
病毒性肝炎是全世界发病率较高的疾病，其中

最常见为乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）和丙

型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）感染，由于HBV

乙型丙型肝炎病毒合并感染细胞模型的建立
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［摘 要］ 目的：利用慢病毒载体在可感染丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）的Huh7.5.1细胞中过表达人肝细胞乙型肝

炎病毒（hepatitis B virus，HBV）受体钠离子牛磺胆酸共转运蛋白（sodium taurocholate cotransporting polypeptide，NTCP）编码基

因，建立Huh7.5.1⁃hNTCP细胞模型，使其可以被HBV、HCV共同感染。方法：使用携带人NTCP编码基因、绿色荧光蛋白（green
fluorescent protein，GFP）基因、嘌呤霉素抗性基因的GV358重组慢病毒载体，以感染复数（MOI）50感染Huh7.5.1细胞。经过嘌

呤霉素筛选获得稳定表达人NTCP基因的Huh7.5.1⁃hNTCP细胞株，并通过Western blot验证NTCP蛋白的表达。使用HepAD38
细胞来源的HBV感染Huh7.5.1⁃hNTCP细胞，通过ELISA及qPCR等方法检测HBV感染后不同时间点乙肝病毒表面抗原（HB⁃
sAg）、e抗原（HBeAg）的表达以及HBV DNA的复制。HBV感染后24 h予以HCV⁃JFH1感染，检测合并感染状态下HBV DNA以

及HCV RNA的复制。结果：Western blot结果表明Huh7.5.1⁃hNTCP细胞株可稳定表达HBV受体NTCP。HBV感染Huh7.5.1⁃
hNTCP 细胞后 ELISA、qPCR 结果显示，HBsAg、HBeAg、HBV DNA 合成逐渐增加，并在第 9 天达峰。HBV/HCV 合并感染

Huh7.5.1⁃hNTCP细胞后，qPCR检测结果显示不同时间点HBV DNA、HCV RNA复制逐渐增加。结论：建立了Huh7.5.1⁃hNTCP
细胞模型，该模型可被HBV/HCV合并感染。
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Establishment of a HBV and HCV co⁃infection cell model
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［Abstract］ Objective：To establish a sodium taurocholate cotransporting polypeptide（NTCP）⁃ complemented Huh7.5.1 cell line
（Huh7.5.1⁃hNTCP）that supports hepatitis B virus（HBV）and hepatitis C virus（HCV）co⁃ infection. Methods：Huh7.5.1 cells were
infected with GV358 recombinant lentiviral vector carrying human NTCP encoding gene，green fluorescent protein（GFP）gene and
puromycin resistance gene with the multiplicity of infection（MOI）of 50. NTCP positive cells were obtained through the puromycin
screening and NTCP expression was identified by Western blotting. Huh7.5.1 ⁃ hNTCP cells were infected with HBV derived from
HepAD38 cells. The expression of HBsAg，HBeAg and HBV DNA at different time points were detected by ELISA and qPCR. HCV⁃
JFH1 was added 24 hours after HBV infection，and then HBV DNA and HCV RNA were detected in co ⁃ infected cells. Results：
Western blotting results indicated that Huh7.5.1⁃hNTCP cell line stably expressed the HBV receptor NTCP. ELASA and qPCR results
showed that HBsAg，HBeAg and HBV DNA secretion increased gradually and peaked on the 9th day in HBV infected Huh7.5.1⁃hNTCP
cells. The results of qPCR suggested that the replication of HBV DNA and HCV RNA increased gradually at different time points in
HBV and HCV co⁃infected cells. Conclusion：Huh7.5.1⁃hNTCP cell line was established，and it can be co⁃infected by HBV and HCV.
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与HCV具有相同传播途径，HBV、HCV合并感染在

全世界范围内广泛存在。临床上HBV、HCV合并感

染比单一感染更容易引起肝硬化和肝细胞癌（hepa⁃
tocellular carcinoma，HCC）［1-2］，这种合并感染病毒间

的相互作用可影响相关疾病发生、发展和预后过

程。因此研究HBV、HCV合并感染具有较高的临床

价值。

传统HBV、HCV合并感染的研究多使用以下两

种模型，一是原代肝细胞模型［3］，二是携带HBV、

HCV 病毒基因的质粒共同转染肝癌细胞获得的

HBV、HCV复制表达模型［4］。原代肝细胞获取困难，

体外培养条件下存活时间短，HBV、HCV复制表达

模型缺乏病毒自然感染过程，均不是理想的模型。

近年来，国内外学者不断致力于病毒感染模型的探

索和优化。在丙型肝炎领域，2005年日本Wakita［5］

课题组从 1例暴发型肝炎患者体内分离出HCV 2a
型全基因序列 JFH⁃1株基因，并将构建的 JFH⁃1复

制子电转入 Huh7 细胞系，可产生具有感染性的

HCV颗粒，建立了高效的HCV感染、复制、分泌模

型。以此为基础，Zhong等［6］用Huh7.5.1细胞系替换

了Huh7细胞系，对该模型做了进一步优化，可获得

更高滴度的具有感染性的病毒颗粒，成为HCV研究

的经典模型。在乙型肝炎领域，钠离子⁃牛磺胆酸共

转运蛋白（sodium taurocholate transporting peptide，
NTCP）的发现使HBV感染模型的建立取得了新的

突破。NTCP是HBV感染人肝细胞的功能性受体分

子。2012年Yan等［7］发现NTCP能够与HBV包膜蛋

白L蛋白上受体结合区域 pre⁃S1特异性紧密结合，

介导HBV进入肝细胞。并在难以感染HBV的肝癌

源性细胞中外源性表达NTCP，使其获得了HBV易

感性，建立了HepG2⁃hNTCP、Huh7⁃hNTCP等HBV
感染细胞模型［8⁃11］。已应用于HBV感染机制的研究

及抗病毒药物的筛选。

本课题组在原有 JFH1⁃Huh7.5.1丙肝感染模型

以及NTCP过表达的乙肝感染模型基础上，利用慢

病毒载体，在 Huh7.5.1 细胞中过表达 HBV 受体

NTCP，建 立 了 同 时 具 有 HBV、HCV 易 感 性 的

Huh7.5.1⁃hNTCP细胞模型。为更深入研究病毒之间

相互作用机制，探索更有效的治疗方案奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 材料

胎牛血清、DMEM高糖培养基（Gibco公司，美

国）；Huh7.5.1细胞、HepAD38细胞（哈佛大学We⁃

nyu Li教授提供）；PEG病毒浓缩试剂盒（Abcam公

司，德国）；GV358载体（上海吉凯基因化学技术有

限公司）；胰酶、双抗、BCA蛋白定量试剂盒（上海碧

云天）；嘌呤霉素（上海吉凯）；全蛋白提取试剂盒

（KGP250，南京凯基）；兔抗人 NTCP 抗体（anti ⁃
SLC10A1，Sigma公司，美国）、鼠抗人 GAPDH抗体

（南京巴傲德）、山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗（北京

康为世纪）；乙型肝炎病毒表面抗原（HBsAg）诊断试

剂盒、乙型肝炎病毒 e抗原（HBeAg）检测试剂盒（酶

联免疫法，上海科华公司）；HBV DNA定量检测试剂

盒（广州中山大学达安基因股份有限公司）；丙型肝

炎病毒定量检测试剂盒（深圳普瑞康）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

Huh7.5.1细胞、HepAD38细胞培养于含 10%胎

牛血清的DMEM培养基中（含青霉素 100 U/mL，链
霉素 0.1 mg/mL）。培养环境为 37 ℃，5%CO2。细胞

汇合度达80%时用0.25%的胰酶消化传代。

1.2.2 病毒培养

HBV 培养及浓缩：本实验中 HBV 来源于 He⁃
pAD38 细胞［12］。使用无四环素培养基培养 He⁃
pAD38细胞，以诱导HBV复制和病毒粒子产生，每

3 d换 1次液并收集培养基上清。使用PEG病毒浓

缩试剂盒浓缩HBV：将收集的培养基上清在 4 ℃条

件下以3 200 g离心力离心15 min后，弃去沉淀保留

上清；上清与 50%的 PEG8000溶液按 4∶1混合，使

PEG8000的终浓度为 10％，置于 4 ℃冰箱过夜；第

2天 4 ℃条件下，3 200 g离心力离心 30 min，去除上

清，底部白色沉淀即为HBV颗粒。将白色沉淀重新

溶解于病毒重悬液（重悬液体积为原体积的 1%），

混匀所有重悬后的病毒液，取200 μL用PCR法进行

病毒核酸定量检测，其余分装后于-80 ℃冰箱内保

存备用。

HCV培养：Huh7.5.1细胞对数生长期加入HCV⁃
JFH1［5-6］，感染复数（MOI）值为0.2。3 d换液1次，并

收集感染后细胞培养基上清，混匀，0.45 μm滤器过滤

后进行上清中病毒定量，于-80 ℃冰箱内保存备用。

1.2.3 确定Huh7.5.1细胞嘌呤霉素筛选浓度

取对数生长期的Huh7.5.1细胞，接种于6孔板，

待各孔细胞长满后，梯度加入含嘌呤霉素的完全培

养基 2 mL，各孔嘌呤霉素浓度分别为 0、1、2、3、4、
5 μg/mL。每天对各孔细胞生长情况进行观察。4 d
可以杀死相应孔中全部细胞的嘌呤霉素最低浓度

即为最终药物筛选浓度［13］。经实验观察Huh7.5.1
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细胞嘌呤霉素筛选浓度为5 μg/mL。
1.2.4 建立过表达NTCP的Huh7.5.1细胞模型

NTCP编码基因（SLC10A1）与GV358慢病毒（元

件顺序为Ubi⁃MCS⁃3FLAG⁃SV40⁃EGFP⁃IRES⁃puro⁃
mycin）连接，构建携带NTCP基因的重组慢病毒载

体（课题组前期实验中完成［14］）。

Huh7.5.1消化离心后，用完全培养基制备密度为

5×104个/mL的细胞悬液，以500 μL/孔，接种于24孔
板。培养24 h，细胞密度达30%~50%时进行慢病毒

感染。用含 5 μg/mL感染增强试剂（polybrene）的完

全培养基制备MOI分别为100、50、10、1的病毒液各

500 μL，阴性对照组只加入转染试剂，不加慢病

毒。吸除各孔细胞上清液，更换为不同MOI的病毒

液，继续培养。12 h后换液为常规培养液。72 h后流

式检测表达绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，
GFP）的细胞所占百分比以验证慢病毒感染效率。

选取感染效率大于 80%，且细胞生长状态良好

的最佳MOI值，在6 cm培养皿中按上述过程再次进

行感染。72 h 后荧光显微镜观察细胞是否表达

GFP。加入嘌呤霉素进行为期 1周的药物筛选，筛

选后用荧光显微镜观察阳性细胞比例，此后在培养

该细胞株时都加入最佳筛选浓度1/4的嘌呤霉素。

1.2.5 Western blot检测NTCP受体的表达

慢病毒感染 1周后Western blot检测Huh7.5.1⁃
hNTCP细胞中NTCP蛋白的表达情况。按照全蛋白

提 取 试 剂 盒 方 法 提 取 Huh7.5.1 ⁃ hNTCP 细 胞 、

Huh7.5.1细胞总蛋白。用 BCA法进行蛋白定量后

加入 SDS上样缓冲液，100 ℃煮沸 5 min。制备 10%
的电泳凝胶，进行 SDS⁃PAGE；将电泳产物转移至

PVDF膜；牛奶封闭 2 h，加入NTCP抗体（1∶1 000稀
释）4 ℃摇床孵育过夜；次日洗膜3次，山羊抗兔二抗

（1∶5 000稀释）室温孵育 2 h，弃二抗洗膜 3次，用

ECL发光液进行曝光，BIO⁃RAD凝胶成像仪进行成

像分析。

1.2.6 HBV、HCV⁃JFH1感染

HBV感染：Huh7.5.1⁃hNTCP细胞消化离心后，

制备浓度为 2×105 个/mL的细胞悬液，接种至 12孔

板，每孔接种体积1 mL，24 h后进行感染。制备接种

培养液：完全培养液稀释病毒至2×108拷贝/mL［病毒

接种量为1 000基因组当量（GEq）/细胞］［15⁃16］，取病毒

液 540 μL，加入 60 μL 40%的 PEG8000［17］，充分混

匀。去除细胞上清，加入600 μL接种培养液。将培

养板置于离心机 1 000 g离心力离心 5 min［18］，使病

毒细胞充分接触，放入培养箱。病毒细胞共孵育24 h

后，去除接种培养液，PBS冲洗3遍。制备复制培养

液：完全培养液中加入 2.5%的DMSO［17］。每孔加入

1 mL的复制培养液。每3 d换1次液，收集培养基上

清进行病毒复制指标检测。

HCV⁃JFH1感染：HCV⁃JFH1以 0.2的MOI值［19］

加入Huh7.5.1、Huh7.5.1⁃hNTCP培养基中进行感染。

1.2.7 ELISA检测HBsAg、HBeAg表达水平

按照上海科华公司的 HBsAg 诊断试剂盒和

HBeAg诊断试剂盒（ELISA法）步骤，检测培养基上清

中HBsAg、HBeAg。检测结果以S/COV来表示，S为待

测样本的OD值，COV为Cut⁃off值，S/COV≥1检测样

本结果为阳性，S/COV＜1检测样本结果为阴性。

1.2.8 qPCR检测病毒核酸表达水平

按照乙型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒步骤

检测HBV DNA，按照丙型肝炎病毒定量检测试剂盒

步骤检测HCV RNA。

1.3 统计学方法

采用 SPSS17.0 及 GrahPad Prism5 分析处理数

据。计算3次实验的均值和标准差，采用 t检验进行

数据比较，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 建立Huh7.5.1⁃hNTCP细胞模型

确定感染最佳MOI值，MOI值为100时，荧光细

胞百分比为 95.05%，但细胞生长缓慢状态不佳；

MOI值为 50时，荧光细胞百分比为 86.47%，且细胞

生长状态良好；故后续实验中选取MOI值50进行感

染（图1）。将含有NTCP基因的GV358慢病毒载体，

以最佳MOI值50感染Huh7.5.1细胞，72 h后荧光显

微镜观察到荧光细胞比例大于 80%，加入 5 μg/mL
嘌呤霉素筛选1周后荧光显微镜观察荧光细胞比例

大于 95%（图 2）。Western blot 检测 NTCP 表达，

Huh7.5.1⁃hNTCP细胞NTCP表达明显高于Huh7.5.1
细胞（图 3）。可以稳定表达 NTCP 的 Huh7.5.1 ⁃
hNTCP细胞株构建完成。

2.2 Huh7.5.1⁃hNTCP可被HBV感染

将含有 HBV 病毒的培养基加入 Huh7.5.1 ⁃
hNTCP细胞中共孵育 24 h，更换为含有 2.5%DMSO
的复制培养液继续培养，并在第3、6、9、12天收集细

胞上清，ELISA检测HBsAg、HBeAg表达（图4A、B），

Huh7.5.1细胞为对照组，进行同步处理。Huh7.5.1⁃
hNTCP组HBsAg和HBeAg逐渐增高，第9天达峰；对

照组Huh7.5.1细胞HBsAg和HBeAg逐渐降低至检测

不到。qPCR检测第3、6、9、12天上清中HBV DNA（图
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DCBA
嘌呤霉素筛选前荧光细胞比例约80%（A、B），筛选1周后荧光细胞比例＞95%（C、D）。
图2 荧光显微镜下比较白视野和荧光视野中荧光细胞所占百分比（×40）

Figure 2 The percentage of fluorescent cells was detected by comparing the white field and fluorescence field（×40）
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图4 HBV感染Huh7.5.1、Huh7.5.1⁃hNTCP细胞后病毒血清学标志物及复制水平检测

Figure 4 Detection of HBV serologic marker and replication level after HBV infection of Huh7.5.1 and Huh7.5.1⁃hNTCP cells

4C），Huh7.5.1 ⁃ hNTCP 组 HBV DNA 含量均高于

Huh7.5.1组，且在第9天HBV DNA表达量达到峰值。

对照组Huh7.5.1细胞HBV逐渐降低至检测不到。

以上结果表明 Huh7.5.1 ⁃ hNTCP 细胞能够被

HBV感染，并且支持病毒的复制，病毒抗原HBsAg、

HBeAg的表达以及子代病毒的产生。Huh7.5.1因缺

乏NTCP受体无法被HBV感染，第 3天时仅检测到

感染培养基中少量HBsAg、HBeAg以及病毒DNA残

留，之后逐渐降低至检测不到。

2.3 Huh7.5.1⁃hNTCP可被HBV、HCV合并感染

HBV与Huh7.5.1⁃hNTCP细胞共孵育24 h后，换

液去除HBV，培养基中加入HCV⁃JFH1（MOI=0.2），

建立Huh7.5.1⁃hNTCP HBV、HCV合并感染模型。以

Huh7.5.1 HBV、HCV合并感染组及Huh7.5.1⁃hNTCP
HBV单独感染组为对照同步进行处理，收集各组第

3、6、9天培养基上清。qPCR检测HBV DNA含量，

结果显示：Huh7.5.1细胞在第3、6、9天HBV DNA逐

渐降低至检测不到；Huh7.5.1⁃hNTCP细胞在不同时

间点HBV DNA逐渐增加；同一时间点HBV单独感

染组HBV DNA明显高于HBV、HCV合并感染组，差

异具有统计学意义（图5A）。
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NTCP过表达慢病毒分别以MOI值 100（A）、50（B）、10（C）、1（D）感染Huh7.5.1细胞后 72 h流式检测GFP荧光细胞所占百分比分别为

95.05%、86.47%、73.13%、60.66%；E：阴性对照组。

图1 流式细胞仪检测不同MOI值感染效率

Figure 1 Infection efficiency of different MOI values detected by flow cytometry
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图 3 Western blot检测Huh7.5.1⁃hNTCP、Huh7.5.1细胞

NTCP蛋白表达

Figure 3 The expression of NTCP protein in Huh7.5.1 ⁃
hNTCP and Huh7.5.1 cells was detected by
Western blot
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qPCR检测HCV RNA，Huh7.5.1细胞、Huh7.5.1⁃
hNTCP细胞不同时间点HCV RNA均逐渐增高，同

一时间点 Huh7.5.1 细胞和 Huh7.5.1 ⁃ hNTCP HCV
RNA复制水平无显著差异（图5B）。

以上结果表明：Huh7.5.1 细胞不能被 HBV 感

染。Huh7.5.1⁃hNTCP细胞可以被HBV、HCV合并感

染，且 HCV 的感染会干扰 HBV 的复制。过表达

NTCP受体后Huh7.5.1细胞中HCV的感染复制不受

影响。

3 讨 论

据估计，全世界有 700万~2 000万HBV、HCV
合并感染患者［20］，已成为严重的公共卫生和社会

问题［21］。相对于单独感染，HBV、HCV合并感染进

展为肝硬化、肝癌的发病风险增加。虽然存在有效

的药物和方案来控制两种病毒的单独感染，但是临

床上并没有成熟、高效的方案来治疗HBV、HCV合

并感染。因此需要建立HBV、HCV合并感染模型，

以便于研究两种病毒之间以及病毒和宿主之间的

相互作用，建立有针对性的治疗方案。

HBV、HCV感染具有种特异性和组织特异性，自

然状态下仅能感染人和少数灵长类动物肝细胞。

原代肝细胞在体外条件下存活周期短，无法进行增

殖；体外培养的肝脏肿瘤细胞表面关键性受体缺

失，无法直接被HBV、HCV感染，因此合并感染模型

的建立面临重重障碍。本研究在前人研究基础之

上，利用慢病毒载体将 NTCP 受体基因过表达在

Huh7.5.1细胞中，建立了可被HBV、HCV共感染的

Huh7.5.1⁃hNTCP细胞模型，形成了HBV/HCV⁃JFH1⁃
Huh7.5.1⁃hNTCP感染系统。同时利用该模型初步观

察到HBV、HCV共感染组上清中HBV DNA水平显著

低于HBV单独感染组，与临床研究中HBV/HCV共感

染患者易出现HBV复制抑制现象相一致［22-23］。HCV
对HBV的抑制机制目前尚在研究之中，有文献报道

HCV 核心蛋白的C端疏水区可对HBV增强子 1、增
强子2产生抑制作用，从而抑制HBV复制，导致HB⁃
sAg和HBeAg的表达降低，子代病毒生成减少［24］。

该模型可以为更深入研究两种病毒之间相互作用

机制，探索更有效的治疗方案提供有效工具。

该模型提供了HBV、HCV合并感染的建模思

路，但是也存在一些不足之处。过表达NTCP受体

后，HCV感染不受影响，仍以较小的感染MOI值获

得较高的产毒量，然而HBV感染效率较低，并且难

以获得持续感染，是该模型研究中的难点。我们从

HepG2⁃hNTCP、Huh7⁃hNTCP等HBV单独感染模型

寻找经验，通过增加HBV感染滴度，平均每个细胞

加入1 000 GEq的病毒，增强感染；通过病毒接种后

进行离心、感染培养基中加入4% PEG8000，增大病

毒和细胞的接触，便于病毒进入细胞内；通过复制

培养基中加入 2.5%的DMSO，增加病毒复制。感染

效率取得了一定提高，但只能达到30%左右。实验

中我们观察到HBV感染后病毒复制逐渐增加，第 9
天达峰，后逐渐减少，随着细胞的增殖传代，2~3周
后上清中HBV病毒逐渐减少至检测不到。其可能

原因在于：①NTCP受体是HBV感染的一条通路，但

不是影响感染的唯一因素，可能存在着其他HBV进

入细胞的通路，限制了感染效率的提高；②感染要

求的病毒接种量较高，而感染后的细胞的产毒量远

低于初次外源接种的病毒量，随着细胞增殖，未感染

的细胞逐渐占优势。多次传代后感染细胞逐渐减

少。这些问题的解决依赖于更多HBV感染机制的发

现，相信将来在肝病研究者的共同努力下HBV感染

模型和HBV/HCV合并感染模型会越来越完善。

综上所述，本研究建立了HBV/HCV合并感染

模型，为短期感染的研究提供了有效工具。
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