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Abstract
AIM: To construct the vector that harbors self-restricted sys-
tem for clearing hepatitis B virus, eliminating infected hepatic
cells and inhibiting hepatitis B recurrence in gene therapy.

METHODS: After amplifying hepatitis C virus (HCV) internal
ribosome entry sites (IRES) by reverse-transcription PCR
(RT-PCR), the products were cloned into pcDNA3. A
biscistronic vector was obtained. A part of sequence in
HBV anti-surface gene and part of sequence in HCV core
gene were cloned into the vector before IRES site in turn
and thymidine kinase (TK) was also cloned into it following
the IRES site. After determination by PCR and sequencing,
we acquired the vector containing HBV anti-S, HCV-C gene,
HCV IRES and thymidine kinase gene, which was named
the vector pcDNA3-SCITK. The vectors were separately
transfected into HepG2 cells and 2.2.15 cells and all the
media contained ganciclovir.

RESULTS: The novel vector was transfected into 2.2.15
and hepG2 cells, the expressed protein could destroy the
former, but had no effect on HepG2 cells if all the media
contained ganciclovir. Apoptosis cells in the former ac-
counted for 15 per cent of all cells by fluorescence (FACS)
detection. There was obvious difference between the two
types of cells (the later was only 6 per cent).

CONCLUSION: The function of genes that pcDNA3-SCITK

carried with self-restricted system could be ego-controlled,
and it might be used as gene therapy vector for HBV clear-
ance if taking HBV S gene as target gene and TK gene as
objective gene.
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摘要

目的: 建立清除乙型肝炎病毒(HBV)自杀基因平衡制约载体

系统 靶向清除HBV感染的肝细胞 抑制慢性乙型肝炎

和肝硬化患者免疫再活动.

方法: 逆转录PCR(RT-PCR)扩增丙型肝炎病毒(HCV)基因组

中核糖体插入位点(IRES) 以 pcDNA3 载体为基础 构

建双顺反子表达载体. 同时在IRES位点的上游克隆HBV表

面基因的部分反义序列和HCV 全长核心基因 在IRES位

点下游克隆胸腺苷激酶基因 PCR 酶切和测序鉴定. 构

建的清除乙型肝炎病毒(HBV)自杀基因平衡制约载体系统分

别转染培养基含有更昔洛韦的HepG2细胞和2.2.15细胞.

结果: 构建的清除乙型肝炎病毒(HBV)自杀基因平衡制约载

体系统可以选择性促使2.215细胞凋亡(实验组细胞凋亡率

为15 % 而对照组仅为6 %); 抑制 2.2.15 细胞在培养基

中分泌乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg) 统计学分析表

明 HBsAg在培养基中检测滴度 在两组之间有显著性差

异(P <0.05).

结论: 构建以HBV 表面基因为靶基因 自杀基因为效应基

因的自杀基因制约平衡系统 可能为下一步慢性乙型肝炎

的基因治疗提供理想的基因治疗载体.
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0   引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是威胁人类健

康的严峻问题 全球大约有5 %的人受到感染 我国

一般人群的HBV表面抗原携带率高达10 %[1-4]. 其中

75-90 %原发性肝癌与此有关 因此研究控制HBV感

染的有效方法 一直是HBV的研究的难点和重点[5, 6]. 当

前人们主要根据上述慢性HBV感染3个自然过程及其

相应的机体免疫应答特点[7-9] 进行乙型肝炎病毒清除

的治疗研究. 迄今为止 还没有一种有效的策略可以控
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制和消除免疫清除后的逃逸病毒和耐受期高水平复制

的HBV[10, 11]. 采用现代基因治疗方法 有可能对这两个

时期的低病毒复制和高水平复制HBV-DNA的细胞进

行靶向性基因治疗 影响着慢性乙型肝炎预后. 我们根

据HCV复制特殊性 结合乙型肝炎免疫应答的基本特

点 利用真核细胞表达载体 构建基因功能平衡制约

系统 有可能为上述困境提供一种新的治疗方法.

1   材料和方法

1.1 材料  pcDNA3 PCR产物提纯试剂盒 德国QIAGEN;

Expand PCR Kit 美国 Stratgene; Taq, Pfu 酶 加拿大

Bio-Star; EcoR I BamH I HinD III  洛阳华美生物

工程公司. HBV pcDNA3-TK 和pcDNA3-S基因质粒系本

室保存. 引物合成由大连宝生物公司合成. HCV IRES L:

5 - GCGC GGATCCGGGCGA CACTCCACCATAG -3

(nt17-36 划线为BamH-I 切点) HCV IRES R: 5 -

GCGAATTCGTTTTTCTTT GAGGTTTAGGATTC -3

(nt347-371 划线为EcoR I 切点),HBVL: 5 -GCGCGT

GCAAGCTTAT AAAACGCCGCAGACACATC-3 (划线

为HinD III 切点)HBVR: 5 -ATTCGTGCTCATCAGGA

TTCCT AGGACCCCTTC-3 (划线为HCV 核心基因)

HCVL: 5 -TAGGAATCCTGATGAGCACGAA TCCTAAACC

TC-3 (划线为HBV 部分反义序列) HCVR: 5 -GCG

CGGATCCTTAAGCGGAAG CTGGG ATG-3 (划线为

BamH I切点) TK R: 5 -ACTTCCGTGGCTTCTTGCT

G-3 (nt150-nt170).

1.2 方法  载体构建策略 如图1 HCV IRES 位点和

核心基因的获得. 临床上已被鉴定的1例国人慢性HCV

感染患者的阳性血清50 µL Trizol裂解(深圳晶美公司
提供) 混匀后常规酚: 氯仿: 异戊醇抽提 取上清2倍

乙醇沉淀 750 mL/L 的乙醇洗涤 沉淀烘干后加的

DEPC水溶解20 µL 获得HCV RNA. 取含有HCV RNA
的溶液 按照RT-PCR试剂盒(试剂提供为深圳晶美公

司)要求 分别加入随机引物  HCV IRES 上下游引

物 含有逆转录酶的PCR扩增混合物. PCR仪为美国罗

氏公司Real-time PCR仪. 反应程序为: 42 45 min;

94 5 min 后进入主循环92  30 s 55  30 s

72  30 s 45个循环后收集PCR产物为目的HCV IRES

目的基因产物. 同样的方法获得 HCV 核心基因. 分别提

纯后备用. HBV 部分 S基因和胸腺苷激酶基因获得.  根

据HBV S 基因序列 寻找合适的反义序列 在HBV

S 基因反义序列5 端处有一200 nt 左右序列 之中

不含有起始密码子ATG 设计引物(见上述). 按下列程

序: 主循环92  30 s 55  30 s 72  30 s PCR扩

增 产物为反义HBV S基因目的序列; 小量提取TK质

粒 EcoR I 酶切获得 TK基因. 分别提纯后备用. 反义

HBV S和HCV 核心基因连接: 按照Horton et al [12] (Gene

1989; 77: 61-68)方法进行SOEing PCR 保守扩增. 在

1.4.1.1中目的基因获得后 反义 HBV S和HCV 核心

基因引物之间(HCV L和HBV R)存在互补序列(下划线所

示): HCVL5-TAGGAATCCTGATGAGCACGAATCCTAAA

CCTC-3(斜体为HCV 核心基因序列)3-CCCCAGGATC

CTTAGGACTACTCGTGCTTA-5: HBVR(斜体为反义

HBV S基因部分). 所以 将反义HBV S基因和HCV 核

心基因扩增产物按一定的比例混合后 以HBV L 和

HCV R为引物进行第二次PCR扩增 反应按下列程序

进行: 主循环92  30 s 50  45 s 72  60 s PCR扩

增30 个循环后 72 再延伸10 min 获得目的基因

产物 提纯后备用. 反义HBV S-HCV 核心基因和HCV

IRES位点三片段连接. BamH I 分别常规酶切反义HBV

S-HCV 核心基因和HCV IRES位点 分别提纯后按一

定的比例混合 常规T4连接酶连接 连接产物常规酚:

氯仿: 异戊醇抽提后获得上清. 取上清 以HBV L 和

HCV IRES R为引物 进行PCR扩增 反应按下列程

序进行: 主循环92  30 s 53  45 s 72  60 s PCR

扩增30 个循环后 72 再延伸10 min 获得目的基

因产物 提纯后备用. 反义HBV S-HCV 核心基因-HCV

IRES三片段克隆.  HinD III 和EcoR I 双向酶切反义HBV

S-HCV 核心基因-HCV IRES序列和pcDNA3载体 提

纯 T4连接酶连接. 连接产物按常规方法进行转化感

受态细胞后 涂板 37 培养 挑取单菌落 常规

培养转化后的菌株 以HBV L和HCV IRES R为引物

进行PCR和HinD III 和 EcoR I 双酶切鉴定 获得的

载体称为pcDNA3-SCI.

图1  自杀平衡载体构建策略图.

1.2.1 胸腺苷激酶基因亚克隆  EcoR I分别酶切pcDNA3-

SCI和前面所得的TK基因 提纯后T4连接酶连接 连

接产物按常规方法进行转化感受态细胞后 涂板 37 

培养 挑取单菌落 常规培养转化后的菌株 以HBV L和

TK R为引物进行PCR扩增 有目的产物出现即为TK基

因正向插入pcDNA3-SCI载体后的目的质粒 即清除乙

型肝炎病毒自杀基因平衡制约载体系统(p cDNA 3-

SCITK). 获得的质粒送大连宝生物公司测序鉴定.

1.2.2 获得的载体细胞转染  常规培养细胞 转染前1 d

将HepG2和2.2.15细胞接种到8孔槽中 加入100 mL/L
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胎牛血清( FCS)的 DMEM培养基 在37 和 50 mL/L

的CO2中培养至细胞的融合率为50-80 %. 用QIAGENE

小量提取质粒(pcDNA3-SCI 和 pcDNA3-SCITK) 按

lipofectamine试剂盒(boehringer mannheim biochemicals Co.

USA)说明书要求 转染HepG2和 2.2.15 细胞 0 3

6 d分别取细胞培养基上清 6 d后 细胞常规碘化丙

啶色 流式细胞仪检测.

2   结果

2.1 PCR 扩增和酶切鉴定结果  见图2-4.

图2  HCV IRES PCR扩增.

图3  SCI平衡制约系统鉴定.

图4  SCITK平衡制约系统克隆和鉴定过程.

        图 2为 HCV IRES RT-PCR结果 左侧为2 kb Mark

右侧为PCR 产物 大小300 bp左右; 图 3为反义HBV

S-HCV 核心基因-HCV IRES克隆后 HinD III和EcoR

I 双酶切鉴定结果 左侧为 1 kb的Mark 右侧为2泳

道为双酶切结果 前面为1 kb 左右的 SCI 基因片段

后面为线状pcDNA3载体 3泳道为pcDNA3-SCI载体;

图 4为SCITK平衡制约系统克隆和鉴定过程 1和8泳

道为2 kb 的Mark 2 3 泳道为SCITK载体系统经过

HBV L和 TK R 为引物进行PCR扩增鉴定结果 4泳

道为反义HBV S-HCV 核心基因和HCV IRES位点连接

后PCR扩增后提纯的电泳结果 5泳道反义 HBV S和

HCV 核心基因SOEing PCR连接的结果 6泳道为HCV

core RT-PCR结果 7泳道为HBV 部分S基因PCR结果.

2.2 质粒转染和检测  ELISA 分析2.2.15细胞培养上清

表达的 HBsAg 检测结果呈波浪性. 对照组(pcDNA3-SCI)

1 3 6 d 的 A 值分别为 0.32±0.13 0.61±0.23
0.61±0.25 而实验组(pcDNA3-SCITK)分别为0.31±0.11
0.51±0.22 0.41±0.16. 在检测结果6 d 二者之间呈显
著性差异 (P <0.05).

2.3 细胞凋亡流式细胞仪检测和显微镜下观察  pcDNA3-

SCITK载体分别转染2.2.15细胞和HepG2细胞 转染

载体6 d后 收集细胞 进行流式细胞仪检测 发现

对照组凋亡率约为6 % 而实验组凋亡率约为15 %

显微镜下检测原有梭形形态已丢失 细胞多皱缩呈圆

形 多向凋亡趋势发展 图5和图6.

图5  2.2.15细胞被转染后6 d细胞形态.

图6  2.2.15细胞被转染后6 d细胞形态.

3   讨论

慢性乙型肝炎高水平的病毒复制 低水平的免疫应答

和不完全免疫清除后逃逸的较少病毒复制是慢性乙型

肝炎间断性发作的决定性因素. 目前常用的免疫调节剂

如干扰素 IL-2等治疗效果不尽人意. 以疗效较为肯定

干扰素- 为例 其对e抗原的阴转率不到50 % 对

HBsAg的阴转率几无影响 而且远期疗效尚差 副作用

大 价格昂贵[13-15]. 另外抗病毒药物拉咪呋定 虽然有

较强抑制病毒复制作用 但停药后 病毒又重新复制

而复发 [ 16-18 ] .  现有的抗HBV 药物都不能清除HBV

1        2       3      4

 1          2       3

  1         2    3    4    5    6   7   8



cccDNA 停药后可以再度复制 难以达到使其表达

HBsAg 消失 因此远期治疗效果有限. 迄今为止 还

没有一种有效的策略可以控制和消除这些免疫清除后

的逃逸病毒和耐受期高水平复制的HBV. 随着分子生物

学研究进展 通过基因治疗的方法来治疗慢性乙型肝

炎已经成为目前研究的热点.  基因治疗的关键在于载体

选择 必须具有靶向性 目的基因可调控性及有效表

达等[19, 20]. 因此对载体的合理修饰和改建是目前研究的

热点和难点. 我们根据HCV复制特殊性 蛋白质翻译

的基本特点 利用成熟的胸腺苷激酶基因(thymidine

kinase TK)为目的基因[21-25] 构建基因功能平衡制约

系统 使目的基因的可调控性和靶向性融为一体 有可

能为目前慢性乙型肝炎的基因治疗提供一个有效的载体.

       在慢性病毒性肝炎的病原中 除HBV外 丙型肝

炎病毒(hepatitis C virus HCV)也是重要的病原之一. 研

究表明HCV表达的核心蛋白可以与HCV的核糖体插入

位点(IRES)相互结合 下调HCV病毒蛋白表达 自我调

控HCV复制 降低HCV水平 导致HCV在血液中间断

性出现 逃避机体免疫监视 造成患者体内持续病毒感

染[26-29]. 另外研究表明 HCV 基因组上存在的IRES序

列 具有很强的翻译功能 为双顺反子载体中效率较高

的启动蛋白质翻译序列 已经用于载体构建之中[30-33].

        我们根据上述HCV复制特点 在真核细胞表达载

体pcDNA3的CMV启动子下依次驱动部分HBV S反义

基因 HCV核心蛋白基因 HCV IRES部分有效序列

和TK基因 即HBV-anti S/HCV/core-IRES-TK 载体

系统 构成一个以HBV 特有的S基因为靶向的基因功

能相互平衡制约系统 简称为SCITK系统 当细胞内

HBV病毒表达HBsAg 这时S基因的mRNA即与载体

系统中的S基因反义序列转录mRNA的相结合 也就

在HCV 核心蛋白基因起始密码子AUG前形成mRNA的

二聚体 抑制的HCV 核心蛋白mRNA翻译 HCV核

心蛋白表达水平下降. HCV IRES结合蛋白减少 IRES

启动下游基因TK 表达相对增强 受感染的肝细胞因

表达HBsAg 而自我同时表达TK 肝细胞局部存在相

对高浓度的TK 而发挥TK溶解细胞效应 细胞出现坏

死和凋亡(图7A). 在正常细胞内 没有HBV S基因

存在时 表达的HCV核心蛋白与HCV IRES结合 抑

制IRES对下游TK的启动表达 从而对机体细胞无害.

如果感染细胞HBV清除后 SCITK载体系统表达的TK

逐渐降低和消失 具有良好的调控性 图 7B.

图7  pcDNA3-SCITK系统清除感染HBV细胞模式图.

      为了验证上述理论 我们构建了pcDNA3-SCI 和

pcDNA3-SCITK载体. PCR和测序(图2-4)鉴定表明 我

们已经成功构建了一个以HBV S基因为靶向基因相互

平衡制约系统. 将上述两种载体分别转染 2.2.15在转染

后的 0 3 6 d 分别检测细胞培养基中HBsAg 的

表达量 发现实验组中细胞分泌HBsAg呈波浪性 而

对照组细胞没有; 如果将pcDNA3-SCITK 载体分别转染

2.2.15 细胞和HepG2细胞 细胞凋亡明显增多 细胞

形态向凋亡方向发展(图5和图6). 该系统构建成功 将

为我们下一步的动物模型[34-36]研究奠定了坚实的基础.
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