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Abstract
AIM: To study the functional states of CD14+ cells in pe-
ripheral blood mononuclear cell (PBMCs) by analyzing the
expression of early active antigen, production of pro-inflam-
matory cytokines and phagocytosis with flow cytometry (FCM).

METHODS: PBMCs were isolated from 11 patients with
chronic active hepatitis B and 10 healthy blood donors,
and 4-colors flow cytometry and gate setting techniques
were applied. The percentage of CD14+ cells and level of
CD14 antigen were tested by FCM, after gate setting with
CD14, side scatter (SSC) and activation-linked surface
antigen (CD69) expression rate, percentage of TNF-α pro-
ducing cells, level of intro-cellular TNF-α, the percentage of
phagocytes and the ability of phagocytosis were investigated.

RESULTS: The SSC mean value of CD14+ cell of HBV pa-
tients was higher than that of health control (P <0.01);
There were no difference between two testing groups on
the percentage of CD14+ cells and level of CD14 antigen,
however the level of CD14 antigen was positively associated
with the percentage of CD14+ cells. CD14/69 double ex-
pression rate was significantly higher than that of control
group (P <0.01); No difference was observed on CD14/
TNF-α double stain cells between testing groups; In com-
parison with control group, the level of cellular TNF-α in
HBV group was higher (P <0.05). In control group, the
percentage of TNF-α producing cells were correlated with
SSC value and number of phagocytes that expressed CD14/
69. There was no difference in phagocytes that expressed
CD14/69 in two groups. As comparied with the control

group, there was more phagocytostic CD14+ cells in HBV
group (P <0.01), but the mean phagocytosis amount was
significantly lower in this group (P <0.05), and the number
of phagocyte was negatively correlated with the level of
CD14 antigen; while the SSC value and number of TNF-α
producing cells were negatively correlated with level of
CD14 antigen.

CONCLUSION: CD14+ cells in PBMCs from chronic active
hepatitis B patients are over activated in a dysfunction stage.
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摘要

目的:  研究慢性乙型肝炎患者外周血CD14+细胞早期活化

抗原分子表达 炎症因子生成和吞噬能力.

方法: 采用四色荧光分析方法 运用流式细胞术检测正常

对照人群(10例) 慢性活动性乙型肝炎患者(11例)外周血

单个核细胞(PBMC)CD14 细胞率和CD14抗原量; 并行

CD14设门 检测CD14 细胞前向角(FSC) 侧向角(SSC)

值 细胞早期活化抗原(CD69)的表达率 TNF-α表达

率 细胞内TNF-α水平 细胞吞噬率及吞噬力.

结果: HB组CD14 细胞SSC值高于对照组(P <0.01);  HB

组和对照组间外周血CD14 细胞比例 CD14抗原水平无

统计学意义差别 抗原水平与CD14 细胞率呈正相关; HB

组CD14/CD69双表达细胞明显多于对照组(P <0.01); HB组

CD14/TNF-α (细胞内)双染细胞与对照组间无差别 HB

组CD14+细胞TNF-α水平高于正常对照组(P <0.05); 对照

组TNF-α 细胞率与细胞颗粒度呈正相关 与CD14/69双

表达并发生吞噬细胞率一致. HB组CD69/CD14双阳性细

胞荧光球吞噬率与对照组无差别(P >0.05); HBV组CD14+

细胞荧光球吞噬率显著高于对照组(P <0.01) 吞噬力低于

对照组(P <0.05) 荧光微球吞噬率与CD14抗原表达的量

负相关; CD14+细胞SSC TNF-α 细胞率同CD14抗原表

达的量也呈负相关.

结论: 慢性乙肝患者外周血存在过度活化CD14 单核细

胞 细胞吞噬力弱 胞内TNF-α生成增多.

魏然, 夏作理, 陈彬, 韩纪举, 任道凌, 杨明峰. 慢性乙型肝炎患者外周血CD14+

细胞的功能状态. 世界华人消化杂志  2004;12(3):618-621

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/618.asp



0   引言

慢性乙型肝炎是HBV在体内持续感染引起的[1-6]. HBV

慢性感染相关的发病机制包括病毒因素 宿主免疫因

素和遗传因素[7-12]. T细胞在慢性乙型肝炎发病机制中的

作用研究较多[13-15] 单核-巨噬细胞系统 树突细胞

的作用也有报告[16-17] 一般认为单个核细胞释放淋巴

因子 可使细胞内病毒失活 既清除了病毒又避免了感

染细胞破坏[18]. 另外 病毒抑制抗原处理和呈递 对

病毒抗原的免疫耐受 病毒变异 是导致病毒感染持续

存在的原因 [ 11 ] .  我们研究慢性乙型肝炎患者外周血

CD14+细胞的功能状态 探讨活化单核-巨噬细胞在

慢性乙型肝炎发病中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  住院慢性乙型肝炎11例 男8例 女3例

年龄43.7±0.9 岁 其中 6例乙型肝炎慢性轻度 4例
乙型肝炎慢性中度 符合1995-05北京全国第5次传染

病与寄生虫病学术会议修订的诊断标准; 体检正常10

例 无肝炎及慢性炎性疾病HBsAg(-) 血清 LAT正

常 男7例 女3例 平均年龄28.0±6.3岁. FACSCalibur
流式细胞仪; 异硫氰酸荧光素(FITC)标记的人免疫球蛋

白G(MIgG1-FITC) FITC标记的TNF-α; 藻红蛋白(PE)
标记的鼠免疫球蛋白G(MIgG1-PE); 藻红蛋白标记的

CD69; PerCP标记荧光微球(PerCP-Beads) APC标记

的巨噬细胞表面抗原CD14. 以上均为Becton-Dickinson

(B-D)-PharMingen公司产品. 10 g/L多聚甲醛(PFA) 分

析纯 天津博迪化工有限公司产品; 流式细胞仪四色校

准微球(CaliBRITE Beads) 溶血素(FACS lysing solution)

和破膜剂(FACS Perm2)为美国B-D公司产品; 洗液为含

1 g/L 牛血清白蛋白(BSA 上海伯奥生物科技有限公

司)的生理盐水. 取正常对照及慢性活动性乙型肝炎患者

空腹静脉血 用肝素钠抗凝.

1.2 方法  每份样本取荧光微球20 µL 用人血清200 µL
(AB型)于 37 调理 30 min 用 PBS 洗 2次 恢复原

浓度 制备荧光微球(Beads)备用. 四色流式细胞术分析

PBMC活化CD14 细胞及其功能状态[19]: 试管1: IgG1-

FITC/IgG1-PE/ CD14-APC; 试管2: TNF-α-FITC/CD69-
PE/ PerCP-Beads/CD14-APC.  用四色荧光微球校准流

式细胞仪后 用CellQuest 软件获取与分析 将流式细

胞仪的FSC和 SSC设置为线性放大 四色荧光的检测

信号设置为对数放大 以SSC/CD14-APC双参数设门

(图1) 分别检测各管中CD14 巨噬细胞的光散射 吞

噬率及荧光强度 每测试管分析门内5000个细胞. 数据

分析时应用阴性对照管(试管1)确定阴性界限. 以流式细

胞仪测定的分子平均荧光强度(mean f luorescence

intensities)表示.

        统计学处理  用mean±SD表示. 显著性分析采用t 检
验 相关性分析采用秩和检验 使用SPSS软件在计算

机上完成.

2   结果

2.1 PBMC CD14+细胞功能  实验人群CD14 细胞占

PBMC总量的2.1-5.8% 两组间无显著差别 CD14

抗原表达水平亦无不同; 采用CD14-SSC设门技术 测

得HB组和对照组间CD14 细胞FSC值没有明显差别;

HB组CD14 细胞SSC值(778 172道)高于正常对照

组SSC(546 74道)(P <0.01 表 1); HB组CD14/CD69

双表达(图 2)细胞率(10.5 8.2%)明显高于正常对照组

(1.7 1.2)% (P <0.01); HB组CD14细胞TNF-α (图3)细
胞率与对照组间无差别 细胞TNF-α水平(图4) (22.7
13.6)高于对照组(3.9 3.9)(P <0.05); 荧光球吞噬实验

HB组CD14+细胞荧光微球吞噬率(31.64 14.93%)显

著高于对照组(5.8 2.2%) (P <0.01) 然而吞噬的量

(26.7 6.0)明显少于对照组(22.3 6.4%) (P <0.05); HB

组CD14/CD69双表达细胞荧光球吞噬率与对照组无差

别(P >0.05).

表1  慢性肝炎患者外周血CD14+细胞功能

 对照组 n =11  HB组 n =10 P值
    mean±SD mean±SD

FSC (道)     683 81  652.90 27.99 0.360

SSC (道)     546 74       778 172 0.001

CD14-Percent(%)      3.6 1.5      4.2 1.6 0.290

CD14-Median (道)     472 92       365 78 0.290

CD69+(%)      1.7 1.2      10.5 8.2        0.00 017

TNF-α (%)     0.8 1.4       2.4 3.2 0.020

TNFα-Median (道)    80.3 53.4    51.3 16.0           0.105

PerCP-Beads吞噬率(%)                   5.8 2.2      31.6 14.9        0.0 002

CD14/69PerCP-Beads-Median (道)   26.7 6.0     22.3 6.4            0.023

CD14+CD69+ PerCP-Beads positive (%)  4.2 4.8      1 .8 2.1            0.127

图1  SSC-CD14设门.

图2  患者CD14 /CD69+细胞吞噬率.
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图3 患者CD14和TNF-α表达.

图4 对照和患者TNF-α水平.

2.2 CD14+细胞功能指标间相关性(表2)  HB组和对照

组PBMC CD14抗原水平与CD14 细胞率呈正相关; 对

照组TNF-α 细胞率与细胞颗粒度 CD14/CD69双表
达细胞荧光球吞噬率有正相关关系. HB组 PBMC细胞

CD14 抗原表达的量与CD14+细胞SSC 荧光球吞噬

率 TNF-α 细胞率呈负相关.

表2  慢性肝炎患者外周血CD14+细胞观测指标间相关性分析

分组 观测指标          P值

对照组 SSC vs TNF-α      0.040 (+)

TNF-αvs CD69/14 PerCP-beads positive      0.041 (+)

CD14 median vs CD14percent      0.011 (+)

HBV组 CD14 median vs SSC      0.026 (-)

CD14 median vs吞噬率      0.010 (-)

CD14 median vs TNF-α      0.047 (-)

CD14 median vs CD14 percent      0.023 (+)

3   讨论

对慢性乙肝细胞免疫状况的研究中 T细胞的研究报

告较多 树突细胞 巨噬细胞研究可见少量报道[20-21].

大量数据表明 慢性的 广泛的 重度的HIV 感染

和非感染巨噬细胞系激活形成巨噬细胞功能异常的自

主激活持续状态 分泌大量细胞毒物质 尽管中枢神经

系统内病毒感染是始发因素 过度激活巨噬细胞的数

量而非病毒的含量是造成神经损伤的主要原因[22-24]. 巨

噬细胞系及其产生的炎症因子在细胞损伤中发挥重要

作用[25-27]. 鉴于巨噬细胞在慢性炎性疾病中的作用逐渐

受到重视 我们从多方面观察了慢性活动性肝炎患者

外周血CD14+细胞功能状态.

        采用流式细胞术检测的CD14 细胞外周血占2.1-

5.8% 平均5.09% 与常规PBMC单个核细胞分布相

同. 实验组和对照组间PBMC CD14 细胞的大小 占

PBMC比例 CD14抗原水平无明显差别; 无论实验组

还是对照组CD14抗原表达量与CD14 细胞在PBMC中

的比率均一致. 不同的是HB组CD14/CD69活化抗原双

表达细胞数增多 HB组发生吞噬的CD14 细胞百分

率高达31.6% 高于对照组(5.8%). CD69 表达 吞噬

功能都是吞噬细胞活化的标志 本实验HB 组CD14+

细胞增高的CD69 表达率和高吞噬率表明HB 组患者

PBMC单核巨噬细胞活化率增高. 但是荧光强度显示的

CD14+细胞吞噬量显示患者CD14+细胞吞噬力降低 患

者组高表达CD14抗原者荧光球吞噬率降低; CD14抗原

表达量上调与CD69活化抗原表达一样也是单核-巨噬

细胞活化的标志 但在慢活肝患者两种途径相关的活

化或表现吞噬率低 或吞噬率不变 与患者组整体

CD14+细胞吞噬率升高不一致. 过度活化巨噬细胞也称

炎性巨噬细胞 此状态细胞以产生大量炎性因子为特

征 如 IL-1 IL-6 TNF-α 炎性巨噬细胞吞噬
力降低[20]. 实验结果表明所检测肝炎慢性轻度 中度患

者外周血CD14+细胞活化率高 且存在过度活化状态.

血液中的单个核细胞表达强的CD14 依据其表达程

度将血液中的单核细胞分成两个亚群 CD14 bright

(CD14+)和CD14 dim(CD14+) 正常时血液中CD14++亚群

占主导地位. 两个亚群的单核细胞除CD14表达不同外

还有其他抗原成分不同 形态上也存在差异. LPS 葡萄

球菌细胞壁提取物 双链RNA等通过CD14的途径激活

细胞. 感染时CD14水平的升高程度与疾病的严重程度相

关. 机体可通过对CD14的调节作用而影响细胞因子的释

放 从而影响整个炎症反应进程. 从CD14水平角度分析

本实验患者组高表达CD14抗原者荧光球吞噬率低. 同样

支持慢活肝患者外周血存过度活化的单核细胞.

        慢性病毒感染状态常发生TH1到TH2的漂移 产

生过量炎症递质 炎症因子 促进肝内炎症反应 介导

肝细胞损伤 诱导各类细胞分化增生 从而使慢性肝脏

炎症持续存在 引起一系列免疫病理损伤[28, 32]. 近年

来 由内毒素诱导的以TNF-α为核心的炎症反应 在
重型肝炎患者肝细胞继发性损伤中的作用引起人们高

度重视[21, 29]. 肿瘤坏死因子是由单核巨噬细胞系统产生

的一种重要的细胞调节因子 具有多种生物学功能. 有

研究报告TNF-α能吸引和激活免疫细胞损害肝细胞[31].
多篇文献报道肝炎患者外周血TNF-α水平升高 慢性
乙型肝炎患者外周血炎症因子 IL-2 IL-10 and TNF-

α与 HBeAg 肝炎的活动度有关[29 30]. 本研究HB 组
CD14+细胞TNF-α+检出率与对照组间无差别 但是患
者CD14+细胞内TNF-α水平显著增高; 对照组CD14+细
胞活化 TNF-α产生 与吞噬率是一致的. HB组CD14
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抗原水平上调途径活化的单个核细胞TNF-α水平低
是否由于释放增多引起有待研究.

致谢: 感谢Dr. M. McGrath对完成本课题给予的指导和帮助.
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