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Abstract
A I M :  T o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f i c a c y  o f 
immunotherapy using hepatitis B surface 
antigen (HbsAg)-pulsed autologous dendritic 
cells (DCs) in patients with chronic hepatitis B 
(CHB).

METHODS: After autologous DCs were loaded 
with HbsAg and cultured, they were intrave-
nously infused back to patients. The overall 
course of treatment was divided into four 
phases: three months of intensive therapy, three 
months of consolidation therapy, six months of 
observation of short-term curative effect, and 
one year of observation of long-term curative 
effect. A high-throughput detection of HBV 
mutations was performed in each patient before 

therapy. Liver and renal function, HBV DNA 
level and HBV markers were measured in all pa-
tients before and after each treatment.

RESULTS: HBV core gene mutations occurred 
in 15.1% of patients (58/384). Of 134 patients 
with HBeAg-positive CHB, 58 showed virologi-
cal response to the therapy, 21 showed sero-
logical response, and 75 showed biochemical 
response. Of 102 patients with HBeAg-negative 
CHB, 40 showed virological response, and 53 
showed biochemical response. Complete re-
sponse was observed in 112 (29.2%) and 124 
(32.4%) patients in one and two years, respec-
tively. After treatment, serum HBsAg, HBeAg 
and HBV DNA levels significantly decreased 
(2484.39 ± 185.2 ng/L vs 1616.28 ± 169.81 ng/L; 
32.1 ± 5.78 ng/L vs 69.9 ± 7.61 ng/L; 0.08 ± 1.78 
× 108 copies/L vs 1.79 ± 1.21 × 108 copies/L, all P 
< 0.05 or 0.01). No serious adverse events were 
noted during and after treatment.

CONCLUSION: HbsAg-pulsed DCs are effective 
in the treatment of CHB patients and HBV carriers. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Autologous den-
dritic cell; Immunotherapy
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摘要
目的: 观察HBV抗原肽冲击的自体树突状细
胞对慢性乙型肝炎(CHB)及HBV携带者的疗
效及安全性. 

方法: HBV抗原肽致敏的树突状细胞, 经培养
后回输给患者, 总疗程6 mo, 分为: 密集治疗期
(第1-3月), 10-20 d为1个周期; 巩固治疗期(第
4-6月), 30 d为1周期. 临床疗效跟踪期(第7-12
月); 远期疗效观察期(第13-24月). 首次治疗前
行高通量HBV变异基因检测, 每次治疗前、后
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■背景资料
我国人群的HBV
检出率为9.09%, 
约有1. 1亿人为慢
性HBV感染 ,  慢
性乙型肝炎的发
病率和死亡率与
病毒持续复制和
疾病进展为肝硬
化或肝癌密切相
关 .  纵向研究表
明, 慢性乙型肝炎
确诊后, 肝硬化累
积 5年发生率约
8%-20%, 肝脏失
代偿 5年累积发
生率约20%. 肝硬
化患者每年HBV
相关肝细胞癌的
发生率为2%-5%. 
H B V慢性化主
要与机体免疫状
况、病毒载量及
两者的平衡关系
有关, 其中树突状
细胞(DC)发挥着
极其重要的作用. 
现有的治疗慢性
乙型肝炎的药物
之所以对HBV携
带者疗效不佳, 最
主要的原因就是
免疫耐受而使抗
病毒药不能发挥
作用, 只能抑制病
毒的复制, 却不能
清除病毒.

■背景资料
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心 



检查HBV-M, HBV DNA, 血尿常规、肝功能、
肾功能、肝胆胰脾B超及血HBV DNA载量.

结果: 384例慢性HBV感染患者中, 发生C区
变异最多: 58例(15.1%); HBeAg(+)CHB 134
例中, 分别有58例(43.3%)、21例(15.7%)、
75例(55.6%)发生单项病毒学、血清学及生
化学应答; HBeAg(-)慢CHB 102例中, 分别
有40例(39.2%)、53例(52%)发生单项病毒学
及生化学应答; 81例慢性HBV携带者中, 28
例及33例分别发生病毒学、血清学应答. 1年
时, 完全应答112例(29.2%), 2年时, 完全应答
124例(32.4%); 与治疗前相比HBsAg、HBeAg
及血清HBV DNA载量均发生显著性的变化
(2484.39±185.2 ng/L vs  1616.28±169.81 ng/L; 
32.1±5.78 ng/L vs  69.9±7.61 ng/L; 0.08±1.78
×108 copies/L vs  1.79±1.21×108 copies/L, 
P <0.05或0.01); 治疗期间及结束后, 无严重不
良反应发生.

结论: HBV抗原肽冲击的树突状细胞可用于
CHB的治疗, 疗效及安全性确切.

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 免疫治疗
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0  引言

HBV感染人体后, 机体的免疫反应决定疾病的

发生、发展与转归 ,  机体对H B V形成免疫耐

受是H B V持续感染的主要原因 .  树突状细胞

(dendritic cell, DC)是人体内功能最强的抗原提

呈细胞(antigen presenting cell, APC), 其功能状

态直接影响细胞和体液免疫应答. 慢性乙型肝

炎(chronic hepatitis B, CHB)患者DC功能低下, 
导致机体内T、B淋巴细胞呈耐受状态, 因此, 打
破免疫耐受状态, 诱导有效的机体免疫, 抑制并

清除HBV是CHB免疫治疗的关键. 目前, 用于治

疗CHB的药物主要有干扰素和核苷类似物, 因
不良反应明显、疗程难以确定、长期应用费用

增加及导致耐药突变等限制了其广泛应用[1]. 本
研究以H B V抗原表位肽在体外冲击患者自体

DC细胞后, 予以回输, 观察该方法对CHB的疗效

及安全性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2006-06/2008-08在我院门诊就诊
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的CHB患者384例, 其中男278例, 女106例, 年
龄18-58(平均38.2±10.5)岁, 病程1-26 mo. 有
家族史者78例(父母或兄弟姐妹). HBeAg阳性

134例, 年龄19-53岁, 男84例, 女50例; HBeAg
阴性102例, 年龄19-55岁, 男69例, 女33例. 慢性

HBV携带者81例, 年龄20-56岁, 男48例, 女33例. 
MCS+ED血细胞分离机(美国血液技术公司), 微
电脑控制CO2培养箱(Intr logic, 美国), 倒置显微

镜(Olympus, 日本), -86℃超低温冰箱(美国热电

公司), PCR仪(Applied Biosystems7500, 美国), 实
时核酸杂交定量分析系统(通亿公司), VICTOR2
高通量液态基因分析系统(美国应用生物系统公

司). HBV抗原表位肽购自中国人民解放军第四

军医大学全军基因诊断技术研究所. 本研究经

过西安医学院附属医院伦理委员会批准, 所有

患者签署书面知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 纳入及排除标准: 病例纳入标准: (1)符合

我国《慢性乙型肝炎防治指南》 [2]诊断标准; 
(2)1 mo前血清白蛋白>35 g/L, TBIL≥正常1.5倍, 
凝血酶原活动度(PTA)>60%; (3)依从性好; (4)6 
mo内未用任何抗病毒药物及免疫调节药物治

疗, 期间也不使用任何抗HBV药物及免疫调节

剂. 排除对象: (1)血清抗-HCV、抗-HIV阳性者; 
(2)其他病毒性、药物性、酒精性肝病及自身免

疫性疾病者; (3)确诊肿瘤、肝硬化失代偿期、

其他传染病(如结核); (4)有明显的心、脑、肾功

能障碍者; (5)甲状腺功能异常者; (6)有血液病、

糖尿病、酗酒和吸毒史者; (7)妊娠和哺乳期、

育龄期妇女.
1.2.2 DC制备及体外培养: 用MCS+血细胞分离

机采集患者外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)(1-4)×109. 在符合千级

空气层流净化室、GLP(good laboratory practice)
的实验室条件下, 置于透气性培养袋中, 于不同

时间加入一定剂量的培养液. 用粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子(GM-CSF)和白介素4(IL-4)等
细胞因子诱导扩增出DC, 于37℃, 50 mL/L CO2 
悬浮培养. 所有可能开放的操作均在百级超净

台内进行. 于培养的第7天, 加入HBV抗原表位

肽, 同时做细菌培养、真菌及支原体检测, 至第

10天, 如活细胞>95%, 将DC细胞悬液离心、去

上清, 再用2 g/L白蛋白及IL-2 100 IU/L的生理盐

水洗涤2次, 最后将细胞悬浮于100 mL含白蛋白

(5 g)的生理盐水中, 经静脉回输给患者, 同时以

IL-2 50万U皮下注射. 
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■相关报道
彭建平  e t  a l对
CHB患者外周血
D C的研究发现 , 
C H B患者外周
血D C可被H B V 
DNA感染 ,  并可
检测到, 而且患者
DC HBV DNA载
量与DC功能有密
切关系, 病毒载量
低者D C功能好 , 
病毒载量高者DC
功能差. 国内外的
动物实验和人体
临床研究也已证
实 ,  DC增强免疫
疗法的基本原理
是提高CHB患者
体内DC功能 ,  诱
导强烈的HBV特
异性免疫反应清
除病毒.
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1.2.3 治疗方法: 总疗程共6 mo, 分为(1)密集治疗

期(第1-3月), 10-20 d为1个周期; (2)巩固治疗期

(第4-6月), 30 d为1周期. (3)临床疗效跟踪期(第
7-12月); (4)远期疗效观察期(第13-24月). 
1.2.4 治疗前后的指标观察: 治疗前、后检查

HBV-M, 血HBV DNA载量, 高通量HBV变异基

因检测, 血尿常规、肝功能、肾功能、肝胆胰

脾B超, 胸部透视及心电图(必要时). HBV DNA
≥1×106 copies/L为阳性.
统计学处理 采用治疗前后自身对照, 指标

的比较应用配对t检验及χ2检验, 所有数据利用

SPSS12.0软件进行统计分析, P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 HBV变异基因检测结果 384例CHB患者中, 
发生C区变异最多, 为58例(15.1%), 其次为C区

+P区变异, 为38例(9.9%), CPX变异30例(7.8%), 
X区变异为24例(6.3%)(表1). 
2 .2 H B V抗原表位肽冲击的C D对C H B的治
疗效果 HBeAg(+)CHB 134例中, 分别有58例
(43.3%)、21例(15.7%)、75例(55.6%)发生单

项病毒学、血清学及生化学应答 .  1年后 ,  完
全、部分、无应答分别为52例(38.8%)、49例
(36.6%)、33例(24.6%). 2年后, 完全、部分、无

应答分别为46例(34.3%)、57例(42.5%)、31例
(23.1%). HBeAg(-)CHB 102例中, 分别有40例
(39.2%)、53例(52%)发生单项病毒学及生化学

应答. 1年后, 完全、部分、无应答分别为37例
(36.3%)、40例(39.2%)、25例(24.5%). 2年后, 完
全、部分、无应答分别为39例(38.2%)、36例
(35.3%)、27例(26.5%). 慢性HBV携带者81例
中, 分别有28例(34.6%)、33例(40.7%)发生单项

病毒学及血清学应答. 1年后, 完全、部分、无

应答分别为23例(28.4%)、36例(44.4%)、22例
(27.2%). 2年后, 完全、部分、无应答分别为27
例(33.3%)、31例(38.3%)、22例(27.2%)(表2).
2.3 治疗前后HBsAg、HBeAg及血清HBV DNA
载量的变化 治疗前后HBsAg、HBeAg及血清

HBV DNA载量的变化, 差异均有显著性(表3).

3  讨论

卫生部公布的2005年度传染病疫情信息显示, 
我国乙型肝炎的患者数位列所有传染病第2位, 

■创新盘点
本文检测了全部
观察病例的基因
突变区域, 并进行
分析, 为治疗方案
的制定提供了理
论基础及指导; 对
所有观察病例完
成了2年的随访 , 
证实DC治疗的疗
效确切, 具有进一
步应用及拓展前
景, 并为今后及其
他有关CHB的发
病机制和免疫治
疗等研究提供了
参考依据. 

表  1  384例CHB患者HBV基因变异检测结果

       
变异基因          C          C,P        C,X     CPX        P          PX        S          S,C      S,X       SCX       S,P       SCP       SPX       X       SCPX

n 	      58        38        18       30       12         6       12         5         2         3          3          8         2        24       8

比例(%)	      15.1       9.9       4.7      7.8      3.1      1.6      3.1      1.3      0.5      0.8       0.8       2.1      0.5       6.3    2.1

表  2  HBV抗原表位肽冲击的CD对CHB的治疗效果

     
诊断		     n

                  单项应答	           时间顺序应答	         治疗1年后联合应答     治疗2年后联合应答

	                            病毒学   血清学   生化学         初始   持久   复发            完全   部分   无              完全   部分   无

HBeAg(+)		 134      58          21        75	         85     76      25	              52      49    33	 46      57	   31

HBeAg(-)		 102      40	                      53	         59     46      22	              37      40    25	 39      36	   27

慢性HBV携带者	   81      28          33		          31     25        8	              23      36    22	 27      31	   22

表  3  抗HBV-DC治疗前后HBsAg、HBeAg及HBV DNA定量比较

     
指标	                 HBsAg(ng/L)	          HBeAg(ng/L)         HBV DNA×108 copies/L

治疗前	          2484.39±185.2	         69.9±7.61	              1.79±1.21

治疗后	          1616.28±169.81b	         32.1±5.78b	              0.08±1.78a

n 	            384		        134		           384

t值	                3.36		            2.45	              1.61

P值	              <0.001		          <0.005	            <0.05

aP<0.05, bP<0.01 vs  治疗前.
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仅次于肺结核. CHB的后果是进展为肝纤维化, 
并发展成为肝硬化、终末期肝病. CHB患者体

内H B V持续存在不易清除的原因可能是机体

免疫功能低下, 对感染的HBV形成免疫耐受所 
致[3]. 患者免疫功能缺陷的重要原因之一是其外

周血中DC数量下降, 表型不成熟, 功能降低, 无
法有效呈递HBV抗原肽, 不能诱发有效的特异

的体液免疫和细胞免疫应答[4]. CHB患者病情迁

延不愈的主要原因是由于HBV形成的特异性的

免疫耐受所导致的病毒持续感染. 而DC功能的

异常可能导致抗原提呈功能失调, 引起体液和

细胞免疫紊乱, 最终导致患者病情迁延不愈. 彭
建平 et al [5]对CHB患者外周血DC的研究发现, 
CHB患者外周血DC可被HBV DNA感染, 并可

检测到, 而且患者HBV DNA载量与DC功能有密

切关系, 病毒载量低者DC功能好, 病毒载量高者

DC功能差. 
CHB患者抗病毒治疗后DC的研究显示抗病

毒药物和IFN-α可改善DC功能, 促进DC增殖和

成熟, 增强DC抗原提呈作用, 上调机体体液和细

胞免疫应答, CHB病情控制, DC功能好转, 说明

DC功能下降是造成CHB持续感染的原因之一. 
HBsAg激活的DC在患者体内诱导强烈的HBV 
特异性免疫反应, 可识别相应的HBsAg, 使机体

摆脱对HBV免疫耐受状态, 从而彻底清除持续

感染的病毒. 
目前 ,  用于C H B治疗的免疫调节剂通过

调节免疫 ,  期望改善或恢复机体免疫系统对

HBV的免疫反应, 但效果并不理想. 而核苷类

似物和干扰素等抗病毒药物只能抑制H B V的

复制 ,  不能清除肝细胞核内的共价闭合环状

DNA(cccDNA), 易致病毒变异及耐药, 停药后容

易复发, 要达到持久地抑制或彻底地清除HBV, 
有赖于机体免疫系统功能的恢复[6]. 

在体外培养条件下 ,  通过定向诱导扩增

PBMC. 可获得大量携带HBV抗原信息, 并且功

能正常、成熟的DC. 将这些DC同输给慢性HBV
感染者, 可直接打破机体免疫系统对HBV的免

疫耐受状态, 恢复机体有缺陷的免疫系统的功

能, 重新启动抗HBV的免疫反应, 清除病毒. 所
以, 理论上的治疗效果应该明显优于目前的药

物治疗, 国内外的动物实验和人体临床研究均

已得到证实[7-8]. DC增强免疫疗法的基本原理是

提高CHB患者体内DC功能, 诱导强烈的HBV特

异性免疫反应清除病毒. 
从本文结果可以看出, 经HBV抗原肽冲击

DC细胞后, 无论是HBeAg阳性或HBeAg阴性及

慢性HBV携带者都有一定疗效, 部分患者肝功

能复常, HBV DNA下降或转阴. HBV DNA水平

高低与机体免疫功能相关[9], HBV DNA水平下

降提示机体免疫功能提高. HBeAg(+)慢性乙肝

134例中, 分别有58例(43.3%)、21例(15.7%)、
75例(55.6%)发生单项病毒学、血清学及生化学

应答; HBeAg(-)慢性乙肝102例中, 分别有40例
(39.2%)、53例(52%)发生单项病毒学及生化学

应答; 81例慢性HBV携带者中, 28例及33例分别

发生病毒学、血清学应答. 1年后, 完全应答112
例, 占29.2%, 2年后, 完全应答124例, 占32.4%. 
以上结果表明, 体外诱导扩增自身PBMC来源的

DC, 并经HBsAg致敏后的抗HBV-DC静脉回输, 
可有效打破慢性HBV携带者免疫系统对HBV的

免疫耐受状态, 有效抑制慢性HBV携带者的病

毒复制, 显著降低病毒抗原, 促进HBeAg/HBeAb
的血清学转换, 部分患者的HBsAg、HBeAg及
HBV DNA得到有效清除. 

本文的观察, 治疗后HBsAg、HBeAg、
HBV DNA的定量均较治疗前明显下降, 差异有

显著性. 全部病例在治疗期间及结束后, 无严重

不良反应发生. 证明了本治疗方法的有效性及

安全性. 
HBV易发生变异. 前C区和基本核心启动

子(BCP)的变异可产生HBeAg阴性变异株. P基
因变异主要见于POL/RT基因片段(349-692 aa, 
即rtl-rt344). 在拉米夫定治疗中, 最常见的是酪

氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸-天门冬氨酸(YMDD)
变异, 即由Y M D D变异为Y I D D(r t M204I)或
YVDD(rtM204V), 并常伴有rtL180M变异, 且受

药物选择而逐渐成为对拉米夫定耐药的优势

株[10]. S基因变异可导致隐匿性HBV感染(occult 
HBV infection), 表现为血清HBsAg阴性, 但仍

可有HBV低水平复制(血清HBV DNA常<107 
copies/L)[11]. 本文的检测结果, 西安地区CHB患
者中, 以C、CP、CPX、X及CX基因变异较多

见, 分别占15.1%(58例)、9.9%(38例)、7.8%(30
例)及6.3%(24例), 其中C区变异率最高. C基因型

是我国最流行的HBV基因型之一, 目前关于基

因C型的研究结果差异较大. 研究表明, BCP和
前C区突变的发生早于HBe转换, BCP和前C区

突变与疾病的进程和预后有关, 是导致HBeAg
阴性CHB的原因之一; 另外, 具有前C和/或BCP
变异的CHB患者可能是发生对某种核苷(酸)类
似物耐药突变的高危人群[12-14]. 因此我们认为, 

■应用要点
近年来许多研究
证实慢性乙型肝
炎患者外周血中
存在DC表型功能
及其亚群平衡失
调等现象 ,  提出
DC在HBV的免疫
耐受形成中充当
主要角色 .  C H B
体内MDC和PDC
细胞数量和功能
均有不同程度的
降低, 从而影响机
体的天然免疫应
答和特异性免疫
应答等方面, 而控
制或清除体内的
病毒, 必须依靠机
体针对多子活化
慢性乙肝患者外
周血中DCs, 经体
外HBsAg致敏, 刺
激自身的T淋巴
细胞, 可有效抑制
HBeAg的表达, 其
抑制率明显大于
未负载抗原的DCs
及未经DCs刺激的
T细胞等, 而且其
最大抑制率可达
87.8%. 这种DC治
疗方法具有治疗
慢性乙肝的作用, 
为治疗CHB开辟
了一条新的用途.
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有必要加强对这类人群的密切观察和动态监测. 
从提高CHB患者免疫功能为出发点的CHB

特异性免疫治疗途径, 增强CHB患者的T细胞应

答是安全、有效和可行的, 特别是慢性HBV携

带者, 因其血液中有较高水平的HBV患者本人

及其周围人的心理负担较重, 迫切要求治疗, 采
用特异性免疫治疗, 多数患者较乐于接受[15]. 但
这种免疫治疗方法尚不能使所有接受治疗的患

者都出现对HBV的完全应答. CHB患者外周血

DC内亦可检测到HBV DNA, 说明DC亦能受到

HBV的感染. 而且DC的表型、刺激同种异体T
细胞增殖能力及分泌IL-12能力与DC内HBV载

量呈显著负相关关系, 在一定程度上反映了DC
的功能状态对机体清除HBV的影响. 因此, 寻求

恢复或提高患者DCs的功能, 可能将是治疗CHB
的一种新的方法[5]. 如何充分上调DC细胞功能, 
打破机体的免疫耐受, 虽然目前的研究有了较

大进展, 但DC机制仍不清楚, 比如在CHB感染

中, DC免疫耐受的具体信号传导通路、分子调

控机制、DC疗法中DC调节抗病毒免疫应答水

平、人体应用HBsAg的来源和HBsAg激活的DC
生物学特性以及制定适用于临床的DC疗法等, 
仍是今后相关研究要解决的问题, 需要继续长

期、大样本的临床观察, 并且探讨与其他治疗

方法的联合治疗以提高和维持抗病毒疗效.
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