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HBV与外泌体的相关性研究进展*
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【摘要】 乙型肝炎病毒(Hepatitis
 

B
 

virus,HBV)感染导致乙型肝炎,也是我国肝细胞癌(hepatocellular
 

carcinoma,

HCC)发生最主要的危险因素,但其致病机制迄今并不完全清楚。尽管抗病毒治疗可有效抑制 HBV聚合酶的活性并减

缓疾病进展,但不能完全根除慢性感染者体内的 HBV病毒。因此,对于 HBV致病机制及其治疗仍然需要持续和深入

研究。外泌体是一种细胞间物质和信息传递的载体,参与抗原提呈、免疫应答及肿瘤进展等多种生理病理过程。近年来

的研究发现,外泌体在 HBV的致病过程中发挥重要作用,且在 HBV感染的诊断和治疗中具有重要的应用价值。本文

对外泌体与 HBV的相关性研究进行了综述。
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【Abstract】 Hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

infection
 

leads
 

to
 

hepatitis
 

B
 

and
 

is
 

the
 

most
 

major
 

risk
 

factor
 

for
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

in
 

China,but
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

HCC
 

remains
 

unclear.
 

Although
 

antiviral
 

therapy
 

can
 

effectively
 

in-
hibit

 

HBV
 

polymerase
 

activity
 

and
 

slow
 

the
 

progression
 

of
 

disease,HBV
 

virus
 

cannot
 

be
 

completely
 

eradicated
 

in
 

patients
 

with
 

chronic
 

infection.
 

Therefore,the
 

pathogenesis
 

and
 

treatment
 

of
 

HBV
 

still
 

need
 

continuous
 

and
 

intensive
 

research.
 

Exosomes
 

are
 

carriers
 

of
 

intercellular
 

substances
 

and
 

information
 

transmission,which
 

are
 

involved
 

in
 

many
 

physiological
 

and
 

pathological
 

processes
 

such
 

as
 

antigen
 

presentation,immune
 

response
 

and
 

tumor
 

progression.
 

Recent
 

studies
 

have
 

found
 

that
 

exosomes
 

play
 

an
 

essential
 

role
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

HBV
 

and
 

have
 

important
 

application
 

value
 

in
 

the
 

diagno-
sis

 

and
 

treatment
 

of
 

HBV
 

infection.
 

This
 

paper
 

reviews
 

the
 

correlation
 

between
 

exosomes
 

and
 

HBV.
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***乙型肝炎病毒(Hepatitis
 

B
 

virus,HBV)感染是全球性的公

共卫生问题。目前,由 HBV所致的乙型肝炎仍然在广泛传播,

严重危害着人类的健康。尽管 HBV基因工程疫苗的生产、投

入及接种普及率在逐年上升,但每年仍然有千万例新增患者。

外泌体(exosomes)是近年来广受关注的一种细胞外囊泡,介导

细胞间信息和物质的交换,相关研究已经深入到基础医学、免

疫和肿瘤等领域。有证据表明,HBV患者血清外泌体中含有

HBV核酸和 HBV蛋白,并以活跃的方式将 HBV转移至肝细

胞[1]。外泌体参与了 HBV的体内传播与致病过程,并为 HBV
感染的诊断和抗 HBV感染的治疗提供了新视角和探索方向。

1 概述

1.1 HBV HBV最早被发现于20世纪六十年代,是导致乙

型肝炎及其相关疾病的病原体。HBV是一种小型包膜DNA
病毒,属于嗜肝DNA病毒科、正嗜肝DNA病毒属。HBV基因

组具有四个互有重叠的开放读框(open
 

reading
 

frame,ORF),

分别编码前表面/表面抗原(Pre-S/S)、前核心/核心抗原(Pre-

C/C)、DNA多聚酶(P)和乙肝病毒X蛋白(hepatitis
 

B
 

virus
 

x
 

protein,HBx)等产物[2]。

据世界卫生组织报道,全世界约有20亿人曾经感染过

HBV,其中有3.5亿人发展为慢性乙型肝炎(chronic
 

hepatitis
 

B,CHB)[3],而CHB则是导致肝硬化(hepatic
 

cirrhosis,LC)和
肝细 胞 癌(hepatocellular

 

carcinoma,HCC)最 主 要 的 危 险 因

素[4]。因此,预防和治疗 HBV感染对降低 HBV相关疾病的

发病率和死亡率非常重要。
尽管 HBV疫苗应用已有30多年,但是截止目前,HBV感

染的发病率并未有明显下降,且死于LC、肝功能衰竭和 HCC
的人数仍在持续增加[5]。目前,用于治疗 HBV慢性感染的药

物包括干扰素Alpha(interferon
 

Alpha,IFN-α)和核苷酸类似物

(nucleoside
 

analogues,NAs)等[6]。这些药物虽然能够有效减
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缓疾病的进展,但由于 HBV感染的相关潜在分子机制仍未完

全明确,HBV感染仍然难以完全控制,因此科学家们一直在寻

求新的治疗方案。

1.2 外泌体 外泌体是一种直径为40~100
 

nm的脂质双层

的内源性小囊泡,发现于绵羊网织红细胞中,初始被当做细胞

碎片[7]。外泌体的主要成分是蛋白质、脂质和核酸等生物分

子[7]。外泌体由T细胞、B细胞、巨噬细胞、树突状细胞(den-
dritic

 

cell,DC)和自然杀伤(natural
 

killer,NK)细胞等释放,存
在于血液、尿液、唾液、腹水和母乳等体液中[7]。外泌体大小和

负载的不同可反映细胞的来源和类型,因此,患者体内外泌体

成分的变化可以作为疾病诊断、进展和疗效的判断指标。

研究表明,外泌体在诸多生理病理过程中发挥重要作用。

除介导神经系统之间的信号传递[8]、生殖与发育[9]以及细胞增

殖和成熟[10]等生理过程以外,外泌体还可通过提呈抗原[11]、释
放促炎 细 胞 因 子[12]、肿 瘤 坏 死 因 子(tumor

 

necrosis
 

factor,

TNF)[13]和增强NK细胞活性等途径促进免疫系统的激活,从
而参与肿瘤进展、炎症和病原体的感染与传播等病理过程。

2 外泌体与HBV的致病机制

作为细胞间 物 质 与 信 息 传 输 的 载 体,外 泌 体 可 以 促 进

HBV及机体抗病毒效应的细胞间传播,还可影响固有免疫细

胞活性并与 HBV的持续感染有关。

2.1 外泌体促进 HBV在细胞间的传播 肝细胞表面的 HBV
受体牛磺酸胆酸钠共转运多肽(Na+/taurocholate

 

cotransport-
ing

 

polypeptide,NTCP)介导 HBV与肝细胞之间的相互作用,

是 HBV进入肝细胞的关键因素[1]。然而,近年来,非受体依赖

的病毒传播方式引起了人们的广泛关注。外泌体是一种细胞

间的通讯囊泡,可在细胞之间转运功能蛋白和核酸等信号分

子,参与细胞渗透、入侵和融合等过程[14]。此外,由于外泌体

的生成过程与多种病毒的组装和释出存在较多重叠,因此外泌

体可能是病毒在细胞间的传播过程中发挥作用的关键载体。

有文献报道,CHB患者血清外泌体中存在 HBV
 

DNA和

HBV
 

RNA[1]。将 HLCZ01细胞和外泌体分别标记后进行共

孵育,实时荧光显微镜下可观察到外泌体在培养基中快速自由

运动并进入 HLCZ01细胞的全过程。暴露于 HBV阳性外泌

体两天 后,HLCZ01细 胞 的 乙 型 肝 炎 表 面 抗 原(HBsAg)和

HBV核心抗原(HBcAg)呈阳性,且其水平与同样经 HepG2.
2.15培养细胞的上清液处理后的水平相当,提示CHB患者血

清外泌体与 HepG2.2.15培养细胞上清液中的游离病毒功能

一致。另外,与 HBV 阳 性 外 泌 体 共 孵 育 后,NCTP阴 性 的

HepG2细胞也显示 HBsAg和 HBcAg呈阳性[1]。上述研究表

明,CHB患者血清外泌体中含有 HBV核酸和 HBV蛋白等成

分,并可将其在体外以非受体依赖的方式转移至 HBV阴性的

肝细胞,外泌体可能是受体途径以外的另一种细胞间的 HBV
传播方式。

2.2 外泌体可在细胞间传递细胞因子介导的抗 HBV效应 
除了可以促进细胞间 HBV的传播,外泌体还可以在细胞间传

递由细胞因子介导的抗 HBV效应。

细胞因子IFN-α由巨噬细胞、单核细胞等多种细胞产生,

具有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等功能[15]。研究表明,敲除T
细胞免疫球蛋白和粘蛋白受体1(T-cell

 

immunoglobulin
 

and
 

mucin
 

domain
 

1,TIM-1)后,巨噬细胞来源的外泌体进入肝癌

细胞 HepG2显著减少[16],表明巨噬细胞来源的外泌体可以通

过TIM-1依赖的方式进入肝细胞。该过程可通过网格蛋白介

导的内吞和胞饮作用及与内体融合的方式,有效地向肝细胞转

移具有抗病毒、抗增殖和免疫调节作用的细胞因子IFN-α,从而

提高肝细胞抗HBV感染的活性[16]。另有研究表明,人源IFN-

α可减轻 HBV感染小鼠的病毒血症和病毒抗原血症[17],由

IFN-α诱导的抗病毒效应可以通过外泌体,从肝非实质细胞传

递给 HBV感染的肝细胞[18]。

2.3 外泌体影响机体 对 HBV感染的固有免疫应答
 

病毒与

宿主免疫系统之间的相互作用决定了宿主病毒感染的结局,免

疫应答的强弱与 HBV感染者临床
 

表现的轻重及转归密切相

关。外泌体通过激活或抑制固有免疫细胞的功能参与了机体

抗 HBV感染的免疫应答过程[19]。

树鼩动物模型证明,由 HBV感染诱导产生的外泌体通过

激活巨噬细胞和NK细胞等固有免疫细胞增强机体抗 HBV感

染的固有免疫应答[19]。由 HBV感染的肝细胞释放的含病毒

DNA或RNA的外泌体首先被转移到巨噬细胞,通过 MyD88、

TICAM-1和 MAVS依赖性途径诱导巨噬细胞NKG2D配体的

表达[19],继而促进NK细胞活化产生IFN-γ[20];IFN-γ再通过

上调DDX60的表达促进病毒 RNA降解,从而发挥抗病毒作

用[19];而外泌体的缺失可使巨噬细胞NKG2D配体的表达显著

降低,提示外泌体对巨噬细胞和 NK细胞的活化具有重要作

用[19]。

另有研究发现,CHB患者血清外泌体抑制 NK细胞IFN-

γ、TNF-α、CD107a及其受体NKp44的表达;另外,CHB感染患

者的NK细胞视黄酸诱导基因I(retinoic
 

acid-inducible
 

geneⅠ,

RIG-1)的表达水平降低,其下游的NF-κB和p38信号通路也被

抑制;而NK细胞CD107a的水平可以通过过表达RIG-1得以

恢复[1],提示 HBV阳性的外泌体以RIG-I依赖的方式直接干

扰NK细胞的功能,从而抑制固有免疫应答。

以上证据表明,HBV诱导的外泌体可通过影响固有免疫

细胞活性及其产生的细胞因子和相关信号通路的活性参与机

体抗 HBV的固有免疫应答。

2.4 外泌体与 HBV的持续感染有关 研究发现,HBV感染

细胞来源的外泌体微小RNA(microRNA,miRNA)可以抑制机

体免疫应答并导致免疫细胞的功能障碍,进而干扰 HBV从宿

主细胞的清除,导致病毒的持续感染[21]。

前期 研 究 发 现,HBV 通 过 诱 导 miR-146a的 表 达 下 调

STAT1的水平,进而使由IFN诱导的抗病毒免疫应答受到抑

制[22]。CD4+
 

T细胞产生的白细胞介素-21(interleukin-21,IL-

21)能够增强效应T细胞和NK细胞的活性,从而有利于 HBV
的清除[23],而HBV感染诱导产生的外泌体miRNA(包括miR-

21,miR-192,miR-215,miR-221和 miR-222等)则靶向人IL-21
基因使其表达下降[24],从而导致 HBV的免疫逃逸。

IL-12由巨噬细胞、单核细胞和B细胞等抗原提呈细胞

(antigen-presenting
 

cells,APC)受抗原刺激后分泌,其生物学

活性形式是由p40和p35两个亚基通过二硫键连接形成的异

二聚体,可以促进 NK 和细胞毒性 T淋巴细胞(cytotoxic
 

T
 

lymphocyte,CTL)的增殖与活化,具有重要的免疫调节作用。

HBV感染诱导产生的血清外泌体 miR-29a使IL-12
 

p40基因
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表达水平下调[25],IL-12活性下降,影响了 NK和CTL细胞的

增殖和活化,进而导致 HBV的清除障碍。

以上研究表明,由 HBV感染诱导产生的外泌体 miRNA
通过影响相关细胞因子的产生及其介导的信号通路,影响免疫

细胞的活化,使机体对 HBV的识别和清除障碍,进一步加重

HBV诱导的慢性炎症,最终导致 HBV的持续感染。

3 外泌体与HBV感染的诊断

大量研究发现,健康人群和 HBV感染者外泌体的组成存

在定性和定量差异,其中,血清外泌体miRNA表达谱随疾病进

展而发生变化,外泌体 miRNA的种类及水平变化可反映 HBV
感染所致疾病及其进展的不同阶段[26-27]。

有文献报道,HBV感染的PXB嵌合小鼠肝细胞外泌体相

关 miRNA水平增加2倍以上[24]。HBV感染者血清外泌体

miR-21、miR-221和 miR-222水平均显著升高[26],Wang等[28]

也证明 HCC和CHB患者血清外泌体富含 miR-21,且具有比

血清 miRNA 更 高 的 检 测 灵 敏 度。miR-122是 肝 脏 特 异 性

miRNA之一,能够直接靶向病毒 RNA或调节宿主基因的表

达,通过与 HBV靶序列的相互作用抑制 HBV基因的表达和

复制,是 HBV复制的重要调控因子[29]。研究发现,与健康人

群相比,HBV 感 染 者 血 清 外 泌 体 miR-122-5p水 平 显 著 升

高[30],且CHB患 者 血 清 外 泌 体 中 miR-122与 HBV
 

DNA、

ALT和 HBsAg
 

水平呈负相关,提示血清外泌体 miR-122水平

可以反 映 CHB患 者 体 内 HBV 病 毒 复 制 及 肝 脏 损 伤 的 程

度[29]。另有研究发现,血 清 外 泌 体 miR-130、miR-183、miR-

196、miR-209和 miR-96的水平能够区分不同阶段的肝炎和肝

损伤[31]。

血清外泌体miRNA可以反映HBV相关HCC。有研究分

析了 HBV相关 HCC血清外泌体 miRNA的整体表达谱,发现

包括 miR-150和 miR-342-3p在内的多种 miRNA的水平发生

了改变[32],且 miR-122增加近4倍[33]。另有研究发现,血清外

泌体异型核糖核蛋白 H1
 

mRNA(heterogeneous
 

nuclear
 

ribo-

nucleoprotein
 

H1,hnRNPH1
 

mRNA)可作为 HBV 高发地区

HCC的有效标志物[34]。文献报道,HCC的患者血清外泌体

miR-212的 表 达 水 平 显 著 升 高,其 敏 感 性 和 特 异 性 均 优 于

AFP,CA125和 HBx蛋白[35]。

上述研究表明,不同类型的 HBV患者和健康人群血清外

泌体miRNA的表达谱不同,且水平随着疾病进程而变化,能够

指示不同的生理或病理状态,因此,血清外泌体miRNA的检测

能够明显提高 HBV感染不同临床阶段的的诊断准确,有利于

HBV相关 HCC的早期诊断和识别,从而提高患者的疗效及预

后。

4 外泌体与抗HBV治疗

尽管目前有多种抗 HBV药物可供选择,但由 HBV感染

引发的相关疾病仍在严重威胁着人类的健康,研究人员一直在

寻找新的抗 HBV治疗方法。外泌体作为多种生物活性物质的

天然载体,在抗 HBV感染的治疗中具有广阔的应用前景。

来自免疫细胞的外泌体具有免疫刺激作用,能够诱导机体

针对抗原特异性CTL的免疫应答,因此,外泌体可以作为疫苗

佐剂用于增强机体对 HBV的免疫应答,促进机体对 HBV的

清除。

Nef蛋白突变体(Nefmut)是一种与外泌体脂膜有高度融合

性但其本身不具有生物活性的蛋白质,可以作为外泌体的良好

载体,增强机体对外泌体抗原成分的免疫应答[36]。研究发现,

将经过体外抗原改造的外泌体与 Nefmut 外泌体锚定蛋白融合

后接种小鼠,能够增强抗原特异性CTL的免疫应答效应[37]。

HBcAg由于存在于 HBV病毒颗粒的核心且其外被 HBsAg所

覆盖,因此不易在血液循环中检出,但大量存在于受 HBV感染

的肝细胞内[38],是CTL免疫治疗的理想靶标。研究发现,全长

的 HBcAg与Nefmut融合后,其抗原信息可被有效整合到外泌

体中,外泌体免疫原性增加,引发 CTL免疫应答,进而促进

HBV感染细胞被CTL清除[39],提示将与Nefmut融合的改造外

泌体诱导CTL免疫应答用于抗 HBV治疗具有良好的可行性。

Nefmut作为外泌体的载体。

此外,外泌体还可作为载体向体内递送特定分子。研究发

现,将人单核细胞系(human
 

monocytic
 

cell
 

line,THP-1)经脂

多糖刺激后产生的外泌体注射于正常小鼠皮下,结果发现小鼠

分泌细胞因子TNF-α和IL-1β增加;另外,小鼠皮下联合接种

外泌体与重组 HBsAg的混合溶液,结果显示外泌体触发了小

鼠的免疫调节,增加了小鼠IFN-γ的分泌[40],进而增强了小鼠

对 HBV的免疫应答,促进了小鼠对 HBV的清除。

外泌体作为抗病毒治疗的载体和疫苗佐剂正在被不断探

索,随着相关研究的逐渐深入,外泌体在抗 HBV治疗领域的特

殊临床应用价值将不断展现。

5 展望

外泌体作为一种细胞间物质和信息传递的载体,是一种独

特的细胞间沟通的工具。外泌体可以在细胞间传递 HBV多种

相关物质,在 HBV感染、传播及相关疾病的发生发展过程中发

挥重要作用。外泌体 miRNA 的种类及其水平变化可 反 映

HBV相关疾病的不同阶段。此外,外泌体作为治疗性药物的

天然内源性载体用于临床治疗具有独特的优势,为临床抗

HBV治疗提供了新的方向。

目前,有关 HBV与外泌体的相关研究仍处于早期阶段,深
入研究外泌体在 HBV致病、诊断和治疗中的作用,将有助于揭

示 HBV和宿主细胞的相互作用方式并进一步明确 HBV的致

病机制,有利于我们了解如何通过外泌体影响 HBV感染的最

终转归,以及进一步了解如何通过改变外泌体的成份来进行抗

HBV的治疗。
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