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［摘要］　 丙型肝炎是常见的传染病，目前尚缺乏特异性的治疗方法，而特异性的基因治疗策略可能是一种理
想的方案。该方案利用ＨＣＶ表达的核心蛋白特异性激活２′５′寡核苷酸合成酶（２′５′ＯＡＳ）启动子，进而激活重组
ｃａｓｐａｓｅ３导致ＨＣＶ感染的肝细胞凋亡，达到特异性治疗丙型肝炎的目的。
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　　世界卫生组织统计，全世界约有３％的人感染
丙型肝炎病毒（ＨＣＶ），约１．７亿的慢性ＨＣＶ携带者
有发展成肝硬化和肝细胞癌（ＨＣＣ）的危险［１］。丙

型肝炎的防治是目前面临的一项重大问题，由于

ＨＣＶ极易发生变异，至今尚无理想的抗 ＨＣＶ药物
和疫苗。感染细胞内的ＨＣＶ难以清除，成为丙型肝
炎迁移不愈和复发的病毒来源。目前对丙型肝炎的

治疗主要采用α干扰素或长效干扰素加利巴韦林，
但应答率不高于６０％，且停药后可复发，对感染细
胞内的ＨＣＶ作用有限［２４］。故研发一种特异有效治

疗慢性丙型肝炎的方法极为重要，基因治疗有可能

成为一种理想的方案。

１　ＨＣＶ的特性
ＨＣＶ是黄病毒家族成员之一，基因组为单

链正义 ＲＮＡ，长约 ９．６ｋｂ。ＨＣＶ基因包括 ５′非
编码区（５′ｎｏｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ，５′ＮＣＲ）、结构区、
非结构区和３′非编码区（３′ｎｏｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ，３′
ＮＣＲ）４部分。结构区编码核心蛋白、包膜蛋白
Ｅ１和 Ｅ２、疏水多肽 Ｐ７；非结构编码非结构蛋白
ＮＳ２，ＮＳ３，ＮＳ４Ａ，ＮＳ４Ｂ，ＮＳ５Ａ和 ＮＳ５Ｂ；３′ＮＣＲ
由可变区、多聚嘧啶区及高度保守的 ９８个核苷
酸末端构成。世界各地分离的 ＨＣＶＲＮＡ中以
Ｃ区最保守，Ｅ基因核苷酸同源性较低，尤其是
Ｅ２区 变 异 性 最 大，含 有 两 个 高 度 可 变 区
（ＨＶＲ１，ＨＶＲ２）。其中由 Ｃ区编码的核心蛋白
已被证实可通过多种途径抑制感染肝细胞的凋亡，

可能是导致ＨＣＶ病毒持续感染和肝细胞癌发生的
重要原因［５８］。

３４２
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２　机体对抗ＨＣＶ感染的机制
机体对抗 ＨＣＶ感染主要依赖于细胞免疫。病

毒特异性细胞毒 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｌｙｍｐｈｏ
ｃｙｔｅ，ＣＴＬ）在其中发挥重要作用，它可以通过两种方
式导致细胞凋亡，一是 ＣＴＬ细胞通过 Ｔ细胞抗原受
体（ＴＣＲ）和主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）限制性
辨认感染的肝细胞表面表达的病毒相关蛋白，活化

的ＣＴＬ细胞表面表达ＦａｓＬ（ＣＤ９５），ＦａｓＬ与感染肝
细胞表面的Ｆａｓ结合活化 ｃａｓｐａｓｅ８，活化的 ｃａｓｐａｓｅ

８直接激活下游的ｃａｓｐａｓｅ９，３，６，７诱导凋亡或是促
使凋亡前体分子 Ｂｉｄ的分裂，让线粒体中的细胞色
素Ｃ（ＣｙｔＣ）释放到细胞浆中，与Ａｐａｆ１结合形成复
合物后再激活下游的 ｃａｓｐａｓｅ９引发级联反应诱导
凋亡；二是活化的ＣＴＬ细胞释放颗粒酶 Ｂ（ｇｒａｎｚｙｍｅ
Ｂ）和穿孔素（ｐｅｒｆｏｒｉｎ），前者在后者作用下通过膜孔
进入细胞内，活化 ｃａｓｐａｓｅ９，３，６，７，诱导细胞凋亡
（图１）［９］。

图１　凋亡信号级联

Ｆｉｇ．１　Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｓｉｇｎａｌｃａｓｃａｄｅ

３　利用细胞凋亡策略治疗疾病
利用细胞凋亡策略治疗肿瘤的研究获得了令人

鼓舞的结果。Ｋｏｍａｔａ等［１０］设计一个人端粒酶逆转

录酶基因（ｈＴＥＲＴ）启动子载体系统重组 ｃａｓｐａｓｅ６，
可特异性地诱导 ｈＴＥＲＴ阳性的神经胶质瘤细胞凋
亡，而 ｈＴＥＲＴ阴性的纤维细胞则不能诱导其凋亡。
Ｙａｎｇ等［１１］利用ｈＴＥＲＴ启动子介导的重组ｃａｓｐａｓｅ３
系统能特异性地诱导具有端粒酶活性的癌细胞凋

亡。Ｘｉｅ等［１２］在前列腺癌的治疗中，运用位于小鼠

ｐｒｏｂａｓｉｎ基因的一个前列腺特异性的结合位点 ＡＲＲ
（２）ＰＢ和ｃａｓｐａｓｅ９联合作用，可有效地进行前列腺
癌的治疗；而 Ｓｈａｒｉａｔ等［１３］使用一种无毒性的脂质

体载体渗透的化学诱导二聚体（ｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｕｃｅｒｓｏｆ
ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＩＤ）来调控导入 ｃａｓｐａｓｅ１和 ｃａｓｐａｓｅ
３的载体Ａｄｖ，由于ＣＩＤ对肿瘤细胞的亲和性，使这

一系统能定位在肿瘤组织并产生快速的细胞凋亡。

Ｈｓｕ等［１４］构建了表达 ＢＩＤ前体分子的重组腺
病毒载体，其表达的ＢＩＤ含有ＨＣＶＮＳ３／ＮＳ４Ａ蛋白
酶特异性切割位点，通过ＨＣＶ表达的ＮＳ３／ＮＳ４Ａ蛋
白酶酶切后，可激活线粒体途径下游的凋亡分子，触

发ＨＣＶ感染的肝细胞凋亡。
４　Ｃａｓｐａｓｅ３在丙型肝炎细胞凋亡治疗中的地位

近年来在对凋亡发生机制的研究中，逐渐阐明

了细胞凋亡的信号通路及通路中的分子，其中最重

要的是ｃａｓｐａｓｅ家族，它是细胞凋亡过程中最关键的
分子群，是哺乳动物细胞中凋亡信号转导和处于基

因调控下的细胞凋亡过程中的重要功能执行分

子［１５］。Ｃａｓｐａｓｅ属于半胱氨酸蛋白酶，已发现
ｃａｓｐａｓｅ家族至少含１２个成员，凋亡过程中至少有
两类 ｃａｓｐａｓｅ参与：起始 ｃａｓｐａｓｅ２，８，９，１０和执行
４４２
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ｃａｓｐａｓｅ３，６，７［１５］。Ｃａｓｐａｓｅ３作为细胞凋亡中重要
的诱导和下游执行的中心分子，可被其他ｃａｓｐａｓｅ激
活，参与细胞染色质的凝聚和核酸酶的激活，促使细

胞发生不可逆的凋亡，在诱导细胞凋亡时具有独特

的优势［１５１７］。在 ＨＣＶ的清除机制中，不管是通过
ＣＴＬ表面表达的 ＣＤ９５配体介导，还是由颗粒酶 Ｂ
和穿孔素介导的细胞凋亡均需要ｃａｓｐａｓｅ３的参与，
故ｃａｓｐａｓｅ３可能是利用细胞凋亡特异性治疗丙型
肝炎的一种理想的分子。

５　利用 ｃａｓｐａｓｅ３介导细胞凋亡进行丙型肝炎基
因治疗需要解决的关键问题

慢性ＨＣＶ感染者肝脏内病毒感染的肝细胞不
到肝细胞总数的１０％，而特异性诱导只针对有病毒
感染的肝细胞，不影响无病毒感染的肝细胞，因此有

可能成为治疗丙型肝炎的新策略。鉴于 ｃａｓｐａｓｅ３
在诱导细胞凋亡中的独特优势，可利用其作为丙型

肝炎特异性基因治疗的理想分子。但该策略需要解

决的关键问题有：（１）治疗中的靶向性问题，即导入
的外源基因只进入肝细胞；（２）导入基因的特异性
表达，即导入的 ｃａｓｐａｓｅ３只在有 ＨＣＶ感染的肝细
胞中表达和激活；（３）由于哺乳动物细胞中 ｃａｓｐａｓｅ
３缺乏自身活化的能力，在活细胞中表达的 ｃａｓｐａｓｅ
３不能直接诱导细胞凋亡，并且 ｃａｓｐａｓｅ３的活性常
受到凋亡抑制基因如 Ｂｃｌ２的调节，如何使 ｃａｓｐａｓｅ
３具有自身活化能力；（４）如何提高基因导入的效率
及靶基因的表达水平。

Ｈｓｕ等［１４］构建表达 ＢＩＤ前体分子的重组腺病
毒载体，其表达的ＢＩＤ含有ＨＣＶＮＳ３／ＮＳ４Ａ蛋白酶
特异性切割位点，通过ＨＣＶ表达的ＮＳ３／ＮＳ４Ａ蛋白
酶酶切后，即可激活线粒体途径下游的凋亡分子，触

发细胞凋亡，该策略使只有 ＨＣＶ感染并表达 ＮＳ３
ＮＳ３／ＮＳ４Ａ的肝细胞发生凋亡，以解决基因治疗的
特异性问题。但表达ＨＣＶＮＳ３／ＮＳ４Ａ蛋白的基因位
于ＨＣＶ基因的可变区，不同基因型的 ＨＣＶ表达的
ＨＣＶＮＳ３／ＮＳ４Ａ蛋白存在差异，不能保证该系统对
各种基因型的 ＨＣＶ治疗均有效。Ｎａｇａｎｕｍａ等［１８］

研究发现，在肝细胞系中ＨＣＶ核心蛋白能特异性地
与报告基因中的２′５′寡核苷酸合成酶（２′５′ＯＡＳ）
启动子结合并激活，即使ＨＣＶ核心蛋白有少数氨基
酸的变异亦不会影响其与２′５′寡核苷酸合成酶启
动子的结合和激活效率。最近他们还发现核心蛋白

亦能激活含有干扰素相关刺激反应元件（ＩＦＮｓｔｉｍｕ

ｌａｔｅｄｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＩＳＲＥ）的启动子，但其对 ＯＡＳ
启动子作用更强些［１９］，此外核心蛋白和 ＮＳ５Ｂ对激
活ＯＡＳ启动子有协同作用［２０］，由于 ＨＣＶ核心蛋白
基因比较保守，如果利用２′５′寡核苷酸合成酶启动
子来调控ｃａｓｐａｓｅ３的表达，有可能解决基因治疗的
特异性问题。

表达载体导入的靶向性保证导入体内的载体只

分布于肝脏，但提高转染效率亦是基因治疗的关键

问题之一。研究发现［２１］，无唾液酸糖蛋白受体（ＡＳ
ＧＰＲ）是存在于哺乳动物肝细胞的肝窦面细胞膜上
的一类跨膜糖蛋白，能特异性地与带有末端半乳糖

残基或Ｎ乙酰半乳糖胺残基的配体结合，并通过胞
饮作用进入细胞内。但ＡＳＧＰＲ对配体的识别和结
合与配体的大小有关［２２］；半乳糖化的新糖白蛋白

（ＮＧＡ）能与ＡＳＧＰＲ特异性结合，且直径小，具有肝
靶向药物载体的良好特性。Ｍｕｋａｉ等［２３］报道用１１１Ｉｎ
和１２５Ｉ标记的ＮＧＡ静脉注射后能迅速积聚于肝实质
细胞，是目前理想的肝靶向治疗载体。

在哺乳动物细胞中，ｃａｓｐａｓｅ３缺乏自身活化的
能力，在活细胞中表达的ｃａｓｐａｓｅ３不能直接诱导细
胞凋亡，并常受凋亡抑制基因的调节。最近，有人通

过基因重组的方法把处于 ｃａｓｐａｓｅ３中的大亚单位
下游的小亚单位基因移位至上游构建成在体内能直

接诱导细胞凋亡的 ｃａｓｐａｓｅ３重组体［２４］。重组活化

的ｃａｓｐａｓｅ３与野生型 ｃａｓｐａｓｅ３比较，除了在体内
外具有自身活化和被上游分子活化的能力外，还可

以抵抗大多数的 ｃａｓｐａｓｅ抑制剂和凋亡抑制基因的
作用，而且它在细胞中能够以较低的浓度诱导细胞

发生不可逆的凋亡。因此，这种重组活化的

ｃａｓｐａｓｅ３分子在以诱导凋亡为目标的基因治疗策
略中有非常好的应用潜能［２４２５］。

６　应用ＯＡＳ启动子介导的重组 ｃａｓｐａｓｅ３系统治
疗丙型肝炎的前景

基于目前的研究进展，如果利用ＨＣＶ表达的核
心蛋白与２′５′寡核苷酸合成酶基因启动子特异性
结合，启动下游基因表达的特性，使重组活化的

ｃａｓｐａｓｅ３基因处于２′５′寡核苷酸合成酶基因启动
子调控下，则可构建一个 ＨＣＶ特异性 ｃａｓｐａｓｅ３治
疗系统。在此系统中，由于ＨＣＶ表达的核心蛋白与
２′５′寡核苷酸合成酶基因启动子结合的特异性，结
合重组活化的 ｃａｓｐａｓｅ３在诱导细胞凋亡作用时高
效、普遍性的优势，有望发展成一种特异性强、应用

５４２
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前景好的丙型肝炎基因治疗新策略。
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