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乙肝病毒Ｘ蛋白对油酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞脂质沉积的影响

陈　娟，沈　薇　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院消化内科）

　　［摘要］　目的　探讨乙肝病毒Ｘ蛋白（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＢｘ）是否增加油酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞的脂质沉积。
方法　 将质粒ｐＩＲＥＳ２ｅＧＦＰＨＢｘ瞬时转染入 ＨｅｐＧ２细胞中，建立表达 ＨＢｘ的细胞模型（ＨｅｐＧ２ＨＢｘ）；以转染空载体
ｐＩＲＥＳ２ｅＧＦＰ（ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２）和ＨｅｐＧ２细胞（ＨｅｐＧ２）作对照。观察转染后绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达；转染后１６ｈ开始
用油酸钠处理各组细胞２４、４８ｈ（分别命名为ＨＢｘ／ＯＡ组、空／ＯＡ组、Ｇ２／ＯＡ组），细胞内甘油三酯（ＴＧ）含量测定及油红Ｏ
染色了解细胞内脂质沉积情况；在油酸钠处理细胞２４ｈ，ＲＴＰＣＲ法检测 ＳＲＥＢＰ１和 ＬＸＲα的 ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＨＢｘ、ＬＸＲα及ＦＡＳ蛋白表达水平。结果　 转染后１６ｈＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞和ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２细胞中开始有ＧＦＰ的
表达，提示转染成功；仅在ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞内有ＨＢｘ表达，表明ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞模型构建成功。在相同油酸钠处理的条
件下，ＨＢｘ／ＯＡ组细胞内脂质含量和ＴＧ含量与对照组相比均明显增加（Ｐ＜０．０１）。在油酸钠处理细胞２４ｈ，ＨＢｘ／ＯＡ组
细胞内ＬＸＲα、ＳＲＥＢＰ１的ｍＲＮＡ表达量和ＬＸＲα、ＦＡＳ蛋白表达量较对照组均明显增加（Ｐ＜０．０１／０．０５）。结论　 ＨＢｘ通
过上调ＨＢｘＬＸＲαＳＲＥＢＰ１／ＦＡＳ通路脂质合成相关基因表达，可能增加 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞对外界脂代谢紊乱因素的易感
性，从而增加油酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞脂质沉积。
　　［关键词］　 乙型肝炎病毒Ｘ蛋白；肝细胞脂肪变性；转染；油酸钠；ＨｅｐＧ２
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　　脂肪肝是由各种原因引起的肝细胞内脂质沉积过
多的病变。脂肪肝的病因很复杂，往往是遗传、环境、

饮食、不良生活方式及病毒感染等多种因素综合作用

的结果。随着人民生活水平的不断提高，国民生活习

惯和膳食结构发生了很大变化，膳食中高脂饮食所占

比例呈上升趋势，同时脂肪肝的发生率也逐年上升。

ＨＢＶ感染及其导致的各类疾病是我国面临的严重公
共卫生问题之一［１］。在慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉ
ｔｉｓＢ，ＣＨＢ）患者中，肝脂肪变比普通人更常见［２］。所

以，研究ＨＢＶ、高脂环境与肝脂肪变性的关系具有重
要意义。我们前期研究发现，瞬时表达乙肝病毒 ｘ蛋
白（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｘｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＢｘ）的ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞
模型中ＨＢｘ表达可上调脂质代谢相关基因的转录和
表达，但没有引起细胞内 ＴＧ合成的显著增加。文献
［３］报道油酸钠可模拟高脂环境引起肝细胞内脂质的
沉积。因此，本实验在ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞模型基础上给
予油酸钠处理，观察 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞与 ＨｅｐＧ２细胞
之间脂质沉积是否存在差异，从而探讨 ＨＢｘ是否增加
油酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞的脂质沉积。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ｐＩＲＥＳ２ｅＧＦＰＨＢｘ质粒和 ｐＩＲＥＳ２ｅＧＦＰ空载体由重庆医
科大学管理学院冯涛教授惠赠，ＨｅｐＧ２细胞（重庆医科大学附
属第二医院消化实验室保存）。胎牛血清（杭州四季青公司），

高糖ＤＭＥＭ培养基（ｈｙｃｌｏｎｅ公司），转染试剂 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ（ｓｉｇｎａ
Ｇｅｎ，ＳＬ１００６８８），ＴＧ检测试剂盒（长春汇力生物技术有限公
司），ＢＣＡ法蛋白定量试剂盒（北京百泰克生物技术有限公
司），全蛋白试剂提取试剂盒（南京凯基生物），总 ＲＮＡ提取试
剂盒（北京百泰克生物技术有限公司），鼠抗人 ＨＢＸ单克隆抗
体（ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，ＭＡＢ８４１９），兔抗人 ＦＡＳ多克隆抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ｓｃ２０１４０），鼠抗人 ＬＸＲα单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司，
ａｂ４１９０２），βａｃｔｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１引物（大连宝生物工程有限公司
合成），ＬＸＲα，βａｃｔｉｎ２引物（上海生工生物有限公司合成）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＨｅｐＧ２细胞和转染后的ＨｅｐＧ２细胞均用
含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基培养，置入３７℃含５％ＣＯ２
饱和湿度的培养箱培养，细胞贴壁 ８５％ ～９０％融合时，用
０２５％胰蛋白酶消化传代。实验选用对数生长期的细胞。
１．２．２　实验分组　　实验设立 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组（转染 ｐＩＲＥＳ２
ｅＧＦＰＨＢｘ质粒的 ＨｅｐＧ２细胞）；ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２组（转染空载

体ｐＩＲＥＳ２ｅＧＦＰ的ＨｅｐＧ２细胞）；ＨｅｐＧ２组（未转染的 ＨｅｐＧ２
细胞）。以上各组均给予相同浓度（４０μｇ／ｍｌ）油酸钠处理，分
别命名为 ＨＢｘ／ＯＡ组、空／ＯＡ组、Ｇ２／ＯＡ组。空／ＯＡ组、Ｇ２／
ＯＡ组为对照组。
１．２．３　质粒转染ＨｅｐＧ２细胞　　用转染试剂ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ分别将
ｐＩＲＥＳ２ｅＧＦＰＨＢｘ和ｐＩＲＥＳ２ｅＧＦＰ质粒转染入ＨｅｐＧ２细胞中，
具体操作如下：在转染前１８～２４ｈ内，取对数生长期的 ＨｅｐＧ２
细胞，按５×１０５／ｍｌ的浓度接种于６孔板中，待单层细胞融合率
达到８０％左右进行转染，在转染前３０～６０ｍｉｎ换含血清和抗
生素的完全培养液 １ｍｌ／孔。按每个孔，３μｌＰｏｌｙＪｅｔ试剂和
１μｇ质粒分别溶于５０μｌ无血清无抗生素的高糖 ＤＭＥＭ培养
基中稀释，然后将稀释的 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ试剂加入稀释的质粒中，将
二者混匀，置室温下１５ｍｉｎ后，加二者混合液于每孔细胞培养
液中，混匀后放入培养箱，１２～１８ｈ后更换含血清和抗生素的
培养基１～２ｍｌ，之后继续常规培养细胞。
１．２．４　油酸钠处理各组细胞　　在转染后１６ｈ各组均更换含
油酸钠终浓度为４０μｇ／ｍｌ的培养基２ｍｌ／孔［４］，之后按此方法

每２４小时更换１次培养基。我们前期研究发现，在转染后２４、
４８、７２ｈ，ＨｅｐＧ２细胞内ＨＢｘ表达随时间的延长而逐渐增加，因
此，我们选择油酸钠处理时间点为 ２４、４８ｈ（即转染后 ４０、
６４ｈ），观察各组细胞内脂质沉积情况。
１．２．５　荧光显微镜观察绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的表达　　在转染后分别观察 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组、
ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２组、ＨｅｐＧ２组细胞内ＧＦＰ的表达。
１．２．６　细胞内 ＴＧ含量测定　　ＨｅｐＧ２细胞以５×１０５／ｍｌ的
浓度接种于６孔培养板，按实验分组及时间段，每４孔为１个
样本，以步骤１．２．３进行转染，转染后１６ｈ用油酸钠处理，分别
于油酸钠处理２４、４８ｈ收集各组细胞，按试剂盒说明进行操作，
并用ＢＣＡ蛋白定量法进行蛋白定量，计算每毫克蛋白所对应
的ＴＧ含量。
１．２．７　细胞内脂滴含量的检测　　预先将１８ｍｍ×１８ｍｍ大小
的盖玻片放置于６孔培养板内，再将 ＨｅｐＧ２细胞以５×１０５／ｍｌ
的浓度接种，按实验分组及时间段，每４孔为１个样本，以步骤
１．２．３进行转染，转染后１６ｈ用油酸钠处理，分别于油酸钠处
理２４、４８ｈ收集各组细胞，用ＰＢＳ漂洗，４％多聚甲醛固定，油红
Ｏ染色，６０％异丙醇脱底色，苏木精细胞核复染，水封片，细胞
内中性脂肪可被染成红色或橘红色。显微镜下观察各组细胞

内脂滴情况并采集图片。油红 Ｏ染色图片采用 ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ
６．０图像分析软件分析，每组随机选取４个具有代表性的高倍视
野，计算脂滴表达的红色ＩＯＤ（积分光密度值）值，并进行比较。
１．２．８　半定量 ＲＴＰＣＲ法检测 ＬＸＲα及 ＳＲＥＢＰ１的 ｍＲＮＡ表
达　　用试剂盒于转染后油酸钠处理２４ｈ后提取ＨＢｘ／ＯＡ组、
空／ＯＡ组、Ｇ２／ＯＡ组细胞内总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ法逆转录为
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ｃＤＮＡ。取２μｌ的 ｃＤＮＡ，用特异的基因引物作 ＰＣＲ扩增。
ＳＲＥＢＰ１上游引物：５′ＣＣＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧＡＣ３′，下游
引物：５′ＣＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＣＡＡＡＧＡＣＴＧＧ３′，扩增长度：２７４ｂｐ；
βａｃｔｉｎ１上游引物：５′ＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣ３′，下游
引物：５′ＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧ３′，扩增长度：６２５ｂｐ。
ＳＲＥＢＰ１和βａｃｔｉｎ１的ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ，
９４℃ 变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃ 延伸３０ｓ，共３５个循
环，７２℃ 延伸 ２ｍｉｎ。ＬＸＲα上游引物：５′ＧＧＡＡＣＡＡＣＴ
ＧＧＧＣＡＴ ＡＴＣＧ３′，下 游 引 物：５′ＡＴＡＧＣＡＡＴＧＡＧＣＡＡＧＧ
ＡＡＡＣＴ３′，扩增长度：４７２ｂｐ；βａｃｔｉｎ２上游引物：５′ＡＧＣ
ＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡ３′，下游引物：５′ＣＴＧＧＧＣＣＴＧＧＧＣＧ３′，扩
增长度：１７５ｂｐ。ＬＸＲα与βａｃｔｉｎ２的ＰＣＲ反应条件为：９４℃预
变性２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃ 延伸３０ｓ，共
３５个循环，７２℃延伸２ｍｉｎ。取各ＰＣＲ产物５μｌ在１．５％琼脂
糖凝胶中电泳，电泳后于凝胶成像系统中成像，Ｑｕｎｔｉｔｙｏｎｅ软
件分析图像，以各基因条带积分光密度与内参基因条带的积分

光密度值相比的值作为各基因ｍＲＮＡ的相对表达量，比较各组
间的差别。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＢｘ、ＬＸＲα及 ＦＡＳ蛋白表达　　在
转染后油酸钠处理２４ｈ后，用蛋白提取试剂盒分别提取 ＨＢｘ／
ＯＡ组、空／ＯＡ组、Ｇ２／ＯＡ组细胞内蛋白，ＢＣＡ蛋白定量法测定
蛋白浓度，－７０℃保存。使用前 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样 Ｂｕｆｆｅｒ
（５×）与蛋白体积按４∶１混匀，１００℃加热５ｍｉｎ使蛋白变性，
取等量蛋白上样，ＨＢｘ、ＬＸＲα、ＦＡＳ蛋白分别用１５％、１２％、６％
的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳胶进行电泳分离，蛋白分离后转膜，５％脱脂
奶粉封闭液室温封闭约 ７０ｍｉｎ，再各自加入 ＨＢＸ一抗
（１∶１０００）、ＬＸＲα一抗（１∶１０００）、ＦＡＳ一抗（１∶４０００），４℃缓
摇孵育过夜，次日洗膜后加入相应二抗室温缓摇１．５～２．０ｈ，
洗膜后用ＥＣＬ化学发光法于冷却型 ＣＣＤ成像系统中显色成
像，Ｑｕｎｔｉｔｙｏｎｅ软件进行图像分析，以各蛋白积分光密度与内
参蛋白的积分光密度值相比的值作为各蛋白的相对表达量，比

较各组间的差别。

１．３　统计学处理
　　采用ＳＳＰＳ１２．０软件进行分析，多个样本均数的比较采用
方差分析，多个样本均数间的两两比较采用ｑ检验，结果用珋ｘ±ｓ
表示。

２　结果

２．１　ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞模型的建立
　　在转染后 １６ｈ已经观察到 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组和 ＨｅｐＧ２
ｐＩＲＥＳ２组细胞内有绿色荧光，在转染后４０ｈ这两组细胞内的
绿色荧光更多更强，而ＨｅｐＧ２组细胞内始终未见绿色荧光（图
１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：在转染后４０ｈ，ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组细胞
内有ＨＢｘ表达，而 ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２组、ＨｅｐＧ２组细胞内无 ＨＢｘ
表达（图２）。

２．２　各组细胞内ＴＧ含量的测定
　　相同浓度油酸钠处理各组细胞２４、４８ｈ，同一时间点，ＨＢｘ／
ＯＡ组细胞内ＴＧ的含量与空／ＯＡ组和Ｇ２／ＯＡ组相比均明显增
加，差异有统计学意义（Ｆ２４ ＝１１．５９，Ｐ２４ ＝０．００３２，Ｆ４８ ＝
１３８７，Ｐ４８＝０．００１８，表１）。
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Ａ、Ｃ：ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组转染后１６、４０ｈ；Ｂ、Ｄ：ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２组转染后
１６、４０ｈ
图１　转染后绿色荧光蛋白在细胞中的表达　（荧光显微镜×２００）
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１－３：ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组、ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２组、ＨｅｐＧ２组转染后４０ｈ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＨＢｘ的表达

表１　各组细胞内ＴＧ含量的比较（μｇ／ｍｇ，ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别　　 ２４ｈ ４８ｈ

ＨＢｘ／ＯＡ组 ３１．９５±２．３５ａ ５２．３６±２．１７ａ

空／ＯＡ组 ２５．３８±２．１３ ４５．５３±２．３６

Ｇ２／ＯＡ组 ２５．１３±２．３３ ４４．２４±２．４９

ａ：Ｐ＜０．０１，与空／ＯＡ组及Ｇ２／ＯＡ组比较

２．３　油红Ｏ染色观察各组细胞内脂滴含量
　　相同浓度油酸钠处理各组细胞２４、４８ｈ，空／ＯＡ组和 Ｇ２／
ＯＡ组细胞中可见少量且较小的橘红色脂滴，ＨＢｘ／ＯＡ组细胞
内可见大量脂滴，部分融合成较大的脂滴（图３）。同一时间
点，与Ｇ２／ＯＡ组、空／ＯＡ组相比，ＨＢｘ／ＯＡ组细胞内脂滴含量明
显增多，差异有统计学意义（Ｆ２４＝２７．１１，Ｐ２４＝０．０００２，Ｆ４８＝
１５８９，Ｐ４８＝０．００１１）（表２）。

表２　各组细胞内脂滴的表达［ＩＯＤ（×１０５），ｎ＝４，珋ｘ±ｓ］

组别　　 ２４ｈ ４８ｈ

ＨＢｘ／ＯＡ组 ８．８３３±０．６３４ａ ３４．５１３±１．３４５ａ

空／ＯＡ组 ５．５０９±０．８９８ ２４．３８３±３．１７８

Ｇ２／ＯＡ组 ５．５９４±０．６１７ ２５．５２７±３．３６８

ａ：Ｐ＜０．０１，与空／ＯＡ组及Ｇ２／ＯＡ组比较

２．４　各组细胞内ＬＸＲα和ＳＲＥＢＰ１ｍＲＮＡ的表达
　　ＲＴＰＣＲ结果显示，在相同浓度油酸钠处理各组细胞２４ｈ
（即转染后 ４０ｈ），Ｇ２／ＯＡ组、空／ＯＡ组和 ＨＢｘ／ＯＡ组细胞内
ＬＸＲα的 ｍＲＮＡ表达量分别为（０．３４９±０．０４４）、（０．３１２±
００５１）、（０．５０９±０．０５４）；ＳＲＥＢＰ１的 ｍＲＮＡ表达量分别为
（０４７１±０．０７６）、（０．４５１±０．０５７）、（０．６３９±０．０５３），ＨＢｘ／ＯＡ
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Ａ～Ｃ：Ｇ２／ＯＡ组、空／ＯＡ组、ＨＢｘ／ＯＡ组油酸钠处理２４ｈ；Ｄ～Ｆ：Ｇ２／ＯＡ组、空／ＯＡ组、ＨＢｘ／ＯＡ组油酸钠处理４８ｈ
图３　油红Ｏ染色观察各组细胞内脂滴表达　（×４００）

组细胞内 ＬＸＲα和 ＳＲＥＢＰ１的 ｍＲＮＡ表达量均明显高于 Ｇ２／
ＯＡ组及空／ＯＡ组（ＦＬＸＲα＝１７．６５，ＰＬＸＲα＝０．０００８，ＦＳＲＥＢＰ１ ＝
１０８１，ＰＳＲＥＢＰ１＝０．００４０），差异有统计学意义（图 ４）。

! " # $

# %%% &'!

( %%% &'!

)*+ &'!

*%% &'!

#*% &'!

,%% &'!

"-./!

""#01234#

# +++ &'!

( +++ &'!

)*+ &'!

*++ &'!

#*+ &'!

(++ &'!

""#01234(

"5/678"

Ｍ：标准；１：Ｇ２／ＯＡ组；２：空／ＯＡ组；３：ＨＢｘ／ＯＡ组

图４　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞内ＬＸＲα和ＳＲＥＢＰ１的ｍＲＮＡ表达

２．５　各组细胞内ＬＸＲα及ＦＡＳ蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图５）显示，在相同浓度油酸钠处理各组
细胞２４ｈ，Ｇ２／ＯＡ组、空／ＯＡ组和 ＨＢｘ／ＯＡ组细胞内 ＬＸＲα蛋
白表达量分别为（０．２６０±０．０５２）、（０．２９３±０．０８６）、（０．４２８±
０．０６４），ＦＡＳ蛋白表达量分别为（０．３２７±０．０７８）、（０．３６６±
００８１）、（０５０６±０．０５７），ＨＢｘ／ＯＡ组细胞内 ＬＸＲα和 ＦＡＳ蛋
白表达量均高于空／ＯＡ组和Ｇ２／ＯＡ组（Ｆ′ＬＸＲα＝６．７０，Ｐ′ＬＸＲα＝
０．０１６５，ＦＦＡＳ＝６．６９，ＰＦＡＳ＝０．０１６６），差异有统计学意义。
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１：Ｇ２／ＯＡ组；２：空／ＯＡ组；３：ＨＢｘ／ＯＡ组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞内ＬＸＲα及ＦＡＳ蛋白表达

３　讨论

　　肝细胞脂肪变性是脂质（主要是 ＴＧ）在肝细胞内
的异常堆积。ＨＢＶ基因组是一个３．２ｋｂ环状的，部分
双链的ＤＮＡ分子，有 ４个重叠开放阅读框（ＯＲＦｓ）：
ＰＣＣ，ＰＳＳ，Ｐ和ＸＯＲＦｓ，其中乙肝病毒 Ｘ基因（ＨＢＶＸ
基因）表现为自身调节，编码的Ｘ蛋白（ＨＢｘ）是 ＨＢＶ
编码的病毒蛋白中最小的，由１５４个氨基酸组成，分子
量约为１７．５×１０３；是一个多功能的反式调控因子，反
式作用于多种细胞和病毒的基因，具有多种生物学功

能［５］。ＳＲＥＢＰ１属于核转录因子，可上调脂肪酸合成
酶基因 ＦＡＳ等的表达［６］。ＬＸＲ属于核受体超家族，
ＬＸＲ的激活后与 ＲＸＲ（ｒｅｔｉｎｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒ）形成异二
聚体，结合于 ＬＸＲ靶基因 ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ等启动子区
的肝Ｘ受体反应元件（ＬＸＲＥ）上，上调其靶基因的转
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录和表达，从而增加脂肪酸（ＦＡ）和 ＴＧ的合成［７］。近

来，有研究显示ＨＢｘ与肝脂肪变密切相关［８－１１］。

　　本实验用化学转染法，构建表达 ＨＢｘ的 ＨｅｐＧ２
ＨＢｘ细胞模型，并在此基础上给予油酸钠处理，观察细
胞内脂质沉积情况和脂质代谢相关基因的表达，研究

在油酸钠模拟的高脂环境下，ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞是否更
容易发生脂质沉积。转染后１６ｈ已经观察到 ＨｅｐＧ２
ＨＢｘ和ＨｅｐＧ２ｐＩＲＥＳ２细胞内有 ＧＦＰ的表达，在转染
后４０ｈＧＦＰ表达更多更强，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在
转染后４０ｈ，只有ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞内有 ＨＢｘ表达；以
上结果表明表达 ＨＢｘ的 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞模型构建成
功并且质粒在转染后１６ｈ已进入细胞开始表达，所
以，我们考虑在转染后１６ｈ开始给予油酸钠处理。油
酸钠处理后，各组细胞内均出现脂滴，这与文献［４］报
道具有一致性，表明油酸钠可引起细胞内脂质的沉积；

在相同浓度油酸钠处理的同一时间点，与对照组相比，

ＨＢｘ／ＯＡ组细胞内脂滴及ＴＧ的含量均明显增加，表明
ＨＢｘ／ＯＡ组细胞在同样的油酸钠环境下更容易发生细
胞内脂质沉积。相同浓度油酸钠处理２４ｈ时，与对照
组相比，ＨＢｘ／ＯＡ组细胞内脂质沉积已明显增加，故选
择此时间点观察各组细胞内脂代谢基因 ＬＸＲα、
ＳＲＥＢＰ１和ＦＡＳ的表达情况。结果显示，ＨＢｘ／ＯＡ组
与对照组相比，细胞内ＬＸＲα和ＳＲＥＢＰ１的ｍＲＮＡ表
达量及ＬＸＲα和 ＦＡＳ蛋白表达量均明显增加。发生
以上变化的原因可能是 ＨＢｘ引起脂代谢相关基因
ＬＸＲα、ＳＲＥＢＰ１及ＦＡＳ表达的上调，从而增加 ＦＡ和
ＴＧ的合成，影响细胞内脂质代谢的平衡，可能使细胞
对外界脂代谢紊乱因素的易感性增加，更容易引起细

胞内脂质代谢的进一步紊乱，最终脂代谢失衡，导致细

胞内脂质（主要是 ＴＧ）沉积明显增加。同时，我们的
结果与以下研究具有一致性，Ｆｕ等［１２］用高脂饮食喂养

各组小鼠，与野生型小鼠相比，ＨＢＶ转基因小鼠（ＨＢｓ
Ｔｇｍｉｃｅ）肝细胞内堆积了更多的脂肪；在张琴等［１３］的研

究中，通过转染ＨＢｘ的干扰质粒，使ＨｅｐＧ２．２１５细胞内
ＨＢｘ蛋白表达减少（干扰组），用相同浓度油酸钠处理
后，干扰组细胞内 ＴＧ含量、ＳＲＥＢＰ１ｍＲＮＡ、ＬＸＲα及
ＦＡＳ蛋白表达量较对照组均减少。
　　综上，ＨＢｘ通过 ＨＢｘＬＸＲαＳＲＥＢＰ１／ＦＡＳ通路上
调脂代谢相关基因的转录和表达，进而影响细胞内脂

质代谢的平衡，增加ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞对油酸钠诱导细
胞脂质沉积的易感性，从而增加ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞脂质

沉积。由此，我们推测在同等的高脂环境影响下，ＨＢＶ
感染者比普通人群可能更容易发生肝细胞脂肪变性。

因此，对于感染ＨＢＶ的人群，健康的生活方式或许更
为重要。
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