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Abstract
AIM: To detect PD-L1 expression in umbilical 
cord blood monocytes of neonates born from 
chronic HBV-infected mothers and to determine 
relationship between serum HBeAg and PD-L1 
expression.

METHODS: Cord blood mononuclear cells 
(CBMC) were collected from umbilical cord of ce-
sarean-delivered neonates born from 31 HBsAg-
positive mothers and 10 healthy mothers. CBMC 
were stained with CD14-FITC and PD-L1-APC 
to detect the expression rate of PD-L1 using flow 
cytometry. Cord blood serum HBeAg was de-
tected using microparticle enzyme immunoassay 
(MEIA).

RESULTS: There was no significant difference 

with PD-L1 expression in cord blood monocytes 
between neonates born from HBeAg-negative 
mothers and those born from healthy mothers. In 
three cases of chronic HBV carrier mothers with 
high HBeAg level, PD-L1 expression in cord blood 
monocytes was significantly higher than that of 
other groups (22.0 ± 1.6 vs 2.55 ± 3.1, 1.3 ± 1.2, 1.5 ± 
0.8, all P = 0.00). Compared with the PD-L1 expres-
sion of low HBeAg levels, there were no significant 
difference between HBeAg-negative mother group 
and healthy mother group.

CONCLUSION: High HBeAg levels in umbili-
cal cord blood may be related to up-regulation 
of PD-L1 in cord blood monocytes of neonates 
born from HBeAg-positive mothers. It might be 
related to neonatal persistent HBV infection.
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摘要
目的: 检测慢性HBV感染产妇胎儿脐带血单
核细胞PD-L1表达情况, 探讨脐血清HBeAg与
PD-L1表达的关系. 

方法: 采用流式细胞仪技术检测31例HBsAg
阳性产妇和10例健康产妇胎儿脐带血单核细
胞PD-L1的表达, 微粒子免疫荧光法(MEIA)检
测脐血清HBeAg. 

结果: HBeAg阴性产妇组胎儿脐带血单核细
胞PD-L1表达与健康产妇组无显著差异, 而
HBeAg阳性组中, 3例脐血清HBeAg高水平
患者, 脐带血单核细胞PD-L1表达显著高于
HBeAg低水平组、HBeAg阴性组及健康产妇
组(22.0±1.6 vs  2.55±3.1, 1.3±1.2, 1.5±0.8, 
均P  = 0.00); HBeAg量处于低水平者, 其单核
细胞PD-L1表达与HBeAg阴性者及健康产妇
组比较无显著差异.

结论:  慢性H B V感染产妇胎儿脐血高水平
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■背景资料
一直以来HBV感
染慢性化的机制
并不十分明确, 但
与感染时的年龄
和机体免疫状态
密切相关. 母婴传
播是HBV最常见
的传播方式, 而通
过这种方式感染
的新生儿90%以
上会发生HBV感
染慢性化. 新生儿
感染HBV易发生
慢性化一直是人
们关注的谜团.

■同行评议者
刘正稳, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
传染科



HBeAg可能和单核细胞PD-L1高表达有关,可
能和新生儿HBV感染慢性化机制有关.

关键词: 程序性细胞死亡分子1; 慢性HBV感染; 脐

带血单核细胞; HBeAg; 感染慢性化
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0  引言

慢性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感
染严重危害人类健康 ,  在我国慢性H B V感染

者约1.2亿. 母婴传播是最常见的传播方式, 而
通过这种方式感染的婴幼儿90%以上会发生

慢性化 .  有关H B V慢性化机制尚不清楚 ,  可
能和婴幼儿期抗原递呈细胞尤其是树突状细

胞功能低下 [1]、机体特异性细胞免疫功能低

下[2]以及分泌型HBeAg[3]等有关. 新近研究表

明, 活化T细胞上表达的程序性细胞死亡分子

1(P D-1)和相应配体-程序性细胞死亡分子配

体1(P D-L1)相互作用 ,  可致使T细胞功能耗

竭 [4]; 而成人慢性HBV感染中单核细胞和髓系

树突状细胞的PD-L1表达明显上调, 提示PD-L1
在H B V逃避免疫、导致持续感染中有一定作 
用[5-6]. 我们对慢性HBV感染产妇胎儿脐带血单

核细胞PD-L1的表达情况作了初步研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 HBsAg阳性产妇胎儿脐带血31例来自

北京地坛医院妇产科剖宫产患者, 健康产妇胎

儿脐带血10例来自北京大学第一医院产科剖宫

产患者. 患者诊断参照2000年第10次全国病毒

性肝炎及肝病学术会议制定的《病毒性肝炎防

治方案》和2005年发布的《中国慢性乙型肝炎

防治指南》. 所有病例孕期未进行抗病毒治疗

和应用乙肝免疫球蛋白注射. 病毒血清学指标

(HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb和HBcAb), 
均经ELISA方法检测; 血清ALT、AST水平用化

学发光法检测. 排除产妇病理产科情况(如胎膜

早破)、其他慢性或急性感染, 如HCV、HAV、

HDV、HEV、HIV、CMV等感染, 健康产妇同

时排除HBV感染(表1).
1.2 方法 剖宫产术中获取EDTA抗凝血9 mL,
利用Ficol l-Paque Plus淋巴细胞分层液[美国

Amersham Biosciences(GE)]分离CBMC. 1×
106个CBMC与CD14-FITC、PD-L1-APC(美国
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eBioscience)在室温下共孵育15 min, 以CD14-
FITC, PD-L1- IgG1(美国eBioscience)标记作

为阴性对照, 以培养7 d来源于健康产妇胎儿

脐带血单核细胞的树突状细胞(dendrit ic cell, 
DC)标记PD-L1-APC作为阳性对照. 利用BD 
FACS Calibur流式细胞仪(美国BD)检测, 最终用

WinMDI2.9软件分析. 非抗凝脐血4 mL得血清

-20℃冻存, 统一解冻后通过试剂盒(MEIA, 微粒

子免疫荧光法, 美国雅培公司)在AxSYM全自动

免疫分析仪(美国雅培)检测出脐血清HBeAg含
量. HBsAg阳性产妇血清HBV DNA水平应用荧

光定量PCR方法检测(试剂为上海科华生物产品, 
PCR扩增仪为罗氏LightCycler®480, 检测下限为

5×105 拷贝/L). 
统计学处理 结果以mean±SD和百分比表

示, 采用SPSS12.0统计软件进行分析, 组间比较

用t检验, 并进行相关分析, P <0.05有统计学意义.

2  结果

PD-L1在健康产妇胎儿脐带血单核细胞中的表

达率为1.5%±0.8%, HBeAg阴性慢性HBV携带

产妇组为1.3%±1.2%, 独立样本t检验显示两组

之间差异无显著性(P  = 0.68, 表2). 脐血HBeAg
的含量与脐带血单核细胞PD-L1表达有一定相

www.wjgnet.com

表  1  研究对象产妇的临床资料

     
	      HBeAg阴性        HBeAg阳性	       健康产妇

n 	               8		     23	            10

年龄(岁)	       29.3±4.0        28.0±3.0	      28.4±3.0

ALT(U/L)	          26-38              28-40	         29-40

HBsAg	           阳性                  阳性	           阴性

抗HBs	           阴性                  阴性	           阴性

HBeAg	           阴性                  阳性	           阴性

抗HBc	           阳性                  阳性	           阴性

表  2  胎儿脐带血单核细胞PD-L1的表达 (mean±SD)

     
分组	            n

	      脐血清      单核细胞PD-  产妇产HBV 

		    HBeAg含量  L1表达率(%)     DNA Log值

慢性HBV携带     20      20.9±18.6    2.55±3.1     7.1±0.8

HBeAg低水平

慢性HBV携带       3    154.3±4.7      22.0±1.6a    7.2±0.9

HBeAg高水平

HBeAg阴性          8	       <1.0	          1.3±1.2         <5

 健康对照	           10	       <1.0	          1.5±0.8        阴性

aP<0.01 vs  HBeAg低水平组、HBeAg阴性、健康组.

■相关报道
新近众多研究提
示PD-1/PD-L通路
在HIV、HCV、

HBV等病毒感染
慢性化中发挥重
要作用, 成为慢性
感染疾病领域内
的一大的热点.

■应用要点
本 文 通 过 研 究
P D - L 1 在 慢 性
HBV携带产妇胎
儿脐带血单核细
胞的表达情况及
其影响因素, 探讨
PD-L1在新生儿
HBV感染慢性化
中可能的作用, 为
深入发病机制的
研究和免疫治疗
方法的开发提供
依据.
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关性. 故按照脐血清HBeAg的含量将慢性HBV
携带产妇分成两组: HBeAg高水平组和HBeAg
低水平组(表2), t检验提示两组产妇脐带血单核

细胞PD-L1的表达差异具有显著性(P  = 0.00); 两
组之间产妇产前HBV DNA水平差异没有显著性

(P  = 0.99, 表2).
独立样本t检验显示, HBeAg低水平组脐血

单核细胞PD-L1的表达与HBeAg阴性慢性HBV
携带产妇组和健康产妇对照组相比均无显著差

异(P  = 0.117, 0.137); HBeAg高水平组脐血单核细

胞PD-L1的表达与HBeAg阴性慢性HBV携带产

妇组和健康产妇对照组均有显著差异(P  =  0.00). 
此外, 仅能在HBeAg阳性的慢性HBV携带

产妇胎儿脐带血中检测到HBeAg, 但统计学相

关分析发现脐带血HBeAg水平与HBeAg阳性慢

性HBV携带产妇产前HBV DNA水平无明显相

关性(P  = 0.17).

3  讨论

近年来, PD-1/PD-L1通路在自身免疫性疾病、

肿瘤、感染疾病中的作用受到广泛关注, 成为

研究热点. 在感染性疾病领域内, 已发现许多病

原体, 特别是病毒, 能够通过上调该通路的表达

而抑制特异性T细胞的功能, 逃避免疫系统的攻

击[4]. 人鼻病毒能够通过上调DC本身PD-L1的表

达而下调DC活化T细胞的能力[7]. 新近研究表明, 
PD-1/PD-L通路与慢性病毒感染疾病中的T细胞

功能耗竭和机体免疫系统不能有效控制病毒直

接相关. 美国学者Barber et al [8]通过慢性病毒感

染的动物模型淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒感染

的小鼠首次揭示PD-1/PD-L通路在慢性病毒感

染中的至关重要的角色. 在慢性HBV感染中, 美
国Chisari实验室发现, PD-1/PD-L1通路与HBV
转基因小鼠肝脏内特异性CD8+ T功能低下密

切相关[9]. Mühlbauer et al [10]发现, PD-L1在能够

分泌HBV病毒颗粒的HepG2-2.2.15的表达明显

高于HepG2细胞, 本研究室也得到类似结果. 最
近,  Chen et al [5]和Geng et al [6]研究结果分别显示, 
成人慢性HBV感染者外周血MDC和单核细胞

PD-L1表达均明显上调, 可能是HBV逃避免疫、

导致HBV感染慢性化的原因.  
HBeAg是HBV病毒颗粒组装、复制及感染

非必需的一种小分子蛋白, 因HBV复制伴随着他

的转录和翻译, 所以被认为是HBV复制的一个标

志, 然而其具体生物学功能一直不明. 以往研究

发现分泌型HBeAg具有独特的免疫学反应特点, 

如诱导Th细胞增殖能力降低且主要以Th2型为

主、具有调节HBc特异性Th细胞、诱导Th1细胞

凋亡等免疫调节功能[3,11]. 研究已明确HBeAg可
以通过胎盘进入胎儿体内[12-13], 并且这些来源于

母体的HBeAg会在胎儿出生后的体内存留较长

时间(平均6 mo, 长者达1年)[13-14]. 因此, HBeAg被
认为是免疫耐受原, 并已得到某些动物实验的支

持[11,15]. 此外, 还发现HBeAg阴性母亲所生婴儿易

发生急性肝炎而不易出现HBV感染慢性化[16-17]. 
Wang et al [13]也发现发生HBV病毒学反弹的患儿

出生时血清HBeAg水平明显高于未发生反弹的

新生儿, 这些都提示HBeAg在新生儿HBV感染慢

性化中的作用, 但具体机制尚不明确. 
我们发现HBeAg阴性产妇胎儿脐带血中单

核细胞PD-L1的表达与健康产妇对照组无明显

差异, 而HBeAg阳性产妇脐带血单核细胞PD-L1
表达明显增加, 且其表达与脐血清中HBeAg水
平明显有关. 当HBeAg处于高水平时, 脐带血单

核细胞PD-L1的表达率明显升高, 与HBeAg阴性

产妇组和健康产妇对照组相比有明显差异; 但
当HBeAg处于低水平时, 单核细胞PD-L1的表达

与HBeAg阴性产妇组和健康产妇对照组无明显

差异. 这提示脐血清高水平HBeAg与慢性HBV
携带产妇胎儿脐带血单核细胞PD-L1的表达上

调有关; 提示HBeAg具有免疫调节作用, 介导免

疫耐受发生, 即高水平HBeAg可能通过上调新

生儿单核细胞PD-L1的表达, 与T细胞上的PD-1
相互作用而抑制其功能. 但是本研究样本量相

对较少, 尚需进一步验证. 新近也有研究发现成

人慢性乙型肝炎患者单核细胞PD-L1表达上调

与HBeAg的存在有相关性[6]. 
新生儿体内的HBeAg来自母体, 但研究已

发现其含量与母亲HBeAg水平无关[13], 然而目

前并不清楚什么因素会影响HBeAg透过胎盘屏

障进入胎儿体内, 值得深入研究, 能否通过阻断

HBeAg进入胎儿体内而避免发生免疫耐受也是

值得探讨的课题. 
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