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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)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(HCC)的发生密切相关. 虽然HBV HCV感染与

肝细胞癌之间的关系已经得到确定 但是具体的分子

生物学机制还有许多工作要做. 其中肝炎病毒编码蛋白

对于肝细胞基因组表达的反式调节作用 即肝炎病毒

蛋白与肝细胞基因组启动子DNA结合 对于肝细胞基

因表达谱产生影响 从而调节肝细胞的生长 代谢

凋亡及恶性转化 在病毒感染致病机制中起着重要作

用[1-5]. 人碱性亮氨酸拉链蛋白LZIP是碱性亮氨酸拉链

蛋白家族重要成员之一 在肝炎病毒致肝细胞癌发生

过程中发挥重要作用.

1   LZIP蛋白的基本结构及其功能调节

1.1 碱性亮氨酸拉链蛋白家族  碱性亮氨酸拉链(basic

leucine zipper bZIP) 即 bZip 结构 就是在许多细

胞调控蛋白中发现的一段富含亮氨酸的序列 这个区

域易形成两亲性α螺旋或卷曲构象. 最早发现于CCAAT/
增强子结合蛋白(CCAAT/enhancer binding protein C/EBP)

C/EBP家族的羧基端35个氨基酸残基具有能够形成 α
螺旋结构的特点 每隔6个氨基酸残基即出现一个亮

氨酸残基 这就导致第7个亮氨酸残基都在螺旋的同一

个方向出现. 由于这类蛋白质都以二聚体形式与DNA结

合 两个分子 α螺旋的亮氨酸一侧是形成二聚体的基
础 形同拉链. 然而亮氨酸拉链并非直接结合DNA

而是以肽链氨基端富含碱性氨基酸的20-30个N-端结

构域与DNA 结合 若不形成二聚体则这个碱性区对

DNA的亲和力明显降低 因此这类蛋白质的DNA结合

结构域实际是以碱性区和亮氨酸拉链结构的整体作为

基础.与C/EBP氨基酸序列类似 许多转录调控蛋白质

如 Jun Fos 和 myc 蛋白等 均含有bZip 结构 统称

为碱性亮氨酸拉链家族蛋白质 bZIPs 蛋白是真核生

物最大 最保守的一类转录因子[6].

1.2 LZIP蛋白的基本结构  人 LZIP蛋白是碱性亮氨酸

拉链家族蛋白质成员之一 对bZIPs蛋白质家族遗传树

分析显示 LZIP蛋白是独立的一个分支 而不与其他

bZIPs 蛋白如Jun Fos ATF1 ATF6 CREB CREM

等形成同簇. LZIP 蛋白由371 个氨基酸残基(aa)组成

N-末端(1-151 aa组成)含有宿主细胞因子HCF-1结合

基序(host cell factor-binding motifs HBM) HBM由

4个氨基酸残基组成(DHTY) 富含酸性氨基酸 Glu或

Asp比例约占20.5%; 位于LZIP蛋白中间的是碱性亮氨

酸拉链DNA结合区 富含赖氨酸和精氨酸(152-171 aa

组成) 此区的作用是与DNA 结合并可形成 α螺旋;
178-220 aa 组成螺旋了的螺旋功能域(coi led-coi l

domains) 是 LZIP蛋白质同二聚体或异二聚体形成区

域; C-末端(221-371 aa 组成)富含脯氨酸 Pro比例约

11%. 大量的疏水氨基酸残基(亮氨酸)分散存在于两个末
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端序列内 与许多反式激活功能域类似. 分别将LZIP

的 N-末端1-154 aa和C-末端244-371 aa与酵母GAL4

DNA结合域融合 在瞬时转染细胞中通过检测GAL4

应答报告基因萤虫素酶(Luc)的活性 对LZIP 两端是

否存在反式激活功能域进行研究 发现GAL4-LZIPN154
和 GAL4-LZIPC244-371均增强了下游报告基因的表达

并且N-末端的激活活性是C-末端的2.7倍 结果提

示LZIP 蛋白含有2个潜在的反式激活功能域 N-末

端的反式激活功能更强[7].

        全长的LZIP蛋白定位于内质网(ER) LZIP蛋白229

和 243 aa 的强疏水序列是单次跨膜功能域 将碱性亮

氨酸拉链区与C- 末端分离. 另一个 bZIPs 家族成员

ATF-6也是ER膜定位的转录因子 具有单一跨膜结

构. DTT 是一种很强的还原剂 处理细胞后能够诱导

ER应激(stress)应答 ATF-6在疏水序列或近疏水序列

被裂解 从而使N-末端和bZIP功能域易位到细胞核

中 与ATF-6基因结构相似性说明LZIP蛋白C-末端

也可能滞留在ER腔 并不参与转录激活. 羧基末端截

短的LZIP(1-280 aa 含有LZIP 完整的胞质区 跨膜

功能域及ER腔的31 aa)在 DTT刺激后 仍定位于ER

膜而不发生转位. 其他bZIPs蛋白如Jun Fos CREB

CREM ATF1 ATF6 等 4-6 个含有亮氨酸拉链功能

域 而LZIP的亮氨酸拉链螺旋区更长 含有7个亮氨

酸拉链结构. LZIP蛋白在真核细胞及组织中广泛存在

在原核中也有所发现 正常肝细胞 肝癌细胞HepG2以

及HCV阳性血清患者肝组织中均表达LZIP蛋白[8].

       LZIP的碱性区域和亮氨酸拉链部分与bZIPs 蛋白

ATF-6/CREB亚家族的其他成员高度同源 尽管LZIP

激活细胞的靶基因不是十分清楚 LZIP能够与经典的

cAMP应答元件CRE(cAMP response elements)同源二聚

体结合 激活含有CRE的报告基因的转录. cAMP对基

因表达调节的信号传导途径: 胞外配体与其受体结合

后 G蛋白与活化cAMP环化酶产生胞内信使cAMP

cAMP继而活化PKA 使异四聚体的PKA解离 催化

亚基从而由细胞质进入细胞核内 然后使转录因子

cAMP应答元件结合蛋白 CREB(cAMP response element

binding protein CREB)在 N- 端转录活性区附近的

Ser133磷酸化活化 磷酸化的CREB即可与DNA分子

上 cAMP 调节靶基因附近的异端称为CRE(cAMP re-

sponse element)的回文序列(TGACGTCA)结合 从而起

调节靶基因的作用. 此外 磷酸化的CREB可被蛋白磷

酸酶PP-1 脱去 Ser133 的磷酸基团 从而终止CREB

的活化 即终止cAMP对基因转录调节信号. 受 cAMP

调节的转录因子还有CREM I 和 II ATF1 3 4

6等 他们都能与CRE结合 都属于具有亮氨酸拉链

基本结构的转录因子家族[9].

        人LZIP蛋白与小鼠LZIP2蛋白 果蝇BBF2/dCREB-

A蛋白以及CREB-H蛋白高度同源 也含有HCF1结

合基序 即 D/EHXY 四肽序列 提示LZIP与HCF1之

间的相互作用在物种进化过程中是高度保守的. BBF2/

dCREB-A蛋白能够激活果蝇脂肪体特异性增强子元件

及哺乳动物肝特异性增强子元件的转录. 人LZIP蛋白可

以与CRE一致序列及AP1应答基序结合 同时加入80

倍过剩的未标记CRE或AP1寡核苷酸后这种结合作用

消失 实验还发现LZIP 与 SP1 NF-κB AP2 应答
序列不发生结合.

1.3 细胞内LZIP的转录活性调节  宿主细胞因子(host cell

factor-1 HCF-1)是细胞增生过程中必需的染色质相

关蛋白 是单纯疱疹病毒(HSV)转录激活因子VP16的

反式激活细胞靶基因 作用结果是刺激HSV病毒立即

早期基因转录的一种多蛋白增强子复合物的组装

HCF-1 在所有类型细胞中表达 是细胞周期通过G1

期向前进展的必需因子. HCF-1还可与细胞广泛表达的

碱性亮氨酸拉链蛋白LZIP相互作用. 研究发现 HSV

的VP16蛋白以病毒模拟细胞转录因子LZIP的方式与

HCF1相互作用 调控细胞周期进展. LZIP和VP16均

含有4个氨基酸(D/EHXY X可以为任意氨基酸残基)的

HCF-1结合基序(HBM) 被HCF-1的N-末端 β螺旋
桨结构功能域识别 HBM对于LZIP发挥正常的反式激

活功能是必需的. LZIP蛋白的N-末端1-92个氨基酸残

基含有潜在的转录激活功能域 该功能域由3个功能性

元件组成 即HCF-1结合基序HBM和2个富含亮氨酸

的LxxLL基序(11-DLLAFLL-17 52-DLLCSLL-58).已

知 LxxLL 基序是众多转录共激活因子中共有的序列

在介导蛋白-蛋白相互作用 尤其是核内激素受体的

识别过程中起重要作用. LZIP 是典型的序列特异性的

DNA结合蛋白 在其DNA激活功能域内含有LxxLL基

序 能够刺激基因转录活性.研究发现 LxxLL基序突

变显著降低LZIP的反式激活作用 但是并不影响LZIP

与HCF-1β螺旋桨结构之间相互作用 表明LxxLL基
序并不是LZIP 与HCF-1β螺旋桨结构相互作用所必
需 LxxLL基序可能通过与HCF-1的其他区域相互作

用或者募集转录激活必需的另外的细胞辅因子[10-15].

        HCLP-1是新近鉴定的含有Kelch重复结构的HCF

样蛋白 HCLP-1是细胞遍在表达的核蛋白 与HCF-

1不同的是 HCLP-1并不与VP16蛋白作用而是选择

性的与LZIP相互作用 这种物理作用的结果是抑制了

LZIP依赖的基因转录. LZIP与HCLP-1优先定位于细

胞核内 缺失突变分析显示 HCLP-1蛋白结合LZIP

蛋白的靶位位于109-315 aa 此区含有碱性亮氨酸拉

链DNA 结合功能域. 电泳泳动迁移率实验(EMSA)显

示 HCLP-1 蛋白干扰了转录因子LZIP 与其DNA靶

点即CRE寡核苷酸的结合活性 并且呈剂量依赖的方

式. 可见HCLP-1是LZIP蛋白特异性的转录抑制因子.

HCLP-1蛋白的分子量比HCF-1蛋白小的多 完整的

分子结构由一个6片 β螺旋结构组成. 在分子结构上
HCLP-1 与HCF-1蛋白裂解产物HCFp50 及其相似

HCFp50存在于G0期细胞的胞质中 含有完整的 β螺
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旋结构 保留了与VP16结合的能力. 内源性的HCLP-

1定位于间期HeLa细胞的胞核中 虽然不能推断在细

胞周期的特定时相HCLP-1可能会定位于细胞质 但

是从HCLP-1 与 HCFp50 的结构相似性考虑 推测

HCLP-1也可能在细胞周期特定时相将LZIP滞留于细

胞质中 从而抑制LZIP 的转录活性[16].

2   LZIP 与乙型肝炎病毒X蛋白

长度为3.2 kb的乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)

基因组含有4个开放读码框架(ORF) 前3个ORF编码

病毒结构蛋白 即表面抗原 核心抗原及病毒多聚酶抗

原 第4个ORF在所有哺乳动物嗜肝病毒中高度保守

编码16.5 kD的X蛋白 HBV感染过程中X基因产生

1 kb的mRNA. X蛋白能够直接或间接地激活各种转录

因子和肿瘤基因 是慢性HBV感染导致HCC发生的重

要协同因子 X蛋白转基因鼠发生HCC的事实更加支

持上述论点. 研究发现 X蛋白能与大多数含有bZIP结

构的转录因子结合 如CREB/ATF C/EBP ATF1/

ATF2 NF-IL6 结合 增加他们的DNA 亲和力 参

与细胞转录的调控[23-27].

        X蛋白能与CREB/ATF家族的碱性亮氨酸拉链功能

域相结合 这种结合增加了CREB/ATF与CRE位点的

亲和性 但并不能改变CREB/ATF形成二聚体的速率

甲基化干扰足迹实验证实CREB DNA复合物与CREB-

X蛋白复合物之间的差异 表明CREB的碱性亮氨酸

拉链结构是X蛋白作用的靶点. X蛋白也能够激活其他

的bZIPs 家族蛋白质AP1 c-myc等的转录活性 在

病毒感染细胞信号转导及致HCC发生过程中具有重要

意义. X蛋白是否与人LZIP蛋白相互作用 对内源性

LZIP 的表达是上调还是下调 对LZIP 蛋白的功能影

响等还有待深入研究[28-30].

3   LZIP 与HCV 核心蛋白

丙型肝炎病毒是RNA病毒 能够引起肝炎 肝硬化

肝衰竭和肝细胞癌. 约 10% 的 HCV 感染患者发生

HCC 全球HCV感染者超过1.7 亿 也就是说约有1

千万HCV感染患者具有发生HCC的风险. 因此 阐明

该病毒的恶性转化机制对于理解HCV感染强大的致癌

潜能具有重要意义. 已知 HCV病毒基因组编码一个

3 010-3 033 aa的大开放读码框架 多肽前体至少被加

工为10种结构蛋白和非结构蛋白 在参与HCV感染

相关的HCC 发生过程的众多因素中 HCV核心蛋白

是最具有推动力的肿瘤蛋白[17-20]. 目前尚没有直接的证

据证明HCV核心蛋白能够与RNA聚合酶II启动子直接

相互作用 推测其对基因表达的调控作用间接来自与

某些细胞辅助因子的相互作用. 应用酵母双杂交实验在

人肝cDNA文库中筛选HCV核心蛋白的结合蛋白 研

究发现 HCV核心蛋白与LZIP特异性相互结合 而并

不与其他bZIPs 蛋白如CREB ATF4 c-Jun c-Fos

发生相互结合作用. HCV核心蛋白C-末端91-191 aa对

于与LZIP结合是必需的 而3个不同截短的突变子(分

别含有1-123 aa 1-100 aa 1-75 aa)表现为微弱的

甚至完全失去与LZIP结合的活性[21].

        细胞LZIP蛋白是HCV 核心蛋白结合蛋白 是细

胞恶性转化的辅助因子. LZIP是cAMP调节途径中的转

录因子 在HCV 核心蛋白存在时 LZIP 展示细胞肿

瘤抑制蛋白的活性 大量实验证实HCV 核心蛋白与

LZIP相互作用 LZIP 是核内的CRE活化因子 其转

录活性受HCV 核心蛋白抑制 与HCV 核心蛋白的特

异性相互作用对LZIP 的转录活性具有很大影响 首

先 HCV核心蛋白抑制核内活化的LZIP同源二聚体的

形成; 其次 研究显示 在HepG2 和HeLa 细胞中内

源性LZIP蛋白及通过细胞转染外源性过表达的LZIP均

优先定位于细胞核内 在表达HCV核心蛋白的细胞中

发现 大量的核内LZIP 重新定位于细胞质中; 此外

反式显性负突变形式的LZIP(transdominant negative form

of LZIP LZIPm2)的表达能够抑制内源性LZIP蛋白依

赖的激活 HCV核心蛋白对LZIPm2的增生活性有促

进作用 上述实验表明 HCV 核心蛋白与LZIP 结合

后 由于亚细胞定位隔绝而使LZIP的核内转录功能失

活 这种内源性LZIP蛋白功能缺失的结果是细胞异常

增生效应 表现为NIH3T3 细胞集落形成 非锚着依

赖性生长. 可见 LZIP 与已知的2个抑瘤蛋白p53 和

Rb 相似 也执行肿瘤抑制蛋白的功能 在HCV核心

蛋白致肝细胞发生恶性转化过程中具有至关重要的作

用 然而 在HCV 核心蛋白不存在的情况下 LZIP

是否发挥肿瘤抑制蛋白的功能还有待进一步研究[21].

        研究发现 LZIP还与人 luman蛋白密切相关 不

同的是 LZIP是HCV核心蛋白在细胞内直接作用的靶

位 而luman蛋白是单纯疱疹病毒(HSV)VP16蛋白相关

的细胞增生因子(VP16-associated cell proliferation

factor HCF)间接作用的靶位 HCF是调控细胞增生

的重要细胞因子 推测HCF与 LZIP 共享同样的信号

途径干扰不同病毒感染的宿主细胞生长调节 导致细

胞恶性增生.

        我们应用基因表达谱芯片技术对HCV核心蛋白表

达质粒pcDNA3.1(-)-core转染的HepG2细胞和空载体

处理的相同细胞差异表达的mRNA进行检测 研究HCV

核心蛋白上调及下调基因的表达 结果显示 HCV核

心蛋白能够下调亮氨酸拉链蛋白LZIP的表达 LZIP是

推定的抑癌因子 提示这种内源性LZIP表达水平降低

可能会导致LZIP肿瘤抑制功能的缺失 对阐明HCV核

心蛋白的致瘤机制提供有力的证据[22].
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)不仅可引起

急慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化和肝细胞癌(HCC)

的发生及发展密切相关. HCC是严重危害人民健康的疾

病之一 在对HCC的致病机制的探索中 原癌基因也

成为研究的的重点. 研究发现 HBV和HCV均能调节

原癌基因c-jun的激活与表达 从而导致肝细胞异常增

生 分化 进而引起肝细胞癌变. 通过对肝炎病毒和癌

基因c-jun之间关系的阐述 有助于我们掌握肝细胞癌

变的分子机制.

1   c-jun的结构和功能

c-jun 原癌基因如同其他的癌基因 在正常情况下不

表达或只有极少水平的表达. 当受到细胞外理化因素或

细胞内信号级联刺激后 c-jun 基因可被激活 激活




