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Abstract
AIM: To further study the interaction between 
b e t a - 2 - g l y c o p r o t e i n Ⅰ( β 2G PⅠ) a n d t h e 
membrane of hepatoma SMMC-7721 cells, and 
to explore the mechanism of hepatitis B virus 
(HBV) infection.

METHODS: Fluorescence microscopy and fluo-
rescence activated cell sorter (FACS) was used to 
observe the interaction of β2GPⅠ with the hepa-
toma cell line SMMC-7721, gastric carcinoma cell 
line SGC-7901 and lymphoma cell line HL-60.

RESULTS: Fluorescence microscopy revealed 
specific binding of FITC-β2GPⅠ to SMMC-7721 
cells, but neither to HL-60 nor SGC-7901 cells. 
FACS analysis demonstrated that the binding 
rate of FITC-β2GPⅠ (20 μL) to SMMC-7721 cells 

was significantly higher than that in HL-60 or 
SGC-7901 cells (19% vs 1.7%, 1.9%, both P < 0.01). 
When 50 μL FITC-β2GPⅠ was used, the bind-
ing rate of FITC-β2GPⅠ to SMMC-7721 cells 
was 20.8%, which was not significantly higher 
than 19%. The binding rate to SMMC-7721 cells 
did not increase with the increasing amounts of 
FITC-β2GPⅠ.

CONCLUSION: There exists the specific β2GPⅠ
binding protein in the membrane of SMMC-7721 
cells.

Key Words: Hepatoma; SMMC-7721 cell line; Beta-
2-glycoproteinⅠ; Hepatitis B virus; Receptor; Fluo-
rescence activated cell sorter
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摘要
目 的 :  研 究 β 2 糖 蛋 白 Ⅰ ( β 2 2 G P Ⅰ ) 与
SMMC-7721肝细胞膜的相互作用过程, 探讨
乙型肝炎病毒(HBV)嗜肝性的发生机制. 

方法: 采用荧光显微镜及流式细胞仪分析的
方法, 检测SMMC-7721、HL-60及SGC-7901
三种细胞膜与FITC-β2GPⅠ相结合的情况以
及二者的结合特性. 

结果: 仅SMMC-7721细胞膜表面附有大量
荧光, 其余2种细胞无此现象. 加FITC-β2GP
Ⅰ 20 mL时, SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ
的结合率为19%, 明显高于FITC-β2GPⅠ与
H L-60的结合率(1.7%)及与S G C-7901的结
合率(1.9%)(P <0.01). 加FITC-β2GPⅠ 50 mL
时, SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的结合率为
20.8%, 与20 mL的结合率无差异(P >0.05), 说
明SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的结合率不随
FITC-β2GPⅠ量的增加而增高.

结论: 在SMMC-7721肝细胞膜表面存在能与
人β2GPⅠ特异结合的蛋白.
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■背景资料
β2-糖蛋白Ⅰ是血
浆中较为丰富的
糖蛋白, 他主要由
肝细胞合成, 因其
具有亲脂特性, 参
与脂肪的转运及
代谢, 故又称为载
脂蛋白H(ApoH). 
HBV有选择性地
感染肝细胞的机
制一直是研究的
热 点 问 题 ,  提 出
了 一 些 学 说 ,  如
HBV与肝细胞受
体直接结合, 聚合
人血清白蛋白桥
联双受体嗜肝作
用等, 但都无法很
令人满意地解释
乙肝病毒嗜肝性
问题. Mehdi et al
提出了β2GPⅠ与
rHBsAg具有结合
特 性 ,  这 成 为 了
我们科研的切入
点. 由于ApoH与
脂质有联系, 特别
是乳糜微粒(CM)
和高密度脂蛋白
(HDL), HBV很有
可能连接到这些
脂质颗粒表面的
ApoH上. 在血流
中, CM部分被脂
蛋白脂酶所降解, 
导致CM残余, 这
个残余部分被肝
脏摄取, HDL在胆
固醇的运输过程
中也被肝脏摄取, 
提示感染的HBV
可能与CM或HDL
颗粒结合, “免费
搭车”带进肝细
胞.
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0  引言

β2-糖蛋白Ⅰ(beta-2-glycoproteinⅠ, β2GPⅠ)是
血浆中较为丰富的糖蛋白, 人血浆中的含量为

150-200 mg/L, 他主要由肝细胞合成[1-2]. 因其

具有亲脂特性, 参与脂肪的转运及代谢, 故又称

为载脂蛋白H(apolipoprotein H, ApoH)[3-4]. 他是

含326个氨基酸的单链糖蛋白, M r 55 000. 有关

β2GPⅠ的研究文献大部分着眼于β2GPⅠ参与

凝血[5-7]、纤溶系统的调节[8-9]及其与系统性红

斑狼疮和抗磷脂抗体综合征等自身免疫性疾

病的相关性方面[10-13], 虽成果丰硕, 但对于其受

体的研究鲜有报道. 我们通过酶联免疫吸附试

验及Western blot方法验证了β2GPⅠ与rHBsAg
具有结合特性, 认为β2GPⅠ可能介导HBV感染

肝细胞[14]. 为了进一步明确乙肝病毒-β2GPⅠ复

合物与肝细胞建立联系的途径, 或者说, 在肝

细胞膜上是否存在有β2GPⅠ的受体, 我们利用

Western blot技术对来自多种细胞(肝癌细胞株

SMMC-7721、白血病细胞株HL-60及胃癌细胞

株SGC-7901)的蛋白提取成分进行了筛选, 在人

肝癌细胞株SMMC-7721的40 kDa处, 出现一特

异的显色带, 这可能是特异的β2GPⅠ结合蛋白. 
在本研究中, 我们拟探讨这种蛋白是否定位于

肝细胞膜上以及明确他与β2GPⅠ的结合情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 BSA和FITC购自美国Sigma公司; 人
β2GPⅠ由吉林大学基础医学院张桂荣教授惠赠. 
肝癌细胞株SMMC-7721及白血病细胞株HL-60
由吉林大学第一医院血液研究所提供; 胃癌细

胞株SGC-7901由吉林大学第一医院中心研究

室提供. 液氮中冻存的细胞在37℃恒温水浴箱

中迅速融化, 先用无血清IMDM洗涤, 700-800 
r/min, 离心5 min, 然后用含100 mL/L胎牛血清

的IMDM于37℃, 饱和湿度, 50 mL/L CO2孵箱

内培养, 第2天换液1次, 继续培养并观察, 培养

条件不变, 3-4 d后待细胞长满后传代1次, 此后

每3-4 d传代1次, SMMC-7721及SGC-7901为贴

壁细胞, HL-60为悬浮细胞. 实验前收获细胞: 取
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生长良好的SMMC-7721及SGC-7901, 弃去旧培

养液, 用冷PBS轻轻洗1次, 再用2.5 g/L胰蛋白

酶消化, 待大部分细胞从壁上脱落后用胎牛血

清终止反应, 加入少许PBS, 用滴管反复吹打至

细胞完全从壁上脱落, 离心, 弃上清, 再用冷PBS
洗涤2次, 再离心, 弃上清, 沉淀下来的细胞即为

下一步实验所用. 取生长好的HL-60, 用冷PBS
洗涤2次, 离心弃上清, 沉淀下来的细胞用作实

验. FITC 1 mg溶于1 mL 0.5 mol/L NaHCO3 (pH 
9.0), β2GPⅠ 50 μg溶于0.9 mL PBS (pH 7.4), 加
入1 g/L FITC 0.1 mL, 4℃搅拌反应8 h. β2GPⅠ
-FITC对PBS透析, 4℃ 24 h, 中间换液3次, 除游

离FITC. 标记物加入500 mL/L甘油, -20℃保存

(避光).
1.2 方法 

1.2.1 荧光显微镜观察 分别将SMMC-7721、
HL-60及SGC-7901细胞各约1×106离心回收后, 
用冷0.1 mol/L PBS洗2次, 1000 r/min离心回收, 
每次5 min. 细胞悬浮于0.1 mol/L PBS 1 mL中, 
加入FITC-β2GPⅠ 20 μL, 4℃反应10 min. 标记

后的细胞离心回收, 用冷PBS洗2次, 1000 r/min
离心5 min. 细胞重悬于PBS 0.5 mL中, 取适量

进行荧光显微镜观察摄影记录. 检测时用单色

激发块: FITC; 三色激发块: DAPI/FITC/TRITC. 
FITC波长400-500 nm, 油镜检测镜头. 检测细胞

是否存活时, 用40 g/L台盼蓝, 1∶1(V/V)滴片在

显微镜下观察, 活的细胞不着色, 为亮圆形, 而
死亡的细胞则为蓝色.
1.2.2 流式细胞仪分析 分别将S M M C-7721, 
HL-60和SGC-7901各约3×106细胞离心回收, 用
冷0.1 mol/L PBS洗2次, 1000 r/min离心回收, 每
次5 min. 细胞悬浮于0.1 mol/L PBS 3 mL中, 分
别将SMMC-7721, HL-60和SGC-7901平均分为

3管. 第1管分别加入FITC-β2GPⅠ 20 mL, 第2管
分别加入FITC-β2GPⅠ 50 mL, 第3管不加FITC-
β2GPⅠ, 作为对照, 4℃反应10 min. 反应后离心

回收用冷PBS洗2次, 1000 r/min离心5 min. 细
胞重悬于PBS 1 mL中. 取少许细胞用40 g/L台
盼蓝检测存活率. 用Coulter Elite分析, 激发波长

488 nm, 发射波长513 nm, 计数5000个细胞.
统计学处理 χ2检验 ,  检验水准α = 0.05. 

P <0.05表示有统计学差异性, P <0.01表示有显著

差异性.

2  结果

2.1 荧光显微镜观察 (1)细胞与FITC-β2GPⅠ

www.wjgnet.com

■研发前沿
HBV吸附、入侵
肝细胞, 是病毒感
染肝细胞并引起
病变的第一步, 也
是HBV嗜肝性的
原因之一. 一直以
来, HBV吸附肝细
胞的机制都是研
究的热点 .  目前 , 
提出的主要观点
有 :  HBV与肝细
胞受体直接结合, 
HBV对肝细胞受
体的相应配体存
在于pres1(21-47)
多 肽 部 分 .  但 不
仅 肝 细 胞 膜 ,  外
周血和造血系的
B 细 胞 膜 也 含 有
pres1(21-47)肽段
的 特 异 性 受 体 , 
pres1(21-47)这种
广泛的结合很难
解释HBV的嗜肝
性 ;  HBV能与戊
乙醛聚合人血清
白蛋白(PHSA)结
合, 肝细胞表面有
PHSA受体, HBV
包膜上也有此受
体 ,  推测HBV以
P H S A 为 桥 梁 吸
附至肝细胞表面. 
但不用戊乙醛处
理的人血清白蛋
白则不表现为与
HBV包膜结合的
特性, 而血清中并
不存在此种大分
子. HBsAg与β2GP
Ⅰ可特异结合, 此
复合物与HBV感
染肝细胞的关系
是目前的热点之
一.
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作用, 荧光显微镜观察前, 检测细胞是否存活, 
SMMC-7721细胞, 细胞圆而亮, 不被台盼蓝着

色, 表明细胞状态好, 可以进行荧光显微镜观

察或流式细胞仪分析. (2)SMMC-7721与FITC-
β 2G PⅠ作用后 ,  细胞膜附有大量荧光 ,  说明

SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ能特异结合(图1). 
(3)HL-60和SGC-7901与FITC-β2GPⅠ作用, 载玻

片全部视野未见带有荧光的细胞.
2.2 流式细胞仪分析 (1)SMMC-7721加FITC-
β2GPⅠ 20 μL的分析图(图2A). 二者的结合率为

19%, 明显高于FITC-β2GPⅠ与HL-60的结合率

(1.7%)及与SGC-7901的结合率(1.9%)(P <0.01). 
(2)SMMC-7721加FITC-β2GPⅠ 50 μL的分析图

(图2B). 在(2)中, SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的

结合率为20.8%, 与(1)比较(19%), 二者无差异

(P >0.05), 说明SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的结

合率不随FITC-β2GPⅠ量的增加而增高, 表明二

者结合有饱和性.

3  讨论

长久以来, HBV有选择性地感染肝细胞的机制

困扰着临床和基础研究人员, 先后提出了几种

学说[15-17], 但都无法很令人满意地解释乙肝病毒

嗜肝性问题. 我们在前期工作中也证实了β2GP
Ⅰ能与重组的乙肝疫苗特异性结合, 认为β2GP
Ⅰ可能介导HBV感染肝细胞[14]. β2GPⅠ作为一

种血浆蛋白, 他如若介导乙肝病毒感染肝细胞

的过程, 中间似乎缺少一个重要的环节, 这一

环节将乙肝病毒-β2GPⅠ的复合物与肝细胞联

系起来, 他可能是分布于肝细胞的膜蛋白, 是
β2GPⅠ的受体. 我们的研究小组在初期工作的

基础上, 对肝细胞膜上究竟是否存在β2GPⅠ受

体, 进而介导了乙肝病毒感染肝细胞进行了研

究. 我们采用蛋白印迹技术对来自3种细胞的蛋

白提取成分进行筛选, 在肝癌细胞SMMC-7721
的40 kDa处, 出现一特异的显色带, 这可能是一

种特异的β2GPⅠ结合蛋白. 这种蛋白究竟定位

于肝细胞中的哪个部位, 他与β2GPⅠ又具有怎

样的结合特性? 在本研究中, 我们进行了进一步

的探讨. 为了证明这一特异蛋白的位置, 我们使

用FITC标记的人β2GPⅠ为探针, 同SMMC-7721
细胞作用, 实验中使用活的细胞, 避免了死亡

细胞质膜外翻对结果的干扰, 同时探针与细胞

的反应是在4℃进行, 且作用时间短(5-10 min), 
避免了探针的内化, 然后立即取出少量细胞用

台盼蓝染色, 证明是存活状态良好的细胞, 并
用荧光显微镜观察. 结果表明, F ITC-β2GPⅠ
与SMMC-7721有特异结合反应, 但与HL-60及
SGC-7901细胞无反应, 说明了这一反应的特异

性及这种未知蛋白的膜结合特性.
细胞表面受体的生物学特性一般应具有

受体与配体结合的特异性 .  这种结合力极强 , 
具有高亲和性, 细胞表面受体的数目有限, 一
般103-105个/细胞, 故细胞外低浓度的配体与

受体结合即可使受体处于饱和状态. 受体与配

图  1  荧光显微镜观察FITC-β2GPⅠ与SMMC-7721细胞的结

合 (IF×400).

图  2  FACS分析FITC-β2GPⅠ与SMMC-7721细胞的结合情

况. A: SMMC-7721加20 mL FITC-β2GPⅠ; B: SMMC-7721

加50 mL FITC-β2GPⅠ

■相关报道
Mehdi et al的系列
研究发现 ,  β 2GP
Ⅰ可与HBV表面
结 构 相 结 合 ,  这
种结合具有饱和
性 ,  可 以 被 过 量
的 r H B s A g、抗
HBsAg及抗β2GP
Ⅰ抗体所阻断, 还
原以后的β2GPⅠ
结合活性被破坏, 
表明β2GPⅠ中22
个二硫键的一个
或一个以上在与
HBsAg的结合中
是必需的. 这一工
作为开展HBV吸
附肝细胞的机制
的研究提供了新
的思路. 同时, 研
究发现在血管内
皮细胞膜上存在
β2GPⅠ受体, 但对
于在肝细胞膜上
是否也存在其受
体尚无报道.

■创新盘点
本 文 在 验 证 了
HBsAg与β2GPⅠ
可特异结合的基
础上, 深入探讨二
者形成的复合物
与肝细胞之间的
联系, 从一个新的
角度阐释乙肝病
毒嗜肝性的机制, 
国内外未见相关
报道.
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体呈非共价结合, 其结合具有可逆性. 我们进

行了FACS分析, 以FITC标记的人的β2GPⅠ为

探针, 同HL-60, SGC-7901和SMMC-7721细胞

作用, 通过Coulter Eliter检测, FITC-β2GPⅠ与

SMMC-7721的结合率明显高于FITC-β2GPⅠ
与HL-60及SGC-7901的结合率, 表明β2GPⅠ
与SMMC-7721细胞膜结合的特异性及高亲和

性. FITC-β2GPⅠ与SMMC-7721的结合率不随

FITC-β2GPⅠ浓度的增加而升高, 推测二者的

结合具有饱和性. 综合以上结果, 我们认为, 在
SMMC-7721肝细胞膜上存在着特异的结合蛋

白, 该蛋白很可能是β2GPⅠ的受体, 参与了乙

肝病毒对肝细胞的感染过程. 目前, 我们已继

续开展对与β2GPⅠ特异结合蛋白的基因克隆, 
重组克隆载体鉴定和目的基因序列测定, 应用

GenBank数据库对测序结果进行同源性分析, 由
此来发现与此β2GPⅠ特异结合蛋白的基因片段

具有高度同源性的物质; 通过质谱分析确定其

成分; 再通过竞争抑制实验等最终明确β2GPⅠ
与其是否为配体与受体的关系. 在未来的工作

中, 我们将对该蛋白的功能做深入的研究. 
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■应用要点
如能阐明HBV嗜
肝性机制, 即可据
此制定干预性的
治 疗 措 施 ,  阻 断
HBV吸附、入侵
肝细胞的过程. 同
时, 关于HBsAg与
β2GPⅠ联合感染
肝细胞机制的研
究也为探讨肝细
胞癌发生机制打
下基础, 进而为提
高肝癌的防治水
平提供理论依据.


