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摘 要：丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)是一种严重危害人类健康的病原体，全球感染率约3%，

中国普通人群抗 HC V 阳性率约 3. 2 %。然而，到目前为止，HC V 感染还没有有效的治疗方法。近年的

研究发现，HCV 非结构蛋白 NS2 在 HCV 感染中扮演着重要角色，具有许多重要功能。NS2 可以在 HCV

病毒的包装过程中发挥其功能，还可调节宿主细胞的基因表达及凋亡过程。此外，NS 2 蛋白还可参与

NS5A 磷酸蛋白的高度磷酸化修饰过程及为感染性HCV 病毒粒子产生所必需。本文综述近几年来关于NS2

蛋白的研究进展。
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Abstract: Hepatitis C virus (HCV) is a major etiologic agent of non-A, non-B hepatitis, which seriously impairs

human health. Estimate from WHO places the number of HCV-infected individuals at 170 million, representing

nearly 3% of the world’s population. Anti-HCV positive rate of healthy people in China is 3.2%. However, up to
now, there is neither vaccine nor efficient therapy drug available. In recent years, the study of HCV found that

non-structural protein NS2 plays an important role in HCV infection. For example, NS2 has a dual function in the

HCV replication cycle by acting both as a protease and an essential assembly cofactor, regulate the host cell

gene expression and apoptosis, participate in the NS5A protein excessive  phosphorylation modification pro-

cess and is essential for production of infectious virus. This paper reviews on the progress of the study of NS2

protein in the past few years.
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1989年Choo等[1]发现丙型肝炎病毒(hepatitis C

virus，HCV)为非甲非乙型肝炎的病原体，从此了

解这种病原体的生物学特征成为了一个重要的基础

和临床研究热点。WHO 估计全球有 1.7 亿人感染

HCV [2 ]，约占全世界人口的 3%。在我国健康人群

中抗HCV 阳性率为3.2%[3] 。HCV 感染易导致慢性

肝炎，50% － 80% 的成人急性感染易发展为慢性肝

炎，其中 20% － 30% 将发展成肝硬化。肝硬化患

者中每年有 1% － 4% 发展成肝癌。然而，到目前

为止，H C V 感染还没有有效的治疗方法。对 HC V

的结构和功能进行深入研究，有望找到解决这一医
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学难题的办法。

HC V 是黄病毒家族成员之一，是单股、正链

RNA 病毒。其基因组约9.6kb，即包含一个大的开

放阅读框，两旁是5' 和 3' 非翻译区。病毒蛋白质

通过位于5'非翻译区(5' non-coding region, 5' NCR)

内核糖体进入位点(internal ribosome entry site, IRES)

翻译成为一个多聚蛋白前体。多聚蛋白前体经宿主

细胞蛋白酶和病毒特异性蛋白酶的切割加工后成为

10 种不同功能的结构蛋白和非结构蛋白，依次为

NH2-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-

C O O H 。另外还有一个特殊的蛋白—— F

(Frameshift)蛋白，是C蛋白的移码产物[4](图1)。

结构蛋白C、E1 和 E2 被内质网信号肽酶切割

后在内质网成熟，成为后来的病毒装配的成分。小

的疏水性的p7蛋白是位于结构和非结构蛋白交界处

的蛋白，在脂质膜中形成六聚体阳离子通道，最近

发现其可能在病毒颗粒的组装及释放过程中起着重

要作用[5]。非结构蛋白NS2 － NS5B 的水解加工是

复杂的，需要两种截然不同的病毒蛋白酶。NS2 与

NS3 的氨基末端区域构成 NS2-NS3 蛋白酶，催化

NS2- NS 3 的自身之间切割。一旦从 NS2 释放后，

NS3 蛋白的氨基末端区域就可作为丝氨酸蛋白酶释

放其余的非结构蛋白。NS3 蛋白的羧基末端区域包

括一个RNA 解旋酶。NS4A 是 NS3 丝氨酸蛋白酶的

辅助因子，可与NS3 非共价结合形成NS3/4A 复合

体，加工成熟HCV 的 NS3-5B 非结构蛋白。NS3 自

身即可切割NS5A 和 NS5B 间的连接，但切割NS4A/

4B，NS4B/5A 前体蛋白必须有NS4A 辅助因子的存

在。疏水膜蛋白 NS4B 与病毒的复制有关。NS 5A

是亲水膜蛋白，存在多个磷酸化位点，参与 H C V

的复制、转录等过程[6-7]，其具体功能尚未完全知

晓。NS5B 蛋白是RNA 依赖的 RNA 聚合酶，为 HCV

的复制酶，负责以HCV 基因组RNA 为模板合成HCV

R N A 负链，然后以此负链为模板再合成子代 HC V

RN A 正链[8]。

HCV的非结构蛋白NS2 是蛋白酶NS2-3 的组成

部分。研究表明，NS2 不仅可以在 HCV 病毒颗粒

的形态发生早期发挥其功能[9]，还可以参与调节宿

主细胞的基因表达和凋亡[10-11]。此外，NS2 蛋白还

参与 N S 5 A 的超磷酸化修饰过程及通过蛋白激酶

CK2磷酸化依赖的方式降解[12]。本文主要从NS2蛋

白的结构和功能两方面，对近几年的研究进展进行

综述。

1　NS2 蛋白的亚细胞定位和晶体结构

NS2 蛋白由位于丙型肝炎病毒全基因组序列的

2530—3360nt位点的基因所编码，含有217个氨基

酸(810— 1026 aa)，其分子量约23kDa。NS2的 C

端和NS3 的 N 端紧密相连，形成一个具有酶活性的

复合蛋白。该蛋白可以切割NS2/NS3 连接位点，其

作用方式主要为自身催化。NS2是一种跨膜蛋白，其

C端插入内质网腔，而N端则位于胞质内。Kim等[13]

曾经利用绿色荧光蛋白作标记，发现该蛋白分布于

细胞核周围。

研究 N S 2 蛋白的结构是非常重要的。最近，

Lorenz等[14]用 X射线晶体衍射法测定了NS2蛋白的

部分结构(分辨率达2.3Å)。他们发现，NS2的单体

在形成二聚体时，形成一个具有二重对称轴的结

构。这个二聚体包含了两个复合的活性中心。每个

活性中心，都由其中一个单体中的组氨酸残基

His143、谷氨酸残基Glu163和另一个单体中的半胱

氨酸残基Cys184 组成。这项工作为以后深入阐明

NS2 的结构功能、设计抗病毒新药等铺平了道路。

根据 HCV NS2 蛋白的结构及其功能特点，可以筛

选一些小分子化合物，如化学小分子、多肽片段、

小分子抗体等，抑制 NS 2 蛋白的生物学活性，从

而达到治疗 HCV 感染的目的。

图1　丙型肝炎病毒基因组编码的蛋白示意图
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2　NS2 蛋白的降解

NS2 蛋白是一个短寿命的蛋白，其降解是由蛋

白酶体介导的。最近研究发现，NS2 蛋白通过酪蛋

白激酶2(casein kinase 2, CK2)磷酸化的方式降解。

Franck等[12]利用计算序列分析以及筛选NS2基因点

突变体，发现丝氨酸残基168对 NS2蛋白的降解至

关重要。丝氨酸残基 168 是 CK2 的识别位点(S/

TXXE)，这段序列高度保守，在所有丙型肝炎病毒

基因型NS2蛋白中均存在。研究者还做了体外激酶

实验，结果表明 CK2 可以磷酸化 NS2。但是，当

CK2 基因序列被单点突变后，NS2 则不能被降解。

研究者还发现，用活性姜黄素抑制 CK 2 的活性之

后，可以减少NS2 的体外磷酸化，并能稳定HepG2

细胞中 NS2 的表达。此外，在表达 HCV 全长蛋白

的Huh7.5复制子细胞中，蛋白酶体也可介导NS2降

解，而 CK2 抑制剂可以抑制 NS 2 的降解。

3　NS2 蛋白与NS3 的相互作用及其蛋白酶功能

HCV 的 NS2 和 NS3 之间存在相互作用，可以

在体内形成异二聚体。Kiiver等[15]用带有标签特异

性抗体的免疫荧光分析和免疫共沉淀方法，检测到

了NS2/NS3 复合物。此外，他们在表达NS2 和 NS3

蛋白及NS2-3 前体多聚蛋白的Huh7 细胞中，也发

现了 NS2/NS3 复合物。

NS2 蛋白的C 端位于内质网腔，其N 端位于细

胞质中，可以由HCV多聚蛋白前体经两个蛋白酶水

解切割而释放出来。NS2 的 N 端由细胞信号肽酶切

割后与 E2/P7 分离开来；而其 C 端，即 NS2-NS3

连接处，可被一种病毒蛋白酶(由 NS2 蛋白和 NS3

蛋白N 端的整个丝氨酸蛋白酶区所组成)切割而成。

Jones等[9]利用最近开发的感染性J6/JFH的嵌合体确

定 NS2 蛋白对 HCV 的感染必要性，结果表明 NS2

的蛋白酶结构域对病毒感染机体是必需的。

4　NS2 蛋白与细胞凋亡

细胞凋亡是机体抵抗病毒持续感染和感染扩散

的重要防御机制，在肝癌发生中起重要作用。细胞

凋亡又称为细胞程序性死亡，是维持体内细胞数量

动态平衡的基本措施。NS2 蛋白能够阻止细胞色素

C从线粒体上释放(在各种诱导凋亡因子作用下，死

亡信号到达线粒体，首先引起线粒体膜通透性转

换，内膜中细胞色素 C 释放入胞质，并与凋亡蛋

白酶激活因子1和procaspase-29形成蛋白复合物，

即凋亡体，继而激活效应Caspase，导致线粒体发

生许多功能的致命性变化，最终导致细胞凋亡)，

或者与介导细胞凋亡的信号分子相结合，从而抑制

细胞的凋亡，使HCV病毒可以对机体进行持久稳固

的感染，最后形成肝癌。例如Machida 等[17]发现，

在表达丙型肝炎病毒 C、E1、E2 和 NS2 蛋白的转

基因小鼠中，C、E1、E2 和 NS2 蛋白可以阻止细

胞色素C从线粒体上释放，从而阻止Caspase-9 及

Caspase-3/-7的活化，并且抑制Fas介导的细胞凋亡

通路。Fas属于TNFR(tumor necrosis factor receptor,

TNFR)家族的跨膜蛋白，Fas具有3个富含半胱氨酸

的胞外区和1个称为死亡结构域(death domain, DD)

的胞内区。Fas的配体与Fas结合后，Fas三聚化使

胞内的DD 区构象改变，然后与接头蛋白FADD(Fas

associated protein with death domain)的DD区结合，

而后FADD的N端DED(death effect domain)区就能

与Caspase-8 (或Caspase-10)前体蛋白结合，形成

DISC(death inducing signaling complex)，引起

Caspase-8、-10 通过自身剪切激活，它们启动

Caspase的级联反应，使Caspase-3、-6、-7激活，

这几种Caspase 可降解胞内结构蛋白和功能蛋白，

最终导致凋亡介导的细胞凋亡通路激活。此外，

Erdtmann 等[11]用酵母双杂交方法筛选人肝cDNA文

库，发现NS2与肝脏特异的促凋亡因子CIDE-B (cell

death-inducing DFFA-like effector B)存在相互作用，

CIDE-B 作为CIDE 凋亡诱导因子家族中新的一员，

其C 端结构域有很强的细胞凋亡诱导活性。他们还

证实CIDE-B诱导的细胞凋亡是以Caspase依赖的方

式，诱导线粒体的细胞色素C释放。NS2可与CIDE-

B的凋亡结构域相互作用，从而抑制CIDE-B诱导的

细胞凋亡。

大量研究表明，很多病毒感染都能通过自身基

因的表达或激活宿主细胞的凋亡相关基因，来引发

或抑制宿主细胞凋亡或改变宿主细胞对凋亡的敏感

性。因此，研究 NS2 蛋白对细胞凋亡的影响，有

利于阐明HCV 的发病机理及致癌机理，能为研究防

治 HCV 感染提供理论基础和新的思路。

5　NS2 蛋白与基因转录调控

慢性感染HCV易导致肝硬化和癌症。不过，导

致病毒持续存在和肝癌发生的机制目前尚未完全了

解。NS2 在调节基因转录方面的功能将有助于阐明

HCV 在机体持续存在及肝癌发生的机制。以往的研

究表明，HCV NS2 蛋白在不同类型的细胞可调节不

同类型的启动子，如 NS 2 蛋白可抑制巨细胞病毒

(cytomegalovirus, CMV)早期启动子、带有或不带有



4 6 生命科学 第21卷

NF-κB结合位点的人类肿瘤坏死因子α(human tumor
necrosis factor α, TNFα)、SV40启动子/增强子和

缺失TATA 或 CAAT 盒的亚铁螯合酶基因启动子等。

最近研究发现，N S 2 还可调节白细胞介素 - 8

(Interleukin-8, IL-8)、固醇调节元件结合蛋白1C

(sterol regulatory element-binding protein 1c, SREBP-

1c)及脂肪酸合酶(fatty acid synthase, FAS)等基因的

转录。

Oem 等[18]通过 RT-PCR 和荧光素酶报告基因实

验发现，NS2 蛋白通过核转录因子NF-κB(nuclear
factor-κB)激活IL-8的转录活性。当IL-8启动子的

κB位点突变或者当NF-κB活性被NF-κB抑制剂咖啡

苯乙酯(caffeic acid phenethyl ester, CAPE)抑制时，

NS2不能激活IL-8的启动子。通过检测NF-κB驱动

的报告基因的表达以及 NF-κB 亚基 p65 亚细胞定

位，发现NS2蛋白可上调NF-κB 驱动的荧光素酶活

性，并伴有p65的核定位。已有多项研究发现，IL-8

在 HCV感染者中表达上调，并往往与患者的临床病

理表现和疾病进展相关[19-22]。

Oem等[18]又研究发现，HCV NS2 蛋白可以上调

转录因子SREBP-1c 和 FAS的转录。通过SREBP-1c

的启动子- 荧光素酶报告基因实验发现，NS2 在人

肝脏Huh7细胞中可激活SREBP-1c 的转录。进一步

的实验表明，固醇调节元件(sterol regulatory element，

SRE)和SREBP-1c启动子上的肝脏X受体元件(liver X

receptor element，LXRE)的活化由NS2蛋白启动。

此外，NS 2 蛋白的表达还可以引起 FA S 转录的上

调。这个过程是SREBP-1c 依赖的如果删去FAS 启

动子的SRE 序列，则将抵消由NS2 蛋白引起的FAS

转录的上调。临床研究发现，HCV 感染往往与肝脏

的脂质积累有关，这种症状被称为脂肪变性，但是

到目前为止，脂肪变性的分子机制尚未完全明确。

由于NS2蛋白可以上调SREBP-1c和 FAS的转录，因

此可能促成HCV 相关的脂肪变性。关于NS2蛋白的

研究，为阐明HCV 感染相关的脂肪变性的分子机制

打开了一条新思路。

6　NS2 蛋白与细胞周期阻滞

HCV 慢性感染导致肝癌的另一机制是诱发细胞

周期阻滞。Yang等[23]研究NS2蛋白对细胞生长和细

胞周期的进程影响，发现稳定表达NS2 蛋白的宫颈

癌HeLa细胞和非洲绿猴肾细胞Vero细胞，与对照

组相比，其细胞增殖生长抑制率为 40 % － 5 0 %；

这些NS2 基因稳定表达的细胞株的细胞周期在S 期

的比例显著地增加，提示NS2的蛋白诱导细胞周期

阻滞在 S 期。进一步的研究表明，由 NS 2 蛋白诱

导的细胞周期阻滞在S 期时伴随着周期素A 的水平

下降，但不影响周期蛋白依赖性激酶 C D K 2 、

CDK4、cyclinD1或 cyclinE的水平。以上研究结果

表明，HCV 的 NS2 蛋白通过下调周期素A 的表达从

而抑制细胞生长和诱导细胞周期阻滞在S 期，这可

能有利于 H C V 复制。

7　NS2 蛋白与宿主抗病毒反应

研究发现，HCV 编码的几种蛋白质使用不同的

策略干扰宿主细胞的抗病毒反应，如NS3/4A 抑制

干扰素的合成；核心蛋白干扰干扰素信号途径；E2

和 NS5A 通过抑制宿主细胞的抗病毒蛋白的抗病毒

效应来干扰宿主细胞的抗病毒反应[24]。Kaukinen

等[10]发现NS2是IFN-β(interferon-β)基因表达潜在的

抑制剂。他们通过荧光素酶报告基因实验证实NS2

可抑制IFN-β 基因启动子的活性。IFN-β 是由病毒

感染细胞产生的，并具有多种生物学活性的细胞因

子。IFN-β 通过与细胞表面的特异性受体 IFNAR

(interferon-α/β receptor)结合，在其效应细胞中诱导

多条信号通路发挥抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等作

用。研究表明，除了经典的 JA K - S T A T 途径外，

IFN-β 还能诱导p38MAPK、IRS和 CrkL等信号转导

通路，介导不同的生物学效应。NS2 抑制IFN-β 基

因启动子的活性从而阻止信号通路发挥抗病毒、抗

肿瘤和免疫调节等作用，但具体参与的信号通路目

前尚不清楚。

8　NS2与 NS5A磷酸蛋白的过度磷酸化(hyperphos-

phorylation)

NS5A 磷酸蛋白在 HCV 感染中非常重要。它主

要负责RNA 的复制工作，一旦此蛋白被破坏，HCV

就无法正常的组装成病毒体[25]。目前的研究发现，

NS2蛋白参与了NS5A的过度磷酸化过程。Liu等[26]

通过直接突变使NS2-3 前体不能自身裂解，从而导

致 p58(NS5A 一种磷酸化形式)消失；但是，正常

表达的NS2-3 却能以顺式方式恢复p58。这些结果

表明，NS2-3 以自身裂解方式产生的NS2 蛋白参与

了NS5A 的过度磷酸化，从而对HCV 的复制过程产

生影响。

9　NS2 在 HCV 病毒包装中所起的作用

细胞培养体系的建立，第一次让认识完整的

HCV 病毒生命周期成为可能。由于NS2 不是作为病

毒粒子的主要组成部分，也不是病毒RNA复制所必
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需的，Jones等[9]研究它是否在病毒的生命周期有其

他作用。他们利用具有传染性j6/jfh的嵌合体以确

定p7和NS2蛋白对丙型肝炎病毒的感染是否是必不

可少的。结果发现NS2的蛋白酶结构域对病毒的感

染是必需的。在Jones实验的基础上，Jirasko等[27]

详细研究了 NS2 的蛋白酶结构域的结构及其功能。

他们发现 NS2 的蛋白酶结构域是病毒的传染所需

要，这与 Jones 的结果相一致。他们还发现，第

168 位的丝氨酸残基对NS2 在丙型肝炎病毒装配中

所起的磷酸化和稳定性方面的作用必不可少。此

外，他们确定了几个氨基酸残基对病毒颗粒的形成

至关重要，其中最重要的就是中央在TMS(trans-

membrane segments, TMS)第 10个位置的一个甘氨

酸残基。最后，他们发现突变的HCV NS2 阻碍HCV

病毒的包装并且可以由反式互补作用而得到恢复。

这为以后设计抗病毒新药提供了新的思路。

10　展望

近年来，针对NS2蛋白结构及功能的研究进展

极快。不仅NS2蛋白的分子结构已被解析出来，而

且它的许多重要功能被陆续发现。人们发现，NS2

蛋白不仅可以干扰宿主细胞的抗病毒反应，调控基

因转录，抑制细胞凋亡，阻滞细胞周期，还可以

参与NS5A磷酸蛋白的过度磷酸化。可以看到，NS2

蛋白在HCV感染过程中扮演着重要角色。随着研究

的深入，必将有更多的NS2 结构和功能方面的新发

现 。

目前为止，尽管人们对NS2蛋白的研究取得了

丰硕成果，但是仍然有许多工作要做。例如，NS2

的解旋机制至今不明，这就要求我们对NS2蛋白酶

的各级结构与功能的关系做进一步研究。由于NS2

蛋白在 HCV 感染中起重要作用，是研制抗 HCV 药

物的一个重要靶标。对NS2蛋白结构及功能的深入

研究，可望为设计抗 HCV 药物以及发现 HCV 治疗

新方法提供新的思路。
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2009中国疫苗大会

同期召开：2009 中国国际疫苗展览会

通　知

尊敬的先生 / 女士：

中国疫苗大会将于2009 年 5 月 28 至 30 日在上海市光大酒店举行。本次大会的主题是“以人为本，

创新发展”。本次会议设置了20 多个前沿科技专题论坛，涵盖了免疫和疫苗研究领域中的基础理论研究、

临床治疗方面的新进展、新成果展示。此次会议的宗旨是为中国及世界其它地区所有的疫苗研究专

家、临床研究学者、成果转化研究者及医药企业提供一个不可错过的机遇，帮助相关业内人士了解、讨

论并交流疫苗研究领域内从基础研究、药物研发到临床应用等方方面面的最新科研研究发现和技术成就。

本次大会从2009 年开始，将作为每年一次的重要的学术交流及新产品展览会活动，将充分体现疫苗

研究领域内的最新进展及技术成果，并以其专业性极强的覆盖面为国内外相关疫苗企业提供业内最新动态，

帮助企业及时把握市场脉搏，从而为企业带来更多商机。

在为期三天的展览会议中，将有近10 多个国家的专家学者、医务工作者、科研工作者将围绕免疫和

疫苗的基础科学研究、新药研发、新颖临床应用及未来趋势、新技术成果市场动态等议题进行广泛地学

术交流。预计与会人员逾 500 人。此次会议将汇聚国内外有所建树的生命科学家于一堂，与国内同行广

泛交流，共展未来，打造疫苗研究领域科技盛会，将是一次极具国际影响力的高水平、高层次的学术论

坛，必将为中国带来最新的医学信息和生物技术研究成果，把我国的疫苗研究水平及规模推上一个新台阶。
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