
·论　　著·

兰州地区慢性乙型肝炎患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群

与ＨＢＶＤＮＡ水平的相关性研究

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（甘肃省兰州市第二人民医院肝病研究所，甘肃兰州７３００４６）

　　摘　要：目的　通过分析不同病毒载量慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者和乙型肝炎病毒携带者（ＡＳＣ）外周血Ｔ淋巴细胞各亚群变

化的规律，探讨乙肝病毒复制水平对Ｔ淋巴细胞免疫功能的影响及其可能机制。方法　选择兰州市第二人民医院２０１２年７～１２

月收治的ＣＨＢ患者６３例（ＣＨＢ组），选取同期ＡＳＣ患者１１２例（ＡＳＣ组），健康体检者８４例（对照组）。采用流式细胞仪检测三

项分组血清中Ｔ淋巴细胞亚群水平，实时荧光定量法检测 ＨＢＶＤＮＡ水平。结果　ＣＨＢ组患者和 ＡＳＣ组患者外周血ＣＤ３＋、

ＣＤ４＋及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋水平均低于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而ＣＤ８＋水平则显著高于对照组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。结论　兰州地区慢性 ＨＢＶ感染者Ｔ淋巴细胞亚群存在不同程度免疫调节异常和功能障碍。
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　　机体感染乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）后，通过对抗 ＨＢＶ特异性

抗原引起的一系列免疫反应而导致肝脏炎症。ＨＢＶ并不直接

引起肝细胞损伤，而是免疫系统介导的免疫应答在清除被

ＨＢＶ感染的肝细胞时导致了细胞的免疫损伤
［１］。机体免疫功

能状态能够影响疾病的发展，在清除感染了 ＨＢＶ的肝细胞时

细胞免疫则发挥主要作用。Ｔ淋巴细胞具有识别抗原、激活并

产生调节因子和趋化因子的功能，是机体细胞免疫功能的重要

执行者，对疾病的病情和转归有重要意义［２］。因此，研究 ＨＢＶ

感染后Ｔ淋巴细胞亚群及其临床相关指标的变化，有助于对

ＨＢＶ感染者做出合理的临床诊治及预后评价。本研究分析兰

州地区 ＨＢＶ携带者（ＡＳＣ）、慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者外周血

Ｔ淋巴细胞亚群的变化规律，有利于进一步探讨 ＨＢＶ感染后

的免疫病理机制，为病毒性乙型肝炎的特异性免疫治疗提供

依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２０１２年７～１２月住院及肝病专家

门诊 ＨＢＶ感染者１７５例，其中 ＣＨＢ患者６３例（ＣＨＢ组），

ＡＳＣ患者１１２例（ＡＳＣ组），所有患者均未接受治疗，排除其他

疾病，其中男９５例，女８０例，年龄１１～６６岁，平均（３９．３８±

１２．７２）岁，诊断符合２０１０年１２月中华医学会肝病学会和中华

医学会感染学会联合制定的慢性乙型肝炎诊治指南［３］中的诊

断标准。对照组为同期门诊健康体查者，年龄２３～５８岁，平均

（３８．６８±１３．０１）岁，其中男３９例，女４５例。

１．２　方法

１．２．１　Ｔ淋巴细胞亚群检测　取３组研究对象的空腹血清标

本２ｍＬ，乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝，在样品测定管

中加入 ５０μＬ 抗凝血，然后加入 ２０μＬ 单抗（ＣＤ４ＦＩＴＣ／

ＣＤ８ＰＥ／ＣＤ３ＰｅｒＣＰ），振荡混匀，避光孵育２０ｍｉｎ（室温），随后

加入２ｍＬ溶血素，继续振荡并混匀，避光放置１５ｍｉｎ（室温）。

离心５ｍｉｎ（１５００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液。加入２ｍＬＰＢＳ，离心５

ｍｉｎ（１５００ｒ／ｍｉｎ），弃 上 清 液，重 复 １ 次。最 后 加 入 ５００

μＬＰＢＳ，上机（美国 ＢｅｃｔｏｎｄＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）检测。采用 ＢＤ

ＦＡＣＳｕｉｔｅ软件系统对所有数据进行荧光参数获取和分析。

１．２．２　ＨＢＶＤＮＡ检测　无菌采集３组研究对象的空腹血清

标本２ｍＬ，注入无菌离心管，室温保存２ｈ，１６００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，吸取离心管中血清２００μＬ，转入另一无菌１．５ｍＬ离心
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管。最后取５μＬ血清，用于ＤＮＡ提取。采用美国 ＡＢＩ７３００

荧光定量ＰＣＲ分析仪进行基因扩增，试剂购自湖南圣湘生物

科技有限公司。结果判断标准：小于１０２ＩＵ／ｍＬ为阴性，１０２～

１０４ＩＵ／ｍＬ为低载量组，１０５～１０６ＩＵ／ｍＬ为中载量组，＞１０７

ＩＵ／ｍＬ为高载量组。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进行线性相关

分析，计量资料以狓±狊表示。成对样本均值用狋检验，多组样

本均值用方差分析，偏态分布资料的比较采用秩和检验，率的

比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶ感染者 Ｔ淋巴细胞亚群检测结果　与对照组比

较，兰州地区ＣＨＢ组和ＡＳＣ组外周血ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋水平显著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＣＤ８＋水

平则显著升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；随着病情发展，

ＣＤ４＋和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋水平呈现逐渐下降的趋势，ＣＤ８＋则呈现

逐渐升高的趋势，见表１。

表１　　各组外周血Ｔ淋巴细胞亚群检测结果（狓±狊，％）

组别 狀
ＣＤ３＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ８＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋

ＡＳＣ组 １１２７２．１４±５．７９ ３９．４７±８．７４ ３０．７４±８．４４＃ １．３４±０．６３

ＣＨＢ组 ６３７４．０７±６．８９ ３８．４３±８．３５ ３１．４２±９．０２＃ １．３１±０．６７

对照组 ８４７８．５３±９．０２ ４２．６９±７．５７ ２７．９１±６．１５ １．５４±０．６１

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．２　ＡＳＣ患者 ＨＢＶＤＮＡ（＋）不同载量组Ｔ淋巴细胞检测

结果　与对照组比较，ＡＳＣ患者 ＨＢＶＤＮＡ高载量组ＣＤ３＋、

ＣＤ４＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 水平均有显著升高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；与对照组比较，ＣＤ８＋显著降低，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），见表２。

２．３　ＣＨＢ患者 ＨＢＶＤＮＡ（＋）不同载量组Ｔ淋巴细胞检测

结果　与对照组比较，ＣＨＢ患者高病毒载量组ＣＤ３＋、ＣＤ４＋

及ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋水平均显著降低（犘＜０．０５），ＣＤ８＋水平显著

升高（犘＜０．０１）；且低病毒载量组ＣＤ３＋ 水平显著降低（犘＜

０．０１）。与低病毒载量组相比，高病毒载量组 ＣＤ４＋、ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋水平显著降低（犘＜０．０５），ＣＤ８＋ 水平显著升高 （犘＜

０．０５）。与中病毒载量组相比，高病毒载量组ＣＤ８＋水平显著

升高 （犘＜０．０５）。其余差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。

表２　　ＡＳＣ患者 ＨＢＶＤＮＡ（＋）不同载量组Ｔ淋

　　　巴细胞检测结果（狓±狊，％）

组别 狀
ＣＤ３＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ８＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋

高载量组 １３ ７０．６５±４．５０ ３５．２２±５．６０ ３２．５２±５．７９＃ １．０７±０．３１

中载量组 １５ ７３．４４±４．１５ ３６．２８±６．１５ ３１．１３±７．０６ １．２９±０．５２

低载量组 ３８ ７０．９５±７．５７ ３６．８６±９．９４ ３１．１７±１０．１８ １．３１±０．６６

对照组 ８４ ７８．５３±９．０２ ４２．６９±７．５７ ２７．９１±６．１５ １．５４±０．６１

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．４　ＨＢＶ感染者Ｔ淋巴细胞与 ＨＢＶＤＮＡ载量的相关性分

析　ＣＨＢ组 ＣＤ３
＋ 水平与 ＨＢＶ ＤＮＡ 载量呈正相关（狉＝

０．２２１，犘＜０．０５）；ＡＳＣ组 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

与 ＨＢＶ ＤＮＡ 载 量 均 无 相 关 性。ＣＨＢ 组 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋与 ＨＢＶＤＮＡ载量亦无相关性，见表４。

表３　　ＣＨＢ患者不同 ＨＢＶＤＮＡ载量组Ｔ淋巴

　　　细胞检测结果（狓±狊，％）

组别 狀
ＣＤ３＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ８＋

Ｔ淋巴细胞

ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋

高载量组 １８ ７２．９８±９．４１ ３５．８３±８．７２ ３５．８２±７．９２ ０．８７±０．５８

中载量组 １９ ７０．８０±８．５９ ４０．５２±７．７６ ２９．１３±８．２５ １．４５±０．７６

低高量组 ２６ ７２．４５±９．０３ ４１．２２±８．９８ ３０．０５±９．５１ １．４１±０．６３

对照组 ８４ ７８．５３±９．０２ ４２．６９±７．５７ ２７．９１±６．１５ １．５４±０．６１

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

表４　　ＨＢＶ感染者Ｔ淋巴细胞与 ＨＢＶＤＮＡ载量的相关性分析

组别 狀
ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞（％）

狉 犘

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞（％）

狉 犘

ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞（％）

狉 犘

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

狉 犘

ＡＳＣ组 ６３ ０．１２０ ０．１４６ ０．０８３ ０．５０９ －０．０１５ ０．９０５ －．０５１ ０．６８６

ＣＨＢ组 ６３ ０．２２１ ０．０４８ －０．２０７ ０．１０４ ０．１９３ ０．１２９ －０．１７５ ０．１７０

３　讨　　论

特异性Ｔ淋巴细胞在慢性 ＨＢＶ感染的发病机制和病毒

清除过程中发挥了十分重要的作用［４］。根据其表面标志物不

同，可将由不同的亚群组成的Ｔ淋巴细胞分为ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和

ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞等若干亚群
［５］。机体发挥正常免疫功能的重

要基础是Ｔ淋巴细胞各亚群间的相对稳定，同时Ｔ淋巴细胞

的数量和比例可反映机体免疫水平，通过相互制约、相互作用，

共同参与机体的免疫应答［６］。一旦不同Ｔ淋巴细胞亚群的数

量和功能发生变化时，可引起免疫功能紊乱，同时伴随一系列

的病理变化。因此，检测Ｔ淋巴细胞亚群水平的变化对调节

细胞免疫功能、指导临床治疗都有极为重要的意义。

自身免疫性疾病中，ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的功能低下，ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞数量和功能的增高是发病的重要因素，免疫缺陷病

的重要指征还包括ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值降低
［７］。本研究结果显

示：与对照组相比，兰州地区ＣＨＢ组和 ＡＳＣ组外周血ＣＤ８＋

水平显著升高，ＣＤ３＋、ＣＤ４＋ 及 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 水平显著降低

（犘＜０．０５），与刘俊英等
［１］及李鸿宾等［８］报道的结果相似；对

照组、ＡＳＣ组和ＣＨＢ组，ＣＤ４＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋水平均呈降低趋

势，ＣＤ８＋水平则表现为上升趋势。患者感染乙肝病毒成为携

带者时，血清中 ＨＢＶＤＮＡ载量升高可能会引起ＣＤ３＋Ｔ淋巴

细胞数量减少，Ｔ淋巴细胞亚群在抗原刺激下发生细胞凋亡或

免疫耐受的反应，数量不升反降，免疫效应由激活变为抑制。

乙型肝炎的慢性化过程使Ｔ淋巴细胞大量损耗，导致ＣＤ４＋Ｔ

淋巴细胞数量下降；同时，ＨＢＶ抗原长期存在，刺激ＣＤ８＋Ｔ
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淋巴细胞数量升高，升高的ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞中的细胞毒性Ｔ

淋巴细胞会对肝细胞造成损伤，同时ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞中的抑

制性Ｔ淋巴细胞又会抑制ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞，降低其辅助清除

ＨＢＶ的能力，上述两个方面互为因果，导致 Ｔ淋巴细胞亚群

的紊乱［９］。

本研究还发现，兰州地区 ＨＢＶ携带者 ＨＢＶＤＮＡ载量与

Ｔ淋巴细胞亚群中的各项指标（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋及ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋比值）之间均无相关性（犘＞０．０５）。以上结果说明 ＨＢＶ

携带者Ｔ淋巴细胞亚群变化与 ＨＢＶＤＮＡ的载量无明显相关

性，与吴健林等［１０］报道一致。在免疫耐受期，免疫细胞功能缺

陷能导致机体的免疫功能障碍，这也许就能解释 ＨＢＶ携带者

Ｔ淋巴细胞数量的变化与 ＨＢＶＤＮＡ的载量无显著相关性的

原因。ＣＨＢ组患者的 ＨＢＶＤＮＡ水平与ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞呈

正相关（狉＝０．２２１，犘＜０．０５），提示 ＨＢＶ感染能影响外周血Ｔ

淋巴细胞亚群的变化和 ＨＢＶ的复制水平，促进细胞免疫功能

紊乱，这和王辉等［１１］和朱银芳等［１２］的报道一致。

综上所述，Ｔ淋巴细胞亚群失衡参与了 ＨＢＶ感染后疾病

的发生、发展及转归，其可能是 ＨＢＶ感染后慢性化的重要原

因。因此，慢性 ＨＢＶ感染是一个由多种免疫细胞和细胞因子

参与的复杂过程。Ｔ淋巴细胞免疫功能与 ＨＢＶＤＮＡ载量变

化具有一定相关性，是乙肝慢性化和成为携带者的重要原因。

检测Ｔ淋巴细胞亚群有助于深入研究 ＨＢＶ的发病机制及预

后判断。
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诱导血小板活化，使血小板激活并聚集在肿瘤细胞周围形成血

小板肿瘤细胞复合物（ＴＣＩＰＡ）
［７］。随着分期越晚越易引起血

小板形成微聚集，为肿瘤细胞在脉管系统中的存活及其成功转

移提供了可能性。可表现为血小板体积大小不均，导致 ＭＰＶ

和ＰＤＷ升高。肿瘤细胞产生血小板衍生生长因子致骨髓巨

核细胞增生代谢活跃，产生大体积的血小板（ＰＬＣＲ）。同时，

肿瘤细胞能通过释放组织因子（ＴＦ）、凝血酶和基质金属蛋白

酶（ＭＭＰ）等诱导血小板活化，而被活化的血小板则进一步释

放一些潜在的促聚集物质，如二磷酸腺苷（ＡＤＰ）、ＴＸＡ２、纤维

蛋白原（Ｆｇ）、花生四烯酸（ＡＡ）等
［８］；同时发生黏附分子的变

构及上调，一方面继续促进血小板的聚集，另一方面，聚集的血

小板进一步与肿瘤细胞黏附，促进肿瘤的血行转移［９１０］。

综上所述，血小板参数增高与肺癌的关系密切，测定血小

板参数可作为肿瘤发生、发展及预后判断的参考指标。当对肺

癌远处转移深入研究时，越来越多检测手段应用于临床，例如

循环肿瘤细胞（ＣＴＣｓ）、可溶性组织因子等，但这些检测费用昂

贵、不宜开展等缺点。因此更应关注常规检测项目，例如血小

板的五项参数。通过这些简便易得、不用额外的检查费用而获

得足够多的信息以指导临床。
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