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慢性乙肝感染者外周血单个核细胞乙肝病毒 X基因表达与	

氧化应激的相关性

代瑞琼，魏俊

(武汉市医疗救治中心传染科，武汉 430000)

[摘　要]	 目的：探讨慢性乙肝感染者外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cell，PBMC)乙肝病毒X

基因(hepatitis B virus X gene，HBVX)表达与机体氧化应激的相关性。方法：采用RT-PCR检测正常对

照组、轻度患者组、中度患者组、重度患者组外周血PBMC中HBVX mRNA的表达；采用流式细胞

仪检测以上各组细胞内ROS含量；采用紫外分光光度仪检测各组血清MDA含量。结果：各乙肝患者

组PBMC中HBVX mRNA与正常对照组比较，差异有统计学意义(正常对照组HBVX mRNA相对表达

量为0，轻度患者组为0.48±0.24，中度患者组为0.71±0.15，重度患者组为0.89±0.27；P<0.001)，组

间比较，轻度患者组与中度患者组和重度患者组比较，差异有统计学意义(P<0.001)；中度患者组

与重度患者组比较，差异有统计学意义(P<0.001)。正常对照组ROS相对表达量为24.63±8.93，轻度

患者组为25.35±5.66，中度患者组为38.24±11.64，重度患者组为43.45±14.33。PBMC中ROS含量，

随着乙肝程度加重，ROS含量增加，轻度患者组与正常对照组比较，差异无统计学意义(P>0.05)；

中度患者组和重度患者组与正常对照组及轻度患者组比较，差异有统计学意义(P<0.001)。正常

对照组血清MDA含量为(5.31±1.24) nmol/L，轻度患者组为(6.03±1.45) nmol/L，中度患者组为

(12.27±3.53) nmol/L，重度患者组为(19.72±4.66) nmol/L，MDA含量随着患病程度加重而增加，轻

度患者组与正常对照组比较，差异无统计学意义(P>0.05)；中度患者组和重度患者组与正常对照组

及轻度患者组比较，差异有统计学意义(P<0.001)。HBVX mRNA表达与ROS，MDA含量呈正相关

(Spearman’s r=0.382，r=0.467，P<0.05)。结论：慢性乙肝感染者外周血PBMC中HBVX mRNA表达随

疾病程度加重而增加，其与患者体内氧化应激反应呈正相关。
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Abstract Objective: To explore the expression of HBVX gene in PBMC in the patient of HBV chronic infection, and the 



慢性乙肝感染者外周血单个核细胞乙肝病毒 X 基因表达与氧化应激的相关性    代瑞琼，等 2417

乙肝病毒 X 基因 ( h e p a t i t i s  B  v i r u s  X  g e n e ，

H B V X ) 在 H B V 感 染 及 肝 细 胞 癌 发 生 、 发 展 中 起

关键作用。其广泛参与乙肝病毒复制、宿主细胞

基 因 调 控 和 表 达 、 蛋 白 降 解 及 细 胞 信 号 转 导 等

过程。 H B V X 与宿主细胞整合后，使得正常细胞

DNA片段缺失和整合后染色体重排，宿主细胞染

色 体 D N A 稳 定 性 下 降 ， 最 终 导 致 细 胞 凋 亡 或 者 

癌变 [ 1 - 2 ]。H BV X定位于线粒体，能促使线粒体通

透性发生改变，并影响线粒体氧化磷酸化等能量

代谢，进而引起细胞氧化应激反应，导致氧自由

基增加。而氧自由基增加是加重乙肝病毒感染，

导致肿瘤发生、发展的重要因素 [ 3 - 4 ]。故H BV X基

因表达与细胞氧化应激可能存在一定关联性。本

研究于2016年1月至2017年1月，以乙肝慢性感染

者为研究对象，探讨外周血单个核细胞(peripheral 

blood mononuclear cell，PBMC)HBVX表达与体内

氧化应激的相关性。

1  对象与方法

1.1  对象

收集2016年1月至2017年1月在本院门诊和住

院的慢性乙肝患者共68例，均已确诊，按2000年

《病毒性肝炎防治方案》[5]将慢性肝炎分成轻度、

中度和重度3型，其中轻度患者组20例，中度患者

组27例，重度患者组21例。男41例，女27例。纳

入标准：入组标准参照2000年西安全国病毒性肝

炎会议修订的诊断标准 [ 5 ]( 试行 ) 。正常对照组选

取健康体检者 2 0 例，其中男 1 2 例，女 8 例，年龄

(33.2±5.2)岁。本研究征得医院伦理委员会批准实

施，患者均签署知情同意书。

1.2  材料

每组研究对象抽取晨起空腹静脉血6 mL，均分

为3份，2份采用肝素抗凝管，1份采用促凝管，分

别用于3项检测。HBVX-mRNA RT-PCR试剂盒购于

correlation between it and oxidative stress. Methods: The expression of HBVX mRNA in PBMC was detected 

by RT-PCR. ROS in PBMC was detected by flow cytometer. MDA in blood serum was detected by ultraviolet 

spectrophotometer. Results: There were four groups through the degree of chronic hepatitis, including a normal 

group, a mild degree group, a midrange degree group and a severe degree group. There was significant difference of gene 

expression of HBVX mRNA in PBMC between the normal group and the chronic hepatitis group (HBVX mRNA 

expression of  the normal group, the mild degree group, the midrange degree group and the severe degree group was 

0, 0.48±0.24, 0.71±0.15 and 0.89±0.27, respectively, P<0.001). There was significant difference of gene expression of 

HBVX mRNA of PBMC between the mild degree group and the midrange degree group or the severe degree group 

(P<0.001). The content of ROS in the the normal group, the mild degree group, the midrange degree group and the 

severe degree group was 24.63±8.93, 25.35±5.66, 38.24±11.64 and 43.45±14.33, respectively. There was no significant 

difference of the content of ROS in PBMC between the normal group and the mild degree group (P>0.05). There was 

significant difference of the content of ROS in PBMC between the midrange degree group or the severe degree group 

and the normal group or the mild degree group (P<0.001). The content of MDA in the the normal group, the mild 

degree group, the midrange degree group and the severe degree group was (5.31±1.24), (6.03±1.45), (12.27±3.53) 

and (19.72±4.66) nmol/L. There was no significant difference of the content of MDA in blood serum between the 

normal group and the mild degree group (P>0.05). There was significant difference of the content of MDA in blood 

serum between the midrange degree group or the severe degree group and the normal group or the mild degree group 

(P<0.001). There was positive correlation between the expression of HBVX mRNA and the content of ROS and 

MDA (Spearman’s r=0.382, r=0.467, P<0.05). Conclusion: The expression of HBVX mRNA in PBMC in the patient 

of HbsAg chronic infection is increased with degree of chronic hepatitis. There is positive correlation between the 

expression of HBVX mRNA and oxidative stress in the patient chronic hepatitis.

Keywords hepatitis B virus; mononuclear cell; X gene; oxidative stress
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日本TOYOBO公司，细胞内ROS检测试剂盒购于江

苏碧云天农林科技有限公司，血清MDA检测试剂盒

购于南京建成生物工程研究所，引物合成购于上海

英骏生物技术有限公司，PTC-100基因扩增仪购自

美国伯乐公司，ELx800酶联免疫仪购于美国BioTek
公司，流式细胞仪购于美国BD公司，752N紫外可

见光分光光度仪购于上海精密科学仪器有限公司。

1.3  方法

1.3.1  PBMC 中 HBVX mRNA 检测

取 患 者 晨 起 空 腹 静 脉 血 2  m L ， 肝 素 抗 凝 ，

等量Ha n k ’ s液稀释，淋巴细胞分离液常规分离得

到PBMC，用Hank’s液洗涤3次，调整细胞浓度为

2 × 1 0 8/ L ，加入 T R I z o l 裂解液充分震荡，吹打，

放入4 ℃冰箱存放24 h，取出后震荡均匀，4 ℃离

心分层，取上层液体加入另一EP管，加入等体积

异丙醇震荡，4  ℃离心后取下层沉淀，加入1  m L 
DEPC处理的75%乙醇洗涤，离心后弃去上清，放

于37 ℃金属浴中至透明，用20 μL DEPC溶解，得

到产物为总RNA。按照RT-PCR试剂盒操作说明书

进行操作，反转录条件为42 ℃、60 min，70 ℃、

15 min，反应结束后将产物储存于−20 ℃冰箱中备

用。PCR条件为：94 ℃  4  min变性；94 ℃  30 s， 
46 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，共38个循环，72 ℃ 10 min
延伸。上游引物5' - CG G A ATTCCG ATG G CTG CT
AG G CTGTG -3'，下游引物5' - CCCTCG AG G GTG
C ATG GTG CTG GTG A - 3 ' ，扩增目的片段长度为 
445 bp。内参选用β-actin，扩增目的片段为285 bp。

产物经过琼脂糖凝胶电泳后使用DocJel  2000图像

分析系统计算基因表达量。

1.3.2  细胞内 ROS 测定

取 肝 素 抗 凝 血 2  m L ， 同 以 上 方 法 分 离 获 得

PBMC，细胞内ROS测定按照试剂盒说明书操作，

上流式细胞仪检测，激发波长为488 nm，发射波

长525 nm，检测各组细胞平均荧光强度。

1.3.3 血清 MDA 含量测定

取促凝血2 mL，留取上层血清，血清MDA检

测按照试剂盒说明书操作，上紫外分光光度仪检

测各管吸光度值，波长采用532 nm，1 cm光径，对

照采用蒸馏水。

1.4  统计学处理

使用SPSS 20.0统计学软件进行分析，计量资料

以均数±标准差(x±s)表示，组间数据采用One-way 
ANOVA分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  外周血 PBMC 中 HBVX mRNA 表达 
正常对照组HBVX mRNA相对表达量为0，轻

度患者组HBVX mRNA相对表达量为0.48±0.24，中

度患者组H BVX mR NA相对表达量为0.71±0.15，

重度患者组H BVX mR NA相对表达量为0.89±0.27 
( 图 1 ， 表 1 ) ； 各 乙 肝 患 者 组 P B M C 中 H B V X 
m R N A 与 正 常 对 照 组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

( P < 0 . 0 0 1 ) ； 轻 度 患 者 组 与 中 度 患 者 组 和 重 度 患

者 组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 0 1 ) ； 中 度

患 者 组 与 重 度 患 者 组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.001)。

图1 三组HBVX mRNA RT-PCR结果

Figure 1 Results of HBVX mRNA in three groups by RT-PCR
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表1 各组基本资料与检测结果比较(x±s)

Table 1 Comparison of general information and detection results of different groups (x±s)

组别 n 年龄/岁 HBVX mRNA ROS MDA/(nmol·L−1)

正常对照组 20 33.2±5.2 0 24.63±8.93 5.31±1.24

轻度患者组 20 38.7±6.2 0.48±0.24 25.35±5.66 6.03±1.45

中度患者组 27 41.5±5.9 0.71±0.15 38.24±11.64 12.27±3.53

重度患者组 21 47.3±7.2 0.89±0.27 43.45±14.33 19.72±4.66

F 22.538 89.266 56.834

P <0.001 <0.001 <0.001
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2.2  各组 PMBC 中 ROS 含量比较  
正常对照组ROS相对表达量为24.63±8.93，轻

度患者组ROS相对表达量为25.35±5.66，中度患者

组ROS相对表达量为38.24±11.64，重度患者组ROS
相对表达量为4 3 . 4 5 ± 1 4 . 3 3；P BM C中ROS含量随

着病程加重而增加，轻度患者组与正常对照组比

较，差异无统计学意义(P>0.05)；中度患者组和重

度患者组与正常对照组及轻度患者组比较，差异

有统计学意义(P<0.001，表1)。

2.3  各组血清中 MDA 含量比较 
正常对照组MDA含量为(5.31±1.24) nmol/L，

轻度患者组MDA含量为(6.03±1.45) nmol/L，中度

患者组MDA含量为(12.27±3.53) nmol/L，重度患

者组MDA含量为(19.72±4.66) nmol/L；MDA含量

随着乙肝患病程度加重而增加，轻度患者组与正

常对照组比较，差异无统计学意义(P>0.05)；中度

患者组和重度患者组与正常对照组及轻度患者组

比较，差异有统计学意义(P<0.001，表1)。

2.4  HBVX mRNA 表达与细胞内 ROS 产量、血清

MDA 含量的相关性分析

HBVX mRNA表达与细胞内ROS含量呈正相关

(Spearman r=0.382，P<0.05)、与血清MDA含量呈

正相关(Spearman r=0.467，P<0.05)。

3  讨论

慢性乙型肝炎是严重危害公众健康的问题，

即使自1980年代起人群普遍接种了有效的乙肝疫

苗，全球范围内仍有240 000 000人感染乙肝，尤

其以亚非地区感染率较高 [6]，且每年约有100万人

死于乙型肝炎病毒感染相关性疾病。随着核苷类

似物的发现，乙肝母婴传播的控制取得了较大的

进步[7]。此外，控制乙肝病毒在体内复制能有效减

轻持续感染患者临床症状，同时也能延缓病毒感

染相关性疾病的发生。

HBVX基因是HBV基因组中开放性的读码框，

与病毒复制密切相关，含有154个氨基酸残基，其

不作用于DNA双链，主要通过和宿主细胞内的多

种蛋白质相互作用影响细胞的生物学功能，最终

导致细胞凋亡或癌变 [ 8 - 9 ]。H BV X定位于细胞线粒

体，结合的区域主要位于68~77氨基酸，这一区域

是细胞凋亡必需的 [ 1 0 - 1 1 ]。线粒体与细胞的氧化磷

酸化等能量代谢密切相关，HBVX蛋白结合后，导

致线粒体跨膜电压降低，呼吸链电子传递过程中

出现电子脱漏现象，脱漏的电子则与分子氧进行

单电子还原反应形成超氧阴离子，超氧阴离子即

是体内活性氧的主要来源 [ 1 2 - 1 4 ]。细胞生物膜的多

不饱和脂肪酸是细胞内受氧化攻击的一大类分子

靶标，继而发生脂质过氧化，产生MDA。所以，

MDA是影响呼吸链复合物及线粒体内酶活性的重

要物质，也是细胞氧化应激的一个重要指标。

在本研究中，检测 H B V X  m R N A 表达水平结

果显示：各组乙肝患者组PBMC中HBVX mRNA高

于正常对照组，轻度患者组与中度患者组均低于

重度患者组。而在肝癌的研究中则显示 H B V X 所

调控的非编码R NA与乙肝相关肝癌的发生密切相 
关 [15]。Liv ingston等 [16]研究显示HBVX在乙肝病毒

的复制周期中起关键作用，HBVX介导的对Smc5/6
的降解是HBV基因组共价闭合环状DNA转录过程

的必要步骤。在关于HBVX mRNA表达与氧化应激

指标相关性的研究中，PBMC中ROS含量随着乙肝

程度加重而增加。中度患者组和重度患者组高于

正常对照组及轻度患者组。Ren等[17]的研究同样显

示HBVX可促进氧化应激导致细胞受氧化伤害并加

速HBV的复制，而在这过程中线粒体蛋白SIRT3则

可通过降低ROS的水平进而保护细胞免受氧化应激

的伤害。此外，本研究中，MDA含量随着患病程

度加重而增加，中度患者组和重度患者组高于正

常对照组及轻度患者组。而在Zhao等 [18]的研究中

则提示MDA水平升高在肝功能下降及HBV相关的

肝癌的形成过程中起一定作用，同样提示MDA作

为氧化应激指标的负性作用。

当然，本研究尚存在一定的不足之处，如本

研究仅初步检测 H B V X 表达及其与相应氧化应激

指标水平的关系，而在此环节中具体调控的机制

及后续临床可针对的主要靶点并未进行研究。此

外，在后续研究中，可通过长期随访等方式，探

索在乙肝慢性感染基础之上，患者发生肝癌的情

况是否与HBVX及氧化应激相关，以及相应HBVX
及应激指标的高低是否与乙肝患者的预后存在一

定的关联等。

综上，在本研究关于慢性乙肝病毒感染患者

的研究中，随着病情的加重，氧化应激逐渐加重，

而HBVX mRNA表达增加与氧化应激存在一定相关

性。由此设想，严格控制HBVX基因表达可能是抑

制乙肝病毒复制、降低氧化应激反应、减少病毒感
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染相关性并发疾病的发生、发展的重要途径。
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