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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
hepatitis B virus (HBV) S gene-specific antisense 
locked nucleic acid (LNA) on HBV replication 
and expression.

METHODS: Thirty HBV transgenic mice 
were randomly divided into f ive groups 
(n = 6): glucose (5% GLU solution) control 
group, empty liposome control group, LNA 

group, S-ASODN-liposome group and LNA-
liposome group. Antisense LNA was injected 
into mice via the tail vein. Serum HBsAg 
was quantified by ELISA. Serum HBV DNA 
was quantified by PCR. The expression of 
HBsAg in the liver was detected by immuno-
histochemistry. Serum ALB, ALT, BUN, CR, 
ApoA1 and ApoB were measured using an 
automatic biochemical analyzer. The effects 
of antisense LNA on mouse organs were in-
vestigated by HE staining of mouse liver and 
kidney sections. 

RESULTS: On days 1, 3, 7 and 14 after LNA 
injection, serum HBsAg levels in the LNA-
liposome group were reduced by 41.7%, 52.8%, 
57.8% and 30.5%, respectively, while serum 
HBV DNA expression levels were decreased 
by 18.5%, 36.1%, 52.9% and 32.7%, respectively. 
These values were significantly higher than 
those in the control groups (all P < 0.05). No sig-
nificant differences were noted in serum ALB, 
ALT, BUN, CR, ApoA1 and ApoB between the 
experiment group and the control groups (all P 
> 0.05). The expression level of HBsAg in the liv-
er in the LNA-liposome group was significantly 
lower than those in the control groups. No sig-
nificant histological abnormalities were found in 
the liver in all groups. 

CONCLUSION: HBV S gene-specific antisense 
LNA can significantly inhibit the replication and 
expression of HBV. 
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nucleic acid; Hepatitis B virus; Mouse; Transgene; 
Gene therapy

Deng YB, Nong LG, Wang YF. HBV S gene-specific 
antisense locked nucleic acid significantly inhibits 
HBV replication and expression in HBV transgenic 
mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 
2338-2345

摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 

®

■背景资料
反义核酸技术, 包
括反义RNA、反
义DNA和核酶技
术. 其通过导入的
外源DNA或RNA
短序列, 特异性地
进行结合、封闭
或调节其功能及
产物表达, 从而达
到治疗目的. 但由
于未经修饰的外
源核苷酸短序列, 
在细胞内容易被
核酸酶降解, 所以
反义核酸技术的
研究与应用一直
未能取得很大进
展. 近年来, 锁核
酸 (LNA)的出现
给反义核酸技术
带来了新的希望
与机遇.

■同行评议者
王炳元, 教授, 中国
医科大学附属第
一医院消化内科
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HBV)S基因的反义锁核酸(LNA)对乙型肝炎
转基因小鼠HBV复制和表达的影响.

方法: 将30只HBV转基因小鼠随机分为5组, 
每组6只. 第1组为5% GLU液对照组, 第2组
为空脂质体对照组, 第3组为单LNA组, 第4
组为S-ASODN脂质体组, 第5组LNA脂质体
组. 反义LNA经尾静脉注入小鼠体内, 采用
ELISA法检测血清HBsAg; PCR定量检测血清
HBV DNA含量; 免疫组织化学法检测肝细胞
HBsAg的表达; 自动生化分析仪检测ALB、

ALT、BUN、CR、ApoA1、ApoB等指标; 小
鼠肝脏、肾脏做常规病理切片HE染色, 观察
反义LNA对小鼠脏器的影响. 

结果: 注射反义LNA 1 d、3 d、7 d、14 d后, 
LNA-脂质体组对血清HBsAg的表达抑制率
分别为41.7%、52.8%、57.8%及30.5%. 对
HBV DNA的抑制率分别为18.5%、36.1%、

52.9%和32.7%, 与对照组比较均有显著性差
异(P <0.05);全自动生化分析仪检测血清中
ALB、ALT、BUN、CR、ApoA1、ApoB等
指标, 各组结果与对照组比较均无显著性差异
(P >0.05); 小鼠肝细胞HBsAg的表达显著低于
对照组. HE染色显示小鼠肝肾功能及组织学
未见异常.

结论: HBV S基因反义LNA对乙型肝炎病毒
转基因鼠HBV复制和表达有显著抑制作用.

关键词: 脂质体; 反义锁核酸; 乙型肝炎病毒; 小鼠; 

转基因; 基因治疗
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0  引言

慢性乙型肝炎是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染引起的一种死亡率较高的慢性传染

性疾病, 易发展为肝硬化、肝癌, 已成为全球性

健康问题, 全球约有3.5亿慢性乙型肝炎患者, 而
我国的慢性乙肝患者约占37.14%(约1.3亿)[1-5].
目前临床治疗药物主要是干扰素 [6-9]和拉米夫

啶[10-12], 干扰素远期疗效不理想, 而拉米夫啶长

期使用易引起基因变异, 导致耐药. 因此, 探索

对HBV感染者有效的抗病毒药物(方法)在我国

意义尤显重大. 反义寡聚脱氧核苷酸(antisense 
oligodeoxynucleotide, ASODN)是应用较为广泛

的一种基因治疗新技术(即反义DNA技术), 其
抗HBV感染的机制是通过反义DNA与细胞内特

定的mRNA互补结合形成杂交双链分子, 从而

在分子水平上阻断HBV基因的表达[13-15]. 反义

锁核酸(locked nucleic acid, LNA)是建立在反义

DNA基础上的更新的一种基因疗法, 具有更强

的核酸分子杂交能力和抗核酸酶降解能力[16-24], 
国外已开始用于抗人类免疫缺陷病毒(human 
immune deficiency virus, HIV)[25]和丙型肝炎病

毒(hepatitis C virus, HCV)[26]等RNA病毒的基因

治疗研究, 而用于抗HBV感染方面的治疗研究

尚未见有报道. 我们前阶段进行的体外研究表

明, 反义LNA抗HBV基因复制和表达的能力比

硫代修饰的ASODN强[27]. 因此, 我们设计合成互

补于HBV mRNA S基因翻译起始区的反义LNA, 
利用阳离子脂质体的组织靶向性, 经尾静脉将

反义LNA导入肝细胞内, 进一步观察反义LNA
在HBV转基因鼠体内的抗病毒效果.

1  材料和方法

1.1 材料  H B V转基因小鼠30只(平均体质量

25 g), 雌雄各半, 血清乙肝表面抗原(hepatitis 
B surface antigen, HBsAg)(+), HBV DNA(+), 
购自中国人民解放军广州军区空军医院 ; 
LipofectamineTM2000购自Invitrogen公司; 乙
型肝炎表面抗原(H B s A g)检测试剂盒为深圳

丽珠生物技术有限公司产品; HBV DNA定量

检测试剂盒为广州中山达安基因股份有限公

司产品; 鼠抗-H B s第一抗体为武汉博士德公

司产品 ;  P V-6002二步法免疫组织化学检测

试剂盒为北京中杉金桥生物技术有限公司产

品; ALB、ALT、BUN、肌酐(CR)、载脂蛋白

A1(ApoA1)、载脂蛋白B(ApoB)检测试剂盒为

上海荣盛生物技术有限公司产品; 酶标仪(德国); 
Real Time PCR仪(美国); 日立7150型全自动生化

分析仪(日本).
1.2 方法 
1.2.1 质量控制: (1)样品质控: 尾静脉注射和眶

静脉采血后, 做好消毒, 避免感染; 采血及血清

分离过程中, 避免溶血, 影响血液指标的检测结

果. (2)试剂质控: 所使用的试剂盒均有国准字号, 
并在有效期内使用; 各试剂的空白吸光度值在

不同温度下(4、25、37℃)下的变异系数CV%均

小于5%; 各试剂所配制而成的工作液, 1 wk内的

空白吸光度值的日间、日内变异系数CV%均小

于5%; 认为所用的试剂盒的稳定性较好, 符合质

■研发前沿
反 基 因 技 术 ,  即
三螺旋构象寡核
苷酸技术 ( T F O )
是目前研究的热
点 .  亟 待 解 决 的
问题是找到一种
满意的肝靶向性
核 酸 药 物 载 体 , 
以及缺乏特异性
抗HBV药物.
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量控制要求. (3)仪器质控: 酶标仪、生化自动分

析仪、PCR仪均定期维护, 各项性能指标均符合

实验要求; 每个项目检测前, 均用定值质控血清

做高、中、低值质控, 且均在控.
1 .2.2 反义L N A的合成与修饰 :  合成互补于

HBV(ayw亚型)mRNA S基因翻译起始区157-167 
nt的S片段(5'-TaCcTctTgTa-3', 其中大写字母代

表LNA, 小写字母代表DNA). 由美国Genelink公
司合成修饰并纯化.
1.2.3 脂质体包裹L N A的制备:  脂质体与5% 
GLU液按2∶3比例混匀后, 迅速加入等体积的

LNA(200 mg/L)溶液, 充分混匀, 室温下静置1 h
后应用, 即为脂质体-LNA混合物.
1.2.4 转基因鼠的处理: 将30只HBV转基因小

鼠随机分为5组, 每组6只. 第1组为5% GLU液

对照组, 第2组为空脂质体对照组, 第3组为单

LNA组, 第4组为S-ASODN脂质体组, 第5组为

LNA脂质体组. 分别在1, 3, 5 d经尾静脉给每只

小鼠注射相应的脂质体-LNA(或S-ASODN)混
合物300 μL, 空白对照注射等量5% GLU液(或
空脂质体). 于注射前, 注射后第1, 3, 7, 14天经

眶静脉采血, 5000 r/min离心5 min, 吸上层血清

于编好号的无菌EP管中, 贮存于-20℃备检, 并
于注射后第14天处死小鼠, 取肝、肾脏40 g/L
甲醛固定.
1.2.5 血清HBsAg的检测: 利用酶联免疫吸附

技术(ELISA)检测, 具体方法见试剂盒说明书, 
HBsAg浓度以A值表示.
1.2.6 HBV DNA的检测: 采用荧光定量聚合酶

链反应(PCR)法检测. 在PCR反应管中加入反应

液和样本DNA共25 μL, 各反应管放入荧光定量

PCR仪, 扩增条件: 37℃保温2 min, 94℃预变性

3 min, 94℃ 5 s, 60℃ 40 s, 共40个循环. 由计算

机软件自动分析所收集的荧光信号并计算出定

量结果, 采用计算对数平均值的方法计算HBV 

DNA平均拷贝数.
1.2.7 肝、肾功能检测: ALB为溴甲酚绿法; ALT
为IFCC速率法; BUN为脲酶连续监测法; CR为
苦味酸法. 以上指标均由自动生化分析仪检测.
1.2.8 血清载脂蛋白A、B检测: ApoA1、ApoB均
为免疫比浊法, 由自动生化分析仪检测.
1.2.9 肝组织HBsAg检测: 肝组织常规石蜡包埋、

切片, 采用二步法免疫组织化学法检测, 并进行

DAB染色, 苏木素复染, 鼠抗-HBs以1∶100稀释, 
具体方法见说明书. 电子显微镜观察肝组织中

HBsAg的着色情况, 以判断LNA的抑制作用.
1.2.10 肝、肾脏组织病理检测: 小鼠的肝脏、肾

脏经石蜡包埋、切片后, 经苏木素、伊红染色, 
电子显微镜下观察小鼠各脏器细胞、组织结构

有无改变, 以判断脂质体对小鼠脏器细胞的损

伤作用.
统计学处理 所有结果用mean±SD表示, 应

用SPSS12.0统计软件处理数据, 采用单因素方差

分析方法比较各组间差异, P <0.05为差异具有显

著性意义. 抑制率(%) = (用药前N-用药后N)/用
药前N×100%.

2  结果

2.1 LNA-脂质体对HBsAg的抑制作用 注射后

第1、3、7、14天, S-ASODN脂质体组对HB-天, S-ASODN脂质体组对HB-, S-ASODN脂质体组对HB-
sAg的抑制率分别为20.3%、31.5%、37.1%和

24.1%; LNA-脂质体组的抑制率分别为41.7%、

52.8%、57.8%和30.5%. 这2组与对照组比较均

有显著性差异(P <0.05). 表明LNA在动物体内对

HBsAg的抑制作用随用药时间而增强, 且有一

个峰值. 同时也表明LNA比S-ASODN的抑制作

用要强(表1).
2.2 LNA-脂质体对HBV DNA的抑制作用 通
过定量PCR检测血清HBV DNA, 发现LNA对

HBV DNA有较明显的抑制作用. LNA脂质体

表  1  各组血清HBsAg A 值的比较 (n  = 6, mean±SD)

     
分组		         注射前

                          			       注射后

				           1 d		          3 d		          7 d		            14 d

5% GLU液对照组	   1.04±0.20	 0.95±0.19	 1.05±0.18	 1.07±0.16	    1.18±0.18

空脂质体对照组	   1.08±0.24	 0.98±0.25	 1.04±0.29	 1.08±0.28	    1.10±0.22

单纯LNA组	   0.93±0.11	 0.91±0.16	 1.01±0.14	 1.02±0.19	    1.13±0.11

S-ASODN脂质体组	  1.08±0.15a	 0.86±0.18a	 0.74±0.16a	 0.68±0.11a	    0.82±0.18a

LNA脂质体组	   1.09±0.12a	 0.63±0.14a	 0.52±0.16a	 0.41±0.16a	    0.76±0.15a

aP<0.05 vs  对照组.

■相关报道
有文献报道以半
乳糖多聚赖氨酸
(Gal-PLL)作为核
酸药物的肝靶向
载 体 ,  能 够 将 核
酸药物导入肝细
胞 内 ,  但 转 染 效
率不高.
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组的DNA抑制率分别为18.5%、36.1%、52.9%
和32.7%; S-ASODN脂质体组分别为8.5%、

12.6%、26.5%、20.8%; 与对照组比较均有显著

性差异(P <0.05, 表2).
2.3 免疫组织化学检测肝组织HBsAg的表达 电
子显微镜观察免疫组织化学检测结果, 发现肝组织化学检测结果, 发现肝检测结果, 发现肝

组织切片中的HBsAg阳性细胞数明显减少, 表明

LNA可以有效抑制肝细胞中HBsAg的表达(图1).
2.4 血清生化指标检测结果 全自动生化分析仪

检测血清中ALB、ALT、BUN、CR、ApoA1、
ApoB等指标, 各组结果与对照组比较均无显著

性差异(P >0.05), 表明LNA及LNA-脂质体混合

表  2  各组血清HBV DNA检测结果比较 (n  = 6, mean±SD, 拷贝数log10数值)

     
分组		         注射前

                          			       注射后

				           1 d		          3 d		          7 d		            14 d

5% GLU液对照组	   5.49±0.17	 5.29±0.27	 5.40±0.17	 5.38±0.19	     5.28±0.15

空脂质体对照组	   5.44±0.18	 5.38±0.32	 5.42±0.34	 5.51±0.37	     5.46±0.32

单纯LNA组	   5.48±0.31	 5.29±0.26	 5.33±0.16	 5.68±0.17	     5.56±0.21

S-ASODN脂质体组   5.42±0.32a	 4.95±0.18a	 4.82±0.13a	 4.07±0.15a	     4.29±0.17a

LNA脂质体组	   5.51±0.24a	 4.49±0.37a	 3.52±0.33a	 2.59±0.23a	     3.70±0.25a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  各组肝脏切片免疫组织化学染色HBsAg分布(DAB). A: 5% GLU液对照组; B: 空脂质体对照组; C: 单纯LNA组; D: 

S-ASODN脂质体组; E: LNA脂质体组.

A B

C D

E

■创新盘点
锁核酸 (LNA)是
一种新兴环状核
苷 酸 衍 生 物 ,  具
有分子杂交能力
强、抗核酸酶降
解能力高等特性, 
本研究首次将其
应用于抗HBV感
染的治疗研究.
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物对小鼠的肝、肾功能均无损伤作用(表3).
2.5 肝、肾脏组织病理切片HE染色结果 电子显

微镜观察小鼠肝、肾脏组织切片HE染色情况, 
各组小鼠脏器组织结构无明显差异, 说明LNA
对小鼠肝、肾脏组织无明显的不良反应(图2-3).

3  讨论

反义核酸技术是一种按碱基互补配对原则特

异性阻断目的基因表达的新型基因疗法. 自20
世纪90年代初, Goodarz et al首次报道利用反

义核酸技术抗HBV的实验研究以来, 反义技术

抗病毒研究已取得了很大的进展. 但由于以往

的反义寡核苷酸易被降解、杂交结合能力不

强以及对机体存在不良反应等因素 ,  抗H B V
感染的基因治疗一直未取得满意的效果. 1994
年, Rodriguez et al首次发现LNA, 他是一种特

殊的带环状结构的核苷酸衍生物, 因其核糖的

2'-O与4'-C通过缩水作用而形成氧亚甲基桥 , 
形似锁状故得名 .  L N A作为一种新型反义核

苷酸, 具有传统寡核苷酸无可比拟的优点: 与

表  3  各组血清生化检测结果比较 (n  = 6, mean±SD)

     
分组                  	     ALB(mg/L)              ALT(U/L)          BUN(mmol/L)       CR(μmol/L)              ApoA1(g/L)             ApoB(g/L)

5% GLU液对照组        21.8±1.58        24.7±2.16        6.7±0.83        34.9±2.93           55.4±4.31          16.8±2.35

单纯LNA组                  20.8±1.97        23.7±1.97        6.3±0.68        35.2±4.01           48.8±3.09          14.6±3.15

LNA脂质体组               22.1±2.77        27.3±1.98        6.2±0.57        38.4±5.08           47.8±6.01          15.6±2.87

A B

C D

E

图  2  各组肝脏切片细胞形态学检测结果(HE×100). A: 5% GLU液对照组; B: 空脂质体对照组; C: 单纯LNA组; D: 

S-ASODN脂质体组; E: LNA脂质体组.

■应用要点
本实验首次利用
反 义 L N A 在 转
基因鼠体内抑制
HBV基因表达, 为
今后反义核酸药
物研发提供理论
与实验参考.
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DNA/RNA分子杂交能力强; 抗核酸酶降解能

力强; 脂溶性好; 毒性低等[16-24]. 国外开始用于

抗HIV[25]和HCV[26]等RNA病毒的基因治疗研

究, 而用于抗HBV感染方面的治疗研究尚未见

有报道.
HBV基因组为3.2 kb左右的双链DNA, 至少

有4个开放读码框(ORF)[28-30]: S、C、P、X, 其
中, S是一个重要的开放读码框, 包括Pre-S1、
Pre-S2和S 3个基因区. S基因区的编码产物是

HBsAg的主要成分, 不仅参与完整Dane颗粒的

装配, 而且还与HBV颗粒的成熟与释放有密切

关系. 本研究针对S基因翻译起始区设计合成了

反义锁核酸序列, 由阳离子脂质体介导, 经尾静

脉给药, 通过检测血液及肝组织细胞中HBV的

抗原标志物和HBV DNA水平来判断他的抑制

效果. 但是否有疗效的前提是反义LNA能否被

导入肝细胞内, 与HBV的S基因翻译起始区互补

结合, 达到封闭病毒基因表达的目的. 有文献报

道[31-32]以半乳糖多聚赖氨酸(Gal-PLL)作为核酸

药物的肝靶向载体, 能够将核酸药物导入肝细

胞内, 但转染效率不高. 本实验利用脂质体作为

反义LNA的转染载体, 通过其带正电荷的阳离

子脂质与带负电荷的LNA序列静电作用形成缀

合物, 并利用脂质体的亲脂性进入肝细胞, LNA
序列慢慢释放出来, 与细胞内的HBV S基因翻译

起始区互补结合, 发挥抗病毒的作用. 结果表明, 
由阳离子脂质体介导的反义LNA, 经尾静脉注

射后, 能有效进入肝细胞内, 发挥抗HBV复制和

表达的作用. 其抗病毒作用呈“非典型”时间效

应, 表现为先升高后下降的“峰值”现象, 且高

抑制率维持时间达14 d以上, 比国内学者报道[33]

的反义寡核苷酸抑制作用维持时间要长, 这将为

反义LNA用于临床抗HBV治疗提供参考. 肝组

织免疫组织化学染色结果也显示, 细胞膜上的

HBsAg表达明显减少. 由于HBV DNA聚合酶缺

乏校对作用, 在复制过程中易产生变异株而导

A B

C D

E

图  3  各组肾脏切片细胞形态学检测结果(HE×100). A: 5% GLU液对照组; B: 空脂质体对照组; C: 单纯LNA组; D: 

S-ASODN脂质体组; E: LNA脂质体组.

■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 结果可
信, 对于乙型肝炎
的抗病毒治疗具
有重要的价值.
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致对药物治疗敏感降低或耐药现象, 因此, 尚需

要研究多基因位点的抗HBV药物或疗法[34].
此外 ,  通过检测血清中的A L B、A LT、

BUN、CR、ApoA1、ApoB等血液学指标, 同时

做肝肾脏病理组织切片HE染色, 观察脏器的组

织细胞形态学改变, 评估LNA脂质体混合物的

不良反应. 结果表明, 反义LNA对肝肾脏组织无

明显的毒性损伤作用.
总之, LNA作为一种极具反义药物潜力的新

型核酸衍生物, 有望成为乙型肝炎治疗的安全

高效的分子药物. 目前, 由于国内尚未开展LNA
的合成与鉴定, 加上其合成成本相对较高等因

素限制了临床试验的研究, 但随着对LNA研究

的不断深入及合成成本的下降, 其必将为基因

研究各领域带来广阔的应用前景.
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