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　　【摘要】　目的　研究慢性乙型肝炎患者血清 ＨＢＶＤＮＡ含量与外周血Ｔ淋巴细胞亚群变化的关系，探讨慢性

乙型肝炎患者体内病毒含量与细胞免疫功能的关系。方法　采用流式细胞术检测６３例慢性乙型肝炎患者和３０例

体检健康者的外周血Ｔ淋巴细胞亚群；应用荧光定量聚合酶链反应检测慢性乙型肝炎患者血清 ＨＢＶＤＮＡ的含

量。结果　慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶＤＮＡ阴性组、ＨＢＶＤＮＡ阳性组与健康对照组比较，ＣＤ４＋和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋与

健康对照组比较逐渐降低（犘＜０．０１）。ＨＢＶＤＮＡ阳性组与 ＨＢＶＤＮＡ阴性组比较，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋减少（犘＜０．０５）。

ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组、ＨＢＶＤＮＡ高拷贝组与健康对照组比较，ＣＤ４＋和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋明显降低（犘＜０．０１）。ＨＢＶ

ＤＮＡ高拷贝组ＣＤ８＋高于健康对照组（犘＜０．０５）。ＨＢＶＤＮＡ高拷贝组的ＣＤ４＋低于 ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组（犘＜

０．０５），ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值明显降低（犘＜０．０１）。结论　慢性乙型肝炎患者因乙型肝炎病毒感染可导致体内Ｔ淋巴

细胞亚群的改变，ＨＢＶＤＮＡ高拷贝可加重患者细胞免疫功能的紊乱，使患者的免疫功能持续下降。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染人体后，如病毒在患者体内长

期持续复制且不能被清除，则导致疾病慢性化。慢性乙型肝炎

是免疫介导的疾病，患者机体细胞免疫功能紊乱，因Ｔ淋巴细

胞亚群失衡使机体不能有效地清除入侵的 ＨＢＶ而导致疾病

的慢性化［１］。本文通过检测慢性乙型肝炎患者血清 ＨＢＶ

ＤＮＡ含量及其外周血Ｔ淋巴细胞亚群，分析 ＨＢＶ感染后患

者血清 ＨＢＶＤＮＡ含量与细胞免疫功能的变化。

１　资料与方法

１．１　一般资料　６３例慢性乙型肝炎患者均为本院２０１３年

６～１０月住院患者，其中男３９例，女２４例，年龄１６～５６岁。其

诊断均符合２０１０年中华医学会肝病学分会与中华医学会感染

病学分会联合制定的《慢性乙型肝炎防治指南》中的诊断标

准［２］。根据 ＨＢＶ感染的 ＨＢＶＤＮＡ的含量不同，将其分为

ＨＢＶＤＮＡ阴性组（ＨＢＶＤＮＡ＜１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）和ＨＢＶＤＮＡ

阳性组（ＨＢＶＤＮＡ＞１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）。ＨＢＶＤＮＡ阳性组中

ＨＢＶＤＮＡ含量在１０３～１０
５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的为 ＨＢＶＤＮＡ低拷

贝组，ＨＢＶＤＮＡ含量在１０６～１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的为 ＨＢＶＤＮＡ

高拷贝组。另设健康对照组３０例，其中男１７例，女１３例，年

龄１８～５３岁，均为本院健康管理中心同期体检合格者，均无肝

炎、肿瘤及其他免疫性疾病史。

１．２　仪器与试剂　流式细胞仪为ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ（美国贝克

曼）公司的ＥｐｉｃｓＸＬ型流式细胞仪，ＣＤ３ＰＣ５、ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ８

ＰＥ荧光标记单克隆抗体及红细胞裂解液购于ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ

公司；荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）扩增仪为上海宏石医疗

科技有限公司的ＳＬＡＮ９６ＰＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ，ＨＢＶＤＮＡ

定量检测试剂盒购于上海复星长征医学科学有限公司。

１．３　方法

１．３．１　Ｔ淋巴细胞亚群检测　采集慢性乙型肝炎患者和健康

人空腹肝素抗凝血２ｍＬ，采用流式细胞仪测量ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、

ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的百分含量，并计算ＣＤ４＋／ＣＤ８＋。

１．３．２　ＨＢＶＤＮＡ定量检测　采集慢性乙型肝炎患者空腹静

脉血２ｍＬ，分离出血清，严格按照试剂盒说明书步骤操作，采

用ＦＱＰＣＲ技术检测血清 ＨＢＶＤＮＡ的含量。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，各组间差异采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　健康对照组、ＨＢＶＤＮＡ阴性组与 ＨＢＶＤＮＡ阳性组Ｔ

淋巴细胞亚群比较　与健康对照组比较，ＨＢＶＤＮＡ阴性组和

ＨＢＶＤＮＡ阳性组的ＣＤ３＋Ｔ细胞百分率和ＣＤ８＋Ｔ细胞百分

率均差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＣＤ４＋Ｔ细胞百分率和

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋明显减少（犘＜０．０１）。ＨＢＶＤＮＡ阳性组与ＨＢＶ

ＤＮＡ阴性组相比较，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 比值减少（犘＜０．０５）。见

表１。

表１　健康对照组、ＨＢＶＤＮＡ阴性组与 ＨＢＶＤＮＡ阳性组Ｔ淋巴细胞亚群比较（狓±狊）

组别 狀 ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

健康对照组 ３０ ７４．３８±８．６６ ３６．０４±８．３４ ２４．７７±５．９９ １．４７±０．１９

ＨＢＶＤＮＡ阴性组 ３４ ７３．３０±８．９８ ２９．１８±８．０６ａ ２７．１６±９．８８ １．２３±０．６３ａ

ＨＢＶＤＮＡ阳性组 ２９ ７０．２８±１１．７１ ２５．７７±７．６１ａ ２８．４４±７．８２ ０．９４±０．２９ａｂ

　　注：与健康对照组比较，ａ犘＜０．０１；与 ＨＢＶＤＮＡ阴性组比较，ｂ犘＜０．０５。

２．２　健康对照组、ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组与 ＨＢＶＤＮＡ高拷贝

组Ｔ淋巴细胞亚群比较　与健康对照组比较，随着 ＨＢＶ拷贝

数的增加，ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组和高拷贝组的ＣＤ４＋Ｔ细胞百

分率及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋均明显减少（犘＜０．０１）。ＨＢＶＤＮＡ高拷

贝组中ＣＤ８＋Ｔ细胞百分率则高于健康对照组（犘＜０．０５），

ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组中ＣＤ８＋Ｔ细胞百分率与健康对照组比
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较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＨＢＶＤＮＡ高拷贝组的

ＣＤ４＋细胞百分率低于 ＨＢＶ ＤＮＡ 低拷贝组（犘＜０．０５），

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋明显降低（犘＜０．０１）。见表２。

表２　健康对照组、ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组与 ＨＢＶＤＮＡ高拷贝组Ｔ淋巴细胞亚群比较（狓±狊）

组别 狀 ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

健康对照组 ３０ ７４．９０±８．３３ ３６．０４±８．３４ ２４．７７±５．９９ １．４７±０．１９

ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组 １３ ７０．７４±１１．２４ ２９．０６±７．６１ａ ２７．３４±６．９１ １．０８±０．２８ａ

ＨＢＶＤＮＡ高拷贝组 １６ ６９．９２±１２．４２ ２３．０９±６．６９ａｃ ２９．３４±８．６０ｂ ０．８３±０．２６ａｄ

　　注：与健康对照组比较，ａ犘＜０．０１，ｂ犘＜０．０５；与 ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组比较，ｃ犘＜０．０５，ｄ犘＜０．０１。

３　讨　　论

慢性乙型肝炎是由于 ＨＢＶ感染持续存在而不能清除，机

体长期处于免疫耐受状态，从而造成了肝组织的慢性损伤，其

发病机制是免疫损伤而不是 ＨＢＶ对肝细胞的直接细胞毒作

用［３］。Ｔ淋巴细胞在特异性免疫应答中起关键作用，是慢性乙

型肝炎患者免疫状态的重要指标。ＣＤ４＋Ｔ细胞即 Ｔ辅助

（ＴＨ细胞）和迟发型超敏反应性Ｔ细胞（ＴＤ细胞），能促进Ｂ

细胞、细胞毒性Ｔ细胞和其他免疫细胞的增殖及分化，调节体

液免疫和细胞免疫［４］。ＣＤ８＋Ｔ细胞主要包括细胞毒性 Ｔ细

胞（ＴＣ细胞）和抑制性Ｔ细胞（ＴＳ细胞）。ＴＣ细胞是细胞免

疫的主要效应细胞，对靶细胞具有杀伤活性，在接触病毒后，释

放胞浆内颗粒，产生颗粒酶和穿孔素，破坏靶细胞，造成细胞溶

解和细胞凋亡，这是 ＨＢＶ感染后引起肝细胞损伤的主要原

因，也是机体清除细胞内病毒的主要机制［５］；ＴＳ细胞通过释放

分泌可溶性介质下调体液免疫和细胞免疫［６］，对免疫应答有重

要的负调节功能。

在本研究中，慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶＤＮＡ阴性组和阳

性组与健康对照组比较，ＣＤ４＋Ｔ细胞百分率及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

降低。ＣＤ４＋Ｔ细胞生成减少，可致特异性抗体生成不足，机体

不能及时清除 ＨＢＶ，造成病毒在体内持续存在。ＨＢＶＤＮＡ

阳性 组 与 ＨＢＶ ＤＮＡ 阴 性 组 相 比 较，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 减 少。

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋是监测机体细胞免疫功能、反映机体免疫状态的

重要指标，该比值失衡可以导致免疫系统紊乱和一系列免疫病

理改变［７］。ＣＤ４＋／ＣＤ８＋下降与 ＨＢＶＤＮＡ复制水平显示出

一定的相关性，提示ＣＤ４＋／ＣＤ８＋可作为病毒复制水平的一个

参考指标［８］。

ＨＢＶＤＮＡ含量是反映 ＨＢＶ感染和复制程度的重要指

标。本研究中与健康对照组比较，随着 ＨＢＶ拷贝数的增加，

ＣＤ４＋Ｔ细胞百分率及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋显著减少，显示 ＨＢＶ的复

制与细胞免疫有关。ＨＢＶＤＮＡ高拷贝组中ＣＤ８＋Ｔ细胞百

分率则高于健康对照组，ＣＤ８＋Ｔ 细胞的增加是由于ＴＳ细胞

的增加，ＴＳ细胞能够抑制免疫反应，使机体对 ＨＢＶ反应低

下，ＴＳ细胞的增殖加重了免疫抑制
［９］。ＴＳ细胞还具有抑制机

体ＴＨ细胞的功能，使ＴＨ细胞数量减少，造成 ＨＢＶ难以清

除。慢性乙型肝炎患者肝活检组织中发现大量的ＴＣ细胞存

在于肝小叶坏死区周围，说明ＴＣ细胞可能与肝细胞的免疫损

害有关，ＣＤ８＋Ｔ细胞增多是引起肝细胞免疫损害的基础。

ＨＢＶＤＮＡ高拷贝组与 ＨＢＶＤＮＡ低拷贝组比较，ＣＤ４＋Ｔ细

胞百分率及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋下降，说明 ＨＢＶＤＮＡ高拷贝患者的

Ｔ淋巴细胞亚群变化更加明显，病毒高拷贝增加了细胞免疫功

能的紊乱。流行病学调查表明，持续高 ＨＢＶＤＮＡ水平，发生

肝硬化和肝细胞癌的患者明显增加，这说明高 ＨＢＶＤＮＡ水

平患者抗病毒、抗肿瘤免疫能力低下［１０］。

综上所述，慢性乙型肝炎患者持续感染 ＨＢＶ后，机体在

免疫力低下、不完全免疫耐受、自身免疫反应产生、ＨＢＶ基因

突变逃避免疫清除等情况下，可导致慢性肝炎或病毒持续感染

状态［１１］。ＨＢＶＤＮＡ的复制可以使慢性乙型肝炎患者的Ｔ淋

巴细胞亚群发生改变，细胞免疫功能下降。随着 ＨＢＶ长期持

续感染，ＨＢＶＤＮＡ拷贝数的增加，通过多种机制来抑制清除

病毒的免疫应答，从而加重了细胞免疫功能紊乱，可致患者免

疫功能持续下降。因此，慢性乙型肝炎患者在接受抑制病毒复

制治疗时结合免疫治疗来增强机体免疫功能，调节免疫，打破

机体免疫耐受状态，可降低 ＨＢＶ的持续感染。
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血Ｔ细胞亚群分析及与病毒载量相关性研究［Ｊ］．赣南医

学院学报，２０１２，３２（３）：３６０３６２．

［７］ 唐星火，卢东红．乙型肝炎相关疾病 ＨＢＶＤＮＡ载量与细

胞免疫功能的研究［Ｊ］．广西医科大学学报，２００７，２４（４）：

５４４５４５．

［８］ 何英，张允奇，吴润香，等．慢性乙型肝炎患者外周血Ｔ淋

巴细胞亚群变化与病毒复制的关系［Ｊ］．检验医学，２００９，

２４（１１）：８０８８１１．

［９］ 刘明，沈砋，陆颖，等．慢性乙型肝炎病毒感染者外周血Ｔ

细胞亚群变化与其血清 ＨＢＶＤＮＡ的水平分析［Ｊ］．中国

实验诊断学，２００８，１２（２）：２３２２３５．

［１０］韩宏艳，王鑫，孙静，等．乙型肝炎患者外周血Ｔ淋巴细胞

亚群变化与病毒复制的关系［Ｊ］．临床合理用药杂志，

２０１１，４（２６）：７３７４．

［１１］白留江．乙型肝炎患者 Ｔ淋巴细胞亚群检测的临床意

义［Ｊ］．肝脏，２０１１，１６（１）：８７８８．

（收稿日期：２０１４０１２２　　修回日期：２０１４０６０２）
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