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Abstract
AIM: To explore relationship of hepatitis B 
virus covalently closed circular DNA (HBV 
cccDNA) expression to the expression of HBx 
protein within hepatocellular carcinoma and to 

investigate their significance.

METHODS: The tumor tissues and their adja-
cent-tumor tissues of 42 HCC cases were select-
ed. The expression of the HBx protein was de-
tected by SABC immunohistochemistry and the 
expression levels of hepatitis B virus covalently 
closed circular DNA were measured by real time 
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The expression of the HBx protein 
was negative in normal liver tissues while there 
were 31 positive cases (73.8%) in tumor tissues 
and 35 positive cases (83.3%) in adjacent-tumor 
tissues without significant difference. The levels 
of HBV cccDNA in the adjacent-tumor tissues 
were higher than those in HCC tissues but no 
significant difference was detected between 
them. The levels of HBV cccDNA in tumor tis-
sues whose HBx proteins expression were posi-
tive were higher than those whose HBx proteins 
expression were negative (P < 0.05), and similar 
result existed in the adjacent-tumor tissues (P < 
0.05). There was a positive correlation between 
HBx protein expression and the expression lev-
els of HBV cccDNA (r = 0.778, P < 0.01).

CONCLUSION: There is a positive correlation 
between the expression of the HBx protein and 
the level of HBV cccDNA, and their interaction 
might have a very important effect on emer-
gence and development of HCC.

Key Words: Covalently closed circular DNA; Hepati-
tis B virus x protein; Hepatocellular carcinoma; Real 
time polymerase chain reaction
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摘要
目的: 探讨肝细胞性肝癌中乙型肝炎病毒
(HBV)cccDNA与HBx蛋白表达的关系及其意义. 

®

■背景资料
H B V  c c c D N A 
是 H B V 复 制 的
中间体 ,  是HBV 
mRNA和前基因
组RNA的合成模
板, 同时也是HBV
持续感染的关键
因素, 对HBV的复
制和感染状态的
建立具有十分重
要的意义. HBx是
HBV的X开放阅
读框架(ORF)编码
的一种具有反式
激活作用的多功
能蛋白质, 在调节
基因转录、细胞
信号转导、控制
细胞增殖和转化
中具有重要作用. 
但是两者间的关
系及如何致癌的
机制仍未清楚.

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
师 ,  上海市(复旦
大学)公共卫生中
心
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方法: 取42例肝细胞性肝癌患者的癌和癌旁组
织, 采用SABC法检测组织中的HBx蛋白; 采用
RT-PCR法检测组织中的HBV cccDNA水平. 

结果: HBx蛋白在癌及癌旁组织中的阳性例数
分别为31例(73.8%)和35例(83.3%), 无显著性
差异; 癌旁组织中cccDNA水平较癌组织中的
高, 但是统计学检验无显著性差异; 癌组织和
癌旁组织中HBx蛋白(+)者的cccDNA水平均
明显高于HBx蛋白(-)者(P <0.05). HBx蛋白表
达与cccDNA水平呈正相关(r  = 0.778, P <0.01).

结论: HBx蛋白的表达与cccDNA水平明显相
关, 他们相互作用、相互影响并在肝癌的发生
发展中起重要作用.

关键词: 共价闭合环状DNA; 乙型肝炎病毒X蛋白; 

肝细胞性肝癌; 适时聚合酶链反应
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0  引言

乙型肝炎是世界上流行最严重的病毒性疾病, 
全球有约3.5亿乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染者. 慢性乙型肝炎是肝硬化和肝癌的

高危素. HBV复制的中间体, 是HBV mRNA和

前基因组RNA的合成模板, 同时也是HBV持续

感染的关键因素[1], 对HBV的复制和感染状态

的建立具有十分重要的意义[2]. HBx是HBV的X
开放阅读框架(ORF)编码的一种具有反式激活

作用的多功能蛋白质, 在调节基因转录、细胞

信号转导、控制细胞增殖和转化中具有重要作

用[3]. 为探讨HBV cccDNA的复制与HBx蛋白表

达间的关系, 选取我院42例肝癌患者的组织进

行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2002-04/2008-06本院手术切除

的肝细胞性肝癌患者42例, 其中男35例, 女7例, 
年龄28-71(中位年龄46)岁. 每例肝癌患者取癌

组织和癌旁组织, 所有标本均经100 g/L甲醛固

定, 石蜡包埋, 5 μm连续切片. 肿瘤均经术后病

理证实, 肝癌患者经血清学检查均呈HBsAg阳
性. 所有标本另取一小份立即放入液氮内保存, 
转移至-80℃冰箱备用. 兔抗H B x蛋白多克隆

抗体购自武汉晶美生物工程有限公司, 免疫组

化SABC试剂盒购自武汉博士得生物工程有限

公司. Taq酶、dNTP、氯化镁溶液、超纯水和

DNA分子量标准等购自大连宝生物公司. DNA
提取试剂盒购自美国Promega公司. Plasmid-
SafeTM ATP依赖性DNA酶购自美国EPicentre
公司. 乙型肝炎病毒cccDNA核酸荧光PCR检

测试剂盒购于上海之江生物科技有限公司 . 
PCR仪为美国伯乐公司生产的MJ-1型荧光定

量PCR仪.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化实验: 石蜡切片经二甲苯脱蜡后, 
逐级酒精入水. 按照免疫组化SABC试剂盒使用

说明书, 采用SABC法, 抗原热修复用微波修复

15 min, 一抗4℃过夜, 生物素标记的二抗(通用

型, 即可用于抗兔又可用于抗鼠)37℃孵育1 h, 
SABC复合物37℃孵育30 min, DAB显色, 苏木

素复染, 中性树胶封固. 设阳性对照和阴性对照. 
阳性对照为经重复实验证实为阳性的切片; 在
阳性切片上分别用PBS替代一抗和用正常兔血

清IgG代替一抗作为阴性对照.
1.2.2 免疫组化实验结果的判定标准: 免疫组化

阳性反应物为棕黄色颗粒, 在细胞的胞质或胞核

内呈棕黄色染色为阳性细胞. 参照判定标准[2], 一
方面按照阳性细胞面积占切片总面积的百分

比进行积分:设0%-5%为0分; 5%-25%为1分; 
25%-50%为2分; 50%-75%为3分; 75%-100%为4
分. 另一方面按阳性细胞中染色的强度积分: 设
弱阳性为1分; 中等阳性为2分; 强阳性为3分. 将
上述两项相加, 之和大于1的即判定为阳性标本. 
1.2.3 RT-PCR: (1)肝组织中DNA及cccDNA
的提取 :  按照D N A提取试剂盒说明书提取

肝癌组织及癌旁组织的总D N A. 提取肝组织

中HBV cccDNA: 取1 μg总DNA用Plasmid-
SafeTM ATP依赖性DNA酶常规酶切, 于70℃水

浴30 min以灭活该酶. (2)cccDNA引物与探针:
上游引物: 5'-ATACGGGTCAATGTCCATGC-
3'(nt 1551-1571); 下游引物: 5'-CCGTCTGTG 
C C T T C T C AT C T-3'(n t 1991-2011).  探针 : 
5 '-FA M-C C G T C T G T G C C T T C T C AT C T-
TAMRA-3'(nt 1880-1900). 扩增片段大小为370 
bp. (3)cccDNA定量扩增反应: PCR系统包括10
×Buffer 2.5 μL, Mg2+ 6 μL, 6 mmol/L, dNTP 2 
mL, 200 μmol/L, 引物1 μL, 400 μmol/L, 探针1 
μL, 200 μmol/L, ROX 0.5 μL, Taq酶0.2 μL, 1 U, 
标本0.5 μg, 加双蒸水至25 μL. 循环条件为94℃ 
2 min, 1个循环, 90℃ 20 s至60℃ 1 min, 45个循

■研发前沿
HBV感染后, 病毒
基因组常整合入
宿主细胞基因组
造成宿主细胞染
色体不稳定. X基
因是最常被整合
的基因, 整合形式
的 X 基 因 产 生 的
HBx蛋白在体内
和体外都具有反
式激活作用. HBx
蛋白是一种多功
能蛋白质, 可促进
肝细胞转化, 亦与
HBV感染后HCC
的发生密切相关.
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环. 阳性标准品为cccDNA标准质粒. 取标准质

粒104、105、106、107作标准曲线. 样本及标准

品均做3复管, 结果取其均值. 每次扩增均设阳

性对照及阴性对照.
统计学处理 用SPSS13.0进行统计处理. 率

的比较用χ2检验, cccDNA水平的比较用t检验. 
HBx蛋白表达与cccDNA水平的关系用相关性分

析. α = 0.05为检验水准.

2  结果

2.1 H B x蛋白表达 H B x蛋白在癌及癌旁组织

中的阳性例数分别为31例和35例, 阳性率分别

为73.8%和83.3%, 无显著性差异(P >0.05, 表1); 
HBx蛋白阳性反应物主要位于胞质(图1A-B), 
HBx蛋白阳性反应细胞多呈弥漫性分布. 阳性对

照为阳性结果; 阴性对照, 即阳性切片用PBS及
正常兔血清代替一抗, 结果均为阴性(图1C).
2.2 肝组织中cccDNA的表达 癌旁组织中cccD-
NA水平(5.72±1.23 copy/mg)较癌组织中(5.31±
1.21 copy/mg)的高, 但是统计学检验无显著性差

异(P >0.05).
2.3 HBx蛋白表达情况与cccDNA表达水平的

关系  癌组织和癌旁组织中H B x蛋白(+)者的

cccDNA水平均明显高于HBx蛋白(-)者(P <0.05, 
表2). HBx蛋白表达与cccDNA水平呈正相关(r  = 
0.778, P <0.01).

3  讨论

乙型肝炎病毒共价闭合环状D N A(h e p a t i t i s 
B virus covalently closed circular DNA, HBV 
cccDNA)是HBV复制的中间体, 是HBV mRNA
和前基因组RNA的合成模板, 也是HBV持续感

染的关键因素[4-5], 是病毒活跃复制状态的重要

指标, 是HBV生活周期的核心部分[6]. 最近有报

道HBV病毒负荷和活跃复制与HCC的发生相关

联[7-8]. HBV病毒活跃复制通过增加病毒DNA整

合到癌基因、抑癌基因或细胞DNA调控元件附

近直接启动恶性转化, 导致基因组不稳定, 还增

加转录活化蛋白HBVx蛋白的产生, 通过与p53

抑制基因的结合阻断其诱导的调亡, 从而诱导

癌变. HBV病毒活跃复制还通过引起肝脏坏死

炎性反应间接诱导癌变[9]. 
HBV感染后, 病毒基因组常整合入宿主细胞

基因组造成宿主细胞染色体不稳定. X基因是最

常被整合的基因, 整合形式的X基因产生的HBx
蛋白在体内和体外都具有反式激活作用[3]. HBx
蛋白是一种多功能蛋白质[3]促进肝细胞转化[10], 
亦与HBV感染后HCC的发生密切相关[11]. 

虽然研究发现cccDNA和HBx蛋白均可能与

HBV感染后HCC的发生有着密切关系[7-8,11], 但
是他们的之间的关系以及他们如何致癌的机制

仍未清楚. 因此深入探讨cccDNA和HBx蛋白的

表达及他们在HCC发生发展中的作用是本研究

的重点. 
本研究表明, 癌旁组织HBx蛋白的表达略

高于癌组织中HBx蛋白的表达, 但是没有显著

性差异(P >0.05). 说明HBx蛋白本身可能未直接

参与肝癌的发生发展. 同时也发现癌旁组织中

cccDNA水平较癌组织中的高, 但是亦无显著性

差异(P>0.05). 这也表明, 虽然文献报道, cccDNA
的表达水平反映HBV复制状态的活跃程度, 同时

■应用要点
本研究结果表明, 
深入探讨cccDNA
与HBx蛋白的关
系, 可能会为阐明
HBV相关性HCC
的发生和发展提
供有益线索.

表  1  HBx蛋白在癌组织、癌旁组织中的表达 n (%)

     
分组

			        HBx蛋白表达

		               +	       	               -

癌组织		        31(73.8)  	         11(26.2)

癌旁组织		        35(83.3)    	           7(16.7)

A B

C

图  1  免疫组化染色结果. A: 肝癌组织中HBxAg阳性; B: 癌

旁组织中HBxAg阳性; C: 阴性对照: 肝癌组织阴性.

表  2  HBx蛋白表达与cccDNA水平的关系 (mean±SD, log)

     
HBx蛋白表达

                      cccDNA水平(copies/mg)	

	                  癌组织                               癌旁组织

+	            6.25±1.31a                      6.15±1.36

_	            4.64±1.25                         5.64±1.45 

aP<0.05 vs  HBx蛋白表达(-).
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HBV活跃复制状态与肝癌的发生密切相关[2], 但
是本研究未能证实cccDNA在HCC发生中的直接

的显著作用. Zhang et al [12]提出cccDNA在肝脏中

的分布是不均匀的, 本研究也发现cccDNA在癌

旁组织中的水平高于癌组织中的水平, 虽然无显

著性差异(P>0.05), 但这一结果支持上述观点. 
在癌及癌旁组织中, HBx蛋白表达阳性者

cccDNA水平均明显高于HBx蛋白表达阴性者

(P <0.05), 同时发现HBx蛋白的表达与cccDNA水

平呈正相关(r  = 0.778, P <0.01). 张涛 et al [2]认为, 
HBv病毒活跃复制可增加HBVx蛋白的产生, 并
通过与p53结合诱导癌变. 而cccDNA水平可以

反映HBV病毒复制的活跃程度, 因此我们的数

据似乎表明, 活跃复制的HBV感染是通过HBVx
蛋白的作用而致癌的. 但是, Chou et al [1]在研究

HBV cccDNA的转录能力时发现, 细胞内转录

因子可以被HBx蛋白激活, HBV cccDNA的转录

活性很大程度上被HBx蛋白调控, HBx蛋白可看

作一种潜在的转录激活子, 推测HBx可通过提

高细胞内转录因子的表达而改变HBV cccDNA
的转录能力, 缺乏X蛋白的表达导致源自HBV 
cccDNA的病毒转录物产量降低, 由于X蛋白的

缺乏引起病毒pgRNA的表达下调, 基因组进入

细胞核及HBV cccDNA库的扩增或被间接终止. 
因此, 在乙肝相关性HCC中, cccDNA与HBx蛋白

相互作用, 相互影响, cccDNA可能通过增加HBx
蛋白的表达并通过其作用而致癌, 而HBx蛋白也

调控着cccDNA的转录, 使得HBV的复制处于活

跃状态. 虽然两者在肝癌发生发展中的确切机

制尚未阐明, 但是本研究的结果提示, 深入探讨

cccDNA与HBx蛋白的关系, 可能会为阐明HBV
相关性HCC的发生和发展提供有益线索, 值得

深入研究. 
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