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摘要 ：为深入 了解乙肝病 毒(HBv)致癌机理 ．用套式 PCR对广西 14例血清 HBVDNA阳性的原发 

性肝癌患者癌组织 、10例 乙型病毒性肝炎患者血清及 l0倒乙肝病 毒无症状携带者血清 HBV核心 

基因启动子进行扩 增．阳性者用 Sanger氏双脱氧法做序列分 析．发现肝癌组织 l0例 PCR阳性 ．阳 

性率 71．4％．所有 PCR阳性标本的整音体均有 乙肝病毒核心基因启动于双突变序列(nt1 762 A— 

T．1 764 G—A)．并且在其周围各序列都有不同部位的点突变．标本 C14核苷酸 的缺失 突变高选 

l0十。乙肝患者 6例 PCR阳性．其中 3倒 己肝病 毒核心基因启动子发生双突变。无症 状携带者 

中 4倒 PCR阳性 ．其中仅 1倒发生双突变。结果提示乙肝病毒核心基因启动子双突变在肝癌患者 

中较常见．肝 炎患者次之．无症状携带者居最后 。 
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乙肝病毒(HBv)的感染是原发性肝细胞癌的主要病因，在 HBV感染率较高的地 区，这种 

关系更为显著⋯。尽管如此，至今对其致癌机理 尚未充分 了解 ．主要的研 究障碍是原代肝细 

胞难以在培养基中生长，且用 HBV体外培养也未获成功。研 究 HBV DNA与 人类染色 体 

DNA的整合，将有助于阐明 HBV 的致癌机理。HBV核心基 因启动子 T A 突变株是最 

新报道的乙肝病 毒变异株，这种突变虽可减少 e抗原的产生，但增加病毒的复制”J。因此，研 

究这种突变序列是否整合到人类染色体 DNA中对认识 HBV致癌机理将具有重要意义。本 

研究对 l4例原发性肝细胞癌组织 中 HBV核心基因启动子及其序列进行了测定．为了对 比分 

析．同时分析 lO饲乙型病毒性肝炎患者及 l0饲乙肝病毒无症状携带者。现将结果报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 肝癌组蜩标本 采 自南宁 市各大医院外科手术切除 的肝细胞癌组织． 中男性 8例．女性 6倒．详 见表 

1。这 14倒原发性肝癌患者 血清 HBV DNA均 阳性 。乙型肝炎 患者及其无症状携带者 采 自广西医科大学 

第一附属医院住院病人及健康体检者．分别为 10例及 l0倒，详见表 2。 
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1，2 试荆 PCR试剂 购 自 P~ ega公 司；载体及感受态细胞购 自 lnvitrogen公司i克 隆 DNA的提取试剂 盒 

QIAspin prep购 自 G／agen公司；测序反应试剂盒购自 Amersham lnterna~ona[P／c．Buckinghamshire．U K． 

1．3 肝癌组磐l标奉 的处理殛 PeR扩簟 取 1 c 的 癌组 织在蒗氰 中磨成糟珠，加 1 mg／raL链 酶蛋 自酶及 

0．5％ SDS．于 37℃消化过夜，用酚 、氯仿抽提 DNA，离心速度 为 2000 r／m~n．2Omin。取 5 LDNA溶液作套 

式 PCR(ne~tedPCR)．反应体积 为 5O L。每份 标本平行做 2个 PCR。第一轮扩增 引物 为 B935(nt 1240～ 

3 )和 MDC1(nt 2304--2324 5 TTGATAAGATAGGG~ 

CATTTG 3 )，反应条 件为94℃变性 1．5 rain、5O℃退火 45 5、72℃廷仲 4min，30个循环后继续循环 1(72℃ 

10min．22℃ 5 min)；第二 轮扩增 引物 ：XSEQ1(nt 1547～1564 5 CATCTG 3 )和 

h'DB2(nt 2134--2152 5 GC．GAA~ AGATCTCTGGATGCTGGA 3 )，反应条件 ：94℃变性 45 s、50℃退 火 

45 s、72℃延仲 2rain．30个循环后继续上述循环 1。血清标本的处理及 PCR扩增参见 J。 

1 4 载体的崔接厦克睦的俺进 取 第二轮扩增产物2．uI 连接到 PCR2 1载体．在 4℃ 下过夜．坎 日转染感受 

态细胞．第 3日挑选 克隆井培养过夜 ．第 4日用 EcoRI酶消化，筛选 阳性克隆，阳性 克隆的剩 余培 养渣用 Q】． 

Aspin prep试剂 盒提取 DNA用于测序。每份标本取 3个克隆。 

1．5 耐 序 纯 化 的 DNA 5 L 在 1 L NaOH 和 2 L引 暂 XSEQ3(nt 1653～ 1672 5 CATAAGAG一 

3 )中变性 40min．随后在 2 L捌序酶缓 冲液．1 HCI及 1 uL Tris．HCI溶 壤中中和 25 

rain，捌序反应按试剂盒说明书进行。 电诛 ：测序 反应混合物在变性聚丙烯酰胺凝歧上电诛 ．电压 80伏，时 何 

3．5 h，在 10％醋酸 中固定凝皎后．在 8O℃真空下烘干皎块，然后将凝 皎与 X光 片一起放入 暗盒．坎 日洗 片、读 

片。 

2 结果 

2．1 PCR 由表 1和表 2可见，l4倒原发性肝细胞癌患者的癌组织 经套式 PCR扩增后。l0 

例 HBV DNA阳性 ．阳性率为 71．4％。乙型肝炎患者及其无症状携带者血清 }{Ilv DNA阳性 

率分别为 60％、40％。 

襄 1 14倒厦发性肝绸施癌患者 珊k̂  抗．Hbc检出情况殛 PCR结暴 

Table 1 HBeAg／Anti-I-IBe sbtLls end HCC DNA PCR 14 patients with Hepatocellular Carcinoma 

-病例 C15 两对半 均酮性．t Pati~t C15 tested negative for HBV m 
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寰 2 l0饲非肝癌 IⅢv DNA阳性者瞄库诊断情况 

1 k 2 T cliniml diagnosis 0f 10 HBV DNA p皤ib c ers 

without Hepat0cdlular Carcinoma 

*CAH(慢 性 活 动 性 肝 毙 )：Chronic active hepatitis；CPH(慢 性 迁 延性 肝 !眨)：Chronic 

persistent hepatitis；HC(肝硬化 )：Hepetocinrhc~is；ASC(无症状携带者)：Asymptornatic 

carfiexs 

2 2 序列测定 图1表示整合到人类染色体 DNA 中 HBV DNA核心基因启动子的序列与 

HBV野毒株相应序列的比较 (位于 nt 1741～1789)，“一 表示与野毒株具相同的序列，“／”表 

示缺失突变，扩号 内的数 字表示用 于测 序的克隆数，“十”号表示 克隆来 自不同 PCR产 物。 

“++”表示双突变所在的位置(第 1762及 1764位核苷酸)。由该图可见，所有 PCR阳性标本 
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囤 I 14倒原发性肝细胞癌患者癌组织 HBV．DNA核心基因启动子序列分析 

F 1 analysis of the promoter region in ttmqor tissues from 14 pa ti~ ts with hepe tocdlular c眦 inaT̈ 
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均有双突变(nt 1762 A—T，1764 G— A)，井且其周围各序列均有不 同部位的点突变，标本 

C14有更广泛的突变，包扩 10个核苷酸的缺失突变。图 2表示乙型病毒性肝炎患者及乙肝病 

毒无症状携带者血清 HBVDNA核心基因启动子的序列与 HBV野毒株相应序列的比较(位置 

同上)，由图可见乙肝患者 6例 PCR阳性中有 3倒发生双突变，其周围各序列也有不同部位的 

点突变。无症状携带者 4倒 PCR阳性中仅 1倒发生双突变。 
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圈 2 lu俐非HF癌己肝病毒携带者血清 HBV—DNA棱心基因启动子序列分析 

Fig 2 Seq e analysis of tk rn pm mter region HBV ⋯  

from 10 HBV carriers without Hepatocellukar C~rcinoma 

3 讨论 

尽管 HBV的感染在肝细胞癌的发生中起到病 因学 作用 已无可非议，但是对其致癌机理 

仍不精楚 。研究肝脏内的 HBVDNA存在状况可以提供 HBV致癌的分子机理 。目前 已有不 

少学者从不同角度研究 HBVDNA和细胞染色体 DNA的整合情况，井 已从人、土拔 鼠、地 松 

鼠和鸭的肝癌组织中发现 HBV DNA整合到细胞染色体 DNA中 ，在癌组织和肿瘤细胞系 

中整合的 HBVDNA及其毗邻细胞 DNA的序列已被克隆，其特性 已被认识 J。研究结果表 

明．整台是多发、随机、非特异性 的，常发生病毒和宿 主 DNA的缺失和重排l】 。HBV整合 的 

确切作用机制仍来阐明．多数支持 HBV DNA的整合促使肝畦癌变的所谓插入诱变假说 ．他们 

认 为整合的 HBV DNA随宿主 DNA的复制而复制．同时，还可激活或者抑制调节细胞生长及 

繁殖的基因_9】。本研究发现 71％(1O／14)肝癌患者的肝癌组织有 HBV DNA整合体。秘们仅 
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扩增 1／3 HBV基因，由于整合是完全随机的，如果用其它区段的引物去扩增，也许会发现更多 

的阳性者。 

Tabor研究小组““发现江苏启东县 85％(17／20)原发性肝细胞癌组织有 乙肝病毒 T” 

A”“双突变序列，而同样的突变序列仅见于 l1％(2／a8)非肝癌的慢性乙肝病 毒感染者血清。 

本研究发现所有整台体均有 TI762A “双突变序列，并在其周围各序列均 有不同部位的点突 

变。标本 C14有更广泛的突变，包扩 l0个核苷酸的缺失突变。乙肝患者 6倒 PCR阳性 中有 

3例发生双突变．其周围各序列也有不同部位的点突变。无症状携带者 4倒 PCR阳性中仅 l 

例发生双突变。本研究提示乙肝病毒核心基因启动子双突变在肝癌患者中较常 见．肝 炎患者 

次之，无症状携带者居最后。 

为什么这种双突变在原发性肝癌患者中较常见?HBV DNA核心基 因启动子第 1762位 

核苷酸 A—T、第 1764位 G—A的 电突变，将减少前核心(Preeore)mRNA的转录 ，从而降低 e 

抗原的表达 ，但可增加前基因组(Pregenomic)mRNA的转录，增加 HBV复制 j。不难推测，由 

于病毒大量复翩，而机体免疫清除作用降低，从而导致机体 产生更多的 HBV DNA，并使更多 

的 HBV DNA整合到人类染色体 DNA，随着人类染色体复制而复制，肝脏中这些癌前细胞的 

积累可以增加人类基因突变的机会，也许在黄曲霉毒索等因素的协同作用下，这种突变的机会 

更大，突变的结果将导致肿瘤的发生。 

目前尚不清楚病毒基因何时发生突变及何时发生整合，突变之前有无病毒基因整合发生。 

因此，研究儿童期 HBV DNA的整合情况，可能有助于阐明 HBV的致癌机理。 
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The Discovery of HBV Core 

Tissue of Patients with 

Promoter M Ⅱtations in Tumour 

Hepatocellular Carcinoma 

FANG Zhov~-liao。，YANG Jin-ye ，W ANG Xue-yan。，ZHUANG Hul2 

RogerLing3
， Tim J Harrison3 

(Health and Antlepidemic StatHn ofGuang．ri．Nanning 530021，China) 

(BeiflngM~ical University，Beijing 1013083，China) 

(R~atFreeHospital ofMedicir~．University ． 

Ro~landHill St．．I~ndonNW3 2PF， ) 

A tract：In order to understand the mechanisins of hepatitis B virus(}mV)in the development 

of hepatocell ar carcinoma．the nestedPCR"dcas usedto afn蹦fy}mV core promoterfrom tLm％our 

tissues of 14 HBV DNA positive patients with hepatocellular ca rcinoma．and 10 serutTt sample~of 

hepa titis B patients and ssymptoma tie carriers respectively．The positive sam ples were sequenced 

bySangermethod．Tenof thefourteen turnouttissue samples(71．4％)were positivefor船 V 

COre promoter．Each sequeno~of alI positive samples had the double mutations at ut 1762(A— 

T)．1764(G-*A)in HBV COre promoter and Some point mutations around them．The ca5e CI4 

had more extens ive mutations ，includiv~ deletion of 10 nucleotides．6 of 10 serum sam ples of hep— 

atitis B pa tients were positive for HBV COre promoter and 3 of them ha d the double mutations． 

four ofthe ten se九Ⅱn samples of ssymptoma tie callers were PCR positive whih only 1 of them  

had the double mutations．These data implica te tha t the double mutations is most col~．mon in 

H()c pa tients．the next is hepatitis B pa tients an d the hst is ssym ptomatic carriers ． 

Key wolds：Hepatitis B virus；Core promoter；M utation；Hepa tocellular carcinoma ：Integration 
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