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用 siRNA 沉默人血红素加氢酶4 基因

降低胆红素水平
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摘要 拟通过RNA干扰技术特异下调人血红素加氧酶 -1 (human heme oxygenase-l , hHO-l) 

基因的表达，减少 hHO斗的产量从而降低胆红素的产生，探讨在胆红素产生前就阻断其产生，为临

床早期防治新生儿高胆红素血症及胆红素中毒性脑病探索一种新的有效手段。针对 hHO-l 基因设

计并化学合成三对小分子干扰. RNA (small interfering RNA, siRNA)。采用脂质体转染法将 siRNA

转染入人肝脏细胞林 HL-7702; 荧光显微镜检测 siRNA 转染细胞的效率·转染 siRNA 1-2 天后经

RT-PCR和 Westem 印迹方法检测 hHO-l 表达水平和蛋白质量;并采用 HO-l 诱导剂血红素诱导或

hHO-l 表达质粒转染细胞以上调 hHO-l 表达，检测 siRNA 干扰后 hHO-l 产量和酶活性。结果显示:

设计的三对 siRNA 能不同程度的特异下调 hHO-l 表达筛选获得抑制效果最佳的 siRNA-3. siRNA-3 

抑制 hHO-l 呈现浓度与时间依赖性。与非特异对照 siRNA及未处理组比较，血红素诱导和 hHO-l

表达质粒转染均能上调 HL-7702 细胞内 hHO-l 表达，提高 hHO-l 产量，但转染 siRNA-3 后 hHO-l

表达明显抑制，同时 hHO-l 活性随着基因表达下调而下降。实验表明设计合成的 siRNA-3 抑制效

果明显。 siRNA-3 通过降解 hHO-l ， 减少 hHO-l 产量，降低酶活性，最终减少胆红素产生，从而使

RNA 千扰技术成为降低新生儿高胆红素血症和胆红素中毒性脑病发生的一种候选方法。
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新生儿高胆红素血症是新生儿期常见的一种病

症，由胆红素产生增加和排泄减少所致[1] 。大约

60%的足月儿在生后第-周会发生高胆红素血症，其

中临床需要治疗的高胆红素血症新生儿约有 10%[2] 。

在大多数情况下，新生儿高胆红素血症是一种良性过

程，但是严重高胆红素血症可以导致胆红素中毒性脑

病(核黄瘟)。在过去 15 年中，报告的胆红素中毒性

脑病病例数在增加[3] 。

血红素加氧酶(heme oxygenase, HO)是胆红素

产生的限速酶，它通过一个耗能的过程将血红素代谢

为胆红素，同时释放一分子的一氧化碳和铁离子[1] 0 

HO 有三种同工酶，其中 HO-l 可被多种因素(包括血

红素)诱导而表达增加[4]。产后新生儿，由于红细胞

裂解产生大量血红素，所以高胆红素血症新生儿HO-

1 表达量增加[5]。但在 HO-l 表达减少或酶活性抑制

时，未氧化还原的血红素不会聚集体内，而是由肝脏

组织以原形经胆道系统排泄[6] 。

RNA 干扰(RNA-mediated interference, RNAi)是

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

目前采用的一种新兴技术主要通过双链RNA 的介

导，特异性地降解与之同源的靶基因 mRNA，从而阻

断相应基因表达，导致转录后的基因沉默，在特异并

高效抑制基因活性方面展示出了广阔的前景。小分

子干扰RNA (small interfering RNA, siRNA)作为第二

代治疗性刚A，较第一代反义则A和核酶具有更高

的特异性和稳定性，以及其结构的特殊性，又较核酶

有更多的候选靶基因[问]。应用 siRNA 降低胆红素水

平以防治新生儿高胆红素血症，至今尚无报道。

本实验采用 siRNA技术，针对人HO-l(hHO-l)基

因设计并化学合成了三对siRNA，筛选有效siRNA，并

转染经血红素诱导和导入 hHO-l 高表达质粒的人肝

脏细胞株 HL-7702，通过 RT-PCR 和 Westem 印迹方

法检测JhHO-l表达和蛋白质量;并经酶活性测定以评
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价其是否能有效抑制 hHO-l 表达，降低 hHO-l 活性，

减少胆红素的产生。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人正常肝脏细胞 HL-7702(中国科学院上海生命

科学研究院细胞库)，加入含 10% 新生牛血清的

RPMII640 培养基(美国 Gibco 公司)，置 37 'C , 5% 

COz 培养箱中培养，每间隔 48 h 更换一次培养基，待

细胞长满后用 0.25% 膜蛋白酶消化细胞并传代。

1.2 设计合成 siRNA

针对 hHO-l mRNA 设计合成了三对 siRNA，根

据 RNA 的二级结构选出能量较低处于环区的序列，

siRNA序列见表 10 siRNA 由中科院上海生命科学院

生物化学与细胞生物学研究所合成。

1.3 脂质体包埋

转染前一天，将细胞接种于 12 孔板，控制浓度

使第二天转染时细胞的满度为 50-70%。转染前细

胞更换￡血洁培养液 1 ml，采用 01igofectamine™ 

Reagent( 芙['F.1 Invitrogen 公司)0 2μl 双链 siRNA 与

100μ1 Opti-Mem 1 混匀， 12μ1 Oligofectamine 与 48μl

Opti-Mem 1 1~ß匀，言温 F温育 5-lO min，将 siRNA 与

Oligofectamine 混合物轻轻混匀，室温下温育 20-25

min，形成脂质体 -siRNA 复合物。同法将 400 ng 质

粒与 100μ1 Opti-Mem 1 混匀， 1μIIipofectamine2000 

(美国 Invitrogen 公司)与 100μ1 Opti-Mem 1 混匀，主

温下温育 5-10 min，将制备的混合物轻轻混匀(质粒:

lipofectamine2000 为 1 问: 1-3μ1)，室温下温育

20-25 min，形成脂质体，质粒复合物。同时设立空

白对照及非特异 siRNA 对照。

1.4 siRNA 转染 HL-7702 细胞后转染率检测

将消毒的盖玻片放于6孔板， HL-7702铺于其上;

24h 后用 FITC 标记的非特异性 siRNA 以 200 nmol/ 

L 的浓度转染 HL-7702 细胞， 48 h 后去培养液，用

DAPI 染核，之后在荧光显微镜下分别拍摄 siRNA 荧

表 1 siRNA 序列

名称 序歹。

siRNA-1 154+ 5'-UGC UGA GUU CAU GAG GAA CdTdT-3' 
154- 5'-GUU CCU CAU GAA CUC AGC AdTdT-3' 

siRNA-2 591+ 5'-CCA AGU UCA AGC AGC UCU AdTdT-3' 
591- 5'-UAG AGC UGC UUG AAC UUG GdTdT-3' 

siRNA-3 786+ 5'-GCA ACA AAG UGC AAG AUU CdTdT-3' 
786- 5'-GAA UCU UGC ACU UUG UUG CdTdT-3' 

光和核荧光，将两张图片重合，计数分析 siRNA 在细

胞内的分布。

1.5 RT-PCR 检测 hHO-l mRNA 表达

siRNA 转染 HL-7702 细胞后 24 h，抽提细胞总

RNA，用 RT-PCR 检测 hHO-l mRNA 的表达量。引

物序列如下: hHO-l: 有义 5'-GGT GAT AGA AGA 

GGC CAA GAC TGC-3'，反义夕-TGT AAG GAC CCA 

TCG GAG AAG C-3'; hHO-2: 有义5'-CCA CCA CGG 

CAC TTT ACT TCA-3'，反义 5'-GCT GGG CAT TGT 

CCA CAT TCT-3'; 甘油醒 -3- 磷酸脱氢酶(GAPDH):

有义 5'-GTC GTG GAG TCT ACT GGC GTC TT-3' , 

反义 5'-CAG TCT TCT GAG TGG CAG TGA TGG-3' 

(均由上海英骏生物工程有限公司合成)0 PCR 反应

条件:初始变性 94 'C , 4 min, 1 个循环;变性 94 'C 30 

s; 退火 hHO-l 56 'C 、 hHO-2 59 'C 、 GAPDH 58 

'C ，均 30 s; 延伸 72 'C , 30 s，共 35 个循环; 72 'C延伸

10 min , 4 'C保存待测。

1.6 Western 印迹检~9!IJ hHO-l 产量

收集细胞， 6000 r/min 离心 5 min，去上清液;加

入 20μ12 X SDS 上样缓冲液，煮沸 10 min, 10 000 r/ 

min 离心 3 min，留取上清液。 SDS-PAGE 电泳，选

用 PVDF 膜，于 4 'C 200 mA 转膜 2 h，分别加入抗

HO-l IgG (1 : 200, Sigma-Aldrich 公司)和 HRP- 羊

抗兔二抗(1 : 10000, Rockland 公司)，鼠抗 GAPDH

抗体(1 : 5 000, Kangchen 公司)和 HRP- 羊抗鼠二抗

(1 : 5 000, Rockland 公司)温育， ECL 检测。

1.7 血红素的作用剂量与时间

培养 HL-7702 细胞，分别与 10μg/ml 、 30μg/

ml 和 50μg/ml 血红素共培养，以及同一剂量的血红

素培养 24h、 48 h 和 72h，检测 hHO-l 产量，分析血

红素的有效剂量和作用时间。

1.8 转染质粒 pcDNA3.1hHO-l 和 pcDNA3.1

HL-7702细胞接种于 12孔板，采用Lipofectamine

2000(Invitrogen 公司)分别将 100 ng 、 200 ng 和 400

ng hHO-l 表达质粒 pcDNA3.1hHO-l(本实验室制备)

和质粒 pcDNA3.1 (-)(lnvitrogen 公司)转染细胞，以及

同一剂量 pcDNA3.1hHO-l 转染细胞后 24 h 、 48 h 

和 72 h，检测 hHO-l 产量，分析 pcDNA3.1hHO-l 有

效剂量和表达时间。

1.9 HO-l 活性检测

将细胞培养于 10 cm 培养皿，用 200 nmol/L 

siRNA-3 转染细胞， 4h后将 30μg/m1血红素加入培养

液，培养 48 h 后收集细胞;或将 200 nmol/L siRNA-3 
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3 讨论

统计显示临床新生儿高胆红素血症的发生率足

月儿为 10.5%、早产儿为 25.3%[11]，东亚地区其发生

率和严重程度都较白种新生儿高(相对危险度 RR分

别为1.37 和 1.70)[12]。病理性高胆红素血症具有潜

在的神经毒性，可导致胆红素中毒性脑病，有很高的

致死率或致残率，应予以高度重视。

换血和光照疗法是新生儿高胆红素血症的传统

治疗方法[日.14]。光照疗法使用方便、副作用小，为

首选疗法。但有些新生儿高胆红素血症单纯应用光

照疗法无法有效降低血清胆红素水平。换血疗法虽

能快速降低血清胆红素水平，却有很多并发症[15] 。

而最为关键的是该类传统疗法只能清除已经产生的

胆红素，未能在胆红素形成之前就阻断其产生，起到

早期防治的作用。

HO是血红素代谢产生胆红素的限速酶，抑制HO

活性可有效减少胆红素生成。因此在新生儿期肝脏

处理胆红素功能尚未成熟时，利用 HO抑制剂阻断胆

红素过度产生，较血清胆红素已经产生且已达危险水

平后再处理，有更合理的临床应用前景和科学价值。

锡.中叶琳是血红素的结构类似物，可特异性地抑制

HO 的活性[1]。但由于其作为化合物具有潜在毒性作

用，及治疗的长期安全性和抑制胆红素产生的全身作

用还尚未清楚，还不能推荐作为临床常规治疗[14 ， 16] 。

由于许多药物可以通过与白蛋白结合而置换出

胆红素或者干扰血脑屏障的磷酸糖蛋白功能，从而增

加胆红素进入脑组织产生神经毒性的危险性，因此药

物治疗新生儿高胆红素血症伴有很多危险性[14] 。新

近发现的小分子干扰刚A，能特异性地切割靶 RNA，

抑制蛋白质的合成，而不诱导非特异性的双链 RNA

反应，从而为基因功能研究和基因治疗提供了一个新

的有力工具。

本研究利用RNA干扰技术抑制胆红素产生的限

速酶一-HO 同工酶 HO-l 来减少胆红素的产生。实

验针对hHO-l 不同位点设计的 siRNA抑制 hHO-l 表

达的效率有很大的差别。这种抑制效率的差别主要

取决于siRNA作用的靶位点，两条siRNA作用的靶位

点即使相差几个碱基，其抑制效率就会产生很大差

别。此外，抑制效率还与作用位点的二级结构和碱

基配对结合紧密程度有关[17]。中间位置的碱基配对

比两端的碱基配对重要，不同的碱基错配对抑制效率

也有不同的影响[18] 。因此，本实验经检测从中筛选

出一对抑制效率最佳的siRNA(siRNA-坷，并以不同的

浓度转染人肝脏细胞株后，发现随着si刚A转染浓度

的增加，其抑制表达产物 hHO-l 的效率也随之递增，

说明该对siRNA对旧旧-1 的抑制有浓度依赖性，与以

往相似的研究结果相符[闷。同时在相同浓度 siRNA

转染人肝脏细胞后，于不同时间收集细胞，检测hHO-

1 的抑制效率，发现转染后随着时间的延长， siRNA抑

制 hHO-l 的效率则逐渐减弱， hHO-l 表达在 48 h 后

会逐渐恢复。说明该对 siRNA对四0-1 的抑制具有

时间依赖性。这种时间依赖性的表达恢复也见于其

他 siRNA，推测和转染的 siRNA 被降解有关[20] 。

新生儿高胆红素血症因血红素产生过度，诱导

hHO-l 高表达以降解增加的血红素。尽管 HL-7702

细胞能表达内源性 hHO-l，但产量低，实验有时难以

检测，这与我们实验对照组发现的结果一致。因此，

实验中分别采用血红素和转染质粒两种方法上调

hHO-l 表达以增加外源性hHO-l 含量，并用筛选出的

siRNA 转染 hHO-l 表达上调的细胞。结果发现与未

转染 siRNA 的 hHO-l 表达上调的细胞相比，转染

siRNA的细胞hHO-l表达水平下降，从而证实筛选出

的 siRNA可以抑制由血红素诱导或质粒转染后 hHO­

I 高表达，从而为 siRNA 在体内抑制 hHO-l 表达，降

低酶产量提供了一种可能性。

在筛选作用最佳的 siRNA 时，我们选用乱序的、

与我们合成的 siRNA 不具同源性的 siRNA转染细胞

作为阴性对照，结果显示这些非特异性siRNA不能降

低hHO-l表达，说明我们设计合成的siRNA具有特异

性作用。此外，筛选的 siRNA 在抑制 hHO-l 表达的

同时， hHO-2 表达没有变化，进一步说明 siRNA 能特

异性抑制 hHO-l 表达。

酶活性检测又发现经血红素诱导和转染质粒后，

细胞内 hHO-l 活性增加而筛选出的 siRNA 经酶切

hHO-l ， 降低了酶的量，酶比活力(U/mg)或活性倍数

明显下降。从而进一步说明 siRNA 可以抑制表达上

调的 hHO-l ， 降低酶活性，最终减少胆红素的产量。

鉴于 siRNA 的体外细胞实验尚不能完全证实体

内的作用，因此我们将在此基础上设想通过构建新生

期高胆红素血症大鼠模型[21] 并设计合成和筛选出有

效抑制大鼠 HO-l 的 siRNA，采用脂质体包埋[221，靶

向性作用于大鼠肝细胞以验证siRNA在体内对HO-l

的抑制作用，为临床早期防治新生儿高胆红素血症和

胆红素中毒性脑病提供一种新的有效手段。
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Abstract Neonatal hyperbilirubinemia is a common clinical condition mainly caused by the increased 

production and decreased excretion of bilirubin. Current treatment is aimed at reducing serum level of bilirubin. 

Heme oxygenase (HO) is a rate-limiting enzyme which generates bilirubin. In this study, we intended to specifically 

suppress HO-l using RNA interference technique. Sma11 interfering RNA (siRNA)-l , -2 and -3 were designed based 

on human HO-l (hHO-l) mRNA sequences. siRNA was transfected into a human hepatic cellline (HL-7702). hHO-

1 transcription and protein levels were then determined. In addition, the inhibitory effect of siRNA on hHO-l was 

assessed in the cells treated with hemin or transfected with hHO-l plasmid. siRNA-3 showed the most potent 

suppressive effect on hHO- l. This inhibition is dose- and time- dependent. Compared with control, both hemin and 

hHO-l plasmid up-regulated HO-l expression in HL-7702 cells. However, the up-regulation was significantly at­

tenuated by siRNA-3. Furthermore, the decrease of hHO-l activity was coincident with the suppression of its 

transcription. Finally, siRNA-3 was shown to reduce hHO-l enzymatic activity and bilirubin level. Thus, this study 

provides a novel therapeutic rationale via blocking bilirubin formation for preventing and treating neonatal hyperbi­

lirubinemia as well as bilirubin encepha10pathy at an early clinical stage. 
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