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0   引言

细胞凋亡(apoptosis)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 有

多种生理病理因子如炎症递质和细胞因子等的参与 其

中 氧应激(oxygen stress)造成大量活性氧(reactive oxygen

species ROS)的产生及其继发性细胞损伤过程在细胞凋

亡过程中起重要作用. 近年来 由于实验模型和检测方

法的完善 细胞凋亡的研究突飞猛进 获得了重大突破.

肝炎病毒严重危害着人类的健康  研究ROS与肝炎病毒

的关系 将为了解肝炎病毒尤其是乙型肝炎病毒(HBV)

和丙型肝炎病毒(HCV)的致病机制提供新的线索[1-2].

1   活性氧的性质及功能

ROS是指氧的某些代谢产物和一些反应的含氧产物. 主

要有超氧化物自由基(O2-) 过氧化氢(H2O2) 单线态

分子氧(1O2) 氢氧自由基( OH)及过氧化脂质(LOOH)

等 其活性较大 这种活性氧的毒害作用称为氧的毒

性. 其中 超氧化物自由基(O2-)也可以HO2形式存在

大部分以O2-形成存在 O2-是O2被一个电子还原生成

的 O2-是造成氧毒性的主要物质 O2-既可起氧化作

用 也可作为还原剂 O2-的消除主要经超氧化物歧

化酶(SOD)催化生成O2和H2O2. 过氧化氢(H2O2)可由O2-

的歧化反应生成 在D-氨基酸氧化酶 L-氨基酸氧

化酶 葡萄糖氧化酶及亚硫酸盐氧化酶等作用下 把O2
作为电子受体 经两个电子还原生成H 2O 2 在线粒

体中也能直接生成H2O2.  H2O经放射线照射 一次生

成 OH 再生成H2O2. H2O2较稳定 反应性低 在体

内浓度也比较低(大鼠肝脏中为10-9 mol/L) 对机体几

乎无毒性 H2O2可与铁离子生成反应性非常高的氢氧

自由基( OH). H2O2的消除依赖于两种酶 一是过氧

化氢酶 催化H2O2歧化反应; 二是谷胱甘肽(GSH)过氧化

物酶. 在GSH参与下使H2O2分解 GSH则变成氧化型

谷胱甘肽. 这2种酶可消除体内H2O2及过氧化物 防止

血红蛋白及肝细胞膜部分被氧化破坏的可能. 体内 OH

从O2直接生成 但反应尚不清楚 机体可由O2-生成

系与H2O2生成系共同形成 OH自由基. 水经放射线照

射后的一级反应产物是 OH 由于 OH氧化能力很强

因此对机体毒性很大. 单线态分子氧(1O2)是一个强的亲

电子性的氧化剂 可用化学方法生成 也可由H2O2经氧

化生成 即H2O2由次氯酸氧化生成1O2. 其可与芳香族碳

氢化合物进行一系列的反应. 人体内的过氧化脂类物质

主要有亚油酸 亚麻酸及花生四烯酸 多以磷脂形式存

在于质膜等生物膜中. 这些不饱和脂肪酸可受 1O2氧化

也可经 OH氧化生成过氧化脂质 生物膜上脂类既可

在O2-作用下生成过氧化脂质(LO LOO LOOH)
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也可经放射线照射生成脂类自由基(L ) 这种在脂类

中微量存在的L 在氧参与下进行链锁反应 加速过

氧化过程. 过氧化脂质化学性质活泼 易进一步使脂类

分解引起自由基反应 也可使GSH氧化 而本身变成

较稳定的脂类羟基化合物(LOOH).

        近来研究发现 一氧化氮(NO)自由基在细胞凋亡中

也起到相当重要的作用. NO是由一氧化氮合酶(NOS)催

化L-精氨酸脱胍基而产生的 是一种自由基气体 带

不成对电子 化学性质非常活跃 能迅速与氧分子 O2-

及铁 镁和铜离子反应.

       活性氧可以通过脂质过氧化损伤 使蛋白质和酶

分子失活及损伤DNA分子等途径造成对细胞的损伤. 大

量研究发现 活性氧升高或耗竭内源性抗氧化剂可导

致细胞凋亡; 内源性或外源性抗氧化剂可抑制细胞凋亡;

细胞凋亡与细胞内活性氧水平增加有关; 活性氧相关生

物活性递质可诱导细胞凋亡. 以上研究 为证实氧自由

基参与介导细胞凋亡提供了证据. 活性氧诱导细胞凋亡

的机制尚未完全阐明 可能与其活化细胞凋亡程序及

调节凋亡相关基因的表达有关[3-6].

       NO是一种具有广泛生物学效应的小分子化合物

有大量文献报道其能诱导细胞凋亡. 其可能通过直接损

伤作用 氧化生成ONOO-途径 作用于细胞凋亡的信

号通路 与细胞因子协同诱导及干扰能量代谢等环节

来诱导细胞凋亡[7-9].

        ROS与ATP的生成和肿瘤的启动 进展有关[10]. 正

常细胞线粒体可摄取机体90%以上的氧 1-2%用于转

化为ROS超氧化物和过氧化物等; 线粒体DNA(mtDNA)的

突变可以增加ROS的产生 而ROS的增多又加重了突变

效应 从而加剧了ROS超氧化物和过氧化物的氧化损伤

作用 影响线粒体基因组的生物发生并激活核基因组[11].

肿瘤细胞mtDNA的转录水平(mRNA)常常增高 而过氧

化氢等ROS可以影响mtDNA的表达[12]. Wang et al [13]认为

mtDNA的转录水平增高 可以造成细胞凋亡降低 可能

与其致癌有关; 而表达降低可能与衰老更有关.

2   活性氧与肝炎病毒的关系

在慢性丙型肝炎病毒感染过程中有氧化应激的发生. 从

衰老的吞噬细胞和活化的巨噬细胞中释放的ROS在肝

脏细胞的氧化应激中起到主要作用. 然而 单核细胞产

生的ROS与丙型肝炎病毒蛋白发生应答的能力却知之

甚少. 为了观察人单核细胞产生的ROS与几种丙肝病毒

蛋白的作用 Bureau et al [14]将健康志愿人群血单核细

胞与HCV的核心 NS3 NS4和NS5蛋白的重组蛋白进

行孵育 通过冷光法测定ROS的产量. 结果发现只有

NS3蛋白可以触发单核细胞释放ROS. 产生的ROS主要

是阴离子超氧化物. 通过数字显像显微技术发现NS3蛋

白可以快速诱导细胞内钙离子的聚集或瞬时升高. 通过

利用不同的代谢抑制剂研究发现 ROS的产生需要钙

离子内流通道 酪氨酸激酶和蛋白活化应激激酶p38.

对蛋白活化应激激酶p47 的磷酸化作用和易位杂交研

究发现 NS3 蛋白可以激活还原型辅酶 II(NADPH)

从而诱导ROS的产生; 另一研究发现 NS3蛋白可以通

过(12-)十四酸佛波酯(-13-)乙酸盐抑制氧化裂解. 以上

结果显示NS3蛋白可以激活还原NADPH和调控ROS的

产生 这可能与丙型肝炎病毒的自然感染过程有关.

        在慢性丙型肝炎患者中 有肿瘤坏死因子α (TNFα)
的增加 这一细胞因子能通过刺激ROS的产生而激发

氧化应激的发生. 细胞对ROS的防御主要有锰-超氧化

物歧化酶(Mn-SOD) 其是一种可诱导线粒体的酶. 为研

究丙型肝炎病毒感染的细胞防御氧化应激的机制

Larrea et al [15]从慢性丙型肝炎患者肝细胞和周围血液单

核细胞的Mn-SOD mRNA进行分析 结果发现 周围血

液单核细胞中的Mn-SOD表达显著增加 经过治疗后

病毒血症持续应答者Mn-SOD量较阳性者明显减低. 然

而 在慢性丙型肝炎患者肝细胞中 Mn-SOD mRNA的

表达并不增高. Mn-SOD mRNA的表达与TNFα mRNA的
表达 HCV含量及活动度无明显相关作用. Mn-SOD在

慢性丙型肝炎患者周围血液单核细胞中增加 而在肝

细胞中缺如 表明肝脏组织细胞缺乏抗氧化损伤的保

护系统 从而使氧化应激参与到HCV 的致病过程中.

        乙型肝炎病毒X蛋白(HBxAg)在病毒复制和肝细胞

癌(HCC)的发生中扮演着重要的角色 但是他的具体功

能还不是很清楚[16-19]. 有资料显示 HBxAg可与p53形

成复合体 从而抑制其DNA共识系列的结合和转录的

转式激活活性[20]. Elmore et al [21]研究发现HBxAg与 p53

的 C-末端结合 抑制一些重要p53介导的细胞过程

包括DNA系列特异的结合 转录的转式激活和凋亡.

HBxAg以其远侧C末端(111-154 aa)结合谷胱甘肽S-转

移酶(GST) 在 HBxAg 与 p53 的相互作用中是关键.

HBxAg的 C末端区与p53在胞质内复杂连接 部分防

止p53 进入胞核内 抑制引起细胞凋亡的能力.

        HBxAg 已被证实是通过结合电压依赖阴离子通道

(VDAC3)而改变线粒体的跨膜电位的. Waris et al [22]研究

发现 HBxAg与线粒体相结合的结果是不断地诱导转

录因子包括STAT-3和NF-κB因子的激活 这种诱导
激活对N-乙酰-L-半胱氨酸(NAC)和四氢化吡咯二硫

代氨基甲酸盐氧化剂敏感 正如其对 Mn-SOD敏感一

样. 以上结果提示ROS在最终导致STAT-3和NF-κB因
子激活的过程中起着某种作用. HBxAg 诱导激活STAT-

3和NF-κB因子的能力通过从转染了HBxAg的肝癌细
胞(HepG2)裂解物的泳动试验和报告基因表达检测得以

证实 这也证实了HBxAg 确能诱导ROS 的产生. 当

HBxAg的C-端99位发生缺失突变时 HBxAg将不能

与VDAC3结合 从而也不能激活STAT-3和NF-κB因
子. 这一研究揭示了HBxAg与线粒体结合所致的氧化应

激与HBV感染对肝脏组织损伤的致病机制有关.

         肝细胞凋亡发生在肝发育时和成人肝细胞更新时

是正常细胞现象; 但也可发生在各种病毒 免疫 肿
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瘤或药物引起的肝脏疾病. 病毒清除和组织损伤 主要

有细胞毒性T细胞(CTL)或单核巨噬细胞(M)经靶细胞表

面分子和细胞内转导途径 引起细胞凋亡和坏死. 近年

来 关于肝细胞凋亡的研究较多 但ROS与各型肝炎

病毒感染时发生细胞凋亡的关系研究不多 他们的关

系值得我们进一步探索.
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0   引言

趋化因子(Chemokines)是一类结构相似的糖蛋白 具有

较强的白细胞激活和趋化活性 包含有70-90 个氨基

酸 相对分子质量8-10 kD 带有4个半胱氨酸残基

根据其末端的2个半胱氨酸残基是直接相连或是被一个

氨基酸分开而分为 α 和 β 两大家族 19 个成员 具
有趋化和激活中性粒细胞 单核细胞或某些T细胞亚

群 趋化嗜酸性粒细胞 趋化嗜碱性粒细胞并刺激其释

放组织胺及刺激造血细胞 成纤维细胞 角化细胞或黑

素瘤细胞的生长等作用 近年来研究发现 Chemokines

在病毒性肝炎的发病过程中也起着重要的作用[1-2].

1   概述

1986 年以来 陆续发现了一类主要由免疫细胞产生

的 具有趋化白细胞作用的细胞因子 在1992年第3

届国际趋化因子研讨会上 将其定义为chemoattractant

(chemotactic) cytokine简称为chemokines 译为趋化因

子 目前至少发现有19个成员. 他们具有以下共同的特

点: (1)来自同一个祖先基因; (2)成熟分子为分子量8-

10kD的小分子多肽; (3)具有可诱导性; (4)不同成员在氨
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