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　　［摘要］　目的　利用稳定表达ＨＢｘ基因的小鼠动物模型探讨ＨＢｘ基因在体内对肝脏细胞周期和
肝脏炎症活动的影响。方法　利用携带 ＨＢｘ基因的慢病毒感染肝前体细胞１４１９，小鼠肝门静脉注射
经改造的肝前体细胞以构建表达 ＨＢｘ基因的小鼠模型。利用 ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化方法
检测肝内 ＨＢｘ基因的 ｍＲＮＡ和蛋白表达情况。建模后 １８０ｄ检测小鼠肝组织的细胞周期调控因子
ＣＤＫ４和ＣｙｃｌｉｎＤ１，肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白介素１０（ＩＬ１０）的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平以及ＥＲＫ１／２信
号转导通路成员ＥＲＫ１／２和ＭＥＫ１／２的蛋白表达水平。ＨＥ染色观察ＨＢｘ基因是否引起肝组织病理变
化。结果　稳定表达ＨＢｘ基因的小鼠模型构建成功。与生理盐水组和 ＥＧＦＰ１４１９组相比，小鼠肝脏
组织在转入ＨＢｘ１８０ｄ后ＨＢｘ显著上调ＣＤＫ４，ＣｙｃｌｉｎＤ１，ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０１），同时显著
上调ＣＤＫ４，ＣｙｃｌｉｎＤ１，ＴＮＦα蛋白水平；ＨＢｘ显著下调ＩＬ１０的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５）。ＨＢｘ
显著激活ＥＲＫ１／２信号转导通路。给予 ＥＲＫ１／２信号通路抑制剂 Ｕ０１２６后，与对照组相比，实验组
ＣＤＫ４和ＣｙｃｌｉｎＤ１，ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达水平显著下调（Ｐ＜０．０５）；同时，ＣＤＫ４和 ＣｙｃｌｉｎＤ１，ＴＮＦα蛋白
水平显著下调，ＩＬ１０的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著上调（Ｐ＜０．０１）。ＨＥ染色结果显示小鼠肝脏组织
在转入ＨＢｘ１８０ｄ后肝脏组织明显病变。结论　ＨＢｘ通过激活ＥＲＫ１／２信号通路促进肝细胞增殖，与肝
脏炎症有关。
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　　原发性肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
占全世界癌症发生率的１３％［１］。其中，慢性乙型肝炎
病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染仍然是ＨＣＣ发生、发
展的主要因素［２］。乙型肝炎病毒 Ｘ（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ
Ｘ，ＨＢｘ）位于 ＨＢＶ基因组中 ５２～１４８氨基酸位点，产
物是一种小的可溶性蛋白，参与了ＨＢＶ相关肝癌的发
生、发展。ＨＢｘ调控细胞周期进展、细胞凋亡、蛋白质
降解有关的细胞信号传导途径，并对基因稳定性产生

影响［３］。ＨＢＶ能够引起肝脏炎症，肝脏炎症环境是肝
硬化和 ＨＣＣ的主要病因［４］。但是其中的机制尚未阐

明清楚。肝祖细胞（ｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＨＰＣｓ）是
一种具有向肝细胞或胆管细胞分化的双潜能的肝干细

胞［５］。有研究表明，在 ＨＢｘ和黄曲霉毒素 Ｂ１协同作
用下ＨＰＣｓ可以产生 ＨＣＣ细胞［６］。普遍认为癌症是

一种干细胞疾病，因为只有这些细胞能在组织中存活

足够长的时间，以获得肿瘤发展所需的基因变化数

量［７］。这为我们将 ＨＢｘ构建在哪种细胞中提供了研
究思路。本研究利用慢病毒作为载体构建表达 ＨＢｘ
的肝前体细胞，并通过肝门静脉注射方式构建动物模

型。同时在此模型上观察ＨＢｘ在小鼠体内１８０ｄ后对
细胞周期的影响，对炎性因子的改变以及是否引起小

鼠肝脏的炎症反应，并探究其潜在的机制，为肝癌早期

诊断、早期治疗提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系和小鼠　　肝前体细胞 １４１９由美国
芝加哥大学分子肿瘤研究中心馈赠，ＫＭ小鼠来自重
庆医科大学实验动物中心，代养在动物中心无特殊病

原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级培养室。
１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ高糖培养基购于ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；ＦＢＳ胎牛血清购于 ＣＥＬＬＢＯＸ公司；ＤＡＢ显色液，

免疫组化ＳＰ试剂盒购自北京中杉金桥公司；ＢＣＡ蛋
白检测试剂盒购于碧云天公司；ＨＢｘ抗体购于美国
Ａｂｃａｍ公司；内参抗体ＧＡＰＤＨ购于北京博奥森公司；
ＥＲＫ１／２、ＰｈｏｓｐｈｙＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２）、ＭＥＫ１／２、
ＰｈｏｓｐｈｙＭＥＫ１／２（ｐＭＥＫ１／２） 购 于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；脱脂奶粉购于 ＢＤ公司；ＣＤＫ４，
ＣｙｃｌｉｎＤ１，ＴＮＦα，ＩＬ１０抗体购于万类生物科技有限
公司；抑制剂 Ｕ０１２６购于 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；二抗
购于ＢｉｏＷｏｒｌｄ公司；总 ＲＮＡ提取试剂盒购于北京康
为试剂生物科技有限公司；ＴａｑＰＣＲ反应试剂盒和实
时荧光定量试剂盒ＳＹＢＲ×ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ购于 ＴａＫａ
Ｒａ公司；ＥＣＬ显影液购于Ａｄｖａｎｓｔａ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　１４１９细胞培养与ＥＧＦＰ１４１９、ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９细胞株的构建　　将冻存的１４１９细胞复苏，培养
在含有１０％～１５％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基并置
于５％ＣＯ２、３７℃培养箱中。用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ
和ＢａｍＨⅠ对含有ＨＢｘ的质粒和载体进行酶切，利用
ＰＣＲ扩增ＨＢｘ基因，琼脂糖凝胶电泳验证，利用Ｔ４连
接酶将载体 ｐＬｅｎｔｉＣＭＶＨＡ３ＦＬＡＧＰＧＫＥＧＦＰＦ２Ａ
Ｐｕｒｏ和基因片段以 １∶３进行连接，构建质粒 ｐＬｅｎｔｉ
ＣＭＶＨＢＶｇｐ３３ＦＬＡＧＰＧＫＥＧＦＰＦ２ＡＰｕｒｏ，再将状态
良好的１４１９细胞按５万／孔接种于２４孔板，待细胞
贴壁后分别加入病毒载体和构建的质粒。检测 ＥＧＦＰ
的表达量，待荧光表达率接近 ９０％后，加入嘌呤霉素
（１μｇ／ｍＬ）筛选稳定表达的细胞株，连续筛选 ４周后
进行目的基因检测。

１．２．２　模型构建方法和分组情况　　将培养的 ＥＧ
ＦＰ１４１９细胞和ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞从培养皿上消
化，悬浮于２００μＬ的 ＰＢＳ中待用。将６０只 ＫＭ小鼠
分成３组：生理盐水组（１５只）、ＥＧＦＰ１４１９组（１５只）
和ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组（３０只）。小鼠饥饿处理 ２４ｈ
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后麻醉并固定，剑突下行２ｃｍ纵向切口暴露小鼠肝门
静脉，将２００μＬ的生理盐水，ＥＧＦＰ１４１９和ＨＢｘＥＧＦＰ
１４１９细胞悬浮液（５×１０５细胞悬浮于２００μＬＰＢＳ中）
分别注入各组小鼠肝门静脉中，完全止血后缝合伤口

待小鼠苏醒后放入饲养箱中术后３ｄ密切观察。术后
１８０ｄ将生理盐水组、ＥＧＦＰ１４１９组全部小鼠和 ＨＢｘ
ＥＧＦＰ１４１９组中随机抽取的１５只小鼠进行安乐死处
理，取肝脏一部分保存于液氮中，一部分浸泡在 １０％
福尔马林中。同时将剩下的 １５只 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９
小鼠随机均分成 ３组：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９生理盐水组、
ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９Ｕ０１２６溶剂组和 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９
Ｕ０１２６组。采用腹腔注射Ｕ０１２６（１０．５ｍｇ／ｋｇ）溶解于
溶剂（２％ ＤＭＳＯ，４０％ 聚乙二醇 ３００，５％吐温－８０，
５３％生理盐水），每天１次，连续处理 １１ｄ，最后 １次
处理结束２４ｈ后将小鼠安乐死，收取肝脏组织以便
后续研究。

１．２．３　实时聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）　　提取各
组小鼠的总ＲＮＡ后，按照逆转录试剂盒说明将１μＬ／
１０００ｎｇＲＮＡ逆转录成２０μＬｃＤＮＡ，稀释１０倍使用
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ酶（ＴａＫａＲａ）表达检测系统进行
检测，在其他条件保持不变的情况下，选取 ＧＡＰＤＨ作
为内参，在ＣＦＸＭａｎｇｅｒ软件系统（ＢｉｏＲａｄ）下调整基
线和阈值，采用 ２－ΔΔＣｔ法进行相对基因表达分析。每
个样本设３个复孔，实验重复３次，引物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因及片段长度 引物序列

ＧＡＰＤＨ（８５ｂｐ）
上游 ５′ＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＣＴＡＣＡ３′

下游 ５′ＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＣＧＧＣＣＴＴＧ３′

ＨＢｘ（１７１ｂｐ）
上游 ５′ＣＴＣＴＣＴＴＴＡＣＧＣＧＧＡＣＴＣＣＣ３

下游 ５′ＣＴＣＡＡＧＧＴＣＧＧＴＣＧＴＴＧＡＣＡ３′

ＣＤＫ４（７６ｂｐ）
上游 ５′ＴＣＡＧＣＡＣＡＧＴＴＣＧＴＧＡＧＧＴＧ３′

下游 ５′ＴＣＣＡＴＣＡＧＣＣＧＴＡＣＡＡＣＡＴＴＧ３′

ＣｙｃｌｉｎＤ１（９４ｂｐ）
上游 ５′ＧＣＧＴＡＣＣＣＴＧＡＣＡＣＣＡＡＴＣＴＣ３′

下游 ５′ＡＣＴＴＧＡＡＧＴＡＡＧＡＴＡＣＧＧＡＧＧＧＣ３′

ＩＬ１０（７４ｂｐ）
上游 ５′ＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＧＡ３′

下游 ５′ＣＴＧＧＧＡＡＧＴＧＧＧＴＧＣＡＧＴＴＡＴ３′

ＴＮＦα（１９３ｂｐ）
上游 ５′ＡＴＧＧＧＧＧＧＣＴＴＣＣＡＧＡＡＣＴＣＣ３′

下游 ５′ＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＧＡＧＴＧＴＧＡＧＧＧＴ３′

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　采用 ＰＭＳＦ、ＲＩＰＡ裂解
缓冲液和蛋白磷酸酶抑制剂（ＰＭＳＦ∶ＲＩＰＡ∶磷酸酶抑
制剂＝１∶１００∶２）提取冻存的肝脏总蛋白，用ＢＣＡ蛋白
检测试剂盒测定蛋白浓度。十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分离总蛋白，然后利用湿

转法将蛋白转移到活化的 ＰＶＤＦ膜上。用５％脱脂牛
奶在室温下封闭膜２ｈ。然后用 １×ＴＢＳＴ洗膜 ３次每
次１５ｍｉｎ，一抗敷育４℃过夜。然后用 １×ＴＢＳＴ洗涤
膜，在常温下用二抗敷育２ｈ。洗膜，显影。分析条带。
１．２．５　ＨＥ染色　　将组织切片放置于５５℃的烘箱
中烘烤２ｈ，放入二甲苯中脱蜡处理３０ｍｉｎ，将切片放
入浓度为１００％、９５％、８０％、７５％的酒精中进行梯度水
化，苏木精水溶液中染色数分钟，氨水中分色数秒，自

来水冲洗１ｈ，伊红染色２～３ｍｉｎ。梯度浓度酒精脱水
各５ｍｉｎ，二甲苯透明，中性树脂封片，镜检，分析图像
信息。

１．２．６　免疫组织化学　　将组织切片放置于５５℃的
烘箱中烘烤２ｈ，放入二甲苯中脱蜡处理３０ｍｉｎ，将切
片放入浓度为１００％、９５％、８０％、７５％的酒精中进行梯
度水化，９５℃的柠檬酸钠溶液中处理１５ｍｉｎ待其冷却
至室温。利用 ３％Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化酶。牛血
清室温封闭１５ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤切片，４℃一抗敷育过
夜。次日切片置于３７摄氏度敷箱中复温３０ｍｉｎ，室温
下辣根过氧化酶标记的链霉素工作液处理１５ｍｉｎ，二
抗室温敷育 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤切片，ＤＡＢ工作液染色
处理切片１５～３０ｓ后将工作液洗净终止反应，苏木精
核染３０ｓ后清水洗净染液，梯度浓度酒精脱水，二甲
苯透明，中性树脂封片，镜检，分析图像信息。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件。数据以 珋ｘ±ｓ表示，采
用单因素方差分析，两组间比较采用 ＬＳＤ检验。检验
水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞中ＨＢｘ的鉴定
　　为了确认转染效率，利用荧光显微镜对细胞进行
成像。成功转染慢病毒载体的１４１９细胞在显微镜下
呈绿色荧光（图１Ａ）。此外，ｑＲＴＰＣＲ实验检测表明，
与１４１９细胞和ＥＧＦＰ１４１９细胞相比，ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９细胞中ＨＢｘ的ｍＲＮＡ高表达（图１Ｂ，Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示ＨＢｘ蛋白在ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞
中高表达（图１Ｃ）。
２．２　小鼠肝组织中ＨＢｘ的测定
　　为了评估ＨＢｘ在小鼠肝脏是否长期稳定表达，利
用ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化检测小鼠肝脏中
ＨＢｘ的转录和蛋白水平。结果显示，与生理盐水组和
ＥＧＦＰ１４１９组比较，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组ＨＢｘ的 ｍＲＮＡ
高表达（图 ２Ａ，Ｐ＜０．０１），ＨＢｘ蛋白只在 ＨＢｘＥＧＦＰ
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１４１９组表达（图 ２Ｂ）。免疫组化检测显示生理盐水
组和ＥＧＦＰ１４１９组无阳性染色，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组小
鼠肝组织细胞膜和细胞质均呈棕黄色染色（图２Ｃ），表明
ＨＢｘ蛋白在ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组小鼠肝组织中表达。
２．３　ＨＢｘ对小鼠细胞增殖的作用
　　ｑＲＴＰＣＲ检测方法显示，与生理盐水组和 ＥＧＦＰ
１４１９组相比，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组 ＣＤＫ４和 ＣｙｃｌｉｎＤ１
表达水平显著升高（图３Ａ、Ｂ，Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
与ｑＲＴＰＣＲ结果一致（图 ３Ｅ）。表明 ＨＢｘ促进肝细
胞增殖。

２．４　ＨＢｘ对小鼠肝脏炎症的促进作用
　　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与生理盐水组和ＥＧＦＰ１４１９
组比较，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组 ＩＬ１０表达水平明显下降
（图３Ｃ，Ｐ＜０．０５），ＴＮＦα表达水平明显上升（图 ３Ｄ，
Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果与 ｑＲＴＰＣＲ结果一
致（图４Ａ）。肝脏ＨＥ染色显示，与生理盐水组及ＥＧＦＰ
１４１９组比，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组肝脏汇管区较多淋巴
细胞浸润，黄色箭头表示较多肝细胞水肿，胞质疏松淡

染，部分严重水肿至气球样变，有明显的炎症现象

（图４Ｄ）。
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１：１４１９细胞组；２：ＥＧＦＰ１４１９细胞组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；ａ：Ｐ＜０．０１，与１４１９细胞组、ＥＧＦＰ１４１９细胞
组比较；Ａ：荧光显微镜检测绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ的表达（×２００）；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测肝前体细胞中 ＨＢｘ的 ｍＲＮＡ
表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝前体细胞中ＨＢｘ蛋白表达及半定量分析

图１　ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞中 ＨＢｘ的表达
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１：生理盐水组；２：ＥＧＦＰ１４１９组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组；ａ：Ｐ＜０．０１，与生理盐水组、ＥＧＦＰ１４１９组比较；Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测
肝脏细胞中ＨＢｘ的ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝脏细胞中ＨＢｘ的蛋白表达及半定量分析；Ｃ：免疫组化观测肝
脏组织中ＨＢｘ的蛋白表达（ＳＰ×２００）　黑色箭头示：ＨＢｘ的表达

图２　感染 ＨＢｘ１８０ｄ后小鼠肝脏组织中ＨＢｘ的表达
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１：生理盐水组；２：ＥＧＦＰ１４１９组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与生理盐水组、ＥＧＦＰ１４１９组比较；
Ａ、Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ法检测小鼠肝脏细胞中 ＣＤＫ４和 ＣｙｃｌｉｎＤ１的转录水平；Ｃ～Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ法检测小鼠肝脏细胞中 ＩＬ１０和
ＴＮＦα的转录水平；Ｅ～Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肝脏细胞中ＣＤＫ４和ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达水平及半定量分析

图３　ＨＢｘ对小鼠肝脏细胞增殖的影响
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１：生理盐水组；２：ＥＧＦＰ１４１９组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与生理盐水组、ＥＧＦＰ１４１９组比较；Ａ、Ｂ：ｑＲＴ
ＰＣＲ法检测小鼠肝脏细胞中ＣＤＫ４和ＣｙｃｌｉｎＤ１的转录水平；Ａ～Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肝脏细胞中ＩＬ１０和 ＴＮＦα的蛋
白表达及半定量分析；Ｄ：免疫组化观察ＨＢｘ对小鼠肝组织病理学变化　黑色箭头示较多肝细胞水肿，胞质疏松淡染，部
分严重水肿至气球样变；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝脏细胞ＭＥＫ１／２、ＥＲＫ１／２总蛋白表达及磷酸化水平

图４　ＨＢｘ对小鼠肝脏细胞炎性因子的影响

２．５　ＨＢｘ对小鼠肝细胞增殖和炎症的促进作用依赖
于ＥＲＫ１／２信号通路的激活

　　为了探究 ＨＢｘ促肝细胞增殖及炎性因子表达的
分子机制，检测 ＥＲＫ１／２和 ＭＥＫ１／２的磷酸化水平。
与生理盐水组和 ＥＧＦＰ１４１９组比较，ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９组的磷酸化ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２，Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）和
磷酸化 ＭＥＫ１／２（ｐＭＥＫ１／２，Ｓｅｒ２１７／２２１）水平显著升
高（图 ４Ｅ）。正如预期的那样，各组的总 ＥＲＫ１／２
（ｔＥＲＫ１／２）和总 ＭＥＫ１／２（ｔＭＥＫ１／２）蛋白水平差异
无统计学意义（图４Ｅ）。为了进一步研究 ＨＢｘ诱导的
细胞周期加速和炎症细胞因子水平的变化是否依赖于

体内ＥＲＫ１／２信号通路的激活，采用高效非 ＡＴＰ竞争
性ＭＥＫ１／２抑制剂 Ｕ０１２６处理 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组术

后１８０ｄ小鼠。用 Ｕ０１２６溶剂处理 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９
小鼠作为对照组。发现Ｕ０１２６处理组ｐＥＲＫ１／２和ｐ
ＭＥＫ１／２的表达水平明显降低（图 ５Ａ）。ｑＲＴＰＣＲ结
果显示，与 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９生理盐水组和 ＨＢｘＥＧ
ＦＰ１４１９Ｕ０１２６溶剂组比较，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９Ｕ０１２６
组ＩＬ１０表达水平显著上升（图 ５Ｄ，Ｐ＜０．０１），ＴＮＦα
表达水平明显下降（图 ５Ｄ，Ｐ＜０．０５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测结果与 ｑＲＴＰＣＲ结果一致（图 ５Ｂ）。ＨＢｘＥＧＦＰ
１４１９Ｕ０１２６组中ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＣＤＫ４的 ｍＲＮＡ和蛋白
水平显著下降（图 ５Ｃ、Ｄ，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。说明
ＨＢｘ通过异常激活ＥＲＫ１／２信号通路促肝细胞增殖及
肝脏炎症。
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１：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９生理盐水组；２：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９Ｕ０１２６溶剂组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９Ｕ０１２６组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与

ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９生理盐水组、ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９Ｕ０１２６溶剂组比较；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测给予小鼠 Ｕ０１２６后肝组织中

ＭＥＫ１／２、ＥＲＫ１／２总蛋白表达及磷酸化水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测给予小鼠 Ｕ０１２６后肝脏组织中ＩＬ１０、ＴＮＦα蛋白表达及

半定量分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和给予小鼠 Ｕ０１２６后肝脏组织中ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达及半定量分析；Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测给

予小鼠 Ｕ０１２６后肝脏组织中ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＤ１的转录水平

图５　给予ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组小鼠给予Ｕ０１２６处理后对小鼠细胞增殖和肝脏炎症的影响

３　讨论

　　在ＨＢＶ基因组中，ＨＢｘ是 ＨＢＶ复制、感染、致病
的关键。为了探究ＨＢｘ的作用，我们首先构建了表达
ＨＢｘ的细胞模型。由于正常干细胞与癌细胞具有分
化、自我更新等共同特征，并且目前有越来越多的证据

表明，干细胞能够引发癌症并加速癌症的发展［８］。干

细胞在各种癌症中都有研究，包括肝细胞癌［９－１０］、前列

腺癌［１１］、肺癌［１２］。因此我们没有对癌细胞或者正常

细胞进行改造，而是选择了肝内的干细胞肝前体细胞，

与裸鼠或转基因小鼠模型相比，本研究构建的小鼠模

型没有进行基因水平上的改造同时拥有完整的免疫系

统，能更好地模拟自然条件下ＨＢＶ持续感染人体肝脏
后ＨＢｘ所处的环境，因此，本研究构建的模型可以更
好地用于探究ＨＢｘ在体内的作用。
　　细胞周期调控细胞增殖和 ＤＮＡ损伤修复为对器
官损伤和癌症等疾病的反应［１３］。本课题组前期研究

发现，ＨＢｘ可以通过 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号破坏细胞凋亡和
细胞周期的平衡［１４］。本研究显示，在小鼠体内 ＨＢｘ
可以上调细胞周期分子 ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达水平。
表明ＨＢｘ在小鼠体内可能通过异常调控肝脏细胞周
期，造成正常细胞周期的紊乱。细胞周期的紊乱是肝
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癌发生的原因之一。

　　肿瘤微环境在肿瘤的发生、发展过程中起着至关
重要的作用，包括肿瘤细胞、炎性细胞、炎性细胞因子

以及其他细胞和非细胞成分［１５］。ＴＮＦα由炎症细胞
产生并在免疫系统和肿瘤生长监测中发挥重要作

用［１６］。研究表明，抑制ＴＮＦα的表达可改善苯并芘诱
导的肺慢性炎症状况，延缓肺组织病理改变［１７］。本研

究结果显示，ＨＢｘ可以上调促炎因子 ＴＮＦα的表达，
同时降低炎症抑制因子 ＩＬ１０的表达，引起小鼠肝脏
组织的病理改变。肝脏长期处于炎症环境中，会不断

破坏受感染的肝细胞，从而触发坏死炎症性肝病，进而

引发肝癌的发生［１８］。本研究检测到在 ＨＢｘ１８０ｄ小
鼠肝组织出现炎症细胞浸润，水肿、胞质疏松淡染部分

严重水肿至气球样变，说明ＨＢｘ已经造成肝细胞不可
逆的损伤。表明 ＨＢｘ可能通过促进肝脏炎症造成肝
脏损伤来发挥促癌作用。

　　本研究揭示了在肝癌发生早期 ＨＢｘ通过异常激
活 ＥＲＫ１／２信号通路参与细胞周期与肝脏炎症的事
件。研究表明 ＥＲＫ１／２信号通路在肝癌的发生和发
展中有重要作用［１６］。近年来，ＲＡＳ／ＲＡＦ／ＭＥＫ／ＥＲＫ
信号转导途径在癌症治疗研究中成为重要目标。

ＥＲＫ１／２通路抑制剂 Ｕ０１２６通过降低肿瘤发生率，发
挥有效的抗癌作用［１９］。所以通过抑制 ＥＲＫ１／２信号
通路的活性，可能为研究针对肝癌早期治疗的有效

生物制剂奠定基础。本研究为进一步探究 ＨＢｘ发挥
的生物学效应提供实验依据，同时为建立原发性肝

癌早期的诊断方法和治疗的药物靶点提供了理论

依据。
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