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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)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(open reading frame 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. HBV的外膜蛋白能

使病毒由感染的细胞分泌 并能附着和侵入新的细胞;

同时其也是引起宿主保护性应答的免疫原表位[1-6]. 因

此 作为指导S 基因组RNA转录的SP启动子序列 在

HBV 的生活周期中 具有较为重要的作用.

1   HBV  SP-II 启动子的结构特点

启动子(promotor)又称启动基因 是DNA 分子上可与

RNA聚合酶特异结合 而使转录开始的一段DNA序列

位于转录起始点上游 由RNA聚合酶结合部位及控制转

录的调节组件构成. HBV至少有4个启动子 转录出3.5 kb

2.4 kb 2.1 kb 和 0.7 kb mRNA等 这4条RNA 均有

一个共同的多聚腺苷酸(PolyA)尾 在此终止转录. S基因有

两个串联的启动子 SP-I启动子(2219-2780 nt)调节2.4 kb

的mRNA转录 编码大蛋白; SP-II启动子(2 809-3 152 nt)

调节 2.1 kb的mRNA转录 编码中蛋白和主蛋白. SPII

启动子不含典型的TATA盒 但含不典型的TATA样序

列(-25~-32 nt) 有启动子的特异活性 可与胞核提取

物特异结合.  SP-II启动子与猴病毒40(SV40) 晚期启动

子相类似 富含鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)核苷酸 对其进行

精细的突变分析表明 位于RNA转录起始位点上游200

个核苷酸内的SP-II启动子可分为A至G 7个区段 其

均能通过与序列特异性的DNA结合蛋白相互作用而影

响转录水平 其中-188~ -68远端的A B和C区是正

调控区 如果同时去除A B和C区可使转录水平下降3

倍 但仅有B和C区均可保持较高水平; 位于-6~ -49的D

区是SPII启动子的必需元件 与SV40复制起点有一定

程度的同源性; E-G区位于主要转录起始位点的45个核

苷酸内 与SV40主要晚期启动子有序列同源性 E区可

抑制F区对转录的负调节 并可补偿G区的突变对转录

的影响 而删除F区后 G区可补偿E区的缺失对转录

的影响. 总之 SPII启动子至少有6个负责正调节的转录

因子结合位点(A-E G)和一个负调节的转录因子结合位

点(F)[7-10].

2   HBV  SP-II 启动子的调节

S基因的三种蛋白的主要功能是以一定的比例在内质网

内与核心颗粒一起装配成成熟的病毒颗粒 再分泌到细

胞外. 中 主蛋白在没有其他病毒颗粒时 可以小球型

或丝状的亚病毒颗粒形式分泌 而大蛋白则不能单独分

泌. 当大蛋白与其他表面蛋白一起表达时 病毒颗粒是

否能组装并分泌取决于大蛋白的数量; 当大蛋白数量相

对少时 病毒颗粒成熟并分泌; 而当大蛋白数量多时

抑制病毒颗粒的组装与分泌. 因此 在HBV感染中 大

蛋白的含量明显低于中蛋白和主蛋白 这是通过两个独

立的启动子SP-I 及 SP-II 来调节的; 上游是 SP-I 启动

子 主要控制大蛋白的转录与翻译 下游的SP-II启动

子主要控制中 主蛋白的转录与翻译. 通常前-S1 mRNA

的量远少于S mRNA 因此大蛋白的量通常不足以阻止

病毒成熟和分泌. 由于大蛋白的增加易导致病毒包膜蛋

白在宿主内蓄积 引起细胞病变效应  因此 HBV膜蛋

白的这种比例不仅有利于感染性HBV颗粒的成熟与释

放 而且也有利于宿主细胞的生存.

        SP-II启动子中含CCAAT短序列 是一种调节外膜

蛋白正常比率的重要因素. CCAAT序列既能增强SP-II
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启动子的活性 又能阻断2.4 kb mRNA转录延伸作用

致使2.4 kb mRNA 表达受限制. Lu et al [11]发现在SP-II启

动子内的CCAAT元件不仅能增加S基因的转录 而且

能降低前-S1基因的转录各5倍 从而维持大 /主蛋白

<1/5的正常比例 因此 在CCAAT元件发生突变时 大

蛋白产生过量 可抑制毒粒排出 将导致细胞内表面蛋

白分泌减少而大量堆积 从而影响HBV 的装配. 所以

CCAAT元件在病毒的生活史中对维持S/前 -S1基因转

录的比例起到关键的作用. SP-II 启动子发生缺失变异

时 大蛋白将过度表达 而中 主蛋白表达减少 因而

病毒及亚病毒颗粒的分泌受到抑制 但对病毒复制能力

无影响 肝细胞内大蛋白及复制中间产物cccDNA等堆

积对肝细胞有细胞毒作用 能增强肝细胞对炎症细胞因

子的敏感性 使肝细胞受损 可能是慢性乙型肝炎肝细

胞毛玻璃样变性的原因之一[12,13]. 进一步研究发现 过

度表达的大蛋白在肝细胞内质网通过激活grp78和grp94

启动子 改变宿主细胞的生理功能. 转基因小鼠模型也

已经证实 若大蛋白过度表达 在肝细胞堆积 将导致

肝细胞内质网肿胀 肝细胞变性. 另一些研究观察了

大 中 主蛋白比例变化与肝损害之间的关系 发现在

急性肝炎恢复期的患者 存在正常比例的大 中 主蛋

白; 而慢性肝炎患者的大蛋白比例增高 中蛋白合成减

少.  因此 在感染过程中改变大 中 主蛋白的比例将

影响疾病的过程.

        Bock et al [14-16]从前-S区突变去研究SP-II启动子的

转录调控后发现 当前 S2 区发生 CCAAT 盒点突变

(MUT1) CCAAT盒的3 第6 bp缺失(MUT2)及CCAAT

盒的3 第153 bp 缺失(MUT3)变异时 SP-II 启动子功

能下降约30-75 % 并且发现 SP-II 启动子及MUT3

能被CCAAT盒结合因子(CBF)调控 而MUT1及MUT2

则不被CBF调控 可见 CBF是 SP-II 启动子发挥作用

所需 CCAAT盒和另一未知区域所介导的启动子的功

能必需通过CBF 而起作用. 当发生MUT1 和MUT2 或

MUT3时 大蛋白将贮留在细胞内质网中  核心蛋白将

贮留在胞核内 MUT3突变时 出现有煎蛋样和螺旋丝

状物质的畸形病毒颗粒; 并且还发现前-S 区的不同区域

决定着病毒在细胞内的定位和细胞外的表观 前-S 区变

异可能与HBV 相关肝病的进展和预后有关. Ha-Lee et al [17]

研究发现 SP-I I 启动子的突变 使基因表达失衡

是慢性乙肝患者持续感染得以维持的一种途径. 有研究

证实位于前S-ORF内的2 995-3 177 nt的缺失突变减弱

了前-S的免疫原性 但仍存在与肝细胞的结合位点 不

但保留了病毒感染肝细胞的能力 还能使病毒避开宿主

的免疫攻击 导致HBV的持续携带状态.

        Kajiya et al [18]在慢性乙肝病毒感染过程中研究发现

当机体的免疫反应强大时 HBV 病毒基因突变由通常的

核心启动子(CP)突变(T(1 762)A(1 764))及前-S1区缺失变

为核心启动子(CP)突变及SP-II启动子区发生缺失变异;

将其PCR 产物转染入人肝细胞瘤HuH-7细胞 发现细

胞内病毒复制频率增加 但HBsAg和HBeAg分泌减少

细胞内不含包膜的核心颗粒增多 提示核心启动子(CP)突

变及SP-II启动子区缺失可能协同参与病情的发展.

      乙型肝炎病毒的基因表达受许多转录因子的调控

参与HBV基因组转录调节的有多种反式调节蛋白 这些

调节蛋白既包括来自病毒基因组的表达产物 也包括

来自宿主细胞的各种调节转录因子. SP-II 启动子通过

其-189~ +1间的序列调控元件与NF1 SP1和NF-Y等

转录因子结合来调控前-S2/S基因的表达. Raney et al [19]

研究发现肝细胞核因子HNF3与SP-II启动子的-231~ -240

结合后 前-S2/S 基因的转录受到抑制. 转录激活蛋白

Sp1可与SP-II 启动子B D E F区结合. Li et  al [20]

研究发现转录因子Sp1能正负调控S基因的转录 其有

三个结合位点 Sp1-1和Sp1-2在核心启动子内 Sp1-3

在增强子EhnII 内. Sp1-1不影响S基因的转录 Sp1-2

负调控S基因 除去Sp1-2后 Sp1-1 则正调控S基因

Sp1-3正调控S基因 当其发生突变时 则抑制基因表

达 然而 这种抑制作用在Sp1-1 和 Sp1-2 也发生突

变时消失 Sp1是如何具体调控S基因的转录 有待进一

步研究. SP-II启动子不含有TATA盒 其调控前-S2/S基因

转录的机制也还不完全清楚 Bogomolski-Yahalom et al [21]

研究发现在SP-II启动子的-25~-32 bp的核苷酸序列有

启动子的特异活性 类似于TATA盒的功能 含有TATA

盒结合蛋白(TBP)结合位点 可与胞核提取物特异结

合; -13~ -16bp 的核苷酸序列为SP-II 启动子的起始子

(initiator inr). 总之 上述两种序列在前-S2/S基因转录

调控中起到重要作用.  有资料表明增强子Enh1/Enh2 均

能提高SP-II启动子的转录水平 但这方面的报道较少.

       总之  基因表达调控是在多级水平上进行的 就目

前的认识 转录水平的调控是基因的重要控制方式 基

因的转录起始是基因表达的基本调控点 而这一阶段的

重要事件是RNA聚合酶与基因启动子的相互作用 故对

基因启动子的结构及调节研究十分重要. S基因编码的主

蛋白是目前常用乙型肝炎疫苗的主要中和位点 并且S

及前-S基因组与HBV病毒的成熟 分泌及感染性有关.

目前 对HBV SP 启动子的结构及调节的了解还比较

少 大大限制了我们对乙肝病毒及其相关疾病的认识

有待进一步的研究.
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0   引言

乙型肝炎是一种严重威胁人类健康的疾病 呈全球性分

布 目前全世界有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 少数还发展为肝

硬化甚至肝癌 至今仍缺乏有效控制[1-5]. 造成这一局面

的原因很多 其中关于HBV与肝细胞之间相互作用的分

子生物学机制的研究进展相对滞后是严重影响新型治疗

技术和新型药物开发与研究的重要原因之一. 进一步弄

清HBV DNA的复制 转录及调节的过程 对于我们研

究乙型肝炎的发病机制具有重要意义. 本文仅就乙型肝

炎病毒核心启动子(CP)结构及调节近几年的研究进展作

一综述.

1   乙型肝炎病毒基因组结构

HBV是很小的包膜病毒. HBV DNA和HBV聚合酶由核

壳包裹成为核心颗粒 再由含HBsAg的脂蛋白包裹. 病

毒基因组是3.2 kb 的部分双链DNA. 双链的长度不等

负链与病毒的mRNA互补 较短的链为正链. HBV基因

组结构精密 仅约3 200 bp(3 182-3 221 nt 3.2 kb)

但可以最小容量发挥高效功能. HBV负链核苷酸序列至

少有4个开放读框(open reading frame ORF): C P 和

S基因(相当于逆转录病毒的gag pol和 env基因)分别编

码核壳 聚合酶和外膜蛋白; 另一ORF因开始鉴定时对

其基因产物的功能不明而称X. 正链序列上似无保守序

列 由双链DNA转录为RNA 是一个需要高度调节的过

程.因而病毒基因组不仅含有编码蛋白的结构基因 也有

调节元件. 作为调节元件的一段DNA序列 可与某些细

胞蛋白或病毒蛋白结合 正性或负性调节转录. 分散在

整个HBV基因组中有多个调节元件(regulatory element)

包括 种启动子 种增强子 包装信号 糖皮质激

素应答元件等[6].

2   乙肝核心启动子(CP)的结构及调节

CP在1 591和1 822nt(从EcoR 位点) 包括至少232 bp[7]

结构及功能都十分复杂. 与增强子 部分重叠的1 687 nt

(Hinc )下游核苷酸序列对于启动子的活性是非常必要

的. CP与X 基因的3 末端(1 837-nt) C基因前-C区

的5 末端(1 814 nt)重叠; 增强子 (1 687-1 775 nt)和顺

向重复序列(DR direct repeat 1 826-1 836 nt)完全在

CP区域内; 前基因组 mRNA(1 785- nt)和前基因组-C/P

mRNA(1 820- nt)都由此处开始. HBV的C基因调节序列

区(C基因前-C区上游约200 bp)包括多个元件 有直

接重复序列DR1/DR2 负链缺口 增强子 和C基因启

动子(CP).

       CP区在1 643-1 849 nt 结构和功能较复杂. CP与

X基因远端和C基因的前-C区有部分重叠; DR 和增

强子 在其区域内. CP由核心上游调节序列(CURS)和基

本启动子(BCP)两部分构成 前者是后者的强激发者.

CURS中含2个重复序列(1 668-1 684 nt) 是肝细胞核
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