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Abstract
AIM: To investigate the impact of the hepatitis B 
virus X gene (HBVX) on the expression of apop-
tosis factors in liver cells.

METHODS: The eukaryotic expression vector 
PCDNA3.1-HBVX was injected into the caudal 
vein of mice to establish a mouse model express-
ing the HBVX gene. Mice injected with empty 
PCDNA3.1 vector or normal saline were used 
as controls. RT-PCR and Western blot were per-
formed to detect the expression of HBVX in liver 
tissue 48 h after injection. Semi-quantitative RT-
PCR was used to evaluate the expression of bax, 
bcl-2, and c-myc in liver cells of different groups 

of mice.

RESULTS: HBX mRNA and protein were de-
tected in liver tissue in mice injected with the 
PCDNA3.1-HBVX vector, but not in controls. 
Compared to controls, the expression of bax, 
c-myc and bcl-2 was up-regulated in liver tissue 
in mice injected with the PCDNA3.1-HBVX vec-
tor (bax: 1.3127 ± 0.0900 vs 1.0023 ± 0.1670, 0.9094 
± 0.1081; c-myc: 1.6294 ± 0.0672 vs 1.2869 ± 0.0880, 
0.9757 ± 0.0397; bcl-2: 1.5567 ± 0.1257 vs 0.6856 ± 
0.1554, 0.5488 ± 0.1278, all P < 0.05).

CONCLUSION: A mouse model harboring the 
HBVX gene has been established successfully. 
Expression of the HBx gene can up-regulate the 
expression of Bax, c-Myc and Bcl-2 in liver cells.
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒X(HBVX)基因及其
产物对肝细胞凋亡相关基因表达的影响.

方法: 将实验用SPF级成年♂KM小鼠分为实
验组、空质粒对照组、生理盐水对照组. 实验
组以构建好的PCDNA3.1-HBVX质粒, 空质粒
对照组以PCDNA3.1质粒, 生理盐水对照组以
生理盐水, 通过尾静脉高压注入动物体内, 在
第48小时处死小鼠后, 取肝组织, 以RT-PCR, 
凝胶回收测序及Western blot检测HBVX表
达, 以RT-PCR半定量检测小鼠肝组织内bax、
c-myc及bcl-2的表达.

结果: 实验组RT-PCR显示465 bp处有清楚条
带, 肝组织内有HBVX mRNA的存在, 两对照
组无HBVX mRNA存在, Western blot检测实验
组有HBVX蛋白的表达; 两对照组则无HBVX
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■背景资料
在 H B V 发 生 发
展过程中 ,  HBV 
DNA与宿主DNA
的整合常发生于
此区域. HBVX参
与病毒的复制; 反
式激活多种病毒
和 细 胞 基 因 ;  并
可通过影响正常
的细胞周期, 干扰
DNA的修复及调
节肝细胞增殖、
分化和凋亡等.

■同行评议者
陈洪 ,  主任医师 , 
东南大学附属中
大医院消化科



蛋白表达. 通过对小鼠肝组织凋亡相关因子
的半定量RT-PCR, 相对于空质粒对照组和生
理盐水对照组, 转染HBVX基因的小鼠肝组织
bax、c-myc及bcl-2的mRNA相对表达量明显
增高, 差异有显著性意义(bax : 1.3127±0.0900 
vs  1.0023±0.1670, 0.9094±0.1081; c-myc : 
1.6294±0.0672 vs  1.2869±0.0880, 0.9757
±0.0397; bcl-2 : 1.5567±0.1257 vs  0.6856±
0.1554, 0.5488±0.1278, 均P <0.05). 

结论: 成功建立了表达HBVX的小鼠动物模
型, 并证明转染HBVX基因后小鼠肝脏组织内
bax、bcl-2及c-myc的mRNA表达同时上调.

关键词: 乙型肝炎病毒X基因; 肝细胞; 凋亡; 小鼠

模型
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是一种双

链不完全闭合的DNA病毒, 有4个开放读码框, 
分别编码S、C、X、P蛋白. 其慢性感染是导致

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的主

要危险因素. 随着HCC研究的进一步深入以及

HBV基因序列的破解, 人们发现HBV基因组中

的X基因(hepatitis B virus X gene, HBVX)及其产

物X蛋白与HCC的发生发展密切相关. X基因是

HBV基因组最小的开放读码框, 位于HBV基因

组的1 374-1 838 bp处, 全长435-462 bp, 全长转

录体编码的X蛋白含154个氨基酸, 分子量约为

16 500 Da. 在HBV发生发展过程中, HBV DNA
与宿主DNA的整合常发生于此区域. HBVX参

与病毒的复制; 反式激活多种病毒和细胞基因; 
并可通过影响正常的细胞周期, 干扰DNA的修

复及调节肝细胞增殖、分化和凋亡等. 本实验

以小鼠肝组织为研究对象, 通过流体动力学体

内高压质粒注射, 在动物体内转染P CD N A3-
HBVX质粒, 建立表达HBVX基因的动物模型, 
以RT-P C R半定量检测转染后动物肝组织内

HBVX及凋亡相关基因bax、bcl-2及c-myc的表

达情况, 进而了解X基因在活体组织内对细胞凋

亡相关因子的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA3-HBVX载体由福建医科大学附
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属协和医院消化研究所制备并保存, 质粒大抽

提试剂盒购自美国Qiagen公司, 逆转录试剂盒购

自美国Promega公司RNA抽提试剂盒购自深圳

生物晶美有限公司, DNA Marker购自Invitrogen
公司TransIT In Vivo Gene Delivery System试剂

盒购自Mirus公司, 鼠抗人HBVX单克隆抗体购

自美国Chemicon公司; 羊抗小鼠IgG二抗购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; 蛋白印迹实验

的ECL显色试剂购自中国中杉公司. 超低温冰

箱MDF-283型(苏州安泰空气技术有限公司)、
PCR仪AB2720型(美国AB公司)、稳压稳流电泳

仪(DYY-6c型)(北京六一仪器厂)、紫外透射分

析仪(上海长明光电子仪器厂)、凝胶成像系统

IS2000-200(Olympus公司生产)、蛋白电泳及转

印设备(美国Bio-Rad公司)、电动匀浆器(Cole-
Parmer公司). SPF级成年♂KM小鼠9只, 体质量

20 g±2 g, 由上海斯莱克实验动物有限公司提供

[许可证号SCXK(沪)2007-0005].
1.2 方法 
1.2.1 分组: 9只小鼠随机分为实验组、空质粒

对照组、生理盐水对照组, 每组各3只. 动物饲

养在SPF级环境中, 实验动物光照强度15 k, 光照

时间明暗各半. 饲养室温度: 23 ℃±3 ℃, 湿度: 
50%. 动物饲喂全价颗粒料, 自由采食和饮水.
1.2.2 各基因PCR引物的合成: 根据HBVX基因, 
β-actin、bax、bcl-2及c-myc基因序列自行设计

引物, 合成由上海英骏生物技术有限公司完成. 
1.2.3 造模: 实验组小鼠按照TransIT In Vivo 
Gene Delivery System体内转染试剂盒的说明, 
先取浓度约为1.0 g/L的质粒pcDNA3.1-HBVX 
10 μL与试剂In Vivo Polymer Solution 10 μL在无

核酶EP管内混合, 加生理盐水100 μL至总体积

200 μL, 充分混匀, 室温静置5 min. 将190 μL 10
×In Vivo Delivery Solution用生理盐水稀释成

1.9 mL 1×Delivery Solution, 然后将其与第一

步的混合物混合, 使溶液总体积为2.1 mL. 小鼠

尾静脉4-6 s内匀速注射完毕. 空质粒对照组以

等量PCDNA3.1质粒, 生理盐水对照组以等量生

理盐水注射. 48 h后处死小鼠, 无菌取肝组织块, 
-80 ℃冻存备用. 
1.2.4 以RT-PCR检测小鼠肝组织中HBVX mRNA
的表达: 取肝组织, 加入细胞裂解液, 匀浆后, 按
RNA抽提试剂盒说明进行总RNA的提取, 再以

RT反应获得cDNA, 取cDNA 5 μL作为模板, 扩增

HBVX基因片段和内参β-actin. 反应条件见表1, 
扩增产物在1.5%脂糖凝胶中电泳, 观察结果. 
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■研发前沿
1989年Murakami
报道通过HBVX
基因片段的表达
载体转染小鼠成
纤维细胞系诱发
其体外转化, 经裸
鼠移植可在裸鼠
体内形成肿瘤, 使
人们对HBVX基
因的致癌作用有
了突破性的认识. 
自此, HBVX基因
成了肝癌发病机
制研究的热点.
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1.2.5 Western blot法检测小鼠肝组织中HBVX基

因产物的表达: 肝组织匀浆破碎抽提蛋白, SDS-
PAGE分离、转膜、封闭, 一抗、二抗孵育, ECL
显色. 拍照并保存. 
1.2.6 半定量RT-PCR检测bax、bcl-2、c-myc 的

表达: 抽提肝组织总RNA, 逆转录为cDNA, 以
cDNA为模板共扩增内参β-actin及bax、bcl-2、
c-myc基因片段, 反应条件见表1. 扩增产物在

1.5%脂糖凝胶中电泳, 并以凝胶灰度扫描系统扫

描灰度值以各基因与内参基因的灰度比值为相

对表达量, 比较各组的差别, 同样实验重复3次.

2  结果

2.1 RT-PCR鉴定HBVX基因的表达 实验组小

鼠肝组织中大约460 bp处可见1条带(图1), 大小

与HBVX基因相符, 内参β-actin条带大小约为

600 bp, 空质粒对照组与生理盐水组只可见内

参β-actin条带, 无HBVX基因mRNA表达, 表明

HBVX基因成功转染至实验组小鼠肝组织内. 
2.2 Western blot检测小鼠肝组织HBVX蛋白表达 
显影后阳性条带大小约为17 000 Da, 与HBVX蛋

白大小基本相符, 空质粒对照组与生理盐水对

照组只可见内参β-actin条带, 表明HBVX蛋白在

实验组小鼠肝脏组织中有表达(图2). 
2.3 b a x 基因m R N A相对表达量的变化  转染

HBVX的实验组小鼠肝脏组织c-myc基因的相对

表达量较转染空质粒对照组和生理盐水对照组

明显增高, 差异有显著性意义(均P <0.05), 说明

HBVX能上调bax的表达(表2, 图3). 
2.4 c-myc 基因mRNA相对表达量的变化 转染

HBVX的实验组小鼠肝脏组织Bax基因的相对

表达量较转染空质粒对照组和生理盐水对照组

明显增高, 差异有显著性意义(均P <0.05), 说明

HBVX能上调c-myc的表达(表2, 图4). 
2.5 bc l-2 基因mRNA相对表达量的变化 转染

HBVX的实验组小鼠肝脏组织bcl-2基因的相对

表达量较转染空质粒对照组和生理盐水对照组

明显增高, 差异有显著性意义(均P <0.05), 说明

HBVX能上调Bcl-2的表达(表2, 图5). 

3  讨论

HBVX基因及其编码的HBVX蛋白具有多种作

用和多种功能. 目前, HBVX的翻译产物HBVX
蛋白的亚细胞定位尚存在争议. Henkler等[1]认为

HBVX蛋白在感染细胞中的定位依赖于HBVX
基因的总表达水平, HBVX蛋白在低表达的细胞

中大部分定位于细胞核内, 而过量表达的HBVX
蛋白则分布于胞质中. 另有学者观察到HBVX

■相关报道
H e n k l e r 等 认 为
HBVX蛋白在感
染细胞中的定位
依赖于HBVX基
因的总表达水平, 
HBVX蛋白在低
表达的细胞中大
部分定位于细胞
核内, 而过量表达
的HBVX蛋白则
分布于胞质中.

表  1  各基因引物及反应条件

     基因 片段长度(bp)                                                      引物                              反应条件

HBVX        465 上游: 5'-ATGCAAGCTTATGGCTGCTAGGCTGTACTG-3' 95 ℃预变性5 min, 95 ℃变性45 s, 60 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸1 min下游: 5'-TGCGAATTCTTAGGCAGAGGTGAAAAAGTT-3'

β-actin        600 上游: 5'-GGCATCGTGATGGACTCCG-3' 95 ℃预变性5 min, 95 ℃变性45 s, 

60 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min下游: 5'-GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'

bax        246 上游: 5'-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3' 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性45 s, 58 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 30个循环下游: 5'-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3'

bcl-2        198 上游 5'-GGCTGGGATACTTTTGTGGA-3' 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性45 s, 64 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸40 s, 25个循环下游: 5'-ATGTGGTGGAGCAGAGAAGG-3'

c-myc        203 上游: 5'-TTCGGGTAGTGGAAAACCAG-3' 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性45 s, 58 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 30个循环下游: 5'-CAGCAGCTCGAATTTCTTCC-3'

M              1              2              3

600 bp
500 bp

图  1  RT-PCR检测HBVX基因的表达. M: DNA Ladder; 1: 生

理盐水对照组; 2: 空质粒对照组; 3: 实验组.

1              2              3

HBX蛋白

β-actin

42 000
Da

17 000

图  2  Western blot检测HBVX蛋白表达. 1: 生理盐水对照组; 

2: 空质粒对照组; 3: 实验组.
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在细胞质内的水平高于细胞核, 且细胞质中的

HBVX主要分布于线粒体外膜上, 并可作用于

人电压依赖阴离子通道, 导致跨膜电势的改变

和线粒体功能变化, 但其具体调节机制尚未阐

明[2]. 1989年Murakami[3]报道通过HBVX基因片

段的表达载体转染小鼠成纤维细胞系诱发其体

外转化, 经裸鼠移植可在裸鼠体内形成肿瘤, 使
人们对HBVX基因的致癌作用有了突破性的认

识. 自此, HBVX基因成了肝癌发病机制研究的

热点. 目前发现HBVX可直接或间接激活多种核

转录因子, 使细胞对凋亡信号敏感性增强[4-6], 细
胞周期调定点失控[1,7-10]以及调节细胞蛋白质分

解途径[11-14], 最终引起肝细胞的转化[15,16], 如通过

激活PI-3激酶途径拮抗TGF-β的促凋亡作用[17], 
以P53非依赖形式抑制凋亡[18], 抑制caspase-3活
性[19], 上调FasL, 诱导表达Fas的T淋巴细胞凋亡

而逃避免疫监视[20,21]等, 而近几年的研究又发现, 
HBVX同样具有促进细胞凋亡的作用, HBVX
蛋白促进IL-18 mRNA的转录、蛋白质表达, 进

而促进Fas/FasL的表达而促进细胞凋亡[22], 拮
抗Fas/FasL介导的凋亡抑制作用, 使细胞对极低

浓度的TNF-α诱导的凋亡敏感[23], 还可引起引起

caspase-9募集细胞凋亡蛋白酶活化因子1(apop-
totic protease activating factor-1, APFA1), 激活线

粒体/CytC凋亡途径[24]. 这些针对HBVX基因的

研究主要基于转染肝癌细胞株及转基因动物模

型, 而转基因动物模型虽然能稳定地表达目的

基因, 但是由于其所携带的HBVX基因多以显微

注射法等方法整合在宿主染色体上, 没有经过

病毒与靶细胞受体结合穿透的过程, 所以与病

毒在自然状态下感染机体的状态不甚相同, 而
且建立过程复杂, 技术难度较大, 所需资金及时

间也长, 本实验利用流体动力学体内转染法, 将
HBVX基因载体质粒短时间内大量注射入小鼠

体内, 使小鼠静脉系统及肝窦充血, 以静脉压将

质粒转入肝细胞, 无大的创伤性操作, 时间也较

短, 注射后小鼠均成活, 状态良好, 且小鼠肝组

织可稳定表达HBVX基因及其产物. 
Bcl-2家族在细胞凋亡的基因调控过程中起

表  2  各基因RT-PCR条带与β-actin内参灰度比值

     
分组            bax          bcl-2          c-myc

实验组 1.3127±0.0900 1.5567±0.1257 1.6294±0.0672

空质粒对照组 1.0023±0.1670 0.6856±0.1554 1.2869±0.0880

生理盐水对照组 0.9094±0.1081 0.5488±0.1278 0.9757±0.0397

■应用要点
本实验成功建立
了表达HBVX的
小鼠动物模型, 并
证明转染HBVX
基 因 后 小 鼠 肝
脏 组 织 内 B a x、
Bcl-2及c-Myc的
mRNA表达同时
上调.
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图  3  bax 基因mRNA相对表达量的变化. A: RT-PCR; B: 

bax基因相对表达量. M: DNA Ladder; 1: 生理盐水对照组; 2: 

空质粒对照组; 3: 实验组. aP<0.05 vs  实验组.
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图  4  c-myc基因mRNA相对表达量的变化. A: RT-PCR; B: 

c-myc 基因相对表达量. M: DNA Ladder; 1: 生理盐水对照

组; 2: 空质粒对照组; 3: 实验组. aP<0.05 vs  实验组.
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着至关重要的作用, Bcl-2家族可以分为2类: 一
类是抗细胞凋亡基因, 代表基因是bcl-2基因; 另
一类是促细胞凋亡基因, 代表基因是bax基因, 他
们通过激活一系列下游基因发挥调节凋亡作用, 
二者在细胞中的比例显著影响细胞对死亡信号

的敏感性[25-28]. 本实验中半定量RT-PCR的结果

表明HBVX基因转染后, 小鼠体内bax及bcl-2两
者表达均升高, 表明HBVX基因在细胞凋亡途径

的双向性. 
c-myc是一种细胞癌基因, 可作为转录因子

影响着细胞的生长、增殖、分化、凋亡和细胞

周期的进行, 在肿瘤发生、转移、氧化应激等

重要生理病理过程中起重要作用, 有研究表明

HBVX和c-myc共表达使WT 3T3细胞对TNF-α
介导的凋亡敏感性增高约10倍, 且这种促凋亡

作用超过了N F-κ B的抗凋亡作用而表现出细

胞凋亡[29]. 本实验肝组织中转染HBVX基因后

c-myc的表达明显升高. 
本实验中我们运用流体动力学尾静脉注射

体内转染法将HBVX基因转染入小鼠活体肝组

织内, 成功构建了表达HBVX基因的小鼠活体动

物模型, RT-PCR结果显示转染HBVX基因的小

鼠肝组织中, 促凋亡基因bax、c-myc的表达均上

升, 并且抑制凋亡的基因bcl-2表达也提高, 证明

在肝组织中, HBVX参与了对bax、bcl-2和c-myc
转录水平的调节, 并且其对凋亡因子的作用存

在双向性, 哪一方面占主导取决于多种因素共

同的作用, 为下一步针对肝癌致病机制和基因

治疗的进一步研究打下基础, 但是这其中的机

制尚未阐明, 有待我们进一步研究.
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