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ＨＢＶ人工转录因子的制备及其靶向抑制ＨＢＶ增强子活性研究
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　　［摘要］　目的　构建可靶向性识别ＨＢＶ增强子的锌指蛋白人工转录因子真核表达载体，检测其在真核细胞内的表
达、对细胞增殖影响及生物学活性分析。方法　 应用锌指蛋白（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＦＰ）设计工具Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｔｏｏｌｓ３．０获取
人工转录因子（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＡＴＦ）结合结构域并融合抑制性效应结构域ＫＲＡＢ，全基因合成 ＡＴＦ克隆进真
核表达载ｐｃＤＮＡ３．１（＋），酶切、测序来鉴定构建载体的正确性，ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰ转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＡＴＦ于 ＨｅｐＧ２细胞，采
用ＲＴＰＣＲ、免疫荧光及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＦｍＲＮＡ与蛋白的表达情况；ＣＣＫ８检测不同浓度的ＡＴＦ表达载体转染后对
细胞增殖的影响；双荧光素酶报告基因检测 ＡＴＦ对 ＨＢＶ增强子序列的靶向性抑制作用。结果　 成功构建 ｐｃＤＮＡ３．１
ＡＴＦ真核表达载体；在ＨｅｐＧ２细胞中能够正常表达；ＣＣＫ８检测 ＡＴＦ对细胞增殖生长无明显的毒性作用；双荧光素酶报
告基因分析ＡＴＦ能靶向性结合增强子并抑制报告基因的表达。结论　 通过基因工程的方法构建ｐｃＤＮＡ３．１ＡＴＦ的真核
表达载体可正常表达且无明显细胞毒性作用，可靶向性识别ＨＢＶ增强子并具有相应的生物学活性。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）属嗜肝性
ＤＮＡ病毒，其持续感染可导致慢性活动型肝炎、肝硬
化、肝细胞癌等疾病的发生［１］。ＨＢＶ基因组为闭合环
状３．２ｋｂＤＮＡ，包含４个开放阅读框架（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
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ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），即 ＰｒｅＳ／Ｓ、ＰｒｅＣ／Ｃ，Ｐｏｌ、Ｘ，分别负责编
码表面抗原（ｐｒｅＳ／Ｓ）、核心抗原（ｐｒｅＣ／Ｃ）、ＤＮＡ多聚
酶（Ｐ）和Ｘ蛋白（Ｘ），这些基因的表达受到顺式元件
启动子和增强子的调控，调件元件主要包括４个启动
子 Ｃ、Ｘ、ＳＰ１、ＳＰ２，２个增强子（ＥｎｈＩ和 ＥｎｈＩＩ）［２－４］；
ＥｎｈＩ位于Ｓ基因和Ｘ基因之间，在１０７０～１２３４ｎｔ前
后加减１００ｂｐ的区段，末端与 Ｘ基因启动子重叠，主
要增强Ｃ和 Ｘ启动子的转录活性，由于 Ｃ启动子在
ＨＢＶ复制、形态学发生及调控３．５ｋｂｍＲＮＡ转录发挥
重要作用，Ｘ启动子调节Ｘ蛋白的表达参与ＨＢＶ复制
起始和维持过程以及肝癌的发生、发展机制密切相

关［５－９］，如果能抑制 ＨＢＶＥｎｈＩ活性进而达到干预
ＨＢＶ复制的目的，可为探索抗 ＨＢＶ寻找一种新的实
验方法。

　　转录因子包含结合结构越（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇＤｏｍａｉｎ，
ＤＢＤ）与效应结构域（ｅｆｆｅｃｔｏｒｄｏｍａｉｎ，ＥＤ），前者具有特
异性识别并结合ＤＮＡ的作用，后者则发挥相应的效应
作用［１０－１１］。人工转录因子（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，
ＡＴＦ）技术［１２］通过体外构建 ＡＴＦ，入核后识别 ＤＮＡ上
的特异性核酸位点，对特定基因的转录进行调控，其中

构建可特异识别 ＤＮＡ的 ＥＤ是其最主要的工作。研
究表明，Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌指蛋白可作为ＤＮＡ结合域的理想
结构框架［１３］。本研究根据 Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌指模型，以
ＨＢＶＥｎｈＩ为目标靶序列，应用生物信息学筛选获得一
段１８ｂｐ核酸序列作为人工锌指蛋白结合的靶序列及
与此靶序列相互识别的 ＺＦＰ氨基酸序列，通过基因工
程的方法结合ＥＤ体外构建人工转录因子真核表达质
粒载体 ｐｃＤＮＡＡＴＦ（ｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢＦｌａｇ），通过转染
ＨｅｐＧ２细胞，检测其在真核细胞的表达情况与对细胞
增殖的影响及生物学活性，为应用ＡＴＦ技术抑制ＨＢＶ
复制的实验研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
１．１．１　载体、菌株、细胞株及引物合成　　ｐＣＨ９／３０９１（１．３倍
ＨＢＶ）与ｐＧＬ３Ｃｏｎｔｒｏｌ冻存菌液为重庆医科大学感染病重点实
验室邹程程惠赠，Ｔｏｐ１０大肠杆菌与ＨｅｐＧ２细胞为本实验室保
存；ｐＭＤ１８Ｔ载体、ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ分别购自大连 ＴａＫａＲａ与上
海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，引物为上海生工生物公司合成。
１．１．２　主要试剂与酶　　高纯度质粒小提中量试剂盒与普通
琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公
司，双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，荧光
素酶检测仪器为ＥＬｘ８００通用酶标仪（基因有限公司）；ＭＥＭ培
养基及胎牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ转
染试剂购自上海罗氏公司；ＺｎＣｌ２购自 Ｓｉｇｍａ公司；一抗 Ｆｌａｇ多
克隆抗体与一抗单克隆抗体 βａｃｔｉｎ购自 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ公司；
二抗ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自北京康为世纪；二抗

ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ购自中杉金桥；限制性内切酶
ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ及 ＲＴＰＣＲ试剂盒购自大连
ＴａＫａＲａ公司，ＫｐｎⅠ、ＢｇｌⅡ 酶与 Ｔ４ＤＮＡ连接酶分别购自 ＭＢＩ
及ＮＥＢ公司。

１．２　实验方法
１．２．１　锌指蛋白人工转录因子真核表达载体与荧光素酶报告基
因质粒的设计及构建　　①根据ＨＢＶＥｎｈＩ（１０７０～１２３４ｂｐ）
序列区域提交锌指蛋白 ＺＦＰ在线设计服务器［１４］，设置相关参

数，可根据Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌指蛋白类型获得最佳目标靶序列及与此
靶序列（５′ＣＣＣＣＣＡＣＴＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴ３′）相互识别的 ＺＦＰ氨基
酸序列，ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ比对与人基因组核苷酸序列无同源性；以
ＫＲＡＢ［１０］为人工转录因子的功能抑制结构域连接到ＺＦＰＣＯＯＨ
端，应用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０，提交 ＡＴＦ氨基酸序列逆向翻译为
核酸编码序列并进行优化，对ＡＴＦ进行如下修饰：５′端ＡＴＧ之
后加入核定位信号（ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，ＮＬＳ）［１５］，３′端
ＴＡＧ终止密码子前加入便于检测蛋白表达的 ＦｌａｇＴａｇ［１６］克隆
进入真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）；ＡＴＦ（ＮＬＳＺＦＰＫＲＡＢＦｌａｇ）
的全基因序列由上海生工生物公司合成，两端加上便于检测的

限制性内切酶切位点 ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ；经测序及酶切鉴定所
构建表达载体的正确性。②ＴＡ克隆测序鉴定 ＥｎｈＩ基因片段
正确后亚克隆进荧光素酶报告基因表达质粒载体ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ。
以ｐＣＨ９／３０９１为ＨＢＶＤＮＡ模板，ＰＣＲ扩增ＨＢＶＥｎｈＩ（１０７０～
１２３４ｂｐ）基因片段１６５ｂｐ，引物序列上游：５′ＧＧＧＴＡＣＣＧＴＡＴ
ＴＣＡＡＴＣＴＡＡＧＣＡ３′， 下 游：５′ＣＧＡＧＣＴＣＴＧＣＧＣＴＧＡＴＧＧＣ
ＣＣＡＴＧＡ３′，ＰＣＲ扩增后２％琼脂糖电泳，按操作说明切胶回收
纯化目的片段，经 ＴＡ克隆制备 ｐＭＤ１８１６５重组质粒，测序验
证正确后行质粒 ｐＭＤ１８１６５与载体 ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ双酶切，电
泳回收目的片段与载体，转化感受态细菌Ｔｏｐ１０；重组克隆载体
ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ质粒经测序及单双酶切鉴定后质粒扩增，采
用质粒中量试剂盒抽提。

１．２．２　细胞培养及转染　　１０％胎牛血清的ＭＥＭ培养基（含
终浓度为０．１ｍｍｏＬ／ＬＺｎＣｌ２）培养ＨｅｐＧ２细胞，置于３７℃，５％
ＣＯ２培养箱内孵育，待细胞生长至９０％汇合时传代接种于培养
孔板，按照ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ转染试剂说明进行转染。实
验组转染真核表达质粒ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ，阴性对照组
转染空载ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒。
１．２．３　ＲＮＡ提取与 ＲＴＰＣＲ检测 ＡＴＦｍＲＮＡ　　转染 ４８ｈ
后，按照ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ使用说明提取细胞总ＲＮＡ，按试剂盒说明
进行逆转录、扩增，扩增循环参数如下：预变性 ９４℃ ３ｍｉｎ，如
下条件循环３０次：变性９４℃３０ｓ、退火６０℃３０ｓ、延伸７２℃
３０ｓ、最后７２℃延伸 ５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物为ＺＦＰ编码序列上
大小为 ５４５ｂｐ的序列，引物序列如下：ＺＦＰ上游：５′ＡＧＴ
ＴＣＴＣＧＡＧＣＴＧＧＡＧＣＣＴＧＧＴＧＡＡＡＡ３′；下 游：５′ＣＧＴＣＣＴＧ
ＣＡＧＡＧＡＣＧＴＴＴＴＣＴＴＧＣＣＧＴＧＡＧ３′，将 ＲＴＰＣＲ产物进行 ２％
琼脂糖凝胶电泳结果分析。

１．２．４　免疫荧光检测 ＡＴＦ蛋白的表达　　ＡＴＦ转染 ＨｅｐＧ２
细胞４８ｈ后，免疫荧光检测ＡＴＦ在细胞内的表达情况，免疫荧
光所采用的一抗为兔 Ｆｌａｇ多克隆抗体，二抗为山羊抗兔 ＦＩＴＣ
标记的ＩｇＧ，所有操作按常规进行，荧光显微镜下观察 ＡＴＦ蛋
白在ＨｅｐＧ２细胞中的表达情况。
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１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测带 Ｆｌａｇ标签的 ＡＦＴ蛋白在 ＨｅｐＧ２细
胞内的表达　　分别提取转染 ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ及空
载ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒后１２、２４、４８、７２ｈ的细胞内总蛋白，蛋
白浓度测定按照试剂说明，取４０μＬ处理蛋白样品，ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳分离蛋白，湿转将蛋白转移至 ＰＶＤＦ上，在５％ＢＳＡ溶液
中封闭１ｈ；稀释１∶２０００的兔源Ｆｌａｇ多克隆抗体（４℃过夜）；
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗（１∶１０００）３７℃孵育２ｈ，
于暗室加入配好的ＥＣＬ反应液，置于图像采集仪内显影曝光成
像，内参βａｃｔｉｎ检测方法相同。
１．２．６　细胞增殖检测　　制备ＨｅｐＧ２细胞悬液，接种在９６孔
板中每孔细胞数为２０００个，３７℃，５％ ＣＯ２培养箱预培养，待
细胞汇合度约８０％时，按照ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ转染试剂说
明进行实验组不同浓度（５０、１００、１５０、２００ｎｇ／μＬ）的 ｐｃＤＮＡ
ｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ蛋白表达载体、阳性对照组 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）
转染及设空白对照组，每组设６个复孔，转染培养４８ｈ后，向每
孔加入２０μＬＣＣＫ８溶液，在培养箱内孵育４ｈ后，用酶标仪测
定在４５０ｎｍ波长处的光密度值［Ｄ（４５０）］，重复以上实验３次。
１．２．７　双荧光素酶报告基因系统检测ＡＴＦ的生物学活性
１．２．７．１　重组克隆载体 ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ转染 ＨｅｐＧ２细胞
荧光素酶活性测定　　ＨｅｐＧ２细胞接种于 ２４孔板，按照 Ｘ
ｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ转染试剂说明进行试验。实验组用ｐＧＬ３
１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ８００ｎｇ、ｐＲＬＴＫ４０ｎｇ转染，阳性对照组、阴性对照
组分别用ｐＧＬ３Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ替代ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ。
转染４８ｈ后按照双荧光素酶报告基因检测系统说明检测各组
的荧光素酶读数及计算其相对比值，每组重复３孔。
１．２．７．２　人工转录因子ＡＴＦ的活性分析　　细胞接种及转染
方法同前，分别进行待测质粒（ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ、
ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰｆｌａｇ、ｐｃＤＮＡｎｌｓＫＲＡＢｆｌａｇ）与ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔ
ｅｒ３００ｎｇ、ｐＲＬＴＫ５０ｎｇ共转染，其中各待测质粒的用量各为
５００ｎｇ，另设空白对照ｐｃＤＮＡ３．１（＋）５００ｎｇ、ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔ
ｅｒ３００ｎｇ与ｐＲＬＴＫ５０ｎｇ共转染；转染４８ｈ后检测其荧光素
酶活性，方法同前，每组重复３孔。
１．２．７．３　人工转录因子对ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ靶序列的抑制效
率检测　　细胞接种及转染方法同前，分别进行实验组一系列
浓度（０、１００、２００、３００、４００ｎｇ／μＬ）的ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ
及对照组ｐｃＤＮＡ３．１（＋）４００ｎｇ／μＬ分别与 ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ
３００ｎｇ／μＬ、ｐＲＬＴＫ５０ｎｇ／μＬ共转染，转染４８ｈ后检测其荧光
素酶活性，方法同前，每组重复３孔。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件，多组间比较
采用单因素方差分析。

２结果

２．１　锌指蛋白人工转录因子真核表达载体与荧光素
酶报告基因质粒构建结果

２．１．１　真核表达质粒 ｐｃＤＮＡＡＴＦ（ｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢＦｌａｇ）酶切
鉴定结果　　由上海生工生物公司进行全基因合成 ＡＴＦ真核
表达载体，经限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切，ＥｃｏＲⅠ
单酶切；２％的琼脂糖凝胶电泳显示在８８２、５４２８、６３１０ｂｐ处有
明显的目的条带（图１），各条带酶切电泳鉴定与理论设计合成

ＡＴＦ基因相符；上海生工测序结果提示完全符合预期结果。
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Ａ：ＥｃｏＲⅠ单酶切 　Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ１００００）；１、２：ｐｃＤＮＡ３．１
ＡＴＦ；Ｂ：ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切　Ｍ：标准；１：ｐｃＤＮＡ３．１ＡＴＦ

图１　真核表达质粒ｐｃＤＮＡＡＴＦ（ｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢＦｌａｇ）
酶切鉴定

２．１．２　ＨＢＶＥｎｈⅠ片段的扩增鉴定与 ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ重
组质粒的酶切鉴定　　以 ｐＣＨ９／３０９１为 ＨＢＶＤＮＡ表达质粒
载体为模板，设计引物扩增后琼脂糖凝胶电泳显示，在１６５ｂｐ
有明显的目的条带（图２Ａ），回收目的片段经ＴＡ克隆测序鉴定
ＰＣＲ基因片段正确后亚克隆进荧光素酶表达质粒载体 ｐＧＬ３
ｐｒｏｍｏｔｅｒ，构建重组克隆载体 ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ，经限制性内切
酶ＫｐｎⅠ与ＢｇｌⅡ 单、双酶切（图２Ｂ）电泳结果提示与理论设计
相符，上海Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｏｎ测序结果显示序列完全正确。
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Ａ：ＫｐｎⅠ单酶切　Ｍ１：ＤＮＡ标准（ＤＬ５００）；１、２：ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ；
Ｂ：ＫｐｎⅠ与ＢｇｌⅡ双酶切　Ｍ２：ＤＮＡ标准（ＤＬ５０００）；１、２：ｐＧＬ３
１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ

图２　ＨＢＶＥｎｈⅠ片段的扩增鉴定结果
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２．２　ＲＴＰＣＲ检测ＡＴＦ表达产物ｍＲＮＡ的表达
　　ＲＴＰＣＲ反应后进行琼脂糖凝胶电泳结果提示ＡＴＦ转染组
在５４５ｂｐ处有明显的特异性扩增条带，与理论预期结果相符
（图３），转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的阴性对照组无ＺＦＰｍＲＮＡ的表达。
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Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；１：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）转染组；２、３：ｐｃＤＮＡ３１
ＡＴＦ转染组

图３　ＲＴＰＣＲ鉴定ＡＴＦｍＲＮＡ的表达

２．３　免疫荧光观察ＡＴＦ在ＨｅｐＧ２细胞中的表达
　　转染ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后，应用免疫细胞化学方法进行荧
光染色，在荧光显微镜绿光激发下见转染 ｐｃＤＮＡＡＴＦ组细胞
核内有较多绿色荧光荧光细胞（图４Ａ），而阴性对照组（图４Ｂ）
细胞爬片上未见绿色荧光细胞，表明构建的ＡＴＦ真核表达质粒
能在ＨｅｐＧ２细胞核内转录翻译为蛋白质的表达。

! "

Ａ：转染ｐｃＤＮＡＡＴＦ质粒组；Ｂ：转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒阴性对照组
图４　荧光显微镜下观察转染ＨｅｐＧ２细胞ＡＴＦ蛋白表达 　（×４００）

２．４　检测带Ｆｌａｇ标签的ＡＦＴ蛋白的表达
　　分别提取转染后各时间点细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果（图５）提示转染４８ｈ后，目的蛋白印迹表达量随转染时间明
显增加。

! " # $

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

#

"!

!"+,-./!$#!!0

#

"!

１～４：分别转染１２、２４、４８、７２ｈ
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定ＡＴＦ蛋白在ＨｅｐＧ２细胞内的表达

２．５　ＣＣＫ８检测结果
　　转染不同浓度锌指蛋白ＡＴＦ表达质粒４８ｈ后，通过ＣＣＫ８
检测其光密度值与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５，
图６），提示通过构建的 ＡＴＦ真核表达质粒载体对细胞增殖无
明显的毒性作用，可为ＡＴＦ的安全性应用奠定实验基础。

２．６　荧光素酶活性测定结果
　　转染ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后，按照双荧光素酶报告基因检测
方法测定结果，ｐＧＬ３１６５ｐｒｏｍｏｔｅｒ（实验组）的相对荧光素酶活
性（与ｐＲＬＴＫ比值，Ｆ／Ｒ）为 ３８．５２，是阴性对照组 ｐＧＬ３ｐｒｏ
ｍｏｔｅｒ的７．０８倍，是阳性对照组ｐＧＬ３ＣｏｎｔｒｏｌＳＶ４０增强子活性

的５．０５倍，表明通过重组亚克隆 ＨＢＶＥｎｈＩ基因序列１６５ｂｐ
具有增强ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒＳＶ４０启动子活性。
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１～４：ＡＴＦ５０、１００、１５０、２００ｎｇ／μＬ；５：２００ｎｇ／μＬｐｃＤＮＡ３．１（＋）；
６：对照组
图６　ＣＣＫ８检测不同浓度ＡＴＦ真核表达质粒对细胞增殖的影响

　　结果显示共转染 ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ质粒组的相对
荧光素酶活性比值（Ｆ／Ｒ）与ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒对照组相比被
抑制６５．１８％，当仅含效应抑制结构域 ＫＲＡＢ或结合结构域
ＺＦＰ表达质粒组共转染对抑制报告基因表达与对照组
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）相比无显著性差异（图７）。说明只有当结合结
构域ＺＦＰ与效应结构域ＫＲＡＢ结合表达完整的ＡＴＦ，才能有效
抑制荧光素酶报告基因的表达作用。

　　通过一系列不同浓度的完整表达人工转录因子 ＡＴＦ质粒
与荧光素酶报告基因质粒共转染，结果显示报告基因的表达随

着质粒 ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ转染量的增加而降低，具有
明显的量效抑制作用（图８）。
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１：ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰＫＲＡＢｆｌａｇ；２：ｐｃＤＮＡｎｌｓＺＦＰｆｌａｇ；３：ｐｃＤＮＡｎｌｓ
ＫＲＡＢｆｌａｇ；４：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）　ａ：Ｐ＜０．０５，与其余３组比较

图７　人工转录因子ＡＴＦ的活性分析结果
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１～５：分别０、１００、２００、３００、４００ｎｇ／μＬＡＴＦ
图８　ＡＴＦ抑制效率检测
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３　讨论

　　理论上 ＡＴＦ包括 ＤＮＡ结合结构域与效应结构
域，通常蛋白质进入细胞核是由蛋白质分子内部的

ＮＬＳ引导的，我们在优化后的 ＡＴＦ核酸序列 ５′端
ＡＴＧ之后添加ＮＬＳ便于ＡＴＦ入核发挥作用，此外研究
报道Ｆｌａｇ作为融合表达标签，不会与目的蛋白相互作
用并且通常不会影响目的蛋白的功能、性质，Ｆｌａｇ标记
物亦广泛应用于细胞染色、免疫印迹和免疫沉淀试验

中［１７］，因此，我们在ＡＴＦ的３′端引入便于检测ＡＴＦ蛋
白表达与细胞定位的ＦｌａｇＴａｇ，而ＦｌａｇＴａｇ是否会影响
ＡＴＦ的生物学活性还有待进一步研究。ＤＮＡ结合结
构域特异性识别并结合基因序列，效应结构域可上调

或抑制靶基因的作用，因此，通过人工合成 ＤＮＡ结合
结构域与效应结构域，将其核酸序列拼接起来进行相

关修饰后重组于表达载体，按照这一模式细胞内的任

何基因都可被相应的激活或抑制［１８－２０］。

　　构建能够识别特定基因序列的 ＤＮＡ结合结构域
是ＡＴＦ设计过程中的核心工作，由于锌指结构为真核
细胞中最常见的 ＤＮＡ结合基序［２１］，其中 Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２型
锌指是最经典的锌指蛋白ＺＦＰ类型，每个Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌
指单元大约由３０个氨基酸组成，通过 Ｚｎ２＋来稳定其
作用，形成一对反向平行的 β折叠和一个 α螺旋结
构，锌指以一种特异性的方式与靶序列相互作用，通过

其α螺旋插入特异的ＤＮＡ双螺旋“大沟”与３ｂｐＤＮＡ
特异性相结合，通过设计６个串联的锌指能识别１８ｂｐ
ＤＮＡ靶序列［２２－２３］。ＡＴＦ技术根据转录因子的结构特
点，选择 Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２型锌指蛋白为ＤＮＡ结合结构域，应
用生物信息学工具，我们选取 ＨＢＶＥｎｈＩ序列一段
１８ｂｐ为靶序列，获得与此靶序列相互识别的ＺＦＰ氨基
酸序列，结合效应结构域ＫＲＡＢ构建人工转录因子真核
表达质粒载体ｐｃＤＮＡ３．１ＡＴＦ。本结果表明，我们所构
建的锌指蛋白人工转录因子真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１
ＡＴＦ，分别通过 ＲＴＰＣＲ、免疫荧光及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｍＲＮＡ与ＡＴＦ蛋白的表达，双荧光素酶报告基因检测
提示ＡＴＦ可靶向性结合 ＨＢＶＥｎｈＩ，并可特异性抑制
报告基因的表达。同时通过 ＣＣＫ８检测不同浓度的
ＡＴＦ表达载体转染对细胞增殖无明显毒性作用。真核
表达载体ｐｃＤＮＡ３．１ＡＴＦ在细胞中可正常表达并具有
相应的生物学活性且对细胞增殖生长无明显影响，为

探索防治ＨＢＶ感染的方法提供了实验依据。
　　一个合适的 ＡＴＦ可调节某个基因家族或是整条
代谢通路中的一系列相关产物，ＡＴＦ技术在基础研究、
肿瘤的基因治疗与抗病毒治疗中也都有广泛的应

用［２４－２６］；但是 ＡＴＦ技术应用于抗 ＨＢＶ治疗时也有不

利之处，如靶序列与ＡＴＦ之间碱基错配足以使结合特
异性与亲合力降低导致功能丧失，当存在不同准种甚

至不同基因型的ＨＢＶ基因组序列，病毒基因组碱基组
成也有所不同，加之 ＨＢＶ本身存在一定的变异率，病
毒变异碱基的存在就可能逃离特异性 ＡＴＦ的抑制作
用。因此，我们针对ＨＢＶＥｎｈＩ保守区序列设计ＡＴＦ，
通过与ＨＢＶ各基因型核酸序列比对发现 ＨＢＶＥｎｈＩ
靶序列（５′ＣＣＣＣＣＡＣＴＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴ３′）在 ＡＤ型病
毒株中只存在一个碱基的变异，ＥＨ型病毒株中具有
固定的靶位点。我们所构建的 ＡＴＦ在各 ＨＢＶ基因型
中具有一定的通用性，对ＡＴＦ的特异性结合可能影响
较小而不会降低其生物学活性。如何选择最佳的增强

子靶位点以便达到最广的病毒抑制还需要我们进行大

量的实验来探索。
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ｈｔｍｌ（２０１４０１１５）

　　腹膜后恶性神经鞘瘤是来源于腹膜后神经鞘膜的恶性肿
瘤［１］。其临床表现多样，位置较深，术前ＣＴ诊断较困难。现报
告本院收治４例腹膜后恶性神经鞘瘤 ＣＴ表现，为本病的影像
诊断提供参考价值。

１　临床资料

　　病例１：男性，５４岁，２０１１年１０月２４日因“持续性中下腹
胀痛１月余，盗热、潮汗１０ｄ”入院，无腰背部放射痛。查体：除
下腹部压痛外无其他特殊体征。ＣＴ表现（图１Ａ）：盆腔内见一
大小约１１．２ｃｍ×１２．３ｃｍ巨大团块状混杂密度肿块影，边界较
清晰，其内见不规则斑片状低密度坏死区，增强后轻中度持续

性强化，部分小肠包绕其中，邻近肠管不同程度受压、移位，并

向下压迫膀胱上壁，考虑恶性肿瘤，来源于小肠可能。手术送

检标本见一段长约２４．５ｃｍ，直径３～９ｃｍ的肠管，局部区域扩
张大小约１７ｃｍ×１２ｃｍ×８ｃｍ的囊性包块。
　　病例２：女性，５３岁，２０１２年３月２７日因“右中上腹包块
５年，明显增大１月余”。临床表现为明显腹胀，进食后加重，
前倾位及肛门排气后减轻。查体：于右中腹扪及一大小约

１５．３ｃｍ×１０．４ｃｍ硬质包块，稍突出腹平面，不能推动，伴轻微
压痛，余无特殊。ＣＴ表现（图 １Ｂ）：右侧腹腔内见一大小约

１７．３ｃｍ×１３８ｃｍ巨大混杂密度肿块影，向下延伸达盆腔，边
界清楚，其内可见较多脂肪密度影，增强后轻度不均匀强化，病

灶与右肾分界不清，右肾及邻近肠管明显受压，右肾积水，考虑

肿瘤性病变，错构瘤？脂肪肉瘤？

　　病例３：男性，３２岁，２０１２年４月２日因“反复左侧腹隐痛
１５ｄ”入院。临床症状为无明显诱因的左侧腹部持续性隐痛。
查体：于左侧腹扪及一大小约４．２ｃｍ×３．５ｃｍ质韧包块，可推
动，无触痛，无搏动感，余无特殊。ＣＴ表现（图１Ｃ）：左上腹部
脾门附近见一大小约６．８ｃｍ×７．０ｃｍ混杂密度肿块影，边缘
可见条状及中心见斑片状高密度钙化影，增强后轻度强化，邻

近胰腺受压向前移位，左侧肾动脉及肾静脉向右推移位，考虑

恶性纤维组织细胞瘤可能。

　　病例４：女性，５８岁，２０１２年５月８日因“反复嗳气６年，加
重伴发现右侧腹部包块半年”入院。临床表现为无明显诱因的

嗳气，进食后明显，伴有轻微腹胀。查体发现右侧下腹部一直

径约５．５ｃｍ的偏硬包块，有轻微触痛，静息时有局部刺痛感，
余无特殊。ＣＴ表现（图１Ｄ）：右肾周腹膜后间隙见一大小约
１７．２ｃｍ×１３．８ｃｍ×１０．７ｃｍ边界欠清的不规则混杂密度肿
块，其内可见点状钙化影及絮状软组织影，增强后未见明显强

化，病灶向上推挤肝脏，并包绕右侧肾脏，向左推压胰头、胃窦

及部分肠管，考虑肿瘤性病变，错构瘤？脂肪肉瘤？

　　４例患者都顺利进行了手术切除，术后病检结果为：病例１
为腹膜后色素性恶性神经鞘瘤；病例２、３为腹膜后恶性神经鞘
瘤；病例４为腹膜后恶性神经肿瘤，考虑恶性神经鞘瘤。
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