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不同时相慢加急性乙肝肝衰竭患者外周血NK细胞及其
受体分析
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摘 要：【目的】探讨不同时相慢加急性乙肝肝衰竭患者外周血NK细胞及相关受体的表达特点。【方法】采

用流式细胞术检测各研究组，包括肝衰竭进展期组 13例、平台期组 33例、健康对照组 13例的外周血NK细胞比例、

活化性受体NKG2D、NKp30、NKp46、抑制性受体NKG2A、KIR2DL1、KIR2DL3、KIR3DL1、杀伤功能相关因子Perforin、
GranzymeB、FasL 的表达情况。【结果】进展期患者 NK 细胞比例较平台期患者、正常人外周血 NK 细胞比例低

（P=0.021），正常人 KIR3DL1 比例较进展期患者、平台期患者外周血 KIR3DL1 比例高（P=0.036），正常人外周血

FasL表达比例明显较进展期患者、平台期患者外周血 FasL表达比例低（P<0.001）。【结论】进展期肝衰竭患者外

周血 NK细胞、抑制性受体 KIR3DL1较平台期、正常人下降，而 FasL表达升高，这种改变和不同时相肝衰竭患者

免疫状况有关。
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Abstract：【Objective】To investigate the character of expression of NK cells and its receptors in peripheral blood of pa⁃
tients with HBV-related acute-on-chronic liver failure（HBV-ACLF）in different phase.【Methods】There are thirteen pa⁃
tients with HBV-ACLF in advanced phase group and thirty-three patients in plateau phase group，with thirteen healthy per⁃
son in control group. The frequency of NK cells and expression of NK cell activating receptors（NKAR）including NKG2D，

NKp30 and NKp46，NK cell inhibitory receptors（NKIR））cludingsd ate the character of including NKG2A，KIR2DL1，
KIR2DL3 and KIR3DL1，NK cell killing function related factors including Perforin，GranzymeB and FasL in peripheral
blood of all patients were detected by flow cytometry.【Results】The percentage of NK cells in advanced group was lower than
plateau group and healthy control group（H=7.771，P=0.021）. The expression of KIR3DL1 in healthy control group was high⁃
er than advanced group and plateau group（Z=6.639，P=0.036）while the expression of FasL was significantly lower than ad⁃
vanced group and plateau group（Z=22.5，P<0.001）.【Conclusion】Patients in advanced group had lower frequency of NK
cells，lower expression of inhibitory receptor KIR3DL1 and higher expression of FasL than patients in plateau group and
healthy control group，which is associated with immune status of patients in different phase of liver failure.
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慢加急性肝衰竭（acute-on-chronic liver fail⁃

ure，ACLF）是在慢性肝病基础上出现的急性肝功

能失代偿［1］。在中国，乙型肝炎病毒感染（hepati⁃
tis B virus，HBV）是引起肝衰的最常见原因。肝

衰竭的发生发展过程复杂，其病理生理主要是免

疫损伤、缺血缺氧和内毒素血症等三重打击，临

床的过程大致可分为进展期、平台期、恢复期，不

同时相其免疫状态不同［2］。而自然杀伤（natural
killer，NK）细胞作为体内重要的免疫细胞，与抗

肿瘤、抗病毒感染和免疫调节密切相关，可能参

与慢加急性肝衰竭的进程［3］。本文就进展期和恢

复期两个时相慢加急性乙肝肝衰竭其外周血NK
细胞及其受体表达情况作一探讨。

1 材料与方法

1.1 研究对象

所有病例均为本院 2012年 1月到 2013年 1月
住院病人，共 46人。本研究严格遵循 1975年赫尔

辛基宣言的相关规定，所有患者均签署知情同意

书，该研究经中山大学附属第三医院临床试验伦

理委员会批准。所有患者均符合 2009年 APASL
关于慢加急性乙肝肝衰竭诊断标准［4］，年龄 16～
60岁，并且排除重叠其他肝炎病毒、自身免疫性

疾病、酒精性肝病、药物性肝病，合并严重并发症、

心肺肾等重要脏器功能衰竭、恶性肿瘤患者。根据

7 d内总胆红素平均每日上升是否≥17.1 μmol/L
为基础，将不同组患者划分为疾病进展期和平台

期，其中进展期 13人，平台期 33人。各组患者年

龄、性别及治疗前血清学指标见表 1。
1.2 研究方法

1.2.1 生物化学指标及血清标记物检测 肝功能

采用美国 Beckman CX9 ALX 型全自动生物化学

分析仪及其配套试剂检测；HBV血清标志物采用

采 用 CMIA（Abbott I 2000，USA）或 者 ECL kits
（Roche Laboratories．Germanv）。 HBV DNA 采用

实时荧光定量 PCR检测（检测下限：100 U/mL，广
州达安基因有限公司）。所有检测均严格按照试

剂盒说明书进行操作。终末期肝病模型（model
for end-stage liver disease，MELD）是主要应用血清

胆红素、凝血酶原时间国际标准化比值和血清肌

酐指标来评价终末期肝病的系统，其在预测终末

期肝病死亡率及肝移植中的应用已渐趋成熟，应

用范围也开始扩大到重型肝炎、肝癌中。其计算公

式为：R=9.6×ln（Cr mg/dL）+3.8×ln（TBil mg/dL）+
11.2×ln（INR）+6.4。其 R值越高，风险越大，生存

率越低。

1.2.2 外周血标本采集 EDTA抗凝管采集患者

静脉血 10 mL，充分混匀，在 6 h 内采用聚蔗糖

（Ficoll）-泛影葡胺（Urografin）（F/H）（华精生物高

科技有限公司，中国上海）密度梯度离心法离心

分离外周血单核细胞（PBMC）。将 10 mL抗凝的

外周静脉血与淋巴细胞分离液以 3∶2比例铺于

其表面，室温下，400 ×g，35 min 梯度离心，血浆

与淋巴细胞分离液间的白膜即外周血单核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），小心

吸出，经 PBS 洗涤细胞后 2 次并离心后，可得到

PBMC。将 PBMC冻存液加入 PBMC中混匀，每管

0.6~0.8 mL 置于冻存管中，并于-80 ℃冰箱中冻

存。同时抽取健康成年人外周静脉血分离 PBMC
作为对照。

1.2.3 NK细胞及其相关受体检测 比较不同期患

者的 NK 细胞比例，活化性受体 NKG2D、NKp30、
NKp46，抑制性受体NKG2A、KIR2DL1、KIR2DL3、
KIR3DL1以及杀伤相关因子 Perforin、GranzymeB、
FasL表达情况。抗 CD3-V450、CD16-APC-CY7、
CD56-PERCP-CY5.5、hNKp46-PE-CY7、hNKp30-
A488、GranzymeB-Alexa Flour700 购自 BD 公司，

抗 hNKG2A-PE、hNKG2D-APC、hKIR2DL1-Fluor
MAb、hKIR2DL3-PE、hKIR3DL1-APC 购自 R & D
公司，抗 Perforin-FITC、FasL-PE 购自 eBioscience
公司。采用流式细胞分选仪（BD Influx，美国）检

测。将已分离冻存的PBMC于37 ℃水浴解冻后，用

RPMI 1640（Millipore，USA）洗涤 1 次，1100 r/min
（r=18 cm），4 min，RPMI 1640 3 mL重悬细胞，置于

6孔板，37 ℃，体积分数 5% CO2，2 h后，经滤网过

滤，PBS洗涤 2次，1000 r/min（r=18 cm），10 min，加
入流式抗体，室温避光孵育 30 min，加入 1 mL PBS
洗涤，1000 r/min（r=18 cm），10 min，弃上清，加入

10 g/L 多聚甲醛溶液 200μL 固定细胞，24 h 内

上机检测。

1.3 统计方法

使用 SPSS 13.0软件包统计，患者的临床及生

化指标采用平均数±标准差或中位数、四分位数

间距进行描述；使用 t 检验对两组间 ALB、TB、
PTA、MELD评分进行比较，使用卡方检验/Fishier
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表 1 进展期与平台期各期患者基线情况比较

Table 1 Comparison of clinical, biochemical and virologic characteristics of patients in the advanced and plateau group

Advanced

Plateau
χ2 or F
P

n

13

33
0.000
0.991

Gender
（male/female）

13/0

32/1
-1.886
0.062

Age/
years

39.9±9.9

40.2±9.5
-0.119
0.9058

ALT/
（U/L）
137.0；

109.3，180
69.0；46.0，

115.0
0.925
0.358

ALB/
（g/L）
34.6±5.2

37.2±5.4
0.873
0.385

Total bilirubin/
（μmol/L）
587.2±143.3

492.8±163.9
1.004
0.318

PTA/
%

35.3±11.7

36.2±9.7
0.089
0.766

HBeAg
（+/-）

5/8

10/23
-1.927
0.054

lgHBV-DNA
loads/（U/mL）
3.9；2.0，8.0

3.5；2.0，4.2
-1.092
0.278

MELD
Score

27.0±4.9

24.6±3.6
0.000
0.991

Compare advanced group with plateau group，except for ALT（Z=-2.837，P=0.004），others’P>0.05；ALT，alanine aminotransferase；ALB，
albumin；PTA，prothrombin activity；HBeAg，hepatitis B e antigen；HBV，hepatitis B virus；MELD，Model for End-Stage Liver Disease。

确切概率法对两组间年龄、性别、HBeAg进行比

较，使用Mann-Whitney U秩和检验对两组间ALT、
HBV-DNA进行比较，使用 Kruskal-Wallis H秩和

检验对三组之间 NK、NKG2D、NKp30、NKp46、
NKG2A、KIR2DL1、KIR2DL3、KIR3DL1、Perforin、
GranzymeB、FasL 等表达情况进行比较。当 P<
0.05，差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 入组患者的基线特征

最终进入研究的患者共 46人。各组患者年

龄、性别及治疗前血清学指标、MELD评分均无统

计学差异（表 1）。
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1）The percentage of NK cells in advanced patients was lower
than that in plateau patients and healthy controls（H=7.771，P=0.021，
advanced vs. plateau：Z=26.0，P=0.036；advanced vs. control：Z=10.5，
P=0.006）；2）The percentage of inhibitory NK receptor KIR3DL1 in
advanced and plateau patients were both lower than healthy controls
（Z=6.639，P=0.036，advanced vs. control：Z=17.0，P=0.0265；ad⁃
vanced vs. control：Z=59.0，P=0.0328）. There were no significantly
differences in activating NK receptors NKG2D，NKp30，NKp46，inhibi⁃
tory NK receptors NKG2A，KIR2DL1，KIR2DL3 among advanced
group，plateau group and control，P>0.05.

图 1 各组患者NK细胞、受体表达情况

Fig.1 The percentages of NK cells and receptors in
advanced group，plateau and control group

2.2 NK细胞比例、NK细胞活化性受体、抑制性

受体的比较

进展期患者NK细胞比例较平台期患者、正常

人外周血 NK细胞比例低，且差异有统计学意义

（H=7.771，P=0.021，其中进展期患者与平台期患

者比较：Z=26.0，P=0.036；进展期与正常人对比：

Z=10.5，P=0.006）；进展期、平台期、正常人外周血

NK细胞相关活化性受体 NKG2D、NKp30、NKp46
表达无统计学差异（P>0.05）。进展期、平台期、正

常人 3 组之间抑制性受体 NKG2A、KIR2DL1、
KIR2DL3表达无统计学差异（P>0.05），而正常人

KIR3DL1比例较进展期患者、平台期患者外周血

KIR3DL1 比 例 高 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（Z=
6.639，P=0.036，其中进展期患者与正常人比较：

Z=17.0，P=0.0265；平台期患者与正常人比较：Z=
59.0，P=0.0328，而进展期患者与平台期患者表达

无统计学差异；图 1、图 2）。

2.3 杀伤相关因子的比较

正常人外周血 FasL表达比例明显较进展期

患者、平台期患者外周血 FasL表达比例低，且差

异有统计学意义（Z=22.5，P<0.001，其中进展期患

者与正常人比较：Z=20.0，P=0.0327；平台期患者

翁伟镇，等. 不同时相慢加急性乙肝肝衰竭患者外周血NK细胞及其受体分析 89
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与正常人比较：Z=13.5，P=0.000；进展期患者与

平台期患者比较：Z=0.00，P=0.0007），而Perforin、
GranzymeB表达无统计学差异（图 2、图 3）。

3 讨 论

肝衰竭的发生发展过程复杂，变幻莫测，但

临床的过程大致可分为进展期、平台期、恢复期

等时相［5］。本课题组研究显示乙型肝炎相关慢

加急性肝衰竭患者其肝组织依次经受了免疫

损伤、缺血缺氧和内毒素血症等三重致死性打

击［2］。慢加急性肝衰竭的发展是由于级联事件

的发生导致的肝脏损伤进行性加重所致，比如感

染、出血、黄疸、腹水等，其中感染与肝功能紊乱

导致的促炎环境继续进展将加剧内循环紊乱，使

肝脏细胞持续大量坏死并最终导致多器官功能

衰竭［6-7］。

HBV引起的免疫损伤以细胞免疫为主，体液

免疫为辅助，包括树突状细胞、NK细胞、CTL细胞

等均参与免疫损伤过程［8］。NK细胞作为固有免

疫的重要细胞，在抗感染、肿瘤等过程中发挥重要

作用［9］。NK细胞可以通过上调 FasL、TRAIL、Per⁃

forin等表达，直接造成肝细胞死亡，同时也可以通

过释放 IL-4、IL-5、IFN-γ，进一步诱导固有免疫

细胞Kupffer细胞、肝窦内皮细胞、巨噬细胞活化，

从而直接促使肝细胞死亡，也可分泌趋化因子

MIP-2、MCP-1、IP-10等，招募并活化免疫效应细

胞如NK细胞、NKT细胞、巨噬细胞至肝脏并造成

肝细胞死亡［10］。有研究发现，慢加急性肝衰竭患

者体内的 NK细胞活性明显升高，且受体 NKp30
和NKp46的升高与疾病的进展有关，同时发现NK
细胞介导的肝损伤是通过 Fas/FasL 及 NKG2D/
NKG2D配体途径［11-12］。

本课题组根据患者 7 d内总胆红素每日上升

是否≥17.1 μmol/L，将患者划分为疾病进展期和

疾病平台期，对这些患者行 NK细胞相关抗体标

记并流式检测。进展期患者 NK细胞比例、平台

期患者 NK细胞比例、抑制性受体 KIR3DL1比例

均较正常人低，且进展期患者较平台期患者更低；

而 FasL的表达在进展期患者、平台期患者明显较

正常人高，且进展期患者较平台期患者更高。我

们推测原因可能是发生慢加急性肝衰竭时，体内

NK细胞更多地聚集于肝脏，炎症状态失衡，促炎

状态占主导，造成肝脏炎症剧烈，肝细胞大量坏

死，故进展期、平台期患者外周血NK细胞均较正

常人比例低；而在慢加急性肝衰竭发生的早期、进

展期，肝脏局部免疫激活，坏死较剧烈，因此进展

期外周血 NK细胞更多地聚集于肝脏内，故外周

血中 NK 细胞比例较平台期少。同时进展期患

者、平台期患者、正常人外周血中各种活化性受体

NKG2D、NKp30、NKp46、抑 制 性 受 体 NKG2A、

KIR2DL1、KIR3DL1均无明显统计学差异，而其中

抑制性受体 KIR3DL1则在慢加急性肝衰竭患者

体内表达较正常人低，且进展期患者较平台期患

者更低，同时可见有关细胞凋亡的膜表面分子

FasL在慢加急性肝衰竭患者体内表达较正常人明

显增高，且进展期患者表达较平台期患者高。我

们推测原因可能是在慢加急性肝衰竭发生时，肝

脏炎症明显，体内 NK细胞大部分聚集于肝脏内

部，在杀伤病毒、感染的同时对肝脏细胞大量破坏

致坏死，同时由于抑制性受体KIR3DL1的表达减

少，NK细胞杀伤功能更明显，表达有关细胞凋亡

的膜表面分子 FasL更多，从而导致NK细胞的杀

伤功能明显上升，肝脏破坏更为明显。本实验研

究结果与国外文献报导相一致，均提示慢加急性

1）The expression of FasL was much higher in MSC-ad⁃
vanced patients than that in MSC- plateau patients and the
healthy controls（Z=22.5，P<0.001，advanced vs. plateau：Z=
0.00，P=0.0007；advanced vs. control：Z=20.0，P=0.0327；
plateau vs. control：Z=13.5，P=0.000）；Significant deviations
were not observed in Perforin，GranzymeB，P>0.05.
图 2 进展期患者、平台期患者、正常人外周血Perforin、

GranzymeB、FasL表达情况

Fig.2 The percentages of Perforin，GranzymeB and
FasL in advanced，plateau and control group
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The percentages of NK cells was lowest in advanced patients while KIR3DL1 was highest in control patients. The expression of FasL was gradu⁃
ally decreased from advanced patients, plateau patients and control patients.

图 3 进展期患者、平台期患者、正常人NK细胞、KIR3DL1、FasL表达流式细胞图

Fig.3 A representative flow diagram showed the percentages of NK cells, KIR3DL1 and FasL of patients in advanced,
plateau and control groups

乙肝肝衰竭患者体内NK细胞活性升高，且NK细

胞介导的肝损伤与 Fas/FasL相关，同时我们在实

验中发现，其肝损伤与抑制性受体 KIR3DL1 相

关，为进一步研究肝衰竭发生、发展的免疫学特征

提供一定的基础。

总之，不同时相慢加急性乙肝肝衰竭患者外

周血的NK细胞比例、抑制性受体KIR3DL1、FasL
表达发生改变，这种改变与不同时相肝衰竭患者

免疫状况有关，为进一步研究肝衰竭发生、发展机

制提供一定的基础，同时对慢加急性肝衰竭不同

时相的分层施治，特别是免疫治疗策略的制定具

有重要的指导意义。

翁伟镇，等. 不同时相慢加急性乙肝肝衰竭患者外周血NK细胞及其受体分析 91
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