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·基础研究·
经HBx转染后的肾小管上皮细胞
对T细胞激活、分化的影响

王轩 周益 袁伟杰 朱楠 尚明花 赵亚鹏 王玲 谷立杰

【摘要】 目的 探讨乙型肝炎病毒 x基因（hepatitis B virus x，HBx）转染人近端肾小管上皮细

胞系（HK⁃2）后其对 T细胞激活、分化的影响。 方法 分 4组：实验组（即转染HBx质粒的HK⁃2
细胞+CD4+ T细胞）、阴性对照组（即转染 HBx空载质粒的 HK⁃2细胞+CD4+ T细胞）、单独培养组

（即 CD4+ T细胞）和空白对照组（未处理HK⁃2细胞+CD4+ T细胞）。体外培养HK⁃2，用分子克隆的

方法构建 pcDNA3.1⁃myc⁃HBx质粒，采用脂质体转染法瞬时转染HK⁃2细胞，实时荧光定量 PCR及

Western 印迹法验证 HBx 在 HK⁃2 细胞中的表达。免疫磁珠法分选健康志愿者外周血 CD4+ T 细

胞，分别与 HK⁃2细胞共培养，流式细胞术检测 HK⁃2细胞共刺激分子 CD40的表达、CD4+ T细胞

CD40配体（CD40L）表达及细胞周期情况，ELISA检测各组细胞培养上清中 Th1型细胞因子 IFN⁃γ
及 Th2 型细胞因子 IL⁃4 水平。 结果 HK⁃2 细胞经转染 pcDNA3.1⁃myc⁃HBx 质粒后，可高表达

HBx。转染 HBx 基因后 HK⁃2 细胞 CD40 表达显著上调（P＜0.01）；与对照组相比，实验组 CD4+ T
细胞表面 CD40L表达也显著增加（P＜0.01），S期与G2/M期细胞数之和增多（P＜0.01），培养上清

中 IFN⁃γ水平升高（P<0.05），IL⁃4水平降低（P＜0.05）。 结论 肾小管上皮细胞经 HBx转染后，

其共刺激分子表达上调，并促进 CD4+ T细胞增殖，诱导 CD4+ T细胞向 Th1方向分化。由此推测，

乙肝相关性肾炎肾组织免疫损伤所导致病变的持续进展也可能与此因素的参与相关。
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胞； 共刺激分子
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of renal tubular epithelial cells with hepatitis B
virus x (HBx) gene on mediating T ⁃ cell activation and differentiation. Methods The eukaryotic vector
pcDNA3.1 ⁃ myc ⁃ HBx containing HBx gene was transiently transfected into HK ⁃ 2 cells by lipofectamine
mediation. The expression of HBx was confirmed by real ⁃ time PCR and Western blotting. CD4+ T cell in
peripheral blood of health volunteer was isolated and purified by immunomagnetic beads. Subsequently,
purified CD4+ T cells were co⁃cultured with HK⁃2 cells. Flow cytometry was used to detecte the expression
of CD40 of HK ⁃2 and the expression of CD40L and cell cycle of CD4+ T cells. ELISA assay was used to
quantify the IFN ⁃ γ and IL ⁃ 4 in co ⁃ culture supernatant. The experiment was divided into four groups:
experimental group(HK ⁃ 2 cells with HBx + CD4 + T cells), negative control group (HK ⁃ 2 cells with
pcDNA3.1⁃myc +CD4+ T cells), blank control group (HK⁃2 cells +CD4+ T cells) and separate culture group
(CD4+ T cells). Results Real ⁃ time PCR and Western blotting results verified that HBx was successfully
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肾脏损伤是乙型肝炎病毒（HBV）感染最常

见的一种肝外并发症，我国是 HBV 感染高发地

区，乙肝相关性肾炎（HBV⁃GN）已成为我国主要

的继发性肾脏疾病之一。HBV免疫复合物致病 [1]、

HBV 感染导致的免疫功能失调和病毒在局部组

织的直接复制 [2]这 3种发病机制是目前研究的热

点。有报道显示，HBV 感染肾组织后，可诱导

CD4+和 CD8+ T淋巴细胞浸润，通过细胞免疫学机

制加重肾小管间质损害 [3]。而 T淋巴细胞免疫反

应的激活依赖于抗原提呈细胞提供的抗原肽主

要组织相容性复合体（MHC）及共刺激分子信

号。肾小管上皮细胞作为非专职的抗原提呈细

胞，在生理情况下低表达MHC⁃Ⅱ分子，而在感染

和炎性反应条件下，肾小管上皮细胞可高表达

MHC⁃Ⅱ分子及共刺激分子，使其在炎性反应防

御和免疫启动中行使专职抗原提呈细胞的功能 [4]。

我们前期研究发现乙型肝炎病毒 x基因（HBx）转

染肾小管上皮细胞后可上调MHC⁃Ⅱ类分子及共

刺激分子 CD40的表达，然而，HBx转染的肾小管

上皮细胞能否激活 T细胞免疫反应参与HBV⁃GN
进展尚未见到相关报道。因此，本研究建立HK⁃2
细胞与 CD4+ T细胞共培养体系，拟初步探讨HBx
转染的肾小管上皮细胞对 CD4+ T 细胞免疫反应

的影响。

材料与方法

1．主要材料：人近端肾小管上皮细胞（HK⁃2）
永生化细胞株由上海长征医院梅长林教授馈

赠。K⁃SFM 无血清培养基（美国 Gibco），限制性

内切酶 Kpn I 和 EcoR V、Taq 酶（日本 Takara），T4
DNA连接酶、感受态细菌 TOP 10、DNA纯化回收

试剂盒和质粒抽提试剂盒（北京天根），脂质体转

染试剂 LipofectamineTM 2000、Trizol RNA 提取试剂

盒（美国 Invitrogen），HBx抗体（美国Abcam），MHC⁃Ⅱ
单克隆抗体、CD40（美国 Santa Cruz），CD4、CD40
配体（CD40L）抗体（美国 eBioscience），Ficoll 分离

液（挪威Axis⁃Shield），抗人 CD4 micro⁃Beads和MS
分选柱（德国Miltenyi Biotec），白细胞介素 4（IL⁃4）
ELISA 试剂、γ干扰素（IFN ⁃γ）ELISA 试剂（美国

Sunteam）。

2．质粒构建：根据 GenBank 中 ayr 亚型 HBV
基因组序列，设计HBx基因的引物，其引物上、下

游分别包含有 Kpn I 和 EcoR V 内切酶酶切位点

( 画 线 处 为 酶 切 位 点)，上 游 引 物 为 5’⁃
GGGGTACCG TGG CAG AGG TGA AAA AGT TGC⁃
3’，下游引物为 5' ⁃ GCCGATATC CTA ACA TTG
AGA TTC CCGAG⁃3’（引物由上海舜田生物科技

有限公司合成），扩增纯化HBx基因片段，将纯化

得到的 HBx 片段与 pcDNA3.1⁃myc 质粒分别用限

制性内切酶 Kpn I和 EcoR V进行双酶切，于琼脂

糖凝胶上电泳、回收纯化酶切产物，经 T4 DNA连

接酶 16℃过夜连接后，转化 TOP 10感受态细胞，

氨苄青霉素筛选培养，挑取阳性克隆扩增后提取

质粒进行双酶切和DNA测序鉴定。

3．质粒转染：从液氮中取出冻存的HK⁃2细

胞，迅速复苏后置于 K⁃SFM无血清培养基中，培

养条件为 37℃、5％CO2，隔天换液，细胞贴壁生

长，密度达 80％时，0.25％胰酶消化传代。真核

表达质粒用 Lipofectamine™ 2000 转染试剂进行

转染，转染过程参照 Lipofectamine™ 2000 说明进

行。

4．实时荧光定量 PCR 法验证 HBx 转染：用

Trizol 提取 RNA，RNA 用于反转录合成 cDNA。

cDNA 模板于包含有 ddH2O、10×反应缓冲液、

dNTP、SYBR Premix EX Taq、DNA聚合酶和引物的

expressed in HK ⁃ 2 cells after transfection. After transfection of HBx gene, the expression of CD40 was
significantly increased on HK ⁃ 2 cells(P＜0.01). Compared with control groups, the expression level of
CD40L and the percentage of cells at S and G2/M phase increased(all P＜0.01). Meanwhile, the level of
IFN⁃γ in the supernatant was higher(P＜0.05), but the level of IL⁃4 was lower in experimental group(P＜0.05).
Conclusions Over ⁃ expression of HBx gene may up ⁃ regulate the expression of costimulatory molecules
CD40 of renal tubular epithelial cells, which may active CD4+ T cells, promote the proliferation of CD4+ T
cells and up ⁃ regulate Th1 ⁃ type cytokines. These events may induce immune injury of renal in hepatitis B
virus⁃associated glomerulonephritis.

【Key words】 Hepatitis B virus; Genes; Cell proliferation; T ⁃ lymphocytes, helper ⁃ inducer;
Renal tubular epithelial cells; Costimulatory molecules
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PCR混合液中扩增。HBx特异性引物序列正义链

TGCGGACGACCCTTCTCGGG，反义链GGGCAACA
TTCGGTGGGCGT，引物长度均为 195 bp。热循环

体系：95℃变性 30 s，接着 40个循环包括 95℃变性

20 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 20 s。溶解曲线分

析：温度从 60℃以 0.2℃/s的速度升至 95℃，用于评

估扩增的特异性。各样本HBx基因的扩增结果用

GAPDH的浓度校正。2⁃△△CT法计算HBxmRNA的倍数

变化。

5．Western 印迹法检测质粒特异性：细胞培

养24 h后，将培养的上述细胞吸去培养液，用PBS冲洗

两次后，加入 2×细胞裂解液在冰上裂解，30 min
后 4℃ 12 000×g离心 15 min，弃上清，用 BCA试剂

盒进行蛋白浓度定量。电泳、转膜和封闭后，加

入稀释后的相应的一抗 4℃孵育过夜，次日洗膜

后加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 2 h
后ECL法显影，X线胶片扫描其灰度值。

6．CD4+ T淋巴细胞的制备：分别采集 5例未

感染过乙型肝炎病毒且未注射过乙型肝炎病毒

疫苗的健康志愿者外周静脉血 50 ml，应用 Ficoll
分离法获得外周血单个核细胞（PBMC）悬液，用

抗人 CD4 micro⁃Beads和MS分选柱依据试剂盒说

明进行阳性分选获得 CD4+ T淋巴细胞，并运用流

式细胞仪对分选获得的 CD4+ T 淋巴细胞进行分

析，计算其纯度。

7．HK⁃2细胞与CD4+ T淋巴细胞共培养 [5]：将

不同组别的 HK⁃2细胞以 5×104/孔接种于六孔板

中作为下层，在上层 1 μm 孔径的小室中加入

CD4+ T细胞，约 5×105个细胞/ml，ELISA法检测细

胞上清液中细胞因子情况。收集 HK⁃2 细胞，使

用流式细胞术检测其 CD40表达情况。收集 T细

胞，使用流式细胞术检测其 CD40L表达水平及其

增殖情况。设置实验分组如下：（1）实验组，即转

染 HBx 质粒的 HK⁃2 细胞+CD4+ T 细胞；（2）阴性

对照组，即转染HBx空载质粒的HK⁃2细胞+CD4+

T 细胞；（3）空白对照组，即未处理 HK⁃2 细胞+
CD4+ T细胞；（4）单独培养组，即CD4+ T细胞。

8．ELISA法检测细胞培养上清中 IL⁃4、IFN⁃γ
水平：取上述细胞培养上清，-80℃保存。按照

ELISA试剂盒要求操作，酶标仪 450 nm处测各孔

A值，根据标准曲线及 A值计算各待测样本的浓

度值。

9．流式细胞术检测HK⁃2细胞 CD40、CD4+ T

细胞CD40L的表达：HK⁃2细胞和CD4+ T细胞共培

养 24 h 或 48 h 后，分别收集 HK⁃2 细胞及 CD4+ T
细胞，经 PBS洗涤，每管细胞数（4～5）×106/ml，并
分别直接加入 1 μg 鼠抗人 CD40、鼠抗人 CD40L
单克隆抗体室温孵育 1 h，同时加入正常鼠 IgG用

作为同型对照，PBS洗涤二次后，用 PE标记羊抗

鼠二抗进行免疫标记反应，并充分混匀，于室温

中孵育 30 min，再用 PBS洗涤 2次后，加入 0.4%多

聚甲醛⁃PBS缓冲液重悬细胞，上 FACS流式细胞

仪检测后，用CELLQuest软件进行数据分析。

10．流式细胞术检测 CD4+ T细胞周期：收集

上述各组 CD4+ T细胞制备单细胞悬液，75％冰乙

醇固定过夜，PBS洗涤，调整细胞浓度，依次加入

RNA酶、碘化丙啶(PI)，室温、避光孵育 30 min，以
流式细胞仪检测细胞周期分布，实验重复 3次。

11．统计学处理：计量结果数据均用 x ± s表
示，组间均值比较采用方差分析，P＜0.05为差异有

统计学意义，应用 SPSS 17.0 统计软件进行处理。

结 果

1．质粒酶切验证：菌液PCR鉴定，采用T7/BGH
测序引物鉴定，序列正确，HBx产物长度应为700 bp。
结果表明，挑选的4个克隆都为阳性，见图1。

2．转染 pcDNA3.1⁃myc⁃HBx 质粒后 HK⁃2 细

胞中HBx的表达：选取转染 24 h后的细胞，实时荧

光定量PCR结果显示，转染pcDNA3.1⁃myc⁃HBx质粒

后HK⁃2细胞可见HBx表达，而转染 pcDNA3.1⁃myc
质粒的HK⁃2细胞中未见HBx表达；同时Western
印迹检测也得到上述结果，证实HBx基因成功整

合并表达，见图 2。
3．各组 HK⁃2 细胞表面 CD40 表达：流式分

析结果显示，未处理 HK⁃2 细胞组 CD40 表达为

6.89%±0.23%；转染 pcDNA3.1⁃myc质粒组 CD40的

M 1 2 3 4

700 bp

HBx

注：M：DL⁃2000分子量标记；1～4：HBx的 4个阳性克隆

图 1 质粒验证图
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表达有所上调，为 9.84%±0.58%；转染 pcDNA3.1⁃
myc ⁃ HBx 质 粒 组 CD40 的 表 达 明 显 增 加 ，为

16.53%±0.43%，且与前两组相比，差异均有统计

学意义（均 P＜0.01）。见图 3。
4．CD4+ T细胞纯度检测：流式分析术结果显

示，通过磁珠分离得到的 CD4+ T 细胞的纯度为

92.2%±2.26%，见图 4。
5．各组CD4+ T细胞CD40L表达：实验组转染

HBx基因的 HK⁃2细胞与 CD4+ T细胞共培养 24 h
及 48 h 后，CD4+ T 细胞 CD40L 的表达分别增至

2.86%±0.23%、3.72%±0.11%；而阴性对照组 CD4+ T
细胞与转染HBx空载质粒的HK⁃2细胞共培养 24 h
及 48 h 后，CD40L 表达为 1.76%±0.29%、2.41%±
0.15%，在这两个时间点两组之间的差异均有统

计学意义（均 P＜0.01）。单独培养 24 h的 CD4+ T
细胞及与正常HK⁃2细胞共培养 24 h的 CD4+ T细

胞 CD40L 表 达 分 别 为 1.42% ± 0.15% 、1.51% ±
0.42%，这两组与实验组相比，差异均有统计学意

义（均 P＜0.05）；培养 48 h 时这两组 CD4+ T 细胞

CD40L 表达分别为 1.36%±0.14%、1.91%±0.08%，

这两组与实验组相比，差异均有统计学意义（均

P＜0.05）。见图 5。
6．各组 CD4+ T 细胞周期比例：流式细胞仪

结果显示，实验组 CD4+ T细胞与转染HBx基因的

HK⁃2细胞共培养 24 h后，其处于G0/G1期细胞显

著少于阴性对照组、空白对照组及单独培养组

（均 P＜0.01），处于G2/M期、S期细胞显著高于阴

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0

1 2 3HB
xm

RN
A相

对
表

达
量

A
1 2 3

HBx
β⁃actin

2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0

1 2 3

HB
x/β

⁃ac
tin

B

注：A：实时荧光定量PCR；B：Western印迹；1：转染pcDNA3.1⁃myc⁃
HBx质粒组；2：转染pcDNA3.1⁃myc质粒组；3：未处理HK⁃2细胞组

图 2 转染后HK⁃2细胞中HBx的表达
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图 5 各组 CD4+ T细胞 CD40L分子表达水平（流式分析术）
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性对照组、空白对照组及单独培养组（均P＜0.01）；

相比于空白对照组及单独培养组，阴性对照组处

于 G0/G1 期细胞有所减少，处于 G2/M 期、S 期细

胞有所增加，但差异均无统计学意义。见图 6。

7．各组细胞培养上清中 IFN⁃γ、IL⁃4 水平：

共培养 24 h后，实验组 IFN⁃γ水平显著高于其他 3
组，差异有统计学意义（均 P＜0.01）；共培养 48 h
后，实验组 IFN⁃γ水平略上升，与阴性对照组、空

白对照组、单独培养组差异仍有统计学意义（均

P＜0.05）。共培养 24 h后，实验组 IL⁃4水平显著

低于阴性对照组、空白对照组、单独培养组，差异

均有统计学意义（均 P＜0.05）；共培养 48 h后，实

验组 IL⁃4水平仍低于阴性对照组、空白对照组、

单独培养组，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。

见图 7。

讨 论

HBV 感染后出现不同临床转归的机制目前

尚不完全清楚，可能取决于病毒和宿主两方面的

因素。国内外研究显示，宿主的细胞免疫功能尤

其是 HBV 特异性的 CD4+ T 细胞反应和 CD8+ T 细

胞反应对乙肝病毒的清除和疾病的转归有重要

影响 [6 ⁃ 7]。慢性乙肝患者体内细胞免疫功能紊乱，

T淋巴细胞亚群失衡，使机体不能有效清除入侵

的HBV，导致疾病的慢性化 [8 ⁃9]。而HBV的慢性持

续性感染可使 HBV⁃GN 发生风险大大的增加。

现有研究发现，HBV⁃GN患者肾组织中能检测到

CD4+ T、CD8+ T细胞浸润，且其浸润程度与肾小管

间质损伤密切相关 [3]。因此推测，肾组织局部可

能亦存在着 T细胞的激活和免疫紊乱，进而损伤

肾小管上皮细胞，参与HBV⁃GN小管间质纤维化

的发生发展过程。

为了进一步探讨HBV⁃GN进展过程中 T细胞

活化和紊乱所起作用，我们在体外构建 pcDNA3.1
⁃ myc ⁃ HBx 质粒后转染肾小管上皮细胞，并与

CD4+ T 细胞共培养，建立 HK⁃2⁃CD4+ T 细胞共培

养体系，检测共刺激分子的表达情况。结果显

示，共培养体系中 HK ⁃ 2 细胞表面共刺激分子

CD40表达上调，CD4+ T细胞表面 CD40L水平亦明

显上升。早已有研究证实，肾小管上皮细胞可以

作为一种非专职的抗原提呈细胞，在一些细胞因

子的作用下表达大量MHC⁃Ⅱ类分子形成第一信

号，同时表达协同刺激分子形成第二刺激信号，

行使抗原提呈功能 [10]。我们前期的研究亦发现

HBx 转染肾小管上皮细胞后，MHC⁃Ⅱ类分子及

CD40的表达上调，提示HBx蛋白可促进肾小管上

皮细胞的抗原提呈活性。本研究进一步证实了

HBx转染的HK⁃2细胞与 CD4+ T细胞共培养体系

中，CD40⁃CD40L信号通路活化。CD40L主要表达

于活化的 CD4+ T细胞，CD40L与 CD40结合后所产

生的效应是双向性的：一方面，可以诱导抗原提

呈细胞高水平表达MHC⁃Ⅱ类分子和 B7分子，放

大抗原提呈细胞的抗原提呈功能；另一方面，上

调 T细胞表面共刺激分子 CD28的表达，促进 T细

胞的活化、增殖、分化。本研究中，在HBx转染的

HK⁃2细胞与CD4+ T细胞共培养体系中发现，共培

养 24 h 或 48 h 后，CD4+ T 细胞处于 G0/G1 期的细

胞比例减少，而处于 S 期、G2/M 期的细胞比例显

注：A：实验组；B：阴性对照组；C：空白对照组；D：单独培养

组；与阴性对照组或空白对照组或单独培养组比较，
aP＜0.01

图 6 各组 CD4+ T细胞周期比例（流式分析术）
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图 7 各组细胞培养上清中 IFN⁃γ、IL⁃4水平（ELISA法）
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著增加，细胞增殖明显，这可能与 CD40、CD40L相

互作用产生的促增殖效应有关。

CD4+ T细胞接受抗原刺激后，不仅出现大量

增殖，亦可分化为 Th1、Th2细胞。通常，CD4+ T细

胞的分化方向受抗原的性质、抗原刺激强度、局

部微环境等多种因素的调控。除此之外，抗原提

呈细胞表达的协同刺激信号对 CD4+ T 细胞的分

化方向亦可发挥调节作用。本研究结果显示，实

验组细胞共培养上清中，IFN⁃γ水平增加，IL⁃4水

平降低。由于 IFN⁃γ主要由 Th1细胞分泌，IL⁃4主

要由 Th2细胞分泌，因此，表明 HBx转染的 HK⁃2
细胞与 CD4+ T细胞共培养后，可能通过协同刺激

信号 CD40⁃CD40L促进 CD4+ T细胞向 Th1方向分

化，并抑制其向 Th2方向分化。早已明确，Th1和

Th2细胞可分别介导不同的免疫应答产生相应的

免疫效应，这种不同的 Th1/Th2 模式应答可在抵

御不同种类的病原体感染中发挥作用，Th1/Th2
的平衡对机体能否有效和安全地清除体内的病

原体有着至关重要的意义。研究表明，在抗HBV
感染的免疫应答过程中 Th1处于中心地位，高效

特异性的 Th1反应及其细胞因子 IFN⁃γ可增强NK
细胞、巨噬细胞、细胞毒性 T淋巴细胞（CTL）的活

性，促进细胞免疫反应，加快体内病毒的清除，同

时也加重组织的炎性损伤 [11 ⁃ 12]。HBx转染的肾小

管上皮细胞促进了 Th1 细胞的分化，Th1 细胞在

清除病毒蛋白 HBx 的同时也可能造成肾小管上

皮细胞的损伤，从而加重HBV⁃GN的进展。

综上所述，经HBx转染后肾小管上皮细胞共

刺激分子表达上调，共刺激信号的作用可激活并

促进CD4+ T细胞增殖，诱导CD4+ T细胞向Th1方向

分化。由此推测，这可能是引起HBV⁃GN患者肾

组织免疫损伤及病变持续进展的重要机制之一。
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