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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects 
o f h e p a t i t i s B v i r u s ( H B V ) p r e S 2 g e n e -
specific locked nucleic acid (LNA) antisense 
oligonucleotides on HBV replication and 
expression in HepG2 2.2.15 cells. 

METHODS: Three LNA antisense oligonucle-
otides of different lengths that are complemen-
tary to the translation initiation region of the 
HBV preS2 gene were designed, synthesized 
and introduced into HepG2 2.2.15 cells by cat-
ionic liposome-mediated transfection. Hepatitis 
B surface antigen (HbsAg) and HBV DNA levels 
in cell supernatant were tested by time-resolved 
immunofluorescence assay (TRFIA) and fluo-

rescent quantitative-polymerase chain reaction 
(FQ-PCR). The inhibitory effects of different 
antisense oligonucleotides on HBV DNA repli-
cation and expression were compared. The cell 
toxicity of LNA antisense oligonucleotides was 
evaluated by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay.

RESULTS: On day 1 after transfection with 
LNA antisense oligonucleotides, the expression 
of HBsAg and the replication of HBV DNA were 
inhibited. On day 7, the reduced rates of HBsAg 
and HBV DNA levels were 45.79%, 52.92% and 
67.21% as well as 35.15%, 40.69% and 52.16% 
in the non-modified antisense oligonucleotide 
group, all-phosphorothioate-modified antisense 
oligonucleotide group and LNA antisense oligo-
nucleotide group, respectively. LNA antisense 
oligonucleotides showed the strongest inhibitory 
effects on viral activity and had no impact on cell 
metabolism. Compared with the control group, 
the reduced rates of HBsAg and HBV DNA lev-
els achieved in each of the above groups were 
significantly higher (all P < 0.01). Moreover, the 
reduced rates of HBsAg and HBV DNA levels in 
the LNA antisense oligonucleotide group were 
significantly higher than those in other antisense 
oligonucleotide groups (all P < 0.05).

CONCLUSION: LNA antisense oligonucleotides 
targeting the preS2 gene can effectively inhibit 
the replication and expression of HBV in vitro. 
The preS2 gene can be used as an effective target 
for gene therapy of HBV infection.
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摘要
目的: 探讨针对HBV preS2基因mRNA翻译起
始区的反义锁核酸(LNA)片段在2.2.15细胞内

®

■背景资料
近 年 来 ,  锁 核 酸
(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
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科
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抗HBV复制和表达的作用. 

方法: 分别合成三段互补于HBV preS2基因
mRNA翻译起始区同一靶位的反义锁核酸、

全硫代反义寡核苷酸、未修饰寡核苷酸及无
关对照序列, 以阳离子脂质体作为载药体系, 
作用于HepG22.2.15细胞, 采用时间分辨免疫
荧光技术(TRFIA)和荧光定量聚合酶链技术
(FQ-PCR)动态检测细胞上清液中HBsAg和
HBV DNA的含量, 并比较其抑制HBV DNA复
制与表达的作用; 以四甲基偶氮唑蓝(MTT)法
检测LNA对细胞的毒性. 

结果: 加入LNA后第1天, 即出现对HBsAg表
达和HBV DNA复制的抑制作用, 第7天, 未
修饰反义寡核苷酸组、全硫代修饰反义寡核
苷酸组、反义锁核酸组对HBsAg表达的抑制
率分别达45.79%、52.92%和67.21%; 对HBV 
DNA复制的抑制率分别达35.15%、40.69%
和52.16%. 其中LNA抑制病毒活性最强且对
细胞代谢无影响. 各组与对照组比较均有显
著性差异(均P <0.01), 且反义LNA组与其他
ASODN组比较也有显著性差异(均P <0.05).

结论: 针对preS2基因的反义锁核酸体外能有
效抑制HBV的复制与表达, 故preS2基因可作
为乙型肝炎基因治疗的有效靶位.

关键词: 乙型肝炎病毒; 锁核酸; 前S2基因; 2.2.15

细胞; 基因治疗
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是一种严

重危害人类健康的重要病原体, 其感染人体后

可引起急、慢性乙型肝炎, 并与肝硬化、肝细

胞癌密切相关, 已成为全球性健康问题[1-5]. 目
前尚无特效药[6-12]. 因此, 探索专一性强、不良

反应小的新型抗HBV药物具有重要意义. 已经

证实由p reS1、p reS2和S 3个基因所共同编码

的蛋白质, 在HBV附着、侵入肝细胞的过程中

发挥着重要作用 ,  他不仅参与H B V的复制、

转录、装配和分泌过程 ,  还参与调节H B V引

起的细胞及体液免疫应答反应, 故针对p r eS2
基因设计合成反义寡聚脱氧核苷酸(ant isense 
oligodeoxynucleotide, ASODN), 可能会抑制

preS2蛋白的合成, 从而影响HBV的复制与表达. 
但由于传统反义寡核苷酸的稳定性差, 分子杂

交能力不强, 抗核酸酶降解能力弱等原因, 故一

直未取得满意效果. 锁核酸(locked nucleic acid, 
LNA)是新近发现的一种带环状结构形似锁状

或桥状的核苷酸衍生物, 具有稳定性好、分子

杂交能力高、抗核酸酶降解能力强和低毒性等

优势[13-21], 而成为基因诊断和治疗研究领域的热

点. 我们前期研究结果表明, 针对S基因的反义

锁核酸能有效抑制HBV的复制与表达[22-24]. 为了

进一步探索针对HBV的有效治疗基因靶位, 我
们在前期研究的基础上, 设计针对preS2基因的

反义LNA, 以HepG22.2.15细胞为实验对象, 阳离

子脂质体为载药体系, 通过检测细胞培养上清

液中HBsAg及HBV DNA含量变化, 探讨其抑制

效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG22.2.15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HBV DNA全基因转染肝癌细胞系HepG2, 能
稳定分泌HBsAg, 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 mL/L CO2条件下5-6 d传代1次; 
DMEM培养基、G418为Gibco产品; 胎牛血清

购自杭州四季清公司; LipofectamineTM2000购自

Invitrogen公司; HBsAg定量检测试剂盒为苏州

新波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; 时间

分辨免疫荧光技术仪为苏州新波生物技术有限

公司产品; 荧光定量PCR仪为美国ABI公司产品.
1.2 方法 
1.2 .1  反义L N A片段合成与修饰 :  针对H B V 
(ayw亚型)p reS2 mRNA翻译起始区同一位点

(3201-3214 n t)分别设计合成以下几段14聚脱

氧核苷酸: (1)未修饰反义寡核苷酸, 其序列为: 
5'-tccactgcatggcc-3'; (2)全硫代反义寡核苷酸, 碱
基序列同前, 全硫代修饰; (3)反义锁核酸, 碱基

序列为: 5'-TccAcTgcATggCc-3', 其中, 6个大写

字母代表LNA, 8个小写字母代表DNA; (4)无
关对照序列, 即5'-ataagcattacat-3'. 以上序列经

BLAST排除与人同源后由美国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, 即形成稳定的脂

■研发前沿
反义核酸技术作
为分子生物学的
新型抗基因技术, 
目前不仅广泛应
用于生理学、病
理学、药理学等
学科的基础研究, 
而且已成为药物
发展的新兴策略. 
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(TFO)是
目前研究的热点. 
日前亟待解决的
问题一是找到一
种满意的肝靶向
性核酸药物载体, 
另外就是开发特
异性抗HBV药物.



www.wjgnet.com

3722                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年12月28日     第17卷     第36期

质体-LNA混合物. 
1.2.3 HepG22.2.15细胞培养与转染: 将HepG2 
2.2.15细胞按1×108/L接种于96孔培养板, 每孔

100 μL, 设定5个组(即未修饰ASODN组、全硫

代ASODN组、反义LNA组、无关对照序列和

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1、3、
5、7 d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: 采用时间分

辨免疫荧光技术(TRFIA), 每个样品重复3次, 取
均值, 严格按说明书操作. 
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

SPSS13.0统计软件处理, 组间比较采用Two-way 
ANOVA方差分析的LSD检验, P <0.05为差异具

有统计学意义. 抑制率(%) = (用药前N-用药后

N)/用药前N×100%.

2  结果

2.1 LNA对HepG22.2.15细胞HBsAg表达的影响 
加入LNA后第1天, 即出现对HBsAg表达的抑制

作用, 第3、5和7天时, 各组对HBsAg的抑制率

分别为: 未修饰ASODN组29.25%、35.58%和

45.79%; 全硫代修饰ASODN组31.32%、42.17%
和52 .92%; 反义L N A组42 .71%、60.01%和

67.21%. 各组与对照组比较均有显著性差异(均
P <0.01), 且反义LNA组与其他ASODN组比较也

有显著性差异(均P <0.05, 表1). 
2.2 LNA对HepG22.2.15细胞HBV DNA复制的影

响 加入LNA后第3天, 即出现对HBV DNA复制

的抑制作用, 第5、7天时, 各组对HBV DNA的抑

制率分别为: 未修饰ASODN组28.26%、35.15%; 
全硫代修饰ASODN组32.67%、40.69%; 反义

LNA组47.47%、52.16%. 各组与对照组比较均

有显著性差异(均P <0.01), 且反义LNA组与其他

ASODN组比较也有显著性差异(均P <0.05, 表2). 
2.3 LNA-Lipo混合物对HepG22.2.15细胞活性

的影响 用药7 d后, 采用MTT比色法测定各组

A 值, 无关序列、未修饰A S O D N、全硫代修

饰ASODN和反义LNA组的A值分别为1.18±
0.05、1.16±0.04、1.15±0.04和1.14±0.04, 与
空白对照组(A值为1.23±0.04)比较均无差异性, 
表明LNA对细胞基本无毒性. 

3  讨论

HBV DNA至少有4个开放读码框[25-26]: S、C、
P、X, 其中, S区是HBV DNA的一个重要开放读

码框, 包括preS1、preS2和S 3个基因, 共同编码

由389个氨基酸残基组成的一种蛋白质, 是S区
编码产物中分子量最大的一种, 称为大蛋白. 大
蛋白是HBsAg的主要组成部分, 不仅参与HBV
颗粒的装配与成熟, 还与HBV在肝细胞间的弥

漫性感染密切相关. 
本研究针对preS2基因设计合成反义LNA, 

由阳离子脂质体介导, 以HepG22.2.15细胞为研

究对象, 通过检测细胞培养上清液中的HBsAg

■创新盘点
本实验在前期研
究 基 础 上 ,  针 对
preS2基因设计合
成反义LNA, 并将
其应用于抗HBV
感染的治疗研究.

表  1  各组ASODN对HepG22.2.15细胞HBsAg表达的影响 (n  = 6, mean±SD, µg/L)

     
分组			   用药前

				                用药后

				                  第1天 	              第3天	              第5天	           第7天

空白对照		         106.97±8.02         107.23±7.31         107.45±7.83         106.15±7.58         108.72±7.94

无关序列对照	        106.32±7.22         108.15±7.52          107.38±6.91         107.47±7.16         108.10±7.03

未修饰ASODN	        107.30±7.11b          96.81±6.76b          75.92±5.83b          69.12±6.10b          58.17±6.98b

全硫代修饰ASODN	        106.91±7.53b          86.42±6.94b          73.42±6.22b          61.83±6.85b          50.33±6.58b

反义LNA		         107.40±7.07bc         78.19±6.48bc         61.53±6.18bc         42.95±6.05bc         35.22±5.97bc

bP<0.01 vs  同时间点对照组; cP<0.05 vs  ASODN组.
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和HBV DNA水平来判断他的疗效. 结果显示, 
针对p reS2基因的反义LNA, 体外能有效抑制

HBsAg的表达, 其抑制率最高可达67.21%, 且随

作用时间延长呈增高趋势, 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. 研究结果还表明, 反义LNA对HBV DNA
的复制也有抑制作用, 抑制率最高为52.16%, 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

抗病毒效果, 其作用机制还有待于进一步的研

究. 由于HBV DNA聚合酶缺乏校对作用, 在复制

过程中易产生变异株而导致对药物治疗敏感降

低或耐药现象, 因此, 尚需要研究多基因位点的

抗HBV药物或疗法[27]. 
此外, 通过MTT比色、细胞计数、活细胞

比率、细胞形态观察, 证实LNA对细胞的代谢

活性无明显毒性作用. 
总之, 针对preS2基因的反义LNA体外能有

效抑制HBV的复制与表达, 故preS2基因可作为

乙型肝炎基因治疗的有效靶位.
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