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HBV慢性感染患者外周血 Th1/Th2(Tc1/Tc2)细胞 IFN-γ和 IL-4的表达及其临床意义

王娟华 ,谢志萍 ,裴　浩 ,徐　微 ,陈浩坤　　(无锡市传染病医院传染科 , 无锡 214007)

　　提　要:目的　探讨 Th1/Th2(Tc1/Tc2)型细胞因子的变化在慢性 HBV 感染的临床分型中的意义 , 探讨 Th1/Th2(Tc1/

Tc2)型细胞在慢性HBV 感染中的作用。方法　用 PMA 和 Ionomycin作为刺激剂 , 采用流式细胞仪对慢性 HBV 感染者外周

血CD3+/ CD8+T细胞和 CD3+/CD8-T 细胞内 IFN-γ和 IL-4 的表达进行检测 ,比较乙肝病毒携带者 、慢性乙型肝炎 、活动性

肝炎后肝硬化和慢性重症肝炎各组 Th1/Th2(Tc1/Tc2)型细胞因子水平的变化。结果　慢性肝炎 、活动性肝炎后肝硬化 、慢

性重症肝炎患者的 Th1 、Tc1 细胞均高于正常对照组和乙肝病毒携带者。慢性重症肝炎组 Th1、Tc1显著高于慢性肝炎 、正常

对照组(P<0.01),慢性重症肝炎组 Tc1显著高于活动性肝炎后肝硬化组(P <0.05)。活动性肝炎后肝硬化组 Tc1 显著高

于正常对照组(P<0.05)。Th1 、Tc1 细胞随着慢性乙型肝炎肝脏炎症活动的加剧而增高。而 Th2、Tc2 细胞则在各组中均无

显著性差异(P>0.05)。结论　在慢性 HBV 感染中 , Th1和 Tc1细胞数量与肝脏炎症活动严重程度呈正相关 , 提示 Th1 和

Tc1细胞在慢性乙型肝炎肝脏病理发生中可能起了重要作用。
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Expressions of IFN-γand IL-4 in Th1/Th2(Tc1/Tc2)cytokines in peripheral blood from
patients with chronic hepatitis B virus infection and the clinical significance
WANG Juan-hua , XIE Zhi-ping , PEI Hao , XUWei , CHEN Hao-kun(Department of Infectious Diseases , Wuxi Municipal Hospital for
Infectious Diseases , Wuxi 214007 , Jiangsu Province , China)

　　Abstract:Objective　To analyze the expressions of Th1/Th2(Tc1/Tc2)cytokines in various clinical types of

chronic hepatitis B virus(HBV)infection and to study the possible roles of Th1/Th2(Tc1/Tc2)cytokines in chronic

HBV infection.Methods　Stimulated by phorboe-12-myristate-13-asetate (PMA)/ Ionomycin/Monensin , the levels

of interleukin-4(IL-4)and interferon-γ(IFN-γ)in the CD3+CD8+ T cells and CD3+CD8- T cells of peripheral

blood from chronic HBV patients were measured by fluorescence activated cell sorting(FACS).The levels of Th1/Th2

(Tc1/Tc2)cytokines in asymptomatic carriers(ASC), chronic hepatitis B , active cirrhosis of the liver and chronic

severe hepatitis were compared and analyzed.Results　The percentages of Th1 and Tc1 cells in chronic hepatitis B ,

active cirrhosis of the liver , and chronic severe hepatitis groups were significantly higher than those in the control and

ASC groups.Compared with that in chronic hepatitis B and the normal control groups , the percentage of Th1 and Tc1
cells was significantly higher in chronic severe hepatitis(P <0.01).Meanwhile , the percentage of Tc1 cells was

higher in chronic severe hepatitis than that in active cirrhosis of the liver(P <0.05).The percentage of Tc1 cells in

active cirrhosis of the liver was higher than that in the normal controls(P <0.05).The increased percentage of Th1

and Tc1 cells was positively correlated with the severity of hepatic inflammation.No difference in the percentage of

Th2 and Tc2 cells was found between HBV-infected individuals(P >0.05).Conclusion　There is a positive corre-

lation between Th1 and Tc1 cytokines and hepatic inflammatory activity in chronic HBV-infected individuals.Th1 and

Tc1 cells might play an important role in the pathogenesis of chronic hepatitis B.
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　　CD4+辅助性 T 细胞(Th)可分为 Th1、Th2 及 Th0 3

型。Th1和Th2细胞分别通过产生 Th1 样细胞因子(1L-

2 、1FN-γ)和 Th2样细胞因子(1L-4 、1L-10),参与免疫反

应[ 1] 。有学者把分泌 Th1和 Th2 样细胞因子的细胞毒

性CD8
+
T细胞分别命名为 Tc1 和 Tc2 , Tc亚群与抗病

毒免疫密切相关[ 2] 。乙型肝炎的发病主要是机体清除

HBV而引发的细胞免疫病理改变
[ 3]

。Th1/Th2(Tc1/

Tc2)细胞失衡与乙型肝炎的发病 、转归 、预后有密切的

相关性 。本研究探讨 Th1/Th2(Tc1/Tc2)型细胞因子在

慢性HBV感染的临床分型中的变化 ,观察其与病程病

情的关系 ,旨在进一步探讨HBV和宿主免疫应答之间

的关系 ,深入了解细胞因子在乙型病毒性肝炎免疫保

护或和免疫损伤中的作用 ,尤其是 Th1/Th2(Tc1/Tc2)型

细胞因子与肝损害与抗病毒效应之间的关系 。

1　材料和方法

1.1　研究对象
　　病例选自 2002 年 10 月至 2003 年 6 月我院门诊及住院治

疗的各型慢性HBV 感染患者 75 例 ,本院健康志愿者 20 例作对

照组。其中男 74 例 、女 21 例 , 年龄 18 ～ 47 岁。诊断均符合

2000年第六届传染病和寄生虫病会议(西安)制定的肝炎诊断

标准[ 4] 。其中 , 乙肝病毒携带者(asymptomatic carriers , ASC)8

例 ,慢性肝炎轻度 11 例 ,中度 15 例 ,重度9 例 , 活动性肝炎后肝

硬化11 例 , 慢性重症肝炎21 例 ,其中 ASC有 6例经肝穿证实为

G1 ～ 2S0 ～ 1 ,慢性肝炎共 23 例经肝穿证实为 G1 ～ 4S0 ～ 3。活动性肝

炎后肝硬化有 4例经肝穿证实为 G3S4 。

1.2　主要仪器
　　Coulter 流式细胞仪(Beckman-Coulter 公司)、CO2 培养箱

(Forma Scientific公司)。

1.3　主要单抗
　 　 FITC/PE/PE-Cy5-CD4/CD8/ CD3 、 PE-IFN-γ、 PE-IL-4 、 PC5-

CD3、PerCP-CD8、PE-CD69均购自 Beckman-Coulter公司。

1.4　其它试剂
　　PMA、Ionomycin、BFA 等均购自 Sigma公司。 RPMI1640 购自

上海细胞所 ,固定破膜剂 Cytofix/ cytopemkit 、溶血剂均购自 beck-

man-coulter公司。

1.5　实验方法
1.5.1　细胞培养　　肝素锂抗凝管采静脉血 100 μl , 加入 RP-

MI1640 培养基 100μl混匀。加入刺激剂 PMA和 Ionomycin , 使其

终浓度分别为 25 ng/ml和 1 μg/ml , 同时加入终浓度为 2 μg/ml

的蛋白转运抑制剂 BFA , 未刺激对照只加 BFA , 不加刺激剂 , 混

匀后细胞在 37 ℃, 5%CO2 培养箱中培养 4 h。

1.5.2　细胞膜表面抗原和细胞内细胞因子染色　　加入 10 μl

PC5-CD3和 20 μl PerCP-CD8 单抗于检测管中 , 再加 100 μl培养

的全血 ,混匀 , 室温暗处孵育 15 min , 加入溶血素 , 放置 5 ～ 10

min ,待红细胞裂解 , 0.5%胎牛血清的 PBS 液洗涤 , 1 200 r/min

离心5 min。弃上清液 , 加入固定破膜剂 Cytofix/ cytopemkit A 液

100 μl ,室温暗处 15 min , 0.5%胎牛血清的 PBS 液洗涤 , 1 200 r/

min离心 8 min ,然后加入固定破膜剂 Cytofix/ cytopemkit B 液 100

μl , 室温暗处 5 min。分两管各加入 10 μl PE-IFN-γ、 PE-IL-4 , 混

匀 ,室温暗处 15 min , 0.5%胎牛血清的 PBS 液洗涤 , 待机检测。

每次试验均按常规设立组内对照。

　　同时另设一管测细胞膜表面 CD69 表达百分率 ,当>95%

为有效刺激。另外取一管加入 FITC/PE/ PE-Cy5-CD4/CD8/ CD3

单抗10μl和全血 50 μl , 室温暗处 15 min ,溶血 PBS 洗涤后待机

检测T 淋巴细胞亚群。

1.5.3　数据获取及分析　　用 Flow Check 标准微球校准流式

细胞仪的光路和液路 , 利用标准补偿 , 作好 FITC/PE/PC5 之间

的荧光补偿。因为 PMA 有下调 CD4 的作用 , 本研究用 CD3
+

CD8-T细胞代表CD4+T细胞 , 然后进行 IFN-γ和 IL-4 的检测 ,

每管获取细胞数 1×104个。用 Cellquest软件进行数据分析 , 得

出Th1(CD3+CD8-/ IFNγ+)和 Th2(CD3
+CD8-/ IL-4+)的百分

率。

1.6　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 用 SPSS10.0统计软件进行方差分析及

均数间多重比较。

2　结果

2.1　外周血T 淋巴细胞亚群百分率
　　不同临床类型的慢性 HBV感染者外周血 T 淋巴细胞亚群

百分率见表 1。慢性乙型肝炎 、活动性肝炎后肝硬化 、慢性重症

肝炎患者外周血 T淋巴细胞亚群的异常主要表现为辅助性 T

细胞(Th 细胞)减少 ,以细胞毒性 T细胞(Tc细胞)为主的 CD3+

CD8+细胞群升高 ,但无统计学意义(P >0.05)。活动性肝炎后

肝硬化和慢性重症肝炎患者外周血总 CD3+细胞减少 , 与正常

对照组相比差异无统计学意义(P>0.05)。

表 1　不同临床类型的慢性 HBV感染者外周血 T淋巴细胞亚群百

分率[ ( x ±s)%]

Tab 1　Percentages of T cell subtypes in peripheral blood of various

clinical types of chronic HBV infection [ ( x ±s)%]

Group n CD3 CD3+CD4+ CD3+CD8+

Chronic hepatitis 35 66.48± 8.99 37.30± 7.94 26.11±7.04

Active cirrhosis of the liver 11 61.47± 8.72 36.05± 5.40 24.03±7.15

Chronic severe hepatitis 21 62.78±15.22 35.47±10.52 25.56±8.23

ASC 8 65.54± 8.79 38.63± 9.73 22.94±7.51

Control 20 65.12±10.48 39.45±10.66 23.27±6.79

2.2　外周血 T 淋巴细胞亚群中 IFN-γ和 IL-4的表达

百分率
　　不同临床类型的慢性 HBV感染者外周血 T 淋巴细胞亚群

中 IFN-γ和 IL-4 的表达百分率见表 2。各组外周血中 CD4
+
和

CD8+T 淋巴细胞都以分泌 IFN-γ为主 , 其中 Tc1 细胞占优势。

慢性肝炎 、活动性肝炎后肝硬化和慢性重症肝炎患者的 Th1 和

Tc1细胞均高于正常对照组和 ASC 组 , 慢性肝炎组与正常对照

组和 ASC 组相比差异无统计学意义(P >0.05), IL-4 则在各组

中差异无统计学意义(P >0.05)。 随着病情的加重 , Th1 和 Tc1
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细胞在慢性肝炎 、活动性肝炎后肝硬化和慢性重症肝炎组依次

增高 , 慢性重症肝炎组 Th1 和 Tc1 显著高于慢性肝炎及正常对

照组(P <0.01), 慢性重症肝炎 Tc1 显著高于活动性肝炎后肝

硬化组(P<0.05)。活动性肝炎后肝硬化组 Tc1 显著高于正常

对照组(P<0.05)。 ASC 组与正常对照组相比 Th1 、Tc1 差异无

统计学意义(P>0.05)。

表 2　不同临床类型的慢性 HBV感染者外周血 T淋巴细胞亚群中

IFN-γ和 IL-4的表达百分率[ ( x ±s)%]

Tab 2　Percentages of IFN-γand IL-4 expressions by T cell subtypes

in peripheral blood of various cl inical types of chronic HBV

infection [ ( x ±s)%]

Th Tc
Group n

IFN-γ　　 IL-4 IFN-γ　　 IL-4

Chronic hepatitis 35 18.91±4.90 2.04±1.09 30.69±10.71 2.20±1.73

Active cirrhosis of the liver 11 22.94±7.78 2.59±1.71 36.75± 9.25＊ 2.02±1.37

Chronic severe hepatitis 21 25.66±7.60＊＊## 2.69±1.43 46.05±12.24＊＊##+ 2.44±2.01

ASC 8 17.84±4.91 1.93±0.95 27.85± 8.76 2.31±1.42

Control 20 17.66±4.58 1.87±0.70 28.60± 7.33 2.28±1.24

＊＊:P<0.01 , vs cont rol or ASC;＊:P <0.05 , vs control;##:P <

0.01, vs chronic hepatitis;+:P<0.05, vs active cirrhosi s of the liver

2.3　外周血 T 淋巴细胞亚群中 IFN-γ和 IL-4的表达

百分率
　　各组慢性乙型肝炎外周血 T淋巴细胞亚群中 IFN-γ和 IL-4

的表达百分率见表 3。Th1 和 Tc1 细胞随着慢性乙型肝炎肝脏

炎症活动的加剧而逐渐增多 , 慢性重度组 Tc1 明显高于慢性轻

度组 ,差异有显著性统计学意义(P<0.05), 也高于慢性中度

组。而Th2 细胞则在各组中无统计学意义(P>0.05)。

表 3　各组慢性乙肝外周血 T淋巴细胞亚群中 IFN-γ和 IL-4的表

达百分率[ ( x ±s)%]

Tab 3　Percentages of IFN-γand IL-4 expressions by T cell subtypes

in peripheral blood from patientswith chronic hepatitis [ ( x ±

s)%]

Th Tc
Group n

IFN-γ IL-4 IFN-γ IL-4

Slight 11 17.16±3.25 2.21±1.45 27.15± 6.95 2.01±1.18

Moderate 15 18.58±4.14 1.76±0.82 30.52±11.88 2.14±1.39

Severe 9 21.66±6.92 2.18±1.04 36.45±11.42＊ 2.71±2.68

Control 20 17.66±4.58 1.87±0.70 28.60± 7.33 2.28±1.24

＊:P<0.05 , vs slight

3　讨论

　　近年来人们认识到 Th细胞对体液免疫和细胞免

疫的调节作用在乙型肝炎发病机制中有重要作用。

Th1表达的 FasL 结合靶细胞的 Fas ,直接发挥细胞毒作

用 ,分泌的 IFN-γ可促进 Tc前体细胞分化成 Tc1 ,从而

介导细胞毒作用。CD8
+
T 细胞是获得细胞免疫力的

首要效应细胞 ,介导的非细胞毒性机制在抗 HBV感染

中发挥重要的作用。CD8+细胞在抗原刺激下可分化

为特异性 CD8+细胞(CTLS),在控制 HBV病毒感染中

起关键作用 。Bertoletti等[ 5 ～ 8]研究发现 ,CTL 清除病毒

的主要机制是通过细胞膜接触和释放细胞因子(主要

通过 IFN-γ和 TNF-α),激活肝细胞自身抗病毒机制 ,抑

制HBV DNA复制 。HBV特异性 CTL 缺乏使病毒不能

得到有效控制 ,进而引起大量非特异性炎性细胞特别

是非特异性CD8+T 细胞在细胞因子的趋化下对肝组

织的大量浸润是造成肝组织广泛损害的基础 ,故 CTLS

不仅作为一种保护因子 ,而且是引起肝损害的主要效

应细胞。

　　在急性HBV感染早期 ,多克隆的HBV特异性CTL

强应答是控制 HBV感染并减轻肝损伤的关键 。Maini

等[ 9]利用 Tetramer 流式细胞术测定 HLA-A2 限制性针

对HBV 3个重要表位肽段 core18-27 、polymerase575-583

和 envelope335-343的特异性 CD8
+
T 细胞 ,发现在急性

乙型肝炎患者存在高频率 HBV特异的 CD8
+
T 细胞 ,

拥有能识别不同肽的 CTL 应答 ,而慢性乙型肝炎患者

外周循环中HBV 特异 CTL 应答几乎测不到。在慢性

HBV感染 ,HBV特异性 CTL 反应低下 ,弱而不充分的

HBV特异 CTL 应答 ,不能控制病毒复制 ,可直接或通

过非特异性T细胞的免疫放大作用引起肝损害。在特

异性和非特异性细胞免疫中 , IFN-γ的效果起主要作

用。IFN-γ不仅通过非细胞毒性机制清除病毒感

染[ 10] ,而且它作为一种经典的炎症因子引起巨噬细胞

活化 ,增强 TNF 介导的肝损害的敏感性 ,并通过释放

趋化因子促动了 T 细胞
[ 11]

、NK细胞或NKT 细胞补充

到肝脏引起炎症反应 。

　　本研究中 ,我们用非特异性刺激剂 PMA来分析细

胞因子产物 ,结果提示这是理解肝脏免疫病理损伤的

一种方法 。因为在肝脏炎症浸润部位非特异性T 细胞

是主导的 ,特异性 T 细胞仅占总浸润 CD8
+
T 细胞的

1%～ 2%[ 12] 。本研究结果显示 ,慢性乙型肝炎 、活动

性肝炎后肝硬化 、慢性重症肝炎患者外周血 Th细胞的

减少和 Tc细胞的升高均无统计学意义。在 ASC ,Th1、

Tc1 数值与对照组一样低 ,随着肝脏疾病的进展 ,外周

血免疫应答偏向 Th1 型细胞 , IFN-γ产生细胞在CD4+、

CD8+T 细胞渐增高 ,尤其以 Tc1细胞占主导 ,而 IL-4数

值与对照组比较无明显改变 , 慢性重症肝炎 Th1 、Tc1

均明显高于慢性肝炎 ,慢性重症肝炎 Tc1 显著高于活

动性肝炎后肝硬化组 ,活动性肝炎后肝硬化组 Tc1 显

著高于正常对照组。

　　从本研究结果我们推测 ,Th1 、Tc1 细胞通过 IFN-γ

促进了肝脏炎症 ,可能正是这种免疫效应细胞和细胞
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因子在清除病毒中引起组织细胞的损伤 ,才产生了不

同程度的肝脏病理变化 。慢性肝炎由于 HBV 特异

CTL应答弱且延迟 ,机体试图通过触发非特异性 Th1、

Tc1 细胞的活化来控制乙肝病毒感染 ,大部分这种免疫

应答的存在不能彻底清除 HBV ,而 Tc1 、Tc2 应答的进

展性波动在维持肝脏长期持久的低水平炎症中起到了

关键的作用[ 13] 。仅在小部分慢性重症肝炎中观察到

伴随着一次疾病的发作 ,HBeAg 和或 HBVDNA出现转

阴 ,病情逐渐恢复。在大部分慢性重症肝炎中这种超

强的免疫应答表现出 Tc1应答的有害的效果引起了肝

脏剧烈的炎症和肝功能损害。这种非特异性 T细胞在

肝损害病理中的作用的重要性已在暴发性肝炎转基因

模型得到证实[ 14] , CTL 分泌的 γ-干扰素起了重要作

用 ,它通过激活肝内巨噬细胞并导致迟发性超敏反应

造成肝脏的损伤 。Th2 、Tc2 细胞分别下调慢性 Th1 、Tc1

细胞介导的炎症应答的有害结果[ 13] ,但在各组中未发

现明显差异。

　　我们的实验结果还表明 ,Th1、Tc1细胞随着慢性乙

型肝炎肝脏炎症活动的加剧而逐渐增多 , 慢性重度组

Tc1明显高于慢性轻度组 。这与相关文献[ 15 ～ 17]的

报道也有类同。

　　综上所述 ,特异性和非特异性 T 细胞免疫应答与

乙型病毒性肝炎免疫保护或和免疫损伤的确切关系尚

需进一步研究 ,尤其是肝内外不同细胞免疫状态的比

较以及病程的不同阶段各类免疫细胞功能的改变 ,因

为这对于全面阐明 HBV 感染免疫应答的规律及制定

治疗策略具有重要的价值 。
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