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　　［摘要］　乙肝病毒（ＨＢＶ）基因与宿主肝细胞基因组发生整合是肝细胞癌（ＨＣＣ）进化过程中的常见现象。ＨＢＶ慢性感染

导致 ＨＢＶ变异、ＨＢＶ整合以及宿主体内炎症微环境改变，这些改变为 ＨＣＣ的发生和发展提供了进化“土壤”。近期兴起的二

代测序技术为了解 ＨＣＣ中 ＨＢＶ的整合机制提供了更好的途径。本文就 ＨＢＶ整合特点和方式，及整合对宿主、病毒基因组

的影响等方面进行总结，并阐述 ＨＢＶ整合与 ＨＣＣ致癌的相关性。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）居

世界最常见肿瘤的第６位，肿瘤相关性死亡的第３

位［１］。全世界每年确诊的ＨＣＣ新发病例逾６０００００

例，其中约５５％发生在我国
［２］。肝癌发生是病毒因

素、宿主遗传因素及环境因素等共同作用的结果，多

种因素已经证实与肝癌的发生密切相关，如慢性乙

肝病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）／丙肝病毒感染、

肝硬化、酒精性肝病、饮酒、吸烟、黄曲霉毒素暴露

等［３］，而 ＨＢＶ慢性感染是我国 ＨＣＣ发生最重要的

危险因素。ＨＢＶ慢性感染导致ＨＢＶ变异、ＨＢＶ整

合以及宿主体内炎症微环境改变，这些改变为 ＨＣＣ

的发生和发展提供了进化“土壤”。长期 ＨＢＶ慢性

感染过程中，ＨＢＶ变异是病毒为适应宿主的不完全

免疫应答而被选择的结果［４］。ＨＢＶ整合可以发生

在 ＨＢＶ感染早期，随着疾病不断进展，ＨＢＶ整合发

生的概率和复杂性不断增加。目前研究者发现在急

慢性 ＨＢＶ感染患者、ＨＢＶ携带者、肝硬化及原发性

肝癌中检测到 ＨＢＶＤＮＡ的整合
［５６］，但其能否致癌

尚不清楚。因此，探索 ＨＢＶ整合在肝癌进化过程中

的作用，对于明确 ＨＢＶ致癌机制有重大意义。

１　犎犅犞变异与犎犆犆进化

在 ＨＢＶ感染过程中，病毒通过免疫逃逸机制建

立慢性感染状态［７８］。持续性免疫反应会使小部分
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患者会发展为肝纤维化／肝硬化，最终发展为肝癌。

ＨＣＣ相关 ＨＢＶ变异通常是被炎症微环境中不充分

的免疫反应选择出来，转而促进 ＨＣＣ的发展
［８］。有

文献报道，肝癌相关 ＨＢＶ变异可能使 ＨＢＶ表达上

调并增加其致病力［９］；ＨＢＶ ＤＮＡ ＰｒｅＳ区缺失、

Ｃ１６５３Ｔ、Ｔ１７５３Ｖ 及 Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ 与 ＨＣＣ发

生风险相关［７］；Ｓ区突变，特别是在Ｇ１４５Ｒ处突变与

免疫逃逸相关［７］；ＨＢＶ双突变Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ能

有效预测ＨＣＣ的发生及不良预后
［１０１１］；这些结果表

明 ＨＢＶ突变可能是 ＨＣＣ发生的重要原因。人体

肝脏富含先天性及获得性免疫细胞，在体内微环境

中，免疫细胞通过与细胞因子／趋化因子接触，形成

炎症分子网络，肿瘤中动态的炎症分子与炎症细胞、

间质组织及周围的细胞外基质构成肿瘤微环境［１２］。

而在肝癌进化过程中，ＨＢＶ变异所导致的肿瘤微环

境的失衡可能会促进 ＨＢＶ相关疾病的发展。慢性

持续性感染产生的持续性炎症通过诱导人胞苷脱氨

酶（ＡＩＤ）反馈性增加病毒变异
［１３］。ＡＩＤ是一种可以

特异性催化胞苷和脱氧胞苷的不可逆脱氨基作用

酶，该脱氨酶能将ＲＮＡ或ＤＮＡ中的胞嘧啶（Ｃ）转

换成尿嘧啶（Ｕ）。ＨＢＶ基因组在病毒复制形成单

链ＤＮＡ时易被 ＡＩＤ／ＡＰＯＢＥＣｓ（载脂蛋白ＢｍＲ

ＮＡ编辑酶催化多肽，ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＢｍＲＮＡｅｄｉ

ｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｃａｔａｌｙｔｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ）降解
［１４１６］；其他

研究也表明，ＡＰＯＢＥＣｓ通过引起病毒ＤＮＡ的ＧＡ

突变起到独特的抗病毒作用［１７］。由此可见，ＡＰＯ

ＢＥＣｓ促进某些 ＨＢＶ变异的产生，而 ＨＢＶ变异所

导致的机体的慢性持续性感染对诱导肝癌中的

ＨＢＶ进化可能发挥重要作用。对此我们提出假设，

在ＨＢＶ相关肝癌的发生发展过程中，ＨＢＶ经历了

“变异选择适应”的进化过程。

肝癌的发生发展在 ＨＢＶ和环境因素共同作用

下逐渐进行，而８５％～９０％的肝癌组织中存在 ＨＢＶ

整合。因此，我们有理由认为ＨＢＶ整合在肝癌进化

过程中可能发挥重要作用。

２　犎犅犞整合与犎犆犆进化过程密切相关

ＨＢＶ整合与肝癌发生发展密切相关。在我国

ＨＢＶ病毒感染是 ＨＣＣ发生的主要危险因素，ＨＢＶ

侵入机体后，导致病毒基因组发生改变，宿主基因结

构和功能变化，以及两者的相互作用所产生炎症微

环境的改变，这三者共同构成了 ＨＢＶ慢性感染进化

为 ＨＣＣ的“土壤”。慢性 ＨＢＶ感染的一个重要特

征是ＨＢＶ序列可整合到宿主基因组中。传统 ＨＢＶ

整合位点检测方法如聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）、Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测效率低，且

覆盖率不全。近几年，二代测序技术为癌症研究提

供了崭新的平台。高通量是二代测序技术的重要特

征，该特点也为读取基因组提供准确无偏的测序结

果，且性价比更高。二代测序技术可分为全基因组

测序、外显子测序及ＲＮＡ测序，测序内容包括蛋白

编码／非编码ＤＮＡ。该技术可以筛查癌症相关分子

事件，为癌症建立基因突变图谱。下面，我们结合以

二代测序技术为基础的 ＨＢＶ 整合相关报道，对

ＨＢＶ整合特征进行相关描述。

２．１　ＨＢＶ整合中病毒基因组的改变　ＨＢＶＤＮＡ

是不完全双链环状ＤＮＡ，其基因组包含４个相互重

叠的开放读码框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），即Ｓ

区、Ｃ区、Ｐ区和Ｘ区，分别编码外膜蛋白、核壳、聚

合酶和Ｘ蛋白（ＨＢＶｘ）。ＨＢＶ的复制是以 ｍＲＮＡ

为中间体的反转录复制，其独特的复制方式使

ＨＢＶＤＮＡ可以整合入人基因组。ＨＢＶＤＮＡ由２

条链组成，长链为负链，载有编码病毒蛋白质的全部

基因，其核苷酸序列与病毒的 ｍＲＮＡ互补，短链为

正链。研究提示，Ｘ区是肝癌患者中 ＨＢＶ发生整合

最常见的区域。ＨＢＶＸ基因位于乙肝病毒１３７４～

１８３５ｂｐ，编码 ＨＢｘ蛋白，Ｘ蛋白是由１５４个氨基酸

组成的多肽，在 ＨＢＶ 的急慢性感染中低水平表

达［１８］。而对肝硬化患者，有研究提示其整合多发生

于 ＨＢＶ非Ｘ区。这些结果提示，Ｘ区整合在 ＨＢＶ

感染后肝硬化向肝癌的转变过程中有重要意义［１９］。

２．２　ＨＢＶ整合引起人基因组的改变　在儿童或青

年的非硬化性肝脏组织中，整合的出现更说明 ＨＢＶ

整合的重要性［２０］。ＨＢＶ侵入人体后，可引起宿主基

因组的改变。宿主ＤＮＡ受整合影响，其外显子或启

动子区域的表达影响 ＨＢＶＤＮＡ插入序列的表达，

引起ＨＢＶ转录及转录后翻译的功能的改变，两者的

相互作用可以选择出有意义的 ＨＢＶ 整合及宿主

ＤＮＡ的改变，而经过宿主及病毒选择出的变异在宿

主体内微环境的作用下不断影响 ＨＢＶ慢性感染过

程，经疾病进程不断筛选，宿主及病毒的特征性改变

可能会促进 ＨＣＣ的发生和发展。ＨＢＶ整合及其引
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起的宿主ＤＮＡ的改变可能影响 ＨＢＶ慢性感染的

疾病进程，而乙肝疾病进程又作用于ＨＢＶ整合序列

及宿主ＤＮＡ的改变，两者的相互作用不断累积，从

而促进ＨＣＣ的发生、发展。

有研究认为，ＨＢＶ能随机整合到人基因组
［２１］。

但近期发现ＨＢＶ更偏向整合于人基因组转录活跃

的染色体区域和重复序列，包括长散布细胞核元件

（ＬＩＮＥｓ）、短散布细胞核元件（ＳＩＮＥｓ）和 Ａｌｕ序

列［２２２３］。近年来，高通量技术也发现ＨＢＶ整合位点

好发于１０号染色体
［２２］和１７号染色体

［２３］。ＨＢＶ整

合引起染色体稳定性和拷贝数改变被认为是 ＨＣＣ

的特征性事件。有报道指出１１号染色体半胱天冬

酶基因簇附近存在拷贝数的缺失［２１］，而有研究表明

ＨＢＶ整合位点可出现拷贝数改变
［２４］。位于 ＨＢＶ

整合位点或附近的染色体拷贝数的改变提示由

ＨＢＶ整合引起的染色体稳定性改变可能是 ＨＣＣ致

癌的重要机制。另一个机制可能是 ＨＢＶ人融合基

因可能会影响某些促癌／抑癌基因的活性，从而影响

ＨＣＣ的发生、发展
［２４］。

２．３　与 ＨＢＶ整合相关的基因　ＨＢＶ整合到宿主

基因组可破坏人正常基因组结构，导致蛋白表达或

功能改变，影响机体的正常生理功能。目前认为

ＨＢＶ整合主要通过２种机制发挥作用：（１）顺式激

活作用，直接将 ＨＢＶＤＮＡ插入到肝细胞原癌基因

附近，从而影响宿主基因的功能；（２）反式激活作用，

即ＨＢＶＤＮＡ随机整合到肝细胞基因组ＤＮＡ，通过

转录并翻译成蛋白质后，再激活自身基因或肝细胞

原癌基因［２５］。无论哪种方式，ＨＢＶＤＮＡ的插入改

变了宿主ＤＮＡ序列，进而影响基因的表达及功能。

大部分学者认为ＨＢＶ整合随机分布，但部分整合位

点在肝癌组织的特定基因如犜犈犚犜、犕犔犔４等上可

反复检测到。

传统ＰＣＲ方法表明，端粒酶反转录酶基因（ｔｅ

ｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ＴＥＲＴ）、混合系白血

病因子４（ｍｙｅｌｏｉｄ／ｌｙｍｐｈｏｉｄｏｒｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｌｅｕｋｅ

ｍｉａ４，ＭＬＬ４）是 ＨＢＶ易整合基因。ＴＥＲＴ位于人

染色体５ｐ１５．３３，编码人端粒酶反转录酶，与细胞衰

老密切相关，ＴＥＲＴ在肿瘤细胞中通常过表达，而其

在体细胞中的表达失衡与致癌过程相关［２６］。犕犔犔４

编码蛋白甲基转移酶，在癌症的基因表达与遗传学

修饰中发挥重要作用，在多种癌症中已出现 犕犔犔４

基因拷贝数的变化［２７］。二代测序结果显示，ＴＥＲＴ

基因存在多个 ＨＢＶ整合位点，ＭＬＬ４作为 ＨＢＶ整

合位点之一与ｐ５３信号途径有关
［２１，２８］。然而这些报

道存在局限性，即样本量过小。２０１２年一篇包含８８

例 ＨＣＣ患者的研究利用全基因组测序技术发现

ＨＢＶ整合重复发生在犜犈犚犜、犕犔犔４和细胞周期蛋

白Ｅ１（ｃｙｃｌｉｎＥ１，犆犆犖犈１）基因。报道指出这些整合

可能改变染色体稳定性、基因表达水平，并可能与

ＨＢＶ相关 ＨＣＣ的预后相关
［２４］。二代测序结果显

示犉犖１、犛犈犖犘５、犚犗犆犓１、犃犚犎犌犈犉１２、犆犢犘２犆８、

犘犎犃犆犜犚４、犘犔犡犖犃４、犚犅犉犗犡１、犛犕犃犇５等基因

也存在 ＨＢＶ 整合
［２３，２９］。值得注意的是，ＦＮ１的

ＨＢＶ整合只发现于正常组织中，而在肿瘤组织中却

未被发现［２３２４］，该现象提示ＦＮ１中 ＨＢＶ整合可能

为非癌特异性。

２．４　Ｃ端截短的 ＨＢＸ基因的整合与肝癌　ＨＢＶ

感染过程中，ＨＢｘ是启动和维持 ＨＢＶ复制及转录

的主要调节因素［３０］。ＨＢＶ整合的断点区域通常位

于第１８００个核苷酸附近
［２４］，即ＨＢＶ增强子和开放

阅读框附近，且只有当整合发生在 ＨＢｘ基因的３′端

时才能观察到嵌合体转录［２２，２４］。３′端缺失的 ＨＢｘ

基因整合到人基因组中，可以翻译成 Ｃ 端截短

ＨＢｘ，调节经小分子ＲＮＡ修饰后的 ＷＮＴ５ａ的表

达［３１］，增强体外细胞增殖能力与体内致癌性［３２］。与

全长ＨＢｘ相比较，截短型 ＨＢｘ蛋白通过失去转录

活性来抑制细胞增殖与转化功能，能诱导细胞凋亡

的消失从而促使细胞生长［３３３４］。ＨＢｘＣ端（Ｃ端３４

个氨基酸）对氧化应激产物的产生及ＤＮＡ损伤发挥

重要作用［３５］。８羟鸟嘌呤（８ｏｘｏＧ）是活性氧（ＲＯＳ）

的产物，同时也是氧化ＤＮＡ损伤的重要生物标志

物。全长的 ＨＢｘ蛋白可以经 ＲＯＳ引起线粒体

ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）损伤，而Ｃ端截短型 ＨＢｘ蛋白不能

产生ＲＯＳ或导致ｍｔＤＮＡ损伤，虽然截短型ＨＢｘ在

ＨＣＣ发展中的致癌作用或机制仍不清楚，但可以确

定截短Ｃ端的重要作用。Ｃ端截短型 ＨＢＶＸ基因

（约在１３０个氨基酸处截断）还能通过ＣＪｕｎ／ＡＰ１

增强 ＨＣＣ细胞侵袭与转移能力
［３６］。上皮间质转换

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是肿瘤进

化与转移的重要机制。近期基于转录组测序的功能

性研究显示 ＨＢＶ人融合基因转录长散布细胞核元

件１（ＨＢＸＬＩＮＥ１）是由ＥＭＴ的诱导驱使肿瘤细胞
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系的迁移与侵袭［３７］。

３　展望

ＨＢＶ相关ＨＣＣ的发生、发展是多阶段多因素

共同作用的过程，其中病毒ＤＮＡ部分区域的整合可

能导致宿主基因结构或功能的改变，引起宿主基因

表达或相关的信号通路的改变而导致体内微环境的

改变，从而促进肝癌的发生发展。现阶段，虽然研究

者一致认为ＨＢＶ整合是 ＨＣＣ发生、发展的重要事

件，但对于ＨＢＶ整合是否直接导致 ＨＣＣ及其确切

机制还不完全清楚。在目前研究基础上，我们认为

将来的研究方向可以侧重于两个方面：（１）对 ＨＢＶ

整合好发的高频基因，可以选取部分整合基因如

犜犈犚犜、犕犔犔４等进行细胞功能或动物模型实验，明

确ＨＢＶ整合对基因转录和表达的影响，以及与肝癌

发生、发展的相关性；（２）借助队列研究确定ＨＢＶ整

合与ＨＣＣ的因果关系。
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