
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）!!#"&(!#")

瞬时转染和稳定转染对 !"#$抑制乙型肝炎病毒 %基因表达的影响

刘家云!，李庆霞$，黄红艳$，马龙洋$，鲍* 炜!，贾林涛$，薛采芳+，刘* 军+，王成济$，杨安钢!，$

（第四军医大学基础部：! 免疫学教研室，$生物化学与分子生物学教研室，+病原生物学教研室，陕西 西安 %!""++

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$"")#!$#$+；* 修回日期：$""’#"+#!!

基金项目：国家重点基础研究发展规划“&%+”基金（$""),-’!..")）；国

家高技术研究发展计划“.(+”基金（$""!//$!%!"!）

通讯作者：杨安钢0 1230（"$&）.++%)’$. 456730 6896:8; <55=0 2>=0 ?:

作者简介：刘家云（!&%!#），男（汉族），云南省宜良县人0 博士生（导师

杨安钢）0 1230（"$&）.++%)’+!* 456730 @769=:; <55=0 2>=0 ?:

&’’()* +’ *,-./$(.* -.0 /*-12( *,-./’()3
*$+. +. $.4$1$*$+. +’ 4(5-*$*$/ 6 7$,8/ %
9(.( (:5,(//$+. 1; !"# $.*(,’(,(.)(
!"# $%&’()*!，!" +%*,’-%&$，.#/01 .2*,’(&*$，3/ !2*,’
(&*,$，4/5 67%!，$"/ !%*’8&2$，-#9 :&%’;&*,+，!"# $)*+，
6/01 :<7*,’$%$，(/01 /*’1&*,!，$

!A2B6CD52:D E< F55=:E3E89，$A2B6CD52:D E< -7E?G257HDC9 6:>
IE32?=36C -7E3E89，+A2B6CD52:D E< 4D7E3E89，J?GEE3 E< -6H7? I2>#
7?7:2，KE=CDG I737D6C9 I2>7?63 L:7M2CH7D9，N7O6: %!""++，,G7:6

【#1/*,-)*】#<=：!" #"$%&’(#& )*+,-. /0#&"’% 01)’0%%2$3
%4"’& 2$&0’50’2$3 .67%（ %2.67）&8’30&2$3 40)8&2&2% 9 /2’(%
（:9;）* 30$0 %0<(0$#0 8$= &" 0/8>(8&0 &40 0550#& "5 &’8$?
%20$& 8$= %&8@>0 &’8$%50#&2"$ "$ &40 2$42@2&2"$ "5 40)8&2&2% 9
/2’(% 30$0 01)’0%%2"$ 2$ $A $A !’ #0>>% @B .67 2$&0’50’0$#0A
=&>?@A%：98%0= "$ &40 %0<(0$#0 "5 :9; 2$ $A $A !’
#0>>%，&C" %0<(0$#0% &8’30&2$3 :9; * 30$0 C0’0 =0%23$0=
8$= #>"$0= 2$&" %2.67% 01)’0%%2"$ /0#&"’ )*+,-.A !40
#"$%&’(#&0= )>8%D2=% C0’0 &’8$%20$&>B 8$= %&8@>B &’8$%50#&0=
2$&" $A $A !’ #0>>% ’0%)0#&2/0>BA !40 :9%73 8$= :9073 2$ &40
%()0’$8&8$& "5 &40 &’8$%50#&0= #0>>% C0’0 8%%8B0= C2&4 7@?
@"&& E-F7 G2&% 8$= :9; D.67 C8% D08%(’0= @B .!?,H.A
!40 0550#& "5 &’8$%20$& 8$= %&8@>0 &’8$%50#&2"$ "$ &40 2$42@2?
&2"$ "5 40)8&2&2% 9 /2’(% 30$0 01)’0%%2"$ @B .67 2$&0’50’?
0$#0 C8% 8>%" #"D)8’0=A !&%BC>%：F$ %2$3>0 #0>> %&’82$%
%&8@>B &’8$%50#&0= C2&4 ’0#"D@2$8$& )*+,-. )>8%D2=% 8$=
%#’00$0= 2$ :B3’"DB#2$ D0=28，&40 )*+,-.?*! 8$= )*+?
,-.?*$ %2.67 01)’0%%2"$ /0#&"’% #"(>= 0550#&2/0>B 2$42@2&
&40 %0#’0&2"$ "5 :9; %(’58#0 8$= 0 8$&230$ @B .+I 8$=
%.I ’0%)0#&2/0>B（! J "A "!），8$= .!?,H. ’0%(>&% %4"C0=
&48& &40 :9; D.67 =0#’08%0=A :"C0/0’，&40 ’0%(>&% 8&
)’"&02$ >0/0> 8$= D.67 >0/0> 2$ &’8$%20$&>B &’8$%50#&0= #0>>%
C0’0 $"& 8% 3""= 8% &4"%0 2$ %&8@>B &’8$%50#&0= #0>>%A
D@"DCB%<@"：%2.67% &8’30&2$3 :9; * 30$0 %0<(0$#0

#8$ %)0#252#8>>B 2$42@2& :9; 30$0 01)’0%%2"$ C2&4 3’08& )"?
&0$#B "# $"%&’A !40 &’8$%50#&2"$ 0552#20$#B 48% "@/2"(% 0550#&
"$ .67 2$&0’50’2$3 &8’30& 30$0A
【E(;F+,0/】40)8&2&2% 9 /2’(%；.67 2$&0’50’0$#0；&’8$%50#?

&2"$

【摘* 要】目的：构建针对乙型肝炎病毒（P-Q）J基因的 H7R#
S/表达载体 BJLT4R#J! 和 BJLT4R#J$，观察瞬时转染及稳
定转染对 RS/7抑制 P-Q 基因表达作用的影响0 方法：设计
并合成针对 P-Q J基因的 H7RS/寡核苷酸，经退火形成双链
后克隆入 BJLT4R 载体，构建成功的 H7RS/ 表达载体分别瞬
时转染和稳定转染表达 P-Q 的 $0 $0 !’ 细胞，对所得细胞上
清中的 P-H/8和 P-2/8 进行定量检测，R1#T,R 检测 H7RS/
对靶基因 5RS/ 的抑制效果，并比较两种转染方式对 RS/7
抑制 P-Q基因表达作用的影响0 结果：在稳定转染并经潮霉
素筛选所得的单克隆细胞株中，BJLT4R#J! 和 BJLT4R#J$ 均
能明显抑制 P-H/8及 P-2/8的分泌（= U "0 "!），抑制率分别
为 .+V和 %.V，R1#T,R 结果证实 P-Q 的 5RS/ 明显降低，
而瞬时转染细胞在蛋白质水平上及 5RS/水平上的结果则比
稳定转染的结果逊色0 结论：针对 P-Q J 基因的 H7RS/ 能稳
定、高效、特异地抑制 P-Q基因的表达，转染效率对于靶基因
的 RS/干涉作用有明显的影响0
【关键词】乙型肝炎病毒；RS/干涉；转染
【中图号】R+%+0 $!* * *【文献标识码】/

GH 引言
RS/干涉（RS/ 7:D2C<2C2:?2，RS/7）是双链 RS/

（>E=W32#HDC6:> RS/，>HRS/）介导的、序列特异的转
录后基因沉默（ BEHDDC6:H?C7BD7E:63 82:2 H732:?7:8，
T1XJ）现象，广泛存在于线虫、果蝇、植物、真菌及哺
乳动物等多种生物体中，具有高效性和特异性［!］0 目
前，RS/7已发展成为一种高效的实验技术，广泛用于
新基因筛选、基因功能鉴定以及基因治疗等方面，显

示了非常广阔的应用前景［$］0 而由乙型肝炎病毒
（G2B6D7D7H - M7C=H，P-Q）持续感染所引起的病毒性肝
炎、肝硬化和肝癌等严重危害人民生命健康的疾病，

多年来一直没有令人满意的抗病毒治疗手段［+］0 为
探索 RS/7对 P-Q复制的抑制作用，我们选择 P-Q
表面抗原编码区（J区）基因为靶序列，用含 P! 启动
子的转录载体 BJLT4R 构建了能产生发夹结构小干
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涉 !"#（ $%&’( )*(+’,+’)*- !"#，$)!"#）的质粒，采用
稳定转染和瞬时转染表达 ./0的 12 12 34 细胞，定量
检测细胞上清中的 ./$#-和 ./+#-，!5678!检测靶
基因 9!"#抑制效果，并对所得到的结果进行比较2

!" 材料和方法
!2 !" 材料 " 含 .3 启动子的 $)!"# 表达载体 :;<6
7=!和潮霉素抗性质粒 :5>6.?- 均为第四军医大学
免疫学教研室保存2 用于扩增 ./0 ; 基因序列的上
游引物：4@68##855A5885AA55#58A86B@，下游序
列：4@6##A8885#8A##88#85A##6B@；用于扩增内
参照 B6磷酸甘油醛脱氢酶（ -C?D+’ECF+%?F+ :%&$:%E(+
F+%?F’&-+*E$+，A#7G.）基因的上游引物序列 4@6
8##8AA#555AA58A5#55AAA6B@，下游引物序列 4@6
885AA##A#5AA5A#5AAA#556B@，上述引物均由北
京三博远志生物技术有限公司合成2 稳定表达 ./0
的 12 12 34 细胞系由第四军医大学病原生物学教研室
提供，培养条件为含 3HH 9I J I 胎牛血清（ K*L)(’&-+*
公司）和 AM3N 浓度为 MHH 9- J I 的 GO=O 培养基，
BPQ，4H 9I J I 8R1 培养2 5M G"#连接酶、5M 多聚核
苷酸激酶（7">）和各种限制性内切酶均为大连宝生
物公司产品，胎牛血清、GO=O 培养基和脂质体转染
试剂 I):&,+D(E9)*+1HHH 购于美国 K*L)(’&-+* 公司，
AM3N 为 ;)-9E产品，潮霉素购于 !&D%+公司2
!2 #" 方法
32 12 3 S ./0 ; 基因 $)!"# 表达载体的构建 S !
./0 ; 基因干涉位点的选择与寡核苷酸的设计合
成：根据 $)!"#的设计原则［M］，从 ./0 ;基因编码区
中寻找符合设计特征的靶序列，经 /I#;5 软件进行
同源分析证实为 ./0保守序列后，选择 ./0编码区
M3B T MB3，UP3 T UNV 核苷酸序列为 ;基因干涉位点，
按照 :;<7=! 载体的要求设计 1 对 M 条能编码 $)!6
"#的寡核苷酸链2 ./06;3 序列为：4@6A#58888586
85A85A85#5A8858#5558##A#A##5A#AA8#5#6
A8#A8#AA#55555AA###6B@（正义链），4@6#A8556
5588#####5885A85A85#5A8858#5585855A##6
#5A#AA8#5#A8#A8#AA#AAA6B@（反义链）；./06
;1 序列为：4@6A#58888AA858#A555#85#A5A8856
58##A#A#AA8#85#A5###85A#A8855555AA##6
#6B@（正义链），4@6#A8555588#####AA858#A556
5#85#A5A88585855A##AA8#85#A5###85A#A6
88AAA6B@（反义链）2 寡核苷酸序列两端包含 !"#"
和 $%&F#酶切位点，能直接与经相同酶切的 :;<7=!
载体连接2 此外还设计了与 ./0序列无关的增强型
绿色荧光蛋白（=AW7）的 $)!"# 表达载体 :;<7=!6

=AW7作为对照2 其正义链序列：4@6A#58888AA#86
A#8AA8##85#8##A558##A#A#855A5#A55A886
A58A58855555AA###6 B@，反义链序列：4@6#A8556
5588#####AA#8A#8AA8##85#8##A585855A#6
#855A5#A55A88A58A588AAA6B@2 上述单链寡核
苷酸由北京赛百盛公司合成2 $含 ./0 ; 基因序列
的双链核苷酸的获得：将合成的单链寡核苷酸溶解于

.1R中，调整其浓度为 B - J I2 各取 3 %I相应的寡核
苷酸合成片段，加入 MN %I 退火缓冲液，V4Q保温 4
9)*，PHQ孵育 3H 9)*，缓慢冷却至 MQ得到退火双链
G"#；取 1 %I退火的寡核苷酸，加 3 %I 5M 7">缓冲
液、3 %I 3 99&C J I #57，3 %I 5M 7">，4 %I .1R，在
BPQ水浴进行 BH 9)* 磷酸化，PHQ孵育 3H 9)* 灭活
7">2 &寡核苷酸与 :;<7=! 的连接以及阳性克隆
的鉴定：取退火并磷酸化的寡核苷酸 1 %I，经 !"#"
和 $%&F#双酶切的 :;<7=!载体 3 %I，3 %I 5M G"#
连接酶缓冲液，M %I .1R 在 3 %I 5M G"# 连接酶的
作用下于室温连接 3 %2 连接产物转化 G.4’ 感受态
细胞并提取质粒，’()!(和 $%&F#酶切鉴定，阳性克
隆切出大约 BHH X: 的条带，而空质粒的大小为 1MH
X:，筛选出含 ./0 基因的阳性克隆，并进行 G"# 测
序加以确定2 采用相同方法进行 =AW7 $)!"#表达载
体 :;<7=!6=AW7的构建与鉴定2
32 12 1 S 细胞转染及单克隆细胞株的筛选 S 12 12 34
细胞生长于含 3HH 9I J I 胎牛血清、AM3N 浓度为 MHH
9- J I的 GO=O 培养基中，转染前 1M % 接种 4 Y 3H4

细胞于 U 孔板，瞬时转染时，取 4 %-的质粒 :;<7=!6
;3，:;<7=!6;1，:;<7=! 或 :;<7=!6=AW7 按 I):&6
,+D(E9)*+1HHH 操作说明转染 12 12 34 细胞，每种质粒
B 复孔，调整每孔中的液体量为 VHH %I，转染 U % 后
加入 3HH %I胎牛血清于 BPQ，4H 9I J I 8R1 条件下

培养 P1 %，检测培养上清中的 ./$#- 和 ./+#-2 稳
定转染时上述 B 种质粒与 :5>6.?-均按照 3HZ3 共转
染12 12 34细胞，转染 1M %后消化细胞，按照 3Z3H 的比
例接种于 U 孔板，用含 3HH 9I J I 胎牛血清、AM3N 为
MHH 9- J I及潮霉素 1HH 9- J I 的 GO=O 培养基加压
筛选，B [\后出现潮霉素抗性的单克隆细胞，挑取单
克隆细胞并经约 1 9&的扩大培养而获得能稳定表达
$)!"#的 12 12 34 单克隆细胞株接种 B Y 3H4 于 U 孔
板，共 B 个复孔，加 32 H 9I 含 AM3N 和潮霉素的
GO=O培养基置 8R1 孵箱中培养 P1 %2 收集细胞培
养上清用于 ./$#-和 ./+#-的检测2
32 12 BS 上清液中 ./$#- 和 ./+#- 的检测S 用 #X6
X&((的 #];^O自动免疫分析仪及其配套的微粒子酶
免疫分析法（O=K#）诊断试剂对细胞培养 P1 % 的上
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清液中 !"#$% 及 !"&$% 含量进行检测，计算抑制
率，并对瞬时转染和稳定转染所得结果进行分析’
(’ )’ *+ #,-.$对 )’ )’ (/ 细胞中 !"0 1-.$ 的降解
作用+ 按 23,456（ 789,:35%&8）试剂盒操作说明提取转
染所得细胞的总 -.$，紫外分光光度计测定总 -.$
浓度，取 ( !%总 -.$按照 71;351<772= -&9&3#& 23>8<
#?3,@:,58 AB#:&1（;351&%>）进行 ?C.$第一链的合成：
每个反应管加 ( !% 总 -.$，D6,%>（ E2）(/ ( !F，用
CG;H水补至总体积 / !F 后，IJK / 1,8，冰上骤冷
后加入 / L MNOO&3 * !F，)/ 1156 P F =%H6) * !F，(J
1156 P F E.2; ( !F，-.$酶抑制剂 J’ / !F，逆转录酶
( !F，调整至总体积为 )J !F，*)K保温 ( Q，IJK灭
活 (/ 1,8，冰上骤冷后进行 ;H-’ ;H-扩增反应总体
积为 /J !F，其中 (J L MNOO&3 / !F，)/ 1156 P F =%H6) R
!F，(J 1156 P F E.2; ( !F，2>%酶 ( !F，模板 ?C.$ )
!F，用于扩增!"0或 S$;C!引物各 ( !F，余下体积
用无菌双蒸水补足’ 在 ;G)*JJ 型 C.$ 扩增仪上进
行 ;H- 反应的参数为：T*K预变性 * 1,8，T*K (
1,8，//K ( 1,8，I)K (’ / 1,8，共 )/ 个循环；I)K延
伸 / 1,8’ 扩增结束后取 ;H-产物 / !F在 (/ % P F琼
脂糖凝胶上电泳，观察并记录结果’
统计学处理：上清液中 !"#$% 和 !"&$% 检测结

果以 ! " # 表示，组间比较采用单因素方差分析及
CN88&::<$检验，用 A;AA (J’ J 软件完成’

!" 结果
!# $" %&’()表达载体的鉴定" 构建的重组 @AU;G-
载体经 %&’-"和 ()*E#双酶切鉴定，观察到重组质
粒的双酶切片段在 RJJ M@ 左右，明显高于对照 @AU<
;G-载体经相同酶切产生的 )*J M@ 片段（V,% (），结
果与预期相符，表明寡核苷酸已插入重组质粒中’ 进
一步用 C.$测序技术证实重组质粒序列与所设计序

=：CF)JJJ 1>3W&3；(：@AU;G-<A(；)：@AU;G-<A)；R：@AU;G-<GS<
V;；*：@AU;G-’

V,% (+ 7E&8:,O,?>:,58 5O #,-.$ &X@3&##,58 9&?:53 Y,:Q %&’-" >8E
()*E# E,%&#:,58
图 (+ #,-.$表达载体的双酶切鉴定结果

列完全一致，表明针对 !"0 A 基因的 #,-.$ 表达载
体已成功构建’
!# ! " 转染方式对 %&’() 抑制细胞分泌 *+%), 和
*+-),作用的影响" 稳定转染细胞培养上清的 !"<
#$%和 !"&$% 定量测定结果显示 !"#$% 和 !"&$%
均受到明显抑制，其中 @AU;G-<A( 对细胞分泌 !"<
#$%和 !"&$% 的抑制率分别为 ZR[ 和 IZ[（+ \
J’ J( ,# @AU;G-），@AU;G-<A) 的抑制率为 ]J[ 和
/*[（+ \ J’ J( ,# @AU;G-）’ 相比之下，瞬时转染组
结果除 @AU;G-<A( 对细胞分泌 !"#$% 有 RZ[的抑
制率，其余的瞬时转染结果与相应的对照相比均无显

著差异（+ ^ J’ J/，2>M (）’

表 (+ 转染方式对 #,-.$ 抑制 )’ )’ (/ 细胞分泌 !M#$% 和
!"&$%作用的影响
2>M (+ GOO&?: 5O :3>8#O&?:,58 15E&# 58 !"#$% >8E !"&$% #&?3&<
:,58 ,8 ?N6:N3& #N@&38>:& （* _ R，! " #）

S35N@
!"#$%（A P .）

A:>M6& 23>8#,&8:

!"&$%（A P HD）

A:>M6& 23>8#,&8:

@AU;G- IT’ J ‘ )’ / ()T’ T ‘ R’ ( (]T’ T ‘ R’ T (IR’ ) ‘ *’ )

@AU;G-<GSV; II’ ] ‘ R’ ) ()I’ ] ‘ R’ ] (I(’ R ‘ *’ / (I/’ R ‘ /’ J

@AU;G-<A( (R’ * ‘ (’ ]M IT’ * ‘ )’ ]M RZ’ J ‘ R’ (M (/*’ * ‘ *’ ]

@AU;G-<A) R(’ * ‘ )’ (M ()]’ * ‘ R’ * IZ’ * ‘ R’ )M (I)’ ( ‘ /’ R

M+ \ J’ J( ,# @AU;G-’

!# ." 转染方式对 %&’() 降解 !# !# $/ 细胞中 *+0
1’()作用的影响" !"0 1-.$ 经 -2<;H- 扩增产
生 R/Z M@片段，内参照 S$;C! 1-.$经 -2<;H-扩
增产生 )(J M@片段，结果与预期片段大小相符’ -2<
;H-结果显示，稳定转染 @AU;G-<A所得细胞的 !"0
1-.$表达明显降低，转染 @AU;G-<GSV;，@AU;G-
细胞的 !"0 1-.$表达产物与 )’ )’ (/ 细胞相比无
明显变化，表明 #,-.$对 )’ )’ (/ 细胞中 !"0 1-.$
的降解作用是高效、特异的’ 而瞬时转染细胞的 !"0
1-.$降低不明显（V,% )）’

." 讨论
-.$,作为一种高效特异、简便易行的实验技术，

在肿瘤、病毒感染等的治疗方面已取得积极进展［/］，

在抗 !"0治疗方面则具有明显优势［]］：-.$,能特异
性地降解 !"0 1-.$ 从而阻断病毒复制，对已整合
入宿主细胞基因组的前病毒及无复制活性的病毒，

-.$,也可以起到有效的抑制作用，这是通常抗病毒
药物无法比拟的’ 其次，-.$, 可以针对病毒基因保
守区发挥作用，从而限制病毒产生逃避突变株的能

力’ 实验中所用的 )’ )’ (/ 细胞是由头尾相接的 -./
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!："#$%%% &’()*(；+，,：-./012；$，3：-./01241560；7，8：-./0124

.+；9，:：-./0124.$;

6<= $> 1??*@A B? A(’CD?*@A<BC &BE*D BC E*=(’E’A<BC B? FGH . =*C*
&2IJ KL D<2IJ
图 $> 转染方式对 D<2IJ抑制 FGH &2IJ作用的影响

型 FGH双拷贝基因组转染 F*-5$ 细胞而建立的一
株能稳定表达 FGH各种抗原并分泌完整病毒颗粒的
细胞系，它的抗原表达量水平较高而且较为恒定；此

外 $; $; +: 细胞模拟了 FGH感染，其基因组已整合到
宿主细胞基因组中的状态，选择它作为靶细胞进行

2IJ< 抗病毒研究更接近于疾病的治疗过程［3］;
尽管 2IJ<在诸多实验中有着出色的表现，但在

实际应用中往往面临转染效率不高的问题; 为提高
转染效率，JC 等［,］采用病毒作为载体将编码 D<2IJ
的载体运送到细胞中，后者在细胞内转录生产 D<24
IJ，从而实现对靶基因的沉默; 但由于病毒载体潜
在的危害，这种方法比直接注射 D<2IJ 具有更大的
风险，因此开发具有高转染效率、高基因容量和较低

毒性的新型载体是 2IJ< 技术应用于基因治疗所面
临的一大难题［M］; 在本实验中我们选用 -./012 载
体在细胞内转录生成 D<2IJ，虽然构建载体相对费
时、繁琐，但结合抗性筛选后的这一方法不仅克服了

瞬时因转染效率不同所带来的基因表达差异，实现了

对 FGH的高效抑制，而且能维持较长时间的基因沉
默，是目前唯一可以用来进行长期研究的方法; 研究
中我们用成功构建的针对 FGH .基因的 D<2IJ表达
载体-./012 4.+和 -./012 4.$，在蛋白质水平上

D<2IJ 对所得稳定转染细胞上清中的 FGDJ= 和
FG*J=抑制率分别为 ,7N和 3,N，显著优于瞬时转
染细胞的结果，在 &2IJ 水平 D<2IJ 对稳定转染细
胞 FGH基因的抑制作用也比它在瞬时转染细胞中的
作用强，相比之下无关序列的 D<2IJ 及对照则无此
作用，导致瞬时转染的干涉效果不佳可能的原因是细

胞转染效率不高; 上述结果不但表明针对 FGH . 基
因的 D<2IJ能稳定、高效、特异地抑制 FGH基因的表
达，而且提示转染效率的高低对于 2IJ< 实验的成功
至关重要，只有将 D<2IJ 高效地转染哺乳动物细胞，
才能真实地反映 D<2IJ对基因表达的干涉效果;
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