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  摘 要:目的 探讨乙型病毒性肝炎患者e抗原(HBeAg)转换与外周血γδT、白细胞介素(IL)-17、γ干扰

素(IFN-γ)等的相关性及临床意义。方法 随机选取2017年10月至2018年4月在该院就诊的乙型肝炎患者

90例作为研究组,选取同期30例健康人作为对照组。然后在研究组内根据 HBeAg表达与否进一步分为3个

亚组:HBeAg+/Ab-组(n=30)、HBeAg+/Ab+ 组(n=30)、HBeAg-/Ab+ 组(n=30)。运用流式细胞仪检测

受试者外周血中的γδT细胞、IL-17+γδT细胞、IFN-γ+γδT细胞、IL-17+CD8细胞在外周血单个核细胞(PB-
MCs)中的比例,对比上述指标在研究组及对照组间、以及乙型肝炎患者 HBeAg/Ab不同表达组内的差异。进

一步分析乙型肝炎患者 HBeAg/Ab不同表达组及不同血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)水平下,血清内 HBV-
DNA水平的差异。结果 研究组IFN-γ+γδT细胞、γδT细胞水平、IL-17+CD8细胞要明显高于对照组(P<
0.05)。研 究 组 中,HBeAg+/Ab- 组 和 HBeAg+/Ab+ 组 患 者 PBMCs内 总 γδT 细 胞 水 平 要 显 著 高 于

HBeAg-/Ab+组(P<0.05);HBeAg+/Ab+ 组乙型肝炎患者IL-17+CD8细胞明显高于 HBeAg+/Ab- 组和

HBeAg-/Abb 组 (P<0.05)。HBeAg+/Ab- 组 慢 性 乙 型 肝 炎 患 者 血 清 内 HBV-DNA 水 平 要 明 显 高 于

HBeAg+/Ab+组和HBeAg-/Ab+组(P<0.05)。结论 γδT细胞在HBeAg/Ab血清转换中可能发挥一定作

用。IL-17+CD8细胞在慢性乙型肝炎良性转归中起重要作用,对于抗病毒治疗的效果可能具有预测意义。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

hepatitis
 

Be
 

antigen
 

(HBeAg)
 

conversion
 

and
 

peripheral
 

blood
 

γδT,interleukin
 

17
 

(IL-17)
 

and
 

interferon
 

γ
 

(IFN-γ)
 

in
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

and
 

its
 

clinical
 

significance.Methods Totally
 

90
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

who
 

were
 

admitted
 

to
 

hospital
 

from
 

Octo-
ber

 

2017
 

to
 

April
 

2018
 

were
 

randomly
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

group,30
 

healthy
 

persons
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

study
 

group
 

was
 

further
 

divided
 

into
 

three
 

groups
 

according
 

to
 

the
 

expression
 

of
 

HBeAg:
HBeAg+/Ab-group

 

(n=30),HBeAg+/Ab+
 

group
 

(n=30)
 

and
 

HBeAg-/Ab+
 

group
 

(n=30).Flow
 

cytom-
etry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proportion
 

of
 

γδT
 

cells,IL-17+γδT
 

cells,IFN-γ+γδT
 

cells
 

and
 

IL-17+CD8
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMCs)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

subjects.Compare
 

the
 

differences
 

between
 

the
 

above
 

indicators
 

in
 

the
 

study
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group,and
 

in
 

the
 

different
 

expression
 

groups
 

of
 

HBeAg/Ab
 

in
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B.Further
 

analysis
 

of
 

the
 

difference
 

in
 

serum
 

HBV-DNA
 

levels
 

in
 

differ-
ent

 

expression
 

groups
 

of
 

HBeAg/Ab
 

in
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

and
 

different
 

serum
 

alanine
 

aminotransferase
 

(ALT)
 

levels.Results The
 

levels
 

of
 

IFN-γ+γδT
 

cells,γδT
 

cells
 

and
 

IL-17+CD8
 

cells
 

in
 

the
 

study
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).In
 

the
 

study
 

group,the
 

total
 

γδT
 

cells
 

in
 

the
 

PBMCs
 

of
 

the
 

HBeAg+/Ab-group
 

and
 

the
 

HBeAg+/Ab+
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
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HBeAg-/Ab+
 

group
 

(P<0.05);
 

the
 

HBeAg+/Ab+
 

group
 

of
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

IL-17+CD8
 

cells
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

the
 

other
 

two
 

groups
 

(P<0.05).The
 

serum
 

HBV-DNA
 

level
 

of
 

HBeAg+/Ab-group
 

patients
 

with
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

HBeAg+/Ab+
 

group
 

and
 

HBeAg-/Ab+
 

group
 

(P<0.05).Conclusion γδT
 

cells
 

may
 

play
 

a
 

role
 

in
 

HBeAg/Ab
 

seroconversion.IL-17+CD8
 

cells
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

benign
 

outcome
 

of
 

chronic
 

hepatitis
 

B,and
 

may
 

have
 

predictive
 

effects
 

on
 

antiviral
 

therapy.
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  乙型病毒性肝炎是一种世界性的传染病,其发病

机制极为复杂,病变主要由细胞免疫异常所致,与体

内多种免疫细胞的相互作用有关。在病毒清除和肝

脏的炎性反应中,乙型肝炎病毒(HBV)特异性T淋

巴细胞是主要的效应细胞,而CD8+T淋巴细胞在控

制 HBV 复制和免疫介导的肝损伤中发挥重要作

用[1]。其中,γδT和细胞毒性T细胞17(Tc17)细胞

群在乙型肝炎的发病、转归和治疗中起到的作用,在
近年来逐渐引起重视。乙型病毒性肝炎的治疗,目前

主要通过抑制病毒复制和改变机体免疫状态2个方

面来进行[2]。机体免疫细胞的免疫状态对于慢性乙

型肝炎e抗原(HBeAg)转换方向及预后有很大的影

响,HBeAg是 HBV 在体内活跃复制的标志之一,
HBeAg的血清学转换标志病毒复制减少,免疫耐受

性减弱或病变静息等变化[3]。本研究通过观察慢性

乙型肝炎患者外周血γδT和Tc等细胞群免疫指标与

HBeAg转换之间的关系,来了解慢性乙型肝炎患者

的细胞免疫状态及在疾病转归方面的作用。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年12月至2018年4月

90例在本院肝病门诊就诊的乙型肝炎患者作为研究

组,选取同期体检的30例健康者作为对照组。研究

组患者中男47例,女43例,年龄26~61岁,平均年

龄为(45.7±5.6)岁。对照组中男16例,女14例,年
龄25~60岁,平均年龄(45.9±5.1)岁。本研究已通

过本院伦理委员会批准。2组研究对象自愿参与本研

究,并同意对其进行随访。研究组纳入、排除标准:患
者年龄在18岁以上,临床诊断均符合2015年中华医

学会肝脏病分会制订的《慢性乙型肝炎防治指南》[4],
既往乙型肝炎病史或 HBsAg阳性超过6个月,现乙

型肝炎表面抗原(HBsAg)、HBV-DNA阳性,HBeAg
为持续阴性或阳性,丙氨酸氨基转移酶(ALT)持续或

反复异常或肝组织学检查有肝炎病变;同时排除合并

其他类型的病毒性肝炎、HIV感染、酒精性肝病、自身

免疫性疾病等,无既往病史。健康对照组排除标准:
无糖尿病、结核病、自身免疫性疾病和近期感染史;无
肝炎症状和体征,血压正常,心肺功能正常;HBsAg
阴性,抗丙型肝炎病毒(HCV)阴性。研究组亚组分

析:
 

乙型肝炎患者HBeAg转换,即HBeAg的血清学

转换定义为 HBeAg转阴且 HBeAb转阳[2]。进一步

将研究组根据 HBeAg血清学转换情况分为3组:
HBeAg+/Ab-组(n=30),即未出现e抗原转换者;
HBeAg+/Ab+ 组(n=30),即处于转归中间态者;
HBeAg-/Ab+组,即e抗原转换者(n=30)。
1.2 主要试剂材料 APC-γδT抗体、APC-H7-CD3
抗体、PerCP-Cy5-CD8 抗 体、PE-IL17 抗 体、FITC-
IFN-γ抗体、FITC-CD4抗体、PE-CD4抗体、PE-CD25
抗体、AF647-CD127抗体、刺激剂BD

 

Golgiplug及相

匹配的对照抗体均购自BD
 

Pharmigen
 

公司。流式细

胞仪BD
 

FACS
 

Canto
 

Ⅱ购自美国BD公司。全自动

生化分析仪贝克曼 AU5800购自美国贝克曼库尔特

公司。
1.3 细胞培养、染色和流式分析 所有受试者空腹

8
 

h以上,次日清晨抽取外周静脉血分别注入无菌普

通管和肝素抗凝管,普通管静脉血半个小时内离心

(3
 

600
 

r/min,10
 

min,25
 

℃)取上清,PCR方法检测

血清内HBV-DNA含量。取2
 

mL肝素抗凝全血与2
 

mL
 

PBS混合,缓缓注入装有2
 

mL
 

Ficol分离液的试

管中,进 行 密 度 梯 度 离 心(2
 

000
 

r/min,20
 

min,
20

 

℃),吸取单个核细胞层细胞加入10
 

mL
 

PBS充分

洗涤(1
 

500
 

r/min,5
 

min,20
 

℃),用RPMI1640完全

培养液调整外周血单个核细胞(PBMC)水平为2×
109/L。在培养基中加入BD刺激剂4

 

μL/管,置于

CO2 培养箱37
 

℃培养6
 

h。刺激后的PBMCs
 

重悬成

15
 

μL反应体系,加入 APC-H7-CD3
 

抗体2.5
 

μL、
PerCP-Cy5-CD8抗体

 

8
 

μL、APC-γδT抗体
 

5
 

μL,经
胞外染色、破膜,以50

 

μL反应体系加入PE-IL17抗

体10
 

μL、FITC-IFN-γ抗体1
 

μL进行胞内染色,后在

流式细胞仪(BD
 

FACS
 

CantoⅡ)上对γδT细胞、IL-
17+γδT细胞、IFN-γ+γδT细胞、IL-17+CD8细胞等

进行分析。
1.4 血清ALT水平检测 所有受试者空腹8

 

h以

上,次 日 清 晨 采 集 静 脉 血 约 10
 

mL,采 用 贝 克 曼

AU5800全自动生化分析仪及其配套试剂检测受试者

血清ALT水平。ALT水平正常值为<40
 

U/L;反之

则提示ALT异常。
1.5 统计学处理 应用SPSS19.0软件进行统计分

析。其中计数资料以例数及率描述,组间比较采用χ2

检验。计量资料以x±s描述,两组间比较采用两独

立样本t检验,多组间比较则采用单因素方差分析,
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并用LSD-t法进行组间两两比较。
 

以P<0.05表示

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 研究组和对照组PBMCs中IFN-γ+γδT细胞、
IL-17+γδT细胞、IL-17+CD8细胞及γδT细胞水平

对比 研究组IFN-γ+γδT细胞、γδT细胞水平、IL-
17+CD8细胞要明显高于对照组(P<0.05),而IL-
17+γδT细胞与对照组比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见表1。
2.2 慢性乙型肝炎患者HBeAg/Ab不同表达组PB-
MCs内IFN-γ+γδT细胞、

 

IL17+γδT细胞、IL-17+

CD8细胞及γδT细胞水平对比 单因素方差分析结

果显示,IFN-γ+γδT细胞、IL-17+CD8细胞、γδT细

胞3个指标整体差异有统计学意义(P<0.05)。两两

比较 结 果 显 示,研 究 组 中,HBeAg+/Ab- 组 和

HBeAg+/Ab+组患者PBMCs内总γδT细胞水平要

显 著 高 于 HBeAg-/Ab+ 组 (P< 0.05),而 在

HBeAg+/Ab+和
 

HBeAg+/Ab- 组之间差异无统计

学意义(P>0.05);HBeAg+/Ab+ 组乙型肝炎患者

IL-17+CD8细胞明显高于另外2组(P<0.05)。见

表2。
2.3 慢性乙型肝炎患者 HBeAg/Ab不同表达组血

清内 HBV-DNA水平对比 单因素方差分析结果显

示,HBeAg/Ab不同表达组中,ALT正常者、ALT异

常者2个亚组及汇总合计的HBV-DNA水平比较,差
异均有统计学意义(P<0.05)。两两比较结果显示,
HBeAg+/Ab- 组慢性乙型肝炎患者血清内 HBV-
DNA水平要明显高于HBeAg+/Ab+组和 HBeAg-/
Ab+组(P<0.05)。见表3。

表1  研究组和对照组的γδT细胞及其亚群的对比结果(x±s)

组别 n IFN-γ+γδT细胞 IL-17+γδT细胞 IL-17+CD8细胞 γδT细胞

对照组 30 43.66±1.14 1.60±0.66 0.97±0.68 7.25±2.51

研究组 90 79.28±3.48 1.80±0.73 1.49±0.96 14.27±4.86

t 84.456 1.330 3.247 10.213

P 0.000 0.186 0.002 0.000

表2  研究组中不同 HBeAg/Ab表达组间γδT细胞和CD8细胞及其亚群的对比结果(x±s)

HBeAg/Ab表达组 n IFN-γ+γδT细胞 IL17+γδT细胞 IL-17+CD8细胞 γδT细胞

HBeAg+/Ab- 30 81.42±6.63 1.69±0.45 1.32±1.09 17.22±5.77

HBeAg+/Ab+ 30 80.34±5.78 1.97±0.58 2.20±1.16a 15.61±6.55

HBeAg-/Ab+ 30 76.06±8.70ab 1.73±0.56 0.96±0.78b 9.98±4.49ab

F 4.722 2.433 11.649 13.510

P 0.011 0.094 0.000 0.000

  注:与 HBeAg+/Ab-组比较,aP<0.05;与 HBeAg+/Ab+组比较,bP<0.05。

表3  研究组中不同 HBeAg/Ab表达组 HBV-DNA水平对比(拷贝/毫升,x±s)

组别
ALT正常者

n HBV-DNA

ALT异常者

n HBV-DNA

合计

n HBV-DNA

HBeAg+/Ab- 17
 

6.58±1.55 13 6.80±1.69 30 6.68±1.63

HBeAg+/Ab+ 13 1.86±0.27a 17 1.75±0.15a 30 1.80±0.52a

HBeAg-/Ab+ 10 3.26±1.19ab 20
 

3.55±1.22ab 30 3.45±1.19ab

F 62.474 70.849 127.259

P 0.000 0.000 0.000

  
 

注:与 HBeAg+/Ab-组比较,aP<0.05;与 HBeAg+/Ab+组比较,bP<0.05。

3 讨  论

  根据《慢性乙型肝炎防治指南》(2015版)[4],以
HBeAg+转化为 HBeAb+ 的血清学转换作为临床慢
性乙型肝炎患者治疗有效的满意状态,说明乙型肝炎
病毒的病变及免疫清除呈现静止状态,同时患者血清
内的HBV-DNA含量能够反映乙型肝炎病毒复制的
程度。慢性乙型肝炎发病机制目前仍未完全阐明,一

般认为,HBV虽未直接杀伤肝细胞,但却可以引发异
常的免疫应答,导致肝细胞的损伤和炎症的发生。研
究表明,淋巴细胞介导的免疫功能紊乱、免疫调节细
胞及其相应的细胞因子的产生在这一病理损伤过程
发挥重要的作用[5]。一方面,这种免疫应答过程对疾
病的恢复及病毒的清除有一定的促进作用;另一方
面,因为调节因子的不平衡又可以导致免疫系统对
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HBV感染细胞的应答而致使肝脏损伤[6]。固有免疫

在HBV感染初期发挥作用,而特异性免疫应答在感

染持续过程中发挥主要作用。
γδT细胞是参与固有免疫应答和诱导特异性免

疫应答的重要细胞群[7],其可直接识别蛋白质或抗原

肽,具有迅速激活的动力学特征,可快速、有效地发挥

免疫调节和应答作用。根据结构的不同,γδT细胞可

分为Vγ1、Vγ2和 Vγ3这3个亚型。根据功能的差

异,又可将γδT细胞划分成IFN-γ的γδT细胞(IFN-
γ+γδT)、产生IL-17的γδT细胞(IL-17+γδT)和调节

性γδT细胞等亚群[8]。
 

IFN-γ+γδT 细胞可以生成

IFN-γ,介导细胞毒效应,在抗细胞内病原体感染中发

挥重要作用。IL-17+γδT细胞可以分泌IL-17,刺激

细胞产生多种细胞因子,清除病原体并介导炎性反

应。CONROY等[9]的研究显示,与对照组相比,无症

状的慢性持续性乙型肝炎患者具有较高的Vγ1、Vγ2。
另外,无症状患者组的 Vγ2细胞表达更高水平的

IFN-γ,提示IFN-γ+Vδ2细胞可能在慢性乙型肝炎病

情控制中发挥重要作用。
本研究显示,γδT细胞在慢性乙型肝炎患者PB-

MC中的比例显著增高,提示γδT细胞的异常表达参

与慢性乙型肝炎疾病的发生发展。另外,实验数据也

显示,研究组IFN-γ+γδT明显高于对照组,但IL-17+

γδT在研究组和对照组差异不明显。提示γδT细胞

可能主要通过IFN-γ的细胞免疫应答调节作用参与

慢性乙型肝炎的进程,考虑可能的机制为IFN-γ+γδT
细胞通过生成IFN-γ,诱导机体细胞免疫反应,促进效

应细胞活化和增殖,对乙型肝炎病毒的清除具有种重

要作用[10-11]。此外,在患者研究组内可以观察到γδT
在HBeAg+/Ab+ 组与 HBeAg-/Ab+ 组表达具有显

著差异,而在HBeAg+/Ab+和
 

HBeAg+/Ab-组间多

无显著性差异,提示γδT 细胞在慢性乙型肝炎中

HBeAg的血清学转换作用,且其效应可能发生在血

清转换过程的后期。而IFN-γ+γδT在研究组之间并

无差异,提示γδT细胞在 HBeAg转换的作用并非

IFN-γ+γδT亚群引起的,可能有其他机制,考虑γδT
细胞可能通过其分泌的其他细胞因子或参与的信号

通路对 HBeAg进行血清学转换,这需要进一步的

研究。
既往研究显示,产生IL-17的细胞在多种疾病的

发病机 理 中 发 挥 着 重 要 作 用[12]。除 了 CD4细 胞

(Th17)外,
 

CD8细胞也可以分泌IL-17,此类细胞被

称为“Tc17”细胞[13]。Tc17的主要功能是通过分泌IL-
17、TNF和IL-22等细胞因子发挥促炎作用。与Th17
细胞相似,Tc17也是一种可塑性极强的细胞,可转化为

分泌IFN-γ的类似Tc1细胞,发挥细胞毒作用[14]。
 

王娟华等[15]的研究显示,重度肝损伤患者组的

Tc17明显低于轻度和无肝损伤患者组。此外,在对

丙型肝炎患者的研究中也发现,在低炎症活动的丙型

肝炎患者的IL-17+CD8细胞明显高于高活动性的患

者,提示IL-17+CD8细胞,即 Tc17细胞可能对肝炎

患者起着某种保护作用[16]。本研究进一步对研究组

不同 分 组 进 行 比 较,发 现 在 处 于 转 归 中 间 态 的

HBeAg+/Ab+组中可以观察到IL-17+CD8水平与转

化前后的 HBeAg+/Ab- 和
 

HBeAg-/Ab+ 组有显著

性差异,提示HBeAg/Ab的系统转化过程与Tc17这

一具有细胞毒性的 T 淋巴细胞密切相关。IL-17+

CD8细胞的升高,提示Tc17细胞可能通过分泌相关

细胞因子,如IL-17等募集、激活效应细胞至炎症部

位,促进乙型肝炎保护性抗体的产生,清除病原体,对
肝炎 患 者 肝 脏 进 行 保 护。Tc17细 胞 的 升 高 预 示

HBeAg/Ab的正向转换的可能性增大,从而对乙型肝

炎的病情具有一定的动态监测作用。
复制病毒与宿主之间免疫损伤的反应为肝损伤,

患者体内的 HBV-DNA含量能够反映患者体内病毒

的复制情况,就本研究结果来看,HBeAg+/Ab-组慢

性乙型肝炎患者血清内 HBV-DNA水平要明显高于

HBeAg+/Ab+组和 HBeAg-/Ab+ 组,而 HBeAg+/
Ab+组的HBV-DNA也低于 HBeAg-/Ab+ 组,但差

异无统计学意义。提示随着HBeAg血清学转换的进

程,HBV的复制程度及传染性强度随之下降;γδT和

Tc17的水平在一定程度上能够预测患者体内 HBV
的复制情况。

 

本研究仍然存在样本数量较少,研究不够透彻等

缺点和其他待解决的问题,γδT细胞对 HBeAg血清

学转换的作用机制尚不明确,为此,笔者将会继续进

行大样本详细分析,争取进一步深入研究乙型肝炎患

者PBMC中IFN-γ+γδT细胞、
 

IL17+γδT细胞数量

及γδT其他亚群与血清中HBeAg/Ab之间的相关性

及其临床意义。
4 结  论

  综上所述,血清中呈现 HBeAg+/Ab+ 的慢性乙

型肝炎患者外周血内γδT和Tc17的水平较高,其理

论在临床上能够帮助乙型肝炎患者进行早期、及时的

诊断,患者能受到更有效的治疗。乙型肝炎患者体内

Tc17的频率变化对抗病毒治疗的应答具有预测意

义,对临床上乙型肝炎的治疗起到一定的促进作用。
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FSL试剂时,实验室检测 APTT及Ⅷ因子时应修改

或重新建立新的生物参考区间,并进行验证。
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