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Abstract
AIM: To study the effect of dimethyl sulphoxide 
on the nuclear entry of hepatitis B virus core 
protein in infected HepG2 cells. 

METHODS: In the DMSO and control groups, 
HepG2 cells were cultured in DMEM with or 
without 2% DMSO for 4 d. Then the cells were 
incubated with HBV (1000 copies per cells) for 12 
hours at 37℃. Hepatitis B core antigen (HBcAg) 
in the infected HepG2 cells was stained by fluo-
rescent immunocytochemistry and observed by 
confocal microscopy. HBcAg in the cytoplasm 
and nucleus was respectively extracted and 
analyzed by Western blotting. HBV covalently 
closed circular DNA (cccDNA) was detected by 
ploymerase chain reaction, and cell cycle was 
analyzed by flow cytometry. 

RESULTS: In control HepG2 cells, HBcAg was 

mostly expressed in cytoplasm and almost ab-
sent from the nucleus, and it disappeared from 
the cells at 2 days post infection (PI). No obvi-
ous sign of cccDNA was detected in the control 
group at 2 days. After DMSO administration, 
compared with that of control group, a higher 
level of HBcAg was detected in the cytoplasm 
at 12 hours PI. HBcAg was accumulated around 
the nucleus at 24 hours PI. The level of HBcAg 
in the nucleus obviously increased and cccDNA 
was present at 24 and 48 hours PI. Flow cytom-
etry showed that DMSO increased the ratio of 
G1/G0 and G2/M phases of HepG2 cells. HBcAg 
was distributed throughout the cells in mitosis 
phase HepG2 cells. 

CONCLUSION: In HepG2 cells, blocking the 
entry of core particles to the nucleus might be an 
important reason for the cells being refractory to 
HBV infection. DMSO promotes nuclear entry of 
core protein/core particles and then facilitates 
HBV infection. 
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摘要
目的: 探讨DMSO诱导处理的HepG2细胞被
HBV感染的作用机制. 

方法: 将HepG2分为DMSO处理组和对照组，

分别用添加或不添加2% DMSO的DMEM培
养基培养4 d. 将HBV病毒颗粒(1000拷贝/细
胞)加入培养基中于37℃感染12 h. 以蛋白免
疫印迹, 免疫荧光染色及共聚焦显微镜观察
HBcAg在细胞内的定位. 选择性PCR检测HBV 
cccDNA, 流式细胞分析仪检测细胞周期. 

结果: 对照组HepG2细胞在感染HBV阳性血
清后, HBcAg在细胞质内分布, 核内呈阴性, 
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■背景资料
迄今为止缺乏良
好的HBV感染细
胞模型, 这极大的
限制了对HBV生
活周期的了解. 经
DMSO诱导处理
可使HepG2细胞
被HBV感染, 但其
作用机制并不十
分明确. 



至感染后2 d细胞内核心蛋白消失, 未检出明
显的cccDNA信号. 2% DMSO处理后的HepG2
细胞感染后12 h细胞质内HBcAg水平明显高
于对照组, 感染后24 h HBcAg在核周浓集. 在
感染后24 h和48 h核内HBcAg明显增高, 且
cccDNA结果阳性. 流式分析结果显示DMSO
处理后处于G1/G0和G2/M期的HepG2比例升
高, 处于有丝分裂期的HepG2细胞内HBcAg弥
散分布于全细胞. 

结论: HepG2细胞感染HBV后核心颗粒不能
穿过核孔携带HBV DNA进入细胞核可能是
其抵制HBV感染的重要原因. DMSO可促进
HBV核心颗粒进入细胞核而有助于感染.

关键词: HepG2; 乙型肝炎病毒; 感染; DMSO; 蛋白

免疫印迹; 流式细胞分析
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝DNA病毒, 为双层

衣壳结构, 包括含表面蛋白(HBsAg)的外包膜

和由核心蛋白组成的核衣壳结构. HBV感染细

胞的过程大致包括病毒外包膜与细胞表面特异

性受体的结合, 随后病毒入胞, 在吞噬泡中脱去

外衣壳, 核心蛋白携带HBV DNA进入细胞核并

修补为共价闭合环状DNA(cccDNA)[1-5]. 既往建

立了许多肝(癌)细胞系可支持HBV复制, 但极

少有肝细胞系能稳定支持完整HBV生活周期, 
因此目前对H B V的感染细胞过程了解并不透 
彻[6-9]. HepG2细胞是目前最常用的肝癌细胞系

之一, 可支持HBV的复制不被HBV自然感染, 但
经DMSO处理的HepG2细胞可被HBV感染[10]. 
DMSO也能提高鸭乙型肝炎病毒(DHBV)感染

鸭原代肝细胞和HBV感染人原代肝细胞模型中

的HBV复制水平并延长感染系统的病毒复制时 
间[11-14]. 近年有研究认为, DMSO处理HepG2细胞

可极大提高细胞表面针对HBsAg Pre S1区肽段

的病毒受体表达水平, 从而有利于HBV黏附和

进入细胞[10,15]. 
我们对HepG2细胞系进行DMSO处理并进

行HBV感染, 采用高灵敏的免疫细胞化学染色

及共聚焦显微镜跟踪进入细胞的核心蛋白, 检
测细胞内的病毒复制情况. 结果显示, 天然的

HepG2细胞在感染HBV时可以摄取病毒颗粒
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进入胞质, 但未观察到病毒核心颗粒向细胞核

内转移的过程. DMSO处理的HepG2细胞增加

了摄取病毒颗粒的能力, 并可观察到感染24 h
后HepG2细胞核内核心蛋白阳性明显增强, 且
与cccDNA的形成时间一致. 我们的研究显示, 
DMSO处理不仅能增加对HBV的摄取, 同时也

有利于H B V的核心蛋白入核, 这为D M S O在

HBV细胞模型中的生物学效应提供了新的解释.

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2细胞购自中国科学院细胞生物

研究所, Dane's颗粒来源于HBV阳性血清(ady亚
型), FBS(Hyclone, 美国), DMEM(Sigma, 美国),  
抗-HBcAg一抗(1∶100稀释, 兔来源, Signet, 美
国), 二抗Cy3标记的羊抗兔IgG(1∶100, 博士德

生物技术公司, 中国), DAPI(Vector, 美国), TCS-
N T型激光扫描共聚焦显微镜和Q550I W图象

分析仪(Leica, 德国), NE-PERTM胞质胞核蛋

白提取试剂盒(Pierce公司, 美国), 兔抗β-actin 
(1∶1000), 鼠抗-HBc抗体(1∶200), HRP标记

的抗兔IgG和抗鼠IgG(1∶1000)均购自于Santa 
Cruze; X光片(Kodak, 美国), 流式细胞仪(Becton 
Dickinson, FACS Calibur, 美国).
1.2 方法 
1.2.1 HepG2细胞分组和感染 经实时定量PCR
检测的HBV DNA阳性血清以无血清DMEM培

养基稀释至2.5×1011拷贝/L. HepG2细胞复苏后

分为两组, 对照组和DMSO组, 分别以含或不含

20 mL/L DMSO的100 mL/L FBS DMEM培养4 
d. 细胞接种至6孔板, 生长至铺满60%面积时(约
5×105/孔)开始感染试验. 每孔加入2 mL病毒孵

育液, 此为感染后0 h, 37℃孵育12 h, 感染完成后

用PBS洗两次, 并加入酸洗脱液(50 mmol甘氨酸, 
150 mmol NaCl, 加1 mol HCl调节至pH2.2)浸泡 
2 min后再以PBS洗3次以尽可能去除黏附病毒. 
加入相应含或不含2% DMSO含4% FBS DMEM
继续培养. 
1.2.2 感染后病毒蛋白检测 细胞接种于预置盖

玻片的六孔板. 培养至60%汇合后如上述分组进

行HBV感染实验, 于感染后12 h、24 h、48 h取
样本进行免疫荧光细胞化学检测, 以监测HBV
感染实验后病毒蛋白HBsAg和HBcAg的动态

运动过程. 检测方法如下: 感染后HepG2细胞40 
g/L多聚甲醛4℃固定过夜, 50 g/L Trinton-PBS透
膜10 min. 加抗-HBcAg一抗4℃过夜, 二抗为Cy3
标记的羊抗兔IgG, 室温孵育1 h. 以荧光染料500 
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■研发前沿
当 前 研 究 认 为
HBV感染细胞后
通过其核心蛋白
C 末 端 核 定 位 序
列 ( N L S ) 的功能
引导HBV DNA进
入细胞核, 释放出
HBV DNA并最终
转化为cccDNA以
完成病毒的感染. 
但是核心颗粒先
在胞质中解聚而
后HBV DNA进入
细胞核, 还是核心
颗粒以完整的形
式运输HBV DNA
进核后再解聚, 一
直有所争议. 
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mg/L DAPI进行细胞核DNA荧光染色, 用TCS-
NT型激光扫描共聚焦显微镜和Q550IW图象分

析仪观察各蛋白的细胞内分布情况.  
1.2.3 免疫印迹分析 采用NE-PERTM胞质胞核

蛋白提取试剂盒分别提取细胞的胞质和胞核蛋

白, SDS-PAGE电泳及转膜, 加入兔抗β-actin(1∶
1000)和鼠抗-HBc抗体(1∶200), HRP标记的抗

兔IgG, 抗鼠IgG(1∶1000)和ECL显色, 显影于X
光片上. 用Umax2100XL扫描及Quantity One图
像分析系统测定光密度值(A值).
1.2.4 选择性PCR扩增cccDNA 基于rcDNA的正

链和负链上均存在缺口, 设计跨越两个缺口的

引物, 使rcDNA不被扩增, 而cccDNA由于有完

整的双链可以选择性地扩增. 实验流程及扩增

条件按参考文献稍作调整[16-18]: 以酚/氯仿法提

取细胞总DNA, 取800 ng的细胞DNA (10 µL)加
入10 µL含20 U MBN酶缓冲体系(2 mmol ZnCl2, 
100 mmol NaAC, 60 mmol NaCl). 37℃消化30 
min后2.5 µL EGTA(100 mmol, pH7.4)终止. 取
5 µL样本做第一轮PCR, 取2 µL的第一轮PCR产
物进行第二轮PCR. 引物序列见表1. 以含1.2倍
HBV DNA全长的pUC18-HBV1.2为阳性对照, 
以培养上清中HBV DNA为阴性对照.
1.2.5 流式细胞仪分析细胞周期 对照组及DMSO
处理4 d后的HepG2细胞以0.025 g/L胰酶消化得

到单细胞悬液. 细胞计数取1×106细胞, 体积调

至1 mL. 加700 mL/L冷乙醇2.5 mL混匀, 固定破

膜4℃过夜, 以含1% BSA的PBS缓冲液洗后, 加
入900 µL含有1% BSA的PBS缓冲液重悬细胞. 
加终浓度为50 mg/L RNA酶37℃孵育30 min, 冰
浴终止RNA酶作用. 加入100 µL浓度为500 mg/L
的PI暗处4℃ 30 min. 300目筛网过滤, 流式细胞

仪进行细胞周期分析.
统计学处理 对照组和DMSO处理组胞质中

的核心蛋白水平以SPSS10.0软件(SPSS公司, 美
国)进行统计学处理.

2  结果

2.1 感染后核心蛋白的细胞内分布 在对照组, 感
染后12 h及24 h可见胞质内有核心蛋白呈均匀分

布, 但胞核内未见; 到第48 h胞质内核心蛋白基本

消失, 胞核内仍阴性. 在DMSO处理组, 感染后12 
h胞质内HBcAg信号较强, 核心蛋白在细胞多呈

均匀分布, 胞核内未见明显阳性信号. 在感染后

24 h核心蛋白在核膜周边明显浓集, 核内可见有

明显HBcAg阳性信号. 至感染后48 h胞质中核心

蛋白水平明显减弱, 胞核中核心蛋白水平明显增

强. 约5%-10%的HepG2细胞被阻滞于有丝分裂

期, 染色体浓集, 核心蛋白分布在整个细胞(图1). 
2.2 免疫印迹分析核心蛋白的亚细胞定位 West-

■相关报道
既往研究显示, 能
通过核孔运输物
质的最大直径不
超过26 nm, 而核
心颗粒的直径为
32 nm或36 nm, 
因此不能支持核
心 颗 粒 直 接 入
核 .  但 也 有 研 究
认为核孔摄取颗
粒的直径最高可
达39 nm, 核心颗
粒可以以完整的
颗粒形式穿过细
胞核孔进入胞核. 
在HepG2细胞的
HBV感染研究中, 
有研究结果认为
其表面受体表达
不足, 但也有研究
认为其表面有足
够受体表达, 但是
存在病毒核心颗
粒的入核障碍. 

■创新盘点
本 研 究 发 现
HepG2细胞感染
HBV核膜对核心
蛋白入核构成障
碍 ,  D M S O 可 促
进 H B V 核 心 颗
粒进入细胞核而
有 助 于 感 染 .  这
对DMSO有助于
HBV复制和感染
的机制提出了新
的解释.
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图  1  HepG2细胞感染HBV后HBcAg的亚细胞定位.     红色荧光(Cy3)标记为HBcAg, 蓝色荧光为DAPI染色, 显示细胞核

DNA位置. A: DMSO处理组12 h; 箭头(白色)所示为处于有丝分裂期细胞, 核心蛋白呈全细胞分布; B: DMSO处理组24 h; C: 

DMSO处理组48 h; D: 对照组12 h; E: 对照组24 h; F: 对照组48 h.
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ern blot对胞质和胞核中的核心蛋白定量分析

结果显示, 在对照组, 感染后12 h和24 h的细胞

质中虽可检出有明显核心蛋白灰度信号, 但胞

核内信号基本阴性, 感染后48 h胞质中HBcAg
信号基本消失. 在DMSO处理组, 感染后12 h胞
质中的核心蛋白水平约为对照组2-3倍, 感染后 
24 h和48 h在胞核中可检出核心蛋白信号(图2).
2.3 HBV cccDNA分析 PCR扩增产物长度为 
294 bp. 对照组HepG2细胞中cccDNA感染后24 h
和48 h仅有微弱阳性信号, DMSO处理组感染后

24 h和48 h则均有较强的阳性信号(图3). 
2.4 细胞周期分析 用流式细胞仪分析细胞周期

显示, 相对于对照组, HepG2经DMSO处理后G0/
G1期和G2/M期细胞比值明显升高, S期细胞比值

则下降(表2).

3  讨论

由于缺乏良好的HBV细胞感染模型, HBV感染

肝细胞的过程迄今为止并不十分清楚. 一般认

为, HBV感染细胞后通过其核心蛋白C末端核定

位序列(NLS)的功能引导HBV DNA进入细胞核, 
释放出HBV DNA并最终转化为cccDNA以完成

病毒的感染[5,19]. 是核心颗粒先在胞质中解聚而

后HBV DNA进入细胞核, 还是核心颗粒以完整

的形式运输HBV DNA进核后再解聚, 一直有所

争议[20-21]. 既往研究显示, 能通过核孔运输物质

的最大直径不超过26 nm[22], 而核心颗粒的直径

为32 nm或36 nm, 因此不能支持核心颗粒直接

入核. 但Pante et al [23]认为核孔摄取颗粒的直径

最高可达39 nm, 核心颗粒可以以完整的颗粒形

式穿过细胞核孔进入胞核. 在转基因小鼠的研

究中则显示核膜对完整的核心颗粒构成限制, 
核心蛋白在核内可以以浓度依赖的方式重新组 
装[24-25].  

免疫细胞化学结果显示, 在无DMSO预处理

情况下, HepG2细胞感染HBV后也可以观察到

核心蛋白在细胞质内均匀分布, 核内则未检出. 
这显示天然的HepG2细胞具有与HBV结合并

摄取病毒进入胞质的能力, 与既往研究结果相 
似[26]. 核心蛋白胞质内均匀分布而核内无分布, 
提示入胞后的病毒核心颗粒可能保持完整颗粒

形式, 且其核定位序列并没有很好的暴露, 因而

并未进入细胞核. 而感染后48 h核心蛋白基本

消失, 可能因核心蛋白为细胞内蛋白酶消化所

致. 在DMSO处理组, 感染后HepG2细胞的胞质

内核心蛋白水平明显高于对照组, 显示DMSO

■应用要点
本文对DMSO促
进核心蛋白入核
的 观 察 有 助 于
HBV核心颗粒入
核机制的研究.
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图  2  Western blot检测胞质和胞核内HBcAg水平. A:  

HepG2感染HBV后HBcAg水平变化, β-actin为内参; B:  

HepG2感染HBV后核心蛋白的灰度值水平, 以β-actin为内

参进行校正.
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图  3  HepG2细
胞内cccDNA水
平.

表  1  基因cccDNA检测的引物序列

     
Direction 	          Primer Sequence (5'3')                  Position 

Sense 	      ctg aatcccgcggacgaccc 	      1441-1460 

Antisense      acccaaggcacagcttgg agg 	      1889-1869 

Sense 	      gtctgtgccttctcatctgcc 	      1551-1571 

Antisense     agatgattaggcagaggtgaa aaa      1844-1821 

表  2  流式细胞分析仪分析细胞周期(mean±SD, n  = 5)

     
分组                              对照组	                       DMSO处理组

G0/G1 	                58.5±5.7 	                      65.6±6.2a 

G2-M 	                  9.0±1.9 	                      16.8±2.7a 

S 	                32.5±4.1 	                      17.6±2.4a 

aP<0.05 vs  对照组.
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■名词解释
1 cccDNA: 共价
闭合环状的HBV 
DNA, 是HBV成
功感染细胞的标
志 ,  在 胞 核 中 形
成, 是乙型肝炎病
毒转录和复制的
模板. 
2 NLS: 核定位序
列, 是一段比较保
守的蛋白序列, 其
可以与细胞内的
importins蛋白结
合, 与病毒蛋白进
入细胞核有关. 

处理后有更多的病毒颗粒进入细胞, 这一结果

与既往研究显示D M S O处理能提高H e p G2细
胞病毒特异性受体表达, 增加病毒颗粒的摄取

相似[10]. 此外, DMSO处理组HepG2细胞感染后 
24 h核心蛋白明显聚集于核膜周边, 而感染后

24 h和48 h核内信号明显阳性, 提示DMSO可能

通过某种方式促进核心蛋白核定位信号的暴露, 
从而发挥其核定向功能使HBcAg向细胞核周聚

集. 既往研究显示, 在HBV的生活周期中核心蛋

白的磷酸化和去磷酸化有助于核心颗粒的核定

位序列的暴露及HBV DNA的解离和pgRNA的

包装[5,27-30]. DMSO是否也可通过提高核心蛋白

的磷酸化水平, 促进其入核并最终发挥其运输

HBV DNA入核的功能, 有待进一步研究. 感染后

24 h和48 h细胞核内核心蛋白阳性, 同时也可检

出cccDNA, 推测cccDNA的形成可能与DMSO促

进核心蛋白入核, 从而携带HBV DNA入核有关. 
相对于对照组感染后48 h胞质中核心蛋白已近

阴性而DMSO组为阳性, 推测感染后细胞已有新

的核心蛋白产生. 
从流式细胞分析的结果来看, DMSO对细胞

周期产生了明显影响, 更多的细胞停留于G1/G0

期或被阻滞于M期. 既往研究显示, G1期的细胞

有较多的核心蛋白进入细胞核, 有助于rcDNA定

位于细胞核[31], 与我们的观察一致. 此外, 由于

在有丝分裂期细胞核膜溶解, 使得核膜隔离效

应消除, 这显然也消除了核心颗粒入核障碍, 而
细胞核可能提供了促使核心颗粒解聚的微环境, 
从而有助于核心颗粒内HBV DNA的释放. 在对

照组细胞感染后24 h及48 h亦可检出有微弱的

cccDNA, 推测这些cccDNA的形成亦可能来源

于少量处于有丝分裂期的HepG2细胞.  
总之, 我们的研究显示, 在HepG2感染HBV

后, 存在核心颗粒入核障碍可能是其抵制HBV
感染的重要原因. DMSO可能因有利于核心蛋白

入核而携带HBV DNA进入细胞核, 从而完成病

毒的感染过程. 
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