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· 临床论著 ·
IL-12在慢性HBV携带者肝脏组织中的表达及其意义

戴金津   郜玉峰   汤磊   李旭   邹桂舟

【摘要】   目的    探讨慢性HBV携带者肝脏组织中白细胞介素12（IL-12）的表达及其意义。方

法    应用SP免疫组织化学法检测100例慢性HBV携带者肝脏组织中IL-12的表达情况，并与HBeAg、

HBV DNA定量分析比较。结果    HBeAg阳性的携带者中IL-12阴性表达率高，HBeAg阴性者IL-12阳

性表达率高（r = 0.324，P = 0.001）；HBV DNA水平低者IL-12阳性表达率高，HBV DNA水平高者

IL-12阴性表达率高（r = －0.445，P = 0.000）；免疫耐受者IL-12阴性表达率高，低或非复制期者

IL-12阳性表达率高（r = 0.569，P = 0.000）。结论    IL-12参与HBV感染的慢性化进展与转归。
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【Abstract】   Objective    To investigate the expression levels of IL-12 in the liver of HBV carriers and 

explore its significance. Methods    IL-12 expression was detected by immunohistochemistry SP method in 

liver tissues of HBV carriers (n = 100). Results    The levels of IL-12 in HBeAg positive HBV carriers were 

significantly lower than those patients with HBeAg negative (r = 0.324, P = 0.001). The levels of IL-12 in HBV 

carriers with high HBV DNA were significantly lower than those patients with low HBV DNA (r = －0.445, P = 

0.000). The levels of IL-12 in immune-tolerance carriers were lower than inactive carriers (r = 0.569, P = 0.000). 

Conclusion    IL-12 may be involved in the chronic infection of HBV, the progress and prognosis of the disease.
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1目前，全球约20亿人曾感染过乙型肝炎病毒

（hepatitis B virus，HBV），慢性感染人数已超过

3.5亿，其中约15%～40%将发展为肝功能衰竭、

肝硬化、肝细胞癌[1]。乙型肝炎的发病主要是免疫

反应介导的肝脏损伤，白细胞介素12（interleukin-
12，IL-12）在特异性免疫反应和非特异性免疫

反应中均起到重要作用。目前关于慢性乙型肝炎

（chronic hepatitis B，CHB）发病机制的研究多集

中在免疫清除期和再活动期，而此时诸多因素参与

HBV感染后机体复杂的免疫状态中，采用单因素分

析法研究多因素作用的过程，常得到难以解释的结

果。对于HBV感染免疫耐受期及非复制期的研究相

对较少，其研究内容主要为肝脏炎症及纤维化程度
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的判断，而更深入的免疫学研究报道甚少，且患者

外周血仅能部分反应发生在肝内的免疫过程，肝内

免疫细胞的种类、组成可能与外周血中并不相同。

因此，本研究拟以HBV携带者为对象，采用免疫组

织化学的半定量检测方法直接观察HBV携带者肝脏

组织中IL-12的表达情况，探讨IL-12参与HBV感染

后疾病进展的机制。

资料与方法

一、研究对象

选取2010年1月至2011年12月于安徽医科大学

第二附属医院肝病科住院的慢性HBV携带者共100
例的肝脏活检组织，其中男性68例，女性32例；年

龄15～62岁，平均年龄（34.12 ± 11.40）岁，按照

HBeAg状态及HBV DNA定量分析结果进行分组比

较。组间性别、年龄无显著差异（P ＞ 0.05），具
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有可比性；且诊断标准均符合2000年中华医学会肝

病学分会、中华医学会感染病分会联合制定的《病

毒性肝炎防治方案》标准[2]，且在近6个月内均未经

抗病毒和免疫调节剂治疗，并排除肝硬化、肝癌及

合并其他病毒感染者。本研究经患者知情同意，经

过医院伦理委员会审批符合医学伦理。

二、研究方法

收集上述所有患者的肝脏组织石蜡包埋标本，

同时收集患者住院时的临床血清学检测结果和资

料，肝功能采用常规生化检测方法，严格按说明书

操作；HBV表面标志物应用ELISA法检测，严格按

试剂盒说明书操作；HBV DNA检测采用荧光定量

PCR法，试剂盒由Roche公司提供，严格按说明书

操作。石蜡包埋标本进行4 μm连续切片。

免疫组织化学染色采用SP方法进行，按照试

剂盒说明书操作（SP试剂盒购自福州迈新生物技术

开发公司）。常规脱蜡、水洗、抗原修复、室温下

3%过氧化氢孵育10 min去除内源性过氧化氢酶，山

羊血清封闭，滴加IL-12一抗为兔抗人单克隆抗体

（购自美国Santa Cruz生物技术有限公司，工作浓

度为1︰300），同时设阳性对照（福州迈新公司提

供标准阳性片），以PBS代替一抗作为阴性对照。

三、结果判读

显微镜下观察肝脏实质细胞胞膜或胞浆内棕黄

色颗粒为阳性结果。依据参考文献[3]染色深度及阳

性细胞数，按下列方法进行综合半定量分析：染色

强度（以多数细胞的呈色反应为判断依据）的计分

标准按阴性0分，弱阳性染色为1分，阳性（中等强

度）染色为2分，强染色为3分；阳性细胞计分按阴

性（未见阳性细胞）为0分，＜ 50%为1分，50%～

80%为2分，＞ 80%为3分。两者综合判断将表达分

为4级，即阴性为（－）为0分，弱阳性（＋）为

1～2分，阳性（2＋）为3～4分，强阳性（3＋）为

5～6分。

四、统计学处理

采用SPSS 13.0统计软件进行数据分析，采用χ2

检验及Spearman等级相关检验，以P ＜ 0.05为差异

具有统计学意义。

结        果

一、IL-12在肝脏组织的表达分布

IL-12在肝脏组织中以肝细胞胞浆表达为主，

肝组织胞浆内可见黄色颗粒沉积，细胞核无着色，

炎性细胞、巨噬细胞、淋巴细胞中均可见有少量表

达，见图1。

图1    CHB中弱阳性及阳性的表达情况

二、IL-12的表达与HBeAg及HBV DNA定量的

相关性 
1. 将研究对象分为HBeAg阳性组和HBeAg阴性

组，比较两组患者肝内IL-12的表达情况，HBeAg
阳性的HBV携带者IL-12阴性表达率高，HBeAg阴
性者IL-12阳性表达率高，两组差异具有统计学意

义（P均＜ 0.05），见表1。
2. 按照HBV DNA定量分析结果分组，HBV 

DNA载量高者IL-12阴性率高，HBV DNA阴性者

IL-12阳性率高，两组差异具有统计学意义（P ＜ 
0.05），见表2。

3. 进一步按照乙型肝炎病毒免疫学标记物和

HBV DNA定量分析结果（AASLD制定标准）将患

者分为免疫耐受期组（即HBsAg阳性、HBeAg阳
性、HBcAb阳性，HBV DNA ＞ 105拷贝/ml，ALT 
＜ 40 U/L）和低或非复制期组（即HBsAg阳性、

HBeAb阳性、HBcAb阳性，HBV DNA＜ 103拷贝/ml，
ALT＜ 40 U/L），免疫耐受者IL-12阴性表达率高，

低或非复制期者IL-12阳性表达率高，两组差异具

有统计学意义（P ＜ 0.05），见表3。

讨        论

HBV感染的自然史一般可人为地划分为4期，即

A

B
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免疫耐受期、免疫清除期、非活动或低（非）复制

期和再活动期[4]。免疫耐受阶段的患者会出现肝功能

异常发展为HBeAg阳性的慢性乙型肝炎，经过免疫

清除阶段，一部分患者出现自发的HBeAg/HBeAb血
清学转换，部分患者则病情反复发作，进展为肝硬

化和肝癌。由于免疫耐受期无临床症状，且抗病毒

治疗效果不理想，常被忽视，故此类患者直接进展

为肝硬化或原发性肝癌的问题日益受到关注[5]。

IL-12是由巨噬细胞和B淋巴细胞产生的，也称

为Th1型细胞活化的第三信号，是促进Th1型细胞

增殖分化和产生Th1型细胞因子的关键[6]，可直接

或间接地刺激自然杀伤细胞、细胞毒性T细胞产生

IFN-γ、抑制Th2型细胞的增殖分化，IFN-γ又可增

强IL-12的产生，协同促进Th1型细胞增殖，有利于

病毒的清除。慢性感染者不能针对HBV产生强而特

异性的Th1反应，不足以清除所有受感染细胞中的

病毒，但可以持续破坏所有受染肝细胞，引起肝脏

慢性炎症[7]。有研究发现，慢性HBV感染者体内的

IL-12水平显著降低[8]。

本研究结果表明，不同HBeAg状态及HBV 
DNA病毒载量的HBV携带者肝脏组织内IL-12的表

达差异具有统计学意义。本研究发现HBeAg阴性患

者中IL-12的表达阳性率高，HBeAg阳性组中IL-12
的阴性者显著增多，此前也有研究发现血清IL-12水
平达峰值时常伴有HBeAb的产生及HBeAg 的消失，

可能由于HBeAg抑制了抗原递呈细胞分泌IL-12的能

力，故导致感染者细胞免疫功能受到损伤。

研究证实，IL-12分泌不足时Th2型细胞占优

势，机体清除HBV能力下降，感染易慢性化[9]，血

清IFN-γ水平与HBV DNA呈负相关，低病毒载量的

患者可能会实现细胞免疫并增强病毒清除[10]。我们

也发现病毒载量越高、IL-12的阳性表达率越低，病

毒阴性者、IL-12阳性表达率显著增高。可能的原因

有：IL-12可能恢复了一些被HBV抑制的细胞毒性T
细胞的功能及其它细胞杀伤途径，清除HBV感染的

靶细胞，使HBV复制水平降低；IL-12可加强IFN-γ
产生抗HBV抗原的能力[11]；IL-12促进Th1分化及应

答，使其由原来不能分泌IFN-γ的Th0细胞变成能分

泌IFN-γ的Th1型细胞，协同HBV特异性抗原T淋巴

细胞活化，从而参与HBV的清除过程[12]；当HBV处

于高水平或复制状态时，机体免疫系统紊乱，Th1
型细胞免疫反应被抑制、同时也抑制Th1型细胞分

表1    HBeAg阴性与阳性患者肝内IL-12表达水平比较 [例（%）]
组别 例数 IL-12（－） IL-12（＋） IL-12（2＋） IL-12（3＋）

HBeAg阳性组 50 28（56） 8（16） 11（22） 3（6）

HBeAg阴性组 50 9（18） 19（38） 15（30） 7（14）

 χ2 13.448 4.059 7.315

 P 0.000 0.044 0.007

注：秩相关 r = 0.324，P = 0.001

表2    患者HBV DNA定量分析与肝内IL-12表达水平 [例（%）]
HBV DNA（拷贝/ml） 例数 IL-12（－） IL-12（＋） IL-12（2＋）     IL-12（3＋）

＜ 103 27     2（7.4）   7（25.9） 13（48.1） 5（18.5）

103～105 23 10（43.5）   5（21.7）   6（26.1）   2（8.7）

105～107 22   6（27.3） 11（50.0）   3（13.6）   2（9.0）

＞ 107 28 19（67.9）   4（14.3）   4（14.3）   1（3.6）

 χ2 14.489 18.492 13.893

 P   0.002   0.000   0.003

注：秩相关r = －0.445，P = 0.000

表3    免疫耐受期与低或非复制期患者肝内IL-12的表达水平 [例（%）]
组别 例数 IL-12（－） IL-12（＋） IL-12（2＋）  IL-12（3＋）

免疫耐受期 26 16（61.5） 5（19.2）   4（15.4）   1（3.8）

低或非复制期 23     2（8.7） 5（21.7） 12（52.2） 4（17.4）

 χ2 5.185 14.275 9.631

 P 0.023   0.000 0.002

注：秩相关r = 0.569，P = 0.000
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泌细胞因子，因此IL-12表达明显减少。

He等[10]按照AASLD的标准进一步将慢性乙型

肝炎患者分类后发现血清IL-12的水平与ALT相关，

且IL-12的高水平预示着高的e抗原血清学转换率。

因此，也按此标准将HBV携带者进一步分组研究。

有研究提出慢性HBV感染的临床状态与HBV感染

自然病程相关[13]。第一阶段的性质是无症状的免疫

耐受性阶段，其特征HBeAg阳性、血清HBV DNA
水平高，ALT正常。IL-12水平升高可能是一个免疫

激活的标志，也可能与自发性HBeAg血清学转换相

关。免疫耐受者中自发的HBeAg血清学转换率很低

（每年＜ 5%）。本研究数据与此前大多数的实验

结果是一致的，即大多数该阶段的患者肝内IL-12无
或弱表达，这可能是解释免疫耐受阶段抗病毒（α
干扰素或核苷类似物）治疗反应不佳的原因。自然

史的第二阶段为免疫激活期，即慢性乙型肝炎[14]。第

三阶段的自然史非活动性HBsAg携带状态，为临床

抗病毒治疗的理想终止状态。本研究患者IL-12水
平阳性表达率显著上升，表明宿主的免疫应答能力

增强，尤其是幼稚T细胞分化成Th1细胞的能力，机

体免疫应答中Th1占优势，这也可以解释此时病毒

载量低于检测下限的机制，从免疫学角度分析，此

种状态可对患者终止抗病毒治疗。新近一项研究发

现，较高水平血清IL-10和IL-12在HBeAg阳性患者

与早期、自发的HBeAg血清学转换相关[15]。有研究

发现应用IFN-α治疗的儿童慢性HBV感染，应答者

肝组织内IL-12的水平治疗后较治疗初始阶段显著

升高；无应答者亦无明显的变化。超过50%的1年
内自发性HBeAg血清学转换者血清ALT水平超过正

常上限的5倍，仅小于10%者ALT水平低于正常值的

5倍[13]。上述结果提示，IL-12水平升高是HBeAg血
清学转换率较高的影响因素之一。本研究发现耐受

者与携带者之间肝内IL-12的表达具有显著差异（P 
＜ 0.05）；抗病毒治疗可以将HBeAg血清学转换率

提高到30%～50%，有效地提高肝内IL-12的表达可

能加速抗病毒治疗患者进入携带者状态，达到抗病

毒治疗的免疫学终点。

综上所述，本研究认为IL-12的缺乏或参与了免

疫耐受期患者自然病程中的免疫启动过程，但其具

体的机制尚待进一步研究。这提示，IL-12参与HBV
的清除、而HBeAg抑制IL-12的分泌，因此，检测肝

内IL-12的水平对于正确评价机体的免疫功能状态，

检测病情发展和判断预后有一定的临床价值[16]，研

究将IL-12作为佐剂以增加机体免疫应答的强度从而

打破免疫耐受的方法[17-18]，值得进一步探索。
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