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摘要：【目的】乙肝病毒的持续感染与肝细胞癌的发生密切相关。本文探讨了乙肝病毒感染后导致宿

主蛋白 Mre11的变化，并研究这种蛋白的变化可能导致肝癌发生的机制。【方法】本文通过 Western 

blot检测了乙肝病毒感染 HL7702细胞及肝癌组织标本的 Mre11蛋白的变化，并且通过 RNA干涉的

方法干扰了 Mre11 的表达，用连接介导 PCR 检测基因组的变化。【结果】本研究发现乙肝病毒感染

细胞导致 Mre11表达下调，肝癌组织也可以发现 Mre11表达下调；下调 Mre11表达可以导致细胞基

因组的断裂增多。【结论】HBV感染导致 Mre11表达下调导致基因组不稳定，这可能与 HBV感染导

致细胞恶性转化相关。 
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原发性肝癌为临床常见的恶性肿瘤之一，原发性

肝癌的病因和发病机制尚未完全确定。流行病学调查

发现肝癌高发区人群的 HBsAg 阳性率高于低发区，
而且肝癌患者血清 HBsAg 及其他乙型肝炎标志的阳
性率可达 90%，显著高于健康人群，提示乙型肝炎病
毒与肝癌高发有关。目前的研究发现，乙肝病毒导致

肝癌发生的因素包括以下几个方面：乙肝病毒的基因

组整合于宿主细胞的染色体[1]；此外，乙肝病毒可以

作用于机体内多种转录因子如 RNA多聚酶 RPB5[2]、

TATA结合蛋白[3]、锌指蛋白 bZIP[4]、抑癌蛋白 p53[5]

等；另外，乙肝病毒还能作用于多种维持宿主细胞生

命活动的重要蛋白如丝氨酸蛋白酶 TL2 和细胞 DNA
修复蛋白[5]。这些相互作用激活了如 MAPK、蛋白激
酶 C、Jak1-STAT及核因子 NF-kB等细胞中多种重要
的信号转导通路，直接影响肝癌的发生 [7, 8]。尽管如

此，有关乙肝病毒参与肝细胞癌发生的确切分子机制

尚未明了，至今仍是该领域研究的热点之一。 
肿瘤细胞具有核异质性的特征，这种现象主要是

由于染色体的不稳定导致染色体的倍数改变造成的。

正常的细胞中存在完整 DNA 损伤修复功能，因而能
够保证细胞基因组染色体的完整性和稳定性。本文报

道了乙肝病毒感染后细胞内 DNA 损伤修复蛋白之一
—Mre11（减数分裂重组蛋白 11，Meiotic Recombi-
nation 11）表达的变化，并且检测了乙肝导致的原发
性肝癌肿瘤细胞中的 Mre11 变化，此外对 Mre11 缺
失导致肿瘤的机制进行了初步探索。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  细胞株、感染用 HBV 阳性血清及肝细胞癌标
本：人正常肝细胞株 HL-7702购自上海细胞所。感染
用 HBV 阳性血清来自武警总医院检验科，经荧光定
量 PCR检测其 HBV含量为 107/mL。正常肝脏组织、
肝细胞癌组织来自武警总医院肝移植科。 
1.1.2  主要试剂和仪器：Mre11抗体、HRP标记的羊
抗兔抗体分别购自 abnova、中杉公司。γ-32P 购自福
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瑞公司。小干扰 RNA 由 Invitrogen 公司合成。引物
合成及测序由奥科公司完成。半干转膜仪购自

Bio-Red公司。显色液购自 PerkinElmer Life Sciences
公司。 

1.2  细胞培养与感染 
HL-7702细胞用含 10%胎牛血清和 100 U/mL青

霉素、100 U/mL链霉素的 1640培养基在 CO2含量为

5%的 37℃孵箱中培养，采用消化法进行细胞传代。
传代后待细胞长至培养皿底面积约 70%时，换用添加
HBV阳性血清的感染培养基培养。在感染后 0.5、3、
6、9、12、24 h分别取样。 

1.3  Western blot 检测 
将处理过或未处理过的细胞消化后离心收集，根

据细胞数量加入适量 SDS-上样缓冲液，混合均匀后，
沸水中煮 5 min制成蛋白样品。Western blot检测按常
规操作。一抗用 Mre11 抗体，按 1∶10000 稀释。二
抗为羊抗兔，稀释度为 1∶5000。 

1.4  RNA 干涉 
RNA 干涉的靶序列选择按照文献中的设计原 

则[9]。siRNA靶序列选择根据 Mre11序列（GeneBank
编号AF-073362）进行设计，设计后通过NCBI-BLAST 
比对，与其它序列相同的碱基不超过 15个。RNA合
成及退火由 Invitrogen 公司完成，命名为 siMre11。
siRNA 转染时采用 Lipofectamin 2000（ Invitrogen, 
Inc.）转染试剂，严格按照转染试剂说明书进行操作。 

1.5  连接介导 PCR（Ligation Mediated PCR，LM-PCR）  
LM-PCR操作方法参考文献[10]。10 cm细胞培养

皿中的细胞转染 siRNA 6 h 后，pRep4-hairpin质粒转
染细胞。第 4天收细胞，用 Promega质粒小提试剂盒
提取 pRep4-hairpin 质粒，定量后，取相同量的质粒
加入 100 pmol的接头，16℃接头连接过夜。用接头上
的 DR20 （ 5 ′-GCTATGTACTACCCGGGAATTCG- 
TG-3′）作为上游引物，以质粒上的一段序列（p506：
5′-CGTGTGAGATGGACATCCAGTCTTT-3′）作为下
游引物，对连接产物进行 PCR，条件如下：94℃      
5 min；94℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 30 s，共 16个
循环。PCR产物进行 Southern鉴定。 

2  结果 

2.1  HBV 感染后 Mre11 表达量的变化 
HBV 感染 HL7702 细胞后，在不同的时间点取

样，Western blot检测 Mre11表达水平的变化。Tubulin
作为等量上样的标准，从图 1 中看到 Tubulin 表达水

平基本一致。另外也可以看到，HBV 感染细胞后，
Mre11表达水平从 0.5 h开始降低，6 h基本上看不到
Mre11的表达，12 h后开始恢复，但表达水平仍然低
于未感染细胞组。而用正常人血清感染的对照组，在

各个时间段 Mre11均未发生变化（结果未给出）。 
 

 
 
图 1  HBV 感染后 Mre11 表达水平降低 
Fig. 1  Mre11 downregulation in HBV infected HL7702.     
1. Infection with normal human serum; 2−7. Infection with HBV 
infected human serum, the cell was colleted after 0.5 h、3 h、6 h、
9 h、12 h、24 h, respectively. 
 
2.2  肝癌组织中 Mre11 表达量的变化 

肝脏组织匀浆后，Western blot检测 Mre11的表
达水平。图 2 上图是肝癌标本或正常肝组织 Mre11
表达水平，下图以 Tubulin 为等量上样的标准，从图
中可以看到与正常组织相比，部分病人的肝癌组织中

的 Mre11表达量降低。 
 

 
 
图 2  乙肝病人肝脏肿瘤组织 Mre11 表达水平降低 
Fig. 2  Mre11 downregulation in hepatocellular carcinoma 
tissue. 1. Normal liver tissue; 2−5.Hepatocellular carcinoma 
tissue from different patients. 
 
2.3  siRNA 干扰 Mre11 的表达 

从上述结果中，我们可以看到 HBV 感染可以导
致宿主细胞 Mre11 下调。为了研究 Mre11 下调对细
胞表型的影响，本研究人为的下调了 Mre11的表达。
因为 Mre11 缺失是致死性突变，所以本研究采用了 
 

 
 
图 3  用 RNA 干涉方法下调 Mre11 的表达 
Fig. 3  Mre11 downregulation by RNA interferention. −: 293T 
cell transfected with control siRNA; +: 293T cell transfected 
with Mre11 specific siRNA. 
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RNA干扰的方法降低 Mre11在 293T细胞中的表达，
结果显示（图 3），转染 siMre11后，细胞中的 Mre11
的表达量显著减少，RNA干涉的效率达到 90%以上，
证明我们成功的干扰了 Mre11的表达。 

2.4  Mre11 对基因组稳定性的影响 
在 基 因 组 序 列 中 有 大 量 的 回 文 序 列

（Palindrome），回文序列易形成发卡结构，这些发卡
结构可以减慢复制的速度，是复制过程中的突变热

点。在复制的过程中，细胞中的核酸内切酶将发卡结

构切断，本研究在 pRep4 质粒上构建了发卡结构，
pRep4质粒可以在真核细胞中复制，它在细胞中的复
制模拟了基因组的复制，而且 pRep4 质粒相对于基
因组而言背景简单，便于研究。如果复制过程中有双

链 DNA断裂（DNA Double Strand Breaks, DSBs）的
产生，加入的接头便可以连接到 DNA 断端，按照接
头上的序列及质粒上的特定序列设计引物进行 PCR，
所以被称为连接介导 PCR（Ligation mediated PCR, 
LM-PCR），PCR 产物电泳后转膜进行 Southern blot
检测，进一步放大信号，将微观的 DNA 断裂用直观
的方法体现出来。我们采用 Ligation mediated PCR检
测了缺失 Mre11 的细胞在复制的过程中是否产生了
更多的、不可修复的断裂。从图 4中可以看到与对照
细胞相比，Mre11表达下调的细胞在复制过程中产生
了更多的断裂。 
 

 
 

图 4  Mre11 下调后，细胞内发生了更多的 DNA 断裂 
Fig. 4  After Mre11 downregulation by RNA interferention., 
more double strand break was detected by LM-PCR. −: 293T cell 
transfected with control siRNA; +: 293T cell transfected with 
Mre11 specific siRNA. 

3  讨论 

目前乙肝病毒参与肝细胞癌发生的分子机制尚

不清楚，本文探讨了乙肝病毒感染引起肝癌发生的可

能机制。 
首先，用 HBV 病人血清感染 HL7702 细胞，通

过 Western blot 检测我们发现 HBV 可以降解细胞中
Mre11。MRN 复合物（Mre11-Rad50-Nbs1 复合物）
在 DNA损伤修复途径中扮演了重要的角色[11, 12]。而

Mre11 是 MRN 复合物中组成成份之一。复合物中的
Mre11 突变，会导致毛细血管扩张共济失调样疾病
（Ataxia-telangiectasia-like disease, ATLD），疾病表现
为发育迟缓，小脑退行性变 ，免疫缺陷，癌症易感
等，从病人体内分离的细胞表现为对导致 DSBs的药
物及离子照射超敏感，染色体不稳定等。 

有报道指出 Mre11 多态性与微卫星不稳定的结
肠癌患者、胃癌及子宫内膜癌相关[13]。Mre11与肝癌
的发生有无关系尚未见报道。因此，本研究观察了

HBV 感染导致的肝脏肿瘤中 Mre11 表达量的变化，
如结果部分所述，肿瘤患者的肝癌组织中的 Mre11
表达下调。 

Mre11是致死型突变，为了研究复合物的功能，
在我们的研究中采用了 RNA 干涉的方法下调 Mre11
的表达。根据 siRNA 设计原则设计了 Mre11 特异的
小干涉 RNA（siMre11），并在 293T 细胞中验证了
Mre11的干涉效率。接着本文探讨了 Mre11在维持基
因组的稳定性方面所发挥的作用。用 LM-PCR这种敏
感而且特异的方法我们检测到 Mre11 及其核酸酶活
性受损后，细胞产生了更多的未修复的断裂。那么这

些断裂可能会导致染色体易位，染色体数目的异常，

最终导致细胞的恶性转化。 
因此可以认为乙肝病毒感染会导致细胞内Mre11表

达下降，并且肝癌组织中也存在Mre11表达异常的现象。
Mre11表达下降是导致肿瘤发生的主要原因之一。 
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HBV infection downregulated Mre11 expression and induced genome instability  

Yu Liu 1,2, Ningbo Hou1, Fan Zhao1, Yanhong Zhang1, Jing Yuan3, Xiang He1,3*, Hui Zhong 1*  
(1Beijing Institute of Biotechnology, Beijing 100850, China) 

(2The General Hospital of Chinese People’s Armed Police Forces, Department of Liver Transplantation, Beijing 100039, China) 
(3Institute of Disease Control and Prevention, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China) 

Abstract: [Objective] Prolonged infection with Hepatitis B virus (HBV) has been recognized as a major factor for hepa-
tocellular carcinoma (HCC). In this study, we studied the host protein Mre11 fluctuations after HBV infection which might 
be eventually contributed to cell transformation. [Methods] Western Blot was monitored to detect the expression of Mre11, 
and RNA interference was used to downregulate protein expression. Then, Ligation mediated PCR was used to detect the 
level of DNA double strand breaks. [Results] Mre11 protein was downregulated when HBV infection occured, and the 
downregulated expression was also seen in HCC tissue. By RNA interference, we found that Mre11 knockdown caused 
DNA instability. [Conclusion] Mre11 expression downregulation contributed at least partially to cell transformation 
caused by HBV infection. 
Keywords: Hepatitis B virus; hepatocellular carcinoma; Mrell; DNA damage repair 
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2008年起《微生物学报》改为月刊 
 

自 2004 年《微生物学报》改为大开本(8 个印张 128 页)以来, 已经连续两次扩版(2005~2006 年为 160 页, 2007 年为

176 页), 发表周期有了明显的缩短。但是, 由于近年来稿量不断增长, 发表周期不得不再度延长, 目前的双月刊已无法满

足广大作者和读者的需要。为了加快科技信息更新速度, 与国际接轨, 在编辑部提议下, 经主办单位同意并报主管部门正

式批准, 本刊自 2008年开始将 1989年以来一直沿用了 19年的双月刊改为月刊, 发行日是每月的 4日。 

 

希望广大作者和读者一如既往地支持《微生物学报》！ 


