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慢性乙型肝炎是导致肝衰竭、肝硬化以及肝

癌等重大肝病的主要原因[1]。我国属HBV高度感染

区。乙型肝炎是严重危害我国人民生活健康的重大

疾病[2]。目前关于HBV感染慢性化及导致肝硬化、

肝癌的机制仍然不明。

乙型肝炎包膜蛋白分为3种（LHBs、MHBs、
SHBs），这3种包膜蛋白必须以合适的比例存在才

能组装成含有HBV基因组的Dane颗粒，而LHBs与
该颗粒关系最为密切[3]。本课题组实验结果已证实

膜蛋白LHBs与HBV DNA复制密切相关，而且血清

LHBs水平可以作为接受阿德福韦酯治疗的HBeAg
阴性的乙型肝炎患者的预后指标[4,5]。

蛋白质的O-糖基化修饰是发生在细胞质与细胞

核内的、动态的蛋白质翻译后修饰方式[6]。不同于

蛋白质的N-糖基化修饰，蛋白质O-糖基化修饰是一

个高度动态的翻译后修饰，具有调节分泌蛋白质的

功能，提高蛋白质的稳定性和溶解度，保护蛋白不

被蛋白酶降解等多种生物学功能[7]。

HBV pre-S2区的N-基化修饰是病毒颗粒分泌的

O-糖基转移酶、Glt25D2与乙型肝炎包膜蛋白

大蛋白的分泌有关
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 【摘要】 目的   在前期研究结果提示Glt25D2与HBV 包膜蛋白大蛋白（LHBs）在体外相互作用

基础上证明Glt25D2是否与HBV LHBs分泌相关。方法   采用激光共聚焦方法分析Glt25D2与LHBs 在
HepG2细胞内的定位。免疫共沉淀方法进一步证实Glt25D2与LHBs 的相互作用。采用实时荧光定量

PCR和Western blot方法分析mRNA和蛋白表达水平。应用ELISA方法检测细胞上清LHBs水平。实时荧

光定量PCR方法检测上清HBV 病毒载量。ELISA方法检测上清HBV LHBs水平。Western blot方法检测

细胞中LHBs蛋白含量。Cobas Amplicor HBV Monitor Test方法检测细胞上清液HBV DNA载量。结果   
Glt25D2与LHBs在体外相互作用，上调的Glt25D2高表达促进HBV DNA复制和LHBs表达，Glt25D2低
表达抑制HBV DNA复制和LHBs表达。结论   Glt25D2与乙型肝炎包膜蛋白大蛋白的分泌有关。 

  【关键词】GLT25D2; 包膜大蛋白; 乙型肝炎病毒; 糖基化修饰
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      【Abstract】  Objective   Our previous study demonstrated that Glt25D2 interacts with HBV LHBs 

in vitro. In this study, we aim to prove if Glt25D2, an O-glycosyltransferase, is related with the secretion of 
hepatitis B virus surface large protein (LHBs). Methods   Confocal microscopy was used to determine the co-
location between Glt25D2 and LHBs in HepG2 cells. The interaction between Glt25D2 and LHBs in vitro 
was examined by the method of co-immunoprecipitation. Quantitative real-time PCR and Western blot were 
undertaken to evaluate the levels of mRNA and protein. The levels of LHBs in the supernatant were measured 
with ELISA kits and HBV DNA was quantified with the Cobas Amplicor HBV Monitor Test.  Results   Our 
data demonstrated that Glt25D2 interactes with LHBs in vitro, up-regulated Glt25D2 expression could 
increase HBV DNA and LHBs levels in HepG2.2.15, down-regulated Glt25D2 expression decreased HBV 
DNA and LHBs levels.  Conclusions   Our results suggest that Glt25D2 is related with HBV LHBs secretion. 
       【Key words】  Glt25D2; LHBs; HBV; Glycosyltransferase
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必要条件。相对于HBV pre-S2区保守的N-糖基化

修饰，O-糖基化修饰则不保守[8]。近年来的研究表

明，C和D基因型的HBV包膜蛋白LHBs的Thr37位
存在O-糖基化修饰[9]。LHBs的O-糖基化修饰的功能

至今尚未明确。

Glt25D2家族是新近发现的O-糖基转移酶。笔

者的前期工作也证实Glt25D2与HBV pre-S2蛋白

相互作用。因此笔者克隆表达了Glt25D2，并制

备其多克隆抗体。基于以上研究结果，笔者推测

Glt25D2与HBV LHBs分泌相关。 

材料与方法

一、细胞培养

HepG2.2 .15细胞株由本室保存，在含10%
小牛血清，380 μg/ml G418的DMEM培养液中

培养，培养环境为5% CO2的37℃细胞培养箱。

HepG2细胞株由本室保存，在含10%小牛血清的

DMEM培养液中培养，培养环境为5% CO2的37 ℃
细胞培养箱。

二、质粒构建

Glt25D2 cDNA（PubMed: NM-015101）。上游

引物：5′-GAATTCATGGCTGCGCGC-3′ ，下游引

物 5′-CCCGGGCGTAGCTCATCCCTTG-3′。限制性

内切酶为 EcoR Ⅰ和 Sma Ⅰ。PCR反应条件为: 预变

性 94 °C  3 min, 变性 94 °C  30 sec, 退火 53°C  
30 s, 延伸 72 °C  1.2 min。38个循环。PCR产物连

接到pEGFP-C1质粒（pEGFP-C1- Glt25D2）。

G l t 2 5 D 2  c D N A  连接至 p c D N A 3 . 1  质
粒（ p c D N A 3 . 1 - G l t 2 5 D 2 ） 。 上游引物 5 ′ - 
G A AT T C AT G G C T G C G C G C - 3 ′  ，下游引物

5′-AAGCTT TAGCTCATCCCTGAAGGC -3′. 限制性

酶切位点为 EcoR Ⅰ和 Hind  Ⅲ。

L H B s  c D N A  克隆至  p E G F P - C 1  质粒

（pEGFP-C1- LHBs）。上游引物5′-AAGCTTAAG
CTTTTATGGGAGGTTGG-3′ ，下游引物5′-CCCGG
GGGATCCAATGTATACCCAAAGAC-3′。限制性酶

切位点为 Hind  Ⅲ 和 BamH Ⅰ。

LHBs cDNA 克隆至pcDNA3.1 质粒（pcDNA3.1-
LHBs）。上游引物5′- GGATCCAAATGGGAGGTTG -3′ ，下

游引物5′- GGTACCAATGTATACCCAAAGAC -3′。限制

性酶切位点为Kpn Ⅰ和 BamH Ⅰ。

E r g i c - 3 5  c D N A 克隆至 p D s R E D - N 1质
粒（ p D s R E D - N 1 -  E r g i c - 3 5）。上游引物

5′-CTCGAGATGGCGGGATCC -3′，下游引物

5′-GGTACCGGAAAGAATTTTTTGGC -3′。限制性酶切

位点为 Xho Ⅰ和 Kpn Ⅰ。

三、激光共聚焦

HepG2 细胞转染相应质粒后，培养48 h。细

胞经2% PFA固定10 min，DAPI染色（Sigma，
USA）。采用 Zeiss LSM510 confocal laser scanning 
microscope（Carl Zeiss，German）分析图像。

Ergic-53为内质网定位质粒。

四、免疫共沉淀

pcDNA3.1-LHBs 或pcDNA3.1-Glt25D2 质粒转

染至HepG2细胞. 提取蛋白并与Protein A/G beads 
和Glt25D2 抗体（1︰200）(Santa Cruz，USA) 或 
LHBs 抗体(1︰1000) (Hotgen，China) 孵育过

夜。样品经Western blot 检测。

五、RNA干扰实验

根据 Glt25D2 mRNA 序列，4条 shRNA oligos 
和1条对照序列分别克隆至p c D N A ™ 6 . 2 - G W /
EmGFPmiR plasmid（pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA 和 
pcDNA6.2-negative）（Invitrogen，USA）。干扰质

粒分别转染至HepG2.2.15细胞。应用流式细胞仪BD 
Calibrate（BD，USA）检测转染效率。

表1  Glt25D2 shRNA序列

ShRNA Oligo Sequence（5′→3′）
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-1F tgctgtataaatcagttcccagtccagttttggccactgactgactggactggactgatttata
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-1R cctgtataaatcagtccagtccagtcagtcagtggccaaaactggactgggaactgatttatac
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-2F tgctgatgactggcagaaactcatccgttttggccactgactgacggatgagtctgccagtcat
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-2R cctgatgactggcagactcatccgtcagtcagtggccaaaacggatgagtttctgccagtcatc
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-3F tgctgatcccttgaaggcacagtgtcgttttggccactgactgacgacactgtcttcaagggat
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-3R cctgatcccttgaagacagtgtcgtcagtcagtggccaaaacgacactgtgccttcaagggatc
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-4F tgctgatcagtggctgcccagatggcgttttggccactgactgacgccatctgcagccactgat
pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-4R cctgatcagtggctgcagatggcgtcagtcagtggccaaaacgccatctgggcagccactgatc

pcDNA6.2-negative-F tgctgaaatgtactgcgcgtggagacgttttggccactgactgacgtctccacgcagtacattt
pcDNA6.2-negative -R cctgaaatgtactgcgtggagacgtcagtcagtggccaaaacgtctccacgcgcagtacatttc

六、Western blot
等量蛋白经10% SDS-PAGE电泳分离，转膜，

5%脱脂奶粉封闭，加入一抗鼠抗人抗体LHBs
（1︰1000）（北京热景生物有限公司）或鼠抗

人抗体β-actin（1︰500）（Santa Cruz，USA）

和二抗羊抗鼠IgG（1︰2000）（Santa Cruz，
USA）。经Typhoon 9400型激光扫描仪扫描成像。

七、HBV DNA载量检测

应用实时荧光定量PCR方法检测上清HBV
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病毒载量（Cobas Amplicor HBV Monitor test，
Roche，Switzerland）。

八、HBV LHBs 检测

应用ELISA方法检测上清HBV LHBs水平（北

京热景生物有限公司）。

九、统计学处理

计数资料组间差异采用χ2检验分析，P ＜ 0.05
时组间差异有统计学意义。

结    果

一、Glt25D2 与 LHBs 共定位在内质网

噬菌体展示结果表明Glt25D2可能与HBV LHBs
相互作用。为进一步明确这个作用，采用激光共聚

焦技术分析Glt25D2与HBV LHBs的定位（图1）。

结果提示Glt25D2与HBV LHBs均定位在内质网，并

存在部分共定位。

二、Glt25D2与LHBs在体外相互作用

为进一步证实以上结果，采用免疫共沉淀

方法分析Glt25D2与LHBs是否在体外相互作用。

pcDNA3.1-LHBs 或 pcDNA3.1-Glt25D2质粒转染至

HepG2细胞。结果提示Glt25D2与LHBs在体外存在

相互作用（图2）。

pcDNA3.1-LHBs 或 pcDNA3.1-Glt25D2 转染

至HepG2细胞。提取蛋白，与Protein A/G磁珠，

Glt25D2或LHBs抗体孵育过夜。Western blot分析免

疫共沉淀结果。结果显示Glt25D2与 LHBs在体外相

互作用。
三、Glt25D2高表达促进LHBs分泌

4条Glt25D2干扰序列分别转染至HepG2.2.15

细胞。培养48 h后，收集细胞，流式细胞仪检测

其转染效率。提取蛋白，Western blot方法检测

Glt25D2的干扰效率。结果显示转染效率平均为

80%，且3号干扰序列的干扰效率最高（图3）。

pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA和pcDNA6.2-negative 
转染至HepG2.2.15细胞。48 h后收集蛋白，Western 
blot 分析敲除效果。结果显示pcDNA6.2-Glt25D2 
shRNA-3基因敲除效果最好。β-actin作内参。

pcDNA3.1、pcDNA3.1-Glt25D2、pcDNA6.2-
Glt25D2 shRNA-3和 pcDNA6.2-negative分别转染

至HepG2.2.15细胞。培养48 h后收集蛋白和上清检

测。Glt25D2高表达能显著促进HBV DNA复制（P 
= 0.000）和LHBs表达（P  = 0.021）；Glt25D2低
表达则部分抑制了HBV DNA复制，但无统计学意

义（P = 0.057），但Glt25D2低表达能显著低抑制

LHBs表达（P = 0.021）（图4A）。Western blot结

注：采用激光共聚焦分析LHBs与Glt25D2的定位（EGFP：
488 nm，DsRED：546 nm，DAPI：405 nm）。pEGFP-C1-LHBs
和pDsRED-N1-Erigic-53共转染至HepG2细胞。图像显示LHBs定位
在内质网（A）pDsRED-N1-Ergic-53（B）pEGFP-C1-LHBs（C）
DAPI（D）A ＋ B ＋ C。pEGFP-C1-LHBs和pDsRED-N1-Glt25D2
共转染至HepG2细胞。图像提示LHBs和d Glt25D2共定位在内质网
（E）pDsRED-N1-Glt25D2（F）pEGFP-C1-LHBs（G）DAPI（H）
E ＋ F ＋ G（X 20）

图1  LHBs 与 Glt25D2 共定位在内质网

图2  Glt25D2与 LHBs在体外相互作用

图3  体外Glt25D2基因敲除

注：pcDNA3.1、pcDNA3.1-Glt25D2、pcDNA6.2-Glt25D2 
shRNA-3和pcDNA6.2-negative分别转染至HepG2.2.15 cells。48小时
后，提取细胞上清和蛋白。A：细胞上清中，pcDNA3.1-Glt25D2
转染组HBV DNA水平显著升高（P = 0.000），pcDNA6.2-Glt25D2 
shRNA-3转染组HBV DNA水平变化不明显（P = 0.057）；B：细胞
上清中，pcDNA3.1-Glt25D2转染组HBV LHBs水平显著升高（P= 
0.021），pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-3转染组HBV LHBs水平显著
下降（P = 0.021）；C：细胞蛋白中，pcDNA3.1-Glt25D2转染组
HBV LHBs表达显著升高，pcDNA6.2-Glt25D2 shRNA-3转染组HBV 
LHBs表达显著下降

图4 Glt25D2参与调控LHBs表达
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果也证实了Glt25D2高表达能促进HBV LHBs表达，

Glt25D2低表达则抑制HBV LHBs表达（图4B）。

讨    论

在慢性肝炎患者血清中有22 nm大小的小球形

颗粒、管状颗粒和42 nm的Dane颗粒，其中只有

42 nm的Dane颗粒含有HBV基因组。这3种病毒颗

粒是由3种膜蛋白（LHBs、MHBs、SHBs）以不

同比例组装。这3种膜蛋白必须以合适比例存在

才能组装成Dane颗粒。本课题组前期实验结果也

证实：①接受阿德福韦酯治疗的患者的血清LHBs
与HBV DNA复制密切相关；②血清LHBs水平可

以作为的HBeAg阴性的乙型肝炎患者的预后指

标。因此，在3种膜蛋白中，只有LHBs与Dane颗
粒的关系最为密切。笔者发现新的O-糖基转移酶

Glt25D2与HBV pre-S2蛋白可能存在相互作用。

已有研究报道证实乙型肝炎病毒包膜蛋白的N-
糖基化修饰参与乙型肝炎病毒颗粒分泌[10-14]。O-糖
基化修饰参与多种生物学功能。然后至今都不明确

其在乙型肝炎病毒颗粒分泌过程中的作用。HBV
包膜蛋白LHBs的Thr37位存在O-糖基化修饰。笔者

的前期研究报道抑制细胞O-糖基化修饰能够有效

抑制乙型肝炎病毒复制[15]，推测而O-糖基转移酶，

Glt25D2，可能参与LHBs O-糖基化修饰,且抑制HBV 
LHBs O-糖基化修饰可以抑制其组装成病毒颗粒。

激光共聚焦和免疫共沉淀技术提示Glt25D2
与LHBs共定位在内质网，并存在相互作用。通

过转染和RAN干扰技术，证实Glt25D2高表达能

显著促进HBV DNA复制（P  = 0.000）和LHBs表
达（P  = 0.021）；Glt25D2低表达则部分抑制了

HBV DNA复制，但无统计学意义（P = 0.057），

但Glt25D2低表达能显著低抑制LHBs表达（P  = 
0.021）（图4A）。Western blot结果也证实了

Glt25D2高表达能促进HBV LHBs表达，Glt25D2
低表达则抑制HBV LHBs表达（图4B）。

从以上结果，可以得出结论Glt25D2可能与HBV 
LHBs分泌相关，从而影响HBV 病毒颗粒的组装。


