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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects 
o f locked nuc le i c ac id (LNA) ant i sense 
oligonucleotides targeting hepatitis B virus 
(HBV) S gene in HepG2 2.2.15 cells, and screen 
effective LNA antisense oligonucleotides.

METHODS: Four LNA antisense oligonucle-
otides of different lengths that are comple-
mentary to the translation initiation region of 

HBV S gene were designed, synthesized, and 
introduced into HepG2 2.2.15 cells by cationic 
liposome-mediated transfection. Hepatitis B sur-
face antigen (HBsAg) and HBV DNA levels in 
cell supernatant were tested by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and fluorescent 
quantitative-polymerase chain reaction (FQ-
PCR) 24, 48 and 72 hours after transfection. The 
cell toxicity of LNA antisense oligonucleotides 
was detected by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay.

RESULTS: All four LNA antisense oligonucle-
otides (10, 15, 20 and 25 base, respectively) could 
inhibit the expression of HBsAg and the repli-
cation of HBV DNA. Seventy-two hours after 
transfection, the reduced rates of HBsAg and 
HBV DNA levels were 46.58%, 54.38%, 72.43% 
and 69.92% as well as 27.09%, 28.77%, 34.71% 
and 32.68%, respectively. No obvious cell toxici-
ty of LNA antisense oligonucleotides was noted.

CONCLUSION: LNA antisense oligonucleotides 
targeting HBV S gene show strong inhibitory 
effects on HBV replication in vitro. The optimal 
length of LNA antisense oligonucleotides ranges 
from 15 to 25 base. LNA antisense oligonucle-
otides targeting HBV S gene have a therapeutic 
potential in patients infected with HBV.

Key Words: Hepatitis B virus; Locked nucleic acid; 
HepG2 2.2.15 cell; Gene therapy; Cationic lipo-
somes
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摘要
目的: 探讨针对乙型肝炎病毒(HBV)S基因翻译
起始区反义锁核酸(LNA)片段在HepG22.2.15
细胞内抗病毒效果及有效LNA序列筛选.

方法: 设计合成互补于HBV S基因mRNA翻译
起始区同一位点的4条不同序列长度LNA片
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■背景资料
近 年 来 ,  锁 核 酸
(LNA)的出现给
反义核酸技术带
来了新的希望与
机遇. LNA是新发
现的一种在2 ' -O
与4 ' -C发生缩水
作用而形成带环
状结构的核苷酸
衍生物, 具有稳定
性好、分子杂交
能力强、抗核酸
酶降解能力强、

脂溶性好和低细
胞毒性等特点, 因
而具有广阔的研
究与应用前景.

■同行评议者
李增山 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学病
理教研室



段及无关对照序列, 以阳离子脂质体介导, 作
用于HepG22.2.15细胞, 采用ELISA法和FQ-
PCR法分别监测24、48和72 h细胞培养上清
液中HBsAg和HBV DNA的含量; MTT法检测
LNA对细胞代谢的影响.

结果: 4条不同序列长度(10、15、20及25个碱
基)的反义LNA对HBsAg的表达和HBV DNA
的复制均有显著性抑制作用, 72 h后的抑制率
分别为46.58%、54.38%、72.43%、69.92%及
27.09%、28.77%、34.71%、32.68%, 且抑制
率随时间呈增高趋势. LNA对细胞代谢无明
显影响.

结论: 针对HBV S基因mRNA翻译起始区的反
义LNA短序列体外能显著抑制HBV基因的表
达, 且抑制作用最强的序列长度应在15-25个
碱基之间.

关键词: 乙型肝炎病毒; 锁核酸; 2.2.15细胞; 基因治

疗; 脂质体
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0  引言

慢性乙型肝炎是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染引起的一种死亡率较高的慢性传染

性疾病, 易发展为肝硬化和肝细胞癌, 已成为

一个全球性健康问题. 全球约有3.5亿HBV携带

者, 而我国约有1.3亿, 占全球患者的37.14%[1-5]. 
目前临床治疗药物主要是干扰素 [6-9]和核苷类

似物(如拉米夫啶)[10-12], 干扰素的远期疗效不

理想 ,  而长期使用拉米夫啶则易引起基因变

异, 导致耐药. 因此, 探索廉价、高效、不良

反应小、稳定且专一性强的抗H B V新型药物

具有非常重要的意义. 反义寡核苷酸(antisense 
oligodeoxynucleotide, ASODN)是近几年来研究

较广泛的一种基因疗法, 其抗HBV机制是通过

导入外源寡核苷酸片段与细胞内特定的mRNA
结合形成杂交分子, 从而达到阻断特定基因表

达的目的[13-15]. 但是, 由于反义寡核苷酸稳定性

差、亲和力不强、抗核酸酶降解能力弱等因素, 
故一直未取得满意效果. 锁核酸(locked nucleic 
acid, LNA), 是新发现的一种带环状结构的核

苷酸衍生物, 因其核糖的2'-O和4'-C通过缩水作

用形成氧亚甲基桥, 形似锁状, 故得名. LNA与
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传统寡核苷酸相比, 具有更高的热稳定性、更

好的分子杂交能力和更强的抗核酸酶降解能 
力[16-24], 因而具有广阔的应用前景. S基因是HBV
的关键基因, 其编码产物是乙型肝炎病毒表面

抗原(hepatitis B surface antigen, HBsAg)的主要

组成部分. 封闭S基因的表达有可能影响病毒颗

粒的装配和成熟, 达到抑制HBV复制的作用. 我
们前期研究结果表明, 反义LNA抗HBV基因复

制与表达的能力比传统全硫代修饰的ASODN
强[25-27]. 为了进一步筛选出针对S基因靶位的最

佳LNA片段, 我们在前期研究的基础上, 针对

HBV S基因mRNA翻译起始区同一靶位设计合

成4条不同序列长度的反义LNA片段, 观察其在

HepG22.2.15细胞内的抗病毒效果, 旨在筛选出

针对S基因靶位的最佳LNA序列.

1  材料和方法

1.1 材料 H e p G22.2.15细胞由中国人民解放

军广州军区空军医院刘光泽博士惠赠 ,  该细

胞株为H B V D N A全基因转染肝癌细胞系

H e p G2, 能稳定分泌H B s A g, 本室常规培养

于含G418(380 I T I1)、100 m L/L胎牛血清

的D M E M培养基中, 37℃、50 m L/L C O2条

件下5-6  d传代1次 ;  D M E M培养基、G418
为G i b c o产品 ;  胎牛血清购自杭州四季青公

司; LipofectamineTM2000购自Invitrogen公司; 
HBsAg检测试剂盒为深圳丽珠生物技术有限

公司产品; HBV DNA定量检测试剂盒为深圳

匹基生物有限公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 反义LNA片段合成与修饰: 根据国内外报

道选择抑制作用较强、互补于HBV S基因翻译

起始区同一位点为研究对象, 分别合成以下几

段锁核酸序列: (1)序列Ⅰ: 互补HBV S基因区

151-160 nt处, 共10个碱基(5'-CcATgTTCaG-3', 
其中7个大写字母代表LNA, 3个小写字母代表

DNA); (2)序列Ⅱ: 互补于HBV S基因区151-165 
nt处, 共15个碱基(5'-GtTcTccAtGtTcaG-3', 其中7
个大写字母代表LNA, 8个小写字母代表DNA); 
(3)序列Ⅲ: 互补于HBV S基因区151-170 nt处, 共
20个碱基(5'-GtGaTgTtCtccaTtgtcaG-3', 其中7个
大写字母代表LNA, 13个小写字母代表DNA); 
(4)序列Ⅳ: 互补于HBV S基因区151-175 nt处, 共
25个碱基(5'-CtgAtGtgaTgTtCtccaTtgtcag-3', 其
中7个大写字母代表LNA, 18个小写字母代表

DNA); (5)与HBV S基因无关序列, 共20个碱基
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■研发前沿
在反义核酸技术
基础上发展起来
的反基因技术, 即
三螺旋构象寡核
苷酸技术 ( T F O )
是目前研究的热
点 . 日 前 亟 待 解
决的问题是寻找
一种满意的肝靶
向性核酸药物载
体以及特异性抗
HBV药物.
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(5'-TtCaAgAtTtgtaGtgtgaC-3', 其中7个大写字母

代表LNA, 13个小写字母代表DNA), 以上片段

均由美国Genelink公司合成修饰并纯化.
1.2.2 脂质体包裹反义LNA的制备: 脂质体与反

义LNA按1∶10比例充分混匀(1 μg反义LNA+10 
μL脂质体), 室温下静置1 h后, 此即为稳定的脂

质体-LNA混合物.
1 . 2 . 3  H e p G 2 2 . 2 . 1 5 细 胞 培 养 与 转 染 :  将
HepG22.2.15细胞按1×105细胞/mL接种于96孔
培养板, 每孔100 μL, 设定6个组(即序列Ⅰ组、

序列Ⅱ组、序列Ⅲ组、序列Ⅳ组、无关序列组

和不加药的空白对照组), 每组各设6个复孔, 待
细胞贴壁后吸取培养上清液(-20℃保存), 分别

在各组每孔中一次性加入含LNA量为10 μmol/L
的LNA-Lipo-DMEM混合液1 mL, 分别于24、48
和72 h收集各孔培养上清液保存于-20℃待测.
1.2.4 培养上清液HBsAg含量测定: 采用ELISA
法, 每个样品重复3次, 取均值, 严格按试剂盒说

明书操作.
1.2.5 培养上清液HBV DNA含量测定: 采用实

时荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)法检测. 取
培养上清液50 μL, 加等量体积DNA提取液, 充
分混匀, 100℃恒温处理10 min, 1200 r/min离心

5 min, 取2 μL上清于PCR反应管中并加入反应

液, 总体积共25 μL, 各反应管放入荧光定量PCR
仪, 扩增条件: 37℃保温2 min, 94℃预变性3 min, 
94℃ 5 s, 60℃ 40 s, 共35个循环. 由计算机软件

自动分析所收集的荧光信号并计算出定量结果, 
采用计算对数平均值的方法计算HBV DNA平均

拷贝数.
1.2.6 LNA对细胞的毒性检测: 采用MTT比色法

检测LNA对细胞代谢活性的影响.
统计学处理 所有数用mean±SD表示, 应用

SPSS12.0统计软件处理, 各组间均数比较采用单

因素方差分析, P <0.05为差异具有统计学意义. 
抑制率(%) = (用药前P/N-用药后P/N)/(用药前

P/N-2.1)×100%. 其中: P/N表示阳性孔A值/阴性

孔A值.

2  结果

2.1 LNA对HepG22.2.15细胞HBsAg表达的影响 
LNA加入24 h后, HBsAg的分泌量即开始下降, 
且下降率随时间呈增高趋势, 72 h后下降率最

高可达72.43%. 各组间比较均有显著性差异(均均
P <0.01), 与对照组比较, HBsAg的分泌量均明显

下降(均均P <0.01), 且在序列Ⅱ-Ⅳ组间(即15-25个
碱基)下降最为明显(表1, 图1).
2.2 LNA对HepG22.2.15细胞HBV DNA复制的影

■创新盘点
锁核酸 (LNA)是
一种新兴环状核
苷 酸 衍 生 物 ,  具
有分子杂交能力
强、抗核酸酶降
解能力等特性, 本
研究在前期工作
基础上, 进一步探
讨了反义LNA片
段的设计与筛选, 
为下一步的实验
提供理论基础.

表  1  各LNA序列对HepG22.2.15细胞HBsAg表达的影响 (n  = 6, P/N, mean±SD)

     
分组 		           0 h		                 24 h		    48 h		          72 h

空白对照		  1.238±0.025	       1.241±0.032	            1.268±0.026	 1.270±0.049

无关序列		  1.248±0.037	       1.252±0.027	            1.265±0.019	 1.271±0.023

序列Ⅰ		  1.245±0.041d	       0.928±0.111d	            0.769±0.155d	 0.665±0.133d

序列Ⅱ		  1.245±0.028f	       0.865±0.031f	            0.675±0.073f	 0.568±0.602f

序列Ⅲ		  1.233±0.033h	       0.762±0.048h	            0.496±0.045h	 0.340±0.039h

序列Ⅳ		  1.237±0.032j	       0.792±0.744j	            0.545±0.054j	 0.372±0.031j

dP<0.01 vs  空白对照组与无关序列组; fP<0.01 vs  序列Ⅰ; hP<0.01 vs  序列Ⅱ; jP<0.01 vs  序列Ⅲ.

表  2  各LNA序列对HepG22.2.15细胞HBV DNA复制的影响 (n  = 6,×106 copies/mL, mean±SD)

     
分组 		           0 h		                 24 h		    48 h		          72 h

空白对照		6  .121±0.425	       6.137±0.481	            6.110±0.527	6 .108±0.529

无关序列		6  .108±0.476	       6.023±0.584	            6.183±0.273	6 .047±0.706

序列Ⅰ		6  .182±0.602d	       5.708±0.576d	            5.128±0.527d	 4.507±0.358d

序列Ⅱ		6  .201±0.618f	       5.615±0.452f	            4.793±0.409f	 4.417±0.388f

序列Ⅲ		6  .123±0.405h	       5.373±0.423h	            4.373±0.369h	 3.987±0.249h

序列Ⅳ		6  .116±0.501j	       5.475±0.293j	            4.583±0.324j	 4.117±0.435j

dP<0.01 vs  空白对照组与无关序列组; fP<0.01 vs  序列Ⅰ; hP<0.01 vs  序列Ⅱ; jP<0.01 vs  序列Ⅲ.
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响 LNA加入48 h后, 对HBV DNA的复制开始出

现抑制作用, 且抑制率随时间呈增高趋势, 72 h
后抑制率最高可达34.71%. 各组间比较均有显

著性差异(均均P <0.01), 与对照组比较, HBV DNA
的拷贝数均下降明显(均均P <0.01), 且在序列Ⅱ-Ⅳ
组间(即15-25个碱基)下降最为明显(表2, 图2).
2.3 LNA-Lipo混合物对HepG22.2.15细胞活性的

影响 用药3 d后, 采用MTT比色法测定各实验组

的A值, 序列Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的A值分别为1.173
±0.049、1.161±0.042、1.156±0.042、1.147
±0.046, 与对照组(A值为1.203±0.043)比较均

无差异性(P >0.05), 表明实验范围内LNA对细胞

基本无毒性.

3  讨论

自20世纪90年代初, Patil et al [13]首次报道利用

反义核酸技术抗HBV的实验研究以来, 反义核

酸技术抗病毒研究已取得了很大的进展. 但由

于传统ASODN易被降解、杂交结合能力不强

以及对机体存在不良反应等因素, 其抗病毒感

染的基因治疗一直未取得满意的效果. 1994年, 
Rodriguez et al首次发现LNA, 他是一种特殊的

双环核酸衍生物, 由核糖的2位氧与4位碳通过

缩水作用形成氧亚甲基桥、硫亚甲基桥或胺亚

甲基桥等, 作为一种新型反义核酸, 具有比传统

ASODN更强的优势[16-24]: (1)更高的热稳定性; 
(2)更强的分子杂交能力; (3)更强的抗核酸酶降

解能力; (4)更好的脂溶性, 可自由穿入细胞膜; 
(5)对细胞的毒性较低.

HBV基因组至少有7个重要的基因靶位, 其
中, S基因是关键基因靶位之一[28-29]. S基因编码

产物是HBsAg的主要组成部分, 不仅参与完整

HBV Dane颗粒的装配, 而且还组装成直径为22 
nm的球形颗粒以及管型颗粒, 大量存在于HBV
携带者血液中, 并随血液、唾液、精液、分泌

物等在易感人群中传播. 封闭S基因的表达有可

能抑制HBsAg的分泌, 从而干扰HBV Dane颗粒

的装配和HBV颗粒的成熟, 发挥抗HBV的作用.
研究结果表明, 由阳离子脂质体介导的反

义LNA, 能有效进入肝细胞内, 发挥抗HBV基

因表达的作用 ,  对H B s A g的抑制率最高可达

72.43%, 且随反义LNA作用时间的延长呈逐渐

增高趋势. 这比文献[30]报道的抑制作用时间要

长, 原因可能是反义LNA的亲和力及抗核酸降

解能力均较传统ASODN强, 这将为反义LNA用

于抗HBV的基因治疗研究提供了参考价值. 但
其抑制率是否持续性增高, 还有待于进一步的

研究. 我们的研究结果也表明, LNA抗HBV效

果与LNA序列长度之间存在相关性, 但并不随

LNA序列长度无限增高, 而是存在一个最适序

列长度, 约在15-25个碱基之间.
此外, 反义LNA对HBV DNA的复制也有比

较显著的抑制作用, 原因可能是LNA的高亲和

力、强抗核酸酶降解能力和良好的脂溶性, 促
使部分LNA通过核孔进入细胞核内, 结合到与

HBV S基因mRNA翻译起始位点相对应的基因

组cccDNA的编码链上, 形成三链杂交分子, 从
复制和转录水平发挥抑制作用, 其作用机制还

有待于进一步的研究.
总之, 互补于S基因的反义LNA片段体外能

显著抑制HBV的复制与表达, 且抑制作用最强

的序列长度在15-25个碱基之间, 因此, LNA有望

成为抗HBV基因治疗的新型分子药物, 同时也

为其他疾病的基因研究带来新的应用前景.
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