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Abstract
AIM: To investigate the HBV DNA load in 
monocyte-derived dendritic cells (DCs) from 
patients with chronic hepatitis B, and to explore 
the reason for decrease of DC function. 

METHODS: Twenty patients with chronic hepa-
titis B and 10 healthy controls were included in 
this study. We incubated and induced DC sub-
sets differentiated from peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs). The expression levels of 
HLA-DR, CD-1α, CD80 and CD86 were detected 
by flow cytometry, and the levels of interleu-
kin-12 (IL-12) in supernatants were measured by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The stimulatory ability of DCs for proliferation 
of allogeneic T cells was evaluated with mixed 
lymphocyte reaction (MLR). HBV DNA load in 
DCs was detected by fluorescent quantitative 
real-time PCR.  

RESULTS: HBV DNA was detected in the DCs 
of 13 patients. The expression levels of HLA-DR, 
CD-1α, CD80, CD86, IL-12, and the stimulatory 
ability of DCs for allogeneic T cell prolifera-
tion were much lower in patients than those in 
healthy controls (P < 0.01 or 0.05); moreover, the 
above indicator levels were lower in patients 
with DC HBV DNA positive than those in pa-
tients with DC HBV DNA negative (correspond-
ingly: 39.17 ± 6.02 vs 60.11 ± 7.92; 46.03 ± 5.52 vs 
58.77 ± 4.12, 20.95 ± 6.32 vs 35.24 ± 7.41, 25.16 ± 
6.05 vs 45.30 ± 8.01, 19.67 ± 7.32 vs 30.74 ± 8.39, 
0.32 ± 0.08 vs 0.59 ± 0.11; P < 0.01 or 0.05 ). The 
expression levels of HLA-DR, CD-1α, CD80 and 
CD86 on DCs, as well as the secretion of IL-12 
and the stimulatory ability of DCs for allogeneic 
T cell proliferation, were significantly correlated 
with DC HBV load (r = -0.713, -0.713, -0.623, 
-0.702, -0.525, -0.841; P < 0.001).  

CONCLUSION: The monocyte-derived DCs 
can be infected by HBV DNA. There is a sig-
nificantly negative correlation between DC 
function and HBV DNA load, and the function 
of DCs is good when the load of HBV DNA is 
lower.
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎患者外周血D C s H B V 
DNA载量与DCs功能的关系. 

®

■背景资料
DCs是人体内功
能最强的专职性
APC, 是机体免疫
功能的始动者, 其
功能缺陷将导致
抗原无法被有效
的递呈给CD4+Th
和CD8+CTL, 从
而产生异常的细
胞和体液免疫应
答. Beekebaum和
A r i m a 均已证实
DCs内有HBV的
感染. HBV对DCs
的感染, 可以诱导
DCs的凋亡, 从而
导致DCs分泌细
胞因子和刺激T细
胞增殖的能力受
到抑制, DCs作为
体内免疫反应的
始动子、调节子
和效应子, 一旦受
损会影响到机体
免疫的各个环节. 
所以, 研究DCs内
HBV DNA载量与
DCs功能的关系
是慢性HBV感染
机制研究的一个
重要方面. 

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科
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方法: 采集20例慢性乙型肝炎患者和10例健
康人的抗凝外周静脉血, 分离外周血单个核
细胞(PBMCs), IL-4和GM-CSF的作用下培养
使DCs增殖、成熟, 以流式细胞技术分别检测
DCs表面HLA-DR、CD-1α、CD80及CD86的
表达; ELISA检测DCs培养上清液IL-12的水
平, 实时荧光定量PCR法检测DCs HBV DNA
的载量, 同种异体混合淋巴细胞反应检测DCs
刺激同种异体T细胞增殖能力.  

结果: 慢性乙型肝炎患者外周血DCs内亦可
检测到HBV DNA, 患者DCs表面HLA-DR、
CD-1α、CD80及CD86的表达水平、DCs分
泌IL-12水平及DCs刺激同种异体T细胞增殖
能力均显著低于健康对照组, 其中DCs HBV 
DNA阳性组较DCs HBV DNA阴性组下降更
为明显(39.17±6.02 vs  60.11±7.92, 46.03±
5.52 vs  58.77±4.12, 20.95±6.32 vs  35.24±
7.41, 25.16±6.05 vs  45.30±8.01, 19.67±7.32 
vs  30.74±8.39, 0.32±0.08 vs  0.59±0.11, 均
P <0.01或0.05); HLA-DR、CD-1α、CD80及
CD86的表达、IL-12水平及DCs刺激同种异
体T细胞增殖能力与DCs HBV DNA载量呈
显著负相关(r  = -0.713, -0.713, -0.623, -0.702, 
-0.525, -0.841, 均P <0.001). 

结论:  慢性乙型肝炎患者外周血D C s可被
HBV DNA感染, 患者DCs HBV DNA载量与
DCs功能有密切关系, 病毒载量低者DCs功能
好, 病毒载量高者DCs功能差.  

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 乙型肝炎病

毒; DNA载量; 流式细胞术; 聚合酶链反应
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0  引言

病毒性肝炎是我国最常见的疾病之一 ,  慢性

乙型肝炎患者病情迁延不愈的主要原因是由

于H B V形成的特异性的免疫耐受所导致的病

毒持续感染. 树突状细胞(dendritic cells, DCs)
是迄今所知作用最强的抗原递呈细胞(ant igen 
presenting cell, APC)[1]. 在慢性乙型肝炎患者中

DCs的功能是低下的[2], DCs功能的异常可能导

致抗原提呈功能失调, 引起体液和细胞免疫紊

乱, 最终导致患者病情迁延不愈[3]. DCs HBV 
DNA载量反映了HBV在DCs内复制的活跃程度. 
目前关于乙型肝炎患者DCs内HBV载量与DCs

功能的关系, 国内外报道少见. 本研究对乙型肝

炎患者DCs内HBV DNA的存在状况进行研究, 
力求探讨慢性乙型肝炎患者DCs的功能下降的

可能原因.

1  材料和方法

1.1 材料 20例慢性乙型肝炎患者为2008-04/08
湖南中医药大学第一附属医院门诊及住院病例, 
均为血清HBV DNA阳性患者, 其中男14例, 女6
例, 年龄25-46(平均34.9)岁. 诊断参照2000年西

安全国病毒性肝炎会议的标准[4], 均排除了甲、

丙、丁和戊型肝炎等病毒重叠感染以及其他原

因(酒精、药物等)引起的肝脏损害. 另取10例健

康人作为正常对照. 淋巴细胞分离液购于天津

灏洋公司; IL-4和GM-CSF购于美国Peprotech公
司; RPMI 1640购于美国Gibco公司; 胎牛血清

(fetal calf serum, FCS)购于美国Hyclone公司, 荧
光标记鼠抗人HLA-DR-PE, CD-1α-FITC, CD80-
FITC, CD86-PE购于美国eBioscience公司; 人
IL-12 ELISA试剂盒购于深圳晶美生物工程有

限公司; HBV DNA PCR荧光检测试剂盒购于上

海科华生物技术有限公司; 丝裂霉素C购于美国

Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 DCs的培养: 按照Romani et al分离培养DCs
的方法稍作修改[5]. 无菌条件下抽取各组外周

血20 mL, 肝素抗凝, 用淋巴细胞分离液分离外

周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cells, PBMCs), PBS洗涤2次, RPMI 1640洗涤1
次. 用含100 mL/L FCS RPMI 1640液调整外周

血PBMCs浓度为3×109/L, 移植入6孔培养板, 每
孔3 mL. 50 mL/L CO2 37℃条件下培养2 h, 吸弃

培养上清液, 37℃预热RPMI 1640液轻轻洗涤培

养板2次, 祛除非贴壁细胞, 即获贴壁的单个核

细胞. 往祛除非贴壁细胞的6孔培养板孔内各加

3 mL 100 mL/L FCS RPMI 1640培养液, 其中含

有GM-CSF 100 μg/L, IL-4 500 kU/L, 在50 mL/L 
CO2 37℃条件下培养, 隔天换液1次, 吸弃原液

1.5 mL, 加同体系培养液1.5 mL. 收集第7天悬浮

细胞即为DCs. 台盼蓝染色测定细胞活力>95%, 
计数DCs获得量. 
1.2.2 FACS检测DCs细胞表面分子的表达: 在
DCs培养的第7天收集细胞, 用PBS洗细胞2次, 
稀释成5×108/L, 加入鼠抗人鼠抗人HLA-DR-
PE, CD-1α-FITC, CD80-FITC, CD86-PE 20 μL, 
轻轻混匀, 4℃温育45 min, 再用PBS洗2次, 流式

■研发前沿
慢性乙型肝炎患
者PBMCs通过体
外诱导培养产生
的DCs存在HBV, 
这一现象对DCs
和免疫系统功能
尤其在慢性乙型
肝炎病变过程的
影 响 值 得 重 视 . 
DCs内存在HBV
对各种免疫细胞
的分化、功能及 
他们与DCs间的
相互作用关系产
生影响有待于进
一步的研究并加
以证实.

■相关报道
Munz et al 发现 , 
慢性乙型肝炎患
者外周血DCs中
可 检 测 到 H B V 
D N A 基 因 片 段 . 
而Arima则运用原
位杂交PCR和RT-
P C R 的 方 法 ,  从
慢性乙型肝炎患
者外周血来源的
DCs内检测到了
HBV DNA和HBV 
RNA,  并发现其
同种异体混合淋
巴细胞反应水平
下降. Beekebaum 
et al 研究表明, 正
常人单个核细胞
来源的DCs在受
到HBV感染后, 表
现出抗原提呈功
能下降, 同时伴随
Thl反应受损.



www.wjgnet.com

3558                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2008年11月8日      第16卷     第31期

细胞仪检测HLA-DR、CD-1α、CD86、CD80的
表达. 
1.2.3 ELISA检测DCs培养上清液IL-12的水平: 
按试剂盒说明书操作. 
1.2.4 同种异体混合淋巴细胞反应: 取其他健康

人外周血, 经淋巴细胞分离液分离后获得单个

核细胞, 注入T细胞尼龙毛柱, 37℃孵育1 h后, 冲
洗出非黏附细胞为同种异型效应T细胞. 取同时

培养7 d的DCs用50 mg/L的丝裂霉素C 37℃处理

45 min后, PBS洗涤3次, 悬浮于完全1640培养基

中, 以1×104/孔加人96孔培养板, 分别用患者和

正常人的PBMCs作对照组, 每组各3个复孔, 每
孔加人同种T细胞2×105, 终体积200 μL/孔, 在
37℃、50 mL/L CO2条件下培养96 h. 培养结束

后, 沉淀细胞加人MTT液(5 g/L)20 μL/孔, 上述

相同条件下继续培养4-6 h, 每孔加人酸化异丙

醇100 μL, 振荡10 min, 在波长550 nm处测A值. 
1.2.5 HBV DNA的检测: 采用实时荧光定量PCR
法检测, 仪器为杭州博日Line-Gene型全自动定

量PCR仪, 试剂为上海科华配套试剂, 检测灵

敏度为5×105 copies/L. DCs培养的第7天, 用含

100 mL/L FCS RPMI 1640液调整DCs浓度为5×
108/L, 每个标本取细胞悬液3 mL, PBS洗涤3次, 
提取DCs内DNA, 按试剂盒说明书操作. 同时将

最后一次洗涤液保留进行HBV DNA的检测, 检
测方法同上. 

统计学处理 对检测的HBV DNA拷贝数取

常用对数. 对DCs功能的相关指标与HBV DNA
的常用对数值用相关分析法进行处理, 并对相关

系数进行显著性检验, 两组数据间的相关关系用

直线相关分析方法, P<0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 光镜下观察DCs的形态特征 PBMCs培养2 h
后见圆形扁平贴壁细胞, 培养24 h后可见贴壁单

个核细胞聚集成大小不等葡萄串状, 黏附于培

养板底, 尤以边缘为著. 第3天可见这部分细胞

体积增大, 第4天可见部分细胞悬浮于细胞培养

液, 第5天可见这部分细胞数目增多, 部分细胞

出现许多毛刺. 第7天培养液中飘浮着大量有明

显树突状的大个细胞或细胞团(图1). 
2.2 各组血清及DCs HBV DNA载量 将DCs洗
涤液进行HBV DNA的检测, 所有标本均未检出

HBV DNA, 排除了血清污染对实验结果的影

响. 血清HBV DNA阳性患者20例, 13例DCs内可

检测到HBV DNA, 7例DCs内未检出HBV DNA, 
DCs内HBV DNA检出率为65.0%. 20例患者血清

HBV DNA拷贝数的平均数为6.36±0.33log10值, 
13例DCs HBV DNA阳性者DCs HBV DNA拷

贝数的平均数为6.07±0.21log10值, 而7例DCs 
HBV DNA阴性者及10例正常对照者DCs HBV 
DNA水平<106 copies/L. 
2.3 DCs HBV DNA阳性组及阴性组DCs表面分

子的表达水平 DCs HBV DNA阳性组及阴性组

HLA-DR、CD80、CD86和CD-1α的表达率普

遍降低, 分别与正常人组比较P <0.01, 尤以DCs 
HBV DNA阳性组下降更为明显, 与DCs HBV 
DNA阴性组比较P <0.01, 有统计学意义(表1).
2.4 DCs在MLR中的刺激活性 在同种异体混合

淋巴细胞反应中, DCs表现出比自体PBMCs具
有更强的刺激T淋巴细胞增殖的能力. DCs HBV 
DNA阳性组、DCs HBV DNA阴性组及正常对

照组刺激T细胞增殖的A值分别为0.32±0.08、
0.59±0.11、0.71±0.09, 三组之间两两比较均

有显著性差异(P <0.05), 可见HBV DNA阳性组

■创新盘点
目 前 关 于 乙 型
肝炎患者DCs内
HBV载量与DCs
功能的关系, 国内
外 报 道 少 见 .  本
研究对乙型肝炎
患者DCs内HBV 
DNA的存在状况
进行研究, 力求探
讨慢性乙型肝炎
患者DCs的功能
下降的可能原因.

图  1  培养第7天的DCs形态(×200).

表  1  DCs HBV DNA阳性及阴性组DCs表面分子的表达水平 (mean±SD, %)

     
分组                                           n               HLA-DR                      CD80                          CD86                      CD-1α

DCs HBV DNA阳性            13        39.17±6.02bc          20.95±6.32bc        25.16±6.05bc        46.03±5.52bc

DCs HBV DNA阴性              7        60.11±7.92b           35.24±7.41b         45.30±8.01b         58.77±4.12b

正常人                                10        82.06±8.32            49.42±8.92           84.13±8.92          69.52±6.90

bP<0.01 vs  正常人; cP<0.01 vs  HBV DNA阴性组.
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DCs刺激T细胞增殖的能力低于HBV DNA阴 
性组. 
2.5 DCs HBV DNA阳性组及阴性组DCs分泌

IL-12水平 13例DCs HBV DNA阳性者IL-12水平

均值为19.67±7.32 ng/L, 7例DCs HBV DNA阴

性者IL-12水平均值为30.74±8.39 ng/L, 而正常

人组为79.58±6.68 ng/L, 慢性乙型肝炎较正常

人组IL-12水平明显下降, P <0.01, 尤以DCs HBV 
DNA阳性组下降更为明显, 与DCs HBV DNA阴

性组比较P <0.01, 有统计学意义. 
2.6 DCs HBV DNA载量与DCs表面分子表达、

DCs分泌IL-12水平及DCs刺激同种异体T细胞

增殖能力的关系 DCs表面分子的表达、DCs分
泌IL-12水平及DCs刺激同种异体T细胞增殖能

力与DCs HBV DNA载量呈显著负相关(CD80: 
r  = -0.623, t  = 3.839, P <0.01; CD86: r  = -0.702, t 
= 3.541, P <0.01; HLA-DR: r  = -0.713, t  = 7.487, 
P <0.001; CD-1α: r  = -0.713, t  = 7.487, P <0.001; 
IL-12: r  = -0.525, t  = 4.110, P <0.001; DCs刺激

同种异体T细胞增殖能力: r  = -0.841, t  = 7.103, 
P <0.001). 

3  讨论

DCs是人体内功能最强的专职性APC, 是机体免

疫功能的始动者, 能显著活化初始T淋巴细胞, 
还与单核细胞、内皮细胞及活化的B淋巴细胞

一起参与再次免疫应答. 其功能缺陷将导致抗

原无法被有效地递呈给CD4+Th和CD8+CTL, 从
而产生异常的细胞和体液免疫应答. 目前不少

研究结果表明, 慢性乙型肝炎患者DCs的功能存

在缺陷, 认为这是导致HBV持续感染的重要因

素之一[6-7].
近年来, 国内外的大量研究表明, 慢性乙型

肝炎患者外周血DCs数量减少, 表型不成熟、功

能下调, 并且临床往往表现出外周血高滴度的

HBV DNA载量, 而且针对HBV的特异性CTL应
答很弱, 甚至检测不到[8]. 

HBV DNA是体内HBV复制增殖最直接的指

标, 无外源性抗病毒措施干预时, 血清HBV DNA
载量的高低可以反映机体免疫系统和H B V之

间的作用结果, 而且不同HBV DNA载量组间肝

组织炎症程度亦存在明显的差异[9-10], 因此HBV 
DNA载量可以作为重要参数来评价机体免疫系

统对HBV的免疫应答状态. 而DCs内HBV DNA
载量反映的是DCs内HBV复制水平的高低, DCs
的生物学功能可能受HBV直接影响[11]. 

曾有报道将HBV导入正常人的DCs后发现

其表型和功能明显降低. Munz et al [11]发现, 慢性

乙型肝炎患者外周血DCs中可检测到HBV DNA
基因片段, 这说明DCs可被HBV感染, DCs的生

物学功能可能受HBV直接影响. 而Arima则运用

原位杂交PCR和RT-PCR的方法, 从慢性乙型肝

炎患者外周血来源的DCs内检测到了HBV DNA
和HBV RNA, 并发现其同种异体混合淋巴细胞

反应水平下降, 表明DCs可能作为HBV的肝外贮

存场所并与HBV的复制有关[12]. 研究还发现, 慢
性乙型肝炎患者DCs的表型以及抗原提呈能力

与体内HBV载量密切相关, 表型以及抗原递呈

能力良好者病毒载量低, 而表型以及抗原递呈

能力差者则病毒载量高[13]. 
Beckebaum et al [14]将HBV颗粒与正常人外

周血单个核细胞来源的DCs共培养后, PCR及

透射电镜检测发现: DCs内存在HBV, 说明体

外培养的DCs亦能被HBV感染, 其机制可能为

DCs表达唾液酸糖蛋白受体(asialoglycoprotein 
receptor, ASGPR), ASGPR介导细胞的内摄作用, 
导致HBV进入DCs内[15]. 本研究将DCs洗涤液

进行HBV DNA的检测, 所有标本均未检出HBV 
DNA, 排除了HBV体外感染DCs的可能, 本研究

在DCs内检测到的HBV DNA为患者DCs本身所

含有的. 
本研究的结果显示, 20例慢性乙型肝炎血

清HBV DNA阳性患者, DCs内HBV DNA检出率

为65.0%, 说明DCs亦能受到HBV感染. 慢性乙

型肝炎DCs HBV DNA阳性及DCs HBV DNA阴

性患者DCs表面HLA-DR、CD80、CD86和CD-
1α的表达均较正常人组明显低下, 且DCs HBV 
DNA阳性组较DCs HBV DNA阴性组下降更为

明显. 并且HLA-DR、CD80、CD86和CD-1α等
的表达与DCs内HBV DNA载量均呈显著的负

相关关系, 而这些分子与DCs的成熟度和功能发

挥有密切的关系. 提示慢性乙型肝炎患者DCs 
HBV DNA载量与DCs表面分子表达水平有密切

关系, 病毒载量低者表面分子表达水平高, 病毒

载量高者表面分子表达水平低. 
IL-12是迄今为止所发现的DCs细胞释放

的最有效的CTL和NK细胞活性刺激因子, 在机

体抗病毒和抗肿瘤的一系列免疫病理条件下均

能发挥关键作用. Chouaib et al [16-17]报道在MLR
反应阶段, 内源性IL-12的产生对细胞的增殖和

CTL分化起重要的作用. 因此, IL-12产生的缺失

可能是慢性乙型肝炎患者DCs刺激T细胞增殖

■应用要点
寻求恢复或提高
患者DCs的功能, 
可能将是治疗慢
性乙型肝炎的一
种新的方法, 国内
已开展了DCs疫
苗治疗慢性乙型
肝 炎 的 研 究 .  研
究慢性乙型肝炎
患者外周血DCs 
HBV DNA载量与
其功能关系或许
能为DCs疫苗治
疗慢性乙型肝炎
提供一定的基础.
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能力降低的最重要的原因. 从我们的实验中发

现DCs HBV DNA阳性及DCs HBV DNA阴性患

者DCs分泌IL-12水平较正常对照组均明显下降, 
DCs HBV DNA阳性组较DCs HBV DNA阴性组

亦有明显下降, 并且DCs分泌IL-12水平与DCs内
HBV DNA水平均呈显著负相关, DCs HBV DNA
载量越高, 则DCs分泌IL-12水平越低. 说明DCs
内HBV DNA载量能影响DCs分泌IL-12水平, 从
而进一步影响DCs功能. 

总之, 慢性乙型肝炎患者外周血DCs内亦可

检测到HBV DNA, 说明DCs亦能受到HBV的感

染. 而且DCs的表型、刺激同种异体T细胞增殖

能力及分泌IL-12能力与DCs内HBV载量呈显著

负相关关系, 在一定程度上反映了DCs的功能状

态对机体清除HBV的影响. 因此, 寻求恢复或提

高患者DCs的功能, 可能将是治疗慢性乙型肝炎

的一种新的方法. 
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■同行评价
本文探讨了慢性
乙型肝炎患者外
周 血 D C s  H B V 
DNA载量与DCs
功能的关系, 新颖
性较强, 研究内容
可信, 具有一定的
研究价值. 


