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　　2008 年 5 月 19 日是全球第一个世界肝炎日。按照世界卫
生组织的最新统计 ,全世界患有慢性乙型肝炎 (其病原 Hepatitis

B virus ,简称 HBV)的病人高达三亿五千万 ,其中 ,中国有一亿人
呈乙肝病毒表面抗原阳性 ,是 HBV 感染人数最多的国家。HBV

在肝脏中持续存在易引起慢性感染 (CHB) ,CHB 是导致肝硬化
和肝癌的最主要诱因。目前 ,针对 CHB 的临床治疗主要通过注
射干扰素或服用核苷 (酸)类似物如拉米夫定 (lamivudine) �阿地

福韦 (adefovir)等 [1 ,2 ] 。然而 ,干扰素应答率低 � 副作用大 ;使用
核苷 (酸)类似物易引起耐药性病毒突变株的出现。从分子水平
上理解 HBV 的复制机制 ,确立新颖的药物干预靶标 ,并相应筛
选有效的抑制剂 ,是临床实际的迫切需要。
1 　HBV 感染及其后果

HBV 通过性接触、输血、使用血液制品而传播。在吸毒人群
中利用不洁针头引起的交叉感染也是一种常见的传播方式。母
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论　　著
亲患有肝炎 ,新生儿被感染的可能性高达 90 %。感染 HBV 后 ,

依临床表现分急性和慢性两种不同的炎症。急性炎症随后大部
分自愈。大约 5 %～10 %的感染病例转成慢性炎症。慢性感染
情况下 ,免疫系统对潜伏的病毒进行持续地应答和攻击 ,但又无
法成功清除之 ,常伴随以感染肝细胞的死亡。另外 ,损伤的肝组
织不断被无功能意义的胞间基质蛋白质如 I 型和 III 型α- 胶原
蛋白所取代 ,逐渐形成肝硬化 , 晚期极易诱发肝癌。肝癌是我国
最常见的癌症之一。
2 　疫苗虽然成功 ,但仍有局限性

利用基因技术在酵母细胞中大规模制造乙肝疫苗已经有了
一些年的历史。不同于传统的用病毒灭活株作为疫苗 ,新型疫
苗仅含有 HBV 囊膜蛋白。很多国家对新生儿接种 ,以避免感
染。新型乙肝疫苗的应用减低了人群感染 HBV 的风险 ,取得的
成就有目共睹。但是 ,在很多发展中国家 ,疫苗的费用仍非常昂
贵 ;另外 ,疫苗仅仅是预防性的 ,对已经患有慢性感染的患者束
手无策。

对业已形成的感染进行彻底治疗特别困难。首先 ,采用何
种办法 ,仅仅特异性地攻击病毒和感染细胞 ,而又不损伤宿主器
官 ? 这与癌症治疗研究中遇到的难题相似。此外 ,病毒遗传物
质核酸序列具有高的变异性 ,以致能够形成对抗治疗的变异体。
针对慢性乙肝 ,临床上应用α- 干扰素取得了一定的疗效。这种
人体的免疫分子已能用基因技术大规模生产。但是 ,它在临床
上的疗效 ,长期仅达到 30 %左右 ,其原因不是十分清楚。

拉米呋啶 (lamivudine)是另一种已经应用于临床的药物。它
是一种核苷类似物 ,作为 HBV P 蛋白的底物 ,可以渗入正在合
成的 DNA 链中。由于它缺乏应有的 3’、5’磷酸二酯键 ,使 DNA

合成反应无法继续进行。动物实验和临床实验证实它几乎没有
毒副作用。临床数据显示使用该药后病人血清转阴率 30 %左
右 ,与干扰素的效果相当。但是 ,在拉米呋啶治疗过程中 , HBV

能产生抗性突变 ,突变位点在 P 蛋白的催化区域 :野生型中 Tyr

- Met - Asp - Asp ( YMDD)中的甲硫氨酸 (Met)被缬氨酸 (Val)

或异亮氨酸 ( Ile)代替 ,使病毒对其产生抗性。尽管如此 ,经验显
示 ,长期持续地使用拉米呋啶可使病人维持较低的 HBeAg。另
外 ,将拉米呋啶和干扰素结合使用 ,得到比单一使用一种药物更
好的效果。其它一些核苷类似物 ,比如 Adefovir - dipivoxil ,Co2
viracil ,Lobucavir 等 ,也正在开始对 HBV 患者试用。
3 　 HBV 复制的基本过程

不同于一个真正的生物体 ,病毒并不通过生长和分裂繁殖
自身。病毒分子中包含有一些程序 ,指导病毒的遗传物质核酸
和其它一些结构蛋白组分的增殖。另外 ,分子中还包含有一些
信息 ,使得单一组分 ,在细胞因子的帮助下 ,自发组装 (装配) 成
新的病毒颗粒。对这些分子和它们的相互作用进行研究 ,有助
我们了解 HBV 复制的分子生物学。这样获取的信息对开发新
的治疗方案是有价值的。另外 , HBV 的核酸很小 ,其编码的蛋白
质也很少 ,这为研究生命基本分子过程提供了一个相对简单的
较为理想的模式系统 [3 ,4 ,5 ] 。

HBV 基因组最引人注目的一个特征就是非常小 ,并以不寻
常的形式呈现。其基因组大约三千个核苷酸 ,比已知的最大的
病毒基因组小几百倍 ,和人类拥有的基因组相比较 ,仅仅是百万
分之一。为了补偿这一过分小的缺陷 ,病毒发展了一套精细的
机制 ,特别有效地运用它的遗传信息。比方 ,总共四个基因 ,通
过巢式转录 ,共编码七种蛋白质 ,这些蛋白质又能呈示不同的结
构。病毒在细胞之间以成熟的病毒颗粒形式存在 ,其内部基因
组仅仅是部分双链形式 ,即只有两条链中的一条链是全长的。
在颗粒内部 ,对复制病毒基因组至关重要的病毒“多聚酶 ( P) 蛋
白”,和一条 DNA 链共价偶连在一起。

在乙肝病人的血清中 ,除发现成熟病毒颗粒外 ,还发现许多
不含核酸的空的病毒囊膜。人们把这种血清学证据称之为“乙

肝表面抗原 ( HBs - Antigen)”,这是一个重要的临床诊断指标。
从激活免疫系统来看 ,乙肝表面抗原起到和成熟病毒粒子相同
的作用。病毒基因组和 P 蛋白一起 ,被一个稳定的称之为衣壳
蛋白的外壳所包裹 ,形成“核衣壳”。整个核衣壳又被一层囊膜
所包被 ,囊膜是由病毒囊膜蛋白和宿主细胞双层酯膜组成 ,后者
是病毒从细胞释放时 ,由细胞膜上获得的。

HBV 感染过程是由多个步骤组成的 ,首先 , HBV 在挑选宿
主细胞时特别苛刻严格。它只侵染人类和大猩猩的肝细胞。在
实验室研究时 ,一般只能用原代肝细胞。病毒借助于其中囊膜
蛋白 ,识别肝细胞表面特异性受体。利用与 HBV 有亲缘关系的
鸭乙型肝炎病毒 (duck hepatitis B virus ,D HBV) 作为模式系统 ,

鉴定了与 D HBV 接合的受体分子。
病毒进入细胞后 ,其核酸从衣壳蛋白中释放出来 ,进入细胞

核 ,形成一个完整的双链闭合环状 DNA 分子 (cccDNA) 。细胞
中宿主本身的依赖于 DNA 的 RNA 聚合酶本来用于转录细胞
mRNA ,现在 ,被病毒接管用于以病毒 cccDNA 为模板 ,合成病毒
mRNA。新合成的病毒 mRNA 输出到细胞质中 ,在核糖体中翻
译病毒蛋白 ,用于包装新的病毒基因组。

类似于 HIV 等逆转录病毒 , HBV 采用一条独特的反转录途
径 :以病毒 RNA 为模板合成 DNA ,为此所需的反转录酶在 HBV

中称之为 P 蛋白。从时空顺序来看 ,首先 ,病毒 mRNA 负责翻译
出衣壳蛋白和 P 蛋白 ,衣壳蛋白将病毒基因组 RNA 和 P 蛋白包
裹起来 ,形成核衣壳 ,核衣壳内部进行反转录。最后 ,核衣壳在
内质网中被病毒囊膜蛋白包裹成为成熟的病毒粒子 ,通过出芽
方式从细胞中释放出去。
4 　精密的包装机制

在细胞外部 ,病毒衣壳保护病毒基因组免受攻击 ;在细胞内
部 ,衣壳负责运输病毒基因组到不同的地点 ,病毒组份得以不断
加工成熟 ,直至从细胞中释放出去。通过氨基酸截短实验 ,发现
仅核衣壳蛋白前四分之三的序列 ,足够使其形成蛋白质外壳。
剩余的四分之一序列带有密集的正电荷 ,有助于和富含负电荷
的病毒核酸接合。电子显微镜下观察到 ,从 HBV 感染的人肝中
提取的衣壳 ,和从基因工程技术制造的衣壳 ,二者形状完全相
同 ,都是由 240 个核衣壳蛋白亚单位组成 ,外观象一个由许多五
角型组成的足球。二者唯一区别是 ,从人肝中分离的衣壳 ,内部
电子密度较高 ,因为其内部包装有病毒基因组的缘故。

病毒 RNA 是如何包装进入衣壳的呢 ? 而每一个衣壳中 ,必
须同时也包装了反转录酶 - P 蛋白 ,没有它 , RNA 无法形成
DNA 基因组。由于病毒 RNA 仅占细胞总 RNA 的极少一部分 ,

一定存在一种特异性机制专门识别病毒 RNA。在实验室 ,借助
转染技术 ,将“裸露”的病毒基因组导入培养的细胞系中 ,即避开
成熟病毒粒子感染这一步骤 (回避受体特异性问题) 而直接增殖
子代病毒。通过有目的地改变病毒基因组 ,将对包装必要的信
号序列局限到前基因组 RNA 5’末端附近区域。随后 ,发现了包
装信号ε,它是一个约 60nt 组成的茎环结构 ,上下茎被一个侧向
突出所隔开 ,外观就像一个火车信号牌。这一特殊结构 ,以及其
中赋予的特别的核苷酸序列 ,使病毒前基因组 RNA 有别于细胞
RNA。P 蛋白能够特异性识别这一信号。

简言之 ,病毒前基因组 RNA 翻译衣壳蛋白亚单位和 P 蛋白
酶 ,新合成的 P 蛋白酶特异性结合到前基因组 RNA 5’端的包装
信号ε上 ,衣壳蛋白亚单位围绕它们开始积聚 ,形成封闭的核衣
壳。依靠这种简单的方式 ,保证病毒基因组和反转录必要的酶
同时包装进入一个衣壳内 [6 ,7 ] 。

核酸的合成是有方向的 :即新合成的链总是从 5’末端向 3’
末端进行。在合成开始时 ,酶定位在互补的模板 3’末端。P 蛋
白和位于 5’末端的包装信号结合 ,不能进行 DNA 合成。但前基
因组 RNA 3’末端也有一个和 5’端结构和序列完全相同的ε, P

蛋白从 5’端ε转位到 3’端 ,才能进行 DNA 合成。但是 ,合成的
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引物从哪来呢 ? HBV 复制采用独特的“蛋白质引发”解决这一问
题 : P 蛋白和 5’末端ε结合时 ,ε利用结构内部侧向突出上的序
列作为模板 ,合成由 3 到 4 个短的寡核苷酸组成的互补 DNA 片
段引物 ,由于它们共价结合在 P 蛋白上 ,所以称之为蛋白质引
发。引物合成后 ,P 蛋白转位到前基因组 RNA 3’末端的另一个
ε附近的 DR1 区 ,以 RNA 为模板 ,合成互补的 DNA。P 蛋白所
具备的 RNase H 活力 ,使得一边合成 DNA ,一边降解 RNA 模
版 ; P 蛋白还具备聚合酶的活力 ,它以新合成的 DNA 为模板 ,再
合成出另一条 DNA 链。

将以上事件在体外细胞培养系统中重演 ,就有希望找到抑
制以上反应的物质 ,即病毒复制的分子抑制剂。目前还不能体
外重建 HBV - P 蛋白反转录系统 ,可能是因为体外缺乏胞内才
具备的细胞因子 ,而这些细胞因子对 HBVε- P 发挥功能是必要
的。但 D HBVε- P 系统在兔网织红细胞溶解物 (Rabbit reticulo2
cyte lysate)中成功重建 ,在这个体外系统中含有伴随蛋白 - 热休
克蛋白 Hsp70、Hsp90 一类 ,它们为 D HBVε- P 发挥功能提供了
必要的细胞因子 [8 ,9 ,10 ] 。

五、对抗病毒治疗研究的启发
利用 D HBVε- P 模式系统 ,发现包装信号ε和 P 蛋白结合

后 ,其结构发生急剧变化 [7 ,11 ] 。我们最近从具有连续随机核苷酸
序列的εRNA 文库中筛选出一些序列变异体 ,它们只能和 P 蛋
白结合 ,有些变异体和野生型ε比较 ,结合能力甚至超出 20 倍到
40 倍 (12) 。但是 ,由于序列的改变引起的结构新变化 (比如“侧
向突出”消失) ,使其和 P 蛋白结合后不再能进行蛋白质引发和
反转录合成 DNA。这些分子是病毒复制的潜在抑制剂 ,又称诱
饵 (decoy) 。

目前针对慢性乙肝的基因封闭概述起来有四个方面 :核酶、
反义 RNA、RNA 干扰、诱饵技术、胞内引入干扰肽或干扰蛋
白质。

我们在体外和细胞抽提物中 ,运用锤头型核酶能有效切割
HBV 包装信号ε,但这种效果在完整细胞中目前还无法观察到。
反义 RNA 和 RNA 干扰技术 ,在 D HBV , W HV (土拨鼠肝炎病
毒) ,裸鼠等实验模型中 ,显示 HBV 靶 RNA 被特异性封闭或降
解。近年发展的指数级富集的配体系统进化技术 ( SEL EX) ,极
大地便利了设计和筛选适体 (aptamer)用于抗病毒治疗 [12 ,13 ] 。

不同于前面几种技术作为转录、转录后水平的干预 ,干扰肽
或干扰蛋白质是翻译后水平的干预。即 :胞内合成干扰性多肽
或 HBV 抗体 ,例如 HBeAg 抗体并维持其非分泌形式。另外 ,在
HBV 衣壳蛋白的 C 末端融合进核酸酶 ,使其攻击衣壳内的 HBV

基因组。
无疑 ,阐明 HBV 复制的分子细节 ,不仅对基础研究 ,而且对

筛选有效的分子抑制物十分重要。病毒的各种组份间的相互作
用 ,以及它们和细胞因子间的相互作用 ,构成了在时空上十分精
确的分子间共同作用的网络 ,最终导致产生新的病毒颗粒。原
则上 ,每个相互作用的环节都可以考虑成治疗性干预的攻击点。
病毒的一些重要步骤被掀开了面纱 ,一些与之相关的细胞因子
的作用也被人们逐步认识。一些复制步骤甚至能够在体外重建
并进行详细的生化分析 ,尽管主要是针对鸭乙肝病毒 (D HBV) 模
式系统 [14 ] 。对 HBV 而言 ,目前还缺乏一个可进行感染而不仅仅
是转染的细胞系 ,以便更细节地研究受体特异性等 HBV 复制的
早期步骤 ;适当的动物模型也在寻找中 ,并期望它能填补从灵长
类大猩猩到土拨鼠和鸭如此巨大的宿主鸿沟 ,以便验证抗病毒
治疗的效果。在此方面 ,在树鼩上正不断取得令人振奋的结果。
随着对 HBV 认识的逐渐增多 ,我们有信心利用基因封闭技术最
终战胜这种严重的人类重大病毒性传染病。
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