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·论著·

乙型肝炎病毒感染人胎盘绒毛膜癌犅犲犠狅细胞体外培养模型的建立

丁　洋，白　菡，盛秋菊，马　力，窦晓光

（中国医科大学附属盛京医院，辽宁 沈阳　１１０００４）

［摘　要］　目的　建立乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染人绒毛膜癌滋养层细胞（ＢｅＷｏ）体外培养模型，探讨ＨＢＶ宫内

感染机制。方法　应用高病毒载量的ＨＢＶ阳性血清感染ＢｅＷｏ细胞并传代，应用实时荧光定量聚合酶链反应

（ＰＣＲ）技术检测感染初代细胞和传代细胞内以及上清液中ＨＢＶＤＮＡ量；应用化学发光微粒子免疫法检测感染后

初代细胞和传代细胞的上清液中乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）量；应用ＳＡＢＣ免疫组化

检测感染细胞内ＨＢｓＡｇ、乙型肝炎核心抗原（ＨＢｃＡｇ）的表达。结果　感染初代各时间点细胞内和上清液中ＨＢＶ

ＤＮＡ量随时间延长而增加，１２０ｈＨＢＶＤＮＡ量最高；传代细胞内和上清液中ＨＢＶＤＮＡ量随传代次数增加逐渐

降低，５代后检测均为阴性。感染初代各时间点细胞的上清液中ＨＢｓＡｇ量随时间延长而增加；传代细胞的上清液

中ＨＢｓＡｇ量在１～３代为阳性，但量逐渐降低，４代后均为阴性。感染初代各时间点细胞和传代细胞的上清液中

ＨＢｅＡｇ量均为阴性；１～３代细胞ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ染色可见阳性细胞。结论　ＨＢＶ可以感染ＢｅＷｏ细胞，且能在

传代细胞中表达；ＢｅＷｏ细胞可用于ＨＢＶ宫内感染机制的研究。

［关　键　词］　肝炎病毒，乙型；滋养层细胞；ＢｅＷｏ细胞；宫内感染；母婴传播
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１２，１１（１）：１２－１６］

　　宫内感染是乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ， ＨＢＶ）母婴传播的重要途径之一
［１］。研究宫内感染
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的机制对于阻断ＨＢＶ的母婴传播至关重要。我们

通过感染人绒毛膜癌滋养层细胞ＢｅＷｏ细胞株，建

立ＨＢＶ体外感染胎盘滋养层细胞模型，研究ＨＢＶ

体外感染状况，为探讨ＨＢＶ宫内感染机制提供科

学的依据。

１　材料与方法

１．１　材料　人胎盘滋养层细胞来源的ＢｅＷｏ细胞

株和Ｆ１２Ｋ培养基，购自美国模式培养物集存库

（ＡＴＣＣ）；胎牛血清（ＧＩＢＣＯ美国）；胰蛋白酶（ＳＩＧ

ＭＡ美国）。细胞基因组ＤＮＡ提取试剂盒（北京天

根生化科技有限公司，批号：１７３２０）；ＨＢＶＤＮＡ实

时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测试剂（深圳凯

杰生物工程有限公司，批号：２０１００９０１／９）；乙型肝炎

表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）定量

化学发光微粒子免疫检测试剂（雅培，美国；批号分

别为０１４８７ＬＦＬ００、９６３７６ＨＮ０１）；即用型ＳＡＢＣ免

疫组化染色试剂（武汉博士德生物工程有限公司，批

号：２０１０１１）。

１．２　方法

１．２．１　ＢｅＷｏ细胞培养　Ｆ１２Ｋ培养液（含１０％胎

牛血清及１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素；

ｐＨ７．４），置５％ＣＯ２、饱和湿度、３７℃孵育箱培养。

细胞密度达９０％以上，０．２５％胰酶消化传代。

１．２．２　ＨＢＶ感染ＢｅＷｏ细胞　细胞传代后密度达

７０％～８０％时弃培养液，换无血清Ｆ１２Ｋ培养液，

按１００ＤＮＡ／ｃｅｌｌ浓度加入无菌ＨＢＶ阳性血清，轻

混培养液，使其均匀铺于细胞面上，３７℃孵育２４ｈ。

收取感染后的培养液，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）

洗涤感染过的细胞面后弃去洗液，收取第８次洗涤

液（ＨＢｓＡｇ检测为阴性），加入含１０％胎牛血清的

培养液继续培养，收集２４、４８、７２、９６、１２０ｈ细胞和

上清液。传代并收集各代细胞、上清液及细胞爬片

（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤，４％多聚甲醛固定，－８０℃

冻存），共收集１０代。

１．２．３　ＢｅＷｏ细胞ＤＮＡ提取　感染初代各时间点

细胞和传代细胞ＤＮＡ提取，按照细胞基因组ＤＮＡ

提取试剂盒说明书操作。

１．２．４　ＨＢＶＤＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ检测　感染

初代各时间点细胞和上清液及传代细胞和上清液

（相同时间点）做ＨＢＶＤＮＡ定量检测，按照ＨＢＶ

ＤＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒说明书操作；

以ＨＢＶＤＮＡ质粒为模板制作标准曲线。反应体

积４０μＬ，４０个循环；记录ＣＴ值，通过标准曲线计

算出ＨＢＶＤＮＡ量。

１．２．５　ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ定量化学发光微粒子免疫

检测　感染初代各时间点细胞的上清液及传代细胞

的上清液，做ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ定量检测，按照ＨＢ

ｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ定量化学发光微粒子免疫检测试剂盒

说明书操作；以未感染细胞培养液作空白对照。

ＨＢｓＡｇ＜０．０５ＩＵ／ｍＬ为阴性，ＨＢｅＡｇ＜１．０ｓ／ｃｏ

为阴性；反之为阳性。

１．２．６　免疫组化检测感染后传代细胞中ＨＢｓＡｇ、

乙型肝炎核心抗原 （ＨＢｃＡｇ）表达　传代细胞爬片

检测ＨＢｓＡｇ及ＨＢｃＡｇ的表达，按照即用型ＳＡＢＣ

免疫组化染色试剂盒说明书操作；以未加ＨＢＶ感

染的细胞爬片为阴性对照，以不加一抗而用ＰＢＳ代

替的细胞爬片为空白对照。

２　结果

２．１　ＨＢＶＤＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ检测

２．１．１　感染后初代细胞内及上清液中ＨＢＶＤＮＡ

定量 　ＨＢＶ感染ＢｅＷｏ细胞初代各时间点细胞内

和上清液中 ＨＢＶＤＮＡ量均随时间延长而增加。

见图１。
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图１　感染后初代细胞及上清液不同时间点ＨＢＶＤＮＡ量
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２．１．２　感染后传代细胞内及上清液中ＨＢＶＤＮＡ

定量　ＨＢＶ感染细胞后传代（１～１０代），各代细胞

内及上清液中ＨＢＶＤＮＡ量均随着传代次数增加

逐渐降低，至第５代时消失。见图２。

２．１．３　ＨＢＶＤＮＡ定量扩增曲线图、标准曲线　

见图３、４。
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图２　感染后各代细胞和上清液ＨＢＶＤＮＡ量
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图３　感染后各代细胞及上清液中ＨＢＶＤＮＡ定量扩增曲线图
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图４　ＨＢＶＤＮＡ定量标准曲线
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２．２　感染细胞的上清液中ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ化学发

光微粒子免疫检测　感染后初代各时间点细胞的上

清液中ＨＢｓＡｇ量随时间延长而增加，见图５；传代

细胞１～３代上清液可检测到ＨＢｓＡｇ，ＨＢｓＡｇ量随

代数增加而降低，第４代以后阴性。初代及传代细

胞的上清液中，ＨＢｅＡｇ均为阴性。见图６。
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图５　感染后初代细胞各时间点上清液中ＨＢｓＡｇ浓度
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图６　感染后各代细胞上清液中ＨＢｓＡｇ浓度
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２．３　感染后各代细胞中ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ的表达　

采用ＳＡＢＣ免疫组化方法检测１～４代感染细胞爬

片。在１～３代细胞ＨＢｓＡｇ染色，阳性细胞可见胞

浆染成弥漫性棕黄色；１～３代感染的细胞ＨＢｃＡｇ

染色，阳性细胞核均可见染成棕红色。阴性对照二

者染色均阴性。见图７。

　　Ａ—Ｃ：ＨＢｓＡｇｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔ—ｔｈｉｒｄｐａｓｓａｇｅｓｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；ａ—ｃ：ＨＢｃＡｇｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔ—ｔｈｉｒｄｐａｓｓａｇｅｓｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｄ

ａｎｄｄ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图７　感染后各代细胞中ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ的表达
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３　讨论

慢性乙型肝炎是我国发病率高、危害严重的传

染病之一，若得不到正确治疗，最终的结果均将发展

为肝硬化和肝细胞癌［２－３］。母婴传播是ＨＢＶ传播

的主要途径［４］，是ＨＢＶ慢性感染的重要原因，而宫

内感染是 ＨＢＶ发生母婴传播的途径之一。ＨＢＶ

宫内感染的机制复杂，其中胎盘屏障起到重要作用。

滋养层细胞是胎盘屏障的第一层细胞，在妊娠过程

中，胎盘滋养层细胞与母体血液直接接触，是ＨＢＶ

通过胎盘屏障的第一步，所以研究滋养层细胞的

ＨＢＶ感染对探讨 ＨＢＶ 宫内感染机制很有意

义［５－７］。

ＢｅＷｏ细胞株通常被用来进行胎盘屏障生理功

能的研究［８］。２００７年，Ｂｈａｔ等
［９］首次用其模拟胎盘

屏障进行鸭ＨＢＶ穿越胎盘的研究。本研究采用该

细胞株构建ＨＢＶ体外直接感染胎盘细胞模型，以

研究ＨＢＶ宫内感染机制。

１９８８年，Ｌｕｃｉｆｏｒａ等
［１０］首先在 ＨＢｓＡｇ携带

产妇胎盘中检测到ＨＢｓＡｇ的存在。Ｇａｂｒｉｅｌｌｉ等
［１１］

在２００１年报道，体外培养滋养层细胞在离体状态下

可以感染ＨＢＶ。我们的实验表明，ＨＢＶ体外感染

滋养层细胞ＢｅＷｏ细胞株，感染后的细胞在上清液

中释放的ＨＢｓＡｇ浓度和ＨＢＶＤＮＡ量随着时间延

长而呈正相关逐渐增加；细胞内的ＨＢＶＤＮＡ量亦

呈增加趋势。提示ＨＢＶ可以感染滋养层细胞，并

在感染后的一定时间内病毒载量表达呈增加趋势。

ＨＢＶ感染ＢｅＷｏ细胞２４ｈ后，用ＰＢＳ反复冲洗８

次，检测ＨＢｓＡｇ浓度和ＨＢＶＤＮＡ量均阴性，证实

通过多次的冲洗，细胞表面附着的病毒已基本去除，

而只有进入细胞内的ＨＢＶ进行复制才能使ＨＢＶ

ＤＮＡ量和所分泌的ＨＢｓＡｇ随着时间的延长而增

加。

ＨＢＶ感染的ＢｅＷｏ细胞传代，传代后细胞及上

清液中的ＨＢＶＤＮＡ量随传代次数增加逐渐降低，

第５代阴性；传代细胞的上清液ＨＢｓＡｇ浓度逐渐

降低，第４代阴性；传代细胞免疫组化染色第１～３

代可见ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ表达；证实ＨＢＶ能在传代

细胞中表达，但表达并不持久。考虑可能 ＨＢＶ

感染ＢｅＷｏ细胞不同于肝细胞，不能在细胞核内形

成ｃｃｃＤＮＡ使ＨＢＶ持续地复制及表达。

因此，可用ＢｅＷｏ细胞进行 ＨＢＶ宫内感染机

制的研究。我们将进一步应用ＢｅＷｏ细胞研究

ＨＢＶ发生宫内感染的时期和人乙型肝炎免疫球蛋

白阻断ＨＢＶ感染的实验，探讨ＨＢＶ宫内感染阻断

失败的原因。
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