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摘
!

要"目的
!

研究慢性病毒性乙型肝炎患者
!

细胞亚群'

KH/"9

'

KVW/

-

变化与其血清
Z1̀ 3W+

的水平!探讨病毒复制程

度与机体免疫功能的关系%方法
!

应用流式细胞仪直接免疫荧光法检测
:'

例乙型肝炎病毒感染者'

#(

例健康对照外周血
!

细

胞亚群百分率#用
0HK)+

法检测血清中
KH/"9

'

KVW/

-

水平#用荧光定量
*2O

法检测乙型肝炎感染者血清
Z1̀ 3W+

%结果
!

根

据
Z1̀

感染者血清中
Z1̀ 3̀ +

载量的高低!将它们分为低拷贝组+"
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IH

,'高拷贝组+"

$
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及
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阴性组"

#
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Z1̀

感染者外周血
237

4

!

细胞百分率及
237

4

&

239

4比值较健康对照组明显减低!且随着

Z1̀ 3W+

载量的增加!

237

4

!

细胞百分率及
237

4

&

239

4比值降低更明显%

239

4

!

细胞百分率较健康对照组明显升高!乙型

肝炎患者
KH/"9

'

KVW/

-

表达水平明显高于健康对照组!且随着
Z1̀ 3W+

载量的增加!

KH/"9

'

KVW/

-

增加更明显%结论
!

慢性病

毒性乙型肝炎患者存在免疫调节紊乱!

Z1̀ 3W+

复制增加!进一步加重乙型肝炎病毒感染者
!

细胞亚群和细胞因子的失衡!

237

4

&

239

4比值'血清
KH/"9

'

KVW/

-

的动态变化可及时提示
Z1̀

感染者机体免疫功能的变化%
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由于非溶细胞性及溶细胞性杀伤是人体清除
Z1̀ 3W+

的两种途径#非溶细胞性杀伤主要通过肝内非特异性免疫细胞

及细胞因子作用#溶细胞性杀伤主要是抗原特异性
!

细胞杀

伤作用$目前#研究发现特异性
!

细胞和细胞因子在
Z1̀

清

除过程中发挥着重要作用$机体的免疫功能紊乱#尤其是
!

细胞亚群和细胞因子的调节失衡与慢性病毒性肝炎的发生密

切相关)

"

*

$本组检测
Z1̀

感染者外周血
!

淋巴细胞亚群

!

237

4

%

239

4

"及
KH/"9

%

KVW/

-

的变化情况#分析其与血清中

Z1̀ 3W+

载量水平的关系$现报道如下$

A

!

资料与方法

A$A

!

一般资料
!

#''%

年
9

!

"#

月在本院门诊及住院的乙型

肝炎患者共
:'

例#均符合
#'''

年第
"'

次全国病毒性肝炎会

议修订的病毒性肝炎诊断标准#且在
&

个月内均未使用免疫调

节剂和抗病毒药物治疗$其中男
&9

例#女
##

例'平均!

&(d

"(

"岁$其中
Z1=+

R

%

Z1E+

R

%抗
/Z1-

阳性组
&7

例#

Z1=+

R

%

抗
/Z1E

%抗
/Z1-

阳性组
#:

例 $健康对照组为
#(

例门诊体检

表面抗体阳性者#男
"7

例#女
""

例'平均!

#%d8

"岁$所有对

象排除甲%丙%丁及戊型病毒感染$

A$B

!

237

和
239

检测
!

取
"''

#

H

抗凝血于流式专用试管

中#加入
13

公司提供的
237VK!2

&

239*0

&

23&*EP2*

三标

志单克隆荧光抗体
#'

#

H

#室温避光反应
#'I<>

#加入
(''

#

H

红细胞裂解液#溶解红细胞
"'I<>

#以离心半径
9-I

#

"'''P

&

I<>

离心
(I<>

#弃上清液#再加入
"IH*1)

#以离心半径
9

-I

#

"'''P

&

I<>

离心
(I<>

#弃上清液#补足
(''

#

H*1)

#混匀

后#上
13V+2)2LG<.AP

流式细胞仪检测并使用
-EGG

M

AE=@

软件

获取
"''''

个细胞#以
))2

&

23&

设门#记录辅助&诱导
!

淋巴

细胞!

23&

4

237

4

239

6

"%抑制&细胞毒性
!

淋巴细胞!

23&

4

237

6
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4

"百分数并计算辅助&抑制
!

淋巴细胞比值!

23&
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4
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6

&
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4
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6
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KH/"9
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含量测定
!

采用
0HK)+

法#试剂盒由深圳

晶美生物有限公司提供#严格按照说明书要求操作#使用意大

利
)0+2

全自动
+HK)0K

型酶标仪检测$

A$D

!

Z1̀ 3W+

定量测定
!

采用
O?-DEH<

R

D@2

C

-GEP

荧光定

量
*2O

分析仪检测
Z1̀ 3W+

#试剂由深圳匹基生物工程股

份有限公司提供#严格按照说明书要求操作$

A$G
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统计学处理
!

应用
)*))""$'

软件分析数据#结果以

!

Cd5

"表示#组间比较用
!

检验#以
"

#

'$'(

为差异具有统计

学意义$

B

!

结
!!

果

B$A

!

Z1̀

感染者外周血各指标分析
!

感染者外周血
237

4

!

细胞百分率及
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4

&

239

4比值则明显低于健康对照组!

"

#
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#

"

#

'$'"

"#

239

4

!

细胞百分率明显升高!

"

#
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与健康对照组比较#血清
KH/"9

%

KVW/

-

水平明显增加!

"

#
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"$见表
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表
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#

组外周血各指标结果比较#

Cd5

$

组别 例数!
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健康对照组
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Z1̀ 3W+

不同载量及其外周血各指标分析#
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$
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"
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4

!
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"
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4

&
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4

KH/"9 KVW/

-

健康对照组
#( 7'$#d"'$& #&$8d9$9 "$8%d'$9 :8$#d#9$# (%$(d%'$&

3W+

阴性组
#7 &9$%d8$'

'

#($"d8$&

,

:"$%(d'$9"

",

"&7$"d""9$%

",

"'%$7d99$%

",

3W+

低拷贝组
": &%$9d8$7

"'

#%$7d9$7

"'

"$(#d'$%7

",

&:"$'d#("$"
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":"$8d""&$7
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3W+
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#' &($%d9$:

.
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.
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.
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.
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注(与健康对照组比较#

"

"

#

'$'(

#

"

"

#

'$'"

'与
3W+

高拷贝组比较#

'

"

#

'$'(

#

,

"

#

'$'"
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B$B

!

Z1̀ 3W+

!

不同载量及其外周血各指标分析

B$B$A

!

根据乙型肝炎病毒感染的
Z1̀ 3W+

载量不同#将其

分为
3W+

低拷贝组#载量!
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&

!

"'

7
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JC

&

IH

#平均
9$9b"'
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-?
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&

IH

'

3W+

高拷贝组#载量!

$
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7

!
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9

"
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&
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#平均
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:
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&
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'

3W+

阴性组!载量小于最低检测限
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&

-?
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&

IH

"$

B$B$B

!

与健康对照组比较#

3W+

阴性组
237

4

!

细胞百分率

及
239

4

!

细胞百分率无明显差异#但
237

4

&

239

4比值明显

降低!

"

#

'$'(

"#血清
KH/"9

%

KVW/

-

水平明显增加!

"

#

'$'(

"'

低拷贝组
237

4

!

细胞百分率及
237

4

&

239

4比值明显降低

!

"

#

'$'(

#

"

#

'$'"

"#

239

4

!

细胞百分率%血清
KH/"9

及
KVW/

-

水平明显增加!

"

#

'$'(

#

"

#

'$'"

"'高拷贝组
237

4

!

细胞

百分率及
237

4

&

239

4比值明显降低!

"

#

'$'"

"#

239

4

!

细

胞百分率%血清
KH/"9

及
KVW/

-

水平明显增加!

"

#

'$'"

"$

B$B$C

!

与高拷贝组比较#

3W+

阴性组
237

4

!

细胞百分率及

237

4

&

239

4比值明显降低!

"

#

'$'(

#

"

#

'$'"

"#

239

4

!

细

胞百分率%血清
KH/"9

及
KVW/

-

水平明显增加!

"

#

'$'"

"'低拷

贝组
237

4

!

细胞百分率及
237

4

&

239

4比值明显降低!

"

#

'$'(

#

"

#

'$'"

"#

239

4

!

细胞百分率%血清
KH/"9

及
KVW/

-

水

平明显增加!

"

#

'$'(

#

"

#

'$'"

"#见表
#

$

C

!

讨
!!

论

237

4

!

细胞为辅助性
!

细胞#能促进
1

细胞%细胞毒性

!

淋巴细胞和其他免疫细胞的增殖及分化#调节体液免疫和细

胞免疫$

239

4

!

细胞由细胞毒性
!

淋巴细胞和抑制性
!

细

胞组成#

239

4

!

细胞是决定
Z1̀

清除状态的关键细胞亚群#

通过细胞溶解或非溶解机制是
239

4

!

细胞清除机体感染

Z1̀

的主要方式)

#

*

$本组结果表明#乙型肝炎感染者外周血

237

4

!

细胞明显低于健康对照组!

"

#

'$'(

"#而
239

4

!

细

胞则明显高于健康对照组!

"

#

'$'(

"#

237

4

&

239

4比值显著

低于健康对照组!

"

#

'$'"

"#表明感染者特异性
!

细胞作用有

所加强#而
237

4

!

细胞生成减少#使特异性抗体产生不足#不

能清除游离的乙型肝炎病毒#可造成病毒在体内持续存在并影

响
239

4

!

细胞活性)

&

*

$而
239

4细胞的增加是由于抑制性
!

细胞的增加#

!

细胞能够抑制免疫反应#使机体对乙型肝炎病

毒反应低下#

!

细胞的增殖#加重了免疫抑制)

7

*

$因此#慢性

Z1̀

感染者主要表现为
237

4

!

细胞减少#而
239

4

!

细胞

增高#

237

4

&

239

4比值下降#提示免疫功能下降$这一结果

也与其他报道一致)

(/:

*

$慢性乙型肝炎感染者由于存在不同程

度的细胞免疫功能异常#随着病毒复制的增加#高载量的病毒

会诱发机体免疫耐受#导致免疫应答低下#尤其是
237

4 和

239

4

!

细胞功能$

239

4

!

细胞作为主要的免疫效应细胞#

数量的增加与病毒的清除有关#在清除病毒的同时也造成肝细

胞大量破坏#症状加重'但由于
237

4

!

细胞数量降低#缺乏

!D

"

细胞有效辅助#

239

4

!

细胞不能有效清除病毒#可能是

造成病程迁延的主要因素之一$

KH/"9

可提高
!D

"

反应#介导细胞免疫#提高细胞免疫反

应#促使
KVW/

-

产生而抑制病毒复制#有利于病毒清除)

%

*

$表

达有
V+)H

的
Z1̀

特异的
2!H

可刺激巨噬细胞使其分泌

KH/"9

#从而上调
2!H

或周围
!

细胞的
KVW/

-

产生#这又可进

一步加强巨噬细胞表面
V+)H

的表达$

KH/"9

通过激发
KVW/

-

表达与合成#从而促使原始辅助性
!

细胞!

!D

'

"向
!D

"

转化#

促进
!D

"

增殖#进一步促进
!D

"

细胞分泌
KH/"#

%

KVW/

-

%

KH/#

等#形成由
KH/"9

%

KVW/

-

%

KH/#

等
!D

"

细胞因子组成的细胞因

子级联#这是由
Z1̀

诱导的免疫反应$本研究结果表明#在

Z1̀ 3W+

阳性组中#

KH/"9

%

KVW/

-

较
Z1̀ 3W+

阴性组明显

偏高'高拷贝组较低拷贝组明显偏高#说明
Z1̀ 3W+

阳性患

者
!D

"

细胞免疫反应明显增高#尤其以高拷贝组为多#

KH/"9

%

KVW/

-

的增高促进了机体对病毒的清除$本组观察发现#

KH/

"9

%

KVW/

-

水平随
Z1̀ 3W+

增加而升高#呈正相关#表明病毒

体内复制越厉害#

KH/"9

%

KVW/

-

表达越高#这就越有利于病毒

清除$通过本实验的观察发现#

KH/"9

%

KVW/

-

表达水平与乙型

肝炎病毒感染状态和病毒量具有一定的相关性#

KH/"9

与
Z1̀

3W+

同时检测可作为了解乙型肝炎病毒感染状态和机体免疫

状态的指标$
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