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稳定表达人 ACE2的 Huh-7细胞系的建立及应用
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摘 要: 为了构建稳定表达人血管紧张素转换酶 2 (human angiotensin converting enzyme 2, hACE2)的 Huh-7细
胞系,本研究构建了不带荧光的 pWPXL-neo-hACE2慢病毒载体,并利用 psPAX2和 pMD2.G-VSVG共同转染
HEK293T细胞获得慢病毒;将包装好的慢病毒感染 Huh-7细胞后,利用潮霉素 B筛选获得可表达 hACE2的
Huh-7细胞;通过间接免疫荧光法和蛋白质印迹法检测 Huh-7细胞中 hACE2蛋白的表达;采用流式细胞术分
析 Huh-7-hACE2细胞与严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-
CoV-2)刺突(spike, S)蛋白受体结合结构域(receptor-binding domain, RBD)的结合情况,并用 SARS-CoV-2假病
毒进一步测定 Huh-7-hACE2 细胞对 SARS-CoV-2 的易感性 , 最后利用鉴定过的 Huh-7-hACE2 细胞测定
SARS-CoV-2中和抗体 REGN10987对假病毒的中和效价。结果显示, hACE2蛋白在 Huh-7细胞中成功表达,
且表达的 hACE2蛋白能与 SARS-CoV-2 S蛋白 RBD结合;相较于 Huh-7 细胞, Huh-7-hACE2细胞对假病毒
的易感性显著提高,且假病毒中和效价测定结果与文献报道的真病毒中和效价相似。总之,本研究成功构建了
稳定表达 hACE2的 Huh-7细胞系,并且其能应用于新型冠状病毒感染(corona virus disease 2019, COVID-19)治
疗性单抗的活性评价,是研究 SARS-CoV-2的致病机制、开发抗病毒药物及疫苗的有利工具。
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Abstract: To construct Huh-7 cell line stably expressing human angiotensin converting enzyme 2 (hACE2),
the pWPXL-neo-hACE2 lentiviral vector without a fluorescent protein gene was constructed and co-trans-
fected into HEK293T cells with psPAX2 and pMD2.G-VSVG to generate lentivirus. The obtained lentivirus
particles were used to infect Huh-7 cells, and the cells that could stably express hACE2 protein were se-
lected with hygromycin B. The expression of hACE2 in Huh-7 cells was detected by indirect immunofluo-
rescence assay and Western-blot. Furthermore, the binding activity of Huh-7-hACE2 cells to the receptor-
binding domain (RBD) of the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) spike (S) pro-
tein was analyzed by flow cytometry, and the susceptibility of Huh-7-hACE2 cells to SARS-CoV-2 was
further determined with SARS-CoV-2 pseudovirus. The identified Huh-7-hACE2 cells were finally used in
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自 2019 年以来, 严重急性呼吸综合征冠状
病毒 2 (severe acute respiratory syndrome coronavi-
rus 2, SARS-CoV-2)在全球迅速传播, 导致了新型
冠状病毒感染(corona virus disease 2019, COVID-
19)的全球大流行[1-2]。目前, SARS-CoV-2的传播、
感染和发病仍无法控制, 截至 2022年 11月, 全球
COVID-19确诊病例已经超过 6亿, 累计病死病
例超过 600万(https://covid19.who.int/, 2022-11-28),
其对人类的健康、经济和社会发展都造成了严重

的危害。SARS-CoV-2是单链正义 RNA病毒, 基
因组长度约 30 kb, 结构蛋白包括核衣壳蛋白(nu-
cleocapsid protein, N)、膜蛋白 (membrane protein,
M)、包膜蛋白(envelope protein, E)和刺突蛋白(spi-
ke protein, S), S蛋白包含两个功能性亚基 S1和
S2, 其中 S1负责与宿主细胞受体结合, S2负责病
毒膜和细胞膜融合。S1由 N端结构域(N-terminal
domain, NTD)和受体结合结构域(receptor-binding
domain, RBD)组成, 对决定组织嗜性和宿主范围
至关重要[3]。
血管紧张素转换酶 2 (angiotensin converting

enzyme 2, ACE2)是玉型膜结合糖蛋白, 大小约
92.5 kD, 是介导 SARS-CoV-2进入细胞的关键受
体, 其通过与 SARS-CoV-2 S蛋白的 RBD结合,
介导病毒进入宿主细胞[4-7]。多项研究将 ACE2蛋
白过表达至 HEK293T、BHK21、HeLa、A549 等细
胞表面, 以增加细胞对 SARS-CoV-2的易感性,
进而开展病毒感染机制及治疗性单抗的研究[8-12]。

Huh-7是人肝癌细胞系, 于 1982 年从一名
57岁日本男性肝癌患者的肝癌组织中分离获得,
可作为体外模型对多种病毒进行药物筛查。在

SARS-CoV-2抗病毒药物和感染机制的研究中,

Huh-7细胞系也是理想的体外模型[13-19]。但目前
罕见 ACE2 蛋白过表达 Huh-7细胞系构建的报
道, 本研究前期发现 Huh-7细胞系本身的 ACE2
蛋白表达量不高, 对 SARS-CoV-2假病毒的感染
活性也不高。因此,构建稳定表达人 ACE2 (human
ACE2, hACE2)的 Huh-7细胞系可提升其对SARS-
CoV-2的易感性, 可为研究 SARS-CoV-2的致病
机制、开发抗病毒药物及疫苗等提供有利工具。

1 材料与方法

1.1 材料

HEK293T细胞株和 Huh-7细胞株均购自武
汉普诺赛生命科技有限公司, 大肠杆菌 JM109感
受态细胞购自日本 Takara公司。
其他主要实验材料包括 : PrimeSTAR 酶、

BamH玉和 EcoR玉限制性内切酶、无缝连接试剂
盒(Takara公司,日本);胰酶、磷酸缓冲盐溶液(phos-
phate buffer saline, PBS)、DMEM培养基(武汉普诺
赛生命科技有限公司);胎牛血清(BI公司,以色列);
潮霉素 B、萤火虫荧光素酶报告基因检测试剂盒、
BCA蛋白质定量试剂盒(上海碧云天生物技术有
限公司); pCMV3-hACE2质粒、anti-hACE2-FITC
抗体、anti-GAPDH抗体(北京义翘神州科技股份
有限公司); pWPXL-EF1-EGFP质粒、psPAX2质
粒、pMD2.G-VSVG质粒(上海海吉浩格生物科技
有限公司); Lipofectamine 3000转染试剂、P3000TM

增强剂、Opti-MEM培养、anti-mouse IgG 荧光二
抗(Thermo Fisher 公司, 美国); SARS-CoV-2 S-
RBD蛋白(苏州近岸蛋白质科技股份有限公司);
REGN10987新冠中和抗体(武汉普健生物科技有
限公司)。

evaluating the neutralizing capacity of SARS-CoV-2 neutralizing antibody REGN10987 against pseudovirus.
The results showed that the hACE2 protein was successfully expressed in Huh-7 cells, and the expressed
hACE2 protein could bind to SARS-CoV-2 S protein RBD. Compared with Huh-7 cells, Huh-7-hACE2
cells were more susceptible to SARS-CoV-2 pseudovirus infection, and the neutralizing activity evaluated
with pseudovirus was similar to that with SARS-CoV-2 reported in the literature. In conclusion, the study
demonstrated that the Huh-7 cell line stably expressing hACE2 was successfully established, and could be
used to evaluate the activity of corona virus disease 2019 (COVID-19) therapeutic monoclonal antibody. The
established cell line is a useful tool to study the pathogenesis of SARS-CoV-2 and develop antiviral drugs
and vaccines.
Key words: severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2); human angiotensin converting
enzyme 2 (hACE2); Huh-7 cell; lentiviral infection; stably transfected cell line; therapeutic antibody

（Life Science Research，2023，27（3）：189-195）
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1.2 pWPXL-neo-hACE2重组质粒的构建及鉴
定

以购自北京义翘神州科技股份有限公司的

pCMV3-hACE2质粒为模板, 用上游引物 5忆-AG-
GTTTAAACTACGGGATCCGCCACCATGTCAAGC-
TCTTCCTGGCT-3忆和下游引物 5忆-ATGACTAGT-
CCCGGGAAT TCGTCGACGGTATACAGACATGA-
TAAGATACATTG-3忆扩增 hACE2-neo片段。反应
条件: 98 益预变性 2 min; 98 益变性 10 s, 55 益
退火 15 s, 72 益延伸 2 min, 30个循环; 72 益延伸
5 min。hACE2-neo片段经 PCR扩增后进行琼脂
糖凝胶电泳, 并切胶回收。将 pWPXL-EF1-EGFP
质粒用 BamH玉和 EcoR玉酶切, 经琼脂糖凝胶电
泳后, 切除含增强绿色荧光蛋白(enhanced green
fluorescent protein, EGFP)编码基因的 DNA片段,
回收载体片段。利用无缝连接酶将 hACE2-neo片
段和载体片段在 56 益连接 15 min, 转入大肠杆
菌 JM109感受态细胞, 获得 pWPXL-neo-hACE2
阳性菌, 送至北京擎科生物科技股份有限公司重
庆分公司测序。

1.3 pWPXL-neo-hACE2慢病毒的包装
选取生长状态良好的 HEK293T细胞, 以 1伊

109 L-1接种至 6孔板, 于 37 益、5% CO2培养箱中
培养 24 h, 当汇合度约 50%时开始转染。转染复
合物的准备: 取 2 滋g 慢病毒重组质粒 pWPXL-
neo-hACE2、1.5 滋g 辅助质粒 psPAX2、0.5 滋g 辅
助质粒 pMD2.G-VSVG、8 滋L P3000TM增强剂加入
250 滋L Opti-MEM 培养基中 , 另取一管 250 滋L
Opti-MEM培养基, 加入 7 滋L Lipofectamine 3000
转染试剂, 将两管溶液轻柔混合均匀后室温静置
10~15 min。将转染复合物加入细胞中轻轻混匀,
37 益、5% CO2培养箱中培养 12~16 h后, 更换为
含 10%胎牛血清的 DMEM完全培养基。48 h后在
4 益条件下 2 000 r/min离心 5 min, 收集细胞上
清, 0.45 滋m滤膜过滤后-80 益保存备用。
1.4 稳定过表达 hACE2基因的 Huh-7细胞的
筛选和建立

利用包装的 pWPXL-neo-hACE2慢病毒感染
Huh-7细胞。感染前 1 d,取生长状态良好的Huh-7
细胞, 以 2伊108 L-1接种于 24孔板, 待细胞生长至
汇合度为 50%~60%, 加入 200 滋L慢病毒原液进
行感染, 并设置不加慢病毒的对照组。感染后 12~
16 h更换为 DMEM完全培养基, 感染后 48 h将
Huh-7细胞以 1伊108 L-1 传至 24孔板, 培养 24 h

后更换为含 800 mg/L潮霉素 B的 DMEM完全培
养基, 继续培养 7~14 d, 期间每两天更换含潮霉
素 B的新鲜培养基, 直至对照组全部死亡, 而慢
病毒感染组长出可见抗性克隆。用无菌克隆环挑

取单细胞形成的克隆, 消化传代直至细胞稳定生
长, 收集细胞进行后续实验。
1.5 间接免疫荧光法鉴定 Huh-7细胞中hACE2
蛋白的表达

将 Huh-7未转染细胞和 Huh-7-hACE2细胞
分别以 5伊107 L-1 接种至 96孔板, 37 益、5% CO2
培养箱中培养 24 h。弃上清, 加入 4%多聚甲醛,
室温固定 1 h。PBS清洗 3次, 加入 anti-hACE2-
FITC抗体并于 37 益孵育 1 h, PBS再次清洗 3次
后于徕卡 DMi8倒置显微镜下观察荧光情况。
1.6 蛋白质印迹法检测 Huh-7 细胞中 hACE2
蛋白的表达

分别收集 1伊106个Huh-7未转染细胞和Huh-
7-hACE2细胞制备蛋白质样品, 并按照 BCA 蛋
白质定量试剂盒测定总蛋白质浓度。取 30 滋g蛋
白质样品进行 SDS-PAGE电泳, 电泳后将蛋白质
转移至 PVDF膜。用 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h,再
分别加入 anti-hACE2-FITC抗体和 anti-GAPDH
抗体, 4 益孵育过夜; PBST洗膜 3次, 加入 anti-
mouse IgG荧光二抗, 室温避光孵育 1 h; PBST洗
膜 3次, 于 Odyssey CLx双色红外激光成像系统
中扫描成像。

1.7 Huh-7-hACE2细胞与 SARS-CoV-2 S蛋
白 RBD的结合活性分析

分别收集 5伊104 个 Huh -7 未转染细胞和
Huh-7-hACE2细胞, 1 500 r/min 离心 3 min, 收
集细胞沉淀, 用含 2%胎牛血清的 PBS清洗 1次。
用 S-RBD-FITC在 4 益条件下避光孵育 30 min,
1 500 r/min离心 3 min后收集细胞沉淀, 用含 2%
胎牛血清的 PBS清洗两次。将细胞重悬至 400 滋L
含 2%胎牛血清的 PBS中, 利用 BD FACSVerseTM

流式细胞仪分析 Huh-7-hACE2细胞系与 SARS-
CoV-2 S蛋白 RBD的结合活性。
1.8 SARS-CoV-2假病毒感染实验
将 Huh-7未转染细胞和 Huh-7-hACE2细胞

分别以 1伊108 L-1接种至 96孔板,于 37 益、5% CO2
培养箱中培养 24 h;待细胞长至单层,按 50 滋L/孔
分别加入实验室自制的 SARS-CoV-2绿色荧光蛋
白 (green fluorescent protein, GFP)假病毒 (B.1.1.7)
和 SARS-CoV-2荧光素酶假病毒(B.1.1.7), 并按
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50 滋L/孔补入 DMEM 完全培养基; 在 37 益、5%
CO2培养箱中感染 12~16 h后, 更换为 DMEM完
全培养基; 继续感染 48 h后, 利用徕卡 DMi8倒
置显微镜观察 GFP假病毒感染情况, 并裂解荧光
素酶假病毒感染细胞, 12 000 r/min 离心 3 min,
收集裂解液, 加入萤火虫荧光素酶报告基因检测
试剂, 于 Synergy H1多功能酶标仪中读取各孔相
对光单位(relative light unit, RLU)值(R)。
1.9 Huh-7-hACE2细胞系在假病毒中和实验
中的应用

取 96孔细胞培养板,用 DMEM完全培养基将
REGN10987新冠中和抗体分别稀释为 100 mg/L、
10 mg/L、1 mg/L、0.1 mg/L、0.01 mg/L和 0.001 mg/L,
每个抗体稀释度设置 3个重复, 每个孔的终体积
为 100 滋L。同时, 设置细胞对照和病毒对照孔, 对
照不参与倍比稀释。用 DMEM完全培养基稀释
SARS-CoV-2荧光素酶假病毒(B.1.1.7), 使病毒对
照孔荧光素酶报告基因的 RLU读值(R 假病毒对照)控
制在 200 000~400 000; 除细胞对照孔外, 其余孔
每孔加入 50 滋L的 DMEM完全培养基。将 96孔
细胞培养板置于 37 益孵育 1 h。取 Huh-7-hACE2
细胞进行消化、计数,按 2伊108 L-1将细胞接种至孵
育后的细胞培养板,加入细胞体积为 50 滋L。至此,
每个孔的总体积为 200 滋L。在 37 益、5% CO2培养
箱中感染 12~16 h后, 更换为 DMEM完全培养基
(100 滋L/孔)。继续感染 48 h后, 加入细胞裂解液
裂解细胞, 12 000 r/min离心 3 min,收集裂解液,加
入萤火虫荧光素酶报告基因检测试剂, 于 Synergy
H1多功能酶标仪中读取各孔 RLU值(R)。计算中
和百分率(P 中和 ), 绘制中和曲线, 并将中和 50%
SARS-CoV-2假病毒的最高抗体稀释度作为抗体
的假病毒中和效价。假病毒中和百分率(P 假病毒中和)
的计算公式为: P假病毒中和=(R 假病毒对照-R 实验)/(R 假病毒对照-
R 细胞对照)伊100%。
1.10 统计学分析

用 GraphPad Prism 6.0统计软件对实验数据
进行统计学分析。数据用平均值依标准差(x依s)表示,
两组样本间的平均数比较采用 t检验, 以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 成功构建 pWPXL-neo-hACE2慢病毒载体
为了构建 pWPXL-neo-hACE2 慢病毒载体,

以 pCMV3-hACE2质粒为模板, 扩增 hACE2-neo

目的片段, 结果获得大小约 5 300 bp的条带, 与
预期的大小一致(图 1A)。将 pWPXL-EF1-EGFP
质粒用 BamH玉和 EcoR玉酶切, 切除含 EGFP荧
光基因的片段, 结果获得大小约 9 600 bp的条带,
与预期的大小一致(图 1B)。将两个片段无缝连接,
获得 pWPXL-neo-ACE2载体, 经测序比对证明
载体构建成功(图 1C)。
2.2 成功构建 Huh-7-hACE2稳定转染细胞系
利用 anti-hACE2-FITC抗体, 通过间接免疫

荧光法(indirect immunofluorescence assay, IFA)鉴
定 Huh-7-hACE2细胞中 hACE2的表达, 结果显
示, Huh-7-hACE2细胞的荧光显著强于对照组
Huh-7细胞(图 2A)。进一步通过蛋白质印迹法
(Western-blot)鉴定 Huh-7-hACE2稳定转染细胞
系中 hACE2的表达, 结果显示, 在 Huh-7-hACE2
细胞中检测到与 hACE2预期大小(约 92 kD)一致
的条带, 而 Huh-7对照组细胞中未能检测到清晰
条带, 证明 hACE2蛋白在 Huh-7-hACE2细胞中
高表达(图 2B)。综上可知, 本研究成功构建了稳定
表达 hACE2蛋白的 Huh-7细胞系。
2.3 Huh-7-hACE2细胞系可与 SARS-CoV-2 S
蛋白 RBD高效结合

SARS-CoV-2 S 蛋白 RBD 是与 ACE2 蛋白
结合并介导病毒进入宿主细胞的主要作用区域,
为检测 Huh-7-hACE2细胞系中过表达的 hACE2
蛋白的生物活性, 本研究利用流式细胞术鉴定
Huh-7-hACE2 细胞与硫氰酸荧光素(fluorescein
isothiocyanate, FITC)标记的 S-RBD蛋白的结合活
性。结果显示, Huh-7-hACE2细胞的荧光强度显著
高于 Huh-7对照组细胞, 其阳性率约 77.05%, 证
明Huh-7-hACE2细胞与 SARS-CoV-2 S蛋白 RBD
的结合活性显著高于 Huh-7对照组细胞(图 3)。
2.4 Huh-7-hACE2 稳定转染细胞系在假病毒
感染实验中的应用

为了验证Huh-7-hACE2细胞对 SARS-CoV-2
假病毒的易感性, 本研究将 Huh-7-hACE2细胞
和 Huh-7对照细胞同时感染 SARS-CoV-2 GFP假
病毒(携带 GFP荧光)和 SARS-CoV-2荧光素酶假
病毒(携带荧光素酶)。荧光显微镜的观察结果显
示, Huh-7-hACE2细胞能感染 SARS-CoV-2 GFP
假病毒,而Huh-7对照细胞基本不能感染(图 4A)。
荧光素酶报告基因的检测结果显示, 与 Huh-7对
照细胞相比, Huh-7-hACE2细胞对 SARS-CoV-2
荧光素酶假病毒的易感性显著提高(图 4B)。进一
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图 2 Huh-7-hACE2稳定转染细胞系中 hACE2蛋白的表达鉴定
(A) 间接免疫荧光法鉴定 Huh-7-hACE2稳定转染细胞系中 hACE2蛋白的表达; (B) 蛋白质印迹法鉴定 Huh-7-hACE2稳
定转染细胞系中 hACE2蛋白的表达。
Fig.2 Identification of the expression level of hACE2 protein in Huh-7-hACE2 cells
(A) Identification of the expression level of hACE2 protein in Huh-7-hACE2 cells by IFA; (B) Identification of the expression
level of hACE2 protein in Huh-7-hACE2 cells by Western-blot.

图 1 pWPXL-neo-hACE2载体的构建及鉴定
(A) hACE2-neo片段的 PCR扩增; (B) BamH玉和 EcoR玉酶切 pWPXL-EF1-EGFP载体; (C) 部分 pWPXL-neo-hACE2载体
测序及与 hACE2基因比对结果。
Fig.1 Construction and identification of pWPXL-neo-hACE2 vector
(A) PCR amplification of hACE2-neo fragment; (B) pWPXL-EF1-EGFP digested by BamH玉/EcoR玉; (C) Partial sequencing of
pWPXL-neo-hACE2 vector and sequence alignment with the hACE2 gene.
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图 3 流式细胞术鉴定 Huh-7-hACE2 细胞与 S 蛋白
RBD的结合活性
Fig.3 Identification of the binding activity of Huh-7-
hACE2 cells with S protein RBD by flow cytometry

图 4 Huh-7-hACE2稳定转染细胞系在假病毒感染实验中的应用
(A) Huh-7-hACE2细胞对 SARS-CoV-2 GFP假病毒的易感性验证; (B) Huh-7-hACE2细胞对 SARS-CoV-2荧光素酶假病毒
的易感性验证, **: P<0.01; (C) Huh-7-hACE2细胞在假病毒中和实验中的应用。
Fig.4 Application of Huh-7-hACE2 stably transfected cell line in pseudoviral infection experiments
(A) Verification of the susceptibility of Huh-7-hACE2 cells to SARS-CoV-2 GFP pseudoviruses; (B) Verification of the suscep-
tibility of Huh-7-hACE2 cells to SARS-CoV-2 luciferase pseudoviruses, **: P<0.01; (C) Application of Huh-7-hACE2 cells in
pseudovirus neutralization assay.
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步将获得的 Huh-7-hACE2 细胞应用于 SARS-
CoV-2中和抗体 REGN10987的假病毒中和效价
检测,结果显示, REGN10987抗体的假病毒(B.1.1.7)

中和效价为 35.13 滋g/L (图 4C), 与 REGN10987抗
体对 SARS-CoV-2 B.1.1.7真病毒的中和效价[20-21]

相似, 表明 Huh-7-hACE2稳定转染细胞系可应用
于 SARS-CoV-2的中和效价检测。
3 讨论

研究发现, SARS-CoV-2是通过 S蛋白 RBD
与 ACE2蛋白结合后, 由 ACE2蛋白介导进入的
宿主细胞[4-7]。多项研究表明, 将 ACE2蛋白过表达
至细胞表面, 可以增加细胞对 SARS-CoV-2的易
感性, hACE2过表达细胞系可以应用于病毒感染
机制及治疗性单抗等研究。Shang等[8]构建了稳定
表达 hACE2的 HEK293T细胞系, 并建立了一种
无病毒的体外系统, 以研究 SARS-CoV-2的 S蛋
白与宿主细胞之间的相互作用。黄楠等[9]构建了稳
定表达 hACE2的 HEK293T细胞系, 该细胞能够
有效感染 SARS-CoV-2假病毒, 可作为探究病毒
感染机制的有利工具。Xiong等[10]构建了稳定表达
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hACE2的 BHK21-hACE2细胞系, 并以此建立了
高效可靠的 VSV-SARS-CoV-2-Sdel18假病毒中
和检测模型。Zhou等[11]通过构建稳定表达 ACE2
的 HeLa 细胞系 , 证实 SARS-CoV-2 是通过与
SARS-CoV相同的 ACE2受体进入细胞。Puhl等[12]

构建了稳定表达 hACE2的 A549细胞系, 并利用
其测试了埃博拉和马尔堡病毒的 3种药物。

Huh-7 细胞系在 SARS-CoV-2 药物和疫苗
的研究中是理想的体外模型, 已经被用于瑞德西
韦、氯喹、连花清瘟等多种抗病毒药物的治疗潜力

验证[13-15]。同时, Huh-7细胞系也被广泛应用于
SARS-CoV-2的易感性研究、发病和传播机制研
究等[16-19]。但本研究发现, Huh-7细胞系本身的
ACE2蛋白表达量不高,对 SARS-CoV-2假病毒的
感染活性也不高(图 4A~B)。若转入 ACE2蛋白, 构
建稳定表达 hACE2的 Huh-7细胞系, 则可提升
Huh-7细胞对 SARS-CoV-2的易感性(图 4A~B),
更利于进行病毒感染机制及治疗性单抗研究。

慢病毒转染法可以将外源基因随机整合进基

因组, 相比磷酸钙转染法和脂质体转染法等, 其
外源基因整合入基因组的效率更高, 是构建稳定
表达细胞系的最优方法。因此, 本研究首先构建
了无荧光慢病毒载体 pWPXL-neo-hACE2 (图 1),
并将其成功包装成慢病毒感染 Huh-7细胞, 获得
稳定过表达 hACE2蛋白的 Huh-7细胞系(图 2)。
随后, 通过流式细胞术验证了过表达的 hACE2蛋
白与 SARS-CoV-2 S蛋白的 RBD具有结合活性
(图 3), 并利用 Huh-7-hACE2稳定转染细胞系成
功测定了 SARS-CoV-2中和抗体 REGN10987的
假病毒中和效价, 其结果(图 4)与真病毒的中和效
价基本一致。

综上所述, 本研究建立了 hACE2的慢病毒转
染方法, 成功构建了稳定表达 hACE2 的 Huh-7
细胞系, 且该细胞系能应用于 COVID-19治疗性
单抗的活性评价, 为今后 SARS-CoV-2的致病机
制研究, 以及抗病毒药物和疫苗的开发等提供了
有利的工具。
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