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过氧化物酶体增殖物激活受体o【(PPARo~)调控HBV 

微染色体重塑与病毒复制 

谢冰珏 ，郭进军 ，张 燕 ，李青岭 

(重庆医科大学 1．附属第二医院消化内科；2．生命科学院，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究过氧化物酶体增殖物激活受体oL(peroxisome proliferator—activated receptor alpha，PPAR~)是否参与调控乙 

型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV)微染色体重塑与病毒复制。方法：HepG2细胞单独转染、共转染线性 HBV单体与 PPARot表 

达或 PPARct沉默载体：Southern blot检测转染细胞质内HBV核心颗粒 DNA：实时定量 PCR定量检测细胞质 HBV核心颗粒DNA 

及细胞核内HBV共价闭合环状 DNA(eovalently closed circular DNA，cccDNA)水平；酶联免疫吸附试验(enzyme—linked im— 

munosorbent assay，ELISA)检测转染细胞上清中乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface antigen，HBsAg)和 e抗原(hepatitis B e 

antigen，HBeAg)；染色质免疫共沉淀技术(chromatin immunoprecipitation，CHIP)检测与 cccDNA结合的 PPARa、组蛋白和染色质 

修饰酶。结果：与单独转染线性 HBV单体相比，共转染PPARc~增加了PPARa与HBV cccDNA的结合，增加了HBV开环DNA 

open circular DNA．OC DNA)及 HBsAg和 HBeAg水平 ，同时也增加了cccDNA微染色质中组蛋白H3和 H4的乙酰化水平及 

乙酰转移酶p300的水平；共转染PPAR~沉默载体则有相反的结果。结论：PPARa能直接与cccDNA结合并有助于乙酰转移酶 

p300募集到 cccDNA上 ，从而调控 HBV微染色质的表观遗传学和 HBV复制。这一发现对 HBV与宿主转录因子间相互作用的 

相关分子机制提供了新的机制。 
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Peroxisome prOliferatOr—actiVated receptor alpha regulates HBV 

minichromosome remodeling and viraI replication 

Xie Bin~ue ，Guo JinjunI,Zhang Yan1,Li Qinglinf 

( ．Department of Gastroenterology and Hepatology，the Second Affiliated Haspital； 

2．Institute ofLife Sciences，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To determine whether peroxisome proliferator—activated receptor alpha(PPARa)is involved in the regulation of 

hepatitis B virus(HBV)minichromosome remodeling and viral replication．Methods：Linear HBV DNA monomers or co—transfected 

PPARc~over—expression or silencing vectors were transfected into HepG2 cells．HBV DNA from core particles was detected in South— 

ern blot and nuclear HBV covalently closed circular DNA(cccDNA)was isolated from HBV-transfected cells，quantified by real—time 

PCR using the specific primers and probe．Heptitis B surface antigen(HBsAg)and Heptitis B e antigen(HBeAg)in HepG2 culture 

supernatants were measured by enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)．And chromatin immun0precipitation(ChIP)was uti— 

lized to detect the recruitment of PPARc~，histones and chmmatinmodifying enzymes onto cccDNA in transfeeted HepG2 cells．Results： 

The PPARct over—expression enhanced the recruitment of PPARc~onto cccDNA，increased the levels of HBV open circular DNA(OC 

DNA)and the secreted viral productions in the culture supernatant，e．g．HBsAg and HBeAg，and also contributed to the recruitment 

of acetylated H3 and H4 and acetyltransferase p300 onto HBV cccDNA compared with those levels in cells transfected with linear 

HBV DNA alone．Meanwhile，those levels in cells with co—transfection of PPARa shRNA were opposite．Conclusion：PPARoL directly 

bound to cccDNA and contributed to the recruitement of acetyltransferase p300 ont
+

o HBV cccDNA．The modulation of PPARct on 

HBV cccDNA epigenetics and the regulation on HBV replication． Th is findings provide new insights into the molecular mechanisms 
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乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV)是嗜肝 

病毒家族的原型 ，其基因组为 3．2 kb的部分双链 

DNA[”。在感染细胞核内 HBV开环 DNA(open cir— 

cular DNA，OC DNA)转变成闭合环状DNA(covalently 

closed circular DNA，cccDNA)，充当所有病毒 mRNAs 

转录的模板[21。HBV cccDNA与组蛋白及非组蛋白 

相互结合构成了一个染色质样结构，称为病毒微染 

色体f31。Pollicino等[41已证明 cccDNA结合的组蛋白 

H3、H4乙酰化水平能调节 HBV的复制。 

肝富集转录因子包括肝细胞核因子4(hepato— 

cyte nuclear factor 4。HNF4)、维甲类 x受体c~(retinoid 

X receptor alpha，RXRot)、小鸡卵清蛋白上游启动子 

转录因子 1(chicken ovalbumin upstream promoter 

transcription factor 1，COUP—TF1)和过氧化物酶体 

增殖物激活受体Ot(peroxisome proliferator—activated 

receptor alpha，PPARc~)等成分，它们已被证明在HBV 

的转录和调控中起重要作用 。HBV基因组含有 3 

个核受体反应元件(nuclear receptor response ele— 

ments，NRREs)，分别位于pre—C的启动子、增强子 

I和增强子 Ⅱ区。不同的核受体与相应的 NRREs 

结合可以调控 HBV启动子活性，从而调控 HBV复 

制与转录 z1。研究表明 PPARot能直接与 Pre—C区 

内的 NRREs结合增强 HBV的复制转录【 0,13-14]。 

新近研究表明 HBV X蛋 白(HBV X protein， 

HBx)可以通过招募染色质修饰酶至 cccDNA，从而 

影响 HBV微染色体重塑[15-Iq。真核细胞内转录因子 

对靶基因的调控通常伴有局部染色质重塑事件的 

发生【l7 8】。本课题组推测 ，与 HBx相似 ，PPARcL与 

HBV基因组NRREs的结合可能会诱发cccDNA表 

观遗传学修饰从而影响 HBV复制与转录。 

本研究构建了 HBV瞬时感染细胞模型 ．通过 

cccDNA染色质免疫共沉淀技术(cccDNA—CHIP)证 

实 PPARct招募组蛋 白乙酰转移酶 p300至 HBV 

cccDNA，PPARa募集 p300的动态变化与 HBV微 

染色质组蛋白乙酰化及病毒复制水平的动态变化 
一 致 

1 材料与方法 

肝癌细胞系 HepG2细胞为本实验室保存 ；MEM培养基 

购自美国Hyclone公司．胎牛血清及胰酶购自美国Gibco公司： 

X—treme GENE HP DNA转染试剂购 自德 国 Roche公司 ： 

DNase I购 自美国 Promega公司，蛋白酶 K、DIG High Prime 

DNA Labeling和 Detection Starter Kit I1购 自瑞士 巴塞尔 

Roche公司：H4抗体、AcH4抗体、AcH3抗体、非特异性免疫 

球蛋白(normal rabbit IgG)购 自德 国 Millipore公司；p300抗 

体、PPARct抗体、PPARashRNA质粒购 自Santa Cruz Biotech— 

nology公司：ELISA试剂盒购自上海科华公司。Plasmid—safe 

ATP—Dependent DNase购 自美国 Epicentre Biotechnologies公 

司；探针及引物由上海 invitrogen公司完成 ；LightCycler 480 

RT—PCR仪来 自瑞士巴塞尔 Roche公司，EZ—ChIP Chromatin 

Immunoprecipitation Kit来 自德 国 Millipore公 司 ；pUC 19一 

HBV1．0质粒为本实验室保存 ，PPARc~表达载体(pCMV 

PPARot—G)由唐红教授(四川大学华西医学院)提供。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养与细胞瞬时转染 HepG2细胞采用含有 

10％胎牛血清的 MEM培养基培养 ，转染前一天在 10 cm培 

养皿中接种 lxlO 个 HepG2细胞。X—treme GENE HP DNA 

转染试剂转染线性 HBV单体、PPARc~质粒、PPARcLshRNA 

质粒 ，转染步骤按照说明书进行。HepG2细胞单独转染线性 

HBV单体为 HBV组，共转染线性 HBV单体与 PPARc~表达 

或 PPARc~shRNA沉默载体分别为 HBV+PPARct组 、HBV+ 

PPARc~shRNA组 。全长线性 HBV DNA单体来源于经过 

Sap I酶切的 pUC19一HBV 1．0质粒，有研究表明含有 Sap I 

黏性末端的线性 HBV单体不包含除 HBV DNA和酶切位点 

以外的其他碱基序列 ．由此可见 Sap I限制性内切酶具有唯 
一 性 。这一特性确保了pUC19一HBV1．0整合质粒经 Sap I酶 

切后获得全长线性 HBV DNA．所以转染细胞后能更好地模拟 

HBV微染色体形成．同时也避免了质粒微染色体结构的干 

扰 ～61。PPARct表达载体含有E282G突变，增加了过氧化物酶 

体增殖物(如氯贝酸)依赖的过氧化物酶体增殖物反应元件 

(peroxisome proliferator response element，PPRE)活性 ，故在实 

验中使用 1 mmol／L氯贝酸激活核受体PPARoL。 

1．2．2 Western blotting检测 PPARc~表达 HepG2细胞转染 

PPARo~表达或 PPARc~shRNA沉默载体 ．在转染后 24、48、 

72 h提取细胞裂解液。10％ SDS-PAGE电泳后转移至 PVDF 

膜上 ．5％脱脂奶粉封闭2 h．加入 PPARc~抗体于 4 cC过夜孵 

育，再加入山羊抗小鼠二抗室温孵育 1 h．加入底物发光~IJECL 

进行显色。 

1．2．3 Southern blot检测 HBV核心颗粒 DNA 转染 HepG2 

细胞 48 h后提取胞质 HBV核心颗粒 DNA，步骤如下 ：用裂 

解液(10 mmol／L Tris—HC1 pH 8．0．1 mmol／L EDTA．1％ NP40 

和 2％蔗糖)于 37℃裂解细胞 15 rain，15 000 g／min离心 1 

min沉淀细胞核，在上清中加入含 35％聚乙二醇 8000的 1．5 

mol／L NaC1，冰上孵育 1 h；离心后在沉淀中加入 10 mmol／L 

MgC12和40 U／mL DNase I，37℃处理3 h；上述混合液中加入 

0．5％SDS和 1 mg／mL蛋白酶 K，50℃过夜消化，酚／氯仿(1：1) 

抽提后乙醇沉淀 HBV DNA。提取的病毒 DNA进行 Southern 

blot，步骤如下 ：0．9％的琼脂糖凝胶分离 DNA，转移至带正电 

荷的尼龙膜，固定后与 DIG标记的全长 HBV片段杂交 q。探 

针由DIG High Prime DNA Labeling和 Detection Starter KitⅡ 

生成 
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1．2．4 实时定量 PCR定量检测胞质内HBV核心颗粒 DNA 

用实时定量PCR对胞质内HBV核心颗粒DNA进行定量分 

析。使用特定的引物及探针：正向引物 5’一AGAAACAACA— 

CATAGCGCCTCAT一3’。反向弓l物 5’一TGCCCCATGCTGTAG— 

ATCTrG一3’，Taqman探针 5’一FAMTGTGGGTCACCATATY— 

CTFGGG—TAMER一3’[41。扩增条件为：95℃ 30 s，95℃ 5 S， 

60℃ 30 s，45个循环。连续稀释的线性 pUC19一HBV 1．0 DNA 

作为量化参照物和定量标准。 

1．2．5 HBV cccDNA提取及定量分析 细胞转染线性 HBV 

DNA后在指定时间点提取 cccDNA[2~]，步骤如下：用裂解液 

(50 mmol／L Tris-HC1 pH8．0，1 mmol／L EDTA，0．2％ NP-40， 

150 mmol／L NaC1)在 37℃裂解细胞 15 min后 ，14 000 g／min 

4 oC离心 10 min：沉淀中加入核裂解液(6％SDS，100 mmol／L 

NaOH)，37℃孵育 30 min，加入醋酸钾(pH 4．8)中和，14 000 

g／min 4℃离心 20 min：上清用酚，氯仿抽提后 乙醇沉淀 HBV 

cccDNA，溶解于 25 L的 10 rome]／L Tris—HC1(pH 7．5)和 1 

mmol／L EDTA中。上述抽提获得的 DNA用 Plasmid—safe 

ATP—Dependent DNase 37℃处理 30 min．消除 HBV OC DNA 

的污染。纯化后的HBV cccDNA使用文献报道的特殊引物， 

通过 LightCycler 480 RT—PCR进行定量分析 ．引物和探针 

如下 ：正向引物 5’一CTCCccGTCTGTGCCTTCT一3’。反向引物 

5’一GCCCCAAAGCCACCCAAG一3’，探针 5’-G'I'TCACGGTG- 

GTCTCCATGCAACGTFL一3’和 5’一R640一AGGTGAAGCGAA— 

GTGCACACGGACC一3’，8一Globin用于标准化 HBV cccDNA 

的结果。上述引物及探针被证实能 区分 HBV cccDNA和 

HBV OC NDA[4， 。 

1．2．6 染色质免疫共沉淀技术 HepG2转染细胞在指定时 

间点加入 1％甲醛交联与固定，细胞收集后加入 SDS裂解液 ， 

超声裂解染色质至300—600 bp片段．加人 H4抗体、AcH4抗 

体、AcH3抗体、p300抗体和PPARa抗体，4 oC过夜孵育进行 

染色质免疫共沉淀。非特异性的免疫球蛋白和 anti—RNA 

P10yⅡ用作阴性和阳性对照。免疫共沉淀获得的染色质用 

Plasmid—Safe ATP—Dependent DNase 37 oC处理 30 min．纯化 

后使用实时定量PCR检测HBV cccDNA，最终结果使用input 

对照百分~(％input)表示。 

1．2．7 ELISA检测 HBsAg和 HBeAg HepG2转染细胞在不 

同时间点采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测上清液 HBsAg 

和 HBeAg。通过分光光度计检测 450 nm波长处的吸光度 

(absorbance，A)值。 

1．3 统计学分析 

采用PraphPad Prism 5软件进行统计学分析。实验数据 

以均数 ±标准差( ± )表示，HBV+PPARc~组 、HBV+PPARa 

shRNA组和 HBV组之间的比较采用单因素方差分析，检验 

水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 PPARa在 HepG2细胞中的过表达和沉默 

HepG2细胞转染 PPARa表达或 PPARctshRNA沉默载 

体后，在 24、48、72 h进行Western blot，检测 PPARoL的表达 

水平。结果表明PPARa载体转染 HepG2细胞后其蛋白水平 

的增高呈时间依赖性；PPARa shRNA干扰 PPARa蛋白表达 

的变化亦呈时间依赖性(图 1)。 

PPAR 

[3-actin 

PPARa沉默 PPAR~过表达 

72 — 24h空白对照 24 ■ — 2h 

图 1 Western blot检测 PPARa表达 

Fig．1 The expression of PPARa was detected by western blot 

2．2 HepG2感染细胞模型中PPARa与 HBV cccDNA结合 

并且调控病毒复制 

已有的研究表明核受体 PPARot通过与 HBV启动子相互 

作用激活HBV基因表达 ，91。为进一步研究PPARct与HBV 

复制调控的相互作用，将线性 HBV DNA单体与PPAR~表达 

或 shRNA载体共转染 HepG2细胞，使用 PPARo~抗体进行 

ChIP分析，纯化的 ChIP DNA使用实时定量和半定量 PCR进 

行定量检测。结果表明，转染线性 HBV DNA 12 h后在 PPARa 

抗体共沉淀的染色质中检测到了HBV cccDNA．并在48 h达 

到高峰，说明PPARot可以与HBV cccDNA结合，且有时间依 

赖性；与单独转染线性HBV DNA相比，共转染PPARa表达 

载体增加了 PPARa与 cccDNA的结合水平，在 l2、24、48 h 

分别为前者的 1．84、2．79、2．11倍(均 P<0．001)；相反 ，共转染 

PPARa shRNA抑制了PPARc~与 CCC DNA的结合水平，在12、 

24、48 h较前者分别减少 36％、58％、66％(P值分别为<0．05、< 

0．01、<0．001)(图2A、B，表 1)。 

表 1 PPAR a与 HBV cccDNA结合水平的动态变化 

及其分析比较(x±S。n=3) 
Tab．1 The dynamic change of PPAR oc binds HBV cccDNA 

(x± 。n=3) 

注：a，HBV+PPARc~组与 HBV组比较 ，P<0．05；b：HBV+shPPARc~组 

与 HBV组比较，P<0．05 

线性 HBV DNA单体转染 HepG2细胞后通过实时定量 

PCR和 Southem blot检测胞质 HBV OC DNA和胞核 HBV 

cccDNA水 平。与单 独转染线性 HBV DNA相 比，共转染 

PPARu表达载体后 HBV OC DNA水平在 12、24、48、72 h分 

别增加约 2．88、2．22、1．83、2．64倍(均 P<0．001)。相反，共转染 

PPARa shRNA质粒后 HBV OC DNA水平在 12、24、48、72 h 

分别减少约 29％、34％、26％、22％(P值分别为<0．01、<0．05、 
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<0．05、<0．05)(图 2C，表 2)。HepG2转染细胞48 h的Southern 

blot结果验证了上述结果(图 2D)。与单独转染线性 HBV DNA 

相比，共转染 PPARot表达载体明 增加了 HBV cc(：DNA水 

平 ，存 l2、24、48、72 h分别增加 1．73、1．59、1．74、2．71倍(均 

P<0．001)；相反，共转染 PPARc~shRNA质粒降低了 HBV c(：一 

cDNA水平 ，在 12、24、48、72 h分别降低 20％、2I％、44％、36％ 

(P值分别为<0．05、<0．05、<0．01、<0．01)(图2E，表 3)。 

线性 HBV DNA单体转染 HepG2细胞 48 h后在细胞上 

清中检测到分泌型病毒产物 HBsAg和 HBeAg．并在 72 h达 

到峰值。与单独转染线性 HBV DNA相比，共转染 PPARot表 

达质粒后 HBsAg水平在 l2、24、48、72 h分别提高 1．I5、3．27、 

籁 
也 

逛 

I】l，AR ChiP 

l 

辍 

l2 24 48 

转染时间(h) 

A．PPARa与 HBV cccDNA结合水平的 

动态变化(qRT—PCR) 

HBV OC DNA 

l2 24 48 72 

转染时间 (h) 

C．PPARet对 HBV OC DNA水平的影响 

(qRT-PCR) 

HBV cceDNA 

l2 24 48 72 

转染时问(h) 

1-4l、1．14倍(P值分别<0．0l、0．000、O．000、0．000)；相反，共转 

染 PPARct shRNA质粒后 HBsAg水平在 12、24、48、72 h分 

别降低 4％、l7％、33％ 、32％(P值分别>0．05、>0．05、0．000、 

0．000)(图2F，表 4) 与单独转染线性 HBV DNA相比，PPARa 

过表达下 HBeAg水平存 l2、24、48、72 h分别增加了 1．05、 

1．92、2．53、1．】9倍(P值分别>0．05、0．000、0．000、0．000)；相反， 

PPARot沉默后 HBeAg水平在 l2、24、48、72 h分别减少了 

l1％、30％、35％、36％(P值分别>O．05、0．000、0．000、0．000) 

(图 2G，表 5)。 

以上结果表明在 HBV瞬时感染细胞模型巾，PPARa能 

直接与HBV cccDNA结合并能捌控 HBV的复制转录。 
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2 kb 

D．PPARc~对 HBV复制巾闭体水平的影响 

(Southern blotring) 
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转染时问(h) 

E．PPARd对 HBV(：(=(：DNA水平 F．PPARa对 HBsAg水平 G．PPAR(x对 HBeAg水平 

的影nl~](qRT—PCR) 的影响(E1 ISA) 的影响(El ISA) 

a：HBV+PPARct组与HBV组比较，P<0．05；})：HBV+shPPARct绀 ‘j HBV组比较，P<O．05 

OC：HBV开环双链 DNA：DS：双链 HBV DNA 制中间体；SS：单链 HBV DNA复制中间体 

图2 PPARd与 HBV cccDNA结合并调控 HBV的复制 

Fig．2 PPAR a binds to HBV cccDNA and regulates HBV replication 
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2．3 PPARa介导 HBV cccDNA的表观遗传学修饰 

HBV cccDNA通过与组蛋白和非组蛋 白相互作用组装 

成病毒微染色体。为研究 PPARc~在HBV cccDNA表观遗传 

学 中的调控 作用 ，HepG2细胞 共转染线 性 HBV DNA和 

PPARo~表达或 shRNA载体，HBV cccDNA与组蛋白的结合 

水平及乙酰化水平进行了动态检测。结果表明，组蛋白H4 

在转染后 12 h被招募至 HBV cccDNA．并在 48 h达到高峰； 

HBV微染色体中 H3和 H4的乙酰化在转染后 12 h发生．并 

在 24 h或 48 h达到最高水平。PPARct过表达或沉默没有显 

著影响组蛋白H4与HBV cccDNA的结合．但明显上调或下 

调 了组蛋白 H3和 H4乙酰化水平。与单独转染线性 HBV 

DNA比较，共转染 PPARa表达载体后，HBV cccDNA结合的 

H3和H4乙酰化水平在 12、24、48 h分别增加了约 1．44倍 

(P<0．01)和 1．59倍 (P<O．01)、1．83倍 (P<0．001)和 1．94倍 

(P<0．001)、2．02倍 (P<0．001)和 1．97倍 (P<0．001)；相反 ， 

PPARc~shRNA分别在 12、24、48 h减少了 cccDNA结合 的 

H3和 H4乙酰化水平约 58％(P<0．001)和43％(P<0．05)、45％ 

(P<0．OO1)和 42％(P<0．001)、41％(尸<0．05)和 47％(P<0．001) 

(图3A—D，表6～表8)。PPARc~影响HBV cccDNA结合H3和 

H4乙酰化的动态变化与 PPARo~结合 HBV cccDNA及影响 

HBV复制的动态变化趋势相同，表明 PPARct参与了HBV微 

染色体重塑和HBV复制的调控。 

表 2 PPAR o【对 HBV OC DNA水平的影响及其分析比较(x± 。n=3) 

Tab．2 The effects of PPARa to HBV OC DNA level(i± 。n=3) 

注：a，HBV+PPARct组与 HBV组比较P<O．05；b：HBV+shPPARct组与 HBV组比较 P<0．05 

表 3 PPAR oc对 HBV cccDNA水平的影响及其分析比较(x4-S，n=3) 

Tab．3 The effects of PPAR a to HBV cccDNA level(x 4-S。n=3) 

注_a，HBV+PPAR~组与 HBV组比较 ，P<0．05；b：HBV+shPPARc~组与 HBV组比较，P<O．05 

表 4 PPARa对 HBsAg水平的影响及其分析比较(x4- ，n=3) 

Tab．4 The effects of PPARatoHBsAglevel(x4- ，n=3) 

注：a，HBV+PPARa组与 HBV组比较，P<0．05ib：HBV+shPPAR(x组与 HBV组比较，P<0．05 

表 5 PPARa对 HBeAg水平的影响及其分析比较(X4-$，n=3) 

Tab．5 The effects of PPARa tO HBeAg level( 4- ．n=3) 

注：a，HBV+PPARa组与 HBV组比较 ，P<0．05．b：HBV+shPPARa组与 HBV组比较，P<O．05 
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表 6 PPAR oc对 HBV微染色体中 H4水平的影响(王±S。n=3) 

Tab．6 The effects of PPARa toH4level(i±S。n=3) 

注：转染 HepG2细胞 12、24、48 h后，HBV+PPARct组与 HBV组比 

较，均 P>0．05；HBV+shPPARu组与 HBV组比较，均P>0．05 

表 7 PPAR o【对 HBV微染色体中 AcH3水平的影响 

及其分析比较 (i±s，n=3) 

Tab．7 The effects of PPARa to AcH3 level(x±S。n=3) 

注 ：a，HBV+PPARct组与 HBV组比较 ，P<O．05；b：HBV+shPPARc~组 

与 HBV组比较，P<0．05 

表 8 PPARa对 HBV微染色体中AcH4水平的影响 

及其分析比较 ( ±S，n=3) 

Tab．8 Theeffects of PPAR~toAcH4level(王±s，n--3) 

注：a，HBV+PPARa组与 HBV组比较 ，P<O．05；b：HBV+shPPARa组 

与 HBV组比较 ，P<0．05 

2．4 PPARa调控组蛋白乙酰转移酶招募至HBV cccDNA 

已有研究证明在 HBV复制期间组蛋白乙酰转移酶(如 

p300或 CBP)被募集到 cccDNA上_4ll 。另有研究表面 p300 

能直接与PPARc~相互作用[28，331。为研究PPARc~是否有助于 

p300招募至HBV cccDNA，我们用p300抗体对共转染线性 

HBV DNA、PPARc~表达或 shRNA载体的 HepG2细胞进行 

染色质免疫共沉淀．使用实时定量或半定量 PCR检测免疫 

沉淀的 cccDNA。结果表明，转染线性 HBV DNA后 12 h观 

察到 p300与 HBV cccDNA结合 ，并在 24 h达到峰值。与单 

独转染线性 HBV DNA相 比较，共转染 PPARc~表达载体后， 

在 12、24、48、72 h分别增加了 p300与 HBV cccDNA的结合 

水平约 1．52倍(尸>0．05)、3．33倍(P<0．001)、2．67倍(P<0．OO1) 

和 1．58倍 (P<0．05)；相反，共转染 PPARo~shRNA载体在 12、 

24、48、72 h分别减少了 p300与 cccDNA的结合水平约 26％ 

( ．05)、62％(P<0．01)、56％(P<0．001)和27％(P>0．05)(图4A、 

B，表9)。PPARo~对HBV cccDNA的p300招募、组蛋白乙酰 

化等的动态学改变和 PPARc~对 HBV复制水平的动态学改 

变趋势基本一致 ，表 明在 HBV复制期间 PPARc~参与p300 

招募至 HBV cccDNA。 
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图3 PPAR o(对HBV微染色体重塑的调控 
Fig．3 PPAR OC regulates HBV minichromosome remodeling 

表g PPAR 0C对 p300结合 HBV cccDNA水平的影响殛其分析比较( ± ，n=3) 

Tab．9 The effects of PPAR oc on the recruitment of p300 onto HBV cccDNA( ± 。n=3) 

注：a，HBV+PPARa组与 HBV组比较，P<0．05Ib：HBV+shPPARcL组与 HBV组比较，P<0．05 
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转染时间(h) 

a：HBV+PPARc~组与 HBV组比较 ，P<0．05； 

b：HBV+shPPARc~组与 HBV组比较，P<0．05 

A．PPARa对 p300结合 HBV cccDNA 

水平的影响(謇时定量PCR) 

p300 

Input 

IgG 

B．PPARa对 p300结合 HBV cccDNA水平的影响(半定量PCR) 

图 4 PPAR oc对 p300募集到 HBV cccDNA的调控 

Fig．4 The regulations of PPAR oc on the recruitment of p300 

onto HBV CCCDNA 

3 讨 论 

PPARs是核受体超家族的成员并且调控各种生 

物进程．特别是在能量代谢方面[11,24]。PPARc~是在肝 

脏表达的主要核受体之一【 】。近年研究表明 PPARa 

影响 HBV的转录和复制[13-141。PPARc~与其伴侣 

RXRot形成一个二聚体复合物 。PPARc~一RXRot异 

二聚体能直接结合 HBV基因组pre—C和增强子 I 

区内的 NRREs并能反式激活核心抗原和表面抗原 

的启动子f7—9 261。研究表明 PPARc~一RXRc~异二聚体 

支持更高水平的前基因组 RNA转录并且允许 HBV 

在非肝细胞中复制(这种行为由于病毒嗜性的原因 

通常是不可能的)[11,26]。配体结合是 PPARot启动复 

杂转录过程所必需的。当配体结合 PPARc~、PPARc~一 

RXRot异二聚体通过招募共激活蛋白激活转录[z71。 

对 PPARot而言，组蛋白乙酰转移酶(histone acetyl— 

transferases．HATs)已被证实是作为其重要的共激 

活因子[27-30]。已有研究表明p300能通过它N端第39— 

117位氨基酸以配体增强的方式与 PPARot相互作 

用[28,331。HATs能重塑染色质结构并促进靶基因基础 

转录装置的装配【阍。 

在本研究中．证明PPARc~能被招募至HBV CC— 

cDNA。PPARc~招募至 HBV cccDNA的时相与 HBV 

复制、HBV cccDNA微染色体中组蛋白招募及乙酰 

化的时相是相似的。同时也发现 p300招募至 HBV 

cccDNA与 PPARoL的过表达或沉默有关．它们分别 

显著增加或降低p300的募集。结果表明，PPARc~对 

HBV的复制调控可能通过直接与 HBV cccDNA结 

合并通过对组蛋白乙酰基转移酶的招募诱导病毒 

微染色体重塑而实现。尽管本研究的结果证明了 

PPARc~、p300和 HBV cccDNA之问的相互作用和影 

响。但PPARot在HBV cccDNA表观遗传学上的潜在 

调节机制仍不清楚，需要进一步研究来阐明。 

本研究中使用已被充分证明科学有效的方法 

来检测 HBV复制和 HBV微染色质重塑 ．-61。研究 

中使用的线性 HBV DNA单体转染细胞避免了除 

HBV DNA以外的其他任何碱基序列的干扰 q。此 

外，研究中使用的HBV cccDNA—ChiP技术包含了 

消除非特异性 ChIP DNA的核酸酶 ，尤其应用了 

cccDNA特异性的引物和探针 ，这些引物能够有效 

区分核内 cccDNA和胞质 HBV复制中间体 DNA， 

最大可能地减低了实验误差。 

慢性HBV感染是一个全球j生的健康问题，HBV 

DNA复制水平已被认为是肝硬化或肝癌的重要危 

险因子【”。肝细胞核内稳定的 cccDNA池为 HBV的 

复制和转录提供了持续的模板[2．3 】，目前使用的抗病 

毒药物对于 HBV cccDNA的清除均相对不敏感1 一， 

所以探索针对 HBV cccDNA的新型抗病毒药物将 

成为重要的选择 ．PPARot对 HBV cccDNA染色质 

调控的研究结果可能对发展新型抗病毒药物有一 

定的提示价值。 
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