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细胞极性与丙型肝炎病毒受体介导的细胞入侵
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　　［摘要］　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）的细胞入侵过程由多因素介导，包括多种受体及触发病毒内吞入胞的细

胞因素。新发现的受体分子ｏｃｃｌｕｄｉｎ已被证明与ＳＲＢ１、ＣＤ８１、ｃｌａｕｄｉｎ同介导 ＨＣＶ细胞入侵，ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ｃｌａｕｄｉｎ同为组成细

胞间紧密连接的整合蛋白，引起了研究者们对紧密连接及细胞极性对 ＨＣＶ入侵影响的广泛关注。对细胞极性及紧密连接的

研究，有助于发现新的 ＨＣＶ治疗药物的作用靶点，从而干预其细胞入侵及细胞间蔓延。本文从肝细胞极性特点、紧密连接及

主要整合蛋白ｃｌａｕｄｉｎ和ｏｃｃｌｕｄｉｎ、极性细胞模型及与 ＨＣＶ入侵的关系等几个方面综述了近来的最新进展。
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）自１９８９年被鉴

定命名至今已有２０多年历史，目前对其生命周期依然了解

甚少，至今仍无有效的特异预防方法。ＨＣＶ为单正链ＲＮＡ
病毒，属于黄病毒科、丙型肝炎病毒属。ＨＣＶ基因组含有约

９６００个碱基，单一的开放读码框，编码１条约３０１０个氨基

酸的多蛋白前体。该多蛋白在翻译的同时或之后被宿主和

病毒的蛋白酶剪切加工至少１０种成熟蛋白，包括结构蛋白

质ｃｏｒｅ、Ｅ１、Ｅ２、ｐ７，以及非结构蛋白质 ＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、

ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ。包膜蛋白Ｅ１和Ｅ２为Ⅰ型膜蛋白，其

胞外区高度糖基化，两者相互作用形成非共价异二聚体，存

在于病毒颗粒的表面参与 ＨＣＶ受体结合．目前已发现４种

受体与 ＨＣＶ 入侵宿主细胞相关，分别是 ＣＤ８１［１］，ＳＲ

Ｂ１［２３］，ｃｌａｕｄｉｎ１（ＣＬＤＮ１）［４］和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ（ＯＣＬＮ）［５］，其中

ＣＬＤＮ１和ＯＣＬＮ同为构成紧密连接的整合蛋白引起研究者

们对肝细胞紧密连接以及极性对 ＨＣＶ入侵影响的广泛关

注。

１　肝细胞的极性与紧密连接

　　肝脏是机体最大的器官，具有代谢、合成、储存、生物转

化等功能。肝小叶是肝脏基本结构单位，肝小叶中央有１条

沿其长轴走行的中央静脉，中央静脉周围是大致呈放射性排

列的肝细胞和肝血窦。肝细胞以中央静脉为中心，向周围呈

放射状排列成板状结构，成为肝板，肝板之间的空隙为肝血

窦。

１．１　肝细胞的极性　细胞极性指细胞中某些胞质成分按一

定空间顺序分布并形成浓度梯度，细胞的两端在结构和功能
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上具有明显的差异。上皮细胞为极性细胞，由细胞间连接分

为１个顶面和１个基底面，而肝细胞的极性较为特异及复

杂，肝细胞紧密排列成肝板且具有多个顶面和基底面：相邻

肝细胞膜凹陷形成微管道称胆小管（ｂｉｌｅｃａｎａｌｉｃｕｌｕｓ，ＢＣ），此

部分细胞膜为顶面；暴露于肝板表面的肝细胞膜直接与肝血

窦接触为基底面又称窦状膜，此膜区与血液发生物质交换，

并合成多种蛋白质在此分泌入血；细胞间紧密连接将细胞顶

面与细胞基底面分隔开［６］。见图１。

图１　肝细胞的极性［６］

Ｆｉｇ１　Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｐｏｌａｒｉｔｙ［６］

１．２　肝细胞间紧密连接　肝细胞连接面上存在连接复合

体，由紧密连接（ＴＪ）、桥粒和缝隙连接组成。细胞连接对维

持肝细胞的多种生理功能起重要作用，包括胆汁的分泌及运

输，细胞色素Ｐ４５０同工酶的表达以及糖原分解等。其中紧

密连接的作用尤为重要，被称为“血胆屏障”，保证胆小管中

的胆汁不溢入肝血窦。紧密连接位于相邻肝细胞靠近顶极

的侧膜上［６７］，连接区域形成嵴线，嵴线主要由整合蛋白

ＣＬＤＮ、ＯＣＬＮ和外周蛋白ＺＯ组成。

　　紧密连接在对抗病原体感染的天然防御中起重要作用，

曾有人用病毒作为载体将治疗性基因作用于气道上皮，结果

并未显示任何治疗作用［７］，这提示紧密连接在上皮细胞抵挡

病毒入侵中的重要作用。有报道许多病原体编码蛋白可以

破坏紧密连接的完整性以利于入侵宿主细胞：产气荚膜梭菌

肠毒素将ＣＬＤＮ３和ＣＬＤＮ４从紧密连接中移除从而促进细

菌的入侵［８］，腺病毒在病毒释放的过程中编码一种纤维蛋白

短暂性地破坏细胞间紧密连接的完整性［９］。近来研究显示

紧密连接整合蛋白ＣＬＤＮ１和ＯＣＬＮ在 ＨＣＶ内化过程中起

到了至关重要的作用［４５］，提示我们去探究紧密连接以及细

胞极性究竟在 ＨＣＶ入侵过程中扮演着什么样的角色。

２　ＨＣＶ入侵机制及研究手段

　　ＨＣＶ主要经血液传播，其主要靶细胞为肝细胞，肝细胞

是公认的 ＨＣＶ主要复制场所。ＨＣＶ入侵肝细胞是多因子

共同介导的过程，在血液中，ＨＣＶ常与脂蛋白相黏附，病毒

表面包膜蛋白可与细胞表面受体结合，树突细胞特异性细胞

间黏附分子３结合非整合素分子 （ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｐｅｃｉｆｉｃ

ＩＣＡＭ３ｇｒａｂｂｉｎｇｎｏｎｉｎｔｅｇｒｉｎ，ＤＣＳＩＧＮ）、淋巴结特异性细

胞!黏附分子（ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓｐｅｃｉｆｉｃＩＣＡＭ３ｇｒａｂｂｉｎｇｎｏｎｉｎ

ｔｅｇｒｉｎ，ＬＳＩＧＮ）、聚糖以及低密度脂蛋白受体能为下一步靶

向结合 ＣＤ８１和ＳＲＢ１起到富集 ＨＣＶ 病毒颗粒的作用，

ＨＣＶ先经血液接触肝细胞的基底面，在此处与ＣＤ８１、ＳＲＢ１

结合，ＨＣＶ包膜蛋白２与ＣＤ８１的结合已被证实可以激活

ＧＴＰａｓｅ依赖信号转导通路，并引导 ＨＣＶＥ２ＣＤ８１复合体重

新定位到细胞间连接处与紧密连接蛋白ＣＬＤＮ１和ＯＣＬＮ相

互联系，而后的入胞过程推测为病毒颗粒被运送至内吞小体

在低ｐＨ值情况下引发的膜融合作用。

２．１　研究入侵的手段　近年来 ＨＣＶ 假病毒颗粒（ＨＣＶ

ｐｓｅｕｄｏｔｙｐｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＨＣＶｐｐ）［１０］及 ＨＣＶｃｃ（ＨＣＶｇｒｏｗｎｉｎ

ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ）［１１１２］模型的建立大大推动了对ＨＣＶ入侵机制的

研究，这有助于在 ＨＣＶ入侵的各个环节进行阻断。

　　ＨＣＶｐｐ是一种重组病毒，其衣壳来自于逆转录病毒人

体免疫缺陷病毒或小鼠白血病病毒，包膜蛋白是 ＨＣＶ包膜

蛋白Ｅ１和Ｅ２。ＨＣＶｐｐ很好地模拟了天然 ＨＣＶ颗粒的细

胞入侵过程，其携带的绿色荧光蛋白或荧光素酶报告基因方

便了 ＨＣＶ的观察和定量化检测。

　　２００５年，一种新的 ＨＣＶ体外细胞培养模型 ＨＣＶｃｃ构

建成功。日本 Ｗａｋｉｔａ实验室从１例非常罕见的暴发性丙型

肝炎患者体内分离出ＨＣＶＪＦＨ１株（ＨＣＶ２ａ型），随后研究

发现，ＪＦＨ１亚基因组复制子无需适应性突变就能在体外培

养的肝细胞系中高效复制；ＪＦＨ１体外转录出的基因组

ＲＮＡ转染的 Ｈｕｈ７细胞能分泌产生低水平的感染性病毒颗

粒［１２］。因此，能自我复制并具感染性的ＪＦＨ１的发现开辟

了有效的 ＨＣＶ体外培养系统。但是这个系统基于体外培养

的非分化细胞系，难以重现 ＨＣＶ在体内感染肝细胞的自然

情况。

２．２　入侵受体

２．２．１　ＣＤ８１和ＳＲＢ１　ＣＤ８１为４次跨膜素，相对分子质量

２６０００，由４个跨膜区组成，其中第三、四跨膜区间形成的细

胞外大环（ＬＥＬ）在 ＨＣＶ 入侵和感染中发挥重要作用。

ＣＤ８１在大多数组织中均有表达，有报道称其定位于极性细

胞的基底面。ＳＲＢ１为Ｂ族１型清道夫受体，含有５０９个氨

基酸残基，有一个大胞外环，报道称其多表达于类固醇组织、

巨噬细胞和肝脏，定位在极性细胞的顶面和基底面。

２．２．２　ＣＬＤＮ１　ＣＬＤＮ１是一种在肝细胞高表达的胞间紧

密连接组分，Ｃｌａｕｄｉｎ家族共有２４个成员，相对分子质量

２００００～２７０００，由４个跨膜区组成，氨基和羧基末端都在细

胞质内，该分子与 ＨＣＶ入胞密切相关，并可以通过异位表达

于非肝源细胞使该细胞对ＨＣＶ易感：在人胚肾细胞２９３Ｔ表

达ＣＬＤＮ１后，不同基因型的ＨＣＶｐｐ对该细胞的感染性均增

加了１００多倍。ＣＬＤＮ１第一胞外大环（ＥＬ１）的部分残基对

于ＨＣＶ的入侵至关重要，针对ＣＬＤＮ１ＥＬ１嵌合的一个表位

抗体能抑制 ＨＣＶ入胞。动力学研究表明，ＣＬＤＮ１参与晚期

ＨＣＶ入胞过程，在 ＨＣＶ同ＣＤ８１、ＳＲＢ１相互作用之后发挥

相应作用［４］。

２．２．３　ＯＣＬＮ　ＯＣＬＮ与ＣＬＤＮ１同为紧密连接整合蛋白，

定位于细胞侧膜的近顶面处，相对分子质量６５０００，４次跨

膜结构将其分为２个细胞外环和２个细胞内环。ＯＣＬＮ是紧

密连接中最重要的结构蛋白，不仅能通过外环以拉链式结合

产生严密的细胞旁封闭，还与不同分子结合，参与紧密连接

形成的信号调节。大部分ＯＣＬＮ蛋白位于紧密连接纤维内，

只有少数蛋白分布在细胞侧膜上而不参与紧密连接形成。
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Ｏｃｃｌｕｄｉｎ作为第４个 ＨＣＶ入侵必要因子的重大发现引发研

究者们对 ＨＣＶ的重新认识。Ｐｌｏｓｓ等［１３］为探究其表达对

ＨＣＶ入侵是否为必需因素，将 ＨＣＶ两种允许细胞 Ｈｕｈ７．５
和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞ＯＣＬＮ分子表达沉默，而后观察到２种细胞

被 ＨＣＶｐｐ和 ＨＣＶｃｃ感染能力均有丢失，随后又将 ＯＣＬＮ
分子导入表达ＣＤ８１、ＳＲＢ１以及ＣＬＤＮ１不能被 ＨＣＶ感染

的肾癌细胞７８６Ｏ，随即该细胞可被 ＨＣＶ感染。除此之外，

将人源及鼠源性的 ＨＣＶ４种受体排列组合表达于中国仓鼠

卵巢细胞ＣＨＯ中，结果显示ＣＤ８１和ＯＣＬＮ具有明显的种

属特异性，用人源和鼠源的嵌合ＯＣＬＮ分子检测到其人特异

结合位点是在第二个胞外环。这些数据向人们揭示：ＯＣＬＮ
也许是 ＨＣＶ 入侵宿主细胞的最后一个细胞关键因子。

ＨＣＶ细胞入侵受体的过程见图２。

图２　ＨＣＶ细胞入侵受体［１４］

Ｆｉｇ２　ＨＣＶｃｅｌｌｅｎｔｒｙｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［１４］

　　有研究表明 ＨＣＶ能在相邻易感细胞间传播，这种传播

途径不能被 ＨＣＶ感染中和抗体阻断，所以能够部分解释

ＨＣＶ在人体内的免疫逃避［１５］，在此过程中，ＣＬＤＮ１ 和

ＯＣＬＮ这２种受体很有可能参与其中，如果事实真的如此，

就不得不让研究者们思考抑制血液中游离病毒入侵的药物

能否成为有效的抗病毒药物。

３　现有细胞模型

　　体外培养细胞目前是研究 ＨＣＶ入侵及复制的重要手

段，这些细胞虽允许 ＨＣＶ入侵及复制，但与体内肝细胞真正

的生长状态相差甚远，因此亟待构建一个可以模拟肝细胞在

体内极性生长的理想细胞模型。

３．１　Ｈｕｈ７　Ｈｕｈ７是人类肝癌细胞系，可被 ＨＣＶ感染并

支持 ＨＣＶ复制，现为国际上培养 ＨＣＶ最常用的细胞系，在

Ｈｕｈ７基础上又建立了 Ｈｕｈ７．５和 Ｈｕｈ７．５．１细胞系，这些

细胞系在研究 ＨＣＶ入侵和复制中发挥了重要作用。但正如

大多癌细胞，Ｈｕｈ７细胞系分化程度低，缺乏极性特点，有人

根据细胞顶面氨肽酶Ｎ的定位判断 Ｈｕｈ７细胞很少有胆小

管形成，而且紧密连接ＺＯ１蛋白也不定位在胆小管结构

上［１６］，表明 Ｈｕｈ７细胞不能形成成熟的紧密连接。

３．２　ＨｅｐＧ２　ＨｅｐＧ２细胞系具有良好的极性生长特点，可

形成胆小管结构，并由紧密连接密封，但只有２０％～４０％的

ＨｅｐＧ２细胞表现为极性生长［１７］，而且胆小管结构难被检测

到，顶极标志蛋白也会发生错误定位［１８］。最为重要的是由于

缺乏 ＨＣＶ 入侵的重要受体 ＣＤ８１而不能被 ＨＣＶｐｐ或者

ＨＣＶｃｃ感染。

３．３　ＨｅｐａＲＧ　ＨｅｐａＲＧ细胞系既有肝细胞样表型又有胆

管上皮样表型［１９］，其肝细胞样细胞可以形成胆小管样结构并

已被证实为功能性的。该细胞上许多极性标记蛋白具有正

确的细胞定位，如：ＤＰＰⅣ、Ｅ钙黏蛋白、ＺＯ１和细胞角蛋白

１８［２０］。但只有５５％的 ＨｅｐａＲＧ细胞表现为肝细胞样，并需

要在其培养基中添加２％二甲基亚砜及表皮生长因子。目前

大多数人认为其并不能被 ＨＣＶ感染。

　　其他还有通过杂交融合方法得到的极性细胞系，如

ＷＩＦＢ、ＷＩＦＢ９，以及从转基因小鼠肝脏中获得的极性肝细

胞样细胞，如ｍｈＡＴ３Ｆ、ＡＭＬ１２等。

４　细胞极性模型与ＨＣＶ入侵

　　在体外细胞培养模型中，研究人员通过各种培养方法模

拟肝细胞极性，Ｍｅｅ等［２１］选用大肠腺癌细胞Ｃａｃｏ２作为研

究模型，Ｃａｃｏ２为公认的极性生长细胞，将Ｃａｃｏ２细胞培养

在０．４μｍ孔径的渗透性滤膜上，以利于收集细胞顶面与基

底面培养室中的培养基。将 ＨＣＶｐｐ分别加到顶面和基底面

孵育８ｈ，收集２个培养室中的培养基进行二次感染 Ｈｕｈ７．５
来检测剩余病毒的感染效力，结果发现９９．６％的病毒仍集中

在加样面培养基中，表明 ＨＣＶｐｐ不能跨越极化的Ｃａｃｏ２单

细胞层。而后用钙饥饿法破坏Ｃａｃｏ２细胞极性，暴露几种受

体从而使 ＨＣＶ更易接近，结果显示 ＨＣＶｃｃ对极性破坏后的

Ｃａｃｏ２比正常极化者的感染能力增加１０倍，而破坏已感染

ＨＣＶｃｃＪＦＨ的Ｃａｃｏ２细胞极性却并未促进 ＨＣＶｃｃ的继续

蔓延。以上结果揭示细胞极性生长限制了 ＨＣＶ的入侵，细

胞间紧密连接提供一个天然的物理屏障阻碍病毒接近表达

在细胞连接面的受体但却不直接阻碍 ＨＣＶ的蔓延。与此同

时，Ｍｅｅ等［２２］用 ＨｅｐＧ２细胞，通过检测胆小管标记蛋白判定

细胞已极化，而后用慢病毒整合宿主基因使其表达ＣＤ８１作

为 ＨＣＶ入侵细胞模型，研究发现 ＨｅｐＧ２ＣＤ８１的极化与

ＨＣＶｐｐ感染呈反比关系，用佛波酯激活ＰＫＣ从而破坏紧密

连接的完整性，干扰了 ＨｅｐＧ２细胞极性，结果发现这刺激了

ＨＣＶ入侵。初步推断细胞的极性对于 ＨＣＶ入侵是不利的，

如果破坏了肝细胞极性可促进 ＨＣＶ感染。

　　然而Ｓａｉｎｚ等［２３］用三维细胞培养系统ＲＭＶ培养 Ｈｕｈ７
细胞使其极化，结果显示 ＨＣＶｃｃ感染极化的 Ｈｕｈ７能力强

于非极化 Ｈｕｈ７，用紧密连接破坏因子ＰＭＡ破坏 Ｈｕｈ７胞

间紧密连接，发现 ＨＣＶｃｃ对其感染能力大大降低，说明极化

Ｈｕｈ７细胞的紧密连接屏障并不阻止 ＨＣＶ的入侵，如果被

破坏反而会抑制 ＨＣＶ的入侵。
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５　展　望

　　综上所述，目前的研究表明细胞极性与 ＨＣＶ入侵存在

一定关系，其具体机制有待进一步研究。自 ＣＬＤＮ１和

ＯＣＬＮ两种受体被发现，对 ＨＣＶ入侵因素的研究日臻完善。

为了更好地探究 ＨＣＶ入侵与肝细胞极性的相互联系以及

ＨＣＶ细胞间蔓延与紧密连接的关系，亟待构建一个可以模

拟肝细胞生理状态的细胞模型，同时紧密连接可能是 ＨＣＶ
治疗的潜在靶点，针对紧密连接的复合手段也许会成为今后

ＨＣＶ治疗的有效方法。
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