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■背景资料
锁核酸 (LNA)是
近几年来新发现
的带环状结构的
核苷酸衍生物, 具
有稳定性好, 分子
杂交能力强, 抗核
酸酶降解能力高, 
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.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of locked 
nucleic acid (LNA) antisense oligonucleotides 
targeting the purine region of the hepatitis B virus 
(HBV) preS1 gene in HepG2 2.2.15 cells, and to 
screen effective LNA anti-gene oligonucleotides. 

METHODS: LNA anti-gene oligonucleotides of 
different lengths that were complementary to 
the purine-abundant  regions (2 941-2 962 nt, 

3 015-3 036 nt and 3 089-3 110 nt) of the HBV 
preS1 gene were designed, synthesized, and 
introduced into HepG2 2.2.15 cells by cationic li-
posome-mediated transfection. Hepatitis B sur-
face antigen (HBsAg) and HBV DNA levels in 
cell supernatants were tested by time-resolved 
fluorescence immune assay (TRFIA) and fluo-
rescent quantitative polymerase chain reaction 
(FQ-PCR) 1, 3, 5 and 7 d after transfection. The 
cell toxicity of LNA anti-gene oligonucleotides 
was detected by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay.

RESULTS: LNA anti-gene oligonucleotides 
targeting the HBV preS1 gene showed strong 
inhibitory effects on HBV DNA replication and 
HBsAg expression in vitro, and the effects were 
time-dependent. Seven days after transfection, 
the reduced rates of HBV DNA and HBsAg lev-
els were 64.32% and 67.51%, respectively. The 
inhibitory effects were significantly different  
between each experimental group and control 
group (all P < 0.05). The inhibitory effect of the 
LNA anti-gene oligonucleotide targeting the re-
gion 2 941-2 962 nt was most strong. The optimal 
length of LNA anti-gene oligonucleotides ranges 
from 20 to 30 bases. No obvious cell toxicity was 
observed with LNA anti-gene oligonucleotides.

CONCLUSION: LNA anti-gene oligonucleotides 
targeting the HBV preS1 gene showed strong in-
hibitory effects on HBV replication in vitro. The 
inhibitory effect of the LNA anti-gene oligonucle-
otide targeting the region 2 941-2 962 nt was most 
strong, and the optimal length of LNA anti-gene 
oligonucleotides ranges from 20 to 30 bases.
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摘要

目的: 探讨针对乙型肝炎病毒(hepa t i t i s B 
virus, HBV) preS1  dsDNA同聚嘌呤区设计反
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■研发前沿
反基因技术是在
反义核酸技术基
础上发展起来的
一种新型基因治
疗 技 术 ,  因 其 能
在复制和转录水
平发挥阻断作用, 
从而成为目前基
因治疗研究的热
点 .  但 由 于 外 源
性寡核苷酸分子
在细胞内易被核
酸 酶 降 解 ,  因 而
寻找增强外源性
核酸药物分子稳
定性的修饰方法
成为目前亟待解
决的问题. 

基因锁核酸分子, 并观察其在HepG2 2.2.15细
胞内抑制病毒复制的效果.

方法: 针对HBV preS1 dsDNA的2 941-2 962 nt、
3 015-3 036 nt和3 089-3 110 nt三个同聚嘌呤
区, ���用RNA structure软件分别设计合成锁核
酸、硫代寡核苷酸、未修饰寡核苷酸及无关
对照序列, 以阳离子脂质体介导转染HepG2 
2.2.15细胞, 采用荧光定量聚合酶链反应技术
(FQ-PCR)和时间分辨免疫荧光技术(TRFIA)
分别监测1、3、5和7 d细胞培养上清液中
HBV DNA和HBsAg的含量; 四甲基偶氮唑蓝
(MTT)法检测锁核酸对细胞代谢的影响.

结果: 反基因锁核酸对细胞内的HBV DNA
复制与HBsAg表达有明显的抑制作用, 且抑
制率随时间呈增高趋势 ,  7 d后抑制率分别
为64.32%和67.51%. 各实验组与对照组比较
差异均具有统计学意义(均P <0.05), 而封闭
2 941-2 962 nt同聚嘌呤靶区的LNA抑制作用
最强, 且最适序列长度为20-30 bp. LNA对细
胞代谢无明显影响.

结论: 针对preS1  dsDNA同聚嘌呤区的反基因
锁核酸分子, 体外能有效抑制HBV的复制, 以
封闭2 941-2 962 nt靶位效果最强, 且合适序列
长度为20-30 bp.

关键词: 脂质体; 乙型肝炎病毒; 锁核酸; 反基因治疗
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0  引言

反基因治疗(anti-gene therapy)是由特定寡聚脱

氧核苷酸与靶双链DNA同聚嘧啶或同聚嘌呤区

专一性结合形成局部三螺旋结构, 阻止靶DNA
与聚合酶、转录因子等蛋白结合, 抑制靶基因

的复制与表达, 实现“反基因”抑制之目的. 由
于遗传信息从DNA流向RNA是一个遗传信息放

大的过程, 而反基因治疗是在转录水平发挥作

用, 因而比在翻译水平发挥作用的反义核酸疗法

更为有效. 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[1-4], 与其

他寡核苷酸相比, 具有更高的热稳定性[5-8]、更

好的分子杂交能力[9-12]、更强的抗核酸酶降解

能力[13-16]、更好的脂溶性[17-20]和低细胞毒性[21-25]

等优势. 前期研究结果表明, 针对乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV) S[26-29]和preS2 [30]mRNA

单链的反义锁核酸片段可到达肝细胞质内, 发
挥抑制HBV复制的作用. 为了进一步观察锁核

酸能否进入肝细胞核内, 抑制病毒cccDNA的复

制与表达, 本研究针对HBV preS1  dsDNA三个同

聚嘌呤区分别设计合成“反基因”锁核酸序列, 
脂质体介导转染HepG2 2.2.15细胞株, 并观察其

抗病毒效果, 旨在寻找新型抗HBV药物分子. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2 2.2.15细胞为HBV DNA(ayr
亚型 )全基因转染肝癌细胞株 ,  能稳定分泌

HBV表面抗原(HBsAg), 由中国人民解放军广

州军区空军医院刘光泽博士惠赠 ,  右江民族

医学院临床生化与分生教研室常规培养于含

G418(380ITI1)、100 mL/L胎牛血清的DMEM
培养基中, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下每5-6 d传
代1次; DMEM培养基、G418等购自GIBCO公

司; 胎牛血清购自杭州四季清公司; Lipofectami-
neTM2000购自美国invitrogen公司; 荧光定量PCR
检测HBV DNA试剂盒购自深圳匹基公司; HBV购自深圳匹基公司; HBV深圳匹基公司; HBV
表面抗原(HBsAg)定量检测试剂盒购自苏州新购自苏州新苏州新

波生物技术有限公司; 时间分辨免疫荧光测定

仪购自美国Wallac公司; 实时定量PCR仪购自美

国ABI公司. 
1.2 方法

1.2.1 反基因LNA与反义LNA的合成与修饰: 从
NCBI基因库中搜索到HBV ayr亚型全基因组序

列(3.2 kb DNA, NC: 003977.1, GI: 21326584), 利用

RNA structure软件针对编码链的2 941-2 962 nt、
3 015-3 036 n t和3 089-3 110 n t三个同聚嘌呤

区分别设计5条长度不等的反基因寡核苷酸

序列: (1)2 941-2 962 nt同聚嘌呤区: 5'-gAAcg-
cAgggAccaA-3'(15 bp, 定义为SQⅠ1), 5'-gAAc-
gcAgggtccaActggA-3'(20 bp, 定义为SQⅠ2), 
5'-gAAcgc Agggt ccaA ctgg tgAcgg-3'(25 bp, 定
义为SQⅠ3), 5'-gaAcgcAgggtccaActggtgAcg-
g tAagc-3'(30 bp, 定义为SQⅠ4), 5'-gaAcg-
cAgggtccaActggtgAcggtaAgcttacc-3'(35 bp, 
定义为SQⅠ5); (2)3015-3036 n t同聚嘌呤区: 
5'-AaaTgcTccgcTccT-3'(15 bp, 定义为SQⅡ1), 
5'-aaaTgcTccgcTccTtaccT-3'(20 bp, 定义为SQⅡ

2), 5'-aaaTgcTccgcTccTtaccTgaacg-3'(25 bp, 定
义为SQⅡ3), 5'-aaaTgcTccgcTccttacc TgaacgAg-
gca-3'(30 bp, 定义为SQⅡ4), 5'-aaaTgcTccgcTcct-
taccTgaacgAggcaggcat-3'(35 bp, 定义为SQⅡ

5); (3)3 089-3 110 nt同聚嘌呤区: 5'-AgTgtTgt-
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■创新盘点
本 研 究 尝 试 将
LNA分子引入针
对dsDNA的反基
因寡核苷酸分子
结 构 内 ,  以 期 通
过增强外源核酸
分子的稳定性以
及寻找有效抑制
HBV复制的反基
因 治 疗 靶 位 ,  为
HBV反基因治疗
研究提供理论与
实验依据. 

caAtaTg-3'(15 bp, 定义为SQⅢ1), 5'-AgTgtTgt-
caataTgcccTg-3'(20 bp, 定义为SQⅢ2), 5'-AgT-
gtTgtcaataTgcccTgagcct-3'(25 bp, 定义为SQⅢ

3), 5'-agTgtTgtcaataTgcccTgagccTtgggc-3'(30 bp, 
定义为SQⅢ4), 5'-agTgttgtca ataTgcccTgagccTt-
gggccAatg-3'(35 bp, 定义为SQⅢ5); (4)结合非

同聚嘌呤区序列: 5'-AttgggA acagaAagaTtcgTc-
ggc-3'(25 bp, 定义为SQⅣ); (5)无关序列: 5'-ac-
taattctgggtatccctaggccg-3'(25 bp, 定义为SQⅤ). 
以上各序列中, 5个大写字母代表LNA或硫代修

饰, 其余小写字母代表DNA, 下划线部分互补于

dsDNA的同聚嘌呤区. 各序列经BLAST排除与

人同源后由美国Genelink公司合成修饰并纯化. 
1.2.2 实验分组与脂质体转染: 本实验设对照组

和实验组. 对照组包括空白对照组、无关序列

组、未修饰寡核苷酸组和结合非同聚嘌呤区序

列组. 实验组包括: (1)互补2 941-2 962 nt同聚嘌

呤区序列(SQⅠ1-5): 脂质体-LNA组、脂质体-
硫代修饰寡核苷酸组; (2)互补3 015-3 036 nt同
聚嘌呤区序列(SQⅡ1-5): 脂质体-LNA组、脂质

体-硫代修饰寡核苷酸组; (3)互补3 089-3 110 nt
同聚嘌呤区序列(SQⅢ1-5): 脂质体-LNA组、脂

质体-硫代修饰寡核苷酸组. 将HepG2 2.2.15细胞

按1×105个/mL接种于96孔培养板, 每孔100 μL, 
共设定34个组, 每组各设6个复孔, 待细胞贴壁

后吸取上清液(-20 ℃保存备用), 分别在各组每

孔中一次性加入含LNA或DNA量为10 μmol/L的
DMEM混合液1 mL, 分别于1、3、5、7 d收集各

孔培养上清液500 μL, 保存于-20 ℃待测. 转染按

脂质体说明书操作. 
1.2.3 培养上清液HBsAg含量测定: 采用时间

分辨免疫荧光技术检测, 每个样品重复3次, 取
均值, 严格按试剂盒说明书和仪器说明书操作, 
HBsAg浓度以μg/L表示. 
1.2.4 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, 1 200 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. 
1.2.5 LNA对细胞的毒性检测: 采用四甲基偶氮

唑盐(MTT)比色法检测LNA对细胞代谢活性的

影响. 
统计学处理 所有数据均采用mean±SD表

示, 应用SPSS13.0统计软件处理, 组间比较采用

重复测量设计方差分析, P <0.05为差异有统计学

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表示阳性孔数值

/阴性孔数值. 

2  结果

2.1 封闭不同靶位的反基因锁核酸抑制H B V 
DNA复制的效果 LNA加入1 d后, HBV DNA的

复制即开始受抑制, 且抑制率随时间呈增高趋

势, 7 d后抑制率最高可达64.32%. 各实验组与

对照组比较差异均有统计学意义(均P <0.05), 而
封闭2 941-2 962 nt同聚嘌呤区的反基因LNA对

HBV DNA复制的抑制效果最明显(表1, 图1). 
2.2 封闭同一靶位的不同反基因寡核苷酸抑制

HBV DNA复制的效果 封闭2 941-2 962 nt同一

靶位的不同反基因寡核苷酸加入1 d后, 硫代修

饰寡核苷酸、锁核酸对HBV DNA的复制开始

出现抑制作用, 且抑制率均随时间呈增高趋势. 
各实验组与对照组比较差异均有统计学意义(均
P <0.05), 其中, 锁核酸对HBV DNA复制的抑制

能力最强(表2, 图2). 
2.3 封闭同一靶位的不同序列长度反基因锁核

表  1  封闭不同靶位的反基因锁核酸抑制HBV DNA复制的效果 (×106 copies/mL, mean±SD, n  = 6)

     分组          0 d          1 d          3 d          5 d         7 d

空白对照 6.102±0.321 6.105±0.325 6.110±0.316 6.108±0.320 6.112±0.322

无关序列对照 6.110±0.332 6.058±0.360 6.120±0.352 6.118±0.348 6.201±0.355

非同聚嘌呤区序列 6.106±0.318 5.915±0.405 5.923±0.418 6.012±0.401 5.951±0.422

2941-2962 nt靶区 6.113±0.325b 5.024±0.423b 4.251±0.434b 3.025±0.402b 2.181±0.388b

3015-3036 nt靶区 6.120±0.344c 5.524±0.431c 5.102±0.435c 4.612±0.429c 3.910±0.441c

3089-3110 nt靶区 6.118±0.335e 5.382±0.415e 4.850±0.421e 4.258±0.418e 3.621±0.425e

bP<0.01 vs  空白对照、无关序列与非同聚嘌呤区序列; cP<0.05 vs  2941-2962 nt靶区; eP<0.05 vs  3015-3036 nt靶区.
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■应用要点
本研究针对HBV 
preS1  dsDNA同聚
嘌呤区设计合成
的反基因锁核酸
序列, 体外能有效
抑制HBV preS1基
因的复制与表达, 
并筛选出有效治
疗靶位和适宜序
列长度范围, 可为
抗HBV反基因治
疗的进一步研究
提供理论和实验
依据.

酸抑制HBV DNA复制的效果 封闭2 941-2 962 nt
同一靶位的不同序列长度反基因锁核酸加入1 d
后, 开始对HBV DNA的复制发挥抑制作用, 且抑

制率均随时间呈增高趋势, 7 d后抑制率最高可

达65.91%. 各实验组与对照组比较差异均有统计

学意义(均P<0.05), 而对HBV DNA复制的抑制作

用最强在SQⅠ2-SQⅠ4组, 即锁核酸序列长度在

20-30 bp之间时有最好的抑制效果(表3, 图3). 
2.4 反基因锁核酸对乙型肝炎病毒表面抗原(HB-
sAg)表达的抑制作用 封闭2 941-2 962 nt同一靶

位的不同反基因寡核苷酸加入3 d后, 锁核酸对

HBsAg的表达开始发挥抑制作用, 且抑制率均随

时间呈增高趋势, 7 d后抑制率达67.51%. 各实验

组与对照组比较差异均有统计学意义(均P<0.05), 
而锁核酸对HBsAg表达的抑制作用最强(表4). 
2.5 MTT法检测锁核酸对细胞代谢的影响 用
药7 d后, 采用MTT比色法检测锁核酸组A值为

1.184±0.043, 与对照组(A值为1.205±0.038)比
较差异无统计学意义(P >0.05), 表明实验范围内

锁核酸脂质体混合物对细胞代谢基本无影响. 

3  讨论

S区是HBV基因的一个重要开放读码框, 包括

preS1、preS2和S三个基因, 共同编码的大蛋白
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表  2  封闭同一靶位的不同反基因寡核苷酸抑制HBV DNA复制的效果 (×106 copies/mL, mean±SD, n  = 6)

     分组           0 d          1 d          3 d          5 d         7 d

空白对照 6.102±0.321 6.105±0.325 6.110±0.316 6.108±0.320 6.112±0.322

无关序列 6.110±0.332 6.058±0.360 6.120±0.352 6.118±0.348 6.201±0.355

未修饰寡核苷酸 6.106±0.318 5.815±0.405 6.023±0.418 6.013±0.401 6.051±0.422

硫代修饰寡核苷酸 6.118±0.335a 5.382±0.415a 4.850±0.421a 4.558±0.418a 4.221±0.425a

锁核酸 6.113±0.325c 5.024±0.423c 4.251±0.434c 3.025±0.402c 2.181±0.388c

aP<0.05 vs  空白对照、无关序列与未修饰寡核苷酸; cP<0.05 vs 硫代修饰寡核苷酸.
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质分子是HBV表面抗原(hepatitis B virus surface 
antigen, HBsAg)的主要组成部分, 不仅参与病毒

的复制、转录、装配和分泌过程, 还与病毒感

染引起的细胞及体液免疫应答反应有密切关系. 
本研究针对H B V p r e S1  d s D N A编码链的

2 941-2 962 nt、3 015-3 036 nt和3 089-3 110 nt
三个同聚嘌呤区设计合成5条序列长度不等的

反基因锁核酸分子, 由阳离子脂质体介导转染

HepG2 2.2.15细胞株, 通过检测细胞培养上清

液中的HBV DNA和HBsAg含量等指标来评价

其疗效. 结果显示, 封闭2 941-2 962 nt同聚嘌呤

区的反基因锁核酸分子, 体外抑制preS1基因复

制与表达的作用最强, 抑制率分别为HBV DNA 
65.91%、HBsAg 67.51%, 且抑制作用随时间呈递

增趋势. 不同序列长度锁核酸对HBV DNA复制

的抑制效果实验结果显示, 锁核酸分子的序列长

度在20-30 bp时有最好的抑制效果, 这说明只有

序列长度合适的锁核酸分子, 才能有效通过核孔

进入细胞核内, 识别并结合到HBV dsDNA的同

聚嘌呤或同聚嘧啶靶区形成三链杂交分子, 从而

“封闭”病毒靶基因的复制和表达, 这为HBV反

基因治疗研究提供了理论与实验依据. 然而, 由
于HBV DNA聚合酶缺乏校对功能, 在病毒复制

过程中容易产生变异株而导致病毒对药物治疗

敏感性下降或耐药现象, 因此, 尚需要研究多基

因靶位抗HBV药物或疗法. 此外, MTT检测结果

证实锁核酸对细胞的代谢活性无明显毒性作用. 
总之, 针对preS1  dsDNA同聚嘌呤区的反基

■名词解释
反基因治疗(anti-
gene therapy): 由
特定寡聚脱氧核
苷酸与靶dsDNA
同聚嘧啶或同聚
嘌呤区专一性结
合形成局部三螺
旋 结 构 ,  阻 止 靶
DNA与聚合酶、
转录因子等蛋白
结 合 ,  从 而 实 现
抑制靶基因复制
与 表 达 的 目 的 . 
为了跟以mRNA
单链分子为作用
靶位的反义核酸
技 术 相 区 别 ,  故
称之为反基因技
术(或疗法). 
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表  3  封闭同一靶位的不同序列长度反基因锁核酸抑制HBV DNA复制的效果 (×106 copies/mL, mean±SD, n  = 6)

     分组           0 d          1 d         3 d         5 d         7 d

空白对照 6.102±0.321 6.105±0.325 6.110±0.316 6.108±0.320 6.112±0.322

SQⅠ1 6.110±0.332a 5.258±0.360a 4.820±0.352a 4.118±0.348a 3.501±0.355a

SQⅠ2 6.106±0.318c 5.115±0.405c 4.523±0.418c 3.812±0.401c 3.051±0.422c

SQⅠ3 6.113±0.325e 4.824±0.423e 4.151±0.434e 3.025±0.402e 2.081±0.388e

SQⅠ4 6.120±0.344g 5.180±0.431g 4.502±0.435g 4.012±0.429g 3.110±0.441g

SQⅠ5 6.118±0.335i 5.282±0.415i 4.850±0.421i 4.258±0.418i 3.521±0.425i

acegiP<0.05 vs  空白对照组; eP<0.05 vs  SQⅠ1, SQⅠ2, SQⅠ4与SQⅠ5.

表  4  封闭同一靶位的不同反基因寡核苷酸对HBsAg表达的抑制作用 (μg/L, mean±SD, n  = 6)

     分组            0 d             1 d           3 d           5 d           7 d

空白对照 223.45±2.321 222.38±2.325 223.64±2.316 227.41±2.320 224.31±2.322

无关序列 226.51±2.332 225.48±2.360 224.71±2.352 223.87±2.348 224.55±2.355

未修饰寡核苷酸 225.45±2.318 221.32±2.405 230.15±2.418 226.78±2.401 224.55±2.422

硫代修饰寡核苷酸 224.46±2.335a 201.11±2.415a 169.41±2.421a 154.33±2.418a 125.28±2.425a

锁核酸 226.5±2.325c 186.30±2.423c 154.50±2.434c 110.40±2.402c   73.62±2.388c

aP<0.05 vs  空白对照、无关序列与未修饰寡核苷酸; cP<0.05 vs 硫代修饰寡核苷酸.
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因锁核酸分子, 体外能有效抑制HBV的复制, 以
封闭2 941-2 962 nt靶位效果最强, 且合适序列长

度在20-30 bp之间, 这既为HBV治疗提供有效靶

位, 也为反基因治疗提供理论和实验依据. 
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■同行评价
本 研 究 发 现 反
基 因 L N A 分 子
能 够 有 效 抑 制
HepG2.2.15细胞
的HBV复制和病
毒蛋白表达, 对开
展HBV的反基因
治疗具有一定的
意义, 具有较好的
学术价值.


