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Abstract
AIM: To study the association of mutations of hepatitis B
virus(HBV) X gene with hepatocellular carcinoma(HCC).

METHODS: The complete X region of HBV from the serum
of 5 patients with HCC and 12 patients with chronic hepatitis
B (CH) was amplified by PCR and then the purified PCR
products were sequenced.

RESULTS: A comparison of 492bp nucleotide sequence of
the HBV X gene from 5 HCC patients with that of the several
previously reported isolates of different serotype in Genebank
showed that the nucleotide homology was 89-96 % and
most of the strains were similar to serotype adw. The
number of nucleotide changes in the X gene of HBV from
HCC group (19.4±12.1) was significantly greater than that
from the CH group (4.4±2.4, P =0.00 093).There were 4
models of substitutions in X gene and 6 hot spots found in
HCC group and 12 hot spots found in HCC group.

CONCLUSION: The mutations of HBV X gene may be closely
associated with the development of HCC.

Dai ZY, Xu QH, Li G, Ma HH, Tang ZH, Shu X, Yao JL. Study on X gene
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摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒(HBV) X基因变异在肝癌发生中

的作用.

方法: 应用聚合酶链反应(PCR)技术从5例肝细胞癌患者及

12例慢性乙型肝炎患者血清中扩增X基因 然后将纯化

的PCR产物进行序列测定 对获得的序列进行变异性及

同源性分析.

结果: 肝细胞癌患者中得到的HBV X基因序列与Genebank

中多个已发表的HBV各血清亚型序列进行同源性比较

发现核苷酸同源性在89-96 %之间 血清亚型以adw为

主. 与非肝癌组的比较发现X基因序列的替换突变中存在4

种形式. 6个位点的变异仅出现于肝癌组 12个热点变异

多见于肝癌组而少见于非肝癌组.

结论: X基因序列的突变与肝细胞癌的发生有关.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组含有4个开放读码框架[1]

分别为 S C P X 区. 对 HBV X 基因的研究集中

其在肝癌发生中的重要作用[2-8]. 我们以X区为研究靶区

域 应用聚合酶链反应(PCR)扩增肝细胞癌(HCC)患者

血清中的HBV X基因 将获得的序列与来自基因库及

非HCC的慢性乙型肝炎患者血清中HBVX基因序列进

行比较 了解X基因突变与HCC 的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  我院2002-01-12 住院患者HCC组 5例 年

龄48 17岁 男4例 女1例 ALT102.6 40.0 IU/L

HBVDNA 1.1 1.9 107 copies/mL 两对半(A 为

HBsAg HBeAg 抗 -HBc 阳性; B 为 HBsAg 抗 -

HBe 抗 -HBc 阳性)A3 例 B2 例; 非 HCC 组 12 例

年龄 29 10 岁 男 12 例 女 1 例 ALT 257.9

625.4 IU/L HBVDNA 5.4 7.0 108 copies/mL 两

对半A10例 B2例. 诊断标准按照2000年西安第10次

全国病毒性肝炎及肝病学术会议制定的 病毒性肝炎

防治方案 患者均无应用HBV疫苗史和抗病毒治疗

史 其他肝炎病毒标志物检测阴性.

1.2 方法  取血清100 µL加TES 300 µL (10 mmol/L Tris-HCl
pH 8.0 0.5 mmol/L EDTA 5 g/L SDS 150 mg/L蛋白酶K)

65  3 h 常规酚 氯仿 异戊醇 (V V V; 25 24 1)
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抽提 乙醇沉淀 DNA溶解于双蒸水20 µL中 -20 
保存备用. 设计引物 P1: 5-CCA AGC TTC ATC ATT

TCC ATG G-3; P2: 5-TGG ATC CAA GAG ATG ATT AGG-3;

P3: 5-TTT TGC TCG CAG CCG GTC T-3; P4: 5 - TGC TTG

AAC AGT AGG ACA TG-3. 引物由北京赛百盛公司合成.

肝癌组扩增用巢式PCR(其中仅1号用1次PCR 引物

为 P3 P4 ) 即外引物为 P3 P4 内引物为 P1

P2 目的片段长度为492个 bp; 非肝癌组用1次PCR

引物为P3 P4 目的片段长度为578 个 bp. PCR参

数如下: 94  5 min预变性 94  30 s变性 53 

40 s 退火 72  1 min 延伸 共 32 个循环 72 

M: DNA marker; 1: 肝癌组1号; 2: 阳性对照; 3: 阴性对照.
图1  HBV X 基因PCR产物.

2.1 HBV X 基因序列在Genebank 中的同源性比较  肝

癌组 5例所得序列与Genebank 中HBV多个已发表的各

血清亚型序列进行同源性比较 发现5例患者与多个已

知分离株的相应序列的核苷酸同源性在 89-96 % 之

间 推导的氨基酸序列同源性在80-99 % 其中 3例

为adw亚型 2例为ayr亚型. 非肝癌组12例慢性乙型肝

炎患者与多个已知分离株的相应序列的核苷酸同源性在

87-96 %之间 推导的氨基酸序列同源性在86-98 %

总延伸10 min. 选HBV全基因组质粒(本室保存)相同条

件扩增产物作为阳性对照 健康人血清(两对半及血清

HBVDNA均阴性)作为阴性对照. 将PCR产物在20 g/L的琼

脂糖凝胶中电泳 切取目的片段 经QIAqiuck Gel Extraction

Kit (QIAGEN 德国 )回收DNA 测序由大连宝生物工程公

司完成. 序列变异性及同源性分析用DNAstar软件分析.

2   结果

从患者血清中扩增出HBV X 基因 电泳后可见PCR产

物长度约578 bp 与预期大小相符(图 ). 肝癌组与非

肝癌组X基因序列同源性比较的百分比值如表1.

表1  肝癌组(1-5)与非肝癌组(6-17) X基因序列同源性比较

1  2    3    4    5   6   7   8  9  10   11   12   13   14   15   16   17

  1 92.9 97.8 92.9 91.7 95.7 90.4 90.9 90.7 91.1 97.6 90.0 88.4 91.3 91.1 90.7 91.3

  2 91.7 97.8 96.1 90.4 94.7 97.0 96.7 96.7 90.7 95.5 94.1 97.0 96.7 96.1 95.7

  3 91.7 91.5 95.7 90.2 90.7 90.4 90.9 95.9 89.8 88.2 90.9 91.1 90.4 91.1

  4 97.0 89.4 95.3 96.7 96.1 96.1 90.4 94.9 93.7 96.3 96.1 95.7 96.5

  5 90.5 97.4 98.1 97.9 97.9 91.7 97.1 93.1 98.3 97.9 97.8 98.4

  6 90.0 90.8 91.3 91.7 97.9 90.7 86.9 91.7 91.3 91.0 90.8

  7 97.2 97.6 97.4 91.0 96.9 93.3 97.8 97.8 97.1 97.9

  8 98.8 98.8 90.8 97.9 94.1 99.1 98.8 98.6 98.3

  9 99.3 91.3 98.1 94.1 99.3 99.0 98.6 98.4

10 91.7 98.1 94.1 99.3 99.0 98.8 98.4

11 90.7 86.9 91.7 91.3 91.2 91.9

12 94.1 98.4 98.4 97.9 97.6

13 94.5 94.5 93.9 93.6

14 99.3 99.1 98.8

15 98.8 98.4

16 98.6

其中 10 例为 adw亚型 2例为 ayr 亚型.

2.2 HBV X基因序列的变异性分析  肝癌组序列分析发

现 HBV X区的替换突变表现为散在分布 但相对集中

于核苷酸序列的nt 1 358-1 365 nt 1 490-1 502 nt 1 634-

1 675 nt 1 721-1 801 四个区域 分析核苷酸序列时

发现替换突变中存在4种形式 第1种形式是突变具有

广泛性 HBV X基因序列发生变异位点数肝癌组高于

非肝癌组(分别为19.4 12.1 4.4 2.4 P =0.00 093)

多个患者的核苷酸序列在某个位点均突变为同一的碱

基 如肝癌组5例标本中有4例nt 1 359 A C nt 1 362

T G nt 1 363 A C nt 1 365 A T nt 1 813 T C

nt 1 859 A T 且此类变异仅出现于肝癌组而不见于非

肝癌组; 第2种形式为突变具有个体特异性 如患者5在

nt 1 440 G T 在nt 1 705 A G 患者14在nt 1 564 C

T 患者17在nt 1 599 C G; 第3种形式存在热点变异

我们结合两组病例 对492个碱基替换的频率进行统

计 有12处位点为高发突变位点(17 例中有5例以上

  3    2    1     M

2 322 bp
2 022 bp
564 bp
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在该位点发生替换 频率大于28.8%) 即热点变异

且此类变异多出现于肝癌组而少见于非肝癌组见表2;

第4种形式为散在的随机替换 最为常见. HBV X区的

直接重复序列 (DR2 nt 1 590-1 600; DR1 nt 1 824-

1 834) 基本核心启动子(BCP)的第3个AT富集区(nt 1

789-1 795) 在全部肝癌组5例和非肝癌组12例中均无

变异发生. T1 764 A1 766联合突变见于肝癌组4例和非

肝癌组3例中.

表2  HBV X区核苷酸热点变异

碱基变异位点 肝癌组 非肝癌组 合计

nt 1 361 G A       4        2     6

nt 1 466 C T       3        2     5

nt 1 490 C T       3        2     5

nt 1 510 A T       3        2     5

nt 1 640 C T      3                        2                     5

nt 1 644 G A      3                        2                     5

nt 1 764 A T                                  4                        3     7

nt 1 766 G A                                  4                        3     7

nt 1 859 A T                                  5                       2     7

3   讨论

HBV感染在HCC发生中起着重要作用[9-19]. HBV的变异

是较普遍的现象 可能与其聚合酶缺乏校正功能 以及

HBV 承受宿主巨大的免疫压力有关. HBV X 蛋白是一种

具有反式作用的调节蛋白 能直接或间接激活 c-myc

c-fos c-jun和 ras 等肿瘤基因[20-23] 他不仅能活化

HBV 自身的启动子 而且能活化一些异源病毒和细胞

启动子 参与对细胞的基因表达的调控[24-29] 从而与

HCC的发生发展相关.

        HBV进入人体后病毒基因组发生相对较为特殊的

突变[30, 31] 以最大限度地适应宿主环境 从而得以长

期在体内持续存在. 我们通过应用PCR扩增 序列测

定等分子生物学技术 获得5份HCC及12份非HCC标

本中HBV X基因的核苷酸序列 与Genebank 中HBV

多个已发表的各血清亚型序列进行同源性比较 发现

HCC组与非HCC组的HBV亚型分布类似 核苷酸及

推导的氨基酸序列同源性分析均提示以adw 亚型为主.

HBV X基因序列的变异性分析则发现HCC组与非HCC

组的HBV X区突变有所不同 HBV X基因序列发生变

异的位点数HCC组高于非HCC组 HCC标本中HBV

X基因序列的变异具有一定的特征 有6处变异仅出

现于HCC组而不见于非HCC组 有12处位点为高发

突变位点 多见于HCC组 而少见于非HCC组 由

此推断这些热点位点的突变可能在HCC的发生中起重

要作用.

        T1764A1766联合突变常见于HCC患者 本研究

也在HCC组4例和非HCC组3例中测出此类变异 而

这两处突变正处在增强子 和C启动子序列中 位于

反式转录激活必需序列的上游. 目前认为X 蛋白的反式

转录激活作用还包括很强的调节作用 N端 / 为负

调节区 C端为正调节区. 因此. 我们推测这两处突变类

型可能使反式转录激活作用增强 包括HBV X 蛋白表

达增加 在致病或致癌过程中起重要作用.

       HBV感染易导致慢性化 而经慢性肝炎与肝硬化

进展为HCC是一个缓慢的连续的过程. 通过比较HCC

与非HCC标本中HBV X基因核苷酸序列将有助于了解

HBV X基因在HCC发生中的作用 发现HBV X基因

在致癌过程中的变异规律是对HCC发病机制研究上的

一个飞跃. 虽然 现有结果不足以阐明病毒变异与病变

的因果关系 但已能明确 HBV X基因核苷酸序列的突

变有其规律可循 与HCC的发生发展有着密切的联系.

进一步的研究须以细胞转染和动物实验相结合 结合

机体免疫对变异株的应答来认识HBV X基因在HCC发

生中的作用 要完全阐明HBV X 基因序列的变异与

HCC的关系尚须研究更大量的标本.
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