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结构特异性核酸酶ＦＥＮ１对ＨＢＶ复制的影响
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　　［摘要］　目的　探索宿主因子ＦＥＮ１对ＨＢＶ复制过程的影响。方法　构建ＦＥＮ１过表达慢病毒质粒，酶切鉴定并测
序，转染２９３ＦＴ细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＥＮ１蛋白表达。将该质粒转染 ＨＢＶ复制稳定细胞系，设立慢病毒包装改造质粒
ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ和不转染质粒的细胞作为对照。ＥＬＩＳＡ检测细胞上清，Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＨＢＶＤＮＡ。
结果　初筛阳性克隆提取质粒酶切鉴定，于ＦＥＮ１及线性载体质粒大小处出现明亮单一条带，测序结果表明序列插入正
确，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＥＮ１蛋白表达量为对照的２～３倍。ＦＥＮ１过表达质粒转染ＨＢＶ复制稳定细胞株，细胞上清 ＥＬＩＳＡ
检测ＨＢｓＡｇ抗原呈阳性，Ｄ（４５０）值为（１．９８２±０．０３２）；细胞内提取病毒ＤＮＡ行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，绝对定量拷贝数为１．１８×
１０９，Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测亦表明ＨＢＶ复制水平明显上调。结论　结构特异性核酸酶ＦＥＮ１能够明显促进ＨＢＶＤＮＡ复制，是
体内一种重要的病毒复制调控因子。
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　　ＨＢＶ感染是世界范围的公共卫生问题，我国尤为
严重。目前，虽有特异性疫苗预防，但乙型肝炎患者及

慢性携带者的治疗仍是一个严峻而具挑战的课题，其

难点在于对ＨＢＶＤＮＡ复制的机制及其调控因素认识
不足。在ＨＢＶＤＮＡ复制过程中，病毒颗粒进入肝细
胞，脱去核衣壳释放病毒基因组，在细胞核内完成

ＨＢＶｒｃＤＮＡ到ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的修复转化，以ｃｃｃＤＮＡ为
逆转录模板合成新的子代病毒，从而不断循环。其中

关键性的步骤是 ＨＢＶｒｃＤＮＡ到 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ过程中
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的结构修复，对比结构可知，ＨＢＶｒｃＤＮＡ负链为不闭
合且５′及３′端含有冗余序列的ＤＮＡ结构，这一发夹结
构必须被修复才能顺利完成复制。Ｓｏｈｎ等［１］在相关

研究中提出假设，推测体内某种具有核酸酶活性的物

质促进该过程的发生。

　　大量研究表明，ＦＥＮ１是一种保守的结构特异性
核酸酶，存在于细胞核及线粒体中［２－３］，具有 ＤＮＡ代
谢中的多种功能，包括 ＤＮＡ复制与修复，作用机制可
能与其参与多种蛋白质间相互作用有关［４］。最近研

究表明，ＦＥＮ１是人体细胞核中最重要的５′核酸内切
酶［５－６］，其具有３种不同表现形式：①５′－３′ｆｌａｐ核酸
内切酶活性（ＦＥＮ）：在随从链复制中ＲＮＡ引物的去除
和碱基切除修复中发挥作用［７］；②５′－３′核酸外切酶
活性［８］；③间隔依赖核酸内切酶（ＧＥＮ）活性：解决复
制中三核苷酸重复衍生的２级结构、发夹环及复制叉
停滞［９－１１］，作为多功能酶，ＦＥＮ１缺失可致基因组不稳
定。最近有研究报道，在肿瘤组织标本中 ＦＥＮ１系列
突变体使２／３的核酸酶失活从而导致肿瘤的发生和进
展［１２］。ＦＥＮ１在包括前列腺癌［１３］、胃癌［１４］、神经母细

胞瘤［１５］、胰腺癌［１６］、肺癌［１７］和乳腺癌［１８］在内的多种

肿瘤细胞中皆存在较高表达。以上结果似乎与 ＦＥＮ１
作为ＤＮＡ修复基因的功能不相符。但是，考虑到ＦＥＮ１
在ＤＮＡ复制中的重要作用，其表达上调可能正是反映
了肿瘤细胞与正常细胞相比增殖率增加的事实。

　　鉴于ＦＥＮ１的功能特点，其有可能成为ＨＢＶＤＮＡ
复制的一种重要的体内调控因子，故我们利用ＨＢＶ１．１
倍体质粒 ｐｃｈ９构建的可稳定表达 ＨＢＶ细胞系
ＨｅｐＧ２Ｈ７对 ＦＥＮ１在 ＨＢＶＤＮＡ复制中的作用进行
研究，观察其对ＨＢＶ复制的影响，为寻找新型ＨＢＶ治
疗策略奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂及耗材　　ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ改造质粒（本室构
建），ＥＺＮＡＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔⅠ试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司），ＱＩＡｑｕｉｃｋ
ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司），ＧｏＴａｑＧｒｅｅｎＭｉｘ（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司），ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ（Ｔｉａｎｇｅｎ公司），ＰｒｉｍｅＳｔａｒＨＳＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒｅａｓｅ、λＥｃｏＴ１４Ⅰ ｄｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、ＸｈｏⅠ
均购自ＴａＫａＲａ公司，ＨｉｇｈＰｕｒｅＰＣＲＰｒｏｄｕｃｔＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试
剂盒、ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）及 Ｘ
ｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ均购自 Ｒｏｃｈｅ公司，
ＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胎牛血清（Ｇｉｂｉｃｏ公司），鼠抗人 ＦＥＮ１
单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司），抗 ＧＡＰＤＨ小鼠单克隆抗体、兔抗
鼠ＩｇＧ抗体均购自北京中杉公司，ＥＬＩＳＡ检测 ＨＢｓＡｇ试剂盒
（上海科兴公司），细胞培养皿（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔ
ＰｉｃｏＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＳｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｔｈｅｒｍｏ公司）等。
１．１．２　引物　　反向引物 Ｒ，５′端引入 ＸｈｏⅠ酶切位点。Ｆ２／
Ｒ２为ＦＥＮ１表达基因两端的正反向引物，用于初筛及测序。引

物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ英骏（上海）生物公司代为合成，序列如下：上游
ＦＣＭＶ：５′ＣＣＡＡＡＧＧＣＣＡＧＴＣＡＴＣＣＣＴＣ３′，下游 Ｒ：５′ＴＡＴＣＴＣ
ＧＡＧＴＴＡＴＴＴＴＣＣＣＣＴＴＴＴＡＡＡＣＴＴＣＣＣＴＧ３′；上游 Ｆ２：５′ＴＡＴ
ＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＧＡＡＴＴＣＡＡＧＧＣＣＴＧＧＣＣＡ３′，下游 Ｒ２：５′ＴＡＴ
ＴＣＴＡＧＡＴＴＡＴＴＴＴＣＣＣＣＴＴＴＴＡＡＡＣＴＴＣＣＣＴＧ３′。
１．１．３　细胞株　　Ｓｔｂｌ３感受态菌株购自 Ｉｎｔｉｖｔｒｏｇｅｎ公司，
２９３ＦＴ为本室保存，稳定表达ＨＢＶ细胞系 ＨｅｐＧ２Ｈ７为本室构
建［１９］。

１．２　方法
１．２．１　ＰＣＲ扩增 ＦＥＮ１基因片段、酶切定量　　以本室构建
ＦＥＮ１ｐｃＤＮＡ３．１质粒为模板，上游 ＣＭＶ启动子序列为正向引
物，下游引物为含 ＸｈｏⅠ酶切位点的 ＦＥＮ１基因序列，ＰＣＲ扩
增。反应体系：Ｈ２Ｏ３２．８μｌ，５×Ｂｕｆｆｅｒ１０μｌ，ｄＮＴＰ４μｌ，ＦＣＭＶ／
Ｒ各１μｌ，Ｔｅｍｐｌａｔｅ１μｌ，ＰｒｉｍｅＳｔａｒ０．２μｌ，总体积５０μｌ。反应
条件：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ→５３℃ ３０ｓ→７２℃ １ｍｉｎ１０ｓ×
３５循环，７２℃ １０ｍｉｎ，４℃保存。产物行琼脂糖凝胶电泳，１％
ａｇａｒｏｓｅｇｅｌ，１２０Ｖ，２０ｍｉｎ，定量。酶切 ＦＥＮ１基因片段体系：
Ｈ２Ｏ１３μｌ，１０×ＢｕｆｆｅｒＨ５μｌ，ＦＥＮ１３０μｌ，ＸｈｏⅠ ２μｌ，总体积
５０μｌ。质粒ｐＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ酶切体系：Ｈ２Ｏ３３μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ
Ｈ５μｌ，ｐＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ１０μｌ，ＸｈｏⅠ ２μｌ，总体积 ５０μｌ。
３７℃ 温育１ｈ左右，电泳检测，切割完全继续２ｈ。胶回收纯
化试剂盒ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ纯化 ＦＥＮ１及 ｐＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
ｖｅｃｔｏｒ，１％琼脂糖凝胶电泳，定量。
１．２．２　 酶切产物纯化后连接，电转感受态并初筛　　Ｔ４ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ连接 ＦＥＮ１和 ｐＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ酶切后纯化定量产物，
体系：ＦＥＮ１８μｌ，ｐＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ５．２μｌ，１０×Ｌｉｇａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ
２μｌ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ２．６μｌ，Ｈ２Ｏ ２．２μｌ，总体积２０μｌ。１６℃
温育，过夜。用Ｒｏｃｈｅ纯化试剂盒ＨｉｇｈＰｕｒｅＰＣＲＰｒｏｄｕｃｔＰｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＫｉｔ纯化，双蒸水２０μｌ洗脱，全部用于电转。电转感受态
Ｓｔｂｌ３５０μｌ置冰上１０ｍｉｎ，将２０μｌ纯化连接产物加入其中，轻
轻混匀，转移至无水乙醇及超纯水清洗的电转杯，２．５ｋＶ电击，
加入２５０μｌ无氨苄抗性的ＬＢ液体混匀后吸出至一灭菌ＥＰ管
中，３７℃孵育１０ｍｉｎ，铺板。培养１６ｈ左右，挑取单克隆菌落
于含氨苄抗性液体ＬＢ的９６孔板中，继续培养３ｈ，各取１μｌ为
模板，引物选择ＦＥＮ１表达基因两端的正反向序列Ｆ２／Ｒ２，反应
体系：Ｈ２Ｏ３．８μｌ，２×ＧｒｅｅｎＭｉｘ５μｌ，Ｆ２０．１μｌ，Ｒ２０．１μｌ，Ｔｅｍ
ｐｌａｔｅ１μｌ，总体积１０μｌ。条件：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ→５５℃
１５ｓ→７２℃５０ｓ×３５循环，７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存。１％琼脂糖
凝胶电泳，阳性样品扩大培养．
１．２．３　酶切鉴定抽提质粒并测序，转染细胞及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＦＥＮ１蛋白表达　　Ｏｍｅｇａ去内毒素质粒抽提试剂盒 ＥＺＮＡ
ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔⅠ提取质粒，操作方法按说明，定量，以 ＸｈｏⅠ
酶切鉴定，同时质粒送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，测序结果采用
ＤＮＡｓｉｓｔ软件比对分析。６孔细胞培养板，接种３×１０５个２９３ＦＴ
细胞，２４ｈ后换液，采用 Ｒｏｃｈｅ公司 ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ
ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ转染试剂转染 ＦＥＮ１慢病毒质粒，２μｇ质
粒稀释于无血清 ＯｐｔｉＭＥＭ中，使成２μｇ／１００μｌ终浓度，加入
６μｌＨＰ，室温孵育１５ｍｉｎ，加入换液后的２９３ＦＴ细胞于培养液
中，２４ｈ后换液，转染７２ｈ后 ＲＰＩＡ法裂解细胞提取蛋白，ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＥＮ１表达量。蛋白上样量
每孔５０μｇ，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶，恒流２０ｍＡ，１．５ｈ，２５０ｍＡ
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恒流湿法转膜１ｈ，４℃封闭抗体过夜，洗涤后室温孵二抗１．５～
２ｈ，ＥＣＬ底物显色，曝光。
１．２．４　ＦＥＮ１慢病毒质粒瞬时转染 ＨＢＶ复制稳定细胞株，上
清ＨＢｓＡｇ及细胞内 ＤＮＡ检测　　６孔细胞培养板，每孔接种
（３～５）×１０５个 ＨｅｐＧ２Ｈ７细胞，２４ｈ后换液，转染 ＦＥＮ１慢病
毒质粒，操作同 １．２．３。７２ｈ后取培养细胞上清 ＥＬＩＳＡ检测
ＨＢｓＡｇ，提取细胞内ＨＢＶＤＮＡ行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
检测。细胞内ＨＢＶＤＮＡ提取方法：胰酶消化细胞，ＰＢＳ洗涤细
胞，１３０００×ｇ，１５ｓ／次，２次，收集于ＥＰ管中，加入５００μｌＨＢＶ
病毒核心颗粒 ＤＮＡ提取液（ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒ，ｐＨ＝８．０，１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ＥＤＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮＰ４０１％，蔗糖３％）吹打混匀，３７℃孵箱，
２０ｍｉｎ；再加入３０％ ＰＥＧ８０００２５０μｌ震荡混匀，置于冰上，慢速
震荡，４０ｍｉｎ；４℃，１２０００×ｇ，１５ｍｉｎ离心，弃去上清；白色沉淀
中加入ｄｄＨ２Ｏ４２μｌ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ、ＤＮａｓｅⅠ３μｌ，３７℃酶切
３～４ｈ；加入 ４００μｌＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ消化液，２０μｌＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ，
４５℃ 消化过夜；酚氯仿抽提异丙醇沉淀，干燥后 ｄｄＨ２Ｏ６μｌ
溶解ＤＮＡ；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测。

２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增ＦＥＮ１基因片段，纯化后酶切连接
　　ＰＣＲ扩增ＦＥＮ１，产物纯化后电泳结果如图１Ａ，泳道１为
ＦＥＮ１纯化产物，条带单一，大小约１３００ｂｐ，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件
灰度分析，定量约１５０ｎｇ／μｌ。ＸｈｏⅠ酶切 ＦＥＮ１及 ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５
ＤＴＯＰＯ改造质粒 １ｈ后电泳结果如图 １Ｂ，泳道 ２为线性化
ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ改造质粒条带，大小约 ７０００ｂｐ，单一明
亮，泳道３未酶切环形质粒电泳迁移速率较线性相同大小ＤＮＡ
快，故认为 ＦＥＮ１及 ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ改造质粒切割完全。
３ｈ后胶回收纯化定量酶切产物，定量ＦＥＮ１约５０ｎｇ／μｌ，ｐＬｅｎ
ｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ改造质粒约４０ｎｇ／μｌ。
２．２　初筛阳性克隆酶切鉴定及测序分析
　　挑取电转铺板后生长菌落４８个，菌液 ＰＣＲ，引物 Ｆ２／Ｒ２初
筛获得阳性克隆６个，遂扩大培养后提取质粒，以ＸｈｏⅠ酶切鉴
定如图１Ｃ。初筛阳性的６个克隆菌株提取质粒，于１２００ｂｐ左
右及７０００ｂｐ左右处各有１条带，与ＦＥＮ１及线性化ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５
ＤＴＯＰＯ改造质粒大小一致。说明连接产物正确。测序结果经
Ｃｈｒｏｍａｓ及ＤＮＡｓｉｓｔ软件分析，峰图间隔均匀一致，各主峰突出，
无干扰；与ＧｅｎＢａｎｋ获得ＦＥＮ１表达基因序列比对完全相同。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＥＮ１蛋白表达
　　ＦＥＮ１质粒转染２９３ＦＴ细胞后７２ｈ提取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测结果如图２，设置慢病毒包装改造质粒ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ
和不转染质粒的细胞作为对照。ＦＥＮ１均存在不同程度表达，
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件灰度分析，计算校正灰度值，ＦＥＮ１灰度值／
ＧＡＰＤＨ灰度值分别约为０．７、０．３、０．２５。表明转染 ＦＥＮ１慢病
毒载体质粒后，细胞ＦＥＮ１表达量明显提高，为对照的２～３倍。
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１：ＦＥＮ１慢病毒包装质粒转染２９３ＦＴ细胞；２：未转染质粒的２９３ＦＴ
细胞；３：ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ质粒转染２９３ＦＴ细胞

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ＦＥＮ１蛋白表达

２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＥＮ１慢病毒
质粒转染ＨｅｐＧ２Ｈ７细胞内病毒，上清ＥＬＩＳＡ检
测ＨＢｓＡｇ

　　ＦＥＮ１慢病毒质粒转染 ＨｅｐＧ２Ｈ７细胞 ７２ｈ后，上清
ＥＬＩＳＡ检测 ＨＢｓＡｇ，与转染空质粒的 ＨｅｐＧ２Ｈ７细胞对比，
Ｄ（４５０）分别为（１．９８２±０．０３２）、（１．１０６±０．０１９），二者均为阳
性。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＨＢＶＤＮＡ绝对定量拷贝数，前者为
１１８×１０９，后者为 ５．５０×１０６，前者约为后者 ２个数量级。
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＢＶＤＮＡ如图 ３示，可见与对照组比较，
ＦＥＮ１慢病毒过表达质粒转染细胞ＨＢＶＤＮＡ复制明显增强。
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１：ｐＬｅｎｔｉＦＥＮ１转染 ＨｅｐＧ２Ｈ７细胞；２：ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ质粒
转染ＨｅｐＧ２Ｈ７细胞；Ｍ：ＨＢＶ标准

图３　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内提取的ＨＢＶＤＮＡ
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Ａ：ＰＣＲ扩增ＦＥＮ１产物纯化后电泳图　１：ＦＥＮ１纯化产物；Ｍ：ＤＮＡ标准Ⅲ；Ｂ：ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ改造质粒１ｈ后电泳图　１：ＸｈｏⅠ
酶切ＦＥＮ１产物；２：ＸｈｏⅠ酶切慢病毒质粒 ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ产物；３：ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＴＯＰＯ质粒；Ｍ１：λＥｃｏＴ１４Ⅰ ｄｉｇｅｓｔＤＮＡ标准；
Ｍ２：ＤＮＡ标准Ⅲ；Ｃ：ＸｈｏⅠ酶切鉴定结果　１～６：初筛阳性克隆提取质粒；Ｍ：λＥｃｏＴ１４Ⅰ ｄｉｇｅｓｔＤＮＡ标准

图１　ＦＥＮ１过表达慢病毒质粒构建及酶切鉴定
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３　讨论

　　目前，对ＨＢＶ复制基本过程的研究较为清楚，而
对病毒复制的调控因素则认识不足。作为宿主依赖的

病原体ＨＢＶ，其调控不仅与病毒自身因素有关，宿主
体内亦可能存在重要的病毒复制调控因子。Ｓｏｈｎ
等［１］从原理上推测体内某种核酸内切酶参与促进

ＨＢＶ复制过程，以此为基础，我们从功能特点上定位并
选取ＦＥＮ１作为研究对象，希望通过研究证实其促ＨＢＶ
复制作用，从而发现新的宿主调控ＨＢＶ复制因子。
　　本研究中，我们成功构建了 ＦＥＮ１慢病毒过表达
质粒，酶切、测序及转染后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达，
均表明其插入序列能在真核细胞中表达，且表达量较

正常水平升高２～３倍。作为研究工具可将其用于相
关功能研究。将该 ＦＥＮ１过表达质粒转染 ＨＢＶ稳定
复制细胞株 ＨｅｐＧ２Ｈ７中，与空质粒转染对照进行比
较分析。ＥＬＩＳＡ结果表明：ＦＥＮ１过表达质粒转染细胞
培养上清中分泌的ＨＢｓＡｇ显著高于空质粒转染对照；
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测显示，在 ＦＥＮ１促进作用下病毒拷
贝数约为正常对照的２个数量级；Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ结果亦
印证ＨＢＶＤＮＡ复制明显增强这一结果。以上实验证
据均表明，ＦＥＮ１确能上调ＨＢＶＤＮＡ表达，在 ＨＢＶ复
制中，作为宿主促病毒复制因素存在。

　　ＦＥＮ１促进 ＨＢＶＤＮＡ复制的最佳解释可能为其
作用于ＨＢＶｒｃＤＮＡ到 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ结构修复及转化
阶段，由于ＨＢＶｒｃＤＮＡ负链３′和５′端带有冗余序列的
特殊结构，在形成 ｃｃｃＤＮＡ过程中，ＦＥＮ１发挥间隔依
赖核酸内切酶活性，将 ＨＢＶｒｃＤＮＡ结构中两端各约
９ｎｔ的冗余序列形成的发夹结构（即假“Ｙ”结构）剪切
修复，并在聚合酶和连接酶作用下形成完整的闭合环

状结构，从而促进了病毒 ＤＮＡ的复制。另外，对于
ＨＢＶｒｃＤＮＡ正链５′端的ＲＮＡ引物，ＦＥＮ１亦可借助其
５′－３′ｆｌａｐ核酸内切酶活性将 ＲＮＡ引物切除，进而延
伸闭合，形成完整的共价闭合环状ＤＮＡ分子。相信通
过今后深入细致的研究可彻底阐明 ＨＢＶ复制的分子
机制，并为清除细胞内 ｃｃｃＤＮＡ库，完全阻断 ＨＢＶ复
制这一治疗目标［２０］创造条件。本研究在为解析 ＨＢＶ
复制调控分子机制奠定理论基础的同时，也为ＨＢＶ新
型治疗策略及药物的研究开辟了新的途径。
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