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　　摘要：目的　 研究乙肝病毒 Ｘ蛋白（ＨＢｘ）通过核因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路对甲胎蛋白（ＡＦＰ）
的调节作用。方法　建立稳定转染 ＨＢｘ基因的 Ｌ０２细胞系（Ｌ０２ＨＢｘ），用特异性的 ＮＦκＢ信号通路

阻断剂 ＰＤＴＣ阻断该信号通路，荧光双标激光扫描共聚焦显微镜观察转染前后及加入 ＰＤＴＣ前后 ＮＦ

κＢ信号通路的激活、失活情况，同时用实时定量 ＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术检测转染前后及加入 ＰＤＴＣ前

后 ＡＦＰ在 ｍＲＮＡ及蛋白水平上的表达变化。结果　以 Ｌ０２细胞为参照，转染 ＨＢｘ基因后的 Ｌ０２ＨＢｘ

细胞 ＮＦκＢ信号通路被激活，ＡＦＰｍＲＮＡ和蛋白水平较转染前分别增加（２．７８±０．４３）倍和（４．７２±

０．５３）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＰＤＴＣ作用 ２４ｈ后 Ｌ０２／ＨＢｘ细胞 ＮＦκＢ信号通路阻断，ＡＦＰ

ｍＲＮＡ和蛋白表达分别为（１．４０±０．１６）倍和（３．１２±０．４４）倍，与未加入 ＰＤＴＣ作用的 Ｌ０２ＨＢｘ细胞

相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＦκＢ信号通路是 ＨＢｘ上调 ＡＦＰ表达的途径之一。
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［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，２００８，１７（８）：７６８－７７２］

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＨＢｘ；ＡＦＰ；ＮＦκＢ；ＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ；Ｃａｒｃｉｎｏｍａ，Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ３４－３３　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　乙肝病毒 Ｘ蛋白（ＨＢｘ）是一种多功能蛋白，
能广泛激活病毒与细胞的启动子，参与基因调控，

与肝炎及肝癌的发生发展密切相关［１－３］。甲胎蛋

白（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ），已长期应用于原发性
肝癌的临床诊断和病情监测。ＡＦＰ具有很多重要
的生物学活性，如作为结合、运输配体的工具，生

长调节因子及抗癌药物结合物的载体等［５－６］。原

发性肝细胞性肝癌（ＨＣＣ）患者 ７０％ 以上的的血

清 ＡＦＰ水平明显提高，但也有部分血清 ＡＦＰ阴性
者，可见 ＡＦＰ基因在 ＨＣＣ中有不同的表达调控机
制。核因子 －κＢ（ＮＦκＢ）是一类功能广泛的核转
录调控元件，被激活后可以调控多种基因的转录

和翻译［７］，本文探讨 ＨＢＸ是否可通过激活 ＮＦκＢ
通路而影响 ＡＦＰ的表达，为寻找肝癌新的治疗途
径提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料和仪器
正常人肝 Ｌ０２细胞系和 ｐｃＤＮＡ３．１ＨＢｘ为本

实验室保存。ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清购于 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ司；脂质体转染剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，Ｇ４１８
为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｍｉｘ购
自 ＴＯＹＯＢＯ公司，鼠抗人 ＨＢｘ单抗购于 ＣＨＥＭＩＣＯＮ
公司；兔抗多克隆抗体 βａｃｔｉｎ，鼠抗人 ＮＦκＢ单
抗和鼠抗人 ＡＦＰ单抗购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司；羊抗
鼠 ＦＩＴＣＩｇＧ抗体和吡咯烷二硫氨基甲酸（ＰＤＴＣ）
购于 Ｓｉｇｍａ公司；多聚酶链反应（ＰＣＲ）引物由上
海生工合成；荧光双标激光扫描共聚焦显微镜为

ＮＩＫＯＮ公司产品；荧光定量 ＰＣＲ仪（７０００型）为
美国 ＡＢＩ公司产品。
１．２　实验方法
１．２．１　稳定表达 ＨＢｘ的 Ｌ０２细胞系的建立与鉴
定　将 Ｌ０２细胞接种于 ２４孔板中，在含 １０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中生长至 ６０％ ～８０％融
合。采用脂质体转染法转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＨＢｘ，按照
脂质体说明书操作。转染后 ２４ｈ，以 １∶２４传代
分布在 ２４孔板中。用含 ５００ｍｇ／ＬＧ４１８的培养
液筛选 ２０ｄ，收获单 克 隆。改 用 含 ２５０ｍｇ／Ｌ
Ｇ４１８的培养液维持，直至传代。所得细胞系命名
为 Ｌ０２ＨＢｘ细胞系。通过细胞爬片，细胞免疫组

化对该细胞系进行鉴定：将 Ｌ０２细胞和 Ｌ０２ＨＢｘ
细胞分别接种于载玻片上，于 ３７℃细胞培养箱中
培养 ４８ｈ后取出，磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ清洗 ３次，
丙酮 ＋甲醇（１∶１）固定 ３０ｍｉｎ；正常羊血清封闭
３０ｍｉｎ后，加入１∶１００倍稀释的 ＨＢｘ鼠抗人单抗，
４℃孵育过夜后，ＰＢＳ洗 ３次，然后加入羊抗鼠二
抗，室温孵育 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ３次后 ＤＡＢ显色，中
性树脂封片，显微镜下观察并拍照。

１．２．２　共聚焦显微镜观察转染前后及加入 ＰＤＴＣ
前后 ＮＦκＢ信号通路激活失活情况　将爬片细胞
分为 ３组：Ｌ０２细 胞 组，Ｌ０２ＨＢＸ 细 胞 组 及
５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ作用 ２４ｈ的 Ｌ０２ＨＢＸ细胞组。
ＰＤＴＣ待细胞贴壁后加入，作用 ２４ｈ后取出，ＰＢＳ
洗 ３次，丙酮 ＋甲醇（１∶１）固定 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
３次，０．２５％ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００处理 １０ｍｉｎ，正常羊血
清封 闭 ３０ ｍｉｎ后 加 入 ＮＦκＢ 单 克 隆 抗 体
（１∶１００），４℃冰箱过夜；滴加羊抗鼠 ＦＩＴＣＩｇＧ抗
体（１∶５００），常温孵育 ３０ｍｉｎ，碘化吡啶（ＰＩ）染胞
核 ５ｍｉｎ。采用共聚焦显微镜进行荧光双标观察，
以 ４８８ｎｍ和 ５４３ｎｍ双波长氮 －－氩激光激发样
品，激发能量为 １０％。
１．２．３　实时定量 ＰＣＲ技术检测转染前后及加入
ＰＤＴＣ前后 Ｌ０２细胞 ＡＦＰｍＲＮＡ的表达　收获对
数期生长的上述 ３组细胞，提取细胞总 ＲＮＡ，测
ＲＮＡ的浓度和纯度。取相同量的 ｍＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ．每组 ｃＤＮＡ均以基因引物加荧光染料复合
物 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｍｉｘ（２×）进行定量 ＰＣＲ反应，每个
反应设３个复孔。经预实验，将逆转录的 ｃＤＮＡ稀
释 ５倍为模板。ＡＦＰ引物序列：上游为 ５′ＧＡＧＧ
ＧＡＧＣＧＧＣＴＧＡＣＡＴＴＡＴ３′，下 游 为 ５′ＴＧＴＴＴＣＡＴＣ
ＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＣ３′。内参照 βａｃｔｉｎ引物序列：上
游 为 ５′ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，下 游 为
５′ＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧＣＣＧＴ３′。总 反 应 体 系
为 ２５μＬ：ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎｍｉｘ１２．５μＬ，ｃＤＮＡ模板
２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上游引物和 １０μｍｏｌ／Ｌ下游引物
各 １μＬ，ｄｄＨ２０８．５μＬ。反应条件：９４℃变性
１ｍｉｎ，４０次循环包括 ９４℃变性 ６０ｓ，５５℃退火
６０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，７２℃再延伸 １０ｍｉｎ。反应
完成后在 ＡＢＩ７０００软件系统中调整基线和阈值，
读出各反应孔 Ｃｔ值。基因表达水平差异的比较：

９６７
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变化倍率 ＝２－△△Ｃｔ，△△Ｃｔ＝（Ｃｔ目的基因 －
Ｃｔ内参基因）／（Ｃｔ阴性对照 －Ｃｔ内参基因）。
１．２．４　免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测转染前后及
加入 ＰＤＴＣ前后 Ｌ０２细胞 ＡＦＰ蛋白的表达　收获
长满瓶的上述 ３组细胞，用三去污裂解液提取细
胞总蛋白，应用考马斯亮蓝 Ｒ２５０法测定蛋白浓
度。制备 １０％的 ＳＤＳ聚丙烯酰胺分离胶，４％的
积层胶。以每泳道加入 ５０μｇ蛋白量计算上样
量，在其内加入５×上样缓冲液（ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ），沸
水浸煮 ８ｍｉｎ变性后加样。垂直电泳条件：积层
胶，６０Ｖ４０ｍｉｎ；分离胶，１００Ｖ９０ｍｉｎ，确定溴酚
蓝到达凝胶的底部。然后将目的蛋白转至 ＰＶＤＦ
膜上。ＡＦＰ转膜条件：恒定电流 ２００ｍＡ７０ｍｉｎ。
内参 βａｃｔｉｎ转膜条件：恒定电流２００ｍＡ，４０ｍｉｎ。
丽春红染膜，确认转膜效果后，５％脱脂奶粉室温
下封闭 ７ｈ。加入鼠抗人 ＡＦＰ单抗，工作浓度
１∶５００，４℃孵育过夜。洗膜 ３次后，辣根过氧化酶
（ＨＲＰ）标记的兔抗鼠二抗，工作浓度 １∶５０００，室
温孵育 ２ｈ后，洗脱二抗，ＥＣＬ显色。应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ图象分析软件，结果以测定的 ＡＦＰ蛋白条带
的积分光密度（ＩＯＤ）与 βａｃｔｉｎ条带的 ＩＯＤ对比表

示组织 ＡＦＰ蛋白量的相对表达水平。
１．３　统计学处理

数据用 ｘ±ｓ表示。应用 ＳＰＳＳ１１．５版统计分
析软件，两组间比较采用 ｔ检验，多样本间的两两
比较用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５表明差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　稳定表达 ＨＢｘ的 Ｌ０２细胞系的鉴定
ＨＢｘ在 Ｌ０２细胞中阴 性表 达 （图 １Ａ），在

Ｌ０２ＨＢｘ细胞中阳性表达（图 １Ｂ），且主要位于
胞浆中。

２．２　荧光双标激光扫描共聚焦显微镜观察转染
前后及加入 ＰＤＴＣ前后 ＮＦκＢ信号通路激
活失活情况

Ｌ０２细胞中 ＮＦκＢ主要位于胞浆内（图 ２Ａ）。
Ｌ０２ＨＢｘ细胞中 ＮＦκＢ被激活，核内可见表达；
核内 ＮＦκＢ呈绿色，ＰＩ染核为红色，绿色和红色
叠加后为黄色（图 ２Ｂ）。加入 ５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ作
用 ２４ｈ后，Ｌ０２ＨＢｘ细胞核中几乎无 ＮＦκＢ的表
达（图 ２Ｃ）。

图１　ＨＢｘ在Ｌ０２和Ｌ０２ＨＢｘ细胞中的表达（×２００）　Ａ：Ｌ０２细胞（ＨＢｘ阴性表达）；Ｂ：Ｌ０２ＨＢｘ细胞（ＨＢｘ阳性表达的 ＨＢｘ
主要位于细胞胞浆内）

２．３　转染前后及加入 ＰＤＴＣ前后 Ｌ０２细胞 ＡＦＰ
ｍＲＮＡ的表达

Ｌ０２ＨＢｘ细胞 ＡＦＰｍＲＮＡ表达为 Ｌ０２细胞的
（２．７８±０．４３）倍，５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ作用 ２４ｈ的
Ｌ０２ＨＢｘ细 胞 ＡＦＰｍＲＮＡ表 达 为 Ｌ０２细 胞 的
（１．４０±０．１６）倍，显示转染后 ＡＦＰｍＲＮＡ表达明
显上调（ｔ＝６．１０，Ｐ＜０．０５），５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ阻
断 ＮＦκＢ信号通道后 ＡＦＰｍＲＮＡ表达明显下调
（ｔ＝５．２１，Ｐ＜０．０５）（图 ３）。

２．４　转染前后及加入 ＰＤＴＣ前后 Ｌ０２细胞 ＡＦＰ
蛋白的表达

Ｌ０２ＨＢｘ细胞 ＡＦＰ蛋白表达为 Ｌ０２细胞的
（４．７２±０．５３）倍，５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ作用 ２４ｈ的
Ｌ０２ＨＢｘ细 胞 ＡＦＰ蛋 白 表 达 为 Ｌ０２细 胞 的
（３．１２±０．４４）倍。显示转染 ＨＢｘ后 ＡＦＰ蛋白表
达明显上调（ｔ＝７．８２，Ｐ＜０．０５），５０μｍｏｌ／Ｌ
ＰＤＴＣ阻断 ＮＦκＢ信号通道后 ＡＦＰ蛋白表达明显
下调（ｔ＝４．１３，Ｐ＜０．０５）（图 ４）。

０７７



第８期 任利，等：乙肝病毒Ｘ蛋白激活ＮＦκＢ信号通路对ＡＦＰ表达的影响
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图２　转染前后及ＰＤＴＣ加入前后ＮＦκＢ信号通路激活失活情况（×２００）　Ａ：Ｌ０２细胞（ＮＦκＢ主要位于胞浆）；Ｂ：Ｌ０２ＨＢｘ
细胞（ＮＦκＢ表达增强，且核内也有表达）；Ｃ：加入ＰＤＴＣ的Ｌ０２ＨＢｘ细胞（ＮＦκＢ表达减弱，核内表达消失）
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图３　转染前后及加入 ＰＤＴＣ前后各组细胞 ＡＦＰｍＲＮＡ的表
达　１：Ｌ０２细胞；２：Ｌ０２ＨＢｘ细胞；３：Ｌ０２ＨＢｘ细胞 ＋
５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ

注：１）与Ｌ０２细胞比较Ｐ＜０．０５；２）与Ｌ０２ＨＢｘ细胞比较，Ｐ＜
０．０５
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图４　转染前后及加入 ＰＤＴＣ前后各组细胞中 ＡＦＰ蛋白的表
达　１：Ｌ０２细胞；２：Ｌ０２ＨＢｘ细胞；３：Ｌ０２ＨＢｘ细胞 ＋
５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ

１７７



中国普通外科杂志 第１７卷

３　讨　论

ＨＢｘ作为一种多功能蛋白，它可通过调控基
因表达和蛋白间相互作用，激活多条细胞信号转

导通路，并可激活 ＨＩＦ１α，ＮＦκＢ，ＡＰ１，ＳＰ１和
ｏｃｔ１等多种核转录因子，影响细胞的增殖、分化、
凋亡，促进其恶性转化［１－３］，并促进肿瘤多药耐药

的产生［４］。在细胞静息状态时，ＨＢＸ与其抑制因
子 ＩκＢ结合，以无活性形式存在于细胞质中［７］。

ＨＢｘ通过活化 ＩＫＫα和 ＩＫＫβ使其抑制因子 ＩκＢ磷
酸化，进一步导致 ＩκＢ泛素化和蛋白酶体介导的
降解反应，使 ＮＦκＢ从胞浆复合体中释放出来，
移位至胞核，恢复其转录激活活性，进而转录激

活相应靶基因［８－１０］。ＰＤＴＣ是 ＮＦκＢ特异性的抑
制剂，它可通过稳定胞浆中的 ＩκＢ从而有效地抑
制 ＮＦκＢ的活化和向细胞核内转移，阻断 ＮＦκＢ
传导途径的信号传导［１１－１２］。

ＡＦＰ系胚胎期由卵黄囊和肝脏实质细胞及部
分消化道产生，出生后 ＡＦＰ基因转录迅速减少，
６～８个月降至最低点，成人期几乎检查不到。ＡＦＰ
含量升高多见于肝再生、肝细胞癌、卵黄囊肿瘤、

慢性肝炎、肝硬化，偶见于其他恶性肿瘤。尽管

ＡＦＰ是 ＨＣＣ公认的肿瘤标记物，但仍有少部分患
者 ＡＦＰ水平在正常范围，且体外研究中发现其在
ＨＣＣ各细胞系中的表达也存在很大差异［５－６］。虽

然 ＡＦＰ作为标记物已广泛应用于临床，但其变异
及机制研究仍比较局限。ＡＦＰ基因表达的调控是
一个复杂的过程，为什么在胎肝表达很高而出生

后急剧下降，而在 ＨＣＣ时又明显上升？至今具体
机制还不明了。有学者通过对 ＨＢｘ的研究发现，
ＨＢｘ可通过减轻 ｐ５３对 ＡＦＰ基因表达的抑制作
用而上调 ＡＦＰ的表达［１３］，为 ＡＦＰ的调节机制提出
了一个新的思路。

本研究基于 ＨＢｘ与 ＡＦＰ的相关性，通过 ＨＢｘ
质粒转染，发现转染 ＨＢｘ基因后 Ｌ０２细胞中 ＡＦＰ
ｍＲＮＡ和蛋白水平明显上调，应用 ＮＦκＢ抑制剂
ＰＤＴＣ后 ＡＦＰｍＲＮＡ和蛋白生成明显减少。此结
果表明 ＨＢｘ可以通过 ＮＦκＢ信号途径上调 ＡＦＰ
的表达。本研究也发现，ＮＦκＢ信号通路经 ＰＤＴＣ
阻断后 Ｌ０２ＨＢｘ细胞中 ＡＦＰ的 ｍＲＮＡ和蛋白水
平仍然高于 Ｌ０２细胞．此现象一方面可能是因为
ＮＦκＢ信号通路阻断不彻底，另方面 ＮＦκＢ信号
通路只是 ＨＢｘ上调 ＡＦＰ表达的途径之一，可能还
存在其他的信号通路，如 ｐ５３通路。

综上所述，本实验证实了 ＮＦκＢ信号通路是

ＨＢＸ上调 ＡＦＰ的重要途径之一，探讨了 ＨＢＸ和
ＮＦκＢ在肝癌发病中的重要意义。丰富了 ＨＣＣ
ＡＦＰ升高调节机制。本结论为通过阻断该信号传
导途径治疗肝癌提供了实验依据。
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