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重组人抗ＨＢｓＡｇＦａｂ阻断肝移植后ＨＢＶ再感染
的体外研究
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　　摘要：目的　研究重组合成抗乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的小分子抗体 Ｆａｂ阻断肝
移植后乙肝病毒再感染的作用效应。方法　通过体外抗原黏附实验，补体毒实验和病毒感染实验，计
算抗原黏附率、细胞死亡率和细胞感染率，进行统计分析，研究抗体 Ｆａｂ的功能效应。结果　在有、无
重组抗体存在时，组间的抗原黏附率、细胞死亡率及细胞感染率对比，差异均有显著性 （均为

Ｐ＜０．０５），实验数据在统计学上有显著差异。结论　重组合成抗体 Ｆａｂ能阻断抗原对靶细胞的黏附，
能介导补体毒杀伤靶细胞，降低 ＨＢＶ对人原代肝细胞的感染率。基因重组的小分子抗体 Ｆａｂ的体外
效应实验为其在体内临床应用打下基础。
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　　肝移植是目前惟一有效的治疗终末期肝病的

方式。但我国肝移植受者与国外相比病因比例有

明显差别，我国以终末期乙型肝炎患者为主要受

体。这些患者肝移植后极易发生乙肝病毒（ＨＢＶ）

复发感染。研究［１］表明无预防者肝移植术后 ＨＢＶ

感染率近８０％，而且复发后生存率明显下降，３年

生存率仅为 ４４％。预防乙肝复发是提高我国肝

移植患者生存率及生存质量的关键。

目前，临床上肝移植后乙肝复发的预防治疗

主要是应用乙肝免疫球蛋白（ＨＢＩＧ）和拉米夫定，

由于治疗存在的弊端，学者一直在寻找其它预防

策略，如乙肝疫苗［２］、基因治疗等。抗乙肝表面抗

原的抗体是保护性抗体。抗 ＨＢｓＡｇ的全人源化

Ｆａｂ，ｓｃＦｖ抗体在国内已开展研究。但大多处于抗

体库构建、大肠杆菌表达、酵母菌表达或植物细胞

表达等水平［３－５］。尚无将抗 ＨＢｓＡｇ的全人源化

Ｆａｂ基因构建于腺相关病毒载体而用于体内基因

治疗的研究。故笔者以基因治疗肝移植后乙肝复

发为出发点，以一株来源于人源性噬菌体抗体库

的乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）高亲和力 Ｆａｂ抗体基因

的噬粒 ｐ３ＨＢ为模板，成功构建了能于真核表达

的腺相关病毒穿梭质粒 ｐＸＸＵＦ１ＨＢｓＦａｂ。通过

其脂质体介导法转染 ＨＥＫ２９３细胞，Ｇ４１８筛选

阳性克隆。应用羊抗人 Ｆａｂ抗体通过免疫亲和层

析法纯化转染细胞上清的 ａｎｔｉＨＢｓＦａｂ，经 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ鉴定后用于以下功能检测。通过对其在体

外功能效应的研究，探讨其体内应用价值———基

因重组抗 ＨＢｓＡｇ的小分子 Ｆａｂ能否阻断肝移植后

乙肝病毒的再感染。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　肝细胞　人原代肝细胞源于临床手术切

除的经病理学证实的正常肝组织（患者肝功能正

常，肝炎病毒标记物均呈阴性）；ＨＥＫ２９３细胞系、

人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ均源自武汉生物

物种典藏中心。

１．１．２　试剂及仪器　重组 Ｆａｂ由本实验室构建

表达，工作浓度为 １．４３５μｇ／ｍＬ。ＨＢｓＡｇ（Ｆｉｔｚｇｅｒ

ａｌｄ，ａｄ型，源于人感染血清）购于吉泰生物制品公

司。ＨＢＶ感染血清取自同济医院感染科的慢性乙

型肝炎患者，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测其

ＨｂｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ及 ＨＢｃＡｂ均为阳性，实时多聚酶联

反 应 （ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ）测 病 毒 基 因 等 量 为

１０７ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。人原代肝细胞培养液配方如下：

ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，２１０６３），１５％ 优 等 胎 牛 血 清

（Ｇｉｂｃｏ），地塞米松 １６ｍｇ／Ｌ，胰岛素 ４ｍｇ／Ｌ，青霉

素１０万 Ｕ／Ｌ，链霉素１００ｍｇ／Ｌ。人肝癌细胞系的

培养液配方为：ＲＭＰＩ１６４０培养液，１０％胎牛血清

（杭州四季清），青霉素 １０万 Ｕ／Ｌ，链霉素 １００

ｍｇ／Ｌ。兔补体由本科室临床检验部提供。抗 ＨＢ

ｓＡｇ的免疫荧光抗体购于晶美公司。辣根过氧化

酶标记的抗 ＨＢｓＡｇ抗体购于武汉博士德公司。清

蛋白含量由上海申能试剂盒及美国 ＡｂｂｏｔｔＡｅｒｏｓｅｔ

全自动生化分析仪测定。ＥＬＩＳＡ试剂盒购于上海

实业科华生物技术有限公司。酶标仪为 Ｔｈｒｍｏ电

子公司的 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３型号。ＰＣＲ试剂盒购于美

国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。ＰＣＲ检测的引物由北京奥科公

司合成，上游序列为 Ｆ：５′ＴＧＣＡＣＴＴＣＧＣＴＴＣＡＣＣＴ

３′；下 游 序 列 为 Ｒ：５′ＡＧＧＧＧＣＡＴＴＴＧＧＴＧＧＴＣ 

３′［６］。美国 ＰＥ公司的 ＰＴＣ－１００型 ＰＣＲ扩增仪。

紫外分光光度仪为 ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ，６０２１０３９８。

凝胶图像分析系统为美国 ＵＶＰｂｉｏｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍｓ。

１．２　实验方法

１．２．１　原代肝细胞分离及培养　采用改良的体

外两步灌流分离法［７］分离正常成人肝细胞。对临

床上切除的肝组织在离体 １２ｈ内进行灌流消化、

分离。先用含乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）的前灌

注液灌注约 １５ｍｉｎ。肝脏变白后，换用含 ０．０５％

胶原酶的灌注液，灌注 ３０ｍｉｎ。灌注后剩下的肝

组织块再在含胶原酶的灌注液中震荡水浴消化。

上述步骤均控制在 ３７℃进行。再以 ＰＥＲＣＯＬＬ等

密度离心方法，分离、纯化肝细胞。将分离后的肝

细胞 用 配 制 好 的 ＤＭＥＭ 培 养 液 按 细 胞 密 度

５．０×１０５／ｍＬ稀释后接种至有鼠尾胶（自制）覆盖

加爬片的 ６孔培养板中；每孔含培养液 ２ｍＬ，置于

３７℃，５％ＣＯ２培养箱孵育。１２ｈ后，待肝细胞完

全贴壁，且均已爬片生长，更换培养液。在以后的

细胞培养中，隔天更换 １次等量培养液。收集换

液，进行分泌功能（清蛋白）的检测。

１．２．２　功能检测

１．２．２．１　ＨＢｓＡｇ黏附阻断实验　ＨｅｐＧ２细胞作

为黏附靶细胞，在稳定传代 ２４ｈ后进行实验处理，

用倒置生物相差显微镜观察细胞形态变化过程及

９５７
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贴壁生长情况。细胞消化铺 ６孔板 ２４ｈ后，磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗数次，换以不含胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养基。抗原组：用含 １０％正常人血清和

ＨＢｓＡｇ（０．７８μｇ／ｍＬ（实验量经前期实验摸索）的

培养液对肝细胞进行换液处理，然后置于 ３７℃，

５％ＣＯ２培养箱孵育 ３０ｍｉｎ，随后 ４℃，６０ｍｉｎ
［８］，再

用 ＰＢＳ对肝细胞洗涤 ３次以上（最后 １次洗涤液

留样待检），然后对细胞爬片进行 ＨＢｓＡｇ黏附检

测。ＥＬＩＳＡ法检测洗涤留存液中的 ＨＢｓＡｇ，细胞表

面 ＨＢｓＡｇ检测采用免疫荧光法，计算黏附率。实

验组：用重组抗体 ２０μＬ与 ＨＢｓＡｇ２０μＬ混合孵育

２ｈ后，加入培养细胞，３７℃孵育 １ｈ，ＰＢＳ冲洗后，

行免疫荧光检测，计算黏附率。空白对照组；用含

人血清的培养基换液，其余处理同上。多次实验

黏附率取平均值后，进行统计学分析。

１．２．２．２　 小 分 子 Ｆａｂ介 导 的 补 体 毒 实 验 　
Ｈｅｐ３Ｂ细胞作为攻击靶细胞，细胞消化后，用无血
清的 ＤＭＥＭ悬浮，浓度控制在５．０×１０３／ｍＬ，种于
７２孔板，每孔细胞悬液 ２μＬ。阳性对照组：Ｈｅｐ３Ｂ
细胞加入人免疫球蛋白 ＩｇＧ２μＬ，３７℃孵育 １ｈ。
实验组：Ｈｅｐ３Ｂ细胞加入标准重组抗体２μＬ，３７℃
孵育 １ｈ后，加入羊抗 Ｆａｂ（１∶２０００），３７℃孵育
０．５ｈ后加入补体 ５μＬ，３７℃孵育 １ｈ。阴性对照
组：Ｈｅｐ３Ｂ细胞非特异性抗体 ３７℃孵育 １ｈ后，余
处理同实验组。空白对照组：细胞不作任何处理。

然后伊红 １μＬ染色，３６％甲醛 ２μＬ固定，观察计
算每孔的死亡率，取平均值，行统计分析。

１．２．２．３　小分子 Ｆａｂ的抗病毒实验　以人原代
肝细胞（ＨＰＨＣ）作为靶细胞，研究 Ｆａｂ的抗病毒效
应。感染组：用含 １０％ＨＢＶ感染血清（病毒基因
等量为 １０７ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ对肝细胞进行换液处理，然
后置于 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱孵育。１２ｈ后，弃上
清液，用 ＰＢＳ对肝细胞洗涤 ３次（最后 １次洗涤液
留样待检），再换成含 ２％二甲基亚枫（ＤＭＳＯ）的
胎牛血清培养液。１２ｈ后，用含胎牛血清的培养
液换液，换下的液体留样待检。在以后的细胞培

养中，每 ２ｄ用含胎牛血清的培养液换液 １次，并
收集上清液行 ＥＬＩＳＡ检测。在吸光度 ４０５／６３０下
读取吸光度。观察直至 ２周后固定细胞爬片。采
用免疫组化 ＳＰ法对细胞爬片进行细胞表面 ＨＢ
ｓＡｇ黏附检测，ＨＷＩＡＳ２０００图文分析系统进行结
果分析，并计算感染率。自细胞感染病毒后收集

感染细胞，用不含蛋白酶的细胞裂解液裂解细胞，

酚氯仿抽提上清液提取 ｃｃｃＤＮＡ；使用跨缺口引物
对其作 ｃｃｃＤＮＡ－ＰＣＲ检测。ＰＣＲ反应条件为９５℃
１０ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，５６℃ ２５ｓ，７２℃ ４０ｓ；循 环
４５次。产物经 ２％的琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成
像分析仪进行分析。实验组：重组抗体 ４０μＬ在
体外与病毒 ２０μＬ混合孵育后与聚乙二醇（ＰＥＧ）
一并加入细胞培养液中，孵育 １２ｈ后弃上清液；用
ＰＢＳ对肝细胞多次冲洗，余步骤同感染组。空白
对照组：ＨＰＨＣ不作任何处理。
１．３　统计学处理

实验数据输入 ＳＰＳＳ１２．０医学统计学分析软
件进行分析。组间频数分布比较采用 χ２检验；以
Ｐ＜０．０５为差异有显著性意义。

２　结　果

２．１　细胞培养及实验处理后细胞形态的动态变化
人原代肝细胞分离后，苔盼蓝染色显示细胞

活性在 ８０％以上，在体外存活时间达 ２周，细胞
状态良好，基本适应体外环境。实验前（即培养

４８ｈ后），人原代肝细胞生长良好，肝细胞体积大，
形态为扁平不规则多角形，细胞核、核仁清晰可

见，细胞器丰富，肝细胞伸展较好（图 １），基本铺
满培养板孔底。细胞换液后，在细胞培养上清液

中检测到清蛋白平均含量为（１．１７３±０．１１３）
ｍｇ／Ｌ。对照组人原代肝细胞一直维持正常的形
态结构。感染组的人原代肝细胞在加了处理因素

后，有 部 分 细 胞 变 为 半 贴 壁 状 态。ＨｅｐＧ２与
Ｈｅｐ３Ｂ肝细胞系生长旺盛，２～３ｄ传代 １次，形态
无明显变化。

２．２　小分子 Ｆａｂ的作用效应
２．２．１　阻断抗原黏附靶细胞　抗原组：免疫荧
光检测到靶细胞膜上的 ＨＢｓＡｇ（图 ２－３），阳性率
为 ９８％；细胞洗涤留存液中的 ＨＢｓＡｇ检测呈阴
性。实验 组，空 白 组：免 疫 荧 光 均 为 阴 性 结 果

（图４）。抗原组与实验组的阳性率比较，差异有
显著性（χ２＝１９２．１５７，Ｐ＜０．０５）。
２．２．２　介导补体毒杀伤靶细胞　阳性对照组，
实验组均显示细胞大片死亡（图 ５）。在倒置显微
镜下，计算细胞死亡率分别为 ９９．１％和 ９８．８％。
阴性对照组，空白对照组细胞死亡率为 ３．７６％和
１．１％（图 ６）。实验组与阳性对照组比较，差异
无统计学意义（χ２ ＝０．２０３，Ｐ＞０．０５）。实验组
与 阴 性 对 照 组 比 较，两 者 有 统 计 学 差 异

（χ２＝１８０．７７０，Ｐ＜０．０５）。
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图１　人原代肝细胞（×４００） 图２　抗原组吸附实验，ＨＢｓＡｇ吸附于

ＨｅｐＧ２细胞的表面（×２００）

图３　去荧光下的细胞对照（×２００）

图４　实验组吸附实验，细胞表面未见
抗原荧光（×２００）

图５　补体毒实验实验组，细胞膜破裂，
细胞红染（×１００）

图６　补体毒实验阴性对照组，细胞存
活，胞膜完整（×１００）

２．２．３　阻断病毒感染靶细胞　感染组：细胞洗
涤留存液中 ＨＢｓＡｇ呈阴性，人原代肝细胞感染后
所有留存系列上清液中 ＨＢｓＡｇ均呈阳性，ＨＢｓＡｇ
在感染后 ２周内均可测出（图 ７）。感染后第
１６天，免疫组化法检测到细胞中 ＨＢｓＡｇ呈阳性表
达（图 ８）；用 ＨＭＩＡＳ２０００图文分析系统测得其
平均阳性率为７７％。收集细胞进行 ＨＢＶＤＮＡ检
测：人原代肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的 ＰＣＲ结果为
阳性（图 ９）。实验组：以上结果均为阴性（图
１０）。当 ＥＬＩＳＡ组化、ＤＮＡ检测结果均为阳性时，
可认为感染成功，单一结果阳性视为未感染。经

过 １０次感染实验，在感染组中成功感染 ２次，实
验组中未发生感染。
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图 ７　ＥＬＩＳＡ法检测人原代肝细胞感染 ＨＢＶ后培养上
清中 ＨＢｓＡｇ的含量
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图８　病毒感染实验感染组（×４００）　
细胞胞浆内近胞膜区可见综黄颗

粒，为ＨｂｓＡｇ

图９　ＨＢＶ感染后肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃＤ
ＮＡ的表达　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：未
感染ＨＢＶ肝细胞；２，３：感染后的
肝细胞，产物大小为７３５ｂｐ

图１０　实验组细胞胞浆内（×４００）　　
细胞胞浆内未见ＨｂｓＡｇ
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３　讨　论

乙肝免疫球蛋白（ＨＢＩＧ）预防是目前阻止
ＨＢＶ再感染和改善长期生存质量最有效的一种
方法［９］。但肝移植手术前后短期使用乙型肝炎免

疫球蛋白（ＨＢＩＧ）效果并不理想，大多数患者会发
生 ＨＢＶ再感染；只有长期大剂量使用 ＨＢＩＧ才能
明显减少复发感染的机会。而 ＨＢＩＧ费用十分昂
贵，患者经济上难以满足长期治疗的需求［１０］。即

使在终身接受高剂量 ＨＢＩＧ治疗的患者中仍然有
１０％ ～２０％会复发。主要原因可能是长期用药
带来的免疫压力还可能造成编码 ＨＢｓＡｇ“ａ”决
定族的基因变异而形成免疫逃避株，导致约 ２０％
的患者治疗失败［１１］。而基因重组的抗 ＨＢｓＡｇ的
全人源化 Ｆａｂ有着不可比拟的优势：分子小、免疫
源性低，用于人体不易产生抗异种蛋白反应；易

于渗透到达病灶周围的微循环；血循环和全身清

除快，半衰期短，肾脏蓄积少；无 Ｆｃ段，不易与具
有 Ｆｃ受体的非靶细胞结合［１２］。

为了探讨携抗 ＨＢｓＡｇ的全人源化 Ｆａｂ基因腺
相关病毒载体在真核细胞体内外表达的能力及

用于临床预防肝移植后乙肝复发基因治疗的可

行性，笔者选择构建针对中国人群占大多数的

ａｄｒ型 ＨＢｓＡｇ的抗体作为代表。
在前期实验中［１３］，笔者将此基因重组于腺相

关病毒穿梭质粒 ｐＸＸＵＦ１上，转染 ２９３细胞，分泌
重组 Ｆａｂ。体外实验显示重组的真核细胞分泌表
达的 Ｆａｂ抗体同样具有中和 ＨＢＶ，阻断其感染的
作用。ＨｅｐＧ２细胞黏附 ＨＢｓＡｇ的实验结果显示，
加入重组 Ｆａｂ与 ＨＢｓＡｇ孵育的实验组细胞表面未
见到荧光表达，即 ＨｅｐＧ２细胞无 ＨＢｓＡｇ黏附；而
未加重组 Ｆａｂ的对照组细胞在荧光显微镜下可检
测到荧光。说明此重组 Ｆａｂ具有阻断 ＨＢｓＡｇ黏附
ＨｅｐＧ２肝细胞的能力。Ｈｅｐ３Ｂ细胞是一种低分泌
ＨＢｓＡｇ的肝癌细胞系，用其检测重组 Ｆａｂ可借助
羊抗人 Ｆａｂ抗体间接介导补体对分泌 Ｈｅｐ３Ｂ细
胞实施杀伤作用，与 ＨＢＩＧ的发挥杀伤作用相同。
本实验羊抗人 Ｆａｂ抗体起到 Ｆｃ段的作用。推测
如果在体内转染携抗 ＨＢｓＡｇ的全人源化 Ｆａｂ基因
腺相关病毒载体实验中，即使产生了抗重组 Ｆａｂ
的抗体，它依然能通过抗 Ｆａｂ抗体的作用完成介
导补体杀伤分泌 ＨＢｓＡｇ的感染靶细胞。此外在
ＨＢＶ感染人原代肝细胞的实验中也显示出加入
重组 Ｆａｂ的实验组肝细胞中未检测到 ＨＢＶｃｃｃＤ
ＮＡ；ＥＬＩＳＡ实验和免疫组化均证明肝细胞内无

ＨＢｓＡｇ产生，表明重组 Ｆａｂ对正常肝细胞有保护
作用。本实验在重组 Ｆａｂ阻断 ＨＢＶ感染肝细胞
的能力方面进行了定性分析，至于对 ＨＢＩＧ的效
价比和定量分析，笔者拟于今后的实验中作进一

步研究。
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