
［基金项目］山东省医药卫生科技发展计划项目（２０１８ＷＳ
２１０）

济宁医学院学报２０２０年２月第４３卷第１期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２０，Ｖｏｌ４３，Ｎｏ．１

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９７６０．２０２０．０１．００４

靶向柯萨奇病毒 Ｂ３ｓｉＲＮＡ的设计与筛选
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　　摘　要　目的　针对柯萨奇病毒Ｂ３（ＣＶＢ３）基因筛选抑制效率较高的ｓｉＲＮＡ新序列，同时探究顺式作用复
制元件（ＣＲＥ）以外的２Ｃ区是否是设计ｓｉＲＮＡ序列的有效靶点。方法　在 ＣＶＢ３的基因组中以３Ｄ、３Ｃ、２Ｃ、２Ａ、
ＶＰ３、ＶＰ２和ＶＰ１区为靶点设计新的ｓｉＲＮＡ序列，在ＨｅＬａ细胞中转染ｓｉＲＮＡ序列，转染１２ｈ后，进行ＣＶＢ３感染。
感染病毒３６ｈ后收毒，用ＴＣＩＤ５０、ＭＴＴ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ４种方法从不同水平上检测本研究设计
筛选的ｓｉＲＮＡ序列在ＣＶＢ３复制方面的抑制效果。结果　设计的ｓｉＲＮＡ序列共１１条，其中５条对ＣＶＢ３的复制
在细胞的死亡率、病毒的相关致病性、ＲＮＡ分子水平和蛋白表达水平４个方面均表现出了较好抑制效果。其中
ｓｉＲＮＡ５对ＣＶＢ３复制的抑制率达到了８４％，本序列是针对２Ｃ区ＣＲＥ以外的部分设计的。结论　本文发现了５
条新的抑制率较高的ｓｉＲＮＡ靶序列，同时首次证明ＣＲＥ以外２Ｃ区也是设计ｓｉＲＮＡ序列的有效靶点。
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　　柯萨奇病毒Ｂ３（ＣＶＢ３）是单正链 ＲＮＡ病毒，
属于肠道病毒，小ＲＮＡ病毒科，基因组序列全长约
７．４ｋｂ，有开放读码框架一个。一旦感染本病毒，即
会在宿主体内进行大量复制，造成溶细胞性感染，

可导致宿主很快出现大量的细胞损伤死亡。ＣＶＢ３
可引发多种疾病，如肝炎、干燥综合征、胰腺炎、病

毒性心肌炎［１２］、扩张型心肌病［３］、无菌性脑膜炎

等疾病［４］。目前应用的各种防治方法均未起到满

意效果，需要进一步探究更加安全的、效果更好的

防治策略。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）近年来
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在抗病毒研究领域展现了巨大的潜力。ｓｉＲＮＡ对
很多种病毒的抑制效果均比较理想 ［５７］，针对 ｓｉＲ
ＮＡ抑制ＣＶＢ３复制的研究目前也有很多团队在进
行，有研究证实 ＶＰ１区［８］、２Ａ区［９］、３Ｃ区［１０］、３Ｄ
区［１１］均可以设计出有效的 ｓｉＲＮＡ序列，Ｋｉｍ等［１２］

已证实２Ｃ区的ＣＲＥ部位是设计 ｓｉＲＮＡ序列的有
效靶点。

本文将设计的ｓｉＲＮＡ序列转染入 ＨｅＬａ细胞，
筛选抑制效果好的 ｓｉＲＮＡ序列，同时探究 ２Ｃ区
ＣＲＥ以外的基因是否可以设计 ＣＶＢ３特异性较高
的ｓｉＲＮＡ序列。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病毒和细胞　ＨｅＬａ细胞由中国农业科学
院哈尔滨兽医研究所细胞中心提供。ＣＶＢ３Ｈ３株
是用包含 ＣＶＢ３基因全长的感染性克隆 ＰＭＳＫ１
质粒［１３］（登录号 Ｕ５７０５６）转染入细胞后获得［１４］，

该病毒是由哈尔滨医科大学的钟照华教授馈赠，将

其在 ＨｅＬａ细胞中活化，滴定该病毒滴度为
１０８ＴＣＩＤ５０／ｍｌ。
１．１．２　主要试剂和仪器　ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＲ转染试
剂购自英格恩生物公司；荧光定量 ＰＣＲ试剂盒
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＤＲＲ０３９）由宝生物工程有限公
司销售提供；ＬＥＩＣＡＨＣ荧光显微镜购自 Ｌｅｉｃａ公
司。

１．２　方法
１．２．１　病毒ＴＣＩＤ５０滴定　在９６孔的细胞培养板
中接种ＨｅＬａ细胞，密度为５×１０４个细胞／孔，将细
胞培养１２ｈ后，进行病毒５０％组织培养感染剂量
（５０％ Ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｆｅｃｔｉｖｅｄｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０）的滴
定。稀释病毒，其浓度依次为１×１０１、１×１０２、１×
１０３、１×１０４、１×１０５、１×１０６、１×１０７、１×１０８、１×
１０９、１×１０１０，各取１００μＬ分别加入９６孔板中，每
个稀释度进行了８个重复，第１１列和 １２列为对
照，每天在显微镜下观察细胞的病变（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ
ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），记录结果，直至 ＣＰＥ的终点出现。该
过程要保证设置的对照组始终保持正常的形态和

特征。用 ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算本病毒的 ＴＣＩＤ５０／
ｍｌ。
１．２．２　ｓｉＲＮＡ的设计、合成和标记　ＣＶＢ３基因序
列在ＧｅｎＢａｎｋ中已登录，其登录号为Ｕ５７０５６，按照
Ｅｌｂａｓｈｉｒ等［１５］及 Ｒｅｙｎｏｌｄｓ［１６］的设计原则，在 ＣＶＢ３

的３Ｄ、３Ｃ、２Ｃ、２Ａ、ＶＰ３、ＶＰ２和 ＶＰ１区设计了 ｓｉＲ
ＮＡ序列共计１１条，分别命名为 ｓｉＲＮＡ１１１。增设
了用ＦＡＭ标记的无关ｓｉＲＮＡ序列设置为阴性对照
组ｓｉＲＮＡＮＣ，阳性对照组ｓｉＲＮＡＰＣ选取往年发已
表验证的抑制效率较高的 ｓｉＲＮＡ序列［１０］。１３条
ｓｉＲＮＡ制备合成时３′端均设计了 ｄＴｄＴ悬突（序列
见表１）。合成的 ｓｉＲＮＡ序列是干粉状，将其融入
ＤＥＰＣ水中，稀释至终浓度为２０μＭ，存于 －２０℃备
用。

表１　ｓｉＲＮＡ序列和对应靶区域

名称 基因序列 （５′３′） 靶区域 核苷酸位置

ｓｉＲＮＡ１ ＡＡＧＣＧＴＡＣＣＡＧＡＴＡＣＣＴＧＴＧＡ ＶＰ３ １９３２１９５２

ｓｉＲＮＡ２ ＡＡＧＡＡＣＴＡＣＣＡＴＴＣＡＡＧＧＴＣＴ ＶＰ１ ２６０９２６２９

ｓｉＲＮＡ３ ＧＧＵＡＧＵＡＡＡＵＡＧＡＣＡＵＣＵＡ ２Ａ ３３４０３３５８

ｓｉＲＮＡ４ ＧＧＡＴＣＡＡＴＣＴＡＣＧＣＡＣＣＡＡ ＶＰ２ １５１８１５３６

ｓｉＲＮＡ５ ＡＡＧＴＴＡＡＡＣＡＧＣＴＣＡＧＴＧＴＡＴ ２Ｃ ４４８４４５０４

ｓｉＲＮＡ６ ＧＣＴＧＧＴＡＡＣＴＧＡＧＡＴＧＴＴＴ ２Ｃ ４９５４４９７２

ｓｉＲＮＡ７ ＡＡＧＴＣＡＣＧＧＡＴＴＡＣＧＧＴＴＴＣＣ ３Ｃ ５７１２５７３２

ｓｉＲＮＡ８ ＧＣＴＡＡＡＧＡＧＴＴＡＧＴＧＧＡＴＡ ３Ｃ ５５３４５５５２

ｓｉＲＮＡ９ ＧＣＡＣＧＡＡＴＡＴＧＡＧＧＡＧＴＴＴ ３Ｄ ７１８９７２０７

ｓｉＲＮＡ１０ ＡＡＧＧＡＧＡＣＣＡＡＴＴＡＣＡＴＴＧＡＴ ３Ｄ ６６８９６７０９

ｓｉＲＮＡ１１ ＡＡＧＡＣＣＡＴＧＴＧＣＧＣＴＣＡＴＴＧＴ ３Ｄ ７１４３７１６３

ｓｉＲＮＡＰＣ ＡＡＴＣＡＴＧＡＣＡＣＣＡＧＣＡＧＡＣＡＡ ３Ｄ ６９７２６９９０

ｓｉＲＮＡＮＣ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ Ｎｏｎｅ Ｎｏｎｅ

１．２．３　确定最佳转染条件　将 ＦＡＭ标记的阴性
对照序列 ｓｉＲＮＡＮＣ稀释浓度分别为 ２００ｎＭ、、
１５０ｎＭ 和 １００ｎＭ，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＲ（μＬ）：ｓｉＲＮＡ
（μｇ）设为４∶２和５∶２，ＨｅＬａ细胞接到细胞培养板
中用不含抗生素的 ＤＭＥＭ营养液进行培养，待细
胞达到４０％左右的融合度时进行 ｓｉＲＮＡ转染，转
染ｓｉＲＮＡ１２ｈ后通过荧光显微镜及流式细胞术技
术观察筛选最适宜的转染ｓｉＲＮＡ的条件。
１．２．４　转染 ｓｉＲＮＡ后感染 ＣＶＢ３　将浓度为
１５０ｎＭ的ｓｉＲＮＡ和 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＲ按照２∶５的比
例进行混合后转染入 ＨｅＬａ细胞。本次实验共分
１６组，ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３、ｓｉＲＮＡ４、ｓｉＲＮＡ
５、ｓｉＲＮＡ６、ｓｉＲＮＡ７、ｓｉＲＮＡ８、ｓｉＲＮＡ９、ｓｉＲＮＡ１０、
ｓｉＲＮＡ１１组分别转染相应的 ｓｉＲＮＡ序列，ｓｉＲＮＡ
ＰＣ为转染阳性对照组，ｓｉＲＮＡＮＣ为转染阴性对照
组，ｍｏｃｋ为仅加转染试剂ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＲ组，ｖｉｒｕｓ
ｏｎｌｙ组为ＨｅＬａ细胞未转染任何物质组。于转染后
１２ｈ在以上１５组 ＨｅＬａ细胞上分别感染０．０１ＭＯＩ
的ＣＶＢ３，ｓｈａｍｉｎｆｅｃｔｅｄ是正常细胞对照组，未转染
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ｓｉＲＮＡ和未感染病毒。于病毒感染 ＨｅＬａ细胞３６ｈ
后收获目的细胞和病毒，检测 ｓｉＲＮＡ对病毒复制
的抑制效果。

１．２．５　ＭＴＴ法检测抑制效率　收获１６个观察组
的目的细胞，分别加入 ＭＴＴ液培养４ｈ，弃去培养
液上清分别加入二甲基亚砜，在酶联免疫检测仪

Ａ４９０ｎｍ处测量各孔的吸光值。ｓｈａｍｉｎｆｅｃｔｅｄ是正
常细胞对照组，将其细胞的活率设定为１００％，分
别计算各组细胞的存活率。

１．２．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测抑制效率　收获目
的细胞和病毒采用实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ进行检
测，选取 βａｃｔｉｎ为内参，将 ｓｉＲＮＡＮＣ处理组设置
为ｃａｌｉｂｒａｔｅ定为１，通过相对定量方法，检测设计
的１１条ｓｉＲＮＡ序列对ＣＶＢ３复制的抑制情况。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＶＰ１蛋白表达变化　收
获目的细胞，处理后样品按２０μｌ／孔上样，分别用
βａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶５０００）和ＶＰ１蛋白特异性的
多克隆抗体（１∶１０００）３７℃孵育１ｈ，洗膜后分别加
入辣根（ＨＲＰ）标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ二抗和山羊抗
兔ＩｇＧ二抗，孵育处理后，扫膜仪扫膜。
１．２．８　毒价滴定检测病毒抑制率　ＨｅＬａ细胞转
染１３条 ｓｉＲＮＡ序列１２ｈ后感染 ＣＶＢ３，感染病毒
３６ｈ后收获ＨｅＬａ细胞，滴定病毒液上清ＴＣＩＤ５０值。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行数据分析，定
量资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用ＡＮＯＶＡ，Ｐ＜０．
０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　转染率的测定
在倒置荧光显微镜下观察不同浓度下 ｓｉＲＮＡ

ＮＣ的转染率，发现ｓｉＲＮＡ染率在浓度为２００ｎＭ和
１５０ｎＭ时较高。流式细胞检测结果显示当 ｓｉＲＮＡ
浓度为 １５０ｎＭ，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＲ（μＬ）：ｓｉＲＮＡ（μｇ）
＝５∶２时，ｓｉＲＮＡ转染的效率最好，确定此时为最佳
转染条件（图１）。
２．２　ｓｉＲＮＡ在细胞病变方面对ＣＶＢ３的抑制

ｓｉＲＮＡ并感染病毒３６ｈ后ＨｅＬａ细胞的病变情
况，发现三个对照组 ｓｉＲＮＡＮＣ、ｍｏｃｋ和 ｖｉｒｕｓｏｎｌｙ
中大部分的 ＨｅＬａ细胞均已出现病变。ｓｉＲＮＡ１、
ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ６三组细胞病变情况与阴性对照
组相似，基本未表现出保护效果。ｓｉＲＮＡ５组病变
最少，ｓｉＲＮＡ８和 ｓｉＲＮＡ４组病变次之（见图 ２）。

与倒置显微镜下观察的细胞病变结果相似，ＭＴＴ
法检测结果显示三个对照组ｍｏｃｋ、ｓｉＲＮＡＮＣ、ｖｉｒｕｓ
ｏｎｌｙ和 ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ６处理组中细胞
死亡率高达８０％，而其它组细胞的死亡率排序依
次为：ｓｉＲＮＡ１１＞ｓｉＲＮＡ１０＞ｓｉＲＮＡ９＞ｓｉＲＮＡ３＞
ｓｉＲＮＡ４＞ｓｉＲＮＡ８＞ｓｉＲＮＡ５。因ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ
２、ｓｉＲＮＡ６三组ｓｉＲＮＡ未表现出保护效果，故在此
处淘汰此三组，后期不再进行检测和实验。所有数

据进行了三个重复实验，三次重复之间进行比较，

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。

注：（Ａ）荧光显微镜观察；（Ｂ）流式细胞技术检测

图１　ＨｅＬａ细胞中ｓｉＲＮＡＮＣ转染率观察（４００×）

注：Ａ，倒置显微镜下观察ＨｅＬａ的细胞病变情况（２００×）；

　 Ｂ，ＭＴＴ法检测不同组细胞存活率

图２　ｓｉＲＮＡ对ＣＶＢ３导致的细胞病变的抑制

２．３　ＲＮＡ水平上ｓｉＲＮＡ对ＣＶＢ３病毒的抑制
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ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法结果显示 ｓｉＲＮＡ５对病毒
的抑制率最高，为 ８４％，ｓｉＲＮＡ８次之，为 ８２％，
ｓｉＲＮＡ１１最低仅为 ２８％。ｓｉＲＮＡＰＣ、ｓｉＲＮＡ３、
ｓｉＲＮＡ４、、ｓｉＲＮＡ９和 ｓｉＲＮＡ１０分别为：６２％、
７２％、８０％、７２％和６３％。所有数据进行了三个重
复实验，三次重复之间进行比较，Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１（图３）。

图３　ｍＲＮＡ水平检测ｓｉＲＮＡ的抑制效果

２．４　蛋白水平上检测ｓｉＲＮＡ对ＣＶＢ３的抑制
ＶＰ１蛋白的特异性条带出现在所有感染

ＣＶＢ３的细胞组中，三个对照组 ｖｉｒｕｓｏｎｌｙ、ｍｏｃｋ和
ｓｉＲＮＡＮＣ处理的ＨｅＬａ细胞中ＶＰ１蛋白表达的量
相差不大，均较多。但 ｓｉＲＮＡ５、ｓｉＲＮＡ８、ｓｉＲＮＡ４
处理的ＨｅＬａ细胞中 ＶＰ１蛋白的量明显减少。所
有数据进行了三个重复实验，三次重复之间进行比

较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。见图４。
２．５　ｓｉＲＮＡ处理后ＣＶＢ３毒价的变化

毒价滴定结果显示，ｓｉＲＮＡ１１对病毒的抑制
率最低，与ｓｉＲＮＡＮＣ相比，ＣＶＢ３的毒价只降低了
０．７ｌｏｇ１０。其中 ｓｉＲＮＡ５的抑制率最高，ＣＶＢ３的
毒价下降了２ｌｏｇ１０。与 ＭＴＴ、ＣＰＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果相吻合，ｓｉＲＮＡ对 ＣＶＢ３的抑制
率依是：ｓｉＲＮＡ５＞ｓｉＲＮＡ８＞ｓｉＲＮＡ４＞ｓｉＲＮＡ３＞
ｓｉＲＮＡ９＞ｓｉＲＮＡ１０＞ｓｉＲＮＡ１１（见图５）。所有数
据进行了三个重复实验，三次重复之间进行比较，

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。

图４　蛋白水平检测ｓｉＲＮＡｓｉＲＮＡ对ＣＶＢ３的抑制

图５　ｓｉＲＮＡ对 ＣＶＢ３毒价的抑制

３　讨论

柯萨奇病毒 Ｂ３呈球形，直径约２２～３０ｎｍ，为
单股正链ＲＮＡ，全长由７３９６个碱基组成，具有ｍＲ
ＮＡ活性和感染性［１７］。依功能分区为５′端非编码
区（５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，５′ＵＴＲ）、Ｐ１区、Ｐ２区、
Ｐ３区、３′端非编码区（３′ＵＴＲ）和一个Ｐｏｌｙ（Ａ）尾，
ＣＶＢ３可以引起很多疾病，至今尚无有效治疗手
段。部分研究表明，在哺乳类细胞，甚至人类细胞

中导入２１～２３个核苷酸（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ｎｔ）的短双链
ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）可使靶向基因
的表达产生明显的特异性强抑制效应，而且不会诱

发免疫反应和细胞毒性，因此 ｓｉＲＮＡ应用于临床
治疗成为可能［１８］。

ＣＲＥ对病毒复制是必不可缺的，在ＣＶＢ３基因
组中３’ＵＴＲ区、５’ＵＴＲ区和２Ｃ区各有一个ＣＲＥ
存在。研究发现一旦病毒的 ＣＲＥ遭到破坏，其在
宿主体内的复制将会受到严重影响，因３’ＵＴＲ区
和５’ＵＴＲ区不是设计ｓｉＲＮＡ的适宜靶点，故很多
研究选取 ２Ｃ区的 ＣＲＥ为靶点进行研究。Ｍｅｒｌ
等［１１］的研究已证实在ＥＶ７１和ＣＡＶ２４两种病毒中
在其基因序列中的２Ｃ区 ＣＲＥ部分设计的 ｓｉＲＮＡ
序列有效的沉默了这两种病毒的致病性。然而针

对ＣＶＢ３目前仅有 Ｋｉｍ等［１２］组成的团队在其２Ｃ
区的ＣＲＥ部分发现了一条沉默效率较高的 ｓｉＲＮＡ
靶序列，那么在ＣＶＢ３基因组中２Ｃ区 ＣＲＥ以外的
部分是否是设计 ｓｉＲＮＡ的有效靶点迄今为止没有
任何研究证实。为此，本研究设计了 ｓｉＲＮＡ５和
ｓｉＲＮＡ６两条ｓｉＲＮＡ序列，它们均以２Ｃ区 ＣＲＥ以
外的基因序列为靶点。本文结果显示本次筛选的

１１条ｓｉＲＮＡ序列中，ｓｉＲＮＡ５对ＣＶＢ３的抑制率最
高，其沉默效率高达８４％，经ｓｉＲＮＡ５处理的ＨｅＬａ
细胞组其细胞活率达到了８６％。首次证实验证了
ＣＶＢ３基因组中 ２Ｃ区 ＣＲＥ以外的部分也是设计
ｓｉＲＮＡ的有效靶点。
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部分研究发现针以２Ａ区为靶点设计的ｓｉＲＮＡ
序列对病毒的沉默效率较高［１１］。本研究设计的

ｓｉＲＮＡ３以２Ａ区为靶点，其对 ＣＶＢ３的沉默效率
达到了７２％。但本研究中以２Ｃ区为靶点设计的
ｓｉＲＮＡ５对ＣＶＢ３的沉默效率远远高于在２Ａ区设
计的ｓｉＲＮＡ３，因此，本研究团队推测ＣＶＢ３基因组
中２Ａ区可能并非是设计 ｓｉＲＮＡ靶序列最理想的
区域。

本文发现了５条新的 ｓｉＲＮＡ靶序列，它们对
ＣＶＢ３的沉默效率均较高，同时首次证实了２Ｃ区
ＣＲＥ以外的部分也是设计 ｓｉＲＮＡ的理想靶点。本
研究为防治ＣＶＢ３感染引起的病毒性疾病提供了
新的靶点和策略。
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ｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｈｉｇｈｌｙｓｕｓｃｅｐｔｉ
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１７４６０７９４．１．５．５９７．
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