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【摘* 要】目的：体外观察 D4RSH对 J/8T$ $Q $Q !’ 细胞中乙
型肝炎病毒（JUV）W#2RSH 及 JUDHI，JU/HI 产生的影响-
方法：设计并合成针对 JUV W 区的三条 D4RSH，构建含上述
D4RSH的表达载体 8W40/?:/B XY!，8W40/?:/B XY$ 和 8W40/?:/B
XY(，8W40/?:/B JZ$测序及酶切鉴定后用脂质体介导重组质
粒转染 J/8T$ $Q $Q !’ 细胞，用酶免分析法对 J/8T$ $Q $Q !’
细胞上清中 JUDHI，JU/HI进行检测，用逆转录聚合酶链反应
检测 JUV W#2RSH- 结果：成功构建了针对 JUV W 区的 D4R#
SH的表达载体，三条 D4RSH 均可程度不同地抑制 J/8T$
$Q $Q !’细胞上清中 JUDHI，JU/HI 的分泌，%$ 7 抑制率达高
峰，对 JUDHI的抑制率分别为 +![，$&[及 %+[，对 JU/HI

的抑制率分别为 (’[，([及 )&[，并有抑制 JUV W#2RSH的
作用-结论：针对 JUV W 区的 D4RSH 能明显抑制 JUV 的复
制-
【关键词】肝炎病毒，乙型；W抗原；RSH干扰
【中图号】R’!$ Q , \ $* * *【文献标识码】H

GH 引言
乙型肝炎病毒（7/83A4A4D U N4B=D，JUV）是引起病

毒性肝炎的主要病原体之一- JUV 复制的过程中有
一个前基因组 RSH参与（介导）的逆转录过程-应用
RSH干扰技术抑制前基因组 RSH 的转录，为慢性
JUV感染的治疗开辟了新的途径- RSH 干扰（RSH
4?A/B</B/?:/，RSH4）是指由双链 RSH（>9=]0/#DAB3?>/>
RSH，>DRSH）分子在 2RSH 水平关闭相应序列基因
表达或使其沉默的过程- RSH4 是一种典型的转录后
基因调控方法，又称转录后基因沉默（89DA#AB3?D:B48#
A49?30 I/?/ D40/?:4?I，F.TW）- RSH4具有高特异性和高
效性［!，$］-

IH 材料和方法
IJ IH 材料H 含 J! 启动子的转录载体 8W40/?:/B(Q !#
J! 76IB9 的质粒购于美国 H2]49? 公司；J/8T$
$Q $Q !’ 细胞由本科实验室保存；.)ESH 连接酶、.)

磷酸酶、内切酶 :’=!和 >=,!及 ";?8.!) C 23B^/B 是大
连宝生物工程公司产品；逆转录试剂盒购自 .3^3B3
公司；.B4590、反转录酶 W=8/BD:B48A.L#购自美国 C?#
N4AB9I/? 公司；L/A3</:A/?/ 脂质体转染试剂为德国
U49?A/_公司产品；宿主菌 EJ’$为本科实验室保存-
IJ KH 方法
!Q $Q !* J/8T$ $Q $Q !’ 细胞的培养* 用含 !"" 2G ‘ G
胎牛血清的 EL1L培养基（含青霉素 !"" = ‘ 2G链霉
素 !"" = ‘ 2G）置 (%a，体积分数为 ’" 2G ‘ G @b$ 培养

箱中培养-
!Q $Q $* 靶位的选择和 D4RSH的设计* 将在 T/?U3?^
中查到序列号为 M&’’’! 的 JUV W基因作为靶序列，
同时根据 D4RSH的设计原则，靶位 ! 序列为（$’+ ?A）
T.TT.TTH@..@.@.@HH.，靶位 $ 序列为（’+, ?A）
TH@TTHHH..T@H@@.T.H，靶位 (（($, ?A）序列为
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!!"!!##"!#!"!#!!##!$ 随机序列 为 %#%!"&
"!#"##%%!%!#"%!$ 经 ’(#)" 分析，以上序列没
有发现与人相同的序列$
*+ ,+ -. 重组载体的构建
*+ ,+ -+ *. 对引物的合成
/0* 正链引物：12&%#"!!%"%%"%%#!""!"!"!##"
""!##%#!%#""%#%#%##%" !!#!!#! """"""&-2
/0* 负链引物：-&-%!#!!#!!"%##%#%#%""###%
""!"%!"##!"!"!""!#%%"%%"%######""!%#&
12；
/0, 正链引物：1&%#"!!%#!%%###""%!#!!"%"#"&
"!##%#!%"#!#%%"%!##"""!!%"! """"""&-2，
/0, 负链引物：-&%!"%!!"""##!%"%%#!#"##%"&
"!"%!#"%"!!#!%""###%%!#%##### #""!%#&12；
/0- 正链引物：12&%#"!!!!"!!##"!#!"!#!!##!
""!##%#!%%""%%"%#%" %#""%%#%% """"""&-2，
/0- 负链引物：-&-%%%#%%""#%"%#%"%%""%##%""
!"%!!##!!#!"!#!"##!!"!!#####""!%#&12；
无关序列正链引物：12&%#"!!%#%!""!#"##%&
%!%!#"%!""!##%#!%%!#"%!%!!""#"%##%!"!
""""""&-2，
无关序列负链引物：-2&% !"!%##%"#""!!%!%&
"#!% ##%""!"%! !%"#!%!%%##"#!""!%#%##
####""!%#&12；
以上引物均由武汉晶赛生物制品公司合成$
*+ ,+ -+ ,. 插入片段退火 . 取等摩尔（*33 4456 7 (）
的 /0*，/0,，/0-，89 的正负链于退火缓冲液（*33
4456 7 ( :;!6）中，<=> = 4?@，然后缓慢降至室温，得
到退火双链 A:#$
*+ ,+ -+ -. 载体的构建 . 以限制性内切酶 !"#8!、
$%&B"分别酶切线形化载体和双链 A:#，纯化后片段
与线形载体连接$ 应用 "= A:# 连接酶 *C>连接过
夜$连接产物转化感受态细菌 A81# 后铺于 #4D E
的 (’平板，置 -C>孵箱培养过夜$
*+ ,+ -+ =. 重组载体的鉴定 . 质粒 FG?6H@IHJ-+ *&8*&
KLMJ5不含 ’()N的酶切位点，但是在我们设计的插入
目的基因序列 /0*，/0,，/0- 中设计了一个 ’()N 的
酶切位点，如果插入 FG?6H@IHJ-+ *&8*&KLMJ5 载体成
功，就应该能够被 ’()!所酶切$而我们设计的 89 阴
性对照无关序列中设计了一个 *"(!的酶切位点，但是
在载体 D)?6H@IHJ-+ *&8*&KLMJ5的 ,O,O PD的位置也有
一个 *"(!的酶切位点，如果插入成功，就应该被 *"(!
酶切出两条差不多大小的 A:# 片段，一条 ,*O3 PD，
另一条 ,-Q, PD$
*+ ,+ =. 质粒转染 8HD%, ,+ ,+ *1 细胞. 转染前用含

,+ 1 M 7 (胰蛋白酶和 3+ , M 7 (的 RA"#消化细胞，细
胞记数后，在 ,= 孔板上接种，于 -O>、体积分数为
13 4( 7 ( !S, 培养箱中培养，待细胞融合度达到

13T U O3T 后进行转染，转染前更换无血清培养
基，质粒与 VHW;XHIWH@H脂质体按 * Y -（质量 7体积或
4M 7 (）共转染，室温放置 ,3 4?@ 后加入每孔中，在
-O>、体积分数为 13 4( 7 ( !S, 培养箱中孵育 C K
后换含 *33 4( 7 (胎牛血清的 AVRV 培养基（含青
霉素 *33 Z 7 4(、链霉素 *33 Z 7 4(）置 -O>、体积分
数为 13 4( 7 ( !S, 培养箱中培养，设空质粒对照

组、无关序列对照组、/0* D)?6H@IHJ，/0, D)?6H@IHJ
和 /0- D)?6H@IHJ 1 组进行观察，同时在 ,=，=Q 和 O,
K收集培养上清液，每组重复 - 次$
*+ ,+ 1. 细胞上清中 8’G#M、8’H#M 的检测. 用美国
雅培公司 #[)0V 自动免疫分析仪及配套的微粒子
酶免分析法（VRN#）诊断试剂盒对细胞上清液进行
8’G#M，8’H#M 检测，8’G#M 结果用 ) 7 : 值表示，
8’H#M 结果用 ) 7 !S 值表示，8’G#M ) 7 :" ,+ 3，
8’H#M ) 7 !S"*+ 3 为阳性$同时计算抑制率$
*+ ,+ C. 8’\ )&4]:#的检测
*+ ,+ C+ *. ]:#抽提. 收集转染 O, K 的细胞，"J?^56
* 4(裂解细胞，加入 3+ , 4( 的氯仿，室温 - 4?@，
=> *, 333 + 离心 *1 4?@，取上清液，加入 3+ 1 4(
的异丙醇，室温 *3 4?@，=> *, 333 +离心 *3 4?@，去
清液，加入 O13 4( 7 (的乙醇溶液 * 4(，Q333 +离心
1 4?@，去上清，干燥后溶于 =3 4( ARF! 处理过的
水中$
*+ ,+ C+ ,. ]"&F!]. 将提取的 ]:# O $(、特异性引
物* $(、随机引物 * $( 混合后放置 O3>水浴中 *1
4?@后置冰上 , 4?@，加入反转录混合液，B:"F（,+ 1
@456 7 (）- $(，1 _ P‘XXHJ = $(、A"" , $(及 ]:",- ?@P&
?P?W?5@ * $(，室温放置 1 4?@，=,>水浴中 ,3 4?@后加
入反转录酶 )‘DHJGIJ?DW"V% * $(，室温放置 1 4?@，
=,>水浴中 13 4?@，O3>水浴中放置 *3 4?@$以 ]:#
逆转录合成后的第一条 IA:# 链为模板，进行 F!]
扩增 )区基因及内参基因，) 区基因引物 F*（@W ,3-&
,,*）12&%!%%%%"""""!""%""%#&-2，F,（@WOQQ&OCQ）
12&%%%#!"!##%#"%""%"#!#%&-2，产物为 1Q1 PD，
反应条件：<=> -3 G，11> -3 G，O,> C3 G，$ 设平台
期前一循环数作为半定量时的扩增循环数，共扩增

,1 个循环$内参照选用 &&;IW?@ 基因，上游引物：’*：
12 a %%!"#!#%!""!#!!#!!#!&-2、下游引物：’,：
12 a %!#!"%"%""%%!%"#!#%%&-2，扩增片段为 -,3
PD$ F!]反应设定：<=>预变性 - 4?@，然后按 <=>
-3 G，1Q> -3 G，O,> * 4?@，共 ,Q 个循环，再 O,>延
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伸 !" #$%&根据产物电泳条带相对强度，以确定 ’()*
+*#,-.被干扰的程度&
统计学处理：实验数据用 ! " # 表示，采用

+/++!"0 " 进行重复测量方差分析，$ 1 "0 "2 认为差
异有统计学意义&

!" 结果
!# $" 构建载体酶切鉴定及基因测序鉴定" 用%&’!进
行酶切，3+$45%657 89!，3+$45%657 89:，3+$45%657 89;
均被切开，用 ()4"对 3+$45%657 ’<进行酶切，可见两
条 =-.片段，一条 :!>" ?3，另一条 :;@: ?3，与预期
结果完全一致（A$B !），进一步测序结果分析表明，插
入的序列与设计的完全相符&

C：#*+,D!E F #G7H57；!：3+$45%657;0 !* 89!；:：3+$45%657 89! I$B5JK5I
L$KM %&’!；;：3+$45%657 89:；E：/J$45%657 89: I$B5JK5I L$KM %&’!；2：
/J$45%657 89;；N：3+$45%657 89; I$B5JK5I L$KM %&’!；>：3+$45%657’<；
@：/J$45%657’< I$B5JK5I L$KM +G4F&

A$B !O P456K7Q3MQ75J$J QR J$,-. 5S375JJ$Q% 34GJ#$IJ
图 !O 表达干扰 ,-.重组质粒的酶切鉴定

!：/J$45%657;0 !；:：J$,-. 6Q%K7Q4；;：/J$45%657 89!；E：/J$45%657 89:；
2：/J$45%657 89;& C：#P6QD!E F CG7H57&
A$B :O F%M$?$K$Q% QR ’() +*#,-. ?T KM5 J$,-.J GK >: M
图 :O 在干扰 ,-.>: M时对 ’()的 #,-.的干扰结果

!# !" 对 %&’()和 %&*()表达的抑制效应" 转染后
:E，E@ 和 >: M，89!*3+$45%657;0 !*’!*MTB7Q，89:*3+$*
45%657;0 !*’!*MTB7Q，89;*3+$45%657;0 !*’!*MTB7Q 转染
组细胞上清液中的 ’(J.B 和 ’(5.B 均明显减少（$
1 "0 "2），转染 >: M 抑制率达最高峰，对 ’(J.B 的抑
制率分别为 @!U，:VU，>@U对 ’(5.B的抑制率分别
为 ;2U，;U，EVU &而 ’<*3+$45%657;0 !*’!*MTB7Q及空
白质粒对细胞分泌的 ’(J.B，’(5.B 均无明显的抑
制作用（DG? !）&
!# +" 对 %&,-.-/01(的抑制作用" 转染 >: M ,D*
/W,检测显示（以 $*G6K$%条带的相对强度作为对照，
A$B :），89!*3+$45%657;0 !*’!*MTB7Q，89;*3+$45%657;0 !*
’!*MTB7Q抑制明显 0 89:*3+$45%657;0 !*’!*MTB7Q 的抑
制作用较弱&

表 !O 含 J$,-.J 的重组质粒转染 ’53X: :0 :0 !2 细胞系后对 ’(J.B和 ’(5.B表达的抑制作用
DG? !O F%M$?$K$Q% QR 5S375JJ$Q% QR ’(J.B G%I ’(5.B $% KM5 JY357%GKG%K QR ’53X: :0 :0 !2 6544J ?T KM5 KM755 J$,-.J

［- . ;，! " #，（/）］

X7QY3
’(J.B

:E M E@ M >: M

’(5.B

:E M E@ M >: M

3+$45%657;0 ! 6Q%K7Q4 ;0 E@ Z "0 ": E0 !V Z "0 "N N0 2: Z "0 "@ :0 @; Z "0 "; ;0 N: Z "0 "2 E0 :: Z "0 ">

-5BGK$[5 6Q%K7Q4 ;0 E: Z "0 "; E0 "! Z "0 "2 N0 !V Z "0 "> :0 >N Z "0 ": ;0 E@ Z "0 "N E0 !> Z "0 "@

89! 3+$45%65;0 ! ;0 "; Z "0 ";（;"） :0 2@ Z "0 "E（>E） ;0 "! Z "0 "2（@!） :0 :; Z "0 "!（;:） :0 >! Z "0 ";（;2） ;0 !! Z "0 ";（;2）

89: 3+$45%65;0 ! ;0 !" Z "0 ":（:N） ;0 V" Z "0 ";（!2） 20 2" Z "0 ";（:V） :0 >@ Z "0 ":（;） ;0 2@ Z "0 ";（:） E0 !: Z "0 ";（;）

89; 3+$45%65;0 ! ;0 "> Z "0 ":（:@） :0 >! Z "0 "E（N@） ;0 "E Z "0 "2（>@） :0 :2 Z "0 "!（;:） :0 >N Z "0 ":（;;） :0 N; Z "0 ":（EV）

+" 讨论
目前在我国广泛应用的抗 ’() 药物主要有两

类，%*干扰素和核苷类药物&但疗效均不理想，仍需探

索新型有效的抗 ’() 的药物& ,-. 干扰（,-. $%K57*
R575%65，,-.$）技术的出现，为各类慢性 ’() 感染的
治疗开辟了新的途径& 整个 ,-.$ 过程主要有以下两
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个阶段［!，"］，加入的小分子 #$% 被切割为 &’ ( &! 核
苷酸长的小分子干扰 #$% 片段（ )*+,, -./01201-.3
#$%)，)-#$%)）；)-#$% 双链结合一个核酶复合物从
而形成所谓 #$% 诱导沉默复合物（#$%4-.56705 )-4
,0.7-.3 78*9,0:，#;<=），激活的 #;<=通过碱基配对定
位到同源 *#$% 转录体上，利用酶切作用破坏 *#4
$%>与反义核酸和核酶等技术相比，#$%- 技术更加
经济、快速和有效> 目前较为常用的 )-#$% 的制备方
法有主要有体外合成和体内表达 )-#$%法>体外合成
制备 )-#$% 主要包括化学合成、体外转录、长片段
5)#$%)经!类 #$!"#降解，主要的缺点是 #$% 易于
被 #$%酶分解，价格高，且费时费力，而且转染细胞
后只能在短时间内起作用，还可引发非特异基因沉

默，这在一定程度上限制了 #$%-技术的应用>体内表
达 )-#$%法主要包括 )-#$% 表达载体或病毒载体在
细胞中表达 )-#$%) 及聚合酶链反应（?=#）制备的
)-#$%表达框在细胞中表达> )-#$%表达框的方法能
快速筛选 )-#$%，价格相对较低，但 ?=# 产物不易导
入细胞内；)-#$% 表达载体的构建虽然相对繁琐，但
优点在于可以进行较长期研究，带有抗生素标记的载

体可以在细胞中持续抑制靶基因的表达，持续数星期

甚至更久> 这种方法的优点还在于不需要直接操作
#$%，大大减低了实验成本，增加了实验的可操作性>

@0?A& &B &B ’C 细胞是一种整合 +DE型 @FG全基
因组的较为理想的细胞感染模型［C］，它能够部分模拟

@FG的生活周期，是一种能够表达各种 @FG 产物并
能分泌 @FG颗粒的较稳定的人类肝癌细胞株> 选择
它作为靶细胞进行研究，更接近于人体肝细胞内环境

的实际情况>
我们针对 @FG 的 < 区设计构建的 ! 个表达

)-#$%的重组载体转染细胞后，对 @FG 表现出不同的
抑制作用>对转染 &"，"H 和 I& J的细胞上清液中 @F4
)%3，@F0%3的表达均有强弱不等的抑制作用，I& J 抑
制率达高峰，对 @F)%3的抑制率分别为 H’K，&LK及
IHK，对 @F0%3的抑制率分别为 !CK，!K及 "LK，其
中 MN’，MN!9<-,0.70!B ’ 载体的抑制作用较强> MN&?)4
-,0.70!B ’ 的抑制作用较弱> 可见，不是所有的 )-#$%
都能产生强效抑制作用>分析原因主要为；" 一些序
列可能被埋在 #$%立体结构中或高度折叠区域的内
部；# 还有一些序列可能和一些蛋白质形成紧密结

构复合体，制止 )-#$%对它们的识别［O，I］>我们虽然设
计构建了针对 < 区的 ! 个表达 )-#$% 的载体，但对
@F0%3的表达也有一定的抑制作用> #P4?=#能快速、
灵敏地反映目的 *#$%的水平>本实验的 #P4?=# 的
显示结果表明，)-#$%能有效的抑制 *#$%>无关序列
对照无论在蛋白水平上还是在 #$% 水平上都没有对
@FG产生抑制作用，可见 )-#$%作用的序列特异性>
人们利用 #$%-技术抑制 @FG 的研究才刚刚起

步，但已经取得了很大的成绩> 要筛选出最终能完全
清除@FG感染的 )-#$%，必须进一步提高转染效率和
#$%-作用的时间，减少人体细胞对 )-#$% 导入产生
的拮抗性，并生产出对人体细胞具有高效性的载体

等> @FG的基因结构及复制周期较为复杂，如何选择
)-#$%作用的基因靶位也非常重要>由于 )-#$% 的作
用不依赖于病毒的复制，使得该技术可以和现有抑制

@FG复制的药物联合应用，或许可能建立抗 @FG 的
“鸡尾酒治疗法”>但应用到人体还需要一个漫长的过
程>相信随着科技的发展，#$%-技术的应用也必将从
体外细胞实验走向动物和临床> #$%- 将为发展特异
性的抗 @FG基因药物治疗提供新的技术平台>
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