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抑制ＨＢＶ核心启动子转录活性的化合物筛选与鉴定
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　　［摘要］　目的　构建靶向核心启动子转录的稳定细胞系，筛选影响乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ
ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）转录的药物。方法　利用 ＨｅｐＧ２细胞，以重组慢病毒的方式构建由 ＨＢＶ核心启动子驱动
的Ｇａｕｓｓｉａ荧光素酶稳定表达细胞系（ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ）。通过检测荧光素酶活性来反映核心启动子
的活性变化情况。在ＨＢＶ复制细胞模型中，通过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ、荧光定量 ＰＣＲ等进一步评估经多轮筛
选得到的化合物对ＨＢＶＲＮＡ、ＨＢＶＤＮＡ的影响。结果　 利用ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞模型筛选１４５０种
小分子化合物，第１轮筛选到４１种化合物，能影响荧光素酶活性２倍以上。将这４１种化合物进行第
２轮剂量依赖性测试，得到２种化合物：逆转素（Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ）、ＳＣＨ５８２６１。进一步验证发现：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ在
瞬时转染ＨＢＶ１．３倍体的 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中，能够有效降低 ＨＢＶＲＮＡ、ＨＢＶＤＮＡ以及
ＨＢｅＡｇ、ＨＢｓＡｇ的水平。结论　建立了一种新型、高效的抗乙肝药物筛选细胞模型（ＨｅｐＧ２Ｐｃｏｒｅ
Ｇｌｕｃ），利用该模型筛选到一种新型分子Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ，该分子可以通过抑制ＨＢＶ核心启动子的转录活性来
抑制ＨＢＶＲＮＡ的转录。
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　　虽然乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）疫苗
已成功应用数十年之久，但ＨＢＶ感染仍然是一个重要
的公共卫生问题。据统计，全球约有 ２．５亿感染
者［１－２］，每年有近 １００万人死于肝硬化和肝癌等相关
的肝脏疾病［２］。临床的抗ＨＢＶ药物主要为两大类：聚
乙二醇干扰素 α（ＰＥＧＩＦＮα）和 ６种核苷类似物
（ＮＡｓ）。干扰素治疗存在副作用大、患者耐受性差等
问题，而核苷类似物因停药后易反弹，需要长期乃至终

身用药，而长期用药又会导致病毒耐药［３－５］。显然，乙

肝问题的最终解决，有赖于新型抗乙肝药物的开发。

　　抗乙肝药物的开发，应该针对乙肝病毒生命周期的
各个关键环节。这些环节包括病毒入胞、病毒ｃｃｃＤＮＡ
的合成、病毒ＲＮＡ的转录、核衣壳组装、病毒出胞等［６］。

在这些环节当中，ｃｃｃＤＮＡ是一个关键分子，其稳定、持
续地存在，并行使其转录功能，是乙肝病毒感染得以持

续且难以彻底治愈的关键［７－８］。更为重要的是，现有

药物并不能直接作用于 ｃｃｃＤＮＡ，因此，发展能有效靶
向ｃｃｃＤＮＡ的治疗策略是当前亟须解决的问题。
　　理论上，靶向 ｃｃｃＤＮＡ的策略，至少包括两种，一
种是降低其数量，可以通过抑制其合成或加速其降解

来实现；另一种则是抑制其活性。ｃｃｃＤＮＡ的主要功能
是作为所有 ＨＢＶＲＮＡ的转录模板，因此，抑制其活
性，主要指抑制其转录活性。目前有少量具有该类效

应的化合物报道，例如 Ｐ３００／ＣＢＰ相关因子组蛋白乙
酰转移酶抑制剂 Ｃｕｒｃｕｍｉｎ［９］、Ｓｉｒｔ１抑制剂 ｓｉｒｔｉｎｏｌ和
Ｅｘ５２７［１０］、ＪＭＪＤ３组蛋白脱甲基酶抑制剂 ＧＳＫＪ１［１１］

等。这些分子通过控制ｃｃｃＤＮＡ组蛋白的乙酰化和甲
基化，抑制ｃｃｃＤＮＡ的转录，而目前这些分子均处于初
期研究阶段，最终效果仍待观察。对 ｃｃｃＤＮＡ转录事
件而言，前基因组 ＲＮＡ（ｐｇＲＮＡ）的转录尤其重要，因
为ｐｇＲＮＡ不但是病毒ＤＮＡ的复制模板，也是ＨＢＶ核
心蛋白和聚合酶的翻译模板。本研究构建了一种靶向

ＨＢＶ核心启动子转录活性的药物初筛细胞模型，利用
该模型筛选了一个包含 １４５０种小分子的化合物库，
并从中鉴定到了一种能有效抑制 ＨＢＶ核心启动子的
转录活性，从而能抑制 ＨＢＶＲＮＡ转录的化合物逆转
素（Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ），并对该化合物的生物学效应进行评

价，为进一步研发新型抗乙肝药物奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒模板来源　　质粒ｐＣＭＶＧｌｕｃ购自美国的
ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，质粒 ｐＥＧＦＰＮ１购自美国的
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，质粒ｐＣＨ９／３０９１来自德国的弗莱堡大学
ＭｉｃｈａｅｌＮａｓｓａｌ实验室［１２］，质粒ＬｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２、ｐｓＰＡＸ２、
Ｐｍｄ２．０Ｇ来自美国的麻省理工学院张峰实验室［１３］。

１．１．２　质粒的构建
１．１．２．１　野生型及截短突变型核心启动子驱动的荧
光素酶报告质粒　　野生型以质粒 ｐＣＨ９／３０９１为模
板，用引物Ｆ１０７０ＧＧ＋Ｒ１９０１ＧＧ扩增包含增强子Ⅰ、
增强子Ⅱ和基本核心启动子（ＢＣＰ）区域，用胶回收试
剂盒回收扩增片段并将其命名为ｆｒａｇ１；以ｐＣＨ９／３０９１
为模板，引物ＦＳＶ４０＋ＲＣＭＶ扩增载体片段并将其命
名为ｆｒａｇ２；以质粒ｐＣＭＶＧｌｕｃ为模板，用引物ＦＧｌｕｃ＋
ＲＧｌｕｃ扩增Ｇｌｕｃ报告基因并将其命名为 ｆｒａｇ３，然后
采用Ｇｏｌｄｅｎｇａｔｅ的方式将ｆｒａｇ１、２、３连接起来即得到
质粒ｐＣＨ９ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ。
　　截短突变型：以 ｐＣＨ９ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ质粒为模板，用
引物 Ｆ１６３６ＧＧ＋Ｒ ＣＭＶ扩增片段 ｆｒａｇ４、引物
Ｆ１７４５ＧＧ＋Ｒ１６３５ＧＧ扩增片段ｆｒａｇ５、引物Ｆ１７４５ＧＧ＋
ＲＣＭＶ扩增片段ｆｒａｇ６，将ｆｒａｇ４、５、６采用Ｇｏｌｄｅｎｇａｔｅ
克隆方式连接到载体上，即得到３种截短突变型质粒：
ｐＣＨ９１６３６１９０１Ｇｌｕｃ、 ｐＣＨ９１０７０１６３５／１７４５１９０１
Ｇｌｕｃ、ｐＣＨ９１７４４１９０１Ｇｌｕｃ。
１．１．２．２　ＬｅｎｔｉＰｃｏｒｅＧｌｕｃｈｅｏ报告质粒　　以质粒
ｐＣＨ９／３０９１为模板，用引物 Ｆ１０７０ＧＧ２＋Ｒ１９０１ＧＧ扩
增片段 ｆｒａｇ７；以质粒 ｐＣＭＶＧｌｕｃ为模板，用引物
ＦＧｌｕｃ１ＧＧ＋Ｒ ＧｌｕｃＧＧ２扩增片段 ｆｒａｇ８；以质粒
ＬｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲＶ２为模板，分别用引物 ＦＬｅｎｔｉＶ２ｆｌａｇ＋
ＲＬｅｎｔｉＶ２１３７７３扩增片段ｆｒａｇ９、引物ＦＬｅｎｔｉＶ２１３７６９＋
ＲＬｅｎｔｉＶ２２６０７扩增片段 ｆｒａｇ１０，将 ｆｒａｇ７、８、９、１０以
Ｇｏｌｄｅｎｇａｔｅ的方式连接起来构建 ＬｅｎｔｉＰｃｏｒｅＧｌｕｃ质
粒。为了将ＬｅｎｔｉＰｃｏｒｅＧｌｕｃ上的ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ抗性替换
为 ｎｅｏｍｙｃｉｎ抗性，以 ＬｅｎｔｉＰｃｏｒｅＧｌｕｃ为模板，引物
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ＦＬｅｎｔｉＶ２１３７６９＋Ｒ２ＡＧＧ扩增ｆｒａｇ１１、引物ＦＬｅｎｔｉＶ２
９９４７＋ＲＬｅｎｔｉＶ２１３７７３扩增 ｆｒａｇ１２；以 ｐＥＧＦＰＮ１质
粒为模板，引物ＦｎｅｏＧＧ＋ＲｎｅｏＧＧ扩增ｆｒａｇ１３，将ｆｒａｇ
１１、１２、１３以 Ｇｏｌｄｅｎｇａｔｅ方式连接起来即得到质粒
ＬｅｎｔｉＰｃｏｒｅＧｌｕｃｎｅｏ。
１．１．２．３　其他质粒　　Ｐｃｏｒｅ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ为课
题组前期构建［１４］，该质粒由核心启动子驱动，在 ＨＢｃ
的Ｎ端通过 Ｇ４Ｓｌｉｎｋｅｒ（９２个氨基酸）连接３个 Ｆｌａｇ
标签蛋白。同理，将该质粒上的核心启动子 Ｐｃｏｒｅ换
成另外两种病毒来源的启动子 Ｐｓｖ４０和 Ｐｃｍｖ即构出
质粒 Ｐｓｖ４０３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ和 Ｐｃｍｖ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２
ＨＢｃ。质粒ＨＢＶ１．３倍体由首都医科大学赵学森博士
惠赠。实验中所涉及的引物序列见表１。
１．１．３　细胞来源　　２９３ＦＴ及人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２
购自美国 ＡＴＣＣ，ＨｅｐＧ２．２．１５由重庆医科大学感染性

疾病分子生物学教育部重点实验室长期保存。

１．１．４　主要仪器与试剂　　利用该模型进行筛选的
化合物库购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ公司，为一款含有
１４５０种小分子的生物活性化合物的定制库［名称为
ＣｈｅｒｒｙＰｉｃｋＬｉｂｒａｒｙ（９６ｗｅｌｌ）Ｌ２０００Ｚ２８６５５４３０ｕＬ］，
每种化合物的浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，均溶解在ＤＭＳＯ中。
主要试剂和仪器包括：ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰ转染试剂
（ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司，美国）；慢病毒浓缩试剂
ＰＥＧｉｔＶｉｒｕｓＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ（５×）（ＳＢＩ公司，美
国）；Ｇｏｌｄｅｎｇａｔｅ连接所用到的 ＢｓｍＢⅠ酶、Ｔａｎｇｏ
ｂｕｆｆｅｒ、ＤＴＴ（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国）；ＡＴＰ（Ｎｅｗ
ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，美国）；２×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＭｉｘ
（Ｔａｋａｒａ公司，日本）；胶回收试剂盒、基因组 ＤＮＡ提
取试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ公司，德国）；胎牛血清（Ｌｏｎｓｅｒａ公
司，乌拉圭）；胰酶、ＤＭＥＭ培养基、青链霉素（Ｇｉｂｃｏ公司，

表１　实验引物序列

引物名称　　 引物序列 （５′→３′）

Ｆ１０７０ＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＣＧＴＴＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧＴＡＴＧＣＡＴＧＴ

Ｒ１９０１ＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＴＡＧＡＣＧＡＣＡＴＧＣＣＣＣＡＡＡＧＣＣＡＣＣＣＡＡＧＧＣＴ

ＦＳＶ４０ ＡＣＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＴＣＧＴＧＧＣＣＧＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＴ

ＲＣＭＶ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＴＡＡＣＧＧＣＴＡＴＧＡＡＣＴＡＡＴＧＡＣＣＣＣＧＴＡ

ＦＧｌｕｃ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＧＴＣＴＧＧＡＧＴＣＡＡＡＧＴＴＣＴＧＴＴＴＧ

ＲＧｌｕｃ ＡＣＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＡＣＧＡＧＴＣＡＣＣＡＣＣＧＧＣＣＣＣＣＴＴＧＡＴ

Ｆ１６３６ＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＣＧＴＴＡＴＴＧＣＣＣＡＡＧＧＴＣＴＴＡＣＡＴＡＡＧ

Ｆ１７４５ＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＣＧＴＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＴＴＡＧＧＴＴＡＡＡＧＧＴ

Ｒ１６３５ＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＴＡＡＣＧＴＴＴＧＧＴＧＧＧＣＧＴＴＣＡＣＧＧＴＧＧＴ

Ｆ１０７０ＧＧ２ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＴＧＡＣＣＧＴＴＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧＴＡＴＧＣＡＴＧＴ

Ｒ１９０１ＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＴＡＧＡＣＧＡＣＡＴＧＣＣＣＣＡＡＡＧＣＣＡＣＣＣＡＡＧＧＣＴ

ＦＧｌｕｃ１ＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＣＡＴＧＧＧＡＧＴＣＡＡＡＧＴＴＣＴＧＴＴＴＧ

ＲＧｌｕｃＧＧ２ ＡＣＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＡＡＴＣＧＴＣＡＣＣＡＣＣＧＧＣＣＣＣＣＴＴＧＡＴ

ＦＬｅｎｔｉＶ２ｆｌａｇ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＧＡＴＴＡＣＡＡＡＧＡＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＧ

ＲＬｅｎｔｉＶ２１３７７３ ＡＣＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＣＣＣＴＴＡＡＣＧＴＧＡＧＴＴＴＴＣＧＴＴＣＣＡ

ＦＬｅｎｔｉＶ２１３７６９ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＡＧＧＧＡＴＴＴＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＡＴＴＡＴＣ

ＲＬｅｎｔｉＶ２２６０７ ＡＣＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＧＴＣＡＧＧＴＡＣＣＴＴＡＡＴＴＡＡＣＣＡＡＡＣＴＧＧ

ＦＬｅｎｔｉＶ２９９４７ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＴＧＡＡＣＧＣＧＴＴＡＡＧＴＣＧＡＣＡＡＴＣＡ

Ｒ２ＡＧＧ ＴＧＣＧＴＣＣＧＴＣＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＴＴＣＴＣＴＴＣＧＡＣＡＴＣＴ

ＦｎｅｏＧＧ ＧＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＣＣＴＧＧＡＣＣＧＡＴＴＧＡＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡＴＴＧ

ＲｎｅｏＧＧ ＡＣＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣＡＧＡＡＧＡＡＣＴＣＧＴＣＡＡＧＡＡＧ

ＦＡｃｔｉｎ ＧＴＧＡＴＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧＧＣＣＡ

ＲＡｃｔｉｎ ＡＡＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＡＣＧＴＡＧＣＡ

ＦｐｇＲＮＡ ＴＧＴＴＣＡＡＧＣＣＴＣＣＡＡＧＣＴＧＴ

ＲｐｇＲＮＡ ＧＡＣＣＴＧＣＣＴＣＧＴＣＧＴＣＴＡＡＣ

ＦＨＢＶＤＮＡ ＴＣＣＴＡＧＧＡＣＣＣＣＴＴＣＴＣＧＴＧ

ＲＨＢＶＤＮＡ ＣＴＴＧＧＣＣＣＣＣＡＡＴＡＣＣＡＣＡＴ

ＦＮＲ１Ｃ２ ＧＧＣＴＴＣＣＡＣＴＡＣＧＧＴＧＴＴＣＡ

ＲＮＲ１Ｃ２ ＴＧＡＡＧＣＴＧＧＧＧＡＴＧＣＴＣＴＴＧ
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美国）；细胞培养箱 ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司，美国）；胶原（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，美国）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ、ＰｌａｔｉｎｕｍＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ、Ｇ４１８
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司，美 国）；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、Ｇａｕｓｓｉａ
ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＦｌａｓｈＡｓｓａｙＫｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美
国）；病毒表面抗原和Ｅ抗原酶免法检测试剂盒（科华
生物工程股份有限公司，上海）；逆转录试剂盒（天根

生化科技有限公司，北京）；Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ试剂、
Ｎｙｌｏｎ膜 （ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司，美国）；酚氯仿
（Ａｍｒｅｓｃｏ公司，美国）；微管酶（ＢｉｏＬａｂｓ公司，美国）；
ＰＶＤＦ膜（ＡｍｅｒｓｈａｍＨｙｂｏｎｄ公司，加拿大）；ＡｎｔｉＦｌａｇ
（１∶１０００，鼠抗，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，美国）；ＧＡＰＤＨ、
βａｃｔｉｎ小鼠单抗（１∶１０００，碧云天生物技术有限公司，
上海）；ＩＲＤｙｅｃｏｊｕｇａｔｅｄｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（１∶１００００，
ＬｉｃｏｒＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，美国）；ＣＣＫ８检测试剂盒
（Ｂｉｍａｋｅ公司，美国）；ＳｙｎｅｒｇｙＨ１多孔板检测仪（Ｂｉｏ
Ｔｅｋ公司，美国）；ＳａｇｅＣｒｅａｔｉｏｎＣｈａｍｐＣｈｅｍｉ凝胶成像
系统（赛智创业科技有限公司，北京）；ＯｄｙｓｓｅｙＣＬｘ
ｓｙｓｔｅｍ红外激光双色图像分析系统（ＬｉｃｏｒＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司，美国）；ＵＶＰＨｙｂｒｉｄｉｚｅｒＯｖｅｎ分子杂交炉（ＵＶＰ
公司，美国）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养与转染　　实验所用到的 ２９３ＦＴ、
ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２．２．１５（ＨｅｐＧ２细胞上构建的能够稳定
产生ＨＢＶ病毒颗粒的细胞系）均在 ３７℃、５％ＣＯ２的
环境下，于含１０％胎牛血清、１％青霉素、１００μｇ／ｍＬ链
霉素的ＤＭＥＭ中培养。ＨｅｐＧ２细胞转染前的接种，需
用胶原处理培养板。转染操作参照 Ｌｉｐｏ３０００的转染
试剂说明书进行。

１．２．２　细胞模型的构建　　２９３ＦＴ细胞以约５０％密
度接种到 １０ｃｍ细胞培养皿，用 ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰ转
染试剂将ＬｅｎｔｉＰｃｏｒｅＧｌｕｃｎｅｏ质粒和慢病毒包装质粒
ｐｓＰＡＸ２、Ｐｍｄ２．０Ｇ共转染２９３ＦＴ细胞，然后收取细胞
培养上清，再用慢病毒浓缩试剂浓缩上清，具体操作按

照产品说明书进行。将 ＨｅｐＧ２细胞以约 ５０％密度接
种到６ｃｍ细胞培养皿，待细胞密度达到约９０％时，更
换为新鲜无双抗的培养基，然后用浓缩的慢病毒感染

ＨｅｐＧ２细胞，４８ｈ后，将其消化传代至１０ｃｍ培养皿，
同时用含５００μｇ／ｍＬＧ４１８的培养基做筛选培养，２～
３周后，取上清检测 Ｇａｕｓｓｉａ荧光素酶的活性（以下简
称Ｇｌｕｃ活性）。
１．２．３　药物筛选　　利用 ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞模
型对１４５０种小分子化合物进行筛选。首先，将稳定

系细胞以 ５×１０４／孔种于胶原处理后的 ９６孔板，待细
胞完全贴壁后，加入不同的化合物处理（终浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ），阴性对照加入ＤＭＳＯ处理（ＤＭＳＯ终浓度
不超过０．５％），４８ｈ后取每孔上清１０μＬ分别加入黑
边透明底的９６孔板中，然后各孔再加入 Ｇａｕｓｓｉａ荧光
素酶检测试剂２０μＬ，用 ＳｙｎｅｒｇｙＨ１多孔板检测仪检
测Ｇｌｕｃ活性。每种化合物做 ３个复孔，通过本轮筛
选，保留那些影响荧光素酶活性２倍及以上的化合物
进入第２轮的剂量依赖性测试。
　　在第２轮剂量依赖性测试实验中，首先将第１轮
筛选得到的化合物分别以 １μｍｏｌ／Ｌ和 １０μｍｏｌ／Ｌ的
终浓度处理稳定细胞系，４８ｈ后检测Ｇｌｕｃ活性。本轮
筛选通过增加化合物的一个低浓度（１μｍｏｌ／Ｌ），在一
定程度上会排除可能由于化合物的高剂量（１０μｍｏｌ／Ｌ）
而导致细胞毒性，从而产生假阳性结果，然后将最终筛

选得到的化合物在 ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞模型上再
做进一步的量效关系验证。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　ＨｅｐＧ２细胞接种于胶原
处理过的 ２４孔板，待细胞贴壁后分别转染 Ｐｃｏｒｅ
３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ、Ｐｃｍｖ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ及 Ｐｓｖ４０
３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ质粒，然后用不同浓度的药物（终浓
度为０、１．０、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，４８ｈ
后用ＲＩＰＡ裂解液于冰上裂解细胞，然后 ４℃离心取
蛋白上清，将蛋白加热变性后于１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ上
进行凝胶电泳，电泳结束后将样品转到ＰＶＤＦ膜上，然
后用５％的奶粉封闭膜１ｈ、一抗孵育１ｈ、绿色荧光二
抗避光孵育１ｈ，最后用 ＯｄｙｓｓｅｙＣＬｘｓｙｓｔｅｍ红外激光
双色图像分析系统曝光成像。

１．２．５　ＨＢＶｃｏｒｅＤＮＡ的提取与 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测　
　ＨｅｐＧ２．２．１５和ＨｅｐＧ２细胞以５×１０５／孔接种于胶原
处理过的１２孔板，待细胞完全贴壁后加入不同浓度的
药物（终浓度为０、０．５、２．５、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ）
处理 ５ｄ，然后用裂解液 （１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＬ、
１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．２％ＮＰ４０）裂解细胞，取上清加入
氯化钙和微管酶，３７℃孵育１ｈ后，加入 ＥＤＴＡ、ＳＤＳ，
链酶蛋白酶，继续孵育１ｈ，然后用酚氯仿抽提，最后加
入氯化钠和无水乙醇沉淀 ＤＮＡ。第 ２日，将 ＤＮＡ风
干后溶于无酶水中，然后于 １．２％的琼脂糖凝胶中进
行电泳分离，再将其转移至尼龙膜。后续的ＤＮＡ杂交
和检测按照产品的 说 明 书 进 行 操 作，最 后 用

ＳａｇｅＣｒｅａｔｉｏｎＣｈａｍｐＣｈｅｍｉ凝胶成像系统进行成像。
１．２．６　细胞总ＲＮＡ的提取、逆转录与荧光定量 ＰＣＲ
　　ＨｅｐＧ２．２．１５和ＨｅｐＧ２细胞接种于胶原处理过的
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１２孔板，药物处理５ｄ后，加入 ＴＲＩｚｏｌ裂解细胞，然后
加入氯仿离心，异丙醇沉淀，７５％的乙醇洗涤干燥，最
后加入适量无酶水至其完全溶解。根据ＲＮＡ的浓度，
取１μｇ将其逆转录成 ｃＤＮＡ，逆转录操作按照试剂盒
说明书进行，再以 ｃＤＮＡ为模板，利用荧光定量 ＰＣＲ
检测ｃＤＮＡ的含量从而间接反映细胞内的 ＲＮＡ水平
变化，细胞内ｃｏｒｅＤＮＡ的相对水平变化也利用荧光定
量ＰＣＲ检测评估，最后根据得到的ＣＴ值，利用２－△△Ｃｔ

计算相对含量。荧光定量ＰＣＲ所用到的引物见表１。
１．２．７　酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）　 不同浓度的药
物处理ＨｅｐＧ２．２．１５和 ＨｅｐＧ２细胞，４８ｈ后取适量的
细胞培养上清进行乙肝表面抗原和乙肝 ｅ抗原的检
测，具体操作按照试剂盒说明书进行。

１．２．８　细胞活力检测　　ＨｅｐＧ２细胞按照５０００／孔
的密度接种于胶原处理过的９６孔板，待细胞完全贴壁
后，加入不同浓度的药物处理，４８ｈ后更换成新鲜的培
养基，并加入培养基体积１０％的 ＣＣＫ８试剂于３７℃、
５％ＣＯ２的环境中避光孵育，然后在孵育 １、２、３ｈ后
（４ｈ内完成检测）于多功能酶标仪上 ４５０ｎｍ处检测
各孔的光密度值 Ｄ（４５０），并将 ＤＭＳＯ对照孔的细胞
活性设置为 １００％，分析其余浓度对细胞活性的影响
［以细胞毒性浓度ＣＣ５０（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）数值
表示，ＣＣ５０：细胞半数毒性浓度，即不同浓度药物处理后

的细胞相对活性被抑制５０％时所对应的浓度］。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．００统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，对
照组与用药组间比较采用两独立样本的 ｔ检验，实验
重复３次。图表均使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８绘制。检验
水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ稳定表达细胞系的构建
　　为了构建一种表征ＨＢＶ核心启动子（Ｐｃｏｒｅ）转录
活性的细胞模型，设计了由 Ｐｃｏｒｅ驱动表达的 Ｇａｕｓｓｉａ
荧光素酶报告质粒（图 １Ａ），然后以重组慢病毒感染
ＨｅｐＧ２细胞的方式，经抗性（ｎｅｏｍｙｃｉｎ）筛选得到稳定
表达细胞系。为了验证 ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞系是
否构建成功，提取ＨｅｐＧ２和ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞的
基因组ＤＮＡ，用引物 Ｆ１０７０ＧＧ＋ＲＧｌｕｃ做 ＰＣＲ扩增，
结果显示：从 ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞来源的基因组
ＤＮＡ，可以扩增出１５００ｂｐ单一条带（图１Ｂ），而阴性
对照（ＨｅｐＧ２）无此条带。取 ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞
培养上清，检测其中的 Ｇｌｕｃ活性，可检测到高于阴性
对照１００００倍以上的发光信号（图１Ｃ）。以上结果提
示ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞系构建成功。
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Ａ：ＬｅｎｔｉＰｃｏｒｅＧｌｕｃ质粒示意图　该质粒是由 ＨＢＶ核心启动子（包含增强子Ⅰ、Ⅱ和基本核心启动子）驱动的

Ｇａｕｓｓｉａ荧光素酶的表达质粒；Ｂ、Ｃ：利用ＰＣＲ扩增目的序列和检测 Ｇｌｕｃ的方式确定已成功获得由核心启动子

驱动且高表达Ｇｌｕｃ的ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ稳定细胞系；Ｄ：化合物筛选流程示意图

图１　细胞模型的构建及化合物库的筛选流程
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２．２　化合物的第１轮筛选
　　为了筛选抑制核心启动子活性的药物，采用了
３轮筛选流程（图 １Ｄ）。第 １轮的筛选标准是：在
１０μｍｏｌ／Ｌ浓度下，能让 ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞培养
上清的Ｇｌｕｃ活性降低２倍以上，同时显微镜下没有明
显可见的细胞毒性。通过对１４５０种小分子化合物进
行初筛，发现有４１种化合物能降低 Ｇｌｕｃ的活性 ２倍
及以上。随后对４１种化合物进行再次筛选以进一步排
除假阳性，本次筛选用１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ两种浓

度（图２Ａ～Ｄ）。经筛选后只有２种化合物Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和
ＳＣＨ５８２６１在１μｍｏｌ／Ｌ时即表现出较好的抑制效果，
在１０μｍｏｌ／Ｌ时能抑制Ｇｌｕｃ活性３倍以上，并且镜下
观察细胞未发现有毒性改变（图２Ａ）。进一步通过细
胞活力检测实验得出：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ在 ＨｅｐＧ２细胞中的
ＣＣ５０＝５０．５３μｍｏｌ／Ｌ（图 ２Ｅ），ＳＣＨ５８２６１在 ＨｅｐＧ２细
胞中的ＣＣ５０＞１００μｍｏｌ／Ｌ（图２Ｆ），由此可见二者的活
性较高且毒性较小，值得做进一步的验证。图 Ｇ为
Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和ＳＣＨ５８２６１的分子结构图。

!!"#$%&

'(!"#)%&

*!+(

*

,!+(

*

-!!(

*

(

! . / , 0 * 1 2 3 +( ++

荧
光
素
酶
活
性

+!"#)%&

+(!"#)%&

*!+(

*

,!+(

*

-!+(

*

(

+- +/ +, +0 +* +1 +2 +3 -( -+ ++

荧
光
素
酶
活
性

+!"#)%&

+(!"#)%&

*!+(

*

,!+(

*

-!+(

*

(

-- -/ -, -0 -* -1 -2 -3 /( /+ ++

荧
光
素
酶
活
性

+!"#)%&

+(!"#)%&

*!+(

*

,!+(

*

-!+(

*

(

/- // /, /0 /* /1 /2 /3 ,( ,+ ,- ++

荧
光
素
酶
活
性

+-(

+((

2(

*(

,(

-(

(

4, 4. 5 - ,

67879:;<7

（
)#=

'5

）
>!"#)

·
&

?+

相
对
细
胞
活
性
（
@

）

AA

0(

B05C0/!"#)>&

!.(

!((

2(

*(

,(

.(

(

?, ?. ( . ,

DAE02.*+

（
)#=

+(

）
>!"#)

·
&

?+

相
对
细
胞
活
性
（
@

）

AA

0(

F+55!"#)>&

G H

A I

J

K

L

M

M

N

N

１：Ａｍｉｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ；２：Ｔｈｅｏｐｈｙｌｌｉｎｅ７ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ；３：Ｐｒｏｘｙｐｈｙｌｌｉｎｅ；４：ＣＧＳ２１６８０ＨＣＬ；５：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ；６：ＳＣＨ５８２６１；
７：ＺＭ２４１３８５；８：Ａ２ＡＲａｎｔａｇｏｎｉｓｔ；９：ＡｄｅｎｏｓｉｎｅＤｉａｌｄｅｈｙｄｅ；１０：Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ；１１：ＤＭＳＯ；１２：ＡＢＴ７０２；１３：Ｔｕｂｅｒｃｉｄｉｎｅ；
１４：ＴｕｒｏｆｅｘｏｒａｔｅＩｓｏｐｒｏｐｙｌ；１５：ＷＹ１４６４３（ＰｉｒｉｎｉｘｉｃＡｃｉｄ）；１６：ＧＷ４０６４；１７：ＳＲ１８２９２；１８：ＧＷ９６６２；１９：Ｔｏｚａｓｅｒｔｉｂ；
２０：Ｂａｒａｓｅｒｔｉｂ；２１：ＭＬＮ８０５４；２２：ＺＭ４４７４３９；２３：Ｄａｎｕｓｅｒｔｉｂ；２４：ＳＮＳ０３２；２５：ＳＮＳ３１４；２６：ＪＮＪ２６８５４１６５；２７：ＥＮＭＤ
２０７６；２８：ＣＨＩＲ９９０２１；２９：ＡｕｒｏｒａＡＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅠ；３０：ＰＨＡ６８０６３２；３１：Ｈｅｓｐｅｒａｄｉｎ；３２：ＡＥＥ７８８；３３：ＫＷ２４４９；
３４：ＴＡＫ９０１；３５：ＡＭＧ９００；３６：ＧＳＫ１０７０９１６；３７：ＭＫ５１０８；３８：ＭＫ８７４５；３９：ＢＩ８４７３２５；４０：ＳＮＳ３１４Ｍｅｓｙｌａｔｅ；
４１：ＣＣＴ１２９２０２；４２：ＣＣＴ１３７６９０；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照ＤＭＳＯ孔比较
Ａ～Ｄ：初筛得到的４１种化合物在ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ稳定细胞系上以低剂量（１μｍｏｌ／Ｌ）和高剂量（１０μｍｏｌ／Ｌ）的
终浓度进行进一步的活性测试，Ａ图的 １１种化合物中化合物 ５（Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ）和化合物 ６（ＳＣＨ５８２６１）与对照
（ＤＭＳＯ）相比，在 １μｍｏｌ／Ｌ的终浓度下能有效抑制 Ｇｌｕｃ活性，且对细胞没有毒性；Ｅ、Ｆ：分别为化合物
Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ、ＳＣＨ５８２６１处理４８ｈ后ＨｅｐＧ２细胞的活力；Ｇ：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ、ＳＣＨ５８２６１的分子结构图

图２　采用荧光素酶的检测方法检测初筛得到的４１种化合物的Ｇｌｕｃ活性
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２．３　化合物的量效关系验证
　　为了验证筛选出的化合物能否剂量依赖性地抑制
Ｇｌｕｃ的表达，采用两种不同的验证方式，第一种方式
在 ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞中用不同浓度药物处理细
胞４８ｈ，然后检测 Ｇｌｕｃ活性。结果发现：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和
ＳＣＨ５８２６１均能剂量依赖性地降低Ｇｌｕｃ活性（图３Ａ、Ｂ）。
第二种方式通过构建由核心启动子驱动的ＨＢｃ表达质
粒Ｐｃｏｒｅ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ（图３Ｃ），经转染ＨｅｐＧ２细胞
并加药处理４８ｈ后做Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验。两种验证方
式的结果显示：这两种药物均能剂量依赖性地抑制核心

启动子的活性。但Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果还提示：两种药
物抑制由核心启动子驱动的蛋白表达效应也有可能是

通过影响转录或其他环节所致（图３Ｄ、Ｅ）。
２．４　化合物对ＨＢＶＤＮＡ复制水平的影响
　　为了进一步验证候选药物对ＨＢＶＤＮＡ复制的影
响，用不同浓度的药物处理 ＨｅｐＧ２．２．１５或者瞬时转
染ＨＢＶ１．３倍体的 ＨｅｐＧ２细胞（药物的终浓度为０、
０．５、２．５、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ），５ｄ后提取细胞内
的ｃｏｒｅＤＮＡ做Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测。如图４Ａ所示：在两
种细胞中，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ均能剂量依赖性地抑制ＨＢＶＤＮＡ
的复制，但ＳＣＨ５８２６１不具有此效应。在同样的ＨＢＶ复
制细胞系中，两种药物分别处理细胞５ｄ后（终浓度为

０、０．１、１．０、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ），利用荧光定量ＰＣＲ
的方式检测 ＨＢＶＤＮＡ的水平变化，结果同样显示
（图４Ｂ）：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ能够剂量依赖性地降低 ＨＢＶＤＮＡ
的复制水平，而 ＳＣＨ５８２６１不能。在 ＨｅｐＧ２．２．１５和瞬
时转染 ＨＢＶ１．３倍体的 ＨｅｐＧ２细胞中，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ抑制
ＨＢＶＤＮＡ的ＩＣ５０分别为５．６３μｍｏｌ／Ｌ和０．２４μｍｏｌ／Ｌ。
以上结果提示：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ具有良好的 ＨＢＶＤＮＡ抑制
活性，但ＳＣＨ５８２６１没有。
２．５　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ对ＨＢＶＲＮＡ转录、乙肝表面抗原和乙

肝ｅ抗原的影响
　　为了进一步验证Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ的生物学效应，用不同
浓度的药物（０、０．１、１．０、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ）处理
细胞后，提取总 ＲＮＡ，经逆转录后采用荧光定量 ＰＣＲ
检测ＨＢＶ前基因组ＲＮＡ（ｐｇＲＮＡ）的转录水平。结果
显示：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ能剂量依赖性地降低 ＨＢＶｐｇＲＮＡ的
转录水平（图５Ａ、Ｂ）。细胞加药处理４８ｈ后，取适量的
上清做乙肝表面抗原和乙肝ｅ抗原的检测，结果显示：
Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ也能显著降低乙肝表面抗原和乙肝ｅ抗原的
分泌水平（图５Ｃ、Ｄ）。以上结果提示：在 ＨｅｐＧ２．２．１５
和瞬时转染 ＨＢＶ１．３倍体的 ＨｅｐＧ２细胞中，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ
能有效抑制ＨＢＶｐｇＲＮＡ的转录及乙肝表面抗原和乙
肝ｅ抗原的分泌。
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Ａ、Ｂ：在ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞中，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和 ＳＣＨ５８２６１均能剂量依赖性地降低 Ｇｌｕｃ活性　ＩＣ５０为 Ｇｌｕｃ活性
的半数抑制浓度，即不同浓度药物处理后的 Ｇｌｕｃ相对活性被抑制 ５０％时所对应的浓度；Ｃ：质粒 Ｐｃｏｒｅ３Ｆｌａｇ
Ｇ４Ｓ９２ＨＢｃ的结构示意图；Ｄ、Ｅ：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和ＳＣＨ５８２６１均能有效抑制由核心启动子驱动的核心蛋白的表达

图３　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和ＳＣＨ５８２６１对核心启动子活性的影响
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Ａ：在ＨｅｐＧ２．２．１５和瞬时转染 ＨＢＶ１．３倍体的 ＨｅｐＧ２细胞中分别经药物 Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ或 ＳＣＨ５８２６１处理后，
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ＨＢＶＤＮＡ的复制水平；Ｂ：采用荧光定量ＰＣＲ进一步检测两种药物对 ＨＢＶＤＮＡ复制
水平的影响，其结果同Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ结果一致　ＩＣ５０为ｃｏｒｅＤＮＡ的半数抑制浓度，即不同浓度药物处理后的ｃｏｒｅ
ＤＮＡ相对水平被抑制５０％时所对应的浓度

图４　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和ＳＣＨ５８２６１对细胞内ＨＢＶＤＮＡ复制的影响
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Ａ、Ｂ：在ＨｅｐＧ２．２．１５和瞬时转染 ＨＢＶ１．３倍体的ＨｅｐＧ２细胞中，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ剂量依赖性地抑制ＨＢＶｐｇＲＮＡ的转
录；Ｃ、Ｄ：在同样的ＨＢＶ复制细胞系中，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ也能有效降低乙肝表面抗原和乙肝ｅ抗原的分泌水平

图５　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ对ＨＢＶＲＮＡ转录以及乙肝表面抗原和乙肝ｅ抗原的影响

２．６　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ在核心启动子上的作用区域及其对核
受体超家族基因转录的影响

　　前述实验提示 Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ能抑制由核心启动子驱
动转录的ｐｇＲＮＡ水平。为了进一步探讨 Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ的
作用机制，首先对Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ在核心启动子上的作用区
域进行了研究。如图 ６Ａ所示：将 ４种不同启动子的
荧光素酶报告质粒（分别为完整核心启动子和缺失增

强子Ⅰ、或缺失增强子Ⅱ或二者均缺失的启动子）转
染ＨｅｐＧ２细胞，加药处理４８ｈ后，检测 Ｇｌｕｃ活性（药
物浓度设置为０、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）。结果显示：不论是完
整的还是截短的核心启动子，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ均能显著降低
其活性（图６Ｂ～Ｅ）。鉴于这些报告质粒的启动子区域
中均含有基本核心启动子序列（ＢＣＰ），由此推测该药
物可能作用在共同区域，即 ＢＣＰ，但具体机制有待进

一步探索。为了探讨Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ对与转录相关的一些核
受体超家族转录因子的影响，采用荧光定量 ＰＣＲ检测
药物处理后（终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ）的ＨｅｐＧ２．２．１５细胞
内核受体超家族转录因子的 ｍＲＮＡ表达（图６Ｆ）。在
２１个核受体超家族转录因子中，ＮＲ１Ｃ２（ＰＰＡＲβ）的
ｍＲＮＡ表达被下调４０％。对ＮＲ１Ｃ２转录因子进行进一
步的验证发现（药物浓度设置为０、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）：在
两种 ＨＢＶ的复制细胞系中，ＮＲ１Ｃ２因子表达水平的
下降程度随着药物浓度的增加而增加，当药物浓度为

２０μｍｏｌ／Ｌ时，ＮＲ１Ｃ２因子在瞬时转染 ＨＢＶ１．３倍体
的ＨｅｐＧ２细胞内的表达下调了５０％（图６Ｇ、Ｈ）。以上
结果提示：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ有可能通过抑制 ＮＲ１Ｃ２ｍＲＮＡ的
表达来进一步影响ＨＢＶ核心启动子的转录活性。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照ＤＭＳＯ孔（０μｍｏｌ／Ｌ）比较

Ａ：完整或截短突变的核心启动子的荧光素酶报告质粒示意图；Ｂ～Ｅ：在 ＨｅｐＧ２细胞中，分别转染 ｐＣＨ９１０７０

１９０１Ｇｌｕｃ（Ｂ）、ｐＣＨ９１６３６１９０１Ｇｌｕｃ（Ｃ）、ｐＣＨ９１０７０１６３５／１７４５１９０１Ｇｌｕｃ（Ｄ）、ｐＣＨ９１７４４１９０１Ｇｌｕｃ（Ｅ）４种质

粒，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ处理４８ｈ后，检测该化合物对野生型和截短突变型核心启动子的抑制效应；Ｆ：在 ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞中，对 ２１种核受体超家族转录因子的筛选结果　１：ＤＭＳ０；２：ＮＲ１Ｈ３；３：ＮＲ１Ｃ３；４：ＮＲ５Ａ２；５：ＮＡ１Ａ２；

６：ＣＥＢＰα；７：ＮＲ２Ａ１；８：ＮＲ１Ｃ１；９：ＮＲ１Ｃ２；１０：ＮＲ１Ｈ２；１１：ＮＲ３Ｃ３；１２：ＮＲ１Ｈ４；１３：ＮＲ２Ｂ３；１４：ＮＲ２Ｂ１；１５：ＮＲ２Ｂ２；

１６：ＮＲ３Ｃ２；１７：ＮＲ４Ａ２；１８：ＮＲ５Ａ１；１９：ＮＲ４Ａ１；２０：ＮＲ３Ｃ１；２１：ＮＲ１Ｂ３；２２：ＮＲ３Ａ２；Ｇ、Ｈ：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ抑制ＨｅｐＧ２．２．１５

和瞬时转染ＨＢＶ１．３倍体的 ＨｅｐＧ２细胞内ＮＲ１Ｃ２的表达

图６　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ抑制ＢＣＰ活性且抑制ＮＲ１Ｃ２的转录

２．７　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ的作用特异性分析
　　为了探索 Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ作用是否具有特异性，在
ＨｅｐＧ２细 胞 中 分 别 转 染 Ｐｃｏｒｅ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ、
Ｐｃｍｖ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ及 Ｐｓｖ４０３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ质
粒，用不同浓度的 Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ（终浓度为 ０、０．５、２．５、
５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，４８ｈ后做 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测。结果显示（图 ７）：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ不仅对核心启
动子（Ｐｃｏｒｅ）具有剂量依赖性的抑制效应，对另外两种
病毒启动子Ｐｃｍｖ和Ｐｓｖ４０也表现出相似的抑制效应，
但对两种内参基因（βａｃｔｉｎ和 ＧＡＰＤＨ）的表达无影
响。上述结果提示：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ的作用存在一定的启动
子选择性。

３　讨论

　　乙肝病毒的整个感染复制周期，可以看做由一系
列过程组成的循环。干扰这个循环中的任一环节，理

论上均可干扰病毒复制。将病毒复制周期做过程化分

解，有助于我们设计的靶点相对明确和集中，同时易于

实现构建高通量筛选的细胞模型。本研究将 ＨＢＶ核
心启动子的转录这一过程单独分解出来，并用一种易

于检测的方式加以表征。核心启动子是决定 ＨＢＶ复
制肝细胞特异性的重要因素，其转录受宿主因子的严

格调控［１５］。该启动子在非肝源细胞中活性很低，而在

肝源细胞中活性较高，这可能是由于非肝细胞中缺乏

００２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：３种病毒源性启动子（Ｐｃｏｒｅ、Ｐｃｍｖ、Ｐｓｖ４０）驱动的ＨＢｃ蛋白表达的质粒结构示意图；Ｂ～Ｄ：在 ＨｅｐＧ２细胞中，

分别转染Ｐｃｏｒｅ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ、Ｐｃｍｖ３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ及Ｐｓｖ４０３ＦｌａｇＧ４Ｓ９２ＨＢｃ质粒，经Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ处理４８ｈ

后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达

图７　Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ不具有ＨＢＶ核心启动子的特异性

某些特异性表达的转录因子或者存在一些负性调节因

子所致，而ＨＢＶ的其他启动子，并不具有这种细胞特
异性［１６－１８］。本研究采用了一种表征核心启动子活性

的简便方式，即由核心启动子驱动表达的Ｇａｕｓｓｉａ荧光
素酶，其灵敏度很高［１９］，且能分泌到细胞培养上清。

这为检测带来巨大便利：无需裂解细胞，而仅需取少

量培养上清直接检测即可。此外，本研究构建的核心

启动子驱动的Ｇａｕｓｓｉａ荧光素酶稳定表达细胞系，由于
无需转染步骤，因而使得筛选过程更加稳定便捷，便于

实现化合物的高通量筛选。当然，由于Ｇａｕｓｓｉａ的最终
表达，不但与转录相关，也涉及转录后的诸多步骤如翻

译等。因此，本细胞模型仅适合作为一种初步筛选工

具，筛选所得的分子是否通过抑制转录环节起作用，还

需要其他实验进一步鉴定。但 ＨＢＶ某些病毒成分的
减少（如ＨＢＶＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ等）至少可以在很
大程度上由转录被抑制来解释。

　　利用本筛选模型以及多轮鉴定，从 １４５０种化合
物中筛选到两种化合物Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ和ＳＣＨ５８２６１。后者
虽然在ＨｅｐＧ２ＰｃｏｒｅＧｌｕｃ细胞中表现出良好的效应，
但并不能在 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中抑制 ＨＢＶＤＮＡ的复
制，提示前两轮筛选的确存在假阳性情况，筛选所得化

合物最终需要在 ＨＢＶ复制细胞系上进行确认。
Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ是一种Ａｕｒｏｒａ激酶抑制剂，已经被证明是一
种有效的抗肿瘤药物，主要通过诱导细胞凋亡、细胞周

期阻滞和自噬来发挥抗癌作用［２０－２３］。在 ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞和瞬时转染ＨＢＶ１．３倍体的ＨｅｐＧ２细胞模型中，
Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ能有效抑制 ＨＢＶＤＮＡ的复制。在 ＨｅｐＧ２

瞬时转染模型中，其 ＩＣ５０＝０．２４μｍｏｌ／Ｌ，同时表现出

较好的选择性（ＳＩ＝２１０），好于最近ＫＡＲＫＥＲＩ等［２４］报

道的ＳＲＩ３２００７（ＳＩ＝７．２）。进一步研究显示：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ
能抑制 ＨＢＶｐｇＲＮＡ的转录，提示其作用途径可能是
影响了核心启动子的转录活性。本研究还发现：该化

合物对另外两种病毒来源的启动子（Ｐｃｍｖ、Ｐｓｖ４０）也
具有抑制作用，但在同样的作用浓度下对细胞内 β
Ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ蛋白表达没有影响，提示该化合物的作
用似乎存在一定的特异性，同时，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ是否对其
他病毒的启动子也有抑制作用值得进一步研究。

　　核心启动子的截短突变体实验显示：Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ对
完整的核心启动子（含 ＥｎｈⅠ、ＥｎｈⅡ和 ＢＣＰ）和截短
的（含有ＥｎｈⅠ和 ＢＣＰ或 ＥｎｈⅡ和 ＢＣＰ或只有 ＢＣＰ）
核心启动子均具有相似的抑制效果，提示其起作用的

部位应是这些表达载体共有的部分，即 ＢＣＰ。ＢＣＰ包
含多个核受体超家族转录因子的结合位点，包括

ＨＮＦ４、ＰＰＡＲαＲＸＲα异质二聚体，以及 Ｃ／ＥＢＰ等一
系列转录因子，共同调控 ｐｒｅＣＲＮＡ和 ｐｇＲＮＡ的转录，

对ＨＢＶ的复制和致病性影响深远［１５］。基于此，我们

筛选了 ２１种核受体超家族转录因子，结果显示：

１０２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）



Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ能将肝癌细胞内 ＮＲ１Ｃ２（或 ＰＰＡＲβ／δ，过氧
化物酶体增殖物激活受体 β）的 ｍＲＮＡ水平下调
５０％。过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲｓ）属于核
激素受体超家族，它是由配体激活的转录因子组成，在

调节脂肪酸摄取和氧化、脂质和碳水化合物代谢、炎症

等相关过程中发挥重要作用［２５］。有研究报道 ＰＰＡＲｓ
和ＲＸＲｓ形成异源二聚体，可提高 ＥｎｈＩ／Ｘ启动子的
活性，从而进一步地激活病毒核心启动子的转录［２６］。

因此，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ抑制核心启动子转录的效应是否是通
过抑制ＰＰＡＲβ的表达来实现以及Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ是如何下
调ＰＰＡＲβ的表达，还有待进一步研究。有趣的是，
Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ同时也能抑制 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｓＡｇ的水平，提
示该药物对驱动这两种抗原表达的启动子可能也有抑

制作用。有报道显示 ＨＢｓＡｇ可能是导致慢性乙型肝
炎患者免疫应答的原因之一［２７］。因此，Ｒｅｖｅｒｓｉｎｅ抑制
ＨＢｓＡｇ表达的作用，是否有助于缓解或逆转机体的免
疫耐受也值得关注。
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（编辑　邓强庭）

·书讯·

　　由巫北海教授总主编的专门研究和讨论误诊的《当代医学影像误诊学》将于２０２１年１０月由
天津科学技术出版社正式出版，书号为ＩＳＢＮ９７８７５５７６９４４９４。
　　作为《活体形态学》的姐妹篇，《当代医学影像误诊学》全书约８００万字，图文并茂，与《活体形
态学》一样，也分为六卷：第一卷（颅脑脊髓），第二卷（面颈和多系统多部位疾病），第三卷（胸心），

第四卷（腹盆上），第五卷（腹盆下），第六卷（肌骨和脊柱）。本书适用于临床医学影像诊断各科医

务工作者、临床各科医生、各类医学院校师生阅读，有利于扩大知识面，增加信息量，是有关临床医

学影像诊断继续教育较好的参考资料。本书由新华书店发行，在京东、当当和淘宝网上可网购。
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