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RNA 药物抗乙型肝炎病毒的研究进展

王薇薇 , 胡康洪­

(中国科学院 武汉病毒研究所/ 病毒学国家重点实验室 , 湖北 武汉 430071)

　　摘 　要 : 乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus , HBV)导致的慢性感染已经成为威胁全球健康的主要问题之一. 传统

的抗乙肝药物如以拉米夫定和阿德福韦为代表的核苷类似物以及干扰素类药物在临床上都存在一定的局限性 ,因

此寻找新的抗乙肝药物已经成为当务之急. 本文主要从小干扰 RNA ( small interfering RNA ,siRNA) 、微小 RNA

(micro RNA ,miRNA)和配体指数富集的系统进化技术 ( systematic evolution of ligands by exponential enrichment ,

SEL EX)筛选的 RNA 适配子这 3 个方面来分别阐述用小分子 RNA 药物抗 HBV 的研究进展和展望.
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0 　引 　言

　　乙型肝炎病毒 ( HBV) 感染已经成为严重威胁

全球健康的主要问题之一 ,我国 HBV 乙肝表面抗

原携带者占全国人口的 10 %～15 %. HBV 感染是

引起慢性肝炎、肝硬化和肝癌的最主要原因. 目前 ,

针对慢性乙肝肝炎的抗病毒治疗主要采用重组干扰

素和以拉米夫定和阿德福韦为代表的核苷类似物.

但是迄今为止 ,其治疗效果却不能让人满意. 高剂量

重组干扰素的持续应答率低 ,一般只有 30 %～40 % ,

而且伴有严重的副作用 ;虽然核苷类似物可以通过抑

制 HBV 的 DNA 聚合酶的活性来发挥迅速、有效的

抗病毒的作用 ,但是停药后的反弹和耐药株的出现仍

然是个亟待解决的难题. 因此 ,研究新的抗乙肝病毒

慢性感染的方法仍然是目前的重点和难点.

乙肝病毒虽然是隶属于嗜肝 DNA 病毒家族 ,

其基因组是约 3. 2 kb、不完全的环状双链 DNA

( RC2DNA) , HBV 感染肝细胞后 , RC2DNA 进入细

胞核中 ,修复成共价闭合环状 DNA (cccDNA) ,以此

为模板 ,利用宿主的 RNA 聚合酶转录成几种不同

的转录产物 ,其中 3. 5 kb 的 mRNA 是 HBV 的前基

因组 RNA (pgRNA) ,它不仅是翻译 HBV 的 P 蛋白

和核衣壳蛋白的模板 ,同时也是 HBV 逆转录的模

板[1 ] .因此用 RNA 药物来干扰 HBV 复制的关键靶

点是一种新颖的思路. 本文就小干扰 RNA ( siR2
NA) 、微小 RNA ( micro RNA , miRNA) 和配体指数

富集的系统进化技术 ( systematic evolution of lig2
ands by exponential enrichment , SEL EX) 筛选的

RNA 适配子这 3 种主要的 RNA 药物抗 HBV 的最

新研究进展 ,以及它们各自的优缺点作一综述.

1 　siRNA 抗 HBV复制和表达的研究

siRNA 是一种 19～21 bp 的小分子双链 RNA ,

通过转录后基因沉默 (post2t ranscrip tion gene silen2
cing , P T GS) 的方式来特异性的降解与之同源的

mRNA [2 ] . 它在生物体调节异常基因的表达、研究特

定基因的功能、抗病毒、抗肿瘤等方面都发挥着重要

作用[3 ] . 尤其在抗病毒方面 , siRNA 可以在病毒生

活周期的多个阶段干扰病毒的复制 ,如在病毒进入

细胞后 ,转录前作用于病毒 RNA ;逆转录后进入细

胞核前作用于病毒 RNA ;病毒整合后转录成mRNA

在细胞质中被降解[4 ] . 但是目前主要集中在 siRNA

对基因转录后抑制的研究上.
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1. 1 　siRNA抗 HBV的体外研究

在 Brummelkamp 等[5 ] 用含有 H1 启动子的

p Super 载体体内转录形成 siRNA 的基础上 ,以色

列学者 Shlomai 等[ 6 ] 率先在体外研究了 p Super 载

体表达的 siRNA 对 HBV 复制的抑制情况. 他们用

p Super 载体构建了分别针对 HBV 的 X 区 ( nt1649

～nt1667)和 C 区 (nt2191～nt2209) 的含 19 个核苷

酸的 dsRNA 的表达载体 ,然后和相应的 X 区和 C

区的表达载体或者 1. 3 倍 HBV 基因组共转染进

Huh27 细胞中 ,3 d 后 nort hern blot 和 western blot

显示 HBV 的 X 区和 C 区的转录水平和蛋白翻译水

平都明显地下降 , southern blot 显示所有复制形式

的 DNA 都显著减少 ,其中 X2siRNA 组的 HBV 的

DNA 被抑制了 95 % ,而 C2siRNA 组的 HBV 的复

制水平只被抑制了 40 %. 这说明靶点不同 , siRNA

的干扰效果也不同.

不久 , Ying 等人[ 7 ] 化学合成针对 HBV 的 C 基

因 (nt2149～nt2168) 的 siRNA 来研究它对野生株

HBV (由 HepAD38 细胞系分泌)和拉米夫定耐药株

HBV (由 HepAD79 细胞系分泌) 的抑制作用. 转染

后 48 h 用荧光定量 PCR 检测上清中 DNA 的含量 ,

发现在 4 mg/ L 的浓度下 DNA 水平分别被抑制了

98 %( HepAD38) 和 89 % ( HepAD79) ,这也为临床

上针对拉米夫定耐药株的治疗提供了新的指导. 但

是 72 h 后检测其沉默水平都开始下降 ,原因可能是

化学合成的 siRNA 不稳定 ,在细胞中被快速的降

解.

为了提高干扰效率和延长干扰持续的时间 ,

Moore 等人[8 ] 将针对 S 区和 P 区重叠的 siRNA

(nt460～nt478)插入到原型泡沫病毒 ( PFV) 和腺病

毒 (AAV) 这两种病毒载体上 ,再将其转导进稳定表

达 HBsAg 的 293 T. HBs 细胞和能够分泌 HBV 感

染颗粒的 Hep G2. 2. 15 细胞中 ,7 d 后观察对 HBV

复制和表达的影响. 结果显示 :在 293 T. HBs 细胞

的上清中 , HBsAg 的分泌量分别下降了 57 %和

89 % ,筛选出稳定的克隆子后 ,5 个月后检测上清中

HBsAg 的分泌量分别下降了 86 %和 83 % ;而在

Hep G2. 2. 15 细胞中 ,转导后 7 d 检测上清中 HB2
sAg 的分泌量分别降低了 71 %和 98 % ,R T2PCR 的

结果也显示了 pgRNA 被抑制了 80 %. 他们第 1 次

证明了用病毒作为载体将 siRNA 导入细胞来治疗

HBV 感染存在一定的可行性 ,从而为体内使用病

毒导入途径来抗 HBV 干扰提供了基础.

1. 2 　siRNA抗 HBV 的体内研究

一系列的体外实验证实了 RNAi 的抗 HBV 效

果 ,因此研究人员也希望这些结果在体内实验中也

能得到验证. McCaff rey 等人[9 ] 在 2003 年将 2 个在

体外实验中分别针对 S 区和 X 区的 siRNA ( nt673

～nt697 和 nt2368～nt2392) 表达载体和 1. 3 倍的

HBV 基因组利用水动力学注射的方法共同注射到

正常和免疫缺陷的小鼠尾静脉中 ,7 d 后 ,用免疫组

化的方法检测到正常小鼠的肝组织切片中 HBcAg

的含量被抑制了 99 %以上 ,而免疫缺陷小鼠中 HB2
cAg 含量也被抑制了 94 % ;肝细胞中 HBV 的 DNA

含量和 3. 5 ,2. 4 ,2. 1 ,0. 8 kb 的 mRNA 含量均被

明显的抑制. 该研究显示了 RNAi 在免疫缺陷的小

鼠中同样有干扰作用 ,这说明了 RNAi 是不依赖与

抗原介导的免疫反应的.

Cheng 等[10 ]将被证明有很好干扰效果的针对 S

区的 siRNA (nt460～nt478)表达载体用水动力学转

染 HBV 的转基因小鼠中 ,3 d 后 ,western blot 和

nort hern blot 显示 HBV 的蛋白表达量和 mRNA

含量跟管家基因相比都有很大的降低. 这说明

RNAi 在体内和体外都能发挥高效的抗病毒作用.

Li 研究组[11 ] 最新报道将针对 HBV 的 S 区

(nt157)和 X 区 (nt1694) 的 siRNA 导入 AAV 载体

中 ,然后利用尾静脉注射的方式打入 BALB/ C 裸鼠

来研究 AAV2siRNA 在体内的干扰效果. 7 d 后 ,组

织化学分析和测定丙氨酸转氨酶 (AL T) 、草酰乙酸

转氨酶 ( AST) 含量都显示该载体对小鼠的肝脏没

有明显的损伤. 注射后第 1、3、5、9、21 d 分别用

EL ISA 检测血清中 HBV 的抗原分泌量 ,并用实时

PCR 检测血清中 HBV 的 DNA 含量的变化. 发现

在第 21 天血清中 HBsAg 和 HBeAg 的含量均下降

了 90 %以上 ;血清中 HBV 的 DNA 含量在第 5 天

到 21 d 被抑制了约 100 倍. 该研究表明了 AAV2
siRNA 在哺乳动物体内也有干扰效果 ,为临床上使

用 AAV 偶联的 siRNA 提供了理论依据.

1. 3 　siRNA 抗 HBV治疗的优势和存在的问题

利用 siRNA 抗 HBV 治疗有以下几种优势 : ①

siRNA 只特异性地作用于 HBV 的转录物上 ,并不

会激活非特异性的细胞反应 ,从而减少不必要的副

作用 ; ② HBV 存在很多的相对保守区 ,因此针对这

些保守区设计干扰靶点 ,可以限制 HBV 出现突变

而逃避干扰的机会 ; ③即使 HBV 处于不活跃的复

制期 ,siRNA 同样可以减少 HBV 的转录和翻译产

物 ,因此可以和拉米夫定协同作用来治疗 HBV 慢

性感染. 此外 , HBV 的基因组很紧凑 ,只有 3. 2 kb ,

转录生成 4 个重叠的 ORFs ,所以针对重叠区设计

干扰靶点也是一种比较有效的干扰手段[6 ] .
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尽管 siRNA 被证实对 HBV 有很好的干扰效

果 ,但是真正应用到临床上还需要很长的过程. 因为

目前需要解决的问题是 : ①迄今为止 ,没有在接近

人类的动物体内 (如大猩猩、猴等)进行过 siRNA 实

验 ; ②如何将 siRNA 安全有效的导入到靶器官的

感染细胞中 ,这也是基因药物普遍存在并亟需解决

的问题 ; ③即使将 siRNA 导入进靶细胞中 ,如何让

siRNA 在靶细胞中稳定地表达并保持抗病毒作用

的持久性 ? ④ siRNA 进入体内后会不会激活干扰

素应答反应也需要进一步证实 ; ⑤ siRNA 的干扰作

用具有高度特异性 ,要求与靶序列完全配对 ,所以长

期使用 siRNA 也容易出现病毒的突变株[12 ] .

2 　miRNA 抗 HBV的研究

RNAi 导致基因沉默的诱因不仅有 siRNA ,同

样也包括 miRNA. siRNA 诱导的基因沉默要求

siRNA 与靶序列严格配对 ,这样的后果是病毒容易

通过突变而逃避干扰. miRNA 分子是近年来研究

发现的长约 22 nt 的调控 RNA ,参与了细胞生长、

肿瘤发生、基因调控等许多生物学过程 ,其丰度和显

著的生物学作用已经使之成为新的研究热点之

一[13 ] .

2. 1 　miRNA的发现、生物学形成过程和作用机制

miRNA 分子是一类生物体普遍存在的、在转

录后水平调节细胞基因表达、长度只有 19～25 nt

的非编码蛋白的单链小 RNA . miRNA 首先是在秀

丽新小杆线虫 ( C. elegans) 中发现的 ,它是由 L i n24

基因转录而成、长约 22 nt 的非编码 RNA ,通过与

L i n214 基因的 3′2U TR 部分配对来调控比它大很多

的 L i n214 mRNA 的表达[14 ,15 ] . 但是 L i n24 这样一

类数量庞大的小调控 RNAs 直至 2001 年才被正式

统一命名为 micro RNAs 或 miRNAs[16 ,17 ] .

miRNA 的生物学形成过程是 :首先由 RNA 聚

合酶 Ⅱ( Pol Ⅱ) 转录形成有发卡结构的原始转录本

(p ri2miRNA) ,在细胞核中被一种叫做 Drosha 的

RNase Ⅲ切割成 miRNA 前体 (p re2miRNA) ,前体

miRNA 在依赖 Ran 的核转运受体家族成员 expor2
tin5 ( Ran2GTP/ exportin5)的帮助下进入细胞质 ,被

胞浆中 RNase ⅢDicer 酶加工成成熟的miRNA [18 ] .

根据 miRNA 与靶 mRNA 的配对程度不同 ,将

其作用机制分为 2 种 :靶 mRNA 的切割和翻译抑

制. 前者是 miRNA 与靶 mRNA 几乎或完全配对 ,

通过 RNA 诱导的沉默复合体 ( RISC) 作用 ,来直接

降解靶 mRNA. 大多数动物体内 miRNA 的作用机

制属于后者 : miRNA 通过与靶 mRNA 的 3′2U TR

部分互补 ,同样通过 RNA 诱导沉默复合体的形式

来抑制转录后翻译水平的基因表达 , 而不影响

mRNA本身[19 ] .

2. 2 　miRNA抗 HBV研究进展

尽管学者们对 miRNA 的生物学作用产生了极

大的兴趣 ,包括调节基因表达、参与细胞生长和组织

分化、肿瘤发生、抗病毒感染等等. 但是目前国内外

利用 miRNA 来抑制 HBV 的研究比较少 ,研究最早

的是南非科学家 Ely 等人[ 20 ] 用含 Pol Ⅱ启动子

(CMV 启动子) 的表达载体来体内转录针对 HBV

的 X 区域 ( nt1575～nt1597) 的 pri2micro RNA31/ 5

和 pri2micro RNA122/ 5 ;将该表达载体和 HBV 全

基因组质粒 pCH29/ 3091 共转染进 Huh27 细胞中 ,

检测上清中 HBsAg 的含量跟对照组相比分别降低

了 98 %和 90 % ,而且他们也研究了 micro RNA 的 2

个表达载体是否像 shRNA 表达载体一样引起干扰

素效应 ,实时荧光定量 PCR 显示 IFN2β的 mRNA

跟对照组相比并没有出现很大的降低. 随后 ,他们又

做了体内实验 ,利用水动力学尾静脉注射的方法将

miRNA 表达载体打入小鼠体内 ,第 3 天和第 5 天检

测血清中 HBsAg 的含量降低了 95 %以上 ,血清中

病毒的滴度也下降了 95 %以上 ,sout hern blot 结果

也证明了前两项结果. 这项研究是第 1 次将 miRNA

应用到抑制 HBV 的复制上 ,为寻求 RNAi 抗 HBV

治疗提供了新的视角.

我国安徽医药大学的 Gao 等人[21 ] 针对 HBV

的 S 区设计 3 个干扰靶点 ( nt89～ nt109 ; nt367～

nt387 ;nt608～nt628) ,在成熟的 miRNA2155 的结

构基础上 ,构建了 3 个 miRNA 表达载体 ,转染到

Hep G2. 2. 15 细胞中 ,72 h 后检测上清中 HBsAg

最大抑制率达 (49. 8 ±4. 7) % , HBeAg 最大抑制率

达 (39. 9 ±6. 7) % ;筛选出稳定克隆子后 ,检测上清

中 HBsAg 的最大抑制量达 (81. 5 ±2. 2) % , HBeAg

的最大抑制量达 ( 58. 1 ±5. 2) % ;实时荧光定量

PCR 检测 HBV 的 DNA 含量最大抑制率为 (70. 1

±3. 3) %.

罗祥基等人[22 ] 基于 miRNA 系统构建针对

HBsAg 的慢病毒载体 , 感染肝癌细胞系 Hep G

2. 2. 15 ,感染后进行 EL ISA、western blot 、实时

PCR 定量分析 ,发现感染 4 d 后 ,抑制效应开始出

现 ,一直持续到第 9 天 ,抑制效应达到高峰. 跟阴性

对照相比 ,上清中 HBsAg 的分泌量降低 70 %以上 ,

western blot 和实时 PCR 结果进一步证实了以上

结果. 该研究为慢病毒介导的 miRNA 诱导的 RNAi
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的理论研究提供了很好的平台.

2. 3 　miRNA抗 HBV的优点和劣势

以上研究表明 miRNA 介导的 RNAi 是一种具

有潜力的新颖的抗 HBV 的方法 ,相比较 siRNA 来

说 ,miRNA 不需要通过严格地与靶 mRNA 完全配

对来抑制 HBV 靶基因的表达 ,这对应对病毒突变

有很大的帮助 ;其次 ,miRNA 是单链 RNA 分子 ,对

干扰素应答不敏感 ,因此 ,不论是体内还是体外实

验 , 都避免了 siRNA 或者 shRNA 造成的细胞毒作

用[23 ] . 因此 ,它可能会解决目前 siRNA 介导的抗

HBV 治疗所引起了干扰素效应问题以及 HBV 抗

干扰突变等问题 ,为临床上治疗 HBV 慢性感染提

供了新的思路. 但是 ,由于 miRNA 的研究时间不

长 ,目前针对 miRNA 抗 HBV 治疗的理论数据还不

是很多 ,所以真正将其应用到临床上来治疗 HBV

的慢性感染还需要更多的理论数据来支持.

3 　SEL EX技术筛选 RNA适配子抗 HBV的

研究

3. 1 　SEL EX技术的概述

配体指数富集的系统进化技术 ( SEL EX 技术)

是 20 世纪 90 年代初美国 Tuerk 和 Gold 报道的一

种组合化学技术 ,主要是应用人工合成的随机寡核

苷酸文库 ,通过筛选、分离、富集获得能与各种配体

特异性结合、并且具有高亲和力的寡核苷酸适配子

(aptamer) [24 ] .

自从该技术问世以来 ,其发展非常迅速 ,涌现了

很多改良的技术方法 ,如导向 SEL EX 技术、复合靶

分子 SEL EX 技术、基因组 SEL EX 技术、消减 SEL2
EX 技术等. 该技术作用的基本原理是 :体外人工化

学合成一个寡核苷酸文库包括 RNA、DNA 或修饰

的 RNA 和 DNA 与目标分子去相互作用 ,并结合体

外 PCR 扩增 ,指数级富集与靶分子特异性结合的寡

核苷酸 ,经过几轮或者数十轮筛选过程 ,获得高亲和

力、高特异性的寡核苷酸配体 ,即适配子. 该技术的

实质即为适配子筛选、扩增、再循环的过程.

3. 2 　SEL EX技术筛选 RNA适配子在抗 HBV中的

应用

虽然 SEL EX 技术应用研究仍然处于初级阶

段 ,但是其发展的速度却十分快. 目前已经广泛应用

于基础研究、疾病治疗、药物筛选、免疫调节等方面.

近年来利用 SEL EX 技术筛选适配子来治疗病毒感

染已经成为研究热点之一 ,目前针对 H IV、HCV、

HSV、人流感病毒等都已经筛选出来了许多 RNA

或 DNA 适配子[ 25～29 ] .

利用 SEL EX 技术筛选针对 HBV 的 RNA 适

配子也已经成为研究抗 HBV 治疗的一种方法.

Rieger [30 ]早在 1995 年就利用这种技术来研究 HBV

的ε结构的 5′端对 RNA 包装的重要性 ,通过体内

筛选不同的适配子、体外扩增和鉴定发现ε的 5′端

核酸序列是 RNA 包装所必须的. 因此 ,该研究表明

人们可以通过 SEL EX 技术筛选一些能够结合

HBV P 蛋白但是不支持 HBV RNA 包装的εRNA

适配子 ,从而阻止 HBV 的复制过程. 2004 年胡康洪

等[31 ]利用兔网织红细胞系统体外表达纯化鸭乙肝

病毒 (duck hepatitis B virus , D HBV) 的 P 蛋白 ,这

个系统同时也会提供一些活化 D HBV P 蛋白的细

胞因子 ,如 Hsp40、Hsp70、Hsp90、Hop 、A TP 等 ,从

而使活化的 P 蛋白与 Dε RNA 结合来实现在体外

引发复制的起始. 在这个原理的基础上 ,我们在体外

将 DεRNA 上茎中的 8 个易发生天然变异的位点随

机化 ,寻求与 D HBV P 蛋白有更强结合能力的ε结

构 ,结果显示 :9 轮筛选后得到的适配子结合 P 蛋白

能力比野生型病毒株强 25 倍 ,但是却不能引发复制

的开始.

3. 3 　SELEX技术筛选 RNA 适配子抗 HBV的优点

和劣势

由于作用方式都是直接结合并抑制靶分子 ,但

是跟反义核酸相比 ,这种筛选出来的适配子跟单克

隆抗体或其他的小分子药物的作用机理更相似. 它

的优势在于 :靶分子范围很广 ,没有任何限制、高度

特异性、高亲和力 ,与靶分子的结合能力更强、便于

修饰、给药的方便性 ,更重要的是它不需要掌握所干

扰的靶蛋白的结构信息[26 ] . 这对筛选针对结构信息

并不完整的 HBV P 蛋白的高亲和力 RNA 适配子

来说更是一个好消息. 因此可以作为抗 HBV 慢性

感染的另一种治疗策略. 目前 ,第 1 个商业化的适配

子 :抗血管内皮生长因子 (V EGF) 的培加他尼 ,已经

被应用于血管源性疾病的治疗中[32 ] .

尽管 SEL EX 技术前景非常乐观 ,但是我们必

须承认该技术本身也存在不足之处 ,而且适配子的

大量应用同样存在一些限制性因素. 例如适配子的

成本高 ,治疗的靶向性不强等等. 所以如何降低生产

成本、增强靶向性是目前适配子领域亟需解决的难

题.

4 　RNA 技术在抗 HBV研究中的展望

近年来 ,基因治疗策略如核酶、反义寡核苷酸、
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干扰肽、治疗性 DNA 疫苗等逐渐被研究应用于慢

性乙肝的分子治疗. 其中 ,由 siRNA 和 miRNA 介

导的 RNAi 技术以其快速、简便、高效、特异性的抑

制基因表达引起了科学家们极大的关注 ,已经成为

近几年科学研究的前沿 ,为疾病治疗和药物研发提

供了全新的构思和技术途径. 尽管 RNAi 技术目前

存在一些给药途径及安全性的问题 ,但是这一项新

技术为治疗 HBV 慢性感染开拓了一个全新的方

向. 而通过 SEL EX 技术筛选与 HBV P 蛋白有更高

亲和力的 RNA 适配子来干扰 HBV 的复制也是一

项创新型的研究[33 ] . 该技术是从复制水平来干扰

HBV 的生活史 ,目前很多针对 HBV、HCV 筛选出

来的适配子都已经开始了动物模型的测试 ,并开始

进入临床 Ⅰ期到 Ⅲ期的试验. 相信不久的将来 ,随着

研究的不断深入 ,这些 RNA 类药物有望应用于抗

HBV 慢性感染的临床治疗.
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Progress of Studies on Anti2HBV Based on RNA Drugs

WANG Weiwei , HU Kanghong
(Wuhan Institute of Virology , Chinese Academy of Sciences/ State Key Laboratory of Virology ,

Wuhan 430071 , Hubei , China)

　　Abstract : Chronic hepatitis B virus ( HBV) infection has been one of t he most serious p roblems t hreat2
ening global health. However , currently available clinic t reat ment s against HBV including interferon2αand

nucleoside analogs such as lamivudine and adefovir have been proved to be limited successf ul . Therefore , it

is necessary to develop a more effective antiviral t herapy wit h fewer side effect s. In this review , we discuss

anti2HBV st rategies of several small RNA drugs including small interfering RNA ( siRNA) , micro RNA

and nucleic acid aptamers obtained by SEL EX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) .

Key words : hepatitis B virus ( HBV) ; siRNA ; micro RNA ; RNA aptamers
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