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　　［摘要］　目的　从细胞水平评价金丝桃素（ＨＹ）的抗乙型肝炎作用，并初步探寻其药物作用靶点。方法　选择可分泌乙型

肝炎病毒的肝细胞株 ＨｅｐＧ２．２．１５为实验对象，ＨＹ为 ＨＹ组，拉米夫定（３ＴＣ）为３ＴＣ组，去离子水为空白对照组，对细胞进行分

组给药。给药７２ｈ后，采用Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印记杂交及荧光定量ＰＣＲ检测病毒 ＨＢＶＤＮＡ的复制水平；ＥＬＩＳＡ 检测 ＨＢＶ表面抗原

（ＨＢｓＡｇ）和 ＨＢＶｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）的抑制率；采用Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ与荧光定量ＰＣＲ检测ｐｇＲＮＡ的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及荧光

定量ＰＣＲ检测调控因子肝细胞核因子３（ＨＮＦ３β）、肝细胞核因子４（ＨＮＦ４α）、过氧化物酶体增殖激活受体／视黄受 Ｘ受体

（ＰＰＡＲα／ＲＸＲα）的表达水平。结果　与空白对照组相比，ＨＹ组与３ＴＣ组对 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中的 ＨＢＶＤＮＡ及 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｇ的表达有明显抑制作用（犘＜０．０５）。与空白对照组相比，ＨＹ可显著减少ｐｇＲＮＡ的表达（犘＜０．０５），而３ＴＣ无明显变化

（犘＞０．０５）。与空白对照组和３ＴＣ组相比，ＨＹ对调控因子 ＨＮＦ３β与 ＨＮＦ４α的表达有显著影响（犘＜０．０５），但对ＰＰＡＲα和

ＰＸＲα的表达无影响（犘＞０．０５）。结论　ＨＹ具有强效抗乙型肝炎病毒作用，且其可使负向调控因子 ＨＮＦ３β的表达升高并降低

正向调控因子 ＨＮＦ４α的表达。提示其药物作用靶点可能为ｐｇＲＮＡ。

［关键词］　肝炎，乙型；肝炎病毒，乙型；金丝桃素；ＤＮＡ，病毒；ｐｇＲＮＡ；肝富集转录因子
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ｏｆＨＮＦ３βａｎｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒＨＮＦ４αｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ３ＴＣｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｈｙｐｅｒｉｃｉｎ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｓｔｒｏｎｇａｎｔｉＨＢＶｅｆｆｅｃｔ，ｍｏｒｅｏｖｅｒｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒＨＮＦ３βｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｓｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｆａｃｔｏｒＨＮＦ４αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｒｏｍｐｔｉｎｇｔｈａｔｉｔｓｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｐｏｉｎｔｃｏｕｌｄｂｅｐｇＲＮＡ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ｈｙｐｅｒｉｃｉｎ；ＤＮＡ，ｖｉｒａｌ；ｐｒｅｇｅｎｏｍｉｃＲＮＡ；ｌｉｖｅｒｅｎｒｉｃｈｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

　　乙型病毒性肝炎（简称乙肝）是由乙型嗜肝 ＤＮＡ 病毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）引起的一种世界范围内的传染性疾

病，对人类健康危害重大［１］。目前，国际上应用最广泛的抗

ＨＢＶ药物是核苷类化合物，代表药物有拉米夫定（ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ，

３ＴＣ）、替比夫定（ｓｅｂｉｖｏ）等
［２］，其作用靶点为 ＨＢＶＤＮＡ聚合

酶／逆转录酶［３４］。但长期应用核苷类药物时，编码 ＨＢＶＤＮＡ

聚合酶／逆转录酶的基因区域发生点突变使酶活性部位变化而

产生病毒变异株和耐药株［５］，从而使得抗病毒效果大为下降，

因此，寻找新的抗病毒药物靶点成为乙肝研究中的重点与热

点。ＨＢＶ前体 ＲＮＡ（ｐｒｅｇｅｎｏｍｉｃＲＮＡ，ｐｇＲＮＡ）是乙肝复制

过程中的重要中间体，其表达量下调，不仅可以减少生成核衣

壳的核心蛋白的表达，更能直接减少病毒逆转录生成新的

ＨＢＶＤＮＡ
［６］。因此，ｐｇＲＮＡ是目前 ＨＢＶ复制过程中的关键

点，也是目前抗 ＨＢＶ新靶点的研究热点。
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表１　　荧光定量ＰＣＲ引物

基因 上游序列（５′３′） 下游序列（５′３′） 序列长度（ｂｐ）

ＨＢＶＤＮＡ［８］ ＴＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＡＴＧ ＣＧＴＧＣＴＧＧＴＡＧＴＴＧＡＴＧＴＴＣＣＴ １０７

ｐｇＲＮＡ
［８］ ＣＴＣＡＡＴＣＴＣＧＧＧＡＡＴＣＴＣＡＡＴＧＴ ＴＧＧＡＴＡＡＡＡＣＣＴＡＧＣＡＧＧＣＡＴＡＡＴ ２３１

ＨＮＦ３β
［９］ ＡＧＧＡＧＧＡＡＡＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＡ ＣＡＡＣＡＡＣＡＧＣＡＡＴＧＧＡＧＧＡＧ １３４

ＨＮＦ４α
［１０］ ＡＧＣＴＧＣＡＧＡＴＣＧＡＴＧＡＣＡＡＴＧＡＧ ＣＡＴＡＣＴＧＧＣＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＴＡＧ １５３

ＰＰＡＲα
［１１］ ＣＡＴＴＡＣＧＧＡＧＴＣＣＡＣＧＣＧＴ ＡＣＣＡＧＣＴＴＧＡＧＴＣＧＡＡＴＣＧＴＴ ６８

ＲＸＲα
［１２］ ＡＣＡＴＴＴＣＣＴＧＣＣＧＣＴＣＧＡＴＴ ＡＴＧＴＣＣＴＣＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣ ３０９

ＧＡＰＤＨ［１０］ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ １３８

　　金丝桃素（ｈｙｐｅｒｉｃｉｎ，ＨＹ）是贯叶连翘等 ＨＹ植物的主要

活性成分之一。本课题组的前期研究显示，ＨＹ具有强效抗

ＨＢＶ活性，但对 ＨＢＶＤＮＡ聚合酶／逆转录酶无抑制作用，而

可以明显下调ｐｇＲＮＡ表达水平，提示其药物作用靶点可能与

ｐｇＲＮＡ相关
［７］。ｐｇＲＮＡ 主要是通过肝富集转录因子（ｌｉｖｅｒ

ｅｎｒｉｃｈｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＬＥＴＦｓ）肝 细 胞 核 因 子 ３

（ＨＮＦ３），肝细胞核因子４（ＨＮＦ４），过氧化物酶体增殖激活受

体／视黄素Ｘ受体（ＰＰＡＲα／ＲＸＲα）调控。因此，本实验对 ＨＹ

抗 ＨＢＶ 作用进行验证，并在此基础上对 ＨＹ 的可能靶点

ｐｇＲＮＡ及靶点相关调控因子的表达进行了更加深入的研究。

１　材料与方法

１．１　材料　可分泌 ＨＢＶ活病毒的肝细胞株 ＨｅｐＧ２．２．１５由

武汉同济医院肝病研究所馈赠 ＨＹ（９５％，ＨＰＬＣ）购自Ｓｉｇｍａ

公司；３ＴＣ由武汉同济医院肝病研究所馈赠。高糖ＤＭＥＭ 培

养液及胎牛血清购自ＧＩＢＣＯ公司；胰酶购自碧云天公司；地高

辛标记及检测试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ；ＨＢＶ表面抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ

ｖｉｒｕｓｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｓＡｇ）和ＨＢＶｅ抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ

ｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｅＡｇ）检测试剂盒购自上海科华生物工程公司；反

转录试剂盒及ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒均购自

Ｂｉｏｒａｄ公司；ＡｘｙＰｒｅｐ液体病毒ＤＮＡ／ＲＮＡ提取试剂盒及总

ＲＮＡ小量制备试剂盒；试验所用抗体一抗及二抗体均购自

Ａｂｃａｍ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及化合物干预　将细胞以（１～２）×１０６ 接种

于１０ｃｍ培养皿中，所有细胞均使用含有１０％小牛血清的培

养基培养。细胞培养２４ｈ后，细胞分为３组，分别为空白对照

组、ＨＹ组及３ＴＣ组。去离子水加入空白对照组的细胞的培

养基中；３ＴＣ以半数有效浓度１．０μｍｏｌ／Ｌ为终浓度加入３ＴＣ

组细胞的培养基中；ＨＹ以半数有效浓度０．５μｍｏｌ／Ｌ为终浓

度加入 ＨＹ组细胞的培养基中，ＨＹ的配制与给药均在弱光条

件下进行，给药后，将 ＨＹ置于４０００Ｗ／ｍ２ 光源下照射１ｈ

后，放入３７℃，５％ＣＯ２ 的培养箱中培养。２４ｈ更换一次培养

基，７２ｈ后进行指标检测。

１．２．２　ＨＢＶＤＮＡ复制水平检测　使用 ＡｘｙＰｒｅｐ液体病毒

ＤＮＡ／ＲＮＡ小量制备试剂盒提取 ＨｅｐＧ．２．２．１５细胞培养基

中细胞分泌的 ＨＢＶＤＮＡ，具体方法如下：取２５０μＬ样品，加

入５００μＬ裂解液，振荡混匀，静置５ｍｉｎ后加入１２５μＬ蛋白

去除液，１２５μＬ蛋白沉淀液，混匀后１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，转

移入制备管中，５０００×ｇ离心１ｍｉｎ后，弃去滤液，加入７００μＬ

洗涤液，６０００×ｇ离心１ｍｉｎ，并重复洗涤１次，１２０００×ｇ离心

１ｍｉｎ，用６０μＬ去离子水洗脱。取各组所提取的ＤＮＡ样品３０

μｇ，使用Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印记杂交（Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＨＢＶＤＮＡ的

复制情况，尼龙膜转印，紫外交联，使用地高辛标记试剂盒标记

的 ＨＢＶＤＮＡ探针杂交过夜，化学发光显影。取各组ＤＮＡ样

品，使用染料法荧光定量ＰＣＲ，检测 ＨＢＶＤＮＡ复制水平，引

物列表见表１。使用Ｂｉｏｒａｄ荧光定量ＰＣＲ仪进行检测。９５

℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ；６０℃１ｍｉｎ扩增４０个循环。

１．２．３　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ

的抑制率　吸取不同药物处理后的各组细胞上清液，用

ＥＬＩＳＡ法测定细胞上清液中的 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ抗原量，具

体方法为：设置空白对照与阴性、阳性对照组各两孔，每个实验

样品设置３个复孔，每孔加入相应样品５０μＬ，除空白对照孔

外每孔加入酶结合物５０μＬ，加盖封板膜，振荡混匀，３７℃反应

１ｈ后弃反应液，５０μＬ洗液反复洗涤５次，加入显色液，加封

板膜振荡混匀，３７℃避光显色１５ｍｉｎ，显色终止后在酶标仪

４５０ｎｍ波长处进行扫描。

１．２．４　总ＲＮＡ的提取与目标 ｍＲＮＡ表达水平检测　收集

ＨｅｐＧ２．２．１５各组细胞，使用 ＡｘｙＰｒｅｐ总ＲＮＡ小量制备试剂

盒提取所收集细胞中的总ＲＮＡ，具体步骤如下。收集各组细

胞，加入４００μＬ细胞裂解液，漩涡振荡，加入１５０μＬ裂解中和

液，漩涡振荡，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液，加入２５０μＬ异

丙醇，混合均匀后转移至制备管中，６０００×ｇ离心１ｍｉｎ，弃滤

液，加入５００μＬ洗涤液，１２０００×ｇ离心１ｍｉｎ，弃去滤液，加入

５００μＬ去盐液，１２０００×ｇ离心１ｍｉｎ，重复洗涤１次后１２００×

ｇ离心１ｍｉｎ，使用１００μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅ水洗脱。取各组所提取

的总ＲＮＡ１０μｇ，进行Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印记杂交（Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ）检测

ｐｇＲＮＡ表达水平尼龙膜印迹，地高辛标记试剂盒标记的

ｐｇＲＮＡ探针杂交，化学发光显影。取各组所提取的总ＲＮＡ１

μｇ进行反转录，得到ｃＤＮＡ，使用染料法荧光定量ＰＣＲ检测

ｐｇＲＮＡ及各肝富集因子ｍＲＮＡ的表达水平进行检测，引物列

表见表１。

１．２．５　总蛋白提取及指标检测　将收集细胞使用ＲＩＰＡＬｙ

ｓｉｓＢｕｆｆｅｒ［５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．４）＋１５０ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ＋１％ＮＰ４０＋ＰＭＳＦ］进行重悬，冰上放置１０ｍｉｎ后，将

装有细胞悬液的 ＥＰ管放入液氮中反复冻融２～３次。４℃

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液。取各组所提取蛋白２０

μｇ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝富集因子 ＮＦ３β，ＨＮＦ４α，ＰＰＡＲα／

ＲＸＲα的表达水平，βａｃｔｉｎ为内参基因，聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）

膜印迹，所用抗体均购自ａｂｃａｍ公司，化学发光法显影。

１．３　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１３．０进行分析，计量
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资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＹ对 ＨＢＶＤＮＡ复制的影响　ＨＹ作用可分泌活病毒

的 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞后，对 ＨＢＶＤＮＡ的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测

表明，与空白对照组相比，ＨＹ组与３ＴＣ组 ＨＢＶＤＮＡ的表达

有明显下调），差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。荧光定量

ＰＣＲ的结果同样表明了相同的结果，见图１。

　　：犘＜０．０５，与空白对照组比较。Ａ：Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＢＶ

ＤＮＡ表达；Ｂ：荧光定量法检测 ＨＢＶＤＮＡ表达。

图１　　药物处理后各组 ＨＢＶＤＮＡ的表达变化

２．２　ＨＹ 对 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ的抑制率 　 实验同时用

ＥＬＩＳＡ法检测了各组 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ在药物处理后的表达

变化。３ＴＣ组、ＨＹ组与空白对照组相比，ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ

的抑制率均差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　ＨＹ对 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的抑制作用（狓±狊）

组别
浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＨＢｓＡｇ

抑制率（％）

ＨＢｅＡｇ

抑制率（％）

空白对照组 １．４±０．２ ２．１±０．４

３ＴＣ组 １．０ ３２．４±４．２ａ ４１．２±５．５ｂ

ＨＹ组 ０．５ ３４．６±５．１ａ ４２．７±５．２ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，ｂ：犘＜０．０５，与空白对照组比较。

２．３　ＨＹ对ｐｇＲＮＡ的表达水平的影响　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ结果

显示 ＨＹ组与３ＴＣ组及空白对照组相比，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞

株ｐｇＲＮＡ下降明显（犘＜０．０５），但３ＴＣ组及空白对照组相

比，ｐｇＲＮＡ差异无统计学意义（犘＞０．０５）。荧光定量ＰＣＲ的

结果显示与Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ一致，见图２。

　　：犘＜０．０５，与 ＨＹ组比较。Ａ：Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐｇＲＮＡ表达；

Ｂ：荧光定量法检测ｐｇＲＮＡ的表达。

图２　　给药后各组ｐｇＲＮＡ的表达变化

２．４　ＨＹ对各肝富集因子的影响　研究分别从 ｍＲＮＡ与蛋

白质水平初步探查了 ＨＹ和调控ｐｇＲＮＡ转录的几个相关的

肝富集转录因子的表达水平。ＨｅｐＧ２．２．１５细胞组的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果与荧光定量ＰＣＲ结果（图３）相同，ＨＹ组与空白对照

组相比，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞株 ＨＮＦ３β的表达明显升高（犘＜

０．０５），ＨＮＦ４α表达降低（犘＜０．０５），而ＰＰＡＲα和ＲＸＲα的表

达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；但３ＴＣ组与空白对照组相

比，４种调控因子均无明显表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

　　：犘＜０．０５，与空白对照组比较。１：空白对照组；２：３ＴＣ组；３：

ＨＹ组，βｃａｔｉｎ为内参。Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝富集因子表达；Ｂ：荧光

定量法检测肝富集因子表达。

图３　　给药后检测各组肝富集因子表达变化

３　讨　　论

　　现有的抗 ＨＢＶ药物中，主要以核苷类化合物为主，在临

床的应用过程中，耐药株与变异株的产生导致药物疗效明显下

降，所以寻找新的抗病毒药物靶点成为乙肝研究中的重点与热

点。许多研究分别从 ＨＢＶ周期中的不同阶段寻找 ＨＢＶ新靶

点。Ｋｒｅｐｓｔａｋｉｅｓ等
［１３］发现人工合成的抗脂多肽端可以结合硫

酸乙酰肝素以抑制 ＨＢＶ和 ＨＣＶ等包膜病毒进入宿主细胞。

Ｐａｒｋ等
［１４］发现ｓｈＲＮＡ可诱导 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ甲基化，从而降

低其转录活性。Ｃａｉ等
［１５］发现了可抑制 ＲＣＤＮＡ 转化成

ｃｃｃＤＮＡ的磺胺类替代物ＣＣＣ０９７５和ＣＣＣ０３４６。有研究筛

选对 ＨＢＶＤＮＡ的复制有抑制作用的ｓｉＲＮＡ，这些ｓｉＲＮＡ可

以作为未来基因治疗的备选方案［１６１７］。

在众多新靶点研究中，ｐｇＲＮＡ由于其在病毒复制中的多

重角色与关键身份成为了研究的热门。因为ｐｇＲＮＡ是乙肝

复制过程中的重要中间体，其不仅是 ＨＢｃＡｇ与 ＨＢｅＡｇ的翻

译模板，同时也是 ＨＢＶＤＮＡ的反转录模板
［１８１９］。因此，如果

ｐｇＲＮＡ表达量下调，势必会抑制 ＨＢＶＤＮＡ的复制。ｐｇＲＮＡ

长３．５×１０３，由Ｃｐ启动子转录 ＨＢＶ基因组Ｃ开放阅读框生

成，Ｃｐ启动子含有特异的ＤＮＡ结合位点，蛋白质调控因子结

合特异性与之结合可以直接调节其活性［２０］。这些蛋白质调控

因子主要有肝富集转录因子，如：ＨＮＦ３β、ＨＮＦ４α和ＰＰＡＲα／

ＲＸＲα
［２１］。现已有多篇文章报道了通过降低ｐｇＲＮＡ的表达来

抑制 ＨＢＶＤＮＡ 的表达：合成的 Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐｅｎａｍｉｄｅ衍生物

ＡＴ１３０可以通过阻碍胞内ｐｇＲＮＡ的壳体化过程
［２２］。而另一

研究发现的缺失一个ＤＮＡ结合域的小异源二聚体（ｓｍａｌｌｈｅｔ

ｅｒｏｄｉｍｅｒｐａｒｔｎｅｒ，ＳＨＰ）与Ｙｅｏ从中国台湾杉芯材中分离出的

木酚素化合物（ｈｅｌｉｏｘａｎｔｈｉｎ）则是通过影响调控Ｃｐ启动子调

控因子表达水平，降低 Ｃｐ启动子的活性来抑制ｐｇＲＮＡ 的

转录［２０，２３］。

有研究表明，ＨＹ有广泛抗包膜病毒的作用，对鼠巨细胞

病毒、艾滋病病毒、单纯疱疹病毒以及鸭乙肝病毒均有较好的

抑制作用［２４］。本课题组前期研究发现，ＨＹ对 ＨｅｐＧ２．２．１５

中的 ＨＢＶＤＮＡ的复制有明显抑制作用
［７］。但其对核苷类药

物靶点 ＨＢＶＤＮＡ聚合酶／逆转录酶无抑制作用，证明其作用

机制与核苷类药物不同［７］。此次研究结果表明，ＨＹ具有强

效抗 ＨＢＶ活性，且可引起ｐｇＲＮＡ的表达水平的降低；而３ＴＣ

组，不影响 ｐｇＲＮＡ 的表达，提示 ＨＹ 的药物靶点可能与

ｐｇＲＮＡ相关。
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ｐｇＲＮＡ是 ＨＢｓ和 ＨＢｅ蛋白的翻译模板，但众多研究已

经证实，下游产物 ＨＢｓ和 ＨＢｅ对ｐｇＲＮＡ的生成不具有调节

作用［２５］。因此ｐｇＲＮＡ的表达由上游转录部分调控。肝富集

调控因子 ＨＮＦ３β、ＨＮＦ４α和ＰＰＡＲα／ＲＸＲα等蛋白调控因子

可以与上游转录部分特定位点结合，调控ｐｇＲＮＡ的表达
［１９］。

Ｔａｎｇ等
［２６］在ＮＩＨ３Ｔ３细胞中分别共转染 ＨＢＶＤＮＡ与各肝

富集因子表达质粒实验中发现，ＨＮＦ３β对 ＨＢＶ的复制有抑

制作用而 ＨＮＦ４α和ＰＰＡＲα／ＲＸＲα对 ＨＢＶ的复制起正向调

控的作用［１９，２７］。本研究为了进一步探究 ＨＹ 如何作用于

ｐｇＲＮＡ，实验在药物干预后，检测了 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中的四

种调控因子表达水平。结果显示，ＨＹ 在肝脏细胞中能使

ｐｇＲＮＡ表达下调的肝富集因子 ＨＮＦ３β蛋白表达水平升高，

使ｐｇＲＮＡ表达上调的 ＨＮＦ４α蛋白表达水平下降。而另外两

种调控因子ＰＰＡＲα／ＲＸＲα表达无变化。这说明 ＨＹ有可能

作用于调控ｐｇＲＮＡ转录的肝富集因子 ＨＮＦ３β、ＨＮＦ４α，使其

表达水平发生变化，从而使ｐｇＲＮＡ的表达降低。

本研究对 ＨＹ抗 ＨＢＶ的靶点进行了初步的探寻，实验结

果显示其可能通过调控 ＨＮＦ３β与 ＨＮＦ４α的表达水平以抑制

ｐｇＲＮＡ的转录活性。下一步拟在非肝源细胞系中通过转染各

调控因子来研究 ＨＹ抗病毒作用机理，对这些机理的深入研

究不仅为 ＨＹ对ｐｇＲＮＡ的作用及抗病毒机制得到阐明，也为

其将来的临床应用提供实验基础。
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