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!摘!要"!目的!探讨乙型肝炎病毒#3#5$感染状态下树突状细胞#H@/$的免疫功能& 方法!运用荧光定量聚

合酶链反应#9@;$法%对$"例慢性乙型肝炎血清3#5H:B阳性及$#例血清3#5H:B阴性患者外周血来源H@/

内的3#5H:B进行检测%并比较不同3#5滴度时H@/分泌白细胞介素#47$%$"的功能%同时收集肝炎病毒标志

物阴性%肝功能正常的健康志愿者$#例作对照& 结果!$"例血清 3#5H:B阳性患者中有.例 H@/内可检测到

3#5H:B%检出率为,(2&&8& 血清3#5H:B阳性组H@/培养上清47%$"水平明显低于血清3#5H:B阴性组及

对照组#均:1#2#$$)而47%$"的表达水平在H@/3#5H:B阳性组明显低于H@/3#5H:B阴性组及对照组#均:

1#2#$$& 结论!慢性乙型肝炎患者外周血H@/亦能受到3#5的感染%感染了 3#5的 H@/%其 47%$"分泌功能明

显下降&
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EG01J N'/0QC(01/)L)0N,GD+'- D+'D0FH@/3#5H:B-,E'D(C,EG01J '-K +,')D+L*0-DG0)EG01J# Q0D+ :1#2#$$2?.*+,#6
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!!乙型肝炎是我国最常见的疾病之一%乙型肝炎

病毒#3#5$形成的特异性免疫耐受所致病毒持续

感染是导致乙型肝炎患者病情迁延不愈的主要原

因& 研究表明%这种免疫耐受的形成一方面与病毒

本身的致病基因及其编码的蛋白有关%另一方面机

体异常免疫应答也起着十分重要的作用& 在机体清

除3#5的免疫反应中%树突状细胞#K,-KG(D(**,))/%

H@/$作为一种最具潜能的抗原提呈细胞而起重要

作用& H@/可对抗原进行捕获(加工处理后提呈给

组织相容性复合物#=3@$%

$

(

%

类分子%从而诱导

<淋巴细胞的增殖%增强或调节细胞介导的免疫反

应!$%&"

& 笔者通过对慢性乙型肝炎患者 H@/内
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3#5H:B的存在状况进行研究%力求探讨慢性乙型

肝炎患者H@/功能下降的可能原因&

BC材料与方法

$2$!材料

$2$2$!一般资料!收集肝炎病毒标志物阴性%肝功

能正常的健康志愿者$#例作对照& 慢性乙型肝炎

患者""例%为本院感染病科"##*年&+$"月的门

诊及住院患者%其中男性$.例%女性,例)年龄""

0',岁%平均&&2'"岁)血清 3#5H:B阳性$"例

#3#5H:B阳性组$%3#5H:B阴性 $#例#3#5

H:B阴性组$& 所有患者诊断均符合"##,年修订

的/慢性乙型肝炎防治指南0标准!'"

&

$2$2"!主要试剂与仪器!人白细胞介素#47$%$"

酶联免疫吸附试验#$74IB$试剂盒%购自深圳晶美

生物工程有限公司) 3#5 H:B聚合酶链反应

#9@;$荧光检测试剂盒%购自上海申友生物技术有

限公司)(@L*),G荧光实时 9@;仪%为美国 #4S%;BH

公司产品&

$2"!实验方法

$2"2$!H@/体外定向诱导分化和培养!用含$#8

X@I ;9=4$*'#液调整外周血 9#=@/浓度为 &/

$#

*

6&7%台盼蓝染色测定细胞活力 -),8%移入 *

孔培养板%每孔 &&7& ,8 @S

"

&.U条件下培养

"+%吸弃培养上清液%&.U预热 ;9=4$*'#液轻轻

洗涤培养板"次%去除非贴壁细胞& 每孔内加&&7

$#8 X@I ;9=4$*'#培养液#含粒%巨噬细胞集落刺

激因子 "##-E6&7%47%',##Y6&7$%在 ,8 @S

"

&.U条件下培养%隔天换液$次%弃原液$&7%加同

体系培养液$2,&7%收集第.天悬浮细胞%台盼蓝

染色测定细胞活力 -),8%计数 H@/获得量& 同时

取培养上清%"#U保存&

$2"2"!荧光定量 9@;对血清 3#5H:B及 H@/内

3#5H:B的检测!采用上海申友生物技术有限公

司生产的3#5H:B9@;荧光检测试剂盒%严格按

试剂和说明书操作& 9@;反应在荧光实时 9@;仪

上完成%实验结果由软件自动分析得出& 实验的灵

敏度为$#

&拷贝6&7% 1$#

&拷贝6&7为阴性结果&

$2"2&!H@/培养上清 47%$"水平的检测!采用双

抗体夹心$74IB法%取标有47%$"单抗的酶标板%每

孔加入 $##

!

7样品% &.U 孵育 )#&(-& 向酶标板

各孔中加入 &'#

!

7洗涤液静置 &#/后甩尽液体%

在厚迭吸水纸上拍干%连续手工洗板 '次& 除空白

孔外%每孔加入$##

!

7生物素抗体工作液% &.U孵

育 *#&(-%洗板 '次& 除空白孔外%每孔加入 $##

!

7酶结合物工作液% &.U孵育 &#&(-%洗板 '次&

每孔加入 $##

!

7显色剂%避光 &.U孵育 $,&(-&

每孔加入 $##

!

7终止液%混匀后 ,&(-内读取波长

',#-&处 B值& 根据标准品浓度%制作标准曲线%

并求出样品中47%$"的浓度&

$2&!统计学处理!采用箱式图及N3D%描述不同人

群之间的H@/分泌47%$"水平分布特征& 采用方差

分析法%检验不同人群 H@/分泌 47%$"水平是否有

统计学差异)采用直线相关分析法%绘制散点图并计

算相关系数#=$%对 H@/功能相关指标与 3#5H:B

的常用对数值是否具有相关关系进行检验&

EC结果

"2$!血清及 H@/内 3#5H:B水平!将H@/离心

所得上清液进行3#5H:B检测%所有标本均未检出

3#5H:B%排除了血清污染对实验结果的影响&

$"例血清 3#5 H:B阳性患者中有 .例

#,(2&&8$H@/内可检测到 3#5H:B%各组 H@/内

检出3#5H:B情况见表 $& $"例血清 3#5H:B

阳性者%其血清 3#5H:B拷贝数 )E值为*2.$3#2

"&%.例H@/3#5H:B阳性者的 3#5H:B拷贝数

)E值为,2).3#2$)%而,例 H@/3#5H:B阴性者

及$#例血清3#5H:B阴性者H@/3#5H:B水平

均1$#

&拷贝6&7&

表 BC各组H@/内检出3#5H:B情况 #例%8$

D)9,%BCH,D,*D(0- G'D,0F3#5H:BFG0&H@/(- ,'*+ EG01J

#*'/,%8$

组别 例数
H@/内3#5H:B

阳性 阴性

3#5H:B阳性组 $" .#,(2&&$ ,#'$2*.$

3#5H:B阴性组 $# ###2##$ $##$##2##$

对照组 $# ###2##$ $##$##2##$

"2"!各组 H@/分泌 47%$"水平!收集培养第.天

的H@/上清%用$74IB法检测其47%$"水平%发现在

H@/培养上清液中%47%$"的表达水平在 3#5H:B

阳性(3#5H:B阴性及对照组分别为#$)2*.3.2

&"$-E6&7(#&#2.'3(2&)$ -E6&7(#.)2,(3*2*($

-E6&7% 3#5H:B阳性组47%$"分泌水平明显低于

3#5H:B阴性组及对照组%差异有高度显著性#I5

"'2)&%:1#2#$$%而3#5H:B阴性组又显著低于对

*.$&*中国感染控制杂志"#$#年)月第)卷第,期!@+(- R4-F,*D@0-DG0)50)):0,I,J "#$#



照组#I5&#2$"%:1#2#$$%见图$&
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图 BC各组H@/分泌47%$"水平

F'$#"%BC<+,),C,)0F47%$"/,*G,D,K QLH@/(- ,'*+ EG01J

"2&!3#5H:B阳性组 H@/分泌 47%$"水平!.例

血清3#5H:B阳性且 H@/内检出 3#5H:B患者

47%$"表达水平为#$'2,(3*2')$ -E6&7%,例血清

3#5H:B阳性而H@/内未检出3#5H:B患者47%

$"表达水平为#"$2",3.2&$$ -E6&7%前者 47%$"

表达水平较后者明显下降#I5&,2*.%:1#2#$$%见

图"&
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图 EC3#5H:B阳性组H@/分泌47%$"水平

F'$#"%EC<+,),C,)0F47%$"/,*G,D,K QLH@/(- 3#5H:B

J0/(D(C,EG01J

"2'!H@/3#5H:B水平与H@/分泌47%$"的关系

!我们对.份H@/内检出3#5H:B的样本作3#5

H:B水平与 47%$"分泌的相关性分析%结果显示

H@/分泌47%$"的水平与H@/3#5载量呈显著负相

关#=5%#2,&%:1#2#,$%见图&&
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图 GCH@/3#5H:B水平与其分泌 47%$"直线相关性分析

#- 5.$

F'$#"%GC7(-,'G*0GG,)'D(0- Q,DN,,- H@/3#5H:B),C,)'-K

47%$"#- 5.$

GC讨论

H@/是人体内功能最强的专职性 B9@%是机体

免疫功能的始动者%能显著活化初始 <淋巴细胞%

还与单核细胞(内皮细胞及活化的 #淋巴细胞一起

参与再次免疫应答 & 其功能缺陷将导致抗原无法

被有效地提呈给 @H'2<+ 和 @H(2细胞毒 <淋

巴细胞#@<7$%从而产生异常的细胞和体液免疫应

答& 目前不少研究结果表明%慢性乙型肝炎患者

H@/的功能存在缺陷%认为这是导致3#5持续感染

的重要因素之一& 近年来的研究表明!,"

%慢性乙型

肝炎患者外周血 H@/数量减少%表型不成熟(功能

下调%并且临床往往表现出外周血高滴度的 3#5

H:B载量%而且针对3#5的特异性@<7应答很弱%

甚至检测不到&

曾有研究将3#5导入正常人的H@/%发现其表

型和功能明显降低& BG(&'

!*"运用原位杂交 9@;和

;<%9@;的方法%从慢性乙型肝炎患者外周血来源

的H@/内检测到了3#5H:B和3#5;:B%并发现

其同种异体混合淋巴细胞反应水平下降%表明 H@/

可能作为3#5的肝外贮存场所并与3#5的复制有

关& =1-M

!."等发现%慢性乙型肝炎患者外周血 H@/

中可检测到3#5H:B基因片段%这说明 H@/可被

3#5感染%H@/的生物学功能可能受 3#5直接影

响)研究还发现%慢性乙型肝炎患者 H@/的表型以

及抗原提呈能力与体内3#5载量密切相关%表型以

及抗原提呈能力良好者病毒载量低%而表型以及抗

原提呈能力差者则病毒载量高!("

&

本研究$"例慢性乙型肝炎血清 3#5H:B阳

性患者中%有.例#,(2&&8$外周血来源 H@/内可

检测到 3#5H:B%说明 H@/亦能受到 3#5感染&

进一步发现 .例 H@/内 3#5H:B阳性患者%其

H@/分泌 47%$"水平较 H@/内未检出 3#5H:B者

明显下降%且47%$"分泌水平与3#5H:B载量呈显

著负相关%说明在血清 3#5H:B阳性条件下%H@/

被3#5感染者的H@/功能受损更加明显&

47%$"是迄今为止所发现的 H@/细胞释放的最

有效的@<7和:>细胞活性刺激因子%其在机体抗

*($&* 中国感染控制杂志"#$#年)月第)卷第,期!@+(- R4-F,*D@0-DG0)50)):0,I,J "#$#



病毒和抗肿瘤的一系列免疫病理条件下均能发挥关

键作用& @+01'(Q 等!)%$#"报道%在混合淋巴细胞反

应#=7;$阶段%内源性 47%$"的产生对细胞的增殖

和@<7分化起重要作用& 因此%47%$"产生的缺失

可能是慢性乙型肝炎患者 H@/刺激 <细胞增殖能

力降低的重要原因之一& 本研究发现 3#5H:B阳

性组H@/分泌47%$"水平较 3#5H:B阴性组明显

下降%并且H@/分泌47%$"水平与H@/内3#5H:B

水平呈显著负相关%提示慢性乙型肝炎患者体内血

清3#5H:B及 H@/3#5H:B载量与其 H@/功能

有密切的联系%3#5H:B载量能影响 H@/分泌 47%

$"水平%具体机制有待进一步研究& 因此%寻求恢

复或提高患者H@/的功能%可能是治疗慢性乙型肝

炎的一种有效的方法&
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