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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
progression of hepatitis B virus (HBV) infection 
and expression of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory 
T cells. 

METHODS: One hundred and thirty-six HBV-
infected patients and 40 healthy controls were 
selected. CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells 
expressing was detected by flowcytometry, clini-
cal data of HBV infected patients was consid-
ered. 

RESULTS: Expression of CD4+CD25+Foxp3+ 
regulatory T cells in HBV-infected patients in-
creased markedly compared with that in healthy 
controls (7.48 ± 1.03% vs 3.58 ± 0.71%, P < 0.01). 
There was also a significant difference chronic 
hepatitis B compared with chronic severe hepati-

tis B (6.55 ± 1.26% vs 8.65 ± 2.58%, P < 0.05). The 
log value of HBV load correlated positively with 
the expression of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory 
T cells (r = 0.332, P < 0.05).

CONCLUSION: Peripheral blood CD4+CD25+Fo-
xp3+ regulatory T cells levels are closely corre-
lated with the progression of HBV infection.
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摘要
目的: 探讨HBV感染者外周血CD4+CD25+Fox-
p3+调节性T细胞水平与HBV感染后疾病进程
的相关性. 

方法:  H B V感染者136名及健康对照40名 , 
应用流式细胞仪胞内染色技术检测外周血
CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表达, 结合
HBV感染者临床情况进行分析.

结果: HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞表达率较健康对照组显著增高
(7.48%±1.03% vs  3.58%±0.71%, P <0.01); 
慢性乙肝组与慢性重型乙肝组相比,外周血
CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达率有
明显差异(6.55%±1.26% vs  8.65%±2.58%, 
P <0.05); HBV病毒载量的对数值与外周血
CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达率之间
存在正相关(r  = 0.332, P <0.01). 

结论: HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞水平与疾病进展明显相关.

关键词: CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞; 乙型肝

炎病毒; 流式细胞仪
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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)是一种非
细胞毒性病毒, 其
所致的肝细胞损
坏是由机体针对
HBV特异性抗原
的免疫反应所引
起, 而且HBV感染
的发生、发展和
转归与宿主的免
疫状态密切相关. 
CD4+CD25+调节
性T细胞可抑制天
然及获得性免疫
系统的功能, 对于
维持免疫耐受及稳
态具有重要作用. 
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0  引言

CD4+CD25+调节性T细胞占健康人外周CD4+ T
细胞数量的5%-10%, 可抑制天然及获得性免

疫系统的功能 ,  对于维持免疫耐受及稳态具

有重要作用[1], 但CD25分子在其他T淋巴细胞

中也有表达, 不能作为调节性T细胞的特异性

标志. 目前多项研究表明, 叉头状螺旋转录因

子(forkhead/winged helix transcription factor, 
Foxp3)主要表达在CD4+CD25+调节性T细胞上, 
与调节性T细胞的功能密切相关, 是目前定义

CD4+CD25+调节性T细胞的最佳标志物[2]. 乙型

肝炎病毒(HBV)是一种非细胞毒性病毒, 其所

致的肝细胞损坏是由机体针对H B V特异性抗

原的免疫反应所引起, 而且HBV感染的发生、

发展和转归与宿主的免疫状态密切相关. 由于

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞可以控制机体损

伤后的免疫反应[3], 我们通过流式细胞仪技术检

测HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性

T细胞水平, 结合患者临床分期及病毒载量, 探
讨CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞与HBV感染

后疾病进程的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 2005-06/2006-12住院HBV感染者136
例, 男84例, 女52例, 年龄21-75岁. 其中慢性乙肝

53例, 慢性重型乙肝42例, 肝炎肝硬化41例, 无
重叠或混合感染. 所有病例均符合2000年西安

会议修订的《病毒性肝炎防治方案》诊断分

型标准[4]. 选择健康人40例作为健康对照组, 无
急慢性心、肝、肾等疾病. APC标记的鼠抗人

CD25mAb(抗CD25-APCmAb), FITC标记的鼠抗

人CD4mAb(抗CD4-FITCmAb), PerCP标记的鼠

抗人CD3mAb(抗CD3-PerCPmAb), 溶血素等均

为美国BD公司产品; PE anti-human Foxp3染色试

剂盒购自美国eBioscience公司; HBV DNA采用

实时定量PCR定量检测, 试剂选用深圳匹基公司

生产HBV核酸扩增(PCR)检测试剂盒. 
1.2 方法 静脉血2 mL, EDTA抗凝, 混匀, 取全

血100 μL放入另一试管, 分别加入CD3-PerCP 
10 μL、抗CD4- FITC 10 μL和抗CD25-APC 10 
μL, 混匀后室温避光放置30 m in, 然后加入溶

血素2 mL, 室温避光10 min. 用PBS洗涤后加入

破膜/固定剂1 mL, 4℃避光染色40 min. 洗涤后

加入20 mL/L鼠血清2 μL, 4℃避光15 min, 加入

an t i-Foxp3-PE及IgG2a-PE同型对照, 4℃避光

30 min, 洗涤后加入含10 g/L多聚甲醛的PBS重
悬, FACSAria流式细胞仪Diva软件进行分析. 以
FSC、SSC、CD3-PerCP、CD4-FITC定义CD4+ 
T细胞, 计算这一细胞群内CD25+Foxp3+细胞的

比率. 病毒载量采用实时荧光定量PCR方法, 用
美国Roche公司的LightCycler自动载量仪测定

HBV病毒载量. 
统计学处理  不同H B V感染组及健康组

CD4+CD25+Foxp3+ T细胞水平比较采用方差

分析, LSD法进行两两比较; 相关性分析采用

Pearson相关系数. 数据用mean±SD表示, 所有

资料采用SPSS11.5软件系统进行分析.

2  结果

2.1  H B V感染者外周血C D4+C D25+F o x p3+ 
T 调 节 细 胞 的 表 达  H B V 感染者外周血

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表达率为7.48%
±1.03%, 健康对照组外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞表达率为3.58%±0.71%. HBV感染

者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表达率

较健康对照组显著增高(t  = 14.724, P <0.001). 
2.2 外周血CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表

达与临床分期的关系 不同临床分期的HBV感

染者外周血CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表

达率均明显高于健康对照组(P <0.05, 表1), 其
中慢性乙肝组, 重型乙肝组, 肝硬化组外周血

CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达百分率分

别为6.65%, 8.65%和7.26%. 慢性乙肝组外周血

CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达率与慢性

重型乙肝组相比有统计学意义(P <0.05). 慢性乙

肝组T调节细胞表达率虽低于乙肝后肝硬化组, 
但差异无统计学意义(P >0.05).
2.3 CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞表达与HBV
载量的相关性 136位患者均进行了HBV-DNA
含量的检测, 检测结果为5.0×105-1010 copies/L. 
HBV载量的对数值与外周血CD4+CD25+Foxp3+ 
T调节细胞的表达率之间存在正相关(r  = 0.332, 
P <0.01).

3  讨论

目前研究认为H B V感染引起的慢性肝炎主要

是免疫损伤所致, HBV感染免疫状态研究对于

进一步分析HBV感染的发病机制有重要的作用[5]. 

■应用要点
监测外周血CD4+ 
CD25+Foxp3+ T细
胞比例有望成为
评价HBV感染者
体内细胞免疫状
态和了解疾病进
展的有效细胞免
疫指标.
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CD4+CD25+调节性T细胞是近年发现的具有免

疫抑制功能的抑制性T细胞群, 对于维持免疫

系统稳态及免疫耐受具有重要作用, 可通过非

抗原特异性方式如直接接触抑制或分泌细胞因

子等抑制免疫系统的功能, 但其免疫抑制机制

尚不完全清楚[6]. Franzese et al [7]对CD4+CD25+

调节性T细胞在急慢性H B V感染中的发病机

制进行了研究, 认为无论急性HBV感染还是慢

性HBV感染, CD4+CD25+调节性T细胞均可下

调针对HBV特异性抗原的CD8+ T细胞的功能. 
Stoop et al [8]研究认为CD4+CD25+调节性T细胞

与HBV感染慢性化机制有关. 目前尚未见到有

关CD4+CD25+调节性T细胞与HBV感染后疾病

进展相关性的报道. 我们的研究结果表明, HBV
患者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表

达率较健康对照组显著增高, 这与国外文献报

道相一致[7-8], 提示HBV感染者体内免疫系统功

能受抑制, 不能及时有效的清除病毒, 促进疾病

慢性化. 我们还发现: 外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞的表达水平与H B V感染的临床

分期相关. 与慢性重型乙肝组相比, 慢性乙肝

组外周血CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达

率有明显统计学差异, 提示HBV感染者外周血

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞介导的免疫耐受

和HBV感染后疾病进展程度密切相关, 可能直

接参与肝脏免疫损伤的发生过程. 因此, 外周血

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞的表达率可能是

一个较好的反映细胞免疫功能的参考指标, 可
以在临床上用于免疫功能的监测, 同时该指标

亦可判断HBV感染后疾病的进展及预后. 我们

分析其机制可能为CD4+CD25+Foxp3+ T调节细

胞能够抑制HBV特异性CD8+ T细胞的功能, 使
CTL功能受损, 导致疾病进展[9].

我们的实验结果还显示, HBV感染后其病

毒载量的对数值与外周血CD4+CD25+Foxp3+ T
调节细胞的表达率之间存在正相关, 提示HBV
感染后体内CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞表

达上调 ,  促进H B V病毒复制 .  其机制可能为

CD4+CD25+Foxp3+ T细胞可以通过抑制单核细

胞和巨噬细胞产生IFN-γ, 而后者可以通过阻断

病毒前基因组mRNA介导的核心颗粒装配来抑

制HBV复制的[10]. Furuichi et al [11]在活体动物实

验中发现, 如果预先清除小鼠体内的CD25+ T细
胞,  通过基因治疗后的小鼠体内针对HBV特异

性的效应CD8+ T细胞数量显著升高. 因此如果

我们能够抑制CD4+CD25+Foxp3+ T细胞的增生

和分化或阻断其调控途径, 或许能够下调其免

疫抑制功能, 同时降低HBV病毒复制, 这将为慢

性HBV感染的治疗寻找一条新途径.
总之 ,  H B V感染者C D 4 +C D 2 5 +调节性

T细胞与疾病进展密切相关 ,  监测外周血

CD4+CD25+Foxp3+ T细胞比例有望成为评价患

者体内细胞免疫状态和了解疾病进展的有效细

胞免疫指标. 我们初步探讨了不同临床分期的

HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性T
细胞的数量, 为以后的进一步深入研究打下基

础. 为了进一步阐明CD4+CD25+Foxp3+ T调节细

胞在HBV感染后发病机制及治疗中的作用, 还需

要对患者体内CD4+CD25+Foxp3+ T细胞功能进行

详细的研究.
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■同行评价
本 文 检 测 不 同
乙 肝 患 者 C D 4 + 
CD25+调节性T细
胞水平与乙肝病
程等的关系, 有一
定学术价值, 结果
可信, 讨论条理分
明, 参考文献引用
较新, 对HBV感染
者的防治提供了
有意义的信息.
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本��刊�讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与《世界华人《世界华人世界华人

消化杂志》合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主》合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主

持, 并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的

新进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办3期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏移

植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容主

要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免疫

抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等方

面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

通讯地址: 510630, 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心. 联系人: 汪根树 电话:, 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心. 联系人: 汪根树 电话:广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心. 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523  传真: 020-87595523  E-mail: chengying_827@163.com.


