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提要 为比较针对中不同基因的ODN硫代衍生物1；f【断乙型肝；眨病毒(i-my)的抗原表达．合成了与 

核，L-蛋白编码基因起始码 卜游序列(#1893—1907)．多聚酶蛋白编码基因起始码 卜游及内部序列 

(#2297-23i 3．#2797-281 3)8．5kbRNA 端起始负链 DNA台成序列(#I 8l7--1881)互补的寡 

聚脱氧核背酸硫代衍生物Ec．ODN．P．ODN．PM-ODN．pBS-ODN]．分别在 HIP／短暂表达和稳定表达 

细胞培养系统中观察其抑制HBV抗原表达的作用．结果发现．当培养液rl1 ODN浓度为 20Vn',d／L 

时 ．pq种 ODN均能抑制 H。pG 2．1 5细胞 HBSAg(乙肝表面抗原)的产生(抑制率分别为；C-ODN． 

24．5 ；p-ODN，I 3．4％；PM-ODN，38．1 ~PBS-ODN，28．4 )I与 FIBV DNA双体质粒共转染 H。pG2 

细胞后部分ODN可明显抑制FIBV DNA在细胞 表达(HBeAS分泌抑制率分别为tC-ODN．52 } 

PM-ODN，70 ；P．ODN，48 ；PBS-ODN．18 )．用}蔓I定上清巾凡白蛋白的结果证明．C-ODN的细胞 

效治疗制剂[ 。近年兴 

起的反义核酸技术 已在阻断病毒感染方面取得可喜进展 ，可望发展成 为潜在的基因治疗制 
￡

。 应用寡聚脱氧核苷酸EODN2抑制I-IBV复制或抗原表达的研究报道不多。美国 Goodarzi 

等[ 合成了六段针对 HBVS基因不同位点的ODN，在有I-IBVDNA整合、表达和分泌 HBsA~的 

PLC／PRF／S细胞中 ，证实互补于翻译起始位点序列的 ODN抑制作甩最强。吴祥甫等[ 曾应甩 

与 HBV PreS2基因起始密码 5，端互补的 1 5聚脱氧核苷酸-多聚赖氪酸，在有 HBV复制的 He,I) 

G22．2．1 5细胞 、HepC zTt．等细胞中发现，可睫HBsAg及／或 HBeAg表达显著减低。然而以 合 

本文于 1994年 1月 l8日收到，7月1 6日修回 

^六二 汁划唯物拄术醒题[102一¨一(1)] 

参加本工作的还有上海医科大学闻玉梅教授 上海生物工程巾心陈淀 ．棣盘旺荨 ． 
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成的 ODN片段均针对 HBV的 S基因。 

本研究根据目前对 HBV分子生物学的认识 ，设计 、合成了多个与在HBV复制周期中起关 

键作甩的病毒基因序列互补的寡聚脱氧棱苷酸硫代衍生物。通过观察其在HBV短暂和稳定表 

达细胞培养系统中抑制HBV抗原表达水平 ，评价其抗 HBV基因复制及抗原表达的作瑁。结果 

显示 ，与核心蛋白编码基因起始密码上游序列互补的 ODN的抗 HBV的作用肓一定意义。 

材料和方法 

1 细胞培养 

肝癌细胞系Hcp 细胞和 } Gz 2．2．15 细胞分别由联邦德国海德堡癌症研究中心、美国两蒂山医学院 

生化科A嚆博士提供．后一细胞有完整HBV基因组螭台。能持续转录、翻译HBV基因。产生H＆AB、I-IP~Ag及 

Danc颗粒。两细胞常规培养于含 15 小牛血清的Dl旺M 培养基(含青、链、卡那霉寮各 1 00Ll／rnl及0．03 苍氯 

酰胺)中。每 3—5天传代 1次。 

2 反义寡聚税氧核苷酸硫代锚生物的合成殛纯化 

由中国科学院生物l丁程中心负责．台成反应采用亚磷酸酰胺·1m 法[邓先按亚磷酰酰胺法台成亚磷酸 

三酯键，再用TE2~(Tetrae．thythiurarn d~ do)硫化]。反应结柬后经聚丙烯酰胺凝腔电泳 、s印hadc】【G．50柱层 

析分离纯化。 

3 HBV DNA双体质垃的制备 

HBV DN̂ 来自质粒 HBv一1．由汤华博士转赠。该质粒为首尾相连的职拷姒ayw亚型 HBV DNA与 

pBR322(EcoR T位点)重组而成，具有 Ampf及Tet 特征。可在 pG2细胞内完成病毒复制，产生 HI~Ag和 

I-II~Ag
。 参照奉室常规 提纯质粒DNA。 

‘ 磷酸钙介导的转染技术 

采用文献报道的礴酸钙沉淀法 ]将 HBV ONA和／或ODN转染 pG!细胞。} Q 细胞在转染前2{小时 

接种于 55mm塑料虹，浓度 IO‘，虹．转染4小时前换液。每平皿内加入由：1 pTHBV DNA，l XHr．ESS00~．I。 

2mol／L CaCI2 3l 和／或 l g ODN组成的磷酸钙／DNa混台物。为减少转染效率差异的影响。每实验组设置两 

平皿 37"C、5蟛00 l6--18小时后洗去钙颗粒，换用新鲜培养液。 

5 HP,c／~,和 H B̂的测定 

分别采用ELISA(上海市传染病总院)、RJA(北京生物制品所)药盘测定 Efio~．sAg HB g。操作按说明书进 

行． 

8 培养上清白蛋白的测定 

果甩年室自制的双抗体夹心ELISA法检测培养 卜清液·Il的白蛋白l水平 

结 果 

1 反义 ODN硫代衍生物作用位点的选择 

乙型肝 炎病毒的复制周期较为特殊 ，主要表现在其基因纽复翩在核衣壳内经逆转录过程 

完成一需三种病毒成份(前基因组RNA、核心蛋白、多聚酶蛋白)特异和有砍序地相互作用眦 

因此如能设法减少多聚酶蛋白 、核心蛋白的合成 ，或干扰前基因组 RNA的 包装和正 、负链 

DNA合成的起始，均有可能达到减弱甚至阻断 HBV复制的目的。据此合成了一系列针对
一  述 

环节的反义ODN硫代衍生物(表 1)。为排除合成韧非专一性干扰HBsAg和HBeAg产生的可能 

性 ，同时合成一段与 HBV基因无相关序列的 ODN(表 1)。 
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寰 1 合成 ODN互补位点爰序列 

Tabk 】 Target她 and鹫q L 硼  symhe~ O[~4g 

2 反义 ODN硫代衍生物对克隆 HB'V DNA在 Hep0t细胞中短暂表达抗原的影响 

定期收集 pTHBV DNA和／或 ODN共转染 HepG 2细胞的培养． 清液 ，一30'C保存，一并检 

测。每数据均为甲行双皿测定值的甲均值．结果发现(图 1)，与对照组(HBV DNA双体质粒单 

独或与无关序列 ODN共转染 HepG：细胞)相比，C-ODN、P—ODN、PM—ODN对 HBV的 e抗原表 

达在转染后第d一6天有较强抑制作用，nSoAg分泌抑制率分别为 52 ， 8 ，70 ；而 PBS- 

ODN对 HBV抗原表达无明显抑制作用．L清 HBeAg分泌抑制率仅为 18 (转染细胞培养 清 

HBeAg的 ELISA测定值较低故末列出)。 
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图 I HBV D'NA．OON共转枭Htp。2细胞后上滑巾HBĉg的表达动态 

F嵋．1 Kineae*d № ExOressio~d HBeAgintk culturem酣1日m'tertramffoctio,~ 

Hcp02∞uB with HBV DNA Mete ot with v~rious舯 E n ODNs 

3 反义 ODN硫代衍生物对 Hep0，2．2 15细胞分 HBs 和 HBoAg的影响 

HepG22．2．15细胞按 1 X 10 细胞／mI接种于 35ram直经甲皿 ，每甲皿 2m!。细胞贴壁(̂一 

6h)后换液并加入 ODN，使其在培养液中浓度为 20~,moI／L．隔天换用含 20~,mol／L ODN的培养 

液 。收集的培养 卜清保存于一30℃后一并检测 HBsAg和HBoAg。对照组除不加 ODN而加等体 
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积三蒸水(1 1)外 ，均同实验组处理。结果显示(罔 2)，四种反义 ODN硫代衍生物对 HepG 2 2· 

2．15细胞 rmsA~的产生均有不同程度的抑制作用，抑制率分 0为 ：C—ODN，24．5 ；P ODN， 

13． ；PM—ODN，38．4 ；PBS—ODN，28．d 。然而所有 ODN对 HepO 2 2—2 1 5细胞 HBeA~的 

产生无明显抑制作甩[各组细咆 清 HBeAg的测定值(o，D．)分别为 对照纽 ，0 714士0．051{ 

C—ODN，0．729士 0．034；P—ODN，0．696士 0．097；PM—ODN，0．673士0．049；PBS—ODN，0．73．'1士 0． 

o86](P>0．05)。 
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图 2 四种寡聚铀对 llelX322．卫15细胞=茛选 H№ ĝ的抑翩作lIi。ODN分捌在 0和 48h时加凡．准度为 201Jmol／L．ODN 

对 H】 表达的抑耐率为：[1一(ODN处理细胞培养上清测定值，对照组细胞培养上清测定值1]×l00 

F 2 lnhi HBsAg e， 0fHe~ 2,z l5 ceUs byfour aIlti埘 ODNs Ol~qswe忡 to恤 culturef~dium 

at 20vr~／L加du叫。 I o删 48b．1 inldbiNon tale w越calculated衄fdb ：[1一(cpm of ODN—treat,cd cett 

supernatants／cl~l untr目I。d cell sut~'nuants)]~100 

4 反义 ODN硫代衍生物处理的 HepG z2．2．15细胞分泌白蛋白水平 

HepG~2．2．15细胞按 1×i0s／rot接种于 2̂ 孔培养板 ，每孔 Iml。贴壁 (̂一6小时)后换甩 

含 20pmol／L ODN的培养液，隔天换甩相同培养液。加药后第四天取培养 卜清经适当稀释后使 

用双抗体夹心ELISA法测定白蛋白水甲 ，结果见表 2。从表中可以看出 ，PM—ODN对细胞代谢 

抑制率达 22．69 }c—ODN则仅为 7．69 ，对白蛋白分泌的影响最小。 

表2 ODN处理 pG：2．2．15细胞培养 t；lI白蛋白木平 

Table 2 Albertinsin cutm~ mesa ofODN—tre~cd} 2 2．2．15 celts 

棱苷酸 抑制幸 【％)。 

oDN Inhibition( )‘ 

P●t}ODN 

C-ODN 

PM—o DN 

P-ODN 

l3 

69 

22．69 

& 99 

*oDN对细胞讣沁自蛋自的抑翩率为：[1一(ODN处理细胞上清测定值／对删细胞上清测定德)]×100。 

"meinhl~itio．r日嘲 咿 cak~alod嘏fd】0悄 [1一∞ Ⅱval~e ofODNweated删 cul~urcmed ，0．D Value《un钾。Bt。d证uc 

la~xe me )]×100 
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讨 论 

m v的复制是一复杂而有序的过程。在同一实验条件下比较反义 ODN的抑制作甩将有 

利于选择更有效的 ODN作用为今后用于治疗的候选制荆。本研究设计、合成的四段 ODN互补 

于核心 蛋白编码基因起始区(c—ODN)、多聚酶蛋白编码基因起始密码上游及下游序列(P— 

ODN，PM—ODN)、前基因组 RNA3t端起始负链 DNA合成的位点(PBS ODN)等。通过短暂和稳 

定表达 m v细胞培养系统及结合用白蛋白测定作为对细胞毒性测定的实验结果说 明，以 c— 

ODN最为有效。通常认为 ODN通过杂交扣留和激活RNaseH发挥作用 。本研究应甩的反 

义 ODN除通过上述机制发挥效应外还可能作甩于 HBV复制周期的其它环节。C-ODN的设计 

作甩位点为核心蛋白编码基因起始码上游序列 ，该序列又位于HBV前基因组 RNA 卜的包 装 

信 号内m]。童舒甲等曾发现，此区发生的某些点突变可导致前基因组I；hNA不被包装、DNA复 

制缺陷。故 c—ODN抑制作甩的发挥可能通过抑制 HBcAg合成 、减少核衣壳装配、干扰前基因 

组 RNA的选择性包装等几个环节。 

实验还显示 ，ODN在 HBV稳定表达系统(Hep0 z2．2．15)中的抑制作用远低于在短暂表达 

系统中的作用 ，这可能与两系统 中HBV基因存在的状态不同有关。在 Hep0：2．2．1 5细胞中， 

从整合 HBV DNA持续转录产生的 mRNA可将细胞内 ODN“稀释”使之不足以发挥有效作甩。 

而在 HBV短暂表达系统 ，HBVDNA和 ODN同时进入 Hep0 2细胞 ，在 HBVDNA进入肝细胞内 

启动其复制过程的同时 ，ODN就可与相应互补序列特异性结合 ，发挥生物学效应 。因此选用短 

暂表达系统更为恰当。至于 ODN的毒性 ，一般采甩台盼蓝染色计数存话细胞 、细胞总蛋白测 

定、同位紊掺入等方法[I‘_ ：。根据 HepC2细胞、HepC2 2．2．】5细胞来源于肝细胞 ，能合成和分 

泌白蛋白、甲胎蛋白等特性 ，本室建立了检测细胞培养．卜清中自蛋白含量的双抗体夹心ELLSA 

法口]，以此作为评价 ODN影响细胞代谢的指标，可更全面地反映 ODN对细胞代谢的影响及毒 

性 作用。 

理论上推测 ，本研究合成的 ODN均作用于 HBV复制周期的某一环节 ，应均可影响 HBV 

基因的复制和表达。本实验不同 ODN显示不同程度抗 HBV作甩的结果提示 ，反义 ODN能否 

有效地发挥其生物学效应 ，除与靶序列的互补作用外 ，还应考虑 ：靶序列二级或三级结构的特 

征、靶序列对 ODN的可亲近性(accessibility)、反义ODN与靶序列结合后双链 DNA的解离度及 

反义 ODN在细胞内的分布等[1 。实验也显示，反义 ODN对HBV基因的表达只显示部分抑制 

效应。这可能是由于在反义 ODN加入之时已有 mRNA开始表达(如在 Hep0 22．2．】5细胞系 

统)，故即使加入大剂量的 ODN也难于完全阻断蛋白合成。此外还存在肝细胞膜对 ODN的通 

透性差及 HBV基因结构的复杂性等因素。 

在初步比较 了各段反义 ODN抗 HBV作用的基础 卜，还应研究配伍使用引。对 HBV基因不 

同位点的反义ODN或配合使用其它抗病毒药物的效应。如何使 ODN有效、完整进入细胞也是 
一

个重要问题。WuDs]等制备了偶联有平乳糖残基的反义ODN，导向进入肝细胞 ，可明显提高 

反义 ODN的抗病毒作用 ，因此采用肝细胞靶向剂与 ODN直接交联或脂质体包裹 ODN是值得 

探索的新途径。 
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Comparison of the Inhibiting Effects of Four Antisense 

Oligodeoxynucleotide Phosphorothioates on Hepatitis B 
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In this sBldy we evalUated the effects of four antL~nse oligodeoxynucl~~otide phosphorothioates 

(ODN)aga inst antigen expression of HBV gene．Four ODNs were syrlthesized with art average length 

of fifteen hoses directed against the region up~'eam of the core gene initiation codon(# 】893一 

l907)，against the region up~ eam and downstrea~ of the polymetase coding gene initiation cod0I1(# 

2297— 231 3·# 2797— 2813)，againstthe 3 ~egion of 3+5 kbRNA forinitiation of reversetransc一口 

tion(# l817一 l83I】．An 0DN with rmldom sequences w船 also synthesized as contro1． 0DNs were 

tested ~ga inst岫 V in both HBV transient and stable expressing  systems．W hen being added to HepG z 

2．2．15 c~11s at 20 pmol／L every other day．compared to contro1．all four ODNs showed variable ex 

tent of inhibition on the expression of HBsAg．The inhibiting rates at day 4 we” ：C．ODN ，24．5 ； 

F-ODN，l3 ；PM—ODN，38．d％ ~PBS-ODN，28．4％．However all ODNs had110 effect onthe eK 

pression of HBeAg in this cell line． After be ing co~ansfec ted into the HepG2 cells with H]IV DNA 

dimer，soffte ODNs showed marked inhibiton on the expression of HBV g6ne (the inhibiting  rates 

were：C-ODN，52 ；P-ODN，48％；PM—ODN，70 ；PBS—ODN，18 ，respectively)．when the 

amount of albumin in ODN-treated cells was assayed by ELISA ，C-ODN showed the least cytotoxic e1． 

f∞ [．The poss／ble mec hnism．~of inhibitory effec t of C-ODN and futun~development of using ODNs 

were discussed． 

Key word~ Hepatitis B virus，Antisense 01igod％xynuck e讳 5曲讲试h}oate，Inhibition 0f gone ex 

pr~~ ion 
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