
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

·综述·

乙型肝炎病毒受体研究进展
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　　乙型肝炎 (乙肝) 病毒 ( hepatitis B virus , HBV) 是嗜肝

DNA 病毒科的原型病毒。目前 ,对 HBV 的基因组成、复制

过程、抗原结构及生物学特性等已有相当程度的了解 [1 ] 。但

由于缺乏合适的感染系统 ,对 HBV 感染的早期过程 ,如病毒

如何结合靶细胞上的受体最终进入细胞等 ,仍不很清楚。

病毒受体是宿主基因组编码、控制和表达的一组蛋白

质 ,它参与病毒与靶细胞的相互作用 ,使病毒吸附在细胞表

面。在病毒受体的介导下 ,病毒最终进入细胞进行复制。因

此 ,细胞上的病毒受体与病毒的宿主范围和组织嗜性密切相

关。过去认为病毒与细胞的相互作用是通过病毒的某个成

份直接识别和/ 或通过病毒吸附蛋白 (virus attachment pro2
tein ,VAP)结合到细胞表面的单个分子上。近年来 ,由于各

种新技术的发展和应用 ,相继分离出了多种病毒的受体 ,同

时在病毒受体的本质及病毒和受体相互作用机制等研究方

面也取得了很大的进展。看来 ,病毒与受体的结合是一个多

步骤过程 , 涉及不同的病毒吸附蛋白及多个靶细胞受

体[2 - 4 ] 。

HBV 和其它病毒一样 ,也是通过病毒表面蛋白识别人

肝脏细胞质膜上的受体 [3 ] 。HBV 的表面抗原 ( HBsAg) 由 3

个相关蛋白组成 :大蛋白 (L2HBsAg ,pre - S1 + pre - S2 + S) 、

中蛋白 (M - HBsAg ,pre - S2 + S) 和主蛋白 ( S - HBsAg ,S) 。

目前已从人的肝脏细胞及肝癌细胞系 (如 Hep G2 细胞) 中分

离出多个与各病毒表面蛋白区域结合的蛋白组分。

1 　与 pre - S1 结合的蛋白

最早认为多聚人血清白蛋白 (polymerized human serum

albumin ,p HSA)可以介导 pre - S2 与人肝脏细胞上的 p HSA

受体结合 ,使 HBV 进入细胞[5 ] 。但现在多数研究者认为 ,

pre - S1 可能是病毒颗粒与人肝脏细胞结合的最重要区

域[3 ,6 ,7 ] 。pre - S1 区 N 端中大约一半的分子指向病毒颗粒

外部 ,另一半指向颗粒内部[8 ] 。该结构在禽乙肝病毒中保

守[9 ] 。这种结构一方面可以介导病毒颗粒与靶细胞结合 ,另

一方面可以介导病毒膜蛋白与核衣壳结合 [10 ] 。

111 　与 pre - S1 (21～47) 结合的蛋白 　pre - S1 的 21～47

位氨基酸可能是 HBV 与肝细胞和 Hep G2 细胞结合的最重

要的部位[11 ] 。pre - S1 (21～47) 多肽可以阻断 HBV 和细胞

结合 ,其它多肽则不能[12 ,13 ] 。相续分离出多种抗 pre - S1

(21～47)单抗能阻断大蛋白或病毒颗粒与 Hep G2 细胞和肝

细胞的结合[14 - 16 ] 。有报道将 S - HBsAg 的 C 末端和 pre -

S1 (21～47) 融合而构建的质粒 DNA 在小鼠肌内注射一次

后 ,即可以产生高滴度的 S - HBsAb 和抗 pre - S1 抗体及特

异性 HBV - CTL 反应。在转基因鼠中该质粒能清除循环的

HBsAg ,并出现抗 pre - S1 和抗 S抗体。高滴度的抗 pre - S1

抗体可能可以有效清除慢性乙肝携带者血清中的病毒颗

粒[16 ] 。

11111 　IgA 　pre - S1 (21～47)与人 IgAα1 链的 C 区有相当

的同源性[17 ] 。竞争实验和相关抗体的作用显示 :在与正常

人肝细胞结合时 ,HBV 和 IgA 有共同的或相近的受体 [18 ] 。

但有研究认为虽然 pre - S(21～47) 或 HBV 能以剂量相

关方式阻断 IgA 和 Hep G2 细胞结合 , IgA 对 pre - S(21～47)

或 HBV 与 Hep G2 细胞的结合却没有影响 ,因此 IgA 受体在

HBV 的结合中无直接作用。可能 IgA 和 HBV 是结合在不

同受体或同一受体的不同位点上 , HBV 的结合一定程度上

影响了受体结合 IgA 的能力[12 ] 。目前 ,两种可能性都不能

排除。

11112 　hIL - 6 (human interleukin - 6) 　hIL - 6 具有多种生

物学功能。在肝脏中 hIL - 6 能调节急性反应基因的转录 ,

并刺激肝脏再生。Galun 等利用 HBV - 三嵌合体小鼠 (详见

后文)证实 hIL - 6 在体内外均有利于 HBV 感染肝细胞系和

淋巴细胞[19 ,20 ] 。

hIL - 6 中含有 pre - S1 (21～47) 的识别位点 ,可以介导

HBV 和细胞间的相互作用 [21 ] 。CHO 细胞转染 hIL - 6 cD2
NA 及 hIL - 6 cDNA 重组杆状病毒感染昆虫细胞后 ,即表达

pre - S1 (21～47)的受体。并且 ,hIL - 6 和抗 hIL - 6 抗体都

能阻断表达病毒受体的细胞与 pre - S1 (21～47) 结合。hIL

- 6 的 35～66 位氨基酸是 HBV 结合区[22 ] 。

虽然 hIL - 6 在 HBV 感染中的准确作用还不清楚 ,但多

数研究认为它是病毒内化的桥联分子 [23 ] 。hIL - 6 可能通过

以下几种方式起作用 : ①hIL - 6 先与 HBV 形成复合体 ,复

合体与膜定位的 hIL - 6 受体 ( hIL - 6Rα, gp80) 或分泌性的

hIL - 6 受体 (shIL - 6R) 结合后再与 hIL - 6β亚型受体 ( hIL

- 6Rβ,gp130)作用 ; ②hIL - 6 和 gp130 间也有直接相互作

用 ; ③hIL - 6 介导 Jak - Tyk 和 STA T 蛋白激酶激活或各种

细胞蛋白表达 ,再进一步促进未知的相应膜受体或配体表

达 ,有助于 HBV 感染 ; ④病毒从感染细胞出芽时 ,hIL - 6 通

过病毒与 hIL - 6Rα的结合 ,一面和病毒结合 ,另一面和肝细

胞结合。
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11113 　甘油醛 - 3 - 磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde - 3 - phos2
phate dehydrogenase , GAPD) 　利用抗 pre - S1 (21～47) 单抗

的独特型抗体 (Ab2) ,从 Hep G2 细胞和正常人肝脏质膜抽提

物中分离出几个 pre - S1 结合蛋白。Hep G2 细胞的感染性

和这几个结合蛋白的表达紧密相关 [16 ] 。原代人肝细胞与病

毒孵育后 4～8 日 ,细胞内的 rcDNA、cccDNA 和培养液中的

HBsAg 含量增加。这证实 35kD 蛋白可能作为病毒受体 [24 ] 。

经纯化和氨基酸序列分析后确认 ,该蛋白为甘油醛 - 3 - 磷

酸脱氢酶 ( GAPD) [25 - 27 ] 。

　　推测在 HBV 生活周期中 , GAPD 通过其蛋白激酶活性

使病毒核衣壳磷酸化 [27 ] 。已有证据表明 GAPD 能增加病毒

核衣壳和包膜解离[25 ] ,并可能结合转录后调节因子 (post2
transcriptional regulatory element , PRE) ,调节转录后 HBV 基

因的表达[26 ] 。

11114 　HBV - BP( HBV binding protein) [28 ] 　为了增加亲和

性 ,De Falco 等人制备了 pre - S1 (21～47) 的四聚体 ,从经表

面活化剂处理的 Hep G2 细胞质膜中纯化出一个 44kD 的蛋

白 ,并在体外培养的原代人肝细胞中研究了其 E1 coli 表达重

组蛋白抑制 HBV 结合和内化的作用。

直接结合实验确定 ,重组 HBV - BF 能和 HBV pre - S1

相互作用。Hep G2 细胞转染 HBV - BPcDNA 后 , HBV - BP

表达在转染细胞表面和细胞质内。较未转染细胞 ,转染细胞

结合病毒和四聚体能力约提高两个数量级。正常情况下不

结合 HBV 的 CHO 细胞经转染后也能明显结合 HBV ,并且重

组 HBV - BP 及其抗体都以剂量相关方式阻断病毒结合和内

化。

HBV - BP 和人扁平细胞癌抗原 1 ( SCCA1) 的编码区仅

有 4 个核苷酸不同。其中对应于 SCCA1 酶反应中心的位置

有核苷酸变异。特别值得注意的是 ,有一个核苷酸的变异可

能导致出现一个新的糖基化位点。HBV - BP 翻译后的修饰

对其功能是很重要的。除了糖基化位点外 , HBV - BP 序列

中还有很多可能的磷酸化位点。在病毒感染早期 ,细胞受体

通常需要磷酸化后才能发挥作用。这已经在其它病毒中得

到证实。

虽然 HBV - BP 和 SCCA1 很类似 ,但完整的 HBV - BP

重组蛋白对α- 胰凝乳蛋白酶、胰酶等丝氨酸蛋白酶缺乏抑

制作用 ,却能抑制高活性的半胱氨酸蛋白酶 ,如木瓜蛋白酶

和组织蛋白酶 L 。包膜病毒侵入细胞经常需要在膜蛋白融

合区域附近发生酶解 ,经切割后的膜蛋白才能和质膜或内吞

小体膜融合。由此推测 ,与 HBV - BP 类似的 HBV 结合相关

受体可能因为失去抑制蛋白酶活性的能力 ,导致在细胞表面

出现蛋白酶作用位点 ,从而有利于细胞感染。

11115 　其它 　用配体 - 受体原位交联法从 Hep G2 细胞裂

解液中分离出能与 pre - S1 (21～47) 多肽结合的 31kD 糖蛋

白[12 ] 。该蛋白的性质仍有待进一步研究。

112 　其它的 pre - S1 结合蛋白

11211 　无涎糖蛋白受体 (asiloglycoprotein receptor ,ASGPR)

　ASGPR 特异性表达在肝脏窦状隙和基底膜外侧的细胞膜

上 ,具有高度活跃的细胞吞饮功能 ,可介导多种配体吸收。

其亲和力主要决定于配体糖基化状态 [29 ] 。抗 pre - S1 单抗

MA18/ 7 能以剂量相关方式完全阻断血清来源 HBV 和 AS2
GPR 的特异性结合。二者的结合与临床高病毒血症相关 [2 ] 。

通过 ASGPR 可以将外源 DNA 特异性导入肝细胞 [30 ] 。

在实验动物体内 ,载体 - HBV DNA 复合物由 ASGPR 介导

内吞后可以合成 HBsAg[31 ] 。组成性表达 ASGPR 的 Hep G2

细胞和 HuH7 细胞比不表达 ASGPR 的 COS 细胞更能结合

内吞 HBV ;阻断 ASGPR 的功能则明显抑制 HBV 的结合 [32 ] 。

进一步的研究表明 ,ASGPR 能特异性结合血清中的 HBV 颗

粒 ,介导 Hep G2 细胞内吞 ,分泌 HBsAg。而特异性的 ASGPR

配体 (无涎胎球蛋白 ,asialofetuin) 有定量抑制作用。COS 细

胞中则无此现象[33 ] 。因此至少在一定程度上 ,肝细胞特异

性 ASGPR 介导的 HBV 吸附及侵入和病毒感染的组织嗜性

相关。

根据 ASGPR 仅在肝细胞上大量地、高亲和性地表达的

特点 ,建立了细胞指向的药物定位法 [34 ] 。与常规的 IFN -α

或 IFN -β相比 ,在 ASGPR 阳性人肝脏细胞中 ,含 ASGPR

结合区和 IFN -β的重组蛋白 (asialo - IFN -β) 能更好地阻

断 HBV 产生。在裸鼠体内 ,小鼠 asialo - IFN -β能明显减轻

病毒血症 ,而常规的 IFN -β无明显作用[35 ] 。另外 ,将抗病

毒核苷类似物与 ASGPR 结合 ,能使药物在肝细胞溶酶体内

分离 ,因此可以降低抗病毒核苷类似物的肝外副作用 [36 ] 。

11212 　P80[37 ] 　利用 E1 coli 表达的重组蛋白 GST - pre -

S1 ,从人肝细胞和 Hep G2 细胞膜中分离出一个约 80kD 的特

异性结合蛋白。p80 能和各亚型的 HBV 结合。pre - S1 可以

完全阻断重组蛋白和 p80 的结合。缺失突变分析表明 ,其结

合位点在 pre - S1 的 12～20 和 82～90 位氨基酸 ,而不是通

常所认为的 21～47 位氨基酸。两个抗 pre - S1 (21～47) 单

抗的阻断结果也证实了该结论。

p80 的表达不限于人肝细胞。其作用很可能类似于鸭乙

肝中的 gp180 (详见后文) ,是病毒结合的早期位点。

11213 　其它[38 ] 　Harvey 等利用酵母双杂交系统从人肝脏

cDNA 文库中得到几个与 HBV preS1 蛋白相作用的克隆 ,其

体外表达产物能与杆状病毒来源的 GST - preS1 特异性结

合。竞争实验分析发现 :一个未知蛋白与 GST - preS1 的直

接结合可被纯化的血清 HBV 阻断 ,但纯化的 HBsAg 则不起

阻断作用。就目前所知 ,该未知蛋白是第一个确定的能结合

HBV 而不能结合 HBsAg 的蛋白质。

另外 ,序列分析显示克隆之一是脂蛋白 H(apolipoprotein

H ,apoH) (详见后文) 。

2 　与 pre - S2 结合的蛋白

211 　多聚人血清白蛋白 　PHSA 是研究最早的 HBV 结合

蛋白。它可能作为中间受体介导 pre - S2 与肝细胞上的 p H2
SA 受体反应 ,使病毒侵入细胞。仅人和猩猩的 p HSA 可以

和 pre - S2 结合 ,其他动物的则不能 ;但 p HSA 和肝细胞的结

合无种属特异性[5 ,39 ] 。p HSA 的结合位点在 pre - S2 的 3～

16 位氨基酸[40 ] 。
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根据 HBV (adr) pre - S2 区合成引物 ,RT - PCR 和 RNA

- PCR 的结果表明 ,pre - S2 和 p HSA 受体外显子有一定程

度的同源性 ,而且 p HSA 受体基因在肝组织中表达 ,在 HBV

不敏感组织中不表达 [41 ] 。

有的研究者认为 ,仅有戊二醛交联的 p HSA 才能和 HB2
sAg 有效结合 ,意义不大 [39 ] 。后来发现未经化学处理的单体

人血清白蛋白 ( HSA)也可以和 pre - S2 结合 ,但结合量较小。

这提示戊二醛交联可能模拟了天然的修饰过程 [42 ] 。

将阿糖腺苷酸 (ara - AMP)与氨基乳糖人血清白蛋白 (L

- HSA)偶联用于治疗 HBV 感染者 ,28 天后它产生的抗病毒

活性同 ara - AMP 一样 ,但没有神经毒性等临床副作用。这

可能是由于人工改变的 HSA 易与病毒结合 ,然后又被肝细

胞特异性摄取[36 ] 。

212 　纤连蛋白 (fibronectin) 　纤连蛋白是人肝脏窦状隙的细

胞外基质成分。纤连蛋白和病毒膜糖蛋白的亲和性在多种

病毒识别细胞的过程中起重要作用。利用抗 pre - S2 单抗的

独特型抗体发现 ,纤连蛋白和 HBV pre - S2 的结合有种属特

异性。在体外纤连蛋白能与病毒及重组的中蛋白作用 ,重组

的大蛋白由于表位未呈现而无结合活性 [43 ] 。

病毒利用多种受体进入细胞时 ,多受体可能同时起作

用 ,或者第一受体结合病毒后再与第二受体结合 ,而后病毒

通过融合或内吞进入细胞。对在体液内循环的病毒 ,起始结

合必须能有效引发病毒与宿主细胞快速结合。这样看来 ,在

结合初期速率较亲和性更重要。因此病毒可能与一个含量

丰富的受体弱结合后再与特异性的第二受体结合 [44 ] 。肝细

胞膜的窦状隙区与血流直接接触 ,有大量的生长因子及激素

的受体 ,不能不令人推测窦状隙的纤连蛋白和 p HSA 受体等

可能有助于循环蛋白的初始结合 ,随后的过程则由特异性肝

细胞受体介导。

213 　转铁蛋白受体 (transferrin receptor , TfR) [45 ,46 ] 　利用抗

原呈递 T 细胞系统发现 ,在活化 T 细胞呈递 pre - S2 的一段

序列时 ,CD71 转铁蛋白受体介导内吞作用。该过程中需要

结合可溶性的转铁蛋白。HBV pre - S2 和 S 区中含与可溶

性转铁蛋白作用的关键残基。摄取的膜抗原经内吞小体加

工与 MHC Ⅱ结合后 ,呈递给 CD4 + T 细胞。因为 TfR 也在肝

细胞上表达 ,所以它可能在 HBV 侵入细胞时起作用。

3 　与 S结合的蛋白

pre - S1 上的结合位点可能是很重要的 ,但也有研究显

示某些蛋白与 S - HBsAg 特异性结合。

311　膜联蛋白 ( annexin V , AV ; 又名内联蛋白 Ⅱ———en2
donexin Ⅱ,E Ⅱ) 　人膜联蛋白 (human annexin V ,hAV) 是一

种 Ca2 + 依赖磷脂结合通道蛋白 ,分子量为 34kD。天然 hAV

能与 HBsAg 特异性结合 ,并抑制 S - HBsAg 和人肝细胞间的

作用。虽然鼠源膜联蛋白 (mAV)和 hAV 有 90 %的氨基酸同

源性 ,但 mAV 不与 S - HBsAg 结合 ,也不能明显阻断 S -

HBsAg 与人肝细胞间的结合 [47 ] 。S - HBsAg 上的 125～131、

158～169 位氨基酸参与 hAV 结合构象型区域的形成 [48 ] 。

AV 在多物种的多种组织中表达 ,与多种病毒的感染相

关。但就其与 HBV 的关系而言 , HBV 感染和复制仅发生在

含 hAV 的组织和细胞中[49 ] 。hAV 的种属特异性分布与

HBV 的种属倾向性有关 ,而且高度保守。在人、大猩猩、恒

河猴的肝脏和人的所有肝外组织中都能检测到 hAV 的表

达 ;在大小鼠牛、猪上则未检测到其表达。而且慢性肝炎病

人各组织的 HBV - DNA、RNA 转录体、抗原检测结果与

hAV 在各组织的分布情况一致 [50 ] 。在体外 ,hAV 可使鼠肝

细胞特异性结合 S - HBsAg ,并产生 HBV 复制性感染 ;缺乏

hAV 则不能检测到复制标记物 [49 ] 。不表达 hAV 的大鼠肝

癌细胞 FTO2B 转染 hAV 基因后 ,能感染 HBV。感染细胞可

以复制并表达 HBsAg 和 HBcAg ,并分泌 HBV - DNA 至培养

细胞上清中。而且转染细胞上清有再感染能力 [51 ] 。

从研究结果看 ,hAV 结合 HBV 膜蛋白时 ,至少有两个结

构域是至关重要的 ,其中一个与 HBV 的磷脂酰丝氨酸结合 ,

另一个与蛋白组分结合。脂质组成是蛋白发挥功能所需

的[51 - 53 ] 。

抗 hAV 抗体或抗 HBsAg 抗体的独特型抗体可以阻断

HBsAg结合及侵入人肝细胞[54 ] 。这表明 hAV 可能与病毒

内吞及内吞介导的膜融合和病毒内化直接相关。

312 　脂蛋白 H(apoH) 　apoH(又称β2 - 糖蛋白 Ⅰ)是一种肝

细胞质膜糖蛋白 ,也可以在血浆中游离存在 ,分子量为

46kD[54 ,55 ] 。apoH 中含六氨基酸的“短同源重复序列 ( short

consensus repeats ,SCR)”。令人感兴趣的是 ,已确定的 3 个病

毒受体也是 SCR 蛋白家族成员。肝细胞 (包括培养的肝癌

细胞)可以产生 apoH[55 ] 。在转染和表达 HBV 的 Hep G2 细

胞中 ,apoH mRNA 的量是原细胞的 415 倍[56 ] 。重组的 apoH

和血清来源的 apoH 都可以与仅含 S - HBsAg 的重组蛋白结

合[57 ] 。

apoH 中的一部分与脂蛋白相关 ,尤其是乳糜微粒和高

密度脂蛋白。在正常的脂肪代谢中二者都在肝细胞中进行

加工 ,所以推测 HBV 可能和 apoH 颗粒结合 ,被一起转运至

肝细胞内[57 ] 。免疫电镜和 PCR 的结果研究表明 :apoH 主要

与 Dane’s 颗粒结合。HBV - DNA 和 apoH - HBsAg 复合体

间存在正相关关系 ,在病毒复制活跃期患者血清中 ,apoH -

HBsAg 的结合活性高[54 ] 。

apoH 可能通过脂质诱导的构象改变与多种病毒成分作

用。除去脂质的重组 HBsAg 则失去与 apoH 的结合活

性[52 ,55 ] 。apoH 的作用与 HBV 包膜中的阴性磷脂成分有关 ,

而且磷脂的氧化状态也影响 apoH - HBsAg 结合。用重组

HBsAg分析发现十四烷基化的 pre - S1 与 apoH 作用紧

密[58 ] 。HBV 大蛋白十四烷基化后的构像改变能提高受体的

有效吸附能力[59 ,60 ] 。在所有的嗜肝 DNA 病毒中 ,pre - S N

末端的十四烷基化区都是保守的 [60 ] 。apoH 与烷基化 pre -

S1 结合后 ,隐藏的 S区暴露 ,使得抗 HBsAg 抗体更容易接近

pre - S1 区。这提示 apoH - HBV 的复合体可使机体产生更

好的免疫反应[58 ] 。而且 apoH 也与体内快速清除阴性脂质

体及通过吞噬清除表达磷脂酰丝氨酸的细胞有关 [61 ] 。HBV

作为异体颗粒 ,被 apoH 识别后 ,也可能通过这种方式被清
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除。该过程可能与血浆中游离的 apoH 浓度有关[58 ] 。

有报道 apoH 和膜联蛋白 Ⅱ(annexin Ⅱ)有亲和性。膜联

蛋白 Ⅱ可以调节内吞和外排等细胞膜上的物质运输过程。

apoH - HBV 复合体与膜联蛋白的结合可能是一种细胞内病

毒分选和/ 或病毒进入细胞的机制。从各项研究结果看 ,

apoH 在 HBV 感染过程中可能参与 HBV 的膜运输过程及通

过清除“氧化”HBV 起保护器官的作用 [58 ] 。

目前 apoH 的受体还未确定[55 ] 。它可能与肝细胞上的

脂蛋白受体 (LDL 受体和 LDL 受体相关蛋白)相关 [33 ] 。

4 　具有蛋白酶活性的结合蛋白 ———HBV - BF( HBV binding

factor)

从正常人血清中分离出一种 50kD 的糖蛋白 ,可与 HBV

pre - S1 和 pre - S2 作用 ,称作 HBV - BF。HBV - BF 不与其

它物种的肝细胞膜及 Hep G2 结合 ,是正常人肝细胞膜成分

的一个可溶性片段 ,也可以位于膜上 [62 ,63 ] 。

HBV - BF 是中性金属蛋白酶之一。从蛋白的免疫化学

性质、与病毒包膜位点结合等特点看 ,HBV - BF 可能与病毒

进入细胞有关。金属蛋白酶在呼吸道和消化道上皮细胞的

顶端表面尤其丰富。有报道在其它哺乳动物病毒中 ,它与病

毒进入细胞有关[64 ] 。

单抗作用结果揭示 , HBV - BF 的作用位点在病毒表面

蛋白 pre - S2 (136 - 141) ( VRGL YF/ L ) 的精氨酸上。这是

HBV 上唯一的精氨酸切割位点。该单碱基切割位点与其它

上皮细胞分泌酶在病毒糖蛋白上的活化位点一致。HBV -

BF仅切割 M - HBsAg 中的 pre - S2 羧基端序列 ,由此可能

改变 pre - S1 的构象 ,影响 HBV 和抗 pre - S1 单抗的作用。

在 L - HBsAg 中 ,HBV - BF 不能接近 pre - S2 的潜在切割位

点 ,所以无法作用。经 HBV - BF 处理过的病毒形态不变。

病毒融合序列前的位点被酶水解后 ,膜融合所必需的融合序

列暴露。病毒膜蛋白的结构改变提高了病毒结合和进入 T

- 淋巴细胞的能力 ,使病毒吸附到包膜上 ,进入细胞。从 T

- 淋巴细胞的体外感染实验看 , HBV - BF 的作用不仅有利

于病毒结合 ,也有利于病毒内化 ,但不能使病毒进行复制。

在体内的情况还不确定 [63 ] 。

HBV 的大蛋白和中蛋白位于 Dane’s 颗粒和管状颗粒表

面 ,在肝细胞表面受体和 HBV 作用时 ,它们可能作为病毒的

吸附蛋白[65 ] ,而主蛋白则可能有融合蛋白活性。因为其 23

个 N 端氨基酸与其他病毒的融合肽有很高的同源性 ,且在不

同 HBV 亚型和嗜肝 DNA 病毒中保守 [66 ] 。已经证明 HBV

能和多种不能复制感染病毒的人源细胞结合。一些证据表

明这些细胞上的受体与 Hep G2 上的是一样的[67 ] 。HBV 自

然感染需要与病毒结合 ,进入并将病毒转运到合适细胞器的

相关因子。结合在体外无法培养 HBV 等现象来看 ,在非感

染细胞上的受体可能可以使病毒集中在细胞表面 ,靶细胞或

靶细胞附近的特异性因子则是后续步骤所需的 ,如病毒内

化、病毒转运至细胞核。

有研究认为 ,缺乏合适的融合 - 激活蛋白酶可能是

Hep G2 细胞不能感染 HBV 的原因。在体内 ,病毒吸附后的

蛋白酶解可能是自发产生的 ,在 Hep G2 细胞中则不能发生

该过程。用葡萄球菌 V8 蛋白酶处理病毒颗粒 ,其融合序列

暴露后 ,HBV[68 ]和土拨鼠 HBV ( WHV) [69 ]即能感染 Hep G2

细胞。许多 p H 依赖性病毒需要低 p H 条件使病毒构象改变

后 ,才能进入细胞。对那些非 p H 依赖性的病毒 ,蛋白酶可能

作为一种激发物。HBV - BF 在中性 p H 中活性最高 ,很可能

HBV 就不依赖于 p H ,而是通过 HBV - BF 作用暴露融合序

列 ,使病毒包膜和质膜直接融合 [62 ] 。

在靶细胞膜上或靶细胞附近 ,存在的膜结合或分泌形式

的活化蛋白可能决定了宿主范围和/ 或组织嗜性 ,尤其是那

些利用通用受体的病毒。与 HBV - BF 相同或相关的酶可能

是一个很好的选择[2 ] 。

5 　禽类嗜肝 DNA病毒感染中的可能受体

从 HBV 感染早期过程的有关研究看 ,虽然报道了很多

可能起作用的病毒受体 ,但由于缺乏有效的体外感染系统 ,

仍无法确定到底是哪一个受体起决定性作用。

目前的嗜肝 DNA 病毒受体研究中 ,最详细的结果是关

于 DHBV 的。这是因为鸭和鸭原代肝细胞 (primary duck

hepacytoes ,PDHs) 易获得 ,而且可以有效感染 DHBV。其病

毒 - 受体作用机制可能亦适用于哺乳动物嗜肝 DNA 病毒感

染过程。

511 　gP180/ P170

51111 　gp180 的特点 　灰鹭乙肝病毒 ( HHBV) 不能感染北

京鸭 ,但用带有 DHBV/ HHBV 嵌合膜蛋白基因的 HHBVenv

突变株研究发现 ,HHBV pre - S 的 69 个氨基酸被 DHBV 的

相应区域替代后 ,即可感染鸭肝细胞。这显示禽乙肝病毒的

宿主特异性也是由 pre - S区决定的[70 ] 。

从北京鸭中分离获得的 gP180/ p70 可以和 DHBV pre -

S结合[71 ,72 ] 。结合的核心区在 HHBV 膜蛋白的 85～109 位

氨基酸 ,30～85 位氨基酸则有稳定相关构象的作用 [73 ] 。cD2
NA 克隆分析发现 ,gp180 是一种羧肽酶 D (duck carboxypep2
tidase D , DPCD) [74 ] 。gp180 有几个特点符合受体所需条

件[75 ,76 ] : ①gp180 和 DHBV pre - S 的胞外区紧密结合 ,其结

合有种属特异性 ; ②pre - S 受体结合区与 gp180 结合区一

致 ; ③可溶性 gp180 以剂量相关方式抑制 DHBV 感染 ; ④

gp180 在异源肝细胞系表达后可以促进病毒吸附 ,并进入细

胞的泡状结构 ; ⑤DHBV 感染后 ,gp180 表达下调。gp180 不

仅能结合病毒 ,还能和结合的颗粒一起内源化 [76 ,77 ] 。

与已知的受体不同 , gp180 位于高尔基体反面 ( trans -

Golgi net work) 。它通过在质膜和高尔基体间的不断循环起

受体作用[78 ] 。

但是 gp180 的抗体不能阻断 DHBV 感染。其表达也无

法使转染的异源细胞产生复制性感染。另外 ,gp180 不仅在

鸭肝表达 ,也在不感染 DHBV 的组织中表达。并且和不感染

北京鸭的 HHBV pre - S结合[74 ,76 ,77 ] 。

据此判断 ,gp180 是禽类嗜肝 DNA 病毒的共同受体 ,而

非唯一受体。可能与 gp180 结合是禽类摄取嗜肝 DNA 病毒

的初始步骤。能否与 gp180 结合并不是宿主特异性的主要
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决定因素。

51112 　gp180 与 DHBV 的相互作用[79 ,80 ] 　作为 Ⅰ型跨膜蛋

白 ,gp180 由胞外区、跨膜区和约 60 个氨基酸的 C 端胞质区

组成。gp180 的胞内运输依赖于短的胞质区内的信号。其 C

末端含有一个推定的酪蛋白激酶 Ⅱ识别位点。该区的突变

(如苏氨酸 →丙氨酸)可增加 gp180 转运至溶酶体的倾向 ,阻

碍 DHBV 进入细胞。这说明由 gp180 介导的胞内 DHBV 的

定向运输 ,对病毒复制性感染是重要的。

DHBV 和 gp180 以一种新机制相互作用。除了几个短

的α螺旋外 ,DHBV pre - S受体结合区的多数氨基酸为随机

结构 ,没有三级结构。其中一个短的α螺旋有利于初始复合

物的形成 ,在α螺旋前有约 60 个随机程度很高的结构氨基

酸。受体与短α螺旋接触后 ,其外延非结构性的拉链状的序

列即参与结合。该种结合可以暴露并改变受体结合部位的

初级结构 ,同时保护还未确认的一些关键因子 ,以逃避宿主

免疫反应。而且 pre - S可以有更高的变异程度 ,与其重叠的

多聚酶基因可根据进化压力而改变。因此就其本身而言 ,在

结合时 ,DHBV 的结构适应性使病毒表面蛋白在保持受体亲

和力的同时 ,也可调整一级序列逃避免疫监督及肝炎病毒基

因组在进化中的压力。gp180 和 DHBV 形成复合体后 ,构象

改变 ,最大吸收峰从 326nm 移至 344nm。

荧光标记的 DHBV 颗粒的内源化和 gp180 的胞内转运

显示 ,内吞过程似乎是能量依赖的。共聚焦显微镜的结果表

明 ,在生理 p H 范围内受体 - 配体结合物有高稳定性 ,内吞

后 ,DHBV 仍结合着受体。DHBV 一旦进入溶酶体 ,则病毒

的内化受阻 ,这可能是因为溶酶体内没有融合受体 ,而且溶

酶体的酸性环境使 DHBV 失活。研究排除了在细胞表面发

生膜融合的可能性。

在其它病毒中已经指出了共受体在宿主和/ 或组织嗜性

中的作用[81 ] 。未知的某种宿主持异性共受体可能在病毒内

化后的某个步骤中起作用 ,也可能启动膜融合。

51113 　哺乳动物中的同源物 　已经在人、牛、大鼠和小鼠中

发现了 gp180 的同源物[82 - 84 ] 。编码人源全酶 85 %的 cDNA

与 gp180 有 79 %的同源性[85 ] 。但迄今仍无证据表明从人体

中分离出的 gp180 的同源蛋白可以作为 HBV 的受体。

512 　p120[86 ,87 ] 　从 gp180 的性质可见 ,gp180 不是 DHBV

中唯一的受体分子。以后的研究中又分离出可与 DHBV pre

- S区结合 p120 蛋白 ,即鸭肝氨基酸脱羧酶复合体 (D GD)的

P 蛋白 ,其结合位点与 3 个 DHBV 中和表位的结合位点一

致。在细胞表面和细胞内都可以检测到 p120 ,还不清楚在细

胞表面 p120 的含量是否足够使病毒进入细胞。另外 ,p120

可在内源化 DHBV 颗粒的胞内转运中起作用 ,如果是这样 ,

那么 p120 不需要主要定位于细胞表面。

由于以下几个原因 ,p120 可能可作为 DHBV 感染的共

受体 : ①gp180 的最佳结合需要完整的 pre - S 区 ,而 p120 与

完整的或经切割的 pre - S 多肽都有高亲和力 ; ②p120 限制

性地表达在 DHBV 感染组织 ,如肝、肾和脾 ,而 gp180 表达广

泛 ; ③p120 结合位点中的双位点突变可以明显抑制 DHBV

的感染。

p120 的结合区域可能位于 DHBV pre - S 的 98～102 位

氨基酸。该区域通常被围绕的 pre - S序列隐藏 ,类似胰酶的

蛋白酶或双碱基特异性的内肽酶在 pre - S 的 102 位或 103

位氨基酸作用后 ,所产生的 pre - S 蛋白可以和 p120 结合。

V8 蛋白酶的结果也表明 ,乙型肝炎病毒感染过程中可能有

蛋白酶参与作用[68 ,69 ] 。

p120 和 gp180 可能是这样作用的 :首先 DHBV 颗粒通

过 gp180 结合到肝细胞表面 ;然后 ,由于 pre - S 蛋白的直接

构象变化或蛋白酶在 102 位精氨酸的作用导致 p120 结合 ;

p120 的结合使病毒进入或参与细胞内转运。

但在鸡和人的肝细胞中也检测到了 p120 相关蛋白 ,所

以有人认为 p120 并不是 DHBV 的受体。

513 　p55[88 ] 　用 PDHs 免疫小鼠制备出两个单抗。这两个

单抗能抑制 DHBV 和 PDHs 结合 ,并阻断感染。单抗与

DHBV 外膜蛋白无交叉反应性 ,提示抑制作用是由于单抗和

某个宿主细胞表面分子间的特异性作用。通过免疫沉淀获

得表达在鸭肝细胞中的一个 55kD 的蛋白。p55 和 gp180 一

样 ,广泛分布在鸭组织中。利用两个单抗在莫斯科鸭 (Mus2
covy duck) 、鸡和土拨鼠的肝脏裂解物中也鉴定出了 p55 的

类似蛋白。p55 可能并不是受体复合物组分之一 ,只是它的

一小部分表达在肝细胞表面 ,涉及传染途径中的早期步骤。

514 　DHBV 感染模型 　根据 gp180 等的研究结果 ,对 DHBV

的感染过程提出了如下模型 [80 ] :

DHBV 和低特异性的起始受体分子 (如 gp180) 结合后 ,

DHBV - 受体复合物一起被内吞转运到内吞小体区。由于未

知的某种机制 ,复合物停留在内吞小体内 ,直至第二受体 (宿

主嗜性决定因素之一) 激发细胞和病毒膜融合 ,将病毒核衣

壳释放到胞质中。

在一些情况下 ,介导病毒融合的分子也可以介导病毒内

化 ,另一些病毒如 HIV 的感染则需要宿主细胞蛋白酶对病

毒表面糖蛋白进行切割 ,使疏水氨基酸暴露 ,作为膜融合的

介导。在低 p H 条件下处理 DHBV 颗粒 ,可以暴露其大蛋白

中 S区的胰酶位点 ,但不影响其主蛋白亚单位中的同一区

域。这种疏水性构像可以使 DHBV 结合脂质体和完整细

胞[89 ] 。然而 DHBV 似乎是第一个发现的依赖于内吞而非低

p H 进行膜融合的包膜病毒 [90 ] 。因此在细胞中 ,可能是通过

一种共受体因子起作用 [89 ] 。还不清楚这种疏水构像的变化

是否使潜在的膜融合区暴露。但至少在 HBV 中发现该区域

中有多种包膜病毒融合区的同源序列 [68 ] 。

在哺乳动物的嗜肝 DNA 病毒中起作用的细胞受体可能

不同 ,但其过程和机制可能类似。

6 　目前乙肝病毒受体研究中的一些问题

611 　建立适用的体外感染体系 　HBV 有明显的组织嗜性

和较严格的宿主特异性 ,它仅可感染人和黑猩猩等。长期以

来 HBV 研究的主要障碍在于缺乏合适的体外感染模型。

除了仅见的一个报道外 [91 ] , HBV 无法感染肝脏来源的

连续培养细胞系。而人原代肝细胞不易获得 ,并且供者和制
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备方法的不同对细胞感染力有很大的影响。虽然在大

鼠[92 ] 、裸鼠[93 ] 、转基因小鼠[94 ]及鸭等动物中建立了相关模

型 ,但都不能完全阐明问题。黑猩猩是一种很好的感染模

型 ,但其数量有限 ,而且价格昂贵。

最近有一些令人鼓舞的报道 : ①Ilan 等用γ射线处理

CB6F1 小鼠后 ,立即静脉注入 SCID 小鼠骨髓细胞 ,然后将取

自体内的 HBV 感染的人肝组织移植到小鼠肾囊下 ,建立了

HBV - 三嵌合体小鼠 ( HBV - Trimera) 。在小鼠体内 , HBV

可以感染肝脏细胞 ,复制并产生病毒血症 [19 ] 。该模型可以

模拟 HBV 的感染过程及用于筛选治疗性药物。②纯化的

HBV 和狨猴 HBV ( WMHBV) 能有效感染原代树 　肝细

胞[95 ] 。③将原代人肝细胞注入 17 天胎龄的大鼠 ,使其对人

源细胞形成耐受。大鼠出生 1 天后 ,经脾脏注入人肝脏细胞

悬液 ;1 周后 ,再注入 HBV。结果发现移植的原代人肝细胞

可以在大鼠中存活、分化 ,产生人血清白蛋白并感染 HBV。

在大鼠血清中可以检测到 HBsAg、HBV DNA 和 cccDNA[96 ] 。

612 　实验系统的选择

(1)受体研究时 ,通常是以合成多肽、重组蛋白或 HB2
sAg/ HBV 作为配体 ,配体不同 ,其三级结构不同 ,与受体结

合的特异性也可能不同 [37 ] 。另外 ,S区也可能通过构象影响

pre - S1 与肝细胞受体的结构 [97 ] 。

(2)不同的表达系统可以导致产物的肽、α螺旋含量和翻

译后修饰 (磷酸化、糖基化、脂肪酸修饰等) 不同。在体外用

不同来源的重组蛋白分析与受体的结合活性时 ,可能导致不

一致的结果。比如较纯化的 HBV 颗粒而言 ,重组 HBV 与人

肝脏细胞质膜和 Hep G2 细胞的结合水平要低很多。这可能

是由于重组颗粒的糖基化不足 [32 ] 。而且从人质膜和人肝癌

细胞系中分离的组分的组成也可能不同 [58 ] 。

(3)对配体的处理方法不同 ,可能影响配体 - 受体的结

合。如以 pre - S1 (21～47)多肽研究 pre - S1 介导的 HBV 和

细胞间的相互作用时 ,由于所用多肽的结合方式不同 ,使配

体的活动性不同 ,由此不同实验发现能与多肽特异性结合细

胞种类不同[12 ,67 ] 。

(4)样品纯度的影响。如血清中的亚病毒颗粒的竞争结

合和胞内蛋白的非特异性结合都可能影响结果。

7 　病毒感染嗜性的决定因素

长期以来认为 HBV 的感染嗜性主要决定于宿主细胞上

特异性表达的病毒受体。但对病毒受体本质的不断认识及

对 HBV 感染周期的深入研究显示 ,其它因子的作用要远远

超过人们的设想。从目前的研究结果看 , HBV 感染的组织

和宿主特异性至少由两个方面决定 : ①HBV 外膜特定区域

所识别的宿主细胞上的病毒受体 ; ②病毒传代所需细胞特异

性细胞质和/ 或细胞核因子。

711 　病毒受体 　目前认为作为病毒受体 ,应至少有如下几

个特点 : ①限制性表达在宿主的感染组织中 ; ②与病毒特异

性结合 ; ③能使非感染细胞产生复制性感染。

如上文所述 ,关于 HBV 病毒受体的报道很多 ,但结果不

一。HBV 的 pre - S 区可能是人肝细胞最重要的附着部位 ,

受体可能与该区域结合的 IL - 6、GAPD、ASGPR 等相关。另

外 ,与 S区结合的 apoH、膜联蛋白 V 也可能直接涉及病毒结

合的早期步骤。其中 ,HBV - BF 和 HBV - BP 的研究涉及蛋

白酶的作用 ,很值得注意。

712 　细胞特异性因子 　HBV 在体外感染正常人原代肝细

胞时[24 ] ,发现对 HBV 生活周期的限制可能发生在病毒结合

之后的某些步骤 ,如肝外宿主因子和/ 或病毒自身所调节的

RNA 反转录和核心区蛋白翻译等。Hep G2 细胞的感染实验

也说明这一点[11 ] : ①由于 HBV 感染周期中的几个转录调节

元件中都含有肝脏丰富的转录因子结合位点 ,这在不同程度

上影响了病毒组织 (也可能宿主) 特异性 [97 ] 。②从 HBV 转

基因小鼠的结果看 ,病毒的转录与复制中间体主要存在肝细

胞和肾脏近曲小管[94 ] ,揭示了控制病毒 RNA 合成的肝脏特

异性转录因子对 HBV 肝脏特异性分布的影响。③与病毒核

心蛋白上的核定向信号有关的核定向 ,可能也是 HBV 宿主

和细胞特异性的决定因素。虽然 HBV 转基因小鼠中有大量

来自整合基因的完整感染性颗粒 ,但迄今仍未证实转基因小

鼠存在 cccDNA ,这表明小鼠的肝细胞可完成转录后的所有

步骤 , 但至少缺乏一个使病毒基因组进入细胞核的因

子[94 ,98 ] 。④共转染核激素受体、肝细胞核因子 4 及类维生

素 A 的 X受体 - 过氧化物酶体活化增殖因子α可使非肝细

胞复制 HBV [99 ] 。

综上所述 ,随着分子生物学及其相关技术和手段的发

展 ,以及其病毒受体研究的进展 ,对 HBV 病毒受体及其进入

机制的了解正不断深入。这不仅具有理论上的重要意义 ,而

且对于乙肝的治疗、预防策略的制定及抗病毒药物的研制都

将发挥重要的指导作用 ,最终带来乙肝预防和治疗上的重大

突破。
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