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Abstract
Hepatitis C virus (HCV) is another common 
cause of chronic hepatitis, liver cirrhosis, and 
hepatocellular carcinoma after hepatitis B virus 
(HBV). Up to now, the mechanisms by which 
HCV promotes persistent infection and cancer 
remain unclear, and there are neither effective 
drugs nor vaccines against HCV available. Inter-
action between virus proteins and host proteins 
is a hot topic in research of the pathogenesis of 
viral hepatitis. Recent research shows that inter-
action between HCV nonstructural proteins and 
host proteins has an important impact on viral 
replication, carcinogenesis, interferon resistance, 
and disorders of glycometabolism and lipid me-
tabolism. This paper summarizes the recent ad-
vances in research of interaction between HCV 
nonstructural proteins and host proteins.
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摘要
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)是继乙
型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)之后另一
个导致慢性肝炎、肝硬化和肝癌的常见原
因. 目前HCV致病及致癌机制仍不清楚, 也缺
乏针对HCV有效的治疗方法及疫苗预防. 肝
炎病毒蛋白与受染细胞蛋白之间相互作用是
肝炎发病机制研究的热点内容. 近年研究发
现HCV非结构蛋白通过与细胞蛋白相互作用
对病毒自身复制、致癌、干扰素抵抗、糖及
脂代谢异常等产生重要影响. 本文就近年来
HCV非结构蛋白与细胞蛋白相互作用的系列
研究作一综述.
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染呈

全球分布, 全球HCV平均感染率约为3%, 约有

1.3-1.7亿人感染HCV[1]. 我国属HCV的中、高

流行区, 普通人群中抗HCV阳性率约为3.2%, 约
4 000万人感染HCV. 由于HCV的广泛流行及高

致病性, HCV感染已成为一个世界性的公共卫

生问题. HCV是单股正链RNA病毒, 属黄病毒科

HCV属, 基因组全长为9.6 kb, 包括1个大的开放

阅读框(open reading frame, ORF)和两侧的5'、
3'非编码区(untranslated region, UTR), 核糖体通

过进入HCV 5'UTR的内部核糖体进入位点(in-
ternal ribosome entry site, IRES)将HCV基因组翻
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■背景资料
HCV是继HBV之
后另一个引起慢
性肝炎并导致肝
硬化、肝癌的重
要原因. 目前HCV
致病及致癌机制
仍不清楚, 近年在
HCV非结构蛋白
与宿主细胞蛋白
相互作用方面有
很多研究报道, 此
方面研究对认知
HCV致病及致癌
机制、做好该病
预防有重要意义.
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译成1个聚蛋白前体. 该蛋白前体在宿主和病毒

蛋白酶的裂解作用下产生至少10种蛋白质: 核
心蛋白(core, C)、包膜蛋白1(envelope 1, E1)、
E2、P7、非结构蛋白2(nonstructural protein 2, 
NS2)、NS3、NS4A、NS4B、NS5A、NS5B. 另
外, 存在1种阅读框替代蛋白(alternative reading 
frame protein, ARFP), 又称F(frameshift)蛋白, 是
由C蛋白的重叠阅读框翻译获得. 肝炎病毒蛋白

与受染细胞蛋白之间相互作用包括蛋白与蛋白

之间直接结合作用、双方蛋白反式调节对方基

因表达模式和水平作用. 关于HCV C蛋白的作用

先前已有所总结[2], 近年有诸多学者探讨了HCV
非结构蛋白的功能, 并对其与宿主细胞蛋白相

互作用特点有了较深入的研究.

1  HCV非结构蛋白的构成

HCV非结构蛋白由NS2、NS3、NS4A、NS4B、
NS5A及NS5B 6种蛋白质构成, 其中NS2基因位

于HCV基因组2 769-3 419核苷酸(nucleotide, nt)
位点, 编码217个氨基酸. NS2蛋白是一个强疏

水性跨膜蛋白, 与NS3蛋白共同组成具有自我

切割功能的NS2-3蛋白酶复合体. NS3基因位于

HCV基因组3 420-5 312 nt位点, 编码631个氨

基酸. NS3蛋白具有NS2-3蛋白酶、丝氨酸蛋白

酶、RNA解旋酶和三磷酸核苷酶(NTPase)等活

性, 丝氨酸蛋白酶催化NS3/4A、4A/4B、4B/5A
和5A/5B的降解, NTPase及RNA解旋酶能使NS3
蛋白结合到HCV基因组的3'末端上, 在病毒RNA
复制中发挥调节作用. NS3基因为研发疫苗和

抗HCV药物的重要靶点之一. NS4A基因位于

HCV基因组5 313-5 474 nt位点, 编码54个氨基

酸. NS4A蛋白作为NS3丝氨酸蛋白酶的辅助因

子, 与NS3蛋白形成稳定的蛋白复合物, 对丝氨

酸蛋白酶活性有重要的调节作用. NS4B基因位

于HCV基因组5 475-6 257 nt位点, 编码261个氨

基酸. NS4B蛋白是一种高度疏水的膜相关定位

蛋白, 可调节NS5B蛋白RNA依赖的RNA聚合酶

(RNA dependent RNA polymerase, RdRp)的活性. 
NS5A基因位于HCV基因组6 258-7 601 nt位点, 
编码448个氨基酸. NS5A蛋白是磷酸化的非结构

蛋白, 参与了HCV多种蛋白的成熟和RNA复制, 
有基础磷酸化的56 000 Da(p56)和高度磷酸化的

58 000 Da(p58)两种形式. NS5B基因位于HCV基

因组7 602-9 371 nt位点, 编码591个氨基酸. NS5B
蛋白具有RdRp的活性, 该酶是HCV RNA复制的

关键酶, 且哺乳动物细胞中不存在类似的RdRp
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指导的RNA合成过程, 因此RdRp及其编码基因

NS5B成为抗HCV药物研究的一个理想靶位[3,4].

2  HCV非结构蛋白-细胞蛋白相互作用与HCV复制

HCV RNA的复制在HCV非结构蛋白和细胞蛋白

组成的蛋白复合物中进行, 该复合物与细胞核周

内质网膜相连. NS5A和NS5B与内质网膜上人载

体相关性膜蛋白hVAP-33结合并相互作用, 形成一

个能被细胞激酶作用的功能复合体[5]. 因为HCV
复制被认为是在内质网衍生出的新的膜结构上

进行的, 故有理由推测HCV复制需要利用宿主

的囊泡膜运输通路. Sklan等[6]的实验证实了该假

设, 研究发现HCV NS5A可与宿主蛋白TBC1D20
相互作用, TBC1D20含有一个TBC(Tre-2/Bub2/
C d c 1 6 )结构域 ,  后者存在于大多数已知的

Rab(ras-like in rat brain)蛋白的GTP酶活化蛋白

(GTPase-activating protein, GAP)中, Rab蛋白是

小分子GTP结合蛋白家族Ras超家族中最大的亚

家族, 在囊泡的形成、转运、黏附、锚定、融

合等过程中起重要作用, GAP调控着Rab蛋白的

活性, 是囊泡运输的主要调节因子. 而TBC1D20
为Rab1的GAP, 涉及内质网和高尔基复合体间

的顺式转运的调节, 去除Rab1明显降低了HCV 
RNA的复制水平, 说明Rab1在HCV复制过程中

起着重要作用. 上述结果提示NS5A与TBC1D20
的相互作用能够促进膜相关的HCV RNA复制.

HCV NS5A的磷酸化状态对HCV RNA复制

有重要影响. Neddermann等[7]报道在体外实验中

大量高度磷酸化形式的NS5A(p58)可抑制HCV
复制, 然而当p58的量减少后再给予涉及NS5A
磷酸化的蛋白激酶抑制剂, 发现HCV RNA复

制被完全阻断. 这些结果提示p58与p56的比值

对HCV复制的影响可能更为重要, 具体机制及

NS5A磷酸化在体内如何影响HCV复制仍不清

楚. Amphiphysin Ⅱ蛋白是一种c-Myc N-末端连

接蛋白, 可通过与c-Myc相互作用而抑制与该癌

基因相关的细胞癌变. Masumi等[8]报道在哺乳动

物细胞中HCV NS5A可以与人Amphiphysin Ⅱ
蛋白相互作用, 体外实验显示二者间的相互作

用可抑制NS5A磷酸化, Amphiphysin Ⅱ蛋白的

SH3(src homology 3)结构域为影响NS5A磷酸化

的关键部位. 而AmphiphysinⅡ蛋白对NS5A磷

酸化的调节进一步如何影响HCV复制尚未见报

道. Chen等[9]报道HCV NS5A可以通过与极体样

激酶1(polo-like kinase 1, Plk1)相互作用而调节

HCV复制. Plk1是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 
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■研发前沿
HCV蛋白与受染
细胞蛋白之间相
互作用及相关信
号转导的重点环
节是HCV致病机
制领域的研究热
点 ,  阐 明 其 蛋 白
与受体作用位点
及环节有助于对
HCV持续性感染
与致癌机制等内
容的深入阐述.
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其结构高度保守, 参与细胞周期不同阶段检查

点的精密调控, 是维持细胞周期正常运行的一

种关键物质. 在HCV复制子细胞及HCV感染细

胞中去除Plk1均会减弱HCV RNA复制及非结构

蛋白的产生, 然而对宿主细胞生长及细胞周期

却无显著影响, 正因为Plk1对HCV复制及宿主

细胞生长的这种不同影响, 使其成为抗HCV治

疗的另一个潜在靶位. 进一步的体外实验研究

显示Plk1可以磷酸化NS5A形成p58及p56两种形

式, 而去除Plk1的细胞中p58/p56低于对照组, 提
示Plk1作为NS5A的一个磷酸激酶而间接调节

HCV RNA复制.
FK506结合蛋白(FK506-binding proteins, 

FKBPs)是免疫抑制剂FK506的受体, 广泛存在

于淋巴组织、神经组织、骨骼肌、心脏等多种

组织细胞中, 具有免疫抑制、细胞周期调节及

通道活性调控等重要的生理功能. Okamoto等[10]

研究发现HCV NS5A可以与FKBP8的TPR结构

域结合, 并再与热休克蛋白90(heat shock protein 
90, HSP90)形成复合物, 参与HCV复制. 其中

NS5A 121位点的缬氨酸或异亮氨酸在与FKBP8
的特异性结合中至关重要 ,  此氨基酸位点在

HCV所有基因型中高度保守, 他的变异将明显

抑制HCV复制[11]. 因此, 阻断NS5A 121位氨基酸

与FKBP8的TPR结构域的特异性作用可能成为

抗HCV治疗的另一个理想靶点. Taguwa等[12]应

用酵母双杂交技术从人类cDNA文库中筛选出

一个新的HCV NS5A结合蛋白-hB-ind1(human 
butyrate-induced transcript 1), 发现其可通过卷曲

螺旋结构与不同基因型的NS5A相互作用而促

进HCV复制, 并且发现hB-ind1可以与HSP90相
互作用, 该作用可进一步被FKBP8的表达而强

化, NS5A、FKBP8、hB-ind1及HSP90共同形成

复制复合物, 基于HSP90具有分子伴侣活性, 推
测hB-ind1通过参与HSP90的分子伴侣通路而在

HCV复制复合物的正确折叠方面发挥重要作用. 
Gonzalez等[13]应用共焦显微镜技术证实HSP40
和HSP70可以与HCV NS5A相互作用, NS5A可

增强HCV IRES介导的翻译, 而去除HSP70后这种

增强作用被减弱. HSPs合成抑制剂槲皮素(Quer-
cetin)可显著减弱NS5A对HCV复制的增强作用, 
此可能与其抑制HSP40及HSP70的作用有关, 提
示槲皮素在抗HCV方面有潜在的治疗作用.

亲环素(cyclophilins, CyPs)是一个具高度

保守性的多功能蛋白家族, 也是免疫抑制剂环

孢素A(cyclosporin A, CsA)的蛋白受体, 除了具

有肽酰-脯氨酰顺-反异构酶(peptidyl-prolyl-cis-
trans-isomerase, PPIase)活性外, CyPs还在蛋白

折叠、细胞凋亡、信号传导等生物学过程中发

挥重要作用. CsA及其衍生物在HCV亚基因组复

制子系统中能够抑制HCV复制[14,15]. 进一步对其

受体CyPs的研究中发现CyPs为HCV复制的辅因

子, CyPA及CyPB分别被报道可与HCV NS5B相
互作用并增强后者的RNA结合活性而促进HCV
复制[16,17], 推测CsA通过与CyPs的竞争性结合而

阻断后者对HCV复制的促进作用, 从而发挥抗

HCV作用. 但关于何种CyPs在上述过程中起作

用目前尚有争论[16,17]. 进一步阐明CsA抗HCV的

作用机制将有助于发现新的治疗靶点及抗HCV
新药. Brenndörfer等[18]研究发现HCV NS3/4A可

以通过下调T淋巴细胞蛋白酪氨酸磷酸酶(T cell 
protein tyrosine phosphatase, TC-PTP)而增强上

皮生长因子(epithelial growth factor, EGF)受体

/Akt信号通路活性, Akt在维持病毒复制中起着

关键作用.
HCV复制需要病毒及宿主的多种因素参与, 

HCV非结构蛋白通过与宿主蛋白的相互作用来

调节HCV复制, 其中NS5A及NS5B的作用尤为

受关注, 阐明参与HCV复制的宿主蛋白作用有

助于抗HCV新药的研发.

3  HCV非结构蛋白-细胞蛋白相互作用与致癌作用

HCV与肝细胞癌(hepatocel lular carcinoma, 
HCC)关系密切, 但HCV致肝癌的机制至今仍未

明了. 目前认为, HCV无逆转录酶活性, 也不与

宿主基因整合, 并且其本身没有已知的癌基因. 
其致癌作用可能与细胞凋亡受抑、细胞周期改

变、肿瘤相关基因的异常表达及细胞信号传导

异常等有关, HCV非结构蛋白在其中发挥了一

定的作用.
3.1 影响细胞凋亡 细胞凋亡是机体抵抗病毒持

续感染和感染扩散的重要防御机制, 对阻止肿

瘤的发生、发展有着十分重要的作用. 目前认

为有3条通路参与凋亡的发生: 线粒体通路、死

亡受体通路和内质网通路, 后者是近年来发现

的一条新的细胞凋亡途径. 在这些凋亡途径中, 
一系列蛋白酶相继被激活而促进凋亡的发生, 
其中含半胱氨酸的天冬氨酸酶(cysteine contain-
ing aspartate specific protease, caspase)是细胞凋

亡下游的关键酶, 是凋亡执行的重要效应分子. 
HCV非结构蛋白可与调控细胞凋亡的诸多细胞

蛋白相互作用而抑制凋亡的发生.

■相关报道
Chen等报道Plk1
作为HCV NS5A
的一个磷酸激酶
可通过与其相互
作用而调节HCV
复制, 去除Plk1会
减弱HCV RNA复
制, 而对宿主细胞
生长无显著影响. 
提示Plk1可能成
为抗HCV治疗的
一个理想靶点.
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肝脏特异的促凋亡因子CIDE-B(cell death-
inducing DFFA-like effector B)作为CIDE凋亡诱

导因子家族中的一员, 其C端结构域有很强的细

胞凋亡诱导活性, 可通过线粒体释放细胞色素C
介导的caspase途径引起细胞凋亡. Erdtmann等[19]

应用酵母双杂交方法筛选人肝cDNA文库, 发现

NS2蛋白可与CIDE-B的凋亡结构域相互作用, 
从而抑制CIDE-B诱导的细胞凋亡. Kou等[20]应

用谷胱甘肽巯基转移酶(glutathione s-transferase, 
G S T)p u l l-d o w n实验发现真核细胞延伸因子

1A(eukaryotic elongation factor 1A, eEF1A)可
与HCV NS4A相互作用, 削弱cap依赖的及HCV 
IRES介导的翻译, 并呈剂量依赖关系. eEF1A
不仅仅是翻译必需的蛋白, 而且是一个重要的

多功能蛋白, 参与许多重要的细胞过程和疾病. 
eEF1A被报道与凋亡有关, 当eEF1A在细胞中大

量存在时, 细胞处于凋亡前的状态; 而eEF1A缺

少时, 则处于抗凋亡状态.由此推论, NS4A可能

通过与eEF1A相互作用而抑制凋亡.
H C V N S5A可以与磷脂酰肌醇 -3-激酶

(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)相互作用, 并
增强其催化亚单位的磷酸转移酶活性, 进而激

活PI3K/Akt/PKB信号通路[21,22]. PI3K/Akt信号

通路被认为是细胞内最重要的生存通路, 其最

明显的作用是抑制细胞凋亡[23]. 因此NS5A通过

与PI3K的作用而最终抑制细胞凋亡, 可能与肝

癌的发生有一定关系. Bid蛋白是Bcl-2家族中

的一个促凋亡蛋白, 通过死亡受体途径激活细

胞凋亡. 卡配因(calpain)是一种细胞内普遍存在

的钙依赖性半胱氨酸蛋白酶, 可介导细胞凋亡

的发生. Simonin等[24]发现HCV NS5A可以活化

calpain, 进一步导致Bid蛋白降解, 从而抑制死亡

受体介导的凋亡信号传导. Peng等[25]研究发现

HCV NS5A可以与细胞蛋白FKBP38相互作用而

抑制细胞凋亡. 其具体机制为: NS5A可以增加

哺乳动物的雷帕霉素靶蛋白(mammalian target 
of rapamycin, mTOR)的两种底物-S6K1及4EBP1
的磷酸化水平, 提示NS5A可调节mTOR活化, 进
而通过mTOR通路抑制caspase-3的活化, 抑制细

胞凋亡. 进一步研究显示, NS5A对mTOR的活

化及通过mTOR产生的凋亡抑制作用均依赖于

NS5A-FKBP38的相互作用.
3.2 调控细胞周期 HCV慢性感染导致肝癌的另

一机制是诱发细胞周期阻滞. Yang等[26]在HCV 
NS2蛋白对细胞生长和细胞周期进程的影响研

究中发现NS2基因稳定表达的细胞株的细胞周

期在S期的比例显著增加, 提示NS2蛋白能够阻

止细胞周期停留在S期, 可能的机制为NS2通过

下调周期素A的表达来抑制细胞生长, 这有利于

HCV复制. Wu等[27]研究发现表达HCV NS5A蛋

白的培养细胞显示出G2/M细胞周期阻滞及染色

体非整倍性, 而aspm (abnormal spindle-like, mi-
crocephaly associated)基因编码的有丝分裂纺锤

体蛋白ASPM可减弱这种细胞周期阻滞, NS5A
可经由PKR-p38信号通路抑制aspm基因的启动

子活性而下调ASPM蛋白的表达, 从而诱导与肝

癌发生相关的异常有丝分裂细胞周期.
毛细血管扩张-共济失调突变(ataxia-telan-

giectasia mutated, ATM)基因在细胞DNA双链损

伤修复时具有启动效应, 其编码的ATM蛋白是

一种重要的细胞周期检验点激酶, 参与磷酸化

并激活、调控多种参与细胞周期调控和DNA
损伤修复的蛋白, 其中包括细胞周期检验点激

酶2(checkpoint kinase 2, Chk2). Ariumi等[28]发现

敲除ATM激酶或Chk2的Huh7细胞中HCV RNA
复制明显受到抑制, 与此一致的是ATM激酶抑

制剂能够抑制HCV RNA复制. 进一步研究发现

HCV NS3/4A可以与ATM相互作用, NS5B可以

与ATM及Chk2相互作用. 上述实验结果提示, 
HCV可能截获ATM与Chk2以参与HCV RNA复

制, 从而导致细胞DNA损伤修复能力下降. Lai
等[29]亦发现HCV NS3/4A可通过与ATM相互作

用使细胞对电离辐射的敏感性增加, 损害DNA
修复效率. 由此, 细胞DNA受到损伤时不能得到

及时有效的修复, 细胞在病理状态下继续增殖

分化, 最后必然导致细胞的功能和表型的改变, 
可能是HCV致癌机制之一.

细胞周期素D1(cyclin D1)是细胞周期G1/S
期监控点重要的正向调控因子. cyclin D1与细

胞周期依赖性激酶4(cyclin dependent kinase, 
CDK4)/CDK6结合, 使后者激活, 活化的CDK4
使视网膜母细胞瘤蛋白(retinoblastoma protein, 
pRb)磷酸化而导致他与转录因子E2F的解离, 发
挥E2F转录因子的作用, 使细胞通路越过G1期限

制点进入S期. Raychaudhuri等[30]研究发现HCV 
NS5A可上调cyclin D1及CDK4, 进而使RNA聚

合酶Ⅰ的DNA结合转录因子-上游结合因子(up-
stream binding factor, UBF)高度磷酸化, 从而激

活rRNA转录, rRNA合成与细胞生长速度密切相

关, 并且在多种肿瘤中可看到其合成增加.
3.3 影响肿瘤相关基因的表达 肿瘤相关基因包

括癌基因、原癌基因、病毒癌基因、肿瘤抑制

■创新盘点
本文从肝炎病毒
蛋白与宿主细胞
蛋白相互作用的
角度综述了HCV
非 结 构 蛋 白 在
H C V 复 制 、 致
癌 、 干 扰 素 抵
抗、糖及脂代谢
异常等方面的重
要作用.
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基因、肿瘤转移相关基因和肿瘤耐药基因等, 
对肿瘤发生、发展、治疗及预后发挥着重要作

用. HCV非结构蛋白通过与肿瘤相关基因表达

产物的相互作用, 在HCV致癌过程中产生影响.
HCV NS3蛋白可以与人类v-ki-ras2鼠kirst-

en肉瘤病毒致癌基因同源物(KRAS)蛋白相互

作用[31]. K-ras是活性最强的癌基因之一, 其突变

株与17%-25%的人类肿瘤有关, 可能是由于这

些激活的K-ras突变株可以通过降低内在GTP酶
活性和增强对GAPs的抗性, 导致KRAS大量聚

集在活化GTP结合的部位[32]. Wu等[33]通过GST 
pull-down、免疫共沉淀及共焦免疫荧光技术证

实HCV NS5B可以与M2型丙酮酸激酶(M2 type 
pyruvate kinase, M2PK)相互作用. 丙酮酸激酶

是糖酵解途径的关键激酶, M2PK在肿瘤细胞中

明显过表达, 表现为肿瘤细胞特异性的代谢特

征, 因此也称为肿瘤M2型丙酮酸激酶, 因此推测

HCV NS5B参与了肝癌细胞的合成.
P53是体内重要的抑癌蛋白, 通过反式激活

或抑制下游基因的功能而发挥其生物效应, 是
甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)基因表达的主

要抑制因子. 细胞增殖抑制基因P21/waf1是P53
的下游调控因子, P53基因突变会诱导P21蛋白

产生减少, 使细胞周期调节紊乱, 而导致细胞

增殖失控, 引起肿瘤发生. Majumder等[34]报道

HCV NS5A能与P53结合形成复合物, 导致P53
功能的失活, 从而抑制了P21/waf1的产生, 促成

肝细胞癌变. 研究发现非受体蛋白酪氨酸激酶

Syk为人乳腺癌的抑癌基因. Inubushi等[35]应用

免疫组织化学方法发现内源性的Syk在正常肝

细胞胞质中呈弥散性表达, 但在HCV感染的肝

细胞中位于细胞膜附近呈片状表达, 进而用免

疫沉淀法在Huh7细胞中证实NS5A可以与Syk相
互作用, 作用位点位于NS5A的N末端1-175氨基

酸, NS5A可抑制Syk的酶活性及Syk介导的磷脂

酶C-γ1的磷酸化, 提示NS5A可能通过此机制参

与肝细胞癌变. pRb是体内一种重要的抑癌蛋白, 
是E2F转录因子活性调控和G1期向S期转化的关

键因素. Munakata等[36]报道HCV NS5B可以与

pRb形成复合物, 使pRb降解, 进而使pRb对E2F
的抑制作用减弱, 促进细胞周期由G1期进入S期, 
刺激细胞增生. 其进一步研究发现, pRb的降解

是通过依赖NS5B的泛素-蛋白酶体通路实现的, 
而pRb的依赖NS5B的泛素化作用需要E6相关蛋

白(E6-associated protein, E6AP)的泛素连接酶活

性, E6AP也可以依赖NS5B的方式与pRb形成复

合物[37]. 可见HCV NS5B通过下调pRb诱导肝癌

的发生.
3.4 作用于细胞信号传导途径 异常的信号传导

在肿瘤细胞的发生、生长、分化、存活中起

着非常重要的作用. 肿瘤细胞中主要的信号通

路包括蛋白酪氨酸激酶(protein-tyrosine kinase, 
PTK)/Ras/丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activat-
ed protein kinase, MAPK)通路、NF-κB信号通路

等. Li等[38]报道HCV NS4B可通过Ca2+信号传导

及活性氧的产生以剂量依赖方式活化多功能转

化因子NF-κB, 促进NF-κB经由PTK磷酸化作用

易位入细胞核. NF-κB可对抗TNF-α诱导的细胞

凋亡, 提示NS4B可诱导细胞内的生存信号, 促
进细胞无限增殖. Park等[39]在HCV NS5A对Wnt/
β-catenin信号传导通路的影响研究中发现NS5A
可与内源性β-catenin直接作用并共定位于胞质

中, 通过增强β-catenin的稳定性而增强β-catenin
介导的转录活性. Wnt/β-catenin信号传导通路异

常具有致癌作用, 参与胃癌、食管癌及肝细胞癌

等多种人体恶性肿瘤的形成[40-42], 提示NS5A可

能直接参与Wnt/β-catenin介导的肝细胞癌形成.

4  HCV非结构蛋白-细胞蛋白相互作用与干扰素

抵抗 
目前丙型肝炎的主要治疗药物是聚乙二醇干扰

素(pegylated interferon, Peg-IFN)联合利巴韦林, 
在标准治疗方案下约50%的HCV-1型感染者及

80%的HCV-2、3型感染者可获得持续病毒学应

答[43]. 研究HCV的IFN耐受机制并阻断其耐受作

用, 对于丙型肝炎的有效治疗有重要意义.
IFN活性由Janus激酶-信号传导和转录激活

子(Janus kinase-signal transducer and activators of 
transcription, JAK-STAT)信号途径所介导. IFN
通过和靶细胞的受体结合后, Jak1和Tyk2激酶

活化, 进而使STAT1和STAT2磷酸化, 磷酸化的

STAT1和STAT2及IFN调节因子9组成异源三聚

体复合物, 即干扰素刺激因子3(IFN-stimulated 
gene factor 3, ISGF3). ISGF3转到细胞核内并

与干扰素刺激反应元件(interferon-stimulated 
response element, ISRE)结合, 从而上调许多IFN
刺激基因的表达. 由IFN激活细胞基因编码的抗

病毒蛋白包括双链RNA激活的蛋白激酶(double 
strand RNA activated protein kinase, PKR)、2', 
5'-寡聚腺苷酸合成酶(oligoadenylate synthetase, 
OAS)、Mx蛋白以及磷酸二酯酶. PKR在双链

RNA存在下产生自身磷酸化而被激活, 活化的

■应用要点
本文从蛋白质相
互作用角度阐述
了HCV非结构蛋
白的作用及致病
机制, 为HCV治疗
药物及疫苗预防
的研究提供了理
论依据.
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PKR能够识别真核细胞起始因子-2(eukaryotic 
initiation factor-2, eIF-2), 并使eIF-2的A亚基51位
丝氨酸磷酸化, 从而阻止病毒复制和蛋白合成. 
由PKR介导的eIF-2A磷酸化作用在抗病毒过程

中具有重要作用, 目前研究认为他是病毒发生

变异逃避PKR抗病毒作用使其抵抗IFN治疗的

主要机制之一.
位于HCV NS5A的第2 209-2 248位氨基酸

序列与其IFN疗效密切相关, 称其为干扰素敏感

决定区(interferon sensitivity determining region, 
ISDR), ISDR是PKR结合域的一部分, 可与PKR
作用而削弱IFN的抗病毒功能[44]. 已有诸多学者

进行了ISDR与HCV IFN耐受的相关性研究, 有
研究提示ISDR与HCV IFN抵抗相关[45], 但也有

ISDR与HCV IFN疗效无关的研究报道[46,47], 尤其

对欧美国家人群的诸多研究表明了ISDR与HCV
耐受IFN无关. 总之, 目前对于ISDR变异与HCV 
IFN抵抗之间的关系尚未取得广泛一致的意见. 
由此, 有研究者认为HCV NS5A能以ISDR变异

及PKR抑制之外的机制发挥IFN抵抗的作用[44].
Ta g u c h i等 [48]采用共聚焦扫描技术发现

NS5A和2', 5'-OAS共定位于细胞质中的核周, 免
疫共沉淀显示NS5A和2', 5'-OAS可形成复合体, 
NS5A结合部位为氨基末端1/3部分的1-148位氨

基酸. 当用脑心肌炎病毒作为攻击病毒时, NS5A
可削弱IFN的抗病毒作用. NS5A(1-148)ISDR及
PKR结合序列缺失, 不能通过抑制PKR来削弱

IFN抗病毒作用. 因此, Taguchi等提出: NS5A能

以与2', 5'-OAS相互作用的机制削弱干扰素抗病

毒的作用. Lan等[49]在三个肝细胞来源的细胞系

Hep3B、J5和Huh7中应用免疫共沉淀及共聚焦

显微镜检查探讨HCV NS5A对IFN-α信号传导

的影响, 发现NS5A瞬时或稳定的表达均可抑制

STAT1磷酸化, 并表现为剂量依赖关系, 从而进

一步抑制ISGF3的活化及ISRE诱导的基因表达, 
提示NS5A影响JAK-STAT信号传导途径可能

是HCV干扰素抵抗的机制之一. 另有研究显示

NS5A在Hela细胞中的表达可诱导产生白细胞介

素8(interleukin 8, IL-8), 从而在体外抑制IFN的活

性. 同时在临床研究中, 亦发现IL-8与HCV的干

扰素抵抗有关, 获得持续病毒学应答的HCV-1型
感染者血清IL-8水平明显低于未获得应答者[50].

HCV非结构蛋白中除NS5A与干扰素抵抗

的研究较多外, 亦有研究发现其他非结构蛋白

在HCV IFN抵抗中也起到一定的作用. HCV感

染首先由胞质中的RNA解旋酶RIG-Ⅰ检测到, 

之后与定位于线粒体膜的MAVS/IPS-1-1/VISA/
Cardif蛋白结合, 进而激活IKK-ε激酶, 进一步使

干扰素调节因子3(interferon regulatory factor-3, 
IRF-3)和IRF-7磷酸化, IFN的表达受IRFs的调控, 
其中IRF-3和IRF-7是IFN表达必需的IFN转录因

子. NS3/4A可以结合MAVS/IPS-1-1/VISA/Cardif
蛋白并使其裂解, 从而阻止IRF-3和IRF-7的磷酸

化, 抑制IFN的合成[51,52]. 表达HCV NS4B的Huh7
细胞中IFN-α诱导的磷酸化STAT1减少, 同时, 
IFN-α诱导的Ⅰ型IFN受体的表达水平降低[53], 
提示NS4B可能参与HCV的IFN抵抗.

5  HCV非结构蛋白-细胞蛋白相互作用与糖、脂

代谢异常

慢性丙型肝炎也是一种代谢性疾病, 代谢异常

是HCV致病机制的重要组成部分. 近年来, 流行

病学调查表明HCV慢性感染常伴有糖、脂肪代

谢性疾病, 并已经证实HCV慢性感染与糖尿病

和脂肪肝等代谢性疾病的发生密切相关[54-56], 但
确切分子机制尚不明确.
    胡传翠等[31]应用酵母双杂交技术从人胰腺细

胞cDNA文库中筛选出与HCV 1b亚型NS3蛋白

相互作用的结合蛋白的编码基因, 并进一步研

究其功能, 实验中共筛选出能与NS3蛋白相互作

用的已知胰腺细胞蛋白基因11种, 吴扬等[57]用同

样方法筛选出能与NS2蛋白相互作用的已知胰

腺细胞蛋白基因7种, 这些蛋白以参与三大物质

消化、吸收的酶类为主, 其中参与糖、脂类代

谢的酶主要有弹性蛋白酶、胰蛋白酶(原)、胰

脂肪酶及胰淀粉酶等. 推测HCV NS2及NS3蛋白

可能与胰腺细胞中的蛋白结合后进一步导致胰

岛素抵抗(insulin resistance, IR)和糖、脂类代谢

异常, 最终发展为2型糖尿病、脂肪肝、代谢综

合征等代谢性疾病.
O e m等 [ 5 8 ]通过固醇调节元件结合蛋白

1c(sterol regulatory element-binding protein 1c, 
SREBP-1c)的启动子-荧光素酶报告基因实验发

现NS2蛋白在Huh7细胞中可激活SREBP-1c的
转录, NS2蛋白的表达还可以引起脂肪酸合酶

(fatty acid synthase, FAS)转录的上调. Park等[59]

发现HCV NS4B能够增强SREBPs的转录活性及

SREBPs和FAS的蛋白表达水平, 此外, NS4B对
HCV核心蛋白介导的SREBP-1转录活性的增强

有协同作用. 这些结果提示NS2及NS4B通过调

节SREBP信号通路在HCV相关的肝脏脂肪变中

发挥着重要作用.

■同行评价
本文学术较高, 有
助于读者理解并
加深非结构蛋白
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6  结论

近年来, 针对HCV非结构蛋白结构与功能的研

究进展极快. 不仅非结构蛋白的分子结构已被

解析出来, 而且许多重要功能被陆续发现. HCV
非结构蛋白通过与细胞蛋白相互作用在病毒自

身复制、HCV的持续感染和致癌作用、干扰素

抵抗、糖及脂代谢异常等方面发挥着重要作用. 
但到目前为止, HCV非结构蛋白与细胞蛋白相

互作用的研究多采用将表达病毒蛋白的载体转

染入实验所用细胞, 实验所用细胞也多为癌细

胞系或永生化细胞系, 两者都涉及异常基因表

达, 因此与HCV感染体内正常的肝细胞存在差

异. 亟待研发建立高效HCV感染的细胞模型与

适宜的小动物模型, 对HCV蛋白与细胞蛋白相

互作用的深入研究将有助于设计出抗HCV的新

型药物, 并为疫苗的研究提供基础.
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