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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)持续感染 增加了肝纤维化和肝

细胞癌(HCC)的危险性 其机制与HCV引起机体免疫调

节障碍有关. HCV基因表达产物中 高度保守的HCV 核

心(core)蛋白具有免疫调节功能. 辅助性T细胞产生白介

素(IL-2) HCV患者 IL-2表达分泌异常 与痊愈有明

显相关性. 研究表明HCV 核心蛋白具有转录激活 IL-2

启动子的作用 本文对此方面的研究作一综述.

1   HCV核心蛋白具有免疫调节功能

HCV 感染是一个严重的影响人类健康的世界性问题.

80%的HCV感染慢性化 且容易进展为肝硬化 HCC[1].

HCV 不但感染肝细胞还能感染免疫细胞 如巨噬细

胞 B细胞和T细胞 且具有改变免疫细胞功能的作

用[2-4]. HCV RNA基因大约9.5 kb长 编码一个长的多

聚蛋白. 通过蛋白分解过程这个多聚蛋白可产生10个不

同的结构和非结构蛋白. 结构蛋白核心蛋白和包膜蛋白

E1 E2 糖蛋白位于多聚蛋白的N- 端部分 在RNA

复制中非结构(NS)蛋白在多聚蛋白的剩余部分. HCV基

因产物中 高度保守的HCV核心蛋白具有免疫调节功

能[5-6].

        由于HCV仅感染人和黑猩猩 且在细胞培养不能

有效复制 评价各个HCV编码蛋白在HCV感染过程中

调节宿主免疫反应的能力比较困难. 因此 许多的调控

研究都是应用分子生物学技术 在细胞系水平上进行

的. 将重组痘苗病毒感染鼠表达HCV基因可作为一种方

法评价特有的HCV多肽可能的免疫调节作用[7-8]. Large

et al [9]运用此方法研究认为HCV感染早期阶段首先产生

HCV 核心蛋白 HCV核心蛋白通过抑制抗病毒的细胞

毒性T淋巴细胞(CTL)抑制宿主免疫反应. 核心蛋白的转

基因鼠研究显示 T 淋巴细胞反应 包括干扰素 γ
(IFNγ)和 IL-2分泌表达 与对照比较明显被抑制. HCV
核心蛋白转基因鼠肝门束可见与血清谷丙转氨酶(ALT)

升高相关的明显的淋巴细胞浸润. HCV核心蛋白编码转

基因鼠的肝组织改变与慢性HCV感染的患者相似 转

基因鼠病灶也聚集在肝门和小叶. 非转基因同窝出生鼠

和HCV核心蛋白转基因鼠生育的Fas缺陷 lpr鼠未见肝

内淋巴细胞或肝损害. 推测T淋巴细胞的抑制也许增加

外周血T淋巴细胞对Fas介导的凋亡的敏感性 T淋巴

细胞核心蛋白表达对引起免疫调节障碍 凋亡淋巴细

胞在肝脏积聚和随后的肝脏损害起关键性作用[10].

       尽管中和性抗体提供保护性免疫 大多数病毒感

染通过CTL介导的免疫反应清除[11-12]. 但推测除了CTL

的溶解 抗病毒的细胞因子对于HCV感染的清除也很

重要[13]. 抗病毒的细胞因子与I型免疫反应相关. HCV 感

染患者有明显的细胞因子增生. 急性HCV感染1型细胞

因子IFNγ和IL-2分泌与痊愈有明显相关性[14]. 1型细胞
因子见于HCV 阳性健康人 而2型细胞因子增生见于

慢性HCV患者[15]. 体液免疫和细胞免疫的平衡由多种细

胞因子调节. 辅助性T细胞产生的IL-2是一种T细胞特

有的丝分裂素和分化因子[16]. 细胞因子反应的改变与

HCV 持续感染有关 增加了肝纤维化和HCC 的危险

性. 研究HCV引起机体免疫调节障碍是有效的HCV治

疗的关键.

2   IL-2启动子的转录调节机制

休眠状态的T细胞活化需要两种不同的信号. 第一种信

号来自于T细胞抗原受体(TCR)识别抗原多肽和抗原呈
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现细胞(APC)上MHC分子. 这个信号导致T细胞对二次

由APC提供的协同刺激信号的有效反应[17]. CD28分子

作为基本的受体在T细胞产生协同刺激信号 CD28结

合抗-CD28单克隆抗体或与TCR相伴的配体引起T细

胞完全活化[18]. 除了CD28 外 T细胞有多个协同刺激

分子 包括 CD5 CD2 CD44 CD9 [19]. CD28 具有

协同刺激IL-2启动子基因表达的作用. 还有许多IL-2

启动子基因元素涉及调节IL-2基因转录活性 包括T

细胞活化核因子(nuclear factor of activated T cells

NFAT) NF-κB结合位点和CD28反应元素(CD28RE).
NFAT 是转录因子的一个家族 调节诱导活化许多重

要的免疫基因的转录. NFAT是胞质中固有的 以潜在

的磷酸化形式存在. 以钙调素依赖的钙调磷酸酶激活方

式增加胞质中钙水平 通过磷酸化作用激活NFAT[20].

尽管NFAT家族的所有蛋白均具有高度保守的DNA结

合区而且与AP-1蛋白协同结合IL-2启动子的NFAT位

点 但每一个成员又有特殊的优先结合其他启动子的

位点. 瞬时转染突变型NFAT蛋白表明靶启动子的转录

激活与突变型NFAT特有的DNA结合相关. 不同的NFAT

蛋白优先和有效的结合位点可能程序性暂时表达不同

细胞因子基因[21]. NFAT/AP-1是第一个发现的关键的

IL-2基因转录调节因子. 但是 更多证据表明由CD28协

同刺激的NF-κB在T细胞活化中扮演了更重要的角色.
       NF-κB 家族成员由几个不同的亚单位组成 包括
c-Rel RelB p52 和家族中的遍在蛋白Rel-A (p65) 和

p50. c-Rel在NF-κB刺激激活时被诱导合成. NF-κB是
这些亚单位的二聚体复合物以游离状态与相关连的抑

制性家族分子IκB存在于细胞质中[22]. 不同的二聚体复
合物被各种能够磷酸化/降解IκB的刺激激活易位到细
胞核区. 这些刺激包括来自TCR/CD28[23]和肿瘤坏死因子

(TNF)受体的信号[24].

        CD28协同刺激以时间依赖的方式上调NF-AT/AP-

1 和 NF-κB [25] 介导上调 IL-2 转录 增加mRNA 稳
定性 延长mRNA半衰期[26]. CD28结合转录因子NFAT

和NF-κB结合位点及IL-2启动子的CD28反应元件呈
时间依赖性增加. 非 CD28协同刺激时由于缺乏IκB灭
活使NF-κB的重要成员c-Rel 不能易位到细胞核区而
降低了NF-κB的活性. 非 CD28协同刺激不能活化c-
Rel/NF-κB故不能维持IL-2启动子活性[27].
        诱导NF-κB要求来自连接CD28受体的协同刺激信
号. NF-κB调节不仅仅是NF-κB 增强元素的作用 而
且还有IL-2启动子的CD28RE的作用. CD28RE与 NF-

κB 家族的许多成员和NFAT相互作用 是CD28协同
刺激信号形成的基础[28].

        IL-2基因转录的出现依赖于T细胞活化的方式. 重

要的引起 IL-2 转录增加的原因是改变核结构中包括

300 bp启动子区的基因. IL-2基因主要在CD4(+)T细胞

以依赖NF-κB家族成员c-Rel 的方式转录. c-Rel 是核
结构包括300 bp的 IL-2启动子对主要在CD4(+) T 细胞

的CD3/CD28反应发生球形改变的基础[29]. 来自c-Rel缺

陷鼠的T细胞不能产生 IL-2 说明 c-Rel 在调节 IL-

2基因表达中起关键性作用[30].

3   HCV核心蛋白转录激活 IL-2启动子的机制

信号肽酶介导从HCV多聚蛋白191残基下游E1糖蛋白

分离核心蛋白[31]. 核心蛋白在172残基附近位点通过微球

蛋白相关活性进一步加工[32]. 这些HCV核心蛋白位于核

周内质网[33]. HCV核心蛋白前122 aa 可有效调节 c-myc

和异性肝炎病毒(HBV)的基因启动子 缺失1-152 aa的

截断残基无活性 推测羧基端部分对于激活IL-2启动

子是必须的. HCV 核心蛋白的羧基端部分对于他在核周

内质网的定位是十分重要的. 这意味着核心蛋白的亚细

胞定位或羧基端疏水性残基可能对于他刺激IL-2启动

子转录是重要的[34]. Bergqvist et al [35]用Jurkat 细胞研究

显示 自然感染过程中存在的HCV 核心蛋白在其他刺

激因子存在的情况下有促进IL-2启动子转录的作用. 核

心蛋白在转录水平调节宿主和病毒启动子. HCV 核心蛋

白全长而不是部分表达可激活NFAT介导的IL-2启动

子在Jurkat 细胞的表达.

        T细胞中IL-2的合成是在转录水平调节的. 通过衔

接细胞表面受体引起信号转导级联启动 随后结合IL-

2启动子特有元素的转录因子诱导 IL-2基因的转录[36].

交联TCR启始信号涉及酪氨酸激酶依赖激活的磷脂酶

C-γ(PLC-γ)和生成的甘油二酯及1 4 5- 三磷酸肌
醇(IP3)[37]. 下游信号激活包括p21ras细胞分裂素(丝裂原)

活化蛋白激酶[38]和钙依赖途径[39]. IP3 受体存在内质网

膜 细胞内储存的钙通过IP3 受体激活介导的TCR刺激

释放[40]. 一种可能的方式是HCV核心蛋白定位于内质网

刺激钙信号 通过增加内质网钙的浓度或通过促进钙

释放引起对刺激更大的反应.

        Bergqvist et al [41]报道HCV核心蛋白作用于NFAT活

化的基础Ca2+信号. HCV核心蛋白作用Ca2+ 信号不依赖

于PLC-γ活性或增加IP3产物且不需要功能性IP3受体
推测病毒蛋白插入内质网膜可有效促进Ca2+漏出引起

一系列后果. 感染的T淋巴细胞表达HCV核心蛋白通过

诱导Ca 2+浓度的震荡改变Ca 2+信号的信息内容和强

度 最终诱导基因表达和功能分化 有助于建立持续

感染. 相反 当细胞用钙离子载体或抗-TCR协同刺激

时HCV核心蛋白仅有很少的转录激活功能. HCV核心

蛋白对于转录无普遍作用 因为仅在NFAT结合位点存

在于报告质粒时可观察到活性. HCV 核心蛋白替代诱导

因子触发钙释放进一步支持了NFAT活化的要求. 正如加

入ECTA耗竭细胞外钙一样通过加入环孢菌素A可抑制

HCV核心蛋白激活IL-2启动子. 环孢菌素A通过抑制钙

调磷酸酶依赖的NFAT去磷酸化抑制NFAT依赖的转录.

由此推测 HCV核心蛋白的作用由转录因子NFAT介导

且HCV核心蛋白的活化作用要有NFAT激活钙调磷酸

酶. 核心蛋白蛋白激活转录要有钙释放进入细胞质[35].
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        HCV核心蛋白存在时 仅有佛波乙酯(TPA)刺激就

可诱导IL-2启动子在细胞中转录 当细胞有抗-CD28

或弗司扣林(forskolin)协同刺激时 IL-2表达明显增加.

HCV核心蛋白和TPA诱导高水平的IL-2启动子转录需

要有抗-CD28和弗司扣林的协同刺激[42]. 交联CD28信

号包括由压力激活蛋白激酶(stress-activated  protein

kinases)去磷酸化的c-Jun IκB-α 转录激活通过c-
Rel 或 RelA/p65 结合 IL-2启动子的一个 κB类似位点
CD28RE介导. 蛋白激酶A(PKA)在细胞中有许多有效靶

位且可能存在多种功能. 体外 HCV核心蛋白可通过

PKA和蛋白激酶C(PKC)磷酸化. 腺苷酸环化酶激活因子

弗司扣林作为环磷腺苷诱导剂(蛋白激酶A)被广泛应用.

HCV核心蛋白在转录激活的作用时通过PKA或CD28协

同刺激呈现相似作用. 推测是单一因子启动两种不同的

途径[43].

        c-Rel是有效的因子 可通过弗司扣林和抗-CD28

诱导. 但是 弗司扣林的作用不是单一的引起核心蛋白

磷酸化 因为结果还依赖于启动子类型. 刺激 Jurkat细

胞 由弗司扣林激活PKA引起核易位和DNA结合RelA/

p65 减少 IL-2 基因转录降低. 但是 这种情况下c-

Rel的表达和DNA结合增加[44]. 刺激TCR诱导IL-2合成

必须有T细胞特有的酪氨酸激酶p56lck. 因此 在p56lck

缺陷J.CaM.1细胞系TCR交联既不能诱导钙释放 也不

能诱导IL-2合成. 但在这些细胞 HCV核心蛋白能够

诱导IL-2启动子的转录. p56lck对于HCV核心蛋白基

因的转录激活作用是可有可无的 推测核心蛋白的作

用在p56lck信号转导级联的下游[35].
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0   引言

富含脯氨酸的酪氨酸激酶-2 (proline-rich tyrosine kinase

2 Pyk-2)是一种属于局灶黏附激酶(FAK)家族的细胞质

中的酪氨酸激酶[1-2]. Pyk-2在多种组织中表达丰富 包括

大脑 肺 肠 肾 脾[3-4]和血管平滑肌细胞[5-7]. Pyk-2能

被多种细胞外刺激物激活 例如G 蛋白耦合受体(G

protein-coupled receptor GPCR)激动剂 蛋白激酶C

(PKC)的活化 细胞内钙离子浓度的升高 紫外线(UV)

辐射和细胞外摩尔渗透压浓度[1-2]. 此外 Eguchi et al [8]

等还证明在小鼠血管平滑肌细胞血管紧张素 II 可通过

提高细胞内钙离子浓度而激活Pyk-2. Pyk-2当酪氨酸残

基自身磷酸化后就能为包括Src酪氨酸激酶家族的其他

包含SH2 (src homology)结构域的蛋白提供结合位点[9-10].

例如Pyk-2与c-Scr的结合导致接头蛋白转位到质膜和

随后的依赖p21ras 的细胞外信号调节激酶(ERK)1/2 激

活[10-11]. 越来越多的研究资料表明Pyk-2参与了许多细

胞生命活动的代谢过程 其与病毒性肝病的关系也引

起人们的关注. 本文就近几年Pyk-2的研究状况作一简

要综述.

1   Pyk-2的结构和功能

1.1 FAK非受体型酪氨酸激酶家族  Pyk-2具有多种命

名 比如相关黏附局灶酪氨酸激酶(related adhesion fo-

cal tyrosine kinase RAFTK) 细胞黏附激酶-β(cell
adhesion kinase β CAK-β) 细胞黏附依赖性酪氨酸
激酶 (cell adhesion-ependent tyrosine kinase CADTK)

或者局灶黏附激酶 -2 ( focal  adhesion kinase-2

FAK2) 属于FAK非受体型酪氨酸激酶家族中的一员

可以表达于不同的细胞类型中 包括神经细胞和造血

细胞[4, 12-15]. Pyk-2与FAK具有明显的序列同源性(中心

催化结构域具有60%相似性 羧基端与氨基端都有40%

相似性). 这两种激酶呈现出45%氨基酸同源性并且都缺

少SH2或SH3结构域 而在许多其他的胞质酪氨酸激

酶中都具有此结构 虽不包含SH2和SH3结构域却具

有几个结合位点能与含有SH2/SH3的信号蛋白作用[4, 13].

Pyk-2和FAK都具有长的氨基端和羧基端末端结构域

中间夹杂有中心激酶结构域. 并且Pyk-2和FAK在高度

保守的中央催化区具有同样全面的结构 例如包含SH2

结构域蛋白的磷酸化/停泊位点[16-17] 包含SH3结构域

蛋白的富含脯氨酸结合位点[18-19] 以及有关的氨基末

端带4.1(NH2-terminal band 4.1) 埃兹蛋白(ezrin)等蛋白

的同源结构域[20]. 二者主要的自身磷酸化位点也是保守

的. Pyk-2和FAK中这一位点已被证实可充当Src家族

激酶的结合位点[9]. 其他几个与FAK相互作用的蛋白也

被证实能与Pyk-2结合 这种结合作用的生物学意义

还没能完全阐明[9, 18, 21-23]. 例如与FAK相似 Pyk-2也

具有大的氨基端和羧基端末端结构域借助他们Pyk-2

能与几种信号分子和细胞骨架蛋白相互作用[9, 18, 21-22].

Ueda et al [24]利用酵母双杂交系统筛选鉴定出一种新型




