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重组质粒ｐＳＵＰＥＲＨＢｓＲＮＡｉ的构建及筛选
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［摘要］　目的：利用ｐＳＵＰＥＲＲＮＡｉ载体系统进行 ＨＢｓＲＮＡｉ序列的初步筛选和干扰效果鉴定。方法：设计并合成针对

ＨＢｓ基因区的３条ｓｉＲＮＡ（ＨＢｓｓｉＲＮＡ１、ＨＢｓｓｉＲＮＡ２、ＨＢｓｓｉＲＮＡ３），构建３种重组载体ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ，与 ＨＢＶ质

粒同时瞬转人胚肾２９３Ｔ细胞，７２ｈ后观察转染效果，实时定量ＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ法鉴定３种干扰序列对 ＨＢｓ的干扰效果，筛选

最佳干扰序列。结果：成功构建３种干扰质粒ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ，能高效转染人胚肾上皮细胞２９３Ｔ，转染效率在７０％以

上；实时定量ＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ法结果均显示 ＨＢｓｓｉＲＮＡ２可有效抑制 ＨＢｓ的表达，抵制率可达８０％，而 ＨＢｓｓｉＲＮＡ１、ＨＢｓ

ｓｉＲＮＡ３干扰效果不显著，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：成功构建３种干扰质粒ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ，筛选出其中

能有效抑制 ＨＢｓ基因表达的ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ２序列，为后续研究奠定了基础。

［关键词］　ｐＳＵＰＥＲ载体；ＨＢｓ基因；小ＲＮＡ干扰；筛选
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　　近年来随着双链ＲＮＡ合成技术和载体技术的
不断进步，ＲＮＡｉ技术在多个领域内被广泛应用，包
括功能基因组学、遗传学、干细胞生物学及信号转导
规律等方面。不少研究［１５］将其应用于抗 ＨＢＶ治
疗，取得了一定的效果，这对于乙型肝炎和肝细胞癌
的诊治，具有诱人的应用前景。采用化学合成或者
质粒载体编码小发夹ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）的方法将针对

Ｓ基因的ｓｉＲＮＡ导入细胞内，可以抑制 ＨＢＶ的复
制。此外，通过ｐｒｅｍｉＲＮＡｓ结构也可以携带ｓｉＲ
ＮＡ进入细胞内发挥ＲＮＡｉ作用，且更符合体内的
生理情况，但目前缺乏可利用的 ｍｉＲＮＡ骨架携带

ｓｉＲＮＡ抑制 ＨＢｓ蛋白，尤其是由ｐｏｌⅡ类启动子启
动的ＲＮＡｉ技术［６７］。为此，本研究设计并合成了针
对 ＨＢｓ基因区的３条ｓｉＲＮＡ，利用ｐＳＵＰＥＲ载体
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携带ｓｉＲＮＡ，与 ＨＢＶ质粒共转染人胚肾２９３Ｔ细
胞，实时定量ＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ法鉴定３条干扰序列
的干扰效果，筛选出能有效抑制 ＨＢｓ基因表达的

ｓｉＲＮＡ序列，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ｐＳＵＰＥＲ载体为中国科学
院上海生命科学院细胞与生物化学研究所惠赠，Ｍｉ
ｄｉ质粒纯化试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎｅ公司，ＴＲＩｚｏｌＲｅａ
ｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ 检测试
剂盒由上海吉凯生物公司提供，脂质体转染试剂Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲｅａｇｅｎｔ为 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司产
品，ＪｅｔＰＥＩ转染试剂购自Ｐｏｌｙｐｌｕｓ公司，Ｇ４１８购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹半干式电转移仪为

ＢｉｏＲａｄ 公 司 产 品；ＰＣＲ 仪 为 Ｆｐｒｏｇｏ２Ｄ 型

（Ｔｅｃｈｎｅ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｅｎｇｌａｎｄ）；荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＢｉｏＲａｄ，ｉＣｙｃｌｅｉＱ）。

１．２　３种ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ质粒的构建　ＨＢｓ
基因区内根据干扰序列的设计原则，选择３段靶序
列，化学合成ＤＮＡ模板。人工合成针对 ＨＢＶ（Ｇｅｎ
ＢａｎｋＵ９５５５１株）基因组中，所在ＨＢｓ序列４６０～４７８、

６３６～６５４和２９３５～２９５３碱基处的１９ｂｐ反向互补
序列，５′端加入ＢｇｌⅡ粘性末端，３′端加入ＨｉｎｄⅢ粘性
末端。引物设计：（１）ＨＢｓｓｉＲＮＡ１序列（６３６～６５４
ｂｐ）：正义５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＡ
ＴＧＧＧＡＧ ＴＧＧ ＧＣＣＴＣＴＣＴＴ ＧＡＡ ＧＧＣＣＣＡ
ＣＴＣＣＣＡＴＡＧ ＧＡＡＴＧＧＧ３′，反义５′ＧＡＴ ＣＣＣ
ＣＡＴ ＴＣＣＴＡＴ ＧＧＧ ＡＧＴＧＧＧＣＣＴＴＣＡ ＡＧＡ
ＧＡＧＧＣＣＣＡＣＴＣＣＣＡＴ ＡＧＧ ＡＡＴ ＴＴＴＴＴＧ
ＧＡＡＡ３′；（２）ＨＢｓｓｉＲＮＡ２序列（４６０～４７８ｂｐ）：正
义５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡ ＡＡＧＧＴＡ ＴＧＴＴＧＣ
ＣＣＧＴＴＴＧＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＧＡＣＡＡＡＣＧＧ
ＧＣＡＡＣＡＴＡＣＣＧＧＧ３′，反义５′ＧＡＴ ＣＣＣＣＧＧ
ＴＡＴ ＧＴＴＧＣＣＣＧＴＴＴＧＴＣＴＴＣＡ ＡＧＡ ＧＡＧ
ＡＣＡＡＡＣＧＧＧＣＡＡＣＡＴＡＣＣＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ
３′；（３）ＨＢｓｓｉＲＮＡ３序列（２９３５～２９５３ｂｐ）：正义５′
ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＣＡＧＡＴＴＧＧＧＡ
ＣＴＴＣＡＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＴＧ ＡＡＧＴＣＣＣＡＡ
ＴＣＴＧＧＡ ＧＧＧ３′，反义５′ＧＡＴ ＣＣＣＣＡＴ ＣＣＡ
ＧＡＴ ＴＧＧＧＡＣＴＴＣＡＡＴ ＴＣＡＡＧＡＧＡＴ ＴＧＡ
ＡＧＴＣＣＣＡＡＴ ＣＴＧＧＡＴ ＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′。
以上引物均由上海生工生物技术服务公司合成。合
成后上下游寡核苷酸链在１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液中，
于沸水浴中５ｍｉｎ后自然冷却，即得到双链的带有

ＢｇｌⅡ和 ＨｉｎｄⅢ粘性末端的ＲＮＡｉｏｌｉｇｏＤＮＡ片段；

ｐＳＵＰＥＲＶｅｃｔｏｒ质粒用ＢａｍＨⅠ＋ＨｉｎｄⅢ酶切回收

４７００ｂｐ片段；而后连接，转化ＤＨ５α感受态菌，卡那
霉素筛选阳性克隆，ＲＮＡｉｏｌｉｇｏＤＮＡ片段是否接入
用测序鉴定。

１．３　脂质体转染２９３Ｔ细胞　转染前２４ｈ，２９３Ｔ
铺６孔板，使之在转染时达到６０％的汇合度。每孔
转染情况：在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中用１００μｌＤＭＥＭ（无
血清）稀释 ＨＢＶ 质粒（１．０μｇ），ｐＳＵＰＥＲＨＢｓ
ｓｉＲＮＡ质粒（０．５μｇ），然后加入６μｌＰｌｕｓ

ＴＭ Ｒｅａ

ｇｅｎｔ，室温孵育１５ｍｉｎ；同时，在另一个Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
管中用１００μｌＤＭＥＭ（无血清）稀释４μｌＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭＲｅａｇｅｎｔ。把２个Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中的内
容物混匀，室温孵育１５ｍｉｎ，随后补足ＤＭＥＭ 至１
ｍｌ的转染体积并混匀。吸去培养皿原培养基，加入

ＤＮＡＰｌｕｓＴＭＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ Ｒｅａｇｅｎｔ 混 合 物，

３７℃，体积分数为５％ＣＯ２，孵育３ｈ。补ＤＭＥＭ（含
血清）至正常培养体积，继续在ＣＯ２孵箱中培养。４８
ｈ后收集细胞上清液和 ＲＮＡ，进行后续ＥＬＩＳＡ和

ＲＴＰＣＲ检测。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测　每孔加入待测标本５０μｌ，设阴、
阳性对照各２孔，每孔加入阴性对照（或阳性对照）
各１滴，并设空白对照１孔。每孔加入酶复合物

１滴（空白对照孔除外），充分混匀，封板，置３７℃孵
育３０ｍｉｎ。手工洗板，弃去孔内液体，洗涤液注满各
孔，静置５ｓ，甩干，重复５次后拍干。每孔加显色剂

Ａ液、Ｂ液各１滴，充分混匀，封板，置３７℃孵育１５
ｍｉｎ。每孔加入终止液１滴，混匀。用酶标仪读数，
取波长４５０ｎｍ，参考波长６３０ｎｍ，先用空白孔校零，
然后读取各孔光密度（Ｄ）值。

１．５　实时定量 ＲＴＰＣＲ 检测　首先抽提细胞

ＲＮＡ，ＲＴ合成ｃＤＮＡ第一链。ＰＣＲ体系（５０μｌ）：

ＲＴ产物０．５μｌ，１０×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰｓ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，Ｐ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，Ｐ２（１０

μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ１μｌ，Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
０．５μｌ，ＭｉｌｌｉＱｗａｔｅｒ４０μｌ。ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ参数：

９４℃４ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ３５循环，７２℃３０ｓ，
共３５个循环。最后７２℃延伸８ｍｉｎ。

１．６　统计学处理　采用ＳＡＳ８．２软件，利用ｔ检验
进行组间比较，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　３种ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ质粒的构建及转染
结果　成功构建３种ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ质粒，３
段序列（４６０～４７８，６３６～６５４，２９３５～２９５３）经Ｂｌａｓｔ
搜索对比，未发现有其他基因序列与之同源；三者脂
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质体转染效率均在７０％以上（图１）。

图１　重组质粒共转染后２９３Ｔ细胞

Ｆｉｇ１　ＣｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡａｎｄ

ｐｃＤＮＡ３．１ＨＢＶ３．６ｖｅｃｔｏｒｉｎｔｏ２９３Ｔｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｍｏｃｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＣｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈｐＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡａｎｄ

ｐｃＤＮＡ３．１ＨＢＶ３．６ｖｅｃｔｏｒ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＥＬＩＳＡ及实时定量ＲＴＰＣＲ检测结果　转染

７２ｈ后采用ＥＬＩＳＡ及实时定量ＰＣＲ鉴定干扰序列

ＲＮＡｉ效 果。ＥＬＩＳＡ 结 果 显 示 （图 ２Ａ），ＨＢｓ
ｓｉＲＮＡ２有抑制 ＨＢｓ蛋白表达的作用，抑制效率可
达８０％，而 ＨＢｓｓｉＲＮＡ１、３干扰效果不显著，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
结果表明，ＨＢｓｓｉＲＮＡ２干扰作用达到 ８０％，而

ＨＢｓｓｉＲＮＡ１、３没有显著抑制作用（图２Ｂ），差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　ｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡ质粒转染后

ＥＬＩＳＡ（Ａ）和实时定量ＰＣＲ（Ｂ）检测结果

Ｆｉｇ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＥＬＩＳＡ（Ａ）ａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（Ｂ）

ａｆｔｅｒｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐＳＵＰＥＲＨＢｓｓｉＲＮＡｓａｎｄ

ｐｃＤＮＡ３．１ＨＢＶ３．６ｖｅｃｔｏｒ
Ｐ＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　目前较为常用的ｓｉＲＮＡ制备技术包括体外制
备和体内表达两种。体外制备的ｓｉＲＮＡ需要专门
的ＲＮＡ 转染试剂将ｓｉＲＮＡ 转到细胞内；而采用

ｓｉＲＮＡ质粒表达载体和ＰＣＲ制备的ｓｉＲＮＡ表达框
架体系则是由转染到细胞中的ＤＮＡ模板在体内转
录出ｓｉＲＮＡ。后者的优点在于不需要直接操作

ＲＮＡ［８１０］。本研究通过基于 ｍｉＲＮＡ骨架，由ＣＭＶ
启动子启动 ＲＮＡｉ载体表达被证实为有效的 ＨＢｓ
ＲＮＡｉ干扰序列，所以通过该靶点可以降解 ＨＢＶ除
了 ＨＢｘ之外的所有３个开放阅读框的 ｍＲＮＡ，为
下一步抑制 ＨＢＶ复制以及 ＨＣＣ相关肿瘤信号转
导通路的研究奠定了基础。

　　使用合成的ｓｉＲＮＡ瞬时转染与使用质粒载体
表达体系产生 ＲＮＡｉ有各自的优缺点。使用合成

ｓｉＲＮＡ是即时性，转染后马上启动沉默过程，而质
粒载体需要体内转录，甚至Ｄｉｃｅｒ的加工过程，因而
需要经过一段时间方可见到沉默效应［９１０］。质粒载
体非常容易被扩增，不像ｓｉＲＮＡ 合成那样费时费
力。质粒载体更大的好处在于其产生的沉默效应持
久，这种载体系统可以应用于具有较长半衰期蛋白
的基因降解，同时可用于制备持续表达ｓｈＲＮＡ的
稳定细胞系，使得具有稳定基因沉默效应转基因动
物的制备成为可能［１１１２］。

　　本研究所包装的慢病毒是基于 ｍｉＲＮＡ发挥作
用的，相对于化学合成ｓｉＲＮＡ以及质粒转染ｓｈＲ
ＮＡ，通过ｐｒｅｍｉＲＮＡｓ结构携带 ｍｉＲＮＡ进入细胞
内发挥ＲＮＡｉ作用，更符合体内的生理情况，具有明
显优势，抑制效果也更加明显。本研究成功构建了
基于ｍｉＲＮＡ的慢病毒ＲＮＡｉ载体，由ＣＭＶ启动子
启动，筛选出较有效的 ＨＢｓ沉默ＲＮＡｉ片段，为下
一步针对 ＨＢｓ和 ＨＣＣ的研究奠定了基础。
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