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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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因子的结合部位. 在CP上游还有一个顺式抑制元件(cis-

acting repressing element NRe) 负调节 CP活性. BCP

在 1 742-1 849 nt 区段 包含DR 区 前-C和 C基

因的2种mRNA的起点; BCP区段中有4个TATA盒样序

列(TA) 其对于前C mRNA和前基因组RNA在体内的

精确转录的起始是很重要的.

        CP调节3.5 kb mRNA的合成 编码HBeAg前体和

前基因组C/P蛋白 C基因附近区段是HBV复制的关

键性部位 有多种调节序列. CP和增强子 调节核壳蛋

白的合成. CP与HBV的肝细胞特异表达有关 如以一种

在大多数细胞中都有功能的金属硫蛋白(metallo thionein)

启动子代替CP HBV DNA即可在一种人的非肝细胞系

HeLa细胞中表达. Lopez-Cabrera et al [7]指出从老鼠肝细

胞核提取物纯化的CCAAT/ 增强子结合蛋白(C/enhancer

binding protein C/EBP) 是一个肝脏特异性的核因子

在CP上至少结合了5个位点 而其中的3个位点与增强

子 重叠. C/EBP在一定程度上激活了CP低浓度的表达

但在高浓度反而抑制其表达.肝细胞核因子1(hepatocyte

nuclear factor HNF  1)具有肝特异性 能够激活许

多肝特异性基因的转录活性. Wang et al [8]研究了HNF 1

对增强子 的影响 他们指出HNF1可以激活HeLa细胞

中增强子 的活性而这个细胞并不表达HNF1 并且抗

检测的HNF1 抑制其在HepG2 细胞中的表达. 已鉴定

1 718-1 736 nt 区域是HNF1活性的靶位点. 这个区域与

HNF3结合位点重叠 HNF3是另一个通过增强子 调节

CP活性的肝富集因子[9]. HNF4在增强子 /X基因启动

子区有1个结合位点 另2个结合位点则位于CP区内[10].

尽管HNF4与前面位点结合 但其对病毒的转录无明显

影响 而另外两个位于BCP的位点都独立介导HNF4依

赖的转录活性[11].

3   C基因启动子的突变及其生物学意义

乙肝的X基因在1 643-1 850 nt  增强子 在1 627-1 774 nt

大部分重叠. 这一区段是病毒复制的重要调节区 是转

录 反转录和正链合成的起点 也是多种细胞因子的结

合部位. 这一区段的变异较易对病毒转录 复制等生物

学特性产生影响.

       CP 区变异并非独立的突变位点 常是多位点变异

的组合. BCP上的双变异1 762 nt的A2 T和nt1 764的

G A 在慢性 HBV 感染中较常见 在肝衰竭的患者

1 638 nt T C 1 673 nt C T 1 727 nt A T 1 730 nt

C G变异出现的也较多. 变异涉及前-C mRNA(1 790

1 nt)起始位点上游28 bp AT富集区的TTAAA序列(1 758-

1 762 nt) 而前基因组RNA起始位点(1 818 nt)上游23 bp

的ATAAATT序列(1 789-1 795 nt)仍然完整. 用于前-C

和前基因组RNA合成的启动子元件不同 是分开调节

的. BCP控制前-C和C RNA的转录.前 -C RNA编码分

泌的HBeAg; 而 C RNA编码核心蛋白 DNAp和前基因

组RNA. 变异株合成HBeAg的水平降低 合成HBcAg

无影响 而病毒复制反可增强 核心颗粒也比野毒株

多2-4倍[12]. Kidd-Ljunggren et al [13]从不同基因型的59株

HBV和不同HBeAg/抗HBe状态的患者分析 前- 和

前基因组RNA的起始密码和TATA元件高度保守 CP区

的绝大多数缺失会导致转译读框迁移和终止 截短 蛋

白的 末端. CP中 1 762-1 764 nt 变异抑制HBeAg产生

而病毒产生增强. 1 762 nt 及 / 或 1 764 nt 变异常伴随1

751-1 755 nt 的点突变. 对 HBeAg 表达的抑制作用:

Buckwold et al [14]研究发现肝内富集的转录因子可结合于

DNA覆盖1 762 nt和1 764 nt 变异的BCP可能改变这种

结合 降低前-C RNA的转录 最终使HBeAg 平均降

低70 %. 这一双变异抑制 并不终止HBeAg的表现型. 前-

C基因表达减少但不影响前基因组RNA的合成. 增强前基

因组RNA的包装 子代病毒产生增加. Gunther et al [15] 发

现 HBV 1 762 nt和 1 764 nt变异株与活动性肝炎 移

植后的严重肝病 肝细胞癌相关 联合1 653 nt变异 与

急性暴发性过程相关. 这些变异降低前-C mRNA水平(低

55 %)和 HBeAg 分泌 但对前基因组 /C 和前 -S/S

mRNA 细胞内核心 聚合酶和前-S/S2蛋白和S抗原分

泌无显著影响.在细胞内和培养液中的子代病毒DNA量

稍增加. 对病毒复制的调节作用: 一方面 HBV/CP的转

录活性可被炎症因子调节. 肿瘤坏死因子TNF IFN

和 IFN 都可降低病毒的转录活性40 %. Romero et al [16]

证实HBV DNA 含有与转录蛋白相一致的元件 其结合

活性可由炎症细胞因子调节. TNF IFN 和IFN 各

降低报告构件虫萤光素酶活性40 % TNF 和IFN 合

用抑制程度倍增. 为维持TNF 效应必须保留C/P转录开

始部位上游330 bp 以TNF 处理转染HBV DNA的HepG2

细胞 在细胞内核心颗粒中的复制型HBV降低60 %. 这

些细胞因子的抑制作用 提示一种非细胞溶解机制在感

染肝细胞中由抗原非特异免疫应答部分调节HBV的复

制. 另一方面 BCP变异导致高水平复制 这一变异株

显示为前基因组RNA增强的表现型. HBV复制只能在核

心颗粒内 是在前基因组RNA HBcAg和DNAp之间

相互作用而装配成的. BCP变异使前基因组RNA转录仅

稍有增强(2-3 倍) 而病毒包装则有很大增强(>10 倍)

BCP变异因包装功能增强而提高复制水平. Baumert et al [17]

曾在暴发性肝炎相关的一株HBV的核心启动子中鉴定

出2处变异(1 768 nt C变 T和 1 770 nt T变 A) 因前基

因组RNA进核心颗粒的病毒包装增加使复制提高. 这两

处变异增加核心蛋白合成15倍 从而增加病毒包装; 而

前基因组 RNA的转录只增加2倍 反转录的聚合酶也

只增加2倍 复制增强也只在核心蛋白增加时.这些结

果提示HBV/CP在转录和转录后水平调节核心蛋白表达.

        另一解释是CP区变异产生了肝细胞核因子(HNF-1)的

结合位点 因这一转录因子的介导 使前-C mRNA水平

下降 从而使HBeAg减少; 而C mRNA和前基因组RNA水

平则增高 因而病毒复制增加[18]. Chan et al [19] 研究表明

慢性HBV感染45例患者HBeAg/抗-HBe转换后92 %有
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CP 或前C 变异 其中42 % 仅 CP 38 % 仅终止密码

子 12 %同时有2种变异.血清HBeAg/ 抗 -HBe转换后

73 %的患者持续血清转氨酶正常 仅8 %有多次增高.

1 858 nt是C的基因型感染CP变异较常见(91 % 27 %

P <0.01); 而前 -C终止密码子仅见于1 858 nt 是 T的

基因型(87 % 0 P <0.01). CP变异选择妨碍发生前C终

止密码子的基因型.

        HBV在覆盖CP的区域利用其基因组的经济性是非

常明显的 跨越CP区域(1 591-1 849 nt)的DNA一定数

量的重要功能. 首先 他包含了在体内具有双重功能的

增强子 : 其激活下游位点的S及X基因启动子活性和上

游位点的 CP启动子活性.其次 在这个区域内的BCP调

控前-C mRNA和前基因组RNA的转录. 而且 CP的3

末端与编码HBeAg的前C/C ORF的 5 末端相互重叠

DR1也包括在此区域内. 再者 CP区与编码X蛋白的X

ORF序列重叠 而X蛋白的C末端以证明具有反式激

活作用. 因此一些在CP内的DNA基因序列突变可以影响

病毒的复制 HBeAg的生成以及X蛋白的氨基酸序. CP

区基因序列的保守性对于维持病毒的活跃复制是非常关

键的 而且他的变异与病毒在宿主体内持续表达导致乙

肝病毒慢性感染 最终引起肝细胞癌的发生是密不可分

的[20].
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0   引言

HBV属嗜肝DNA病毒 其基因组为3.2 kb部分双链的

环状DNA. 他的复制需要一个RNA中间物-前基因组

RNA 经过反转录产生新的DNA分子. HBV基因组的功能

单位十分密集 高度压缩 重复利用. 目前已确定有四个主

要的开放阅读框架 分别负责编码核心抗原(pre-C/C) 核

酸聚合酶(P) 表面抗原(preS/S)和 X蛋白(X). 这些基因

的表达受到顺式元件-启动子和增强子的调控. 目前在

HBV基因组已发现并鉴定的顺式元件有四个启动子(C

X SP SP ) 两个增强子(Enh 和 Enh )和糖

皮质激素应答元件 [1-4]. 其中增强子的作用主要是调控

HBV的转录和复制.

1   HBV增强子的结构

增强子是指能使他连锁的基因转录频率明显增加的DNA
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