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NIRF对HBV复制的影响及其对组蛋白H3
乙酰化水平的修饰
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(1重庆医科大学细胞生物学遗传学教研室, 重庆 400016; 
2重庆医科大学临床检验诊断中心教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      为研究NIRF(Np95/ICBP-90 like RING finger protein)对乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)的复制以及与乙型肝炎病毒共价环状闭合DNA(HBV cccDNA)结合的组蛋白H3乙酰化的影

响, 采用脂质体转染将pGEM-HBV1.3+pFLAG、pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF、pGEM-HBV1.3
质粒分别转入HepG2细胞, Western blot检测NIRF蛋白的表达, 用ELISA结合RT-PCR检测HBsAg、
HBeAg以及HBV cccDNA的量并同时说明HBV在细胞内是完成完整复制表达的, 采用染色质免疫

共沉淀(ChIP)的方法检测与HBV cccDNA结合的组蛋白H3以及H3乙酰化水平的动态变化。结果

显示, NIRF蛋白下调HBV标志物HBeAg、HBsAg的分泌以及HBV cccDNA的表达, 表明其对HBV
复制具有抑制作用; 组蛋白H3及乙酰化的组蛋白H3都与HBV cccDNA的动态变化水平呈现相似的

平行性, 而NIRF蛋白也明显抑制组蛋白H3的表达水平和乙酰化水平。结论证实NIRF不仅能抑制

HBV在肝癌细胞中的复制, 而且能下调与HBV cccDNA结合的组蛋白H3和乙酰化组蛋白H3的表

达。期待NIRF能为后续的HBV致病机理、HBV复制表观遗传学水平研究及有效抗病毒药物的研

究与开发提供理论上的支持与帮助。
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The Effect of NIRF on the Acetylation Status of HBV
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Abstract        To determine the effect of NIRF protein (Np95/ICBP-90 like RING finger protein) on the rep-
lication of HBV and the acetylation of cccDNA-bound H3 histone at various times after transient transfection of 
linear HBV DNA into human hepatoma HepG2 cells. HepG2 cells were infected with GEM-HBV1.3+pFLAG、

pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF、pGEM-HBV1.3 plasmids. The secretion of HBsAg and HBeAg in the cultural 
supernatants of the transfected cells was detected by ELISA. The expression of HBV mRNA and NIRF protein was 
examined by RT-PCR and Western blot, respectively. Finally the levels of the HBV cccDNA-bound H3 histone and 
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the acetylated H3 histone were identified by ChIP (Chromatin Immunoprecipitation). Our results demonstrated that 
the acetylation of cccDNA-bound H3 histone was associated with the level of HBV replication. NIRF can inhibit 
the levels of cccDNA-bound H3 and acetylated H3 in HepG2 cells, which may play roles in a better understanding 
of the mechanisms of HBV and confirm new therapeutic strategies against hepatitis B virus.

Key  words       hepatitis B virus; NIRF; H3 histone; acetylation

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世

界第五大恶性肿瘤, 我国肝癌患者占全世界肝癌

患者的比例达到55%[1-2]。研究表明, 乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)感染是肝脏疾病和肝脏肿瘤

的主要病因之一, HBV感染对人类健康造成如此巨

大的危害, 是全世界尤其是我国急需解决的重大科

学和社会问题[3]。

NIRF(Np95/ICBP-90 like RING finger protein)
的分子结构类似于人ICBP90和鼠NP95蛋白, 是2002
年新发现的一种定位于人类染色体3p23-24.1的蛋

白[4], 全长由802个氨基酸残基组成, 包含NIRF_N、

Tudor、PHD、SRA/YDG和RING-finger五个结构域

和一个Rb结合位点[5-6]。HBV是嗜肝DNA病毒家族

的溶原性病毒, 基因组呈松弛环状双链结构, 具有特

别的复制属性[7]。目前的研究表明, HBV中存在类

似真核细胞染色质样的结构, HBV在复制过程中产

生共价环状闭合DNA(cccDNA), 细胞核中cccDNA
和组蛋白以及非组蛋白共同组成了病毒微染色体, 
即HBV复制中间体[8-9]。而基于DNA序列改变的染

色质重塑是一种非常重要的细胞调控机制, 其参与

了基因的转录调控, 其中蛋白质修饰是极其重要的

一种表现形式。已有研究表明, NIRF蛋白能与去乙

酰化酶结合参与病毒组蛋白修饰[10]。并且在本实验

室之前的研究中已经证实, NIRF能与乙肝病毒核心

蛋白(hepatitis B virus core protein, HBc)相互结合并

导致HBc的泛素化降解[11]。NIRF的这一特性是否会

影响到HBV病毒在宿主体内的包装、成熟, 通过参

与HBV cccDNA组蛋白H3的修饰作用调节HBV复制

即是本研究所要探讨的主要内容。在此基础上, 我
们希望能对病毒微染色体参与HBV复制调控有更进

一步的了解, 期待为后续的HBV致病机理以及治疗

药物的研究与开发提供理论帮助。

1   材料与方法
1.1   质粒

pCMV-3xFlag-NIRF质粒、带有完整HBV基因

组的pGEM-HBV1.3质粒为本实验室构建并保存, 人
肝癌细胞HepG2细胞株为本实验室冻存。 
1.2   细胞培养、转染和收获

HepG2细 胞 用 含10 %胎 牛 血 清(Hyclone)的
DMEM培养基(Gibco公司)进行常规培养。细胞转

染时, 将HepG2细胞按80%的融合度分别接种于6孔
板中, 待细胞贴壁后, 按照Lipofectamine 2000(Invi-
trogen公司)说明书分别加入2 μL pGEM-HBV1.3、
2 μL pGEM-HBV1.3+pFLAG、2 μL pGEM-HBV1.3 
+pFLAG-NIRF对HepG2细胞进行转染或共转染, 转
染48 h后收获细胞。收获细胞时, 用预冷的PBS缓冲

液清洗3次, 再用细胞铲轻轻刮下贴壁的细胞离心洗

涤后加入含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液, 于4 °C
裂解30 min, 14 000 r/min离心15 min, 收集上清, 待
用。

1.3   Western blot 
 取样品行SDS-PAGE后, 用电转移装置将蛋白

质转移至PVDF膜上, 用含5%脱脂牛奶的TBST溶液

室温孵育1 h, 滴加相应的β-actin抗体(碧云天生物技

术研究所)、FLAG抗体(碧云天生物技术研究所), 于
4 °C封闭过夜。TBST洗8 min×3次, 加入HRP标记

的山羊抗小鼠IgG抗体(1:1 000, 北京鼎国昌盛生物

技术有限公司), 室温下孵育1 h, TBST洗8 min×5次, 
ECL法显影。

1.4   ELISA检测

分别在转染后12, 24, 48, 72 h收集6孔板的细

胞培养上清液, 用ELISA检测细胞上清中HBsAg和
HBeAg的水平。依照试剂盒(上海科华生物技术有

限公司)操作说明: 于反应孔分别加入50 μL待测样

品、阴性对照样品和阳性对照样品, 加入50 μL酶标

二抗混匀, 37 °C孵育30 min, 洗板5次, 依次加入显色

液A液、B液各50 μL, 混匀后37 °C孵育15 min, 加入

终止液50 μL, 酶联仪450 nm波长条件下测量D值。

1.5   荧光定量PCR
用Plasmid-safe DNase(Epicentre公司)处理HepG2

细胞以消除开环HBV DNA以及单链DNA, 提高HBV 
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cccDNA荧光定量的灵敏性。基因引物合成由上

海生工生物工程有限公司完成, HBV上游引物: 5′-
CTC CCC GTC TGT GCC TTC T-3′, 下游引物: 5′-
GCC CCA AAG CCA CCC AAG-3′; 探 针: 5′-GTT 
CAC GGT GGT CTC CAT GCA ACG T-FAM-3′和5′-
ROX-AGG TGA AGC GAA GTG CAC ACG GAC 
C-PO4-3′。以上述引物和探针进行PCR扩增, 条件为: 
95 °C预变性30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 31 s, 共40个循环。

1.6   染色质免疫共沉淀

1.6.1   细胞核质分离以及超声波破碎      用pGEM-
HBV1.3作为对照组、pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF
作为实验组转染细胞, 分别于转染后12, 24, 48, 72 h
取出细胞培养板, 加入甲醛至最终浓度为1%, 37 °C
孵育8 min, 加入甘氨酸至最终浓度为0.125 mol/L, 
室温放置5 min终止交联。室温下放置5 min后弃去培

养基, 用预冷的PBS溶液(含有蛋白酶抑制剂)清洗2次
并将细胞刮下移入离心管中, 4 °C离心机3 000 r/min 
离心5 min收集细胞, 加入SDS Lysis Buffer冰上裂

解15 min后进行超声破碎(条件: VCX750, 30%功率, 
4.5 s冲击, 9 s间隙, 共8次), 获得200-400 bp的目的片

段。

1.6.2   非特异性抗体的清除以及免疫共沉淀      取
超声剪切的染色质200 μg, 加入70 mL Protein A, 4 °C
颠转过夜, 将上述样品摇床1 h后, 2 500 r/min、4 °C
离心5 min。取上清, 各留取20 μL样品做为input。
分别加入乙酰化H3组蛋白特异性抗体、H3组蛋白

特异性抗体(Millipore公司)以及相应的阴性IgG作为

对照, 4 °C颠转过夜后加入Protein A(Millipore公司), 
4 °C颠转2 h后, 4 °C、2 500 r/min离心5 min, 除去上

清。加入预冷的ChIP缓冲液, 颠转3 min, 按上述方

法收集凝胶磁珠3次。依次用高盐洗涤液、氯化锂

洗涤液、TE洗涤液清洗, 除去上清。清洗完毕后开始

洗脱, 每管加入250 μL洗脱buffer, 室温下颠转15 min, 
静置离心后, 收集上清。重复洗涤1次。最终的洗

脱液为每管500 μL。每管中加入NaCl至最终浓度

为0.2 mol/L解交联。

1.6.3   PCR检测      解交联结束后, 分离纯化DNA, 每
管加入1 μL RNase A(MBI), 37 °C孵育1 h后加入10 μL 
0.5 mol/L EDTA、20 μL 1 mol/L Tris-HCl(pH6.5), 2 μL 
10 mg/mL蛋白酶K。于45 °C处理2 h。设计HBV 
cccDNA特异性引物P23、P24(上海生工生物工程有

限公司)以及Taqman探针, 收集产物进行PCR扩增, 

条件为: 94 °C 30 s; 55 °C 30 s, 72 °C 30 s, 共35个循

环。 
1.7   统计学分析

所有数据采用均值±标准差(SD)的表示方法, 
采用SPSS12.0统计分析软件进行统计学分析, 显著

性分析采用独立样本t检验, P<0.05表示统计结果有

显著性差异。

2   结果
2.1   建立NIRF表达的HepG2细胞模型

为了探究在HepG2细胞中NIRF对HBV的影响, 首
先 将pGEM-HBV1.3、pGEM-HBV1.3+pFLAG、pGEM- 
HBV1.3+pFLAG-NIRF三组质粒分别通过脂质体转

染HepG2细胞, 转染3 d后收获细胞, 提取蛋白。用

Western blot检测NIRF蛋白的表达情况。结果如图1
所示, 转染了pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF的HepG2
细胞中NIRF蛋白的表达有明显上升。

HepG2中转染和共转染入相应质粒, 于转染3天后收获细胞, 用FLAG
特异性抗体和β-actin抗体进行Western blot, 检测对照组和实验组的

相关蛋白的表达。

HepG2 cells were transfected or co-transfected with the specific plasmid 
as the graph showed. The cells were harvested for three days. Western 
blot was performed with FLAG antibody while β-actin was used as the 
loading control. 

图1  Western blot检测各组细胞中NIRF蛋白的表达

Fig.1  The expression of NIRF protein in different groups 
detected by Western blot
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2.2   NIRF蛋白影响HBV病毒蛋白标志物HBeAg
和HBsAg的分泌

按照上述方法转染质粒后, 分别于转染后12, 
24, 48, 72 h收集细胞上清液, 用ELISA检测HBeAg、
HBsAg的表达情况, 结果显示(图2), 虽然对照组和
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实验组都是在第72 h出现最大D值, 但转染pGEM-
HBV1.3+pFLAG-NIRF的细胞D450值较其他各组有

明显降低(P<0.05)。
2.3   NIRF蛋白抑制HBV cccDNA的复制水平

转染质粒后, 分别于12, 24, 48, 72 h取细胞上清

液后进行荧光定量PCR检测HBV cccDNA的表达水

平。结果显示(图3), 转染pGEM-HBV1.3组的cccD-
NA表达水平明显高于转染pGEM-HBV1.3+pFLAG-
NIRF质粒的实验处理组(P<0.05), 并且两组细胞中

HBV cccDNA的表达水平都是在第48 h达到高峰, 随
着时间的延长, 在72 h有所下降。

2.4   NIRF蛋白影响HBV cccDNA组蛋白H3的乙

酰化水平

转染质粒后, 分别于12, 24, 48, 72 h收集细胞

进行染色质免疫共沉淀。结果显示, 共转染pGEM-
HBV1.3+pFLAG-NIRF质粒的实验处理组的乙酰

化水平低于转染pGEM-HBV1.3的对照组, 与HBV 
cccDNA结合的组蛋白H3的表达水平和被修饰后的

组蛋白H3乙酰化水平在各个转染时间点都有所不

同, 并且两组都是在48 h达到高峰, 72 h开始有所下

降(图4)。这一现象说明, NIRF蛋白抑制了组蛋白H3
的乙酰化水平, 同时, HBV cccDNA的复制水平的变

化与组蛋白H3的乙酰化水平的动态变化存在一定

的平行关系。

3   讨论
已有文献表明, NIRF蛋白具有自身泛素化功

能, 是HBc的一个E3连接酶(E3 ligase), 通过宿主细

胞的泛素化系统对HBc蛋白进行修饰从而影响HBV 
DNA的复制[12]。本文采用脂质体转染法, 将包含

HBV线性全长DNA的质粒和NIRF质粒共同瞬时转

入HepG2细胞内, 线性HBV DNA可以自我环化后

作为cccDNA的模板启动细胞中的病毒复制过程并

且有效地分泌抗原。文章通过ELISA、特异性探
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HepG2细胞中分别转染pGEM-HBV1.3、pGEM-HBV1.3+pFLAG、pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF。A: ELISA检测对照组、实验组相应质粒转

染后12, 24, 48, 72 h HepG2细胞中HBsAg的变化情况; B: ELISA检测对照组、实验组相应质粒转染后12, 24, 48, 72 h HepG2细胞中HBeAg的变

化情况。n=3。*P<0.05。
HepG2 cells were co-transfected with pGEM-HBV1.3, pGEM-HBV1.3+pFLAG, pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF. A: the HBsAg levels in HepG2 cells 
transfected with plasmid at 12, 24, 48, 72 h were detected by ELISA; B: the HBeAg levels in HepG2 cells transfected with plasmid at 12, 24, 48, 72 h 
were detected by ELISA. n=3. *P<0.05.

图2  转染后各个时间点HBsAg、HBeAg水平的ELISA检测

Fig.2  Detection of HBsAg and HBeAg by ELISA at different time points after transfection 

Real-time PCR检测HBV转染后12, 24, 48, 72 h HepG2细胞核中HBV 
cccDNA拷贝数的变化情况。*P<0.05。
Real-time PCR quantification of HBV cccDNA levels in HepG2 cells 
transfected with HBV at 12, 24, 48, 72 h post-transfection. *P<0.05. 

图3  各个时间段NIRF对细胞核HBV cccDNA
动态水平的影响

Fig.3  Quantification of HBV cccDNA expression affected by 
NIRF by Real-time PCR
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针Real-time PCR技术检测在不同时间点HBV特殊

标志物HBeAg、HBsAg的分泌量及细胞核内HBV 
cccDNA的动态水平, 证实了NIRF抑制HBV复制的

作用, 更发现其随时间变化的作用趋势。继而结合

染色质免疫共沉淀技术着重研究了NIRF蛋白对参

与组蛋白修饰的H3乙酰化水平的抑制, 以及HBV 
cccDNA的动态变化与组蛋白H3及乙酰化的组蛋白

H3的表达变化之间平行的变化趋势。

HBV cccDNA是HBV复制的中间体, 是HBV 
mRNA和前基因组RNA的合成模板, 也是HBV持续

感染的关键因素, 最终决定了HBV的复制效率[13]。

而在与HBV复制相关的微型染色体修饰中, 组蛋白

H3的乙酰化又是起重要作用的。组蛋白乙酰化主

要发生在H3、H4的N-端比较保守的赖氨酸位置上, 
是由组蛋白乙酰化酶(histone acetyltransferase, HAT)
和组蛋白去乙酰化酶(histone deacetylases, HDAC)协

调进行的[14]。cccDNA的活性在体内和体外均受到

如组蛋白H3乙酰化状态改变的调控, 进而影响其转

录和HBV的复制[15]。我们的结果显示, HBV cccD-
NA的复制水平与组蛋白H3、组蛋白H3的乙酰化水

平动态变化有相同的变化趋势, 都是在48 h达到最

大值, 在72 h有所下降。在表观遗传学水平上探讨

NIRF蛋白抑制HBV复制的机理, 发现NIRF蛋白极

有可能通过下调与HBV cccDNA结合的组蛋白H3、
乙酰化的组蛋白H3的表达水平, 通过调节组蛋白对

HBV的修饰作用来抑制HBV复制。现有文献证实, 
组蛋白的乙酰化和去乙酰化是基因表达调控的一种

非常重要和普遍的方式[16-17]。我们的实验结果也证

实, HBV cccDNA的活性在细胞内受到表观遗传学

如组蛋白H3乙酰化状态改变的调控, 进而影响其转

录和HBV复制。我们发现, NIRF对组蛋白乙酰化水

平的影响为NIRF在染色质水平上调节HBV复制机

HepG2细胞中分别转染pGEM-HBV1.3和pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF。A: 用抗组蛋白H3抗体以及阴性对照抗体对只转染pGEM-HBV1.3的对

照组(左)和共转染pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF的实验组(右)的HepG2细胞进行12, 24, 48, 72 h四个时间点的ChIP分析; B: 用抗乙酰化组蛋白

H3抗体以及阴性对照抗体对只转染pGEM-HBV1.3的对照组(左)和共转染pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF的实验组(右)的HepG2细胞进行12, 24, 
48, 72 h四个时间点的ChIP分析。

HepG2 cells were transfected with pGEM-HBV1.3 and pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF, respectively. A: ChIP assay was performed on pGEM-HBV1.3 

transfected cells by using negative antibody (left panel) and pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF transfected cells by using antibody specific to H3 (right 
panel) at 12, 24, 48, 72 h post-transfection; B: ChIP assay was performed on pGEM-HBV1.3 transfected cells by using negative antibody (left panel) 
and pGEM-HBV1.3+pFLAG-NIRF transfected cells by using antibody specific to H3 (right panel) at 12, 24, 48, 72 h post-transfection.

图4  各组不同时间段HBV cccDNA结合的H3及乙酰化H3的表达水平

Fig.4  The expression of HBV cccDNA-bound H3 and the acetylation status of cccDNA-bound H3 at different time points
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理研究提供了新的思路, 极有可能是NIRF蛋白影响

HBV病毒复制的另一途径。在后续实验进程中, 我
们将更进一步研究NIRF对其他组蛋白如组蛋白H4
乙酰化水平的影响。组蛋白的修饰并不是单一作用

的, 甲基化、磷酸化、乙酰化之间存在着一定的抑

制或协同作用。探讨NIRF是否通过影响其他几种

组蛋白修饰方式调节HBV复制, 为研究NIRF在HBV
复制过程中调节H3、H4组蛋白的修饰作用提供了

基础。

总之, 我们的研究结果在表观遗传学水平上为

NIRF以cccDNA为靶点的抗病毒治疗以及探讨乙肝

病毒复制调控规律提供了理论和实验依据。
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