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细胞因子
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#
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%

及
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在慢性乙型肝炎病毒感染者

外周血中的表达及临床意义的研究"
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摘
!

要"目的
!

探讨
\2W

感染者外周血细胞因子
TV3"!

$

TV3"$

$

T(X3

%

$

/Z(3

&

的表达水平变化的及临床意义%方法
!

选择肝

癌患者
$#

例"

\55

组#$肝硬化患者
$#

例"

V5

组#$慢性乙型肝炎患者
$#

例"

5\2

组#$慢性乙型肝炎病毒携带者
$#

例"

0Y5

组#

和健康对照者
9#

例"健康对照组#!采用酶联免疫法检测细胞因子表达水平!运用聚合酶链反应检测
\2W.X0

载量!同时检测

各项生化指标%结果
!

随着患者病情加重!细胞因子
TV3"!

$

TV3"$

$

T(X3

%

$

/Z(3

&

表达水平均呈逐渐升高的趋势!且在肝硬化患者

中达到最大值%与健康对照组相比!不同临床类型
\2W

感染者细胞因子表达水平均显著升高!差异有统计学意义"

!

$

#6#!

#%

TV3"!

$

TV3"$

$

T(X3

%

$

/Z(3

&

在
5\2

患者外周血
\2W.X0

高载量组表达水平最高!差异有统计学意义"

!

$

#6#!

#%结论
!

TV3

"!

$

TV3"$

$

T(X3

%

$

/Z(3

&

可能参与了乙型肝炎的肝脏炎性损伤过程!且其表达水平与病毒量具有一定相关性%

关键词"乙型肝炎&

!

TV3"!

&

!

TV3"$

&

!

T(X3

%

&

!

/Z(3

&

&

!

临床意义
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人感染乙型肝炎病毒$

\2W

%病毒后的临床转归差异巨

大#如不积极治疗#病情将不断进展#肝脏发生纤维化#最终导

致肝硬化和肝功能衰竭#

\2W

的慢性感染也是原发性肝癌诸

多致病因素中最主要的致病因素之一*

"

+

'乙型肝炎的发病与

机体的免疫反应有关#细胞因子是一类由单核巨噬细胞(淋巴

细胞等分泌的具有调节细胞功能的多肽物质#在机体的免疫反

应中与乙肝病毒相互作用#相互影响*

%

+

'目前#将细胞因子
TV3

"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

结合#研究其在慢性乙型肝炎患者的

发病机制中所发挥作用的报道尚不多见#本研究旨在探讨

\2W

感染者血清
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

的表达及其与

\2W.X0

载量的相关性'

?

!

资料与方法

?6?

!

一般资料
!

%9#

例患者均为
%#"9

年
<

$

"%

月在兰州市

第二人民医院住院及肝病专家门诊收治的
\2W

感染者#肝癌

患者
$#

例$

\55

组%#肝硬化患者
$#

例$

V5

组%#慢性乙型肝

炎患者
$#

例$

5\2

组%#慢性乙型肝炎病毒携带者
$#

例$

0Y5

组%#所有患者均未接受治疗#排除其他疾病#其中男
"9$

例#女

;9

例#年龄
""

$

$$

岁#平均$

9!6&:7"%6<%

%岁#诊断符合
%#"#

年
"%

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*

&

+中的诊断标准'健康对照组为同

期门诊健康体检者
9#

例#年龄
%&

$

!:

岁#平均$

&:6$:7

"&6#"

%岁'所有操作程序均符合伦理委员会制定的伦理学标

)

&

)

国际检验医学杂志
%#"$

年
"

月第
&<

卷第
"

期
!

TBHUVFM4GL

!

UFBKF@

N

%#"$

!

W+,6&<

!

X+6"

"

基金项目!兰州市城关区科技计划项目$

%#"9393"

%'

!

作者简介!李彩东#女#主任药师#主要从事慢性乙肝的发病机制研究及治疗研究'



准#且所有研究对象均签署知情同意书'

?6@

!

检测方法

?6@6?

!

人血清细胞因子
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

检测方法

!

采用
-VTY0

法#试剂盒购自美国
.̂

公司#严格按照说明书

要求操作#使用科华
Y/3&$#

酶标仪检测'

?6@6@

!

生化指标检测方法
!

谷丙转氨酶$

0V/

%(谷草转氨酶

$

0Y/

%(总胆红素$

/2),

%(血小板$

1V/

%均采用美国贝克曼

$

2-5a40X

%

0b3$:#

全自动生化分析仪测定'

?6@6A

!

\2W.X0

检测方法
!

采用美国
02T3<&##

荧光定量

15̂

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!

$

"#

%

Tb

"

AV

为阴性#

"#

%

$

"#

9

Tb

"

AV

为低

载量组#

"#

!

$

"#

$

Tb

"

AV

为中载量组#

%

"#

<

Tb

"

AV

为高载

量组'

?6A

!

统计学处理
!

采用
Y1YY"<6#

统计软件分析#数据以

D7C

表示#比较均值采用配对样本
1

检验'相关性运用
1GF@3

D+B

相关分析进行处理#相关系数用
9

表示'

!

$

#6#!

为差别

有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@6?

!

慢性
\2W

感染者及健康对照组血清细胞因子水平检测

结果
!

与健康对照组比较#慢性
\2W

感染者
0Y5

组(

5\2

组(

V5

组和
\55

组外周血
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

水平均

显著升高#差异有统计学意义$

!

$

#6#!

或
!

$

#6#"

%#结果见

表
"

'

@6@

!

慢性
\2W

感染者及健康对照组血清肝功能检测结果
!

随着病情的进一步发展#慢性
\2W

感染者肝功能炎症损害加

重'与健康对照组相比#

0Y5

组(

5\2

组(

V5

组和
\55

组外

周血
0V/

(

0Y/

(

/2TV

水平均显著升高#差异具有统计学意义

$

!

$

#6#"

或
!

$

#6#!

%#结果见表
%

'

表
"

!!

慢性
\2W

感染者及健康对照组血清细胞因子

!!!

水平检测结果$

D7C

%

B

?

&

AV

'

组别
& TV3"! TV3"$ T(X3

%

/Z(3

&

\55

组
$#%"969:7":6$!

M

:"6:#7&<6<<

M

"&:6<&79:6%9

M

&%$6:<7:<6$"

M

V5

组
$#%%%6:;7";6;!

M

"#;6<<7%"6;$

M

%9%6"97&:6"%

M

9<&6$%7$:6":

M

5\2

组
$#":<6;;7%&6;#

M

;969&7"<6!"

M

";%6&:7";6%!

M

&&96:97%&6!:

M

0Y5

组
$#;!6;;79"6$$

F

9!6<;7"#699%&#6!:7"<6":

M

&$%6&%7&96!"

M

健康对照组
9#!<6<"7<<6"& %%6"&7%&6&; "969"7"96<! 9%6%:7&<6!#

!!

与健康对照组比较#

F

!

!

$

#6#!

#

M

!

!

$

#6#"

'

表
%

!!

慢性
\2W

感染者及健康对照组血清肝功能

!!!

检测结果$

D7C

'

组别
& 0V/

$

b

"

V

%

0Y/

$

b

"

V

%

/2TV

$

"

A+,

"

V

%

\55

组
$# "%#6#&7"$6&:

M

"9!6;:7"96&:

M

<96%$7""6#&

M

V5

组
$# "#"6$#7"96%:

M

""$6:<7";6!;

M

!&6%:7"96!#

M

5\2

组
$# %$&69%7&<6$!

M

%"#6$%7&;6""

M

$<6;!7%96"&

M

0Y5

组
$# &&6#!7$6$$

F

&$6#&7":6"9

F

&&69!7"%6$&

F

健康对照组
9# ";6;7&6;! "!6&:7%6$: "&6$<7%6&#

!!

与健康对照组比较#

F

!

!

$

#6#!

#

M

!

!

$

#6#"

'

@6A

!

5\2

组不同
\2W.X0

载量细胞因子检测结果
!

探讨

5\2

组不同
\2W.X0

载量患者外周血细胞因子水平#结果

显示
5\2

组
\2W.X0

$

=

%高载量患者
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

和
/Z(3

&

水平最高#与
\2W.X0

$

=

%中载量患者相比#差异

有统计学意义$

!

$

#6#!

%#结果见表
&

'

表
&

!!

5\2

组不同
\2W.X0

载量细胞因子检测结果$

D7C

'

组别
& \2W.X0

$

,

?

Tb

"

AV

%

TV3"!

$

B

?

"

AV

%

TV3"$

$

B

?

"

AV

%

T(X3

%

$

B

?

"

AV

%

/Z(3

&

$

B

?

"

AV

%

\2W.X0

$

=

%高
"! <6$"7#6&; %"$6";7&#69% "";69&7"$69: %!&6<"7%&6## &:$6#$7%&69%

\2W.X0

$

=

%中
"; $6";7#6$$ "$!6"97"96&# <#6&97"96&: "!:6"<7"<6:9 %:%6"$7":6<#

\2W.X0

$

=

%低
%$ &69"7#6:% "::69&7%96$: ;<6$#7""6$" ":"6;;7"&6!; &9&6<:7%%6!!

A

!

讨
!!

论

人类一旦不幸感染了
\2W

后#能否彻底清除病毒#是否

导致肝脏疾病慢性化#可能更大程度上依赖于个体针对乙肝病

毒产生的免疫水平*

9

+

'细胞因子作为宿主对炎症反应产生的

重要免疫调节介质#在宿主清除
\2W

病毒的免疫应答的过程

中发挥重要的作用'

TV3"!

是
";;9

年
Z@FMDHG)B

等*

!

+在检测猿

肾上皮细胞系
5W3"

"

-2X0

培养上清液时发现的一种细胞因

子'

TV3"$

在炎症和肿瘤发生(自身免疫疾病(免疫治疗方面起

着重要的作用'

/I"

细胞和自然杀伤细胞在免疫应答过程中

可以产生细胞因子
T(X3

%

#它是具有高度生物活性的一种细胞

因子#抑制
/I%

细胞增殖分化#以往的研究已证实它具有抗肿

瘤(抗病毒和免疫调节三大功能'

/Z(3

&

*

$

+主要由肝星状细胞

$

IG

E

FH)*DHG,,FHG*G,,

#

\Y5

%和枯否细胞$

SK

EE

G@*G,,

#

a5

%产生#

其除具有抑制肝细胞增殖(激活
\Y5

(诱导肝细胞凋亡#促进

其产生细胞外基质并抑制细胞外基质降解的作用#主要与肝纤

维化有关'

本研究对
%9#

例慢性
\2W

感染者进行分组研究#结果发

现#与健康对照组比较#慢性
\2W

感染者
0Y5

组(

5\2

组(

V5

组和
\55

组外周血
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

均水平显

著升高&随着病情的不断发展#细胞因子水平不断升高且在
V5

组中细胞因子水平最高#说明
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

水平

的高低在一定程度上能够反映肝细胞损害的严重程度#其参与

了肝脏炎性损伤过程#与肝炎病情轻重密切相关'提示
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

参与了乙肝(肝硬化(肝癌等肝病的发病

过程'

0V/

(

0Y/

和
/2TV

是目前临床上反映肝细胞功能的最

常用指标之一#

0V/

测定反映肝细胞损伤的灵敏度较高*

<

+

'

本研究中#慢性
\2W

感染者
0Y5

组(

5\2

组(

V5

组和
\55

组外周血
0V/

(

0Y/

(

/2TV

随着病情的不断加重均显著升高&

说明随着肝功能损害程度加重#机体内的细胞因子变化程度显

著#细胞免疫明显增强'

唐先梅等*

:

+研究发现
\2W

感染者血清
TV3"!

和
TV3"$

水

)
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平明显高于健康对照组#

\2W

高载量组感染者血清
TV3"!

和

TV3"$

水平明显高于健康对照组和低载量组'本研究结果显

示#在
5\2

组随着
TV3"!

和
TV3"$

水平的增高#

\2W.X0

载

量也逐渐增高#在
\2W.X0

高载量组达最大值'这一研究

结果提示血清
TV3"!

和
TV3"$

水平变化与乙肝病毒的复制水平

有关#可能参与了机体清除
\2W

的过程#这和
\2W

持续存在

和复制水平有关'相反#在
\2W

携带者$

0Y5

%组
\2W.X0

低载量组血清
TV3"!

和
TV3"$

水平达最大值'随着血清
TV3"!

和
TV3"$

水平的增高#

\2W.X0

载量逐渐降低#提示
TV3"!

和

TV3"$

与
\2W

的清除有关#它可激活肝细胞自身抗病毒机制#

抑制
\2W.X0

复制*

;

+

'

\2W.X0

高载量组患者血清
T(X3

%

和
/Z(3

&

水平均高于中载量组和低载量组'我们的研究结

果显示随着
T(X3

%

水平的增高#

\2W.X0

载量逐渐升高#提

示
T(X3

%

与
\2W

的清除有关#它可激活肝细胞自身抗病毒机

制#抑制
\2W.X0

复制'同时
\2W.X0

的持续存在#导致

肝实质细胞受损#

/Z(3

&

的表达被启动且表达增加'

综上所述#慢性
\2W

感染是一个由多种免疫细胞和细胞

因子参与的复杂过程#各种免疫细胞和细胞因子间相互影响(

调节和制约*

"#

+

'本研究结果表明#在慢性乙型肝炎的发生和

发展过程中细胞因子
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

水平可能起

重要作用#联合检测这
9

种细胞因子可作为评估慢性乙型肝炎

病情严重程度的重要指标#并有望成为慢性肝病治疗的新

靶点'
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行了比较'由于肝素组标本为离心后标本#离心过程中细胞会

有破裂#再经过多次的洗涤和分离后#细胞损失的较多#导致回

收率不如
-./0

组未离心的标本结果理想#但单个核细胞的

纯度比
-./0

组高'而细胞存活率方面#

&

组单个核细胞的存

活率无明显差异#与传统方法获得的细胞存活率水平相当#均

在
;#8

以上'故肝素
=-./0

混合组单个核细胞则无论从回

收率(纯度以及细胞存活率方面#都与单种抗凝剂结果无差异#

故可将两种不同抗凝剂的血互相混合#从而增加了分离单个核

细胞的原始血量#提高了单个核细胞的产出#为下一步实验提

供了充分的准备#特别是对于婴幼儿采血困难以及采血量不足

具有现实意义'同时#分离过程简单化(有利缩短工作时间(提

高工作效率#也减少了耗材#降低了试验成本'

本研究还探讨了不同离心时间和离心力下单个核细胞的

分离效果#发现单个核细胞的分离效果并不是单纯随着转数增

加#离心时间延长而分离效果越好'分离细胞时离心转数过低

或者离心时间太短#表现在中间层下的分层液中出现红细胞所

形成的红色区#称为红细胞污染#导致分离效果不佳'而离心

时间过长#单个核细胞又会损失过多#故分离时的转速与时间

要做出合理的调整'从实验结果来看#笔者认为在离心力为

":##@

"

A)B

#离心时间为
%!A)B

时的离心条件#分层效果最

好#细胞计数中细胞活力最好'

综上所述#在获取
1245

的回收率和纯度时应根据实际

工作和实验室的条件来不断摸索#选择最佳分离方法'临床大

部分科研分离
1245

通常只采用肝素抗凝全血#而本实验通

过观察不同抗凝剂的全血标本混合后采用
()*+,,

离心法进行

单个核细胞的分离#达到增加分离
1245

时的血样来源的目

的#是具有现实意义的'
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