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■背景资料
丙型肝炎病毒核
心蛋白可与宿主
细胞蛋白相结合, 
通过多种途径参
与肝细胞脂肪变
性、肝纤维化、
肝硬化和肝细胞
癌 的 发 生 ,  与 胰
岛素抵抗、干扰
素抵抗有密切关
系, 在HCV感染的
致病机制中起重
要作用. 至今尚不
能建立长期而稳
定的HCV体外感
染细胞模型和动
物模型, 严重影响
了对HCV复制机
制、持续感染机
制、与宿主蛋白
的相互作用以及
新药与疫苗研发
等相关内容的深
入研究.
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Abstract
AIM: To establish a non-hepatic cell model ex-
pressing hepatitis C virus (HCV) core protein in 
vitro. 

METHODS: Recombinant plasmid pCMH6K 
containing the gene encoding HCV 1b core pro-
tein was identified by restriction digestion and 
temporarily or stably transfected into Chinese 
hamster ovary (CHO) cells using Lipofectamine 
2000. CHO cells transfected with the pCMH6K 
plasmid were passaged continuously for 110 
days. Distribution of HCV core protein in trans-
fected CHO cells was examined by immune flu-
orescence. The mRNA expression of HCV core 
protein in transfected CHO cells was examined 
by RT-PCR. 

RESULTS: The pCMH6K plasmid contains 
the gene encoding HCV1b core protein. HCV 
core protein was mainly distributed in the 
cytoplasm and scarcely in the membrane of 
CHO cells temporarily or stably transfected 
with the pCMH6K plasmid. The mRNA ex-
pression of HCV core protein was also de-
tected in CHO cells transfected with the pC-
MH6K plasmid. 

CONCLUSION: CHO cells transfected with the 
pCMH6K plasmid could express HCV core pro-
tein persistently.

Key Words: Hepatitis C virus; Core protein; Chinese 
hamster ovary cells; Cell passage
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摘要
目的: 建立丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)核心(core, C)蛋白体外表达的非肝细胞
模型.

方法: 核酸酶切法鉴定含有HCV1b基因型C
蛋白编码基因的重组质粒pCMH6K的稳定性, 
将pCMH6K瞬时及稳定转染于中华仓鼠卵巢
(China hamster ovary, CHO)细胞并连续传代
110 d, 免疫荧光法检测转染细胞内HCV C蛋
白分布特征, RT-PCR法检测转染细胞内HCV 
C mRNA.

结果: pCMH6K含有与HCV1b基因型C蛋白
编码基因(573 bp)相一致的特异性片段; 在
pCMH6K瞬时以及稳定转染的CHO细胞内可
见HCV C蛋白主要分布在胞质, 少部分在胞
膜; 在不同时期稳定转染CHO细胞中均可见
到与HCV C mRNA相一致的基因特异性片段
(267 bp).

结论: 成功建立了能够持续表达HCV C蛋白的
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■研发前沿
如何建立长期而
稳定的HCV体外
感染细胞或动物
模型, 为HCV变异
性、复制机制、
与宿主蛋白的相
互作用以及新药
与疫苗的研发提
供研究平台, 一直
是近20余年来丙
型肝炎研究领域
的热点与难点.

摘要
目的:
方法:
结果:
结论:
.  世界华人消化杂志  2011; 19(10): 000-000
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CHO细胞株.
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0  引言

丙型肝炎病毒核心(hepatitis C virus core, HCV C)
蛋白可与宿主细胞蛋白相结合, 通过多种途径参

与肝细胞脂肪变性、肝纤维化、胰岛素抵抗和

干扰素抵抗等[1]. 长期、稳定的HCV体外细胞或

动物感染模型的建立, 有益于对HCV持续感染机

制、抗病毒治疗新药以及有效疫苗研发进行更

深入的研究[2,3]. 本研究将构建的含有HCV C蛋白

编码基因的真核表达重组质粒pCMH6K转染到

中华仓鼠卵巢(China hamster ovary, CHO)细胞, 
通过G418加压筛选获取阳性细胞克隆. 在进行

持续传代110 d中, 定期通过免疫荧光、RT-PCR
等方法检测HCV 1b基因型的C蛋白编码基因复

制与表达. 稳定表达HCV C蛋白的CHO细胞株的

建立将为进一步研究HCV C蛋白与宿主细胞的

相互作用, 阐述HCV感染致病机制奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 在Bam HⅠ酶切位点插入全长573 bp
的HCV 1b基因型C基因的重组质粒pCMH6K
由日本金泽医科大学综合医学研究所王春福

博士惠赠. 感受态菌DH5α购自TaKaRa公司; 
CHO细胞购自中国科学院上海细胞库, 生长于

37 ℃、50 mL/L CO2及含有10% FCS的DMEM
中. 小量质粒提取试剂盒购自Axygen公司; 细
胞培养基DMEM购自Thermo Fisher生物制品

北京有限公司; 胎牛血清购自天津市灏洋生物

制品科技有限责任公司; 氨苄青霉素、脂质体

(Lipofectamine 2000)和G418购自Invitrogen公
司; Bam HⅠ、Total RNA提取试剂和RT-PCR试
剂盒购自TaKaRa公司; 小鼠的单克隆抗体HepC 
cAg(C7-50)购自Santa公司; FITC标记山羊抗小

鼠IgG购自北京中杉公司. 引物选自HCV C区序

列: 5'-TTA GGA TCC ACG AAT CCT AAA CCT 
CAA A-3'为上游引物, 位于HCV C区第348-366 
nt位点; 5'- ACT GAA TTC CCT CAT TGC CAT 
AGA GGG-3'为下游引物, 互补于HCV C区第

592-610 nt位点, 由TaKaRa公司合成. 采用RT-

PCR方法检测pCMH6K稳定转染的不同时期

CHO细胞中HCV C mRNA.
1.2 方法 
1.2.1 pCMH6K转化与鉴定: (1)pCMH6K转化: 解
冻感受态细胞DH5α并取60 μL后加入pCMH6K
溶液50 ng, 冰上放置30 min后42 ℃水浴热击90 
s, 再迅速置冰上3 min, 加入1 mL LB液体培养基

于37 ℃混匀, 225 r/min振荡1 h. 取10 μL菌液在含

氨苄青霉素(80 mg/L)的LB琼脂糖培养基上37 ℃
过夜培养; (2)pCMH6K提取: 从平板培养基上挑

取单菌落接种于含有氨苄青霉素(80 mg/L)的3 
mL LB液体培养基中, 37 ℃、225 r/min, 摇菌16 
h, 参照质粒小提试剂盒说明书进行pCMH6K小

剂量提取; (3)pCMH6K酶切鉴定: 取pCMH6K溶

液2 μL加Bam HⅠ 2 μL, 10×Buffer 4 μL, 最终总

体积40 μL, 37 ℃酶切1 h, 取5 μL用于1%琼脂糖

凝胶电泳鉴定.
1.2.2 脂质体(Lipofectamine2000)法瞬时转染

pCMH6K: (1)CHO细胞常规培养: 取6孔板培养

CHO细胞(37 ℃、50 mL/L CO2、10%胎牛血清

和双抗的DMEM)至培养细胞达到90%以上融

合; (2)pCMH6K转染: 将4 μg pCMH6K与无血清

无抗生素的DMEM混合至总体积250 μL, 即溶

液A; 将10 μL脂质体与240 μL无血清无抗生素

的DMEM混匀并室温孵育5 min, 即溶液B; 将溶

液A与溶液B混合并室温孵育20 min形成脂质体

/质粒混合物. 加上述混合物于6孔板培养的CHO
细胞, 37 ℃、50 mL/L CO 2孵育4 h后加入10% 
FCS的DMEM继续培养至24 h; (3)免疫荧光法检

测HCV C蛋白: 4%多聚甲醛固定转染pCMH6K
的CHO细胞1 h, 加入0.1%的Triton溶液10 min, 
加入1% BSA封闭1 h, 加入一抗HepC cAg(0.1% 
BSA稀释, 稀释度1∶100)并于4 ℃孵育过夜, 暗
室中加入二抗FITC标记山羊抗小鼠IgG(0.1% 
BSA稀释, 稀释度1∶100)37 ℃避光孵育1 h; 荧
光显微镜下观察细胞并拍照.
1.2.3 脂质体(Lipofectamine2000)法稳定转染pC-
MH6K: (1)筛选最佳G418浓度: 将CHO细胞接种

于24孔板, 孵育24 h后, 每孔分别加入不同浓度的

G418, 依次为600 mg/L、650 mg/L、700 mg/L、
750 mg/L、800 mg/L、850 mg/L、900 mg/L、
每种浓度设3个孔, 余下3孔为正常细胞对照. 培
养11 d后确定能杀死所有细胞的最低G418浓度

作为本实验的最佳筛选浓度, 即为800 mg/L; (2)
pCMH6K稳定转染: 用24孔板(每孔0.5 mL)培养

CHO细胞24 h, 将pCMH6K 0.8 μg与脂质体2 μL

■相关报道
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混合并加入无血清无抗生素的DMEM至总体积

为100 μL, 室温孵育20 min后加入24孔板的CHO
细胞中, 培养6 h后更换为新鲜含10% FCS的
DMEM继续培养至24 h, 将CHO细胞以1∶4的比

例接种到6孔板和24孔板中, 常规培养24 h, 待细

胞密度增至50%-70%汇合时, 分别加入800 mg/L
含G418的DMEM培养液筛选, 加压筛选2 wk时, 
正常细胞及脂质体对照细胞均死亡. 将具有抗

生素抗性的阳性CHO细胞克隆, 用含400 mg/L 
G418的DMEM维持筛选培养扩大阳性克隆, 传
代培养110 d, 细胞稳定生长, 并收集维持筛选后

第35、40、45、50、65、85、90、95、100、
105以及110天等不同时期的细胞.
1.2.4 免疫荧光检测稳定转染细胞株中HCV C蛋

白: 培养pCMH6K转染的CHO细胞并接种至6孔
板中的盖玻片上, 培养24 h使细胞密度达到80%
以上, 免疫荧光检测pCMH6K转染的CHO细胞

中HCV C蛋白的方法同前, 50%甘油封片, 于荧

光显微镜下观察细胞并拍照.
1.2.5 RT-PCR法检测稳定转染细胞株中HCV C 
mRNA: (1)细胞总RNA提取: 将上述不同时期收

集的pCMH6K稳定转染CHO细胞, 按Total RNA
提取试剂盒说明书进行细胞总RNA提取, 紫外

线分光光度仪分别测定其浓度; (2)RT-PCR: 将
提取的RNA稀释成500 mg/L, 以小鼠管家基因

GAPDH作为内参, RT-PCR反应条件, RT: 42℃ 
30 min, 99 ℃ 5 min , 5 ℃ 5 min, PCR: 94 ℃变性

30 s, 55 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 35循环, 最
后72 ℃延伸5 min. 取PCR反应液3 μL、小鼠管

家基因GAPDH PCR反应液2 μL进行1.5%琼脂

糖凝胶电泳分析.

2  结果

2.1 pCMH6K的鉴定 提取pCMH6K经Bam HⅠ酶

切、1%琼脂糖凝胶电泳分析, 可见到约573 bp
的片段, 与HCV 1b基因型C蛋白编码基因大小

相一致(图1).
2.2 pCMH6K瞬时转染以及免疫荧光检测 转染

pCMH6K的CHO细胞于24 h可见较显著的绿色

荧光标记(图2A), 高倍视野可见绿色荧光标记

主要分布在胞质, 也可见于胞膜(图2B); 未转染

pCMH6K的CHO细胞未见特异性绿色荧光标记, 
仅见散在的无特异性绿色荧光杂质(图2C).
2.3 pCMH6K稳定转染后的CHO细胞筛选与传

代培养 pCMH6K稳定转染后的CHO细胞于培

养后48 h加入G418, 加压筛选2 wk, 可见单个及

小细胞团簇形成即阳性克隆出现(图3A), 维持

筛选第3天(图3B)、6天、12天、15天可见细胞

团簇逐渐扩大并融合; 维持筛选后第35天、40
天、45天、50天、65天、85天、90天、95天、

100天、105天以及110天(图3C)等不同时期的细

图  1  pCMH6K质粒酶切. M: Marker; 1: pCMH6K; 2: pC-

MH6K经BamHⅠ酶切.

M        1        2

8 000 bp
5 000 bp

2 000 bp

1 000 bp

500 bp 573 bp

200 bp
100 bp

A

B

C

图  2  免疫荧光检测HCV C蛋白的表达. A: pCMH6K转染的

CHO细胞(200×); B: pCMH6K转染的CHO细胞(400×); C: 

未转染的CHO细胞(400×).

■创新盘点
本研究选用非人
源CHO细胞作为
含HCV C基因重
组质粒稳定转染
的 受 体 细 胞 ,  建
立稳定表达HCV 
C 蛋 白 的 细 胞 模
型 ,  为研究HCV 
C 蛋 白 的 作 用 奠
定基础.
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胞, 可见细胞稳定生长, 通过与同步传代的正常

CHO细胞(图3D)进行光镜下比较, 二者在细胞

形态上没有显著区别.
2.4 免疫荧光检测稳定转染细胞株中HCV C蛋白

的表达 与未转染CHO细胞(图4C)比较, 稳定转

染的CHO细胞(图4A, 4B)可见较显著绿色荧光

标记.
2.5 RT-PCR检测稳定转染细胞株中HCV C基因

反应产物经琼脂糖凝胶电泳可见特异性条带, 
反应产物大约267 bp, 未转染细胞未见特异性条

带, 小鼠的管家基因GAPDH产物约168 bp(图5).

3  讨论

近年研究发现HCV C蛋白除作为核壳体蛋白具有

病毒颗粒组装功能外, 还参与调节细胞凋亡[4,5]、

脂代谢[6,7]、转录[8,9]以及抗原递呈[10]等作用, 与
干扰素抵抗也有密切关系[11]. HCV C蛋白具有广

泛的反式激活作用, 与宿主细胞蛋白相互作用, 
是导致病毒持续感染以及肝细胞癌变的重要原

因[12]. 深入认知和分析HCV C蛋白分子生物学

特性, 对阐明HCV持续性感染与致癌机制以及

HCV对肝细胞脂肪变与干扰素疗效的影响等诸

多问题具有重要意义. 稳定、持续表达HCV C蛋
白的细胞感染模型的建立, 将为HCV C蛋白与宿

主细胞相互作用的系列研究提供契机[2,3].
本研究将构建的含有H C V 1b基因型C基

因的真核表达重组质粒pCMH6K, 经转化、提

取、酶切鉴定后, 通过脂质体法瞬时转染CHO
细胞. 经免疫荧光检测证实HCV C蛋白在细胞

中表达, 高倍视野下可见表达的部位在胞质和

胞膜, 以胞质为主. pCMH6K稳定转染的研究

将为用于HCV C蛋白体外表达研究的CHO细

胞模型的建立提供可能. 在适宜的G418筛选浓

度控制下, 从筛选出pCMH6K转染的CHO细胞

阳性克隆到细胞成簇、细胞团融合以及稳定传

代共计110 d期间, 分别收集维持筛选的第35、
40、45、50、65、85、90、95、100、105以及

110天的传代CHO细胞, 经免疫荧光检测细胞中

HCV C蛋白表达分布特点, 可见特异性的绿色

荧光标记仍主要分布在胞质, 少部分在胞膜; 同
pCMH6K瞬时转染的CHO细胞的免疫荧光检

测结果相一致, 但表达量较前者明显增加. 应用

针对HCV C基因负链区域特异性引物, 通过RT-
PCR方法检测上述不同时期稳定转染CHO细胞

中HCV C基因mRNA, 经1.5%琼脂糖凝胶电泳

A B C D

图  3  筛选培养pCMH6K稳定转染CHO细胞(×200). A: 加压筛选2 wk; B: 维持筛选3 d; C: 维持筛选第110 d; D: 正常CHO细胞.

A B C

图  4  免疫荧光检测稳定转染细胞中HCV C蛋白的表达. A: pCMH6K稳定转染的CHO细胞(×200); B: pCMH6K稳定转染的

CHO细胞(×400); C: 未转染CHO细胞(×200).

图  5  pCMH6K稳定转染CHO细胞传代后不同时间的mRNA
检测. M: Marker; 1: 维持筛选第35天; 2: 第40天; 3: 第45天; 

4: 第50天; 5: 第65天; 6: 第85天; 7: 第90天; 8: 第95天; 9: 第

100天; 10: 第105天; 11: 第110天; 12: 未转染细胞.
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■应用要点
本研究建立了体
外稳定表达HCV 
核心蛋白的非肝
细 胞 模 型 ,  为 后
续研究HCV核心
蛋白与宿主细胞
的 相 互 作 用 ,  阐
述HCV感染的致
病机制提供研究
平台.
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分析, 均可见到与HCV C mRNA相一致的特异

性片段(267 bp), 证实pCMH6K稳定转染的CHO
细胞在110 d内存在HCV C基因的持续性转录与

表达, 进而提示建立了稳定表达HCV C蛋白的

CHO细胞模型.
早期研究认为H C V是一种严格的嗜肝病

毒, 不能在肝细胞以外的细胞中复制, 而后续研

究发现HCV还可体外感染单核细胞与淋巴细胞. 
先后用HCV体外感染的细胞株包括人单核细胞

株(U937)、人T淋巴细胞株(Molt-4)、人胆囊细

胞株(Kirlich)、猪肾细胞株(PK15)以及鼠睾丸细

胞株(STE)[13]等. 虽然HCV在猪肾细胞株、鼠睾

丸细胞株和人肝癌细胞(Hep3B)中能间接表达

相关蛋白, 但是在上述细胞中只能检测到HCV 
RNA的正链, 却无法检测到HCV负链, 即复制中

间体, 说明上述细胞的选择仍难阐述HCV复制

环节. 本研究选用非人源CHO细胞作为含HCV 
C基因重组质粒稳定转染的受体细胞, RT-PCR法
在pCMH6K稳定转染的不同时期CHO细胞内检

测到HCV C mRNA, 证明了含HCV C基因重组

子可在CHO细胞内转录与表达特点, 此模型的

建立可为后续HCV C蛋白分子生物学特性以及

与宿主细胞相互作用的体外研究奠定基础.
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■同行评价
本研究旨在建立
HCV体外感染的
非 肝 细 胞 模 型 , 
既是HCV感染研
究 领 域 的 热 点 , 
又 具 有 创 新 性 , 
具有较好的学术
价值.


