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Abstract
AIM: To investigate the changes in the number 
of Vα24 natural killer (NK) T cells in peripheral 
blood and its possible correlation with the 
severity of hepatic injury in patients with 
chronic hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: Twenty-six patients with chronic 
hepatitis B (CHB), 9 patients with liver cirrhosis 
(LC), 8 patients with acute-on-chronic liver fail-
ure (ACLF), and 7 normal controls (NCs) were 
included in the study. The percentage of Vα24 
NK T cells in total peripheral blood T lympho-
cytes was determined by flow cytometry.

RESULTS: The percentages of Vα24 NKT cells 
in patients with CHB and ACLF were signifi-
cantly lower than that in NCs (0.8012% ± 0.2979% 
and 0.4638% ± 0.2244% vs 1.1114% ± 0.3546%, 
respectively, both P < 0.05). The percentage of 
Vα24 NK T cells had a significant positive corre-
lation with prothrombin time (PT) and a signifi-
cant negative correlation with total bilirubin (TB), 
but had no significant correlations with serum 
alanine aminotransferase (ALT) and HBV DNA 
level.

CONCLUSION: The percentage of Vα24 NK 
T cells in peripheral blood decreases with the 
aggravation of hepatic injury in patients with 
chronic HBV infection, implying that Vα24 NKT 
cells play an important role in the pathogenesis 
of chronic hepatitis B.

Key Words: V alpha 24 natural killer T cell; Hepati-
tis B; Flow cytometry
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摘要
目的: 探讨慢性HBV感染者外周血Vα24自然
杀伤T细胞(NKT)数量变化及其与肝脏损伤程
度的关系. 

方法: 观察对象为慢性乙型肝炎(CHB)患者26
例、乙型肝炎后肝硬化患者(LC)9例、慢加
急性肝衰竭患者(ACLF)8例和7名正常对照组
(NC), 入院后次日清晨取静脉全血2 mL, 裂解
红细胞后, 采用流式细胞仪检测外周血Vα24 
NKT细胞数量占外周血T淋巴细胞的比例,  同
时检测肝功能、凝血功能判断肝脏损害程度. 

结果: CHB, ACLF组患者外周血Vα24 NKT细
胞数量分别为0.8012%±0.2979%、0.4638%
±0.2244%, 明显低于正常对照组(1.1114%±

0.3546%, P <0.05); CHB中度及重度患者NKT
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■背景资料
最近在动物模型
中的研究提示NK
细 胞 或 N K T 细
胞参与多种病因
引起的肝细胞损
伤, 但对NK细胞
或NKT细胞在慢
性乙型肝炎病毒
(HBV)感染者肝
细胞损伤机制中
的作用尚不清楚.
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数(0.7344%±0.2441%, 0.6925%±0.3612%)明
显低于正常对照组. NKT数与凝血酶原活动
度(PTA)呈显著正相关, 与血清总胆红素(TB)
呈显著负相关.

结论: 慢性HBV感染者外周血Vα24 NKT细胞
数明显降低, 并随肝损害程度加重而减少, 提
示Vα24 NKT细胞可能参与CHB患者肝细胞
损伤.

关键词: Vα24自然杀伤T细胞; 乙型肝炎; 流式细胞术
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0  引言

自然杀伤T细胞(natural killer T cells, NKT)是
一个具有自然杀伤细胞(N K)受体及功能的T
细胞亚群, 人类NKT细胞表面特异性的标记是

TCRVα24片段, 通常和Vβ11片段结合[1,2]. NKT
活化时主要识别抗原提呈细胞表面分化抗原

CD1d分子提呈的糖脂类抗原[3], 并在活化后释

放高水平性的γ-干扰素(IFN-γ)和白介素(IL-4)
等 [4],  对于免疫应答的方向起着重要调节作

用. 并且N K T在肝脏优势聚集, 占肝脏T淋巴

细胞数的20%-30% [5,6]. 这种倾向性的分布说

明N K T细胞在肝脏的局部免疫中有着重要地

位. 多数学者认为, NKT细胞以CD3+CD56+作

为表面标志[7], 但近年来研究认为CD3+CD56+

细胞为细胞因子诱导的杀伤细胞(c y t o k i n e-
induced killer cell, CIK细胞)主要的效应细胞, 
C I K细胞表面也同时表达T细胞和N K细胞的

表面标志, 是一类NKT 样细胞群[8], 国内有些

研究将NKT细胞完全等同于CD3+CD56+CIK细 
胞[9,10]. 最新文献证实, NKT细胞表面特异性标志

是TCRVα24[11]. 因此, 本试验选择抗-TCRVα24
单克隆抗体作为特异性标志物进行检测. 最近

在动物模型中的研究提示NK细胞或NKT细胞

参与多种病因引起的肝细胞损伤, 但对NK细胞

或NKT细胞在慢性HBV感染者肝细胞损伤机制

中的作用尚不清楚. NKT细胞为固有免疫细胞, 
对不同HBV感染患者的外周血Vα24 NKT细胞

数量变化未见报道. 本试验通过流式细胞术检

测乙型肝炎患者外周血中的NKT细胞数, 并探

讨其与肝脏损伤程度的关系, 初步探索NKT细
胞在乙型肝炎患者发病机制中的作用.
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1  材料和方法

1.1 材料 2009-04/2009-08贵州省遵义医学院第

一附属医院住院的慢性HBV感染患者43例及门

诊体检者7例, 慢性HBV感染者及肝损伤分度参

照2000年《病毒性肝炎防治方案》[12]的诊断标

准. 各组分别为门诊健康体检者7例, 女2例, 男
5例, 年龄22-38岁. HBV感染患者43例, 女16例, 
男27例, 年龄11-70岁, 血清学抗HCV、HDV、

HGV、HIV阴性; 并除外自身免疫性及酒精性

肝病和肝占位性病变.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 健康对照组标本为门诊体检肝

功能正常的早晨空腹外周静脉血, 慢性乙型肝

炎病毒感染者均为入院后次日清晨取1 mL静脉

全血肝素钠抗凝.
1.2.2 一般治疗: 所有患者住院前未接受正规治

疗, 入院后予保肝降酶等对症治疗, 慢性乙型肝

炎、乙型肝炎后肝硬化和慢加急性肝衰竭据病

情予干扰素或核苷类似药物抗病毒治疗, 均未

用糖皮质激素等特殊治疗.
1.2.3 流式细胞仪检测: 取肝素钠抗凝全血100 
μL, 加入荧光标志的单克隆抗体CD3-FITC 10 
μL、TCRVα24-PE 20 μL, 混匀, 4 ℃避光孵育30 
min, 加入2 mL红细胞裂解液, 迅速于混旋器上

混匀, 室温放置8 min, 弃上清液, 加PBS 2 mL洗
涤, 离心, 转速为1 000 r/min, 5 min, 弃上清液, 加
220 μL固定液混匀后, 立即上流式细胞仪检测. 
用美国BD公司FACSCalibur流式细胞仪, 启动

FACSCom软件, 使仪器处于最佳工作状态. 采用

Cellquest软件检测及分析. 测定时各荧光通道均

以相应同型(isotype)IgG染色细胞作阴性对照.
统计学处理 研究数据按成组统计要求收

集、整理, 用SPSS13.0软件进行数据统计分析. 
数值用mean±SD表示, 组间比较采用成组设计

的t检验, 并进行直线相关分析.

2  结果

2.1 一般资料 各组间男女比例和年龄差别统计

学无意义. 血常规的白细胞(WBC)和血小板计数

(PLT)在各组间统计学无意义. 肝功、凝血功能

和甲胎蛋白(AFP)统计学结果见表1.
2.2 各组HBV感染患者NKT细胞数 各组患者外

周血NKT细胞数检测结果: CHB组(0.8012%±

0.2979%)及ACLF组(0.4638%±0.2244%)患者外

周血NKT细胞数明显低于正常对照组(1.1114%
±0.3546%, P <0.05), LC组(0.9856%±0.3926%)

www.wjgnet.com

■研发前沿
自然杀伤T(NKT)
细胞是近年来新
发现的一种新型
免疫细胞. 近年来
的研究认为NKT
细胞在机体免疫
自稳、抗感染和
抗肿瘤免疫等方
面具有重要的作
用. NKT细胞活化
后能迅速产生高
水平的IFN-γ, 且
其细胞毒活性亦
增强, 因此NKT细
胞具有抗病毒的
潜能. 目前国内外
尚无人体NKT细
胞抗HBV的体内
研究.
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与NC组(1.1114%±0.3546%)比较无显著差异. 
从图1可以看出, ACLF患者组降低最为明显, 最
高值为0.83%、最低值为0.26%. 而肝硬化患

者外周血NKT细胞差异较大, 虽然多数患者在

1.0%以下, 少数患者与正常对照组比较无明显

降低.
2.3  慢性乙型肝炎轻、中、重度患者外周血

NKT细胞数的变化 从图2可以看出慢性乙型肝

炎患者随肝损害程度加重, NKT细胞明显降低. 
慢性乙型肝炎轻度患者NKT细胞与正常对照比

较无显著差异, 而中度及重度患者NKT细胞数

显著低于正常对照组.
2.4 各组H B V感染者N K T细胞百分比与生化

指标的相关性 NKT细胞数与凝血酶原活动度

(PTA)呈显著正相关(r  = 0.336, P <0.05), 与总胆

红素(TB)呈显著负相关(r  = -0.297, P <0.05). 和
ALT、CHE、AFP、WBC及HBV DNA无明显相

关性.

3  讨论

NKT细胞是一类特殊的T淋巴细胞, 他可识别

非典型MHC-Ⅰ样的CD1d分子表面糖脂类抗 
原[13,14]. NKT细胞强大的免疫调节功能及其自身

具有的细胞毒性, 并且可在肝脏内倾向性地大

量聚集, 而肝细胞本身也表达NKT细胞的配体

CD1d, 从而具有激活NKT细胞的能力, 提示着

NKT细胞可能在肝脏局部免疫中起着重要作用. 
NKT细胞有两种功能, 一方面他有较弱的

抗病毒, 抗肿瘤的作用, 可通过Fas-FasL途径和

分泌穿孔素等直接介导细胞毒作用. 更为重要

的功能是其双向的免疫调节功能, 使机体TH1与
TH2处于相对平衡的状态. 当HBV诱导肝脏免疫

紊乱引起T细胞免疫耐受打破, 细胞毒性T细胞

(CTL)可导致肝细胞的免疫性损伤. 因此, 外周

血NKT细胞可发挥其弱的抗病毒的作用, 但由

于NKT细胞数量及功能的低下, 其调节免疫的

功能减弱, 促使调节TH0向TH2转化的能力下降, 
肝脏炎症仍可进一步的加重.

激活后的NKT细胞产生大量的细胞因子, 
在肝脏受损、纤维化和损伤修复过程中发挥抗

病毒、预防肿瘤及免疫调节方面等重要的作

用. NKT细胞在自身免疫性肝炎的作用已被证 
明[15,16]. 故而, NKT细胞在天然免疫和特异性免

疫之间起着重要的桥梁作用.
在CC l4处置引起的慢性肝损伤模型中, 其

NKT细胞枯竭与敲除Ja18基因野生型小鼠所产

■相关报道
Guidotti等研究发
现急性感染HBV
的黑猩猩体内确
实存在发挥非细
胞 毒 性 作 用 的
H B V D N A清除
机制. 而且这种效
应细胞分泌表达
的IFN-γ细胞因子
可能是由NKT或
NKT活化的NK细
胞产生.

表  1  各组患者入院时肝功、总胆红素、胆碱酯酶、凝血功能和AFP (mean±SD)

     
项目	                NC	               CHB		   LC		    ACLF

ALT	        23.4±4.2	      593.0±507.1a	         175.6±204.6	            272.2±428.7

TB	        9.67±2.32	        88.4±126.5a	           41.7±45.3	            334.2±208.3ae

CHE	        -		           5.9±2.90	           13.2±30.0	              2.06±1.22c

PTA	        -		         91.2±14.3	           66.3±19.4c	              33.0±5.5be

AFP	        -		         30.9±73.5	           88.7±122.3	            101.0±106.2

aP<0.05 vs  NC; cP<0.05 vs  CHB; eP<0.05 vs  LC.

图  1  各组HBV感染患者外周血NKT细胞.
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图  2  慢性乙型肝炎轻、中、重度患者外周血NKT细胞数.
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生的肝脏炎症和损伤是一致的[17]. 这表明在慢

性的肝脏炎症与损伤中NKT细胞可能发挥有限

的作用, 可能是由于肝NKT细胞耗竭. 最新的证

据提示在许多的鼠类模型中, 激活的NK/NKT细
胞也促成了肝损伤的发展及进程[18,19]. 也从反面

证实NKT在肝脏炎症损伤中所起的作用. 另外, 
CXCR6及CXCL16在诱导肝脏NKT细胞募集中

的重要作用也提供了明确的证据[6,20].
基于上述事实, 我们的实验主要是通过探

寻NKT细胞在不同肝炎组中其外周血的分布变

化的规律, 从而间接阐明NKT细胞在乙型肝炎

发病机制中所起的作用. 我们的实验结果显示, 
正常健康人组与HBV感染者组中(慢性中、重

度组、肝衰竭组)外周血NKT细胞的数量分布有

明显的统计学差异, 随肝损害程度加重NKT细
胞降低明显, 并与PTA呈正相关, 与TB呈负相关, 
提示NKT细胞数与乙型肝炎患者肝细胞损伤程

度有关. 另外, 我们发现正常健康人组与肝硬化

无明显的统计学差异, 其原因可能与肝硬化化

患者主要以肝脏的纤维化为主, 而其肝脏炎症

损伤不明显, 提示慢性HBV感染者外周血NKT
细胞数主要与肝脏炎症损害程度相关, 与肝脏

纤维化程度无明显相关.
乙型肝炎患者外周血NKT细胞降低的原因

尚不清楚, 可能与肝脏募集外周循环血液中的

淋巴细胞有关, 因为肝窦内皮细胞有孔窗并且

缺乏基底膜, 这种独特的解剖使得肝脏更有利

于直接或间接引发的淋巴细胞富集[21], 调节免疫

反应, 以清除病原体感染的肝细胞; 也可能是由

于HBV直接作用于NKT细胞, 使之发生损伤或

凋亡而减少. 因为既往的研究提示HBV既可感

染肝细胞, 又可以感染外周血单个核细胞[22]. 
慢性HBV感染者NKT细胞的总体水平均

降低的意义尚不清楚. 我们曾检测2例急性自限

性乙型肝炎外周血NKT细胞含量(结果未报告), 
发现明显高于健康对照组和慢性感染组(分别

为: 2.31%, 2.56%), 考虑可能是急性HBV初次感

染, 激活了NKT细胞的活性, 发挥抗HBV的作用. 
提示慢性肝炎患者外周血NKT细胞降低可能和

HBV感染后病情的慢性化有关, NKT细胞在HBV
感染慢性化中的作用还值得今后进一步探讨.

尽管肝脏NK/NKT细胞的作用在动物模型

中已被广泛的研究, 但他们在肝脏疾病中发挥

的作用目前仍不清楚. 进一步阐述肝脏NK/NKT
细胞在肝脏疾病中的作用, 可能对今后开展乙

型肝炎的免疫治疗开创新的思路. 考虑分离出

乙型肝炎患者体内的NKT细胞, 在体外培养扩

增, 回输到患者体内; 或者应用某种药物, 例如

NKT细胞的刺激物α-GalCer, 在乙型肝炎患者体

内直接刺激NKT细胞使其活化、增殖以提高抗

HBV的能力. 因此, 关于NKT细胞的作用机制及

其在临床的应用价值仍有待进一步探讨.
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