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  摘 要:目的 探讨聚乙二醇干扰素-α(PEG-IFN-α)对慢性乙型肝炎(CHB)患者乙型肝炎表面抗原(HB-
sAg)及滤泡辅助性T细胞(Tfh细胞)、B细胞标志物水平的影响。方法 选取2017年1月至2018年5月该

院收治的84例CHB患者,均采用PEG-IFN-α治疗48周,按免疫应答情况分为完全应答组(28例)、部分应答

组(15例)、无应答组(41例),比较治疗后各组肝功能指标[丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶

(AST)、血清总胆红素(STB)]、HBV-DNA、HBsAg水平,以及乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)阳性率、Tfh细胞

标志物[肿瘤坏死因子相关激活蛋白(CD40L)、诱导性共刺激分子(ICOS)、标志物程序性死亡分子-1(PD-1)]、
B细胞标志物(IgG+CD21+、CD38hiCD138+)、免疫球蛋白A(IgA)、免疫球蛋白 M(IgM)、免疫球蛋白G(IgG)、
炎症因子γ-干扰素(IFN-γ)、白细胞介素-4(IL-4)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平。结果 治疗后完全应答组血

清AST、ALT、STB、HBV-DNA、HBsAg水平及HBeAg阳性率低于无应答组、部分应答组,差异有统计学意义

(P<0.05);完全应答组患者Tfh细胞标志物CD40L、PD-1表达水平高于无应答组、部分应答组,差异有统计

学意义(P<0.05),各组ICOS表达水平差异无统计学意义(P>0.05);完全应答组B细胞标志物IgG+

CD21+、CD38hiCD138+表达水平高于部分应答组、无应答组,IgG、IgM水平明显高于部分应答组、无应答组,差

异有统计学意义(P<0.05),各组IgA水平差异无统计学意义(P>0.05);完全应答组IFN-γ水平高于无应答

组、部分应答组,IL-4水平低于部分应答组、无应答组,差异有统计学意义(P<0.05),各组治疗前后TNF-α水

平比较差异无统计学意义(P>0.05)。结论 PEG-IFN-α治疗CHB患者能有效降低 HBsAg水平,提高Tfh
细胞及B细胞标志物表达水平。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

pegylated
 

interferon-α
 

(PEG-IFN-α)
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

hep-
atitis

 

B
 

virus
 

surface
 

antigen
 

(HBsAg),follicular
 

helper
 

T
 

cells
 

(Tfh)
 

and
 

B
 

cell
 

markers
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

(CHB).Methods A
 

total
 

of
 

84
 

patients
 

with
 

CHB
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

May
 

2018
 

were
 

selected
 

and
 

treated
 

with
 

PEG-IFN-α
 

for
 

48
 

weeks,and
 

divided
 

into
 

the
 

complete
 

re-
sponse

 

group
 

(28
 

cases),the
 

partial
 

response
 

group
 

(15
 

cases)
 

and
 

non-responsive
 

group
 

(41
 

cases)
 

according
 

to
 

the
 

immune
 

response.The
 

levels
 

of
 

liver
 

function
 

indicators
 

(ALT,AST,STB),HBV-DNA,HBsAg
 

level,
HBeAg

 

positive
 

rate,Tfh
 

markers
 

[tumor
 

necrosis
 

factor-related
 

activator
 

protein
 

(CD40L),inducible
 

costim-
ulatory

 

molecule
 

(ICOS),marker
 

programmed
 

death-1
 

molecule
 

(PD-1)],B
 

cell
 

markers
 

(IgG+CD21+,
CD38hiCD138+),immunoglobulin

 

A
 

(IgA),immunoglobulin
 

M
 

(IgM),immunoglobulin
 

G
 

(IgG)
 

and
 

inflam-
matory

 

factors
 

γ-interferon
 

(IFN-γ),interleukin-4
 

(IL-4)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

after
 

treat-
ment

 

were
 

compared
 

among
 

the
 

groups.Results After
 

treatment,the
 

levels
 

of
 

serum
 

AST,ALT,STB,HBV-
DNA

 

and
 

HBsAg,and
 

HBeAg
 

positive
 

rate
 

in
 

the
 

complete
 

response
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-
response

 

group
 

and
 

partial
 

response
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

CD40L
 

and
 

PD-1
 

on
 

the
 

Tfh
 

cell
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

the
 

complete
 

response
 

group
 

were
 

high-
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er
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-response
 

group
 

and
 

partial
 

response
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(P<0.05),and
 

the
 

ICOS
 

expression
 

level
 

had
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

among
 

the
 

various
 

groups
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

IgG+CD21+
 

and
 

CD38hiCD138+
 

on
 

the
 

B
 

cell
 

in
 

the
 

complete
 

re-
sponse

 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

partial
 

response
 

group
 

and
 

the
 

non-response
 

group,and
 

the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

IgG
 

and
 

IgM
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

partial
 

response
 

group
 

and
 

non-response
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

IgA
 

level
 

among
 

the
 

various
 

groups
 

(P>
0.05).The

 

level
 

of
 

IFN-γ
 

in
 

the
 

complete
 

response
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

non-response
 

group
 

and
 

the
 

partial
 

response
 

group,and
 

the
 

IL-4
 

level
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

partial
 

response
 

group
 

and
 

the
 

non-re-
sponse

 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

signifi-
cant

 

difference
 

in
 

TNF-α
 

level
 

in
 

each
 

group
 

between
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

(P>0.05).Conclusion PEG-IFN-α
 

in
 

treating
 

the
 

patients
 

with
 

CHB
 

can
 

effectively
 

reduce
 

the
 

HBsAg
 

level,increase
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Tfh
 

cell
 

and
 

Bcell
 

markers.
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  慢性乙型肝炎(CHB)是目前全球较为严重的公

共卫生问题之一,而乙型肝炎病毒(HBV)的不断复制

和对肝细胞的持续破坏是引发CHB病情进展的关键

因素[1]。目前临床上多采用干扰素及核苷类似物进

行抗HBV治疗,与核苷类似物相比,干扰素更能帮助

患者在停止治疗后获得持续的病毒学应答和乙型肝

炎表面抗原(HBsAg)的血清学转换,但相关免疫机制

尚不明确[2]。乙型肝炎表面抗体(HBsAb)主要来自

活化后的B细胞,而B细胞活化受滤泡辅助性T细胞

(Tfh细胞)的调节,提示Tfh细胞也参与了CHB患

者抗病毒免疫过程[3]。Tfh细胞表面高表达肿瘤坏死

因子相关激活蛋白(CD40L),因此CD40L水平能在

一定程度上反映Tfh细胞数和免疫水平[4]。本研究

采用聚乙二醇干扰素-α(PEG-IFN-α)治疗CHB患者,
探讨治疗前后患者 HBsAg及Tfh细胞、B细胞标志

物水平变化,以期进一步明确PEG-IFN-α影响病毒

学应答和HBsAg血清学转换的内在机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2018年5月本

院收治的84例CHB患者。纳入标准:(1)符合《慢性

乙型肝炎防治指南(2015年版)》[5]中关于CHB的诊

断标准;(2)年龄18~65岁。排除标准:(1)自身免疫

性肝炎、酒精性肝炎、肝癌等其他肝脏疾病;(2)患者

为孕妇或处于哺乳期;(3)近半年进行过抗病毒治疗

或采用免疫抑制剂治疗;(4)合并其他脏器严重病变

或精神障碍等。按疗效分为完全应答组(28例)、部分

应答组(15例)、无应答组(41例),疗效判断标准同样

参考文献[5]:完全应答,HBsAg、HBV-DNA完全清

除;部分应答,丙氨酸氨基转移酶(ALT)恢复正常,

HBV-DNA<1
 

000
 

copy/mL,HBsAg阳性;无应答,

HBsAg、HBV-DNA 略 有 下 降 或 无 变 化,HBV-

DNA≥1
 

000
 

copy/mL。各组患者性别、年龄等一般

资料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比

性,见表1。本研究的所有患者知情并签署知情同

意书。
表1  各组患者一般资料比较(n或x±s)

组别 n
性别

男 女
年龄(岁)

完全应答组 28 15 13 39.52±7.42

部分应答组 15 9 6 38.26±9.36

无应答组 41 23 18 38.73±10.15

F/χ2 0.165 1.206

P 0.921 0.074

1.2 方法 所有患者采用 PEG-IFN-α(F.Hoff-
mann-La

 

Roche
 

Ltd;国药准字:J20120074)治疗48
周,根 据 患 者 体 质 量 给 予 1.0

 

μg/kg肌 肉 注 射,

1次/周。将治疗过程中出现严重不良反应者(外周血

中性粒细胞计数<0.5×109/L、血小板计数<25×
109/L、严重抽搐等)剔除。

1.3 观察指标 分别于治疗前后抽取患者空腹静脉

血,离心取上清液,采用全自动生化仪(日立7600型)
检测血清ALT、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、总胆

红素(STB)水平,采用ELISA检测血清乙型肝炎e抗

原(HBeAg)阳性率(HBeAg定量≤1.0
 

S/CO 为

HBeAg阴性,>1.0
 

S/CO为 HBeAg阳性)及 HB-
sAg、γ-干扰素(IFN-γ)、白细胞介素(IL)-4、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、免疫球蛋白A(IgA)、免疫球蛋白G
(IgG)和免疫球蛋白 M(IgM)水平,ELISA试剂盒均

购自上海酶联生物试剂科技有限公司。采用实时荧

光定量聚合酶链反应(RT-PCR)检测各组治疗前后

HBV
 

DNA水平,检测结果以lg
 

copy/mL表示。分
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离外周血单个核细胞,采用流式细胞仪(美国贝克曼

公 司 FACSCalibur
 

2 型)检 测 Tfh 细 胞 标 志 物

[CD40L、诱导性共刺激分子(ICOS)、程序性死亡分

子-1(PD-1)]及 B 细 胞 标 志 物 (IgG+ CD21+、
CD38hiCD138+)水平,流式细胞仪使用的所有试剂均

购自美国贝克曼公司。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件对数据

进行统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,多 组 间 比 较 采 用 F 检 验,组 间 两 两 比 较 采 用

SNK-q检验,两组间比较采用t检验;计数资料以例

数或率表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组肝功能比较 治疗后,完全应答组血清

AST、ALT、STB水平低于无应答组、部分应答组,差
异有统计学意义(P<0.05),见表2。

表2  各组肝功能比较(x±s,U/L)

组别 n AST ALT STB

完全应答组 28 33.16±5.04#* 33.48±5.24#* 16.23±2.51#*

部分应答组 15 104.29±12.74# 87.24±16.25# 18.34±2.67#

无应答组 41 132.64±15.26 94.57±20.36 21.54±3.19

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.2 各组 HBV-DNA、HBsAg水平及 HBeAg阳性

率比较 完全应答组 HBV-DNA、HBsAg水平及

HBeAg阳性率低于部分应答组和无应答组,差异有

统计学意义(P<0.05),见表3。

表3  各组 HBV-DNA、HBsAg水平及 HBeAg阳性率比较[x±s或n(%)]

组别 n HBV-DNA(lg
 

copy/mL) HBsAg(IU/mL) HBeAg阳性率

完全应答组 28 2.02±0.36#* 1
 

236.40±154.62#* 5(17.86)#*

部分应答组 15 2.37±0.52# 1
 

457.27±164.18# 8(53.33)#

无应答组 41 4.20±0.68 3
 

365.18±396.25 17(41.46)

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.3 各组Tfh细胞标志物CD40L、ICOS、PD-1水平

比较 完全应答组Tfh细胞标志物CD40L、PD-1表

达水平高于无应答组、部分应答组,差异有统计学意

义(P<0.05),各组ICOS水平差异无统计学意义

(P>0.05),见表4。
表4  各组Tfh细胞标志物水平比较(x±s,%)

组别 n CD40L ICOS PD-1

完全应答组 28 5.92±0.63#* 3.41±0.36 6.72±0.75#*

部分应答组 15 4.09±0.51# 3.37±0.52 6.34±0.69#

无应答组 41 3.75±0.54 3.42±0.57 5.86±0.66

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.4 各组B细胞标志物IgG+CD21+、CD38hiCD138+

水平比较 完全应答组B细胞标志物IgG+CD21+、

CD38hiCD138+ 表达水平高于部分应答组和无应答

组,差异有统计学意义(P<0.05),见表5。
表5  各组B细胞标志物水平比较(x±s,%)

组别 n IgG+CD21+ CD38hiCD138+

完全应答组 28 16.25±1.80#* 4.84±0.51#*

部分应答组 15 13.19±1.66# 3.62±0.47#

无应答组 41 11.27±1.54 2.74±0.35

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.5 各组免疫球蛋白水平比较 治疗48周后,完全

应答组IgG、IgM 水平明显高于部分应答组、无应答

组,差异有统计学意义(P<0.05),各组IgA水平差

异无统计学意义(P>0.05),见表6。
表6  各组IgG、IgA、IgM水平比较(x±s,mg/mL)

组别 n IgG IgA IgM

完全应答组 28 22.71±3.29#* 2.16±0.37 3.25±0.36#*

部分应答组 15 14.06±3.15# 2.07±0.33 2.08±0.31#

无应答组 41 11.42±2.83 2.14±0.30 1.24±0.20

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.6 各组炎症因子水平比较 治疗后完全应答组

IFN-γ水平高于部分应答组、无应答组,IL-4水平低

于部分应答组、无应答组,差异有统计学意义(P<
0.05),各组治疗前后 TNF-α水平比较,差异无统计

学意义(P>0.05),见表7。
表7  各组炎症因子水平比较(x±s,pg/mL)

组别 n IFN-γ IL-4 TNF-α

完全应答组 28 11.04±1.28#* 6.59±0.74#* 6.92±0.76

部分应答组 15 9.29±1.17# 7.75±0.92# 7.03±0.82

无应答组 41 5.72±0.66 9.28±1.06 6.98±0.85

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

3 讨  论

  我国CHB患者已超过2
 

000万[6],HBV感染者

众多。CHB病情进展与HBV的持续感染密切相关,

HBV感染可诱发肝硬化、肝癌等,对患者预后造成不

良影响[7-8]。目前临床上多采用干扰素及核苷类似物

进行抗HBV治疗,如INF-γ、替诺福韦、恩替卡韦等,
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能在一定程度上抑制 HBV复制和减轻肝脏炎性损

伤[9-10]。研究显示,HBV在体内持续复制,很难被完

全清除[11],而探讨其中的免疫调节机制对制订更合适

的治疗方案、帮助患者实现HBeAg转阴和HBsAg血

清学转换具有重要意义。
本研究根据患者治疗情况将其分为完全应答组、

部分应答组和无应答组,研究发现,完全应答组AST、

ALT、STB水平低于无应答组、部分应答组,提示完全

应答患者肝功能优于无应答患者。目前已经得到医

学界公认的是,HBsAb在HBV清除过程中起了重要

作用[12]。HBsAb是由B细胞活化后生成的抗体,而
其对应的 HBsAg水平升高则提示体液免疫功能不

足[13]。本研究中完全应答组 HBV-DNA、HBsAg水

平及HBeAg阳性率低于部分应答组和无应答组,提
示完全应答患者 HBV复制被抑制和 HBsAg的血清

学转换效果最好。

Tfh细胞在B细胞成熟过程中起辅助调节作用,
已有研究发现,采用PEG-IFN-α联合核苷类似物治

疗CHB有助于改善 HBV特异性 Tfh细胞功能,提
示Tfh细胞参与了PEG-IFN-α治疗后的免疫应答过

程[14]。还有研究发现,Tfh细胞在CHB患者中较健

康对照人群明显增多且其功能性分子高表达[15]。

CD40L、PD-1、ICOS均为Tfh细胞表面功能分子,其
中CD40L主要表达在活化的T细胞上,能与B细胞

上的对应受体CD40结合从而促进B细胞成熟;PD-1
主要在 T细胞表面起负性调节作用,能通过PD-1/

PD-L1通路影响T细胞活性;ICOS是一种共刺激分

子,能下调IL-4、IL-6等炎症因子的表达水平,可促进

Th2细胞的免疫应答[16-17]。有研究认为 CHB患者

Tfh细胞上ICOS的表达与患者免疫系统紊乱程度有

关[18],而本研究中 Tfh细胞的CD40L、PD-1表达水

平在完全免疫应答患者中明显升高,提示PEG-IFN-α
治疗后能增强患者Tfh细胞的免疫功能。ICOS表达

水平在各组间差异无统计学意义(P>0.05),可能是

因为外周血Tfh细胞与直接刺激淋巴器官的Tfh细

胞功能不同。有研究发现,CD38hiCD138+ 浆细胞、

IgG+CD21+B细胞在CHB患者的表达水平明显高于

健康人群[19],提示其参与了CHB的免疫应答过程。
而本 研 究 中 治 疗 后 B 细 胞 标 志 物IgG+CD21+、

CD38hiCD138+及IgG、IgM水平在完全应答组中明显

升高,还提示PEG-IFN-α治疗后能增强B细胞免疫

功能。前面的研究已经发现经PEG-IFN-α治疗后完

全免疫应答患者Tfh细胞多个活化标志物表达升高,
而B细胞活化标志物的增加提示B细胞活化,产生抗

体能力增强。此外,Tfh细胞标志物ICOS在各组间

差异无统计学意义(P>0.05),还 提 示 标 志 物 为

CD40L的Tfh细胞可能比ICOS更能有效激活B细

胞。CHB也是一种慢性炎性反应疾病,多种炎症因

子也在免疫系统中起到重要作用,其中IFN-γ主要由

Th1细胞分泌,IL-4主要由Th2细胞分泌。相关研究

发现,IFN-γ能促进 Tfh细胞中CD40L和ICOS表

达[20]。本研究中治疗后无应答患者IFN-γ水平偏

低,IL-4水平偏高,提示此类患者存在Th1细胞应答

减弱而Th2细胞应答增强的免疫失衡,这可能是无应

答患者无法有效控制HBV复制的原因之一。
 

综上所述,经PEG-IFN-α治疗后完全免疫应答

患者Tfh细胞表面功能分子CD40L增加,B细胞活

化和分化加快,提示干扰素可能通过增强CHB患者

Tfh细胞功能来辅助B细胞活化并产生抗体,从而促

进HBsAg的血清学转变。
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