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计引物#再用
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析#引物序列见表
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间接免疫荧光法$

))[

%检测乙型肝炎表面抗原$
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为进一步证实实验结果#在
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吸附实验中#应用
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,=

H

T!
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细胞#未经
XSR̂

和
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阳性血清处理)细胞爬片具体步骤见参考文献'
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处理组的
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细胞部分胞体明显增大饱满#表明
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能促进
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处理组细胞的胞体比对照组大的结果相一致)阴

性对照组无扩增产物)见图
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细胞膜上可见明显的绿色荧光信号#甚至可见胞浆内

微弱的绿色荧光信号)
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处理组较对照组的绿色荧光信
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目前#有关建立
,PY

感染细胞模型的研究很多#但至今

没有理想的
,PY

感染的细胞模型)常用的
,PY

细胞模型主

要是人工转染#如
,=

H

T!0!0"#

等转基因细胞系#虽然可以实

现病毒基因组表达和复制#但是无法用于
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感染过程中生

命周期的研究#特别是病毒结合受体+穿入胞膜及内化等早期

过程)
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感染肝细胞的大体过程包括!$

"

%吸附细胞膜&$

!

%

穿入细胞&$

$

%脱衣壳#病毒基因组转入胞核&$

9

%形成共价闭合

环状
XZ+

$

EEEXZ+

%#病毒基因组转录&$

#

%核衣壳蛋+膜蛋白

合成#病毒
(Z+

逆转录&$

1

%子代病毒装配&$

7

%成熟病毒颗粒

释放'

#

(

)本研究主要初步探讨
XSR̂

在
,PY

感染
,=

H

T!

细

胞早期吸附过程中的作用#选择人肝胚瘤系
,=

H

T!

细胞作为

,PY

吸附的靶细胞#

,PYXZ+

高拷贝$每毫升
"%

/ 数量级%

的阳性血清作为感染源)

有研究证明#

XSR̂

能增强
,PY

对
,=

H

T!

转染人钠离

子"牛磺胆酸共转运蛋白$

AZ:'&

%受体的
'9

细胞的感染#约

增加
$%2

#

9%2

产
,PE+

?

感染细胞#并且细胞对
,PY

的易

感性与
XSR̂

预处理的浓度和时间存在依赖性'

1

(

)

XSR̂

具

有渗透性冷冻保护剂的作用#实验室常用其冻存细胞#细胞膜

的通透性可能改变#但只能允许小分子物质通过#像
,PY

颗

粒这样的大分子无法通过)既往研究表明#经
XSR̂

处理后

的
,=

H

T!

细胞#大多停留在
T

%

"

T

"

期或被阻滞于
S

期#细胞

停止分裂#胞体增大'

7

(

)这就说明了本研究结果中经过
XS8

R̂

处理的
,=

H

T!

细胞体积明显增大的原因#而是否会引起细

胞表面受体的相应增多尚需进一步研究)也有研究显示#经

XSR̂

处理的
,=

H

T!

细胞其特异性受体的表达提高#增加了

,PY

颗粒的内化作用'

/

(

)在本研究的吸附实验中#由于
,PY

感染的靶细胞具有异嗜性#只结合肝细胞来源的细胞#因此选

用非肝源性的
-'Y$%9

细胞作为阴性对照#用
%0"2

胰酶液处
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理吸附实验中的
,=

H

T!

细胞#收集胰蛋白酶溶液及
,=

H

T!

细

胞#通过
&'(

能检测到其中含有
,PYXZ+

#且
XSR̂

处理组

的强度更高#这可能是由于经
XSR̂

处理后的
,=

H

T!

细胞吸

附
,PY

颗粒更容易发生内化进入细胞浆周围#以及胞体增大

有更多受体表达导致更多
,PY

颗粒进入胞内)为了进一步

证实这一现象#本实验采用
))[

检测
,PY

颗粒的
,P5+

?

定

位#结果发现
XSR̂

处理组部分
,=

H

T!

细胞膜和胞浆内绿色

荧光信号明显强于对照组#而空白对照组
,=

H

T!

细胞几乎没

有荧光染色#排除非特异性荧光染色的可能#结果表明
XSR̂

能够促进
,PY

颗粒吸附到
,=

H

T!

细胞且部分细胞随后即发

生内化)因此#

XSR̂

处理后可以允许大量的
,PY

颗粒进入

胞内#这为核心颗粒进入核内提供了前提条件#提供了感染成

功的可能性)国内有研究表明#

XSR̂

可促进核心蛋白进入

核内进而携带
,PYXZ+

进入细胞核#从而完成病毒感染的

过程#这进一步表明
XSR̂

确实有可能实现
,PY

对
,=

H

T!

细胞株的感染'

$

(

)但是#

,PY

是如何与
,=

H

T!

细胞发生作用

的尚不明确#这需要进一步研究
,PY

吸附所依赖的受体结构

和功能)近年来有研究发现#钠离子"牛磺胆酸共转运蛋白

$

Z:'&

%是
,PY

感染肝细胞的特异性受体#通过
,PY

的

H

B=R"

区
Z

端酰化而附着于受体上#因此#

,=

H

T!

细胞表面存

在
,PY

特异性结合的位点#并通过受体
8

配体模式相互作

用'

1

#

.

(

)

关于
,PY

细胞受体的研究已有数十年#至今仍存在争

议)目前主要有两种推测!$

"

%与
,PY

表面膜蛋白结合的细

胞受体不止一种#很可能是几种蛋白的复合体$即受体和辅助

受体组成%#这一复合体组成功能性的
,PY

受体#与
,PY

表

面膜蛋白呈多结构及多步骤的对应关系#而辅助受体决定了

,PY

组织细胞特异性#类似于人类免疫缺陷病毒$

,)Y

%感染

模式&$

!

%有些包膜病毒须先经过蛋白酶水解后#暴露出疏水性

融合区#才能与细胞受体融合#进入靶细胞)本实验结果支持

.受体
8

配体结合模式/#这可能是由于
,PY

感染靶细胞涉及不

同病毒蛋白和多种细胞成分#是多步骤的复杂过程&另外#

,PY

基因组的开放读码框相互重叠#使其表达的膜蛋白功能

放大#这可能是导致至今对
,PY

的细胞受体及其具体作用机

制的研究没有实质性进展的主要原因)

综上所述#本研究表明
XSR̂

在一定程度上促进
,PY

颗

粒的吸附+内化#但是
XSR̂

能否促进核心颗粒进入核内#以

及成功构建
,=

H

T!

细胞复制性感染模型#均有待于进一步

研究)

参考文献

'

"

(

T@6=FX

#

&B46E=+S0,=

H

@>4>45P<4BK546D=E>4;6886@>KB@GA45>;B

M

@6JEG464E@GE;65=

_

K=6E=5

'

W

(

0Z-6

?

GWS=J

#

!%%9

#

$#%

$

""

%!

"""/8

""!.0

'

!

( 任玲龙#郭永建
0,PY

感染宿主细胞的早期过程'

W

(

0

国际病毒学

杂志#

!%%1

#

"$

$

#

%!

"9$8"970

'

$

( 潘孝本#韩进超#魏来#等
0XSR̂

促进
,=

H

T!

细胞感染乙型肝炎

病毒后核心蛋白入核'

W

(

0

世界华人消化杂志#

!%%7

#

"#

$

!.

%!

$%7.8

$%/90

'

9

( 吴雄文#梁智辉
0

实用免疫学实验技术'

S

(

0

武汉!湖北科学技术

出版社#

!%%!

!

!710

'

#

( 骆抗先
0

乙型肝炎基础与临床'

S

(

0!

版
0

北京!人民卫生出版社#

!%%"

!

798//0

'

1

(

)L@F;>;S

#

N@>@5A4O

#

:5KCKJ@R

#

=>@G0-<@GK@>4;6@6J4J=6>4D48

E@>4;6;DA=

H

@>4>45P<4BK5=6>B

M

46A4I4>;B5K546

?

,=

H

T!E=GG5;<=B8

=]

H

B=5546

?

@F=FIB@6=>B@65

H

;B>=BZ:'&

'

W

(

0P4;EA=F P4;

H

A

M

5

(=5';FFK6

#

!%"9

#

99$

$

$

%!

/%/8/"$0

'

7

(

'A;B=5E@',

#

O;; Ŵ
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