
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年7月28日; 16(21): 2343-2348
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

人肝癌细胞系HepG2与HepG2.2.15差异HLA结合肽的分
离与鉴定

陈 黎, 谢兴旺, 张恒辉, 费 然, 丛 旭, 魏 来, 陈红松

陈黎, 谢兴旺, 张恒辉, 费然, 丛旭, 魏来, 陈红松, 北京大学
人民医院肝病研究所 北京市 100044
陈黎, 北京大学医学部内科学硕士, 主要从事乙型肝炎病毒感染
相关HLA结合肽的研究. 
新世纪优秀人才支持计划资助项目, No. 985-2-099-113
国家重点基础研究(973)计划资助项目, No. 2007CB512906
作者贡献分布: 此课题由陈黎, 陈红松, 谢兴旺及张恒辉设计; 研
究过程由陈黎, 张恒辉及费然操作完成; 研究所用新试剂及分析
工具由费然与丛旭提供; 数据分析由陈黎, 谢兴旺, 张恒辉及陈
红松完成; 本论文写作由陈黎, 谢兴旺及张恒辉完成, 并由陈红
松与魏来修改.
通讯作者: 陈红松, 100044, 北京市西直门南大街11号, 北京大
学人民医院肝病研究所. chen2999@sohu.com
电话: 010-88325726  传真: 010-68318386
收稿日期: 2008-05-03   修回日期: 2008-06-16
接受日期: 2008-06-17   在线出版日期: 2008-07-28

Identification of differential 
HLA-binding peptide between 
two hepatoma cell lines HepG2 
and HepG2.2.15  

Li Chen, Xing-Wang Xie, Heng-Hui Zhang, Ran Fei, 
Xu Cong, Lai Wei, Hong-Song Chen

Li Chen, Xing-Wang Xie, Heng-Hui Zhang, Ran Fei, Xu 
Cong, Lai Wei, Hong-Song Chen, Hepatology Institute, 
Peking University People’s Hospital, Beijing 100044, China
Supported by: the Program for New Century Excellent 
Talents, No. 985-2-099-113; and the Major State Basic Re-
search Development Program of China, No. 2007CB512906
Correspondence to: Hong-Song Chen, Hepatology Insti-
tute, Peking University People’s Hospital, 11 Xizhimen South-
ern Street, Beijing 100044, China. chen2999@sohu.com
Received: 2008-05-03    Revised: 2008-06-16 
Accepted: 2008-06-17    Published online: 2008-07-28

Abstract
AIM: To screen the differential HLA-binding 
peptides between HepG2 and HepG2.2.15 cell 
lines, and to find some HLA-binding peptides 
correlated with hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: HepG2 and HepG2.2.15 cells were 
harvested (108 cells), and the peptides were iso-
lated from the cell membrane by mild acid elu-
tion, respectively. Then the mixture of peptides 
was fractionated by high performance liquid 
chromatography (HPLC) and the differential 
fractions only expressed in HepG2.2.15 cell line 
were identified by nanoESI-MS/MS analysis. 

Bioinformatic analysis and MASCOT index were 
used to investigate the sequence and source of 
the peptides. Finally the expression of mRNA 
was detected by reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: HPLC fractions were markedly dif-
ferent between HepG2 and HepG2.2.15 cells. 
A peptide, SPDDPSRYISPDQ, from enolase 
1 (ENO1) was obtained, which was only ex-
pressed in HepG2.2.15 cells, by nanoESI-MS/MS 
analysis. The result of RT-PCR confirmed that 
ENO1 expression was significantly higher in 
HepG2.2.15 cells than that in HepG2 cells.

CONCLUSION: A human peptide SPDDPSRY-
ISPDQ from ENO1 can be presented on the 
surface of HepG2.2.15 cells by HLA, and ENO1 
mRNA expression is significantly higher in 
HepG2.2.15 than that in HepG2, suggesting that 
HBV infection may cause the up-regualtion of 
ENO1 expression.

Key Words: HepG2; HepG2.2.15; Hepatitis B virus; 
Enolase1; High performance liquid chromatogra-
phy; Mass spectrometry
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摘要
目的: 分离并鉴定整合表达HBV的人肝癌细
胞系HepG2.2.15及其母细胞系HepG2的差异
HLAⅠ类分子结合肽, 寻找与HBV感染相关
的HLA结合肽. 

方法: 洗涤法得到HepG2和HepG2.2.15细胞表
面的HLAⅠ类分子及与其结合的肽段. 效液
相色谱(HPLC)对两种细胞的洗脱肽段进行分
离和图谱比较, 挑选出HepG2.2.15特有的峰段
进行纳升电喷雾串联质谱(nanoESI-MS/MS)
分析, 结合MASCOT数据库检索和从头测序, 
分析多肽的序列和来源. 后采用RT-PCR法进
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■背景资料
慢 性 乙 型 肝 炎
(CHB)是我国最
常见的慢性传染
性 疾 病 之 一 ,  易
于慢性化、重症
化, 已经成为严重
威胁人类健康的
公共卫生问题. 目
前, 除干扰素和核
苷类似物可使部
分乙肝患者血清
H B V D N A转阴
外, 尚没有其他特
效的治疗药物. 因
此, 开发同时有治
疗与预防作用的
HBV疫苗具有重
要的理论意义及
潜在巨大的经济
及社会价值.

■同行评议者
林菊生, 教授, 华
中科技大学同济
医学院附属同济
医院肝病研究所; 
张 小 晋 ,  主 任 医
师, 北京积水潭医
院消化内科



行mRNA表达检测. 

结果: HPLC对比显示HepG2和HepG2.2.15的
HLA结合肽存在显著差异. 利用nanoESI-MS/
MS技术从HPLC差异峰段中分离鉴定出一条
来源于已知蛋白人烯醇酶-1(enolase1, ENO1)
的多肽SPDDPSRYISPDQ. RT-PCR结果显
示, ENO1在HepG2和HepG2.2.15细胞中均有
表达, 且在HepG2.2.15细胞中表达明显高于
HepG2细胞.

结论: 来自ENO1的多肽SPDDPSRYISPDQ能
够被HLAⅠ类分子提呈到HepG2.2.15细胞表
面, 且ENO1 mRNA在HepG2.2.15细胞中的表
达显著高于HepG2细胞. 提示HBV感染可能引
起ENO1表达上调.

关键词: HepG2细胞; HepG2.2.15细胞; 乙型肝炎病

毒; 烯醇酶-1; 高效液相色谱; 质谱
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)的感染

是一项严重的全球性公共卫生课题. 据WHO估

计[1], 全球有20多亿人感染HBV, 而HBsAg携带

者为3.5亿. 我国属HBV感染高流行区, 一般人群

的HBsAg阳性率为9.09%[2]. HepG2.2.15细胞是

由HepG2细胞衍生而来的稳定支持HBV复制、

组装和分泌的细胞系, 是一个研究HBV生命活

动的良好细胞系[3]. HepG2.2.15不仅表现HepG2
的生物学特性, 同时又因为其携带有HBV基因

组而表达不同于HepG2的特性, 比如他可以分泌

HBeAg及HBsAg[4]. 所以我们可以通过对比这两

种细胞表面HLA分子结合的抗原肽寻找差异所

在, 从而筛选出HepG2.2.15细胞所递呈的HBV
特异性天然表位或者HBV感染相关蛋白来源的

HLA结合肽, 为乙肝的免疫发病机制研究及预

防治疗提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 细胞培养所用DMEM, 胎牛血清均购自

Gibco公司; 色谱所用三氟乙酸、乙腈购自Sigma
公司, C-18 Spe-Pak柱(经典型)购自Waters公司; 
流式细胞所用抗体FITC标记的抗人的HLA-A2, 
阴性对照为抗鼠的IgG, 均购自BD公司; 免疫组
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化所用抗体为ABCam公司的抗鼠的HLA-A2.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2购自ATCC, HepG2.2.15
为本所保存. HepG2和HepG2.2.15用含100 mL/L
胎牛血清, 100 mg/L青霉素和100 mg/L链霉素的

DMEM培养基, 并于HepG2.2.15培养液中加入

400 mg/L的G418; 细胞均于37℃, 50 mL/L CO2

孵箱培养.
1.2.2 弱酸法提取细胞表面结合肽: 每108细胞与

1 mL的柠檬酸缓冲液(0.131 mol/L枸橼酸, 0.066 
mol/L磷酸氢二钠, 调节pH至3.3), 在室温下作用

5 min, 离心, 4℃, 2000 r/min, 5 min[5-6]. 收集上清, 
即为多肽混合液. 为了验证后期实验的稳定性

和可靠性, 我们将HepG2样品分成两份, 其中一

份掺入一段来源于HCV的多肽(RLIVFPDLGV)
做为参照.
1.2.3 弱酸洗脱细胞表面HLA结合肽效率的检

测: 应用流式细胞术, 免疫荧光检测细胞表面

HLA-A2的表达. 
1.2.4 HPLC纯化: 从HepG2和HepG2.2.15细胞

上提取的肽分别用反相H P L C系统 (安捷伦 , 
HP1100型)进行分馏. 样品注入C18柱(4.6 mm×

150 mm, Waters), 进行梯度洗脱, B液为0%-100%
乙腈, A液为1 g/L TFA, 梯度设置如下: 0%-0% B 
10 min, 0%-60% B 60 min, 60%-100% B 10 min, 
100%-100% B 10 min, 流速1 mL/min. 紫外检测

214 nm, 280 nm. 收集两种细胞差异的峰段, 冻
干, -20℃保存.
1.2.5 NanoESI-MS/MS分析: 挑选出HepG2.2.15
样品中特有峰段的馏分和两组H e p G2样品的

差异峰, 将他们分别溶于10 μL 1 g/L的TFA中, 
注入带有电喷雾离子源的纳升电喷雾串联质

谱仪(nanoESI-MS/MS)中. 质谱仪的扫描范围

500-15 000, 用于测定每个样品中肽段的分子量

和质荷比. 为了对天然肽进行MS测序, 每个肽段

的撞击诱导解离(CID)的质谱结果都按单电荷的

离子形式记录.
1.2.6 HLA结合肽的鉴定: NanoESI-MS/MS的
结果采用MASCOT数据库检索和从头测序两

种方法进行. 我们主要通过MASCOT数据库检

索的方法来确定多肽的来源和序列: 由Q-TOF
质谱图得到的原始数据文件经Masslynix软件

(Micromass公司)处理转换成.pkl文件, 然后提

交到MASCOT(http://www.matrixscience.com)上
进行检索, 检索数据库为NCBInr的人和病毒数

据库. 搜库参数设置如下: 酶切选用无酶切; 可

www.wjgnet.com

■研发前沿
乙肝疫苗经历了
传统的血源疫苗
到重组蛋白疫苗, 
到1990年代出现
了DNA疫苗 ,  伴
随着DNA疫苗的
发展出现了多表
位DNA疫苗 .  蛋
白质抗原不是通
过完整的分子发
挥作用的, 抗原分
子表位的研究成
了近年来新的发
展 趋 势 ;  随 着 分
子生物学及免疫
学技术的日益成
熟, 大量表位得以
鉴定, 为特异性细
胞免疫治疗奠定
了基础. 目前正在
研制更好的HBV
疫苗, 如: DNA疫
苗、含其他蛋白
序列的HB疫苗、

联合疫苗、单剂
疫苗、口服疫苗
等, 以增强疫苗的
免疫原性, 简化乙
肝疫苗接种.
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变修饰选择M-氧化和C-烷基化; 母离子误差值

设为100×10-6, 碎片离子为0.1 Da, P <0.05; 肽
段匹配的打分值超过显著性检验水准时初步

判定该肽段的来源被鉴定. 另一方面, 质谱图

经Micromass的专用软件MaxEnt3处理后, 借助

Micromass的专用软件MasSeq直接推导出肽段

序列, 同时对该质谱图进行手工读图确认, 判定

原则为二级质谱中所有主要肽谱峰都与理论计

算的片段离子相匹配. 从头测序的结果可以辅

助已知肽段的鉴定, 还能够提供新的不能查找

到来源的肽段的序列.
1.2.7 肽段HLA结合力的分析: 利用SYFPEITHI
数据库中的算法对上述两个肽段的H L A结

合力进行评分(http//www.syfpeithi.de/scripts/
MHCServer.dll/home.htm). 在线预测的HLA位

点限定在HepG2和HepG2.2.15已知的HLA分型: 
HLA-A2, HLA-A24, HLA-B51及HLA-B53[7].
1.2.8 RT-PCR验证: 用RT-PCR法验证我们鉴定

的多肽来源蛋白ENO1在HepG2.2.15和HepG2中
的表达. ENO1 RT-PCR的引物及退火温度见表1, 
循环条件为94℃预变性5 min, 94℃ 15 s, 60℃ 30 
s, 72℃ 45 s, 35个循环后接72℃延伸10 min[8].

2  结果

2.1 弱酸洗脱细胞表面HLAⅠ类分子及其结合

肽的效率 利用流式细胞技术比较弱酸洗脱前后

细胞表面的HLA-A2表达量发现, 经过弱酸处理

后细胞表面的HLA-A2标记显著减少, 由洗脱前

的81.34%减少到洗脱后的20.78%(图1). 利用免

疫荧光技术比较洗脱前后细胞表面HLA-A2的
量也得到类似结果. 提示弱酸处理能有效洗脱

细胞表面的HLAⅠ类分子及其结合的多肽.
2.2 HPLC的差异比较 以反向HPLC纯化分离

肽段, 比较掺入H C V肽段的H e p G2和未掺入

HCV肽段的HepG2 HPLC图, 以及HepG2.2.15和
HepG2细胞的HPLC图, 挑选出HepG2样品差异

的峰段和HepG2.2.15细胞特有的峰段(图2), 进
行质谱分析.
2.3 MS分析鉴定 从掺入HCV肽段和未掺入HCV
肽段的HepG2弱酸洗脱液差异色谱峰中, 鉴定

出了实验掺入的HCV肽段, 其序列为RLIVFP-
DLGV. 同时从HepG2.2.15和HepG2的一个差异

峰中, 鉴定出了1条人源的肽段, 即ENO1来源多

肽: SPDDPSRYISPDQ(图3).
2.4 肽段HLA结合力的分析 利用SYFPEITHI
数据库, 按照既定的HLA分型对ENO1的多肽

H L A结合力进行了在线预测 .  发现该肽段与

HLA-B51的结合力为22分. 肽段结合力的预测

结果见表2.

■相关报道
Liu对105位中国
乙 肝 患 者 核 心
抗 原 的 研 究 发
现, 93.3%缬氨酸
突变位异亮氨酸
(V27I). 突变后的
多肽与HLA-A2分
子有很高的结合
力, 并且能在急性
乙肝患者中引发
特异性CTL反应, 
V 2 7表位可以与
I27表位特异性的
CTL发生交叉反
应, 反之则不然.表  1  RT-PCR引物及退火温度

     
基因	                                               引物	                     退火温度(℃)     产物片段大小(bp)

ENO1	              5'-GCGTTCAATGTCATCAATGG-3'	           60		      591

	              5'-GTTGACTTTGAGCAGGAGGC-3'		

GAPDH	              5'-CCACATCGCTCAGACACCAT-3'	           60		      114

	              5'-GGCAACAATATCCACTTTACCAGA-3'		
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图  1  HepG2.2.15细胞的流式分析结果. 用HLA-A2抗体标记细胞表面; A-B: 阴性对照; C: 酸处理前细胞, HLA-A2标记率

为81.34%; D: 酸处理后细胞, HLA-A2标记率为20.78%. A, C: 洗脱前; B, D: 洗脱后.
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图  2  HepG2和HepG2.2.15的HPLC色谱. HepG2: 蓝色; 

HepG2.2.15: 红色; 箭头1: 两种细胞的差异峰; 箭头2: HepG2

细胞中掺入的HCV来源的参照多肽峰.
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2.5 烯醇酶-1在细胞中表达的验证 RT-PCR结

果显示, ENO1在HepG2和HepG2.2.15细胞中均

有表达, 且在HepG2.2.15细胞中表达明显高于

HepG2细胞(图4).

3  讨论

内源性抗原是指细胞内产生的非己成分, 以一

种不同于外源性抗原加工和递呈的方式进行

加工和递呈, 而被加工的内源性抗原肽与HLA
Ⅰ类分子结合形成复合体[9]. 淋巴细胞只能识

别与HLA分子结合的限制性多肽(8-12个氨基

酸), 即细胞表位(epitope)[10]. 弱酸洗脱法已经被

证实可以有效的洗脱细胞表面HLAⅠ类分子及

其结合的多肽[11-14]. 我们以HepG2和HepG2.2.15
细胞为研究对象, 大量培养两种细胞至108, 用
弱酸洗脱法获得浓度较高的多肽洗液, 其中主

要包含HLAⅠ类分子及其结合多肽. 然后利用

HPLC和nanoESI-MS/MS分析, 寻找在HepG2和
HepG2.2.15细胞有差异表达的HLAⅠ类分子结

合肽. 
为了检测高效液相色谱联用串联质谱技

术从多肽混合物中分离和鉴定多肽技术的稳

定性和可靠性 ,  事先在H e p G2的弱酸洗脱液

中掺入了一段来自H C V聚合酶的参照肽段

(RLIVFPDLGV). HPLC分离出了在掺入HepG2

细胞弱酸洗脱液中的多肽并进行二级质谱分析. 
用质谱分析的原始.pkl文件在MASCOT数据库

中进行检索分析, 我们成功地找到事先掺入的

参照肽段, 同时质谱程序自动分析得到的序列

为LRLVFPDLGV, 与肽段实际序列基本匹配. 由
此可见, HPLC联用nanoESI-MS/MS技术是一种

有效的分离和鉴定多肽的方法. 但这种方法也

有一定的局限性, 从上述的分析结果可以看出, 
nanoESI-MS/MS不能精确区分谷氨酰胺/赖氨酸

(Gln/Lys)和异亮氨酸/亮氨酸(Ile/Leu), 而且在读

序列过程中偶尔会有前后氨基酸置换的现象. 
如果分离鉴定的是新的肽段, 从头测序的结果

可能与实际的肽段序列有一定的差异. 
应用同样的方法 ,  我们从 H e p G 2 和

HepG2.2.15的一个较为明显的色谱差异峰中鉴

定出了1条来源于人ENO1的多肽: SPDDPSRYIS 
PDQ. 既往的研究发现, ENO1的表达与包括

HBV在内的多种病毒感染相关[15-17]. 最有意义

的是, Yoon et al [18]利用表达谱芯片发现ENO1
在HBV相关性肝癌中的表达显著上调, 并进一

步证实了ENO1在4个HBV相关性细胞系中的

表达显著高于正常组织(H B V相关性细胞系: 
SNU354, SNU368, SNU387和SNU475). 我们的

实验结果证实ENO1在HepG2.2.15中表达明显

高于HepG2细胞, 这同上述的相关报道均提示

HBV感染可能会引起ENO1的表达上调, 并参与

表  2  已被鉴定肽段列表

     
多肽来源蛋白	 HCV(参照多肽)	 人烯醇酶-1

实际序列		  RLIVFPDLGV     SPDDPSRYISPDQ

测序序列		  LRLVFPDLGV    SPDDPSRYLSPDK

M/Z		  564.87	           738.8

理论分子量	 1127.7254         1475.5854

实测分子量	 1127.6703         1475.6528

Accession number	 gi/13936941       gi/39644850

SYFPEITHI评分	 未分析	            22

HLA 分子		 HLA-A*02         HLA-B*51

■创新盘点
本研究通过HPLC
和nanoESI-MS/
MS分析 ,  直接在
Hep G2.2.15细胞
表面分离鉴定出
与HLA结合的多
肽, 并确定其来源
分别是ENO1.

图  3  被鉴定肽段的串联质谱. A: 掺入的参照HCV来源的

多肽. M/Z: 564.87的离子质谱图, 该离子的MASCOT分析

序列: RLIVFPDL, 自动从头测序的序列为RLLVFPDL; B: 人

烯醇酶-1来源的多肽. M/Z: 738.8的离子质谱图, 该肽段的

MASCOT分析序列: SPDDPSRYISPDQ.
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图  4  HepG2和HepG2.2.15细胞中ENO1 mRNA的表达.
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HBV导致的相关疾病的发生发展. 更为重要的

是我们发现ENO1的SPDDPSRYISPDQ肽段能被

HLA分子呈递于HepG2.2.15表面, 且肽段HLA
结合力的分析表明该肽段与HLA-B51分子有较

强的结合力, 提示他可能是被HLA-B51分子呈

递的, 这与目前报道的HepG2.2.15细胞的HLA
分型是吻合的. 现有的研究和进展均证实, HBV
感染确实能够导致某些自身抗原出现, 而且这

些自身抗原在乙肝的免疫发病过程中具有十分

重要的作用[19]. 精氨酸酶[20]和230 kDa高尔基体

相关蛋白(GCP230)[21]就被证实为HBV感染相关

的自身抗原. 另外, 也已有研究发现ENO1可以

在一些自身免疫性疾病中作为自身抗原引起免

疫反应[22]. 所以, 我们推测来源于ENO1的多肽

SPDDPSRYISPDQ很可能是与HBV感染引起的

自身抗原表位, 需要进行更深入的研究来明确

其在HBV免疫发病中的作用. 
质谱技术已在蛋白组学研究中广泛使用[23-28], 

但在乙肝表位鉴定方面尚处于探索阶段. 通常

情况下, 一个细胞表面有105-106个MHCⅠ类分

子, 呈递大约104个不同种类的肽[29], 不同种类肽

的丰度相差极大, 而病理衍生肽往往是低丰度

的, 在检测时会被高丰度的自身肽掩盖[30]. 因此

对MHCⅠ类分子结合肽的研究, 需要先进的分

离和检测技术. 利用nanoESI-MS/MS技术可以对

微量而又复杂的多肽混合物进行较准确的分析. 
本实验利用HPLC和nanoESI-MS/MS分离鉴定

出1条HepG2.2.15表面的HLAⅠ类分子结合肽, 
初步证实了HPLC联合nanoESI-MS/MS的方法

在细胞HLA结合肽筛选过程中的可行性, 并展

示了其快捷的优点. 
本研究通过对HepG2和HepG2.2.15细胞

株分析, 分离并鉴定出1条来自ENO1, 并能够

被HLAⅠ类分子提呈到HepG2.2.15细胞表面

的肽段SPDDPSRYISPDQ. 且ENO1 mRNA在

HepG2.2.15细胞中的表达明显高于HepG2细胞. 
提示HBV感染可能引起ENO1表达的上调, 并被

呈递到细胞表面. 这为进一步研究乙肝病毒感

染相关的蛋白功能和免疫学致病机制的研究提

供了重要线索. 
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