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【摘* 要】目的：构建针对乙型肝炎病毒 = 基因（PF= 基因）的

小干扰 TUV（G4TUV）重组腺病毒表达载体，并在能表达 PF=
基因的人肝癌细胞株 P.DX$ 中观察其对 PF= 基因表达的抑

制作用, 方法：重组腺病毒穿梭载体 DJA:>>/.#PF= 与骨架载体

在大肠杆菌 FZ’!0+ 中同源重组得到重组腺病毒载体，后者转

染 P1\$&+ 细胞，包装并扩增出病毒颗粒, 用获得的病毒感染

能表达 PF= 基因人肝癌细胞株 P.DX$，收集细胞总 TUV 和总

蛋白，采用 T-#]KT 和 ^.G>.E7 F/B> 方法检测细胞中 PF= 基因

表达的变化, 结果：经限制性内切酶酶切鉴定，证实针对 PF=
基因的 G4TUV 重组腺病毒载体构建成功, T-#]KT 和 ^.G>.E7
F/B> 方法证实，在 P.DX$ 细胞中，PF= 基因在 2TUV 和蛋白水

平均有降低, 结论：腺病毒介导的针对 PF= 基因的 G4TUV 在

体外能够高效、特异地抑制 PF= 基因的表达,
【关键词】乙型肝炎病毒；TUV 干扰；腺病毒；基因治疗
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GH 引言

乙型肝炎病毒（ A.D3>4>4G F ?4E:G，PFW）基因组

中，PF= 基因编码的 PFN 蛋白是 PFW 编码蛋白中唯

一具有多种调控功能的病毒蛋白质［! ‘ $］，可以激活宿

主细胞中受损 CUV 的修复［+ ‘ )］，并且同多种肿瘤相

关分子有相互作用, 因此认为，PFN 与肝细胞肝癌

的发生和发展密切相关, TUV 干扰（TUV 47>.E9.E#
.7<.，TUV4）是双链 TUV（;B:M/.#G>E37; TUV，;GT#
UV）介导的、序列特异的转录后基因沉默（DBG>#>E37#
G<E4D>4B73/ 5.7. G4/.7<475，]-XJ）现象，其主要生物学

功能在于抵抗病毒感染，维持基因组中转座子的稳定

性，清除异常 TUV，并参与基因表达的调控［’ ‘ (］, 我

们构建针对 PF= 基因重组腺病毒干涉载体，在人肝

癌细胞株 P.DX$ 中检测其对 PF= 基因表达的抑制效

果，为乙型肝炎病毒感染以及感染后发生的肝细胞肝

癌的基因治疗提供新思路,

IH 材料和方法

I, IH 材料H 含有针对 PF= 基因的两个干涉靶序列

的干涉表达质粒 DJR]1T#PF=$，DJR]1T#PF=’（干涉

序列分别针对 PF= 基因的 +"! a +!& 位和 !&0 a $!(
位），表达 PF= 基因的质粒 DKUCV+, !#PF=#26<，对
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照 载 体 !"#$%&’()，*+,-!.’/012，大 肠 埃 希 菌

,(3!，(/456. 细胞以及人肝癌细胞 (#*05（第四军

医大学生物化学与分子生物学教研室）7 *!"#$%&’)
腺病毒重组系统（89:$9;#<# 公司）；限制性内切酶 !"#
=，$%&" === 和 >? ,-! 连接酶（ >$4$@$ 公司）；限制性

内切酶 ’#( = 和 ’)* =（-#A /<;B$<" CDEB$F 公司）；质

粒提取试剂盒、凝胶回收试剂盒（合肥优晶生物技术

有限公司）；(’,G/G 培养基和 @2G= )H?I 培养基

（(&JBE<# 公司）；胎牛血清（杭州四季青公司）；KD*E’
L#J9!MD<#>G5III，@>’2+@ 试 剂 盒 和 >@=NOK>G 试 剂

（ =<PD9:E;#< 公 司）；M&J 标 签，/012 多 克 隆 抗 体

（8$<9$ +:QR 公司）；兔抗人 "’$J9D< 多克隆抗体和辣

根酶（(@2）标记的山羊抗兔二抗（ 武汉博士德公

司）；/+K 化学发光试剂盒为（2D#:J# 公司）7 用于扩

增 (CS 基 因 的 上 游 引 物：3T’>>>!!0+>>!>00+>’
0+>!00+>0>0+>0++’.T，下游引物：3T’>>>00>!+’
+>>!00+!0!00>0!!!!!0>>0+’.T；用 于 扩 增 内

参照 "’$J9D< 基因的上游引物：3T’>0+0+!0!!!!’
+!!0!>0!0!>>’.T， 下 游 引 物： 3T’>00000!’
+!!!!!00000!!00’.T；用于扩增 /012 基因的上

游引物：3T’!>0++!0+0000!+!0+!0+’.T，下游引

物：3T’00>0>+>++>00>+>+>>++’.T，上述引物由北

京三博远志生物技术有限公司合成7
!7 "# 方法

)7 57 ) U *8VQ99B#’(CS5，*8VQ99B#’(CS3 载体的构建 U
经 !"# = 和 $%&" === 双酶切反应，从 *8W2/@’(CS5，

*8W2/@’(CS3 质粒获取 @-!D 表达框片断 (CS5 和

(CS3（大小 .II F* 左右），将两目的片断回收后亚克

隆入同样经 !"# = 和 $%&" === 双酶切的腺病毒穿梭质

粒 *8VQ99B#，卡那霉素选择性培养基筛选阳性克隆，提

取质粒，用 !"# = 和 $%&" === 双酶切，)I MK X K 琼脂糖

凝胶电泳鉴定7 获得含小干扰 @-!（ %VE:9 D<9#:L#:D<;
@-!，%D@-!）表 达 框 的 腺 病 毒 穿 梭 质 粒 *8VQ99B#’
(CS5 和 *8VQ99B#’(CS37
)7 57 5 U *!"#$%&’(CS5，*!"#$%&’(CS3 载体的构建U
将 *8VQ99B#’(CS5，*8VQ99B#’(CS3 质粒用 ’)* = 酶切线

性化，与 *!"#$%&’) 按 )I Y) 的比例电转化至 CZ3)[.
感受态细菌7 卡那霉素选择性培养基筛选阳性克隆，

挑取较小的克隆扩增培养，提取质粒7 用 ’)* = 酶切

鉴定质粒，将鉴定正确的重组质粒再次转化 ,(3! 感

受态细胞，扩增阳性克隆并大量提取质粒，得到含针

对 (CS 干涉表达框的重组腺病毒质粒7（ 阴性对照

质粒 !"#$%&’() 为带有 () 启动子的 *!"8VQ99B# 质

粒，用 ’)* = 酶切线性化后与 *!"#$%& 同源重组得

到）7

)7 57 .U 重组腺病毒的包装与病毒滴度测定U #包装

细胞培养：含 )II MK X K 胎牛血清的 (’,G/G 培养

基，.\]，3I MK X K +O5 培养箱中培养 (/456. 细胞，

当细胞汇合度达 \I^ _ [I^ 时转染7 $重组腺病毒

质粒 转 染 (/456. 细 胞：重 组 质 粒 *!"#$%&’(CS5，

*!"#$%&’(CS3 用 ’#( = 酶切线性化后回收，按照 KD’
*EL#J9!MD<#>G 5III 说 明 书 转 染 H 孔 培 养 板 中 的

(/456. 细胞，.\]，3I MK X K +O5 培 养 箱 中 孵 育，

)I _ )5 " 后收集细胞，液氮与 .\ ]两个温度下反复

冻融 ? 次，裂 解 细 胞 以 收 获 原 始 病 毒，病 毒 感 染

(/456. 细胞使病毒大量扩增7 重复上述步骤，最终

收集 . 轮扩增的病毒液，分装保存于 ‘ \I] 7 %病毒

滴度的测定：用 >+=, 法检测病毒滴度后，得到 ) a
)I)I *LQ X MK 的病毒工作液7
)7 57 ?U @>’2+@ 检测重组腺病毒对 (CS 基因 M@-!
的降解作用U 制备的重组腺病毒感染人肝癌细胞株

(#*05，同时转染表达 (CS 基因的质粒 *+-,!.7 )’
(CS’M&J 和 *+,-!.’/012，后者用来监测各组转染

效率，对照组转染只含有 () 启动子的质粒 !"#$%&’
()7 .\]，3I MK X K +O5 培养箱中孵育，?[ V 后，分别

收集细胞总 @-! 和蛋白7 通过 @>’2+@ 检测 (#*05
细胞 (CS 转录水平的变化：提取实验组和对照组

(#*05 细胞总 @-!，紫外分光光度计测定总 @-! 浓

度，取 3 &; 总 @-! 按照 8Q*#:8J:D*9>G’说明书进行

J,-! 第一链的合成 ，以反转录得到的 J,-! 为模板

在 2/5?II 型 ,-! 扩增仪上进行 2+@ 反 应7 (CS
2+@ 条件为：63] 变性 3 MD<，再 63] .I %，3\] .I
%，\5] .I %，共 .I 个循环，最后 \5]延伸 3 MD<7 反

应产物为 (CS 基因片段，长度为 ?H? F*；内参照 "’
$J9D< 基因扩增条件为：63]变性 . MD< 后，63] .I %，
33] .I %，\5] ?3 %，共 5I 个循环，最后 \5] 延伸 3
MD<，扩增片断大小为 ?.[ F*；/012 基因 2+@ 反应参

数为：63] 变性 3 MD<，再 63] .I %，3[] ?3 %，\5]
.I %，共 5\ 个循环，最后 \5]延伸 3 MD<，反应产物为

3.[ F*7 )I MK X K 琼脂糖凝胶电泳鉴定，比较干涉组

与对照组 M@-! 水平表达差异7
)7 57 3U b#%9#:< CBE9 检测重组腺病毒对 (Cc 蛋白表

达的影响U 用 )II &K 的细胞裂解液裂解上述各组细

胞，?] )I III + 离心 5I MD<，收集上清液，加入等量

5 a 8,8 KE$"D<; CQLL#:，煮沸 3 MD<，每孔上样 .I &K，

蛋白样品经 8,8’2!0/ 分离后，电转移到硝酸纤维

素膜上7 依次加入 3 ; X K 脱脂奶粉（ 室温封闭 5 V），

)Y5II M&J 标签抗体和 /012 抗体（ 室温孵育 5 V），

)Y5III的 (@2 酶标羊抗兔二抗（ 室温孵育 ) V）7 用

>C8> 缓冲液洗涤后，加入底物发光剂 /+K ) MK，反
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应 ! "#$ 后吸干发光剂，用单层透明薄膜包裹后曝

光，% 光胶片显影&

!" 结果

!# $ " %&’())*+,-./!，%&’())*+,-./0 载体的鉴定 "
用 !"# ’ 和 $%&( ’’’ 双酶切构建的腺病毒穿梭质粒

)*+,--./01234 和 )*+,--./0123!，得到 5677 8) 及 677
8) 左右的片断（图 9），与预期大小一致，证明穿梭质

粒构建成功&

9：:;4777 "<=>/=；4：)?(*+,--./01234；6：)?(*+,--./0123!&

图 9@ 穿梭载体酶切鉴定结果

!# ! " %12+345,-./!，%12+345,-./0 载体的鉴定 "
用 ’() ’ 分别酶切重组质粒 )?(/<AB01234，)?(/<AB0
123!，得到46 777 8) 和 C677 8) 两个片断（图 4），结

果与预期一致，证明骨架质粒同源重组成功&

9：:;4777 "<=>/=；4：)?(/<AB01234；6：)?(/<AB0123!&

图 4@ 骨架载体酶切鉴定结果

!# 6" 重组 %12+345,-./!，%12+345,-./0 腺病毒的

包装" 含重组腺病毒的质粒转染包装细胞 1DE4F6，

培养 9 G> 后，显微镜下可见特征性圆球状及葡萄串

样聚合的细胞病理性改变；电镜下可见病毒感染后的

死细胞，胞体肿胀，胞膜不完整，细胞内充满病毒颗粒

（图 6?，图中箭头所示即为病毒颗粒），以及感染细

胞的胞核，内有成堆的病毒颗粒（ 图 62，图中箭头所

示为病毒颗粒）& 第 97 日，可见大部分包装细胞肿胀

脱落，细胞出现细胞病理反应（HB-I)<-+I.IJ#H<. /KK/H-，
LMD）样变化&

?：病毒感染的包装细胞 N C777；2：包装细胞胞质内的病毒颗粒

N C7 777&

图 6@ 电镜下观察到的包装细胞及细胞内的病毒颗粒

!# 7" 共转 -+%8! 细胞观察 -./ 基因表达情况" 包

装完成的 病 毒 颗 粒 以 67 OP’ 感 染 人 肝 癌 细 胞 株

1/)Q4，CR + 后，分别收集细胞总 ST? 和蛋白，检测

其变化& SU0MLS 结果表明，与未处理组和转染空载

体组细胞相比，感染腺病毒组细胞的 123 基因 "S0
T? 量明显降低（图 C?）；V/A-/=$ 2.I- 结果显示，感染

腺病毒可使细胞 12% 蛋白的表达量显著减少（ 图

C2）&

?：SU0MLS； 2： V/A-/=$ 2.I-& 9： ,$-=/<-/( H/..； 4：?(/<AB019；

6：)?(/<AB01234；C：)?(/<AB0123!&

图 C@ 构建的腺病毒载体对 12W3 基因表达的抑制

6" 讨论

目前，在我国广泛应用的抗 12W 药物主要有两

类，即 !0干扰素和核苷类药物如拉米夫定等& 但疗效

均不理 想，新 型 有 效 的 抗 12W 药 物 仍 在 探 索 中&
ST?# 用于 12W 治疗在理论上具有以下优点［X］：特异

性降解 12W "ST?，从而阻止病毒复制，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，

ST?# 也可以起到有效的抑制作用，这是通常抗病毒

药无可比拟的& 其次，ST?# 可以针对病毒基因保守
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区发挥作用，从而限制病毒产生逃避突变株的能力!
因而，"#$% 技术为各类慢性 &’( 感染开辟了新的途

径! 有学者认为 "#$% 技术应用于抗 &’( 治疗，有望

成为治疗乙型肝炎的革命性新方法，将有巨大的社会

价值［)］! 腺病毒载体是目前基因治疗研究和临床试

验中应用最广泛的病毒载体之一! 由于腺病毒载体

宿主范围广，感染效率高，可插入外源基因片段大，可

介导外源基因短时呈高水平表达和不整合到感染细

胞的基因组中等特点［*］!
在本实验中，我们采用 &+ 等［,-］创建的 .$/+012

腺病毒载体系统，通过细菌体内同源重组的方法，构

建针对 &’(3 基因的两个不同位点的 1%"#$ 重组腺

病毒载体! 该方法不但发挥了重组腺病毒高效、安全

等优点，同时，还具有重组效率高，包装时间短等特

点! 腺病毒载体介导的 "#$ 干扰克服了以往用质粒

作为 1%"#$ 输送载体转染效率低的缺陷!
实验中我们使用 "4567"，8+19+:; ’<=9 的方法

在 >"#$ 水平和蛋白质水平证实针对 &’3 基因的

1%"#$ 重组腺病毒有效地抑制了 &’3 基因的表达!
? ? 本实验表明腺病毒是一种有应用前景的抗 &’( 感

染的基因治疗载体，其可为慢性 &’( 感染以及 &’( 感

染后发生的肝细胞肝癌的基因治疗提供新思路!
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