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Abstract
AIM: To explore the role of oxidative DNA 
damage repair enzyme hMTH1 in the HBx-
induced hepatocellular carcinoma.

METHODS: 8-OHdG levels were determined us-
ing HPLC/ECD in the HepG2/HBx and in HepG2 
and HepG2/pcDNA3.1 of the control cells. Using 
the β-actin as the interior control, real-time quanti-
tative polymerase chain reaction (qPCR) was em-
ployed to examine the expression of DNA repair 
enzyme hMTH1 of hydrolyze 8-OHdG.  

RESULTS: The 8-OHdG level was significantly 
higher in the HepG2/HBx than in HepG2 and 

HepG2/pcDNA3.1 (36.5 ± 6.25 vs 8.52 ± 1.65, 
9.12 ± 2.69 fmol 8-OHdG/mg DNA, both P < 
0.05), and the expression of DNA repair enzyme 
hMTH1 mRNA was significantly higher than the 
control cells (1.213 ± 0.100 vs 0.087 ± 0.026, 0.112 
± 0.052 hMTH1/β-actin mRNA×100, both P < 
0.05).  

CONCLUSION: HBx gene may increase the level 
of oxidative DNA-adduct 8-OHdG by promot-
ing the oxidative stress in HepG2 cells, thus re-
activity increases the expression of DNA repair 
enzyme hMTH1. 
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摘要
目的: 探讨DNA氧化损伤修复酶hMTH1在
HBx致肝细胞癌发生机制中的作用. 

方法: 应用HPLC/ECD法检测稳定表达HBx
的转基因细胞HepG2/HBx及其对照组HepG2
与HepG2/pcDNA3.1细胞中的8-OHdG的含量; 
并以β-actin为内对照, 应用RT-实时PCR定量
检测各组细胞中可水解8-OHdG的DNA修复
酶hMTH1的表达.  

结果:  8-O H d G在H e p G2/H B x细胞中的含
量(fmol 8-OHdG/μg DNA)显著高于对照组
HepG2和HepG2/pDNA3.1细胞(36.5±6.25 vs  
8.52±1.65, 9.12±2.69, 均P <0.05). DNA修复
酶hMTH1在HepG2/HBx细胞中的表达较两对
照组细胞明显增高(1.213±0.100 vs  0.087±
0.026, 0.112±0.052 hMTH1/β-actin mRNA×

100, 均P <0.05). 

结论:  H B x 可 能 通 过 诱 导 氧 化 应 激 增 加
HepG2细胞内DNA氧化损伤产物8-OHdG的
含量, 从而反应性上调DNA修复酶hMTH1的
表达. 

®

■背景资料
HBx基因如何参
与乙肝相关性肝
癌发生机制是目
前 研 究 的 热 点 , 
但其作用机制尚
未 完 全 阐 明 ,  从
DNA氧化损伤及
其修复这一新的
角度进行探讨可
能具有重要意义.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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0  引言

乙型肝炎病毒x基因(hepatitis B virus X gene, 
HBx)可通过复杂的反式激活作用、干扰宿主

细胞受损DNA的修复等多种途径参与肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)的发生[1-3], 一些

体内、外实验研究为HBx参与HCC的发生发展

提供了依据[4-5], 但其确切机制尚未阐明. 新近一

些研究表明HBx可诱发宿主细胞DNA的氧化损

伤[6]. 8-羟基鸟嘌呤(7, 8-dihydro-8-oxoguanine, 
8-OHdG)是一种主要的具有致突变作用的DNA
氧化损伤产物, 他可在细胞DNA复制中引起G∶

C→T∶A的碱基颠换, 与肿瘤的发生发展密切

相关[7]. DNA修复酶hMTH1可水解游离核苷酸

池中8-OHdG, 在清除人类基因组内8-OHdG、

维护基因组的稳定性与完整性中起着至关重要

的作用. 本研究拟通过检测HBx转基因细胞模

型HepG2/HBx中8-OHdG的含量及DNA修复酶

hMTH1表达水平, 探讨DNA修复酶hMTH1在乙

肝相关性肝癌发生机制中的作用. 

1  材料和方法

1 .1  材料  稳定表达H B x的转基因细胞模型

HepG2/HBx由本课题组构建[8], DMEM培养基、

胎牛血清、G418(Gibco); 逆转录酶和实时PCR
试剂(SYBR green PCR master mix)(Toyobo); 
LightCycler荧光定量PCR仪及毛细管(Roche). 
核酸酶P1、8-羟基脱氧鸟苷标准品(8-OHdG)为
Sigma公司产品; 扩增hMTH1基因片段上游引

物为: 5'-AGCCTCAGCGAGTTCTCCTG-3', 下
游引物为: 5'-GATCTGGCCCACCTTGTGC-3'; 
扩增内对照β-act in基因片段上游引物为: 5'-C
GGGAAATCGTGCGTGACAT-3', 下游引物为: 
5'-GAACTTTGGGGGATGCTCGC-3'. 引物均由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 HPLC/ECD法检测各组细胞中8-OHdG的

含量: 采用AXYGEN试剂盒从HepG2、HepG2/
pcDNA3.1和HepG2/HBx培养细胞中抽提基因

组DNA并用核酸蛋白定量仪定量, 取等量DNA

加入DNA酶解缓冲液, 混匀后置磁力加热器中

95℃热变性10 min, 并加入一种铁离子螯合物

-甲磺酸去铁胺(deferoxamine mesylate, DFAM, 
Sigma公司)用于防止标本处理过程中人为产生 
的8-OHdG. 离心后加入核酸酶P1和碱性磷酸

酶, 混匀置37℃水浴酶解90 min. 酶解产物移至

EP管中10 000 r/min×15 min高速离心, 取上清

液20 μL注入Atlantis d18色谱柱(waters公司)进
行检测. 标本8-OHdG含量经转换计算后以fmol 
8-OHdG/μg DNA表示, 每组细胞重复3次, 取平

均值.  
1 .2.2 RT-实时P C R半定量检测D N A修复酶

hMTH1的表达: 应用加100 g/L灭活的胎牛血清

(Gibco)的DMEM高糖培养基, 于37℃, 50 mL/L 
CO2浓度的培养箱中传代培养HepG2、HepG2/
pcDNA3.1和HepG2/HBx细胞, 以β-actin作为内

对照. TRIzol一步法提取各组细胞总RNA(严
格按试剂盒说明书操作), 经逆转录生成cDNA, 
PCR 反应体积为20 μL, 其中含引物各0.2 μmol/
L, SYBR Green PCR Master Mix 10 μL, 2 μL来
自3 μg总RNA 的cDNA以及 2 μL序列稀释的外

标准物分别作为模板. 采用LightCycler实时PCR
仪(Roche)扩增测量. 反应条件分别为94℃预变

性30 s, 95℃变性3 s, b-actin和hMTH1分别在

58℃和62℃退火5 s, 72℃延伸30 s, 均40个循环

周期, 定量分析采用LightCycler软件, b-actin和
hMTH1测量温度分别为92℃和91℃. 所有测量

重复3次, 取其平均值, 结果以目的基因与b-actin
基因表达的比值×100表示. PCR扩增片段大小

均经Goldview染色的琼脂糖凝胶电泳紫外成像

证实. 
统计学处理 数据采用mean±SD表示. 运用

SPSS13.0软件来进行统计学处理, 组间采用方

差分析, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组细胞中8-O H d G含量的比较 H P L C/
E C D法检测各组细胞中8-O H d G的含量发现, 
HepG2、HepG2/pcDNA3.1细胞中的浓度分别

为8.52±1.65 fmol 8-OHdG/μg DNA和9.12±
2.69 fmol 8-OHdG/μg DNA, 两者无显著性差异

(P >0.05). 而在HepG2/HBx细胞中的表达增至

36.5±6.25 fmol 8-OHdG/μg DNA, 与前二者相

比差异有极显著性(P <0.01, 图1), 提示HBx基因

可引起HepG2细胞内8-OHdG的含量增加. 
2.2 DNA修复酶hMTH1在各组细胞中的表达 

■研发前沿
HBx对肝细胞氧
化应激的影响是
HBV致HCC发生
的重要机制之一, 
hMTH1是一种重
要的DNA氧化损
伤修复酶, 可将游
离核苷酸池中的
8-OHdGTP水解
为8-OHdGMP, 但
两者之间的关系
及其在肝癌发生
中的作用尚未见
报道.
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DNA修复酶hMTH1 mRNA在HepG2、HepG2/
pcDNA3.1细胞中的表达分别为0.087±0.026 
hMTH1/β-act in mRNA×100和0.112±0.052 
hMTH1/β-actin mRNA×100, 在HepG2/HBx细
胞中的表达增至1.213±0.100 hMTH1/β-actin 
m R N A×100,  与前二者相比差异有显著性

(P <0.05, 图2). 

3  讨论

HBV慢性感染与HCC的发生密切相关[9-12], 研
究表明乙肝病毒感染后HBV DNA的整合是造

成宿主染色体不稳定的重要因素. HBx基因是

HBV中最小的阅读框, 位于第1374-1838位核苷

酸, 在HBV中高度保守, 其编码的X蛋白具有复

杂的生物学功能, 可通过反式激活调节宿主细

胞基因转录和信号转导通路以及诱导DNA损

伤、干扰宿主细胞受损DNA的修复等参与HCC
的发生机制[13-23]. 新近一些研究表明HBx可诱

发宿主细胞DNA损伤. 当机体抗氧化保护机制

不能消除高水平ROS的作用时, 便可产生氧化

应激, 引起细胞内蛋白质、脂肪及DNA的氧化

损伤[6], 其中8-OHdG是一种发生频率高、致突

变能力强的DNA氧化损伤产物[24-26]. 被氧化的

核苷酸池是8-OHdG的主要来源, 如不能及时

清除便可在DNA复制过程中误配入基因组而

发生G∶C→T∶A的碱基颠换, 从而导致机体

功能基因的突变, 参与癌变发生过程. hMTH1
是一种三磷酸酶, 具有糖苷酶活性, 可将游离核

苷酸池中的8-OHdGTP水解为8-OHdGMP, 从
而阻止8-OHdG错配入DNA双链中, 减少或避

免DNA点突变的发生[27-29]. 因此我们通过测定

HBx的转基因细胞模型HepG2/HBx中8-OHdG含

量和DNA修复酶hMTH1的表达, 从DNA修复酶

hMTH1这一角度探讨HBx对肝细胞生物学特性

的影响及其在肝细胞癌发生的作用. 
8-OHdG是一种具有有致突变作用的DNA

氧化损伤产物, 可导致G/C到T/A的碱基颠换, 
这种G/T碱基颠换的累积可导致基因基因组的

不稳定和肿瘤发生. Kennedy et al在肺癌细胞系

的研究显示, SV-40转化的非肿瘤性支气管上皮

细胞(SV-40 transformed non-tumorigenic human 
bronchial epithelial cell, BEAS-2B)及肺癌细胞

系中8-OHdG的含量明显低于正常支气管上皮

细胞[30]. 相反, 在肾癌和结肠癌中的研究均显

示肿瘤组织中8-OHdG的含量明显高于癌旁组

织[31], 这可能与组织特异性有关. 晚近在肝癌组

织的研究也发现癌组织中8-OHdG含量较癌旁

组织明显增高[6], 认为可能与肿瘤细胞代谢相对

活跃, 可持续产生氧化应激有关. Waris et al的
研究发现HBx可加重细胞氧化应激水平, 导致

产生大量的活性氧自由基(ROS)[6]. 本研究采用

HPLC/ECD法检测发现HBx转基因细胞HepG2/
HBx中8-OHdG含量明显高于对照组HepG2和
HepG2/pcDNA3.1细胞(P <0.05), 而后两者之间

差异无显著性, 提示HBx基因可引起HepG2细胞

内8-OHdG的含量增加. 推测HBx可能通过诱导

氧化应激, 造成细胞内DNA氧化损伤, 形成大量

具有致突变作用DNA氧化损伤产物如8-OHdG
而参与肝细胞的恶性转化和HCC的发生发展.

h M T H1的主要功能是水解清除细胞内

游离核苷酸池中的8-O H d G, 从而减少或避

免8-O H d G被错配入基因组D N A引起碱基颠

换, 导致基因组的不稳定. Kennedy et al发现

h M T H1表达在S V-40转化的非肿瘤性支气管

上皮细胞和11/12株肺癌细胞系明显高于正常

的支气管上皮细胞, 这表明癌前细胞和癌细胞

图  2  hMTH1在各组细胞中表达水平的比较. 1: HepG2; 2: 

HepG2/pcDNA3.1; 3: HepG2/HBx, aP <0.05 vs  HepG2及

HepG2/pcDNA3.1组.
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8-OHdG含量的比较. 1: HepG2; 2: HepG2/pcDNA3.1; 3: 

HepG2/HBx, bP<0.01 vs  HepG2及HepG2/pcDNA3.1组.
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■创新盘点
本 研 究 应 用
HPLC/ECD法检
测发现HBx可通
过诱导氧化应激
增加HepG2细胞
内DNA氧化损伤
产物8-OHdG的含
量, 同时通过RT/
实时PCR定量检
测发现各组细胞
中可水解8-OHdG
的 D N A 修 复 酶
hMTH1的表达升
高, 进一步丰富了
HBx致乙型肝炎
相关性肝癌发生
机制的研究.
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8-O H dG的清除效应与hM TH1的上调表达密

切相关[30]. Okamoto et al在肾癌组织中的研究

也显示hMTH1在癌组织中的表达明显高于癌

旁组织, 可作为癌组织持续氧化应激存在的证 
据[31]. 晚近在肝癌患者的研究中也发现肝癌组

织中hMTH1有过度表达[32]. 本研究采用实时定

量PCR检测HepG2/HBx及其对照组细胞中DNA
修复酶hMTH1的表达水平, 结果发现hMTH1 
mRNA在HepG2/HBx细胞中的表达较HepG2细
胞及HepG2/pcDNA3.1细胞显著增高(P <0.05), 
而后两者之间差异无显著性 ,  提示H B x可能

参与上调HepG2细胞DNA修复酶hMTH1的表

达. 我们推测hMTH1的高表达可能是由于细胞

内8-OHdG大量积累反馈刺激所致, 也就是说

hMTH1的表达上调可能是一种反应性的. 
一般情况下机体具有一套完善的D N A损

伤修复机制, 只有当DNA损伤与修复失衡时才

可能出现不可逆的DNA损伤, 造成基因突变的

积累以至细胞生物学行为的改变. 本研究初步

提示HBx可能通过诱导氧化应激, 造成细胞内

DNA氧化损伤, 形成大量具有致突变作用DNA
氧化损伤产物如8-OHdG, 后者进而反应性地

上调hMTH1的表达, 因而hMTH1也可作为反映

氧化应激水平的检测指标之一. 当然, 8-OHdG
的清除和修复也并不仅由hMTH1完成, 新近发

现DNA修复酶8-羟基鸟嘌吟糖苷酶(hOGG1)和
hMYH也在DNA复制的不同环节协同参与修复

基因组中的8-OHdG[27], 因此DNA氧化损伤及其

相关的DNA修复酶在HBx致肝细胞恶性转化及

癌变发生机制的作用值得深入研究. 
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■应用要点
本文为乙型肝炎
相关性肝癌的早
期发现和防治提
供了新的线索和
依据, 深入研究有
助于乙型肝炎相
关性肝癌的早期
发现和预防.
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■同行评价
本文设计合理, 方
法 先 进 ,  结 论 明
确, 具有较大的理
论价值.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (常务副总编辑: 张海宁 2009-06-08)


