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0   引言

凋亡(apoptosis)又称为程序化细胞死亡(programmed cell

death PCD) 是多细胞有机体为调控机体发育 维

护内环境稳定 由基因控制的细胞主动死亡过程[1] 他

的发生是一系列称为胱冬肽酶(cysteinyl aspartate-specific

protease caspase)蛋白酶家族成员的作用 由活性中心

的半胱氨酸上的巯基发挥活性 所以属于半胱氨酸酶

类.胱冬肽酶蛋白酶家族也称为 ICE/Ced-3家族 是一

组与细胞因子成熟和细胞凋亡有关的蛋白酶 是美丽

线虫(Caenorhabditis elegans)死亡基因Ced-3的同源物

这个家族的蛋白酶具有特异性地在特定的氨基酸序列

中将肽链从天门冬氨酸(Asp)之后切断的活性.经过近几

年的工作 目前已经从人和动物细胞中克隆到十几种

这样的蛋白酶 1996年Alnemri et al [2]提出将人源性的

ICE/Ced-3 蛋白酶统一命名为 胱冬肽酶 并将已

经克隆出来的人白介素1β转化酶(Interleukin-1β con-
verting enzyme ICE)蛋白酶等依次命名为胱冬肽酶1-

10 如 ICE 为胱冬肽酶1 TCH 1 为胱冬肽酶 2 半

胱氨酸蛋白32 CPP32 为胱冬肽酶3等 他们在转染

宿主细胞后均能引发细胞凋亡并都被牛痘病毒Crm A

蛋白或一种四肽化合物(YVAD)抑制[3]. 其中胱冬肽酶3

是胱冬肽酶家族中最重要的凋亡执行者之一 在凋亡

的执行阶段 负责对全部或部分关键性蛋白的酶切(激

活或灭活).在慢性肝炎病毒致病(癌)过程中 凋亡起着

重要的作用 通过病毒蛋白或识别病毒抗原的细胞毒T

淋巴细胞(CTL)可使病毒感染细胞发生凋亡 是宿主清

除病毒的机制[4]. 慢性肝炎病毒与凋亡过程中的许多酶都

存在着互相作用 胱冬肽酶3是肝炎病毒作用的重要靶

位 了解肝炎病毒对胱冬肽酶3的影响 对于肝炎病毒

慢性感染的形成 甚至是肝炎病毒相关性肝癌(HCC)的

发生机制的研究具有重要意义

1   胱冬肽酶3与凋亡

1994年Fernandes-Alnemri et al [5]在BenBank中的表达

序列标记(expression sequence tag EST)数据库中找到一

段 ICE/Ced-3 活性中心同源的序列 用他合成探针

后 筛选人Jurkat T 淋巴细胞cDNA文库 从中克隆

到一种新基因 因其编码分子量为32 kD的半胱氨酸蛋

白酶而称之为半胱氨酸蛋白 (cysteine protease protein

CPP32) 1996年命名为胱冬肽酶 3. 胱冬肽酶3 cDNA

编码 277 个氨基酸 其中 30%与 ICE 同源 35% 与

Ced-3同源 是迄今为止发现的所有 ICE 家庭成员中

与Ced-3同源性最高的. 因此 有人提出胱冬肽酶3可

能是哺乳动物中Ced-3相对应物. 现在一般认为胱冬肽

酶3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶 也是CTL

细胞杀伤机制的重要组成部分.他广泛分布于各种不同

类型的细胞中 前胱冬肽酶3在活化过程中从Asp28-

Ser29和Asp175-Ser176两处被剪切 形成P17(29-175)

和P10(182-277)两个片段 两种亚基再组成活性形式的

17 kD的胱冬肽酶3. 前胱冬肽酶3本身并没有催化活

性 在活化时首先由颗粒酶B或胱冬肽酶10在D175剪

切下小片段后他才被部分活化 随后则可进行下一步

的自我催化.已知颗粒酶B是丝氨酸蛋白酶 能引起靶

细胞DNA裂解 凋亡 是CTL介导的凋亡的途径之一

(另一途径是Fas/FasL介导的) 目前认为颗粒酶B所致

凋亡是通过裂解活化胱冬肽酶3而得以进行的[6].

       凋亡在生物界是一种普遍现象 他是多细胞生物

进化过程中形成的 生命中必须的细胞死亡方式 主要

作用是清除无用的 多余的 不正常的 已完成任务的

或有害的细胞 维持机体内环境稳定 胱冬肽酶3在细

胞凋亡中起着不可替代的作用 胱冬肽酶3基因转染昆

虫Sf9细胞后引起细胞凋亡 这个过程可以被Bcl-2阻

断; 在发生凋亡的细胞提取液中去除胱冬肽酶3后 这

些提取液就失去了诱导细胞凋亡的能力; 再加入纯化的

胱冬肽酶3他就又恢复了致凋亡的功能.

        胱冬肽酶3识别序列为DEVD 可以与众多的底物

作用 从而引起细胞凋亡. 多聚ADP-核糖聚合酶 (PARP)

是一种核蛋白 其功能与DNA修复 基因组的维护和整

合性 及对环境刺激应力变化反应有关. 在细胞凋亡启动

时 116 kD的PARP在Asp216-Gly217之间被胱冬肽酶

3剪切成31 kD和85 kD两个片段 使PARP中与DNA结

合的两个锌指结构与羧基端的催化区域分离 不能发挥

正常功能 结果使受PARP负调控影响的Ca2+/Mg2+依赖

性核酸内切酶的活性增高 裂解核小体间的DNA 引起

细胞凋亡.这种裂解过程可被胱冬肽酶3的特异性抑制剂

Ac-DEVD-CHO所抑制 但不能被CrmA抑制.在很多形

成凋亡的细胞中 均可发现PARP这一片段 因而 PARP

是凋亡蛋白酶底物之一[7]. 胱冬肽酶3还可以剪切U1-

70K DNA-PK PKCd和PKCq. PKCd和PKCq都属于新

型PKC 当被胱冬肽酶3剪切后 可以切除调节区域 而

成为活性形式的 PKC 另外实验还证明 过量表达
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PKCd 和 PKCq 均可以引起细胞凋亡 说明他们都参与

了细胞凋亡的诱导. 胱冬肽酶3可以切开与DNA酶相连

的抑制酶 使前者激活 入核后水解DNA [8] 产生电

泳梯形. 胱冬肽酶3还可以切断肌凝蛋白 后者是一种

在正常情况下结合肌动蛋白丝 保持细胞形状的蛋

白 将胱冬肽酶3切断的肌凝蛋白片段注入细胞 细

胞就会失去形状 发生细胞凋亡样变化[9] 切断的肌

凝蛋白可能是细胞凋亡发生期间形态变化的生理效应物.

2   慢性乙型肝炎病毒与胱冬肽酶3

近年来细胞凋亡在肝脏疾病发病机制中的作用越来越

受到人们的重视 重新认识了细胞凋亡在病毒性肝炎

慢性化和肝细胞癌中的地位. 病毒感染时肝细胞的死亡

可以是病毒直接作用或宿主免疫应答所致. 许多病毒感染

所致的细胞凋亡与细胞毒作用有关 如腺病毒 EB病毒

和人免疫缺陷病毒(HIV)等. 事实上 病毒感染引起的细

胞凋亡可能就是宿主通过细胞主动死亡来阻止(或延缓)

受感染细胞内病毒复制和扩散 而病毒也通过某种方式

来阻止或延缓凋亡的发生使其成功地复制繁殖. 病毒产物

抗凋亡机制可能有: (1)诱导 p53 失活; (2)使 bcl-2和类

bcl-2基因过度表达; (3)使胱冬肽酶家族成员失活.

        慢性乙型肝炎病毒(HBV)为嗜肝DNA病毒属 基
因组全长约3.2 kb 主要感染宿主肝细胞并导致一系列
病理过程 包括隐性感染到后期的HCC[10-12]. HBV在感
染肝细胞早期抑制凋亡 之后再激活凋亡以便自身的
复制及传播 这样 对于凋亡的抑制或激活都可以使细
胞发生恶性突变. 在使用抗Fas抗体刺激并且在HBx的
存在下 胱冬肽酶3的活性以及线粒体释放细胞色素 C
受到了抑制[13].Yano et al [14]研究了HBV相关性肝癌细胞
中胱冬肽酶3的定量 并运用免疫组化方法对胱冬肽酶
3的活性进行了分析 他们发现在肿瘤细胞中胱冬肽酶
3的活性相对于正常细胞明显下降 说明了HBV对于
胱冬肽酶3活性有明显的抑制作用.
        运用磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)药理学抑制剂渥曼青
霉素抑制PI3K活性可以介导细胞凋亡 并且可以使生
长因子抗凋亡效应丧失[15-17]. Gottlob et al [18]通过不同的
细胞系来研究HBx蛋白与胱冬肽酶3的关系 说明HBx
蛋白可以抑制胱冬肽酶3的活性 通过对氨基端和羧基
端截短型HBx分子的研究说明其抗凋亡活性与已知的
两个反式激活结构域有重叠. Lee et al [19]研究证实了PI3K
的激活以及后来的Akt 和Bad的激活在CHL细胞中产
生了抗凋亡作用 并且可以激活胱冬肽酶3的活性 表
明HBV通过HBx-PI3K-Akt-Bad途径来抑制胱冬肽酶
3的活性 从而抑制凋亡的产生. 表达HBx蛋白的CHL
细胞可以对血清撤除介导的凋亡有明显的抑制作用
转染了p53后 这个效应仍然存在 说明了HBx介导
的抗凋亡作用至少是部分不依赖于p53的.

3   慢性丙型肝炎病毒与胱冬肽酶3

慢性丙型肝炎病毒(HCV)是导致以肝细胞炎症 损伤

纤维化为特征的肝脏疾病的主要因素之一[20-26]. 尽管目前

尚不清楚胱冬肽酶家族在HCV致病过程中起什么样的

作用 但凋亡肯定涉及了其致病机制.Otsuka et al [27]研

究了HCV核心蛋白对细胞凋亡的效应机制 使用抗-

Fas抗体刺激后 核心蛋白抑制了凋亡的级联 从下游

的胱冬肽酶8到上游胱冬肽酶3 从而说明了核心蛋白

在线粒体水平抑制凋亡 通过加强Bcl-x 的表达而抑

制了胱冬肽酶3的激活. 还有许多研究都报道了在HCV

相关HCC患者的尸检中 肿瘤细胞内胱冬肽酶3的活

性都相当低 这也可能是HCV致癌原因之一.

        在HCV感染患者体内 CTL和辅助性T细胞是防

止病毒持续存在的关键所在 而HCV感染患者体内外周

血中HCV特异性CTL的数量却非常少[28-29] Hahn et al [30]

研究了HCV核心蛋白对T淋巴细胞的影响 在人T细

胞系Jurkat细胞中瞬时或稳定表达核心蛋白可以增加细

胞对Fas介导的凋亡的敏感度 并且观察到了核心蛋白

可以与Fas胞内区结合 而此结构域可以增加Fas介导

凋亡的下游信号途径.核心蛋白的表达并没有改变细胞

表面Fas的表达 说明了表达核心蛋白的细胞对于Fas

配体的敏感性的增加并不依赖于Fas的下调 进一步

他们还观察到了在表达核心蛋白细胞内胱冬肽酶3的活

性增加.这些结果都说明在HCV感染阶段 核心蛋白通

过Fas信号途径激活了免疫细胞内胱冬肽酶3 促进了

免疫细胞的凋亡 从而使其自身得以存活.
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0   引言

nur77又称为神经生长因子诱导的基因B (nerve growth

factor-induced gene B NGFI-B) 是一种细胞核孤生

受体(orphan nuclear receptor) 转录因子蛋白 在多种细

胞的信号转导 细胞周期 细胞凋亡的调节中具有十分

重要的作用. 乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV)

感染引起的各种类型的慢性肝脏疾病 其发病机制主

要是通过肝炎病毒蛋白对于细胞内正常的信号转导通

路进行干扰 Nur77是肝炎病毒蛋白作用的靶分子之一.

肝炎病毒蛋白对于Nur77 转录因子蛋白正常调节功能

的干扰 与慢性病毒性肝炎 肝纤维化(LF ) 肝细

胞癌(HCC)发生发展有密切关系[1-4].

         Nur77转录因子蛋白属于一个结构序列具有高度同

源性的蛋白家族. NGFI-B/Nur77 Nurr1 NOR1等孤

生核受体家族成员 或者以同二聚体形式 或者以家族

内部成员之间结合形成的异二聚体形式 与NGFI-B的

应答元件(responsive element NBRE)调节元件结合

发挥转录调节作用. Xing et al [5]在脑皮质cDNA文库中筛

选得到大鼠的孤生核激素受体cDNA. 这一cDNA长度为

2 154 bp 开放读码框架1 794 bp 编码产物由598 aa

组成 分子量为65 kD. 氨基酸序列分析表明这一蛋白
与小鼠的nurr1和人的 NOT1孤生核激素受体NGFI-B/
nur77/NAK1家组成员具有很高的同源性. 将这一基因命
名为大鼠的r-nurr1. Northern blot 分析结果表明r-nurr1
mRNA在脑组织中的表达水平最高 肺组织中的表达水
平中等 大小皆为4.0 kb. 在睾丸组织中存在较小的
mRNA 大小为2.5 kb. r-nurr1在心脏 骨骼肌 肝脏
肾脏和脾脏中的表达水平很低. 原位杂交技术研究结果
表明 r-nurr1 mRNA 在CNS的各个部位都有持续表达

在深层组织(IV-VI层)中更是如此.

         Scearce et al [6]肝脏部分切除以后触发的肝脏再生过

程 是研究发育完成之后 动物器官有丝分裂的有限的

几个模型之一. 即刻早期生长因子基因的表达 无论是

在蛋白合成之前还是蛋白合成之后 都发挥着十分重

要的调节作用. 对肝脏再生的差减文库的筛选 发现了

1种甲状腺 /类固醇受体超家族(thyroid/steroid receptor

superfamily)的一个新成员 称为再生肝脏核受体-1

(RNR-1 regenerating liver nuclear receptor). 这一基因

在静止的肝脏中没有表达活性 但在肝脏部分切除之

后可以快速诱导 这一基因的表达也是肝脏再生特异

性的 因为肝脏在受到有丝分裂原的刺激之后也没有

表达活性. RNR-1 在脑组织中也有一定的表达活性.

RNR-1蛋白分子量为66 kD  由 597 aa组成 体外转

录和翻译系统的研究结果也证实了这一点. RNR-1与r-

NGFI-B/m-Nur77 具有很高的同源性 特别是在其

DNA 结构域更是如此 达到 94% 在推测的配体结
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