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0   引言

乙型和丙型肝炎呈全球分布 目前全世界有 1.7 亿人

感染丙型肝炎病毒(HCV) 3.5 亿人感染乙型肝炎病毒

(HBV) 其中相当一部分感染者发展为慢性肝炎 少数

还发展成肝硬化甚至肝癌 对人类健康造成极大危害

至今缺乏有效的控制. 肝炎病毒在肝细胞中的长期存

在 复制扩散是肝炎病毒慢性感染的关键一步 这两种

病毒在体内感染的分子生物学机制一直是研究者们关注

的重点 许多的研究越来越显示 La 自身抗原蛋白与其

关系密切 本文简要介绍近年来在这方面的研究进展.

1   人 La 自身抗原蛋白的结构与功能

人类 La(SS-B)蛋白是一种能与 RNA 结合的磷蛋白 分

子量 45 kD La 蛋白首先是从系统性红斑狼疮(SLE)和

Syogren 综合征患者的血清中作为一种自身抗原而被鉴

定的[1]. La 蛋白在许多真核细胞生物中广泛表达 诸如

酵母 果蝇 蟾蜍等. La 抗原能通过其 RNA 结合域与

许多种RNA结构结合[2]. La蛋白的病毒靶位包括细小核

糖核酸病毒[3] 流行性感冒病毒[4] 辛德毕斯病毒[5]和

人免疫缺陷病毒(HIV)TAR 元件的 - 非编码区[6]. La

蛋白上具有与核糖核蛋白氨基端同源序列而介导了 La

蛋白和 mRNA 的结合. La 蛋白也能结合一些小分子的

RNA 例如 7S RNA 和 tRNA 并认为参与了他们的生

物合成. 体外实验已表明La蛋白参与了许多细胞内代谢

过程 例如 RNA 聚合酶(Pol) 介导的转录和转录物

加工 丙型肝炎病毒和脊髓灰质炎病毒 RNA 翻译的内

部启动. 与这些功能可能有关的一个作用是La蛋白表现

出能够以 ATP 依赖方式解旋 DNA-RNA 杂交体和双链

RNA 分子 不过最近 La 蛋白解旋双链 RNA 的活性受

到质疑.

        人类 La 蛋白通常定位于核质中 尽管在核仁和胞

质的定位也被证实过. 在La蛋白的羧基末端包含一个核

定位信号(NLS) 此结构域与核内滞留有关. La蛋白的亚

细胞分布机制还不确定 不过有人报道磷酸化似乎并

不发挥作用. La蛋白的一个重要特性是其能以不同的方

式结合到并影响许多 RNAs. 在哺乳动物 昆虫和酵母

细胞中均可见 La 蛋白 并发现其定位于核内和胞质二

者中. 在核内其结合到RNA聚合酶 介导新合成的转录

产物末端 39 位富含尿嘧啶核苷酸区域 有利于转录终

止和转录产物从 DNA 上的释放 甚至能促进聚合酶

参与的转录起始. 在胞质中La蛋白的功能至少从三方面

得到证实 通过结合到内部核糖进入位点 促进从
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正确的起始密码子开始的翻译 抑制不正确的起始密

码子的翻译 而有利于脊髓灰质炎病毒 RNA 的翻译;

他能结合到人免疫缺陷病毒 型的 RNA 上而有利于下

游开放读码框架的翻译 有研究证实在体外 La 蛋白能

与翻译起始位点相互作用 推测在未受到感染的细胞

中 La 蛋白甚至会在翻译的启动过程中发挥作用. (2)La

蛋白促进辛德毕斯病毒 RNA 的复制. (3) La 蛋白能稳定

组蛋白的mRNA. 组氨酸mRNAs是一个罕见非寡聚腺苷

化的 mRNA 的例子. 在其 3 - 端包含一个茎环结构

因而能与细胞因子相互作用. 组蛋白的产生过程是细胞

周期 S 期的限速步骤 其终止于 S 期 部分是由于组蛋

白 mRNA 被快速降解的原因. 在体外设计的组蛋白

mRNA 被特异降解的实验表明此过程依赖 S130 提取物

中的细胞因子[7]. 如果加入组蛋白结果会更明显. 有趣的

是加入 La 蛋白能明显稳定组蛋白 mRNA[7]. 该结论也同

样表明在体外RNA降解实验中La蛋白的存在能稳定非

寡聚腺苷酸化的 mRNA.

        很明显 La 蛋白能结合到许多种 RNA 结构上 并根

据所结合的 RNA 的不同而通过不同的方式改变自身的

构型 因此具有高度的适应性 能与许多种 RNA 相

互作用. 目前尽管已经取得了大量证据表明La蛋白在许

多细胞反应中发挥作用 但是 La 蛋白这些活性在体内

的相互关系仍不清楚. 至今对La蛋白研究最多的已被广

泛证实的活性是能结合到聚合酶 介导新合成的转录

产物上并起稳定作用. 这些转录产物可以是 tRNA 5S

rRNA 7S rRNA U6 RNA 和 Y RNAs 的前体. 例如

Rutjes et al [8]在研究凋亡细胞时发现细胞质中含量少的

Y RNAs 正常情况下是与 Ro 和 La 蛋白一起存在于核糖

核蛋白颗粒(RNPs)上的 在凋亡细胞中这些 RNAs 被特

异性和快速降解. 与此过程相联系的是 La蛋白从此复

合物中释放出来 这表明 La 蛋白可保护 Y RNAs 不被

过早降解[8]. 近来的研究又发现酵母的 La 蛋白参与了 U

小核核糖核蛋白体(snRNP)的组装 并能结合到 U1

U2 U4 U5 和 U6 snRNP 的前体物上. 在这些 RNAs

上 La 蛋白的靶位点是其 3 - 末端的寡聚尿嘧啶序列.

Pannone et al [9]在对酵母 La 同源蛋白 (Lhp p)及其对

RNA 聚合酶 III 介导转录的作用研究中也发现 La 蛋白

能稳定最新合成的 U6 snRNAs 并且在 RNA 组装成

snRNAs 的过程中一直伴随存在.

        早在 1984 年 Stefano[10]就提出 La 蛋白是最先结合到

所有聚合酶 介导新合成的转录产物上的. La蛋白能与

这些不同的RNAs结合是因为其能识别聚合酶 介导新

合成的转录物 - 末端的 UUU 序列. 进一步研究发现

La蛋白是RNA聚合酶 的一种转录因子 他参与了RNA

聚合酶 介导的转录终止和转录机制的再循环. La蛋白

可以和RNA聚合酶 的转录产物的 -寡聚尿嘧啶核

苷酸部分结合 在某些情况下 可以保护遗传信息免受

- 端加工. 这些资料暗示 La 蛋白主要的功能是保护

生物初期的转录产物被过早降解. 近来La蛋白更被认为

是作为一种 RNA 聚合酶 转录产物的分子伴侣发挥作

用 这可能与先前报道过的 La 蛋白所有的功能活性相

一致[9].

2   人 La 蛋白与丙型肝炎病毒的关系

HCV 隶属于黄病毒科 是非甲非乙型肝炎的主要病原

体. 大约 50 % 的感染患者转为慢性 最常见为慢性活

动型肝炎 最终可以发展为肝硬化和肝细胞癌. HCV 基

因组大约 9.5 kb 只包含一个开放读码框架 可以编码

翻译为多聚蛋白体 能被细胞和病毒的蛋白酶共同剪

切为功能性产物. ORF 两端为 3 - 和 5 - 非编码区

包含了参与转录和翻译起始的序列[11, 12]. 绝大多数真核

细胞的 mRNA 都包含 5 - 端帽子结构和 3 - 端多聚腺

苷酸尾. 这些结构具有多种功能 可以影响mRNA剪接

转运 翻译和稳定性. 例如 帽子结构和多聚腺苷酸能

协同作用促进细胞内 mRNA 的翻译  帽子结构和多聚

腺苷酸能与细胞内蛋白质相互作用保护 mRNAs免受核

酸外切酶的降解[13, 14]. 去帽和去腺苷酸化均发生于mRNA

降解之前. 因此 在 mRNA 上帽子结构和多聚腺苷酸最

终免受核酶的作用保护细胞内的mRNAs被过早地降解.

例如 多聚腺苷酸结合蛋白结合到多聚腺苷酸上抑制

不成熟的 mRNA 降解. 有趣的是 在缺少多聚腺苷酸的

情况下 多聚腺苷酸结合蛋白也能稳定 mRNA[15]. 这表

明是多聚腺苷酸结合蛋白本身而非多聚腺苷酸保护

mRNA 免受降解. HCV RNA 缺少帽子结构和多聚腺苷

酸 猜测其可能易于降解 但事实并非如此 H C V

RNA 基因组具有不同于帽子结构和多聚腺苷酸的分子

机制. 研究发现 HCV 5 - 非编码区包含内部核糖体位

点(IRES) 其对于 mRNA 的起始翻译是必需的 [11, 12] . 此

外 HCV 3 -UTR 似乎能刺激 HCV IRES 介导的起

始翻译[16]. HCV 3 - 非编码区具有一个富含尿嘧啶核

苷酸的区域 与细胞内的蛋白相互作用可以阻止未成

熟 RNA 的降解. 许多研究证实 HCV 3 - 和 5 - 非

编码区与 La蛋白关系密切 La蛋白对HCV在宿主体内

的生存 复制发挥重要的生物学功能 HCV 与人类 La

蛋白的关系越来越受到重视.

       HCV RNA 3 - 非编码区缺少多聚腺苷酸尾 而有

一个富含尿嘧啶核苷酸的区域 已有研究[17]发现细胞

内mRNAs的3 -非编码区中的不稳定元件可以受到核

酸内切酶的攻击 此区域的存在使其对核酸酶非常敏

感[18] 这是许多细胞内易降解 mRNAs 的一个共同特征.

在核糖核酸酶A(RNase A)超家族中发现的许多哺乳动物

的核糖核酸酶表现出明显地优先选择多聚腺苷酸作为

酶底物[19]. 核糖核酸酶 4(RNase 4)超家族相比其他的

RNA 底物更易与多聚腺苷酸作用[20] 因此 可以设想

多聚腺苷酸结构由于在许多 HCV 序列中具有保守性

并且对核糖核酸酶特别敏感 而先前的研究[21, 22]已发现

定位于哺乳动物细胞质抽提物中的 p100 片段的核糖核

酸酶很明显并不能将 HCV RNA 降解 故其一定受到保
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护才能避免被快速降解. 受此启发 Spangberg et al [23]

在 1999 年利用人肝脏活检标本的细胞质提取物经过离

子交换柱分离得到的细胞因子 与放射标记的 HCV

5 - 和 3 - 非编码区的 RNA 探针经过紫外线的交

联作用发现两种主要的 45 kD 和 46 kD 的蛋白特异性地

作用于 HCV 5 - 和 3 - 非编码区. 经过 Western 杂交

和免疫共沉淀证实其为 La 蛋白并认为人肝活检细胞来

源的 La 蛋白能特异性作用于 HCV 3 - 非编码区富含

尿嘧啶核苷酸的区域; 并于 2001 年深入进行了 HCV

RNAs体外降解情况的研究 发现正链HCV RNA的3 -

末端对胞质 RNases 敏感 而负链 HCV RNA 的 3 -

末端相对稳定 这是由于 HCV 3 -(+)RNA 包含富 U

结构 而 HCV 3 -(-)RNA 没有 而 La 蛋白结合到

富U结构域中可能保护感染细胞中HCV RNA免受核糖

核酸内切酶 外切酶过早地降解.

        HCV RNA 基因组翻译启动是通过 5 - 非编码序列

充当了一种IRES以非依赖帽子途径发生的. 细胞反式作

用因子明显不同于经典的起始因子(eIF) 其作用机制为

促进 IRES 介导调节的翻译[24]. 在细胞蛋白中 La 蛋白

(p52 或 SS-B)被认为在调节 IRES 介导的翻译过程中发

挥重要的功能 [25]. 有研究[26]证实 La 蛋白对于 HCV IRES

介导的翻译是必需的: 利用一种RNA指数富集而系统进

化的配基(SELEX) 由于其能在Hela癌细胞裂解液中选

择性结合 La 蛋白并与其竞争结合到 HCV 5 - 非编码

区而能对抗 La 蛋白的作用 研究发现由于 Hela 癌细

胞翻译裂解液中RNA IRES的存在隔离了La蛋白而阻抑

了HCV和脊髓灰质炎病毒IRES介导的体外翻译; 并通过

设计附加回证实验重组人 La 蛋白恢复了 IRES 被抑制的

功能. 这有力证明了La蛋白参与了起始密码子AUG的选

择性识别和HCV RNA 基因组内部的起始翻译. Ali et al [27]

研究发现La蛋白的一个重要功能是调节HCV RNA基因

组的内部翻译起始 其能促进 HCV IRES 介导的翻译.

La 蛋白能识别 HCV 完整的 - 非编码序列; 进一步

研究发现这种相互作用发生在起始密码子 AUG 的上游

序列. 随后的研究[26]又证实在 La-IRES 相互作用中起始

密码子AUG而非邻近的密码子是La蛋白结合的直接靶

位. 蛋白缺失和替代诱导突变证明 La 蛋白结合到 IRES

的调控是依赖羧基末端效应器结构域的. Isoyama et al [28]

报道 HCV IRES 正常发挥功能所需的 La 蛋白浓度要低

于脊髓灰质炎病毒; 进一步的免疫荧光试验表明HCV感

染似乎并不影响 La 蛋白的亚细胞定位 其主要定位于

核内 而脊髓灰质炎病毒感染后 La 蛋白重新分布到胞

质中 这与 HCV IRES 活性只需低浓度 La 蛋白的结论

是相符的. Shimazaki et al [29]进一步阐明 α 干扰素抑制

HCV IRES 介导的翻译的作用机制是通过降低 La 蛋白

的浓度 而 2 5 - 寡腺苷酸合成酶和双链 R N A

激活的蛋白激酶并不参与这种选择性抑制 并且 α 干

扰素和 La 蛋白呈现明显的剂量依赖性关系 并进而通

过设计 La 蛋白的瞬时表达发现其能完全恢复被抑制的

HCV IRES 介导的翻译.

        La 蛋白与 HCV RNA 的 5 -IRES 和 3 - 富 U 结

构域关系密切 其对于 HCV mRNA 的翻译 复制和降

解十分重要 这些结论也提供了新的抗病毒策略 即通

过阻止 La 蛋白和 HCV RNA 的相互作用可以导致 HCV

RNA 的降解.

3   人 La 蛋白与乙型肝炎病毒的关系

乙型肝炎病毒为含有一段单股区的双链环状 DNA 病

毒 属嗜肝 DNA 病毒科 其基因组结构紧密 可分

为结构基因序列和调节基因序列两部分 二者可具有

相互重叠的特点. HBV 基因的负链核苷酸序列中 至

少有4个开放读码框(ORF)  包括编码外膜蛋白的S基因

区 编码核衣壳蛋白的 C 基因区 编码聚合酶的 P 基因

区和调节病毒基因转录水平的 X 基因区 4 种 ORF 分别

有各自的启动子. Heise et al [30]报道HBV感染的转基因鼠

经过细胞毒 T 细胞(CTL)注射后 5 d 的细胞提取液中具有

明显升高的RNase活性 同时HBV RNA水平降低 La蛋

白分解为片段.推测 HBV RNA La 蛋白片段 HBV RNA

底物的高效酶解三者发生的一致性有力支持了HBV RNA

的稳定性和全长 La 蛋白一定存在功能相关关系.由于酶

切位点邻近 La 蛋白结合位点 认为 La 蛋白可以在空间

上阻止 RNase 接近酶切位点保护 HBV RNA 被过早降解.

        近来的研究认为 La 蛋白可以作为一种宿主因子潜

在性地参与了细胞因子诱导的HBV RNA的转录后减量

调节. La蛋白结合位点认为是存在于所有的 HBV RNAs

的一个预测的茎环结构. 并认为其可能是一种HBV RNA

稳定因子. 有资料[31]表明 La 蛋白 RNA 识别基序 -1

(RRM-1 RNA recognition motif-1)对于结合不是必须的

而 RRM-1 RRM-2 的 RNP-1 和 RNP-2 的共有序列对

于结合分别是必须的 这也暗示着聚合体的 La蛋白是

分解为单体结合到 HBV RNA 上的.

        Heise et al [32]报道鉴定出 3 种核蛋白(p45 p39 p26)

均能与HBV RNA 1243-1333 nt之间的91个核苷酸序列

结合 免疫共沉淀试验表明这3种蛋白均能被特异性的

抗 La 蛋白的抗血清识别 暗示 p45 是全长的 La 蛋白

p39 和 p26 可能是 La 蛋白裂解产物. 而且竞争试验发现

这 3 种 La 蛋白均能以磷酸化依赖途径结合到同一预测

的茎环结构 此结构定位于 HBV 1 275-1 291 nt 之间.

这些研究结果支持La蛋白有助于增加HBV RNA的稳定

性的观点. 并且干扰素 - (IFN- )和肿瘤坏死因子

(TNF)能协同调控这三种核蛋白和HBV RNA.用炎性细胞

因子诸如 IFN- 和 TNF 治疗表达有 HBV RNA 细胞

发现通过缩短 HBV RNA 的半衰期来抑制 HBV RNA 的

表达. 有趣的是 似乎借助影响 La 蛋白与 HBV RNA 上

的 91 个核苷酸元件的结合 细胞因子介导的信号转导

途径可以调节 HBV RNA 的稳定性. 作者推测 La 蛋白可

以参与组成细胞因子或作为细胞因子的反应因子而影

响 HBV RNA 的半衰期.
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        尽管已发现多种 La 蛋白的生物活性与肝炎病毒密

切有关 但到目前为止还没有人系统地阐述 La 蛋白在

HBV HCV 感染过程中的具体特性 作用过程及 La 蛋

白与结合位点结合后所引起的一系列信号转导 也没

有针对嗜肝病毒 -La 蛋白结合机制设计的生物学或化

学治疗方案.
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