

	[image: 干扰素及其临床应用]
　
侯云德 张丽兰 张利萍 卫学军
 
中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所
病毒基因工程国家重点实验室
病毒生物技术国家工程研究中心
 
2007年10月
 
序
  1980年由侯云德编著的“干扰素及其临床应用”一书由江苏人民科技出版社出版以来已经有27年了[1]。重组人干扰素自1986年美国FDA及1989年我国SFDA批准投放市场以来也各有21年和18年了，干扰素的基础和临床研究又已取得了较大进展。目前,干扰素-a的治疗适应症逐年扩大，现已经包括慢性乙、丙、丁型肝炎;非甲、非乙肝炎；HPV 感染；西尼罗河病毒感染,毛细胞性白血病；AIDS相关的Kaposi氏肉瘤；慢性髓细胞性白血病；非Hodgkin氏淋巴瘤和皮肤T-细胞淋巴瘤，肾细胞癌；膀胱癌,卵巢癌,和宫颈癌；基底细胞癌；转移性黑色素瘤；多发性骨髓瘤；多种血管瘤；和转移性小肠类癌瘤；尖锐湿疣和蕈样肉芽肿病（mycosis fungoides）等。 [2]我国还批准了带状疱疹、疱疹性角膜炎、慢性宫颈炎等，以及干扰素a2b作为预防SARS的技术储备药物。[3]
  我国乙型肝炎的感染率和发病仍然居高不下，干扰素将在我国的病毒性传染病预防和控制上继续作出贡献。口服干扰素，PEG化和非PEG化的长效干扰素，III型干扰素（干扰素l）的研究和开发将继续改进和提高干扰素的防治效果。2005年9月出版的”中华实验和临床病毒学杂志”刊登了包括10篇干扰素研究文章的专辑就是反映了当今干扰素研究领域的一个侧面。
  近年来国际上在抗病毒和抗癌症的研究领域中，更多地集中在开发先天的免疫调节剂和抗病毒物质。干扰素系统作为一种先天性机体防御系统,日益受到人们的关注；干扰素信号传递途径与Toll受体传递途径的相关性研究使人们对生命体的先天性防御机制有了更进一步的认识。机体的先天性防御机制在不断地进化,病原微生物,特别是病毒感染细胞、抵制机体的先天性防御机制也在不断进化；科学家不断发现,不论是DNA病毒,还是RNA病毒都有促进自己在细胞内繁殖的能力,和克服机体防御反应,包括抗干扰素能力的机制；从而使干扰素的改进和应用获得广阔的前景。
   病毒是地球上最丰富和最多样性的病原体。纵观任何生命体的基因组就可证实病毒已经存在很长时间。据估计约有40%的人类基因组是导源于祖先病毒基因组的片段,约1% 的基因组序列是由完整的内源性反转录病毒所组成[4]。病毒对人类基因组的影响是十分明显的.为了对付病毒的侵犯,干扰素系统是人体细胞生存必须要具备的基本系统。目前还没有发现某种细胞能够存在，而缺少干扰素系统的。从机体的先天性防御机制来说，开发和研究干扰素等天然抗病毒和免疫调节物质，具有十分重要的意义。
采用干扰素预防或治疗病毒感染,还要考虑研制拮抗病毒本身编码的抵制干扰素的药物,使之与干扰素联合应用可能是今后的研究方向。
     本书各章节均是由工作在第一线的科技工作者编写的，其中第二章“干扰素的诱生和作用机制”特邀请具有深厚科学研究造诣的香港大学李嘉诚医学院金冬雁教授和中山大学中山医学院黎孟枫教授编写。本书可供从事病毒学、免疫学研究人员的借鉴，也可供临床医务工作者的参考。
     由于本书涉及基础和临床广泛的领域，难免有不妥之处，欢迎提出宝贵意见。
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 干扰素及其临床应用
 
第一章  干扰素概述:定义和分类
 
   英国的病毒学家 Alick Isaacs 和瑞士的研究者 Jean Lindenmann,在伦顿的国立医学研究所内研究病毒的干扰现象时发现,用灭活的流感病毒处理的鸡胚绒(毛)尿囊膜培养对随后的活流感病毒的繁殖起干扰作用,作者称这种起干扰作用的物质为“干扰素”（Isaacs  et al 1957）,并获得国际公认。
  其实早在1954年，在日本东京大学传染病研究所，有2位日本病毒学家，Yasu-ichi Nagano 和 Yasuhiko Kojima，在改进天花疫苗时就指出家兔的皮肤或睾丸事先用紫外光灭活的病毒匀浆接种后对随后于同一部位的活病毒感染有抑制作用。作者假说，浆体中存在一种“抑制因子”，是与病毒颗粒分开的。但是，同一浆体也可在小鼠引起抗病毒抗体。直到1958年,将浆体进一步纯化,才证明上述抑制因子是与病毒颗粒分开的。因此日本科学家的工作未得到国际的公认,但是,日本科学家无疑是发现干扰素的先驱者。
   根据干扰素（interferons，IFNs）的定义，干扰素是一类至少在同种细胞上具有广谱抗病毒、抗细胞分裂、免疫调节活性和在不同途径上影响细胞的代谢、生长和分化的蛋白质，其活性的发挥需新合成RNA和蛋白质。它是一类重要的细胞素。经过近半个世纪的基础和临床研究，说明它是一种重要的广谱抗病毒、抗肿瘤治疗药物。(图1-1)
 
 
	干扰素



	与特异性细胞受体结合



	信号传递



	基因激活



	抗细胞增殖活性:
细胞膜的改变；细胞骨架的改变；刺激细胞分化；调节生长因子的表达；抑制癌基因的表达；逆转恶化细胞的表型；激活p53基因的表达.



	免疫调节活性:
诱导其它细胞素的表达；激活巨噬细胞,NK细胞；上调HLA I 和II的表达；调节肿瘤相关抗原的表达.



	抗病毒活性:
抑制病毒基因的复制.


[image: http://www.yuancepharmacy.cn/shuxun1.files/image002.gif]
 
图1-1  干扰素的生物学活性示意图
（参考Cytokines & Cells Online Pathfinder Encyclopaedia） 
Version 19.4 (April 2007)
 
   迄今所知, 人干扰素存在多个型别:干扰素-a,b,d,g,e,k,l,t,w,ζ(zeta) /Limitin等型别,它们的主要特点和可能的临床应用见表1-1。
目前看来,IFN-ε, –κ, -τ,和–ζ,在人类仅一种形式:IFN-k。
目前,研究较多、并用于临床治疗的有a,b,g；其它型别干扰素是否有临床应用价值尚在研究之中。
   迄今所知，人、小鼠、牛、马等哺乳动物的干扰素至少有α、β、γ等三个血清抗原型。从不同的干扰素受体来说,人干扰素有I,II和III型（Pestka et al2004）。IFN-a,IFN-b称为I型干扰素；IFN-w和IFN-t等也属于I型；IFN-g为II型干扰素。干扰素l1-3为III型干扰素。历史上曾有一种IFN-b2,早已定名为IL-6，不属于干扰素。在历史上曾有白细胞干扰素，成纤维细胞干扰素，免疫干扰素等名称，现也均已不采用。
 
表1-1  不同型别干扰素的主要特点和其临床应用或可能的临床用途一览表
	干扰素型别 
	主要特点
	临床应用和可能的临床用途

	干扰素-a
	属I型干扰素；约有23个变种。较详细研究的有约13种亚型。分子量为19-26 kDa,由156-166个氨基酸组成。 115-151之间为保守序列。基因集中在9p22。受体基因位于21q22.1。
	世界上批准用于治疗病毒病和恶性肿瘤的主要干扰素-a有:干扰素-a1b,a2b,a2a。,治疗约40种适应症。包括我国将干扰素-a2b列为预防SARS的储备药物之一。

	干扰素-b
	同属I型干扰素；主要由成纤维细胞所产生,为糖蛋白,166个氨基酸。Cys31/141 之间的二硫键对其生物学活性的发挥是必需的。在 DNA水平上与干扰素a有30 %的同源性。 干扰素a和干扰素-b结合于同一干扰素受体。
	美国FDA批准治疗多发性硬化。

	干扰素-g
	属II型干扰素；由T细胞和NK细胞刺激所产生。二聚体蛋白质有2处糖基位点，143个氨基酸，无二硫键，对酸不稳定。与干扰素a和b无明显的同源性。基因在12q24.1.受体基因位于6和21对染色体。
	FDA批准治疗慢性淋巴肉芽肿；我国FDA批准治疗类风湿性关节炎,但是确切疗效尚待进一步研究。

	干扰素-w
	属I型干扰素；是人白细胞干扰素的自然成分。又称为干扰素-aII1。与干扰素-a的其它成员高度同源,与之相关的是牛滋养层蛋白质TP-1。
干扰素w结合于与干扰素-a和b同样的细胞受体。
	研究治疗1型丙型肝炎,疗效尚不确定。国内研究干扰素-w预防SARS,并列为预防SARS的储备药物之一。

	干扰素-t
	TP-1属1型干扰素,172个氨基酸与IFN-w相关。反刍动物滋养层在植床以前几天分泌多种形式的IFN-t。 在识别母体和建立孕体上起有重要作用。在周围血淋巴细胞中,抗HIV的能力比干扰素-a强35倍, 在导源于单核细胞的巨噬细胞中比干扰素-a强100倍。
 
	可能成为潜在的抗肿瘤药物,而无一般干扰素的毒性作用。
有报道可以预防实验性变态反应性脑脊髓炎；还能预防实验性脑脊髓炎超级抗原的重新激活。
 

	干扰素-d
 
	属I型干扰素,猪孕体的滋养外胚叶与干扰素-g共同表达,149 个氨基酸。
	　

	干扰素-l(1-3)
	属III型干扰素（Pestka et al 2004）,包括干扰素-l-1,2和3,也各称为IL-29,IL-28A和IL-28B。基因位于第19对染色体。其受体由2个亚单位组成:CRF2-12(干扰素-lR1)和CRF2-4(IL-10R2)。干扰素-l-1,2和3均通过同一组受体系统进行信号传递。
 
	因为与I和II型干扰素的受体有所不同,因而可能治疗新的适应症。

	干扰素-k
 
	属I型干扰素；207个氨基酸,N端27个氨基酸是信号肽,与1型干扰素的其它成员有约30%的同源性。与肝素可密切结合。在静止期的树突状细胞和单核细胞可表达干扰素-k mRNA。与干扰素-a和干扰素-b使用同一受体。
	皮肤是机体最外围的防御器官, 干扰素-k的基因可在上皮角化细胞组成性表达,可能与其功能密切相关。

	人干扰素-e:
　
 
	属I 型干扰素。189个氨基酸,N端21个氨基酸为信号肽。3个Cys,位于53, 163和175。其中有一个Cys是不参与形成二硫键的。基因在9p21.2-21.3,有2个N糖基化位点, 位于74和83位。在许多成人组织中组成性地表达。
	动脉硬化症 ?

	干扰素-ζ(zeta)/Limitin
 
	Limitin 是由182个氨基酸组成的蛋白,它与IFN-a,IFN-b,IFN-ω有约30%同源性,是干扰素家族的一个新成员。
	Limitin具有干扰素的活性而无骨髓抑制活性。
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第二章  干扰素的诱生和作用机制
 
金冬雁 (香港大学李嘉诚医学院)  
黎孟枫 (中山大学中山医学院)
 
 
一、概述
　
  五十年前Issacs和Lindenmann在研究病毒干扰时发现了干扰素。半个世纪以来，干扰素研究始终是现代分子生物学的一个前沿领域。对此，我们可以从几个方面来认识。首先，干扰素是第一个发现的细胞因子，也是研究得最清楚的细胞因子之一。干扰素及其他细胞因子是高等动物体内的重要生物调节分子，有关干扰素及细胞因子的研究，长期是细胞与分子生物学的热点。第二，干扰素系统是先天免疫(innate immunity)的重要组成部分。可以说，干扰素系统的基本功能，就是细胞识别和感应外来核酸，并产生相应的生物学效应。干扰素研究推动了分子免疫学的发展。第三，干扰素的临床应用开辟了基因工程制药的新纪元，也反过来促进了干扰素基础研究的深入发展。
  干扰素的诱生和作用机制，是干扰素基础研究的重点，也是其中最活跃和进展最快的领域。干扰素诱生和作用机制的阐明，不仅为其他细胞因子以及先天免疫原理的研究奠定了基础，而且也为基因调控和细胞信号转导两大领域的蓬勃发展作出了重要的贡献。一方面，干扰素的诱生归根结底要取决于基因的表达与调控。干扰素基因是真核基因表达调控研究的重要模型，例如有关增强体(enhanceosome)的概念，就是Maniatis等通过研究b干扰素基因的转录调控而建立的(Maniatis et al., 1998)。另一方面，有关细胞信号转导研究的许多突破，都是从干扰素系统取得的。例如STAT信号转导蛋白，就是在研究干扰素效应基因时所发现的(Schindler et al., 2007)。据不完全统计，仅在2006和2007两年内，以干扰素的诱生和作用机制为主题的综述就有十多篇 (de Weerd et al., 2007; Fujita et al., 2007; Hiscott, 2007; Honda and Taniguchi, 2006; Honda et al., 2006; Kawai and Akira, 2006; Meylan and Tschopp, 2006; Ozato et al., 2007; Paun and Pitha, 2007; Schindler et al., 2007; Uematsu and Akira, 2007; van Boxel-Dezaire et al., 2006; Yoneyama and Fujita, 2007)，可谓琳琅满目。我们认为，本领域在近年内取得的研究成果，特别是在Toll样受体、RIG-I样受体和干扰素信号转导等方面的研究突破，代表了干扰素分子生物学研究发展史上的新里程碑。这些研究成果，不仅丰富了我们对干扰素系统的认识，而且为抗病毒治疗提供了新的靶点和策略，对于病毒和其他病原体的疫苗研究，也有重要的意义。本章将根据2007年以前的文献资料，对干扰素的诱生和作用机制作一简略回顾。限于篇幅，我们的论述比较概括。读者如果希望了解更多细节，可以参考前面所引的多篇综述。
 
二、Toll样和RIG-I样受体与干扰素的诱生
　
  近年来有关干扰素诱生方面的主要研究进展，是发现和阐明了Toll样受体(Toll-like receptor, TLR)和RIG-I样受体(RIG-I-like receptor, RLR)的功能。这两类受体，其识别对象(也可以称为主要配体)是病毒核酸，包括单链和双链RNA。简而言之，病毒或其他病原体侵入细胞后，细胞通过TLR和RLR对病毒核酸以及其他病原体的特征分子(例如细菌脂多糖)进行识别，并进而激活一系列的下游信号转导蛋白，最终导致细胞转录因子的激活和干扰素等效应蛋白的诱生。以病毒核酸及细菌脂多糖为例，此类由病原体所表达、与宿主细胞活性分子有所不同并为细胞TLR和RLR所识别的特征分子或结构，可称为病原体相关分子模式(pathogen-associated molecular patterns, PAMP)。也可以说，干扰素的诱生，就是由病毒核酸所引发的一种细胞自我保护反应。以下我们分别就TLR和RLR及其在干扰素诱生过程中的作用作一介绍。
1．TLR与干扰素诱生
   TLR的名称来源于果蝇的一种发育调节蛋白Toll。最初的研究表明，缺失Toll蛋白的果蝇特别容易被真菌感染，而且不能诱生一种抗真菌肽(Hoffmann et al., 2003)。以后又发现，Toll基因有缺陷的小鼠突变株对细菌脂多糖的反应性很弱。这些在模式动物中进行的开创性研究，为阐明TLR的生物学功能指明了方向。在哺乳动物细胞中现已发现13种TLR，均为跨膜蛋白。TLR位于胞质内的结构域与白细胞介素1受体的胞质区十分相似，并因此并成为TLR/IL1受体域(Toll/IL1 receptor domain, TIR)；但它们的胞外域却相差很远。TIR可介导蛋白质之间的相互作用，也就是说，来自不同蛋白质的TIR常可相互 结合。各种不同的TLR各司其职，分别识别不同的PAMP。例如TLR4主要识别细菌脂多糖，而TLR9的识别对象是未甲基化的细菌CpG DNA。与病毒感染及干扰素诱生有关的主要是TLR3、TLR7和TLR8，除此以外TLR4和TLR9也有一定的作用。TLR3、TLR7、TLR8和TLR9位于内体膜上，负责识别病毒核酸。而TLR4位于细胞膜上，其识别对象是位于细胞外或细胞表面的病毒蛋白，例如呼吸道合胞病毒的F蛋白。
[bookmark: OLE_LINK1]  内体(endosome)是动物细胞内的一种细胞器，内体膜来自质膜，内体内则含有胞吞的摄入物。病毒常常通过受体介导的胞吞作用进入细胞内，在病毒包膜与内体膜发生融合后，病毒核酸得以释放。一个研究得最清楚的例子就是流感病毒，其M2蛋白是一个质子泵，可保证内体的偏酸性环境，在此条件下其血凝素发生构象改变，从而诱导病毒包膜与内体膜融合，为病毒RNA与内体膜TLR的相互作用创造了条件。作为细胞内与胞吞作用密切相关的细胞器，内体的结构可以保证TLR只与外来入侵的核酸发生反应，而不会识别自身的DNA或RNA。
  TLR3主要识别双链RNA。病毒复制过程中通常会产生双链RNA，而双链RNA及聚肌胞苷酸作为主要的干扰素诱生剂很早就被人们所认识，并应用于实验室研究和临床试验。TLR3的发现，只不过是从分子水平上认识双链RNA诱生干扰素的机制的关键一步。随着TLR3研究的逐步深入，从TLR3与双链RNA结合到干扰素基因转录得到激活的整个信号转导通路，现已基本阐明。简而言之，TLR3与衔接蛋白TRIF均含有TIR结构域，相互间可通过此结构域形成信号转导复合体，激活下游的TBK1和PI3K蛋白激酶，最终使多种被称为干扰素调节因子(interferon regulatory factors, IRF)的转录因子(主要是IRF3、IRF5和IRF7)得到磷酸化修饰，并结合于干扰素基因启动子上的干扰素刺激效应元件(interferon-stimulated response element, ISRE)，激活干扰素基因的转录，从而诱生干扰素(参见图1)。在此同时，TRIF也可以通过TRAF6激活IKK激酶，使细胞质内的IkB抑制蛋白被磷酸化，并进一步因泛素化而被降解，导致NFkB转录因子从细胞质进入细胞核，结合于干扰素基因上的kB位点，并激活基因转录(参见图2-1)。
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   图2-1. 干扰素的诱生和作用机制。病毒的各种PAMP (Viral PAMPs)被细胞受体(Receptors)所识别，经过不同的信号衔接蛋白(Adaptors)，激活多种蛋白激酶(Kinases)，对特定的转录因子(Transcription Factors)或其调节蛋白进行磷酸化修饰，导致转录因子从细胞质进入细胞核内，结合于启动子上的相关效应元件，最终激活干扰素基因或干扰素效应基因的转录。引自Fields Virology第五版251页(Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, USA, 2007)。
  TLR7和TLR8可与单链RNA结合。它们对来自RNA病毒的富含GU的单链RNA比较敏感；但对含有较多修饰碱基的哺乳动物细胞RNA，则相对较不敏感。再加上细胞RNA并不出现于内体，TLR7和TLR8一般不被细胞RNA所激活。这样的机制，可以确保细胞特异性识别病原体核酸，而不对细胞本身的核酸产生过度的反应。TLR7和TLR8通过激活下游信号转导通路诱生干扰素的基本原理，与TLR3类似，仅在细节上略有不同。由于TLR7和TLR8也含有TIR，它们被单链RNA激活后可与衔接蛋白MyD88的TIR结构域相互作用，导致下游的TBK1、MAPK和IKK蛋白激酶被激活，分别激活IRF、AP1(即c-Jun和ATF2的二聚体)和NFkB等三种转录因子，刺激干扰素基因的转录(参见图2-1)。
2．RLR与干扰素诱生
RIG-I的全名是视黄酸诱导基因I(retinoic acid inducible gene I)。顾名思义，RIG-I的表达可被视黄酸所诱导。除此之外，RIG-I既是很强的干扰素诱生剂，其本身的表达也可被干扰素或病毒感染所诱导，构成一个完整的正反馈调节回路。事实上，RIG-I就是日本学者Yoneyama和Fujita等在寻找能够激活干扰素基因启动子的新基因时，从大量cDNA中筛选出来的(Yoneyama et al., 2004)。RIG-I为RNA解旋酶，其羧基端含有解旋酶域，而氨基端则有两个胱冬蛋白酶募集域(caspase recruitment domain, CARD)。CARD由六段反平行a螺旋所组成，主要可介导蛋白质间的相互作用。也就是说，不同蛋白质可通过各自的CARD相互结合。这一特点与TIR类似。比起TLR，RLR家族的成员要少得多；目前只发现三个结构极相似的RLR，也就是RIG-I、MDA5和LGP2。由于对RIG-I研究最多，以下的讨论将集中于RIG-I。
RIG-I位于细胞质内，而且RIG-I与双链RNA的结合最强，因此，RIG-I被认为是细胞质内双链RNA的特异性传感蛋白。然而，最近的研究表明，RIG-I不仅可与双链RNA结合，也可以识别带有5¢三磷酸的单链RNA，例如流感病毒和狂犬病毒的基因组RNA，以及通过体外转录制备的带有5¢三磷酸的单链RNA(Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 2006)。细胞RNA的初级转录物与病毒RNA一样，都带有5¢三磷酸，那么RIG-I是如何区分细胞与病毒RNA的呢？我们知道，细胞RNA要经过多种转录后加工，例如mRNA的加帽以及tRNA的碱基修饰等。研究表明，经过加工的细胞RNA不再被RIG-I所识别(Hornung et al., 2006)，所以推断细胞RNA的加工和修饰应当是RIG-I得以区分细胞与病毒RNA的关键。
  病毒单链和双链RNA被RIG-I所识别后，ATP继而也与RIG-I的解旋酶域相结合，诱导RIG-I发生构象改变，暴露出原来隐蔽在蛋白质内部的CARD，以便与下游信号衔接蛋白VISA(又称为IPS1、MAVS或Cardif)的CARD结构域相互作用。VISA位于线粒体外膜，可通过细胞质内的TRAF3将RIG-I的激活信号传递给下游的TBK1和IKK蛋白激酶，导致IRF3/7和NFkB的激活和干扰素基因的表达。这后面几步的信号转导，在刺激干扰素诱生的各种机制中，基本都是共同的(参见图1)。
  除识别病毒的单链和双链RNA以外，细胞仍需对DNA病毒作出反应。而在某些自身免疫病中，细胞对自身的DNA也会出现免疫反应。我们知道，即使DNA病毒在复制过程中也可能出现双链RNA，并因此诱生干扰素。同时，在病毒感染及组织损伤过程中，双链DNA也可诱生干扰素。最近日本学者Taniguchi的研究组发现了位于细胞质内一种新的双链DNA传感蛋白，他们称之为依赖DNA的IRF激活蛋白(DNA-dependent activator of IRF，DAI)，又名ZBP1和DLM1。DAI可与双链DNA结合，并通过TBK1激活IRF3/7。采用RNA干扰的技术阻断DAI的表达后，双链DNA不再能够诱生干扰素。因此，DAI可能是细胞识别外来DNA的重要一环(Takaoka et al., 2007)。
  前面分别介绍了TLR和RLR诱生干扰素的机制，但这两种机制在细胞是如何分工配合的呢？TLR和RLR均可识别各种形式的病毒核酸，但它们在细胞中所处的位置不同。TLR主要位于细胞表面和内体膜，而RLR以及DAI都在细胞质内。如果说TLR负责的是第一道防线，那么RLR和DAI就是细胞对病毒作出反击的第二道防线。TLR和RLR识别的对象都是病毒核酸，而它们诱生干扰素的信号转导通路也有相当一部分有所重叠。两种诱生机制的密切配合，可以确保细胞对病毒感染的各种复杂情况作出准确有效的反应。
  除TLR和RLR之外，PKR蛋白激酶也可以被双链RNA所激活(García et al., 2006)。PKR激活后可诱导多种生物学效应，其中之一就是通过TRAF3而激活IKK激酶，最后导致NFkB的激活和干扰素的诱生(参见图2-1)。从这个意义上也可以说，PKR是TLR和RLR以外参与干扰素诱生的另一种病毒核酸受体。
3．干扰素基因表达的调控
  b干扰素基因表达的调控，是研究真核基因转录调控的重要模型。目前有关干扰素基因表达调控的主要结论，基本出自b干扰素基因的实验研究。经过比较a干扰素和b干扰素基因的顺式调节元件，发现两者十分相似。最近，对于Ⅰ型和Ⅲ型干扰素基因的启动子和增强子元件的比较研究也表明，这两类干扰素尽管受体有所不同，但其诱生机制是基本相同的(Onoguchi et al., 2007；Österlund et al., 2007)。至于g干扰素(即Ⅱ型干扰素)，则主要是由T细胞、天然杀伤细胞和天然杀伤T细胞所分泌的；其诱生机制有所不同，是通过由细胞因子激活Janus激酶(JAK)及STAT信号通路，并最终激活STAT、NFkB、AP1和T-bet等转录因子而实现的(Young, 2006)。
  从图2-1中可见，Ⅰ型和Ⅲ型干扰素基因的正调节元件主要包括ISRE、AP1位点和kB位点。与ISRE结合的主要是IRF家族的转录因子，包括IRF3、IRF5和IRF7。与AP1位点结合的反式激活蛋白就是AP1，即由c-Jun和ATF2两种bZIP家族的转录因子所组成的异源二聚体。至于kB位点，则是转录因子NFkB的靶位点。各种诱生干扰素的上游刺激信号，最终都要通过IRF、AP1和NFkB这三种转录因子才能发挥作用。
在Ⅰ型和Ⅲ型干扰素诱生的过程中，IRF、AP1和NFkB三种转录因子之间也存在协同关系。它们需要共同组成一个高分子量的蛋白质复合体，才能实现增强干扰素基因转录活性的功能。这一蛋白质复合体，就叫增强体(enhanceosome)。增强体形成后，还要募集更多的转录调节蛋白，例如具有组蛋白乙酰转移酶活性的GCN5和CBP。组蛋白的乙酰化，将进一步诱导核小体的修饰，通过染色质重塑(chromatin remodeling)而刺激干扰素基因的转录。
 
三、干扰素受体、其他信号转导蛋白及干扰素作用机制
　
  在分子水平上分析干扰素的作用机制，其基本模式和规律与干扰素的诱生也有几分类似(参见图2-1)。其中某些转录因子，例如IRF类的转录因子，在干扰素的诱生和作用机制中都有特定的功能，从一定意义上反映了它们之间的有机联系。无论是干扰素的诱生，还是干扰素对细胞的作用，都包括以下几个关键步骤。第一，是配体与受体的结合。例如病毒核酸与TLR和RLR的结合，或干扰素与干扰素受体的结合。第二，是配体与受体结合后将激活信号传递给下游的衔接蛋白。此类衔接蛋白未必有催化活性，但多含有介导蛋白质间相互作用的结构域。它们的主要作用就是承上启下，把从受体上所收到的激活信号以接力的方式传给下游的蛋白激酶。在某些情况下，参与信号转导的衔接蛋白可能不只一个。第三，衔接蛋白激活蛋白激酶，对转录因子或与转录因子结合的抑制蛋白进行磷酸化修饰。第四，转录因子被激活后，从细胞质内易位，进入细胞核内，并激活干扰素基因或干扰素效应基因的表达。
  近年来对干扰素作用机制的研究成果，主要集中在信号转导方面。以下我们将分别就干扰素受体、JAK-STAT信号转导通路、IRF转录因子以及干扰素效应基因等方面作些简单介绍。
1．干扰素受体
  Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型干扰素的受体各有不同，但其共同的特点是均由两个亚基组成，并通过形成异源二聚体而激活。Ⅱ型干扰素的受体由IFNGR1和IFNGR2两个亚基组成；其中IFNGR1可与g-干扰素结合，而IFNGR2则为辅助亚基。g干扰素与受体结合后，IFNGR1和IFNGR2形成异源二聚体，通过激活JAK-STAT信号转导通路，使STAT1转录因子与g干扰素效应基因启动子内的g干扰素激活序列(IFN-g-activated sequence, GAS)结合，刺激此类基因的表达。Ⅲ型干扰素的受体由IL28R1和IL10R2两个亚基组成，其下游的信号转导通路也是JAK-STAT (Sheppard et al., 2002)。以下着重介绍的是I型干扰素的受体。
  I型干扰素受体由IFNAR1和IFNAR2两个亚基组成。IFNAR1和IFNAR2均可与干扰素结合，但必须在两个亚基同时表达的情况下与干扰素的结合的亲和力才能达到最高。通过可变剪接，IFNAR1和IFNAR2可以形成多个功能并不完全相同的剪接变体。其中有些剪接变体失去了跨膜区，成为可溶性受体；它们与干扰素结合后，在不同情况下既可抑制也可刺激干扰素的活性，可以起到一定的调节作用。多年来，采用核磁共振和定点诱变等技术研究过人IFNAR2的结构及其与a2干扰素的结合。IFNAR2的胞外区含有两个免疫球蛋白样结构域，各形成两对高度保守的二硫键。IFNAR2上与干扰素结合的残基主要为疏水性的脂肪族氨基酸，它们在分子表面形成一个疏水带。不同亚型干扰素一级结构上的差异，决定了它们与I型干扰素受体结合的亲和力各有不同，并因此产生不同的生物学效应。I型干扰素受体没有激酶活性，但其胞质区可与JAK结合，并通过JAK对STAT转录因子进行磷酸化修饰，最终导致I型干扰素效应基因的表达。与I型干扰素受体结合的还有负调节蛋白SOCS，SOCS可以抑制JAK对STAT的磷酸化。
2．JAK-STAT信号转导通路
  从前面的叙述中就可以看到，JAK-STAT信号转导通路在各型干扰素的作用机制中都有重要的地位。除此以外，JAK-STAT也可介导各种细胞因子的生物学作用(Shuai and Liu, 2003; Murray, 2007)。JAK包括Jak1、Jak2、Jak3和Tyk2四种酪氨酸激酶，而STAT家族的转录因子则包括STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、STAT5和STAT6等七种兼有信号转导及转录激活活性的蛋白质。不同的JAK和STAT蛋白相互配合，构成复杂的信号网络，将干扰素及其他细胞因子与受体结合所启动的信号，分别最终转化为细胞核内转录因子的特异性激活以及效应基因的特异性表达。
  JAK-STAT信号转导通路的激活是从JAK结合于干扰素受体胞质区的靠近质膜一端而开始的。由于IFNAR1和IFNAR2可分别与Tyk2和Jak1结合，推断它们可以通过交互磷酸化，使各自的酪氨酸激酶活性得到激活。激活的JAK可对干扰素受体胞质区的酪氨酸残基进行磷酸化修饰。由于STAT含有专门识别磷酸化酪氨酸的SH2结构域，因此受体磷酸化后STAT也被募集到受体的胞质区，继而也被JAK所磷酸化，并形成二聚体，随后进入细胞核内。STAT1-STAT1同源二聚体可以直接结合于GAS，激活g干扰素效应基因的转录。而STAT1-STAT2异源二聚体则与IRF9转录因子形成三元复合物，被称为干扰素刺激基因因子3 (interferon-stimulated gene factor 3, ISGF3)。ISGF3结合于干扰素效应基因(例如P56、P15等)启动子的ISRE元件上，导致基因转录的激活(参见图2-1)。在美国工作的华人学者傅新元，是最早发现上述作用机制的科学家之一 (Fu, 1992)。
  JAK-STAT在干扰素和其他细胞因子作用机制中担当着承上启下的角色，它们一方面要接收来自受体的输入信号，另一方面又要向效应基因输出控制信号。在此过程中，JAK-STAT并不是简单的信差，而是兼有信号加工、整合和放大等功能。而且，JAK-STAT信号转导还受到严格的调控。前面叙及可与干扰素受体结合的SOCS蛋白，就是调节JAK-STAT功能的一类比较重要的抑制因子。除此之外，STAT的活性还可通过去磷酸化、蛋白酶解、乙酰化、O-糖基化、泛素化、苏素化(即与泛素样蛋白SUMO缀合)、ISG化(即与泛素样蛋白ISG15缀合)等方式进行调控。改变STAT因子输入或输出细胞核的相对比例，也是重要的调控方式。
3．IRF转录因子
  前面已经谈到IRF转录因子在干扰素诱生和作用机制中均有重要功能。IRF家族包括从IRF1到IRF9等九个成员。所有IRF蛋白都含有高度保守的DNA结合域，大约由120个氨基酸组成。这一DNA结合域位于氨基端，可形成螺旋-转角-螺旋结构。IRF所识别的ISRE元件的共有序列为GAAANN和AANNNGAA，见于干扰素基因及干扰素效应基因；后者常被称为干扰素刺激基因(interferon-stimulated genes, ISG)。除IRF1和IRF2之外，IRF蛋白的羧基端含有IRF结合域(IRF association domain, IAD)，负责与其他家族的蛋白或转录因子结合；例如IRF9可与STAT1-STAT2结合形成ISGF3。IAD与SMAD转录因子的MH2结构域有点相似。在诱生干扰素过程中最为重要的几个IRF是IRF3、IRF5和IRF7。IRF3与IRF7高度同源，它们对I型干扰素诱生的关键性作用，已通过基因敲除小鼠而得到充分证明。IRF3在各种细胞中均有组成性的表达；IRF7在多数细胞的表达量很低，却可被I型干扰素所诱导。值得注意的是，IRF3和IRF7均受到与IKK相关的蛋白激酶TBK1和IKKe的调节。它们的羧基端IAD结构域可被TBK1和IKKe所磷酸化，通过X射线衍射技术研究IRF3的结构，发现IAD的两个亚域可形成高度致密的疏水核，将几个关键的氨基酸残基埋藏起来，从而抑制IRF3的二聚化和激活。病毒感染后诱导TBK1和IKKe对上述亚域内的残基进行磷酸化修饰，可解除原有的抑制活性，导致IRF3的激活。这些研究阐明了IRF3和IRF7激活的结构基础。
4．干扰素效应基因
  干扰素的效应基因林林总总，介导了多种多样的生物学功能。对于几种主要的干扰素效应基因，文献中已有充分的介绍(Samuel, 2001)。例如介导干扰素的抗病毒活性的主要是PKR蛋白激酶、2¢,5¢-寡腺苷酸合成酶(2¢,5¢-oligoadenylate synthetase, OAS)、RNA酶L、RNA特异性腺苷脱氨酶(RNA-specific adenosine deaminase, ADAR)和Mx蛋白。以下首先对这几种干扰素效应基因作一简单评述。
PKR的主要作用是对翻译起始因子eIF2a进行磷酸化，从而抑制细胞及病毒mRNA的翻译。OAS可通过本身的酶活性促使RNA酶L的激活，从而导致病毒RNA的非特异性降解。ADAR是催化RNA编辑的一种重要的RNA修饰酶，可将腺苷改变为肌苷。这样，双链RNA中的A就转变为I，碱基配对被破坏。病毒RNA的编辑可导致编码信息及生物学功能的重大改变。现已证明，Mx蛋白具有GTP酶活性，而且这一活性是其抗病毒功能所必需的。Mx蛋白可以识别流感病毒及布尼亚病毒的核壳样结构，并改变其亚细胞定位，从而影响病毒颗粒的装配(Haller et al., 2007)。
  除上述几种与抗病毒作用有关的干扰素效应基因以外，近年来采用cDNA微阵(cDNA microarray)技术进行分析，还发现或证实了其他一些重要的干扰素效应基因，包括Ⅰ类和Ⅱ类MHC分子、P56蛋白(即ISG56蛋白)和P15蛋白(即ISG15蛋白)。其中MHC分子表达水平的升高，可能与细胞免疫反应的增强有关。P56含有多个34肽重复序列，可介导与其他蛋白质的相互作用。P56的其中一个结合蛋白是Int6，也就是翻译起始因子eIF3的一个亚基。因此，P56可以抑制蛋白质的合成(Sen and Peters, 2007)。P15蛋白是一种小分子的泛素样蛋白。与泛素和苏素相类似，P15也可在E1、E2和E3等三种酶的作用下缀合到其他蛋白质上。这种翻译后修饰作用可以调节多种蛋白质的活性，例如前面谈到的JAK、STAT和RIG-I蛋白。此外，UBP43蛋白酶还可以切除蛋白质上的P15。因此，P15对蛋白质的可逆性修饰可以象分子开关一样，特异性打开或关闭某种活性。这种分子开关的特性与蛋白质的磷酸化-去磷酸化、乙酰化-去乙酰化和泛素化-去泛素化等类似。
  干扰素的作用究竟与RNA干扰(RNA interference, RNAi)或微RNA (microRNA, miRNA)的功能有何关系，目前还很不清楚。但我们知道，与PKR结合并调节其活性的两种双链RNA结合蛋白TRBP和PACT，也可与介导miRNA产生及RNAi作用的Dicer核酸酶结合(Kok et al., 2007)。它们在功能上有何内在联系，仍待进一步深入研究。另一方面，最近发现b干扰素可诱生多种细胞miRNA，其中一些miRNA可与丙型肝炎病毒RNA结合，并抑制其活性。同时，干扰素可抑制另一个可促进丙型肝炎病毒复制的细胞miRNA的表达(Pedersen et al., 2007)。因此，干扰素可以通过调节细胞miRNA的表达而发挥抗病毒功能。
 
四、病毒对干扰素系统的抑制作用
　
  由于病毒与宿主细胞之间长期的相互作用及共同进化，病毒采用多式多样的反措施来对抗和抑制干扰素系统的作用，也就不出为奇了。近年来对这一领域的研究非常活跃，有关论文的数目很多，内容很丰富，进展也很快。因此，要对这方面的研究动态进行全面深入的介绍，很不容易。表1中我们选取了几个较有代表性的例子，简单介绍了病毒蛋白或RNA对干扰素系统的抑制作用。结合表2-1列出的例子，以下我们再分别从三个方面，概括地介绍病毒对干扰素的诱生、干扰素信号转导及干扰素效应基因的抑制作用。
病毒可以通过多种方式抑制干扰素的诱生。首先，双链RNA是主要的干扰素诱生剂。多种病毒均可编码双链RNA结合蛋白，从而规避干扰素的诱生。研究较多的病毒双链RNA结合蛋白包括流感病毒NS1、Ebola病毒VP35、痘苗病毒E3L、单纯疱疹病毒US11等，均有抑制干扰素诱生的活性。病毒对抗干扰素诱生的第二种策略，就是与RLR结合并阻断其功能。例如流感病毒NS1就可与RIG-I结合，并抑制其诱生干扰素的活性(Pichlmair et al., 2006)。病毒的第三种策略，就是抑制参与干扰素诱生的信号转导蛋白。其中研究较深入的例子，就是丙型肝炎病毒的NS3-4蛋白酶。该酶可以作用于TRIF、TBK1和VISA蛋白，甚至直接将其降解，从而抑制干扰素的诱生(Li et al., 2005; Meylan et al., 2005; Otsuka et al., 2005)。此外，多种病毒蛋白均可抑制IRF3或IRF7的激活，或可加速其蛋白质组解。最后，病毒还可以通过抑制细胞mRNA的转录及蛋白质合成来对抗干扰素的诱生。流感病毒的NS1是一种多功能蛋白，除有前述抑制RIG-I等作用以外，还可以抑制一种与细胞前mRNA 3¢末端的加工有关的蛋白CPSF30，从而抑制细胞功能性mRNA的产生。有部分学者认为，这一活性对NS1抑制干扰素诱生起到十分重要的作用(Kash et al., 2006)。
表2-1. 病毒对干扰素系统的抑制作用举例
	病毒蛋白(或RNA)
	细胞蛋白
	作用机制

	流感病毒NS1
	RIG-I、PKR、IRF3等
	与之结合后抑制其活性、抑制蛋白质合成

	丙型肝炎病毒NS3-4
	TRIF、TBK1、VISA
	切割细胞蛋白使其失去功能

	SARS冠状病毒NSP1
	STAT1
	降低其磷酸化水平

	轮状病毒NSP1
	IRF3
	加速其蛋白酶解

	痘苗病毒A46R
	TLR4、MyD88、TRIF等
	与TIR结合后阻止其与其他蛋白结合

	Ebola病毒VP35
	RIG-I
	与双链RNA结合后阻断RIG-I功能

	巨细胞病毒 pp65
	IRF3
	阻止IRF3从细胞质进入细胞核

	KSHV病毒RTA
	IRF7
	加速其蛋白酶解

	EB病毒BZLF1
	IRF7
	阻断其功能

	单纯疱疹病毒ICP0
	PI3K
	抑制其激酶活性

	腺病毒VAI  (RNA)
	ADAR
	抑制其RNA编辑活性

	EB病毒EBER1 (RNA)
	PKR
	抑制其激酶活性


 
  病毒对干扰素系统的抑制作用，还可表现在病毒蛋白对干扰素信号转导通路的负调节活性。例如SARS冠状病毒的多个病毒蛋白，都可抑制干扰素的诱生或作用。其中NSP1蛋白可以选择地降低STAT1的磷酸化水平，但对STAT2、Jak1和Tyk2则没有影响(Wathelet et al., 2007)。此外，狂犬病毒P蛋白不仅可以抑制STAT1从细胞质进入细胞核内，还可以抑制核内STAT1的DNA结合活性(Vidy et al., 2007)。由于STAT1活性被抑制，ISGF3无法正常工作，干扰素的作用可被有效抑制。
   不少病毒对干扰素效应基因也有抑制作用。例如腺病毒的VAI和EB病毒的EBER1或EBER2，都是具有调节功能的病毒小RNA。它们可形成具有多个双链区的复杂二级结构，与PKR结合后可抑制其蛋白激酶活性(Langland et al., 2006)。对于VAI抑制ADAR酶活性的作用，也有报道(Lei et al., 1998)。此外，也有一些学者相信，丙型肝炎病毒的NS5A蛋白，对PKR、OAS和RNA酶L具有抑制作用(Bode et al., 2007)。
  从以上的介绍中可以看到，病毒对干扰素系统的抑制作用，是十分复杂多样的。不仅同一种病毒可以有多种对抗干扰素的机制，同一种病毒蛋白也可能通过多个细胞靶蛋白而起作用。限于篇幅，我们的讨论比较概括。希望了解更多细节的读者，可以参考近期的多篇综述 (García-Sastre and Biron, 2006; Haller et al., 2006; Roy and Mocarski, 2007; Weber and Haller, 2007)。
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第三章  干扰素-a (interferon alpha, IIFN-a)
 
一、概述:
干扰素-a历史上曾用名为:
B-细胞干扰素(B-cell interferon)；
血浆沉淀淡黄色表层干扰素(Buffy coat interferon)；
外源性细胞干扰素(Foreign cell-induced interferon)；
白细胞干扰素(Leukocyte interferon,LeIFN )； 
淋巴母细胞干扰素(Lymphoblast interferon,LyIFN-alpha )； 
类淋巴母细胞干扰素(Lymphoblastoid interferon,LyIFN-alpha )； 
Namalwa细胞干扰素( Namalwa interferon)； 
pH2-稳定干扰素(pH2-stable interferon)；
I型干扰素(Type-1 interferon)； 
RSV-诱导因子(RSV-induced factor)。
   干扰素-a是由单核细胞/巨噬细胞,类淋巴母细胞,成纤维细胞和一系列不同的细胞在病毒,核酸,肾上腺皮质激素和低分子物质(n-丁酸盐, 5-溴去氧尿苷)诱导下产生的。
  不同的干扰素-a约有23个变种。经详细研究而肯定的有13种亚型IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNA5, IFNA6, IFNA7, IFNA8, IFNA10, IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17,IFNA21。分子量为 19-26 kDa,由149-172个氨基酸组成。干扰素a的基因长约1-2 kb,集中在染色体 9p22。
  所有干扰素-a具有共同的保持序列，位于115-151，而N端却变异较大。有4个Cys, 位于1，29，99，139。在1-99和29-139之间形成二硫键，其中29-139之间的二硫键对生物学活性的发挥是必需的；IFN-a1b在86位有第5个Cys。1-99的二硫键对活性影响不大。IFN-a2b,2a,1a、b、c、d、e无N糖基化位点。
IFN-a2b对pH2是稳定的。IFN-a2b基因位于9p22。不含内涵子，编码165个氨基酸。
   所有细胞素在结构上呈4 束α螺旋: 上、上、下、下, 称为A、B、C、D,由2个长环( AB和CD)和1个短环(BC)所连接。干扰素有一额外的α螺旋,以替代一长环CD；IFNs的5个α螺旋的排列是:上、上、下、上、下,标为A—E。（图3-1）
　
　
[image: http://www.yuancepharmacy.cn/shuxun3.files/image002.jpg]
　
　
　
 
 
 
　
　
　
                                图3-1 干扰素-α的结构
　
人干扰素-a基因结构及其编码多肽组成情况的比较详见表3-1：
　
表3-1 人干扰素-a基因结构及其编码多肽组成情况的比较
	分子结构
	A
	B
	C
	D
	F
	H
	K
	L

	分泌信号
	23
	23
	23
	23
	23
	23
	23
	23

	起始氨基酸
	C
	C
	C
	C
	C
	C
	C
	C

	终止密码子
	TGA
	TGA
	TGA
	TAA
	TGA
	TGA
	TGA
	TGA

	氨基酸数
	165
	166
	166
	166
	166
	166
	166
	166

	MW(KD)
	19219
	19472
	19384
	19392
	19308
	19719
	19683
	19497

	内含子
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	S-X-T(S)
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	0
	0

	信号肽切割位点
	G-C
	G-C
	G-C
	G-C
	G-C
	G-C
	G-C
	G-C


 
 成人在生理条件下，无病毒感染或其它刺激物存在的条件下不诱生干扰素-a，在周围血中测出干扰素-a，常表示有病理情况。
  1986年美国FDA 首先同时批准基因工程干扰素-α2a(Roche 公司)和干扰素-α2b (Schering Plough公司)投放市场；基因工程干扰素-β、γ也相继于1990年、1993年获准投放市场。目前有90多个国家批准干扰素治疗约40多种疾病。
  国内由中国预防医学科学院病毒学研究所等单位共同研制并开发的人α1b型、α2a型,a2b型,g型基因工程干扰素已经我国药品监督管理局批准投放市场,它是我国经国家正式批准的第一批基因工程高技术药物,其中人基因工程干扰素-α1b系我国首创,与国外同类产品比较,具有副作用低的优点。但是，国际上干扰素的许多适应症是使用干扰素a2b型获得的；也是使用量最大的。深圳科兴生物技术公司，北京三元基因公司等生产的是干扰素-α1b；北京远策药业,北京凯因生物等公司等生产的是干扰素-a2b（rIFN-a2b）。
 
二、人干扰素-α的亚型
            
   关于人干扰素-a不同亚型的标记，过去文献上比较混乱，大致可以归纳如表3-2。
 
表3-2 人干扰素-a不同亚型的标记
	重组干扰素
	自然干扰素

	Goeddel 等
	Nagata等
	Rubinstein等
	Hobbs 等

	A
	α2
	α1 
	(a)

	B
	 
	α2
	b1

	C,C1
	 
	β1
	b2

	D 
	α1
	β2
	b3

	E
	 
	 
	 

	F
	α6
	β3
	c1

	G
	α7
	γ1
	c2

	H
	α8
	γ2
	c3

	I
	φα10
	γ3
	d1

	J-1,J-2
	α11
	γ4
	d2

	K
	α13
	γ5
	 

	L
	α14
	 
	 


(引自Langer et al 1985)
 
     此外还有:IFN-a4a,IFN-a4B,IFN-a5,IFN-a74,IFN-a76,IFN-a88等。
    在重组干扰素中，根据核苷酸和氨基酸序列的比较，人干扰素-α不同标记亚型之间的关系，
  如表3-3 所示。
 
表3-3 人干扰素-a不同标记的亚型序列的关系
	Goeddel 分类
	Nagata分类

	K
	= α6

	G
	= α5

	A
	≈α2

	D
	≈α1

	C ≈L
	= ψα10

	J1≈J2
	∽α7

	B ≈B2
	= α8


(引自Langer et al 1985)
 
  以上研究得较为深入、临床上应用较为广泛的α2 和α1 型干扰素，一般认为均有多个等位基因，
如表3-4 所示。
表3-4  人干扰素-α1 和-α2 的等位基因
	亚型
	等位基因  
	氨基酸序列

	
	
	31
	56
	100
	114
	158

	IFN —α1*
	1a 
	Met
	Val
	Ala
	Val
	Leu

	 
	1b
	Met
	Val
	Ala
	Ala
	Leu

	 
	1c
	Val
	Ala
	Val
	Ala
	Val

	 
	1d
	Met
	Val
	Val
	Ala
	Leu

	 
	1e
	Val
	Ala
	Ala
	Ala
	Val

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	IFN —α2
	 
	23
	34
	 
	 
	 

	 
	2a
	Lys
	His
	 
	 
	 

	 
	2b
	Arg
	His
	 
	 
	 

	 
	2c
	Arg
	Arg
	 
	 
	 


    *上述IFN-α1型干扰素基因的变异是我国病毒基因工程国家重点实验室发现的。
    黎孟枫等(1991,1992)；毕志刚等(1992,1993)；侯云德(1991)
 
三、干扰素-的生物学活性
    
 1．抑制病毒繁殖活性
    干扰素-具有广谱的抗病毒活性,表现在病毒繁殖量的减少以及由此而引起的细胞损伤的减少。干扰素-的活性较高,大约1毫克纯化的干扰素-就有2.6亿个活性单位；大约10个干扰素-分子就可以使1个细胞产生抗病毒状态。干扰素-的抗病毒作用是抑制,而不是杀灭。干扰素-的抗病毒活性有相对的种属特异性。不同细胞对干扰素-作用的敏感性也不相同；另一方面不同病毒对干扰素-作用的敏感性也不同。一般来说,在同种细胞或机体内,干扰素-对多种DNA、RNA病毒都有一定的作用,但其敏感程度却千差万别。此外，不同感染类型的病毒－细胞系统对干扰素-作用的敏感性也不同。目前所知,病毒的细胞感染,常见有两种情况:一是病毒感染细胞后,病毒的遗传物质在一般情况下并不整合到细胞的基因组中去，由于病毒的大量繁殖,可使细胞发生病变,引起损伤,但随着感染的恢复,受病毒感染的细胞也随之被清除,甚至用分子杂交的方法也查不出病毒基因的痕迹。大多数急性病毒感染可能属于这一类。另一种情况是病毒感染细胞后,病毒基因较易整合到细胞DNA中,在某些情况下可以不断合成新的病毒抗原,有时是非感染性颗粒,有时也可以是完全感染性颗粒,由于形成抗原-抗体复合物,从而造成组织损伤,或可使正常细胞发生转化。一些肿瘤病毒,可能还有某些慢性病毒感染属于这一类。干扰素-对上述两种病毒感染的作用在体外的研究证明是不同的。(侯云德1981,1990)
    病毒感染时，受染细胞很快就产生干扰素，并分泌到细胞外，进入血流，干扰素很快与未受感染的细胞受体结合，使细胞产生抗病毒状态。根据干扰素的作用机制，干扰素是不会引起一般意义上的抗性的。但是，病毒在感染人细胞的长期进化过程中，有些病毒编码某种蛋白质来消除干扰素的生物学活性，如流感病毒的非结构蛋白质NS1等。人类病毒与人类细胞的相互作用的过程中，某些病毒，如痘病毒，编码干扰素的受体来抵消干扰素的活性，但多数病毒的抗干扰素作用是影响干扰素的信号传导。
2．抑制细胞分裂活性
     干扰素-在试管内和机体内有对细胞生长的抑制作用。 临床上在使用治疗量的人干扰素- 3∽4天后,一般可见粒性白细胞下降,血小板下降和网织红细胞下降。这一骨髓抑制作用与干扰素-用量密切相关,一般在血清干扰素-水平>=50单位／毫升时才会发生,但这一副作用是可逆的,在停药后3∽4天,可以恢复正常。干扰素-的抑制细胞分裂活性也有相对的种属特异性。
    Geng Y,等（2000）报道,干扰素-通过信号传导诱导的“效应”蛋白是介导干扰素-活性的基础。根据他们的研究结果，认为干扰素-诱导的“200家族”中的p202RP 和MNDA蛋白是干扰素-抗细胞分裂活性的基础。
 3．免疫调节活性
    干扰素-可以增加淋巴细胞表面某些组织相容性抗原,β-2微球蛋白和IgGFc受体的表达,从而调节许多免疫反应。干扰素-可增加人单核细胞和巨噬细胞表面IgG Fc受体数。Fc受体对单核细胞的功能是很重要的,这包括免疫复合物的清除、吞噬作用,和依赖于抗体的细胞毒(ADCC)反应。
    干扰素-对巨噬细胞的功能有激活作用；可以调节T细胞的功能，在用大剂量的人白细胞干扰素制剂治疗病毒性疾病的过程中,也发现接受干扰素治疗的患者周围血淋巴细胞对PHA的反应受到抑制。 干扰素-可以调节B细胞的功能,在一定条件下起抑制或增进作用。在临床上大量使用干扰素-时,也发现有抗体反应抑制的情况。
     另一方面,干扰素-可以增加IgE介导的组织胺的释放。
   干扰素-和干扰素-诱生剂在试管内和机体内可以刺激人NK细胞的活性。NK细胞不仅可以在试管内直接地、非特异性地杀伤一系列细胞,而且在它与靶细胞相作用时分泌干扰素-。rIFN-αJ无刺激NK细胞活性。接受干扰素-治疗的肿瘤患者的周围血淋巴细胞的NK活力也有明显增加,甚至在每日注射干扰素-长达9个月的病人,这一增加仍然可以持续。
4．抗肿瘤活性
   干扰素-有明显的抗肿瘤作用。肿瘤病毒在试管内引起细胞转化的能力与在动物机体内引起肿瘤的能力是相平行的。早在干扰素发现后不久就已证明,干扰素可以抑制某些RNA或DNA肿瘤病毒在试管内的细胞转化作用。而且,在动物实验中,干扰素不论对由肿瘤病毒引起的动物肿瘤,还是对动物移植肿瘤均有明显的抑制作用。
     在用IFN-治疗肾癌的过程中,干扰素可降低EGF受体的表达。
   日本科学家Takaoka等人(2003)发现，干扰素/可激活p53基因，这将有助于对细胞转化进行抑制。研究者发现,在癌细胞和抗病毒的免疫反应中,p53诱导的程序性死亡与干扰素活性有关。这一发现为人们长期寻找的干扰素的抗癌活性的机制提供了一个可能的分子基础。另外，研究还发现，p53会被病毒激发，从而导致被病毒感染的细胞在病毒有机会进行增殖之前死亡。p53基因被删除的小鼠，在其野生型同窝小鼠完全康复的情况下会死于病毒感染。
 5．对细胞的分化和发育过程的影响
   影响非成熟肌肉细胞的成熟，球蛋白基因的诱导，tRNA的甲基化，在肿瘤细胞上癌胚抗原的表达。干扰素-对中枢神经系统细胞和神经内分泌系统具有激素样活性。注射高剂量干扰素-后，干扰素-可调节中枢鸦片样肽的活性，能引起睡眠和行为的改变。
   此外，在临床使用干扰素-治疗带状疱疹和单纯疱疹的过程中，发现干扰素-有镇痛作用。侯云德等在动物试验中证明了这一点，并在实验室研制成功具有更强镇痛作用的脑啡肽-干扰素-（专利号：ZL 94 1 15496.3.）。Wang YX 等（2001）也证明了干扰素-不仅是一种免疫调节因子，也是一种镇痛分子。并认为干扰素的免疫调节作用和镇痛作用与干扰素-分子的不同结构域有关。镇痛作用的结构域位于122Tyr周围。紧靠122Tyr的是36Phe，后者如突变为Ser后，镇痛作用完全消除，抗病毒活性保留40.5%。这说明36 Phe 残基包括在干扰素-镇痛结构域之内。
 
四、多种干扰素-亚型的生物学意义和在进化上的关系
　
    多数学者认为HuIFN-α和IFN-β家族在25，000年以前是同一祖先；更准确地说IFN-比IFN-的起源更早。IFN-ω与IFN-α基因在12，000万年以前开始分开，而IFN-α分为许多亚型则始于8500万年以前，也就是在哺乳类动物形成以前。根据γ型干扰素的晶体结果推测它与α、β型干扰素也来源于同一祖先。
     β、γ型干扰素只有一个型别，它们与干扰素-的性质相差很大是不必说，但是，为什么干扰素-有这么多亚型呢? 它们的存在究竟有什么生物学意义。一种见解认为不同亚型是由于进化过程中的突变所引起的，并无特定的生物学意义，例如IFN -αL相当第20位氨基酸处是终止密码，因此，它是伪基因，可为由于突变产生的等位基因SMT Ⅲ.1A所代替而具有功能性。另一种见解认为，在进化过程中，由于淘汰选择的结果，每一亚型在机体内均有其特殊功能，正如机体中有许多种GTP酶(G-蛋白 )一样。
    作者认为，IFN-的多种亚型是一种进化过程，也就是基因突变的过程，同时也是淘汰选择的过程，在进化的过程中，对机体有利则留，则发展； 对机体无利则去，则淘汰。目前已有许多证据说明，干扰素-的不同亚型是有其不同的生物学意义的,理由是:
    ⒈ 同一病毒在不同细胞中诱生的干扰素-有的亚型种类有很大差异，反映了不同细胞干扰素反应的生理功能。仙台病毒在人白细胞中诱生的干扰素，以α1为主，其次为α2，并有少量的α14，而同一病毒在类淋巴母细胞中诱生的干扰素-，却以α2为主，α1为次，无α14；从急性髓母细胞性白血病患者提取的白细胞，诱生的干扰素-亚型又大不相同，主要是α2和α14，比α1 的转录物高2-3倍；仙台病毒在人单核细胞中诱生的干扰素-主要是α8(αB)。
    ⒉干扰素-的不同亚型在不同细胞培养上表现不同的抗病毒活性。如表3-5 所示。
表3-5 不同干扰素-亚型在不同细胞上的相对抗病毒活性
	细胞
类型
	相对抗病毒活性( 以WISH细胞为100% )

	
	不同干扰素-亚型

	
	α1
	α2
	α8(B)
	αC
	αF 
	Le

	WISH( 人 )
	100
	100                    
	100
	100
	100
	100

	HeLa( 人 )    
	6                            
	3
	32
	25 
	316
	50

	MDBK( 牛 )
	6300
	20
	1000
	400
	200
	1600

	L929(鼠 )
	63
	0.5
	1
	0.8
	未做
	80

	RK13( 兔 )
	160
	2
	160
	100
	0.1
	160

	Vero( 猴 )
	100
	16
	63
	63
	0.8
	250


 
    许多实验室也得到上述类似的研究结果：HuIFN-α1在MDBK细胞上的抗病毒活性比WISH细胞高20～30倍左右，而HuIFN-α2a,2b则无明显差别。
    ⒊不同干扰素-亚型对不同病毒的敏感性不同，我们的研究表明,HuIFN-α1抑制出血热病毒繁殖的能力比IFN-α2a高15倍，对其他病毒的敏感性也有差别。
    ⒋Zoon K等从自然的类淋巴母细胞干扰素中分离出18种干扰素-亚型，比较了它们诱导IL-1 的能力。在单核细胞中的细胞毒活性，增强NK细胞的活力和Ⅰ型HLA在HL-60细胞上的表达。结果表明，不同干扰素-对上述4种活性的差别很大。例如蛋白4 可以大量诱生IL-1，而蛋白14却基本无此活性。
    ⒌不同的重组干扰素-对NK细胞的促进作用有90倍的差异，其中α8(B),α2(A),α1(D),αC 较高,α6(K),αF 较低,α7(J)最低。
      6.HuIFN-α1可以增加单抗细胞MHCⅡ的表达而IFN-α2则不能。
      7.IFN-α2a和IFN-α2b临床应用的经验表明，前者有约20.9%的患者产生抗体，而后者仅约为6.9%。
    8.Larrea E,等（2001）发现，在人周围血单核细胞（PBMC）干扰素系统受病毒激活后选择性地表达不同亚型的干扰素-，而在慢性丙型肝炎病人 PBMC 选择性地表达IFN-5。
　
  其实,图2-4已经从I 型干扰素的信号传递的分子基础上解释了细胞类型的特异性,干扰素亚型的特异性和个体反应的差异性。
   由此可见，干扰素-α的不同亚型是具有不同的生物学特性的,是有其分子基础的,在临床上是不一定能完全相互代替的。(侯云德(1991,1993)；林建新等(1984)，彭金枝等(1983a,b)。
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第四章 干扰素临床应用的制剂及现状
 
一、干扰素临床应用的种类和剂型
既然不同亚型干扰素各有其独特的性质，反映在临床应用上也有所不同.目前，临床上使用的干扰素主要制剂如表4-1及4-2所示.
表4-1 目前临床上使用的主要干扰素制剂
	干扰素型别
	商品名
	生产单位或研制单位

	rIFN-α2a（注射液，粉针剂，栓剂）
	Referon A(Roche)
	Hoffmann-LaRoche， 长春生研所，沈阳三生,海南新大洲等

	PEG-rIFN-α2a（长效注射液）及PEG- rIFN-α2a/病毒唑
	PEGASYS
	Hoffmann-LaRoche

	rIFN-α2b（注射粉针剂，注射液，栓剂,喷雾剂等）
	Intron A(S-P)，
远策素(远策)
	Schering—Plough，北京远策,安徽安科,北京凯因，上海华新，深圳英特龙，哈尔滨白天鹅，天津华立达,长春生研所等.

	PEG-rIFN-α2b（长效注射粉针剂）及PEG-rIFN-α2b/病毒唑
	PEG-Intron® Redipen®
 
	Schering-Plough

	干扰素喷雾剂: rIFN-α2b,
rIFN-w
	预防SARS储备药物
	rIFN-α2b:北京远策;
 rIFN-w:军科院

	rIFN-α1b（注射粉针剂，注射液，滴眼，阴道栓剂）
	赛诺金(科兴)等
	深圳科兴，北京三元,上海、长春生研所

	IFN-αcon
	INFERGEN
	Amgen,北京双鹭等

	rIFN-β1b/17Ser
	Betaseron
	Berlex Lab, Chiron

	rIFN-b1a
	Avonex
	Biogen

	rIFN-γ1
	Immuneron(Biogen)
	Biogen,Actimmune，
Genetech, 病毒所,上海生研所，上海生化所, 二军大

	自然IFN-β
	 
	东丽

	Namalva干扰素
	Welferon
	Welcome

	低剂量自然干扰素
 
	Alferon LDO
	Amarillo Biosciences
Hemispherx Biopharma

	LeIFN
	Alferon
	Interferon Sciences等

	高度纯化的多种型别的自然干扰素
	Multiferon(R)
	Viragen


 
表4-2美国FDA批准干扰素产品一览表（1982-2006）
	　
产品
(粗体字指重组产品)

　
	研制公司
	应用
	FDA 批准时间

	Actimmune® 
(干扰素-g1b)
	InterMune Pharmaceuticals, Inc.
	治疗慢性肉芽瘤病(granulomatous disease); 治疗严重, 恶性骨胳石化症(osteopetrosis)
	1990.12
2000.2

	Alferon N®
(干扰素-aN3, 来源于人白细胞,系自然干扰素)
	Interferon Sciences, Inc
	治疗性疣
	1989.10

	AVONEX®Cinnovex
(干扰素-b1a)(哺乳动物细胞生产的,糖基化的)
	Biogen Idec
	治疗复发-缓解型多发性硬化;治疗在MS起始发作后,如果脑 MRI扫描显示有疾病不正常的特点
	1996.5
2003.2

	Betaseron® 
(干扰素-b1B)(大肠杆菌生产的,非糖基化的的rIFN-b17Ser)
	Berlex Laboratories (Schering-Plough)和 Chiron Corp.的子公司)
	治疗复发-缓解型多发性硬化;新标记包括继发性进展性MS患者研究的资料;和适应症部分反映 Betaseron是治疗复发型 MS以减少临床恶性加重发作的次数
	1993.8
2003.3

	Infergen® 
(interferon alfacon-1)(复合干扰素)
	InterMune Pharmaceuticals, Inc., and Amgen
	治疗18或多或18岁以上的HCV患者,具有代偿性肝病,并有抗HCV血清抗体和/或HCV RNA阳性; 其次治疗HCV感染患者,后者对起先干扰素治疗过程是可以耐受的
	1997.10
1999.12

	Intron A® 
(干扰素-a2b)
	Schering-Plough Corp.
	治疗毛细胞性白血病;性疣; AIDS相关的 Kaposi氏肉瘤;非甲,非乙肝炎;乙型肝炎;慢性恶性黑色素瘤; 延长治疗慢性丙型肝炎;与化疗联合治疗滤泡性淋巴瘤;治疗儿科乙型肝炎
	1986.6
1988.6
1988.11
1991.2
1992.7 
1995.12
1997.3
1997.11
1998.8

	Pegasys® 
(PEG干扰素- a2a)(长效干扰素)
	Roche and Nektar Therapeutics, Inc.
	治疗过去未用干扰素-a治疗的具有肝病代偿能力的丙型肝炎患者;联合病毒唑治疗过去未用干扰素-a治疗的具有肝病代偿能力的丙型肝炎患者; 与Copegus (病毒唑)联合治疗 HCV患者合并有 HIV感染者
	2002.10
2002.12
2005.2

	PEG-Intron™ 
(PEG化的干扰素- a2b)(长效干扰素)
	Enzon, Inc., and Schering-Plough Corp.
	单药治疗HCV;与病毒唑联合治疗有肝病代偿能力的HCV患者
	2001.1
2001.8

	Rebetron™ 
(干扰素-a2b与病毒唑联合)
	Schering-Plough Corp.
	联合治疗具有肝病代偿能力的,在用干扰素a治疗后复发的HCV患者;治疗具有肝病代偿能力的,过去未用干扰素a治疗后复发的HCV患者
	1998.6
1998.12

	Rebif®
(干扰素-b1a)
(哺乳动物细胞生产的糖基化干扰素-b)
	Serono S.A., and Pfizer, Inc.
	复发性多发性硬化
	2002.3

	Roferon-A® 
(干扰素-a2a)
	Hoffmann-La Roche, Inc.
	治疗毛细胞性白血病; AIDS相关的Kaposi氏肉瘤;HCV, Philadelphia染色体阳性的慢性髓细胞性白血病的慢性期
	1986.6.
1988.11
1995.10
1995.11

	Wellferon® 
(干扰素-an1, 类淋巴母细胞生产的自然干扰素)
	GlaxoSmithKline
	治疗18岁或18岁以上的有肝病代偿能力的HCV患者
	1999.3


(摘自美国FDA公布的1982-2006年批准的生物技术新药)
   
在上述干扰素制剂中, 除HuIFN-γ主要治疗慢性肉芽肿病;国内用于治疗类风湿性关节炎,疗效还可能存在问题; HuIFN-β治疗多发性硬化外,在国际上,rIFN-α2b应用最为广泛.重组干扰素是单一基因型的，而自然干扰素则含有各种亚型.自然Namalva 干扰素在99% 纯度时，发现有18个主要和5 个次要的干扰素成分;自然白细胞干扰素也有类似情况.不同亚型干扰素具有不同的生理功能，自然干扰素包含有不同亚型的干扰素，理论上说，相同剂量的自然干扰素的临床效果应当远比单一亚型的重组干扰素为好，但是根据我们严密对比研究的结果表明，自然干扰素治疗慢性宫颈炎的疗效(停药后1,6 月，12月 )比相同剂量的干扰素-α1b，确要高些，但是没有统计学意义.Ideo等报导，用重组IFN-α2a和自然类淋巴母细胞干扰素相比治疗15例丙型肝炎的结果表明，Welferon的疗效比IFN -α2a的疗效稍佳，并有统计学意义, 但他们比较的这两种干扰素均不是自然细胞产生的.
    Amarillo Biosciences公司生产的的低剂量自然干扰素,在美国FDA批准治疗艾滋病患者由HPV引起的口腔炎的临床试验.10年前曾进入中国市场,治疗肝炎;后来曾组织过3次大规模临床研究,其疗效不能肯定,退出中国市场.但是,ABI的低剂量口含干扰素曾成功地进入非洲10国,治疗肝炎;在SARS流行其间证明对预防SARS有效;在禽流感流行其间证明对预防禽流感有效,并成功地进入东南亚国家市场销售,包括越南,柬埔赛, 老挝.编者认为,低剂量的干扰素仅有诱导干扰素的启动活性,即小剂量干扰素对随后病毒感染时诱导干扰素有增强作用;它的治疗作用机制及疗效尚待进一步研究.
  关于干扰素抗体的产生率，显然自然干扰素要比重组干扰素-2a,2b 要低.有些已产生干扰素抗体的患者就缺少对干扰素的治疗反应, 不过, 再用自然干扰素治疗，继续有干扰素反应.
总之，不同干扰素-α亚型的临床治疗经验还不多，有待不同亚型干扰素投放市场后进一步进行临床治疗反应的研究.
 
二、干扰素-α临床应用理论基础
     干扰素是第一个采用重组DNA 技术研制成功、并最早用于临床的细胞素。干扰素作为一种天然的人体抗病毒蛋白质更受到人们的关注,干扰素将要成为21世纪抗病毒、抗癌症的最为广泛的药物之一，这是因为：
第一，病毒(和一部分细菌)必需要在细胞内才能复制，病毒感染本质上有许多特点不同于细胞外可以繁殖的细菌或寄生虫感染；首先，病毒感染与癌症一样更多地与机体免疫系统的受损有关，如在HBV慢性感染时，由于免疫系统受损，特别是先天性免疫反应,如病毒产生抗干扰素的蛋白,HLA-1表达下降等原因，细胞毒性T细胞就不能有效地清除受HBV感染的细胞，而使之持续不愈；在急性病毒感染时，患者的症状常是由于炎性因子的过量表达所引起的，如禽流感，SARS时发生的“细胞因子潮”等；灭活病毒疫苗接种后发生再感染时常可引起异常免疫反应，反而使病情加重，如登革热病毒灭活疫苗，麻疹病毒灭活疫苗，动物冠状病毒灭活疫苗，RSV灭活疫苗等；有些自家免疫性疾病的原始病因也可能是病毒感染；病毒感染还与癌症密切相关，如乙、丙型肝炎与原发性肝癌型，人乳头瘤病毒与宫颈癌、喉乳头状瘤，HHV8与Kaposi氏肉瘤，EBV与鼻咽癌等；有的病毒感染表现为隐性持续性感染，如HSV，及幼儿时的水痘，病愈后病毒并不消灭，而是潜伏在神经根，当免疫力低下时发展为沿肋间神经分布的带状疱疹.所以防治急、慢性病毒病常常要考虑免疫调节药物，而干扰素是天然的抗病毒蛋白质，应是研究的重点之一.
 第二，机体内存在条件性有益的细菌或条件性致病菌，如肠道内的大肠杆菌，阴道内的乳酸杆菌，但是迄今尚无发现机体内存在明显有益的病毒.目前所知，机体的先天性防御反应对细胞内繁殖的病毒和可以在细胞外繁殖的细菌是不同的；例如干扰素系统,组织细胞受到病毒感染时，细胞的最早的原始防御反应就是诱生干扰素，常在1分或数分钟内完成，诱导的干扰素立即释放到细胞外，进入血流，与尚未受到病毒感染的细胞受体特异性结合，诱发细胞内一系列反应，表达一系列蛋白质，来对付即将来临的病毒感染，也就是说使尚未受到病毒攻击的细胞处于抗病毒感染状态.虽然机体内的防御反应无法对付潜伏的HSV，HZV基因的存在，因为它们在潜伏时仅是有限的基因表达，或者已经整合到人染色体的病毒基因.从这一机体的先天性防御机制来说，开发干扰素等天然抗病毒和免疫调节物质，具有十分重要的意义。
第三，病毒是地球上最丰富和最多样性的病原体.纵观任何生命体的基因组就可证实病毒已经存在很长时间. 据估计约有 40%的人类基因组是导源于祖先病毒基因组的片段, 和约 1%的基因组序列是由完整的内源性反转录病毒所组成 [4].病毒对人类基因的影响是十分明显的.为了对付病毒的侵犯, 干扰素系统是人体细胞生存必须要具备的基本系统.目前还没有发现某种细胞能够存在，而缺少干扰素系统的.
第四,根据细胞内病毒感染的特点，理想的抗病毒感染药物需要达到下列要求：首先它能够特异性阻断病毒复制的过程，而不损及正常细胞；其次,同时具有免疫调节活性，能够清除已经被病毒感染的细胞；而且还要求能够阻断DNA病毒或DNA前病毒（通过反转录酶）的基因整合到人染色体.但是，目前还没有一种化学合成药同时具备这三种功能.然而干扰素确同时具备这些功能，这是人类及其它高等动物长期进化的结果.所以，研究天然抗病毒物质具有举一反三的作用.
   第五，根据上述干扰素的特性，以及干扰素长期临床应用的经验，干扰素预防急性病毒感染最为有利，效果最佳；干扰素治疗急性病毒感染仅在发病的极早期才会发挥一定效果；这是因为干扰素是人体天然的预防病毒感染的物质，病毒感染在出现临床症状时，由于自身干扰素的产生，病毒滴度往往就已经开始下降.但是，在慢性或持续性病毒感染时，干扰素治疗可以发挥作用，因为在慢性感染时，人体的干扰素系统往往受损，但是，最好与其它药物联合应用，如干扰素与病毒唑联合治疗丙肝；干扰素治疗癌症与治疗慢性、持续性病毒感染的情况有类似之处，干扰素与其它抗癌化疗药物联合应用常可发挥最大的治疗效果。
   第六,采用干扰素预防或治疗病毒感染,还要考虑研制拮抗病毒本身编码的抵制干扰素的药物,使之与干扰素联合应用可能是今后的研究方向.
 
三、干扰素-α治疗肿瘤
干扰素-α的抗肿瘤作用,其机制可能不是独立的,而是综合性的.目前所知,包括如下4个方面:
    ⒈ 是由于干扰素-α抑制肿瘤病毒的繁殖.因为,有一种假说认为,感染性病毒或整合到细胞DNA的病毒基因的持续存在,对癌变过程的发展是必需的,而动物经干扰素-α治疗后可以抑制这种病毒感染,从而表现为抗肿瘤的作用.某些明显由病毒引起的肿瘤,如人的毛细胞白血病,喉乳头瘤,性疣等,干扰素-α对之有明显的效果.
    ⒉ 是由于干扰素-α直接抑制肿瘤细胞的生长.考虑到干扰素-α不仅可以抑制肿瘤病毒诱生的肿瘤的生长,且可以抑制移植性肿瘤和由化学致癌物诱生的肿瘤的生长,而上述肿瘤尚无直接证据由病毒所引起,因此不能用干扰素-α的抗病毒作用来解释抗肿瘤现象.那么,干扰素α抑制肿瘤细胞生长的作用可能是抗肿瘤生长的直接原因,何况有些作者已经证明,异常迅速分裂的细胞对干扰素的敏感性远远大于正常细胞.
    ⒊ 是由于干扰素-α调动了机体免疫系统杀伤肿瘤细胞.干扰素-α可以促进巨噬细胞的功能,引起肿瘤细胞的迅速破坏与减少;干扰素-α抑制机体抗体反应,从而可能降低肿瘤保护抗体即封闭抗体的水平,使免疫系统更有效地作用于肿瘤;干扰素可以增加某些肿瘤细胞如L1210细胞的肿瘤特异性移植抗原的表达,以利于肿瘤细胞被杀伤清除;干扰素-α可以增进NK细胞的活力,而NK细胞是机体执行免疫监视作用的一种重要细胞;另一方面,临床上使用干扰素-α治疗恶性肿瘤,凡有缓解或好转的,常与周围血NK细胞的活力增加相平行.
  ⒋用癌基因转化成纤维细胞的模式研究结果表明,调节癌基因的表达乃是干扰素-α抗肿瘤活性的一个重要机制.日本科学家Takaoka等人(2003)发现，干扰素-a/b可激活p53基因，这将有助于对细胞转化进行抑制.
   由此可见，干扰素-α是一种较理想的肿瘤抑制蛋白。它能调节正常的和恶性化细胞的生长和分化.它的抗细胞生长作用涉及多种途径, 包括诱导G0/G1 的抑制, 抑制Rb磷酸化, 下游调节G1 细胞周期调节蛋白(cyclines) 和cycline A,  抑制E2F DNA 的结合和c mys 的表达.干扰素拮抗组织和生血生长因子的有丝分裂活性, 下游调节涉及信号转导的胞浆酪氨酸和丝氨酸—苏氨酸肿瘤蛋白.在干扰素-α作用后, 可观察到细胞自动力的抑制, 细胞表面纤维结合素(fibronectin)的增加, 破坏的细胞支架(cytoskeleton)的重排.
表4-3 干扰素-α治疗肿瘤的疗效
（包括与化疗合用）
	肿瘤
	疗效( 完全和部分缓解  % )

	1.毛细胞白血病
	70～90%

	2.慢性髓细胞性白血病:
	 

	慢性早期
	〉70%

	慢性晚期
	25%

	暴发型 
	10～15%

	3.非何术金氏淋巴瘤
	 

	低度
	40～50%

	中/ 高度
	10～15%

	4.T 细胞淋巴瘤
	 

	未治疗
	〉90%

	顽固性
	45～70%

	5.多发性骨髓瘤
	 

	未治疗
	50%

	顽固性
	15%

	6.表面膀胱癌
	〉50%

	7.恶性类癌
	47%

	8.Kaposis'肉瘤
	30～40%

	9.卵巢癌
	18%

	10. 肾细胞癌
	14.6%

	11. 恶性黑色素细胞癌
	10～15%

	12. 神经胶质瘤
	17%

	13. 乳腺癌
	10%

	14. 恶性胰腺肿瘤
	部分改善

	15. 晚期直肠癌
	部分改善

	16. 食道癌
	部分改善

	17. 非小细胞性肺癌
	部分改善

	18. 小细胞性肺癌
	部分改善


 
四、干扰素-a治疗病毒病
干扰素是人体中抵抗病毒感染的天然蛋白质，它具有理想抗病毒药物的所有条件：它能抑制病毒在细胞内的繁殖；激活免疫系统，清除被病毒受染的细胞；并能防止病毒基因整合到宿主细胞的染色体DNA中.
    目前, 干扰素治疗病毒病的疗效情况见表4-4:
表4-4干扰素(包括长效干扰素)治疗病毒性和其他非肿瘤疾病的疗效
	病毒病
	病毒病原
	疗效

	1.慢性活动性肝炎
	HBV
	约40% 患者HBe 阴转.

	2.丙型肝炎
	HCV
	约25% ～50% 患者ALT 下降或正常，与病毒唑联用可提高疗效.

	3．丁型肝炎
	HDV
	改善，持久反应率不超过20%

	4.艾滋病
	HIV-1，HIV-2
	抑制艾滋病患者HIV 的复制；延长HIV 带毒无症状者发病的潜伏期; Koposi's肉瘤可以缓解，增加血清β2M水平；与AZT 联合应用可以改善症状

	5.唇复发性疱疹 
	HSV-1，
	缩短病程，减轻疼痛

	6．生殖器官疱疹
	HSV-2
	缩短病程，减轻疼痛

	7.带状疱疹
	VZV
	缩短病程阻止扩散，减轻病痛

	8.肿瘤患者水痘
	VZV
	降低致命性的内脏合并症

	9.病毒性角膜炎
	HSV-1，腺病毒
	缩短病程，减少复发, 痊愈率>90

	10.红眼病
	肠道病毒70
	缩短病程

	11.慢性宫颈炎包括宫颈湿疣
	HPV,HSV，CMV
	远策公司生产的干扰素a2b,宫颈局部应用(100万单位/ml),60% 显效，95% 有效；与黄芪联合应用可提高疗效50%.

	12.肛门—生殖器扁平湿疣
	HPV
	40-50% 治愈率

	13.青年喉乳头状瘤
	HPV—11
	肿瘤消失或缩小，易复发

	14.寻常疣
	HPV
	改善

	15.巨细胞病毒病
	HCMV
	尿毒症消失，降低发病率

	16.急性上呼吸道感染
	HRV，1-3型副流感病毒，3，7型腺病毒，A,B型流感病毒等
	远策公司生产的干扰素喷雾剂a2b(900MIU/3ml.临床研究表明可用于预防,短病程，排毒减少

	17.外阴前庭炎
	50%与HPV有关
	改善临床症状

	18.Behcet's病( 征 )生殖器溃疡，口疮及眼色素层炎
	不明
	减轻症状或完全消除.但是眼色素层炎，视神经乳头炎无改善，停药后复发.

	19．呼吸道合胞病毒感染
	RSV
	志愿者试验表明，攻击前后均
给药, 可以明显减轻症状.

	20.SARS及其它冠状病毒感染
	HcoV,SARS病毒
	远策公司生产的干扰素喷雾剂a2b(900MIU/3ml预防有效.已经被SFDA批准为技术储备药物
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第五章  干扰素治疗肿瘤的疗效
 
 一、 毛细胞性白血病(HCL)
    “Cancer” 一字的含义包括200 种以上的恶性肿瘤.经典的化学合成药治疗肿瘤的反应率一般在15—29% , 虽然八十年代早期的研究已经表明,干扰素对多种肿瘤有明显的抑制作用, 但其效果均不足以获得美国FDA 的批准.基于干扰素可引起高分化B 细胞瘤的缓解, 所以临床学家选择了一种罕见的毛细胞性白血病来进行治疗研究.结果表明, 经人干扰素-α治疗后, 很快提高了抑制周围血细胞和血小板的能力, 患者的免疫状况改进了, 骨髓和血液中的毛细胞下降了, 患者的机会感染消失了, 也不再需输入血小板和红细胞了.低剂量干扰素-α治疗也有效, 在缓解后内源性干扰素的产生能力可恢复到正常.这一重大进展促使美国FDA 于1986年6 月批准干扰素a2和a2b同时投放市场, 随着全世界有数十家药品审批单位也批准干扰素-α投放市场.虽然最近已有化学合成药可替代α型干扰素.α治疗该病的部分作用, 但干扰素α作为第一个重组DNA 药物的研制成功, 无疑对随后生物治疗的发展起了重要的推动作用.
    干扰素α治疗毛细胞性白血病有大约90% 的疗效.但是, 大约有50% 的病人在仃药后复发, 不过大部分复发的病人对干扰素重新治疗还是有反应的.最近报导, 干扰素α长期治疗可使82% 的患者有长达6 年的存活期.
    为什么干扰素-α对毛细胞白血病有如此明显疗效, 目前尚不清楚, 不过, 细胞分化、抑制细胞周期和细胞程序性死亡可能起重要作用.
    毛细胞是高分化前浆细胞性B 细胞, 表达CD25抗原.CD25及其生长因子, IL-2 , 的存在可能是重要的. 因为, 缺少CD25抗原的HCL 对干扰素治疗不敏感.另一个重要线条是HCL患者有高水平细胞内自由钙和CD20磷酸化.CD20的磷酸化依赖于钙/ 调钙蛋白依赖性蛋白激酶II和蛋白激酶C.干扰素-α可下游调节CD20的磷酸化和降低细胞内高水平的钙;干扰素α也可激活蛋白激酶C , 它对蛋白激酶II有负调节作用.有趣的是, CD20在结构上与EB病毒隐性膜蛋白1 (LMP1)十分相似, 后者是一种转化癌基因病毒蛋白, LMP1可激活bcl2基因, 以阻止细胞的程序性死亡. 由于在HCL 有bcl2的表达, 干扰素α可间接地下游调节该基因, 使之发生程序性死亡.HCL 另一个高表达的癌基因是c Src,一种酪氨酸蛋白激酶, 也可被干扰素α所抑制.在不正常的酪氨酸激酶, 细胞内的高钙水平, CD20的磷酸化和细胞分化的阻断之间可能存在着某种联系.
    其他B 细胞肿瘤对干扰素-α也有不同程度的敏感性.细胞素结合化疗对多发性骨髓瘤、低度淋巴瘤也有疗效; 对慢性淋巴细胞性白血病、无痛性骨髓瘤和冷沉淀球蛋白尿( cryoglobulinemia) , 如果在早期长期进行干扰素-α治疗也有相当疗效.
 
  二、慢性骨髓性白血病(CML)
      早在80年代早期, 用部分纯化的白细胞干扰素治疗CML , 就发现有明显疗效; 随后用重组高纯度干扰素α进一步研究表明, 干扰素治疗可使患者骨髓的Philadeiphia染色体阳性细胞的减少, 甚至消失.
      CML 伴有Philadelphia染色体畸变体, 后者的形成是由于第9 和第22对染色体之间的交互转位, 从而形成嵌合bcl-abl 癌基因.其蛋白产物与正常的c-Abl 蛋白比较, 具有较高的酪氨酸激酶活性.CML 导源于多能性造血干细胞,常为未分化性白血病, 在周围血有未分化的髓细胞和淋巴样母细胞.该病通过骨髓移植，部分患者可被治愈, 但单纯化疗不能影响预后.干扰素α治疗有明显疗效.大约75% 的良性患者在干扰素治疗后血相完全恢复正常; 不少患者的缓解期可长达8 年之久.
    干扰素-α抑制CML 细胞的途径之一可能是通过下游调节bcl-abl 基因的表达.在治疗前, Bcl-Abl 蛋白的表达可阻止细胞程序性死亡, 以使肿瘤细胞积聚和超期存活.
    干扰素-α对多发性骨随瘤也有良好的疗效: 对过去治疗过的病人, 有15%-20% 的治疗反应率; 对过去未经治疗的病人, 其治疗反应率要高得多.由于传统的化疗对多发性骨随瘤也有好的疗效, 所以, 现在常将化疗与干扰素α联合应用以增加其反应率或延长其缓解期.干扰素-α与化疗联合应用治疗非Hodgkin's 淋巴瘤也获得良好疗效.
Hehlmann R等（2003）为评估羟基脲（hydroxyurea，HU）对干扰素治疗CML的影响，
进行了IFN 与 HU 联合治疗和HU单一治疗的随机对比研究 (CML-study II).自 1991年2月到1994年12月, 收集了376例新诊断的处于慢性期的CML ，进行随机分组.其中有340例Ph/BCR-ABL阳性，可以作出评估.在 IFN/HU联合治疗组，完全的血液学反应率比HU单一治疗组高，为 59 对32%. 联合治疗的存活率也明显地优于HU组. 结合到过去的研究结果，联合治疗组的疗效也优于干扰素单独治疗组.
 
   三、黑色素瘤
      黑色素瘤的发病率在上升.去年美国有约47,000 新病例，比20年前增加了一倍.去年有约7,700人死于此病，居25-30岁死于癌症之首.
目前, 晚期恶性黑色素瘤的化疗效果并不满意, 经典的化疗药物Dacarbazine 治疗黑色素瘤的总反应率仅为17%,完全反应率为4%, 反应期平均为6 个月.单独干扰素-α治疗黑色素瘤的反应率为16%,而干扰素-α与化疗药物联合应用的疗效却报道不一.II期临床的治疗结果令人鼓舞, 但III 期临床结果的报道有矛盾.南非Pretoria大学Falkson 报道, Dacarbazine+IFN α2b治疗黑色素瘤的反应率为53%(16/30),而单独干扰素治疗的反应率为20%(6/31).澳大利亚Thomson 小组报道, 联合治疗的反应率为21%(18/87),而单独IFN-α2a 为17%(14/83).
    Marin-Cola等应用IFN/IL-2治疗黑色素瘤患者82例，总有效率23%，他们发现，随着干扰素-α剂量的增加，总有效率可增加至42%，但毒性反应也随之加重.目前，IFN-α/IL-2+化疗治疗晚期黑色素瘤的生物化疗方案总有效率为41%-60%，中位存活38周，术后病人给予干扰素作为维持治疗，可明显延长无病生存和总生存期.
Pittsburgh大学医学院肿瘤研究所黑色素瘤研究中心的研究表明（Palkhivala et al 2001），800例高危黑色素患者，除均用常规治疗外，一半加用干扰素-a2b治疗，一半加用GMK疫苗治疗.疗程1-2年后，干扰素-α组死亡和复发比疫苗组降低33%.
 
    四、肾癌
      在北欧, 肾癌占所有肿瘤的1.4% ,所有肿瘤死亡率的1.5%; 男性发病率2倍于女性; 高发年龄在60岁左右.根据美国癌症协会统计, 美国每年有27600例肾癌新病例.5 年存活率为50%,目前, 最好的治疗反应率仅为20%.
增殖速度较慢的肾细胞癌在单独用干扰素-α治疗后大约有10-20% 得到缓解.美国Memorial Sloan Kettering 癌症中心采用IFN-α和维生素A 类似物13 cis retinoic acid联合应用治疗24例晚期肾癌患者, 有29% 有治疗反应, 其中1 例有完全反应, 6 例有部分反应.过去单独用干扰素-α治疗或联合Vinblastine治疗仅有10% 的治疗反应.美国Houston MD Anderson癌症中心的Sella,A  报道, IL-2 + IFN-α+Fluorouracil联合应用治疗转移性肾细胞癌的反应率可达43%.在这46例II临床研究中, 所有病人每日皮下注射IFN-α4X10(6)U/m2 , 共29天;连续输注IL-2 2X10(6)U/m2 和Fluorouracil 600mg /m2 共5 天.其中, 4 例(8%)有完全反应, 15例(35%) 有部分反应.
据Wagstaff等(1995)统计, 有31篇报道, 1100例转移性肾癌患者用重组人干扰素-α, 或自然白细胞干扰素, 或类淋巴母细胞干扰素进行治疗, 总反应率为14.6%.仅有肺转移的病例, 反应率可高达34%(32/93).
      法国学者的经验表明，皮下注射IL-2 和干扰素-a对转移性肾癌是有益的（Culine S等2006）
    
 五、肺癌
    1996年廖美琳等报道210例I期非小细胞肺癌（NSCLC）术后辅以干扰素治疗，第1、2、3年生存率明显优于单纯手术组和术后化疗组.1997年我国安徽省肺科医院史清明等报72例非小细胞肺癌患者，在化疗同时，随机分为单纯化疗组和化疗加白细胞干扰素组（成都生物制品研究所出品），干扰素肌肉注射，每日1次，每次100万单位，共20天，结果经统计学处理，有显著性：疗效表现在：?提高了近期疗效；?降低了骨髓抑制程度；?减慢了肿瘤的生长速度；?缩短了化疗的间期.
 
   六、消化道癌
     干扰素-α与5-Fu联合应用治疗结肠癌比单纯化疗得效果要好.
1992年Wadler收集干扰素-α+5-Fu治疗晚期直肠癌，总有效率为26%-63%.另一些作者认为干扰素-α+5-Fu治疗晚期直肠癌并不能延长存活，联合应用CPT-11（羟基喜树硷）+5-Fu+CF是当前治疗晚期大肠癌的较好的化疗方案.
     香港一组研究人员应用干扰素-α+ADM治疗75例不能进行手术的原发性肝癌，与单用ADM治疗相比，疗效提高，中位生存时间延长.黄俊显等报道，干扰素-α联合肝动脉栓塞治疗54例中晚期肝癌，疗效优于单用肝动脉栓塞治疗.
     李玉升等（1998）应用干扰素-α+5-Fu+CBP+PDD治疗晚期食道癌获得较好疗效.
     Bernhard 等（1995）应用干扰素-α+CF+5-Fu治疗晚期胰腺癌，14%部分缓解，14%稍有缓解，但疼痛控制率大于60%.
Ajani等（1996）报道，应用干扰素-α+5-Fu+PDD治疗作为胃癌术前化疗，有效率达40%.另有报道，应用干扰素-α+5-Fu有效率达45%-54%.
 
    七、其他肿瘤
      肠神经内分泌瘤也同样对干扰素-α有治疗反应.皮肤鳞状上皮癌和基底细胞癌对干扰素或干扰素加视黄醛衍生物(retinoid)治疗有较好疗效.蕈样霉菌病(mycosis fungoides),一种由于IL—7 刺激产生的TH细胞肿瘤也对干扰素或视黄醛衍生物治疗敏感.
      成骨肉瘤是一种导源于中胚叶的肿瘤, Rb和p53 突变的机率很高, 手术后干扰素-α治疗可提高存活率.
      Kaposi肉瘤是一种血管原性增生性疾病, 常见于AIDS病患者,干扰素-α治疗后大约有40% 患者得到缓解.最近证明, 儿童致命性肺血管瘤(pulminary hemangioma) 也对干扰素治疗有良好疗效.
     有报道干扰素α+5-Fu+PDD作为头颈部鳞癌的新辅助化疗，3周后有效率达93%，其中完全缓解率为54%（引自李玉升等1998）.Vokes等报道干扰素-α+PDD+5-Fu+CF治疗晚期头颈部癌，41例可评价，结果25例完全缓解，16例部分缓解.
      Medenica等（1996）测定18例前列腺癌患者血清干扰素抑制因子均有不同程度增高；经干扰素-α+激素治疗2年后，10例完全缓解中位生存6年.
      干扰素-α治疗脑神经胶质瘤也有较好疗效；Paker等（1996）报道一组32例应用IFN-b联合超分割放疗，中位生存8个月.
      干扰素-α+13-顺式-维甲酸治疗晚期皮肤癌有效率达25%，局部晚期者有效率达93%（引自李玉升等1998）.
      干扰素-α对治疗表面膀胱癌、卵巢癌、原发性脑瘤等也有一定疗效.
干扰素-α是一种骨髓生成抑制素，也用于治疗系统性肥大细胞增多症，（systemic mastocytosis ，SM），（ Schernthaner GH等2000）.
干扰素-a和b 可预防HCV引起的肝细胞肝癌患者的复发,但其机制尚不清楚.(Sun HC et al 2003).
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第六章  干扰素治疗病毒性肝炎
 
一、乙型肝炎
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图6-1 乙性肝炎病毒颗粒
  
  乙型肝炎是一种经血传播的世界性传染病.全球有3.5亿人感染乙型肝炎,我国是高发区,带毒者约占人口的10%.现患者有3000万慢性乙型肝炎，每年还有200多万例的急性肝炎发生.目前的危害性远比艾滋病高.乙肝疫苗在城市的普遍推广可以大幅度地降低感染率,但在我国的广大农村虽已经可以免费接种,但是实际上尚未推广,而且还有数千万现病人需要治疗.乙肝的流行病学和血清学指标见表10-11 和图4-6.
表6-1   乙、丙型肝炎的流行病学
	流行病学
	乙型肝炎
	丙型肝炎

	1．全球感染人数
	约3．5亿人
	约1．7亿人

	2．全球年新病例
	约5000万人
	约2000万人

	3．有症状的感染者
	30-50%
	30%

	4．需住院病例
	6%
	？

	5．急性感染转为慢性者
	5-10%
	85%

	6．急性感染导致爆发性肝坏死
	<1%
	1%

	7．发生肝癌的危险性
	比正常人高12-300倍
	5%（20年后）
1-4%/年（一旦肝硬化）

	8．慢性感染导致肝硬化
	30%
	70%


 
 
表6-2 乙肝的血清学指标
	缩写
	名称
	意义

	HBsAg
	HBV表面抗原
	在感染后30-60天可以检出

	Anti-HBs
	HbsAg的抗体
	提供长期免疫

	HBcAg
	HBV核心抗原
	仅作为病毒颗粒的内部成分在血液中发现

	IgM Anti-HBc
	抗HBcAg IgM抗体
	急性感染后产生，维持6个月

	HBeAg
	HBV e抗原
	病毒快速繁殖的指标

	Anti-HBe
	抗HbeAg抗体
	与病毒停止繁殖和病毒感染力的降低相平行

	HBV DNA
	血清中病毒DNA
	病毒繁殖的指标


 
  据此,治疗乙肝的病例选择要求为：HBV复制的指标阳性，转氨酶升高，肝组织活体检查为慢性肝炎。转氨酶正常或接近正常的病例或有免疫抑制的患者常无治疗反应。
  干扰素-a2b治疗慢性病毒性肝炎和典型的乙型肝炎病毒感染的剂量为一般为3-10MU，每日1次，皮下注射，4个月为1疗程.(现在许多医院的治疗方案为3-5MU，隔日1次，皮下注射，3个月为1疗程,连续2个疗程,共用药90瓶).治疗后大约有43-44%的患者转氨酶（ALT）转正，(图4),活体肝组织病理改善，HBV DNA或HBeAg阴转率为36-37%. HbsAg均阴转率低约为10%；HbeAg单独阴转率绿约30%以上； HbsAg单独阴转的占10%；复发率为 5-10%.
这些转变是由细胞免疫系统介导的.干扰素治疗慢性活动性肝炎有较好的治疗反应.原始感染的病人和免疫耐受的病人对干扰素治疗也不同.(见图5)
 
干扰素治疗乙型肝炎的免疫反应包括如下几个方面:
1. 增加 MHC I抗原的表达,将病毒抗原递呈到细胞毒T淋巴细胞(CTLs)  ( H.Harris,1986)
2.直接激活 CTLs  (P.von Hoegan, 1995)
3. 增加NK细胞活性 (J. Ortaldo,1984)
4.在Th1 而不是在Th2的分化过程中诱导IL-12受体(IL-12R)b2 亚单位在天然Th细胞上的表达( L.Rogge,1997)
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图6-2  干扰素-a2b治疗慢性乙型肝炎的疗效
 
根据干扰素的特性和临床经验要达到干扰素治疗肝炎最佳疗效的病例为:
 
1. 高水平血清转氨酶( ALT > 100 IU/L);
2. 低HBV DNA 水平(< 200 pg / ml);
3. 肝活已检查呈活性状态;
4. 有代偿能力的肝病;
5. 病毒在复制 (HbeAg阳性);
6. HDV 抗体阴性;
7. HIV抗体阴性;
8. 非免疫抑制机体
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图6-3  慢性乙型肝炎的免疫反应
　
  干扰素治疗一般为每周3次，每次3-9MU，疗程延长至12个月，尽管如此，仃药后的复发率仍高。 1992年初和同年7 月我国和美国FDA均先后分别批准IFNα1b和a2b治疗慢性乙型肝炎。现有20多个国家批准采用细胞素治疗乙型肝炎.乙型肝炎与肝细胞型肝癌有密切的关系, HBV X 蛋白的反式激活作用可能与癌变有关; 而干扰素可以控制这一过程.
    对HBeAg阴性的慢性乙型肝炎患者干扰素效果不理想.Lampertico et al （1997）使用干扰素-a2b长期治疗HBeAg阴性， HBV-DNA阳性的慢性乙型肝炎患者；共42例，随机对照，治疗组21例，4例肝硬化；对照组21例，3例肝硬化用干扰素a2b治疗，600万单位，每周3次，连续24个月.结果表明，干扰素组有1/3病例HBV持续抑制，81%病人减轻.
   香港Hui CK等（2006）报道，PEG-IFN-a2a治疗慢性乙型肝炎48周在HBsAg的阴转方面优于PEG-IFNa2b治疗24周.
   干扰素-a2a治疗慢性乙型肝炎时，当剂量小于5X10 MU/d时副作用轻，随着剂量的加大，副作用也随之增加；接受干扰素-a2a/b治疗的大多数患者在给药2-8小时内出现“流感样”症状，采用退烧药可减轻症状.干扰素-a2a偶尔可诱发或加重慢性乙型肝炎或慢性丙型肝炎患者的自身免疫反应，如甲状腺功能紊乱，牛皮癣等；偶尔还可见白血病，血小板减少症，视觉障碍，失眠，高甘油三脂血症，总脂蛋白和高密度脂蛋白，胆固醇降低，房室阻滞，超声心动图改变等。由于副反应太大，不能耐受而终止治疗的达17%左右.在长期使用干扰素-a2a治疗患者中约有10-20%产生血清中和抗体.但干扰素-a2b的产生率较低,约为3-5%.
图6为干扰素-a治疗慢性活动性肝炎的典型反应.
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图6-4干扰素-a治疗慢性活动性肝炎的典型反应
　
  HBV有多种基因型，目前已知有8个基因型.我国初步统计,主要是B,C型流行,其中B型对干扰素治疗反应率高,预后较好;但是研究数量有限,尚待进一步研究.
干扰素-a慢性乙型肝炎的禁忌症:
1.伴有其它主要疾病:心脏病, 肾衰,严重糖尿病,癫痫;
2.代偿性肝硬化;
3.白细胞低于 < 1500 或血小板< 80,000
4.患有自家免疫性疾病,如甲状腺病 ( 历史上有自家免疫性疾病 + ANA滴度 > 1:160)
5.精神上有明显的压抑症.
ª病毒酶抑制剂治疗乙性肝炎的疗效
  Lamivudine (2',3'-dideoxy-3'-thiacytidine, 3TC) 是一种强的反转录酶抑制剂. GlaxoSmithKline公司的商品名为 Epivir® 和 Epivir-HBV®. (贺普丁)，临床使用证明是安全的，能抑制HBV的繁殖。但6个月的短期治疗不能清除病毒，12个月以上，HBV 聚合酶基因变异而产生抗药性。 Lamivudine治疗慢性乙型肝炎的 II和 III期临床结果表明， 患者每日用100 mg 拉米夫定治疗1年， 持续性HBeAg阴转率为17%，治疗2年 增至 27%。拉米夫定还可以预防肝移植后的HBV复发。
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图6-5 拉米夫啶的化学结构 
　
  Lamivudine的优点是 (1)耐受性好； (2) 口服方便 (3)对肝脏功能不能代偿的患者也安全. lamivudine 的缺点是（1）缺少免疫系统对受染肝细胞的清除；（2）抗药性突变体的产生，平均为23%；但在亚洲患者的临床研究中发现治疗2年后突变体高达38%（PCR）；（3）治疗时间长，常需2年。
 干扰素的优点是：（1）干扰素是人体细胞分泌的自然抗病毒蛋白，具有广谱抗病毒作用，不引起病毒基因组的变异，仅有3-5%的长期使用患者产生干扰素抗体；改用不同型别干扰素继续有效；（2）疗程4-6个月，而拉米夫定疗程达2年；（3）抗病毒感染治疗的原则要求不仅能抑制病毒繁殖，还需激活机体的免疫反应以清除受病毒感染的细胞，干扰素具有这种双重功能，拉米夫定仅抑制病毒反转录酶，不具免疫增强作用。干扰素治疗乙型肝炎的不足是： (1)副作用较拉米夫定大，但不致影响疗效；（2）需肌肉注射，不如拉米夫定口服方便；(3) 对肝脏功能不能代偿的患者，还有安全性问题.
  第二代的抗HBV药物是Adefovir dipivoxil过去称为 bis-POM PMEA, 商品名为 Preveon® 和Hepsera®, 口服的反转录酶抑制剂(ntRTI) 治疗HBV；对 HIV无效.
Adefovir 是由Czech科学院的有机化学和生物化学研究所Antonín Holý发明的, 由 Gilead Sciences公司开发治疗 HIV的（ Preveon）.但是, 1999.11.美国FDA没有批准,因为在60 或 120 mg 剂量时有严重肾毒作用. Gilead Sciences 继续研究治疗HBV的临床实验, 10 mg就有效.2002年9月20日FAS批准它治疗HBV(Hepsera.);2003年3月欧共体也获得批准.
  Hepsera也是为片剂，每日10 mg ，也作用于阻断 HBV DNA 多聚酶的合成, 后者涉及病毒的繁殖. 
   在进行空白对照试验中，患者包括:具有肝代偿功能的和"e" 抗原阳性的 (HbeAg)或 "e" 抗原阴性(HbeAg阴性,或前核心抗原有突变)的乙肝患者。2次关键试验的48周研究结果的资料发表在2月 27日出版的“ New England Journal of Medicine”杂志上.前核心抗原有突变的乙肝病毒在全球范围内的乙肝病毒携带者中约占50%.在地中海和东南亚的国家中流行, 约占 30 - 80 %的慢性乙肝病人. Hepsera 还可用于对拉米夫啶有抗性的患者.
   在临床试验中 Hepsera 可逆转或减慢肝损伤的进展, 降低血清HBV DNA 水平和增加血清指标的转变率和肝功的正常率水平.它与对照组比较和过去曾用干扰素治疗的患者比较有较好的疗效. 
   治疗48周的过程中出现的副反应有：乏力，头疼, 腹疼，恶心，肠胃气涨,腹泻和消化不良. 如延长治疗可发生血清肌氨酸酐（creatinine）中重度的可逆性增高, 平均疗程49周和最高109周. 血清肌氨酸酐的改变常见于肝脏移植前后的对拉米夫啶有抗性的患者.疗程达129周时肾功能异常多见. Hepsera 仃药后，可观察到临床和实验室检查指标的加重.
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Adefovir dipivoxil
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Adefovir:2-(6-aminopurin-9-yl)ethoxymethylphosphonic acid
分子式: C8H12N5O4P;MW: 273.186 g/mol
Entecavir (INN) (IPA: 是第三代治疗HBV的反转录酶抑制剂商品名为 Baraclude (BMS).
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2-amino-9-[4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)- 2-methylidene-cyclopentyl]-3H-purin-6-one
Formula C12H15N5O3 
 Mol. mass 277.279 g/mol
根据Bristol-Squibb公司研究的结果, entecavir(BARACLUDE)比Lamivudine优越
表6-3二次研究的组织学改善情况
	 
	A1463022研究(HbeAg阳性患者)
	A1463027研究(HbeAg阴性患者)

	 
	BARACLUDE
	Lamivudine
	BARACLUDE
	Lamivudine

	 
	0.5mg(n=314)a
	100mg(n=314)a
	0.5mg(n=296)a
	100mg(n=287)a

	组织学改善(Knodell记分)

	改善b
	72%*
	62%
	70%*
	61%

	不改善
	21%
	24%
	19%
	26%

	Ishak 纤维化记分

	改善c
	39%
	35%
	36%
	38%

	无变化
	46%
	40%
	41%
	34%

	恶化c
	8%
	10%
	12%
	15%

	缺少48周活体检查
	7%
	14%
	10%
	13%


a:患者的Knodell坏死性炎症记分>/=2
b: Knodell坏死性炎症记分从基线下降>/=2, Knodell纤维化记分无恶化
c: Ishak 纤维化记分,改善=从基线下降>/=1和恶化=从基线增加>/=1.
*:p<0.05
a:Roche公司的COBAS PCR扩增仪检测(LLOQ=300拷贝/ml)*:p<0.05
　
表6-4在二次实验中48周的终点结果
	 
	A1463022研究(HbeAg阳性患者)
	A1463027研究(HbeAg阴性患者)

	 
	BARACLUDE
	Lamivudine
	BARACLUDE
	Lamivudine

	 
	0.5mg(n=354)
	100mg(n=355)
	0.5mg(n=325)
	100mg(n=313)

	HBV DNAa

	未检测出比例
(<300拷贝/ml)
	67%*
	36%
	90%*
	72%

	从基线的平均改变(log10拷贝/ml
	-6.86*
	-5.39
	-5.04*
	-4.53

	ALT正常化(</=1XULN
	68%*
	60%
	78%*
	71%

	HbeAg血清阴转
	21%
	18%
	NA
	NA


 
  据国内上海静按中心医院姚光弼教授研究认为entecavir 治疗中国慢性HBV患者876例有较高的抗HBV活性,较低抗药性变异率,由于lamivudine.
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图6-6  用entecavir 或 lamivudine (ETV-023)治疗后HBV半部DNA的改变.
  
  目前,由于新一代抗反转录酶抑制剂的批准上市,抗lamivudine的HBV毒株的出现, 一般已不再用.
   过去,临床上曾大量研究过干扰素与反转录酶抑制剂联合使用治疗乙型肝炎,但是其效果目前还不理想;与干扰素与病毒唑联合应用治疗丙型肝炎的情况不尽相同.
§干扰素与拉米夫啶联合治疗
以下介绍荷兰鹿特丹Erasmus MC大学医学中心Solko W. Schalm总结了近几年来慢性乙型肝炎的联合治疗的情况.重点是乙型肝炎的联合治疗：
ª联合治疗的基本原理
  全球有3.5亿慢性乙型肝炎,其中 50% (1.75 亿) 有慢性乙型肝炎的体征和症状.与HIV感染者相比为0.4亿人. 所有有临床表现的都需要治疗, 单药治疗,或用经典干扰素治疗 16-26 周,或用经典的拉米夫啶治疗1年,仅对少数的群体有效.因此,当前的治疗方案对60-90%的慢性HBV病人是不适宜的. 为了降低慢性乙肝的发病率和死亡率需要开发更有效的治疗方案.
对大多数病人来说,有效的治疗反应是基于 HBV DNA 长期抑制,伴随着 ALT的转正, 然而持久的治疗反应还需要机体的免疫诱导.干扰素仅有轻-中度的抑制病毒复制能力,但是能在敏感的机体可诱导有效的宿主免疫反应;对比拉米夫啶,它对大多数病人有明显的抑制病毒复制能力,但没有临床相关的免疫调节功能; 另外长期使用拉米夫啶还会产生抗药性.
  因此,在逻辑上干扰素与拉米夫啶联合应用的效果可望在治疗的患者增加抑制病毒的能力,预防拉米夫定抗药性的产生和诱导机体的免疫反应.治疗的目的是持久性的治疗反应: HBV DNA < 10e5 拷贝数/毫升, ALT在停止治疗后 6-12个月内转为正常.
在小量人群中,由于某种免疫缺损,如肾透析,HIV,器官移植患者等,慢性乙肝的治疗可能无效.另外,在干扰素治疗中可能因毒性而不能治疗 (晚期肝硬化,自家免疫性疾病,有精神压抑的历史者). 对这些患者更需要联合治疗.
正在进展成肝硬化的乙肝病人; 伴有活动性肝炎的肝硬化病人,有静脉曲张性出血,产生腹水,肝癌的危险性; 高度病毒血症的慢性乙型肝炎有传播HBV的危险性;伴有额外肝脏并发症的慢性乙型肝炎.
表6-5 目前的单药治疗与联合治疗的对比
	治疗药物
	抗病毒
	免疫反应

	干扰素
	+
	++

	拉米夫啶
	++
	__

	联合治疗:干扰素+拉米夫啶
	+++
	+++

	联合治疗: 拉米夫啶+adefovir, entecavir(为产生抗性的抗病毒药)
	+++
	__


©综述所选择的研究:
  目的是要包括所有发表的大量的随机试验资料(每次24例或以上) 有代偿和免疫活性的慢性乙肝比较干扰素+拉米夫啶与经典的单药治疗拉米夫啶治疗(>100 mg/日疗程 52周), 经典的干扰素治疗:(10 MIU tiw 或5 MIU QD,疗程16-26 周)或空白对照. 除所选的4项研究外 (Schalm SW et al.2000, Barbaro G,et al 2001;Schiff ER et al 1998;Sanantonio T et al  2002;) 还包括24例或以上的接受拉米夫啶和干扰素进行治疗多个其它研究 (Tatulli I, et al 20015).
  治疗前病人的情况,特别是病毒的水平和类型, 转氨酶水平和过去的干扰素治疗可以影响联合治疗的效果.因此,不同的研究,仅在校正基值后才能进行比较.
©HbeAg阳性的肝炎
  曾进行3次大量随机的 HbeAg阳性慢性乙肝的治疗研究. 在第一次国际性的研究中(Schalm SW et al.2000 ),有 226 例过去未接受治疗的病人随机接受联合治疗:在用拉米夫啶预治疗 8 周(n=75), 干扰素-a 10MIU,3/周, 16周 (n=69)以后,用拉米夫啶 100 mg/日和干扰素-a 10MIU,3次/周 ,疗程16 周;或者单独拉米夫啶 100 mg/日,疗程 52 周(n=82). 其原始的疗效终点是在52周的HbeAg血清转化( HbeAg阴转, HbeAb阳转和 HBV DNA阴性).
在52周,HbeAg阴转率:联合治疗组为29 %;,干扰素组为 19%;拉米夫锭组为 18% (p=0.10和 p=0.12).联合治疗组与拉米夫啶单药组在52周时的HbeAg阴转率,在个案计划的比较分析180例病人时是有显著性差异的 (分别为36% 对 19%; p=0.02).
当时作者的结论是拉米夫啶和干扰素联合治疗的优越性应当做进一步的不同联合治疗方案的研究.
在第二篇发表的研究中,意大利研究者(Barbaro G,et al 2001)比较了 24周的干扰素联合治疗与 52周的拉米夫啶单药治疗,共151例HbeAg阳性慢性乙肝患者; 其中有20例对过去的干扰素治疗无反应性.这项研究完成了 94-96 % 的病人, 包括对联合治疗能良好耐受的病例.联合治疗组治疗结束后,HbeAg阴转率和血清 HBV DNA阴转率 为 35% ;而拉米夫啶单药治疗组为19%.在联合治疗组,HBeAg 和 HBV DNA的复发为 7% ; 拉米夫啶单药治疗组为21% . 联合治疗组的持久性的 HBeAg 阴转率为 33%;明显不同于拉米夫啶单药治疗组的15% .
在治疗设计时,最重要的要素是较长的联合治疗的疗程 (24周),在治疗结束时 (24或 52周)和追踪结束时(48 周后)进行评估. 这些试验的结果进一步支持联合治疗的优越性,这可增加HbeAg阳性乙肝患者持续反应率.
但是,试验报告同时还发现与过去的观察不同的情况.拉米夫啶治疗后, ALT转正率是 27%,肝组织活检改进率( Knodell 评价)为27% ,明显地低于另外的大量病例的研究. 另外,其总体的持续性反应率为 33%,
因此,综合结果表明联合治疗与发表的干扰素单药治疗的结果没有明显差异.不同于干扰素或PEG干扰素与病毒唑联合治疗HCV明显地优于干扰素或PEG干扰素的单独治疗.
另一次研究是比较 52 周的联合治疗和52周的PEG化的干扰素单药治疗的效果,结果也是类同.
第三项大量随机的研究(Schiff ER et al 1998)包括238例慢性 HbeAg阳性的乙肝病例,对过去的干扰素治疗无反应性者. HbeAg反应率(HBeAg阴转, HBeAb 阳转,HBV DNA 阴转)在治疗开始后12个月与空白对照组相似, (13%, n=56), 拉米夫啶 (18%, n=119) 和联合治疗16周后(在用拉米夫啶进行预治疗8 周后)(12%, n=63),没有统计学意义(Schiff ER et al 1998). 不幸的是在 1998年发表的摘要没有全文发表.这项未经证实的重要的初步研究结果是:联合治疗这类病人没有优越性;作者应公布个别病人的资料,以便科学家作进一步分析.
©抗Hbe阳性的乙肝
  第四项随机对照拉米夫啶-干扰素联合治疗的研究(Sanantonio T et al  2002)包括 50例抗Hbe阳性的慢性乙肝病例.
用拉米夫啶治疗100 mg/日 (n=26)共12个月,或拉米夫啶治疗100 mg/日+干扰素 5 MIU ,每周3次,在基础线上,所有病人 HBVDNA阳性,血清转氨酶升高. 21例过去曾用干扰素进行过治疗. 在治疗过程中,所有病人ALT转正和HBV DNA转阴. 当用定量PCR进行评估时, 拉米夫啶-干扰素联合治疗组 HBV DNA水平的下降快于拉米夫啶单药治疗组. 拉米夫啶-干扰素联合治疗组和拉米夫啶单药治疗组的病毒血症清除率在2个月时各为54 和27%;在6个月时各为 83和62%. 联合治疗的治疗反应率可维持到治疗结束;相反, 拉米夫啶单药治疗组由于有HBV突变的YMDD发生,而有5/26 (20%)的反跳.当治疗结束后,大多数病人复发; 在 18个月的持久性反应率:联合治疗组为 17% ;单药组为19%..
   由此可见,联合治疗可预防或推迟YMDD突变体HBV的出现, 但在12个月的疗程中,对单药拉米夫啶组观察不到持久性反应率的增加.
  意大利学者对29例连续性抗HBe/HBV DNA 阳性的患者的预期性批量研究 (Tatulli I, et al 20015)证明, 12 个月的联合治疗(拉米夫啶 +干扰素 6 MIU 3次/周)可以高度有效地诱导和维持病毒学和生化学指标的缓解(93%). 在联合治疗中未发现有YMDD突变体的 HBV.但是,在24个月的持续性治疗反应仅为14%.
香港中文大学Henry L Chan 等人研究PEG-干扰素与拉米夫啶联合治疗乙肝的疗效如表4-10  所示.
表6-6 PEG-干扰素与拉米夫啶联合治疗乙肝的病毒疗效
Mean Log HBV DNA ± SD
	周
	PEG-干扰素与
拉米夫啶
	拉米夫啶
	P值

	-8
	8.0 ±0.9
	-
	-

	-4
	7.1±1.0
	-
	-

	0
	6.6±1.4
	8.6±0.9
	0.0008

	4
	4.1±1.9
	6.6±1.4
	0.002

	8
	2.9±1.9
	5.4±2.1
	0.006

	16
	2.8±2.4
	5.7±1.8
	0.004

	24
	2.8±2.6
	5.0±2.3
	0.045


 
§核苷类似物的联合治疗
©对拉米夫啶有抗性的乙肝
  adefovir 和lamivudine 联合治疗对拉米夫啶有抗性慢性乙肝和HIV / HBV 合并感染, 患者为代偿失调的肝硬化或为肝移植后的复发性 HBV感染.
   在HIV/HBV合并感染的研究中(Tatulli I et al: 2001) 35 例用拉米夫啶治疗 (150 mg ,每日2次)作为抗反转录病毒治疗方案的一部分, 由于接受adefovir 10 mg,每日1次,共 48周使HBV发生 YMDD 突变,血清 HBVDNA 和转氨酶都反弹. 抗HIV的治疗仍维持. 在所有病人均观察到HBV复制受到抑制.血清 HBV DNA 平均从 10e8 ( log 8) 下降至10e5(24周)和10e4(48周). HbeAg阴转为 2/33 (6%).副反应是轻的. 血清 ALT从 8周到20周增加, 然后下降直到 48周; 病人中在每个时间内血清ALT的变数很大. 血清肌氨酐酸的增加,超过基线,大于 44 umol/L(2例); adefovir或抗病毒治疗可使血清肌氨酐酸回到基线.
在由于慢性乙肝的晚期肝硬化的研究中(Benhamou Y et al. 2001), 39例用拉米夫啶进行治疗 (每日100 mg ) ,由于接受加adefovir (每日10 mg)治疗出现YMDD 突变体 HBV,而使病毒反跳.在24周的初步结果 证明平均HBV DNA 从10e8 ( log 8)下降到10e5.所有病人血清HBV DNA有 2个对数的下降 ,30% 有 4个对数的下降.15%患者血清HB DNA转阴. HbeAg阴转的有 5/29 (16%).在许多病人中,HBV DNA的抑制与生化指标和临床症状的改善是相关联的. Child-Pugh 评价从6  下降到 5; 离基线的平均变化为 0,8,这一结果有统计学意义( p<0.001).除约有 50%的病人,其ALT转正外, 血清胆红素和白蛋白也明显改善. 副反应不常见. 未见血清肌氨酐酸增加( 0.5 mg/dL); 有1例乙肝恶化在16周死亡,1例因静脉曲张性出血而死亡.
在第三项研究中(Perillo R et al. 2001)有 131例在同种肝移植后肝炎,对拉米夫町啶有抵抗.( HBsAg, HBV DNA > 10e6 ( log 6) 血清转氨酶增高) ,接受 adefovir 治疗,10 mg,每日1次加基础治疗.; 治疗期不确定. adefovir 的剂量按肌氨酐酶的清除和免疫抑制相关的肾毒性而进行调整. 24和 48 周的血清 HBV DNA, 肝活性和肝功见表 14,这与过去的结果相似.
 
表6-7  Adefovir 附加治疗与生化学指标的改善
	 
	不正常试验的百分比

	肝功指标
	基线
	24周

	胆红素
	38
	18

	白蛋白
	51
	26

	凝血时间
	51
	41

	转氨酶ALT
	95
	49


 
ª展望
  目前,治疗慢性乙型肝炎的一线药物仍应以干扰素-a为主,因为干扰素不会产生一般意义上的抗药性;针对抑制病毒繁殖环节的药物,没有免疫调节活性,不能清除已经受病毒感染的细胞,而且均会产生不同程度的抗性.但是,目前干扰素或PEG干扰素治疗HBV患者的效果尚不理想,应当加强研究,提高疗效.可能的研究方向有:
1.干扰素与新一代反转录酶抑制剂或蛋白酶抑制剂联合应用治疗慢性乙型肝炎;
2.干扰素与其它的免疫调节剂联合应用治疗慢性乙型肝炎,如干扰素与SciClone公司生产的胸腺肽a1联合应用治疗乙型肝炎;
3.目前已知,III型干扰素(干扰素-l1,2,3)的受体不同于I和II型干扰素,使用III型干扰素治疗乙型肝炎可能有不同结果;
4.采用蛋白质工程的技术改造天然干扰素,以期获得更好的治疗效果.
 
二、丙型肝炎
　
  丙型肝炎有6个型别。经常变异。在我国大多数是1型；在美国，75%是1型。其中1a 型多于 1b型.1a 和 1b型HCV常与严重丙肝相关，并对干扰素-a2b治疗不敏感。
HCV是于1988年发现的.丙型肝炎从感染到肝损伤可长达20年.丙肝可导至肝硬化，肝癌和肝衰歇.在美国,丙肝是进行肝移植的主要原因；美国有450万丙肝病人.全球有约1.7-2.0亿病人.据估计，丙型肝炎如不治疗，其病死率将超过艾滋病.干扰素是在治疗丙型肝炎的药物中最为成功的一个.
　
表6-8 丙型肝炎血清学的指标
	缩写
	名称
	意义

	HCV RNA
	丙型肝炎RNA
	在感染后1周内可以检测出

	Anti-HCV
	HCV抗体
	 

	Anti-C100
	检测HCV抗体的第一代试剂
	在感染后2-5个月可检出

	Anti-C22
	检测HCV抗体的第二代试剂
	在感染后1-2个月可检出

	Anti-C33
	检测HCV抗体的第二代试剂
	在感染后1-2个月可检出


　
jINTRON A治疗丙型肝炎的疗效
  干扰素治疗方案为：每次3-5MU，每周3次，6-12个月为一个疗程。大约有50-70% 的患者对干扰素治疗是敏感的.大约有15—30% 患者有持久反应, 导至肝功恢复正常.治疗有效的患者在仃药后复发率高达40-60%。Damen M等（2001）认为干扰素长期治疗，可以明显地增加病毒学的稳定的反应率，特别是对用传统方法治疗后复发的病例.
k  国产干扰素-a2b 治疗丙型肝炎的疗效
  1996年我国由北京医科大学人民医院肝病研究所(为卫生部药物临床验证基地)与天津市传染病医院,浙江医大传染病研究所,常州市第三人民医院, 焦作市人民医院, 西安医科大学第一附属医院, 河南医科大学第二附属医院等单位对远策素(北京远策药业有限责任公司生产的重组人干扰素-a2b)治疗丙型肝炎进行多中心临床研究.
远策素 (rIFN-a2b),300万IU/肌肉注射，隔日一次，共3个月为一个疗程。共选丙型肝炎患者144例，其中对照组44例，治疗组100例,病程均在6个月以上, 平均病程2.4年.
病例选择标准为:ALT升高超过正常值1倍以上,HCV RNA阳性,抗HCV阳性或阴性.无其
它心、肾、内分泌、造血系统的明显疾病.
  所有患者在用干扰素治疗后，多数随着治疗时间的延长，其自觉症状如乏力、纳差、腹胀等均有不同程度的改善；最常见的副反应是发热，多数病人在37.3--39℃之间，随着用药时间延长而逐渐减轻甚至消失，其他全身关节痛、肌肉痛及流感样症状也较多见，但均较轻，全部病人均可耐受，无1例因此而停药.
  在用药过程中白细胞、血小板有部分病例有所下降，但给予生血药物后，可以恢复及坚持用药.
ALT治疗2个月后复常率超过50%，疗程满3个月后ALT复常率40%，下降率(和治疗前相比下降≥50%)23%，总降酶有效率可达63%.用药2个月后HCV RNA阴转率50%，3个月疗程结束后则达64%，抗HCV无变化.
这说明,远策素 (rhIFN-a2b)治疗丙型肝炎的疗效是确切的，且副作用轻、病人均可坚持治疗，因此SFDA批准进行Ⅲ期临床验证.验证结果与INTRON A 相似(结果未列).
 
§治疗前后症状体征变化
表6-9  远策素(rhIFN-a2b)治疗丙型肝炎患者治疗前后症状体征变化(n=100)
	用药时间
	出现症状、体征的病例数

	
	乏力
	纳差
	恶心
	腹胀
	低热
	黄疸
	肝大
	脾大

	用药前
	54
	34
	5
	17
	39
	3
	10
	6

	1个月
	30
	12
	2
	4
	28
	0
	8
	6

	2个月
	14
	3
	0
	1
	18
	0
	8
	6

	3个月
	5
	3
	0
	0
	7
	0
	8
	5


　
§治疗前后副反应产生情况
表6-10 远策素(rhIFN-a2b)治疗丙型肝炎患者治疗前后副反应产生情况(n=100)
	时间
	出现副反应的例数

	
	发热
	肌肉关节痛
	头痛
	脱发
	精神改变

	用药前
	0
	0
	0
	0
	0

	1个月
	60
	68
	10
	0
	0

	2个月
	0
	10
	0
	3
	2

	3个月
	0
	3
	2
	5
	0


  由表4-14可以看出最常见的副反应是发热、肌肉关节痛、头痛等感冒样症状，但随着治疗时间的延长，以上副反应即甚至消失，发热体温在37.3℃至39℃之间，且多在2周以内完全消失，病人均可耐受.
　
§用药前后外周血相的变化
表6-11  远策素(rhIFN-a2b)治疗丙型肝炎患者治疗前后外周血相的变化(n=100)
	 
	WBC(<40510n/L)
	PLT(<100510n/L)

	治疗前
	5.89                 
	144.40

	1个月
	4.63
	135.70

	2个月
	4.81
	120.83

	3个月
	5.10
	115.19


 
  由表6-11中可以看出在用药治疗过程中WBC及PLT常有不同程度下降，100例丙型肝炎患者中WBC下降最低者达2.7×109者，PLT下降最低至4.5×109者，给生血药物后多数均恢复正常，至疗程结束时，仍有3例低于正常，但所有因治疗引起的WBC及PLT降低的患者，无1例出现严重感染及出血倾向，也没有因此而停药终止治疗.
　
§治疗前后肝功的变化
表6-12  远策素(rhIFN-a2b)治疗丙型肝炎患者治疗前后肝功的变化(n=100)
	用药时间
	ALT(IU/L)
	AST(IU/L)
	TP(g/L)
	ALB(g/L)
	A/G

	用药前
	127.40
	85.02
	70.9
	43.6
	1.63

	1个月
	62.88
	53.04
	72.6
	42.6
	1.58

	2个月
	47.26
	42.56
	73.0
	43.6
	1.89

	3个月
	56.90
	49.92
	74.6
	44.3
	1.54


　
§治疗前后ALT及AST变化情况
表6-13    远策素(rhIFN-a2b)治疗丙型肝炎患者治疗前后ALT及AST变化情况(n=100)
	用药时间
	 
	1个月
	2个月
	3个月

	AIT
	复常
	21/100 (21.0)
	24/100(34.0)
	40/100(40.0)

	 
	下降*
	24/100(24.0)
	28/100(28.0)
	23/100(23.0)

	 
	总有效率
	45/100(45.0)
	62/100(62.0)
	63/100(63.0)

	 
	无效
	55/100(55.0)
	38/100(38.0)
	37/100(37.0)

	AST*
	复常
	13/61(29.5)
	30/61(49.2)
	30/61(49.2)

	 
	下降*
	8/61 (13.1)
	9/61(14.8)
	9/61(14.8)

	 
	总有效率
	26/61 (42.6)
	39/61(63.9)
	39/61(63.9)

	 
	无效
	35/61 (57.4)
	32/61(36.1)
	22/61(36.1)


*下降：ALT下降水平超过用药前的50%
**有部分患者未曾检测AST
　
   由表6-12，-13可以看出血清总蛋白及白蛋白用药前后无明显改变，A/G比值虽有轻度下降，但无统计学意义.
多数病人用药后ALT及AST均有明显复常及下降，和治疗前期比总有效率≥60%，治疗2个月后ALT复常率超过30%，疗程满3个月后，复常率达到40%,如再加上下降的约23%，总有效率（降酶作用）可达63%.
　
§用药前后病毒学指标的变化
表6-14远策素(rhIFN-a2b)治疗丙型肝炎患者治疗前后病毒学指标的变化情况(n=100)
	 
	HCV  RNA
	抗HCV

	 
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性

	用药前
	0/100
	100/100（100.0）
	6/100（6.0）
	94/100（94.0）

	   1 个月
	22/100（22.0）
	78/100（78.0）
	7/100（7.0）
	93/100（93.0）

	2个月
	50/100（50.0）
	50/100（50.0）
	8/10098.0）
	92/100（92.0）

	3个月
	64/100（64.0）
	36/100（36.0）
	9/100（9..0）
	91/100（91.0）


*括弧内数字为阴转率或阳性率
　
    表6-14显示,随着治疗时间延长，HCV RNA阴转率逐渐增加，3个月疗程完成后HCV RNA阴转率可达64.0%，但抗HCV无明显变化.
　
§.治疗组与对照组病毒学指标的比较：
　　对照组44例为应用其它降酶保肝药物治疗的丙型肝炎患者，其中男性39例，女性5例，平均年龄38.8岁；平均病程3.7年.此组病人和治疗组同样观察生化及病毒学指标，结果见表22.
表6-15远策素(rhIFN-a2b) 治疗组与对照组病毒学指标的比较
	 
	治疗组
	对照组
	P值

	 
	例数
	%
	例数
	%
	 

	ALT 复常及下降
	63/100
	63.0
	17/44
	38.0
	＜0.05

	HCV RNA阴转
	64/100
	64.0
	0/44
	 
	＜0.001


*较治疗前降低≥50%，对照组中无例ALT复常.
　
   由表6-15可以看出应用北京远策药业有限责任公司生产的rIFN-α2b治疗丙型肝炎患者无论在抗病毒HCV  RNA的阴转率的作用及降低转氨酶的作用均明显的优于一般降酶保肝治疗的效果，两者之间的差异有统计学意义.
　
§国产干扰素-α2b 治疗丙肝临床研究的结论
1.多数丙型肝炎患者，随着治疗时间的延长，其自觉症状如乏力、纳差、腹胀等均有不同程度的改善，但肝、脾肿大的改善不明显.
2.最常见的副反应是发热，多数病人在37.3-39℃之间，随着用药时间延长而逐渐减轻或消失.最长者约在10天左右，不超过2周.其它全身关节痛、肌肉痛及流感样症状也较多见，但均轻微，全部病人均可耐受，无1例因此停药.
3.在用药过程中，WBC及PLT常有不同程度下降，WBC最低者降至2.7×109/L；PLT最低降4.5×109/L，给予生血药后，均恢复正常，仅三例结束疗程仍低于正常值.但此类患者无1例出现严重感染及出血倾向.
4.多数病人用药后ALT、AST明显下降（和治疗前相比下降50%以上），治疗三个月后复常及下降的总有效率均超过60%.
5.血清总蛋白、白蛋白用药前后无明显变化，A/G比值虽有轻度下降，但无统计意义.
6.用药2个月后HCV RNA 阴转率达50%， 3个月疗程完成后阴转率达到64%，但抗HCV则无明显变化.
7.和44例应用一般常规降酶保肝药物治疗的丙型肝炎患者比较在ALT复常、下降及HVC RNA阴转，rIFN-α2b治疗组明显优于常规组、二者之间的差异有统计学意义.
8. III期临床试验的疗效与INTRON Ａ类似.
lPEG-干扰素-a2b治疗丙肝的疗效
2001年1月美国FDA批准Schering-Plough研制的长效干扰素a2b “Peg-Intron(TM)”投放市场治疗慢性丙型肝炎.Peg-Intron皮下注射，每周1次，疗程1年.患者可以自己注射.          
  在一次随机研究中，共1,219 例成人患者，比较了PEG-INTRON和INTRON A的疗效.使用PEG-INTRON时，采用的剂量为0.5, 1.0 或1.5 mcg/kg，皮下注射，每周1次；使用INTRON A 时，每次 3 MIU，皮下注射，每周3次，48周，仃药后再观察24周.结果表明，PEG-INTRON 1.0 mcg/kg剂量组24%患者有持久性病毒学反应和转氨酶转为正常，而INTRON A 组仅为12%.
采用PEG(40kd) IFN a2a 治疗慢性丙型肝炎，每周一次的病毒学的反应率高于每周3次注射普通干扰素.安全性相似，PEG(40kd) 干扰素a2a的适宜的剂量为180微克.（Reddy KR 2001, Zhang F.2003）
　
m PEG-INTRON与病毒痤联合应用治疗丙肝的疗效
  保持持久反应性的因素为：低病毒血症，除1以外的基因型，无肝硬化，肝内铁含量低，E2基因核苷酸变异小.延长疗程（>12个月）可以增加治疗反应的持续性.对无治疗反应性或复发的病例可考虑联合治疗，包括干扰素加indomethacin，干扰素加ketoprofen，干扰素加ribavirin.
  1998年6月3日美国FDA批准Schering Corporation（Kenilworth NJ）重组干扰素-α2b与Rebetol（ribavirin）联合应用治疗丙型肝炎，商品名为Rebetron.临床试验表明，联合治疗6个月，仃药追踪6个月，大约有45%的患者HCV水平持续降低，而单用干扰素再治疗只有5%.联合治疗后，患者肝脏活体组织检查有50%有炎症改善，而单纯用干扰素治疗为34%.Rebetol和干扰素治疗丙肝有严重的毒副作用，必须在医生严密监视下进行，包括死胎，致畸，因此妇女在接受时和在治疗后6个月不能怀孕.Rebetol可引起贫血，特别是有心血管疾患者尤为严重；干扰素还有精神症状，包括抑郁、自杀行为等.
总结干扰素-α2b与病毒唑治疗丙型肝炎的疗效如下图所示：
 
　
 [image: http://www.yuancepharmacy.cn/shuxun5.files/image017.jpg]
　
 
图6-7  不同干扰素-α2b制剂治疗丙型肝炎的持续性疗效（病毒学反应）
　
n干扰素与免疫增强剂联合应用治疗丙肝的疗效
  SciClone Pharmaceuticals 于2001年1月开始进行ZADAXIN 加PEG化的干扰素-a2a治疗丙型肝炎的III期临床试验.其中ZADAXIN是一种免疫系统增强剂，以促进机体的自然抗病毒和抗肿瘤能力.
  最近Maxim Pharmaceuticals宣布（2001.4.20）采用干扰素a联合Ceplene（histamine dihydrochloride）治疗丙型肝炎72周完成II期临床结果表明，有40%的病人获得完全、持久的治疗反应，使用高剂量的Ceplene（10 mg/周）高达44%.而单独使用干扰素组只有16%的病人获得完全、持久的治疗反应.目前正在进行干扰素、病毒唑和Ceplene联合治疗丙型肝炎.特别是I型，它对干扰素不敏感，但在美国和亚洲有70%丙型肝炎是由I型引起的.
使用Ceplene治疗丙肝的理由是，许多癌症病人和慢性病毒病患者的免疫系统受到抑制 ，不能清除受病毒感染的细胞，而Ceplene可以恢复机体的免疫功能.目前，Ceplene是一种尚在研究中的药物，除治疗丙肝外，还在12个国家用于治疗晚期转移性黑色素瘤和急性髓细胞性白血病（III期临床）以及晚期肾癌（II期临床）.
  oInfergen 加 Actimmune 治疗无反应的HCV
  InterMune公司今日宣称，回顾性临床分析评估每日用Infergen(R) (IFNcon-1)加每周3次的 (TIW) Actimmune(R) (干扰素g1b) 治疗慢性HCV患者,后者对用 peg化干扰素-a2加ribavirin质量无反应者. 临床资料分析日在Chicago召开的消化道疾病周 (DDW) 会议上发表. HCV患者第一线用PEG 干扰素加 ribavirin治疗后约有一半患者无病毒学反应(SVR) 和成为PEG干扰素无反应者. 在美国有 20万人为 PEG干扰素无反应者,这一数量还在增加,每年约增 5万人.
对PEG干扰素加ribavirin治疗无反应者开始进行为期48周的治疗: 15 微克/日 Infergen 加50微克干扰素-(Actimmune) TIW,不加ribavirin. 在 72周,测定血清HCV RNA.月有34% (17/50) 的患者获得SVR.
在进行此实验以前, 共50 例患者进行回顾性分析,患者的平均血红蛋白质降低,这是一种ribavirin治疗后的常见副反应.但是这些患者在用Infergen加 TIW Actimmune(不加ribavirin) 治疗8周后, 血红蛋白质水平恢复正常. 值得一提的是用于逆转 ribavirin相关性贫血的EPO对Infergen 加 Actimmune 治疗方案并不需要.
研究者的出结论:Infergen 单独或与Actimmune联合应用所引起的细胞抗病毒反应不同于干扰素alpha-2a 或 PEG-干扰素-a2b (BIO： May 16 2005).
   法国学者Souvignet C, Lejeune O, Trepo C.等人（2007）就迄今干扰素治疗HCV进行了总结。总结认为在过去的10多年中集中使用干扰素a2作为抗病毒和免疫调节剂治疗HCV有了很快的进展：首先，作为单药治疗效果不理想，在后,干扰素a 与病毒唑联合使用提高了抗病毒效果. 使约 50%的患者达到持久性的病毒学反应,其特征是 在受感染的个体最终清除病毒.惊奇的是, 这种协同作用迄今尚不能解释. 第三步是使用PEG化的干扰素，每周皮下注射1次以替代每周3次. PEG干扰素与病毒唑联合应用治疗 24-48周是目前的标准治疗方案，可使近60%的患者有持久的病毒学反应. 开发干扰素-a新剂型正在进行之中，初步结果令人鼓舞.
 
三、D 型肝炎
    慢性D 型肝炎的干扰素治疗方案为：9-10MU，每周3次，12个月为1个疗程，暂时性缓解（ALT正常，HDV RNA阴性）率不超过50%.持久反应率不超过20%.
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