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【摘要】 在感染肝细胞中的乙型肝炎病毒 (HBV)共价闭合环状DNA (cccDNA)是引起停 

药后病毒学反弹的主要因素。cccDNA的半衰期仅为33～50 d，故新合成的部分双链、松弛环状 

DNA (rcDNA)进入细胞核转换为cccDNA是维持cccDNA池的关键。虽然不直接靶向cccDNA， 

但通过阻断rcDNA的合成，现有的核苷 (酸)类似物 (NAs)存在使cccDNA池耗竭的可能性。确实， 

慢性乙型肝炎 (慢乙肝)患者在抗病毒治疗达到 HBeAg血清转换，HBV DNA消失后，再巩固治 

疗半年以上，20％～ 30％的患者可以安全停药。我国～些课题组最近已经证实血清中的 HBV RNA 

来自感染肝细胞内cccDNA的活性转录，特别是在接受NAs治疗的慢乙肝患者，DNA合成被阻断 

后，其血清中的HBV RNA能反映肝细胞内cccDNA的状态。故此建议应将传统的基于病毒DNA 

检测的病毒学应答重新定义为血清 HBV DNA和RNA的共同持续消失 (低于检测下限)，并以此 

作为安全停药的病毒学指标。血清HBV RNA是反映肝细胞内cccDNA活性的理想指标，因而，对 

接受长期 NAs治疗后HBsAg水平 <1 500 Iu／ml的慢乙肝患者，应依据血清HBV RNA的检测结 

果，换用或加用聚乙二醇干扰素 (peg—IFN)治疗。如果血清 HBV RNA阳性 ，lull用 peg-IFN治疗 ； 

如果血清 HBV RNA消失，应停止NAs治疗，并转为peg—IFN治疗。有理由相信，以血清HBV 

RNA指导的治疗策略，会进一步优化慢乙肝的功能性治愈(血清 HBsAg消失甚至出现抗 一HBs转换) 

路线图。 
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[Abstract] HepatitisB virus(m3V)covalently closed circularDNA(cccDNA)ininfectedhepatocytesis 

themain cause ofoff-therapyviral rebound．Thehalf-fife ofcccDNAis only 33．50days．sothe conversionofnewly 

synthesizedrcDNAto cccDNAinthenucleus isessentialforthemaintenanceofcccDNApoolininfectedhepatocytes． 

Thoughnotd呻 targetingthe existing cccDNA,ctm~ntnucleos(t)ide analogues(YAs)may exhaustthe cccDNA 

reservoirbyblockingthe rcDNA formation．Indeed,aprolonged consolidationtherapypostlossofsemm HBV DNA 

callachieve sustained remissionandthus safedrugdiscontinuationina smallproportionofchronichepatitisB(crm) 

patients．In recent studies，we and others have demonstratedthatitisthe serum HBV RNAthat reflectsthe cccDNA 

activityin infectedhepatocytes，particularly amongthepatients onNAs．Herewe suggestthatinstead ofmeasuring 

serum HBVDNAonly,simultaneousmeasurementofbothviralDNAandRNAwouldimprovetheaccuracytoreflect 

thecccDNAactivity；therefore，thevirologicalresponse shouldberedefinedas consistentloss0essthanthelowerlimit 

ofdetection)ofboth serunl HBV DNAand RNA，whichindicates the safety ofdrug discontinuation．Accumulating 

evidencehas suggestedthatforthe CHB patients with lower serunlHBsAg,switch-to or add-onpegylatedinterferon 

(Peg-IFN)treatmentwouldresultinlossofserumI-n3sAginarelativelylargeproportionofCHBpatients．Since seruna 

HBVRNAisan idealbiomarkertoreflecttheinlrahepatic cccDNAactivity,forthepatientswitha seI1．1nlHBsAglevel 

lowerthan 1 500IU／ml afterlong-term NAstreatment．the serun2HBVRNA shouldbemeasured．Ifserum HBV 

RNAisdetected,peg-IFN shouldbeaddedon；ifserunlHBVRNAisnotdetected,NAstreatment shouldbe switched 

topeg-IFN~ealment．Webefievethetherapybasedon serumHBVRNAwouldmakethefunctionalcureofCriB(serum 

HBsAglossorevenconversiontoanti-HBs)more efficient． 

[Key words] Hepatitis B，chronic； Antiviral therapy； Serum HBV RNA； cccDNA； Safe 

discontinuation； Functionalcure 
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在我国，慢性乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus， 

HBV)感染所致疾病仍是严重威胁国人健康的重大 

传染性疾病Ⅲ。全国现有慢性HBV感染者约7 000 

万～9 000万，其中慢性乙型肝炎 (慢乙肝)患 

者约2 000万～3 000万，需立即接受治疗的患者 

约有700万。然而，目前仅 100万～350万慢乙肝 

患者正在接受抗病毒治疗[2-3]o虽然积极的抗病毒治 

疗能够明显延缓肝脏疾病进程、减少终末期肝病的 

发生 ，但以血清HBV表面抗原 (HBsAg)转阴作 

为临床治愈的指标，现行的抗病毒治疗药物仅能使 

很少一部分患者达到功能性临床治愈口】。对于慢乙 

肝难以治愈的原因，既往多认为与肝细胞核内HBV 

共价 闭合环状 DNA (covalently closed circular DNA， 

cccDNA)过长的半衰期有关 ]，但近年的研究表明， 

cccDNA的半衰期往往不足2个月[6-9]。由于现有的 

抗病毒治疗药物对cccDNA无直接破坏作用，停药 

后往往发生高比例的病毒学反弹和疾病复发[10]o因 

此，针对核苷 (酸)类药物[nucleo~s)ide analogues， 

NAs)]治疗的患者，各国 (地区)的新指南多推荐 

长期抗病毒治疗 ’11-14]。长期甚至终生的服药往往 

使患者难以接受，影响依从性。此外，有资料显示， 

我国慢乙肝患者抗病毒治疗人均约需人民币6600元／ 

年 (药价谈判后，我国替诺福韦酯价格降为每人约 

5 880元／年) ，由此推算仅抗病毒药物一项，每 

年至少为我国带来66亿元人民币的经济负担。这与 

2014年GlobleData的调研结果(人民币63．69亿元／年) 

基本一致[16]o巨额的用药花费给患者家庭和社会带 

来巨大的经济负担。 

因具有感染性的、完整的HBV病毒颗粒 (丹 

颗粒)所携带的病毒基因组为带有缺口的松弛环状 

DNA (relaxed circular DNA，rcDNA)，人 们 一 直 

认为HBV为嗜肝的DNA病毒 。1996年，德国 

学者K6ck等 剐却在慢性HBV感染者血清中发现 

HBV RNA的存在。我们和其他实验室近期对血清 

中HBV RNA来源的研究发现，患者血清中的HBV 

RNA实为未经逆转录的前基因组RNA (pregenomic 

RNA，pgRNA)，这些pgRNA和rcDNA一样，存 

在于成熟病毒颗粒的核衣壳内，我们称这种病毒颗 

粒为 “HBV RNA病毒样颗粒”[19-201。 

1．HBV感染复制周期的新认识 ：HBV RNA病 

毒样颗粒的发现使我们对HBV的感染复制过程有 

了更为全面的认知。如图1所示，来自cccDNA的 
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3．5 kb长的pgRNA与具有逆转录活性的病毒DNA 

聚合酶蛋 白 (P蛋白)结合形成复合物，招募核 

衣壳蛋白 (病毒核心抗原，core)聚集形成核衣 

壳。在致密的核衣壳内，多数P蛋白启动逆转录过 

程，以pgRNA为模板，先后合成出病毒的负链和 

正链 DNA，经多囊泡小体 (multi—vesicular bodies， 

MVB)释放形成完整的子代病毒 ”。但有一部分 

并未启动逆转录过程，致使带有pgRNA的核衣壳 

也获得病毒外膜并以病毒颗粒的形式释放。理论 

上讲，带有病毒外膜的HBV RNA病毒样颗粒同样 

具有感染性，可以通过钠离子一牛磺胆酸共转运蛋 

白 (sodium taurocholate cotransporting polypeptide， 

NTCP)和硫酸乙酰肝素蛋白聚糖 (heparan sulphate 

proteoglycan，HSPG)的介导感染肝细胞。其核衣 

壳进入细胞后，在细胞质环境下可以启动逆转录过 

程，形成rcDNA并可进入细胞核转化 (将rcDNA 

的正负链修复完整 )为cccDNA，建立感染 。 

尽管这一推测尚缺乏实验数据的支持，但考虑到丁 

型肝炎病毒的病毒结构和感染模式，该推测成立的 

可能性很大。 

2．重新定义病毒学应答 ：对于NAs治疗的慢乙 

肝患者，现有指南多将血清HBV DNA低于检测下 

限定义为病毒学应答 (viogical response，VR)，并 

以此作为停药的治疗终点之一[1’11-14]。然而，在重 

新认识HBV的感染复制过程后，我们意识到，血 

注 ：a：HBV颗粒通过与肝细胞基底细胞膜侧的NTCP受体结合，并 

在小表面抗原与HSPG结合的辅助下进入细胞 }b：宿主细胞的 DNA 

修复系统将rcDNA的正链修复完整 ，形成 cccDNA；c：以cccDNA 

为模板，转录出长短不一的5种mRNA转录本 ；d：通过内质网和 

高尔基体，小表面抗原形成小球形颗粒并释放到细胞外，e抗原释放 

到细胞外 ；e：P蛋白与前基因组 RNA (I~RNA)结合，招募核心抗 

原形成核衣壳并将P蛋白与 pgRNA包裹 }f：在核衣壳内，大部分 

pgRNA在P蛋白的作用下启动逆转录，形成负链DNA；g：小部分 

核衣壳内的pgRNA未启动逆转录，直接获得外包膜，以pgRNA病 

毒样颗粒的形式释放到细胞外；h：P蛋白完成跳转，启动正链的合成； 

i：一部分核衣壳包裹的rcDNA可通过多囊泡小体，以Dane颗粒的形 

式释放到细胞外 ；J：另一部分核衣壳包裹的rcDNA可以直接返回细 

胞核内补充mcDNA池 ；k：完成负链DNA合成后，P蛋白未完全完 

成跳转，在原位启动正链的合成，形成双链线性 DNA；1：双链线性 

DNA易于整合到宿主细胞基因组中，可表达大、中、小表面抗原 

图1 乙型肝炎病毒感染复制周期示意图 

清HBV DNA的消失仅仅代表了病毒的逆转录过程 

被有效抑制，并不能反映cccDNA的转录活跃状态。 

这是因为，在阻断逆转录过程后，有转录活性的 

cccDNA转而以HBV RNA病毒样颗粒的方式产生 

子代病毒，也就不难理解既往以 “血清HBVDNA 

低于检测值下限”为前提条件的停药有高风险的病 

毒学反弹和复发了。真正的病毒学应答应该是既无 

DNA病毒、也无RNA病毒产生的状态。在未来的 

临床实践中，特别是在接受NAs抗病毒治疗的情况 

下，我们应该以血清HBV DNA和RNA均低于检 

测值下限作为病毒学应答的判定标准。 

3．慢乙肝患者血清HBsAg并不能很好反映肝组 

织内cccDNA的活性 ：慢乙肝患者血清中的HBsAg 

可以小球型颗粒、管状颗粒存在，也可存在于丹 

颗粒的病毒包膜上，前两种形式的HBsAg数量远 

远超过丹颗粒[17]o近年的研究表明，HBV通过产 

生大量的HBsAg来抑制宿主的免疫反应，与维持 

病毒的持续感染有关[231。高水平的HBsAg也为诊 

断HBV感染提供了便利[241。血清中的HBsAg主 

要来自感染肝细胞核内的cccDNA【】7]o但越来越多 

的实验结果提示，整合的HBV DNA片段也能转录 

翻译产生HBsAgI2 。现已知道，在病毒复制的正 

链DNA合成过程中，当病毒负链合成完毕后，如 

果作为正链合成起始引物的pgRNA残端未发生适 

当的跳转而在原位启动正链的合成，就会产生大小 

约3．2 kb的双链 线 性 DNA (double-stranded linear 

DNA，DSL—DNA)。DSL—DNA是宿主基因组中病 

毒DNA整合的主要来源[26]o Mason实验室最近的 

报道显示，慢性HBV感染者的肝细胞存在大量的 

HBV DNA整合，最高可有 1％肝细胞带有整合的 

病毒DNA片段，也即患者最多可有上亿的肝细胞 

带有整合病毒片段[27]o我们和其他实验室的早期研 

究结果显示，整合的病毒DNA片段的断点多集中 

在病毒基因组DR1和DR2区域，这样病毒的s基 

因区域 (编码HBsAg)多保持完整，具有转录产生 

HBsAg的潜能 口 】，因此，血清中的HBsAg也可 

能来源于整合的HBVDNA片段。 

4．关于安全停药新概念的建议 ：cccDNA的清除 

可能最为接近病毒学治愈。然而，由于cccDNA存在 

于感染的肝细胞，只能通过肝活组织检查来判断病毒 

的清除和安全停药，这在临床实践中并不适用[30-31]。 

前面提到，以持续的HBVDNA未检出 (低于检测下 

限)为前提的停药有着很大的病毒学反弹和疾病复发 

风险 。故国内外的慢性乙型肝炎防治指南均把血 

清HBsAg消失甚至抗体转为阳性做为临床治愈的理 

想治疗终点，以降低停药后发生病毒反弹和疾病复发 

的风险[32]o然而，接受NAs治疗慢乙肝患者HBsAg 

消失的比例仍然不尽如人意。延长NAs治疗(2～8年) 

后，HBeAg阳性和HBeAg阴性的慢乙肝患者HBsAg 

娶 ～io嚣 
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消失率分别仅为13％和5％)[1I“，” ，这意味着多 

数慢乙肝患者将面临着终生用药之虞。 

从既往的研究报道和临床实践业已发现，有一 

定比例的接受NAs治疗慢乙肝患者停药后并没有发 

生病毒学反弹[33]o对于这些患者，是否有其他的安 

全停药指标可以将之甄别出呢?前面提到，核衣壳 

包裹的来自cccDNA的pgRNA仍可以RNA病毒样 

颗粒的形式释放，其过程不为NAs治疗所阻断[1 。 

这样，血清HBVRNA的水平就成了反映患者肝细 

胞内cccDNA存在和转录的最好指标。当血清中检 

测不到HBV RNA时，提示患者肝细胞内cccDNA 

的消失或者转录静默，预示着可以安全停药[34-35]。 

通过小样本的回顾性临床研究，我们证实，停药点 

血清HBV RNA未检出的患者发生病毒学反弹的风 

险明显下降。当然，其临床应用尚需得到大样本的 

前瞻性研究验证。 

5．关于准临床治愈概念的建议 ：由于HBV 

cccDNA的半衰期不足2个月。因此，新合成的 

rcDNA进入细胞核内并转换成cccDNA，对肝细胞 

内cccDNA池的维持至关重要 (图1)。理论上讲， 

通过长期使用药物可使cccDNA最终被耗竭。然而， 

临床现实却是，即使是接受长期的NAs治疗的慢乙 

肝患者，其HBsAg消失的比例仍然很低 ， 13-14]。 

对于那些HBsAg持续低水平表达的患者，部分学者 
一 直怀疑其HBsAg是来自整合的HBV DNA片段的 

持续表达[36]o最近一篇来自香港的报道研究显示， 

在43例长时间接受NAs治疗 (平均治疗时间>7年) 

的患者，有近半数肝组织内未检测到cccDNA，但却 

只有 1例发生血清HBsAg阴转。进一步分析发现， 

尽管绝大多数患者其肝组织内HBsAg染色阳性，却 

有近半数患者肝组织内核心抗原阴性。考虑到核心抗 

原的mRNA正是pgRNA，这一结果提示患者肝组织 

cccDNA已发生耗竭或表达静默。该研究还发现，反 

映肝组织内cccDNA活性的pgRNA与患者血清中的 

HBsAg没有相关性[37]o考虑到慢乙肝患者肝脏组织 

高水平的HBVDNA整合，我们有理由相信，这些患 

者的HBsAg多来自整合的病毒DNA片段。 

不同于血清HBsAg，血清中的HBV pgRNA仅 

能来 自cccDNA。在病毒基本核心启动子的作用 

下，pgRNA自cccDNA的第 1818(1819)位核苷 

酸 (nucleotide，nt)起始沿cccDNA的负链为模板 

转录，当RNA链合成延伸至转录起始位点时并未 

停止，而是继续沿模板延伸，至 1789～1794 nt的 

加polyA信号时，转录停止，并在加polyA酶的作 

用下在其3’端加上多个腺苷酸[201。这样3．2 kb的 

cccDNA就产生了约3．5 kb的pgRNA。前面提到， 

整合的病毒DNA的主要来源DSL—DNA，全长仅 

有3．2 kb【2 ，无法转录形成3．5 kb长的pgRNA。的 

确，最近的来自我们实验室和一个德国实验室的 

报道均显示，血清HBVRNA能够很好地反映肝 

组织cccDNA的活性[34-35]o这为通过检测血液中 

的pgRNA来间接反映患者肝组织内cccDNA的活 

性提供了可能。我们建议，可以以血清HBV RNA 

持续检测阴性来反映患者肝组织内cccDNA的消失 

或者表达静默状态。这些患者尽管cccDNA已被清 

除或处于持续的表达静默状态，但由于整合的病毒 

DNA片段可以持续低水平表达HBsAg，他们的血 

清HBsAg仍可有低值阳性。我们用一个新的 “准 

临床治愈”(para—functional cure)概念来定义这些 

已经接近临床治愈的患者，以对现有的慢乙肝功能 

性的 “临床治愈”(functional cure)概念进行修订 

和补充[34]o其意义在于不仅可以让更多的接受NAs 

治疗的慢乙肝患者安全停药、不再受终生用药之苦； 

“治愈”率的提高也将使更多的患者愿意接受NAs 

为主的抗病毒治疗，相信这 “准临床治愈”概念必 

将对未来的临床实践产生一定的影响。在患者和社 

会的的经济负担方面，如果规范的抗病毒治疗能使 

约20％的患者血清HBV RNA持续转阴而停药，节 

约的直接购药费用每年可达13．2亿元人民币。 

建立以血清 HBsAg、HBV RNA为指标的优化 

治疗路径，使更多适宜患者实现临床治愈 ：随着 

Arrowhead公 司RNA干扰 药物 ARC520、ARC521 

被美国食品药品管理局叫停，以及Gilead公司治疗 

性疫苗GS．4774联合替诺福韦II期临床试验的失败， 

如何通过个体化的精准抗病毒治疗，最大程度地发 

挥现有长效干扰素和NAs药物的抗病毒疗效、实现 

慢乙肝的临床治愈 (血清HBsAg转阴或血清学转 

换)，显得更加急迫。在庄辉院士和翁心华教授的 

倡导下，我国自2005年开始大力推广抗病毒治疗 

理念，至今已有10年以上。2013年中国乙型肝炎 

随访与临床科研平台 (CR-HepB)数据显示，我国 

约有67．8％的慢乙肝患者应用NAs药物治疗，推测 

这些长期接受抗病毒治疗的患者中已有相当比例符 

合和接近准临床治愈。我国所倡导的对于接受NAs 

治疗的血清HBsAg低值阳性的患者，改用或加用 

peg-IFN (延长)治疗，可以明显提高HBsAg清除 

率[38-39]o如前所述，血清HBV RNA检测能够准确 

反映患者肝组织cccDNA活性。为了使更多特定患 

者发生血清HBsAg转阴或血清学转换、实现临床 

治愈这一抗病毒治疗的理想终点，建议首先对这些 

患者进行血清HBsAg和HBV RNA精准定量检测。 

由于血清HBsAg<1 500 IU／ml的慢乙肝患者在接 

受抗病毒治疗时可产生较好的病毒学应答。若血清 

HBsAg<200 IU／ml，病毒学应答率更高。基于此， 

如果初步将血清HBsAg<1 500 IU／ml的NAs经治 

(在治)慢乙肝患者按血清HBV RNA检测结果分 

为HBV RNA阳性患者 (cccDNA转录及RNA病毒 

复制)和血清HBV RNA阴性患者 (cccDNA耗竭 
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或转录静默)[38]o对前者在继续使用NAs治疗的前 

提下加用peg—IFN；对后者则停用NAs，改用peg- 

IFN治疗 (图2)。我们相信，这一基于血清HBV 

RNA检测的以临床治愈 (血清HBsAg转阴或血清 

学转换)为目标的治疗路径 (方案)将进一步提高 

慢乙肝临床治愈率、降低社会成本。 

注 ：NAs：核苷 (酸)类药物 ；peg-WN：聚乙二醇干扰素 

图2 以血清HBsAg和 HBV RNA为指标的 

慢性乙型肝炎优化治疗路径 (建议)示意图 

总之，在本文中我们完善了病毒学应答的定义， 

提出了安全停药的标准和准临床治愈的概念。未来 

应开展前瞻性多中心的研究，以验证以血清HBV 

DNA和RNA均低于检测值下限作为病毒学应答的 

判定标准和安全停药指标用于临床实践的可行性。 

对于血清HBsAg低值阳性的经治和在治患者，未 

来我们还应探索以临床治愈为目标的、基于血清 

HBV RNA检测确定治疗方案的治疗路径，通过精 

准的个体化治疗提高血清HBsAg转阴 (或血清学 

转换)率，让更多人慢乙肝患者实现 “临床治愈”。 
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41. 病毒微小RNA的发现及其功能
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43. 论潜在舆论和潜在舆论场及其引导

44. HBV RNA病毒样颗粒的潜在临床意义  
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