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乙型肝炎病毒犡蛋白在促进肝细胞衰老中的作用
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［摘　要］　目的　探讨乙型肝炎病毒通过乙型肝炎病毒 Ｘ蛋白（ＨＢｘ）对肝细胞衰老的影响。方法　对 ＨｅｐＧ

２．２．１５细胞、ＨＢｘ沉默 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞（ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ）及 ＨＢｘ过表达 ＨｅｐＧ２细胞（ＨｅｐＧ２ＨＢｘ）进行

β半乳糖苷酶染色，采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对肝细胞衰老相关蛋白进行检测；对比分析 ＨＢｘ对肝细胞衰老的影响。

结果　β半乳糖苷酶染色阳性细胞比例：ＨｅｐＧ２．２．１５组为（０．４８０±０．０９６），ＨｅｐＧ２组为（０．０１６±０．００５），两组比

较差异有统计学意义（犘＜０．００１）；ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ组为（０．２７８±０．０６５），对照组 ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｎｃ组为

（０．３２９±０．０４４），两组比较差异无统计学意义（犘＝０．０９２）；ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组为（０．３１９±０．０３３），对照组 ＨｅｐＧ２

ＨＢｘｃｏｎ组为（０．０６４±０．０１２），两组比较差异有统计学意义（犘＜０．００１）。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测肝细胞衰老蛋白：

ＨｅｐＧ２．２．１５组和 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ组肝细胞衰老相关蛋白ｐ５３及ｐ２１表达量均高于其对照组，ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ

组肝细胞衰老相关蛋白ｐ５３及ｐ２１表达量低于 ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｎｃ组。结论　乙型肝炎病毒可通过 ＨＢｘ促进

肝细胞衰老。
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　　慢性肝炎持续较长时间可逐渐发展为肝纤维

化、肝硬化及肝癌。慢性肝炎患者的基本病理特征

为持续性肝细胞损伤，且肝细胞损伤在疾病的发展

过程中发挥重要作用。损伤的肝细胞可以根据受损

伤程度的不同而分别进入衰老、凋亡或坏死状

态［１２］。衰老肝细胞表现为细胞形态改变、细胞周期

阻滞（分子水平表现为细胞周期阻滞相关蛋白ｐ５３／

ｐ２１、ｐ１６／ｐＲｂ等表达量升高）、β半乳糖苷酶（可以

区分衰老细胞、衰老前细胞和分化细胞）表达、衰老

相关异染色体灶及ＤＮＡ损伤灶在核内聚集等
［３］。

衰老肝细胞可分泌大量的细胞因子（衰老相关分泌

表型）［４７］，细胞因子可促进炎症发生，从而清除衰

老、坏死细胞及恶变细胞，发挥修复机体损伤的作

用［８９］。肝细胞长期受损将导致衰老细胞积聚，衰老

细胞在组织器官内可持续存活数年，从而引起组织

器官微环境改变及稳态失衡［１０１２］。有研究［１３］表明，

氧化应激、ＤＮＡ损伤及癌基因的活化等可诱导细胞

衰老，导致细胞周期阻滞、抗凋亡、表观遗传改变及

衰老相关分泌表型等的发生。丙型肝炎病毒感染持

续时间是导致肝纤维化进展的一个主要危险因素，

病史越长肝纤维化进展的可能性越大［１４１６］。乙型肝

炎、丙型肝炎、酒精性脂肪肝及非酒精性脂肪肝患者

进行肝组织活检时发现肝细胞衰老与肝纤维化程度

呈正相关［１７２０］。肝脏存在铁沉积的遗传性血色素沉

着症患者及肝硬化患者的肝组织标本研究显示存在

肝细胞衰老，且研究者认为衰老肝细胞参与了肝纤

维化及肝硬化发展［２１２２］。

在我国，乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是引起慢性

肝病的首要病因，约有９０％的肝细胞癌是由慢性肝

病发展而来［２３］。因此，研究慢性乙型肝炎疾病发展

的诱因和机制具有重要的临床指导意义。有研

究［１７］发现 ＨＢＶ 慢性感染可诱发肝细胞衰老，但

ＨＢＶ诱发肝细胞衰老的机制尚不清楚。有研究
［２４］

表明 ＨＢＶ编码的Ｘ蛋白（ＨＢｘ）可促进外泌体分

泌，并可通过外泌体或肝星状细胞上调纤维化重要

标志物α平滑肌肌动蛋白的表达。另外，在过表达

ＨＢｘ的ＨｅｐＧ２细胞皮下成瘤的动物中发现，肿瘤组

织中胶原纤维Ⅰ和Ⅳ的含量上升，因此，研究者认为

ＨＢｘ参与了肝纤维化的发展
［２５］。ＨＢｘ已经被确认

属于癌基因，癌基因的激活可诱导肝细胞衰老［１３］。

基于以上研究，我们推测ＨＢｘ可能参与ＨＢＶ诱导肝

细胞衰老的过程，并通过相关实验证实 ＨＢｘ参与

ＨＢＶ诱导肝细胞衰老，具体结果阐述如下。

１　材料与方法

１．１　研究细胞和试剂　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞购于中

南大学湘雅医学院细胞库，ＨｅｐＧ２细胞和２９３Ｔ细

胞购于上海细胞库；抗体ｐ２１（２９４７ｓ）和ｐ１６（１４２５６）

购于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；抗体ｐ５３（ｓｃ

５３３９５）购于ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ｓｅｎｅｓ

ｃｅｎｃｅβＧａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅＳｔａｉｎｉｎｇＫｉｔ（货号：Ｃ０６０２）购

于碧云天公司；ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ１ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ

（Ｔ２００１０３）购于 Ｄｈａｒｍａｃｏｎ公司；ｐＬＶＥＦ１αＭＣＳ

ＩＲＥＳＢｓｄ（ｃＤＮＡｐＬＶ０３）购于Ｂｉｏｓｅｔｔｉａ公司；ＨＢｘｓｉ

ＲＮＡ（正义链５’－ＵＣＡＣＣＵＣＵＧＣＡＣＧＵＡＧＣＡＵＴＴ

－３’，反义链５’－ＡＵＧＣＵＡＣＧＵＧＣＡＧＡＧＧＵＧＡＴＴ

－３’）购于上海吉玛制药技术公司，ＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎ

ＡｓｓａｙＫｉｔ（１８５９０７８）以及ＥＣＬ（３４０９５）购于 Ｔｈｅｒ

ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｉｅｒｃｅＰｒｏｔｅｉｎＢｉｏｌｏｇｙ公司。

１．２　研究方法

１．２．１　构建 ＨＢｘ过表达慢病毒　将２９３Ｔ细胞接

种于６孔细胞培养板中，在细胞融合度达到９０％左

右时，将ＰＬＶＸＨＢｘ过表达质粒和慢病毒包装质

粒（ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ，ｐＲＳＶＲＥＶ，ｐＣＭＶＶＳＶＧ）混

合于５００μＬ无血清ＤＭＥＭ中（混合比例为ｐＬＶＸ

ｓｈ∶ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ∶ｐＲＳＶＲＥＶ∶ｐＣＭＶＶＳＶＧ

＝１．５∶１∶０．７５∶０．３∶０．４５）；另外，取７．５μＬｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００加入５００μＬ无血清ＤＭＥＭ后混

匀，静置５ｍｉｎ；然后将两种ＤＭＥＭ 混合物合并混

匀，静置１５ｍｉｎ。将混合后的ＤＭＥＭ加入无抗生素

完全培养基培养的２９３Ｔ细胞中，转染１２ｈ后换液，

然后继续培养４８ｈ后收集培养液上清，在１３００ｒｍｐ

下离心５ｍｉｎ去除细胞碎片，获得含慢病毒的培养液

上清。对照组为未进行 ＨＢｘ过表达慢病毒，采用相

同的操作方法获对照组未进行 ＨＢｘ过表达慢病毒

上清培养液。

１．２．２　 构建稳定表达 ＨＢｘ的 ＨｅｐＧ２细胞系

（ＨｅｐＧ２ＨＢｘ）及其对照组细胞系（ＨｅｐＧ２ＨＢｘｃｏｎ）

　将ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔细胞培养板中，在细胞

融合度为２０％～３０％左右时，吸去培养基，加入２ｍＬ

含有２００μＬＨＢｘ过表达慢病毒液和４μｇ／ｍＬ的
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ｐｏｌｙｂｒａｎｅ无抗生素完全培养基，然后加入慢病毒液

感染 ＨｅｐＧ２细胞，在１０００ｇ下离心１ｈ。ＨｅｐＧ２

细胞感染２４ｈ后换新鲜完全培养基，培养７２ｈ后

用含杀稻瘟菌素（６μｇ／μＬ）的ＤＭＥＭ 完全培养基

进行筛选，筛选一个月左右得到稳定过表达ＨＢｘ的

ＨｅｐＧ２细胞系（ＨｅｐＧ２ＨＢｘ）。同时用未进行 ＨＢｘ

过表达慢病毒采用相同的操作方法获得对照组细胞

系（ＨｅｐＧ２ＨＢｘｃｏｎ）。

１．２．３　构建瞬时沉默ＨＢｘ蛋白的ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞（ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ）及其对照组细胞（ＨｅｐＧ

２．２．１５ＨＢｘｎｃ）　将ＨｅｐＧ２．２．１５细胞接种于６孔

细胞培养板中，在细胞融合度达到４０％左右时，将

５μｍｏｌＨＢｘｓｉＲＮＡ或５μｍｏｌＨＢｘｎｃｓｉＲＮＡ混

于５００μＬ无血清ＤＭＥＭ 中；另外，取５μＬＤｈａｒ

ｍａＦＥＣＴ１ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ与５００μＬ无血清

ＤＭＥＭ进行混匀，静置５ｍｉｎ；然后将两种ＤＭＥＭ

混合物合并混匀，静置１５ｍｉｎ；取ＤＭＥＭ 混合物加

入无抗生素完全培养基的 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中，构

建 ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ和 ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｎｃ。

７２ｈ后可提取细胞蛋白。

１．２．４　衰老细胞β半乳糖苷酶染色　衰老细胞内

表达β半乳糖苷酶在ｐＨ６．０时具有高酶活性，在经

ＳｅｎｅｓｃｅｎｃｅβＧａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅＳｔａｉｎｉｎｇＫｉｔ处理的衰老细

胞中，该酶可催化试剂底物产生一种深蓝色物质，使

细胞在光学显微镜下呈现深蓝色。首先接种１．０×

１０５／孔的细胞于１２孔细胞培养板，经过２４ｈ培养后

细胞贴壁，吸去细胞培养液，用１ｍＬＰＢＳ洗１次，加

入０．５ｍＬβ半乳糖苷酶染色固定，室温静置１５ｍｉｎ；

吸去固定液后用１ｍＬＰＢＳ洗３次，每次洗３ｍｉｎ；吸

去ＰＢＳ后每孔加入０．５ｍＬ染色工作液（染色工作液

配方：Ａ液５μＬ、Ｂ液５μＬ、Ｃ液４６５μＬ），３７℃孵育

过夜；采用ＰＢＳ洗１次后于显微镜下观察染色状态，

并进行拍照；每组实验重复３次。

１．２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测衰老相关蛋白　应用

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞衰老相关分子ｐ２１、ｐ１６等的

表达量。首先提取经过处理的细胞总蛋白，用ＢＣＡ

ＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ测量蛋白浓度后，采用 １２％

ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后湿法转印至ＰＶＤＦ

膜，５％脱脂牛奶封闭１ｈ后用 ＴＢＳＴ缓冲液洗３

次，每次５ｍｉｎ；随后加一抗（１∶１０００ＴＢＳＴ稀释）

４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ缓冲液洗３遍，每次５ｍｉｎ。加

入对应二抗（１∶２０００ＴＢＳＴ稀释）室温孵育１ｈ，

ＴＢＳＴ缓冲液洗３遍，每次１０ｍｉｎ，加ＥＣＬ发光液

后观察结果，每组实验重复３次。

１．３　统计分析　所有研究数据应用ＳＰＳＳ１７．０统

计软件进行统计分析，连续变量以狓±狊表示，组间

比较采用狋检验；分类变量以百分比表示，组间比

较采用χ
２ 检验，犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰老β半乳糖苷酶染色　

ＨｅｐＧ２．２．１５（含有 ＨＢＶ 全基因组的转基因细胞

系）中的β半乳糖苷酶着色较 ＨｅｐＧ２细胞明显增

强，见图１。每个组选取多个不重复独立视野，进行

染色阳性细胞计数，结果显示β半乳糖苷酶染色阳

性细胞所占比例 ＨｅｐＧ２．２．１５组（０．４８０±０．０９６）

高于ＨｅｐＧ２组（０．０１６±０．００５），且两组间差异有

统计学意义（犘＜０．００１），见图２。

　　　　　　ＨｅｐＧ２　　　　　　　　　　ＨｅｐＧ２．２．１５

图１　ＨｅｐＧ２衰老细胞（狀＝３）和ＨｅｐＧ２．２．１５衰老细胞（狀＝３）

β半乳糖苷酶染色图

犉犻犵狌狉犲１　ＳｅｎｅｓｃｅｎｃｅβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨｅｐＧ２（狀＝３）

ａｎｄＨｅｐＧ２．２．１５（狀＝３）
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图２　ＨｅｐＧ２衰老细胞（狀＝３）和 ＨｅｐＧ２．２．１５衰老细胞（狀＝３）

β半乳糖苷酶染色比较

犉犻犵狌狉犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇ

ｂｅｔｗｅｅｎＨｅｐＧ２（狀＝３）ａｎｄＨｅｐＧ２．２．１５（狀＝３）

２．２　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰老相关蛋白ｐ５３与ｐ２１

表达情况　采用细胞蛋白ｔｕｂｌｉｎ作为内参进行比较，

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞内调控细胞周期阻滞的蛋白ｐ５３和
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ｐ２１的表达水平高于ＨｅｐＧ２组，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰

老相关蛋白ｐ５３与ｐ２１表达量较 ＨｅｐＧ２显著上调，

ＨＢｘ在ＨｅｐＧ２．２．１５细胞内表达，而在 ＨｅｐＧ２内无

表达。见图３。
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图３　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰老相关蛋白表达（狀＝３）

犉犻犵狌狉犲３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＨｅｐＧ２．２．１５（狀＝３）

２．３　ＨＢｘ沉默的 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰老β半乳糖

苷酶染色　ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ组β半乳糖苷酶

染色阳性细胞比例较其对照组（ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘ

ｎｃ）有所下降。ＨＢｘ沉默后 ＨｅｐＧ２．２．１５行β半乳

糖苷酶染色后发现β半乳糖苷酶染色阳性细胞

ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ比例为（０．２７８±０．０６５），对照

组ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｎｃ为（０．３２９±０．０４４），两组间

比较差异无统计学意义（犘＝０．０９２）。见图４、图５。

　　　ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｎｃ　　　　　ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ

图４　ＨＢｘ沉默（狀＝３）和 ＨＢｘ未沉默（狀＝３）ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞衰老β半乳糖苷酶染色图

犉犻犵狌狉犲４　Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎ ＨｅｐＧ

２．２．１５ＨＢｘｓｉ（狀＝３）ａｎｄＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘ

ｎｃ（狀＝３）

２．４　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰老相关蛋白表达情况　

采用细胞蛋白ｔｕｂｌｉｎ作为内参进行比较，ＨＢｘ沉默

处理后的ＨｅｐＧ２．２．１５细胞内 ＨＢｘ蛋白水平较其

对照组 ＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｎｃ下降，ＨＢｘ沉默的

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰老相关蛋白ｐ５３与ｐ２１表达量

较 ＨｅｐＧ２．２．１５下调。见图６。
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图５　ＨＢｘ沉默（狀＝３）与 ＨＢｘ未沉默（狀＝３）的 ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞衰老β半乳糖苷酶染色比较

犉犻犵狌狉犲５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇ

ｂｅｔｗｅｅｎＨｅｐＧ２．２．１５ＨＢｘｓｉ（狀＝３）ａｎｄＨｅｐＧ

２．２．１５ＨＢｘｎｃ（狀＝３）
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图６　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞衰老相关蛋白表达量（狀＝３）

犉犻犵狌狉犲６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＨｅｐＧ２．２．１５（狀＝３）

２．５　ＨＢｘ过表达的ＨｅｐＧ２细胞衰老β半乳糖苷酶

染色　β半乳糖苷酶染色阳性细胞比例 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ

组为（０．３１９±０．０３３），对照组 ＨｅｐＧ２ＨＢｘｃｏｎ为

（０．０６４±０．０１２），两组之间比较差异有统计学意义

（犘＜０．００１）；ＨｅｐＧ２ＨＢｘβ半乳糖苷酶染色阳性

细胞比例高于对照组。见图７、图８。

　　　　ＨｅｐＧ２ＨＢｘｃｏｎ　　　　　　　　ＨｅｐＧ２ＨＢｘ

图７　ＨＢｘ过表达对照组和 ＨＢｘ过表达组 ＨｅｐＧ２衰老细

胞β半乳糖苷酶染色图

犉犻犵狌狉犲７　ＳｅｎｅｓｃｅｎｃｅβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨｅｐＧ２

ＨＢｘｃｏｎａｎｄＨｅｐＧ２ＨＢｘ
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图８　ＨＢｘ过表达对照组（狀＝３）和 ＨＢｘ过表达组（狀＝３）

ＨｅｐＧ２衰老细胞β半乳糖苷酶染色比较

犉犻犵狌狉犲８　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇ

ｂｅｔｗｅｅｎＨｅｐＧ２ＨＢｘｃｏｎａｎｄＨｅｐＧ２ＨＢｘ

２．６　ＨＢｘ过表达 ＨｅｐＧ２细胞衰老相关蛋白分子

表达情况　采用细胞蛋白ｔｕｂｌｉｎ作为内参进行比

较，ＨＢｘ在 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞中表达，而 ＨｅｐＧ２

ＨＢｘｃｏｎ内无表达；ＨＢｘ过表达 ＨｅｐＧ２ＨＢｘ细胞

内周期阻滞相关蛋白ｐ５３和ｐ２１的表达量高于不表

达 ＨＢｘ的 ＨｅｐＧ２ＨＢｘｃｏｎ细胞。见图９。
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图９　ＨＢｘ过表达 ＨｅｐＧ２衰老细胞相关蛋白分子表达量

（狀＝３）

犉犻犵狌狉犲９　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＨｅｐＧ２ＨＢｘ（狀＝３）

３　讨论

ＨＢＶ感染是一个世界性公共卫生问题，全世界

范围内约有３．５亿慢性感染患者
［２６］。我国ＨＢＶ感

染的情况更为严重，２００６年全国乙型肝炎流行病学

调查表明，乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）携带率为

７．１８％，每年因 ＨＢＶ所致的肝硬化、肝癌死亡病例

约有３０万
［２７］。因此，乙型肝炎发病机制研究具有

重要意义。

慢性乙型肝炎患者肝脏活检研究显示，ＨＢＶ感

染患者肝细胞存在衰老现象，衰老细胞将出现细胞

周期阻滞［１７，２８］。本研究结果显示稳转 ＨＢＶ 全基

因组的ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中的衰老细胞β半乳糖苷

酶染色阳性细胞的比例高于对照组 ＨｅｐＧ２细胞，

且在衰老细胞周期阻滞中起重要调控作用的ｐ５３蛋

白及其下游分子ｐ２１表达量也较ＨｅｐＧ２细胞高，说

明ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中衰老相关蛋白激活，ＨＢＶ

诱发了肝细胞衰老。

查阅相关文献进一步探讨 ＨＢＶ通过何种方式

促使肝细胞衰老，发现 ＨＢｘ在慢性乙型肝炎的疾

病发展中发挥重要作用［２４２５］，但是，具体机制尚不清

楚。因此，我们猜想 ＨＢＶ可以通过其编码的 ＨＢｘ

诱导肝细胞衰老。本研究通过在 ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞内沉默ＨＢｘ后行β半乳糖苷酶染色，发现虽然衰

老细胞比例的差异不具有统计学意义，但整体而言

在沉默ＨＢｘ后衰老细胞减少，且周期阻滞蛋白ｐ５３

和ｐ２１的表达水平下降，说明细胞周期阻滞减弱，提

示ＨＢｘ在 ＨＢＶ诱导肝细胞衰老中起到调控作用，

可促进肝细胞衰老。本研究在 ＨｅｐＧ２细胞内过表

达ＨＢｘ，发现衰老细胞染色明显增强，ｐ５３和ｐ２１蛋

白表达量亦上调，表明在 ＨｅｐＧ２内过表达 ＨＢｘ可

激活细胞内衰老相关蛋白。以上研究验证了 ＨＢＶ

可通过ＨＢｘ促进肝细胞衰老。

衰老细胞可分泌大量细胞因子，如ＩＬ１、ＩＬ６、

ＩＬ８等，这些炎症因子可激活肝星状细胞，促进肝

脏的损伤修复［６，２９］。但是，长期持续性损伤可导致

衰老细胞长期存在，不断释放细胞因子引起肝纤维

化，甚至可进展为肝硬化。在我国慢性肝病患者中，

ＨＢＶ感染引起肝持续性损伤的慢性肝炎最为常见。

慢性乙型肝炎可以进展为肝纤维化、肝硬化，最后或

可发展为肝癌。ＨＢＶ通过 ＨＢｘ诱导的肝细胞衰老

可能在整个疾病的发展过程中发挥了重要作用，为

我们认识乙型肝炎相关性肝疾病的发生发展机制提

供了新的思路，或可为将来慢性肝病的治疗提供新

的方向。
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ｅｘｏｓｏｍｅｓｂｙｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇｉｔｓｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓ

Ｒｅｓ，２０１７，２４０：１６６－１７４．

［２５］ＦｅｎｇＧＸ，ＬｉＪ，ＹａｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄ ｈｅｐａｔｏｍａ

ｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ３０ｅｔａｒｇｅｔｉｎｇＰ４ＨＡ２ｍＲＮＡ

［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１７，３６（５０）：６８９５－６９０５．

［２６］斯崇文．慢性乙型肝炎的现状和问题［Ｊ］．临床药物治疗杂志，

２００６，４（４）：１－２．

［２７］庄辉．乙型肝炎流行病学进展［Ｃ］／／中华医学会第十二次全国

病毒性肝炎及肝病学术会议论文汇编．北京，２００５．

［２８］ＣａｍｐｉｓｉＪ．Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｖｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ：ａｎｏｌｄｌｉｖｅｓ＇ｔａｌｅ？［Ｊ］．

Ｃｅｌｌ，１９９６，８４（４）：４９７－５００．

［２９］林羡屏，王小众．肝纤维化相关因子及其作用［Ｊ］．世界华人消

化杂志，２００６，１４（１１）：１０３７－１０４３．

（本文编辑：孟秀娟、陈玉华）

·６７５· 中国感染控制杂志２０１８年７月第１７卷第７期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１７Ｎｏ７Ｊｕｌ２０１８


