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摘要 采用有限稀释法从 HepG2. 2. 15 细胞株中分离出 10
株单克隆细胞株。ELISA 法检测其 HBsAg 与 HBeAg 表达
量，根据 HBsAg、HBeAg表达量的不同，筛选出最高、中等、最
低 3株克隆细胞株。MTT 法进行干扰素( IFN)-α 的细胞毒
作用研究，表明 IFN-α对不同克隆细胞株药物毒作用相似。
ELISA法检测各克隆细胞株给 IFN-α 前后 HBsAg、HBeAg 表
达量，IFN-α对 HepG2. 2. 15 细胞 HBeAg 的抑制作用较弱，
对 HBsAg、HBV DNA的抑制作用较强，且对表达量高的克隆
细胞株抑制作用更强。不同 HepG2. 2. 15 细胞表达 HBsAg
与 HBeAg存在差异性，且表达量高的细胞株对治疗浓度的
IFN-α更加敏感。
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慢性乙型肝炎( chronic hepatitis B，CHB)是世
界性的健康问题，全球有超过 4 亿乙型肝炎病毒
(hepatitis B virus，HBV)携带者。HBV 感染可能导
致肝癌和肝硬化的发生，其严重危害人类的健

康［1－3］。干扰素( interferon，IFN)是一种细胞因子，
具有抑制细胞分裂、调节免疫、抗病毒、抗肿瘤等多
种作用，其广泛用于 HBV 的临床治疗［4－6］。HepG
2．2．15细胞是抗 HBV 新药开发的一个良好的体外
研究工具，其能够在体外进行无限繁殖，并能长期稳

定分泌 HBsAg、HBeAg和 Dane 颗粒，是体外筛选抗
HBV药物的良好模型［7－9］。该研究通过挑选单细胞
克隆细胞技术，从 HepG2. 2. 15 细胞株中挑选出差
异性表达 HBsAg 与 HBeAg 的不同细胞，根据 HB-
sAg表达量的不同，取高、中、低 3 组细胞进 IFN-α

的反应性研究。探讨 IFN-α对表达量不同的细胞的
反应性和细胞毒作用，为选择合适表达量的

HepG2. 2. 15细胞株研究 HBV做铺垫。

1 材料与方法

1．1 主要材料及试剂 HepG2. 2. 15 细胞系(上海
博冬生物科技有限公司);IFNα-2b(合肥安科生物
工程有限公司);细胞增殖检测试剂 MTT(美国 Sig-
ma-Aldrich 公司);胎牛血清(美国 Gibco 公司);
DMEM高糖培养基(美国 Hyclone 公司);HBsAg 诊
断试剂盒(上海科华生物技术有限公司);HBeAg 诊
断试剂盒、HBV 核酸定量检测试剂盒(上海科华生
物技术有限公司)。
1．2 方法
1．2．1 细胞培养 HepG2. 2. 15 细胞 用含 10% 胎
牛血清、380 mg /L G418、110 mg /L 丙酮酸钠的
DMEM培养液，并置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养。培养 4 d，用 0．25%的胰蛋白酶消化传代继续培
养。
1．2．2 HepG2. 2. 15细胞的挑单克隆实验 取对数
期生长的 HepG2. 2. 15 细胞，消化后计数，用含 20%
胎牛血清、110 mg /L丙酮酸钠的 DMEM培养液配成
10 ml的细胞悬浮液，接种于 96 孔板中，每孔 200
μl，共接种 10 块板。1 周后观察 96 孔板内细胞生
长状况，挑选出单一细胞生长的孔，并作出标记。继
续培养，待标记孔内细胞增殖成团，消化后原孔内培

养。待细胞长满后，消化转移至 24 孔板扩增，再转
6孔板继续扩增，最后于 25 cm2 细胞培养瓶内培养

并对各单克隆细胞进行编号。将原始 HepG2. 2. 15
细胞株标记为 A 细胞株，设其为空白组细胞，其它
克隆细胞株标记为 B～K细胞株。
1．2．3 HepG2. 2. 15细胞单克隆的筛选 取对数生
长期的各组单克隆细胞和原始细胞，消化计数后配

成 3×105 /ml 的细胞悬液，将各组细胞铺于 6 孔板
中，每组细胞设 3 孔，每孔 3 ml，9×105 个细胞。于
培养箱中培养 96 h后收集各孔上清液，将上清液置
于－20 ℃冷冻保存。按 HBsAg 诊断试剂盒说明书
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对各组上清液的 HBsAg进行测定，450 nm测其光密
度(optical density，OD)值，根据标准曲线计算出浓
度，筛选出表达量高、中、低 3组克隆。
1．2．3 MTT 法检测药物对细胞的毒性 取原始组
细胞和 HBsAg表达量高、中、低 3 组克隆组细胞，在
其对数生长期进行处理，消化、计数后配成 1×104 /
ml的细胞悬液，接种于 96 孔板中，每孔 200 μl，2
000个细胞。每组细胞接种 1 块 96 孔板。将细胞
于 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养，4 h 后待细胞完全
贴壁，吸去各孔培养基，每组细胞分别加入终浓度

500 000、100 000、50 000、10 000、5 000、1 000、500、
100、50、0 IU /ml 的 IFNα-2b，每个浓度 3 个副孔，37
℃、5% CO2 培养箱中培养 4 d，每孔加入 20 μl MTT
溶液(5 mg /ml)，继续培养 4 h，小心吸去孔内培养
液，每孔加入 150 μl 二甲基亚砜，置摇床上低速振
荡 10 min，使结晶物充分溶解。酶标仪 490nm 处测
量各孔 OD值，并计算出细胞生长抑制率。
1．2． 4 IFNα-2b 抗 HBV 实验 取空白组细胞和
HBsAg表达量低、中、高 3 组克隆组细胞，在其对数
生长期进行处理，消化、计数后配成 3×105 /ml 的细
胞悬液，将各组细胞铺于 6 孔板中，每组细胞设 6
孔，每孔 3 ml，9×105 个细胞。将细胞于 37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养，4 h 后待细胞完全贴壁，加入终
浓度为 1 000 U /ml的 IFNα-2b，于 37 ℃、5%CO2 培

养箱中培养 96 h后吸出上清液，于－20 ℃保存。按
HBsAg断试剂盒、HBeAg 诊断试剂盒说明书对各组
上清液的 HBsAg、HBeAg进行测定，450 nm测其 OD
值，并计算出 HBsAg、HBeAg 浓度。HBV 核酸定量
检测试剂盒测定上清液 DNA浓度
1．3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
计量数据用 珋x±s表示，组间比较采用 t 检验，多组均
数比较采用方差分析，以 P＜0. 05 为差异有统计学
意义。

2 结果

2．1 ELISA法检测 HepG2. 2. 15 克隆细胞株 HB-
sAg、HBeAg的表达量
2．1．1 克隆细胞株 HBsAg 表达量 实验共挑选出
10株克隆细胞，原始细胞株 A 为空白组细胞，B ～ K
为各克隆细胞株，HBsAg表达量见图 1，克隆细胞株
HBsAg表达量与空白组细胞存在差异有统计学意
义(B、C、D、G、H、K:t = 4. 014、2. 796、4. 160、3. 527、
3. 752、6. 382，P ＜ 0. 05; E、F: t = 6. 272、8. 083，P ＜
0. 01)。

2．1．2 克隆细胞株 HBeAg 表达量 10 株克隆细胞
HBeAg表达量中有 8 组与空白组细胞差异无统计
学意义，E、F 组细胞株与空白组细胞差异有统计学
意义( t= 4. 815、5. 078，P＜0. 01)。根据各克隆细胞
HBsAg、HBeAg的差异性，按 HBsAg 表达量最低、最
高、中等分别选出 E、F、J 3株克隆细胞，与空白组细
胞一起进行后续试验。

图 1 HepG2. 2. 15克隆细胞株 HBsAg表达量

A:空白组细胞;B ～ K:各克隆细胞;与空白组比较: * P＜0. 05，
＊＊P＜0. 01

图 2 HepG2. 2. 15克隆细胞株 HBeAg表达量
A:空白组细胞;B ～ K:各克隆细胞;与空白组比较: * P＜0. 05，

＊＊P＜0. 01

2．2 MTT法检测 IFN-α对细胞的毒性 根据 HB-
sAg表达量不同选出 E、F、J 3 组细胞株，与空白组
细胞进行 IFN-α的细胞毒作用研究。IFN-α 对空白
组细胞、E、F、J 4组细胞的细胞毒作用见表 1，浓度、
OD值变化曲线见图 3，结果显示，IFN-α对 4株细胞
的药物毒作用随药物浓度表现出相同的变化趋势。
2．3 IFN-α的抗 HBV作用
2．3．1 IFN-α对 HepG2. 2. 15 细胞 HBsAg 的影响
在 1 000 IU /ml IFN-α作用 96 h后，空白组、E、F、J 4
组细胞分泌 HBsAg的量均有不同程度上的抑制，与
相应的对照组比较，空白组、E、F、J 4 组细胞差异有
统计学意义( t = 4. 501、7. 965、25. 391、21. 403，P ＜
0. 01)，见图 4。IFN-α对各细胞株 HBsAg 抑制率大
小见图 5。
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表 1 IFN-α对空白组、E、F、J 4组细胞的细胞毒作用(珋x±s)

浓度

( IU /ml)
空白组

A490值 抑制率(%)
E细胞株

A490值 抑制率(%)
F细胞株

A490值 抑制率(%)
J细胞株

A490值 抑制率(%)
0 1．068±0．039 － 1．138±0．046 － 1．038±0．030 － 1．015±0．050 －
50 1．152±0．027* －7．921 1．199±0．027* －5．383 1．044±0．009 －0．583 1．018±0．012 －0．281
100 1．083±0．073 －1．431 1．119±0．042 1．705 1．014±0．024 2．388 1．021±0．032 －0．571
500 1．086±0．023 －1．689 1．090±0．045 4．253 0．958±0．050* 7．717 1．012±0．031 0．260
1 000 1．028±0．047 3．753 1．052±0．038* 7．557 0．962±0．045* 7．343 0．995±0．035 1．954
5 000 0．892±0．037＊＊ 16．432 0．886±0．038＊＊ 22．188 0．804±0．037＊＊ 22．523 0．869±0．043＊＊ 14．419
10 000 0．889±0．043＊＊ 16．731 0．826±0．008＊＊ 27．446 0．780±0．030＊＊ 24．907 0．807±0．011＊＊ 20．476
50 000 0．779±0．010＊＊ 27．024 0．779±0．027＊＊ 31．532 0．746±0．030＊＊ 28．191 0．774±0．025＊＊ 23．781
100 000 0．732±0．019＊＊ 31．475 0．734±0．034＊＊ 35．533 0．682±0．027＊＊ 34．335 0．741±0．024＊＊ 26．983
500 000 0．728±0．010＊＊ 31．801 0．744±0．043＊＊ 34．607 0．640±0．022＊＊ 32．719 0．755±0．031＊＊ 25．589

与 0 IU /ml浓度比较:* P＜0. 05，＊＊P＜0. 01

图 3 IFN-α对空白组、E、F、J 4组细胞的细胞毒作用

( 浓度、OD值变化曲线)

图 4 IFN-α对 HepG2. 2. 15 细胞 HBsAg 的抑制作用

与对照组比较:＊＊P＜0. 01

图 5 IFN-α对 HepG2. 2. 15细胞 HBsAg 的抑制率

2．3．2 IFN-α对 HepG2. 2. 15细胞 HBeAg 的影响
在 1 000 IU /ml IFN-α作用 96 h后，空白组、E、F、J 4
组细胞分泌 HBeAg的量均有不同程度上的抑制，与
相应的对照组比较，空白、J 组均差异有统计学意义
( t= 7. 176、7. 965，P＜0. 05，图 6)。图 7 为 IFN-α 对
各细胞株 HBeAg抑制率大小。

图 6 IFN-α对 HepG2. 2. 15 细胞 HBeAg 表达的抑制作用

与对照组比较:* P＜0. 05

图 7 IFN-α对 HepG2. 2. 15 细胞 HBeAg 的抑制率

2．3．3 IFN-α 对 HepG2. 2. 15 细胞分泌 HBV DNA
的影响 在 1 000 IU /ml IFN-α 作用 96 h 后，空白、
E、F、J 4组细胞分泌 DNA 的量均有不同程度上的
抑制，与相应的对照组比较，空白组、F、J 均差异有
统计学意义( t= 5. 131、9. 465、9. 981，P＜0. 05)，见图
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8。图 9 为 IFN-α 对各细胞株 HBV DNA 抑制率大
小。

图 8 IFN-α对 HepG2. 2. 15 细胞 HBV DNA的影响

与对照组比较:* P＜0. 05

图 9 IFN-α对 HepG2. 2. 15 细胞 HBV DNA的抑制率

3 讨论

HBV 是一种 DNA 病毒，属于嗜肝 DNA 病毒
科，其病毒黏附、DNA 的转录和翻译均对宿主细胞
有严格的要求。HepG2. 2. 15 是能够成功表达全部
病毒标志的细胞系，对研究 HBV 生物学特性、发病
机制、抗病毒药物筛选有重要意义。通过挑选单克
隆细胞实验并检测其 HBsAg 与 HBeAg 表达量差
异，显示不同克隆细胞株之间存在差异，其中 HBsAg
差异更加明显，说明 HepG2. 2. 15 细胞在表达病毒
标志物能力上存在差异，这为研究其对 IFN-α 的反
应性提供了生物学基础。故此试验选择了不同表达
量的 HepG2. 2. 15细胞进行 IFN-α的反应性研究。

MTT结果显示，IFN-α 对体外 HepG2. 2. 15 细
胞的增殖产生影响。研究［10－11］表明，在高浓度的
IFN-α作用下，HepG2. 2. 15细胞增殖会受到不同程
度的抑制作用。本实验在低浓度 IFN-α 刺激下，
IFN-α对各单克隆细胞株有促进细胞增殖的作用，
而在高浓度下，则表现出抑制细胞生长的作用，浓度

越高，其细胞毒作越强，且 IFN-α 对空白、E、F、J 4

株细胞细胞毒作用相差不大。
目前，主要认为 IFN 抗乙肝病毒作用主要通过

JAK-STAT通路，IFN在细胞核内与 IFN刺激应答反
应元件相结合，开启 IFN刺激基因的转录，并翻译一
系列抗病毒蛋白来发挥抗病毒作用［12－15］。在给予
有效浓度 1 000 IU /ml IFN-α作用 96 h 后检测各组
HBsAg、HBeAg、及 HBV DNA浓度，HBsAg表达量最
高的 F 组克隆细胞株 HBsAg 抑制率最高，同时，表
达量最低的 E组 HBsAg抑制率最低，且 IFN-α 对各
细胞株均有不错的抑制效果。推测 HBsAg 表达量
高的单克隆细胞株相较于低表达量细胞株在对

IFN-α 抑制 HBsAg 反应性上更加敏感。而 HBeAg
的检测结果并没有显示出很好的抑制作用，IFN-α
对 HBsAg有着更好的抑制效果。研究［11］同样表明
在体外实验中，IFN-α 对 HBeAg 的抑制作用较弱。
在 HBV DNA实验中，F 组 HBV DNA 浓度最高，其
HBsAg、HBeAg 同样最高，F 组 HBV DNA 的抑制作
用在 4组细胞株中最强，其对 IFN-α反应更加敏感。
下一步本研究拟对不同细胞株进行基因测序和转录

水平检测，探讨各细胞株在基因和转录水平是否存

在差异。
综上所述，本实验通过挑选单细胞克隆技术分

离出多株单克隆细胞，且 HepG2. 2. 15 细胞 HBsAg、
HBeAg的表达量存在差异，IFN-α 作用于不同表达
量的 HepG2. 2. 15细胞，表现出相似的细胞毒作用，
同时，在 1 000 IU /ml IFN-α 作用下，不同表达量的
细胞株 HBsAg、HBeAg、及 HBV DNA 抑制效果表现
出差异性，表达量高的细胞株对治疗浓度 IFN-α 反
应更加敏感，且 IFN-α 对 HBsAg 的抑制效果更好。
这为选择合适表达量的 HepG2. 2. 15 细胞模型研究
HBV提供了基础，而各克隆细胞株表达量及其对
IFN-α药物反应性的差异性的具体原因，都尚需要
进一步的研究。
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Differential expressions of HBsAg and HBeAg by
HepG2. 2. 15 cells and their reactivity to IFN-α

Tang Bo1，Wei Jiajia2，Xu Bingfa2，et al
( 1School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Pharmacy，The Third Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230061)

Abstract 10 single-cell clones of HepG2. 2. 15 cells were isolated by limited dilution and their expressions of
HBsAg and HBeAg were determined by ELISA． According to expressions of HBsAg and HBeAg，the highest，medi-
um and the lowest-expression clones were selected． Cytotoxicity of IFN-α were analyzed by MTT assay and the re-
sults suggested that IFN-α showed similar cytotoxicity to the different clonal cell lines． The clones were treated with
IFN-α and HBsAg and HBeAg expressions were determined by ELISA． IFN-α weakly inhibited HBeAg expression
and strongly inhibited HBsAg expression and HBV DNA replication，and the inhibition effect was stronger for those
with higher expression levels． HBsAg and HBeAg were differentially expressed in HepG2. 2. 15 cells and the highly
expressed clones were more sensitive to IFN-α．
Key words HepG2. 2. 15; HBV; IFN-α
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lung cancer(NSCLC) and its relationship with clinical features and prognosis．Methods The expression of ERCC1
was detected in 96 patients with advanced NSCLC by PCR assay． The clinicopathologic factors，treatment effect and
survival time were observed． Results The expression of ERCC1 was related to smoking index(P = 0. 029)，but it
was not related to other clinicopathological factors． The patients with low expression of ERCC1 had better response
rate and median survival time when compared to those with high expression patients． The difference was statistically
significant(P= 0. 001，P＜0. 01) ．Conclusion ERCC1 expression is associated with smoking index and the patients
with low expression of ERCC1 shows higher chemotherapy efficiency and longer median survival than patients with
high expression，which indicates that detection of ERCC1 may be a useful parameter in evaluating the therapeutic
effect and prognosis of smoking patients with advanced NSCLC．
Key words non-small cell lung cancer; smoking; ERCC1; prognosis
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