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慢性乙型肝炎患者 PBMC Fas表达和凋亡的检测及意义
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　　提　要:目的　探讨活化诱导细胞死亡(Activation-induced cell dealth , AICD)在乙型肝炎发病机制中的意义。方法　分离 30 例乙

型肝炎患者和 12例健康献血员外周血单个核细胞(PBMC),利用间接免疫荧光染色法 ,通过流式细胞仪检测 PBMC Fas的表达;分离

20 例乙型肝炎病人和 10 例健康献血员PBMC ,在 PHA-P的刺激下短期培养 , 采用 PI 染色法 ,经流式细胞仪检测 PBMC 的凋亡。结果

慢性乙型肝炎组 PBMC Fas 表达率[(53.31±14.53)%]高于正常对照组 PBMC Fas 表达率[ (39.32±11.28)%, P <0.05] 和慢性重型

乙型肝炎组 PBMC Fas 表达率[ (37.93±15.89)%, P<0.01] 。慢性乙型肝炎组 PBMC 凋亡率[ (30.57±13.43)%] 高于正常对照组

PBMC 凋亡率[(11.45±5.27)%, P<0.01]和慢性重型乙型肝炎组PBMC 凋亡率[(13.59±6.44)%, P<0.01] ;HBeAg(+)组 PBMC

凋亡率高于正常对照组 PBMC凋亡率[ (29.50±12.25)%vs(11.45±5.27)%, P<0.01] 。结论　HBV 感染能诱导慢性乙型肝炎外周

血淋巴细胞 Fas 表达增加 ,通过 Fas/FasL途径使Fas+淋巴细胞发生 AICD ,这可能是形成 HBV慢性感染免疫耐受的一个重要机制。
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Fas expression and apoptosis of peripheral blood lymphocytes in patients with chronic

hepatitis B and its significance
LI Ling , GU Chang-hai , LI Xin , YAN Jie , LIU Jun(Research Institute for Infectious Disease of Chinese PLA , Southwest Hospital , Thi rdMi lit ary Medical Univer-

sity , Chongqing 400038 , China)

　　Abastract:Objective　To study the significance of AICD in the pathogenesis of hepatitis B.Methods　The peripheral blood mononuclear

cells(PBMC)were isolated from 30 patients with hepatitis B and 12 healthy blood donors.The expression of Fas was assayed with flow cytometry.

The peripheral blood mononuclear cells were isolated from 20 patients with hepatitis B and 10 healthy blood donors.Then the PBMC were cultured

with PHA-P for 72 hours in vitro.The apoptosis of the PBMC was stained with PI and assayed with flow cytometry.Results　The expression rate of

Fas of PBMC in chronic hepatitis B [(53.31±14.53)%] was significantly higher than that in healthy blood donors [(39.32±11.28)%,

P<0.05] and chronic severe hepatitis B [(37.93±15.89)%, P <0.01] .The apoptosis rate of PBMC in chronic hepatitis B [ (30.57 ±

13.43)%] was significantly higher than that in healthy blood donors [(11.45±5.27)%, P<0.01] and in chronic severe hepatitis B [(13.59±

6.44)%, P<0.01] .The apoptosis rate of PBMC in HBeAg(+)patients was significantly higher than that in healthy blood donors [(29.50±

12.25)% vs(11.45±5.27)%, P<0.01] .Conclusion　These results show that the increase of Fas expression of PBMC can be induced in hep-

atitis B infection.AICD of Fas positive lymphocytes may be induced by Fas/ FasL.AICD may be an important mechanism in the formation of immune

tolerance in HBV chronic infection.
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　　细胞免疫是机体对抗病毒感染的重要防御机制 ,
而病毒则具有若干反防御手段 。近年来发现外周血成
熟淋巴细胞存在活化后细胞死亡的现象即活化诱导细

胞死亡(Activation-induced cell dealth , AICD),现已发现
某些病毒能通过诱导外周血淋巴细胞发生 AICD以削

弱和逃避机体免疫 。迄今 ,乙型病毒性肝炎慢性化和
重型化的机制仍不甚明了 ,据认为可能与 AICD有一

定关系。本实验分离乙型病毒性肝炎病人与正常人外
周血单个核细胞(PBMC),利用鼠抗人 Fas单抗和 FITC

标记羊抗鼠多抗的间接免疫染色法 ,通过流式细胞仪
检测 PBMC Fas的表达;利用乙型病毒性肝炎病人与正
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常人外周血 PBMC在 PHA刺激下短期培养 ,通过流式

细胞仪检测PBMC发生的凋亡 ,并进行相互比较 ,以探
讨 AICD 在乙型病毒性肝炎慢性化和重型化中的

作用 。

1　材料和方法

1.1　研究对象
1.1.1　PBMC Fas 表达率检测组　　30例住院乙型肝炎患者,

诊断均符合 1995 年病毒性肝炎防治方案所定标准, 男27 例 ,女 3

例, 年龄21～ 53 岁 ,平均(34.43±7.51)岁。其中慢性乙型肝炎 16

例, 慢性重型乙型肝炎 14 例。 12例健康人取自我院输血科献血

员, 男9 例 ,女 3例 ,年龄 27～ 45 岁 ,平均(36.25±5.26)岁。

1.1.2　PBMC 凋亡检测组　　20 例住院乙型肝炎患者均符合

1995年病毒性肝炎防治方案所定标准 , 男 18 人 , 女 2 人 , 年龄
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22 ～ 44 岁 , 平均(34.45±5.20)岁。其中慢性乙型肝炎 14 例 , 慢

性重型肝炎 6 例。 10 例健康人取自我院输血科献血员 , 男 8

人 ,女 2 人 ,年龄 28 ～ 45 岁 ,平均(36.00±5.83)岁。

1.2　外周血淋巴细胞的分离
　　无菌抽取肝素抗凝全血 6～ 8 ml , 用淋巴细胞分离液(上海

化学试剂二厂产品), 按常规分离PBMC ,经 2%台盼蓝染色证实

活细胞>95%。

1.3　PBMC Fas表达率的检测

　　将 PBMC 调成 1×106/ ml浓度 , 每一小管加 1 ml(共 2管),

1 500 r/min 离心 5 min 弃上清 , 加 PBS 振荡混匀 , 1 500 r/min 离

心洗涤 5 min×2 弃上清 , 一管加 Fas 鼠抗人单抗 10 μl(美国

ZYMED公司产品), 另一管设为对照管不加 Fas 单抗 , 放置 4 ℃

60 min , 加 PBS 振荡混匀 , 1 500 r/min 离心洗涤 5 min×2 弃上

清 , 2管皆加入 FITC 标记羊抗鼠多抗 10 μl(美国 PHARMINGEN

公司产品), 4 ℃ 60 min , 加 PBS 振荡混匀 , 1 500 r/min 离心

5 min×2弃上清 , 加入 PBS 0.3 ml ,混匀后上流式细胞仪检测。

1.4　细胞培养
　　将 PBMC调成 1×106/ml浓度 ,每孔接种 1 ml于 12 孔培养

板上 , 加植物血凝素(PHA-P , 美国 SIGMA 公司产品)10 μg/每

孔 , 37 ℃ 5%CO2培养箱孵育 72 h。培养液为含 10%小牛血清

(我科自制)及青霉素 100 U/ ml、链霉素 100μg/ml的 RPMI 1 640

(美国 GIBCOBRL公司产品)。

1.5　凋亡细胞的检测
　　收取培养细胞 , 加 PBS 后 , 1 500 r/min 离心洗涤 5 min×2

弃上清 , 0.5 ml PBS 重悬细胞 ,加 70%乙醇 2 ml 4 ℃固定细胞至

少2 h ,再加 PBS 1 500 r/ min×5 min 离心洗涤细胞 , 加 PI 染液

(含 PI , RNA 酶及 Triton。美国SIGMA 公司产品)0.5 ml 37 ℃孵

育 30 min , 上流式细胞仪检测(美国 BECTON-DICKINSON 公司产

品)细胞周期 , 以 G1 峰左侧出现亚二倍体细胞群的峰型来检测

凋亡细胞。

1.6　统计学分析
　　多组资料均数差别比较采用方差分析(SPSS10.0 统计软件

分析)。

2　结果

2.1　正常对照组 、慢性乙型肝炎组 、慢性重型乙型肝

炎组 PBMC Fas表达率的比较 ,见表 1

表 1　正常对照组 、慢性乙型肝炎组 、慢性重型乙型肝炎组

PBMCFas表达率的比较

Tab 1　Comparison of Fas expression rate among normal control ,

chronic hepati tis B and chronic severe hepatitis B group

n Fas(%)

Control 12 39.32±11.28

Chronic hepatitis B 16 53.31±14.53＊■

Chronic severe hepatitis B 14 37.93±15.89

＊:P<0.05 vs control;■:P<0.01 vs chronic severe hepatitis B

　　慢性乙型肝炎组 PBMC Fas 表达率最高 [ (53.31 ±

14.53)%] , 高于正常对照组 PBMC Fas 表达率 [(39.32 ±

11.28)%, P<0.05] 和慢性重型乙型肝炎组 PBMC Fas 表达率

[ (37.93±15.89)%, P<0.01] ;慢性重型乙型肝炎组 PBMC Fas

表达率与正常对照组 PBMC Fas 表达率两组之间差异无显著性

(P>0.05)。

2.2　正常对照组 、慢性乙型肝炎 HBeAg(+)组 、HBeAg

(-)组 PBMC Fas表达率的比较 ,见表 2

表 2　正常对照组 、乙型肝炎HBeAg(+)组 、HBeAg(-)组PBMC

Fas表达率的比较

Tab 2　Comparison of Fas expression rate among normal control ,

HBeAg(+)and HBeAg(-)hepatitis B group

n Fas(%)

Control 12 39.32±11.28

HBeAg(+)hepatitis B 11 43.66±14.25
HBeAg(-)hepatitis B 19 47.56±18.38

　　HBeAg(+)慢性乙型肝炎组 PBMC Fas 表达率[(43.66 ±

14.25)%]和 HBeAg(-)慢性乙型肝炎组 PBMC Fas 表达率

[ (47.56±18.38)%] 较高 ,似高于正常对照组 PBMC Fas 表达率

[ 39.32±11.28)%] ,但 3 组间差异无显著性 , P 值皆大于0.05。

2.3　正常对照组 、慢性乙型肝炎组 、慢性重型乙型肝
炎组 PBMC 经 PHA-P 刺激培养 72 h后凋亡率的

比较 ,见表 3

表 3　正常对照组 、慢性乙型肝炎组 、慢性重型乙型肝炎组

PBMC凋亡率的比较

Tab 3　Comparison of PBMC apoptosis rate among normal control

, chronic hepatitis B and chronic severe hepatitis B group

n Apoptosis(%)

Control 10 11.45±5.27
Chronic hepatitis B 14 30.57±13.43＊■

Chronic severe hepatitis B 6 13.59±6.44

＊:P<0.01 vs control;■:P<0.01 vs chronic severe hepatitis B

　　慢性乙型 肝炎组 PBMC 凋亡率为 最高 [ (30.57 ±
13.43)%] , 显著高于正常对照组 PBMC 凋亡率 [(11.45 ±

5.27)%, P<0.01]及慢性重型乙型肝炎组的凋亡率[ (13.59±

6.44)%, P<0.01] ;慢性重型乙型肝炎组 PBMC 凋亡率与正常

对照组 PBMC凋亡率两组之间差异无显著性(P>0.05)。

2.4　正常对照组 、慢性乙型肝炎 HBeAg(+)组 、HBeAg

(-)组经 PHA-P刺激培养 72 h后 PBMC 凋亡率

的比较 ,见表 4

表 4　正常对照组 、乙型肝炎HBeAg(+)组 、HBeAg(-)组PBMC

凋亡率的比较

Tab 4 　 Comparison of PBMC apoptosis rate among normal

control , HBeAg(+)and HBeAg(-)hepatitis B group

n Apoptosis(%)

Control 10 11.45±5.27

HBeAg(+)hepatitis B 9 29.50±12.25＊

HBeAg(-)hepatitis B 11 22.19±15.15

＊:P<0.01 vs control

　　HBeAg(+)乙型肝炎组 PBMC 凋亡率显著高于正常对照组

PBMC 凋亡率[ (29.50±12.25)% vs (11.45±5.27)%, P <

0.01] ;HBeAg(-)乙型肝炎组 PBMC 凋亡率与正常对照组PBMC

凋亡率两组之间差异无显著性(P>0.05)。

3　讨论

　　Fas又称 Apo-1或 CD95 ,广泛表达于机体各种组织
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细胞表面 ,抗 Fas 抗体或 Fas 配体(FasL)与 Fas 结合

后 ,可诱导 Fas+细胞凋亡 ,故 Fas又被称为“死亡受
体” 。近年发现 AICD现象 ,即成熟的外周血淋巴细胞

被抗原刺激活化后在抗原 、CD3/TCR单抗或 PHA的再

刺激下可发生凋亡[ 1～ 3] 。研究发现 20%～ 30%的反

应性 T 细胞在同种抗原的再刺激下发生凋亡
[ 2 ,4]

。
AICD现象被称作本体自杀性调节(Propriocidal regula-

tion),是一种生理性调节机制 ,可限制淋巴细胞发生过
强过度的免疫反应 ,但同时可致外周免疫耐受[ 2～ 7] 。

　　细胞免疫是机体清除病毒感染的重要机制 ,然而
病毒在进化过程中也演化出若干能对抗机体免疫的能

力。现已发现一些病毒能通过诱导外周血淋巴细胞发

生AICD以逃避机体免疫[ 8] ,如淋巴细胞性脉络丛脑
膜炎病毒(LCMV)可引起 CD+8 T 细胞发生 AICD[ 9] 。 I

型单纯庖疹病毒(HSV-1)与淋巴细胞孵育后 ,可引起
CD+4 T 细胞发生 AICD[ 10] 。人免疫缺陷病毒(HIV)主要

以人 CD+4 T 细胞为宿主细胞[ 11] ,并通过凋亡等途径导

致CD
+
4 T 细胞的破坏 。Taya等

[ 12]
报道 ,HCV病人外周

血PBMC表达大量的Fas ,其血清可溶性FasL(sFasL)也

比正常对照显著增高 ,且与 PBMC 的数量呈负相关。
乙型肝炎慢性化和重型化机制现仍不甚明了。HBV

是否也具有这种诱导外周血淋巴细胞凋亡的能力呢?
针对此问题 ,本实验分离乙型病毒性肝炎病人与正常
人外周血 PBMC ,利用鼠抗人 Fas单抗和 FITC标记羊

抗鼠多抗的间接免疫染色法 ,通过流式细胞仪检测
PBMC Fas的表达;利用乙型病毒性肝炎病人与正常人

外周血 PBMC在 PHA刺激下短期培养 ,通过流式细胞
仪检测PBMC发生的凋亡 ,并进行相互比较。

　　结果发现乙型病毒性肝炎外周血淋巴细胞存在
AICD现象 ,我们在预实验中曾数次用新鲜分离的慢性

乙型肝炎病人外周血 PBMC经流式细胞仪进行凋亡的

检测 ,结果未能查见明显凋亡细胞 ,这与有关报道是相

符的
[ 3]
。本实验显示新鲜分离的外周血 PBMC 虽未查

见明显凋亡细胞 ,但存在着不同程度的 Fas表达 ,未被

单核巨噬细胞吞噬的在 HBV作用下已处于凋亡敏感

期的 Fas+PBMC在体外经 PHA刺激培养下则发生明

显凋亡 。慢性乙型肝炎组 PBMC Fas表达率和凋亡率

皆明显高于正常对照组和慢性重型乙型肝炎组;
HBeAg(+)组 PBMC凋亡率明显高于正常对照组。结

果显示 HBV 感染有诱导外周血淋巴细胞 AICD的能

力 ,慢性乙型肝炎 PBMC Fas 表达的增加 , 可能通过

Fas/FasL 的途径使表达 Fas 的淋巴细胞发生凋亡 ,从
而使得淋巴细胞的活力和数量减少 ,不利于病毒的清

除 ,使 HBV得以持续感染。由凋亡引起的淋巴细胞减
少或活性下降可能是导致 HBV慢性感染的一个重要

原因。慢性重型乙型肝炎组 PBMC Fas表达率和凋亡

率比慢性乙型肝炎组低 ,显示肝炎患者 PBMC 的凋亡

率低 ,这有利于 HBV的清除 ,但易致肝组织严重的免

疫病理损伤 。另一方面 ,也应考虑是否由于慢性感染
患者的免疫系统在与 HBV长期战斗中 ,淋巴细胞反复

发生AICD ,至重型化阶段已造成反应性淋巴细胞的耗
竭和活化反应低下 ,因而其PBMC发生的 AICD也随之

减少之故 。HBeAg(+)组与HBeAg(-)组 PBMC Fas表

达率和凋亡率比较 ,差异无显著性(P >0.05)。已有
报道[ 13] ,重组HBcAg 可刺激慢性乙型肝炎病人 CD3+

淋巴细胞发生AICD ,定量检测各型肝炎病人体内 HBV

DNA和HBV抗原水平与 PBMC AICD的关系 ,可能有

助于进一步阐明 AICD与乙型肝炎慢性化 、重型化的
相关性。
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