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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
H B V )感染是导
致 肝 癌 发 生 的
重要原因 ,  HBV
主 要 通 过 乙 型
肝炎病毒X蛋白
(hepatitis B virus 
x ,  HBx)发挥促
进肝细胞恶性转
化的作用 .  但是
HBx如何诱导肝
细 胞 恶 性 转 化 , 
目前并不完全清
楚 .  所以建立携
带表达HBx的载
体的正常细胞系, 
是研究HBx诱导
肝细胞恶性转化
的有利工具 .  正
常肝细胞转染表
达HBx的载体后, 
不仅能观察对肝
细胞恶性相关基
因的表达 ,  而且
也能研究HBx诱
导肝细胞恶性转
化过程中的基因
表 达 的 时 序 性 , 
对预警HBV相关
肝癌的发生具有
重要的学术价值. 
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Abstract
AIM: To construct a lentiviral expression vector 
carrying the hepatitis B virus x (HBx) gene and 
to test its expression in the human Chang liver 
cell line. 

METHODS: The HBx gene was amplified from 
plasmid pcDNA3.1-HBx by PCR. The purified 
HBx gene fragment was inserted into the pEB-
3xflag-GP-Puro lentiviral vector, and the inserted 
fragment was identified by PCR, restriction 
endonuclease digestion and DNA sequencing. 
The recombinant vector was then transfected 
into Chang liver cells. Puromycin was applied 
to screen stable cell clones, and the expression 
of HBx in Chang liver cells was examined by 
immunofluorescence and Western blot. 

RESULTS: Restriction enzyme digestion and 
DNA sequencing showed that the HBx gene 
had been successfully subcloned into the pEB-
3xflag-GP-Puro vector. The titer of purified 
recombinant lentivirus was 1 × 108 TU/mL. 
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■研发前沿
研究HBx诱导肝
癌发生的机制是
防治肝癌的热点
和重点问题 .  尽
管研究已经发现
HBV通过HBx的
作用促进肝细胞
恶性转化 ,  但是
HBx通过怎样的
机制促进肝细胞
恶性转化 ,  目前
并不清楚 ,  如何
预警HBV相关肝
癌发生是亟待解
决的问题. 

HBx was produced after transfection with the 
recombinant lentivirus vector and screening 
with puromycin. Stable expression of HBx 
protein was present in Chang liver-HBx cells. 

CONCLUSION: The Chang liver-HBx cell 
line that can stably express the HBx gene has 
been successfully generated; this model cell 
may be applied to study the role of HBx in the 
malignant transformation of liver cells. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 构建乙型肝炎病毒X基因(hepatitis B 
virus x, HBx )慢病毒表达载体, 建立稳定表
达HBx蛋白的人正常肝细胞系Chang liver-
HBx.

方法: 应用聚合酶链式反应(polymerase chain 
reaction, PCR)方法从质粒中扩增HBx基因, 
并克隆到慢病毒pEB-3xflag-GP-Puro载体上, 
经PCR、酶切和测序鉴定正确后经慢病毒
包装感染人肝细胞Chang liver, 再用嘌呤霉
素筛选出稳定表达HBx蛋白的细胞株, 最后
用免疫荧光和Western blot技术检测HBx蛋
白的表达.

结果: 酶切鉴定和基因测序证实HBx 基因成
功克隆到慢病毒表达载体上, 重组慢病毒经
包装纯化后获得滴度为1×108 TU/mL, 用包
装好的重组慢病毒感染人肝细胞Chang liver, 
经嘌呤霉素筛选获得单克隆细胞株Chang 
liver-HBx, 利用免疫荧光和Western blot技术
检测发现细胞株Chang liver-HBx可稳定表
达HBx蛋白.

结论: 成功构建了HBx的重组慢病毒表达载
体, 获得了稳定表达HBx的Chang liver细胞
系Chang liver-HBx, 为进一步研究HBx诱导
正常肝细胞恶性转化提供细胞模型.

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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慢病毒载体

核心提示: 乙型肝炎病毒X(hepatitis B virus x, 
HBx)是诱导肝细胞恶性转化的关键分子. 研究

发现HBx能激活生长信号, 或抑制P53的转录调

节功能, 促进肝细胞的恶性转化. 本研究成功构

建pEB-GFP-HBx载体, 并成功转染Chang Liver
细胞, 为研究HBx诱导肝细胞恶性转化建立了

细胞模型. 
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)的慢性感

染是促进原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)形成的主要诱因, 其相关性高达80%[1]. 
HBV是嗜肝DNA病毒科中正类嗜肝DNA病毒

属的一员, 基因组全长约3.2 kb, 有4个开放阅读

框架, 即包膜(S)、核心(C)、多聚酶(P)、X基因

区[2]. 由X基因编码的HBx蛋白由154个氨基酸

残基组成, 分子量约为17.5 kDa. 目前, 大部分

研究[3]表明HBx蛋白可以在慢性肝炎患者体内

产生, HBx本身不能直接与双链DNA结合, 而
是通过蛋白质与蛋白质之间的相互作用来行

使功能[4,5]. 肝癌的基本特征是肝细胞的调节紊

乱, 造成调节细胞生长因子和诱导细胞死亡因

素之间的失衡. 近年来, 越来越多的证据表明

HBx可以与肝细胞核内外的大量蛋白质分子发

生作用[6,7], 来调节肝细胞的增殖和凋亡, 造成

肝细胞的调节紊乱和增殖异常, 最终导致肝细

胞的恶性转化和浸润转移. 但是, HBx蛋白的生

物学特性与原发性肝癌发生的具体关系目前

尚不清楚. 所以构建稳定表达HBx蛋白的细胞

模型显得非常必要, 本研究尝试构建HBx的慢

病毒表达载体, 并将载体转染到人正常肝细胞

Chang liver中筛选出稳定表达HBx的细胞株, 这
将为进一步研究HBx的生物学功能和致病机制

提供细胞模型.

1 材料和方法

1.1 材料 人肝细胞Chang liver购自中国科学院

上海细胞库; 限制性内切酶、DNA连接酶、
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■相关报道
大量研究已经证
明 H B x 是 H B V
感染后促进肝癌
发 生 的 关 键 因
子 ,  HBx通过优
先诱导甲胎蛋白
(alpha fetoprotein, 
A F P ) 表 达 激 活
磷 脂 酰 肌 醇 3
激 酶 / 蛋 白 激 酶
B(phosphatidyli
nositol 3 kinase/
protein kinase B)
信号途径诱导肝
细 胞 恶 性 转 化 , 
HBx也能通过抑
制p53的转化活
性促进AFP的表
达 ,  导致肝细胞
的恶性生长 .  这
些研究结果提示, 
HBx诱导肝细胞
恶 性 转 化 可 能
通过激活AFP 基
因的表达 ,  显示
HBx诱导AFP表
达在肝细胞的恶
性转化过程中发
挥重要的作用. 

DNA marker均购自Takara公司; PCR产物纯化

试剂盒、质粒抽提试剂盒购自上海生工生物

技术有限公司; 慢病毒表达系统由广州辉骏生

物技术有限公司提供; DMEM培养基、胰酶消

化液购自Gibico公司; 胎牛血清购自北京四季

青生物技术有限公司; 嘌呤霉素购自Sigma公
司; 特异性鼠抗人HBx抗体购自美国Abcam公

司; β-actin抗体和马抗小鼠的IgG抗体购自美

国Santa Cruz公司.
1.2 方法

1.2.1 H B x 基因的获取: 从质粒p c D N A3.1-
HBx(本实验室保存)中扩增HBx基因, 上游引

物为5'-GATTCTAGAATGGCTGCTAGGCTG
TGCTG-3', 内含XbaⅠ酶切位点; 下游引物为

5'-GAGGAATTCGGCAGAGGTGAAAAAGTT
GCATGG-3', 内含EcoRⅠ酶切位点.
1.2.2 重组质粒的构建和鉴定: 上述PCR扩增

的目的基因片段和慢病毒载体pEB-3xflag-GP-
Puro经限制性内切酶XbaⅠ、EcoRⅠ双酶切过

夜后, 用T4连接酶16 ℃连接过夜, 连接产物转

化到感受态细胞大肠杆菌XL1- BLUE , 用含有

氨苄青霉素的LB平板筛选出阳性克隆, 扩大培

养后提取质粒, 进行PCR扩增和酶切鉴定, 将
上述两种方法鉴定正确的质粒送中美泰和生

物技术有限公司(中国广州)测序.
1.2.3 慢病毒包装和滴度测定: 预先准备生长

汇合度为70%-80%的293T细胞, 次日将连接载

体pEB-GFP-HBx与转染试剂Fitran混合, 转染

293T细胞, 并用DMEM培养基培养. 在转染后

48 h和72 h分别收集上清, 3000 r/min 4 ℃离心

10 min, 取上清用0.45 μm微孔滤器过滤. 并用

5×PEG8000溶液浓缩慢病毒颗粒.

以每孔1×104个细胞的浓度将293T细胞

铺入96孔板, 24 h后将浓缩后的慢病毒按梯度

稀释, 依次加入细胞培养孔中. 培养96 h后观察

荧光表达情况, 数出最大稀释倍数孔中含有荧

光细胞的个数; 病毒原液的滴度值(TU/mL) = 
荧光细胞个数/稀释后的病毒实际体积.
1.2.4 重组慢病毒转染正常人肝脏Chang liver
细胞系并筛选稳定表达株: 按照常规方法培养

正常人肝脏Chang liver细胞, 并在转染前用胰酶

消化液处理细胞重新传入细胞培养瓶中; 24 h
后向细胞中加入200 μL重组慢病毒颗粒. 感染

4 h后更换培养液, 并用不含目的基因的空载体

作为对照.
在感染96 h后在荧光显微镜下观察到绿色

荧光, 加入终浓度为10 μg/mL的嘌呤霉素, 筛
选稳定表达的细胞株. 挑取嘌呤霉素抗性的单

细胞克隆于96孔板、24孔板、6孔板逐级扩大

培养, 经过14 d后建立稳定表达HBx的Chang 
liver细胞系.
1.2.5 免疫荧光检测HBx基因的表达: 盖玻片经

清洗灭菌后放置于6孔板中, 将稳定转染HBx
基因的Chang liver细胞株(命名为Chang liver-
HBx细胞)加入6孔板中, 每孔2×104个细胞. 
24 h后用4%的多聚甲醛固定细胞30 min, PBS
清洗3次后加入5%的BSA封闭液封闭1 h, 在
盖玻片上滴加HBx抗体(1∶200稀释, Abcam, 
USA)4 ℃过夜. 次日, 将盖玻片在PBS中清洗

3次, 将其放在载玻片上滴加Alexa Fluor-594
标记的荧光二抗(1∶200稀释, Abcam, USA), 
37 ℃避光杂交1 h. 用PBS清洗3次后封片. 用
激光共聚焦显微镜观察标记结果并拍照.
1.2.6 Western blot技术检测HBx蛋白: 分别收集

HBx

2000

1000
500

bp

A

1000

bp

B

250

15000
7500

图  1  从pcDNA3.1-HBx质粒中用PCR扩增得到的HBx 基因和酶切鉴定. A: 从质粒pcDNA3.1-HBx中扩增HBx 基因. 1: 

Marker DL2000; 2: HBx的PCR产物(箭头显示HBx的PCR产物的DNA位置). B:重组慢病毒载体的酶切鉴定. 1: Marker 

DL15000; 2: 酶切产物. HBx基因: 乙型肝炎病毒X基因.

1         2 1               2
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■创新盘点
本文对成功构建
慢 病 毒 - H B x 表
达载体及其在人
正 常 肝 细 胞 系
Chang Liver的
表达做了详细的
阐述 ,  从载体构
建、转染效果、
序列测定以及载
体的表达等系统
观察pEB-GFP-
HBx载体构建的
准确性 ,  表达的
稳定性等 ,  有利
于后续研究HBx
诱导肝细胞恶性
转化的机制. 

稳定转染HBx基因的Chang liver-HBx细胞、

转染空载体的Chang liver-EGFP细胞以及野

生型细胞Chang l iver, 提取细胞总蛋白并用

Bradford法进行蛋白定量. 根据蛋白浓度每孔

上样50 μg蛋白, 用15%的SDS-PAGE凝胶电泳, 
转膜, 加入特异性鼠抗人HBx抗体(1∶1000稀
释, Abcam, USA)和β-actin抗体(1∶1000稀释, 
Santa Cruz, USA)一抗4 ℃杂交过夜. 再用辣根

过氧化物酶标记的二抗37 ℃杂交2 h. 应用发

光显影法检测HBx和内参β-actin的表达.

2  结果

2.1 HBx 基因的获得、重组质粒的构建和鉴定 
设计引物从质粒pcDNA3.1-HBx中扩增HBx基
因, PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳可见特异

性扩增条带, 大小490 bp, 与预期的HBx基因长

度相符, 如箭头所示(图1A). PCR扩增的HBx基
因连接到慢病毒载体后转化感受态细胞, 经抗

A

B

Query 97

Sbjct 1374

Query 157

Sbjct 1434
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Sbjct 1554

Query 337

Sbjct 1614
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图  2  重组载体部分测序图及BLAST比对结果. A: 重组载体的HBx测序图(部分); B: 基因库中的HBx序列与测序结果进

行BLAST比对. HBx: 乙型肝炎病毒X.
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■应用要点
本文成功构建能
在 人 正 常 肝 细
胞表达的HBx载
体 ,  不仅能建立
在正常肝细胞表
达HBx分子的细
胞模型 ,  而且也
能为进一步研究
HBx促进肝细胞
恶性转化的机制
打下坚实的基础. 

生素筛选得到的单克隆菌落并进行扩大培养. 
运用质粒提取试剂盒提取质粒后进行双酶切

鉴定, 结果在预期位置观察到特异性条带(图
1B). 阳性克隆通过测序, GenBank数据库比对, 
与目标序列一致(图2). 证明慢病毒载体pEB-
GFP-HBx构建成功, 大量包装后得到慢病毒滴

度为1×108 T U/mL.
2.2 重组慢病毒转染细胞与筛选 将构建的慢

病毒载体pEB-GFP-HBx和阴性对照载体pEB-
GFP转染Chang liver细胞, 在转染后的96 h在
倒置荧光显微镜下观察到部分细胞中有绿色

荧光蛋白表达(图3A, B). 加入嘌呤霉素24 h后
部分细胞开始死亡(图3C, D). 筛选14 d后单克

隆细胞株中几乎每个细胞都表达绿色荧光(图
3E, F).
2.3 免疫荧光和Western blot技术检测HBx蛋白

的表达 运用免疫荧光技术在共聚焦显微镜下

观察, 发现稳定转染了慢病毒载体的细胞株呈

现HBx阳性, 同时HBx蛋白主要位于胞浆, 红
色所显示的是HBx的表达和在细胞存在的位

置(图4). 野生型Chang liver细胞和转染了空载

体的细胞株未见HBx表达. Western blot的实验

结果同样证实HBx稳转细胞株中有HBx表达

(图5).

3  讨论

肝癌是世界上常见的五大恶性肿瘤之一, 在癌

症死亡率中居第3位, 目前肝癌的发病率在全

球范围内呈上升趋势[8,9]. 据统计, 每年死于肝

病的人为30万左右, 其中约有11万人死于肝

癌[10]. 肝癌具有多血管、恶性程度高、生长速

度快、转移范围广和复发率高等特点, 给临床

A B

C D

E F

图  3  慢病毒感染的Chang liver细胞. A: 感染慢病毒96 h可见光下观察细胞; B: 感染慢病毒96 h荧光下观察细胞(×200); 

C: 加入嘌呤霉素24 h可见光下观察细胞; D: 加入嘌呤霉素24 h荧光下观察细胞(×200); E: 嘌呤霉素筛选的第14 d可见光

下观察细胞; F: 嘌呤霉素筛选的第14 d荧光下观察细胞(×200).

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm
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■名词解释
嘌 呤 霉 素 筛 选 : 
构建的慢病毒表
达HBx的载体中, 
含有抗嘌呤霉素
作 用 的 靶 基 因 , 
用嘌呤霉素作用
于细胞后 ,  含有
表达载体的细胞
能存活下来 ,  而
没有转染表达载
体的细胞会凋亡, 
通过筛选可获得
稳定表达HBx的
细胞系. 

治疗带来了非常大的困难.
慢性HBV感染是肝癌发病的主要原因[11,12], 

尽管肝癌发生的确切机制尚不清楚, 但已有

证据表明HBx蛋白在肝癌的发病过程中发挥

了重要作用[13-15]. HBx基因是HBV基因组中的

一个多功能反式激活因子, 是HBV重要的功

能基因, 他在肝癌细胞中的整合率高达70%
左右[16,17]. HBx基因是HBV感染、复制、发病

和可能致癌的重要基因, 其表达的蛋白质是

一种具有多种功能的病毒调节因子, 在慢性

HBV感染的过程中起到举足轻重的作用. HBx
蛋白可作为反式作用因子激活多种信号转到

途径, 如磷脂酰肌醇激酶(phosphatidylinositol 
3 k i n a s e)、肾素-血管紧张素系统(r e n i n-
angiotensinsystem)、丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase)、肉瘤基因

(sarcoma gene, src )、核因子-κB(nuclear factor-
κB)[18-22]等, HBx还能通过抑制p53的转录活性

促进甲胎蛋白(alpha fetoprotein)的表达[23,24], 
从而影响细胞增殖、凋亡和周期、参与肝细

胞的恶性转化和癌变. 但是, 对于其具体的作

用机制目前还不十分明确. 因此, 进一步研究

HBx的功能及在肝癌细胞中的作用, 将有助于

理解HBV影响肝癌发生发展的机制, 为HBV相

关性肝癌的预防和治疗提供线索.
随着分子生物学的发展, 应用基因转导

技术研究HBx对肝细胞的恶性生物学行为的

影响成为可能. 在既往研究报道中[25,26], 已有

许多成功建立长期稳定表达HBx的肝癌细胞

株但这些研究大都利用脂质体转染的方法 , 
然后进行稳定表达株的细胞筛选. 这种方法

虽然操作简单, 但是筛选时阳性率较低, 难以

获得长期稳定表达的细胞株. 在本研究中我

们首先构建HBx的慢病毒表达载体, 然后利

用慢病毒载体稳定转染Chang liver细胞, 构建

HBx的稳转细胞系Chang liver-HBx. 经检测

发现在转染慢病毒载体后, 在筛选的第14天
便可筛选获得稳定表达株, 效率远高于脂质

体筛选的方法. 筛选出的稳定表达株在2 mo
后均有较高的表达水平, 说明我们获得了稳

定表达HBx的肝细胞系Chang liver-HBx. 实
现HBx分子在正常肝细胞Chang liver中的稳

定性表达, 为后续研究HBx在细胞增殖、凋

亡、肿瘤细胞恶性转化、肿瘤细胞耐药等方

面提供一个细胞模型, 同时慢病毒表达系统

是目前基因治疗的主要手段 [27], 本研究利用

慢病毒载体在正常肝细胞Chang liver中稳定

表达HBx的方法, 能够建立稳定表达HBx的模

型细胞, 为研究HBx在肝细胞内发挥的作用

打下基础, 同时该技术的建立或许能够为将

A

B

C

图  4  免疫荧光法鉴定细胞株Chang liver-HBx中HBx的表
达. A: 野生型Chang liver细胞; B: 转染空载体的Chang liver

细胞; C: Chang liver-HBx细胞. HBx: 乙型肝炎病毒X.

β-actin

HBx

1             2            3            4

图  5  Western blot鉴定细胞株Chang liver-HBx中HBx蛋
白的表达. 1:野生型Chang liver细胞总蛋白; 2: 细胞Chang 

liver-EGFP筛选后培养2 mo后的总蛋白; 3: Chang liver-

HBx细胞筛选第14天的总蛋白; 4: Chang liver-HBx细胞

筛选后培养2 mo后的总蛋白. HBx蛋白: 乙型肝炎病毒X

蛋白.



鲁琰, 等. 慢病毒-HBx表达载体的构建及其在人正常肝细胞系Chang liver的稳定表达

2015-10-08|Volume 23|Issue 28|WCJD|www.wjgnet.com 4488

■同行评价
本研究通过构建
HBx的慢病毒表
达 载 体 并 转 染
Chang liver细胞, 
采用免疫荧光和
Western blot技
术验证HBx蛋白
表达 ,  最终获得
稳定表达HBx的
Chang liver细胞
系 ,  为进一步研
究HBx诱导正常
肝细胞恶性转化
提供了一个较好
的研究工具或模
型 ,  具有一定的
研究价值. 

来研究肝癌的基因治疗提供借鉴和指导.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注

射ip, 皮下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成

ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成

tl/2或T , V max不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与

种名, 包括亚属、亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.
glaber Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验

和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), 

N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋

酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺

素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in 
vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), 

v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性

活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, 

mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜

体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
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