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肝癌细胞乙酰胆碱酯酶表达水平与丙型肝炎病毒感染之间的相互影响
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[摘要]　目的 探讨丙型肝炎病毒（HCV）感染对乙酰胆碱酯酶（AchE）表达水平的影响以及细胞内 AchE 活

性的变化对 HCV 感染的影响。方法　以细胞培养来源的 HCV（HCVcc）感染人肝癌细胞系 Huh7 细胞，用蛋白质

印迹法以及实时荧光定量 PCR（qPCR）进一步验证 HCV 感染对 AchE 表达水平的影响，AchE 活性检测试剂盒检

测细胞内 AchE 活性的变化。以 AchE 抑制剂多奈哌齐和伊托必利处理 Huh7 细胞，同时用 HCVcc 感染，通过蛋白

质印迹法以及免疫荧光法检测 Huh7 细胞的 HCV 感染情况。用针对 AchE 基因的小干扰 RNA（siRNA）转染 Huh7 

细胞，随后用 HCVcc 感染 Huh7 细胞，通过蛋白质印迹法和免疫荧光法检测 AchE 的表达以及 HCV 感染情况。 

结果　HCVcc 感染 Huh7 细胞 60 h 后，AchE 蛋白表达水平升高，同时酶活性也增强（P 均＜0.01）。AchE 抑制剂

呈浓度依赖性抑制 HCV 对 Huh7 细胞的感染（P＜0.01）。用 siRNA 敲低 AchE 的表达后，HCV 对 Huh7 细胞的感染

降低（P＜0.01）。结论　HCV 感染 Huh7 细胞能上调 AchE 的表达并增强 AchE 活性，AchE 表达增加和活性增强都

能促进 HCV 的感染，表明 AchE 在 HCV 感染 Huh7 细胞的过程中起着正反馈增强感染的作用。

[关键词]　丙型肝炎病毒；黄病毒感染；乙酰胆碱酯酶；胆碱酯酶抑制剂；AchE 活性

[中图分类号]　R 512.63　　　[文献标志码]　A　　　[文章编号]　0258-879X(2018)12-1302-07

Interaction between expression level of acetylcholinesterase and infection of hepatitis C virus in hepatoma 
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[Abstract]　Objective　To explore the effect of hepatitis C virus (HCV) infection on acetylcholinesterase (AchE) 

expression level and the effect of AchE activity on the infection of HCV. Methods　Human hepatoma cell line Huh7 

cells were infected with cell culture-derived HCV (HCVcc). AchE expression level was analyzed using Western blotting 

and real-time quantitative PCR (qPCR). AchE enzyme activity was assayed using AchE activity detection kit. Huh7 cells 

were treated with AchE inhibitor, donepezil or itopride, together with HCVcc infection, and then the HCV infection 

level of Huh7 cells was detected by Western blotting and immunofluorescence. Huh7 cells were transfected with small 

interfering RNA (siRNA) targeting to AchE gene, followed by infecting with HCVcc, and then the expression levels 

of AchE and HCV infection were analyzed by Western blotting and immunofluorescence. Results　After 60 h of 

HCVcc infection, the expression level of AchE protein in Huh7 cells and the AchE activity were significantly increased 

(both P＜0.01). AchE inhibitors significantly inhibited HCV infection of Huh7 cells in a concentration-dependent 

manner (P＜0.01). After knocking down AchE with siRNA, HCV infection was significantly inhibited (P＜0.01).  

Conclusion　HCV infection of Huh7 cells can up-regulate the expression level of AchE and enhance the activity of 

AchE. The increase of AchE expression and activity can promote HCV infection, indicating that AchE plays a positive 

feedback enhancement effect on HCV infection of Huh7 cells.

[Key words]　hepatitis C virus; flavivirus infections; acetylcholinesterase; cholinesterase inhibitors; AchE activity

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2018, 39(12): 1302-1308]

[收稿日期]　2018-08-18　　　　[接受日期]　2018-10-09
[基金项目]　国家自然科学基金(31570170), 国家科技重大专项(2017ZX10304403-6/7). Supported by National Natural Science Foundation of China 
(31570170) and National Science and Technology Major Project (2017ZX10304403-6/7) .
[作者简介]　罗正汉，硕士生．E-mail: irvinghan@126.com
*通信作者(Corresponding author). Tel: 021-81870998, E-mail: pnzhao@163.com



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 1303 ·第 12 期．罗正汉，等．肝癌细胞乙酰胆碱酯酶表达水平与丙型肝炎病毒感染之间的相互影响

丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）

是一种全球流行的嗜肝  RNA 病毒，全世界约

有 1.3 亿人感染 HCV。HCV 的慢性感染率高达 
75%～80%，而慢性 HCV 感染是导致肝硬化、肝

癌的重要原因之一[1-2]。针对 HCV 蛋白酶和 RNA 
聚合酶的新一代直接抗病毒药物（direct acting 
antivirals，DAAs）可彻底清除病毒，达到治愈丙

型肝炎的目的，但其价格昂贵，且存在病毒耐药突

变[3-4]、在乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）/ 
HCV 共感染者中增强 HBV 复制[5-7]等潜在问题。

从 1989 年 HCV 被发现以后，HCV 疫苗的

研发在美、欧发达国家备受关注，有多种类型的

疫苗进入了临床试验，但迟迟没有 HCV 疫苗上 
市[8-10]。HCV 感染与致病的任何阶段都涉及病毒与

宿主因子的相互作用，正是大量宿主因子的参与

才使得 HCV 能够完成其完整的复制周期和引起肝

组织的疾病。因此，寻找、鉴定与 HCV 互相作用

的宿主因子，对于认识 HCV 感染与致病机制以及

寻找可能用于 HCV 防治的干预靶点仍然具有重要 
意义。

前期我们通过转录组测序筛选出在 HCV 感染

的人肝癌细胞系 Huh7 细胞中表达水平上调的乙

酰胆碱酯酶（acetylcholinesterase，AchE；未发表

资料）。本研究拟进一步验证 HCV 感染对 Huh7 
细胞 AchE 表达的影响，并探讨 AchE 表达水平对 
HCV 感染的影响，为认识 HCV 建立持续感染的机

制以及发现新的针对于宿主因子的抗 HCV 靶点提

供依据，同时为认识其他病毒，尤其是黄病毒科其

他成员的感染、免疫与致病机制提供新线索。

1　材料和方法

1.1　细胞、质粒与试剂　人肝癌细胞系 Huh7 细胞

的衍生细胞系 Huh7.5.1 细胞由中国科学院上海巴

斯德研究所钟劲研究员馈赠，用于制备细胞培养

产生的 HCV（HCVcc）；人肝癌细胞系 Huh7 细
胞由本实验室保存，用于研究 HCVcc 感染与 AchE 
表达二者之间的相关性。J6/JFH-1 嵌合全长 HCV 
基因组转录质粒由洛克菲勒大学 Charles Rice 教授

馈赠。

A c h E  抑制剂盐酸多奈哌齐（ d o n e p e z i l 
hydrochloride，Done）和盐酸伊托必利（itopride 
hydrochloride，Ito）购自美国 Selleck 公司；AchE 

活性检测试剂盒（Cat# MAK119）购自美国 Sigma 
公司；转染试剂 Lipofectamine 3000、辣根过氧

化物酶（horse radish peroxidase，HRP）标记的

羊抗兔或羊抗小鼠 IgG、Alexa Fluor®488 标记的

羊抗人 IgG 购自美国 Invitrogen 公司；CCK-8 细
胞增殖检测试剂盒购自日本 Dojindo 公司；十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳配胶试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司；小干扰 RNA
（small interfering RNA，siRNA）由广州锐博生物

技术公司合成；SYBR Premix Ex Taq 试剂购自日

本 TaKaRa 公司；AchE 抗体（ab31276）和 HCV 
core 抗体（ab2740）购自美国 Abcam 公司，内参 
GAPDH 兔单克隆抗体购自美国 CST 公司。

1.2　HCVcc 制备　将 Huh7.5.1 细胞消化并用

无血清培养液 Opti-MEM 重悬，调细胞密度为 
2×106/mL；将 10 μg J6/JFH-1 HCV RNA 与 10 mL 
Huh7.5.1 细胞悬液混合，置于电穿杯进行电穿转

染，条件为 270 V、950 μF、100 Ω。随后加入  
2 mL 新鲜 DMEM 培养液，转移至 6 cm 培养皿中

继续培养细胞。在 48 h、72 h 收集细胞培养上清

（HCVcc），以 5 000×g 离心 5 min 除去杂质和

细胞碎片，再将上清分装，于 －80 ℃ 冻存备用。

1.3　AchE 活性检测　将 Huh7 细胞接种到 6 孔
板，HCVcc 感染 Huh7 细胞 12、36、60 h 后分别

用 5 mL 离心管收集细胞进行超声破碎（2×106 
Hz，超声 3 s，间隔 10 s，重复 30 次），然后 以 
12 000×g 离心 5 min，取上清利用 BCA 法进行

蛋白定量，最终蛋白浓度为 100 μg/mL，然后按

照 AchE 活性检测试剂盒实验方法对其进行检测。

根据公式计算 AchE 活性：AchE 活性（U/L）＝ 

（D412B－D412A）/（D412校－D412M）×200N，其中 
D412B 是上清孵育 10 min 后 412 nm 波长处光密度

值，D412A 是上清孵育 2 min 后 412 nm 波长处光密

度值，D412校是校准液 10 min 后 412 nm 波长处光密

度值，D412M 是 10 min 后对照组上清 412 nm 波长

处光密度值，N 是上清稀释倍数。

1 . 4 　 A c h E  抑制剂处理细胞　用二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）溶解 2 种 AchE 抑制

剂 Done 和 Ito，制备浓度分别为 10 mmol/L 和 50 
mmol/L 的储存液。首先检测 AchE 抑制剂 Ito 和 
Done 的细胞毒性。将 Huh7 细胞接种到 96 孔板

中，当细胞融合度达到 70% 时将抑制剂分别稀释
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成 60、125、250、500 μmol/L 4 个浓度梯度处理细

胞，60 h 后用 CCK-8 检测细胞增殖水平。

接下来将 Huh7 细胞接种到 24 孔板中，当细

胞融合度达到 70% 时，用 DMEM 完全培养液将

储存液稀释，加入细胞培养上清中，终浓度分别

为 60、125、250 μmol/L，对照组加入等体积的 
DMEM 培养液。60 h 后用 AchE 活性检测试剂盒

检测 AchE 活性。

1.5　siRNA 转染　将 siRNA 干粉溶于 RNase-free 
水中，浓度为 20 μmol/L，分装，－80 ℃ 保存。

将 Huh7 细胞以较低密度接种于 24 孔板，细胞生

长融合度达到 40%～50% 时，用 Lipofectamine 
3000 转染 siRNA（包括针对 AchE 基因的 siRNA 
和对照 siRNA），每孔 siRNA 用量为 40 pmol，
具体步骤参照试剂使用说明。针对 AchE 基因的 
siRNA 共 3 条，siAchE1 序列为 5′-GCT CGT ATT 
TTC TGG TTT A-3′，siAchE2 序列为 5′-CGA CAT 
CAG TGA CGC TGT T-3′，siAchE3 序列为 5′-GCT 
ACG AGA TCG AGT TCA T-3′。
1.6　实时荧光定量 PCR（real-time quantitative 
PCR，qPCR）检测  AchE  和  HCV  mRNA　用 
RNAiso Plus 试剂提取细胞总 RNA，RNA 沉淀溶

解于 DEPC 处理水，多功能酶标仪测定 RNA 浓度

和纯度。然后用 PrimeScriptTM RT Master Mix 试剂

反转录获得 cDNA，随后用 SYBR Primer Ex Taq 试
剂进行 qPCR 以检测 AchE 和 HCV mRNA 水平。

qPCR 操作参考试剂盒说明书。引物序列如下：

AchE 上游 5′-CTT CGT GCC TGT GGT AGA T-3′，
下游 5′-GCT GAT GAG AGA CTC GTT GTC-3′；
JFH-1 型 HCV 上游 5′-TCT GCG GAA CCG GTG 
AGT A-3′，下游 5′-TCA GGC AGT ACC ACA 
AGG C-3′；内参照基因 GAPDH 上游 5′-GAA 
GGT GAA GGT CGG AGT C-3′，下游 5′-GAA 
GAT GGT GAT GGG ATT TC-3′。
1.7　蛋白质印迹法与免疫荧光法检测  AchE 及 
HCV 蛋白的表达　用 HCVcc 感染 Huh7 细胞，以

加入与 HCVcc 等体积的 Huh7.5.1 细胞培养上清的 
Huh7 细胞作为对照组。分别在培养 12 h、36 h、
60 h 后用 RIPA 蛋白裂解液（强）裂解细胞，制备

总蛋白样品。利用 BCA 法进行蛋白定量，最终每

孔用 20 μg 蛋白量进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，随后将凝胶中的蛋白样品电转至硝

酸纤维素膜，以 GAPDH 作为内参，用蛋白质印迹

法检测细胞裂解液中的 AchE 和 HCV core 蛋白表 
达量。

将 Huh7 细胞接种到 96 孔板，过夜培养，

以 HCVcc 感染，同时加入浓度为 60、125、250 
μmol/L 的 AchE 抑制剂，混合均匀继续培养 60 h 
后，用免疫荧光法检测细胞中的 HCV 蛋白，一抗

为 HCV 抗体阳性的丙型肝炎患者血清 [由海军军

医大学（第二军医大学）长海医院实验诊断科提

供]，二抗为 Alexa Fluor®488 标记的羊抗人 IgG，

用 DAPI 复染细胞核。用 Bioteck 细胞荧光成像系

统计数荧光阳性细胞。

1.8　统计学处理　应用 GraphPad Prism 5.0 软件

进行数据处理和统计学分析。呈正态分布的计量

资料以 x±s 表示，两组间比较采用两独立样本 t 
检验，多组间比较采用单因素方差分析（one-way 
ANOVA）。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果 

2.1　HCV 感染上调 Huh7 细胞 AchE 的表达　图 1A、

1B 结果显示，在 HCVcc 感染 Huh7 细胞 36 h 和 
60 h 后，与对照组相比  AchE 蛋白表达均上调 
（P 均＜0.01）。用 qPCR 检测细胞内 AchE mRNA 
的变化，图 1C、1D 结果显示 HCVcc 感染 Huh7 
细胞 36 h 和 60 h 后，与对照组相比细胞内 AchE  
mRNA 含量均增加（P 均＜0.01），与前期转录组

深度测序结果相符合。表明 HCV 感染可以明显上

调 Huh7 细胞内 AchE 的表达。

2.2　HCV 感染上调 Huh7 细胞内 AchE 活性　图 2 
结果显示，AchE 活性随着 HCVcc 感染 Huh7 细胞

的时间延长而增强，在 HCVcc 感染细胞 36 h 和  
60 h 时 AchE 活性与对照组相比差异均有统计学意

义（P 均＜0.01）。

2.3　AchE 抑制剂可抑制 HCV 感染　图 3A 结
果显示，与 DMSO 处理的细胞比较，当抑制剂 
Ito 浓度达到 500 μmol/L 时对细胞产生毒性作用

（P＜0.05）。图 4A 结果显示，当抑制剂 Done 
浓度达到  500 μmol/L 时对细胞产生毒性作用 
（P＜0.01）。2 种抑制剂以 3 个较低浓度处理细

胞均未见明显细胞毒性。图 3B、4B 结果都显示，

2 种抑制剂的浓度越高对 AchE 活性的抑制作用

越明显，其中当抑制剂浓度达到 250 μmol/L 时对 
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图 1　HCV 感染 Huh7 细胞上调 AchE 表达

Fig 1　HCV infection up-regulating AchE expression in Huh7 cells
A: Western blotting of AchE expression levels after HCV infection. 1, 2: 12 h after HCV infection; 3, 4: 36 h after HCV infection; 
5, 6: 60 h after HCV infection. 1, 3, 5: Control group; 2, 4, 6: HCV group. B: Grayscale analysis of AchE expression level relative 
to GAPDH. C, D: qPCR of JFH1 HCV and AchE mRNA relative fold change after HCV infection, respectively. HCV: Hepatitis 
C virus; AchE: Acetylcholinesterase; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; qPCR: Real-time quantitative PCR;  
JFH1: Japanese fulminant hepatitis 1. **P＜0.01. n＝3, x±s

图 2　HCV 感染上调 Huh7 细胞内 AchE 活性

Fig 2　HCV infection up-regulating AchE activity in Huh7 cells
HCV: Hepatitis C virus; AchE: Acetylcholinesterase. *P＜0.05, 
**P＜0.01. n＝3, x±s

AchE 活性抑制效果最明显（P＜0.01）。图 3C、

4C 结果显示，2 种抑制剂均剂量依赖性降低 HCV 
core 蛋白的表达，与对照组相比，当抑制剂浓度

为 60 μmol/L 时 HCV core 蛋白的表达下调比较明

显（P＜0.05），而当抑制剂浓度达到 125 μmol/L 
和 250 μmol/L 时，HCV core 蛋白的表达下调非常

明显（P＜0.01）。图 3D、3E 和图 4D、4E 中的免

疫荧光检测结果类似，当抑制剂浓度为 60 μmol/L 
时 HCV 对 Huh7 细胞阳性感染率的降低比较明显

（P＜0.05 或 P＜0.01），而当抑制剂浓度达到 125 
μmol/L 和 250 μmol/L 时 HCV 对 Huh7 细胞阳性感

染率的降低非常明显（P＜0.01）。

2.4　下调 AchE 表达能降低 HCV 对 Huh7 细胞的 

感染　图 5A 及 5B 分别显示，AchE siRNA1 和 AchE 

siRNA2 均可下调 Huh7 细胞中 AchE 的 mRNA 以及

蛋白表达水平（P 均＜0.01），而 AchE siRNA3 不

能下调 Huh7 细胞中 AchE 的表达水平。图 5C 的蛋

白质印迹结果显示，下调 AchE 的表达后 Huh7 细胞

中 HCV core 蛋白的表达水平降低，与对照组比较

差异有统计学意义（P＜0.01）。图 5D、5E 免疫荧

光检测结果也显示，当 Huh7 细胞中 AchE 表达被

下调后 HCV 的阳性感染率降低，设计的 3 条 AchE 

siRNA 所致结果与对照组相比差异均有统计学意义

（P＜0.05 或 P＜0.01）。
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图 4　AchE 抑制剂 Done 抑制 AchE 活性并降低 HCV 感染

Fig 4　AchE inhibitor Done inhibiting AchE activity and reducing HCV infection
A: CCK-8 detection of Done cytotoxicity on Huh7 cell; B: The effect of Done on AchE activity; C: Western blotting of Done inhibiting 
HCV core protein expression and relative grayscale analysis; D: Immunofluorescence of Done inhibition on HCV infection; E: HCV positive 
infection rate according to the immunofluorescence. Ctrl: Dimethyl sulfoxide as control; AchE: Acetylcholinesterase; Done: Donepezil 
hydrochloride; HCV: Hepatitis C virus; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Original magnification: ×100 (D). *P＜0.05, 
**P＜0.01. n＝3, x±s

图 3　AchE 抑制剂 Ito 抑制 AchE 活性并降低 HCV 感染

Fig 3　AchE inhibitor Ito inhibiting AchE activity and reducing HCV infection
A: CCK-8 detection of Ito cytotoxicity on Huh7 cells; B: The effect of Ito on AchE activity; C: Western blotting of Ito inhibiting HCV core protein 

expression and relative grayscale analysis; D: Immunofluorescence of Ito inhibition of HCV infection; E: HCV positive infection rate according 

to the immunofluorescence. Ctrl: Dimethyl sulfoxide as control; AchE: Acetylcholinesterase; Ito: Itopride hydrochloride; HCV: Hepatitis C virus; 

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Original magnification: ×100 (D). *P＜0.05, **P＜0.01. n＝3, x±s
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图 5　下调 AchE 的表达降低 HCV 对 Huh7 细胞的感染

Fig 5　Down-regulation of AchE expression reducing HCV infection of Huh7 cells
A: qPCR of AchE knockdown effect; B: Western blotting of AchE knockdown effect; C: Western blotting of AchE knockdown affecting 
HCV core protein expression; D: Immunofluorescence of AchE knockdown affecting HCV infection; E: The HCV positive infection 
rate according to the immunofluorescence. sNC: Negative control of the siRNA; s1: The first siRNA of AchE; s2: The second siRNA 
of AchE; s3: The third siRNA of AchE; AchE: Acetylcholinesterase; HCV: Hepatitis C virus; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase; qPCR: Real-time quantitative PCR; siRNA: Small interfering RNA. Original magnification: ×100 (D). *P＜0.05,  
**P＜0.01. n＝3, x±s

第 12 期．罗正汉，等．肝癌细胞乙酰胆碱酯酶表达水平与丙型肝炎病毒感染之间的相互影响

3　讨　论 

前期我们通过转录组测序发现 HCVcc 感染能

明显上调 Huh7 细胞内 AchE 的表达，HCV 感染  
12 h、36 h、60 h 后 AchE mRNA 相比未感染 
HCVcc 的细胞分别升高 1.44、4.93、13.15 倍（未

发表资料）。越来越多的研究发现，AchE 不仅存

在于神经细胞中，在成纤维细胞、红细胞、血管内

皮细胞、肝细胞等细胞中也广泛存在[11-13]，而且参

与细胞增殖、凋亡以及分化，并与细胞氧化应激和

炎症反应有关[14-17]。有报道在 240 例原发性肝癌患

者中，69.2% 患者的肝癌细胞中 AchE 表达下降，

AchE 低表达可以促进肝癌细胞体外增殖以及在裸

鼠体内的致瘤性，同时还可降低肝癌细胞的化学治

疗敏感性[18]。然而目前尚未见 AchE 影响 HCV 感
染的相关报道，本研究发现当 AchE 活性被抑制及

其蛋白表达被下调后，HCV 对肝癌细胞的感染也

随之下降，表明 AchE 也可以有效地影响肝癌细胞 
HCV 的感染。

AchE 能够将神经递质乙酰胆碱降解为胆碱，

胆碱对脂肪有亲和力，可促进脂肪以磷脂形式由

肝脏通过血液输送出去或改善脂肪酸本身在肝脏中

的利用，并防止脂肪在肝脏内的异常积聚。胆碱本

身对肝细胞也具有保护作用，临床上常用于辅助治

疗肝硬化、肝炎，效果良好。肝细胞通过胞苷二磷

酸胆碱代谢途径（CDP-choline pathway）利用胆碱

参与各种磷脂的合成以及促进脂肪酸的合理分配，

从而调控肝脏脂肪代谢。研究发现，肝癌细胞对放

射性标记胆碱的摄入量高于其周围的细胞，故推

荐将甲基化的胆碱作为一种代谢标记结合正电子发

射型计算机断层显像（positron emission computed 
tomography，PET）用于肝癌细胞中脂质合成的成

像研究[19]。

HCV 的细胞侵入、复制以及病毒体的组装

与释放的每个过程均与肝细胞的脂质代谢密切相 
关 [20-22]。在细胞侵入阶段，HCV 需要与定位于

细胞膜脂筏中的受体分子结合；在复制阶段，由 
HCV 非结构蛋白完成的基因组复制发生于细胞内

的膜网结构；HCV 核衣壳的组装起始于细胞内的

脂滴结构；HCV 的释放则依赖于细胞的低密度脂

蛋白分泌途径。因此，我们推测 AchE 可能通过参

与肝细胞的脂质代谢影响 HCV 感染。另外 HCV 
感染肝细胞长时间不引起细胞病变，从而造成无症

状感染，这是否与 HCV 上调 AchE 促进胆碱的产
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生有关？下一步我们将针对胆碱在脂代谢中的作用

以及其对肝细胞的保护作用两个方面探讨 AchE 影
响 HCV 感染的机制，明确该机制可能为研发新的

丙型肝炎治疗药物提供思路。
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