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乙型肝炎病毒外膜大蛋白

谢国强!邵耀明 综述!徐
!

苗 审校

"江苏省无锡市人民医院检验科
!

&%4+&)

%

!!

关键词"肝炎病毒!乙型$

!

外膜大蛋白$

!

研究

!"#

'

%+'),(,

(

=

'>??@'%(*)$4%)+'&+%%'+&'+4%

文献标识码"

-

文章编号"

%(*)$4%)+

"

&+%%

%

+&$+&&1$+)

!!

随着人们对乙肝病毒"

GB

7

DC>C>?.M>HO?

!

:.;

$认识的深

入!在预防)诊断和治疗方面的突破!若仍延用传统的常规诊断

方法"如乙肝三系和
:.;$0P-

检测$已不能全面)真实)快速

地反映乙肝病毒在患者体内感染状况以及抗病毒治疗的效果(

近年来随着对乙肝病毒外膜大蛋白"

:.;$Z!

$在乙型肝炎发

病机制)感染与病毒复制等方面的探究!研究者们逐渐认识到

:.;$Z!

具有越来越重要的临床意义!如
!HB$9%

抗原能够反

映
:.;

的复制情况!可作为预测干扰素治疗是否有效的指

标!推测急)慢性乙型肝炎的预后情况!并用于制备重组乙肝疫

苗等&

%

'

(目前我国关于
:.;$Z!

的报道还很少!本文将就其

研究进展和临床应用作一概述(

C

!

:.;$Z!

的结构
$$

双重拓扑结构

乙型肝炎病毒为嗜肝
0P-

病毒!含有
)&++

个核苷酸!

4

个开放读码框架!可编码
(

种蛋白!其中由
9

基因编码了
)

种

外膜蛋白!即主蛋白"即
:.?-

L

$)中蛋白"

:.?-

L

和
!HB$9&

蛋

白$和大蛋白"

:.?-

L

)

!HB$9%

蛋白和
!HB$9&

蛋白$(乙肝病毒

的
)

个包膜蛋白是从一个开放阅读框的
)

个不同起始位点与

相同的终止位点翻译表达而来&

&

'

(乙肝病毒感染人体后!在血

清中主要存在三种形式%即大球形颗粒"

0D@B

颗粒$)小球形颗

粒和管形颗粒(前
9%

抗原)前
9&

抗原只在
0D@B

颗粒上表达!

前
9%

抗原由
%+2

"

%%+

个氨基酸残基组成!其
&%

"

4*

位氨基

酸为肝细胞膜受体(前
9&

抗原含有
11

个氨基酸残基!其
"

端

与表面抗原
P

端相连!

P

端
%+,

"

%))

位氨基酸为聚合人血清

蛋白受体(

在病毒粒子成熟过程中!大蛋白
7

HB9

结构域停留在内质

网膜的胞质面!通过
9

结构域的
'

型信号和疏水
"

端跨过内

质网膜!大约有一半的大蛋白跨膜区域的拓扑结构在翻译后发

生了改变!使得
7

HB9

区域暴露于病毒粒子的表面!从而产生大

蛋白的独特双重拓扑结构&

)

'

(

D

!

:.;$Z!

是
:.;

一个转录激活子

:.;

表面抗原基因由一个单独的
_#V

组成(该
_#V

被

分割成三个分别起始于三个同框
-8g

密码子的编码区

!HB9%

)

!HB9&

)

9

!相应的蛋白结构域分别为
!HB9%

)

!HB9&

和
9

!

由
-8g

翻译合成的三个
:.;

表面蛋白都是组成膜蛋白的成

分(最近的研究工作显示!

:.;$Z!

的
!HB9%$!HB9&

定位于细

胞质而不是在翻译时通过转移跨过内质网膜&

4$(

'

!该定位使得

!HB9&DD4

的糖基化位点不能与糖基转移酶靠近(在病毒颗粒

中!有一部分的
:.;$Z!

的
!HB9%$!HB9&

出现在病毒表面(

另有报道称乙型肝炎病毒
"

端截短的中表面蛋白"

/:$

.?C

$能作为转录激活子起作用!该功能依赖于
/:.?CP

端

!HB9&

结构域的胞质定位(在野生型
/:.?

中!

!HB9&

结构域

在翻译时转移至内质网"

5#

$腔(最近也有报道显示!

:.;$

Z!

的
!HB9&

结构域在翻译完成后先停留在
5#

膜的胞质面!

那么!

:.;$Z!

是否与
/:.?C

具一样的转录激活功能,

5EBH$

GDHI

等研究发现!与
/:.?C

相似!

:.;$Z!

也能激活一系列

启动子元件(另有证据表明
:.;$Z!

能依赖
!h"

活化
-!$%

和
PV$

6

.

!

!h"

下游的
K$#DJ$%

激酶的功能是
-!$%

和
PV$

6

.

依赖
:.;$Z!

活化的先决条件!因为对
K$#DJ$%

激酶的抑制能

消除
-!$%

和
PV$

6

.

的
:.;$Z!$

依赖的转录水平的活化(

相关研究还证明了
:.;$Z!

确实是一个转录激活因子!

并且与
:.;$Z!

依赖的转录活化和
/:.?C

依赖的转录激活

一样!由
!h"

依赖的
K$#DJ$%

*

/-!&$

激酶信号转导途径的活

化所介导(

E

!

:.;$Z!

在乙肝病毒形成中的作用

乙肝病毒核衣壳的形成依靠
:.;$Z!

!

:.;$Z!

作为一个

跨膜多肽存在于内质网膜中&

*

'

(之前的研究表明!

:.;$Z!

的

+

1&&

+

国际检验医学杂志
&+%%

年
&

月第
)&

卷第
&

期
!

Y@C\ZDE/BI

!

VBEHODH

Q

&+%%

!

;AF')&

!

PA'&



P

末端
!HB$9

区域长
%*4

个氨基酸!可是一直截短其到
%+)

位

也不会影响病毒粒子的形成&

2

'

!然而进一步的截短将改变

:.;$Z!

的跨膜拓扑结构!并且难以形成病毒粒子(这部分主

要是位于
,2

位的天门冬酰胺到
%&1

位的苏氨酸的
4

个突变

体(相对照!另外
*

个在
%&4

位丝氨酸下游的突变体能够包膜

化病毒粒子并且分泌乙肝病毒!在不同的乙肝分离株中!

%+)

位的精氨酸到
%&4

位的丝氨酸序列是十分保守的!当
!HB$9

暴

露于胞质
"

末端!这个保守区域的丙氨酸由于点突变会阻止

病毒粒子的形成!而突变的别的非保守区域的残基则不会产生

这种效果(

这些结果表明!

!HB$9

区域可以被分为两个亚结构域(

!HB$9

的
P

末端区域为病毒受体的配体&

,

'

(这个作用已经被

病毒颗粒的蛋白
Z

的
!HB$9

区域暴露在衣壳外所证实(在
%+)

位精氨酸和
%&4

位丝氨酸的
"

末端部分起到了对病毒粒子形

成的关键性作用(

F

!

:.;$Z!

在乙肝病毒复制中的作用

研究发现!

:.;$Z!

在病毒进入肝细胞时作为受体蛋白起

作用!在病毒组装时!则是基质类似蛋白!同时还行使调节功

能(而且这种多功能性依赖于
:.;$Z!

前
9

区独特的双重拓

扑结构(

.HO@?

等&

%+

'通过鸭肝模型研究发现!含有嗜肝病毒血

清的感染性不仅依赖于具有感染性的
0D@B

颗粒的多少!而且

还依赖于缺乏核酸)富含大蛋白的亚病毒颗粒的数量!后者主

要包括管状颗粒和小球形颗粒!这些颗粒具有反式激活作用!

能显著增强细胞内的病毒复制和基因表达&

%%$%&

'

(亚病毒颗粒

能够反式激活病毒!使病毒复制激活&

*

'

(有研究表明!大蛋白

超量表达会通过反式调控作用使
9!;?

不会分泌!形成亚病毒

包膜纤维体!其在细胞内积累可导致肝细胞液泡化和细胞

凋亡(

:.;$Z!

对
:.;

复制过程具有反式激活作用!并与病毒

颗粒从细胞内释放!调节有关
:.;$Z!

存在于感染性颗粒

"

0D@B

颗粒$和亚病毒管状颗粒上!是病毒形成完整外膜的重

要标志!与血清
:.;$0P-

拷贝数具有良好的相关性!能反映

患者机体内乙肝病毒复制情况(

G

!

:.;$Z!

检测与临床意义

虽然目前医学界认为外周血
:.;$0P-

是
:.;

复制最

直接和可靠的指标!可以用来判定患者和携带者有无传染性(

与此同时!还有研究发现!在
:.;

形成包膜的过程中需要大

蛋白"即
:.?-

L

)

!HB$9%

蛋白和
!HB$9&

蛋白$和中蛋白的参

与&

%)

'

!特别是自
.HO@?

等通过研究鸭乙肝病毒证明了
:.;$

Z!

的存在之后!越来越多的专家学者通过不同的实验相继证

明了这一观点(因此检测
:.;$Z!

的存在对于临床上判定

:.;

复制具有一定的意义(

以往的检测是通过检测大蛋白的独有片断
!HB$9%

蛋白来

实现的&

%4

'

!但是编码
!HB$9

蛋白的
:.;$Z!!HB$9

区具有较为

复杂的拓扑结构&

%1

'

!导致
!HB$9%

抗原的检出率较低!不能很

好的反映
:.;

的复制情况(王永忠等&

%(

'通过对
&2,

例

:.;$0P-

阳性标本进行
:.B-

L

和
:.;$Z!

的检测结果显

示!

:.;$Z!

阳性率
2*'&3

!明显高于
:.B-

L

阳性率
1+'&3

"

%

&

+'+%

$!显然在判断病毒复制和传染性方面!

:.;$Z!

比

:.B-

L

具有明显的优势!在不具备
:.;$0P-

检测条件的基

层医院!

:.;$Z!

可以用于作判断有无病毒复制的血清学

指标(

魏红山等&

%*

'的研究也表明!在
:.B-

L

阴性慢性乙肝患者

血清中
:.;$Z!

与
:.;0P-

具有良好的符合率!该研究中

&%)

位
:.;$0P-

阳性患者仅
4+'43

为
:.B-

L

阳性!而

:.;$Z!

阳性率达到
2%'*3

!而且在
&*1

份标本中
:.;$Z!

和
:.;$0P-

的阳性率差异无统计学意义!

:.;$Z!

的
-

值

与
:.;$0P-

拷贝数呈良好的正相关性"

4

&

^+',%+

$(表明

:.;$Z!

对于判定乙肝患者体内病毒复制水平优于
:.B-

L

!

与
:.;$0P-

具有相似的临床价值(

此外!黎广益等&

%2

'采用酶联免疫吸附试验"

5ZY9-

$的方

法和荧光定量
!"#

方法对
:.;$0P-

对
:.;$Z!

进行检测!

通过对
)%

位经拉米夫定抗病毒治疗患者的研究!证明了在拉

米夫定抗病毒治疗过程中动态检测
:.;$Z!

可用于评估抗病

毒治疗效果(

目前临床抗病毒治疗过程中!在
:.;$0P-

阴转后通常

会继续用药以防止病情反复!由于乙型肝炎病毒大蛋白晚于

:.;$0P-

的阴转!并具有反式激活病毒复制能力!因此在监

测病毒复制和观察治疗效果上具有重要的临床意义(

H

!

:.;$Z!

研究的发展前景

我国是
:.;

的高流行地区!约
%+3

的人口携带
:.;

!其

中
%+3

"

&+3

可发展为肝硬化!肝硬化患者中!

:.B-

L

阴性

者大于
(+3

!因此对
:.B-

L

阴性肝炎患者
:.;

复制程度的

评估已成为临床上亟需解决的问题之一(由于
:.;$Z!

能更

好地反映
:.;

的复制情况!且通过
5ZY9-

方法检测
:.;$Z!

操作简便!各级医疗机构都能开展#同时由于
:.;$0P-

检测

相对复杂!需要有专用
!"#

实验室和相关昂贵的定量检测系

统!在不具备
!"#

实验条件时!

:.;$Z!

的检测具有不可低估

的临床价值(另外!在已开展
!"#

实验的情况下!联合检测

:.;$Z!

又可以作为
:.;$0P-

检测的有益补充(

目前临床抗病毒治疗已经取得了一定效果!拉米夫定是目

前治疗慢性乙型肝炎的主要抗病毒药物(但是目前的抗病毒

药物不能彻底清除共价闭合环状
0P-

"

KKK0P-

$!

:.;$Z!

的

残留阳性也意味着肝细胞内残留病毒的高复制能力(此外!由

于
:.;$Z!

具有肝细胞直接毒害性!

:.;$Z!

持续阳性可致

预后不良!因此应用拉米夫定抗病毒治疗效果监测上单独采用

:.;$0P-

指标是不够的!应该增加具有反式激活作用)对肝

细胞具有直接毒性的
:.;$Z!

的检测(虽然拉米夫定能明显

降低
:.;0P-

水平!并促使
-Z8

恢复正常!但抗病毒治疗

的停药时间很难把握!部分病例按照
&+++

年拉米夫定临床应

用指导意见&

%,

'停药后!仍会出现病毒的突发!以
:.;$Z!

转阴

作为预示抗病毒治疗较为彻底的判断有待于进一步观察(

目前我国在该领域的研究尚处于起步阶段!对
:.;$Z!

检测方法的作用及改进)中国人群参考价值范围以及在乙型肝

炎病毒防治应用中的评价都是摆在广大检验工作者和临床医

生面前的课题(
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生物芯片技术"

E>AKG>

7

!

."

$融微电子学)生物学)物理学)

化学)计算机科学为一体!具有重大的基础研究价值!又具有明

显的产业化前景(悬浮式点阵"

?O?

7

B@?>A@DHHD

Q

!

9-

$是生物

芯片技术领域又创新!由于检测过程中分子杂交在悬浮液体

中!故又被称之为液态芯片"

F>

X

O>IKG>

7

!

Z"

$(

C

!

Z"

的一般特点

C'C

!

传统
."

与
Z"

的区别
!

传统
."

是指包被在硅片)尼龙

膜等固相支持物上的高密度的组织)细胞)蛋白质)核酸)糖类

以及其他生物组分的微点阵!通过检测芯片与标记样品的杂交

信号即可实现对生物样品的分析(常见生物芯片主要有基因

芯片)蛋白质芯片)组织芯片等(

Z"

将激光技术)应用流体学)

高速数字信号处理器和计算机法则整合在一起!在特制的微球

上包被抗体)抗原或核酸探针等!可同时检测液相中多种成分!

如细胞因子)自身抗体)特定核酸序列等&

%$&

'

(

C'D

!

Z"

的原理
!

采用荧光编码技术!对液相体系中的微球

"直径
1'(

#

6

聚苯乙烯小球$用不同比例的红色分类荧光标

记地址!通过
&

种荧光染料对微球染色!调节荧光染料的比例

可获得
%++

种不同颜色的微球!每种荧光的浓度又分为
%+

个

等级(将每种颜色的微球交联上针对特定检测物的生物探针

"探针通过羧基结合到微球表面$!将编码微球混合后加入微量

待检样本!悬液中靶分子与微球表面的探针进行特异性结合(

以激光流式细胞仪作为分析平台!当微球通过激光流式仪时!

两束不同波长的激光"

()1@6

和
1)&@6

$对微球颜色进行鉴

定!同时通过靶分子上的报告分子完成定量分析(其检测原理

是让单个微球通过检测区域!再使用不同波长的激光同时对微

球探针上的红色分类荧光和报告分子上的绿色标记荧光进行

检测!一束激光激发微球探针上的红色分类荧光!根据不同的

分类荧光信号和荧光浓度等级将微球探针进行分类"寻址$!从

而寻找到各个不同的反应分子类型!另一束激光激发绿色标记

荧光!以微球探针上结合的报告分子标记荧光数量反映微球探

针上结合的待测分子的数量&

)

'

(

Z"

具有高通量)高敏感性等

特点!与平板式芯片"

7

FD@DH6>KHADHHD

Q

?

$相比使用更方便)成

本更低)统计学处理更快!在杂交动力学增速以及阵列准备等

方面具有更高的灵活性和可塑性&

4

'

(以
Z"

技术检测
1()*

例

血液标本中的
!

$

地中海贫血常见类型!发现
%)&

例携带
!

$

地中

海贫血突变基因!携带率为
&')43

!检测结果准确)快速!且成

本较低&

1

'

(

D

!

Z"

在肿瘤研究中的应用

目前主要通过血液中肿瘤标志物的检测对被检测者作出

诊断或疗效及预后判断(普遍使用的放射免疫分析)酶免疫分
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