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Abstract
AIM: To investigate biological functions of hepatitis B virus
X antigen (HBxAg) protein by screening and cloning the
target genes in lymphocytes interacting with HBxAg.

METHODS: The yeast-two hybrid technique was performed
to seek proteins in lymphocytes interacting with HBxAg.
HBxAg bait plasmid was constructed by ligating the HBxAg
gene with carrier plasmid pGBKT7, and then transformed
into yeast AH109 (a type). The transformed yeast cells
was amplified and mated with yeast cells Y187 (α type)
containing lymphocytes cDNA library plasmid pCAT2 in 2×
YPDA medium. Diploid yeast cells were plated on synthetic
dropout nutrient medium and selected two times. Plasmid
of true positive blue colonies were extracted and analyzed
by DNA sequencing and blast in GenBank. The integrity
sequence of a new gene X-30 was amplified from the
mRNA of HepG2 cell by reverse transcription PCR. The
sequence for the HBx-30 gene was deposited into GenBank,
and the accession number is AY280722.

RESULTS: The full-length coding sequence of X-30 was
consisted of 315 nucleic acid and 103 amino acid residues.

CONCLUSION: These results will pave the way for the study
of the molecular mechanism of the transactivating effects
of X protein of HBV and the development of new therapy
for chronic hepatitis B.
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摘要

目的: 为探讨 HBxAg 在 HBV 致病过程中的作用 筛选并

克隆人淋巴细胞cDNA文库中与HBxAg有相互作用的蛋白

基因.

方法: 利用酵母双杂交系统3筛选并克隆人淋巴细胞cDNA

文库中与HBxAg有相互作用的蛋白的基因. 将HBxAg编码

基因连接入酵母表达载体pGBKT7中构建诱饵质粒 转化

酵母细胞 AH109 并在其内表达 然后与转化了人淋巴

cDNA 文库质粒 pACT2 的酵母细胞 Y187 进行配合 双重

筛选阳性菌落 提取质粒并测序 结果进行生物信息学分

析 发现其中有1个未知基因.根据GenBank中的序列信息

设计引物 从HepG2细胞提取总RNA 以逆转录多聚酶链

反应(RT-PCR)技术扩增获得该新基因的全长序列 并测序

证实 命名为 X-30 在 GenBank 中注册 注册号为

AY280722.

结果: X-30 基因的编码序列全长为 315 个核苷酸(nt) 编

码产物由103个氨基酸残基(aa)组成.

结论: HBxAg与淋巴细胞结合蛋白新型基因X-30的筛选与

克隆 为进一步研究 HBxAg 的分子生物学机制及探索新

型治疗技术奠定了基础.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝 DNA 病毒 可以引起慢性

肝炎 肝硬化及肝细胞癌(HCC)等. HBV 基因组的 X 开

放读码框架(ORF)编码一条 145-154 个氨基酸残基(aa)

的蛋白 分子量 17 kD 左右. 研究表明 乙型肝炎病
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毒 X 蛋白(HBxAg)对于土拨鼠的嗜肝病毒感染和其他哺

乳动物嗜肝DNA病毒在体内复制是必不可少的. 近年来

研究发现 HBxAg 的功能相当复杂  HBxAg 蛋白具有直

接反式激活作用及通过对转录和信号级联的调节而起

到间接激活作用 还具有影响细胞的生长 分化及凋

亡 调节DNA损伤修复及致癌等多种作用[1-12]. HBxAg对

细胞的影响是各种各样的 了解 HBxAg 在 HBV 复制中

重要的生物学作用对于阐明 HBV 感染的诊治相当重要.

1   材料和方法

1.1 材料  AH109 酵母菌株(MATa trp1-901 leu2-3

112 ura3-52 his3-200 gal4 gal80 LYS2::

GAL1 UAS-GAL1 TATA-HIS3 GAL2 UAS-GAL2 TATA-

ADE2URA3::MEL1TATA-lac Z MEL1) 预转化的 cDNA 淋

巴文库(Y187) pGBKT7-BD pGADT7-AD 克隆载体

及酵母 YPD 培养基 SD/-Trp SD/-Leu  SD/-Trp/-

Leu/-His  SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 等培养基 X-α-

gal 购于 Clontech 公司.大肠杆菌 DH5α 及 HBV ayw 亚型

基因全序列质粒载体 pCP10 为本室保存. Taq DNA 聚合

酶 T4 DNA 连接酶 EcoR I BamH I 等限制性内切

酶购于 Takara 生物公司. IPTG 及 X-β-Gal 及 pGEM-T

载体 RT-PCR 试剂盒购于 Promega 公司. TEMED 购

于宝林曼公司. 醋酸锂 半硫酸腺苷购于 Sigma 公司. 新

基因X-30扩增引物 (P1 5 -GAA TTC ATG ATC GAT GAT

CCA AG-3 P2  5 -GGA TCC CTA GGA TGG TTC TAA

TG-3 ) 合成及 DNA 测序由上海博亚公司承担.

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  HBxAg 的酵母表达载体

pGBKT7-HBxAg 由本室构建 用醋酸锂法转入酵母细

胞 AH109 后 并在四缺培养基上培养以排除其自身激

活作用[13, 14].

1.2.2 诱饵与淋巴文库的酵母配合  挑取在 SD/-Trp 培养

基上生长的 pGBKT7-HBxAg 质粒的酵母 AH109 菌落

2 个(3 mm 大小)接种于 SD/-Trp 液体培养基中 30 

250 r/min-1 振摇过夜 次日离心后用 2 YPDA 培养液

5 mL 重悬细胞 计数细胞数大于 1 1012/L-1 时与 1 mL 的

淋巴文库酵母细胞在 50 mL 2 YPDA 中 30  50 r/min-1

配合 24 h 3 300 r/min-1 离心 10 min  用 0.25 YPDA

10 mL 重悬细胞 分别取 250 µL 铺于 15 cm 的 SD/-Trp/-

Leu/-His SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 培养基各 25 块上

生长18 d后挑取直径大于3 mm的菌落再次画线于铺有

X-α-gal 的 4 缺培养基上检查 X-α-gal 酶活性 在此

培养基上能生长且变成蓝色的为真阳性菌落.提取阳性

酵母细胞中的质粒 复杂冰冻高效感受态方法转化大

肠杆菌 氨苄青霉素平板筛选阳性克隆并测序.

1.2.3 新基因全长序列及表达载体的克隆及重组  根据

GenBank 的序列信息设计引物 P1 P2 以 HepG2 细胞

的 mRNA 为模板 逆转录 RT-PCR 扩增 X-30 基因的全

长序列 送 DNA 测序鉴定后 EcoRI BamHI 双酶切克

隆入酵母表达载体 pGBKT7.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBxAg 诱饵与淋巴文库酵母菌株配合结

果  配合后筛选出既能在四缺(SD/-Trp-Leu-Ade -His)

培养基又能在铺有 X-α- 半乳糖(X-α-gal)的四缺培养

基上生长并变成蓝色的真阳性菌落50个. 配合后 在预

转化的人淋巴 cDNA文库中 钓 出与HBxAg有相互作

用的蛋白基因 23 种 其中 2 种为未知蛋白基因 在

GenBank 中未发现与之同源的表达基因序列.

2.2 新基因的序列分析及全长基因的获得  利用美国国

立卫生院(NIH)国立医学图书馆(NLM)国立生物工程中心

(NCBI)建立的核苷酸序列数据库(GenBank)及其同源基

因序列的搜索(BLASTN) 发现2个克隆序列与GenBank

中注册的已知功能基因序列没有同源.电子拼接推定其

中一个基因的开放读码框架 设计引物 从 HepG2 细

胞提取总 RNA 后 RT-PCR 方法成功克隆出 X-30 新基

因的完整序列(图 1) 大小为315 bp 编码产物由 103个

氨基酸残基(aa)组成 GenBank 注册号为 AY280722.

  1 ATG ATC GAT GAT CCA AGC AAG GGA AAA GAA

M   I    D    D    P    S    K    G    K    E

 31 GCC TTG GCG GAG AGC GGA GGT TTG GTG GGG

A   L    A    E    S    G    G    L    V    G

 61 GCG GGG AAT GGG GTT TTT TTC CCG TCC ACG

A   G    N    G    V    F    F    P    S    T

 91 GAA GCT TTC TGG GAT GGG GGT GCT GTG CTC

E   A   F    W   D   G   G   A   V   L

121 GCA TCC CGG GGG TTG GAA TTG GCG GGG TCC

A   S    R    G    L    E    L    A    G    S

151 TCT GTG CCC TGC TGT GAG CGT TTC CAG GAC

S   V    P    C    C    E    R    F    Q    D

181 TTT GAC CTC GCT CAG CCT GCC TCT CTC CAC

F   D    L    A    Q    P    A    S    L    H

211 CCT ACC TGT GCG ACC GCT TTC TCG CAG TGT

P   T    C    A    T    A    F    S    Q    C

241 GAC GTG GAG TGT TAC TCA ATG TCC TTA TAC

D   V    E    C    Y    S    M   S    L    Y

271 TTT CCA TTG CTG TTT TTG GTA ATG GGG ACA

F   P    L    L    F    L    V    M   G    T

301 TTA GAA CCA TCC TAG

                L      E        P      S       *

图 1  X-30 新基因序列.

3   讨论

目前 全世界有 3.5 亿 HBV 感染者 他们部分可能发

展成慢性肝病 包括肝细胞癌. 但是其致病机制至今未

明.既往的许多研究发现 HBxAg与许多核内蛋白有相互

作用 包括转录复合物 蛋白酶家族中的一些成员
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DNA修复蛋白及转录因子家族中的CREB/AFT与HBxAg

结合后可能改变其特异性及与DNA结合的能力[15-21]. 然而

这些相互作用在 HBV 的自然感染过程中均未得到证实.

         酵母双杂交系统是近年来新发展起来的一种分析真

核细胞中蛋白 - 蛋白相互作用的一种有效的基因分析

方法 他的产生为研究蛋白在体内生理情况下的相互

作用提供了一种新的遗传学方法.酵母双杂交系统通过

将两个推定有相互作用的蛋白 X 和 Y 分别融合到一酵

母转录激活因子的结合域(BD)和激活域(AD)上 X 与 Y

的相互作用重构了转录因子 从而导致下游 报告基

因 的转录 产生容易探测到的表型. 我们选用的是

Clontech 公司的酵母双杂交系统 3 其在下游有 3 种分

别为组氨酸 腺苷和半乳糖苷酶(LacZ)的报告基因 加

上两种载体中分别带有的亮氨酸 色氨酸两种基因 使

得真阳性菌落能在铺有X-α-gal并缺乏上述4种氨基酸

营养的培养板上生长并呈现出蓝色. 由于增加了报告基

因的种类 使单个报告基因自激活出现假阳性的概率

大大降低 筛选结果的真阳性率可达 95 %[22-26].

       近来 本室通过酵母双杂交技术 发现了大量能

与乙肝病毒蛋白相结合的蛋白基因 其中 还包括了一

些未知功能蛋白的基因[27-31]. 为进一步研究HBxAg的确

切作用 我们再次应用酵母双杂交系统 3 技术构建了

pGBKT7-HBxAg 诱饵表达质粒(BD) 与预转化的人淋

巴 cDNA 文库(AD)配合 蛋白间的相互作用导致转录

因子结构重建 激活下游的 3 个报告基因 筛出的真

阳性菌落能在缺乏 4 种氨基酸的培养基上生长 并能

分解 X-α-gal 显现蓝色 真阳性率达 95 %. 配合后

在预转化的人淋巴 cDNA文库中 钓 出与HBxAg有相

互作用的蛋白基因23种 其中2种为未知蛋白基因 在

G e n B a n k 中未发现与之同源的表达基因序列. 根据

GenBank 的信息 我们自行设计了新基因 X-30 的上下

游引物 并成功地从HepG2细胞的mRNA中逆转录出该

基因的完整序列 说明该基因在 HepG2 细胞中有表达.

        HBxAg的淋巴细胞结合蛋白新基因X-30的发现及

证实 提示在我们对 HBxAg 生物学功能 HBV 致病机

制的认识方面存在相当的局限性 目前的研究着眼点

可能遗漏了较多重要的方面 这可能使研究工作误入

歧途; 新基因的发现同时也为今后的科研工作指出了新

的方向.当然这只是初步的研究结果 关于新基因的结

构与功能 表达与调控 以及新基因的生物学作用和其

在乙型肝炎致病机制中的作用和地位尚需要大量的研

究加以阐明.
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创办具有中国特色的国际先进水平的World Journal of Gastroenterology

0   引言
World Journal of Gastroenterology WJG 是我国消化病学领域中惟一以全英文发表原创性论文的国际性学术期刊 由世界

胃肠病学杂志社出版. 国际标准刊号ISSN 1007-9327 国内统一刊号CN 14-1219/R 半月刊 大16开 每月1日 15日出版 每
期160 页 邮发代号82-261 北京报刊发行局发行 每期印刷版发行1 000 份 每期电子版发行21 200 份. WJG 从 2003 年第4-9
期电子版 实现了动态网页制做 记录每篇论文的点击和下载次数 265篇论文的点击次数为3 5745 平均每篇论文点击次数为134.89.
WJG 2002-10-11 获得国家自然科学基金重点学术期刊专项基金资助(项目批准号: 30224801).
1   办刊宗旨
WJG 的任务是及时报道和刊登国内外 特别是我国消化病学者具有创造性的 有较高学术水平的基础和临床研究论文 研究快报
等. 对具有中国特色的研究论文  如食管癌 胃癌 肝癌 大肠癌 病毒性肝炎 幽门螺杆菌 中医中药 中西医结合和
基于作者自己研究工作为主的综述性论文 将优先发表 使 WJG 成为我国消化疾病临床和基础科学研究对外学术交流的窗口和我
国优秀医务工作者走向世界的桥梁.
2   编委会组成及审稿
WJG 编辑委员会由来自 57 个国家的 144 位消化病学专家组成 具有广泛的代表性 特别是聘请了一批工作在临床和科研一线 具
有良好科学记录的中青年专家为评委. WJG 编委的任务是针对论文的科学性 创新性和先进性及可读性进行评价和修改 并针对我
国现阶段科学研究整体水平和科研人员英文报告撰写能力的实际情况对稿件提出具体的建设性意见.
3   编辑
经编委审稿后 符合本刊要求的论文经第一和第二编辑语言处理后方可进行排版. 排版后校样由责任编辑审读全文 无语法及拼写
错误方可付印.
4   出版周期
WJG 将从2004 年起由月刊改为半月刊  以期在不增加出版篇幅的前提下进一步缩短出版周期, 力争论文的投稿时滞控制在1-4 个

月内出版 并进入Science Citation Index Expanded(SCI-E)及 Index Medicus /MEDLINE 等国际著名检索系统 以展示我国消化病

学者在该领域的国际领先地位.
5   稿件来源及论文资助情况
2003-04-01/10-01 以来共收到论文618 篇 其中国内论文501 篇(81.06%) 国际论文117 篇(18.93%). WJG 2003 年1-10期共发
表论文521 篇 分布在 34 个国家和地区 基金资助论文292 篇(56.04%).
6   影响因子
ISI 出版的期刊引证报告(JCR): WJG 2002 年的影响因子为2.532 被引频次为1 535. WJG 2002 年影响因子在国际胃肠病学和肝病学
领域的45种期刊中排名第13位 在SCI收录的所有5876种国际科学期刊中排名第797位.
7 国际检索系统收录

1998 年以来WJG 先后被美国 科学引文索引 (SCI-E Research Alert Current Contents/Clinical Medicine Journal Citation

Reports Clinical Medicine Citation Index) 美国 医学索引 (Index Medicus /MEDLINE)等收录.

   总之 WJG 将完全按照国际标准办刊 从收稿到出版的管理 已完全实现市场化 以质量为本. 从收稿到出版或退稿 以公正
科学的态度处理每一份稿件. 在学术水平和编辑质量方面以国际最优秀的期刊为目标. WJG 争取在国家 作者 读者 全体编委
和社会的大力支持下 办成一份国际本专业具有突出影响的学术期刊.  (世界胃肠病学杂志社 2003-12-02)
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