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　　［摘要］　目的　探讨ＨＢＶ感染相关的慢加急性肝衰竭患者（ＨＢＶａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｕｔｅｏｎｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，ＨＢＶＡＣＬＦ）
外周血中ＴＣＲγδＴ（γδＴ）细胞的比例及产生ＩＦＮγ、ＴＮＦα及 ＩＬ１７等促炎细胞因子的能力，分析它们与临床指标间的相
关性。方法　入选２６例ＨＢＶＡＣＬＦ患者、４０例慢性ＨＢＶ感染患者（ＣＨＢＶ）、２５例健康对照者，用流式细胞仪方法检测外
周血中γδＴ细胞的频率及产生炎性细胞因子ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ１７细胞的比例，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析各组间各细
胞比例的差异及细胞比例与临床指标的相关性。结果　ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中 γδＴ细胞占总 Ｔ细胞的比例的中位值
为４．８％，低于ＣＨＢ患者（１０．７％）与健康对照者（１０．３％），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。在体外经刺激后，ＩＦＮγ阳性
的γδＴ细胞在ＨＢＶＡＣＬＦ组的比例中位值为７３．９％、ＣＨＢＶ组为７０．９％，高于健康对照组（４５．３％，Ｐ＜０．０１）；ＨＢＶＡＣＬＦ
患者中ＴＮＦα阳性的γδＴ细胞中位值为２６．７％，显著高于 ＣＨＢＶ患者（１１．５％）及健康对照组（１１．７％，Ｐ＜０．０１）；产生
ＩＬ１７因子的γδＴ在 ＨＢＶＡＣＬＦ组中中位值为 ０．７％，高于 ＣＨＢＶ组（０．３％）及健康对照组（０．３％，Ｐ＜０．０１）。经
ＳｐｅａｒｍａｎＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ相关性分析，ＨＢＶＡＣＬＦ组中 ＴＮＦα＋γδＴ细胞的比例与 ＡＬＴ或 ＡＳＴ水平呈负相关。结论　虽然
ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中总的γδＴ细胞比例降低，但产生炎性细胞因子ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ１７的能力显著增强，可能参与了
ＨＢＶＡＣＬＦ发病过程中炎症因子急剧升高的过程。
　　［关键词］　 γδＴ细胞；慢加急性肝衰竭；乙型肝炎病毒；炎性因子
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ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　γδＴ；ａｃｕｔｅｏｎｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ；ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０９０１２６４），ｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２００９ＢＢ５２６４）ａｎｄｔｈｅ
ＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２０１１２１５２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣｈｅｎＭｉｎ，Ｔｅｌ：８６２３６３８９３７０７，Ｅｍａｉｌ：
ｃｈｅｎｇｇｍｉｎｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　慢加急性肝衰竭（ａｃｕｔｅｏｎｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，
ＡＣＬＦ）是在慢性肝病基础上出现的急性肝功能失代
偿，是一种死亡率高的严重临床综合征，其特征为在一

定的时限内（２～４周），黄疸迅速加深（血清胆红素≥
８５μｍｏｌ／Ｌ）、凝血功能障碍（凝血酶原活动度 ＜
４０％）、伴有腹水和／或肝性脑病等并发症。在我国，
慢性ＨＢＶ感染是导致ＡＣＬＦ最主要的因素（＞８０％），
但其发病机制尚不十分清楚。目前研究显示，ＮＫ／
ＮＫＴ或非 ＨＢＶ特异性 Ｔ淋巴细胞的大量激活，致体
内多种炎性细胞因子的急剧增加，是导致大量肝细胞

凋亡或坏死的重要因素［１－４］。γδＴ细胞是表达Ｔ细胞
受体（ＴＣＲ）γ与 δ链的一种 Ｔ细胞，且为 ＮＫ／ＮＫＴ外
的另一类重要的非特异性免疫细胞。γδＴ细胞激活后
可产生大量的炎性细胞因子，是ＩＦＮγ、ＴＮＦα或ＩＬ１７
等因子的重要来源之一。研究显示，γδＴ细胞在多种
病毒性感染疾病中（如腺病毒、疱疹病毒、丙型肝炎病

毒等）分泌炎性细胞因子能力增强，在疾病的免疫病

理过程中起重要作用［５－６］。那么，γδＴ细胞是否参与
了ＨＢＶＡＣＬＦ的发生发展过程？γδＴ细胞在 ＨＢＶ
ＡＣＬＦ中的炎性细胞因子分泌功能究竟如何？本研究
观察 ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中 γδＴ细胞的比例及炎
性细胞因子产生情况，探讨 γδＴ细胞产生细胞因子能
力与ＨＢＶＡＣＬＦ疾病的相关性。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选取２００９年１月至２０１１年１１月重庆医科大学附属第二
医院门诊或住院患者，共入选了２６例 ＨＢＶＡＣＬＦ患者（年龄
２６～７８岁，男性 ２１例，女性 ５例），４０例慢性 ＨＢＶ感染患者
（ＣＨＢＶ，年龄２０～４６岁，男性３１例，女性９例）。２５例健康对
照为同期我院健康体检者，年龄２４～５１岁，男性１４例，女性１１
例。慢性ＨＢＶ感染患者的诊断标准符合中华医学会２００６年
发布的《慢性乙型肝炎防治指南》［７］，均为血清ＨＢｓＡｇ及ＨＢＶ
ＤＮＡ（≥１０４拷贝／ｍｌ）阳性至少６个月以上。ＨＢＶＡＣＬＦ患者
的诊断符合２００６年中华医学会发布的《肝衰竭诊疗指南》［８］及
２０１０年亚太肝病学会推荐的慢加急性肝衰竭共识［１］，均有慢

性ＨＢＶ感染病史，并主述在某种诱因下突然出现急性黄疸（总
胆红素≥８５μｍｏｌ／Ｌ）及凝血功能障碍（凝血酶原活动度 ＜
４０％），肝功能进行性下降，甚至可出现肝性脑病或肝肾综合
征。患者在入选前的半年内均未接受过抗病毒治疗，并排除其

他肝炎病毒感染、ＨＩＶ感染或肝癌等肝脏疾病。外周血在疾病
诊断后１周内采集并立即检测。本研究经重庆医科大学附属
第二医院伦理委员会批准。

１．２　临床指标的检测
　　肝功能（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉＬ或ＤＢｉＬ等）用全自动生化分析仪
检测，ＨＢＶ血清标志物 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ及 ＨＢ
ｃＡｂ用罗氏电化学发光法分析，血清 ＨＢＶＤＮＡ用罗氏实时定
量ＰＣＲ仪作定量检测，凝血酶原活动度用全自动血凝分析仪
检测。受试者的临床参数结果见表１。
１．３　外周血γδＴ细胞比例检测
　　取１００μｌ新鲜全血，加入相应剂量的荧光标记的单克隆抗
体ＰｅｒＣＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉＣＤ３ｍＡｂ（ｃｌｏｎｅＳＫ７）或 ＡＰＣｃｏｎｊｕｇａ
ｔｅｄａｎｔｉＴＣＲγδｍＡｂ（ｃｌｏｎｅＢ１），同时设立相同荧光标记的 ＩｇＧ
对照，混匀，４℃避光染色３０ｍｉｎ，加入２ｍｌ１∶１０稀释的 ＢＤ
ＦＡＣＳＴＭｌｙｓｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ混匀，室温避光作用１０ｍｉｎ，离心后，用
ＦＡＣＳｂｕｆｆｅｒ（含１％胎牛血清的 ＰＢＳ）洗１次，最后将细胞重悬
于２００μｌ的ＦＡＣＳＢｕｆｆｅｒ中，立即于 ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细
胞仪上样检测，用ＢＤＦＡＣＳＤｉｖａ２．０软件分析数据。
１．４　γδＴ细胞体外刺激及细胞内细胞因子检测
　　新鲜全血２ｍｌ用含０．８５％ ＮＨ４Ｃｌ的 ＰＢＳ溶解红细胞，
ＦＡＣＳＢｕｆｆｅｒ洗１次，白细胞重悬于含１０％胎牛血清（ＦＣＳ）的
ＲＰＭＩ１６４０的完全培养基中，加入终浓度为 １００ｎｇ／ｍｌ佛波脂
（ＰＭＡ）、１μｇ／ｍｌ离子霉素及高尔基体阻断剂，将细胞置于２４
孔板内，３７℃ ５％ ＣＯ２孵箱内作用４ｈ。细胞体外刺激后，用
ＦＡＣＳｂｕｆｆｅｒ洗１次，先用ＡＰＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉＴＣＲγδｍＡｂ做表
面染色，洗涤后，用４％多聚甲醛固定，经０．１％皂素透膜后，加
入相应体积的 ＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉＩＦＮγ、ＰＥｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉ
ＴＮＦα或ＰＥｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉＩＬ１７流式抗体做细胞内染色，４℃
避光染色３０ｍｉｎ，洗涤后，加２００μｌ的ＦＡＣＳＢｕｆｆｅｒ重悬，于ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪上样检测，并用 ＢＤＦＡＣＳＤｉｖａ２．０软
件分析数据。

１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据用中位值及４分位值表示。
各细胞比例在各组间的差异用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ及 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ
Ｕ检验，Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。

表１　入选的ＨＢＶＡＣＬＦ、ＣＨＢＶ患者及健康对照者的临床指标［中位值（最低值－最高值）］

组别 ｎ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＴＢｉＬ（ｍｏｌ／Ｌ） ＤＢｉＬ（ｍｏｌ／Ｌ） ＰＴＡ（％） ＨＢｅＡｇ（＋／－）
血清ＨＢＶＤＮＡ
［ｌｇ（拷贝／ｍｌ）］

健康者 ２５ ２２（７－３３） ２２（１９－２８） １１．３（９．２－１５．７） １．９（０．４－３．６） ９４（８６－１００） ０／２５ ０
ＣＨＢＶ组 ４０ １９９．５（９５－１１７８） ８９（３０－６９８） １９．８（８．８－６２５．１） ９．３（１．１－４０８．９） ９２（８２－１００） ３３／７ ６．９（４．４－８．９）

ＨＢＶＡＣＬＦ组 ２６ ２０６（６１－１４４３） １８７（７５－９６６） ４２７．６（１０２－９３２．１） ３２６．７（９２．３－６５８．８） ２９（１１－３９） １８／８ ６．３（４．１－７．６）
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２　结果

２．１　３组间外周血γδＴ细胞比例的比较
　　流式检测显示，外周血 γδＴ细胞占总 Ｔ细胞比例在 ＨＢＶ
ＡＣＬＦ、ＣＨＢＶ和健康对照组中分别为４．８％、１０．７％和１０．３％。
统计分析显示，ＨＢＶＡＣＬＦ组的 γδＴ细胞比例明显低于 ＣＨＢＶ
组或健康对照组，差异有显著性（Ｐ＜０．０１），而 ＣＨＢＶ组与健
康对照组的γδＴ细胞比例差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。图１显示
了１例ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中γδＴ细胞的流式检测。
２．２　３组间外周血中 γδＴ细胞产生 ＩＦＮγ、ＴＮＦα或

ＩＬ１７细胞因子能力的比较
　　流式检测显示，ＨＢＶＡＣＬＦ组的 ＴＮＦα＋γδＴ（２６．７％）或
ＩＬ１７＋γδＴ（０．７％）比例明显高于ＣＨＢＶ组（１１．５％、０．３％）或
健康对照组（１１．７％、０．３％），差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。ＩＦＮ
γ＋γδＴ比例在ＨＢＶＡＣＬＦ组（７３．９％）与健康对照组（４５．３％）
间差异有显著性（Ｐ＜０．０１），而与ＣＨＢＶ组（７０．９％）无显著性
差异（Ｐ＞０．０５）。同时，ＣＨＢＶ组的ＩＦＮγ＋γδＴ比例明显高于
健康对照组（Ｐ＜０．０１），但 ＴＮＦα＋γδＴ或 ＩＬ１７＋γδＴ比例与
健康对照组间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。图 ２显示了 １例
ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血经 ＰＭＡ及离子霉素刺激后，ＩＦＮγ＋

γδＴ、ＴＮＦα＋γδＴ和ＩＬ１７＋γδＴ的流式检测。
２．３　γδＴ细胞比例及 ＩＦＮγ＋γδＴ、ＴＮＦα＋γδＴ或 ＩＬ

１７＋γδＴ细胞比例与 ＨＢＶＡＣＬＦ患者的临床指
标的相关性分析

　　Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析结果显示，ＴＮＦα＋ γδＴ细胞比例与
ＡＬＴ水平呈负相关（ｒ＝－０．３９３，Ｐ＝０．０４７），与 ＡＳＴ水平也呈
负相关（ｒ＝－０．４５３，Ｐ＝０．０２０）。而总的γδＴ细胞比例及ＩＦＮ
γ＋γδＴ或 ＩＬ１７＋ γδＴ细胞比例与 ＡＬＴ水平间无相关性
（ｒ＝－０．０７８，－０．００８或 －０．０６２，Ｐ＞０．０５），且与 ＡＳＴ水平也
不相关（ｒ＝－０．０９６，－０．１２７或０．０４５，Ｐ＞０．０５）。ＨＢＶＡＣＬＦ

组外周血总γδＴ细胞的比例及 ＩＦＮγ＋γδＴ、ＴＮＦα＋γδＴ或 ＩＬ
１７＋γδＴ细胞比例与血清 ＨＢＶＤＮＡ载量间无相关性（ｒ＝
－０．０８６，０．１１１，－０．０５３或－０．２３２，Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

　　慢加急性肝衰竭是一种肝功能进行性下降，可引
发肝性脑病或肝肾综合征等严重并发症、死亡率高的

疾病。在我国，引发ＡＣＬＦ的主要原因是慢性ＨＢＶ感
染［１－３］。目前，ＨＢＶＡＣＬＦ的发病机制还不十分清楚，
有文献显示，炎性细胞因子急剧增多，大量免疫活性细

胞的浸润引起的急性系统性炎性反应是诱发 ＡＣＬＦ的
重要因素。在 ＨＢＶＡＣＬＦ患者血清中可检测到高水
平的ＴＮＦα、ｓＴＮＦαＲ１、ｓＴＮＦαＲ２、ＩＬ２或 ＩＦＮγ等多
种炎性细胞因子。目前，研究报道显示，ＮＫ、ＮＫＴ或其
他的非特异性免疫细胞是这些炎性细胞因子的重要来

源［３－４，９］。

　　γδＴ细胞是除ＮＫ、ＮＫＴ外的一类重要的非特异性
免疫细胞，是体内炎性细胞因子 ＩＦＮγ、ＴＮＦα等的重
要来源之一。近来Ａｊｕｅｂｏｒ等［１０］发现，在腺病毒（Ａｄ）
感染小鼠的肝脏炎性损伤模型中，γδＴ细胞是启动肝
毒性免疫损伤反应的关键因素；Ｂａｒｃｙ等［１１］也观察到

γδＴ细胞在慢性人疱疹病毒（ＨＨＶ８）感染中的比例及
杀伤功能增强；Ｔｓｅｎｇ等［１２］发现，慢性丙型肝炎患者肝

组织中的 γδＴ细胞比例增加，并具强的分泌 ＩＦＮγ、
ＴＮＦα、ＩＬ８细胞因子能力与强的非特异性免疫杀伤功
能：提示γδＴ细胞分泌炎性细胞因子及杀伤功能增强在
多种病毒感染诱发的机体免疫病理过程中均

有重要作用［１３］。而目前，有关γδＴ细胞在ＨＢＶＡＣＬＦ
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图１　ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中γδＴ细胞的流式细胞检测结果
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图２　ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中ＩＦＮγ＋γδＴ、ＴＮＦα＋γδＴ或ＩＬ１７＋γδＴ细胞比例
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中的作用尚少见报道。本研究通过检测 γδＴ细胞产
生ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ１７炎性因子，探讨 γδＴ细胞在
ＨＢＶＡＣＬＦ中的可能作用。结果显示，ＨＢＶＡＣＬＦ外
周血γδＴ细胞比例显著低于 ＣＨＢＶ或健康对照组，可
能与在ＡＣＬＦ疾病过程中免疫活性细胞消耗增加有
关。产生多种炎性细胞因子是 γδＴ细胞的一种重要
的免疫功能。本研究重点观察了ＨＢＶＡＣＬＦ患者γδＴ
细胞ＩＦＮγ、ＴＮＦα及ＩＬ１７等炎症因子产生情况。结
果显示，在 ＰＭＡ及离子霉素刺激下，ＨＢＶＡＣＬＦ组的
γδＴ细胞具非常强的产生 ＩＦＮγ、ＴＮＦα及 ＩＬ１７因子
的能力，强于ＣＨＢＶ组或健康对照组；ＨＢＶＡＣＬＦ组与
ＣＨＢＶ组间的ＩＦＮγ＋γδＴ细胞比例无差异，而ＴＮＦα＋

γδＴ或ＩＬ１７＋γδＴ细胞比例有显著性差异（Ｐ＜００１）。
由于ＨＢＶＡＣＬＦ也是由ＣＨＢＶ发展而来，免疫细胞在
ＣＨＢＶ中也存在某些功能的紊乱，因此ＣＨＢＶ或ＨＢＶ
ＡＣＬＦ患者的免疫细功能胞既存在某些相似，也存在
某些差异。与健康对照组比较，ＣＨＢＶ组仅表现为
ＩＦＮγ＋γδＴ细胞比例显著性升高，而 ＡＣＬＦ组出现了
多种 γδＴ细胞比例的显著性改变。提示，可能
ＨＢＶＡＣＬＦ的发生过程，伴随着 γδＴ细胞由单纯的
ＩＦＮγ产生增多逐步向多种促炎性细胞因子增多的过
程。同样，Ｔｓｅｎｇ等［１２］在慢性丙型肝炎肝组织中也发

现了γδＴ细胞具有很强的分泌炎性细胞因子的能力，
提示γδＴ细胞在这两种慢性肝炎的免疫病理过程中
有相似的作用。同时分析了 γδＴ细胞比例及产生炎
性细胞能力与临床指标的相关性，结果显示，仅 ＴＮＦ
α＋γδＴ细胞比例与ＨＢＶＡＣＬＦ组的ＡＬＴ或ＡＳＴ水平
呈负相关，而未发现ＩＦＮγ＋γδＴ或ＩＬ１７＋γδＴ与各临
床指标有相关性，可能是因为除 γδＴ细胞外，还有多
种其他免疫活性细胞及炎症因子均参与到了 ＨＢＶ
ＡＣＬＦ的发病进程中，肝细胞的损伤是多种因素共同
作用的结果。如 Ｚｈａｎｇ等［１４］发现，分泌 ＩＬ１７炎性因
子的ＣＤ４＋Ｔ细胞比例增高与慢性乙型肝炎肝损伤的
严重程度相关。Ｚｈａｎｇ等［１５］也发现，树突状细胞功能

紊乱可能参与了 ＨＢＶＡＣＬＦ的免疫发病过程。为观
察γδＴ细胞比例与肝衰竭病程之间的关系，进一步将
２６例ＨＢＶＡＣＬＦ患者细分为１２例早期肝衰竭，１１例
中期肝衰竭及３例晚期肝衰竭。由于晚期肝衰竭的病
例较少，因此仅比较了早期肝衰竭与中期肝衰竭患者

外周血γδＴ细胞的比例及细胞因子产出的差异。统
计学分析结果显示，早、中期肝衰竭患者外周血总

γδＴ、ＩＦＮγ＋γδＴ、ＴＮＦα＋γδＴ或 ＩＬ１７＋γδＴ细胞比例
间均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。下一步需扩大病例
数，做进一步的分析。

　　本研究结果显示，ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中的

γδＴ比例降低，但产生 ＩＦＮγ、ＴＮＦα或 ＩＬ１７等炎性
细胞因子的能力升高，可能参与了ＡＣＬＦ的发病进程。
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