
书书书

第二军医大学学报　２０１１年１月第３２卷第１期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２０１１，Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．１

· ５　　　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１１．００００５ ·论　著·

恩替卡韦治疗慢性乙型肝炎患者时调节性Ｔ细胞和Ｔｈ１７细胞比率变化
及与ｅ抗原消失的关系

宋春辉，杨　斌，陈黎明，张纪元

解放军３０２医院肝病生物治疗研究中心，北京１０００３９

　　［摘要］　目的　研究恩替卡韦（ＥＴＶ）治疗慢性乙型肝炎患者过程中调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）与Ｔｈ１７细胞的比率（Ｔｒｅｇ／

Ｔｈ１７）与血清中乙肝病毒ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）消失的关系。方法　在应用ＥＴＶ治疗的不同时间点抽取 ＨＢＶ感染患者及健康对
照者静脉血，分离血清及外周血单个核细胞（ＰＭＢＣ），检测血清中乙型肝炎病毒表面标志物（ＨＢＶＭ）、乙型肝炎病毒核酸定量

（ＨＢＶＤＮＡ）、丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、血清特异白细胞介素１７（ＩＬ１７）水平以及外周血中的Ｔｒｅｇ细胞与Ｔｈ１７细胞的频数。结

果　与 ＨＢＶＤＮＡ及Ｔｒｅｇ细胞频数的下降相对应，所有患者表现为Ｔｈ１７细胞频数的快速增加，以及 ＨＢｃＡｇ特异性刺激条
件下ＩＬ１７分泌的下降。治疗引起的ＨＢＶ复制抑制能够导致Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率的明显下降。第４周时的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率下降

和其后血清 ＨＢｅＡｇ的消失关系密切。结论　病毒复制的抑制不仅减轻Ｔｈ１７细胞的活动而且能够快速降低Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比
率。第４周时的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率有望成为预测ＥＴＶ治疗慢性 ＨＢＶ感染患者有效性的标志。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是全球性的卫生问
题，目前认为核苷类药物能够有效控制 ＨＢＶ的复
制，缓解及控制乙型肝炎的进展。其中具有代表性
的药物恩替卡韦（ｅｎｔｉｃａｒｖｉｒ，ＥＴＶ）是一种强有力的
抗病毒药物，具有高效性及良好的耐受性等特点，适
于各种情况的乙型肝炎患者［１２］。然而，慢性乙型肝

炎患者针对药物治疗经常表现为各种不同的临床结

果。因此寻找一种和治疗结果密切相关的变化指标
成为慢性乙型肝炎病毒肝炎临床管理中至关重要的

问题。本研究探讨了病毒载量和抗原压力的影响与

Ｔｒｅｇ细胞及Ｔｈ１７细胞之间比率的关系，并评价其
临床意义。
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１　对象和方法

１．１　研究对象　按照２０００年９月修订的《病毒性肝
炎防治方案》中的诊断标准诊断为“病毒性肝炎乙型
慢性”的患者共９例，其中男６例，女３例，平均年龄
（３３．３３±５．０７）岁；所有患者均发现ＨＢｓＡｇ（＋）＞６个
月，血清ＨＢＶＤＮＡ＞２×１０４ＩＵ／ｍｌ，血清丙氨酸转氨
酶（ＡＬＴ）水平持续或间断性升高大于正常值上限２
倍以上。选择９名健康人为对照，其中男６人，女３
人，平均年龄（２８．７８±５．７６）岁。所有患者及健康对照
均无ＨＣＶ、ＨＤＶ、ＨＧＶ、ＨＩＶ、ＥＢＶ等感染病史。

１．２　药物治疗　９例患者从基线时间点开始口服

ＥＴＶ０．５ｍｇ（解放军３０２医院制剂室与杭州盛友医
药技术开发有限公司联合开发的分散片），每日１
次，进行抗病毒治疗，持续４８周（其后继续服用药物
治疗），健康对照组不服用药物。

１．３　临床指标检测　ＨＢＶ感染患者在基线点及治
疗的第４、１２、２４、３６、４８周晨起抽血２０ｍｌ，肝素抗
凝，离心分离出血清，检测乙型肝炎病毒表面标志物
（ＨＢＶＭ）、ＨＢＶＤＮＡ、ＡＬＴ。ＨＢＶＭ、ＡＬＴ均采
用酶联免疫吸附法检测，ＨＢＶＤＮＡ采用 ＲＴＰＣＲ
法检测。

１．４　外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的分离及培养　应
用聚蔗糖泛影葡胺密度梯度离心法分离ＰＢＭＣ。根
据反应所需孔数，对ＰＢＭＣ应用配制好的完全培养液
进行稀释。然后加入到每个孔中，保证体积为５００μｌ，
细胞数不少于１×１０６／孔。加入４０ｎｇ／ｍｌ的ＰＭＡ和

５００ｎｇ／ｍｌ伊屋诺霉素。放入３７℃、５％ＣＯ２孵育箱内
培养８ｈ，培养１ｈ后每孔加入莫能霉素０．５μｌ后继续
培养。另外取２４孔板进行细胞培养检测特异性

ＩＬ１７，每孔内加入细胞１０００μｌ（细胞数不少于１×
１０６／孔）。每孔再加入 ＨＢｃＡｇ０．５μｌ（终反应浓度为

１０μｇ／ｍｌ）；放入３７℃、５％ＣＯ２孵育箱内培养，培养７２
ｈ后收取上清检测特异性ＩＬ１７水平。

１．５　外周血Ｔｈ１７与Ｔｒｅｇ细胞频数的检测　（１）细

胞表型染色：将培养后的细胞离心弃上清后加入ａｎ
ｔｉＣＤ３、ａｎｔｉＣＤ４（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）１０μｌ，充分震荡
避光保存２０ｍｉｎ。洗涤后离心弃上清待用。（２）细
胞内因子染色：离心后细胞加入破膜液３００μｌ，充分
震荡后，避光保存２５ｍｉｎ。将破膜洗液用去离子水

１０倍稀释，每管内加入１ｍｌ，充分震荡离心弃上清。
按实验分组分别加入 ＦｏｘＰ３、ＩＬ１７ 抗体 （ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ）。充分震荡，避光保存２０ｍｉｎ。洗涤后应用

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）进行检
测，并应用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ软件进行分析。

１．６　血清ＩＬ１７的检测　设标准孔８孔，待测品孔
中每孔各加入血清１００μｌ。将反应板置３７℃１２０
ｍｉｎ，充分洗涤后印干。每孔中加入第一抗体工作液

５０μｌ，充分混匀后置３７℃６０ｍｉｎ，充分洗涤后印干。
每孔加酶标抗体工作液１００μｌ，将反应板置３７℃６０
ｍｉｎ后洗板。每孔加入底物工作液１００μｌ，置３７℃
暗处反应５～１０ｍｉｎ。每孔加入５０μｌ终止液混匀。
在４９２ｎｍ处测光密度（Ｄ）值，建立标准曲线后，根
据样品Ｄ值在该曲线图上查出相应人ＩＬ１７含量。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０统计软件，配对

ｔ检验判断组间差异，相关性检验应用Ｓｐｅａｒｍａｎ随
机相关性分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＴＶ治疗后患者临床指标的变化　由图１可
见，应用 ＥＴＶ 治疗后，所有患者血清中的 ＨＢＶ
ＤＮＡ在第４周开始出现明显下降，在第１２周时已
接近检测低限值，至３６周时已达到检测低限值（＜
１００ＩＵ／ｍｌ）；相应的ＡＬＴ在第４周开始出现明显下
降，在第１２周时已接近正常值的高限（４０Ｕ／Ｌ），至
第３６周已经和正常值无明显差异；在血清学消失方
面，所有患者在治疗前均为 ＨＢｅＡｇ阳性，在第１２周
时有５例患者 ＨＢｅＡｇ消失，其中１例出现 ＨＢｅＡｂ，
在第４８周８例患者出现 ＨＢｅＡｇ消失，其中４例出
现 ＨＢｅＡｂ。

图１　ＥＴＶ治疗后ＣＨＢ患者血清ＨＢＶＤＮＡ和ＡＬＴ的变化

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍＨＢＶＤＮＡａｎｄＡＬＴｉｎｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ（ＣＨＢ）ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅｎｔｉｃａｒｖｉｒ（ＥＴＶ）ａｎｔｉｖｉｒａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｎ＝９，珚ｘ±ｓ
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２．２　ＥＴＶ治疗过程中外周血 Ｔｈ１７与 Ｔｒｅｇ细胞
频数的变化　由表１可见，ＨＢＶ感染患者ＰＢＭＣｓ
中代表Ｔｈ１７细胞的ＩＬ１７＋ Ｔ细胞的频数在第４周
时和基线点相比出现一个明显的升高，其后逐渐下

降，在４８周时接近基线点；而代表 Ｔｒｅｇ细胞的

ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞频数在第１２周时和基线点相比出现
一个明显的下降，其后逐渐升高，在第４８周时接近
健康对照水平。

表１　ＥＴＶ治疗过程中外周血单个核细胞中Ｔｈ１７细胞及Ｔｒｅｇ细胞频数的变化

Ｔａｂ１　ＦｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＴｈ１７ａｎｄＴｒｅｇｃｅｌｌｓｏｆＰＢＭＣｓｏｆＣＨＢｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅｎｔｉｃａｒｖｉｒ（ＥＴＶ）ａｎｔｉｖｉｒａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（ｎ＝９，珚ｘ±ｓ，％）

Ｃｅｌｌ Ｂａｓｅｌｉｎｅ
ＴｉｍｅａｆｔｅｒＥＴＶｔｒｅａｔｍｅｎｔｔ／ｗｅｅｋ

４ １２ ２４ ３６ ４８
Ｃｏｎｔｒｏｌ

ＩＬ１７＋ ４．００±２．４２ ６．３２±２．２６△ ５．２８±１．１２ ５．２５±１．８５ ５．８６±２．７４ ４．４７±２．１４ １．５６±０．６８
ＦｏｘＰ３＋ ５．５６±１．４８ ５．３８±１．５３ ４．３０±１．９５△ ４．５０±１．１１ ４．９１±２．０６ ５．０６±１．３１ ５．０２±１．１５

　ＰＢＭＣｓ：Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ；ＣＨＢ：ＣｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｂａｓｅｌｉｎｅ

２．３　ＥＴＶ治疗过程中特异性ＩＬ１７及血清ＩＬ１７分
泌变化　患者血清中ＩＬ１７在第４周时和基线点相比
出现明显升高，其后逐渐下降，在第４８周时已低于基

线点。应用 ＨＢｃＡｇ刺激的ＰＢＭＣｓ分泌的ＩＬ１７表
现为和基线点相比，在第４周出现明显升高，其后逐
渐下降，在第４８周时和基线点无明显差异（图２）。

图２　ＥＴＶ治疗过程中血清ＩＬ１７及ＨＢｃＡｇ刺激的ＰＢＭＣｓ分泌的ＩＬ１７的变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍＩＬ１７ａｎｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＩＬ１７ｕｐｏｎＨＢｃＡｇｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＣＨＢｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅｎｔｉｃａｒｖｉｒ（ＥＴＶ）ａｎｔｉｖｉｒａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＰＢＭＣ：Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ；ＣＨＢ：ＣｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ．ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

２．４　Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率的下降和血清 ＨＢｅＡｇ消失
的相关性　由图３可见，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率在第１２周
时最低，与 Ｔｒｅｇ细胞的下降相符合；另外，Ｔｒｅｇ／

Ｔｈ１７比率和 ＨＢＶＤＮＡ 水平在基线点到第１２周
之间表现为正相关，第４周时 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率和

ＨＢｅＡｇ的消失成正相关。

图３　Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率和ＨＢＶＤＮＡ水平以及ＨＢｅＡｇ消失的相关性

Ｆｉｇ３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｏｆＴｒｅｇ／Ｔｈ１７ｒａｔｉｏｗｉｔｈＨＢＶＤＮＡｌｅｖｅｌａｎｄＨＢｅＡｇｌｏｓｓ
ｎ＝９，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　ＥＴＶ是一种强效选择性鸟嘌呤核苷类似物，具

有显著的抗 ＨＢＶ活性［３］及高效性和良好的耐受性

等特点，适于各种情况的乙型肝炎患者［１２］。本研究

希望了解在应用ＥＴＶ的情况下，通过病毒载量和

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率之间的关系纵向地监测患者的免疫

功能变化。结果表明ＥＴＶ能够有效地抑制病毒复

制，患者应用ＥＴＶ后血清 ＨＢＶＤＮＡ水平明显下

降，并且Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率明显下降。另外，我们的

结果显示，在第４周时发生的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率下降

和随后发生的血清 ＨＢｅＡｇ消失有密切联系。

　　研究表明慢性乙型肝炎患者宿主的免疫反应会

影响抗病毒治疗的效果。在抗病毒治疗过程中

ＨＢＶ特异性Ｔ细胞反应的恢复和ＣＤ４＋ Ｔ细胞的

活动密切相关。Ｔｒｅｇｓ细胞是一种潜在的发挥抑制

作用的免疫监视细胞，以往研究表明阿德福韦治疗

能够减少外周血中Ｔｒｅｇｓ细胞的频数［４］，本研究中，

我们发现 ＥＴＶ 治疗在２４周内能够减少外周血

Ｔｒｅｇｓ细胞的频数。Ｔｈ１７细胞已经被证明和许多

慢性炎性疾病的免疫病理反应相关，可能与肝脏的

慢性炎症具有相关性［５７］，因此，我们推测在抗病毒

治疗过程中可能存在着Ｔｈ１７细胞的减少。然而我

们发现，Ｔｈ１７细胞的总数在第４周升高，持续高于

基线水平至第３６周，然后在治疗的第４８周回落到

基线水平，考虑到ＥＴＶ的抗病毒机制是直接抑制病

毒的复制，使 ＨＢＶＤＮＡ水平回落，进而改善细胞

因子的环境，结果导致在第４周时有利于 Ｔｈ１７细

胞的增多及 ＨＢＶ特异性ＩＬ１７分泌的增多。然而

这种治疗从第４周起逐渐下降，而且这个结果被血

清中ＩＬ１７的结果所支持。结合我们最近的研究结

果，表明 Ｔｈ１７细胞的反应能够被炎性环境所影

响［５］。

　　近期研究表明 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率可以作为一个

评估疾病严重程度的指标［８９］。然而，这种比率在慢

性乙型肝炎患者抗病毒治疗过程中的变化尚未阐

明。本研究中，我们发现Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的比率在治疗

的最初２４周处于较低水平，在第４周时的 Ｔｒｅｇ／

Ｔｈ１７比率和血清的 ＨＢｅＡｇ消失有密切联系，并且

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率在 ＨＢｅＡｇ消失后逐渐出现升高，

提示Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的比率变化与 ＨＢｅＡｇ的消失关系

密切。

　　总之，本研究阐明了在慢性乙型肝炎抗病毒治

疗的过程中，病毒载量能够影响 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的比

率，ＥＴＶ治疗抑制病毒复制能够引起 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７
比率下降；而第４周时的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比率和血清的

ＨＢｅＡｇ消失有密切联系，鉴于本研究病例数较少，

其能 否 成 为 预 测 疗 效 的 指 标 尚 有 待 进 一 步

研究。　　　
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