
·论　著·

慢性乙型肝炎患者ＣＤ２８的表达及细胞毒性、免疫抑制性

Ｔ细胞的研究

吴玉兰，黄书明，陈　琳（江苏省南通市第三人民医院检验科　２２６００６）

　　【摘要】　目的　探讨慢性乙型肝炎患者外周血ＣＤ２８、ＣＤ８＋ ＣＤ２８＋（细胞毒性Ｔ细胞，ＣＴＬ）和ＣＤ８＋ ＣＤ２８－

（免疫抑制性Ｔ细胞，Ｔｓ）细胞分子的表达。方法　采用 ＨＬＡＡ２限制的 ＨＢＶｃｏｒｅ１８２７抗原表位五聚体（ＭＨＣ

ｐｅｎｔａｍｅｒｓ）法结合流式细胞技术分析４６例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ组）、２３例乙型肝炎肝硬化（ＬＣ组）患者和２３例健

康体检者［健康对照（ＮＣ）组］外周血ＣＤ２８、ＣＤ８＋ ＣＤ２８＋、ＣＤ８＋ＣＤ２８－细胞的表达变化，比较他们在ＣＨＢ分度中

的作用；并分析其与血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）水平和 ＨＢＶＤＮＡ载量的关系。结果　ＣＤ８＋ＣＤ２８－在ＣＨＢ和

ＬＣ组中明显升高，与 ＮＣ组差异有统计学意义；ＣＤ８＋ＣＤ２８＋ 百分比在ＣＨＢ轻、中、重度中逐渐升高，而ＣＤ８＋

ＣＤ２８－百分比逐渐下降；ＡＬＴ水平和 ＨＢＶＤＮＡ载量与ＣＤ８＋ＣＤ２８＋、ＣＤ８＋ＣＤ２８－有一定的关系。结论　ＣＤ２８

对慢性乙肝免疫调节有重要作用，但与肝脏的炎症程度无关；ＣＴＬ应答随炎症程度的增高而增强，炎症程度越高细

胞毒反应越明显，更有利于病毒的清除。Ｔｓ具有免疫抑制作用，且Ｔｓ的抑制作用随炎症程度的增高而降低；ＡＬＴ

水平和 ＨＢＶＤＮＡ载量与Ｔｓ有一定的关系。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＣＤ２８；　ＣＤ８
＋ＣＤ２８＋；　ＣＤ８＋ＣＤ２８－；　ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；　ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｃｉｒｒｈｏｓｉｓ

　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）慢性感染患者均存在免疫功能紊

乱［１２］，病毒抗原的特异性Ｔ淋巴细胞免疫功能低下是造成乙

型肝炎慢性化的主要原因［３］。Ｔ淋巴细胞表面协同刺激因子

及其配体的正常表达是其活化和发挥功能的关键因素。本研

究采用 ＨＬＡＡ２限制的 ＨＢＶｃｏｒｅ１８２７抗原表位肽五聚体

（ＭＨＣＰｅｎｔａｍｅｒｓ）法结合流式细胞技术分析慢性乙型肝炎患

者外周血 ＣＤ２８、ＣＤ８＋ＣＤ２８＋ （细胞毒性 Ｔ 细胞，ＣＴＬ）和

ＣＤ８＋ＣＤ２８－（免疫抑制性Ｔ细胞，Ｔｓ）细胞分子的表达情况。

１　资料与方法

１．１　一般资料　４６例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ组）和２３例乙型肝

炎肝硬化（ＬＣ组）患者来自２０１１年８月至２０１２年３月南通市

第三人民医院感染性疾病科住院患者，其中男４７例，女２２例，

平均年龄（４８．０８±１３．２８）岁。ＣＨＢ组中轻度２０例、中度１５

例、重度１１例。诊断符合中华医学会肝病学会、中华医学会感

染病学会联合修订的《慢性乙型肝炎防治指南（２０１０ 年

版）》［４］。将６９例患者按不同ＡＬＴ水平分为：≤３倍组、＞３倍

组；按不同 ＨＢＶＤＮＡ 载量分为：≤１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ组、＞１０
５

ｃｏｐｙ／ｍＬ组。所有患者３个月内未经免疫调节剂及抗病毒治

疗，并排除合并其他肝炎病毒感染，酒精性肝炎等其他病毒性

肝炎，免疫性疾病及其他严重疾病。另选同期健康体检者２３

例为健康对照（ＮＣ）组，其中男１４例，女９例，平均年龄

（３９．６８±４．６７）岁。

１．２　方法

１．２．１　ＣＤ８和ＣＤ２８染色　单克隆抗体ＦＩＴＣ结合的鼠抗人

ＣＤ８单克隆抗体、单克隆抗体ＰＣ５结合的鼠抗人ＣＤ２８单克隆

抗体购自ＢＤ公司。取全血１００μＬ加ＣＤ８、ＣＤ２８单克隆抗体

各１０μＬ染色，室温，避光，孵育３０ｍｉｎ，溶血。然后再用ＰＢＳ

洗２次，之后悬浮在５００μＬＰＢＳ缓冲液中，用于流式细胞仪

检测。

１．２．２　流式细胞仪检测　采用Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ公司流式细

胞仪计数，同时计数ＣＤ２８、ＣＤ８＋ＣＤ２８＋和ＣＤ８＋ＣＤ２８－细胞。

１．２．３　 肝功 能 等 指 标 检 测 　 全 自 动 生 化 仪 （Ｏｌｙｍｐｕｓ
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Ａｕ２７００）检测肝功能指标丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）。

１．２．４　ＨＢＶＤＮＡ检测　荧光定量检测患者血清 ＨＢＶＤＮＡ

载量，检测下限１０００ｃｏｐｙ／ｍＬ。

１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行统计学处

理，所有数据以狓±狊表示，多个组间比较用单因素方差分析，

两两比较用ＬＳＤ法，相关分析应用Ｓｐｅａｒｍａｎ′ｓ检验。以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组外周血ＣＤ２８、ＣＤ８＋ＣＤ２８＋、ＣＤ８＋ＣＤ２８－ 的表达，

结果见表１。

表１　各组外周血淋巴细胞ＣＤ２８、ＣＤ８＋ＣＤ２８＋、

　ＣＤ８
＋ＣＤ２８－表达的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ２８ ＣＤ８＋ＣＤ２８＋ ＣＤ８＋ＣＤ２８－

ＮＣ组 ２３ ４１．６９±８．７６ １２．７９±７．１７ ９．３１±７．２８

ＣＨＢ组 ４６ ３９．９９±１２．４２ １２．７５±５．３６ １１．５５±９．３７ａ

ＬＣ组 ２３ ３８．１０±９．１１ １１．３５±４．２４ １２．９０±９．０７ａ

　　注：与ＮＣ组比较，ａ犘＜０．０１。

２．２　ＣＨＢ分度与外周血淋巴细胞ＣＤ２８、ＣＤ８＋ＣＤ２８＋、ＣＤ８＋

ＣＤ２８－的关系，结果见表２。

表２　ＣＨＢ分度与外周血淋巴细胞ＣＤ２８、ＣＤ８＋ＣＤ２８＋、

　　　　ＣＤ８
＋ ＣＤ２８－的关系（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ２８ ＣＤ８＋ＣＤ２８＋ ＣＤ８＋ＣＤ２８－

ＣＨＢ轻度 ２０ ４２．２１±９．７４ １１．７３±６．１４ １４．９０±１２．１１

ＣＨＢ中度 １５ ３５．６２±１７．６４ｂ １２．６７±６．２９ １０．１８±８．５０ａ

ＣＨＢ重度 １１ ４１．９０±５．９８ １３．５７±４．０４ａ ９．４６±５．１７ａ

　　注：与ＣＨＢ轻度组比较，ａ犘＜０．０１；ｂ犘＜０．０５。

２．３　不同ＡＬＴ水平与外周血淋巴细胞ＣＤ２８、ＣＤ８＋ＣＤ２８＋、

ＣＤ８＋ＣＤ２８－的关系，结果见表３。

表３　不同ＡＬＴ水平与外周血淋巴细胞ＣＤ２８、ＣＤ８＋

　　ＣＤ２８
＋、ＣＤ８＋ ＣＤ２８－的关系（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ２８ ＣＤ８＋ＣＤ２８＋ ＣＤ８＋ＣＤ２８－

≤３倍组 ３２ ３７．９９±１１．８７ １１．３２±４．４６ １３．８４±１０．５０

＞３倍组 ３７ ４０．５３±１０．９８ １３．１１±５．３２ｂ １０．４１±７．７６ａ

　　注：与≤３倍组比较，ａ犘＜０．０１；ｂ犘＜０．０５。

２．４　不同 ＨＢＶＤＮＡ载量与外周血淋巴细胞 ＣＤ２８、ＣＤ８＋

ＣＤ２８＋、ＣＤ８＋ＣＤ２８－的关系，结果见表４。

表４　不同 ＨＢＶＤＮＡ载量与外周血淋巴细胞ＣＤ２８、ＣＤ８＋

　　　　ＣＤ２８
＋、ＣＤ８＋ ＣＤ２８－的关系（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ２８ ＣＤ８＋ＣＤ２８＋ ＣＤ８＋ＣＤ２８－

≤１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ ３８ ３７．９４±１１．７９ １１．０２±３．９９ １２．６２±９．５４

＞１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ ３１ ４１．１０±１０．８１ １３．８３±５．６７ａ １１．２３±８．９２ｂ

　　注：与≤１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ组比较，ａ犘＜０．０１；ｂ犘＜０．０５。

３　讨　　论

细胞免疫应答在抗 ＨＢＶ感染中发挥主要作用，并且与乙

型肝炎的发病机制密切相关。其中，针对 ＨＢＶ各类抗原表位

的特异性ＣＴＬ作为主要的效应细胞，与清除病毒和损伤细胞

直接有关，是当前研究的热点［５］。国内研究资料显示，在慢性

活动性乙型肝炎患者体内出现多克隆的ＣＴＬ反应，其中核心

抗原１８２７为优势性表达
［６］。可溶性ＭＨＣ肽四聚体法的出

现使直接在体内定量检测抗原特异性ＣＴＬ成为可能。这类方

法采用可溶性重组 ＭＨＣ分子与相应的病毒的抗原表位，以及

检测用荧光标记等多聚体，再结合流式细胞术可直接检测外周

血或者肝组织内特异性ＣＤ８Ｔ细胞数量，避免了体外培养技

术存在的诸多外界条件影响因素，更真实地反映了体内特异性

ＣＤ８Ｔ细胞的实际情况
［７］。本研究采用 ＨＬＡＡ２限制的 ＨＢ

Ｖｃｏｒｅ１８２７抗原表位 ＭＨＣ五聚体法，发现所有 ＨＬＡＡ２阳

性患者均可检测到特异性ＣＴＬ。和四聚体相比，本法简便、精

确，成本经济，敏感性高，为今后临床大样本检测和进一步研究

ＨＢＶ感染慢性化与机体细胞免疫功能强弱的关系提供了方法

学平台［８］。

ＣＤ２８是由２条肽链组成的跨膜糖蛋白，相对分子质量为

９０×１０３。成熟的人ＣＤ２８属于ＩｇＳＦ成员，有一个ＩｇＶ样区。

ＣＤ２８表达于大部分Ｔ细胞及部分活化Ｂ细胞的表面，部分浆

细胞表面也可表达。ＣＤ２８的配体是 Ｂ７家族，包括 Ｂ７１

（ＣＤ８０）和Ｂ７２（ＣＤ８６）。ＣＤ２８作为协同刺激分子，当与Ｂ细

胞或ＡＰＣ表面的Ｂ７家族结合时，ＣＤ２８可提供Ｔ细胞活化的

辅助（第二）信号，诱导和维持Ｔ细胞介导的免疫应答
［９］。根

据ＣＤ８＋Ｔ细胞上ＣＤ２８分子的表达与否，可将ＣＤ８＋细胞分

为ＣＤ８＋ＣＤ２８＋（细胞毒性 Ｔ细胞，ＣＴＬ）和ＣＤ８＋ＣＤ２８－（免

疫抑制性Ｔ细胞，Ｔｓ）两群细胞。病毒 ＨＢｃＡｇ呈肝细胞的膜

型或膜下定位，是ＣＴＬ识别和攻击肝细胞的主要靶抗原，往往

慢性乙型肝炎的持续病毒复制多归咎于对 ＨＢｃＡｇ的Ｔ细胞

应答低下。ＣＴＬ在 ＨＢＶ复制和病情再活动及慢性化方面的

作用已得到肯定。Ｔｓ细胞由ＣＴＬ细胞分化而来，Ｔｓ细胞的

长期升高导致ＣＴＬ细胞的消耗，最终导致机体免疫系统无反

应性。本研究发现ＣＨＢ组、ＬＣ组外周血ＣＤ８＋ＣＤ２８＋Ｔ细胞

比例下降，而 ＣＤ８＋ＣＤ２８－Ｔ 细胞比例上升，与文献报道一

致［１０］，这可能是病毒持续存在的原因。ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表面

ＣＤ２８分子的表达下降，会引起细胞毒性Ｔ细胞比例下降，而

抑制性Ｔ细胞比例上升，导致病毒难以清除，病情逐渐进展。

本研究对４６例慢性乙型肝炎患者进行分度后进一步研

究，发现ＣＤ２８＋在轻、中、重度之间无差异性，说明ＣＤ２８分子

的表达与肝脏的炎症程度无关，肝细胞的损伤并不影响

ＣＤ２８＋的表达；而ＣＤ８＋ＣＤ２８＋的百分数在轻、中、重度之间有

明显的差异，且逐级升高；而ＣＤ８＋ＣＤ２８－的百分数在轻、中、

重度之间也存在明显的差异，且逐级降低。说明ＣＴＬ应答随

炎症程度的增高而增强，细胞毒反应也就越明显，这样更有于

病毒的清除，而Ｔｓ的抑制作用随炎症程度的增高而降低。因

此，在临床实践中也发现，慢性乙型肝炎轻度患者对抗病毒药

物所起免疫反应有限，效果相对较差；而慢性乙型肝炎中、重度

患者抗病毒效果优于轻度患者。

血清ＡＬＴ水平是反映肝损伤最为敏感和特异性最强的

指标之一；ＨＢＶＤＮＡ是 ＨＢＶ感染最直接的依据，是判断乙

型肝炎病毒有无复制的“金指标”。有研究认为，ＨＢＶ感染者

特异性ＣＴＬ水平高低与病毒清除和 ＡＬＴ水平之间有一定的

联系，这可能更证明了特异性ＣＴＬ在体内直接发挥清除病毒

的作用［５］。但也有人认为，尽管 ＨＢＶ特异性的ＣＴＬ在慢性

活动性肝炎的外周血中容易被检测到，但与病毒载量和 ＡＬＴ

水平没有直接的关系［９］。本研究发现，慢性乙型肝炎患者

ＡＬＴ水平和病毒载量与ＣＤ８＋ＣＤ２８＋和ＣＤ２８＋ Ｔ细胞没有直

接的关系，而ＣＤ８＋ＣＤ２８－的百分数在 ＡＬＴ＜３倍组及 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量小于或等于１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ组明显升高，说明慢性乙型

肝炎患者ＣＴＬ应答不足，使分化的Ｔｓ细胞反应性增加。
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续表１　　各组一般资料比较

分组 狀 年龄（岁） 男性 ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ｈｓＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） Ｃｃｒ［ｍＬ／（ｍｉｎ·１．７３ｍ２）］

ＣＫＤ３ ２６ ４２．２±３．８ １７ １４．５±１．７ ３８７．８±２３．５ ４．８±０．５ ２１．８±６．０

ＣＫＤ４ １４ ４０．３±６．２ １１ １６．７±２．６ ４８９．６±１６．７ ６．７±０．５ １１．４±３．６

　　注：与其他各组比较，犘＜０．０５。

２．２　血浆ｈｓＣＲＰ水平与Ｃｃｒ相关性分析　采用Ｐｅａｒｓｏｎ相

关性分析提示，慢性肾功能不全患者血浆ｈｓＣＲＰ水平与Ｃｃｒ

呈负相关，相关系数（狉）＝－０．８１６（犘＜０．０５），对于肾功能正

常的对照组，其血浆ｈｓＣＲＰ水平与Ｃｃｒ无明显相关，相关系

数狉＝－０．３６６（犘＝０．１６４）。

３　讨　　论

本研究结果表明，对于慢性肾功能不全患者，随着Ｃｃｒ的

降低，其血浆ｈｓＣＲＰ水平呈逐渐增高趋势，Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析

提示，慢性肾功能不全患者血浆ｈｓＣＲＰ水平与Ｃｃｒ呈负相关

（狉＝－０．８１６，犘＜０．０５），而对于肾功能正常人群，其血浆ｈｓ

ＣＲＰ水平与Ｃｃｒ无明显相关（狉＝－０．３６６，犘＝０．１６４）。

既往大量相关研究结果提示，慢性肾功能不全患者多死于

心脑血管并发症，如心肌梗死和大面积脑梗死［５６］；因此，对于

慢性肾功能不全患者，指南明确规定应给予心脑血管疾病一级

及二级预防。现已证明心脑血管疾病高危人群均存在不同程

度的血浆ｈｓＣＲＰ水平升高，且ｈｓＣＲＰ水平的高低在一定程

度上能够预测患者的预后［７］，但对于慢性肾功能不全合并心脑

血管疾病高危因素患者，其血浆ｈｓＣＲＰ水平与Ｃｃｒ间的关系

目前尚未完全明确。本研究结果提示，对于慢性肾功能不全患

者，随着内生肌酐清除率的降低，其血浆ｈｓＣＲＰ水平呈逐渐

升高趋势，两者间呈负相关（狉＝－０．８１６，犘＜０．０５）。作者认

为，这可能与如下机制有关［８１０］：（１）慢性肾功能不全患者多合

并代谢紊乱如高脂血症等，血脂容易沉积在血管内皮细胞，从

而导致内皮细胞功能障碍及慢性炎症，表现为血浆ｈｓＣＲＰ水

平的升高；（２）慢性肾功能不全患者容易丢失各种体液免疫因

子，造成免疫功能的下降以及容易并发各种感染，因此，其血浆

ｈｓＣＲＰ水平也容易升高；（３）慢性肾功能不全患者由于各种营

养物质如白蛋白的丢失，导致肝脏功能的下降，从而导致血浆

ｈｓＣＲＰ水平的升高，ｈｓＣＲＰ水平的升高又激活体内各种炎性

反应以及氧化应激，导致ｈｓＣＲＰ水平的进一步升高。

综上所述，作者认为，对于慢性肾功能不全患者，其血浆

ｈｓＣＲＰ水平与患者Ｃｃｒ具有较好的相关性。因此，检测血浆

ｈｓＣＲＰ水平联合其他相关指标能够更好地评估慢性肾功能不

全患者的总体状况。
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