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乙型肝炎病毒HBx蛋白诱导肝细胞泛素连接酶RNF5
抑制STING/IFN-β信号通路的研究*

杨凯,潘颖,宇芙蓉,张发苏,陈谨,李芳**

(安徽医学高等专科学校医学技术学院,安徽合肥
 

230601)

【摘要】 目的 研究乙型肝炎病毒编码X蛋白(HBx)对 HepG2细胞STING/IFN-β信号通路的影响及其可能存在的

机制。 方法 将含HBV全基因组1.5倍复制子质粒pHBV-48和缺失HBV
 

X基因的HBV复制子质粒pHBV-48-X0
分别转染至 HepG2细胞,采用细胞免疫荧光染色法观察细胞内 HBx蛋白表达情况,同时采用实时荧光定量PCR和

Western
 

blot检测细胞内干扰素基因刺激因子(STING)基因表达水平及蛋白含量。分别转染空载体pEGFP-N1和

HBV编码X基因表达质粒pEGFP-HBx至HepG2细胞,采用实时荧光定量PCR和 Western
 

blot检测细胞内STING及

环指蛋白5(RNF5)基因和蛋白含量。采用基因干扰技术减少转染质粒的 HepG2细胞RNF5表达,Western
 

blot检测细

胞STING、干扰素β(IFN-β)蛋白表达情况;以不同浓度蛋白酶抑制剂 MG132处理转染pEGFP-HBx的 HepG2细胞,

Western
 

blot检测细胞内STING、IFN-β蛋白表达情况。 结果 转染空载体、pHBV-48及pHBV-48-X0 的 HepG2细

胞STING基因相对含量差异无统计学意义(P>0.05);转染空载体的 HepG2细胞STING蛋白(1.14±0.11)相对表达

水平较转染pHBV-48的HepG2细胞(0.47±0.09)显著升高(P<0.01),但低于转染pHBV-48-X0 的HepG2细胞(2.15
±0.18)(P<0.01)。转染空载体及pEGFP-HBx的 HepG2细胞STING基因相对含量差异均无统计学意义(均P>
0.05),但转染pEGFP-HBx的 HepG2细胞STING蛋白(0.48±0.16)相对含量较转染空载体的细胞(0.87±0.22)显著

降低(P<0.01);与转染空载体的 HepG2细胞相比,转染pEGFP-HBx的 HepG2细胞RNF5基因相对表达水平及蛋白

相对含量均显著升高(均P<0.01)。减少 HepG2细胞RNF5表达后,细胞内STING和IFN-β相对蛋白表达水平均显

著升高(P<0.05或P<0.01)。随着蛋白酶抑制剂 MG132浓度逐渐升高,表达HBx的HepG2细胞内STING和IFN-β
蛋白相对含量逐渐上升。 结论 乙型肝炎病毒可能通过病毒编码蛋白 HBx上调肝细胞泛素连接酶RNF5进而抑制

STING/IFN-β信号通路。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

hepatitis
 

B
 

virus-encoded
 

X
 

protein
 

(HBx)
 

on
 

STING/IFN-β
 

signa-

ling
 

pathway
 

in
 

HepG2
 

cells
 

and
 

its
 

possible
 

mechanisms. Methods The
 

HBV
 

replicon
 

plasmid
 

pHBV-48
 

containing
 

the
 

1.5-fold
 

HBV
 

genome
 

and
 

the
 

HBV
 

replicon
 

plasmid
 

pHBV-48-X0
 

lacking
 

the
 

HBV
 

X
 

gene
 

were
 

transfected
 

into
 

HepG2
 

cells,and
 

the
 

expression
 

of
 

Western
 

blot.
 

By
 

transfecting
 

the
 

empty
 

vector
 

pEGFP-N1
 

or
 

HBV
 

encoding
 

X
 

gene
 

expression,HBx
 

protein
 

in
 

the
 

cells
 

was
 

observed
 

by
 

immunofluorescence
 

staining,and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

interferon
 

gene
 

stimulator
 

(STING)
 

in
 

cells
 

were
 

analyzed
 

by
 

real-time
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot,respectively.
 

The
 

empty
 

vector
 

pEGFP-N1
 

and
 

the
 

HBV-encoding
 

X
 

gene
 

expression
 

plasmid
 

pEGFP-HBx
 

were
 

transfected
 

into
 

HepG2
 

cells,re-
spectively,and

 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

STING
 

and
 

ring
 

finger
 

protein
 

5
 

(RNF5)
 

cells
 

were
 

analyzed.
 

Subse-

quently,RNF5
 

was
 

silenced
 

with
 

siRNA
 

technology,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

STING
 

and
 

interferon
 

β
 

(IFN-β)
 

proteins
 

in
 

cells
 

were
 

analyzed.
 

The
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

pEGFP-HBx
 

were
 

then
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

protease
 

inhibitor
 

MG132,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

STING
 

and
 

IFN-β
 

protein
 

in
 

HepG2
 

cells
 

were
 

analyzed. Results
 There

 

were
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

relative
 

gene
 

levels
 

of
 

STING
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

empty
 

vector,
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pHBV-48
 

and
 

pHBV-48-X0
 

respectively
 

(P>0.05);however,the
 

relative
 

protein
 

levels
 

of
 

STING
 

in
 

HepG2
 

cells
 

trans-
fected

 

with
 

empty
 

vector
 

(1.14±0.11)
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

transfected
 

pHBV-48
 

HepG2
 

cells
 

(0.47±0.09)
 

(P<
0.01),but

 

lower
 

than
 

those
 

of
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

pHBV-48-X0
 

(2.15±0.18)
 

(P<0.01).
 

In
 

addition,the
 

rel-
ative

 

gene
 

levels
 

of
 

STING
 

gene
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

empty
 

vector
 

and
 

pEGFP-HBx
 

had
 

no
 

statistical
 

differ-
ence

 

(P>0.05),but
 

the
 

relative
 

protein
 

levels
 

of
 

STING
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

pEGFP-HBx
 

(0.48±0.16)
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

empty
 

vector
 

(0.87±0.22).
 

Compared
 

with
 

HepG2
 

cells
 

transfect-
ed

 

with
 

empty
 

vector,the
 

relative
 

gene
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

RNF5
 

gene
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

pEGFP-HBx
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01).
 

After
 

reducing
 

the
 

expression
 

of
 

RNF5
 

in
 

HepG2
 

cells,the
 

relative
 

protein
 

levels
 

of
 

STING
 

(P<0.05)
 

and
 

IFN-β
 

(P<0.01)
 

were
 

significantly
 

increased.
 

As
 

the
 

concentration
 

of
 

protease
 

inhibitor
 

MG132
 

gradually
 

increased,the
 

relative
 

protein
 

levels
 

of
 

STING
 

and
 

IFN-β
 

in
 

HBx-expressing
 

HepG2
 

cells
 

gradually
 

increased. 
Conclusion Hepatitis

 

B
 

virus
 

may
 

upregulate
 

hepatocyte
 

ubiquitin
 

ligase
 

RNF5
 

through
 

virus-encoded
 

protein
 

HBx,

thereby
 

inhibiting
 

STING/IFN-β
 

signaling
 

pathway
 

in
 

HepG2
 

cells.
【Key

 

words】 Hepatitis
 

B
 

virus;HBx;RNF5;STING/IFN-β
 

signaling
 

pathway

  乙型肝炎病毒(Hepatitis
 

B
 

virus,HBV)感染是

一个世界性的公共卫生问题,全球约导有3.5亿人感

染HBV,我国有近1亿 HBV携带者[1-3]。尽管以干

扰素类和核苷类似物类为代表的一线抗病毒药已广泛

应用于临床治疗 HBV感染,然而伴随长期用药而来

的耐药现象严重影响患者的抗病毒疗效[4-5]。最新研

究显示,干扰素基因刺激因子(Stimulator
 

of
 

interfer-
on

 

genes,STING)激动剂2,5-己酮可可碱能抑制体外

肝细胞HBV复制及抗原分泌,提示STING可能具有

治疗HBV感染作用[6]。STING也被称为跨膜蛋白

173(Transmembrane
 

protein
 

173,TMEM173),作为

免疫细胞信号转导的关键蛋白,可通过诱导干扰素β
(Interferon-β,IFN-β)进而在宿主感染免疫过程种发

挥重要作用[7]。Dansako等[8]报道慢性乙型肝炎患者

血清STING基因丰度较健康人群显著降低,且与患

者血清HBV
 

DNA载量呈负相关,与Ⅰ型干扰素含量

呈正相关,表明STING可能通过诱导Ⅰ型干扰素继

而抑制HBV复制。此外,通过 HBV小鼠模型已证

实,STING蛋白不仅能抑制 HBV复制,还可通过下

调巨噬细胞炎症小体的激活减缓 HBV诱导的肝纤维

化进程,揭示靶向STING蛋白可能是阻断 HBV复制

及其诱导的纤维化的重要治疗策略[9]。然而,Zheng
等[10]的研究发现STING是介导自然杀伤细胞(Natu-
ral

 

killer
 

cell,NK)激活的重要衔接蛋白,HBV通过下

调STING蛋白表达导致部分慢性乙型肝炎患者体内

NK细胞免疫功能降低,提示抑制STING蛋白可能是

HBV在宿主体内逃避免疫清除的重要策略之一。本

研究拟通过体外试验探讨 HBV 对肝细胞STING/

IFN-β信号通路的影响及其可能存在的分子机制,从
而为STING作为 HBV感染的抗病毒治疗靶点奠定

理论基础。

材料与方法

1 材料

1.1 质粒和细胞 HBV全基因组1.5倍复制子质粒

pHBV-48和缺失 HBV
 

X基因的 HBV 复制子质粒

pHBV-48-X0 由台湾大学医学院肝炎研究中心Ding-
Shinn

 

Chen教授提供;HBV编码基因表达质粒pEG-
FP-HBx由 南 京 大 学 刘 巧 玉 博 士 惠 赠。肝 细 胞 株

HepG2细 胞 由 本 实 验 室 常 规 培 养 保 存。空 载 体

pGEM-3Z和pEGFP-N1分别购自美国Promega公司

和Clontech公司。

1.2 试剂与仪器 质粒提取试剂盒购自天根生化科

技有 限 公 司;Lipofectamine
 

3000TM 转 染 试 剂 盒 和

ECL发光试剂均购自美国Thermo
 

Fisher公司;细胞

培养基DMEM和胎牛血清分别购自美国GIBCO公

司和浙江天杭生物科技股份有限公司;胰酶细胞消化

液和100×青霉素-链霉素溶液购自碧云天生物技术

有限公司;蛋白酶抑制剂 MG132购自美国 MedChe-
mExpress公司;siRNA干扰片段购自上海吉玛制药

技术有限公司;TRIzol购自美国Invitrogen公 司;

RNA反转录试剂盒和基因扩增试剂盒均购自美国

Roche公司;引物购自上海生工生物工程股份有限公

司;HBx,STING,IFN-β,RNF5和GAPDH抗体均购

自Santa
 

Cruz公司。StrataGene
 

Mx3000P型PCR仪

购自美国安捷伦公司;电转仪和电泳仪购自美国
 

BIO-
RAD公司;荧光显微镜购自德国Leica公司。

2 方法

2.1 细胞培养及质粒转染 HepG2细胞以含10%
胎牛血清、100

 

U/ml青霉素和0.1
 

mg/ml链霉素的

DMEM培养,当细胞生长面积约占为培养皿底部面积

80%时加入1
 

ml胰酶消化,以2×106 细胞/ml密度

接种于12孔板用于转染。转染前,改换无胎牛血清的

DMEM培养细胞,以Lipofectamine
 

3000TM 分别转染

2
 

μg质粒pGEM-3Z、pHBV-48、pHBV-48-X0、pEG-
FP-N1和pEGFP-HBx至 HepG2细胞48

 

h,收集细
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胞,提取总RNA和总蛋白备用。采用同样方法转染2
 

μg
 

pEGFP-HBx至 HepG2细胞24
 

h,换液后以再转

染siRNA-RNF5至细胞24
 

h,收集细胞,提取总RNA
和总 蛋 白 备 用。转 染 2

 

μg 浓 度 pEGFP-HBx 至

HepG2细胞6
 

h,再以0~20
 

μmol/L蛋白酶抑制剂

MG132处理转染细胞48
 

h,收集细胞,提取总 RNA
和总蛋白备用。

2.2 免疫荧光法检测 HepG2细胞内 HBx蛋白的表

达 先后滴加4%多聚甲醛和0.5%
 

Triton
 

X-100至

细胞爬片,并以3%牛血清白蛋白封闭30
 

min,PBS冲

洗;以稀释的HBx抗体4
 

℃孵育爬片并过夜,冲洗;滴
加荧光二抗25

 

℃孵育1
 

h,冲洗;滴加DAPI避光孵育

15
 

min,再以抗荧光淬灭剂封片并在荧光显微镜下观

察细胞。

2.3 荧光定量PCR法检测细胞基因相对表达水平 
将12孔板内HepG2细胞上清液弃净并置于冰上,每
孔加入0.5

 

ml
 

TRIzol,收集细胞并剧烈振荡15
 

s。随

后,经氯仿、异丙醇和无水乙醇等试剂处理提取细胞内

总RNA。取1
 

μg
 

RNA,采用Roche反转录试剂将其

逆转录为cDNA。取5
 

μl
 

cDNA为模板,与适量Fast
 

Start
 

Universal
 

SYBR
 

Green
 

Master,上、下游引物及

无核酶水共同组成基因扩增体系。STING基因上游

引物:5'-ATGCCCCACTCCAGCCTGCA
 

-3';下游引

物:5'-TGCAGGCTGGAGTGGGGCAT-3'。IFN-β
基因上游引物:5'-ATGACCAACAAGTGTCTCCT-
3';下 游 引 物:5'-AGGAGACACTTGTTGGTCAT-
3'。GAPDH 上游引物:5'-ATGGTTTACATGTTC-
CAATA-3';下 游 引 物:5'-TATTGGAACATGTA-
AACCAT-3'。基因扩增程序:95

 

℃
 

1
 

min,94
 

℃
 

20
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

20
 

s,40个循环扩增后获得目的

基因Ct值。

2.4 Western
 

blot检测细胞蛋白表达 将12孔板内

HepG2细胞上清液弃净并置于冰上,每孔加入120
 

μl
 

RIPA后收集细胞,12
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清

液,采用BCA方法检测蛋白浓度。按照待检样本蛋白

∶蛋白上样缓冲液为1∶4的体积比混匀,置于沸水中

煮浴10
 

min,室温冷却,经12%SDS-PAGE蛋白电泳

后经转膜,进行 Western
 

blot分析。一抗稀释度为1
∶1000(过夜孵育),HRP标记的二抗稀释度为1∶
4000(孵育2

 

h)。加入发光试剂ECL后用全自动自动

曝光成像系统进行检测,分析目的蛋白表达情况。

2.5 统计学分析 目的基因相对表达量的计算方法

采用2-△△Ct,目的蛋白吸光度值采用Image
 

J软件分

析。数据以以(x±s)表示,运用Graphpad
 

Prism
 

8.0
软件进行数据统计分析并作图。多组数据间比较采用

单因素方差分析,两组数据比较采用独立样本t检验,

P<0.05表示差异有统计学意义。

结 果

1 不同HBV复制子对 HepG2细胞STING蛋白表达

的影响

将2
 

μg浓度的空载体pGEM-3Z、含有完整 HBV
复制子pHBV-48、缺失 HBV

 

X基因的 HBV复制子

pHBV-48-X0 等质粒分别转染 HepG2细胞48
 

h。细

胞免 疫 荧 光 检 测 证 实,转 染 完 整 HBV 复 制 子 的

HepG2细胞表达HBx蛋白,转染缺失HBV
 

X基因的

HBV复制子细胞未见 HBx蛋白表达(图1A,1B)。
荧光定量PCR显示,STING基因在转染空载体的细

胞、转染完整 HBV复制子的细胞和转染缺失X基因

HBV复制子的细胞中相对含量分别为1.12±0.16、

1.03±0.11、1.15±0.18,差异无统计学意义(P>
0.05)(图1C)。Western

 

blot显 示 转 染 空 载 体 的

HepG2细胞和转染完整 HBV复制子的细胞STING
蛋白相对表达水平分别为1.14±0.11和0.47±
0.09,差异有统计学意义(P<0.01);与转染缺失

HBV
 

X基因的HBV复制子细胞STING蛋白相对表

达水平2.15±0.18比较差异有统计学意义(P<
0.01)(图1D,1E)。

  A、B 分别为转染质粒pHBV-48和pHBV-48-X0 的 HepG2细胞
中 HBx蛋白表达(红色代表 HBx) C 转染不同质粒的 HepG2细胞
中STING基因相对表达水平 D、E 转染不同质粒的 HepG2细胞中

STING蛋白相对含量
图

 

1 HBV对HepG2细胞STING基因和蛋白表达的影响

A,B HBx
 

protein
 

expression
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

plasmids
 

pHBV-48
 

and
 

pHBV-48-X0,respectively,and
 

red
 

represents
 

HBx C Expression
 

gene
 

levels
 

of
 

STING
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

different
 

plasmids D,E Expression
 

protein
 

levels
 

of
 

STING
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

different
 

plasmids
Fig.1 Effects

 

of
 

HBV
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

STING
 

gene
 

and
 

protein
in

 

HepG2
 

cells

2 HBx蛋白对HepG2细胞STING蛋白表达的影响

空载体pEGFP-N1和 HBV编码 X基因表达质

粒pEGFP-HBx分别转染至 HepG2细胞48
 

h后,荧
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光显微镜下可观察到转染pEGFP-HBx的 HepG2细

胞EGFP-HBx融合蛋白发出绿色荧光,即 HBx蛋白

表达于HepG2细胞(图2A,2B)。测定转染空载体的

HepG2细胞STING基因相对含量为1.05±0.21,转
染HBx基因表达质粒的 HepG2细胞为1.10±0.14,
差异无统计学差异(P>0.05)(图2C);转染 HBx基

因的 HepG2细胞STING 蛋白相对含量为0.48±
0.16,转染空载体的HepG2细胞为0.87±0.22,差异

有统计学意义(P<0.01)(图2D,2E)。

  A、B 分别为荧光显微镜下的转染空载体pEGFP-N1和pEGFP-
HBx的HepG2细胞 C 转染不同质粒的HepG2细胞中STING基因
相对表达水平 D、E 转染不同质粒的 HepG2细胞中STING蛋白含
量

图
 

2 HBx对HepG2细胞STING基因和蛋白表达的影响

A,B HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

empty
 

vector
 

pEGFP-N1
 

or
 

pEGFP-HBx
 

were
 

observed
 

under
 

fluorescence
 

microscope
 

 C Ex-
pression

 

gene
 

levels
 

of
 

STING
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

different
 

plasmids D,E Expression
 

protein
 

levels
 

of
 

STING
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

different
 

plasmids
Fig.2 Effects

 

of
 

HBx
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

STING
 

gene
 

and
 

protein
in

 

HepG2
 

cells

3 HBx蛋白对HepG2细胞泛素连接酶RNF5蛋白表

达的影响

RNF5属于泛素连接酶,具有调节细胞蛋白的稳

定性继而减少蛋白含量的功能。检测转染 HBx基因

表达质粒的HepG2细胞RNF5基因相对含量为2.71
±0.16,转染空载体pEGFP-N1的 HepG2细胞为

1.03±0.16,差异有统计学意义(P<0.01)(图3A);
检测转染 HBx基因的 HepG2细胞RNF5蛋白相对

含量为0.78±0.12,转染空载体的 HepG2细胞为

2.71±0.16,差异有统计学意义(P<0.01)(图3B)。
4 下调RNF5蛋白表达对HepG2细胞STING/IFN-β
信号通路的影响

将2
 

μg浓度的pEGFP-HBx质粒转染至 HepG2
细胞24

 

h后,再转染siRNA-control或siRNA-RNF5
至 HepG2细胞24

 

h。结果显示,siRNA-control的

HepG2细胞RNF5蛋白相对表达量为1.89±0.11,
转染siRNA-RNF5的HepG2细胞为0.41±0.05,差
异有统计学意义(P<0.05);转染siRNA-RNF5的

HepG2细胞STING蛋白和IFN-β蛋白表达水平与

siRNA-control的 HepG2细胞比较差异均有统计学

意义(P<0.05或P<0.01)(图4)。

  A 转染不同质粒的 HepG2细胞中RNF5基因相对表达水平 B
 转染不同质粒的 HepG2细胞中RNF5蛋白相对含量

图
 

3 HBx对HepG2细胞RNF5基因和蛋白表达的影响

A Expression
 

gene
 

levels
 

of
 

RNF5
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

different
 

plasmids B Expression
 

protein
 

levels
 

of
 

RNF5
 

in
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

different
 

plasmids
Fig.3 Effects

 

of
 

HBx
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

RNF5gene
 

and
 

protein
in

 

HepG2
 

cells

图
 

4 RNF5对HepG2细胞STING/IFN-β信号通路的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

RNF5
 

on
 

the
 

STING/IFN-β
 

signal
 

transduction
pathway

 

in
 

HepG2
 

cells

5 MG132阻断HBx蛋白对HepG2细胞STING/IFN-
β信号通路的抑制效应

MG132是 一 种 常 用 的 蛋 白 酶 抑 制 剂,为 探 讨

RNF5是否通过泛素化进而降解 HepG2细胞STING
蛋白,用 MG132处理转染pEGFP-HBx的 HepG2细

胞48
 

h。结果显示,随着 MG132浓度的逐渐升高,转
染pEGFP-HBx的 HepG2细胞STING和IFN-β蛋

白表达水平也呈上升趋势,直至 MG132浓度为20
 

μmol/L时,转染pEGFP-HBx的HepG2细胞STING
和IFN-β蛋白表达水平与未处理 HepG2细胞比较差

异均无统计学意义(均P<0.05)(图5)。
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图
 

5 蛋白酶抑制剂对HBx诱导HepG2细胞STING/IFN-β
信号通路抑制效应的的影响

Fig.5 Effect
 

of
 

protease
 

inhibitors
 

on
 

the
 

STING/IFN-β
 

signaling
pathway

 

inhibited
 

by
 

HBx
 

in
 

HepG2
 

cells

讨 论

HBV属于嗜肝病毒,进入宿主机体后,通过与肝

细胞表面病毒受体结合启动感染肝细胞过程;同时不

完全激活机体免疫系统,在逃避宿主免疫清除的基础

上却能引起急慢性肝脏炎症的发生[11]。STING蛋白

属于固有免疫系统信号转导的关键分子,能通过诱导

Ⅰ型干扰素进而参与宿主感染免疫、抗肿瘤免疫及自

身免疫性疾病等过程,其中STING/IFN-β信号通路

在机体防御病毒感染入侵中发挥重要作用[12]。

HBV病毒颗粒除以完整的 HBV颗粒存在形式

外,还有多种缺陷性HBV颗粒也存在于患者体内[13]。
目前实验室多使用完整的 HBV颗粒感染肝细胞,并
发现 HBV 不能有效地激活 肝 细 胞 的 固 有 免 疫 系

统[14-15]。然而,关于缺陷性 HBV颗粒能否激活肝细

胞固有免疫系统尚不清楚。本研究将含有完整 HBV
复制子pHBV-48质粒和缺失X基因的 HBV复制子

pHBV-48-X0 质粒分别转染至 HepG2细胞,通过检测

细胞STING基因和蛋白含量发现,无论是完整 HBV
复制子,还是缺失X基因的 HBV复制子均不能影响

细胞STING
 

mRNA含量。在蛋白水平上,完整HBV
复制子却能降低细胞STING表达,而缺失X基因的

HBV 复 制 子 可 显 著 促 进 细 胞 STING 表 达,提 示

HBV病毒的完整性可能是影响肝细胞固有免疫系统

功能的重要因素,其中HBV基因编码的 HBx蛋白具

有潜在抑制肝细胞固有免疫系统STING相关信号通

路的作用。

HBx蛋白属于 HBV的非结构蛋白,相对分子质

量仅为16.5
 

ku,远小于其它 HBV基因编码蛋白,但
其在病毒复制、细胞信号转导、基因转录激活、DNA修

复和蛋白质降解等过程中却发挥着重要的作用[16-17]。
为验证 HBx是否影响肝细胞STING蛋白表达,将

HBx蛋白的真核表达质粒转染至 HepG2细胞,结果

发现HBx虽不能影响细胞STING
 

mRNA含量,但可

抑制细胞STING蛋白表达,表明 HBx可能通过某种

策略导致STING
 

蛋白低表达。值得注意的是,本研

究还发现 HBx在抑制 HepG2细胞STING蛋白表达

的同时上调环指蛋白5(Ring
 

finger
 

protein
 

5,RNF5)
蛋白表达。RNF5是一种与内质网相关的泛素连接

酶,定位于在内质网(Endoplasmic
 

reticulum,ER)膜
上,能通过调节细胞蛋白稳定性继而发挥清除胞内蛋

白的功能,其在蛋白ER相关降解(ER-associated
 

deg-
radation,ERAD)途径中发挥重要作用[18]。现已证明

RNF5通过靶向调控STING蛋白泛素化和降解,从而

阻碍病 毒 触 发 的 免 疫 信 号 传 导[19]。鉴 于 HBx对

HepG2细胞内STING和RNF5蛋白表达具有相反作

用,据此推测HBx可能通过上调RNF5蛋白表达进而

抑制STING蛋白。
细胞因子IFN-β属于Ⅰ型IFN,依赖于激活细胞

内信号通路级联放大继而诱导合成大量具有抗病毒效

应的干扰素诱导蛋白,后者通过干扰病原微生物蛋白

合成等方式抑制病原微生物的增殖[20]。采用siRNA
干扰HBx诱导HepG2细胞RNF5蛋白表达,实验结

果证实RNF5具有对细胞STING蛋白及信号通路下

游IFN-β蛋白表达的抑制效应,提示 HBx通过上调

RNF5表达抑制肝细胞STING/IFN-β信号通路,可能

是HBV逃避宿主固有免疫清除作用的策略之一。为

进一步探讨RNF5是否通过泛素化进而降解STING
蛋白,通过使用肽醛类蛋白酶抑制剂 MG132抑制

HepG2细胞蛋白酶活性,发现转染pEGFP-HBx的

HepG2细胞经MG132处理后,伴随着细胞STING蛋

白表达上升,IFN-β蛋白表达也升高,表明RNF5可能

通过 对 STING 蛋 白 泛 素 化 修 饰 进 而 降 低 肝 细 胞

STING蛋白含量。
本研究通过体外细胞模型实验探讨了 HBV感染

逃避肝脏固有免疫可能存在的机制,揭示 HBV基因

编码的 HBx蛋 白 能 通 过 上 调 肝 细 胞 泛 素 连 接 酶

RNF5抑制STING/IFN-β信号通路,从而为进一步完

善HBV感染免疫调控机制奠定了理论基础。
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