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·论著·

乙型肝炎病毒表面抗原主蛋白

与烯酰辅酶A水合酶相互作用

对肝细胞胆固醇代谢的影响
张凯  姚雯  林苏  王明芳  朱月永

【摘要】目的  探究乙型肝炎病毒表面抗原主蛋白（SHBs）与烯酰辅酶A水合酶（ECHS1）相互

作用对肝细胞胆固醇代谢的影响。方法  通过在人肝癌细胞株HepG2中瞬时转染SHBs，建立SHBs瞬时

转染细胞模型，分别设置空白对照组、空质粒转染组、单纯SHBs转染组、SHBs + 阴性序列对照组、

ECHS1过表达组以及ECHS1干扰组。在转染后48 h检测ECHS1及载脂蛋白A1（ApoA1）基因的表达和

各转染组转氨酶水平及细胞内总胆固醇（TC）含量。结果  与空白组相比，单纯SHBs转染组在核酸

水平ECHS1、ApoA1的表达均下降（P均＜ 0.001），蛋白水平表达趋势同核酸一致（P ＜ 0.001、P = 
0.0025），细胞内TC水平升高（P ＜ 0.001），转氨酶水平升高（PALT ＜ 0.001、PAST ＜ 0.001）。较

单纯SHBs转染组，ECHS1过表达组可在核酸和蛋白水平下调ApoA1（P = 0.0072、P ＜ 0.001），且细

胞内TC水平下降（P ＜ 0.001），转氨酶水平降低（PALT ＜ 0.001、PAST = 0.0049）。与单纯SHBs转染

组相比较，ECHS1干扰组ApoA1核酸和蛋白水平亦降低（P = 0.0096、P ＜ 0.001），TC水平降低（P ＜ 
0.001），ALT水平无显著变化（P = 0.28），AST水平升高（P = 0.0069）。结论  SHBs能够通过下调

ApoA1表达来提高肝细胞TC水平，同时ECHS1通过相关信号通路及分子机制抑制TC的生成。
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【Abstract】Objective  To investigate the interactions between small hepatitis B virus surface protein 
(SHBs) and enoyl CoA hydratase short chain 1 (ECHS1) on cholesterol metabolism in hepatocytes. Methods  
Human hepatocellular carcinoma HepG2 cells were transfected with SHBs transiently, and then assigned into 
the blank control group, the blank plasmid transfection group, the SHBs transfection group, the SHBs + negative 
sequence control group, the ECHS1 overexpression group and the ECHS1 interference group. The expression of 
ECHS1 and apolipoprotein A1 (ApoA1) were detected, and the levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate 
aminotransferase (AST) and intracellular total cholesterol (TC) were measured 48 hours post-transfection. Results  
Significantly lower ECHS1 and ApoA1 expression were detected in the SHBs transfection group than those of 
the blank control group at both translational (both P < 0.001) and transcriptional levels (P < 0.001, P = 0.0025), 
and higher intracellular TC (P < 0.001) and serum ALT (P < 0.001) and AST levels (P < 0.001) were measured 
in SHBs transfection group than those of the blank control group. In addition, lower ApoA1 protein (P = 0.0072) 
and mRNA expression (P < 0.001), lower intracellular TC levels (P < 0.001), lower serum ALT (P < 0.001) and 
AST concentrations levels (P = 0.0049) were found in the ECHS1 overexpression group than those in the SHBs 
transfection group; meanwhile, compared with SHBs transfection group, there were significantly lower ApoA1 
nucleic acid and protein levels (P = 0.0096, P < 0.001), decreased TC level (P < 0.001), no significant change of 
ALT level (P = 0.28), and increased AST level (P = 0.0069) in ECHS1 interference group. Conclusions SHBs 
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increases TC levels through downregulating ApoA1 expression in hepatocytes, and ECHS1 may suppress TC 
production through some signal pathways and molecular mechanism.

【Key words】Small hepatitis B virus surface antigen; Enoyl co-enzyme A hydratase; HepG2 cell; 
Cholesterol metabolism 

随着生活方式的改变，我国慢性乙型肝炎

（chronic hepatitis B，CHB）合并非酒精性脂肪性

肝病（nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD）患

者的检出率逐年增加[1]，目前数据表明，约17.3% 
CHB患者合并脂肪肝，且呈逐年升高趋势[2]，本课

题组近期基于肝脏病理研究表明，CHB患者合并

NAFLD的检出率高达30%[3]，然而CHB合并NAFLD
的发病机制尚无定论[4]。NAFLD是多病因引起的脂

类物质在肝组织内异常蓄积，病变以肝细胞弥漫性

气泡样脂肪变为主要特征，而脂质代谢紊乱是其

重要机制[5]，既往对NAFLD研究多关注甘油三酯代

谢所产生的影响[6-7]，近来研究发现胆固醇代谢与

NAFLD也密切相关[8]，破坏肝脏胆固醇的体内平衡

对NAFLD发病亦发挥重要作用[9]。而乙型肝炎病毒

（hepatitis B virus，HBV）是否有可能通过胆固醇

代谢通路促进肝脏脂肪变性的发生发展尚不明确。

HBV表面抗原（hepatitis B surface antigen，
HBsAg）是机体感染HBV后最先出现的血清学标

志物[10]，其中HBV表面抗原主蛋白（small hepatitis 
B surface antigen，SHBs）为包膜的主要组成部

分，可诱导机体产生保护性抗体，协助病毒粒子进

入肝细胞，与HBV感染密切相关[11]。本课题组前

期研究发现HBsAg可与脂代谢相关分子烯酰辅酶A
水合酶短链1（enoyl CoA hydratase short chain 1，
ECHS1）相结合并相互作用[12-14]，ECHS1位于线粒

体基质中，于β氧化反应中催化2-烯脂CoA水合成

3-羟脂酰CoA[15]。ECHS1的功能障碍会导致严重脂

肪代谢紊乱[16]，但SHBs是否可通过ECHS1途径干

扰肝细胞的胆固醇代谢尚未明确。本研究通过在人

肝癌细胞株HepG2中瞬时转染SHBs，探究ECHS1
在HBV中是否可通过影响胆固醇代谢通路导致肝

脏脂肪变性，先报道如下。

材料与方法

一、人肝癌细胞株HepG2的培养和真核表达质

粒的构建

本研究所用HepG2细胞购于中国科学院上海细

胞生物研究所细胞库，在含有胎牛血清的高糖培养

基中（美国Hyclone公司），置于37 ℃、5% CO2、

饱和湿度的细胞培养箱中培养。SHBs-pcDNA3.1
（+）、ECHS1-pcDNA3.1（+）、ECHS1-siRNA
载体质粒的构建及酶切鉴定、DNA序列分析均委

托上海博尚生物技术有限公司协助完成。

二、分组

本实验分为6组：①空白对照组：HepG2细胞；

②空质粒转染组：HepG2细胞 + 空载质粒pcDNA3.1
（+）；③单纯SHBs转染组：HepG2-SHBs细胞；

④SHBs + 阴性序列对照组：HepG2-SHBs细胞 + 阴
性对照siRNA；⑤ECHS1过表达组：HepG2-SHBs细
胞 + pcDNA3.1（+）-ECHS1；⑥ECHS1干扰组：

HepG2-SHBs细胞 + ECHS1-siRNA。

三、ECHS1过表达与沉默

将重组质粒转染pcDNA3.1（+）-SHBs与空质

粒载体pcDNA3.1（+）分别转染HepG2细胞，同时

加入空白对照。转染操作按Lipofectamine 2000说
明书进行。使用半定量RT-PCR方法验证细胞中整

合的SHBs基因。重组质粒pcDNA3.1（+）-ECHS1
和ECHS1-siRNA转染在SHBs转染24 h后换液，并

进行第2次转染。

四、RT-PCR法检测ECHS1和ApoA1基因

mRNA
RT-PCR法检测mRNA根据《分子克隆指南（第

4版）》中方法进行。细胞总RNA提取按照Trizol裂
解法进行。进行RNA样品定量和RNA样品完整性分

析，并留取符合要求的RNA用于后续实验。逆转录

反应（reverse transcription，RT）操作按Thermo逆转

录试剂盒说明书进行。引物由上海博尚生物科技有

限公司合成。反应结束后PCR反应产物经由含EB的
1.0%琼脂糖凝胶进行电泳，紫外灯下观察结果，经

凝胶成像系统拍照并对电泳条带的灰度扫描进行分

析，结果以目的条带与内参的灰度比表示。

五、Western blot法检测ECHS1和APOA1蛋白

的表达

细胞总蛋白提取后以BCA法测定蛋白浓度及

蛋白样本定量处理。按碧云天公司BCA法测定蛋

白浓度试剂盒说明书进行操作。以内参基因β-actin
结果进行标准化，比较各转染组细胞中基因的相对
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表达差异。

六、检测各转染组细胞TC及转氨酶水平

各转染组细胞TC水平检测：超声细胞粉碎

机裂解细胞后取上清液，按北京北化康泰临床

试剂公司TC试剂盒的说明书检测TC含量。使

用南京建成公司的丙氨酸氨基转移酶（alanine 
aminotransferase，ALT）和天门冬氨酸转移酶

（aspartate aminotransferase，AST）检测试剂盒检

测ALT和AST水平。

每项实验操作至少重复3次。

七、统计学处理

采用Graphpad Prism 5统计学软件进行分析，

研究涉及相关基因表达水平、胆固醇及转氨酶为计

量资料且呈正态分布，用 x ± s表示，用单因素方

差分析进行组间比较，以P ＜ 0.05为差异具有统计

学意义。

结    果

一、重组质粒 p c D N A 3 . 1（+） - S H B s和
pcDNA3.1（+） -ECHS1酶切鉴定结果和转染

HepG2细胞中SHBs基因的mRNA验证

pcDNA3.1（+）-SHBs用限制性内切酶EcoRⅠ
与Hind  Ⅲ双酶切后得到两个条带，较大片段为

酶切后线性化质粒pcDNA3.1（+），小片段与

SHBs（681 bp）大小相符（见图1A）。pcDNA3.1
（+）-ECHS1用限制性内切酶NheⅠ与Hind Ⅲ双酶

切后得到两个条带，较大片段为酶切后线性化质粒

pcDNA3.1（+），小片段与ECHS1（873 bp）大小

相符（见图1B）。

SHBs mRNA表达：将空载质粒pcDNA3.1
（+）、重组目的质粒 pcDNA3.1（+）-SHBs分别

转染HepG2细胞，24 h后提取各组细胞RNA，结果

显示目的质粒转染组在681 bp处出现目的基因条

带，提示该组细胞中有SHBs mRNA表达，空载质

粒转染组和空白对照组未见此条带（见图1C）。

二、不同转染组ECHS1及ApoA1基因mRNA与

蛋白的表达水平

1. ECHS1基因的表达：各组间ECHS1基因表

达差异有统计学意义（FmRNA= 226.6、P ＜ 0.001，
F蛋白= 321.4、P ＜ 0.001），两两比较发现，较空

白对照组，单纯SHBs转染组和SHBs + 阴性序列对

照组HepG2细胞中ECHS1 mRNA表达水平下降，

ECHS1过表达组表达水平升高，ECHS1干扰组表达

水平下调，（P单纯＜ 0.001、P阴性＜ 0.001、P过表达＜ 
0.001、P干扰＜ 0.001）蛋白变化同mRNA一致（P单纯＜ 
0.001、P阴性＜ 0.001、P过表达＜ 0.001、P阴性＜ 0.001）
（见图2 A～B）。 

2. ApoA1基因的表达：各组间ApoA1基因表达

具有统计学差异（FmRNA = 23.54、P ＜ 0.001，F蛋白 = 
119.1、P ＜ 0.001），两两比较发现与空白对照

组相比，除空载质粒转染组外其余各组ApoA1 
mRNA表达均有不同程度下降（P空质粒= 0.79、 
P单纯= 0.0039、P阴性= 0.0027、P过表达= 0.0031、
P干扰= 0.0028），蛋白表达同mRNA一致（P空质粒= 
0.83、P单纯= 0.0025、P阴性＜ 0.001、P过表达＜ 0.001、
P干扰＜ 0.001），与单纯SHBs转染组相比，ECHS1
过表达组和E C H S 1干扰组中A p o A 1  m R N A
及蛋白表达下降，且以ECHS1过表达组更为显著

（P过表达= 0.0072、   P干扰= 0.0096，P过表达＜ 0.001、
P干扰＜ 0.001），见图2C～D。

三、不同转染组细胞转氨酶水平

各组细胞转染48 h后，各组间ALT和AST含
量差异有统计学意义（FALT = 19.53、P ＜ 0.001，
FAST = 46.03、P ＜ 0.001），两两比较发现，与

空白对照组相比，除空载质粒转染组与SHBs 转
染+ECHS1 过表达组外其余各转染组的ALT水

平均增高（P空质粒= 0.02、P单纯＜ 0.001、P阴性＜ 
0.001、 P过表达= 0.1、P干扰＜ 0.001），除空载质粒

转染组外各组的AST水平均增高（P空质粒= 0.87、                     
P单纯＜ 0.001、P阴性＜ 0.001、P过表达＜ 0.001、P阴性＜ 
0.001）；与单纯SHBs转染组相比，ECHS1过表达

组ALT和AST水平显著下降（PALT＜ 0.001、PAST= 
0.0049），ECHS1干扰组ALT水平无显著变化，

AST水平升高（PALT= 0.28、PAST= 0.0069），见图

2E～F。
四、不同转染组细胞TC水平

各组间TC水平差异具有统计学意义（F  = 
38.39、P ＜ 0.001），两两比较发现，与空白对照

组相比，空质粒转染组TC水平无显著变化（P = 
0.46），单纯SHBs转染组和SHBs + 阴性序列对照组

中TC水平升高（P ＜ 0.001、P = 0.0022）；ECHS1过
表达组与ECHS1干扰组TC水平均下降（P ＜ 0.001、
P = 0.01）；与单纯SHBs转染组相比，ECHS1过表达

组与ECHS1干扰组TC水平亦均下降（P ＜ 0.001、P ＜ 
0.001），见图3。
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注：A：质粒 pcDNA3.1（+）-SHBs双酶切电泳图，泳道 1：DNA marker，泳道 2：pcDNA3.1（+）-SHBs Hind Ⅲ /Eco RⅠ，泳道 3：pcDNA3.1（+）。
B：粒 pcDNA3.1（+）-ECHS1 双酶切电泳图，泳道 1：pcDNA3.1（+）-ECHS1 Nhe Ⅰ/Hind Ⅲ，泳道 2：pcDNA3.1（+），泳道 3：DNA marker。C：
RT-PCR 法验证转染细胞中 SHBs 基因 mRNA 表达，泳道 1：DNA marker，泳道 2：空白对照，泳道 3：空质粒转染组，泳道 4：SHB 转染组 

图1  质粒pcDNA3.1（+）-SHBs双酶切与质粒pcDNA3.1（+）-ECHS1双酶切电泳图及转染细胞中SHBs基因mRNA的表达 

注：1：空白对照组；2：空质粒转染组；3：单纯 SHBs 转染组；4：SHBs+ 阴性序列对照组；5：ECHS1 过表达组；6：ECHS1 干扰组。*：与

空白对照组相比，P ＜ 0.05；#：SHBs 转染组相比，P ＜ 0.05

图2  不同转染组HepG2细胞中APOA1 mRNA和蛋白表达水平
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讨    论

NAFLD和HBV的相关性近年来受到普遍关

注。本研究中发现SHBs能够下调载脂蛋白A1
（apolipoprotein A1，ApoA1）的表达，升高肝细

胞TC水平，同时ECHS1则可减轻这种作用。

既往关于HBV与NAFLD的相关性研究多集中

在甘油三酯[7, 17-18]，其中对HBx蛋白研究较多。如

HBx蛋白能通过增强SREBP-1c、PPAR等表达最终

导致肝细胞内甘油三酯积累[19]。而HBsAg对肝脏脂

质代谢的影响也有相关研究。如Xiao等[20]研究发现

HBV可通过HBsAg与ECHS1相作用，其中ECHS1
本身功能障碍会抑制线粒体中脂肪酸的β氧化，进

而导致肝脏内脂代谢紊乱[21-22]。

胆固醇代谢对NAFLD的作用是近期新的研究

方向[8]，HBV在胆固醇调节方面也被证实发挥重

要作用[23-24]。有研究表明胆固醇耗竭会在体外抑制

HBV的分泌与释放[25]，且HBV可通过相关机制对

肝细胞的胆固醇代谢通路产生影响[23-24]，以上研究

提示HBV可能通过调节胆固醇水平以满足其自身

需求。本研究中转染SHBs后胆固醇的合成显著上

升，也符合此假说。ApoA1是胆固醇代谢过程中重

要的物质之一，主要由肝脏和小肠合成、分泌，

促进血浆CHO酯化和HDL成熟，在胆固醇逆向转

运和维持胆固醇动态平衡中发挥着重要作用[26-27]。

临床研究发现CHB患者血清中ApoA1含量较正常

组显著下降[28]。Wang等[29]体外研究也提示HBsAg
能够抑制HepG2.2.15细胞中ApoA1表达，然而HBV
调控ApoA1的信号通路和确切机制目前仍然未知。

本研究瞬时转染SHBs后细胞中ApoA1在mRNA和

蛋白水平均有不同程度下降，在此基础上过表达

ECHS1后的下降趋势更为显著，而ECHS1干扰后

ApoA1表达则较过表达组升高，同时TC水平亦出

现相同改变，这提示SHBs可能通过ECHS1通路影

响ApoA1表达，干扰细胞胆固醇代谢，使细胞内

HBsAg表达所需的胆固醇发生改变。

通过比较各转染组细胞培养液中的ALT和AST
水平，SHBs可能会对HepG2细胞造成损伤，造成

细胞培养液中ALT和AST水平升高；但在此基础上

ECHS1过表达后肝细胞损伤减轻，这与TC水平变

化一致，提示ECHS1有助于调节胆固醇代谢，减

轻SHBs导致的肝功能损伤。

综上所述，SHBs能够通过下调ApoA1表达，

升高肝细胞胆固醇水平，同时ECHS1通过某种机

制抑制TC生成。本研究可为探索HBV与肝细胞胆

固醇代谢相关分子机制提供实验依据和线索，并为

CHB合并NAFLD的研究提供思路。
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