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!"#特异性反义$%&表达载体的构建及活性评价

王小红 王升启" 管伟 毛秉智
（军事医学科学院放射医学科学院，北京 !$$3;$）

摘 要 反义E*F是反义技术的一个重要领域，为探索丙型肝炎病毒治疗新途径及验证转基因细胞模型G8HI#)
1"$2的有效性，设计了一条互补于GJ&;K*JE及翻译起始区（%1"0!%核苷酸）的反义E*F序列，将其插入HIL%
载体M&4$启动子下游，构建了GJ&特异性的反义E*F真核表达载体（HGJ&0,?E）。通过NJE扩增、酶切反应及

序列分析进行了初步鉴定，并将其转染G8HI#细胞，通过E70NJE方法检测其在细胞中的表达并将HGJ&0,?E转

染转基因细胞模型G8HI#)1"$2，评价其对GJ&;K*JE的抑制活性。结果表明，构建的反义E*F表达载体插入序

列正确，并能在G8HI#细胞中表达；HGJ&0,?E在G8HI#)1"$2中对GJ&;K*JE调控荧光素酶基因表达具有特异

性的剂量依赖性抑制活性，最高抑制率可达;"O。

关键词 GJ&，反义E*F，G8HI#)1"$2，HGJ&0,?E
中图分类号 P"3 文献标识码 F 文章编号!$$$0%$2!（#$$!）$#0$!"10$4

丙型肝炎病毒（G8H,Q>Q>?JR>-S?，GJ&）是慢性

肝病的主要病因，其分子生物学研究进展为抗GJ&
反义核酸类药物的开发奠定了良好的基础。GJ&
是一单股正链E*F病毒，属黄热病病毒家族，其基

因组长约152TD，由;K与%K非编码区（*’B0.’U>BC-80
C>’B，*JE）及!个大的开读框（VH8B-8,U>BCW-,=8，

VE9）组成，;K*JE含%4!个核苷酸（BQ），是所有

GJ&分离株中最保守的区域，并形成了稳定的二级

结构，内有;个非功能性FXI，这些特征类似于微

小E*F病毒，提示GJ&;K*JE具有内核糖体进入

位点（YBQ8-B,(->D’?’=,(8BQ-Z?>Q8，YE<M）的功能。

研究已证明GJ&最佳YE<M活性残基位于4$0%"$
位BQ，包含了翻译起始区的#1个BQ，GJ&;K*JE
的4个茎环结构均是YE<M功能所必需的。;K端发

夹结构并非YE<M的重要成分，而位于编码区的

YE<M成分是帽非依赖性翻译启动的关键。实验显

示FXI下游的1个BQ由!#个BQ替代，或FXI下

游的前4#个BQ内多个静止性变异均能强烈地抑制

翻译。资料显示该作用可能是通过改变茎环结构

Y&的稳定性，使YE<M活性明显下降所致。翻译起

始区序列在YE<M活性中的作用可能是降低了茎环

结构Y&的稳定性，使其分离为单链E*F，便于4$M

核糖体亚单位的直接结合及翻译启动。综上所述，

GJ&;K*JE对GJ&E*F的翻译及复制具有重要

调控作用［!，#］，明确的序列结构与功能为抗GJ&反

义药物研究奠定了基础。

反义 药 物 抗 GJ&的 研 究，国 内 外 主 要 采 用

GJ&基因组的部分转基因细胞模型及体外翻译系

统进行的，设计的反义药物主要针对GJ&;K*JE，

初步实验结果显示互补于;K*JE的某些反义药物

（包括反义寡核苷酸及核酶）能明显地抑制GJ&基

因的表达［%";］。我们曾采用GJ&;K*JE调控荧光

素酶 基 因 的 瞬 时 表 达 系 统 及 稳 定 表 达 细 胞 株

G8HI#)1"$2［2］，进行了GJ&特异性反义寡核苷酸

抑制活性的研究，发现针对;K*JE横跨翻译起始密

码子的反义寡核苷酸对GJ&;K*JE调控功能有明

显抑制活性［"］，这些研究结果提示GJ&;K*JE是

抗GJ&药物作用的重要靶标。本研究以GJ&;K
*JE及翻译起始区为作用靶标，研究反义E*F对

GJ&调控基因的抑制作用，探索可能的GJ&治疗

基因药物新途径。

’ 材料与方法

’(’ 反义$%&表达质粒（)!"#*+,$）的构建



!"!"! 反义!"#的设计：反义!"#针对$%&’(
"%!和翻译起始区序列（)*+*,-位核苷酸），长*-’
个核苷酸，覆盖$%&的内核糖体进入位点。

!"!"# 目的基因的制备：设计并合成两条引物，上

游引物序列为：

’(./##//%/#.#//.....%.#%#%/%%#%% *(
含有!"#!酶切位点，下游引物序列为：

’(.%#/%##.%//...%..%..//.././/#%*(
含有$%&0"酶切位点，用12公司产*,)#型

自动3"#合成仪合成。模板为含$%&’("%!+%
基因的4$%&+5678质粒［9］，/:;酶为1:57<=>6产

品。1%!条件为,8?变性*@A，’’?退火*@A，-B?
延伸 *@A，共 反 应 *’ 个 循 环。1%! 产 物 采 用

1C7>6D:产品 EF<:C01%!1C64A3"#1GCFHFI:JF75
K=AJ6>纯化。为了便于酶切反应，将上述纯化1%!
产物与4.2L+/载体连接（1C7>6D:4.2L+/K=A+
J6>)），按说明书操作。ML)@,感受态细胞及转化

反应 按《分 子 克 隆》操 作。获 得 的 阳 性 克 隆 采 用

1C7>6D:产品 EF<:C01NGALF5F1C64A3"#1GCFHFI:+
JF75K=AJ6>提取质粒，用$%&0"和!"#!酶切，采

用)O’P低溶点琼脂糖凝胶电泳分离，切胶后再用

EF<:C01%!1C64A3"#1GCFHFI:JF75K=AJ6>纯化。

!"!"$ 4$%&+:A!的构建：真核表达载体4.Q*经

$%&0"和!"#!酶切后，采用@ORP低熔点琼脂糖

凝胶电泳分离，切胶后再用 EF<:C03"#%N6:5+G4
1GCFHFI:JF75K=AJ6>纯化。然后将酶切的目的基因

片段反向插入酶切的载体K&8@启动子的下游。连

接及转化反应同上。

!"!"% 4$%&+:A!的鉴定：（)）1%!鉴定：在载体插

入片段的两侧各合成)条引物，上游引物为：

’(.#.%/#//%%#.##./#./.*(
下游引物为：

’(#/%//#/%#/./%/.%/%.#*(
用12公司产*,)#型自动3"#合成仪合成。

取少许菌体进行1%!扩增，条件同上。（B）双酶切

鉴定：取1%!阳性克隆采用 EF<:C01NGALF5F1C64A
3"#1GCFHFI:JF75K=AJ6>提取质粒，用$%&0"和!"#!
双酶切进行鉴定。（*）序列分析：阳性克隆用自动测

序仪进行序列分析，引物为上述载体上游引物。

!"# &’()*+,-在细胞内的表达

!"#"! 细胞培养：$64.B细胞采用3L2L培养基

内含)@P小牛血清（$=IN756公司 产 品），青 霉 素

)@@G／>Q，链霉素)@@#D／>Q，在*-?，’P%SB条件

下进行培养及传代。

!"#"# 质 粒 转 染：$64.B细 胞 接 种 于B8孔 板

（"T"%），’U)@8／孔，R@P$,@P细胞融合后，取质

粒@O’#D／孔，采用脂质体QF47H6IJF5（)>D／>Q，.VW+
%S）试剂盒进行转染，按说明书操作。

!"#"$ !/+1%!检测：细胞转染B8X后，收集转染

细胞，用/!V<7N试剂（.VW%S）提取总!"#，按说明

书操作，再用!Y)3":A6（华美生物工程公司）消化

可能残留的痕量3"#。模板!"#溶液于9’?变

性B>F5，即置冰浴中待用。!/+1%!体系为B@#Q，

含)@U1%! 缓 冲 液（1C7>6D: 产 品 ），0"/1
（1C7>6D:产品）@OB>>7N／Q，LD%NB)O’>>7N／Q，上、

下游引物（上游引物序列为：

’(///#..#//%./.%/%#/..*(
下游引物序列为：

’(%#%%#/.##/%#%/%%%%/./.#*(
模板!"#)#Q及酶混合物@O’#Q（1:57<=>6

/:;酶)G，反转录酶#L&BG及!":AF58G，后两者

为1C7>6D:产品），于8B?反转录8@>F5，接着进行

1%!扩增，反应条件为,8?变性*@A，’’?退火*@A，

-B?延伸*@A，共反应*’个循环，最后，延伸->F5。

同时设不加#L&的反应体系，以排除3"#的污

染。采用BP琼脂糖凝胶电泳分析。

!"$ &’()*+,-对’()调控基因的抑制活性

!"$"! 转基因细胞模型$64.BO,-@9株：$64.BZ
,-@9细胞株［9］由含$%&’("%!及部分多聚蛋白起

始区序列与荧光素酶基因的融合基因片段的真核表

达载体4$%&+5678转染$64.B细胞，建立的稳定

表达荧光素酶基因的转基因细胞模型，其荧光素酶

基因的表达受$%&’("%!调控。采用含)@P胎牛

血清（$=IN756公司产品）及8@@#D／>Q.8)R（.VW+
%S）的3L2L培养基，在*-?，’P%SB 条件下进

行培养及传代。

!"$"# 4$%&+:A!的转染：$64.BZ,-@9细胞株接

种于,9孔板（"T"%），)U)@8／孔，R@P$,@P细胞

融合后，取*个 浓 度 的 反 义!"#表 达 质 粒 采 用

QF47H6IJF5介导进行质粒转染，转染方法按说明书操

作。同时设非相关序列表达质粒作对照。每一浓度

均设*孔，结果取其平均值。

!"$"$ 荧光素酶活性检测：荧光素酶活性检测采用

荧光素酶测定试剂盒并参考其推荐的操作步骤进

行。待测细胞用1WK（4$-Z*）洗B次，每孔细胞加)
U细胞裂解液B@@#Q，室温下裂解)@>F5，加荧光素

酶作 用 底 物)@@#Q，混 匀，立 即 在 多 标 记 检 测 仪

（&V%/S!/LE:NN:I)8B@LTQ/VQ#W2Q%ST"/2!）
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上测每秒发光强度。

! 结 果

!"# $%&’()*+的构建

随机挑取!"个克隆进行#$%扩增，电泳分析

均可见&’()*的阳性条带（图未显示），取其中(个

克隆提取质粒用!"#+!和$%&"双酶切分析，可见

,个克隆有,"&)*（目的基因片段）与,(’-)*的.条

阳性条带，而对照*/0,质粒可见!’"1)*与,(’-)*
的两条阳性条带（图未显示）。序列分析结果表明构

建质粒的插入片段序列正确。上述结果表明成功地

获得了*2$3456%。

!"! $%&’()*+在细胞中的表达

如图!所示，转染细胞提取的%78进行%94
#$%分析，可见特异性地扩增条带，说明转染细胞中

有反义%78序列存在，在无反转录酶的反应体系中，

则未见特异性条带，从而排除了质粒:78的污染。

图! 转染细胞反义%78的%94#$%检测

;<=>! :?@?A@<BCBD5C@<6?C6?%78<C
@E5C6D?A@?+A?FF6)G%94#$%

H>.III:；!J8K*F<D<A5@<BC*EB+LA@BD%94#$%；

.J%94#$%M<@NBL@8H3

!", $%&’()*+对%&’调控基因的抑制活性

取,个浓度（IJI(#=、IJ!#=、IJ.#=）的*2$34
56%及非相关序列表达质粒转染2?*/.>1-I’细

胞，连续,次，结果见图.，随着质粒用量的增加，荧

光素酶活性抑制率明显增加，质粒用量为IJ.#=时，

抑制率可达(-O。而非相关序列表达质粒对荧光

素酶活性几乎无影响。

, 讨 论

$4干扰素单项或联合三唑核苷治疗慢性丙型肝

炎效果非常有限，仅!(O%.(O的有效率，感染病

图. *2$3456%的细胞内抑制活性

;<=>. PCN<)<@BEG5A@<Q<@<?6BD*2$3456%<C
2?*/.>1-I’A?FF6

毒的型别与病素载量明显影响其治疗效果。探索丙

型肝炎治疗新途径一直是一个重要的问题。反义技

术是抗病毒药物研究开发的一个重要工具，主要包

括反义:78、反义%78及核酶三大领域。体外实

验表明，反义寡核苷酸及核酶能够特异有效地抑制

2$3%78的翻译。反义%78是反义技术的一个

重要领域，其优势在于反义%78可通过更有效的

核酸转运媒介4病毒表达载体转运到肝细胞［"］。

为进一步验证建立的反义核酸药物筛选细胞株

的有效性及探索2$3治疗的新途径，进行了2$3
特异性反义%78的研究。文献报道2$3特异性

反义%78分子能够特异性抑制2$3%78的体外

翻译，抑制率为&!O%(’O，反义%78分子短至’-
个残基即具有特异性抑制活性，序列优化发现(R
7$%的下游及翻译起始区是重要的靶位，但包含第

&I.S!位核苷酸的反义%78序列抑制活性最好，

抑制率为(’O［1］。本研究构建的反义%78表达载

体包 含 第,1-4!,位 核 苷 酸，初 步 研 究 表 明 其 在

2?*/.细胞中能够表达反义%78，在2?*/.>1-I’
细胞中对2$3(R7$%调控功能呈现与质粒用量相

关的特异性的抑制作用，这种抑制作用可达(-O，

与文献报道的结果相一致，提示反义%78技术是

抗2$3药物开发的又一可能途径。为检测反义

%78在体内的抗病毒作用，可对逆转录病毒或腺病

毒载体介导反义%78转运体系进行研究。

众所周知，在2$3自然感染过程中，常产生病

毒逃逸变异株。值得注意的是反义%78作用的靶

标几乎包括了整个(R7$%及翻译起始区，该区域不

仅具有复杂的二级结构，而且具有翻译启动所必须

的内核糖体进入位点的功能，由于在病毒生命周期

中这种重要的生物学功能及反义%78分子具有的

!"!.期 王小红等：2$3特异性反义%78表达载体的构建及活性评价



大的作用范围，病毒变异似乎不能逃逸反义!"#
的反义作用。反义!"#作用的细胞内机理可能依

赖于其与靶!"#二聚体的形成，从而干扰了病毒

!"#的功能或通过二级结构稳定性的破坏促进了

!"#的降解。
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