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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的感染 不仅引起急 慢性病毒

性肝炎 而且与肝纤维化 肝细胞癌的发生 发展

过程密切相关[1-5]. 病毒进入到肝细胞之后 肝炎病毒蛋

白在肝细胞内不是孤立存在的 病毒基因组在肝细胞

内具有两种调控方式: 其一是顺式调节 如启动子及增

强子序列 以直接方式影响另外一些基因组的功能

是基因组内部调节方式; 其二是反式调节 即基因组中

一部分基因片段通过其转录或翻译产物产生对另一部

分基因片段表达的调节方式 如病毒基因组表达的反

式激活蛋白 以其表达产物的间接方式参与另外一些

基因的功能调节 可以对基因组内部的基因片段 甚

至可以对另外细胞或病毒的基因组有调控作用. 这种病

毒蛋白对肝细胞基因组的反式调节作用 影响了肝细

胞的基因表达谱 是病毒感染慢性化以及引起感染的

肝细胞发生恶性转化的重要的分子生物学机制之一[6-8].

1   截短型乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBst)的反式调节

近年研究发现 从肝癌细胞系或肝癌组织甚至是外周

血中克隆出的截短型前-S2/S基因表达产物羧基末端的

截短型分子 MHBst 能够调控肝细胞某些基因表达从

而影响细胞生长调节 也具有反式激活功能. MHBst 的

反式激活效应可能与蛋白激酶 C(PKC)依赖的信号传导

途径有关 前 -S2 区域与 PKC /β 结合发生磷酸化反

应 触发 PKC 依赖的 c-Raf-1/MAP2- 激酶信号传递链

式反应 结果激活了转录因子如激活蛋白 -1(AP-1)

细胞核因子 -κB(NF-κB) 激活蛋白 -2(AP-2) 血清

应答因子(SRF) Sp1 和 c-myc c-fos 启动子 参与

病毒感染后的炎症反应和肝细胞癌的发生[9-15].

        这种变异的病毒表面抗原中蛋白 缺失了位于 C-

末端的膜定位信号 使 MHBst 具备内质网(ER)定位功

能 未能进入分泌途径而在 ER 滞留 其前 -S2 区指

向胞质区 从而有机会与胞质蛋白相互作用 发挥其

广泛的反式激活效应; 全长的乙肝病毒表面抗原中蛋白

(MHBs)的前 -S2 区指向 ER 腔 进入高尔基复合体而

分泌. 所以说 MHBst 的反式激活功能依赖于其 N- 末端

前 -S2 区的胞质定位功能. 具有反式激活功能的截短位

点是在一定的范围之内 缺失突变的范围是决定该截

短型分子是否具有反式激活作用的重要因素 MHBst

至少完全缺失蛋白 C- 末端 S 区的疏水区 才具有反

式激活功能; S区的N-末端疏水区 是反式激活所必需

的 因为蛋白与膜的结合是转录激活功能所必需的

这段核苷酸序列被称为 反式活性开启区 (trans-ac-

tivity-on region TAO). 进一步研究表明 MHBst 的最

小 反 式 激 活 单 元 定 位 于 4 - 5 3 氨 基 酸 残 基 ( a a )

MHBst53 是其中最小的转录激活因子 是一种非膜结

合类型的 MHBst 就是说 仅前 -S2 区(1-55 aa)就足以

介导反式效应 说明作为反式激活因子的 MHBst 大小

范围是很大的[16-23].
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出一定的反式激活作用. MHBst 反式激活剂可以分成 2

种不同的类型: 一种是内质网分布型 其代表是羧基末端

截短76 aa的乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBst76) 一

种是细胞质分布型 代表是羧基末端截短 63 aa 的乙型

肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBst63). Hildt et al [24] 利用

杆状病毒载体-昆虫细胞系表达系统表达了MHBst76 和

MHBst63 蛋白 经过层析纯化以后可以获得高纯度的

蛋白. 从转染的 HepG2 细胞中也可以表达和纯化得到

MHBst76 蛋白. 2 种表达系统获得的重组 MHBst 蛋白都

是未经糖基化修饰的蛋白类型. 进一步的分析结果表

明 以昆虫 Sf9 细胞系表达 纯化的 MHBst76 是 N-

端发生乙酰化 磷酸化 硫酸化修饰的蛋白. 这些重

组的蛋白导入细胞之后具有明显的反式激活作用. Sf9 

HepG2 不同细胞系表达的 MHBst 在反式激活作用上没

有显著的差别. 因此 重组 MHBst 蛋白的表达和纯化

为研究 MHBst 的反式激活作用提供了很好的物质基础.

以昆虫细胞系Sf9表达的MHBst76是内质网膜相关的蛋

白 在高尔基体中滞留并加工 分泌.  因此表达

MHBst76 的 Sf9 的微粒体组分导入到的肝细胞 Chang 细

胞中时 即表现出显著的反式激活作用. 相反 全长

的 MHBs 蛋白不具备这一功能. MHBst76 是一种非糖基

化的蛋白类型 这种蛋白的糖基化修饰并不是其反式

激活作用所必须具备的结构特征. 因为第 4 位上的天门

冬氨酸残基的突变并不影响其反式激活功能. 从大肠杆

菌中分离纯化的重组 MHBst76 蛋白也具有相应的反式

激活作用. 因此认为非糖基化的MHBst76蛋白是其存在

的一个基本型.

       为了进一步研究 MHBst 的反式激活功能 筛选和

克隆其反式激活的靶基因 我们选择编码167位氨基酸

残基以后的羧基末端截短分子 -MHBst167 构建其真

核表达载体 并证明在真核细胞中瞬时表达的 MHBst

蛋白具有反式激活作用[22] . 我们用抑制性消减杂交(SSH)

方法成功地构建了 MHBst 反式激活相关基因差异表达

的 cDNA 消减文库 对于得到的 50 个克隆进行生物信

息学分析 其中 4 个克隆未检索到任何对应的相似序

列 可能代表了 MHBst 反式激活新的靶基因 进一步

的分析和功能鉴定正在进行中. 另外还发现肿瘤发生密

切相关的基因如 c-myc 进一步用免疫印迹方法以抗

c-myc的单克隆抗体验证MHBst对c-myc基因表达的上

调作用 结果显示 c-myc 是 MHBst 反式激活作用的靶

基因. c-myc 基因是人的正常细胞基因组中一种高度保

守的细胞癌基因 具有能够使正常细胞发生恶性转化

的潜能.在大部分情况下 处于不表达状态或表达水平

不足以引起细胞恶性转化. 癌基因激活方式有多种 常

见的如基因放大 基因突变 异源启动子表达 基因重

排 基因过表达以及截短形式多肽的表达.我们的研究

结果显示 MHBst 对 c-myc 基因的表达具有上调作用

对于阐明 MHBst 反式激活作用及其在 HBV 感染的慢性

化及肝细胞癌发生之间的作用具有重要理论意义[23].

2   乙型肝炎病毒表面抗原大蛋白(LHBs)的反式调节

研究发现 乙型肝炎病毒表面抗原大蛋白(LHBs)同

MHBst 相似 具有同样的反式激活效应 并且也是与

依赖于 PKC 的信号传导途径有关 引发下游 c-Raf-1/

MAP2- 激酶信号传递链式反应 从而激活了转录因子

AP-1 NF-κB 等 调控细胞异常增生 引发 HCC

的发生[24]. LHBs的反式激活作用与其独特的拓扑结构密

切相关 研究显示 LHBs 的前 -S1 和前 -S2 区有一

个与翻译不同步的转位过程 在横跨内质网膜时是指

向内质网的胞质侧 这种在胞质滞留的前 -S2 区 有

机会与细胞中信号转导相关因子相互作用 发挥其反

式激活作用. 另有一部分 LHBs 的前 -S1 和前 -S2 区在

翻译后转位跨过内质网膜 进入分泌途径 参与病毒

颗粒的组装. LHBs 转基因鼠的肝细胞呈现毛玻璃样

与其持续过表达 转录反式激活病毒的启动子元件而

促进病毒复制密切相关. 可见 LHBs 是一种多功能的蛋

白质 其反式激活作用对于阐明 HBsAg 携带者发生

HCC 的分子生物学机制具有重要意义[25, 26].

        LHBs 和MHBst 构成了前-S2 基因编码的HBV反式

激活蛋白家族. 这些反式激活蛋白的反式激活作用都是

由前 -S2 蛋白位点在细胞质中的朝向所决定的. MHBst

反式激活剂是 PKC 依赖性的 也是第 28 位上的丝氨

酸位点依赖性的. 磷酸化位点的完整性是其反式激活作

用的机构基础. MHBst 触发 PKC 依赖性的 c-Raf-1/Erk2

信号转导系统 进而激活转录因子 AP-1 和 NF-κB.

3   羧基末端截短型乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白反式

激活的原理

目前的研究结果表明 约三分之一的 HCC 组织中有

HBV DNA 的整合 并产生 3 - 末端截短型的反式激

活蛋白. MHBst 并不是分泌型的 MHBs 在分泌过程中

滞留在 ER 中 因此考虑到在细胞内的朝向是否决定

其反式激活作用. 通过融合蛋白表达的策略 将 MHBs

编码全长基因与 ER 定位信号肽序列 KDEL 融合 结

果表明仅是将完整的 MHBs 滞留在 ER 中 并不能产

生反式激活作用. 应用蛋白酶对于微粒体中的蛋白成分

进行降解 表明 MHBst 的氨基末端部分直接朝向细胞

质一侧 而 MHBs 蛋白分子中的氨基末端是朝向 ER 腔

的. 这一结构特点在一定程度上解释了MHBst蛋白的反

式激活作用 而 MHBs 不具备反式激活作用的原因. 通

过缺失突变分析 证明 MHBst 的非膜相关部分也与其

反式激活作用有关 表明非膜相关的 MHBst 蛋白代表

了第二种类型的MHBst反式激活蛋白. 这些具有反式激

活作用的 MHBst 在细胞内均匀分布 在功能上与膜相

关性MHBst蛋白并没有差别. MHBst53 是目前为止已经

发现的最小的反式激活作用蛋白. 这 2 种类型的反式激

活蛋白分子都能在生理条件下相互结合成同二聚体形
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式 形成二聚体相关的结构基础也是 MHBst 蛋白反式

激活作用的先决条件. 提示MHBst的二聚体化与反式激

活功能之间是密切相关的[27-29]. MHBst 与报告基因质粒

pSV2CAT 的共转染实验研究结果表明 前 -S2/S 基因

的缺失范围达到第III疏水区时才具备反式激活功能. 缺

失第 II 疏水区 甚至是全部的 S 区之后 也不影响其

反式激活作用. 如果缺失突变涉及到疏水区 I 则反式

激活作用消失. 因此 HBV DNA 的 221-573 nt 之间的核

苷酸区域与其反式激活作用密切相关.

       MHBst 具有广泛的反式激活作用 对于原癌基因

c-myc c-fos 都具有显著的反式激活作用. 因此 MHBst

反式激活蛋白是以影响转录因子蛋白AP-1的活性来实

现其转录调节的. 如果在 c-myc 基因启动子序列中将

AP-1 转录因子蛋白的结合位点序列缺失掉 那么 MHBst

反式激活蛋白对于原癌基因 c-myc 的反式调节作用就

受到显著影响. 对于 MHBst 反式激活作用的机制进行研

究发现: 第一 在一种 MHBst 反式激活没有应答的基因

启动子序列中 如果加入 AP-1 转录因子蛋白是别的核

苷酸序列 那么这种基因的表达就获得了被 MHBst 反

式激活的能力; 第二 利用 MHBst 表达质粒的共转染实

验研究结果表明 AP-1 可以显著提高 c-jun 和 c-fos 的

表达活性; 第三 转录因子激活的 AP-1 抑制因子 可

以减弱 MHBst 的反式激活作用效果. 除了 AP-1 之外

MHBst 还能利用对 NF-κB 和 AP-2 的调节实现其反式

激活作用. 说明 MHBst 反式激活蛋白可以通过几种不同

的机制对于基因表达的类型和水平进行调控. 因为AP-1

调节的靶基因类型中有许多是与肿瘤有关的基因类

型 这就不难理解 MHBst 在 HCC 的形成过程中具有

十分重要的意义[30, 31].
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