
东南国防医药 2019年 7月第 21卷第 4期 Military Medical Journal of Southeast China，Vol.21，No.4，July，2019

论 著

（基础研究）

HBV X基因突变促进肝癌发生的生物学机制

张 琪，唐慧娴，韩一芳，叶福强，王太武，吕 恒，张锦海

［［［摘要］］］ 目的 探讨乙型肝炎病毒(HBV) X基因(HBx)羧基末端四个突变位点C1653T、T1753C及A1762T/G1764A致癌的

生物学机制。 方法 利用体外基因合成和定点突变构建野生型和复合突变型HBx重组质粒，转染至人肝癌细胞HepG2筛
选稳定表达细胞株。通过绘制细胞生长曲线（CCK8法）、平板克隆形成实验、划痕实验、Transwell侵袭实验比较转染空载体

(Vector)、野生型HBx(WT)和突变型HBx(Combo)细胞的增殖、迁移和侵袭能力。 结果 细胞生长曲线结果显示WT和Combo
细胞的生长速率明显快于Vector（P<0.01），但WT和 Combo之间差异无统计学意义（P>0.05）。平板克隆形成实验结果提示

Combo细胞的克隆形成率显著高于WT（31.90% vs 16.00%，P<0.01），而WT略高于Vector(12.46%，P<0.05）。划痕实验结果显示

Combo细胞 48 h迁移距离显著高于WT细胞（P<0.01），而WT细胞显著高于Vector细胞（P<0.01）。Transwell侵袭实验结果显示

Combo细胞穿过小室的细胞数最多[（227.80±17.85）个]，其次为WT细胞[（181.75±10.06）个]，Vector细胞最少[（85.72±3.19）个]，
三者两两比较差异均有统计学意义（P<0.05）。 结论 野生型和突变型HBx均可显著增强HepG2细胞的增殖、迁移和侵袭能

力，且突变型HBx促进细胞恶性生物学行为的能力显著强于野生型HBx，这为明确HBV致癌机制提供了一定的依据。
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Biological mechanisms of HBV X gene mutations in promoting hepatocellular carcinoma
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［［［Abstract］］］ Objective To explore the biological functions of four mutations（C1653T，T1753C，and A1762T/G1764A）locat⁃
ing in the C⁃terminal region of hepatitis B virus（HBV）X gene（HBx）in hepatocarcinogenesis. Methods Recombinant constructs
containing wild⁃type and compound mutations of HBx were constructed by gene synthesis and site⁃directed mutagenesis. Stable trans⁃
fection was carried out in human hepatoma cell line HepG2. CCK⁃8 assay was used to draw the growth curves of the transfected cells.
The proliferation，migration，and invasion abilities of cells transfected with empty vector（Vector），wild ⁃ type HBx（WT），and com⁃
pound mutations of HBx（Combo）were evaluated by colony formation assay，wound healing assay，and transwell method. Results

Cell growth curves revealed that the growth rates of WT and Combo cells were significantly higher than that of Vector cells（P<0.01），

but there was no difference between WT and Combo cells（P>0.05）. The colony formation rate of Combo cells（31.90%）was signifi⁃
cantly higher than that of WT cells（16.00%）（P<0.01），while it was slightly higher for WT cells when compared to Vector cells
（12.46%）（P<0.05）. Wound healing assay showed that the migration distance of Combo cells in 48h was significantly higher than WT

cells（P<0.01），while it was significantly higher in WT cells
than that in Vector cells（P<0.01）. Similarly，transwell assay
turned out that the most number of invasive cells was observed
in Combo cells（227.80±17.85），followed by WT cells（181.75±
10.06），and then Vector cells（85.72±3.19），and the differenc⁃
es between the three groups were all significant（P<0.05）.
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Conclusion Wild⁃type and mutated HBx can both significantly enhance the proliferation，migration，and invasion ability of HepG2
cells，and the mutational HBx can further strengthen malignant biological behavior than wile⁃ type HBx，which provided evidence for
the mechanism of HBV⁃induced hepatocarcinogenesis.

［［［Key words］］］ hepatitis B virus X gene；viral mutation；cell proliferation；cell migration；cell invasion

0 引 言

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是最

常见的恶性肿瘤之一，在我国约 80%～90%的肝细

胞癌是由乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）感染

导致的［1］。HBV X基因（核苷酸位点 1374～1838）
编码的HBx蛋白是病毒分泌的包含 154个氨基酸的

一个多功能调节蛋白，和肝细胞的恶性转化密切相

关［2⁃3］。流行病学研究发现，HBx区突变可显著增加

肝癌的发生风险［4⁃6］，体外功能研究提示HBx可能通

过多位点联合突变的形式促使细胞发生恶性转

化［7⁃8］，然而对于哪些位点突变才是促进肝癌发生过

程 中 的 关 键 突 变 尚 未 明 确 。 C1653T（H94Y）、

T1753C（I127T）及 A1762T/G1764A（K130M/V131I）
是位于HBx基因羧基末端和核心启动子（basal core
promoter，BCP）区重叠区域的四个突变，多个研究已

证实这些突变位点与HCC的发生发展具有密切的

联系，是HCC发展的独立危险因素，可作为联合检

测肝癌的指标［9⁃10］，然而这四个突变位点致癌的生

物学机制尚不清楚。因此，本研究通过体外构建包

含 C1653T、T1753C及 A1762T/G1764A四个突变位

点的真核表达载体来探究HBx区联合突变对肝癌

细胞恶性生物学行为的影响，探索HBV突变的致癌

机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料 pcDNA3.1/myc⁃His（⁃）B载体、Lipo⁃
fectamine 2000转染试剂购自美国 Invitrogen公司。

快速定点突变试剂盒，购自北京天根生化科技有限

公司。DMEM培养基、胎牛血清、青霉素⁃链霉素双

抗购自美国Gibco公司。96孔板、6孔板和Transwell
小室购自美国康宁公司。结晶紫染色液、Cell
Counting Kit⁃8（CCK⁃8）试剂、姬姆萨快速染色试剂

盒购自上海生工生物工程有限公司。

1.2 方法

1.2.1 质粒构建 体外合成C2型HBV的HBx基因

野生型序列，并通过XhoI及KpnI酶切位点克隆至真

核表达载体 pcDNA3.1/myc⁃His（⁃）B，通过测序验证

重 组 质 粒 的 正 确 性 。 设 计 C1653T、T1753C 及

A1762T/G1764A的定点突变引物，见表 1，利用快速

定点突变试剂盒对野生型重组质粒分别进行定点

突变，构建包含 4个突变位点的突变型重组质粒，测

序验证其正确性。

1.2.2 细胞转染 用含10%胎牛血清及1%青霉素/
链霉素双抗的DMEM培养基在 37 ℃ 5%CO2条件下

培养人肝癌细胞HepG2，培养至对数生长期消化细

胞，以 5×105个/孔的密度接种 6孔板，按照试剂盒说

明书利用 Lipofectamine 2000转染试剂分别转染

pcDNA3.1/myc⁃His（⁃）B空载体（Vector）、野生型重

组质粒（WT）及突变型重组质粒（Combo），并设转染

试剂空白对照孔。转染 48 h后进行遗传霉素硫酸

盐（G418）筛选。

1.2.3 稳定转染细胞株的挑选和鉴定 使用G418
筛选 2周后，将平皿中筛选出的单克隆团分别接种

于 6孔板中继续扩大培养，Trizol法抽提RNA，使用

PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser（大连

Takara）反转录成 cDNA，用 T7、BGH通用引物进行

PCR扩增，体系如下：10×PCR Buffer 5 μL，dNTP
（2.5 mM）4 μL，T7/BGH（10 μM）1 μL，rTaq 0.6 μL，
cDNA模板 2 μL，ddH2O 36.4 μL，反应条件为：95 ℃
3 min；94 ℃ 40 s，58 ℃ 40 s，72 ℃ 40 s，30个循环；

72 ℃ 10 min，4 ℃保存。PCR产物进行凝胶电泳，将

存在目的条带的扩增产物送上海生工进行测序验

证。挑选鉴定正确的细胞克隆，使用荧光染料

SYBR法测定HBx基因的表达量，引物序列为：HBx⁃

表1 定点突变引物序列

突变位点

C1653T

T1753C

A1762T/
G1764A

引物序列（5′⁃3′）
正向：CTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGGACTC
反向：ATAAGACCTTGGGCAAGACCTGGTGGGC
正向：AGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAAAGGT
反向：GTCTCCTCCCCCAACTCCTCCCAGTCTT
正向：GGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTAC⁃
TAGGAGGCT
反向：AGCCTCCTAGTACAAAGATCATTAACCTA⁃
ATCTCCTCCC
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FP：ACGTCCTTTGTCTACGTCCCGTCG，HBx ⁃ RP：
TGCATGGTGCTGGTGAACAGACC，扩 增 体 系 为 ：

SYBR Premix Ex Taq II 10 μL，HBx⁃FP/RP（10 μM）
0.5 μL，cDNA模板 2 μL，ddH2O 7 μL，反应条件为：

95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 34 s，40个循

环；挑选HBx基因表达量高的克隆进行后续实验。

1.2.4 细胞生长曲线测定 以 2×103个/孔的密度接

种 96孔板，每种细胞平行接种 5孔，并设培养基空

白对照孔，制作 7块相同的 96孔板，每天在固定时

间取出一块96孔板，每孔加入10 μL CCK⁃8溶液，细

胞培养箱孵育 2 h后，酶标仪测定 450 nm波长的吸

光度值，计算同一细胞各孔平均值。连续测定 7 d
后，在Excel中以天数为横轴，450 nm吸光度为纵轴

绘制生长曲线图。

1.2.5 平板克隆形成实验 每孔接种 500个细胞于

6孔板中，每种细胞平行接种 3孔，放入培养箱中常

规培养，每隔 3 d换一次液。当出现肉眼可见的克

隆时，终止培养，加入甲醇固定 15 min，用姬姆萨快

速染色试剂盒染色 20 min，洗净干燥后进行计数，计

算细胞克隆形成率。

克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%

1.2.6 划痕实验 按 5×105个/孔的密度接种 6孔
板，培养箱过夜培养。待细胞汇合度达 90%时用吸

头在培养皿底部垂直划直线，成一字划痕。用 PBS
轻轻洗去划下的细胞，加入不含血清的DMEM培养

基继续培养。每种细胞平行接种 3孔，每孔取固定

的观察点，在 0 h和 48 h进行拍照，采用Photoshop软
件测量划痕的宽度，计算各组细胞 3个观察点的平

均迁移距离。

细胞迁移距离=0 h划痕宽度-48 h划痕宽度

1.2.7 Transwell侵袭实验 用Matrigel Matrix基质

胶（美国 BD）包被 Transwell小室底部膜的上室面，

加入含 0.2%BSA的DMEM培养基（不含血清）水化

基底膜。用含 0.2%BSA的DMEM培养基重悬细胞，

调整细胞密度至 105个/mL，取 200 μL细胞悬液加入

包被好的 Transwell小室内，在 24孔板下室中加入

500 μL含血清的培养基，每种细胞设 3个复孔，放入

培养箱中常规培养 48 h。取出小室，擦去内层细胞

后，甲醇固定 10 min，0.1%结晶紫染色 15 min，洗净

干燥后在显微镜下随机取 5个视野，计数小室下室

面的细胞数，取平均值。

1.3 统计学分析 采用 SPSS 22.0对数据进行统计

分析，计量资料采用均数±标准差（x̄ ± s）表示，组间

比较采用 t检验，计数资料用百分率表示，组间比较

采用χ2检验，以P≤0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 稳转细胞株的鉴定 经过2周G418筛选，平皿

中出现耐药的细胞克隆团，扩大培养后分别进行

RNA抽提、反转录和PCR扩增，产物进行凝胶电泳，

见图 1。Vector在 270 bp，WT和 Combo在 700 bp左
右有条带的克隆提示稳转成功，而未转染成功的细

胞克隆无条带。测序结果提示产物序列和转染的

质粒序列保持一致，证明成功构建了各质粒的稳定

转染细胞株。SYBR法测定WT和 Combo各阳性克

隆 HBx基因的表达量，显示 HBx扩增的 Ct值介于

18~22 之间，挑选表达量最高的细胞进行后续

实验。

2.2 细胞生长曲线测定 细胞生长曲线结果显示，

前 1～4 d细胞处于潜伏期，随后进入对数生长期，

WT和Combo的生长速率明显快于Vector（P<0.01），

但WT和 Combo之间差异无统计学意义（P>0.05），

见图2。

M：Marker；1：Vector；2：WT；3：Combo；4：阴性对照

图1 稳转细胞 cDNA PCR扩增凝胶电泳图

图2 各组细胞株的生长曲线图
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2.3 平板克隆形成实验 经过 2周的培养，6孔板

底部出现肉眼可见的细胞克隆。Vector细胞的克隆

数为（62.25±5.02）个，克隆形成率为 12.45%；WT细
胞 的 克 隆 数 为（80.00±4.55）个 ，克 隆 形 成 率 为

16.00%，显著高于Vector细胞（P<0.05）；Combo细胞

的 克 隆 数 为（159.50±12.58）个 ，克 隆 形 成 率 为

31.90%，显著高于Vector细胞及WT细胞（P<0.01）；

见图3。

2.4 划痕实验 倒置显微镜下观察，Vector细胞在

48 h 后迁移距离为（0.82±0.04）mm，WT 细胞为

（1.29±0.09）mm，WT细胞显著高于 Vector细胞（P<
0.01）；Combo细胞迁移距离为（1.91±0.09）mm，显著

高于Vector和WT细胞（P<0.01）；见图4、图5。

2.5 Transwell侵袭实验 Vector细胞在 48 h后迁

移到 Transwell小室下室面的细胞数为（85.72±3.19）
个，WT细胞为（181.75±10.06）个，WT细胞显著高于

Vector细胞（P<0.01）；Combo细胞迁移数为（227.80±
17.85）个，显著高于WT细胞（P<0.05）和Vector细胞

（P<0.01）；见图6、图7。

3 讨 论

HBx是一种多功能调节蛋白，一方面可通过在

细胞核内直接结合 CREB/ATF、HIF1α、p53等转录

成分来直接控制病毒和宿主基因的转录，另一方

面，HBx还可和 JAK/STAT、NF⁃κB及MAPK等信号

通路相互作用，间接调控基因转录，发挥广泛的生

物学功能［11⁃12］。近年来，研究者发现相对于野生型

HBx来说，突变型HBx可能和肝癌的发生更为相关。

Tu等［13］发现在肝癌组织中，整合型 HBx常存在羧

基末端缺失型 HBx，缺失的氨基酸可从 3个到 74
个不等，功能实验证实，相对于全长型 HBx来说，

*P<0.05，**P<0.01
图 3 各组细胞株的平板克隆形成实验培养 2周后的细胞克

隆数比较

图4 各组细胞株的划痕实验结果

**P<0.01
图5 各组细胞株48 h的迁移距离比较

图 6 各组细胞株的Transwell侵袭实验结果（结晶紫染色 ×
100）

*P<0.05，**P<0.01
图7 各组细胞株48 h后迁移的细胞数目比较
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这种缺失型HBx失去了转录激活功能和抑制细胞

增殖和转化的功能。此外，其他研究者也报道，C末

端缺失 24个氨基酸的HBx可通过激活转录因子C⁃
Jun来显著增加HepG2细胞的侵袭和转移能力［14］，
缺失 27个氨基酸的 HBx可显著增强 NF⁃κB、sur⁃
vivin、TERT的转录活性及 c⁃Myc和PCNA的表达，从

而促进细胞增殖［15］。这些研究结果均表明HBx的
羧基末端在控制细胞增殖、侵袭和转化过程中发挥

了关键的作用。

本研究选取的C1653T（H94Y）、T1753C（I127T）
及A1762T/G1764A（K130M/V131I）四个突变位点均

位于HBx羧基末端的转录激活区域（aa51⁃154）［16］，
其中C1653T（H94Y）位于损伤特异性DNA结合蛋白

1（DDB1）的结合区域（aa88 ⁃ 100）［17］，而 T1753C
（I127T）及 A1762T/G1764A（K130M/V131I）则位于

P53蛋白的结合区域（aa101⁃154）［18］，且四个突变位

点均造成了氨基酸的改变，因此，这些位点的突变

很可能通过改变HBx蛋白的功能从而促进肝癌的

发生。由于HBV C2型是我国最主要的流行株，且

是肝癌发生的独立危险因素［19⁃20］，因此本研究通过

体外基因合成的方式构建了HBV C2型HBx的野生

型重组质粒，并通过定点突变构建了包含四个突变

位点的突变型重组质粒，相对于从患者体内直接扩

增HBx序列进行质粒构建来说，剔除了其他突变位

点的干扰，研究结果更有针对性。通过细胞生长曲

线绘制及平板克隆形成实验，发现野生型和复合突

变型HBx可显著增强HepG2细胞的增殖和克隆形

成能力，且复合突变型HBx的克隆形成能力显著强

于野生型HBx。关于HBx对细胞生长的影响，不同

研究得出的结论并不一致。Sirma等［21］在人正常肝

细胞系 ChangLiver中发现野生型 HBx而非突变型

HBx可显著抑制细胞的克隆形成，而 Siddiqui等［22］

在肝癌细胞系 Huh7中发现野生型 HBx和携带

A1762T/G1764A（K130M/V131I）双突变的突变型

HBx均可显著增强Huh7细胞的克隆形成能力。出

现这种现象的原因一方面可能和不同细胞系具有

不同的遗传背景有关，另一方面可能和转染的HBx
序列异质性密切相关［23］。细胞迁移和侵袭能力是

评估细胞恶性生物学表型的重要指标，本研究通过

划痕实验和 Transwell侵袭实验比较了野生型和复

合突变型HBx对HepG2细胞迁移和侵袭能力的影

响，结果与 Sze等［14］和 Chen等［24］报道的一致，转染

野生型HBx的细胞株相对于转染空载体的细胞株

细胞迁移和侵袭能力均增强，且转染突变型HBx的

细胞株迁移和侵袭能力显著强于野生型，证明HBx
羧基末端的突变可显著增强细胞的恶性表型，促进

细胞发生恶性转化。

综上所述，本研究通过构建稳定表达野生型

HBx和复合突变型 HBx细胞株，证实了 C1653T、
T1753C、A1762T/G1764A四个突变位点不仅在流行

病学上和肝癌的发生密切相关，在生物学上可通过

促进细胞增殖、侵袭和转移来增强细胞的恶性生物

学表型，为HBV致癌机制的研究提供了基础，后续

还需对这些突变位点影响的细胞信号通路进行进

一步的研究。
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