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外周血中ＣＤ４＋调节性Ｔ细胞检测与慢性丙肝患者抗病毒疗效分析

胡志强

（湖北省襄阳市第一人民医院，湖北襄阳４４１０００）

　　摘　要：目的　研究Ｔ细胞调节性外周血中ＣＤ４＋慢性丙肝患者与抗病毒疗效的关系。方法　以收集的经过抗病毒治疗和

随访的１２８例慢性丙肝患者作为试验组，分别抽取治疗前后以及随访２４周患者的外周血，采用流式细胞术检测外周血中的

ＣＤ４＋细胞的百分比，并进行 ＨＣＶＲＮＡ定量和肝功能指标的检测。对照组为同期体检健康者８０例。结果　试验组和对照组

ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）在两组之间比较，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；治疗前后以及随访２４周后，患者的

ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）的水平均显著的降低（犘＜０．０５）。结论　抗病毒治疗可以有效地降低慢性丙型肝炎的伤

害，提高治愈率，减少对肝脏的损害。外周血中ＣＤ４＋调节性Ｔ细胞可以作为抗病毒治疗疗效以及丙型肝炎病毒感染的指标。
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　　临床研究显示，８０％以上的慢性丙肝患者可转变为慢性持

续性感染，同时该疾病还是诱发肝硬化和原发性肝细胞癌病变

的主要因素，因此加强慢性丙肝患者治疗成为医学界重要工作

重心之一［１］。目前，临床较为常用的慢性丙肝治疗方法为抗病

毒治疗，该种治疗方法疗效评价主要建立在患者Ｔ细胞反应

上，通过检测患者ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例可直接反映患者治疗效

果［２］。笔者选取本院１２８例慢性丙肝患者以及８０例健康人群

进行了如下研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院感染科２０１０年６月到２０１３年６月

完成抗病毒治疗疗程和随访的丙肝患者１２８例，其中男７２例，

女５６例，年龄２１～７５岁，平均（４８±１６．０２１）岁，诊断标准均符

合临床的金标准，作为试验组；对照组８０例，为同期体检健康

者，年龄２３～７３岁，平均（４８±１４．８６６）。试验组和对照组一般

基线资料之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。

（１）纳入标准
［４］：①均符合丙型肝炎临床诊断标准。②未患有

其他重要的合并症、并发症，或者内分泌性疾病，未服用可能对

本研究指标有影响的药物以及未服用对肝脏有损害的药物。

③６个月内均未服用过抗病毒药物，未进行过免疫治疗。④符

合伦理道德，家属或者患者签署了知情同意书等。（２）排除标

准［４］：①患有其他重要的器官衰竭性疾病或者内分泌性疾病，

比如：肝肾衰竭、糖尿病等。②正在服用可能影响研究效果和

结局药物的患者，近期进行抗病毒或者免疫治疗。③具有自身

免疫病史、嗜酒史、肝脏毒性药物使用史。④同时感染有其他

肝炎病毒的患者。（３）剔除标准
［５］：①凡对试验的调查研究不

依从、不配合、容易失访的以及拒绝参加试验者都应排除。②

试验过程中不按照规定进行检查，或者在调查过程中采用了其

他可能影响实验结果的治疗措施。③在治疗过程中病情突然

加重不能再参加试验的。

１．２　方法　抽取试验组患者治疗前后以及随访２４周患者的

外周血，采用流式细胞仪检测外周血中的ＣＤ４＋淋巴细胞的百

分比，并进行 ＨＣＶＲＮＡ定量和肝功能指标的检测。ＣＤ４＋的

百分比检测操作如下：于患者治疗前后以及随访２４周时取外

周血１００μＬ，室温存置３０ｍｉｎ，行２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去

除杂质调配成１０６ 外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）溶液，加入红细

胞裂解液０．５ｍＬ，震荡均匀，洗涤一次，标记后置于４℃下避

光环境中，静置３０ｍｉｎ，选ＰＥ抗人Ｆｏｘｐ３试剂孵育２５ｍｉｎ后

行上流式细胞仪检测，仪器为美国贝克曼库尔特 Ｇａｌｌｉｏｓ流式

细胞仪。ＨＣＶＤＮＡ检测：选用荧光定量聚合酶链反应检测，

将１００μＬ血清标本与２５０μＬ核酸提取液混合均匀，室温下静

置１０ｍｉｎ，加入８０μＬ三氯甲烷，震荡２０ｓ，再次室温放置，时

间为８ｍｉｎ。将样本２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去除杂质，加入
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４００μＬ预冷的乙醇洗涤１次，再次离心１０ｍｉｎ，去除杂质，行

定量检测，试剂选用中山医科大学达安基因股份有限公司生产

试剂，仪器为美国ＰＥ公司５７００型ＤＮＡ扩增仪，严格依据说

明书操作。肝功能指标检测：选用扬州市凯达医疗设备有限公

司生产的ＫＹＦ２００６Ａ半自动生化分析仪，严格按照说明书操

作，检测患者谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷丙转氨酶（ＡＳＴ）、总胆红

素（ＴＢＩＬ）等指标，对照组患者行同样检测，统计检测结果。

１．３　研究指标　分别检测在治疗前后以及随访２４周后患者

外周血ＣＤ４＋的百分比；ＨＣＶＤＮＡ定量；肝功能指标的检测

（ＡＬＴ／ＡＳＴ／ＴＢＩＬ）等。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件进行，计量资

料以狓±狊来表示，对于服从正态分布、方差齐性的资料应用两

组之间的狋检验；符合条件的计数资料可以采用χ
２ 检验。检

验标准取α＝０．０５，当犘＜０．０５时差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　试验组和对照组基线资料的比较　试验组和对照组基线

资料比较，显示 ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）在两

组之间比较差异具有统计学意义（犘＜０．０５），可得慢性丙肝患

者 ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）都明显的升高。其

他的性别、年龄、ＴＢＩＬ、ＰＬＴ等在两者之间比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５），具有可比性。

２．２　治疗前后以及随访２４周外周血中 ＨＣＶＲＮＡ 定量、

ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）的水平　在治疗前后以及随访２４周后，

患者的 ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）的水平均显著

的降低（犘＜０．０５）。说明抗病毒治疗可以有效地降低慢性丙

型肝炎的伤害，提高治愈率，并减少对肝脏损害。

２．３　抗病毒治疗有无应答的情况　在抗病毒治疗的１２８例丙

型肝炎的患者中９３例有应答反应，３５例无应答反应。９３例应

答患者在随访２４周后 ＨＣＶＲＮＡ 定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋

（％）均明显低于健康对照组和３５例无应答的患者，差异具有

统计学意义（犘＜０．０５）。而对照组和无应答患者之间的差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　试验组和对照一般资料的比较

比较的因素 对照组（狀＝８０） 试验组治疗前（狀＝１２８）

性别（男／女） ６２／１８ ７２／５６

年龄（狓±狊） ４８±１５ ４８±１６

病程（年） ０ ９．８±５．７

抗ＨＣＶ 阴性 阳性

ＨＣＶＲＮＡ定量 ０ ４．５±２．３４

ＡＳＴ（狓±狊）Ｕ／Ｌ ２２．３±１６．７ ６７．３±３０．４４

ＡＬＴ（狓±狊）Ｕ／Ｌ ２５．３±１５．５ １１９．８±５１．３０

ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） １２．７５±５．５ １４．３２±３．４７

ＰＬＴ计数（×１０９） １６６±７３ １５６±８７

代谢紊乱 无 无

ＣＤ４＋（％） ３．９９±１．０６ １２．５８±３．７８

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

表２　　治疗前、治疗后以及随访２４周各指标的变化（狓±狊）

比较的因素 治疗前 完成疗程后（１２周） 随访２４周

ＨＣＶＲＮＡ定量 ４．５０±２．３４ ０．７５±１．５６ ０．１０±０．０４

ＡＳＴ（狓±狊）Ｕ／Ｌ ６７．３０±３０．４４ ４３．４４±１９．０５ １１．３３±１３．６７

ＡＬＴ（狓±狊）Ｕ／Ｌ １１９．８０±５１．３０ １０５．００±３０．２７ ２８．６５±１７．０７

ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） １４．３２±３．４７ １３．８７±３．０４ １２．９９±１．１５

ＰＬＴ计数（×１０９） １５６．００±８７．００ １５４．００±７７．００ １６１．００±７５．００

ＣＤ４＋（％） １２．５８±３．７８ ９．００±２．７４ ３．５０±２．４５

　　：犘＜０．０５，与治疗前和完成疗程后比较。

表３　　有应答和无应答反应之间指标的变化（狓±狊）

情况 狀

治疗前

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＣＤ４＋（％）

随访２４周后

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＣＤ４＋（％）

有应答 ９３ １１９．８±５１．３０ ６７．３±３０．４４ １２．５８±３．７８ ２８．６５±１７．０ １１．３３±１３．６７ ３．５±２．４４９

无应答 ３５ １１８．８±３１．４０ ６１．３±４０．４０ １３．６９±５．６６ １０８．５±６２．３ ６０．３±４０．３３ １１．６９±５．５６

　　：犘＜０．０５，有应答的患者治疗前和随访２４周后比较。

３　讨　　论

不同慢性丙肝患者其感染后临床症状和免疫学检测结果

存在差异。临床研究认为，这种现象主要与患者自身白细胞抗

原（ＨＬＡ）等遗传信息、细胞免疫应答以及 ＨＣＶ 自身特性相

关［６］。慢性丙肝患者由于自身 ＨＬＡ１限制，针对 ＨＣＶ 各类

抗原表位的特异性细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）应答较为微

弱，甚至无法应答，导致患者 ＨＣＶ病毒难以清除，临床治疗难

度极大。有学者研究显示ＣＤ４＋Ｔ细胞是ＣＴＬ免疫应答的主

要调控细胞，与 ＨＣＶ病发、进变等存在直接联系
［７］。Ｔ细胞

是人体主要的免疫细胞，具有极强的免疫抑制性和免疫无能

性，其在ＩＬ２浓度较低时无法反应，但在ＩＬ２浓度较高时可经

ＴＣＲ激活或增殖，抑制患者体内ＣＤ４＋细胞中ＩＬ２的表达和

转录，可有效干扰ＩＬ２的增殖和活化，同时还可作用于ＣＤ８＋

细胞上，抑制其杀伤效用［８］。临床研究发现，慢性丙肝患者外

周血内ＣＤ４＋Ｔ细胞含量显著高于健康人群，如去除患者外周

血内ＣＤ４＋Ｔ细胞，其 ＨＣＶ特异性反应显著增强
［９］。另外有

学者研究发现，慢性丙肝患者外周血内Ｔ细胞含量显著高于

健康人群，并且该细胞水平与患者疾病程度呈正相关。该学者

分离Ｔ细胞后，发现患者Ｔ细胞具有诱导形成ＨＣＶ抗原特异

化能力，可作用于 ＨＣＶ感染的慢性化发展
［１０］。本次研究中，

试验组和对照组基线资料显示 ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、

ＣＤ４＋（％）两组之间比较差异具有统计学意义（犘＜０．０５），可

得慢性丙肝患者 ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）都明

显的升高。其他的性别、年龄、ＴＢＩＬ、ＰＬＴ等在两者之间差异

无统计学意义（犘＞０．０５），与同类研究近似。与此同时，在治

疗后以及随访２４周后，患者的 ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、

ＣＤ４＋（％）的水平均显著的降低（犘＜０．０５）。说表明抗病毒治

疗可以有效地降低慢性丙型肝炎的伤害，提高治愈率，减少对

肝脏的损害。此外，在抗病毒治疗的１２８例丙型肝炎的患者中

９３例有应答，３５例属于无应答反应，９３例应答的患者随访２４

周后 ＨＣＶＲＮＡ定量、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＤ４＋（％）均明显的低于对

照组和３５例无应答的患者，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

而对照组和无应答之间的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。由

此可以发现，慢性丙肝患者体内 ＨＣＶＲＮＡ 处于不断复制过

程中，这个复制过程极大地诱导了 Ｔ细胞ＣＤ４＋ 的增殖和活

化，导致患者体内ＣＤ４＋百分比显著上升，使（下转第３３２４页）
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针对动脉粥样硬化，而并非只是针对颈动脉的粥样硬化，因此

其本身针对缺血性脑梗死的特异性较低，但与其他实验室指标

相比，在缺血性事件的预测过程中价值较高，是一项有较高临

床诊断价值的实验室指标。ＭｃＱｕｅｅｎ等
［１６］深入研究ＩＮＴＥＲ

ＨＥＡＲＴ试验，发现ａｐｏＢ／ａｐｏＡ１值优于传统的脂质指标，包

括ＬＤＬＣ／ＨＤＬＣ，且不受种族、性别、年龄的影响。本实验由

于标本数量的有限、患者种族分布的不全面及研究面的表浅，

未对其作详细的研究验证。

综上所述，ａｐｏＢ／ａｐｏＡ１比值是针对缺血性脑梗死特异性、

灵敏度较好的一个指标，并与缺血性脑梗死有较好的相关性。

实验室诊断价值优于传统的脂质指标，对缺血性脑梗死诊断有

一定的帮助。由于本实验样本量偏小，且只是根据超声、ＭＲＩ

结果判断缺血性脑梗死病灶的存在，并未证明是否初次发作及

有无临床药物进行降血脂治疗，故存在较大的局限性，需要做

进一步深入研究。
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患者机体无法完全免疫清除 ＨＣＶ病毒，进而诱发 ＨＣＶ的慢

性转化。抗病毒治疗可以一定程度上抑制ＣＤ４＋细胞百分比，

进而改善机体免疫清除和肝功能，改善患者临床症状。值得注

意的是，由于个体存在不同差异，患者抗病毒治疗时，其ＣＤ４＋

百分比下降程度也不一致，患者应答也不同，并且停药后患者

ＣＤ４＋维持水平和回复上升水平也存在一定差异，因此患者复

发与否、复发时间也存在差异。

综上所述，外周血中ＣＤ４＋调节性Ｔ细胞可以作为抗病毒

治疗疗效以及丙型肝炎病毒感染的指标。
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ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞表达及其临床意义［Ｊ］．实用肝脏病杂志，

２０１０，３（１）：１３６１３８．

［１０］胡学玲，陈天宝，范公忍，等．慢性乙型肝炎外周血Ｔ淋巴细胞亚

群变化及其临床意义［Ｊ］．细胞与分子免疫学杂志，２０１０，１１（１）：

９６９７．

（收稿日期：２０１４０３０９）
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