
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:侯冰,高玉雪,杨鹏翔,等.脱氧胆酸对 HBV复制及肝癌细胞自噬

影响的研究[J].右江民族医学院学报,2023,45(4):545-551.
【论著与临床报道】

脱氧胆酸对HBV复制及肝癌细胞自噬影响的研究
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2.首都医科大学附属北京佑安医院北京肝病研究所,北京 100069)

摘 要:目的 观察脱氧胆酸(deoxycholicacid,DCA)对乙型肝炎病毒(hepatitisBvirus,HBV)复制的影响,及其对肝癌

细胞自噬的影响程度,探讨其可能的作用机制。方法 观察不同浓度DCA对 HepG2及 HepG2.215细胞活性的影响,

进而测定不同浓度DCA对 HepG2.215细胞 HBVDNA的载量及 HBsAg、HBeAg和 HBcAg表达水平的影响,蛋白免

疫印迹检测自噬水平;将 HepG2.215细胞转染乙型肝炎病毒X(HBX)蛋白突变表达质粒后,观察 HBX对DCA处理的

HepG2及HepG2.215细胞的HBVDNA载量以及HBsAg、HBeAg和HBcAg表达水平的影响,蛋白免疫印迹检测细胞

自噬水平。结果 ①CCK-8实验结果显示随着 DCA浓度的升高,细胞活力均呈现梯度下降趋势(P <0.01);②

HepG2.215细胞的 HBVDNA载量以及 HBsAg、HBeAg、HBcAg水平均随着DCA浓度的提高而上升(P<0.01);③

HepG2与 HepG2.215细胞的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高(P<0.01),HepG2细胞的p62蛋白水平随着DCA浓度的升高

而下降(P<0.01),HepG2.215细胞的p62蛋白水平随着DCA浓度的升高而上升(P<0.01);④未经DCA处理的对

照组、经100μmol/LDCA处理的对照组、未经DCA处理的 HBX突变表达质粒转染组、经100μmol/LDCA处理的

HBX突变表达质粒转染组的 HBVDNA载量、HBsAg、HBeAg、HBcAg水平、HBX蛋白水平以及LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值

均呈现依次上升趋势(P<0.01),p62蛋白水平呈现依次下降趋势(P<0.01)。结论 ①DCA处理可以降低肝癌细胞

的活力;②DCA可以促进 HBV的复制;③DCA可以促进 HepG2细胞的自噬,在 HepG2.215细胞中促进不完全自噬;

④DCA可以通过促进 HBX蛋白的合成来加强 HBV的复制,进而促进不完全自噬。
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StudyontheeffectsofdeoxycholicacidonHBVreplicationand
autophagyinhepatocellularcarcinomacells
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  Abstract: Objective Toobservetheeffectsofdeoxycholicacid(DCA)onthehepatitisBvirus(HBV)

replicationandtheextentofautophagyinhepatocellularcarcinomacells,andexplorethepossibleunderlying
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mechanisms. Methods ThestudyassessedtheeffectsofdifferentDCAconcentrationsontheviabilityof
HepG2andHepG2.215cells.Additionally,theimpactofdifferentDCAconcentrationsontheHBVDNAload
andexpressionlevelsofHBsAg,HBeAg,andHBcAgwereevaluatedinHepG2.215cells.WesternBlotanaly-
siswasperformedtoassessthelevelsofautophagy.Moreover,afterHepG2.215cellsweretransfectedwitha
plasmidofmutantexpressioninhepatitisBvirusX(HBX)protein,theeffectsofHBXonHBVDNAloadand
expressionlevelsofHBsAg,HBeAg,andHBcAgwereobservedinbothHepG2andHepG2.215cellstreated
withDCA.WesternBlotwasusedtotestcellularautophagylevels. Results ①TheresultsoftheCCK-8ex-
perimentshowedagradientdecreaseincellviabilitywithincreasingconcentrationsofDCA(P<0.01).②The
HBVDNAloadandthelevelsofHBsAg,HBeAgandHBcAgwereelevatedwithincreasingconcentrationsof
DCAinHepG2.215cells(P <0.01).③TheratioofLC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ wasincreasedinbothHepG2and
HepG2.215cells(P<0.01).Theproteinlevelsofp62weredecreasedwithincreasedDCAconcentrationsin
HepG2cells(P<0.01),whileitwasincreasedinHepG2.215cells(P <0.01).④TheHBVDNAload,

HBsAg,HBeAg,HBcAglevels,HBXproteinlevels,andtheratioofLC3-Ⅱ/LC3-Ⅰshowedgradedincrease
(anincreasingtrendinturn)(P<0.01),andtheproteinlevelofp62showedasequentialdecrease(P<0.
01)inthecontrolgroupwithoutDCAtreatment,thecontrolgrouptreatedwith100μmol/LDCA,thegroup
transfectedwiththeHBXmutantplasmidwithoutDCAtreatmentandthegrouptransfectedwiththeHBXmu-
tantplasmidtreatedwith100μmol/LDCA. Conclusion ①DCAtreatmentcanreducetheviabilityofhepato-
cellularcarcinomacells;②DCAcanpromoteHBVreplication;③DCAcanpromoteautophagyinHepG2cells
andfacilitateincompleteautophagyinHepG2.215cells;④DCAcanenhanceHBVreplicationbypromotingthe
synthesisofHBXprotein,whichacceleratesincompleteautophagy.
  Keywords: deoxycholicacid;hepatitisBvirus;autophagy;livertumor

  人体中的胆汁酸是由肝脏合成并储存在胆囊中,
同时肝脏也是人体内唯一具有胆汁酸合成所需的所有

酶的器官[1]。胆汁酸根据其来源可分为两大类:初级

胆汁酸与次级胆汁酸。初级胆汁酸是由肝脏初步合

成,包括胆酸与鹅脱氧胆酸,并且与甘氨酸或牛磺酸结

合后成为初级结合胆汁酸存储于胆囊中;初级胆汁酸

释放进入肠道后,在肠道菌群的作用下转化为次级游

离胆汁酸,包括脱氧胆酸(deoxycholicacid,DCA)与
石胆酸。当胆汁酸经胆囊释放通过肠道时,约95%的

胆汁酸会参加胆汁酸的肝肠循环,在此过程中胆汁酸

在末端回肠的刷状边界膜中被重吸收,由门静脉入血,
流向肝窦并被肝细胞吸收,而最终剩余约5%的胆汁

酸会随着粪便排出。胆汁酸对于人体的脂类代谢来说

十分重要,胆汁酸的肠肝循环则保证了人体内胆汁酸

池的稳定[2]。
自噬是一个将自身的细胞质蛋白或细胞器包被进

入囊泡,并与溶酶体融合形成自噬溶酶体,降解其所包

裹的内容物的过程,细胞通过自噬可以实现其本身的

新陈代谢[3]。目前已经发现许多可以促进自噬发生发

展的信号分子以及信号通路,常见的信号通路包括

PI3K-AKT-mTOR信号通路、AMPK信号通路以及

MAPK信号通路,而这些通路中Beclin-1、Bcl-2、LC3-
Ⅰ、LC3-Ⅱ、p62等蛋白产物是最常见的检测分子[4-8]。

由乙型肝炎病毒(hepatitisBvirus,HBV)感染导

致的慢性乙型肝炎是我国常见的慢性传染病,在我国

因HBV感染而导致的肝硬化占比达到60%,而肝癌

占比达到80%[9]。LIJH等[10]发现,HBV可诱导肝

细胞的自噬,同时 HBV的复制也需要自噬相关蛋白

的参与,如HBV的包膜延长需要自噬过程中的重要

分子LC3-Ⅱ的参与,而LC3-Ⅱ又是自噬溶酶体的必

要组成分子,因此 HBV的复制抑制了自噬溶酶体的

形成与降解,导致不完全自噬的发生[11-12]。在这种自

噬过程中LC3-Ⅱ被 HBV捕获并用于自身包膜的延

长,促进了HBV的复制,同时因自噬溶酶体的形成与

降解受阻,导致被自噬溶酶体包裹并降解的 HBV数

量减少,这是 HBV产生免疫逃逸的一种机制。因此

肝细胞的不完全自噬促进了 HBV的复制,进一步加

重了HBV的感染。
胆汁酸对于自噬的影响具有双面性,既可以促进

自噬的发生发展,又可以抑制自噬的发展进程,其中膜

受体 TGR5 与 核 受 体 FXR 在 这 里 起 到 重 要 作

用[13-14]。ROESLYHB等[15-17]表明,DCA可以通过

G蛋白偶联受体-5(TGR5)与Beclin-1途径促进自噬

的发生,进而促进了食管腺癌的发生。而在胆汁酸的

肝肠循环中,经过肝细胞的 DCA 占比可达到至少

10%,在肝硬化、肝癌、胆汁淤积等情况下,又增加了
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DCA与细胞接触及相互作用的时间,而DCA在慢性

乙型肝炎中对HBV复制以及肝细胞生物学效应的影

响还缺乏相应的研究,为此,本文将重点观察DCA对

HBV复制的影响及自噬在其中的作用,并探讨可能的

机制,为研究更精准、有效地治疗 HBV感染导致的慢

性乙型肝炎的手段提供理论依据。

1 实验材料与方法

1.1 主要实验材料 HepG2与 HepG2.215肝癌细

胞系(中国科学院上海生命科学院细胞库)、标准纯度

的DCA(美国Sigma公司)、Elisa检测试剂盒(上海科

华生物工程股份有限公司)、HBV核酸定量检测试剂

盒(长沙圣湘生物科技股份有限公司)、LC3-Ⅰ/Ⅱ抗

体(美国cellsignalingtechnology公司,4108S)、p62
抗体(美国cellsignalingtechnology公司,5114S)、

HBX抗体(美国abcam公司,ab39716)、HBcAg抗体

(美国abcam公司,ab8637)、辣根过氧化物酶标记的

山羊抗鼠/兔二抗(美国cellsignalingtechnology公

司,7076S,7074S)、AF488荧 光 标 记 的 二 抗(美 国

ThermoFisher公司,A-11008)、HBX突变表达质粒

(北 京 博 迈 德 基 因 技 术 有 限 公 司,BM4015)、X-
tremeGENEHPDNATransfectionReagent质粒助

转剂(瑞士Roche公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 CCK-8检测细胞毒性 将生长状态良好的

HepG2与HepG22.215细胞接种于96孔板中,每孔1
×104 个细胞,孵育12h后更换为含有0μmol/L、25

μmol/L、50μmol/L、100μmol/L、150μmol/LDCA
的培养基,孵育48h后每孔加入10μL的CCK-8溶

液,37℃孵育1h后读取吸光度。

1.2.2 HBsAg、HBeAg以及HBVDNA载量测定 
将细胞铺于6孔板中,每孔6×105 个细胞,孵育12h
后更 换 为 含 有0μmol/L、50μmol/L、100μmol/L
DCA浓度的培养基,二氧化碳培养箱孵育72h后收

集培养基上清用于ELISA与 HBVDNA载量测定实

验。按照ELISA检测试剂盒与核酸定量试剂盒说明

书中的操作步骤进行实验。

1.2.3 量化成像流式仪测定HBcAg水平 同1.2.2
中将细胞铺板并更换培养基孵育后,收集细胞,使用

4%的多聚甲醛固定,再加入冰冷的100%甲醇,用

PBS稀释甲醇至终浓度90%以透化细胞,25min后加

入HBcAg抗体,30min后加入荧光二抗,染色30min
后上机检测。

1.2.4 WesternBlot检测蛋白 同1.2.2中将细胞

铺板并更换培养基孵育后,收集细胞,使用RIPA裂解

液收集细胞总蛋白,使用BCA蛋白定量试剂盒检测蛋

白浓度,煮沸蛋白后进行传统 WB的实验步骤:制胶

-上样-电泳-转膜,PVDF膜使用对应的一抗孵育

并洗膜后再使用对应的种属二抗孵育,洗膜后进行曝

光检测。

1.2.5 HBX突变表达质粒转染 将生长状态良好的

Hep2.215细胞接种于6孔板,待生长融合度达到

90%后进行质粒转染实验,取出对应孔数的1.5mL
无菌EP管,每管加入200μL培养基、4μLHBX突变

表达质粒、12μL助转剂,混匀后37℃孵育30min,在
添加进相应的孔板中,转染6h后换液。

1.3 统计学方法 采用SPSS20.0软件进行统计学

分析。多组间比较采用方差齐性检验和单因素方差分

析(OneWayANOVA)。进一步进行组间两两比较

时,若方差齐时,采用SNK 检验(Student-Newman-
Keuls法);若方差不齐时,采用Games-Howell检验,
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 DCA对肝癌细胞系活力的影响 经过实验发

现,DCA对肝癌细胞均具有毒性作用,且随着浓度的

升高,细胞活力呈现出逐渐降低趋势,具有浓度依赖性

(P<0.01)。见图1。

注:与0μmol/LDCA的对照组相比,**P<0.01。

图1 DCA对 HepG2与 HepG2.215细胞活力的影响

2.2 DCA对HBV复制的影响 HBsAg、HBeAg水

平和 HBcAg的荧光强度与荧光细胞占比以及 HBV
DNA载量均随着浓度的升高而升高,且具有梯度上升

趋势(P<0.01)。见图2。

2.3 DCA对肝癌细胞自噬的影响 在 HepG2细胞

中,LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值随着 DCA 浓度的升高而升

高,p62蛋白水平随着DCA浓度的升高而下降,结果

提示DCA促进了其自噬进程,促进了肝癌细胞的自

噬(P <0.01);而在 HepG2.215细胞中,LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比值与p62蛋白水平均随着DCA浓度的升高

而升高(P<0.01)。见图3。
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注:A.HBsAg测定结果,B.HBeAg测定结果,C.HBVDNA载量测定结果,D、E.HBcAg水平测定结果。

与0μmol/LDCA的对照组相比,**P<0.01。

图2 DCA对 HepG2.215细胞 HBsAg、HBeAg、HBcAg水平与 HBVDNA载量结果

注:A.自噬蛋白水平检测,B.LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值测定,C.p62/β-actin比值测定。

两组细胞各自与组内0μmol/LDCA对照组相比,*P<0.05,**P<0.01。

图3 DCA对 HepG2与 HepG2.215细胞自噬的影响

2.4 DCA通过作用于 HBX蛋白对 HBV复制的影

响 0μmol/L对照组、100μmol/L对照组、0μmol/L
质粒转染组、100μmol/L质粒转染组的各项 HBV复

制指标均呈现依次上升结果(P<0.01)。见图4。

2.5 DCA通过作用于 HBX蛋白对自噬水平的影响

 0μmol/L对照组、100μmol/L对照组、0μmol/L质

粒转染组、100μmol/L质粒转染组的 HBX、p62蛋白

水平以及LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值均呈现依次上升结果

(P<0.01)。见图5。
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注:A.HBsAg测定结果,B.HBeAg测定结果,C.HBVDNA载量测定结果,D、E.HBcAg测定结果。

与0μmol/L对照组相比,**P<0.01。

图4 DCA对 HepG2.215细胞对照组以及质粒转染组的 HBV复制影响

注:A.各项蛋白检测结果,B.HBX/β-actin比值结果,C.LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值结果,

D.p62/β-actin比值结果。与0μmol/L对照组相比,**P<0.01。

图5 DCA对 HepG2.215细胞对照组以及质粒转染组的 HBX蛋白及自噬水平的影响

3 讨论

DCA主要由肠道菌群的厌氧菌群对结合胆汁酸

的7α脱羟基作用生成,目前DCA多注重于结肠癌的

诱导促进以及肠道菌群的调节等研究,BERNSTEIN
C等[18]、KAWANOA等[19]、PAIR等[20]分别通过动

物实验、流行病统计学、细胞实验表明脱氧胆酸可以诱

导结肠癌的发生,并且DCA可以激活多种信号通路,
比如NF-κB、Wnt与 MAPK通路,进而对结肠癌产生

促进作用[21-22]。另一方面,DCA本身具有抗炎灭菌作

用,在正常生理状态下可在肠道中可以抑制菌群的过

度生长,并在肠道炎症中发挥着消炎效应,同时在胆汁

酸的肠肝循环中调节胆汁酸池的含量,进而调节胆汁

酸的合成[23]。DCA被重吸收进入肝脏时通常以结合

的形式存在,从而增加其亲水性以降低细胞毒性作用,
但是在高脂饮食、肝硬化、肝炎以及胆管炎等一系列疾

病中,胆汁酸的代谢受到阻碍,从而增加了DCA的产

生,并且降低了其与氨基酸结合的形式,导致了DCA
含量增加且毒性作用扩散,进而对肝胆等器官产生影

响[24]。
自噬在正常生理状况下对机体起着清除有害物

质、防止疾病发生的作用。在肝癌中,人体的自噬功能

受损,导致肝癌的各种因素抑制自噬(如癌基因Akt的

激活或肿瘤抑制基因Pten 或Tsc1的缺失)、肝脏自噬

不足(非酒精性脂肪性肝病)、肝脏自噬通路不完全(病
毒性肝炎)[25]。前言中提到的目前慢性乙型肝炎中自

噬与HBV起着相互促进的作用与本次实验结果结论

一致。目前研究发现DCA同样可以促进与抑制自噬

的发生发展,当细胞急性暴露在DCA环境中时,DCA
可以通过促进 Beclin-1途径来促进自噬,但在慢性

DCA环境中细胞自噬进程则会明显降低,本次研究结
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果则证明DCA促进了肝癌细胞的自噬。

HBX蛋白是由 HBV的X区基因所编码生成的

蛋白质,这是一种跨调节蛋白,通过与其他蛋白质结合

来影响病毒和宿主基因的表达[26]。HBX蛋白已被证

实是一种多效性反式激活剂,可以调节病毒复制和许

多细胞功能,包括细胞增殖、分化、转化、耐药性、DNA
修复以及细胞自噬和凋亡[27]。WANGP等[28]表明

HBX蛋白可以通过PIK3CA-AKT-MTOR途径以及

在体外增强LC3-Ⅱ的水平,导致内源性Beclin-1水平

升高,从而促进自噬的发生发展,此外 HBX蛋白还可

以通过诱导线粒体外膜(OMM)上PINK1的表达触发

Pink1/Parkin依赖性线粒体自噬诱导,这导致被 HBV
感染的细胞逃避一般细胞凋亡,从而促进选择性降解

和预防凋亡细胞死亡,以进一步增强被感染细胞的存

活和病毒持久性[29]。HUANGJL等[30]表明,HBX
蛋白可以显著激活肝癌细胞中的 MAPK信号传导途

径,进而导致 HBX诱导的Bcl-2磷酸化和beclin-1与

Bcl-2的解离,从而增强自噬体的形成;PARK Y H
等[31]指出,HBX蛋白诱导自噬并激活JNK信号传导

过程,ROS-JNK信号传导的激活对于 HBV诱导的不

完全自噬很重要,而HBX蛋白在这些过程中起主要作

用;ZHONGLM等[32]的研究证明抑制ROS-JNK信

号传导可显著抑制 HBV诱导的自噬体形成,这更加

确立了HBX蛋白通过ROS-JNK信号途径促进自噬

发生发展的立场。除此之外 HBX蛋白还通过许多其

他途径以影响自噬[33-36]。
本次实验结果表明,HBX蛋白是 HBV复制的核

心蛋白,对于HBV的复制具有显著促进作用,同时也

证实了HBX蛋白促进了肝癌细胞不完全自噬的进程

这一结论,同时提示了DCA在慢性乙型肝炎中或许作

用于 HBX蛋白从而导致 HBV复制以及细胞自噬活

动的加强。
高浓度的DCA具有一定的细胞毒性,同时也可以

促进HBV复制以及肝癌细胞自噬。DCA可能通过促

进HBX蛋白的合成来加强 HBV的复制进而促进了

不完全自噬的发生发展。现如今针对 HBV治疗的手

段主要是抗病毒治疗,即干扰素以及核苷(酸)类似物,
但是干扰素的使用具有不同程度的不良反应,而核苷

(酸)类似物无法清除 HBV的闭合环状DNA,停药复

发的情况屡见不鲜;本研究为DCA在 HBV感染中所

起的作用进行了一定程度的探索,同时提示或许可以

通过增加DCA在肝胆中的转化从而减弱对 HBV复

制的影响,为 HBV感染的治疗提供了一定的科学依

据。
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