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　　【摘要】　目的　研究慢性乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染患者外周血特异性ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）频率的变化及

临床价值。方法　采用乙型肝炎病毒核心抗原（ＨＢｃＡｇ）１８２７表位肽人类白细胞抗原（ＨＬＡ）Ａ０２０１五聚体及

ＣＤ８单克隆抗体，设计流式细胞技术检测 ＨＬＡＡ２
＋６例、ＨＬＡＡ２

－１２例非ＨＢＶ感染者、ＨＬＡＡ２
＋４９例和ＨＬＡ

Ａ２
－４２例 ＨＢＶ 感染者外周血中针对该肽段的特异性 ＣＴＬ 数量，占总计数 ＣＤ８＋ 细胞数百分比表示。

结果　ＨＬＡＡ２
－ＨＢＶ感染未抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ（０．３０％～１４．４０％，中位数１．１３％，狀＝２０）与 ＨＬＡＡ２

－非

ＨＢＶ感染者（０．３３％～３．９０％，中位数１．０４％，狀＝１２），差异无统计学意义（犘＞０．０５），但显著低于 ＨＬＡＡ２
－抗病

毒治疗者（０．２５％～２０．３０％，中位数２．１１％，狀＝２２，犘＜０．０５）；ＨＬＡＡ２
－抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ和 ＨＬＡＡ２

＋

未抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ（０．２０％～２９．９０％，中位数２．２２％，狀＝２０）均显著高于 ＨＬＡＡ２
－非 ＨＢＶ感染者（犘＜

０．０１）；ＨＬＡＡ２
＋抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ（０．１４％～３９．２２％，中位数１．３３％，狀＝２９）显著高于 ＨＬＡＡ２

－非 ＨＢＶ

感染者（犘＜０．０５）。ＨＬＡＡ２
＋未抗病毒组中血清 ＨＢＶＤＮＡ＜１０

３ｃｏｐｙ／ｍＬ、丙氨酸氨基转移酶小于４０Ｕ／Ｌ者特

异性ＣＴＬ频率增高（犘＜０．０５、０．０１）。结论　ＨＢＶ抗原肽ＨＬＡＡ０２０１五聚体流式细胞技术能在体外直接检测

外周血 ＨＢＶ特异性ＣＴＬ频率的变化，其水平一定程度反映不同临床感染状态慢性 ＨＢＶ感染患者Ｔ淋巴细胞对

特异性抗原表位免疫应答的差异。

【关键词】　人类白细胞抗原Ａ２抗原；　主要组织相容性复合物五聚体；　ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞；　流式细胞术
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）的发病机制主要是机体清除 ＨＢＶ

而引发的细胞免疫病理改变，而Ｔ辅助细胞、细胞毒性Ｔ细胞

免疫机制可能是乙型肝炎发病机制的中心环节；特异性ＣＤ８＋

Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）活化以及生物学效应都严格受人类白细胞

抗原１（ＨＬＡＩ）限制，不同 ＨＬＡＩ等位型个体可以有不同的

抗原表位。作者采用的表位肽是针对 ＨＬＡＡ０２０１等位型

个体（与 ＨＬＡＡ２相同），在四聚体基础上改进的主要组织相

容性复合物（ＭＨＣ）五聚体（ｐｅｎｔａｍｅｒｓ）结合流式细胞技术定

量分析不同临床感染状态慢性 ＨＢＶ患者外周血抗原特异性

ＣＴＬ，探讨其临床应用价值。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　４８例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）、３１例肝硬化

（ＬＣ）、１２例原发性肝癌（ＰＨＣ）为２０１１年９月至２０１２年５月

南通市第三人民医院住院患者，其中男５５例、女３６例，年龄

１７～８６岁，诊断符合２０００年第十次全国病毒性肝炎及肝病学

术会议修订的病毒性肝炎诊断标准。所有患者均排除甲、丙、

丁、戊型肝炎病毒以及巨细胞病毒（ＣＭＶ）、ＥＢ病毒、人类免疫

缺陷病毒（ＨＩＶ）感染，无自身免疫性疾病，无嗜酒史，无肝毒性

药物使用史。其中５１例进行核苷类药物抗病毒治疗（单用拉米

夫定１３例、阿德福韦酯１０例、恩替卡韦１０例、替比夫定２例、

１６例序贯治疗或联合治疗）。以１８例手足口病、妊娠肝损害、酒

精性肝炎、丙型肝炎、戊型肝炎等非ＨＢＶ感染者作对照。

１．２　主要试剂及来源　异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）结合鼠抗人

ＨＬＡＡ２单克隆抗体、ＦＩＴＣ结合的鼠抗人ＣＤ８单克隆抗体、

溶血素购自ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司，ＨＬＡＡ０２０１限制 ＨＢＶ

抗原表位肽五聚体复合体（Ｐｒｏ５ＴＭ ＭＨＣＰｒｅｎａｍｅｒｓ）购自英

国Ｐｒｏｉｍｍｕｎｅ公司，所含 ＨＢＶ抗原表位肽为 ＨＢｃＡｇ１８２７，

序列为ＦＬＰＳＤＦＦＰＳＶ。

１．３　方法

１．３．１　ＨＬＡＡ２等位型的鉴定　采用流式细胞术，所有研究

对象取１００μＬ肝素钠抗凝新鲜全血，加入检测管和对照管，分

别加入 ＨＬＡＡ２单克隆抗体及同型对照１０μＬ，１６～２７℃，避

光放置３０ｍｉｎ，经溶血，用含５ｇ／Ｌ牛血清清蛋白、０．５ｇ／Ｌ叠

氮钠、０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，用于流式细胞仪

检测，每份样本均设阴性对照。

１．３．２　五聚体和ＣＤ８染色　所有研究对象分设双阴性对照

管、五聚体阴性和ＣＤ８阳性对照管、五聚体和ＣＤ８双阳性检测

管，每管取新鲜肝素钠抗凝全血１００μＬ，加入１μＬＭＨＣ五聚

体和１０μＬＣＤ８单克隆抗体以及相应的同型对照混匀，避光冰

上孵育３０ｍｉｎ，加２ｍＬ１×溶血素（ＦＡＣＳ）裂解液置室温１０

ｍｉｎ，待细胞悬液变成真性溶液后，用含５ｇ／Ｌ牛血清清蛋白、

０．５ｇ／Ｌ叠氮钠、０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤２次。１０ｇ／Ｌ多聚甲醛

固定，用于流式细胞仪检测。

１．３．３　流式细胞仪检测抗原特异性ＣＴＬ　采用贝克曼库尔

特ＥＰＩＣＳＸＬ４流式细胞仪。数据分析采用 ＸＬＳＹＳＴＥＭⅡ

数据分析软件进行。以淋巴细胞设门，计数２００００个ＣＤ８阳

性细胞。同时计数ＣＤ８和Ｐｅｎｔａｍｅｒｓ双阳性细胞为 ＨＢＶ特

异性的ＣＴＬ细胞。特异性ＣＴＬ细胞的阳性率（％）（Ｐｅｎｔａｍ

ｅｒｓ）＝ 五聚体＋ＣＤ８＋／ＣＤ８＋×１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件中的相关方法，

实验结果以中位数（全距）表示，组间资料显著性分析采用秩和

检验［１２］。

２　结　　果

２．１　ＨＬＡＡ２等位型鉴定　１８例非 ＨＢＶ 感染者中６例

ＨＬＡＡ２
＋、１２例 ＨＬＡＡ２

－。４８例ＣＨＢ中２４例 ＨＬＡＡ２
＋、

２４例 ＨＬＡＡ２
－；３１例 ＬＣ中１８例 ＨＬＡＡ２

＋、１３例 ＨＬＡ

Ａ２
－；１２例ＰＨＣ中７例 ＨＬＡＡ２

＋、５例 ＨＬＡＡ２
－；不同临床

感染状态慢性 ＨＢＶ 感染者中 ＨＬＡＡ２
＋ 比例占 ５３．８％

（４９／９１）。

２．２　特异性ＣＴＬ与抗病毒治疗、血清 ＨＢＶＤＮＡ、丙氨酸氨

基转移酶（ＡＬＴ）的关系

２．２．１　慢性 ＨＢＶ感染患者外周血特异性ＣＴＬ频率与抗病

毒的关系　非 ＨＢＶ感染 ＨＬＡＡ２
－者特异性ＣＴＬ中位数与

ＨＬＡＡ２
＋者差异无统计学意义（犘＞０．０５），以 ＨＬＡＡ２

－ 非

ＨＢＶ感染者作为本研究对照组。ＨＬＡＡ２
－未抗病毒治疗者

特异性ＣＴＬ中位数与 ＨＬＡＡ２
－对照组间差异无统计学意义

（犘＞０．０５），ＨＬＡＡ２
＋抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ显著高于对

照组（犘＜０．０５），ＨＬＡＡ２
＋ 未抗病毒治疗者和 ＨＬＡＡ２

－ 抗

病毒治疗者特异性ＣＴＬ均显著高于对照组（犘＜０．０１，表１）。

ＨＬＡＡ２
＋抗病毒治疗者与 ＨＬＡＡ２

＋未抗病毒治疗者间特异

性ＣＴＬ中位数差异无统计学意义（犘＞０．０５），而 ＨＬＡＡ２
－抗

病毒治疗者特异性ＣＴＬ中位数显著高于 ＨＬＡＡ２
－未抗病毒

治疗者（犘＜０．０５）。

表１　慢性 ＨＢＶ感染患者外周血特异性ＣＴＬ频率

　　　与抗病毒的关系

组别
ＨＬＡＡ２－

全距％ 中位数 狀

ＨＬＡＡ２＋

全距％ 中位数 狀

抗病毒治疗 ０．２５～２０．３０ ２．１１ａｄ ２２ ０．１４～３９．２２ １．３３ｂ ２９

未抗病毒治疗 ０．３０～１４．４０ １．１３ｃ ２０ ０．２０～２９．９０ ２．２２ａ ２０

非ＨＢＶ感染者 ０．３３～３．９０ １．０４ １２ ０．２９～３．３０ １．４３ｃ ６

　　注：与 ＨＬＡＡ２非 ＨＢＶ感染者比较，ａ犘＜０．０１，ｂ犘＜０．０５，ｃ犘＞

０．０５；与 ＨＬＡＡ２－未抗病毒治疗比较，ｄ犘＜０．０５。

２．２．２　外周血特异性ＣＴＬ中位数与血清 ＨＢＶＤＮＡ的关系

　血清 ＨＢＶＤＮＡ＜１０
３ｃｏｐｙ／ｍＬＨＬＡＡ２

－、ＨＬＡＡ２
＋抗病

毒治疗者特异性ＣＴＬ中位数均高于 ＨＢＶＤＮＡ 为１０３～１０
５

ｃｏｐｙ／ｍＬ、＞１０
５ ｃｏｐｙ／ｍＬ 者，但差异无统计学意义 （犘＞

０．０５）。ＨＬＡＡ２
－未抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ中位数组间差

异无统计学意义；ＨＬＡＡ２
＋未抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ中位

数有增高趋势，且后两者间差异有统计学意义（犘＜０．０５，表２）。

２．２．３　外周血特异性 ＣＴＬ中位数与血清 ＡＬＴ的关系　

ＨＬＡＡ２
－、ＨＬＡＡ２

＋ 抗病毒治疗者特异性 ＣＴＬ中位数随

ＡＬＴ水平降低，特异性ＣＴＬ中位数有增高趋势，但差异无统

计学意义。ＨＬＡＡ２
－未抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ中位数组

间差异无统计学意义；ＨＬＡＡ２
＋未抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ

中位数在ＡＬＴ４０～１００Ｕ／Ｌ者与ＡＬＴ＜４０Ｕ／Ｌ者间差异有

统计学意义（犘＜０．０１，表３）。

表２　慢性 ＨＢＶ感染者外周血特异性ＣＴＬ频率与血清 ＨＢＶＤＮＡ的关系

ＨＢＶＤＮＡ

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

ＨＬＡＡ２－抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

ＨＬＡＡ２＋抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

ＨＬＡＡ２－未抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

ＨＬＡＡ２＋未抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

＞１０５ ０．３８～７．８２ １．８８ａ ６ ０．１４～２．４０ １．４４ａ ４ ０．３４～６．４８ １．４８ａ １２ ０．３３～１０．００ １．５５ａ ９

１０３～１０５ ０．８４～１２．２０ １．４８ａ ４ ０．５８～３９．２２ １．３１ａ １１ ０．９３～１．５６ １．２５ａ ２ ０．２０～３．０５ １．９３ｂ ６

＜１０３ ０．２５～２０．３０ ２．８０ １２ ０．３２～１８．４０ ２．２５ １４ ０．３０～１４．４０ ０．６６ ６ ０．７２～２９．９０ ５．１７ ５

　　注：与血清 ＨＢＶＤＮＡ＜１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ组比较，ａ犘＞０．０５，ｂ犘＜０．０５。

·００５２· 检验医学与临床２０１３年１０月第１０卷第１９期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１９



表３　慢性 ＨＢＶ感染者外周血特异性ＣＴＬ频率与血清ＡＬＴ的关系

ＡＬＴ

（Ｕ／Ｌ）

ＨＬＡＡ２－抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

ＨＬＡＡ２＋抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

ＨＬＡＡ２－未抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

ＨＬＡＡ２＋未抗病毒

全距（％） 中位数（％）狀

＞１００ ０．６４～２．１４ １．３９ａ ２ ０．１４～３９．２２ １．７２ａ ８ ０．３０～６．４８ ０．９９ａ ７ ０．３３～２９．９０ ２．８８ａ ６

４０～１００ ０．３８～１０．６９ ２．０８ａ １０ ０．４１～５．４１ １．０３ａ ８ ０．４０～２．７３ １．２７ａ ５ ０．２０～１．７７ １．１０ｂ ５

＜４０ ０．２５～２０．３０ ３．４３ １０ ０．３２～１８．４０ ２．３０ １３ ０．３４～１４．４０ １．２５ ８ ０．７２～１０．００ ３．０５ ９

　　注：与血清ＡＬＴ＜４０Ｕ／Ｌ组比较，ａ犘＞０．０５，ｂ犘＜０．０１。

３　讨　　论

细胞免疫在 ＨＢＶ感染中发挥主要作用，针对 ＨＢＶ各类

抗原表位的特异性ＣＴＬ作为主要的效应细胞与病毒清除和肝

细胞损伤直接相关［３］。ＣＴＬ细胞的活化以及生物学效应都严

格地受主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）Ⅰ类分子限制（人的

ＭＨＣ称 ＨＬＡ复合体），与特异性ＣＴＬ应答密切相关的主要

是 ＨＬＡＡ、ＨＬＡＢ、ＨＬＡＣ，尤其是 ＨＬＡＡ。目前已确定的

ＣＴＬ表位大多为 ＨＬＡＡ０２０ｌ限制
［４］。本研究中，ＨＬＡＡ２等

位型鉴定结果显示慢性 ＨＢＶ感染者中 ＨＬＡＡ２
＋ 占５３．８％

（４９／９１）。朴文花等
［５］报道 ＨＬＡＡ２（Ａ０２０１）约占我国健康

人的４５％，占慢性乙型肝炎患者的６０％左右。另外 ＨＬＡＡ

２４０２型别也有报道，约占３２．９％
［６］。

ＭＨＣ多肽复合物中的多肽通过与ＣＤ８＋ 抗原特异性的

ＣＴＬ表面的αβ型Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）相互作用，来完成Ｔ细胞

对靶细胞抗原或ＡＰＣ递呈抗原的识别功能，进而杀伤感染细

胞［７］。本实验所用 ＭＨＣ肽五聚体是根据Ｔ细胞活化的双识

别原理，用生物工程技术将 ＭＨＣⅠ类分子重链α与β２微球

蛋白在体外组装，并结合抗原表位肽形成一个能够与相应

ＴＣＲ特异性结合的单体，再将５个单体组装在一起。

王洪等［８］利用可溶性 ＭＨＣ肽四聚体（ｔｅｔｒａｍｅｒｓ）检测慢

性肝炎患者的特异性 ＣＴＬ，一般为０．０５％～１．２０％。陈瑜

等［２］发现健康对照组、ＨＬＡＡ２
－急性乙型肝炎对照组、ＨＬＡ

Ａ２
－慢性乙型肝炎对照组的特异性的ＣＤ８＋Ｔ细胞均不超过

０．０２％。由于 ＭＨＣ五聚体法 （ＭＨＣＰｅｎｔａｍｅｒＳ）的 ５ 个

ＭＨＣ肽复合物呈平面构象，每个 ＭＨＣ肽复合物均可与Ｔ细

胞受体（ＴＣＲ）结合，而ｔｅｔｒａｍｅｒｓ的４个 ＭＨＣ肽复合物呈四

面体构象，至多只有３个ＭＨＣ肽复合物可与同一Ｔ细胞表面

的ＴＣＲ结合，故ｐｅｎｔａｍｅｒｓ比ｔｅｔｒａｍｅｒｓ有更高的亲合力，从

而能够检测更低亲合力的Ｔ细胞；另一方面，ＭＨＣＰｅｎｔａｍｅｒｓ

法有更强的信号和减少背景染色，能够有更高的敏感性来检测

稀少的抗原特异性ＣＴＬ，所以本研究对象特异性ＣＴＬ水平均

高于文献的报道，甚至 ＨＬＡＡ２
－ 患者具有较高的特异性

ＣＴＬ，可能与 ＨＬＡＡ２等位型鉴定方法不同及 ＨＬＡＡ０２０１

限制性ＣＴＬ能交叉识别那些非 ＨＬＡＡ０２０１的其他 ＨＬＡ

Ａ２超型分子递呈的表位肽也有关
［９］。另外αβ型Ｔ细胞受体

（ＴＣＲ）与辅受体（ＣＤ４或ＣＤ８）组成的复合受体，仅识别 ＭＨＣ

Ⅱ类分子或 ＭＨＣⅠ类分子荷载抗原肽的复合物（ｐＭＨＣ），至

少存在有不同生理学意义的两种类型，一种为对抗原肽的特异

性识别基本单位，是免疫应答特异性的基础；另一类是可特异

性识别 ＭＨＣ分子的基本单位，其对抗原肽识别有混杂性，是

识别时 ＭＨＣ制约性的基础
［１０１１］。

本研究结果显示，ＨＬＡＡ２
－未抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ

中位数与ＨＬＡＡ２
－非ＨＢＶ感染者间差异无统计学意义（犘＞

０．０５），ＨＬＡＡ２
＋未抗病毒治疗者、ＨＬＡＡ２

－抗病毒治疗者特

异性ＣＴＬ中位数均高于对照组，表明在慢性 ＨＢＶ感染时，患

者体内抗原特异性ＣＴＬ与 ＨＢＶ并存，特异性ＣＴＬ的存在并

不能代表机体的保护性反应，不同临床感染状态慢性 ＨＢＶ患

者外周血特异性ＣＴＬ频率存在差异。在 ＨＢＶ 感染时，特异

性ＣＴＬ在感染急性期最高，其次是感染后自愈者，最后是慢性

感染患者［１２］。由于慢性 ＨＢＶ感染者外周血和肝内 ＨＢＶ非

特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞ＩＬ２表达低下、肝内细胞产生的免疫细胞

抑制因子ＩＬ１０、ＨＢＶ特异性Ｔ细胞产生的ＴＧＦβ发生协同作

用，进而抑制ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞的增殖，使Ｔ淋巴细胞

易于发生Ｂｉｍ介导的凋亡
［１３１５］；病毒持续性感染过程中，高滴

度的抗原水平也是引起Ｔ细胞功能耗竭的重要因素之一。其

可能机制是ＣＤ８＋Ｔ细胞持续性的同大量抗原ＭＨＣ分子结

合，最终导致Ｔ细胞的耗竭
［１６］。因此推测过低的抗原特异性

ＣＴＬ反应可能是肝炎病毒感染更容易慢性化的原因之一。阻

断Ｔ细胞自身抑制性受体程序性死亡受体（ＰＤ１）、细胞毒性

Ｔ淋巴细胞抗原４（ＣＴＬＡ４）、凋亡前体蛋白（Ｂｉｍ）表达及介导

的细胞凋亡能协同恢复耗竭的 ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞的部

分功能［１７１９］。

ＨＢＶ感染者特异性ＣＴＬ水平高低与病毒清除和ＡＬＴ水

平的关系研究结论存在差异［８，２０］。抗病毒治疗的ＣＨＢ患者分

析研究发现，ＨＢＶ ＤＮＡ 量的减少只能引起 ＨＢＶ 特异性

ＣＤ８＋Ｔ细胞短暂的重建
［１７，２１２２］。本研究结果显示，ＨＬＡＡ２

＋

未抗病毒组中血清 ＨＢＶＤＮＡ＜１０
３ｃｏｐｙ／ｍＬ、ＡＬＴ＜４０Ｕ／Ｌ

者特异性ＣＴＬ频率增高，说明在慢性感染患者之间低病毒复

制、肝损伤轻者比高病毒复制、肝损伤重者高，与文献报道［５，

２３２４］结果相似。ＨＬＡＡ２
－抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ频率

显著高于 ＨＬＡＡ２
－未抗病毒治疗者，随着血清 ＨＢＶＤＮＡ、

ＡＬＴ水平的降低 ＨＬＡＡ２
－、ＨＬＡＡ２

＋抗病毒治疗者特异性

ＣＴＬ数有增高趋势，提示无论 ＨＬＡＡ２
－还是 ＨＬＡＡ２

＋慢性

ＨＢＶ感染抗病毒治疗者特异性ＣＴＬ检测均有指导意义。由

于本文每组病例数偏少，在一定程度上影响了结果分析；此外，

本文未对抗病毒治疗者治疗前后的进行动态观察，是明显的不

足，准备扩大病例数及进行抗病毒前后的动态观察研究。
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剂ＳＴＩ５７１能否治疗这部分患者则有待进一步验证。

综上所述，ｃＫｉｔ阳性胃癌患者具有较差的预后，但ｃＫｉｔ

的生物学功能及是否能够成为治疗靶点则有待进一步体内外

研究。
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ｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＣａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｂｙｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００９，１３８（４）：６４５６５９．

（收稿日期：２０１３０２１８　修回日期：２０１３０５１２）

·２０５２· 检验医学与临床２０１３年１０月第１０卷第１９期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１９




