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Abstract
AIM: To find out effects of adefovir dipivoxil 
(ADV) on the function of dendritic cells (DCs) 
from peripheral blood of chronic HBV-infected 
patients in vitro.

METHODS: Monocytes (Mo) were purified 
from peripheral blood of healthy volunteers 
and HBV-infected patients with incubation of 
granulocyte/macrophage colony stimulating 
factor (GM-CSF), interleukin-4 (IL-4) and ADV 

at different concentrations (20, 100, 500 µg/L) 
added on day 6. DC’s morphology was observed 
under inverted microscopy and the expressions 
of CD1a, CD83, CD86 and MHC-DR on DCs 
were analyzed using FACS. The ability to stimu-
late the proliferation of allogenic T cells by DCs 
was detected using methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT). The levels of IL-12 p40+p70 in culture su-
pernatant of DCs were determined using ELISA. 

RESULTS: Compared with HBV-infected pa-
tient group, a better differentiation of DCs, 
enhanced proliferation of allogenic T cells and 
increased secretion of IL-12 p40+p70 were ob-
served in ADV treatment group. The DCs with 
100 µg/L ADV had the highest expression of 
CD1a, CD83, CD86 and MHC-DR, significantly 
higher than those of DCs without ADV treat-
ment (43.5 ± 5.7 vs 20.6 ± 2.8, 34.6 ± 1.9 vs 16.7 ± 
3.4, 40.9 ± 2.8 vs 25.8 ± 6.6, 66.9 ± 5.4 vs 40.7 ± 4.2, 
all P < 0.05), but all lower than the healthy con-
trols. Differences among the three groups were 
statistically significant (P < 0.05). 

CONCLUSION: ADV enhances the immune 
ability of DCs from peripheral blood of HBV-
infected patients, suggesting that ADV possibly 
participates in the immune response through 
modulation of function of DCs and plays an in-
direct antivirus role. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cell; Ade-
fovir dipivoxil; Cell phenotype; Antigen presentation
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摘要
目的: 探讨体外阿德福韦酯(adefovir dipivoxil, 
ADV)对慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, 
CHB)患者外周血树突状细胞(dendritic cell, 
DC)功能的影响. 

方法: 分离CHB患者及健康自愿者外周血单
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■背景资料
CHB治疗的主要
困难是患者存在
不同程度的免疫
耐受, 很难彻底清
除HBV. 如何调动
机体免疫应答并
配合抗病毒药物, 
彻底清除或持续
抑制HBV复制, 是
亟待解决的问题. 
已证实 ,  DC是唯
一能活化初始型T
细胞的专职APC, 
在抗病毒的细胞
免疫中举足轻重. 
A D V 是 新 一 代
核苷类抗病毒药
物, 通过抑制HBV 
DNA复制而发挥
抗病毒作用, 具有
广泛的临床应用
前景. 国外研究发
现ADV在抗病毒
同时对DC也有一
定作用. 国内尚未
见相关报道. 
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核细胞(Mo), 在含rhGM-CSF+rhIL-4及不同浓
度ADV(20、100、500 µg/L)培养条件下制备
单核细胞源DC(MoDC). 在倒置显微镜下观察
DC的形态; FACS分析DC的表型; MTT法测定
DC刺激同种异体T细胞增殖的能力; ELISA检
测DC培养上清中IL-12 p40+p70的含量.  

结果: 与CHB未处理组比较, CHB ADV处理
组DC形态分化明显, 激发初始T细胞增殖的
能力加强, 上清液中分泌的IL-12 p40+p70增
多; 在CHB ADV处理组(100 µg/L), CD1a+、

CD83+、CD86+和MHC-DR+DC的数量均最
多, 显著高于CHB未处理组(43.5±5.7 vs  20.6
±2.8, 34.6±1.9 vs  16.7±3.4, 40.9±2.8 vs  
25.8±6.6, 66.9±5.4 vs  40.7±4.2, 均P <0.05), 
但低于健康对照组, 三组间差异具有统计学意
义(P <0.05). 

结论: ADV可以增强CHB患者外周血MoDC
的免疫功能, 提示其可能通过调节DC的功能
而参与免疫应答, 发挥间接抗病毒作用.

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 阿德福韦酯; 

细胞表型; 抗原提呈

陈月, 陈洪涛, 吴诗品, 岳化葵, 马云, 方爱萍. 阿德福韦酯体外

对慢性乙型肝炎患者树突状细胞功能的影响.  世界华人消化杂

志  2008; 16(33): 3759-3764

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3759.asp

0  引言

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)治疗

的主要困难是C H B患者存在不同程度的免疫

耐受, 很难彻底清除HBV. 造成CHB免疫耐受

的重要原因之一是患者树突状细胞(dendr i t ic 
cells, DC)功能低下[1-3]. 已证实, DC是唯一能活

化初始型T细胞的专职抗原提呈细胞(ant igen-
presenting cell, APC), 在抗病毒的细胞免疫中

起重要作用[4-5]. 阿德福韦酯(adefovir dipivoxil, 
ADV)是新一代核苷类抗病毒药物, 通过抑制

HBV DNA复制而发挥抗病毒作用, 对野生HBV
及拉米夫定、泛昔洛韦等耐药HBV变异株均有

显著抑制作用, 有望成为解决核苷类似物耐药

问题的有效药物, 具有广泛的临床应用前景[6-9]. 
国外研究发现ADV在抗病毒同时对DC也有一

定作用[10]. 国内尚未见相关报道, 因此, 本研究

通过检测体外ADV对CHB患者外周血单核细胞

(monocyte, Mo)源DC的作用, 进一步探讨ADV
治疗CHB的机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 选择我院门诊及住院的CHB患者15例
为实验组, 临床诊断标准均符合2000-09西安中

华医学会传染病与寄生虫学分会、肝病学分

会联合修订的《病毒性肝炎防治方案》慢性

乙型肝炎诊断标准, 并符合以下条件: (1)年龄

18-55岁; (2)HBsAg(+)、HBeAg(+)、HBcAb(+)
及H B V-D N A(+); (3)A LT升高达正常值上限

2-10倍; (4)全部研究对象均排除HAV、HCV、

HEV、HIV感染, 均无心脑肾及其他器官合并

症. 另以健康自愿者10例为对照组. FITC标记

的鼠抗人CD1a、抗MHC-DR mAb, PE标记的

鼠抗人CD83、抗CD86 mAb, 同型FITC-IgG1、
PE-IgG1阴性参照抗体均为eBioscience公司产

品. rhGM-CSF和rhIL-4, Pepro-Tech公司. RPMI 
1640, Gibco公司. 丝裂霉素C和MTT(四氮唑盐)
分别为Sigma和MDBio, Inc.产品. 阿德福韦酯, 
天津葛兰素史克公司. IL-12 p40+p70 ELISA试

剂盒为U-CyTch biosciences产品. 淋巴细胞分

离液(Ficoll, 密度1.077), 上海恒信化学试剂有

限公司. 新生牛血清(newborn calf serum, NCS), 
杭州四季青生物工程材料研究所. 美国BD公司

FACSCalibur流式细胞仪. 
1.2 方法 
1.2.1 DC的分离与纯化: 取研究对象(CHB患者

或健康自愿者)的外周血, 肝素抗凝后, 与等量

的RPMI 1640液混匀, Ficoll密度梯度离心法分

离单个核细胞(PBMC); 用含100 mL/L小牛血清

(NCS)的RPMI 1640液悬浮PBMC, 置于玻璃平

皿内, 在37℃、50 mL/L CO2孵箱内静置3 h, 单
核细胞(Mo)即黏附于平皿表面; 吸取悬浮的非

黏附细胞, 并以RPMI 1640液轻轻吹打, 再次吸

取悬浮细胞, 然后用细胞刮轻轻刮离黏附的Mo, 
收集Mo.  
1.2.2 DC的扩增: 用含100 mL/L NCS的RPMI 
1640调整M o密度为1×10 9个 /L ,  加入12孔
板, 0.002 L/孔, 加入rhGM-CSF(100 µg/L)和
rhIL-4(100 µg/L), 于37℃、50 mL/L CO2条件下

培养, 共培养9 d. 在诱导DC的过程中, 每3 d半量

换液并同时补充相应的细胞因子, 于培养第6 d
进行分组培养. CHB未处理组; CHB ADV处理组: 
CHB患者DC+ADV(20、100、500 µg/L); 健康对

照组. 倒置相差显微镜下动态观察DC形态变化, 
培养9 d后收集悬浮细胞和轻微贴壁细胞检测, 
并收集培养上清, 于-70℃冻存待测细胞因子.  
1.2.3 DC的表型分析: 用预冷PBS洗涤细胞并调

www.wjgnet.com

■研发前沿
C H B 可 发 展 成
肝硬化和肝细胞
癌 ,  迄 今 尚 无 切
实有效的治疗方
法 .  HBV的彻底
清除, 依赖于有效
的抗病毒治疗和
充分调动机体的
细胞免疫应答. 对
CHB的治疗, 抗病
毒是关键, 免疫调
节是重点 .  C H B
治疗的主要困难
是CHB患者存在
不同程度的免疫
耐受, 很难彻底清
除HBV. 造成CHB
免疫耐受的重要
原因之一是患者
DC功能低下. DC
是目前发现的功
能最强的APC, 是
启动、调控并维
持免疫应答的中
心环节, 具有激发
CD4 +T辅助细胞
和CD8+CTL的能
力 ,  在 抗 病 毒 的
细胞免疫治疗中
起重要的作用. 因
此 ,  如何加强DC
的抗原提呈能力, 
发挥其免疫功能
已成为治疗CHB
急需解决的问题
之一. 
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整浓度为1×109个/L. 于100 µL细胞悬液中, 分
别加入两两组合的标记抗体, 即FITC-抗CD1a
和PE-抗CD83、FITC-抗MHC-DR mAb和PE-抗
CD86 mAb, 同时设PE和FITC标记的小鼠IgG1
抗体作为对照, 于4℃避光标记30 min后, 用预冷

的PBS洗涤2次. 最后用400 µL的PBS悬浮细胞, 
流式细胞仪分析DC的表型. 
1.2.4 同种异体混合淋巴细胞反应: 取健康人外

周血, 用Ficoll密度梯度离心法分离PBMC, PBS
洗去血小板, 于37℃贴壁3 h. 收集非贴壁的细

胞, 以含100 mL/L NCS的RPMI 1640悬浮, 注
入尼龙毛柱中, 于37℃反应1 h后, 洗出非黏附

的细胞即为T细胞. 用含100 mL/L NCS的RPMI 
1640悬浮培养9 d的DC并调整其密度为1×109

个/L, 加入丝裂霉素C 25 mg/L, 于37℃反应30 
min, 以RPMI 1640洗3次, 再用完全培养液悬浮. 
按1∶10、1∶20、1∶50及1:100的D C与T细
胞比例加入96孔圆底培养板中, 终体积200 µL, 
每组3复孔. 于37℃、50 mL/L CO2条件下培养

4 d, 1000 r/min离心5 min, 弃去100 µL上清, 每
孔加入MTT 10 µL(5 g/L), 继续培养4 h后, 1000 
r/min离心5 min, 弃上清, 每孔加入DMSO 100 
µL, 测A 570nm值, 结果以3孔均值表示.  
1.2.5 DC培养上清中细胞因子的检测: 按检测

试剂盒中的说明书, 用ELISA法测定各实验组

DC培养上清中IL-12 p40+p70的含量, 每组设3
个复孔. 

统计学处理 应用SPSS11.0软件包进行统计

处理, 结果以mean±SD表示, 采用单因素方差分

析方法, 组间进行q检验比较, P <0.05时具有显著

性差异. 

2  结果

2.1 DC的诱导 倒置显微镜下观察, 培养3 d后, 细
胞的形态出现不规则, 随着时间的延长, 悬浮细

胞逐渐增多, 异形突起明显. 培养诱导9 d, 健康

对照组和CHB ADV处理组(100 µg/L)中绝大部

分细胞呈半悬浮生长, 胞体较大, 可见胞膜向外

延伸出异样突起. CHB ADV处理组(20 µg/L和
500 µg/L)和CHB未处理组变形细胞较少(图1). 
在DC诱导过程中, ADV 100 µg/L的效果优于500 
µg/L, 可能是药物毒性作用所致, 镜下观察CHB 
ADV处理组(500 µg/L)可发现培养液中细胞数

量减少, 有细胞碎片样物质. 
2.2 ADV对DC表型的影响 流式细胞仪分析发

现, 在CHB ADV处理组(100 µg/L), CD1a+、

CD83+、CD86+和MHC-DR+ DC的数量均最多, 
显著高于CHB未处理组, 但低于健康对照组, 三
组间差异具有统计学意义(P <0.05); 而CHB ADV
处理组(20 µg/L和500 µg/L)与CHB未处理组

相比, 虽有差异但无统计学意义(P >0.05). 说明

CHB的DC体外与适宜浓度ADV(100 µg/L)共孵

育后, 其提呈抗原及刺激T细胞增殖能力相对增提呈抗原及刺激T细胞增殖能力相对增呈抗原及刺激T细胞增殖能力相对增

强(表1). 
2.3 培养细胞同种异体混合淋巴细胞反应 以培

养9 d的DC为刺激细胞, 按不同比例与同种异体

淋巴细胞混合, CHB ADV处理组(100 µg/L)DC
刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力较高, 且随

效靶细胞比例的增加而增强, 优于CHB未处理

组, 低于健康对照组(P <0.05), 而CHB ADV处理

组(20、500 µg/L)与CHB未处理组相比较无显著

性差异(P >0.05, 图2). 
2.4 D C培养上清中I L-12 p40+p70的表达水

平 ELISA分析结果表明, DC培养上清液IL-12 
p40+p70水平在CHB ADV处理组(100 µg/L)较
高, 与CHB未处理组和健康对照组相比均有差

异(P <0.05), 明显高于CHB未处理组; 而CHB 
ADV处理组(20 µg/L、500 µg/L) IL-12 p40+p70
含量较低, 与CHB未处理组相比较无显著性差

异(P >0.05, 图3). 

图  1  倒置显微镜下培养9 d的DC形态(×400). A: 健康对照组; B: CHB ADV处理组(100 μg/L); C: CHB未处理组.

CBA ■相关报道
张冬云 et al 通过
实验发现LAM具
有促进CHB患者
外周血DC分化成
熟的功能; 卢高峰 
et al研究表明ETV
亦能够增强CHB
患者外周血DC的
功能. 近年来国外
有研究发现, ADV
治疗后 ,  C H B患
者 循 环 调 节 性 T
细 胞 减 少 ,  病 毒
特异性CD4+ T细
胞活性提高, 髓样
DC的数量增多且
功 能 增 强 .  这 提
示, ADV可能在对
HBV免疫应答和
免疫耐受的调节
中起重要作用. 
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3  讨论

乙型肝炎是一种世界范围的传染病, 我国的流

行情况尤甚, 而CHB可发展成肝硬化和肝细胞

癌, 其后果特别严重[11], 但迄今尚无切实有效的

治疗方法. HBV的彻底清除, 依赖于有效的抗

病毒治疗和充分调动机体的细胞免疫应答. 对
CHB的治疗, 抗病毒治疗是关键, 免疫调节是重

点. 因此, 如何调动机体免疫应答并配合抗病毒

药物, 彻底清除或持续抑制HBV复制, 是亟待解

决的问题[12]. 
D C是目前发现的功能最强的A P C, 是启

动、调控并维持免疫应答的中心环节, 具有激

发CD4+T辅助细胞和CD8+CTL的能力, 在抗病

毒的细胞免疫治疗中起重要的作用[13-14]. 因此, 
如何加强DC的抗原提呈能力, 发挥其免疫功能

已成为治疗CHB急需解决的问题之一. CHB的

发病机制十分复杂, 其发展和后果主要取决于

宿主的免疫应答. ADV、拉米夫定(LAM)和恩

替卡韦(ETV)都是核苷类药物, 均可明显抑制

HBV DNA的复制, 降低血清中HBV DNA水平, 
增加HBeAg血清转换率和HBeAg清除率. 张冬

云 et al [15]通过实验发现LAM具有促进CHB患

者外周血DC分化成熟的功能; 卢高峰 et al [16]研

究表明ETV亦能够增强CHB患者外周血DC的

功能. ADV是新一代核苷类抗病毒药物, 对其

耐药的患者少见, 目前他对CHB患者机体免疫

功能的影响尚不太清楚. 近年来国外有研究发

现, ADV治疗后, CHB患者循环调节性T细胞减

少, 病毒特异性CD4+T细胞活性提高, 髓样DC
的数量增多且功能增强[10,17-18]. 这提示, ADV可

能在对H B V免疫应答和免疫耐受的调节中起

重要作用. 我们依据ADV的临床用量, 以不同

浓度的ADV与培养第6天的外周血MoDC共孵

育, 第9天收获各组细胞进行检测, 观察ADV对

CHB患者DC功能的影响. 
DC独特的免疫学功能取决于其免疫状态, 

尤其是表面CD1a、CD83、CD86、MHC-DR等
免疫分子的表达水平, 这些免疫分子表达低下

或缺失将导致DC免疫功能低下或无免疫作用, 
因此是体外检测DC的重要标准[19]. 其中CD1a反
映DC的数量, CD83为DC的成熟标志, CD86是
DC表面重要的共刺激分子, MHC-DR主要参与

抗原提呈, DC通过MHC-Ⅱ类分子与抗原肽片

段结合后必须在共刺激分子的协同作用下才能

将抗原递呈给淋巴细胞, 启动免疫应答[20]. 本研

究结果表明, 经ADV(100 µg/L)孵育的CHB患者

DC表面CD1a、CD83、CD86、HLA-DR表达
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表  1  培养9 d的DC表面标志表达水平 (mean±SD, %)

     
分组                    		      CD1a		      CD83		      CD86		        MHC-DR

CHB未处理组		  20.6±2.8		 16.7±3.4		 25.8±6.6		     40.7±4.2

CHB ADV处理组

    20 μg/L			  23.5±3.1		 19.9±2.5		 28.2±5.1		     45.4±6.0

    100 μg/L		  43.5±5.7ae	 34.6±1.9ae	 40.9±2.8ae	     66.9±5.4ae

    500 μg/L		  25.8±1.2		 22.1±0.7		 29.3±4.4		     50.1±2.6

健康对照组		  61.3±5.1c	 48.2±3.3c	 57.5±7.2c	     85.2±1.5c

aP<0.05, cP<0.05 vs  CHB未处理组; eP<0.05 vs  健康对照组.

图  2  DC刺激同种异体T细胞增殖能力 (n  = 3). 
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图  3  DC培养上清中IL-12 p40+p70的表达水平(n  = 3). A: 

CHB未处理组; B: CHB ADV处理组(20 μg/L); C: CHB ADV

处理组(100 μg/L); D: CHB ADV处理组(500 μg/L); E: 健康

对照组.

■创新盘点
本实验首次以不
同 浓 度 A D V 与
CHB的DC共同培
养 ,  通 过 一 系 列
指标检测来观察
ADV对CHB的DC
功能的影响, 为从
免疫调节的角度
合理应用ADV和
提出新的免疫治
疗策略提供科学
依据. 
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水平提高, 虽低于健康对照组, 但明显优于CHB
患者未处理组(P <0.05). T细胞在机体免疫系统

中占有极其重要的地位, 不仅有效应功能, 而且

是免疫调节的主要介导者. 在清除HBV中, Th
和CTL都起着至关重要的作用. T细胞的活化需

要两个信号: 第一信号来自T细胞受体(TCR)识
别APC表面的MHC-肽复合物; 第二信号是由协

同刺激分子相互作用提供的, 包括CD28/B7等, 
这两组信号均需DC参与作用[21-22]. 本实验表明

ADV(100 µg/L)孵育的DC淋巴细胞增殖能力增

强. IL-12为成熟DC所分泌, 活化NK细胞, 促进

Thl型细胞因子IL-2、IFN-γ的分泌, 刺激T细胞

活化增殖, 介导细胞免疫应答[23-24]. 本研究发现

ADV可影响DC分泌IL-12水平, 在CHB ADV处

理组(100 µg/L)细胞培养上清液中IL-12分泌水

平较高. 因此, 选择合适浓度ADV处理DC可促

使T淋巴细胞增殖能力增强并向Th1分化, 增强

其细胞免疫活性. 表明ADV除了直接抑制HBV 
DNA合成外, 还可作为免疫调节剂, 一定程度上

改善CHB的DC功能活性, 诱导DC分化成熟, 可
能通过调节DC的功能而参与获得性免疫应答. 
这为从免疫调节的角度合理应用ADV和提出新

的免疫治疗策略提供科学依据. 
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世界华人消化杂志计量单位标准

本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-11-28)


