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摘要 

I 

摘    要 

乙型肝炎病毒（HBV）感染是全世界 重要的公共卫生问题之一，严重危害人

类健康。尽管预防疫苗免疫降低了乙肝发生率，但目前全世界仍有约 4 亿 HBV 感

染者，当前的药物治疗方法尚不足于应对该挑战，因此迫切需要发展新的更为有效

的治疗手段以对付 HBV 的威胁。RNAi 是近年来发现的细胞内序列特异性抑制基因

表达的机制，将 RNAi 技术应用于包括病毒性肝炎等在内的疾病治疗已成为当前的

研究热点，而获得兼具高效抑制特性和保守性特征的 RNAi 靶位是 RNAi 治疗方法

获得成功应用的重要基础。本研究以生物信息学为辅助，通过建立多基因型 HBV

细胞和小动物表达模型，对 HBV 基因组上潜在的 siRNA 靶点进行了规模化筛选和

验证，获得多个具有良好应用潜力的 siRNA 靶点，为进一步应用 RNAi 技术开发新

型乙肝治疗方法提供重要基础。 

本研究首先通过 Genbank 数据库获得 623 个已报道的 HBV 全基因组序列，应

用GCG生物信息学工作站对其进行全基因组的序列保守性分析，获得同源性为 95%

以上的高保守序列区段。采用步移法设计可靶向上述高保守序列区段的 siRNA，并

通过 RNAi 脱靶效应分析软件进行分析，初筛获得 40 个可识别不同位点并具有高保

守特征的候选 siRNA 靶点序列，并以 pSUPER 为载体分别构建了相应的 shRNA 表

达质粒，用于进行进一步的筛选实验。本研究采用与 HBV 1.3 倍体克隆质粒的共转

染实验检测不同 siRNA 对 HBV 的抑制效率。应用本实验室构建的 5 个分属 C1、

D1、Ae 基因型的 HBV 1.3 倍体克隆在 Huh-7 细胞中建立了体外 HBV 瞬时表达模型，

结果显示其均可有效在 Huh-7 细胞中表达 HBV 重要标志性抗原 HBsAg 与 HBeAg。

同时通过对检测时间点与共转染质粒用量配比的比较分析，确定了较有利于筛选高

效靶点的检测条件。在此基础上，将本研究构建的 40 个包含候选 siRNA 表达元件

的质粒克隆分别与上述 HBV 1.3 倍体克隆以 1：10 的用量比例对 Huh-7 细胞进行共

转染实验，检测不同靶点 siRNA 对 HBV 蛋白表达的抑制能力。结果显示，本研究

选择设计的 40 个 siRNA 可在不同程度上抑制 HBV 的表达，其中部分靶点的 siRNA

体现出良好的抑制效果（部分靶点已申请发明专利，申请号：200810110686.4）。本

研究选择了其中 3 个抑制效率较好的 siRNA 靶点（B244、B245、B376）用于进一
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摘要 

II 

步的研究和验证。通过 CCK8 检测细胞毒性与细胞活力，和干扰素相关基因 STAT-1

及 OSA-1 表达水平检测显示上述 3 个靶点 siRNA 在细胞中的表达不会引起的细胞

活性及干扰素相关基因基因转录水平的异常变化，显示其无脱靶效应。 

RNAi 技术应用于抗病毒治疗研究中另一重要方面是如何有效地将 siRNA 或

siRNA 表达元件导入靶细胞中。应用 HBV 表达细胞株 HepG2-N10，本研究探讨了

通过重组慢病毒载体和化学修饰 siRNA的方式导入 siRNA抑制HBV表达的可行性。

本研究分别构建了可表达靶向 B1579、B1881、B2391、B2393 的 siRNA 的重组慢病

毒，转导 HBV 表达细胞株 HepG2-N10 后检测结果显示可显著抑制 HBV 的表达。

本研究同时合成了可靶向 B244、B376 的 siRNA，以及针对同样靶点的分别经 5’端

甲氧基修饰、磷酸化修饰和固醇修饰的 siRNA，对 HepG2-N10 细胞的转染实验结果

显示，化学合成的 siRNA 均能有效下调 HepG2-N10 细胞 HBV 蛋白的表达，其中经

修饰后的 siRNA 可表现出更好的抑制效果。 

为进一步验证本研究获得的 siRNA 在动物模型体内对 HBV 表达的抑制效果，

本研究应用尾静脉高压注射法和不同基因型的 HBV 1.3 倍体克隆建立了 HBV 小鼠

模型。通过检测血清样品中 HBsAg、HBeAg 的表达及 HBV-DNA 的拷贝数评估靶

向 B244、B245 及 B376 的 siRNA 在动物模型对 HBV 表达的抑制效果，结果显示本

研究获得的靶向 HBV 的 siRNA 在小鼠体内可显著抑制不同基因型的 HBV 的表达

与复制。 

 
 
关键词：乙型肝炎病毒；RNA 干扰； 
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Abstract 

III 

Abstract 

 

Hepatitis B infection is one of the most important popular heathy 

problem.Although the application of HB vaccine greatly reduced the incidence of 

Hepatitis B,more than 400 million people worldwide are persistently infected with the 

hepatitis B virus (HBV). The current drug treatments is still insufficient to cope with 

the challenges. RNA interference is a sequence-specific gene silencing mechanism in 

vivo found in recent years.RNAi technology has being focused on being applied 

including viral hepatitis and other infectious diseases therapy.And access to both high 

efficient and suppression of the conservative nature of the target sequences is the 

important foundation of the RNAi therapy.In the study ,through the establishment of a 

multi-genotype of HBV cell model and small animal model and assistanted by 

bioinformatics, confirmed the siRNA target on the HBV genome with large-scale 

screening and verification.The study provided an important basis for further 

application of RNAi technology to new hepatitis B therapy. 

In this study, 623 reported HBV genomes downloading from Genebank was done 

homology analysis by GCG, resulting a 95% conservative sequence .This conservative 

sequence was selected as the template which was employed to design siRNA 

sequences.Assistanted by the online tools(siRNA Off-target Search) ,we got 40 siRNA 

sequences,which were constructed to the corresponding shRNA expression plasmids 

on pSUPER vector,aiming to HBV genome.We detected the inhibition efficient of the 

40 siRNAs using co-transfection shRNA plasmids and 5 HBV 1.3 genome that belong 

to genotype C1,D1 and Ae and can express HBsAg and HBeAg effectively in Huh7 

cell. Through the analysis in transfection,we established the best time point for 

detection and the community plasmid transfer ratio.Then we cotransfected shRNA 

expressing plasmids and HBV 1.3 genome at the 1:10 ratio to Huh7 cell and evaluated 

the inhibition ability of the 40 designed siRNA.The result indicated all of them can 

inhibit the HBV in varying degrees,some of them are very effective in inhibiting 

HBV(Some targets have applied for patents, the application No: 200810110686.4).We 
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Abstract 

IV 

chosed 3 (B244,B245 and B376) for further research and verification. The result in 

CCK8 test and IFN related mRNA test suggested that all of the three siRNA have no 

cytotoxicity and can not induce off-target effects. 

Another important problem of RNAi therapy for anti-virus focuses on delivering 

RNAi element into the target cells effectively.We studied the feasibility of lentiviral 

vector and chemical modification on siRNA delivery .We constructed some shRNA 

on lentiviral vector and confirmed the recombinant lentivirus with shRNA element 

inhibiting HBV effectively through infecting the HepG2-N10 cell.On the other hand, 

siRNAs with chemical modifications include phosphorothiolation of the non-bridging 

oxygen and cholesterol modification at the 3′end, 2′sugar modification has better 

effect on HBV inhibition. 

A mouse model of acute HBV infection was developed successfully using 

hydrodynamics to validate the effect of anti-HBV siRNA in vivo.Through 

co-injfection 5 HBV 1.3 genomes and shRNA expression plasmids (B244,B245 and 

B376),the significantly reducing of HBsAg,HBeAg and HBV DNA expression 

indicated that the siRNA we got inhibited the replication and expression of various 

HBV of different genotype. 

 
 
Key words：HBV; RNA interference ;
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前言 

1 

前言 

1 乙型肝炎及乙型肝炎病毒 

1．1 乙型肝炎 

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus）感染是全世界 重要的公共卫生问题之一。

HBV 引起急性或慢性乙型肝炎。目前全世界共有 4 亿 HBV 感染者，20 亿人感

染 HBV,慢性 HBV 携带者中有相当一部分发展成为 CHB,部分患者发展成为

HC,HCC 或非致癌性 HC 并发症,每年因 HBV 感染而死亡的人数超过 110 万[1-3]。

我国乙肝病毒感染率为 57.6％，乙肝病毒携带率为 9.75％ ，6.9 亿人感染过 HBV, 

1.2 亿人长期携带 HBV，（1992－1995 全国流调）。在各型病毒型肝炎中，HB 对

人类健康的危害 为严重。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Prevalence of Hepatitis B virus as of 2005 

图1. 乙型肝炎病毒的全球分布 
Fig 1. Global distrubtion of Hepatitis B Virus infentions 
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前言 

2 

在全世界现有 HBV 感染者中 75%~80%在非洲,亚洲和西太平洋地区。慢性

HBV 携带者（Chronic asymptomatic HBV carrier,ASC）发展成为肝细癌

（Hepatocelluar carcinoma,HCC）的风险是正常人的 100 倍。HBV 可感染各年龄

阶段的人群，但 70%-80%的慢性 HBV 感染发生在围产期，哺乳期和婴幼儿期，

成人 HBV 感染慢性化的几率仅为 10%。对一个乙型肝炎患者而言，持续 6 个月

以上的血清学 HBsAg 阳性则意味着感染的慢性化，慢性 HBV 感染可能是长时

间的健康或亚健康的携带者，又或是亚临床肝脏病变的缓慢进展，但这些感染者

均面临逐渐发展成为慢性乙型肝炎（Chronic Hepatitis B），肝硬化（Hepato 

cirrhosis,HC）和肝细胞癌（HCC）的较高风险[2-5]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          图2. HBV感染者的可能结局 
         Fig.2. Possible outcome of HBV infection 

 

1．2 乙型肝炎病毒 

1.2.1 HBV 的基因组结构 

HBV 是已知 小的真核细胞 DNA 病毒之一，基因组为一全长约 3.2kb

（3182~3221）的小环形 DNA，属于嗜肝 DNA 病毒科（Hepadnavirus）。HBV DNA

双链长度不对称，单链部分占全长的 15~50%，全长的负链与病毒 mRNA 互补；

正链仅 5’末端固定，长度约 1700-2600nt。HBV 颗粒核心内含有 DNA 聚合酶
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（DNAP/RT），以负链 DNA 为摸板，将正链 DNA3’末端延长而成为完全的

dsDNA。环状结构由负链和正链的附着末端（约 224bp）维持，其两侧存在 11bp

正向重复序列（DR1 和 DR2）。此重复序列与 HBV-DNA 的复制及与宿主 DNA

的整合相关。负链 DNA 从 DR1 内开始，5’末端与 5’末端结合蛋白以共价键结合，

3’末端有长约 5~8bp 的冗余序列并与 5’末端形成末端重复。正链 DNA5’末端有

帽子结构（cap sequence）18bpRNA 以共价键结合，而形成 DR2。正链 DNA3’

末端则结合 DNAP。 

HBV-DNA 共有 4 个 ORF，即：S ORF；P ORF；C ORF；X ORF。四种 ORF

分别有各自的启动子，S ORF 分别编码三个包膜蛋白：LHBs（preS1+preS2+S）、

MHBs (preS2+S)和 SHBs( S)。C ORF 分为 C 基因和前 C 区（preC），各有起始密

码 ATG，该段 为保守，是免疫攻击的 CTL 靶表位主要所在，其变异易引起乙

肝病毒的持续感染。P ORF 编码 HBV-DNA 聚合酶等，几乎参与病毒复制的全过

程。X 基因产物是一种重要的反式调节因子，具有转录激活功能，其在病毒生命

周期中的功能尚未充分阐明。HBx 蛋白可以激活细胞的原癌基因和改变细胞的

生长特性，可能与肝细胞癌的发生有关[8-10]。在 X 基因和 C 基因的启动子上游，

有增强子 EnhⅠ和 EnhⅡ，S 区基因存在糖皮质激素应答元件（GRE），糖皮质激

素与其受体结合，可促进转录活性。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图3.  乙型肝炎病毒的基因组结构[3] 
Fig.3.  The genome structure of Hepatitis B virus 
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1.2.2 HBV 的病毒结构 

   HBV 的完整颗粒首先由 Dane 等描述[6,7]，也称为 Dane 颗粒。Dane 颗粒呈球

形，直径约 42nm，外被膜（LHBs，MHBs 和 SHBs），内具有衣壳（HBcAg），

其内包裹着基因组。血清中除了 Dane 颗粒外，还存在两种外膜蛋白颗粒，其中

以 17-22nm 的小球形颗粒为主，也存在直径 22nm 长度不一的管形颗粒。只有

Dane 颗粒具有感染性，小球形颗粒和管形颗粒不具有核酸，也不具有感染性[2]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图4: 乙型肝炎病毒的三种病毒颗粒 

Fig.4: The three forms of hepatitis B virus[4] 

 

1.2.3 HBV 的生活周期 

病毒首先通过外膜前 S 蛋白附着细胞，目前尚不能肯定 HBV 的病毒受体和

细胞受体，但多数研究认为前 S1 区是病毒与人肝细胞 重要的附着部位，肝细

胞受体可能与 IL-6、无涎糖蛋白受体、前 S1 结合蛋白 BP35 相关。吸附上细胞

后，病毒通过内吞作用摄入细胞，包裹病毒核酸的病毒衣壳脱出，以不明机制向

细胞核移动。病毒 DNA 进入细胞核后，开始启动 DNA 复制[8,9]。 

HBV-DNA 的复制包括以下 5 个主要环节：（1）、在感染的肝细胞核内，内
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因性的 DNAP 作用下首先形成双股链松弛环状 DNA（rcDNA），继而形成

cccDNA。（2）、以 cccDNA 为模板，经 RNAP 转录为 mRNA，在以约 3.5kb 的

RNA 为模板转录出前基因组 RNA（preRNA）。（3）、在 core 内，以 preRNA 为

模板，在 RT 作用下合成负链 DNA。（4）、以 preRNA5’端的寡聚核苷酸为引物，

负链DNA为模板， 后合成正链DNA。在上述的preRNA进入核心包装（packing）

过程中，该 RNA5’端的壳体化信号即所谓 ε信号起着重要作用。ε信号 长部分

为 137bp，其中 80 bp 的功能尤为重要。该部分有逆向重复序列，能形成 stem-loop，

在 core 的包装上是必要的。（5）病毒在完成 DNA 复制后可整合入宿主细胞基因

组，但整合是随机的[2,3]。 

完成复制后，核心颗粒向内质网出芽，进入内质网时已包被成为完整的病毒

颗粒，病毒颗粒与过剩的外膜颗粒经 Golgi 体向细胞表面移动，而后向细胞外释

放[3,5]。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图5: HBV生活周期 
Fig.5 :The replication cycle of HBV[5] 

 

1.2.4 HBV 的结构蛋白与功能 

HBV 基因组编码七种病毒蛋白，包括 SHBs,LHBs,MHBs 三种外膜蛋白、结

构型核壳 c 蛋白（HBcAg）和分泌型 e 蛋白（HBeAg）、HBx 蛋白及聚合酶 P 蛋
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白。其中外膜蛋白和核壳蛋白为结构蛋白，用于组装完整的病毒颗粒；聚合酶和

HBx 蛋白为功能蛋白，用于病毒的复制过程。 

外膜蛋白是由 S ORF 编码的 S、preS1、preS2 蛋白组成，3 个编码区各有起

始密码 ATG，但共同合用 S ORF 的终止密码。SHBs 又称小表面蛋白（S 蛋白），

即 HBsAg，SHBs 由 226 个氨基酸组成是 HBV 病毒颗粒衣壳和小球颗粒管型的

主要成分，含量 高，占 70%-80%。MHBs 由 S 和 preS2 蛋白共同构成，preS2

蛋白由 55 个氨基酸，在 HBV 吸附和侵入肝细胞的机制中起重要作用。LHBs 由

preS1 蛋白、preS2 蛋白、S 蛋白共同构成，仅存在于 Dane 颗粒和管型颗粒表面，

球型颗粒不具有 LHBs， preS1 蛋白由 108-119 个氨基酸，其 21-47 肽段相当保

守，是 HBV 与肝细胞的结合位点，变异的病毒只要存在这一表位即具有侵染性。

在一个典型的 HBV 携带者 1ml 的血液中，Dane 颗粒、管型颗粒和小球型颗粒的

大致摩尔比为 108：1010：1013，小球颗粒由主蛋白和约 5%中蛋白组成；管状颗

粒由主蛋白、2-5%中蛋白和 5-10%大蛋白组成；Dane 颗粒中主、中和大蛋白的

含量约分别为 70-75%、5-10%和 20%，一个毒粒的外膜约含 300-400 个主蛋白分

子、40-80 个中蛋白和大蛋白分子，照此估算，preS1:preS2:HBsAg 的大致比例为

1：20：10000[2,10-12]。 

 

 

 

 

 

 

图6: 三种HBV包膜蛋白结构示意图 
Fig.6: Schematic representation of HBV envolope proteins 
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图7. HBsAg的跨膜结构 [13] 
Fig.7: Schematic representation of HBsAg membrane fusion protein 

 
 

C ORF 编码 HBcAg 和 HBeAg。C ORF 有 2 个起始密码 ATG。由 C ORF 内

部第 2 个 ATG 转录编码 HBcAg，Mr 为 22KD。C 蛋白由 4 个 α-helix 组成，有 2

个内部螺旋形成反向平行的发夹。2 个 C 蛋白单体形成 1 个二聚体，90-120 个二

聚体亚单位装配成 T=3/4 的正二十面体核心颗粒，电镜下可见的刺突即为暴露于

表面的发夹结构。HBcAg 的 B 细胞表位可能位于或靠近这些刺突的表面。

AA78-AA143 之间的序列以及 Cys 的交联参与二聚体的形成和聚合过程。C 蛋白

可分为两个区，即 N 端装配区 AA1-AA144，和具有重要功能的富 Arg 区，位于

颗粒的内部。C 端区对 preRNA 的结合和基因组的复制是必须的，并涉及 core

在 PKC 途径磷酸化和核转运。两区通过 A145-AA150 间的 AA 形成绞链相连接。

当 C ORF 从第 1 个 ATG 开始翻译时，合成 preC,其 N 端含有 19aa 的信号肽。

preC 在信号肽介导下进入内质网腔，形成成熟的 17KD 的 HBeAg，HBeAg 并非

HBV 的结构蛋白，而是分泌到细胞外进入血循环[14-17]。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

图8: C ORF产物的particle和dimers结构示意图[15] 
Fig.8: Schematic representation of particals and dimer of C ORF 

 

P ORF 长 2532nt，为 HBV 基因组中 长的 ORF，除包含全部的 S ORF 外，
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