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Abstract
AIM: To observe the effect of recombinant ade-
novirus-associated virus (rAAV)-mediated RNA 
interference on HBV replication and expression 
in HepG2.2.15 cells. 

METHODS: The expression box of hu6-shRNA 
was placed between two ITRs of AAV and then 
ligated to the basic core promoter (BCP) of HBV 
and BCP-driven Rep gene of AAV, which re-
sulted in rAAV. The rAAV was transfected into 
HepG2.2.15 cells (HCC cells in which the HBV 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

重组腺相关病毒介导的RNA干扰对乙型肝炎病毒复制和
表达的影响

付冰峰, 李绍祥, 宁守斌

®

■背景资料
慢性乙型肝炎病
毒感染可继发肝
硬化、肝细胞癌, 
目前全球每年因
HBV感染相关的
终末期肝病而死
亡的人数多达100
万, 是一个严重的
公共卫生问题. 核
苷 ( 酸 ) 类似物和
干扰素α(IFN-α)
是目前全球公认
有效的抗HBV药
物, 但临床研究发
现, 二者在使用过
程中存在着应答
率有限、停药后
易反复等诸多问
题, 而且干扰素治
疗容易产生干扰
素样反应, 核苷类
药物易引起病毒
变异继而耐药. 因
此, 寻找一种新的
治疗HBV感染的
方法势在必行. 

gene was inserted). The expression of HBsAg 
and HBeAg and replication of HBV-DNA in cul-
tured supernatant were determined on days 1, 
2, 3 and 10 after transfection, and the AAVS1 re-
gion was sequenced on day 3 after transfection. 

RESULTS: The target sequence-containing 
vectors PLRBR322-324, PLRBR522-324, PLR-
BR322-2424 and PLRBR522-2424 were success-
fully constructed. All the four vectors had in-
hibitory effects on the expression of HBsAg and 
HBeAg and on HBV-DNA replication, with the 
former two (PLRBR322-324 and PLRBR522-324) 
having more significant inhibitory effect on HB-
sAg expression, the latter two on HBeAg expres-
sion and the third on HBV-DNA replication. The 
inhibitory effects on HBsAg and HBeAg expres-
sion and HBV-DNA replication were most obvi-
ous on day 3 after transfection, and the inhibi-
tion rate remained high on day 10. Site-directed 
integration of the target sequence was located in 
the AAVS1 region.

CONCLUSION: The rAAV constructed by sev-
eral elements of AAV and HBV, together with 
the help of site-directed integration mediated by 
Rep protein, is a good exploration to solve the 
problem of short-term effect of RNAi against 
HBV.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察以重组腺相关病毒(recombinant 
adeno-associated virus, rAAV)介导的RNA干扰
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■研发前沿
近年来将AAV作
为广泛应用的基
因工程治疗载体, 
利用其能使插入
的s iRNA表达时
间 延 长 ,  可 稳 定
发 挥 干 扰 作 用 , 
解决RNA干扰抗
HBV作用时间短
暂的问题.

(RNA interference, RNAi)对HepG2.2.15细胞中
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)复制和
表达的影响. 

方法: 将hu6驱动的shRNA表达框置于腺相
关病毒(adeno-associated virus, AAV)的2个
ITR(inverted terminal repeat, ITR)之间, 之
后接有HBV的基本核心启动子(bac ic co re 
promoter, BCP)及其驱动的AAV的Rep基因, 构
成rAAV, 作为抗HBV的shRNA表达框的质粒
载体, 转染HepG2.2.15细胞(肝细胞性肝癌细
胞插入乙型肝炎病毒基因), 测定上清液中第1
天、第2天、第3天及第10天HBsAg、HBeAg
表达及HBV DNA拷贝数, 并对细胞基因组
AAVS1区域进行测序. 

结果: 成功构建了含目的序列的r A AV质粒
载体P L R B R322-324、P L R B R522-324、
PLRBR322-2424、PLRBR522-2424. 体外
质粒转染细胞实验显示4个载体对HBsAg、
HBeAg表达及HBV DNA复制均有抑制效应, 
且前两者对HBsAg高一些、后两者对HBeAg
高一些, 第3个对HBV DNA拷贝数高一些. 转
染后第3天后抑制效应最明显, 第10天抑制率
仍较高. 针对细胞基因组AAVS1区域测序结
果显示, 目的序列定点整合于该区域. 

结论: 利用AAV和HBV各种元件构建的rAAV,
作为抗HBV的shRNA表达框的载体, 借助Rep
蛋白介导的定点整合作用, 为解决R N A i抗
HBV作用时间短暂的问题做了一些技术上的
探索. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: RNA干扰; 短发夹RNA; rAAV; HepG2.2.15

细胞; 定点整合

付冰峰, 李绍祥, 宁守斌. 重组腺相关病毒介导的RNA干扰对

乙型肝炎病毒复制和表达的影响.  世界华人消化杂志  2013; 

21(9): 814-819  http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/814.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i9.814

0  引言

慢性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染

与肝硬化、肝细胞癌密切相关[1], 目前全球每年

因HBV感染相关的终末期肝病而死亡的人数多

达100万[2], 是一个严重的公共卫生问题. 慢性

乙型肝炎的治疗主要包括抗病毒、免疫调节、

抗炎和抗氧化、抗纤维化及对症治疗, 其中抗

病毒治疗是关键, 持续有效的抑制病毒能延缓

甚至阻滞肝病进程, 改善慢性HBV感染者生活

质量[3]. 但是抗HBV治疗, 阻断肝细胞内HBV的

复制和表达, 仍是目前难题之一. 近年来备受关

注的RNA干扰技术, 为HBV基因治疗提供了新

的策略. RNA干扰通过RNaseⅢ家族的Drosha酶 
和/或Dicer酶将双链RNA(dsRNA)切割成小干扰

RNA(small interfering RNA, siRNA), 降解与其

同源的靶mRNA或抑制靶mRNA翻译, 从而下

调靶基因表达[4]. 这种机制存在几乎所有真核生

物中[5], 具有高效性、特异性等优点, 目前已有

siRNA/shRNA抑制HBV复制与感染[6-9]报道, 但
没有克服作用时间短暂等不足. 为探讨RNAi抗
HBV的作用效果, 解决RNAi作用时间短暂的问

题, 本实验针对HBV pre-C/C区和S区基因序列, 
设计构建重组腺相关病毒(recombinant adeno-as-
sociated virus, rAAV), 利用腺相关病毒(adeno-as-
sociated virus, AAV)宿主范围广、不致病、免疫

原性低等优点[10], 作为抗HBV的shRNA表达框

的载体, 转染含HBV病毒基因组的HepG2.2.15
细胞中, 观察对HBV复制和表达的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM购自美国Gibco公司; 胎牛血

清购自苏州四季青生物公司 ;  限制性内切酶

BamHⅠ、XbaⅠ、XhoⅠ、T4连接酶、Real-
time PCR试剂盒均购自Takara生物技术公司; 转
染试剂lipofectamine 2000购自美国Invitrogen公
司; 质粒小提试剂盒、胶回收试剂盒购自美国

Promega公司; 质粒中提试剂盒购自北京全式金

生物公司; 引物由北京市理化分析测试中心合

成; DH5α感受态细胞购自Tigen公司; ELISA试

剂盒购自上海科华公司; HepG2.2.15细胞由解

放军302医院曲建慧副教授惠赠; 质粒pGe322、
pGe522及PLRBR由北京军区总医院全军肝病治

疗中心实验室前期合成并保存. 
1.2 方法

1.2.1 HepG2.2.15细胞的培养及准备: HepG2.2.15
细胞复苏后生长于DMEM中(含10%胎牛血清、2 
mmol/L谷氨酰胺、100 U/mL青霉素及100 µg/mL
链霉素), 并在37 ℃、5%CO2孵箱中进行培养, 
2-3 d更换培养液. 
1.2.2 靶位的选择及shRNA的设计: 根据在Gen-
Bank中的HBV S基因及C基因作为靶序列, 同时

根据shRNA设计原则, 靶位1(324-352)序列为: 
AACCTCCAATCACTCACCACCCTCTTGTC, 
靶位2(2424-2452)序列为: GCTGGTGGCTC-
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■创新盘点
RNAi作为一种全
新的技术为防治
乙型肝炎病毒感
染提供了新的治
疗思路, 但是同时
也有作用时间短
暂等问题有待解
决. 直到最近几年
因为AAV能使插
入的s iRNA表达
时间延长, 可稳定
发挥干扰作用等
优点, 将AAV作为
广泛应用的基因
工程治疗载体, 为
解决RNAi作用时
间短暂提供新的
思路.

CAGTTCAGGAACAGTAAA. 
1.2.3 重组载体的构建: (1)引物的合成: S1正
义链5'-GATCCCGAACCTCCAATCACTCAC-
CACCCTCTTGTCGAAGCTTGGACAAGAG-
GTTGGTGAGTGATTGGAGGTTTTTTTT-3', 
S1反义链: 5'-CTAGAAAAAA AACCTCCAAT-
CACTCACCACCCTCTTGTCCAAGCTTC 
GACAAGAGGTTGGTGAGTGATTGGAGGTT 
CGG-3'; S2正义链: 5'-GATCCCGGCTGGTG-
GCTCCAGTTCAGGAACAGTAAA GAAGCTT-
GTTTACTGTTCCTGAACTGGAGCCAC-
CAGCTTTTTT-3', S2反义链: 5'-CTAGAAAAAA 
GCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAA 
CAAGCTTCTTTACTGTTCCTGAACTGGAGC-
CACCAGCCGG-3'. 以上引物均由北京理化分

析测试中心合成; (2)引物退火, 琼脂糖电泳, 切
胶, 行胶回收; (3)载体的构建及检测: 以限制性

内切酶BamHⅠ、XbaⅠ分别线性化pGe322、
p G e522载体, 酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳

检测并回收 ,  双链D N A分别与酶切回收产物

连接 ,  应用T4连接酶、16 ℃连接过夜 ,  形成

pGe322-324、pGe522-324、pGe322-2424、
pGe522-2424 4个重组载体. 再将重组载体与

PLRBR载体用限制性内切酶XbaⅠ、XhoⅠ进

行酶切, 37 ℃水浴过夜. 对重组载体及PLRBR
载体进行琼脂糖凝胶电泳检测并回收 ,  再将

P L R B R载体回收产物分别与4个重组载体回

收产物连接, 应用T4连接酶、16 ℃连接过夜, 
形成PLRBR322-324、PLRBR522-324、PLR-
BR322-2424、PLRBR522-2424. 将连接产物转

化感受态细胞DH5α后铺于LB平板, 挑单个菌落

进行过夜摇菌扩增, 质粒小提试剂盒提取质粒

进行双酶切鉴定, 其电泳结果与实验预计结果

相符. 
1.2.4 转染HepG2.2.15细胞: 转染前用含0.25%胰

酶-0.02%乙二胺四乙酸(EDTA)消化后吹打成单

细胞悬液, 细胞技术后接种于12孔培养板中, 放
于孵箱中进行培养. 约24 h后观察细胞生长铺满

孔底面积约70%时用于转染. 转染前更换无血

清培养基, 质粒与Lipofectamine 2000脂质体按 
1∶3共转染, 室温放置20 min后加入每孔中, 在
孵箱中培养6 h候换DMEM中(含10%胎牛血清、

2 mmol/L谷氨酰胺、100 U/mL青霉素及100 µg/
mL链霉素), 并在37 ℃、5%CO2孵箱中进行培

养. 设空白对照组及转入空质粒的阴性对照组, 
每组设3个复孔. 

1.2.5 HBsAG、HBeAG及HBV-DNA的检测: 取
转染后第1天、第2天、第3天及第10天上清

液根据ELISA试剂盒实验步骤检测HBsAG、

HBeAG. 结果用S/N值(实验孔吸光度值/阴性对

照孔吸光度值)表示. HBV-DNA检测: 将上清液

吸出, 用磷酸盐缓冲液漂洗细胞, 制备细胞裂解

液, 具体步骤按试剂盒说明书进行检测. 
1.2.6 细胞核DNA的提取、纯化及测序: 取转

染后3 d细胞, 留取上清液后, 按细胞DNA提取

试剂盒步骤提取细胞DNA, 以细胞DNA为模

板行PCR, 引物: 5'-AGGAACCCCTAGTGAT-
GGAGT-3', 引物: 5'-TCAGAGGACATCAC-
GTG-3', PCR产物送生物公司测序. 

统计学处理 采用SPSS17.0数据包进行统计

分析, 计量资料采用mean±SD表示, 所得数据

经正态性检验符合正态分布, 组间比较采用单

因素方差分析, 多个均数之间两两比较采用LSD
法, 以P <0.05认为有统计学意义. 

2  结果

体外质粒转染细胞实验显示本实验合成的4
个载体(图1-4)对HBsAg、HBeAg表达及HBV 
D N A复制均有抑制效应, P L R B R322-324、
PLRBR522-324载体靶向于HBV S区, 其抑制

HBsAG作用较明显, 其中PLRBR322-324第1
天、第2天抑制效率分别为28.3%和49.9%, 第3
天最高达68.6%, 到第10天仍然有56%的抑制率

(表1). PLRBR322-2424、PLRBR522-2424靶向

于HBV pre-C/C区, 其抑制HBeAg作用较明显, 
其中PLRBR322-2424前两天抑制效率分别为

24.9%、46.3%, 第3天达最大抑制效率为67.1%, 
第10天抑制率仍较高, 达到了51.3%(表2); PLR-
BR322-2424对HBV-DNA抑制效作用最强, 第1
天、第2天抑制率分别为26.4%、43.3%, 第3天
最大, 达到57%, 第10天仍保持有41.4%的稳定抑

制效果. 阴性对照组与空白对照组比较无统计

学意义(表3). 

3  讨论

据世界卫生组织报告, 全球约有20亿人曾感染过

HBV, 其中3.5亿人为慢性感染者. 核苷(酸)类似

物和干扰素α(interferon-α, IFN-α)是目前全球公

认有效的抗HBV药物[11], 但临床研究发现, 二者

在使用过程中存在着应答率有限、停药后易反

复等诸多问题, 而且干扰素治疗容易产生干扰

素样反应, 核苷类药物易引起病毒变异继而耐
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■应用要点
本文可能为乙肝
治疗提供一种新
的 途 径 ,  可 以 长
期、有效的抑制
病毒的复制和表
达 ,  改 善 远 期 预
后, 使大多数患者
受益.

药[12], 为改善疗效, 许多学者进行了联合用药抗

HBV的探索, 但在最终疗效的评定上出现了较

多争议[13,14]. 由于HBV复制及逆转录过程中存在

RNA阶段, 从而为RNAi提供了靶点[15]. 早期的实

验将shRNA序列插入到质粒中, 已经证实能够明

显地抑制HBV的复制和表达, 但只能产生短时间

的基因沉默效果, 对细胞毒性也较大[16]. 为此很

多学者进行了试验性的研究, 将AAV作为广泛应

用的基因工程治疗载体, 基于以下优点[10,17-22]: (1)
可以广泛感染人细胞, 包括分裂期细胞和非分裂

期细胞; (2)AAV本身无致病性; (3)可以特异性整

合于人类19号染色体长臂末端, 无致癌及致突变

作用; (4)以辅助质粒P-Helper代替辅助病毒进行

重组腺相关病毒的包装; (5)使插入的siRNA表达

时间延长, 可稳定发挥干扰作用. 
本实验将hu6-shRNA表达框置于AAV两个

ITR之间, 之后接BCP和Rep基因, 构成rAAV, 作
为抗HBV的shRNA表达框的载体. rAAV感染

HepG2.2.15细胞后, BCP驱动Rep蛋白得以表达, 
因Rep蛋白有促进复制、定点整合及拯救的作

用, 因此LITR-hu6-shRNA-RITR可以复制, 使得

rAAV的拷贝数大大增加. 但由于rAAV没有Cap

基因, 因此复制的rAAV基因组不能被包装成子

代病毒颗粒, 只是拷贝数增加而已, 因而不会引

起靶细胞裂解. 其基因组所携带的hu6-shRNA表

达框, 通过RNAi途径, 发挥抗HBV作用. 随着时

间的延迟, BCP-Rep被清除, Rep基因随之降解、

消失, rAAV失去产毒性感染的条件, 因为Rep定
点整合作用, 其基因组整合入AAVS1, 进入潜

伏感染, 所携带的hu6-shRNA表达框也随之定

点整合到AAVS1, 并随着细胞的分裂而分裂、

复制, 持续生成shRNA, 通过RNAi稳定发挥抗

HBV的作用[23]. 体外质粒转染细胞实验显示本

实验合成的4个载体对HBsAg、HBeAg表达及

HBV DNA复制均有抑制效应, PLRBR322-324、
PLRBR522-324载体靶向于HBV S区, 其抑制

HBsAG作用较明显, PLRBR522-2424靶向于

HBV pre-C/C区, 其抑制HBeAg作用较明显, 
PLRBR322-2424对HBV-DNA抑制效作用最强, 
说明通过RNAi抑制靶基因表达的有效性很大

程度上取决于靶向的m R N A部位及与靶序列

的匹配程度. 在本实验中针对单一位点设计的

shRNA表达质粒表现出对HBsAg、HBeAG以及

HBV-DNA均有不同程度的抑制效应, 其原因可

图  1  PLRBR322-324组测序结果. 图  2  PLRBR522-324组测序结果.

图  3  PLRBR522-2424组测序结果. 图  4  PLRBR322-2424组测序结果. 

表  1  上清液HBsAG检测结果

     分组      第1天        第2天        第3天       第10天

PLRBR322-324 5.39±0.11a   7.76±0.09a   9.29±0.06a   8.93±0.12a

PLRBR522-324 5.49±0.13a   8.01±0.11a 10.94±0.13a   9.75±0.15a

PLRBR322-2424 6.32±0.08a 10.74±0.14a 18.72±0.17a 13.71±0.1a

PLRBR522-2424 6.46±0.10a 11.01±0.07a 18.55±0.12a 14.02±0.13a

空白对照组 7.51±0.13 15.49±0.13 29.50±0.14 20.28±0.11

阴性对照组 7.26±0.11 15.25±0.18 29.26±0.13 19.98±0.12

aP<0.05 vs  空白对照组.
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能在于针对某一位点的siRNA不仅能够使相应

mRNA降解, 同时可以降解HBV的全长mRNA. 
由于HBV的全长mRNA同时是逆转录模板, 其
降解会导致HBV-DNA的复制明显减低, 从而减

少转录产物mRNA的数量, 进而减少各位点的

表达量. 针对细胞基因组AAVA1区域的测序结

果可见目的序列, 证明shRNA定点整合于细胞

基因组, 因此可以持续生成shRNA. 与王玥等[24]

实验结果最大抑制率达87.49%相比本实验抑制

相对较低, 可能与转染效率低相关, 下一步拟将

rAAV经同源同组的方法置入腺病毒基因组中, 
形成腺病毒/腺相关病毒杂合体病毒并进行病毒

包装、扩增, 再转染HepG2.2.15细胞, 提高转染

效率. 与胡斌等[25]合成的载体相比, 本载体中有

Rep基因, shRNA能定点整合与细胞基因组, 可
发挥长期稳定的干扰基因表达的作用. 

本研究表明以AAV作为载体, 将shRNA置

于其中后, 通过转染靶细胞使shRNA定点整合

入细胞内, 从而可以长期稳定发挥抗HBV复制

和表达的作用, 为解决RNAi作用短暂的问题打

下了基础, 使之可能成为一种不同于传统乙肝

治疗的新途径, 可以长期、有效的抑制病毒的

复制和表达, 改善远期预后, 使大多数患者受益. 

4      参考文献

1	 Chien RN, Liaw YF. Thymalfasin for the treat-
ment of chronic hepatitis B. Expert Rev Anti 
Infect Ther 2004; 2: 9-16 [PMID: 15482167 DOI: 
10.1586/14787210.2.1.9]

2	 Ganem D, Prince AM. Hepatitis B virus infection-
natural history and clinical consequences. N Engl 
J Med 2004; 350: 1118-1129 [PMID: 15014185 DOI: 
10.1056/NEJMra031087]

3	 Morgan M, Keeffe EB. Diagnosis and treatment of 
chronic hepatitis B: 2009 update. Minerva Gastroen-
terol Dietol 2009; 55: 5-22 [PMID: 19212304]

4	 Weinberg MS, Arbuthnot P. Progress in the use of 
RNA interference as a therapy for chronic hepatitis 
B virus infection. Genome Med 2010; 2: 28 [PMID: 
20429960 DOI: 10.1186/gm149]

5	 Hannon GJ. RNA interference. Nature 2002; 418: 
244-251 [PMID: 12110901 DOI: 10.1038/418244a]

6	 边中启, 崔志磊, 陈维灶, 刘明秋, 严维耀, 郑兆鑫. 
siRNA抑制乙型肝炎病毒在HepG2215细胞中的复制
与表达. 中华医学杂志 2009; 89: 347-351

7	 边中启, 孙璐璐, 陈维灶, 肖安, 马世武, 崔志磊, 刘霜, 
刘明秋, 严维耀, 郑兆鑫. 靶向C基因的shRNA抗乙型
肝炎病毒在BHK-21细胞中的复制与表达. 中华医学
杂志 2010; 90: 2776-2781

8	 Starkey JL, Chiari EF, Isom HC. Hepatitis B virus 
(HBV)-specific short hairpin RNA is capable of re-
ducing the formation of HBV covalently closed cir-
cular (CCC) DNA but has no effect on established 
CCC DNA in vitro. J Gen Virol 2009; 90: 115-126 
[PMID: 19088280 DOI: 10.1099/vir.0.004408-0]

9	 Ebert G, Poeck H, Lucifora J, Baschuk N, Esser K, 
Esposito I, Hartmann G, Protzer U. 5' Triphosphor-
ylated small interfering RNAs control replication of 

■名词解释
RNA干扰(RNAi): 
指 在 进 化 过 程
中 高 度 保 守
的 、 由 双 链
R N A ( d s R N A )
诱 发 的 、 同 源
mRNA高效特异
性降解的现象. 由
于使用RNAi技术
可以特异性剔除
或关闭特定基因
的表达, 所以该技
术已被广泛用于
探索基因功能和
传染性疾病及恶
性肿瘤的基因治
疗领域. 表  3  上清液HBA-DNA检测结果 (105 copies/mL)

     分组      第1天      第2天      第3天     第10天

PLRB322-324 1.29±0.04a 1.75±0.09a 2.05±0.08a 1.77±0.06a

PLRBR522-324 1.32±0.03a 1.76±0.08a 2.15±0.07a 1.81±0.04a

PLRBR322-2424 1.26±0.04a 1.64±0.08a 2.03±0.08a 1.74±0.08a

PLRBR522-2424 1.23±0.04a 1.68±0.08a 2.11±0.07a 1.78±0.08a

空白对照组 1.71±0.02 2.89±0.05 4.68±0.07 2.95±0.02

阴性对照组 1.63±0.04 2.71±0.09 4.51±0.05 2.79±0.06

aP<0.05 vs  空白对照组.

表  2  上清液HBeAG检测结果

     分组      第1天        第2天        第3天       第10天

PLRB322-324 6.51±0.04a 12.01±0.11a 20.32±0.06a 12.80±0.13a

PLRBR522-324 6.36±0.11a 11.89±0.06a 21.09±0.08a 12.68±0.14a

PLRBR322-2424 5.71±0.08a   8.37±0.10a 10.62±0.14a   8.65±0.09a

PLRBR522-2424 5.75±0.12a   8.56±0.08a 11.96±0.13a   8.96±0.11a

空白对照组 7.60±0.07 15.56±0.15 32.25±0.28 17.75±0.07

阴性对照组 7.41±0.23 15.32±0.21 31.92±0.11 17.50±0.13

aP<0.05 vs  空白对照组.



付冰峰, 等. 重组腺相关病毒介导的RNA干扰对乙型肝炎病毒复制和表达的影响				                819

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

hepatitis B virus and induce an interferon response 
in human liver cells and mice. Gastroenterology 
2011; 141: 696-706, 706. e1-e3 [PMID: 21684282 DOI: 
10.1053/j.gastro.2011.05.001]

10	 Flotte TR. Gene therapy progress and prospects: re-
combinant adeno-associated virus (rAAV) vectors. 
Gene Ther 2004; 11: 805-810 [PMID: 15042119 DOI: 
10.1038/sj.gt.3302233]

11	 European Association For The Study Of The Liver. 
EASL clinical practice guidelines: Management 
of chronic hepatitis B virus infection. J Hepatol 
2012; 57: 167-185 [PMID: 22436845 DOI: 10.1016/
j.jhep.2012.02.010]

12	 李文滨, 吴畏, 伍衡, 肖治宇, 林青, 王捷. RNA干扰沉
默乙型肝炎病毒复制对肝癌细胞系HepG2.2.15生长
的影响. 中华肝胆外科杂志 2010; 16: 688-691

13	 Janssen HL, van Zonneveld M, Senturk H, Zeu-
zem S, Akarca US, Cakaloglu Y, Simon C, So TM, 
Gerken G, de Man RA, Niesters HG, Zondervan P, 
Hansen B, Schalm SW. Pegylated interferon alfa-
2b alone or in combination with lamivudine for 
HBeAg-positive chronic hepatitis B: a randomised 
trial. Lancet 2005; 365: 123-129 [PMID: 15639293 
DOI: 10.1016/S0140-6736(05)17701-0]

14	 Buster EH, Ter Borg MJ, Vingerling JR, Janssen 
HL. Low incidence of retinopathy during pegin-
terferon alpha-2b and lamivudine therapy for 
chronic hepatitis B. J Hepatol 2006; 45: 160-161; au-
thor reply 160-161 [PMID: 16723166 DOI: 10.1016/
j.jhep.2006.04.003]

15	 杨慧, 赵龙凤, 赵中夫, 张国英, 刘明社. 短发夹RNA介
导的RNA干扰技术在HepG2.2.15细胞中的应用研究. 
中国药物与临床 2011; 11: 502-504, I0001 

16	 张正茂, 田拥军, 孟忠吉, 雷延昌, 李新宇, 王宝菊, 杨

东亮. RNA干扰抑制人乙型肝炎病毒复制的研究. 中
国病毒学 2006; 21: 348-352

17	 McCarty DM, Young SM, Samulski RJ. Integra-
tion of adeno-associated virus (AAV) and recom-
binant AAV vectors. Annu Rev Genet 2004; 38: 
819-845 [PMID: 15568995 DOI: 10.1146/annurev.
genet.37.110801.143717]

18	 Shiau AL, Liu PS, Wu CL. Novel strategy for gen-
eration and titration of recombinant adeno-associ-
ated virus vectors. J Virol 2005; 79: 193-201 [PMID: 
15596815 DOI: 10.1128/JVI.79.1.193-201.2005]

19	 Smith-Arica JR, Bartlett JS. Gene therapy: recombi-
nant adeno-associated virus vectors. Curr Cardiol 
Rep 2001; 3: 43-49 [PMID: 11139798 DOI: 10.1007/
s11886-001-0009-x]

20	 Daly TM. Overview of adeno-associated viral vectors. 
Methods Mol Biol 2004; 246: 157-165 [PMID: 14970590]

21	 Grieger JC, Samulski RJ. Adeno-associated virus 
as a gene therapy vector: vector development, pro-
duction and clinical applications. Adv Biochem Eng 
Biotechnol 2005; 99: 119-145 [PMID: 16568890 DOI: 
10.1007/10_005]

22	 Małecki M, Woźniak A, Janik P. [Adeno-associated 
viruses (AAV)]. Postepy Biochem 2008; 54: 57-63 
[PMID: 18610582]

23	 李绍祥, 张艳霞, 张成平, 胡学玲, 李娟, 姚鹏, 胡大荣. 
Ad/rAAV杂合体病毒介导抗HBV shRNA表达框定
点整合研究. 中国现代医学杂志 2010; 21: 3254-3262

24	 王玥, 牛俊奇, 丁艳华, 王峰. 应用RNA干扰抑制乙
型肝炎病毒复制和表达. 中华肝脏病杂志 2006; 14: 
790-792

25	 胡斌, 杨燕, 刘嘉, 马智勇, 黄红平, 余源, 刘慎沛, 杨东
亮. 表达HBsAG特异性SiRNA的重组腺相关病毒载
体的构建. 实用肝脏病杂志 2010; 13: 161-165

           编辑  田滢  电编  鲁亚静  

■同行评价
本文设计合理, 具
有一定创新性, 可
为乙型肝炎治疗
提供新的思路.

ISSN 1009-3079 (print)   ISSN 2219-2859 (online)     DOI: 10.11569    2013年版权归Baishideng所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》栏目设置

本刊讯 本刊栏目设置包括述评、基础研究、临床研究、焦点论坛、文献综述、研究快报、临床经验、病例

报告和会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表

达准确.


