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【摘要】  目的  研究免疫球蛋白黏蛋白分子-3（Tim-3）和程序性死亡受体-1分子（PD-1）在慢

性乙型肝炎病毒（HBV）感染患者外周血HBV特异性CD8+ T细胞表面的表达模式，了解其与γ-干扰

素（IFN-γ）产生的关系，并探讨其临床意义。方法 采用流式细胞术检测主要组织相容性复合体-2

（HLA-A2）阳性的78例临床类型不同的慢性HBV感染患者HBV特异性CD8+ T细胞表面分子Tim-3和
PD-1的表达，ELISA方法检测外周血单个核细胞（PBMC）培养上清液中IFN-γ的水平。 结果  慢性

HBV感染者Tim-3+/PD-1+HBV特异性CD8+ T细胞比例占总的HBV特异性CD8+ T细胞的58%，Tim-3-/

PD-1+细胞比例为24%，Tim-3-/PD-1-比例16%，Tim-3+/PD-1-比例最低为2%。临床病情越严重的临床类

型中，Tim-3+/PD-1+HBV特异性CD8+ T细胞比例越高，慢性乙型肝炎轻中度组为（52.05 ± 18.68）%，

重度肝炎组为（59.66 ± 19.25）%，重型肝炎组最高为（68.72 ± 17.21）%；各组与非活动性携带者组

比较，P值分别为0.007、0.009、0.000。重型组与轻中度组比较，P = 0.018。Tim-3+/PD-1+在HBV特异

性CD8+ T细胞的表达与细胞培养上清液IFN-γ的水平呈负相关性（r  = －0.466，P ＜ 0.001）。结论  在
HBV特异性CD8+ T细胞中，Tim-3和PD-1共同表达是其主要表达模式，Tim-3和PD-1的高表达可能负

性调控IFN-γ的产生，从而影响慢性HBV感染的疾病进展和结局。
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【Abstract】  Objective  To study the patterns of expression of T-cell immunoglobulin and mucin 

domain-containing molecule 3 (Tim-3) and programmed death1 (PD-1) on HBV specific CD8+ T cells in 

chronic hepatitis B virus infection patients (CHB) . Ivestigate the correlation between Tim-3 and PD-1 and 

production of interferon gamma (IFN-γ) and its clinical meanings. Methods  The expression of Tim-3 and 

PD-1 on HBV specific CD8+ T cells in 78 major histocompatibility complex-2 (HLA-A2) positive HBV 

patients with different clinical types were detected by flow cytometry. The level of IFN-γ in the supernatant 

of culture of peripheral blood mononuclear cell (PBMC) were detected by double antibody sandwich ELISA. 

Results  In chronic HBV infection patients, 58% of HBV-specific CD8+ T cells are Tim-3+/PD-1+ cells, 24% 

are Tim-3-/PD-1+ cells. The ratio of Tim-3-/PD-1- cells was 16% and the Tim-3+/PD-1- cells are the lowest with 

2%. The proportion of Tim-3+/PD-1+ HBV-specific CD8+ T cells increased consistent with the clinical severity. 

The ratio of Tim-3+/PD-1+ HBV-specific CD8+ T cells is (33.93 ± 10.80)%  in the inactive HBsAg carriers. 

The ratio of Tim-3+/PD-1+ cells in mild and moderate chronic hepatitis patients are (52.05 ± 18.68)%, (59.66 

± 19.25)% are Tim-3+/PD-1+ cells in severe hepatitis, and (68.72 ± 17.21)% are Tim-3+/PD-1+ cells in hepatic 
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failure, which is the highest. Compared with inactive HBsAg carriers, P  = 0.007, 0.009, 0.000. Compare 

hepatic failure and mild and moderate chronic hepatitis, P = 0.018. The percentage of Tim-3+/PD-1+ HBV-specific 

CD8+ T cells negatively correlate with the level of IFN-γ in culture supernatant. Conclusions  sCo-expression of 

Tim-3 and PD-1 on HBV-specific CD8+ T cells is the main pattern in HBV patients. High expression of Tim-

3 and PD-1 may negatively control the production of IFN-γ, which may influence the outcomes and disease 

progression in chronic HBV infection.

【Key words】  Hepatitis B virus; HBV specific CD8+ T cells; Tim-3; PD-1; IFN-γ

慢性乙型肝炎是我国常见的一种慢性传染

病，严重危害着人民的身体健康。目前HBV持

续感染及发病机制仍不十分明确，HBV特异性

CD8+ T细胞功能低下可能是HBV感染慢性化的主

要原因之一[1,2]。负性调控分子与HBV特异性CD8+ T
细胞功能耗竭及病毒持续感染密切相关[3]。程序性

死亡受体1（programmed death 1，PD-1）及T细胞

免疫球蛋白粘蛋白分子3（T-cell immunoglobulin and 
mucin domain-containing molecule 3，Tim-3）是目

前研究较多的负性调节分子。细胞因子介导的免疫

应答在免疫机制中起重要作用，在T细胞杀灭病毒

感染的肝细胞机制中具有重要作用，HBV感染可抑

制免疫细胞的功能，导致IFN-γ诱发不足，使病毒

不能被清除，造成感染的慢性化[4]。在慢性HCV、

HIV、LMCV感染中，分别有研究显示Tim-3、PD-1
表达上调，并参与T细胞功能耗竭[5-8]。PD-1在HBV
感染中的作用及抗病毒治疗过程中的动态变化已有

文献报道[9]。但是，慢性HBV感染者Tim-3与PD-1
共表达水平与病情的关系并未见相关报道。

通过研究Tim-3/PD-1在慢性HBV感染者HBV
特异性CD8+ T细胞的表达模式及与免疫功能的关

系，探讨其临床意义，进一步增加对慢性乙型肝炎

病毒持续感染及炎症活动的发病机制的认识，并为

免疫调控治疗慢性乙型肝炎及肝衰竭提供新的理论

依据。

材料与方法

一、主要试剂

IFN-γ试剂盒、PE mouse anti human HLA-A2、
PD-1-PerCP-eFluor 710、TIM3-APC、CD8-FITC 来
自美国 eBioscience公司；PE Pro5TM human MHC 
Pentamerl来自英国的Proimmune公司；Recombinant 
Human IL-2来自美国Peproptech公司，流式细胞仪

FC500 MPL来自美国Beckman公司；ELISA试验自

动检测ELX800美国BioTek公司。

二、研究对象

选择2010年3月至2011年7月中山大学第三附属

医院感染科住院或门诊慢性HBV感染者160例，其

中男性141例，女性19例，年龄17～64岁，平均年

龄（40 ± 10）岁。160例患者中，主要组织相容性

复合体- 2（HLA-2）阳性患者（通过流式细胞检测

筛选）78例，包括病毒性肝炎（乙型）慢性（轻、

中度）28例，重度18例，重型26例，非活动性

HBsAg携带者6例。疾病诊断标准参照2000年《病

毒性肝炎防治方案》[10]和2010年《慢性乙型肝炎

防治指南》[11]，排除合并其他肝炎病毒感染和重叠

HIV感染者、自身免疫性肝病，合并严重心、肺、

肾、脑等疾病、孕期及哺乳期妇女、肿瘤患者。同

时半年内未使用任何抗病毒药物。上述78例患者检

测HBV特异性CD8+ T细胞PD-1和Tim-3表达水平和

细胞培养上清液中IFN-γ浓度。

三、检测方法

1. 标本的采集 ：入组病例均用含有EDTA2K2
抗凝剂的真空采血管采血10 ml。

2. PBMC的分离和HLA-2检测 ：采用外周血

Ficoll梯度离心法分离患者的外周血单个核细胞

（PBMC），取一部分PBMC，加入HLA-2抗体孵

育，选出HLA-2阳性患者。

3. HBV特异性CD8+ T细胞培养：取HLA-A2阳性

的PBMC以1 × 106个/孔密度接种于12孔板，并加入重

组人白细胞介素-12（interleukin-12，IL-12）（100 pg/
ml）及HBV core l8-27抗原肽段（10 μl/ml），37 ℃、

5% CO2共同孵育；于第三天再加入上述IL-12及HBV 
core 18-27抗原肽段，同时添加重组人白细胞介素-2
（interleukin-2，IL-2）（50 U/ml），37 ℃、5% CO2

共同孵育。第7天收集培养细胞，计数；培养上清液

收集置于－20 ℃冰箱保存。

4. HBV特异性CD8+ T细胞表面Tim-3及PD-1
的检测：收集上述培养细胞1 × 106个，加入PE标
记HBV 抗原表位肽-五聚体复合体（Pro5TM MHC 
Pentamer，所含 HBV 抗原表位肽为 HBcAg18-27，
序列为F L P S D F F P S V）1 0  μ l，室温避光孵育

1 0  m i n，P B S洗涤1次，加入异硫氰酸荧光素

（fluorescinisothiocyate，FITC）标记anti-human 
CD8a，anti-Tim-3-APC和anti-PD1-PerCP-eFluor 710
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抗体各5 μl，4 ℃避光孵育20 min，上流式细胞仪检

测，每份标本设同型对照。以特异性CTL细胞的阳

性细胞为对象，检测其表面Tim-3、PD-1表达。

5. IFN-γ的检测：取PBMC培养第7天的上清

液，－20 ℃保存，ELISA法检测IFN-γ浓度。

四、统计学处理

资料采用GraphPad Prism 5（GraphPad Software 
Inc，San Diego，CA）统计软件分析。正态分布计

量资料采用 x  ± s描述，组间比较采用独立样本t检
验或方差分析；非正态分布计量资料采用中位数

（M）与四分位间距（inter-quartile range，QL-QU）

描述，采用秩和检验；相关性分析采用 Pearson 相
关分析或 Spearman 等级相关分析，设双侧检验P ＜ 
0.05为差异具有统计学意义。

结     果

一、慢性HBV感染者HBV特异性CD8+ T细胞

Tim-3和PD-1的表达模式

在所有HBV特异性CD8+ T细胞中，Tim-3+/
PD-1+双阳性的HBV特异性CD8+ T细胞比例最高为

图1  HBV特异性CD8+ T细胞Tim-3/PD-1的表达流式图

注：a为Z = －3.380，P ＜ 0.001；b为Z = －2.533，P ＜ 0.01；
c为Z = －2.620，P ＜ 0.01；d为Z = －2.362，P ＜ 0.05
图2   不同临床类型慢性HBV感染者HBV特异性CD8+ T细胞

Tim-3/PD-1的表达

注：r = －0.466，P ＜ 0.001
图3  HBV特异性CD8+ T细胞T im-3+/PD-1+的表达与IFN-γ产
生的相关性

58%，Tim-3-/PD-1+细胞比例为24%，Tim-3-/PD-1-

细胞比例为16%，而Tim-3+/PD-1-细胞比例最低，为

2%，见图1。
二、不同临床类型慢性HBV感染者HBV特异

性CD8+T细胞Tim-3/PD-1的表达

慢性HBV感染者临床病情越严重的患者，

Tim-3+/PD-1+双阳性的HBV特异性CD8+ T细胞的

比例越高，非活动性HBsAg携带者比例为（33.93 
± 10.80）%，慢性乙型肝炎轻中度组为（52.05 ± 
18.68）%，重度肝炎组为（59.66 ± 19.25）%，重

型肝炎组最高为（68.72 ± 17.21）%。重型组、重

度组、轻中度组明显高于携带者组（P = 0.000，Z = 
－3.38；P = 0.009，Z = －2.533；P = 0.007，Z = －
2.620）。重型组与轻中度比较，差异具有统计学意

义（P = 0.018，Z = －2.363），重型组与重度组、重

度组与轻中度组比较，差异无统计学意义，见图2。
三、HBV特异性CD8+T细胞Tim-3+/PD-1+的表

达与IFN-γ产生的相关性

采用Spearman秩相关分析可以发现，Tim-3+/
PD-1+在HBV特异性CD8+ T细胞的表达与PBMC
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上清液IFN-γ的水平呈负相关（r  = －0.466，P ＜ 
0.001），见图3。

讨     论

HBV特异性CD8+ T细胞在乙型肝炎病毒清除

及肝脏炎症活动中起重要作用。慢性HBV患者机体

内HBV特异性CD8+ T细胞存在数量和质量上的缺

陷，PD-1或Tim-3表达升高是T细胞功能耗竭的主

要原因。有研究[12]发现，自身免疫性疾病、肿瘤免

疫逃逸、病毒持续感染和炎症反应等均与PD-1及
Tim-3表达相关。

在慢性HBV感染中，已证实PD-1表达上调，

并与肝脏炎症损伤及病毒持续相关[13]。近年有研究

显示，慢性HBV感染者NK细胞、CD4+和 CD8+ T细
胞Tim-3的表达上调，且表达在CD4+和CD8+ T细胞

的Tim-3与肝脏炎症程度相关[14-15]。Tim-3和PD-1的
共表达可能导致更加明显的T细胞功能衰竭，从而

影响病毒的清除和疾病的发生发展。本研究发现慢

性HBV感染者中，半数以上患者HBV-特异性CD8T
细胞同时表达Tim-3和PD-1，单表达Tim-3的细胞很

少。Tim-3+/PD-1+双阳性的HBV特异性CD8+ T细胞

比例最高为58%，Tim-3-/PD-1+细胞比例为24%，

Tim-3-/PD-1-细胞比例为16%，而Tim-3+/PD-1-细

胞比例最低（2%）。随着临床病情严重程度的增

加，Tim-3+/PD-1+HBV特异性CD8+ T细胞比例也逐

渐增加。Jin等[16]发现，在病毒的持续感染中，同时

阻断PD-1和Tim-3可以协同性地提高CD8+ T细胞的

功能以及提高其对病毒的抑制能力。本研究显示，

随着HBV特异性CD8+ T细胞表面PD-1/Tim-3双表达

水平越高，PBMC培养上清液IFN-γ的水平逐渐降

低，这与Jin等[16]的结果是一致的。IFN-γ是反应T细
胞功能的重要指标。机体存在两种清除病毒的免疫

方式，非细胞损伤性病毒清除机制和靶细胞损伤性

清除病毒机制，IFN-γ的产生是非细胞损伤性病毒

清除的重要的细胞因子[17]。本研究发现，Tim-3和
PD-1可能协同负性调节CTL细胞的功能，从而抑制

IFN-γ的产生，IFN-γ的降低可导致非溶细胞性清除

病毒能力减弱，HBV病毒不能得到有效的清除，机

体即调控增强了另一种清除病毒的方式，即溶细胞

性的病毒清除反应，从而使肝脏的炎症程度增加。

本研究显示，随着Tim-3和PD-1在HBV特异性CD8+ 
T细胞的表达水平的升高，患者的临床病情程度也

随着增加，因本研究未选取患者肝脏组织标本，故

Tim-3和PD-1的表达水平与慢性HBV感染者肝组织

的病变程度是否相关及Tim-3和PD-1的表达水平与

肝脏炎症及纤维化程度的关系有待进一步研究。

总之，在HBV-特异性CD8+ T细胞中，Tim-3和PD-1
共同表达是Tim-3和PD-1的主要表达模式，PD-1
表达水平高于Tim-3，Tim-3单表达的细胞很少。

Tim-3和PD-1共表达水平与T细胞功能密切相关，从

而影响慢性HBV感染的疾病进展和结局。
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