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丙型肝炎病毒核心蛋白对 HePG2细胞增殖和细胞周期的影响

刘重阳 ,刘为纹 ,杨建民 ,陈东风 ,房殿春　　(第三军医大学附属西南医院全军消化专科中心 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观察核心蛋白对细胞增殖和细胞周期调控的影响。方法　观察表达 HCV 核心蛋白的细胞株 HePG2-C 和作为
对照的细胞株HePG2-CMV的细胞形态;绘制细胞生长曲线;检测细胞周期;用流式细胞仪 、免疫组化染色检测 PCNA , P16 , P27 , P53;

半定量 RT-PCR检测 P16 , P27 , P53mRNA。结果　转染重组质粒 PBK-HVCC 的 HePG2-C 细胞与转染空载体 PBK-CMV 的 HePG2-CMV

细胞相比细胞形态未见明显变化。生长曲线显示 HePG2细胞在转染 PBK-HCVC和空载体 PBK-CMV后 ,生长速度无明显变化。检测

转染空载体的细胞 HePG2-CMV 81.3%进入G0/G1 期 , 7.7%进入 S 期;而转染 PBK-HCV C的细胞 HePG2-C 73%进入 G0/G1期 , 13.7%
进入S 期。在进一步分子机制的探讨中发现HePG2-C 细胞 PCNA、P53表达显著增加 , P16 、P27表达显著降低。同样的变化也发生在

转录水平。结论　HCV 核心蛋白可能通过调节某些基因的转录与表达 ,增加细胞 DNA 合成 ,扰乱细胞周期 , 进而参与致癌过程。
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The effect of Hepatitis C virus core protein on morphology , proliferation and cell cycle
of HePG2 cells
LIU Chong-yang , LIU Wei-wen , YANG Jian-min , CHEN Dong-feng , FANG Dian-chun(Department of Gastroenterology , Southwestern Hospital , ThirdMil-

itary Medical University , Chongqing 400038 ,China)

　　Abstract:Objective　To explore the effect of Hepatitis C virus core protein on morphology , proliferation and cell cy cle of HePG2 cells.

Methods　The morphology of HePG2-C and HePG2-CMV cells was observed by microscope.The growth curve was also made.Flow cytometry was

used to determine cell cycle , the expression and transcription of PCNA , P53 , P27 , P16 were determined by immunohistochemical method.Results

No obvious difference was found between HePG2-C and HePG2-CMV cells in morphology and growth rate.Flow cytometry analy sis showed that

81.3% HePG2-CMV cells was in G0-G1 phase , 7.7%was in S phase;and 73%HePG2-C cells was in G0-G1 phase , 13.7% in S phase.HCV

core protein was found to promote PCNA and P53 expression and transcription , and depress P16 and P27 expression and transcription.Conclusion　

HCV core protein could promote DNA synthesize , cell cycle , and involves in carcinogenesis.
　　Key words:hepatitis C virus core protein;hepatocellular carcinoma;cell cycle;gene

　　肿瘤细胞代谢的一个特点是增殖调节失控 ,细胞
周期调控机制紊乱 ,为探讨丙型肝炎病毒核心蛋白
(Hepatitis virsu C core protein ,HCVC)可能的致癌作用 ,
我们选用能稳定表达核心蛋白的细胞HePG2-C与仅转

染空载体的对照细胞 HePG2-CMV作为实验对象 ,观察
核心蛋白对细胞增殖和细胞周期调控的影响 。

1　材料与方法

1.1　细胞制备
　　表达HCV 核心蛋白的细胞株 HePG2-C , 作为对照的仅转染

空载体的细胞株 HePG2-CMV[ 1] 。

1.2　细胞形态观察
　　常规HE染色。

1.3　细胞生长曲线
　　按《细胞培养》介绍的方法 , 常规消化细胞并计数 , 然后以

每孔 3×103个细胞分别接种 HePG2-C 和 HePG2-CMV 细胞接种

　　基金项目:国家自然科学基金资助项目(39900176)
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于96 培养板中 ,每个样本设 3 个复孔。将培养板移入CO2 孵箱

中 ,在 37 ℃, 5%CO2 及饱合湿度下培养。培养 1 d 后 , 每日取 1

块板 ,每孔加入MTT溶液20μl , 继续孵育4 h ,吸弃孔内培养液 ,
每孔加入 150μl DMSO , 振荡10 min ,使结晶充分溶解。选择 490

nm 波长 , 在酶联免疫检测仪上测定各孔吸收值 , 记录结果。 以

时间为横轴 ,光吸收值为纵轴绘制细胞生长曲线。

1.4　流式细胞仪检测细胞周期
1.4.1　细胞同步化处理　　细胞在培养瓶内生长至 70%～
80%,倾弃培养基 , 加入无血清培养基。 37 ℃ 5%CO2培养箱培

养 16 h。

1.4.2　细胞制备与固定　　消化贴壁细胞 , 离心 、洗涤。 0.01
mol/ L PBS 2.5 ml重悬细胞 , 缓慢加入预冷的 95%乙醇 7.5 ml ,
使终浓度为 70%。

1.4.3　流式细胞仪检测　　清洗细胞后 , 与含 1% RNA 酶的

Tris-HCl缓冲液(pH 7.4)共同孵育(37 ℃ 30 min)。然后用溴化
乙锭(EB)作细胞 DNA染色。应用流式细胞仪测定各细胞周期
所占百分比。

1.5　流式细胞仪检测 PCNA ,P16 ,P27 ,P53
1.6　免疫组化染色检测 PCNA ,P16 ,P27 ,P53
　　免疫组化染色按阳性和阴性计数 , 100 个细胞/低倍视野 ,

共 5个视野。

1.7　半定量 RT-PCR检测P16 ,P27 ,P53
　　将看家基因GAPDH 做为外参照 , 扩增 30个循环。
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1.8　统计学处理
　　采用χ2 检验和 t检验。

2　结果

2.1　形态学观察
　　细胞呈梭形或多角形 , 大小不等 , 胞浆淡红染 , 核增大 , 核
型不规则 , 深染 , 可见核分裂像及多个核仁。HePG2-C 细胞与

HePG2-CMV 细胞相比无明显变化。

2.2　生长曲线
　　HePG2 细胞在转染 PBK-HCVC 和空载体 PBK-CMV 后 ,生长

速度无明显变化 ,提示 HCV核心蛋白可能对 G418 抗性细胞生

长无明显影响 ,见图 1。

图 1　细胞生长曲线

Fig 1　Growth curve of cell

2.3　细胞周期
　　流式细胞仪检测转染 PBK-HCVC 细胞和空载体细胞的细

胞周期结果 ,见表 1。

表 1　HePG2-CMV与 HePG2-C细胞的细胞周期

Tab 1　The cell cycle of HePG2-CMV and HePG2-C cells

Cell G0/G1 S G2M PI(%)

HePG2-CMV 81.3 7.7 11.0 18.7

HePG2-C 73.0 13.7 13.3 27.0

PI=(S+G2M)/(G0/G+S+G 2M);＊:P<0.01 vs HePG2-CMV

　　结果发现 ,表达 C 蛋白组 G0/G1细胞减少 , S 期细胞明显增
多 ,细胞增殖指数(PI)显著增加。提示 C 蛋白可能通过某种机

制刺激细胞 DNA 合成 ,促进细胞增殖。

2.4　流式细胞仪检测 PCNA , P53 ,P16 ,P27
　　HePG2-C 细胞 PCNA、P53表达显著增加 , P16 、P27 表达显著

降低 ,结果见表 2。

表 2　流式细胞仪检验 HCV核心蛋白对 PCNA、P53、P16 、P27表达的影响

Tab 2　The effect of HCV core protein on PCNA , P53 , P16, P27

expression(FCM)

HePG2-CMV HePG2-C
P

Positive rate(%)Hean flurescence
intensity

Positive rate(%)Hean flurescence
intensity

PCNA 42.2 65 73.6 60 <0.01

P53 75 43 100 64 <0.01
P16 78.4 63 54.6 49 <0.01

P27 57.7 62 35.7 59 <0.01

2.5　免疫组化染色检测 PCNA 、P53 、P16 、P27
　　HePG2-C 细胞 PCNA、P53 表达显著增加 , P16 、P27 表达显著
降低 ,结果见表 3。

表 3　免疫组化检测 HCV核心蛋白对 PCNA、P53 、P16、P27表达的影响

Tab 3　The effect of HCV core protein on PCNA , P53, P16 , P27

expression(immunohistochemical)

Positive rate(%)
P

HePG2-CMV HePG2-C

PCNA 70±6 81±7 <0.05

P53 78±7 93±8 <0.05

P16 81±7 67±5 <0.05
P27 82±9 66±6 <0.05

2.6　半定量 RT-PCR检测P53 ,P16 ,P27mRNA
　　抽提细胞总 RNA , 经 RT-PCR扩增 , 并以 GAPDH 作为外参

照 ,1.5%琼脂糖凝胶电泳 , EB 染色 , 紫外灯下观察。结果:与

HePG2-CMV细胞相比 HePG2-C 细胞 P53 mRNA 转录上升 P16

mRNA转录下降 , P27 mRNA转录下降。

3　讨论

　　截止 2001 年 4 月 ,尚未见有关 HCV 核心蛋白对

肿瘤细胞形态影响的报道。本实验也未发现 HCV核

心蛋白对 HePG2细胞形态有明显影响 ,推测 HCV核心

蛋白的作用可能不足以改变肿瘤细胞的形态 。
　　Farinati等[ 2]比较了 HCV与HBV和酒精引起的慢

性肝病标本的肝细胞增殖情况 。发现丙型肝炎患者肝
细胞增殖率明显高于乙型和酒精性肝炎患者的肝细胞

增殖率 ,提示 HCV 感染可能具有促肝细胞增殖的作

用 ,能增加发生癌变的危险性。我们用 HCVC 基因

cDNA转染HePG2细胞后 ,与转染空载体的 HePG2细胞

相比 ,细胞生长曲线无明显变化 ,提示HCVC蛋白可能

无明显促进HePG2细胞增殖的效应。Wen等[ 3]报告在

无P53表达的肝癌细胞株Hep3B和表达野生型 P53的

肝癌细胞株HePG2 中 ,HCV C蛋白抑制 Hep3B 细胞的

生长 ,对HePG2细胞的生长则无影响。这与我们的结
论相似。

　　本研究采用稳定表达 HCVC 蛋白的 HePG2-C 细
胞 ,经无血清培养同步化处理后 ,与转染空载体的对照

细胞相比 ,进入静止期的细胞少 ,而 S 期细胞明显增

多 ,提示 HCVC 蛋白可能通过某种机制刺激细胞 DNA

合成 ,促进细胞进入 S期 。

　　PCNA在细胞周期中实际上代表 DNA 合成 ,在细
胞周期中起推进作用[ 4] 。我们的结果发现 HCV C 蛋

白可促进 PCNA表达增高 ,这与 HCV C 蛋白对细胞周

期的推进作用相吻合 。
　　杨建民等[ 5]的研究发现 P16蛋白在 HCV抗原阳

性肝癌组织中的表达缺失率(16/20)明显高于 HCV抗

原阴性组(11/26),认为 HCV的致癌机制可能和 P16

的表达受抑有关。本实验比较了稳定表达 C 蛋白的

HePG2-C 细胞与转染空载体的细胞 P16 、P27表达与转
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录的差异 ,结果提示 C 蛋白能抑制 P16 、P27 的转录与
表达。由于 C蛋白抑制了 P16和 P27的表达 ,因此间
接提高了细胞周期素依赖性激酶(CDK)的功能 ,进而
促进细胞进入 S期。
　　Ray等[ 6]发现 C 蛋白在 COS7细胞和 Hela 细胞中

能够抑制 P53基因启动子的转录 ,认为这很可能是
HCV致癌的一个重要机制 。相似的研究报告称 C 蛋

白还能够抑制 P21基因启动子的转录[ 7] 。但近期Wen

等[ 3]报告在无P53表达的肝癌细胞株Hep3B和表达野

生型 P53的肝癌细胞株 HePG2 中 ,HCV C 蛋白对内源

性和外源性 p53均表现为激活作用 ,并通过 p53依赖

途径激活 p21。我们的结果与Wen 等的研究结论相

似 ,在表达野生型 P53 的肝癌细胞株 HePG2 中 , HCVC
蛋白对 p53表现为激活作用。如何解释 HCV C 蛋白

对P53基因表达影响的差异 ,尚需进一步的研究讨论。
　　虽然HCV核心蛋白被认为有致癌作用 ,但其致癌
机制仍存在较大争议。我们的研究提示 HCV核心蛋

白可能通过调节某些基因的转录与表达 ,增加细胞

DNA合成 ,扰乱细胞周期 ,进而参与致癌过程 。
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C5a对血管内皮细胞表达 P-选择素的影响

Effect of C5a on p-selectin expression in endothelial cells in vitro

黎　庶 ,汪正清　　(第三军医大学基础医学部微生物学教研室 ,重庆 400038)

　　中性粒细胞与血管内皮细胞间的粘附及跨内皮移行是炎

症反应的关键环节 ,选择素等粘附分子在其中发挥着重要的作
用。炎症局部产生的 TNF、凝血酶 、激活的补体片段等多种因

素都能上调粘附分子的表达 ,但 C5a对 P-选择素表达的影响尚
不十分清楚 ,本实验在体外用不同浓度 C5a 与培养的人脐静脉

内皮细胞用 ,测定 P-选择素及中性粒细胞粘附率的动态变化 ,
研究 C5a对 P-选择素表达和对中性粒细胞粘附的影响。

1　材料与方法

1.1　材料
　　人脐静脉内皮细胞株 ECV304:本室冻存;重组人 C5a[ 美国

sigma公司] ;小鼠抗人 P-选择素单克隆抗体[美国 Pharmingen 公

司] ;其它试剂均为国产分析纯。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　按常规方法进行。
1.2.2　多形核中性粒细胞(Polymorphonuclear neutrophil:PMN)的

分离与纯化　　按常规 Percoll密度梯度离心法分离中性粒细

胞配制工作悬液(1.0×106个/ml)。

　　作者简介:黎　庶(1972-),女 ,重庆市人 ,硕士研究生 ,助教 ,主要从事微生

物致病机制及防治方面的研究。电话:(023)68752239
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1.2.3　P-选择素的检测　　将培养至融合的细胞分两组 , 1 组

用10、25 、50、100 、250 、500 nmol/L的 C5a分别刺激 10 min 以观察

量效关系;另 1 组选用 250 nmol/ L的 C5a 分别作用 5 、10 、15 、30

min观察时效关系。 ELISA夹心法[ 1]测定内皮细胞 P-选择素表
达水平。490 nm 处检测吸光度。同时设阴性对照组(用 PBS 代

替一抗)。
1.2.4　白细胞粘附率的测定　　将内皮细胞培养至融合后 ,

C5a的作用剂量及时间与上述相同 , 弃培养基 , 每孔加 PMN 工

作悬液 100μl ,孵育30 min ,取上清液 ,并用 200μl无血清 ,无抗

生素的 DMEM 培养基轻洗 2次 , 连同上清液一并进行白细胞计
数(重复 3 次)。粘附率 =(1×105-收集的白细胞数)/ 1×105。

1.2.5　统计学处理　　实验数据以 x±s表示 , 用单因素方差
分析。

2　结果

2.1　C5a刺激内皮细胞 P-选择素的表达及中性粒细
胞粘附率的量效关系

　　结果显示 , P-选择素的表达水平随 C5a浓度的增加而逐渐

增高。尤当C5a浓度为 10 nmol/L时最显著(P-选择素由正常时
的 0.326±0.07 升至 0.506±0.01), 而当 C5a浓度≥250 nmol/ L

时 ,这种上升趋势明显减弱。但各浓度点的测值与正常对照比

(下转 1060页)
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