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Targeting the 5 untranslated Region ofHepatitis C virus by 

Intracellularly Expressed Small Interfering RNA 
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Abstract：In this study,we inserted the 5 untranslated region(UTR)of Hepatitis C virus(HCV) 

genome into the upstream of the reporter genes of enhanced green fluorescent protein(eGFP)and 

luciferase．an d we also constructed the expression vector that Can express the short interfering RNAs 

(siRNA)against the HCV 5 ．UTR．The 5 ．UTR．eGFP／luciferase and the siRNA-producing plasmid 

were cotran sfected into Hela cells，an d the inhibition effect was detected by the intensity of the 

fluorescence an d luminescence．Th e vesults showed that the light from the cotransfected cells was 

obviously weaker than  the negative control both in quality an d in quan tities，while density of the 

cotran sfected cells had no difference with the control plasmid as detected by nucleus staining．TlliS work 

demonstratedthat certain siRNA Can targetthe 5 UTR ofHCV whilenotoxic effecthadbeenobserved 

in the cells．TlliS work is the basis for future research in which RNAi activity is supposed  to be utilized 

in the gene therapy with the the HCV infection．The siRNA is expressed intracellularly by vectors 

instead of chemical synthesis，an d a new method Can be used as a model to quickly an d safely screen 

effcctive siI AstargetingHCV 

Key Words：Hepatitis C virus(HCV)；Short-interfering RNA；RNAi 

摘要：将丙型肝炎病毒 (HCV)基因组的 5 非编码区 (5 UTR)插入到报告基因绿色荧光蛋白 (eGFP)和荧光 

素酶 (1uciferase)的上游，并构建基于III型启动子的表达载体，这种载体能产生针对 HCV5 UTR的小干扰 RNA。 

然后将含有 HCV 5 UTR的 eGFP／luciferase和能产生小干扰 RNA的质粒共转染入 Hela细胞，通过测定细胞发出 

的荧光和化学发光强弱来观测抑制效果。实验结果表明，与 HCV 5 UTR特异性小干扰 RNA表达质粒共转染的 

细胞无论从定性还是从定量上所测得的荧光和化学发光强度都明显低于阴性对照，且细胞密度经核染色与对照组 

无明显区别。这揭示了小干扰 RNA确实能引起 HCV特异基因如 5 UTR的沉默，且转染进去的小干扰 RNA表 

达质粒对细胞没有毒害作用。这一工作是通过载体直接在细胞内表达小干扰 RNA(siRNA)而不是化学合成的，可 

以使小干扰 RNA在细胞内得到稳定表达，因此本研究设计的siRNA表达载体不仅可以有效沉默 HCV 5 UTR，而 

且该系统可以灵敏地筛选更有效的针对 HCV的 siRNA，因而这⋯结果为研究利用 RNA干扰进行基因治疗 HCV 

感染做了初步探索。 
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丙型肝炎病毒 (Hepatitis C V／rus，HCV)是黄病 

毒家族的成员，它的基因组是一条约 9．6kb的正链 

RNA 分子，其由一个长开放阅读框架 (0RF)和两 

侧的非编码区 (U] )5 UTR和3 UTR组成。丙型 

肝炎病毒是危害公众健康的一个重要病毒，全球约有 

高达二亿七千万慢性感染者【7】。大多数被 HCV感染 

的患者 会发展 成许 多肝脏 疾病 ，包括肝 硬化 

(cirrhosis)和肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma)0]o 

目前针对慢性 HCV感染的可行性治疗方法只有 

将干扰素 (interferon)和三氮唑核苷 (ribavirin)结 

合起来使用的疗法n01。这种疗法不仅反应效率低 m】， 

副作用强，而且对于某些基因型的 HCV是无效的或 

低效的I ，这是因为HCV是高变异的病毒，极易逃 

避宿主的免疫机制，形成抗药物的突变株。 

最近，利用 RNA干扰 (RNAi)的活性来治疗 

由病毒导致的疾病和肿瘤已引起了科学界的广泛 

关注。小的双链 RNA分子诱发同源的单链 RNA特 

异 序列 的降解 的现 象称 为 RNA 干 扰 (RNA 

interference，RNAi)pJ。小干扰 RNA(short interfering 

RNAs，siRNA)是两端各有两个碱基突出的小于 

3O个碱基对的双链 RNA。siRNA所引起的特异性 

目的基因阻抑的分子机理在不同类型的生物中似 

乎是高度保守的1 】。在真核细胞中，长的双链RNA 

被一种类似 RNA酶IⅡ的酶，称为 DICER，切割成 

约 21N25bp的小干扰 RNA。接着，这些小干扰 RNA 

解旋，并与一种已活化的 RNA 诱导的沉默复合物 

(RNA-induced silencing complex)结合。然后，单 

链 siRNA 就作为底物选择的引导，导致同源的靶 

RNA分子被核酸酶切割【4J。RNAi之所以引起科学 

家们的兴趣，很重要的一个原因是由于 siRNA抑制 

作用的高特异性。已有实验证明，siRNA在植物， 

无脊椎动物个体，小鼠早期胚胎和高等哺乳动物培 

养细胞内都能引发特异性目的基因沉默u引。 

由于 HCV的基因组是一条单链 RNA，其既作 

为信使RNA又作为复制模板行使功能，因此 HCV 

是研究利用 RNAi技术抗病毒的理想候选者【7．9】。 

Kapadia等人向能够稳定复制HCV基因组的Huh-- 

7细胞系 (human hep~oma cell line)中导入小干扰 

RNA，发现 RNAi能特异性地抑制 HCV RNA复制 

和表达，而且这种抗病毒的效果是不依赖于干扰素 

的【l 21。Randall等人也发现，针对 HCV的 RNA设 

计的小干扰 RNA能引起 HCV RNA的指数性减少， 

即转染四天后，HCV RNA减少了 8O 引。以上这 

些都支持了利用小干扰 RNA来治疗HCV感染的设 

想 。目前国际上大多利用含有亚基 因组复制子 

(subgenomic replicon)的细胞系来表达 HCV【3'9， 】， 

而且小干扰 RNA也都是化学合成的【． 。为克服上述 

方法在费用和准确性方面的缺陷，我们采取只合成 

部分寡聚核苷酸链 (DNA oligo)，经退火延伸补齐 

后，将其克隆~tJIII类 RNA 聚合酶启动子下游，直 

接在细胞内表达小干扰 RNA 的方法。我们也没有 

采用繁琐的构建replicon的方法，而是直接将 HCV 

基因组中的一段特定序列接到报告基因的上游来 

构建载体，从而提供了一个快速有效地筛选小干扰 

RNA的方法。 

由于 HCV 5 端非编码区 (5 UTR)是高度保 

守的，因此我们设计了能产生针对 HCV lb 5 UTR 

序列的小干扰RNA的质粒，并将HCV lb 5 UTR 

克隆到报告基因 eGFP及 luciferase的上游，将两个 

质粒共转染哺乳动物细胞，结果发现从构建质粒表 

达的小干扰 RNA能够靶向HCV 5 ，进而抑制 

报告基因的表达。这表明小干扰 RNA 能诱导细胞 

对 HCV 的序列进行特异性切割，这一结果为研发 

抗 HCV基因工程药物做了有效的探索，也能对利 

用小干扰 RNA来抗其他病毒的研究有所启发。 

1 材料与方法 

1．1 细胞和质粒 

Hela细胞为本室保存，细胞在含有 lO％的胎牛 

血清 (HyClone)的 DMEM (Gibco)培养基中于 

37~C，5％CO2，饱和湿度的培养箱培养。pEGFP．N1 

质粒 (Clotech)由本室购买，HCV lb全长克隆 

pFK1．9605／Con1质 粒 由德 国海德 堡 大 学 Ralf 

Bartenschlager教授惠赠，pGL3质粒 (Promega)由 

本室保存，pGEM·T载体购 自Promega，pSilencer-H1 

质粒购 自美国Ambion公司。 

1．2 试剂 

所用限制性内切酶，Taq酶，T4连接酶及 dNTP 

均购自MBI公司，转染试剂Lipofectamine plus购 

自美国Invitrogen公司，Klenow酶购 自美国Progega 

公司，荧光素酶检测试剂盒 Bright．GloT uci 啪 

AssaySystem购 自美国Promega公司，小干扰 RNA 

表达载体pSilencer siRNA Expression Vectors购自 

美国Ambion公司。 

1．3 引物 

扩增 HCV 5’UTR的引物为：H l：5 aag cttg 

ccagc cccgattgggg3 下划线为Hindm酶切位点。H2 

~ gtgcacggtctacgagac3 下划线为 Age I酶 
切位点。。将 Hl与 H2从质粒 pFK1．9605／Conl扩增 

的产物克隆到 pEGFP-N1的多克隆位点。H3：5 
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￡g垒ggccagcccccgangggg一3 下划线为 Xho I酶切 

位点。H4：5 -aagcttggtgcacggtctacgagac一3 下划线为 

HindlH酶切位点。将H3与H4以质粒pFK1—9605／Con— 

l为模板扩增的产物克隆~lJ pGL3basic的多克隆位点。 

扩增CMVpromoter的引物~：CMVI：5 一ggtacctagtaa 

tcaattacgggg一3 下划线为 gpn I酶切位点。CMV2： 

5 -acgc~gatctgacggttcaoaaae一3 下划线为 Mlu I酶 

切位点。将 cmv1与 cmv2以质粒 pEGFP-N1为模 

板扩增的产物克隆到 pGL3basic的多克隆位点。 

Hsila： 5 -ATC鱼 C1 GATCCAAGAAAGGAC 

CCGGTCGTCCTGGCTrCAAGAGACCAGGACG 

A一3 下划线为BamH酶，Hsi2：5 -GTCAAGC唧  

CCA A A A A AGATCCAAGAAAGACCCGGTCGTC 

CT( CTCTCTTGAAG一3 下划线为 Hind III酶切 

位点。 

1．4 质粒 DNA的提取纯化，酶切及克隆 

按照《分子克隆实验指南》【l 】介绍的方法进行。 

1．5 表达小干扰 RNA载体的构建 

将部分互补配对的引物 Hsila与Hsi2退火配对 

后，用 Klenow 酶进行延伸，经酶切纯化后克隆到 

载体 pSilencer-H1上。 

1．6 DNA的转染 

在转染的前一天将 2×105的细胞接种于 35mm 

的培养皿中培养过夜，用脂质体按说明书将 5ug的 

特定质粒导入细胞，培养24h后进行观察或检测。细 

胞表达的绿色荧光蛋白用荧光倒置显微镜进行观测 

并照相。用细胞裂解液将细胞破碎，加入底物进行 

反应，用酶标仪检测荧光强度和化学发光强度。 

1．7 细胞核的染色 

将细胞吸去培养基后，用 PBS洗两次，加入 

500uL的 lOug／mL的碘化必碇。在 37℃温育 2min 

就可以在荧光显微镜进行观察及照相。 

2 结果 

2．1 以 HCV 5 UTR为前导序列的报告基因的正 

常表达 

将 HCV 5 UTR(1—342)的序列克隆到 pEGFP— 

N1的多克隆位点，经酶切及测序鉴定获得质粒 HC— 

v 5 UTR-eGFP，使 eGFP的表达受到 HCV 5 UTR 

(作为前导序列)的控制。将该质粒转入细胞，24h 

之后能在荧光显微镜下看到绿色荧光蛋 白的表达 

(见彩版 I图 lc)。将 HCV 5 UTR及 CMV启动子 

序列克隆的 pGL3．Basic Vector(promega)的多克 

隆位点，经酶切及测序鉴定获得质粒pGL3／CMV， 

pGL3／CMV-5 UTR。将该质粒转入细胞，24h后能 

检测到荧光素酶的表达(见图 2柱 1)。说明以HCV 

5 UTR 作为报告基因的前导序列可以使报告基因 

得到正常表达，因而所构建的模型可以用于筛选针 

对 HCV 5 UTR的小干扰 RNA。 

■ 一 

_ _ ． 
． _． _． _． 

A B C D E F G ． 

图2 小干扰 RNA对以HCV 5 UTIt为前导序列的荧光素 

酶表达的抑制作用 

Fig．2 The inhibition effect of siRNA to the expression of 

Iuciferase with HCV 5’UIR 

Column A represents pGL3／CMV·5 UTR；Column BICdD represent 

pGL3／CMV-5 UTR and pSilencer一5 UTR；The molar ratios are 1：3，1：5，1：10； 

column E epresents pGL3／CMV·5 UTR and pSilencer-NC(1：3)：Coltman F 

represents pGL3／CMV；Column G represents pGL3 cMV and pSilencer-5 

UTR(1：3)．The plasmid of the reporter gene is g． 

2．2 表达小干扰 RNA载体的构建 

如材料方法中所述，将化学合成的寡聚 DNA 

片段退火延伸补齐后连接Nd,干扰 RIgA表达载体 

pSilencer siRNA ExpressionVector上 ，获得质粒 

pSilencer一5 UTR，测序表明其序列与设计的相符， 

该质粒将表达针对 HCV 5 UTR的siRNA。 

2．3 小干扰 RNA特异性地抑制报告基因的表达 

pSilencer一5 UTR质粒与HCV eGFP一5 UTR质 

粒共转染细胞时，表达绿色荧光的细胞明显减少， 

且荧光强度也变弱 (彩版 I图 le)。而 pSilencer-5 

UTR质粒与不含HCV 5 UTR的pEGFP-N1共转染 

时，绿色荧光的表达没有受到影响 (见彩版 I图 

lb)。表达与 HCV 5 UTR无关的小干扰 RNA和 

eGFP．5 UTR质粒共转染时，没有发现绿色荧光强 

度的显著变化 (见彩版 I图 ld)。通过细胞核染色 

发现，转染 pSilencer一5 UTR质粒并不引起细胞数 

目的急剧变化 (见彩版 I图 lf)，表明表达绿色荧 

光细胞的减少并不是总细胞数目的变化引起的。HCV 

eGFP-5 UTR 质粒仅比 pEGFP-N1多了 HCV 5 

UTR这～段序列，说明 pSilencer-5 UTR引起了细 

胞对 5 UTR 特异性降解机制，而抑制了含有 5 

UTR的 GFP的表达。为了进一步对 pSilencer-5 

UTR的抑制作用进行定量，将 pGL3／CMV-5 UTR 

÷ 
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和 pSilencer-5 UTR共转染细胞，荧光素酶的表达 

水平下降了6o％--~8o％(图2)。而pSilencer．5 UTR 

对 pGL3／CMV荧光素酶的表达没有影响。进一步定 

量表明 pSilencer-5 UTR 能诱导细胞对 HCV 5 

UTR特异地降解。且 pSilencer-5 UTR对荧光素酶 

的抑制程度随其浓度加大而加强 (见图2)，再次表 

明pSilencer-5 UTR能特异地识别HCV 5 UTR序 

列并诱导细胞对其进行降解。 

3 讨论 

自从在哺乳动物细胞中发现基因沉默机制以 

来，用小干扰 RNA抑制病毒成了国际学术界关注 

的热点。在哺乳动物细胞模型中已经证明了小干扰 

I A对 l{][、，，HCV这两种 RNA病毒有抑制作用， 

但是还有很多问题没有明确 ’引。 

小干扰I A起作用的关键是双链RNA能与病 

毒 RNA或靶 mRNA相互结合，而病毒 RNA或靶 

mRNA有很多复杂的二级结构或者蛋白结合域，并 

非设计出来的所有 siRNA都能与模板结合并产生 

作用，因此如何筛选有效的 siRNA就显得非常关 

键。本文所采用的方法就提供了一个高效快捷筛选 

小干扰 RNA 的方法，即将病毒的一段特定序列接 

到报告基因的上游来构建表达载体，因为这种方法 

跳过了构建病毒细胞模型这一瓶颈，而且不涉及到 

全病毒，所以提高了安全性。此模型可用于筛选对 

HCV 5 UTR更有效的 siRNA。除此以外，为了获 

得双链小 RNA，通常的方法是要合成较长的 DNA 

ofigo。这不仅影响了准确性，所花的费用也较高。 

而我们采用合成部分互补的DNA oligo，经退火延伸 

补齐的方法就大大减少了费用。 

有人提出小干扰RNA对靶RNA的降解是级联 

放大反应，也就是说，少量的小干涉 RNA 能够引 

起高效甚至是彻底的特异性基因的封闭I儿J，但在本 

实验及其他一些研究中发现小干扰 RNA并不能产 

生 100％的抑制作用，可能生物体内存在的扩增系 

统只负责将小干扰 RNA进入的信号传递到周边细 

胞，但小干扰 RNA本身对基因的抑制作用并没有 

增强。因此对小干扰 RNA 的作用机制还有待深入 

研究，因为只有尽力将小干扰 RNA的效力不断提 

高，才能使其具有作为基因治疗药物的潜力进一步 

开发出来。此外，本实验中没有发现小干扰 RNA 

对细胞有毒害作用，因为将小干扰 RNA转染进入 

细胞后，并未引起细胞死亡，进行核染色后，发现 

细胞密度与对照组没有差异。 

HCV有很多亚型，而我国主要流行 HCV中的 

1b亚型。因为 HCV的 5 U 是一个高度保守的 

区域，在不同的基因型中同源性很高，在 lb基因 

型的几个亚型中则几乎完全相同，因此，我们根据 

1b亚型 5 UTR设计的小干扰 I A作用的范围特 

别广，若能在此基础上研发出抗病毒药物，就能克 

服传统疗法副作用强，对 1b亚型治疗效果差的缺 

点。当然，我们所设计的小干扰 I A对全病毒的 

抑制作用还有待进一步研究。 
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彩 版 I 

吴叔文，等．细胞内表达的小干扰 RNA靶向丙肝病毒 5 保守区的研究(正文见第515页) 

图 l不同质粒转染 Hela细胞的荧光检测(x200) 

Fig．1 Fluorescentanalysis ofHela cellsthataletransfectedbydifferentpl~mids． 

The molar ratios oftwo pl~mids(vect0fl，sil蜘 r)are 1：3．a，eGFP-N1；b，eGFP-N1+pSilencer-5 UTR；C，eGFP-5 U1 d’eGFP-5 UTR+pSilencer-NC；c' 

eGFP-5 UTR+pSileneer-5 U佩 ￡eGFP-5 UTR+pSilencer-5 UTR and the nucleuses ale stained． 

刘斌，等．巨细胞病毒感染对多向造血祖细胞体外增殖的影响(正文见第519页) 

图 1集落细胞形态学 

Fig．1 Morpholygy of colonies． 

Gfanul0 钯 豇ylhm 忉andme~km-yoeyteinCFU-Mix(W-G staining)；B，GranuloeyteandmacrophageinC~tJ-Mix(W-6 stainmg)；c，Caaaulocy~ ay- 

throcyteandmcl b -ocyteinCFU-MixO'OX staining) 
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