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丙型肝炎病毒 (Hepatitis C virus，HCV)是造 

成慢性肝炎，肝硬化及肝癌的重要原因之一。目前 

全球发现约有 1亿 7千万人口感染 HCV。HCV的 

急性感染通常是没有症状的，但 50％～80％的病人 

会转变成为慢性感染患者，而且大约 20％的患者会 

在 20年内转变成为肝硬化。一旦确诊为肝硬化， 

每年将会有 1％～5 的病人发展成为肝癌，严重地 

威胁着人类的健康⋯。目前人们对 HCV的致病机制 

以及病理发生过程了解的并不是很透彻，也缺乏针 

对 HCV有效的保护性疫苗和治疗方法。目前治疗 

HCV 主要是通过 Q一干扰素 (INF．Q)与病毒唑 

(ribavirin)的组合疗法，但成功率仅有 45％左右， 

而且副作用大，这些治疗上的困难在很大程度上是 

由于缺少有效的 HCV体外复制系统，这也成为人 

类最终战胜HCV的主要障碍。近些年来，HCV的 

研究进展主要体现在对其基因组及其结构蛋白与 

非结构蛋白有了更深～步的认识，同时对 HCV 自 

我复制过程中的起始阶段有了一定的了解。 

1 HCV基因组的结构 

HCV 是单链正链的 RNA 病毒 ，属黄病毒 

(Flaviviridae)科。虽然 HCV 的基因组较小，但 

仍然分为许多不同功能的基因，这些基因的表达产 

物在 HCV不同阶段的生活史中都发挥着重要的作 

用。HCV的基因组大小为 9．6kb，包括一个大的开 

放阅读框 (ORF)和两侧的5’，3’非编码区 (NTRs) 
⋯

。 核糖体通过进入 HCV 5’NTR端的内部核糖体 

进入位点 ( ES)将 HCV基因组翻译成～个聚蛋 

白前体。翻译结束后，前体聚蛋白被宿主和病毒的 

蛋白酶共同切割成为 10个有独立功能的 HCV 蛋 

白，根据功能的不同分别命名为 C、El、E2、p7、 

NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A和NS5B，排列JI颐 

序为 NH2．C-E1-E2-p7一NS2-NS3．NS4A-NS4B-NS5A— 

NS5B—COOH (图 1)。另外存在一种 F蛋白 (for 

frameshifl protein)或称为ARFP蛋白 (for alternate 

reading frame protein)，是由HCV的C蛋白 (core 

protein)的重叠阅读框翻译得来的，功能目前还不 

清楚【2 。根据功能的不同，将 10种 HCV蛋白划 

分为结构蛋白和非结构蛋白两大类。它们不但在 

HCV的生活史中发挥着重要的作用，而且也影响着 

宿主细胞的信号传导、凋亡及物质代谢等一系列生 

化过程 。 

2 结构蛋白 

2．1 Core 

C蛋白位于整个聚蛋白的N末端，是病毒衣壳 

(capsid)的组成部分，可以通过与病毒RNA的结 

合来调节 HCV基因组的翻译，并通过与糖蛋白作 

用组装出完整的 HCV 病毒颗粒。通常情况下，C 

蛋白是磷酸化的【6J，主要结合在细胞膜上，可以与 

II型载脂蛋白 (apolipoprotein II)结合，说明C蛋 

白是一种脂质结合蛋白L7 J。目前证实 C 蛋白可以 

导致微粒体中的甘油三酸脂转移蛋白的活性降低， 

从而抑制极低密度脂蛋i~(very low—density lipoprotein) 

的组装和分泌 J。 

人们在研究C蛋白的细胞转录调控功能时发现 
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C 蛋白可以与细胞质内信号传导通路分子相互作 

用，从而调节特定基因的表达 刚。如 C蛋白在 IL-6 

和 IFN—Y不同刺激因子的刺激下会对信号传导分子 

JAK-STAT的表达分别产生上调和下调的作用 ̈ 。但 

同时也发现，当采用的实验系统不同时，C蛋白对于 

同一个调控路径的作用可能是上调，也可能是下调。 

NS3 NS4A NS4B NS5A 

图 1 HCV 基因组结构 

Fig．1 Structure of HCV genome 

C蛋白还可以参与对细胞凋亡的调控，如可以 

抑制 c—myc诱导产生的细胞凋亡u引。而且 C蛋白与 

肿瘤坏死因子 (TNF)受体的结合以及与淋巴毒素 

B (1ymphotoxin B)受体的结合都可以调控细胞的 

凋亡[13．H】。除了这些功能，C蛋白还可以与很多细 

胞 内源蛋白因子相互作用来反式调控一系列的生 

理、病理过程如细胞的信号传导、脂类代谢以及癌 

的发生等。 

2．2 E1、E2和 p7 

E1和 E2蛋白是高度糖基化的包膜蛋白，可以 

相互作用形成非共价的异源二聚体，这个过程对于 

E1和 E2的稳定与 加工十分重要u引。在这种异源 

二聚体的C末端存在一段跨膜结构域，具有保持内 

质网的特性 刮。E1、E2可以与 ER陪伴蛋白 (ER 

chaperones)，例如 Bip蛋白、clanexin以及肌网蛋 

白 (calreticulin)相互作用，参与糖蛋白的加工和 

成熟过程Ll 。 

E2蛋白与病毒受体、tetraspanin、CD81及低密 

度脂蛋白的受体也会发生相互作用，具体的功能仍 

在研究中。除此之外，’E2蛋白还可以抑制细胞信号 

传导中的依赖 RNA 的蛋白激酶 (PKR)的活性， 

这可能是造成 HCV 对 a一干扰素抗病毒作用产生 

抑制作用的原因之一u引。 

p7是从E2蛋白上切割下来的一段含有63个氨 

基酸的多肽，其在结构上有两个跨膜结构域。目前 

还没有确定与 p7相互作用的因子有哪些，只是在 

拓扑学和亚细胞定位上对其有了初步的了解，证实 

p7是一种小的跨膜蛋白，可能参与病毒的组装和膜 

运输 l 91。 

3 非结构蛋 白 

3．1 NS2 

通常情况下，NS2蛋白并不是直接从 HCV聚 

蛋白前体上切割下来的，而是由NS2 C末端的二分 

之一与 NS3 N 末端的三分之一共同组成一种依赖 

zn 的蛋白酶，在宿主细胞分子伴侣蛋白hsp90的 

调控下先将 NS2一NS3复合物从聚蛋白前体上切割 

下来，再将 NS2与NS3分割开来【2⋯。这种 NS2一NS3 

蛋白酶在 HCV基因组的复制过程中也起着重要的 

作用。目前还没有发现当 NS2从 NS2一NS3复合体 

上切割下来后会行使何种功能，而且NS2对于HCV 

的体外复制也不是必需的。 

3．2 NS3 

NS3除了与NS2形成具有 自我切割功能的蛋白 

酶复合体外，它的N末端还可以与 NS4A特定部位 

形成另一种异源二聚体：NS3一NS4A复合体。该二 

聚体具有显著的丝氨酸蛋白酶活性，主要负责切割 

HCV 聚 蛋 白上 的 NS3／NS4A、NS4A／NS4B、 

NS4B／NS5A和 NS5A／NS5B连接位点。其中 NS3 

的 C末端结构域有三磷酸核苷酶 (NTPase)和解旋 

酶活性，是 HCV基因组的复制和翻译过程重要的 

功能元件L2川。NS3首先与单链 RNA底物结合，利 

用其 ATP酶活性水解 ATP获取能量，供复制所需， 

再利用其解旋酶活性将双链 RNA从 3’端向 5’端方 

向解链，将模板与子链分开。另外发现 NS3的这种 

解链机制也可以作用于双链 DNA【2̈。 

在细胞信号传导过程中，NS3通过与蛋白激酶 

A (PKA)的结合，抑制其在受到刺激时催化细胞 

核内特定因子磷酸化的活性，从而影响细胞内的信 

号传导。另外，NS3蛋白还可以通过与蛋白激酶 C 

(PKC)磷酸化的正常底物竞争，与 PKC结合来抑 

制其参与的信号传导过程【2 。而 NS3与细胞凋亡的 

关系则主要体现在 NS3可以与肿瘤抑制因子 P53 

相互作用来调节细胞的凋亡L2引。 

3．3 NS4A 

NS4A是仅由54个氨基酸组成的小蛋白质。其 

C末端是20个高度疏水的氨基酸，可以形成a一螺 

旋参与 NS3一NS4A蛋白酶在细胞膜上的锚定过程。 

实验发现，NS4A可以将 NS3定位于细胞核周围的 

内质网膜上L2 。而且 NS4A蛋白的中间结构域还可 
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以与 NS3结合以调节 NS3的丝氨酸蛋白酶活性和 

解旋酶活性，更有研究显示，这种调节作用主要表 

现为抑制作用L2 。 

3．4 NS4B 

NS4B是一种分子量为 27kDa的疏水蛋白。目 

前还没有发现与其直接作用的细胞因子，只是推测 

其也是作为NS3．NS4A蛋白酶的一个辅助因子参与 

HCV基因组的复制和翻译过程。 

3．5 NS5A 

NS5A 是一种高度磷酸化的非结构蛋白，分子 

量为58kDa。目前证实有很多激酶参与了NS5A的 

磷酸化过程，而且 NS5A 的磷酸化水平在 HCV基 

因组的复制和翻译过程中也起着调节的作用【2引。重 

要的是，NS5A 可能是导致 目前主要依赖于 Q一干 

扰素治疗 HCV 的疗法成功率低的原因之一。因为 

NS5A可以诱导白细胞介素 (几)．8的表达使 HCV 

对IFN的抗病毒作用产生抑制，同时NS5A蛋白上 

的干扰素敏感性决定位 点 (interferon sensitivity 

determining region，ISDR)可以通过与依赖 RNA 

的蛋白激酶(PI(R)结合抑制细胞对IFN的应答 。 

目前关于 NS5A与PKR的作用机制及其对 IFN应 

答反应的影响已成为研究的热点。 

NS5A 在细胞凋亡过程的功能主要表现为调控 

蛋白激酶A (PKA)的表达。在 NS5A蛋白中隐含 

着一段核定位信号，但实验中发现，全长的 NS5A 

蛋白并不能进入到细胞核中，只有在细胞进入凋亡 

期时，才可以进到细胞核内发挥蛋白激酶A(PKA) 

转录调控因子的作用。目前认为是凋亡细胞中的 

caspase家族切割了NS5A全长蛋白致使其内部隐含 

的核定位信号暴露出来，从而使NS5A进入细胞核 

内发挥功能I2̈。另外 NS5A还可以调控依赖P53的 

p21／Waf-1基因的表达参与细胞的凋亡调控。 

在 HCV基因组的复制过程中，NS5A 可以与 

HCV复制过程中的核心酶一依赖于 RNA的 RNA 

聚合酶 (RdRp)NS5B相互作用来调节其聚合酶的 

活性，如发现 NS5A的 105—162位氨基酸和 277 
-- 334位氨基酸对于NS5B与模板RNA的结合就有 

着关键的作用，如果这两段序列发生突变，将大大 

影响 NS5B的复制效率。NS5A对 NS5B的调节作 

用主要有两种方式：一种是NS5A与 NS5B结合抑 

制其 RdRp活性；另一种则是通过非化学计量 

(nonstoichiometric)的方式刺激NS5B的RdRp活 

性[29,301。 

3．6 NS5B 

NS5B是目前了解较为清楚的 HCV蛋白，能与 

其作用的蛋白因子也有很多，但最重要的功能还是 

作为HCV复制过程的核心酶对HCV起着至关重要 

的作用。HCV的复制首先是以HCV基因组的正链 

RNA为模板合成互补的负链 RNA，然后以该负链 

RNA 为模板合成互补的基因组 RNA，从而完成 

HCV基因组的复制。在整个复制过程中，NS5B作 

为 RdRp起着关键的作用，同时也成为设计抗 HCV 

药物时考虑的重要靶蛋白。 

全长的NS5B蛋白由591个氨基酸组成，其催 

化中心是由N末端的530个氨基酸组成，而C末端 

的最后 21个疏水氨基酸则负责将 NS5B锚定在细 

胞膜上，同时与NS5B的催化中心相互作用来调节 

NS5B的聚合酶活性。NS5B的三级结构中包括“手 

掌”(palm)、“手指”(fingers)和 “拇指”(t}lumb) 

三种亚结构，其中 palm 的功能是形成核苷酸转移 

反应的催化中心；Fingers主要是与复制所需的三磷 

酸核苷酸相互作用，而 t}lumb则是在 RNA的复制 

起始和延伸过程中发挥重要的作用[31]0另外 NS5B 

的结构中还含有一段位于fingers和mumb之间的独 

特结构，称为 “A1．1oop”，由NS5B的第 12位氨基 

酸到第 46位氨基酸组成。这段结构为 NS5B形成 

封闭的构象提供了许多连接位点，如果这段序列发 

生突变将会造成 NS5B活性的大大降低 。fingers 

和 thumb之问还存在一个特异性的 GTP结合位点， 

作为能变构的特异性调控位点在复制过程中发挥 

作用。目前这样的位点也成为设计抗 HCV 药物时 

考虑的重要靶位点 “。所以研究 NS5B精细的三级 

结构及其功能对于了解 HCV 的整个复制过程有着 

重要的意义。 

在未受 HCV感染的正常细胞中并不表达依赖 

RNA模板合成的 RNA，推测在正常细胞中可能存 

在着特异性针对 NS5B的抑制物，能够阻止 HCV 

的复制。目前人们已经在体外纯化了NS5B蛋白， 

对其生化性质也有了一定的了解，发现 NS5B的结 

构中具有 RdRp特有的 Gly．Asp．Asp(GDD)结构 

序列。但是全长的NS5B单体的催化活性并不是很 

高，推测可能与其结构上的一些缺陷有关I2们。当 

NS5B形成寡聚体后，其 RdRp的活性将大大增强， 

其中的 18位 Glu和 502位 His起着关键的作用 引。 

另外在 NS5B聚合酶中还存在着一个由5个氨基酸 

组成的NTP通道，负责将足量的NTP运输到 NS5B 

的激活位点用于合成子链 RNA 引。 

4 HCV基因组复制的起始 

NS5B聚合酶使用的模板可以是正链 RNA，也 
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可以是负链 RNA；可以是病毒 RNA，也可以是非 

病毒 RNA，但不能是双链 RNA。虽然正、负链 RNA 

都可以作为复制的模板，但通过检测受到 HCV感 

染的肝组织中的RNA表达水平，发现正链 RNA的 

表达水平是负链 RNA表达水平的 10倍之多，推测 

HCV可能优先利用负链 RNA作为复制模板 。 

NS5B与基因组 RNA 3’末端的poly(U)区及 

上游保守的茎环 (stem—loop)结构相结合启动 HCV 

的复制rj 。目前发现NS5B的起始方式主要有两种： 

“copy—back”起始和 “de novo”起始。最早发现的 

“copy—back”起始是一种 自身引发的复制方式。但 

HCV 在体内复制时广泛采用方式并不是 “copy— 

back”，而是后来发现的利用 GTP为复制起始核苷 
’

酸的 “de novo”复制，虽然这种复制需要在高浓度 

的 GTP条件下进行，但该复制过程中不会有遗传信 

息的丢失，而且不需要额外的酶来合成引物或将模 

板 RNA与子链 RNA分割开来，所以是 HCV在体 

内复制时通常采用的方式 。 

5 HCV疫苗 

HCV 侵入人体内会产生一种针对其表面膜蛋 

白抗原决定部位的中和抗体。但这种由人机体 自发 

产生的体液免疫反应是不足以抵抗 HCV感染的， 

而且这种体液免疫有较强的个体差异性 ，因此研 

制一种有效针对 HCV 的疫苗已成为研究的热点。 

目前，HCV疫苗的研究工作存在着很多困难。首先， 

HCV感染人体后在机体内的滴度很低，通常只能通 

过 PCR反应才能检测出来；其次，HCV的遗传是 

不均一的，到 目前为止，发现 HCV拥有 6种分化 

体形式，11种基因型和至少 100种亚型，这就使得 

由一种基因型 HCV感染引起的免疫反应可能无法 

抑制由另一种基因型 HCV引起的再度感染；再次， 

到目前为止，发现能被 HCV感染的物种只有人和 

黑猩猩，这就使得在研制 HCV 疫苗的过程中，成 

本大大提高；最后，缺乏有效的 HCV体外复制模 

型，加之 HCV 在体外复制过程中效率很低，也成 

为目前迫切需要解决的问 J。尽管如此，近些年 

人们在研制 HCV 疫苗的过程还是取得了一定的进 

展。最初的HCV疫苗是在黑猩猩的体内注射 HCV 

包膜糖蛋白 (El／E2)，以MF59作为辅剂以产生高 

水平的中和抗体，结果显示这种抗体对于低剂量同 

种基因型的 HCV感染有一定的抑制作用。也有实 

验将HCV的C蛋白作为El／E2糖蛋白疫苗的辅剂， 

以解决不同基因型 HCV混合感染的问题，因为 C 

蛋白在 HCV 的进化过程中有着较高的保守性。 

HCV疫苗研究的另一个进展是将 HCV蛋白掺入到 

重组的病毒中，通过感染其他细胞如昆虫细胞产生 

类似于 HCV 的蛋白颗粒，或者在烟草细胞中表达 

HCV E2蛋白的高突变区，作为特异性针对HCV的 

疫苗。目前随着 DNA疫苗研究的进展，将包含有 

编码 HCV E2蛋白基因的重组质粒 DNA作为免疫 

原来刺激机体产生针对 HCV 的抗体，但这种疫苗 

的不足在于无法产生消除性免疫 。尽管近些年 

HCV疫苗研究取得了一定的成果，但尚不能令人满 

意。提高疫苗的免疫应答水平及效价成为 HCV疫 

苗研制中的关键问题，同时疫苗的安全性也成为急 

需解决的问题。 

6 问题与展望 

目前对丙型肝炎病毒的了解还很不透彻，许多 

工作包括揭示HCV的毒粒结构、了解早期和晚期的 

HCV生活史、RNA复制的调控机理以及HCV诱导肝 

病发生的病理过程都需要人们去不断地探索。1996 

年Behrens等首次报道了HCV NS5B具有RdRp活性， 

是HCV基 因组RNA复制的关键酶 ，随后对HCV 

RdRp及其在HCV基因组复制中的作用进行了一系 

列探索。HCV NS5B具有RdRp特性，但不完全具有 

HCV RNA特异性结合作用，提示HCV在体内复制 

可能要有其他病毒蛋白或细胞蛋白质因子参与，因 

此寻找并鉴定这些病毒或细胞来源的辅助因子是 

系统研究HCV RNA复制过程要解决的首要问题。 

由于缺乏有效的HCV感染细胞模型，严重阻碍了 

HCV体内复制及其调节机制和抗病毒药物研究。随 

着对HCV分子生物学研究的不断深入将有助于人们 

设计出新的有效地抗HCV药物及针对HCV的治疗 

方法，弥补目前尚无法有效预防和治疗HCV的不足。 
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