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HDV/HBV体外感染原代培养人胎肝细胞的实验研究

蒋业贵 ,李奇芬 ,毛青 ,王宇明 ,顾长海　　(第三军医大学附属西南医院感染病科 、全军传染病专科中心 ,重庆 400038)

提　要　目的:建立 HDV/ HBV 感染人胎肝细胞体外培养系统。方法:利用 HDV/HBV阳性血清同时感

染体外培养的人胎肝细胞;应用 ELISA、免疫组化法 、原位杂交法和斑点法检测上清液和细胞中 HBsAg、

HDAg 、HBV DNA和 HDV cDNA。结果:上清液和细胞中 HBsAg、HDAg、HBV DNA 和 HDV cDNA 在感染后

第2 天至第 16 天均可测出 , 其中上清液中 HBsAg、HDAg 以感染后第 4 天至第12 天达高峰。结论:HDV 在原

代培养人胎肝细胞中能稳定复制和表达至少达 12 d。
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In vitro infection of HDV/HBV in primary human fetal hepatocytes
JIANG Ye-gui , LI Qi-fen , MAO Qing , WANG Yu-ming , GU Chang-hai (Department of Infectious Diseases , Southw est

Hospital , Third M ilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

Abstract　Objective:To establish an in vit ro culture sy stem of HDV/HBV-infected prima-

ry human fetal hepatocy tes.Methods:The cultured primary human fetal heptocy tes w ere simulta-

neously infected w ith HDV/HBV positive serum in v it ro.HDAg , HBsAg , HDV cDNA andHBV

DNA were detected w ith ELISA , immunohistochemistry , in situ hybridization and dot blot hy-

bridization in supernatant and cells.Results:HDAg , HBsAg , HDV cDNA and HBV DNA were

detected f rom the 2nd day to the 16th day af ter infect ion in supernatant and cells.Secretion of

HDAg and HBsAg reached peaks f rom the 4th day to the 12th day af ter the infection in the super-

natant.Conclusion:Primary human fetal hepatocy tes are competent for infection with HDV/

HBV.HDV and HBV can steadily replicate and express in HDV/HBV-infected human fetal hepa-

tocytes and the replication and expression can at least last for 12 days.

Key words　hepatitis B virus;HDV/HBV co-infection;human fetal hepatocy te;cell cul-

ture

　　目前 ,有关 HDV 的研究 ,主要是利用 HDV 基因

转染细胞株 ,但这些细胞株不能完全模拟人体内肝细

胞的生物学功能 ,用于研究 HDV 时 ,不能完全代表体

内的情况 。用人胎肝细胞作为感染对象 ,建立 HDV/

HBV感染人胎肝细胞培养系统 ,可很好解决上述不

足。本研究应用 HDV/HBV 同时感染的方式感染人

胎肝细胞 ,初步建立了 HDV/HBV 感染人胎肝细胞体

外培养系统。

1　材料与方法

1.1 人胎肝细胞
人工流产 22 周龄胎儿肝脏 , 经体外两步灌流法分离肝细

胞 ,台盼蓝染色细胞成活率达 90%以上。

1.2　HDV/HBV感染血清

HBV感染血清取自本科-慢性乙型肝炎患者 , ELISA 检

测 HBsAg(+)、HBeAg(+)、抗-HBc(+), 血清斑点杂交 HBV

DNA(+), 甲 、丙 、丁 、戊 、庚型肝炎病毒标志均为阴性。HDV

感染血清取自本科-丁型肝炎患者 , ELISA 检测 HDAg(+)、

抗-HD(+), 血清斑点杂交 HDV cDNA(+)。

1.3　实验方法
采用王宇明等[ 1]设计的体外两步灌注法首先分离出总肝

脏细胞悬液 ,再以差速离心方法分离 、纯化肝细胞。将分离的
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人胎肝细胞用含 10%小牛血清(FBS)的 1640 培养液调整细胞

浓度为 4×10
5
/ ml , 接种于 24 孔塑料培养板内 , 每孔含培养液

0.5 ml(即每孔含细胞数为 2 ×105 个), 每 24 h 更换培养液。

培养 48 h 后 ,于培养液中同时加入HBV、HDV 感染血清(终浓度

均为 10%),并在培养液中加入 4%聚乙二醇(PEG)。 37°C 培养

16 h(过夜)后 ,弃去上清液 ,细胞用 1640 培养液洗涤 3 次后(最

后一次洗涤液留样待检), 加入含 10%FBS 和 2%二甲基亚砜

(DMSO)的新鲜 1640 培养液(不含 PEG)。每 48 h 更换培养液

(培养液组成同前)。每 48 h 收集上清液和肝细胞。实验分为

HDV/HBV 同时感染组和空白对照组(无 HDV/ HBV 感染)。

1.4　检测指标及方法
培养人胎肝细胞于培养后每隔 2 d 以倒置生物相差显微镜

观察细胞形态变化过程及贴壁生长情况。培养上清液中 HB-

sAg、HDAg检测 ,采用 ELISA 法。细胞中 HBsAg、HDAg 检测 , 采

用免疫组化 S-P法。细胞中 HBV DNA、HDV RNA检测 , 采用原

位杂交法。培养上清液中 HBV DNA HDV RNA检测 , 采用斑点

杂交法。同时设阳性对照 、阴性对照 、空白对照和替代对照。

2　结果

2.1　培养人胎肝细胞形态的动态变化
实验前(即培养后 48 h)人胎肝细胞生长良好 , 肝细胞体积

大, 形态为扁平不规则多角形 ,细胞核清晰可见 ,肝细胞增殖活

跃,基本铺满培养板孔底。实验组和对照组人胎肝细胞在培养

后第 18天一直维持正常的形态结构 ,自培养后第 20 天开始 , 人

胎肝细胞逐渐死亡 , 脱落于培养液中。

2.2　HDV 、HBV在人胎肝细胞中稳定复制表达
留存洗涤液中 HBsAg、HDAg 均呈阴性 ,感染后所有留存系

列上清液中 HBsAg、HDAg均呈阳性 ,HBsAg、HDAg在感染后第 2

天至第 16 天均可测出, 以第 4 天至第 12 天达高峰 , 见图 1。免

疫组化检测细胞中 HBsAg、HDAg 均呈阳性表达 , 见图 2、3 , 空白

对照组均呈阴性表达, 双重染色显示 HBsAg表达较 HDAg 稍广

泛, HBsAg、HDAg 可在同一肝细胞中表达。原位杂交 HBV

DNA、HDV cDNA均呈阳性表达。上清中 HBV DNA和 HDV cD-

NA斑点杂交也均呈阳性表达。

图 1　HDV/HBV 感染人胎肝细胞培养上清中 HBsAg

和 HDAg含量的动态曲线

　Fig 1　Dynamic curves of HBsAg and HDAg

content in supernatant

　图 2　HDV/HBV 感染后人胎肝细胞中有 HBsAg

表达　(S-P×200)

Fig 2　Expression of HBsAg in the fetal hepatocytes after

HDV/HBV infection 　(S-P×200)

　图 3　HDV/HBV 感染后人胎肝细胞中有 HDAg

表达　(S-P×200)

Fig 3　Expression of HDAg in the fetal hepatocytes after

HDV/HBV infection　(S-P×200)

3　讨论

由于丁型病毒性肝炎(HD)及其相关疾病的复杂

性 ,对该病的多数研究必须借助体外实验进行 。事实

上 ,目前获得的有关 HDV 感染及复制机制 、HDV 基

因调控 、基因产物的功能 、HDV与 HBV 相互作用机制

等均得益于 HDV 基因转移或转染细胞株
[ 2 , 3]

。但有

关研究尚存在许多不足 ,如细胞株不能完全模拟人体

内肝细胞的生物学功能 ,用于研究 HDV 与肝细胞相

互作用时 ,不能真实反映体内情况。用人胎肝细胞作
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为感染对象 ,建立HDV/HBV感染的人胎肝细胞体外

培养系统 ,可很好解决上述不足。

要建立 HDV/HBV 感染人胎肝细胞体外培养系

统 ,必须满足三个基本条件:①肝细胞体外培养达 20 d

以上;②肝细胞维持良好的增殖和分化功能;③HDV

能在人胎肝细胞中稳定复制表达。肝细胞在体内受到

来自门静脉血流的各种激素和细胞因子的调控 ,其中

包括表皮生长因子 、肝细胞生长因子 、生长激素等 ,这

些称为门脉嗜肝因子 ,能够促进和维持肝细胞的增殖

和分化 ,有学者据此设计了一种条件培养液 ,添加各种

激素 、细胞因子和微量元素 ,称为激素限量培养液

(Hormone defined medium ,HDM),模拟肝细胞生长的

环境 ,能够使原代培养的肝细胞维持良好的分化和增

殖功能达 50 d 以上
[ 4]
。本研究采用该方法成功地培

养人胎肝细胞达 20 d 以上 。HBV 体外感染肝细胞培

养系统的建立 ,国内外有较多报道[ 5 , 6] ,而 HDV/HBV

体外感染肝细胞培养系统的建立 ,目前尚未见报道。

本研究按照有关文献介绍的方法 , 成功地建立了

HDV/HBV感染人胎肝细胞培养系统 。鉴于长期体外

培养人胎肝细胞有一定难度 ,故采用 HBV 、HDV同时

感染方式感染人胎肝细胞 ,并在培养液中加入 PEG以

利HBV 、HDV 进入肝细胞。HDV 的包装需 HBsAg ,

故在培养液中加入 DMSO以促进 HBsAg 的表达 。

本研究发现 ,感染后第 2天至第 16天培养上清中

可检出HBsAg ,第 4天至第 12天达高峰 ,与国外有关

文献报道一致 , HDAg 分泌与 HBsAg 相一致 ,以后

HBsAg 和HDAg 分泌逐渐下降 。分析其可能原因:培

养早期细胞增殖较快 ,因细胞有接触抑制特性 ,细胞增

殖到一定程度 ,增殖速度变慢 ,最后完全停止增殖 ,维

持一定时间后 ,细胞开始死亡 、脱落 。

本研究认为 HBV 、HDV 在人胎肝细胞中能稳定

复制表达 ,其根据:①留存洗涤液标本中 HBsAg 和

HDAg 均呈阴性 , 斑点杂交示 HBV DNA 和 HDV

RNA也呈阴性 ,基本排除感染血清残留对实验造成的

干扰;②细胞中 HBsAg 、HDAg 、HBV DNA 和 HDV

RNA均呈阳性 ,说明 HBV 和 HDV 已进入肝细胞;③

由于每隔 48 h更换培养液 ,系列培养上清中 HBsAg 、

HDAg 、HBV DNA 和HDV RNA 均呈阳性 ,且维持较

前相同或稍高水平 ,有一分泌高峰 ,说明 HBV 和 HDV

及其表达的抗原持续分泌至培养液中。

HDV/HBV感染人胎肝细胞培养系统的建立虽是

一初步研究 ,但却为 HDV 相关疾病的研究奠定了基

础。
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