
·２７２　　 · 中华实验和临床感染病杂志（电子版）２０１２年８月 第６卷 第４期ＣｈｉｎＪＥｘｐＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ａｕｇｕｓｔ２０１２，Ｖｏｌ６，Ｎｏ．４

·临床论著·

慢性乙型肝炎患者 ＭｏＤＣｓ表面 ＰＤＬ１分子的
表达及其对 Ｔ淋巴细胞功能的影响
杨帆　潘修成　陈明　郭忠胜　李丽　冯霞　张言超

　　【摘要】　目的　探讨慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者外周血单核细胞来源的树突状细胞（ＭｏＤＣｓ）表
面ＰＤＬ１的表达水平及其对ＭｏＤＣｓ诱导的ＨＢＶ特异性Ｔ淋巴细胞功能的影响。方法　采用流式细

胞术检测ＣＨＢ患者、慢性乙型肝炎病毒携带者（ＡＳＣ组）、健康对照者（ＮＣ组）外周血 ＭｏＤＣｓ表面

ＰＤＬ１的表达，采用全自动生化分析仪检测ＡＬＴ（正常参考值＜４０Ｕ／Ｌ）和荧光定量聚合酶链反应测

定ＨＢＶＤＮＡ水平。替比夫定抗病毒治疗前后分别体外培养 ＣＨＢ患者的 ＭｏＤＣｓ。流式细胞术检测

ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１表达的变化；负载ＨＢｓＡｇ的ＭｏＤＣｓ和异体Ｔ淋巴细胞混合培养，以ＰＤＬ１单克隆

抗体阻断ＰＤＬ１／ＰＤ１途径后，ＭＴＴ法检测 ＨＢＶ特异性 Ｔ淋巴细胞增殖能力；酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）测定混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ）上清液中ＩＬ１２、ＩＦＮγ和ＩＬ１０的浓度。结果　ＣＨＢ患者外周

血ＭｏＤＣ表面ＰＤＬ１的表达高于ＡＳＣ组和 ＮＣ组，且与患者 ＡＬＴ、ＨＢＶＤＮＡ水平呈正相关。随抗病

毒时间的延长，ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１水平下降，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。封闭ＰＤＬ１途径后，

ＭｏＤＣｓ诱导的Ｔ淋巴细胞的增殖能力及ＭＬＲ中ＩＬ１２、ＩＦＮγ水平均升高，ＩＬ１０水平降低的程度大于

相应的未封闭ＰＤＬ１途径组。结论　ＣＨＢ患者外周血 ＭｏＤＣｓ表面 ＰＤＬ１表达水平的升高，降低了

ＨＢＶ特异性Ｔ淋巴细胞免疫功能；替比夫定抗病毒治疗对ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１的表达无显著影响；阻

断ＰＤＬ１／ＰＤ１途径能够提高ＭｏＤＣｓ诱导的ＨＢＶ特异性Ｔ淋巴细胞免疫反应。

【关键词】　髓样树突状细胞；Ｔ淋巴细胞；肝炎，乙型，慢性；替比夫定
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｍｏｎｏｃｙｔｅｄｅｒｉｖｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＭｏＤＣｓ）；Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ；ＣｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；
Ｔｅｌｂｉｖｕｄｉｎｅ

　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）持续感染

的机 制 尚 不 完 全 清 楚，研 究 认 为 树 突 状 细 胞
（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）功能障碍可能是慢性乙型肝炎

患者ＨＢＶ特异性免疫功能低下的主要原因之一［１］。

人体外周血ＤＣ主要分两类：髓样树突状细胞（ｍｏｎ
ｏｃｙｔｅｄｅｒｉｖｅｄｄｅｎｄｒｉｒｉｃｃｅｌｌｓ，ＭｏＤＣｓ）和浆样树突状细

胞（ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｐＤＣｓ）。ＭｏＤＣｓ在活

化初始Ｔ细胞形成足够特异性免疫应答反应的过程

中起着关键作用［２］。然而，引起 ＤＣｓ功能障碍的确

切机制目前尚不清楚。

ＰＤＬ１是近年来新发现的 Ｂ７家族的重要成员，

主要表达于活化的抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ｃｅｌｌ，ＡＰＣ）、淋巴细胞及单核细胞等淋巴组织以及心、

肺、肾及肝脏等非淋巴组织［３］，其受体ＰＤ１则主要表

达于活化的Ｔ细胞和Ｂ细胞［４６］。ＰＤＬ１与ＰＤ１结

合对Ｔ淋巴细胞具有负性调节作用，包括抑制其增

殖、细胞因子的分泌及诱导Ｔ细胞的凋亡等［７１１］。

目前，国内外在慢性乙型肝炎的报道中对 ＤＣｓ
表面ＰＤＬ１分子研究较少，尤其是抗病毒治疗过程

中ＭｏＤＣｓ表面 ＰＤＬ１的动态变化及其对 Ｔ淋巴细

胞功能的影响，尚无相关报道。本研究观察在替比

夫定抗病毒治疗过程中慢性乙型肝炎患者 ＭｏＤＣｓ
表面ＰＤＬ１表达的动态变化及其对 ＨＢＶ特异性 Ｔ
淋巴细胞功能的影响，以期进一步明确 ＨＢＶ持续感

染的分子机制，为免疫调节治疗慢性乙型肝炎提供

新的理论依据。

资料与方法

一、研究对象及治疗方法
１．临床资料：收集２００８年６月至２００９年４月

于本院确诊的ＣＨＢ患者２５例和乙型肝炎病毒携带

者（ＡＳＣ）患者２０例的临床资料，进行回顾性分析。

入组患者诊断符合《慢性乙型肝炎防治指南》标

准［１２］。所有病例排除其他肝炎病毒感染及合并自

身免疫性、酒精性肝病等，且入组前半年内未进行任

何形式抗病毒或免疫调节治疗。另选取年龄和性别

与患者相匹配的２０名健康志愿者作为对照组（ＮＣ
组）。各组受试者均签署知情同意书。

２．治疗方法和病例选择：对接受替比夫定（６００
ｍｇ／ｄ）抗病毒治疗的８例 ＣＨＢ患者随访６个月，其
ＡＬＴ水平为（８３～５９６）Ｕ／Ｌ，ＨＢＶＤＮＡ水平为
（５．４４×１０５～２．０６×１０８）拷贝／ｍｌ。

研究对象基本资料见表１，其中 ＣＨＢ组中接受

替比夫定抗病毒治疗的患者共８例的基线资料，见

表２。

表２　８例接受替比夫定抗病毒治疗的患者资料

患者 性别
年龄

（岁）

ＡＬＴ
（Ｕ／Ｌ）

ＨＢＶＤＮＡ（拷贝／ｍｌ）

１ 男 ４３ １６３ ８．２２×１０６

２ 男 ２５ ８３ ６．４６×１０７

３ 男 ６３ ９４ ５．４４×１０５

４ 男 ４７ ２２４ ３．０×１０７

５ 男 ６２ ４４９ ２．３５×１０６

６ 男 ３３ ５９６ １．０×１０８

７ 男 ３８ ２７２ ９．５６×１０５

８ 男 ２４ ３４８ ２．０６×１０８

　　３．抗病毒治疗前后生物化学指标、临床病毒学

和免疫学指标的动态检测：抗病毒治疗后分别于３
个月、６个月检测各组患者的 ＡＬＴ、ＨＢＶ表面标志

物、ＨＢＶＤＮＡ定量及进行外周血ＭｏＤＣｓ培养。

二、方法
１．ＭｏＤＣｓ的培养：细胞培养方法于文献［１３］的

基础上稍作改进。淋巴细胞分离液分离并收集
ＰＢＭＣｓ，于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中温育２ｈ，去除未贴

壁细胞后，加入含 ｒｈＧＭＣＳＦ（２００ｎｇ／ｍｌ）和ＩＬ４
（５０ｎｇ／ｍｌ）的完全ＲＰＭＩ１６４０继续培养。第６天加
ＨＢｓＡｇ（２０μｇ／ｍｌ），２４ｈ后加ＴＮＦα（１０００Ｕ／ｍｌ）促
进细胞成熟，继续培养４８ｈ后收集细胞。

表１　各组研究对象的基本资料

组别 例数 性别（男／女） 年龄（岁，珋ｘ±ｓ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ，珋ｘ±ｓ） ＨＢＶＤＮＡ（拷贝／ｍｌ）　　

乙型肝炎病毒携带组 ２０ １２／８ ２８．９０±８．１９ ３０．１９±８．１２ ２．５７×１０６（４．３８×１０４～７．６３×１０７）
慢性乙型肝炎组 ２５ １６／９ ３３．７２±１３．９４ ２１５．６±１５０．６ ８．０×１０７（９．７９×１０３～９．００×１０８）
健康对照组 ２０ １１／９ ３０．８５±１０．６４ 　　－ －　　　　　　　

　　注：“－”表示未检测
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　　２．成熟ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１分子表达检测：所收

集的ＭｏＤＣｓ加入ＰＤＬ１及同型对照抗体，室温避光

孵育２０ｍｉｎ后采用流式细胞仪进行检测。

３．异体 Ｔ淋巴细胞的收集：ＮＣ组 ＰＢＭＣｓ采用
ＲＰＭＩ１６４０重悬细胞，置培养箱中孵育２ｈ，取未贴

壁细胞继续培养３ｄ。
４．异体混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ）：用丝裂霉素

处理过的ＭｏＤＣｓ与异体 Ｔ细胞（１０５个／孔）分别按
１∶５、１∶１０、１∶２０和１∶４０的比例于９６孔板内混合培

养，终体积为２００μｌ。未封闭、单克隆抗体封闭和免

疫球蛋白封闭３种实验条件下分别加入含１０％胎牛

血清的 ＲＰＭＩ１６４０、１０μｇ／ｍｌ的 ａｎｔｉｈｕｍａｎＰＤＬ１
ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＧｒａｄｅＰｕｒｉｆｉｅｄ和人 ｍＩｇＧ。培养４ｄ后每

孔加入 ＭＴＴ２０μｌ（５ｍｇ／ｍｌ），继续培养４ｈ后弃上

清，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，于４９２ｎｍ波长处测定吸

光度值（Ａ）。加入 ＭＴＴ前，收集部分培养液上清用

于细胞因子的检测。

五、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，实验数据以

珋ｘ±ｓ表示；组内样本两个指标进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分

析，相关系数用 ｒ表示；组间比较采用单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ），以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、各组患者外周血ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１分子的表达
ＮＣ组、ＡＳＣ组和 ＣＨＢ组患者外周血 ＭｏＤＣｓ表

面ＰＤＬ１表达率分别为（２．９７±１．７４）％、（１４．６８±
１４．６９）％和（１７．８９±２０．９６）％，ＣＨＢ组患者 ＭｏＤＣｓ
表面ＰＤＬ１的水平明显高于 ＮＣ组和 ＡＳＣ组，且与
ＮＣ组比较差异具有统计学意义（Ｐ＝０．００２）。３组

患者外周血 ＭｏＤＣｓ表面 ＰＤＬ１分子表达流式图如

图１～３所示。

图１　ＮＣ组患者外周血ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１表达率流式图

图２　ＮＳＣ组患者外周血ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１表达率流式图

图３　ＣＨＢ组患者外周血ＭｏＤＣｓ表面ＰＤＬ１表达率流式图

　　二、ＣＨＢ组患者 ＰＤＬ１表达与 ＡＬＴ、ＨＢＶＤＮＡ
的相关性

ＭｏＤＣ表面 ＰＤＬ１的表达与 ＣＨＢ组患者 ＡＬＴ
和 ＨＢＶＤＮＡ水平均呈正相关（ｒ＝０．６２９，Ｐ＜
０．０１；ｒ＝０．５４８，Ｐ＜０．０１），见图４～５。

三、阻断 ＰＤＬ１／ＰＤ１信号转导通路对 ＭｏＤＣｓ
诱导Ｔ细胞增殖的影响

抗病毒治疗前后，与未封闭和免疫球蛋白封闭

实验条件下相比，封闭实验条件下 Ｔ淋巴细胞增殖

能力显著增强（Ｐ＜０．０５，Ｆ分别为３．４４和２．９１），
且Ｔ淋巴细胞的增殖能力随 ＭｏＤＣｓ比例增加而增

强，见图６。
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图４　ＭｏＤＣｓ细胞表面 ＰＤＬ１的表达与患者 ＡＬＴ水平的相

关性

注：ｒ＝０．６２９，Ｐ＝０．００１；回归方程：ｙ＝１６０．３６＋３．０９ｘ

图５　 ＭｏＤＣｓ细胞表面ＰＤＬ１表达与患者ＨＢＶＤＮＡ的关系

注：ｒ＝０．５４８，Ｐ＝０．００１；回归方程：ｙ＝６．０３５＋０．０３４ｘ

图６　阻断ＰＤＬ１信号通路对Ｔ细胞增殖的影响

注：Ａ图：抗病毒治疗前，封闭组患者Ｔ淋巴细胞增殖能力高于未封闭组和免疫球蛋白组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｂ
图：抗病毒治疗６个月时，封闭组Ｔ淋巴细胞增殖能力高于未封闭组和免疫球蛋白组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）

　　四、阻断 ＰＤＬ１／ＰＤ１信号转导通路对 ＭＬＲ上

清液中细胞因子的影响

治疗前，封闭实验条件下患者ＩＬ１２和ＩＦＮγ的

水平均高于未封闭和免疫球蛋白封闭实验条件下患

者相应指标水平，但仅与未封闭条件下相比差异具

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；封闭条件下患者 ＩＬ１０
水平与其他两组差异无统计学意义。治疗后，封闭

实验条件下患者的 ＩＬ１２和 ＩＦＮγ浓度高于未封闭

者，其水平基本接近健康组，其中 ＩＬ１２升高较为显

著（Ｐ＜０．０５）；封闭条件下 ＩＬ１０水平较未封闭条

件显著降低（Ｐ＜０．０５），见表３～５。
五、抗病毒治疗过程中 ＣＨＢ组患者 ＭｏＤＣｓ表

面ＰＤＬ１的变化

抗病毒治疗前、治疗后３个月和６个月，ＭｏＤＣｓ
表面 ＰＤＬ１表达率分别为（４７．５４ ±１８．４７）％、
（４６．９０±１９．０）％和（３７．１６±１５．０５）％，组间比

较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

讨　　论

目前，ＤＣｓ功能障碍的具体机制尚未明确，已知

负性调控因子 ＰＤＬ１的表达与 ＤＣｓ在特异性免疫

应答过程中的作用密切相关。有报道显示，慢性乙

型肝炎患者体内 ＭｏＤＣｓ表面高表达的 ＰＤＬ１分子

能够抑制ＨＢＶ特异性Ｔ淋巴细胞功能，而阻断 ＰＤ
Ｌ１／ＰＤ１信号转导通路后能增强Ｔ淋巴细胞增殖及

其分泌细胞因子的能力［２，１１］。
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表３　健康组和ＣＨＢ患者治疗前后在三种不同实验条件下ＭＬＲ上清液中ＩＬ１２的变化

组别 例数
ＩＬ１２浓度（ｐｇ／ｍｌ，珋ｘ±ｓ）

未封闭 单克隆抗体封闭 免疫球蛋白封闭
Ｆ组间

健康组 ８ ６１．９３±９．９４ ７４．８０±１１．９０ ６５．２５±１１．６２ １．１７４

ＣＨＢ患者 ８

　　治疗前 ３５．８３±９．９２ ５８．１５±１６．１８ａ ４６．６９±１６．６２ ４．６９６

　　治疗６个月 ５０．７７±１２．３２ ７３．６６±１４．９２ａ ６８．０１±１９．５６ｂ ４．５０９

　　注：与未封闭实验条件下相比ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１

表４　健康组和ＣＨＢ患者治疗前后在三种不同实验条件下ＭＬＲ上清液中ＩＦＮγ的变化

组别 例数
ＩＦＮγ（ｐｇ／ｍｌ，珋ｘ±ｓ）

未封闭 单克隆抗体封闭 免疫球蛋白封闭
Ｆ组间

健康组 ８ ５６４．６±７５．５ ７２２．７±１１２．６ａ ５９６．６±８１．３ａ ４．１９５

ＣＨＢ患者 ８

　　治疗前 ３２３．５±１１９．５ ４３８．０±３１．３ｂ ３６９．２±５４．４ ４．３７７

　　治疗６个月 ５７４．３±２４０．４ ７６１．８±３８５．７ ６５１．７±２７６．８ ０．７５２

　　注：与未封闭实验条件下相比 ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１

表５　健康组和ＣＨＢ患者治疗前后在三种不同实验条件下ＭＬＲ上清液中ＩＬ１０的变化（ｐｇ／ｍｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 例数
ＩＬ１０浓度（ｐｇ／ｍｌ，珋ｘ±ｓ）

未封闭 单克隆抗体封闭 免疫球蛋白封闭
Ｆ组间

健康组 ８ ３７．３４±２０．４７ ２１．１８±１１．２４ ３２．４２±２０．０８ １．０８５

ＣＨＢ患者 ８

　　治疗前 ８６．８４±５２．１３ ５６．２８±２７．４１ ７２．０２±３６．１８ １．１７３

　　治疗６个月 ５８．０６±２７．９４ ２８．１０±１８．０６ａ ４６．８５±２３．６７ ３．２９７

　　注：与未封闭实验条件下相比 ａＰ＜０．０５

　　本研究发现 ＣＨＢ组患者 ＰＤＬ１表达水平显著

高于健康对照组，且与 ＡＬＴ（反映肝脏炎症程度指

标）和病毒载量呈正相关，与以往所报道的炎性因子

可促进 ＰＤＬ１表达的观点相一致［１４］。ＨＢＶ感染人

体后，可激活体内免疫系统来攻击受感染的肝细胞，

导致炎症的发生，从而引起患者ＡＬＴ水平升高，机体

可能出于保护性机制致使 ＰＤＬ１水平上调，以减轻

肝脏的免疫损伤；但这种负性调控同时限制了 ＨＢＶ
特异性Ｔ淋巴细胞的免疫杀伤作用，形成高水平的

病毒复制，造成感染持续存在。本研究结果还发现，

抗病毒治疗后，ＣＨＢ患者外周血 ＭｏＤＣｓ表面 ＰＤＬ１
的表达并未因ＡＬＴ水平或ＨＢＶＤＮＡ载量的下降而

改变，提示替比夫定有效抗病毒治疗对 ＰＤＬ１表达

可能无显著影响。

本研究应用特异性抗体封闭ＤＣｓ与Ｔ细胞之间

的ＰＤ１／ＰＤＬ１信号转导通路后发现，抗病毒治疗前

后封闭组患者Ｔ淋巴细胞增殖能力均显著强于未封

闭组和免疫球蛋白组，且这种增殖作用与 ＭｏＤＣｓ的

数量存在剂量依赖性关系；另外，细胞因子 ＩＬ１２和
ＩＦＮγ分泌增加，ＩＬ１０分泌减少。ＩＬ１２和 ＩＦＮγ属

于Ｔｈ１细胞因子，主要参与细胞免疫的发生，促进细

胞毒性Ｔ淋巴细胞Ｃ（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）
成熟并增强其活性。ＩＬ１０属于 Ｔｈ２细胞因子，能抑

制巨噬细胞的抗原提呈功能和 Ｔｈ１细胞的应答。

Ｔｈ１水平的升高和 Ｔｈ２水平的降低可增强机体对
ＨＢＶ的清除能力，与以往研究结果一致［１５］。上述结

果均提示封闭该信号转导通路后 ＤＣｓ诱导抗 ＨＢＶ
免疫反应显著增强。

综上所述，慢性乙型患者外周血 ＭｏＤＣｓ表面高

表达的ＰＤＬ１分子可能参与诱导和维持外周 ＨＢＶ
特异性Ｔ细胞的低反应性。而应用单克隆抗体阻断
ＰＤＬ１介导的抑制性信号途径能够提高ＭｏＤＣｓ诱导

的ＨＢＶ特异性 Ｔ淋巴细胞免疫反应。ＰＤＬ１封闭

剂的使用有望成为抗 ＨＢＶ免疫治疗的有效策略之

一。但目前对于该封闭剂的研究仅局限于动物模型

及体外实验，要将其应用于人体内还存在有许多问
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题，如不同个体封闭剂最适剂量的掌握，使用时机及

疗程，能否与现有抗病毒治疗方法联合及其应用的

不良反应等。另外，本研究中例数尚少，有必要扩大

样本量以进一步深入研究。
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