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·临床论著·

不同免疫状态下慢性HBV感染者外周血

调节性B细胞及血清IL-10和IP-10的表达特点
苏然1  熊亚莉2  刘勇3  黄睿2  王贵阳2  严晓敏2  陈军浩4  吴超1

【摘要】 目的  观察不同免疫状态下慢性乙型肝炎病毒 （HBV）感染者外周血调节性B细胞

（Breg细胞）比例及血清白细胞介素-10（IL-10）和干扰素诱导蛋白-10（IP-10）水平特点。方法  采
集63例不同免疫状态下慢性HBV感染者和16例健康个体的外周血，采用流式细胞术检测其外周血

Breg细胞（CD24hiCD38hi B细胞）比例，采用Luminex技术检测其血清IL-10和IP-10水平。结果  免疫

活化组外周血Breg细胞比例高于免疫耐受组和健康对照组[（7.89 ± 3.37）% vs （4.77 ± 2.42）%，

F = 9.27，P = 0.010；（7.89 ± 3.37）% vs （3.83 ± 2.14）%，F = 16.55，P ＜ 0.001]，免疫耐受组成

熟B细胞（CD24intCD38int B细胞）比例低于健康对照组[（43.40 ± 10.74）% vs （54.56 ± 10.72）%，

F = 7.39，P = 0.02]。免疫活化组血清IL-10和IP-10水平高于免疫耐受组、非活动HBV携带组及健康对

照组[（22.53 ± 24.81） pg/ml vs （0.69 ± 1.34）pg/ml，（22.53 ± 24.81） pg/ml vs （0.31 ± 1.12） pg/
ml，（22.53 ± 24.81） pg/ml vs （0.003 ± 0.009）pg/ml，P均＜ 0.001；（2 540.19 ± 1 870.73）pg/ml 
vs （720.52 ± 285.73）pg/ml，（2 540.19 ± 1 870.73）pg/ml vs （567.38 ± 208.72）pg/ml，（2 540.19 ± 
1 870.73）pg/ml vs （624.80 ± 274.45）pg/ml，P均＜ 0.001]。慢性HBV感染者外周血Breg细胞比例与

血清IL-10水平、ALT水平呈正相关关系（r = 0.282，P = 0.025；r = 0.305，P = 0.026），免疫活化期

感染者血清IL-10、IP-10水平与ALT水平呈正相关（r = 0.715，P ＜ 0.001；r = 0.653，P ＜ 0.001）。

结论  免疫活化期的慢性HBV感染者Breg细胞比例升高，且其外周血IL-10、IP-10也显著升高。慢性

HBV感染者外周血Breg细胞比例与血清IL-10、ALT水平正相关，免疫活化期感染者血清IL-10、IP-10
水平与ALT水平正相关。
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【Abstract】 Objective  To investigate the frequencies of regulatory B cells (Bregs) in the peripheral 
blood and the levels of serum interleukin-10 (IL-10) and interferon-γ-induced protein 10 (IP-10) in different 
immune phases of chronic hepatitis B virus (HBV) infection.  Methods  Total of sixty-three patients with 
chronic HBV infection, while 16 healthy controls were enrolled. The frequencies of Bregs (CD24hiCD38hi B 
cells) in the peripheral blood were measured by flow cytometry. IL-10 and IP-10 levels were determined with 
the Human Magnetic Cytokine/Chemokine Bead Panel on the MAGPIX instrument.  Results  Compared to 
immune tolerant phase (IT) and healthy controls (HC), the frequencies of Bregs were significantly elevated 
in the immune reactive phase (IA) [ (7.89 ± 3.37)% vs (4.77 ± 2.42%), F = 9.27, P = 0.010; (7.89 ± 3.37)% 
vs (3.83 ± 2.14)%, F = 16.55, P < 0.001 ]. The frequencies of mature B cells (CD24intCD38int B cells) were 
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significantly, P = 0.02]. Serum IL-10 and IP-10 levels were also elevated significantly in IA group as compared with 
IT, inactive HBV carrier state (IC) and HC group [(22.53 ± 24.81) pg/ml vs (0.69 ± 1.34) pg/ml, (22.53 
± 24.81) pg/ml vs (0.31 ± 1.12) pg/ml, (22.53 ± 24.81) pg/ml vs (0.003 ± 0.009) pg/ml, P all < 0.001; 
(2 540.19 ± 1 870.73) pg/ml vs (720.52 ± 285.73) pg/ml, (2 540.19 ± 1 870.73) pg/ml vs (567.38 ± 
208.72) pg/ml, (2 540.19 ± 1 870.73) pg/ml vs (624.80 ± 274.45) pg/ml, P all < 0.001]. The frequencies 
of Bregs positively correlated with IL-10 and ALT levels (r = 0.282, P = 0.025; r = 0.305, P = 0.026) 
in chronic HBV infection. In addition, IL-10 and IP-10 levels were also positively correlated with ALT 
levels (r = 0.715, P < 0.001; r = 0.653, P < 0.001) in immune reactive phase (IA).  Conclusions  The 
frequencies of Bregs, IL-10 and IP-10 levels were elevated significantly in immune reactive phase (IA) 
of chronic HBV infection. The frequencies of Bregs positively correlated with IL-10 and ALT levels 
in chronic HBV infection. IL-10 and IP-10 levels were also positively correlated with ALT levels in 
immune reactive phase (IA) of chronic HBV infection. 

【Key words】Hepatitis B virus; Regulatory B cells; Interleukin-10; Interferon-γ-induced protein 10

乙型肝炎病毒（HBV）感染机体后并不直接

损伤肝细胞，而是通过诱发人体免疫反应而致病。

HBV是否能够被清除取决于人体免疫应答的强弱，

既往针对慢性乙型肝炎（CHB）免疫发病机制研

究多聚焦于T淋巴细胞及其亚群，特别是特异性杀

伤性T细胞的作用和特点
[1]
。B细胞在CHB中的作

用一直未得到重视。近年来，在多种自身免疫性

疾病、肿瘤和微生物感染的研究中发现，B细胞在

这些疾病进展中通过分泌细胞因子发挥免疫调节

作用
[2]
。在针对自身免疫性疾病如系统性红斑狼

疮、类风湿性关节炎、多发性硬化等以及病毒感

染性疾病如HIV感染和HCV感染的研究中证实一组

表型为CD24hiCD38hi
的不成熟B细胞为调节性B细

胞（regulatory B cells，Bregs），其通过分泌IL-10
参与了自身免疫性疾病及机体病毒免疫的调控

[3]
。

为了解慢性HBV感染者外周血中B淋巴细胞亚群

比例，尤其是CD24hiCD38hi
不成熟B细胞（Breg细

胞）比例及其与血清IL-10、IP-10水平的关系，明

确Breg细胞和上述细胞/趋化因子在慢性乙型肝炎免

疫发病过程中的作用，本研究对63例慢性HBV感染

者及16例健康个体外周血进行了分析。

资料与方法

一、研究对象

选取南京鼓楼医院感染科肝炎门诊2013年11
月至2014年8月就诊的慢性HBV感染者63例，诊

断符合2010年中华医学会肝病学分会和感染病学

分会联合制订发布的《慢性乙型肝炎防治指南》
[4]
：

既往有乙型肝炎病史或HBsAg阳性超过6个月，

现HBsAg和（或）HBV DNA仍为阳性者。将此

63例患者按不同免疫状态进行分组。所有入组患者

均排除其他肝炎病毒、人类免疫缺陷病毒、巨细

胞病毒、EB病毒等重叠感染以及酒精性肝病和自

身免疫病等疾病，且在入组前6个月内未经任何抗

HBV和免疫抑制治疗。同时选取16例健康个体作为

健康对照组。研究方案经南京鼓楼医院医学伦理委

员会批准。所有入选患者和健康供血者均在全面了

解本研究方案的基础上签署了知情同意书。

二、试剂和仪器

小鼠抗人CD24-PE、CD38-FITC单克隆抗体

（eBioscience公司），CD45-PE-Cy7
、CD19-Per 

CP（BD Biosciences公司）；红细胞裂解液（BD 
Biosciences公司）；Human Magnetic Cytokine/ 
Chemokine Bead Panel试剂盒（EMD Millipore
公司）；HBV血清标记物（HBsAg、HBsAb、
HBeAg、HBeAb、HBcAb）酶联免疫吸附试验

（ELISA）试剂盒（深圳华康生物医学工程有

限公司）；外周HBV DNA荧光定量PCR试剂盒

（上海申友生物技术有限公司）；丙氨酸氨基

转移酶（ALT）测定试剂盒（四川迈克生物科

技股份有限公司）。BD FACSAriaⅡ流式细胞仪

（BD Biosciences公司），MAGPIX仪（Luminex
公司），ABI PRISM 7500 Real Time PCR System 
（Applid Biosystems公司）。7600型全自动生化分

析仪（Hitachi公司）。

三、方法

 1. HBV血清学标记物及HBV DNA、ALT检
测：取各个研究对象血清1.0～1.5 ml，ELISA方法

检测HBV血清标记物；荧光定量PCR方法检测HBV 
DNA载量，HBV DNA检测下限为500 IU/ml；同时

用全自动生化分析仪检测血清ALT水平，ALT ＞ 40 
U/L为异常。所有检测按照试剂盒说明书操作。

 2. 外周血B细胞亚群比例的检测：分别采集各
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个研究对象抗凝外周血约1.5～2 ml。采用流式细

胞多色荧光法标记抗凝外周血淋巴细胞表面分子标

记，具体为CD45-PE-Cy7
、CD19-Per CP、CD24-PE

和CD38-FITC标记外周血淋巴细胞，应用BD FACS 
Diva软件，以CD45+

及CD19+
设门（图1）识别B细

胞，进一步检测分析外周血B细胞各亚群比例，其

中以CD24、CD38高表达细胞代表CD24hiCD38hi B细
胞，即Breg细胞；CD24、CD38中等表达细胞代表

CD24intCD38int B细胞，即成熟B细胞；CD24hiCD38int 

B细胞为记忆B细胞；CD24intCD38hi B细胞为浆细

胞。

 3. 血清细胞因子的检测：分别采集各个研究

对象非抗凝外周血，离心后取1.5～2 ml血清。采用

Human Magnetic Cytokine/Chemokine Bead Panel试
剂盒检测外周血IL-10和IP-10，按照试剂盒说明书

进行操作，然后使用MAGPIX仪检测，数据分析采

用FCAP Array软件。

四、统计学处理

采用SPSS 13.0软件进行统计分析。患者的Breg
细胞比例、IL-10水平、IP-10水平为计量资料且呈

正态分布，以 x ± s表示，各组间的比较采用单因素

方差分析法。患者年龄、ALT、HBV DNA为计量

资料且呈非正态分布，以M（P25，P75）表示，统计

分析采用非参数检验。相关性用Spearman相关分析

法分析。P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、研究对象一般情况及分组

根据HBV血清学标志物、HBV DNA载量及

ALT结果，将63例慢性HBV感染者分为3组（表

1）：①免疫耐受组（immune tolerant phase，IT）：

HBsAg、HBeAg、HBcAb均阳性，HBV DNA ＞ 106

拷贝/ml，ALT ＜ 40 U/L，共15例，其中男性8例，

女性7例，年龄26.0（22.0～30.0）岁。②免疫活化

组（immune reactive phase，IA）：HBsAg、HBcAb
均阳性，HBeAg或HBeAb阳性，HBV DNA＞ 103

拷

贝/ml，ALT＞ 80 U/L，共23例，其中男性17例，

女性6例，年龄30.0（27.0～39.0）岁。③非活动

性HBV携带组（inactive HBV carrier state，IC）：

HBsAg、HBeAb阳性，HBeAg阴性，HBV DNA＜ 
500拷贝/ml，ALT＜ 40 U/L，共25例，其中男性11
例，女性14例，年龄29.0（23.0～32.0）岁。16例
健康个体作为对照组（healthy controls，HC），其

HBsAg均为阴性，ALT＜ 40 U/L，其中男性6例，

女性10例，年龄31.0（28.8～36.1）岁。各组间性

别、年龄均无统计学差异。非活动HBV携带组、

健康对照组HBV DNA载量低于检测下限。免疫耐

受组血清HBV DNA载量与免疫活化组差异无统计

学意义。4组间ALT水平差异具有统计学意义（χ2 = 
53.541，P ＜ 0.001），其中免疫活化组血清ALT水
平均显著高于免疫耐受组、非活动HBV携带组与健

康对照组（P均＜ 0.001），见表1。
二、不同免疫状态下外周血B淋巴细胞亚群比

例特点

63例慢性HBV感染者及16例健康个体的外周

血B细胞亚群检测结果显示，免疫活化组外周血

Breg细胞比例[（7.89 ± 3.37）%]高于免疫耐受组[
（4.77 ± 2.42）%，F = 9.27、P = 0.010）]和健康对

照组（3.83±2.14%，F = 16.55、P ＜ 0.001）（图

2A）；而免疫耐受组[（43.40 ± 10.74）%]成熟B
细胞（CD24intCD38int B细胞）比例低于健康对照组

[（54.56 ± 10.72）%，F = 7.39、P = 0.02）]（图

2B）。

三、免疫活化组血清IL-10和IP-10水平升高

比较其中53例慢性HBV感染者及10例健康个

体的血清IL-10及IP-10水平，结果显示免疫活化组

IL-10水平[（22.53± 24.81） pg/ml]显著高于免疫

耐受组[（0.69 ± 1.34） pg/ml]（ F = 16.75、P ＜ 
0.001）、非活动HBV携带组[（0.31±1.12） pg/ml]
（F = 25.12、P ＜ 0.001）及健康对照组[ （0.003 ± 
0.009） pg/ml]（F = 26.13、P ＜ 0.001）（图2C）。

同时免疫活化组IP-10水平[ （2 540.19 ± 1 870.73）
pg/ml]高于免疫耐受组[ （720.52 ± 285.73） pg/ml； 
F = 15.13、P ＜0.001]、非活动HBV携带组[（567.38 
± 208.72） pg/ml， F = 25.67、P ＜ 0.001）]及健康

表 1  慢性 HBV 感染不同免疫状态各组病例及健康对照组的一般资料

组别 例数（男 / 女） 年龄        ALT（U/L） HBV DNA（log10 拷贝 /ml）
免疫耐受组   8/7 26.0（22.0 ～ 30.0）     33.8（24.6 ～ 35.4） 7.1（6.9 ～ 7.3）
免疫活化组 17/6 30.0（27.0 ～ 39.0） 199.5（237.2 ～ 584.3）abc 6.7（5.8 ～ 6.9）
非活动携带组 11/14 29.0（23.0 ～ 32.0）     25.8（21.4 ～ 28.9） —
健康对照组   6/10 31.0（28.8 ～ 36.1）     15.8（14.2 ～ 23.5） —
注：“—”表示低于检测下限。年龄、ALT、HBV DNA 以中位数 M（P25，P75）表示。与免疫耐受组相比：

aP ＜ 0.001；与非活动
HBV 携带组相比：

bP ＜ 0.001；与健康对照组相比：
cP ＜ 0.001
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对照组（624.80 ± 274.45） pg/ml，F = 15.34、P ＜ 
0.001）（图2D）。    

四、外周血Breg细胞比例、血清IL-10、IP-10
水平及ALT的相关性分析

63例慢性乙型肝炎患者外周血Breg细胞比例与

IL-10、ALT水平相关性进行分析，结果显示，Breg

图 2  不同免疫状态下慢性 HBV 感染者外周血 B 细胞亚群及血清 IL-10 和 IP-10 的表达特点

图 1  流式细胞设门策略

细胞比例与血清IL-10水平、ALT水平存在正相关关

系（r = 0.282、P = 0.025，r = 0.305、P = 0.026）
（图3A和3B）。免疫活化期的慢性HBV感染者血

清IL-10水平与ALT水平正相关（r = 0.715、P ＜ 
0.001），血清IP-10水平与ALT水平正相关（r = 
0.653、P ＜ 0.001）（图3C和3D）。
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图 3  外周血 Breg 细胞比例和细胞因子及 ALT 相关性分析

细胞比例与血清IL-10水平、ALT水平存在正相关关

系（r = 0.282、P = 0.025，r = 0.305、P = 0.026）
（图3A和3B）。免疫活化期的慢性HBV感染者血

清IL-10水平与ALT水平正相关（r = 0.715、P ＜ 
0.001），血清IP-10水平与ALT水平正相关（r = 
0.653、P ＜ 0.001）（图3C和3D）。

讨    论

越来越多的证据表明，B细胞与辅助性T细胞

（helper T cells，Th）一样，也释放各种细胞因

子，并可根据其产生的细胞因子不同而分成不同

的亚类。其中，CD24hiCD38hi
不成熟B细胞为Breg

细胞，其可以通过大量分泌IL-10抑制促炎细胞/趋
化因子并调节其它多种免疫细胞功能，从而抑制自

身免疫性疾病及感染所引起的过度炎症反应。目前

在一些自身免疫性疾病、感染性疾病和肿瘤中，证

实了Breg细胞存在并具有免疫抑制功能
[5]
。在慢性

HBV感染中，针对Breg细胞的研究不多。本研究通

过观察不同免疫状态的慢性HBV感染者外周血Breg
细胞比例及相关血清细胞/趋化因子表达特点，初

步探究Breg细胞在慢性HBV感染免疫发病机制中的

作用。 
本研究检测了63例不同免疫状态的慢性HBV

感染者外周血Breg细胞比例。结果显示，Breg细胞

在HBV感染的不同免疫状态下存在显著的变化，

Breg细胞比例在免疫活化期显著增高。本研究结果

与Das等研究一致，其观察了15例慢性乙型肝炎患

者，发现这些患者特别是免疫活化期患者，与健康

对照相比Breg细胞频率增加，该群细胞分泌IL-10
的能力也增强，推测Breg细胞参与了抑制肝脏内的

HBV特异性T细胞反应
[6]
。本研结果提示，Breg细

胞可能参与了慢性乙型肝炎疾病过程中机体的免疫

调节，Breg细胞的变化可能是判断机体免疫状态的

指标之一。推测在慢性HBV感染免疫活化期，机体

免疫反应强度增高，为防止过度的免疫损伤，具有

负性调节作用的Breg细胞比例随之升高，从而抑制

抗病毒免疫反应，不利于病毒的清除。为进一步证

实Breg细胞的慢性乙型肝炎感染过程中的免疫调节

作用，本研究后续将对慢性乙型肝炎患者抗病毒治

疗前后的Breg细胞比例变化进行探讨。

本研究同时采用Luminex技术检测了不同免

疫状态的慢性HBV感染者血清IL-10、IP-10水平。

结果发现，免疫活化组IL-10和IP-10水平显著高于
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免疫耐受组、非活动HBV携带组及健康对照组。

IL-10是既往研究中较肯定的、由Breg产生的具负

性调节作用的细胞因子，可抑制过强的免疫反应。

在小鼠研究中发现，产IL-10的B细胞亚群在免疫反

应中发挥负性调控作用
[5, 7-9]

。最近有研究者发现，

人体Ｂ细胞产生的IL-10与免疫反应的下调有关
[3]
，

该研究证实，人外周血及脾脏中的B细胞在刺激下

可以更多地产生IL-10，抑制T细胞增殖。干扰素诱

导蛋白-10属于CXC趋化因子家族，是炎症活动的

敏感标志物之一。既往Harvey等[10]
研究发现在慢

性HCV感染中，肝细胞可以产生IP-10，其表达与

感染程度、肝脏损伤的组织学表现相关。近期也

有研究发现，IP-10也存在于慢性HBV感染者的肝

脏中，IP-10在诱导特异性T细胞及其他非特异炎症

细胞时发挥了重要作用，且与慢性乙型肝炎免疫

活化时ALT升高呈正相关关系
[11-12]

。相应的基础研

究也表明，在B细胞受到刺激后，分泌IP-10的量增

加
[13]
。在本研究中，免疫活化期血清IL-10和IP-10显

著升高，且二者均与ALT呈正相关关系，提示IL-10
和IP-10可能与机体清除HBV的免疫反应强度有一

致性。推测这种升高可能是机体的一种自我保护机

制，即在人体清除HBV免疫反应较强时抑制肝脏炎

症反应的进一步加剧。但IL-10、IP-10是否主要来源

于B细胞，特别是Breg细胞，仍是有待进一步研究的

问题。

综上，本研究发现，相比于免疫耐受组、健康

对照组，慢性HBV感染免疫活化组患者外周血Breg
细胞比例增高，同时伴有血清IL-10、IP-10水平的

显著增高，并和血清ALT水平呈正相关关系。因

此，推测Breg细胞在慢性HBV感染的免疫活化期，

通过与炎症反应相关的增殖活化作用，促进多种免

疫细胞及（或）自身分泌大量的IL-10以抑制过度

的免疫反应，避免过度的肝脏损伤，但同时不利于

病毒的清除。有关Breg细胞在慢性HBV感染中的调

控作用及所涉及的复杂的细胞调节机制，有待于扩

大样本并通过抗病毒治疗前后的长期动态随访来研

究，以明确Breg细胞在慢性HBV感染过程中可能的

免疫调节机制。
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