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　　［摘要］　目的　研究人类免疫缺陷病毒Ⅰ型（ＨＩＶ１）病毒颗粒蛋白表达调节因子（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆ
ｖｉｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｒｅｖ）和ＤＥＡＤｂｏｘ蛋白家族ＡＴＰ依赖的ＲＮＡ解旋酶３（ＤＤＸ３）对ＨＣＶＲＮＡ复
制的影响。方法　利用ＨＣＶ表达质粒ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１转染Ｈｕｈ７细胞以构建稳定的ＨＣＶ细胞复制模
型，另构建 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ和 ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ的过表达载体，通过 ＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和核苷酸测序等方法鉴定载体构建成功后，将实验分为２组对照实验，对照组均只将 ＨＣＶ
复制质粒转染Ｈｕｈ７细胞：１组实验组为ＤＤＸ３和ＨＣＶＲＮＡ复制质粒共转染入Ｈｕｈ７细胞；２组的实验
组为Ｒｅｖ、ＤＤＸ３和ＨＣＶＲＮＡ复制质粒共转染入Ｈｕｈ７细胞。最后通过ｑＰＣＲ定量测定各组ＨＣＶＲＮＡ
复制水平并进行比较。结果　转染后４８ｈ测各组ＨＣＶＲＮＡ的复制水平，ＤＤＸ３＋ＨＣＶＲＮＡ复制质粒
组中ＨＣＶＲＮＡ的水平（１．０９×１０７±０．１８×１０７）明显高于单独转染ＨＣＶＲＮＡ复制质粒组（４．７９×１０６±
１２４×１０６）（Ｐ＝０．０３）；而Ｒｅｖ＋ＤＤＸ３＋ＨＣＶＲＮＡ复制质粒组中ＨＣＶＲＮＡ的水平（１．７４×１０７±０４０×
１０７）明显低于单独转染ＨＣＶＲＮＡ复制质粒组（４．１７×１０７±０．４６×１０７）（Ｐ＜０．００１）。结论　成功构建
Ｒｅｖ蛋白和ＤＤＸ３的过表达载体，并初步证明人ＤＤＸ３解旋酶可促进 ＨＣＶＲＮＡ的复制，而 Ｒｅｖ蛋白和
ＤＤＸ３共同作用可抑制ＨＣＶＲＮＡ的复制。
　　［关键词］　 人类免疫缺陷病毒Ⅰ型；病毒颗粒蛋白表达调节因子；ＤＥＡＤｂｏｘ蛋白家族的 ＡＴＰ依
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）和人类免
疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）的传
播途径十分相似，约３０％的 ＨＩＶ阳性患者合并 ＨＣＶ
感染。在中国的静脉药瘾的ＨＩＶ感染者中，ＨＣＶ阳性
率可高达９０％［１］。ＨＣＶ患者合并感染 ＨＩＶ将加速丙
型肝炎病程进展，同时降低抗ＨＣＶ疗效。近年较多研
究表明，对合并感染患者针对 ＨＩＶ进行严格的高效抗
逆转录病毒治疗（ｈｉｇｈｌｙａｃｔｉｖｅａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｔｈｅｒａｐｙ，
ＨＡＡＲＴ）不能有效地改善这些情况，同时 ＨＣＶ病程加
速也与ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞数量下降无明显关联。我们
前期的研究也证实，ＨＩＶ合并感染可能导致患者体内
ＨＣＶ准种分布特征改变，但 ＨＣＶ载量及准种复杂度
与ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞数量无关［２－３］。以上证据提示

ＨＩＶ对ＨＣＶ的影响可能存在其他途径。有研究证实
ＨＣＶ、ＨＩＶ可以共感染同一肝细胞，进而可能导致两种
病毒在同一细胞内发生相互作用［４］。ＨＣＶ、ＨＩＶ均为
ＲＮＡ病毒，而 ＤＤＸ３在人体细胞内与 ＲＮＡ的复制过
程关系密切，已有研究证实ＤＤＸ３可与ＨＣＶＣｏｒｅ蛋白
结合促进 ＨＣＶ的复制［５－６］。同时发现 ＨＩＶ１Ｒｅｖ蛋
白可与ＤＤＸ３结合在核膜上形成复合体从而导致细胞
质内ＤＤＸ３的水平下降［７］，也有研究表明，Ｒｅｖ蛋白可
以与ＨＣＶ５′ＵＴＲ作用直接促进 ＨＣＶ的复制。但是
尚未有研究证实 Ｒｅｖ蛋白可以通过间接作用影响
ＨＣＶ的复制，或通过影响其他细胞代谢途径影响ＨＣＶ
的复制，也没有研究证实 Ｒｅｖ蛋白和 ＤＤＸ３可以共同
作用并对ＨＣＶ的复制产生影响。
　　本实验通过分别构建ＨＣＶＲＮＡ复制细胞模型及
表达ＤＤＸ３、Ｒｅｖ＋ＤＤＸ３的 ＨＣＶＲＮＡ复制细胞模型，
研究Ｒｅｖ蛋白和ＤＤＸ３对ＨＣＶＲＮＡ复制的影响。旨
在为进一步深入研究Ｒｅｖ蛋白和ＤＤＸ３是否通过共同
作用，从而影响ＨＣＶＲＮＡ复制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　Ｈｕｈ７肝癌细胞系和 ＨＣＶ复制模型 ｐＣＤＮＡ３．１

ＪＦＨ１均为本实验室保存，Ｈｕｈ７细胞系生长于含１０％
灭活小牛血清、２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、氨苄青霉素
（１００Ｕ／ｍＬ）、链霉素（１００Ｕ／ｍＬ）和 ＤＭＥＭ培养基
中，３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养。实验中主要材料包
括：真核过表达质粒ｐＣＤＮＡ３．１（鼎国生物技术有限公
司，北京），各种工具酶、核酸标准分子量 Ｍａｒｋｅｒ以及
蛋白质预染Ｍａｒｋｅｒ（天根生化有限公司，北京），去内
毒素质粒大量提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司，德国），质粒
转染转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美
国），鼠抗 Ｆｌａｇ单克隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司，美国）、兔抗
人ＧＡＰＤＨ单克隆抗体、小鼠抗人 ＤＤＸ３单克隆抗体、
小鼠抗 ＨＩＶＲｅｖ单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司，美国），
ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ二抗，ＨＲＰ标记的羊抗小鼠
ＩｇＧ二抗（福州迈新公司中国），ｑＰＣＲ引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司合成。
１．２　方法
１．２．１　含Ｒｅｖ、ＤＤＸ３基因重组真核表达载体的构建
　　查询ＮＣＢＩ获得Ｒｅｖ蛋白和 ＤＤＸ３的基因表达序
列，并分别在其基因的５′端引入限制性酶切位点ＥｃｏＲⅠ
和增强表达的Ｋｏｚａｋ序列，３′端引入限制酶切位点ＸｂａⅠ
和便于Ｒｅｖ、ＤＤＸ３表达检测的 Ｆｌａｇ标签蛋白（ＤＹＫＤ
ＤＤＤＫ）编码序列，以及便于观察转染效率的 ｍＣｈｅｒｒｙ
和ＹＦＰ序列。以上相关基因序列由深圳华大生物科
技有限公司协助合成。进一步分别将各自基因序列插

入真核过表达载体 ｐＣＤＮＡ３．１中命名为 ｐＣＤＮＡ３．１
ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、 ｐｃＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ。 从
ＧｅｎＢａｎｋ中查询目的基因以及上下游的序列，用 Ｖｅｃ
ｔｏｒＮＴＩ软件进行 ＰＣＲ引物设计。载体 ｐＣＤＮＡ３．１
ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ正向引物（５′ＡＧＴＣＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧ
ＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＣＣＡＧＴＡＧＡＴＣＣＴＡＧ３′）（含
同源重组序列、ＥｃｏＲⅠ酶切位点、Ｋｏｚａｋ序列，并含有
目的基因 ５′端配对序列），（５′ＴＡＧＴＣＣＡＴＧＧＴＧ
ＧＣＧＡＡＴＴＣＴＴＣＴＴＴＡＧＴＴＣＣＴＧＡＣＴＣＣＡＡＴＡＣ３′）（含
同源重组序列、ＥｃｏＲⅠ酶切位点，并含有目的基因３′
端配对序列）。载体 ｐｃＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ正向
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引物５′ＡＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＧＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＧ
ＴＣＡＴＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧ３′（含同源重组序列、ＸｈｏⅠ酶切
位点、Ｋｏｚａｋ序列，并含有目的基因５′端配对序列），反
向 引 物 ５′ＧＴＴＴＡＡＡＣＧＧＧＣＣＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＧＴＴＡＣ
ＣＣＣＡＣＣＡＧＴＣＡＡＣ３′（含同源重组序列、ＸｂａⅠ酶切位
点，并含有目的基因３′端配对序列）。
１．２．２　重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、ｐｃＤＮＡ３．
１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ质粒的鉴定　　用构建好的重组
ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、ｐｃＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰ
Ｆｌａｇ质粒分别转化入大肠杆菌 ＤＨ５α中，均匀涂布接
种于含有氨苄青霉素的琼脂糖平板上，次日挑取阳性

单克隆菌落摇菌扩增后，抽提质粒进行ＰＣＲ扩增并进
行琼脂糖凝胶电泳（图１），对扩增产物进行回收，并进
行核酸测序。

１．２．３　重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＣＤＮＡ３．
１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ及 ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１质粒的转染　
　采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂，实验步骤按照使
用说明书进行操作。将重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇ
ｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ质粒分别瞬时转
染入Ｈｕｈ７细胞中，通过荧光显微镜观察转染效率（图
２）。ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１瞬时转染入Ｈｕｈ７细胞中，ｑＰＣＲ
检测ＨＣＶ的复制情况。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定 Ｒｅｖ、ＤＤＸ３基因在 Ｈｕｈ７细
胞中的表达　　分别转染４８ｈ后，提取细胞总蛋白，
进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。在４℃下、３００ｍＡ恒流条件下
电转１２０ｍｉｎ，用封闭液（含５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ）室
温封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，一
抗加入１∶５０００比例稀释的 ａｎｔｉＲｅｖ单克隆抗体４℃
孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次 １０ｍｉｎ，二抗加入
１∶５０００比例稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
ＩｇＧ抗体室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。
化学发光试剂检测，以ＧＡＰＤＨ为内参。
１．２．５　ｑＰＣＲ检测细胞内 Ｒｅｖ、ＤＤＸ３对 ＨＣＶ复制的
影响　　用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂，实验按照使
用说明书进行操作。将ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ和
ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１瞬时共转染入Ｈｕｈ７细胞中，ｑＰＣＲ检
测ＨＣＶ复制情况。将 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、
ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ及 ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１瞬时
共转染入Ｈｕｈ７细胞中，ｑＰＣＲ检测ＨＣＶ复制情况。查
询ＮＣＢＩ中ＨＣＶ基因组序列，以５′非翻译区为模板设计
引物，引物序列为ＨＣＶＦ：５′ＣＣＣＴＧＴＧＡＧＧＡＡＣＴＡＣＴ
ＧＴＣＴＴ３′； ＨＣＶＲ： ５′ＴＧＡＧＣＧＧＧＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧ３′。
引物序列由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。扩增条件为
９５℃ 预变性 １ｍｉｎ，９５℃变性 １０ｓ，５８℃退火扩增
３０ｓ，循环４０次，最后添加６５～９５℃溶解曲线。标准

曲线：取１μｇＰＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１按１０倍梯度稀释５个
梯度后按上述体系进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，最终将每
个梯度的Ｃｔ值带入对应终浓度计算函数，最终以该函
数计算每个样品中对应的ＨＣＶ复制水平。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０进行统计，实验组与对照组采用
两独立样本ｔ检验检测均值是否有显著性差异。

２　结果

２．１　重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＣＤＮＡ３．１
ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ真核表达载体的鉴定

　　含 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙｇ质粒的菌液经
扩增培养后提取纯化质粒，进行ＰＣＲ鉴定，产物经５％
琼脂糖凝胶电泳，分别出现１条特异性条带，均位于
４００ｂｐ附近。核酸序列测定结果显示，克隆的外源基
因全长３９４ｂｐ（图１）。含 ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ
质粒的菌液经扩增培养后提取纯化质粒，进行ＰＣＲ鉴
定，产物经５％琼脂糖凝胶电泳，分别出现２条特异性
条带，分别位于２０００ｂｐ附近，选择与预期产物大小接
近的条带进行胶回收并测序。核酸序列测定结果显

示，克隆的外源基因全长２０３５ｂｐ（图１）。通过对克
隆的外源基因序列测序并和ＧｅｎＢａｎｋ中Ｒｅｖ和ＤＤＸ３
序列对比，证实其基因序列 １００％同源，提示 Ｒｅｖ和
ＤＤＸ３真核表达载体构建成功。

! " # "

!$ %%% &'

!(%% &'

!#(% &'

!"#$%&"

))*+'$ %+( &'("

,-.'+/0 &')"

１：重组ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ质粒；２：重组 ｐＣＤ
ＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ质粒；Ｍ：标准

图１　重组ＰＣＲ产物的鉴定

２．２　Ｒｅｖ、ＤＤＸ３基因分别在Ｈｕｈ７细胞中的表达
　　重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＣＤＮＡ３．１
ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ质粒分别转染 Ｈｕｈ７细胞，转染 ２４ｈ
后用荧光显微镜观察荧光（图２），可见 Ｒｅｖ在荧光显
微镜下发红光（图２），ＤＤＸ３在荧光显微镜下发黄光
（图２）；转染 ４８ｈ后提取细胞总蛋白，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测Ｒｅｖ蛋白和 ＤＤＸ３的表达，凝胶成像仪成像
结果（图 ３）证明重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、
ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ质粒能在 Ｈｕｈ７细胞中表
达相应的蛋白。
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Ａ：重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ质粒转染细胞后，普
通显微镜下观察转染后的细胞；Ｂ：在Ａ的同视野下在荧光
显微镜下观察细胞Ｒｅｖ的表达；Ｃ：重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３
ＹＦＰＦｌａｇ转染细胞后，普通显微镜下转染后的细胞；Ｄ：在
Ｃ的同视野下在荧光显微镜下观察细胞ＤＤＸ３的表达
图 ２　荧光显微镜下观察重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇ

ｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ质粒转染
Ｈｕｈ７细胞后的转染结果及表达
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１：在只转染 ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１的细胞模型中，没有 Ｒｅｖ蛋
白和 ＤＤＸ３的表达；２：重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、
ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ和 ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１质粒共转
染Ｈｕｈ７细胞，可以在细胞中检测到 Ｒｅｖ蛋白和 ＤＤＸ３的
表达；３：为重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰ３Ｆｌａｇ和 ｐＣＤＮＡ３．１
ＪＦＨ１质粒共转染Ｈｕｈ７细胞，可以在细胞中检测到 ＤＤＸ３
的表达

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｅｖ蛋白和ＤＤＸ３在Ｈｕｈ７
细胞中的表达

２．３　ＤＤＸ３对细胞ＨＣＶ复制的影响
　　重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ和 ｐＣＤＮＡ３．１
ＪＦＨ１质粒共转染Ｈｕｈ７细胞，４８ｈ后用ＴＲＩｚｏｌ法提取
细胞总 ＲＮＡ，ｑＰＣＲ检测 ＨＣＶ的复制水平，进行对照
组与实验组的两独立样本 ｔ检验。结果表明，瞬时转
染 ＤＤＸ３和 ＨＣＶ复制质粒后，ＨＣＶ的复制水平
（１．０９×１０７±０．１８×１０７）明显高于 ＨＣＶ复制质粒单
独转染后的ＨＣＶ复制水平（４．７９×１０６±１．２４×１０６）
（Ｐ＝０．０３）。提示，ＤＤＸ３可以增强 ＨＣＶ在细胞中的
复制（表１）。

表１　ｑＰＣＲ检测ＨＣＶＲＮＡ在各组Ｈｕｈ７细胞中表达的
差异（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 细胞模型 ＨＣＶＲＮＡ（ＩＵ／ｍＬ） Ｐ ｔ值
第１组 Ｈｕｈ７ＪＦＨ１ ４．７９×１０６±１．２４×１０６ 　０．０３ －５．３３５

Ｈｕｈ７ＪＦＨ１ＤＤＸ３ １．０９×１０７±０．１８×１０７

第２组 Ｈｕｈ７ＪＦＨ１ ４．１７×１０７±０．４６×１０７ ＜０．００１ ８．７７８
Ｈｕｈ７ＪＦＨ１ＲｅｖＤＤＸ３ １．７４×１０７±０．４０×１０７

２．４　Ｒｅｖ和ＤＤＸ３共同作用对细胞ＨＣＶ复制的影响
　　重组 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＣＤＮＡ３．１
ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ和 ｐＣＤＮＡ３．１ＪＦＨ１质粒共转染入
Ｈｕｈ７细胞中，转染 ４８ｈ后，提取细胞总 ＲＮＡ，进行
ｑＰＣＲ检测ＨＣＶ的复制水平，进行对照组与实验组的
两独立样本 ｔ检验。结果表明，Ｒｅｖ、ＤＤＸ３和 ＨＣＶ复
制质粒共转染Ｈｕｈ７细胞后，ＨＣＶ的复制水平（１．７４×
１０７±０．４０×１０７）明显低于 ＨＣＶ单独转染后的 ＨＣＶ
复制水平（４．１７×１０７±０．４６×１０７）（Ｐ＜０．００１）。Ｒｅｖ
蛋白和ＤＤＸ３共同作用可以抑制ＨＣＶ的复制（表１）。

３　讨论

　　有研究证实循环血液中的ＨＩＶｇｐ１２０蛋白在与肝
细胞表面 ＣＣＲ５和 ＣＸＣＲ４接触后可激活肝细胞内
ＴＧＦβ１表达从而促进肝细胞内ＨＣＶ的复制［８］。有研

究发现可以从 ＣＤ４－ＣＸＣＲ４＋的原代肝细胞中成功分
离出ＨＩＶ；并且Ｆｒｏｍｅｎｔｉｎ［９］证实ＣＤ４－ＣＸＣＲ４－的某些
肝癌细胞株也可以感染 ＨＩＶ。证明 ＨＩＶ和 ＨＣＶ可共
感染同一肝细胞，表明二者有产生直接作用的可能。

在ＨＩＶ、ＨＣＶ共感染的患者中，ＨＩＶ可以促进 ＨＣＶ的
复制，而且加速肝纤维化的进程［１０］。ＨＩＶ合并 ＨＣＶ
感染患者与ＨＩＶ单独感染患者比较，肝脏相关疾病是
非ＡＩＤＳ引起死亡的主要原因［１１］。最新的研究表明，

ＨＩＶ和 ＨＣＶ合并感染加速疾病的进程，特别是 ＨＩＶ
感染增加ＨＣＶ的复制、肝细胞凋亡、肠道微生物的移
位［１２］、损伤 ＨＣＶ的特异性免疫应答。对 ＨＩＶ合并
ＨＣＶ的患者分别进行ＨＩＶ的抗病毒治疗和ＨＣＶ的抗
病毒治疗，结果表明抗病毒治疗有效的延缓了肝纤维

化的进程并减少了ＨＩＶ合并 ＨＣＶ感染的患者终末期
肝病的并发症［１３－１４］。然而ＨＩＶ合并ＨＣＶ感染的患者
接受常规的ＰＥＧＩＦＮ联合利巴韦林治疗所产生的持续
性病毒学应答要比单独ＨＣＶ患者有明显的降低［１５］。

　　有研究表明，在ＨＩＶ１致病过程中，Ｒｅｖ蛋白发挥
着重要作用，其可以促进ＨＩＶ１病毒颗粒的产生，并可
以抑制病毒所有调节蛋白的产生［１６］。因 ＨＩＶ和 ＨＣＶ
在细胞复制中无法自身合成ＲＮＡ解旋酶，其在细胞中
的复制需要细胞内的 ＲＮＡ解旋酶参与。ＤＤＸ３属于
ＤＥＡＤ解旋酶家族，ＤＤＸ３参与多种细胞进程，包括
ｍＲＮＡ的剪接和转录［１７］、翻译的起始［１８］和 ＲＮＡ的转
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运［１９］。有研究显示，ＤＤＸ３可以与 ＨＩＶ１中的 Ｔａｔ蛋
白作用，刺激病毒 ｍＲＮＡ的翻译［２０］，也可以和 Ｒｅｖ蛋
白作用参与ＲＥＶＲＲＥ介导的输出作用［２１］。有研究表

明ＤＤＸ３与ＨＣＶＣｏｒｅ蛋白结合促进ＨＣＶ的复制。同
时也有学者发现ＨＩＶ１Ｒｅｖ蛋白可与ＤＤＸ３结合在核
膜上形成复合体从而影响细胞质内ＤＤＸ３的水平。也
有研究发现Ｒｅｖ蛋白可以与ＨＣＶ５’ＵＴＲ作用直接促
进ＨＣＶ的复制。但是尚未有研究证实 Ｒｅｖ可以通过
间接作用影响ＨＣＶ的复制，也没有研究证实Ｒｅｖ蛋白
和ＤＤＸ３共同作用对ＨＣＶ的影响。
　　本研究证实 ｐＣＤＮＡ３．１ＲｅｖＦｌａｇｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＣＤ
ＮＡ３．１ＤＤＸ３ＹＦＰＦｌａｇ可以在真核细胞中表达；转染
后４８ｈｑＰＣＲ检测发现，ＤＤＸ３单独与ＨＣＶ作用时，可
以促进 ＨＣＶＲＮＡ的复制；当 Ｒｅｖ和 ＤＤＸ３共同作用
于ＨＣＶ时，可以有效抑制 ＨＣＶＲＮＡ的复制。可能原
因：①Ｒｅｖ和ＤＤＸ３在细胞中结合形成复合物，降低了
细胞内ＤＤＸ３的水平，降低了ＤＤＸ３对ＨＣＶＲＮＡ的复
制作用，从而竞争性抑制了 ＤＤＸ３对 ＨＣＶ复制的影
响；②也有可能通过抑制某些信号通路从而影响 ＨＣＶ
ＲＮＡ的复制，因为Ｒｅｖ和ＤＤＸ３不仅在ＨＣＶ的表达中
起作用，而且参与细胞中的多种信号通路，Ｒｅｖ和ＤＤＸ３
形成复合物后也抑制了相应的信号通路，导致 ＨＣＶ
ＲＮＡ的表达量下降；③或者改变了Ｒｅｖ和ＤＤＸ３在细胞
中的分布，导致它们无法在指定的作用位点与ＨＣＶ进
行相互作用，从而导致ＨＣＶＲＮＡ表达量的下降。
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