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乙肝病毒 X 蛋白调控肝癌干细胞维持肝细胞癌生物学行为
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摘   要	 肝细胞癌是我国常见的恶性肿瘤之一，慢性乙型肝炎病毒（HBV）感染已经被认为是肝细胞癌发生的

危险因素。乙型肝炎病毒 X 蛋白（HBx）是一个多功能的调节因子，能够调节相关信号通路以及表观

遗传的基因表达，并且能参与细胞增殖、凋亡等途径。HBx 能促进肝癌干细胞（LCSCs）自我更新能力、

分化、抵抗化疗等生物学行为，进而促使肿瘤转移、浸润和复发。笔者对 HBx 调控 LCSCs 维持肝细胞

癌的生物学行为进行综述。
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC，

以下简称肝癌）在恶性消化道肿瘤中病死率仅次于

胃 、 食 管 ， 在 中 国 范 围 内 肝 癌 病 死 率 在 所 有 恶 性

肿瘤中排名第二，我国每年死于肝癌约11万例，

占全世界肝癌死亡人数的45% [1]。乙型肝炎病毒X

（hepatitis B virus X protein，HBx）蛋白与肝癌

发生密切相关[2]。HBx能够维持肝癌干细胞（liver 

cancer stem cel ls，LCSCs）的干性相关表型，在

肝癌的发生发展中起到了促进作用[3]。传统化疗药

物，如阿霉素、5-氟尿嘧啶、铂类等都不能有效

消除肿瘤干细胞（cancer stem cells，CSCs），而

残存的CSCs因其高度耐药性和自我更新能力，成

为 肿 瘤 复 发 转 移 和 耐 药 的 根 源 。 肝 癌 干 细 胞 的 存

在 使 肝 癌 缺 乏 有 效 治 疗 方 法 ， 临 床 上 通 过 手 术 切

除 、 放 化 疗 、 介 入 等 治 疗 ， 仍 不 能 防 止 肝 癌 的 复

发转移。

1　HBx

HBx是一种小的17 kDa可溶性蛋白，由HBV

基 因 组 4 个 开 放 阅 读 框 架 （ O R F ） 中 最 小 的 X 基

因编码，在HBV生物学和肝癌发展中起着关键作

用。HBx是一种多功能蛋白，研究表明HBx基因缺

陷的HBV在体内外病毒复制量明显减少，提示HBx

对于HBV持续复制以及在人体不断感染起着重大

作用 [4]。有研究 [5]表明病原微生物可以诱导成熟细

胞转变为癌症干细胞，HBV促进肝癌发生便是一

个例子，HBV刺激肝脏成熟细胞去编程化，转变

为LCSCs，维持自我更新。

H B V 并 不 能 直 接 诱 导 肝 癌 发 生 [ 6 ]， 而 H B x 能

通 过 转 录 因 子 和 信 号 转 导 诱 导 功 能 转 变 ， 是 促 进

肝癌进展的关键因子 [7]。最近研究 [8]显示，HBx参

与各种细胞信号传导途径，包括Wnt/β-连环蛋白

（catenin），核因子κB（NF-κB），Janus激酶

/信号转导和转录激活子（STAT）以及Ras/Raf/丝

裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （ M A P K ） 等 途 径 。 在 线 粒 体

中，HBx通过下调线粒体酶和促进活性氧（ROS）

产 生 和 脂 质 过 氧 化 作 用 破 坏 线 粒 体 稳 定 性 ； 阻 断

Fas/Fasl凋亡信号通路，干预细胞凋亡，这些变化

可以解释肿瘤细胞的能量代谢异常以及HBV相关

肝癌中的细胞死亡抵抗；在内质网内，HBx通过诱

导内质网应激维持慢性肝脏炎症和增殖[9]，以上结

果提示HBx通过这些信号通路及相关机制参与到肝

癌干细胞的生物学行为中，促进HBV相关肝癌发

展、侵袭和转移。

此 外 ， 有 研 究 [ 1 0 ] 表 明 ， 当 H B V 基 因 组 整 合

到 宿 主 细 胞 中 时 ， 作 为 基 因 突 变 和 m R N A 编 辑 的

结 果 ， H B x 经 历 序 列 突 变 ， 尤 其 是 羧 基 末 端 截 短

的 H B x （ C t - H B x ） ， 在 肝 癌 组 织 中 经 常 被 检 测

到，但在相邻的非肿瘤组织中很少发现。表明Ct -
HBx蛋白在肝癌发展中选择性存在，Ct -HBx蛋白

可 能 影 响 对 肝 癌 起 始 和 进 展 至 关 重 要 的 生 物 学 过

程 。 实 际 上 ， 突 变 H B x 蛋 白 增 加 信 号 转 导 和 转 录

激活因子3（signal  t ransducers  and act ivators  o f 

transcription 3，STAT3）、NF-κB和PI3K/Akt信

号的阈值并诱导C- jun/MMP -10活化以促进肝癌肿

瘤浸润和转移[6]。

2　LCSCs

近来研究 [11]发现，在肿瘤组织中存在极少量

CSCs，CSCs是指具有无限增殖、自我更新和分化

潜 能 的 一 类 肿 瘤 细 胞 ， 并 且 与 肿 瘤 的 浸 润 转 移 、

化 疗 耐 药 密 切 相 关 。 近 年 来 ， 相 关 专 家 学 者 在 白

血 病 、 乳 腺 癌 、 肺 癌 、 脑 肿 瘤 、 结 直 肠 癌 、 前 列

腺 癌 等 多 种 肿 瘤 中 均 已 成 功 分 离 出 C S C s ， 均 证

实 了 C S C s 学 说 [ 1 2 - 1 4 ]。 肝 癌 被 认 为 也 是 一 种 C S C s

疾 病 ， 在 其 癌 组 织 中 同 样 存 在 L C S C s ， 与 临 床 上

肝 癌 的 复 发 转 移 、 抵 抗 化 疗 有 关 。 越 来 越 多 的 研

究 人 员 认 为 ， 提 高 肝 癌 治 疗 疗 效 的 关 键 在 于 根 除

LCSCs，肝癌的治疗可能仅仅杀死癌细胞，减少肿

瘤体积，却不根除LCSC[15]。 

关于LCSCs来源有两种学说：一是成熟肝脏细

胞 或 胆 管 细 胞 去 分 化 ； 二 是 肝 干 细 胞 突 变 。 两 种

不同来源细胞最后均演变为肝癌起始细胞（cancer 

cel l  o f  or igin，CCO），共同组成LCSCs。LCSCs

能 够 通 过 D N A 损 伤 修 复 、 多 药 耐 药 （ m u l t i d r u g 

resistance，MDR）表型、CSCs的相对静止、生长通

路和干性相关通路激活等途径维持自我更新[16-17]。

LCSCs的分离鉴定一直是研究的难点，其数量

较 肿 瘤 细 胞 少 且 现 有 技 术 手 段 很 难 将 他 们 分 离 。

随着CSCs表面分子标志物的明确，越来越多的学

者对LCSCs展开研究，希望通过干性表面标志物将

LCSCs从肝癌组织中成功分离出来，作为治疗靶点

克服癌症复发、转移和耐药的难题。目前已鉴定出

LCSCs的多种表面标志物，主要有细胞表面抗原决

定簇CD分子，包括CD133、CD90、CD44、OV6、

CD24、CD13、K19、上皮细胞黏附分子（epithelial 

c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e ， E p C A M 亦 称 C D 3 2 6 ）

等 [ 1 8 - 2 1 ]。 此 外 ， 侧 群 （ s i d e  p o p u l a t i o n ， S P ） 
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细胞分选也被用于CSCs的分离，SP细胞是指通过

ABC（ATP binding casset te）转运蛋白将DNA染

料Hoechst  33342泵出细胞外的一类细胞群，与非

SP细胞相比，SP细胞在肝癌组织中具有更高的增

殖潜能、成瘤能力和抗凋亡属性 [22]。SP高表达多

药耐药相关蛋白（ABCG2、ABCB），对常见化疗

药物5 -FU、多柔比星更为耐药，而多药耐药相关

蛋 白 可 促 进 化 疗 药 物 的 外 排 ， 介 导 L C S C s 自 我 更

新 、 致 瘤 性 及 抵 抗 化 疗 药 物 等 特 性 [ 2 3 - 2 5 ]。 表 面 标

志物显然不能去定义CSCs，而且更重要的是这些

标志物也并非CSCs所特有。CD133存在与LCSCs表

面，也存在于正常脑干细胞中，CD44与许多生理过

程有关，如白细胞归巢，被认为是胞外基质中的主

要黏附分子[26-27]。因此独立应用单一标志物分选得

到LCSCs，在目前来说很难令人信服，而利用联合标

志物分离鉴定LCSCs在许多文献见报道[28]。

3　HBx 对 LCSCs 调控的相关信号通路

3.1  Wnt/β-catenin 信号通路

经 典 的 W n t / β - c a t e n i n 信 号 传 导 被 认 为 是 干

细 胞 生 物 学 中 的 基 本 途 径 [ 2 9 ]。 W n t / β - c a t e n i n 通

路 是 进 化 上 高 度 保 守 的 信 号 转 导 通 路 ， 在 细 胞 增

殖、分化、癌变中起着重要作用，Wnt/β-catenin

信 号 通 路 异 常 激 活 后 能 够 促 进 细 胞 增 值 、 调 节 血

管 生 成 因 子 如 M M P - 2 、 V E G F - A 的 水 平 而 导 致 肝

细 胞 癌 的 发 展 、 侵 袭 和 转 移 [ 3 0 ]。 S h e n 等 [ 3 1 ]利 用

Ad-HBx感染小鼠胎肝祖细胞（hepatic progenitor 

ce l ls，HPCs）发现在HBx处理后富集在胞质中的

β -catenin蛋白转向胞核，进一步PCR分析HBx也

促进β-catenin mRNA和蛋白水平的表达，这说明

在HPCs中HBx的表达激活了Wnt/β-catenin信号通

路，Wnt与受体复合物结合后被激活，抑制下游蛋

白质复合物（AXIN、APC、GSK -3β）的活性，

从而激活β-catenin，与转录因子TCF/LEF形成复

合体，启动包括c -myc、cycl in  D1、CD44等一系

列 靶 基 因 的 转 录 [ 3 2 ]。 也 有 研 究 [ 3 3 ]报 道 ， H B x 增 强

趋化因子CXCR4（C-X-C chemokine receptor type 

4，CXCR4）和CXCL12表达，CXCR4/CXCL12随

后激活Wnt/β -ca tenin信号通路，增强OV6（+）

LCSCs增殖、迁移能力，并且表现出对吡柔比星、

奥 沙 利 铂 及 羟 基 树 碱 化 疗 耐 药 ， 而 在 随 后 加 入

CXCR4 抑制剂AMD3100后，OV6+肝癌干细胞特

性被明显减弱。Shen等 [34]用相同剂量的索拉非尼

或 顺 铂 处 理 时 肝 癌 细 胞 ， 与 对 照 细 胞 相 比 ， 敲 低

KLF8（krupple - l ike  fac to r  8，KLF8）的肝癌细

胞中的细胞凋亡显着增加，而KLF8通过激活Wnt/

β-连环蛋白信号通路并促进化疗抗性维持干细胞

样 特 征 ， 在 肝 癌 发 生 中 起 着 潜 在 的 致 癌 作 用 ， 因

此，靶向KLF8可以提供抑制肝癌致瘤能力的有效

治疗方法。因此研究Wnt/β-catenin信号通路能够

帮 助 理 解 肝 癌 转 移 及 复 发 的 分 子 机 制 ， 对 于 我 们

靶向此通路为彻底治愈肝癌提供参考依据。

3.2  PI3K/Akt 信号通路

PI3K信号通路通过与络氨酸残基结合，激活

P 8 5 的 S H 2 构 域 从 而 进 一 步 活 化 P 8 5 - P 1 1 0 复 合 物

或者直接通过Ras和P110直接结合，导致P13K的

活 化 。 激 活 后 的 P I 3 K 与 下 游 A k t 结 合 ， A K T 能 直

接 磷 酸 化 多 种 转 录 因 子 ， 可 以 抑 制 凋 亡 因 子 表 达

和增强抗凋亡因子表达，促进肿瘤细胞存活  [35]。

此外，Akt也能正调控转录因子NF -κB和Bcl -2，

NF -κB与许多细胞因子和生长因子引起的细胞分

化 、 凋 亡 和 生 存 有 关 ， 在 促 进 肿 瘤 细 胞 存 活 方 面

起着重要作用[36]。Zhu等[37]利用免疫组化检测发现

HBV（+）/AFP（+）肝癌患者组织中干性转录因

子Oct4、Kl f4、Sox2  和c -myc以及抗凋亡通路中

pAKT的表达均高于正常组织，随后Western blot检

测发现干性标志物CD44、CD133和EpCAM相比较

HBV（-）/AFP（-）组织也高表达，提示HBv可

以驱动AFP表达，增加干性标志物及转录因子高表

达，而且AFP本身很可能也是一个干性标志物。而

进一步细胞学实验发现，HBx驱动AFP表达，抑制

PTEN活性，随后激活PI3K/Akt信号通路，激活的

PI3K/Akt信号通路诱导重编程相关蛋白的表达，

且利用siRNA抑制AFP表达能够抑制集落形成并抑

制重编程相关蛋白和pAkt（Ser473）表达，因此

AFP通过激活PI3K/Akt信号通路在诱导干细胞生成

和促进肝细胞恶性转化中起关键作用 [ 38]。以上结

果表明HBx能诱导肝脏正常细胞向干细胞转化，并

且HBx可以优先驱动AFP的表达，促进重编程相关

蛋白Oct4、Klf4、Sox2和c-myc表达，促进肝脏细

胞恶性转化，研究AFP/PI3K/Akt信号通路可以了

解 并 掌 控 肝 癌 转 移 及 侵 袭 的 分 子 机 制 ， 为 进 一 步

探讨靶向LCSCs彻底治愈肝癌提供重要参考依据，

其可能成为肝癌基因诊断和治疗的新靶点。

3.3  STAT3/NANOG 信号通路

STAT3参与许多细胞过程，如增殖、存活、抗

凋亡、侵袭、血管生成和转移以及免疫逃逸等[39]。

NANOG是干细胞效能和胚胎干细胞自我更新的关

键转录因子  [40]。有研究 [39]发现STAT3可以通过结
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合 O C T 3 / 4 上 调 N A N O G 转 录 因 子 的 表 达 ， 两 者 协

同维持多能性和自我更新能力。Ching等 [41]研究发

现HBx增加了干性相关基因NANOG和SOX2以及干

性标志物CD133和CD47的表达，STAT3信号传导

活性在HBx表达细胞和HBx转基因小鼠中增强，导

致致癌作用，提示HBx对CSCs干性表达及维持有

重要作用，而Western blot检测分析HBx优先诱导

STAT3和干细胞转录因子NANOG的表达，在加入

STAT3抑制剂S3I-201后，NANOG的表达处于下调

状 态 ， 并 且 球 体 形 成 实 验 也 发 现 H B x 诱 导 的 自 我

更 新 消 失 了 。 总 之 ， 这 些 研 究 结 果 表 明 H B x 通 过

STAT3介导的NANOG上调增强LCSCs高致瘤性和

干性特征。HBx通过调节CSCs在肝癌发展和进展

中起关键作用，其涉及STAT3/NANOG途径的优先

激活，更好地了解HBx蛋白的分子机制将提高对肝

癌 发 病 机 制 的 认 识 ， 目 的 是 为 这 种 致 命 疾 病 开 发

更有效的管理。希望能开发针对HBx诱导的STAT3/

NANOG的靶向治疗以及鉴定预测疾病结果和肿瘤

复发的新标记提供了新的见解。STAT3、NANOG基

因可能在乙肝相关肝癌发生发展中发挥关键作用，

其可能成为肝癌基因诊断和治疗的新靶点。

4　HBx 调节表观遗传增加干性表达

表 观 遗 传 调 控 在 癌 症 生 物 学 中 起 到 了 关 键 的

作 用 ， 基 因 表 达 的 表 观 遗 传 调 控 是 一 个 积 极 和 动

态的过程，包括组蛋白修饰，DNA甲基化和染色

质重塑。DNA甲基化是干细胞分化过程重要的调

控因子，能使干细胞向不同的亚型分化，DNA甲

基化被认为是维持CSCs的潜在表观遗传机制 [42]。

异 常 的 表 观 遗 传 调 控 与 癌 症 的 发 生 直 接 相 关 ， 尤

其 是 组 蛋 白 的 去 甲 基 化 ， 引 起 染 色 质 结 构 改 变 ，

进而促进癌症进展。

组 蛋 白 去 甲 基 化 酶 （ h i s t o n e  l y s i n e 

demethylases，KDMs）能够参与到肿瘤生长、血

管 生 成 、 侵 袭 、 转 移 以 及 化 疗 耐 药 等 多 种 肿 瘤 行

为中。Wang等 [43]研究发现在乙肝感染相关肝癌患

者病例中，肝脏祖细胞干性标志物，如EpCAM、

AFP、PROM1以及NANOG大量表达在KDM5B高表

达的肝癌患者当中，并且KDM5B水平和EpCAM、

A F P 水 平 成 正 相 关 ， 这 些 结 果 表 明 K D M 5 B 是 维

持 干 细 胞 特 性 的 重 要 分 子 。 而 接 下 来 作 者 研 究

发 现 ， H B x 能 够 上 调 K D M 5 B 、 E p C A M 、 A F P 、

P R O M 1 和 N A N O G 表 达 ， 其 具 体 机 制 仍 然 不 是 很

明确。以上结果表明，HBx通过上调KDM5B，而

KDM5B特异性去除甲基化残留，抑制基因转录，

增 加 肝 癌 干 细 胞 成 球 、 转 移 和 侵 袭 能 力 ， 而 且 基

于KDM5B在维持干性相关中的作用，与HBx相互

作 用 ， 成 为 肝 癌 患 者 预 后 不 良 因 素 。 F a n 等 [ 4 4 ]研

究发现HBx能通过DNA甲基化诱导EpCAM表达，

EpCAM是肝癌干细胞重要的上皮黏附分子，利用

染色质免疫沉淀测定证明HBx依赖NF-κB/RelA通

路，NF -κB/RelA位点位于EpCAM转录起始位点

下游的CpG岛中，敲低RelA则抑制CpG去甲基化和

EpCAM表达，而在HBx表达后， RelA结合甲基转

移酶EZH2、TET2和DNA甲基转移酶（DNMT3L）

形 成 复 合 物 ， 激 活 下 游 转 录 因 子 ， 促 进 肝 癌 干 细

胞中EpCAM表达上调。有研究 [45]报道，HBx也能

激 活 D N M T ， 促 进 钙 黏 蛋 白 启 动 子 甲 基 化 ， 影 响

Wnt/β-catenin信号通路的激活，进而影响下游靶

点 E p C A M 表 达 ， 并 且 D N M T 对 于 C S C 是 必 需 的 ，

DNMT的缺失可以通过限制CSCs库来减少肿瘤发

生。因此，靶向表观遗传修饰因子尤其是DNA甲

基化提供了治疗人类癌症的可选策略。

5　HBx 促进 LCSCs 的增殖及抑制凋亡

L C S C s 的 增 殖 成 为 肝 癌 复 发 与 转 移 的 重 要 原

因 之 一 ， 如 何 抑 制 其 增 殖 成 为 治 疗 的 一 大 研 究 方

向。越来越多的证据表明，HBx能调节肿瘤细胞生

存 和 凋 亡 途 径 中 多 种 转 录 因 子 的 活 性 ， 包 括 细 胞

周期相关蛋白（p27、cycl in  D1、p21和p53）和

促凋亡蛋白（PARP）等[46]。Yu等[47]研究HBx促进

小鼠胚胎祖细胞（fetal HPCs，FHPCs）增殖实验

中发现这些FHPCs阳性表达EpCAM、CD133等干

细胞表面标记物，在体外实验中，FHPCs能转变

分 化 为 成 熟 肝 细 胞 和 胆 管 细 胞 ， 组 成 肝 癌 起 始 细

胞，这些行为类似于肝癌干细胞。而HBx的C末端

能促进FHPCs的增殖，表明HBx能通过调节FHPCs

的增殖，增加干性的表达。有研究[46, 48]发现HBx通

过降低Bax/Bcl2比例，抑制caspase-3和caspase-9

的 表 达 ， 进 而 抑 制 c a s p a s e 下 游 靶 标 P A R P （ p o l y 

ADP - r ibose  polymerase）激活，从而抑制肿瘤细

胞的凋亡。另外，HBx能通过PI3K/AKT通路中的

Akt直接或者通过Raf-1和P65-PAK来磷酸化Bad的

Ser l36位残基，终止Bad对Bcl -2或Bcl -XI拮抗作

用，释放后的Bcl -2或Bcl -XI恢复抗细胞凋亡的功

能，而且Akt也能抑制caspase-9的活性，抑制肿瘤

细 胞 凋 亡 ， 增 强 肿 瘤 细 胞 生 存 能 力 并 且 表 现 出 对

缺氧和营养不良的耐受 [ 49]。以上研究结果提示，
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HBx通过改变细胞周期检查点，改变细胞周期蛋白

依 赖 性 激 酶 抑 制 剂 的 表 达 或 蛋 白 水 解 降 解 来 引 起

不受控制的细胞增殖。

6　结论与展望

肝 癌 是 世 界 范 围 内 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 是 癌 症

相关死亡的主要原因之一[50]。在过去的几十年中，

自早期诊断和综合治疗进展以来，肝癌患者的预后

逐渐得到改善，但是总生存率仍不理想，特别是对

于失去治愈性治疗机会的晚期肝癌患者。虽然手术

切除和肝移植是肝癌患者的治愈性治疗方法，但大

多数肝癌容易发生侵袭和转移，长期预后仍然不能

令 人 满 意 。 对 于 晚 期 肝 癌 患 者 ， 经 动 脉 栓 塞 化 疗

（TACE）是二线治疗，但由于肿瘤的高化学耐药

性，其整体效果不尽如人意[28, 51]。LCSCs存在于肝

细 胞 癌 中 ， 其 特 征 在 于 无 限 增 殖 ， 自 我 更 新 和 多

向 分 化 能 力 ， 近 来 相 关 研 究 通 过 靶 向 干 性 分 子 标

记物CD90、CD44、CD133和EpCAM等，通过联

合 多 个 标 记 物 可 以 区 分 L C S C s 和 肝 癌 细 胞 [ 5 2 - 5 5 ]。

LCSCs的存在可能诱导肝癌细胞对化疗抵抗以及术

后 复 发 等 问 题 ， 因 此 ， 临 床 肝 癌 治 疗 应 更 多 地 关

注LCSCs治疗，尤其在手术、放疗和/或化疗后必

须考虑如何治疗LCSCs[56]。

乙型肝炎病毒X蛋白在启动和促进HBV诱导的

肝癌发展中起着至关重要的作用。HBx调控LCSCs

促进肝细胞癌转移浸润和复发，已经成为HBV-肝

癌 发 展 的 重 要 生 物 指 标 。 虽 然 研 究 人 员 已 经 确 定

了 导 致 H B x 诱 导 的 肝 癌 肿 瘤 发 生 的 一 些 因 素 ， 如

相 关 干 性 通 路 的 调 节 ， 基 因 组 不 稳 定 性 ， 插 入 突

变，表观遗传变化和增殖以及抑制凋亡等 [ 57]，但

迄 今 为 止 ， 大 多 数 研 究 只 局 限 在 细 胞 和 动 物 模 型

中 ， 尚 未 对 人 类 进 行 全 面 科 学 研 究 。 相 关 研 究 报

道了针对HBx的5'-三磷酸RNA（3p -siHBx）的小

干扰RNA可通过HBx沉默赋予有效的抗乙型肝炎病

毒功效，通过3p -s iHBx疗法可改善HBV载体肝脏

中的免疫微环境并抑制HBV复制，从而达到抑制

HBx表达，消除HBx的功能 [58]。HBx调控LCSCs生

物 学 行 为 和 功 能 的 机 制 可 能 成 为 治 疗 肝 癌 新 的 突

破点，因此，在乙肝相关肝癌肿瘤中靶向HBx的策

略需要进一步的研究。
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