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　　摘　要：目的　分析慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者抗病毒治疗前后ＨＢｅＡｇ特异性Ｔ细胞应答与血浆ＨＢｅＡｇ滴度动态变化有无

关系。方法　分别收集２２例ＣＨＢ患者抗病毒治疗前、治疗后３、６、１２月的外周血共８８份标本，以 ＨＢｅＡｇ蛋白刺激外周血单个

核细胞，采用酶联免疫斑点技术（ＥＬＩＳＰＯＴ）检测产生ＩＦＮγ的 ＨＢｅＡｇ特异性Ｔ细胞的频率，并检测患者 ＨＢＶＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｇ等病毒学指标。结果　患者抗病毒治疗前和治疗后３、６、１２月总的Ｔ细胞反应阳性率分别为３１．８％（７／２２）、５０．０％（１１／

２２）、７７．３％（１７／２２）和９５．５％（２１／２２）；治疗后１２月 Ｔ细胞反应频率明显高于治疗前和治疗后３月，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；核苷类似物治疗组与干扰素治疗组治疗后Ｔ细胞反应频率比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。患者治疗后１２月Ｔ细胞

的平均反应强度明显高于治疗前、治疗后３月及治疗后６月，差异有统计学意义（犘＜０．０５），核苷类似物治疗组与干扰素治疗组

均分别得出上述相同的结果。患者Ｔ细胞的平均反应强度与血浆 ＨＢｅＡｇＣＯＩ无相关性（狉＝－０．１０７，犘＝０．３１９）。结论　ＣＨＢ

患者抗病毒治疗后 ＨＢｅＡｇ特异性Ｔ细胞的应答较治疗前有所增强，但这种变化与血浆 ＨＢｅＡｇ滴度的动态变化无明显相关性。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）对肝脏的损伤主要是宿主免疫细胞

介导产生的炎症细胞因子，以及通过对病毒感染的肝细胞造成

免疫损伤［１２］。慢性 ＨＢＶ感染者获得 ＨＢｅＡｇ血清转换后，

ＨＢＶＤＮＡ水平常低于检测下限甚至检测不到，同时丙氨酸氨

基转移酶（ＡＬＴ）也降至正常，肝组织炎症消退，这些临床现象

提示 ＨＢｅＡｇ的免疫应答可能在 ＨＢＶ清除中起着关键性作

用。但 ＨＢｅＡｇ特异性的细胞免疫在慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患

者抗病毒治疗中的作用及其与血浆 ＨＢｅＡｇ滴度的动态变化

关系，目前未见此类报道。因此本研究采用 ＨＢｅＡｇ蛋白作为

刺激物，检测ＣＨＢ患者抗病毒治疗前后Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋

白的应答反应，分析 ＨＢｅＡｇ特异性 Ｔ 细胞应答与血浆

ＨＢｅＡｇ临界值指数（ＣＯＩ）值相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究中所有患者均来自２００９年１月至

２０１１年４月于北京佑安医院住院的ＣＨＢ患者，男１７例，女５

例；平均年龄（３９．９±１１．７）岁。所有患者均已接受抗病毒治疗
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１年，其中７例采用干扰素治疗，１５例采用核苷（酸）类似物治

疗，分别留取治疗前、治疗后３月、治疗后６月和治疗后１２月

四个点的外周血。ＣＨＢ的诊断标准均符合２００５年１２月中华

医学会肝病学分会和中华医学会感染病学分会联合制订的慢

性乙型肝炎防治指南［３］。

１．２　方法

１．２．１　酶联免疫斑点技术（ＥＬＩＳＰＯＴ）检测　ＨＢｅＡｇ特异性

Ｔ细胞免疫反应：常规分离外周血ＰＢＭＣｓ，加入已包被ＩＦＮγ

单克隆抗体的ＥＬＩＳＰＯＴ板。同时设立阴、阳性对照孔和实验

孔，每组设２个重复孔。阳性对照孔每孔加入２ｍｇ／Ｌ植物血

凝素（ＰＨＡ），阴性对照孔加细胞培养液，实验孔每孔加入

４ｍｇ／Ｌ的 ＨＢｅＡｇ蛋白作为刺激物，３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱培养

１８～２４ｈ；随后加入生物素化的ＩＦＮγ多克隆抗体及链霉亲和

素，最后加入显色液，反应孔出现蓝色斑点时终止反应。

ＥＬＩＳＰＯＴ自动读板仪（ｃｈａｍｐｓｐｏｔⅢ，由北京赛智公司提供）计

数斑点形成细胞（ＳＦＣ）。阳性反应设定为大于２倍阴性对照

孔ＳＦＣｓ。

１．２．２　血清标志物检测　所有标本均采用罗氏ｅ６０１全自动

电化学免疫分析仪检测患者血清中 ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｓ、ＨＢｅＡｇ、

抗ＨＢｅ、抗ＨＢｃ５种标志物，试剂为Ｒｏｃｈｅ诊断试剂。

１．２．３　ＨＢＶＤＮＡ定量检测　采用上海科华乙肝病毒核酸扩

增（ＰＣＲ）荧光定量检测试剂盒，严格按照说明书操作，仪器采

用美国ＡＢＩ７５００，试剂盒检测下限为５×１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　患者抗病毒治疗前后病原学指标检测结果　本实验２２

例患者抗病毒治疗前１８例 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ均为阳性，４例

ＨＢｓＡｇ阳性，ＨＢｅＡｇ阴性，ＨＢＶＤＮＡ均大于１０
４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，

ＡＬＴ均大于正常上限。治疗３个月后，５４．５％（１２／２２）的患者

ＨＢＶＤＮＡ低于检测下限，５４．５％（１２／２２）ＡＬＴ复常。治疗６

个月后，５９．１％（１３／２２）的患者 ＨＢＶＤＮＡ 低于检测下限；

ＡＬＴ复常率为６８．２％（１５／２２）。治疗１２个月后，８６．４％（１９／

２２）的患者 ＨＢＶＤＮＡ低于检测下限；所有患者 ＡＬＴ均恢复

至正常范围。

２．２　ＥＬＩＳＰＯＴ检测抗病毒前后患者对 ＨＢｅＡｇ蛋白的反应

结果

２．２．１　患者抗病毒前后Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白的反应阳性率

比较　２２例ＣＨＢ患者抗病毒治疗前和治疗后３、６、１２月总的

Ｔ细胞反应阳性率见表１。

表１　　ＣＨＢ患者抗病毒治疗前后Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ

　　　　蛋白的反应频率

时间 阴性例数（狀）阳性例数（狀） 阳性率（％） 总例数（狀）

治疗前 １５ ７ ３１．８ ２２

治疗后３月 １１ １１ ５０．０ ２２

治疗后６月 ５ １７ ７７．３ ２２

治疗后１２月 １ ２１ ９５．５＃ ２２

　　：犘＜０．０５，与治疗前比较；＃：犘＜０．０５，与治疗后３月比较。

２．２．２　患者抗病毒前后Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白的平均反应强

度　平均反应强度用每２×１０
５ 个 ＰＢＭＣｓ斑点形成细胞

（ＳＦＣ）表 示，即 ＳＦＣ／２×１０５ ＰＢＭＣｓ。图 １ 为 ２ 例 患 者

ＥＬＩＳＰＯＴ结果图（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。ＥＬＩＳＰＯＴ结果显示，治疗后患者Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋

白的平均反应强于治疗前，且随着治疗时间的延长，患者Ｔ细

胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白的平均反应强度有所增加，见图２（见《国际

检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　患者抗病毒前后Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白的反应强度变化

与血清 ＨＢｅＡｇＣＯＩ值动态变化的相关性分析　本实验患者

抗病毒前后 Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白的平均反应强度为０～

６０８ＳＦＣｓ／２×１０５ ＰＢＭＣｓ，血清 ＨＢｅＡｇＣＯＩ值为 ０．０７～

１１３９，将患者抗病毒前后Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白的平均反应

强度与血清 ＨＢｅＡｇＣＯＩ值做相关性分析，狉＝－０．１０７，犘＝

０．３１９，犘＞０．０５，认为患者抗病毒前后Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白

的平均反应强度变化与血清 ＨＢｅＡｇＣＯＩ值动态变化无明显

相关性。

３　讨　　论

目前导致 ＨＢＶ慢性感染的确切机制尚不清楚，但许多研

究都指出患者 ＨＢＶ特异性Ｔ细胞应答在乙肝感染控制和疾

病进展方面具有非常重要的作用。而ＣＨＢ患者由于病毒抗

原持续存在导致 ＨＢＶ特异性Ｔ细胞功能障碍，最后甚至出现

病毒特异性Ｔ细胞缺失
［４６］。

在慢性 ＨＢＶ感染时 ＨＢｅＡｇ是最重要的免疫耐受因子，

大部分情况下其存在表示患者处于高感染低复制期［７］。陈瑾

等［８］的实验发现经 ＨＢｅＡｇ刺激激活的 Ｔ细胞可以有效地抑

制 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的合成 ，证明 ＨＢｅＡｇ特异性免疫反应对

病毒的清除有重要作用。本研究中，患者抗病毒治疗前对

ＨＢＶ特异性的细胞免疫状态严重低下，６８．２％（１５／２２）的患者

对 ＨＢｅＡｇ蛋白的刺激无反应，部分患者表现出弱反应性，这

可能是机体不能有效清除病毒的主要原因之一。

随着抗病毒药物干扰素和核苷（酸）类似物在ＣＨＢ治疗

中的应用，人类在抗 ＨＢＶ治疗方面有了巨大进步。目前国内

外的研究均表明ＣＨＢ患者抗病毒治疗后 ＨＢＶ特异性细胞免

疫功能有一定的改善或恢复［９１０］。Ｃｈｅｎ等
［１１］提出 ＨＢｅＡｇ可

致 ＭＨＣⅡ限制的 Ｔｈ细胞功能性缺失或无能，导致对 ＨＢ

ｃＡｇ／ＨＢｅＡｇ的耐受。本实验２２例ＣＨＢ患者抗病毒治疗前

ＨＢＶＤＮＡ均大于１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，ＡＬＴ均大于正常上限。治

疗后患者 ＨＢＶＤＮＡ低于检测下限的患者比例随着治疗时间

延长增加，同时 ＡＬＴ复常率也增加，说明患者抗病毒治疗后

病毒水平下降，肝功能指标恢复较好。有研究发现聚乙二醇干

扰素治疗能增强ＣＨＢ患者 ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫应

答［１２］。由表１可见，治疗后Ｔ细胞对ＨＢｅＡｇ蛋白的反应阳性

率高于治疗前，且随着治疗时间延长，Ｔ细胞对 ＨＢｅＡｇ蛋白

的反应阳性率增加；而图１和图２显示，患者治疗后对 ＨＢｅＡｇ

蛋白刺激引起的特异性Ｔ细胞反应平均反应强度较治疗前也

有一定程度的增强，说明抗病毒治疗可以改善 ＨＢｅＡｇ特异性

Ｔ细胞应答。本实验也发现 ＨＢｅＡｇ特异性 Ｔ细胞应答在

ＨＢｅＡｇ阳性和阴性患者间差异无统计学意义，可能与 ＨＢｅＡｇ

阴性患者例数太少有关。目前检测 ＨＢｅＡｇ的试剂多是半定

量分析法，即用Ｓ／ＣＯ或ＣＯＩ值表示，由此分析了患者抗病毒

治疗前后对 ＨＢｅＡｇ蛋白的特异性Ｔ细胞反应强度变化与血

浆中 ＨＢｅＡｇＣＯＩ值动态变化的相关性，狉＝－０．１０７，犘＝

０．３１９，犘＞０．０５，结果显示两者间无明显相关性，但患者

ＨＢｅＡｇ特异性Ｔ细胞反应强度有随着血浆中 ＨＢｅＡｇＣＯＩ值

降低而增强的趋势。

总之，ＨＢｅＡｇ虽不是病毒装配、感染或复制所必需的，但

其在病毒的免疫耐受中起着重要作用，ＨＢｅＡｇ可能作为一种

免疫调节蛋白导致 ＨＢＶ感染慢性化。因此，监测抗病毒治疗

和临床免疫治疗过程中 ＨＢｅＡｇＣＯＩ值及 ＨＢｅＡｇ特异性细胞

免疫的动态变化有重要的意义。　　　　　（下转第３３１５页）
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表２　　主要病原菌对重要抗菌药物耐药率的变化

药敏试验 ２０００ ２００１ ２００２ ２００３ ２００４ ２００５ ２００６ ２００７ ２００８ ２００９ ２０１０ ２０１１ ２０１２

金黄色葡萄球菌苯唑西林 阳性数（狀） １３１ １２３ １５７ １９２ ２１１ ２３９ ２３３ ２２５ ２５９ ２８１ ３２１ ３４８ ２９３

菌株数（狀） ２２７ ２２４ ２９１ ２２９ ３３３ ３４４ ３５０ ３５２ ３６９ ４５５ ４５６ ５２６ ４８２

耐药率（％）４７．２ ５４．９ ５３．９ ６４．２ ６３．３ ６９．４ ６６．５ ６３．９ ７０．１ ６１．７ ７０．３ ６６．１ ６０．７

铜绿假单胞菌亚胺培南 阳性数（狀） １６ １８ ５６ ３９ ７８ ８６ １１１ １５５ １１０ １０８ １３７ ２４６ ２４４

菌株数（狀） １３１ １３１ １５９ １４５ １８７ ２２４ ２６０ ３４１ ３０６ ３４９ ３４９ ４９９ ５０７

耐药率（％）１２．２ １３．７ ３５．２ ２６．８ ４１．７ ３８．３ ４２．６ ４５．４ ３５．９ ３０．９ ３９．２ ４９．２ ４８．１

鲍曼不动杆菌亚胺培南 阳性数（狀） ５ ５ １７ ９ １５ ４０ ５３ ７９ １２４ １３４ １８８ ３０５ ３９２

菌株数（狀） ２１ ７９ ９５ ４２ ７０ １１８ １４３ １８８ ２１８ ２６６ ３１３ ４１４ ４９４

耐药率（％）２３．８ ６．３ １７．８ ２１．４ ２１．４ ３３．８ ３７．０ ４２．０ ５６．８ ５０．３ ６０．０ ７３．６ ７９．３

３　讨　　论

１３年来本院病原菌结构发生了明显变化，鲍曼不动杆菌

构成比持续升高，铜绿假单胞菌在较高水平上波动，金黄色葡

萄球菌达到高点后大幅度下降，从最受关注的病原菌变成最受

关注的几种病原菌之一，这一点充分体现了物极必反这一自然

界的普遍规律，对于临床抗感染治疗也具有重要参考价值。此

外，金黄色葡萄球菌和鲍曼不动杆菌构成比的变化同步，方向

相反，接近对称。提示不同种属细菌之间拮抗、互补的复杂关

系是维持临床感染病原菌此消彼长和动态平衡最重要的因素

之一。国内权威机构每年发布全国或地区病原菌监测结果，在

鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌构成比的变化，包括２０１１年度

金黄色葡萄球菌的构成比与本研究的结果基本一致。但这些

文献报道２００３年以来金黄色葡萄球菌构成比多在９％～１１％

之间波动，没有明显的下降趋势［１３］。

亚胺培南是治疗革兰阴性细菌感染最重要的抗菌药物之

一，细菌对该药耐药率很大程度上反映了该菌整体耐药水平，

苯唑西林在药敏试验中具有标志性意义，所以重点关注了病原

菌对这些药物的耐药情况。结果表明，鲍曼不动杆菌和铜绿假

单胞菌对亚胺培南的耐药率的上升趋势明显，金黄色葡萄球菌

对苯唑西林的耐药率始终处于高位。与同期文献报道相比，国

外相应病原菌耐药水平明显低于本院［４６］，国内文献报道全国范

围内金黄色葡萄球菌对苯唑西林的耐药水平总体呈下降趋

势［１３，７］，本院病原菌耐药水平变化趋势与全国范围内的病原菌

耐药水平变化趋势基本一致，但上述３种主要病原菌的耐药水

平均高于全国平均水平，提示本院病原菌耐药的形势更加严峻。

总之，１３年来本院烧伤感染病原菌的结构发生了明显变

化，３种最主要的病原菌耐药水平也达到了非常高的水平。因

此，应当密切关注临床伤感染病原菌结构及耐药水平的变化，

合理使用抗菌药物，将抗感染治疗的重心适当向革兰阴性菌倾

斜，提高抗感染治疗的针对性。
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