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乙型肝炎病毒( hepatitis virus B, HBV)是非直 接致细胞病变病毒 , 乙型肝炎的发病机制主要是

慢性 HBV感染患者抗原表位特异性 CTL 与 ALT 水平无关
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摘 要 :【目的】通过定量分析慢性乙型肝炎患者体内乙型肝炎病毒(HBV)特异性的细胞毒性 T淋巴细

胞, 探讨特异性细胞毒性 T淋巴细胞水平与血清丙氨酸氨基转移酶水平和病毒复制状态的关系。【方法】从慢

性乙型肝炎患者外周血分离外周血单个核细胞 ( PBMC) , 用 HLA- A2 限制的 HBcAg抗原表位肽- 五聚体复合

体及 CD8 单克隆抗体染色后 , 用流式细胞仪检测 HBV特异性的细胞毒性 T淋巴细胞 , 同时检测患者的肝功

能和定量分析 HBV DNA。【结果】32 例 HLA- A2 阳性的慢性乙型肝炎患者外周血均可检测到 HBV特异性的

细胞毒性 T淋巴细胞 , 五聚体阳性细胞占 CD8 阳性细胞的比例为 1.3%±1.1%, 统计分析抗原表位特异性细胞

毒性 T淋巴细胞频率与丙氨酸氨基转移酶水平相关性不显著 (r=0.163, P=0.163)。 分组对比发现病毒载量低

者 ( HBV DNA定量<105 拷贝/mL)抗原表位特异性细胞毒性 T淋巴细胞水平 ( 1.96%±1.26%)高于病毒载量高

者 ( 0.82%±0.52%, P<0.05)。【结论】慢性乙型肝炎患者外周血中存在抗原表位特异性细胞毒性 T淋巴细胞 , 抗

原表位特异性细胞毒性 T淋巴细胞可能与控制 HBV的复制有关 , 但主要肝损害并非直接由抗原表位特异性

细胞毒性 T淋巴细胞引起。
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ALT Level was Independent to Antigen- specific Cytotoxic T Lymphocytes

in Patients with Chronic Hepatitis B
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Abstract:【Objective】 To detect HBV antigen specific cytotoxic T lymphocytes (CTL) and study their

association with alanine aminotransferase (ALT) and viral replication in chronic hepatitis B patients.【Methods】The

frequency of HBcAg - specific CTL cells in the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 32 patients

persistent infection with HBV were quantified by flow cytometry using HLA- A2 restricted HBV peptide pentamers

complex( Pro5TM MHC Pentamers) .【Results】The HBcAg- specific CTL cells were detected in all individuals with

chronic HBV infection, the average of the frequency of HBcAg- specific CTL cells were 1.3%±1.1%. The frequency

of HBcAg- specific CTL had no relationship with level of ALT (r=0.163, P=0.163). The patients with low virus load

(HBV DNA < 105 copies/mL) had more HBV- specific CTL cells ( 1.96%±1.26%) than the patients with high virus

load ( 0.82%±0.52%, P< 0.05).【Conclusions】The patients with chronic HBV infection had HBcAg- specific CTL

in peripheral blood. HBcAg- specific CTL may play an important role in inhibiting viral replication of the patients

with chronic hepatitis B. But major liver cell damage was not directly caused by antigen- specific CTL.
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机体清除 HBV而引发的细胞免疫病理改变 , 涉及

病毒和机体两方面的因素[1]。既往的研究发现急性

乙型肝炎体内存在多特异性的和多克隆的细胞毒

性 T细胞(cytotoxic T lymphocytes, CTL), 而慢性乙

型肝炎患者体内的特异性 CTL却很少 [2]。但慢性

乙型肝炎病情急性加重时可以检测到 CTL数量相

应增加 , 同时常伴随有血清 HBV DNA的波动和

HBeAg 血清学转换 (HBeAg→抗 - HBe), 并且可能

获得控制病毒的效果[3]。有研究认为慢性乙型肝炎

病情急性加重可能是受 HLA-Ⅰ限制的针对 HBV

抗原的 CTL作用的结果 , 免疫反应是慢性乙型肝

炎病情急性加重的主要原因 [4,5]。研究抗原特异性

CTL数量和功能的变化 , 不仅有利于阐明慢性乙

型肝炎病情急性加重的免疫发病机制 , 而且还可

能可以指导临床抗病毒治疗 [6,7]。我们采用在四聚

体基础上改进的五聚体 (MHC Pentamers)法结合

流式细胞技术分析慢性乙型肝炎患者外周血抗原

特异性 CTL细胞出现频数及其与肝损害和病毒载

量的关系。

1 对象和方法

1.1 对 象

慢性乙型肝炎 56 例 , 其中男 50 例 , 女 6 例 ,

男女比 8.4:1, 年龄 20~62( 36.8±11.1)岁 , 均来源于

我科 2005 年 2 月至 2005 年 10 月的住院部和门

诊患者,急性乙型肝炎 2 例作为对照组。所有患者

的诊断标准均符合 2000 年第十次全国传染病与

寄生虫病学分会和肝病学分会联合修订的病毒性

肝炎诊断标准[8]。慢性乙型肝炎诊断依据是乙型肝

炎表面抗原( HBsAg)阳性超过 6 个月 ,且伴有丙氨

酸氨基转移酶 ( alanine aminotran-sferase, ALT) 轻

度以上的升高。急性乙型肝炎的诊断基于 ALT升

高(至少高于正常上限的 10 倍) , 既往没有乙型肝

炎病史 , HBsAg阳性 , 同时血清中抗- HBc IgM阳

性, 急性肝炎患者发病 6个月内转氨酶恢复正常,

从血清中清除 HBsAg和 HBeAg。所有患者排除甲

型肝炎病毒(hepatitis A virus, HAV)、丁型肝炎病毒

(hepatitis D virus, HDV)、戊型肝炎病毒 (hepatitis E

virus, HEV)感染 , 无自身免疫性疾病 , 近半年未使

用拉米夫定和干扰素等免疫调节剂。

1.2 方 法

1.2.1 肝功能、肾功能生化指标 采用美国

Beckman 全自动生化仪及其配套试剂检测。

1.2.2 HBV病毒学指标的检测 HBsAg、抗 HBs、

HBeAg、抗 HBe、抗 HBc 采用微粒子酶联免疫法

(MEIA)检测 , 试剂由美国 Abbott 公司提供 ; HBV

DNA 定量采用荧光定量聚合酶链反应 ( PCR)检

测 , 由广州达安基因诊断中心提供仪器和试剂盒 ,

截止值为 103拷贝/mL。

1.2.3 外周血单个核细胞(PBMC)的分离 所有研

究对象取 10 mL抗凝的静脉血缓慢加入等量的淋

巴细胞分层液(Ficoll- paqueTM PLUS)中 , 1500 r/min

室温离心 20 min, 小心地取单核细胞层 , 磷酸盐缓

冲液( PBS)洗 3 次。计数单个核细胞。

1.2.4 HLA- A2 等位型的鉴定 取 1×106 个 PBMC

与 100 "L鼠抗人 HLA- A2 单克隆抗体 4 ℃共孵
育 30 min, FITC 荧光标记二抗 , 4 ℃再孵育 30

min, 洗后 , 10 g/L多聚甲醛固定 , 然后上流式细胞

仪。每份标本均设阴性对照。试剂购自 Proimmune

公司。

1.2.5 MHC 五聚体和 CD8 染色 HLA- A2 限制

HBV 抗原表位肽 - 五聚体复合体 ( Pro5TM MHC

Pentamers)购自英国 Proimmune 公司,所含 HBV抗

原表位肽为 HBcAg18- 27,序列为 FLPSDFFPSV。单

克隆抗体 FITC结合的鼠抗人 CD8 单克隆抗体亦

购自英国 Proimmune 公司。1×106 个新鲜分离的

PBMC, 用 PBS 洗 2 次 , 加入 1 "L MHC 五聚体和
10 "L CD8 单克隆抗体染色 , 4 ℃共孵育 30 min,
然后再用 PBS 洗 2 次 , 之后悬浮在 300 "L PBS
中, 4 ℃保存,用于流式细胞仪检测。

1.2.6 流式细胞仪检测 抗原特异性 CTL的检测

采用 Becton Dickinson 公司流式细胞仪 , 数据分析

采用 CELL QUEST数据分析软件进行。以淋巴细

胞设门 , 计数 10 000 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:五聚体+=五

聚体+ CD8+/ CD8+×100%。

1.3 统计学处理

用 SPSS11.0 统计分析软件。各组标准化的样

本数值用 x±s表示。对各组间数据进行方差分析 ,

相关分析采用 Pearson 相关分析或 Spearman 等级

相关分析, P < 0.05 时有显著差异。

2 结 果

2.1 HLA- A2 分型结果

56 例慢性乙型肝炎中 , HLA- A2 阳性患者 32
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例 , HLA- A2 阳性率为 57%。2 例急性乙型肝炎患

者 HLA- A2 阳性和阴性各 1 例。

2.2 ALT 水平与病毒载量的关系

56 例慢性乙型肝炎患者 ,血清 ALT从 8~1607

( 212.5±336.2) U/L, 血清病毒拷贝数 0~1.2×108 拷

贝/mL, 平均 7.3×106 拷贝/mL, 经统计分析 ALT与

病毒载量之间无显著相关性 (r=0.311, P=0.10 )。

2.3 抗原肽五聚体阳性细胞的检测

检测了 32 例 HLA- A2 阳性慢性乙型肝炎患

者 , 1 例 HLA- A2 阳性的急性乙型肝炎 , 10 例

HLA- A2 阴性慢性乙型肝炎患者和 1 例 HLA- A2

阴性急性乙型肝炎患者外周血中五聚体阳性细胞

占 CD8 阳性细胞的比例。HLA- A2 阴性 HBV患者

外周血中很低 , HBcAg抗原特异性五聚体阳性细

胞都不超过 0.02%,因而,选 0.02%为阴性域值。在

所有 HLA- A2 阳性慢性乙型肝炎患者外周血中可

以检测到五聚体阳性细胞 , 比例平均为 1.3%±

1.1%。1 例 HLA- A2 阳性的急性乙型肝炎五聚体

阳性细胞比例为 4.8%(图 1)。

2.4 抗原特异性 CTL 与血清 ALT 的关系

图 1 HBV 感染患者五聚体流式细胞仪检测结果

Fig. 1 Results of the pentamer + cell frequencies in acute and chronic HBV infection.

a: negative contrast; b: acute HBV infection; c: one chronic HBV infection

对 32 例 HLA- A2 阳性慢性乙肝患者的抗原

特异性 CTL阳性率与血清 ALT 水平进行相关分

析 , 经统计分析得到相关系数为 0.163, P=0.372>

0.05,无显著相关性。外周血 pentamers /CD8 双阳

性细胞频率及其与 ALT的关系如图 2。

2.5 抗原特异性 CTL 与病毒载量的关系

将 32 例 HLA- A2 阳性慢性乙型肝炎患者按

HBV DNA定量水平分为 2 组 , 一组 HBV DNA定

量≥105 拷贝/mL 15 例 , 另一组 HBV DNA定量<

105拷贝/mL 17 例 , 抗原特异性 CTL分别为 0.82%

±0.52%和 1.96%±1.26%, 两组间比较有统计学差

异( t=3.16, P=0.006)。

3 讨 论

细胞免疫应答在抗 HBV 感染中发挥主要作

用, 并且与乙型肝炎的发病机制密切相关。其中,

针对 HBV各类抗原表位的特异性 CTL 作为主要

的效应细胞, 与清除病毒和损伤细胞直接有关, 是

当前研究的热点。由于慢性乙型肝炎患者体内的

特异性 CTL很少 [2], 因此很长一段时间 , 抗原特异

性 CTL是采用 51Cr 释放分析法和有限稀释法等。

它们是间接检测抗原特异性 CTL功能的方法 , 不

能定量分析抗原特异性 CTL和敏感性低 , 从而大

大影响了抗原表位特异性 CTL在乙肝免疫发病中

图 2 HBV 患者 pentamers /CD8 双阳性细胞频率及其与

ALT关系

Fig.2 Frequency of pentamers/CD8 positive cells and

association with ALT in HBV( n=32)

% %
%
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的作用的研究。可溶性- MHC肽四聚体法的出现

使直接在体内定量检测抗原特异性 CTL成为可能
[9]。本研究采用四聚体法基础上进一步改良的 MHC

五聚体法检测 HBV感染者体内针对HBcAg18- 27

表位的特异性 CTL,所有HLA- A2 阳性患者体内均

可检测到特异性 CTL, 1 例急性患者特异性 CTL占

CD8+细胞比例为4.8%, 而慢性乙型肝炎特异性

CTL的比例为 1.3%±1.1%, 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。既

往研究结果显示 : 急性乙型肝炎患者特异性 CTL

占 CD8+T细胞的 0.2%~7.4%, 慢性乙型肝炎患者

一般为 0.05%~1.20%[10]。本研究急性患者和慢性

患者特异性 CTL水平均高于文献的报道 , 因国内

外文献均采用四聚体方法检测特异性 CTL, 未见

用 MHC 五聚体方法检测 HBV感染者体内特异性

CTL的报道。本研究所有 HLA- A2 阴性 HBV患者

外周血 HBcAg 抗原特异性 CTL的比例都不超过

0.02%,故考虑本研究的结果显示特异性 CTL比例

较高可能与 MHC 五聚体方法更为特异和敏感有

关。

有研究认为 , HBV感染者特异性 CTL水平高

低与病毒清除和 ALT水平之间有一定的联系 , 这

可能更证明了特异性 CTL在体内直接发挥清除病

毒的作用 [11]。但也有人认为尽管 HBV特异性的

CTL在慢性活动性肝炎的外周血中容易被检测到,

但与病毒载量和 ALT水平没有直接的关系 [12]。本

研究发现慢性乙型肝炎患者 ALT水平与 HBV特

异性的 CTL没有明确的相关性 , 但与病毒载量有

一定的关系 , 即病毒载量较高者体内 HBV特异性

的 CTL水平较低。在乙型肝炎转基因小鼠实验中,

肝损伤仅见于非特异性的 CD8 阳性细胞浸润者

中, 而且是在抗原特异性反应后。在输入特异性

CTL细胞的 HBV 转基因小鼠中, CTL通过分泌 IN

F-γ激活肝细胞内干扰素诱导蛋白[ (Crg2)IP210]和

单核因子等对趋化因子的反应活性而表达增强, 而

通过体内封闭这些趋化因子, 可以显著减轻肝内淋

巴-单核细胞的浸润和肝细胞损伤, 而不影响 CTL

通过分泌 INF-γ发挥的抗病毒活性[13]。这些结果和

本研究结果提示 , HBV感染者早期的肝细胞损害

可能由特异性的 CTL引起的 , 但大量的肝细胞坏

死是由非特异性 CTL引起的。

大量临床研究显示 , 慢性乙型肝炎患者治疗

前 ALT水平和病毒载量是预测干扰素疗效的重要

因素 [14], 治疗前 ALT水平也是预测拉米夫定疗效

的重要的因素[15,16]。但即使是治疗前 ALT水平高和

病毒载量低的慢性乙型肝炎患者 , 亦有部分患者

抗病毒疗效欠佳。治疗前 HBV特异性的 CTL水平

是不是抗病毒治疗疗效预测更好的指标值得进一

步研究。

总之,本研究表明,采用 HLA- A2 限制的 HBV

抗原表位肽-五聚体方法 , 在慢性乙型肝炎患者体

内可检测到 HBV特异性 CTL, 这些细胞可能与控

制乙型肝炎病毒的复制有关 , 但主要的肝细胞损

害并非直接由 HBV特异性 CTL引起的。
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[1]

[2]

[3]

基因型个体携带的骨密度值比不含酶切位点的组

有统计学意义升高。本次检测结果还显示 ,含有酶

切位点的个体在其他部位也携带了较高的骨密度

值 , 尽管它们没有统计学意义上的差别 , 这是否意

味着 , CTR 基因编码第 447 位为亮氨酸的降钙素 ,

比该位点为脯氨酸的降钙素分子 , 对防止钙的丢

失 , 维持骨量更为有利。关于这点 , 仍需要通过扩

大检测人群范围及进行更深入的研究证实。
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