
■背景资料
慢性乙型肝炎经
久不愈 ,  目前尚
缺乏特异有效的
根治办法 ,  主要
是因为乙型肝炎
病毒共价闭合环
状DNA(hepatitis 
B virus covalently 
c losed circular 
DNA, HBV cccDNA)
在 肝 细 胞 内 长
期 存 在 ,  目 前
的 抗 病 毒 药 物 , 
不 论 是 干 扰 素
(interferon, IFN)
还是核苷(酸)类
似物 ,  均不能有
效清除cccDNA, 
导致抗病毒药物
疗效有限 ,  或者
发生停药后复发.
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Abstract
Chronic hepatitis caused by hepatitis B virus 
(HBV) infection remains an incurable disease at 
present, which is mainly because the approved 
antiviral agents, such as interferon-alpha and 
nucleos(t)ide analogues, cannot effectively 
eradicate intrahepatic hepatit is B virus 
covalently closed circular DNA (cccDNA). And 
thus a suboptimal efficacy of antiviral agents 
and relapse after therapy occur very commonly. 
Therefore, novel drugs and treatment strategies 

remain to be developed on the basis of further 
theoretical and clinical research of HBV infection 
to achieve the ultimate goal of eradication 
of HBV cccDNA in the future. In this paper, 
we discuss multiple agents and therapeutic 
regimens influencing cccDNA levels, in order to 
help clinicians comprehensively understand the 
present situation in the research of the clearance 
of HBV cccDNA.
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摘要
慢性乙型肝炎目前还是不能治愈的疾病 , 
主要原因是由于干扰素和核苷(酸)类似物
等抗病毒药物不能有效清除肝细胞内乙
型肝炎病毒共价闭合环状DNA(hepatitis B 
virus covalently closed circular DNA, HBV 
cccDNA), 导致药物疗效不佳或治疗后复
发. 因此, 进一步加强对HBV感染的基础和
临床研究, 以清除肝细胞内HBV cccDNA为
目标开发新药和探讨治疗策略是今后肝病
研究领域的重要课题. 本文从细胞、动物和
临床研究水平, 将近年来开展的影响HBV 
cccDNA水平的多种药物和治疗方案进行综
述, 旨在为临床医师较为全面地了解清除
HBV cccDNA的研究现状提供参考. 
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■研发前沿
现有的抗病毒药
物难以治愈慢性
HBV感染 ,  了解
近 年 来 在 抑 制
HBV cccDNA方
面 开 展 的 工 作 , 
加强基础和临床
研究 ,  开发多环
节、多靶点的抗
病毒新药 ,  探索
更加有效的治疗
策略 ,  是目前肝
脏病学领域的重
要课题.

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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闭合环状DNA

核心提示: 本文对国内外肝病学界近年来在细

胞、动物和临床方面围绕清除肝细胞核内乙型

肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)共价闭合环状

DNA(covalently closed circular DNA)开展的工

作进行了比较全面的综述, 为临床医师了解根

治HBV感染的研究现状提供参考.
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染人

体后进入肝细胞, 在细胞质中脱去核壳, 形成

HBV部分双链松弛环状DNA(relaxed circular 
DNA, rcDNA)分子. 随后HBV rcDNA进入细

胞核中, 由宿主D N A聚合酶进行D N A修复, 
进而在拓扑异构酶的作用下形成具有超螺旋

结构的共价闭合环状DNA(covalently closed 
circular DNA, cccDNA)分子. HBV cccDNA是

病毒前基因组RNA(pregenome RNA, pgRNA)
转录的原始模板, 是建立HBV感染状态和维

持病毒反复复制的分子基础. 成人感染HBV
后绝大部分(90%-95%)呈急性自限性过程, 宿
主在清除血液中完整病毒颗粒、肝细胞内

HBV rcDNA的同时, 也清除了HBV cccDNA, 
患者因而获得了临床痊愈. 而在慢性HBV感

染过程中, 即使在有效抗病毒药物治疗下, 患
者获得了血清HBV DNA抑制, 甚至获得了

HBeAg血清学转换, 但停药以后病毒复发的现

象非常常见[1-3]. 其主要原因是由于肝细胞核

内的HBV cccDNA以微型染色体形式存在, 非
常稳定, 难以被清除. 因此, 抗病毒治疗需以清

除肝细胞核内的HBV cccDNA为终极目标[4], 
只有这样才能彻底治愈乙型肝炎. 近年来, 随
着国内外肝病学界进一步加强对慢性HBV感

染的研究, 大家对根治慢性乙型肝炎的愿望愈

来愈强烈. 本文从细胞、动物和临床研究水平

就抗病毒药物对HBV cccDNA的影响作一述

评, 以期为临床医师了解清除HBV cccDNA的

研究现状提供参考. 

1  影响HBV cccDNA的细胞水平研究 

1.1 干扰素对HBV cccDNA的影响 干扰素-α
(interferon alpha, IFN-α)是慢性乙型肝炎抗病

毒治疗的重要药物之一, 其具有免疫促进作

用 ,  同时也有一定的直接抗病毒活性 ,  因此

具有双重抗病毒作用. 目前普遍认为I F N-α
对HBV cccDNA不具有直接的作用. Lucifora
等[5]以IFN-α处理HBV感染的dHepaRG细胞, 
发现随IFN-α处理时间的延长, dHepaRG细胞

内cccDNA的水平显著下降, 在IFN-α处理10 d
后, 细胞内cccDNA下降了80%. 他们用IFN-α
处理HBV感染的原代人肝细胞后也获得了同

样的效应. 进一步研究发现, IFN-α能促进原代

人肝细胞上载脂蛋白B mRNA编辑酶催化多

肽样3A(apolipoprotein B mRNA editing enzyme 
catalytic polypeptide-like 3A, APOBEC3A)的表

达. APOBEC3A是APOBEC3家族的一员, 是一种

DNA胞苷脱氨酶, 通过胞苷的广泛脱氨基作用

引起外源DNA的破坏, 因而具有抗病毒效应[6,7]. 
在本研究中, IFN-α诱导的细胞cccDNA下降, 在
处理后的观察期间其效应是持续的, 没有出现

cccDNA反弹的现象. 因此, APOBEC3A表达的

增加可能是IFN-α降解cccDNA的一种机制, 而
且这种作用对宿主细胞DNA不产生影响. 在慢

性乙型肝炎抗病毒治疗中, Lucifora等[5]的研究

为我们重新认识和利用IFN的作用提供了新的

探索空间. 
抑制HBV cccDNA的转录也是根治HBV

感染的重要一环. Be l lon i等[8]用IFN-α处理

HepG2细胞后, HBV复制受到抑制, 发现其

原因是由于cccDNA转录pgRNA和亚基因组

RNA(PreS/S RNAs等)受到了抑制. 在感染

HBV的人原代肝细胞uPA/SCID小鼠活体研

究中, IFN-α处理后小鼠体内HBV水平显著

下降, pgRNA和亚基因组RNAs也显著受到抑

制. 研究发现其机制是IFN-α使多梳抑制复合

体2(polycomb repressive complex 2, PRC2)的
一些辅助抑制因子和成分获得持续补充, 引
起与cccDNA结合的组蛋白尾端的一些特定赖

氨酸残基发生去乙酰化或者发生甲基化, 导
致cccDNA转录pgRNA和亚基因组RNAs显著

下降. 另外, IFN-α也减少了转录因子STAT1和
STAT2与cccDNA的结合. 研究揭示, IFN-α可以

介导HBV cccDNA的转录抑制, 这有助于在分

子机制上开发新的抗病毒治疗靶点. Liu等[9]在
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■相关报道
本文对抗病毒药
物 在 影 响 H B V 
cccDNA水平方
面的研究做了比
较全面和系统的
介绍 ,  目前在此
方面的相关报道
主要涉及到一些
具体的体外或体
内研究.

鸭HBV(duck HBV, DHBV)感染的鸡肝癌细胞

系中, 也证实IFN-α使与cccDNA结合的组蛋白

上第9位和第27位赖氨酸乙酰化减少, 导致持

久和显著的cccDNA转录抑制. 另外, 在重组杆

状病毒-HBV/HepG2细胞系培养中, IFN-γ可以

抑制HBV DNA的复制, 拉米夫定(lamivudine, 
LMV)与IFN-γ联合处理没有增加额外的抑制

效应, 但与LMV单独应用比较, 以LMV处理2 d
后再序贯应用IFN-γ处理6 d, HBV cccDNA池

下降了72%. 结果提示这种序贯处理具有一定

的应用前景[10]. 
1.2 胞苷脱氨酶及其相关分子对HBV cccDNA的

影响 Lucifora等[5]在研究IFN-α对HBV cccDNA
影响的同时, 他们还研究了淋巴毒素-β受体激

活与cccDNA降解的关系. 以淋巴毒素-β受体激

动剂处理HBV感染的dHepaRG细胞, 12 d以后

dHepaRG细胞内cccDNA大约下降了90%. 进一

步研究揭示, 淋巴毒素-β受体的激活显著上调

了dHepaRG和原代人肝细胞表达APOBEC3B, 
以及引起少量APOBEC3G的表达. 淋巴毒素-β
受体激活以剂量依赖性方式诱导APOBEC3B
的表达, 其表达的水平在连续处理期间稳定

增加. 在dHepaRG细胞中抑制APOBEC3B基
因表达以后, cccDNA的脱氨基作用也随之减

少. 因此, 在淋巴毒素-β受体激活后, 细胞产

生的APOBEC3B胞苷脱氨酶起到了降解HBV 
cccDNA的作用[11]. 一项研究[7]也显示, 在HBV持

续携带者和肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)患者中, APOBEC3B等位基因缺失的频率

显著高于正常人, 表明APOBEC3B表达异常对

乙型肝炎患者是不利的. 
在D H B V的细胞研究中, 激活诱导胞苷

脱氨酶(activation-induced cytidine deaminase, 
AID)的过度表达可以引起DHBV cccDNA链

上C到U的转换, 导致cccDNA水平下降, 这主

要依赖于尿嘧啶-DNA糖基化酶(uracil-DNA 
glycosylase, UNG)的作用. UNG是一个宿主核

因子, 可以去除尿嘧啶化DNA链上的尿嘧啶

碱基, 启动碱基切除修复(base excision repair, 
BER), 使DNA得到修复或剪切. 因此, 通过胞

苷脱氨基和尿嘧啶剪切的AID/UNG途径可以

触发cccDNA的降解[12]. 
1.3 RNA干扰对HBV cccDNA的影响 RNA干

扰技术为抗HBV治疗开辟了一个新的途径. Li
等[13,14]研究了HepG2.2.15细胞中针对HBV核

定位信号(nuclear localization signal, NLS)区
的小干扰RNA(small interfering RNA, siRNA)
的作用. 发现siRNA显著抑制了HBV cccDNA
的复制, 联合应用3种针对NLS区不同位点的

siRNAs, 具有更强的抑制作用. 结果提示, 以
HBV NLS区作为siRNA的靶位具有抗HBV治

疗的潜能. Xin等[15]构建重组质粒psil-HBV并

转染到HepG2.2.15细胞中, 同样发现联合应用

siRNA具有显著的抗HBV效应, cccDNA的扩

增得到显著抑制. 在HepG2.2.15细胞中, 联合

应用针对HBV cccDNA和X蛋白的siRNAs可以

获得类似的cccDNA抑制效应[16]. 
与s iRNA相比, 载体介导的短发夹RNA 

(short hairpin RNA, shRNA)能够诱导持续的

RNA干扰. Kim等[17]构建2种针对HBx蛋白的

shRNA(sh1580 and sh1685), 克隆到HIV质粒U6
启动子的下游, 形成一个慢病毒载体. 将含有

shRNAs的慢病毒载体转染到HepAD38细胞中, 
发现sh1580和sh1685对HBV cccDNA的抑制率

分别达到19.7%和25.5%. 研究提示, 针对HBx的
shRNA能够有效降低HBV cccDNA的水平. 

s iRNA除了在转录后水平调节基因的表

达以外 ,  也可以引起转录基因的沉默 ,  这主

要是通过R N A干扰介导的异染色质形成和

RNA指导的DNA甲基化(RNA-directed DNA 
methylation, RdDM)而实现的. Park等[18]将针对

HBx蛋白的shRNA用慢病毒载体转染到人肝

癌细胞HepAD38中, 发现shRNA诱导的CpG甲

基化显著高于对照组(31.3% vs  12.8%), 且在发

生CpG甲基化的细胞克隆中有半数以上均定

位于shRNA针对的目标序列附近. 甲基化诱导

的转录抑制在体外转录实验中也得到证实. 因
此, 通过对HBV cccDNA的修饰, 即通过RdDM
作用, 可以实现对cccDNA的转录调节. 
1.4 核酶及其他DNA切割酶对HBV cccDNA的

影响 较早的研究[19,20]表明, 锌指蛋白可以抑制

单纯疱疹病毒和DHBV的转录. Cradick等[21]设

计了多对针对HBV cccDNA不同区域的锌指核

酶(zinc-finger nucleases, ZFNs), 这些ZFNs含有

序列非依赖性限制酶FokI的切割结构域, 并且

与锌指蛋白结构域串联融合, 特异地结合新的

DNA序列. 将构建好的ZFNs载体与含有HBV基

因组的质粒共转染到Huh7细胞中, 在培养3 d以
后, 26%的靶质粒被切割为线性DNA, 10%的

靶质粒被切割成尾尾相接的DNA, 这种尾尾相
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■创新盘点
文章总结了近年
来 从 基 础 到 临
床 在 抑 制 H B V 
cccDNA方面开
展的研究, IFN和
核苷(酸)类似物
能够降低患者肝
内cccDNA的水
平, 但IFN具有直
接降解cccDNA
的作用 ;  胞苷脱
氨 酶 、 R N A 干
扰、核酶及其他
DNA切割酶、一
些小分子化合物
等在降解和抑制
cccDNA方面具
有进一步的开发
潜能 ,  现有抗病
毒药物的治疗策
略对cccDNA的
影响也值得进一
步研究.

接的连环体不能产生功能性的病毒, 线性DNA
也无转录活性. 研究结果首次表明, 应用针对

HBV cccDNA的ZFNs对治疗慢性乙型肝炎具

有开发研究的价值. Weber等[22]最近设计了针

对HBV基因组P、C和X基因区的3个ZFNs, 将
这些HBV特异性的ZFNs与自我互补腺相关病

毒(self-complementary adeno-associated virus, 
scAAV)构建成载体并转染到HepAD38细胞中, 
以检验ZFNs的抗HBV活性. 结果显示, 这些

ZFNs有效地切割了HBV靶点, 其中针对P区的

ZFN导致HBV DNA复制被完全抑制, 不能产生

感染性病毒颗粒, 此种效应在1次处理后可以维

持2 wk. 3个ZFNs均具有高度的特异性, 通过高

通量测序仅见微量的靶外切割. 研究表明, HBV
特异性ZFNs能够有效抑制HBV DNA和cccDNA
的复制, 对根治HBV感染具有应用前景. 

转录激活因子样效应核酶(transcription 
activator-like effector nucleases, TALENs)是一

种新开发的核酶, 能够切割序列特异性DNA
靶位, 因此具有使HBV cccDNA失能的作用. 
B loom等 [23]设计了针对HBV基因组S和C基

因序列的TALENs, 发现在HepG2.2.15细胞中

TALENs有效地切割了HBV cccDNA靶位, 抑
制了病毒复制, 其中针对S基因的TALEN使

cccDNA发生定标性变异率达到35%. 研究证

明, 靶向核酶技术可以介导HBV cccDNA的

裂解. 在类似的研究中, 构建针对HBV DNA
保守序列的TALENs, 发现在转染全长单股

线性HBV DNA的Huh7细胞中, TALENs的表

达显著降低了HBeAg、HBsAg、HBcAg和
pgRNA的水平, cccDNA的水平也显著下降, 因
此TALENs可以特异性地使HBV基因组失活. 
并且, TALENs使受到HBV抑制的IFN刺激应

答元件指导的转录得到恢复, 与IFN-α联合应

用可以提高抗病毒效应[24]. 因此, 研究也提示

TALENs与IFN-α具有潜在的协同抗病毒效应. 
除了ZFNs和TALENs以外, CRISPR(clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats)/
CRISPR-associated(Cas)系统是源自细菌和古

生菌免疫系统的一个新的基因组编码工具, 为
宿主抵抗外来病毒或质粒入侵提供保护[25-27]. 
CRISPR/Cas9系统包含2个短RNAs和1个DNA
核酸内切酶Cas9, 短RNAs复合体指引Cas9 
DNA核酸内切酶切割目标DNA序列. Lin等[28]

设计了8个针对基因A型HBV的引导RNAs, 构

建了HBV特异性的CRISPR/Cas9系统. 在转染

了HBV表达载体的Huh7细胞中, 该系统显著

降低了HBV核心和表面蛋白的产生. 经过筛

选, RNA P1和RNA XCp是所设计的8个引导

RNAs中最为有效的, 其中针对HBV保守序列

的引导RNA XCp可以作用于HBV的不同基因

型. 研究表明, CRISPR/Cas9系统能够降解HBV 
cccDNA, 具有根除HBV感染的潜能. 

另外, Schiffer等[29]以数学模型的方法设计

了针对HBV cccDNA的切割酶, 其作用的过程

也是将表达切割酶的基因导入病毒载体再转

染到肝细胞中. 模型模拟显示, 病毒载体进入

靶细胞的效率高, 体液免疫只能有限清除病毒

载体, 酶和DNA靶位具有很强的结合力, 因此

对cccDNA的破坏水平很高. 但是, 在DNA切割

酶不能有效控制cccDNA复制的情况下, 切割

酶的初始耐药可能会发生. 模型预测显示, 如
果针对cccDNA不同序列的多个切割酶联合应

用, 或者将不同的切割酶序贯应用, 则可以预

防产生多酶耐药. 
1.5 其他研究 C a i等 [30]在85000多种化合物

中筛选出2种结构相关的双取代磺胺类药物

(disubstituted sulfonamides, DSS), 目前称为

CCC-0975和CCC-0346. 在细胞培养中以很

低的浓度即开始起效 ,  证实他们具有作为

cccDNA抑制剂的作用. 进一步研究其作用机

制, 发现DSS化合物既不直接抑制HBV DNA
的复制, 也不降低病毒聚合酶的活性, 同时, 也
不促进cccDNA和rcDNA在肝内的降解. 其机

制是干预rcDNA向cccDNA的转化, 最终导致

HBV cccDNA及rcDNA水平降低. 在鸭HBV感

染的原代鸭肝细胞培养中, CCC-0975能够减少

cccDNA的生物合成. 这项研究首次证实了小

分子化合物对HBV cccDNA的作用. 因此, 作
为根除HBV cccDNA的药物, DSS化合物具有

进一步验证的价值.
在利用免疫细胞清除HBV cccDNA的研

究方面, 有学者设计了针对HBV表面蛋白的嵌

合型T细胞受体, 并用以表达在原代人T细胞

上, 因此这种受体具有抗体的特异性. 该受体

包含一个针对HBV表面蛋白的单链抗体片段

和共刺激CD28分子. 当这种嵌合型受体以反

转录方法导入并表达于细胞表面的时候, 能够

使原代人T细胞识别产生HBsAg的肝细胞, 释
放IFN-γ和白介素-2, 导致HBV复制的肝细胞
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■应用要点
以目前抗病毒药
物为基础 ,  探索
更 加 优 化 的 治
疗策略 ,  进一步
降 低 患 者 肝 内
HBV cccDNA的
水平 ,  甚至在部
分患者体内达到
清除cccDNA的
目标. 同时, 随着
基 础 研 究 的 深
入 ,  为阻断HBV 
cccDNA的形成
或转录开发多环
节、多靶点的药
物提供可能.

溶解. 在与HBV感染的原代人肝细胞共同培养

的过程中, 这种设计的抗原特异性T细胞能够

选择性清除HBV感染的肝细胞, 并最终根除所

有cccDNA阳性的靶细胞[31]. 研究结果提示, 利
用这种加工改造的T细胞进行过继免疫, 可能

为清除HBV cccDNA提供一种新的治疗方法. 
当然, T细胞治疗也会引起肝细胞损伤, 如果将

来这种治疗方法得以进一步研究和开发, 尚需

进行大量的临床前研究.

2  影响HBV cccDNA的动物水平研究

2.1 RNA干扰对HBV cccDNA的影响 在HBV
转基因鼠模型的研究中, 实验结果显示siRNA
显著抑制了HBV cccDNA的扩增, 对病毒复制

和抗原表达具有较好的抑制效应[32]. Li等[33]设

计了3个针对HBV不同位点的siRNAs, 在HBV
转基因鼠的实验研究中发现3个siRNAs均有显

著的抗病毒活性, siRNAs特异性地抑制HBsAg
表达和HBV DNA复制, 并呈剂量依赖性关

系. s iRNAs联合应用比单独使用具有更强的

病毒抑制效应, 联合使用后对鼠血清中HBsAg
和HBeAg的抑制率均达到96%以上, 肝组织

中HBsAg阳性细胞减少了91%, 病毒mRNA
和DNA的抑制水平分别是对照组的90.0%和

87.7%. 研究结果表明, 在HBV转基因鼠中, 
siRNA的应用可以干扰cccDNA的功能, 联合应

用可以介导更强的病毒抑制作用. 
2.2 核酶及其他DNA切割酶对HBV cccDNA的

影响 Bloom等[23]除了在细胞水平证实TALENs
具有对HBV cccDNA的抑制效应以外, 在HBV
复制的鼠模型活体研究中也同样发现TALENs
对病毒复制的抑制作用. Lin等[28]对CRISPR/
Cas9系统在动物水平的抗病毒活性也进行了验

证. 将HBV表达载体与CRISPR/Cas9双表达载

体共同注射到C57BL/6系小鼠尾静脉中, 发现

在注射HBV特异性引导RNA P1和RNA XCp以
后, 小鼠血清HBsAg水平显著下降, 肝内HBV
表达载体的水平也显著下降. 采用T7E1分析法

进一步证实, 这种对靶序列的特异性切割是由

CRISPR/Cas9系统完成的; 对注射引导RNA P1
的小鼠取肝内HBV DNA进行克隆测序, 也证

明HBV基因组的破坏是CRISPR/Cas9系统作用

的结果. 研究提示, CRISPR/Cas9系统可以切割

HBV基因组表达模板, 促进cccDNA的清除. 
2.3 胞苷脱氨酶及其他研究 K i t amura等 [34]

在D H B V复制模型中研究了胞苷脱氨酶对

cccDNA的作用. DHBV DNA测序分析表明, 
cccDNA中G到A或C到T的累积变异主要见于

表达APOBEC3G的细胞, 并且在UNG被抑制

后这种变异的增加更为显著. cccDNA的高变

异在基因P区产生了很多终止密码, 抑制UNG
也提高了APOBEC3G抑制病毒复制的作用. 在
长期培养中, rcDNA、pgRNA和分泌性病毒颗

粒相关的DNA水平均下降. 如果APOBEC3G
的催化位点发生变异, 抑制UNG则不能提高

APOBEC3G介导的病毒抑制作用. 转染研究表

明, 既抑制UNG又促进APOBEC3G表达, 可以

显著降低cccDNA的复制能力. 
Menne等[35]在土拨鼠肝炎模型中研究了

小分子Toll样受体7(Toll-like receptor 7, TLR7)
激动剂GS-9620对土拨鼠肝炎病毒(woodchuck 
hepatitis virus, WHV)的影响. 在对GS-9620的
药代动力学、药效动力学和耐受性进行评估

后, 给予WHV慢性感染的土拨鼠应用GS-9620
或安慰剂处理4-8 wk. 结果显示, 在GS-9620
处理后, 土拨鼠血清病毒D N A、肝脏W H V 
cccDNA和WHV RNA的水平获得了快速、显

著和持续的下降, WHV表面抗原也消失, 其中

血清病毒DNA下降的最大均值达到6.2 log10, 
并且有一组动物在GS-9620处理后诱导了持

续的表面抗体应答. HCC的发病率在安慰剂

对照组是71%, 而在获得持续性病毒学应答的

GS-9620处理组中, HCC的发病率仅为8%. 同
时, GS-9620引起可逆性的血清肝脏酶学升高, 
血小板减少, 诱导了肝内CD8+ T细胞, NK细

胞、B细胞和IFN应答等免疫学反应. 因此, 该
研究提示TLR7激动剂GS-9620在HBV感染患

者中具有开发研究的价值.
另外, 在慢性HBV感染中, 免疫介导的细

胞损伤和代偿性肝细胞再生有利于cccDNA的

下降, 并选择出无cccDNA的肝细胞生长. 有
学者研究了肝脏再生对活体内cccDNA稳定

性和活性的影响. 使用uPA/SCID小鼠动物模

型, 从高病毒血症的uPA/SCID嵌合型小鼠体内

分离感染了绒毛猴HBV(woolly monkey HBV, 
WM-HBV)的原代树鼩肝细胞(primary tupaia 
hepatocytes, PTH), 将其移植到20只uPA受体

内. 发现WM-HBV感染的肝细胞被移植到受

体鼠以后, 细胞在80 d内平均增加了3.8倍, 病
毒体(包括rcDNA和cccDNA)的产生减少了
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■名词解释
乙 型 肝 炎 病 毒
共 价 闭 合 环
状 D N A ( H B V 
cccDNA): 是嗜
肝DNA病毒HBV
基因组的复制中
间体 ,  长期存在
于 肝 细 胞 核 中 , 
是病毒前基因组
RNA和部分基因
mRNA合成的原
始模板 ,  在HBV
复制过程中起关
键作用 ,  其长期
存 在 和 复 制 是
HBV慢性感染的
最主要原因.

75%, 病毒pgRNA和HBcAg水平表达降低. 特
别是在PTH再生期间, 每个细胞cccDNA平均

下降2 log值. 分析其原因, 一方面是由于子代

细胞cccDNA池被稀释, 另一方面是由于肝内

cccDNA载量下降了0.5 log值. 肝内病毒DNA
在研究末期仍然持续存在, 最主要的原因还是

由于cccDNA未被清除, 而不是由于存在整合

型病毒. 研究[36]结果表明, 在肝脏再生过程中, 
肝细胞分裂可以引起cccDNA池不稳定, 导致

大多数感染病毒的肝细胞发生cccDNA清除. 
临床上, 部分慢性乙型肝炎患者在发病中伴随

着肝细胞的坏死和再生, 在没有抗病毒的情况

下, 或者在适时采用抗病毒药物治疗以后, 获
得了HBsAg的消失或血清学转换, 也可能存在

上述机制的作用.

3  影响HBV cccDNA的临床研究

3.1 核苷(酸)类似物单药治疗对HBV cccDNA
的影响 Yuen等[37]较早研究了LMV治疗对患者

HBV cccDNA的影响. 在LMV治疗1年期间,  82
例患者血清HBV cccDNA在24 wk和52 wk分别

下降了2.21 log10和2.12 log10拷贝/mL, 而安慰

剂对照组仅分别下降0.31 log10和0.2 log10拷
贝/mL. 发生LMV耐药的患者cccDNA的下降

显著低于无耐药患者. 在一项包括LMV、阿

德福韦酯(adefovir dipivoxil, ADV)、恩替卡韦

(entecavir, ETV)、替比夫定和克来夫定治疗的

研究中, 124例患者接受了1年的抗病毒治疗, 肝
内总HBV DNA下降2 log10拷贝/细胞, cccDNA
下降1 log10拷贝/细胞, 其中5例患者cccDNA不

可测出[38]. 对于抗病毒治疗获得病毒学应答的

患者, 肝内cccDNA水平随着治疗时间的延长而

进一步降低, 病毒学应答持续35 mo以上、血清

抗-HBe阳性持续30 mo以上者, 有超过60%以上

的病例肝内cccDNA水平低于检测下限[39]. 
在ETV 3期临床研究的部分患者中, 接受

ETV治疗48 wk以后, 肝内HBV cccDNA下降

1 log10, 治疗后cccDNA是肝内HBV DNA存

在的主要形式[40], 因此也成为治疗后患者病毒

复发的主要原因. 类似的研究也显示, 在LMV
治疗52 wk后肝内HBV DNA, 包括cccDNA均

降低, 肝内cccDNA与总HBV DNA的比值较

治疗前显著增加, 也提示cccDNA是治疗后肝

内病毒存在的主要方式[41]. 有学者[42]发现, 在
ADV治疗12 wk以后, 患者肝内总HBV DNA和

cccDNA显著下降, 而随着病毒水平的降低, 患
者也获得了抗病毒免疫的部分恢复. 

抗病毒药物的强度对HBV cccDNA水平的

影响也是令人关注的, 一项研究[43]比较了ETV和
ADV治疗对患者肝内cccDNA的影响. 治疗48 wk
时, 两组患者肝内cccDNA水平均轻度下降, 与
安慰剂对照组比较均无统计学差异. 但多因素

回归分析提示, 治疗引起的cccDNA下降与肝

脏Knodell坏死炎症程度和Ishak纤维化程度的

改善密切相关. 因此, 尽管ETV或者ADV治疗

1年不足以根除cccDNA, 但通过长期抗病毒治

疗在获得肝脏组织学改善以后, 则有利于抑制

肝内cccDNA. 
Ruan等[44]比较了急性乙型肝炎和接受抗病

毒治疗的慢性乙型肝炎患者肝内HBV cccDNA
的变化. 急性乙型肝炎患者肝内cccDNA的中位

水平是0.002拷贝/细胞, 显著低于慢性乙型肝炎

患者的水平. 慢性乙型肝炎抗病毒治疗取得病

毒学应答和HBsAg消失的患者肝内cccDNA的

中位水平为0.012拷贝/细胞, 比原发性治疗失败

的患者(4.18拷贝/细胞)显著为低, 但与仅获得病

毒学应答患者比较无统计学差别(0.039拷贝/细
胞). 进一步分析表明, 肝内cccDNA的水平与血

清ALT、HBeAg和肝内总HBV DNA水平呈正

相关关系, 而与血清HBV DNA和HBsAg水平无

显著相关关系. 该研究结果提示, 即使在急性乙

型肝炎和抗病毒治疗取得HBsAg阴转的慢性乙

型肝炎患者中, 肝内也仍然存在HBV cccDNA. 
最近的一项研究[45]也得出类似的结果. 在ETV
治疗的120例HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者中, 
有20例在治疗前后均进行了肝脏活检. 治疗48 
wk时, 肝内HBV cccDNA的中位水平从基线的

5.1×106拷贝/mL降至2.4×103拷贝/mL, cccDNA
虽有显著下降, 但均未被清除. 

从总体上看, 在核苷(酸)类似物治疗48 wk
时患者肝内cccDNA下降的程度是有限的, 要
获得更好的疗效, 在不发生耐药的情况下, 长
期的治疗是必需的, 这样可能会最大限度地耗

竭cccDNA池的储量. 
3.2 IFN及其与核苷(酸)类似物联合治疗对HBV 
cccDNA的影响 陆海英等[46]研究了71例接受

LMV, IFN-α单药治疗或LMV-IFN-α序贯治疗

患者肝内HBV cccDNA的变化. 治疗结束时, 
LMV-IFN-α序贯、LMV和IFN-α治疗的患者

肝内cccDNA水平分别为3.4 log10, 3.8 log10和



钱峰, 等. 抗病毒药物对乙型肝炎病毒cccDNA水平的影响

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3501

■同行评价
本文能结合目前
国内外乙型肝炎
领域的治疗难点
和热点立题 ,  对
近年来国内外开
展 的 影 响 H B V 
cccDNA水平的
多种药物和治疗
方案进行了综合
分析 ,  为专业人
员全面地了解清
除HBV cccDNA
的研究现状提供
有 价 值 的 参 考 . 
文章的撰写思路
清晰, 层次分明, 
逻辑性强.

5.0 log10, 均显著低于治疗前的基线水平. 出现

HBeAg血清学转换的患者, 肝内cccDNA下降

的幅度显著大于HBeAg未消失的患者(3.0 log10 
vs  1.6 log10). 抗病毒治疗患者肝内cccDNA的

变化与HBV基因型无关. 并且发现, 治疗12 wk
时取得病毒学应答的患者肝内cccDNA下降的

中位水平为1.1 log10, 而无病毒学应答者下降

了0.5 log10, 两者存在显著统计学差异, 提示治

疗12 wk的病毒学应答对肝内cccDNA的下降具

有预测价值[47]. 
在26例接受聚乙二醇I F N-α  2b(P E G-

IFN-α 2b)和A D V联合治疗的患者中, 治疗

48 wk时肝内总HBV DNA和cccDNA中位水平

分别下降了2.2 log10和2.4 log10, 发生HBeAg
消失的患者肝内cccDNA水平比未消失患者更

低, HBsAg阳性肝细胞数量明显减少, 其中4例
患者发生了HBsAg血清学转换[48]. 结果表明, 
联合治疗可以显著降低肝内cccDNA, 因而有

利于患者获得HBsAg的阴转. 在17例接受PEG-
IFN-α 2b和ETV联合治疗的患者中, 治疗48 wk
时, 肝内cccDNA均值下降到1.4 log拷贝/µg. 11例
未发生病毒学复发的患者中, 治疗结束时绝大

多数患者cccDNA水平很低, 只有2例cccDNA
水平高于4.5 log拷贝/µg, 而所有复发的患者

肝内cccDNA水平均较高[49]. 该研究也提示, 
联合治疗有利于降低慢性乙型肝炎患者肝内

cccDNA水平. 因此, 对现有的抗病毒药物在治

疗策略上进行进一步探讨, 对提高慢性乙型肝

炎临床治愈率有非常重要的现实意义. 

4  结论

应用现有的抗病毒药物, 以及参考目前国内外

各个肝病指南推荐的抗病毒治疗方案, 在很大

程度上难以有效清除HBV cccDNA. IFN除了

已知的作用机制以外, 随着对其开展的进一步

探讨, 发现IFN还具有直接降解HBV cccDNA
的作用[50]. 因此, 针对患者的免疫学水平, 病毒

学状况, 以及可能正在实施的抗病毒方案, 研
究新的IFN治疗策略, 包括更合适的时机, 药物

的剂量、疗程, 与核苷(酸)类似物的序贯或联

合治疗等等, 可能会在现有药物的基础上使患

者获得更高的HBsAg消失率或血清转换率, 进
一步提高患者的临床治愈率. 而核苷(酸)类似

物主要是病毒DNA聚合酶抑制剂, 只是干预细

胞浆内pgRNA反转录形成病毒负链DNA和以

负链为模板合成正链DNA的过程. 治疗期间引

起cccDNA的降低主要是子代病毒量的减少, 
导致rcDNA也相应减少, 最终导致cccDNA补

充不足. 另外, 抗病毒治疗获得的肝脏组织学

改善引起cccDNA池的不稳定, 使很多感染了

病毒的肝细胞发生cccDNA被清除. 因此, 核苷

(酸)类似物治疗导致的cccDNA下降是一个间

接的过程, 长期有效的治疗可能具有耗竭HBV 
cccDNA的作用. 

除了目前被批准上市的抗病毒药物以外, 
开发新的能清除HBV cccDNA的药物是患者

和医生的共同期待. 通过上述在细胞、动物和

临床上开展的研究, 让我们对今后治愈慢性乙

型肝炎抱有很大的信心. 从理论上说, 在HBV
复制环节上, 从HBV脱去外膜进入肝细胞, 在
细胞浆中脱去核膜成为rcDNA并进入细胞核, 
cccDNA的形成及其转录, pgRNA的合成与装

配, 到子代病毒的装配与释放等等, 如果能够

在这些HBV复制环节和靶点上再多开发一些

有效的药物, 我们将会有更多的措施应对目前

的困局. 当然, 对于治愈HBV感染来说, 最重要

的还是要考虑到cccDNA的因素. 鉴于cccDNA
是在细胞核内形成的, 因此, 清除cccDNA的

药物最好能够在细胞核内cccDNA形成的各个

环节上发挥作用. 但对于cccDNA分子在细胞

核内形成的一些关键环节, 目前还不十分清

楚, 诸如rcDNA分子是如何通过核转位从细胞

浆进入细胞核的? rcDNA在细胞核内是如何

去掉负链的末端蛋白和正链寡RNA帽的? 部
分互补的rcDNA是如何启动缺口修复程序的? 
修补的DNA聚合酶是来自病毒自身还是宿主

的? cccDNA是利用病毒自身还是宿主的解旋

酶、拓扑异构酶等从环状双链分子进一步折

叠形成超螺旋cccDNA分子的等. 今后, 在深入

开展对HBV分子生物学研究的基础上, 通过

新药研发和进一步的临床研究, 彻底清除HBV 
cccDNA, 治愈乙型肝炎的目标是完全可能实

现的. 
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