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丙型肝炎病毒融合蛋白及融合机制

秦照玲  鞠鹤鹏  戚中田

丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）属于黄病

毒科、肝病毒属，是有包膜的单正链RNA病毒，其包

膜糖蛋白E1、E2均位于病毒颗粒外表面，主要参与子

代病毒颗粒的形成（如组装）及病毒新一轮感染（如细

胞黏附、受体结合以及膜融合等过程）。目前研究认

为，有包膜病毒均通过一个共同机制——膜融合将自身

基因组输送至靶细胞，然后进行复制、转录与翻译、子

代病毒组装与释放。经受体结合[如Ⅰ型人免疫缺陷病

毒（human immunodeficiency virus，HIV-1）]、pH改变[
如流感病毒、登革病毒（dengue virus，DENV）和塞姆

利基森林病毒（Semliki forest virus，SFV）]或二者兼具

（如鸟类肉瘤病毒、白血病病毒）的方式，与细胞膜或

内体（endosome）膜发生融合
[1]
。本文将对近年来HCV 

E1、E2所介导的膜融合研究作一综述。

 一、病毒融合蛋白的概念、分类及融合特征 
 由病毒编码、能介导膜融合反应的蛋白称为融合蛋

白（fusion protein）。该类蛋白具有一些共性：①为Ⅰ

型整合膜蛋白，由大的胞外域、跨膜（transmembrane，
TM）域和小的C-端胞内域组成；②末端含信号序列，定

位于内质网（endoplasmic reticulum，ER）后被剪切；

③形成寡聚体并呈高密度分布于病毒表面；④含特异的

疏水融合肽/环/片[2]
。受低pH和（或）受体结合诱导，融

合蛋白构象发生重排，暴露出融合肽/环/片，插入靶膜，

再折叠形成发夹状结构，从而驱动病毒包膜（由TM结构

域介导）和靶膜（由融合肽/环/片介导）发生融合。简言

之，从融合前到融合后融合蛋白的结构转变均伴随着稳

定发夹构象的三聚体形成，即TM和融合肽结构域转位于

发夹结构的同一末端。

根据融合后构象的结构模序特点，可将融合蛋白分

为3大类：Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ。其中Ⅰ类融合蛋白再折叠形成

高度稳定的、中心为一个三聚化的α-螺旋卷曲样的杆状

结构，如流感病毒的血凝素HA和HIV gp41蛋白。HA前

体含一个HA1组成的大的球形头部和一个长的α螺旋卷

曲样茎部。低pH刺激使球形头部解离，使埋于下面的

HA2多肽链由环状变成螺旋状，暴露出融合肽，并向靶

膜方向转动约100Å，插入内体膜，形成“前发夹中间
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体”；然后，HA2的C-末端采取“V”字形折回，使病

毒膜附近的HA2片段方向逆转，并以反平行的方式与N-
末端三聚化的卷曲样沟状结构相互作用，最终形成稳定

的发夹三聚体结构
[3]
。Ⅱ类融合蛋白形成高度稳定的、

富含β二级结构的发夹三聚体，如TBE病毒（tick-borne 
encephalitis virus，TBEV）、DENV的E蛋白和SFV E1蛋
白。TBEV E蛋白在融合前呈亚稳定状态，即其胞外域以

头对尾的方式形成同源二聚体，每个单体含三个β-片层

状结构域（DⅠ、DⅡ、DⅢ），融合环位于DⅡ顶端，

包埋于E-E中。低pH刺激使E-E胞外域发生可逆性解离，

使融合环暴露并与靶膜结合，通过DⅢ向DⅠ/DⅡ方向

折叠，从而将C-末端带向融合环，形成稳定的发夹三聚

体
[4]
。Ⅲ类融合蛋白形成复杂型发夹三聚体，即结构中

部含有一个与Ⅰ类融合蛋白相似的α-螺旋三聚体核心，

而每个融合结构域中的细长形β片层顶端又暴露出融合

环，这又与Ⅱ类融合蛋白很相似
[5]
，如水疱性口膜炎病

毒（vesicular stomatatis virus，VSV）G蛋白、1型单纯疱

疹病毒（herpes simplex virus 1，HSV-1）gB蛋白。

二、HCV融合蛋白的研究与鉴定

HCV E1、E2蛋白形成异二聚体，位于病毒表面，

均为Ⅰ型膜蛋白，N-端为胞外域，C-端含TM域和一个小

的胞内域，TM中含有ER定位的信号序列，因此，二者

都符合作为融合蛋白的基本条件。但由于二者高度糖基

化、折叠动力学效率低等特殊的生物学性质，很难获得

晶体结构，所以对于HCV融合蛋白是E1还是E2这一问题

仍存在争议。

1. HCV E1作为候选融合蛋白的研究：Pérez-Berná
等

[6]
采用不同脂质体膜对HCV E1、E2的18-mer肽文库进

行膜整合性渗漏、半融合和融合诱导实验，发现E1 TM
（aa 331-381）之前的aa 310-331区域与膜去稳定性、融

合孔形成与放大有关；除C-末端的TM之外，E1内部还含

有一个潜在的、呈多嗜性的跨膜结构域（aa 270-291）。

前期研究显示，第262～290位氨基酸残基与蛋白分

泌有关，进一步分析发现，该区域含一个相对高度保守

的疏水结构域，氨基酸组成在不同基因型中的变化也具

有规律性；与黄病毒E蛋白序列进行比对，发现二者都含

有2个完全保守的半胱氨酸、1个天冬氨酸和3个保守的甘

氨酸，且这3个甘氨酸分布于多肽的第3、7、13位，与副

黏病毒F蛋白（位于第3、7、12位）类似，后者对于维持

副黏病毒F蛋白融合肽的结构至关重要。由此推测，这几

个保守氨基酸对于HCV融合、入侵也很关键。利用遗传
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突变技术，将1a型HCV假病毒颗粒（HCVpp）相应区域

中保守的半胱氨酸和甘氨酸置换成丙氨酸或脯氨酸后，

HCV侵入Huh7细胞的效率显著下降，其原因是部分突变

破坏了E1/E2间的相互作用，导致HCVpp装配效率降低，

另一部分突变虽不影响病毒颗粒组装及CD81结合，但影

响膜融合效率，说明该区域的确与HCV膜融合有关
[7]
。

化学合成E1候选融合肽（E1FP，aa 274-291），体外进行

脂质体膜互补实验，发现E1FP位于膜中阴影部位，能增

加膜的无序性，稳定非层状（non-lamellar）结构，但不

改变膜厚度，具有胆固醇依赖的脂混合能力
[8]
。

由于多数病毒融合肽是由16～26个相对疏水的氨基

酸残基组成，鉴于E1与其他病毒融合肽间的相似性，可

认为HCV E1是融合蛋白，且融合肽位于第262～296位氨

基酸残基。

2. HCV E2作为候选融合蛋白的研究：E2蛋白介导的

膜融合研究主要分为细胞-细胞融合、体外脂质体融合两

种。前者广泛应用于逆转录病毒、棒状病毒、疱疹病毒

等入侵研究，其策略是将病毒包膜蛋白表达在一种细胞

表面，同时引入T7 RNA聚合酶基因，然后在另一种细胞

表面表达病毒受体，并转入含T7启动子及其下游荧光素

酶或荧光蛋白等报告质粒，将两种细胞共孵育，经pH处

理后，通过酶学或镜检法测定报告基因表达或观察合胞

体形成情况。如Takikawa等[9]
将HCV E1、E2蛋白的胞外

域与VSV G蛋白的跨膜、胞浆结构域构建成嵌合质粒，

与T7 RNA聚合酶共转染细胞，然后与表达荧光素酶的受

体细胞共培养，通过荧光素酶的表达量来反映细胞融合

活性大小。但这种融合实验受蛋白表达丰度、靶膜脂质

组成以及融合检测方式的影响。

用HCV E1、E2的18-mer肽文库进行脂质体融合实

验，发现E2含有4个嗜膜区，分别是aa 423-453、aa 455-
489、aa 525-565和aa 603-634，其中后者的膜趋向性最

强，与蛋白折叠有关，通过一个高度保守序列（aa 675-
699）与TM区（aa 718-746）相连。体外合成这条多

肽（又称为E2融合肽，E2FP），发现其与CD81结合、

E1-E2和E2-E2二聚化有关，进一步分析其与脂双层膜结

合能力及结合后的结构变化，结果发现，E2FP能与带负

电荷的磷脂相互作用，调节膜磷脂的多态相，与磷脂膜

的亲和力强，位于膜中阴影位置，提示E2FP可能在膜中

进行了融合所需的寡聚化。最近，Liu等[10]
用E1-E2重叠

肽文库对HCVpp入侵进行抑制筛选实验，发现位于E2 
TM区、由16个氨基酸残基组成的一条多肽能有效抑制

HCV入侵，还能与抗-CD81发挥协同抑制作用，进一步

对其结构进行分析，发现该肽抗病毒活性依赖于其L-型
构象、序列组成和疏水特性，说明E2蛋白C-端不同结构

域间存在利于HCV入侵的相互作用。

以上是在多肽水平取得的结果，在病毒水平上，

利用HCVcc进行的脂质体融合实验，发现HCV膜融合

依赖于pH、病毒载量和靶膜的脂质组成；抗-E2能以剂

量依赖的方式抑制融合；不同密度的病毒颗粒融合活性

存在差异，密度低融合活性更高
[11]

，提示游离和（或）

与脂蛋白耦联形式的脂质均能促进病毒入侵、融合及

感染，这可能与载脂蛋白及SR-BI受体有关，因为低密

度的HCVcc含有低和极低密度脂蛋白（very low density 
lipoprotein，VLDL）组份，如载脂蛋白B和E，而SR-BI
介导的高密度脂蛋白（high density lipoprotein，HDL）脂

转移会增加脂膜的胆固醇含量，从而增强HCV受体复合

物的内化、膜重排和融合能力。此外，SR-BI还可通过与

E2高变区1（hypervariable region 1，HVR1）、HDL间的

相互作用来调节与VLDL耦联的载脂蛋白ApoC-Ⅰ活性，

增强HCV融合效率。 
支持E2作为融合蛋白最直接的证据是由法国巴斯德

研究所的Rey课题组率先测定的E2蛋白的三维结构（见

图1）[12]
。在果蝇S2细胞中表达HCV H77株E2蛋白胞外

域，用色析法分离出单体，然后利用圆二色性结合红外

光谱法获得了Ⅱ类融合蛋白相似的三维结构，由DⅠ、

DⅡ、DⅢ三个结构域组成，其中融合环位于DⅡ的远

端，为HCV膜融合研究提供了重要的结构生物学信息和

参考指标。

3. HCV膜融合的可能机制：属于虫媒病毒目的黄

病毒科还包括黄热病毒（yellow fever virus，YFV）、

DENV、TBEV、西尼罗河病毒（West Nile virus，
WNV）。黄病毒的两个包膜蛋白（E和prM）在成熟和

膜融合时会产生一系列构象变化
[13]

。首先，prM-E与病

毒核心组装成病毒颗粒后从ER出芽，在成熟分泌过程中

被蛋白酶水解成M蛋白并与E蛋白解离，后者形成E-E同
源二聚体，平行排列在成熟病毒表面。进入新一轮感染

的内吞途径后，反平行的E-E二聚体在低pH条件下解离

注：其中红色、黄色和蓝色分别代表DI、DII和DIII；灰色代

表与TM区相连的茎状区域；DI由8个β-片层组成；红色五角星表示

融合环所在位置，在一级结构中位于D0E0之间

图1  HCV H77株E2蛋白胞外域（E2e）的三维结构图 
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成单体（属Ⅱ类融合蛋白），然后通过DⅠ、DⅡ、DⅢ

间的相互作用，形成同源三聚体，暴露出融合环，从而

驱动融合。

HCV呈经典的二十面体结构，E1-E2异二聚体平行

锚着在病毒表面，这与Ⅱ类融合蛋白在病毒结构中的排

列方式一致。尽管序列比对和蛋白模拟分析都鉴定出E1
蛋白中含有一个融合肽，并提出基于TBE E蛋白的结构

模型，但E1在病毒入侵中的确切功能仍不清楚；另一种

观点认为E2中含有一个与TBEV、SFV相似的融合肽，并

测定出类似于Ⅱ类融合蛋白的三维结构，但生物学实验

显示，非共价结合且构象正确的E1-E2异二聚体是病毒融

合、入侵所必需的。无独有偶的是，副黏病毒融合需要 
F和凝集素-神经氨酸酶（hemagglutinin neuraminidase，
HN）蛋白共同参与；SFV融合由E1、E2及外周糖多肽

E3共同介导；瘟病毒感染起始于Erns
和E2间的相互作用；

风疹病毒低pH诱导的细胞融合也需E1蛋白内部疏水区的

参与。因此，HCV虽是独立的一个属，但与黄病毒和甲

病毒类似，膜融合受内体中低pH诱导，可能也是由E1、
E2蛋白共同介导，且不排除人CD81、糖胺或其他分子参

与。机制可能是在受体与pH的双重诱导下，HCV E1、
E2发生构象转变，暴露出融合肽/环，插入靶膜，引发多

重构象重排，形成融合诱导型同源三聚体，驱动病毒包

膜与内体膜发生融合。

三、结语

尽管近年来HCV膜融合研究取得较大进展，但融合

蛋白构象如何转变、融合中间体如何形成以及膜融合的

触发机制仍不清楚。从目前的研究结果看，HCV膜融合

是E1、E2共同参与、涉及一系列受严格调控的蛋白构象

转变的复杂过程，至于E1、E2如何协同作用、采取何种

作用模式、又有哪些宿主因子参与等问题还有待进一步

研究，但不容置否的是，膜融合是HCV入侵机制的关键

环节，也是目前抗病毒治疗的有效靶标。
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