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·临床论著·

ＨＩＶ１感染者外周血Ⅰ型干扰素产生
细胞水平变化的研究

刘真 　洪坤学　高占　贾明明　胡新韬　赵全壁　阮玉华　邵一鸣

　　【摘要】　目的　探讨我国ＨＩＶ感染者外周血Ⅰ型干扰素产生细胞（ＩＰＣ）水
平及其与疾病进展的关系。方法　应用流式细胞术以全血染色、全白细胞设门对
９２例ＨＩＶ１感染者和５９例健康对照进行ＩＰＣ水平的测定，并分析外周血ＩＰＣ变
化与ＣＤ４＋Ｔ细胞计数和 ＨＩＶ血浆病毒载量的关系。结果　ＨＩＶ感染者外周血
ＣＤ４＋Ｔ细胞及 ＩＰＣ绝对计数的均数分别为３４２．０００个／μｌ和３．４３１个／μｌ，显著
低于正常对照（９６５．０００个／μｌ和５．９９５个／μｌ，Ｐ均＜０．００１）；ＨＩＶ感染者ＩＰＣ细
胞数量与ＣＤ４＋Ｔ细胞计数成正比（ｒ＝０．４３０，Ｐ＜０．００１），与ＨＩＶ血浆病毒载量
成反比（ｒ＝－０．４８３，Ｐ＜０．００１）；ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞计数 ＜２００个／μｌ的感染者
ＩＰＣ水平明显低于ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞计数＞２００个／μｌ者（Ｐ＜０．００５）。ＨＩＶ慢性
感染者的 ＩＰＣ水平显著高于艾滋病患者（Ｐ＜０．００１），新发感染者的 ＩＰＣ水平
（５．０８０个／μｌ）明显低于正常对照（Ｐ＝０．０３８），但新发感染与慢性进展者的 ＩＰＣ
水平间的差异无统计学意义。结论　ＨＩＶ感染可显著降低机体的 ＩＰＣ水平，ＩＰＣ
水平变化与ＨＩＶ疾病进展密切相关。

【关键词】　人类免疫缺陷病毒；干扰素Ⅰ型；病毒载量
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ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｏｆＣＤ４＋Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ（３４２．０００ｃｅｌｌｓ／μｌ）ａｎｄＩＰＣｓ（３．４３１ｃｅｌｌｓ／μｌ）
ｉｎＨＩＶｉｎｆｅｃｔｅｄｓｕｂｊｅｃｔｓｗｅｒｅｂｏｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓ（Ｐ＜
０．００１）．ＴｈｅａｂｓｏｌｕｔｅｃｏｕｎｔｓｏｆＩＰＣｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｏｓｉ
ｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ（ｒ＝０．４３０，Ｐ＜０．００１），ｗｈｉｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈｖｉｒａｌｌｏａｄ
（ｒ＝－０．４８３，Ｐ＜０．００１）．ＷｈｅｎｓｔｒａｔｉｆｙｉｎｇｔｈｅＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｅｄｓｕｂｊｅｃｔｓｗｉｔｈＣＤ４＋
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　　Ⅰ型干扰素产生细胞（ｔｙｐｅⅠ ＩＦＮｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌ，ＩＰＣ）是机体内浆细胞样树
突状细胞（ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄｄｅｎｔｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ｐＤＣ）的前体细胞，在抵御病原体入侵过程中
发挥重要作用［１］。ＩＰＣ既可以通过分泌Ⅰ型干扰素等细胞因子参与对固有免疫
应答的调节，也可以通过抗原肽ＭＨＣ复合物与Ｔ淋巴细胞相互作用，提呈抗原，
活化Ｔ细胞，进而介导获得性免疫应答［２，３］。近年来研究表明，在机体抗人类免

疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）感染免疫应答中，ＩＰＣ既是免疫
反应的重要调节细胞，又是免疫损伤的对象。ＩＰＣ表达高水平的ＣＤ４和ＣＣＲ５等
分子，且对ＨＩＶ高度易感。ＨＩＶ感染可引起 ＩＰＣ数量和功能的改变，这些变化可
能与疾病进程相关［４６］。对ＨＩＶ感染者外周血中ＩＰＣ变化的研究，有助于评价感
染者免疫功能状态和预后。本研究以ＢＤＣＡ２、ＢＤＣＡ４及ＣＤ４作为ＩＰＣ特征性表
面标志物组合［７］的全血染色法检测９２例ＨＩＶ感染者和５９例正常对照的外周血
ＩＰＣ水平，并分析外周血ＩＰＣ的变化与 ＣＤ４＋Ｔ细胞计数和血浆病毒载量的关系
及不同疾病进展阶段患者ＩＰＣ计数的改变特点。

资料与方法

一、研究对象

９２例未经抗逆转录病毒治疗（ｈｉｇｈｌｙａｃｔｉｖｅａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｔｈｅｒａｐｙ，ＨＡＡＲＴ）的
ＨＩＶ１感染者（其中包括新发感染者２３例和慢性感染者６９例），男性５３例，女性
３９例；平均年龄５２岁。健康对照５９例，其中男性３０例，女性２９例；平均年龄４８
岁。本研究中的 ＨＩＶ感染者经既往单采浆或静脉吸毒途径感染，ＨＩＶ感染者全
部经酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）初筛和Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹确诊。所有样品均为受试对象知情同意的情况下采集的肝素抗
凝静脉血。
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二、血细胞计数

入组者采血后肝素抗凝全血在ＭＥＫ６１０８Ｋ型血细胞计数仪上进行各成分计数。
三、ＣＤ４＋Ｔ细胞计数
取２０μｌ抗ＦＩＴＣＣＤ３、抗ＰＥＣＤ４、抗ＰｅｒＣＰＣＤ４５、抗ＡＰＣＣＤ８混合抗体

（ＢＤ公司）加入Ｔｒｕｃｏｕｎｔ管中，加入５０μｌ充分混匀的全血，振荡混匀，室温避光
２０ｍｉｎ；然后加入４５０μｌ１×ＦＡＣＳ裂解液，立即振荡混匀，室温避光１０ｍｉｎ；用
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ进行检测，采用ＭｕｌｔｉＳＥＴ软件进行分析。

四、病毒载量的测定

用Ｒｏｃｈｅ公司 ＣＯＢＡＳＡＭＰＬＩＣＯＲＨＩＶ１定量检测试剂盒（ＲＴＰＣＲ法）在
ＣＯＢＡＳＡＭＰＬＩＣＯＲ全自动ＰＣＲ检测仪上定量测定患者血浆中ＨＩＶ１ＲＮＡ含量，
检测下限为５０拷贝／ｍｌ。

五、全血染色、全白细胞设门定量检测ＩＰＣ
取１００μｌ肝素抗凝新鲜外周血，加入 １０μｌ抗ＦＩＴＣＢＤＣＡ２（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ

ｔｅｃ）、１０μｌ抗ＰＥＢＤＣＡ４（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ）、１０μｌ抗ＰＥＣｙ５ＣＤ４（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌ
ｔｅｒ）。混匀后室温避光标记１５ｍｉｎ，加入９００μｌ溶血素，立即振荡混匀，室温避光
１０ｍｉｎ至溶液澄清，加入５００μｌＰＢＳ溶液，１５００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，除去未结合
的荧光抗体，将标记细胞重悬于３００μｌ的ＰＢＳ中，在流式细胞仪上用ＦＳＳＳ全白
细胞设门检测 ＣＤ４＋ＢＤＣＡ２＋／ＢＤＣＡ４＋细胞在全白细胞中所占比例，以该比例乘
以全白细胞总数，即得ＩＰＣ绝对计数。

六、统计学处理

使用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１０．０和ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｍ５．０进行统计学分析和作图。用双侧ｔ
检验（两组数据呈正态分布且方差齐，统计量为ｔ）或ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验（非正
态或方差不齐，统计量为 Ｔ）比较组间差异，相关性分析的统计学检验采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关，假设检验的水准α＝０．０５。

结　　果
一、ＨＩＶ感染者ＩＰＣ计数与对照组的比较
ＨＩＶ感染者ＣＤ４＋Ｔ细胞平均值为（３４２．０００±２６０．２６３）个／μｌ，显著低于对

照组（９６５．０００±４５７．２４９）个／μｌ（Ｔ＝６７１４．５００，Ｐ＜０．００１）；ＨＩＶ感染者的ＩＰＣ
绝对计数的平均值为 ３．４３１个／μｌ，显著低于对照组 ＩＰＣ水平（５．９９５个／μｌ）
（Ｔ＝５７３８．０００，Ｐ＜０．００１）；ＨＩＶ感染者血浆病毒载量的中位数为３．２７×１０４拷
贝／ｍｌ，四分位间距为（１．６５×１０４；１．７８×１０５）拷贝／ｍｌ（表１）。

表１　对照组与ＨＩＶ感染组的病毒载量、ＣＤ４＋Ｔ细胞及ＩＰＣ比较
组别 样本量（例） 病毒载量（拷贝／ｍｌ） ＣＤ４（个／μｌ） ＩＰＣ（个／μｌ）
对照组 ５９ ／ ９６５ ５．９９５
ＨＩＶ感染组 ９２ ３．２７×１０４ ３４２ ３．４３１
Ｐ ／ ／ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：“／”表示无须检测某指标或未进行统计学分析
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　　二、ＨＩＶ感染者ＩＰＣ水平与ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对计数和病毒载量的相关性
为了研究 ＨＩＶ感染者外周血 ＩＰＣ的变化特征，探讨其是否与疾病进展和病

毒复制具有相关性，本研究分析了感染者体内 ＩＰＣ水平与 ＣＤ４和病毒载量的关
系。结果显示ＨＩＶ感染者的 ＩＰＣ绝对计数与 ＣＤ４＋Ｔ细胞数成正比（ｒ＝０．４３０，
Ｐ＜０．００１），而与血浆病毒载量成反比（ｒ＝－０．４８３，Ｐ＜０．００１）（图１）。ＩＰＣ与
ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对计数和病毒载量相关性统计学检验采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析。

图１　ＨＩＶ１感染者外周血ＩＰＣ计数与ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞计数（Ａ）和病毒载量（Ｂ）的相关性

　　三、ＨＩＶ感染者ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞与ＩＰＣ绝对计数的关系
按照ＣＤ４＋Ｔ＜２００个／μｌ、２００～３５０个／μｌ、３５０～５００个／μｌ和≥５００个／μｌ

的标准将患者分为４组，患者数分别为２７、２１、２２和２２例。各组ＣＤ４＋Ｔ细胞绝
对计数的均值分别为８０．３４０、３１２．０００、４１１．０００和７２０．６８２个／μｌ；ＩＰＣ绝对计数
的中位数分别为２．２３０、３．６８０、３．９４０和４．９７５个／μｌ。统计学分析显示 ＣＤ４＋Ｔ
淋巴细胞计数小于２００个／μｌ组的ＩＰＣ水平明显低于其他ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞计数
组（双侧 ｔ检验和 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验的统计量 ｔ或 Ｔ分别为 ２．９６９、３．４２８、
７３９．０００；Ｐ分别为０．００５、０．００１、＜０．００１），其余各组间的ＩＰＣ水平差异无统计学
意义（图２）。
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图２　不同ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞计数ＨＩＶ１感染者ＩＰＣ水平的比较（中位数）

　　四、ＨＩＶ新发感染组、慢性进展者组、艾滋病组与对照组ＩＰＣ水平的比较
根据ＨＩＶ感染者ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对计数和感染时间的不同进行分组，感染时

间小于６个月的为新发感染组（ｐｒｉｍａｒｙｉｎｆｅｃｔｏｒｓ，ｎ＝２３），慢性感染者中 ＣＤ４＋Ｔ
细胞数小于２００个／μｌ者为艾滋病组（ＡＩＤＳ组，ｎ＝２７），其余慢性感染者为 ＨＩＶ
进展组（ｎ＝４２）。ＡＩＤＳ组、慢性ＨＩＶ进展组、新发感染组和正常对照组的ＩＰＣ绝
对计数的均值分别为 ２．２３０、３．８５５、５．０８０和５．９９５个／μｌ。不同组的ＩＰＣ水平两
两比较分析显示除新发感染和慢性进展组的ＩＰＣ水平差异无统计学意义外，其余
各组之间的ＩＰＣ水平比较均具有统计学意义（图３）。

图３　正常对照组、新发感染组、ＨＩＶ慢性进展组和艾滋病组外周血ＩＰＣ绝对计数的比较
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讨　　论
ＩＰＣ作为连接天然免疫和特异性免疫的桥梁细胞，在ＨＩＶ感染发病机制中的

作用日益受到重视。干扰素是发现最早的细胞因子之一，根据其来源和理化性质

可将其分为Ⅰ型干扰素（主要为ＩＦＮα和ＩＦＮβ）和Ⅱ型干扰素（ＩＦＮγ），Ⅱ型干
扰素主要由活化的 Ｔ细胞和 ＮＫ细胞产生，而Ⅰ型干扰素 ＩＦＮα主要由 ＩＰＣ产
生。ＩＰＣ在体内数量虽然很少，但其产生Ⅰ型干扰素的能力是其他细胞的２００～
１０００倍［８］。ＤＮＡ和ＲＮＡ包膜病毒感染机体后分别通过 Ｔｏｌｌ样受体７（Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ７，ＴＬＲ７）和 ＴＬＲ９途径刺激 ＩＰＣ产生 ＩＦＮα从而发挥抗病毒免疫效
应［９，１０］。

长期以来由于外周血ＩＰＣ数量少，缺少特征性的表面标记，限制了对其在免
疫学特性及在疾病中作用的研究。以往检测ＩＰＣ的方法主要是基于组成性世系
标记（ＣＤ３、ＣＤ１４、ＣＤ１６、ＣＤ１９和 ＣＤ５６）阴性的细胞群中 ＣＤ１１ｃＣＤ１２３＋细胞亚
群，此种方法耗时长且结果不稳定［１１］。本研究以 ＢＤＣＡ２、ＢＤＣＡ４和 ＣＤ４为 ＩＰＣ
新的特征性表面标志组合，采用操作简便、结果可靠的全血染色和全白细胞设门

分析计数方法，测定了９２例处于不同感染进程阶段的ＨＩＶ１感染者和５９例健康
对照的ＩＰＣ水平［７，１２］。

本研究结果表明 ＨＩＶ感染人群的 ＩＰＣ绝对计数明显低于对照组，但在不同
疾病进展阶段ＩＰＣ水平存在两个明显的变化点，即感染初期人群与正常人群相
比，ＡＩＤＳ期人群与感染进展期人群相比，ＩＰＣ水平存在明显的下降，进展期人群
虽然比新发感染者的ＩＰＣ绝对计数低，但差别无统计学意义。上述结果提示ＨＩＶ
感染早期即能造成机体 ＩＰＣ细胞的显著降低，慢性期感染者 ＩＰＣ的丢失相对缓
慢，但进展到艾滋病期的感染者 ＩＰＣ进一步急剧下降。近年来研究显示 ＨＩＶ感
染后不仅ＩＰＣ数量减少，其分泌 ＩＦＮα的功能也减弱［１３１５］。ＨＩＶ感染者外周血
ＩＰＣ水平与ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对计数呈正比，而与血浆病毒载量呈反比，提示ＩＰＣ可
作为评价 ＨＩＶ疾病进展的有价值的参考指标。根据 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞计数的高
低进一步将病例分组后的结果比较表明，随着ＣＤ４细胞数量的减少，ＩＰＣ绝对计
数显著下降，且不同 ＨＩＶ疾病进展阶段人群 ＩＰＣ水平也存在明显差异。结果提
示ＨＩＶ感染后机体外周血 ＩＰＣ数量明显下降，且其下降水平与 ＨＩＶ疾病进展状
况密切相关。

ＨＩＶ感染导致ＩＰＣ丢失的确切机制尚不明确，但近年来关于ＩＰＣ和ＨＩＶ相互
作用的研究进展，为对这一现象的认识提供了越来越多的线索［１６，１７］。ＩＰＣ表达
ＣＤ４及ＨＩＶ感染的主要辅助受体 ＣＣＲ５和 ＣＸＣＲ４，对 Ｔ细胞嗜性的 ＮＬ４３和巨
噬细胞嗜性的ＪＲＣＳＦＨＩＶ毒株均高度易感。从感染者体内分离的ＩＰＣ及与病毒
体外共培养后的ＩＰＣ中检测到前病毒 ＤＮＡ，提示由于 ＩＰＣ对 ＨＩＶ高度易感而导
致的ＨＩＶ病毒对 ＩＰＣ的直接损伤或由感染引发免疫损伤，可能是 ＩＰＣ在 ＨＩＶ感
染期间丢失的部分原因，但也不排除在感染期间，ＩＰＣ大量从外周血向淋巴组织
迁徙而导致外周血中ＩＰＣ数量的下降。相关文献指出 ＩＰＣ水平的下降是由细胞
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迁移和细胞死亡共同作用的结果，其确切机制还有待于进一步研究［１８］。ＨＩＶ感
染引起ＩＰＣ细胞的损耗为ＨＩＶ免疫致病机理的研究提供了新思路。

目前对ＨＩＶ感染者免疫状态的评价主要基于ＣＤ４＋Ｔ细胞数量的变化，检测
ＣＤ４＋Ｔ细胞计数同时结合ＩＰＣ数量的分析可能会更全面地反映ＨＩＶ感染者免疫
状态，为预防机会性感染及指导抗病毒治疗提供了依据。此外，传统的抗病毒治

疗不良反应大，且易出现耐药，而ＩＰＣ或者ＩＦＮα的免疫治疗则可能会为ＨＩＶ的
免疫治疗提供新的靶点。
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