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摘　要:【目的】研究转 HBx 基因肝癌细胞增殖与拮抗凋亡特性 ,探讨肝癌恶性表型的分子基础。【方法】以携 HBx 基因

重组逆转录病毒感染 QGY7701肝癌细胞 , G418 筛选 , PCR与 RT-PCR鉴定;流式细胞仪(FCM)检测细胞增殖周期;用阿霉素

诱导细胞凋亡 , FCM 定量检测。【结果】QGY7701 肝癌细胞经 HBx 基因转染后 , G418 筛选 4 ～ 6 周获阳性克隆株 QGY/HBx ,

PCR与 RT-PCR分别证实细胞有 HBx基因整合与 HBx mRNA表达;细胞周期分析结果表明 , QGY/ HBx 细胞的细胞周期进

程明显加快 ,并可明显抵制阿霉素的凋亡诱导作用。【结论】HBx基因可加速肝癌细胞周期的进程 ,并增强肝癌细胞的抗凋亡

能力。
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Abstract:【Objective】To study the effects of t ransferred HBx gene on the proliferation and apoptosis of

hepatocellular carcinoma (HCC)cells for invest ig ation of the molecular basis of malignancy behavior of HCC.

【Methods】QGY7701 HCC cells w ere infected wi th recombinant ret rovirus carrying HBx gene and then selec-

tively cultured w ith G418 and identified by PCR and RT-PCR techniques.The cell cy cle and apoptosis induced

by adriamycin(ADM)were determined by flow cytometer(FCM)respectively .【Results】QGY7701 cells with

HBx gene transferred w ere selectively cultured with G418 and the positive clones QGY/HBx obtained in 4 to 6

w eeks.A HBx gene integration w as detected by PCR in the genomic DNA of QGY/HBx cells and a steady ex-

pression of HBx mRNA by RT-PCR.The process of cell cycle of QGY/HBx cells were faster than QGY7701

cells.The QGY/HBx cells could resist the apoptosis induced by adriamycin.【Conclusions】HBx gene could im-

prove the proliferation ability of HCC cells.HCC cells modified by HBx gene could resist the apoptosis induced

by adriamycin.
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　　原发性肝癌的发生与 HBV 慢性感染密切相

关。多年来 ,在 HBV 及其编码分子的致癌特性和

机制方面已进行了大量研究 ,而对于 HBV 与肝癌

生物学行为间关系的研究却鲜见报道。肝癌是一

种恶性程度极高的肿瘤 ,具有生长快速 、易转移和

复发 、广泛的耐药性等特征。鉴于 HBV 编码的一

些致癌分子如 HBx 、PreS/S 蛋白等在肝癌组织中

的持续高水平表达[ 1 ,2] ,我们推测 ,肝癌的恶性行
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为一方面与其本身的病理特征有关 ,另一方面可能

与HBV编码分子对肝癌生物学行为的潜在作用有

关。本文研究转 HBx 基因肝癌细胞的增殖和拮抗

凋亡特性 ,探讨肝癌恶性表型的分子基础。

1　材料与方法

1.1　材　料

携HBx 基因重组逆转录病毒为本室构建;人

肝癌细胞系 QGY7701 购自上海中科院细胞库 ,

G418 购自 Boehringer Mannheim 公司 , RNA 酶

(RNase A)与 PCR 试剂购自华美生物工程公司 ,

DNA-Prep Reagent Ki t为美国 COULTER 公司产

品 ,阿霉素(Adriamycin , ADM)购自 Farmitalia 公

司。

1.2　肝癌细胞 HBx基因转染 、筛选与鉴定

QGY7701肝癌细胞在含 φ=10%小牛血清的

RPM I1640培养基中 、37 ℃φ=5%CO2 条件下培

养至对数生长期时 ,加入 2×105 CFU携 HBx 基因

重组逆转录病毒 ,吸附 3 h 后 ,加入完全培养基继

续培养 48 h后 ,用终质量浓度为 300 mg/ L G418

的培养液选择培养 ,逐渐加大 G418 质量浓度至

600 mg/L ,并继续培养至抗性克隆形成 。提取细

胞基因组 DNA 与总 RNA ,再进行 HBx 基因 PCR

反应 RT-PCR反应。以甘油醛 3磷酸脱氢酶(glycer-

aldehyde-3-phosphate dehydrogenase , GAPDH)基因

RT -PCR 产物作为内参照 ,引物序列参照文献

[ 3] 。

1.3　流式细胞仪(FCM)分析

静止期(G0 期)细胞诱导:将转基因和未转基

因的肝癌细胞在含 φ=10%小牛血清的 RP-

M I1640培养基中 、37 ℃φ=5%CO2 条件下培养

12 h ,吸出细胞培养液 ,换含 φ=0.2%小牛血清的

低血清 RPM I1640 培养基继续培养 48 h后 ,胰酶

消化收集细胞 ,此时细胞处于增殖相对的静止状

态 ,即 G0期阻滞状态 。

FCM 分析:将上述细胞按 5×10
5
细胞/瓶接

种在 100 mL 培养瓶中 ,以含 φ=15%小牛血清的

RPM I1640培养基培养 ,刺激细胞增殖 ,分别于 0 、

12 、24 、36和 48 h收集细胞 ,PBS 洗一次 ,加 1 mL

预冷 PBS 重悬细胞 ,加 10 mL φ=70%乙醇 4 ℃

固定过夜 , -20 ℃保存备用。应用美国 COUL-

TER公司的 DNA-Prep Reagent Ki t试剂和 ELITE

流式细胞仪检测细胞 DNA 含量 ,并用 Phoenix 公

司的 Multicycle软件处理 ,计算各细胞周期的 DNA

含量和百分数。

1.4　细胞凋亡诱导与定量检测

接种 1×105 个细胞到 25 mL 培养瓶中 ,于含

φ=10% 小牛血清的 RPM I1640 培养基中 、37

℃φ=5%CO2 条件下培养 24 h ,加入终浓度为 1

g/L 的阿霉素(adriamycin ,ADM),分别诱导 3 h 和

4 h后收集细胞 , φ=70%乙醇固定 ,FCM 检测各

细胞周期 DNA含量 。

2　结　果

2.1　转 HBx基因肝癌细胞株的建立与鉴定

将重组逆转录病毒上清感染QGY7701人肝癌

细胞株 ,经 G418筛选 4 ～ 6 周后克隆形成 ,收集细

胞扩大培养 ,将该细胞株命名为 QGY/HBx 。对其

基因组 DNA 与细胞总 RNA 进行 HBx 基因 PCR

与 RT -PCR反应 ,分别扩增出特异的 500 bp左右

片段(图 1 、2),表明 HBx 基因已整合到细胞的基因

组中 、且有 HBx mRNA 的转录表达 。

图 1　转基因肝癌细胞基因组 DNA HBx 基因 PCR扩增

Fig.1　PCR amplif ication of HBx gene in the genomic DNA

of the gene transferred HCC cells

M 1:PCR Marker , 1:Positive con trol of HBx gene , 2:QGY/HBx

cells , 3:QGY7701 cells

2.2　转 HBx基因对肝癌细胞细胞周期的影响

低血清培养可使细胞处于增殖相对静止状态 ,

即 G0 期阻滞状态 。本实验先用低血清诱导

QGY7701和 QGY/HBx 细胞至 G0期 ,然后用较高

浓度血清刺激细胞生长 ,使其进入增殖期 ,用 FCM

检测生长 0 、12 、24 、36 、48 h 时各细胞周期的百分

比 ,结果见表 1 ,与静息期细胞(0 h)比 ,QGY/HBx

细胞在 12 h时的 S 期细胞的比例(61.5%)显著上

升 ,在 24 h 时 , G2/ M 期细胞比例达 26.5%, 比

12h时(16.0%)明显上升 ,表明 QGY/HBx 细胞由
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图 2　转基因肝癌细胞 HBx基因 RT-PCR扩增

Fig.2　HBx gene RT-PCR amplification in the gene

transferred HCC cells

M1:PCR Marker , 1:Positi ve cont rol of HBx gene , 2:HBx gene

of QGY/HBx cells , 3:GAPDH of QGY/HBx cells, 4:HBx gene of

QGY7701 cells , 5:GAPDH of QGY7701 cells

G0/G1 ※ S ※ G2/ M 的过程 非常迅速 。而

QGY7701细胞在 12 h时仅为 35.1%,24 h时 G2/

M 期细胞比例(11.6%)比 12 h(15.9%)时增高也

不明显 , 说明 QGY7701 细胞由 G0/G1 ※ S ※

G2/ M 的增殖过程缓慢且不明显 。

2.3　细胞凋亡的诱导与定量检测

QGY7701和 QGY/HBx 细胞经 ADM 培养 3

h和 4 h 后 , FCM 测定结果见表 1 与图 3 、4。

QGY7701细胞在 G0/ G1 峰之前出现一个明显的

亚二倍体峰(sub G1), 即凋亡峰 , 其值分别为

27.8%和 36.5%,说明 QGY7701细胞在 ADM 诱

导 3 h和 4 h后 ,分别有 27.8%和 36.5%的细胞发

生凋亡 。与此同时 , QGY7701的 S 期细胞百分比

升高 , 而 G2/ M 期细胞百分比则降低 。检测

QGY/HBx 细胞 3 h和 4 h的凋亡细胞百分比分别

为7.2%和 12.6%,显著低于 QGY7701细胞 ,并且

其 S 期和G2/ M 期细胞百分比无明显变化。说明

QGY/HBx 细胞可拮抗 ADM 诱导的凋亡 。

图 3　ADM 作用后 QGY7701 细胞凋亡的 FCM检测

Fig.3　Apoptosis detected by FCM in QGY7701 cells

with ADM treated

A , 0 h;B , 3 h;C , 4 h

3　讨　论

HBx 基因是 HBV 4个开放阅读框中最小的一

个 ,其蛋白产物是具有反式激活作用的多功能转录

调节因子 ,可通过激活癌基因与细胞因子基因启动

子调节细胞的生长 、分化 。Koike等[ 4]于 1994年首

表 1　ADM 对肝癌细胞的凋亡与细胞周期分布的影响

Table 1　Effects o f ADM on the apoptosis and cell-cycle distribution of HCC cells

Cell types
ADM

(h)

Distribution o f cell cycle

G0/ G1 S G2/ M

Propor tion of

apoptosis cells(%)

QGY7701 0 60.7 27.4 11.9 　　　　　2.5
3 60.1 33.8 6.1 27.8 1)

4 58.0 38.4 4.6 36.5 1)

QGY/ HBx 0 63.0 26.8 10.2 2.7
3 58.9 28.4 14.7 7.2
4 59.2 29.1 11.7 12.6

　　1)Com pared w ith QGY/HBx cells , P <0.01
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图 4　ADM作用后 QGY/HBx细胞凋亡的 FCM 检测
Fig.4　Apoptosis detected by FCM in QGY/HBx cells

with ADM treated
A , 0 h;B, 3 h;C , 4 h

先证明HBx 基因具有丝裂原活性 。他们将HBx 基

因导入小鼠成纤维细胞 NIH3T3细胞中 ,然后用地

塞米松诱导 ,结果发现细胞 DNA合成增加 、细胞周

期进程加快 。其后 ,Benn等
[ 5]
又报道 ,HBx 基因可

下调 Chang 氏肝细胞的 G0/G1 和 G2/ M 检测点

(check point)状态 , 促进细胞增殖 ,从而进一步证

实HBx 基因具有促进细胞有丝分裂的作用。在本

实验中 ,我们研究了 HBx 基因对肝癌细胞增殖的

影响。先采用低血清培养诱导 QGY7701和 QGY/

HBx 细胞进入增殖的相对静止状态 ,即让大部分细

胞处于 G0 期。通常 ,细胞由 G0 期阻滞状态进入

S 期的过程较缓慢。本研究结果也表明:经血清诱

导后 ,QGY7701细胞由 G0/G1期进入 S 期的时间

为 24 h ,处于 S 期的细胞数目也较少;而 HBx 基因

阳性的QGY/HBx 细胞由 G0/G1期进入 S 期的时

间为 12 h ,且大部分细胞均处于 S 期 ,在 12 ～ 24

h ,细胞由 S 期迅速进入 G2/ M 期;说明细胞增殖

周期的进程明显加快 , G0/G1 和 G2/ M 检测点状

态下调 。这与上述报道相符。细胞的增殖与拮抗

凋亡是两种相关的生物学行为 ,具有相似的分子机

制。因此 ,我们还研究了转 HBx 基因对肝癌细胞

抗凋亡特性的影响。

阿霉素(ADM)是临床上常用的化疗药物 ,其

杀伤肿瘤细胞的机理与损伤细胞 DNA ,诱导细胞

凋亡有关 。在本实验中 ,我们应用终质量浓度为

1.0 g/L 的 ADM 在体外对 QGY7701 肝癌细胞分

别作用 3 h 和 4 h ,经流式细胞仪定量分析 ,各有

27.8%和 36.5%发生凋亡 ,说明此质量浓度可成

功诱导肝癌细胞凋亡。经用同样条件培养 QGY/

HBx细胞 ,凋亡细胞比例仅为 7.2%和 12.6%,表

明 QGY/HBx 细胞对 ADM 具有耐受性 。

本研究结果表明 ,HBx 基因可下调肝癌细胞检

测点状态 ,促进肝癌细胞增殖 ,并增强肝癌细胞的

抗凋亡能力 。这可能是肝癌细胞呈现较强恶性表

型的机制之一 。鉴于临床上约半数以上的肝癌对

化疗药物均不敏感[ 6]及本研究显示转 HBx 基因肝

癌细胞对 ADM 的耐受现象 ,我们初步推测HBx 基

因可能与肝癌细胞耐药行为有关。
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