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ＨＢｘ基因缺失突变对ＨＢＶ复制和转录的影响
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　　［摘要］　目的　构建ＨＢｘ基因缺失突变质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７，研究 ＨＢｘ缺失对ＨＢＶ复制和转录的影响。方法 　
以包含ＨＢＶ全长基因组的野生型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０为模板，用定点突变技术构建ＨＢｘ基因缺失突变质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７，
并酶切和ＤＮＡ测序鉴定。用 ＳａｐⅠ单酶切这两种质粒，获得线性的野生型和 ＨＢｘ缺失突变型 ＨＢＶ基因组，经转染试剂
ＰｏｌｙＪｅｔＴＭＲｅａｇｅｎｔ介导分别瞬时转染到ＨｅｐＧ２细胞中。在转染后各时间点Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＢｘ蛋白的表达，Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ同时检测细胞质 ＤＮＡ复制和细胞核 ｃｃｃＤＮＡ的合成，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析定量 ＨＢＶ前基因组 ＲＮＡ
（ｐｇＲＮＡ）的转录。结果 　在野生组中可检测到 ＨＢｘ蛋白的表达，而在 ＨＢｘ突变组中 ＨＢｘ蛋白的表达低于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
的检测范围。两组中各时间点合成的ｃｃｃＤＮＡ水平无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。而在转染后９６ｈＨＢｘ突变组中细胞质ＤＮＡ
的复制和 ｐｇＲＮＡ的转录都分别比野生组减少５０％～７０％ （Ｐ＜０．０５）。结论 　ＨＢｘ缺失虽然不影响细胞核ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ
的合成，但是它能下调细胞质ＨＢＶＤＮＡ的复制和 ｐｇＲＮＡ的转录。
　　［关键词］　 ＨＢＶＸ蛋白；ｃｃｃＤＮＡ；前基因组ＲＮＡ；定点突变技术
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ｃｃｃＤＮＡｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｅｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｈｅｗｉｄｅｔｙｐｅＨＢｘａｎｄＨＢｘｍｕｔａｎｔ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅ
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　　长期的研究表明 ＨＢＶ的 Ｘ蛋白（ＨＢｘ）与肝癌的
发生、发展有密切关系，尽管它确切的致病作用还存在

争议［１］。ＨＢｘ蛋白是一个编码１５４个氨基酸，相对分
子质量为１７×１０３的多功能调控蛋白。它主要存在于
细胞质，少数存在于细胞核。它与宿主因子一起直接

或间接地通过反式激活作用调节蛋白降解、转录复制、

信号转导、细胞凋亡、细胞周期、ＤＮＡ损伤修复等生物
学活动［２］。ＨＢＶ病毒的基因组ＤＮＡ呈松弛环状ＤＮＡ
双链结构（ｒｅｌａｘｅｄｃｉｒｃｕｌａｒ，ｒｃＤＮＡ），在细胞质内病毒
脱衣壳，ｒｃＤＮＡ转运至细胞核，在 ＤＮＡ聚合酶作用下
合成ＨＢＶ共价闭合环状ＤＮＡ（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｃｌｏｓｅｄｃｉｒｃｕｌａｒ
ＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ）；在 ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的作用下，以 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ为模板转录合成 ３．５ｋｂ的 ＨＢＶ前基因组
ＲＮＡ（ｐｒｅｇｅｎｏｍｉｃＲＮＡ，ｐｇＲＮＡ）。ＨＢＶｐｇＲＮＡ转运至
细胞质，与ＨＢＶ核心蛋白和聚合酶组成复合体，也可
逆转录合成 ＨＢＶｒｃＤＮＡ负链［３－４］。已有研究表明

ＨＢｘ对病毒复制起着重要的调控作用［５］。为此，本实

验运用定点突变 ＰＣＲ技术，以包含 ＨＢＶ全长基因组
的野生型质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０为模板构建 ＨＢｘ基因缺
失突变型质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７，用 ＳａｐⅠ酶切这两种
质粒后获得线性的野生型和 ＨＢｘ缺失突变 ＨＢＶ基因
组ＤＮＡ，并瞬时转染至ＨｅｐＧ２细胞，研究 ＨＢｘ缺失对
ＨＢＶ复制和转录的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒和菌株　　包含 ＨＢＶ全长基因组以及 ＨｉｎｄⅢ／
ＳａｐⅠ、ＳａｃⅠ／ＳａｐⅠ性内切酶位点的野生型质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０
已前期构建保存［６］，感受态大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉ．ＤＨ５α购自天根
公司。

１．１．２　细胞株　　人肝细胞癌细胞株ＨｅｐＧ２细胞为重庆医科
大学附属第二医院消化内科实验室提供。

１．１．３　主要试剂　　ＨｉｎｄⅢ和 ＳａｃⅠ酶、ＰｒｅｍｉｘＰｒｉｍｅＳｔａｒ
ＨＳ、λＥｃｏＴ１４ＩＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ ｋｉｔ试剂盒（大连宝生物公司）；ＤｐｎⅠ酶和预
染的蛋白Ｍａｒｋｅｒ，ＳａｐⅠ限制性内切酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；去内毒素质
粒小抽提试剂盒（北京百泰克生物公司）；转染试剂 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ

Ｒｅａｇｅｎｔ（ＳｉｎａＧｅｎＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）；蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ、ＲＩＰＡ细
胞裂解液（中性）、ＳＤＳＰＡＧ凝胶配制试剂盒（上海碧云天科技
生物公司）；兔抗 ＨＢｘ多克隆抗体（Ａｂｃａｍ）；兔抗 βａｃｔｉｎ多克
隆抗体和辣根酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ（北京康为生物公司）；ＥＣＬ
检测试剂盒（南京凯基公司）；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
ＤＮＡ纯化试剂盒、ＲＱ１ＲＮａｓｅＦｒｅｅＤＮａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＤＭＥＭ
高糖培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ＰｌａｓｍｉｄＳａｆｅＴＭ ＡＴＰＤｅｐｅｎｄｅｎｔＤＮａｓｅ
（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ），胎牛血清（杭州四季青生物公司），乙肝病毒 ＤＮＡ
纯化试剂盒（上海杰美基因医药科技有限公司），Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
检测试剂盒和探针标记试剂盒（Ｒｏｃｈｅ），ＰＣＲ引物由大连宝生

物公司合成。

１．２　方法
１．２．１　ＨＢｘ缺失突变型质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７的构建和鉴定
　　根据 ｐＵＣＨＢＶ１．０中 ＨＢｘ序列和定点突变要求（将包含
ＨＢＶ全长基因组的质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０ＨＢｘ读码框中第７位氨
基酸引入终止密码，即将第８位谷氨酰胺Ｇｌｎ的密码子ＣＡＡ突
变为终止密码ＴＡＡ）［７－８］，设计出一对包含突变位点的正反向
引物序列 Ｐ１和 Ｐ２，Ｐ１：５′ＣＴＡＧＧＣＴＧＴＧＣＴＧＣ（Ｔ）ＡＡＣＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＣＧ３′；Ｐ２：５′ＣＧＣＡＧＧＡＴＣＣＡＧＴＴ（Ａ）ＧＣＡＧＣＡ
ＣＡＧＣＣＴＡＧ３′，括号内黑体字为突变碱基。ＰＣＲ定点突变
５０μｌ反应体系中包含 ＰｒｅｍｉｘＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ２５μｌ，突变引
物Ｐ１、Ｐ２各 １μｌ（０．２μｍｏｌ／Ｌ），模板质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０约
５０ｎｇ，加无菌去离子水补足至５０μｌ。反应条件为：９８℃ 变性
１０ｓ，６０℃退火５ｓ，７２℃ 延伸６ｍｉｎ，共循环３０次，最后４℃保
存。ＰＣＲ突变产物进行１％的琼脂糖凝胶电泳检测。用ＤｐｎⅠ
酶消化模板质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０。然后将消化后的 ＰＣＲ突变产
物直接转化到感受态大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，涂布在含氨苄青
霉素的ＬＢ平板上。随机挑起３个白色菌落接种培养，用去内
毒素质粒小抽提试剂盒提取相应质粒，用 ＨｉｎｄⅢ和 ＳａｃⅠ酶对
其酶切和ＤＮＡ测序鉴定。
１．２．２　线性 ＨＢＶＤＮＡ的获得　　ＳａｐⅠ酶单酶切质粒 ｐＵＣ
ＨＢＶ１．０和ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７，其酶切产物进行１％琼脂糖凝胶
电泳，在紫外灯下切下３２００ｂｐ条带的胶，用ＤＮＡ纯化试剂盒
进行胶回收纯化，分别获得线性的野生型 ＨＢＶ全长基因组
ＤＮＡ和ＨＢｘ缺失突变ＨＢＶ基因组ＤＮＡ。
１．２．３　细胞培养和 ＨＢＶＤＮＡ转染　　ＨｅｐＧ２细胞置于
３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中，用含１０％的胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培
养基常规培养传代。实验分空白对照组：未转染任何 ＤＮＡ；野
生组：转染线性的野生型 ＨＢＶ全长基因组 ＤＮＡ；ＨＢｘ突变组：
转染线性的ＨＢｘ缺失突变型 ＨＢＶＤＮＡ。取对数生长期细胞，
按每孔约１．０×１０６个细胞密度接种于６孔板中培养１８～２４ｈ，
使细胞融合达７０％～８０％时，将１．５μｇ质粒ＤＮＡ与４μｌ转染
试剂ＰｏｌｙＪｅｔＴＭＲｅａｇｅｎｔ瞬时转染至每孔 ＨｅｐＧ２细胞中，转染组
分别加入绿色荧光蛋白 （ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）质粒
０．５μｇ评估转染效率。转染后４８ｈ在倒置荧光显微镜下观察
绿色荧光蛋白ＧＦＰ的表达情况。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＢｘ蛋白的表达　　转染后 ４８、
９６ｈ，收集细胞提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取
８０μｇ细胞总蛋白进行 １２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，湿转印于
ＰＶＤＦ膜上，用含５％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的封闭液室温封闭
１ｈ，分别加入兔抗ＨＢｘ多克隆抗体（１∶１０００）、兔抗 βａｃｔｉｎ多
克隆抗体（１∶１０００）４℃孵育过夜。洗膜后将膜置于辣根酶标
记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶２０００）室温孵育１ｈ，ＥＣＬ显影，βａｃｔｉｎ作为
内参对照。用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件对图像进行分析，将
每个样本中ＨＢｘ蛋白的光密度值与 βａｃｔｉｎ的光密度值相比，
得出的比值代表ＨＢｘ蛋白相对表达。
１．２．５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测　　转染后４８、９６ｈ收集细胞，用乙
肝病毒ＤＮＡ纯化试剂盒提取细胞质ＨＢＶＤＮＡ，并提取细胞核
ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ方法如下［９］：用５００μｌ的细胞裂解液［５０ｍｍｏｌ
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ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０），１ｍｍｏｌＥＤＴＡ，０．２％ ＮＰ４０，１５０ｍｍｏｌ
ＮａＣｌ］裂解细胞。在４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，其沉淀
重悬在５００μｌ细胞核裂解液（６％ ＳＤＳ，１００ｍｍｏｌＮａＯＨ）中，充
分混匀后在３７℃孵育３０ｍｉｎ，再用３ｍｏｌ的醋酸钾 （ｐＨ＝４．８）
进行中和，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。然后用ＤＮＡ纯化试
剂盒回收纯化ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ。Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞质ＤＮＡ病
毒复制中间体和细胞核 ｃｃｃＤＮＡ。取１０μｇ的细胞质 ＤＮＡ和
ｃｃｃＤＮＡ进行１％的琼脂糖凝胶电泳后，将 ＤＮＡ转印至尼龙膜
上，用３２Ｐ标记的全长ＨＢＶ基因组 ＤＮＡ作为探针进行杂交，洗
膜后在－８０℃曝光［１０］。用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件对图像
进行分析，将转染后４８ｈ野生组中细胞及ＤＮＡ复制中间体［单
链ＤＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ，ＳＳ）］和细胞核 ｃｃｃＤＮＡ的水平设置为
１００％，ＨＢｘ突变组中细胞质ＤＮＡ复制中间体和细胞核ｃｃｃＤＮＡ
的水平分别与野生组进行比较。

１．２．６　定量分析ＨＢＶ细胞质ＤＮＡ　　细胞转染后２４、４８、７２、
９６ｈ，用 ＴａｑＭａｎ探针法进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对提取的细胞质
ＨＢＶＤＮＡ进行绝对定量检测。上游引物为：５′ＡＧＡＡＡＣＡＡ
ＣＡＣＡＴＡＧＣＧＣＣＴＣＡＴ３′，下游引物为：５′ＴＧＣＣＣＣＡＴＧＣＴＧ
ＴＡＧＡＴＣＴＴＧ３′；ＴａｑＭａｎ探针为：５′ＦＡＭＴＧＴＧＧＧＴＣＡＣＣＡＴ
ＡＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＭＥＲ３′［８］。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ２０μｌ反应体系为：
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μｌ，ＤＮＡ２０ｎｇ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．４μｌ，上
下游引物各０．４μｌ（０．２μｍｏｌ／Ｌ），探针０．８μｌ（０．４μｍｏｌ／Ｌ），
用无菌去离子水补足体积至２０μｌ。扩增反应条件为：９５℃预
变性３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３１ｓ，共循环４０次。将质粒 ｐＵＣ
ＨＢＶ１．０作１０９～１０３梯度稀释后作为标准品。其结果表示为
ＤＮＡ的拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ）。
１．２．７　定量分析细胞核ｃｃｃＤＮＡ　　细胞转染２４、４８、７２、９６ｈ，
提取的细胞核 ｃｃｃＤＮＡ用 ＰｌａｓｍｉｄＳａｆｅＴＭ ＡＴＰＤｅｐｅｎｄｅｎｔＤＮａｓｅ
在３７℃处理１ｈ，去除开环和单链ＤＮＡ。用ＴａｑＭａｎ探针法进
行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ绝对定量检测ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ。上游引物为：５′
ＣＴＣＣＣＣＧＴＣＴＧＴＧＣＣＴＴＣＴ３′，下游引物为 ５′ＧＣＣＣＣＡＡＡＧＣ
ＣＡＣＣＣＡＡＧ３′。探针为：５′ＧＴＴＣＡＣＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＡＴＧＣＡＡＣＧＴ
ＦＡＭ３′和 ５′ＲＯＸＡＧＧＴＧＡＡＧＣＧＡＡＧＴＧＣＡＣＡＣＧＧＡＣＣＰＯ４
３′［６，９］。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ２０μｌ反应体系为：ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μｌ，
ＤＮＡ１０ｎｇ，ＦＡＭ３′标记的探针０．４μｌ（０．２μｍｏｌ／Ｌ），５′ＲＯＸ
标记探针０．８μｌ（０．４μｍｏｌ／Ｌ），上下游引物各２μｌ（０．５μｍｏｌ／Ｌ），
用无菌去离子水补足总体积至２０μｌ。扩增反应条件为：９５℃
预变性１０ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，５８℃５ｓ，６３℃１０ｓ，７２℃２０ｓ，
共４５个循环。标准曲线制作方法同 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ定量分析
细胞质ＤＮＡ中所述。其结果表示为 ＤＮＡ的拷贝数 （ｃｏｐｉｅｓ／
ｃｅｌｌ）。
１．２．８　定量分析ＨＢＶ前基因组ＲＮＡ（ｐｇＲＮＡ）转录　　细胞
转染后２４、４８、７２、９６ｈ，用ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂提取细胞总ＲＮＡ，
用ＲＱ１ＲＮａｓｅＦｒｅｅＤＮａｓｅ３７℃处理３０ｍｉｎ，以去除混入细胞的
基因组ＤＮＡ，用紫外分光光度法测定 ＲＮＡ浓度和纯度。按照
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒说明将 ＤＮａｓｅ处理后的
ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。然后用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂
盒相对定量检测 ＨＢＶｐｇＲＮＡ表达水平。检测 ｐｇＲＮＡ特异性
引物序列：５′ＧＣＣＴＴＡＧＡＧＴＣＴＣＣＴＧＡＧＣＡ３′（上游），５′
ＧＡＧＧＧＡＧＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＡＧＧ３′（下游）［１１］；内参 ＧＡＰＤＨ序列：

５′ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′（上游），５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′（下游）。ＧＡＰＤＨ用作内参以标化各 ＲＮＡ
样品。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ２０μｌ的反应体系中包括 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ １０μｌ，上下游引物各０．８μｌ（０．４μｍｏｌ／Ｌ），Ｒｏｘ
ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．４μｌ，ｃＤＮＡ２μｌ，用无菌去离子水补足２０μｌ。
反应条件为９５℃预变性 ３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３１ｓ４０个循环。
用２－△△Ｃｔ法相对定量分析ＨＢＶｐｇＲＮＡ的转录。

１．３　统计学分析
　　每次独立的实验重复操作３次以上，数据以珋ｘ±ｓ表示，两组
间持续变化的比较用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行非参数的Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
秩和检验。用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件对图像进行分析。

２　结果

２．１　ＨＢｘ缺失突变型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７的鉴定
　　以ｐＵＣＨＢＶ１．０为模板进行ＰＣＲ定点突变，ＰＣＲ突变产物
经１％琼脂糖凝胶电泳后见５８００ｂｐ的条带（带缺刻的开环的
ＨＢｘ缺失突变质粒），与预期结果相符（图１Ａ）。突变产物经
ＤｐｎＩ酶消化模板质粒后转化到感受态大肠杆菌ＤＨ５α，随机挑
起３个白色菌落。用ＨｉｎｄⅢ和 ＳａｃⅠ酶双酶切抽提的质粒，其
酶切产物经１％琼脂糖凝胶电泳后见３２００ｂｐＨＢｘ缺失突变型
ＨＢＶＤＮＡ片段和２６００ｂｐｐＵＣ１９载体片段（图１Ｂ）。酶切结
果正确的质粒送检测序，测序结果显示ＨＢｘ读码框中第７位氨
基酸引入终止密码，即将第８位谷氨酰胺Ｇｌｎ的密码子ＣＡＡ突
变为终止密码ＴＡＡ，也与预期结果相符（图２）。
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Ａ：ＨＢｘ缺失突变型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７的扩增　Ｍ：标准 ；１：ＰＣＲ
突变产物；Ｂ：ＨＢｘ缺失突变型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７的酶切鉴定　
Ｍ：标准；１：ＨｉｎｄⅢ和ＳａｃⅠ双酶切产物
图１　ＨＢｘ缺失突变型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７的扩增和酶切鉴定结果

下划线为突变碱基

图２　ＨＢｘ缺失突变型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７部分测序结果

２．２　线性ＨＢＶＤＮＡ的获得
　　ＳａｐⅠ酶单酶切野生型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０和ＨＢｘ缺失突变
质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７，其酶切产物经１％的琼脂糖凝胶电泳后
见３２００ｂｐＨＢＶＤＮＡ片段和２６００ｂｐｐＵＣ１９载体片段（图
３Ａ）；紫外灯切下３２００ｂｐ的胶条，经胶回收纯化得到的 ＤＮＡ
后再进行１％的琼脂糖凝胶电泳后只见３２００ｂｐＨＢＶＤＮＡ片
段（图３Ｂ）。
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Ａ：野生组；Ｂ：ＨＢｘ突变组；Ｃ：空白对照组
图４　ＨＢＶＤＮＡ转染４８ｈ后ＨｅｐＧ２细胞中ＧＦＰ的表达　（倒置荧光显微镜 ×２００）
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Ａ：ＨＢｘ缺失突变型质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７酶切鉴定　Ｍ：标准；
１：ＳａｐⅠ 酶切后产物；Ｂ：ＨＢＶＤＮＡ胶回收纯化图　Ｍ：标准；１：回
收纯化后的ＨＢｘ缺失突变ＨＢＶＤＮＡ
图３　ＳａｐⅠ酶切ＨＢｘ缺失突变型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７的产物和

ＨＢＶＤＮＡ胶回收纯化结果

２．３　ＨＢＶＤＮＡ转染ＨｅｐＧ２细胞后ＧＦＰ的表达
　　线性的野生型 ＨＢＶ全长基因组 ＤＮＡ和 ＨＢｘ缺失突变型
ＨＢＶＤＮＡ经转染试剂 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ Ｒｅａｇｅｎｔ介导分别瞬时转染到
ＨｅｐＧ２细胞，转染组分别加入绿色荧光蛋白 ＧＦＰ质粒０．５μｇ
评估效率。转染后４８ｈ，在倒置荧光显微镜下观察到转染２种
ＨＢＶＤＮＡ的ＨｅｐＧ２细胞中都可见绿色荧光的表达，平均转染
效率约５０％左右，空白对照组中未见绿色荧光（图４）。
２．４　ＨＢｘ蛋白的表达
　　细胞转染４８和９６ｈ后，提取细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＨＢｘ蛋白在ＨｅｐＧ２细胞中的表达。在转染后４８和９６ｈ，野
生组中均可见ＨＢｘ蛋白的表达，并且在４８ｈ的表达（０．６８±
００４）比９６ｈ的表达（０．３２±０．０３）显著（Ｐ＜０．０５）。而在ＨＢｘ
突变组和空白对照组中都未见 ＨＢｘ的表达。这表明野生型和
ＨＢｘ缺失突变型ＨＢＶ细胞复制模型构建成功（图５）。
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１、３：ＨＢｘ突变组；２、４：野生型组；５：空白对照组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＢｘ蛋白的表达

２．５　ＨＢｘ缺失会下调细胞质ＨＢＶＤＮＡ的复制
　　为了检测ＨＢｘ缺失对病毒复制的影响，线性的全长 ＨＢＶ
基因组（野生组）和 ＨＢｘ缺失突变的 ＨＢＶＤＮＡ（ＨＢｘ突变组）
转染同等量的ＨｅｐＧ２细胞。在转染２４、４８、７２和９６ｈ后，提取
的细胞质病毒ＤＮＡ用ＴａｑＭａｎ探针法进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ绝对
定量。野生组中在４８ｈ细胞质 ＤＮＡ的水平为（３９．１±２．９）

ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ，在９６ｈ下降至（１０．５±１．４）ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ，ＨＢｘ突变
组中在４８ｈ细胞质ＤＮＡ的水平为（３６．６±２．５）ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ，在
９６ｈ降低至（４．９±１．１）ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ。在转染后２４和４８ｈ当病
毒复制达高峰时，野生组和ＨＢｘ突变组中细胞质ＨＢＶＤＮＡ的
水平无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。而在转染后７２和９６ｈ，与野生
组相比，ＨＢｘ突变组中细胞质 ＤＮＡ的水平显著下降，特别是在
９６ｈ减少了５０％～７０％（Ｐ＜０．０５）。Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞质
ＤＮＡ复制中间体的结果（图６）与ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果一致。这
表明ＨＢｘ缺失会导致细胞质ＨＢＶＤＮＡ复制水平的下降。
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１、３：野生组；２、４：ＨＢｘ突变组
ＲＣ：松弛环状ＤＮＡ；ＤＬ：双链线性ＤＮＡ；ＳＳ：单链ＤＮＡ

图６　ＨＢｘ缺失对细胞质ＤＮＡ复制的影响

２．６　ＨＢｘ缺失不影响ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的合成，但能下调
ｐｇＲＮＡ的转录

　　细胞转染 ２４、４８、７２和 ９６ｈ后，提取的 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ用
ＰｌａｓｍｉｄＳａｆｅＴＭ ＡＴＰＤｅｐｅｎｄｅｎｔＤＮａｓｅ处理纯化后，Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ对其绝对定量分析。野生组在４８ｈ中 ｃｃｃＤＮＡ的水平为
（３８．４±３．１）ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ，而在９６ｈ下降至 （６．９±１．５）ｃｏｐｉｅｓ／
ｃｅｌｌ；ＨＢｘ突变组中在４８ｈｃｃｃＤＮＡ的水平为（３６．５±２．７）ｃｏｐ
ｉｅｓ／ｃｅｌｌ，在９６ｈ降低至（５．８±１．２）ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ。无论是在细胞
转染后２４和４８ｈ病毒复制达到高峰时，还是在转染后７２和
９６ｈｃｃｃＤＮＡ和病毒复制水平都显著下降时，野生组和ＨＢｘ突变
组 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的水平相似，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测到ｃｃｃＤＮＡ的结果（图７）也证实了 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ的结果。这表明ＨＢｘ缺失不影响与ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的形成。
　　既然ＨＢｘ缺失不影响ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的形成，我们又检测了
ＨＢｘ缺失对下游的ｐｇＲＮＡ转录的影响。在转染后４个时间点，
提取细胞总 ＲＮＡ经 ＲＱ１ＲＮａｓｅＦｒｅｅＤＮａｓｅ处理后逆转录成
ｃＤＮＡ，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对其相对定量分析。与野生组相比，细
胞转染后２４和４８ｈ，ＨＢｘ突变组中 ｐｇＲＮＡ转录水平只是轻微
减少，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。随着转染时间的延长，差
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异逐渐体现出来。特别是在９６ｈ，与野生组相比，ＨＢｘ突变组
中ｐｇＲＮＡ转录水平减少了５０％～７０％（Ｐ＜０．０５）。综合上述
结果表明 ＨＢｘ缺失虽然不影响 ｃｃｃＤＮＡ的形成，但能下调
ｐｇＲＮＡ的转录。
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１、３：野生组；２、４：ＨＢｘ突变组
图７　ＨＢｘ缺失对细胞核ｃｃｃＤＮＡ合成的影响

３　讨论

　　ＨＢｘ是ＨＢＶ基因组编码的具有细胞和病毒调控
作用的蛋白，尽管它的作用机制还不是很清楚，但是它

在ＨＢＶ的复制和转录中发挥重要作用。在先前的研
究中我们发现在瞬时转染野生型 ＨＢＶ全长基因组的
ＨｅｐＧ２细胞中ＨＢＶ复制和转录呈动态过程，在转染后
４８ｈＨＢＶ细胞质 ＤＮＡ、细胞核 ｃｃｃＤＮＡ的复制以及
ＨＢＶ转录水平达到峰值，７２ｈ病毒复制和转录开始显
著下降［６］。而本研究通过 ＰＣＲ介导的定点突变技
术［１２－１３］构建了ＨＢｘ缺失突变质粒 ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７，
采用不依赖载体的转染技术，将带有 ＳａｐⅠ黏性末端
的线性的野生型和ＨＢｘ缺失突变的ＨＢＶＤＮＡ瞬时转
入ＨｅｐＧ２细胞中，线性 ＨＢＶＤＮＡ自我环化后作为
ｃｃｃＤＮＡ模板启动细胞内病毒复制过程，研究 ＨＢｘ缺
失对细胞质 ＨＢＶＤＮＡ的复制、ｃｃｃＤＮＡ的合成和
ｐｇＲＮＡ转录的影响。
　　已有研究表明持续的ＨＢＶ感染需要稳定的ｃｃｃＤＮＡ
池，从而保证 ｐｇＲＮＡ的稳定供给和产生转录模板［４］。

在ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的作用下，以细胞核的 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ
为模板转录合成的 ｐｇＲＮＡ在病毒基因组扩增和病毒
复制中起着关键的作用［３，５］。ｃｃｃＤＮＡ对现有的抗病
毒药物相对不敏感，持续存在的 ｃｃｃＤＮＡ是停止抗病
毒治疗后病毒复制反跳的主要原因［１４－１５］。已有体外

研究发现 ＨＢｘ缺失导致 ＨＢＶ复制降低６５％，同样在
体内试验中也证实了ＨＢｘ缺失导致肝脏 ＨＢＶ复制中
间体减少７２％～８３％，其 ＲＮＡ转录和 ＨＢｃ表达水平
也显著降低［８］。在本研究中我们同样发现虽然 ＨＢｘ
缺失不影响ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的合成，但是它能使ＨＢＶ复
制和ｐｇＲＮＡ的转录分别减少５０％～７０％。
　　在本研究中我们将线性的野生型和 ＨＢｘ缺失突
变的ＨＢＶＤＮＡ瞬时转入 ＨｅｐＧ２细胞，在野生组中转
染后４８ｈ病毒复制达高峰时，ＨＢｘ作为病毒复制时的
产物表达也显著，在９６ｈ病毒复制显著下降时，ＨＢｘ

表达也明显下降。而 ＨＢｘ突变组中尚未检测到 ＨＢｘ
的表达。无论是在转染后２４、４８ｈ病毒高峰复制时，
还是在７２、９６ｈｃｃｃＤＮＡ和病毒复制水平都显著下降
时，野生组和 ＨＢｘ突变组中 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的水平相
似，ＨＢｘ缺失不影响 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的合成。在转染后
２４、４８ｈ病毒复制和转录达高峰时，ＨＢｘ突变组中
ＨＢＶ细胞质ＤＮＡ的复制和ｐｇＲＮＡ的转录水平与野生
组相比无统计学差异。但是随着转染时间的延长，差异

逐渐体现出来。特别是在９６ｈ二者的水平都分别比野
生组的水平减少５０％～７０％。这表明ＨＢｘ缺失会下调
细胞质ＨＢＶＤＮＡ复制以及细胞核ｃｃｃＤＮＡ转录合成的
ｐｇＲＮＡ，即ＨＢｘ缺失会下调ＨＢＶ复制和转录。
　　ＨＢｘ调控ＨＢＶ病毒复制和转录的机制可能有以
下几方面：首先，ＨＢＶ复制的激活主要是因为 ＨＢｘ提
高转录水平。由于ＨＢＶ复制需要的 ＨＢｘ序列与病毒
转录协同作用所需的序列相同，ｐｇＲＮＡ的合成是病毒
复制第一个可调控的环节［１６］。ＨＢｘ可通过 ＥｎｈＩＩ／
ｃｏｒｅ启动子上的 Ｃ／ＥＢＰα结合位点促进 ｐｇＲＮＡ的合
成［１７］；第二，ＨＢｘ通过激活细胞质信号转导通路，如钙
离子信号途径，ＲａｓＲａｆ有丝分裂激活激酶，Ｐｙｋ２和
Ｓｒｃ钙酪氨酸激酶途径从而促进病毒复制转录［１８－２０］；

另外ＨＢｘ还可能直接和基本转录调控因子（如核糖体
结合蛋白 ５、ＴＡＴＡ结合蛋白以及 ＣＲＥＢ／ＡＴＦ等）结
合［１６，２１］，启动其他的 ＨＢＶ复制转录调控途径，从而在
多个步骤影响ＨＢＶ复制和转录。
　　本研究中我们用 ＰＣＲ介导的定点突变技术成功
构建ＨＢｘ缺失突变型质粒ｐＵＣＨＢＶ１．０．Ｘ７，经ＳａｐⅠ
酶切后获得线性 ＨＢｘ缺失突变的 ＨＢＶＤＮＡ，瞬时转
染到ＨｅｐＧ２细胞。ＨＢｘ缺失虽然不影响ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ
的合成，但是它能下调细胞质 ＤＮＡ的复制和 ｐｇＲＮＡ
的转录，进一步阐明了ＨＢｘ在 ＨＢＶ复制中重要作用。
然而关于ＨＢｘ对ＨＢＶ复制和转录的调控机制还不是
很清楚，有待于后续研究。基于现有抗病毒药物对

ｃｃｃＤＮＡ的不敏感，我们认为将 ＨＢｘ作为抗 ＨＢＶ的治
疗靶点，在理论上是可行的。
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左肾盂肉瘤样癌１例

黄盛权１，廖钱金２，陈尚雄１，方针强１，叶　刚１　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院泌尿外科１；４０００３７重庆，重庆市沙
坪坝区新桥社区卫生服务中心儿童保健科２）

　　［关键词］　 肉瘤样癌；肾盂；手术治疗
　　［中图法分类号］　Ｒ７３７．１　　［文献标志码］　Ｂ
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ｃｏｍ．ｃｎ

１　临床资料

　　患者，男性，８３岁，于２０１２年１月１１日因“心累、气促２ｄ”
到我院心内科就诊，肾功检查示肌酐升高，转肾内科就诊，肾内

科以“慢性肾功能衰竭（氮质血症期）”收住院。患者入院前１
个月，因感冒后出现心累、气促，活动后较明显，同时伴有肉眼

血尿，遂到当地医院就诊，行超声提示“肾结石”，门诊口服“云

南白药、消炎药”等，在个体诊所输液治疗３ｄ，肉眼血尿好转。
患者患病以来精神、食欲、睡眠差，大便较干燥，体质量较前减

轻３ｋｇ。入院后反复出现血尿，行泌尿系彩超检查提示：①右
肾囊肿；②左肾结石，左肾囊肿，左肾中下及肾窦内及上段输尿
管内不均质弱回声，考虑为血凝块；③膀胱壁粗糙，导尿球囊附

近絮状弱回声，考虑为血凝块。经我科会诊后转我科，行双肾

ＭＲＩ检查（图１Ａ）：①左肾下极占位，结合腹部平片，考虑结石可
能，建议ＣＴ检查；②左肾盂肾盏扩张积水；③双肾囊肿。ＣＴ检
查（图１Ｂ）：左肾及左输尿管上段多发结石伴左肾盂肾盏占位；
双肾囊肿。６次脱落细胞学检查２次发现癌细胞。左肾盂输尿
管逆行造影：左肾结石，左侧肾盂肾盏未见显影。肾小球滤过率

（ＧＦＲ）：３５．０６ｍｌ／ｍｉｎ，左肾：１０．３２ｍｌ／ｍｉｎ，右肾：２４．７４ｍｌ／ｍｉｎ。
入院肾功能：尿素（１４．６３ｍｍｏｌ／Ｌ），肌酐（１８１．７０ｍｍｏｌ／Ｌ），完
善相关检查后在腰硬联合麻醉下行左肾盂探查术，术中冰冻结

果考虑左肾盂恶性肿瘤伴坏死出血，遂行左肾根治性切除术

（因患者及家属拒绝而未切除残余输尿管及部分膀胱），切除的

左肾大小正常，上级可见大小约４ｃｍ×５ｃｍ囊肿，肾脏剖面可
见肾盂内一大小约１ｃｍ×０．５ｃｍ灰黄色结石，肾盂肾盏有一
直径约２ｃｍ新生物，质地脆。术后组织送检免疫组化结果提
示左肾盂肉瘤样癌。患者术后恢复良好后出院，出院前２ｄ肾
功能：尿素１１．２６ｍｍｏｌ／Ｌ；肌酐１４６．９０ｍｍｏｌ／Ｌ。
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