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Abstract
AIM: To establish gene-transfected cell strain 
L02/HBx and study its cell cycle changes. 

METHODS: Effectene transfection and G418 
selection were used to obtain the positive clones 
of L02/HBx cells. Then HBx mRNA and protein 
expression were detected by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot analysis, respectively. Finally, MTT 
assay and flow cytometry were adopted to mea-
sure the proliferation, apoptosis and cell cycles 
of L02/HBx cells.

RESULTS: RT-PCR and Western blot analysis 
showed that the positive clones had HBx expres-
sion at mRNA and protein level. MTT assay 
demonstrated that the proliferation of L02/HBx 
cells had been accelerated. Flow cytometry 
found that the apoptosis rates of L02/HBx cells 

were at a lower level (0.09% ± 0.13% vs 3.74% ± 
1.29%, P < 0.05), and the proportion of L02/HBx 
cells fell G1 phase (61.35% ± 0.82% vs 67.80% 
± 6.84%, P < 0.05) but rose in S phase (36.59% 
± 2.54% vs 22.37% ± 2.17%, P < 0.05). After co-
culture with adriamycin, L02/HBx cells mani-
fested a higher apoptosis rate (34.91% ± 5.85% 
vs 0.09% ± 0.13%, P < 0.05), and the proportion 
of G1-phase cells was significantly increased 
(82.81% ± 6.48% vs 61.35% ± 0.82%, P < 0.05), but 
still lower than that in the non-transfected group 
(82.81% ± 6.48% vs 87.19% ± 1.92%, P < 0.05). 
However, the percentage of S-phase cells was 
markedly decreased (13.84% ± 6.16% vs 36.59% ± 
2.54%, P < 0.05), but still higher than that in the 
non-transfected group (13.84% ± 6.16% vs 2.22% 
± 1.26%, P < 0.05).

CONCLUSION: L02/HBx cell strain stably ex-
pressing HBx is established successfully. HBx 
can accelerate the cell cycles and improve the 
growth instead of facilitating the apoptosis. L02/
HBx cells can be easily affected by the apoptotic 
factors, indicating that HBx may increase the 
susceptibility of normal liver cells to the apopto-
sis-inducing factors.
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摘要
目的: 构建L02/HBx转基因细胞模型并研究
HBx对肝细胞周期的影响. 

方法: 运用脂质体转染和G418筛选获得L02/
HBx阳性克隆, 并分别用RT-PCR和Western 
blot鉴定HBx mRNA与蛋白的表达. 进一步
用四唑蓝(MTT)比色试验、流式细胞仪检测
L02/HBx的增殖、凋亡和细胞周期.

结果: RT-PCR和Western blot分别检测到L02/

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)慢性感染
是我国肝细胞肝
癌发生的主要原
因之一. HBx基因
是H B V D N A中
最小的读码框, 其
编码的HBx具有
广泛的生物学功
能 ,  包 括 反 式 激
活病毒基因组和
宿主细胞基因的
转录、增强转录
因子DNA结合特
性、抑 制 P 5 3 蛋
白活性、抑制细
胞DNA的修复、

参与细胞信号传
导途径和细胞凋
亡的调节等. 一些
体内外研究发现, 
HBx可诱导肝细
胞的恶性转化及
癌变, 其如何参与
乙肝相关性肝癌
发生机制是目前
研究的热点. 近来
研究发现HBx与
肝细胞凋亡的关
系极其复杂, 既可
促进细胞凋亡, 也
可能抑制细胞凋
亡. 



程斌, 等. 转基因细胞模型L02/HBx的构建及HBx对细胞周期的影响                                                                               1489

www.wjgnet.com

HBx细胞中HBx mRNA和蛋白的表达. MTT比
色试验显示L02/HBx生长速度加快, 流式细胞
仪检测发现L02/HBx凋亡率低(0.09%±0.13% 
vs  3.74%±1.29%, P <0.05), G1期细胞比例减
少(61.35%±0.82% vs  67.80±6.84%, P <0.05), 
S期细胞比例相应增加(36.59%±2.54% v s  
22.37%±2.17%, P <0.05). 经阿霉素(ADM)培
养后, L02/HBx的凋亡率显著增加(34.91%±

5.85% vs  0.09%±0.13%, P <0.05), G1期细胞
比例明显增加但低于对照组(82.81%±6.48% 
vs  61.35%±0.82%, P <0.05; 82.81%±6.48% 
vs  87.19%±1.92%, P <0.05), S期细胞比例降
低但较对照组高(13.84%±6.16% vs  36.59%
±2.54%, P <0.05; 13.84%±6.16% vs  2.22%±

1.26%, P <0.05).

结论: L02/HBx构建成功, HBx能促进细胞周
期进程, 加快细胞的生长并抑制细胞的凋亡; 
转染HBx基因的肝细胞凋亡更易受凋亡因子
所触发, 表明HBx可能会增加正常肝细胞对诱
导凋亡因素的敏感性.

关键词: HBx基因; 细胞周期; 细胞模型; 细胞凋亡; 

流式细胞术; MTT法; 逆转录-聚合酶链反应; 免疫

印迹; 肝细胞癌
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0  引言

HBx蛋白具有广泛的反式激活作用, 可通过许

多复杂的途径参与细胞凋亡、参与DNA修复调

控、促进细胞周期进程, 与肝细胞癌(HCC)的发

生、发展具有密切的关系[1-2]. 体内与体外的一

些实验研究已为HBx参与HCC发生机制提供了

依据[3-7]. 为此, 我们通过脂质体转染将HBx基因

导入L02细胞中, 采用G418筛选获取稳定表达

HBx的转基因细胞模型L02/HBx, 观察HBx对肝

细胞周期、增殖及凋亡的影响, 研究阿霉素与

HBx在细胞凋亡中的协同作用, 旨在探索HBx致
肝细胞恶性转化与HCC发生的分子机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Effec tene转染试剂盒(Invi t rogen); 
G418(Promega); 各种限制性核酸内切酶、聚合

酶等(TaKaRa); 鼠抗HBx mAb(ABCam). 重组质

粒pcDNA3.1(+)/v5-hisB-HBx由上海第二军医

大学遗传研究所何晓文教授惠赠; DH5α由西班

牙Navarra大学癌症基因研究所钱程教授提供; 
L02细胞由中国科学院上海生命科学研究院生

物化学与细胞生物学研究所刘新垣院士惠赠. 
扩增HBx基因片断上游引物为: 5'-CGGAATTC
CGATGGCTGCTAGGCTGTG-3', 下游引物为: 
5'-CCCTCGAGGGGTTGCATGGTGCTGGT-3', 
PCR引物合成及测序由上海英骏生物技术有限

公司完成.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  L 0 2 细 胞 的 转 染 与 筛 选  重组质粒

pcDNA3.1(+)/v5-hisB-HBx经酶切、PCR及测

序鉴定后按Effectene说明书进行转染操作, 48 h
后用含500 mg/L G418的选择培养基筛选阳性

克隆. 筛选至对照组细胞全部死亡后实验组存

活的细胞即为阳性克隆, 挑取克隆扩大培养并

将G418浓度减至250 mg/L维持筛选, 以获得稳

定表达HBx的转基因细胞株(L02/HBx). 实验

设空白对照组(L02细胞)与空载体对照组(转染

pcDNA3.1的L02细胞, L02/ pcDNA3.1).
1.2.2 转基因细胞株L02/HBx的鉴定 RT-PCR检
测HBx mRNA的表达: TRIzol一步法提取各组

细胞总RNA(按试剂盒说明书操作), 经逆转录生

成cDNA, 取2 μL cDNA作模板, 以上述引物扩

增HBx基因片段, 条件如下: 94℃预变性10 min, 
94℃变性45 s, 52℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 
扩增30个循环, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳后成像 
观察. 

Western blot检测HBx蛋白的表达: 各组细

胞培养48 h后以细胞裂解液充分裂解, 100℃加

热5 min,  4℃ 3600 g离心2 min, 吸上清上样后

行SDS-PAGE电泳, 半干转印于NC膜上, 室温封

闭1 h, 加入鼠抗HBx第一抗体, 4℃孵育过夜, 以
TBST振摇洗涤3次, 加入羊抗鼠的第二抗体, 室
温孵育1 h, 振摇洗涤4次, 采用Odyssey双色红外

激光成像系统检测.
1.2.3 MTT法检测细胞的增殖 各组细胞消化后

配成单细胞悬液, 以1×104细胞/孔接种于96孔
板, 共4板, 各设4复孔, 另设一PBS对照孔. 培养

24 h后, 取出1板每孔加MTT溶液(0.5 g/L)100 μL, 
置培养箱继续培养4 h, 吸弃孔内上清液, 每孔加

入150 μL的DMSO, 振摇15 min溶解结晶, 酶联

免疫检测仪于595 nm波长处分别测定各孔光吸

收值(A值), 取其均数作为本次A值计数值. 培养

48, 72, 96 h后再重复上述步骤检测, 以时间为横

轴,  A值为纵轴绘制各组细胞生长曲线图.
1.2.4 测定ADM诱导细胞凋亡的最佳浓度 各组

■创新盘点
本研究通过建立
稳定表达HBx的
转基因细胞模型
L 0 2 / H B x ,  观察
HBx对肝细胞周
期、增殖及凋亡
的 调 控 作 用 ,  在
此基础上着重观
察阿霉素干预下
HBx对肝细胞凋
亡的影响, 探讨凋
亡因子与HBx在
肝细胞凋亡中的
协 同 作 用 ,  进 一
步探索HBx致肝
细胞恶性转化与
HCC发生的分子
机制.
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细胞均以1×104细胞/孔接种于96孔板, 各4板, 
每板接种6排同组细胞, 均设4复孔, 另设一PBS
对照孔, 分别加入4, 2, 1, 0.5, 0.25 mg/L不同浓

度的ADM诱导L02/HBx、L02/pcDNA3.1和L02
细胞凋亡, 并设一阴性对照(只接种细胞, 不加

ADM). MTT检测方法同4, 在酶联免疫检测仪上

595 nm波长处检测各孔A值, 并计算细胞生长抑

制率, 确定ADM诱导各组凋亡的最佳浓度.
1.2.5 流式细胞术检测各组细胞周期及凋亡状况 
将各组细胞收获后, 用PBS洗涤1次, -20℃ 750 
mL/L乙醇固定过夜, 取出离心收集细胞, PBS洗
涤2次, 加入10 g/L Rnase37℃孵育15 min, 再加

入碘化丙锭(PI)染色30 min, 300目尼龙网过滤, 
采用FAC SAricaTM流式细胞仪检测细胞周期及

凋亡状况. 各组细胞再加入诱导凋亡最佳浓度

的ADM培养48 h后用上述相同方法处理, 上机

检测细胞凋亡及细胞周期的变化. 
统计学处理 结果用mean±SD表示, 对流式

细胞仪检测的凋亡率及细胞周期的结果, 采用

χ2检验. 对MTT检测细胞增殖和ADM诱导的凋

亡, 采用方差分析, 运用SPSS13.0软件来完成, 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 HBx基因表达检测结果 RT-PCR显示, 实验组

L02/HBx可见465 bp的HBx条带, 而空白对照组

L02细胞与转染空载体对照组L02/pcDNA3.1均
未见HBx条带(图1), 表明L02/HBx在转录水平上

有HBx mRNA的表达; Western blot显示实验组

可见HBx蛋白表达条带, 而空白对照组与空载体

对照组则未见HBx蛋白表达条带(图2). 表明稳

定表达HBx的转基因细胞株L02/HBx构建成功.
2.2 细胞增殖情况 MTT法检测各组细胞A值发

现, L02与L02/pcDNA3.1细胞生长速度基本一

致(P >0.05), 而L02/HBx细胞在48, 72, 96 h各时

间点的A 值均明显高于对照组L02细胞和L02/
pcDNA3.1(P <0.05), 表明L02/HBx细胞生长速度

明显加快(图3), 显示HBx对L02细胞具有促增殖

作用.
2.3 ADM诱导细胞凋亡的最佳浓度 各组细胞

经ADM处理后MTT检测结果显示(图4), 2 mg/L 
ADM导致L02/HBx生长抑制率与对照组相比, 
差异显著(P <0.05); 其余浓度ADM导致L02/HBx
生长抑制率与对照组相比, 抑制作用无明显区

别(P >0.05), 确定ADM诱导凋亡的最佳浓度为 
2 mg/L.
2.4 流式细胞仪检测凋亡及细胞周期 各组细胞

培养48 h经PI单染后用FACSAricaTM flow cytom-
eter检测, 重复实验3次, 每次每组检测5×104个

细胞, 结果显示(表1和表2), 与对照组相比, L02/显示(表1和表2), 与对照组相比, L02/示(表1和表2), 与对照组相比, L02/
HBx凋亡率低, G1期细胞比例减少, S期细胞比

例相应增加(P <0.05); 经阿霉素(ADM)处理后, 
L02/HBx的凋亡率大大增加, G1期细胞比例明显

增加但低于对照组, S期细胞比例降低但较对照

组高(P <0.05).

3  讨论

乙型肝炎病毒(HBV)的慢性感染是世界范围内

原发性肝癌的主要发病原因之一, 对其研究是

目前的热点, 研究证实, HBV基因共有4个阅读

框, 其中HBx基因存在于第4个阅读框, 位于第

1374-1838位核苷酸, 长约465 bp, 在HBV中高度

保守, 其编码的HBx蛋白分子量约为M T17 000, 
具有强大的生物学功能, 可能在HCC的发生过

程中起着十分关键的作用. 研究人员在HBV感

     
分组                               未用ADM                     使用ADM    

L02/HBx                   0.09±0.13a               34.91±5.85b

L02/pcDNA3.1         4.31±2.35                 15.95±4.20

L02                          3.74±1.29                 11.61±0.11

aP<0.05, bP<0.05 vs 对照组, bP<0.05 vs  未用ADM.

表  1  ADM处理前后三组细胞的凋亡率(mean±SD, %)

2000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

465 bp

1         2        3        4        5 

图   1   R T - P C R 鉴 定 L 0 2 / H B x 中 H B x  m R N A 的 表 达 .  1 : 

Marker DL2000; 2: L02; 3: L02/pcDNA3.1; 4: L02/HBx; 5: 

pcDNA3.1/HBx.

图  2  Western blot鉴定L02/HBx中HBx蛋白的表达. 1: L02; 

2: L02/pcDNA-3.1; 3: L02/HBx.

 1                2                 3
β-action(M T42 000)

HBx(M T17 000)

■同行评价
作 者 通 过 构 建
L 0 2 / H B x ,  发现
HBx能促进细胞
周期进程, 加快细
胞的生长并抑制
细胞的凋亡; 进一
步研究显示, 转染
HBx基因的肝细
胞凋亡更易受凋
亡因子所触发, 表
明HBx可能会增
加正常肝细胞对
诱导凋亡因素的
敏感性. 研究具有
一定的创新性, 论
述比较清晰, 数据
比较有说服力. 
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染的慢性乙肝患者的肝组织, 肝硬化的肝组织

及原发性肝癌组织中均能检测到HBx的存在[5,8]. 
Su et al [5]报道在HCC患者的癌组织中利用HBx
的多种单克隆和多克隆抗体, 58.8%的患者可以

检测到HBX野生型片段和变异型片段. 体外实

验发现, 将HBx导入人小鼠的肝细胞中, 可以引

起细胞的恶性转化[6], 将HBX基因转入小鼠体

内, 可以诱发转基因小鼠肝癌形成[4]. 可见HBx
与HCC具有一定相关性, 因此, 研究HBX引发肝

细胞癌的复杂机制对于肝细胞癌新的诊断与防

治策略具有重要的意义. 
    近来研究发现, HBx在HCC发生发展的过

程中, 不是主要的致病因素而是作为辅助因子, 
在转基因小鼠中, 表达低水平的HBx并不引起

大面积的肝损害, 也不进展为HCC, 但能增加机

体在致癌物质诱导下对肝癌具有易感性, 这与

先前报道的HBV与化学致癌物的协调作用相一 
致 [9-10],  对此 ,  科研工作者对H B X增加个体

对H C C的易感性进行研究 ,  发现其可能机

制为干扰细胞D N A的修复 ,  细胞周期和细

胞凋亡的调控 [11],  这说明H B x调控细胞周期

和凋亡的机制极其复杂 ,  况且H B x对D N A
修复的调控方面亦存在诸多的机制 ,  可能

有: (1)灭活P53[12-13]; (2)与XAP-1结合[14]; (3)与
T F I I H转录修复因子的X P B和X P D亚单位相

互作用 [15-16];  (4)与损伤D N A直接结合 ,  因此

增加了修复蛋白与损伤处结合的难度 [17]; (5)
抑制D N A修复所必须通过的细胞周期检查 
点 [18]; (6)胞质内H B x可能减弱了参与细胞对

DNA损伤调节的细胞信号传导通路[18-19]. 这些调

控网络如何发挥作用及在肝细胞癌发生过程中

起到何种作用, 需要进一步研究, 因此, 研究HBx
对正常肝细胞周期的影响以及与凋亡的关系可

为探索HBx致HCC新机制奠定基础. 
本实验通过脂质体介导的转染将X基因导

分组

表  2  ADM培养前后三组细胞各细胞周期所占的比例(mean±SD, %)

     
	                                             未用ADM                                                                   使用ADM                                          

                                            G1                         S                         G2                            G1                         S                        G2

L02/HBx                 61.35±0.82a     36.59±2.54a      2.06±3.32          82.81±6.48ac     13.84±6.16ae      3.35±2.16

L02/pcDNA3.1       65.87±0.56      25.23±1.15        8.90±1.52          90.37±2.35         1.68±2.19        7.95±3.38

L02                         67.80±6.84      22.37±2.17       9.83±0.64          87.19±1.92         2.22±1.26      10.59±1.02

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  未使用ADM G1; eP<0.05 vs  ADM S组. 
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图  3  L02/HBx, L02/pcDNA3.1和L02细胞生长曲线. 
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图   4   为 各 浓 度 梯 度 的 A D M 分 别 对 L 0 2 / H B x 、 L 0 2 /
pcDNA3.1、L02细胞的生长抑制作用. A: L02/HBx; B: L02/

pcDNA3.1; C: L02.
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入L02细胞中, 通过G418筛选获取稳定表达HBx
的转基因细胞模型L02/HBx, 在此基础上用MTT
检测了L02/HBx, L02/pcDNA3.1和 L02细胞的增

殖情况, 结果发现L02/HBx的生长速度远远高于

其他两组细胞, 这些说明HBx具有促进细胞增

殖的作用, 我们进一步通过流式细胞仪分别检

测L02/HBx, L02/pcDNA3.1和 L02细胞周期特

点和凋亡情况, 同时运用ADM培养后观察细胞

凋亡及细胞周期的变化, 结果发现, 在未用ADM
培养时, L02/HBx细胞凋亡率较低, 只有(0.09±
0.13)%, 几乎是没有凋亡, 而其他两组对照组细

胞L02/pcDNA3.1和L02的凋亡率较高, 分别达

到(3.74±1.29)%和(4.31±2.35)% , 细胞周期中

L02/HBx在G1期比例下降, S期所占的比例增高, 
这说明HBx在没有诱导凋亡因素存在时可能为

加速细胞周期进程、促进细胞生长和抑制细胞

凋亡的作用, 而使用ADM培养后三组细胞G1期
所占比例显著增高, 表明细胞周期均被ADM阻

滞于G1期, L02/HBx凋亡率大大增加, 达(34.91
±5.85)%, 远远高于其他两组, 同时细胞周期中

S期所占比例比其他两组高, 且G1期的比例比另

外两组低, 这可能与HBx使损伤的DNA通过G1
期而受阻于S期, 而损伤的DNA并没有得到及时

修复, 故而触发细胞的凋亡机制而促进细胞凋

亡, 可以推断, HBx在诱导凋亡因素作用下可能

为促进细胞凋亡的作用, 与文献报道一致[20]. 但
HBx与细胞凋亡的关系极其复杂, 现有研究报

道, HBx与凋亡呈双向调节机制即HBx既可以

促进肝细胞凋亡也可以抑制肝细胞凋亡[21-29], 因
此, HBx是促进凋亡还是抑制凋亡可能与其所处

的环境具有很大的关系[30]. 因而, 可以通过研究

HBx在不同肝细胞中的表达情况及与凋亡的关

系, 通过流式细胞仪检测细胞周期的不同特点, 
从而揭示HBx对肝细胞的影响, 下一步我们将研

究HBx与DNA修复酶的关系来研究其在肝细胞

癌发生过程中的作用, 并通过建立动物模型观

察HBx的恶性转化实验, 以研究和揭示HBx在肝

细胞癌发生过程中新的发病机制. 
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