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　　［摘要］　目的　建立一个基于荧光素酶报告基因系统的肝细胞核因子４α（ＨＮＦ４α）活性检测系统，筛选可调控

ＨＮＦ４α活性的小分子化合物。方法　采用亲和层析法纯化ＨＮＦ４α蛋白，行蛋白热迁移实验检测相关ＤＮＡ片段及小

分子化合物与ＨＮＦ４α蛋白的直接相互作用。分别构建含有３个拷贝和９个拷贝的犖犻狀犼狌狉犻狀１（犖犐犖犑１）基因启动子区

ＨＮＦ４α反应元件的荧光素酶报告基因质粒ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ和ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ，转染肝癌细胞，采用荧光素酶报告基因

法检测肝癌细胞内ＨＮＦ４α转录活性的改变，ｑＰＣＲ检测小分子化合物木犀草素或阿尔维林处理后肝癌细胞中ＨＮＦ４α

及下游基因的表达情况，荧光素酶报告基因法检测小分子化合物处理后细胞内ＨＮＦ４α转录活性的改变。结果　蛋白

热迁移实验证实，犖犐犖犑１基因启动子区ＨＮＦ４α的ＤＮＡ结合片段可与ＨＮＦ４α蛋白结合。在过表达犎犖犉４α的肝癌细

胞中，ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ和ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ均可检测到肝癌细胞中 ＨＮＦ４α活性的改变，且ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ较ｐＧＬ３

ＮＩＮＪ１３ｐ的检测灵敏度更高（犘＜０．０１）。木犀草素和阿尔维林与ＨＮＦ４α蛋白存在直接相互作用，分别下调和上调

ＨＮＦ４α靶基因；ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ可检测到木犀草素和阿尔维林对ＨＮＦ４α转录活性的影响。结论　利用报告基因载

体ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ成功建立了ＨＮＦ４α活性的检测系统，为筛选调控ＨＮＦ４α活性的小分子化合物等提供了基础工具。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（９）：１１１２１１１８］

　　肝细胞核因子４α（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ４α，

ＨＮＦ４α）是肝细胞核因子家族的重要成员，为核受体

型转录因子，因其可调控大量肝细胞特异基因的表

达，通常被认为是肝脏分化和功能维持的主要调控

者［１］。既往研究表明，上调ＨＮＦ４α的表达可抑制肝

脏纤维化并诱导肝癌细胞向成熟肝细胞分化，抑制其

成瘤性［２３］。其他研究还发现，ＨＮＦ４α可抑制促有丝

分裂基因的表达和ｃＭｙｃ通路的激活，并促进抑癌基

因狆２１的表达
［４５］，具有显著的抑癌作用。因此，探索

调控ＨＮＦ４α活性的小分子化合物在肝纤维化和肝癌

的治疗中具有潜在的应用价值。

ＨＮＦ４α具有保守的ＤＮＡ结合结构域和配体

结合结构域［６７］，是肝脏中含量最丰富的转录因子，

肝细胞中转录活化的基因约４０％含有ＨＮＦ４α反应

元件（ＨＮＦ４αｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＨＮＦ４αＲＥ）
［８］。

Ｃｈａｎｄｒａ等
［９］发现，ＨＮＦ４α以同源二聚体形式与其

ＤＮＡ反应元件和共激活因子衍生肽结合形成特殊

四级结构，小分子变构调节剂可通过影响该四级结

构调节ＨＮＦ４α的功能。为筛选可调控 ＨＮＦ４α活

性的小分子化合物，本研究选取 ＨＮＦ４α下游靶基

因犖犻狀犼狌狉犻狀１（犖犐犖犑１）启动子区的ＨＮＦ４α反应元

件（ＮＩＮＪ１ｐ）
［１０］，构建了含有多个拷贝ＮＩＮＪ１ｐ片

段的荧光素酶报告基因载体，并在此基础上建立了

一个ＨＮＦ４α活性检测系统，为发现用于治疗慢性

肝病的小分子药物提供工具。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　含有３个拷贝和９个拷贝

ＮＩＮＪ１ｐ片段（５′ＣＡＧＧＡＡＡＡＣＣＴＡＡＧＧＴＣＡ

ＧＧＧＡＧ３′）的ＮＩＮＪ１３ｐ和ＰＵＣＮＩＮＪ１９ｐ质粒

委托生工生物（上海）股份有限公司合成，载体构建

相关试剂购自ＴａＫａＲａ公司。双荧光素酶报告基因

检测试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

人肝癌细胞株 Ｈｕｈ７、Ｈｅｐ３Ｂ、ＰＬＣ和 ＨｅｐＧ２

由第二军医大学长征医院消化内科实验室保存，用

含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液于３７℃、５％

ＣＯ２细胞培养箱中培养，细胞培养相关试剂购自

Ｔｈｅｒｍｏ公司。实验所用 ＨＮＦ４α 腺病毒 Ａｄ

ＨＮＦ４α及对照病毒ＡｄＧＦＰ由第二军医大学长征

医 院 消 化 内 科 实 验 室 构 建。 转 染 试 剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＰＣＲ引

物由华大基因合成。

木犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ）和阿尔维林（ａｌｖｅｒｎｉｎｅ）购于

上海陶素生化科技有限公司。ＰｒｏｔｅｉｎＴｈｅｒｍａｌ

ＳｈｉｆｔＴＭＤｙｅＫｉｔ购于Ｓｉｇｍａ公司，９６孔板购于帝恩

生物科技有限公司。ＨｉｓＴｒａｐＦＦ（５ｍＬ）、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ

７５（１０／３０）购于ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。

１．２　ＨＮＦ４α蛋白纯化　原核蛋白的表达方法参考

第二军医大学长征医院消化内科实验室前期工

作［１１］，ＨＮＦ４α蛋白的相对分子质量约为５４０００。

分别取０．１、０．２、０．４μｇＨＮＦ４α蛋白行聚丙烯酰胺

凝胶电泳，考马斯亮蓝Ｒ２５０染色过夜，确定其纯度

达９０％ 以上后用于蛋白热迁移实验 （ｐｒｏｔｅｉｎ

ｔｈｅｒｍａｌｓｈｉｆｔ），在体外确证ＨＮＦ４α与ＤＮＡ片段、

小分子化合物是否存在直接相互作用。

１．３　蛋白热迁移实验　取稀释至不同终浓度的

ＨＮＦ４α蛋白（０、１．２５、２．５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）与

ＳＹＰＲＯＯｒａｎｇｅ（２×、５×、１０×、２０×）加于９６孔

ＰＣＲ板中，反应体积为２０μＬ。置于７５００ＦａｓｔＲＴ

ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ）仪器上，设置反应程序为２５℃保

温１ｍｉｎ，再以０．０５℃／ｓ的升温速率从２５℃逐渐

升至９５℃，９５℃保温１５ｓ，在此过程中每隔２０ｓ记

录１次荧光信号。所有条件均设３个复孔，在不同

条件下检测得到ＨＮＦ４α蛋白质的熔解温度（犜ｍ）。

·３１１１·
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通过上述正交实验，最终选择５μｍｏｌ／ＬＨＮＦ４α蛋

白和１０×ＳＹＰＲＯＯｒａｎｇｅ行ＨＮＦ４α与ＤＮＡ、待检

测小分子的相互作用确证实验。

１．４　荧光素酶报告基因质粒的构建　合成含有

犓狆狀Ⅰ和犅犵犾Ⅱ双酶切位点的大小为８１ｂｐ的

ＮＩＮＪ１３ｐ片段，或利用犓狆狀Ⅰ和犅犵犾Ⅱ对ｐＵＣ

ＮＩＮＪ１９ｐ质粒进行分步双酶切得到大小为２１９ｂｐ

的ＮＩＮＪ１９ｐ片段，将ＮＩＮＪ１３ｐ片段和ＮＩＮＪ１９ｐ

片段分别插入同样用犓狆狀Ⅰ和犅犵犾Ⅱ双酶切的

ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ空载质粒中，测序成功的重组质粒

命名为ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ和ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ，用于荧

光素酶报告基因法检测细胞中ＨＮＦ４α的活性。

１．５　双荧光素酶报告基因实验　肝癌细胞Ｈｕｈ７、

Ｈｅｐ３Ｂ、ＰＬＣ、ＨｅｐＧ２感染腺病毒ＡｄＨＮＦ４α或Ａｄ

ＧＦＰ过夜后，分别转染ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ、ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１

９ｐ和对照质粒ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ，共转染ｐＲＬＳＶ４０为

内参，转染４８ｈ后检测相对荧光素酶活性。

人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２共转染ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ

和ｐＲＬＳＶ４０，６～８ｈ后更换为终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ

的木犀草素或阿尔维林培液（ＤＭＥＭ＋２％胎牛血

清），以二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）处理为对照，处理２４ｈ

后，使用 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ○
Ｒ

ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ

试剂盒检测细胞内的相对荧光素酶活性

１．６　ｑＰＣＲ检测ＨＮＦ４α及下游基因的表达　按照

ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（ＴａＫａＲａ）抽提法，分别抽提２０μｍｏｌ／Ｌ

木犀草素或阿尔维林处理２４ｈ的 ＨｅｐＧ２细胞总

ＲＮＡ。使用反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）将抽提ＲＮＡ反

转录为ｃＤＮＡ。设计ＰＣＲ引物（表１），以β犪犮狋犻狀为内

参，检 测 犎犖犉４α 及 其 下 游 基 因 载 脂 蛋 白 Ｃ

（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＣⅢ，ＡＰＯＣⅢ）、对羟基苯丙酮酸双氧

化酶（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＰＤ）和

转甲状腺蛋白（ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ，ＴＴＲ）的表达。

表１　各基因的狇犘犆犚引物

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狇犘犆犚

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

β犃犮狋犻狀 ＣＡＴＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴ ＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧ

犎犖犉４α ＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡＴＧＣＣＡＧ ＡＣＡＣＧＴＣＣＣＣＡＴＣＴＧＡＡＧ

犃犘犗犆Ⅲ ＧＧＧＴＡＣＴＣＣＴＴＧＴＴＧＴＴＧＣ ＡＡＡＴＣＣＣＡＧＡＡＣＴＣＡＧＡＧＡＡＣ

犎犘犇 ＴＴＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＴＴＴＧＣＴ ＧＣＡＴＴＴＧＧＧＣＡＧＴＴＴＡＧＧＡＡ

犜犜犚 ＧＣＧＧＧＡＣＴＧＧＴＡＴＴＴＧＴＧＴＣＴＧ ＴＴＡＧＴＧＡＣＧＡＣＡＧＣＣＧＴＧＧＴＧ

　　 ＨＮＦ４α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ４α；ＡＰＯＣⅢ：ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＣ Ⅲ；ＨＰＤ：４Ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ；ＴＴＲ：

Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ

１．７　统计学处理　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６统计软

件进行绘图与数据分析。所有数据均以珔狓±狊表示，

组间比较采用配对狋ｔｅｓｔ检验。检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＮＦ４α转录活性报告基因检测系统的构建与

鉴定　纯化获得纯度达９０％以上的 ＨＮＦ４α蛋白

（图１Ａ），可用于验证ＨＮＦ４α蛋白与ＮＩＮＪ１ｐＤＮＡ

片段结合能力的蛋白热迁移实验。蛋白热迁移实验

结果显示，ＮＩＮＪ１ｐ片段可在体外与ＨＮＦ４α蛋白结

合，且结合强度具有浓度依赖性，当ＮＩＮＪ１ｐ片段

浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ时迁移温度可达２．７１℃（图

１Ｂ）。结果验证了ＮＩＮＪ１ｐ确实为ＨＮＦ４α的ＤＮＡ

反应元件。

为获得具有高灵敏度的检测细胞内ＨＮＦ４α活

性的报告基因系统，研究构建了报告基因载体

ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ和ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ（图２Ａ）。双荧

光素酶报告基因实验结果显示，犎犖犉４α过表达时，

转染ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ的ＨｅｐＧ２细胞报告基因活性

较转染ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ的对照组提高到３．５倍

（犘＜０．０５），而转染ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ的细胞报告基

因活性较对照组则提高到５５倍（犘＜０．０１，图２Ｂ）；

同样的实验条件下，ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ转染Ｈｅｐ３Ｂ细

胞的相对荧光素酶活性提高到８５倍（犘＜０．０１），而

ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ组则提高到５倍（犘＜０．０１，图

２Ｃ）；在ＰＬＣ和Ｈｕｈ７细胞中，ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ转染

细胞的检测灵敏度也均高于ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ（犘＜

０．０１或犘＜０．０５，图２Ｄ、２Ｅ）。表明增加ＨＮＦ４α反

应元件的拷贝数可提高报告基因的检测灵敏度，因

此选择ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ质粒作为检测ＨＮＦ４α活性

的报告基因质粒。

·４１１１·
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第９期．孙冰洁，等．基于报告基因系统的肝细胞核因子４α活性检测体系的建立

图１　蛋白热迁移实验确定犖犐犖犑１狆片段与犎犖犉４α的结合

犉犻犵１　犅犻狀犱犻狀犵狅犳犖犐犖犑１狆狋狅犎犖犉４α犮狅狀犳犻狉犿犲犱犫狔狋犺犲狉犿犪犾狊犺犻犳狋犪狊狊犪狔

Ａ：ＥｌｅｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆＨＮＦ４αｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂ：Ｔｈｅｒｍａｌｓｈｉｆｔａｓｓａｙｏｆ

ＨＮＦ４α．ＮＩＮＪ１：Ｎｉｎｊｕｒｉｎ１；ＨＮＦ４α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ４α；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ

图２　荧光素酶报告基因系统的构建与鉴定

犉犻犵２　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犾狌犮犻犳犲狉犪狊犲狉犲狆狅狉狋犲狉犵犲狀犲狊狔狊狋犲犿

Ａ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ；ＢＥ：ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎＨｅｐＧ２（Ｂ），

Ｈｅｐ３Ｂ（Ｃ），ＰＬＣ （Ｄ）ａｎｄＨｕｈ７（Ｅ）ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ，ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐｏｒｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＮＩＮＪ１：

Ｎｉｎｊｕｒｉｎ１；ＨＮＦ４α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ４α；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．犘＜０．０５，犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊

２．２　木犀草素和阿尔维林与ＨＮＦ４α的结合及对

ＨＮＦ４α下游基因的调控作用　蛋白热迁移实验结

果显示，２００μｍｏｌ／Ｌ的木犀草素可使ＨＮＦ４α蛋白

的犜ｍ迁移达４．８５℃（图３Ａ）；而阿尔维林浓度为

４００μｍｏｌ／Ｌ时，犜ｍ正向迁移１．９７℃（图３Ｂ），表明

木犀草素和阿尔维林均可与 ＨＮＦ４α蛋白直接结

·５１１１·
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合。进一步检测木犀草素和阿尔维林对ＨＮＦ４α及

其下游基因表达的影响，将ＤＭＳＯ处理的对照组的

值标准化为１，可见木犀草素处理细胞的犎犖犉４α表

达无明显变化，而其下游基因犃犘犗犆Ⅲ、犎犘犇、犜犜犚

的表达均下调（犘＜０．０５或犘＜０．０１；图３Ｃ）。阿尔

维林处理细胞后，犎犖犉４α基因的表达较对照组差

异无统计学意义，而犃犘犗犆Ⅲ、犎犘犇、犜犜犚基因的

表达均上调（犘＜０．０５，图３Ｄ），说明木犀草素和阿尔

维林分别为ＨＮＦ４α的抑制剂和激活剂。

图３　木犀草素和阿尔维林与犎犖犉４α的结合

及对犎犖犉４α下游基因的调控

犉犻犵３　犐狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狅犳犎犖犉４α狑犻狋犺犾狌狋犲狅犾犻狀犪狀犱犪犾狏犲狉狀犻狀犲

犪狀犱犻狋狊狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犎犖犉４α犱狅狑狀狊狋狉犲犪犿犵犲狀犲狊

Ａ：ＴｈｅｒｍａｌｓｈｉｆｔａｓｓａｙｏｆＨＮＦ４αｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙｌｕｔｅｏｌｉｎ；Ｂ：

ＴｈｅｒｍａｌｓｈｉｆｔａｓｓａｙｏｆＨＮＦ４αｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙａｌｖｅｒｎｉｎｅ；Ｃ，Ｄ：

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犎犖犉４αｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ｌｕｔｅｏｌｉｎ（Ｃ）ｏｒａｌｖｅｒｉｎｅ（Ｄ）．Ｔｈｅｒｅｄｌｉｎｅｍｅａｎｓｓｔａｎｄａｒｄｉｚｉｎｇｔｈｅ

ＤＭＳＯｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｔｏ１．ＨＮＦ４α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ４α；

ＡＰＯＣⅢ：ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＣ Ⅲ；ＨＰＤ：４Ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ

ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ；ＴＴＲ：Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ．

犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　ＨＮＦ４α转录活性报告基因检测系统的小分子

化合物验证　利用木犀草素和阿尔维林验证ｐＧＬ３

ＮＩＮＪ１９ｐ是否可检测到小分子化合物对ＨＮＦ４α转

录活性的调控。结果显示，在利用腺病毒过表达

犎犖犉４α的ＨｅｐＧ２细胞中转染ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ后，

２０μｍｏｌ／Ｌ木犀草素可使报告基因活性下降４０％

（犘＜０．０５，图４Ａ）；而２０μｍｏｌ／Ｌ阿尔维林则可使

细胞中报告基因的活性提高６０％（犘＜０．０５，图

４Ａ）。此外，在ＨｅｐＧ２细胞株中，ＤＭＳＯ、木犀草素

和阿尔维林处理后，转染ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ的细胞报

告基因活性较转染对照质粒的细胞升高（犘＜０．０５，

图４Ｂ）。比较转染ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ的各组细胞报

告基因活性发现，与对照组相比木犀草素处理组

ＨＮＦ４α的活性降低（犘＜０．０５），而阿尔维林处理组

ＨＮＦ４α的活性升高（犘＜０．０５，图４Ｂ），表明报告基

因载体ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ可灵敏地检测小分子化合

物对ＨＮＦ４α的活性影响。

图４　利用犎犖犉４α抑制剂和激活剂验证

犎犖犉４α活性检测系统

犉犻犵４　犞犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅犳狊犮狉犲犲狀狊狔狊狋犲犿狅犳犎犖犉４α犪犮狋犻狏犻狋狔

犫狔犻狀犺犻犫犻狋狅狉犪狀犱犪犮狋犻狏犪狋狅狉狅犳犎犖犉４α

Ａ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＨＮＦ４αｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０

μｍｏｌ／Ｌｌｕｔｅｏｌｉｎｏｒ２０μｍｏｌ／Ｌａｌｖｅｒｉｎｅｆｏｒ２４ｈ；Ｂ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒｏｒｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄ

ｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／Ｌｌｕｔｅｏｌｉｎｏｒ２０μｍｏｌ／Ｌａｌｖｅｒｉｎｅｆｏｒ２４ｈ．ＨＮＦ４α：

Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ４α；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ；ＮＩＮＪ１：

Ｎｉｎｊｕｒｉｎ１．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＨＮＦ４α为高度保守的配体依赖型核受体蛋

白［１］，通过同源二聚体的形式与多种参与调控肝脏

功能的下游靶基因启动子结合并发挥作用，包括脂

质转运、葡萄糖代谢、脂肪酸代谢、尿素生成、蛋白合

成等相关分子；近期大量研究显示，ＨＮＦ４α在调控

参与药物代谢基因的过程中也起到重要作用［１２１６］，

表明ＨＮＦ４α是维持肝脏功能的重要转录因子。同

时，我们和其他研究者的工作也证实，在肝纤维化和

·６１１１·
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第９期．孙冰洁，等．基于报告基因系统的肝细胞核因子４α活性检测体系的建立

肝癌中ＨＮＦ４α的表达或活性下降
［２３］，从而发现调

控ＨＮＦ４α活性的方法，为肝纤维化或肝癌治疗提

供了新策略。

ＨＮＦ４α早期因其无明确的配体而被认为是孤

儿核受体 （ｏｒｐｈａｎｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒ）。但 Ｈｅｒｔｚ

等［１７］研究表明，脂肪酸可作为配体与ＨＮＦ４α结合，

并认为脂肪酸对 ＨＮＦ４α的调控取决于脂肪酰基

ＣｏＡ硫酯的链长和配体的饱和程度，但这一发现缺

乏具体的结构证据。Ｙｕａｎ等
［１８］利用亲和分离层析

法证明亚油酸（ｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ）可作为ＨＮＦ４α的内源

性可逆结合配体，但对 ＨＮＦ４α的转录激活无明显

作用。此外，有文献报道某些临床药物可调控

ＨＮＦ４α的活性，如Ｌｅｅ等
［１９］在筛选逆转脂肪酸棕

榈酸酯对人胰岛素启动子活性抑制作用的化合物

时，发现阿尔维林是ＨＮＦ４α的潜在激活剂，但其影

响ＨＮＦ４α活性的机制及两者的结合情况均不明

确。此外，有研究报道木犀草素可与 ＨＮＦ４α的配

体结构域结合，是ＨＮＦ４α的抑制剂
［２０］，但这些药物

在临床上存在难吸收和心脑血管不良反应等缺点。

近年来，研究人员在利用胰岛细胞筛选人胰岛素启

动子的调控效应物时，获得了调控 ＨＮＦ４α活性的

异咪唑类化合物ＢＩ６０１５
［２１］等小分子化合物，虽然其

对肝细胞的作用尚不明确，但这一利用 ＨＮＦ４α下

游基因启动子筛选化合物的方法为我们构建肝细胞

中调节ＨＮＦ４α活性的小分子化合物提供了支持。

犖犐犖犑１基因是Ｂｏｌｏｔｉｎ等
［１０］发现的ＨＮＦ４α直接靶

基因，其启动子序列同时满足以下３个条件：具有

ＨＮＦ４α结合位点（由ＰＢＭ／ＳＶＭ检索获得）；在体

内与ＨＮＦ４α结合（ＣｈＩＰ分析证实）；当 ＨＮＦ４α表

达下调时其表达量也降低（ＲＮＡ干扰实验证实）。

他们的研究表明，其他 ＨＮＦ４α调控的下游基因大

多只满足以上３个条件中的１～２个。因此利用

犖犐犖犑１启动子序列建立的筛选系统能更直接反映

肝细胞ＨＮＦ４α的活性。

本研究通过报告基因实验比较了报告基因质粒

ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ和ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ检测肝癌细胞

内ＨＮＦ４α活性的灵敏度，发现ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ相

比ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１３ｐ具有更高的检测灵敏度，表明

ＨＮＦ４α反应元件拷贝数的增加可提高报告基因系

统的灵敏度。蛋白热迁移实验是筛选与蛋白发生直

接结合的小分子的高通量技术，当蛋白被加热时，荧

光染料ＳＹＰＲＯＯｒａｎｇｅ可与蛋白结构中暴露的疏

水域结合并产生荧光，进而获得蛋白的熔解温度

（犜ｍ）。若小分子能够结合蛋白并影响蛋白的热稳

定性，则蛋白的犜ｍ 将会发生迁移，通过监测犜ｍ 的

改变便可判断小分子在体外是否能与蛋白相互结

合。本研究利用该技术进一步明确了木犀草素和阿

尔维林与 ＨＮＦ４α蛋白的结合，同时发现ｐＧＬ３

ＮＩＮＪ１９ｐ能灵敏地检测出木犀草素和阿尔维林处

理后ＨｅｐＧ２细胞中ＨＮＦ４α的转录活性变化，表明

ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ可用于通过高通量筛选所获得的

小分子化合物对 ＨＮＦ４α转录活性影响的复筛研

究。此外，ｐＧＬ３ＮＩＮＪ１９ｐ可灵敏检测出 ＨＮＦ４α

表达量的改变，表明该系统还可用于筛选调控

ＨＮＦ４α表达的小分子化合物。

综上，本研究建立了一种基于报告基因系统检

测小分子化合物调控 ＨＮＦ４α转录活性的实验方

法，有望用于筛选调控 ＨＮＦ４α表达或转录活性的

小分子化合物，为基于调控 ＨＮＦ４α活性的肝纤维

化和肝癌治疗候选药物的筛选提供有效工具。
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