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摘 要:目的 证实辅助性T细胞(Th17)在慢性乙型肝炎(CHB)疾病过程中的作用及其在CHB中可能的分化机制。

方法 采用流式细胞术检测44例CHB患者和23例正常对照组Th17细胞频数和CD3+IL-6+T细胞频数。结果 随

着CHB患者疾病严重程度加重,其外周血Th17细胞频数、CD3+IL-6+T细胞频数逐渐升高,且CD3+IL-6+T细胞频数

和Th17T细胞之间存在正相关关系(r=0.621)。结论 Th17细胞可能是CHB进展的原因之一,体内CD3+IL-6+T
细胞的变化与Th17细胞的变化密切相关,可能是促进Th17细胞分化的因素之一。
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  我国有1.3亿乙肝病毒携带者和3000多万乙肝

患者,其中约有20%~40%的患者经过多年慢性炎症

的反复发作可发展为肝硬化和肝癌。以往的研究认为

慢性乙型肝炎(chronichepatitisB,CHB)的发生和发

展主要取决于感染的病毒量,病毒毒力的大小和机体

的反应性(抗病毒免疫或变态反应),其免疫学特点表

现为Th1/Th2型免疫应答紊乱。最近的研究表明,人
体感染乙型肝炎病毒(HBV)后,可产生急性肝脏炎

症、慢性肝脏炎症、病原携带无活动病变等表现,与之

相关的更重要的是机体的免疫状况。
辅助性T细胞17(Thelp17,Th17)是一群既不

同于Th1、Th2,也不同于CD4+CD25+调节性T细胞

的T细胞亚型[1]。有报道显示,Th17具有独立的分

化和发育调节机制,与IL-6关系密切[2]。同时已有的

研究结果证明Th17细胞可能在病毒性肝炎慢性化过

程中具有重要作用[3-5]。因此,有必要对CHB过程中

Th17细胞水平、分泌IL-6的T细胞水平进行检测,以
期进一步证实Th17细胞在CHB疾病过程中的作用

及其可能的分化机制。

1 资料和方法

1.1 一般资料 收集2013年1月—2014年12月在

我院肝病科门诊及住院患者42例资料,其中轻中度21
例,女性6例,男性15例,年龄19~58岁,平均38.2
岁;重度21例,女性9例,男性12例,年龄21~58岁,
平均40.9岁。诊断标准参照《慢性乙型肝炎防治指

南》进行诊断。所有患者近半年来未用过抗病毒药物。
排除合并其他肝炎病毒感染、合并代谢性肝病和免疫

系统疾病。正常对照组人员均为我院健康体检者,共

23例,其中女性8例,男性15例,年龄27~60岁,平均

41.8岁。各组人员年龄、性别比较,差异无统计学意

义(P>0.05),具有可比性。

1.2 样本采集 采集各实验对象晨起空腹外周静脉

血5ml,肝素抗凝,应用流式细胞术进行Th17细胞、
表达IL-6的T细胞频数的检测。

1.3 实验室检查

1.3.1 细胞的分离和培养 取5ml抗凝全血,加入5
ml磷酸盐缓冲液(PBS),混匀。将上述稀释血液缓慢

加入等体积的淋巴细胞分离液(Solarbio公司产品)
中,2000r/min,离心20min,分离出单个核细胞。

PBS洗涤两次。用含有10%胎牛血清的RPMI-1640
培养液(Gibco公司产品)调整细胞数为10×106/ml,
接种于培养瓶内,同时加入佛波酯、离子霉素、布雷菲

德菌素 A(均为联科生物公司产品),充分混匀后于

37℃、5%CO2 细胞培养箱中培养6h。阴性对照则用

不加刺激剂的细胞。

1.3.2 细胞打孔和染色 在上述已完成刺激的细胞

混悬液中各取100μl,分别加入CD3-FITC抗体20μl、

CD3-PC5抗体10μl(均为贝克曼公司产品),避光孵育

15min。随后加入破膜剂 A 液100μl,避光孵育15
min,加PBS1ml洗涤两次。加打孔剂B液100μl(破
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膜剂打孔剂均为联科生物公司产品),同时分别加入

IL-17A-PE抗体(eBioscience公司产品)5μl和IL-6-
FITC抗体(eBioscience公司产品)5μl避光孵育20
min。最后加入PBS洗涤两次,加入PBS0.5ml重

悬,待上机检测。阴性对照管中加入相应的同型对照

抗体。

1.3.3 细胞的检测 染色好的细胞悬液用贝克曼公

司EPI-CSXL型流式细胞仪检测。以CD3+T细胞设

门,至少计数10000个细胞,其中标记CD3+IL-17A+

的T细胞为Th17细胞,CD3+IL-6+为表达IL-6的T
细胞。

1.4 统计学方法 所得数据使用SPSS17.0软件包

进行分析。结果以(췍x±s)表示,各检测指标先进行方

差齐性检验,然后采用非参数 Kruskal-Wallis进行分

析,最后对Th17细胞和表达IL-6的T细胞进行相关

分析,获得Spearman相关系数。P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各实验组Th17细胞、CD3+IL-6+T细胞频数的

比较 正常组Th17T细胞频数最低,不到1%。数据

统计结果显示,CHB重度患者较正常组Th17T细胞

频数明显增高,差异有统计学意义(P<0.05)。CHB
轻中度患者的Th17T细胞频数比正常组略有增高,
差异有统计学意义(P<0.05)。此外CHB重度患者

Th17T细胞频数比CHB轻中度患者明显增高。
类似的比较结果出现在 CD3+IL-6+T细胞中。

正常组CD3+IL-6+T细胞频数最低,分别显著低于

CHB轻中度组和CHB重度组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。单独比较CHB轻中度组和CHB重度

组,也发现CHB重度组CD3+IL-6+T细胞频数更高,
差异有统计学意义(P<0.05)。

表1 各实验组Th17T细胞和CD3+IL-6+T
细胞频数比较 (췍x±s,%)

组别 n Th17T细胞 CD3+IL-6+T细胞

正常组 23 0.94±0.25 0.75±0.23
轻中度组 21 1.25±0.41a 1.04±0.41a

重度组 21 2.29±0.70a 3.49±0.94a

 注:与正常组比较,a:P<0.05

2.2 Th17细胞与CD3+IL-6+T细胞频数相关性分

析 为了理清CD3+IL-6+T细胞频数和Th17T细胞

之间是否存在相关关系,以CD3+IL-6+T细胞频数为

横坐标,以Th17T细胞为纵坐标,各组细胞频数所形

成的散点图。并对两组数据进行Spearman等级相关

分析,得到Spearman的相关系数(r=0.621,P <

0.05)。分 析 结 果 表 明 CD3+IL-6+ T 细 胞 频 数 和

Th17细胞之间存在正相关关系,相关分析有统计学意

义,见图1。

图1 各实验组Th17T细胞和

CD3+IL-6+T细胞频数散点图

3 讨论

长期以来人们根据T细胞被激活以后产生细胞

因子和生物功能的不同,将T细胞分为Th1和Th2细

胞亚群。Th1细胞通过分泌IFN-γ和IL-2等细胞因

子介导细胞免疫;Th2细胞产生IL-4、IL-5和IL-13,
激活B细胞产生免疫球蛋白E等抗体介导体液免疫。

Th1型免疫反应失调,出现组织损坏和慢性炎症,而

Th2型免疫反应失调,则导致过敏和哮喘。而近年来

发现的新型的效应T细胞Th17,它不产生IFN-γ或

IL-4等细胞因子,却能特异性地产生白介素17(inter-
leukin17,IL-17)效应因子,从而发挥重要免疫调节作

用[1,6]。
人体感染HBV后,可产生急性肝脏炎症、慢性肝

脏炎症、病原携带无活动病变等表现,这些除了与

HBV数量、毒力有关外,更重要的是机体的免疫状况。
可以说,CHB也是一种由T淋巴细胞介导的炎症性疾

病,它与Th细胞亚群关系密切。而Th17细胞作为一

种新型的辅助性T细胞,很可能与CHB的发生和发

展有关。丁庆莉等[7]的研究表明,与正常对照组相比,

CHB患者外周血Th17细胞比例明显升高,且随着疾

病的加重,Th17细胞的比例也随之上升。本研究采用

流式细胞术检测外周血 Th17细胞频数,发现随着

CHB患者疾病严重程度加重,其外周血Th17细胞频

数逐渐升高,这个结果与丁庆莉等的研究结果相似,表
明Th17细胞可能是造成肝脏炎症、促进肝细胞损伤

的原因之一。
此外,目前对CHB患者体内Th17的分化机制的

研究极少。如已确知Th17细胞是CHB患者体内促
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进肝细胞损伤的原因之一,那么抑制其在CHB患者体

内的分化则有可能成为一个潜在的治疗靶点。陈松林

等[8]的研究表明中药组方鳖甲煎丸治疗CHB疗效确

切,其作用机理可能与Th17细胞降低有关。是否存

在可能,抑制Th17细胞在体内的分化可以抑制CHB
的发展?

在一些体外研究发现TGF-β和IL-6可以取代活

化DC培养液,诱导 Th17细胞的分化[9]。而体内的

IL-6主要是由CD3+T细胞分泌,因此CD3+T细胞可

能可以通过分泌IL-6来诱导Th17的分化,进而可能

参与了CHB的发生发展。为此本研究同时检测了各

研究对象外周血中CD3+IL-6+T细胞频数。结果表

明CD3+IL-6+T细胞频数同样随着CHB患者疾病严

重程度增加而增加。与此同时,通过相关分析也发现,

CD3+IL-6+T细胞频数也与Th17细胞频数呈正相关

关系。这提示,CD3+IL-6+T细胞频数可能可以通过

分泌IL-6来影响Th17细胞在体内的分化,进而参与

CHB的进程。
综上所述,Th17细胞可能是CHB进展的原因之

一。此外,Th17细胞频数与CD3+IL-6+T细胞频数

存在正相关关系,提示CD3+IL-6+T细胞可能通过诱

导Th17的分化来影响CHB进程。
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