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摘要 目的：研究半乳糖凝集素 -3结合蛋白（LGALS3BP）在 IFN-酌介导的抗 HBV中的作用。方法：采用 qRT-PCR及 Western

Blot分别检测 HepG2细胞瞬转过表达质粒及干扰质粒后 LGALS3BP转录水平和翻译水平的变化及检测 IFN-酌对 HepG2细胞

内源性 LGALS3BP转录水平和翻译水平的影响；采用 CCK-8评价 LGALS3BP表达量的变化对 HepG2细胞增殖的影响及确定

IFN-酌处理 HepG2和 HepG2.215的最适浓度；采用 ELISA检测当 LGALSEBP表达量发生变化时，IFN-酌刺激后对细胞外分泌的
HBsAg和 HBeAg的影响；采用 q-PCR和 RT-PCR分别检测细胞内 HBV核衣壳中 DNA和细胞内 HBV RNA水平。结果：40

ng/mL的 IFN-酌处理 HepG2细胞 48小时，LGALS3BP mRNA表达量与对照组相比提高 2.87倍，但 LGALS3BP表达量的变化对

细胞增殖无显著作用；当过表达 LGALS3BP时，在 IFN-酌介导的抗 HBV过程中，与对照组相比，HepG2.215细胞分泌的 HBsAg、

HBeAg以及细胞内 HBV DNA和 RNA的相对下降幅度分别为 46%、67%、59%、49%；与对照组相比，转染 pCH9-3091的 HepG2

细胞分泌的 HBsAg、HBeAg以及细胞内 HBV DNA和 RNA的相对下降幅度分别为 67%、53%、60%、29%；而当干扰 LGALS3BP

时，在 IFN-酌介导的抗 HBV过程中，与对照组相比，HepG2.215细胞分泌的 HBsAg、HBeAg以及细胞内 HBV DNA和 RNA的相

对上升幅度分别为 46%、67%、59%、49%；与对照组相比，转染 pCH9-3091的 HepG2细胞分泌的 HBsAg、HBeAg以及细胞内

HBV DNA和 RNA的相对上升幅度分别为 67%、77%、67%、45%。结论：LGALS3BP作为正向调节因子参与 IFN-酌介导的抗 HBV

过程。

关键词：乙型肝炎病毒；干扰素 酌；半乳糖凝集素 -3结合蛋白；增殖

中图分类号：R-33；R373.21 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2021)23-4441-09

LGALS3BP Acts as a Positive Regulator and is Involved
in IFN-酌Mediated Anti-HBV Process*

This study was to investigate the role of LGALS3BP in the IFN-酌 mediated anti-HBV process in human

hepatocytes in vitro. HepG2 and HepG2.215 cell lines were transiently transfected with LGALS3BP overexpression plasmid

and its interfering plasmid, and levels of LGALS3BP transcription and translation were detected by means of qRT-PCR and Western

Blot. CCK-8 was used to determine the optimal concentration of IFN-酌 treatment for HepG2 and HepG2.215 cells, and evaluate the cell

proliferation. The effects of IFN-酌 treatment on transcription and translation of endogenous LGALS3BP in HepG2 cells were investigated

using qRT-PCR and Western Blot. When changing LGALS3BP expression, the effect of IFN-酌 stimulation on the exocrine HBsAg and

HBeAg were examined using ELISA, and levels of DNA in HBV nucleocapsid and intracellular RNA were evaluated using q-PCR and

RT-PCR, respectively. After treated with 40 ng/ml IFN-酌 for 48 hours, the level of LGALS3BP mRNA in HepG2 cells was 2.87

folds higher than that in the control group, whereas the change of LGALS3BP expression had no significant effect on the cell

proliferation. In case that LGALS3BP was overexpressed in HepG2.215 cells during the IFN-酌 mediated anti-HBV process, compared

with the control group, it was found the relative decrease rates of extracellular HBsAg, HBeAg as well as of the relative decrease rates of

intracellular HBV DNA- and RNA levels were 46%, 67%, 59% and 49%, respectively; For HepG2 cells that were transiently transfected

with pCH9-3091, compared with the control group, the relative decrease rates of extracellular HBsAg, HBeAg as well as the intracellular

viral DNA and RNA were 67%, 53%, 60% and 29%, respectively. In contrast, in case that LGALS3BP was down-regulated by siRNA
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interfering-plasmid SHLG, in the process of IFN-酌 mediated anti HBV for HepG2.215, compared with the control group, the relative

increase rates of secreted HBsAg, HBeAg as well as of intracellular viral DNA- and RNA levels were 46% , 67% , 59% and 49% ,

respectively; For HepG2 that transiently transfected with pCH9-3091, the relative increase rates of HBsAg, HBeAg as well as of

intracellular viral DNA and RNA levels were 67%, 77%, 67% and 45%, respectively. LGALS3BP is a positive regulator and

participates in the IFN-酌 mediated anti-HBV process.

Hepatitis B virus (HBV); Interferon gamma (IFN-酌); Galactose lectin-3 binding protein (LGALS3BP); Proliferation

前言

由乙型肝炎病毒（hepatitis B virus）感染引起的慢性乙肝

（chronic hepatitis B，CHB）一直是全球最为关切的公共健康问

题之一。尽管实施乙肝疫苗接种已近 30余年，在曾有 HBV感

染史的 20亿人口中，仍有 2.4亿人在不同的转归后发展为慢

性肝炎[1]。长期的慢性乙肝感染可以导致肝脏发生不同程度的

肝纤维化、肝硬化，甚至发展为肝细胞癌（Hepatocellular carci-

noma，HCC），其中 HBV感染占全球肝癌病例的 50%～80%[2]。

由此可见，对慢性肝炎恶性发展的防治是必要的，但目前并没

有有效的根除治疗[3]。抗 HBV治疗的最主要标志是通过抑制机

体内 HBV复制从而实现 HBsAg/HBeAg的血清学转阴，目前

临床上的药物主要从调动机体免疫调节机制和直接地抑制病

毒复制两个方面来达到抗病毒的目的，主要的治疗药物包括干

扰素和核苷 /核苷酸类似物两大类。干扰素(Interferon, IFN)具

有免疫调节能力和抗病毒能力，且治疗周期短、不会产生耐药

性。虽然目前干扰素如干扰素 -琢和聚乙二醇干扰素 -琢已被批
准用于治疗慢性乙肝[4-6]，但存在包括流感样症状、甲状腺功能

障碍、胃肠道症状、中性粒细胞减少等不良反应[7-9]。与 IFN-琢相
比，IFN-酌不仅具有抗病毒功能，还有较好的抗纤维化作用，能
更好地预防肝细胞的恶性发展 [10-12]。这预示着 IFN-酌可能比
IFN-琢更具有治疗慢性乙肝患者的优势，但 IFN-酌的抗 HBV

机制尚未十分明确。

研究表明 IFN-酌能引起细胞中内源性半乳糖凝集素 -3结

合蛋白（Galectin-3-binding protein，LGALS3BP）表达量的增

高 [13-15]。LGALS3BP是 SRCR（Scavenger receptor cysteine-rich）

结构域蛋白超家族中普遍存在的多功能分泌型糖蛋白，当人体

受到细菌或病毒感染时，患者血清中能检测到较高浓度的

LGALS3BP[16-18]。多篇研究证明 LGALS3BP在细胞被病毒和细

菌感染时具有先天免疫功能[19-21]。Artini等[22]研究发现在 HBV

和 HCV 患者血清中，LGALS3BP 存在高水平表达，且

LGALS3BP的表达水平与肝损伤的严重程度相关。Brakebusch

等[23]研究表示 IFN-酌可能是通过提高 LGALS3BPK启动子活

性，进而诱导 LGALS3BP的表达和分泌。此外，Xu等[21]研究发

现 LGALS3BP还能与 TRAF6相结合，增加后者的泛素化，进

而激活抗病毒天然免疫反应，而 IFN-酌与 LGALS3BP一样，也

能增加 TRAF6的泛素化[23，24]。Wang等[25]研究发现 IFN-琢诱导
的 LGALS3BP表达对于 IFN抑制 HIV-1复制是必需的。因此，

本研究系统研究 LGALS3BP在 IFN-酌介导的抗 HBV过程中

的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

HepG2 购自中国典型培养物保藏中心(CCTCC)；HepG2.

2.15细胞和 1.05伊HBV（pCH9-3091）质粒由德国弗莱堡大学
Michael Nassal 教授惠赠；载体 pcDNA3.1(+)和载体 pSUPER

由本实验室保存；DMEM培养基，胎牛血清 FBS，1 %青霉素和

链霉素（penicillin and streptomycin）均购于 Gibco 公司；CCK8

试剂购于南京诺唯赞公司；反转录试剂盒 4伊Hifair 誖 Ⅲ super

Mix plus和 SYBR Green实时荧光定量检测试剂盒购于上海翊

圣公司；Lipofectamine 2000试剂和 TRIzol reagent试剂购于美

国 Invitrogen 公司；HBsAg ELISA 试剂盒和 HBeAg ELISA 试

剂盒购于上海科华生物工程公司；LGALS3BP单克隆抗体 (兔

抗)和 茁-actin单克隆抗体(兔抗)购于英国 Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 过表达质粒与干扰质粒的构建 载体 pcDNA3.1 (+)经

Hind Ⅲ和 Not Ⅰ 双酶切后，与预先经 PCR扩增的目的基因

LGALS3BP (NM_005567.4)连接，构建成重组质粒 pcDNA3.

1-LGALS3BP（pcDNA3.1-LG）用于 LGALS3BP 在细胞中的过

表达。

根据干扰基因序列的设计原则设计两对干扰序列，以及一

对无关序列，具体序列见表 1。所设计的一对寡核苷酸链,每条

均为 60 nt，5'端和 3'端分别含 Bgl Ⅱ和 Hind Ⅲ酶切位点，便

于与 pSuper载体连接。5'端 19 nt的编码序列与靶基因同源，

是干扰正义序列；另一段 19 nt的序列与其反向互补，是干扰反

向序列，正义序列和反向序列在表 1中以下划线标示，其间有

9 nt的 TTCAAGAGA间隔序列形成环状结构，末端加有转录

终止信号 TTTTT。具有上述结构特征的二条互补的寡核苷酸

链经退火、磷酸化后形成双链 DNA，然后与预先经 Bgl Ⅱ和
Hind Ⅲ双酶切的含 H1启动子的线性化 pSuper载体连接，构

建成 pSUPER-shLGALS3BP（pSUPER-shLG），该质粒在细胞内

经转录后形成 RNA自身发卡环，经 Dicer酶切为 siRNA发挥

干扰作用，无关干扰序列构建的质粒为 pSUPER-Sn (pSU-

PER-scramble),作为干扰的阴性对照组。

1.2.2 细胞培养和 IFN-酌处理 HepG2细胞在含 10 % FBS、

1 % PS的 DMEM培养基中培养，HepG2.2.15细胞在含 10 %

FBS、1 %PS、200 滋g/mL G418的 DMEM培养基中培养，放于

37℃，5％ CO2的细胞培养箱。

将待处理的细胞弃去废液，用 PBS洗两遍，在含有 2%FBS

的培养基中加入 0 ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、40 ng/mL、80

ng/mL的 IFN-酌处理 HepG2细胞 72 h，每两天更换一次含有干

扰素的培养基。以浓度为 40 ng/mL的 IFN-酌分别处理 HepG2

细胞 0 h、1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、48 h、72 h，将细胞放入 37 ℃，

5％ CO2细胞培养箱中培养。
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Primer name Sequence (5'→3')

pcDNA3.1-LG -F ATG ACC CCT CCG AGG CTC T

pcDNA3.1-LG -R CTA GTC CAC ACC TGA GGA GTT GG

pSUPER-shLG(1)-F GATCCCCGGTCAAATATTCTTCTGATTTCAAGAGAATCAGAAGAATATTTGACCTTTTTA

pSUPER-shLG(1)-R AGCTTAAAAAGGTCAAATATTCTTCTGATTCTCTTGAAATCAGAAGAATATTTGACCGGG

pSUPER-shLG(2)-F GATCCCCCCTGTCCATCAGCGTGAATTTCAAGAGAATTCACGCTGATGGACAGGTTTTTA

pSUPER-shLG(2)-R AGCTTAAAAACCTGTCCATCAGCGTGAATTCTCTTGAAATTCACGCTGATGGACAGGGGG

pSUPER-shN-F
GATCCCCTTCTCCGAACGTGT-

CACGTTTTCAAGAGAAACGTGACACGTTCGGAGAATTTTTA

pSUPER-shN-R
AGCTTAAAAAAACGTGACACGTTCGGA-

GAATCTCTTGAATTCTCCGAACGTGTCACGTTGGG

Primer name Sequence (5'→3')

茁-actin-F CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC

茁-actin-R CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT

LGALS3BP-F GTG AAC GAT GGT GAC ATG CG

LGALS3BP-R GCA CAT TCA CGC TGA TGG AC

HBV-F ACC AAT CGC CAG TCA GGA AG

HBV-F CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT

表 1引物序列表

Table 1 Primer sequence table

表 2 qPCR引物扩增序列

Table 2 qPCR primer sequence table

1.2.7细胞内核衣壳中 HBV DNA的提取和 qPCR 将待处理

的 HepG2.2.15 和转染 pCH9-3019 的 HepG2 细胞用预冷的

PBS洗两遍，每孔加 200 滋L裂解液，充分裂解后离心弃去细胞
残渣取上清，提取 HBV DNA。q-PCR实验中，表 2中所运用的

HBV-F及 HBV-R 这对引物的序列，分别对应 HBV 基因组

3105~3125及 57~77的位置 [30]（Gen Bank 编号 J02203，全长

3182 bp，将 core基因翻译起始位点定义为 1）。

1.2.8 Western blotting 细胞充分裂解后获取总蛋白质并

测定浓度，采用 10 %分离胶和 5 %浓缩胶的 SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳，用湿转法将蛋白质样品转移至聚二氟乙烯膜上，

使用的一抗为 1：5000 倍稀释的山羊抗兔 LGALS3BP 多抗

(Abcam，英国) 4℃过夜孵育。随后二抗为 1:5000倍稀释的山

以 0 ng/mL的 IFN-酌设置为对照组，其 qRT-PCR定量结

果设置为 1，进行三组独立重复实验。

1.2.3 细胞转染 将 HepG2 和 HepG2.215 细胞按 1.5伊105

个 /cm2的密度接种于 12 孔细胞培养板中，待细胞汇合度至

60~80 %时，按 Lipofectamine 2000 试剂盒说明书转染质粒。

在 HepG2.215 细胞中每孔转染 1.6 滋g构建的质粒或 1.6 滋g
其对应的载体质粒；在 HepG2 细胞中，将构建的质粒(0.8

滋g)或其对应的载体质粒(0.8 滋g)与 HBV 质粒(0.8 滋g)一起
共同转染细胞。

1.2.4 细胞毒性 将 HepG2.215和 HepG2细胞以 104个 /孔

的量接种于 96 孔板中，培养 12h 后，加入 IFN-酌浓度依次为
0 ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、40 ng/mL、80 ng/mL、160 ng/mL，

处理时间为 2 d、4 d、6 d，进行三组独立重复实验。检测时，除去

上清后用 PBS洗３次，再配制含 10 % CCK-8的新鲜不含血

清的培养基，将其与细胞孵育 2 h，即可在酶标仪测定各孔

OD450nm吸光值。将未加药空白对照组 OD450值设置为相对值 1，

其它各孔吸光值与之比较，得到各自细胞生长速率的相对值。

1.2.5 ELISA检测细胞外 HBsAg和 HBeAg分泌 使用乙型

肝炎病毒表面抗原（HBsAg）诊断试剂盒和乙型肝炎病毒 e抗

原（HBeAg）诊断试剂盒，检测细胞外分泌的病毒抗原水平。细

胞实验结束后，收集包括对照组在内的各孔细胞培养液上清。

检测前，将待测上清置于 37℃培养箱中孵育 30 min，随后按照

试剂盒内操作说明书通过 ELX800酶标仪用 OD450nm测定各样

品中 HBsAg和 HBeAg水平；每个样品设 3个复孔，以对照组

的吸光值作为相对值 1，其它各孔吸光值与之比较，得到各自

HBsAg和 HBeAg水平的相对值。

1.2.6 qRT-PCR和 qPCR 参照 TRIzol reagent说明书提取

细胞内总 RNA抽提细胞内的 RNA，随后按照反转录试剂盒

4伊Hifair 誖 Ⅲ super Mix plus说明书进行反转录。将反转录得到

的 cDNA和提取的病毒 DNA稀释到合适浓度，配制 PCR反应

体系，使用 SYBR Green Master Mix试剂盒，在 Roche的 Light

Cycler 96 Real-Time PCR扩增仪上进行扩增。反应条件为：95℃

预变性 5 min ，45 个循环的扩增反应（包括 95 ℃变性 10 s，

60 ℃退火 10 s和 72 ℃延伸 10 s），扩增完成后连接一个溶解

曲线检测，以确定扩增效果。q-PCR反应所用引物见表 2。
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羊抗兔多抗（Abcam，英国）继续室温孵育 2 h，最后用 ECL免

疫印迹试剂盒(Biorad，美国)成像曝光，用条带密度分析软件

Image J对信号进行半定量分析。管家基因 茁-actin作为内部对
照用于数据校正。

1.2.9 统计学分析 采用统计学软件 SPSS 24.0（Statistical

Product and Service Solutions），统计性分析所有结果至少进行

三次独立实验，且在柱状图中已反映出实验结果的标准偏差

（standard deviation, SD）。显著性差异比较使用的是不成对的双

尾 t值检验方法（unpaired two-tailed Stuent's t-tests），图中 *P<0.
05，**P<0.01表示差异有显著性。

2 结果

2.1 LGALS3BP过表达和干扰质粒的构建

转染 LGALS3BP 的过表达质粒 pcDNA3.1-LG瞬时转入

HepG2细胞 24 h、48 h和 72 h后，细胞内 LGALS3BP mRNA

的表达水平变化如图 1A，以未转入质粒的细胞空白对照组，将

对照组的 qRT-PCR值检测值设为 1，将其他实验组和 Ctrl组

相比得出相对值。从实验结果可知，转染 pcDNA3.1-LG质粒

24h、48 h和 72 h后，过表达组 mRNA水平与细胞对照组比分

别上调 73倍、11倍和 7倍。该结果说明，瞬时转染 pcDNA3.

1-LG后，细胞内 LGALS3BP转录水平 72 h内均明显上调，且

瞬时转染 24 h后 LGALS3BP mRNA表达量最为显著。后续运

用 IFN-酌刺激细胞时，采用瞬转 24 h后的细胞。

将 LGALS3BP 的 干 扰 质 粒 pSUPER-shLG（1）、pSU-

PER-shLG（2），无关干扰质粒 pSUPER-shN和空载质粒组 pSU-

PER瞬时转入 HepG2细胞中。qRT-PCR检测转染质粒 24 h、

48 h和 72 h 后细胞内 LGALS3BP转录水平，实验结果如图

1B，以空载质粒组（Psuper）为对照组，其 qRT-PCR检测值设为

1。从结果中可以看出，转染 pSUPER-shLG(1)质粒 24 h、48 h和

72 h后，其 mRNA表达水平与细胞对照组比分别下调 0.56倍、

0.61倍和 0.46倍，而 pSUPER-shLG(2)质粒最多下调 0.77倍，

空载体 pSUPER 组和无关干扰 pSUPER-shN 组 LGALS3BP

mRNA表达量与细胞空白对照组相比在三个时间段无显著变

化。由此可见，pSUPER-shLG(1)质粒的干扰效果更为明显，故

后续实验选择用 pSUPER-shLG(1)进行。Western Blot检测不同

质粒瞬时转染 48h 后 HepG2 细胞内的 LGALS3BP蛋白表达

水平，结果见图 1C。通过 Image J软件分析各条带的灰度值，以

加入等量脂质体转染试剂但未转染任何质粒的 HepG2为空白

对照组（Ctrl），空白对照组的灰度值设置为 100。Ctrl组，pcD-

NA3.1组和 pcDNA3.1-LG的比值为 100:109:224，pSUPER组、

pSUPER-shN和 pSUPER-shLG(1)比值为 106:111:71。结果证明

通过转染 pcDNA3.1-LG质粒和 pSUPER-shLG(1)分别上调和

下调了细胞内 LGALS3BP表达水平。

2.2 IFN-酌对 HepG2和 HepG2.215细胞毒性分析

细胞毒性结果由图 2显示，与对照相比，IFN-酌在检测浓度
40 ng/mL以内，药物处理 2 d和 4 d时，HepG2和 HepG2.215

细胞相对生存率超过 95％，说明细胞生长不受影响。本实验后

续实验中，采用 IFN-酌最高工作浓度为 40 ng/mL。

2.3 IFN-酌对 HepG2细胞内源性 LGALS3BP的影响

qRT-PCR结果表明细胞内 LGALS3BP mRNA 水平随着

IFN-酌浓度的递增而递增，如图 3A所示，当 IFN-酌浓度大于40

ng/mL时，IFN-酌对 LGALS3BP的 mRNA的影响趋向稳定；当

40ng/mL的 IFN-酌作用 72h时，其表达水平约是对照组的 2.9倍。

从图 3B可看出，当用 40 ng/mL的 IFN-酌处理 HepG2细

胞时，细胞内 LGALS3BP mRNA水平随着作用时间的增加而

增加。当作用时间大于 48 h后，LGALS3BP mRNA表达量基本

趋于稳定；当 IFN-酌处理时间为 48 h时，其表达水平约是对照

组的 2.87倍。

将 0 ng/mL、20 ng/mL和 40 ng/mLIFN-酌处理 HepG2细胞

72 h后裂解细胞，WB检测结果显示，细胞内源 LGALS3BP的

蛋白表达量与 IFN-酌存在剂量依赖，其结果与 qRT-PCR的结

果一致。通过 Image J软件分析各条带的灰度值，将未经 IFN-酌
处理的对照组灰度设置为 100，各组比值如图 3C所示。

2.4 LGALS3BP表达水平的增加能增强 IFN-酌对 HBV的抑制

作用

以 HepG2.215 细胞和瞬时转染 HBV 质粒 pCH9-3091 的

HepG2细胞为细胞模型，将过表达质粒 pcDNA3.1-LG瞬时转染

细胞，转染 24 h后加入含 40 ng/mL 的 IFN-酌 的无血清培养
基分别处理细胞 2 d，4 d和 6 d，收集细胞上清检测 HBsAg和

HBeAg，并从细胞中提取 HBVRNA和 HBV核衣壳中的 DNA，

采用 qRT-PCR检测细胞内HBVRNA水平的变化和q-PCR检测

HBV DNA水平的变化。将转入空载质粒 pcDNA3.1且不添加

IFN-酌的实验组设置为对照组，其检测的 DNA和 RNA结果设

置为 1，计算其他实验组相对比值，独立实验重复三次。

如图 4A、4B所示，在转染 HBV质粒的 HepG2细胞中，无

论是单独加 IFN-酌还是过表达 LGALS3BP，HBV的 HBeAg并

没有明显差别，但当两者都存在的情况下，随着时间的增加，对

HBeAg和 HBsAg的抑制作用愈发明显，到 6 d时，与单独使用

IFN-酌 处理的细胞相比，对细胞外分泌的 HBeAg而言，Elisa所

检测到 OD450nm值从 0.38下降到 0.2（图 4A pcDNA-IFN-酌
vs pcDNA-LG-IFN-酌），相对下降幅度为 53%；对 HBsAg，Elisa

所检测到 OD450nm值从 0.45下降到 0.3（图 4B pcDNA-IFN-

酌 vs pcDNA-LG-IFN-酌），相对下降幅度为 67%（0.3/0.45)。图

4E、4F表明，在转染 HBV质粒的 HepG2细胞中，经 IFN-酌 刺
激后，pcDNA-LG组与空载质粒组之间无论是 HBV DNA水平

还是 HBV RNA水平的差距变大。图 4E中的 DNA，由 0.60

（pcDNA）下降至 0.36 (pcDNA-LG)，相对下降幅度为 60%

(0.36/0.6)；图 4F中的 RNA由 0.42（pcDNA）下降至 0.12(pcD-

NA-LG)，相对下降幅度为 29%(0.12/0.42)。

如图 4C、4D所示，在 HepG2.215细胞中，无论是加 IFN-酌
还是过表达 LGALS3BP，细胞上清液的 HBeAg并没有明显变

化。但当两者都存在的情况下，随着时间的增加，对 HBeAg和

HBsAg的抑制作用愈发明显。到 6 d时，与单独使用 IFN-酌 处
理的细胞相比，胞外分泌的 HBeAg的 OD450 nm值从 0.48下

降到 0.32（图 4C pcDNA-IFN-酌 vs pcDNA-LG-IFN-酌 ），相对
下降幅度为 67%（0.32/0.48)；而 HBsAg的 OD450nm值从 0.28下

降到 0.21（图 4D pcDNA-IFN-酌 vs pcDNA-LG-IFN-酌 ），相对
下降幅度为 75%(0.21/0.28)。图 4G、4H表明，HepG2.215细胞

中，与未加 IFN-酌 组相比较，pcDNA-LG组与空载质粒组之间
无论是 HBV DNA水平还是 RNA水平的差距变大。图 4G中
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图 2 IFN-酌对 HepG2和 HepG2.215细胞的细胞毒性测试

Fig. 2 Cytotoxicity test of IFN- 酌 to HepG2 and HepG2.215 cells

注：A：CCK-8方法分析比较在不同浓度 IFN-酌连续处理2d/4d/6d对瞬时转染 pCH9-3091的 HepG2细胞的毒性，将未加 IFN-酌的对照组（Ctrl组）
OD450值设置为 1，其他实验组的数值与 control组比较，得到相对值。B：CCK-8方法分析比较在不同浓度 IFN-酌连续处理 2d/4d/6d对 HepG2.

215细胞的细胞毒性，将未加 IFN-酌的对照组 OD450设置为 1。

Note: A: CCK-8 method was used to analyze and compare the toxicity of continuous treatment of 2 d/4 d/6 d with different concentrations of IFN- 酌 on
HepG2 cells transiently transfected with pCH9-3091. The OD450 value of the control group (Ctrl group) without IFN- 酌 was set to 1, and the values of
other experimental groups were compared with those of control group. B: the cytotoxicity of 2 d, 4 d, 6 d continuously treated with IFN- 酌 at different

concentrations on HepG2.215 cells was analyzed and compared by CCK-8 method. The OD450 of the control group without IFN- 酌 was set to 1.

图 1瞬时转染不同质粒后 HepG2内 LGALS3BP mRNA相对转录水平和蛋白表达量

Fig. 1 Relative transcription level and protein expression of LGALS3BP mRNA in HepG2 after transient transfection of different plasmids

注：A: qRT-PCR分析和比较瞬时转染 pcDNA3.1-LG不同时间后 HepG2内 LGALS3BP mRNA相对转录水平。加入等量脂质体转染试剂但未转

染任何质粒的 HepG2为对照组，其 mRNA定量数据设置为 1，转染空载体 pcDNA3.1的处理组为零对照组。B: qRT-PCR分析和比较瞬时转染

pSUPER-shLG不同时间后 HepG2内 LGALS3BP mRNA相对转录水平。转染空载体 pSuper的处理组为对照组，其 mRNA定量数据设置为 1；Sn

为无关干扰的阴性对照组。C：Western Blot分析瞬时转染不同质粒 72 h后 HepG2细胞内 LGALS3BP蛋白的表达水平，对照组加入等量脂质体

转染试剂但未转染任何质粒的 HepG2为空白对照组设置为 100，所列数字为对应条带强度的量化值，分别以 茁-actin作为内部参比进行了校正。
Note: A: qRT-PCR was used to analyze and compare the relative transcription level of LGALS3BP mRNA in HepG2 after transient transfection of

pcDNA3.1-LG at different times. The HepG2 with the same amount of liposome transfection reagent but not transfected with any plasmid was used as the

control group, and the quantitative data of mRNA was set to 1, and the treatment group transfected with empty vector pcDNA3.1 was zero control group.

B: qRT-PCR was used to analyze and compare the relative transcription level of LGALS3BP mRNA in HepG2 after transient transfection of

pSUPER-shLG at different times. The treatment group transfected with empty vector pSuper was the control group, and the quantitative data of mRNA

was set as the negative control group which had nothing to do with interference. C: the expression level of LGALS3BP protein in HepG2 cells was

analyzed by Western Blot after transient transfection of different plasmids for 72 hours. The HepG2 of the control group with the same amount of

liposome transfection reagent but not transfected with any plasmid was set to 100 as the blank control group, and the listed number was the quantified

value of the corresponding band intensity, which was corrected with 茁-actin as the internal reference.
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图 3 IFN-酌对 HepG2细胞内源性 LGALS3BP的影响

Fig. 3 Effect of IFN- 酌 on endogenous LGALS3BP in HepG2 cells

注：A：qRT-PCR分析和比较用不同浓度的 IFN-酌处理细胞 72 h，细胞内 LGALS3BP mRNA水平的变化，将不加 IFN-酌的实验组设置为 1。

B：qRT-PCR分析和比较用浓度为 40 ng/mL的 IFN-酌分别处理 HepG2细胞不同时间后细胞内 LGALS3BP mRNA水平的变化，将加 IFN-酌后 0 h

的实验组设置为 1。A和 B的结果均以 茁-actin作为内部参比进行了校正，结果是三次独立实验的平均值（*P＜0.05；**P＜0.01）。

C：Western Blot分析和比较分别用 0 ng/mL、20 ng/mL和 40 ng/mL IFN-酌处理 HepG2细胞 72 h后，细胞内 LGALS3BP蛋白水平的变化。条带下

面所列数字为对应Western Blot条带强度的量化值，分别以 茁-actin作为内部参比进行了校正。
Note: A: qRT-PCR analysis the changes of intracellular LGALS3BP mRNA level treated with different concentrations of IFN-酌 for 72 hours and

compared by without IFN-酌 group was set to 1. B: qRT-PCR was used to analyze and compare the changes of intracellular LGALS3BP mRNA level in

HepG2 cells treated with IFN-酌 at the concentration of 40 ng/mL for different times. The experimental group 0 h after IFN-酌 was set to 1.
The results of A and B were corrected with 茁-actin as internal reference, and the results were the average of three independent experiments (* P<0.05).

C: Western Blot was used to analyze and compare the changes of intracellular LGALS3BP protein level in HepG2 cells treated with 0 ng/mL,

20 ng/mL and 40ng/mL IFN- 酌 for 72 hours. The numbers listed below the band are the quantized values of the corresponding Western Blot band strength,

which are corrected with 茁-actin as the internal reference respectively.

的 DNA由 0.62（pcDNA）下降至 0.4(pcDNA-LG)，相对下降幅

度为 65%（0.4/0.62）；图 4H 中的 RNA 由 0.6（pcDNA）下降至

0.2(pcDNA-LG)，相对下降幅度为 33%（0.2/0.6)。

2.5 LGALS3BP表达水平的降低能削弱 IFN-酌对 HBV的抑制

作用

将干扰质粒 pSUPER-shLG转入两种细胞模型，转染 24h

后加入含 40 ng/mL 的 IFN-酌 的无血清培养基分别处理细胞
2 d，4 d和 6 d，收集细胞上清检测 HBsAg和 HBeAg，并从细胞

中提取 HBV RNA和 HBV核衣壳中的 DNA，采用 qRT-PCR

检测细胞内 HBV RNA 水平的变化和 q-PCR 检测病毒 DNA

水平的变化。将转入无关干扰质粒 pSUPER-shN 且不添加

IFN-酌的实验组设置为对照组，其检测结果设置为 1，计算其他

实验组相对比值，独立实验重复三次。

由图 5A，5B可知，在转入 HBV质粒的 HepG2 细胞中，

LGALS3BP表达量的降低对 HBeAg和 HBsAg无显著影响。而

当加入 40 ng/mL的 IFN-酌时，HBeAg的 OD450nm值由 0.36上升

到 0.47（图 5A SN+IFN-酌 vs shLG+IFN-酌），相对上升幅度为
77%；HBsAg的 OD450nm值由 0.30上升到 0.45（图 5B SN+IFN-酌
vs SHLG+IFN-酌），相对上升幅度为 67%。图 5E显示，加入 40

ng/mL的 IFN-酌的 HepG2细胞中的 DNA水平从 0.6（SN）上升

至 0.9(SHLG)，相对上升幅度为 67%；图 5F中的 RNA水平从

0.4（SN）上升至 0.88(SHLG)，相对上升幅度为 45%。

由图 5C，5D可知，在 HepG2.215细胞中，LGALS3BP表

达量的降低对HBeAg和 HBsAg无显著影响。当加入 40 ng/mL

的 IFN-酌时，HBeAg的 OD450nm值由 1.67 上升到 2.50（图 5C

SN+IFN-酌 vs shLG+IFN-酌），相对上升幅度为 67%；HBsAg的

OD450nm 值由 1.16 上升到 2.50（图 5D SN+IFN-酌 vs SHLG+

IFN-酌），相对上升幅度为 46%。图 5G显示，加入 40 ng/mL的

IFN-酌的 HepG2.215细胞中的 DNA水平，从 0.56（SN）上升至

0.95(shLG)，相对上升幅度为 59%；图 5H中的 RNA 水平，从

0.4（SN）上升至 0.82(shLG)，相对上升幅度为 49%。

3 讨论

纵使乙肝疫苗的诞生有效地阻断了 HBV对未感人群的侵

袭，但如何有效治疗 HBV介导的慢性乙肝依旧存在很大挑战。

及时的抗病毒治疗对缓解肝实质的病变和进一步的恶性发展

至关重要。IFN-酌作为细胞免疫的中枢效应器，可以通过多种途
径发挥抗病毒功能。它可以通过抗原提呈细胞放大抗原提呈，

通过同源 T细胞相互作用增强抗原识别，增加活性氧和活性氮

中间体的产生，从而诱导显著的抗病毒反应[26]。IFN-酌被认为可
以通过多种途径抑制 HBV，Suri等 [27]研究发现，IFN-酌既能通
过调节机体免疫反应来抑制 HBV的转录和复制，还能通过非

细胞溶解／损伤机制来直接抑制肝细胞内 HBV的复制。Heise

等[28]通过 HBV转基因小鼠发现，IFN-酌还可以抑制 HBV核衣

壳的形成，进而影响病毒 RNA的稳定性且还能将其降解，这主

要是因为肝细胞内 P45、P39、P26这 3种 HBV DNA结合蛋白

的含量和活性受到了影响，进而影响了 HBV DNA的转录及

RNA翻译。此外，IFN-酌能阻碍含有 HBVpgRNA的核衣壳蛋

白的组装[29，30]，也造成细胞核中 HBV RNA不稳定，从而促进宿

主 RNA酶对 HBV RNA的破坏[31，32]；还可有效下调 HBV DNA

的复制中间体[33，34]。

本研究以 HepG2 和 HepG2.2.15 二种细胞为模型，发现

IFN-酌上调 LGALS3BP内源性的表达，并验证了 IFN-酌的抗
HBV作用。IFN-酌刺激细胞后，对细胞外分泌的 HBsAg有抑制
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图 4 LGALS3BP表达水平的增加能增强 IFN-酌对 HBV的抑制作用

Fig. 4 The increase of LGALS3BP expression level can enhance the inhibitory effect of IFN- 酌 on HBV

注：A、B: ELISA分析比较在 HepG2.215细胞中 LGALS3BP表达量的增加时，IFN-酌处理 2、4、6天后检测细胞上清中 HBeAg和 HBsAg表达水平

变化；E、F：qRT-PCR和 q-PCR法检测在 HepG2.215细胞中 LGALS3BP表达量增加时，IFN-酌处理 6天后细胞内病毒核衣壳中 DNA水平的变化

和细胞内 HBV RNA水平的变化。C、D：ELISA分析比较在瞬转 pCH9-30911后的 HepG2细胞中 LGALS3BP表达量增加时，IFN-酌处理 2、4、6

天后细胞上清中 HBeAg和 HBsAg水平变化；G、H：用 qRT-PCR和 q-PCR法检测在转染 HBV质粒的 HepG2细胞中 LGALS3BP表达量的增加

时，IFN-酌处理后细胞内病毒 DNA水平的变化和 HBV RNA水平的变化。将转入空载质粒 pcDNA3.1且没有加入 IFN-酌的实验组设置为对照
组，对照组设置成 1。将其他实验组和对照组相比得出相对值，独立实验重复三次，（*P＜0.05；**P＜0.01）。

Note: A, B: ELISA analysis was used to compare the changes of HBeAg and HBsAg expression in the supernatant of HepG2.215 cells treated with IFN-酌
for 2, 4 and 6 days, and qRT-PCR and q-PCR methods were used to detect the changes of DNA level and HBV RNA level in the nucleocapsid of HepG2.

215 cells treated with IFN-酌 for 6 days when the expression of IFN-酌 increased. A, B: when the expression of IFN-酌 increased in HepG2.215 cells, the
expression of HBeAg and HBsAg in the supernatant was detected 2, 4 and 6 days after treatment, and the changes of DNA level and intracellular HBV

RNA level were detected by qRT-PCR and q-PCR methods. C, D: ELISA analysis was used to compare the changes of HBeAg and HBsAg levels in the

supernatant of HepG2 cells treated with IFN-酌 for 2, 4 and 6 days when the expression of LGALS3BP increased after transient pCH9-30911. G, H: when

the expression of LGALS3BP increased in HepG2 cells transfected with HBV plasmid, the changes of viral DNA and HBV RNA levels were detected by

qRT-PCR and q-PCR methods. The experimental group which was transferred into the unloaded plasmid pcDNA3.1 and did not add IFN- 酌 was set as the
control group, and the control group was set as 1. The relative values of other experimental groups were compared with those of the control group, and the

independent experiments were repeated three times (* P<0.05, P<0.01).
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图 5 LGALS3BP表达水平的降低能削弱 IFN-酌对 HBV的抑制作用

Fig. 5 The decrease of LGALS3BP expression level can weaken the inhibitory effect of IFN-酌 on HBV

注：A、B: ELISA分析比较 HepG2.215细胞中 LGALS3BP表达量的减少时，IFN-酌处理后检测细胞上清中 HBeAg和 HBsAg表达水平变化；

E、F：qRT-PCR和 q-PCR法检测在 HepG2.215细胞中 LGALS3BP表达量的减少时，IFN-酌处理后细胞内病毒 DNA水平的变化和 HBV RNA水

平的变化。C、D：ELISA分析比较在在转染 HBV质粒的 HepG2细胞中 LGALS3BP表达量的减少时，IFN-酌处理后检测细胞上清中 HBeAg和

HBsAg表达水平变化；G、H：qRT-PCR和 q-PCR法检测在转染 HBV质粒的 HepG2细胞中 LGALS3BP表达量的减少时，IFN-酌处理后细胞内病
毒 DNA水平的变化和 HBV RNA水平的变化。将转入空载质粒 pcDNA3.1且没有加入 IFN-酌的实验组设置为对照组，对照组设置成 1。

将其他实验组和对照组相比得出相对值，独立实验重复三次，（*P＜0.05；**P＜0.01）。

Note: A, B: ELISA analysis was used to compare the changes of HBeAg and HBsAg expression in the supernatant of HepG2.215 cells treated with IFN-酌,
while qRT-PCR and q-PCR methods were used to detect the changes of viral DNA level and HBV RNA level after IFN- 酌 treatment in HepG2.215 cells

when the expression of LGALS3BP decreased in HepG2.215 cells. C, D: when the expression of LGALS3BP in HepG2 cells transfected with HBV

plasmid decreased, the expression of HBeAg and HBsAg in the supernatant was detected after IFN-酌 treatment, and the changes of LGALS3BP expression
and HBV RNA level in HepG2 cells transfected with HBV plasmid were detected by qRT-PCR and q-PCR methods. The changes of DNA level and HBV

RNA level were detected after IFN-酌 treatment. The experimental group which was transferred into the unloaded plasmid pcDNA3.1 and did not add
IFN-酌 was set as the control group, and the control group was set as 1. The relative values of other experimental groups were compared with those of the

control group, and the independent experiments were repeated three times (* P<0.05, P<0.01).
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作用，但对 HBeAg无抑制作用，且不同的细胞模型对 IFN-酌的
敏感度不同，在瞬时转染 HBV质粒的 HepG2细胞系中效果更

加明显。IFN-酌还能下调细胞内 HBV DNA的复制和转录水平，

但对 HBV的转录水平的抑制作用更显著。这与其他研究组得

到的 IFN-酌抑制 HBV复制，但 HBV抗原表达基本不受影响的

结论相呼应[35，36]。Wieland等 [37]研究显示 IFN-酌能够抑制含有
pgRNA的核衣壳的组装。Xu等[38]在小鼠永生化AML12细胞系

中研究发现，IFN-酌具有抗 HBV作用，有效地减少胞内 HBV

核衣壳数量，并且以蛋白酶体依赖的方式有选择地促进具有复

制能力的核衣壳衰变。

本研究在改变 LGALSEBP表达水平的基础上探究 IFN-酌
的抗 HBV作用。实验结果表明，在过表达 LGALS3BP的情况

下，IFN-酌对 HBV的抑制作用提高。反之，当 LGALS3BP的表

达量降低时，IFN-酌对 HBV的抑制作用被削弱。因此，我们得

到结论 LGALS3BP 作为正向调节因子参与 IFN-酌 介导的抗
HBV作用。

此外，在本研究中也发现，在 HepG2中转染 HBV质粒时，

LGALS3BP过表达也会具有抗 HBV的作用，这与文献报道的

结果一致，但 LGALS3BP对 HBV的抑制效果不如文献报道的

显著，这可能是因为所采用的细胞模型不同所造成的差别。本

研究只是初步在两种细胞模型中证明了 IFN-酌 能诱导
LGALS3BP的表达，LGALS3BP和 IFN-酌一起发挥的抗病毒作
用效果更加显著，但是在组织标本或动物模型中是否有一致的

结论还有待研究。

总之，IFN-酌在临床上治疗 HBV患者上有巨大潜能，但由

于机制不明和副作用使其广泛使用受限。本研究发现

LGALS3BP 能和 IFN-酌 一起协同抗病毒作用，为深入研究
IFN-酌抗 HBV机制及 CHB的临床治疗提供了新思路。
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