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·病毒学·

HBV整合的致癌性研究

高丰光　王迎伟　孙汶生　曾令宇　王玉龙　周峰

　　HBV的 4个亚基因产物中 ,HBx具

有反式激活、介导细胞凋亡作用 ,HBs具

有反式激活因子的作用。肝细胞癌

(HCC)的发生与 HBV的整合及整合后

染色体重排有关。为探讨 HBV整合及

HBx、HBs亚基因在 HCC发生中的可能

作用 ,我们制备了 HBV亚基因探针 ,并

以此对肝细胞癌中 HBV整合及亚基因

转录进行了研究 ,以期为阐明 HBV感染

后 HCC发生机制提供一定的实验资料

和依据。

本研究中 ,首先以 BamHⅠ、Bgl Ⅱ酶

切扩增回收的 HBV DNA ,回收其 HBV亚

基因 HBx、HBc、HBs、PreS DNA 片段 ,以

地高辛甙元随机引物法标记成敏感性与

特异性俱佳的 HBV 亚基因探针 ,再以

HBV探针点杂交检测 HCC标本中 HBV

DNA的阳性率 ,对阳性的标本 ,继以

Southern转膜杂交检测其整合情况 ,最后

取 HBV DNA阳性的 HCC标本 ,按经典

方法抽提其 mRNA ,分别以 HBV亚基因
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探针 Northern转膜杂交检测亚基因的表

达率。结果显示 : 44 例 HCC 标本中 ,

75 %的标本显示有 HBV DNA 的存在 ;

Southern杂交分析 , HBV 纯整合型 HCC

为 63. 6 % ,混合型 HCC为 36. 4 % ,未见

单纯游离型 HCC标本存在 ; 17 例 HBV

DNA 阳性的 HCC 标本 , HBV 亚基因

PreS、HBs、HBx、HBc mRNA 转录率分别

为 47. 1 %、58. 8 %、70. 6 %、41. 2 % ,其中

9例纯整合型的 HCC标本 ,HBV亚基因

PreS、HBs、HBx、HBc mRNA 转录率分别

为 11. 1 %、44. 4 %、55. 6 %和 11. 1 % ,经

统计学处理 ,HBx与 HBc、PreS相比较具

有显著性差异 ( P < 0. 05) ; 8 例混合型

HCC 标本 ,其 mRNA 转录率分别为

87. 5 %、75 %、87. 5 %、75 %。

HBV是溶原性病毒 ,非成年期的

HBV感染可能由于外周耐受、T细胞反

应低下、抗原递呈抑制、选择性免疫抑

制、病毒基因表达下调或基因变异导致

的 T细胞识别障碍 ,转为慢性感染并伴

有 HBV DNA片段的整合。HBV DNA的

整合可致宿主细胞染色体片段的缺失及

整合后染色体的重排 ,由此引起的染色

体 DNA的不稳定性 ,可能是 HBV致癌

的机制之一。我们的研究证实 : HBV

DNA在肝癌细胞内以整合于染色体上

作为存在的主要方式 ,整合的 HBV DNA

片段可作为基因转录的模板而表达相应

的基因蛋白。最近研究发现 , HBx具有

反式激活、介导细胞凋亡作用并同时具

有 T、B细胞表位 ,其细胞凋亡活性取决

于其氨基酸组成中的 68～117 位氨基

酸、转化活性取决于其 120～140位氨基

酸 ,同时 ,该蛋白的 2 个 T 细胞表位

HLSLRGLFV和 CLFKDWEEL分别位于其

52～60和 115～123位氨基酸 ,而 B细胞

表位位于其 29～48 位氨基酸。HBx蛋

白的反式激活因子作用可使 p53 失活 ,

正常 p53的存在是维持 p53介导的细胞

程序性死亡的关键 ,因此 ,HBx蛋白应是

HBV相关 HCC发生的关键环节之一 ,预

防 HBV相关原发性肝癌的研究应多集

中于抑制 HBx的产生或以拮抗物拮抗

其活性。

HBx片段表达率较 HBc、PreS有显

著性差异 ,也正说明 HBx亚基因在肝细

胞癌的发生中的重要作用 , HBx蛋白具

有和人乳头瘤病毒 ( Human Papillo2
mavirus ,HPV) 16 E7蛋白相似的转化蛋白

活性 ,其持续存在与原发性肝癌的发生

密切相关 ,而正常情况下不易转录的

HBc亚基因 mRNA的检出 ,则说明相应

数量的 HBc亚基因整合在 HBx的下游 ,

应是下一步研究的关键和焦点所在。
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