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ＨＢｘ介导ＳＡＭＨＤ１降解并通过Ａｋｔ／ｐ２７通路促进肝癌细胞增殖的机制研究
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　　［摘要］　目的　研究ＨＢｘ蛋白调控 ＳＡＭＨＤ１降解，促进肝癌细胞增殖的机制。方法　收集肝癌
患者的肿瘤组织及癌旁组织，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝癌组织与相应癌旁组织中ＳＡＭＨＤ１的表达；通过
ＣＲＩＳＰ／Ｃａｓ９基因技术构建敲除 ＳＡＭＨＤ１的稳定细胞系，检测 ＳＡＭＨＤ１敲除后，ＨＢＶ稳定肝癌细胞系
ＨｅｐＡＤ３８细胞增殖和细胞周期的变化，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关周期蛋白表达的变化和Ａｋｔ／ｐ２７通路
的影响。检测ＨＢｘ蛋白过表达对ＳＡＭＨＤ１转录和蛋白水平的影响，通过放线菌酮和ＭＧ１３２处理，以及
免疫共沉淀手段，进一步探索 ＨＢｘ调控 ＳＡＭＨＤ１蛋白降解的分子机制。结果　①研究发现 ＳＡＭＨＤ１
在肝癌组织的表达量低于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）。②成功构建稳定敲除 ＳＡＭＨＤ１的肝癌细胞 ＨｅｐＡＤ３８，
ＭＴＴ实验表明稳定敲除ＳＡＭＨＤ１的细胞组较对照组增殖加快（Ｐ＜０．０１）。流式细胞术结果表明敲除
ＳＡＭＨＤ１的稳定细胞组与对照组相比细胞周期发生改变，敲除组Ｇ２／Ｍ期细胞数（２８．１６±０．３６）较对照
组（２２．５２±０．５６）升高（Ｐ＜０．０１）。③Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表明敲除 ＳＡＭＨＤ１的稳定细胞系与对照组细胞
相比细胞周期蛋白表达量发生了改变，实验组细胞 ｐ２７蛋白表达水平减弱，ｐＡｋｔ蛋白表达水平提高。
④Ｈｕｈ７．０细胞中过表达ＨＢｘ后，ＳＡＭＨＤ１蛋白表达减弱。⑤免疫共沉淀结果表明ＨＢｘ与ＳＡＭＨＤ１相
互结合；放线菌酮及泛素化ＩＰ实验表明 ＨＢｘ引起 ＳＡＭＨＤ１蛋白衰减时间提前，并使 ＳＡＭＨＤ１的泛素
化程度加强。结论　ＨＢｘ与ＳＡＭＨＤ１相互作用，通过调控 ＳＡＭＨＤ１泛素化修饰降解 ＳＡＭＨＤ１，从而影
响Ａｋｔ／ｐ２７通路调控细胞周期，促进肝癌细胞增殖。
　　［关键词］　ＨＢＶ；ＨＣＣ；ＳＡＭＨＤ１；ｐ２７；细胞周期
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是常见
的恶性肿瘤之一［１］。ＨＢＶ感染能导致急性、慢性感
染，同时也是肝细胞癌发生的一个重要危险因素［２－３］。

ＨＢＶ是一种部分双链的环状 ＤＮＡ病毒，能编码 ４种
重要的病毒蛋白：ＨＢＶ聚合酶、包膜蛋白、核心蛋白和
ＨＢＶＸ（ＨＢｘ）蛋白。目前大量的研究表明：ＨＢｘ蛋白在
病毒感染和ＨＣＣ发生中发挥着重要的调控作用［４－５］，但

目前ＨＢｘ诱导ＨＣＣ发展的机制还尚不明确。
　　ＳＡＭＨＤ１是细胞内一种重要的ｄＮＴＰ三磷酸水解
酶，能调控体内 ｄＮＴＰ的水平［６］。目前报道 ＳＡＭＨＤ１
能抑制多种病毒（如ＨＩＶ和ＨＢＶ）的复制［７－８］。同时，

ＳＡＭＨＤ１在肺癌中表达下调［９］，在急性髓细胞白血病

中能抑制细胞增殖［１０－１１］，提示ＳＡＭＨＤ１是一种潜在的
抗癌因子。我们前期研究表明ＳＡＭＨＤ１能够抑制肝癌
细胞Ｈｕｈ７．０的增殖［１２］，但具体的分子机制尚不明确。

　　本研究中，我们初步揭示了 ＳＡＭＨＤ１在 ＨＢＶ诱
导的ＨＣＣ组织样本中表达明显下调，ＨＢｘ蛋白通过泛
素化途径介导ＳＡＭＨＤ１的降解，ＳＡＭＨＤ１下调后能通
过影响ｐ２７的功能促进肝癌细胞增殖，为治疗ＨＣＣ提
供了潜在靶点。

１　材料和方法

１．１　ＨＢＶ感染的肿瘤组织样本
　　本研究严格遵循医学伦理原则并经重庆医科大学
附属第二医院伦理委员会授权和监督（审批号：

２０１２１２４）。以ＨＢＶ表面抗原阳性、排除 ＨＩＶ和 ＨＣＶ
等其他病毒感染的肝癌组织及其癌旁正常组织１５例
作为研究对象。其中男性１３例，女性２例，年龄２３～
７１岁，平均４６岁。肿瘤组织离体之后置于低温液氮
罐长期保存。

１．２　细胞培养，试剂和质粒
　　人胚胎肾 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞、人肝癌 Ｈｕｈ７细胞和
ＨｅｐＡＤ３８细胞培养方式如前所述［１２］。ＨｅｐＡＤ３８是
ＨｅｐＧ２．０同源的稳定 ＨＢＶ复制细胞系。细胞转染按
照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）的
说明进行。

　　ＳＡＭＨＤ１表达质粒由 ＳｉｎｏＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司（北京，
中国）构建。ｐＣＭＶｍｙｃｕｂｉｑｕｉｔｉｎ和 ｐＣＭＶＦｌａｇＨＢｘ
由重庆医科大学唐霓教授馈赠，ＨＢｘ缺失突变体由基
于ＰＣＲ的突变技术构建（引物见表１）。

表１　ＨＢｘ突变引物设计
引物 序列（５′→３′）

ＨＢｘＲ９６ＥＦＰ ＣＣＣＡＡＧＧＴＣＴＴＡＣＡＴＡＡＧＧＡＧＡＣＴＣＴＴＧＧＡＣＴＣＴＣＡＧＣ
ＨＢｘＲ９６ＥＲＰ ＧＣＴＧＡＧＡＧＴＣＣＡＡＧＡＧＴＣＴＣＣＴＴＡＴＧＴＡＡＧＡＣＣＴＴＧＧＧ
ＨＢｘ△２５１ＦＰ ＴＣＣＧＣＧＧＡＧＡＴＣＴＡＡＧＣＴＴＡＣＣＡＴＧＣＡＣＣＴＣＴＣＴＴＴＡＣＧＣＧＧＡＣＴＣＣＣＣＧ
ＨＢｘ△２５１ＲＰ ＣＧＧＧＧＡＧＴＣＣＧＣＧＴＡＡＡＧＡＧＡＧＧＴＧＣＡＴＧＧＴＡＡＧＣＴＴＡＧＡＴＣＴＣＣＧＣＧＧＡ
ＨＢｘ△５２８０ＦＰ ＣＧＴＴＣＣＧＡＣＣＧＡＣＣＡＣＧＧＧＧＣＧＡＣＣＡＣＣＧＴＧＡＡＣＧＣＣＣＡＣＣＡ
ＨＢｘ△５２８０ＲＰ ＴＧＧＴＧＧＧＣＧＴＴＣＡＣＧＧＴＧＧＴＣＧＣＣＣＣＧＴＧＧＴＣＧＧＴＣＧＧＡＡＣＧ
ＨＢｘ△８０１２９ＦＰ ＧＣＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＣＡＣＧＴＣＧＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＴＣＴＴＴＧＴＡＣＴＡＧＧＡＧＧＣＴＧＴＡＧＧ
ＨＢｘ△８０１２９ＲＰ ＣＣＴＡＣＡＧＣＣＴＣＣＴＡＧＴＡＣＡＡＡＧＡＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＣＧＡＣＧＴＧＣＡＧＡＧＧＴＧＡＡＧＣ
ＨＢｘ△１３０１５４ＦＰ ＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＧＡＴＴＡＧＧＴＴＡＣＣＴＧＣＡＧＧＣＧＡＴＴＡＣＡＡＧＧＡ
ＨＢｘ△１３０１５４ＲＰ ＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＧＣＣＴＧＣＡＧＧＴＡＡＣＣＴＡＡＴＣＴＣＣＴＣＣＣＣＣＡ

１０９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



１．３　ＫＯＳＡＭＨＤ１ＨｅｐＡＤ３８稳定细胞系构建
　　ＳＡＭＨＤ１基因的向导ＲＮＡ（ｇＲＮＡｓ）序列由ＥＣＲＩＳＰ
工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｃｒｉｓｐ．ｏｒｇ／ＥＣＲＩＳＰ／）设计。将克
隆的ｇＲＮＡ和辅助载体（ｐｓＰＡＸ２和 ｐＭＤ２．Ｇ）与 ｌｅｎｔｉ
ＣＲＩＳＰＲｖ２质粒共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。４８ｈ后，加入
ＰＥＧ８０００对慢病毒上清进行浓缩。将包装的慢病毒
感染ＨｅｐＡＤ３８细胞，用嘌呤霉素筛选得到 ＫＯＳＡＭ
ＨＤ１单克隆ＨｅｐＡＤ３８细胞。
１．４　免疫共沉淀和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　采取免疫共沉淀（ｃｏＩＰ）检测蛋白之间相互作用。
具体步骤如下：细胞共转染 ＨＡＳＡＭＨＤ１和 ＦｌａｇＨＢｘ
表达质粒，两天后使用 ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞获得总
蛋白，细胞总蛋白封闭后与标签抗体４℃结合过夜，第
二天加入磁珠与混有抗体的蛋白４℃结合１ｈ，离心后
用２×ｌｏａｄｉｎｇ溶解磁珠上结合的蛋白，并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测蛋白表达。使用的抗体如下：ａｎｔｉＨＡ（Ｃａｔ．
Ｎｏ．２６１８３，Ｔｈｅｒｍｏ，Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ，ＵＳＡ），ａｎｔｉＦｌａｇ
（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＭＡ１９１８７８，Ｔｈｅｒｍｏ，Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ，ＵＳＡ），
ａｎｔｉＳＡＭＨＤ１（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＢＳ９１２０２，Ｂｉｏｗｏｒｌｄ），ａｎｔｉ
Ａｃｔｉｎ（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＡＡ１２８，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ），
ａｎｔｉｐ２１（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＷＬ０３６２，Ｗａｎｌｅｉ，Ｃｈｉｎａ），ａｎｔｉｐ２７
（Ｃａｔ．Ｎｏ．３６８６Ｔ，ＣＳＴ，ＵＳＡ），ａｎｔｉＣＤＫ２（Ｃａｔ．Ｎｏ．
２５４６Ｓ，ＣＳＴ，ＵＳＡ），ａｎｔｉｐＣＤＫ２（Ｃａｔ．Ｎｏ．２５６１Ｓ，
ＣＳＴ，ＵＳＡ），ａｎｔｉＣＤＫ６（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＢＳ０５６８Ｒ，Ｂｉｏｓｓ，
Ｃｈｉｎａ），ａｎｔｉＣｙｃｌｉｎＥ１（Ｃａｔ．Ｎｏ．４１２９Ｓ，ＣＳＴ，ＵＳＡ），
ａｎｔｉＡｋｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ．Ａ０５３１，Ｂｉｍｉｋｅ，Ｃｈｉｎａ）ａｎｄａｎｔｉ
ｐＡｋｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ．Ａ０５３０，Ｂｉｍｉｋｅ，Ｃｈｉｎａ）。
１．５　蛋白半衰期和泛素化程度检测
　　ＳＡＭＨＤ１半衰期检测：Ｈｕｈ７．０细胞分别用 Ｆｌａｇ
ＨＢｘ和空质粒转染，转染后按图中所示的不同时间放
线菌酮处理，并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＡＭＨＤ１表达。
ＳＡＭＨＤ１泛素化检测：ＨＥＫ２９３Ｔ细胞共转染 Ｆｌａｇ
ＨＢｘ、ＨＡＳＡＭＨＤ１和 Ｍｙｃｕｂｉｑｕｉｔｉｎ质粒，经蛋白酶体
抑制剂ＭＧ１３２处理后，收集细胞进行 ＣｏＩＰ和 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ分析。
１．６　细胞增殖实验
　　细胞转移至 ９６孔板，ＭＴＳ法测定细胞增殖。在
４天内按照ＭＴＳ的说明书每２４ｈ测量一次吸光度，每
组重复１０次。
１．７　反转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）
　　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ。按照试剂的说明
书进行操作，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒（ＣａｔＮｏ．
２１０８０８）进行反转录获取ｃＤＮＡ，用２－△△Ｃｔ法检测并计
算靶基因的相对水平。目的基因引物序列如前所

述［１２］。

１．８　统计分析
　　用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５进行统计分析，数据均以 珋ｘ±ｓ
表示。采用ｔ检验比较两组的统计相关性或单因素方
差分析，在比较３个以上组时采用方差分析。

２　结果

２．１　在ＨＢＶ诱导的 ＨＣＣ肿瘤组织中检测 ＳＡＭＨＤ１
的表达

　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ比较 １５对配对的 ＨＢＶ诱导
ＨＣＣ样本中ＳＡＭＨＤ１蛋白水平的表达情况。结果显
示，与配对的癌旁组织相比，肿瘤组织中 ＳＡＭＨＤ１表
达明显下调，样本下调比例为８６．７％（１３／１５），差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。
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图１　ＳＡＭＨＤ１在ＨＢＶ感染的ＨＣＣ样本中表达的变化

２．２　在ＨｅｐＡＤ３８细胞中敲除ＳＡＭＨＤ１促进细胞增殖
　　本研究利用ＣＲＩＳＰ／Ｃａｓ９技术在ＨｅｐＡＤ３８细胞中
（ＨＢＶ稳定复制细胞）构建稳定敲除 ＳＡＭＨＤ１的细胞
系。将靶向 ＳＡＭＨＤ１外显子 ４区的 ｇＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅ
ｇｕｉｄｅＲＮＡｓ，ｇＲＮＡ）克隆到慢病毒载体中，转导到Ｈｅ
ｐＡＤ３８细胞中。经嘌呤霉素筛选后，对稳定敲除
ＳＡＭＨＤ１ＨｅｐＡＤ３８细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果
成功构建稳定敲除 ＳＡＭＨＤ１的 ＨｅｐＡＤ３８细胞系
（图２Ａ）。细胞增殖 ＭＴＴ检测结果显示，敲除 ＳＡＭ
ＨＤ１的ＨｅｐＡＤ３８细胞增殖速度加快（图２Ｂ，Ｐ＜０．０１）。
接下来进一步探索了 ＳＡＭＨＤ１影响细胞增殖是否与
调控细胞周期相关。结果如图 ２Ｃ所示，敲除 ＳＡＭ
ＨＤ１显著降低Ｇ１／Ｇ０期细胞数（Ｐ＜０．０１），同时 Ｓ期
细胞数目升高（Ｐ＜０．０５）。这些结果表明 ＳＡＭＨＤ１通
过控制细胞周期抑制肝癌细胞增殖。

２０９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"#$%&

（
'(!&)

*）
!

!"+,-./

（
0(!&)

1）
!

234 56

789:%*;

<()

&))

;)

=)

0)

()

)

(0 0; >? @=

A

细
胞
密
度
B
C
D

234

56"!:E7%&

&FF

;F

=F

0F

(F

F

G

F

HG

<

! G

I

HE

2

细
胞
所
占
比
例
B
C
D

+

23J

56"!:E7%K

+

:

L

+

+

+

+

细胞生长时间
HM

细胞周期阶段

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＨｅｐＡＤ３８细胞ＫＯＳＡＭＨＤ１的效率；Ｂ：ＭＴＴ法检测ＫＯＳＡＭＨＤ１对肝癌细胞ＨｅｐＡＤ３８增殖的作用
ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣＴＬ组比较；Ｃ：流式细胞术检测ＫＯＳＡＭＨＤ１后细胞周期的分布变化　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＴＬ组比较

图２　ＳＡＭＨＤ１在细胞增殖和细胞周期中的作用　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ、Ｂ：ＫＯＳＡＭＨＤ１ＨｅｐＡＤ３８中ＣＤＫｓ、ｃｙｃｌｉｎｓ和ＣＫＩ的转录和蛋白水平的变化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＴＬ组比较；
Ｃ：敲除ＳＡＭＨＤ１对ｐ２７胞内分布的影响；Ｄ：ＫＯＳＡＭＨＤ１的ＨｅｐＡＤ３８细胞Ａｋｔ和磷酸化Ａｋｔ蛋白的表达情况

图３　ＳＡＭＨＤ１对细胞周期调控蛋白及ｐ２７的分布的影响

２．３　在ＨｅｐＡＤ３８细胞中敲除ＳＡＭＨＤ１调控ｐ２７功能
　　本研究分析了 ＨｅｐＡＤ３８细胞周期相关蛋白的表
达，包括细胞周期蛋白依赖性激酶（ＣＤＫｓ）、细胞周期
蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂（ＣＫＩｓ）。
如图３Ａ所示，ＲＴｑＰＣＲ结果显示敲除 ＳＡＭＨＤ１后，
ｐ２７的ｍＲＮＡ水平显著下调（Ｐ＜０．０１），而ｃｙｃｌｉｎＥ１的
ｍＲＮＡ水平小幅上调（Ｐ＜０．０５）。ＣＤＫ２、ＣＤＫ６和ｃｙｃｌｉｎＤ
表达无影响变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实在 ＳＡＭＨＤ１ＫＯ
ＨｅｐＡＤ３８细胞中，ｐ２７蛋白表达下调，ｃｙｃｌｉｎＥ１表达上
调（图３Ｂ）。同时在ＳＡＭＨＤ１ＫＯＨｅｐＡＤ３８细胞中Ｒｂ
的磷酸化增强。这些结果提示敲除 ＳＡＭＨＤ１主要是

通过降低 ｐ２７水平和增加 ｃｙｃｌｉｎＥ的表达，从而增强
Ｒｂ蛋白的磷酸化来阻滞细胞周期停滞在Ｇ１期间。由
于ｐ２７功能抑制ＣＤＫ活性受两种不同机制调控，包括
转录水平和蛋白水平表达，以及亚细胞易位，因此本研

究探索了 ＳＡＭＨＤ１是否调控 ｐ２７蛋白的细胞转位。
如图３Ｃ所示，敲除 ＳＡＭＨＤ１后，ｐ２７细胞质定位略有
增加（从 ３２％到 ５５％）。此外，由于 Ａｋｔ的磷酸化与
ｐ２７的功能相关，我们检测了 Ａｋｔ的磷酸化情况。结
果表明，在ＳＡＭＨＤ１ＫＯＨｅｐＡＤ３８细胞中Ａｋｔ的磷酸
化增强（图３Ｄ）。

３０９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



２．４　ＨＢｘ下调了ＳＡＭＨＤ１蛋白水平及其稳定性
　　前期报道通过质谱筛选 ＳＡＭＨＤ１相互作用的宿
主因子，ＨＢｘ可能是 ＳＡＭＨＤ１的底物靶标之一、可能
对 ＳＡＭＨＤ１的表达有潜在的调控作用。如图 ４Ａ所
示，在 Ｈｕｈ７．０上过表达 ＨＢＶ编码的三种病毒蛋白
（ＨＢｘ、ＨＢｃ和抗原蛋白），只有 ＨＢｘ过表达降低了
ＳＡＭＨＤ１的表达，且呈现剂量依赖趋势（图 ４Ｂ）。
ｑＲＴＰＣＲ检测提示过表达 ＨＢｘ并未影响 ＳＡＭＨＤ１的
ｍＲＮＡ水平（图 ４Ｂ）。为了检测 ＨＢｘ是否会影响
ＳＡＭＨＤ１蛋白的稳定性，本研究用放线菌酮（ＣＨＸ）预
处理Ｈｕｈ７．０细胞以阻断蛋白合成。结果表明在 ＨＢｘ
存在的情况下，ＣＨＸ处理后的ＳＡＭＨＤ１表达下降更快
（图４Ｃ）。这些结果表明ＨＢｘ通过降低ＳＡＭＨＤ１蛋白
的稳定性，下调ＳＡＭＨＤ１蛋白的表达。
２．５　ＨＢｘ与 ＳＡＭＨＤ１相互结合并通过泛素蛋白酶

体途径下调其表达

　　本研究进一步探索 ＨＢｘ是否通过泛素化蛋白酶
体途径降低了 ＳＡＭＨＤ１蛋白水平。如图 ５Ａ所示，蛋

白酶体抑制剂 ＭＧ１３２对 ＨＢｘ在 Ｈｕｈ７细胞中降低的
ＳＡＭＨＤ１蛋白水平均有抑制作用。通过２９３Ｔ细胞中泛
素化检测，ＨＢｘ过表达增加了 ＳＡＭＨＤ１的泛素化水平
（图５Ｂ）。由于ＨＢｘ的 Ｒ９６Ｅ突变体是影响其泛素化途
径的关键位点，本研究观察到ＨＢｘ在Ｒ９６Ｅ突变体中并
未减少ＳＡＭＨＤ１的表达（图５Ｃ），上述结果提示ＨＢｘ通
过干预泛素蛋白酶体系统来抑制ＳＡＭＨＤ１的降解。
　　为了检测 ＨＢｘ和 ＳＡＭＨＤ１之间是否存在相互作
用，本研究将ＦｌａｇＨＢｘ和ＨＡＳＡＭＨＤ１共转染到２９３Ｔ
细胞中进行ＣｏＩＰ。在抗Ｆｌａｇ蛋白抗体免疫沉淀样品
中出现ＨＡＳＡＭＨＤ１条带，而在对照组中没有（图６Ａ）。
反向ＣｏＩＰ实验也得到了相同的结果（图 ６Ｂ）。为了
确定ＨＢｘ与 ＳＡＭＨＤ１相互作用的区段，构建了ＨＢｘ片
段缺失突变体，并进行ＣｏＩＰ实验（图６Ｃ）。如图６Ｄ所
示，与其他缺失组相比，ＨＢｘ的 Ｃ末端缺失突变体
（１３０１５４区域）并未结合 ＦｌａｇＳＡＭＨＤ１，说明 ＨＢｘ的
Ｃ末端对于ＨＢｘＳＡＭＨＤ１的相互作用至关重要。
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３　讨论

　　ＳＡＭＨＤ１是一种降解细胞内ｄＮＴＰ水平的三磷酸
水解酶，它是控制细胞内ｄＮＴＰ水平和维持ｄＮＴＰ稳态
的关键调节因子。除了在先天性免疫传感和病毒抑制

中发挥重要作用［１３］，ＳＡＭＨＤ１还被认为与某些癌症的
发生有关。在前期研究中首次发现 ＳＡＭＨＤ１抑制肝
癌细胞 Ｈｕｈ７．０的增殖［１２］，但是 ＳＡＭＨＤ１能否调控
ＨＢＶ诱导的 ＨＣＣ发生及分子机制尚不清楚。在本研
究中，首先发现 ＳＡＭＨＤ１在 ＨＢＶ诱导的 ＨＣＣ组织中
下调（图 １），这促使更深入的研究 ＳＡＭＨＤ１在 ＨＢＶ
诱导的ＨＣＣ中的潜在作用。在ＨＢＶ稳定复制的肝癌
细胞系ＨｅｐＡＤ３８细胞中敲除ＳＡＭＨＤ１，发现ＳＡＭＨＤ１
通过调控细胞周期促进细胞增殖（图２）。此外，本研
究进一步证明了 ＳＡＭＨＤ１通过调控 ｐ２７的表达和细
胞核／细胞质的定位来调控细胞增殖（图 ３）。ｐ２７是
一个关键的细胞周期激酶抑制因子，通过多种途径影

响ＣＤＫ激酶和细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎ的结合，从而调控
细胞周期［１４］。由于激活的 ＰＩ３ＫＡｋｔ通路有助于调控
ｐ２７的表达和细胞质定位，并且发现在 ＫＯＳＡＭＨＤ１
的情况下，Ａｋｔ的磷酸化水平显著升高，说明在肝癌细
胞中，ＳＡＭＨＤ１可能通过ＰＩ３ＫＡｋｔ通路调控ｐ２７的功
能。这与之前报道的在 ＴＨＰ１细胞中，ＳＡＭＨＤ１通过
ＰＩ３ＫＡｋｔ通路调控ｐ２７的移位一致［１５］。

　　ＳＡＭＨＤ１作为宿主限制因子，可通过降低病毒复
制所必需的 ｄＮＴＰ水平来限制 ＨＩＶ１和 ＨＢＶ等病毒
的复制［１５］。同时，病毒也进化出多种对抗策略来拮抗

这些限制因子的抗病毒功能［１６］。例如，ＨＩＶ２编码
Ｖｐｘ蛋白可以针对 ＳＡＭＨＤ１进行蛋白酶体介导的降
解，从而促进病毒的感染［１７－１９］。课题组前期也证实了

ｃｙｃｌｉｎＥ２ＣＤＫ２通过对ＳＡＭＨＤ１磷酸化修饰来拮抗其
对ＨＢＶ复制的限制作用［２０］。然而，关于 ＨＢＶ是否通
过结构蛋白降解 ＳＡＭＨＤ１的报道较少。作为唯一的
ＨＢＶ调节蛋白，１７×１０３的ＨＢｘ蛋白表现出多种功能：
包括反激活细胞因子启动子，利用宿主泛素蛋白酶体

途径药物降解细胞因子，从而促进病毒复制和肝癌发

生［２１－２２］。现有的报道支持 ＨＢｘ与 ＤＤＢ１和 ｃｕｌｌｉｎ
４Ｅ３泛素连接酶复合物（ＣＲＬ４）结合，后者形成的
ＣＲＬ４复合物招募特异性底物进一步泛素化蛋白酶体
降解［２３］。在本研究中，发现了 ＨＢｘ可以与 ＳＡＭＨＤ１
相互作用，并通过泛素蛋白酶体途径降解（图 ４、５）。
同时，ＨＢＶＲ９６Ｅ突变体没有诱导 ＳＡＭＨＤ１降解，提
示ＤＤＢ１可能参与了这个过程。
　　总的来说，本研究发现 ＳＡＭＨＤ１通过 Ａｋｔ／ｐ２７途
径抑制肝癌细胞的增殖，而ＨＢｘ可以通过泛素化蛋白

酶体的方式介导 ＳＡＭＨＤ１的降解，从而加速癌细胞
的增殖。因此，该研究成果强化了 ＨＢｘ诱导肝癌的
功能，为靶向 ＨＢＶ诱导肝癌的治疗策略提供了理论
依据。
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