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乙型肝炎病毒X蛋白和p16启动子甲基化
在弥漫大B细胞淋巴瘤中的作用*

张文静,王 利,陈 莉,郭丽银,赵 娟,邵 菁,王红祥△
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  [摘要] 目的 探讨乙型肝炎病毒X(HBx)蛋白与抑癌基因p16启动子甲基化在弥漫大B细胞淋巴瘤

(DLBCL)中的关系及其临床病理意义。方法 采用免疫组织化学法检测60例DLBCL组织及15例良性反应

性增生淋巴组织中HBx蛋白表达情况;用甲基化特异性聚合酶链反应(MSP)法检测p16基因启动子甲基化状

况,分析上述组织中
 

HBx
 

蛋白和抑癌基因p16甲基化的关系,并统计学分析p16基因启动子甲基化状态与临

床资料间的关系。结果 60例DLBCL组织中HBx阳性14例,HBx阴性46例,15例良性淋巴组织均为 HBx
阴性,MSP分析显示,在60例DLBCL组织中p16基因启动子甲基化阳性率为50.00%(30/60),良性淋巴组织

为0%,差异有统计学意义(P<0.05);HBx阳性DLBCL组中p16基因甲基化阳性率为85.71%(12/14),而

HBx阴性DLBCL组中是39.13%(18/46),两组间差异有统计学意义(P<0.05);p16基因甲基化与DLBCL
患者的体力状况、Ann

 

Arbor临床分期、B症状和IPI评分有关(P<0.05)。结论 HBx
 

蛋白可促进p16基因

异常高甲基化,参与DLBCL形成;p16基因甲基化状态与DLBCL患者的临床表现和预后相关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

hepatitis
 

B
 

virus(HBV)
 

X(HBx)
 

protein
 

and
 

the
 

tumor
 

suppression
 

gene
 

p16
 

promotor
 

methylation
 

in
 

diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

(DLBCL)
 

and
 

its
 

clin-
ical

 

pathologic
 

significance.Methods 
 

The
 

immunohistochemistry
 

method
 

was
 

used
 

to
 

examine
 

the
 

HBx
 

pro-
tein

 

expression
 

level
 

in
 

60
 

cases
 

of
 

DLBCL
 

frozen
 

tissue
 

and
 

15
 

cases
 

of
 

benign
 

reactive
 

hyperplasia
 

lymph
 

node
 

tissue;the
 

methylation
 

state
 

of
 

p16
 

gene
 

promotor
 

was
 

detected
 

by
 

methylation-specific
 

polymerase
 

chain
 

reaction(MSP),then
 

the
 

relationship
 

between
 

HBx
 

protein
 

and
 

tumor
 

suppression
 

gene
 

p16
 

methylation.
 

And
 

the
 

relationship
 

between
 

p16
 

promoter
 

methylation
 

state
 

and
 

clinical
 

data
 

was
 

statistically
 

analyzed
 

.Results 
Among

 

60
 

cases
 

of
 

DLBCL
 

tissue,there
 

were
 

14
 

cases
 

of
 

HBx
 

positive
 

and
 

46
 

HBx
 

negative,while
 

15
 

cases
 

of
 

benign
 

lymph
 

node
 

tissue
 

were
 

HBx
 

negative.
 

The
 

SP
 

analysis
 

indicated
 

that
 

in
 

60
 

cases
 

of
 

DLBCL
 

tissue,the
 

positive
 

rate
 

of
 

p16
 

gene
 

promoter
 

methylation
 

was
 

50%
 

(30/60)
 

in
 

DLBCL
 

tissues
 

and
 

0%
 

in
 

the
 

benign
 

lymph
 

node
 

tissue,and
 

the
 

difference
 

between
 

the
 

cancer
 

tissue
 

and
 

normal
 

tissue
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

positive
 

rate
 

of
 

p16
 

gene
 

methylation
 

in
 

the
 

HBx
 

protein
 

positive
 

DLBCL
 

group
 

was
 

85.71%
(12/14),however,which

 

in
 

the
 

HBx
 

protein
 

negative
 

DLBCL
 

group
 

was
 

39.13%(18/46),and
 

the
 

difference
 

between
 

these
 

two
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

p16
 

gene
 

methylation
 

was
 

associated
 

with
 

ECOG,Ann
 

Arbor
 

clinical
 

stage,B
 

symptoms
 

and
 

IPI
 

scores
 

in
 

DLBCL
 

patients(P<0.05).Conclusion HBx

107重庆医学2020年3月第49卷第5期

* 基金项目:湖北省武汉市卫生和计划生育委员会基金项目(WX17Q06)。 作者简介:张文静(1985-),主治医师,硕士,主要从事表观遗

传学的研究。 △ 通信作者,E-mail:ljwhx@21cn.com。



 

protein
 

may
 

promote
 

the
 

abnormal
 

hypermethylation
 

of
 

p16
 

gene,involved
 

in
 

of
 

the
 

DLBCL
 

formation.
 

The
 

p16
 

gene
 

methylation
 

state
 

is
 

correlated
 

with
 

the
 

clinical
 

menifestations
 

and
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

DL-
BCL.
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  弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)是非霍奇金淋巴

瘤(NHL)中最常见的一种类型,研究[1-3]显示,慢性乙

型肝炎病毒(HBV)感染会增加NHL的发病率,但具

体机制尚不明确。
 

HBV的X基因是 HBV基因组4
个开放读码框中的最小一段,其表达乙型肝炎病毒X
(HBx)蛋白在 HBV感染、复制及潜在致癌过程中发

挥重要作用,有研究[4]报道 HBx与抑癌基因p16甲

基化密切相关。众所周知,淋巴瘤的发生是由于基因

变异逐步累积所致。染色体9p21是人类癌症基因组

中变异最为频繁的一部分,该染色体区段包含50
 

kb
片段,含有一组肿瘤抑癌基因:p14ARF、p15INK4b和

p16INK4a。在DLBCL中,能观察到p16INK4a的失

活,有研究[5-6]证实是由于p16
 

启动子区甲基化所导

致的。在其他恶性肿瘤,如肝癌中 HBx蛋白可以导

致p16启动子区甲基化,从而在肝癌发生发展中发挥

作用[4]。但在DLBCL中,HBx蛋白与p16启动子区

甲基化间的关系尚不明确。本实验以DLBCL为研究

对象,重点着眼于 HBx蛋白作用的一个靶点———抑

癌基因p16,探讨HBx蛋白、p16基因与DLBCL间的

相互关系,探索 HBV相关DLBCL新的诊断和治疗

方法。

1 资料与方法

1.1 一般资料

于2008年1月至2015年6月收集DLBCL组织

60例,所有组织标本均经病理证实为DLBCL,同时收

集15例良性反应性增生淋巴组织作为正常对照,所
有标本分析前保存于-80

 

℃冰箱中。60例DLBCL
患者中,男34例,女26例,年龄30~80岁。收集患

者的如下资料:性别、年龄、体力状况(performance
 

status,PS,PS按照美国东部肿瘤协作组 ECOG 标

准)、临床Ann
 

Arbor分期、乙型肝炎病毒表面抗原

(HBsAg)、乳酸脱氢酶(LDH)水平、巨大包块(直径

大于10
 

cm)、骨髓浸润、结外病灶、B症状,根据IPI
进行 评 分。其 中

 

HBsAg 阳 性 患 者 有 11 例,占

18.33%。所有标本取材后立即用甲醛固定、石蜡包

埋,各例标本均得病理学证实,全部患者术前均未进

行过任何治疗。鼠抗人
 

HBx单克隆抗体、DAB
 

显色

试剂盒和SP免疫组织化学试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司,DNA提取试剂盒购自中国Tiangen
公司;DNA 亚硫酸氢盐修饰试剂盒购自美国 Epi-

gentek公司;Taq酶及PCR相关试剂购自北京阅微

基因技术有限公司;引物由上海英骏生物技术有限公

司合成。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学试验

石蜡切片置入70
 

℃烘箱3
 

h后以二甲苯脱蜡,逐
级乙醇入水,按照免疫组织化学试剂盒使用说明书,
采用SP两步法,一抗(鼠抗人

 

HBx单克隆抗体)4
 

℃
过夜,室温孵育20

 

min,加入二抗(生物素化标记的山

羊抗小鼠
 

IgG),室温孵育30
 

min,免疫组织化学反应

结束后使用DAB显色3
 

min,苏木素复染2
 

min,中性

树胶封固。阳性对照为已知阳性的组织,磷酸盐缓冲

液(PBS)代替一抗作为阴性对照。

1.2.2 免疫组织化学试验结果的判定标准

免疫组织化学阳性反应物为淡黄、棕褐色颗粒,
在细胞质或细胞核内呈淡黄、棕褐色染色为阳性细

胞。具体判断标准一方面按照阳性细胞面积占切片

总面积的百分比进行积分:0%~5%为0分;>5%~
25%为1分;>25%~50%为2分;>50%~75%为3
分;>75%~100%为4分。另一方面按阳性细胞中

显色强度积分:弱阳性为1分;中等阳性为2分;强阳

性为3分。将上述两项相乘,大于4的即判定为阳性

标本,其余为阴性。

1.2.3 p16基因启动子CpG岛甲基化检测

采用甲基化特异性聚合酶链反应(MSP)检测。
按照上海生工生物有限公司DNA抽提纯化试剂盒操

作方法,从两组淋巴标本中提取DNA,采用DNA亚

硫酸氢盐修饰试剂盒的说明书对提取的DNA进行亚

硫酸氢盐修饰,甲基化特异性p16-M 序列:上游5'-
TTA

 

TTA
 

GAG
 

GGT
 

GGG
 

GCG
 

GAT
 

CGC-3';下
游5'-GAC

 

CCC
 

GAA
 

CCG
 

CGA
 

CCG
 

TAA-3'。非

甲基化特异性p16-U序列:上游5'-TTA
 

TTA
 

GAG
 

GGT
 

GGG
 

GTG
 

GAT
 

TGT-3';下游5'-CAA
 

CCC
 

CAA
 

ACC
 

ACA
 

ACC
 

ATA
 

A-3'。扩增条件:95
 

℃
预变性5

 

min,95
 

℃
 

30
 

s、60
 

℃
 

30
 

s、72
 

℃延伸30
 

s,

30个循环,72
 

℃延伸5
 

min。取10
 

μL
 

PCR产物加入

2%琼脂糖凝胶进行电泳,用紫外线检测仪和 UVI凝

胶成像系统进行拍照和图像分析。结果判定:当甲基

化引物进行扩增出现阳性条带,而非甲基化扩增无阳

性条带为完全甲基化;甲基化引物和非甲基化引物扩
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增均有阳性条带为部分甲基化;甲基化引物进行扩增

无阳性条带而非甲基化引物扩增有阳性条带为无甲

基化。完全和部分甲基化判定为甲基化阳性,无甲基

化为甲基化阴性。

1.3 统计学处理

采用SPSS18.0统计软件进行统计分析。计量资

料以x±s表示,两组间比较用t检验,计数资料以百

分率表示,两组间比较采用χ2 检验和Fisher精确检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 HBx
 

蛋白在DLBCL组织标本中的表达

HBx主要在细胞质中表达,呈淡黄、棕黄或褐色

颗粒状。在60例DLBCL组织中有14例 HBx阳性

表达,阳性表达率为23.33%(14/60),根据 DLBCL
中

 

HBx的表达情况,分为 HBx阳性组和 HBx阴性

组,HBx阳性有14例,HBx阴性有46例。其中,

HBx阳性组中有11例 HBsAg阳性,HBx阴性组无

HBsAg阳性。

2.2 抑癌基因p16异常甲基化的检测结果

本实验中共检测了60例DLBCL组织和15例对

照淋巴组织中p16基因启动子区甲基化情况。DL-
BCL组织30例甲基化阳性,阳性率

 

50.00%,其中,
完全甲基化11例,部分甲基化19例;15例淋巴对照

组织均未检测到甲基化阳性。DLBCL组织与对照淋

巴组织比较差异有统计学意义(P<0.05)。

2.3 HBx
 

与
 

p16基因启动子甲基化关系

在14例HBx阳性组DLBCL组织中,有12例甲

基化阳性表现,阳性率85.71%(12/14),而在46例

HBx阴 性 组 有18例 出 现 甲 基 化 阳 性,其 阳 性 率

39.13%远低于 HBx阳性DLBCL组,二者差异具有

统计学意义(P<0.05)。
表1  60例DLBCL

 

p16基因甲基化与

   临床预后相关性分析

项目 n
P16基因甲基化

例数(n) 占比(%)
P

性别

 男 34 18 52.94 0.237

 女 26 12 46.15

年龄(岁)

 ≤60 20 9 45.00 0.468

 >60 40 21 52.50

LDH

 正常 29 13 44.83 0.469

 升高 31 17 54.84

续表1  60例DLBCL
 

p16基因甲基化与

   临床预后相关性分析

项目 n
P16基因甲基化

例数(n) 占比(%)
P

PS 0.029

 ≤2 34 11 32.35

 >2 26 19 73.08

Ann
 

Arbor临床分期 0.031

 Ⅰ~Ⅱ 24 8 33.33

 Ⅲ~Ⅳ 36 22 61.11

巨大包块(直径大于10
 

cm) 0.612

 无 51 24 47.06

 有 9 6 66.67

B症状 0.039

 无 48 19 39.58

 有 12 11 91.67

IPI评分(分) 0.019

 ≤2 40 14 35.00

 >2 20 16 80.00

骨髓浸润 0.547

 无 54 25 46.30

 有 6 5 83.33

结外病灶(个) 0.382

 ≤2 48 25 52.08

 >2 12 5 41.67

2.4 p16基因甲基化的表达与DLBCL患者临床病

理特征的关系

p16基因甲基化与DLBCL患者的性别、年龄(≤
60岁和>60岁)、LDH水平、巨大包块(>10

 

cm)、骨
髓浸润、结外病灶均无关(P>0.05),而与DLBCL患

者的体力状态、Ann
 

Arbor临床分期、B症状和IPI评

分有关(P<0.05),见表1。
3 讨  论

  NHL为起源于淋巴造血组织的恶性肿瘤,发病

率逐年上升。现已有研究证实 HBV感染与NHL存

在因果关系,2010年韩国一项大规模临床试验(共
1

 

284
 

586个参与者入选)结果表明 HBV 感染患者

NHL发病率明显增高[1]。2015年日本历时16年的

大规模队列研究显示 HBsAg阳性与 NHL(HR=
3.56,95%CI:1.37~9.18),特 别 是 与 DLBCL
(HR=7.22,95%CI:2.34~22.29)密切相关[2]。一

项通过对1997-2013年台湾健康保险研究数据库的

分析发现,在小于20岁的人群中,乙型肝炎疫苗全面

接种前出生的人群NHL的发病率要高于全面接种后

出生的人群[7]。越来越多的研究表明 HBV感染可能

在NHL的发生发展中起到重要作用[8]。

307重庆医学2020年3月第49卷第5期



在淋巴瘤发生发展过程中HBV感染可能起着一

定的作用,目前其发病机制尚待研究。一方面,HBV
可以在外周血中感染单核细胞,导致慢性的免疫介导

反应,从而促进淋巴细胞的异常增殖;另一方面,HBV
 

DNA也可以整合到淋巴细胞的基因组中,影响癌基

因及抑癌基因的稳定水平,抑制抑癌基因,激活原癌

基因,引起淋巴细胞的克隆性增殖,最终导致恶性淋

巴瘤的发生[9-10]。近年来,研究者对
 

HBV
 

感染引起

抑癌基因启动子甲基化的机制进行了不断探索[11]。
当

 

HBV
 

DNA
 

感染机体后,病毒
 

DNA
 

与宿主基因发

生整合,在病毒基因自身甲基化同时,可能诱发宿主

基因特定区域甲基化增加,促使抑癌基因启动子失

活。此外,在
 

HBV
 

感染引起抑癌基因启动子甲基化

失活的机制中,HBx
 

蛋白的作用越来越受到人们的关

注。值得一提的是HBx可以通过表观遗传学调节基

因的转录活性,进而在肿瘤的发生发展中起到促进作

用[4]。研究证 实 DNA 甲 基 转 移 酶(DNA
 

methyl-
transferase,DNMT)通常在 DLBCL中过表达,可能

是诱导多个淋巴瘤相关抑癌基因如p16甲基化的重

要途径[12]。HBx蛋白通过激活DNMT1,使肿瘤抑

癌基因p16INK4a和钙黏蛋白E(E-cadherin)启动子

区甲基化,从而抑制其表达,而使用甲基化转移酶抑

制剂5-氮杂-2'-脱氧胞苷处理后,上述抑制作用得到

逆转[13-14]。有研究指出
 

HBx
 

蛋白可能通过下调
 

mi-
croRNA表达使

 

DNMT1
 

表达增加,从而促进了抑癌

基因高甲基化[15-16]。上述实验表明,HBx可能是通过

影响p16抑癌基因的甲基化及其表达,参与肿瘤的发

生发展。
既往多研究 HBx蛋白与肝癌的相关性,与淋巴

瘤的相关研究较少。p16INK4a启动子甲基化已经成

为DLBCL发生发展中的频发事件,同时在 DLBCL
中,HBx阳性组p16甲基化率远高于HBx阴性组,表
明HBx对p16抑癌基因甲基化有促进作用。本研究

还分析了p16基因甲基化与DLBCL患者的临床资料

间的关系。Ann
 

Arbor临床分期、ECOG、B症状和

IPI评分与p16基因甲基化有相关性,提示p16甲基

化与DLBCL患者的临床表现及预后相关,通过对其

早期检测,对于DLBCL病情评估、预后判断具有重要

的意义,甚至也可能会影响该类患者化疗方案的

选择[16]。
本研究表明,在DLBCL中抑癌基因p16甲基化

是一个频发事件,HBx蛋白能促进抑癌基因p16甲基

化,从而在DLBCL发生发展中发挥作用,并且p16甲

基化与患者临床预后密切相关。但由于本实验纳入

病例较少,故在DLBCL患者中p16甲基化是否可作

为有价值的预后因素还需要大样本量的前瞻性研究。
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