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·基础论著· 

HPV38E6/E7 对 HaCaT 细胞增殖 
和凋亡的影响 

李鹏飞 杨阳 徐亚楠 范巍 马翠玲 

【摘要】  目的  明确 HPV38E6/E7 感染对 HaCaT 细胞增殖和凋亡的影响。方法  通过构建 pGCMV
和 pGCMV-HPV38E6/E7 质粒，建立 HaCaT 稳定转染细胞系并进行鉴定；CCK-8 检测细胞增殖；流式细胞

仪检测细胞周期及凋亡。结果  与对照组相比，转染 HPV38E6/E7 的 HaCaT 细胞增殖明显增加，S 期细胞

增多，凋亡减少，以上差异均具有统计学意义（P＜0.05）。结论  HPV38E6/E7 对角质形成细胞增殖及凋

亡的影响，可能是 β-HPV 引起非黑素瘤性皮肤癌发生的重要病理生理学基础。 
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【Abstract】  Objective  On the basis of cell proliferation and apoptosis, to determine the effect of HPV38E6/E7 
infection on HaCaT cell line. Methods  We established and indentified HPV38E6/E7 stable expression cell strain 
by constructing the pGCMV and pGCMV-HPV38E6/E7 plasmids; cell proliferation was measured by CCK-8; cell 
cycle and apoptosis were determined through flow cytometry analysis. Results  Compared with control group, 
after transfected with plasmids HPV38E6/E7, the HaCaT cells show the significantly increase of cell proliferation, S phase 
and reduce of cells apoptotic, the above differences were statistically significant (P＜0.05). Conclusions  HPV38E6/E7 
had a certain effect on the proliferation and apoptosis of keratinocytes, probably due to the fact that β-HPV is an 
important basis of pathophysiological which causes the non-melanoma skin cancer. 
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HPV是一类侵犯皮肤和黏膜上皮的小DNA病毒， 

迄今已发现约 130 种亚型，16 个种属（如α、β、γ、μ-HPV
等）[1]。目前已经明确α-HPV高危型持续感染可导致宫颈

癌发生。β-HPV与非黑素瘤性皮肤癌（nonmelanoma skin 
cancer，NMSC）的发生密切相关[2-4]。然而，尽管β-HPV
是NMSC发生的重要危险因素，但其致病机制如何目

前仍不清楚，是否也存在致病的高危亚型仍有争议。

近期文献报道对β-HPV研究发现，大约 50%的NMSC
患者皮损中可以检测到HPV38 DNA，而正常皮肤检出

率仅为 10%[5]。我们课题组前期研究发现，在光线性

角化病皮损中，HPV感染以HPV38 型最为多见，约占

36.4%[6]。HPV38 可能是β-HPV重要致病亚型，关于

HPV38 对角质形成细胞生物学行为的研究报道较少，
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本实验采用CCK-8、流式细胞术等方法对细胞增殖、

周期和凋亡进行研究，为进一步探讨其在NMSC致病

机制奠定基础。 

材料与方法 

一、实验材料 
1. 细胞系、质粒：人角质形成细胞系 HaCaT 细胞

由本实验室保存和提供，常规培养于含 10% FBS 血清

DMEM 中。pGCMV 及 pGCMV-HPV38E6/E7 质粒

（E6E7 基因长度 729 bp）：由上海吉玛制药技术有限

公司构建。 
2. 主要试剂、设备：质粒 DNA 大提试剂盒购自

QIAGEN 生物技术公司。DNA 提取试剂盒购自

TIANGEN 公司。G418 及 Lipofectamine 2000 购自

Gibco 公司。CCK-8 购自碧云天生物公司。稳转细胞

PCR 鉴定引物（终产物为 531 bp）由上海生工生物有

限公司合成，引物序列：上游：5'-CAGTTTCCTCACG 
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TACATTG-3'；下游：5'-CACACGTATAGTTTTAGCCT 
TAC-3'。CO2 细胞培养箱（美国 Theroma 公司）；PCR
扩增仪（美国 Bio-Rad 公司）；电泳仪（美国 Bio-Rad
公司）；凝胶成像系统（日本 Alpha inn-otech 公司）；

流式细胞仪（美国 Beckman Coulter 公司）。 
二、实验方法 
1. 质粒扩增、抽提及酶切鉴定：携带目的载体的

大肠杆菌于卡那霉素平板中划线，挑取克隆，经含有

卡那霉素（100 mg/ml）LB 液培养后，以 QIAGEN 公

司生产的无内毒素质粒大提试剂盒提取质粒，取 1 μl
稀释 50 倍用紫外分光光度计定量，计算质粒浓度，余

置于－20 ℃保存备用；XbaⅠ、Bam HⅠ双酶切鉴定提

取质粒；配制 1%琼脂糖凝胶，取酶切产物 10 μl，加

入加样孔中，同时加入 DNA Marker DL2000，120 V
恒压 20 min，观察结果并拍照。 

2. 基因转染：细胞培养和筛选 G418 工作浓度：

胰蛋白酶将HaCaT细胞消化后按0.8×104细胞/孔接种

于 24 孔培养板内，置于 37 ℃、5% CO2 孵箱中培养，

当细胞生长达 70%～80%时，将 G418 分别以 0、100、
200、300、400、500、600、700、800、900、1000 mg/L
加入 24 孔板中，每浓度各设 3 个复孔；常规培养 10～
14 d，观察细胞死亡情况，以细胞全部死亡的最低浓度

作为筛选浓度。 
细胞转染：将对数生长期 HaCaT 细胞接种于 24 孔板

中，达到 70%～80%融合时备用；分别以 Lipofectamine 
2000 介导重组质粒 pGCMV 和 pGCMV-HPV38 -E6/E7
转染 HaCaT 细胞，用已确定筛选浓度的 G418 培养液

进行筛选，每周换液 2～3 次，并观察细胞生长情况；

将已形成克隆的 24 孔板置于镜下观察并做好标记，弃

去培养基，在标记处用高压消毒的小片滤纸点上少量

胰酶，轻轻消化。将消化下来的细胞依次接种于 24 孔

板、50 ml、100 ml 培养瓶扩大培养。将转染的 pGCMV
及 pGCMV-HPV38 的 HaCaT 细胞称为转染细胞，分别

命名为 HaCaT-pGCMV 和 HaCaT-HPV38 E6/E7。 
稳转细胞的鉴定：采用 TIANamp Genomic DNA 

Kit 法，依据说明书步骤提取两组细胞基因组 DNA，

经 PCR 鉴定。反应体系： 2×Mix Taq 酶 12.5 μl、DNA
模板 1.5 μl，上下游引物各 1 μl，ddH2O 补足 25 μl。PCR
反应条件：95 ℃预变性 4 min，然后按 95 ℃ 30 s，58 ℃ 
30 s，72 ℃ 1 min 行 30 个循环，72 ℃ 10 min，最后

12 ℃ Forever。PCR 终产物通过 1%琼脂糖凝胶电泳检

测，凝胶扫描系统扫描成像。 
3.  CCK-8 检测细胞活力：将对数生长期的两组细

胞接种于 96 孔板中，每孔加入 100 μl 细胞悬液含

0.7×104细胞，每组设 5 个复孔，48 h 后向每孔加入

10 μl CCK-8 溶液，继续于培养箱内孵育 1～1.5 h；酶

标仪测定在 450 nm 处的吸光度（OD 值）。 
4. 细胞的周期检测：将对数生长期的两组细胞按

3×105/孔接种于 60 mm 培养皿内，48 h 后用胰蛋白酶

将细胞从 60 mm 培养皿内消化，转入 10 ml 离心管；

常温用 1×PBS 洗涤细胞两次，加入预冷的 70%无水

乙醇 4 ℃冰箱内固定细胞 1～2 h；1000 r/min 离心后弃

无水酒精，用 1×PBS：PI（50 μg/ml）1∶1 混匀；4 ℃
避光染色 30 min 后加入 300 μl PBS，转入流式管，流

式细胞仪计数检测细胞周期。 
5. 细胞凋亡检测：将对数生长期的两种细胞悬液

以 3×105/孔接种 60 mm 细胞培养皿中，37 ℃、5% CO2

孵箱中培养，48 h 后用胰蛋白酶将细胞从 60 mm 细胞

培养皿消化，离心；用 4 ℃预冷的 1×PBS 洗细胞两次

后，250 μl 1×binding buffer 重悬细胞，吸取 195 μl 细
胞悬液加入 5 μl AnnexinⅤ，间隔 3 min 后加入 10 μl
浓度为 20 μl/ml 碘化丙锭溶液；室温避光孵育 15 min
后加入 300 μl 1×binding buffer，流式细胞仪检测。 

6. 统计学分析：应用 SPSS 16.0 统计学软件进行

处理，检测结果以均数±标准差（ sx ± ）表示，实验

组与对照组比较采用两样本 t 检验和 χ2 检验，P＜0.05
为差异有统计学意义。 

结    果 

1．质粒酶切鉴定：质粒经扩增后，提取质粒并进

行浓度检测，用 XbaⅠ/Bam HⅠ双酶切鉴定提取质粒，

配制 1%琼脂糖凝胶进行电泳，将结果拍照。泳道 1 为

pGCMV-HPV38 E6/E7 质粒可见约 729 bp 左右阳性条

带，大小与预期相符，证明构建的质粒确实含有 HPV38 
E6/E7 片段。泳道 2 为 pGCMV 空载质粒，未见阳性条

带（图 1）。 
2. 稳定转染细胞株的鉴定：HaCaT 细胞用含不同

浓度的 G418 培养基培养，12 d 后发现 G418 浓度为

600 mg/L 时细胞全部死亡，故 G418 的筛选浓度为

600 mg/L。转染 pGCMV 和 pGCMV-HPV38 E6/E7 的

HaCaT 细胞用已确定筛选浓度的 G418 培养基进行筛

选并培养。取两组转染细胞计数大约 1×106个细胞，

提取基因组 DNA 经 PCR 鉴定（图 2）。结果显示泳

道 1 和泳道 2 可见 531 bp 阳性条带，与预期目的条带

大小相等，而泳道 3 未显影。 
3. 细胞活力检测：细胞酶标仪分别测定 HaCaT- 

pGCMV 和 HaCaT-HPV38E6/E7 在 450 nm 处的吸光度

值。HaCaT-pGCMV 组吸光值（ 0.40± 0.039），

HaCaT-HPV38E6/E7 组（0.56±0.043），两者之间差

异有统计学意义（P＜0.05）。结果显示与对照组相比，  



中华临床医师杂志(电子版)2013 年 12 月第 7 卷第 24 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),December 15,2013,Vol.7,No.24 

 

·11534· 

 
 

HaCaT-HPV38E6/E7 组增殖活性明显高于对照组。见

图 3。 
4. 细胞周期检测：HaCaT-pGCMV 组和 HaCaT- 

HPV38E6/E7 组经过胰蛋白酶消化、1×PBS 洗涤细胞、

70%无水乙醇固定、PI 染色，流式细胞术计数检测细胞周

期，HaCaT-pGCMV 组 S 期细胞比例（39.35±2.27）%，

HaCaT-HPV38 E6/E7 组 S 期细胞比例（57.36±3.01）%。

结果具有统计学差异（P＜0.05），提示与对照组相比，

HaCaT-HPV38 E6/E7 组 S 期细胞比例明显增多。见图

4。 
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5. 细胞凋亡检测：HaCaT-pGCMV 组和 HaCaT- 
HPV38E6/E7 组按照 AnnexinⅤ/PI 操作说明，流式细

胞术检测细胞凋亡，结果发现 HaCaT-pGCMV 组凋亡

率（14.36±1.31）%，HaCaT-HPV38 E6/E7 组凋亡率

（6.53±2.10）%，具有统计学差异（P＜0.05）。结果

提示与对照组相比，HPV38E6/E7 抑制 HaCaT 细胞凋

亡。见图 5。 

讨    论 

近来研究表明持续的 HPV 感染、紫外线等环境致

癌因素的暴露、机体免疫功能的抑制之间的协同作用

可能是 NMSC 发生的基础[7]。感染皮肤的 HPV 绝大部

分为 β-HPV，β-HPV 与 NMSC 尤其是与皮肤鳞状细胞

癌的发生密切相关[8]。有关 α-HPV 致癌机制研究报道

较多，α-HPV 发挥致癌作用主要通过 E6、E7 等癌蛋

白在细胞转化及有丝分裂周期的调节中发挥重要作

用。与 α-HPV 不同，β-HPV 的致病机制尚不清楚。同

时 β-HPV 不同亚型之间生物学行为有很大的差异，是

否存在高危亚型也存在争议。有研究认为，β-HPV 某

些亚型的 E6 和 E7 可能存在类似 α-HPV 高危型的特

性[9-10]。Cordano 等[11]在对 β-HPV 转化特性的研究中

发现 HPV38 E6 和 E7 蛋白均具有转化活性，而 HPV10
和 HPV20 的 E6、E7 蛋白无任何转化活性。体外的动

物实验显示感染 HPV38E6/E7 的细胞对 UV、化学致癌

剂更加敏感，提示 HPV38 在皮肤癌发病中的起着重要作

用[12]。HPV38E6/E7 还可以通过 NF-κB 途径抑制 UVB 及

TNF-α 对HaCaT细胞的损伤，逃避细胞凋亡，维持增殖[13]。

由此，HPV38可能是β-HPV重要致病亚型。 
HaCaT细胞可以作为研究HPV感染及相关编码蛋

生物学功能的良好模型[14]。为此，本研究首先构建了

携带 HPV 基因序列的质粒，然后转染 HaCaT 细胞并

成功进行了筛选和鉴定，为体外研究 HPV 的致病机制

提供了可能性。随后比较了 HPV38E6/E7 对 HaCaT 细

胞活力、周期及凋亡等生物学行为的影响。结果显示：

转染 HPV38E6/E7 的 HaCaT 细胞增殖能力提高，S 期

细胞数增多，并抑制细胞凋亡。HPV38E6/E7 对细胞活

力的影响是细胞过度增殖的结果，肿瘤的发生与细胞

过度增殖密切相关。HPV38E6/E7 导致 S 期细胞数增

多，引起细胞周期的紊乱，干预细胞周期的正常调控

可能是其致癌的机制之一。同时，细胞凋亡的减少提

示病毒感染细胞能够抑制凋亡相关途径和逃避自身免

疫监视系统清除，因此有利于病毒的复制和扩散，

为恶变提供基础。HPV38E6/E7 以上生物学行为与

α-HPV 高危亚型相似。 

HPV38E6/E7 在 NMSC 发生的过程中充当着推动

者的角色[15]。其对细胞增殖、周期和凋亡的影响，可

能是联合 UV、化学致癌剂等导致皮肤癌发生的病理生

理学基础。HPV38E6/E7 对 HaCaT 细胞增殖、诱导凋

亡的分子机制尚不完全清楚。对其进一步深入研究，

对于阐明 HPV38 及 β-HPV 在 NMSC 发生发展中的作

用具有重要的意义。 
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