2 896  2 946    0.97      ACATATTACATAAATAAGAAAGGGTGCTCACACCGCCCGCTGAGCTCTGT

        第三种分析方法:采用在线分析软件(http://bimas.
dcrt.nih.gov/molbio/proscan/)版本 1.7 进行分析，以预测
值为53.00 作为其判断的 cut-off 值，分析结果如下:
Proscan: Version 1.7
Processed Sequence: 3003 Base Pairs
Promoter region predicted on reverse strand in 2664 to 2414
Promoter Score: 54.84 (Promoter Cutoff = 53.000 000)
TATA found at 2437， Est.TSS = 2405
Significant Signals:
Name Strand    Location      Weight
Y -    2 553      9.680 000
CTF -    2 551      1.704 000
MBF-I +    2 438      1.036 000
TFIID -    2 435      1.971 000
Promoter region predicted on reverse strand in 259 to 9
Promoter Score: 53.04 (Promoter Cutoff = 53.000 000)
TATA found at 27， Est.TSS = -5
Significant Signals:
Name         Strand   Location   Weight
TFIID -      259    1.971 000
TFIID -      259    2.920 000
TFIID -      259    2.618 000
retroviral_TATA -      150    1.067 000
TFIID -        23    1.971 000
TFIID -        23             2.618 000

2.6 小鼠HCBP6的 cDNA及其编码产物的序列  根据核
苷酸序列同源序列的搜索分析，确定了小鼠的HCBP6基
因以及蛋白质一级结构的序列，如图 4 所示. 小鼠的
HCBP6核苷酸序列由555 nt组成，其氨基酸残基序列由
184 aa组成.

ATG ACA ACG AAC ACA TCC ACC ACC ACA ACC
   M       T       T        N       T       S       T       T       T        T
GCA ACT GTG GCA CGC TCT ATC TCC TCC TTT
   A        T       V       A       R       S        I        S       S       F
ACG GAC CCT CAT CAT TTC CCC TCT CAC AAC
   T        D       P       H      H       F       P       S       H       N
CAC ATT ATA AGG ATG GCC TCG GCC AGT CAA
   H       I        I        R       M       A      S       A        S       Q
GGG CAT TTT GAT GCT TAC GAG GCA CTG GAT
   G       H       F       D       A      Y       E       A        L       D
CTT ACA GAA TTT GCC AAA AAA CAG CCT TGG
   L       T       E        F       A      K        K      Q        P      W

TGG CGC AAG CTT TTC GGG CAG GAG AGT CGG
  W       R       K       L      F       G       Q       E        S       R
TCT GCA GGT GAG AAG TAC AGT GTG GCA ACC
   S       A       G       E       K       Y        S      V       A        T
CAG CTC CTT ATT GGA GGT GTC ACT GGC TGG
   Q       L       L       I        G        G      V       T       G       W
TGC ACT GGC TTC ATA TTC CAG AAA GTT GGA
   C       T       G       F       I        F       Q        K      V       G
AAG CTG GCT GCC ACA GCA GTG GGA GGG GGC
   K       L       A       A       T       A      V       G       G        G
TTT TTT CTC CTC CAG CTT GCA AAC CAC ACT
   F       F       L       L       Q        L      A        N       H       T
GGC TAC ATC AAA GTT GAC TGG AGT CGA GTA
   G       Y       I        K       V       D      W       S       R       V
GAG AAG GAC ATG AAA AAG GCC AAG GAG CAG
   E       K       D       M      K       K       A       K       E       Q
CTG ACA ATT CGG AAG AGC GCC CAA ATA CCA
   L       T        I       R        K       S       A       Q       I        P
ACT GAA GTC AAG AGC AAA GCT GAG GAG GTG
   T       E       V       K       S       K        A      E       E       V
GTG TGC TTT GTG AAG AAG AAT GTT TTA GTA
   V       C       F       V       K        K       N       V      L       V
ACT GGA GGA TTT TTT GGA GGC TTT CTG CTC
   T       G        G       F       F       G       G       F       L        L
GGT  ATG  GCA   TCC  TAA
   G       M      A        S       *

图4   小鼠HCBP6基因序列和蛋白质一级结构序列.

2.7人HCBP6蛋白质一级结构序列潜在功能位点的预测

结果  利用在线软件对人HCBP6蛋白质一级结构中潜在
的功能性结构位点进行预测，如图5所示. 关于这些结
构位点预测的意义以及可靠性，还需要实验研究结果的
进一步证实.

图5  人HCBP6蛋白质一级结构及功能域的生物信息学预测.
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3   讨论

研究新基因的结构与功能是目前分子生物学研究领域中
最为具有挑战性的工作之一[22,23]. 特别是人类基因组计划
(HGP)完成以后，进入到后基因组计划(Post-HGP)，新
基因的功能研究任务更为紧迫. 随着各种生物种类基因
序列的测定，已经积累了大量的核苷酸序列，建立了基
因序列强大的数据库，同时，关于基因序列，特别是编
码的蛋白质一级结构序列和功能结构位点保守序列的数
据库的建立，结合计算机和计算机网络技术的不断进
步，使我们可以通过对基因序列和蛋白质序列的比较分
析，进行结构与功能相互关系的预测，为进一步的分子
生物学研究提供方向和理论根据[24-26]. 但是，应该清醒
地认识到，目前对基因序列和蛋白质一级结构序列的
功能位点的认识还是初步的，已经积累的核苷酸和蛋
白质一级结构的数据库还是非常初步的，关于这些数
据的计算机分析工具也还是初步的，因此，关于这些
数据的生物信息学分析结果，还只能是具有一定的参
考意义. 这些基于核苷酸和蛋白质结构特点、数据库的
建立以及计算机分析为基础的所谓的生物信息学分析技
术才刚刚开始. 这些生物信息学预测的结果有些具有一
定的指导意义，有些还不能完全照搬，必须有实验结
果的证实[27].
       研究未知功能基因或新基因，可以从不同的角度
入手. 我们在肝炎病毒致病的分子生物学机制研究中，
经常会遇到研究蛋白和蛋白间相互结合、作用，病毒基
因表达产物对肝细胞表达基因谱的影响[28-30]，以及肝
炎病毒蛋白的抗体[31-44 ]、抗原（配体）、结合蛋白、
模拟表位[45-47]、DNA/RNA- 结合蛋白的筛选等方面的
问题，其中现代的分子生物学技术如酵母双杂交技术
(yeast two-hybrid)[48]、抑制性消减杂交技术(SSH)[49]、噬
菌体表面展示(phage display)技术[50]等的应用，都是研
究蛋白质的功能与基因的克隆化相耦联的技术途径. 因
为这些研究技术，不是以研究对象的背景资料作为先决
条件，所以，筛选的结果，既能得到已知功能基因，又
能得到未知功能的基因. 对所得到的未知功能的基因序
列的研究，往往觉得无从下手. 生物信息学技术的分析
可能会提供很好、很多有价值的信息. 我们利用酵母双
杂交技术，首先筛选到了HCV核心蛋白结合的蛋白，在
众多可以与HCV核心蛋白结合的蛋白质类型中，包括
已知蛋白基因，例如，载脂蛋白A1(APO-A1)、载脂
蛋白A2(APO-A2)、染色体转位蛋白(translin)等[5]，从
这些研究结果，我们开始重视了HCV感染与肝脏脂肪
变的问题，并进行了系统的研究，为HCV感染引起肝脏
脂肪变提供了许多证据，发现了一些慢性丙型肝炎肝脏
脂肪变的有规律的现象[51,52]. 同时，在酵母双杂交筛选
过程中也得到了一些其他的信息，例如获得了一些编码
基因序列，但这些蛋白的生物学功能目前还没有研究报
道，还不特别清楚. 因此，对于这些未知功能基因的
研究迫切需要新的思路. 当初，获得部分基因序列以

后，如果要对全长基因进行研究，需要应用互补末端

快速扩增(RACE)技术，扩增其余部分的基因序列. 而现

在只需要以此序列为参照，利用GenBank 的在线同源

基因搜索，就可以获得这部分序列，快速有效，十

分简便. 如果我们得到的是人或小鼠等种属的基因类

型，利用同样的技术，就可以得到其他种属的同源性

的基因. 如在本研究中，我们应用人HCBP6的 cDNA序

列作为参照，进行GenBank 数据库搜寻时，就可以获

得小鼠、大鼠、牛等种属生物的HCBP6 的基因序列.

但是，由于目前还没有得到全部的人类染色体的编码

基因序列，对于大部分功能位点结构更是所知甚少，

因此由此建立的蛋白质功能位点的预测软件还有许多不

完善的地方. 因此，目前应用计算机分析技术对新型蛋

白质分子中功能结构进行预测，都还是初步的，其结

果也仅供参考. 但是，对蛋白质结构的疏水性位点的分

析结果，还是相对可靠的. 我们已经利用这些分析结果

获得了人HCBP6蛋白的抗原位点，而且通过噬菌体表

面展示技术对半合成的抗体基因文库的筛选获得了相应

的人源化单链可变区抗体[33-43]. 生物信息学技术不仅可以

用于结构基因的功能预测，而且还可以用于调节基因的

预测.  例如，我们应用不同的生物信息学技术对人

HCBP6基因编码区上游的核苷酸序列进行分析，初步获

得了HCBP6 基因启动子的序列结构特点. 关于HCBP6

基因启动子的功能分析，目前我们的报告基因表达载体

的构建以及细胞转染实验结果也证实了这一点.

      总之，目前以克隆新基因为目的的分子生物学技术，

其实验结果的分析，必须利用、结合生物信息学技术

的研究成果，根据生物信息学技术预测的初步结果，进

行实验设计，以获得事半功倍的效果；当然，目前的生

物信息学技术，由于核酸和蛋白一级结构与功能之间的

相互关系的研究资料还不是特别完整，因此，这种预测

的结果也还是初步的. 某些方面的研究结果比较可靠，

例如对同源核苷酸序列的比对以及全基因的克隆化，蛋

白质一级结构的分析中关于疏水位点的确定等，都还是

具有一定的可信度的，但是关于蛋白质功能结构位点的

预测，关于启动子序列中转录因子蛋白结合的种类以及

结合位点的预测，则与实际情况还有相当大的差距，还

需要进行不断的更新与改进. 现代分子生物学技术与生

物信息学技术的结合，相互补充和改进，将是当前基因

的分子生物学研究、重大疾病发病的分子生物学机制研

究的主流方向，相信随着分子生物学技术本身的发展以

及数据库和计算机分析技术的发展，这些技术的综合运

用，将迎来分子医学发展的崭新阶段.
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