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一种新的乙型肝炎病毒表面抗原结合蛋白的筛选、
表达及其生物学活性的初步研究

陈媛媛 , 　朱乃硕 3

(复旦大学生命科学学院 ,上海　200433)

摘要 　为了研究乙肝病毒侵染肝细胞过程中的功能蛋白 ,通过印迹免疫分析技术从人肝 cDNA 噬

菌体表达库中筛选出一株编码乙肝表面抗原结合蛋白 ( hepatitis B surface antigen binding protein ,

HBsAg2BP)的 cDNA 克隆. 基因测序结果表明 ,该 cDNA 具有独立的开放阅读框架 ,编码 1 个由 344

个氨基酸残基构成的可溶性蛋白分子 ,属于免疫球蛋白超家族成员. 将该基因克隆到原核表达载体

pTriplEx 后 ,在 E. coli XL12Blue 菌株中获得 44 kD 的重组蛋白. 重组蛋白经 Western 印迹和 ELISA 实

验证明具有与乙肝表面抗原特异性结合的能力. 进一步经流式细胞仪实验显示 ,在纯化的重组蛋白

存在的情况下 ,天然的 HBsAg 与肝细胞株 Hep G2 的亲和力显著增高. 结果显示 ,该乙肝表面抗原结

合蛋白可能是介导乙肝病毒对肝细胞亲和侵染的可溶性辅助受体.
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Screening , Expression and characterization of a Novel

Protein Binding to Hepatitis B Surface Antigen

CHEN Yuan2Yuan ,ZHU Nai2Shuo
3

( School of Life Sciences , Fudan University , Shanghai 　200433 , China)

Abstract 　In order to study the functional proteins involved in the process of hepatitis B virus invasion to
hepatocytes , a cDNA clone coding a protein binding to hepatitis B surface antigen( HBsAg) was screened out
from a human liver cDNA expression phage library by immunoscreening. DNA sequencing analysis showed that
the cDNA had an open reading frame encoding 344 amino acid residues without transmembrane domain and
belonged to immunoglobulin superfamily. This gene was inserted into expression vector pTriplEx and the
recombinant fusion protein of 44 kD was purified from E. coli XL12blue. The specific binding ability of the
recombinant protein to HBsAg was verified by Western blotting and ELISA. Flow cytometry ( FCM) analysis
showed that purified recombinant protein could enhance the affinity of HBsAg to human hepatoma cells Hep G2.
This finding suggested that hepatitis B surface antigen binding protein ( HBsAg2BP) might be a soluble co2
receptor mediating hepatitis B virus invasion to hepatocytes.
Key words 　liver cDNA phage expression library , hepatitis B surface antigen( HBsAg) , hepatitis B surface
antigen binding protein (HBsAg2BP)
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　　乙型病毒性肝炎 (hepatitis B , HB) 是世界范围

内流行的一种严重危害人类健康的疾病 ,全世界约

有 315 亿乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus , HBV) 感染

者[1 ]
. 我国也是乙肝高流行区 ,约有 112 亿携带

者[2 ] . HBV 是嗜肝 DNA 病毒科的一种 ,它仅可感染

人和黑猩猩 ,具有明显的组织嗜性和和较严格的宿

主特异性[3 ] .

现在普遍认为 ,HBV 外膜蛋白是识别人肝细胞



质膜可能受体的重要分子[4 ]
,它决定了 HBV 对宿主

细胞的靶向和最初的侵染过程. 乙肝表面抗原

(HBsAg)包括 3 种相关蛋白 :小蛋白 (S 蛋白) ,中蛋

白 (M 蛋白 ,pre2S2 + S) ,大蛋白 (L 蛋白 ,preS1 + preS2

+ S) . 目前 ,已从人肝脏细胞及肝癌细胞系 (如

Hep G2 细胞)中分离出多个与各病毒表面蛋白区域

结合的蛋白组分 ,包括 IgA 受体[5 ]
,无涎糖蛋白受体

( asiloglycoprotein receptor , ASGPR ) [6 ] , 纤 连 蛋 白

(fibronectin) [7 ] , 甘油醛232磷酸脱氢酶[8 ] , HBV2BP

(HBV binding protein) [9 ]
,膜联蛋白 (annexin Ⅴ) [10 ]

,

载脂蛋白 H(apolipoprotein H) [11 ]等 ,它们都是从细胞

质膜中分离出的蛋白. 另外 ,hIL2 6 (human interleukin

6)中含有 preS1 的识别位点 ,可以介导 HBV 和细胞

间的相互作用 ,有可能是病毒侵染的桥联分子[12 ] ;

Budkowska
[13 ,14 ]从正常人血清中分离出一种可溶性

HBV 结合因子 (HBV2BF) ,可与 HBV pre2S1 和 pre2S2

作用 ,是一种 50 kD 的糖蛋白 ,从蛋白的免疫化学性

质和与病毒包膜位点结合等情况来看 ,它可能与病

毒进入细胞有关. HBV2BF 不与其它物种的肝细胞

膜及 Hep G2 结合 ,可能是膜成分的一个可溶性片

段 ,并与 HBV 受体介导的 HBV 对人肝细胞的吸附

有关. 由于缺乏合适的感染系统 ,关于肝细胞受体的

研究还没有统一的说法 ,至今尚无学术界公认的受

体. 然而 ,HBV 病毒受体及其相应的侵染机制对于

乙肝的病理研究、治疗及抗病毒药物的研制均具有

重要的意义.

本实验利用从人的血浆中纯化得到的完整乙肝

表面抗原 (包括 pre2S1 ,pre2S2 ,和 S 区) ,以此作为探

针 ,采用印迹免疫筛选的方法 ,从人肝 cDNA 噬菌体

表达库中筛选出一株编码乙肝表面抗原结合蛋白的

cDNA 克隆. 基因测序结果表明 ,该 cDNA 具有独立

的开放阅读框架 ,由 344 个氨基酸残基构成 ,没有典

型的跨膜区域 ,属于免疫球蛋白超家族成员 ,暂命名

为乙肝表面抗原结合蛋白 (hepatitis B surface antigen

binding protein , HBsAg2BP) . 将该目的基因片段克隆

到原核表达载体 pTriplEx 后 ,在 E1 coli XL12Blue 菌

株中诱导表达 ,获得重组 HBsAg2BP. Western 印迹和

ELISA 实验证明 ,HBsAg2BP 具有与乙肝表面抗原特

异性结合的能力 ;进一步流式细胞仪实验结果显示 ,

基因工程表达的 HBsAg2BP 可以显著增强肝癌细胞

株 Hep G2 对乙肝表面抗原的亲和力. 这与至今没有

发现学术界公认的直接 HBV 受体现象相吻合 ,可能

是 HBV 侵染肝细胞的辅助受体 ,对介导乙肝病毒的

侵染具有重要意义.

1 　材料与方法

111 　材料与试剂

人肝 cDNA 噬菌体表达库购自 Clontech 公司

(CA ,USA) ;乙肝表面抗原 Hepatitis B surface Antigen

(ay)和 FITC标记的兔抗 HBsAg 多克隆抗体均购自

Biodesign 公司 (ME ,USA) ;碱性磷酸酶标记的驴抗兔

IgG多抗购自 Rockland 公司 ( PA ,USA) ;碱性磷酸酶

显色底物 FAST BCIPΠNBT Buffered Substrate Tablet 购

自 Sigma 公司 (MO ,USA) ;硝酸纤维素膜购自 S&S 公

司 (Dassel ,Germany) ;限制性内切酶 EcoR Ⅰ和 Xba Ⅰ

购自 Takara 公司 (大连 ,中国) ; Taq DNA 聚合酶 ,

dNTPs 均购自申能博彩生物技术有限公司 (上海 ,中

国) ;质粒抽提试剂盒和 IPTG、抗生素均购自上海生

工生物工程公司 (上海 ,中国) ;细胞培养基 MEM 购

自 Gibco 公司 (N. Y,USA) ,胎牛血清购自杭州四季

青公司 (杭州 ,中国) .

112 　菌种和细胞株

E. coli XL12Blue ,BM25. 8 购自 Clontech 公司 ;

Hep G2 细胞株购自中科院上海生化细胞所.

113 　HBV 表面抗原高亲和性人肝 cDNA 克隆的

筛选

将感染有人肝 cDNA 噬菌体的大肠杆菌 XL12
Blue 铺于LB 平板上 ,40～42 ℃倒置培养 4 h. 再用 10

mmolΠL IPTG预先处理过的硝酸纤维素膜覆盖于平

板上 ,37 ℃培养 3～5 h. 做好标记 ,取下硝酸纤维素

膜 ,用 1 %明胶室温封闭 45 min 后 ,TBST(10 mmolΠL
Tris2HCl ,pH 810 , 150 mmolΠL NaCl , 0105 %Tween220)

漂洗 3 遍 ;置于稀释好的 HBsAg(017μgΠml)中温育 1

h ,TBST 漂洗 3 次 ;再置于异硫氰荧光素 FITC 标记

的兔抗 HBsAg 抗体 (1∶6000 稀释) 中温育 1 h ,TBST

漂洗 3 次 ;置于驴抗兔二抗 (1∶6000 稀释) 中 115 h ,

TBST漂洗 3 次 ;最后经 BCIPΠNBT显色. 挑出阳性噬

菌斑点 ,选取经过 2 轮复筛后仍为阳性的克隆.

114 　插入 cDNA片段的鉴定及转化

挑取阳性噬菌斑放到 25μl H2O 中 ,振荡 ,取 5

μl 作为模板 ,以文库试剂盒中提供的引物 ,作 PCR

扩增 ,判断插入 cDNA 片段的长度. 按照 Clontech 公

司此 cDNA 文库的说明 ,将阳性噬菌体中的 cDNA 从

λTriplEx载体重组到 pTriplEx 质粒中 ,操作如下 :挑

取 BM2518 单菌落接种于 10 ml LB 培养基 ,31 ℃,150

rΠmin 过夜培养 ,直到 A600 达 111～114. 同时取一分

离好的阳性噬菌斑放到 350μl 1 ×lambda 稀释缓冲

液 (100 mmolΠL NaCl , 10 mmolΠL MgSO4 ·7H2O , 35
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mmolΠL Tris2HCl , pH 715 , 0101 % 白明胶) 中 ,4 ℃过

夜. 10 ml BM2518 过夜培养物中加入 100μl 1 molΠL
MgCl2 . 将 200μl 过夜培养物与 150μl 裂解液混合 ,

31 ℃静止温育 30 min ,加入 400μl LB 培养基 ,31 ℃,

225 rΠmin 培养 1 h ,取 1～10 μl 细胞悬液在 LBΠ
carbenicillin 平板上涂板 ,37 ℃培养至单菌落出现. 挑

取单菌落培养抽提质粒 ,经 EcoR Ⅰ和 Xba Ⅰ(cDNA

的插入位点)双酶切后 ,初步确定片段大小 ,选取正

确的重组子 ,命名为 pTrip2 HBsAg2B P.

115 　重组质粒 pTrip2 HBsAg2B P 的测序及分析

重组质粒测序工作由上海博亚生物技术有限公

司帮助完成 ,并在 GenBank (www1ncbi1nlm1nih1gov)

中以网络分析软件对测序结果进行 BLAST 比较分

析及其表达框 (ORF)分析.

116 　重组蛋白 HBsAg2BP的诱导表达

将重组质粒 pTrip2HBsAg2B P 转入大肠杆菌

XL12Blue 中 ,选取正确的重组子于 5 ml LB 培养基中

(含 Amp 100μgΠml) ,37 ℃培养过夜. 次日以 1∶50 的

接种量转接于LB 培养基中 (含 Amp 100μgΠml) ,240

rΠmin 培养至 A600为 014～016 之间 ,加 IPTG至终浓

度为 1 mmolΠL ,继续诱导培养 4 h 或 5 h ,收集菌液. 1

ml 菌液离心物加入 25μl 水悬浮 ,立刻再加入 25μl

2 ×SDS2PAGE 蛋白上样缓冲液振荡 ,沸水浴 5 min ,

12 000 g 离心 10 min ,取 10μl 上清以 15 %SDS2PAGE

检测诱导蛋白表达.

117 　重组蛋白 HBsAg2BP的纯化

按照上述 116 中的方法发酵含有重组质粒的

XL12Blue ,并进行初步纯化和电洗脱纯化. 取 40 ml

诱导培养物 ,4 ℃离心收集菌体. 用 4 ml 预冷的 20

mmolΠL Tris2HCl (pH 715) 悬浮 ,加入 40μl 10 mgΠml

溶菌酶 ,室温振荡 30 min. 加入 200μl 10 % Triton2
X100 和 20μl 011 molΠL PMSF ,37 ℃静置 15 min. 得到

的裂解液经液氮冻融 1 次 ,超声波处理 1 min. 取 115

ml 裂解样品 ,4 ℃,10 000 g 离心 10 min ,分离可溶和

不可溶组分. 将可溶上清转到一新管 ,不可溶组分

(包涵体) 用 750μl 20 mmolΠL Tris2HCl 重新悬浮沉

淀 ,10 000 g 离心 5 min ,除去上清 ,重复洗涤过程. 用

115 ml 1 %SDS 悬浮沉淀 ,剧烈混匀直至溶解. 将包

涵体和可溶上清液经 12 %SDS2PAGE 分析 ,确认蛋

白表达的部位为包涵体. 参照 Walker[15 ] 的方法 ,用

割胶电洗脱的方法纯化蛋白 ,PBS缓冲液 4 ℃透析过

夜 ,期间更换透析液数次 , PEG20000 浓缩到合适的

体积 ,12 %SDS2PAGE 验证 ,得到的蛋白样品经紫外

分光光度计测定其浓度.

118 　重组蛋白 HBsAg2BP的免疫印迹分析

参照文献[16 ]的方法 ,将表达及空白菌株的全

蛋白样品 (样品上样量均为 15μl ,预染 Marker 为 10

μl)经 SDS2PAGE(ω= 15 %)后 ,转印至硝酸纤维素膜

上 ,先后加入乙肝表面抗原 (017μgΠml) , FITC 标记

的兔抗 HBsAg 多抗 (1∶6 000) ,碱性磷酸酶标记的驴

抗兔多抗 (1∶5 000) ,每一步之间都用 TBST 洗涤 3

次 ,最后置于含 BCIPΠNBT的显色液中显色.

119 　酶联免疫实验

以纯化的蛋白溶液预包被板 (用量分别为

0105、0110、0120、0140、0180、1160、2140μg) ,5 %脱脂

奶粉封闭 2 h ,加入稀释好的 HBsAg (250 ngΠ孔) ,

37 ℃温育 115 h ,TBST洗涤 3 次 ;加入 FITC标记的兔

抗 HBsAg 抗体 (1∶6 000) ,37 ℃温育 115 h ,TBST洗涤

3 次 ;加入驴抗兔多抗 (1∶4 000) ,37 ℃温育 1 h ,TBST

洗涤 3 次 ;最后经 PNPP 底物显色 30 min ,3 molΠL
NaOH终止反应 ,酶标仪 405 nm 波长读数.

1110 　重组蛋白 HBsAg2BP增强肝细胞对 HBsAg 的

特异性吸附的 FCM 实验

每管收获约 1 ×10
6

Hep G2 细胞 ,PBS 洗涤 3 次 ,

悬浮于 015 ml PBS 中 , (A) 为对照组 Hep G2 细胞 +

015μg HBsAg + FITC 标记的兔抗 HBsAg 抗体 (1∶

500) ; (B) Hep G2 细胞 + 015μg HBsAg 和 015μg 纯化

的重组蛋白 HBsAg2BP + FITC 标记的兔抗 HBsAg 抗

体 (1∶500) ; (C) Hep G2 细胞 + 015μg HBsAg 和 110μg

纯化的重组蛋白 HBsAg2BP + FITC 标记的兔抗

HBsAg 抗体 (1∶500) .

当加入 015μg HBsAg 或额外加入纯化的重组蛋

白后 ,室温温育 30 min , PBS 洗涤 2 遍 ,加入 015 ml

FITC标记的兔抗 HBsAg 抗体 (1∶500) ,室温避光 30

min ,PBS洗涤 2 遍 ,悬浮在 015 ml PBS 中 ,流式细胞

仪检测.

2 　结果

211 　HBV表面抗原高亲和性人肝 cDNA克隆筛选

本实验中所使用的人肝 cDNA 噬菌体表达库的

独立克隆数 (independent clones) 是 3 ×10
6

,滴度为 4

×10
8
. 印迹免疫筛选所用的探针是从人血浆中纯化

得到的完整乙肝表面抗原 (包括 pre2S1 ,pre2S2 ,和 S

区) ,与合成多肽及重组蛋白相比 ,具有更好的天然

构象. 本次实验筛选了 5 ×10
5 个克隆 ,得到一个阳

性克隆. 经过 2 轮复筛重复实验结果 ,仍为阳性.

212 　插入 cDNA片段的鉴定及转化

用文库试剂盒中的测序引物 ,以阳性噬菌体作
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为模板 ,扩增噬菌体中插入的 cDNA ,获得了 114 kb

左右的片段 (含有载体上的部分序列 ,见 Fig11) . 按

照该 cDNA 文库的使用说明 ,在大肠杆菌 BM2518 细

胞里通过 Cre 重组酶介导的 loxP 位点特异性的转

化 ,使噬菌体的重组λTriplEx 中的 cDNA 转化到

pTriplEx 质粒中 ( Fig12) . 转化克隆用 EcoR Ⅰ和 Xba

Ⅰ进行双酶切验证 ,得到两个大小分别为 315 kb

(pTriplEx 载体) 和 112 kb (目的 cDNA) 的酶切片段

(Fig11) ,说明 cDNA 已转化到 pTriplEx 载体中 ,将重

组质粒命名为 pTrip2 HBsAg2B P.

Fig. 1 　PCR amplification of target cDNA and restriction analysis of

recombinant pTriplEx

M.λDNAΠEcoT 14I marker ;1. Recombinant plasmid ;

2. Recombinant plasmid digested with EcoR Ⅰand Xba Ⅰ;

3. PCR product of positive phage

Fig. 2 　Conversion of a recombinantλTriplEx to pTriplEx

213 　重组质粒( pTrip2 HBsAg2B P)的测序分析

测序结果显示 ,筛选到的 cDNA 大小为 1 226

bp ,具有独立的开放阅读框架 ,表达产物含有 344 个

氨基酸区域 ,理论推测分子量为 38 kD 左右 ,等电点

pI 为 810 ,没有典型的跨膜区域 ,认为是一可溶蛋白

而不是膜蛋白 ( GenBank accession AY570731) . 在

GenBank 中对氨基酸序列进行 BLAST 分析 ,发现属

于免疫球蛋白超家族成员.

214 　重组蛋白 HBsAg2BP的诱导表达

理论上 pTriplEx 含有 3 个读码框 ,然而重组质

粒 pTrip2 HBsAg2B P 只有第 3 种读框与该基因阅读框

一致 ,能表达产生 44 kD 的融合蛋白. 将重组质粒

pTrip2 HBsAg2B P 质 粒 转 入 XL12Blue 菌 株 , 经 1

mmolΠL IPTG诱导后提取全蛋白 ,经 15 %SDS2PAGE

检测 ,结果显示在 44 kD 处有特异条带 (见 Fig13) ,

与预测的蛋白分子量一致.

Fig. 3 　SDS2PAGE analysis of the expression product

M. Protein molecular weight marker ;1. XL12blue control ;

2. XL12Blue containing recombinant pTriplEx without IPTG

induction ;

3 , 4. XL12blue containing recombinant pTriplEx induced by 1

mmolΠL IPTGfor 4 hours and 5 hours ,respectively

215 　重组蛋白 HBsAg2BP的纯化

初步纯化经 IPTG诱导的重组菌体 XL12Blue ,裂

解上清和包涵体进行 12 %SDS2PAGE ,发现蛋白表达

的部位为包涵体 (Fig14) . 通过割胶电洗脱的方法纯

化 HBsAg2BP 蛋白 , 经 12 % SDS2PAGE 验证 , 得到

44kD 左右的单一条带 (Fig15) ,蛋白样品经紫外分光

光度计测定 ,浓度为 0114 mgΠml.

216 　目的蛋白的免疫印迹

将经 IPTG诱导的重组菌株及空白菌株发酵 ,进

行全蛋白 SDS2PAGE , 转移膜以 HBsAg 与重组

HBsAg2BP 结合 ,进一步以 FITC 标记的抗 HBsAg 抗

体和抗兔 IgG二抗结合显色. 结果显示 ,有与预计分

子量一致的特异性印迹条带出现 ( Fig16) . 说明所表

达的蛋白确实是目的基因产物 , 并具有高度的

HBsAg 亲和特异性. 而且从 Western 印迹的结果来

看 ,IPTG的合适浓度为 1 mmolΠL ,诱导发酵的合适
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时间为 4～5 h ,超过 5 h 表达量会下降.

Fig. 4 　Existence of target protein in inclusion body

M. Protein molecular weight marker ;

1 , 2. Inclusion body extracted from recombinant with IPTG

induction ;

3. Supernatant of recombinant with IPTG induction ;

4. Inclusion body extracted from recombinant without IPTGinduction

Fig. 5 　Purified HBsAg2BP

M. Protein molecular weight marker ;

1. Purified HBsAg2BP

217 　酶联免疫实验

在酶标板上包被不同量的纯化重组 HBsAg2BP ,

用 HBsAg 来检测两者的结合能力 ,取 3 次酶联免疫

实验的平均值 ,得到曲线如 Fig17 所示. 结果显示 ,

随着纯化蛋白包被量的增加 , A405值也随之增大 ,说

明重组 HBsAg2BP 与 HBsAg 具有亲和特异性.

218 　重组 HBsAg2BP 影响肝细胞对 HBsAg 的特异

性吸附的 FCM 实验

选用 Hep G2 肝癌细胞株作为实验对象 ,通过

　　

Fig. 6 　Western blotting of target protein

M. Prestained protein molecular weight ; 1. XL12Blue ;

2 ,3. Recombinant induced for 6 hours by 10 and 1 mmolΠL IPTG,

respectively ;

4 ,5. Recombinant induced for 4. 5 hours by 10 and 1 mmolΠL

IPTG,respectively

Fig. 7 　ELISA analysis of purified recombinant HBsAg2BP and

HBsAg

FCM检测目的蛋白添加前后 HBsAg 对 Hep G2 的吸

附能力 ,以只加入 HBsAg 的 A 管作为阴性对照. 结

果显示 ,加入纯化的重组 HBsAg2BP 015 和 110μg 后

的B 管和 C 管 ,M2 由 1199 分别变为 4128 和 8104 ,

说明吸附有 HBsAg 的 Hep G2 细胞所占比例显著增

加 (如 Fig18 所示) . 初步实验结果表明 ,重组 HBsAg2
BP 可以促进 HBsAg 对肝细胞株 Hep G2 的吸附.

3 　讨论

我们采用免疫筛选的方法 ,希望可以从人肝

cDNA 噬菌体表达库中筛选出与 HBsAg 相结合的蛋

白.本研究中免疫筛选所用的探针为从人血清中纯

化的乙肝表面蛋白 ( HBsAg) ,包括大蛋白 ,中蛋白和

小蛋白 ,是抗原表位比较全面的分子. 与多数受体研

究所采用的合成多肽或重组蛋白相比 ,具有空间结
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Fig. 8 　FCM analysis of the effect of purified protein on the binding ability of HBsAg to Hep G2 cells

(A) Control ; (B) Purified protein 015μg ; (C) Purified protein 110μg.

M2 :positive ratio ; FL12H:represents first channel’s fluorescence intensity

构天然性 ,与受体的结合活性强等优点. 另外 ,本实

验中所使用的人肝 cDNA 表达库λTriplEx ,可使每个

重组子产生三种阅读框的多肽 ,保证了每个重组

λTriplEx 的 cDNA 都可以表达具有正确读码框的蛋

白或肽段. 这样明显提高了筛选到含有目的 cDNA

的重组子的可能性. 我们从 5 ×105 个噬菌斑中筛选

到一株阳性克隆 ,测序结果表明 ,该 cDNA 大小为

1226 bp ,具有独立的开放阅读框架 ,含有 344 个氨基

酸残基 ,其表达产物属于免疫球蛋白超家族成员 ,没

有典型的跨膜区 ,属可溶性蛋白. 将该 cDNA 通过

Cre 重组酶介导的 loxP 位点的特异性转化构建到

pTriplEx表达质粒上 ,并将该重组质粒转入 E1 coli

XL2Blue. 经过 IPTG诱导表达 ,得到了与预期大小一

致的目的蛋白 (44 kD) . 该蛋白在包涵体中大量表

达 ,用电洗脱的方法纯化重组蛋白. 经 Western 印迹

和 ELISA 实验证明 ,重组 HBsAg2BP 与 HBsAg 具有特

异性亲和作用. 流式细胞仪实验结果显示 ,重组蛋白

可以明显增强 HBsAg 对肝细胞的特异性吸附作用.

因此 ,初步推测该蛋白可能在 HBV 对肝细胞的侵染

过程中起作用 ,可能与 HBV 形成复合物 ,提高 HBV

与肝细胞受体的结合能力 ,促进 HBV 的膜运输过

程 ,我们将此蛋白暂命名为乙肝表面抗原结合蛋白

(HBsAg2BP) .

病毒受体的研究对病理治疗非常重要 ,目前 ,许

多病毒的受体都已研究清楚 ,如 HIV 的细胞表面受

体 CD4 及细胞表面辅助受体 (以细胞趋化因子受体

CCR5ΠCXCR4 为代表) [17 ] ,脊髓灰质炎病毒的受体

hPVR (CD155) [18 ] ,甲型肝炎病毒的受体 HAVcr21[19 ]

等.但对于 HBV 感染的早期过程一直没有定论 ,主

要是因为缺乏合适的感染系统. 长期以来 ,人们一直

认为 HBV 的感染嗜性主要决定于宿主细胞上特异

性表达的病毒受体 ,因此对 HBV 侵染肝细胞的研究

大多集中在病毒受体的发现及其功能研究上 ,很少

注意到可溶性的病毒亲和辅助受体. 迄今为止 ,虽然

关于 HBV 病毒受体的报道很多 ,但结果不一 ,至今

未有公认而肯定的结论. 而对 HBV 病毒受体的本质

及对 HBV 感染周期的深入研究结果提示 ,可能存在

其它因子在起作用 ,并可能涉及不同的病毒吸附蛋

白或多个靶细胞受体[20～22 ]
. 其中有可能就是在肝细

胞膜上或肝细胞附近存在某些分泌形式的蛋白 ,它

们决定了宿主和组织特异性 ,然后利用某些通用受

体而进入细胞 ,或者它们通过与 HBsAg 的作用使其

改变构象 ,提高了病毒吸附到肝细胞膜上的能力 ,或

为病毒与质膜融合 ,转运等后续步骤所必需. 早期曾

有人在研究中发现慢性 HBV 病人的肝脏存在膜联

和 (或)核定位免疫球蛋白 IgG
[23 ,24 ]

. 近年来 ,有人在

成年大鼠的肝脏质膜上分离出一新的 IgG的 Fc 受

体 (FcRn) ,介导 IgG从血浆到胆汁的胞吞转运作用 ,

并防止 IgG的降解[25 ,26 ]
. FcRn 是由β2 微球蛋白的轻

链和类似 MHC2I的重链组成的异源二聚体 ,在酸性

pH下通过 Fc 与 IgG结合[27 ]
. 此外 ,在人肝细胞株

HuH27 ( HBV2negative) ,和 PLCΠPRFΠ5 ( HBV2positive ,

只产生 HBsAg) 中 ,通过免疫电镜技术分析发现 ,外

加的人 IgG可以结合于肝细胞质膜上 ,并进入细胞 ,

FcRn 与 IgG的位置很相似 ,也存在于细胞膜和一些

细胞内陷中[28 ] . 我们在本研究中所筛选到的 HBsAg2
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BP ,属于免疫球蛋白超家族成员 ,与 人的 IgG同源

性很高 ,它是否是作为病毒内化的桥梁分子 ,即一面

与 HBV 结合 ,一面与肝细胞上的特定受体如 Fc 受

体结合 ,使其经胞吞作用进入细胞 ,这有待于进一步

的深入研究. 由于我们发现的 HBsAg2BP 是从肝

cDNA 噬菌体表达库中筛选出的 ,与 HBsAg 具有特

异性亲和作用 ,并且没有典型的跨膜区域 ,所以它极

有可能是肝细胞分泌形式的活性蛋白.

关于 HBsAg2BP ,有很多方面需要深入研究 ,如

在人体的组织分布及特异性 ,与 HBV 结合后在人体

特异细胞尤其是在肝细胞上的受体性质和定位研

究. 目前我们正在对 HBsAg2BP 的人群携带状态 ,包

括正常人和慢性乙肝病人中的血清含量及基因多态

性进行比较研究 ,这将有助于进一步了解 HBsAg2BP

的生理功能及在 HBV 感染中的意义. 我们相信 ,该

蛋白的发现 ,为研究 HBV 对肝细胞的侵染过程以及

肝导向治疗提供了一个新的途径.
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