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乙肝病毒 X 蛋白通过激活 NF-κB 信号通路上调 ABCG2 的表达
任 利 樊海宁 邓 勇 王海久 阳丹才让 张 鹏 王 展

（青海大学附属医院肝胆胰外科 青海 西宁 810001）

摘要 目的：研究乙肝病毒 X 蛋白（HBx）通过核因子 -κB (NF-κB)信号通路对半转运蛋白（ABCG2）的调节作用。方法：用特异性的

NF-κB 信号通路阻断剂 PDTC 阻断 NF-κB 信号通路，荧光双标激光扫描共聚焦显微镜观察 L02 细胞系转染 HBx 基因前后及

PDTC 加入前后 NF-κB 信号通路的激活、失活情况，同时用 Real-time PCR 和 Western Blot 技术检测转染前后及 PDTC 加入前后

ABCG2 在 mRNA 及蛋白水平的表达变化。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，

ABCG2 mRNA 和蛋白水平分别增加 3.62±0.15 和 4.61±0.73 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，ABCG2 mRNA 和蛋白表达分别为 2.15±0.32 倍和 2.37±0.55 倍，与未加入 PDTC 作用的 L02-HBx 细胞

相比均有统计学意义（P<0.05）。结论：NF-κB 信号通路是 HBx 上调 ABCG2 表达的途径之一。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of HBx on ABCG2 by NF-κB signaling pathway. Methods: NF-κB signaling
pathway blocker PDTC was blocked by PDTC. Laser scanning confocal microscopy was applied to detect the activation and deactivation
of NF-κB signaling pathway. Real-time PCR and Western Blot were used to detect the expression of ABCG2. Results: The NF-κB
signaling pathway of Lo2-HBx cells was activated after transfection with HBx gene compared with control Lo2 cells. The mRNA and
protein of ABCG2 in Lo2-HBx cells increased 3.62±0.15 and 4.61±0.73 times respectively. This difference had statistical significance

（P<0.05）. But the mRNA of ABCG2 decreased to 2.15±0.32,while the expression of ABCG2 reduced to2.37±0.55（P<0.05）, when the
NF-κB signaling pathway was blocked by 50μM PDTC for 24h respectively. Conclusion: NF-κB signaling pathway is one of the way
for HBx to up-regulate the expression of ABCG2.
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前言

原发性肝细胞癌是当今世界上最常见的恶性肿瘤之一。近

年来，肝癌的治疗水平有了长足的发展，手术治疗及各种微创

治疗手段的不断发展，极大提高了肝癌的疗效。然而，与其它恶

性肿瘤相比，作为癌症治疗的主要手段之一的化疗对于肝癌治

疗效果有限，其主要原因是多药耐药 （mulitidrug resistance,
MDR）的问题。ABCG2 是近年发现的与肿瘤多药耐药有关的

新的药物排出泵，研究表明乙肝病毒 X 蛋白（HBx）可上调肝癌

细胞耐药相关基因 P-gP，MRP 的表达 [1]，是否同时可以促进

ABCG2 的表达，其具体机制如何尚未见报道。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[2]，本文针对 HBX 是否可以通过激活 NF-κB 通路来影

响肝细胞 ABCG2 的表达进行研究。

1 材料和方法

1.1 材料和仪器

正常人肝 L02 细胞系由青海大学医学院高原实验中心保

存，L02-HBx 细胞系由华中科技大学附属同济医院肝脏外科

实验中心馈赠。DMEM、胎牛血清购于 Hyclone 公司。2×
sybrGreen Mix 购自 TOYOBO 公司，鼠抗人 HBx 单克隆抗体

购于 CHEMICON 公司，兔抗多克隆抗体β-action、鼠抗人 NF-
κB 单克隆抗体和鼠抗人 ABCG2 单克隆抗体购于 Santa Cruze
公司，羊抗鼠 FITC-IgG 抗体和 PDTC 购于 Sigma 公司，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，荧光定量聚合酶链反应（PCR）仪（7000 型）

为美国 ABI 公司产品。
1.2 方法

1.2.1 稳定表达乙型肝炎病毒 X 蛋白的 L02 细胞系的鉴定 将

L02-HBx 细胞系通过细胞爬片,免疫细胞化学进行鉴定：将 L02
细胞和 L02-HBx 细胞分别接种于载玻片上，37℃细胞培养箱

中培养 48h 后取出，PBS 清洗三次，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
鼠抗人单克隆抗体，4℃孵育过夜后，PBS 洗三次，然后加入羊
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抗鼠二抗，室温孵育 30min，PBS 洗三次后 DAB 显色，中性树

脂封片，显微镜下观察并拍照。
1.2.2 荧光双标激光扫描共聚焦显微镜检查观察转染前后及

PDTC 加入前后 NF-κB 信号通路激活失活情况 将爬片细胞分

为三组：L02 细胞组，L02-HBX 细胞组，50μmol 的 PDTC 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 洗三次，丙酮 + 甲醇（1：1）固定 10min，PBS 洗三

次，0.25％Triton-X100 处理 10min, 正常羊血清封闭 30 分钟后

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 稀释，美国 Sigma），常温孵育 30min，PI
染核 5min。采用 Nikon Digital ECLIPSE CI 共聚焦显微镜进行

荧光双标观察，以 488 nm、543nm 双波长氮－氩激光激发样品,
激发能量为 10%。
1.2.3 Real-time PCR 技术检测转染前后及 PDTC 加入前后 L02
细胞中 ABCG2 mRNA 的表达 收获对数期生长的上述三组细

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 sybrGreen Mix(2*)进行定量 PCR 反应，每个反应做 3
个复孔。经预实验，将逆转录的 cDNA 稀释 5 倍为模板。
ABCG2 引物序列由上海生工合成，上游：5′-TCTGGAGGA-
GAAAGAAAAAGGACT-3′，下游: 5′- GGCTGATGAATG-
GAGAAGATGAT -3′。内参照β-actin 引物序列为：上游：5′
-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3′，下游：5′-CAATAGT-
GATGACCTGGCCGT-3′。总 反 应 体 系 为 25μl：sybrGreen
Mix 12.5μl，cDNA 模板 2μl，10μM 上游引物和 10μM 下游引

物各 1μl，ddH20 8.5μl。反应条件：94℃变性 1min，40 次循环内

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：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 Western Blot 检测转染前后及 PDTC 加入前后 L02 细胞

中 ABCG2 蛋白的表达 收获长满瓶的上述三组细胞，用三去

污裂解液提取细胞总蛋白, 应用考马氏亮兰 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（loading buffer），沸水浸煮 8min 变性后加样。垂直电泳条件：

积层胶，60V 40min；分离胶，100V 90min，确定溴酚兰到达凝胶

的底部。然后，将目的蛋白转至 PVDF 膜上。ABCG2 转膜条件：

恒定电流 200mA 70min，内参β-action 转膜条件：恒定电流

200mA，40min。丽春红染膜，确认转膜效果后，5%的脱脂奶粉

室温下封闭 7h。加入鼠抗人 ABCG2 单克隆抗体，工作浓度 1：

500，4℃孵育过夜。洗膜 3 次后，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 ABCG2 蛋白条带的

积分光密度（IOD）与β-action 条带的光密度对比来表示组织

ABCG2 蛋白量的相对表达水平。
1.3 统计学分析

数据用 x±s 表示，应用 SPSS 11.5 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 稳定表达乙型肝炎病毒 X 蛋白的 L02 细胞系的鉴定

乙型肝炎病毒 X 蛋白在 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 PDTC 加

入前后 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)。转染 HBx 质

粒后 L02-HBx 细胞中 NF-κB 被激活，核内可见表达；核内 NF-
κB 显示为绿色，PI 染核为红色，绿色和红色叠加后为黄色（图

2b）。加入 50μM PDTC 作用 24h 后，L02-HBx 细胞核中几乎没

有 NF-κB 的表达（图 2c）。
2.3 Real-time PCR 技术检测转染前后及 PDTC 加入前后 L02
细胞中 ABCG2 mRNA 的表达情况

以 L02 细胞 ABCG2 mRNA 表达为参照，L02-HBx 细胞

ABCG2 mRNA 表达为其 3.62±0.15 倍，50μM PDTC 作用 24h
的 L02-HBx 细胞 ABCG2 mRNA 表达为其 2.15±0.32 倍，可见

转染后 ABCG2 mRNA 表达明显上调 （P<0.05），50μM PDTC
阻断 NF-κB 信号通道后 ABCG2 mRNA 表达明显下调（P<0.
05）（图 3）。
2.4 Western Blot 检测转染前后及 PDTC 加入前后 L02 细胞中

ABCG2 蛋白的表达

以 L02 细 胞 ABCG2 蛋 白 表 达 为 参 照 ，L02-HBx 细 胞

ABCG2 蛋白表达为其 4.61±0.73 倍，50μM PDTC 作用 24h
的 L02-HBx 细胞 ABCG2 蛋白表达为其 2.37±0.55 倍。可见转

染后 ABCG2 蛋白表达明显上调 （P<0.05），50μM PDTC 阻断

NF-κB 信号通道后 ABCG2 蛋白表达明显下调 （P<0.05）（图

4）。

3 讨论

MDR 系指肿瘤对一种抗肿瘤药物出现耐药的同时，对其

他许多结构各异、作用机制不同的抗肿瘤药物亦产生交叉耐药

现象。许多学者用体外模型已从各个方面研究了发生的机制
[3-5]。MDR 通常被认为与转运蛋白有关，这些蛋白能以消耗的方

式将药物从细胞内泵出细胞外。与 MDR 有关的转运蛋白包

括：P- 糖蛋白、多药耐药蛋白（MRP，ABCC），乳腺癌多药耐药

图 1 HBx 在 L02 和 L02-X 细胞中的表达：A L02 细胞，HBx 阴性表达。
B L02-X 细胞，HBx 阳性表达且主要位于细胞胞浆内（×200）

Figure 1 in HBx L02 and L02 - X cells express: A L02 cell,HBx negatie

expression. B L02 - X cell, HBx masculine expression and the cytoplasm

mainly in cells（×200）
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图 3 转染前后及 PDTC 加入前后各组细胞中 ABCG2 mRNA 的表达

情况：1、L02 细胞；2、L02-HBx 细胞；3、L02-HBx 细胞＋50μmol/L

PDTC。＊ 1 和 2 间差异有统计学意义（P<0.01）；＊＊ 3 和 2 间差异

有统计学意义（P<0.01）。
Figure 3 PDTC carrying around and around in each cell join ABCG2

mRNA expression: 1, L02 cell;2, L02 -HBX cell;3, L02 -HBX

cell+50μmol/L PDTC.＊The difference between 1 and 2 with a statistical

significance （P<0.01）; ＊ ＊ 3 and the difference between 2 with a

statistical significance（P<0.01）.

图 4 转染前后及 PDTC 加入前后各组细胞中 ABCG2 蛋白的表达情

况：1、L02 细胞；2、L02-HBx 细胞；3、L02-HBx 细胞＋50μmol/L PDTC。
Figure 4 PDTC carrying around and around in each cell join ABCG2

protein expression : 1, L02 cell;2, L02 -HBX cell;3, L02 -HBX

cell+50μmol/L PDTC.

图 2 转染前后及 PDTC 加入前后 NF-κB 信号通路激活失活情况①L02 细胞，NF-κB 主要位于胞浆内（×200）②L02-X 细胞，NF-κB 表达增强，

且核内也可见表达（×200）③加了 PDTC 的 L02-X 细胞，NF-κB 表达减弱，核内表达明显减少（×200）。
Figure 2 PDTC carrying around and around NF - κ B join signaling pathways activate cell inactivation situation (1) L02 cell, NF - κ B mainly in the

cytoplasm（×200）,(2) L02 - X cells, NF - κ B strengthen expression, and in nuclear also visible expression（×200）,(3) Add the PDTC L02 - X cells, NF -

κ B expression is abate, nuclear expressed in significantly less（×200）.

蛋白（BCRP，ABCG2），肺耐药相关蛋白（LRP）等，另外，尚有其

他的机制参与了 MDR。这些蛋白在不同的组织中分布并不相

同，其生理功能也不尽一样。简而言之，这些蛋白能转运许多结

构不一样的化学毒物及其他毒素。ABC 转运蛋白主要分布在

吸收功能强的组织（如肺及消化道），代谢与排泄组织（如肝、肾
等）。此外，这些蛋白在维持体内一些屏障结构的功能中起重要

作用。ABCG2 是一种跨膜半转运蛋白, 作为 ABC 转运体家族

的成员之一, 最初从乳腺癌细胞系中分离到[6]，是新发现的参与
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肿瘤细胞的多药耐药性的半转运蛋白，与 P 糖蛋白和多药耐药

蛋白(MRP)同属 ABC 转运蛋白超家族。与典型的 ABC 转运蛋

白不同的是只含有一个 ATP 结合结构域和一个疏水性的跨膜

结构域，因此称其为半转运蛋白。ABCG2 广泛存在于正常组织

内，在机体内承担着重要的生理功能，如维持干细胞的稳定性

及组织细胞的稳态，在前列腺、睾丸的高表达对维持遗传的稳

定性也不可或缺，在药物的吸收、分布和排泄过程中起着非常

重要的作用[7]。研究发现，低氧环境诱导 ABCG2 的高表达，推

测实体瘤的低氧环境中 ABCG2 的上调可能增加药物的抗药

性[8]。ABCG2 基因突变会导致药物耐受谱以及底物特异性的改

变，对多种化疗药物外排，从而引起多药耐药，直接影响到临床

预后[9]。ABCG2 基因多态性及 ABCG2 表达和功能的差异可导

致不同群体或个体对某些疾病存在不同的易感性，是影响药

物耐药及药物个体间差异的重要因素之一，也为临床合理用

药提供理论和实践依据[10]。目前认为 ABCG2 往往与其它耐药

蛋白起协同作用，在有些临床耐药中甚至起主导作用。当前在

恶性血液病中对 ABCG2 的临床耐药相关性的研究最多，并且

在 AML 多发性耐药中所起的作用已得到了肯定[11]。李高鹏等
[12] 通过阿霉素浓度递增诱导建立 HepG2/ADM 耐药模型，

HepG2/ADM ABCG2mRNA 表达为亲本细胞 9 倍，并且在蛋

白水平也发现其高表达，提示了 ABCG2 的高表达是肝癌

MDR 机制的重要分子基础。
乙肝病毒 X 蛋白（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，促进肿

瘤多药耐药的产生[13-16]。NF-κB 是一类功能广泛的核转录调控

元件，在细胞静息状态时，NF-κB 与它的抑制因子 IκB 结合，以

无活性形式存在于细胞质中。HBx 通过活化 IKKα和 IKKβ
使的抑制因子 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 [17]。
PDTC 是 NF-κB 特异性的抑制剂，可以通过稳定胞浆中的 IκB
从而有效的抑制 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[18]。

游建[19]等研究表明 HBX 蛋白可能通过促进多药耐药相关

蛋白如 LRP、MRP1、mdr1 等的表达促进肝癌细胞 MDR 形成，

但具体机制尚不明确。本研究基于 HBx 与肝癌多药耐药的相

关性，提出 HBx 蛋白是否可以促进耐药基因 ABCG2 的表达，

是否与 NF-κB 信号通路有相关性的假设，通过 HBx 质粒转染，

发现转染 HBx 基因后 L02 细胞中 ABCG2 mRNA 和蛋白水平

明显上调，应用 NF-κB 抑制剂 PDTC 后 ABCG2 mRNA 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 ABCG2 的表达。同时我们也发现 NF-κB 信号通路阻断后

L02-HBx 细胞中 ABCG2 的 mRNA 和蛋白水平仍然高于 L02
细胞，一方面可能是因为 NF-κB 信号通路阻断不够彻底，另一

方面 NF-κB 信号通路可能只是 HBx 上调 ABCG2 表达的途径

之一，还存在其他的信号调节通路。
综上所述，本实验提出并证实了 NF-κB 信号通路是 HBX

上调 ABCG2 的重要途径之一，完善了肝细胞肝癌 ABCG2 升

高的调节机制。揭示了 HBX 和 NF-κB 在肝癌发病中的重要意

义，为通过阻断该信号传导途径治疗肝癌及逆转多药耐药提供

了实验依据。
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