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·基础论著·

HIV与HBV共感染对肝星状细胞纤维化相关基因

表达的影响

徐少钦 1  熊勇 2  张红 2  陈宇 3  柳叶 3  高国振 3

【摘要】 目的  探讨人类免疫缺陷病毒（HIV）与乙型肝炎病毒（HBV）共感染对人肝星状细

胞纤维化部分相关基因表达的影响。方法  人肝星状细胞（HSC LX2）分别与HIV X4株（CXCR4噬
性）、HIV R5株（CCR5噬性）、HBV、HIV X4 + HBV和HIV R5 + HBV共同孵育3 d后，采用RT-
PCR检测细胞中的前胶原蛋白α1（COL1A）、基质金属蛋白酶3（MMP3）及金属蛋白酶组织抑制物

1（TIMP1）的mRNA表达水平，采用ELISA检测细胞上悬液中相应蛋白含量，结果分别与相应对照

样本进行比较。结果  HIV和HBV共同作用于HSC LX2细胞比HIV或HBV单独作用更能促进COL1A蛋

白合成（P 均＜ 0.05）。实验组和对照组中MMP3 mRNA和蛋白表达水平差异虽无统计学意义，但实

验数据显示，病毒有抑制MMP3基因表达的趋势。HIV、HBV分别作用于HSC LX2细胞可促进TIMP1 
mRNA以及TIMP1蛋白表达（P 均＜ 0.05）。HIV和HBV共同作用能进一步提高TIMP1 mRNA以及

TIMP1蛋白表达（P 均＜ 0.05）。结论  HIV、HBV分别作用于HSC LX2细胞，能促进TIMP1 mRNA
以及蛋白的表达。HIV、HBV共同作用于HSC LX2细胞比单一病毒更能促进COL1A蛋白的合成以及

TIMP1 mRNA转录和蛋白的合成。

【关键词】肝炎病毒，乙型；人类免疫缺陷病毒；肝纤维化；基因表达

Influence of HIV and HBV co-infection on expression of fibrosis-related genes in hepatic stellate cell  Xu 
Shaoqin1, Xiong Yong2, Zhang Hong2, Chen Yu3, Liu Ye3, Gao Guozhen3. 1Department of Infectious Diseaes, 
General Hospital of The Yangtze River Shipping, Wuhan 430010, China; 2 Department of Infectious Diseaes, 
Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, China; 3College of Life Sciences, Wuhan University, 
Wuhan 430072, China 
Corresponding author: Xiong Yong, Email: yongxiong64@163.com.cn 

【Abstract】Objective  To investigate the effects of co-infection with HIV and HBV on the expression 
of several hepatic fibrogenesis-related genes in hepatic stellate cells (HSC).  Methods  After HSC LX2 cells 
were cultured with HIV X4, HIV R5, HBV, HIV X4 + HBV and HIV R5 + HBV for 3 days, respectively, 
the expression of procollagen α1 (COL1A) mRNA, matrix metalloproteinases 3 (MMP3) mRNA and tissue 
inhibitors of metalloproteinases 1 (TIMP1) mRNA and corresponding proteins were measured by RT-PCR 
and ELISA, respectively. The results were compared with corresponding reference samples. Results  The 
expression level of COL1A protein significantly increased in HIV and HBV co-infection (P all < 0.05), 
compared to HIV or HBV infected HSC alone. There was no significant difference in MMP3 mRNA and 
protein expression between control cells and treated cells, but the experimental data showed a tendency to 
suppress MMP3 gene expression in HSC LX2 cells cultured with virus. HIV/HBV increased TIMP1 mRNA 
and protein expression in HSC LX2 cells (P all < 0.05). HIV and HBV co-infection furtherly increased the 
expression levels of TIMP1 mRNA and protein (P all < 0.05), compared to HIV or HBV infected HSC alone. 
Conclusions  HIV/HBV can up-regulate the expression level of TIMP1 mRNA and protein in HSC LX2 
cells, respectively. HIV and HBV co-infection can significantly promote COL1A protein synthesis and TIMP1 
mRNA transcription and protein synthesis than HIV or HBV infection with HSC LX2 cells alone. 
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人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency 
virus，HIV）和乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，
HBV）具有类似的传播途径，因而HIV/HBV合并

感染较为常见。据估计，全球有超过4000万HIV感

染者，而其中约10%同时伴有HBV慢性感染。HBV
慢性感染是慢性乙型肝炎、肝纤维化、肝硬化，乃

至肝细胞癌发生的重要原因[1-2]。HIV对HBV感染

的自然史有明显的负面影响。临床上，HIV可增加

HBV感染慢性化机率，降低HBV e抗原（hepatitis 
B e antigen，HBeAg）清除率，增加HBV复制水

平和复发率，加大HBV表面抗体（hepatitis B s 
antibody，HBsAb）消失的可能，增加肝纤维化、

肝硬化以及肝细胞癌的发生[3-4]。

HBV或HCV与HIV双重感染对肝脏的损害要比

单纯HIV感染时严重[5]。双重感染可加重患者的肝

功能损害，导致肝脏炎症和纤维化程度增高，增加

肝硬化、肝癌发生率。与单独HCV感染者相比，

HCV与HIV双重感染者的肝功能衰竭和病死率都显

著上升，即使是成功进行了抗HIV治疗的患者[6]。

这一现象在HIV合并HBV患者人群中更为明显[7]。

因此，研究HIV合并HBV对肝纤维化的影响有重要

意义。

HIV/HBV合并感染者体内的HIV、HBV可能

直接作用于肝脏相关细胞，从而促进肝纤维化、

肝硬化等终末期肝病发生[3, 8]。肝纤维化的细胞外

基质（extracellular matrix，ECM）的多少取决于

其生成和降解的平衡动态。当机体处于病理状态

下时，细胞外基质会分泌增多。基质金属蛋白酶

类（matrix metal proteinases，MMPs）是降解细

胞外基质的主要酶，而金属蛋白酶类组织抑制物

（tissue inhibiters of MMPs，TIMPs）是MMPs的
主要抑制物

[9]，同时前胶原蛋白α1（procollagen 
α1，COL1A）也参与了ECM的形成。本研究通过

对比HIV、HBV分别以及共同作用于人肝星状细

胞系（hepatic stellate cells，HSC）后COL1A、

MMP3、TIMP1基因表达水平的变化，初步探讨

了HIV和HBV能否直接作用于肝星状细胞并促进

纤维化的形成，现报道如下。

材料与方法

一、细胞培养 
HSC LX2（购自中南大学湘雅实验中心）培养

液为DMEM（Dulbecco’s modified eagle medium）

溶液（含青霉素、链霉素、10%胎牛血清），细胞

置于95%湿度，5% CO2，37 ℃的培养箱中进行培

养，铺板密度为50 000 cell/cm2。

二、病毒制备 
 1 .  HIV的制备：武汉大学生命科学院现代

化病毒所拥有美国NIH的CXCR4 HIV NL4-3和
CCR5 HIV BaL表达质粒。HIV的制备按操作指

南转染HEK 293T细胞系，并收集含有HIV的上悬

液，56 ℃、30 min灭活后分装，－80 ℃冻存备

用。检测HIV滴度用ELISA法定量p24含量（试剂

盒购自中科院武汉病毒所）。

 2. HBV的制备：培养HepG2.2.15细胞，收集、

分装悬液中HBV，－80 ℃冻存备用。用HBV核酸

扩增（PCR）-荧光定量检测试剂盒（上海科华）测

定HBV DNA含量。

三、 RNA样品制备及RT-PCR  
人类COL1A、TIMP1、MMP3和甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）引物由上海生工合成，引物设

计序列见表1。
HSC LX2细胞收获后，用Trizol（Invitrogen

公司）提取总RNA，逆转录得总cDNA，在7300 
System Software荧光定量PCR仪（美国应用生物系

统公司）中进行PCR反应
[10]，定量软件分析PCR

结果。用GAPDH mRNA值标化COL1A、TIMP1和
MMP3基因的mRNA值。

四、实验方法

 1. 将培养的HSC LX2细胞分成8个组：HSC 
LX2未处理组、加入HIV X4病毒株组、HIV R5组、

无HIV病毒的293T细胞上悬液（Neg HIV）组、

HBV组、HBV + HIV X4组、HBV + HIV R5组和无

HBV病毒的293T细胞上悬液组（Neg HBV），铺板

12 h后，按分组要求分别加入所需的病毒（HIV浓

度达到8 ng/ml，HBV浓度达到8.0 × 104 拷贝/ml）孵

表 1  PCR 引物设计序列

基因 正向引物（5'→3'） 反向引物（5'→3'）
人类 GAPDH ACAGTCCATGCCATCACTGCC GCCTGCTTCACCACCTTCTTG
人类 TIMP1 TGTTGTTGCTGTGGCTGATAGC TCTGGTGTCCCCACGAACTT
人类 COL1A CAGCCGCTTCACCTACAGC TCAATCACTGTCTTGCCCCA
人类 MMP3 GTTCCGCCTGTCTCAAGATGA GGGACAGGTTCCGTGGGTA

注：甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（GAPDH）、前胶原蛋白 α1（COL1A）、基质金属蛋白酶 3（MMP3）、金属蛋白酶组织抑制物 1（TIMP1）
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育适当时间后（3 d）[11-12]，收获细胞和上悬液，用

RT-PCR检测COL1A、TIMP1、MMP3的 mRNA表

达水平，ELISA检测蛋白水平。结果分别与相应对

照样本比较。

2.  ELISA检测：用TIMP1、MMP3（R&D 
Systems，MN）、COL1A（Bio-Swamp）蛋白

ELISA测定试剂盒，检测HSC LX2表达的相应蛋

白，具体步骤按试剂盒里说明书操作。

五、统计学处理  
采用SPSS 17.0统计软件包进行分析，连续

性变量的统计描述用 x ± s表示，结果采用单因素

方差分析，以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结       果

一、HIV和HBV单独及共同作用对HSC LX2 
COL1A表达影响及对应组比较结果 

HSC LX2未处理组，HIV X4组，HIV R5组，Neg 
HIV组，HBV组，HBV + HIV X4组，HBV + HIV R5
组和Neg HBV组的COL1A mRNA相对含量的比较结

果为（见图1）：HBV + HIV X4与HBV比较（P ＜ 
0.05），结果提示，HBV和HIV X4较HBV单独作用

HSC LX2细胞能够促进COL1A mRNA 的表达。

对应的细胞悬液中COL1A蛋白含量的比较结果

为（见图2）：NEG HBV与HBV比较，HBV + HIV X4
与HBV比较，HBV + HIV R5与HBV比较，HIV X4与
HBV + HIV X4比较，HIV R5与HBV + HIV R5比较，

差异均具有统计学意义（P ＜ 0.05）；结果显示，

图 1  HIV/HBV 与 HIV 作用于 HSC LX2 对 COL1A mRNA
表达影响

注：HSC LX2 未处理组、HIV X4 组、HIV R5 组、Neg HIV
组、HBV 组、HBV + HIV X4 组、HBV + HIV R5 组和 Neg HBV 组
的 COL1A mRNA 相对含量分别为 1.00 ± 0.00、1.96 ± 0.45、1.78 ± 
0.26、1.16 ± 0.47、1.86 ± 0.72、2.85 ± 0.61、2.13 ± 0.43 和 0.86 ± 
0.79；HBV + HIV X4 与 HBV 组比较，**P ＜ 0.05

 

图 2  HIV/HBV 与 HIV 作用于 HSC LX2 对 COL1A 
蛋白表达影响

注：各分组在细胞悬液中 COL1A 蛋白含量分别为：1.53 ± 
0.06、1.79 ± 0.11、1.81 ± 0.11、0.58 ± 0.09、2.23 ± 0.09、2.53 ± 
0.24、2.81 ± 0.20、1.75 ± 0.10。NEG HBV 组、HBV + HIV X4 组、
HBV + HIV R5 组分别与 HBV 组比较，**P ＜ 0.05；HIV X4 组与
HBV + HIV X4 组比较 #P ＜ 0.05、HIV R5 组与 HBV + HIV R5 组

比较 #P ＜ 0.05

 

图 3  HIV/HBV 与 HIV 作用于 HSC LX2 对 MMP3 mRNA
表达影响

     注：MMP3 mRNA 相对含量上、各组结果分别为 1.00 ± 0.00、
0.67 ± 0.16、0.63 ± 0.21、0.84 ± 0.11、0.62 ± 0.29、0.40 ± 0.19、
0.31 ± 0.18、0.54 ± 0.22；HBV 组和 NEG HBV 组比较，**P ＜ 
0.05

图 4  HIV/HBV 与 HIV 作用于 HSC LX2 对 MMP3
蛋白表达影响

注：各组的蛋白结果分别为 2.13 ± 0.26、1.47 ± 0.27、1.51 ± 
0.11、1.63 ± 0.28、1.45 ± 0.23、1.67 ± 0.07、1.07 ± 0.40 和 1.83 ± 
0.09；HBV 组和 NEG HBV 组比较，**P ＜ 0.05
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HIV和HBV协同作用比HBV或HIV X4/HIV R5单独作

用于HSC LX2细胞更能促进COL1A蛋白的合成。

二、HIV和HBV单独及共同作用对HSC LX2 
MMP3表达影响及对应组比较结果

MMP3 mRNA相对含量及其蛋白表达的比较结

果为（见图3～4）：HBV和NEG HBV比较差异具有

统计学意义（P ＜ 0.05），其他组间比较差异无统

计学意义。

虽然在MMP3的mRNA水平和蛋白表达中，仅

HBV和NEG HBV比较差异具有统计学意义，而其他

各组间比较差异无统计学意义，符合HBV能促进此

细胞肝纤维化相关基因表达的预测，但实验数据依

然显示，病毒感染有抑制HSC LX2细胞MMP3基因

表达的趋势。

三、HIV和HBV单独及共同作用对HSC LX2 
TIMP1表达影响及对应组比较

各组TIMP1 mRNA相对含量比较的结果为（见

图5）：HIV X4，HIV R5分别与 NEG HIV比较，

NEG HBV与HBV比较，HBV + HIV X4 与HBV比

较，HBV + HIV R5与HBV比较，HIV X4与HBV + 
HIV X4比较，HIV R5与HBV + HIV R5比较，差异

均具有统计学意义（P 均＜ 0.05）。

各组蛋白含量比较的结果为（见图6）：HIV 
X4，HIV R5分别与NEG HIV比较，NEG HBV与

HBV比较，HBV + HIV X4与HBV比较，HBV + HIV 
R5与HBV比较，HIV X4与HBV + HIV X4比较，HIV 
R5与HBV + HIV R5比较，差异均具有统计学意义

（P 均＜ 0.05）。

以上结果提示，HIV和HBV分别及协同作用于

HSC LX2细胞，能促进TIMP1 mRNA转录以及蛋白

的合成，且协同作用更能促进HSC LX2细胞的表

达。

讨      论

在本实验研究了HIV和HBV对HSC LX2细胞纤

维化相关基因表达的影响；结果显示，HIV和HBV
协同作用于HSC LX2细胞，能促进COL1A蛋白的合

成。HIV和HBV分别及协同作用于HSC LX2细胞，

能促进TIMP1 mRNA转录以及蛋白的合成。虽然各

组间在MMP3表达上差异无统计学意义，但实验数

据显示病毒感染有抑制MMP3基因表达的趋势。

HIV能感染人类CD4+淋巴细胞、巨噬细胞和

树突状细胞，而不能在肝细胞内复制。但有研究显

示，HIV及其包膜gp120蛋白能够诱导肝纤维化相关

细胞表面的CCR5或CXCR4受体，并进一步影响其

细胞的信号转导[13-16]，从而引发一系列连锁反应，

最终导致肝纤维化的发生和进展。

另一方面，尽管HSC表达CD4水平较为低下，

但HSC也表达HIV协同受体CXCR4，CCR5。因

此，HIV进入、感染HSC促进基因表达，是非CD4
和趋化因子结合受体依赖性的。HIV可通过包膜蛋

白gp120与HSC表达的CCR5、CXCR4化学趋化因

子受体相互作用，提高HSC的TIMP1，COL1A基因

表达[14]。HIV X4（HIV CXCR4）和HIV R5（HIV 
CCR5）能侵入、活化HSC LX2和原代HSC细胞株，

图 5  HIV/HBV 与 HIV 作用于 HSC LX2 对 TIMP1 mRNA
表达影响

注：各组在 TIMP1 在 mRNA 相对含量结果分别为 1.00 ± 
0.00、1.70 ± 0.19、1.53 ± 0.15、0.94 ± 0.15、1.30 ± 0.07、2.55 ± 
0.11、2.16 ± 0.31 和 1.09 ± 0.03。HIV X4 组、HIV R5 组 分 别 与
NEG HIV 组比较 *P ＜ 0.05；NEG HBV 组、HBV + HIV X4 组、
HBV + HIV R5 组分别与 HBV 组比较，**P ＜ 0.05；HIV X4 与
HBV + HIV X4 组比较 #P ＜ 0.05、HIV R5 与 HBV + HIV R5 比较
#P ＜ 0.05

 

图 6  HIV/HBV 与 HIV 作用于 HSC LX2 对 TIMP1
蛋白表达影响

注：各组在蛋白含量上分别为 52.52 ± 27.90、174.79 ± 36.76、
160.58 ± 34.87、72.06 ± 31.76、178.98 ± 15.97、249.36 ± 14.14、
234.58 ± 38.64 和 118.18 ± 23.82。HIV X4 组、HIV R5 组 分 别 与
NEG HIV 组比较 *P ＜ 0.05；NEG HBV 组、HBV + HIV X4 组、
HBV + HIV R5 组分别与 HBV 组比较，**P ＜ 0.05；HIV X4 组与
HBV + HIV X4 组比较 #P ＜ 0.05；HIV R5 组与 HBV + HIV R5 组
比较 #P ＜ 0.05
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诱导COL1A表达和分泌[15, 17]。同时，HIV感染导致

的CD4+消耗可改变肝内环境的细胞因子水平，从而

加速肝纤维化的发生[18]。

多项研究报道，用灭活的HIV X4、HIV R5和
HCV JFH1，作用于HSC LX2细胞株、Huh 7.5.1细
胞株。结果提示，HIV、HCV可分别及协同作用于

肝细胞、HSC LX2细胞，促进纤维化有关蛋白基因

COL1A和TIMP1表达，ECM累积增加[11, 13-16, 18-19]，

本实验结果与之类似。

HBV感染的主要靶细胞是肝细胞，HBV虽然

不能在HSC细胞里复制合成，但HBV可短期感染

HSC细胞，并进一步诱导纤维化相关基因和蛋白表

达[20]。此外，近年有研究表明，HBV感染HSC LX2
后，可在其中复制、表达HBsAg和HBcAg，进而对

HSC LX2繁殖和表达胶原Ⅰ型蛋白产生促进作用[12]。

而当HIV和HBV同时感染同一细胞时，HBx基因产物

可使得HIV逆转录水平提高，HIV复制速度加快[21-22]，

并促进肝纤维化。

上述研究与本实验结果提示，HIV、HBV可直

接作用于HSC，改变纤维化相关基因的表达，从而

促进肝纤维化的发生。此研究结论可部分解释与

HBV单一感染者相比HIV/HBV合并感染者肝纤维

化进展较快的临床现象。因此，抑制HIV和HBV复

制对防治HIV/HBV合并感染者肝纤维化进展有重要

意义。

有关HIV和HBV直接作用于肝星状细胞，从而

改变纤维化相关基因的表达促进肝纤维化发生的具

体机制，有待进一步研究。
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