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反义锁核酸体外抗乙肝病毒的实验研究
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　　【摘要】　目的　探讨锁核苷酸（ＬＮＡ）修饰的反义寡核苷酸抑制乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）表达的效果及其抗 ＨＢＶ

作用的特点。方法　针对 ＨＢＶＳ基因同一靶位分别合成三段不同化学修饰的反义寡核苷酸：锁核酸修饰、未修饰

和全硫代修饰，并以无关序列为对照直接作用于 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞，ＥＬＩＳＡ法动态检测细胞上清液中 ＨＢｓＡｇ含

量；实时荧光定量ＰＣＲ法（ＦＱＰＣＲ）检测细胞上清中ＨＢＶＤＮＡ含量；ＭＴＴ法监测细胞活性。结果　针对ＨＢＶＳ

基因的反义ＬＮＡ能显著抑制 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞表达 ＨＢｓＡｇ（犘＜０．０５）且第３天出现抑制高峰，抑制作用随时间

延长逐渐减弱。反义锁核酸组对 ＨＢｓＡｇ及细胞内、细胞外 ＨＢＶＤＮＡ均有较强抑制作用，最高抑制率分别为

５１．１９％、５６．７３％、８６．９％，与其他实验组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），与对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；ＬＮＡ在２０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内对细胞代谢无影响。结论　针对Ｓ基因的反义ＬＮＡ体外能发挥高效、特异、

低毒的抗 ＨＢＶ作用，为乙型肝炎的基因治疗注入了新的思路。

【关键词】　乙型肝炎病毒；　锁核酸；　基因治疗
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　　目前临床上使用的药物专一性不高，易引起乙型肝炎（乙

肝）病毒变异，对乙肝的疗效不理想［１２］。反义技术一直是近几

年来基因治疗的热门领域，引入反义技术从分子水平上探索治

疗乙肝的新途径具有广阔的前景。本研究从细胞水平将锁核

苷酸（ＬＮＡ）与传统的反义寡核苷酸进行比较，深入探讨新一

代反义寡核苷酸锁核苷酸体外抗乙肝病毒（ＨＢＶ）的活性及其

抗病毒作用的特点。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞由广州医学院生化与分子生

物教研室传代培养。该细胞株为 ＨＢＶＤＮＡ全基因转染肝癌

细胞系 ＨｅｐＧ２，能稳定分泌 ＨＢｓＡｇ。ＤＭＥＭ培养基、Ｇ４１８为

ＧＩＢＣＯ产品，胎牛血清购自杭州四季清公司，ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ

检测试剂盒购自上海科华公司，ＨＢＶ核酸扩增荧光定量试剂

盒购自中山大学达安基因公司。荧光定量 ＰＣＲ 仪为美国

ＡＢＩ７５００，由本室提供。

１．２　反义核酸的合成与修饰　选择抑制作用较强、互补于

ＨＢＶＳ基因翻译起始区的同一靶位合成以下几段１１聚脱氧

核苷酸：（１）反义锁核苷酸，５＇ＧｔＴｃＴｃｃＡｔＧｔ３＇，大写字母代表

碱基经ＬＮＡ修饰，小写字母代表 ＤＮＡ，由美国 ＧＥＮＥＬＩＮＫ

公司合成，ＲＰＣ方式纯化，纯度超过９０％。（２）未修饰反义寡

核苷酸，序列为５＇ｇｔｔｃｔｃｃａｔｇｔ３＇。（３）全硫代反义寡核苷酸，序

列同（２）。（４）与 ＨＢＶ 基因无关对照序列，５＇ａｔｃａｇｔｃａｇｔｃ３＇。

ＬＮＡ和无关序列分别以不同浓度（１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）一次性作

用于 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞，共同培养７２ｈ，以不加药物的细胞为

空白对照。

１．３　ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液 ＨＢｓＡｇ含量　将 ＨｅｐＧ２２．２．
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１５细胞按１×１０５ 个／ｍＬ的最适浓度接种于９６孔培养板，每

孔１００μＬ，待细胞贴壁后弃培养液分别加入不同修饰的反义／

无关序列寡核苷酸ＤＭＥＭ 液，各设３个复孔，另设不加药物

的细胞为空白对照。用ＥＬＩＳＡ法测定 ＨＢｓＡｇ含量，每个样品

重复３次取平均值。分别加入１０μＭＬＮＡ、未修饰、全硫代修

饰和无关对照序列，以正常细胞（不加寡核苷酸）为对照，连续

６ｄ收集培养上清测定ＨＢｓＡｇ含量。反义寡核苷酸对ＨＢｓＡｇ

的抑制率按下述公式计算：

抑制率＝
对照孔犗犇－实验孔犗犇

对照孔犗犇
×１００％

注：ＯＤ＝ＯＤ５７０－ＯＤ６３０

１．４　ＦＱＰＣＲ法检测细胞内外ＨＢＶＤＮＡ含量　取培养上清

液５０μＬ加等量体积的ＤＮＡ提取液，充分混匀１００℃恒温处

理１０ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ备用。细胞消化制成１ｍＬ

单细胞悬液，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液；１ｍＬＰＢＳ重

悬洗涤，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，用病毒ＤＮＡ提取

试剂盒提取细胞内 ＨＢＶＤＮＡ。ＨＢＶＤＮＡ阳性定量标准品

由试剂盒提供，分别稀释成４个梯度１×１０８、１×１０７、１×１０６、１

×１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ。上述各取２μＬ与反应液混合后进行扩增反

应，条件如下：９３℃预变性２ｍｉｎ（１个循环），９３℃５ｓ，５７℃

退火、延伸４５ｓ，共４０个循环。细胞贴壁１ｄ后加入１０ｕＭ

ＬＮＡ和全硫代修饰寡核苷酸的ＤＭＥＭ 维持液，隔２４ｈ换相

同药物浓度的维持液，连续３ｄ，设不含药物的细胞做对照，７２

ｈ后收集细胞和细胞上清液。结果分析：以Ｃｔ值（达到域值的

循环数，ＴｈｒｅｓｈｏｌｄＣｙｃｌｅ）为纵坐标，ＨＢＶＤＮＡ浓度的对数值

为横坐标，制作标准曲线，利用待测标本的Ｃｔ值求出相应的

ＨＢＶＤＮＡ含量，ＨＢＶＤＮＡ含量（ｃｏｐｙ／ｍＬ）＜１×１０
３ 为阴

性，＞１×１０３ 为阳性。

１．５　细胞的毒性试验　ＬＮＡ分别以１、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ一次

性作用 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞３ｄ后测 ＯＤ值，设６个复孔取均

值。ＭＴＴ比色法检测ＬＮＡ对细胞代谢活性的影响。

１．６　统计学分析　ＳＰＳＳ１８．０软件处理，各组间均数比较采用

单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＬＮＡ抗 ＨＢＶ的剂量相关性抑制作用　ＬＮＡ的浓度在

１～１０μｍｏｌ／Ｌ对 ＨＢＶ基因表达的抑制作用呈剂量相关性，以

１０μｍｏｌ／Ｌ浓度对ＨＢｓＡｇ的抑制作用最佳（犘＜０．０１）；无关序

列无明显抑制作用（表１）。

２．２　ＬＮＡ抗 ＨＢＶ的时间依赖性抑制作用　结果显示不同

修饰的反义寡核苷酸均可不同程度抑制 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞分

泌 ＨＢｓＡｇ，各实验组与无关序列相比差异有统计学意义（犘＜

０．０１）（表２）。ＬＮＡ抗病毒作用具有时效性，加药后第１天出

现抑制作用，第３天抑制率最高达５１．１９％，其后随时间延长

逐渐下降，抑制作用比未修饰（３０．７２％）和全硫代修饰寡核苷

酸（４７．７８％）强。无关序列抑制率无明显时效关系。

２．３　ＬＮＡ对 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞 ＨＢＶＤＮＡ复制的影响　阳

性对照品ＦＱＰＣＲ的标准曲线：以拷贝数的对数值为横坐标，

以Ｃｔ值为纵坐标，进行线性回归，相关系数狉＝０．９９９３５７。阴

性对照显示ＨＢＶＤＮＡ为阴性。对细胞上清液和细胞内ＨＢＶ

ＤＮＡ的抑制率与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０１）且

相同浓度下 ＬＮＡ 抗病毒作用优于全硫代寡核苷酸（犘＜

０．０５），见表３。

２．４　ＬＮＡ对细胞活性的影响　各实验组细胞无明显形态异

常，细胞数目未见明显差异，结果显示ＬＮＡ在２０μｍｏｌ／Ｌ浓度

范围内对细胞生存与代谢无明显影响（犘＞０．０５），见表４。

表１　ＬＮＡ不同浓度对宿主细胞分泌 ＨＢｓＡｇ的抑制作用

序列编号 浓度（μｍｏｌ／Ｌ） ＯＤ（狓±狊） 抑制率（％）

ＬＮＡ １ ０．２４４±０．０４２ １９．８７

５ ０．２２１±０．０３７ ２７．５４

１０ ０．１６１±０．００８ ４７．２１

无关序列 １ ０．３０４±０．０２１ ０．００

５ ０．２９５±０．０２４ ３．２８

１０ ０．２９０±０．００１ ４．９２

细胞对照 － ０．３０５±０．０１１ －

　　注：ＬＮＡ与细胞对照比较，犘＜０．０５，犘＜０．０１；－表示无

数据。

表２　不同修饰反义寡核苷酸对 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞

　　分泌 ＨＢｓＡｇ的抑制率（％）

时间（ｄ） ＬＮＡ 未修饰 全硫代修饰 无关序列

１ １４．２９ ６．２５ １６．０７ ４．４６

２ ２５．８６ １５．５２ ２５．２９ ７．４７

３ ５１．１９ ３０．７２ ４７．７８ ８．８７

４ ４９．５６ ２０．７０ ４３．４４ ４．９６

５ ３７．０４ １０．５８ ２４．８７ ４．１２

６ ２７．４０ ５．１５ １８．０３ ３．２８

　　注：各实验组分别与无关序列相比，犘＜０．０１；－表示无数据。

表３　ＬＮＡ和全硫代寡核苷酸对 ＨＢＶＤＮＡ的抑制作用

序列
上清液

含量（ＩＵ／ｍＬ） 抑制率（％）

细胞

含量（ＩＵ／ｍＬ） 抑制率（％）

ＬＮＡ （８．３６±０．６８）×１０５ ８６．９０ （２．５７±０．２３）×１０７ ５６．７３

全硫代修饰 （１．７０±０．２８）×１０６ ７３．３５ （４．６０±０．４７）×１０７ ２２．５６

对照组 （６．３８±０．１２）×１０６ － （５．９４±０．１７）×１０７ －

　　注：ＬＮＡ与全硫代序列比较，犘＜０．０５；－表示无数据。

表４　不同浓度ＬＮＡ对 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞活性的

　　　影响（ＯＤ５０８ｎｍ）

分组 浓度（μｍｏｌ／Ｌ） ＯＤ（狓±狊）

ＬＮＡ １ １．１７３±０．０４９

５ １．１６１±０．０４２

１０ １．１５６±０．０４２

２０ １．１４７±０．０４６

正常对照组 － １．２０３±０．０４３

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

ＬＮＡ与天然核酸非常相似，因其核糖的２′Ｏ和４′Ｃ通过

缩水作用形成氧亚甲基桥，使其３＇内部构象形似锁状，从而降

低了核糖结构的可塑性，增强了磷酸盐骨架局部的稳定［３５］。

研究表明，反义ＬＮＡ能与 ＨＢＶＳ基因 ｍＲＮＡ翻译起始

区特异性结合从而阻断 ＨＢｓＡｇ表达，对病毒蛋白的抑制作用

在一定浓度范围内呈剂量相关性，浓度越大，对 ＨＢｓＡｇ的抑

制效果越好。此外，ＬＮＡ抗 ＨＢＶ还具有时间依赖性，抑制作

用随时间延长逐渐减弱，原因可能是：（１）在细胞内与 ｍＲＮＡ
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结合，激活了ＲＮａｓｅＨ，降解杂交双链中的 ＲＮＡ，从而阻断蛋

白质的翻译过程。（２）ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞中整合的ＨＢＶＤＮＡ

持续产生 ｍＲＮＡ，逐渐使细胞内的ＬＮＡ稀释，不足以发挥有

效作用。前期研究表明当等量隔天反复投药时，抑制率随反义

核酸作用时间的延长表现为缓慢增高趋势［６］。本研究还显示

ＬＮＡ能显著抑制细胞内外 ＨＢＶＤＮＡ的合成，与传统的反义

寡核苷酸相比抗病毒效果更好（犘＜０．０５），这可能与ＬＮＡ的

高亲和力、良好的抗核酶降解能力和水溶性有关［７８］。

ＭＴＴ实验证实ＬＮＡ本身不影响宿主细胞正常的增殖与

代谢，可见 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞 ＨＢｓＡｇ分泌减少主要是ＬＮＡ

以序列特异性方式作用于 ＨＢＶ基因引起的，而不是ＬＮＡ本

身毒性导致细胞活性的显著降低。ＬＮＡ如何有效进入靶细胞

发挥特异性抗病毒作用是基因治疗的关键，反义寡核苷酸能通

过胞饮的方式直接穿过胞膜，进入细胞发挥“基因封条”的作

用，但采取直接导入的方式需要足够剂量的ＬＮＡ才能在靶细

胞内达到药效浓度，而增加含量会产生细胞毒性作用。此外，

体外合成的ＬＮＡ只能抑制病毒不能彻底消灭，因此如何找到

一种满意的肝靶向性核酸药物载体是开发特异性抗 ＨＢＶ药

物亟待解决的难题。已有文献报道利用脂质体技术将ＬＮＡ

导入靶细胞内是一条可行的途径［９］。本文在细胞水平上探讨

了ＬＮＡ成为新一代分子药物治疗乙肝的可能性，为抗 ＨＢＶ

药物筛选和临床应用提供了一个很好的依据，ＬＮＡ显示出更

好的反义活性但它的抗 ＨＢＶ作用必须进一步通过动物实验

及临床试验验证。
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较小，感染后一般只是引起慢性浅表性胃炎而无临床症状。世

界上超过半数的人感染 Ｈｐ，但并不是所有的 Ｈｐ都产生空泡

毒素，只有５０％～６０％具有空泡毒素活性的 Ｈｐ才是产毒菌

株［４］。因此对指导 Ｈｐ感染的治疗具有重要的意义。免疫印

迹试验是将标准的Ｈｐ产毒株ＣａｇＡ阳性和ＶａｃＡ阳性的各种

抗原成分提取出来，用聚丙烯酰胺凝胶电泳按分子量大小不同

依次分开，再将其转印至印迹膜上，如果被检者血清有相应抗

体，应用酶联免疫反应，就会在抗原的相应位置出现显色区带，

据此可判断出被检血清中各种 Ｈｐ抗体
［５］。根据抗体的不同

可推断 Ｈｐ类型，根据显色带的强弱、消长可观察治疗效果，预

测溃疡有无复发的可能性。

临床上用来诊断感染的方法很多［６１０］。如取胃组织作快

速尿酶测定，组织切片染色，细菌培养，１４Ｃ呼气试验等，但这

些方法结果易受试剂质量，标本量，反应时间，环境温度，用药

情况，主观经验的影响，还需采用侵入性、创伤性的手段来采集

样本，给患者带来一定的痛苦和心理负担；另外，所需的仪器昂

贵，代价较高，限制了临床的普及。免疫印迹法能同时检出全

部抗体，并且根据抗体的不同，能判定的类型并预测胃病的严

重程度。此外免疫印迹法为无创伤性诊断检测方法，还具有敏

感性高、特异性强、方法简单、时间短等特点，具有较大应用价

值，值得临床推广使用。
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