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慢病毒介导基于ｍｉｃｒｏＲＮＡ系统的ＨＢｓＲＮＡｉ技术抑制ＨＢＶ复制
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［摘要］　目的：构建 ＨＢｓ基因ＲＮＡｉ慢病毒载体，观察其对 ＨＢＶ复制和抗原表达的作用。方法：针对已经筛选确定的 ＨＢｓ
基因ＲＮＡｉ有效靶序列，合成靶序列的ＯｌｉｇｏＤＮＡ，退火形成双链ＤＮＡ，与经ＭｌｕⅠ和ＣｌａⅠ酶切后的ｐＧＣＬＭＧＦＰ载体连接

产生慢病毒载体，ＰＣＲ筛选阳性克隆，测序鉴定。用ｐＧＣＬＭＧＦＰ、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０质粒共转染包装细胞２９３Ｔ，包

装产生慢病毒，以２９３Ｔ细胞ＧＦＰ蛋白的表达水平测定病毒滴度。培养ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系，用慢病毒（ＭＯＩ＝１和 ＭＯＩ＝１０）

对肝癌细胞进行感染，感染后细胞培养上清进行ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹、ＨＢＶＤＮＡ定量分析。结果：ＰＣＲ和测序结果证实，

成功构建ＨＢｓｓｈＲＮＡ的慢病毒载体。包装慢病毒后浓缩病毒悬液的滴度为５×１０８～２×１０９ＴＵ／ｍｌ。慢病毒ＨＢｓＲＮＡｉ后，

对 ＨＢＶ复制和抗原表达的抑制作用显著。感染４ｄ后，抑制效应开始出现，一直持续到第９天，抑制效应达到高峰（Ｐ＜
０．０５）。相对于阴性对照，ＨＢｓｓｈＲＮＡ作用后细胞上清中ＨＢｓＡｇ分泌量下降７０％以上（Ｐ＜０．０５），而 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ结果进一步证实了上述结果，在蛋白水平和ｍＲＮＡ水平都得到了进一步验证。经ＨＢＶＤＮＡ定量，发现慢病毒ＲＮＡｉ后

ＤＮＡ水平也显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论：成功构建ＨＢｓ基因ＲＮＡｉ慢病毒载体，以ＨＢｓ基因为靶点的慢病毒介导的基于ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ系统的ＲＮＡｉ技术能有效抑制 ＨＢＶ的复制和抗原表达。
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　　近来有不少研究［１２］显示在细胞内利用针对Ｓ
基因的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）可以成功抑制 ＨＢＶ复
制，不过这些研究主要采用化学合成或者质粒载体
编码发夹状 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）方法将ｓｉＲＮＡ 导入胞
内，并没有进一步探讨细胞内 ＨＢｓＲＮＡｉ后对 ＨＢＶ
相关肝细胞癌（ＨＣＣ）以及对 ＨＢｓ的生物学功能的
影响。除了上述两种方法以外，通过ｐｒｅｍｉＲＮＡｓ
结构也可以携带ｓｉＲＮＡ进入胞内发挥ＲＮＡｉ作用，
且更符合体内的生理情况，相比上述两种方法有更
大的优势。迄今为止，还没有利用ｍｉＲＮＡ骨架携带
的ｓｉＲＮＡ抑制 ＨＢｓ蛋白的相关研究，尤其是由ｐｏｌ
Ⅱ 类启动子启动、慢病毒载体介导ＲＮＡｉ技术的相
关研究。因此，本研究首先在进行靶点初步筛选的
基础上选取有效靶点构建慢病毒载体，进行病毒的
大规模包装、扩增、浓缩纯化以及滴度测定，并观察
其对 ＨＢｓ生物学功能的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　慢病毒包装细胞２９３Ｔ由上
海吉凯生物公司提供，慢病毒包装试剂盒购自 Ｑｉａ

ｇｅｎ公司，包括 ｐＧＣＬＭＧＦＰ 载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０
（ｇａｇ／ｐｏｌ元件）载体、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０（ＶＳＶＧ元件）载
体；Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎｐｌｕｓ２０试剂盒购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
大肠杆菌菌株ＤＨ５α、ＤＭＥＭ、胎牛血清、胰蛋白酶
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。Ｍｉｄｉ质粒纯化试剂盒购自Ｑｉａ

ｇｅｎ公司，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系由中国科学院上海生
化所馈赠。

１．２　慢病毒 ＨＢｓＲＮＡｉ双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ的制备　
设计寡核苷酸插入片段，所选择的针对 ＨＢｓ蛋白的
靶点已经被证实有效，抑制率达８０％。ｓｉＲＮＡ二聚
体中的两条链都在单个的ＤＮＡ模板中。结构域长

２１个核苷酸且与目标基因的编码区相对应。这两个
结构域能形成反向重复序列被１９个核苷酸所分开
形成ｍｉＲ３０发夹茎环。插入片段可通过合成两条
互补的寡核苷酸片段，退火形成，５′、３′两端分别含有

ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ酶切位点。

１．３　慢病毒ＲＮＡｉ载体的构建　经退火形成双链

ＤＮＡ，退火反应体系：５μｌＤＮＡｏｌｉｇｏ（ｓｅｎｓｅ）１μｇ／

μｌ，ＤＮＡｏｌｉｇｏ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）１μｇ／μｌ，５×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
Ｂｕｆｆｅｒ２０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ７０μｌ，混匀，９０℃温育４ｍｉｎ，

７０℃温育１０ｍｉｎ，缓慢冷却至室温。１２％非变性

ＰＡＧＥ凝胶检测双链形成效率。将退火产物与经

ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ酶切后的ｐＧＣＬＭＧＦＰ载体连接，
连接体系如下：酶切回收的载体ＤＮＡ１００ｎｇ／μｌ１

μｌ，退火的双链ＤＮＡ１００ｎｇ／μｌ１μｌ，１０×Ｔ４噬菌

体ＤＮＡ连接酶缓冲１μｌ，Ｔ４噬菌体ＤＮＡ连接酶１

μｌ，ｄｄＨ２Ｏ６μｌ，于４℃１２ｈ连接反应，将连接产物
转化到ＤＨ５α大肠杆菌。

１．４　ＰＣＲ鉴定　挑取重组阳性克隆行ＰＣＲ及测序
鉴定（上海博亚生物技术有限公司）。ＰＣＲ体系（５０

μｌ）：Ｐｒｉｍｅｒ（＋）０．４μｌ（０．１ｎｍｏｌ／Ｌ），Ｐｒｉｍｅｒ（－）

０．４μｌ，ｄｄＨ２Ｏ１５．２μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μｌ，ｄＮＴＰｓ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．８μｌ，Ｔａｑ酶０．２μｌ，菌落裂解液１

μｌ。ＰＣＲ参数：９４℃３０ｓ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃
３０ｓ，３０个循环，最后７２℃延伸６ｍｉｎ。

１．５　ＤＮＡ测序鉴定　选择测序鉴定正确的克隆，
接菌，过夜培养后，进行阳性克隆质粒抽提，送测序
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｇ公司３７３０型测序分析仪测序分析）。

１．６　慢病毒大量包装、纯化、浓缩以及滴度测定

１．６．１　病毒包装、纯化及浓缩　转染前２ｈ将细胞培
养基更换为无血清培养基。离心管中加入所制备的
各ＤＮＡ 溶液［ｐＧＣＬＧＦＰ载体２０μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ１．０
（ｇａｇ／ｐｏｌ元件）载体１５μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ２．０（ＶＳＶＧ元件）
载体１０μｇ］，与相应体积的ＯｐｔｉＭＥＭ混合均匀，调
整总体积为２．５ｍｌ，在室温下温育５ｍｉｎ。取１００μｌ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂在另一管中与２．４ｍｌＯｐｔｉ
ＭＥＭ混合，在室温下温育５ｍｉｎ。将稀释后的ＤＮＡ
与稀释后的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行混合，室温下温育

２０ｍｉｎ。将ＤＮＡ与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００混合液转移至

２９３Ｔ细胞的培养液中，混匀，于３７℃、体积分数为５％
ＣＯ２细胞培养箱中培养。培养８ｈ后倒去含有转染混
合物的培养基，每瓶细胞加入２０ｍｌ的ＰＢＳ液，洗涤残
余的转染混合物，然后倒去。每瓶细胞中加入含１０％
血清的细胞培养基２５ｍｌ，于３７℃、体积分数为５％
ＣＯ２培养箱内继续培养４８ｈ。收集转染后４８ｈ的

２９３Ｔ细胞上清液。于４℃，４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，除
去细胞碎片。以０．４５μｍ滤器过滤上清液于４０ｍｌ超
速离心管中。再４０００×ｇ离心，至需要的病毒浓缩体
积。通常需要的时间为１０～１５ｍｉｎ。将离心杯从样
品收集杯上移开。样品收集杯中的即为病毒浓缩液。
将病毒浓缩液移出，分装后保存在病毒管中，－８０℃
长期保存。取其中一管进行病毒生物学滴度测定。

１．６．２　病毒滴度测定　使用逐孔稀释滴度测定法。
测定前１ｄ为测定滴度所需的细胞铺板，每个９６孔
中加４×１０４个细胞，体积为１００μｌ。根据病毒的预
期滴度，准备７～１０个无菌的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管。在每
个管中加入９０μｌ的新鲜培养基。取待测定的病毒
原液１０μｌ加入到第１个管中，混匀后，取１０μｌ加入
到第２个管中。继续相同的操作直到最后一管。选
取所需的细胞孔，吸去９０μｌ培养基。加入稀释好的
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病毒溶液。放入培养箱培养。２４ｈ后，加入新鲜培
养基１００μｌ。小心操作。４ｄ后观察荧光表达情况。
荧光细胞数随稀释倍数的增加而减少。数出荧光细
胞比例在１０％左右的孔中的荧光细胞个数。将得到
的数值除以相应的稀释倍数就得到了病毒原液的滴

度值。进行病毒滴度计算。

１．７　细胞培养及上清定量分析　ＨｅｐＧ２．２．１５细
胞用ＤＭＥＭ、１０％ＦＢＳ培养，置３７℃、体积分数为

５％ＣＯ２孵箱中培养，保持饱和湿度。细胞传代后，在

１２ｈ内进行感染，慢病毒感染细胞时，用尽可能小体
积的无血清ＤＭＥＭ稀释慢病毒感染２４ｈ，１２ｈ时观
察细胞状态，如毒性过大则予以换液，然后加完全培
养基至正常培养体积。参照细胞计数结果（２４孔板
约２×１０５左右），采用慢病毒（ＭＯＩ＝１和 ＭＯＩ＝１０）
对肝癌细胞系ＨｅｐＧ２．２．１５进行感染，感染后细胞培
养上清参照试剂盒方法直接进行后续 ＥＬＩＳＡ、

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及 ＨＢＶＤＮＡ定量分析，分析方法参
照试剂盒说明书进行。

１．８　统计学处理　采用ｔ检验进行均数比较。

２　结　果

２．１　慢病毒ＲＮＡｉ载体阳性克隆ＰＣＲ鉴定结果　
载体酶切后与退火后双链ＤＮＡ连接，连接后转化筛
选阳性克隆，质粒抽提后ＰＣＲ方法筛选。阳性克隆
质粒抽提琼脂糖凝胶电泳结果（图１）与预期一致。

ＰＣＲ筛选结果（图２）表明阳性克隆插入片段正确。
测序结果（图３）证实阳性克隆包含所要 ＨＢｓＲＮＡｉ
片段。

图１　阳性克隆质粒抽提琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｉｎｇｐｌａｓｍｉｄ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ：１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｉｎｇｐｌａｓｍｉｄ

图２　ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ２　ＰｌａｓｍｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ
１：Ｎｅｇａｔｉｖｅ（ｄｄＨ２Ｏ）；２：Ｍａｒｋｅｒ；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅ（ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ）；４：

Ｐｏｓｔｉｖｅ（ｉｎｓｅｒｔｓｅｑｕｅｎｃｅ）；５７：ｓｉＨＢｓ１，２，３

图３　质粒测序结果

Ｆｉｇ３　Ｐｌａｓｍｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｓｈｏｗｓｔｈｅａｉｍｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２　病毒滴度测定结果　设荧光细胞比例是Ｉ，病
毒颗粒数是Ｘ，根据公式：Ｘ＝Ｉ×Ｍ，其中：Ｍ为病毒
加入时的细胞总数。设病毒滴度为 Ｔ，根据公式：

Ｔ＝Ｘ／Ｖ，其中Ｖ为所加入病毒液中含有的病毒原
液数（ｍｌ数值）。计算结果表明病毒滴度为５×
１０８～２×１０９ＴＵ／ｍｌ。

２．３　慢病毒介导ＲＮＡｉ后在蛋白水平对ＨＢｓＡｇ的
抑制

２．３．１　ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清 ＨＢｓＡｇ结果　细
胞培养上清可以直接进行ＥＬＩＳＡ法检测，选３次实
验平均值作图（图４），空白对照设为１，可见感染第４
天后ＭＯＩ值为１０的ＲＮＡｉ孔，浓度下降５０％左右，
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第９天下降最为明显，降至阴性对照２０％以下（Ｐ＜
０．０５）。由于ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系内稳定整合的

ＨＢＶ基因组数量没有明确报道，我们推断数量可能
较多，所以本实验中 ＭＯＩ值为１的实验孔的抑制效
果不明显（图４、图５）。

图４　慢病毒ＨＢｓＲＮＡｉ对

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞ＨＢｓＡｇ表达的影响

Ｆｉｇ４　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨＢｓＡｇｉｎＨｅｐＧ２．２．１５

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＨＢｓＲＮＡｉｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｐ＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测细胞内ＨＢｓＡｇ表达抑制情
况　细胞分为４组：ＨＢｓＲＮＡｉ组（ｓｉＨＢｓ，ＭＯＩ＝１）、

ＨＢｓＲＮＡｉ组（ｓｉＨＢｓ，ＭＯＩ＝１０）、阴性对照和空白对
照组，细胞感染方法同前，置ＣＯ２孵箱２４ｈ后，加完全
培养基至正常培养体积，以后２４ｈ换液１次，取第５
天样本实验，采用用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检
测ＲＮＡｉ后的效果。细胞裂解液进行Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实
验前均用ＢＣＡ试剂盒进行总蛋白定量测定，上样量

８０μｇ／道。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果（图６）所示，ＭＯＩ值为

１０组表达下降明显；而ＭＯＩ＝１组、阴性对照以及空白
对照组的蛋白表达相比较均无明显变化。

２．４　慢病毒介导ＲＮＡｉ后 ＨＢｓＡｇＲＮＡ水平的变
化　根据ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果，可以明确慢
病毒介导的ＲＮＡｉ技术可以在蛋白水平对 ＨＢｓＡｇ
进行有效的抑制，抑制效率在ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系可
以达到７０％以上。为进一步明确其确切的作用途
径，本研究进一步采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法测定了细
胞内 ＨＢＶ复制过程中３种ＲＮＡ，即３．６、２．４、２．１
ｋｂ的ＲＮＡ含量，实验方法证实 ＲＮＡ水平干扰效
果在５０％以上，抑制效果不如蛋白水平显著，但可
以与蛋白水平相互印证（Ｐ＜０．０５，图７）。

图５　不同 ＭＯＩ值的抑制效果

Ｆｉｇ５　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＬＶｓｈＨＢｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｖａｌｕｅｓ
Ａ，Ｂ：ＭＯＩ＝１；Ｃ，Ｄ：ＭＯＩ＝１０．Ｗｈｅｎｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ＭＯＩ）ｗａｓ１０，ｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＧＦＰｗａｓａｂｏｖｅ９０％ａｆｔｅｒ

９６ｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＨｅｐＧ２．２．１５细胞ＨＢｓＡｇ的表达

Ｆｉｇ６　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＨＢｓＡｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ＨｅｐＧ２．２．１５ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｆｔｅｒＨＢｓＲＮＡｉ

２．５　慢病毒ＲＮＡｉ后细胞培养上清中 ＨＢＶＤＮＡ
水平的变化　为进一步观察病毒复制水平的变化，
本研究对细胞培养上清中 ＨＢＶＤＮＡ含量进行了
测定，结 果 如 下 （图 ８）：ＭＯＩ＝１０ 组 ＤＮＡ
表达下降显著，ＭＯＩ＝１组的ＤＮＡ表达也有下降

（Ｐ均＜０．０５），阴性对照以及空白对照组相比较均
无明显变化。

图７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组ＲＮＡ相对含量

Ｆｉｇ７　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｆｔｅｒ

ＨＢｓＲＮＡｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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图８　细胞培养上清ＨＢＶＤＮＡ含量测定结果

Ｆｉｇ８　ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔＨＢＶＤＮＡｌｅｖｅｌｓ

ａｆｔｅｒＨＢｓＲＮＡｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究中所用的载体系统是基于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的
慢病毒ＲＮＡｉ载体系统，由ｐｏｌⅡ类启动子启动，经
研究证实该载体系统可以在单拷贝（ＭＯＩ＝１）的情
况下发挥有效抑制作用［４６］。本研究所构建的慢病
毒基于人的免疫缺陷病毒（ＨＩＶ），是一种非常有效
的慢病毒载体，因为它已经进化成一种能够感染辅
助性Ｔ淋巴细胞和巨噬细胞，以及将自身基因组整
合到宿主细胞基因组中，稳定整合后可以持续表达

ｓｉＲＮＡ，这样就避免了质粒载体或者化学合成ｓｉＲ
ＮＡ方法的时效性短的缺点。

　　本研究中选用了ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系作为体外
模型，细胞基因组中稳定整合了 ＨＢＶ基因组，可以
表达 Ｄａｎｅ颗粒，上清中可以检测到 ＨＢｓＡｇ 和

ＨＢｅＡｇ，更加符合 ＨＢＶ在体内复制的自然状态，论
证力更强。ＨＢＶＤＮＡ是稳定整合在细胞基因组上
的，表达更加稳定，避免了质粒转染的不确定性以及
转染效率、抑制作用不宜判断的缺点，但是由于

ＨＢＶ基因组是稳定整合在细胞基因组上的，ＨＢＶ
表达水平高，ＲＮＡｉ技术抑制难度大，蛋白及 ＲＮＡ
水平抑制效果难以达到９０％以上，ＲＮＡ水平的抑制
率在 ６０％ 左 右，Ｒｅｎ 等［７］通 过 质 粒 载 体 转 染

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞，４ｄ后 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的表达
被抑制了７２．８％和５５．８％。

　　目前，乙型肝炎病毒与肝细胞癌发生的关系已
经在流行病学领域得到了证实，就 ＨＢＶ相关肝细胞

癌而言，几种病毒基因编码产物的长期表达，主要是

Ｘ蛋白和 ＨＢｓ蛋白的长期表达，可能通过增加宿主
免疫反应的严重程度而参与了癌变过程［８９］。

　　本研究构建了基于 ｍｉＲＮＡ的慢病毒ＲＮＡｉ载
体，由ＣＭＶ启动子启动，携带着目前证实最为有效
的 ＨＢｓＲＮＡｉ片段，为下一步针对 ＨＢｓ和 ＨＣＣ的
研究提供了基础，也提供了慢病毒ＲＮＡｉ研究的平
台。
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