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肝癌细胞株乙型肝炎病毒ＤＮＡ整合事件的高通量靶向捕获测序分析

羊泽锐，邓海君，胡　源　　４０００１６重庆，重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室

　　［摘要］　目的　采用探针捕获和高通量测序技术研究 ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８２个乙型肝炎病
毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）肝癌细胞系中病毒 ＤＮＡ在宿主基因组中的整合位点特征。方法　提取
ＨｅｐＧ２．２．１５与ＨｅｐＡＤ３８细胞基因组ＤＮＡ，采用探针捕获和高通量测序策略对２个肝癌细胞株中整合
的ＨＢＶＤＮＡ进行捕获测序，使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ、ＢＢＡＰ、ＢＷＡ（ＢｕｒｒｏｗｓＷｈｅｅｌｅｒＡｌｉｇｎｅｒ）等生物信息学软
件进行数据分析；最后通过聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）及克隆测序对病毒ＤＮＡ整合
特征进行验证。结果　利用探针捕获和高通量测序技术分别在 ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８细胞系中检
测出１２、７个ＨＢＶＤＮＡ整合事件，随机分布在ｃｈｒ１、ｃｈｒ２、ｃｈｒ７、ｃｈｒ９、ｃｈｒ１６、ｃｈｒ１７、ｃｈｒ１９、ｃｈｒＸ染色体上，
整合位点上下游基因出现频率较高的有 ＤＰＰ７、ＴＲＩＭ５６、ＧＰＣ３等。结论　成功建立基于探针捕获和高
通量测序技术检测ＨＢＶＤＮＡ在宿主基因组上的整合片段的方法，ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８细胞系中
ＨＢＶ整合事件在染色体上随机发生，大部分整合位点发生在ＨＢＶ基因组上的Ｘ基因区域。
　　［关键词］　乙型肝炎病毒；ＨＢＶ整合；探针捕获；高通量测序；克隆测序
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（２０２１０１１６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨＵＹｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｙｕａｎ＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染引起
的慢性肝炎、肝硬化和肝癌是一个严重的公共卫生问

题。目前我国慢性乙型肝炎患者大约有 ２０００万［１］。

大量研究表明ＨＢＶ感染中病毒基因组ＤＮＡ整合到宿
主基因组，通过多种机制发挥致癌作用［２－４］。病毒

ＤＮＡ与宿主基因组 ＤＮＡ进行基因整合，发生 ＤＮＡ序
列缺失、重排、转位或扩增，改变宿主基因的功能或染

色体的不稳定，促进细胞的癌变［５］。但是 ＨＢＶＤＮＡ
整合到宿主基因组的特征尚不清楚。

　　目前检测ＨＢＶＤＮＡ整合到宿主基因组的方法主
要包括 ＡｌｕＰＣＲ［６－７］、反向巢式 ＰＣＲ（ｉｎｖＰＣＲ）［８］、高
通量测序技术 ［９－１０］等。既往对整合肝癌细胞系中

ＨＢＶＤＮＡ整合的研究主要采用传统的 ＰＣＲ技术，其
灵敏度和特异性不能全面分析肝癌整合细胞系中

ＨＢＶＤＮＡ的整合特征［１１－１２］。最近，基于病毒特异性

靶序列捕获的二代测序技术已被用于检测低病毒载

量［１３］。因此，本研究采用 ＨＢＶ探针富集带有 ＨＢＶ
序列的基因组片段，联合高通量测序后，建立一种新

的生信分析方法策略，实现对人类肝癌整合细胞系

ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８进行 ＨＢＶ宿主整合位点的
分析，研究结果有助于深入研究 ＨＢＶＤＮＡ整合与肝
细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的关系，同时为
该方法应用到临床ＨＣＣ的诊断分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂耗材
　　人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２．２．１５由重庆医科大学林永
教授转赠，ＨｅｐＡＤ３８细胞由四川大学华西医学院唐红
教授转赠，并由重庆医科大学感染性疾病分子生物学

教育部重点实验室长期保存；ＤＭＥＭ培养基及胰酶均
购自Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自上海双洳生物科技有
限公司；ＤＮＡ提取试剂盒（ＱＩＡａｍｐＤＮＡｍｉｎｉｋａｔ）购自
德国ＱＩＡＧＥＮ公司；ｐＭＤＴＭ１９ＴＶｅｃｔｏｒ和ＰＣＲ扩增酶
ｒＴａｑ均购自 ＴａＫａＲａ公司；ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自
美基生物公司；琼脂糖粉末购自北京擎科生物科技有

限公司；引物合成与一代测序由上海生工生物工程股

份有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养与胞内基因组 ＤＮＡ提取　　
ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８细胞用含有 １％青链霉素、
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基，在３７℃、含二氧化碳
浓度为５％的培养箱中培养，细胞基因组 ＤＮＡ提取采
用ＱＩＡａｍｐＤＮＡｍｉｎｉｋａｔ试剂盒（详细操作见说明
书），ＤＮＡ浓度使用Ｎａｎｏｄｒｏｐ５００测定。
１．２．２　ＨＢＶＤＮＡ整合检测
１．２．２．１　ＡｌｕＰＣＲ技术检测ＨＢＶＤＮＡ整合　　Ａｌｕ
ＰＣＲ扩增方法参考文献［１４］，并做一定优化，共进行
３轮扩增（引物设计见表 １［６］）：①第 １轮扩增引物为
ＡｌｕｓｅｎｓｅＡ５（或 ＡｌｕａｎｔｉｓｅｎｓｅＡ３）、ＨＢＶ引物 ＨＢ１ｘ
（或ＨＢ１ｓ、ＨＢ１ｃ），采用单管扩增形式，每个样本做
６套扩增。５０μＬ体系含２５μＬｒＴａｑ、１μＬＡｌｕ引物、
１μＬＨＢＶ引物、ＤＮＡ１００ｎｇ，加入 ｄｄＨ２Ｏ补足到
５０μＬ，Ａｌｕ引物与ＨＢＶ引物浓度比为 １∶１０。扩增条
件为９４℃预变性 ２ｍｉｎ，每个循环包括 ９４℃ ３０ｓ、
５９℃ ３０ｓ、７０℃ ３ｍｉｎ，共１０次循环，７０℃补平延伸
１０ｍｉｎ。②使用尿嘧啶 ＤＮＡ糖苷酶（ＵｒａｃｉｌＤＮＡ
Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＵＮＧ）对第 １轮扩增产物进行消化，每个
扩增管加入１μＬＵＮＧ酶，３７℃金属浴３０ｍｉｎ，９５℃
１０ｍｉｎ灭活酶活性。③第 ２轮扩增引物为 Ａｌｕｓｅｎｓｅ
Ｔａｇ５（或 ＡｌｕａｎｔｉｓｅｎｓｅＴａｇ３）、ＨＢＶ引物 ＨＢ２ｘ（或
ＨＢ２ｓ、ＨＢ２ｃ），Ａｌｕ引物与 ＨＢＶ引物浓度比例为１∶１，
各１μＬ直接加入到 ＵＮＧ酶消化后的第１轮产物中，
进行第２轮扩增，扩增条件为９４℃预变性２ｍｉｎ，每个
循环包括９４℃ ３０ｓ、６５℃ ３０ｓ、７０℃ ３ｍｉｎ，共２０次
循环，采用降落ＰＣＲ，每次循环退火温度降低０．５℃，
直到５５℃，在此退火温度上继续扩增２０个循环，７０℃
补平延伸１０ｍｉｎ。④第３轮扩增引物为ＡｌｕｓｅｎｓｅＴａｇ５
（或 ＡｌｕａｎｔｉｓｅｎｓｅＴａｇ３）、ＨＢＶ引物 ＨＢ３ｘ（或 ＨＢ３ｓ、
ＨＢ３ｃ）。２５μＬ体系含ｒＴａｑ１２．５μＬ、引物各１μＬ、第
２轮产物 １μＬ、ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ，扩增条件同第 ２轮扩
增。第３轮ＰＣＲ产物经过１％琼脂糖凝胶电泳确认目
的条带产物并进行胶回收纯化。

１．２．２．２　ＴＡ克隆、一代测序及结果比对　　纯化的
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胶回收产物克隆到ｐＭＤＴＭ１９Ｔ载体，每个样本挑选单
克隆测序。测序结果采用美国国家生物技术信息中心

（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）的
ＢＬＡＳＴ检索以及加州大学圣克鲁兹分校数据库
（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＳａｎｔａＣｒｕｚＤａｔａｂａｓｅ，ＵＣＳＣ）进
行比对。

１．２．３　探针捕获和高通量测序技术检测 ＨＢＶＤＮＡ
整合位点　　提取的细胞基因组 ＤＮＡ使用 Ｑｕｂｉｔ核
酸定量仪对ＤＮＡ浓度进行精准定量质检，由北京艾吉
泰康生物科技公司根据Ｉｌｌｕｍｉｎａ标准说明构建测序文
库。采用针对ＨＢＶ不同基因型（ＡＨ）保守序列设计
特异性捕获探针［１５－１６］（由北京艾吉泰康生物科技公司

设计合成），通过液相捕获高效、特异富集，富集后在

ＮｏｖａＳｅｑ６０００二代测序平台上进行 ＰＥ１５０高通量、高
深度测序。主要流程如图１。
１．２．４　 数据处理与分析 　 　 二代测序 （ｎｅｘｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）原始数据首先采用 Ｔｒｉｍ
ｍｏｍａｔｉｃ软件（ｖ０．３９）过滤低质量片段，按以下条件处

理后得到高质量序列：①切除序列头尾碱基质量值小
于１５的碱基；②从序列５’至３’方向，以５ｂｐ为窗口
滑动，当窗口平均质量值小于１５时，切除该窗口至序
列３’末尾的序列；③去掉序列平均质量值低于 １５的
序列；④去掉 ｔｒｉｍ之后序列长度小于 ３０ｂｐ的序列。
高质量序列采用ＢＢＡＰ（ｈｔｔｐ：／／ｈｏｍｅｐａｇｅ．ｎｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／～
ｙｏｕｙｌｉｎ／）进行拼接，得到高质量 ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ，然后利
用ＢｕｒｒｏｗｓＷｈｅｅｌｅｒＡｌｉｇｎｅｒ（ＢＷＡ，ｖ０．７．１７）软件将其
与Ｈｕｍａｎ人类（ＮＣＢＩｂｕｉｌｄ３７，ＨＧ１９）和 ＨＢＶ参考基
因组（ＨＥ８１５４６５．１）进行比对。同时具有人类基因组
序列和 ＨＢＶ基因组序列的 ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ即为包含
ＨＢＶ整合事件断点的序列，对这些断点进行分析，计
算每种整合事件支持的 ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ数，并将其进行
标准 化，得 到 ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆｓｕｐｐｏｒｔｕｎｉｑｕｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（ｎｎｓｕｓ），进一步根据 ｈｇ１９基因组基因注释
ｇｔｆ信息，对整合事件进行注释。判断 ＨＢＶ整合事件
的发生条件为 ｎｎｓｕｓ≥１且支持该整合事件的 ｕｎｉｑｕｅ
ｒｅａｄｓ数要大于等于３条。

表１　ＡｌｕＰＣＲ扩增引物序列

引物名称 序列（５′→３′） 注释

ＵＰ５ ＣＡＧＵＧＣＣＡＡＧＵＧＵＵＵＧＣＵＧＡＣＧＣＣＡＡＡＧＵＧＣＵＧＧＧＡＵＵＡ ＡｌｕｓｅｎｓｅＡ５
Ｔ３５１５ ＡＵＵＡＡＣＣＣＵＣＡＣＵＡＡＡＧＣＣＵＣＧＡＵＡＧＡＵＹＲＹＲＣＣＡＹＵＧＣＡＣ ＡｌｕａｎｔｉｓｅｎｓｅＡ３
ＵＰ６ ＣＡＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＡＣＧＣＣＡＡＡＧ ＡｌｕｓｅｎｓｅＴａｇ５
ｍｉｄＴ３ ＴＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣＴＡＡＡＧＣＣＴＣＧ ＡｌｕａｎｔｉｓｅｎｓＴａｇ３
ｐＵＴＰ ＡＣＡＵＧＡＡＣＣＵＵＵＡＣＣＣＣＧＵＵＧＣ ＨＢ１（ＨＢｘ）
ＭＭ３７ ＴＧＣＣＡＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＡＣＧＣ ＨＢ２（ＨＢｘ）
ＭＭ６０ ＣＴＧＣＣＧＡＴＣＣＡＴＡＣＴＧＣＧＧＡＡＣ ＨＢ３（ＨＢｘ）
ｕＰｒｅ３１ ＧＡＧＵＵＣＵＵＣＵＵＣＵＡＧＧＧＧＡＣＣＵＧ ＨＢ１（ＨＢｃ）
ＭＭ３１ ＡＧＴＧＣＧＡＡＴＣＣＡＣＡＣＴＣ ＨＢ２（ＨＢｃ）
ＭＭ２５ ＧＧＡＡＧＧＡＡＡＧＡＡＧＴＣＡＧＡＡＧＧ ＨＢ３（ＨＢｃ）
ｕＰｒｅＳ２ ＡＣＡＣＧＧＣＧＧＵＡＵＵＵＵＧＧＧＧＴＧＧＡＧ ＨＢ１（ＨＢｓ）
ＭＭ２Ｒ ＣＡＧＧＣＴＣＡＧＧＧＣＡＴＡＴＴＧＡＣＡＡ ＨＢ２（ＨＢｓ）
ＭＤ７１ ＹＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧＧＣＴＣＣＡＧＴＴＣ ＨＢ３（ＨＢｓ）

Ｙ＝（Ｃ，Ｔ）；Ｒ＝（Ｃ，Ｇ）；Ｕ：脱氧核苷三磷酸；带下划线的序列为Ｔａｇ标签序列

图１　高通量捕获测序检测ＨＢＶＤＮＡ整合大致流程
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１．２．５　Ｓａｎｇｅｒ测序验证整合事件的发生　　测序样
本来自捕获测序后构建的文库样本，根据结果分析得

到的病毒宿主嵌合区段设计相应的 ＰＣＲ扩增引物，
该引物能够扩增病毒整合到宿主基因组上的嵌合区

段，ＰＣＲ扩增产物进行Ｓａｎｇｅｒ测序，对 ＨＢＶ捕获测序
结果进行验证。

２　结果

２．１　ＡｌｕＰＣＲ技术检测 ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８细
胞中ＨＢＶＤＮＡ整合

　　为了探索 ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８细胞中 ＨＢＶ
整合到基因组的特征，首先采用ＡｌｕＰＣＲ技术对２个细
胞系的基因组进行扩增检测，扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳后显示存在多个扩增产物（图２）。进一步通过胶
回收纯化并克隆到 ｐＭＤＴＭ１９Ｔ载体上测序，结果显示
大部分目的条带为含 Ｔａｇ标签的非特异性序列，表明
ＡｌｕＰＣＲ难以高效地扩增出人类基因组与 ＨＢＶ基因
组嵌合的整合序列。

２．２　高通量捕获测序技术检测ＨＢＶＤＮＡ整合特征
　　进一步利用高通量捕获测序技术，即通过针对
ＨＢＶ不同基因型的序列设计覆盖 ＨＢＶ全基因组的特
异性探针，提取 ２个 ＨＢＶ整合的肝癌细胞系基因组
ＤＮＡ，利用探针杂交技术，捕获与富集目的序列，最后
对Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台测序结果进行生信分析，鉴定 ＨＢＶ人

类基因组的整合位点并进行特征分析。

　　测序结果显示，对照组ＨｅｐＧ２细胞测得１７．０８ＭＢ
数据，ＨｅｐＧ２．２．１５和ＨｅｐＡＤ３８细胞分别测得１０．４４ＭＢ
和６．６３ＭＢ的高质量序列，目标区域平均测序深度约
为５５倍，目标区域平均序列长度为１４５ｂｐ，测序数据
结果达到了本分析方法对 ＨＢＶ整合位点分析的最低
测序深度要求（表２）。通过捕获测序，在ＨｅｐＧ２．２．１５
与ＨｅｐＡＤ３８细胞基因组 ＤＮＡ中分别检测到１２个和
７个ＨＢＶ整合位点。作为对照，ＨｅｐＧ２细胞中未检测
出ＨＢＶ整合事件。ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中的１２个整合
事件分别位于 ７条染色体上，包括 ｃｈｒ１、ｃｈｒ２、ｃｈｒ７、
ｃｈｒ９、ｃｈｒ１７、ｃｈｒ１９、ｃｈｒＸ。ＨｅｐＡＤ３８细胞中的７个整合
事件分别位于 ４条染色体上，包括 ｃｈｒ１、ｃｈｒ２、ｃｈｒ１６、
ｃｈｒＸ。分析８条染色体上分布的所有整合事件所在的
或其上下游基因位点（表３），ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中整合频
率较高的基因有 ＤＰＰ７、ＴＲＩＭ５６、ＦＡＭ９Ｂ等，ＨｅｐＡＤ３８
细胞中整合频率较高基因有ＦＮＤＣ４、ＭＩＧＡ１、ＧＰＣ３。
　　研究结果显示，ＨＢＶ整合到宿主基因组有正向插
入和反向插入整合两种模式（图３）。对１９个整合事
件中ＨＢＶ整合断点在 ＨＢＶ基因组上的分布显示，大
部分断点在ＨＢＶ基因组 ｎｔ１０００～ｎｔ２０００。部分断点
分布在 ＨＢＶ基因组其他区域。在 ＨｅｐＧ２．２．１５和
ＨｅｐＡＤ３８２个整合细胞系中，整合事件在ＨＢＶ基因组
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图２　ＡｌｕＰＣＲ技术扩增２个整合细胞系胞内基因组ＤＮＡ中ＨＢＶＤＮＡ整合

表２　ＨｅｐＧ２．２．１５与ＨｅｐＡＤ３８细胞高通量捕获测序原始数据特征分析

样本
原始测序

数据／ＭＢ
过滤后

数据／ＭＢ
目标序列平均

读取长度／ｂｐ
目标比对

序列／ＭＢ
目标序列

捕获效率／％
覆盖率／％ 平均深度

目标序列

１０×覆盖率／％
ＨｅｐＧ２ １７．０８ １６．７３ １４０ ０．０６ １００ ３．４４ ０．１６ ０．２９

ＨｅｐＧ２．２．１５ １０．６６ １０．４４ １４５ ９．４３ １００ １８．８９ ５５．６１ ８．９０
ＨｅｐＡＤ３８ ６．６８ ６．６３ １４５ ９．０１ １００ １６．７２ ５４．９５ ７．３５
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上的分布又有所不同。在ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中的分布
大部分在Ｐ基因区域，而在ＨｅｐＡＤ３８细胞中则大部分
在Ｘ基因区域，这可能和 ２个细胞系本身的特点有
关。此外，研究结果表明，２个整合细胞株中的 ＨＢＶ
ＤＮＡ整合事件是随机发生的，未发现其对某条染色体
或者某个基因有整合偏向性。

２．３　ＨｅｐＧ２．２．１５与 ＨｅｐＡＤ３８细胞系 ＨＢＶＤＮＡ整
合事件验证

　　为验证高通量捕获测序技术检测 ＨＢＶ整合事件
的准确性，从 ２个细胞系中检测出的 １９个整合断点
中，随机选取了３个整合断点（ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系中
的２号和７号染色体上的整合事件以及ＨｅｐＡＤ３８细胞
系中的１号染色体上的整合事件），通过设计引物（表４）
对其进行反向验证，ＰＣＲ扩增后得到目的条带（图３Ａ），
目的条带测序后比对，结果与捕获测序技术检测的

ＨＢＶ整合特征相符（图３，表３），表明高通量捕获测序
技术对ＨＢＶＤＮＡ整合事件检测的准确度较高。

３　讨论

　　ＨＢＶＤＮＡ整合可以发生在 ＨＢＶ感染的早期阶
段［１７］，并可以持续存在于慢性感染的不同阶段。病毒

ＤＮＡ整合可能有两种生物学意义：①ＨＢＶ在复制过程
中形成的双链线性 ＤＮＡ（ＤｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｌｉｎｅａｒＤＮＡ，
ｄｓｌＤＮＡ）通过非同源重组的方式整合到宿主基因组
中。由于ＨＢｓＡｇ启动子区域位于 ＨＢＶ基因组中部，
病毒ＤＮＡ整合产生的 Ｓ基因转录产物可能编码截断
的ＨＢｓＡｇ。已有研究报道，即使在肝脏内共价闭合环
状ＤＮＡ（ＣｏｖａｌｅｎｔｌｙｃｌｏｓｅｄｃｉｒｃｕｌａｒＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ）转录
沉默的情况下，ＨＢＶＤＮＡ整合也能产生 ＨＢｓＡｇ［１８］。
因此，在长期核苷酸类似物药物治疗的部分慢性乙型

肝炎患者中，尽管ｃｃｃＤＮＡ的转录活性降低或沉默，但
是由于来自整合 ＤＮＡ编码的 ＨＢｓＡｇ持续性表达，血
清中的ＨＢｓＡｇ水平难以显著下降，这部分患者应该停
用核苷酸类似物药物，而采用其他的抗病毒策略，因

此，对慢性乙型肝炎患者整合ＤＮＡ的检测有助于抗病
毒疗效的优化。②病毒基因组的整合可能导致人类基
因组功能的破坏，ＨＢＶ整合导致细胞重要的基因表达
异常，可能对肝细胞具有选择性生长优势并导致肝癌

的发生。因此，研究 ＨＢＶＤＮＡ整合到宿主基因组的
特征有助于深入阐明ＨＢＶＤＮＡ整合与 ＨＣＣ发生、发
展的关系。

表３　ＨｅｐＧ２．２．１５与ＨｅｐＡＤ３８细胞高通量捕获测序整合事件特征

样本 断点所在染色体 人类染色体断点 ＨＢＶ断点 ＨＢＶ基因区域 支持序列数 整合模式 宿主基因注释

ＨｅｐＧ２．２．１５ Ｃｈｒ１ ２４７９１１７４９ ３１５３ Ｓ ８２６ Ｃｉｓ ＡＬ３９０８６０．１

Ｃｈｒ２ ７７９６７５０１ ２１３７ Ｃ ４９８ Ｒｅｖ ＡＣ０１２４９４．１

Ｃｈｒ２ ７７９２３８３８ １０２７ Ｐ ４７４ Ｒｅｖ ＡＣ０１２４９４．１

Ｃｈｒ２ ２７７７５２６１ ２７７７ Ｐ １７４ Ｃｉｓ Ｃ２ｏｒｆ１６

Ｃｈｒ２ ２７９１５０４１ ２５６８ Ｐ ５６ Ｃｉｓ ＳＬＣ４Ａ１ＡＰ

Ｃｈｒ７ １００７５５０５８ １２２７ Ｐ ５３２ Ｃｉｓ ＴＲＩＭ５６（Ｕｐｓｔｒｅａｍ）

Ｃｈｒ７ ５１４６４６３１ １１１６ Ｐ １４５ Ｒｅｖ ＡＣ０１２４４１．１（Ｕｐｓｔｒｅａｍ）

Ｃｈｒ９ １４０００８７７８ １６３８ Ｘ １００６ Ｒｅｖ ＤＰＰ７

Ｃｈｒ９ １４００１１４８０ １８６０ Ｃ ６９８ Ｃｉｓ ＤＰＰ７

Ｃｈｒ１７ ７６３１７４９１ １３４６ Ｘ １４ Ｒｅｖ ＳＦＸＮ１

Ｃｈｒ１９ １０７６２４２０ １２２７ Ｐ １６ Ｒｅｖ ＩＬＦ３ＤＴ（Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ）

ＣｈｒＸ ９１４８６５７ ２１７８ Ｃ ５２２ Ｒｅｖ ＦＡＭ９Ｂ

ＨｅｐＡＤ３８ Ｃｈｒ１ ７８２４５３２０ １４４０ Ｘ ４５ Ｒｅｖ ＭＩＧＡ１

Ｃｈｒ１ ９１８３４５５１ １５１３ Ｘ ３ Ｒｅｖ ＨＦＭ１

Ｃｈｒ２ ２７７１８９５３ １４９５ Ｘ ７４ Ｒｅｖ ＦＮＤＣ４（Ｕｐｓｔｒｅａｍ）

Ｃｈｒ２ ２２９７２３７７２ １１８０ Ｐ ３ Ｒｅｖ ＰＩＤ１

Ｃｈｒ２ １０２３６５５１９ １５７８ Ｘ ３ Ｒｅｖ ＡＣ０７９１６０．１（Ｕｐｓｔｒｅａｍ）

Ｃｈｒ１６ ７０４２３８６３ １４６２ Ｘ ３ Ｃｉｓ ＴＭＥＭ２３３

ＣｈｒＸ １３２９９２１８４ ６８７ Ｓ ２２ Ｒｅｖ ＧＰＣ３

４１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳图　１：Ｍａｒｋｅｒ２０００；２：ＨｅｐＧ２．２．１５ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ２；３：ＨｅｐＧ２．２．１５ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ７；４：ＨｅｐＡＤ３８
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１；５：阴性对照；Ｂ１、Ｂ２：ＨｅｐＧ２．２．１５细胞２号染色体上整合事件序列验证与整合事件模式图；Ｃ１、Ｃ２：ＨｅｐＧ２．２．１５细胞
７号染色体上整合事件序列验证与整合事件模式图；Ｄ１、Ｄ２：ＨｅｐＡＤ３８细胞１号染色体上整合事件序列验证与整合事件模式图

图３　高通量捕获测序ＨＢＶ整合事件反向验证

表４　ＨｅｐＧ２．２．１５与ＨｅｐＡＤ３８细胞整合事件验证引物

样本 染色体位置 上游引物ＦＰ（５′→３′） 下游引物ＲＰ（５′→３′） 整合模式

ＨｅｐＧ２．２．１５ Ｃｈｒ２：１００７５５０５８ ＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＴＴＴＡＣＣＣＣＧＴ ＴＧＴＡＧＡＡＡＴＧＧＧＧＴＣＴＴＧＣＴ ＨＢＶＨｕｍａｎ（Ｒｅｖ）

Ｃｈｒ７：７７９６７５０１ ＡＡＧＴＧＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＧＧＣＧ ＡＡＡＣＣＡＣＡＡＧＡＧＴＴＧＣＣＴＧＡ ＨＢＶＨｕｍａｎ（Ｃｉｓ）

ＨｅｐＡＤ３８ Ｃｈｒ１：７８２４５３２１ ＡＡＧＴＧＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＧＧＣＧ ＡＡＧＴＧＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＧＧＣＧ ＨｕｍａｎＨＢＶ（Ｒｅｖ）

　　ＨｅｐＧ２．２．１５和 ＨｅｐＡＤ３８是人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２
的ＨＢＶ稳定细胞株［１９－２０］，这２个细胞系已大量用于研

究ＨＢＶ的复制调控和ＨＣＣ的调控机制。赵杨静等［１１］

曾采用 ＡｌｕＰＣＲ检测了 ＨｅｐＡＤ３８和 ＨｅｐＧ２．２．１５中
ＨＢＶＤＮＡ整合特征，在ＨｅｐＧ２．２．１５检测到来自 ＨＢｘ
和ＨＢｃ部分基因组的 ５个整合片段，而 ＨｅｐＡＤ３８细
胞检测到 ＨＢｘ的 ２个整合片段，未检测出 ＨＢｓ的整
合。本研究也曾用 ＡｌｕＰＣＲ方法进行了探索，发现
ＡｌｕＰＣＲ对ＨＢＶＤＮＡ整合到人类染色体上序列的扩
增效率低，非特异性高，并且难以对 ＨＢＶＤＮＡ整合事
件进行定量分析。同时，由于人类基因组上的 Ａｌｕ位
点具有偏向性，很难真实地反映样本中 ＨＢＶＤＮＡ的
整合。正是由于ＡｌｕＰＣＲ检测方法的不足，本研究则
利用探针捕获联合高通量测序技术和本课题组构建的

生信分析流程，对 ＨｅｐＧ２．２．１５和 ＨｅｐＡＤ３８２个肝癌
细胞系的ＨＢＶＤＮＡ整合特征进行深入研究。研究结
果发现：①在２个细胞系上检测到的ＨＢＶ整合事件高
于既往ＡｌｕＰＣＲ检测的结果，相对于ＡｌｕＰＣＲ，本研究
检测到ＨＢｓ的整合，表明高通量捕获测序技术在检测

病毒ＤＮＡ的整合具有更高的灵敏度；② 在 ＨｅｐＡＤ３８
细胞中，ＨＢｘ基因片段插入到宿主染色体上的序列最
多，提示ＨＢｘ在调控 ＨＣＣ的发生中具有重要的调控
作用；③本研究在 ＨｅｐＧ２．２．１５和 ＨｅｐＡＤ３８分别检测
到１２个和７个整合事件，分布在８个染色体上，这些
整合位点在染色体上随机分布，没有偏向性整合。既

往文献报道的整合基因位点与本研究发现的整合基因

位点有所不同，可能是方法的不同导致。本研究分别

在ＨｅｐＧ２．２．１５和 ＨｅｐＡＤ３８细胞中发现了以下整合
频率较高的基因，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中：ＤＰＰ７、
ＴＲＩＭ５６、ＦＡＭ９Ｂ；ＨｅｐＡＤ３８细胞中：ＦＮＤＣ４、ＭＩＧＡ１、
ＧＰＣ３。其中ＤＰＰ７能够调控ＨｅｐＧ２．２．１５细胞的衰老
和凋亡［２１］，ＴＲＩＭ５６能够通过抑制ＨＢＶ核心蛋白启动

子来影响ＨＢＶ病毒的复制［２２］，ＧＰＣ３与 ＨＣＣ预后相

关可作为 ＨＣＣ诊断和预后的生物标志物［２３］。此外，

分析结果显示ＨＢＶ基因整合插入到宿主基因组上有
正向插入整合和反向插入整合两种模式，两种不同的

整合模式随机发生，这种不同模式的整合插入，可能会

影响嵌合转录本的表达，表明病毒通过整合到宿主基

５１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）



因组上，调控这些基因表达异常，促进病毒复制或癌症

的发生、发展。

　　本研究的不足之处在于ＨｅｐＧ２．２．１５和ＨｅｐＡＤ３８
是人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的 ＨＢＶ稳定细胞株，检测到的
ＨＢＶＤＮＡ整合事件可能与肝癌自然病程中ＨＢＶ的作
用存在差异，本研究将进一步利用建立的探针捕获和

高通量测序技术来分析临床 ＨＢＶ感染的肝癌样本中
病毒ＤＮＡ的整合事件特征，以期找到潜在导致肝癌发
生的靶点整合基因。

　　综上所述，本研究建立了一种探针捕获和高通量
测序技术检测ＨＢＶ肝癌细胞系中病毒ＤＮＡ整合事件
的方法，该方法能高效富集带有ＨＢＶ基因组序列的片
段，通过深度测序和构建的生信分析策略能反映样本

整体背景下的病毒宿主嵌合ＤＮＡ片段特征。该技术
有助于对临床慢性乙型肝炎患者ＨＢＶＤＮＡ整合特征
的研究和阐明病毒 ＤＮＡ整合促进 ＨＣＣ发生、发展的
机制研究，具有重要的应用价值。
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