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Abstract
AIM: To develop a mouse model of hepatitis B 
virus (HBV) infection by hydrodynamic method 
and to observe the inhibition and replication of 
HBV induced by pSiHBV/P in the model.

METHODS: Hydrodynamic method was used to 
establish the model of HBV infection in Balb/c 
mice. pHBV1.3 was injected into the mice via 
tail veins together with pSiHBV/P, which could 

specifically target the P gene sequence of HBV 
by synthesizing small interfering RNA (siRNA) 
in vivo. On the 6th day of transfection, blood 
samples liver specimens were collected. Serum 
HBsAg were analyzed by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA), and the contents 
of HBsAg and HBcAg in liver specimens were 
measured by immunohistochemical staining. 
HBV DNA and mRNA levels were detected by 
fluorescence quantitative polymerase chain reac-
tion (FQ-PCR) and semi-quantitative RT-PCR.

RESULTS: The mean levels of serum HBsAg ex-
pression in the infected group, the irrelative in-
terference group and the pSiHBV/P interfering 
group were 9.11 ± 3.34, 8.19 ± 5.41 and 1.94 ± 1.78, 
respectively. The HBV DNA loads were reduced 
by 33% in the pSiHBV/P interfering group, sig-
nificantly lower than that in the infected group 
(2.91 ± 0.55 vs 4.32 ± 0.57, P < 0.05). The count of 
HbsAg- or HbcAg-positive cells in the pSiHBV/
P interfering group was lower than that in the 
control groups. The levels of 3.5 kb mRNA and 
S-mRNA in the pSiHBV/P interfering group 
were reduced remarkably in comparison with 
those in the infected group and the irrelative in-
terference group (0.48 ± 0.19 vs 1.06 ± 0.40, 0.88 ± 
0.54; 0.46 ± 0.18 vs 1.05 ± 0.38, 0.90 ± 0.51; all P < 
0.05).

CONCLUSION: RNAi can inhibit HBV expres-
sion and replication effectively and specifically 
in vivo.
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摘要
目的: 利用流体动力学法构建小鼠HBV感染
模型, 观察pSiHBV/P在体内对HBV的抑制作用. 

方法:  以流体动力学法构建小鼠H B V感染

®

■背景资料
虽然普及乙肝疫
苗 以 来 ,  病 毒 携
带者及急慢性肝
炎患者数量已有
明 显 下 降 ,  但 目
前对于已携带有
HBV的患者并无
治疗良策. 自1990
年发现RNA干扰
(RNAi)这一现象
以来 ,  RNAi已被
广泛应用于基因
功能、抗病毒治
疗和信号转导系
统上下游分子相
互关系的研究.

■同行评议者
曹洁, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室
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模型, 将pSiHBV/P与pHBV1.3尾静脉共注射
Balb/c小鼠. 转染后第6天, 用酶联免疫分析法
检测小鼠血清乙肝表面抗原(HBsAg), 用荧光
定量PCR检测血清HBV DNA的水平, 用免疫
组织化学方法检测肝内HBsAg、乙肝病毒核
心抗原(HBcAg)的表达, RT-PCR法半定量检
测肝内HBV 3.5 kb mRNA、S-mRNA及0.7 kb 
mRNA的水平.  

结果: 感染组和无关干扰组血清H B s A g表
达量平均值分别为9.11±3.34和8.19±5.41, 
pSiHBV/P干扰组平均值1.94±1.78; pSiHBV/
P干扰组血清中HBV DNA的含量较感染组明
显下降(2.91±0.55 vs  4.32±0.57, P <0.05), 抑
制率为33%; 干扰组肝细胞中HBsAg和HBcAg
阳性细胞数较对照组明显减少; 干扰组3.5 kb 
mRNA、S-mRNA的水平较感染组和无关干
扰组均有明显下降(0.48±0.19 vs  1.06±0.40, 
0.88±0.54; 0.46±0.18 vs  1.05±0.38, 0.90±
0.51, P <0.05).

结论: RNAi技术在体内能高效、特异地抑制
小鼠体内HBV.

关键词: 肝炎病毒; 模型; 动物; 基因治疗; RNA干扰
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是一

个严重的公共卫生问题, HBV感染后不仅可以

引起急、慢性肝炎, 而且与肝硬化、肝癌的发

生、发展有密切的关系. HBV基因紧密而高效, 
且易发生变异. 目前抗病毒治疗所使用的药物

主要是干扰素和核苷类似物, 疗效尚不满意, 研
究新的治疗方法仍是当前的难点和热点. RNA
干扰技术的出现为抗HBV治疗的研究提供了新

的选择. 在本实验室成功应用HBV P基因区特异

的小干扰RNA质粒(pSiHBV/P)在体外抑制HBV
的基础上, 本研究应用流体动力学法[1]建立小鼠

HBV感染模型, 观察pSiHBV/P在体内对HBV复

制和表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 3-4 wk龄Balb/c小鼠36只, ♂, 体质量

18-22 g, 清洁级, 购于成都达硕生物科技有限公

司. pHBV1.3为含1.3倍HBV ayw型全基因组真

核表达载体, pSiGFP为针对绿色荧光蛋白GFP的
siRNA转录载体, 由重庆医科大学病毒性肝炎研

究所惠赠. pSiHBV/P为针对HBV P基因的发夹状

siRNA转录载体, 由本实验室构建, 作用靶位为P
读码框起始密码子下游含19个碱基序列的寡核

苷酸链CGCAGGATAACCACATTGT(1012-1030). 
两条寡核苷酸链: 正义5'-TCGAGCGCAGGATA
ACCACATTGTTTCGACAATGTGGTTATCCT
GCGTTTTT-3'; 反义链5'-CTAGAAAAACGCA
GGATAACCACATTGTCGAAACAATGTGGTT
ATCCTGCGC-3'. HBsAg诊断试剂盒为上海实

业科华生物技术有限公司产品. HBV DNA荧光

定量PCR试剂盒为上海申友生物技术有限责任

公司产品. 鼠抗-HBs mAb(其二抗为羊抗鼠IgG-
HRP多聚体)、兔抗-HBc多克隆抗体(其二抗为

羊抗兔IgG-HRP多聚体)、PV-6001/6002二步法

免疫组化检测试剂盒为北京中杉金桥生物技术

有限公司产品. 小量不含DNA的总RNA抽提试

剂盒为上海华舜生物工程有限公司产品. 逆转录

试剂盒为Fermentas公司产品. iQTM SYBR Green 
Supermix为Bio-Rad公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 模型建立及取材: 将Balb/c小鼠随机分为

6组, 每组6只. A组为感染组, 注射pHBV1.3(20 
µg); B组为pSiHBV/P干扰组, 共注射pSiHBV/
P(7.5 µg)和pHBV1.3(20 µg); C组为无关干扰组, 
共注射pSiGFP(7.5 µg)和pHBV1.3(20 µg); D组

为空白对照组, 仅注射0.9%生理盐水(NS)2 mL; 
A-C各组质粒均用0.9% NS稀释, 总量为2 mL. 采
用流体动力学法建立HBV小鼠感染模型, 其原

理是: 快速注射的大剂量溶液, 其总量超过了心

输出量, 溶液储积于上腔静脉, 产生高流体静脉

压, 使质粒DNA较快到达全身各组织, 质粒DNA
与血液的短时间接触避免了血液中核酸酶的降

解, 而肝脏是机体最大的脏器, 组织结构疏松易

于扩张, 基因表达产物最丰富. 流体动力学法是

一种简便有效、安全的外源基因转移方法, 不
需准备载体, 基因表达量较局部注射质粒DNA
法高, 可广泛用于研究基因功能、基因调节、

蛋白结构及功能等许多领域, 尤其对于嗜肝表

达基因更显示出优越性. 本实验中操作要点: 将
计算的溶液总量, 用45 mm头皮注射针经小鼠尾

静脉6 s内注射完毕. 注射后第6天, 摘除小鼠眼

球取血, 分离血清. 处死小鼠, 取出肝脏, 切取数

个约30 mg的组织块立即冻存于液氮中; 切取5 
mm×6 mm大小的组织块, 40 g/L多聚甲醛固定.

■研发前沿
R N A i 抗 H B V 有
显著的应用前景. 
HBV复制过程中
有 4 种 m R N A 产
生, 且4种之间具
有重叠读码框. 因
此, 应用RNAi技
术抗HBV已成为
RNAi抗病毒作用
的研究热点, 多个
研究小组已经在
细胞水平或动物
体内取得了一定
成果.
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1.2.2 血清HBsAg和HBV DNA的检测: 用酶联免

疫吸附测定(ELISA)法检测, 用HBV DNA荧光定

量PCR试剂盒检测, 具体方法见试剂盒说明书.
1.2.3 肝内HBsAg、HBcAg的检测: 肝组织常规

石蜡包埋、切片, 采用北京中杉金桥生物技术

有限公司PV-6001/6002二步法免疫组化检测试

剂盒, 按照说明书操作, 二步法免疫组织化学

法检测并进行二氨基联苯胺(DAB)染色, 苏木

素复染. 用光学显微镜观察肝组织中HBsAg和
HBcAg的着色情况: 每只小鼠取4张肝组织切片, 
每张切片观察5个400倍视野, 每个视野计数100
个细胞中的HBsAg和HBcAg阳性细胞数, 取其

平均值.
1.2.4 肝内HBV mRNA的检测: 针对HBV 3.5 kb 
mRNA基因区(C区)的引物(预期产物186 bp): 上
游引物为5'-CTGGGTGGGTGTTAATTTGG-3', 
下游引物为5'-TAAGCTGGAGGAGTGCGAA
T-3'; 针对HBV S基因区的引物(预期产物245 
bp): 上游引物为5'-TTCCTAGGACCCCTTCT
CGT-3', 下游引物为5'-AGCAGCAGGATGAA
GAGGAA-3'; 针对HBV 0.7 kb mRNA基因区

(X区)的引物(预期产物466 b p): 上游引物为

5'-CATGGCTGCTAGGCTGT-3', 下游引物为5'-T
TAGGCAGAGGTGAAAAAG-3'; 针对内部参照

β-肌动蛋白基因的引物(预期产物294 bp): 上游

引物为5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGC-3', 下
游引物为5'-TCATGAAGTGTGAGGTTGAC-3'. 
提取肝组织总RNA, 用RT-PCR法, 插入SYBR 
Green荧光染料, 半定量检测肝内HBV 3.5 kb 
mRNA、S-mRNA及0.7 kb mRNA的水平. 逆
转录以试剂盒中OligoT为引物, 40 μL体系, 在
RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase作用

下, 反应60 min. 各反应管放入iCycler荧光定量

PCR仪(Bio-Rad), 按下列条件扩增: 95℃ 3 min→
(95℃ 30 s→58℃ 30 s→72℃ 1 min)×40 cycles. 
并在PCR循环第二步58℃时收集荧光信号, 由计

算机软件自动分析计算出Ct值. 用比较阈值法计

算出每个标本目的基因的相对表达量(2-△△Ct). 取
5 μL PCR扩增产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 由SPSS 
13.0统计软件处理, 采用完全随机设计的多组间

方差分析得出P值. P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 RNA干扰对小鼠血清中HBsAg的抑制作用 
HBsAg S/N值≥2.1为阳性. 感染组和无关干扰

组血清HBsAg均为阳性, 表达量接近, 平均值

分别为9.11±3.34、8.19±5.41; pSiHBV/P干扰

组较以上两组明显降低(P <0.05), 平均值1.94±
1.78; 空白对照组均为阴性. 以上结果说明pSi-
HBV/P能抑制血清HBsAg的表达.
2.2 RNA干扰对小鼠血清中HBV DNA的抑制作

用 通过荧光定量PCR分析, 用HBV DNA拷贝数

的log值进行统计. 抑制率 = [1-log(治疗组拷贝

数)/log(感染组拷贝数)]×100%. 结果显示, pSi-
HBV/P干扰组血清中HBV DNA的含量较感染组

明显下降(P <0.05), 抑制率为33%, 而无关干扰组

则无明显抑制作用. 空白对照组未检测到HBV 
DNA(表1).
2.3 RNA干扰对小鼠肝内HBsAg、HBcAg的抑

制作用 免疫组织化学检测结果显示, HBsAg在
感染细胞胞质中呈弥漫性着色, 而HBcAg主要

位于感染细胞的细胞核内, 核周胞质也有阳性

着色. 感染组和无关干扰组肝内HBsAg、HBcAg
的表达无明显差异, pSiHBV/P干扰组较感染组和

无关干扰组均有明显下降(P <0.05), 空白对照组

肝细胞内无HBsAg、HBcAg的表达(表2, 图1-3).
2.4 RNA干扰对HBV mRNA的抑制作用 RT-
PCR结果示, 感染组和无关干扰组HBV 3.5 kb 
mRNA、S-mRNA、0.7 kb mRNA的水平无明显

差异,  pSiHBV/P干扰组3.5 kb mRNA、S-mRNA
的水平较感染组和无关干扰组均有明显下降

(P <0.05), 0.7 kb mRNA的水平与感染组和无

■相关报道
2006年 ,  潘金水 
et  al 在《世界华
人消化杂志》发
表了 “RNA干扰
抑制HepG2-N10
细胞系中HBV基
因表达及复制”. 
该研究中涉及针
对HBV S基因的
s i R N A ,  该 位 点
同时也在P区. 在
细 胞 实 验 中 ,  观
察到培养上清中
HBsAg、HBeAg
显 著 减 少 ;  也 发
现了RNA干扰对
H B V 转 录 产 物
mRNA的抑制.

表  1  RNA干扰对小鼠血清中HBV DNA的抑制作用 (n  = 6, 
mean±SD)

     
分组		           DNA含量                   抑制率(%)

感染组                            4.32±0.57	              0

pSiHBV/P干扰组             2.91±0.55	            33a    

无关干扰组                     4.09±0.83	              5b    

aP<0.05 vs  感染组; bP<0.05 vs  pSiHBV/P干扰组.

图  1  RNA干扰对小鼠肝内HBsAg和HBcAg的抑制作用.
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关干扰组无明显差异, 表明pSiHBV/P能明显

抑制3.5 kb mRNA、S-mRNA, 对0.7 kb mRNA
则无明显抑制作用. 空白对照组未检测到HBV 
mRNA(表3, 图4). RCR扩增产物经20 g/L琼脂糖

凝胶电泳分析结果(图5).

3  讨论

HBV基因组全长3.2 kb, 有S、C、P和X 4个重

叠的开放读码框, P基因区是最大的一个读码框, 
与前S、S、C和X区段均有重叠, 占HBV DNA
基因序列的绝大部分. 其编码的DNA聚合酶与

HBV DNA的复制、逆转录, 以及3.5 kb的前基因

组RNA的消化分解功能有关. 此外, 病毒的DNA
多聚酶为内源性的, 可以修补病毒基因组中的

短链和缺口, 使之成为完整的双链DNA. P基因

区的某些核苷酸的突变或断裂, 可以造成HBV 
DNA多聚酶的表达水平减少或完全终止, 导致

复制缺陷或复制水平的降低. 因此, 我们选择P
基因区作为RNAi抗HBV治疗的靶位. 

本实验通过流体动力学法成功构建了小鼠

HBV感染的动物模型, 为了排除宿主自身免疫

系统的影响, 我们选择病毒复制和表达均稳定

的时间点[2](注射后第6天)来观察siRNA对HBV
的抑制作用. 实验结果表明, pSiHBV/P能有效抑

制血清HBsAg和肝内HBsAg、HBcAg的表达; 
显著抑制HBV DNA复制, 抑制率为33%; 明显

抑制HBV 3.5 kb mRNA、S-mRNA, 而无关干扰

无论在DNA水平、RNA水平, 还是在蛋白质水

平都没产生抑制作用, 说明siRNA的作用具有序

列特异性. 另外, 实验结果提示pSiHBV/P能明显

抑制3.5 kb mRNA、S-mRNA, 对0.7 kb mRNA
则无明显抑制作用, 这与pSiHBV/P的靶位有关. 
HBV的生活史中可转录出4种mRNA, 即3.5、
2.4、2.1和0.7 kb的mRNA. pSiHBV/P的靶序列

位于HBV核苷酸(nt)1012-1030之间, 故对HBV 
3.5、2.4、2.1 kb的mRNA均有抑制作用, 而对

0.7 kb mRNA无直接抑制作用. 目前尚未见国内

外以HBV P区基因为靶点的RNA干扰, 在活体

动物的研究报道. 
近年来RNAi抗HBV的治疗研究已取得了

一定进展. McCaffrey et al的研究已证实RNAi技
术在体内外均有抗HBV作用[3-7]. RNAi抗HBV

■创新盘点
本研究为国内较
早应用流体动力
学法进行外源基
因转移的研究, 尾
静 脉 注 射 含 1 . 3
倍HBV ayw亚型
的pHBV1.3质粒, 
成功构建了小鼠
HBV感染模型, 一
定程度上解决了
长期以来缺乏合
适HBV感染动物
模型的问题.
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图  2  小鼠肝内HBsAg的表达情况(DAB×400). A: 感染组; B: pSiHBV/P干扰组; C: 无关干扰组; D: 空白对照组.

图  3  小鼠肝内HBcAg的表达情况(DAB×400). A: 感染组; B: pSiHBV/P干扰组; C: 无关干扰组; D: 空白对照组.

A B C D

表  2  RNA干扰对小鼠肝内HBsAg、HBcAg的抑制作用 (n  
= 6, mean±SD)

     
分组		          HBsAg                        HBcAg

感染组		     7.08±1.90	    7.28±1.95

pSiHBV/P干扰组	    2.93±1.31a	    3.08±1.37a

无关干扰组	    6.53±2.77b	    6.86±2.74b

aP <0.05 vs  感染组; bP <0.05 vs  pSiHBV/P干扰组; HBsAg或

HBcAg阳性细胞计数(%). 
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具有很多优势: 第一, RNAi具有高度特异性, 即
使仅有一个碱基错配亦可使干扰效应明显下降; 
第二, RNAi具有高效性, 少量的siRNA就可起到

抑制HBV的作用; 第三, 无明显副作用, siRNA本

身片段短, 不会引起非特异性细胞免疫反应; 第
四, HBV全长3.2 kb, 有3.5 kb、2.4 kb、2.1 kb和
0.7 kb 4种转录本, 可提供数百个RNAi的作用位

点, 在选择RNAi靶位时应考虑保守区域, 并可同

时使用多个位点, 则可有效防止病毒变异株的

出现; 第五, RNAi的作用不依赖病毒的复制, 可
以弥补核苷类似物的不足, Li et al [8]用siRNA和

拉米夫定联合抑制HepG2.2.15细胞中HBV的复

制, 取得了比单独应用siRNA或拉米夫定更好的

抑制效果. 
RNAi作为一种新型的抗HBV治疗技术, 展

示了良好的应用前景, 但RNAi要应用于临床, 其
组织靶向性和表达效率、药代动力学及如何选

择最有效的靶序列等问题仍有待解决, 比如本

研究中所采用的质粒载体, 若具有肝器官靶向

性, 则可能提高其效果.
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图  5  RT-PCR扩增产物电泳图. M: Marker; 1-2: 3.5 kb 

mRNA基因区(C基因区)扩增产物; 3-4: S基因区扩增产物; 

5-6: 0.7 kb mRNA基因区(X基因区)扩增产物; 7-8: 参照β-

肌动蛋白基因扩增产物.
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表  3  RNA干扰对HBV mRNA的抑制作用 (n  = 6, mean±SD)

     
分组		                3.5 kb mRNA                       S-mRNA                  0.7 kb mRNA

感染组		               1.06±0.40	                  1.05±0.38                1.06±0.38

pSiHBV/P干扰组	              0.48±0.19a	                 0.46±0.18a               0.76±0.38

无关干扰组	              0.88±0.54b	                 0.90±0.51b               0.89±0.44   

aP<0.05 vs  感染组; bP<0.05 vs  pSiHBV/P干扰组.
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图  4  RNA干扰对HBV mRNA的抑制作用.
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