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摘要：目的 比较HCV不同基因型核心蛋白（core）在肝母细胞瘤细胞凋亡中的作用。方法 构建6a基
因型HCV core的表达载体pcDNA3.1/myc-His（－）-core（6a）[pCore（6a）]；分别将1b、3a和6a基
因型HCV core质粒以及空质粒pcDNA3.1/myc-His（－）（pNC）瞬时转染HepG2细胞，48小时后利用

流式细胞术检测细胞凋亡发生的情况；利用Real-time PCR检测胱冬肽酶-3的mRNA水平变化；利用化

学发光法检测胱冬肽酶-3的活性变化，比较HCV不同基因型core对细胞凋亡作用的差异。结果 成功构

建了6a基因型HCV core的表达载体pcDNA3.1/myc-His（－）-core（6a）[pCore（6a）]；与pNC组相

比，表达1b、3a和6a基因型HCV core的HepG2细胞中，Annexin V＋细胞数均显著减少，其中6a基因型

core较1b和3a基因型core作用显著（P ＝ 0.000、0.001）； 同时实验组中凋亡效应分子胱冬肽酶-3的
mRNA水平及其活性较对照组均降低；其中与1b和3a基因型core相比较，6a基因型core显著降低胱冬

肽酶-3的mRNA水平，而在抑制胱冬肽酶-3活性方面无显著差别。结论 HCV不同基因型core对细胞凋

亡的作用不同；基因6a型core对细胞凋亡的抑制作用更为显著；HCV基因6型核心蛋白可能更易导致

肝癌的发生，有待进一步研究。
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Abstract: Objective To compare the effects of HCV core of different genotypes on cell apoptosis of HepG2 
cell. Methods The plasmid pcDNA3.1/myc-His (－)-core of genotype 6a [pCore (6a)] was constructed. And 
then pCore (1b), pCore (3a), pCore (6a) and negative control pcDNA3.1/myc-His (－) (pNC) were transiently 
transfected into HepG2 cells respectively. Flow cytometry was used to observe cell apoptosis post 48 hours 
while the mRNA levels and activities of caspase-3 were detected by Real-time PCR and caspase-glo 3/7 
luminometer respectively. Then, compare the different effects of HCV core of different genotypes on cell 
apoptosis were compared. Results The plasmid pcDNA3.1/myc-His (－)-core of genotype 6a [pCore(6a)] 
was successfully constructed. Compared with control group, the number of Annexin V-positive cells were all 
decreased in core (1b), core (3a) or core (6a) expressed HepG2 cells, among which the effect of core (6a) was 
more remarkable. Meanwhile, the mRNA levels and activities of caspase-3 were all reduced in core (1b), core 
(3a) or core (6a) expressed HepG2 cells. Moreover, compared with core (1b) and core (3a), the effect of core 
(6a) is more significant in terms of caspase-3 mRNA level, but not caspase-3 activity. Conclusions Different 
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目前，世界范围内大约有1.7亿人感染HCV，

HCV有6个主要的基因型和100多种不同亚型，HCV

感染可以导致CHC、肝纤维化、肝硬化及肝癌的发

生，不同的基因型在临床上的致病情况不同[1-3]。

肝癌是HCV导致的终末期肝病，而细胞凋亡受阻是

肝癌发生的重要机制。有研究发现随着感染率的增

加，基因6型有可能成为中国西南地区乃至更大范围

内重要的病毒亚型；并且发现基因6型HCV患者的

平均病毒载量明显高于基因2型和基因3型[4-6]。基于

此，本研究通过构建真核表达载体，旨在比较1b、

3a和6a基因型HCV core在细胞凋亡中作用的差异，为

进一步了解基因6型HCV在肝癌中的作用打下基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞  肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞和HCV 1b

及3a基因型core的表达载体均为本实验室保存。

1.1.2 试剂  DMEM细胞培养基和胎牛血清均购自美

国Gibco公司；jet PRIMETM DNA&siRNA转染试剂

购自法国Polyplus公司；细胞凋亡检测试剂Annexin 

V-FITC和7-AAD购自美国Biolegend公司；胱冬肽

酶-3发光检测试剂盒购自美国Promega公司。血清

中病毒RNA提取试剂盒购自德国QIAGEN公司；

One Step RNA PCR 试剂盒和pGEM-Teasy载体等均

购自宝生物工程（大连）有限公司。

1.2 方法

1.2.1 表达载体的构建   提取基因型为6a的HCV患

者血清中的HCV RNA，以此为模板扩增HCV核心

区片段；引物根据HCV Database中提交的6a亚型的

HCV核心区基因序列设计引物，进行RT-PCR反应

后琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果并进行切胶纯化回

收。将回收产物首先连接TA载体进行序列测定，经

Bam H Ⅰ和Hind Ⅲ双酶切后将目的基因连接到真核

表达载体pcDNA3.1/myc-His（－）中，构建的表达

载体进行酶切和测序鉴定。

1.2.2 细胞培养及重组质粒转染  用含10%胎牛血清

的DMEM培养液，于5% CO2孵箱中培养HepG2细

胞；待细胞铺满培养瓶底后，将细胞传代种植于6

孔板中，待细胞达60%～70%融合度时按转染试剂

说明书进行重组质粒的转染，并设立阴性对照。

1.2.3 Annexin V检测细胞凋亡  质粒转染48小时后

收集细胞，按照Annexin V/7-AAD检测试剂说明

书处理细胞后利用流式细胞仪检测细胞凋亡的情

况。Annexin V－7-AAD－为正常细胞；Annexin V＋

7-AAD－为早期凋亡细胞；Annexin V＋7-AAD＋为中

晚期凋亡细胞。

1.2.4 胱冬肽酶-3的mRNA水平检测  处理细胞48小

时后提取细胞RNA，并用逆转录试剂盒将其逆转录

为cDNA，Real-time PCR检测胱冬肽酶-3 mRNA，

以β-actin为内参。

1.2.5 胱冬肽酶-3的活性检测  将HepG2细胞以每孔

1 × 104个细胞的密度接种于96孔板中，转染重组质

粒后48小时，按照胱冬肽酶-3化学发光试剂盒的操

作流程处理细胞后检测细胞内胱冬肽酶-3的活性。

1.3 统计学处理   采用SPSS 16.0统计软件进行统计

学分析，两组间比较采用配对t检验，P ＜ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 成功构建pcDNA.3.1/myc-His（－）-core（6a）

的表达载体  利用RT-PCR成功扩增出基因6a型的

HCV core片段，用1%琼脂糖凝胶电泳分析，结果

显示扩增片段约573 bp，与预期符合（图1A）。

将经双酶切后的目的基因连接到pcDNA.3.1/myc-

His（－）载体中。酶切鉴定可见5500 bp大小的

pcDNA3.1/myc-His（－）线性片段以及573 bp的基

因6型的HCV core目的基因片段（图1B）。将酶切

成功的质粒送北京奥科鼎盛生物科技有限公司测

序，序列比对完全一致，表明基因6a型的HCV core

的表达载体构建成功。

genotypes of HCV core have different effects on cell apoptosis. Inhibitory effect of genotype 6a core on 
apoptosis is more significant. HCV core protein of genotype 6a may be easier to cause liver cancer, which 
needs further study.
Key words: Hepatisis C; Genotype; Core protein; Apoptosis
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图 1 pcDNA3.1/myc-His（－）-core（6a）表达载体的构建
注：A：1%琼脂糖凝胶电泳验证HCV基因6型core的扩增情况；1：

Marker；2：RT-PCR产物。B：pcDNA3.1/myc-His（－）-core（6a）酶

切鉴定情况；1：Marker；2：表达载体pCore（6a）经酶切后产物

2.2 HCV不同基因型core对Annexin V＋细胞数的

影响  利用Annexin V/7-AAD检测细胞凋亡情况，

结果显示与pNC组相比，pCore（1b）、pCore

（3a）、pCore（6a）转染组Annexin V＋细胞数均

显著减少（P ＝ 0.037、0.026、0.002，图2）；与

pCore（1b）、pCore（3a）组相比，pCore（6a）

组中Annexin V＋细胞数减少更显著（P ＝ 0.000、

0.001；n = 3；图2），表明HCV 1b、3a和6a基因型

core的表达均可以导致Annexin V＋细胞数的减少，

其中6a基因型core的作用更显著。

2.3 HCV不同基因型core对胱冬肽酶-3 mRNA水平的

影响  利用Real-time PCR检测胱冬肽酶-3 mRNA水

平变化，结果显示与pNC组相比，pCore（1b）、

pCore（3a）、pCore（6a）转染组胱冬肽酶-3

的mRNA水平均明显下降（P ＝ 0.047、0.000、

0.007，n = 3）；同时，与core（1b）和core（3a）

相比，core（6a）显著降低胱冬肽酶-3的mRNA水

平（P ＝ 0.007、0.016，n ＝ 3），见图3，表明

HCV 1b、3a和6a基因型core均可以降低胱冬肽酶-3

的mRNA水平；其中6a基因型core的作用更显著。

2.4 HCV不同基因型core对胱冬肽酶-3活性的影

响  利用发光检测试剂盒检测胱冬肽酶-3活性的变

化，结果显示与pNC组相比，pCore（1b）、pCore

（3a）、pCore（6a）转染组胱冬肽酶-3的活性均明

显下降（P ＝ 0.043、0.007、0.003，n ＝ 4）；而

pCore（1b）、pCore（3a）、pCore（6a）三组间

胱冬肽酶-3活性差异均无统计学意义（P ＝ 0.243、

0.748，n ＝ 4），见图4，表明HCV 1b，3a和6a基

因型core均可以抑制胱冬肽酶-3的活性。

3 讨论

HCV是慢性肝炎和肝癌的主要原因之一，但是

基因型在CHC疾病进展中的作用依然存在着争议。

作为HCV的主要结构蛋白，核心蛋白引起的凋亡受

阻是肝细胞癌变的主要机制之一。由于我国流行株

HCV主要是基因1b型[7]，因此目前大多数研究集中

           

            

图 2 HCV不同基因型core对Annexin V＋细胞数量的影响
注：A：Annexin V检测流式细胞结果；1：NC；2：core（1b）；

3：core（3a）；4：core（6a）。B：Annexin V检测结果统计图，core
（6a）与core（1b）、core（3a）相比，差异有显著统计学意义（P ＝ 
0.000、0.001，n＝3）

图 3 不同基因型HCV core对胱冬肽酶-3 mRNA水平的影响
注：胱冬肽酶-3 mRNA水平检测结果统计图 core（6a）与core

（1b）和core（3a）相比，差异有显著统计学意义（P  ＝  0.007、
0.016，n ＝ 3）

A

B
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图 4 不同基因型HCV core对胱冬肽酶-3活性的影响
注：胱冬肽酶-3活性检测结果统计图 pCore（1b）、pCore（3a）和

pCore（6a）3组间胱冬肽酶-3的活性差异无统计学差异（P ＝ 0.243、
0.748，n ＝ 4）

于1b基因型HCV核心蛋白在细胞凋亡以及肝癌中作

用的研究[8,9]。另外，有文献[10]报道基因3a型HCV核

心蛋白也有抑制细胞凋亡的作用。

HCV基因6型约1500年前起源于东南亚中部，

近年来感染率、传播途径和移民等相关因素的变化

加快了这种基因型病毒的传播速度[11]。文献[4-6]报道

基因6型有可能成为中国西南地区乃至更大范围内

重要的病毒亚型，并发现基因6型HCV患者的平均

病毒载量明显高于基因2型和基因3型。在前期的临

床工作中，笔者发现本院就诊的HCV患者中，小部

分为HCV基因6型感染。因此HCV基因6型核心蛋白

在细胞凋亡中作用以及其与其他基因型核心蛋白对

细胞凋亡作用的差异有待于进一步了解和探讨。

本研究通过成功构建6a基因型HCV core的表

达载体并将其与1b和3a基因型core分别瞬时转染到

HepG2细胞中，观察Annexin V＋细胞数的情况以及

凋亡效应分子胱冬肽酶-3的mRNA水平和活性的变

化。研究发现，3种基因型HCV core均可明显减少

Annexin V＋的细胞数量，其中以6a型core作用更为

显著；与之相应，3种基因型HCV core均可降低胱

冬肽酶-3的mRNA水平，并显著抑制其活性，其中

与1b和3a基因型core相比较，6a基因型core显著降

低胱冬肽酶-3的mRNA水平，而在抑制胱冬肽酶-3

活性方面也存在优势，需进一步优化实验得到证

实。总之，结果表明不同基因型的core在抑制细胞

凋亡中的作用程度不同，基因6a型core对细胞凋亡

的抑制作用更为显著，提示基因6a型core可能更易

导致肝癌的发生。

目前，关于HCV core抑制细胞凋亡机制的报道

有很多。核心蛋白可以通过分别抑制p53和c-myc表

达，上调microRNA-345进而抑制p21（Waf1/Cip1）

表达以及增加p-AKT的表达等途径抑制细胞凋亡，

促进细胞增殖 [10,12,13]。但是，目前关于6a基因型

HCV core对细胞凋亡的机制以及其在肝癌发生中的

作用的研究甚少，本课题组将在之后工作中展开具

体的研究。
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