
慢性乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）
感染是导致肝硬化、重型肝炎及肝细胞癌的主要

原因。在中国，有大约 9％的人口存在慢性HBV
感染。干扰素和核苷（酸）类似物等抗病毒治疗药

物仍然是目前治疗慢性HBV的唯一选择［1］。但上

述药物副作用大，不能彻底清除肝细胞核内的共

价闭合环状 DNA（covalently closed circular DNA，

cccDNA），而且长时间使用易产生耐药，因此有必

要探索治疗慢性HBV感染的新策略。RNA干扰

（RNA interference，RNAi）作为重要的基因治疗手

段之一，是治疗 HBV 等病毒感染最具前景的方

法。研究显示，siRNA和 shRNA在体内和体外均

可以靶向并干扰HBV病毒基因转录体［2-3］。但由

于HBV病毒容易发生变异，因此常导致RNA干扰

治疗失败。MicroRNA（miRNA）是一类在真核生

物中广泛存在的大小约 22 nt的非编码小分子单
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摘 要：【目的】探讨靶向乙型肝炎病毒的外源性microRNA（amiRNA）的构建及其抑制HBV复制的作用。【方法】应用

Invitrogen公司miRNA在线设计软件（BLOCK-iTTM RNAi Designer）针对HBV基因设计 4条 amiRNA序列；构建 amiRNA真核表

达质粒，Lipofectamine2000转染至人肝癌细胞株HepG2.2.15；荧光定量 PCR检测HBV-DNA，ELISA检测HBsAg和HBeAg表
达水平。【结果】设计合成的 4条 amiRNA均可下调培养体系中HBV-DNA水平以及HBsAg和HBeAg水平，与阴性对照组相

比差异有统计学意义（P < 0.05）。其中以miR3抑制HBV-DNA复制的效果最为显著。【结论】靶向HBV基因适当位点设计

合成的 amiRNA在体外可以有效抑制HBV的复制。
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Abstract：【Objective】To investigate the construction and inhibitory effects of artificial microRNA targeted on hepatitis B virus.
【Methods】Four artificial microRNA sequences for HBV gene were designed with Invitrogen online design software（BLOCK- iTTM

RNAi Designer），amiRNA eukaryotic expression plasmid were constructed and transfected into human hepatocellular carcinoma cell
line HepG2.2.15. Hepatitis B virus DNA in supernatant was detected by quantitative fluorescence PCR. HBsAg and HBeAg detected
by ELISA.【Results】All of the four artificial microRNA sequences could down regulate the level of HBV-DNA，HBsAg and HBeAg.
miR3 had the most significant effect on inhibiting HBV-DNA replication.【Conclusion】Artificial microRNA sequences can effectively
inhibit the replication of HBV in vitro.
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链RNA，仅仅需要和靶基因部分结合即可以发挥

作用，因而可以在很大程度上避免上述问题，对容

易发生变异的病毒（如HCV，HBV，HIV）治疗更

有优势［4-5］。研究显示，借助于miRNA表达框架，

可以实现将靶向特定基因的外源性人工合成的

miRNA导入细胞内，达到抑制靶基因的效果，且不

影响其他基因的表达。因此本研究针对HBV基

因设计并合成外源性miRNA（artificial microRNA，

amiRNA），体外观察其对HBV-DNA 复制的影响，

以期筛选出具有应用前景的 amiRNA。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人肝癌 HepG2.2.15 细胞株由广东药科大学

生命科学与生物制药学院提供。DMEM高糖培养

基、南美胎牛血清（Fetal bovine serum，FCS）购自

Gibco公司；感受态细菌 TOP10 E.coli、pcDNA6.2-
G/W- EmGFP- miR 表 达 质 粒 、pcDNA6.2- G/W-
EmGFP-miR-neg阴性对照质粒、Lipofectamine2000
购自 Invitrogen 公司；壮观霉素（Spectinomycin）购

自 Sigma公司；HBV核酸定量检测试剂盒购自中

山大学达安基因公司；HBsAg、HBeAg ELISA检测

试剂盒购自上海科华生物工程有限公司；质粒纯

化试剂盒购自Bio-Toyobo公司；amiRNA序列和测

序引物由上海英骏公司合成。

1.2 构建amiRNA表达质粒

应用 Invitrogen 公司在线设计软件（BLOCK-
iTTM RNAi Designer）分别针对HBV C基因区、P基

因区、S基因区、X基因区相互之间重叠区域设计

64 nt的 amiRNA序列，选取G/C含量在 30% ~ 55%
之间，评分高的序列4条。合成对应amiRNA及其互

补序列，溶解后加入退火缓冲液中95 ℃反应4 min，
室温放置 10 min，退火形成双链寡核苷酸。将稀

释双链寡核苷酸与线性载体 pcDNA6.2-G/W-
EmGFP-miR 用 T4 DNA 连接。连接产物导入

TOP10 E.coli，壮观霉素（50 μg/mL）筛选转化子。

挑取单克隆振荡培养，提取质粒。测序确认插入

序列正确。

1.3 脂质体转染 amiRNA 真核表达质粒至

HepG2.2.15细胞

消化 HepG2.2.15 细胞，完全培养基（含体积

分数为 10%FCS的 DMEM高糖培养基）重悬细胞

密度至 1 × 105/mL，接种 24孔板。37 ℃，体积分数

为 5%的 CO2培养至细胞密度达 80%左右。更换

无血清培养基，取 1 μg amiRNA表达质粒与 2 μL
Lipofectamine 2000脂质体混合至培养基中加入24孔
板。设置实验组（转染 pcDNA6.2-G/W-EmGFP-
miR，miR）、阴性对照组（转染 pcDNA6.2-G/W-
EmGFP-miR-neg，miR-neg）和空白对照组（仅转

染Lipofectamine 2000脂质体，mock），每组均设置

3个复孔。

1.4 荧光定量PCR检测HBV-DNA

分别于转染 48 h 和 72 h 取培养上清，按照

HBV-DNA Q-PCR 试剂盒说明将样本加入反应

管后放入 ABI7500 Q-PCR 仪扩增，扩增条件：

93 ℃ 2 min，93 ℃ 45 s，55 ℃ 60 s，10 cycles；
93 ℃ 30 s，55℃ 45 s，30 cycles。计算HBV-DNA
含量，并与空白对照组HBV-DNA含量相比计算

HBV-DNA相对水平。

1.5 ELISA检测HBsAg、HBeAg

分别于转染 48 h和 72 h取培养上清，按照说

明书操作测定 HBsAg和 HBeAg水平。分别设置

空白对照组（仅转染Lipofectamine2000脂质体）、阴

性对照组（转染空质粒）和实验组（转染miR组）。

设置 3个复孔。OD 阴性对照组或OD 实验组与OD 空白对照组相

比计算HBsAg和HBeAg相对表达量。

1.6 统计学处理

各项指标结果以均数±标准差（mean±SD）表

示，应用 SPSS 17.0统计软件进行单因素方差分析

（One-way ANOVA），取检验水平α = 0.05。

2 结 果

2.1 pcDNA6.2-G/W-EmGFP-miR表达质粒构

建及转染

本研究针对 HBV 基因设计 amiRNA，并用

BLAST排除靶向人类基因的miRNA，在 C基因区

和P基因区重叠区设计了miR1，S基因区和P基因

区重叠区为靶点分别设计 miR2和miR3，在 X基

因区和 P 基因区重叠区设计了 miR4，选择 4 个

miR（靶向HBV基因位点见图 1A）。合成 4条miR
（以miR1，miR2，miR3，miR4表示）的上游和下游

单链序列（表 1），退火形成双链后插入 pcDNA6.2-
G/W-EmGFP-miR质粒（图 1B）。所有构建好的表

达载体经测序引物测序证实插入序列均正确。
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Lipofectamine 2000 脂质体转染 miR 真核表达质

粒至HepG2.2.15细胞，48 h转染效率可达到 80%
以上。

2.2 转染miR能抑制HBV-DNA复制

将构建的 4个miR表达质粒转染HepG2.2.15
细胞，分别于 48 h 和 72 h 采用荧光定量 PCR 法

检测HBV-DNA。结果显示，4个miR均能下调培

养上清中 HBV-DNA 水平（图 2）。以 miR3 抑制

HBV-DNA 复制的效果最为显著。转染 72 h，
miR3组HBV-DNA的相对水平为0.31 ± 0.06，miR-
neg组为 1.01 ± 0.12，mock组为 1.04 ± 0.24。miR-

neg组与mock组HBV-DNA相对水平比较差异没

有统计学意义，（P = 0.763）。miR3组与miR-neg
组HBV-DNA相对水平比较有差异具统计学意义

（P = 0.000）。

2.3 转染miR能抑制HBsAg和HBeAg的表达

同时于转染后 48 h和 72 h采用ELISA法检测

培养上清中HBsAg和HBeAg表达相对水平，结果

显示 4 个 miRNA 均能下调培养上清中 HBsAg 和

HBeAg水平（图 3）。转染 72 h的下调效果优于转

染 48 h。4 个 miRNA 中 miR1 下调 HBsAg 效果最

好，而 miR3 下调 HBeAg 效果最好。转染 72 h，

表 1 用于miRNA构建的引物序列

Table 1 Primers used for miRNA construction Sequence in italics is the miRNA targeting sequence

Primer name
miR1 Top Strand
miR1 Bottom Strand
miR2 Top Strand
miR2 Bottom Strand
miR3 Top Strand
miR3 Bottom Strand
miR4 Top Strand
miR4 Bottom Strand

Primer sequence(5′-3′)
5′-TGCTGAACAACAGTAGTCTCCGGAAGGTTTTGGCCACTGACTGACTACTGTGGTTACTCTCGTT-3′
5′-CCTGAACGAGAGTAACCACAGTAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTACTGTGGAGTTACTCTCGTTC-3′
5′-TGCTGTTGAAGTCCCAATCTGGATTTGTTTTGGCCACTGACTGACAAATCCAGTGGGACTTCAA-3′
5′-CCTGTTGAAGTCCCACTGGATTTGTCAGTCAGTGGCCAAAACAAATCCAGATTGGGACTTCAAC-3′
5′-TGCTGTTTGGTGGAAGGTTGTGGAATGTTTTGGCCACTGACTGACATTCCACACTTCCACCAAA-3′
5′-CCTGTTTGGTGGAAGTGTGGAATGTCAGTCAGTGGCCAAAACATTCCACAACCTTCCACCAAAC-3′
5′-TGCTGAATATTTGGTGGGCGTTCACGGTTTTGGCCACTGACTGACCGTGAACGCACCAAATATT-3′
5′-CCTGAATATTTGGTGCGTTCACGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCGTGAACGCCCACCAAATATTC-3′

A: Targeted the position of miR in HBV gene; B: Map of pcDNA6.2-G/W-EmGFP-miR vector
图 1 真核表达质粒的构建

Fig.1 Construction of eukaryotic expression plasmids

B

A
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miR1组HBsAg表达相对水平为 0.59 ± 0.03，miR-
neg组为 0.97 ± 0.10，mock组为 1.07 ± 0.12。miR-
neg组与mock组HBsAg表达水平比较差异没有统计

学意义（P = 0.207）。miR1组与miR-neg组HBsAg
表达水平比较差异具有统计学意义（P = 0.000）。

转染 72 h，miR3 组 HBeAg 表达相对水平 0.61 ±
0.09，miR-neg 组为 0.99 ± 0.06，mock 组为 1.09 ±
0.21。miR-neg组与mock组HBeAg表达水平比较

差异无统计学意义（P = 0.267）。miR3组与miR-
neg组HBeAg表达水平比较差异具有统计学意义

（P = 0.001）。

3 讨 论

HBV基因组包含四个互相具有不同程度重

叠的开放阅读框架（open reading frame，ORF），分

别称为 S、C、P 和 X 区，尽管起始于 4种不同的启

动子并产生 4种转录子，但都终止于同一靶位，因

此理论上单一HBV RNAi即可以同时靶向 2~4种

病毒mRNA，是RNAi理想的靶向清除对象，以往

的体内外研究证实了这一理论［6- 7］，研究显示，

siRNA长期应用存在病毒基因突变易导致脱靶效

应、易降解等问题。而miRNA介导的转录后基因

调控是生物体内除了 siRNA 沉默之外另一种小

RNA干扰路径，尚没有发现明显的脱靶效应和副

作用，因此是目前RNAi领域的研究热点。

针对上述HBV基因组的特点，本实验设计了

4 条 分 别 靶 向 HBV 四 个 OFR 重 叠 区 序 列 的

amiRNA，确保每个 amiRNA可以同时干扰与HBV
生活周期和复制相关的 2 种蛋白表达。通过构

建外源性 miR 表达载体，脂质体转染 amiRNA
真核表达质粒至乙肝病毒稳定复制的肝癌细胞

系 HepG2.2.15 细胞，发现 4 条 amiRNA 在 48 h 及

72 h均可下调培养上清中HBV-DNA水平，也明

显抑制了 HBsAg和 HBeAg的表达。这种抑制作

All four miR plasmids had significant inhibitory effect on HBV-
DNA replication. Statistical differences were determined using a one-
way ANOVA. These results are expressed as the mean ± SD of three
independent experiments. 1）P < 0.05 and 2）P < 0.01，compared
with miR-negative control group.

图 2 转染miR抑制HBV-DNA 复制

Fig.2 Inhibition effect of miR plasmids on HBV-DNA
replication
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A：Relative level of HBsAg in supernatant after transfected for
48 h and 72 h. B：Relative level of HBeAg in supernatant after trans⁃
fected for 48 h and 72 h. All four miR plasmids could significantly in⁃
hibit the expression of HBsAg and HBeAg. Statistical differences were
determined using a one-way ANOVA. These results are expressed as
the mean ± SD of three independent experiments. 1）P < 0.05 and 2）
P < 0.01，compared with miR-negative control group.
图 3 转染miR抑制培养上清中HBsAg和HBeAg表达

Fig.3 Inhibition effect of miR plasmids on HBsAg and
HBeAg expression
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用随时间延长至 72 h效果更明显。4条 amiRNA
中以miR3抑制效果最为显著，72 h对HBV-DNA
的抑制率可达 70%，可能与 S 基因编码的 S 蛋白

（即 HBsAg）是 HBV 组 装 的 必 要 条 件 有 关 。

Cheng 等［8］认为 HBsAg 是 HBV 感染性肝病中一

个重要的危险因子，其突变大大提高了 HBV 感染

的治疗难度，进行特异性的基因沉默是抑制 HBV
的关键。郜玉峰等［9-10］以HBV P基因和X基因为

靶基因设计 amiRNA 序列，在 HBsAg、HBeAg 和

HBV-DNA 水平上均能抑制 HepG2.2.15 细胞中

HBV 的复制和表达。本实验筛选出的最优

amiRNA对HBV-DNA、HBsAg和HBeAg的抑制效

果均优于前者。

国内外有关miRNA在动物模型体内应用效

果的研究报道较少，主要问题就在于相关载体

体内传输、靶向性及免疫反应等限制。Mowa等［11］

以辅助病毒依赖型腺病毒载体（helper dependent
adenoviral vectors，HDAds）将 amiRNA 用于 HBV
模型小鼠体内。其中，肝组织特异性小鼠转甲状

腺素蛋白启动子（murine transthyretin promoter，
MTTRP）靶向驱动 amiRNA表达的作用优于没有

组织特异性的CMV启动子，体内抑制HBV复制效

率可高达 94%。研究还发现部分载体表达产物激

发了体内免疫反应，而降低免疫反应水平可以提

高 amiRNA作用效果。Chen等［12］发现 shRNA与拉

米夫定联合作用的抗HBV效果较单用拉米夫定

强 6 倍，比单用 shRNA 要强 3 倍。上述研究为

miRNA体内应用及与其他手段联合应用抗HBV
提供了重要的实验依据。

本研究设计合成并在体外筛选出一条效果

较优的 amiRNA，为HBV治疗提供了新思路。后

续实验将考虑进一步研究其在动物模型体内对

HBV的抑制作用及与其他手段联合应用的体内

外疗效。
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