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乙型肝炎肝内 ICAM-1和 HLA-A ,B ,C表达的研究

张绪清 ,张　瑞 ,顾长海 ,王宇明　　(第三军医大学附属西南医院全军感染病研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　研究乙型病毒性肝炎肝内 ICAM-1 和 HLA-A , B , C表达间的关系及其在乙型肝炎免疫发病机制中的作用。方法
用免疫组化单种染色检测 11例正常人和 70例 HBV感染者肝内 ICAM-1、HLA-A , B , C 表达水平 , 并用免疫组化双重染色检测其肝内
ICAM-1和 HLA-A , B , C 复合表达。结果　乙型肝炎患者肝细胞 ICAM-1 表达水平与 HLA-A , B , C 表达水平之间呈显著正相关(P <
0.05);在炎症坏死区 , 表达 ICAM-1的肝细胞多数也同时表达 HLA-A , B , C。结论　ICAM-1 和 HLA-A , B , C共同参与介导乙型肝炎肝
细胞的免疫损伤过程;ICAM-1/HLA-A , B , C 双阳性肝细胞可能是 CTL发挥有效细胞毒作用的靶细胞。
　　关键词:细胞间粘附分子-1;人白细胞抗原;乙型肝炎
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Study on the expression of ICAM-1 and HLA-A ,B , C in the liver of viral hepatitis B
ZHANG Xu-qing , ZHANG Rui , GU Chang-hai , WANG Yu-ming (Institute of Infectious Diseases of PLA , Southwest Hospital , Third Mi litary Medical

University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To study the relationship between intercellular adhesion molecule-1(ICAM-1)and HLA-A , B , C expression in the liver

tissue of viral hepatitis B , and their role in the immunopathogenesis of viral hepatitis B.Methods　The expression of ICAM-1 and HLA-A , B , C in

the livers of 11 healthy subjects and 70 HBV patients were detected by immunhistochemical single-staining technique.The complex expression of I-
CAM-1 and HLA-A , B , C was detected by immunhistochemical double-staining technique.Results　There were significant positive relation between

the levels of ICAM-1 expression and the levels of HLA-A , B , C expression in hepatocytes of the patients with viral hepatitis B(P<0.05).In the ar-
eas of inflammation and necrosis , most hepatocytes expressed ICAM-1 and HLA-A , B , C simultaneously.Conclusion　ICAM-1 is involved in medi-
ating immune damage of hepatocytes together with HLA-A , B , C in viral hepatitis B.ICAM-1/HLA-A , B , C double positive hepatocytes may be the

target cells attacked by the cytotoxic T lymphocyte(CTL).
　　Key words:intercellular adhesion molecule-1;human leukocyte antigen;viral hepatitis B

　　在HBV感染时 ,细胞毒性 T淋巴细胞(CTL)介导的
细胞毒作用是病毒感染肝细胞发生坏死的主要免疫机

理。细胞间粘附分子-1(ICAM-1)与其配体淋巴细胞功
能相关抗原-1(LFA-1)参与介导淋巴细胞与靶细胞及淋
巴细胞间的粘附[ 1] 。人白细胞抗原(HLA)Ⅰ类分子在乙
型肝炎免疫发病机制中也起重要作用 。本实验通过研
究病毒性乙型肝炎患者肝内 ICAM-1和HLA-A , B ,C表
达间的关系 ,拟进一步探讨乙型肝炎免疫发病机制 。

1　材料与方法

1.1　研究对象
　　70 例 HBV感染者均为 1995 年 11 月至 1998 年 2 月在我科

住院的患者 , 男 60 例 、女 10 例 , 年龄 34.8 岁。 慢性无症状
HBsAg携带者(Asymptomatic carrier , AsC)5例 , 轻度慢性乙型肝炎

(Chrouic hepatitis B slight , CHB-Sl)、中度慢性乙型肝炎(Chronic
hepatitis B moderate , CHB-Mo)、重度 慢性乙型肝炎(Chronic

hepatitis B severe , CHB-Se)各 15例 , 重型乙型肝炎(Severe hepatitis

B , SH)20例 , 诊断均符合《病毒性肝炎防治方案(1995 年北京)》

修订的标准。对照组 11 例均为意外死亡者 , 血清 HBsAg、抗-
HCV、HCV RNA、HBV DNA均阴性 ,常规病理检查显示均为正常

肝组织。
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1.2　主要试剂
　　鼠抗人 ICAM-1 单克隆抗体(McAb)为丹麦 DAKO 公司产

品;鼠抗人 HLA-A , B , C McAb为北京邦定公司产品。免疫组织
化学S-P试剂盒 、双重染色试剂盒和 DAB 与ABC显色剂均由福

州迈新公司提供。

1.3　方法
　　肝组织标本保存及切片制备参照我们原先介绍的方法[ 2] 。
1.3.1　肝内单种抗原的免疫组织化学染色　　用免疫组化S-P

方法对 11 例正常人和 70 例 HBV感染者的肝组织切片都分别

进行 ICAM-1、HLA-A , B , C 染色。 主要步骤参照我们原先介绍
的方法[ 2] 。肝细胞 ICAM-1 、HLA-A , B , C 抗原染色强度分级参
照 Chu等[ 3]提出的标准:无肝细胞着色为-;小于 10%的肝细
胞着色为+;10%～ 50%的肝细胞着色为 ;大于 50%的肝细
胞着色为 。
1.3.2　肝内 ICAM-1和 HLA-A , B , C 双重染色　　参照试剂盒
说明书进行 ,主要步骤如下:①切片自然风干后加 3%H2O2 作

用 10 min;②10%非免疫血清阻断 10 min;③抗-ICAM-1(1∶400),
4 ℃过夜;④生物素标记的第二抗体 , 37 ℃ 1 h;⑤链霉菌抗生
物素蛋白-碱性磷酸酶溶液 , 37 ℃ 30 min;⑥NBT/BCIP显色 , 光
镜下见紫色颗粒为阳性 ,蒸馏水漂洗;⑦双重染色增强剂 , 37 ℃

30 min;⑧10%非免疫血清阻断 10 min;⑨抗-HLA-A , B , C McAb ,
4 ℃过夜;⑩生物素标记的第二抗体 , 37 ℃ 1 h; 11链霉菌抗生
物素蛋白-过氧化酶溶液 , 37 ℃ 30 min; 12AEC 显色 , 光镜下见
红色颗粒为阳性。苏木素复染 , 封片。 对照设置:①两种第一
抗体均不加;②只加一种第一抗体。

1.4　统计学分析
　　用秩和检验 、等级相关分析。
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2　结果

2.1　乙型病毒性肝炎患者肝细胞 ICAM-1表达
　　正常人和慢性无症状 HBsAg 携带者肝细胞无 ICAM-1 表

达。慢性乙型肝炎和重型乙型肝炎患者肝细胞出现不同程度

ICAM-1 表达。重型肝炎和重度慢性肝炎患者肝细胞 ICAM-1 表

达水平显著高于中度慢性肝炎(P<0.05);中度慢性肝炎患者

肝细胞 ICAM-1 表达水平也显著高于轻度慢性肝炎(P<0.05)。

重型肝炎与重度慢性肝炎患者之间的肝细胞 ICAM-1 表达水平

相差不显著(P>0.05), 见表 1。

表 1　乙型肝炎患者肝细胞 ICAM-1表达水平

Tab 1　The levels of ICAM-1 expression in hepatocytes

of patients with hepatitis B

ICAM-1
n

- +   
Hea lthy 11 11 0 0 0

AsC 5 5 0 0 0

CHB-Sl 15 0 9 6 0

CHB-Mo 15 0 0 9 6

CHB-Se 15 0 0 2 13

SH 20 0 0 0 20

Total 81 16 9 17 39

2.2　乙型肝炎患者肝内 HLA-A ,B ,C表达状况
　　11 例正常人和 4 例慢性无症状HBsAg 携带者肝窦内皮 、汇

管区及肝窦内的单个核与多核白细胞有少量 HLA-A , B , C 表

达 ,肝细胞无 HLA-A , B , C 表达 , 1 例慢性无症状 HBsAg 携带者

肝细胞有少量HLA-A , B , C 表达。 43 例慢性肝炎和 20 例重型

肝炎患者肝细胞均有不同程度 HLA-A , B , C 表达 , 且肝窦内皮

HLA-A , B , C 表达明显增强 ,另 2 例轻度慢性肝炎患者肝细胞缺

乏HLA-A , B , C 表达。HLA-A , B , C 主要表达在细胞膜上 , 部分

细胞胞浆同时也有染色。在严重坏死区域附近的肝细胞 ,HLA-

A , B , C 呈灶性蜂窝状较强表达和带状蜂窝状较强表达;而肝实

质内非坏死区 , HLA-A , B , C 多为散在表达 , 见图 1。不同临床

类型患者之间的肝细胞 HLA-A , B , C 表达水平相差显著(P <

0.05)。重型肝炎和重度慢性肝炎患者肝细胞 HLA-A , B , C 表达

水平显著高于中度慢性肝炎(P <0.05),中度慢性肝炎显著高

于轻度慢性肝炎(P<0.05), 轻度慢性肝炎也显著高于正常人

和慢性无症状HBsAg 携带者(P<0.05), 见表 2。

表 2　乙型肝炎肝细胞 HLA-A , B , C 表达

Tab 2　HLA-A , B , C expression in hepatocytes of patients with hepatitis B

HLA-A ,B , C
n

- +   
Healthy 11 11 0 0 0

AsC 5 4 1 0 0

CHB-Sl 15 2 11 2 0

CHB-Mo 15 0 1 12 2
CHB-Se 15 0 1 4 10

SH 20 0 3 5 12

Total 81 17 17 23 24

2.3　乙型肝炎患者肝细胞 ICAM-1和 HLA-A , B ,C 表
达间的关系

　　乙型肝炎患者肝细胞 ICAM-1 表达水平与 HLA-A , B , C 表

达水平之间呈显著正相关 , P<0.05。肝细胞 ICAM-1 表达水平

越高的患者 , 其肝细胞 HLA-A , B , C 表达水平也越高 , 反之亦

然 ,见表 3。

表 3　乙型肝炎肝细胞 ICAM-1表达与 HLA-A , B, C表达的关系

Tab 3　ICAM-1 and HLA-A , B , C expression in hepatocytes of

patients with hepatitis B

HLA-A ,B ,C
ICAM-1

- +   Total

- 15 1 0 0 16

+ 2 6 1 0 9

 0 6 9 2 17

 0 4 13 22 39

Tota l 17 17 23 24 81

　　免疫组化双重染色显示:慢性乙型肝炎和重型肝炎患者肝

组织内存在 ICAM-1/HLA-A , B , C 双阳性 , ICAM-1 阳性/HLA-A ,

B , C 阴性及HLA-A , B , C 阳性/ ICAM-1 阴性等 3 种类型肝细胞 ,

以 ICAM-1/HLA-A , B , C 双阳性肝细胞为主要细胞类型。

ICAM-1/HLA-A , B , C 双阳性肝细胞多集中分布在炎症坏死区 ,

ICAM-1或 HLA-A , B , C 单阳性肝细胞多散在分布于非炎症区。

在炎症坏死区 ,表达 ICAM-1 的肝细胞多数也同时表达 HLA-A ,

B , C ,见图 2。

图 1　慢性无症状 HBsAg携带者 ,肝窦内皮 、肝窦内白细胞及个别肝细胞有少量 HLA-A , B , C表达　(AEC×200)
Fig 1　Weak expression of HLA-A , B , C in hepatic sinusoid endothelium , leukocytes of hepatic sinus and individual hepatocytes in AsC　(AEC×200)

图 2　中度慢性乙型肝炎 ,许多肝细胞同时表达 ICAM-1和HLA-A , B , C　(免疫组化双重染色 , ICAM-1用 NBT/BCIP显示呈紫
色, HLA-A , B , C用AEC显示呈红色×200)

Fig 2　A lot of hepatocytes expressed ICAM-1 and HLA-A , B , C simultaneonsly in CHB-Mo　(Immunohistochemical double staining ,
ICAM-1 stained purple with NBT/ BCIP , HLA-A , B ,C stained redwith AEC×200)
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3　讨论

　　HBV 感染者体内活化的单核/巨噬细胞可释放
TNFα等炎性介质 , TNFα能刺激肝血管内皮细胞和肝

窦内皮增强表达 ICAM-1 , ICAM-1的增强表达又可以促
进炎细胞向肝组织内浸润 。肝内浸润炎细胞释放的

TNFα、IL-1 、 IFN-γ能 增 强 肝 细 胞 表 达 HLA 和

ICAM-1[ 4 ,5] 。HBV能直接诱导 HepG2细胞增强表达 I-

CAM-1和 HLA-DR
[ 6 ,7]
,推测 HBV也能直接诱导人肝细

胞增强表达 ICAM-1和HLA。

　　本研究显示 ,正常人和慢性无症状HBsAg携带者肝

细胞基本不表达HLA-A ,B ,C;慢性乙型肝炎和重型乙型
肝炎患者肝细胞存在不同程度HLA-A , B ,C表达;肝损

害越重者 ,其肝细胞HLA-A ,B ,C表达也越强;炎症坏死
区域的肝细胞 HLA-A ,B ,C表达水平明显高于非炎症区

域的肝细胞。说明乙型肝炎肝细胞损伤与其肝细胞增
强表达HLA-A ,B ,C 有关 ,HLA-A , B ,C在 CD8阳性 CTL

介导的肝细胞坏死中起重要作用 ,与以往的研究结论相
一致[ 3] 。免疫反应是由两种信号介导的[ 8] :①T 细胞受

体(TCR)识别抗原-主要组织相溶性复合物(Ag-MHC)信
号;②ICAM-1/LFA-1 相互作用介导的细胞粘附信号 。

这两种信号对识别抗原的 T 细胞亚群的激活与克隆性

增殖都是必需的。在慢性和重型乙型肝炎 , 肝细胞
HLA-A ,B ,C表达与 ICAM-1表达一致性较好。免疫组

化双重染色显示 ,在炎症坏死区 ,表达 ICAM-1的肝细胞
多数也同时表达HLA-A , B ,C。肝细胞 ICAM-1和 HLA-

A ,B ,C的表达对CTL发挥细胞毒作用都是必需的 ,说明

ICAM-1和 HLA-A ,B ,C共同参与介导乙型肝炎肝细胞的

免疫损伤过程。 ICAM-1/HLA-A , B ,C 双阳性肝细胞可
能是CTL 发挥有效细胞毒作用的靶细胞 。肝细胞缺乏

ICAM-1或HLA-A ,B ,C表达均不利于 CTL 识别 ,CTL也
就不能攻击这一类型的肝细胞。
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　　(上接 840页)
的血小板反复输注后血小板增值减少 , 有时甚至下降 , 即血小

板输注无效和非溶血性输血反应。机器单采血小板与手工法

制备血小板相比 ,由于接触同种异体血小板抗原及HLA 抗原频

率减少 , 使抗血小板抗体产生的机会减少 , 从而降低了血小板

输注无效率[ 3] 。

3.2　输注血小板有利于改善病人出血状况
　　影响血小板输注效果的因素很多 , 除免疫因素外 , 还有一

些非免疫因素 , 如高热 、感染 、采用其他治疗而诱导血小板减

少;部分特殊病人 , 如白血病 、骨髓移植的病人造血功能差 , 本

身血小板少 ,因而输后血小板计数上升不明显 , 或是输注血小

板量不足 ,浓度达不到治疗效果。临床观察发现 , 虽然输注血

小板后外周血血小板数升高不理想 , 但仍有止血效果 , 其紫癜 、

鼻衄 、消化道出血等出血征象均有不同程度的改善。

3.3　对免疫性血小板输注无效者 ,提倡进行血小板配型
　　据研究 ,临床上出现血小板输注无效时 , 应先检查有无非

免疫因素[ 4] ,据报道血小板输注无效者非免疫因素占 67%, 在

排除了非免疫因素后应做血小板抗体检测 , 因为随着血小板输

注量的增加和输注次数的增多 , 血小板抗体阳性率明显增

高[ 5] ,所以选用血小板血型配合的单一供体的血小板制剂 , 有

利于减少同种免疫反应 ,提高血小板输注效果 。

　　与手工法制备的血小板制剂相比 , 机采血小板的血小板纯
度高 ,供体单一 , 白细胞和红细胞污染率低 , 降低了输血不良反

应和经输血传播疾病的发生率 , 对提高输注有效率 , 减少同种
免疫反应 , 提高临床输血水平等均有意义 , 尤其是对于需要长

期输注血小板制剂的各类血液病 ,放 、化疗病人更具有优势。
　　关键词:血小板;配型;应用

　　中图法分类号:R457.1　　　文献标识码:B
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