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提 要 用免疫组织化学桥联酶标 A P A A P法和 P A P 法对各型 乙型肝炎 1 13 例检测了肝内的H L A
-

I
、

I 类抗原
、

T 细胞亚群
、

H sB A g 和 H B c A g
,

同时测定血清 H B V D N A ( 斑 点 杂 交 ) 和 日
:
微球

蛋白 ( R I A )
。

结果表明
:
急性肝炎

、

慢性活动性肝炎
、

重症肝炎患者的肝 细胞 H L A
一

I
、

I 类 抗原

表达增强
,

尤以 I类抗原明显
,

慢性迁延性肝炎则儿乎无表达
。

肝细胞 H L A
一
I 类抗 原 表达 与肝内炎

症反应
、

肝细袍膜型 H B s A g 和浆膜型 H B c A g 关系密切
,

肝内活动性病变主要浸润细胞为 C D犷细胞
,

C D `细胞构成主要的细胞亚群
。

认为抗原依赖的
、

H L A 限制的细胞毒性 T 细胞效应是构成 乙型肝炎免

疫损害的主要机制
。

关健词 乙型肝炎 ; H L A
一

I
、

I 类抗原 , T 细胞亚群 ; 免疫组织化学

中图号 R 5 z 2
.

6 2 , R 4 4 6
.

s

H L A 抗 原 是由位于人类第 6 号染色体短

臂上的 H L A 基 因所编码的一组跨膜糖蛋 白
。

分为 3 类
:

①H L A一 I类 ( A
、

B
、

C ) 抗 原
,

在细胞免疫反应尤其是抗病毒免疫中具有重要

作用
; ② H L A一 I 类 ( D p

、

D Q
、

D R )抗 原
,

参

与免疫活性细胞间相互作用和 免 疫 调 控
; ③

H L A一 l 类抗原
,

即补 体 C Z 、

B f 和 C ;

等
。

近

年来研究表明
,

乙型 肝 炎 病 毒 ( H B V ) 感染

时
,

肝细胞坏死的机理中细胞毒 性 的 T 细 胞

( CT
L ) 起重要作用

; C T L 对受染肝细胞的攻

击可能取决于膜病毒抗 原 和 H L A 抗 原 的 共

同识别
。

H B V 感染 的 临床表现形式多样
,

从

无症状 H B s A g 携带者到致死性 的 重 症 肝 炎

( 重肝 )
。

本文对各型 乙型肝炎 ( 乙肝 ) 肝组织

H L A 一 I 和 l 类抗原进行免疫组织化学研 究
,

借以探讨 H L A 抗 原在乙肝发病机理和病毒感

染持续中的作用
。

对 象 与 方 法

对 象 为 1 9 9 0 年 1 1 月至 1 9 9 1年 4月期

间住院的各型 乙肝患者 11 3 例
,

包括急性肝炎

( 急肝 ) 8 例
、

慢性迁延性肝炎 ( 慢迁肝 ) 12

例
、

慢性活动性肝炎 (
’

漫活 肝 ) 81 例
、

重 肝

12 例 ( 其中 亚 急 性 5例
、

慢性 7 例 )
。

全部

病例均经肝活检病理诊断确定
。

诊断标准按第
6 届全国病毒性肝炎会议修订的 《 病毒性肝炎

防治方案 》 〔” 。

按该方案慢活肝根据病理组织

学分为轻
、

中
、

重 3型
。

6 名肝 功 能 正 常
、

H B v 标志物阴性的胆系结石患者作为对照组
。

各组病例临床资料见表 1
。

方 法 肝穿同时或 1 周内采血检测血清

H B V 标 志 物
。

H B s A g ,

抗
一H B s 、

H B e A g
、

抗
一H eB

、

抗
一 H B c 、

抗书 B c 、
I gM 均用 E L I S A 测

定
。

试剂购 自 北 京 3 02 医 院 免 疫 室
, H B v

D N A 用
3 ’ P 标 记 斑 点杂交检测

,

试剂由华西

医科大学肝炎研究室提供
。

血清 日
:

微 球蛋 白

测定用 R I A 双抗 P E G 法
,

试剂购自中国原子

能研究院
。

肝穿刺获取的肝组织
,

部 分 用 10 %福 尔

马林固定
,

常规石蜡包埋 切 片 ( 厚度 5 卜m )

待检
。

部分立即置入液氮中冷藏
,

冷冻保存的

肝组织用恒冷切片机作连续切片 (厚度 6林m )
,

室温干燥过夜
,

置于
一 20 ℃冰箱待检

。

肝组织内 H sB A g 和 H B c A g 用 P A P 法在

石蜡切片
一

L进行检测
,

试剂盒系美 国 D a k。 公

司的产品
。
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表 1 临 床 病 例 资 料

组 别 例 数 男 / 女 年 龄 A L T
关 S B 关爷

急 JJ I
二 8 5 / 3 3 4 士 2

慢迁 JJ干 2 2 1 1 / 1 3 0 士 1

慢活 )l I
: (轻 ) 通7 3 3 / 1 4 3 0 士 8

慢活肝 ( `
于
, ) 2 4 1 4 / 1 0 2 9 士 1

慢活肝 (重 ) 1 0 9八 3 4 士 1

亚
、 」

馒重肝 1 2 1 0 / 2 32 士 9

肝胆道结石 6 1 /万 4 4 士 2

粉 ALT 正常值 < 500 nm ol
·

S
一

l/ L 朴朴 S B 正常值 < 13
.

7协om l/ L

2 1 3 1 士 1 9 1 0

1 1 5 9 士 1 3 5 0

2 0 1 1 士 2 4 0 0

3 2 4 1士 4 2 0 7

1 3 9 8 士 1 1 2 6

1 3 7 0 士 1 3 3 5

(

( 5 00

6 6 生 3 5

2 0 士 1 9

3 1 士 2 3

3 1 士 3 0

8 4士 5 8

1 2 3 士 5 1

< 1 3
。

7

肝 组 织 H L A一 I
、

l 类 抗 原 及 C D
Z + 、

C D
` +

和 C D
。 +

细胞 的免疫组织化学检测用桥联

酶标碱性磷酸酶 抗 碱 性 磷 酸 酶 ( A以 A P )

法
,

试剂盒亦购自美国 D ak 。 公司
,

其 中 抗-

H L A 一 A
、

B
、

C 和 抗
一 H L A一 D R 抗 体 的工作

浓度为 1 ,

50 和 1 , 10 0
。

按 试 剂盒说明操作
,

冰冻切片丙酮固定后顺序加入单克隆抗体
、

兔

抗鼠抗体
、

A P A A P 复 合物及底物
,

衬染后封

片镜检
。

以正常成人扁桃体冰冻切片作为 阳性

对照
,

正常小鼠血清
、

T B S 代替第一抗体
,

正

常兔血清代替第二抗体作为阴性对照
。

当镜下

出现阳性对照呈阳性
、

阴性对照呈 阴 性 染 色

时
,

由两人分别判读结果
,

相符 率 均 在 90 %

以
_

L
。

染色切片在光镜下判断结 果
,

H L A 抗 原

参照 N a g af cu hi 等 t` ’制订的标准
:
肝细胞膜未

显示 H L A一 I
、

亚类抗原阳性染色者 ( 一 ) ,

少数肝细胞的部分细胞膜染色阳性 ( + ) , 肝

细胞的整个细胞膜阳性 ( + + )
。
T 细胞亚群用

5 x s m m 网格测微尺在 A P A A P 法染色的连

续切片上分别计出同一部位的单个 核 细胞 总

数
, C D

Z十 、

C D
` +

和 C D a +

细 胞 数
,

并计算其

各占单个核细胞数的百分率
,

以 及 C D
` +

/ C D
a +

细胞的比值
。

另按不同类型分区域计算细胞比

值
:

重肝计算大片或亚大片坏死区
,

慢活肝计

算碎屑样或桥状坏死区
,

急肝计算 灶 性 坏 死

区
,

慢迁肝和对照组计算汇管区
。

统计学方法
:

根据资料结果相应地作秩和

检验
、

方差分析和 妙 检验
。

结 果

各型乙肝肝组织内 HL A一 I 类 和 I 类抗原

的分布及肝细胞表达

正常肝组织中血管内皮细胞
、

肝窦内衬细

胞
、

胆管上皮细 胞 H L A一 I
、

l 类抗原均呈阳

性染色
,

其中部分内衬细胞胞浆内也见阳性染

色
,

而肝细胞未见染色
。

乙肝肝内炎症区浸润

的单个核细胞两类 H L A 抗 原可见阳性染色
。

各型 乙肝肝细胞膜 I
、

I 类抗原的检出见表 2
。

表 2 各型 乙肝肝细胞 H L A 一

I
、

I 类抗原

组 别 例 数

H L A 一 I
类抗原

H L A 一

I
类抗原

一 + + 十 一 十 十 十

急性肝炎 8 2 5 2苦朴 4 1 3

慢 迁 肝 1 2 1 1 1 0 1 1 1 0

慢活肝 (轻 ) 4 7 1 4 2 5 8补补 2 7 1 0 1 0

慢活肝 (中 ) 2 4 0 1 5 尹
苦铸 1 3 7 4

慢活肝 (重 ) 1 0 0 5 5关关补 4 2 4签

亚
、

慢重肝 2 2 3 2 7书签朴 5 5 2铸

肝胆道结石 6 6 0 0 6 0 0

补 、

料
、

料
朴
表示与肝胆道结石组 比较本组 P值分

别 < 0
。

0 5
、

< 0
.

0 1
、

< 0
.

0 0 1

急肝
、

慢活肝和重肝的肝细胞表面 H L A -

I 类抗原染色明显增加
,

其中
,

中
、

重型慢活肝

均阳性
,

急肝多呈弱阳性
,

且集中于小叶内灶性

坏死区及附近肝细胞
,

与浸润的炎性细胞分布

大约一致
;
慢迁肝仅 1 例在汇管区周围有少数

肝细胞染色阳性
;
中

、

重型慢活肝碎屑样坏死
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区及周 围几乎所有肝细胞均呈阳性染色
,

构成 细胞
,

比值为 2
.

48
,

与 其 他 各型肝炎相差非

所谓
“
蜂巢样

”
结构 ( 图 1 ) ; 约 3 / 4 重肝于 常显著 ( p < 0

.

0 01 )
。

坏死区周 围肝细胞也可见到类 似 现 象
,

另 外 C D
Z +

细胞主要分布在小叶内和汇竹 区 周

1 / 4的乖肝虽也见大片或亚大片坏死及大 量 炎 围
,

在汇管区偶见大量 C D
Z 千

细 胞聚集
,

构成

症细胞浸润
,

肝细胞 I 类抗原染色却呈阴性
。 “

滤泡
”
样结构

。

肝实质坏死 区
,

可 见 数 个

乙肝中除慢迁肝外
,

肝细胞表面 I 类抗原表达 C D
S 十

细胞围绕单个或几个变性肝 细 胞
,

有的

增加
,

但检出率较 I 类抗原为低
,

多呈灶性分 甚至进入肝细胞内 ( 图 2 )
。

多数 C D广细 胞

布
,

于肝细胞的近窦侧多见
,

少见 I 类抗原的 位于汇管区
、

血窦
,

少数位于 iD s se 腔 内
,

与
“
蜂巢样

”
强表达

;
血窦内衬细胞和门脉区多 肝细胞接触

。

数淋 巴细胞呈 1 类抗原的阳性染色
。

连续切片 C D Z 十

细 胞相应的部位可见浸润

肝组织 T 细胞亚群分 布 与 H L A 抗 原 的 的淋巴细胞和肝细胞 ( 尤其是门脉周 围和坏死

关系 灶旁的肝细胞 ) H L A 一 I 类抗原的强表 达
,

淋

各型 乙肝肝组织内炎症浸润区 T 细 胞 亚 巴细胞与 H L A一 I 类抗原染色的肝细胞有接触

群的检出率
,

见表 3
。

急肝
、

慢活肝
、

重肝炎 现象 ( 图 3 )
。

症坏死区以 C D
Z +

细胞浸润为主
,

其中重肝最 肝组 织 H sB Ag
、

H B c A g 与 H L A一 I 类 抗

显著
; T 细胞亚群中又 以 C D +a 细 胞 为 主

,

原裹达的关系

C D
`

丫 C sD
+

比值三组均 < 1
。

慢迁肝 浸润细胞 用 P A P 法对各型乙肝肝组织中 H sB A g 和

以非 T 细胞为主
,

亚群中 C D
` +

细胞多于 C D
: +

H B c A g 进行检测 ( 表 遇 )
。

各型 乙 肝 H sB A g

表 3 各型乙型肝炎患者肝内 T 细胞亚群 ( % 牙 士 s)

组 别 例 数 C D扩 C 4D
+

C几 C D’
+

/ C aD
+

急 肝

慢 迁 肝

慢活肝 ( 轻 )

慢活肝 ( 中 )

慢活肝 ( 重 )

亚
、

慢重肝

肝胆道结石

8

1 2

4 7

2 4

1 0

1 2

6

6 4
。
2 士 8

0

8

4 1
。
8 士 6

。
8朴铸

5 3
。
8 士 9

。
8怜

6 6
。
5 士 1 1

。
4

7 2
。
2 士 9

。
5

7 5
。
8士 1 1

。

9

5 9
。
1 士 4

。
4

2 1
。
8 士 4

。
8爷铸

2 4
。

9士 6
。
1餐谷

2 3
。
1 士 5

。
9件朴

2 2
。
4士 6

。
2共签

2 0
。
6士 9

。

7

1 3
。

8 士 4
,

4

3 5
。

8 士 8
。
1

4 2
。
3 士 8

。
5

1 1
。
7 士 8

。
2朴锌补

4 0
。
3 士 1 0

。

5

4 2
。

9 士 1 2
。
2

4 6
。

9 士 9
。
5

5 8
。

6 士 1 0
。
4

2 3
。
4 土 6

。
8

0
。
5 2 土 0

。
2

2
。
4 8 士 0

。
8朴朴谷

0
。

8 5 士 0
。
5件朴 .

0
。
6 0 士 0

。
3补朴

0
。
5 4 土 O

。
3

0
。
2 5 士 0

。
2

1
。
5 7 士 0

。
6

爷 、 铃井 、 共肠苦 表示该组与重肝组比较P值分别 < 0
.

0 5
、

< 0
.

0 1
、

0
.

0 0 1

表 4 各型乙型肝炎患者肝内 H B A g 检出

H B s A g H B e A g

组 别 例 数

—
-

—
+ ( % ) 膜型 + ( % ) + ( % ) 浆膜型 + ( % )

急 肝 8 6 ( 7 5 ) 3 ( 3 8 ) 5 ( 63 ) 3 ( 3 8 )

慢 迁 肝 1 2 1 0 ( 8 3 ) 3 ( 2 5 ) 8 ( 6 7 ) 2 ( 1 7 )

慢活肝 ( 轻 ) 4 7 3 5 ( 7 4 ) 1 9 ( 40 ) 3 2 ( 68 ) 7 ( 1 5 )

慢活肝 ( 中 ) 2 4 2 0 ( 8 3 ) 1 2 ( 4 6 ) 2 3 ( 5 4
.

2 ) 3 ( 2 3 )

慢活肝 ( 重 ) 1 0 8 ( 8 0 ) 7 ( 7 0 ) 7 ( 7 0 ) 2 ( 20 )

亚慢重肝 1 2 9 ( 7 5 ) 6 ( 5 0 ) 1 0 ( 8 3
.

3 ) 3 ( 2 5 )

总 计 1 1 3 8 8 ( 78 ) 4 9 ( 4 3 ) 7 5 ( 6 6 ) 2 0 ( 1 8 )
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表 6 肝细胞H L A
一

I类抗原与血清队M G 比较

一̀O曰Qd八b

:

总检 出 率 为 78 %
,

各组之间检出率未见明显

差异 ( P < 。
.

05 )
。

H sB A g 在肝细胞内的形态

可呈包涵体型
、

周边型
、

膜型及弥漫型
,

两种

类型可同时出现
,

如膜型与弥漫型
,

与肝内病

变活动有关 ( 图 选 )
。

可见到淋巴细胞与含有

H B s A g 肝细胞相接触的现象
。

各 型 乙 肝 H B c A g 总 检 出率 为 “ %
。

H B c A g 在肝细胞内的形态有核型
、

浆型 和 膜

型
,

浆
、

膜型常伴随出现
。

核型多见于病变相

对静止的肝组织
,

而浆膜型者肝内活动性病变

多见
。

膜 型 H B s A g
、

浆 膜 型 H B c A g 阳 性者

其肝细胞 H L A 一 I 类抗原表达明显强于阴性者

( 表 5 )
。

表 5 H B A g与 H L A 一 I 类抗原表达

n 日担 G ( m g / L
,

X 士 S ) P 位

HL A 一

I (
一 ) 1 4

H L A
一

I (
+ ) 1 8

H L A 一

I ( + + ) 1 6 4
。
8 6 士 1

。
0 0

H L A 一

I 抗原
H B A g

P 值

H B s A g膜型 ( + )

H B s A g ( 一 )

H B e A g浆膜型 ( + )

H B e A g ( 一 )

4 9 7 1 8 2 4

儿

-

-

一一
-
-

.

- 一 - - 一 ~ ~ -
- 一一

+ + +

2 5

2 0

< 0
。
0 1

< 0
。
0 1

血清 HB V D N A 状 态 与 HL A一 I 类 抗 原

表达

本文各型乙肝血清 H B V D N A 总 检 出率

为 吐9 ;百
。

H B v D N A 阳 性 组 I 类 抗 原 表 达

( 1 9 / 3 6 、 低于 H B V D N A 阴性组 ( 3 1 / 3 8 )
。

P < 0
.

0 5
。

肝细胞 H L A一 I 类抗原与血清 日
:

微球蛋白

关系

将肝细胞 H L A 一 I 类抗原表达强度与同期

检测的血清 日
2

微 球蛋 白含量比 较 ( 表 6 )
,

各组间相差非常显著
。

讨 论
乙肝患者肝 内 H L A 抗 原裹达的检 出及其

意义

木文及文献报道
〔` ’
表明

,

正常肝细胞不表

达 H L A 一 I
、

l 类抗原
。

郝氏 报 道
〔 5 〕20 例 急

性乙肝
,
其肝细胞 I 类抗原均表达

,

l 类抗原

仅 选例表达
。

本文 8 例中 7例 I 类抗原
, 迄例

亚类抗原有肝细胞表达
。

其检出的差异可能与

肝活检所处病期不同有关
。

结果表明
,

急性 乙

肝肝细胞膜 H L A 二 I 类抗原的表达在肝细胞 的

免疫损伤过程中具有重要作用
,

其表达的启动

因素可能是 H B V 感 染和 /或 I F N 的作用
。

l

类抗原表达在发病过程中的作用尚不清楚
,

推

测可能参与辅助免疫活性细胞间的作用
。

本文研究了大样本
、

多例数 的 ( 93 例 ) 慢

性 乙肝
,

并按病型和病理组织学分 型 分 别 观

察
,

发现 H L A一 I 类抗原的肝细胞膜表达各型

之间差异较大
,

慢迁肝极少有表达
,

慢活肝随

病理损害程度加重而表达增强
,

表明慢性 乙肝

肝细胞膜 I 类抗原表达与肝组织病理损害的严

重程度有关
,

与 以往的报道
〔` ” 」一致

。

本文 12 例
J

漫迁肝中
,

肝细胞 l 类抗原很少有表达
,

轻
、

中
、

重型慢活肝半数左右患者有表达
,

但无显

著性差 异
; I 类抗原表达呈灶性分布

。

提示肝

细胞 l 类抗原的表达并不直接参与肝细胞的免

疫损伤过程
。

本文首次报告重症 乙肝肝细 胞 H L A 抗原

表达的检测
,

75 % 重肝有 I 类抗原肝细胞膜表

达
,

58 %有 l 类抗原表 达
,

约 1 / 4一 1邝 的 重

肝虽然也有严重的肝组织病理损害和大量淋巴

细胞浸润
,

却米见 H L A 抗 原的表达
。

提示重

肝的发病机理较为复杂
,

除 H L A 限 制的细胞

介导免疫外
,

可能还有不 同的发病机理起主导

作用
。

乙肝肝细胞损害的效应细胞与靶抗原的关

系

本文对各型 乙肝肝内 T 细胞亚群检测的结

果与国内外报道
`。一 ’ 。 ’相符

。

重肝的大片及亚大

片坏死 区
,

慢活肝的碎屑样或桥状坏死区
,

急



刘建平
,

等
。

齐型乙 型肝炎 H L A一 I
、

I 类抗原免疫组织化学研究

肝的火l二性坏死 区均以 C D
Z 十

细 胞为主要炎症浸

润细胞
,

进一步证实T细胞作为主要的免疫活性

细胞参与乙肝 的 发 病 过程
; 上 述 各 组 中

,

C D ` 十

/ C D
S 十

细胞 比值均小于 z ,

表明 C D
S+

细

胞是参与乙肝肝细胞免疫病理损害的主要效应

细胞
。

连续切片对肝内 T 细胞亚 群
、

H sB A g 和

H B c A g 与肝 细 胞 H L午 I 类抗原相互关系的

分析发现
,

浸润的淋巴细胞与肝细胞 I 类抗 原

表达的分布基本一致
;
膜型 H B s A g 和 浆膜型

H cB A g 表 达 者肝细胞膜 I 类抗原表达明显增

强
,

而上述病毒抗原的膜表达常见于肝组织活

动性病变
。

因此
,

认为 乙肝肝细胞 H L A 一 I 类抗

原与 H BS A g 和 H B c A g膜表达有 明显的关系
,

从组织形态学 七进一步证实了效应细 胞 ( C D
S +

细胞 ) 与靶抗原 ( H L A 一 I 类抗原
、

H B s A g 和

H cB A g ) 在感染肝细胞损害中的作用机制 ( 即

双识别机制 )
,

提示两种靶抗原的共同存在是

C T L 识 别 和 杀伤受染肝细胞的前提和必要条

件
。

另外
,

当 H B V 复制 减 低 或 停 止 ( H B V

D N A 阴转时 )
,

肝细 胞 H L A 一 I 类抗原表达

增加也为这一论点提供了佐证
。

慢活肝时
,

由

于 I 类抗原表达和病毒抗原的分布不尽一致
,

可能是造成 H B V 不 能彻底清除而持续存在 的

原因之一
。

只有当肝细胞充分
、

同 步 地 表 达

H L A 抗原和病毒抗原 时
, C T L 才 能有效地将

受染肝细胞清除
。

肝细胞 H L A一 I 类抗原表达与 血 清 日
2

微

球蛋 白呈一致性变化
,

符合血清 日
2

微 球 蛋 白

在患 乙肝时增高是肝内合成及释放增多所致
。

因此
,

在 乙肝时
,

动态测定血中 日
:

微 球蛋 白

水平可在一定程度上反映肝内 H L A一 I 类抗原

肝细胞表达 的情况
。

( 本文图见封 3 )
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