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乙肝病毒 Ｘ基因对肝癌细胞表达 ＲｈｏＣ的影响
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　　摘要：目的　探讨 Ｘ基因对肝癌细胞表达 ＲｈｏＣ基因的影响。方法　用定向克隆的方法构建 Ｘ

基因的真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１Ｘ，脂质体转染 ＨＥＰＧ２细胞；潮霉素选择培养稳定表达 Ｘ基因的

ＨＥＰＧ２Ｘ细胞；免疫组化鉴定 ＨＥＰＧ２Ｘ细胞 ＲｈｏＣ蛋白表达。结果　构建的真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．

１Ｘ在 ＨＥＰＧ２细胞中有稳定表达，ＨＥＰＧ２Ｘ细胞表达 ＲｈｏＣ蛋白增强。结论　体外条件下，Ｘ基因可

促进肝癌 ＨＥＰＧ２细胞 ＲｈｏＣ表达增强。这可能与肝癌的侵袭、转移有关。
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　　ＨＢＶＤＮＡ整合入宿主细胞基因组是肝癌遗传

学研究的重大发现之一。近年来的研究表明 Ｘ基

因及其产物 ｐＸ可促进肝癌的转移。ＲｈｏＧＴＰａｓｅｓ是

Ｒａｓ超家族成员，参与细胞信号传导、增殖和肌动蛋

白骨架的调节；ＲｈｏＧＴＰａｓｅｓ的一个成员 －ＲｈｏＣ与肝
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癌的转移有关。为了探讨 Ｘ基因与 ＲｈｏＣ在肝癌转
移的相互作用，本实验构建了表达乙肝 Ｘ基因的真
核表达载体，并成功地将之转入 ＨＥＰＧ２细胞，观察
其对 ＨＥＰＧ２细胞表达 ＲｈｏＣ的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　克隆用 ｐｃＤＮＡ３．１载体、大肠杆菌
ＴＯＰ１０Ｆ`及 ＨＥＰＧ２细胞由福建医科大学分子医学中
心惠赠；ＨｉｇｈｔＦｅｄｅｌｉｔｙ多聚酶链反应（ＰＣＲ）试剂盒
购自美国罗氏公司；小量质粒抽提试剂盒、ＰＣＲ产
物回收试剂盒和 ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自上海华
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舜生物工程技术服务有限公司；ｄＮＴＰ和 Ｔ４ＤＮＡ连
接酶、ＮｈｅＩ及 ＫｐｎＩ内切酶购自 ＢｉｏＬａｂｓ公司；ＱＩＡ
ＧＥＮＭＩＤＩ质粒抽提试剂盒购于美国 ＱＩＡＧＥＮ公司；
ＬＩＰＦＥＣＴＡＭＩＮＥＴＭＲｅａｇｅｎｔ（１８３２４０２０）购 于 ＧＩＢＣＯ
ＢＲＬ公司；潮霉素购于 ＢｉｏＬａｂ公司；抗 ＲｈｏＣ多克
隆抗体（ｓｃ１２１１６）购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
购于 ＴＡＫＡＲＡ公司；其余生化试剂均为国产或进口
分析纯试剂。

１．１．２　主要仪器　ＢｅｃｋｍａｎＭｉｃｒｏｆｕｇｅ高速冷冻离
心机（美国）、ＰＣＲ仪 ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲｓｙｓｔｅｍ２４００（美
国）、分子定量成像系统 （美国）ＧｅｌＤｏｃ１０００ＵＶ
ＢＩＯＲＡＤ公司、紫外可见分光光度仪（瑞典）Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　Ｘ基因扩增引物设计　上游引物为 ＧＧＧ，
ＧＴＡ，ＣＣＴ，ＴＡＧ，ＧＣＡ，ＧＡＧ，ＧＴＧ，ＡＡＡ，ＡＡＧ，ＴＴＧ；下
游引 物 为 ＣＴＡ，ＧＣＴ，ＡＧＣ，ＡＴＧ，ＧＣＴ，ＧＣＴ，ＡＧＧ，
ＧＴＧ，ＴＧＣ，ＴＧ。
１．２．２　重组质粒的的构建、转化、筛选及鉴定、提
取　以 ＨＢＶ病毒 ａｄｒ标准株之 ＤＮＡ为模板进行扩
增；回收 Ｘ片段；限制性内切酶 ＮｈｅＩ与 ＫｐｎＩ酶切过
夜，回收已酶切之 Ｘ片段备用。载体 ｐｃＤＮＡ３．１，用
限制性内切酶 ＮｈｅＩ与 ＫｐｎＩ３７℃酶切过夜后回收载
体片段，经 ＣＩＡＰ处理，回收备用。处理好的载体 Ｘ
片段在 Ｔ４连接酶的作用下 ４℃连接 １６ｈ。取 ５μＬ
连接产物加入到 ０．１ｍＬＴＯＰ１０Ｆ`感受态菌中，轻轻
混匀后置冰上 ３０ｍｉｎ，４２℃热休克 ２ｍｉｎ，重新置冰
上 ２ｍｉｎ，加入 ０．９ｍＬ的 ＬＢ液体培养基于 ３７℃缓慢
摇动复苏 １ｈ，收集菌体，涂布于含 ３００μｇ／μＬ氨苄
青霉素之 ＬＢ琼脂培养皿中，３７℃培养过夜。次日
挑取阳性单菌落，加入 ３．０ｍＬ的 ＬＢ液体培养基于
３７℃，剧烈振荡培养约 ４ｈ后，抽提质粒，溶解于
２０μＬ无 核 酸 酶 的 水 中。取 ４μＬ提 取 的 质 粒 于
２０μＬ体积内用内切酶 ＮｈｅＩ与 ＫｐｎＩ３７℃酶切过夜，
１．０％琼脂糖电泳鉴定含重组质粒的菌落后送上海
博亚公司正向及反向测序。测序引物为 Ｔ４、Ｔ７通
用测 序 引 物。挑 取 测 序 正 确 之 阳 性 菌 落 于 含

３００μｇ／μＬ氨苄青霉素之 ３００ｍＬＬＢ液体培养基中，
３７℃，２５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜。次日用 ＱＩＡＧＥＮＭＩ
ＤＩ质粒抽提试 剂盒大 量 抽提质 粒 （按 说 明 书 操
作）。纯化后溶于 ３００μＬ去离子水中。
１．２．３　 常 规 脂 质 体 转 染 法 将 重 组 质 粒 转 染 入
ＨＥＰＧ２细胞　约 ３周后，获得稳定表达重组质粒的
转染细胞。

１．２．４　转染细胞的鉴定及功能分析　用 ＴＲＩｚｏｌ抽
提稳定转染的细胞的 ＲＮＡ。用 Ｘ基因扩增引物，逆
转录 ＰＣＲ检测转染细胞的 Ｘ基因表达。

调节 ＨＥＰＧ２Ｘ细胞浓度为 ２×１０５／ｍＬ，置细胞
于 ６孔培养板（每孔内放入 １片已作预处理的盖玻
片），在 ３７℃，５％ ＣＯ２，含 １０％ 胎 牛 血 清 的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液中培养 ４８ｈ。以转染空载 体 ｐｃＤ
ＮＡ３．１的 ＨＥＰＧ２（－）和未转染之 ＨＥＰＧ２细胞为对
照组。取出盖玻片，标本半干燥，以 ４℃丙酮固定
１０ｍｉｎ。ＲｈｏＣ多抗以磷酸盐缓冲液稀释成 １∶１００，
免疫组化染色过程按说明书进行。结果以 ＴＭＡＧＥＲ
８０００彩色图像分析仪进行图像分析判断，细胞内
出现褐色颗粒为阳性细胞。每张片随机取 ５个高
倍视野（１０×４０），测定免疫组化染色后细胞的灰
度值（像素单位）。以空载体 ｐｃＤＮＡ３．１为阴性对
照。

１．２．５　 统 计 分 析 　 数 据 以 ｘ±ｓＤ表 示，采 用
Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ｐｃＤＮＡ３．１Ｘ载体构建及鉴定
阳性质粒经内切酶 ＮｈｅＩ与 ＫｐｎＩ３７℃酶切过夜

后，电泳出现 Ｘ基因相应片段长度条带。序列测定
结果如下：
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ＧＣＧＣＣＧＡＣＧＧＧＡＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＧＧＡＣＧＴＣＣＣＧＣＧＣＡＧＧＡ
ＴＣＣＡＧＴＴＧＧＣＡＧＣＡＣＡＣＣＣＴＡＧＣＡＧＣＣＡＴＧＣＴＡＧＣＣＡＧＣＴ
ＴＧＧＧＴＣＴＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＡＴＴＴＣ

划线部分为引入克隆用的酶切位点 ＮｈｅＩ与 Ｋｐ
ｎＩ的序列。
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２．２　ＨＥＰＧ２Ｘ细胞内外源 Ｘ基因及 ＲｈｏＣ蛋白
的检测结果

从转染重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１Ｘ的细胞克隆提取
的 ＲＮＡ经 ＲＴＰＣＲ扩增后，１．０％的琼脂糖电泳可
见特异性目的 ＤＮＡ片段，而转染空载体 ｐｃＤＮＡ３．１
的克隆无特异性目的 ＤＮＡ片段。

通过图像分析仪得出 ３种 ＨＥＰＧ２细胞免疫组
化染色后细胞的灰度值：ＨＥＰＧ２Ｘ细胞 １１５．７±
８．５（像素单位）（图 １）；ＨＥＰＧ２（－）细胞 １７８．５±

５．７及 ＨＥＰＧ２细胞分别为 １８４．６±９．６。ＨＥＰＧ２
（－）和 ＨＥＰＧ２细 胞 之 间 差 异 无 显 著 性 （Ｐ ＞
０．０５），而 ＨＥＰＧ２（－）细 胞 及 ＨＥＰＧ２ 细 胞 与
ＨＥＰＧ２Ｘ细胞相比表达 ＲｈｏＣ蛋白差异有显著性
（Ｐ＜０．０１）。转染 Ｘ基因的 ＨＥＰＧ２Ｘ细胞生长
形态上与未转染 Ｘ基因的 ＨＥＰＧ２细胞及转染空载
体的 ＨＥＰＧ２（－）细胞有较大差别：ＨＥＰＧ２Ｘ细胞
出现较多的丝状伪足和扁平足，且细胞的移动性明

显增强（图 ２）。

图 １　ＨＥＰＧ２Ｘ细胞表达 ＲｈｏＣ蛋白

　　１：ＨＥＰＧ２Ｘ细胞；２：ＨＥＰＧ２细胞；３：ＨＥＰＧ２（－）细胞；

Ｍ：Ｄｌ２０００ｍａｒｋｅｒ

图 ２　ＨＥＰＧ２Ｘ细胞内外源 Ｘ基因的检测

３　讨　论

近年研究发现 Ｘ基因及其产物 ｐＸ与肝癌的发
生关系密切，包括转 Ｘ基因小鼠中肝癌的发生、ｐＸ
对多种癌基因的非特异反式激活作用、ｐＸ与 ｐ５３
蛋白的结合在蛋白水平使靶细胞中抑癌基因及其

产物功能发生改变，以及破坏了 ｐ５３基因的负调节
作用等多方面的证据［１］。Ｘ基因及其产物 ｐＸ主要
通过以下方式影响肝细胞癌的生物学行为：（１）抑
制 ｐ５３介导的细胞凋亡；（２）抑制 Ｂａｘ的活性，促进
Ｂｃｌ２的 抗 凋 亡 活 性；（３）促 进 一 些 生 长 因 子 如
ＩＧＦ１、ＩＧＦ２等的促生长作用；（４）促进肿瘤的转
移。但 ｐＸ的确切致癌机制尚未完全阐明［２－３］。
２０００年，Ｃｌａｒｋ等人［４］通过体内选择的方法选

择高转移活性的黑色素瘤细胞，利用基因芯片分析

证明，高转移活性的黑色素瘤细胞中与细胞外基质

集合有关的基因及直接或间接的调节以肌动蛋白

为基础的细胞骨架的基因表达增强：当 ＲｈｏＣ过表
达时促进转移，表明 ＲｈｏＣ与肿瘤的侵袭、转移有密
切关系。Ｋｌｅｅｒ等［５］用免疫组化染色法检测人乳腺
癌组织中 ＲｈｏＣ蛋白的表达，发现其主要表达于浸
润性癌组织中，而在良性病变中不表达，且其表达

与肿瘤分期密切相关。笔者既往研究提供的证据包

括：胃 癌 肝 转 移 与 ＲｈｏＣｍＲＮＡ 及 蛋 白 的 表 达 有

关［６］；原发性肝癌组织中 ＲｈｏＣｍＲＮＡ表达明显高于
癌旁肝组织；有肝内转移灶者其癌组织中 ＲｈｏＣｍＲ
ＮＡ表达明显高于无肝内转移灶者。提示 ＲｈｏＣｍＲ
ＮＡ的表达与 ＨＣＣ的转移有关［７］。近年国外有关
ＲｈｏＣ基因的文献主要集中在乳腺癌基础研究，如
Ｐｉｌｌｅ等［８］利用 ＲｈｏＣ及 ＲｈｏＡ的反义寡核苷酸抑制
人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭转移取得明显
的效果。

为了研究 Ｘ基因与 ＲｈｏＣ基因在促进肝癌转移
中的相互作用，本实验成功地构建了 Ｘ基因的真核
表达载体，经测序表明其与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ上登录的 Ｘ基
因全长 ｃＤＮＡ序列完全一致：即将之转染入肝癌
ＨＥＰＧ２细胞可获得稳定表达 Ｘ基因的 ＨＥＰＧ２Ｘ细
胞。ＨＥＰＧ２细胞本身不含 Ｘ基因，经 ＲＴＰＣＲ证实
转染细胞中表达 Ｘ基因，而且与未转染 Ｘ基因的
ＨＥＰＧ２细胞及转染空载体的 ＨＥＰＧ２（－）细胞相
比，ＨＥＰＧ２Ｘ细胞表达 ＲｈｏＣ蛋白明显增强。实验
还观察到，转染 Ｘ基因的 ＨＥＰＧ２Ｘ细胞生长形态
上与未转染 Ｘ基因的 ＨＥＰＧ２细胞及转染空载体的
ＨＥＰＧ２（－）细胞有较大差别，其形态学改变近似于
转染 ＲｈｏＣ重组质粒的 ＨＥＰＧ２细胞。关于 ＲｈｏＣ的
下游效应因子已有较多研究，而其上游基因则有待

进一步的探讨。Ｈａｎ等［９］人构建稳定表达 Ｘ基因
的 ＨＥＰＧ２Ｘ细胞，利用基因芯片分析 ５８８个细胞
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基因转录水平的变化，提示 ＩＧＦＲ２及 ＲｈｏＡ基因上
调，而转录延伸因子 ＳＩＩ下调，表明 Ｘ基因可选择性
调节人肝癌细胞的转录。ＲｈｏＣ与 ＲｈｏＡ序列上有高
度的同源性，但 ＲｈｏＣ在转移上的作用远强于 ＲｈｏＡ，
本实验证明 Ｘ基因对 ＲｈｏＣ亦有正相调控作用。但
它是通过直接作用于 ＲｈｏＣ基因，亦或通过其他的
信号旁路起作用，仍尚不明确。
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·病例报告·

胸腺咽管囊肿并瘘管形成１例
陈凯，陆俊地，何鹏

（解放军第一八八医院 外一科，广东 潮州 ５２１０００）

关键词：胸腺咽管囊肿／并发症；瘘／病因学；病例报告

中图分类号：Ｒ７３０．２６９；Ｒ６３５　　　　文献标识码：Ｄ

　 患者　男，２３岁。因发现左侧颈

部进行性增大的无痛性肿物 １８年入

院。８年前该肿物表面出现一针尖大

小的皮肤破损，挤压该肿物时可有白

色浆液性分泌物流出，可暂时愈合，但

不久又自行溃破。体查：颈前区偏左

侧甲状 腺 腺 体 下 方 可 扪 及 约 ４ｃｍ ×

３ｃｍ大小类球形肿物，质地柔软，表面

光滑，无触痛，未触及扩张性搏动或震

　　收稿日期：２００６－０９－３０。

　　作者简介：陈凯，男，广西桂林人，解放军

第一八八医院住院医师，主要从事普通外科临

床方面的研究。

　　通讯作者：陈凯　Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｋａｉ－０２０１

＠ｃｈｉｎａｒｅｎ．ｃｏｍ。

颤，易推动，肿物表面及周围皮肤无红

肿，肿物表面未闻及血管杂音。胸部

正侧位片检查未见异常。诊断：颈部

囊肿并瘘管形成。局部麻醉下，以适

量美蓝溶液经左侧颈部瘘管外口注入

后，以肿物为中心作一长约 ７ｃｍ的纵
形手术切口。在左侧胸锁乳突肌前缘

内侧显露肿物，肿物呈暗红色，囊性，

质地柔软，透明度差，包膜完整，与周

围组织稍粘连，上下延伸成条索状（瘘

管），瘘管经颈内和颈外动脉之间，在

二腹肌深面上行，追踪至近咽部，未见

瘘管内口。将肿物与周围组织小心分

离，将瘘管的下段分离后先行切除，在

近咽部将肿物及上段瘘管切除。病理

诊断：胸腺咽管囊肿。患者术后 １周

痊愈出院。

讨论　胸腺咽管囊肿临床上极少
见。治疗本病的有效方法是将囊肿及

瘘管全部切除。手术时注入美蓝溶液

以指引切除瘘管的方向和范围，术中

关键是将瘘管的下段分离后 先 行 切

除，再用探针通过瘘管的上段进入口

腔中（瘘管内口），并用丝线紧扎瘘管

上段的下端于探针头上，然后自口腔

中拉出探针，即将瘘管内翻自口腔中

拉出，便能达到全部切除的目的。本

例患者术前未能明确诊断，加之此前

我院没有该病的手术治疗经验，手术

时没有完全切除瘘管内口，遂有复发

的可能。但患者现已随访 ３年，未见
复发。
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