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乙肝病毒 X基因真核表达载体 pEGFP—X的构建及其表达 

王文龙，贺兴鄂，杨 旭，蒋永芳，雷建华，孙会卿 

(中南大学湘雅二医院肝病研究中心，湖南长沙 41001 1) 

【摘 要】目的：构建pEGFP—X真核表达载体，观察其在肝癌细胞株中的表达。方法：从质粒pcDNA3．1(+)一x酶切获 HBV X基 

因片段 ．克隆至 pEGFP—N1；用酶切 、PCR和测序鉴定 pEGFP—X载体；用脂质体法 ，将重组载体 (pEGFP-X)和空载体 

(pEGFP—N1)瞬时转染肝癌细胞细胞株 BEL-7402；分别用 RT—PCR、荧光显微镜鉴定 HBV x和 EGFP基因表达。结果：鉴定证 

实 pEGFP—X载体构建成功 ；该质粒瞬时转染的 BEL一7402有 HBV X基因表达，并发绿色荧光。结论：构建的 pEGFP—X真核载 

体能在 BEL一7402中表达，绿色荧光蛋白示踪利于表达 HBV X基因稳定细胞株的筛选 ，并为探讨 HBV X基因在 HCC中的致 

瘤机理提供实验模型奠定基础。 
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Construction and expression of eukaryotic expression vector for hepatitis B 

virus X gene containing EGFP 

WANG Wenlong．el 

(Liver Diseases Research Department，the Second Xiangya Hospital，Central South University) 

【Abstract】Objective：To construct eukaryotie expression vector for hepatitis B virus X(HBV x)gene with enhanced green fluorescence 

protein(EGFP)．and confirm its expression in hepatocellular carcinoma(HCC)cell line．Method：HBV X gene was cloned from pcDNA3． 

1(+)一X by enzyme digestion and inserted to pEGFP-N 1．The rector was confirm ed by enzyme digestion，PCR assay and sequencing．Then 

pEGFP—X was transfected to HCC cell line Be1-7402．After transient transfection，expressions of HBV X and EGFP gene were detected by 

RT-PCR and fluorescence microscope respectively．Results：Th e results showed that the recombinant plasmid could express HBV X gene 

efficiently in Bel-7402．which showed green fluorescence．Conclution：The pEGFP-X was constructed and the fused HBV X—EGFP gene 

Was expressed in Bel一7402 successfully．Th ese facilitate the study of the effect of HBV X protein on the development of HCC． 

【Key words】Hepatitis B virus X gene；EGFP；Eukaryotie expression vector；RT-PCR；Bel一7402 

乙型肝炎病毒 (Hepatitis B virus，HBV)的慢性 

感 染 与原 发 性 肝癌 (Hepatocellular Carcinoma， 

HCC)的发生存在密切的关系_ll。在 HBV四个基因 

编码产物中，HBV X基因编码的小分子 一x蛋白， 

在 HCC的形成中起主导作用 。EGFP(Enhance— 

ment green fluorescent protein)是绿色荧光蛋白GFP 

(Green fluorescent protein)的一种突变体，能在异源 

组织中表达并产生荧光，作为报告分子运用于生物 

学研究领域[61。我们拟构建包含 HBV X—EGFP融合 

基因的真核表达载体 ，为进一步研究 HBV X蛋白 
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致 HCC的机理提供基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

①质粒 、菌株和细胞株 含 HBV X基因的质粒 pcD— 

NA3．1 (+)一x 由我 中 心 构建 ，保 存 于菌 株 JM109171。 

pEGFP—N1购 自Clontech公司。大肠杆菌JM109、人肝癌细胞 

株 BEL一7402由我中心保存。②工具酶 ：EcoRI、Hind Ill为 

Fermentas产品；Taq酶购 自Tarkara公司。③试剂盒：高效感 

受态细胞制备试剂盒 (上海生工公司 )。质粒小提、无内毒素 

质粒小提试剂盒 (中国 TianGen公司 )。DNA连接试剂盒 、 

RT试剂盒 (美国 Promega公司 )。④其他 ：Trizol、LJpofec— 

tamin 2000为 Invitrogen产品；低熔点胶 (美国 Promega公 

司 )；DNAMarker(Takara、BBI公司 )；DMEM(高糖 )、Ampi— 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2006年第 31卷第5期 (Journal of Chongqing Medical University 2006 Vol 31 No 5} 一 653 

mmn为C,ib 产I Kanamy, in为A rmre~ll产 ；腑牛m清为 

天津颢洋 产品 引物合成 由上海乍物工程公司完戚 DNA删 

序由上海英骏公 司完成 ， 

1．2 方 击 

1．2 I pEGFP-N1-X真棱载体的构建 按说明书抽提质粒 

pcDNA3 l(+)一x和 pEGFP—N1，经 H 卅，1II和 n-nRI双酶 

切．0．7~k低熔点琼脂糖凝胶电泳，回收约 470bp HBVX基因 

片段与4 7Kh D Ef；FP-NI质粒片段，用 DNA连接试剂盒快 

速垤接，构建重组子 称 pEGIq~-X 转化感受态细胞JM1 ， 

选取Kanamycin抗眭克隆井用质粒提取试剂盒提取质粒；经 

Hind1II和ErnRI双酶切和 HBV X-PCR j=Ij琼脂糖凝胶电泳 

I正实含育目的基因片段井将 卡1 克隆测序赶实， 

l 2．2瞬时转染 人肝癌细胞株 BEL一7402用含 l0％胎牛血 

清的 DMEM 【高糖 )中，接种于 6孔板中．50％ 台后；设 

pEGFP-X、空载体 pEGFP—NI c l羽性对照 )及宅白对照组． 

用 Lipofectami13 2000对细胞作瞬时转染。具体操作按说列书 

进行。 

1．2 3 EGF’P表达榆测 分别于瞬时转染后 24h、45h用荧光 

显微镜观察转染细胞中绿色荧光蛋“表达情况一 

1．2．4 RT—PCR鉴 定 HBV X基因表达 转染 48h后取 I×10 

细 胞用预冷 PBS洗 涤后加人 1m】预 冷的 T zn】试制提取总 

RNA；取2 g总 RNA AMv逆转录酶进行逆转录 PCR厦 

应．以 I gcD?',A为模版，HBV X扩增产物为 470bp，正向引 

物序列为：CAG AAT FCG TGA ATA GGC A C；A CG3一．反 

向引物序列 为：5。(：GAcÂ l rj1：̂Tf ATT̂ 【 cAcAf r T 3 ： 

同时以 B—aetin J==下游引物扩蜡561bI·条带为内对照．正向 

引物宁列为：5’CACCC1’GAAGTACCCCATCC 3 ，反向引物序 

列为：5。TTl；CCA A。】 (；TG A。1 At c TG 3’；PCR条件勾： 

94 预 变 性 5rain，94％娈 陛 30s．57‘ ：退 火 30s，72=C延伸 

45s．循环 30敬 ，72℃lOmiJ1延伸 ，4RiSmin 

2 结 果 

2．1真核表达栽体的鉴定 

①酶切鉴定：见网 1。 

M M 1 2 3 

pCDN,~．3．I-Xl阳性Ili照 I 2．1-EGH'一X 

pE(；FI 一、l c l羽牲埘jl{i l 

图1 重组质粒 pEGFP-X双酶切鉴定 

提取pEGFP-X、wDNA3 l(+)一x(阳性对照)和 

uEGFP—Nlc阴性对照 1，用 Hi．d llI和EcoRl双酶 

切．酶切产物：pEGFP—X一条 470bp。i 1wDNA3．1 

【+)一X的 HBV X基因片段相近；另一为4．7kb，与 

pEGFP-NI空载体酶切片段相近．为pEC-YP—Nl质 

粒片段 经酶切证实 HBV X基因捅人成功 

②PCR鉴定：见罔 2 以pEGFP—X、 DNA3．1 

(+)一x和pEGFP—N1质粒为模板．扩增 HBV X基凶 

产物．pEGFP—x和 I"DNA3．I(+)一X扩增}l 5日的条 

带为470hp，而pECFP一、1质粒末扩增 F【的条带 

r 
M 1 2 3 

pCI)NA3 l—x( 对 ) 2【1EGFP-X 

3 I- (；FP—NI l l羁性 对照 ) 

图 2 重组质粒 11E(；FP—X PCR鉴定 

②删序：见图 3 重组质礼pF；GFP—X逊行测序 

分析 ，证实 HBV X是插人在 pEGFP-NI质粒多克 

隆位点的 Hind IIl和 nRl酶切位点之问(删序编 

号 ：CS060l09056．S060109—0247)；经 Blast进同源 

性 比对，证实成功地将 HBV x基 正向克隆于 

pEGFP—N l，命名 为 pEGFP—X 

^ 0 T C C C G T C 0 0 C G C ： G A A T C C C 0 c 0 0 ^C 0 A C C C 

j U 0 l30 13O 

图3 重组质粒 pE{；F'P x部分测序图 

2．2 EGFP的表达(见图 4) 

瞬时转染24h、48h．在荧光显微镜下观察，在 

Bel一7402肝癌细胞的胞浆和胞核有 EC,FP表达，发 

出特异性的绿色荧光 

2 3 RT—PCR检测 HBV X基因的表达(见图51 

瞬时转染 48h后 RT-PCR检测 HBVX在 n R一 

A水平上的表达，初步研叫转染 pEGFP—X组 的 

Bel一7402细胞 n1RN̂ 水平上有 HBV X表达 
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I 
图 4 转染重组质粒 pEGI- x的 lI7402肝癌细胞中 

I’I】̈ 的表达 

P Beta actIn HBX 
转 pEGFP—X纽 2转pEGFP NI组 

3空 白组 

图 5 重组质粒 I—E(rrlI_x转染 一7402后 [~T-PCR检测 

lib~,x基因的表达 

HRV—x基因垒长462hp．编码产物为小分子多 

肽HBV XAg；依 HBV X基凶在细胞内表达的高低， 

HB＼’XAg主要分布于胞核和／或胞浆 “I．HBV x蛋 

白主要通过蛋白质 一蛋白质作用．反式激活宿主绌 

胞和病毒基因的启动子 研究表明HBV X蛋白能 

影响肝细胞的生长、转化、迁移和搁 ，硬 DNA的 

修复过程．井能促进肿瘤新生血管的形成 正因为 

对Hr细胞基因发挥如此广泛而深刻的影n向 HBv x 

蛋白在 HB＼ 相关的 HC(：发生 与发展中起着致关 

重要的作用ll。”由于 HBV S基冈表达的表而抗原大 

蛋『L1也与 HCC发生 发展关系密切I⋯．现有的HBV 

全基因表达细胞模型并不适台HBV X蛋白致 FICC 

机理的研究 构建有效的 lIBV x基因真核表达载 

体．缛段大的便利于我们的研究 

GFP壁因能在异源组织中表达并F ：生荧光，便 

于在活体内观察：同时其卡H对分子质量较小，容易 

与其他日的肇因融合且不影Ⅵ向H的基因产物的夺 

问构象和功能 EGFP是 GFP的突变体．它发出的 

荧光强度比 GFP强6倍以上，两者相比EGFP更适 

合作为报*基因来研究孽凶表达 、嫡控 蛋白质在 

细胞中的定位和转运等I、 

我们利用 pE(；FP— I质粒 h带自 的E(；FP表 

达系统．将 HBV X基冈插入陵载体；经酶切 PCR 

和删序鉴定征实了构建的pEGFP—x真核载体获得 

成功 在此荜础 上，将重组 pE( P—x质粒转染人肝 

癌细胞株 BEL一7402巾；转染 24h后可见绿色荧光． 

明报告摹因 EGFP的特异表达 ；转染 48h后， 

R F-F~CR检测 ，词!实 HBV X基因的丧达 ，表明 

pEGFP—x的肝癌细胞 BEL一74(／2瞬时转染摈成功 

表达 以EGFP作为示踪标志，可极大的疗便我们 

对转染后磁合蛋r1表达段分布状况的 察 ：同时为 

进一步筛选建立 HBV x摹冈稳定转染细胞系．研 

究 HBV x蛋白敛 HCC的机理奠定 r基础 

f通讯作者：贺兴鄂 ：I1731—5292⋯I；】 
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细胞增殖及端粒酶活性的同时，也诱导细胞凋亡， 

提示两药对肿瘤的抑制作用与端粒酶活性的调节 

以及凋亡有关。但是端粒酶活性的降低是凋亡的原 

因还是结果，尚不能明确，有待进一步研究。至于凋 

亡启动后端粒酶活性发生改变的机制 ，可能是由于 

凋亡过程中细胞的完整性受到破坏而影响到端粒 

酶的活性和表达，或端粒酶受凋亡相关基因的调控 

所致。最近的研究表明，凋亡相关基因如 c—Myc， 

Bcl一2和 p53等直接或间接参与端粒酶活性的调 

控【 。 

流式细胞仪检测结果显示 CDDP、OMT影响了 

QGY细胞的周期分布。作用 72h后 ，CDDP出现 S 

及 GJM期阻滞；OMT则以 S期阻滞为主，说明两种 

药物均能阻滞 QGY细胞的细胞周期进程同时诱导 

细胞凋亡。较多的实验表明端粒酶活性的调节亦具 

有细胞周期依赖性，在细胞周期的不同阶段端粒酶 

的表达发生明显变化。但是 Holt等【s指 出，端粒酶活 

性的表达在细胞周期的各个阶段中并不发生明显 

变化，端粒酶活性通常与肿瘤细胞的增长速率密切 

相关，退出细胞周期而处于静止期后端粒酶活性受 

到抑制。两药对肝癌细胞周期的影响与下调端粒酶 

表达的关系有待进一步研究． 

Kondo等f61研究表明，抑制端粒酶活性能增强顺 

铂诱导神经胶质瘤细胞系 U251-MG凋亡的敏感 

性，提示端粒酶可能与化疗敏感性有关。应用端粒 

酶抑制剂抑制肿瘤细胞端粒酶活性能增加化疗药 

物如 CDDP的敏感性，将低细胞毒性的端粒酶抑制 

(上接第 654页) 

signal[J】．EMBO J，2003；22：2104—2ll6． 

[1O] 刘亮明，罗 文，刘晶美 ，等．HBx在原发性肝癌发病中的作用 

及其生物治疗策略【J】_世界华人消化杂志，2005；13(4)：432—439． 

[10] Liu ML，Luo W，Liu JM，et a1．The role of HBx protein played in the 

development of primary hepatocellular carcinoma and the biological 

therapy strategyaimedatit【J]．WorldChin JDigestol，2005；13(4)：432— 

439． 

[11] 张 瑞，顾长海，张绪清 ，等．HBV前 S1／$2基因变异所致大 、 

药物如苦参碱和化疗药物联合应用不仅能够降低 

化疗药物的剂量以减少毒副作用，而且能够提高肿 

瘤治疗的效果，为肿瘤治疗提供了一条新途径。 

从本研究结果看 ，CDDP、OMT在体外通过阻滞 

细胞周期 、诱导细胞凋亡而发挥抗肿瘤作用，其在 

诱导凋亡的同时又伴有端粒酶活性的下降，这提示 

对端粒酶活性的抑制可能是两种药物发挥抗肿瘤 

作用的机制之一，也为联合促进凋亡、抑制端粒酶 

活性及提高化疗敏感性的这一治疗途径提供了理 

论依据。 
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