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Abstract
AIM: To establish a HepG2 cell line stably trans-
duced with a lentivirus expressing the HBV X 
(HBx) gene for studying the biological function 
of HBx and its role in hepatocarcinogenesis. 

METHODS: The HBV X gene was amplified 
from plasmid pIERES2-EGFP-HBV by PCR. The 
purified HBx gene fragment was inserted into 
a lentivirus vector (pZac2.1), and the insertion 
was identified by PCR, restriction endonuclease 
analysis and DNA sequencing. HepG2 cells were 
then transfected with the packaged recombinant 
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慢病毒介导HBV X基因稳定表达HepG2细胞系的建立

余桂芳, 严跃红, 王瑞鑫, 李显波, 曾文铤, 朱科伦

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒 X
基因与原发性肝
癌 的 发 生 、 发
展以及侵袭转移
等 关 系 密 切 ,  构
建HBx稳定表达
HepG2为日后研
究HBx的蛋白功
能及其肿瘤发生
的机制奠定基础. 

lentivirus, and resistant cell clones were selected 
with puromycin. The expression of HBx was ex-
amined using RT-PCR, immunohistochemistry, 
and Western blot. 

RESULTS: Restriction enzyme digestion and 
DNA sequencing showed that the full-length 
HBx (489 bp) gene had been successfully sub-
cloned into the lentiviral vector to result in the 
recombinant vector pZac2.1-HBx. The titre of pu-
rified recombinant lentivirus was 1×108 TU/mL. 
Monoclonal cell line HepG2-HBx was produced 
8-10 d after transfection with the recombinant 
lentivirus and selected with puromycin. HBx 
mRNA could be detected on days 3, 14, 30 and 
at 2 mo after cell colony formation. Meanwhile, 
stable expression of HBx protein was verified by 
immunohistochemistry and Western blot. 

CONCLUSION: A HepG2 cell line stably trans-
duced with a lentivirus expressing the HBx gene 
has been successfully generated.

Key Words: Hepatitis B virus; X gene; HepG2; Len-
tivirus; Stable cell line
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摘要
目的: 构建乙型肝炎病毒X基因(HBV X)重组
慢病毒表达载体, 建立稳定表达HBV X蛋白
(HBx)的HepG2细胞系. 

方法: 应用PCR法从质粒pIERES2-EGFP-
HBV中扩增X基因片段, 克隆至慢病毒载体
pZac2.1, 应用PCR、酶切和测序鉴定正确后, 
经病毒包装, 感染HepG2细胞, 经嘌呤霉素
筛选稳定表达细胞株, RT-PCR、免疫组织化
学、Western blot鉴定HBx的表达. 

结果: 酶切鉴定和基因序列测定证实长度为
489 bp的HBx基因成功克隆至慢病毒表达载
体pZac2.1-HBx; 重组慢病毒经包装、纯化后
获得滴度为1×108 TU/mL, 通过感染HepG2

■同行评议者
周霞秋, 教授, 上海
瑞金医院感染科
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■应用要点
本文主要以慢病
毒 表 达 系 统 在
HepG2细胞系稳
定表达HBV X基
因, 这种表达系统
方法有较多的优
势, 可连接其他相
关基因共表达. 该
表达系统有可能
为将来的基因治
疗提供技术条件
和研究基础.

细胞株和嘌呤霉素筛选, 8-10 d形成生长形态
良好的单克隆细胞株HepG2-HBx; RT-PCR鉴
定显示细胞株HepG2-HBx在3 d, 14 d, 30 d和
2 mo后均可见稳定表达的HBx mRNA; 利用
免疫组织化学和蛋白免疫印迹法鉴定, 细胞株
HepG2-HBx可稳定表达HBx蛋白.

结论: 成功构建了HBV X重组慢病毒载体, 获
得稳定表达HBx的HepG2细胞系, 为进一步
研究HBx的生物学功能及致病机制提供细胞
模型. 

关键词: 乙型肝炎病毒; X基因; HepG2; 慢病毒; 稳

定细胞株
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是一

个世界性的健康问题, 也是原发性肝癌(hepato-
cellular carcinoma, HCC)发生的主要原因之一. 
HBV基因组有4个开放读码框架(open reading 
frame, ORF)-C、P、S和X区, 其中X基因是最小

的读码框架, 保守性高, 编码含有154个氨基酸

的X蛋白(HBx). 近年发现, HBx是一种多功能病

毒调节蛋白, 具有广泛的基因转录调控作用, 并
能与宿主细胞的多种蛋白质相互作用, 不但影

响病毒复制, 还调节宿主细胞的信号转导、细

胞增殖与分化、细胞凋亡等[1], 被认为与肝细胞

癌的发生、发展关系非常密切[2,3]. 为进一步探

索HBx蛋白的理化和生物学特性及其与HCC发
生和转归的关系, 有必要建立稳定表达HBx的
HCC细胞模型. 其中源于人类肝癌组织的细胞

株HepG2应用最为普遍, 既往已有许多报道主

要应用脂质体的转染方法[4,5]或电转导方法[6]对

HepG2进行瞬时转染或稳定表达及其应用酵母

表达系统进行HBx蛋白的功能研究[7], 本研究尝

试利用慢病毒载体的方法建立稳定表达HBx蛋
白的HepG2细胞株, 为研究肝癌的分子发生机制

和基因治疗打下良好基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5α、HEK293细胞、人

肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞均为本室保存. 
Taq DNA聚合酶、dNTP、限制性内切酶Hind

Ⅲ、EcoRⅠ、T4 DNA连接酶、DNA marker均
购自TaKaRa公司; PCR产物纯化试剂盒、DNA
片段纯化回收试剂盒及质粒抽提试剂盒购自

QIAGEN公司; 慢病毒表达系统由东莞博捷生物

科技公司提供; DMEM培养基、胎牛血清、胰

蛋白酶购自Gibco公司; 嘌呤霉素购自Sigma公
司; TRIzol、Alex568标记的山羊抗人IgG均购自

Invitrogen公司; 逆转录试剂盒购自TOYOBO公

司; 兔源抗HBx抗体购自武汉博士德生物科技公

司; 二抗检测试剂盒购自上海基因公司. 
1.2 方法

1.2.1 HBV X基因的获取: 从中山大学第三附属

医院彭晓谋教授惠赠的pIERES2-EGFP-HBV质

粒扩增X基因. 扩增的上游引物为: 5'GATCAC-
GCGTGCCACCATGGCTGCTAGGCTG3', 内含

NheⅠ酶切位点; 下游引物为: 5'GTCGACTCTA-
GATTAGGCAGAGGTGAAAAAG3', 内含NotⅠ
酶切位点. 
1.2.2 重组质粒的构建和鉴定: 上述PCR产物X基

因和质粒pZac2.1分别以限制性内切酶NheⅠ和

NotⅠ37 ℃双酶切过夜, T4连接酶16 ℃连接4 h, 
连接产物转化到感受态细胞大肠杆菌DH5α, 用
含有氨苄青霉素的LB平板筛选, 挑取阳性克隆, 
扩大培养, 提抽质粒, PCR、酶切鉴定, 将上述2种
方法鉴定正确的质粒送深圳华大基因公司测序. 
1.2.3 慢病毒载体重组: 上述pZac2.1-HBx经Nhe
Ⅰ和NotⅠ酶切后亚克隆至慢病毒载体pCDH1-
MCS1-EF1-Puro形成pCDH1-HBx, 亚克隆过程

同上. 按常规接种HEK293细胞, 次日连接载体

pCDH1-HBx与预先优化的辅助转染质粒混合物

(ViraPower™, Invitrogen, 美国; 包含pLP1、pLP2
和pLP/VSVG), 以及Lipofectamine 2000共同转染

HEK293, 并应用opti-MEM进行培养. 48 h后, 应
用0.45 μm Millex-HV PVDF膜过滤, 最后离心提

纯病毒颗粒. 
1.2.4 病毒滴度测定: 取提纯后的重组慢病毒进

行滴度测定. 测定前对293T细胞进行传代, 并接

种于96孔板, 每孔加入约1.0×104个细胞, 将病

毒储存液按梯度稀释, 依次加到细胞孔中. 培养

4 d后置于倒置显微镜中观察荧光表达, 并在最

大稀释倍数孔中计算荧光表达的细胞数, 病毒

滴度(TU/mL) = (荧光细胞个数×转染时细胞数

/100×每孔加入病毒稀释液体积)×1/稀释浓度. 
1.2.5 重组慢病毒转染HepG2: 按常规方法培养

HepG2细胞, 用含100 mL/L胎牛血清的DMEM/
F12完全培养基, 调整细胞密度为5×105/mL, 于
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■创新盘点
本文介绍慢病毒
表 达 系 统 构 建
稳定表达HBx的
HepG2细胞系的
方法, 其效率和蛋
白表达的动态变
化值得研究者的
借鉴.

转染前1 d胰蛋白酶消化HepG2, 重新接种于培

养瓶中; 待细胞生长汇合度达70%-80%时弃原

培养液, 加入含200 μL的重组慢病毒颗粒(MOI 
= 10). 感染4 h后更换培养液继续培养, 以不含目

的基因的空载体为对照. 
1.2.6 筛选稳定表达株: 感染48 h后加入终浓度

为2 g/L的嘌呤霉素进行稳定表达株筛选. 挑取

抗性细胞克隆于96孔培养板、24孔培养板、6
孔培养板逐级扩大培养. 经过大约14 d建立稳定

表达的HepG2细胞系. 
1.2.7 RT-PCR法鉴定稳定表达HBx的HepG2-
HBx细胞株: TRIzol法提取经筛选稳定表达的细

胞总RNA, 反转录试剂盒合成、扩增cDNA, 琼
脂糖电泳检测, 同时以转染空质粒为对照. 
1.2.8 免疫组织化学鉴定HBx表达: 培养的HepG2-
HBx细胞株(第10代)用多聚甲醛固定, 按照常规

方法进行间接法免疫组织化学反应. 兔源抗HBx
抗体(1∶500)4 ℃孵育过夜, PBS漂洗; 按二抗反

应试剂盒说明书进行二抗结合、底色反应. 
1.2.9 Western blot鉴定HBx表达: 培养的HepG2-
HBx细胞株至第10代, 使用细胞全蛋白抽提试剂

盒抽提细胞总蛋白, 经过常规的定量, 变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳, 转印至PVDF膜, 底物化学发

光法显影曝光. 
统计学处理 反转录PCR凝胶电泳采用美国

Biorad公司Quantity one 4.0图像分析软件进行

扫描分析, 获得灰度值数据, 经过内参照β-actin
条带灰度进行校正. 校正灰度值以mean±SD表

示, 多组比较采用单因素ANOVA检验, 两两比

较应用Bonferroni检验, 以P <0.05作为具有显著

性差异. 

2  结果

2.1 H B V基因组中X基因的获取 根据惠赠的

pIERES2-EGFP-HBV质粒的HBV全长基因组扩

增X基因, 设计PCR产物的长度为489 bp. 扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳图可见清晰的特异性扩增

条带, 近似于500 bp marker条带, 与理论值预期

值相符(图1). 
2.2 重组慢病毒的构建与鉴定 PCR扩增的X基因

经纯化, 连接至慢病毒质粒载体pZac2.1, 连接产

物转化感受态细胞后经抗生素筛选的单克隆扩

大培养, 通过质粒抽提纯化进行PCR和双酶切鉴

定. 在理论预期值489 bp处可见一特异性条带. 
阳性克隆通过测序, Genebank数据库比对, 与目

标序列完全一致, 无突变及缺失, 证实pZac2.1-
HBx载体构建成功. 大量包装后最终得到的病毒

滴度为1×108 TU/mL(图2). 
2.3 基因转染与筛选 将重组慢病毒载体pZac2.1-
HBx和负性参照pZac2.1分别感染HepG2细胞. 
病毒感染后24 h内可见部分细胞死亡(图3A, B), 
经过细胞的传代、嘌呤霉素筛选, 8-10 d逐渐形

成生长形态良好的单克隆细胞株(图3C, D). 
2.4 HBx mRNA的表达 对单克隆细胞株进行扩

大培养, 在不同感染后的时间点进行RT-PCR分
析鉴定. 产物经琼脂糖凝胶电泳分析(图4), 重组

慢病毒载体pZac2.1-HBx感染的细胞在感染后

24 h可见较弱的目的基因表达, 3 d后呈现稳定的

HBx mRNA高表达(P<0.01 vs  24 h, n  = 5); 内参照

(pZac2.1)则未见HBx mRNA表达. 在14 d、30 d
和2 mo后均可见稳定的表达, 组内HBx mRNA表

达量无显著差异(P>0.05). 
2.5 间接免疫组织化学法和Western blot检测HBx
蛋白的表达 经过免疫组织化学分析, 体外扩大

培养稳定表达株HepG2-HBx几乎所有细胞均呈

现HBx的阳性信号, 主要位于胞浆, 未见局部的

高浓度聚集; 野生型HepG2以及负性对照均未见

阳性信号(图5). 应用Western blot技术, 同样证实

2000 bp 
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1 2

图  1  通过PCR扩增获取HBV X基因. 1: DNA marker; 2: HBx 

gene.

5000 bp

2000 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

M1 M2 1 2

图  2  重组慢病毒质粒载体的构建. M1, M2: DNA marker; 

1: 酶切鉴定; 2: PCR鉴定.
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了稳定表达株HepG2-HBx的蛋白表达(图6). 

3  讨论

HBV感染是肝细胞癌发生的一个主要危险因子
[8]. 大部分HBV感染相关HCC可以检测到HBV 
DNA整合到肝细胞基因组中[9], 整合于染色体上

的HBV DNA不是完整的, 通常发生于DNA链末

端的直接重复序列(DR1和DR2)[10,11]. 由于HBV 
X基因紧邻DR序列, HBV的X基因片段在病毒

DNA序列整合中最为常见[12]. HBV感染肝细胞

后即形成共价闭合环状DNA, 作为转录模板在

宿主RNA聚合酶Ⅱ的作用下产生不同转录子, 
其中包括X基因转录本. X基因的ORF位于调控

元件增强子Ⅰ(EnhⅠ)的下游, 与其他功能区有

高度的重叠, 并可独立转录[13]. 这种功能重叠性

和独立性提示了HBx功能的多样性和重要性. 现
已揭示HBx不但与传染期病毒复制有关, 还可在

宿主细胞发挥重要影响, 可诱导肝细胞染色体

改变和微粒体形成, 影响基因组的稳定性, 促进

细胞癌变; 参与肝细胞转化、细胞凋亡调控、

DNA修复等[2,14]; 还可促进肿瘤血管增生, 加速

肿瘤的侵袭与转移[13,15,16]. 在肝癌细胞中, HBx
蛋白表达可导致β-链蛋白活性增加, 可激活Ras/
Raf/MEK/ERK和PI3K/Akt通路, 从而影响细胞

增殖、周期和凋亡, 间接参与了肝细胞的恶性

转化与癌变[1,17,18]. 进一步的研究提示HBx对上

述信号转导激酶的活化并不是通过与这些蛋白

直接作用来完成的, 而是通过活化其编码基因

的上游序列[2]. HBx不能直接结合双链DNA, 而
是通过蛋白相互作用与转录因子和转录元件结

合, 介导转录起始复合物的形成, 直接或间接作

用于基因启动子或增强子[19,20], 因此被定义为反

式激活因子[21]. HBx的转录调节作用在不同细胞
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图  4  RT-PCR法分析重组慢病毒感染后的HBx mRNA表达
水平. A: RT-PCR电泳图, DNA marker左侧为HBx条带, 右

侧为β-actin作为内参照; 0: 空质粒载体负性对照; 1、2、

3、4、5分别为感染后24 h、3 d、14 d、30 d、2 mo; CA、

1A、2A、3A、4A、5A分别对应上述组的β-actin; B: 电泳的

灰度密度分析, 0: Control组; 1、2、3、4、5分别为感染后

24 h、3 d、14 d、30 d、2 mo. bP<0.01 vs  24 h或Control组.

图  3  重组慢病毒感染HepG2. A: 感染前; B: 感染后24 h; C: 感染后5 d; D: 感染后8 d.

A B
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本研究内容新颖, 
方法先进, 设计科
学 ,  研 究 过 程 合
理, 结论可靠, 对
今后的基础研究
和临床应用有一
定的指导意义.
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系表现不一致, 与其相互作用的转录因子等也

非常复杂. HBx在HCC形成、发展、转归的过程

中所发挥的作用尚不清楚, HBx的具体功能及致

病机制还需要进一步的揭示. 
随着分子生物学的发展, 应用基因转导的技

术在肝癌细胞特异表达HBx是研究HBx生物学

功能与病理机制的重要手段. X基因序列具有较

高的保守性, 不含有内含子, 经PCR克隆所得目

的基因可以直接用于该蛋白的原核和真核表达. 
由于HBx对肝癌细胞的影响往往是长期积累的

效果, 因此, 建立一种稳定表达HBx的肝癌细胞

株非常必要. 在既往研究报道中, 已有许多成功

建立长期稳定表达HBx的肝癌细胞株, 最常见的

是HepG2和Huh7细胞系[22-25]. 这些研究大都利用

脂质体转染的方法进行稳定表达株的细胞筛选. 
这种方法操作简单, 含有HBV X基因的重组载

体可直接转染HepG2或Huh7细胞系进行瞬时表

达, 再通过携带的抗性基因进行筛选稳定表达

的细胞株. 这些载体(如pcDNA3)在目的基因上

游使用强启动子, 抗性基因使用弱启动子, 以期

筛选高表达的细胞株[26]. 然而, 这种筛选方法阳

性率低, 难以获得长期稳定表达的细胞株. 在本

研究中探索利用慢病毒载体的方法筛选稳定表

达HBx的HepG2细胞. 与传统的脂质体转染方法

不同, 慢病毒载体的操作相对复杂, 既要和辅助

病毒共转染, 还要经过有效的病毒包装, 产生具

有感染能力的病毒颗粒才能用于感染宿主细胞, 
并将目的基因整合到宿主基因组中. 相比脂质

体转染, 病毒感染可使宿主细胞中发生整合的

频率相对较高, 有助于获得长期稳定表达的细

胞株[27,28]. 在筛选过程中, 我们发现大部分克隆

(>80%)RT-PCR鉴定成阳性(数据未显示), 在8-14 
d便可筛选获得稳定表达株, 效率远高于脂质体筛

选的方法. 筛选出的稳定表达株在3 d-2 mo均有较

高的表达水平, 而在24 h仅有低水平表达. 与其

他载体相比, 慢病毒载体的目的基因表达较为

滞后. 有报道利用腺病毒表达系统筛选稳定表

达HBx的HepG2细胞株[29,30], 腺病毒是双链DNA, 
基因组游离于宿主基因组外, 也较难获得稳定

表达的细胞株. 
由此可见, 慢病毒载体在HepG2-HBx稳定

表达株的筛选具有一定优势. 本研究构建HBx
重组慢病毒表达载体, 实现HBx分子在肝癌细

胞HepG2中的稳定性表达, 为后续研究HBx在细

胞增殖、细胞周期、蛋白降解、基因稳定性、

肿瘤细胞凋亡提供一个细胞模型. 此外, 构建的

HBx慢病毒载体还可应用于其他非分裂细胞系

的基因转导, 研究HBx在不同细胞中的作用. 慢
病毒表达系统是目前基因治疗的主要手段[31], 本
研究利用慢病毒载体在HepG2中稳定表达HBx
的方法, 或许可成为日后研究肝癌基因治疗的

提示和借鉴. 

志谢: 感谢中山大学第三附属医院感染科彭晓
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图  5  免疫组织化学法鉴定稳定表达株HepG2-HBx的HBx蛋白表达. A: 野生型HepG2; B: 空质粒载体的负性对照; C: 稳定

表达株HepG2-HBx.

C

A

1                        2                       3

B

图  6  Western blot鉴定稳定表达株HepG2-HBx的HBx蛋
白表达. 1: HepG2; 2: HepG2+pZac2.1; 3: HepG2+pZac2.1-

HBx; A: HBx; B: β-actin.
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