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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
intrahepatic perforin expression in patients with 
chronic hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: The hepatic biopsies were per-
formed in 47 patients with chronic hepatitis 
B, and out of them, 35 patients subsequently 
received interferon α-2b antiviral therapy. The 
expression of perforin in liver tissues was de-
tected by immunohistochemistry, and the HBV 
DNA loads, the serum HBV immunologic mark-
ers and transaminases were also determined in 
peripheral blood samples�.

RESULTS: The expression of intrahepatic perfo-
rin was positive in 37 patients (13 cases strongly 

positive). The intensity of perforin showed a 
significant accordance with serum alanine ami-
notransferase (ALT) level (χ2 = 8.004, P = 0.018) 
and histological inflammation grades (χ2 = 8.532, 
P = 0.014), but did not correlate with the degrees 
of liver fibrosis (χ2 = 0.865, P = 0.649). The data 
showed a significantly negative correlation be-
tween perforin and the HBV DNA loads (χ2 = 
7.902, P = 0.019), and there was almost signifi-
cantly correlation between perforin and the level 
of HBeAg (χ2 = 5.283, P = 0.071). Among the 35 
patients accepted interferon antiviral therapy, 
there were 12 cases with complete responses, 
14 cases with partial responses and 9 without 
responses at the end of treatment. The intensity 
of perforin expression was positively correlated 
with the interferon responses (χ2 = 7.533, P = 
0.023).

CONCLUSION: The expression of intrahepatic 
perforin can mediate the liver cell injury, con-
tribute to the clearance of hepatitis B virus, and 
enhance the antiviral efficacy of interferon, and 
it may be a predictor to interferon antiviral ther-
apy.
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摘要
目的: 探讨慢性乙肝患者肝组织穿孔素表达
的临床意义. 

方法: 慢性乙肝患者47例, 进行肝穿刺活组织
病理学检查, 其中的35例患者随后接受了α-2b
干扰素抗病毒治疗. 用免疫组织化学技术检测
肝组织穿孔素的表达, 同时检测外周血HBV 
DNA载量、乙肝病毒血清免疫学标志物和肝
功能等. 

结果: 慢性乙肝患者中有37例肝组织穿孔素
表达阳性, 其中强阳性13例. 穿孔素表达强度
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■背景资料
在慢性乙肝患者
中, 细胞毒T淋巴
细胞(CTLs)在清
除乙肝病毒感染
的同时也引起了
肝细胞的损伤, 其
细胞毒效应是依
赖穿孔素和凋亡
两条途径实现的, 
通常以前者为主. 
当特异性CTLs被
激活后就会释放
穿孔素, 使之成为
肝细胞损害的终
末 效 应 分 子 ,  因
此, 近年来在病毒
性肝炎的研究中
受到了足够的重
视.

■创新盘点
本研究对慢性乙
肝患者肝组织穿
孔素的表达与血
清酶学指标、肝
组织炎症、纤维
化、血清病毒蛋
白、病毒载量和
干扰素抗病毒治
疗的关系进行了
比较全面的研究, 
进一步加深了对
穿孔素与慢性乙
肝发病关系的认
识.



与血清ALT水平、肝组织炎症程度具有显著
的一致性关系(分别为χ2 = 8.004, P  = 0.018; χ2 
= 8.532, P  = 0.014); 与肝组织纤维化程度无关
(χ2 = 0.865, P  = 0.649); 与外周血乙肝病毒载
量呈显著的负向关系(χ2 = 7.902, P  = 0.019), 
与HBeAg水平也几乎呈显著的负向关系(χ2 = 
5.283, P  = 0.071). 35例接受干扰素抗病毒的患
者治疗结束时完全应答为12例, 部分应答14
例, 无应答9例, 分析显示治疗前穿孔素表达的
强度与干扰素应答具有显著的一致性关系(χ2 
= 7.533, P  = 0.023).

结论: 慢性乙肝患者肝组织穿孔素的表达介
导了肝细胞的损害, 有利于乙肝病毒的清除, 
可能会促进干扰素的抗病毒效果, 并具有预测
干扰素抗病毒疗效的价值.

关键词: 肝组织; 穿孔素; 乙型肝炎, 慢性; 临床意义
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0  引言

在乙肝病毒感染的过程中, 细胞毒T淋巴细胞

(CTLs)的细胞毒效应是清除肝内乙肝病毒的主

要作用机制. 通常, CTLs依赖2条独立的途径发

挥其细胞毒作用, 即穿孔素途径和凋亡途径[1]. 
国外的部分临床和动物研究已发现, 穿孔素与

病毒性肝炎的肝细胞损害有密切的关系[2-3]. 为
进一步探讨肝组织穿孔素的表达对肝脏炎症、

纤维化、乙肝病毒及抗病毒治疗的影响, 我们对

47例慢性乙肝患者的相关指标进行了如下研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-04/2005-03间的住院慢性乙型肝

炎患者47例, 男36例, 女11例, 年龄21-52(平均

30.4)岁. 其中轻度17例, 中度27例, 重度3例. 诊
断参照2000年西安全国病毒性肝炎会议修订

的临床诊断标准. 所有患者均排除了甲、丙、

丁、戊型肝炎病毒重叠感染以及其他原因(如
酒精、药物、自身免疫等)引起的肝脏损害. 其
中35例接受了α-2b干扰素500 MU抗病毒治疗

6 mo, 干扰素疗效判断标准依据2005-12中华医

学会肝病学分会、感染病学分会制定的慢性乙

型肝炎防治指南. 乙肝病毒血清免疫学标志物

检测试剂购自美国Abbott公司; HBV DNA荧光

定量PCR试剂购自深圳百雅克泰公司; 鼠抗人穿
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孔素mAb为美国Biolegend公司产品; 生物素标

记的羊抗鼠抗体为英国KPL公司产品; ABC试

剂盒及DAB底物试剂盒为美国Vector实验室产

品. 采用沪产18号肝活检针, 抽吸负压后1 s快速

穿刺, 获得肝组织长度均在1.5 cm以上, 所有肝

标本均用40 g/L甲醛溶液立即固定, 24 h后石蜡

包埋, 4 μm连续切片, 作病理学检查, 其余切片

-20℃冰箱保存待作免疫组织化学染色. 同期采

集血清检测HBV免疫学标志物和HBV DNA载

量, 并检测肝功能和血常规. 干扰素抗病毒治疗

者定期抽血复查以上指标.
1.2 方法 肝组织穿孔素的免疫组化染色 采用亲

和素-生物素-过氧化物酶技术(SABC法)检测, 镜
下控制显色时间, 染色结束后自然干燥, 中性树

胶封片, 研究设阴性对照. 根据穿孔素在肝组织

内染色的深浅及分布范围, 按阴性: 不显色; 阳
性: 显示淡棕黄色, 断续分布; 强阳性: 显示深棕

黄色, 弥漫性或团块状分布.
统计学处理 数据分析采用Excel 2003软件

的列联表c2检验, 检验水准为α = 0.05.

2  结果

2.1 肝组织穿孔素的表达及分布 在47例慢性乙

肝患者中, 肝组织穿孔素表达阳性者37例, 阳性

率为78.7%, 其中强阳性13例. 穿孔素呈棕黄色

或深棕黄色染色, 多表达于肝细胞质中, 呈点

状、弥漫性或团块状分布, 主要分布于肝组织

的炎症活动部位和汇管区(图1A-B).
2.2 肝组织穿孔素表达的意义 以ALT和AST的3
倍正常值上限(ULN)为界(本院ULN为46 IU/L, 
约合766.8 nkat/L), 分析肝组织穿孔素表达与肝

脏炎症的关系, 发现穿孔素表达的强度与ALT水
平呈显著一致性关系(c2 = 8.004, P = 0.018); 但
与AST水平未见有显著性关系(c2 = 2.779, P = 
0.249, 表1). 参照2000年西安全国病毒性肝炎会

议修订的肝脏病理学诊断标准, 将肝脏炎症和

纤维化大致分为轻、中和重度3个级别, 以分析

肝脏炎症及纤维化与穿孔素表达强度的关系(表
1). 结果显示穿孔素表达与肝脏活动性炎症呈显

著一致性关系(c2 = 8.532, P  = 0.014), 但与肝组

织纤维化的程度无关(c2 = 0.865, P = 0.649).
根据外周血HBV DNA载量的高低分为3组, 

分析其与肝组织穿孔素表达强度的关系, 可见

肝组织穿孔素表达越强, 外周血HBV DNA载量

越低, 经显著性检验, 发现两者有显著的关系(c2 

= 7.902, P  = 0.019, 表1). 对其中31例HBeAg阳性

www.wjgnet.com

■应用要点
肝组织穿孔素的
表达与病毒清除
和肝脏炎症程度
密切相关, 可能会
促进干扰素的抗
病毒应答 ,  因此 , 
根据治疗前肝脏
穿孔素表达的强
度可以预测干扰
素的疗效.



王海燕, 等. 慢性乙型肝炎患者肝组织穿孔素表达的临床意义                                                                                         2209

www.wjgnet.com

     

表  1  肝组织穿孔素表达与肝脏炎症、纤维化、乙肝病
毒载量及抗病毒治疗的关系

                                                               穿孔素表达强度                

                                                         阴性      阳性      强阳性

ALT   

    ≤19 044 nkat/L            20         8           9            3

    >19 044 nkat/L             27         2         15          10

AST    

    ≤19 044 nkat/L            22         7         10            5

    >19 044 nkat/L             25          3         14           8 

炎症分级    

    轻度(G1)                       15          6           8            1

    中度(G2-G3)                22          4         12            6  

    重度(G4)                       10          0           4            6

纤维化分期    

    轻度(S1)                       15          5           7            3

    中度(S2-S3)                 21         4         11            6

    重度(S4)                        11         1           6             4

乙肝病毒载量    

    <105 copies/mL              7          0           2            5

    105-108 copies/mL       27          4         16            7

     >108 copies/mL           13          6           6            1

干扰素应答    

    完全                              12         0            4            8

    部分                              14         1            9            4

    无                                   9          6            2            1

临床研究参数                       n

图  1  肝组织穿孔素呈棕黄色或深棕黄色染色, 主要分布于炎症活动部位和汇管区. A: SABC×200; B: SABC×400.

A B

患者穿孔素表达的强度与HBeAg水平(以200 S/
CO为界分为2组)进行分析, 发现穿孔素表达越

强, HBeAg水平越低, 经显著性检验, 两者的关

系为c2 = 5.283, P  = 0.071, 几乎具有统计学意义. 
35例接受干扰素抗病毒治疗6 mo的患者, 应答

结果: 为完全应答12例, 部分应答14例, 无应答

9例. 分析表明, 治疗前穿孔素表达强度与干扰

素的疗效具有显著的一致性关系(c2 = 7.533, P = 
0.023, 表1).

3  讨论

穿孔素主要是由C T L s和N K细胞产生的 ,  当
CTLs被激活后, 胞质内的毒性颗粒借助微管作

用被集中到靶细胞一侧, 并被释放到靶细胞与

CTLs结合部位的间隙中, 穿孔素在Ca2+的作用

下, 嵌入靶细胞膜的双层磷脂中, 形成管状的多

聚穿孔素, 使细胞外的水分进入细胞内, 一些电

解质和大分子物质流出胞外, 靶细胞终因渗透

压改变而溶解死亡. 在慢性乙肝患者肝组织活

检标本中均可以检测到穿孔素mRNA, 而在脂肪

肝、Gilbert综合征和Dubin-Johnson综合征等患

者的肝组织中则不能检测到[4]. 并且, 肝组织穿

孔素mRNA表达的强度与乙型肝炎组织活动性

指数及血清ALT水平呈正相关关系[4-5], 提示T细
胞合成的穿孔素与慢性乙肝的发病机制密切相

关. 我们在蛋白质水平上探讨肝组织穿孔素表

达对慢性乙肝的临床影响, 发现在检测的所有

患者中, 有37例肝组织穿孔素表达阳性, 阳性率

为78.7%, 低于肝组织中mRNA检测的阳性率[4], 
这可能主要是PCR方法的敏感性要显著高于免

疫组化方法的敏感性. 本研究结果同样表明, 肝
内穿孔素表达强度与血清ALT水平、肝组织炎

症活动度具有显著的一致性关系. 但资料表明, 
肝组织纤维化的程度与穿孔素的表达无关, 说

明肝组织穿孔素的表达主要反映的是肝细胞炎

症活动的当时状况, 而对炎症所致的结果并无

直接的关联. 由于穿孔素可直接引起受染肝细

胞的损害, 导致细胞溶解. 因此, 从理论上说, 穿
孔素无疑是有利于乙肝病毒清除的. 本研究通

过检测外周血乙肝病毒载量和HBeAg水平, 显
示肝组织穿孔素的合成与病毒载量及其蛋白抗

原的产生呈负向关系, 证实穿孔素对清除乙肝

病毒确实是有利的.

■名词解释
穿孔素是由激活
的CTLs和自然杀
伤细胞产生的一
种融细胞蛋白, 释
放后插入靶细胞
膜上形成跨膜通
道, 引起细胞渗透
压的改变, 导致靶
细胞的溶解和死
亡. 同时, 形成的
跨膜通道可以引
起 颗 粒 酶 B 进 入
靶细胞, 导致靶细
胞的凋亡.
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进一步分析显示, 在接受干扰素治疗前, 肝
组织穿孔素表达较强者, 治疗结束时的疗效要

显著优于穿孔素表达低下和无表达者. 这表明

慢性乙肝患者肝内穿孔素表达的水平反映了患

者的免疫水平, 治疗前存在较强免疫应答者, 获
得抑制或清除病毒的机会将会增大. 因此, 肝组

织穿孔素表达的强度可以预测干扰素抗病毒的

疗效. 在慢性丙肝的治疗中曾发现, 干扰素治疗

前外周血单个核细胞中穿孔素基因表达较高者, 
治疗后更易获得持续的生化应答[6]. 我们在慢性

乙肝的肝组织中检测穿孔素的表达, 以及我们

同期在检测患者外周血单个核细胞中穿孔素的

表达时, 也发现与干扰素的治疗存在类似的关

系. 研究结果表明, 在CTLs介导的特异性细胞免

疫应答中, 作为反应终端的效应分子, 穿孔素在

慢性乙肝的发病、病毒的清除以及干扰素的抗

病毒疗效方面都发挥了一定的作用. 
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■同行评价
本文通过对47例
慢性乙肝患者进
行肝穿, 探讨了肝
组织穿孔素的表
达对肝脏炎症、

纤维化、乙肝病
毒及抗病毒治疗
的影响. 结果发现
慢性乙肝患者肝
组织穿孔素的表
达介导了肝细胞
的损害, 有利于乙
肝病毒的清除, 可
能会促进干扰素
的抗病毒效果, 并
具有预测干扰素
抗病毒疗效的价
值 .  研 究 方 法 得
当, 结果可靠, 有
临床实用价值.
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全国消化系疾病的诊疗进展学习班通知

本刊讯 由福建医科大学附属协和医院承办的国家级继续医学教育项目《消化系疾病的诊疗进展》将于2006

年10月14日-18日在福建省武夷山市举行,  学习班授予Ⅰ类继续教育学分11分, 欢迎全国消化系病专业中高级

医务人员报名参加. 
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