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·临床论著·

ＰＤ１和 ＰＤＬ１表达与慢性 ＨＢＶ感染者
肝脏病变程度的相关性

谢冬英　陈凤娟　林炳亮　邓洪　崇雨田　张晓红　高志良

　　【摘要】　目的　研究程序性死亡分子１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１，ＰＤ１）及其主
要配体（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１ｌｉｇａｎｄ，ＰＤＬ１）表达与肝脏病变程度的关系，并探讨
其临床意义。方法　不同临床类型慢性 ＨＢＶ感染者１３７例，含慢性乙型肝炎
（ＣＨＢ）患者１０２例，活动性肝硬化（ＬＣ）患者２５例，慢加急性肝衰竭（ＡＣＬＦ）患者
１０例。其中，１０２例 ＣＨＢ患者中有２２例行肝组织活检，炎症分级为 Ｇ１～Ｇ４，纤
维化程度分为 Ｓ０～Ｓ４。健康对照 １０例。取新鲜血液分离外周血单个核细胞
（ＰＢＭＣｓ），流式细胞仪检测ＰＢＭＣｓ表面ＰＤ１和ＰＤＬ１阳性细胞比例以及人白细
胞抗原（ＨＬＡ）型别；对ＨＬＡＡ２阳性者的ＰＢＭＣｓ加入重组ＨＢｃＡｇ体外培养７ｄ，
加入 ＰＥ标记的 ＨＢＶ抗原表位肽五聚体复合体（含 ＨＢＶ抗原表位肽为 ＨＢ
ｃＡｇ１８２７），流式细胞仪计数 ＣＤ８＋ Ｔ细胞数以及 ＣＤ８和 ＰＤ１双阳性细胞。
ＥＬＩＳＡ检测ＰＢＭＣｓ培养上清液中 ＩＦＮγ。比较 ＣＨＢ、ＬＣ、ＡＣＬＦ三组间以及不同
肝组织病变程度患者间 ＰＤ１、ＰＤＬ１、ＣＤ８＋细胞数量和 ＰＤ１表达水平、ＩＦＮγ水
平的差异。结果　在ＣＨＢ、ＬＣ和 ＡＣＬＦ组 ＰＤ１在 ＰＢＭＣｓ表面的表达阳性率分
别为（５５．４±１６．５）％、（５４．３±２１．９）％、（４５．５±２６．５）％，与健康对照组比较，
Ｐ值分别为 ０．０００、０．００１、０．０７１；三组 ＰＤＬ１表达阳性率分别为（４１．７ ±
１７．７）％、（３３．４±１７．９）％、（２６．６±１１．８）％，和对照组比较，Ｐ值分别为０．００６、
０．２５２、０．８５４。６２例 ＨＬＡＡ２阳性患者的 ＣＤ８＋ Ｔ细胞比例分别为（１．６±
１．０）％、（３．１±１．６）％和（３．３±１．７）％，ＬＣ组和 ＡＣＬＦ组明显高于 ＣＨＢ组
（Ｐ＜０．０５）；ＰＤ１阳性细胞占ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例各组间比较无统计学差异；三
组ＰＢＭＣｓ培养上清液中ＩＦＮγ含量比较无统计学差异。不同肝组织炎症和纤维
化程度的ＣＨＢ患者间 ＰＤ１、ＰＤＬ１表达虽无明显统计学差异，但 ＰＤＬ１在炎症
Ｇ１和纤维化Ｓ０的患者中的表达较其他组患者高。结论　慢性ＨＢＶ感染者ＰＤ
１和ＰＤＬ１表达明显上调。肝脏病变程度与ＰＤ１表达水平无关，但与ＨＢＶ特异
性ＣＤ８＋Ｔ细胞数量及ＰＤＬ１表达相关。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＨＢＶｓｐｅｃｉｆｉｃｃｅｌｌｓａｎｄＩＦＮγｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ
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　　慢性乙型肝炎的临床转归与机体免疫密切相关，其中细胞免疫特别是 ＨＢＶ
特异性Ｔ细胞免疫在病毒清除过程中起着重要作用。但是，慢性ＨＢＶ感染者体
内ＨＢＶ特异性Ｔ细胞存在数量和质量上的缺陷，不能有效清除病毒，其机制并不
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十分明确。程序性死亡分子１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１，ＰＤ１）及其主要配体 ＰＤＬ１
是近年来发现的负性共刺激信号之一，其高表达与 Ｔ细胞免疫缺陷密切相关，是
导致病毒持续感染及肿瘤免疫逃逸的重要机制之一。ＰＤ１、ＰＤＬ１表达与慢性
ＨＢＶ感染者肝脏病变程度的关系尚不清楚。本研究目的在于通过检测不同临床
类型慢性ＨＢＶ感染者以及不同肝组织病变程度的普通慢性乙型肝炎患者外周血
总Ｔ细胞ＰＤ１、ＰＤＬ１的表达、ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞数量及其ＰＤ１表达的差
异，探讨ＰＤ１、ＰＤＬ１表达与肝脏病变程度的关系及意义。

资料与方法

一、研究对象

１３７例慢性ＨＢＶ感染者为２００８年６月至２００９年３月中山大学附属第三医
院感染科就诊患者，年龄１７～６５岁，其中慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ，ＣＨＢ）
患者１０２例，肝硬化（ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ，ＬＣ）患者 ２５例，慢加急性肝衰竭（ａｃｕｔｅｏｎ
ｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，ＡＣＬＦ）患者１０例。诊断标准符合《慢性乙型肝炎防治指南》
并排除合并其他肝炎病毒、ＨＩＶ感染、自身免疫性肝病等。

二、方法

１．ＰＢＭＣｓ分离：取肝素锂抗凝的新鲜静脉血１０ｍｌ，ＰＢＳ等量稀释，缓慢加入
１０ｍｌ淋巴细胞分层液中，２０００ｒ／ｍｉｎ室温离心２０ｍｉｎ，小心吸取单个核细胞层，
ＰＢＳ洗涤３次后重悬，计数单个核细胞。
２．ＨＬＡＡ２型别鉴定：取１×１０６个 ＰＢＭＣｓ与 １０μｌ藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙ

ｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标记抗ＨＬＡＡ２，室温下避光孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤一次，加入２００μｌ
ＰＢＳ重悬后上流式细胞仪。每份标本均设空白对照。
３．ＰＢＭＣｓ表面ＰＤ１、ＰＤＬ１检测：取１×１０６个ＰＢＭＣｓ，依次加入ＰＥ标记的

抗ＰＤＬ１及藻青蛋白（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）标记的抗ＰＤ１２０μｌ，室温避光孵育
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗涤１次，加入ＰＢＳ２００μｌ重悬后上流式细胞仪检测，每份标本设
空白对照。

４．ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞富集及其ＰＤ１检测：取ＨＬＡＡ２阳性患者新鲜
分离的ＰＢＭＣｓ，加入培养基（ＲＰＭＩ１６４０与１０％胎牛血清按９∶１比例混匀配制）
重悬，以１×１０６个／孔密度接种于２４孔板，并加入重组人白细胞介素１２（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ１２，ＩＬ１２）（１００ｐｇ／ｍｌ）及重组 ＨＢｃＡｇ（１０μｌ／ｍｌ，纯度 ＞９９％），３７℃、５％
ＣＯ２共同孵育 ７ｄ，于第 ３天加入重组人白细胞介素２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２）（５０
Ｕ／ｍｌ）。收集１×１０６个悬浮细胞，加入ＰＥ标记ＨＢＶ抗原表位肽五聚体复合体
（所含ＨＢＶ抗原表位肽为ＨＢｃＡｇ１８２７，序列为ＦＬＰＳＤＦＦＰＳＶ）１０μｌ，避光孵育１０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤１次，加入异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记抗
ＣＤ８ａ１０μｌ和ＡＰＣ标记抗ＰＤ１２０μｌ冰上避光孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗涤１次，加
入ＰＢＳ２００μｌ重悬后上流式细胞仪，设空白对照。以淋巴细胞设门，计数１００００
个ＣＤ８＋细胞，同时计数 ＣＤ８和 ＨＢＶ抗原表位肽五聚体复合体双阳性细胞为
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ＨＢＶ特异性的ＣＤ８＋Ｔ细胞，特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞的阳性率 ＝五聚体与 ＣＤ８共
阳性的 Ｔ细胞／ＣＤ８＋细胞 ×１００％。以特异性 ＣＴＬ细胞的阳性细胞为对象，检
测其ＰＤ１表达。
５．肝组织活检及病理学检查：采用超声引导快速行肝组织活检，抽取足够肝

组织，送常规病理及网状纤维染色，根据《病毒性肝炎防治方案》进行炎症分级和

纤维化分期。

三、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件进行各项指标分析，实验数据用珋ｘ±ｓ表示。对
多组间结果差异采用单因素方差分析，组间均数差异采用两独立样本 ｔ检验，以
Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

结　　果
一、不同临床类型患者ＰＢＭＣｓ表面ＰＤ１、ＰＤＬ１的表达比较
不同临床类型的慢性ＨＢＶ感染者之间ＰＤ１和ＰＤＬ１表达比较无统计学意

义，但ＣＨＢ组和ＬＣ组患者的ＰＤ１表达分别高于对照组，而ＡＣＬＦ组与健康对照
组无明显统计学差异。ＣＨＢ组ＰＤＬ１表达明显高于对照组，ＬＣ组和 ＡＣＬＦ组与
对照组比较无统计学意义（见表１）。

表１　患者一般情况及其ＰＢＭＣｓ表面ＰＤ１和ＰＤＬ１表达比较（珋ｘ±ｓ）
例数 性别（男／女） 年龄（岁） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＰＤ１（％） ＰＤＬ１（％）

ＣＨＢ １０２ ８５／１７ ３３±１０） ２６４±３５７ ２２７±５４７ ５５．４±１６．５ａ ４１．７±１７．７ａ

ＬＣ ２５ ２５／０ ４０±１０ １８５±２７８ １６６±１６９ ５４．３±２１．９ａ ３３．４±１７．９ｂ

ＡＣＬＦ １０ ９／１ ３９±１３ ５６８±６４６ ５２２±７９９ ４５．５±２６．５ｂ ２６．６±１１．８ｂ

对照组 １０ ６／４ ２７±５ 　－ 　－ ２６．１±１８．０ ２５．１±２２．０

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；ｂＰ＞０．０５；“”代表未检测

　　二、ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞ＰＤ１表达及ＩＦＮγ测定
进一步对１３７例慢性 ＨＢＶ感染者中的６４例 ＨＬＡＡ２阳性患者进行 ＰＢＭＣｓ

培养，检测ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋细胞数量和ＰＤ１表达水平，并检测细胞培养上清液
中ＩＦＮγ水平。结果 ＬＣ组和 ＡＣＬＦ组 ＨＢＶ特异性 ＣＤ８＋Ｔ细胞数量明显高于
ＣＨＢ组，Ｐ值分别为０．００３（ｔ＝３．１，９５％ＣＩ０．５～２．４）和０．００２（ｔ＝３．２，９５％ＣＩ
０．６～２．７）。三组 ＨＢＶ特异性 ＣＤ８＋Ｔ细胞表面 ＰＤ１的表达无统计学差异，
ＡＣＬＦ组ＩＦＮγ水平虽高于ＣＨＢ组和ＬＣ组，但无统计学意义（见表２）。

表２　ＨＬＡＡ２阳性患者ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＰＤ１表达及ＩＦＮγ水平比较（珋ｘ±ｓ）
例数 年龄 ＨＢＶＣＤ８＋Ｔ细胞（％） ＣＤ８＋ＴＰＤ１（％） ＩＦＮγ（ｐｇ／ｍｌ）

ＣＨＢ ５２ （３３±１０ 　　１．６±１．０ ７６．１±９．８ ９８．８±８４．２
ＬＣ ６ ４０±１０ａ 　　３．１±１．６ａ ７７．７±８．２ ６７．２±１１５．１
ＡＣＬＦ ５ ３９±１３ 　　３．３±１．７ａ ６８．２±１９．８ １４０．７±９７．５

　　注：ａ与ＣＨＢ组比较，Ｐ＜０．０５
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　　三、肝组织病变程度与ＰＢＭＣｓ表面ＰＤ１、ＰＤＬ１表达的相关性
对２２例患者行肝组织活检，按炎症活动度（Ｇ）分为１、２、３、４四个级别，按纤

维化程度（Ｓ）分为０、１、２、３、４五期。不同炎症及纤维化程度患者 ＰＢＭＣｓ表面
ＰＤ１表达差异无统计学意义，ＰＤＬ１表达在Ｇ１和Ｓ０患者中较其他患者高，但无
统计学意义（表３）。进一步对其中６例 ＨＬＡＡ２阳性患者检测了 ＨＢＶ特异性
ＣＤ８＋Ｔ细胞数量及其ＰＤ１的表达，亦无统计学意义。

表３　不同肝组织病理变化患者ＰＢＭＣｓ表面ＰＤ１、ＰＤＬ１表达比较（珋ｘ±ｓ）
例数 性别（男／女） 年龄（岁） ＰＤ１（％） ＰＤＬ１（％）

炎症活动度（Ｇ）

　　　１ ３ ３／０ ３８±１２ ５９．５±１３．５ ５３．４±１７．４

　　　２ ９ ９／０ ２９±９ ５６．９±１５．０ ３７．７±２１．８

　　　３ ６ ６／０ ３１±９ ５６．９±３．５ ２９．０±８．１

　　　４ ４ ２／２ ３６±８ ５９．７±８．８ ３４．９±１４．４

纤维化程度（Ｓ）

　　　０ ３ ３／０ ３６±１１ ５２．４±１６．４ ５０．１±２０．６

　　　１ ４ ４／０ ２９±１２ ５８．９±３．４ ４４．４±４．５

　　　２ ６ ６／０ ２８±５ ５６．５±１４．６ ３４．４±２６．４

　　　３ ７ ５／２ ３２±８ ５８．２±７．８ ２９．５±２．５

　　　４ ２ ２／０ ４２±４ ６７．３±１．６ ３９．４±２３．３

　　注：各组间比较，ＰＤ１和ＰＤＬ１表达水平无统计学差异

讨　　论
研究表明，在小鼠慢性淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒（ＬＭＣＶ）感染、人 ＨＩＶ感

染、人慢性ＨＣＶ感染中，ＰＤ１和ＰＤＬ１在病毒特异性Ｔ细胞上均有较高的表达，
并可导致病毒特异性Ｔ细胞数量减少和功能衰竭。ＨＢＶ感染人体后病毒的消长
和疾病的转归取决于免疫应答的性质、强度和范围，但免疫反应在清除病毒的同

时也导致不同程度的肝组织损伤。慢性 ＨＢＶ感染者常不能彻底清除病毒，致使
肝脏炎症反复活动和纤维化形成，临床上表现为不同类型的疾病状态，如慢性

ＨＢＶ携带状态、慢性活动性肝炎、肝衰竭、肝硬化等。目前有研究显示 ，ＨＢＶ感
染持续状态与ＰＤ１／ＰＤＬ１通路相关，在急性乙型肝炎患者，ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ
细胞ＰＤ１的表达较慢性肝炎患者低，ＰＤ１／ＰＤＬ１高表达使慢性 ＨＢＶ感染者特
异性ＣＤ８＋Ｔ细胞数量减少和功能下降，是导致机体不能有效清除 ＨＢＶ和感染
慢性化的重要原因之一。

本研究应用流式细胞术检测慢性 ＨＢＶ感染不同临床类型患者 ＰＢＭＣｓ表面
ＰＤ１／ＰＤＬ１的表达差异，结果显示慢性 ＨＢＶ感染者 ＰＤ１、ＰＤＬ１表达较健康对
照组明显升高，与国内其他研究结果一致。提示ＰＤ１表达上调与ＨＢＶ感染慢性
化相关。但是，在慢性 ＨＢＶ感染的不同临床类型患者之间 ＰＢＭＣｓ表面及 ＨＢＶ
特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞表面ＰＤ１的表达水平并无明显差异，说明ＰＤ１表达水平与
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慢性ＨＢＶ感染者的炎症和纤维化程度可能并无直接相关性。慢性肝炎组患者
ＰＢＭＣｓ表面ＰＤＬ１表达明显高于健康对照组，但活动性肝硬化患者以及慢加急
性肝衰竭患者ＰＤＬ１表达低于慢性肝炎组，与健康对照组相比无统计学意义，提
示ＰＢＭＣｓ表面ＰＤＬ１表达水平可能与肝脏炎症和（或）纤维化程度相关。同时，
ＬＣ组以及 ＡＣＬＦ组患者 ＨＢＶ特异性 ＣＤ８＋Ｔ细胞数量明显高于 ＣＨＢ组，提示
ＨＢＶ特异性细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）反应更为活跃是活动性肝硬化和 ＡＣＬＦ
患者肝脏炎症坏死程度更明显的原因之一。

为进一步阐明ＰＤ１和ＰＤＬ１与肝脏病情严重程度的关系，本研究比较了肝
组织不同炎症活动度及纤维化程度慢性乙型肝炎患者 ＰＢＭＣｓ表面 ＰＤ１、ＰＤＬ１
的表达。结果显示肝组织炎症和纤维化程度的轻重不同，ＰＤ１表达无显著性差
异，但ＰＤＬ１的表达在炎症和纤维化较明显的患者中相对较低，在病变较轻的Ｇ１
和Ｓ０患者中较高，与前述肝硬化和慢加急性肝衰竭患者中ＰＤ１表达相同而ＰＤ
Ｌ１表达较低的现象相符合，进一步提示 ＰＤＬ１表达可能与肝脏炎症和纤维化严
重程度有关。ＰＤＬ１是机体调控Ｔ细胞聚集及消减的最主要蛋白，其高表达有利
于减轻肝脏的免疫损伤，是机体对ＨＢＶ所致免疫损伤的一种保护性调节。ＰＤ１
和其主要配体ＰＤＬ１表达失衡与慢性ＨＢＶ感染者肝组织病变程度是否有关？由
于本研究肝脏活检的病例数较少，ＰＤ１／ＰＤＬ１的表达水平与慢性 ＨＢＶ感染者
肝脏炎症及纤维化程度的关系有待进一步研究。
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