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Abstract
AIM: To establish gene-transfected cell strain 
HepG2/HBx and study the effect of HBx on cell 
cycle, proliferation and apoptosis of HepG2 cells 
as well as the potential regulative role of p21.

METHODS: HBx was transfected into HepG2 
cells and G418 selection was used to obtain the 
positive clones of HepG2/HBx cells. Then HBx 
mRNA expression and protein expression were 
detected using RT-PCR and western blot analy-
sis respectively. MTT assay and flow cytometry 
were adopted to measure the proliferation, cell 
cycle and apoptosis of HepG2/HBx, HepG2 and 
HepG2/pcDNA3.1 (HepG2 cells transfected 
with pcDNA3.1) cells. Semi-quantified RT-PCR 

was used to evaluate the expression of p21 and 
p53 in three groups.

RESULTS: The expression of mRNA and pro-
tein of HBx in HepG2/HBx cells was confirmed 
by RT-PCR and western blot respectively. The 
proliferation of HepG2/HBx cells was acceler-
ated. The proportion of HepG2/HBx cells de-
creased significantly in G0/G1 phase (43.34% ± 
3.11% vs 57.69 ± 4.28%, P < 0.01), but increased 
remarkably in S phase (28.69% ± 1.17% vs 
22.41% ± 1.99%, P < 0.05) and the apoptosis rate 
of HepG2/HBx cells was at a significantly lower 
level (1.19% ± 0.06% vs 5.43% ± 0.42%, P < 0.001). 
Compared with HepG2 and HepG2/pcDNA3.1 
cells, the expression of p21 mRNA in HepG2/
HBx was down-regulated (0.16 ± 0.05 vs 0.78 ± 
0.15, P < 0.001), while there was no significant 
difference in the expression of p53 gene.

CONCLUSION: The HBx gene down-regulates 
the expression of p21 mRNA, which may play an 
important role in accelerating cell cycle, improving 
growth and inhibiting apoptosis of HepG2 cells.

Key Words: HBx gene; p21 ; p53 ; HepG2 cells; 
MTT assay; Flow cytometry; Western blot; Reverse 
transcription-polymerase chain reaction
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摘要
目的: 构建转基因细胞模型HepG2/HBx, 观察
HBx基因对HepG2细胞增殖、周期和凋亡的
影响, 探讨细胞周期蛋白P21在其中的作用和
意义. 

方法: 应用脂质体转染和G418筛选构建稳定
表达HBx的转基因细胞HepG2/HBx, RT-PCR
和Western blot鉴定HBx mRNA与蛋白的表
达. 分别以四唑蓝(MTT)比色法、流式细胞
术检测HepG2/HBx细胞及对照组HepG2与
HepG2/pcDNA3.1细胞(转染空载体pcDNA3.1
的HepG2细胞)的增殖、周期和凋亡. 另半定

®

■背景资料
乙肝病毒x可通过
反式活化作用等
调控宿主细胞基
因表达, 影响细胞
信号转导、细胞
增殖与分化等参
与乙肝相关性肝
癌的发生发展, 但
其确切机制尚未
完全阐明, 从分子
水平探讨其发生
机制有利于指导
其临床防治.

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院普通外
科
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量RT-PCR检测各组细胞中细胞周期蛋白P21
与抑癌基因p53  mRNA的表达. 

结果: HepG2/HBx细胞中有HBx mRNA和
蛋白的表达. H e p G2/H B x细胞生长速度加
快. HepG2/HBx中G0/G1期细胞比例较对照组
显著减少(43.34%±3.11% vs  57.69±4.28%, 
P <0.01), S期细胞比例明显增加(28.69%±

1.17% vs  22.41%±1.99%, P <0.05), 同时还发
现与对照组相比其凋亡率也显著降低(1.19%
±0.06% vs  5.43%±0.42%, P <0.001). 细胞周
期蛋白p21  mRNA在HepG2/HBx细胞中的表
达较对照组细胞显著降低(0.16±0.05 vs  0.78
±0.15, P <0.001), 而p53表达则无显著变化.

结论:  H B x基因可下调细胞周期蛋白P21 
mRNA的表达, 可能参与HBx基因加速HepG2
细胞周期进程、促进细胞增殖以及抑制细胞
凋亡的作用.

关键词: HBx基因; p21; p53; HepG2细胞; 四唑蓝比色

法; 流式细胞术; 免疫印迹; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)慢性感染

与原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的
发生密切相关[1-2]. 乙肝病毒x(hepatitis B virus x 
protein, HBx)蛋白具有多种生物学功能, 可与宿

主细胞的多种蛋白相互作用, 调控宿主细胞基

因表达, 进而影响宿主细胞的信号转导、细胞

增殖与分化等, 其对肝细胞周期与凋亡的影响

是HBV致HCC发生的重要机制之一[3-4]. p21是一

种通用的细胞周期依赖性激酶抑制剂, 可控制

细胞周期G1/S调控点, 抑制细胞增殖; p53是一 
种重要的抑癌基因, 可参与细胞周期蛋白的调

控[5-9]. 因此, 研究HBx基因对细胞周期及凋亡的

影响及可能的调控机制有助于阐明乙肝相关性

肝癌的发生机制. 我们通过脂质体转染构建稳

定表达HBx的转基因细胞模型HepG2/HBx, 观察

HBx基因对HepG2细胞周期及凋亡的影响, 探讨

细胞周期相关基因p21与p53在HBx致乙肝相关

性肝癌发生机制中的作用和意义.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2为本实验室保存细

胞株, 重组质粒pcDNA3.1(+)/v5-hisB-HBx由
上海中国人民解放军第二军医大学遗传研究

所何晓文教授惠赠; DH5α由西班牙Navarra大
学癌症基因研究所钱程教授提供; Effectene转
染试剂盒(invitrogen); 聚合酶等(TaKaRa); 鼠
mAb(ABCam). Annexin V-FITC凋亡检测试剂

盒为宝灵曼公司产品. HBx、p21、p53及内参

β-actin引物均由上海Sangon生物工程有限公司

合成. 
1.2 方法 
1.2.1 HepG2细胞的转染与筛选: 重组质粒pc 
DNA3.1(+)/v5-hisB-HBx经酶切、PCR及测序鉴

定后按Effectene说明书进行转染操作, 48 h后用

含500 mg/L G418的选择培养基筛选阳性克隆, 
挑取克隆扩大培养并将G418浓度减至250 mg/L
维持筛选, 以获取稳定表达HBx的转基因细胞

株HepG2/HBx, 实验设空白对照组为HepG2细
胞与空载体对照组HepG2/pcDNA3.1细胞(转染

pcDNA3.1的HepG2细胞).
1.2.2 转基因细胞株HepG2/HBx的鉴定: RT-PCR
检测HBx mRNA的表达: 提取各组细胞总RNA
逆转录生成cDNA, 取2 mL cDNA作模板扩增

HBx基因片段, HBx基因上游引物为: 5'-CGGA
ATTCCGATGGCTGCTAGGCTGTG-3', 下游引

物为: 5'-CCCTCGAGGGGTTGCATGGTGCTG
GT-3', 反应条件如下: 94℃预变性10 min, 94℃
变性45 s, 52℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 扩增

30个循环, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳后成像观察. 
Western blot检测HBx蛋白的表达: 以细胞裂解液

充分裂解各组细胞, 100℃加热5 min,  4℃ 12 000 
r/min离心2 min, 吸上清上样后行SDS-PAGE电
泳, 半干转印于NC膜上, 室温封闭1 h, 加入鼠单

克隆第一抗体, 4℃孵育过夜, 加入羊抗鼠的第

二抗体, 室温孵育1 h, 采用Odyssey双色红外激

光成像系统检测.
1.2.3 MTT法检测细胞的增殖活性: 各组细胞消

化后制成单细胞悬液, 以1×104细胞/孔接种于

96孔板, 共4板, 各设6复孔, 另设一空白对照孔. 
培养24 h后, 取出1板每孔加MTT溶液(5 g/L)20 
mL, 置培养箱继续培养4 h, 吸弃孔内上清液, 每
孔加入150 mL的DMSO, 振摇15 min后在490 nm
波长下分别测定各孔吸光度(A值), 取其均数作

为本次A值的计数值. 培养48、72、96 h后再重

复上述步骤, 以时间为横轴, A值为纵轴绘制各

组细胞生长曲线图.
1.2.4 PI染色法检测细胞周期分布: 收集3组对数

■研发前沿
p21 是一种细胞周
期依赖性激酶抑
制 因 子 ,  可 控 制
细胞周期G 1/S调
控 点 ,  抑 制 细 胞
增殖. HBx基因对
肝细胞周期与增
殖的影响是乙肝
相关性肝癌发生
的重要机制之一, 
p21 在HBx致肝细
胞癌发生机制中
的作用尚不清楚.
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生长期的细胞, 每个样本细胞总数为2×106, 加
入-20℃ 750 mL/L乙醇固定过夜, 取出离心后

PBS重悬, 300目尼龙网过滤, 加入10 g/L Rnase 
37℃孵育15 min, 再加入碘化丙锭(PI)避光染色

30 min, 采用美国BD公司FACSort型流式细胞仪

检测细胞周期分布情况.
1.2.5 Annexin V/PI标记法检测细胞凋亡: 分别

收集上述三组细胞制成单细胞悬液, 每个样本

细胞总数为1×105, 离心弃去培养液, 按Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒说明进行操作, 美国BD
公司FACSort型流式细胞仪检测细胞凋亡率.
1.2.6 RT-PCR半定量检测p21与p53  mRNA表达: 
TRIzol法提取HepG2/HBx、HepG2/pcDNA3.1以
及HepG2细胞总RNA, 各取5 μg逆转录为cDNA. 
以2 μL cDNA为模板, 行PCR扩增p21与p53基因

片段与内参β-actin, 各基因片段引物设计以及扩

增条件见表1. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳后成像观

察并进行灰度分析, 所有测量重复3次, 取其平

均值, 以p21、p53与β-actin的灰度比值作为p21
与p53的相对表达量.

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 HBx基因表达的鉴定 RT-PCR显示, HepG2/
HBx细胞与重组质粒pcDNA3.1/HBx可见长465 
bp的HBx条带, 而空白对照组HepG2细胞与空载

体对照组HepG2/pcDNA3.1细胞均未见HBx条带

(图1); Western blot显示实验组可见HBx蛋白表

达条带, 而空白及空载体对照组则显示HBx蛋白

表达条带(图2). 表明稳定表达HBx的转基因细

胞株HepG2/HBx构建成功.
2.2 细胞增殖 MTT法检测各组细胞A值发现, 
HepG2/pcDNA3.1与HepG2细胞生长速度基本一

致, 而HepG2/HBx细胞在48、72、96 h各时间点

的A值均明显高于对照组HepG2/pcDNA3.1细胞

和HepG2细胞(P <0.001), 提示转染HBx基因后的

HepG2细胞生长速度明显加快(图3), 表明HBx可
能对HepG2细胞具有促增殖作用.
2.3 细胞周期分布 经PI染色法流式细胞术检测

发现, 与对照组HepG2/pcDNA3.1和HepG2细胞

相比, 转染HBx基因后的HepG2/HBx细胞G0/G1

■创新盘点
本 研 究 采 用 RT-
PCR技术在HBx
转基因细胞HepG 
2/HBx中证实HBx
基因可能通过下
调细胞周期蛋白
P21表达参与加速
HepG2细胞周期
进程、促进细胞
增殖、抑制细胞
凋亡, 有助于从分
子水平了解乙肝
相关性肝细胞癌
的发生机制.

表  1  p21 、p53 与β-actin的引物序列

     
基因           	           引物序列		        PCR扩增片段(bp)                             反应条件                                ID

β-actin	 5'-GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG-3'	 404	 94℃变性5 min; 94℃ 30 s, 60℃ 1 min,	    60

	 5'-ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC-3'			  72℃ 1 min, 循环30次; 72℃延伸10 min

p21 	 5'-TTG ATT AGC AGC GGA ACA-3'		  270	 94℃变性5 min; 94℃ 60 s, 55℃ 1 min,	 1026

	 5'-TAC AGT CTA GGT GGA GAA ACG-3'		  72℃ 1 min, 循环28次; 72℃延伸5 min

p53 	 5'-GCG CAC AGA GGA AGA GAA TC-3'	 501	 94℃变性5 min; 94℃ 60 s, 58℃ 1 min,	 7157

	 5'-GGC CAA CTT GTT CAG TGG AG-3'			  72℃ 1 min, 循环30次; 72℃延伸7 min

1         2          3        4          5

2000

1000
750

500

250

bp

图  1   RT-PCR鉴定HepG2/HBx中HBx  mRNA的表达. 
1: Marker DL2000; 2: HepG2; 3: HepG2/pcDNA3.1; 4: 

LHepG2/HBx; 5: pcDNA3.1/HBx.

1             2            3

b-actin

HBx

图  2  Western blot鉴定HepG2/HBx中HBx蛋白的表达. 1: 

HepG2/HBx; 2: HepG2/pcDNA3.1; 3: HepG2.

○
0.8
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A
值

HepG2
HepG2/pcDNA3.1
HepG2/HBx

24            48            72            96
培养时间(h)

图  3  HepG2/HBx、HepG2/pcDNA3.1与HepG2细胞生长曲线.
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期细胞比例明显减少(P  = 0.004), S期和G2/M期

细胞比例显著增多(S期: P  = 0.032; G2/M期: P  = 
0.015), 而HepG2/pcDNA3.1与HepG2细胞的细

胞周期分布情况则无明显差异(P >0.05, 表2), 表
明HBx基因可促进G0/G1期细胞向S期和G2/M转

化, 具有加速细胞周期进程的作用.
2.4 细胞凋亡 经Annexin V/PI标记法流式细胞术

检测发现, 转染HBx基因后的HepG2/HBx细胞凋

亡率为1.19%±0.06%, 与两对照组HepG2/pcD-
NA3.1细胞(4.91%±0.18%)和HepG2细胞(5.43%
±0.42%)相比显著降低(P <0.001), 差异有统计学

意义, 而后两者间无显著差异(P >0.05), 显示HBx
具有抑制细胞凋亡的作用(图4).
2.5 细胞周期相关基因p21、p53  mRNA表达的

变化 p21基因与β-actin基因RT-PCR共扩增, 结果

显示, 转染HBx的HepG2/HBx细胞p21  mRNA的

表达(0.16±0.05)较对照组HepG2(0.78±0.15)与
HepG2/pcDNA3.1(0.69±0.21)细胞明显降低(图
5A), 差异有统计学意义(P<0.001), 提示HBx可下

调p21基因mRNA的表达. p53基因与β-actin基因

RT-PCR共扩增的结果发现, HepG2/HBx细胞p53
基因的表达(0.76±0.13)与对照组HepG2(0.73±
0.21)和HepG2/pcDNA3.1(0.81±0.09)细胞相比差

异无统计学意义(P >0.05)(图5B), 表明HBx对p53  
mRNA的表达无明显影响.

3  讨论

HBx基因是HBV基因组中最小的开放读码框, 
其所编码的H B x蛋白可作为反式激活因子激

活多种信号转导通路, 如Ras、MAPK、PI3K-
Akt、Src、JAK/STAT、Notch/Jagged、NF-
κB[10-20], 影响细胞增殖、周期和凋亡, 参与肝细

胞的恶性转化与癌变[21-28]. Benn et al的研究发现, 
HBx基因可下调Chang氏肝细胞的G1/S和G2/M
检测点状态, 促进细胞增殖, 并增强肝癌细胞的

抗凋亡能力, 这可能是肝癌细胞呈现较强恶性

表型的机制之一[29]. 新近研究发现转染HBx基因

的HepG2细胞对紫外线损伤更加敏感, 凋亡率

增加, 细胞周期阻滞于G2/M期[30]. 为进一步探讨

HBx蛋白在HCC发生中的作用机制, 本课题特构

表  2  HBx基因对HepG2细胞周期的影响 (mean±SD, %)

     
分组	             G0/G1	       S	            G2/M

HepG2/HBx   43.34±3.11a     28.69±1.17a    27.96±4.06a 

HepG2/	      54.99±1.88      23.04±3.36     18.61±1.40 

pcDNA3.1

HepG2	      57.69±4.28      22.41±1.99     19.91±2.60

aP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
本研究发现HBx
通过下调p21 表达
促进HepG2细胞
增殖、抑制细胞
凋亡, 为深入探讨
HBx致肝细胞恶
性转化和癌变机
制提供了理论基
础.

图  4  HBx基因对HepG2细胞凋亡的影响. A: HepG2/HBx; B: HepG2/pcDNA3.1; C: HepG2.
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图  5  HBx基因对HepG2细胞p21  mRNA和p53  mRNA表达
的作用. A: p21  mRNA; B: p53  mRNA. 1: DNA marker; 2: 

HepG2; 3: HepG2/pcDNA3.1; 4: HepG2/HBx. 
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建稳定表达HBx的转基因细胞株HepG2/HBx, 首
先观察HBx基因对HepG2细胞增殖、周期和凋

亡的影响, 结果发现转染HBx基因的HepG2/HBx
细胞生长速度明显高于对照组HepG2与HepG2/
pcDNA3.1细胞, 表明HBx可促进HepG2细胞的

增殖. 流式细胞术检测结果显示HepG2/HBx细
胞G0/G1期细胞比例显著减少, S期和G2/M期细胞

比例明显增多, 提示HBx可促进G0/G1期细胞向S
期和G2/M转化, 加速细胞周期进程. 同时我们还

通过Annexin V/PI标记法流式细胞术观察细胞

凋亡, 发现HepG2/HBx细胞凋亡率较两对照组

细胞显著降低, 提示HBx可抑制HepG2细胞的凋

亡. 因此, 我们在HepG2细胞进行的HBx转基因

研究再次证实了HBx可加速细胞周期进程、抑

制细胞凋亡, 促进细胞增殖, 这与国内外文献报

道基本一致[29-30]. 
p21是一种通用的细胞周期依赖性激酶抑

制剂 ,  可与所有的细胞周期蛋白依赖性激酶

(C D K2、4、6)复合物相结合, 控制细胞周期

G1/S调控点, 抑制细胞增殖, 在肿瘤的发生发展

过程中起着重要作用. 新近研究发现, P21蛋白

的表达存在P53依赖性和非P53依赖性两条调节

途径. 国内彭绍华 et al应用免疫组织化学法检

测HCC组织中HBx蛋白和P21蛋白的表达发现, 
HBx蛋白表达的增高伴随着P21蛋白表达的下

降, 表明HBx蛋白可下调P21蛋白的表达[31]. 晚近

也有研究表明, HBx还可通过不依赖P53的途径

调节P21蛋白的表达. Ahn et al [32]报道表明, P53
反应元件位于人p21启动子的转录起始位点上

方-2285和-1394位置, 而HBx抑制p21启动子位

点位于转录起始位点上方-63和-21位置. P53蛋
白是目前认为与肿瘤发生密切相关的抑癌基因

之一, 主要在细胞核内发挥作用, Diao et al发现, 
在人类原代培养的肝细胞中, HBx蛋白可抑制

Fas介导的细胞凋亡, 在缺乏P53蛋白的红白血病

细胞中, HBx蛋白也可抑制Fas介导的细胞凋亡, 
这种抑制作用与依赖SEK1的SAPK/JNK信号传

导通路有关, 而与P53蛋白无关[33]. Lee et al发现

HBx蛋白可激活PI3K, 通过PI3K-Akt-Bad信号传

导通路, 抑制Caspase3的活性, 最终抑制细胞的

凋亡, 这种抑制作用也与P53蛋白无关[34]. 
我们在H B x转基因细胞证实H B x可加速

细胞周期进程、抑制细胞凋亡的基础上, 进一

步通过RT-PCR检测了HepG2/HBx与HepG2/
pcDNA3.1和HepG2细胞中细胞周期蛋白相关

基因p21  mRNA的表达, 结果发现转染HBx基因

的HepG2细胞(HepG2/HBx)p21表达显著下降, 
提示HBx可下调肿瘤抑制基因p21的表达, 表明

HBx可能通过对p21基因的转录抑制作用, 减少

P21蛋白表达, 有利于细胞从G0/G1期向S期和

G2/M期的转化, 从而加速细胞周期进程, 促进细

胞增殖, 这与Park et al的报道一致[35]. 同时, 我们

采用RT-PCR技术还检测了这三组细胞p53基因

mRNA的表达, 发现三组细胞间p53基因的表达

水平无显著差异. 推测HBx可能通过非P53依赖

性途径下调P21蛋白的表达, 削弱细胞周期G1/S
控制点的调控作用, 促进G0/G1期细胞向S期细胞

的转化, 从而加速HepG2细胞的增殖与生长; 另
外, 其抑制HepG2细胞凋亡的作用也可能与P53
蛋白无关, 这与Diao和Lee et al的研究结果相一

致[33-34]. 因此, 我们的研究初步证实了HBx基因

可能通过非P53依赖途径下调细胞周期蛋白P21
的表达而加速细胞周期进程、促进细胞增殖、

抑制细胞凋亡, 从而参与乙肝相关性肝癌的发

生机制. 关于HBx基因通过何种或哪些途径调控

细胞周期蛋白P21的表达还有待于今后进一步

研究. 
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