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丙型肝炎病毒感染促进53BP1蛋白通过泛素-蛋白酶体
途径降解的研究*

周亚莉,何玉林,乔冠华,金科,覃培芳,黄海涛,闫建国**

(桂林医学院基础医学院,广西桂林
 

541004)

【摘要】 目的 探讨丙型肝炎病毒(Hepatitis
 

C
 

virus,HCV)对53BP1表达的影响及机制。 方法 建立 HCV体外感

染 Huh7细胞模型,采用 Western
 

blot检测 HCV感染对53BP1总蛋白、胞浆和胞核蛋白表达的影响,qPCR检测53BP1
的 mRNA表达,采用免疫荧光(Immunofluorescence,IF)方法检测 HCV感染对53BP1亚细胞定位的影响;采用免疫组

织化学(immunohistochemistry,IHC)法定量检测 HCV相关肝癌中53BP1蛋白的表达,并与癌旁组织及正常肝脏相比

较;采用免疫共沉淀(Co-Immunoprecipitation,CO-IP)方法检测 HCV对53BP1蛋白泛素化水平的影响。 结果 HCV
感染导致 Huh7细胞53BP1蛋白的相对表达水平为(0.41±0.03),明显低于对照组(1.00±0.08),差异有统计学意义

(P<0.01);在 HCV
 

感染后,胞核53BP1蛋白相对表达水平为(0.35±0.03),明显低于对照组(1.00±0.09),差异有统

计学意义(P
 

<0.01);而胞浆53BP1相对表达水平为(1.20±0.18),对照组相对表达水平为(1.00±0.17),两者表达无

显著改变(P
 

>0.05);HCV感染可导致53BP1蛋白,尤其是胞核53BP1蛋白的表达下降。免疫荧光结果显示 HCV感

染导致53BP1从胞核到胞浆的亚细胞定位改变;免疫组化结果显示,与正常肝脏相比,53BP1在 HCV相关 HCC的癌组

织(P
 

<0.01)和癌旁组织(P
 

<0.05)中显著降低。机制分析表明 HCV感染促进53BP1的泛素-蛋白酶体途径降解。

 结论 HCV感染可致 Huh7细胞53BP1发生由细胞核到细胞质的定位改变,并促进其通过泛素-蛋白酶体途径降解。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

hepatitis
 

C
 

virus
 

(HCV)
 

infection
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

53BP1
 

and
 

its
 

mechanism. Methods Total,cytoplasmic,and
 

nuclear
 

53BP1
 

protein
 

after
 

HCV
 

infection
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blotting.
 

The
 

expression
 

of
 

53BP1
 

in
 

normal
 

liver
 

and
 

HCV-related
 

HCC
 

tissues
 

was
 

quantified
 

by
 

immunohistochemis-
try.

 

The
 

subcellular
 

localization
 

of
 

53BP1
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

staining
 

and
 

the
 

ubiquitination
 

level
 

of
 

53BP1
 

was
 

determined
 

by
 

Co-Immunoprecipitation. Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

53BP1
 

protein
 

in
 

Huh7
 

cells
 

caused
 

by
 

HCV
 

infection
 

was
 

(0.41±0.03),significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(1.00±0.08),the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01);After
 

HCV
 

infection,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

nuclear
 

53BP1
 

pro-
tein

 

was
 

(0.35±0.03),significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(1.00±0.09),the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).
 

The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

cytoplasmic
 

53BP1
 

was
 

(1.20±0.18)
 

and
 

that
 

of
 

control
 

group
 

was
 

(1.00±0.17);There
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

both
 

groups
 

(P>0.05).
 

HCV
 

infection
 

can
 

de-
crease

 

the
 

expression
 

of
 

53BP1
 

protein,especially
 

in
 

the
 

nucleus.
 

Immunofluorescence
 

showed
 

that
 

HCV
 

infection
 

could
 

lead
 

to
 

a
 

striking
 

re-localization
 

of
 

53BP1
 

from
 

nucleus
 

to
 

cytoplasm.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

liver
 

tissues,significantly
 

lower
 

levels
 

of
 

53BP1
 

were
 

found
 

in
 

the
 

HCC
 

tumor
 

(P<0.01)
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.05).
 

Mechanism
 

analysis
 

showed
 

that
 

HCV
 

infection
 

promoted
 

the
 

ubiquitination
 

and
 

degradation
 

of
 

53BP1. Conclusion HCV
 

infection
 

shifts
 

the
 

localization
 

of
 

53BP1
 

from
 

nucleus
 

to
 

cytoplasm
 

and
 

promote
 

its
 

ubiquitination
 

and
 

degradation.
【Key

 

words】 HCC;HCV;53BP1;ubiquitin
 

and
 

degradation
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  肝细胞癌(hepatocellular
 

carcinoma,HCC)是一

种高度恶性的肿瘤,致死率高且易发生早期转移,丙型

肝炎病毒(Hepatitis
 

C
 

virus,HCV)感染作为肝细胞

癌的重要病因,一直以来都是研究的重点[1]。世界卫

生组织公布的数据表明,目前全球约有2亿人感染

HCV,每年有30余万例可能死于HCV导致的肝细胞

癌[2]。因此,加强 HCV与肝癌的研究具有重大的社

会意义和经济意义。
肝癌的发生机制尚未完全阐明,越来越多的研究

表明,其发生与DNA的损伤积累密切相关[3]。p53结

合蛋白1(p53-binding
 

protein
 

1,53BP1)是DNA损伤

应答通路中的重要成员,是将DNA损伤信号传导至

p53及其他肿瘤抑制蛋白途径中的一个重要传感器,
在保持基因组稳定性和预防癌症方面发挥重要作

用[4]。53BP1可致DNA发生损伤的细胞阻滞在G2/

M期并增强其凋亡,从而避免基因组遗传信息的不稳

定而阻断肿瘤的发生,这些均提示53BP1可作为一个

潜在的肿瘤抑制基因[5]。在乳腺癌、卵巢癌、肺癌和肝

癌等恶性肿瘤组织中发现了53BP1不同程度的表达

缺失,同时肿瘤组织53BP1的低表达与不良预后和对

放化疗的不敏感有关[6-7],但 HCV感染能否通过抑制

53BP1的表达而促进肝癌的发生发展尚不清楚。本研

究拟采用HCV体外感染 Huh7细胞建立 HCV感染

模型,探讨 HCV促进53BP1泛素化途径降解的具体

机制,为HCV感染致HCC的发病机制的论证提供新

的理论依据,为HCV感染所致HCC提供更精准的预

防和治疗靶点。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞系和病毒 人肝癌细胞系 Huh7为本实验

室保存。HCV
 

JFH-1
 

(Japanese
 

fulminant
 

hepatitis
 

1)为从日本爆发性 HCV感染者血清中分离的 HCV
 

2a基因型病毒株,JFH-1病毒颗粒由华中科技大学同

济医学院杨红枚教授提供。

1.2 主要试剂和仪器 DMEM 培养基(HIGH
 

Glu-
cose,HyClone);胎牛血清(Gibco);Anti-HCV

 

core
(Thermo);Anti-53BP1,Anti-lamin

 

A/C,Anti-tubu-
lin,Goat

 

anti-Rabbit
 

IgG-HRP,Goat
 

anti-mouse
 

IgG-
HRP,anti-ubiquitin(Abcam);Alexa

 

Fluor
 

488-,Al-
exa

 

Fluor
 

594-conjugated
 

secondary
 

antibody(Molec-
ular

 

Probes);cycloheximide
 

(CHX),MG132Sigma,

chloroquine(Sigma);Protein
 

A/G
 

PLUS-Agarose
(Santa

 

cruz);细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒

(P0028,碧云天)。全自动凝胶成像系统,电泳槽,电
泳 仪 (Bio-Rad);LightCycler 480Ⅱ PCR 仪 器

(Roche);免疫组化试剂盒(北京中杉金桥)。

2 方法

2.1 细胞培养及病毒感染 用含10%的胎牛血清

(FBS)和0.01%的青-链霉素的DMEM培养基,于37
 

℃含5%
 

CO2 的培养箱中进行培养。将HCV感染高

效容许HCV复制的 Huh7.5.1细胞中,长满后取细

胞正常传代,观察细胞培养情况。待培养基变黄,细胞

长满同时出现凋亡时收集培养基上清液,1
 

000
 

g离心

15
 

min,0.22
 

μm抽滤器抽滤并分装至无菌无RNase
离心管中,-80

 

℃冰箱保存备用。

2.2 组织标本的采集与免疫组化检查 HCC癌和癌

旁组织以及正常肝组织芯片购自上海芯超生物科技有

限公司。免疫组化检查采用北京中杉金桥免疫组化试

剂盒,按照说明书操作。结果判定由两个病理科医生

独立对53BP1的染色进行评分,根据染色强度评分为

0~3(0=
 

no,1=
 

weak,2=
 

moderate,3=
 

strong
 

staining),染色强度分值与染色阳性细胞数的乘积为

最终染色评分。

2.3 细胞总蛋白、胞浆胞核蛋白的提取以及 Westen
 

blot分析 取对数生长期细胞,用冷PBS洗2次;刮
下 细 胞,使 用 碧 云 天 细 胞 总 蛋 白 质 抽 提 试 剂 盒

(P0013B)提取细胞核蛋白与细胞浆蛋白,BCA标准曲

线法测定蛋白浓度。制备上 样 蛋 白 样 品,经 SDS-
PAGE电泳后转移到PVDF膜上并用5%脱脂乳中封

闭,以兔抗53BP1多克隆抗体为一抗,HRP标记的羊

抗兔IgG 为 二 抗 进 行 Western
 

blot,用 ECL 试 剂

(Pierce)显色并进行分析,使用ImageJ软件定量蛋白

质表达。

2.4 RNA 的提取及qPCR扩 增 使用 Trizol(In-
vitrogen)从细胞中提取总 RNA,并使用 Revert

 

Aid
 

First
 

Strand
 

cDNA 合成试剂盒(Thermo)逆转录为

mRNA。在 LightCycle
 

480II(Roche)上 使 用 2×
SYBR

 

Green
 

Mix(Thermo)进行qPCR。以GAPDH
为参照,用公式2-△Ct 计算 HCV

 

RNA和53BP1相对

于宿主GAPDH的表达量。引物序列如表1,由金维

智科技有限公司(苏州)合成。

表
 

1 qPCR引物

Table
 

1 Primers
 

of
 

qPCR
基因
Gegne

正向引物
Forward

 

Primers(5'-3')
反向引物

Reverse
 

Primers(5'-3')

HCVmRNA TCTGCGGAACCGGTGAGTA TCAGGCAGTACCACAAGGC
53BP1mRNA CTCCTCCACATGGCCATGTCTTAC CCTGAGGAGCCCCCAGTCTGT
GAPDH GGTGAAGGTCGGAGTCAACGG GAGGTCAATGAAGGGGTCATTG

2.5 免疫荧光试验 在盖玻片上生长的细胞用冷

PBS洗 涤 两 次,4%多 聚 甲 醛 中 固 定,再 用 0.3%
 

Triton
 

X-100破膜10
 

min,3%
 

BSA封闭;加入相应一
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抗染色过夜,洗涤;加入荧光标记二抗染色,细胞核用

DAPI染色,荧光显微镜(Nikon)观察拍照。

2.6 免疫共 沉 淀 试 验 用冷PBS洗涤细胞两次,

Triton裂解缓冲液中裂解。裂解物在4
 

℃下12
 

000
 

g
离心10

 

min,上清液在4
 

℃下用20
 

μL
 

Protein
 

A/G
 

Agarose
 

(Santa
 

Cruz)孵育1
 

h,以去除非特异性结合

物,然后在4
 

℃下与相应的抗体孵育过夜,接着用预洗

的
 

Protein
 

A/G
 

Agarose沉淀。通过洗涤和离心3次

收集免疫沉淀物,在2×SDS样品缓冲液中煮沸,并进

行 Westen
 

blotting分析。

2.7 数据处理与分析 实验数据采用 mean
 

±
 

SEM
表示。用 GraphPad

 

Primer绘图统计软件将qRT-
PCR数据进行统计作图。数据的统计学分析采用

Student’s
 

t-test
 

or
 

one-way
 

ANOVA,P<0.05为差

异有统计学意义。

结 果

1 HCV感染下调53BP1的表达

将HCV
 

JFH-1以0.1
 

的感染复数感染 Huh7细

胞,72
 

h后 收 集 细 胞 提 取 RNA 或 者 蛋 白 质 进 行

Western
 

blot和RT-qPCR检测。结果表明,HCV在

Huh7细胞内高效复制,翻译并表达 HCV
 

Core蛋白

(图1A和B)。另外,HCV感染后53BP1蛋白的相对

表达水平为(0.41±0.03),明显低于对照组(1.00±
0.08),差异有统计学意义(P<0.01)(图1C)。进一

步将细胞总蛋白分为胞核和胞浆表达蛋白,如图1D
和1E所示,在HCV感染72

 

h后,胞核53BP1相对表

达水平为(0.35±0.03),明显低于对照组(1.00±
0.09),差异有统计学意义(P<0.01);而胞浆53BP1
相对表达水平为(1.20±0.18),对照组相对表达水平

为(1.00±0.17),两者表达无显著改变(P>0.05)。
表明 HCV 感 染 可 导 致 53BP1 蛋 白,尤 其 是 胞 核

53BP1蛋白的表达下降。

2 HCV感染改变53BP1的细胞定位

采用免疫荧光法检测HCV感染对53BP1细胞定

位的影响,结果如图2。在未感染细胞,53BP1主要定

位于细胞核;在HCV感染72
 

h的细胞,53BP1主要分

布于细胞浆,且总荧光强度降低。表明 HCV感染可

导致53BP1由细胞核转位于细胞浆,且导致53BP1总

量的降低,与 Western
 

blot结果一致。

3 53BP1在HCV相关HCC癌组织中低表达

为了进一步证实体内HCV感染对于53BP1的影

响,通过免疫组化法检查了正常肝组织、HCV 相关

HCC癌组织及癌旁组织中53BP1的表达情况,结果

如图3。与正常肝组织相比较,53BP1在 HCV相关

HCC癌组织和癌旁组织中降低,与正常肝组织相比,

53BP1在HCV相关HCC癌组织表达显著降低(P<
0.01);与正常肝组织相比较,53BP1在 HCV 相关

HCC癌旁组织中表达显著降低(P<0.05)。在 HCV
感染的肝脏,癌组织53BP1的表达较癌旁组织显著降

低(P<0.05)。

  A、B 分别为 HCV
 

JFH-1感染 Huh7细胞72
 

h
 

HCV结构蛋白

Core的 Western
 

blot分析和 HCV
 

mRNA
 

qRT-PCR检测 C-E 分别
为HCV感染72

 

h
 

Huh7细胞53BP1总蛋白、胞核蛋白和胞浆蛋白的表
达情况。与对照组比较,a

 

P
 

<0.01;b
 

P<0.001。
图

 

1 HCV感染下调Huh7细胞53BP1的表达

A,B Levels
 

of
 

HCV
 

infection
 

in
 

Huh7
 

cells
 

were
 

determined
 

by
 

immunoblotting
 

for
 

HCV
 

core
 

protein
 

(A)
 

and
 

RT-qPCR
 

for
 

HCV
 

RNA
 

(B) C-E Total
 

(C),nuclear
 

(D),and
 

cytoplasmic
 

(E)
 

53BP1
 

protein
 

levels
 

were
 

measured
 

after
 

HCV
 

infection.
 

Compared
 

with
 

con-
trol

 

group,a
 

P<0.01;b
 

P<0.001.
Fig.1 53BP1

 

abundance
 

is
 

negatively
 

regulated
 

in
 

HCV-infected
 

cells

  Ctrl 未感染HCV
 

Huh7细胞对照 HVC Huh7细胞感染HCV
 

72
 

h免疫荧光检测53BP1的表达和定位。
图

 

2 HCV感染改变53BP1的细胞定位

Ctrl Cells
 

were
 

infected
 

not
 

with
 

JFH-1 HCV Cells
 

were
 

in-
fected

 

with
 

JFH-1
 

for
 

72
 

h,the
 

subcellular
 

localization
 

of
 

53BP1
 

was
 

monitored
 

by
 

immunolabeling
 

of
 

53BP1.
Fig.2 The

 

subcellular
 

localization
 

of
 

53BP1
 

in
 

HCV
 

infected
 

cells

4 HCV感染促进53BP1的泛素-蛋白酶体途径降解

为进一步分析HCV感染降低53BP1表达的具体

机制,首先检测了 HCV感染对53BP1
 

mRNA 的影

响,如图4A所示。HCV感染对53BP1
 

mRNA的表

达无显著性影响(P>0.05)。然后检测了 HCV感染

对53BP1的蛋白稳定性的影响,结果如图4B。Huh7
细胞在感染HCV

 

72
 

h后,加入蛋白质合成抑制剂放
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线菌酮(CHX)0~3
 

h,在蛋白质合成被抑制的情况

下,HCV感染能够随时间推移显著降低53BP1的蛋

白含量,表明 HCV感染影响53BP1的蛋白质的稳定

性,促进53BP1的降解。

  A 免疫组化染色 B 免疫组化定量,a
 

P
 

<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

3 53BP1在HCV相关HCC癌组织中低表达

A Shown
 

the
 

representative
 

images
 

of
 

53BP1
 

expression B 
Shown

 

the
 

representative
 

images
 

of
 

53BP1
 

expression
 

quantitative
 

data,
a

 

P<0.05;b
 

P<0.01.
Fig.3 Significantly

 

lower
 

levels
 

of
 

53BP1
 

were
 

found
in

 

HCV-associated
 

HCC
 

tumor
 

and
 

adjacent
 

tissues

  A HCV感染对53BP1的 mRNA的影响 B 放线菌酮抑制

53BP1合成后 HCV感染对53BP1蛋白质稳定性的影响 C HCV感
染的背景下 MG132和氯喹对53BP1表达的影响 D HCV感染对

53BP1泛素化水平的影响。
图

 

4 HCV感染促进53BP1的泛素-蛋白酶体途径降解

A Huh7
 

cells
 

were
 

infected
 

with
 

JFH1
 

for
 

0-5
 

days,the
 

53BP1
 

mRNA
 

level
 

was
 

determined
 

by
 

qRT-PCR B Effect
 

of
 

HCV
 

infection
 

on
 

53BP1
 

protein
 

stability
 

after
 

cycloheximide
 

inhibits
 

53BP1
 

synthesis
 C Effects

 

of
 

MG132
 

and
 

chloroquine
 

on
 

53BP1
 

expression
 

in
 

the
 

context
 

of
 

HCV
 

infection D Huh7
 

cells
 

were
 

infected
 

with
 

JFH1
 

for
 

72
 

h,and
 

treated
 

with
 

MG132
 

(20μmol/L)
 

for
 

12
 

h,the
 

cells
 

were
 

lysed
 

and
 

subjected
 

to
 

immunoprecipitation
 

with
 

antibody
 

against
 

53BP1
 

and
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot
 

with
 

antibodies
 

against
 

the
 

indicated
 

proteins.
Fig.4 HCV

 

infection
 

promotes
 

the
 

ubiquitination
and

 

degradation
 

of
 

53BP1

泛素-蛋白酶体途径(UPP)和自噬-溶酶体途径

(ALP)是真核生物最常见的两种降解蛋白质的方

法[8]。为了明确HCV影响53BP1蛋白水平的作用方

式,在HCV感染72
 

h的Huh7细胞分别加入UPP的

抑制剂 MG132和ALP
 

的抑制剂氯喹,对两条降解途

径进行阻断,结果如图4C。MG132阻断 UPP降解

后,53BP1蛋白的表达几乎恢复到对照组的水平,表明

HCV可能是促进53BP1的 UPP途径降解。采用免

疫共沉淀方法检测HCV感染对53BP1泛素化水平的

影响,结果如图4D。HCV感染显著提高了53BP1的

泛素化水平。

讨 论

本研究表明,HCV感染可促进53BP1的泛素-蛋
白酶体途径降解,且导致53BP1发生从细胞核穿梭到

细胞浆的亚细胞定位的改变。免疫组化染色显示,

HCV阳 性 癌 组 织 中 53BP1 的 表 达 也 显 著 降 低。

53BP1作为 DNA 损伤应答通路中的重要成员,在

DNA双链断裂修复中迅速聚集在DNA损伤处形成,
作为支架蛋白招募后续蛋白质以执行有效修复[4]。因

此推测,除了表达量的关系,53BP1从细胞核转位至细

胞质也是导致其修复DNA能力下降的重要原因。

HCV是一种单链RNA病毒,其所有的生命活动

都局限于细胞质中,HCV表达的蛋白也分布于细胞质

中,且 HCV表达的蛋白能够与多种宿主细胞的蛋白

发挥相互作用[9]。据此推测,53BP1从细胞核转位于

细胞质可能是由于53BP1与HCV表达蛋白的相互作

用,从而被滞留于细胞浆中进而被降解。泛素-蛋白酶

体途径介导的蛋白质降解是机体调节细胞内蛋白水平

与功能的一个重要机制[10],文献[11-13]也报道 HCV
的蛋白参与宿主细胞蛋白的泛素-蛋白酶体途径,表明

泛素-蛋白酶体途径可能成为 HCV促进肝癌发生发

展的一个新的机制。
综上,本研究初步证明 HCV感染会导致53BP1

的表达量的降低和细胞定位的改变,这可能是 HCV
感染促进肝癌发生发展的机制之一。
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