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慢性ＨＢＶ感染患者特异性细胞免疫功能与病毒

载量的关系研究

韩海霞，吴玉兰，陈　琳，吴月平，邵建国△（江苏省南通市第三人民医院　２２６００６）

　　【摘要】　目的　探讨慢性乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染患者特异性细胞免疫功能与病毒载量的关系。方法　选

择５１例慢性乙型肝炎患者（Ａ组）、４３例乙型肝炎肝硬化患者（Ｂ组）和４０例体检健康者（Ｃ组）外，采用流式细胞术

检测人类白细胞抗原Ａ２（ＨＬＡＡ２），采用 ＨＬＡＡ２限制的 ＨＢＶｃｏｒｅ１８２７抗原表位肽五聚体（Ｐｒｏ５ＭＨＣ）法检测

Ｐｒｏ５ＭＨＣ、ＣＤ８双阳性细胞［ＨＢＶ特异性细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）］，并比较不同 ＨＢＶＤＮＡ水平患者各指标

检测结果。结果　Ａ组、Ｂ组 ＨＬＡＡ２阳性率均明显高于Ｃ组（犘＜０．０５）。随着 ＨＢＶＤＮＡ水平的升高，ＨＢＶ特

异性ＣＴＬ水平逐渐减低（犘＜０．０５），但ＣＤ８＋细胞水平无明显变化（犘＞０．０５）。ＨＢＶＤＮＡ水平大于１０５ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ的患者，Ｐｒｏ５ＭＨＣ／ＣＤ８＋水平明显低于 ＨＢＶＤＮＡ水平为１０３～１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的患者以及 ＨＢＶＤＮＡ水平小

于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的患者（犘＜０．０５）。结论　ＨＬＡＡ２是乙型肝炎肝硬化的易感基因之一。ＨＢＶ感染患者体内

ＨＢＶ特异性ＣＴＬ水平随着病毒复制程度的升高而减低。Ｐｒｏ５ＭＨＣ／ＣＤ８＋可作为判断病毒复制程度的客观指标。
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　　乙型肝炎由乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染所致。目前全球约

有３亿 ＨＢＶ感染患者，中国则为 ＨＢＶ感染高流行地区
［１２］。

ＨＢＶ特异性细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）介导的细胞免疫应

答在病毒清除和肝细胞损伤过程中具有重要作用。因此，研究

特异性ＣＴＬ数量和功能的变化，有利于了解乙型肝炎患者体

内特异性细胞免疫功能状态，阐明慢性乙型肝炎患者病情加重

的免疫学机制，还能为抗病毒治疗提供用药依据［３］。本研究采

用人类白细胞抗原 Ａ２（ＨＬＡＡ２）限制的 ＨＢＶｃｏｒｅ１８２７抗原

表位肽五聚体（Ｐｒｏ５ＭＨＣ）法，分析了慢性ＨＢＶ感染患者特异

性细胞免疫功能与病毒载量之间的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　将２０１１年９月至２０１２年１２月本院感染性

疾病科收治的乙型肝炎患者９４例纳入患者组，其中男６７例，

女２７例；年龄３４～６２岁，平均４７．５岁；包括慢性乙型肝炎５１

例（Ａ组）、乙型肝炎肝硬化４３例（Ｂ组）。所有患者均符合《慢

性乙型肝炎防治指南（２０１０年版）》制订的相关诊断标准
［４］。

排除标准：合并其他类型肝炎病毒感染、酒精性肝炎、免疫性疾

病，３个月内未接受过免疫调节剂及抗病毒治疗。另选择于本

院体检健康者４０例纳入健康对照组（Ｃ组），其中男２４例，女

１６例；年龄３２～５５岁，平均３９．５岁；均排除肝脏及免疫性

疾病。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　采集所有受试者晨起空腹肘静脉血至少４

ｍＬ，２ｍＬ置于普通试管中，分离血清标本用于 ＨＢＶＤＮＡ检

测；２ｍＬ置于乙二胺四乙酸二钾抗凝管中，用于流式细胞术

检测。

１．２．２　ＨＬＡＡ２基因等位型检测　取全血１００μＬ，加入异硫

氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的鼠抗人 ＨＬＡＡ２单克隆抗体（美国

ＢＤ公司）１０μＬ，室温条件下避光孵育３０ｍｉｎ，溶血处理后采用

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次；加入５００μＬＰＢＳ，采用ＸＬ流

式细胞仪（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）计数 ＨＬＡＡ２阳性

细胞。

１．２．３　ＨＢＶ抗原特异性ＣＴＬ检测　Ｐｒｏ５ＭＨＣ检测试剂盒

购自英国Ｐｒｏｉｍｍｕｎｅ公司，单克隆抗体针对的 ＨＢＶ抗原表位

肽为 ＨＢＶｃｏｒｅ１８２７，序列为 ＦＬＰＳＤＦＦＰＳＶ。ＦＩＴＣ 标记的

ＣＤ８单克隆抗体购自美国ＢＤ公司。取全血１００μＬ，加入ＣＤ８

单克隆抗体和五聚体单克隆抗体各１０μＬ，室温条件下避光孵

育３０ｍｉｎ，溶血处理后采用ＰＢＳ洗涤２次；加入５００μＬＰＢＳ，

采用 流 式 细 胞 仪 进 行 ＣＤ８ 和 Ｐｒｏ５ＭＨＣ 检 测，ＣＤ８ 和

Ｐｒｏ５ＭＨＣ双阳性细胞为 ＨＢＶ特异性ＣＴＬ，计算 ＨＢＶ特异

性ＣＴＬ在ＣＤ８＋细胞中所占百分比（Ｐｒｏ５ＭＨＣ／ＣＤ８＋）。

１．２．４　ＨＢＶＤＮＡ检测　采用７５００型荧光定量聚合酶链反

应（ＰＣＲ）检测仪（美国 ＡＢＩ公司）检测血清 ＨＢＶＤＮＡ水平，

检测下限为１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行数据处理及统计

学分析。计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验。计数

资料采用百分率表示，组间比较采用卡方检验。犘＜０．０５为比

较差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各研究组 ＨＬＡＡ２阳性率比较　Ａ、Ｂ、Ｃ组 ＨＬＡＡ２阳

性率分别为５０．９８％（２６／５１）、７２．０９％（３１／４３）、３０．００％（１２／

４０）。Ｂ组 ＨＬＡＡ２阳性率明显高于Ａ、Ｃ组（犘＜０．０５），Ａ组

ＨＬＡＡ２阳性率明显高于Ｃ组（犘＜０．０５）。

２．２　不同 ＨＢＶＤＮＡ水平 ＨＢＶ感染患者ＣＴＬ水平比较　

在９４例乙型肝炎患者中，共检出 ＨＬＡＡ２阳性患者５７例，按

ＨＢＶＤＮＡ水平将其分为小于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ组、１０
３
～１０

５

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ组、大于１０
５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ组，比较各组间 ＨＢＶ特异性

ＣＴＬ水平的差异，结果显示，随着ＨＢＶＤＮＡ水平升高，ＨＢＶ特

异性ＣＴＬ水平逐渐减低，各组间比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；各组间 ＣＤ８＋ 细胞水平比较差异无统计学意义（犘＞
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０．０５）；ＨＢＶ ＤＮＡ 水平大于 １０５ ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ 组 Ｐｒｏ５ＭＨＣ／

ＣＤ８＋水平明显低于其他两组（犘＜０．０５），１０３～１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ

组与小于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ组Ｐｒｏ５ＭＨＣ／ＣＤ８
＋水平比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　不同 ＨＢＶＤＮＡ水平 ＨＢＶ感染患者ＣＴＬ水平比较

ＨＢＶＤＮＡ

（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）
狀

ＨＢＶ

特异性ＣＴＬ
ＣＤ８＋

Ｐｒｏ５ＭＨＣ／

ＣＤ８＋

＜１０３ １９ ０．９５±０．３２ ２３．５５±９．０２ ３．９２±１．７５

１０３～１０５ ２１ ０．７３±０．２４ ２３．１２±９．１４ ３．０８±１．６１△

＞１０５ １７ ０．４２±０．２３＃ ２２．３４±８．６５ １．９７±１．１３

　　注：与小于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ组比较，犘＜０．０５；与１０３～１０５ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ组比较，＃犘＜０．０５；与大于１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ组比较，△犘＜０．０５。

３　讨　　论

机体免疫功能低下是 ＨＢＶ感染及大量复制的主要因素

之一。有研究显示，在 ＨＢＶＤＮＡ水平较高时进行抗病毒治

疗，才可有效实现免疫调节［５］。ＨＢＶ感染患者体内 ＨＢＶ特

异性ＣＴＬ在清除病毒方面发挥着重要作用。有研究显示，急

性 ＨＢＶ感染患者可针对不同 ＨＢＶ抗原肽产生高表达的特异

性ＣＴＬ，而慢性 ＨＢＶ感染患者特异性ＣＴＬ表达水平较低
［６］。

采用 ＨＬＡＡ２限制的 ＨＢＶｃｏｒｅ１８２７抗原表位肽五聚体

法检测 ＨＢＶ特异性ＣＴＬ，能真实、准确地反映ＣＴＬ的实际水

平［７］。与特异性ＣＴＬ应答密切相关的主要是 ＨＬＡＡ２。本研

究结果显示，乙型肝炎肝硬化患者 ＨＬＡＡ２阳性率明显升高，

说明 ＨＬＡＡ２阳性的慢性乙型肝炎患者更易进展至肝硬化。

在 ＨＢＶ ＤＮＡ 水 平 较 低 的 患 者 体 内，ＨＬＡＡ２ 限 制 的

Ｐｒｏ５ＭＨＣ阳性 ＨＢＶ特异性 ＣＴＬ表达水平明显升高，说明

ＨＢＶ特异性ＣＴＬ在 ＨＢＶ感染患者体内能够直接参与病毒

的清除。这与本院研究者之前的研究报道相符，即ＣＴＬ应答

水平随炎性反应程度的增高而增强，炎性反应程度越高，细胞

毒性反应越明显，更有利于病毒的清除［８］。

本研究对不同 ＨＢＶＤＮＡ水平的 ＨＢＶ感染患者ＣＴＬ水

平进行了比较，结果显示，随着 ＨＢＶＤＮＡ水平的升高，ＨＢＶ

特异性ＣＴＬ水平明显降低（犘＜０．０５），但ＣＤ８＋细胞水平无明

显变化（犘＞０．０５）；ＨＢＶＤＮＡ水平大于１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的患

者，Ｐｒｏ５ＭＨＣ／ＣＤ８＋明显低于 ＨＢＶＤＮＡ为１０３～１０５ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ的患者以及 ＨＢＶＤＮＡ小于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的患者（犘＜

０．０５），但 ＨＢＶＤＮＡ为１０３～１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的患者与 ＨＢＶ

ＤＮＡ小于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的患者之间，Ｐｒｏ５ＭＨＣ／ＣＤ８
＋ 比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。由此可见，ＨＢＶ感染患者体

内 ＨＢＶ特异性ＣＴＬ水平随着病毒复制活跃程度的增加而

减，Ｐｒｏ５ＭＨＣ／ＣＤ８＋则可作为判断病毒复制活跃程度的客观

指标。ＨＢＶＤＮＡ水平越低的患者，其体内 ＨＢＶ特异性ＣＴＬ

水平越高，可能是由于ＣＴＬ通过分泌干扰素１（ＩＮＦ１）产生抗

病毒作用，从而减轻肝细胞的损伤程度。此外，有流行病学调

查研究显示，ＨＢＶＤＮＡ水平异常升高的患者，进展至肝硬化、

肝癌的风险明显增加［９］。

综上所述，对慢性 ＨＢＶ感染患者进行特异性ＣＴＬ检测，

具有一定的临床应用价值，值得推广。本研究为慢性 ＨＢＶ感

染患者的免疫治疗提供了依据，也为深入研究 ＨＢＶ感染导致

肝细胞损伤的免疫学机制提供了新的思路。
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［９］ ＹｏｕＪ，ＺｈｕａｎｇＩ，ＺｈａｎｇＹＦ，ｅｔａｌ．ＰｅｒｉｐｈｅｒａｌＴｌｙｍｐｈｏ

ｃｙｔｅｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃ

ＨＢＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｗｉｔｈＨＢＶｌｏａｄ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓ

ｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００９，１５（２７）：３３８２３３９３．

（收稿日期：２０１４０２１２　　修回日期：２０１４０５２１）

（上接第２５７０页）

　　 Ｓ，ｅｔａｌ．Ｆｌｕｉｄａｔｔｅｎｕａｔｅｄｉｎｖｅｒｓｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｈｙｐｅｒｉｎｔｅｎｓｉ

ｔｙｉｎａｃｕｔｅｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｍａｙｎｏｔｐｒｅｄｉｃｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｒｅｂｒｏｖａｓｃＤｉｓ，２０１１，３２（４）：４０１

４０５．

［１０］黄小钦，贾建平，马青峰，等．ＮＩＨＳＳ评分结合 ＣＴ 血管

成像对超早期急性缺血性脑卒中临床预后的预测价值

［Ｊ］．中国康复理论与实践，２０１０，１６（２）：１０９１１２．

［１１］ＫｎｏｆｌａｃｈＭ，ＭａｔｏｓｅｖｉｃＢ，ＲüｃｋｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅ

ｃｏｖｅｒｙａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅＡ ｍａｔｔｅｒｏｆａｇｅＤａｔａｆｒｏｍ

ｔｈｅＡｕｓｔｒｉａｎＳｔｒｏｋｅＵｎｉｔＲｅｇｉｓｔｒｙ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，２０１２，

７８（４）：２７９２８５．

［１２］叶虹，罗群英．阿司匹林对脑梗死患者神经功能康复及缺

血性脑卒中再发的影响［Ｊ］．临床合理用药杂志，２０１０，３

（４）：６７．

（收稿日期：２０１４０１２２　　修回日期：２０１４０４２６）

·２７５２· 检验医学与临床２０１４年９月第１１卷第１８期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１８




