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La 蛋白与 HBV RNA 相互作用关系的研究进展
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[摘要 ]　新近研究发现, 人类L a 蛋白 (hum an L a p ro tein, hL a)是一种与HBV RNA 转录调节相关的因子。L a 蛋白可能结合

在HBV RNA s 的茎环结构上, 具有保护乙肝病毒 (hepatit is B viru s, HBV )RNA , 促进其翻译启动的作用, 可能是HBV RNA

的稳定因子。当L a 蛋白发生突变后将无法与HBV RNA 结合, 丧失保护HBV RNA 的功能, 使其受到酶的降解, 无法转录翻

译, 病毒的复制受阻, 从而抑制HBV 感染。本文综述了L a 蛋白、HBV RNA 及核酶 (nuclear RN ases) 三者间相互作用关系的

最新研究成果, 从分子水平上探讨了导致 HBV RNA 降解的可能机制, 推测了野生型和突变型L a 蛋白对乙型肝炎病毒RNA

的翻译启动和病毒复制的影响。
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[ABSTRACT ]　T he hum an L a p ro tein is recen tly iden tified as a ho st facto r po ten tia lly invo lved in the po st2t ran scrip t ional

regu lat ion of hepatit is B viru s (HBV ) RNA. T he L a b inding site is m apped to a p redicted stem 2loop structu re w ith in a region

shared by all HBV RNA s, and it is know n that hum an L a p ro tein p ro tected HBV RNA against R nase2m ediated degradation.

HL a m utan ts lo st the ab ility of b inding and p ro tect ing HBV RNA , w h ich m ake it easy fo r HBV RNA to degrade and the viru s

rep licat ion to term inate. T h is review summ arizes the latest invest igat ion abou t the in teract ion of L a p ro tein, HBV RNA and

N uclear RN ases, and discusses the po ssib le m echan ism s of HBV RNA degradation, the effect of L a p ro tein and its m u tan ts on

the translat ion in it ia t ion of HBV RNA , and the rep licat ion of the viru s.
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Ξ
　 乙肝病毒 (hepatit is B viru s, HBV ) 感染严重威胁着人

类健康, 虽然, HBV 感染的发病机制及其防治研究已经取得

重大进展, 但如何阻断HBV 的复制一直是相关领域科学家

面临的重大挑战。近年来的研究发现, 人类L a 蛋白 (hum an

L a p ro tein, hL a) 具有稳定 HBV RNA , 使其免受核酸酶破

坏的作用, hL a 突变可能使HBV 蛋白质翻译受阻。改变 hL a

的生物学性状, 干扰 hL a 与HBV RNA 之间的相互关系, 可

能成为抗HBV 感染的突破口之一, 已经引起诸多关注。本文

就 hL a 与HBV 两者之间的研究进展作一综述。

1　hLa 的分子特性与功能

hL a 最初是在系统性红斑狼疮患者的血清内发现的一

种自体抗原, 是一类保守的RNA 结合磷蛋白, 含有RNA 识

别模体 (RNA recogn it ion mo tifs, RRM s) , 参与 RNA 的代

谢, 主要位于细胞核内, 相对分子质量为 47 000, 人体每个细

胞中约含有 2×107 个拷贝[1 ]。hL a 至少可分为 3 个区: (1)

高度保守的N 终端区 (包含 60 个氨基酸, 以前称为L a 区) ;

(2) 中度保守的RRM , 亦称RN P 结构域 ( ribonucleop ro tein

dom ain) ; (3)非保守的 C 末端区, 不同物种L a 蛋白的 C 末

端区差异显著。

hL a 蛋白含有 3 个与RNA s 结合有关的RRM s, 分别为

RRM 21、RRM 22 和 RRM 23[2 ]。RRM 含 70～ 80 个氨基酸,

具有与 RNA 结合所需的 RN P22 和 RN P21 序列, 折叠形成

RRM s 的次级结构[3 ]。RN P22 和 RN P21 分别位于 Β1 和 Β3

结构元件上。在三维结构中, RN P22 和RN P21 在铰链 1 和 2

之间汇集成一个RNA 结合表面。hL a 的RRM 22 和RRM 23

是与 HBV RNA 结合的核心部位, 如果 RRM 22 或 RRM 23

中的RN P22 和RN P21 缺失, hL a 与HBV RNA 的结合即被

阻断[4 ]。

L a 蛋白可以结合大量新生小RNA。病毒转染细胞实验

表明,L a 蛋白也结合病毒编码的RNA s。L a 蛋白与RNA 聚

合酶Ë 转录子如 tRNA 前体的 3′末端尿苷结合, 参与其加工

处理[5 ]。与多种病毒和细胞RNA 相互作用, 参与脊髓灰质炎

病毒 (po lio viru s)和丙肝病毒 (hepatit is C viru s, HCV ) 的帽

子独立结构的翻译起始[6 ] , 还与HBV 和 HCV 等病毒 RNA

的稳定性有关[7 ]。最新研究发现, L a 蛋白与体外HCV 的内

部核糖体进入位点 ( the in ternal ribo som e en try site, IR ES)

有关, 其N 末端和 C 末端各自与HCV IR ES 相互作用, 促进
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内部的翻译起始[8 ]。目前尚不清楚L a 蛋白如何完成这些不

同的功能, 但认为它是一种RNA 伴侣分子, 具有稳定RNA

结构的作用。

2　hLa 蛋白与 HBV RNA 的相互关系

近期研究[9 ]已确定,L a 蛋白是HBV RNA 的结合蛋白,

以磷酸化依赖模式结合在HBV RNA 核苷酸 1 243 和 1 333

之间的一个茎环结构上, 其磷酸化区域在C 末端区内, 目前

已标注了 4 个磷酸化位点。hL a 在体内以二聚体形式存

在[10 ] , 但与HBV RNA 结合时, 多聚体分解为单体。hL a 常

以单体或寡聚体的形式与HBV RNA 结合形成复合物。野生

型L a 蛋白单体的结合亲和力很高, 约 0. 8 nmo löL [4 ] , 推测

hL a 结合HBV RNA 的最佳结构是单体形式。L a 蛋白参与

多种小核 RN P s、核仁 RN P s 和 tRNA 前体的加工, 它可能

作为一种伴侣分子, 在RNA 的加工过程中依赖 hL a 寡聚体

的形式起稳定RNA 分子的作用[1 ]。但在 hL a2RNA 结合过

程中, 存在于 hL a 寡聚体和单体间的平衡调节尚需其他方

法进行验证。

实验结果[4 ]表明, 当 hL a 第 274～ 348 位氨基酸缺失后,

hL a·HBV RNA 的复合物形式消失, 可能由于RRM 23 的C

末端部分缺失或W alker2A 模体 (第 333～ 340 位氨基酸) 的

清除, 由于 tRNA 前体的 5′端加工也依赖这些元件, 因此这

些元件很可能有助于结合。但也有报道L a 蛋白的C 末端部

分缺失仍然可结合人免疫缺陷病毒 (hum an imm unodefi2
ciency viru s, H IV ) 反式激活效应元件 ( t ransact ivat ing re2
sponsive elem en t, TA R ) 和 hY1 RNA 及不同的单链和双链

RNA 底物[10 ]。而且, 基本区域 (第 328～ 334 位氨基酸)被取

代后, L a 蛋白与 HCV 内部核糖体结合位点的结合受到抑

制, 说明不同的L a 区域与多种RNA 子集的识别有关。今后

的研究将区分在 hL a C 末端的特异性氨基酸对于直接结合

及其与HBV RNA 的结构稳定之间的相互关系。

在RRM 21 (第 11～ 99 位氨基酸)缺失的情况下, hL a 与

HBV RNA 的结合仍很强, 说明RRM 21 对结合并不必要。但

RRM 21 却明显影响与 tRNA 前体的相互作用, 在 RN ase P

剪切下, tRNA 成熟的调节也可能通过 hL a 的第 366 处丝氨

酸的磷酸化作用而加以完成[11 ]。M araia 等[12 ]建立了一种L a

蛋白与 tRNA 前体相互关系的模型, 在这一模型中, RRM 21

可调节具有典型的 3′2UUU 结构的 RNA 聚合酶Ë 转录物

的结合, 而 RRM 22 和 RRM 23 模体对一般 tRNA 前体的结

合是必要的。另外, 不成熟的 tRNA 的 5′2末端结合 hL a C 末

端部分的W alker2A 模体, 但成熟的 tRNA 并不结合 hL a 蛋

白, 因此, RRM 21 和W alker2A 模体对于L a 蛋白和 tRNA

前体之间的稳定作用关系都是必不可少的决定因素[13 ]。但

对HBV RNA 的识别结合在某种程度上有别于此, 即RRM 2
1 与结合是不相关的, 而RRM 22 和RRM 23 模体对这种高亲

和力结合具有协同作用。

可见,L a 蛋白与多种RNA 分子之间的相互作用关系具

有广泛的结构和序列多样性。L a 蛋白很可能与这些 RNA s

子集通过建立由不同L a 区域完成的多种结合模式相互作

用。无论C 末端区是直接与HBV RNA 作用还是间接稳定

某个部位, 这种复杂的相互关系尚有待证实。hL a 寡聚体和

多聚体之间的平衡受RNA 结合的调节, 引起了研究 hL a 蛋

白多样化功能的广泛兴趣。RRM 22 和 RRM 23 模体被认为

是 hL a·HBV RNA 相互作用关系的最重要区域。

3　La 蛋白与 HBV RNA 的关系受核酶影响

在某些情况下, 核酶的剪切位点可被RNA 2结合蛋白保

护, 表明蛋白因子可以保护剪切位点, 使RNA 免受降解[14 ]。

L a 蛋白是一种稳定组蛋白mRNA 的内参子, 可延长组蛋白

mRNA 的半衰期[15 ]。实验证明, 当L a 蛋白结合位点的结构

发生改变时, HBV RNA 的半衰期缩短。3′和 5′的剪切产物

均在与L a 蛋白结合的茎环结构的上游位置产生。在RN ases

存在的情况下, 5′2CP1 和 3′2CP2 均减少, 表明生成 5′2CP1

和 3′2CP2 时酶的活性相同。由于从注射细胞毒性 T 淋巴细

胞 (CTL ) 的鼠的肝提取物中制备而来的 RN ase 活性较高,

所以在HBV RNA 的引物延伸分析中可见用注射CTL 的鼠

制备的核提取物处理的HBV RNA 有显著降解, 而未注射的

无明显降解[14 ]。因此, HBV RNA 的降解、L a 蛋白的断裂及

HBV RNA 底物的有效剪切的同时发生有力地说明, 在

HBV RNA 的稳定性、全长L a 蛋白的存在及核酶活性三者

之间有功能相关性。由于剪切位点位于L a 蛋白结合位点的

5′端, 因此,L a 蛋白可能通过阻止RN ases 进入剪切位点, 从

而达到保护剪切位点的作用。

研究发现, 核酶的活性与 HBV RNA 的降解有关, 在

HBV RNA 茎环结构的 5′端可以检测到内源性核酶的剪切

活性。而且, 鼠巨细胞病毒 (M CM V )感染的细胞因子介导的

HBV RNA 下调与内源性核酶的剪切活性有暂时相关性[14 ] ,

说明稳态HBV RNA 的含量受 2 种因素的控制, 一是L a 对

其产生的稳定影响, 二是核糖核酸酶活性对其产生的不稳定

影响。

已有报道, 在疱疹单病毒感染、或用胰岛素 (或雌激素)

治疗幼鼠肝细胞之后, RN ase 活性都有所增长[16, 17 ]。不同的

核内切酶的活性与类型影响剪切产物。现已知被完整的

HBV RNA 识别的剪切位点在 5′2CCA öUA öCU 23′, 但 HBV

RNA 如何被核内切酶选择性剪切的机制尚不明确, 也有可

能在HBV RNA 的其他部位剪切, 如雌激素调节的核内切酶

与白蛋白mRNA 和载脂蛋白 2 mRNA , 可在几个位点分别

剪切相应的mRNA [18 ]。

核酶活性分析说明, 剪切HBV RNA 的位点近似位于预

测的L a 蛋白结合位点。核酶活性的上调与全长L a 蛋白的

消失、HBV RNA 的降解都有关联。由此可见, 核酶的纯化与

剪切位点的更详细的特征对于核酶调节 HBV RNA 稳定性

机制的研究是非常必要的。

HBV 感染的治疗是目前世界上倍受关注的重大问题。

L a 蛋白干扰 HBV RNA 及其相关结构系统的研究将开创

HBV 感染治疗的一个新的时期, 为临床治疗和药物研究提

供新的方向。研究表明L a 蛋白与HBV RNA 的翻译启动和

病毒复制存在必然联系, 但它们之间的确切关系尚有许多问
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题值得进一步探讨, 如L a 蛋白保护HBV RNA 免受降解的

机制、hL a 突变体中最佳突变位点的寻找及突变后干扰机制

的确定、L a 蛋白多样化功能、核酶的作用特征及其与 HBV

RNA 作用的交互影响等。这些问题对于今后从分子水平和

空间构象等方面研究乙肝病毒的发病机制具有重要理论意

义和临床应用价值。
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降。查血钾 4. 5 mmo löL , 血钠 140 mmo löL , 血氯 99 mmo lö

L , 尿素氮 18 mmo löL , 血肌酐 694 Λmo löL。治疗上除停用盐

酸阿罗洛尔外, 继续使用原先的降血压药物以及维持性血液

透析。2 d 后患者病情渐平稳, 症状显著减轻, 自主心律恢复,

4 月 30 日拔除临时起搏器, 患者无特殊不适, 观察 1 周后出

院。

2　讨　论　盐酸阿罗洛尔为降压药中 Α及 Β受体阻滞剂之

一, 可同时阻断 Α及 Β受体, 其作用比大致为 1∶8。本药通过

适宜的 Α受体阻断作用, 在不使末梢血管阻力升高的情况

下, 呈现较强的 Β受体阻断作用所致的降压效应。该药用于

严重肝肾功能衰竭患者要慎重, 长期用药时, 需定期检查心

功能 (心率、血压、心电图和X 线)。出现心动过缓及低血压时

须减量或停药。本例所用盐酸阿罗洛尔为常规剂量, 由小逐

渐增大, 最大量仅为 20 m göd。早期表现出良好的降压效果,

对心率无明显影响。发生窦性心动过缓及停搏时血电解质无

异常, 因此与电解质改变无关; 而停用盐酸阿罗洛尔后患者

心率逐渐恢复正常, 因此我们认为患者心率的变化与较长时

间地使用该药物有关。临床上罕见如此严重的心动过缓, 究

其原因我们推测除患者可能对该药物较常人敏感外, 还与其

基础病变为慢性肾衰竭, 肾脏对药物的清除效率下降, 导致

该药物体内蓄积, 再加上联合使用钙拮抗剂 (氨氯地平) , 两

者可相互增强药理作用有关。因此临床上应高度重视盐酸阿

罗洛尔用于肝肾功能损害患者的可能不良反应, 尽可能避免

致死性心律失常等严重并发症的发生。
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