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·基础论著·

HCV 核心蛋白通过 LXRα 核受体介导

HepG2 细胞甘油三酯合成增加

王晶晶  刘顺爱  张锦前  全敏  冯胜虎  王琦  赵龙凤  成军 � 

  
【摘要】 目的  观察丙型肝炎病毒（HCV）的核心蛋白（core）对肝细胞甘油三酯（TG）合成的影响。 

方法   将 HCV 1b 基因型 core 表达载体 pcDNA3.1-myc/his（－）-core1b 和 HCV 3a 基因型 core 表达载

体 pcDNA3.1-myc/his（－）-core3a 分别转染至 HepG2 细胞，利用定量测定法检测细胞内 TG 含量，

用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应法（real time qPCR）、蛋白免疫印迹（Western blot）方法观察

脂质合成相关基因肝 X 受体 α（LXRα）、甾醇调节元件结合蛋白 1c（SREBP1c）和脂肪酸合酶（FASN）

的 mRNA 和蛋白的表达变化，并进行比较分析。 结果   HepG2 细胞转染两个基因型 HCV core 表达

载体之后均能显著增加细胞内的 TG 含量（P ＜ 0.05），尤以基因型 core3a 组为差异更显著（P ＜ 

0.001）。Real-time PCR 结果显示，两个基因型 core 均上调 LXRα 的 mRNA 水平（P ＜ 0.05），基因

型 core3a 组差异更为显著（P ＜ 0.01）；FASN 的 mRNA 水平只在仅在基因型 core3a 组上调（P ＜ 

0.05），而基因型 core1b 组差异无统计学意义。Western blot 结果显示，HCV core 表达可以明显上调

表达可以显著上调 SREBP1c 的蛋白水平，尤其基因型 core3a 组更为显著。对 FASN 蛋白水平，基因

型 core3a 上调其表达，但基因型 core1b 组无明显变化。结论   HCV 可能通过 LXRα 介导肝细胞内的

脂质合成诱导肝脂肪变，有待进一步研究。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effect of HCV core protein on the intracellular triglyceride 

accumulation in HepG2 cells.  Methods  HCV core genes were cloned and expressed. Intracellular 

triglyceride was assessed by quantification with adipogenesis assay kit. The influence of HCV core protein 

on the liver X receptor (LXRα), sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP1c) and fatty acid 

synthase (FASN) mRNA expression were analyzed in vitro by real-time PCR. Increased protein expression 

of SREBP1c and FASN were observed by Western blot.  Results  There were significant accumulation of 

triglycerides in both core1b and core3a-expressing HepG2 cells (P < 0.05), while core3a protein expression 

induced significant TG accumulation (P  < 0.001). LXRα mRNA expression were upregulated in both cells 

expressing of HCV core1b (P < 0.05) and core3a (P < 0.01). FASN mRNA level was increased in core3a-

expreession HepG2 cells (P  < 0.05), however, SREBP1c mRNA level was elevated, but with no significant 

difference. This was accompanied by an increase in protein levels of SREBP1 and FASN. Conclusion   LXR 

alpha-mediated regulation of triglyceride significant by HCV core protein in HepG2 cells.
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目前全球丙型肝炎病毒（HCV）感染者已超

过 1.7 亿，其可以引起慢性丙型肝炎（CHC）、肝

脂肪变和肝细胞癌等多种肝脏疾病，并与糖尿病、

脂类等多种代谢紊乱的发生密切相关，临床表现

具有多样性
[1]
。其中肝脏脂肪变是 CHC 突出的病

理学表现，从临床病例资料统计发现慢性丙型肝炎

合并肝脂变的发生率达 82.39%，其中中、重度占

70.53%[2]
。国内外研究证实丙型肝炎病毒感染与代

谢综合征密切相关，脂肪变性可能是丙型肝炎病毒

致代谢综合征的中心环节之一
[3]
。

肝 X 受体 α（liver X receptor，LXRα）主要调控

胆固醇、胆汁酸和脂肪酸等几种重要的脂质代谢
[4]
， 

有研究显示，在细胞实验和动物实验中均发现 LXR
可以介导脂质合成，导致血清血脂水平升高

[5]
。但目

前多数研究都集中在对临床资料的回顾性分析，对于

HCV 导致脂肪变的分子生物学机制方面研究较少，

为阐述 HCV 诱导脂肪肝的相关分子机制，本研究采

用 HCV core 体外细胞模型研究 LXRα、SREBP1c 和
FASN 的变化及其相互关系，为 HCV 肝脂肪变发病

机理提供有力的依据，报道如下。

 
材料与方法

一、主要材料及试剂

肝母细胞瘤细胞系 HepG2 细胞、HCV core 表达

载 体 pcDNA3.1/myc-his（ －）-core1b 和 pcDNA3.1/
myc-his（－）-core3a 为首都医科大学附属北京地坛

医院传染病研究所保存。jet PRIME DNA&siRNA 转

染试剂购自法国 Polyplus 公司，real time-PCR 试

剂 Power SYBR GREEN PCR Master Mix 购自 Life 
Technologies 公司，甘油三酯测定试剂盒购自美国

Sigma-Aldrich 公司，抗 -SREBP1c、抗 -β-actin 购

自美国 Santa Cruz 公司，抗 -HCV core、抗 -FASN
购自美国 Abcam 公司，抗 -GAPDH 购自美国 Cell 
Signaling Technology 公司，羊抗兔和羊抗鼠二抗购

自北京中杉金桥生物技术公司，各种工具酶、生化

试剂和细胞培养试剂主要购自 GIBCO、Promega、
Invitrogen、Sigma、TaKaRa 及威格拉斯等生物公司。

二、方法

1. 细胞培养和转染：HepG2 细胞培养采用

含 10% 胎牛血清（FBS）的 DMEM 培养基，于

37 ℃，5% CO2 的培养箱培养。HepG2 细胞接种

在细胞培养板中，24 h 后细胞处于 60% ～ 80% 融

合度时，按照 jet PRIME 转染试剂说明书分别转染

pcDNA3.1myc/his（－）-core1b 和 pcDNA3.1myc/his
（－）-core3a，同时设 pcDNA3.1myc/his（－）空

载体对照。转染 48 h 后收集细胞进行以下实验。

2. 细胞内总甘油三酯测定：HepG2 细胞接种在

细胞接种于 12 孔细胞培养板中，按以上方法转染

HCV core 表达载体 48 h 后，弃上清，收集 3 × 105

个细胞，加入 100 µl 的裂解液充分混匀裂解细胞，

将细胞裂解液移至 1.5 ml 离心管中，95 ℃孵育

30 min，得到待测样本。按照试剂盒说明书配置成

标准蛋白浓度梯度。在 96 孔酶标板中加入 50 µl 梯
度标准品和待测样品 10 ～ 30 µl，加入脂肪酶和主

要反应体系后，用酶标仪测定570 nm波长的吸光度，

根据标准曲线计算出样品中的甘油三酯的浓度，用

单位蛋白量（µg）来标化。

3. 细胞总 RNA 提取和逆转录：HepG2 细胞

接种在细胞接种于 12 孔细胞培养板中，按以上

方法转染 HCV core 表达载体 48 h 后，弃上清，

用 Promega RNA 提取试剂盒提取细胞总 RNA。采

用 TaKaRa Prime Script RT reagent Kit（perfect real 
time）将所提取 RNA 逆转录为 cDNA，逆转录条件

为 37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。
4. LXRα、SREBP1c 和 FASN 的 mRNA 水平测

定：取以上 cDNA，用 real time-PCR 方法进行脂肪

代谢相关基因 LXRα、SREBP1c 和 FASN 的 mRNA
水平测定，使用 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪，引物

由上海生工生物技术有限公司合成，引物序列见表 1。
real time-PCR 反应体系为 25 μl，反应条件为 95 ℃ 
10 min，95 ℃ 15 s、60 ℃ 1 min，40个循环，95 ℃ 15 s，
60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s，60℃ 15 s。同时设置 β-actin
内参对照。

5. SREBP1c 和 FASN 蛋白水平测定：HepG2 细

胞接种在 6 孔细胞培养板中，按以上方法转染 HCV 
core 表达载体 48 h 后，弃上清，用蛋白裂解液提取

细胞总蛋白，采用 Western blot 分析观察 SREBP1c
和 FASN 的蛋白水平变化。按本实验室常规方法进

行操作，一抗 4 ℃孵育过夜、HRP 标记二抗室温孵

育 1 h 后，用法国 VILBER SOLO4 化学发光成像系

统照相。

表 1 用于 RT-qPCR 扩增的特异性引物序列

基因 上游引物（5'-3'） 下游引物（5'-3'） 
LXRα GCCGAGTTTGCCTTGCTCA TCCGGAGGCTCACCAGTTTC
SREBP1c GGAGGGGTAGGGCCAACGGCCT CATGTCTTCGAAAGTGCAATCC
FASN AGCTGCCAGAGTCGGAGAAC TGTAGCCCACGAGTGTCTCG
β-actin CATCCGCAAAGACCTGTACGC AGTACTTGCGCTCAGGAGGAG
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三、统计学处理

采用SPSS 13.0软件包对资料进行统计学分析，

数据表示 x  ± s，实验组与对照组之间采用配对样

本 t 检验，以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

 
结    果

一、HCV core 蛋白在 HepG2 细胞中的成功表达

将测序正确的表达质粒pcDNA3.1myc/his（－）、

pcDNA3.1myc/his（－）-core1b/3a转染至HepG2细胞，

Western blot 结果显示转染 pcDNA3.1myc/his（－）空

载体组无 HCV core 的表达，而转染 pcDNA3.1myc/
his（－）-core 表达质粒组可见 HCV core 大量表达，

见图 1。提示 HCV core 质粒成功表达。

二、过表达 HCV core 蛋白 HepG2 细胞内甘油

三酯的含量

为观察 HCV core 蛋白对肝内脂质的影响，

以 HepG2 细胞内 TG 含量的变化来衡量。实验

结果显示，与 pcDNA3.1myc/his（－）空载体组

相 比， 转 染 pcDNA3.1myc/his（ －）-core1b 和

pcDNA3.1myc/his（－）-core3a 组均能增加细胞内

的 TG 含量，差异具有统计学意义（P ＜ 0.05），

尤以 core3a 组差异更为显著（P ＜ 0.001），如图

2A 所示，以上结果表明，HCV core 蛋白能增加

HepG2 细胞内 TG 的积累。

三、HCV core 蛋 白 上 调 LXRα、SREBP1c、
FASN 的 mRNA 表达水平

为观察 HCV core 蛋白对脂质合成相关基因转

录水平的影响，本研究进行了 qRT-PCR。结果显

示，与 pcDNA3.1myc/his（－）空载体组相比，转

染 pcDNA3.1myc/his（ －）-core1b 和 pcDNA3.1myc/
his（－）-core3a 均使 LXRα 的 mRNA 水平上调，

差异具有统计学意义（P ＜ 0.05），尤以 core3a
组差异更为显著（P ＜ 0.01），见图 2B。而转染

pcDNA3.1myc/his（ －）-core1b 和 pcDNA3.1myc/
his（－）-core3a 组的 SREBP1c 的 mRNA 水平虽有

增加的趋势，但差异无统计学意义，见图 2C。与

空载体组相比，pcDNA3.1myc/his（－）-core3a 组

使 FASN 的 mRNA 水平上调，差异具有统计学意

义（P ＜ 0.05），见图 2D。以上结果表明，HCV 
core 蛋白可以上调与脂质合成相关基因的转录水

平。

四、HCV core 蛋白上调 SREBP1c、FASN 的

蛋白表达水平

HCV core 蛋白不仅对 SREBP1c 和 FASN 转录

水平具有调控作用，也同样对蛋白水平有调控作

用。Western blot 结果显示，与转染 pcDNA3.1myc/
his（ －） 空 载 体 相 比， 转 染 pcDNA3.1myc/his
（ －）-core1b 和 转 染 pcDNA3.1myc/his（ －）

-core3a 组均对 SREBP1c 具有显著上调作用，尤其

pcDNA3.1myc/his（－）-core3a 对其蛋白表达更显

著（图 3A）。而与空载体组相比，pcDNA3.1/myc-
his（－）-core3a 轻微上调 FASN 的蛋白水平，但

core1b 无显著影响，见图 3B。

讨    论

国内外有大量研究证实 HCV 与脂肪肝有极

大的相关性。早在 2002 年，本课题组建立了表达

HCV 结构基因的转基因小鼠模型，发现 HCV 结
构基因的转基因小鼠肝脏有典型的脂肪变病理改

变
[6]
。本课题组不仅从动物水平证实 HCV 与肝脏

脂肪变的关系，且从临床病理学角度也得出同样

的结论，对 159 例慢性丙型肝炎患者的肝组织活检

分析，有 131 例患者合并肝脏脂肪变，占 82. 39%
（131/159），中重度患者占 70.53%[2]

。在发病机制

研究方面，本课题组利用酵母双杂交技术和免疫共

沉淀等方法，从分子生物学角度证实 HCV 核心蛋

白可以与载脂蛋白 A Ⅰ相结合
[7-8]

。而且从临床病

例中也发现，慢性丙型肝炎合并脂肪肝患者的血清

TG 水平显著高于不合并脂肪肝患者
[9]
。这些结果

均提示 HCV 感染与肝脏脂肪变之间关系密切，且

HCV 感染可以诱导肝脏脂肪变。但是目前对 HCV
感染导致脂肪变的分子机制仍研究甚少，只有对其

发生机制有更深入地了解和研究，才能更好地针对

性治疗。

肝 X 受体（LXRs）是配体激活转录因子，

属于核激素受体超家族的成员
[10]
，包括 LXRα

（NR1H3） 和 LXRβ（NR1H2） 两 种 单 体。

图 1  HCV core 在蛋白水平的过表达
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LXRα 大量表达在肝脏、肠、肾脏、脾脏和动物

脂肪组织，而 LXRβ 在这些器官则表达较低
[11]
。

SREBPs，全称为固醇调节元件结合蛋白，属核

转录因子家族，在维持机体脂代谢稳态过程中发

挥重要作用。SREBPs 有 3 种异构体 SREBP-1a、
SREBP-1c 和 SREBP-2[12]

，在脂质代谢中具有重要

的作用，主要通过调控脂肪酸、甘油三酯和胆固

醇的合成
[13]
。SREBP-1c 上游受 LXRα 的调控，

SREBP-1c 启动子中含有 LXR 元件，LXRα 与之

结合后激活 SREBP-1c 的转录。有研究发现 LXRα
的激动剂可以显著增加肝的 SREBP1c 的表达

[14]
。

SREBP-1c 下游靶基因包括脂肪酸合酶（fatty acid 
synthase，FASN），低密度脂蛋白受体（LDL 
receptor，LDLR），乙酰辅酶 A 羧化酶（acetyl-CoA 
carboxylase，ACC）等

[15-16]
，而 FASN 激活直接

引起脂肪酸合成增加。

本研究发现，HCV core 可以不同程度增加

LXRα、SREBP1c 和 FASN 的 mRNA 水平或蛋白水

平，尤以 3a 基因型组更为显著。有文献汇总分析

1997 至 2004 年慢性丙型病毒性肝炎相关性脂肪肝

的文献，结果显示，慢性丙型肝炎合并肝脂变的发

生率达 55%，其中 3a 型慢性丙型肝炎肝脂变的发

图 2   HCV core 蛋白对甘油三酯和脂质代谢相关基因转录水平表达的影响

注：转染 48 h 后，SREBP1 和 FASN 的 Western blot 分析结果可见：A：HCV core 可显著上调 SREBP1 的表达，尤以 core3a 更明显；

B：HCV core3a 可以上调 FASN 的表达，core1b 无显著性差异

图 3  HCV core 蛋白对脂质代谢相关基因蛋白水平表达的影响
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生率更是高达 73%[17]
，与本研究结果一致。以上的

文献回顾中证实，LXRα 介导 SREBP1c 的转录，

而 SREBP1c 的激活促进 FASN 的生物学活性，从

而增加脂质合成。由此，结合本研究结果，可以推

测感染 HCV 后 LXRα 可介导 HCV 对 SREBP1c 和

FASN 的调控，从而促进脂质的生成，这种推测需

要用基因敲除等手段进一步验证，即是本课题组下

一步的研究方向。

本研究主要阐述了 HCV core 通过 LXRα 核受

体介导脂质合成诱导肝细胞脂肪变的致病机理。开

发改变 LXRα 核受体活性的药物
[18]
，有可能对控

制 HCV 相关疾病进程具有重要的意义，LXRα 核

受体是潜在的重要的慢性丙型肝炎药物靶点，需要

进一步的深入研究。除此之外，总结肝细胞内导致

脂质积累有以下几个原因：①脂质生成增加；②脂

质降解减少；③脂蛋白分泌受损。本研究着重研究

HCV 诱导脂质生成增加的分子生物学机理，可以

对其他两个方面进行更深入的探讨，完善 HCV 感

染诱导脂肪变的分子机制。
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