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摘 要:目的 探讨基于 HBVC反基因锁核酸(AntigeneLNA)对转基因小鼠体内病毒活性的抑制效果。方法 将24
只 HBV转基因小鼠随机分为4组(n=6),分别为反基因锁核酸(AntigeneLNA)组、拉米夫定(3TC)组、无关序列(NC)
组和空白(Blank)组。其中AntigeneLNA组、NC组和Blank组小鼠按0.5μg/g注射剂量,分别在第1天、第3天和第5
天通过尾静脉注射400μL5% GLU-阳离子聚合物-AntigeneLNA、400μL5% GLU-阳离子聚合物-无关序列、400μL
5% GLU-阳离子聚合物;而3TC组小鼠按10μg/μL的拉米夫定溶液每天灌胃2次,连续7d。采用实时荧光定量PCR
检测血清HBVDNA,磁微粒化学发光法检测血清HBeAg、HBsAg,免疫组化检测肝脏HBsAg、HBcAg细胞阳性率,HE
染色观察肝、肾组织细胞变化。结果 治 疗 后 的 第7天,与3TC组、NC组、Blank组 比 较,AntigeneLNA 组 血 清

HBeAg、HBVDNA、HBsAg抑制率明显降低,差异有统计学意义(P<0.001)。肝脏组织 HBsAg、HBcAg阳性细胞百

分比显著下降(P<0.001)。小鼠肝、肾组织细胞结构无明显变化。结论 AntigeneLNA能有效抑制体内 HBV病毒

活性,为 HBV基因治疗提供新的治疗策略。
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheinhibitoryeffectofHBVCAntigenelockednucleicacid(Anti-
geneLNA)onviralactivityintransgenicmiceinvivo. Methods Twenty-fourHBVtransgenicmicewere
randomlydividedintofourgroups(n=6):Antigenelockednucleicacid(AntigeneLNA)group,Lamivudine
(3TC)group,negativecontrolsequence(NC)group,andBlank(Blank)group.MiceintheAntigeneLNA
group,NCgroup,andBlankgroupwereinjectedwith400μLof5%glucose(GLU)-cationicpolymer-Antigene
LNA,400μLof5% GLU-cationicpolymer-non-specificsequence,and400μLof5% GLU-cationicpolymer,

respectively,viatailveininjectionatadoseof0.5μg/gondays1,3,and5.Miceinthe3TCgroupwerega-
vagedwithlamivudinesolutionataconcentrationof10μg/μLtwicedailyfor7consecutivedays.Real-timeflu-
orescentquantitativePCRwasusedtodetectserumHBVDNA,whilemagneticparticlechemiluminescenceim-
munoassaywasemployedtomeasureserumHBeAgandHBsAg.Immunohistochemicalstainingwasperformed
todeterminethepositiveratesofHBsAgandHBcAgcellsinlivertissue,andHEstainingwasusedtoobserve
histologicalchangesinliverandkidneytissues. Results Onday7post-treatment,comparedwiththe3TC,

NC,andBlankgroups,theAntigeneLNAgroupshowedsignificantlydecreasedinhibitionratesofserum
HBeAg,HBVDNA,andHBsAg(P<0.001).ThepercentageofHBsAg-andHBcAg-positivehepatocytes
decreasedmarkedly(P<0.001).Nosignificantchangeswereobservedinthehistologicalstructureofliver
andkidneytissuesinmice. Conclusion AntigeneLNAcaneffectivelyinhibitHBVviralactivityinvivoand
providesanoveltherapeuticstrategyforHBVgenetherapy.
  Keywords: Antigenelockednucleicacid;transgenicmice;hepatitisBvirus

  乙型肝炎病毒(hepatitisBvirus,HBV)是一种引

起慢性肝病的病毒,长期感染可导致肝硬化及肝细胞

癌(HCC),其感染是全球范围内肝病的主要病因之

一。HBV的感染途径主要为血液传播、母婴传播及性

传播。病毒的长期刺激能够引发慢性炎症反应,导致

肝细胞的损伤和免疫逃逸,从而加剧肝脏的病理变化,
并最终可能导致肝癌的发生[1]。目前,针对 HBV的

治疗主要包括抗病毒药物如核苷(酸)类药物和干扰素

治疗,这些药物能够有效抑制病毒的复制,减缓病情进

展。然而,现有治疗方法尚未能完全清除病毒,且部分

患者可能出现抗药性[2]。因此,寻找能够实现功能性

治愈的新疗法成为研究的热点。最近的研究发现,通
过靶向HBV基因的核酸药物能够在动物模型中显著

抑制 HBV基因的表达,为治疗提供了新的思路[3-4]。

HBV通过改变脂质转运途径来感染肝细胞,这一发现

为进一步研究病毒的感染机制和开发新的抗病毒策略

提供理论基础[5]。
反基因锁核酸(AntigeneLNA),使其能够与靶目

标双链DNA中的同聚嘧啶或同聚嘌呤区域特异性结

合,形成三螺旋分子结构,从而阻断靶基因的复制和转

录,最 终 达 到 抑 制 靶 基 因 表 达 的 效 果[6]。锁 核 酸

(LNA)具有热稳定性高、脂溶性好、亲和力强、抗核酸

酶降解能力、低细胞毒性等优点的带环状结构核苷酸

衍生物[7-9]。前期研究发现 AntigeneLNA在肝细胞

癌细胞系中成功阻断 HBVS基因的表达,抑制病毒

复制并减少 HBsAg的合成[10]。表明 AntigeneLNA
通过特异性干预HBV基因表达,展示其在抗HBV治

疗中的潜在应用。为进一步探讨AntigeneLNA抗病

毒效果,基于HBVC编码链设计合成AntigeneLNA
序列,通过阳离子聚合物介导AntigeneLNA转染,经
尾静脉注射将AntigeneLNA导入 HBV转基因小鼠

肝细胞核内,观察其在体内对病毒活性的抑制作用,旨
在找到一种有效的HBV治疗药物。

1 材料和方法

1.1 动物 使用 HBV转基因小鼠ayw型24只,其
中雄性12只,体重25~33g;雌性12只,体重20~26
g,购自中国人民解放军南部战区空军医院,实验动物

生产许可证号为SCXK(军)2017-0016。伦理审批号:
(YYFY-LL-2023-121)。

1.2 试剂 所用试剂包括阳离子聚合物转染试剂(in
vivo-jetPEI,Polyplus公司);AntigeneLNA(由上海

生工合成,批号:111231052);HBsAg定量检测试剂盒

(郑州安图生物工程有限公司,批号:20190612);HBV
DNA定量测定试剂盒(湖南圣湘生物科技有限公司,
批号:20153400083)。

1.3 方法

1.3.1 AntigeneLNA 片段设计、合成与修饰 从

NCBI/Genome数据库获取ayw型 HBV全基因序列

(U95551.1;GI:2182117)。根据AntigeneLNA的作

用原理,使用RNAstructure软件设计针对HBVC编

码2404~2418nt位点的 AntigeneLNA片段。通过

Walk功能选择自由能值较小的片段,并进行同源性分

析,随后将其与无关序列(5′-ATACCTGTAGCTCG-
TA-3′)一同送至上海生工进行合成和纯化。修饰后
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的纯 化 片 段 如 下:AntigeneLNA15bp:5′-CGA*
CGCGGCGA*T*TGA*-3′,其中“*”表示修饰的

位置。

1.3.2 阳离子聚合物介导 AntigeneLNA转染药物

制备与拉米夫定(3TC)溶液的配制 阳离子聚合物的

使用量与 AntigeneLNA的量按0.16μL∶1μg,将

10%葡萄糖溶液中的阳离子聚合物稀释至最终浓度为

5%,制成200μL的溶液;同时,将10%葡萄糖(GLU)
中的AntigeneLNA混合液稀释至终浓度为5%,制成

200μL的溶液;将两者混合均匀后,在室温下静置10
min备用。取0.1g的3TC磨碎后与10mlddH2O
搅拌溶解20min,室温放置1h,用0.22μm微孔过滤

器中过滤,配制成10μg/μL的3TC溶液,立即使用或

置于4℃保存。

1.3.3 体内实验 将24只 HBV转基因小鼠随机分

为4组(n =6),分 别 为 反 基 因 锁 核 酸(Antigene
LNA)组、拉米夫定(3TC)组、无关序列(NC)组和空白

(Blank)组。其中 AntigeneLNA组、NC组和Blank
组小鼠按0.5μg/g注射剂量,分别在第1天、第3天

和第5天通过尾静脉注射400μL5% GLU-阳离子聚

合物-AntigeneLNA、400μL5% GLU-阳离子聚合

物-无关序列、400μL5%GLU-阳离子聚合物;而3TC
组小鼠按10μg/μL的拉米夫定溶液每天灌胃2次,连
续7d。于给药前及给药后1d、3d、5d和7d,通过小

鼠眶静脉采血,室温下静置60min后,使用离心机以

12000r/min的速度离心10min,收集血清并保存于

无菌EP管中,存放于-20℃冰箱中。给药后第10
天,将小鼠温和处死,取肝脏和肾脏进行包埋处理,并
置于-80℃保存。

1.3.4 HBV转基因小鼠血清DNA含量检测 采用

PCR-荧光探针法进行血清DNA检测。将10μL小鼠

血清样本与5μL核酸释放剂混合均匀,静置10min。
然后向每个试管中加入40μLPCR混合液(包含38

μL反应液、2μL酶混合液和0.2μL内标),盖好管

盖,2000r/min离心30s。扩增条件设置为:50℃预

变性2min,94℃变性5min;94℃变性15s,57℃退

火31s,进行45个循环;最后25℃孵育10s。所有操

作严格按照试剂盒说明书进行。通过标准曲线计算每

个样品中的HBVDNA含量,并进一步计算抑制率。

1.3.5 HBV转基因小鼠血清中 HBeAg、HBsAg含

量检测 采用磁微粒化学发光法检测小鼠血清中的

HBeAg、HBsAg,按照仪器和试剂盒说明书进行操作,
计算抑制率。

1.3.6 检测 HBV 转基因小鼠肝脏组织细胞 HB-
sAg、HBcAg表达 将包埋好的小鼠肝脏组织进行快

速切片,采用免疫组织化学法进行操作,并进行DAB
染色,具体步骤按试剂盒说明书执行。通过荧光显微

镜观察肝脏组织中 HBsAg、HBcAg阳性细胞的着色

情况,以评估AntigeneLNA对肝脏组织细胞中 HB-
sAg、HBcAg表达的抑制效果。

1.3.7 HE染色 通过 HE染色技术,对小鼠肝脏和

肾脏组织进行包埋和切片处理,随后使用苏木素和伊

红进行染色。置电子显微镜观察,评估肝脏和肾脏组

织细胞结构的变化情况,从而判断AntigeneLNA对

小鼠主要肝、肾组织结构的影响。

1.4 统计学分析 所有实验数据均使用GraphPad
Prism10.1.2版本统计软件进行分析,以(췍x±s)表
示。两组之间的均数比较采用t检验,多组间不同时

间点的比较应用重复测量方差分析,P<0.05被认为

具有统计学意义。抑制率(%)的计算公式:(N注射前

-N注射后)/N注射前×100%(其中 N表示小鼠实

验数)。

2 结果

2.1 AntigeneLNA 对 转 基 因 小 鼠 体 内 HBeAg、

HBVDNA、HBsAg的抑制作用 治疗后第1天、第3
天、第5天和第7天,AntigeneLNA组血清 HBeAg、

HBVDNA、HBsAg的 抑 制 率 与 3TC 组、NC 组、

Blank组比较,结果显示,AntigeneLNA对 HBeAg、

HBVDNA、HBsAg的抑制效果明显,且第7天表现

出显著的抑制效果(P<0.001),见图1。

注:AntigeneLNA为反基因锁核酸组,3TC为拉米夫定组,NC为无关序列组,Blank为空白组,***P<0.001。

图1 各组转基因小鼠体内的 HBeAg、HBVDNA、HBsAg水平 (n=6)
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2.2 AntigeneLNA 对转基因小鼠肝脏组织细胞

HBsAg和 HBcAg表达的影响 HBsAg呈褐色颗粒

状,主要分布在肝细胞的细胞质中。与 NC组比较,

AntigeneLNA组的 HBsAg阳性细胞百分比有所下

降(P<0.001);与Blank组比较,3TC组 HBsAg阳

性细胞百分比显著下降(P <0.01),见图2。结果表

明,反基因LNA对 HBV病毒 HBsAg表达有抑制作

用,且抑制作用显著。HBcAg呈黄色颗粒状,主要分

布在肝细胞核内。与 NC组比较,AntigeneLNA 组

HBcAg阳性细胞百分比显著下降(P <0.001),与

Blank组比较,3TC组HBcAg阳性细胞百分比显著下

降(P<0.01),见图3。结果表明,反基因 LNA 对

HBV病毒HBcAg的表达有抑制作用,且抑制作用显

著。

2.3 观察AntigeneLNA对转基因小鼠肝、肾组织细

胞结构的变化情况 HE切片染色观察发现Antigene
LNA组转基因小鼠肝、肾组织细胞结构与3TC组、

NC组、Blank组对比,无明显改变。见图4。表明反基

因LNA对小鼠肝、肾组织细胞结构无明显影响。

注:AntigeneLNA为反基因锁核酸组,3TC为拉米夫定组,NC为无关序列组,

Blank为空白组,**P<0.01,***P<0.001。

图2 免疫组化检测转基因小鼠肝细胞 HBsAg的表达 (n=6,×200)

注:AntigeneLNA为反基因锁核酸组,3TC为拉米夫定组,NC为无关序列组,

Blank为空白组,**P<0.01,***P<0.001。

图3 免疫组化检测转基因小鼠肝细胞 HBcAg的表达 (n=6,×200)
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注:AntigeneLNA为反基因锁核酸组,3TC为拉米夫定组,NC为无关序列组,Blank为空白组。

图4 HE染色观察转基因小鼠肝(左)、肾(右)组织细胞结构变化情况 (n=6,×200)

3 讨论

HBV感染是全球公共卫生问题,可为无症状、急
性或慢性,导致严重的感染结局,包括肝硬化和肝细胞

癌。HBV是一种部分双链DNA病毒,属于嗜肝DNA
病毒科,HBV 分为9种基因型和至少35种亚基因

型[11]。具有4个开放阅读框(ORF),分别是S区、C
区、P区和X区,其中C区是一个高度保守的区域,成
为基因治疗中较为理想的靶点[12-14]。HBVC区的C
基因在病毒的装配、成熟和分泌过程中起着至关重要

的作用,因此,抑制 C基因的表达可能有助于减少

HBV抗原的合成并阻断病毒的复制。
本研究结果表明,针对 HBVC基因同聚嘌呤区

2404~2418nt位点,设计合成反基因LNA在转基因

小鼠模型中显著抑制 HBeAg、HBVDNA、HBsAg表

达,且抑制作用随时间逐渐增强。与3TC组、NC组和

Blank组相比,反基因LNA在第7天对 HBeAg、HBV
DNA和HBsAg的抑制率分别达到72.67%、55.68%
和47.87%,显示出较强的抗病毒效果。研究提示,反
基因LNA可能通过特异性结合HBVDNA,干扰病毒

的复制和蛋白合成,从而发挥其对病毒的抑制作用。
免疫组化结果进一步证实,反基因LNA显著降低肝细

胞内HBsAg和HBcAg的表达,表明其对病毒蛋白的

翻译和组装过程具有直接抑制作用。与近年来关于锁

核酸(LNA)在基因沉默和抗病毒治疗中的应用研究

一致[15-16],进一步支持反基因LNA作为潜在抗 HBV
治疗策略的可行性。评估反基因LNA抑制病毒效果

的同时,还对其安全性进行分析。HE染色结果显示,

反基因LNA治疗组小鼠的肝、肾组织细胞结构与对照

组相比无明显改变。表明反基因 LNA 在有效抑制

HBV复制的同时,未对肝肾功能造成明显损害,具有

一定的安全性,无明显毒副作用。与既往研究报道的

LNA类化合物低毒性和高稳定性的特点相符[17],为
其进一步临床转化提供重要依据。然而,长期使用反

基因LNA是否会对其他器官或系统产生潜在影响仍

需进一步研究。
尽管本研究初步证实反基因LNA在 HBV转基

因小鼠体内的抑制病毒效果和无明显毒副作用,但仍

存在一些局限性。首先,本研究样本量较小,且仅在动

物模型中进行验证,未来需要扩大样本量并在临床患

者中进一步验证其疗效。其次,反基因LNA的具体作

用机制尚未完全阐明,如具体如何直接与病毒基因组

结合发挥作用仍需深入探索。此外,反基因LNA的长

期疗效和耐药性也是未来研究的重要方向。未来的研

究可以结合多组学技术进一步揭示其作用机制,并探

索双靶点、多靶点抑制病效果,及与其他病毒药物联合

使用的潜力。
综上所述,本研究系统评估针对HBVC基因同聚

嘌呤区2404~2418nt位点设计合成的反基因LNA能

够有效抑制体内 HBV病毒活性。该研究为 HBV提

供一种有效的靶向治疗策略,旨在发现潜在的抗病毒

反基因药物分子,从而有望从源头上控制 HBV病毒,
同时为反基因治疗提供新的策略。
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