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■背景资料
人类与乙型肝炎
的斗争已经历40
余年 ,  疫苗的广
泛使用使乙型肝
炎的流行得到很
好的控制 ,  治疗
上 虽 然 取 得 了
长足进展 ,  但是
现有的治疗大多
只 能 抑 制 病 毒
复制 ,  不能清除
乙 型 肝 炎 表 面
抗原(hepatitis B 
surface antigen, 
HBsAg)和乙型肝
炎病毒(hepatitis 
B  v i ru s ,  HBV) 
共 价 闭 合 环 状
D N A ( c o v a l e n t 
c losed  c i rcu lar 
DNA, cccDNA). 
近年来 ,  随着对
HBV致病机制的
深入研究和基因
编辑技术的发展, 
越来越多的乙型
肝 炎 得 到 “ 治
愈” .  基因编辑
技术和抗病毒/免
疫调节联合治疗
可能在HBV的治
愈治疗中发挥重
要作用.
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Abstract
Hepatitis B is a worldwide health problem and 
the main cause of liver cirrhosis, liver failure, 
and liver cancer. The steady state of hepatitis 
B virus (HBV) covalently closed circular DNA 
(cccDNA) in HBV infected hepatocytes and 
virus specific immune tolerance contribute 
to the chronic persistent infection and hard-
to-cure of hepatitis B. The presently available 
therapeutics for hepatitis B can control viral 
replication, but rarely eliminate HBV surface 
antigen (HBsAg) or HBV cccDNA. The “cure” 
of hepatitis B, which is characterized by 
the HBsAg loss or HBsAg seroconversion, 
and cccDNA clearance, has been the goal of 
researchers for years. In recent years, with the 
robust progress in understanding the HBV 
pathogenesis and the rapid development of 
gene editing technology, the “cure” of hepatitis 
B becomes prospective. This paper aims to 
summarize the potential strategies for the “cure“ 
of hepatitis B. 
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■研发前沿
如 何 最 大 限 度
地 清 除 H B V
特 异 性 耐 受
原 ( H B s A g 、
H B e A g 和 H B V
病 毒 颗 粒 ) ,  清
除 H B V 复 制 的
原 始 模 板 H B V 
cccDNA, 同时使
免疫病理控制在
安全范围内 ,  是
乙 型 肝 炎 “ 治
愈”治疗亟需解
决的难题.

fu l l/v24/i33/4438 .h tm  DOI :  h t tp ://dx .doi .
org/10.11569/wcjd.v24.i33.4438

摘要
乙型肝炎流行范围广, 是肝硬化、肝衰竭
和肝癌的重要病因, 严重威胁人类健康. 因
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)特殊
的复制过程中共价闭合环状DNA(covalent 
closed circular DNA, cccDNA)的稳态调节和
病毒特异性的免疫耐受, 造成HBV慢性持
续性感染, 难以清除. 现有的治疗大多只能
抑制病毒复制, 不能清除乙型肝炎表面抗原
(hepatitis B surface antigen, HBsAg)和HBV 
cccDNA. 乙型肝炎的“治愈”治疗是科学
家一直努力的方向, 其标志是HBsAg的消失
和肝细胞内HBV cccDNA的清除. 近年来, 随
着对HBV致病机制的深入研究和基因编辑
技术的发展, 乙型肝炎的“治愈”治疗已曙
光初现. 本文就乙型肝炎的“治愈”研究方
面的进展进行简要综述. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
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核心提要: 乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)
的共价闭合环状DNA(covalent closed circular 
DNA, cccDNA)和病毒特异性的免疫耐受, 造成

HBV慢性持续性感染. 清除血清中的HBV表面

抗原和肝细胞核内的cccDNA, 才能“治愈”乙

型肝炎. 基因编辑技术和抗病毒/免疫调节联合

治疗有可能达到“治愈”目标. 
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染可

导致急慢性肝脏损伤, 是肝硬化和肝细胞肝

癌最重要的病因, 全球60亿人口中, 约1/2的
人生活在HBV高流行区, 约20亿人被证明有

HBV感染, 根据世界卫生组织估计, 全球约有

2.4亿人慢性感染HBV(http://www.who.int/hiv/
pub/hepatitis/hepatitis-b-guidelines/en/), 其中

25%-40%最终将死于肝硬化和肝癌. 每年大

约有100万人死于慢性乙型肝炎相关疾病[1,2]. 
2006年全国乙型肝炎流行病学调查结果表明, 
我国1-59岁一般人群HBsAg携带率为7.18%, 
据此推算, 我国现有的慢性HBV感染者约9300
万人, 其中慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, 
CHB)患者约2000万例[3]. 

慢性乙型肝炎“治愈”能在不同水平定

义, 最理想的终点是病毒血症(HBV DNA)和
表面抗原的清除, 随之出现乙型肝炎表面抗体

血清学转变[4,5]. 这一状态在很大程度上令人满

意, 是因为他会显著改善CHB(至少对于非肝硬

化患者)的结局, 降低发生并发症的风险[5]. 然
而, 完全治愈应该仅能通过清除感染的肝细胞

中的共价闭合环状DNA(covalent closed circular 
DNA, cccDNA)来完成, 这标志病毒的彻底根除, 
不会有再活化的风险[6]. 然而, 这些终点仍是一

个挑战, 因为目前的治疗无法充分实现这些目

标. 因此, 临床医生必须依赖一个替代的但更实

际的终点, 那就是持续的病毒学缓解现象[1,7]. 
目前用于慢性乙型肝炎抗病毒治疗的药物

主要有干扰素(interferon, IFN)或聚乙二醇化干

扰素(PEG-IFN)及核苷(酸)类似物(nucleos(t)ide 
analogues, NAs)两类. 使用PEG-IFN-α能通过抑

制病毒和增强宿主免疫应答达到“治愈”效

果, 但不幸的是, PEG-IFN-α的有效治愈率不足

10%[7,8]. 乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface 
antigen, HBsAg)水平、病毒基因型、乙型肝炎

e抗原(hepatitis B e antigen, HBeAg)阳性患者的

HBeAg水平等可作为IFN的疗效预测因素, 通过

这些指标优选患者和优化IFN治疗方案可以提

高IFN的治疗应答率[9]. 然而, 这些优化方案可

能会排除更多不适宜IFN治疗的患者, 结果, 这
一策略并没有影响慢性乙型肝炎的总体治愈

率, 而且不良反应较多[10].
NAs可有效抑制HBV的复制, 而且具有高

效、低毒、使用方便等优点, 广泛应用于临床. 
使用NAs的无限期治疗, 能成功实现非根治性

的抑制病毒复制[1]. NAs治疗期间HBsAg血清

学清除非常罕见, 在所有治疗患者中HBsAg血
清学年清除率只有0.5%-1.0%. 根据数学模型, 
实现HBsAg清除在理论上需要20-30年的时

间[11,12]. 这种效果对HBeAg阳性和HBeAg阴
性的慢性乙型肝炎患者都是意料之中的, 事实

上, 尽管HBeAg阳性患者HBsAg水平下降率更

显著, 但HBeAg阳性患者通常比HBeAg阴性患
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■相关报道
L o g g i 等 综 述
了 靶 控 I A P 、
Myrcludex B、细
胞治疗、PD-1等
在HBV“治愈”
治 疗 中 的 潜 能 . 
Phyo等对于探索
基因编辑技术、
APOBEC3A/3B
胞 嘧 啶 核 苷 脱
氨 基 作 用 、
cccDNA转录抑
制剂、R N A i 等
乙型肝炎"治愈"
方法进行了综述.

者有更高的HBsAg基线水平. 使用更有效的核

苷类似物、足够的疗程、更好的疗效监测指标

来优化治疗可能会优化核苷类似物的疗效[13]. 

1  乙型肝炎为何难以根治

1.1 HBV cccDNA是HBV持续感染和复发的根

源 HBV是属嗜肝DNA病毒的小DNA病毒, 具
有3.2 kb部分双链的DNA基因组. HBV进入肝

细胞是通过细胞的胞吞作用, 依靠HBV大表面

蛋白(PreS1)N末端附着于肝细胞表面的钠离子-
牛磺胆酸共转运蛋白受体(sodium taurocholate 
cotransporting polypeptide, NTCP)[14]. 在脱壳和

释放入胞质中之后, 包含松弛环状DNA的核

衣壳被转运至细胞核内形成cccDNA[15]. 在肝

细胞核内cccDNA与组蛋白结合构成微型染色

体, 每个感染肝细胞平均有5-50拷贝cccDNA, 
半衰期约50 d[16]. 病毒复制以cccDNA为模板

转录HBV各种mRNA, 翻译相应的蛋白质, 同
时以3.5 kb前基因组RNA为模板逆转录形成负

链DNA, 包装形成核心颗粒后进行正链DNA
的合成而完成基因组复制. 其中新生的核心

颗粒可释放子代病毒DNA进入肝细胞核, 形
成cccDNA, 从而维持cccDNA的稳态[17]. 所以, 
cccDNA是HBV复制的原始模板, 肝细胞核内

cccDNA的持续存在是HBV持续感染和复发的

根源. 长期以来, 一直未能找到以cccDNA为靶

点的药物. NAs虽然能高效抑制病毒复制水平, 
使病毒DNA载量下降或消失, 但由于肝细胞核

内cccDNA未能根除, 即使患者在达到理想的治

疗终点后(HBsAg血清转换)停药, 病毒也可能

以cccDNA为模板再次大量复制, 激发强烈的免

疫应答, 导致肝组织损伤, 甚至肝衰竭[18]. 
1.2 HBV特异性免疫耐受是乙型肝炎久治不愈

的重要原因 乙型肝炎治疗的另一困境是HBV
特异性免疫耐受. HBV通过多种途径来拮抗宿

主的抗病毒效应机制[19,20]. 研究[21]表明, HBV的

蛋白成分(HBsAg、HBeAg、HBV DNA多聚

酶)和病毒颗粒均可以不同程度的抑制肝细胞

和肝脏非实质细胞以及抗原提呈细胞的应答

能力. 其中DC细胞数量减少和功能障碍是造

成免疫耐受的重要原因. DC细胞功能障碍, 表
现为协同刺激分子表达减低, 细胞因子分泌减

少[22]. 接受抗原刺激后, DC细胞成熟障碍, 不
能传递抗原信息给CD4和CD8T细胞, 从而不

能产生功能性辅助性T(Th)细胞和细胞毒性T

细胞(cytotoxic lymphocyte, CTL). CHB患者血

液中的自然杀伤细胞(natural killer cell, NK)的
频率、活化以及细胞因子的生成显著下降, 具
有免疫抑制性的白介素(interleukin, IL)-10大量

分泌, 导致了免疫耐受并且促使病毒的持续存

在. 阻断IL-10的作用或者给予抗病毒治疗有助

于恢复NK细胞的活性以及IFN-γ的合成[23,24]. 
下调HBV感染的肝细胞上Toll样受体(toll 

like receptors, TLRs)的表达已被证实是免疫逃

避的一个可能机制[25]. 作为一个重要的宿主先

天免疫系统的一部分, TLRs是与识别病原体有

关的膜结合受体, 从而激活参与抗病毒免疫应

答的多种基因的表达[26]. TLR-7, 表达于树突状

细胞及B淋巴细胞[27], 能够识别病毒的核酸样

结构, 刺激他们各自的受体加强树突状细胞分

泌IFN-α和其他细胞因子, 并且激活自然杀伤细

胞和细胞毒性T淋巴细胞. TLR-7以及许多其他

的受体在CHB患者体内被抑制导致抗病毒感

染的免疫功能紊乱[28], 尤其在表面抗原存在的

情况下[29]. HBV的持续存在不仅可以直接抑制

PRR的识别和抗病毒信号通路, 导致细胞固有

免疫耐受, 也能抑制系统性固有免疫细胞(包括

NK、NKT和pDCs)的频率和功能, 导致系统性

固有免疫耐受, 同样会诱导系统性适应性细胞

和体液免疫耐受, 这严重阻碍了HBV的清除[30]. 
因此慢性乙型肝炎患者免疫系统不健

全、免疫细胞(T细胞、NK, DC)应答数量和质

量上的不足, 加上病毒颗粒和抗原的耐受原作

用等因素形成HBV特异性免疫耐受[20], 而这种

免疫耐受是导致HBV持续感染和久治不愈的

重要原因, 仅仅抑制病毒复制难以清除HBV感

染[31,32]. 无法阻止这一复杂的复制机制导致了

病毒抗原持续合成, 这反过来又逐步加剧了免

疫反应功能衰竭, 而免疫反应是控制病毒的最

有效的工具[33]. 

2  靶向HBV cccDNA的治疗

作为病毒复制和基因表达的原始模板 , 
cccDNA在HBV的慢性化和持续感染中发挥

关键作用, 也是HBV难以清除的根源. 一旦

cccDNA被清除, HBV就失去了“根基”, 所以

cccDNA的靶向治疗一直是科学家努力的方向, 
成为乙型肝炎治疗研究的新热点. 这可以通过

抑制cccDNA的合成及维持, 包括通过应用转

录抑制剂抑制病毒的定居, 阻止他的活动, 通
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■创新盘点
本文系统阐述了
基因编辑、基因
修饰等靶向HBV 
cccDNA的技术
进展, RNAi等清
除HBsAg的方法, 
以及TLRs激动剂
和特异性CTL及
其免疫检查点的
调控等新的免疫
调节方案的进展.

过直接灭活cccDNA以及激活宿主的先天免疫

应答来实现. 
2.1 阻断cccDNA的生成与补充

2.1.1 阻断cccDNA池的补充: 强效抑制病毒复

制水平可能部分阻断cccDNA池的补充, 使用核

苷酸类似物治疗后cccDNA水平显著下降[6,34], 
但是按照数学公式推算, 如果按照这种方法使

cccDNA水平降低一半, 需要14.6年[35]. 所以需

要直接作用于cccDNA, 使其降解, 才有可能从

根本上根除乙型肝炎. 
2.1.2 cccDNA转录抑制剂: 小分子物质已经被

证明可以通过改变病毒的表观遗传调控, 阻碍

cccDNA向pgRNA的转录并且阻碍乙型肝炎病

毒的复制. 通过控制与cccDNA结合的组蛋白

的乙酰化或者甲基化, 乙型肝炎病毒的转录可

以被抑制. 这些小分子包括C lassⅠ、Ⅱ、Ⅲ

组蛋白去乙酰化酶抑制剂, p300和P300/CBP
相关因素的组蛋白乙酰转移酶抑制剂, hSirt1 
activators; JMJD3组蛋白去甲基酶抑制剂[36]. 所
有这些小分子物质还处于临床前期研究阶段. 
由于这些小分子标靶的酶作用非常广泛, 影响

多种基因表达, 这些化合物的安全性在临床应

用前还需要广泛的评估. 
2.1.3 阻断HBV衣壳的组装: HAPs是核衣壳形

成以及核心颗粒组装的抑制剂. 这是通过对加

工过程的错误指导来实现的, 并非主要影响核

心蛋白水平或者病毒的复制水平. 尽管如此, 
由于他对衣壳组装及病毒复制的抑制作用, 还
是会出现核心蛋白水平的下降[37]. 另一种有特

殊属性的HAP是HAP12, 他会结合微型染色体

上的核心蛋白, 引起结构性的改变并且形成一

种不支持cccDNA转录以及pgRNA进一步生产

的核心蛋白. 因此, HAP12也是另一种潜在的

治疗药物, 他除了能够有效的抑制核心蛋白, 
还能抑制cccDNA的功能[38]. 

NVR-1221, 是一种HAPs的替代物, 能够

直接作用于HBV的核心蛋白, 正在进行Ⅰa期
的药物试验. 其他相似的替代物对衣壳蛋白有

抑制作用, 包括一些2-氨基-乙酰胺衍生物[39], 
氨磺酰基苯甲酰胺衍生物[40], 磺胺衍生物[41], 
第一种衍生物与拉米夫定联合使用对乙型肝

炎病毒载量具有协同抑制作用[39]. 
2.2 cccDNA稳态的调节 HBV cccDNA的稳态

主要受与之结合的H3、H4组蛋白的乙酰化水

平调节, HBV x抗原(HBV x antigen, HBxAg)

通过上调H3、H4组蛋白的乙酰化、甲基化和

磷酸化水平来维持HBV cccDNA的稳态水平, 
HBxAg突变后可以下调cccDNA水平[42]. 我们

最近的研究表明, 干扰HBxAg的表达或通过

使用姜黄素下调组蛋白乙酰化水平可以下调

HBV cccDNA的水平, 抑制HBV的复制. 
2.3 cccDNA清除

2.3.1 非溶细胞机制: IFN-α和TNF-α家族成员

以一种特异的无细胞损害的模式诱导cccDNA
的降解, 这一最新发现似乎是一个重要的里程

碑[43]. 然而, 这种模型中显示的IFN-α的有效抗

病毒活性与临床实践中观察到的PEG-IFN-α
的慢性乙型肝炎治愈率并不相符. 可以推测, 
实现cccDNA的降解需要大量的IFN-α(与高度

复杂的体外模型中使用的水平类似), 或目前临

床实践中使用的IFN-α的剂型或方法所起的作

用仅占其生物学潜能的很小一部分. TLRs激动

剂等通过活化天然免疫通路, 有望通过非溶细

胞机制来清除cccDNA, 但是免疫应答的强度难

以控制, 而且非特异性免疫可能造成肝脏的炎

症坏死, 甚至出现肝衰竭[44]. 
2.3.2 基因修饰: 2014-02 Science报道, 利用IFN-α
和淋巴毒素β受体活化分别上调载脂蛋白B 
mRNA编辑酶催化多肽样蛋白3A(apolipoprotein 
B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-
like 3A, APOBEC3A)和APOBEC3B胞嘧啶脱

氨酶, 可以导致cccDNA降解从而抑制HBV复

制[45]. 这一结果第一次为开发乙型肝炎治愈疗

法提供了可能性. 但是这种上调APOBEC3A和

APOBEC3B胞嘧啶脱氨酶介导的胞嘧啶脱氨作

用缺乏特异性, 可能对基因组DNA有潜在的不

良反应[46]. 最重要的是这项发现的临床应用的

安全问题. 淋巴毒素β受体激动剂可以触发细胞

凋亡、 肝细胞的增殖、炎症, 以及肝细胞癌. 因
此在当前形势下对于他的安全性考量可能会阻

碍监管部门对他的认可[45]. 
2.3.3 DNA编辑技术: 锌指核酸酶(zinc finger 
nucleases, ZFNs)、转录激活因子样效应物

核酸酶(transcription activator-like effector 
nueleases, TALENs)和规律成簇的间隔短回

文重复(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats, CRISPR)/Cas是基因编辑

的三大技术. ZFNs和TALEN均显示对HBV 
cccDNA的编辑能力, 引起cccDNA分子的基因

突变, 并抑制病毒复制. 但是对cccDNA的降解
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■应用要点
以CR ISPR为代
表 的 基 因 编 辑
技 术 代 表 H B V 
cccDNA清除治
疗 的 研 究 方 向 ; 
抗病毒/免疫调节
联合治疗可能在
“治愈”治疗中
发挥重要作用.

能力有限[47,48]. 
CRISPR/Cas系统是利用RNA导向的DNA

核酸内切酶来剪切目的DNA. CRISPR/Cas是
在大多数细菌和古细菌中发现的一种天然免

疫系统, 可用来对抗入侵的病毒及外源DNA. 
CRISPR/Cas9基因组编辑技术的快速发展为定

点清除感染细胞内HBV cccDNA提供了可能. 
Lin等[49]应用CRISPR/Cas系统设计筛选了8个
HBV特异性gRNA中2个有效, 有趣的是, 一个

针对HBV保守区的gRNA可以作用于不同的基

因型. 在高压水注射HBV持续感染模型体内, 
这种CRISPR/Cas系统可以切割含有HBV的质

粒, 促进HBV的清除, 结果血清HBsAg的水平显

著降低. 在转染了NTCP的HepG2细胞, HBV特

异性CRISPR/Cas可以通过突变和降解cccDNA
显著抑制HBV的感染[50]. 利用慢病毒载体转

染CRISPR/Cas系统, 联合不同位点的gRNA
可以使cccDNA降低10倍, 病毒DNA水平抑制

1000倍[51]. 在一种产生HBV cccDNA的小鼠模

型体内, 尾静脉注射sgRNA-Cas9质粒显著降

低cccDNA和HBV蛋白水平[52]. 在HepG2.2.15细
胞持续表达Cas9和特定的gRNA, 第36天HBV 
cccDNA下降90%以上. 在HepAD38细胞, 双靶

位CRISPR/Cas系统显著抑制HBV cccDNA[53]. 
上述研究显示, 通过对HBV全基因组序列的

分析 ,  筛选合适的位点作为目标序列 ,  构建

HBV特异性CRISPR/Cas9载体, 有可能发挥

HBVcccDNA的降解作用甚至清除cccDNA, 对
于HBV“治愈”治疗前景广阔, 因而成为新的

研究热点[54]. 
2.3.4 通过诱导肝细胞凋亡清除cccDNA: 目
前传染性疾病方面正在研究的一个新方法

是靶控凋亡蛋白抑制剂(inhibitor of apoptosis 
proteins, IAP), 其目标是诱导被病毒感染的细

胞的凋亡. 来自澳大利亚墨尔本沃尔特和伊

莱扎霍尔医学研究所的科学家的最新研究[55]

发现, 在HBV感染时细胞凋亡蛋白的抑制剂

(cellular inhibitor of apoptosis proteins, cIAPs)减
弱肿瘤坏死因子信号, 他们限制被感染的肝细

胞的凋亡, 从而使病毒持续感染. 一种用于癌

症治疗的XIAP和cIAP1的拮抗药物Birinapant
与恩替卡韦联合用于感染HBV的细胞, HBV感

染的成功清除率达到100%. Birinapant能够破

坏HBV感染的肝细胞, 然而, 正常细胞却不受

伤害[56]. 目前, Birinapant正处于慢性乙型肝炎

患者的临床试验Ⅰ期阶段[57]. 该方法具有广阔

前景, 但是其安全性有待进一步验证, 而且保

护未被感染的肝细胞被HBV继续感染可能会

减少肝细胞凋亡导致肝衰竭的风险. 

3  HBV的免疫清除

如何打破HBV特异性免疫耐受, 诱导HBV特异

性免疫应答来清除HBV? 同时控制免疫损伤, 需
要两方面的工作: 一方面减轻HBV病毒和抗原的

负荷, 即降低HBV DNA、HBsAg、HBeAg的水

平; 另一方面诱导多克隆HBV特异性免疫应答. 
3.1 耐受原的清除 s iRNA可以序列特异性的

结合和降解mRNA. 体内外研究[58,59]已经证实

特定序列的siRNA可以高效降解HBV mRNA, 
包括pgRNA, 从而降低HBsAg、HBeAg、
HBcAg、HBxAg以及DNA多聚酶的表达水平, 
显著抑制病毒复制. 在小鼠模型体内、2215细
胞系和原代肝细胞中联用多种siRNA或siRNA
联合核苷类似物治疗, 可以获得更加强效的对

于乙型肝炎病毒复制以及抗原表达的抑制[60-62]. 
美国Arrowhead公司开发的以DPC为载

体的siRNA(ARC-520)在黑猩猩体内实验证实

可以长期抑制乙型肝炎病毒DNA、HBsAg、
HBeAg[63]. ARC-520联合恩替卡韦的Ⅱ期的临

床试验正在进行. 这个试验不仅会评估他的安

全性及药效学而且还会评估他与恩替卡韦联

合应用后对HBsAg、HBeAg、病毒DNA水平

的效能[64]. 美国FDA已批准继续推进ARC-520
的一项多剂量Ⅱb期临床研究Heparc-2004. 目
前, ARC-520正处于Ⅱ期临床开发, 该药每月

注射1次, 具有功能性治愈乙型肝炎的潜力[65]. 
2016亚太肝病年会学术年会上, 研究人员发

表了一项有关ARC-520用于CHB患者的耐受

性和活性的研究报道, 研究结果显示ARC-520
能有效的抑制cccDNA驱动mRNA下降1.9logs 
(99%), 而且耐受性良好; 这是目前首个有关

HBeAg和HBsAg有效的直接抗病毒研究. 
3.2 非特异性免疫增强 免疫治疗是以操控/刺
激适应性免疫为基础的, 最近的研究集中在固

有免疫通路上, 他在控制感染中起关键作用. 
固有免疫的活化也可以刺激适应性免疫, 因此, 
这一策略有望在慢性乙型肝炎的免疫控制中

起更广泛作用. 
使用TLR激动剂能重建自身免疫功能[66]. 

最近, TLR7激动剂(GS-9620)已被证实在慢性
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■名词解释
HBV cccDNA: 乙
型肝炎病毒共价
闭合环状D N A , 
是HBV的复制中
间体 ;  嵌合抗原
受 体 T 细 胞 :  将
识别相关抗原的
单链抗体和胞内
信号域“免疫受
体酪氨酸活化基
序” 在体外进行
基因重组 ,  生成
重组质粒 ,  转染
到患者的T细胞, 
使患者T细胞表
达抗原受体.

乙型肝炎动物模型中能持续降低病毒血症和

抗原血症[27,67]. GS-9620短期应用于土拨鼠及黑

猩猩能够降低血液中及肝内的表面抗原以及

HBV DNA. TLR-7激活的免疫应答能够清除表

面抗原、e抗原和乙型肝炎核心抗原阳性的肝

细胞, 并且能够直接抑制病毒的复制[27]. 这种

药物具有较高的生物利用度及耐受力, 在健康

的受试者中没有严重的不良反应[68]. 联合应用

GS-9620和核酸类似物能够有效的治疗乙型肝

炎病毒感染, 而不产生与干扰素治疗有关的严

重不良反应[27]. GS-9620是一个接近于临床应用

的新的治疗策略, 正处于临床Ⅰ/Ⅱ期研究中. 
3.3 HBV特异性免疫治疗

3.3.1 特异性CTL: 在超过90%的成年期感染病

毒患者中观察到的急性期后自发的HBsAg清除

是通过建立强大的固有或适应性免疫应答发

生的[33,69]. 因此, 模拟自限性HBV感染期间的免

疫反应是治疗慢性乙型肝炎的一个可行的方

法. 这一方法包括修复在慢性阶段丧失的合适

的免疫功能[20], 这也是目前探究最广泛的策略. 
一个直接精细的方法就是细胞治疗, 他是

使用不同类型的改良的T细胞. 这些T细胞在

基因上做了改良来表达预先设定的抗病毒特

异性. 这一过程的基本原理是使用一个新的

具有完美功能的T细胞库来替代或增强宿主

缺少或低能的T细胞库, 同时也靶控控制病毒

相关的免疫显性的表位[70,71]. 因此, 这一策略

有可能治愈CHB. 然而, 还有几点需要处理以

确立他在慢性乙型肝炎中的有效性和安全性: 
(1)强烈的T细胞介导的杀伤作用激活可能导

致肝炎, 出现未知的结果; (2)必须要证明改良

的T细胞与天然的T细胞在循环中抗原所致的

功能衰竭作用机制不同, 并给肝脏一个促进免

疫耐药的环境. 
3.3.2 嵌合抗原受体T细胞: 嵌合抗原受体T细
胞(chimeric antigen receptor T-cell). 赋予T细胞

HLA非依赖的方式识别肿瘤抗原的能力, 这使

得经过CAR改造的T细胞相对于天然T细胞表

面受体TCR能够识别更广泛的目标. CAR-T已
经在包括CD19+急性白血病等多种肿瘤治疗

中显示出高效的抗肿瘤活性, 可能发展成为安

全有效的肿瘤治疗策略[72]. 
慢性乙型肝炎患者由于免疫耐受缺少清

除病毒所需的特异性CTL. CTL的特异性由

TCR基因决定, 采用转基因表达TCR可使经

CD3抗体活化的CD8+ T淋巴细胞转化为特异

性CTL. 使用人淋巴细胞中的HBV-T细胞受体

信使RNA电转染淋巴细胞生成的HBV特异性

T细胞能够使HepG2.2.15病毒载量下降50%, 
而不会造成肝毒性 [73]. 生成一种能高效抑制

H B V复制但不会直接杀死肝细胞的H B V特

异性T细胞是有可能的. 利用CAR-T技术制备

HBsAg/HBcAg特异性的CAR-T细胞有可能在

HBV的免疫清除中发挥重要作用. 
3.3.3 DC疫苗/DC-CIK: DC是体内功能最强的

抗原递呈细胞(antigen presenting cell, APC), 也
是唯一能活化初始T细胞的APC, 在特异性激

活初始T细胞、联结天然免疫和获得性免疫应

答中发挥独一无二的作用. 细胞因子诱导的杀

伤细胞(cytokine-induced killer cells, CIK)是人

体内T淋巴细胞的一种. 在外周血单个核细胞

的培养物中加入含有IL-2、IFN-γ等细胞因子

及抗CD3单抗, 可以获得大量增殖的细胞毒性

细胞. DC-CIK是指与DC细胞共培养的CIK细

胞. C IK细胞和DC细胞是细胞免疫治疗的两

个重要组成部分, 两者联合可确保高效的免

疫反应. 随着细胞制备技术的日趋完善, DC-
CIK细胞过继免疫治疗逐渐在临床广泛开展. 
实验研究表明DC和CIK共同培养可以同时促

进C IK细胞和DC细胞的增殖和免疫功能. 在
临床研究[74]中, HBsAg活化的自体DC-CIK在

部分CHB患者中可以抑制血清HBV载量, 降
低HBsAg的水平, 促进HBeAg的血清转换. 
未经HBsAg活化的CIK也可以降低血清HBV
载量, 促进高ALT水平CHB患者的HBeAg的
消失[75]. 我们在一些低HBsAg水平的患者进

行的D C疫苗临床研究发现, H B s A g活化的

DC疫苗可以加速HBsAg的清除, 少数患者出

现HBsAg/HBsAb血清转换. 但上述研究缺乏

随机对照试验和大样本的观察. 
3.3.4 DNA疫苗: 与传统疫苗相比, DNA疫苗的

优势在于既可诱导体液免疫, 又可诱导细胞免

疫[76]. 从理论、动物实验和临床实验上都充分

证实, HBsAg和HBcAg DNA疫苗, 均能诱导出

HBV特异性的CTL反应[77-80]. 但是试图通过接

种疫苗治疗慢性乙型肝炎并没有得到令人满

意的结果. 核心抗原特异性细胞免疫在CHB中
最具特异性, 也与HBV的控制正相关[81]. 在临

床前研究[82]中获得了鼓舞人心的结果, 目前正

在评估核心蛋白DNA疫苗的治疗潜能. 但是这
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些资料还仅局限于动物模型中, 因此, 要应用

到慢性乙型肝炎的治疗中还需要更多时间. 
3.3.5 治疗疫苗: GS-4774是一种酵母菌型的疫

苗, 表达X基因、大S基因以及乙型肝炎病毒的

核心抗原. 他的作用包括在吞噬作用后激活树

突状细胞, 兴奋CD4+和CD8+T细胞, 下调调节

性T细胞水平. GS-4774在健康人的Ⅰ期实验中

可诱导HBV特异性免疫应答, 目前正在评估他

在CHB患者中的作用[83]. 
DV-601是另一种治疗性的疫苗, 包含重组

的HBsAg及HBcAg. 在CHB患者的研究中, 有
8位HBeAg阳性的初治患者, 6位HBeAg阴性

的经恩替卡韦治疗的患者接受了DV-601肌肉

注射. 疫苗被良好的耐受, 只有较轻的并且在

停止治疗后消退的不良反应. 所有患者出现了

期望的淋巴组织增生的反应以及令人满意的

HBsAg、HBeAg和病毒载量的下降, 而且在接

受高剂量DV-601的患者中可检测到HBsAb及
HBeAb[84]. 

NASVAC, 一种包含HBsAg及HBcAg的
联合治疗性疫苗, 可以通过鼻腔喷雾给药. Ⅰ
期实验中, 所有受试者在免疫30 d后产生了

HBcAb, 75%受试者在应用10 IU/L以上剂量的

情况下, 最迟90 d后出现了HBcAb[85]. 目前正在

进行Ⅲ期实验以评估其降低HBV DNA载量及

其他重要临床参数的治疗作用. 
最初用于降低肝脏肿瘤风险的合成

HBcAg疫苗, 被发现为一种强有力的免疫治疗

性疫苗. 这种疫苗被设计用来清除乙型肝炎病

毒感染的肝细胞而不引起肝损害, 通过高效的

HBcAg特异性CTL及抗体应答, 来加强肝脏中

现存的宿主T细胞应答[86]. 
3.4 免疫检查点通路的抑制 PD-1, 是隶属于

C D28/C T L A-4超家族的T细胞抑制性受体. 
PD-1在外周和肝内HBV特异性T细胞上均高度

表达, 阻断PD-1通路可以修复抗病毒功能[87-89]. 
2011年, 美国食品药品监督管理局批准了伊匹

单抗(ipilimumab)用于治疗晚期黑色素瘤. 包
括PD-1和PD-L1抑制剂等检查点制剂正在多

种肿瘤中测试单独使用或联合不同疗法的疗

效[90,91]. 抗-PD1抗体在评估用于慢性丙型肝炎

患者的治疗中有着显著的疗效. 然而, 由于患

者样本量小, 而且使用的是单一剂量的抗PD1, 
研究的临床意义有限[92]. 

目前尚无数据可用于CHB的治疗; 然而体

外研究中, 封闭PD1通路联合CD137活化, 可
以增强肝内浸润的T淋巴细胞对HBV的反应

性[89]. 在高压水注射HBV小鼠模型体内, 应用

PD1单抗阻断PD1通路可以恢复肝内T淋巴细

胞的功能表型, 从而清除病毒[93]. 在土拨鼠模

型中联合ETV、治疗性DNA疫苗和PD-L1抗
体治疗, 显著增强病毒特异性T细胞的功能, 抑
制WHV复制和持续的免疫控制, 甚至在一些

动物中产生抗-WHs抗体和病毒清除[94]. 
这一方法用于治疗慢性乙型肝炎的治疗

具有非常大的吸引力, 因为他赋予T细胞高度

的生物学潜能和相对于其他免疫治疗方法的

优势. 这种方法不需要侵入性操作, 增强预先存

在的免疫应答, 因此排除了交叉反应的风险和

基因修饰的不良反应. 然而, 主要的安全问题来

自于生理免疫检查点模式的操作, 比如发生自

身免疫的可能性等. 

4  针对HBsAg阴转的临床新方案的探索

联合IFN和NAs可能增强抗病毒活性, 而稳定

的抑制病毒复制有望加速HBsAg水平下降. 因
此, 一旦使用核苷酸类似物完全抑制病毒复制, 
再给予聚乙二醇IFN-α2a, 大大提高HBsAg的
下降速率和清除率, 就是目前正在评估的最新

的治疗方法[95,96]. 
由 浙 江 大 学 杨 益 大 教 授 牵 头 的

“十二五”提高慢性乙型肝炎HBsAg阴转率

项目中, 以NAs+IFN-α为基础的抗病毒/免疫调

节联合治疗提高HBsAg阴转率. 除了联合NAs
和IFN-α以外, 还加了粒-巨噬细胞集落刺激因

子(GM-CSF)和乙型肝炎疫苗等免疫调节剂, 以
尽可能地调动患者自身的抗病毒免疫反应. 结
果, 在HBeAg阳性初治慢性乙型肝炎患者中经

48 wk治疗获得了8.9%的HBsAg阴转率; 对于

NAs经治、HBsAg已经<3000 IU/mL的患者, 经
48 wk治疗HBsAg阴转率能够达到15.5%. 根
据“十二五”项目研究结果, NAs+IFN-α为基

础的抗病毒/免疫调节联合治疗是目前能提高

HBsAg阴转率的有效方案. 争取在“十三五”

期间, 使初治患者的HBsAg阴转率达到10%以

上, 经治患者达到20%以上. 

5  结论

乙型肝炎的慢性化机制中, HBV cccDNA的稳

态存在是造成乙型肝炎久治不愈的根源, HBV

■同行评价
本 文 选 题 准 确 , 
跟 踪 最 新 研 究
进 展 ,  从 H B V 
cccDNA的稳态
调节和HBV特异
性免疫耐受阐释
乙型肝炎难以根
治 ,  到靶向HBV 
cccDNA的治疗
和 打 破 H B V 特
异性免疫耐受、
诱 导 H B V 特 异
性免疫应答来清
除HBV, 进行系
统综述 .  最后谈
到针对HBsAg阴
转的临床新方案
的探索 ,  为临床
“治愈”更多乙
型肝炎患者指明
可能的方向.
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特异性免疫耐受是最重要的原因. 乙型肝炎的

“治愈”, 清除cccDNA是关键, 以CRISPR为
代表的基因编辑技术已初步显示对cccDNA
的降解作用, 在抗乙型肝炎的治疗中可能发挥

革命性的作用. 而免疫调节治疗需要持续抑制

病毒的复制, 降低病毒载量, 封闭病毒蛋白表

达, 以清除耐受原; 另一方面, 诱导多克隆高活

性的HBV特异性的免疫应答, 二者协同作用, 
有可能打破HBV特异性免疫耐受, 从而清除

HBV感染. 目前的临床联合治疗方案中, 在核

苷类似物经治患者中, 联合IFN或其他免疫调

节剂的治疗将有可能“治愈”更多的乙型肝

炎患者. 
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