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HCV脱氧核酶在表达荧光素酶 HepG2细胞中的活性
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　　提　要:目的　对丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus , HCV)5′-非编码区(5′-Noncoding region , 5′-NCR)靶向性脱氧核酶(De-

oxyribozymes , DRz)在靶基因调控性荧光素酶表达 HepG2细胞中的活性进行评价。方法　根据 HCV 5′-NCR中符合 5′…Y↑R

…3′(Y=A/G , R=U/ C)特征的位点及5′-NCR的二级结构选择靶位, 采用 10-23 DRz 基序 ,设计并合成 HCV 靶向性脱氧核酶

DRz-232、DRz-127、DRz-84、DRz1以及两端被硫代修饰的DRz(Phosphorothioate deoxyribozymes , TDRz)和活性中心区人工突变的硫

代DRz(Mutant phosphorothioate DRz , MDRz)。直接将其加入体外培养的受 HCV 5′-NCR调控的表达荧光素酶 HepG2细胞(HepG

2.9 706细胞株)中 ,或用脂质体转染法将其导入靶细胞。用化学发光法检测荧光素酶活性 ,计算抑制率。结果　转染终浓

度为 0.5 μmol/ L 的药物 24 h 后 , DRz-232/TDRz-232、DRz-127/TDRz-127、DRz-84/TDRz-84 和 DRz1/ TDRz1 的抑制率分别约

14.3%/14.9%、53.2%/50.6%、25.6%/ 23.8%和 44.7%/43.3%, 均高于对应的 MRz , 其中 DRz-127/ TDRz-127 与 MRz-127

(41.2%)相比抑制率有显著性差别(P<0.05)。直接将 TDRz-127或 MRz-127加入细胞培养体系中被动作用 5 h 和 24 h , 抑

制率无明显差别 ,但均显著低于脂质体转染组。结论　靶位合适的特异性脱氧核酶在靶基因调控性荧光素酶表达细胞中

对HCV 5′-NCR可能同时具有反义抑制和剪切作用;应用脂质体转染将药物导入细胞内显著优于直接加药的效果。
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Activity of specific deoxyribozymes targeting at HCV 5′-NCR controlling luciferase ex-
pression in transfected HepG2 cells
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eases of PLA , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the inhibitive effect of several deoxyribozymes(DRz)targetting at hepatitis C

virus(HCV)5′-noncoding region(5′-NCR)which controls luciferase expression in transfected HepG2 cells.Methods

　Based on the sites characterized by 5′…Y↑R…3′(Y=A/G , R=U/C)in HCV 5′-NCR , four deoxyribozymes

which adopted the active center of 10 ～ 23 DRz were designed.They were named as DRz-232 , DRz-127 , DRz-84

and DRz1 , and their corresponding phosphorothioate ones(TDRz)and active-region-mutated phosphorothioate ones

(MDRz)were obtained too.They were directly added to the cultured HepG2 cells transfected with plasmid pHCV-

neo which contains lu

中研究较深的是所谓“10-23 DRz” ,其活性中心高度保守 ,5′-NCR , or introduced into cells with Lipofectin.The

cells were lysed at certain time points after the addition of these drugs to release luciferase , and the reduction of lu-
ciferase activity was measured by chemiluminescence method for calculating the inhibition rates.Results　Inhibition

rates of DRz-232/TDRz-232 , DRz-127/TDRz-127 , DRz-84/TDRz-84 and DRz1/TDRz1 were 14.3%/14.9%,
53.2%/50.6%, 25.6%/23.8% and 44.7%/43.3% at 24 h time point after transfection of drugs at a final con-

centration of 0.5μmol/ L , respectively , and the rates were higher than those of the corresponding MDRzs.There was

significant difference between the results from transfection and non-transfection groups.Conclusion 　Specific de-

oxyribozymes with appropriate target sites may have both antisense inhibition and cleavage effect in cells.Inhibition

rates of transfected drugs are significantly better than those of the directly-added nontransfected drugs.
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　　脱氧核酶(Deoxyribozyme ,DRz)是近年发现的具有

催化 RNA 分子定点裂解等活性的小分子酶性 DNA

(Catalytic DNA)[ 1] ,是继酶性 RNA(Catalytic RNA)即核

酶(Ribozyme)发现以来生命科学中又一重要发现。其
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中研究较深的是所谓“10-23 DRz” ,其活性中心高度保

守 ,但两侧的底物结合区可以变动以适应不同位点 ,见

图1[ 2 ～ 4] 。目前 ,应用 DRz 来抑制或剪切人类免疫缺

陷病毒-1(HIV-1)mRNA 、人乳头状瘤病毒-16(HPV-16)

E6mRNA 、乙型肝炎病毒(HBV)RNA等的初步实验性

研究已取得不同程度的效果 ,在防治病毒感染 、抗肿瘤

等方面的潜在价值引起学者们注意[ 5～ 7] 。丙型肝炎病

毒(HCV)感染易于慢性化 ,并与肝硬化和原发性肝癌

的发生密切相关 ,而当前首选的抗病毒药物α-干扰素

(IFN-α)疗效并不十分满意[ 8] 。本研究对 HCV靶向性

脱氧核酶在靶基因调控性荧光素酶表达细胞中的活性

进行了评价。

R=A/G , Y=U/ C , ↑means cleavage site

图 1　10-23 DRZ的结构及剪切 RNA示意图

Fig 1　Structure of 10-23 DRz and its site-specific cleavage

of substrate RNA

1　材料与方法

1.1　主要材料
　　DRz 、TDRz 和MDRz 由上海 Sangon公司合成。荧光素酶分

析系统(Bright-GloTM)购自 Promega 公司。HepG2.9706细胞为转

染有质粒 pHCV-neo的 HepG2 细胞 , 由军事医学科学院放射医

学研究所提供。 pHCV-neo含全长 HCV 5′-NCR(341nt)及 C 区 5′

端部分 cDNA 序列 , 测序分析证实与毕胜利等报道的中国人

HCV 5′-NCR及 C 区 5′端序列基本一致[ 9] , 其下游紧接荧光素

酶基因。脂质体 Lipofectin 、胎牛血清 、G418 、DMEM 培养基均为

GIBCO公司产品。采用多标记检测仪(VictorTM Wallac 1420

multiple label counter)测定荧光发射强度。

1.2　靶位选择
　　入选靶位均符合 5′…R↑Y…3′(R=A/G , Y=U/C)特征 , 且

R不与 DRz 形成Watson-Crick 碱基配对;尽量避开 HCV 5′-NCR-

C 中存在碱基变异或形成过长分子内碱基配对(尤其是≥8 bp)

的区域 ,避免两个靶位处于 HCV 5′-NCR-C 双链区的对称位置。

HCV RNA 序列以起始密码子的第一个碱基为 1 , 向后依次为 2

…n ,向前依次为-1 ,-2…-m。

1.3　DRz 、TDRz和 MDRz的设计

　　采用 10-23 DRz的活性中心结构 , 根据所选择的靶位确定

底物结合区序列 , 从而设计出 DRz-232、DRz-127、DRz-84 和

DRz1 ,见表 1。DRz 两端各两个磷酸二酯键被硫代修饰后即得

TDRz-232、TDRz-127 、TDRz-84和 TDRz1。随机将各 TDRz 活性中

心区第 3和 10 位碱基分别突变为 A 和 G , 得 MDRz-232、MDRz-

127 、MDRz-84和 MDRz1。

表 1　DRz和 TDRz的序列

Tab 1　Sequences of DRz and TDRz

DRz TDRz Sequences

DRz-232 TDRz-232 5′ccTGGAGGGGCTAGCTACAACGA TGCACGac3′

DRz-127 TDRz-127 5′tcCAGGCA……………………TGAGCGgg3′

DRz-84 TDRz-84 5′caACACTA……………………TCGGCTag3′

DRz1 TDRz1 5′cgTGCTCA……………………GGTGCAcg3′

Lower cases are phosphorothioate bases;TDRz t ransformed to MDRz

af ter the framed C mutated

1.4　细胞培养和药物转染
　　HepG2.9706 细胞常规复苏后以 1×104/孔接种于 NUNC 96

孔培养板 , 37 ℃、5% CO2 孵育 18～ 20 h , 80%左右细胞汇合后 ,

向每孔中直接加入或用 Lipofectin 按说明书转染终浓度为 0.5

μmol/L的药物。转染时每孔细胞用 1 μg Lipofectin , 总体积 100

μl。药物作用 5h 后换含 10%胎牛血清 、700 μg/ ml G418 的

DMEM培养基继续培养 24、48 、72 h。每组每个时间点均做 3

孔 ,取其平均值。设空白培养对照及 Lipofectin 空转染对照。

1.5　化学发光强度测定及抑制率的计算
　　于直接加药或转染完毕后 24 h 或48 h 终止培养 , 向每孔中

加入平衡至室温的荧光素酶发光试剂 100μl ,轻轻混匀 2 min 以

使细胞完全裂解 ,立即应用多标记检测仪检测各孔 1 s 发光强

度 ,输出值为 CPS。转染药物抑制率 =(空转染组平均 CPS 值

-实验组平均 CPS 值)/空转染组平均 CPS 值×100%;直接加

药组抑制率 =(空白培养组平均CPS 值-实验组平均CPS 值)/

空白培养组平均 CPS 值×100%;空转染组非特异性抑制率 =

(空白培养组平均 CPS 值-空转染组平均 CPS 值)/空白培养组

平均 CPS 值×100%。

1.6　统计学处理
　　采用 SPSS 统计软件包(10.0 版)中的最小显著性差异法

(LSD)和 SNK方差分析程序进行各组数据均值比较。

2　结果

2.1　转染条件下各药物作用组的平均发光强度
　　以 Lipofectin 介导转染终浓度为 0.5 μmol/L的不同药物 , 于

转染结束后继续培养 24 h , 然后检测各组细胞的发光强度。 结

果显示 DRz-127 和 DRz1组的平均发光强度显著低于对照组(P

<0.05),各 DRz 组与对应的 TDRz 组相比平均发光强度无明显

差别(P>0.05),各 DRz 组 、TDRz 组的平均发光强度均不同程

度高于对应的MDRz 组(P<0.05), 见表 2。
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表 2　转染条件下不同药物作用组的平均发光强度(CPS)

Tab 2　Luminescence(CPS)of each group under the action of

different transfected drugs

　Group Luminescence( x±s) Group Luminescence( x±s)

A 5576±390 TDRz-127 2457±284

B 4974±296 TDRz-84 3970±223

DRz-232 4263±506 TDRz1 2771±174

DRz-127 2327±162 MDRz-232 4272±239

DRz-84 3701±203 MDRz 127 2925±196

DRz1 2751±106 MDRz-84 3845±285

TDRz-232 4233±295 MDRz1 3158±251

A:No transfection and drugs;B:Transfection without drugs.Lumines-

cence between A and B , each experimental group and B, every two DRz

groups , or DRz-127 and MDRz-127 have significant diff erence , P<0.05

2.2　转染条件下各药物作用组抑制率的比较
　　转染终浓度为 0.5 μmol/ L的不同药物并继续培养 24 h , 各

药物对细胞中荧光素酶表达的抑制率见图 2。 DRz-127 和

TDRz-127的抑制率分别达 53.2%和 50.6%, DRz1 和 TDRz1 的

抑制率分别达 44.7%和 43.3%,显示了相对较高的活性。 Lipo-

fectin空转染组的非特异性抑制率约 10.8%。

2.3　不同给药途径下发光强度的差异
　　选取TDRz-127 和MDRz-127进行转染 5 h 后 、直接加药 5 h

后24 、48、72 h , 以及直接加药 24 h 后 0 、24、48 h 抑制效应的观

察 ,各组在不同时间的发光强度见表 3。转染 5 h 组的发光强

度明显低于直接加药 5 h 组和 24 h 组 , 而后两组之间发光强度

相差不大。

图 2　转染终浓度为 0.5μmol/L的不同药物作用 24 h抑制率的比较

Fig 2　Comparison of inhibition percentages among different drug

groups under a transfected final concentration of 0.5μmol/L

for 24 h

表 3　不同给药途径组发光强度(CPS ,  x±s)的比较

Tab 3　Luminescence of experimental groups under different drug-delivering ways(CPS ,  x±s)

T-127 M-127
Group A B

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ

24 h(0 h＊) 5415±126 4944±98 2377±176 4727±174 4570±69 2854±313 4809±251 4668±129

48 h(24 h＊) 5874±130 5334±168 2881±170 5252±64 5046±110 3538±35 5293±39 5158±151

72 h(48 h＊) 6222±232 5755±183 3839±119 5824±273 5706±168 4256±206 5842±58 5774±174

A:No transfection and drugs;B:Transfection without drugs.Ⅰ , Ⅱ and Ⅲ represent af ter transfection for 5 h , direct addition of drugs for 5 h and 24 h , re-

spectively.＊:the measureing time points of Ⅲ.

Ⅰ and i , Ⅱ and ii , Ⅲ and iii represent groups of transfection for 5 h , di-

rect addition of drugs for 5 h and 24 h , respectively.24(0), 48(24)and

72(48)h and measureing time points, and 0, 24 , 48 in the brackets are

that of Ⅲ and iii groups

图 3　TDRz-127(Ⅰ-Ⅲ)和 MDRz-127(i-iii)在不同给药途径下

抑制率的比较

Fig 3　Inhibition percentages of TDRz-1277(Ⅰ-Ⅲ)and MDRz-127

(i-iii)under different drug-del ivering methods

2.4　三种给药方法下药物抑制率的比较
　　TDRz-127 和MDRz-127 在转染 5 h、直接加药 5 h 和直接加

药24 h 三种给药方法下连续培养 24(0)、48(24)或 72(48)h 后抑

制率的比较见图 3。转染 5 h 组的抑制率明显高于各直接加药

组 ,而两直接加药组之间的抑制率无显著性差异。

3　讨论

　　本研究表明 ,针对HCV RNA 5′-NCR-C设计的4组

共12种脱氧核酶在转基因肝癌细胞中对靶 RNA均具

有不同程度的抑制活性 ,但差别较大 。以 DRz/TDRz/

MDRz-127系列和 DRz/TDRz1/MDRz1系列的抑制活性

相对较高 ,这可能至少与下述两点有关:①它们所对应

的靶位处在 HCV RNA 5′-NCR-C极重要的功能区。例

如前者的靶位处于 HCV RNA 5′-NCR 二级结构的

Ⅲb-Ⅲc 区 、内侧核糖体进入位点(Internal ribosome entry
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site , IRES)内 ,而此区域对 HCV RNA 翻译的启动和调

控可能至关重要[ 10] ;后者的靶位实际上是 HCV RNA

的翻译起启密码子。 ②剪切位点均为 5′…A ↑U…3′。

虽然符合 5′…R↑Y…3′(R=A/G ,Y=U/C)特征的序

列均有可能成为脱氧核酶潜在的剪切位点 ,但 5′…A

↑U…3′可能是最易被切开的位点[ 3 , 4] 。终浓度为0.5

μmol.L-1作用 24 h , DRz-127 、TDRz-127 、MDRz-127的抑

制率均分别高于对应的 DRz1 、TDRz1 、MDRz1 ,这与后

者的两底物结合区之间可能形成 4 bp的自身分子内

碱基配对从而使抑制活性有所降低有一定关系 ,尽管

两组抑制率的差异无显著性意义(分别为 53.2% vs

44.7%, P =0.064;50.6% vs 43.3%, P =0.167;41.2%

vs 36.5%, P=0.302)。

　　理论上 ,脱氧核酶在细胞内对靶 RNA的总抑制活

性包括两个方面。一是通过Watson-Crick 碱基配对与

靶 RNA结合所产生的特异性反义抑制效果 ,二是对靶

RNA的定点剪切效应 。直接测定细胞内的剪切效应

十分困难 ,通常的做法是设计一组无剪切活性但反义

抑制效果相似的对照组进行比较以间接推证。DRz-

127和 TDRz-127 的抑制率与活性中心突变的 MDRz-

127相比差异有显著性意义(分别为53.2% vs 41.2%,

P =0.012;50.6% vs 41.2%, P =0.044),提示 DRz-127

和TDRz-127 在细胞内确实存在一定的剪切效果。

DRz1和TDRz1与 MDRz1相比(44.7% vs 36.5%, P =

0.079;43.3% vs 36.5%, P =0.092)、DRz-84和 TDRz-

84 与 MDRz-84 相比(25.6% vs 22.7%, P =0.55;

23.8% vs 22.7%, P=0.547)、DRz-232和 TDRz-232与

MDRz-232相比(14.3% vs 12.1%,P =0.968;14.9% vs

12.1%, P=0.861)虽然差别无显著性意义 ,但其抑制

率均高于或略高于相应的 MDRz ,推测也存在程度不

等的剪切活性。这与我们所观察到的体外分子水平剪

切试验的结果基本一致。

　　本研究显示 ,脂质体转染加药组的抑制效果明显

优于直接加药 5 h组和 24 h组 ,差异均有显著性意义;

直接加药 24 h 组的抑制率虽然略高于直接加药 5 h

组 ,但差异无显著性意义 。提示这些药物被动扩散和/

或细胞主动摄取的能力较差 ,难以在细胞内达到足够

有效的浓度。因此选择适当的手段将这类药物导入细

胞内是必要的。

　　与反义寡脱氧核苷酸分子(Antisense oligodeoxynu-

cleotide ,ASODN)相比 ,特异性脱氧核酶分子对靶 RNA

不仅存在反义抑制作用 ,还可能具有特异性剪切活性;

与核酶相比 ,脱氧核酶不仅对靶 RNA分子具有特异性

剪切活性 ,而且分子量相对较小 ,化学性质相对稳定 ,

不易受核酸酶的降解[ 5] ,易于合成和纯化;因此 ,针对

不同病原体 RNA设计特异性脱氧核酶来进行基因调

控可能是一种新的途径[ 11 ,12] 。本研究显示 ,靶位适当

的特异性脱氧核酶可以在细胞内反义抑制和剪切

HCV RNA 。如何进一步优化剪切靶位和底物结合区以

筛选出活性最好的脱氧核酶值得继续探讨。
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