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Abstract
AIM: To establish a hybrid cell line (by fusing 
HepG2 cells with primary human hepatocytes) 
that can be infected by hepatitis B virus (HBV) 
and be serially subcultured in vitro, and to 
evaluate the infection ability of HBV in this 
hybrid cell line.

METHODS: Normal human hepatocytes were 
isolated and cultured. Primary human hepato-
cytes were then fused with HGPRT-deficient 
HepG2 cells (induced with ethyl methanesul-
fonate). The hybrid cells were identified by the 
trypsin G-banding method. After the hybrid 
cells and normal HepG2 cells were infected 
with serum-derived HBV virions, intracellular 
and secreted HBV DNA as well as intracellular 
HBV cccDNA (covalent closed circle DNA) were 

detected by nested polymerase chain reaction 
(PCR). HBcAg in infected cells was analyzed 
by indirect immunofluorescence. HBsAg and 
HBeAg in the supernatants of infected cells were 
identified by electrochemiluminescence.

RESULTS: A hybrid cell line was established 
successfully by fusing HepG2 cells with primary 
human hepatocytes. This hybrid cell line could 
be subcultured in vitro. Karyotype analysis 
showed that the modal chromosome number 
of hybrid cells was 99. HBV DNA was detected 
consistently in both hybrid cells and their culture 
medium 4 days post-infection. HBV cccDNA 
was detected consistently 3 days post-infection. 
HBcAg, HBsAg and HBeAg were also detected 
consistently 4 days post-infection. In contrast, 
negative results were obtained in control HepG2 
cells infected with HBV virions.

CONCLUSION: A new hybrid cell line that can 
be used for establishing an in vitro cell model of 
HBV infection is established successfully. This 
new hybrid cell line inherits the characteristics 
of both HepG2 cells and primary human hepa-
tocytes.

Key Words: Hepatitis B virus; Cell model; Cell fu-
sion; Infection

Yao YY, Ma LX, Sai LT, Shao LH, Guan YY, Wang G. 
Establishment of a novel cell model of hepatitis B virus 
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 
755-760

摘要
目的: 建立一新型细胞株, 使该细胞株既能自
然感染HBV又能传代培养, 评价杂交细胞对
HBV的自然感染能力. 

方法: 分离培养未携带HBV的人原代肝细胞, 
与诱导突变的HepG2细胞进行融合得杂交细
胞, 经HAT培养基筛选, 利用胰蛋白酶G显带
技术鉴定所得细胞, 用含HBV的慢性乙型肝
炎患者血清感染杂交细胞(同时感染HepG2
作为对照), 巢式PCR检测感染后细胞内HBV 
DNA合成及分泌情况及有无HBV复制中间产
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■背景资料
由于缺乏有效的
体外病毒感染和
复 制 模 型 系 统 , 
HBV感染肝脏的
早期机制研究进
展 较 为 缓 慢 ,  从
而在一定程度上
影响了乙型肝炎
及其相关肝脏疾
病的基础和临床
研究.

■同行评议者
刘成海 ,  研究员 , 
上海中医药大学
附属曙光医院(东
部)肝病研究所



物HBV cccDNA, 间接免疫荧光检测感染后细
胞内HBcAg的表达, 电化学发光法检测感染
后细胞培养上清中的HBsAg和HBeAg. 

结果: 成功建立人原代肝细胞与HepG2的杂交
细胞, 能体外传代培养, 染色体核型分析示杂
交细胞染色体众数为99条, 证实为融合细胞, 
HBV感染后第4天起, 杂交细胞内和培养上清
中均能检测到HBV DNA, HBV感染后第3天
起, 杂交细胞内可以检测到HBV的复制中间
产物HBV cccDNA, HBV感染后第4天起, 杂交
细胞胞质及部分胞核内HBcAg始终是阳性表
达, 间接免疫荧光染色呈胞质弥漫性着色, 电
化学发光法检测培养上清中HBsAg及HBeAg
持续表达; 而感染后的HepG2细胞检测结果均
为阴性.

结论:  成功建立的兼具有人原代肝细胞和
HepG2遗传特性的杂交细胞株可以被慢性乙
型肝炎患者血清中的HBV病毒自然感染, 可
进一步用作研究HBV感染的体外细胞模型.

关键词: 乙型肝炎病毒; 细胞模型; 细胞融合; 感染
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是全

球范围内影响人类健康的重大问题, 我国是乙

型肝炎高流行地区, 全国一般人群HBsAg阳性

率为9.09%, 估计约1.1亿人为慢性HBV感染, 占
全世界慢性HBV感染人数的1/3[1]. 目前人们对

HBV及其所致疾病有了相当深入的认识, 但由

于缺乏合适的动物模型及体外细胞培养系统, 
HBV的生物学研究和治疗进展缓慢[2-6]. 常用的

HBV细胞模型2.2.15细胞系由于HBV基因整合

于细胞染色体, 不能形成HBV自然生活周期中

至为关键的cccDNA, 与病毒自然感染存在很大

差异. 为此, 本研究旨在建立一新型细胞系, 能
够自然感染HBV并能体外传代培养, 为HBV感

染宿主细胞的早期机制的研究, 以及病毒侵入

人肝细胞后完整的复制过程的研究提供一个强

有力的工具.

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2细胞购自武汉大学中国典型

培养物保藏中心, 成人原代肝细胞取自齐鲁医
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院一未携带HBV的肝血管瘤手术患者, 胎牛血

清、DMEM培养基、HAT选择培养基、HT培
养基均购自Gibco公司, 6-巯基嘌呤(6-MP)、
乙基甲磺酸(EMS)、秋水仙素购自Sigma公司, 
二甲基亚砜(DMSO)购自Gibco公司, 聚乙二醇

1500(PEG)购自罗氏公司, 微量样品基因组DNA
提取试剂盒(TIANamp Micro DNA Kit)为北京

天根生化科技有限公司产品, HBV DNA和HBV 
cccDNA基因扩增引物由上海博尚生物工程有

限公司合成, Taq DNA聚合酶、dNTPs、DNA 
Marker为天根(TIANGEN)产品, 绿豆核酸酶为

美国Promega公司产品, 单克隆抗体Mouse Anti-
HBcAg为美国Chemicon公司产品, FITC标记的

二抗: FITC-conjugated goat anti-mouse IgG(H+L 
chain specific)为美国Southern Biotechnology 
Associates产品, 封闭用山羊血清为进口分装产

品, 购自上海麦莎生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 HGPRT缺陷HepG2细胞(HGPRT-HepG2)的
诱导和筛选[7,8]: 选择增殖活力强并处于对数生

长期的HepG2细胞, 用含EMS 0.3 g/L的完全培

养基作用16 h后, 换为含胎牛血清100 mL/L的培

养基培养7-10 d, 然后更换为含6-MP 0.01 g/L的
完全培养基作用48 h后用含胎牛血清50 mL/L的
培养基维持生长, 为防止回复突变, 每3 wk左右

加入6-MP重复筛选. 
1.2.2 人原代肝细胞的分离与培养: 参照文献[9], 
取自一未携带HBV的肝血管瘤患者手术切除的

肝脏组织, 经病理学证实为非癌组织, 超净工作

台内去除坏死部位及结缔组织, 用含青霉素、

链霉素终浓度分别为100 IU/mL和100 mg/L的
PBS缓冲液冲洗肝脏组织标本3-4次, 用手术剪

将标本剪成细小碎块(≤5 mm3), 采用直接胶原

酶消化法在肝组织碎块中加入5 mL左右0.1 g/L
的Ⅳ型胶原酶, 37 ℃消化15 min, 将含胶原酶的

上清液移入离心管中, 重复上述操作1次, 收集

上清, 将剩余组织块在200目铜网上研磨, 培养

基冲洗, 收集上清, 将收集的所有上清一起离心, 
500 r/min离心5 min, 重复3次, 以去除血细胞. 用
不完全培养基重悬离心所得沉淀, 采用差异贴

壁法分离肝实质细胞与成纤维细胞, 将纯化的

肝细胞用肝细胞培养基(含胎牛血清、胰岛素、

地塞米松、谷胱甘肽等)培养, 经台盼兰染色排

除法确定肝细胞存活率≥90%. 
1.2.3 细胞融合和杂交细胞的筛选: 将HGPRT-
HepG2细胞和人原代肝细胞制成细胞悬液, 计

www.wjgnet.com

■研发前沿
体外模型是研究
乙型肝炎的一种
重 要 工 具 ,  迄 今
为止缺乏良好的
HBV感染细胞模
型, 因此一种新的
更理想的细胞模
型的建立显得极
为重要.
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数板计数 ,  调整浓度分别为2×106/m L、1×
105/mL, 等体积混合两细胞悬液, 1 000 r/min离
心10 min, 30 s内加入1 mL 50% PEG溶液[10], 作
用2 min, 800 r/min离心5 min弃上清, 用完全培

养基重悬细胞, 移入培养板, 24 h后加HAT选择

培养基, 2-3 d换液1次, 2 wk后利用有限稀释法

将融合后细胞进行单克隆, 直至每孔含1个细胞, 
等细胞稳定生长后换HT选择培养基, 1 wk后换

含胎牛血清100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基

维持培养. 
1.2.4 杂交细胞的染色体核型分析: 利用常规胰

蛋白酶G显带技术[11]处理对数生长期的野生型

HepG2细胞、HGPRT-HepG2细胞和杂交细胞,
高倍显微镜下观察细胞染色体标本, 分别随机

计数这3种细胞的20个分裂相的染色体数. 
1.2.5 HBV感染杂交细胞: 经实时定量PCR检测

的HBV DNA阳性血清(来自山东大学齐鲁医院

检验科)以无血清DMEM培养基稀释至1.5×108

拷贝/mL, 以HepG2细胞作为对照细胞, 将杂交

细胞和HepG2细胞接种至6孔板, 生长至铺满

60%孔板面积时(约4×105/孔)开始感染, 每孔加

入2 mL病毒血清稀释液, 37 ℃、50 mL/L CO2条

件下孵育2 h, PBS冲洗细胞5次, 换成完全培养

基, 将细胞放回37 ℃、50 mL/L CO2的培养箱中

继续培养[12], 此时开始计算为0 d. 
1.2.6 HBV感染后杂交细胞内及培养上清液中

HBV DNA的检测: 从HBV感染后第1天起, 每天

收集感染后杂交细胞和HepG2细胞, 用微量样

品基因组DNA提取试剂盒提取感染后各天的杂

交细胞和HepG2细胞的基因组DNA, -20 ℃储存

备用; 为避免感染血清里病毒残留的可能, 从感

染后第3天开始收集杂交细胞和HepG2细胞的

培养上清液, 1 000 r/min离心10 min, 去除沉淀

后煮沸裂解10 min, 15 000 r/min离心10 min, 取
上清10 μL作为第1轮PCR反应的模板. 巢式PCR
检测感染后细胞及培养上清液内是否存在HBV 
DNA, 引物序列P1-1: 5'-TCA CCA TAT TCT 
TGG GAA CAA GA-3', P1-2: 5'-CGA ACC ACT 
GAA CAA ATG GC-3'; P2-1: 5'-GGC TCA AGT 
TCA GGA ACA GT-3', P2B(B型HBV DNA下游

引物): 5'-CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG 
A-3', P2C(C型HBV DNA下游引物): 5'-GGT CCT 
AGG AAT CCT GAT GTT G-3'. 巢式PCR实验流

程及扩增条件参考文献[13-16]. 
1.2.7 感染后杂交细胞内HBV cccDNA的检测: 
选用绿豆核酸酶消化法结合缺口引物法检测

HBV cccDNA. 微量样品基因组DNA提取试剂

盒提取感染后各天的杂交细胞和HepG2细胞的

基因组DNA, 用绿豆核酸酶消化基因组DNA, 
绿豆核酸酶是单链水解酶, 使rcDNA线性化, 而
cccDNA可以抵抗绿豆核酸酶的消化而保持完

整双链结构, 继续作为PCR模板而被选择性扩

增[17-20], 引物序列P3-1: 5'-CTG AAT CCC GCG 
GAC GAC CC-3', P3-2: 5'-ACC CAA GGC ACA 
GCT TGG AGG-3'; P4-1: 5'-GTC TGT GCC TTC 
TCA TCT GCC-3', P4-2: 5'-AGA TGA TTA GGC 
AGA GGT GAA AAA-3'.
1.2.8 电化学发光法检测感染后细胞培养上清

液中的HBsAg和HBeAg: 为了避免感染血清病

毒残留的可能, 从感染后第4天开始收集杂交细

胞和HepG2细胞的培养上清液, 1 000 r/min离心

10 min去除沉淀, 送往齐鲁医院检验科, 按Roche
公司的HBsAg、HBeAg定量检测试剂盒说明书

及Roche Elecsys 2010全自动电化学发光免疫分

析仪操作流程进行检测, 计算机自动给出所测

样本的COI值(Cutoff值指数). 所购Roche公司的

HBsAg、HBeAg定量检测试剂盒的阳性标准为

COI≥1.0.
1.2 .9  间接免疫荧光检测感染后杂交细胞内

HBcAg的表达: 从感染后第1天起, 每天收集1
孔细胞, 40 g/L多聚甲醛(冰预冷)4 ℃固定细胞

15-20 min, 100 mL/L的山羊血清封闭30 min, 加
入抗-HBcAg一抗4 ℃过夜, 二抗为FITC标记的

山羊抗鼠IgG, 37 ℃孵育30 min, 荧光显微镜下

观察结果.

2  结果

2.1 成功建立了人原代肝细胞与HepG2细胞的杂

交细胞 该杂交细胞在培养瓶中呈单层贴壁生长, 
细胞呈长多角形, 比HepG2细胞略饱满, 可传代培

养, 传代一次约需2-4 d, 经冻存复苏后可继续生

长. 利用胰蛋白酶G显带技术分别对野生型HepG2
细胞、HGPRT-HepG2细胞和杂交细胞的20个分

裂相的染色体进行计数, 所得染色体众数分别为: 
51、53、99条(图1). 该结果表明杂交细胞为人原

代肝细胞与HGPRT-HepG2细胞的杂合体.
2.2 感染后细胞及培养上清液中HBV DNA的检

测 巢式PCR检测感染后细胞及培养上清液发

现, 从感染后的第4天到第20天的杂交细胞及培

养上清液都可以扩增120 bp的HBV DNA特异性

片段(图2); 而对照细胞HepG2在感染后不能检出

HBV DNA. 这说明HBV病毒颗粒能够自然感染

■相关报道
常用的细胞模型
HepG2.2.15细胞
系稳定转染了完
整的HBV基因组, 
表达HBV DNA、

病毒蛋白并能产
生病毒样颗粒, 但
由于HBV基因是
通过转染而非自
然感染的方式进
入细胞, 不能用于
HBV早期感染过
程的研究, 不能形
成HBV自然生活
周期中至为关键
的cccDNA, 与病
毒自然感染存在
很大差异.
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该杂交细胞并且能够合成HBV DNA分泌到胞外.
2.3 感染后杂交细胞中HBV cccDNA的检测 绿
豆核酸酶消化法结合缺口引物法检测H B V的

复制中间产物HBV cccDNA发现, 从感染第3天
至第20天, 杂交细胞内可以检测到HBV cccD-
NA(图3). 而对照细胞HepG2在HBV感染后没有

检出HBV cccDNA. 该结果提示HBV侵入细胞

后启动了病毒在细胞内自然复制, 合成了HBV 
cccDNA作为HBV DNA复制和转录的最初模板.
2.4 感染后细胞培养上清液中HBsAg和HBeAg
的检测  收集感染后第4天到第20天的杂交细

胞培养上清液, 利用电化学发光法检测结果显

示: 从HBV感染后第4天起, 杂交细胞能持续分

泌HBsAg, 最低值为2.12 IU/mL, 最高值为93.16 
IU/mL(≥1为阳性), 从感染后第5天起, 杂交细胞

能持续分泌HBeAg, 最低值为1.012 S/Co, 最高

值为2.146 S/Co(≥1为阳性), 而对照细胞HepG2
检测结果为阴性(图4).
2.5 感染后杂交细胞内HBcAg的检测 间接免疫

荧光检测证实, 从感染后第1天到感染后第20
天, 杂交细胞胞质及部分胞核内HBcAg始终阳

性表达, 荧光染色后呈弥漫性着色, 而对照细胞

HepG2在HBV感染后没有检测到HBcAg的表达

(图5).

3  讨论

HBV属于嗜肝DNA病毒科, 其感染具有高度的

种属特异性和组织特异性, 能用做感染的动物

模型只能是与人类亲缘关系相近的灵长类动

物如黑猩猩、树鼩等[21], 然而由于黑猩猩体积

较大、成本高以及受伦理道德约束等因素限

制了其应用; 而树鼩由于其感染效率低, 且仅

导致短暂的轻度感染, 病毒滴度也很低[22], 因
此也难以推广应用. 另外, HBV相关病毒如土

拨鼠HBV(WHV)、鸭HBV(DHBV)等也有用

来做HBV的相关研究[23-26], 但是由于这些病毒

与H B V存在一定差异, 不能真实反映H B V的

复制及转录情况 ,  因此上述这些动物都不是

理想的H B V动物模型. 现有H B V体外感染细

胞模型主要包括人原代肝细胞(primary human 
hepatocytes, PHH)[27]、树鼩原代肝细胞(primary 
tupaia hepatocytes, PTH)和HepRG细胞[28,29], 但
各自都有其缺陷, PHH来源困难、体外存活时

间短, 而PTH体外HBV感染效率很低, HepRG细

胞在肾上腺皮质激素和DMSO连续诱导2 wk以
上可获得对HBV的易感性[30-32], 但其培养条件苛

刻并且化学处理后可能对HBV感染过程影响也

限制了其应用. 能在体外长期培养的HepG2.2.15
细胞也是目前应用较广泛的细胞模型, 问题是

H B V是整合在宿主细胞染色体上 ,  不能模拟

HBV自然感染细胞的过程, 不能形成HBV自然

生活周期中至为关键的cccDNA, 病毒复制水平

低且不能人为改变[33,34]. 总之, 目前应用于HBV

■创新盘点
本研究借鉴体细
胞杂交技术将人
原 代 肝 细 胞 与
HGPRT-HepG2细
胞融合得到一新
型杂交细胞株, 该
细胞株既能自然
感染HBV又能传
代培养, 为HBV侵
入人肝脏的机制
研究提供一个强
有力的工具.

图  1  细胞染色体众数. A: 

HepG2细胞; B: HGPRT-

HepG2细胞; C: 杂交细胞.
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图  2  HBV感染后细胞及培
养上清液中的HBV DNA. 1: 

分子质量标准; 2: 阳性对照

(乙型肝炎患者血清中HBV 

DNA, C型); 3: 感染后杂交细

胞培养上清中HBV DNA(C

型);  4 :  感染后杂交细胞中

HBV DNA(C型); 5: 未感染杂

交细胞中HBV DNA; 6: 感染

后HepG2细胞中HBV DNA.

图  3  HBV感染后细胞内的
HBV cccDNA(294 bp为HBV 
cccDNA的特异性扩增片段). 
1: 分子质量标准; 2: 感染后

杂交细胞中HBV cccDNA; 

3: 感染后HepG2细胞中HBV 

cccDNA; 4: 未感染杂交细胞

中HBV cccDNA; 5: 乙型肝炎

患者血清中HBV cccDNA.
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感染的模型均存在明显的缺陷. 
本实验借鉴体细胞杂交技术将人原代肝细

胞与HGPRT-HepG2细胞融合, 经HAT选择培养

基筛选及有限稀释法得到一新型杂交细胞株, 
之所以选择HepG2细胞不仅因为他具有可传代

性, 并且因其属肝胚瘤细胞系, 与原代肝细胞

具有同源性. 核型分析证实该杂交细胞株染色

体众数为99条, 人原代肝细胞为46条, HGPRT-
HepG2细胞为53条, 据此可推测该杂交细胞是

含人原代肝细胞和HGPRT-HepG2细胞基因组的

杂交细胞. 经HBV感染实验证实, 杂交细胞株对

血清来源的HBV自然感染易感, 并能在感染后

启动有效的病毒复制, 合成HBV复制中间产物

cccDNA, 合成HBV DNA和HBV特异性蛋白抗

原HBsAg、HBeAg和HBcAg. 因此, 该杂交细胞

株可作为HBV自然感染的细胞模型, 进行HBV
感染宿主细胞的早期机制, 包括病毒黏附、胞

吞、脱壳等早期感染过程的研究和病毒侵入人

肝细胞后完整的复制过程的研究, 为体外研究

HBV的自然感染及其生命过程提供新的研究平

台, 目前国际上尚无类似用作HBV体外感染的

细胞模型[2,33,35].
杂交细胞融合成功到现在已经历时9 mo余, 

已传至40代以上. 第40代的杂交细胞与第1代杂

交细胞相比, 除在染色体数目上稍有丢失外, 在

细胞形态、生长特性和对HBV的易感性等方面

没有明显差别, 说明我们建立的杂交细胞株具

有较好的遗传稳定性. 
本课题组之前曾用H B V携带者的原代肝

细胞与H e p G2细胞融合建立了一株杂交细胞

HepCHLine-4[12], 与之相比该新型细胞株有着独

特的优势, 用于HBV体外感染时可以完全排除

细胞模型自带病毒的影响(经巢式PCR检测, 该
新型杂交细胞株本身并未携带HBV基因组), 由
于是空白模型, 因此同理推测该杂交细胞株也

可用作其他类型病毒性肝炎如丙型肝炎、戊型

肝炎等体外感染的研究, 因硕士期间时间及精

力有限, 未能进行其他病毒性肝炎的探究, 接下

来将由课题组继续探讨.
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