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乙型肝炎患者外周血各淋巴细胞亚群绝对值的变化及

临床意义
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　　【摘要】　目的　分析乙型肝炎患者外周血各淋巴细胞亚群的绝对值的变化，以评估乙型肝炎患者机体的免疫

水平。方法　选取２０１２年６月至２０１４年８月在上海交通大学医学院附属新华医院就诊的１０９例乙型肝炎肝患者

作为乙型肝炎组，另选取２０例同期体检健康者作为健康对照组。采集所有研究对象的促凝和肝素抗凝外周血，临

床检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）抗原抗体免疫指标，采用实时定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测 ＨＢＶＤＮＡ载量，采用流

式细胞术检测其外周血各淋巴细胞亚群的百分比与绝对值。并根据乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）表达水平及 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量将患者分为 ＨＢｅＡｇ阳性组与阴性组，以及 ＨＢＶＤＮＡ阳性组与阴性组，比较外周血各淋巴细胞亚群绝

对值。结果　乙型肝炎患者外周血ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔ辅助细胞（ＣＤ４＋Ｔｈ细胞）、ＣＤ８＋杀伤性Ｔ细胞（ＣＤ８＋Ｔｃ

细胞）、ＣＤ１９＋Ｂ细胞绝对数均低于健康对照组（犘＜０．０５），组间ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋自然杀伤性细胞（ＮＫ细胞）绝

对数比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＨＢｅＡｇ阴性患者外周血ＣＤ３
＋Ｔ、ＣＤ４＋Ｔｈ、ＣＤ８＋Ｔｃ及ＣＤ１９＋Ｂ细胞绝

对值均低于 ＨＢｅＡｇ阳性患者（犘＜０．０５），但ＣＤ３
－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞绝对值比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；ＨＢＶＤＮＡ阳性患者ＣＤ４＋Ｔｈ细胞绝对值低于 ＨＢＶＤＮＡ阴性患者（犘＜０．０１），其余各淋巴细胞亚群的绝

对值比较差异均无统计学意义 （犘＞０．０５）。结论　乙型肝炎患者外周血淋巴细胞绝对数量的变化可提示其免疫功

能的紊乱。

【关键词】　乙型肝炎；　淋巴细胞亚群绝对数；　细胞免疫；　流式细胞术
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的发病率呈明显上升趋势。多项研究表明，在乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）感染致肝脏损伤的过程中，多种免疫细胞参与其免疫

应答过程，而机体的免疫状态决定着 ＨＢＶ感染后疾病的转归

及疗效。本研究通过流式细胞术检测乙型肝炎患者外周血各

淋巴细胞亚群ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔ辅助细胞（ＣＤ４＋Ｔｈ细

胞）、ＣＤ８＋ 杀伤性 Ｔ 细胞（ＣＤ８＋Ｔｃ细胞）、ＣＤ１９＋Ｂ细胞、

ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋自然杀伤细胞（ＮＫ细胞）的百分比和绝对

数值，以评估乙型肝炎肝患者的免疫功能，为临床免疫调节治

疗提供帮助和指导。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年６月至２０１２年８月在本院就诊

的１０９例乙型肝炎肝患者纳入乙型肝炎组，其中男６４例、女

４５例，年龄２１～８３岁，平均５３岁，排除合并自身免疫性疾病、

其他类型肝炎等疾病者。另选取同期在本院体检健康的志愿

者２０例纳入健康对照组，其中男１１例、女性９例，年龄２７～８１

岁，平均５９岁。采集所有研究对象促凝和肝素抗凝外周血，均

在４ｈ内进行检测分析。

１．２　仪器与试剂　美国雅培ｉ２０００化学发光免疫分析仪及其

配套试剂；美国ＡＢＩ７５００实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）

仪及上海匹基生物有限公司生产试剂；美国强生全自动生化分

析仪及其配套试剂。美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＦＣ５００流式细胞

仪；藻红蛋白花青苷７（ＰＣ７）标记ＣＤ４５（ＣＤ４５ＰＣ７）、异硫氰酸

荧光素标记ＣＤ４（ＣＤ４ＦＩＴＣ）／藻红蛋白标记ＣＤ８（ＣＤ８ＰＥ）／

藻红蛋白花青苷５标记ＣＤ３（ＣＤ３ＰＣ５）、ＣＤ３ＦＩＴＣ／ＣＤ（１６＋

５６）ＰＥ、德克萨斯红标记ＣＤ１９（ＣＤ１９ＥＣＤ），以及流式计数磁

珠（ＦｌｏｗＣｏｕｎｔｅｒ）均购自美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司。所用细

胞裂解液为自行配制的氯化铵溶液。

１．３　方法

１．３．１　ＨＢＶ抗原抗体免疫指标及肝功能指标检测　采用化

学发光免疫分析仪检测乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙型肝

炎表面抗体（ＨＢｓＡｂ）、乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）吸光度／临界

值比值（Ｓ／ＣＯ值）、乙型肝炎ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）Ｓ／ＣＯ值及乙型

肝炎核心抗体（ＨＢｃＡｂ）Ｓ／ＣＯ值；采用实时荧光定量ＰＣＲ仪

检测乙型肝炎病毒ＤＮＡ（ＨＢＶＤＮＡ）；采用全自动生化分析

仪检测丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶

（ＡＳＴ）及线粒体天门冬氨酸氨基转移酶同工酶（ｍＡＳＴ）。

１．３．２　外周血各淋巴细胞绝对值的测定　采用流式细胞仪检

测外周血淋巴细胞各亚群百分比及绝对值，具体方法如下。

（１）流式细胞仪的校准：采用ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ的ＦｌｏｗＣｈｅｃｋ

和ＦｌｏｗＳｅｔ调节仪器的光电倍增管（ＰＭＴ）电压、荧光补偿及

灵敏度，使用ＣＸＰ分析软件进行结果分析。（２）标本处理：取

２支流式细胞仪专用试管，分别做好相应标记，１号管加入抗体

ＣＤ４５ＰＣ７、ＣＤ４ＦＩＴＣ／ＣＤ８ＰＥ／ＣＤ３ＰＣ５各１０μＬ，２号管加

入抗体ＣＤ４５ＰＣ７、ＣＤ３ＦＩＴＣ／ＣＤ（１６＋５６）ＰＥ、ＣＤ１９ＥＣＤ各

１０μＬ，加入采集的肝素抗凝外周血５０μＬ，涡旋震荡混匀，室

温避光孵育１５ｍｉｎ，加入氯化铵裂解液，室温避光孵育１０ｍｉｎ，

上机前加入５０μＬ的流式计数磁珠，涡旋混匀，上机检测，分析

各淋巴细胞亚群的百分比及绝对值。

１．３．３　观察指标　分析两组 ＨＢＶ免疫指标及肝功能指标的

分布情况，比较两组外周血各淋巴细胞亚群百分比、绝对值及

ＣＤ４／ＣＤ８比值。根据乙型肝炎患者 ＨＢｅＡｇ的表达，将所有患

者分为 ＨＢｅＡｇ阳性组（ＨＢｅＡｇ≥２５０ＩＵ／ｍＬ）与 ＨＢｅＡｇ阴性

组（ＨＢｅＡｇ＜２５０ＩＵ／ｍＬ），比较外周血各淋巴细胞亚群绝对

值；同样根据 ＨＢＶＤＮＡ的表达将所有患者分为 ＨＢＶＤＮＡ

阳性组（ＨＢＶＤＮＡ≥１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ）与 ＨＢＶＤＮＡ阴性组

（ＨＢＶＤＮＡ＜１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ），比较外周血各淋巴细胞亚群

绝对值。

１．４　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍｖ５．０进行数据分析

与作图，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资

料以百分率表示，组间比较采用非参数秩和检验；以α＝０．０５

为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组 ＨＢＶ抗原抗体免疫指标及肝功能指标检测情况　

１０９例乙型肝炎组患者中ＨＢｓＡｇ≥２５０ＩＵ／ｍＬ者７２例、＜２５０

ＩＵ／ｍＬ者３７例、无一例小于０．０５ＩＵ／ｍＬ者，ＨＢｓＡｂ≥１０

ｍＩＵ／ｍＬ者６例、＜１０ｍＩＵ／ｍＬ者１０３例，ＨＢｅＡｇ的Ｓ／ＣＯ值

大于或等于１．０者２７例、小于１．０者８２例，ＨＢｅＡｂ的Ｓ／ＣＯ

值小于或等于１．０者６５例、大于１．０者４４例，ＨＢｃＡｂ的Ｓ／ＣＯ

值大于或等于１．０者１０５例、小于１．０者４例，ＨＢＶＤＮＡ≥

１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ 者 ４９例、＜１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ 者 ６０例，

ＡＬＴ≥７５Ｕ／Ｌ者９例、＜７５Ｕ／Ｌ者１００例，ＡＳＴ≥３８Ｕ／Ｌ者

２４例、＜３８Ｕ／Ｌ者８５例，ｍＡＳＴ≥１５Ｕ／Ｌ者８例、＜１５Ｕ／Ｌ

者１０１例；健康对照组２０例均 ＨＢｓＡｇ＜０．０５ＩＵ／ｍＬ、ＨＢＶ

ＤＮＡ＜１．０×１０
３ＩＵ／ｍＬ、ＡＬＴ＜７５Ｕ／Ｌ、ＡＳＴ＜３８Ｕ／Ｌ、ｍ

ＡＳＴ＜１５Ｕ／Ｌ，ＨＢｅＡｇ与 ＨＢｃＡｂ的 Ｓ／ＣＯ 值均小于１．０、

ＨＢｅＡｂ的Ｓ／ＣＯ值均大于１．０，１６例 ＨＢｓＡｂ≥１０ｍＩＵ／ｍＬ、４

例 ＨＢｓＡｂ＜１０ｍＩＵ／ｍＬ。

２．２　两组外周血各淋巴细胞亚群百分比及ＣＤ４／ＣＤ８比值比

较　两组各细胞亚群百分比及ＣＤ４／ＣＤ８比值比较差异均无

统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　两组外周血各淋巴细胞亚群百分比及ＣＤ４／ＣＤ８比值比较（狓±狊）

组别 狀

细胞亚群百分比（％）

ＣＤ３＋Ｔ细胞 ＣＤ４＋Ｔｈ细胞 ＣＤ８＋Ｔｃ细胞 ＣＤ１９＋Ｂ细胞
ＣＤ３－ＣＤ１６＋

ＣＤ５６＋ＮＫ细胞

ＣＤ４／ＣＤ８

健康对照组 ２０ ７１．０±４．３ ３７．４±６．５ ２５．５±４．１ １５．８±３．６ １１．５±３．０ １．５±０．５

乙型肝炎组１０９ ６９．１±１０．４ ３９．３±１１．３ ２５．３±９．８ １８．７±１０．１ １１．６±７．０ ２．０±２．３

犘 ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５
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表２　两组外周血各淋巴细胞亚群绝对值比较（狓±狊，ｃｅｌｌｓ／μＬ）

组别 狀 ＣＤ３＋Ｔ细胞 ＣＤ４＋Ｔｈ细胞 ＣＤ８＋Ｔｃ细胞 ＣＤ１９＋Ｂ细胞 ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞

健康对照组 ２０ １３８５．５±３１８．３ ７１６．４±１２５．３ ４９２．１±９６．７ ３４０．２±１８８．２ ２２４．６±７４．８

乙型肝炎组 １０９ １０５２．７±４１４．９ａ ５７３．６±２８４．５ａ ３７３．１±１７２．３ａ １９０．０±１９６．１ａ ２９１．０±１７６．９

　　注：与健康对照组比较，ａ犘＜０．０５。

２．３　两组外周血各淋巴细胞亚群绝对值比较　乙型肝炎患者

外周血ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔｈ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞及ＣＤ１９＋Ｂ

细胞的绝对值均低于健康对照组，组间比较差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）；两组ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞绝对值比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

２．４　ＨＢｅＡｇ表达阳性患者外周血各淋巴细胞亚群绝对值的

变化　乙型肝炎 ＨＢｅＡｇ阳性组患者外周血 ＣＤ３
＋Ｔ细胞、

ＣＤ４＋Ｔｈ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞及ＣＤ１９＋Ｂ细胞的绝对值均高于

ＨＢｅＡｇ阴性组，组间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；但

两组ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞绝对值比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。见图１。

　　注：＋表示阳性，－表示阴性；与 ＨＢｅＡｇ＋组比较，ａ犘＜０．０５；ｎｓ

为差异无统计学意义。

图１　ＨＢｅＡｇ表达阳性与阴性患者外周血各淋巴

细胞亚群绝对值比较

２．５　ＨＢＶＤＮＡ表达阳性患者外周血各淋巴细胞亚群绝对值

的变化　乙型肝炎 ＨＢＶＤＮＡ阳性组患者外周血ＣＤ４
＋Ｔｈ细

胞的绝对值降低，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）；但

两组ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞、ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞及ＣＤ３－

ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞绝对值比较差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）。见图２。

　　注：＋表示阳性，－表示阴性；与 ＨＢＶＤＮＡ＋组比较，ａ犘＜０．０１；

ｎｓ为差异无统计学意义。

图２　ＨＢＶＤＮＡ载量阳性与阴性患者外周血各

淋巴细胞亚群绝对值比较

３　讨　　论

　　我国是乙型肝炎高发流行区，多年来乙型肝炎报告病例居

所有法定传染病的首位，约占传染病患者总数的１／３，其发病

机制目前尚不明确，但多项研究认为机体的免疫状态和疾病的

进程密切相关。机体正常免疫功能的发挥需要Ｔ淋巴细胞、Ｂ

淋巴细胞和ＮＫ细胞等众多免疫细胞的参与。淋巴细胞亚群

的百分比和绝对数是反映机体免疫功能的重要标志，Ｔ淋巴细

胞参与细胞免疫，其中包括 ＣＤ３＋Ｔ 细胞、ＣＤ４＋Ｔｈ细胞、

ＣＤ８＋Ｔｃ细胞；Ｂ细胞参与机体体液免疫；ＮＫ细胞参与天然免

疫，在抗感染、抗肿瘤、移植免疫、自身免疫疾病等方面发挥重

要作用［１２］。机体感染 ＨＢＶ后外周血各淋巴细胞亚群间的平

衡被打破，主要表现为各细胞亚群绝对细胞数和功能的改变，

这种变化可反映机体的细胞免疫状态。

乙型肝炎患者免疫细胞的数量与疾病的发生、发展有着密

切的关系。目前关于肝炎患者淋巴细胞亚群的研究多集中在

Ｔ淋巴细胞亚群百分比的研究
［２５］。也有研究者采用双平台法

探讨Ｔ淋巴细胞亚群的数量变化
［４］，即以流式细胞仪测得 Ｔ

淋巴细胞亚群的百分比，以血细胞分析仪测得白细胞数目，通

过计数换算出Ｔ淋巴细胞亚群的绝对值，该方法存在不可避

免的系统误差，使淋巴细胞亚群绝对数的准确性大打折扣［６］。

本研究使用流式细胞仪和流式计数磁珠单平台法直接计数乙

型肝炎患者外周血Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞和ＮＫ细胞的绝对

数，具有更好的准确性［６］，可以更全面地评估乙型肝炎患者机

体的免疫水平。

研究发现，乙型肝炎组和健康对照组外周血中ＣＤ３＋Ｔ淋

巴细胞、ＣＤ４＋Ｔｈ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞、ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞、ＮＫ

细胞百分比比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）；但乙型肝炎

患者外周血中 ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔｈ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞、

ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞的绝对值均低于健康对照组（犘＜０．０５），提

示乙型肝炎患者机体免疫功能低下，致使 ＨＢＶ感染后机体存

在不同程度的免疫损伤和炎性反应，导致乙型肝炎朝着慢性肝

炎、肝硬化和肝癌的方向进展。这与早期使用双平台计数 Ｔ

淋巴细胞亚群的研究结果相符，且此前的研究还发现因重症肝

病死亡者的淋巴细胞亚群绝对值与存活者比较有下降趋势［４］。

此外，有研究揭示 ＨＢｅＡｇ阳性患者外周血ＣＤ８
＋Ｔ淋巴

细胞百分比低于 ＨＢｅＡｇ阴性者
［７］，但本研究结果发现，与

ＨＢｅＡｇ阳性患者比较，ＨＢｅＡｇ阴性患者外周血ＣＤ３
＋Ｔ细胞、

ＣＤ４＋Ｔｈ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞、ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞绝对值均下

降（犘＜０．０５）。Ｔ淋巴细胞亚群在 ＨＢｅＡｇ阴性患者的发病及

转归中发挥着重要作用［８］，ＨＢｅＡｇ阴性患者淋巴细胞亚群的

减少与免疫功能紊乱，更加不利于宿主对病毒的清除［９］。为了

研究乙型肝炎患者外周血各淋巴细胞亚群的绝对值与 ＨＢｅＡｇ

水平的关系，本研究按照 ＨＢｅＡｇ表达水平将乙型肝炎患者分

为 ＨＢｅＡｇ阳性组与阴性组，结果显示乙型肝炎 ＨＢｅＡｇ阳性

组患者外周血ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔｈ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞及

ＣＤ１９＋Ｂ细胞的绝对值均高于 ＨＢｅＡｇ阴性组（犘＞０．０５）。

另有研究发现，ＨＢＶＤＮＡ 阳性患者外周血ＣＤ４＋ Ｔ 细

胞、ＣＤ８＋ Ｔ细胞百分比减少
［１０］，但也有文献报道乙型肝炎患
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者外周血各淋巴细胞亚群与 ＨＢＶＤＮＡ病毒载量无明显的相

关性［１１］。为了研究乙型肝炎患者外周血各淋巴细胞亚群的百

分比及绝对值是否和 ＨＢＶＤＮＡ载量有关，本研究将乙型肝

炎患者按照 ＨＢＶＤＮＡ载量分为 ＨＢＶＤＮ阳性组和阴性组，

研究发现乙型肝炎 ＨＢＶＤＮＡ阳性组外周血ＣＤ４＋Ｔｈ细胞绝

对值降低（犘＜０．０５），而ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔｃ细胞的绝对值

虽有下降趋势，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。研究结果的

差异可能和 ＨＢＶＤＮＡ阳性组病毒载量的高低有关
［１２］。

综上所述，本研究揭示了乙型肝炎患者机体免疫功能受

损、紊乱，为临床的免疫预防和治疗提供了依据。改善乙型肝

炎患者机体的免疫状态，有助于恢复机体的免疫应答、控制炎

性反应、抑制并发感染；也有助于抑制 ＨＢＶ的复制。临床可

以通过免疫调节和治疗减少乙型肝炎进展为肝硬化和肝癌的

概率。
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［１１］张健珍，曾春燕，张春兰，等．不同临床类型 ＨＢＶ感染者

外周血Ｔ淋巴细胞亚群的变［Ｊ］．实用肝脏病杂志，２０１２，

１５（６）：５０８５１０．

［１２］朱苏兰，鲁陈，熊德琴，等．慢性乙型肝炎病毒感染者外周

血Ｔ细胞亚群分析及与病毒载量相关性研究［Ｊ］．检验医

学与临床，２０１３，１０（９）：１１１８１１２０．
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肿瘤术后高钠血症的发生产生重要的影响。低钠血症多由ＳＩ

ＡＤＨ和ＣＳＷＳ引起，早期发现和鉴别中枢性低钠血症是治疗

鞍区肿瘤术后低钠血症的关键。此外，术中对垂体柄、垂体后

叶及供血血管进行有效保护，术后２周内严密监测电解质情

况，对预防钠盐紊乱也至关重要。
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