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摘要:【目的】尝试构建表达小干扰 RNA(small interfering RNA ，siRNA)的小环载体，并初步鉴定其对乙肝病

毒(hepatitis B virus，HBV)复制及其基因表达的抑制作用。【方法】设计并合成靶向 HBV S 区的 siRNA，将

其克隆到小环载体 pMC． BESPX-MCS2 上，测序正确后将重组体 pMC-H1-siHBS-U6 转化入感受态 E． coli
ZYCY10P3S2T，然后在培养基中加入 L-阿拉伯糖，诱导其降解细菌骨架，获取只含有目的基因表达盒的小环

RNA 干扰载体 pmc-H1-siHBS-U6。将小环 RNA 干扰载体与 HBV 真核表达质粒 pHBV1. 3 共转染 Huh-7 细

胞，分别在转染后 1-7 天，ELISA 法检测 Huh-7 细胞上清中的 HBsAg、HBeAg，并且通过 Real-time RT-PCR 法

分析干扰 RNA 对 HBV DNA 及 mRNA 的抑制效果。【结果】成功构建了靶向 HBV S 基因的 siRNA 小环表达

载体 pmc-H1-siHBS-U6。该载体能显著抑制 Huh-7 细胞 HBsAg 和 HBeAg 分泌，并且其抑制效果能够维持 2-
3 周时间。Real-time PCR 证实 HBV 的 DNA 与 mRNA 水平分别降低了 71%和 80%，而对照 siRNA 及空载体

则无此作用。【结论】成功构建了靶向 HBV 的小环 RNA 干扰载体，并且其能稳定、高效、特异地抑制 HBV 基

因的表达与复制，该研究不仅对探索 HBV 的基因治疗提供了重要线索，而且为 RNA 干扰的应用提供了新的

运载体系。
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乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV) 是引起

病毒性肝炎的主要病原体之一。由 HBV 所引起的

乙型肝炎是一种流行久远、传播广泛、危害严重的传

染性疾病。目前我国广泛应用的抗 HBV 药物主要

有两类，α-干扰素和核苷类药物，但效果均不理想，

仍需探索新型有效的抗 HBV 药物。RNA 干扰(RNA
interference，RNAi)是指由双链 RNA 分子引起的转

录后 基 因 沉 默 ( post-transcriptiona1 gene silencing，

PTGS)，具有高特异性和高效性
［1 － 2］。HBV 复制的

过程中有一个前基因组 RNA 参与( 介导) 的逆转录

过程，其多种转录体间又存在重叠与交叉，此特点使

其特别适用于 RNAi:一是用 RNAi 破坏其前基因组

RNA(pregenomic RNA，pgRNA)，使其缺少逆转录的

模板，复制受阻;二是设计一条 siRNA 即可同时降

解几条 mRNA 从而阻断病毒复制;三是可以针对病

毒基因保守区发挥作用，从而限制病毒产生逃避突

变株的能力。因此应用 RNA 干扰技术来抑制前基

因组 RNA 的转录，为慢性 HBV 感染的治疗带来了
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新的希望
［3］，然而困扰 RNA 干扰实际应用的主要问

题是如何将干扰片段或表达干扰 RNA 的载体导入

到靶细胞中，让其安全、高效、稳定地表达目的基因。
迄今为止，应用于基因治疗的基因导入手段主

要有两种，病毒载体系统和非病毒载体系统
［4］，许

多病毒载体，包括逆转录病毒、腺病毒、腺相关病毒

等都已运用于基因治疗和疫苗的研究开发
［5 － 6］，虽

然在体内有很高的转染率，但病毒载体的应用由于

其免疫反应性和潜在的致癌性而受到制约
［7 － 10］。

非病毒载体主要是质粒载体，而传统的质粒载体又

因其真核表达框与细菌 DNA 相连，会导致目的基因

的转录 沉 默
［11］，同 时 导 致 机 体 对 载 体 的 免 疫 反

应
［12］，从而大大降低了质粒载体的效果。小环质粒

载体在由 L-阿拉伯糖诱导后，通过位点特异性重组

可产生两种质粒，其中带有目的基因的较小质粒去

除了大部分的细菌骨架 DNA 序列，相比传统意义上

的质粒载体具有更高的转染效率和表达效率，已经

在多项研究中得以证实
［13 － 19］。而本实验应用小环

质粒载体介导的 RNA 干扰系统来抑制 HBV 病毒的

复制，具有较好的应用前景。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 质 粒、菌 株 和 细 胞 株: 小 环 载 体 pMC．
BESPX-MCS2 ( 以 下 简 称 pMC ) 和 感 受 态 细 胞

ZYCY10P3S2T E． coli 购自美国 SBI 公司，含有 H1
和 U6 双 启 动 子 的 pSUPER-U6 载 体

［20 － 21］
以 及

HBV1. 3 质 粒 为 本 实 验 室 保 存。大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)DH5α 以及 Huh-7 细胞均由本实验

室保存。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:Huh-7 细胞用 DMEM 培

养，培养基内加 10% FBS、链霉素(100 μg /mL)、青

霉素(100 U /mL)，培养于 37℃、5% 的 CO2 及饱和

湿度的条件下。TRIzol、脂质体 Lipofectamine 2000
为 Invitrogen 公司产品。Opti-MEM 购自 GIBCO 公

司，胰蛋白酶购自 Thermo 公司。PCR 高保真酶、T4
DNA 连接酶、各种限制性内切酶、DNA Marker 购于

TaKaRa 公司。质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购于

Qiagen 公 司。质 粒 大 量 提 取 纯 化 试 剂 盒 购 自

Vigorous 公司。逆转录试剂盒以及 Real-time PCR
试剂 盒 均 为 Promega 公 司 产 品，乙 型 肝 炎 病 毒

(HBV)核酸定量检测试剂盒购于 Qiagen 公司，其他

试剂均为国产或进口分析纯。凝胶成像仪为上海天

能有限公司的 Tanon1600，酶标仪购于 Bio-RAD 公

司，Real-time PCR 仪为美国 ABI 公司 7300 PCR 自

动荧光检测仪。
1. 2 针对 HBV S 基因的 siRNA 小环质粒的构建

1. 2. 1 设 计 靶 向 HBS 基 因 和 对 照 siRNA: 根 据

siRNA 的设计原则，从 HBV S 基因编码区中寻找符

合设计特征的靶序列，经 BLAST 软件进行同源分析

证实为 HBV 保守序列后，选择 HBV 编码区 673-697
核苷酸序列为 S 基因干扰位点，应用 Invitrogen 公司

的在线 RNAi 设计软件设计并筛选 1 对带有特定酶

切位点且能编码 siRNA 的寡核苷酸链 siHBS，此外

还设计了与 HBV 序列无关的靶向 EGFP 的 siEGFP
作为无关对照。其序列如表 1 所示，此两对 siRNA
送奥科公司合成。

表 1 siHBS 和 siEGFP 寡核苷酸链序列

Table 1 The Sequences of siHBS and siEGFP
siRNA Restriction site Sequences(5’→ 3’)

siHBS BglⅡ Forward sequence :GATCAAAAACTCAGTTTACTAGTGCCATTTG
TTCTTCAAGAGAG AACAAATGGCACTAGTAAACTGAGTTTTT

SalⅠ Reverse sequence :TCGAAAAAACTCAGTTTACTAGTGCCATTTG
TTCTCTCTTGAAGAACAAATGGCACTAGTAAACTGAGTTTTT

siEGFP BglⅡ Forward sequence :GATCAAAAAAAGAACGGCATCAAGGTGAA
CTTCAAGAGAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTTTTTT

SalⅠ Reverse sequence :TCGAAAAAAAAGAACGGCATCAAGGTGAA
CTCTCTTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTTTTTT

1. 2. 2 将 siRNA 构建到 pSUPER-U6 载体上:以上

两对寡核苷酸序列 5＇端分别包含 BglⅡ和 SalI 酶切

位点，经退火后形成双链核苷酸能直接加入 T4 DNA

连接酶与经相同酶切的 pSUPER-U6 载体 相 连 成

pSUPER-siHBS-U6 和 pSUPER-siEGFP-U6。连 接 产

物转化 DH5a 感 受 态 细 胞 并 提 取 质 粒，SpeⅠ和
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EcoRI 酶切鉴定，阳性克隆切出大约 600 bp 的条带，

而空质粒的大小为 520 bp，筛选出含 siHBS 基因和

siEGFP 基因的阳性克隆，并进行 DNA 测序加以确

定。
1. 2. 3 将 pSUPER-U6 上构建好的表达盒转移到小

环载体 pMC 上:用两载体共有的酶切位点 SpeⅠ和

EcoRI 将表达盒 H1-siHBS-U6、H1-siEGFP-U6 以及

空表达盒 H1-U6 从 pSUPER-U6 转移至 pMC，同样

用酶切鉴定筛选阳性克隆，最终成功构建小环 RNA
干扰体系 pMC-H1-siHBS-U6、pMC-H1-siEGFP-U6 和

pMC-H1-U6。
1. 3 仅含 siRNA 表达盒的小环 RNA 干扰质粒的

诱导

首先摸索小环 RNA 干扰质粒的诱导条件，以细

菌骨架 DNA 降解程度为标准，改变诱导时间以及各

诱导试剂的浓度，最终获得理想的诱导结果，其条件

如下:将保存的甘油菌 100 μL 接种入 5 mL 的含卡

那霉素(50 μg /mL)的 LB 培养液中，37℃，250 rpm /
min，6 － 8 h，将所摇菌液以 1 ∶ 1000 的比例接种到

100 mL 含卡那霉素(50 μg /mL)的 TB 培养基 37℃，

250 rpm /min 培养 16 － 18 h，使 OD600 达到 4 － 5，再

加入相同体积即 100 mL 的 LB 以及 4 mL 1N 的

NaOH 溶液和 10 mL 20% L-阿拉伯糖 ( 终浓度为

1% )，30℃，250 rpm /min 培养 5 h，收菌，提取小环

RNA 干扰 质 粒 pmc-H1-siHBS-U6、pmc-H1-siEGFP-
U6 和 pmc-H1-U6。

图 1 单链核苷酸退火生成双链 siHBS 的示意图

Fig． 1 The oligonucleotides siHBS1( top) and siHBS2(below) annealed to generate double-stranded siHBS ．

1. 4 小环 RNA 干扰质粒转染 Huh-7 细胞

Huh-7 细胞消化并计数后，接种在 12 孔板中，

于 37℃、体积分数为 5%的 CO2 培养箱中培养，待细

胞融合度达到 70% －90% 后进行转染，转染前更换

无血清 opti-MEM 培养基，将质粒 pmc-H1-siHBS-U6
以 0. 5 ng、1 ng、2 ng 的量和 pHBV1. 3 以 0. 5 ng 的

量按照 1∶ 1、2∶ 1、4∶ 1的比例在脂质体介导下分别共

转染 Huh-7 细胞，在 37℃、体积分数为 5%的 CO2 培

养箱中孵育 6 h 后换含 10% 胎牛血清的 DMEM 培

养基，继续置 37℃、体积分数为 5%的 CO2 培养箱中

培养。此实验同时设置 siRNA 无关对照 pmc-H1-
siEGFP-U6 以及空载体对照 pmc-H1-U6，每组设 3
个重复。
1. 5 细胞上清液 HBsAg 和 HBeAg 的检测

在细胞转染后 24 － 168 h 的 7 d 内每天收集一

定量的各组细胞培养上清液，放 － 80℃保存，待样品

全部 收 集 完 后 用 ELISA 半 定 量 法 检 测 各 组 的

HBsAg 和 HBeAg 含量，酶标仪读出吸光度数值。
1. 6 细胞上清中 HBV DNA 的检测

按照 QIAGEN 的乙型肝炎病毒(HBV) 核酸定

量检测试剂盒使用说明书操作，采用 ABI7300 PCR
自动荧光检测仪检测转染 24 h、48 h、72 h 的细胞培

养液上清的 HBV DNA，结果以 copies /ml 表示。
1. 7 检测细胞中 HBV mRNA 的变化

按 Trizol( Invitrogen) 试剂盒操作说明提取转染

72h 的细胞总 RNA，逆转录为 cDNA 后，以 cDNA 为

模板，用 ABI7300 PCR 自动荧光检测仪同时扩增

HBS 和内参 β-actin． PCR 反应参数为:95℃ 10 min;

94℃ 10 s，60℃ 60 s 40 个循环。结果中的 CT 值运

用公式 2 －△CT × 100%计算表达基因的相对变化。
1. 8 统计学方法

所得数据采用 SPSS10. 0 软件，统计处理以每组

3 个重复测定值的 ± SD 表示，组间比较用方差分

析，P ＜ 0. 05 为显著差异。

2 结果和分析

2. 1 siRNA 表达载体 pSUPER-siHBS /siEGFP-U6
的鉴定

设计并合成的单链寡核苷酸经退火后形成双链

siRNA(图 1)，定向插入 pSUPER-U6 载体，转化感受

态细胞后扩增并提取质粒，经 SpeⅠ和 EcoRI 双酶切

鉴定，观察到重组质粒的双酶切片段在 600 bp 左

右，明显高于对照空质粒经相同酶切产生的 520 bp
片段(图 2)，结果与预期相符，表明寡核苷酸已克隆

入具有双启动子的 pSUPER-U6 质粒载体中。进一
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步的 DNA 测序证实该重组质粒序列与所设计序列

完全一致，表明针对 HBV S 基因的 siRNA 表达载体

初步构建成功。

图 2 pSUPER -siHBS /EGFP-U6 使用 SpeI 和 EcoRI
双酶切鉴定

Fig． 2 pSUPER-siHBS /siEGFP /-U6 was digested by SpeI and

EcoRI． lane M． TaKaRa DL10，000 DNA marker; lane

1. pSUPER -siHBS-U6; lane 2. pSUPER-siEGFP-U6 lane 3.

pSUPER-U6 as the empty vector control．

2. 2 小环 RNA 干扰质粒的构建、诱导及鉴定

将表 达 盒 H1-siHBS-U6、H1-siEGFP-U6 及 空

表达盒 H1-U6 成功构建到小环载体 pMC 上，然后

诱导使其绝大部分细菌骨架自我降解，成功诱导

出仅含有 RNA 干扰片段表达盒的小环 RNA 干扰

质粒 pmc-H1-siHBS-U6 ( 图 3-A)。600 bp 左 右 的

DNA 条带是真正所需的目的条带，但由于经自身

重组后的小环质粒存在多种超螺旋结构，所以为

了检测诱导后的小环的纯度，必须使其线性化，于

是使用存在于小环重组质粒上的 BglⅡ和存在于

细菌骨架 DNA 上的 EcoNI 双酶切诱导后的 产 物

( 图 3-B)。
2. 3 细胞培养上清中 HBsAg 和 HBeAg 的检测

将 pmc-H1-siHBS-U6 和 pHBV1. 3 按照 1 ∶ 1、
2 ∶ 1、4 ∶ 1的比例共转染 Huh-7 细胞后用 ELISA 半

定量法检测细胞培养上清中 HBsAg 和 HBeAg 的

含量，发 现 培 养 上 清 中 HBsAg 和 HBeAg 均 受 到

明显抑制，其 中 pmc-H1-siHBS-U6 在 4 ∶ 1的 比 例

中抑制效果最佳( 数据未列出) ，且在培养72 h的

细胞 上 清 中 HBsAg 和 HBeAg 抑 制 率 达 到 最 高

值，分别为 72. 5% 和 89% ，其抑制作用 到168 h
时依旧稳 定。上 述 结 果 与 相 应 的 对 照 组 比 较 差

异有统计学意义(P ＜ 0. 05) ，相比之下无关对照

pmc-H1-siEGFP-U6 和空 质 粒 对 照 pmc-H1-U6 无

图 3 小环 RNA 干扰质粒的构建、诱导及鉴定

Fig． 3 The construction、generation and identification of Minicircle

RNAi vector A． Diagram of production process of a minicircle DNA

vector． B． pmc-H1-siHBS-U6 was digested by BglⅡ and EcoNI

restriction enzymes before electrophoresis． lane M． TaKaRa DL10，

000 DNA maker． lane + ． pmc-H1-siHBS-U6 with BglⅡ and

EcoNI restriction enzymes． lane ﹣． pmc-H1-siHBS-U6 without

BglII and EcoNI restriction enzymes．

明显抑制作用( 图 4) ，显示 siRNA 的抑制作用是

稳定、高效、特异的。
2. 4 siRNA 对 HBV-DNA 的抑制作用

收集 pmc-H1-siHBS-U6 转染组细胞上清液，使

用 QIAGEN 乙型肝炎病毒(HBV) 核酸定量检测试

剂 盒，提 取 细 胞 上 清 中 的 HBV-DNA，然 后 采 用

ABI7300 PCR 自动荧光检测仪检测转染24 h、48 h、
72 h的细胞培养液上清中 HBV DNA 的含量，数据

结果 显 示，实 验 组 pmc-H1-siHBS-U6 中 的 HBV-
DNA 受到明显抑制，其转染24 h、48 h、72 h的抑制

率分别为 64%、67%、71%，上述结果与相应的对照

组比较差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，而相比之下

无关 对 照 pmc-H1-siEGFP-U6 和 空 质 粒 对 照 pmc-
H1-U6 无明显抑制作用(表 2)，表明 siRNA 对 HBV-
DNA 的降解作用是高效、特异的。
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图 4 ELISA 半 定 量 法 检 测 小 环 载 体 介 导 的

siRNA 对细胞分泌 HBsAg(A) 和 HBeAg(B) 的

抑制作用

Fig． 4 Inhibition of HBsAg(A) and HBeAg(B) by RNAi

based on Minicircle DNA vector delivery in Huh-7 cell

pools． The amount of HBsAg and HBeAg in the culture

medium was measured in 1-7 days by ELISA． The data

shown represent the mean values ± S． D． based on three

independent experiments． Compared with control groups，*

P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 02，＊＊＊P ＜ 0. 001.

表 2 Real-time PCR 法 检 测 小 环 载 体 介 导 的 siRNA 对

Huh-7 细胞 HBV DNA 的抑制作用

Table 2 Inhibition of HBV DNA by RNAi based on Minicircle
DNA vector delivery in Huh-7 cell pools． The amount of HBV
DNA was measured by Real-time PCR． The data shown represent
the mean values ± S． D． based on three independent
experiments． ( × 106 copies /mL ± SD)

Species Number 24h 48h 72h
pmc-H1-siEGFP-U6 3 5. 33 ± 0. 8* 7. 86 ± 0. 9 10. 56 ± 1. 2
pmc-H1U6 3 5. 18 ± 0. 5 7. 57 ± 0. 3 11. 34 ± 1. 3
pmc-H1-siHBS-U6 3 1. 88 ± 1. 1＊＊ 2. 57 ± 0. 9＊＊ 3. 16 ± 0. 4＊＊＊
＊: × 106 copies /mL ± SD; Compared with control groups，＊＊P ＜ 0. 02，
＊＊＊P ＜ 0. 001.

2. 5 siRNA 对Huh-7 细胞中HBV mRNA 降解的作用

提取 pmc-H1-siHBS-U6 转染组 72h 的细胞总

RNA，逆转录为 cDNA 后将其作为模版，分别用 HBS
和 β-actin 的引物在 ABI7300 PCR 自动荧光检测仪

上进行 扩 增。反 应 完 毕 所 得 到 的 CT 值 用 公 式

2 －△CT
计算表达基因的相对变化。数据结果显示，实

验组 pmc-H1-siHBS-U6 对 Huh-7 细 胞 中 的 HBV
mRNA 有明显降 解 作 用，且 在72 h时 降 解 率 高 达

80% (图 5)。上述结果与相应的对照组比较差异有

统计学意义(P ＜ 0. 05)，而相比之下无关对照 pmc-
H1-siEGFP-U6 和空质粒对照 pmc-H1-U6 无明显抑

制作用(图 5)，表明 siRNA 对 HBV mRNA 的降解作

用是高效、特异的。

图 5 Real-time RT-PCR 法检测小环载体介导的 siRNA
对 HBV S 基因 mRNA 的降解作用

Fig． 5 Inhibition of HBV S gene mRNA by RNAi based on Minicircle

DNA vector delivery in Huh-7 cell pools． The amount of HBV S gene

mRNA was measured by Real-time RT-PCR． The data shown represent

the mean values ± S． D． based on three independent experiments．

Compared with control groups，＊＊＊:P ＜ 0. 001．

3 讨论

小环 DNA(minicircle DNA)载体是一种自 1997
年发展起来的新型的基因载体。与常用的非病毒载

体———质粒载体相比，小环 DNA 载体仅由外源基因

的表达盒构成，不含有来自细菌质粒的骨架结构，从

而减少了未甲基化的 CpG 所致的炎性反应，提高了

安全性;而碱基数的减小，更有效的提高了目的基因

的表达和生物利用度。小环 DNA 载体克服了质粒

载体转染率低、易引起免疫反应及外源基因在体内

表达时间短的缺点，是一种安全、高效的新型载体。
由于小环载体纯化方法的复杂性增加了其大规模制

备的困难，限制了其在临床上的应用。然而 Chen、
Kay 等分别在 2003 年

［14］、2005 年
［22］、2010 年

［23］
重

新改造小环载体系统，包括小环载体与感受态细胞，

采用源于链霉菌温和噬菌体的 ΦC31 整合酶，并在

母体质粒上插入内切酶 I-SceI 的表达盒。ΦC31 整

合酶在宿主菌内完成重组过程后，诱导 I-SceI 的表

达，可将环状骨架及少量未重组的母体质粒消化成
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为线性 DNA，继而在细菌核酸外切酶的作用下降

解，小环 DNA 即可从细菌中一步获得，毋需进一步

纯化，产量高达 99%，从而建立起了一个简单、快

速、低成本的小环质粒生产体系，本实验就是采用此

系统来诱导小环目的质粒。
小环载体较普通的质粒载体有明显的优越性，

但是目前尚无用它来介导 siRNA 作用的相关报道。
本研究构建了小环载体的 siRNA 表达系统，并成功

诱导出小环 RNA 干扰质粒 pmc-H1-siHBS-U6，与含

有 1. 3 倍 HBV 基因组的完整病毒复制体 pHBV1. 3
共转染 Huh-7 细胞。pHBV1. 3 是包含了 5＇末端重复

Enh I、Enh II，复 制 起 始 区 ( 直 接 重 复 序 列 DR1、
DR2)，前基因组转录起始点、X 和前 C 区启动子，X
开放读码框等，可产生 3. 5 kb、2. 4 kb、2. 1 kb 和 0. 7
kb 等几乎所有 HBV 特异转录子。该重组体已被证

实能高效启动 HBV 复制，体外转染和转基因小鼠试

验有高度的肝细胞特异性
［24］。将其转染细胞作为

HBV siRNA 靶向的体外复制模型结果客观、准确。
实验结果表明，在蛋白水平上，pmc-H1-siHBS-

U6 转染72 h后的细胞培养上清中 HBsAg 和 HBeAg
含量明显下降，抑制率分别为 75% 和 91%，且抑制

作用到168 h时依旧稳定;在 DNA 水平上，定量 PCR
显示 pmc-H1-siHBS-U6 能明显降低 HBV DNA 拷贝

数，且72 h抑制率达 71% ;在 RNA 水平上，定量 PCR
结果表明 pmc-H1-siHBS-U6 能较大程度的引起细胞

中 HBV mRNA 的降解，且在72 h降解率高达 80%。
而同时，无关序列对照组 pmc-H1-siEGFP-U6 与空载

体对照组 pmc-H1-U6 无明显抑制作用，表明 siRNA
作用是序列特异性的。

总之，小环载体较普通载体有明显的竞争优势，

高转染率、低免疫反应及外源基因在体内长效表达

等优点，加上其大规模制备的困难也逐步被解决，使

其成为一种安全、高效的新型载体。本实验中小环

干扰 RNA 载体的构建及其在体外的成功表达，使其

有望成为一种新型抗病毒基因治疗的载体，不仅为

后续的体内实验，而且为将来 HBV 基因治疗的临床

应用提供了可靠的理论和实验依据。
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A minicircle DNA vector-mediated siRNA to stably
suppress hepatitis B virus replication and expression

Xiaoman Liu1，Zhuo Yang2，Tao Feng1*
1 Department of Biochemistry and Molecular Biology，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University，

Chongqing 400016，China
2 School of Life Sciences，Tsinghua University，Beijing 100084，China

Abstract:［Objective］We used a minicircle DNA vector system to express small interfering RNA ( siRNA) and studied
the inhibition of hepatitis B virus (HBV ) replication and gene expression in vitro．［Methods］ siRNA targeting HBV S
gene ( siHBS ) was designed ，synthesized and cloned into a minicircle DNA vector pMC． BESPX-MCS2. After
sequencing，we transformed the recombinant pMC-H1-siHBS-U6 into E． coli ZYCY10P3S2T， and induced the
degradation of its bacterial backbone by adding L-arabinose into the bacterial growth medium． As expected，a minicircle
RNA interference (RNAi) vector pmc-H1-siHBS-U6 was generated only consisting of gene expression cassette． Then pmc-
H1-siHBS-U6 was co-transfected into Huh-7 cells with HBV expression vector pHBV1. 3. ELISA and Real-time PCR were
performed to evaluate the inhibition effect of the secretion of HBsAg and HBeAg and the levels of HBV DNA and mRNA in
Huh-7 cells．［Results］ We Successfully established the minicircle-based RNAi vector pmc-H1-siHBS-U6，which can
significantly inhibit the secretion of HBsAg and HBeAg in Huh-7 cells for two to three weeks． Real-time PCR results show
that HBV DNA and mRNA levels were also down-regulated about 71% and 80% ．［Conclusion］ The minicircle DNA-
based RNAi vector pmc-H1-siHBS-U6 can suppress HBV replication and gene expression specifically，efficiently and
steadily． Thus，this study provided us a new siRNA delivery system and a new gene therapy strategy of HBV infection．
Keywords: minicircle DNA vector，hepatitis B virus (HBV)，siRNA，Huh-7 cell
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