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　　［摘要］　目的　构建特异性结合乙型肝炎病毒Ｘ基因启动子（ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＨＢＶＸｐ）的人工转录因
子真核表达载体，并与拉米夫定（３ＴＣ）体外抗乙肝病毒效果进行比较研究。方法　 利用Ｚｉｎｅｆｉｎｇｅｒｔｏｏｌｓ３．０软件设计特
异性结合ＨＢＶＸｐ的锌指蛋白（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＦＰ）并融合抑制性效应结构域ｋＲＡＢ，全基因合成后载入真核表达载体
ｐｃＤＮＡ３．１（＋），构建重组质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｎｌｓＺＦＰｋＲＡＢＦｌａｇ（ＡＴＦ）、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｎｌｓＺＦＰＦｌａｇ（ＺＦＰ１）、ｐｃＤＮＡ３．１
（＋）ｎｌｓｋＲＡＢＦｌａｇ（ＺＦＰ２），通过酶切、测序鉴定重组质粒的正确性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞免疫荧光鉴定重组质粒在ＨｅｐＧ２
细胞表达情况。将重组质粒转染 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞，设空白组（Ｂｌａｎｋ组）、ＡＴＦ组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、空质粒组（Ｅｍｐｔｙ
ｖｅｃｔｏｒ组）和拉米夫定组（３ＴＣ组），分别培养２、６、１０ｄ，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＦＱＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ分别检测各组 ＨＢｘ蛋白、ＨＢＶ
ＤＮＡ、上清中ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的表达情况。结果　 重组质粒成功构建且能在ＨｅｐＧ２细胞中表达；ＡＴＦ组抑制ＨｅｐＧ２．２．１５
细胞中Ｘ蛋白和ＨＢＶＤＮＡ的表达，与其余各组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且６ｄ和１０ｄ抑制作用强于２ｄ；３ＴＣ
组亦能抑制ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中Ｘ蛋白和ＨＢＶＤＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５）。ＡＴＦ组能抑制上清中ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ的分泌，与
其余各组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；３ＴＣ组亦能抑制上清中ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ的分泌（Ｐ＜０．０５）。结论　 人工设计
的特异性ＡＴＦ在真核细胞中能正常表达，并能有效发挥抑制ＨＢＶ的作用，且抑制作用强于拉米夫定。
　　［关键词］　 锌指蛋白；人工转录因子；乙型肝炎病毒；Ｘ蛋白；ＨｅｐＧ２．２．１５细胞
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｎｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｅｎｃｏｄｉｎｇａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ（ＡＴＦ）ｗｈｉｃｈｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄｔｏｂｉｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙＨＢＶＸｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒ（ＨＢＶＸｐ）ａｎｄｃｏｍｐａｒｅｉｔｓａｎｔｉ
ｖｉｒｕｓｅｆｆｅｃｔｏｎｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ（ＨＢＶ）ｉｎｖｉｔｒｏｗｉｔｈｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ（３ＴＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｔｏｏｌｓ３．０ｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｓｅｌｅｃｔａｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍｔｈｅＨＢＶＸｐａｓｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＺＦＰ），ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｏｍａｉｎｋＲＡＢ．Ｔｈｅｎｔｈｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｏｔａｌｇｅｎｅｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｎｄｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｎｌｓＺＦＰｋＲＡＢＦｌａｇ（ＡＴＦ），ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｎｌｓＺＦＰＦｌａｇ（ＺＦＰ１），ａｎｄｐｃＤＮＡ３．１（＋）
ｎｌｓｋＲＡＢＦｌａｇ（ＺＦＰ２）．ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｏｒ３ＴＣｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓ
ａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２，６ａｎｄ１０ｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ（ＦＱＰＣＲ）ａｎｄＥＬＩＳＡｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＢｘ，ｔｈｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓｏｆＨＢＶ
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ＤＮＡａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＨＢｓＡｇａｎｄＨＢｅＡｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｃｏｒｒｅｃｔｌｙｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｅｘｐｒｅｓｓｗｅｌｌｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ．ＡＴＦｇｒｏｕｐｒｅｄｕｃｅｄＨＢＶＸ
ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＨＢＶＤＮＡｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｗａｓ
ｓｔｒｏｎｇｅｒａｆｔｅｒ６ａｎｄ１０ｄａｙｓ＇ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｈａｎａｆｔｅｒ２ｄａｙｓ＇．３ＴＣｇｒｏｕｐａｌｓｏｒｅｄｕｃｅｄＨＢＶＸｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＨＢＶＤＮＡ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＨＢｓＡｇａｎｄＨＢｅＡｇｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎＡＴＦｇｒｏｕｐｔｈａｎ
ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＨＢｓＡｇａｎｄＨＢｅＡｇｗａｓａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎ３ＴＣｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃＡＴＦｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｃｅｌｌｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｎ
ＨＢＶｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｅｖｅｎｍｏｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｔｈａｎｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ；ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｆａｃｔｏｒ；ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ＨＢＶＸ

ｐｒｏｔｅｉｎ；ＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７１５６２）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎｏｆＹｕｚｈｏｎｇＤｉｓｔｒｉｃｔ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ

（２０１１１０１０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷｕＺｈｏｎｇｊｕｎ，Ｔｅｌ：８６２３８９０１２７０４，Ｅｍａｉｌ：ｗｚｊｔｃｙ＠１２６．ｃｏｍ

　　乙型病毒性肝炎是一种分布广泛的全球性传染
病［１］。乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）为部分
环状双链结构 ＤＮＡ，有４个开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），分别为Ｃ、Ｓ、Ｐ、Ｘ区，其中 Ｘ基因是最小
的 ＯＲＦ，其表达产物 Ｘ蛋白（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＢｘ）尤为重要，具有反式激活作用，它既能活
化ＨＢＶ自身启动子，也能激活多种病毒，还参与对
ＨＢＶ的各种调节［２－４］；有研究证实 Ｘ蛋白是 ＨＢＶ相
关的原发性肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）发生发展的独立致病因素。因此，如果能特异性
抑制ＨＢＶ基因的转录复制，将为 ＨＢＶ相关疾病提供
新的防治方法。

　　天然转录因子包括 ＤＮＡ结合结构域和功能结构
域，前者又包括螺旋转角螺旋结构、类固醇受体及锌
指蛋白（ｐｕｔａｔｉｖｅｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＦＰ）等，其中 ＺＦＰ
可以选择性结合于特异的ＤＮＡ靶序列，从而在基因的
表达中发挥调控作用［５－７］。目前大多数人工转录因子

（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｆａｃｔｏｒ，ＡＴＦ）都是以Ｃ２Ｈ２型
锌指蛋白作为 ＤＮＡ结合结构域，因此，本研究通过构
建特异性结合 ＨＢＶＸｐ的 ＺＦＰ真核表达质粒，以
ＨｅｐＧ２．２．１５细胞为模型细胞，研究 ＺＦＰ体外抗 ＨＢＶ
的作用，并以拉米夫定（３ＴＣ）作为阳性对照，从细胞和
分子水平观察其抗ＨＢＶ作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料
１．１．１　基因合成　　ＺＦＰ全基因序列和重组质粒由上海生工

公司构建。

　　细胞株ＨｅｐＧ２．２．１５由重庆医科大学肝病研究所实验室惠

赠；空质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）由重庆医科大学生物工程技术学院

惠赠。

１．１．２　试剂　　质粒抽提试剂盒、Ｇ４１８购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司；
限制内切酶，ＦＱＰＣＲ试剂盒，ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ购自 ＴａＫａＲａ公司；
高糖 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；抗 Ｆｌａｇ单克隆抗体、
抗辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠二抗、Ｘ蛋白单克隆抗
体购自 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司；拉米夫定购自 Ｓｉｇｍａ公司；人 ＨＢｅＡｇ、
ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ试剂盒购自北京四正柏公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒
购自凯基生物有限公司。

１．２　方法
１．２．１　特异性结合ＨＢＶＸｐ的ＺＦＰ的设计　　将 ＨＢＶＸｐ序
列提交至Ｚｉｎｅｆｉｎｇｅｒｔｏｏｌｓ［８］，获得一段长为１８ｂｐ的序列作为
ＺＦＰ在 Ｘｐ上的靶序列 ５′ＣＡＡＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＴＴＴＡＣ３′，利用
ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ和ＳｗｉｓｓＭＯＥＤＬ进行同源建模性评估比对，以确
保靶序列的特异性。利用 ＺＦｔｏｏｌｓ中的 ＤｅｓｉｇｎａＺｉｎｃＦｉｎｇｅｒ
Ｐｒｏｔｅｉｎ获取 ＺＦＰ的氨基酸序列（结果略），ＥｘＰＡＳｙｔｏｏｌｓ［９］对
ＺＦＰ的结构特征进行评估。
１．２．２　ＺＦＰ表达质粒的构建　　将由上海生工公司构建的重
组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｎｌｓＺＦＰｋＲＡＢＦｌａｇ、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）
ｎｌｓＺＦＰＦｌａｇ、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｎｌｓｋＲＡＢＦｌａｇ，分别命名为ＡＴＦ、
ＺＦＰ１、ＺＦＰ２。用酶切和质粒测序鉴定重组质粒的正确性（测序
结果略）。

１．２．３　ＺＦＰ的表达　　用含１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养
基，３７℃，５％ ＣＯ２培养 ＨｅｐＧ２细胞，按１．２×１０

５／孔细胞种于
６孔板，待细胞生长融合在７０％左右时进行转染。按照 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书操作，将重组质粒转染入 ＨｅｐＧ２细胞，用
细胞免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组质粒的表达。
１．２．４　细胞免疫荧光法检测重组质粒的表达　　 将６孔板中
爬好细胞的玻片用ＰＢＳ浸洗３次后，用４％多聚甲醛固定细胞
１５ｍｉｎ，自然干燥后用 ＰＢＳ浸洗３次后，用０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
（ＰＢＳ配制）室温通透３０ｍｉｎ，用羊血清室温封闭３０ｍｉｎ，加入
鼠抗Ｆｌａｇ单克隆抗体４℃孵育过夜，洗涤３次后加入荧光羊抗
鼠二抗室温孵育１ｈ，用ＤＡＰＩ染核５ｍｉｎ，洗涤玻片在荧光显微
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镜下观察图像并采集。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组质粒的表达　　收集转染重组质
粒２ｄ的各组细胞，提取细胞总蛋白，每组各取３０μＬ蛋白样品
进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，电转蛋白至ＰＶＤＦ膜（４５ｍｉｎ），
５％脱脂奶粉封闭３ｈ，１∶１００鼠抗 Ｆｌａｇ单克隆抗体４℃过夜，
１∶１００００辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠二抗，３７℃，
２ｈ，ＥＣＬ增强发光法反应曝光。
１．２．６　重组质粒转染ＨｅｐＧ２．２．１５细胞　　用含１０％胎牛血
清的高糖 ＤＭＥＭ培养基、３７℃、５％ＣＯ２培养 ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞，按１．２×１０５／孔细胞种于６孔板，分别设空白组（Ｂｌａｎｋ组）、
ＡＴＦ组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、空质粒组（Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组）和拉米
夫定组（３ＴＣ组），待细胞生长融合至７０％左右时进行转染。按
照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书操作，将 ＡＴＦ，ＺＦＰ１，ＺＦＰ２，空质粒
分别转染入ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中，空白组不做处理，３ＴＣ组加入
终浓度为５μｇ／ｍＬ的３ＴＣ｛最佳剂量参照文献［１０］｝，各组于处
理后６ｈ半量换液，３ＴＣ组再加入终浓度为５μｇ／ｍＬ的３ＴＣ，分
别处理２、６、１０ｄ。每隔２ｄ换液１次，ＡＴＦ组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２
组、空质粒组半量换液，再次重复转染，３ＴＣ组再加入终浓度为
５μｇ／ｍＬ的３ＴＣ。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＢｘ蛋白的表达情况　　参考说明
书提取各组２、６、１０ｄ的细胞蛋白。将处理好的蛋白样品加入
电泳槽中（ＢｉｏＲａｄ），每孔３０μＬ，１２％的聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离，电转至ＰＶＤＦ膜上（４５ｍｉｎ），５％脱脂奶粉封闭３ｈ，１∶１００
鼠抗ＨＢｘ单克隆抗体 ４℃过夜，１∶１００００辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠二抗，３７℃，２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，ＥＣＬ增
强发光法反应曝光。结果采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ４．６．２图像分析软
件进行相对定量（特异性基因光密度值／管家基因光密度值）。
将得出的比值按下式计算：抑制率抑制率＝（光密度值空白对照 －
光密度值实验组／光密度值空白对照）×１００％。
１．２．８　ＦＱＰＣＲ检测各组ＨＢＶＤＮＡ的表达情况　　收集各组
细胞２、６、１０ｄ培养上清，按照试剂盒说明书操作。ＰＣＲ反应，
反应条件为３７℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，共
４０个循环。上游引物为：５′ＡＧＡＡＴＣＣＴＣＡＣＡＡＴＡＣＣＧＣＡＧＡＧＴ
３′，下游引物为：５′ＣＡＣＡＣＧＧＴＡＧＴＴＣＣＣＣＣＴＡＧＡＡ３′，探针为：
５′ＡＧＡＣＴＣＧＴＧＧＴＧＧＡＣＴＴＣＴＣＴＣＡＡＴ３′。结果按下式计算：
抑制率＝（光密度值空白对照 －光密度值实验组／光密度值空白对照）×

１００％。
１．２．９　ＥＬＩＳＡ检测各组细胞上清液 ＨＢｅＡｇ、ＨＢｓＡｇ的表达情
况　　用 ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞 ２、６、１０ｄ上清中 ＨＢｅＡｇ、
ＨＢｓＡｇ的表达情况，操作按说明书进行，每组重复３次，取均
值。结果按下式计算：抑制率＝［Ｄ（４９０）空白对照 －Ｄ（４９０）实验组］／
Ｄ（４９０）空白对照 ×１００％。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行实验数据的统
计分析，实验数据采用单因素方差分析和χ２检验。

２　结果

２．１　酶切鉴定重组质粒
　　构建的ＡＴＦ、ＺＦＰ１、ＺＦＰ２经限制内切酶ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ
酶切，琼脂糖凝胶电泳后显示，ＡＴＦ经双酶切后在５４００ｂｐ和
８９７ｂｐ处有明显的目的条带（图１Ａ），经单酶切在６２９７ｂｐ处
有明显的目的条带（图１Ｂ）；ＺＦＰ１经双酶切后，在５９０９ｂｐ和
３７３ｂｐ处有明显的目的条带（图１Ｃ）。ＺＦＰ２经ＥｃｏＲⅠ单酶切后，
在５６８８ｂｐ处有明显的目的条带（图１Ｄ），结果与理论值相符。

２．２　重组质粒转染ＨｅｐＧ２细胞后绿色荧光蛋白的表达
　　重组质粒转染细胞２ｄ，应用细胞免疫化学法进行荧光染
色，由于ＡＴＦ、ＺＦＰ１、ＺＦＰ２带有Ｆｌａｇ标签，因此在荧光显微镜绿
光激发下均可见较多绿色荧光细胞（图２）。

２．３　带Ｆｌａｇ标签的ＺＦＰ蛋白在ＨｅｐＧ２细胞内表达
　　转染ＡＴＦ、ＺＦＰ１、ＺＦＰ２重组质粒和空质粒２ｄ后，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，由于ＡＴＦ、ＺＦＰ１、ＺＦＰ２带 Ｆｌａｇ标签，因此转
染的ＨｅｐＧ２细胞有明显的蛋白印迹，而 Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ无蛋白印
迹，见图３。

２．４　ＡＴＦ对ＨｅｐＧ２．２．１５细胞ＨＢｘ蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：在３个时间点，ＡＴＦ组均能抑制 Ｘ
蛋白的表达，与 Ｂｌａｎｋ组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组、
３ＴＣ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；３ＴＣ组亦能抑制 Ｘ
蛋白的表达，与 Ｂｌａｎｋ组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组相
比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＴＦ组抑制Ｘ蛋白表达的作
用随着时间增加而逐渐增强，６ｄ和１０ｄ与２ｄ相比差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
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图１　重组质粒酶切鉴定结果
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Ａ：ＡＴＦ转染２ｄ；Ｂ：ＺＦＰ１转染２ｄ；Ｃ：ＺＦＰ２转染２ｄ

图２　带Ｆｌａｇ标签的重组质粒在ＨｅｐＧ２细胞中的表达　（荧光显微镜 ×４００）
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定ＺＦＰＦｌａｇ融合蛋白的表达
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４：ＺＦＰ２组；５：Ｂｌａｎｋ组；６：３ＴＣ组；Ｄ：Ｘ蛋白的抑制率　ａ：Ｐ＜０．０５，

与ＡＴＦ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与３ＴＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与２ｄ比较

图４　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｘ蛋白的表达（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

２．５　ＡＴＦ对ＨｅｐＧ２．２．１５细胞ＨＢＶＤＮＡ表达的影响
　　检测上清液中ＨＢＶＤＮＡ结果显示：在３个时间点中，ＡＴＦ
组能抑制ＨＢＶＤＮＡ复制，与３ＴＣ组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、Ｅｍｐｔｙ
ｖｅｃｔｏｒ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），３ＴＣ组亦抑制
ＨＢＶＤＮＡ复制，与 ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组相比差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＴＦ组抑制 ＨＢＶＤＮＡ的作用随着
时间增加而逐渐增强，６ｄ和１０ｄ与２ｄ相比差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），见图５。
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图５　ＦＱＰＣＲ检测各组ＨＢＶＤＮＡ复制的抑制率（ｎ＝４５，珋ｘ±ｓ）

２．６　ＡＴＦ对 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞上清中 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ
表达的影响

　　根据公式计算出抑制率。各组检测ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ结果显
示：３个时间点，ＡＴＦ组能抑制上清中 ＨＢｓＡｇ（表１）的分泌，与
３ＴＣ组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组相比差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），３ＴＣ组亦能抑制 ＨＢｓＡｇ的分泌，与 ＺＦＰ１组、
ＺＦＰ２组、Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
３个时间点，ＡＴＦ组能抑制上清中ＨＢｅＡｇ（表２）的分泌，与３ＴＣ
组、ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２组、Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组相比差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），３ＴＣ组亦能抑制 ＨＢｅＡｇ的分泌，与 ＺＦＰ１组、ＺＦＰ２
组、Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＡＴＦ对培养上清ＨＢｓＡｇ浓度的影响［ｎ＝９，Ｄ（４９０），珋ｘ±ｓ］
组别 ２ｄ ６ｄ １０ｄ

Ｂｌａｎｋ组 ０．６９±０．１０ａｂ ０．８８±０．１３ａｂ ０．９９±０．１３ａｂ

ＡＴＦ组 ０．４２±０．０６ ０．４４±０．０６ ０．４６±０．０６
Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组 ０．６８±０．１０ａｂ ０．８４±０．１３ａｂ １．０１±０．１３ａｂ

ＺＦＰ１组 ０．７３±０．１１ａｂ ０．８３±０．１２ａｂ ０．８７±０．１１ａｂ

ＺＦＰ２组 ０．７１±０．１１ａｂ ０．７６±０．１１ａｂ ０．９８±０．１３ａｂ

３ＴＣ组 ０．５７±０．０８ａ ０．６４±０．１０ａ ０．７４±０．０９ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＡＴＦ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与３ＴＣ组比较

表２　ＡＴＦ对培养上清ＨＢｅＡｇ浓度的影响［ｎ＝９，Ｄ（４９０），珋ｘ±ｓ）］
组别 ２ｄ ６ｄ １０ｄ

Ｂｌａｎｋ组 ０．６０±０．０６ａｂ ０．７４±０．０７ａｂ ０．９３±０．０９ａｂ
ＡＴＦ组 ０．３３±０．０３ ０．３２±０．０４ ０．４２±０．０４
Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ组 ０．６３±０．０６ａｂ ０．７７±０．０８ａｂ ０．９０±０．０９ａｂ
ＺＦＰ１组 ０．６１±０．０６ａｂ ０．７５±０．０８ａｂ ０．８９±０．０９ａｂ
ＺＦＰ２组 ０．６２±０．０６ａｂ ０．７７±０．０８ａｂ ０．９７±０．１０ａｂ
３ＴＣ组 ０．５１±０．０５２ａ ０．６２±０．０６ａ ０．７３±０．０８ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＡＴＦ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与３ＴＣ组比较
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３　讨论

　　人工转录因子（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｆａｃ
ｔｏｒ，ＡＴＦ）是通过模仿天然转录因子的作用机制［１１］，因

此也是由结合结构域（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＤＢＤ）和效
应结构域（ｅｆｆｅｃｔｏｒｄｏｍａｉｎ，ＥＤ）构成［１２］，前者具有与特

定ＤＮＡ结合的特性，后者则发挥效应作用，ＫＲＡＢ即
是一种具有较强转录抑制功能的ＥＤ，相对分子质量为
５４．６×１０３，为一蛋白质蛋白质相互作用区，可以被分
成Ａ、Ｂ两个ｂｏｘ，其中 Ａｂｏｘ在转录抑制中起着核心
作用，Ｂｂｏｘ对 Ａｂｏｘ的转录抑制功能起加强作用。
锌指蛋白是最为丰富的 ＤＢＤ，也是特异性强的 ＤＢＤ，
许多 ＡＴＦ含有 ３个或 ６个锌指蛋白来结合特定的
ＤＮＡ序列，但由于锌指蛋白调控作用较弱，因此还需
要选择ＥＤ与其形成融合蛋白来对特定基因进行转录
和表达调控，尤其是调控转录水平的起始步骤，而分析

转录起始水平上基因调控的基本出发点是鉴定启动

子，所以要实现人为干预基因的表达，必须首先对所调

控基因的启动子进行研究［１３－１５］。

　　Ｘ基因是ＨＢＶ基因组中最小的开放阅读框码，编
码约１６．５×１０３蛋白，即Ｘ蛋白，是一种重要的具有反
式激活作用的多功能因子，具有调节ＤＮＡ转录

!

细胞

周期
!

信号通路、蛋白质降解等作用［１６］。有研究发现

ＨＢＶＸ基因及其编码的产物Ｘ蛋白与肝癌的发生、发
展过程密切相关，其可能通过影响机体细胞的信号传

导通路和反式激活作用诱导ＨＣＣ的发生；Ｘ蛋白还在
ＨＢＶ的复制中扮演重要的作用，是启动和维持 ＨＢＶ
感染后ＨＢＶ复制、转录的重要因素［１７］；而缺少Ｘ基因
的ＨＢＶ转染入细胞后，ＨＢＶ的复制水平显著降低，仅
为野生型ＨＢＶ的１０％［１８］。

　　因此，我们针对Ｘ基因启动子（Ｘｐ）设计人工转录
因子，运用 Ｚｉｎｅｆｉｎｇｅｒｔｏｏｌｓ设计特异性结合 ＨＢＶＸｐ
的ＺＦＰ［８，１９］，通过干扰 Ｘｐ，达到抑制 ＨＢＶＤＮＡ的目
的。本研究中我们利用Ｚｉｎｅｆｉｎｇｅｒｔｏｏｌｓ确定了ＨＢＶＸ
基因启动子上一段长为１８ｂｐ的靶序列，通过ＺＦｔｏｏｌｓ
中的ＤｅｓｉｇｎａＺｉｎｃＦｉｎｇｅｒＰｒｏｔｅｉｎ得到能特异性结合该
靶序列的 ＺＦＰ氨基酸序列，构建出重组质粒 ＡＴＦ、
ＺＦＰ１、ＺＦＰ２，酶切结果正确，同时细胞免疫荧光证实
ＺＦＰ能以融合蛋白形式在细胞内表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ也
证实ＺＦＰ能在细胞内正常表达，从而为后续实验奠定
了基础。

　　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞是具有完整的双拷贝乙型肝炎

病毒基因的肝胚瘤细胞系。该细胞能稳定分泌

ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ，是目前体外研究 ＨＢＶ的理想细胞模
型［２０－２２］。拉米夫定（３ＴＣ）是目前临床中治疗 ＨＢＶ感
染疗效较好且具有代表性的核苷类似物，主要机制是

与ｄＣＴＰ竞争结合位点，渗入 ＨＢＶＤＮＡ及抑制 ＨＢＶ
反转录酶的活性导致链合成终止而实现抑制 ＨＢＶ
ＤＮＡ复制的作用［２３－２４］，因此，本研究选拉米夫定为阳

性对照。为了观察 ＺＦＰ体外抗 ＨＢＶ的效果，我们通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｘ蛋白表达情况，结果发现 ＡＴＦ
可以抑制 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞 Ｘ蛋白的表达，其抑制作
用强于３ＴＣ，尤以１０ｄ抑制作用最强；而 ＡＴＦ对 ＨＢＶ
ＤＮＡ复制的抑制作用与Ｘ蛋白的检测结果相一致，即
ＡＴＦ能抑制 ＨＢＶＤＮＡ的复制，使分泌到上清的 ＤＮＡ
减少，其抑制率高于３ＴＣ，提示特异性结合ＨＢＶＸｐ的
ＡＴＦ抑制Ｘ蛋白的表达，而 ＨＢＶＤＮＡ复制减少的原
因可能是由于 Ｘ蛋白表达降低，使 ＨＢＶＤＮＡ复制受
损；另外 ＨＢＶＸ基因受 ＡＴＦ所阻断，因此也抑制了
ＨＢＶＤＮＡ复制。
　　慢性乙型肝炎有效的抗病毒治疗能达到病毒复制
的控制、ＨＢｓＡｇ消失以及血清学转变，而获得 ＨＢｅＡｇ
血清学转换的患者能长期控制疾病的发展，降低肝硬

化的发生几率［２５－２６］，获得 ＨＢｓＡｇ消失及血清学转换
的患者能更提高生存率［２７］。ＨＢｓＡｇ是 ＨＢＶ基因组表
达的一种病毒包膜蛋白，其水平高低与ＨＢＶ复制模版
ｃｃｃＤＮＡ的水平相关［２８］；ＨＢｅＡｇ是ＨＢＶ感染后表达的
核心蛋白，其能反应病毒复制的活跃程度［２９］。本研究

中，我们通过检测各组上清中 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的表达
情况，结果发现ＡＴＦ能抑制ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的分泌，其
抑制率高于３ＴＣ，并随着时间的延长抑制作用逐渐增
强，１０ｄ时达到最高的抑制率，提示由于 ＡＴＦ抑制 Ｘ
蛋白的表达，使 Ｘ蛋白的反式激活功能降低，使
ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ翻译减少，导致 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的分泌
降低，而ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的分泌降低会有利于机体免
疫调整，提高肝细胞存活率，降低肝脏疾病的进程。

　　本研究提示ＡＴＦ抗ＨＢＶ作用明显优于３ＴＣ，具有
较好的抑制 ＨＢＶ的作用，由于目前治疗 ＨＢＶ相关疾
病的药物副作用不可避免，且任何一种核苷类似物比

如拉米夫定
!

阿德福韦等均可能导致病毒变异且不能

根除 ＨＢＶ感染。而 ＡＴＦ却能通过识别结合特定的
ＤＮＡ序列，对基因的转录进行调控，具有很好的靶向
性，并且可以进行模块化设计

!

筛选应用十分灵活，将

更有利于清除体内乙肝病毒。但是本研究仍然存在不

７４３２
第３６卷第２３期
２０１４年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１４



足之处，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞虽然能在体外模拟 ＨＢＶ的
复制等作用，但与自然感染仍然存在差异，脱离了人体

自身免疫系统对 ＨＢＶ感染产生的影响；再者 ＡＴＦ抑
制ＨＢＶ的强度还十分有限，并且其在体内的生物分布
及安全性还需进一步研究。
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