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Abstract
AIM: To establish a L02 cell line stably expressing 
HBx gene deletion mutant (HBx-d382) and to 
examine their proliferation changes.

METHODS: A recombinant plasmid encoding 
the HBx deletion mutant (pcDNA3.0/HBx-d382) 
was verified by PCR amplification, double restric-
tion digestion and DNA sequencing, and then 
introduced into L02 cells by liposome-mediated 
transfection. Positive clones were selected in the 
present of G418. The genome integration of the 
HBx gene deletion mutant was confirmed by PCR 

amplification, and the expression of the deletion 
mutant was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western 
blot. Cell proliferation changes were measured by 
methyl thiazol tetrazolium (MTT) assay and soft 
agar colony formation assay. The cell cycle distri-
bution was tested by flow cytometry.

RESULTS: The recombinant plasmid pcDNA3.0/
HBx-d382 was verified to contain HBx-d382 by 
PCR amplification, double digestion and DNA se-
quencing. Positive clones selected with G418 har-
bored chromosomally integrated HBx-d382 and 
could express HBx-d382. This cell line showed en-
hanced proliferation and anchorage-independent 
growth as revealed by MTT assay and soft agar 
colony formation assay. The percentage of cells in 
S and G2 phases increased in transfected cell line.

CONCLUSION: L02 cell line stably expressing 
the HBx deletion mutant is established success-
fully. The proliferation ability of this cell line 
increases probably due to altered cell cycle.
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摘要
目的: 建立稳定表达H B x基因缺失突变体
(HBx-d382)的L02肝细胞株, 并探讨其对L02
细胞增殖的影响. 

方法:  含H B x-d382重组质粒(p c D N A3.0/
HBx-d382)经过PCR扩增、双酶切及测序鉴定
后, 通过脂质体转染和G418筛选获得稳定表
达HBx-d382的L02肝细胞株. PCR鉴定基因组
中HBx-d382基因整合. RT-PCR和Western blot
鉴定其表达, 进一步通过MTT法, 软琼脂克隆
形成实验检测HBx-d382对L02细胞增殖及非
锚定依赖生长能力的影响. 用流式细胞仪检测
其对细胞周期的影响. 
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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)慢性感染
是肝癌发生的主
要危险因素, 既往
的研究表明, 几乎
所有HBV相关的
肝癌组织中可以
检测到基因组整
合的HBV DNA, 
在众多病毒基因
组整合亚单位中
HBx基因可以转
录并翻译成相应
HBx蛋白; HBx蛋
白是一种多功能
蛋白质, 参与调节
基因转录、细胞
信号传导、控制
细胞增殖和凋亡, 
其对肝细胞的分
子生物学特性影
响被广泛研究.

■同行评议者
管世鹤, 副教授, 安
徽医科大学第一
附属医院检验科



结 果 :  经 P C R 扩 增、双 酶 切 及 测 序 鉴 定
HBx-d382重组质粒构建正确. 稳定转染该质
粒的L02细胞基因组存在HBx-d382整合. RT-
PCR及Western blot表明在RNA水平和蛋白水
平存在HBx-d382表达, 稳定表达HBx-d382的
L02细胞其增殖能力和非锚定生长能力增强, 
S+G2期细胞比例升高.

结论: 成功构建了HBx缺失突变体的真核表达
模型, 证实HBx缺失突变体能影响细胞增殖, 
这种效应可能与其影响细胞周期调控相关.

关键词: HBx; 突变; 增殖; 细胞周期
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0  引言

原发性肝细胞癌是世界上最常见的恶性肿瘤

之一, HBV慢性感染是导致肝癌的最常见原因, 
HBV携带者肝癌的发病率是正常人群的25-37
倍 [1,2], 而对H B V肝癌发生发展的机制仍未完

全阐明. 在HBV所编码的蛋白中, 约17 kDa大
小的HBx被认为和肝癌密切相关[3]. 一些研究

发现, HBV感染的肝癌患者中存在HBx基因的

整合及突变, 并认为HBx基因-COOH某些缺失

突变体与肝细胞癌相关[4-6]. 我们前期的研究发

现在肝癌组织中HBx基因nt 382-400缺失突变

(HBx-d382)发生率较高, 可能与慢性乙型肝炎感

染后肝癌高发有关[7]. 为研究HBx-d382缺失突

变体的意义, 本实验将检测表达HBx缺失突变体

(HBx-d382)或野生型HBx的L02细胞细胞增殖的

改变, 进一步研究其致肝细胞恶性转化的机制. 

1  材料和方法

1 .1  材料  含有质粒p c D N A3.0、重组质粒

pcDNA3.0/HBx-d382(HBx基因nt 382-400缺失)
和pcDNA3.0/HBx(重组HBx基因片段来自于肝

癌细胞株HepG2.215)的细菌DH5α由我室保存; 
人肝细胞株(L02)购自中科院上海细胞生物学

研究所细胞库; 胎牛血清、RPMI Medium 1640
培养基(Gibco); Lipofectamine 2000、TRIzol 
REAGENT(美国Invitrogen); 无内毒素质粒大

提试剂盒、基因组提取试剂盒(北京天根公司); 
逆转录试剂盒、核酸内切酶K p n Ⅰ和A p a Ⅰ
(Fermentas); 细胞周期检测试剂盒(南京, 凯基); 
ECL+显色试剂盒(GE); 兔抗HBx多克隆抗体(英
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国, Abcam)、鼠抗β-actin单克隆抗体(美国, Sigma).
1.2 方法 
1.2.1 细菌培养, 质粒提取与鉴定: 取-70 ℃保存菌

种, 用细菌接种环沾取少量菌液, 接种于含氨苄

青霉素(100 mg/L)的LB平板培养基上, 挑选单个

菌落增菌培养, 收集细菌沉淀, 提取质粒, 质粒的

提取按照试剂盒说明书进行, 提取的质粒用Kpn
Ⅰ和ApaⅠ双酶切鉴定; 并用HBx基因特异性引

物HBx-F: 5'-AAGGTACCATGGCTGCTAGGCTG
TGCT-3', HBx-R: 5'-CTGGGCCCTTAGGCAGAG
GTGAAAAAGTTG-3'进行PCR反应, 扩增目的片

段, 并将质粒送上海申友公司进行DNA序列测定. 
1.2.2 细胞转染和稳定细胞株的筛选: 质粒鉴

定成功后按照Lipofectamine 2000说明书进行

转染操作, 参照文献[8], 以500 mg/L G418维持

培养2 wk后挑选抗性克隆, 扩大培养后以250 
mg/L G418维持筛选, 以获得稳定表达HBx基
因的细胞株, 分别命名为L02/HBx-d382(转染质

粒pcDNA3.0/HBx-d382)和L02/HBx(转染质粒

pcDNA3.0/HBx), 稳定转染pcDNA3.0的细胞株

命名为L02/pcDNA3.0. 
1.2.3 转染后细胞株HBx基因整合及表达的鉴

定: 细胞基因组DNA的提取按照基因组提取试

剂盒说明书进行; 细胞总RNA的提取按照TRIzol
说明书进行, 用无RNA酶Dnase处理后, 通过

Oligo(dT)18引物合成cDNA, 操作按照说明书进

行. 以基因组DNA和合成的cDNA为模板, 用HBx
特异性引物HBx-F和HBx-R扩增目的基因, 同时

以β-actin用来作为内参照. PCR反应产物经1.5%
琼脂糖凝胶电泳后置于紫外灯下观察. RIPA裂

解细胞, 离心后收集上清, 30 µg的总蛋白用于

15% SDS-PAGE电泳, 半干转印于PVDF膜上, 用
50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h, 分别加入HBx抗体

(1∶1 500), β-actin抗体(1∶100 000), 4 ℃孵育过

夜, 洗膜后根据一抗来源加入相应二抗室温孵育

1 h, ECL显色试剂盒显影, 将β-actin作内参照[9]. 
1.2.4 细胞周期检测[10]: 实验分为L02细胞组, L02/
pcDNA3.0细胞组, L02/HBx-d382细胞组和L02/
HBx细胞组, 细胞接种于6孔培养板, 待细胞长至

对数生长期, 收集细胞, 用PBS洗涤2次, 700 mL/L
乙醇4 ℃固定过夜, 取出离心收集细胞, PBS洗涤

2次, 加入RNase A 37孵育30 min, 再加入碘化丙

锭染色, 采用流式细胞仪检测细胞周期. 
1.2.5 MTT检测细胞增殖: 操作参照文献[10,11], 
略加修改, 各组细胞接种于96孔板, 每孔接种2
×103个细胞, 培养24 h后吸弃上清, 加入200 μL

www.wjgnet.com

■研发前沿
在肝癌组织中或
是肝癌患者血清
中可以检测到自
然发生的HBx变
异 ,  一 些 研 究 认
为HBx突变特别
是-COOH的缺失
突变体和野生型
HBx具有不同的
生物学效应, 可能
参与肝细胞的恶
性转化.
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含0.5 g/L MTT的Opti-MEM I Reduced Serum 
Medium, 4 h吸弃上清, 加入150 μL DMSO, 摇匀

10 min后酶联免疫检测仪测定572 nm处吸光值, 
连续检测6 d, 以时间为横轴, 吸光值为纵轴绘制

细胞生长曲线. 
1.2.5 软琼脂克隆形成实验: 操作参照文献[12], 
略加修改, 将5×103个细胞加入2 mL含3 g/L琼
脂, 100 mL/L胎牛血清的RPMI Medium 1640培
养基中, 充分混匀后, 将细胞悬液加入6孔板中

已凝固的5 g/L琼脂培养基(含100 mL/L胎牛血清

的RPMI Medium 1640培养基)上面, 培养2 wk后
取出培养板, 每组细胞随机选取10个低倍视野, 
镜下计数形成的细胞克隆数.

统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 组
间比较采用LSD-t检验, 用SPSS16.0统计软件进

行统计分析, 以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 重组质粒的鉴定 以HBx基因重组质粒为模

板, 用HBx基因特异性引物PCR扩增, 经15 g/L
的琼脂糖凝胶电泳, 可以一约500 bp的条带, 而
pcDNA3.0质粒未见特异条带(图1A). 经提取

的质粒用用KpnⅠ和ApaⅠ双酶切后, 超螺旋

pcDNA3.0被切成约5.4 kb线性DNA, pcDNA3.0/
HBx-d382和pcDNA3.0/HBx重组质粒用KpnⅠ和

ApaⅠ双酶切后, 经0.8%琼脂糖凝胶电泳, 可见

约5.4 kb的片段和约500 bp的目的基因片段(图
1B). DNA测序证实为质粒构建正确.
2.2 L02细胞转染后基因组DNA HBx基因及其

表达的鉴定 转染pcDNA3.0/HBx-d382、pcD-
NA3.0/HBx与pCDNA3.0的L02细胞基因组DNA
经PCR扩增和15 g/L琼脂糖凝胶电泳后, 在约500 
bp处出现一特异性条带, 与预期大小片段一致. 
而转染空质粒pCDNA3和未转染质粒的L02细胞

基因组DNA经PCR扩增和15 g/L琼脂糖凝胶电

泳后, 未见特异性片段(图2A). 提取上述L02细

胞mRNA经过RT-PCR扩增, 可见特异性目的片

段(图2B), Western blot可见HBx蛋白表达(图2C). 
2.3 MTT检测细胞增殖和软琼脂克隆形成实验 
MTT结果显示L02细胞以及转染空载体pcDNA3.0
质粒细胞L02/pcDNA3.0的增殖无明显差异性. 在
细胞培养的前2 d, 各组细胞的增殖差异性并不明

显, 从第3天开始转染HBx基因缺失突变体的细胞

L02/HBx-d382(P = 0.03)和转染野生型HBx基因的

细胞L02/HBx(P  = 0.02)的增殖能力相对L02细胞

■相关报道
肝癌组织中频发
H B x 基 因 突 变 , 
一 些 来 源 于 肝
癌组织的HBx基
因-COOH端缺失
突变体被成功克
隆, 比野生型HBx
具有更强的促细
胞 增 殖 作 用 ,  人
工构建的HBx基
因-COOH端缺失
突变体亦证实具
有不同的生物学
效应.

1         2         3         M

bp
1 500
1 200
1 000

900

100
200
300
400
500
600
700
800

A 1     2    3     4     5     6    M bp
10 000

2 000
1 600

100
200
300
400
500

1 000

B

8 000
5 000

700

图   1   重 组 质 粒 的 鉴 定 .  A :  P C R

扩 增 产 物 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 结 果 ;  1 : 

pcDNA3.0/HBx; 2: pcDNA3.0/HBx- 

d382; 3: pcDNA3.0; B: 双酶切鉴定

重组质粒结果; 1 :  pcDNA3.0酶切

后; 2: pcDNA3.0酶切前; 3: 重组质粒

pcDNA3.0/HBx-d382酶切后; 4: 重组

质粒pcDNA3.0/HBx-d382酶切前; 5: 

重组质粒pcDNA3.0/HBx酶切后; 6: 

重组质粒pcDNA3.0/HBx酶切前; M: 

DNA分子量标准(bp).
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图  2  L02细胞转染后基因组DNA HBx基因及其表达的鉴定. 
A: PCR扩增基因组DNA; B: RT-PCR鉴定目的基因的表

达; C: Western blot鉴定目的基因表达; M: DNA分子量标准

(bp); 1: L02细胞组; 2-4: 分别代表转染空质粒、转染重组质

粒pcDNA3.0/HBx-d382以及转染重组质粒pcDNA3.0/HBx

后L02细胞组.
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和L02/pcDNA3.0细胞增强; 且L02/HBx-d382的增

殖能力强于L02/HBx(P = 0.004, 图3).
L02、L02/pcDNA3.0、L02/HBx-d382和

L02/HBx组细胞在软琼脂中生长约1 wk可以

看见克隆形成, 培养2 wk后置于显微镜下观察, 
L02/HBx-d382组和L02/HBx组的克隆形成率明

显高于L02组和L02/pcDNA3.0组(P<0.01), 且L02/
HBx-d382组高于LO2/HBx(P <0.01), 而L02组和

L02/pcDNA3.0组克隆形成率无明显差别(图4).
2.4 细胞周期检测 细胞周期结果显示, L02/HBx-
d382(P <0.01)和L02/HBx(P <0.01)细胞S+G2期的

细胞比例显著高于L02细胞组, 且L02/HBx-d382
细胞要高于L02/HBx(P <0.01), L02细胞和L02/
pcDNA3.0细胞S+G2期无显著差异(表1, 图5).表1, 图5).).

3  讨论

在许多HBV慢性感染的肝组织基因组DNA中存

在HBV基因的整合, 虽然整合对于病毒复制不是

必需的, 但HBV DNA的整合往往导致其基因组

逃避免疫反应, 成为HBV持续感染因素之一[13,14], 
同时HBV DNA的整合也能导致基因组DNA的不

稳定性从而导致肝细胞恶性转化[15,16]. 在众多整

合的病毒亚单位中, HBx基因可以转录出17 kDa
的HBx蛋白, 其与肝癌的关系被广泛研究, 一些研

究认为HBx广泛影响着细胞的增殖、凋亡、有丝

分裂纺锤体形成以及信号转导并可导致细胞恶

性转化[3,8,17-20], 但其确切机制仍未完全阐明. 
慢性H B V感染者众多 ,  但其发展为肝癌

的几率并不高, 一些研究认为HBx单独可能并

不导致肝细胞恶性转化, 他需要某些癌基因如

H-ras、c-myc、p53共同作用才能导致细胞恶性

转化[21-25], HBx与肝癌的关系仍然存在许多争议, 
其确切机制有待进一步阐明. 

先前的研究发现, 肝癌组织中HBx基因变

异特别是一些HBx基因-COOH端的缺失突变体

变异频发[4,5,26,27], 来源于肝癌组织的一些HBx基
因-COOH端的缺失突变体以及人工构建的不同

HBx缺失突变体和野生型HBx具有不同的生物

学效应[5,27-29], 因此我们推测某些HBx基因突变

可能与肝癌的发生发展相关. 我们前期研究也发

现在肝癌组织的基因组中广泛存在HBx基因突

变体的整合, 并筛选出2个缺失突变体HBx-d382
和HBx-d431, 其中HBx-d382在肝癌组织中检出

率较高, 我们猜想HBx基因某些突变可能与肝细

胞癌密切相关[7]. 随后我们成功构建了HBx-d382
真核表达载体pcDNA3.0/ HBx-d382[30], 为了进

一步探讨HBx缺失突变体对细胞生物学活性的

影响, 本研究用脂质体转染目的基因, 通过G418
筛选, 提取转染前后细胞的基因组DNA总RNA
以及细胞总蛋白, 分别通过PCR、RT-PCR以及

蛋白免疫印迹技术验证基因组中存在目的基因

(HBx-d382以及野生型HBx)的整合、RNA水平

存在目的基因的表达同时能检测到相关蛋白. 
进一步研究发现, 稳定表达HBx的L02细胞

相比转染空载体pcDNA3.0以及未转染质粒的

L02细胞其增殖能力明显增强, 克隆形成能力增

强, 且HBx缺失突变体的引起的改变要强于野生

型HBx, 而L02细胞和未转染质粒的L02细胞差

异性不明显. 我们推测HBx-d382可能更能影响

细胞的增殖, 导致细胞的恶性转化. 各组细胞细

胞周期的观察也发现稳定转染HBx的L02细胞

■创新盘点
前期研究发现中
国南部地区肝癌
组织中HBx基因
存在着多种类型
缺失型突变和点
突 变 ,  其 中 H B x
基因缺失突变体
HBx-d382发生率
较高, 但其肝细胞
生物学特性的影
响尚不明确. 本研
究建立稳定表达
HBx-d382或野生
型HBx的L02细胞
株, 检测其对L02
细胞增殖和非锚
定依赖增殖能力
的影响, 为进一步
探讨肝细胞癌发
生的分子机制打
下基础.

表  1  细胞周期检测结果

     
细胞系			   G1		     S		         G2		            S+G2

L02		        76.02±1.50	            6.53±1.27	               17.45±1.29	   23.98±1.49

L02/pcDNA3.0	       76.81±3.69	            5.80±0.94	               17.38±2.92	   23.18±3.69

L02/HBx-d382	       52.99±1.63	            9.19±0.71	               37.82±2.08	   47.01±1.63bd

L02/HBx		        65.12±2.33	            4.53±0.71	               30.35±2.85	   34.88±2.33b

bP<0.01 vs  L02组; dP<0.01 vs  L02/HBx组.

图  3  MTT检测细胞增殖.
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(S+G2)期细胞比例明显高于未转染质粒和转染

空质粒pcDNA3.0的L02细胞, 这种效应以HBx基
因缺失突变体更加明显. 结果提示HBx基因及其

缺失突变体可能有助于推动细胞从G0/G1期进入

S期从而导致细胞增殖增强. 

虽然在实验中我们发现HBx缺失突变体相

比野生型HBx更能影响细胞增殖, 但其确切机制

尚不清楚, 是否HBx缺失突变体影响细胞周期

调控的相关基因如E2F1、cyclin D等表达, 或许

HBx基因缺失突变体改变了调控细胞增殖相关

■应用要点
本研究表明HBx- 
d382比野生型HBx
具有更强的促细
胞增殖能力及非
锚定依赖增殖能
力, 进一步论证了
HBx-d382与肝癌
发生有着密切关
系, 对HBx-d382更
深一步的研究提
供依据.
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图  4  软琼脂克隆形成实验. A: L02(×50); B: L02/HBx-d382(×50); C: L02/HBx-d382(×200); D: L02/pcDNA3.0(×50); E: 

L02/HBx(×50). bP<0.01 vs  L02组; dP<0.01 vs  L02/HBx组.

图  5  细胞周期检测. A: L02/pcDNA3.0组; B: L02组; C: L02/HBx-d382组; D: L02/HBx组.
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miRNA的表达, 需要进一步的研究.
总之, 我们成功构建了HBx基因缺失突变体

(HBx-d382)的真核表达模型, 证实HBx-d382相
比野生型HBx更能影响L02细胞增殖, 这种效应

可能与其影响细胞周期调控相关. 该研究支持

HBx基因突变可能导致肝细胞恶性转化的假说.
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