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Abstract : In this st udy ,α22 , an immediate2early gene of HSV21 was analyzed wit h RNAi tech2
nology. Two sequences of siRNAs (siRNA21 and siRNA22) were p repared by i n v i t ro t ranscrip2
tion , and t ransfected into t he Hep22 and KMB17 cells. The cells were subsequently inoculated

wit h HSV21. The result s demonst rated t hat t here was no differences between t he t ransfected

Hep22 and the unt ransfected cells. Meanwhile , KMB217 , a kind of rest ricted cell , which was

t ransfected respectively or co2t ransfected wit h siRNA21 and siRNA22 , showed delayed cytopat hic

effect s wit h t he peak tit re of off sp ring virus appearing later . The result s suggested t he two siR2
NAs can interfere with the expression of ICP22 and f urt her effect on t he replication of HSV21.
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摘要 : 以 HSV1即刻早期基因α22为靶点 ,应用 T7 RNA聚合酶体外合成 siRNA21和 siRNA22序列 ,脂质体转染

法将其导入 Hep22或 KMB17细胞 ,再接种 HSV1病毒 ,通过细胞形态和病毒滴度的测定 ,初步探索了 siRNA干扰

α22基因的的效应。结果表明 ,在 Hep22中 ,转染 siRNA的实验组与对照组的细胞病变时间相同 ,子代病毒的生长

曲线也没有显著差异 ;而分别转染或共同转染 siRNA21 和 siRNA22 于“限制"性细胞 KMB217 中 ,接种病毒后 ,

ICP22特异的 siRNA对 HSV1的复制则表现了相应的干扰作用 ,细胞病变慢 ,子代病毒的最高滴度峰值出现较晚。
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　　RNA 干扰 ( RNA interference , RNAi)是由短

片段双链 RNA介导的同源 mRNA 分子降解 ,进而

抑制相关基因表达的一种现象。大量的研究发现 ,

RNAi作为一种古老的防御机制广泛存在于线虫、

真菌、植物、动物等多种生物体内 ,通过特异性分解

入侵的外源核苷酸序列 ,起到“细胞内免疫”的作

用[1 ,2 ] ;另外 ,RNAi也是细胞分化的调控机制之一 ,

在不同的发育阶段能对基因的表达起到不同的调控

作用。目前 ,RNAi 技术已经在抑制病毒的复制和

传播 ,功能基因组的高通量分析、肿瘤的治疗 ,以及

各种基因表达异常增高引起的疾病等多个研究领域

取得了相应的进展[3 ]。在针对作为嗜神经病毒的单

纯疱疹病毒 1 型 ( Herpes simplex virus I , HSV1)

即刻早期基因的研究中 ,RNAi技术具有重要意义 ,

其可以作为特异“敲除”某一基因的手段 ,使分析

HSV1即刻早期基因的特定功能成为可能。早先的

实验已经表明 , HSV1 的各种即刻早期基因产物在

病毒的复制过程中常常因其所存在的宿主细胞环境

的不同而表现不同的功能[4 ]。ICP22 作为 HSV 即

刻早期基因之一 ,即具有此类特性。因此 ,利用

RNAi技术 ,对 HSV1 在细胞内的复制过程中 ,

ICP22所具有的功能意义的分析 ,将有可能为

ICP22的研究提供一种新的技术手段[4 ,5 ]。

1　材料与方法

1 . 1　材料
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　　H Ep22 细胞 , KMB217 细胞和单纯疱疹病毒 1

型 ( HSV1)株为医学生物所保存 ; T7 RNA 聚合酶、

DNaseⅠ、Taq Ex DNA聚合酶购于大连宝生物公

司 ;脂质体 LipofectamineTM 2000购于 Invit rogen公

司 ;DMEM细胞培养基购于 SIGMA公司 ;其余为本

所提供。

1. 2　T7siRNA的合成[ 6]

在 HSV1α22的外显子序列中选出两条符合条

件 (即在一个 G后的第 19 位或第 20 位是 C)的序

列 ,确定其与 HSV1 中的其它基因及 Hep22 和

KMB217细胞基因组序列无同源性 ;分别合成包括

上述序列正义链或反义链 ,以及包括 T7 启动子序

列在内的 siRNA 正义链模板和反义链模板 ,利用

PCR条件使单链互补配对形成含 T7启动子序列的

双链 DNA片段 ,以 T7 RNA聚合酶转录产生 siRN

A的正义链和反义链 ,退火后可得到双链的 siRN

A。

用于 siRNA2T721合成序列 :

正义链 :5′2TggCCgACA T T TCCCCAggCgCCTA T

Ag TgAg TCg TA T TA23′

反义链 : 5′2AAgCgCCTggggAAA Tg TCggCCTA T

Ag TgAg TCg TA T TA23′

用于 siRNA2T722合成序列 :

正义链 :5′2ggggAA Tg TCg TCA TAAgACCCTA TA

g TgAg TCg TA T TA23′

反 义链 :5′2CTgg TCT TA TgACgACA T TCCCTA T

Ag TgAg TCg TA T TA23′

T7 启动子 DNA 单链 : 5′2TAA TACgACTCACTA

TAgg23′

双链的 siRNA制备 :合并上面步骤转录合成的

siRNA21和 siRNA22 ,正义链和反义链 RNA 各取

40μL ,混合 ,95℃5min后 37℃1h形成 dsRNA。经

酚 :氯仿、氯仿抽提后 ,再经 3mol/ L NaAc (p H 5. 2)、

2. 5倍无水乙醇沉淀 ,12 000g离心 20min ,再用 70 %

乙醇洗涤 ,干燥 ,重悬于 50μLDEPC处理的水中 , -

20℃保存待用。

1 . 3　细胞培养与转染

将 Hep22细胞或 KMB217 细胞在 6 孔板中培

养 ,长至单层时 ,用 PBS 洗细胞 2 次 ;取 4. 0μg

siRNA、10uL 的 LipofectamineTM 2000 加 入 到

250μL 转染液中 ,混匀室温 5min。每孔加入 100μL

的 dsRNA2L ipofectamineTM 2000复合体 ,对照组加

入 100μLDM EM ,37℃5 %CO2 培养 12～16h。

1 . 4　接种病毒

转染后的细胞用转染液洗去 dsRNA2Lipof2

ectamineTM 2000的复合体 ,加入含 4 %小牛血清正

常细胞培养液 , 37℃5 %CO2培养 24h后 ,将培养液

吸出。然后将 0. 5M. O. I 的 HSV1 接种于每孔 ,

37℃5 %CO2 30～60min 后 ,再每孔补入病毒维持

液至 1mL , 37℃5 %CO2 培养 ,定时观察并取样。

1 . 5　子代病毒的生长曲线的绘制

每隔 12h取样一次 ,直待细胞完全病变 ,收获的

病毒液 - 70℃保存 ;在 96孔板中加入连续 10倍稀

释的病毒液 0. 1mL/孔 ,每个稀释度加 4孔 ,然后每

孔加入 3×104 / 0. 1mL 的 KMB217细胞悬液 ; 37℃

5 %CO2 培养 7d ,观察并记录细胞病变的情况 (50 %

以上细胞病变为阳性) ,计算病毒的滴度。重复三次

同样测定根据所测得的病毒滴度 ,绘制病毒一步生

长曲线。

2　结果

2. 1　T7 siRNA的合成

在 HSV1α22 基因 ( GrnBank 登录号 : NC _

001806)的外显子序列中选出两条符合条件的序列 ,

即所转录的序列 ,要求以 G开始 ,C 结束 ,中间 182
19 个核苷酸。用 BL AST 进行比对后 ,确认与

HSV21中的其它基因、Hep22和 KMB217细胞基因

组序列没有同源性。体外转录方法合成 2 条 T7

siRNA ,经纯化后用于转染。

2. 2　siRNA21对 HSV1复制的影响

在接种病毒后 12、24、36、48、60、72h观察 Hep2
2 细胞病变 ,显示实验组与对照组的细胞在形态上

没有明显差异。病毒一步生长曲线显示 ,在具有

siRNA21的情况下 , HSV21感染细胞的 12～72h期

间 ,各时间点的病毒滴度 ,以及病毒增殖的曲线趋势

来看 ,二者没有显著差异 (图 1) 。

图 1　转染 siRNA21的 Hep22细胞接种 HSV1后子代病毒

的生长曲线

Fig. 1　Growth kinetic of HSV1 virus in Hep22 cell t rans2
fected with siRNA21

2. 3　siRNA21和 siRNAi22对α22基因干扰的对比

分析
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在接种病毒后相同时间观察 KMB217 细胞的

病变 , 发现实验组细胞病变较对照组慢约 48h ,当

对照组细胞已经完全病变 ,正常细胞消耗殆尽之时 ,

实验组细胞方出现明显的病变特征。从三组实验组

与对照组的子代病毒一步生长曲线来看 ,在

12～24h期间 ,实验组病毒增殖均较慢 , siRNA21、

siRNA21/ siRNA22组达到滴度的最高峰值比对照

组晚 ; siRNA22 组与对照组在同一时间达到滴度的

最高峰值 ,但下降曲线较对照组缓慢 (图 2) 。说明

用 siRNA干扰α22 的转录对病毒的复制具有相应

的抑制效应 ,即导致病毒的增殖减慢。之后 ,实验组

病毒滴度的下降也比对照组缓慢。这也许是因为对

照组的病毒增殖较快 ,迅速感染了大量正常的细胞 ,

并使其死亡。而在实验组中 ,病毒增殖速度因 siR2
NA的干扰而下降 ,正常细胞病变过程延缓 ,子代病

毒产生速度变慢 ,从而允许一些未感染病毒的细胞

出现增殖。

图 2　两个不同的 siRNA片段及二者共同使用对α22基因

进行干扰对 HSV21增殖的影响

Fig. 2　Growth kinetic of HSV1 virus in KMB217 cell t rans2
fected with two different siRNAs respectively or co2
t ransfected interferingα22 gene

3　讨论

HSV1的基因组至少编码 84个不同蛋白[ 4 ] ,这

些蛋白的合成有相应的先后顺序。立即早期基因α

产物产生最早 ,能够激活调控β、γ基因的表达[7 ,8 ] ,

所以 ,探索α基因的功能为研究病毒的复制、潜伏、

致病机理等方面均有重要的意义。在 HSV1 病毒

的复制过程中 ,对α基因产物 ICP22的研究至今尚

无明确的结论 ,但一些实验表明 HSV1感染 Vero、

Hep22细胞时 , ICP22的表达是非必需的 ,即其突变

或缺失不影响病毒的感染复制 ,而在某些细胞 ,如啮

齿动物、兔和人的一些细胞中 ,其突变或缺失会明显

影响病毒在细胞中的复制。

本文的研究结果提示 ,在特异针对 ICP22 的

siRNA 转染 Hep2 细胞后 ,该细胞在进一步的

HSV1感染过程中 ,无论是从细胞的病变情况 ,还是

从子代病毒的生长曲线来看 ,转染 siRNA 的细胞与

对照组均没有显著的差异。这与许多其它实验使用
α22 - 病毒缺陷株所得到的结论一致 , HSV1 在这些

不受α22 - 影响复制的细胞称为“允许”细胞 (per2
missive cell)中 ,能够完整复制的原因可能是因为在

“允许”细胞中具备某些蛋白 ,其能够代替α22 基因

产物的作用 ,或是 HSV1 在这些细胞体内的复制机

制与在“限制”细胞体内复制机制有微小的差别 ,从

而可以免去α22基因产物的作用。

而在称为“限制”性细胞 ( rest ricted cell ) 的

KMB217细胞中 , ICP22特异的 siRNA 对 HSV1的

复制则表现了相应的干扰作用 , siRNA21 和 siR2
NA22分别转染或共同转染 ,均得到基本相似的结

果。从三组转染组和对照组的细胞病变情况来看 ,

转染组的细胞均较对照组的细胞病变过程慢 ,从病

毒的一步生长曲线来看 ,转染组细胞子代病毒最高

滴度峰值出现较晚 ,在 12～24h这段期间 ,其滴度均

低于对照组 ,说明在转染组中 ,病毒的增值过程受到

抑制。究其机理 , siRNA 除通过活化基因沉默复合

体 ( RISC , RNA2induced silencing complex)对具有

同源序列的基因转录体进行切割而导致基因沉默效

应 ,还可能存在是如下因素 :1. siRNA21的作用位点

处在转录起始下游 ,此处的序列结构方便于结合核

糖体 ,当其与 siRNA结合后易于形成一种结构阻滞

作用 ; 2.而 siRNA22的作用位点处在第二个转录起

始位点的上游 ,此处可能结合有某些细胞蛋白 ,以某

种方式调控 U S1. 5的翻译 ,而 siRNA 对 mRNA 的

结合 ,则同样可以通过结构阻滞作用导致病毒增殖

的延缓。当然 ,这些推测均有待于进一步证实。

在本研究中利用 siRNA 干扰 HSV1 即刻早期

基因α22效应的初步分析结果与其它利用 HSV1

α22的突变或缺陷型病毒株得到的实验结果类似这

一现象进一步提示了 RNAi 技术用于 HSV1 病毒

的基因功能研究是可行的 ,而且它是较突变或缺陷

型病毒研究基因功能的一个较为简单易行的方法。
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