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· 论著 ·

不同丙氨酸氨基转移酶状态下B/C基因型乙型肝炎病毒对

肝星状细胞的影响

高鹏1，朱陇东2，李俊峰2，姚立琼1

（兰州大学第一医院  1. 医学检验中心； 2. 传染科，兰州  730000）  

摘要  目的 探讨不同丙氨酸氨基转移酶 （ALT） 状态下，B/C基因型的乙型肝炎病毒对肝星状细胞 （HSC） 增殖、细胞周期及细

胞分泌的影响。方法  分层随机选取兰州大学第一医院2023年1月至2023年12月确诊为慢性乙型肝炎的患者270例，分为ALT

正常组、 ALT 1~<2 正常上限 （UNL） 组、 ALT ≥2 UNL组 。用干扰血清干预HSC后，采用MTT法检测HSC的增殖，流式细胞仪检

测细胞周期，采用实时PCR检测转化生长因子β1 （TGF-β1）、 Smad3、 Smad7、平滑肌肌动蛋白α （α-SMA）、CollagenⅠ和Collagen Ⅲ 

mRNA表达，采用Western  blotting检测相应蛋白表达。结果  在ALT正常组中，B、C 基因型乙型肝炎病毒对HSC均无明显影响；在 

ALT 1~<2 UNL组和ALT ≥2 UNL组中，与B基因型乙型肝炎病毒相比，C基因型乙型肝炎病毒HSC增殖增加，G0/G1期细胞减少，S

期和G2/M期细胞增多，TGF-β1、Smad3、CollagenⅠ、CollagenⅢ、α-SMA mRNA及蛋白表达升高，Smad7 mRNA及蛋白表达减少，差

异均有统计学意义 （P < 0.05）。结论  不同ALT状态下 B/C 基因型乙型肝炎病毒对HSC的影响存在差异。ALT异常升高时，C基

因型乙型肝炎病毒对HSC增殖、细胞周期及细胞分泌的影响更大。
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Effects of hepatitis B virus genotypes B and C on hepatic stellate cells under
different alanine aminotransferase statuses
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Abstract  Objective To explore the effects of hepatitis B virus genotypes B and C on hepatic stellate cells （HSC） proliferation，cell 

cycle，and secretion under different alanine aminotransferase （ALT） statuses. Methods  A total of 270 patients diagnosed with chronic 

hepatitis B in the First Hospital of Lanzhou University between January 2023 to December 2023 were selected by stratified random sam-
pling. In the group with normal ALT，there were 42 patients with genotype B and 48 patients with genotype C. In the group with ALT ≥ the 

upper normal limit （UNL） and < 2 times the UNL （2 UNL），there were 48 patients with genotype B and 45 patients with genotype C. In 

the group with ALT ≥ 2 UNL，there were 45 patients with genotype B and 42 patients with genotype C. Sera from these patients was used 

as the interfering sera. After HSC were treated with the interfering serum，the proliferation of HSC was detected by the MTT method，the 

cell cycle was detected by flow cytometry，the mRNA expressions of TGF-β1，Smad3，Smad7，α-SMA，CollagenⅠ，and CollagenⅢ were 

detected by real-time PCR，and the expressions of the corresponding proteins were detected by Western blotting. Results  When the ALT 

level was normal，hepatitis B virus genotypes B and C had no obvious effect on HSCs. When the ALT level was abnormal，particularly in 

the group with ALT ≥ 2 UNL，the virus with genotype C was more likely to promote the proliferation of HSC，reduce the number of cells 

in the G0/G1 phase，increase the number of cells in the S phase and G2/M phase，enhance the mRNA and protein expressions of TGF-β1，

Smad3，CollagenⅠ，CollagenⅢ，and α-SMA，and decrease the mRNA and protein expressions of Smad7，with significant differences 

（P < 0.05）. Conclusion  The effects of hepatitis B virus genotypes B and C on HSC differ varying ALT statuses. During abnormal ALT 

elevation，genotype C hepatitis B virus demonstrates more pronounced effects on HSC proliferation，cell cycle progression，and secretory 

function compared to genotype B.

Keywords  hepatitis B； hepatic stellate cell； alanine aminotransferase； cell cycle； cell proliferation； cell secretion

基金项目：国家自然科学基金 （81800528） 

作者简介：高鹏 （1979-），男，副主任技师，硕士.

通信作者：姚立琼，E-mail：2533761325@qq.com

收稿日期：2024-08-26

网络出版时间：2025-06-09 13:49:09

中国医科大学学报  第54卷  第6期  2025年6月

Journal of China Medical University  Vol.54  No.6  Jun. 2025



·501·

乙型肝炎病毒为双链、环形、不完全的闭合

DNA病毒，严重影响人类的健康与生活质量［1］。乙

型肝炎病毒感染人体后可处于不同的免疫状态，临

床上以丙氨酸氨基转移酶 （alanine aminotransferase，

ALT） 超过正常上限 （upper  normal limit，UNL） 2倍作

为抗病毒治疗的适应证之一［2］ 。在乙型肝炎的发生

发展过程中，肝星状细胞 （hepatic stellate cells，HSC） 

发挥重要功能。相关研究［3］表明，与B基因型相比，

C基因型乙型肝炎更易进展为肝硬化和肝癌，但是

目前鲜有文章探讨在不同ALT状态下，B/C基因型乙

型肝炎病毒对HSC生理功能的影响。本文探讨了在

不同 ALT状态下，B/C基因型乙型肝炎病毒对HSC增

殖、细胞周期及细胞分泌的影响，旨在为临床诊疗

提供参考。

1 材料与方法

1.1 研究对象 

分层随机选取 2023年1月至 2023年12月在兰

州大学第一医院门诊和住院的慢性乙型肝炎患者

270例。其中，男192例，女78例，年龄 18~60 岁。纳入

标准：（1） 符合 2022年慢性乙型肝炎防治指南《病

毒性肝炎防治方案》中关于慢性乙型肝炎的诊断

标准；（2） 乙型肝炎表面抗原阳性；（3） 乙型肝炎病毒

感染>6个月。排除标准：（1） 曾接受抗病毒及免疫调

节剂治疗；（2） 妊娠期；（3） 中度和重度脂肪肝、酒精

性肝病、药物性肝损伤、自身免疫性肝损伤及合并

其他肝炎病毒感染；（4） 并发心血管、肾脏等其他脏

器病变。根据患者ALT水平分组：ALT 正常组90例，

其中B基因型42例，C基因型 48例；ALT 1~<2 UNL组

（ALT超过正常上限但未达到2倍正常上限） 93例，

其中B基因型 48例，C基因型 45 例；ALT≥2 UNL组

（ALT超过2倍正常上限） 87 例，其中B基因型 45 例，

C 基因型 42 例。各组 B/C 基因型的病毒载量比较差

异无统计学意义。患者禁食12 h后抽取血液5 mL，离

心后提取血清，保存于-20 ℃冰箱，作为干扰血清

留存。本研究获得兰州大学第一医院伦理委员会批

准，所有研究对象签署知情同意书。

1.2 主要仪器

荧光倒置显微镜 （日本Olympus公司），酶标分析

仪 550 （美国 Bio-rad公司），流式细胞仪 FACSCalibur 

（美国BD公司），荧光定量PCR分析仪 （德国LightCy-

cler公司）。

1.3 细胞株、基因片段及主要试剂

 HSC LX-2为永生化人肝星状细胞株，由美国

FRIEDMAN教授惠赠。转录生长因子 （transforming 

growth factor，TGF） -β1、Smad3 、Smad7、平滑肌肌动

蛋白α （smooth muscle actin α，α-SMA）、Collagen Ⅰ、

Collgen Ⅲ相关片段由上海捷瑞医用试剂有限公司

合 成，TGF-β1、Smad3 、Smad7、α-α-SMA、Collagen Ⅰ、

Collgen Ⅲ抗体及相关检测试剂盒购于上海西格生

物科技有限公司。DMEM 培养基 （美国 Sigma 公司），

胎牛血清 （兰州民海生物工程有限公司），碘化丙啶 

（美国Sigma公司），考马斯亮蓝R250 （美国Sigma公司），

细胞周期检测试剂盒 （美国BD公司）。

1.4 人HSC LX-2 的培养  

将HSC LX-2复苏后常规培养于含10%胎牛血

清的DMEM培养基中，置于37 ℃，5% CO2的厌氧培

养箱中，每2 d换液1次，待细胞融合至85%时，用PBS

冲洗，胰蛋白酶消化传代培养，以备后续实验使

用。

1.5 MTT法检测干扰血清对HSC增殖的影响 

选择对数生长期的细胞，弃培养液，加入500 μL 

0.25%的胰蛋白酶进行消化，加入等量培养液中和

胰蛋白酶并离心，弃上清液，制备单细胞悬液，调整

细胞浓度至1×103/mL 后接种于96孔板 （100 μL/孔），

并随机分为ALT正常组、ALT 1~<2 UNL组、ALT≥2 

UNL组。12 h贴壁后，吸去上清液，加入相应组别患

者干扰血清 （100 μL/孔），每个浓度设3个复孔。于37 

℃、5% CO2饱和湿度培养箱内培养各组细胞24、48、

72 、96 h后加入5 mg/mL的MTT 20 μL，4 h后吸去上清

加入150 μL DMSO，振荡15 min，使用全自动酶标仪

检测490 nm处的吸光度 （absorbance，A）。细胞增殖

率= （A实验组-A调零组）/ （A对照组-A调零组） ×100%。

1.6 流式细胞仪检测细胞周期 

用3组患者的干扰血清培养HSC 72 h，弃培养液，

胰蛋白酶消化贴壁细胞，DMEM清洗，然后加入 70%

预冷的乙醇5 mL 悬浮固定细胞，4 ℃过夜。加入等量

的DMEM洗涤2次，加入碘化丙啶试剂盒染液200 μL，

室温避光30 min，用流式细胞仪检测，采用美国Verity 

Software House公司设计的软件进行数据分析。 

1.7 实时PCR检测 

用3组患者的干扰血清培养HSC 72 h，弃培养
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液，用DMEM培养液洗涤3次，然后加入含10%胎牛

血清的DMEM培养基继续培养48 h。用TRIzol提取细

胞总RNA。用逆转录试剂盒得到cDNA，实时PCR检

测TGF-β1、Smad3、Smad7、α-SMA、CollagenⅠ、

CollagenⅢ 和 β-actin mRNA的表达。PCR引物序列

见表 1。PCR反应条件：95 ℃ 1 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 

30 s，40 个循环，以 β-actin作为内参。

1.8 Western blotting检测

用3组患者的干扰血清培养HSC 72 h，弃培养

液，用DMEM培养液洗涤3次，然后再加入含10%胎

牛血清的DMEM培养基继续培养48 h。提取细胞总

蛋白，测定蛋白浓度，加样进行SDS-PAGE电泳，转

膜，用 TBST 液室温摇床封闭2 h，然后加入TGF-β1、

Smad3、 Smad7、α-SMA、CollagenⅠ、Collagen Ⅲ、β-actin 

抗体4 ℃过夜，次日洗膜后加入二抗孵育，洗膜后

ECL显色，采用BandScan分析胶片灰度值。

表1  引物序列

Tab.1  Primer sequences

Gene Forward  Reverse

TGF-β1 5’-TAGATGGAGGATTCCC-3’， 5’- GATACATTCCTGGCCTGATCCAC-3’

Smad3 5’- AAGTTGCGTCCTACA-3’ 5’-TACTATACGTCTGATCGTATGCAG-3’

Smad7 5’-TGGAGAGACCCGG-3’ 5’- TAGATACTTGTTAGCCTGATCCAC-3’

α-SMA 5’-GTGATGAGGATTCAGC-3’， 5’- GATACTGTCTTGCCTGATCCAC-3’

Collagen Ⅰ 5’- AGTCAGATGTCTACATG-3’ 5’-CTATATTCCATTGTCGTATGCAG-3’

Collgen Ⅲ 5’-GTTGGAGGACCTTG-3’ 5’- GCGACAACACGATCCTGAG-3’

β-actin 5’- GCATGATCAGGGTCCG-3’ 5’-GCCTAACATACGACTCGACGCA-3’

表2  3组HSC的细胞增殖情况比较

Tab.2   Comparison of cell proliferation of HSCs among three groups   

Group 24 h 48 h 72 h 96 h

ALT normal

  B type 1.01±0.23 1.05±0.23 1.08±0.22 1.16±0.21

  C type 1.02±0.23 1.05±0.25 1.10±0.24 1.17±0.29

ALT 1-<2 UNL

  B type 1.16±0.23 1.23±0.30 1.56±0.49 2.10±0.62

  C type 1.15±0.22 1.27±0.34 1.61±0.60 2.68±0.751） 

ALT≥2 UNL

  B type 1.56±0.56 1.84±0.69 2.23±0.83 2.64±0.92

  C type 1.60±0.61 2.49±0.901） 2.96±1.011） 3.53±1.041） 

ALT，alanine aminotransferase；UNL，upper normal limit. 1） P < 0.05 vs. B type in the same group. 

1.9 统计学分析

采用 SPSS 26.0软件进行统计分析，数据以x-±s

表示，组间比较采用独立样本t检验。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组HSC增殖情况比较

ALT正常组B、C基因型乙型肝炎病毒干扰血清

培养各时间点HSC增殖无明显差异；ALT 1~<2 UNL

组C基因型乙型肝炎病毒干扰血清培养96 h HSC增

殖较B基因型增加；ALT≥2 UNL组后C基因型乙型

肝炎病毒干扰血清培养48 h HSC增殖较B基因型乙

型肝炎病毒血清干扰HSC增加，差异均有统计学意

义 （P < 0.05），见表2。      
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2.2 3组HSC细胞周期比较

ALT正常组和ALT 1~<2 UNL组中，B、C基因型

乙型肝炎病毒干扰的HSC细胞周期无明显差异；而

ALT≥2 UNL组中，与B基因型相比，C基因型乙型肝
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炎病毒干扰的G0/G1期的HSC明显减少，而S期、G2/M

期的HSC明显增多，差异有统计学意义 （P < 0.05），见

表3。

2.3 3组HSC中TGF-β1、Smad3、 Smad7、CollagenⅠ、

CollagenⅢ、α-SMA mRNA的表达水平比较

ALT正常组中B、C基因型乙型肝炎病毒干扰的

HSC中各炎性细胞因子的mRNA表达无明显差异，而

在ALT 1~<2 UNL组和ALT≥2 UNL组中，C基因型乙

型肝炎病毒干扰的HSC中TGF-β1、Smad3、 CollagenⅠ、

CollagenⅢ、α-SMA mRNA的表达水平明显高于B基

因型，Smad7 mRNA的表达水平明显低于B基因型，

差异有统计学意义 （P < 0.05），见表4。

表3  3组HSC的细胞周期比较 （%）

Tab.3  Comparison of the cell cycle of HSCs among the three groups （%） 

Group G0/G1 S G2/M

ALT normal

  B type 30.41±4.79 48.44±4.21 16.21±2.45

  C type 31.76±6.24 46.67±4.59 16.35±2.31

ALT 1-<2 UNL

  B type 25.33±4.05 49.26±6.80 18.41±3.19

  C type 25.40±4.47 51.01±7.47 19.75±3.71

ALT≥2 UNL

  B type 13.24±2.18 53.55±6.15 20.29±3.34

  C type 10.21±1.591） 59.06±6.871） 25.79±3.571）  

ALT，alanine aminotransferase；UNL，upper normal limit. 1） P <  0.05 vs. B type.

表4  3组HSC中TGF-β1、Smad3、 Smad7、CollagenⅠ、CollagenⅢ、α-SMA mRNA的表达水平

Tab.4  mRNA expression levels of TGF-β1，Smad3，Smad7，CollagenⅠ，CollagenⅢ，and α-SMA in HSCs of the three groups

Group TGF-β1 Smad3 Smad7   Collagen Ⅰ Collagen Ⅲ α-SMA

ALT normal

  B type   5.38±0.88   4.41±0.76 6.34±1.31   3.37±0.33   4.53±0.37   2.52±0.52

  C type   5.43±0.72   4.57±0.76 6.229±1.55   3.59±0.48   4.51±0.70   2.77±0.67

ALT 1-<2 UNL

  B type   6.52±0.75   5.57±0.74 6.09±1.22   5.50±0.56   7.54±0.80   3.35±0.59 

  C type   8.54±0.981）   7.84±0.941） 5.02±0.931）   6.48±0.821）   9.54±1.181）   5.48±1.121） 

ALT≥2 UNL

  B type   9.53±1.72   8.60±1.26 4.56±0.45 11.39±1.35 13.28±1.20 10.34±1.48

  C type 13.39±2.421） 11.67±1.821） 2.49±0.421） 16.38±1.801） 19.40±2.371） 15.97±1.891） 

ALT，alanine aminotransferase；UNL，upper normal limit. 1） P <  0.05 vs. B type.

2.4 3组HSC中TGF-β1、Smad3、 Smad7、CollagenⅠ、

Collagen Ⅲ、α-SMA蛋白的表达水平比较

ALT正常组中B、C基因型乙型肝炎病毒干扰的

HSC中各炎性细胞因子的蛋白表达无明显差异；而在

ALT 1~<2 UNL组和ALT≥2 UNL组中，C基因型病毒

干扰的HSC中TGF-β1、Smad3、 CollagenⅠ、CollagenⅢ、

α-SMA蛋白的表达水平明显高于B基因型，Smad7蛋

白的表达水平明显低于B基因型，差异有统计学意

义 （P < 0.05），见表5。

3 讨论

患者感染乙型肝炎病毒后可发生肝纤维化，并

进展为肝硬化和肝癌，在这一过程中，HSC发挥了关

键作用［4］。当肝脏受到炎症等因素刺激后，HSC的表

型由静止型转变为激活型。激活的HSC通过增生和

分泌细胞外基质参与肝纤维化的形成和肝内结构

的重建 ［5］。乙型肝炎病毒感染人体后有免疫耐受期

和免疫激活期。耐受期免疫反应较轻微，ALT多为正
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表5  3组HSC中TGF-β1、Smad3、 Smad7、Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ、α-SMA 蛋白的表达水平

Tab.5  The expression levels of TGF-β1，Smad3，Smad7，Collagen Ⅰ，Collagen Ⅲ and α-SMA proteins in HSCs of the three groups 

Group TGF-β1 Smad3 Smad7   Collagen Ⅰ Collagen Ⅲ α-SMA

ALT normal

  B type   6.21±0.95   4.82±0.93 6.62 ±0.77   3.78±0.86   4.29±0.70   2.53±0.67

  C type   6.54±0.82   4.72±0.65 6.28±1.01   3.83±0.71   4.08±0.89   2.54±0.69

ALT 1-<2 UNL

  B type   7.79±1.72   5.73±1.41 6.39±0.83   5.75±0.83   7.59±1.58   3.55±1.13

  C type   9.73±1.451）   7.75±2.301） 4.93±0.681）   7.05±1.011）   9.91±2.161）   5.29±1.301）

ALT≥2 UNL

  B type 11.87±2.32   8.16±1.24 4.57±0.93 11.41±2.06 12.46±2.68 11.85±2.69

  C type 15.87±2.251） 11.04±1.631） 2.83±0.921） 14.75±3.631） 19.86±4.571） 15.57±3.851）

ALT，alanine aminotransferase；UNL，upper normal limit. 1） P <  0.05 vs. B type.
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常或轻微升高；激活期免疫反应强烈，ALT多异常升

高，临床上常以ALT超过2倍正常上限作为抗病毒治

疗指征［6］。乙型肝炎病毒有多种基因型，我国感染

人群中以B、C基因型居多，与B基因型相比，C基因

型乙型肝炎更容易进展为肝硬化和肝癌［7］。本研究

通过探讨乙型肝炎病毒基因型在不同ALT状态下对

HSC的影响，为临床诊治乙型肝炎提供理论依据。

本研究结果显示，在不同ALT状态下，B、C基因

型乙型肝炎病毒对HSC的影响有明显差异。在ALT

正常状态下，B、C基因型乙型肝炎病毒对HSC的细

胞增殖、细胞周期及细胞分泌的影响无明显差异，

可能是因为在这一时期机体处于免疫耐受状态，即

使乙型肝炎病毒基因型不同，对HSC的影响也未表

现出差异［8-9］。而在ALT异常状态下，特别是ALT≥2 

UNL状态下，与B基因型相比，C基因型乙型肝炎病

毒更容易使HSC分裂加速，并分泌更多的炎性细胞

因子。可能是因为此阶段C基因型乙型肝炎病毒引

起的病理性免疫反应更为强烈，释放出更多的炎症

介质与炎性细胞因子，这些物质作用于HSC，促进

HSC增殖，细胞明显活化，位于G0/G1期的静止期细

胞明显减少，而处于S期、G2/M期的分裂期细胞明显

增多，细胞分裂加快［10-11］。TGF-β1是肝纤维化重要

的始动因子。 在肝纤维化过程中，TGF-β1能够活化

HSC，促进胶原过度表达、细胞外基质合成与堆积，

并通过TGF-β/Smads 通路在纤维化中发挥关键作

用。Smad3为 TGF-β/Smads 通路的正调节性因子，

其异常表达可上调 TGF-β1 的活性，进而促进纤维

化的发生发展。Smad7 为负调节性因子，其异常表

达可下调 TGF-β1 的活性，进而抑制纤维化的发生

发展［12-13］。本研究结果显示，C基因型乙型肝炎病毒

更容易促进HSC中TGF-β1、Smad3表达，抑制Smad7

表达，且更容易引起胶原蛋白沉淀。α-SMA是HSC

活化的重要标志，只表达于活化的HSC中。本研究结

果显示，C基因型乙型肝炎病毒更容易引起HSC的活

化，α-SMA增加，与其他研究［14-15］结果不一致。

综上所述，本研究探讨了不同ALT状态下B/C 

基因型乙型肝炎病毒对HSC增殖、细胞周期及细胞

分泌的影响，为临床诊疗提供参考。
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