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人乙型肝炎病毒 (HBV)不仅能引起人类急慢性珏千炎，而且还可导致原发性肝癌的 

形成“l。然而，遗憾的是至今尚无有数的办法来防治 HBV的感染 近年来 ，由于 基因 

重组技术的发展，加速了 HBV的研究进程，HBV的基因结构，转录及增殖特性已基 本 

弄清 ，并且整台在原发性肝癌细胞染色体上的 HBV DNA序列亦被证实。同时采用多种 

载体系统重组 HBV DNA片段，在体外已成功地表达了乙型肝炎表面抗原 (HBsAg)， 

乙型肝炎核心设 e抗原 (HBe&g／HBe&g)，可望采用基因工程的方法 来 制 备 台遣 的 

HBV疫苗替代昂贵的HBV血源性疫苗 目前，用来研究HBV基因表达的方法大体上可 

归纳为如下三种t(1)体外转录克隆的 HBV DNA” j(2)将 HBV基因 整合 到人 小 

鼠及大 鼠细胞的染色体上进行表达 |(3)将 HBV DNA片段或序列重组在细菌质粒或 

病毒载体 (SV o、痘苗、逆转病毒及单纯疤疹病毒 )上，而后转染原核细胞 (E．coli， 

酵母菌 )或哺乳类缅胞进行表达。 

完整的 HBV颗粒 由外壳蛋白 (HBsAg)与桉农壳组成。核衣壳由 HBeAg构 成，其 

核心部分含有病毒 DNA，DNA多聚酶／逆转录酶，蛋白激酶及 DNA结台蛋白 ，另一种存 

在于急慢性乙肝病人血清中呈可溶性状态的蛋自称之 为 HBeAg，它 是由 HBV c基 因 

(不舍前 c区 )编码的，当用 2一巯基乙醇，热或轻微的蛋白酶处理 HBV核心颗粒时， 

可使 HBeAg转变成 HBeAg，亦有人认为 HBeAg能形成多聚体形式，可能是病 毒 核 心 

的一结构成分 。 

HBV的基因结构与功能，4l6I7I8) 

HBV基因组是一不寻常的特异性结构，它是一环形的部分霹股的DNA分子 图 
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图 l BBV基因组结构强遗传机构 

· 代表L(一)链转录的ORr．_．．代表HBV~RNA s． 

DR z，DH2的位置分 在1824hp~lS90h9处．犏码序列 

的起始 密码强 2十主要 mRNA*的 5 一与 3，·束端均已标明 
Fig 1

．

Str~ctuze ·td S‘4eI；e o ‘●L；-●Ii●_ 0f t-e HBV E‘●●-1e 

图 2 HBV基因的s区 

s区中台有3十AUG，分 4是主要蛋白，中等蛋白及大蛋白 

的启动子．●代表糖基位置．r÷代表转录启动 位置，主要转 

录产物是2．3kbRN̂ ． 

Fi 2
． Regi0Ⅱs(Re‘io pre—s+e S)·f HBV 

1)a其中完整的链称为长链或负链CL(一，]，由 3200左右核苷酸组成，短链又称为 正 

链CS(+)]，其核苷酸数 目相当于长链的 5O～100 两条链的 5 一末端之 间的碱基互补 

构成粘性末端，维持其环状结构。在粘性末端的两侧 各 有 一 个由 11个碱基对 (bp) 

(5 TTCACCTCTGC)组成的正向重复顺序 (DR，，位于核苷酸1824和核苷酸 1590， 

分另IJ称为DRl和DR；。 
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已证明 HBV DNA的 s(+)链不管多长均不具有编码蛋白的功能即不含有开放诲 码 

框架 (open reading frame，ORF)，而 L(一)链则含有所有HBV的蛋白密码， 其 转 录 

的 4个 ORF，分别称为 S，C，P和 x，P区最长与另外的三个区重叠，这样 ，L(一)链 

被 阅读一次半。 

S区掬码 HBV包膜蛋白，分为前 Sl(Pre—S1)区 ，前 St(Pre—S：)区 及 S基因 。 

HBV各亚型的 S基因与 Pre-flj的长度是一致的，而Pre—SI区变化较大，adw亚型比 ayw 

亚型的 Pre-Sl区约长 33个核苷酸。Pre—S 与 Pre—St的变异率相当于 S基因的两倍，这 

说弱 S基因编码病毒外壳的主要结构蛋白，而 Pre—S区的氨基酸顺序与病毒的包装关系 

较小，但影响宿主的免疫应答。以前认为 S蛋白抗体具有中和作用，近来研 究表明 Pre 
— s：编码的 55个氢基酸多肽的免疫原性弱显高于 HBsAg的 S区 ，该多肽的 N一末端的 26 

个氨基酸含有代表主要抗体结合部位的决定簇。Pre—S 区编码的 108个(adw亚型 )或 

119个 (ayw亚型 )氨基酸多肽 ，连接在 “中”蛋白 (后述 )的 N一末端，并且位于病毒 

颗粒表面，亦具有较高的免疫原性。Pre-Sl多肽在小鼠体内具有 T、B细胞水平上的 免 

疫活性，在人急性 HBV感染过程 中，可产生 Pre-S 特异性体液免疫反应， 不 过， Pre 

— S 特异性抗体是否参与体内病毒的清除过程尚不清。 

C基因区编码核心抗原 (HBeAg)和 e抗原 (HBeAg)。该区有两个起始密 码子 ， 
一 个位于核苷酸1814，另一个位于核苷酸1901，二者之间含有的29个密码子称为前 C区 

(Pre—C)，其它则称为 C区。核苷酸第 1814~2450序列编码HBcAg，而桉苷酸第1901 

~2450序列编码 HBeAg。 此外， 在前 C第 1816核苷蘸处有一缺 口， 推测该区为 HBV 

DNA整台入宿主 DNA的部位，从而解释了为什么 HBV DNA整台入宿主细胞DNA时， 

通常只表达 HBsAg，而不表达 HBcAg或病毒颗粒。 

P区转译的产物是富 含组氨酸 的碱性蛋白，分子量约为 90，000遭尔顿，与 DNA多 

聚酶相似。比较这种蛋白的氨基酸序列，结果发现其覆盖 S基因末端区所编码的氨基酸 

顺序与所有反转录病毒和花椰镶嵌病毒 (CaMV)的反转录酶部分同源，因而认为P区编 

码具有反转录酶活性的病毒 DNA多聚酶。 

x区编码 145到 154个氨基酸的多肽，其功能尚不清楚，用合成多肽的抗体从HBV 

感染的旰组织中检测出相应的多肽为 P28，而在原发性肝癌患者血 清中 测 得与 HBxAg 

起反应的抗体，但抗-HBx是否能作为 HCC的血清学标记尚有待证实。 

HBV基因的转录与调控 

在 HBV感染的黑猩猩肝脏中检测到了两个 HBV特异性 Poly(A)RNA分子，二者 

均是由 HBV DNA L(一)链转录的，分别命名为 2．1kb RNA和 3．5kb RNA (图 1)。 

2．1kb RNA分子的 5 末端位于 Pre-S 2区上游 2O个核苷蘸处，而 3 末 端则位于 C基 

因起始附近，它覆盖了 Pre—Sz区、S基因和 x区。3．5kb RNA分子的 5'-末端位于Pre。 

C区，其 3'-末端与 2．1kb RNA分子的 3 末端位置相同，因此，它覆盖了整个L(一)链， 

外加 1OO个核苷酸序列。这提示 3．5kb RigA分子产生于共价闭环形HBV DNA，并进行 

了极小部分的再次转录。通过克隆的HBV DNA片段转染细胞 ，证实了2．1kb RNA是 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


4 翥毒擎杂志 I，l 990 

Viro10 ㈣ Si ic- 

HBV主要包胰蛋白的翻译模板 ，而 3．5kb RNA Ⅱ是其核心蛋白的韶译模板，同时很可 

能指导县有反转录酶插性的 HBV DNA多聚酶的合成，至于指导其它 HBV蛋白的mRNA 

尚不清楚 ⋯ 

HBV只能在人和黑猩猩的肝脏中增殖” ，这提示HBV基因的表达存在严格的种系 

及组织特异性。巳证实 HBV基因组中至少含有 3个启动子。 HBeAg基因启动子(cP)， 

Pre—S区启动子 (SPa)及 S基因 启动子 (SPIJ)，它们在 HBV DNA基因图上的位置分 ’ 

别是犊苷酸 1648，核苷酸 2780及 核苷 酸 3152处 [。“ “l。Siddiqui等描 述 的 在 HBV 

DNA Pre—S区内，EcoRI切点上游部位，控制其主要表面蛋白台成的 “内部”(interna1) 

启动子可能就是 sP--“”。最近发现在哺乳类动物细胞及其病毒基因启动子上游区，存在 
一 顺式 (in cia)刺激其启动子活性的核苷酸序列，称之为增强 子。HBV增 强 子 位 于 

HBeAg基因启动子上游的 450位核苷酸处即表面抗原的编码序列与 “x”区之间，它 能 

观显地增强 HBsAg基因启动子的活性及 HBeAg基因的表达““ ’。不过增强 子 本 身 

只有组织细胞特异性的反式作用因子 (trans-~ct factor)作用下，才能发挥 作 用 Cte)， 

Shaul等从人肝癌细胞 (Hep—G ，PLC／PRF／5，Hep3B等 )中提取的特异性棱蛋白能与 

HBV增强子及其上游区结合，并明显增强了 HBV基因的表达“”。因而，推测肝细胞巾 

这种特异挂核蛋白的存在可能是HBV嘈肝性的原因所在。 

HBV基因的体外表达 

前面已提到 HBV DNA L(一)链的4个 ORF编码的蛋白分别为 HBsAg、HBeAg／ 

HBeAg、HBV DNA乡聚酶及 x蛋白。如图2所示，S基因编码的由 226个氨基酸的多肽组 

成，是 HBV包膜的主要构成成分，称为“主要”蛋 白}Pre-S 区与 S基因共同编码的蛋白 

由281个氨基酸组成，称为 中”蛋白，Pre—S 多肽 区含多聚人血清 白蛋白受体(pHSA)} 

Pre—SJ
、 Pre—S 与 S基因共同编码豹蛋白最大 ，含 398氨基酸 (adw亚型 )，称为 “大” 

蛋 白 最早采用克隆的 HBV DNA， 在酵母或哺乳类细胞中表速的蛋白通常是S基因编 

码的 “主要”蛋白Cl a,n~】，而后来研究表明 HBsAg的主要抗原决定簇位于Pre—St多肽区， 

并证明了 Pre—S。多肽在小鼠体内能增加 S蛋白的免疫原性， 人工合成的 Pre—S：多肽 的 

抗体能中和 HBV的感染性并起到保护黑猩猩盼作用，因而认为体 内 Pro—St多肽抗体在 

清除 HBV过程中可能起到 重 要 作 用CZo-11 3~所以，近来人们致力于表达含 Pro—S，多肽 

的 “中”蛋 白或含整个 Pro—S多肽的 “大 蛋白的研究。目前，使用 HBV DNA片段克 

隆已成功地在酵母细胞及哺乳类细胞中表达了具有多聚人血清白蛋 白(pHSA)受体的 

“中”蛋 白 “，同样已证明含 Pre—S2基因与 S基因克隆质粒的大肠杆菌 (E．coil)提 

取物中的 HBsAg颗粒亦含 pHSA受体” 。Dehoux等在酿酒酵母 (Saceharomyees core— 

visiac)中成功地表达了含整个 Pre-S多肽的 “大”蛋自，分子量为 3．9 KD，具有pHSA 

受体，并认为这种蛋 白参与 HBV颗粒包膜的构成””。Seully等将 S基因插入桂状病毒 

(Baeulovirus， 一种无脊柱动物病毒 )基因中， 而后转染一种昆虫 (Spodoptera frug— 

iperda)细胞，能分泌大量的22am HBsAg颗粒，认为可用来制备疫苗 ”。 

近来研究的另一方向是所谓的 “氍台”蛋白或 “融合”蛋白的表达，采用瘪苗病毒 
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作HBV基因表达的载体，其目的是在种痘的同时使机体获得对 ttBV的免疫力。此外， 

Delpeyroux等在 HBV s基因部位插入台成的编码脊髓藏质嶷病毒蛋白的DNA片段 然 

后重组表达，结果表明在产生的22nm HBsAg颗粒上携带有脊髓灰质炎病毒蛋白，并能 

诱导产生特异性的中和抗体”“。因此，很有可能通过基因]=程的办法，制备出高效的 

多价疫苗 ． 

此外，HBsAg颗粒在转染细胞 中的形态发生也巳开始研究。Patzer等用 S基 因 转 

染CHO细胞的研究结果表明。合成的HBsAg蛋自在内质网中装配成柱状 或球 形颗粒， 

并在其中聚集成一膨大区域，形成的HBsAg多肽并不立即与胞浆膜发生融台J胞内 未 

能检测到 HBsAg与寡聚唾液酸的复台体}免疫荧光证实细胞膜上不 台有 HBsAg，因而 

认为 HBsAg不是通过与细胞膜的融合而释放的” 。 

X基因编码的蛋白在体外表达也已成功。Siddiqui等与 Pfaff等分别报道了 重组 X 

基 在 Hep-Gl细胞和 sP。系统 表达 的 结果t 该蛋白 由 154个氟基 酸组成， 分 子量 

为 1 7／18·56道尔顿，并在兔 内制备出抗血清，而后在 HBV感染的肝脏中查 到 了相 

应 X蛋白 p28，但在患者血清中未能检出此种蛋白 ”】。 

Serr~no等采用闭环状 HBV DN'A转染 Buffalo大鼠肝细胞，结果产生了 HBsAg与 

HBeAg，并证实其 HBeAg与蛋白磷酸澈酶潘性有关 。Marquardt等将在 体 外培养时 

仅产生 HBsAg的 PLC／PBF／5盱癌细胞接种子棵鼠体 内 ，结 果 检 测到 了HBsAg与 

HBeAg的产生，而后从谍鼠体内再次 取 出该 细胞培养 对，其 HBcAg产生能 力随之消 

失，因而认为这种模式可用来研究 HBoAg表达的调节 。 

最近，几家实验室各自先后报遭。采用克隆环状 的 HBV DNA转 染 人 肝 癌 细 胞 

(Hep—G1)成功地表达了 HBV的全部标志 ，包 括 H8V DNA，HBV DNA多 聚 酶 ， 

HBsAg和HBeAg／HBcAg，并在培养上清液中检测到了少量的Dane氏颗粒 ，从而宣告 

HBV体外培养成功0 ⋯。接着，Acs等将培养出来的 HBV接种到黑猩猩体 内，结果产 

生了典型的肝炎症状，从而证实 了培养出来的病毒是县有感染性的 ”。因 此，HBV的 

这种体外增殖系统为研究 HBV的增殖特性及抗 HBV药物筛选提供了有效的模式。 
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