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Abstract
AIM: To clone and identify a new gene NS5ATP2 and its
spliced variant transactivated by hepatitis C virus non-structural
protein 5A.

METHODS: On the base of subtractive cDNA library of
genes transactivated by NS5A protein of hepatitis C virus,
the coding sequence of new gene and its spliced variant
were obtained by bioinformatics methods. Polymerase
chain reaction (PCR) was conducted to amplify NS5ATP2
gene.

RESULTS: The coding sequence of new gene and its spliced
variant were cloned and Identification successfully.

CONCLUSION: A novel gene has been recognized as the

new target transactivated by HCV NS5A protein. These
results bring some new clues for studying the biological
functions of the new gene and pathogenesis of the viral
proteins.
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摘要

目的: HCV NS5A 病毒蛋白反式激活作用的新的靶基因

NS5ATP2及其不同剪接体基因序列的确立 克隆化研究.

方法: 依据我室构建的 NS5A 反式激活基因差异表达的

cDNA消减文库 利用生物信息学技术获得 提取HepG2

细胞的总 RNA 进行反转录(RT-PCR) 扩增产物与原

核表达载体连接 进行测序鉴定.

结果: 经测序鉴定成功获得新基因的编码序列 并意

外发现了 NS5ATP2 的不同剪接体 对 NS5ATP2 基因组

进行分析 获得剪接体的编码序列 并成功进行了克隆

化研究.

结论: 利用分子生物信息学技术 发现并鉴定了 HCV

NS5A反式激活作用的新的靶基因NS5ATP2(615)及其可

变剪接体 NS5ATP2(216) 为研究新基因的生物学功能

及丙肝发病机制提供新的依据.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是含外膜蛋白的单股正链 RNA 病

毒 属黄病毒科肝炎病毒类. 在大多数感染人群中丙型

肝炎病毒表现为持续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬

化 或肝细胞癌[1-4]. 在体外实验中证实 NS5A 对细胞周

期及细胞生长具有调节作用 可能与慢性肝炎 肝细胞

癌的发生发展有着密切的关系[5-6]. 我室利用抑制性消减

杂交技术 对于NS5A表达载体转染的肝母细胞瘤细胞

系 HepG2 的基因表达谱变化进行比较研究 发现了

NS5A蛋白可以反式激活一些基因的表达. 其中包括未知

功能基因 命名为 NS5ATP2[7-10]. 我们对其进行了克隆
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化研究 成功获得了 NS5ATP2 的编码序列 在此过

程中我们意外发现了 NS5ATP2 基因的不同剪切体 对

NS5ATP2 基因组进行分析 确定了该基因剪切体的编

码序列 并进行了克隆化研究.

1   材料和方法

1.1 主要实验材料和试剂  肝母细胞瘤细胞系 HepG2 和

感受态大肠杆菌 D H 5 α 为本室保存 T a q 酶购自

Promega 公司 pGEM-T 载体购自 Promega 公司. 玻璃奶

回收试剂盒购自博大公司. DNA序列测定由上海申友公

司完成.

1.2 NS5ATP2 基因序列的确定  利用抑制性消减杂交技

术构建NS5A反式激活基因差异表达的cDNA消减文库

挑选 90 个克隆测序 与 GenBank 数据库进行初步比较.

15 个克隆未检索到任何对应的相似序列 可能代表了

某些新基因. 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

其中一个新基因与 GenBank 中注册的已知功能基因序

列没有同源. 电子拼接推定该基因的开放读码框架获得

相应的全长编码基因 将该未知功能基因命名为

NS5ATP2. 对 NS5ATP2进行电子拼接 发现其开放读码

框长 615 bp 编码 207 氨基酸残基[11-13].

1.3 多聚酶链反应(PCR)扩增 NS5ATP2 基因  根据

NS5ATP2 的全长编码基因 设计上下游引物. 上游引物

-GGA TTC ATG GCT TCG GTC TCC TCT GC-3

下游引物 5 -GGT ACC TCA GGA GTG TGG CTC ACT

GG -3 . 以反转录产物为模板进行 PCR PCR 参数如

下: 94   min 预变性 94  60 s 变性 60  60 s

退火 72  60 s 延伸 共 35 个循环 72 再延伸

10 min.

1.4 基因克隆化  克隆目的片段 将 PCR 产物在 0.9% 琼

脂糖凝胶中电泳 切取目的片段 玻璃奶法回收PCR产

物 与 pGEM-T 载体连接 转化 DH5α 感受态细菌

在含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板上 37 培养

18 h. 挑取白色菌落 增菌. 提取质粒进行限制性酶切分

析鉴定 发现两个大小不一致的酶切片段 挑选相应菌

落送测序.

1.5 生物信息学分析  将测序得到的两个核苷酸序列进

行分析 其中一个与我们预测的 NS5ATP2 序列完全一

致 而另一个序列与 NS5ATP2 部分同源 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)进行搜索

确定了两个序列的染色体定位 并对其基因组进行了

分析.

2   结果

2.1 目的基因的 PCR 扩增  以 HepG2 细胞系 cDNA 文库

为模板 PCR 反应后经 0.9% 琼脂糖凝胶电泳 可见

长度为 615 bp 和 500 bp 的两种电泳条带 见图 1. PCR

产物与 T- 载体连接 转化大肠杆菌 提取质粒进行

酶切鉴定 结果见图 2.

图 1  NS5ATP2 PCR 电泳图.

图 2  pEGM-T-NS5ATP2 酶切电泳图.

2.2 不同剪切体的发现  将连接两个不同大小片段的质

粒进行测序 其中一个结果完全符合 NS5ATP2 的拼接

序列 编码序列全长为 615 bp 表明我们已顺利得到

NS5ATP2 基因编码序列. 同时我们测序得到另一个与

NS5ATP2 部分同源序列 测序全长为 513 bp 利用生

物信息学技术推断其编码序列为 219 bp.

2.3 将 NS5ATP2(615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)编码序列进

行比较 结果见图 3:

615  ATG GCT TCG GTC TCC TCT GCG ACC TTC TCG

513  ATG GCT TCG GTC TCC TCT GCG ACC TTC TCG

615  GGC CAC GGG GCT CGG TCC CTA CTG CAG TTC

513  GGC CAC GGG GCT CGG TCC CTA CTG CAG TTC

615  CTG CGG CTG GTA GGG CAG CTC AAG AGA GTC

513  CTG CGG CTG GTA GGG CAG CTC AAG AGA GTC

615  CCA CGA ACT GGC TGG GTA TAC AGA AAT GTC

513  CCA CGA ACT GGC TGG GTA TAC AGA AAT GTC

615  CAG AGG CCG GAG AGC GTT TCA GAT CAC ATG

513  CAG AGG CCG GAG AGC GTT TCA GAT CAC ATG

615  TAC CGG ATG GCA GTT ATG GCT ATG GTG ATC

513  TAC CGG ATG GCA GTT ATG GCT ATG GTG ATC

615  AAA GAT GAC CGT CTT AAC AAA GAC CGA TGT

513  AAA GAT GAC CGT CTT AAC AAA GAC C-- ---

2 000 bp

   750 bp
  500 bp

2 000 bp
   750 bp
  500 bp
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615  GTA CGC CTA GCC CTG GTT CAT GAT ATG GCA

513  --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

615  GAA TGC ATC GTT GGG GAC ATA GCA CCA GCA

513  --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

615  GAT AAC ATC CCC AAA GAA GAA AAA CAT AGG

513  --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

615  CGA GAA GAG GAA GCT ATG AAG CAG ATA ACC

513  --- --- -GG AAG CTA TGA

615  CAG CTC CTA CCA GAG GAC CTC AGA AAG GAG

615  CTC TAT GAA CTT TGG GAA GAG TAC GAG ACC

615  CAA TCT AGT GCA GAA GCC AAA TTT GTG AAG

615  CAG CTA GAC CAA TGT GAA ATG ATT CTT CAA

615  GCA TCT GAA TAT GAA GAC CTT GAA CAC AAA

615  CCT GGG AGA CTG CAA GAC TTC TAT GAT TCC

615  ACA GCA GGA AAA TTC AAT CAC CCT GAG ATA

615  GTC CAG CTT GTT TCT GAA CTT GAG GCA GAA

615  AGA AGC ACT AAC ATA GCT GCA GCT GCC AGT

615  GAG CCA CAC TCC TGA

图 3 NS5ATP2(615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)编码序列比较.

2.4 生物信息学分析  登录美国国立卫生院(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)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 确

定 NS5ATP2 (615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)的染色体定位

并进行比较分析. 发现二者均定位于 6q22.1-23.3 但

内含子和外显子结构不同 NS5ATP2(615 bp)基因位于

123 630-97 844 nt NS5ATP2 (513 bp) 基因位于123 630-

122 235 nt 见图 4 5:

图 4  NS5ATP2(615)基因结构示意图. (   外显子    内含子).

图 5  NS5ATP2(513 bp)基因结构示意图.(     外显子    内含子).

3   讨论

人类基因组的精细完整序列图谱公布 是人类生命科

学史上的重要的里程碑 基因组序列的阐明能从根本

上影响我们对生物学的认识和对医学的实践. 利用基因

组 DNA 序列可以为科研提供很多方面的方便 这些基

因组序列可以用来帮助寻找新基因[14]. 人类基因大约有

25 000-35 000 条 通过与基因组序列的对比 我们

还能发现基因不同的剪切形式 为进一步实验验证提

供信息[15-18]. 一个基因可以通过如下几种方式产生多个

转录体 如不同的转录起始位点 可变剪接 选择不同

的加尾信号位点 RNA编辑等. 可变剪接包括3种类型:

(1) 内含子的保留; (2)可变外显子的保留或切除; (3) 3 -

和 5 - 剪接位点的转移(shift)导致外显子的增长或缩

短[19-21]. 可变剪接是从相对简单的基因组提高蛋白质组

多样性的重要机制 蛋白质组的多样性与多细胞高等

生物的复杂性相适应. 从可变剪接涉及的基因分布格局

分析 可变剪接多发生在参与信号传导和表达调节等复

杂过程的基因上 如受体 信号传导通路(凋亡) 转录

因子等[22-26]. 对个体分化发育和一些关键的细胞生理过程

如凋亡 细胞兴奋等的精确调控有重要意义[27-29]. 一个

基因通过可变剪接产生多个转录异构体 各个不同的

转录异构体编码结构和功能不同的蛋白质 他们分别

在细胞 / 个体分化发育不同阶段 在不同的组织 有

各自特异的表达和功能. 因此 可变剪接是一种在转录

后 RNA 水平调控基因表达的重要机制[30].

        我室在进行病毒性肝炎发病机制的研究过程中 利

用抑制性消减杂交技术 酵母双杂交技术 酵母单杂

交技术 基因芯片技术 筛选出乙型肝炎 丙型肝炎病

毒蛋白反式激活的新基因 与病毒蛋白-蛋白相结合的

新基因 如 NS5A-TP4 NS5A-TP6 HCBP6 SPBP1

等 在对上述基因进行功能研究的过程中 我们发现

这些新基因与细胞信号传导 细胞生长 癌基因及抑癌

基因的表达有着密切的联系 为研究病毒性肝炎的发

病机制提供了新的方向 新的线索[31-34]. NS5A 是非结

构蛋白的一种 目前认为NS5A蛋白是在细胞蛋白激酶

作用下发生磷酸化修饰后发挥生物调节作用的. 近年研

究发现 NS5A 是转录反式激活因子 其羧基末端富含

酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞转录因子特有的

结构特征. 尽管 NS5A 蛋白是存在于胞质中 但其具有

功能性核定位信号(nucleic localization signal NLS)序

列 即 PPRKKRVV(354-362 aa) 因此有核信号转导

功能[35-36]. 为进一步研究其对细胞基因表达的调节作

用 我室利用抑制性消减杂交技术筛选出HCV NS5A反

式激活基因差异表达的cDNA消减文库 对挑选的克隆

进行分析发现其中一个新基因与 GenBank 中注册的已

知功能基因序列没有同源. 将该未知功能基因命名为

NS5ATP2. 电子拼接推定该基因的开放读码框架获得相

应的全长编码基因 TP2 的 ORF 长度为 615 bp 编码

204 个氨基酸残基. 根据这一序列设计引物 以人肝癌

细胞 cDNA 为模板 PCR 反应扩增 TP2 基因序列. 在

NS5A-TP2 基因的克隆化研究过程中 随机挑选的两个

克隆进行酶切鉴定时 凝胶电泳得到600 bp和500 bp两

个 DNA 片段 将相应的克隆进行测序 其中一个克

隆序列与 NS5A-TP2 推定序列完全一致 表明我们已顺

利得到 NS5A-TP2 另一个克隆序列测序全长为 513 bp

与 TP2 部分同源 登陆美国国立卫生院(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)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 确定

NS5ATP2(615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)的染色体定位 并

进行比较分析.  发现二者均定位于 6 q 2 2 . 1 - 2 3 . 3

NS5ATP2(615 bp)基因位于 123 630-97 844 nt NS5ATP2
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(513 bp) 基因位于 123 630-122 235 nt NS5ATP2(615 bp)

与NS5ATP2 (513 bp)是由同一基因编码的不同剪切体. 对

NS5ATP2 (513 bp)进行生物信息学分析推定该基因的开

放读码框架为216 bp 编码72个氨基酸 我们根据其开

放读码框架将 NS5ATP2 (513 bp)重新命名为 NS5ATP2

(216 bp). 得到 NS5ATP2 基因及其剪切体的编码序列

是该基因的生物学研究的第一步 对其进行深入的研究

为丙型肝炎的发病机制的研究提供了新的研究方向[37].
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