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HBX基因对人肝癌细胞系Huh7细胞增殖和迁移的影响

卫 波, 成 扬

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
HBV )基因具有反
式激活作用, 在调
控细胞周期、细
胞增殖、细胞凋
亡以及信号转导
等方面, 有一定的
作用 .  乙型肝炎
病毒X(hepatitis B 
virus X, HBX)是
具有多种生物活
性的蛋白质. HBX
和乙型肝炎病毒
感染宿主细胞的
过程有关. HBX和
肝细胞癌的发生
有一定的相关性. 
研究HBX基因对
肝癌细胞增殖和
迁移有着一定的
影响. 
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Abstract
AIM: To explore the influence of overexpression 
of hepatitis B virus X (HBX) on the proliferation 
and migration of hepatoma cells.

METHODS: Human hepatic carcinoma cell line 
Huh7 was cultured and infected with a recom-
binant adenovirus vector expressing HBX to 
establish an Huh7-HBX cell line. Colony form-
ing assay, MTS assay and crystal violet staining 
were performed to assess cell proliferation. Cell 
migration assay was also performed. 

RESULTS: The Huh7-HBX cell line was estab-
lished successfully. HBX overexpression could 
promote cell proliferation. The number of cell 
colonies formed for Huh7-HBX cells was signif-
icantly higher than that for Huh7 cells (P < 0.05). 
Restoration of secreted frizzled-related protein 

1 (SFRP1) and SFRP5 expression or knockdown 
of DNA methyltransferase 1 (Dnmt1) could sig-
nificantly inhibit liver cancer cell proliferation 
and migration (P < 0.05).

CONCLUSION: Overexpression of HBX signifi-
cantly inhibits the proliferation and migration of 
hepatoma cells.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒X(hepatitis B virus X, 
HBX )基因对肝癌细胞增殖和迁移的影响. 

方法: 选取人肝癌细胞系Huh7细胞, 进行培
养, 感染重组腺病毒, 建立可稳定表达HBX
的Huh7-HBX细胞系(分布构建实验组和对
照组), 进行平板克隆形成实验、MTS和结晶
紫染色检测细胞增殖情况, 完成细胞迁移实
验. 分析HBX基因对肝癌细胞增殖和迁移的
影响. 

结果:  H u h7-H B X的稳定细胞系构建成功 . 
HBX能够促进细胞增殖. 实验组细胞克隆明
显高于对照组, 差异具有统计学意义(P <0.05). 
回复分泌型卷曲相关蛋白1(secreted frizzled-
related protein 1, SFRP1)、SFRP5和干扰掉
DNA甲基化转移酶1(DNA methyltransferase1, 
Dnmt1)后, 能够明显抑制肝癌细胞的增殖. 
回复SFRP1、SFRP5和干扰掉Dnmt1后, 能
够明显抑制肝癌细胞迁移. Huh7-HBX组、
AdSFRP1感染组、AdSFRP5感染组与对照组
比较, 差异具有统计学意义(P <0.05). 

结论: HBX基因能够抑制肝癌细胞的增殖和
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■研发前沿
肝癌发病隐匿, 侵
袭性生长快速, 治
疗难度较高. 早发
现、早诊断、早
治疗对于提高预
后具有重要意义.

迁移, 对于临床治疗有一定的指导意义. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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影响

核心提示: 本研究探讨乙型肝炎病毒X(hepatitis B 
virus X, HBX )基因对肝癌细胞增殖和迁移的影响. 
结果显示, HBX基因能够抑制肝癌细胞的增殖和
迁移, 对于临床治疗有一定的指导意义.

卫波, 成扬. HBX基因对人肝癌细胞系Huh7细胞增殖和迁移的

影响.  世界华人消化杂志  2014; 22(35): 5408-5413  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/5408.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i35.5408

0  引言

肝癌是临床的常见恶性肿瘤之一, 肝癌可分为

原发性肝癌和继发性肝癌两大类[1]. 肝脏是人体

最大的实质性器官, 承担人体的各类重要代谢

功能, 肝脏一旦出现恶性肿瘤将对患者生命造

成威胁. 乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV )
基因具有反式激活作用, 在调控细胞周期、细

胞增殖、细胞凋亡以及信号转导等方面, 有一

定的作用. 乙型肝炎病毒X(hepatitis B virus X, 
HBX)是具有多种生物活性的蛋白质. HBX和

乙型肝炎病毒感染宿主细胞的过程有关. HBX
和肝细胞癌的发生有一定的相关性. 研究HBX
基因对肝癌细胞增殖和迁移有着一定的影响. 
已有研究[2]表明, HBX蛋白能够下调SFRP1、
SFRP5的表达, 病情经染色质免疫共沉淀研究

HBX可以诱导DNA甲基化转移酶1(DNA meth-
yltransferase1, Dnmt1)富集于分泌型卷曲相关蛋

白1(secreted frizzled-related protein 1, SFRP1)、
S F R P5启动子区. 因此, 设计实验, 观察回复

SFRP1、SFRP5或者干扰掉Dnmt1后, 是否会抑

制肝癌细胞的增殖、迁移能力, 以其更进一步

了解HBV X蛋白对SFRP1、SFRP5启动子区调

节的机制. 现将上海浦东新区人民医院在该方

面的研究报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞系Huh7细胞为浦东新区人

民医院实验室存放. 培养条件: 37 ℃温度下, 50 
mL/L CO2, 10%胎牛血清, 1%青霉素的MEM培

养基. 重组腺病毒: AdSFRP1, AdSFRP5, AdsiD-
nmt1, AdRFP的重组腺病毒(美国芝加哥大学分

子肿瘤实验室提供). EK293为浦东新区人民医

院保存. 胎牛血清(购自Gibco公司); 脂质体(购
自Sigma公司); 抗生素(购自Sigma公司); 磷酸盐

缓冲液、胰酶均由本实验室配制而成; 结晶紫

染色试剂盒(购自美国GENMED公司); MTS比
色检测试剂(购自Promoger公司); Brdu试剂(购
自Roche公司). 其他所需仪器包括CO2细胞培养

箱、核酸电泳仪、金属恒温仪、凝胶成像仪、

倒置荧光显微镜、台式高速离心机、超净台等. 
1.2 方法
1.2.1 可稳定表达HBX的Huh7-HBX细胞系的建
立: 把HEK293细胞铺于T25培养瓶中, 填铺密

度为1.5×105/mL. 细胞贴壁完成后, 转染已经

构建好的pSEB-3Flag-HBX重组质粒作为试验

组, 转染阴性对照pSEB-3Flag空白质粒作为对照

组[3]. 把Huh7细胞铺于T25培养瓶中, 填铺密度

为1.5×105/mL. 收集转染36、60、84、108 h的
HEK293细胞培养上清液, 感染Huh7细胞[4]. 感染

60 h后, 加入终浓度为0.1 μg/mL的Blasticidine筛
选阳性细胞株. 
1.2.2 平板克隆形成实验: 取处于对数期生长的

Huh7-HBX细胞、对照组Huh7细胞, 经胰蛋白酶

消化, 制备细胞悬浮液, 将其培养于10%胎牛血

清的培养基中. 稀释细胞悬液, 接种在37 ℃的预

温培养液的6孔板中, 轻轻转动以使细胞分散均

匀. 37 ℃、50 mL/L CO2孵育3 wk. 当出现肉眼

可见的克隆细胞时, 终止培养[5]. 结晶紫染色、

照相. 
1.2.3 细胞增殖的检测(MTS检测): Huh7-HBX细

胞按照3×105/mL的浓度铺于100 mm培养皿中, 
感染AdsiDnmt1, AdSFRP1, AdSFRP5腺病毒. 12 
h后, 换液, 加入AdRFP腺病毒. 24 h后, 重新铺板, 
接种24、48、72、96 h后, 进行MTS检测, 检测

波长为490 nm[6], 测定吸光度(A )值. 
1.2.4 细胞增殖的检测(结晶紫染色): Huh7-HBX
细胞按照3×105/mL的浓度铺于100 mm培养皿

中, 感染AdsiDnmt1、AdSFRP1、AdSFRP5腺病

毒. 12 h后, 换液, 加入AdRFP腺病毒. 24 h后, 重
新铺板, 接种48-72 h, 观察细胞增殖情况. 显微

镜观察, 当细胞增殖区别明显时, 弃上清, 加磷

酸盐缓冲液2 mL, 清洗细胞, 结晶紫染色20 min, 
漂洗, 观察细胞增殖情况[7]. 裂解液裂解30 min, 
570 nm检测吸光度(A )值. 
1.2.5 Brdu掺入实验: Huh7-HBX细胞、Huh7-
Flag细胞按照3×105/mL的浓度分别铺于100 mm
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■相关报道
已有研究表明 , 
H B X蛋白能够
下 调 分 泌 型 卷
曲相关蛋白1(se-
creted fr izzled-
related protein 1, 
SFRP1)、SFRP5
的表达, 病情经染
色质免疫共沉淀
研究HBX可以诱
导Dnmt1富集于
SFRP1 、SFRP5
启动子区.

培养皿中, 分别感染AdsiDnmt1、AdSFRP1、
AdSFRP5腺病毒. 12 h后, 换液, 加入AdRFP腺病

毒. 细胞贴壁后, 铺板, 48 h后, 加入10 μL的Brdu, 
于37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养[8]. 2 h后, 检
测370 nm波长吸光度(A )值. 
1.2.6 细胞迁移实验: Huh7-HBX细胞按照3×105/
mL的浓度铺于100 mm培养皿中, 感染AdsiD-
nmt1、AdSFRP1、AdSFRP5腺病毒[9]. 12 h后, 
换液, 加入AdRFP腺病毒. 37 ℃温热细胞培养基, 
Tramswell小室放于室温条件下. 消化细胞后, 进
行悬浮、计数. CO2孵箱孵育24 h. 染色. 完成染

色后1 h, 观察无气泡出现, 继续培养24 h, 去除

上下小室培养液. 37 ℃预温PNS, 淋洗小室2次. 
加入多聚甲醛, 固定25 min, 弃固定液, PBS淋洗. 
倒置小室, 自然风干. 结晶紫浸泡25 min, 去除染

液、计数、照相. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行统

计分析, 计量资料结果用mean±SD表示, 治疗前

后及组间比较用t检验, 计数资料以构成比表示, 
用χ2

检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 Huh7-HBX的稳定细胞系构建情况 Huh7-
HBX的稳定细胞系构建成功. 把HEK293细胞

铺于T25培养瓶中, 填铺密度为1.5×105/m L. 
细胞贴壁完成后 ,  转染已经构建好的p S E B-
3Flag-HBX重组质粒作为试验组, 转染阴性对

照pSEB-3Flag空白质粒作为对照组. 把Huh7细
胞铺于T25培养瓶中, 填铺密度为1.5×105/mL. 
收集转染36、60、84、108 h的HEK293细胞培

养上清液, 感染Huh7细胞. 感染60 h后, 加入终

浓度为0.1 μg/mL的Blasticidine筛选阳性细胞

株. 结果显示Huh7-HBX的稳定细胞系构建成

功(图1). 
2.2 HBX能够促进细胞增殖 实验组细胞克隆明

显高于对照组, 差异具有统计学意义(P <0.05) 
(图2). 
2.3 对肝癌细胞增殖的抑制  结果表明 ,  回复

SFRP1、SFRP5和干扰掉Dnmt1后, 能够明显抑

制肝癌细胞的增殖(图3). 
2.4 对肝癌细胞迁移的抑制  结果表明 ,  回复

SFRP1、SFRP5和干扰掉Dnmt1后, 能够明显

抑制肝癌细胞迁移. 结果如图4所示. 在Huh7细
胞里, 对照组平均31.46个/视野±1.88个/视野; 
Huh7-HBX组平均68.28个/视野±3.78个/视野, 
AdSiDnmt1感染组平均31.98个/视野±1.57个/视野; 
AdSFRP1感染组平均28.69个/视野±2.13个/视
野; AdSFRP5感染组平均32.48个/视野±2.25个
/视野. Huh7-HBX组、AdSFRP1感染组、AdS-
FRP5感染组与对照组比较, 差异具有统计学意

义(P <0.05). 

3  讨论

肝脏具有丰富的血流供应, 与人体的重要结构

1                 2

HBX

GAPDH

1                 2

HBX

GAPDH

A B

图  1  Huh7-HBX稳定细胞学的构建. A: RT-PCR分析; B: 蛋白质印记分析. 1: Huh7-HBX; 2: Huh7-Control.

A B

图  2  平板克隆形成实验. A: Huh7细胞集落; B: Huh7-HBX克隆细胞集落.
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如下腔静脉、门静脉等有密切的联系; 肝癌发

病隐匿, 侵袭性生长快速, 治疗难度较高. 早发

现、早诊断、早治疗对于提高预后具有重要

意义. 原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, 

A B C

D E

图  3  回复SFRP1、SFRP5和干扰掉Dnmt1后, 能够明显抑制肝癌细胞的增殖能力, 结晶紫染色分析细胞增殖的可行性. A: 
Huh7; B: Vector; C: siDnmt1; D: SFRP1; E: SFRP5.

A B

C D

E

图  4  回复SFRP1、SFRP5和干扰掉Dnmt1后, 能够明显抑制肝癌细胞的迁移能力. A: Huh7; B: Vector; C: siDnmt1; D: SFRP1; 
E: SFRP5.

■同行评价
本研究设计合理, 
结果合理, 研究有
一定的参考价值.
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HCC)是常见肿瘤之一, 其中, HBV感染是引起

原发性肝癌的主要危险因素[10-15]. HBX蛋白有

反式激活作用, 可以激活病毒和细胞启动子、

增强子[16-20]. HBX在进行细胞调节和病毒基因

中, 有一定的作用, 如HBV增强子、classⅡ、

原癌基因c-jun等[21-25]. 当肿瘤发展到进展期之

后, HBX会促进恶性细胞的增殖, 加快肿瘤细

胞增长. 
HBV可以异常调控原癌基因, 对细胞周期

造成影响, 引起肿瘤细胞的周期改变, 产生相关

激酶. HBX可以调控细胞凋亡. 在生物体中, 细
胞凋亡是一项必须的过程, 在完成细胞凋亡环

节中, 需要凋亡起始因子、诱导凋亡蛋白、调

节蛋白三种类型的酶[25-28]. 其通过感染肝细胞诱

导凋亡后, 可以促进HBV的复制和传播, 进而使

得宿主细胞免疫失效. HBX介导凋亡细胞死亡, 
其反应机制是他能够和线粒体相互作用, 进而

破坏线粒体结构[28-30]. 
HBX还会影响DNA的修复, 参与DNA修

复的多个环节. HBX通过对p53途径的影响, 使
得NER受到影响, 进而影响到XPB、XPD的表

达[15]. HBX还会促进正常肝细胞LO2的迁移和

增殖[16]. HBX是一个多功能蛋白, 在HBV感染

等环节中发挥着重要的作用. HBX可以促进肝

癌细胞的凋亡 ,  也能够抑制肝癌细胞的凋亡 , 
这一系列的环节均和细胞培养环境有关系. 进
一步研究其作用机制, 对于更好的预防和治疗

肝癌有着重要价值. 
本文研究结果显示, HBX基因能够抑制肝

癌细胞的增殖和迁移, 对于临床治疗有一定的

指导意义. 
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