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·论著·

慢性乙型肝炎患者不同免疫状态下

外周血T淋巴细胞程序性死亡受体1表达

与乙型肝炎病毒DNA载量

及丙氨酸氨基转移酶水平的相关性
赵海珍  其其格  刘瑞军  奥敦托亚 

【摘要】目的  探讨慢性乙型肝炎（CHB）患者不同免疫状态下外周血T淋巴细胞程序性死亡受

体1（PD-1）表达与乙型肝炎病毒（HBV）DNA载量及丙氨酸氨基转移酶（ALT）水平的相关性。方

法  选取2017年1月至2018年3月于内蒙古医科大学附属医院接受治疗的CHB患者118例，依据患者不

同免疫状态分成3组，分别为HBV e抗原（HBeAg）阴性组（25例）、免疫活化组（67例）和免疫耐

受组（26例）；同时选取同期在本院健康体检者50例作为对照组。全自动生化分析仪检测肝功能，

ELISA法检测HBV核心抗体（HBcAb）、HBV表面抗原（HBsAg）、HBV e抗体（HBeAb）、HBeAg
和HBV表面抗体（HBsAb）含量，荧光定量PCR检测患者HBV DNA载量，流式细胞仪检测血清表达

PD-1的CD8+ T、CD4+ T淋巴细胞含量。结果  免疫活化组、HBeAg阴性组患者血清表达PD-1 的CD8+ T、
CD4+ T含量分别为（7.48 ± 1.76）%、（7.48 ± 1.76）%和（10.58 ± 1.95）%、（8.38 ± 1.85）%，均高于

对照组[（3.22 ± 1.53）%、（4.05 ± 1.76）%]和免疫耐受组[（4.26 ± 1.89）%、（3.86 ± 1.89）%]，差异均

有统计学意义（F = 12.084、P = 0.015，F = 13.297、P = 0.032）；免疫活化组、HBeAg阴性组患者HBV 
DNA载量分别为（7.02 ± 1.13）log10拷贝/ml和（5.77 ± 1.25）log10拷贝/ml，低于免疫耐受组患者（8.18 ± 
1.08）log10拷贝/ml，差异有统计学意义（F = 11.652、P = 0.006）；免疫活化组、HBeAg阴性组患者血清

ALT、总胆红素含量分别为（193.02 ± 7.39）IU/ml、（50.06 ± 2.18）mmol/L和（179.14 ± 7.62）IU/ml、
（43.65 ± 2.27）mmol/L，均高于对照组[（12.71 ± 6.19）IU/ml、（13.07 ± 2.19）mmol/L]和免疫耐受

组[（23.19 ± 6.82）IU/ml、（16.54 ± 2.30）mmol/L]，差异均有统计学意义（F = 10.906、P = 0.027，
F = 9.583、P = 0.019）；Pearson相关分析显示，免疫耐受组、免疫活化组及HBeAg阴性组患者血清

内表达PD-1的 CD8+ T、CD4+ T含量和血清ALT含量无相关性（r =－0.170、0.046、0.068、－0.231、
0.048、0.005，P = 0.443、0.750、0.761、0.292、0.709、0.912），与血清HBV DNA载量亦无相关性（r =    
－0.049、0.107、0.104、－0.301、0.019、0.279，P = 0.810、0.440、0.681、0.201、0.883、0.221）。

结论  CHB患者机体免疫状态和血清内T细胞PD-1表达量相关，患者肝脏炎症受损对PD-1表达有重要

影响，而HBV DNA载量非主要影响因素。
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virus (HBV) DNA load and the amount of alanine aminotransferase (ALT) level. Methods  From January 2017 
to March 2018, a total of 118 patients with CHB who were treated in the Affiliated Hospital of Inner Mongolia 
Medical University were divided into three groups according to different immune status, which were hepatitis B 
antigen (HBeAg) negative group (25 cases), immune activation group (67 cases) and immune tolerance group 
(26 cases); while 50 healthy physical examination persons in our hospital were selected as control group. Liver 
function was detected by automatic biochemical analyzer, HBV core antibody (HBcAb), HBV surface antigen 
(HBsAg), hepatitis B e antibody (HBeAb), HBeAg and hepatitis B surface antibody (HBsAb) were detected by 
ELISA, and HBV DNA load was detected by fluorescence quantitative PCR. The expression of PD-1, CD8+ T 
and CD4+ T lymphocytes in serum were detected by flow cytometry. Results  In patients of immune activated group 
and HBeAg negative group, the expression of PD-1 CD8+ T and CD4+ T lymphocytes in serum were (7.48 ± 1.76)%, 
(7.48 ± 1.76)% and (10.58 ± 1.95)%, (8.38 ± 1.85)%, respectively, all significantly higher than those of control 
group [(3.22 ± 1.53)% and (4.05 ± 1.76)%] and immune tolerance group [(4.26 ± 1.89)% and (3.86 ± 1.89)%], 
with significant differences (F = 12.084, P = 0.015; F = 13.297, P = 0.032). The HBV DNA load was (7.02 ± 
1.13) log10 copies/ml in immune activation group and (5.77 ± 1.25) log10 copies/ml in HBeAg negative group, 
significantly lower than that of the immune tolerance group [(8.18 ± 1.08) log10 copies/ml], with significant difference 
(F = 11.652, P = 0.006). The levels of serum ALT and total bilirubin in immune activated group and HBeAg negative 
group were (193.02 ± 7.39) IU/ml, (50.06 ± 2.18) mmol/L and (179.14 ± 7.62) IU/ml, (43.65 ± 2.27) mmol/L, respectively, 
all signifcantly higher than those of the control group [(12.71 ± 6.19) IU/ml and (13.07 ± 2.19) mmol/L] and 
immune tolerance group [(23.19 ± 6.82) IU/ml] and (16.54 ± 2.30) mmol/L, with significant differences (F = 
10.906, P = 0.027; F = 9.583, P = 0.019). Pearson correlation analysis showed that there was no correlation 
between the levels of CD8+ T, CD4+ T of PD-1 in serum and the level of ALT in patients of immune tolerance 
group, immune activation group and HBeAg negative group (r =－0.170, 0.046, 0.068, －0.231, 0.048, 0.005; 
P = 0.443, 0.750, 0.761, 0.292, 0.709, 0.912), and no correlation with serum HBV DNA load (r =－0.049, 
0.107, 0.104, －0.301, 0.019, 0.279; P = 0.810, 0.440, 0.681, 0.201, 0.883, 0.221). Conclusions  There were 
correlation between the immune status of CHB patients and the PD-1 expression on the surface of T cells in 
serum. The damage of liver inflammation has an important effect on the expression of PD-1, but HBV DNA 
load is not the main factor.

【Key words】Chronic hepatitis B; Immune status; Programmed death receptor 1; Alanine 
aminotransferase

慢性乙型肝炎（chronic hepariris B，CHB）为

临床常见疾病，其进展为一个动态过程，依据患者

不同免疫状态可分成5个免疫时期，即免疫耐受及

活动期、非活动乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，
HBV）携带期、乙型肝炎病毒e抗原（hepatitis B 
virus e antigen，HBeAg）阴性CHB期和乙型肝炎

病毒表面抗原（hepatitis B virus surface antigen，
HBsAg）阴性CHB期，患者处于不同时期则表示

了其体内不同的免疫状态[1-2]。有研究显示，CHB
患者血清CD8+ T及CD4+ T细胞的程序性死亡受体

1（programmed death 1，PD-1）表达含量显著上

升，CHB患者体内HBV特异性T细胞功能耗损和

PD-1所诱导抑制信号路径联系紧密，患者治疗期

间伴随体内HBV DNA载量下降，PD-1含量亦会降

低[3-4]。本研究通过分析CHB患者不同免疫状态下

外周血T淋巴细胞PD-1表达与HBV DNA载量及丙

氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）
水平相关性，为患者治疗提供一定实验室依据，现

报道如下。

资料与方法

一、研究纳入及排除标准

1. 纳入标准：①近6个月内未使用过免疫调节

剂或者抗病毒药物；②HBeAg阴性者HBV DNA＞ 
104拷贝/ml，免疫活化期者HBV DNA＞ 105拷贝/ml；
③近6个月内有持续的ALT升高＞ 1倍正常参考值

上限；④患者治疗前HBsAg阳性且阳性史在6个月

以上。

2. 排除标准：①合并自身免疫性疾病、甲状
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腺功能亢进或者糖尿病等；②抗-HEV、抗-HAV、

抗-HDV及抗-HCV标志为阳性；③酒精性肝病或者

药物性肝病者；④EB病毒（EB virus，EBV）、巨

细胞病毒（cytomegalovirus，CMV）及人类免疫缺

陷病毒（human immunodeficiency virus，HIV）重

叠感染者。

二、病例资料

选取2017年1月至2018年3月于本院接受治疗

的CHB患者118例，均符合2015年版《慢性乙型肝

炎防治指南》[5]内相关诊断标准，依据《EASL临
床实践指南：慢性乙型肝炎的治疗》[6]将患者分成

3组，分别为HBeAg阴性组（25例）、免疫活化组

（67例）和免疫耐受组（26例）。选取同期于本院

体检健康者50例作为对照组。本研究经医院伦理委

员会批准，患者或家属知情并签署同意书。各组患

者年龄和性别差异无统计学意义（P均＞ 0.05），

见表1。
三、研究方法

1. 使用7600-020日立全自动生化分析仪（由日

本Hitachi公司生产）检测肝功能，依据2011年全国

酶学学术讨论会关于临床酶学检验标准化明确异常

标准为ALT ＞ 40 U/L。
2. ELISA法检测HBV核心抗体（hepatitis B 

core antibody，HBcAb）、HBV表面抗原（hepatitis 
B surface antigen，HBsAg）、HBV e抗体（hepatitis 
B e antibody，HBeAb）、HBeAg、HBV表面抗体

（hepatitis B surface antibody，HBsAb）含量，仪

器为Architect i2000SR全自动免疫分析仪（由美国雅

培公司生产）。

3. ABI 7900HT荧光定量PCR检测患者HBV 
DNA载量。

4. 流式细胞仪检测血清中表达PD-1的 CD8+ T、
CD4+ T淋巴细胞含量，鼠抗人CD4-FITC及鼠抗人

CD8-FITC均为美国BD Bioscience公司产品。

四、统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计分析，患者年龄、

HBV DNA载量、PD-1 T淋巴细胞比例、血清ALT及
总胆红素含量等为计量资料且呈正态分布，以 x ± s
表示，应用单因素方差分析，组间比较采用成组

设计资料的t检验；其余资料为计数资料，采取χ2

检验、Fisher确切概率检验或者非参数检验，各组

CHB患者PD-1 CD8+ T、PD-1 CD4+ T与HBV DNA载

量、ALT水平的相关性应用Pearson相关性分析，以

P ＜ 0.05差异有统计学意义。

结    果

一、各组CHB患者血清HBV DNA载量及表达

PD-1 T淋巴细胞比例 
免疫活化组、HBeAg阴性组患者血清表达

PD-1 CD8+ T和CD4+ T含量均高于对照组和免疫

耐受组，HBV DNA载量低于免疫耐受组患者；

HBeAg阴性组患者PD-1 CD8+ T和CD4+ T含量均高

于免疫活化组患者，HBV DNA载量低于免疫活化

组患者，差异均有统计学意义（P均＜ 0.05），见

表2。
二、各组CHB患者的主要肝功能指标

免疫活化组、HBeAg阴性组患者血清ALT、总

胆红素含量均高于对照组和免疫耐受组，差异均有

统计学意义（P均＜ 0.05），见表3。
三、PD-1 CD8+ T、PD-1 CD4+ T与HBV DNA

载量、ALT水平的相关性分析

相关性分析显示免疫耐受、免疫活化及

HBeAg阴性组患者血清内表达PD-1 CD8+ T、CD4+ 
T含量和血清ALT水平无相关性，与血清HBV DNA
载量亦无相关性，详见表4。

表 1  各组 CHB 患者的临床资料

组别 例数 年龄（ x ± s, 岁） HBeAg HBsAg 男/女 HBV DNA（拷贝/ml） ALT（U/L）

对照组 50 28.65 ± 8.19 阴性 阴性 31/19 — 38.15 ± 3.62

HBeAg阴性组 25 35.18 ± 8.16 阴性 阳性 16/9 （2.5 ± 0.3）× 104 47.98 ± 2.17

免疫活化组 67 30.07 ± 8.35 阳性 阳性 46/21 （3.1 ± 0.2）× 105 53.71 ± 4.49

免疫耐受组 26 26.75 ± 8.10 阳性 阳性 15/11 （1.5 ± 0.1）× 107 31.53 ± 2.36

统计量 F = 1.864 — — χ2 = 2.195  F = 11.183 F = 5.526

P值        0.082 — —        0.065           0.032        0.028

注：ALT 异常标准为＞ 40 U/L；“—”：无相关数据
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讨    论

PD-1为负性共刺激分子，在活化的CD8+ T、
CD4+ T细胞等一些免疫活性细胞表层发生诱导性表

达，PD-1结合其配体可以使T细胞表层受体所转导抗

原信号降低，对T细胞免疫应答起到负性调节[7-9]。

有研究显示，CHB患者血清内HBV DNA载量上调和

CD8+ T细胞表层PD-1表达上升呈正相关，阻断PD-1
可增强产生γ干扰素及T细胞的增殖能力，患者抗病

毒治疗过程中，体内HBV DNA载量和PD-1表达量亦

随之下降[10-14]。

本研究显示，免疫活化组、HBeAg阴性组患者

血清中表达PD-1 CD8+ T和PD-1 CD4+ T含量均高于免

疫耐受组和对照组，且HBeAg阴性组内含量最高，

提示不同免疫状态的CHB患者CD8+ T和CD4+ T所表

达的PD-1含量显著不同，提示患者体内针对HBV抗

原特异性的T细胞数量非常少，且功能低下，免疫

反应较弱，无论肝脏或者循环内，HBV DNA载量

均和HBV特异性CD8+ T数量呈反比[15-18]。已有研究

证实CHB患者HBV DNA载量和T细胞免疫应答呈

负相关[19-21]，虽然免疫耐受组患者体内HBV DNA载

量较高，但肝脏轻微受损或者并未受损，故对照组

及免疫耐受组患者T细胞表面PD-1表达量较低，差

异无统计学意义。HBeAg阴性和免疫活化组患者体

内ALT含量上升、HBV DNA载量较低，这说明患者

肝脏受损更为严重[22-24]。肝功能严重受损的HBeAg
阴性及免疫活化组患者中，T细胞表面PD-1表达升

高的主要影响是通过负性免疫调节机制，对过度自

身免疫攻击所造成的肝脏组织炎症受损情况进行调

节，进而起到自我保护作用[25]。另外，HBeAg阴性

患者HBV DNA载量比免疫活化组患者低，但CD8+ 
T表面PD-1表达量高于免疫活化组患者。有研究显

示，T细胞与HBcAg存在交叉免疫反应，对特异性

CD8+ T细胞免疫攻击后而感染HBV的肝细胞有缓

和作用，同时影响肝细胞膜内HBcAg正常表达[26]。

HBeAg表达终止或者降低，会造成HBcAg特异性

的CD8+ T细胞免疫反应更强，导致大量肝细胞死

亡，肝脏炎症持续恶化。由此推断HBeAg阴性患

表 2  各组 CHB 患者 HBV DNA 载量及表达 PD-1 T 淋巴细胞比例（ x ± s）

组别 例数 PD-1 CD8+ T（%） PD-1 CD4+ T（%） HBV DNA载量（log10拷贝/ml）

对照组 50 3.22 ± 1.53 4.05 ± 1.76 0

HBeAg阴性组 25 10.58 ± 1.95 8.38 ± 1.85 5.77 ± 1.25

免疫活化组 67 7.48 ± 1.76 6.65 ± 1.94 7.02 ± 1.13

免疫耐受组 26 4.26 ± 1.89 3.86 ± 1.89 8.18 ± 1.08

F值 12.084 13.279 11.652

P值   0.015   0.032   0.006

注：a：HBeAg 阴性组与对照组比较（t = 6.302、7.158、9.201，P = 0.001、0.003、0.005），b：免疫活化组与对照组比较（t = 4.206、5.892、
10.347，P = 0.004、0.006、0.001），c：HBeAg 阴性组与免疫耐受组比较（t = 5.327、10.472、5.203，P = 0.005、0.004、0.002），d：免疫活化组与

免疫耐受组比较（t = 6.027、6.331、4.027，P = 0.006、0.009、0.003），e：HBeAg 阴性组与免疫活化组对比（t = 8.031、7.642、5.337，P = 0.002、
0.006、0.008） 

表 3  各组 CHB 患者的主要肝功能指标（ x ± s）

组别 例数 ALT（IU/ml） 总胆红素（mmol/L）

对照组 50   12.71 ± 6.19 13.07 ± 2.19

HBeAg阴性组 25 179.14 ± 7.62 43.65 ± 2.27 

免疫活化组 67 193.02 ± 7.39 50.06 ± 2.18 

免疫耐受组 26   23.19 ± 6.82 16.54 ± 2.30

F值 10.906 9.583

P值   0.027 0.019

注：a：HBeAg 阴性组与对照组比较（t = 15.207、18.634，P 均＜ 
0.001），b：表示免疫活化组与对照组比较（t = 16.951、20.314，P 均＜ 
0.001），c：HBeAg阴性组与免疫耐受组比较（t = 14.263、17.984，P均＜ 
0.001），d：免疫活化组与免疫耐受组比较（t = 15.037、19.774，P 均＜ 
0.001） 

表 4  各组 CHB 患者 PD-1 CD8+ T、PD-1 CD4+ T 与 HBV 
DNA 载量、ALT 含量相关性

组别
PD-1 CD8+ T PD-1 CD4+ T

r值 P值 r值 P值

免疫耐受组

    HBV DNA载量 －0.049 0.810 －0.301 0.201

    ALT水平 －0.170 0.443 －0.231 0.292

免疫活化组

    HBV DNA载量     0.107 0.440     0.019 0.883

    ALT水平     0.046 0.750     0.048 0.709

HBeAg阴性组

    HBV DNA载量     0.104 0.681     0.279 0.221

    ALT水平     0.068 0.761     0.005 0.912
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者血清T细胞表面PD-1含量升高是为使上述免疫损

伤降低。

综上所述，CHB患者体内免疫状态和血清T细
胞表面PD-1表达量相关，患者肝脏炎症对PD-1表
达量影响较大，而HBV DNA载量并非主要影响因

素。
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