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摘要 目的:观察聚乙二醇干扰素 琢-2a对慢性乙型肝炎患者外周血树突状细胞功能及 B7-H1的影响，探讨慢性乙型肝炎病毒逃

逸的的机制。方法：慢性乙型肝炎患者 31例，给予聚乙二醇干扰素 琢-2a180 滋g抗病毒治疗 52周，分别于 0、12、26、52周检测肝功

能、HBV-DNA；流式细胞术检测外周血 mDC表面 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a、B7-H1水平。根据患者 HBV-DNA水平，

将患者分为应答组（A组）、非应答组（B组），10例健康志愿者作正常对照组（C组）。结果：慢性乙肝患者的树突状细胞膜表面分

子 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a的表达均降低。聚乙二醇干扰素 琢-2a治疗后应答组膜表面分子 HLA-DR、CD80、CD86、
CD83、CD1a的表达高于非应答组 65.3± 6.2 % vs 44.2± 5.5 %,67.2± 7.4% vs 37.3± 7.2 %,68.4± 3.6 % vs 42.5± 7.3 %，65.6± 6.8

% vs 43.2± 3.9 %, 49.4± 9.5 % vs 37.5± 7.9 %，(P <0.05)。应答组 B7-H1表达水平较治疗前下降，非应答组 B7-H1水平无明显变

化 12.73± 3.8 % vs 25.24± 2.92 %，(P<0.05)。结论：慢性乙型肝炎患者树突状细胞功能低下，聚乙二醇干扰素 琢-2a治疗可以提高
树突状细胞功能，降低 B7-H1表达，促进 HBV-DNA的清除。树突状细胞功能低下及 B7-H1高表达是乙型肝炎病毒免疫逃逸的

因素之一。
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Dynamic Changes of the Expression of B7-H1 on DCs in Chronic Hepatitis B
Patients Treated with PEG-IFN alpha-2a*

2△

To study the dynamic changes of the expression of B7-H1 on dendritic cells (DCs) in chronic hepatitis B

(CHB) patients undergoing PEG-IFN alpha-2a therapy. 31 patients with chronic hepatitis B were given with PEG-IFN alpha-2a

180 滋g, once a week for 52 weeks. Hepatic function and HBV-DNA were detected at week of 0, 12, 26, 52 respectively. The expression

of HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD1a, B7-H1 on DCs were detected by flow cytometry. According to HBV-DNA levels, the patients
were divided into responding group (A), non-responding group (group B), 10 healthy volunteers as control group (group C). The

expression of HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD1a on DCs in patients with CHB were lower than control group (P<0.05). After

PEG-IFN alpha-2a therapy, the expression of HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD1a on DCs upregulated in responding group than

non-responding group (65.3± 6.2 % vs 44.2± 5.5 %, 67.2± 7.4% vs 37.3± 7.2 %, 68.4± 3.6 % vs 42.5± 7.3 %, 65.6± 6.8 % vs 43.2±
3.9 %, 49.4± 9.5 % vs 37.5± 7.9 %, (P<0.05)). B7-H1 expression on DCs were persistently decreased in the responding group after

PEGIFN 琢-2a treatment, while nonresponding group maintained high level of B7-H1 expression (12.73± 3.8 % vs 25.24± 2.92 %,(P <0.

05)). PEG-IFN 琢-2a therapy can improve the function of dendritic cells. The expression of B7-H1 on DCs was
down-regulated with HBV-DNA clearance after PEGIFN 琢-2a treatment. Dendritic cell dysfunction indicated by the increased B7-H1

expression is one of the factors of hepatitis B virus immune escape.
PEG-IFN alpha-2a; Chronic hepatitis B; Dendritic cells (DCs); B7-H1; HBV-DNA

前言

树突状细胞(Dendritic cell ,DC)是目前发现的功能最强、唯

一能激活静息 T淋巴细胞的抗原提呈细胞，是免疫反应的启动

者和承担者，与 HBV持续感染密切相关。对慢性 HBV感染者

与健康人群的研究发现，慢性 HBV 感染者伴有不同程度的
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DC数量及功能下降[1,2]。B7-H1主要表达在活化的 T淋巴细胞、

单核细胞、B淋巴细胞及巨噬细胞以及部分肿瘤组织上[3,4]。病

毒感染，可以上调宿主淋巴细胞表面 B7-Hl的表达，诱导病毒

特异性 T淋巴细胞免疫功能降低，阻断 B7-Hl共刺激分子信号

途径，能够提高抗原特异性 T淋巴细胞对病毒的清除能力，控

制病毒的持续感染[5]。干扰素(IFN)作为重要的免疫调节剂，是

目前公认的治疗慢性乙型肝炎的有效抗病毒药物之一。我们应

用聚乙二醇干扰素治疗慢性乙型肝炎取得了一定的效果，并观

察了治疗前后树突状细胞功能及 B7-H1表达的变化，报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料

PEG-IFN 琢-2a购自上海罗氏制药有限公司，HBV DNA荧

光定量 RT-PCR检测试剂盒购自中山医科大学达安基因股份

有限公司。巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)；荧光标记的抗人

CD1a、CD80、CD83、CD86、人类白细胞抗原 HLA-DR单克隆

抗体、白细胞介素 -4（IL-4）、肿瘤坏死因子 TNF-a、干扰素

IFN-酌(购自美国 Chemicon公司，哈尔滨医科大学第四医院生

物治疗中心提供)；淋巴细胞分离液(上海恒信化学试剂有限公

司产品)；RPMI 1640 培养基、异硫氰酸荧光素(FITC)-Dextran

(美国 Sigma公司产品)；鼠抗人单克隆抗体 B7-H1-PE及其同

型 IgG1PE (美国 e-Biosciences公司)，FACS Clibur流式细胞仪

（美国 BD公司）。

1.2 研究对象

2008-01至 2011-04哈尔滨医科大学附属第四医院感染科

住院慢性乙型肝炎患者，年龄 18～ 60岁，诊断标准符《慢性乙

型肝炎防治指南》[6]，除外甲、丙、戊型肝炎病毒感染，除外自身

免疫性疾病，除外 HIV感染及其他慢性病。近六个月内未使用

干扰素、核苷类似物、免疫调节剂，无饮酒史。入选标准：患者

HBsAg阳性 6个月以上；乙肝五项：HBsAg、HBeAg、HBcAb阳

性，HBsAb、HBeAb阴性；血清 HBV-DNA(PCR定量检测)>1×

105copy·mL-1；血清 ALT范围在正常值上限的 2倍 -10倍之间；

血清总胆红素(TBil)≤ 17.1 滋mol·L-1。治疗开始时，所有患者均

自愿签署知情同意书。健康志愿者 10人为对照组。

1.3 方法

1.3.1 治疗方法 慢性乙型肝炎患者给予聚乙二醇干扰素 琢-2a

180 滋g，每周一次，皮下注射，治疗 52周。分别于 0、12、26、52

周采集外周血 50毫升备检。

1.3.2 疗效判断标准 PEG-IFN 琢-2a 治疗应答组 A：PEG-IFN

琢-2a治疗 26周后 HBV DNA定量转阴或下降≥ 2 copy·mL-1，

HBeAg阴性或阳性，ALT下降；非应答组 B：PEG-IFN 琢-2a治

疗 26-52周，HBV DNA无改变或下降 <2 copy·mL-1，HBeAg阳

性，ALT下降或无改善。

1.3.3 一般指标检测 全自动生化仪检测肝功能，酶联法检测

HBV血清学标志，RT-PCR方法检测血清 HBV-DNA。

1.3.4 PBMC的分离 采集患者外周血 40mL，肝素抗凝 (40 U·

mL-1)。采集后 2 h内用密度梯度离心法获取单个核细胞以无血

清 RPMI1640悬浮沉淀细胞、计数，调整细胞浓度到(4-9)× 106

mL-1，置于 6孔板中，在 37 ℃、体积分数 5 %的 CO2孵箱中温

育 2 h，去除未贴壁细胞，获得单个核细胞。

1.3.5 DC体外定向诱导分化和培养 按照 Roman等[7]分离培

养 DC 的方法稍作修改。单核细胞用预温至 37℃的无血清

RPMI 1640清洗 3次，弃洗液。加入完全培养基 RPMI 1640(含

10%胎牛血清)中，按含 rhGM-CSF 1000 U·mL -1和 rhIL-4 1000

U·mL -1的终浓度加入细胞因子，置 37 ℃、体积分数 5%的 CO2

温箱中培养。隔日半量换液 1次 (含细胞因子 rhGM-CSF 500

U·mL -1、rhIL-4 500 U·mL -1)，第 5天补加 TNF-a 20 滋g·L -1，共

培养 7 d，于培养第 7天收集 DC。

1.3.6 DC表型及 B7-H1检测 收集培养第 7天的 DC，PBS洗

涤，完全培养基调整细胞浓度至 0 .5× 106 mL-1，分若干管。加入

荧光标记抗体及相应同型对照抗体 4℃避光孵育 45 min，待

DC表面抗原抗体反应结束后 PBS洗涤细胞 3次，调整终体积

为 0. 5 mL，上流式细胞仪检测 CD80、CD83、CD86、HLA-DR、

CD1a和 B7-H1。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析。计量资料结果以

x± s表示，组间比较采用 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况、肝功能及 HBV-DNA水平

31 例患者入选，其中男 24 例，女 7 例，平均年龄 38.5±

11.3岁。应答组 15例，平均年龄 37.78± 11.45，非应答组 16

例，平均年龄 36.32± 12.12。两组患者治疗前肝功能 ALT、

AST，HBV-DNA水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。治疗后

应答组肝功能 ALT、AST 明显低于非应答组，应答组

HBV-DNA水平低于非应答组，两组比较差异显著(P<0.05)。见

表 1-3。

2.2 外周血树突状细胞功能及 B7-H1的表达

慢性乙型肝炎患者 HLA-DR、CD1a、CD86、CD80和 CD83

表达均明显低于正常人群(P<0.05)。应答组与非应答组树突状

细胞 HLA-DR、CD1a、CD86、CD80和 CD83表达水平在治疗前

无明显差异（P >0.05）。治疗后应答组 HLA-DR、CD1a、CD86、

CD80和 CD83表达随时间延长，表达增强，52周时与治疗前

相比具有统计学意义（P<0.05）。非应答组在治疗前后

HLA-DR、CD1a、CD86、CD80 和 CD83 表达无明显变化 (P>0.

05)，随治疗时间延长表达无明显增加。应答组患者共刺激分子

B7-H1的表达水平较治疗前下降（P<0.05），非应答组 B7-H1治

疗前后差异无统计学意义(P>0.05)。见表 4-6，图 1-2。

3 讨论

慢性乙型肝炎患者 DC功能低下是乙型肝炎病毒感染免

疫逃逸的原因之一 [8,9]。患者体内树突状细胞抗原递呈功能缺
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表 1 治疗前各组一般临床资料

Table 1 General information of patients in the three groups before the treatment

Group n Age(year) ALT(U/L) AST（U/L） HBV-DNA（copy/mL）

Responding A

Nonresponding B

Control C

15

16

10

37.78± 11.45

36.32± 12.12

36.34± 11.42

223.54± 173.8

216.35± 142.67

26.84± 13.36

213.43± 127.03

235.25± 128.34

35.42± 8.49

(166.65± 159.04)106*

(143.65± 111.45)106

<5X102

表 2 治疗 26周各组一般临床资料

Table 2 General clinical data at treatment 26th week

Group n LT(U/L) AST（U/L） HBV-DNA（copy/mL）

Responding A

Non-responding B

Control C

15

16

10

67.22± 43.23

143.35± 65.27

33.32± 11.32

45.65± 23.62

85.25± 48.54

23.31± 11.35

(35.06± 57.62)103*

(112.21± 103.65)105

<5X102

表 3 治疗 52周各组一般临床资料

Table 3 General clinical data at treatment 52th week

Group n ALT(U/L) AST（U/L） HBV-DNA（copy/mL）

Responding A

Non-responding B

Control C

15

16

10

26.32± 14.54

86.35± 32.73

14.12± 23.33

25.26± 22.04

67.23± 22.25

23.21± 11.02

(23.62± 27.56)102*

(68.25± 83.65)105

<5X102

Note:* compared with B, control D P <0.05.

表 4 治疗前各组外周血树突细胞表面 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a、B7-H1表达(%)

Table 4 The expressions of HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD1a, B7-H1 on DC before treatment (%)

Note:* compared with B P >0.05.

Note:* compared with B, control D P <0.05.

Group n HLA-DR CD80 CD86 CD83 CD1a B7-H1

Responding A

Non-respondingB

Control C

15

16

10

44.3± 4.2

42.5± 6.3

94.5± 3.5

37.9± 5.4

38.6± 5.1

91.6± 6.4

34.2± 5.3

35.5± 6.9

84.7± 5.2

25.1± 6.4

32.5± 4.9

82.9± 6.8

32.4± 5.5

36.3± 4.6

62.2± 4.2

29.48± 8.2*

27.49± 8.35

5.23± 2.6

Note:* compared with B P >0.05.

表 5 治疗 26周各组外周血树突细胞表面 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a、B7-H1表达(%)

Table 5 The expressions of HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD1a, B7-H1 on DC at 26th week(%)

Group n HLA-DR CD80 CD86 CD83 CD1a B7-H1

Responding A

Non-respondingB

Control C

15

16

10

58.3± 6.9

46.3± 5.2

96.9± 4.3

55.3± 4.7

37.6± 8.4

93.2± 4.8

57.3± 8.7

41.2± 4.8

81.7± 3.9

49.1± 7.9

38.2± 5.6

85.2± 6.2

48.4± 6.8

36.3± 6.8

64.5± 6.6

18.21± 5.1*

25.52± 4.25

4.11± 3.7

* compared with B P <0.05

表 6 治疗 52周各组外周血树突细胞表面 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a、B7-H1表达(%)

Table 6 The expressions of HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD1a, B7-H1 on DC at 52th week (%)

Group n HLA-DR CD80 CD86 CD83 CD1a B7-H1

Responding A

Non-respondingB

Control C

15

16

10

65.3± 6.2

44.2± 5.5

94.0± 4.4

67.2± 7.4

37.3± 7.2

95.6± 4.56

68.4± 3.6

42.5± 7.3

86.7± 4.8

65.6± 6.8

43.2± 3.9

83.4± 5.6

49.4± 9.5

37.5± 7.9

65.2± 5.8

12.73± 3.8*

25.24± 2.92

5.14± 3.7

Note:* compared with B P <0.05.

陷，不能把病毒抗原的信号传递给机体的免疫系统，患者仅产

生弱的或检测不到的针对 HBV特异的 CTL反应，所以不能清

除体内的病毒，造成感染的慢性化[13]。而 HBV引起 DC功能下

降的机制尚不十分明确。DC数量的减少及成熟障碍可能与

HBV直接感染树突状细胞所致。已有文献报道证实 DC内发

现乙肝病毒 [10]。DC数量及功能的改变和 HBV感染可互为因
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果，形成恶性循环，加重了慢性乙肝的治疗难度。Padovan等[11]

认为 IFN a-2b促进了淋巴细胞亚群中的 CD80／ 86和 HLA的

表达，能提高 CTL反应。McRae等[12]的研究发现被干扰素刺激

的 DC具备激活 NK细胞的能力，这种 DC激活 NK的原因可

能归于被 IFN调高的体内非特异性免疫反应的启动和调整。

HBV病毒对 DC 的感染，可以诱导 DC的凋亡，从而导致 DC

分泌 IL-12和刺激 T细胞增殖的能力受到抑制。IL-12 是 DC

细胞释放的迄今为止所发现的最有效的 CTL和 NK细胞活性

刺激因子。IL-12可促进由丝裂原激活的 CTL和 NK细胞的增

殖，增强这两种细胞的细胞毒作用并诱导其 IFN产生，同时增

强许多效应细胞诸如：NK 细胞、淋巴因子激活的杀伤细胞

(LAK)、T细胞以及巨噬细胞等的溶细胞活性，与共刺激分子协

同作用，调节 TH0细胞向 Till细胞的发育，促进 THl细胞分泌

IFN-酌和 lL-2，介导细胞免疫应答[13]。

本研究显示，慢性乙肝患者树突状细胞功能低下，CD80、

CD86和 CD83等表面分子表达减少，B7-H1表达增加。聚乙二

醇干扰素治疗应答组肝功能下降明显，DC细胞功能上调，这种

改变与血清 HBV-DNA的水平呈明显负相关。HBV-DNA低水

平的患者 DC 的数量和 CD83、CD86 的表达水平明显高于

HBV-DNA复制水平高的患者。一方面，反向证明了 DC的功

能缺陷参与慢性乙肝患者 HBV感染的慢性化；另一方面，说明

DC参与慢性乙肝患者体内 HBV的清除，其数量及功能的上

调可促使机体产生有效的免疫应答而清除 HBV。因此，对于

HBV DNA阳性的患者，在临床治疗上可应用以 DC为基础的

抗 HBV免疫疗法。我们通过对慢性乙肝患者干扰素抗病毒有

效治疗，动态检测 DC抗病毒前、中、后变化，证实 DC 表面共

刺激因子 CD80、CD86和 CD83可以随着 HBV 病毒的有效抑

制而得到部分恢复(P<0.05)。

干扰素治疗初期应答组 B7-H1分子的表达无明显变化，

随着肝功能好转及病毒载量下降及 DC功能的上调，B7-H1水

平下降。随着治疗时间的延长，B7-H1表达水平呈现下降趋势，

而非应答组患者由于炎症反应改善不明显，B7-H1表达水平无

明显变化。应答组患者树突细胞功能增强，B7-H1水平下降，提

示干扰素可以抑制 B7-H1的表达，促进 T淋巴细胞对病毒的

清除。但通过何种途径进行抑制上不明确。干扰素疗效与多种

因素有关[14]，如患者的性别、年龄、病程、病毒载量、肝脏病理的

炎症程度以及 HBV基因型等。王永华[15]等发现 B7-H1阻断后

CD3AK 细胞分泌 IFN-酌 和 TNF-琢 的水平明显提高 , 而分泌

IL-10 的水平明显下降, 这提示 B7-H1 阻断后可以通过改变

CD3AK细胞分泌细胞因子的水平,间接促进 CD3AK 细胞增

殖活化，增强 CD3AK 细胞的免疫功能,同时也可通过 IFN-酌
和 TNF-琢等细胞因子增强 CD3AK 细胞对肿瘤细胞的间接杀

伤作用。B7-H1通路在负调 T淋巴细胞免疫反应和 DC功能上

发挥重要作用 [16,17]。在 HBV转基因小鼠和人体内的研究都发

现，HBV的持续感染状态和 DC被 HBV感染及由其引起的抗

原呈递能力的下降有关[10]。而 B7-H1和 PD-1表达的上调，一定

程度上又可降低 T淋巴细胞的功能，从而减轻肝脏的炎性反

应。对防止肝细胞大量破坏而引起功能衰竭具有积极作用。这

些研究均说明，B7-H1 途径对抗病毒免疫效应具有双面性，在

一些情况下能限制过多浸润性 T淋巴细胞引起的组织损伤，具

图 1 PEG-IFN 琢-2a治疗后应答组 DC表面共刺激分子表达(单位：%)

Fig. 1 The expression of costimulatory molecules in responding group with PEG-IFN 琢-2a treatment

图 2 PEG-IFN 琢-2a治疗后非应答组 DC表面共刺激分子表达(单位：%)

Fig.2 The expression of costimulatory molecules in nonresponding group with PEG-IFN 琢-2a treatment（%）
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有一定保护性；但同时也下调 T淋巴细胞功能，不利于病毒清

除，可能参与了病毒感染慢性化的过程[18,19]。监测 DC表面共刺

激分子及 B7-H1表达水平，可以预测抗病毒的疗效，也许可以

作为指导临床治疗的依据。
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