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[摘要】 乙肝病毒是一种嗜肝DNA病毒，当病毒侵入机体后，由于机体对乙肝病毒及其表达产物的免 

疫应答导致肝细胞损伤，并激发自身免疫反应及免疫调节功能的紊乱，而引起乙型病毒性肝炎。Toll样受体9 

(TLR9)作为一种主要识别细菌或病毒非甲基化CpGDNA的重要的模式识别受体，与乙型病毒性肝炎的发 

生、发展、治疗及预后密切相关。该文就TLR9及其与乙型病毒性肝炎的研究进展进行综述。 
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[Abstract] Hepatitis B virus(HBV)is a hepadnavirus DNA virus．When the virus invades the body，it could 

cause HBV，because the immune response of body to HBV and its expression products would lead to liver cell damage 

and further stimulate body immune response with disturbance of immune regulatory function．TLR9 is an important 

pattern recognition receptor which generally recognizes bacterial or viral unmethylated CpGDNA，and it is closely re— 

lated to the onset，treament and prognosis of patients with HBV．We review the research progress of TLR9 and its 

correlation with HBV in this paper． 

[Key words] Toll—like receptor-9(rI'LR9)； Hepatitis B virus(HBV)； Immune response； Receptor； 

Research progress 

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV)是一种 

嗜肝 DNA病毒，病毒侵入机体后 ，随血液循环进入 

肝细胞中刺激机体的固有免疫系统，引起免疫应答； 

受感染的肝细胞迅速识别病毒 DNA后，分泌 I型干 

扰素(IFNa／13)，诱导抗病毒蛋白的合成，并阻止病毒 

复制；同时 IFNoL／~可活化并诱导趋化肝内的单核／ 

巨噬细胞、NK细胞、树突状细胞(dendritic cells，DC)， 

活化聚集后的免疫细胞分泌干扰素 (IFN一 )、肿瘤 

坏死因子 (TNF—ot)、白细胞介素 8(IL．8)、白细胞 

介素12(IL—l2)等多种细胞因子，控制和清除乙肝 

病毒，吞噬、杀伤、溶解受感染的肝细胞；一些被吞噬 

的病毒颗粒和凋亡细胞碎片在溶酶体内消化并加工 

成病毒抗原肽，之后呈递给 T、B淋巴细胞，介导产 

生针对 HBV抗原特异性的细胞克隆，并加以增殖和 

分化，最后启动获得性免疫系统。Toll样受体(tol1． 

1ike receptors，TLRs)是一类结构高度保守且在生物 

体内发挥重要生理功能的蛋白质，也是一类最重要 

的模式识别受体(pattern recognition receptors，PRRs)。 

在固有免疫应答中它们能够识别病原微生物的病原 

相关分子模式(pathogen associated molecule patterns， 

PAMPs)，从而活化单核／巨噬细胞、NK细胞、DC等 

多种免疫细胞，诱导多种细胞因子的分泌，又能上调 

抗原呈递细胞(antigen presenting cell，ApC)CD80、 

CD86等表面共刺激分子的表达，从而提供获得性免 

疫启动的必需活化信号。目前截止，TLRs家族已发 

现有 l3种动物和 11种人的 TLRs，并分别命名为 
TLR1～13⋯

。 Toll样受体 9(TLR9)作为一种主要 

识别细菌或病毒非甲基化胞嘧啶一磷酸．鸟嘌呤二核 

苷酸序列(unmethylated CpG dinucleotides，CpG-DNA) 

的重要模式识别受体，在固有免疫和获得性免疫中 

具有重要作用，与乙型病毒性肝炎的发生、发展、治 

疗及预后密切相关 J。现将近几年TLR9及其与乙 

型病毒性肝炎的关系研究进展综述如下。 

1 TLI 的研究 

人 TLR9基因含大约5 kd的碱基对和2个外显 

子，位于第 3号染色体(3p21．3)与几种肿瘤性疾病 
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相关的一个区域 。其基因与髓样分化因88(mye— 

loid differentiation factor 88，MyD88)基因相连，以至 

少两种拼接方式表达：一种是单外显，另一种是双外 

显。在组织中，TLR9表达于脾脏、淋巴结和骨髓等 

富含免疫细胞的组织 中；而在外周血单个核细胞 

(peripheral blood mononuclear cells，PBMCs)中，主要 

有B细胞和浆细胞样树突状细胞(plasmacytoid den— 

dritic cells，pDC)表达 TLR9[4,5j。人 TLR9属 I型跨 

膜蛋白，由 1 032个氨基酸残基组成，分成胞外、跨 

膜和胞内三个区。TLR9胞外区是富含亮氨酸的重 

复序列，基于不同 TLR胞外区同源性差异，决定了 

TLR9蛋白结合配体的特异性。因不同TLR胞内区 

又具有同源性，所以TLR9和其它 TLR蛋白结合配 

体后的信号转导途径均相似。TLR9胞内区称为 

TIR结构域 (Toll／IL一1Rhomologous region)，是因其 

结构与 I型IL受体结构同源，其信号转导途径也与 

IL一1受体介导的信号转导途径相似，可以利用 IL一1 

信号传导分子传递所识别的病原体信号 】。TLR9 

主要识别的是来源于细菌和病毒的外源性配体为非 

甲基化 CpG．DNA；内源性配体主要来源于凋亡细胞 

的CpG．染色质一IgG复合物等 J。因CpG序列在脊 

椎动物基因组出现频率较低，且甲基化发生较多，故 

脊椎动物免疫系统在对微生物 DNA识别的过程中 

可以与本身 DNA相区别 J。TLR9大部分配体需 

通过内吞作用才能进入细胞内与 TLR9结合，是因 

为TLR9主要存在于胞浆中。配体进入胞内之后才 

能激活 TLR9介导的 MyD88依赖型信号通路，使 

MyD88集聚在TIR结构域，MyD88上的死亡结构域 

(death domain，DD)结合到下游信号分子IL一1受体 

相关激酶(interleukin一1 receptor associated kinases，I— 

RAKs)上。IRAKs与MyD88形成复合物之后发生 

磷酸化，而后从受体复合物中解离出来激活肿瘤坏 

死因子受体相关因子 6(TNF receptor—associated fac— 

tor 6，TRAF6)，TRAF6发生磷酸化并集聚于 IRAK 

区域。活化后的TRAF6通过一系列反应后活化是 

核因子 KB的抑制蛋白(inhibitor of NF．KB，IKB)激 
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酶，使 IKB发生磷酸化，通过泛素一蛋白酶体途径降 

解，NF—KB即被释放游离出来后进人细胞核内，结合 

特定的启动子，调控多种基因的表达，如共刺激分 

子、炎症因子、细胞因子(如IL-8、12和TNF—Ot等)等 

靶基因的表达，最后激活特异性免疫系统。MyD88 

还可通过干扰素调节因子 7(interferon regulator fac- 

tort，IRF7)诱导 IFN． 的分泌，从而活化免疫细胞， 

发挥免疫学效应 ⋯。 

2 TLR9在乙型病毒性肝炎作用中的研究 

近年来研究发现，TLR9信号传导通路在乙型病 

毒陛肝炎的发病机制中发挥重要作用。Isogawa等 

将TLR9的相应配体通过静脉注射到 HBV转基因 

小鼠体内，在24 h内可以促进IFN一 B的产生而抑 

制 HBV复制。而在体外以肝瘤细胞系 HepG2细胞 

为模型，研究TLRs在抗 HBV感染中的作用时，发现 

激活TLR9后，可以通过减少共价闭合环状 DNA(CO— 

valently closed circular DNA，cccDNA)的形成而抑制 

HBV复制；TLR9还能够抑制 HBV的转录；HBsAg 

翻译表达也减少，HBeAg的表达明显受 TLR9的抑 

制，而HBcAg在外周血中则没有表达L1 。在用 TL． 

Rl～9的受体激动剂刺激C57／BL6野生型和MyD88 

缺陷型大鼠离体的肝脏非实质细胞时，发现激活后 

的TLR9能够通过产生抗病毒细胞因子抑制 HBV 

的复制  ̈。以上实验结果表明通过激活 TLR9加 

强肝细胞的免疫应答能力，不但可以抑制 HBV复 

制，还可能加快HBV在机体内的清除速度。高珍  ̈J 

在以腺病毒为载体将 HBcAg基因负载正常人和慢 

性 HBV携带者的PBMCs时，发现慢性 HBV感染者 

的PBMCs中 TLR9、IRF7mRNA及蛋 白表达、IFN．Ot 

的分泌水平转染前显著低于健康对照组，Ad．HBcAg 

转染后，PBMCs中TLR9、[RF7mRNA及蛋白的表达 

及 IFN-仅的分泌水平较未转染前显著增强，说明慢 

性 HBV感染者PBMCs识别 HBV DNA能力下降，不 

能有效激活IRF7分泌足量的IFN—o【清除病毒，可能 

造成HBV慢性持续感染；也证实了TLR9为胞内受 

体，给予胞内刺激可产生较强的抗 HBV免疫。转染 

后利用 CpG—ODN刺激，能激活慢性 HBV携带者的 

PBMCs中TLR9、IRF7的表达，而增强 IFN—Ot的分 

泌，起到抑制HBV复制和清除HBV的作用，因此可 

通过利用 CpG—ODN发挥机体固有免疫抗 HBV感 

染。HBV的病毒核心dsDNA主要被TLR9所识别 ， 

HBV感染能显著抑制 TLB9的表达，且与血清中HBV 

病毒载量相关，说明TLR9应该在监测 HBV．DNA复制 

过程中起重要作用【】 。徐宁_】 从转录和蛋白水平研 

究 lR7、9在慢性 HBV感染患者中的作用时，发现 

HBV感染在mRNA水平抑制Ⅱ 的表达，但TLR9在 

蛋白水平上随着病程进展和原发陛肝癌的发生表现为 

上升趋势，因此TLR9表达增加可能与原发性肝癌的发 

生有关。一些研究显示，慢性乙型肝炎(CHB)患者PB— 

MCs中的pDC数量和比例均明显减少  ̈~2oj。pDC是 

分泌I型IFN的主要细胞，也称I型 IFN生成细胞。pDC 

通过表面的TEas感受病毒感染后启动下游信号传导， 

分泌I型IFN及其它细胞因子，在抗病毒免疫反应中发 

挥重要作用；还对 T、B淋巴细胞，NK／NKT细胞等有诱 

导和调控作用，因此pDC是连接固有免疫和获得性免 

疫的桥梁。而TLP&是表达在 pDC上的主要 PRR，研 

究显示，CHB患者PBMCs中pDC的数量减少30％，且 

HBV—DNA载量呈负相关，TLR9在 pDC上表达减少了 

50％，Ⅱ mtlNA更是减少了近70％，同时HBsAg和 

HBcAg在 pDC中也有表达，这些原因引起TLR9及下 

游基因表达的减少，使其生理功能受到抑制 引̈。以上 

研究结果提示，HBV能抑制pDC上rrIJR9的表达，并使 

TLR9的功能受损，导致 pDC失去或减弱对相应病原体 

发生反应的能力，外周血中IFN．Ot产生减少，不能有效 

抑制和清除 HBV，最后导致 HBV持续感染与慢性化。 

也有研究发现HBsAg抑制 TLR9介导的IRF-7的表达 

和核易位，从而抑制 IFN生成。HBsAg通过上调细胞 

因子信号传导抑制蛋白1(suppressor of cytokine signa— 

ling一1，SOCS一1)的表达，结合到pDC胞膜上的c型植物 

凝集素受体(C—type lectin receptor blood dendritic cell 

Ag，2BDCA 2)，抑制 IFN分泌，这可能是导致 HBV持 

续性感染并引起乙型肝炎慢性化原因之一；在另一方 

面HBsAg可能通过上调负调节因子 SOCS一1的表达和 

结合到pDC表面的BDCA 2而阻断，I1LR9信号通路，使 

pDC产生IFN—oL的能力受损，从而造成 HBV的持续感 

染，这为研究 HBV逃避宿主免疫清除的可能机制开创 

了一个新的角度 。慢性重型乙型肝炎(CSHB)患者 

PBMCs中TLR9的mRNA表达比肝硬化患者明显增 

高，虽然CSHB患者外周血中单核细胞作为 APC通过 

TLR9途径呈递HBV抗原并提供第二信号刺激的能力 

受损，T淋巴细胞接收到的刺激信号减少，但 PBMCs中 

B淋巴细胞代偿性上调TLR9表达，将HBV抗原呈递 

给T淋巴细胞，且上调CD80、CD86等共刺激分子的表 

达，增强了第二信号刺激，因此TLR9上调可能参与了 

慢I生重型肝炎的发病过程 J。CSHB患者 PBMCs中 

TLR9 nff~A的相对表达量和单核细胞TLR9蛋白呈正 

相关，比健康对照组低，说明淋巴细胞TLR9蛋白升高 

程度低于单核细胞TLR9蛋白降低的程度，1lJF【9总体 
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表达水平降低，CSHB患者通过 TLR9途径激活免疫应 

答的能力减弱，导致病毒在体内不断复制，病情更加恶 

化 。因基因在不同人群及个体存在的差异，TI_B9及 

MyD88基因多态性在 HBV感染临床转归中也具有重 

要作用。李红霞 对福建地区人群研究时发现 TLR9 

基因启动子区存在的3个 SNP位点r5352144(A C)、 

rs187084(T---+C)、r55743836( C)中，只有 r5352144(A 

)位点 AC基因型与HBV感染的自发清除相关；另 

两个位点的多态性与HBV感染结局之间没有相关性。 

MyD88基因r57744(A_ )位点中，携带99基因型者更 

容易进展成肝衰竭；而 rs6853(A— )位点的多态性与 

HBV感染结局之间不存在相关性。其他地区人群中 

TLPO及MyDS8基因多态性在HBV感染的相关l生尚需 

进一步研究。 

3 靶向TLR9受体的药物与乙型病毒性肝炎的研究 

CpG—ODN通过模拟 TLR9天然配体 CpG—DNA 

激活 TLR9通路，启动获得性免疫系统，促进 T、B淋 

巴细胞免疫应答，发挥抗感染作用。慢性乙肝患者 

Thl／Th2细胞失衡被认为是造成慢性化的重要原因 

之一。研究证实 CpG—ODN作为疫苗的免疫佐剂 比 

单纯疫苗更有利于Th0向Thl细胞分化 ，CpG— 

ODN可作为肽类或蛋白质抗原、细胞疫苗、活疫苗 

或重组灭活疫苗和DC疫苗的免疫佐剂，这些疫苗联 

合免疫能够诱导针对该类抗原的最佳免疫应答 。 

通过双盲实验，把 TLR9配体 CpG以疫苗佐剂形式 

注射人健康成人体内后，发现CpG能增强乙肝疫苗 

的免疫原性 引。目前，CpG—ODN作为 Thl型免疫 

调节剂已用于抗多种病毒和细菌感染的研究 ，3。。， 

A型CpG—ODN抗感染免疫过程中，其刺激 pDCs活 

化被认为起关键性作用-3 ，这不仅是因为其诱导 

pDCs产生大量 IFN可直接发挥广谱抗感染作用，同 

时IFN还可联合其他细胞因子激活单核／巨噬细胞、 

NK细胞和 T细胞而发挥抗感染的作用。也有研究 

显示，CpG．ODN刺激体内免疫细胞产生的 IFN与给 

予的外源性重组IFN比较，具有更有效、更稳定的抗 

病毒效应[3 l3 。研究证实，CpG—ODN作为免疫佐剂 

可以有效增加乙型肝炎疫苗的免疫效能。一些 CpG- 

ODN作为乙型肝炎免疫佐剂已进人了临床实验阶 

段，并取得了很好的效果。加人 PF．3512676作为乙 

型肝炎疫苗佐剂后，机体出现 HBsAb的时间比单独 

注射疫苗更早，而且抗体滴度会更高[2"。在疾病治 

疗方面，ISS1018与 HBsAg联合治疗乙型肝炎与 

IFN．Ot联合利巴韦林治疗比，起效更快，疗效更佳u3 。 

由此可见，TLR9及其配体在乙型肝炎防治药物研究 
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中具有重要意义。 

4 展望 

TLR9作为一种主要识别细菌或病毒非甲基化 

CpGDNA的重要的模式识别受体，在乙型病毒性肝 

炎的进程中发挥了重要作用，在不同的细胞表达不 

同，且在不同的发展阶段表达不尽相同；TLR9的基 

因多态性与 HBV感染结局之间密切相关；TLR9配 

体 CpG—ODN在乙肝疫苗及 HBV治疗中具有重要作 

用。TLR9,tilt胞因子、乙肝病毒之间的具体作用机 

制和 TLR9的确切作用还不是很清楚，仍需进一步 

研究。相信随着免疫学和分子生物学的发展，对 

TLR9研究的进一步加深，其基因多态性与乙肝病毒 

感染的相关性会很快明确；乙肝疫苗的优秀佐剂也 

将逐步发现；以 TLR9为靶点的能特异性地消灭肝 

细胞内的乙肝病毒，而不对 自身细胞产生免疫反应 

的新的免疫治疗药物很快会发现。随着以上问题的 

解决，乙型病毒性肝炎防治的基础研究和临床应用 

必将有广阔的前景。 
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