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合成寡核苷酸对病毒目标序列特异结合反应及其影响因素研究

王思雄 ,熊鸿燕 ,李　莉　　(第三军医预防医学系流行病学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　观察人工合成的反义寡核苷酸(ASON)、三螺旋结构寡核苷酸(TFO)分别对人甲肝病毒(HAV)5′非编码区和鸭
乙肝病毒(DHBV)-DNA X C 区目标基因序列特异结合效应及受影响因素作用的变化。 方法　在设定条件下 , 将人工合成的 ASON

和TFO 与目标基因片断混合反应 ,采用电泳转移印迹技术观察特异结合产物及其产量。结果　所设计的 ASON与 TFO 能与目标基

因片段直接特异结合;在结合缓冲液中 , ASON 与目标片段的结合最佳比例是 25～ 50∶1 , TFO 与目标片段的结合最佳比例是 600∶1;
在最适加入剂量比例下 ,结合反应 60 min即有大量 TFO的复合物形成 ,复合物产量随作用时间延长而增加 , 180～ 240 min 时结合产

物完全稳定形成。但ASON 的结合复合物大量形成需要 180～ 240 min。结论　本试验所设计的 ASON和 TFO 能与 HAV 和 DHBV 的

目标基因序列发生特异的结合 , ASON和 TFO的加入剂量和反应作用时间对特异结合产物的形成有明显影响。
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Specially binding of synthesized oligonucleotide to target viral gene sequences and the

influencing factors
WANG Si-xiong , XIONG Hong-yan , Li Li (Department of Epidemiology , Third Military Medical University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To observe the reaction and effects of artificial synthesized antisense oligonucleotide(ASON), triple helix forming oligo-
nucleotide(TFO)specially binding to the target gene sequences from 5'-nontranslated region of human hepatitis A RNA and X C region of duck hep-
atitis B-DNA.Methods　Under designed condition , the artificial synthesized ASON and TFO were mixed with objective gene sequences , and then

the outcomes of special linking were detected with gel shift blot assay.Results　The designed ASON and TFO combined to the target genes directly.
The best proportion of ASON and its target gene was about 25-50:1 , and the TFO and its target gene 600:1.On suitable proportion conditions , the

complex products were increased with the reaction holding time.After holding time was about 60 min , most of the TFO complex formed , and 180-
240 min later the TFO complex formed completely.For ASON ,most its complex also needed 180-240 min to forming.Conclusion　The designed

ASON and TFO could specially combine to objective genes of HAV and DHBV respectively.The added doses of artificial synthesized oligonucleotide ,
the reaction holding times could affect the production of special complex.
　　Key words:triple helix forming oligonucleotide;antisense oligonucleotide;duck hepatitis virus B;hepatitis virus A

　　反义核酸技术(Antisense nucleic acid technology)是
近几年发展起来的旨在选择性地与特定基因结合 ,并
特异地抑制基因的复制 、转录和翻译的一种分子生物
学技术。反义核酸技术的研究对于从反向遗传学的角
度研究特定基因的功能及 RNA 的剪切 、加工和转录 、
翻译调控等具有重要的理论意义 ,而且也为建立和开
发作用于基因水平上高度特异性病原体检测 、抗病毒 、
抗肿瘤方法和药物开辟了一条新 、有着光明前景的道
路
[ 1 ～ 4]

。
　　为观察人工合成的寡核苷酸对肝炎病毒核酸的特
异结合效应 ,以便进一步研究肝炎病毒的特异检测和
特异抑制方法 ,我们根据病毒核酸的结构特点 ,按照反
义寡核苷酸(Antisense oligonucleotid , ASON)和三螺旋
结构寡核苷酸 (Triple helix forming oligonucleotid , TFO)
的设计原理 ,分别针对人甲肝病毒(HAV)-RNA的 5′非
编码区设计了一 20 bp的 ASON ,针对鸭乙肝病毒(DH-
BV)-DNA X C区设计了一 20 bp的 TFO ,并观察了在模
拟生理条件下 , 不同寡核苷酸作用剂量和不同作
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用时间下 ,合成寡核苷酸与目标序列的结合效应。

1　材料和方法

1.1　实验所用核苷酸序列的设计及准备
　　检索Gene bank 中的 HAV和 DHBV基因全序列 ,按照 ASON

和TFO 的设计原理(5 , 6 , 7), 以人甲肝病毒(HM-175)-RNA 的 5′
非编码区 441～ 480 nt ～ 40 bp 区段为结合目标区 , 设计了-20 bp

的ASON;以 DHBV-DNA X C区中 201～ 240 nt-40 bp 多嘌呤区段

为结合目标区 ,设计与之对应的一 20 bp TFO 序列。 40 bp 目标

核酸序列 、20 bp ASON和 TFO核酸序列的合成(PEGE 纯化)由
北京赛百盛生物技术有限公司完成。同时合成的还有非目标

随机序列(Foligo):5′-caagggtggcagaattgcaa-3′。
　　HAV-RNA 目标序列:5′-gagatgctttggatagggtaacagcggcggatattggt-
ga-3′;ASON:3′-aacctatcccattgtcgccg-5′

　　DHBV-DNA 目标序列:5′-aatccaggtggctcagggaggcagaaaaacaact-
acgggt-3′和 3′-ttaggtccaccgagtccctccgtctttttgttgatgccca-5′
　　TFO:5′-gagggagggagaaaaagaag-3′

1.2　特异结合反应
1.2.1　ASON的特异结合效应观察　　将针对 HAV 合成的目

标单链片段与ASON 按照 1∶50的比例(7.00 pmol∶0.35 nmol)加
入 22(l结合缓冲反应液(20 mmol Tris , 20 mmol HEPES , 10 mmol

MgCl2 , pH 7.2 ～ 7.6)中 , 充分混匀 ,在 37 ℃下孵育3 ～ 4 h , 取反

应液 20μl进行 20%PAGE电泳(40 V , 4 ～ 5 h),按照常规 South-

ern杂交技术[8] ,将凝胶作硝酸纤维膜(NF膜)的转膜处理(毛细
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管转膜法), 将 NF膜进行变性 , 预杂交 , 杂交 , BCIP NBT 染色 ,
观察阳性染色带 ,判断 ASON 与目标片段的结合情况。试验所
用探针为与 ASON 互补序列(5′-ttggatagggtaacagcggc-3′), 由北京
赛百盛生物技术有限公司合成(PEGE 纯化)。探针标记及显色
方法按 Boehringer Mannheim 公司提供的地高辛随机标记试剂盒

内说明书进行。对照样本以随机序列代替 ASON , 其它反应条
件和处理方法与试验样本完全相同。为观察 ASON 的剂量与反

应时间的影响作用 , 在以上反应和处理的条件下分别调整

ASON的加入剂量(0.175 nmol , 0.35 nmol , 0.7 nmol)和反应作用
时间(30、60、120 、180、240 min),观察结合的强度变化 。
1.2.2　TFO的特异结合效应观察　　将对 DHBV 合成的目标

双链片段与TFO 按照 1∶200 的比例(7 pmol∶1.4 nmol)加入 22 μl
标准结合反应缓冲液中 , 结合反应的观察同 1.2.1。试验所用
探针为与 TFO 互补的 20 bp 寡核苷酸(5′-cttctttttctccctccctc-3′)。
　　为观察 TFO 的剂量与反应时间的影响作用 , 在以上反应和
处理的条件下分别调整 TFO的加入剂量(0.35 nmol , 0.70 nmol ,
1.40 nmol , 2.80 nmol , 5.60 nmol)和反应作用时间(60、120 、180、
240 min),观察结合的强度变化。

2　结果

2.1　ASON 和 TFO对目标序列的特异结合作用

　　通过设定的反应条件后 , 从电泳转移印迹图可见 ,在近 40

bp处 , 加入ASON 和 TFO 的反应样品有明显的标记印迹带 , 而
加入随机序列的对照样品在该处无明显的阳性印迹 , 说明人工
合成的ASON 和TFO 分别能与 DHBV 和 HAV 的目标核酸片段

发生特异性的结合 ,图 1 , 2。

1:DNA marker;2, 3:Random sequences;4-6:TFO samples

图 1　TFO结合样本的 8%PAGE电泳转移杂交印迹

Fig 1　Electrophorosis of TFO binding sample on 8% polyacrylamide gel

1-4:ASON samples;5-6 Random sequences

图 2　ASON结合样本的 20 %PAGE电泳转移杂交印迹

Fig 2　Electrophorosis of ASON binding sample on 20%polyacrylamide gel

2.2　ASON和TFO的作用剂量对特异结合反应的影响

　　从电泳转移印迹图 , 见图 3 , 图 4。 当目标序列与 ASON 的

比例为 1∶25～ 50 时 ,特异结合产物浓度最高 , 继续增加 ASON ,

比例增加至 1∶100 后 , 结合产物无明显的增加;而 TFO 的结合

反应与之不尽相同 ,随着 TFO含量的增加 , 三聚体产物显著增
加。在目标基因序列与 TFO的比例为 1∶600 时三聚体含量最
高。但当比例进一步增加时三聚体产物增加不明显。

1:DNA marker;2-8:Ratios of TFO to the target sequence

from DHBV-DNA are 0 , 50 , 100 , 200 , 400 , 600 , and 800 to

1 respectively

图 3　不同剂量 TFO结合样本的 8 % PAGE电泳转移杂交印迹

Fig 3　Electrophorosis of TFO binding samples from different doses

of TFO on 8% polyacrylamide gel

1-3:Ratios of ASON to HAV-RNA sequence are 25, 50 ,

and 100 to 1 respectively

图 4　不同剂量 ASON 结合样本的 20 % PAGE电泳转移杂交印迹

Fig 4　Electrophorosis of ASON binding products from different

ratios of ASON on 20%polyacrylamide gel

2.3　不同作用时间对特异结合反应的影响
　　从电泳转移印迹图 , 见图 5 , 图 6。 一定的作用时间对
ASON和 TFO的特异产物的形成是非常有利的。在恰当的寡核
苷酸加入比例下 , 60 min 的作用时间可产生大量 TFO 复合产

物 , 180～ 240 min的作用时间可使 TFO 完全与目标结合;180 ～
240 min的作用时间可使ASON 产生大量的特异复合物。

1-4:For 60 , 120, 180 , and 240 min repectively

图 5　不同作用时间 TFO结合样本的 10 % PAGE电泳转移杂交印迹

Fig 5　Electrophorosis of TFO binding samples under different

reaction times on 8%polyacrylamide gel
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1-5:For 30 , 60 , 120 , and 180 min repectively

图 6　不同作用时间 ASON结合样本的 20 % PAGE 电泳转移杂交印迹

Fig 6　Electrophorosis of ASON binding samples under different

reaction times on 20% polyacrylamide gel

3　讨论

　　HAV 为单链 、正链 RNA病毒 , 7478 bp ,由 5′非编
码区 、编码区和 3′非编码区组成。5′非编码区(1 ～ 733

nt)虽然不编码蛋白质 ,但其序列是病毒蛋白质合成时
核糖体的进入位点 ,与蛋白质合成有明显的关系 ,而
且 ,其序列较为保守 ,是制作探针 ,进行核酸杂交快速

诊断 HAV的设计区段。
　　DHBV是 HBV的替代实验病毒 ,近年来被国内外

研究者广泛用于抗 HBV的研究
[ 9 , 10]

。DHBV-DNA X C
基因区与 DHBV的转录 、复制以及病毒颗粒的成熟密

切相关 ,设计与之直接结合的 TFO 对探讨利用反义基

因技术抑制 HBV的方法以及进一步研究基因定位突

变 ,以达到彻底破坏病毒核酸结构有着重要意义。
　　基因的诊断和治疗技术的水平与很多因素有关 ,

设计位点 、寡核苷酸长度 、介入组织和细胞的方法 、反
应环境 、作用剂量 、作用时间等均显著影响特异结合效

应 ,因此研究相关的影响因素 ,了解相关反应的规律 ,
以指导和设计进一步的实验技术和方法是非常必要

的。虽然人工模拟的病毒目标基因及其与 ASON 和

TFO的特异结合反应与组织和细胞中病毒基因的相关

反应还存在一定的距离 ,但人工模拟基因及其反应试

验相对简便 、快速 ,受到的影响因素少 ,容易帮助研究
者了解和掌握试验的基本信息和条件 ,是研究者进行

反义基因技术的必经之“途径” 。而且 ,人工模拟基因
及其反应试验可直接指导一些基因检测技术 。

　　ASON与 TFO与目标结合的方式完全不同 ,ASON

的设计相对较为简单 ,可针对人为的任何目标序列进

行设计 ,ASON 与目标链的结合是以Watson-Crick 氢

键 ,按照碱基互补的原则进行结合 ,形成双股螺旋结
构;TFO的设计也很简单 ,但其设计的位置受到一定

的限制 , 一般要求设计位置在有多嘧啶或多嘌呤的
“串”状序列结构部位 。TFO与目标序列(双链)的结合

是以 Hoogsteen氢键进行结合的 ,不一定按照碱基互补

的原则 ,其复合物为三股螺旋结构。本实验的观察发
现 ,在单纯的核酸悬液缓冲液中 ,特异结合反应的作用

时间和作用剂量对 ASON 和 TFO 的影响是不尽一致

的 ,虽然两者均需要 180 ～ 240 min的作用时间才能够

达到较为完全的结合 ,但当作用时间为 60 min时 ,TFO
与目标序列已有大量的复合产物产生 ,而 ASON的复

合产物却很低;ASON 的化学反应剂量明显低于 TFO ,

在25∶1时即可与目标序列形成最佳的结合 ,而 TFO要

达到 600∶1时才能达到最佳结合效应。这些结果可能

有两种原因 ,其一 ,提示 ,在细胞外 ,在针对基因水平的
结合方法中 ,由于结合方式的不同 ,使 TFO 的化学剂

量要求高于 ASON ,但结合反应时间短于 ASON。其
二 ,本实验所设计的 TFO 和 ASON 序列分别针对的是

两种病毒的目标序列 ,碱基结构不同 ,复合物的结合效
应有可能不同。

　　本实验的目标序列为人工合成的片段 ,实验的结
果不能直接阐明组织和细胞中 TFO和 ASON特异结合

物及其反应效应 ,但对进行HAV和 DHBV特异诊断和

抑制的研究的深入进行有着重要的指导意义 。
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