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Abstract
AIM: To investigate the effect of adeforvir 
dipivoxil on HBcAg-specific cytotoxic T cells in 
patients with chronic hepatitis B (CHB).

METHODS: The frequency of circulating HB-
cAg-specific cytotoxic T cells in 11 HLA-A2+ 
chronic hepatitis B patients were studied lon-
gitudinally before and after adeforvir dipivoxil 
therapy by HLA-A2/peptide tetramer staining.

RESULTS: The frequency of HBcAg-specific 
cytotoxic T cells ranged from 0.074% to 0.937%. 
The frequency of HBcAg-specific cytotoxic T 
cells in chronic hepatitis B patients was lower 
than that in acute hepatitis B patients. No signifi-

cant difference was observed in the frequency of 
HBcAg-specific cytotoxic T cells between before 
and after adeforvir dipivoxil therapy. Subgroup 
analysis indicated that, after therapy with ad-
eforvir dipivoxil for 48 hours, HBV DNA or ALT 
levels had no effect on the frequency of HBcAg-
specific cytotoxic T cells.

CONCLUSION: Adeforvir dipivoxil probably 
exerts no effect on the frequency of HBcAg-
specific cytotoxic T cells in patients with CHB.
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摘要
目的: 探讨阿德福韦酯(ADV)对慢性乙型肝炎
(CHB)患者外周血中HBcAg特异性CTL数量
的影响. 

方法: 选择应用ADV治疗48 wk的HLA-A2阳
性CHB患者11例作为研究对象, 应用Tetramer
流 式 细 胞 技 术 检 测 治 疗 前 后 P B M C 中 的
HBcAg特异性CTL细胞频率. 

结果: HBcAg特异性CTL为0.074%-0.937%. 
CHB患者体内的特异性CTL频率远低于急性
乙型肝炎. 经ADV治疗CHB患者48 wk后, 其
BcAg特异性CTL较治疗前无明显变化; 亚组
分析也表明无论治疗48 wk后HBV DNA是否
转阴、ALT是否恢复正常, 对特异性CTL均无
影响.

结论: 应用ADV治疗48 wk, 对CHB患者体内
HBcAg特异性CTL细胞频率无明显影响.

关键词: 阿德福韦酯; 慢性乙型肝炎; 细胞毒性T淋

巴细胞; MHC-Ⅰ-肽四聚体

®

■背景资料
HBV特异性CTL
应答在乙型肝炎
发病机制中的作
用已受到广泛关
注. 在未经治疗的
慢性乙型肝炎患
者中, 往往存在T
细胞的低反应. 新
型核苷 ( 酸 ) 类似
物是否能够影响
机体对HBV的免
疫应答, 尚无确切
研究结论.

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)特异性细

胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)
应答在乙型肝炎发病机制中的作用已受到广

泛关注. 在未经治疗的慢性乙型肝炎(chronic 
hepatitis B, CHB)患者中, 往往存在T细胞的低

反应[1-2], 现有研究结果提示, CHB患者体内的高

病毒载量和高抗原量的抑制作用可能是其重要

原因之一[3]. 阿德福韦酯是一种新型核苷酸类似

物, 已广泛应用于CHB治疗中. 为了探讨该药物

在降低HBV病毒载量的同时是否伴有HBV特异

性CTL活性的恢复, 我们采用了MHC-Ⅰ限制的

HLA-A2病毒抗原表位的四聚体技术, 建立了体

外直接检测特异性CTL的方法, 并用该方法研究

ADV对CHB患者外周血中HBcAg特异性CTL频
率的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-2006年北京地坛医院肝炎二科

门诊应用阿德福韦酯治疗48 w k的H B e A g阳
性CHB患者40例, 其中男33例, 平均年龄29.91
±9.11, 女7例, 平均年龄26.5±5.83, 诊断符合

2000年《病毒性肝炎防治方案》中病毒性肝

炎诊断标准[4]. 所有病例符合下列条件: (1)HBV 
DNA(荧光定量)≥108 copies/L; (2)HBV血清标

志物(HBVMs)为: HBsAg阳性, HBeAg阳性, 抗
-HBc阳性. 抗-HBs阴性, 抗-HBe阴性; (3)ALT
≥80 U/L且ALT≤500 U/L血清总胆红素水平

(SB)<40 μmol/L(20 μmol/L为正常值); (4)排除由

药物、酒精和其他因素所致的肝功能异常; (5)
女性排除妊娠. 除收集临床资料外, 每例患者均

保留治疗前后空腹静脉采集全血标本(肝素抗

凝)4 mL用于特异性CTL检测[5].
1.2 方法 
1.2.1 外周血单个核细胞的分离: 将临床采集的

全血标本在4 h内用淋巴细胞分离液分离外周血

单个核细胞(peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC), 于-80℃保存, 待测. 
1.2.2 HLA-A2型别鉴定: 应用顺序特异引物聚合

酶链反应技术(polymerase chain reaction-sequnce 
special primer, PCR-SSP)[6]对全部病例进行筛选, 
将鉴定获得的HLA-A2阳性患者治疗前后PBMC

用于特异性CTL检测. 
1.2.3 Tetramer流式细胞技术检测HBcAg特异性

CTL: HBcAg特异性HLA-肽四聚体(Tetramer)
购自美国Sanquin生物技术有限公司, 其特异

性肽段为H B V c o r e18-27短肽(氨基酸序列为

FLPSDFFPSV), 以藻红蛋白(PE)标记, 用于流式

细胞术检测. 将每份PBMC标本融化复苏后, 用
PE标记的Tetramer和APC标记的CD8抗体(BD公

司产品)双染色后应用流式细胞仪进行检测, 以
淋巴细胞设门, 计数50 000个CD8+阳性细胞, 同时

计数CD8+和Tetramer双阳性细胞为特异性CD8+细

胞, 并以占总计数CD8+细胞的百分比表示.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 治疗前

后均数比较采用独立样本t检验, 使用SPSS10.0 
软件进行统计学分析.

2  结果

2.1 流式细胞术检测效果 本次实验共检测11例
CHB患者治疗前后PBMC标本22份, 测得HBcAg
特异性CTL为0.074%-0.937%. CHB患者体内的

特异性CTL频率远低于急性乙型肝炎, 本实验数

据与以往研究数据相符(图1). 
2.2 基本资料 40例患者中鉴定获得HLA-A2型11
例, 其中男7例, 女4例, 治疗后血清HBV DNA、

ALT、AST及白蛋白水平较治疗前出现明显改

善(表1), 其中2例出现HBV DNA阴转(<5×105 
copies/L), 6例出现ALT复常. 
2.3 治疗前后特异性CTL的变化 纳入研究的11
例CHB患者经ADV治疗48 wk后的HBcAg特异

性CTL较治疗前无明显变化. 随后进行的亚组分

析也表明: 无论治疗48 wk后HBV DNA是否转

阴、ALT是否恢复正常, 对特异性CTL均无影响

(表2).

3  讨论

对于HBV感染者而言, 特异性CTL应答是机体

清除肝细胞内HBV的主要途径, 但是不充分的

特异性CTL应答不仅不能清除病毒, 反而却通

过介导非特异性T细胞应答引起肝脏损害. 因
此, 检测CHB患者特异性CTL水平对于阐明乙

型肝炎慢性化的免疫病理机制以及研发更为

有效的治疗药物均有重大意义. 但是由于CHB
患者外周血中特异性CTL水平极低, 应用传统

免疫学研究技术难以进行准确检测 .  1992年
Garboczi et al [7]建立了MHC-抗原肽四聚体技术, 
并将该技术同流式细胞术相结合, 使得准确检

测PBMC中极低细胞频率的特异性CTL成为可

■相关报道
1992年Garboczi 
et al 建立了MHC-
抗原肽四聚体技
术, 并将该技术同
流式细胞术相结
合, 使得准确检测
PBMC中极低细
胞频率的特异性
CTL成为可能.
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能. 我们选用已经证实为MHCⅠ类分子关键结

合序列的HBcAg18-27肽段[8]与HLA-A2构建四

聚体, 用于CHB患者PBMC中特异性CTL细胞频

率的检测. 结果显示, 该方法可检测到细胞频率

低至0.074%的HBcAg特异性CTL, 而阴性对照

(未受HBV感染的健康人PBMC标本)结果仅为

0.003%, 表明四聚体技术联合流式细胞术检测

CHB患者特异性CTL的灵敏度和特异度均较高, 
适于低水平细胞频率的检测. 

既往认为核苷 (酸 )类似物仅仅通过抑制

HBV DNA多聚酶的活性达到抗病毒治疗目的, 
对CHB患者的免疫状态不产生直接或间接的影

响. 2001年Boni et al [9]报道, 经过拉米夫定(LAM)
治疗后, CHB患者外周血中的HBV特异性CD4+

细胞和HBV特异性CD8+细胞频率明显升高, 表
明LAM能够使CHB患者的HBV特异性CTL功能

得到一定程度的恢复. 后续研究显示, LAM仅在

最初治疗的1-2 wk可增加CD4+ T淋巴细胞反应, 

而在治疗6 mo时, CD4+ T淋巴细胞反应又恢复

到治疗前水平; 表明经LAM治疗恢复的HBV特

异性CTL反应无法长期维持[10]. Wu et al [11]通过

检测3型鼠肝炎病毒(murine hepatitis virus type 
3, MHV-3)诱导的小鼠肝炎模型血清细胞因子水

平, 以评价替比夫定(telbivudine, LdT)对机体免

疫的影响, 结果显示: 在LdT治疗组中TNF-α、
IL-12、IL-18和IFN-γ等Th1细胞因子水平明显

升高, 而Th2细胞因子(IL-10、IL-4)则明显受到

抑制, 提示LdT对于慢性肝炎患者可能具有免疫

调节作用, 但尚需进一步研究证实. 为研究ADV
对CHB患者外周血中HBV特异性CTL水平的影

响, 我们采用四聚体技术检测11例经ADV治疗

48 wk的CHB患者治疗前后的PBMC, 结果显示, 
ADV治疗48 wk后的HBcAg特异性CTL较治疗

前无明显变化; 亚组分析也表明无论治疗48 wk
后HBV DNA是否转阴、ALT是否恢复正常, 对
特异性CTL均无影响. 这一结果同既往研究中

■创新盘点
本文应用MHC-抗
原肽四聚体技术
检测CHB患者外
周血中的特异性
CTL, 克服了传统
免疫学技术对极
低水平的特异性
CTL难以精确定
量的方法学难题, 
从而保证了结果
的准确可信.

表  1  ADV治疗前后CHB患者肝功能及HBV DNA的变化

     
		           治疗前		    治疗48 wk后		    P 值

ALT(U/L)		  183.00±98.45		  74.45±73.15		  0.024

AST(U/L)		    90.46±50.37		  46.36±43.07		  0.027

TBIL(μmol/L)	   27.63±33.73		  16.56±7.26		  0.331

ALB(g/L)		    44.22±3.87		  46.96±1.87		  0.043

lgHBV DNA(lg10)	     7.04±1.26		    4.59±1.84		  0.001

表  2  ADV治疗前后HBcAg特异性CTL的变化 (%)

     
		              n 	  	   治疗前		   治疗48 wk后	   P 值

全部患者		           11	               0.276±0.206	 0.238±0.254	 0.695

HBV DNA转阴者	            2	               0.332±0.160	 0.189±0.013	 0.402

HBV DNA未转阴者	            9	               0.263±0.222	 0.249±0.282	 0.900

ALT复常者	            6	               0.225±0.142	 0.279±0.335	 0.878

ALT未复常者	            5	               0.337±0.270	 0.189±0.122	 0.725

图  1  Tetramer流式细胞技术检测HBcAg特异性CTL. A: 正常人PBMC所做的阴性对照(Tetramer/CD8 = 0.003%); B: 特异性

CTL频率较低的标本(Tetramer/CD8 = 0.074%); C: 特异性CTL频率较高的标本(Tetramer/CD8 = 0.937%).
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LAM对CHB患者特异性CTL的影响基本一致, 
说明ADV治疗对CHB患者特异性CTL的恢复也

无明显影响.
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本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2009-07-08)
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■同行评价
本研究选题为热
点问题, 对临床医
师有较好的参考
价值.


