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反义锁核酸与拉米夫定在HepG2.2.15细胞中抗HBV作用
的比较

朱晓莹, 王燕菲

®

■背景资料
近 期 , 锁 核 酸期 , 锁 核 酸锁 核 酸
(LNA)作为一种
新型的寡核酸衍
生 物 ,  其 结 构 中
β-D-呋喃核糖的
2'-O, 4'-C位通过
缩水作用形成刚
性的核苷酸衍生
物. LNA具有强的
抗核酸酶水解能
力, 与DNA/RNA
强大的杂交亲和
力、反义活性、
水溶性好及体内
无毒性等优点. 因
此具有广阔的应
用研究前景.
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Abstract  
AIM: To compare the inhibitory effect of locked 
nucleic acid antisense oligonucleotides (anti-
sense-LNA) and lamivudine on HBV replication 
in HepG2.2.15 cells.  

METHODS: Antisense-LNA was introduced into 
HepG2.2.15 cells by cationic liposome-mediated 
transfection. Supernatants were collected 2, 4, 
6, 8, 10 days after medication. The concentra-
tions of HBsAg and HBeAg in cell supernatants 
were tested by ELISA. HBV DNA levels in cell 

supernatants were determined by FQ-PCR. Cell 
toxicity of antisense-LNA and lamivudine was 
detected by MTT assay.

RESULTS: Lamivudine only inhibited viral 
DNA synthesis. Antisense-LNA effectively in-
hibited the expression of HBsAg and HBeAg and 
the replication of HBV DNA (67.69%, 59.71%, 
62.96%, P < 0.05) in a time-dependent manner. 
Both antisense-LNA and lamivudine showed no 
obvious cell toxicity.

CONCLUSION: The anti-HBV effect of anti-
sense-LNA is more effective than that of lamivu-
dine in HepG2.2.15 cells.

Key Words: Hepatitis B virus; Antisense LNA; Lami-
vudine; HepG2.2.15 cells; Antiviral activity
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摘要

目 的 :  应 用 反 义 锁 核 酸 与 拉 米 夫 定 作 用
H e p G2.2.15细胞 ,  对他们抗乙型肝炎病毒
(hepatitis B virus, HBV)效果进行比较.

方法: 设计针对HBV翻译起始区S基因mRNA
的反义寡核苷酸, 并进行锁核酸修饰, 以阳离
子脂质体介导反义锁核酸转染HepG2.2.15细
胞; 拉米夫定组直接作用HepG2.2.15细胞; 分
别于用药后第2、4、6、8、10天收集细胞培
养上清液. 用ELISA法和FQ-PCR法检测收集
上清液HBsAg、HBeAg和HBV DNA的含量. 
MTT法分别检测反义锁核酸与拉米夫定对细
胞存活率的影响.

结果: 拉米夫定对HBV DNA具有明显抑制作
用, 最高可达46.52%, 但对HBsAg、HBeAg
影响较小; 反义锁核酸对HBsAg、HBeAg及
HBV DNA均有较强抑制作用, 对HBsAg、
H B eA g和H B V D N A的最高抑制率分别达
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■研发前沿
由于锁核酸优越
的性能和安全性, 
他被广泛用于基
因研究的各个领
域及疾病的诊断
和 治 疗 研 究 中 , 
目前研究的热点
是三螺旋构象寡
核苷酸技术. 

67.69%、59.71%和62.96%(P <0.05), 且抑制随
时间呈增高趋势. 反义锁核酸与拉米夫定对细
胞代谢均无明显影响.

结论: 反义锁核酸抗HBV作用机制与拉米夫
定不同, 反义锁核酸抗HBV作用明显优于拉
米夫定.
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0  引言

反义寡核苷酸(antisense oligodeoxy Nucleotide, 
ASODN)是近年来研究较广泛的一种基因治疗

手段, 他通过碱基互补作用, 特意地结合靶基因

形成杂交分子, 从而阻断靶基因的表达[1,2]. 未经

任何修饰的ASODN在机体内稳定性较差, 易被

核酸酶降解而不能发挥治疗作用. 锁核酸(locked 
nucleic acid, LNA)是一种带环状结构的核苷酸

衍生物, 他与ASODN相比具有良好的热稳定

性、较强的分子杂交能力和抗核酸酶降解能

力 [3-5], 作为一种新型的ASODN具有广阔的应

用前景. 乙型病毒性肝炎是我国常见的传染性

疾病, 严重危害着人们的健康. 乙肝治疗目前尚

无特效药物[6-8], 拉米夫定(lamivudine, 3TC)是公

认的能够抑制HBV复制的药物[9,10]. 我们前期研

究结果表明, 针对HBV DNA S基因设计的反义

LNA在体外具有良好的抗HBV基因复制与表

达的能力[11,12]. 为了更好地理解和应用反义LNA
的抗HBV作用, 本研究将从HBsAg、HBeAg及
HBV DNA等方面对反义LNA与3TC的抗HBV作

用进行比较.

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2.2.15细胞由本室保存. 常规培

养于含200 µg/mL G418、10%胎牛血清的高糖

型DMEM中, 37 ℃、50 mL/L CO COCO2条件下, 6-7 d
常规传代一次. 高糖型DMEM培养基购自Gibco
公司; G418购自Merck公司; 胎牛血清购自Hy-
Clone公司; HBsAg、HBeAg检测试剂盒购自丽

珠生物技术有限公司产品; 乙肝病毒核酸扩增

荧光定量试剂盒购自科华生物工程股份有限公

司; 阳离子脂质体(LipofectamineTM2000)、Opti-

MEN(脂质体溶媒)购自InvitrogenTM公司; 四甲基

偶氮唑蓝(MTT)购自Amersco公司; 反义LNA由

美国GENELINK公司合成; 3TC购自葛兰素史克

制药(苏州)有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 反义LNA片段合成与修饰: 以Genebank 
U95551 HBV全基因作为靶序列,设计针对HBV 
S基翻译起始区(155-165 nt)的11-聚反义寡脱氧

核苷酸片段: GtTcTccAtGt(大写字母代表碱基经

过LNA修饰).
1.2.2 反义LNA-阳离子脂质体转染混合物的制

备: 经过预实验得出反义LNA∶阳离子脂质体

最佳剂量比例为3 μg∶5 μL/mL. 取适量DMEM
稀释反义LNA, 室温静置5 min; 取适量Opti-
MEM稀释的阳离子脂质体溶液, 室温静置5 min; 
将上述两种液体混合, 室温静置20 min形成稳定

的反义LNA-阳离子脂质体混合物.
1.2.3 HepG2.2.15细胞的转染、给药与细胞上清

液收集: 取指数生长期细胞,常规消化调整细胞

密度为1.0×105个/mL, 接种96孔板, 每孔100 μL, 
实验设3个组(即反义LNA组、3TC组和不加药

的空白对照组), 每组设6个复孔, 当细胞贴壁并

融合度约达60%时, 分别给药. 反义LNA组, 将
反义LNA-阳离子脂质体混合物加入实验孔中, 
每孔100 μL, 转染细胞, 6 h后向实验孔加含20%
胎牛血清的DMEM 50 μL继续培养至48 h; 收集

细胞培养上清, 重复转染4次, 连续10 d. 3TC组, 
3TC浓度参照文献最佳剂量, 在常规培养基中加

入3TC(终浓度为5 μg/mL)[9], 每2 d收集细胞培养

上清并重新给药一次, 连续10 d. 收集各组细胞

上清液于-20 ℃保存, 统一检测.
1.2.4 上清液HBsAg、HBeAg含量的测定: 采用

ELISA法, 严格按试剂盒说明书操作, 重复测3
次, 取均值. HBsAg、HBeAg浓度用S/N表示, 抑
制率用公式计算: 抑制率(%) = [1-(S/N实验组)/(S/N

实验组]×100%.
1.2.5 上清液HBV DNA含量的测定: 采用FQ-
PCR法检测, 严格按照试剂盒说明书操作. 扩增

条件: 50 ℃ 2 min, 94 ℃预变性2 min, 94 ℃变性

10 s, 60 ℃退火30 s, 60 ℃延伸30 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HBV DNA平均拷贝数. 
1.2.6 反义LNA与3TC对细胞的毒性检测: 采用

MTT法检测反义LNA、3TC对细胞代谢活性的

影响.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用
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SPSS13.0软件处理, 各组间均数比较采用双因素

方差分析结果, P <0.05为差异具有显著意义.

2  结果

2.1 反义LNA和3TC对HepG2.2.15细胞表达HB-
sAg、HBeAg的影响 反义LNA、3TC加入2 d后, 
细胞分泌的HBsAg、HBeAg均受抑制. 其中3TC
对HBsAg、HBeAg抑制作用较弱, 而反义LNA
的抑制作用较强; 并随时间增加呈递增趋势(表
1, 2, 图1, 2).
2.2 反义LNA和3TC对HepG2.2.15细胞HBV 
DNA复制的影响 反义LNA和3TC均能抑制细胞

HBV DNA的复制, 并随时间增加呈递增趋势(表
3, 图3), 反义LNA抗HBV DNA作用优于3TC, 其
抑制率最高达65.76%.
2.3 反义LNA和3TC对HepG2.2.15细胞活性的影

响 用药2 d, 经MTT法测得反义LNA、3TC组OD
值如下: 0.987±0.132、1.124±0.045, 与空白对

照(1.216±0.042)比较(P >0.05), 在实验剂量下反

义LNA与3TC对HepG2.2.15细胞的生长无明显

抑制作用.

3  讨论

HepG2.2.15细胞是由头尾相接的ayw型HBV双

拷贝基因组转染人肝癌细胞株HepG2细胞而建

立的, 该细胞株能长期稳定地向培养上清液中

分泌病毒蛋白HBsAg、HBeAg、完整的病毒颗

粒及大量的病毒复制中间体[13]. 他模拟肝细胞被

HBV感染, 病毒基因组整合入肝细胞的状态, 因
此以他作为研究对象, 接近于疾病的治疗过程.

HBV属嗜肝DNA 病毒科, 基因组由结构紧

凑的3.2 kb的双链DNA 组成, 具有逆转录病毒的

特性. S基因是HBV基因组中4个开发读码框架

之一, S基因编码的蛋白是构成HBV外壳蛋白及

HBsAg的主要组成部分, 参与HBV Dane颗粒的

装配、成熟. 成熟的Dane颗粒能向细胞外分泌, 
再感染其他正常肝细胞[14]. 而HBsAg组成的亚病

毒颗粒在机体内含量远超过Dane颗粒, 大量的

表  1  反义LNA和3TC对培养上清HBsAg含量的影响 (n  = 6, mean±SD)

     
分组           2 d           4 d           6 d          8 d        10 d 

空白对照 0.751±0.058 0.889±0.057 1.025±0.092 1.395±0.101 1.526±0.088

3TC 0.585±0.011b 0.723±0.035b 0.785±0.028b 0.994±0.040b 1.055±0.039b

反义LNA 0.422±0.021bd 0.445±0.057bd 0.464±0.019bd 0.479±0.045bd 0.493±0.019bd

bP<0.01 vs  空白对照组; dP＜0.01, F = 97.765 vs  3TC组.

表  2  反义LNA和3TC对培养上清HBeAg含量的影响 (n  = 6, mean±SD)

     
   分组            2 d           4 d           6 d           8 d         10 d

空白对照 0.618±0.061 0.778±0.017 0.941±0.081 1.194±0.086 1.251±0.077

3TC 0.534±0.041b 0.637±0.035b 0.731±0.033b 0.903±0.048b 0.952±0.039b

反义LNA 0.333±0.035bd 0.358±0.25bd 0.405±0.022bd 0.479±0.038bd 0.504±0.016bd

bP＜0.01 vs  空白对照组; dP＜0.01, F = 138.497 vs  3TC组.
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■创新盘点
锁核酸 (LNA)具
有 强 的 抗 核 酸
酶 水 解 能 力 ,  与
DNA/RNA强大的
杂交亲和力、反
义活性、水溶性
好及体内无毒性
等优点. 因此具有
广阔的应用研究
前景. 本研究在前
期工作的基础上, 
比较反义LNA与
拉米夫定的抗乙
肝病毒的活性, 为
反义LNA抗乙肝
病毒提供可行性
�告, 为下一步研
究奠定基础. 
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■应用要点
反义LNA以良好
的抗乙肝病毒的
活 性 ,  低 不 良 反
应, 显示出广阔的
应用前景, 可以考
虑将反义锁核酸
作为拉米夫定的
辅助治疗, 将更有
�于清除机体内
的乙肝病毒.

HBsAg持续表达将造成机体炎性浸润、免疫损浸润、免疫损润、免疫损

伤、在肝癌的发生起重要作用[15-18].
研究结果表明, 针对HBV翻译起始区S基

因的反义LNA能有效的抗HBV基因的表达, 对
HBsAg、HBeAg和HBV DNA的抑制率最高分

别达67.69%、59.71%和62.96%(P <0.05); 且抑

制随时间呈增高趋势. 说明反义LNA能有效的

进入HepG2.2.15细胞, 特异识别并结合HBV S基
因及其mRNA, 并封闭HBV S基因的表达, 清除

mRNA; 从转录、翻译环节抑制病毒的复制, 破
坏病毒的生活结构, 阻断了HBsAg的翻译, 进而

影响HBsAg、HBeAg翻译及Dane颗粒的装配、

成熟. 而HBsAg、HBeAg的低表达将有利于机

体免疫调整, 提高肝细胞的存活, 减少肝硬化等

慢性肝病的发生[19]. 此外, 反义LNA对HBV DNA
的抑制, 原因可能与LNA良好的抗核酸酶降解

能力能使他在细胞内稳定存在, 并通过他良好

的脂溶性能透过细胞核, 发挥超强的分子杂交

能力结合到HBV S基因上有关.
相比反义LNA, 3TC抗HBV的作用机制主

要是阻止病毒逆转录酶的复制作用, 从而减少

HBV DNA复制, 使Dane颗粒的装配受抑制, 但
对HBV病毒表达HBsAg、HBeAg影响较小. 研
究结果表明3TC对HBsAg、HBeAg和HBV DNA
的抑制率最高分别达30.86%、24.37%和46.5%, 
抑制作用低于反义LNA. 反义LNA抗HBV作用

更全面, 明显优于3TC. 此外, 与3TC抗HBV作用

相比, 反义LNA有以下优势: 1. 反义LNA具有特

异性和高效性; 2. HBV基因组S基因保守序列限

制了病毒变异株的形成, 不易耐药; 3. 反义LNA
抗HBV不依赖于病毒复制, 将更有利于清除病

毒. 基于以上优势, 可以考虑将来将反义锁核酸

作为拉米夫定的辅助治疗, 将更有利于清除机

体内的乙肝病毒.
反义LNA以良好的抗乙肝病毒的活性, 低

毒副作用, 显示出广阔的应用前景, 这为根除

HBV感染带来了新希望, 同时也为其他疾病的

基因治疗带来新的前景. 但如何更有效的将反

义LNA传递到细胞内, 反义LNA在机体内的生

物分布及安全性还需进一步研究.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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■同行评价
本研究的内容较
有 意 义 ,  研 究 有
一定程度新颖性, 
具有较好的参考
价值.


