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摘　要:目的　探究 HBV表面抗原preS１促使正常肝细胞向癌化肝细胞发展的具体机制.方法　分析临床样本和细胞

模型中 HBV 表面抗原preS１与肝癌发生的相关性和内在机制.结果　临床标本分析发现,HBV 携带者肝癌组织切片中

CD１３３＋肝癌干细胞数量高于对照组.进一步研究发现,HBV 的表面膜蛋白preS１可以上调肝细胞癌化相关因子.利用免

疫共沉淀技术,我们发现preS１与βＧcatenin存在相互作用.preS１通过抑制βＧcatenin的磷酸化激活 Wnt信号通路.结论　
HBV表面抗原preS１通过抑制βＧcatenin的磷酸化,激活 Wnt信号通路,促进正常肝细胞向癌化肝细胞转化.
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Abstract:ThereisagreatnumberofHBVcarriersinChina．ThosepeopleinfectedwithHBVaremorelikelytodevelop
hepatocellularcarcinomathannormalpopulation．WefoundthatthenumberofCD１３３positivelivercancerstemcellsinthelivＧ
ertissuesectionofHBVcarrierswashigherthanthatofthecontrolgroup．FurtherstudiesshowedthatpreS１couldupregulate
therelatedfactorsofhepatocytecarcinogenesis．Usingthetechniqueofimmunoprecipitation,wefoundtheinteractionbetween

preS１andβＧcatenin．preS１activatesWntsignalingpathwaybyinhibitingβＧcateninphosphorylation,leadingtolivercellcarcinoＧ
ma．Theresultsofthisstudywilldeepenourunderstandingofthecancerizationoflivercells,andprovideatheoreticalbasisfor
thepreventionandtreatmentoflivercancercausedbyHBVinfectioninthefuture．
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　　乙型肝炎病毒(HepatitisBVirus,HBV)属嗜

肝性DNA病毒科,其基因组由不完全闭合环状双
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链DNA(RelaxedcircularDNA,rcDNA)组成,长约

３２００对碱基[１].HBV 感染分急性和慢性感染,全
球约有２０亿人感染过 HBV,其中大约３．５亿是慢

性感染者.每年死于慢性乙肝(Chronichepatitis
B,CHB)引起的肝纤维化(Liverfibrosis)、肝硬化

(Livercirrhosis)及肝细胞癌(HepatocellularcarciＧ
noma,HCC)的人数约有７８万[２].我国是 HBV 感

染大国,不仅 HBV携带者基数大(约１．２亿左右),
而且 HBV携带者极易转化为 HCC患者,每年导致

大量的死亡病例[３].因此,研究 HBV 感染导致

HCC的分子机制对于防治病毒感染至关重要.

HBV感染与肝癌发生具有正相关关系[４],但是

学术界对于 HBV病毒如何导致肝细胞癌化目前并

没有一致结论.目前的文献资料关于此方面的阐述

主要集中在３个方面:① HBV 基因组整合到宿主

基因组的关键位置导致宿主基因组抑癌基因的失活

或者是原癌基因基因的活化[５Ｇ７];② HBV 感染细胞

造成宿主细胞的炎症反应,进而激活下游信号通路,
导致肝细胞癌化[８Ｇ９];③ HBV 进入细胞之后病毒

DNA编码的结构蛋白、分泌蛋白,或者通过表观遗

传导致宿主基因突变和染色体重排等[１０Ｇ１２].

HBV在细胞中有２种存在方式,即游离型和整

合型.HBV阳性的肝细胞癌患者中几乎均可检测

到 HBV基因组整合[１３].HBV 基因整合至宿主基

因组中有利于其持久感染,长期的慢性炎症可导致

肝细胞生命周期改变和增殖,这增加了宿主基因组

DNA终端的数量,从而有利于 HBV基因组整合到

宿主基因组中.在有些案例中,HBV基因组整合与

肝癌发生具有一定的相关性,但是研究者仍需要更

加坚实的临床高通量测序数据来进行深入分析[１４].
检测急性和慢性 HBV感染者可在外周血单个

核细胞(PeripheralBlood MononuclearCells,PBＧ
MC)中检测到游离和整合的病毒基因组[１５].Shi
等[１６]曾报道 HBV基因组特定位点的整合可导致 T
细胞缺陷.HBV除引起肝脏细胞的炎症反应之外,
亦可以引发外周血淋巴细胞持续性的炎症反应.但

是,目前仍未见报道 HBV 感染与血液系统的癌症

发生具有相关性.

HBV基因组进入肝细胞中之后,自身也可以表

达一系列的蛋白.虽然经过几十年的研究,很多蛋

白的功能仍未能得到完整的阐释,但有证据显示,

HBVDNA表达合成成熟的preS/S和 X蛋白触发

级联信号可导致肝细胞恶变[１７].
近期,有研究报道 HBV 的表面膜蛋白 preS１

可促使正常肝细胞向癌化肝细胞发展[１８].在已有

研究结果的基础上,我们进一步研究发现preS１通

过抑制βＧcatenin的磷酸化激活 Wnt信号通路,进
而促进正常肝细胞向癌化肝细胞转化.本研究旨在

能为 HBV感染与肝癌发生的机制研究提供新的思

路和线索,为未来临床基因诊断和治疗肝癌奠定理

论依据.

１　材料和方法

１．１　临床组织标本　１２例肝癌患者的石蜡包埋肝

脏肿瘤组织标本来源于湖北医药学院附属人民医院

病理科.其中,６ 例标本是 HBsAg阳性,６ 例标本

是 HBsAg阴性.肝脏肿瘤组织经４％甲醛溶液固

定,修块、脱水、浸蜡、包埋、切片,免疫组化染色,光
学显微镜下观察肿瘤切片情况,并拍照记录.所有

的人体组织材料的使用均通过湖北医药学院伦理审

查委员会批准.

１．２　细胞培养　L０２肝脏细胞系,HepG２肝癌细胞

系和 HEK２９３T细胞系购自中国典型培养物保存中

心 (China centerfor Type Culture Collection,

CCTCC),用含１０％胎牛血清(GibcoLifeTechnolＧ
ogies,USA)、双抗(青霉素１００U/mL,链霉素１００
mg/mL)(Gibco Life Technologies, USA)的

DMEM 高 糖 培 养 基 (Gibco Life Technologies,

USA),于５％ CO２ 的恒温培养箱中３７℃培养.

１．３　载体构建和引物合成　慢病毒载体pWPXLD
(Addgeneplasmid＃１２２５８)、pLKO．１ＧTRC (AdＧ
dgeneplasmid ＃ １０８７８)及辅助质粒均购自 AddＧ
gene公司.preS１基因全长使用PCR扩增后,连接

入pWPXLD 载体的多酶切位点 PmeI(NEB,＃
R０５６０S)和BamHI(NEB,＃R０１３６S)之间.根据

文献[１８],一段preS１shRNAs序列构建入pLKO．
１ＧTRC载体的 AgeI(NEB,＃R０５５２S)和 EcoRI
(NEB＃R０１０１S)酶切位点之间.所有的构建过程

均参照载体说明书进行.preS１基因 PCR 引物序

列和shRNA 序列均为华大基因合成,具体序列信

息见表１.
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表１　引物序列信息

Tab．１　Informationofprimer

引物名称 引物序列(５′Ｇ３′) 退火温度/℃ 引物用途

preS１F AGCTTTGTTTAAACATGGGAGGTTGGTCTTCC ６２ 载体构建

preS１R
GCGGGATCCCTTGTCATCATCGTCCTTGＧ
TAGTCGGCCTGAGGATGACTGTCTC

６２ 载体构建

preS１shRNAF
CCGGGATTCTTTCCCGATCACCAGTTGＧ
GACTCGAGTCCAACTGGTGATCGGGAAAGAATCTTTTTG

— 载体构建

preS１shRNAR
AATTCAAAAAGATTCTTTCCCGATCACＧ
CAGTTGGACTCGAGTCCAACTGGTGATCGGGAAAGAATC

— 载体构建

ALDH１F AAAGAAGCTGCCGGGAAAAG ５８ QRTＧPCR

ALDH１R CCCCATGGTGTGCAAATTCA ５８ QRTＧPCR

OCT４F AGAACATGTGTAAGCTGCGG ５８ QRTＧPCR

OCT４R GGTTCGCTTTCTCTTTCGGG ５８ QRTＧPCR

SOX２F AGCTCGCAGACCTACATGAA ５８ QRTＧPCR

SOX２R TGGAGTGGGAGGAAGAGGTA ５８ QRTＧPCR

FGF２０F TTAGAGGTGTGGACAGTGGT ５８ QRTＧPCR

FGF２０R AGTGCCACAAAATACCTGCG ５８ QRTＧPCR

DKK１F AGGTTCTGTTTGTCTCCGGT ５８ QRTＧPCR

DKK１R CTCCACAGTAACAACGCTGG ５８ QRTＧPCR

WISP１F GACTTTACCCCAGCTCCACT ５８ QRTＧPCR

WISP１R GTAGTCACAGTAGAGGCCCC ５８ QRTＧPCR

CCND１F GCATGTTCGTGGCCTCTAAG ５８ QRTＧPCR

CCND１R CGTGTTTGCGGATGATCTGT ５８ QRTＧPCR

GAPDHF TCGTGGAAGGACTCATGACC ５８ QRTＧPCR

GAPDHR ATGATGTTCTGGAGAGCCCC ５８ QRTＧPCR

１．４　慢病毒包装和感染　构建完成的慢病毒质粒

使用２９３T细胞系进行包装.每个６cm 的培养皿,
使用 Lipofectamine○R２０００ (ThermoFisherScienＧ
tific,USA)转染１２mg的目的质粒,加上６mg的

辅助质粒pMD２G,１２mg的辅助质粒psPAX２.转

染后的４８h和７２h收集细胞培养物上清,并使用

０．４５μm 的微孔滤膜过滤、分装后,于－８０ ℃超低

温冰箱备用.培养的 L０２和 HepG２细胞系使用包

装好的慢病毒进行感染,并使用流式细胞术分选或

是嘌呤霉素筛选阳性细胞.

１．５　免疫印迹分析　使用加入了蛋白酶抑制剂的

(complete protease inhibitor cocktail, Roche,

USA)RIPA 裂解液裂解收集的细胞.使用 BradＧ
ford蛋白定量试剂盒 (BioＧRad,USA)对提取的总

蛋白溶液进行定量,并使用SDSＧPAGE进行电泳分

离,并转至 NC 膜(NitrocelluloseMembrane).与

相应的一抗孵育之前,NC使用含５％脱脂奶粉和

０􀆰１％的吐温２０的 PBS溶液进行封闭.使用 BioＧ

Rad凝胶图像成像仪显影,并保存实验结果.

１．６　实时荧光定量PCR分析　用TRIZOL试剂提

取细胞总RNA,用 TaKaRa逆转录试剂盒将 RNA
逆转录成为cDNA,具体步骤按照产品说明书进行.

QRTＧPCR 检测使用 BIOＧRAD CFX９６ 和 SYBR
RTＧPCRkits(ROCHE,USA)荧光定量试剂盒进

行.反应体系为:１０μLSYBRGreenPCR master
mix,５μL稀释１０倍的cDNA模板和５μL稀释１０
倍的正反引物混合物.反应程序为:９５ ℃,３min;

９５℃,２０s,５８℃,２０s,７２℃,２０s,采集荧光信号,
运行 ４５ 个 循 环;６５ ℃ 至 ９５ ℃ 绘 制 溶 解 曲 线.

QRTＧPCR所使用的引物使用 PrimerPremier５．０
软件进行设计,具体所使用引物序列请见表１.

１．７　 免疫共沉淀 　 稳定 过 表 达 带 FLAG 标 签

preS１蛋白的 L０２ＧpreS１细胞系使用加入了蛋白酶

抑制 剂 的 (completeproteaseinhibitorcocktail,

Roche,USA)RIPA 裂解液冰上裂解１h.细胞裂

解产物高速离心(１５０００g,１５min,４℃)去除未溶
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解的细胞碎片.收集的上清加入antiＧFLAG 标签

抗体(１μg/mL)４ ℃孵育过夜,然后再加入３０μL
的可以吸附IgG 的 proteinA 琼脂糖珠 (CST,＃
９８６３)４℃孵育２h.使用RIPA溶液漂洗５~７次.
然后高温洗脱吸附的蛋白,使用 SDSＧPAGE 或是

WesternＧBlot进行检测.

１．８　数据处理　采用SPSS１７．０软件进行统计学

处理.两两检验采用 LSDＧt检验.以P＜０．０５为

差异有统计学意义.

２　结　果

２．１　HBV促进肝癌发生的临床肝癌样本分析　通

过对６例 HBV阳性的肝癌标本和６例 HBV阴性

的肝癌样本进行石蜡切片和免疫组化染色分析,我
们发现 HBV携带者CD１３３阳性的肝癌干细胞数量

要多于对照组(图１).基于对临床样本的分析,我
们推测 HBV可以表达某些因子促进肝癌干细胞的

产生.

２．２　preS１促进肝癌发生的细胞模型分析　近期,
已有研究报道preS１可以促进正常肝脏细胞向癌化

肝脏细胞转化[１８].为了进一步深入研究preS１促

图１　肝癌病理切片免疫组化染色的显微照相图片

Fig．１　A micrographicpictureofimmunohistochemical
stainingofthepathologicalsectionoflivercancer

进肝细胞癌化的具体机制,我们利用慢病毒转染技

术构建了稳定过表达preS１的肝脏细胞模型.与对

照组L０２ＧGFP相比,L０２ＧpreS１细胞中癌症细胞相

关基因 ALDH１、Oct４和Sox２在 mRNA 水平上调

表达(图２A).在细胞模型 HepG２ＧpreS１中,我们

可以得到类似的结果(图２B).WesternＧBlot结果

显示,L０２ＧpreS１和 HepG２ＧpreS１中 ALDH１、Oct４
和Sox２的表达水平均因为preS１的过表达而上调

(图２C).以上结果证实,在肝细胞中过表达preS１
可以促进癌症相关因子的上调表达.

Graphsshowmeans±SD,n＝３;∗:P＜０．０５;∗∗:P＜０．０１;∗∗∗:P＜０．００１．

图２　在肝细胞系L０２和肝癌细胞系HepG２中稳定过表达preS１可上调表达肿瘤标志分子ALDH１、Oct４和

Sox２
Fig．２　StableoverＧexpressionofpreS１inhepatocytelineL０２andhepatomacelllineHepG２canupregulatethe

expressionoftumormarkersALDH１,Oct４andSox２

２．３　preS１促进肝癌发生的内在机制分析　虽然已

有报道preS１促进肝癌产生,但是研究者对其内在

机制仍缺乏了解.我们通过免疫共沉淀技术获取了

能与preS１相互作用的蛋白.免疫共沉淀产物经过

SDSＧPAGE电泳分离,主要条带经质谱分析,发现

preS１与βＧcatenin存在相互作用(图３A).我们进

一步对preS１稳定过表达和下调表达细胞模型进行

QRTＧPCR分析.令人意外的是,在过表达和下调

表达preS１之后,在 mRNA水平并未检测到βＧcateＧ
nin的表达变化(图３B).我们进一步使用 WestＧ

ernＧBlot分析βＧcatenin磷酸化水平的变化.结果

显示:过表达preS１之后,磷酸化的βＧcatenin表达

量降低,而非磷酸化的βＧcatenin表达量升高;而使

用RNA 干扰下调preS１的表达量,βＧcatenin的磷

酸化水平可以得到恢复(图３C).为了进一步证实

上述结果,我们使用不同浓度梯度preS１过表达质

粒(０、０．２、０．４μg/mL)转染 L０２细胞,并在转染４８
h之后检测磷酸化βＧcatenin和非磷酸化βＧcatenin
表达量.结果显示:随着preS１过表达质粒转染浓

度的增加,磷酸化βＧcatenin的表达量逐步降低,而
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非磷酸化的βＧcatenin表达量逐步升高 (图３D).

FGF２０、DKK１、WISP１和CCND１是 Wnt信号通路

中可以被βＧcatenin激活的关键下游基因[２２].我们

结果显示:与对照组(L０２ＧGFP)相比,preS１稳定过

表达肝细胞系(L０２ＧpreS１)在 mRNA水平上调表达

FGF２０、WISP１ 和 CCND１(图 ３E).以上结果说

明,preS１可以通过抑制βＧcatenin磷酸化,进而提高

细胞内未磷酸化βＧcatenin的浓度,从而激活 Wnt
信号通路.

Graphsshowmeans±SD,n＝３;ns:nosignificantdifference;

∗:P＜０．０５;∗∗:P＜０．０１．

图３　preS１通过结合βＧcatenin,抑制βＧcatenin磷酸化,

从而激活 Wnt信号通路

Fig．３　preS１activatesWntsignalingpathwaybybinding
toβＧcateninandinhibitingphosphorylationofβＧ
catenin

３　讨　论

CD１３３作为肝癌干细胞的表面标志物已得到

研究者的公认[１９].ALDH１、Sox２和 Oct４作为细

胞内部表达的关键肿瘤干细胞标志分子,也广泛用

于肝癌干细胞的筛选和标记[２０].我们对临床肝癌

标本进行免疫组化分析发现,HBV携带者病理切片

标本中CD１３３阳性细胞数量要多于未感染 HBV的

对照组(图１).我们利用慢病毒技术,构建了稳定

过表达 HBV表面膜蛋白preS１的肝细胞模型.与

对照组相比,过表达 preS１的肝细胞模型中 ALＧ
DH１,Sox２和 Oct４在 mRNA水平和蛋白水平均得

到了 上 调 表 达 (图 ２).相 对 于 肝 癌 细 胞 模 型

HepG２,在正常肝细胞模型L０２中过表达preS１,肝
癌细胞肿瘤标志物的表达水平上调更加明显.

已有报道显示,preS１的表达对于正常肝细胞

向癌化肝细胞的转化具有重要作用[１８],但是肝癌发

生过程中与preS１相互作用的下游因子及信号通路

仍未见报道.利用建立的L０２ＧpreS１稳定过表达细

胞系,结合免疫共沉淀技术我们获取了能与preS１
相互作用的蛋白.使用SDSＧPAGE电泳分离之后,
对主要条带进行质谱分析后发现,preS１在蛋白层

面可以和βＧcatenin相互作用(图３A).我们利用慢

病毒RNAi载体pLKO．１ＧTCR,在过表达preS１的

L０２细胞系中下调表达preS１.令我们意外的是,
下调表达preS１,βＧcatenin在 mRNA 水平的表达量

并没有变化(图３B).随后,我们使用 WesternＧBlot
对βＧcatenin的蛋白水平进行了检测.我们发现在

L０２肝细胞模型中过表达preS１,βＧcatenin的磷酸

化水平受到抑制.而下调preS１的表达量,βＧcateＧ
nin的磷酸化水平可以得到恢复(图３C).通过不同

浓度梯度的preS１过表达质粒转染肝细胞系 L０２,
我们进一步证实了preS１的表达可以抑制βＧcatenin
的磷酸化,上调非磷酸化βＧcatenin的表达水平(图

３D).βＧcatenin作为 Wnt信号通路上的关键蛋白,
对于癌症干细胞的发育至关重要.在经典的 Wnt
信号通路中,APC、Axin、GSK３和CKI可组成复合

物,降解磷酸化的βＧcatenin,阻止βＧcatenin和转录

因子 TCF 结合,抑制 Wnt信号通路开启[２１].βＧ
catenin和转录因子 TCF结合会激活下游基因(如

FGF２０,DKK１,WISP１,CCND１等)的表达[２２],从而

开启 Wnt信号通路.本研究也证实过表达preS１
可以抑制βＧcatenin的磷酸化,激活 FGF２０,WISP１
和CCND１的表达(图３E).

结合已发表的研究结果[１８],并对本次的研究结

果进行分析之后,我们提出如下观点:preS１与βＧ
catenin的结合可抑制βＧcatenin的磷酸化,未磷酸

化的稳态βＧcatenin在细胞内积聚,与下游 TCF转

录因子结合,激活 Wnt信号通路,并促进肝细胞癌

化(图３F).本研究旨在能够促进我们对 HBV 导

致的肝癌的机制理解,并未将来防治 HBV 引起的

肝癌奠定理论基础.
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