
7 ，f；CII) 

’ 第
1{《fI 

1998年 3月 

中 蹦 病 毒 学 

VIR0】_OGICA SlNICA 

V0I 13 NO 1 

M ar 1998 

， 

； 々 

丙型肝炎病毒翻译及调控机制 

唐 时 幸 

军事医学科学院触 ：物流行病研究所，北京 ]0007]) 

8-i 7s l 

The Mechanism of Translation Regulation of Hepatitis C Virus 

Tang Shixing 

(tnstitut of Microbiology and Epidemi logy． ademy of M￡ ， Medical＆iences，＆ g 100071) 

关键词 雨型肝炎病毒．翻译．调控 

Key words Hepatitis C virus．Tram~lation．Regu[alion 

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus，HCV)是单股正链 RNA病毒，有单一阅读框架，编码约 

3叭O个氨基酸的病毒前体蛋白。HCV基因组结构和病毒蛋白的亲疏水性与黄病毒相似，因 

此将其归于黄病毒科丙型肝炎病毒群⋯。与黄病毒不同的是，HCV 5 非编码区(n。ncodjng re— 

gion,NCR)较长，有 332～341个碱基，含 3～5个 AUG密码子，可形成稳定的二级结构(图 

1) 。黄病毒的 5 NCR仅 95～132个碱基，没有 AUG密码子，但其 RNA 5 端有一“帽子结 

构”(cap structure)m7GpppAmp，采用“依赖帽子的扫描机制“(cap—dependent$canning mecha— 

nism)翻译．而 HCV RNA 5 端没有类似的帽子结构．其翻译机制类似于小 RNA病毒(pi— 

conaviruses)的“内部起始”(interim[initiation)翻译机制l3 J。 

l HCV的内部起始翻译机制 

首先发现 HCV内部起始翻译机制的是 Tsukiyama—Kohara，他们在 1992年发表的研究 

结果显示，在 HeLa S3细胞融解物或兔同织红细胞(RRL)融解物制备的体外无细胞翻译系统 

中，由 HCV5 NCR和 core、env基因组成的表达载体能有效地表达病毒蛋白c和 E；当系统中 

加入甲基转移酶的竞争抑制剂一s腺苷同型半胱氨酸(SAH)，以抑制 RNA 5 端帽子结构的甲 

基化后．HCV蛋白的翻译不受影响，说明HCV 5 NCR介导的翻译是非依赖5 端帽子结构的。 

进而，作者构建了含氯霉素乙酰转移酶(CAT)和 HCV基因的双顺反子重组体，并用柯萨奇病 

毒(CVB1)感染 s3细胞以抑制嵌赖帽子的宿主蛋白翻译系统，结果证实位于 HCV 5 NCR上 

游的 CAT基因表达受到抑制，而下游 HCV基因表达正常，说明 HCV 5 NCR所指导的 HCV 

的基因的翻译，采取了不同于核糖体扫描的内部起始的翻译机制 】。同年，Wang等报告了用 

HCV RNA转染 HepG2细胞，研究HCV在体内的翻译机制。他们采用经典的双基因策略，将 

HCV 5 NCR插入两个报告基因 CAT和荧光素(Luc)之间．构建了 5 CAT 5’NCR一5‘ 

I UC—An重组体，转染 HepG2细胞，CAT和 LUC基因都能有效地表达，说明在体内HCV 5‘ 
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NCR仍然 内部起始方式控制下游基因的翻译 。。此外，他们用脊髓灰质炎病毒(Dollovirus． 

PV)感染 HepG2细胞，由于组成 e—IF4F的 P220蛋白被切割而失活，宿主蛋白合成终止， 

CAT基因表达受抑制，但 HCV 5 NCR控制的 LUC基因在感染或未感染细胞中的表达效率 

相似，再次从体内实验角度验证了 Tsuklyama—Kohara等的结果。1994年 lizuka等在酵母细 

胞提取物中证实了HCV 5 NCR介导的内部起始翻译机制 。1995年 Lu等用HCV 5 NCR 

取代 PV 5 NCR IRES，构建了嵌台病毒，结果 HCV 5 NCR不但指导了病毒蛋白的正确表 

达，还形成了能稳定传代并产生噬斑(plaques)的活病毒l6]。上述结果都一致表明，HCV RNA 

的翻译机制与小RNA病毒相似，5 NCR含有 IRES，与桉糖体内部结合 控制病毒蛋白表达， 

而不同于细胞 mRNA的核糖体扫描翻译机制。 

2 HCV IRES的定位 

各种缺失和插入突变方法被用来确定 HCV IRES的5 端和 3 端边界=最初的研究显示 

HCV 5 NCR 5 端缺失 101个碱基都不影响其翻译效率 】，但后续的研究表明完整的5 NCR 

具有更高的翻译效率l1。。也有研究显示5 端 1～45个碱基区对翻译效率影响不大，尤其是 1 

～ 29个碱基区形成的发夹结构对翻译有一定的抑制作用 · 。但 Wang等比较了含 5 NCR 

全序列和 29～332碱基突变序列重组体的翻译效率，结果没有明显差异ll nl，提示 5 端发夹结 

构没有抑制作用。Reynolds等应用点突变方法发现，HCV 5 NCR最靠 5 端的 AUG对 HCV 

翻译调控功能的至关重要作用，该 AUG序列在所分离的 HCV株中也是保守不变的，该位点 

可能代表了 HCV IRES的 5 端边界ll 。从 HCV 5 NCR的空间结构看，IRES的5 端边界位 

于Ⅱ区n分枝前。 

至于 IRES 3 端边界的确定，各研究结果比较相似，都显示起始 AUG密码子上游序列是 

控制翻译的重要部位，任何碱基的缺失或插入都可能影响翻译效率l1 】。但最近的研究表明， 

紧靠起始 AUG密码子下游的部分编码基因(10～3()个碱基)对翻译效率有一定影响，园此这 

部分编码序列也应包括在 HCV IRES内而作为 IRES的3 端 1，对此尚有不同的看法。 

3 HCV 5 NCR和core序列对 IRES的影响 

3．1 嘌呤区段对翻译起始的影响 早期对小 RNA病毒 IRES的研究表明，5 NCR中都存在 
一 个十分保守的嘌呤区段(pyrimidine tract)，其后是 AUG密码子，组成特征性的 Yn—Xm— 

AUG结构(Yn代表了多个嘌呤碱基组成的嘌呤区段，Xm代表了 Yn与 AUG之间的间隔碱 

基)，直接影响 IRES功能l】 。对比研究发现，HCV 5’NCR的 一222～ 一212以及一151～一 

143碱基区也有两个嘌呤区段 PyI和 PyⅡ。所不同的是，PyI后没有紧接 AUG密码子。但 

从计算机模拟的5 NCR空间结构图(图 1A)看，它与下游 一27～一19序列互补后，相隔约 2O 

个碱基就是起始AUG，从空闻结构上具备了上述 Yn—Xm—AUG结构。PyⅡ位于Ⅲ区顶环， 

与其后的AUG相隔约 16个碱基，是一个典型的 Yn—Xm—AuG结构 但采用碱基突变方法 

研究它在翻译调控中的作用时发现，它们本身都不是发挥 HCV IRES功能所必须的。尤其是 

PyⅡ碱基同临近序列均不匹配，叉位于 5 NCR空间结构的外部，显然与 IRES关系不大 如 

果是 PyI碱基突变，改变了碱基间的配对和 5 NCR的二、三级结构，则将直接影响 HCV的翻 

译功能。相反，Wang等采用互补突变方法，Py I与下游临近序列因共变异(covariance)而不改 

变已有的空间螺旋结构，则 1RES的翻译效率不受影响ll 。说明嘌呤区段核酸序列本身并非 

组成 IRES的必要成份，但它与临近序列配对形成的空间结构是维持 IRES的重要因素，在 
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IRES介导的翻译调控中具有重要作用 

” 

；／／  
P∞ udoknot 

l刳【 计算机樘拟时HCV RNA 5 NCR_二缎站枸(A)和假坫站构(B) 

Fig I Ma the computer predicted RNA m cture of the 5 NCR 

of HCV RNA (A)attd 1he p~eclicted pseudoknot 

~ttHctHte in the 5 NCR c1f HCV RNA (B) 

3．2 假结结构对 HCV IRES的影响 从图 蝎 可以看出，一37～一31与下游 一17～一l1碱 

基闻的匹配，加上上述 PyI与一19～ 一24碱基区互补而共同形成一假结结构(pseudokn。t)。 

Wang等采用点突变方法破坏假结结构中的碱基配对，重组体的翻译功能被破坏；如果碱基突 

变维护了碱基闻的配对和假结结构．其翻译功能会重新修复。最近有关瘟疫病毒翻译机制的 

研究也发现，类似的假结结构在翻译调控中具有至关重要的作用，可能是组成 IRES的关键成 

份ll 。小RNA病毒以及传染型支气管炎病毒 RNA3也可能含有类似的假结结构【“ ，推 

测 HCV 5 NCR中的假结结构可能是核糖体的有效结合部位，或者是与内部翻译起始相关的 

起始因子的结合部位 

3 3 HCV 5 NCR的完整性与翻译调控的关系 HCV 5 NCR中包含多个杆环样的发夹结 

构。通过缺失突变发现，除 l区杆环结构对 IRES作用不大、甚至可能有抑制作用外，其它部 

位都是必要的。尽管象Ⅲ区与 IRES可能没有直接关系。并非其直接组成成份。缺少Ⅲ区也同 

样影响翻译效率。说明 IRES并非碱基的基本序列或者是某一位点。而是整个 5 NCR相互作 

用形成的空间结构l8。 】，这一结构能有效地结合核糖体，成为翻译的起始部位。 

3．4 HCV core基因对翻译效率的影响 Reynolds等构建了含不同大小 HCV core基因的重 

组体，研究 HCV core基因序列对翻译效率的影响。结果发现缺少 core基因的重组体在体外 

和体内的翻译效率都非常低，而在 5 NCR和报告基因之间加入 c。re基因后 ，翻译效率明显 
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增加。说明core基因是 IRES的有效成份．并因此确定 IRES的 3 末端在 HCV 354～372碱 

基之间，即 HCV起始 AUG下游 l2～3O个碱基lI 。I u等用 HCV 5 NCR和 core基因取代 

PV IRES序列，掏建了一系列嵌合病毒，结果发现缺少 gore基固的嵌合病毒 PV／HCV 335在 

体外的翻译效率非常低．感染 HeLa细胞后也不能产生活病毒和表达病毒蛋白。相反，加入 

core基因8个和 123个氨基酸的嵌合病毒Pv／Hcv356和 PV／HCV701，都能产生活病毒和噬 

斑。尤其是 PV／HCV 701嵌台病毒产生的噬斑大，病毒滴度也高。但 PV／HCV 701中 core 

序列发生移码或部分缺失突变后，病毒滴度较前分别降低 l～2个数量级．产生的噬斑也减 

小 ，说 明 HCV core基因对发挥 HCV IRES的功能至关重要。关于 HCV c。re基 因的作 用， 

一 方面可能是组成 IRES的有效成份，促进 IRES功能的发挥；另一方面，HCV core蛋白是一 

种碱性蛋白，本身具有结合 RNA和核糖体的功能，因此作为一个翻译激活囤于。值得注意的 

是，含HCV COre全基因的嵌合病毒 PV／HCV 905同 PV／HCV 335一样都是缺损病毒(defec— 

rive virus)，既不能复制，叉不能产生噬斑和病毒蛋白，可能是 HCV core蛋自 C端的信号肽序 

列对病毒复制的抑制所致，以前的研究也发现将信号肽插入 Pv基因．可完全抑制病毒的复 

制 。 

综上所述．象小 RNA病毒一样，HCV 5 NCR含有类似的 IRES功能区，以内部起始方式 

调控病毒蛋白的翻译。HCV 5‘NCR与下游 core基因的相互作用，形成稳定的空间结构，能更 

有效地发挥 IRES功能。但对于可能参加翻译调控的蛋白因子及其作 用部位、HCV core基因 

及其表达产物的作用及机制、HCV不同基困型之间可能存在的翻译效率的差异及其分子基础 

等，仍需广泛深入地研究。 
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第四届全国病毒学高级讲习班通知 

接卫生部 1997第 07号《关于公布 1998第一批国家缀继续医学教育项目的通知)，湖北医 

科大学病毒所将在今年 6月8日～14日举办第4届全国病毒学高级讲习班，学分数 l4，主要 

介绍病毒学与边缘学科和临床医学的最新动态。欲参加者请与该所杨占秋教授联系。地址： 

湖北省武汉东湖路 39号，邮编 430071，电话 027—7812136。 
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