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·临床论著·

干扰素疗效与慢性乙型肝炎患者外周

血CD8+ T细胞程序性死亡受体-1和T细胞

免疫球蛋白黏蛋白分子3表达的关系
王海燕  王银铃  朱莉  陈慧  钱峰  李明  朱伟  张雪华  胥萍  朱传武

【摘要】目的  探讨干扰素抗病毒疗效与慢性乙型肝炎（CHB）患者外周血CD8+ T细胞程序性死

亡受体1（PD-1）和T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子3（Tim3）表达的关系。方法  以72例HBeAg阳性CHB
患者作为研究对象，分别采集干扰素治疗前和治疗12个月的抗凝外周静脉血，同期以30例健康人作为

研究对照，用流式细胞技术检测CD8+ T细胞PD-1和Tim3的表达。结果  干扰素治疗前，CHB患者外周

血CD8+ T细胞PD-1和Tim3表达的中位百分率分别为35.5%和4.8%，均显著高于健康对照组（29.3%和

3.6%），差异均具有统计学意义（U = 805.0、P = 0.043，U = 741.5、P = 0.013）。干扰素治疗12个月

时，患者CD8+ T细胞PD-1和Tim3的表达分别为32.7%和4.1%，较治疗前显著下降，差异具有统计学意

义（Z = 3.305、P = 0.001，Z = 2.065、P = 0.039）；在获得HBeAg血清学转换者中，CD8+ T细胞PD-1
和Tim3表达的中位百分率均显著低于无转换者，差异均具有统计学意义（U = 209.0、P ＜ 0.001，
U = 302.0，P ＜ 0.001）；在ALT复常与异常者之间，两项指标的中位百分率差异无统计学意义（U = 
229.5、P = 0.635，U = 209.5、P = 0.405）；在HBV DNA载量低于检测下限者中，CD8+ T细胞PD-1表
达的中位百分率显著低于病毒仍可检测的患者（U = 371.5、P = 0.011），而CD8+ T细胞Tim3的表达两

者差异无统计学意义（U = 558.0、P = 0.727）。结论  CHB患者外周血CD8+ T细胞PD-1和Tim3呈高表

达状态，干扰素治疗可以下调其表达，并且其表达降低与干扰素疗效有关。
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疫球蛋白黏蛋白分子3
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【Abstract】Objective  To investigate the association of interferon-alpha (IFN-α) antiviral efficacy and the 
expression of programmed death 1 (PD-1) and T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing molecule 3 
(Tim3) on peripheral blood CD8+ T cells in patients with chronic hepatitis B (CHB). Methods  Total of 72 CHB 
patients with HBeAg positive were collected, and their anti-coagulation peripheral venous blood were collected 
from each patient at the beginning and the end of 12 months of IFN-α therapy. Thirty cases of healthy individuals 
were enrolled as controls. PD-1 and Tim3 on CD8+ T cells were detected by flow cytometry. Results   Before IFN-α 
treatment, the median percentage of PD-1 and Tim3 on peripheral blood CD8+ T cells was 35.5% and 4.8% in CHB, 
respectively, and both were higher than the corresponding index in healthy control group (29.3% and 3.6%), with 
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significant differences (U = 805.0, P = 0.043; U = 741.5, P = 0.013). At the end of 12 months of IFN-α therapy, 
the median percentage of PD-1 and Tim3 on CD8+ T cells was 32.7% and 4.1% in CHB patients, respectively, 
and significantly decreased than those before treatment (Z = 3.305, P = 0.001; Z = 2.065, P = 0.039). The median 
percentage of the two molecule expression was significantly lower in patients who achieved HBeAg seroconversion 
than those of patients without HBeAg seroconversion, with significant differences (U = 209.0, P < 0.001; U = 302.0, 
P ＜ 0.001). The two median percentages were without significant difference between ALT normalization and 
abnormalization groups (U = 229.5, P = 0.635; U = 209.5, P = 0.405). The median percentage of PD-1 on CD8+ T 
cells was significantly lower in patients with HBV DNA undetectable than those with detectable HBV DNA (U = 
371.5, P = 0.011), which was not significantly different between the two groups of patients (U = 558.0, P = 0.727). 
Conclusions   A higher expression of PD-1 and Tim3 on peripheral blood CD8+ T cells was presented in CHB 
patients, which could be downregulated by IFN-α therapy, and the decreased expression was associated with the 
efficacy of IFN-α treatment. 

【Key words】 Chronic hepatitis B; Interferon alpha; Peripheral blood CD8+ T lymphocyte; 
Programmed death 1; T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing molecule 3  

慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）

病情迁延不愈主要是由于患者特异性免疫功能低

下。由于免疫系统非常复杂，涉及多种免疫细胞、

免疫分子及其相互作用的免疫网络，因此，迄今

尚未在特定的免疫环节上找到攻克治愈CHB的有

效办法。CD8+ T淋巴细胞，特别是乙型肝炎病毒

（hepatitis B virus，HBV）特异性细胞毒性T淋巴

细胞（cytotoxic T lymphocytes，CTLs）在CHB发
病过程中发挥着重要作用，且与疾病转归具有密

切关系。影响CD8+ T淋巴细胞功能的因素很多，

主要为各种正性和负性的调节因素。近年研究

发现，程序性死亡受体1（programmed death 1，
PD-1）和T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子3（T-cell 
immunoglobulin and mucin domain-containing 
molecule 3，Tim-3）均为参与细胞免疫应答的重要

负性调节分子[1-4]，最终导致T细胞功能耗竭。而干

扰素α（interferon-α，IFN-α）为免疫促进剂，可上

调机体的免疫功能。但在CHB患者抗病毒治疗过

程中，关于IFN-α对外周血CD8+ T淋巴细胞PD-1和
Tim3表达的影响及IFN-α疗效与其表达变化的相关

性研究尚少。因此，本研究对IFN-α治疗前后CHB
患者和健康人外周血CD8+ T淋巴细胞PD-1和Tim3
的表达进行分析，以期进一步探讨其相关性。

资料与方法

一、研究对象 
72例CHB患者来自苏州市第五人民医院2012

年6月至2015年6月的住院患者，均为HBeAg阳
性，诊断参考2010年中国CHB防治指南的临床诊

断标准[5]。在接受IFN-α治疗前6个月内，患者未接

受其他免疫调节剂治疗，其中32例接受普通IFN-α 
2b治疗，40例接受聚乙二醇化IFN-α 2a（PegIFN-α 
2a）治疗。

所有患者均排除甲型肝炎、丙型肝炎、丁型

肝炎和戊型肝炎等病毒重叠感染，也排除自身免疫

性肝病、药物性肝功能损伤、酒精性和非酒精性脂

肪性肝病等。

对照组30例研究对象来自本院健康体检人员和

肝病科健康志愿医护人员。研究经医院伦理委员会批

准，标本采集时均获得所有参与对象的知情同意。

二、实验方法

1. IFN-α治疗与实验室检测：所有患者在抗

病毒治疗前均常规检测肝功能、肾功能、甲状腺

功能、血糖、血细胞、尿常规以及HBV血清学标

志物、HBV DNA载量等。根据患者经济承受能

力的不同，选择干扰素品种分别为普通IFN-α或
PegIFN-α。治疗的方案为：普通IFN-α治疗者给予

IFN-α 2b 5 MU或6 MU肌肉注射，1次/d，连续2周
后改为隔日1次；PegIFN-α治疗者给予PegIFN-α 2a 
180 µg或者135 µg皮下注射，1次/周，基本疗程均

为1年。治疗期间每个月复查1次肝功能和血细胞计

数，每3个月复测HBV血清学标志物和HBV DNA
载量。

2. 主要试剂：HBV血清学检测试剂为Abbott公
司产品；HBV DNA Taqman荧光定量PCR试剂为上

海申友生物技术有限责任公司产品（最低检测限为

5.0 × 102 IU/ml）；单克隆抗-CD3-APC和抗-CD8-
FITC、溶血素（FACS Lysing solution）购自美国

BD公司，单克隆抗-PD-1-PE和抗-Tim3-PE购自美
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国BioLegend公司。流式细胞仪BD FACSCalibur购
自美国BD公司。

3. 标本采集和流式细胞检测：采集2 ml研究对象

的抗凝外周静脉血，其中CHB患者的标本分别采集于

IFN-α治疗前和治疗满12个月时。每个样本取2根流式

管，做好标记，每管分别加入CD3-APC、CD8-FITC
和PD-1-PE单克隆抗体，以及CD3-APC、CD8-FITC和
Tim3-PE单克隆抗体各5 μl，再分别加入EDTA抗凝全

血50 μl，震荡混匀室温避光孵育15 min；加入1 ml溶
血素，振荡混匀，室温避光放置10 min，1 500 r/min离
心5 min（离心机半径r = 10 cm），弃上清液；加入

PBS 1 ml，1 500 r/min离心5 min，弃上清液，再加

入PBS 500 μl，混匀后上机检测。所得数据采用BD 
cellquest软件分析。

三、统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计分析。年龄为计

量资料且呈正态分布，以 x  ± s表示，两组间的比

较采用t检验；性别为计数资料，两组率的比较用

χ2检验；CD8+ T细胞PD-1和Tim3的百分率不符合正

态分布，用中位数（范围）表示；两组间差异的比

较用非参数检验，不同对象组之间中位数百分率的

比较用Mann-Whitney U检验，同组对象治疗前后

中位数百分率的比较用Wilcoxon配对符号秩检验。

以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、IFN-α抗病毒治疗情况

入组患者的临床基线资料见表1，其中对性

别和年龄与健康对照组进行了比较，差异均无统

计学意义（P均＞ 0.05）。72例患者均完成了至

少12个月的IFN-α抗病毒疗程，治疗期间未发生干

扰素治疗中断的情况。在治疗6个月以后，对于

HBV DNA载量下降 ＜ 2 log10IU/ml的患者，加用

核苷类药物联合抗病毒治疗，其中接受IFN-α 2b和
PegIFN-α 2a治疗的患者分别有6例和8例加用了恩

替卡韦 0.5 mg，1次/d口服治疗。治疗12个月时，

获得的肝功能生物化学、HBV血清学和病毒学应

答的情况是：ALT恢复正常（＜ 40 IU/ml）者为

64例，未恢复正常者8例；发生HBeAg血清学转换

者39例（HBeAg消失、抗-HBeAg产生）；HBeAg消
失、抗-HBeAg未产生者3例；HBeAg仍然未消失者

30例；HBV DNA ＜ 2.7 log10IU/ml（约500拷贝/ml）
患者47例，≥ 2.7 log10IU/ml患者25例。

二、IFN-α治疗前患者外周血CD8+ T细胞PD-1
和Tim3表达

IFN-α治疗前，CHB患者外周血CD8+ T细胞

PD-1和Tim3表达率均显著高于健康对照组，差异

具有统计学意义（P均＜ 0.05），见表2。
三、IFN-α治疗前后患者外周血CD8+ T细胞

PD-1和Tim3的表达

IFN-α治疗12个月时，患者外周血CD8+ T细胞

PD-1和Tim3的表达比治疗前均显著下降，差异具

有统计学意义（P均＜ 0.05），见表3。
四、IFN-α疗效与患者外周血CD8+ T细胞PD-1

和Tim3变化的关系

根据IFN-α治疗12个月时ALT复常、HBeAg血
清学转换和HBV DNA低于检测下限的应答状况，

表 1  CHB 患者和对照组的临床基线资料

组别 例数
男性

[例（%）]
年龄

（岁， x ± s）
ALT

[U/L，中位数（范围）]
HBeAg阳性

[例（%）]
HBV DNA对数值

[IU/ml，中位数（范围）]
CHB组 72 58（80.6） 28.94 ± 6.964 142.5（83～880） 72（100.0） 7.5（4.8～9.4）

健康对照组 30 22（73.3） 30.07 ± 6.518 25.5（9～40） — —

统计量 χ2 = 0.653 t = 0.755 U = 0.000 — —

P值         0.419       0.452        0.000 — —

 注：“—”：无相关数据

表 2  CHB 患者与对照组外周血 CD8+ T 细胞 PD-1 和 Tim3 的表达 

组别 例数
CD8+PD-1+ T细胞

[%，中位数（范围）]
CD8+Tim3+ T细胞

[%，中位数（范围）]
健康对照组 30 29.3（17.1～49.6） 3.6（2.2～9.8）

CHB组 72 35.5（12.4～78.0） 4.8（1.5～9.8）

U值 805.000 471.500

P值     0.043     0.013
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对不同应答结果的患者进行亚组分析，结果表明患

者外周血CD8+ T细胞PD-1和Tim3表达的变化在ALT
正常与异常者之间差异无统计学意义（U = 229.5、
P = 0.635，U = 209.5、P = 0.405），见图1A～B；
发生HBeAg血清学转换的患者中，外周血CD8+ T细

胞PD-1和Tim3表达显著低于未转换患者，两组差异

具有显著统计学意义（U = 209.0、P ＜ 0.001，U = 
302.0，P ＜ 0.001），图1C～D；在HBV DNA低于

检测下限的患者中，CD8+ T细胞PD-1的表达显著低

于仍可检测出HBV DNA的患者（U = 371.5、P ＜ 

图1  CHB患者干扰素治疗不同应答患者外周血CD8+ T细胞PD-1和Tim3的表达 

表 3  干扰素治疗前后 CHB 患者外周血 CD8+ T 细胞 PD-1 和 Tim3 的表达 

组别 例数
CD8+PD1+ T细胞

[%，中位数（范围）]
CD8+Tim3+ T细胞

[%，中位数（范围）]
干扰素治疗前 72   35.5（12.4～78.0） 4.8（1.5～9.8）

干扰素治疗12月 72 32.7（7.6～75.2） 4.1（1.2～8.8）

Z值 3.305 2.065

P值 0.001 0.039
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0.05），而两者CD8+ T细胞Tim3的表达差异无统计

学意义（U = 558.0、P ＞ 0.05），见图1E～F。
五、IFN-α治疗后总体患者及HBeAg血清学转

换者CD8+ T细胞PD-1和Tim3的表达 
IFN-α治疗12个月时，参与研究的总体患者

外周血CD8+ T细胞PD-1和Tim3表达的中位水平仍

高于健康对照组，但差异均无统计学意义（U = 
935.5、1 041.5， P均＞ 0.05）。获得HBeAg血清

学转换者与健康对照组比较，结果如图2所示：患

者CD8+ T细胞PD-1和Tim3的表达均低于健康对照

组，但差异无统计学意义（U = 1 220.5、1 218.0，
P均＞ 0.05）。

讨    论

PD-1通过PD-1/PD-L1信号途径负向调节T细胞

的激活、增生和细胞因子的产生[6-7]。CHB患者不

能够有效清除病毒，很大程度上与病毒抗原特异性

T细胞和抗原递呈细胞（antigen presenting cells，
APCs）上PD-1及其配体PD-L1/B7-H1的高表达有

关[8-11]。另一个负性调节因子Tim-3分子，可以表达

在多种免疫细胞表面，包括CD4+ T细胞、CD8+ T
细胞、Th17细胞、单核/巨噬细胞等[12-15]。Tim-3与
其配体galectin-9结合介导T细胞凋亡及免疫耐受的

形成，从而负向调节机体的免疫应答[16-17]。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[18]。CD8+ T细胞，

特别是CTLs细胞在CHB的发病及转归中具有重要

的作用，而患者体内CD8+ T细胞存在质和量的缺

陷，主要原因是PD-1或Tim-3表达升高导致T细胞

功能耗竭[13]。因此，对CHB患者而言，CD8+ T细
胞功能低下必然导致细胞免疫应答效能不足，最终

引起HBV持续感染。

在CHB患者中，外周血CD8+ T细胞PD-1和
Tim3的表达显著高于健康人，这与以往报道的结

果一致 [19-20]。在IFN-α治疗12个月后，总体上比

较，患者CD8+ T细胞PD-1和Tim3表达的中位百分

率虽然高于健康对照组，但差异均无统计学意义；

与IFN-α治疗前比较，患者PD-1和Tim3的表达则显

著下降，这与Wang等[21]研究结果类似。说明干扰

素治疗可以纠正CD8+ T细胞上负性共刺激分子的

表达，部分恢复CHB患者的细胞免疫应答水平。

根据IFN-α治疗后患者获得的应答状况，进一

步分析IFN-α疗效与患者外周血CD8+ T细胞PD-1
和Tim3变化的关系，发现ALT复常者CD8+ T细胞

PD-1和Tim3表达的中位百分率均低于ALT异常

者，但两组差异均无统计学意义；在获得HBeAg
血清学转换的患者中，CD8+ T细胞PD-1和Tim3的
表达均显著低于未发生转换的患者；在HBV DNA
低于检测下限的患者中，CD8+ T细胞PD-1的表达

显著低于仍可检测出病毒的患者，而Tim3的表达

两组差异无统计学意义。对于HBeAg阳性CHB患

者来说，获得HBeAg血清学转换是抗病毒治疗的

重要疗效指标，意味着患者获得了免疫学控制，病

情进入炎症减轻、甚至无炎症活动状态。从研究结

果中看到，相比于仅获得生化学应答和病毒学应答

的患者，发生HBeAg血清学转换的患者CD8+ T细
胞PD-1和Tim3表达的中位百分率是最低的，均显

著低于无转换患者，这与Ma等[22]研究类似，并且

甚至低于健康对照组，但差异无统计学意义。提示

获得HBeAg血清学转换的患者CD8+ T细胞的功能

获得了更好的恢复。但其具体机制是干扰素直接作

用，还是干扰素治疗期间通过其他免疫细胞或者细

胞因子介导，尚待进一步研究。

图2  HBeAg血清学转换组与健康对照组外周血CD8+ T细胞PD-1和Tim3的表达 



·  45  ·      中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2018年2月 第12卷 第1期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), February 2018, Vol.12, No.1

本研究结果还显示，ALT水平的变化不能敏感

地反映干扰素治疗后患者CD8+ T细胞功能恢复的

状况；并且，相较于Tim3，HBV DNA水平的变化

与PD-1表达的下降关系更为密切，提示抗病毒治

疗可能更容易影响CD8+ T细胞PD-1的表达。治疗

过程中14例患者应用恩替卡韦，这种联合抗病毒

治疗更有利于获得病毒学应答，因此，这可能部分

地影响了病毒学变化与PD-1和Tim3表达结果的分

析。但研究结果提示，对HBeAg阳性CHB患者而

言，抗病毒治疗获得HBeAg血清学转换是机体免

疫功能恢复的重要指标，其中PD-1和Tim3表达的

改变是CD8+ T细胞免疫功能重建的重要因素。

本研究检测的是外周血CD8+ T细胞上PD-1和
Tim-3的表达，未进一步检测HBV特异性CD8+ T细
胞上这两种共刺激分子表达的变化，也未对患者肝

脏组织标本进行检测。因此，干扰素治疗的患者

外周血中CD8+ T细胞PD-1和Tim-3表达的变化是否

与HBV特异性CD8+ T细胞，特别是肝组织中CD8+ 
T细胞分子表达的变化一致，尚有待进一步研究证

实。

总之，CHB 患者外周血CD8+ T细胞上PD-1
和Tim-3呈高表达状态，干扰素治疗可以下调其表

达，尤其是获得HBeAg血清学转换的患者此两种

分子表达下降的幅度更为显著，表明干扰素抗病毒

疗效与其动态变化具有密切的关系。
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