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　　提　要　目的:在细胞水平上观察核酶对 HBV基因表达的作用。方法:将在体外具有切割活性的核酶

RCP的基因构建在表达载体 pSV L中 ,获得重组质粒 RCP /pSV L,运用脂质体介导的基因转染技术将重组

核酶基因引入 HepG 2215细胞 ,并以空载体 pSV L转染组为对照 ,通过固相放射免疫测定方法检测细胞培养

上清的 HBs Ag及 HBeAg分泌量 ,以此观察核酶 RCP对 HBV基因表达的影响。结果:在暂时性表达系统中 ,

针对 P基因 5 '-端 2360位点的核酶 RCP对 HepG 2215细胞中 HBs Ag和 HBeAg分泌量的抑制率分别是

26. 7% 、 24. 8%。结论:锤头状核酶 RCP在细胞水平上能一定程度抑制 HBV基因的表达。
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　　乙型肝炎的预防和治疗是我国医学领域中急待解

决的问题。由于 HBV的聚合酶基因编码产物身兼逆

转录酶及 DNA聚合酶双重职能 ,而针对这一编码基

因的核酶设计及对 HBV的切割阻断效果却未见报

道。我们针对 HBV聚合酶基因 5 '-端 2360位点设计了

锤头状核酶 RCP
[ 1]
,并在体外证实 RCP成功地切割了

底物 RNA分子。为进一步证实核酶基因处于细胞生

理环境中 ,其作用底物为 HBV基因组完整转录物时 ,

它是否仍然能发挥其特异的催化裂解活性 ,从而对

HBV的基因表达产生影响。本研究旨在为筛选出在细

胞内有酶切活性的核酶 ,并进一步将其引入动物体内

观察其阻断 HBV复制及基因表达的实验研究奠定基

础。

1　材料与方法

1. 1　 RCP/3Zf ( - )

　　由本室构建 [1] ; pSV L( pharmacia公司 ) ; DM EM、胎牛血清

及 Lipo fec tamine( GIBCO公司 ) ; G418、地高辛标记检测试剂盒

( Boeh ringer Mannheim公司 ); 125 I-标记的乙型肝炎 HBs Ag和

HBeAg固相放射免疫测定试剂盒 (北京北方免疫试剂研究

所 ) , HepG2215细胞 (军事医学科学院微生物流行病研究所陈

万荣教授提供 )。

1. 2　分子克隆常规技术
　　参照分子克隆实验指南进行 [2 ]。

1. 3　 HepG2215细胞培养

　　用含 10%胎牛血清 , 100 u /ml青霉素和 100μg /ml链霉素

的 DMEM培养基 ,并于培养液中加入 400μg /ml的 G418,

37℃ , 5% CO2孵箱培养。

1. 4　重组真核表达质粒导入 HepG2215细胞

　　脂质体 Lipo fec tamine介导的基因转染参照 GIBCO公司

试剂说明书及文献 [3, 4 ]进行: 将处于良好生长状态的 HepG

2215传代细胞接种于一次性无菌 24孔塑料平板中 ,每孔加入培

养液 1 m l,培养至细胞长成约 80% 成片时供转染使用。转染前

先吸弃培养液 ,用不含血清及抗菌素的培养液洗细胞单层 3次 ,

向每孔加入无血清无抗菌素的 DM EM 0. 5 ml,缓慢滴加脂质

体 -DNA复合物 (每孔含 Lipofectamine 5μg ,表达质粒 DNA 1

μg ) ,轻轻混匀 ,于 37℃ , 5% CO2孵箱中培养 12～ 18 h后 ,吸弃

转染液 ,换加含 10%胎牛血清的培养液 ,每孔 1 ml,继续培养 24

～ 48 h后 ,收集培养液 ,供 HBsAg和 HBeAg的放射免疫测定

使用。细胞 DN A供斑点杂交检测。

1. 5　 HBs Ag、 HBeAg的放射免疫测定

　　按北方免疫研究所乙型肝炎表面抗原 HBs Ag及 HBeAg

固相放射免疫测定盒进行。在洁净的塑料管中加入 200μl细胞

培养上清 ,放入一颗抗 HBs包被的塑料珠 , 45℃温育 1. 5 h,用

PBS(含 0. 5‰吐温 -20)洗涤 6遍 ,吸尽水份后 ,加入 200μl 125I-抗

-HBs标记物 , 45℃保温 3 h,同上洗涤条件洗 6遍。至此 ,在塑料

珠载体表面形成了抗 HBs-HBs Ag-125 I-抗 HBs夹心复合物。吸

尽水份 ,将塑料小珠转入测定管中 ,于 125Ⅰ 放射免疫检测仪 (γ

计数器 )中计数 1 min。

抑制率= ( 1-
转染核酶基因细胞上清 CPM值- 阴性对照 CPM值
转染空载体细胞上清 CPM值 -阴性对照 CPM值

)× 100%

2　结果

2. 1　重组真核表达载体 RCP /pSV L的构建及酶切

鉴定

　　用 PvuⅡ及 SacⅠ 双酶切质粒 RCP /3Zf ( - ) ,切下带有核

酶基因 RCP的长约 280bp片段。低融点琼脂糖法回收该片段 ,
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将其定向克隆到载体 pSV L的 Sma I及 SacI位点中 ,经筛选获

得了带有核酶基因的重组子 RCP /pSV L,见图 1、 2。

图 1　重组质粒 RCP /pSVL的构建

Fig 1　 Construct ion of recombinant plasmid RCP /pSVL

　　 HindⅢ在载体 pSVL的第 1047、 4818bp处存在酶切位点 ,

插入片段中带有一个切点 ; PstⅠ 及 XhoⅠ 分别在载体 pSV L的

第 3612bp及 1500bp处各存在一个切点 ,插入片段上各带有一

个切点。因此选用这三种酶消化鉴定重组质粒 ,预期分别应产

生如下如果: HindⅢ切出→ 3. 3kb, 1. 1kb, 0. 7kb; PstⅠ 切出→

3. 0kb, 2. 1kb; XhoⅠ 切出→ 4. 8kb, 0. 3kb。由图 2可见 ,该重组

子的酶切结果完全符合预期要求。

图 2　重组质粒 RCP /pSVL的酶切鉴定

1:核酸分子量标准λDN A/ Hind I II; 2、 3: 重组质粒的
DN A对照 ; 4～ 6: 重组子 RCP /pSV L分别用 Hind

III, Pst I, Xho I酶切。
Fig 2　 Restriction analysis of recombinant

plasmid RCP /pSVL

Lane1: λDN A digested w ith HindⅢ as the mo lecula r

marker; Lane2, 3: Pla smid DNA of RCP /p SVL;

Lane4～ 6: Recombinant pla smid RCP /pSV L dig ested

with HindⅢ , Pst I and Xho I, respectiv ely.

2. 2　核酶基因的暂时表达对 HBsAg及 HBeAg分泌

量的影响

　　应用脂质体介导的 DNA转染技术 ,分别将空载体 pSV L

及表达核酶的重组质粒 RCP /p SVL导入 HepG2215细胞 ,提取

转染细胞及未经转染的 Hep G2215细胞 DN A,以地高辛标记的

pSV L DNA为探针 ,观察到外源基因确能进入靶细胞后 ,通过

测定培养细胞上清中 HBs Ag及 HBeAg的分泌量 ,结果表明 ,

见附表。针对 P基因 5 '-端 2360位点的核酶 RCP能对 HBs Ag和

HBeAg的表达产生一定抑制作用。

附表　锤头状核酶 RCP在 HepG 2215细胞中对 HBsAg和 HBeAg表达的影响 (x-± s )

Table　 Ef fect of hammerhead ribozyme RCP on HBsAg and HBeAg expression in HepG 2215 cell l ine (x-± s )

HBsAg HBeAg
Plasmid

CPM av erage Inhibi tion (% ) CPM av erage Inhibi tion (% )

pSV L 1731± 369 3163± 220

RCP /p SV L 1279± 214 26. 7 2404± 771 24. 8

Cont rol 39± 4 84± 18

3　讨论

　　要将外源基因导入细胞 ,首先需要构建合适的载

体。本研究选择的载体是一种既能在原核细胞中复制

增殖 ,又能在真核细胞中进行转录表达的穿梭型质粒

载体 pSV L,它所带有的启动子是利用细胞内的聚合

酶Ⅱ进行转录的 SV 40晚期启动子。与逆转录病毒载

体相比 ,由于它不含有病毒的 LT R序列 ,因而不能将

外源基因整合到细胞的染色体中做长期稳定的表达 ,

因此这一载体系统被称为暂时性表达系统。这一系统

的优越性是可以快速简便地观察外源基因在细胞内的

作用。王平等 [5 ]曾采用该载体将一个针对 HBV pre C

区的核酶 Ripc基因构建在 SV 40晚期启动子下游 ,采

用共转染技术方法导入肝癌细胞系 HepG2细胞中 ,获

得过核酶 Ripc的表达。选择合适的靶细胞是我们在进

行这一工作中又一需要考虑的问题。实验中我们曾采

用基因共转染技术 ,将表达核酶基因的重组质粒

RCP/p SV L与带有头尾相连的双拷贝 HBV基因组

( pUC-2HBV )共转染 HepG2细胞 ,观察它们对 HBV

复制及基因表达的影响。通过测定细胞培养上清中的
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HBsAg 及 HBeAg的表达量 ,发现采用这一方法 ,

HBV抗原的表达量太低 (数据未列出 ) ,因此我们认为

不适宜在 HepG2细胞上用共转染技术开展我们所欲

进行的核酶活性的评价工作 ,于是放弃了这一技术路

线。

　　 HepG2215细胞是由头尾相接的 HBV双拷贝基

因组转染 HepG2细胞而建立的一株能稳定分泌 HBV

各种抗原和完整病毒颗粒的细胞系
[ 6, 7]
。相对于共转染

技术路线而言 ,它的抗原表达量水平较高而且较为恒

定 ,因此选择它作为靶细胞 ,只需向细胞中导入一种外

源基因 ,因而简化了实验条件和可控因素。实验结果表

明 ,在这一暂时性表达系统中 ,针对 P基因 5 '-端 2360

位点的核酶 RCP对 HBsAg和 HBeAg的表达都有抑

制作用 (抑制率分别为 26. 7%和 24. 8% ) ,其抑制率不

高的原因与实验结果的计算方法有关 ,因为转染的效

率不会是 100% ,因此有一部分细胞是未带有核酶基因

的 ,由于应用这一暂时性表达系统不能作转染成功细

胞的筛选 ,因而不能选择转染进了核酶基因的那部分

细胞进行测定 ,所测定的细胞培养上清中 HBsAg和

HBeAg的分泌量是带有核酶基因及不带有核酶基因

的 Hep G2215细胞混合群体分泌量之和 ,因而这一计

算方法所得抑制率之值并不能完全真实地反映实际抑

制率 (应比真实的抑制率低 )。其抑制率的准确定量方

法正在进一步完善之中。
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Blocking effects of hammerhead ribozyme RCP on HBV gene expression

in HepG2215 cell line
Gan Lixia, Ch en Wanrong , Zhu Xihua, Dong Yanlin ( Depa rtment o f Biochemistr y, Third Milita ry Medica l Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o investig ate the cleavage activ ities o f ribo zyme RCP in blocking HBV gene ex-

pression and replica tion in euka ryo tic cells. Methods: The r ecombinant plasmid RCP /p SVL which can t ran-

siently expr ess ribo zyme RC P in eukar yo tic cells wa s const ruc ted and then intrduced into Hep G2215 cell line

with the technique of lipofectamine-mediated gene transfer. The vecto r p SVL transfection g roup w as em-

plo yed to serv e as the cont rol. HBsAg and HBeAg from the culture medium o f th e cells w ere tested with sol-

id-phase radioimmunoassay ( RIA) . Results: The cpm obtained form th e medium sam ples show ed that the in-

hibition ra tes o f ribo zyme RCP fo r HBs Ag and HBeAg w ere 26. 7% and 24. 8% respec tiv ely in this transient

expression sy stem. Conclusion: Hammerhead ribo zyme RCP can inhibit HBV gene expression in euka ryo tic

cells on the cell lev el.

　　 Key words　 hammerhead ribo zyme; HBV ; HepG2215 cell line; gene t ransfec tion
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