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慢性乙型肝炎病毒感染病毒复制与肝细胞内质网应激反应
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摘要 目的：研究体内、体外乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）复制水平与肝细胞内质网应激（endoplasmic reticulum stress，ER

stress）反应基因表达的相关性。方法：选择 7例慢性 HBV感染者作体内研究，用液氮冷冻保存肝脏穿刺活检组织，检测肝功能并

提取 mRNA；体外研究分三组，转染组（HepG2.2.15）为 HBV基因转染人肝癌细胞株，对照组（HepG2）为人肝癌细胞株，干预组

（3TC）为 50 滋g/mL拉米夫定作用于 HBV基因转染人肝癌细胞。分别培养 2天、4天、6天后收集细胞提取 mRNA。HBV DNA载

量的测定用实时定量聚合酶链反应（PCR）；活化转录因子 4（ATF4）、转录因子 C/EBP同源蛋白（CHOP）、活化转录因子 6

（ATF6）、X盒结合蛋白 1（XBP1）及葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）的 mRNA表达，用 SYBR Green荧光定量逆转录聚合酶链反应

（SYBR Green RT-PCR）检测，以茁-actin为内参照；GRP78的表达用蛋白免疫印迹法（WB）检测。结果：体内研究结果表明：XBP1、
GRP78、CHOP及 ATF6基因表达水平与病毒载量、炎症程度及肝组织纤维化程度无显著相关性（P>0.05）；ATF6与 GRP78基因

表达水平和 HBV DNA水平呈显著正相关（P<0.05）。体外研究结果表明：干预组细胞培养 2天至 6天 HBV DNA水平下降，
CHOP、GRP78、ATF6及 XBP1基因表达水平在三组之间差异无统计学意义（P>0.05）；WB结果表明，转染组细胞 GRP78的表达

培养 4天与 6天相比差异无统计学意义（P>0.05），干预组培养 6天后与转染组比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论：研究结果

提示体内 HBV复制水平与肝细胞 ER stress反应显著相关，而肝脏炎症程度及肝脏纤维化程度等与 ER stress反应无明显相关
性；体外三组细胞之间 ER stress基因的表达无显著差异（P>0.05）。
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A Preliminary Study on the Correlation between the Replication of Hepatitis
B Virus and Endoplasmic Reticulum Stress of Hepatocytes*

To investigate the possible correlation between hepatitis B virus (HBV) replication level and the related

genes expression of hepatocyte endoplasmic reticulum stress (ER stress) in vivo and in vitro. 7 patients with chronic hepatitis B

(CHB) were collected as vivo study. Liver biopsies were carried out and a fragment of liver tissue was immediately frozen in liquid, liver

functions were tested and mRNA was extracted. Vitro study was divided as 3 groups, HBV genome transfected human hepatoma carcinoma
cells were used as transfection group (HepG2.2.15), human hepatoma HepG2 cells were used as control group (HepG2), HBV genome

transfected human hepatoma carcinoma cells were cultured with 50 滋g/mL lamivudine were used as interference group (3TC). The cells

were collected to extract the mRNA after cultured for 2 d, 4 d and 6 d HBVDNA levels were determined by the method of real-time

quantitative polymerase chain reaction (PCR), the expressions of activating transcription factor 4 (ATF4), C/EBP-homologous protein

(CHOP), activating transcription factor 6 (ATF6), X box-binding protein 1 (XBP1) and glucose regulated protein 78 (GRP78) were inves-

tigated by the method of SYBR Green real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction, 茁-actin was choosed as inner
reference. The expression of GRP78 was determined by the method of western-blotting (WB). The results in vivo study suggest-

ed that XBP1, GRP78, ATF6 and CHOP mRNA with HBV DAN load, intensity of liver inflammation and degree of liver fibrosis showed

no significant correlations (P>0.05), while significantly positive correlations were found between GRP78 mRNA, ATF6 mRNA with

HBV DNA levels (P<0.05). The result in vitro study suggested that HBV DNA levels in interference group decreased from 2 d to 6 d and

no significant differences were found in the expressions of CHOP, GRP78, ATF6 and XBP1 mRNA among the there groups (P>0.05).
The WB results suggested that GRP78 expression in transfection group increased from 4 d to 6 d but not significant and no significant
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differences were found in interference group and transfection group at 6 d (P>0.05). The results suggested that hepatocyte

ER stress is correlated with HBVDNA levels in vivo study, while intensity of liver inflammation and degree of liver fibrosis showed no

significant correlations. The gene expressions of ER stress are not changed among the there groups in vitro.

Hepatitis B virus; Endoplasmic reticulum stress; HepG2.2.15 cells; Lamivudine

前言

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）感染导致肝细胞受
损的机理尚不明确，且 HBV感染者肝损伤与病毒复制的关联

和机制也不清楚[1]，但 HBV自身的复制不会引起肝细胞损伤[2,3]。

活跃的 HBV DNA复制是慢性 HBV感染者肝脏疾病进展的主

要因素，阻断或减缓 HBV感染者疾病进展的途径是长期抑制
HBV复制[4]。内质网是细胞内糖类、脂类、蛋白质合成、肽链折

叠、修饰的重要场所，除此之外还具有钙的贮存与释放，钙离子

浓度调节等功能[5]。内质网应激（endoplasmic reticulum stress，
ER stress）是指某些生理病变导致细胞内质网的稳态被破坏，

使得钙代谢紊乱、腔内错误折叠或未折叠蛋白聚集[6,7]。钙离子

浓度的改变会引起 ER stress，激活 ER stress反应和未折叠蛋白
反应（UPR），但当 ER stress长时间持续时，内质网稳态无法及

时恢复，UPR会激活细胞凋亡信号[8-10]。已有的研究结果显示，

病毒性肝炎[11,12]、酒精性肝病[13]、药物性肝炎[14]、酒精性脂肪肝等
[15]的发病机制均与肝细胞 ER stress有关[16,17]。

体外研究发现肝细胞 ER stress 反应由 HBV 及其抗原

成分诱导[18-20]，但体内研究较少。慢性 HBV感染者诱导肝细胞
ER stress的机制尚不清楚[21]，且是否与 HBV 复制水平有关尚
不清楚。为深入了解 HBV的致病机制，本实验将从体内、体外

两方面做初步研究，探讨肝细胞 ER stress 基因表达与慢性
HBV感染病毒的复制水平的相关性。

1 实验方法

1.1 体内肝组织和体外细胞 RNA提取
1.1.1 体内肝组织 RNA的提取 选取在本院感染科入院的排

除 EB病毒和巨细胞病毒感染、丙、丁型肝炎、自身免疫及酒精

性肝病，临床诊断为慢性 HBV感染者，HBV DNA持续阳性的
7例患者为体内研究对象。进行肝脏穿刺病检，用液氮冷冻保

存取出的新鲜肝组织，做好标记，统一提取肝 mRNA具体操作

如下：

（1）取液氮冷冻的 50 mg的肝组织与研钵中研磨成粉，加

入 1000 滋L的 RNAiso Plus将组织覆盖，继续研磨至裂解液透

明；

（2）将上述匀浆液转移至 1.5 mL离心管，室温静置 5 min

后在 12000 rpm 4 ℃下离心 5 min后，吸取上清液于新离心管

中加入 200 滋L氯仿，剧烈震荡 15 s后室温下 5 min后在 12000
rpm 4℃下离心 15 min；

（3）取上层的无色上清液于离心管中加入等体积的异丙
酮，混匀后在 15-30℃静置 10 min后在 12000 rpm 4 ℃下离心
10 min后弃去上清，加入 1 mL 75%的乙醇后在 12000 rpm 4 ℃

下离心 5 min，弃去乙醇。室温下干燥 10 min后，加入 50 滋L的

RNase-free水溶解沉淀，待完全溶解后于 -80℃保存。
1.1.2 体外细胞 RNA 提取 体外研究分三组，转染组

（HepG2.2.15）为 HBV 基因转染人肝癌细胞株，对照组

（HepG2）为人肝癌细胞株，干预组（3TC）为 50 滋g /mL拉米夫

定（3TC）作用于 HepG2.2.15细胞。当细胞生长铺展面积占瓶

底面积 80-90%时传代，新分离的细胞按约 1× 107个 /mL的密

度，每孔 3 mL接种于 6孔培养板中，24小时后待细胞生长同
步化后换用 2%FEB的 DMEM培养基培养，同化 2天时各取

出每组第一盘分别收集三孔上清，用 1× PBS 清洗一次加入
1000 滋L的 RNAiso Plus轻微晃动，使得细胞充分裂解，用移液

枪将细胞裂解液转移至去酶 EP管，做好标记，液氮冷冻，同时

每孔收集的上清做好标记，于 -40℃保存。培养 4天与 6天时提
取每组上清及细胞样本，做好标记，所有细胞 mRNA提取方法

同 1.1.1所述方法。
1.2 体内肝组织和体外细胞 HBA DNA检测

HBVDNA 的定量分析采用美国 Bio-Rad 公司的 C1000

Thermal CyclerPCR仪，试剂盒由大连 TaKaRa公司提供。
1.3 体内肝组织和体外细胞 ER stress相关基因表达检测

用 SYBR Green 荧光定量 PCR 技术检测 ATF4、CHOP、
ATF6、XBP1 及 GRP78 的 mRNA 表达。反应条件为第一步：
95℃，3 min，第二步：95℃，15 s，60℃退火 45 s，40个循环，第三

步：55-99℃，80个循环，引物合成序列见表 1。

1.4 体外 GRP78表达检测

蛋白提取：将细胞碎片和裂解液转移至离心管中，在 4℃，
12000 rpm离心 5 min，收集上清液、定量备用。

电泳、显色：采用十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶系统，

表 1引物 GRP78、XBP1、ATF6、ATF4、CHOP、茁-actin引物序列

Table 1 Primer Sequence of GRP78, XBP1, ATF6, ATF4, CHOP, 茁-actin

Gene Primer

GRP78 F：GAACACAGTGGTGCCTACCAAGAA

R：TCCAGTCAGATCAAATGTACCCAGA

XBP1 F：TGAGTCCGCAGCACTCAGA

R：CTGGGTCCAAGTTGTCCAGAA

ATF6 F：TGGCAAAGCAGCAACCAATTA

R：GCAAGGACTGGCTGAGCAGA

ATF4 F：CCAACAACAGCAAGGAGGAT

R：GTGTCATCCAACGTGGTCAG

CHOP F：TGGCACCCAGCACAATGAA

R：TGCTTTCAGGTGTGGTGATGTATG

茁-actin F：TGGCACCCAGCACAATGAA

R：CATTGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA
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取蛋白样品上样，加入缓冲液接通电源在室温下恒温电泳，先

以 80 V电压至蛋白质溶液通过浓缩胶后，改为 100 V电压持
续电泳至染料到达分离胶底部，关闭电源。电泳后转移至

PVDF膜，用 TBS液清洗 5 min，加入封闭液室温下孵育，加入

一抗 GRP78兔抗人抗体和鼠源 Acin抗体（1:400），室温下 1 h，

洗膜，加二抗，以 TBST液稀释 HRP标记的山羊抗兔 IgG（1:

2000）孵育 GRP78，HRP标记的山羊抗鼠 IgG（1:2000）孵育

茁-actin 1 h，ECL显色 1min，对获得的条带利用全自动凝胶成

像分析系统扫描，用 Image pro plus分析灰度。
1.5 肝脏炎症、纤维化分级

所有病例进行肝脏穿刺组织活检，对获得的标本用 10%甲

醛溶液固定，常规石蜡切片，HE染色，进行肝组织炎症分级和

纤维化分期[22]。

1.6 统计学分析
用 SPSS 13.0统计软件进行数据分析。计量资料以 x± s表

示，对 ER stress相关基因的表达与 HBVDNA 水平、肝脏纤维

化等做相关性分析，多重比较采用单因素方差分析，对于独立

样本采用 t检验分析差异，P<0.05为具有统计学意义。

2 结果

2.1 体内 HBVDNA与 ER stress相关基因表达
2.1.1 体内肝组织 ER stress 相关基因表达水平及与 HBV

DNA、ALT、AST的相关性 表 2为慢性乙型肝炎患者肝组织
HBVDNA、ALT、AST 结果及 ER stress 相关基因表达水平。
HBVDNA值为 6.46× 105时 ALT和 AST值最大，但随着 HB-

VDNA的复制，ALT与 AST值未出现递增趋势，HBVDNA 值

为 1.63× 107时 CHOP 表达水平最高，HBVDNA 值为 7.58×
107时 GRP78、XBP1表达水平最高，HBV DNA值为 7.89× 107

时 ATF6表达水平最高。对体内肝组织 ER stress相关基因表达

水平与 HBV DNA、ALT、AST做相关性分析，结果表明，ATF6、
GRP78 基因表达与 HBVDNA 水平呈显著正相关（P<0.05），
XBP1、CHOP基因表达与HBVDNA水平无明显相关性。见表2。

表 2 体内肝组织 ER stress相关基因表达水平及 HBVDNA、ALT、AST结果

Table 2 Results of related genes expression level of ER stress and HBVDNA, ALT, AST in vivo

Case HBVDNA ALT AST CHOP GRP78 XBP1 ATF6

1 4.08× 105 167 149 6.27 0.44 1.41 3.7

2 6.46× 105 850 475 6.48 1.36 2.94 5.39

3 1.62× 106 51 36 6.03 1.42 2.48 5.36

4 4.64× 106 41 28 6.91 1.66 2.69 5.29

5 1.63× 107 171 229 7.29 1.8 2.31 5.59

6 7.58× 107 87 38 7.12 1.84 2.89 5.62

7 7.89× 107 202 158 6.37 1.48 2.28 5.62

2.1.2 体内肝组织 ER stress相关基因表达水平及与不同病毒

载量的差异 根据 HBVDNA病毒载量将患者分为两组，表 4
结果表明不同病毒载量与 CHOP、GRP78、XBP1、ATF6的基因

表达变化差异无统计学意义（P>0.05）。

表 3 体内肝组织 ER stress相关基因表达水平与 HBVDNA、ALT、AST的相关性

Table 3 Correlation of related genes expression level of ER stress and HBVDNA, ALT, AST in vivo

CHOP GRP78 XBP1 ATF6

HBVDNA r 0.53 0.70 0.32 0.67

P 0.11 0.04 0.24 0.05

ALT r 0.39 0.08 -0.19 -0.11

P 0.19 0.44 0.35 0.41

AST r 0.38 -0.01 -0.35 -0.16

P 0.20 0.49 0.22 0.36

表 4 体内肝组织不同病毒载量 ER stress相关基因表达水平的差异

Table 4 Differences in related genes expression level of ER stress with different HBVDAN load in vivo

Cases CHOP GRP78 XBP1 ATF6

HBV DNA≥ 107 copies/mL 3 6.93± 0.49 1.71± 0.20 2.49± 0.34 5.62± 0.03

HBV DNA<107 copies/mL 4 6.42± 0.38 1.22± 0.54 2.38± 0.67 4.94± 0.82

P 0.18 0.21 0.81 0.22

2.1.3 体内肝组织 ER stress相关基因表达水平及与炎症程度

的差异 表 5为不同肝脏炎症两组患者的 ER stress相关基

因表达结果，CHOP、GRP78、XBP1与 ATF6的表达水平在 1级

及以上略高于 2级及以上，但两组之间差异无统计学意义（P>0.05）。
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2.1.4 体内肝组织 ER stress相关基因表达水平及与肝组织纤

维化程度的差异 表 6 为不同肝纤维化分期的两组患者的
ER stress相关基因表达结果，CHOP、GRP78、XBP1与 ATF6的

表达水平在 2期及以下略高于 3期及以上，但两组之间差异无

统计学意义（P>0.05）。

表 5 体内肝组织不同炎症分级 ER stress相关基因表达水平的差异

Table 5 Differences in related genes expression level of ER stress with different intensity of liver inflammation in vivo

Cases CHOP GRP78 XBP1 ATF6

Stage 3 and above 2 6.59 1.05 2.05 4.50

Stage 2 and below 5 6.66 1.58 2.58 5.52

P 0.88 0.21 0.26 0.06

表6 体内肝组织不同纤维化分期 ER stress相关基因表达水平的差异

Table 6 Differences in related genes expression level of ER stress in vivo with different degree of liver fibrosis

Cases CHOP GRP78 XBP1 ATF6

Level 1and below 3 6.71± 0.51 1.55± 0.22 2.51± 0.38 5.54± 0.14

Level 2 and above 4 6.58± 0.52 1.34± 0.63 2.37± 0.66 4.99± 0.87

P 0.75 0.62 0.76 0.34

2.2 体外 HBVDNA与 ER stress相关基因表达
2.2.1 3TC干预 HepG2.2.15 细胞对 HBV DNA 复制的影响

图 1为转染组与干预组细胞 HBV DNA复制结果，随着培养时

间增加，干预组细胞在 50 滋g/mL 拉米夫定的作用下，HBV

DNA的复制受抑制，呈现递减趋势。
2.2.2 体外 HBVDNA 复制与 ER stress相关基因表达 转染

组、对照组、干预组细胞培养 2、4、6天后 ER stress相关基因的

表达见图 2，ATF6、XBP1、GRP78、ATF4及 CHOP 基因的表达

在各组间差异均无统计学意义（P>0.05）。
2.2.3 3TC干预对 GRP78表达的影响 转染组细胞培养 4天

和 6天，干预组细胞培养 6天后的 GRP78表达结果如下。结果
表明转染组细胞 GRP78的表达在培养 4天与 6天相比差异无

统计学意义（P>0.05），干预组细胞培养 6天后与转染组比较相

差无统计学意义（P>0.05）。见图 3和表 7。

图 1 HepG2.2.15转染组与 3TC干预组细胞 HBVDNA

Fig. 1 HBVDNA of transfection group and interference group cells

图 2 体外各细胞组 ER stress相关基因表达水平的差异

Fig.2 Differences in related genes expression level of ER stress in vitro cells
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3 讨论

体内研究结果表明，XBP1、GRP78、CHOP及 ATF6基因表

达水平与病毒载量、炎症程度及肝组织纤维化程度无显著相关

性，CHOP及 XBP1基因表达和 HBVDNA水平无显著相关性
（P>0.05）。仅 ATF6 与 GRP78 基因表达水平和 HBVDNA 相

关，且具有统计学意义（P<0.05）。表明慢性 HBV感染者肝细胞

启动了 ER stress，与 HBV的复制水平相关，且已有研究结果表

明肝细胞 ER stress对 HBV复制有较大影响[23]。ER stress对细

胞代谢 [16,24]、分化、增殖等细胞功能均有广泛影响 [25]。Lai [9]和

J覿ger等[26]的研究结果表明 ATF6激活后在高尔基体中被加工

剪切，作为转录因子进入细胞核，能够提升细胞清除和降解折

叠错误蛋白的能力，本研究发现在体内 ATF6 基因表达与
HBV复制水平呈显著正相关，提示 ATF6通路的激活可能与
HBV复制有关。HBV的表面抗原（HBSAg）主要是由大、中、小
3种蛋白构成，前 S1、前 S2及 S基因编码、转录、合成了这三种

蛋白。研究发现大、中、小 3种蛋白的组成比例，与 HBV颗粒的

组装及释放和 HBsAg的分泌等关系十分密切。当编码三种蛋

白的基因变异时，使大、中、小 3种蛋白比例改变，会导致 HBV

组装和分泌障碍，此时 HBsAg大量在内质网腔内聚集激活 ER

stress[27]。GRP78在内质网内负责阻止新生肽聚集、调控钙稳态、

启动未折叠蛋白、抗细胞凋亡等环节[10,28]。Hetz等[27]研究发现大

包膜蛋白（HBV-LP）与 ER stress的关系最为密切，当前 S1、前
S2基因变异时，中、小包膜蛋白急剧减少引起HBV-LP在内质

网聚集，使 HBV 颗粒组装障碍，诱导了 GRP78 表达增加。
Nassal等[23]研究结果表明 HBV-LP激活肝细胞 ER stress后可
通过 IRE1-alpha-XBP1通路激活 HBV启动子，增加中、小包膜

蛋白的合成以恢复细胞内大中小包膜蛋白的比例，维持 HBV

颗粒的组装。Wagner等[29]研究发现 HBV感染诱导 GRP78表

达，敲除 GRP78基因后增加 HepG2细胞内及细胞外病毒量，

同时细胞培养液表面抗原及 e抗原增加，相反增加 HepG2细
胞 GRP78表达可抑制 HBV复制，证明 GRP78具有抑制 HBV

复制的作用。本研究结果中的两种 HBV载量与 ER stress相关

基因表达差异不显著的原因存在以下几方面：体外研究选取的

样本量少，HBVDNA水平较高，样本之间相互的差异较小。后

续研究应扩大样本量做深入研究。

体外研究结果表明，三组细胞培养 2、4、6天后 ER stress

相关基因的表达在各组间差异均无统计学意义；转染组细胞培

养 4天、6天，干预组培养 6天后，发现 GRP78在转染组细胞培

养 6天后的表达水平与 4天相比有升高迹象，两组差异无统计

学意义。干扰组培养 6天后与转染组细胞比较相差无统计学
意。对于拉米夫定抑制 HBV复制后 ER stress基因表达变化无

差异原因分析如下：HBV 在正常细胞内与在肝癌细胞内诱导
ER stress的机制存在差异；HBV 在体外和体内的复制过程可

能也存在差异；本研究所选用的肝癌细胞病毒的复制水平比较

低，3TC抑制后病毒 HBVDNA水平的变化不明显。由于本研

究并未对所有的体外样本进行 HBVDNA检测，因此还难以对

体外 ER stress相关基因表达与 HBV复制水平的相关性做出

判断。

综上所述，体内 HBV复制水平与肝细胞 ER stress反应显

著相关，而肝脏炎症程度及肝脏纤维化程度等与 ER stress反
应无显著相关性；体外三组细胞之间 ER stress基因的表达无

显著差异。后续研究将扩大样本量深入研究二者的相关性。
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