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Abstract：In this study, psiHBs was constructed through the backbone of psiRNA-vector to transcribe a 
small hairpin RNA(shRNA) corresponding to the messenger RNA of the HBV small surface antigen. 
After transfection of HepG2 cells or Balb/c mice with psiHBs and pHBV1.3, a plasmid containing 
1.3-genomic-length replicative-competent HBV DNA, the viral antigens were evaluated by ELISA, 
Western blotting, or immunohistochemistry and the viral replicative intermediates were detected by 
Southern hybridization. The data indicated that after transfection of HepG2 cells with pHBV1.3 and 
psiHBs, the HBsAg and HBeAg levels were reduced by over 90%, and the replicative intermediates in 
cells were decreased to 10% relative to control. In hydrodynamic injection mouse model, Balb/c mice 
were co-injected with pHBV1.3 and psiHBs. The HBsAg levels in mice sera were reduced by 80% 
relative to the control group, whereas the number of HBcAg positive hepatocytes in the mouse liver 
sections was decreased substantially by 75.1%. Our study showed that shRNA inhibits the HBV 
replication and gene expression substantially and effectively. The RNAi-based approach might become 
a pentential and novel tool for medical therapeutics in the future.  
Key words：RNA interference；shRNA；Hepatitis B virus；Hydrodynamic injection mouse model 
 
摘要：采用表达 shRNA 的载体构建了表达针对病毒 HBsAg mRNA 保守区的 shRNA 的质粒 psiHBs，利用细胞模

型和高压注射小鼠模型评价 RNA 干扰对 HBV 复制和基因表达的抑制作用。通过 Western 印迹检测细胞内的

HBsAg，用 ELISA 检测细胞培养上清和血清中的 HBsAg，采用 Southern 印迹检测 HBV 的复制中间体，最后通过

免疫组化的方法检测肝组织切片中 HBcAg 的表达情况。结果显示 pHBV1.3 和 psiHBs 共转染 HepG2 后，与对照

组相比病毒 HBsAg 和 HBeAg 的表达和病毒复制中间体的水平下降了 90％以上，并且 shRNA 的作用效率存在序

列特异性和剂量依赖性。在高压注射小鼠模型中，psiHBs 表达的 shRNA 使小鼠血清中 HBsAg 的水平下降了 80％

以上，免疫组化检测显示，小鼠肝组织内 HBcAg 阳性细胞数减少了 75.1％，而且 shRNA 的抑制作用至少能持续

4d。研究显示载体表达的 shRNA 无论是在细胞或是在小鼠模型中都能对 HBV 的复制和基因的表达发挥序列特异

性的抑制作用。本研究为我们下一步实现由 RNAi 介导的基因治疗提供了理论和技术支持。 
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乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus，HBV）是一

种嗜肝 DNA 病毒，可导致人类急性和慢性肝炎，

在成人感染中约有 5%发展成慢性，患者可能经历

无症状或不同期的慢性肝损后发展成为肝硬化或

肝细胞癌[1]。尽管目前重组疫苗具有良好的保护性，

但每年慢性和急性HBV感染可造成一百万人死亡，
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在 3.5 亿 HBV 慢性感染患者中，15%~25%的患者

有罹患晚期肝硬化和肝细胞癌的风险[2]，所以 HBV
感染仍是全球重要的卫生问题。 

目前应用于慢性乙肝的治疗药物主要是干扰

素和核苷类似物。在 IFN-α的治疗中，HBeAg 的

转阴率约 30%，长期使用会出现明显的副作用。拉

米夫定是一种口服核苷类似物药物，通过抑制 HBV
多聚酶的活性而抑制 HBV 的复制。在治疗后可迅

速降低血清 HBV DNA 水平，长期服用能提高转换

率，但也可产生 HBV 耐药性突变株[2]。 
RNA 干扰（RNA interference，RNAi）是普遍

存在于生物体中的一种序列特异性的基因表达调

控方式，它主要表现为 mRNA 的特异性降解，引起

相应基因的沉默。目前已在哺乳动物细胞中成功发

现并诱导了 RNA 干扰过程[3~10]。我们将 RNAi 应用

到 HBV 抗病毒治疗领域，为实现 HBV 的基因治疗

提供实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

HBV 复制性克隆 pHBV1.3 质粒由本实验室雷

延昌博士构建。pCR3.1-HBs 和大肠杆菌 E. coli DH5
α为本实验室保存。小发卡 RNA（small hairpin RNA, 
shRNA）表达质粒 psiRNA-vector（由美国 Baylor 
College of Medicine 冯新华教授提供）含有哺乳动

物 H1 启动子，在转染哺乳动物细胞后可转录出

shRNA。psiHBs 是以 psiRNA-vector 为骨架表达

shRNA 的质粒，作用靶点位于 HBV 表面抗原（HBV 
surface antigen，HBsAg）的 mRNA，其靶序列为：

5’-GAATCCTCACAATACCGCA-3’ （ HBV Small 
HBsAg 71~89nt）。piWx1 可表达针对土拨鼠肝炎病

毒 X 蛋白 mRNA 的 shRNA，此段序列与 HBV 无

同源性。pXF3H-HBs 为表达 HBs-HA-tag 的真核表

达质粒。实验所用细胞 Hela 和 HepG2 细胞为本实

验室保存。6 周龄 BALB/c 小鼠购自湖北省卫生防

疫站。兔抗 HA 多克隆抗体和 HRP 标记的羊抗兔

IgG 为 Santa cruz Biotechnology 公司产品。Lumi- 
light化学发光底物为Roche公司产品。LipofectineTM

为 Invitrogen 公司产品。琼脂糖、探针标记试剂盒

Prime-α-Gene Labeling System 购自美国 Promega 
公司。GeneScreenPlus 尼龙膜为 NEN 公司产品。

X-ray 胶片为柯达公司产品。复方氯化钠溶液（Rin- 
ger’s）为双鹤药业公司产品。 ELISA 试剂盒为上

海科华公司产品。32P-dCTP 购自北京福瑞公司。  

1.2  Hela 细胞和 HepG2 细胞的培养及转染 
Hela 细胞和 HepG2 细胞用含 10%新生牛血清

(FCS)、100μ/mL 青霉素、100μg/mL 链霉素的高糖

DMEM 培养液，于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。

采用 LipofectineTM对细胞进行转染。将细胞接种于

12 孔培养板，培养 18~20h 后，加入质粒 DNA 和

脂质体 6h 后换为 DMEM 完全培养基。 

1.3  PAGE 电泳及 Western blotting 检测 

每孔细胞用 200µL 预冷 PBS 冲洗后，加 200µL 
1×SDS Loading Buffer 裂解细胞，将裂解物沸水浴

10min，以 12 000r/min，取上清上样至 SDS-PAGE
系统中电泳分离。电泳完毕后通过半干转印将蛋白

质转印至硝酸纤维素膜上，经过封闭、一抗和二抗

孵育后加 Lumi-light-A/B 混合液反应 5min。然后用

X 胶片曝光。 

1.4  细胞或组织中总 DNA 的提取 
贴壁细胞用 1.9mL 预冷的匀浆缓冲液裂解后，

再入 8μL 蛋白酶Ｋ(20mg/mL)和 100μL 100g/L SDS
充分混匀。在 50℃孵育 3h，然后用酚/氯仿抽提，

异丙醇沉淀 DNA。最后用 25~30µL TE 缓冲液充分

溶解 DNA，贮存于 4℃备用。 

1.5  HBV放射性探针标记及Southern Blotting分析 
标记模板的制备：取含 HBV A 基因型全长质

粒（克隆位点为 EcoRⅠ）用 EcoRⅠ酶切，琼脂糖

凝胶电泳后，回收 3.2kb HBV 片断，然后按 Prime-

α-Gene Labeling System（Promega）操作说明书对

探针进行标记。 
在TAE电泳缓冲系统中用 10g/L的琼脂糖凝胶

分离 DNA 样本，用碱性转移体系通过毛细作用将

DNA 转移至尼龙膜。次日取下尼龙膜于 120℃烤膜

30min 固定。然后对膜进行预杂交 4h 和杂交过夜。

洗涤后将膜置滤纸上吸干水分后夹在胶片夹中，然

后固定 X 胶片，置-70℃放射自显影 72h。 
1.6  动物实验 

选 6 周龄雌性 BALB/c 小鼠，体重 14~16g。每

组 5 只，将 13μg pHBV1.3 质粒加上 10μg psiHBs
质粒或 psiRNA-vector 空载体，加入 1.6mL Ringer’s
液中，通过尾静脉注入小鼠体内。注射后第 1、2、
3、4d 眼眶采血，分离血清。注射后第 4d 处死小鼠

取肝脏，部分肝组织用福尔马林固定，其余肝组织

液氮冻存。 
1.7  HBsAg 和 HBeAg 的检测 
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细胞培养上清中的 HBsAg、HBeAg 和小鼠血

清中的HBsAg采用科华公司的ELISA试剂盒检测。

细胞培养上清取 50µL 用于 ELISA 检测，而小鼠血

清以 1:100 倍稀释后用于 ELISA 检测，用经过纯化

和定量的血源 HBsAg 检测值绘制标准曲线。 
1.8  免疫组织化学检测 

小鼠肝组织用中性福尔马林液固定，常规石蜡

包埋，经切片、脱蜡、微波修复抗原，3%过氧化氢

消除内源性过氧化物酶活性后，用正常二抗同源血

清封闭，依次加入一抗、二抗及二氨基联苯胺(DAB)
显色，苏木素复染，常规脱水、透明封片，镜下观

察，记录HBcAg阳性细胞的个数并计算其百分比例。 

2  结果 

2.1  RNAi 作用靶点的选择 

在RNAi作用靶点的选择上，我们采用了Ambion
公 司 （ www.ambion.com ） 和 Dharmacon 公 司

（www.dharmacon.com）siRNA 在线设计软件对靶基

因进行分析，在获得了软件提供的靶序列后，再根据

Reynolds 等人[11]发表的靶点设计评价标准，对候选的

靶位点进行逐一评价，最后选取累计分值最高者。确

定的靶序列为： 5’-GAATCCTCACAATACCGCA-3’，
位于 HBV 小 S 蛋白编码区 71~89nt 处。 

2.2  shRNA 介导的 RNAi 的剂量依赖性试验 

将不同浓度的 psiHBs 和 1.0μg 的 pXF3H-HBs
共转染 Hela 细胞，转染后的第 48h 收集细胞和培养

上清，通过 ELISA 和 Western blotting 评价 psiHBs
的作用效率图 1。实验结果显示，转染 psiHBs 后

Hela 细胞培养上清和细胞内 HBsAg 的表达水平均

显著降低，呈现剂量依赖性。低剂量的 psiHBs
（25ng）对 HBsAg 的表达无明显的抑制效果。当

psiHBs 的剂量增为 50ng 时，细胞培养上清中

HBsAg 的水平变化不明显，但此时的 Western 
blotting 检测显示，细胞内 HBsAg 的水平已出现明

显下降。当 psiHBs 的剂量大于 400ng 时，ELISA
和Western blotting结果均显示细胞培养上清中或细

胞内的 HBsAg 含量显著降低，抑制率达 95%以上。 

2.3  shRNA 作用特异性的检测 

将 1μg psiHBs 质粒、空载体 psiRNA-vector 或非

相关 shRNA表达质粒 piWx1与 1μg pHBV1.3共转染

HepG2 细胞，转染 48h 后，通过 ELISA 检测培养上

清中 HBsAg 和 HBeAg 的表达量。结果显示，与空

白组相比，在空载体和非相关 shRNA 表达载体共转

染组中，HBsAg 和 HBeAg 的表达受到轻微的抑制，

其原因可能是共转染时 pHBV1.3 的转染效率受到影

响，同时也不能排除空载体和非相关 shRNA 表达载

体产生了一些未预测到的效应，这种现象将作进一步

探讨。与空载体和非相关 shRNA 表达载体共转染组

相比，RNAi 处理组中，HBsAg 和 HBeAg 的表达受

到 HBV 序列特异 shRNA 的显著抑制（图 2）。 

 

图 1  RNA 干扰效应的剂量依赖性试验 
Fig.1  Inhibition of viral gene expression by shRNA in dose- 

dependent manner 
After transfection of Hela cells with pXF3H-HBs and variant amounts of 
psiHBs, the HBsAg level of media were assayed by ELISA (A), and the 
HBsAg in the cell lysates were detected by Western blotting (B). 

 

 

图 2  RNA 干扰效应的序列特异性试验 
Fig.2  Inhibition of viral gene expression by shRNA in sequ- 

ence-specific fashion  
After transfection of HepG2 cells with pHBV1.3 and distinct shRNA 
expression plasmids, the viral antigen expression was substantially 
suppressed by psiHBs relative to piWx1 and psiRNA-vector treatment. 
  
2.4  shRNA 对 HBV 复制和基因表达的抑制作用 

将不同浓度的 psiHBs与 1μg pHBV1.3质粒共转

染 HepG2 细胞，48h 后 ELISA 检测显示，细胞上清

中HBsAg和HBeAg的表达在 psiHBs的剂量为 50ng
时即受到明显抑制，HBsAg 的表达水平降低 90%，

HBeAg 抑制率稍稍低于 HBsAg 的抑制率，其原因可

能是 psiHBs 的作用靶分子为 HBsAg mRNA，而不直

接影响 HBeAg 的表达。Southern blotting 检测显示，

HBV 病毒复制中间体的水平也受 shRNA 的抑制，

当 psiHBs 的剂量为 200ng 时，病毒复制中间体的水

平出现明显的降低（图 3）。理论上，病毒 mRNA 的

减少会使得病毒蛋白和子代病毒 DNA 同时减少，但

试验中却出现了病毒抗原和病毒 DNA 的抑制水平
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不一致的情况，这种现象值得进一步研究。 

 
图 3  HBV 的复制和基因表达受到 shRNA 的明显抑制 

Fig.3  Inhibition of viral replication and gene expression by 
shRNA 

After transfection of HepG2 cells with pHBV1.3 and variant amounts of 
psiHBs, the viral antigen level in media was assayed by ELISA (A), and the 
intracellular viral replicative intermediates were detected by Southern 
blotting (B). (RC DNA: relaxed-circular DNA; DL: Double-stranded linear 
DNA)  
 
2.5  shRNA 抑制 HBV 基因表达的在体检测 

水高压注射在体转染的小鼠在注射后第 1、4、
7d，可在小鼠肝脏提取物中检测到 HBV 复制中间 

体和 HBV RNA 转录物。HBsAg 在注射后第 1 天即

达到 4µg/mL，第 2d 达到高峰 6μg/mL，第 3d 又回

到第 1d 的水平，然后逐渐下降，至第 10d 已低于

检测试剂最小检出值。在第 5d，出现抗 HBsAg 抗

体。注射后第 1d，在小鼠肝组织中便可检测到 HBV
核心抗原（HBV core antigen, HBcAg）阳性细胞，

肝组织 HBcAg 表达水平在注射后第 1d 达到峰值

（约 5 %），并维持在较高水平持续到注射后第 7d，
到注射后第 20d 消失[12]。 

在实验组中，我们将 13μg pHBV1.3 质粒与

10μg psiHBs 质粒或空载体 psiRNA-vector 共注射小

鼠。注射后第 1、2、3 和 4d，通过 ELISA 检测小

鼠血清 HBsAg 的表达水平，在第 4 天取小鼠肝脏，

通过免疫组化检测肝组织中 HBcAg 的表达情况。

结果显示，与空载体处理组相比，psiHBs 质粒处理

组的小鼠血清中 HBsAg 降低了 80％以上，肝内

HBcAg 阳性的细胞数降低了 75.1％，说明病毒基因

的表达受到 shRNA 的显著抑制，并且这种抑制水

平至少能持续 4d（图 4）。 
 

 
图 4  小鼠肝脏中的 HBV 基因表达受到 shRNA 的显著抑制 
Fig.4  Inhibition of viral gene expression by shRNA in mouse liver 

A: At consecutive four days after co-injection of mice with pHBV1.3 and psiHBs, the HBsAg level in mice sera were assayed by ELISA. B: At 
day 4 after co-injection, mice were sacrificed and HBcAg expression in mice livers was detected by immunohistochemistry. 

  

3  讨论 

HBV 感染是全球重要的卫生问题[1]。目前应用

于慢性乙肝治疗的药物主要是干扰素和核苷类似

物。长期使用 IFN-α会出现明显的副作用，导致肝

脏严重失代偿，特别是在肝硬化患者中较为明显。
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尽管长期服用拉米夫定能提高转换率，但也可产生

HBV 耐药性突变株，三年的拉米夫定治疗可在 57%
的患者中发现 YMDD 变异。此时虽然病毒水平仍

较拉米夫定治疗前低，但可能出现肝脏的损伤
[13,14]。 

为了寻求更为特异更为高效的分子治疗手段，

我们将目光投向了新发现的“RNA 干扰”现象。

RNAi作用的特异性基于 siRNA与靶mRNA的碱基

互补。由于病毒的前基因组 RNA（pgRNA）既是

负链 DNA 的合成模板又是核心蛋白和病毒多聚酶

的合成模板，所以 pgRNA 是子代病毒产生的基础。

又因为病毒 S 基因与病毒多聚酶基因部分重叠，所

以将 RNAi 的靶点设在小 HBsAg 基因的内部，使其

能降解病毒的三种 mRNA（3.5-、2.4-和 2.1-kb），
抑制子代病毒产生。 

试验中使用的 psiRNA-vector 质粒上携带有的

哺乳动物 H1 启动子。在启动子的下游将靶序列按

照“正义链—间隔区—反义链”的形式排列构建了

psiHBs 质粒，其转录产物可形成回折的茎—环结构
[15, 16]，即 shRNA。在体外试验中，对 shRNA 效应

的特异性和剂量依赖性进行了检测。在 HBV 体外

复制模型中，将 shRNA 与 pHBV1.3 共转染 HepG2
细胞，HBV 的基因表达受到显著抑制，细胞上清中

HBsAg 的表达水平降低了 90%，HBeAg 的抑制率

达到 85%以上，并且 shRNA 对二者的抑制作用均

呈剂量依赖性。细胞总 DNA 的 Southern blotting 检

测显示，HBV 病毒复制中间体水平也受到 shRNA
的抑制。在在体试验中，将 pHBV1.3 与 psiHBs 或
空载体 psiRNA-vector 以水高压注射的方式共注射

小鼠，注射后的第 1、2、3 和 4d 通过 ELISA 检测

小鼠血清 HBsAg 的表达水平，通过免疫组化检测

肝组织中 HBcAg 的表达情况。结果显示，与共注

射空载体组相比，小鼠血清中HBsAg和肝内HBcAg
的表达水平受到 shRNA 的显著抑制，而且 shRNA
的抑制作用至少可持续 4d。以上研究显示，shRNA
能在哺乳动物细胞中有效诱导 RNAi 过程，并且其

作用具有序列特异性和剂量依赖性。 
RNAi 技术为 HBV 感染的治疗提供了崭新的

策略。由于 RNAi 特异地作用于靶基因，而且没有

明显毒副作用，其应用于 HBV 感染的治疗具有明

显的优势。初步的研究结果显示，载体表达的

shRNA 可以在细胞和小鼠模型中对 HBV 的复制和

基因的表达发挥序列特异性的抑制作用。本项研究

为下一步实现由 RNAi 介导的基因治疗提供了理论

和技术方面的支持。 
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