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丙肝病毒核心基因靶向性 P! *̂核酶的体外抗病毒活性
张文军&! /!李喜芳&!罗桂飞&!黄志文&!刘映乐/

& 广东药学院病原生物学与免疫学系&广州!"&0004
/ 武汉大学&病毒学国家重点实验室&武汉!)#00%/

摘要#2目的3丙型肝炎病毒!VG9>.A.A-5hA<+-& V5h"是引起病毒性肝炎的重要病原% 目前临床 V5h感染多
采用干扰素联合病毒唑进行治疗&但其应答率低且感染易反复&探索新型抗 V5h治疗策略与药物具有紧迫
的现实意义% 2方法3基于大肠埃希菌来源的核糖核酸酶 Y!X3>-GY"&针对 V5h核心基因的序列&设计一小
段与之互补的外部引导序列!b+AUG2Gf+G=CG&b2"&通过 Y5X将其共价连接至大肠埃希菌 X3>-GY催化性亚
基!P& X3*"的 #k末端&从而构建一种靶向性的核酶---P&b2% 2结果3构建的 P&b2IV5h65"/核酶在体外
可对靶 X3*片段产生特异性切割$在 V5h感染的 V+8%]"]& 细胞&该人工核酶也能够显著抑制 V5h核心基
因的表达&并使培养上清中 V5hX3*的拷贝数减少约 &"00 倍% 2结论3本研究构建的 P&b2IV5h65"/核酶
具有显著的体外抗病毒活性&从而为 V5h的治疗研究提供了一条潜在途径%
关键词!丙型肝炎病毒& 核心基因& P&b2 核酶& 抗病毒
中图分类号!7(##!!文献标识码!*!!文章编号!000&I4/0(!/0&#"0$I0$%"I0%

!!丙型肝炎病毒! 8G9>.A.A-5_A<+-&V5h"属黄病
毒科&是一种单链正 X3*病毒&其基因组长约
(]4dR&只含一个开放阅读框!QXJ"&编码至少 && 种
蛋白&包括 # 种结构蛋白!5’L& 和 L/"’一种小蛋白
! 9%"’4 种非结构蛋白 !32/& 32#& 32)*& 32) &̂
32"*’32" "̂和一种由核心基因编码区移码生成的
蛋白!J蛋白" (&) % V5h是威胁公众健康的重要病
毒之一% 据统计&全球范围内 V5h感染者超过 &]%

亿&大部分急性丙型肝炎感染将发展成为慢性&并最
终导致肝硬化’肝衰竭或者肝细胞癌&每年因此死亡
的人数成千上万% 然而&目前尚缺乏有效的 V5h疫
苗&临床上常采用干扰素联合病毒唑进行治疗&然而
应答率较低且易反复% 因此&发展新型抗 V5h治疗

策略及药物显得尤为迫切 (/) %

核糖核酸酶 Y!X3>-GY"是广泛存在于各类生
物细胞中的一种天然核酶&其主要功能是参与 .X3*

前体!9.X3*""k末端的切割 (#) % X3>-GY最早发现
于大肠埃希菌&由一个含 #%% =.的 X3*亚基 !P&
X3*"和一个约 &) d‘>的蛋白亚基!5" 蛋白"组成%
其中&X3*亚基的结构与功能较为保守&具有催化
活性% 在体外缺乏 5" 蛋白的情况下&若具备一定
浓度的 P,/ H或 3V)

H&P& X3*仍具有切割 9.X3*

的活性 ()) % 研究表明&X3>-GY!或 P& X3*"识别
9.X3*特定的二级结构&只要具备 "k单链区’双螺旋
区和 #k55*等结构基序的底物均可被其识别 (") %

因此&对于特定的靶 X3*&可通过设计一段引导序
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列!b+AUG2Gf+G=CG&b2"与之互补结合并形成类似
于 9.X3*的上述结构特征&进而被 X3>-GY!或 P&
X3*"识别并特异性切割&从而抑制该靶基因的表
达% 由此&发展出一类基于 X3>-GY的反义技术%
目前&该技术在抗感染及抗肿瘤等研究领域有着较
为广泛的报道 (4 ’$) %

我们首次采用该技术对 V5h进行研究% 衣壳
蛋白靶向病毒灭活!C>9-AUI.><,G.GU _A<>?A=>C.A_>.A;="
是抗病毒研究的重要策略之一 (() % 业已证实&V5h
核心基因相对保守&其编码蛋白除装配形成病毒衣
壳外&还可直接与多种细胞蛋白及通路相互作用&在
病毒生命周期中起重要作用 (&0) &因此可作为抗
V5h研究的理想靶标% 本文针对 V5h基因组核心
基因编码区&设计一段 b2 序列&进一步将其共价连
接于 P& X3*的 #k末端&成功构建一种新型靶向性
核酶!P&b2IV5h65"/ "&并对其体外的抗病毒活性
进行了研究%

!"材料和方法

!#!"材料
!#!#!"菌种’质粒及核苷酸片段!9bLPI#M’9JT&&%
质粒由暨南大学周天鸿教授惠赠$9i5&( 质粒’大肠
杆菌 !I1"/.’&"/&$ "(*&"EP&0( 菌株购于北京鼎国生
物技术有限公司$9bLPIV5h6C;<G重组质粒由本室
构建$引物由英潍捷基生物技术有限公司合成%
!#!#%"主要试剂#限制性内切酶 I"(X5和 R&-U /’绿
豆芽核酸酶’F) ‘3*连接酶’F% X3*聚合酶’‘3>-G
1购于宝生物工程有限公司% 质粒抽提试剂盒’凝胶
回收试剂盒’Y5X清洁试剂盒购于 1̂QP1b*公司$脂
质体!TA9;ZGC.>BA=G/000"’V5h核酸定量检测试剂盒
购于上海科华生物工程有限公司%

!#!#."细胞及病毒!人肝癌细胞系 V+8%]"]& 和
V5h病毒株!EJVI&"&由武汉大学吴建国教授惠赠%
!#%"P! *̂HUQZVQG%重组质粒构建
!#%#!" *̂的设计!依据参考文献(&&)&候选靶位至
少应具备以下序列特征#(切割位点的 #k和 "k分别是
一个鸟嘌呤!b"和一个嘧啶!i65"$)切割位点下游
第八位是尿嘧啶!i"$*靶位处二级结构应相对简
单&以利于 b2 与之结合% 通过 ‘3*P*3与 X3*
2.<+C.+<G)]" 软件对 V5h核心基因编码区的序列及
结构进行分析&发现 *ib起始密码下游第 "/ 位胞嘧
啶!5"为潜在的切割位点!5"/ "% 基于 5"/位点两侧
的序列&b2 序列设计为#"kIb555*5*bb*5bFI#k!表
& 和图 %"%
!#%#%"桥序列 (D+;:8121f?1941)的设计!文献报
道(&/) &P&b2 核酶中 b2 与 P& X3*之间的一段连接
桥序列对于酶活性至关重要% 我们曾对桥序列的长
度与酶活性之间的关系进行过研究&发现桥序列不应
小于 /0=.(&#) % 因此&本文构建针对 5"/靶位的 P&b2
核酶时&引入一段 /)=.的桥序列% 与此同时&构建一
个不含桥序列的相应 P&b2 核酶作为对照组%
!#%#."P! *̂核酶基因克隆!以含 P& X3*基因的
9JT&&% 质粒为模板&通过 Y5X扩增&可获得含
P&b2 核酶的基因片段% 引物 Y& 含有 I"(X5识别
位点和 F% 启动子序列&引物 Y/ 含有限制酶 R&-U /
识别序列’b2 及桥序列&引物 Y# 仅比引物 Y/ 缺少
桥序列!表 &"% 引物 Y& 和 Y/ 的 Y5X扩增产物为
含有桥序列的 P&b2 核酶基因片段$而引物 Y& 和
Y# 的 Y5X扩增产物则为不含桥序列的 P&b2 核酶
基因片段% 进一步将上述 P&b2 核酶基因片段克隆
至 9i5&( 载体的多克隆位点!I"(X5和 R&-U /之
间"&构建两种 P&b2 核酶基因克隆&分别以 P&b2I
V5h65"/和 P&b2IV5h65"/!表示%

表 !$引物序列
F>R?G&@2Gf+G=CG-;Z.8G9<ABG<-

Y<ABG< 2Gf+G=CG!"k##k" XG-.<AC.A;= -A.G
Y& 5b L!!>>@b**b5Fb*55*b*5*b I"(X5
Y/ 555!!L@>>bbF̂ QQQ(Q(̂ (̂Q̂ ’ )))))FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF*bbFb***5Fb R&-U/
Y# 555!!L@>>bbF̂ QQQ(Q(̂ (̂Q̂ ’)))))*bbFb***5Fb R&-U/
F8G9<;.GC.A_GR>-G-><GB><dGU [A.8 ,<GOR;UO$ F8G<GC;,=A.A;= -Gf+G=CG;Z<G-.<AC.A;= G=MOBG-><G-8;[GU A= A.>?AC-$ F8G,+AUG-Gf+G=CG-><G-8;[GU A=
R;?U$ F8GR<AU,G-Gf+G=CGA-B><dGU [A.8 U;+R?G+=UG<?A=G$ F8GF% 9<;B;.G<-Gf+G=CGA-B><dGU [A.8 -.<>A,8.+=UG<?A=G$ F8GC;B9?GBG=.><O-Gf+G=CG-
;Z#k.G<BA=>?;ZP& X3*,G=G><GB><dGU [A.8 [>_G+=UG<?A=G@

!#."P! *̂核酶 0-(及靶 0-(片段制备
P&b2 核酶克隆质粒以限制酶 R&-U 111线性化&

再以绿豆芽核酸酶进行末端平滑&然后在 F% X3*
聚合酶的催化下进行体外转录&可制备获得 P&b2

4%$
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核酶% 具体转录方案参照说明书% 转录后的产物分
别以 ‘3>-G1消化 #0 BA=’苯酚氯仿抽提 & 次’乙醇
沉淀 / 次&保存于 $0e乙醇中备用%

9bLPIV5h6C;<G质粒包含 V5h基因组 "k末端
的部分片段! =.& ’"$)" (&)) % 以该质粒作为转录模
板&具体操作方案除向体系中添加#/ YIiFY&其余的
步骤与上述 P&b2 核酶 X3*的制备方法相同&从而
获得放射性核素标记的靶 X3*片段%
!#F"胞外切割试验

#/Y标记的靶 X3*片段首先经 $0m热变性
# BA=&冰浴 & BA=&然后加入等摩尔的 P&b2 核酶
X3*% 切割反应体系参照文献 ( &" )% #%m切割
#0 BA=后&加入等体积终止液 !含 (B;T6T尿素’
0]0"e溴酚蓝及 0]0"e二甲苯蓝"终止反应% 以
$e的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳!含 % B;?6T尿素"
对切割产物分离&并以 j光胶片进行放射自显影%
!#G"胞内抗病毒作用测定

以含 &0e胎牛血清的 ‘PLP培养 V+8%]"]&
细胞% 在六孔板中&待细胞生长至 $0e ’(0e丰度
时&以 V5h病毒株!EJV&"感染&PQ1为 &]0% V5h
感染 / 8 后&细胞以无血清培养基洗涤 / 次&然后以
TA9;ZGC.>BA=G/000 将 P&b2 核酶 X3*转染 V5h感
染的细胞% 转染的具体步骤参照说明书% P&b2 核

酶 X3*转染 )$ 8 后& 抽提细胞总蛋白& 再以
WG-.G<= ?̂;.检测 V5h核心蛋白% 同时设立转染
P&b2IV5h65"/核酶的实验组&转染 P&b2IV5h65"/
!核酶和 P&b2IV5Ph6iT(% 核酶的对照组&以及
不转染 P&b2 核酶的空白组%

此外&在 /) 孔板中&以 V5h感染 V+8%]"]& 细
胞!PQ1为 &]0"% 感染 / 8 后&细胞以脂质体转染
P&b2 核酶 X3*% 分别收获感染 ) 8’/) 8’)$ 8’
%/ 8和 (4 8 后的细胞培养上清&通过荧光定量 Y5X
检测上清液中 V5hX3*的拷贝数&具体操作方案
参照丙肝病毒核酸定量检测试剂盒的说明书%

%"结果

%#!"P! *̂核酶基因
由于引物 Y?与 9JT&?% 质粒中 P& X3*基因上

游的 F% 启动子序列结合&引物 Y/ 或 Y# 则与分别
9JT&?% 质粒中 P& X3*基因 #k末端的序列结合%
因此&引物 Y& 与 Y/ Y5X扩增产物为 P&b2IV5h6
5"/核酶的基因片段&引物 Y& 与 Y# Y5X扩增产物为
P&b2IV5h65"/!核酶的基因片段% 其结构如图 &
所示%

图 !$P! *̂核酶基因的结构
JA,+<G&@2C8GB>.AC-.<+C.+<G;Z.8G,G=GC;UA=,Z;<.8GP&b2 <AR;MOBG@*# F8G,G=G;ZP&b2IV5h65"/ <AR;MOBG$ #̂ F8G,G=G;Z

P&b2IV5h65"/! <AR;MOBG@

%#%"P! *̂核酶基因克隆的鉴定
采用限制性内切酶 I"(X5和 R&-U /对克隆的

质粒 进 行 双 酶 切 鉴 定& 结 果 P&b2IV5h65"/ 和
P&b2IV5h65"/!质粒均可被切割产生两个片段&
大片段为 9bLP#M载体&小片段则分别为 P&b2I
V5h65"/!和 P&b2IV5h65"/核酶基因片段&与预
期大小 )&& R9 和 )#" R9 相当!图 /&泳道 /’#"% 此

外&进一步对 P&b2IV5h65"/基因克隆进行 Y5X鉴
定&结果扩增出一条明显的特异性条带&该条带大小
与双酶切切出核酶基因片段大小相当 !图 /&泳道
&"% 上述结果表明&构建的两种 P&b2 核酶基因均
已成功克隆%
%#."体外转录产物鉴定

体外转录的产物分别以 $e聚丙烯酰胺电泳

%%$
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图 %$P! *̂核酶基因重组质粒的鉴定
JA,+<G/@‘G.G<BA=>.A;= ;Z.8G<GC;BRA=>.A;= 9?>-BAU-.8>.C;=.>A=

.8G,G=G;ZP&b2 <AR;MOBG@P& ‘3*P><dG<111$ ?>=G&& .8GY5X

9<;U+C.+-A=,P&b2IV5h65"/ 9?>-BAU >-.8G.GB9?>.G$ ?>=G/&

P&b2IV5h65"/ ! UA,G-.GU ROI"(X5 >=U R&-U /$ ?>=G#&

P&b2IV5h65"/ UA,G-.GU ROI"(X5>=U R&-U /@

!含 %B;?6T尿素"分离并经银染显色!图 #"% 结果
显示#两种 P&b2 核酶 X3*和 V5h靶 X3*均只形
成一条明显条带% 这表明该反应体系的转录产物纯
度高% 此外&理论上 P&b2IV5h65"/核酶和 P&b2I
V5h65"/!核酶的大小分别为 )#" =.和 )&& =.&V5h
靶 X3*片段大小则为 "(0 =.% 从泳动位置看&各转
录产物条带的大小分别与预期相符% 因此&转录的
特异性亦较好%

图 .$银染鉴定体外转录产物
JA,+<G#@‘G.G<BA=>.A;= ;Z.8G&- 8&#’(.<>=-C<A9.A;= 9<;U+C.-!-A?_G<

-.>A=A=,"@P& X3*B><dG<$ ?>=G&& .<>=-C<A9.-;Z.8GP&b2IV5h6

5"/ <AR;MOBG$ ?>=G/& .<>=-C<A9.-;Z.8GP&b2IV5h65"/! <AR;MOBG$

?>=G#& .<>=-C<A9.-;Z.8G-+R-.<>.GX3*@

%#F"P! *̂核酶体外切割活性
与对照组相比& P&b2IV5h65"/核酶可明显切

割 V5h靶 X3*&产生两条新的电泳条带!图 )&泳道
)"% 理论上&若该切割发生在 5"/位点&"k切割产物
大小约 #(0 =.&#k切割产物大小约 /00 =.% 根据条带
泳动位置分析&切割产物片段的大小符合预期% 而
在对照组& 非 V5h靶向性核酶 !P&b2IV5Ph6
iT(%"以及缺乏桥序列的 P&b2 核酶!P&b2IV5h6
5"/!"则均不产生明显切割!图 )&泳道 / 和 #"% 上

述结果提示&P&b2IV5h65"/核酶对底物 X3*产生
的切割是一种靶向的定点切割% 与此同时&该结果
也进一步证实桥序列对于 P&b2 核酶活性的重要
性% 此外&由于 P&b2IV5h65"/ ! 核酶与 P&b2I
V5h65"/核酶具有完全相同的引导序列!b2"&其靶
向性应相同&但却不具切割活性&因此可作为 P&b2I
V5h65"/核酶胞内抗病毒研究的一种内对照%

图 F$P! *̂核酶体外切割活性的测定
JA,+<G)@‘G.G<BA=>.A;= ;Z.8G&- 8&#’(C?G>_>,G>C.A_A.AG-;ZP&b2

<AR;MOBG-@T>=G&& ?̂>=d C;=.<;?.8>.>R-G=.[A.8 P&b2 <AR;MOBG$

T>=G/@5;=.<;?.8>.>UUGU [A.8 .8GP&b2 V5Ph6iT(% <AR;MOBG$

T>=G#@5;=.<;?.8>.>UUGU [A.8 .8GP&b2 V5h65"/! <AR;MOBG$

T>=G)@FG-.,<;+9 .8>.>UUGU [A.8 .8GP&b2 V5h65"/ <AR;MOBG@

%#G"P! *̂核酶胞内抗病毒作用
WG-.G<= R?;.结果表明#相对于不转染 P&b2 核

酶 的 空 白 对 照& 转 染 P&b2IV5h65"/ 核 酶 的
V+8%]"]& 细胞&V5h核心蛋白的表达显著降低!减
少约 $0e&3z0]0""$而转染 P&b2IV5h65"/!核
酶的对照组&V5h核心蛋白的表达量则无明显减少
!图 "I*& "̂ %

进一步测定 P&b2 核酶对 V5h增殖的影响!图
"I5"% 结果发现&P&b2IV5h65"/核酶可极显著地
抑制 V5h病毒的增殖!3z0]0&"% 在感染 & U 后&
可使培养上清液中 V5hX3*的拷贝数降低约 &"00
倍% 而在对照组&P&b2 V5h65"/!核酶尽管可一定
程度上抑制 V5h病毒的增殖&但却无显著差异
!3w0]0""%

."讨论

X3>-GY主要生物学功能是参与 .X3*的 "k末

$%$
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图 G$P! *̂核酶的胞内抗 UQZ效应
JA,+<G"@F8GA=.<>CG??+?><>=.AIV5hGZZGC.;ZP&b2 <AR;MOBG@*# F8GGK9<G--A;= >?.G<>.A;= ;ZV5hC;<G9<;.GA= A= EJV&IA=ZGC.GU V+8%]"]& CG??

[8AC8 -G9><>.G?O.<>=-ZGC.GU [A.8 UAZZG<G=.P&b2 <AR;MOBG-RO[G-.G<= R?;..A=,>-->O$ #̂ F8GC;?+B= UA>,<>B[8AC8 <GZ?GC.-.8GGK9<G--A;= ?G_G?

;ZV5hC;<G9<;.GA=$ 5# F8GUO=>BACC8>=,G;ZV5hX3*C;9AG-A= .8GCG??C+?.+<G-+9G<=>.>=..8>..<G>.GU [A.8 UAZZG<G=.P&b2 <AR;MOBG-@

F8G-G_>?+G-><G.8GBG>=-Z<;B.<A9?AC>.GGK9G<ABG=.-@F8G-.>=U><U UG_A>.A;= A-A=UAC>.GU RO.8GG<<;<R><-@

端成熟&其在细胞内含量高’活性强 ($) % 业已证实&
X3>-GY识别底物特定的高级结构而非一级结构序
列&底物 X3*中发生个别突变&但只要不影响其特
定的结构基序&仍可被 X3>-GY识别并特异性切
割 (") % 因此&基于 X3>-GY的反义技术针对一些易
变异病毒&具有其独特优势% 目前&基于该反义技术
主要有外源引导序列 !LK.G<=>?b+AUG2Gf+G=CG&
Lb2"和 P&b2 核酶这两大类型 (&&) % 众所周知&

V5h变异迅速&属于准种病毒 (&4) % 我们采用 P&b2

技术对 V5h进行研究&将 V5h的抗病毒治疗开辟
一条极具潜力的新途径% 本研究所构建 P&b2 核酶
是针对 V5h核心基因编码区一种靶向性人工核酶&

其结构与作用原理如图 4 所示%

相较于 Lb2 技术&P&b2 核酶 #k端的 b2 可通
过与相应靶 X3*结合&并可直接引导与其相连的
P& X3*对底物进行切割&因此理论上切割效率更
高% 实验表明&我们构建的 P&b2IV5h65"/核酶不
仅可在胞外对 V5h核心基因编码区 *ib起始密码
下游第 "/ 位胞嘧啶 #k侧产生明显的切割作用 !图

)"&而且能够使 V5h感染的 V+8%]"]& 细胞内核心
蛋白表达量降低约 $0e!图 "I*& "̂ &并对病毒的增
殖具有显著抑制作用&使细胞培养上清液中 V5h
X3*拷贝数减少约 &"00 倍!图 "I5"% 因此&P&b2I
V5h65"/核酶的构建为抗 V5h研究提供了一种极
具潜力的反义分子%

除 P&b2IV5h65"/核酶外&我们同时构建了另

一个 P&b2 核酶 !P&b2IV5h65"/ ! "% 该核酶与
P&b2IV5h65"/具有完全相同的引导序列 !b2"&然
而其 b2 与 P& X3*之间不含一段长 /) =.的连接
桥序列% 结果发现 P&b2IV5h65"/!核酶不仅在体
外缺乏明显切割活性!图 )"&而且在宿主细胞亦不
能显著抑制 V5h的基因表达与病毒增殖 !图 ""%

这一方面进一步证实桥序列对于 P&b2 核酶的活性
至关重要 (&#) &另一方面也提示缺乏桥序列的 P&b2

核酶可作为胞内抗病毒研究的一种理想内对照%

总之&本研究成功构建的 P&b2IV5h65"/核酶
为新型抗 V5h药物及反义治疗的研究奠定了基础%

然而&它在动物模型中是否同样具有抗病毒效应&尚

(%$
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图 )$P! *̂核酶与底物的相互作用
JA,+<G4@1=.G<>C.A;= RG.[GG= .8GP&b2 <AR;MOBG>=U A.--+R-.<>.GX3*@*# F8GZ?>=dA=,-Gf+G=CG;Z5"/ C?G>_>,G-A.G$ #̂ 2C8GB>.AC-.<+C.+<G;Z

.8GP&b2IV5h65"/ <AR;MOBG$ 5# 2C8GB>.AC-.<+C.+<G;Z.8GC;B9?GK[8AC8 A-C;B9;-GU ;Z.8GP&b2IV5h65"/ <AR;MOBG>=U A.-.><,G.X3*@F8G

C?G>_>,G-A.GA-A=UAC>.GU [A.8 .8G-CA--;<-I-8>9GU -OBR;?$ ‘# F8<GGIUABG=-A;=>?-.<+C.+<G;ZP&b2 <AR;MOBGI-+R-.<>.GX3*C;B9?GK@

有待证实% 此外&有必要对该 P&b2 核酶进行适当
的化学修饰!如硫代化’烷基化及胆固醇化等"&以
提高其稳定性及细胞透过性&并在此基础上对
P&b2 核酶胞内或体内的毒性及代谢动力学进行深
入探讨%
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