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摘要
全世界大约有3.5亿乙型肝炎病毒(HBV)携带者,这种感染

者集中分布于包括我国在内的东南亚、东亚及非洲的撒哈

拉地区.HBV的持续存在常可导致肝硬化以及肝癌，对于

已感染HBV者，目前常用的化学及免疫疗法通常无效.因

此，寻找新的抗HBV感染的手段成为热点.核酶做为一种

成熟的、可剪切特异性RNA的分子生物学方法受到广泛

重视.由于核酶有严格的序列特异性，长期使用对细胞无副

作用，并且结构简单，可人工设计，因此，很有希望成为

治疗HBV感染的新方法.目前，核酶已广泛用于抗病毒及

抗肿瘤的研究，尤其对HIV的研究，已进入临床工作阶段.

本文将从核酶的构成、核酶研究的热点以及抗HBV感染

等方面进行阐述.
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0   引言

RNA 具有酶的活性,首先是在四膜虫及大肠杆菌 RNase
P组分研究中发现的.1981年Cech研究组首先报道了四
膜虫 rRNA 前体的间插序列(IVS)具有催化功能，他能
催化前体自我剪接得到成熟的rRNA,进而发现，游离的
间插序列又能自我反应产生一个环状分子并释放一寡
核苷酸片段,这些结果证明某些RNA确实具有特异的催
化功能. C e c h 称此具有酶性质的 R N A 分子为核酶
(ribozyme).到目前为止,已发现并证实的主要核酶有六大
类型,包括Ⅰ类内含子;RNase P的 RNA亚基;锤头状核酶;发
夹状核酶,丁型肝炎病毒核酶和链孢霉线粒体核酶[1-8].
        由于人们对核酶的生化及生物学特性有了深一步
了解,核酶具有分子小,比较容易通过多种途径获得,如化
学合成，体外转录和体内表达，所以利用核酶可序列
特异性地结合并切割靶 RNA 的特点，人们通过合理的
化学或分子操作，便可破坏靶基因的生物学功能.由于
核酶含有较传统药物高得多的信息量、高效无毒，因此
成为抗HBV研究中的一个亮点.目前已将核酶用于HIV
感染的Ⅰ期临床试验,随着研究的深入,核酶必将给HBV
感染的治疗带来新希望[9-32] .

1   核酶发展过程中的热点

核酶最突出的优点在于可选择性地阻断特异基因的表
达，因而成为分子生物学研究中的一种工具,可能对人
类疾病的治疗产生深远的影响.但在实际研究当中，发
现核酶尚有许多方面有待进一步深入研究.如何提高其
细胞内的稳定性，提高切割活性，都是核酶研究当中
的热点问题.
1.1 提高核酶的稳定性  由于细胞内含有大量内切核酸
酶和外切核酸酶，使核酶在细胞内很容易被降解.研究
发现核酸酶水解 RNA 需要借助被切点邻位的 2’-OH
的参与，因此目前的很多工作主要是对核酶2’-OH进
行修饰，如 2’- 脱氧，2’- 氟代，2’NH2，2’-O-
CO3 及 2’-O- 烯丙基等.这类修饰物在用核酸酶或细
胞粗提液处理时，其稳定性比原始的核酶高 2-3 数量
级，其 Kcat/Km 值降低 5-100 倍.有人将锤头型核酶的
嘧啶(U4 和 U7，除外)的 2’-OH 用氟取代，发现其在
血清中的降解速率降低了上千倍，而催化活性并没有
太大的改变.Taylor et al 用 2’- 脱氧核糖核苷酸只对
核酶的茎区进行修饰，发现切割活力增加了 6 倍.陆长
德 et al 研究表明，茎区用 DNA 代替 RNA，可影响切
割效率和最适反应温度.Heidenreich et al 用脱氧尿嘧啶
取代核酶保守区的第4,7位碱基，在核酶的末端用四个
硫化磷酸二酯键取代磷酸二酯键，这样的核酶依旧保
持有原始的活性，而且在不稀释小牛血清中可稳定存
在至少24 h.2’-OH的甲基化、烷基化和脱氧都已经成
功地用于核苷酸的保护.因此适当地选择对核酶某些核
苷酸的修饰不仅能保留或提高其切割活力,也能提高其
抗核酸酶的能力.随着核苷酸化学的发展,为核酶的稳定
性和体内应用提供了解决问题的基础[33-42].
1.2 提高核酶的切割效率  具有应用价值的核酶,一般是
根据已经知道的核酶的二级结构，人工设计而成的，
切割效率远远低于天然核酶.目前借助于现代分子生物
学技术,人们已经能够在离体模拟分子进化，离体筛选
高效核酶.借助核酶的随机文库反复筛选，亦可得到高
活性的核酶.Beaudry 和Toyce 对四膜虫Ⅰ型核酶进行了
10 代突变选择，结果使核酶剪切活性提高了 100 倍.
Joseph 用体外筛选方法对抗 HIV 的发夹状核酶进行了
突变筛选，结果证明此方法是提高核酶活性的有效方
法.多个核酶的联合切割，由一组不同特性的核酶组成，
可分别针对靶 RNA 分子的不同位点，并在多个不同的
位点破坏靶RNA,从而进一步提高核酶阻断靶基因的效
率[43-47],我们的研究工作也证实了这一点[46].



1.3 核酶的靶细胞导入及活性提高  核酶分子如同药物
分子一样,必须通过物理的或化学的手段直接导入细胞,
方可发生剪切作用.阳离子脂质体转染试剂已经商品化,
且操作方便,被广泛用于做导入 DNA 和 RNA 的载体.
Sioud et al 证实用脂质体介导,每个细胞中可导入 30 万
个核酶分子.感染的方法也是一种有效的方式，即将核
酶基因构建在合适的表达载体上，在细胞内表达发挥
活性.目前最常见的是逆转录病毒载体系统，腺病毒载
体及腺相关病毒.腺病毒载体在细胞中能够高拷贝地自
主复制，并不整合到人的染色体上，因而得到了人们
广泛重视[48-50].

2   核酶在抗人肝炎病毒中的应用

核酶在抗HBV及HCV研究中有着广泛应用.Weinberg et
al [51]报道,用双位点核酶的真核表达载体，在细胞中表
达针对 HBV 的 X 基因的核酶，结果表明不但使 HBV X
蛋白大为下降，而且使S抗原亦有下降，实验中用对照
组的办法排除反义核酸的作用.提示这是一个潜在的治
疗慢性肝炎的方法.韩国学者 Yim et al [52]则在研究中发
现，不论是野生型核酶，还有突变的锤头状结构核酶，
如 G5 突变为 A 或 U、T 突变为 G，都具有同样的核酶
功能，同时他发现锤头样结构不论是三茎环还是两茎
环结构，只要在起始区都可有效抑制转录作用.同是韩
国学者，Kim et al [53]则报道，使用二个抗 HBV X 基因
锤头结构核酶，在 Hep G2 细胞使 HBV X mRNA 下降
40-57 %,而突变的核酶则无活性.Passman et al [54]报道
在乙型肝炎病毒质粒的 S 区用绿色荧光蛋白来替代，
将抗 HBV X 基因核酶与其共转染细胞，通过绿色荧光
蛋白直接反应核酶对 HBV mRNA 的抑制作用，结果表
明，核酶确是一种非常有效的方法.Putlitz et al [55] 则选
用随机文库(5 × 105 突变体)寻找合适的靶位点，在四
种亚型中选用的 17 个保守区域，使用聚合酶Ⅱ或Ⅲ做
启动子来表达发夹状核酶.与 HBV 共转染 HCC 细胞,四
种不同的核酶抑制率可达 80 %,69 %,66 % 及 49 %,其
无活性的突变体抑制率分别为36 %,28 %,0 %,0 %.他们
结果提示，抑制 H B V 表达的主要活性来源于核酶.
Werner et al [56] 则尝试使用 RNase P 中的 13 碱基的 EGS
对 HBV 的转录进行抑制，结果提示也是一种可行的方
法.国内亦有报道采用丁肝核酶对HBV表达进行抑制的
报道.本实验室对 HBV 核酶亦较为深入,发现在细胞水
平、双位点核酶对 HBV 的抑制率在 50-69 % 之间[57-59].
         Ohkawa 在体外研究中,选择了 3 个抗 HCV  C 区的锤
头状核酶,证实了三个核酶都可有效剪切病毒的 mRNA，
其效率最高的位点最近起始区，其抑制率可达 70-80 %.
Macejak et al 设计了15 个锤头状核酶,针对HCV的5’UTR
区域，在以荧光素酶为报道基因的细胞研究系统中,这15
个核酶都有抑制活性,从40-80 %不等,个别的可达90 %以
上,提示这是一个潜在的治疗 HCV 感染的方法.国内学者
(包括我科)都有类似报道[60-62].Lee et al [63],则研究了抗HCV

核酶的药代动力学,用 32P 标记或罗丹明,经皮下或静
脉，剂量为 10 mg/kg 或 30 mg/kg，注射 CS781/6 小鼠，
研究表明核酶可持续在小鼠肝细胞表达，支持抗 HCV
核酶是一种潜在的治疗慢性HCV感染的方法.国外已有
较多报道[64-66].

3   核酶的新特性和展望

通常情况核酸的序列相同的二个RNA分子应该有大致
相同的功能及结构.结果却并非这样,2000 年的《科
学》杂志报道:同一 RNA 序列有个相反的功能[67].研究
人员采用了二个具有活性 HDV 核酶，一个是具有剪切
活性，另一个则是通过试管进化后具有连接酶活性，
二个序列相同，作用机制却不同，进一步研究空间
结构的差异，发现其碱基配对区域不同可能是造成功
能相反的根本原因.因此 Schultes 和 Bartel 提出“内插
片段”理论.为验证他们的理论，他们采用突变的办
法，改变 HDV 核酶的配对区域，如果空间结构为Ⅲ
型连接核酶则其连接速度提高 750 倍，如果为 DHDV
核酶，则剪切速度提高 70 倍.
       此外,人们也发现核酶也有毒性作用，Levitz R 在
研究抗HIV-1的tat区域核酶时，采用的是锤头状核酶，
由 mRNA 文库中筛选出的合适的靶位点.在研究中发现
核酶抑制 recA+ recA+ lexA3 等细胞生长，具有明显的
细胞毒性作用[68].
        目前核酶的体内应用研究已经取得了很大的进展,
但要使核酶真正应用于人类疾病的防治,仍需得到更多
信息.尽管抗 HIV 核酶在进行了Ⅰ期临床试验，但是仍
需要人们持之以恒的探索.相信随着基因疗法的研究进
一步深入，核酶用于临床是可以预见的.
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《胃癌癌前病变基础与临床》出版

本刊讯 著名胃肠病学专家劳绍贤教授主编的《胃癌癌前病变基础与临床》于2002年8 月由广东人民出版社出版.

   胃癌是临床常见的恶性肿瘤之一，发病率与死亡率在我国居恶性肿瘤之首.然而胃癌的形成需要经过相当长时间的演变过

程，对癌前期病变的研究，无疑对胃癌的防治具有重要意义.近二十多年来，国内外学者对胃癌癌前病变的基础与临床及

中西医结合治疗进行了广泛深入的研究，为防治胃癌研究开辟了新的天地.为了全面反映近年来胃癌癌前病变领域的研究成

果，我们编写这本专著，希冀能较为全面反映这一领域研究概况和进展，为从事相关学科研究的同道，提供有益的参考.

   本书就胃癌癌前病变的概念、病因、病理、诊断与治疗等基础与临床知识进行较全面的介绍.同时本书也对胃癌癌前疾

病慢性萎缩性胃炎、胃溃疡、胃息肉、残胃炎、巨大胃黏膜肥厚症，以及胃癌的中西医治疗作了相关的介绍.

   本书的编写者均是参与“胃炎消治疗胃癌癌前病变的临床与实验研究”系列课题的主要科研骨干，该课题系列得到包

括国家科学技术委员会、广东省自然科学基金委员会、广东省中医药管理局等多项科研基金的资助.作者将十多年来的临床

与实验方面的阶段性结论进行了认真的总结，使本书具有一定的特色.（每本定价18.00 元，欲购买者请汇款至：100023  北

京市 2345 信箱，世界胃肠病学杂志社收）


