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摘要：目的　研究慢性乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染对外周血单个核细胞中凋亡分子表达的影响及其与免疫功能的相关性。方
法　选择７６例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者和体检的５４例健康志愿者，分别作为ＣＨＢ组和对照组，采集血清并测定凋亡分子含
量、采集外周血单个核细胞并测定凋亡分子表达量以及免疫细胞含量。结果　ＣＨＢ组患者血清中凋亡分子 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的含量以及外周血单个核细胞中 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的 ｍＲＮＡ含量均显
著高于对照组；ＣＨＢ组患者外周血中 ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞的百分比及 ＣＤ４＋／
ＣＤ８＋的比例均显著低于对照组；外周血单个核细胞中 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的 ｍＲＮＡ含量与 ＣＤ３＋ＣＤ４
＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋自然杀伤（ＮＫ）细胞的百分比呈负相关。结论　慢性 ＨＢＶ感染能够增加外周
血单个核细胞中凋亡分子的表达，进而造成Ｔ淋巴细胞和ＮＫ细胞凋亡、抑制细胞免疫应答和非特异性免疫应。
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　　乙型肝炎是严重威胁人类健康的传染性疾病，我
国是乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的高发地区，慢性
ＨＢＶ感染会增加肝硬化以及肝癌的发生风险。ＨＢＶ
感染后，体内自然杀伤（ＮＫ）细胞所接到的非特异性
免疫应答以及Ｔ淋巴细胞介导的细胞免疫应答是清
除病毒的主要机制，有效的免疫应答能够清除病毒并

控制肝炎病情；当机体免疫功能减退时，体内免疫应

答机制不足以彻底清除病毒，进而造成ＨＢＶ持续感
染。近年来，越来越多的研究证实免疫功能减退、免

疫细胞数目不足与 ＨＢＶ慢性感染的关系十分密

切［１］，但是关于引起免疫细胞数目减少的机制尚未明

确。细胞凋亡分子Ｆａｓ、ＦａｓＬ以及Ｃａｓｐａｓｅ家族是调
节免疫细胞增殖、凋亡的重要机制。为了明确凋亡分

子表达对免疫功能及免疫细胞的影响，笔者在本研究

中分析了慢性ＨＢＶ感染对外周血单个核细胞中凋亡
分子表达的影响及其与免疫功能的相关性。

１　资料与方法
１．１　一般资料　选择２０１３年５月—２０１５年１２月期
间在西安市第九医院就诊的 ７６例慢性乙型肝炎
（ＣＨＢ）患者作为研究的慢性乙型肝炎组（ＣＨＢ组），所
有患者均符合２０１０年《慢性乙型肝炎防治指南》中慢
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性乙型肝炎的诊断标准［２］，排除甲、丙、丁、戊型肝炎病

毒感染的患者以及合并肝硬化的患者。选择同期在西

安市第九医院体检的５４例健康志愿者作为对照组，经
体检确认身体健康、无传染性疾病病史。ＣＨＢ组中男
性４５例、女性３１例，年龄（４３．５±６．９）岁；对照组中男
性３２例、女性２２例，年龄（４２．９±７．１）岁。两组受试者
一般资料的比较差异无统计学意义。

１．２　临床标本采集方法　ＣＨＢ组患者于确诊后采
集空腹外周静脉血１０ｍＬ，对照组于体检时采集空
腹外周静脉血 １０ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝后取 ３ｍＬ抗凝
血、以２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，分离血清后
－８０℃保存；另７ｍＬ抗凝血中加入淋巴细胞分离
液，密度梯度离心后抽取外周血单个核细胞，离心

后－８０℃保存。
１．３　临床指标检测方法　取血清标本，采用酶联
免疫吸附试剂盒测定 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ
８、Ｃａｓｐａｓｅ９的含量；取外周血单个核细胞，采用
ＲＮＡ抽提试剂盒及 ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒进行
实验，提取细胞中的总 ＲＮＡ并反转录为 ｃＤＮＡ，而
后设计目的基因 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、
Ｃａｓｐａｓｅ８以及内基因ＧＡＰＤＨ的引物并进行荧光定
量ＰＣＲ扩增，读取循环阈值（Ｃｔ）后按照公式２－ΔΔＣｔ计
算目的基因的相对表达量。ΔＣｔ＝目的基因Ｃｔ值－
内参基因Ｃｔ值，ΔΔＣｔ＝ＣＨＢ组 ΔＣｔ－对照组 ΔＣｔ；
另取外周血单个核细胞，分别避光孵育 ＣＤ３、ＣＤ４、
ＣＤ８、ＣＤ１６、ＣＤ５６的荧光抗体１５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液洗

涤、离心２遍后在流式细胞仪上检测ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ
细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞
的含量。

１．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２０．０软件录入并分
析数据，计量资料采用 ｘ±ｓ表示、两组间的比较采
用ｔ检验；两计量资料间的相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ
检验。按照Ｐ＜０．０５判断差异有统计学意义。
２　结果
２．１　血清中凋亡分子的含量　ＣＨＢ组患者血清中
凋亡分子 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８
的含量均显著高于对照组。两组间血清中 Ｆａｓ、
ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８含量差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。
２．２　外周血单个核细胞中凋亡分子的表达量　
ＣＨＢ组患者外周血单个核细胞中 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的 ｍＲＮＡ含量均显
著高于对照组。两组间外周血单个核细胞中 Ｆａｓ、
ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ含量差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。
２．３　外周血中 Ｔ淋巴细胞和 ＮＫ细胞的含量　
ＣＨＢ组患者外周血中 ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋
ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞的百分比以
及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的比例均显著低于对照组。两组间
外周血中ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞、
ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞百分比以及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比
例的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表１　两组受试者血清中凋亡分子的含量比较／（ｐｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｆａｓ ＦａｓＬ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ６ Ｃａｓｐａｓｅ８
对照组 ５４ ２４．５８±３．５８ ３３．４８±３．５９ ３２．５９±５．４８ ４８．７９±７．８０ ３７．６９±４．９２
ＣＨＢ组 ７６ １０９．５２±１２．３８ ８３．９５±９．３８ ２１４．５８±３２．４９ ４７９．６５±６５．２９ ３６８．６１±５１．３９
ｔ值 ２２．５８１ １６．４７３ ４１．３８２ ７４．５８１ ６５．３２９
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

表２　两组受试者外周血单个核细胞中凋亡分子的ｍＲＮＡ含量比较／（ｐｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｆａｓ ＦａｓＬ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ６ Ｃａｓｐａｓｅ８

对照组 ５４ １．０９±０．１３ ０．９５±０．１１ １．０３±０．１７ ０．９２±０．１２ １．１３±０．２０

ＣＨＢ组 ７６ ３．３８±０．４１ ２．９７±０．３２ ５．４９±０．７３ ４．２９±０．５５ ２．２８±０．３９

ｔ值 ２２．３８２ １６．５８４ ３５．５９１ ２９．３５８ １１．３９２

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

表３　两组受试者外周血中Ｔ淋巴细胞和ＮＫ细胞的含量比较／（ｐｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ）

组别 例数 ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞 ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞

对照组 ５４ ４０．１４±５．５８ ２５．６８±３．１９ １．５６±０．１９ ２０．３６±３．３１

ＣＨＢ组 ７６ ２７．９４±３．４２ ２２．１４±３．３２ １．２６±０．１６ １２．１４±２．１８

ｔ值 ７．０６８ ５．６８４ ６．０２９ ８．６９５

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５
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２．４　凋亡分子表达量与Ｔ淋巴细胞、ＮＫ细胞含量
的相关性　Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析显示：外周血单个核
细胞中Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的
ｍＲＮＡ含量与外周血中ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋
ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞的百分比呈
负相关。见表４。

表４　凋亡分子表达量与Ｔ淋巴细胞、ＮＫ细胞含量的相关性

凋亡分子

ＣＤ３＋ＣＤ４＋

Ｔ细胞

ｒ值 Ｐ值

ＣＤ３＋ＣＤ８＋

Ｔ细胞

ｒ值 Ｐ值

ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋

ＮＫ细胞

ｒ值 Ｐ值

Ｆａｓ －０．７１２＜０．０５ －０．６２７＜０．０５ －０．６６３＜０．０５

ＦａｓＬ －０．６６５＜０．０５ －０．７６１＜０．０５ －０．５９４＜０．０５

Ｃａｓｐａｓｅ３ －０．６１４＜０．０５ －０．５９５＜０．０５ －０．７１４＜０．０５

Ｃａｓｐａｓｅ６ －０．５９６＜０．０５ －０．６１８＜０．０５ －０．６７３＜０．０５

Ｃａｓｐａｓｅ８ －０．６８９＜０．０５ －０．６４８＜０．０５ －０．６６１＜０．０５

３　讨论
　　Ｔ淋巴细胞介导的细胞免疫应答以及 ＮＫ细胞
介导的非特异性免疫应答是机体杀伤 ＨＢＶ的主要
机制。Ｔ淋巴细胞中的ＣＤ３＋ＣＤ４＋亚群和 ＣＤ３＋
ＣＤ８＋亚群是体内最重要的成熟 Ｔ淋巴细胞，前者
主要是辅助性Ｔ细胞，能够辅助进行抗原递呈并促
进细胞毒性Ｔ细胞以及Ｂ细胞的活化；后者主要是
细胞毒性Ｔ细胞，具有特异性杀伤靶细胞、抗感染
的作用［３５］。ＮＫ细胞通过穿孔素、颗粒酶等能够直
接杀伤病原体、限制病毒的复制［６７］。近年来，越来

越多的研究发现，免疫功能低下会导致机体不能有

效清除 ＨＢＶ并造成病毒长期慢性感染［８９］。我们

通过分析ＣＨＢ患者外周血中 Ｔ淋巴细胞和 ＮＫ细
胞的含量发现：ＣＨＢ组患者外周血中 ＣＤ３＋ＣＤ４＋
Ｔ细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细
胞的百分比以及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的比例均显著降低。
这就说明ＣＨＢ患者体内的免疫功能处于抑制状态，
Ｔ淋巴细胞和 ＮＫ细胞的数目均显著减少，机体无
法通过细胞免疫应答和非特异性免疫应答来清除

ＨＢＶ。
　　目前，关于 ＣＨＢ患者体内 Ｔ淋巴细胞、ＮＫ细
胞含量变化的研究已经较为成熟，但是引起上述免

疫细胞含量改变的调控机制尚不明确。细胞凋亡

通路是调节细胞数目及功能的重要机制，其中 Ｆａｓ／
ＦａｓＬ所介导的死亡受体途径凋亡是重要的外源性
凋亡途径，与细菌、病毒等外界刺激密切相关［１０１２］。

Ｆａｓ与ＦａｓＬ通过配体受体的形式结合后能够激活
凋亡分子 Ｃａｓｐａｓｅ８，进而通过下游 Ｃａｓｐａｓｅ６、
Ｃａｓｐａｓｅ７等分子所介导的级联放大反应来激活

Ｃａｓｐａｓｅ３，最终由 Ｃａｓｐａｓｅ３直接介导细胞凋亡的
过程［１３１５］。我们通过分析血清中死亡受体途径凋

亡分子的含量可知：ＣＨＢ组患者血清中凋亡分子
Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的含量均
显著高于对照组。这就说明 ＣＨＢ患者体内存在
Ｆａｓ／ＦａｓＬ所介导的死亡受体途径凋亡增强，Ｆａｓ、
ＦａｓＬ及下游信号分子的高表达可能通过诱导 ＮＫ
细胞、Ｔ淋巴细胞凋亡来造成ＨＢＶ的持续感染。
　　为了进一步明确 ＨＢＶ持续感染是否直接通过
Ｆａｓ／ＦａｓＬ通路来造成ＮＫ细胞、Ｔ淋巴细胞的凋亡，
我们分离了外周血单个核细胞并对细胞中 Ｆａｓ、
ＦａｓＬ及下游信号分子的表达量进行了检测。外周
血单个核细胞的主要成分包括 Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴
细胞、ＮＫ细胞以及单核细胞，通过分析单个核细胞
中Ｆａｓ、ＦａｓＬ及下游信号分子的表达可知：ＣＨＢ组患
者外周血单个核细胞中 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的ｍＲＮＡ含量均显著高于对照
组。进一步分析外周血单个核细胞中 Ｆａｓ／ＦａｓＬ信
号分子与免疫细胞的相关性可知：外周血单个核细

胞中 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８的
ｍＲＮＡ含量与 ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ
细胞、ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞的百分比呈负相关。
这就说明ＨＢＶ感染会通过增加外周血单个核细胞
中Ｆａｓ、ＦａｓＬ及下游Ｃａｓｐａｓｅ表达的方式来诱导Ｔ淋
巴细胞和ＮＫ细胞凋亡；Ｔ淋巴细胞和ＮＫ细胞凋亡
后数目显著减少，又会抑制机体的细胞免疫应答和

非特异性免疫应，不利于 ＨＢＶ的清除并造成 ＨＢＶ
持续慢性感染。

　　综上所述，慢性 ＨＢＶ感染能够增加外周血单
个核细胞中凋亡分子 Ｆａｓ、ＦａｓＬ以及 Ｃａｓｐａｓｅ的表
达，进而造成Ｔ淋巴细胞和ＮＫ细胞凋亡、抑制细胞
免疫应答和非特异性免疫应。
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