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■背景资料
机体免疫系统对
乙型肝炎病毒免
疫耐受的主要原
因是机体树突状
细胞(DC)的功能
缺陷. 目前干扰素
和多种核苷/核苷
酸类药物治疗慢
性乙型肝炎取得
了较好疗效, 但是
仍有相当多的患
者应答不佳、耐
药、复发. 免疫活
性细胞治疗得到
广泛重视. 
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Abstract
AIM: To compare the difference in immune ef-
fect of dendritic cells activated by HBsAg in pa-
tients with chronic HBV and healthy people. 

METHODS: Dendritic cells (DCs) and cytokine-
induced killer (CIK) cells were cultured and 
amplified from the peripheral blood of patients 
with chronic HBV infection and healthy people. 
DCs were stimulated with pure HBsAg in cell 
culture medium prior to maturation. DC and 
CIK phenotypes were detected by flow cytom-
etry. ELISA was used to detect the level of IL-12 

in the supernatants of co-cultured DCs and CIK 
cells. The cell-killing activity of DC-induced CIK 
cells against HepG2.2.15 cells was measured us-
ing CCK-8 colorimetric assay.

RESULTS: Except HLA-DR, the positive rates 
of DC surface markers Cdla, CD80, and CD83 in 
DCs from healthy people were higher than those 
in DCs from patients with chronic HBV infection 
(all P < 0.05), but the positive rates of all four 
surface markers in healthy people DCs activated 
by HBsAg were significantly higher than in DCs 
from patients with chronic HBV infection (P < 
0.01). There was no significant difference in the 
positive rates of DC surface markers between 
HBsAg-pulsed and non-pulsed DCs from pa-
tients with chronic HBV infection. The percent-
age of CD3+/CD8+ or CD3+/CD56+ CIK cells in 
HBsAg-pulsed healthy people was significantly 
higher than those in patients with chronic HBV 
infection and non-pulsed healthy people (P < 
0.01, P < 0.05), but there was no significant dif-
ference between HBsAg-pulsed and non-pulsed 
patients with chronic HBV infection (P > 0.05). 
The cell-killing activity of HBsAg-pulsed DC-
induced CIK cells against HepG2.2.15 cells was 
significantly higher in healthy people than in pa-
tients with chronic HBV infection (P < 0.01). The 
level of IL-12 in supernatants of co-cultured HB-
sAg-pulsed DC-CIK cells from healthy people 
was much higher than that from patients with 
chronic HBV infection (P < 0.001), but there was 
no significant difference between HBsAg-pulsed 
and non-pulsed DCs from patients with chronic 
HBV infection (P > 0.05).

CONCLUSION: The immune effect of HBsAg-
pulsed DCs for HepG2.2.15 cells was significant-
ly stronger in healthy people than in patients 
with chronic HBV infection.

Key Words: Chronic hepatitis B virus infection; Den-
dritic cells; Cytokine-induced killer cells; Immune 
response
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■研发前沿
慢性乙型肝炎免
疫治疗是一种很
有前途的治疗策
略, 然而, 细胞免
疫疗法仍没有达
到最初预期的效
果 .  在 进 行 机 体
外扩增DC, 采用
病毒抗原冲击致
敏DC, 再回输体
内 ,  是 一 个 很 好
的免疫治疗思路. 
但是 ,  患者DC本
身存在的缺陷是
否能通过体外培
养和刺激中得到
修 饰 ,  恢 复 正 常
功 能 ,  是 临 床 自
体细胞免疫治疗
开展前亟待解决
的问题.

HBsAg between patients with chronic HBV infection and 
healthy people. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(4): 
341-345

摘要

目的: 研究慢性HBV感染者、健康人外周血
树突状细胞(dendritic cells, DC)经HBsAg活化
后的免疫功能的差异.

方法: 从慢性H B V感染者、健康人外周血
中培养扩增DC和CIK, 在DC成熟前加入纯
的HBsAg刺激, 并再与同一来源的CIK共同
培养. 用流式细胞仪检测DC、CIK表型, 用
ELISA法检测DC、CIK共培养上清液中的
IL-12浓度, 用CCK-8比色法测定DC诱导CIK
对HepG2.2.15细胞的杀伤活性.

结果: 未经HBsAg致敏的健康人DC表面标志
CDla、CD80及CD83明显高于慢性HBV感染
者(P <0.05); 经HBsAg致敏的健康人DC表面
标志均高于慢性HBV感染者, 差异具有统计
学意义(P <0.01); 慢性HBV感染者经HBsAg致
敏的DC表面标志与未经HBsAg致敏无显著
性差异. CIK细胞CD3、CD8、CD3、CD56
的双阳性表达率, 健康人HBsAg致敏者明显
高于慢性HBV感染者及未经HBsAg致敏的
健康人(P <0.01, P <0.05); 慢性HBV感染组
HBsAg致敏与未经HBsAg致敏者比较无显著
性差异(P >0.05). HBsAg致敏DC诱导CIK对
HepG2.2.15细胞的杀伤率, 健康人显著高于
慢性HBV感染者(P <0.01). 健康人HBsAg致敏
DC、CIK共培养上清液中的IL-12浓度显著高
于慢性HBV感染者(P <0.001); 慢性HBV感染
者HBsAg致敏与未经HBsAg致敏IL-12含量差
异不显著(P >0.05).

结论: 慢性HBV感染者、健康人DC经HBsAg
活化后对HepG2.2.15细胞的免疫效应存在显
著差异: 健康人高于慢性HBV感染者.

关键词: 慢性乙型肝炎病毒感染者; 树突状细胞; 细

胞因子诱导的杀伤细胞; 免疫效应
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0  引言

树突状细胞(dendritic cells, DC)是诱导和维持

抗原特异性免疫应答非常重要的抗原提呈细胞

(antigen-presenting cell, APC), 研究表明, 慢性乙

型肝炎患者存在DC表型及功能缺失. 以往研究

多是以慢性乙型肝炎患者外周血中分离培养出

DC再用HBsAg为免疫原进行活化, 观察免疫效

应. 本研究应用慢性HBV感染者及健康人外周

血中分离培养出DC, 经HBsAg活化, 与细胞因

子诱导的杀伤细胞(cytokine-induced killer cells, 
CIK)共同培养. 对两者DC、CIK细胞表型、分

泌细胞因子能力及CIK细胞杀伤能力进行检测

和对比, 为临床开展DC治疗慢性乙型肝炎提供

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 慢性HBV感染者18例, 均为HBsAg、
HBeAg、HbcAb 3项阳性. 男9例, 女9例, 年龄

为20-45岁, 平均年龄30.6岁; 对照组为乙肝病

毒标志物均为阴性的健康人群随机纳入15例, 
男8例, 女7例, 年龄为18-48岁, 平均年龄34.2岁. 
RPMI1640培养基、人淋巴细胞分离液(Ficol1)
为北京索莱宝科技有限公司产品 ;  胎牛血清

(FCS)为Hyclone产品; CD3单克隆抗体购自武

汉生物制品研究所; IFN-r购自上海凯茂生物医

药有限公司; rhlL-2购自辽宁卫星生物制品研究

所(有限公司); rhGM-CSF、rhIL-1、rhIL-4均为

Perprotech公司产品; CCK-8试剂盒和IL-12试剂

盒购自武汉博士德生物工程有限公司; 肝细胞

株HepG2.2.15为郑州大学肝病研究所郑立运教

授惠赠; 显微镜为奥林巴斯CKX41型倒置相差显

微镜; 流式细胞仪为Becton Dickinson公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 DC、CIK的体外培养、扩增: (1)外周血单

个核细胞(PBMCs)的提取: 无菌条件抽取各组

研究对象外周血100 mL, 肝素抗凝, Hanks液2倍
稀释. 吸取淋巴细胞分离液, 缓慢加稀释血液至

人淋巴细胞分离液上(稀释血液∶分离液 = 1∶
1), 室温2 000 r/min离心20 min. 离心后用吸管轻

轻吸出位于血浆层与淋巴细胞分离液层之间的

单个核细胞层. 将所得悬液用5倍体积的Hanks
液洗涤2次, 依次以1 800 r/min, 1 200 r/min离心

5 min. 末次离心后, 弃上清, 用RPMI1640培养

液(含2%自体血清)重悬混匀, 调整细胞浓度为

(4-5)×106/mL, 置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱

培养2 h. (2)DC的体外诱导、扩增: PBMCs培养

2 h后, 收集非贴壁细胞备用. 在剩余含贴壁细胞

的培养瓶中, 加入RPMI1640培养液(含100 mL/L 
FCS)及细胞因子(1 000 U/mL GM-CSF、1 000 
U/mL IL-4)置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱培养. 
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■创新盘点
本 实 验 从 慢 性
HBV感染者、健
康人外周血中培
养扩增DC和CIK, 
在 D C 成 熟 前 加
入 纯 的 H B s A g
刺 激 ,  并 再 与 同
一 来 源 的 C I K
共 同 培 养 .  检 测
DC、CIK表型、
IL-12浓度 ,  CIK
对HepG2.2.15细
胞的杀伤活性. 发
现健康人与慢性
HBV感染者之间
存在显著差异.

第3天半量换液1次并补充细胞因子, 第5天等分: 
1份加入HBsAg(浓度1 000 μg/L); 1份不加乙肝

表面抗原, 继续培养. 部分培养瓶加入乙肝表面

抗原(HBsAg)(浓度1 000 μg/L)以诱导HBsAg致
敏的DC. 第6天收集细胞进行检测或与CIK细胞

共培养. (3)CIK细胞的体外诱导、扩增: PBMCs
培养2 h后收集的非贴壁细胞, 用RPMI1640培
养液(含100 mL/L FCS)调细胞浓度为(1-2)×
106/mL, 并加入1 000 U/mL的干扰素(IFN-γ), 
置37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱培养24 h后加入

IL(2 000 U/mL IL-2、1 000 U/mL IL-1)、抗CD3
单克隆抗体(1 mg/L CD3McAb), 继续置于培养

箱中培养. 以后每隔3 d换液1次, 补充rh IL-2, 调
整细胞浓度始终为(1-2)×106个/mL. (4)DC与

CIK细胞共培养: 第6天收获DC(HBsAg致敏DC
和无HBsAg致敏DC), 计数后和CIK按1∶5混合, 
以含有2 000 U/mL IL-2的RPMI 1640培养基(含
100 mL/L FCS)继续培养3 d, 进行以下实验. 
1.2.2 细胞杀伤试验(CCK-8比色法测定): 与DC
共同培养3 d的CIK(DC-CIK)为效应细胞, 取对

数生长期HepG2.2.15肝细胞为靶细胞. 以RPMI 
1640培养基(含100 mL/L FCS)调整靶细胞浓度

为1×105/mL, DC-CIK的细胞浓度调整为5×105/
mL. 96孔培养板: 实验孔每孔加靶细胞悬液及

效应细胞悬液(HBsAg致敏或无HBsAg致敏DC-
CIK)各100 μL; 效应孔每孔加效应细胞悬液及

RPMI 1640培养基(含100 mL/L FCS)各100 μL; 
靶细胞孔每孔加靶细胞悬液及RPMI 1640培养

基(含100 mL/L FCS)各100 μL. 每组设6个复孔. 
置37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养24 h, 加入

cck-8试剂20 μL/well, 37 ℃孵育2 h, 酶联免疫检

测仪(波长450 nm)检测吸光度值(A ), 计算杀伤

率. 计算公式为: 杀伤率 = [1-(A实验孔-A效应孔)/A靶细

胞孔]×100%
1.2.3 DC、DC-CIK(CIK)细胞群表型检测: 在DC
培养的第6天用流式细胞仪进行免疫表型分析, 
DC-CIK共培养3 d后进行流式细胞术测定细胞

表型. 
1.2.4 细胞因子检测: DC与CIK共培养48 h取上

清, -70 ℃冻存留做检测细胞因子. 采用ELISA
法, 检测每个样品的IL-12 A 450值, 然后根据标准

曲线算出相对应的浓度值. 
统计学处理 采用SAS软件进行t检验. 

2  结果

2.1 DC表型分析 GM-CSF是DC发育成熟所必需

的细胞因子, IL-4可以抑制单核细胞向巨噬细胞

转化并维持DC成熟, 使用含上述2种因子的1640
培养基培养DC, 于培养的1-2 d可见细胞贴壁呈

单层均匀分布, 3-4 d可见细胞呈簇状生长, 形
成大小不等的DC集落, 至培养第7天, 无论有无

HBsAg刺激, 两组均可见大部分细胞脱落, 形态

不规则, 在倒置相差显微镜下可见细胞表面有

许多毛刺, 为典型DC.
诱导成熟的 D C 经流式细胞仪分析显

示 ,  未经H B s A g致敏的健康人D C表面标志

CDla、CD80及CD83明显高于慢性HBV感染者

(P <0.01), HLA-DR在慢性HBV感染者、健康人

无明显差异; 经HBsAg致敏的健康人DC表面标

志CDla、HLA-DR、CD80及CD83均高于慢性

HBV感染者, 差异具有统计学意义; 健康人经

HBsAg致敏的DC表面标志CDla、HLA-DR、

CD80及CD83明显高于未经HBsAg致敏的DC; 
慢性HBV感染者经HBsAg致敏的DC表面标志

CDla、HLA-DR、CD80及CD与未经HBsAg致
敏的DC无显著性差异(表1).
2.2 CIK表型分析 经流式细胞仪分析表明, CIK
细胞属于异质细胞群 ,  随着培养时间的延长 , 
CIK细胞中CD3、CD8、CD3、CD56双阳性细

胞的百分含量大幅度上升. CIK分别与经过及

未经HBsAg致敏刺激的慢性HBV感染者、正常

人DC共培养2 d, CIK细胞CD3、CD8、CD3、
CD56的双阳性表达率, 健康人HBsAg致敏者明

显高于未经HBsAg致敏者(74.62±14.20 vs  61.24
±12.9, 36.28±6.49 vs  24.11±6.75); 慢性HBV
感染组HBsAg致敏与未经HBsAg致敏者比较无

显著性差异(P >0.05); HBsAg致敏的健康人明显

高于慢性HBV感染者(P <0.01, 表2). 
2.3 HBsAg致敏DC诱导CIK对HepG2.2.15细胞的

免疫效应

2.3.1  细胞杀伤试验 :  用C C K-8比色法测定

健康人和慢性H B V感染者H B s A g致敏D C诱

导C I K对H e p G2.2.15细胞的杀伤活性 .  健康

人、慢性HBV感染者HBsAg致敏DC诱导CIK
对H e p G2.2.15细胞的杀伤率分别为84.5%±

8.32%、60.02%±5.45%, 具有显著性差异

(P <0.001); 对于未HBsAg致敏DC诱导CIK细胞

的杀伤率, 两者亦有明显差异(57.27%±5.35%, 
43.76%±5.18%, P <0.01). 
2.3.2 DC与CIK共培养48 h上清液中IL-12水

平: HBsAg致敏DC与CIK共培养48 h的上清液

中, 正常人组IL-12含量显著高于慢性HBV感染
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■应用要点
本研究结果提示
慢性乙型肝炎自
体DC体外矫正效
果有限. 为细胞免
疫治疗的细胞来
源选择提供了依
据, 对提高临床细
胞免疫疗法的效
果有重要价值.

者组(55.36±3.81, 29.86±.2.13, P <0.001). 未经

HBsAg致敏MLR中, 正常人组IL-12含量高于

慢性HBV感染者组(37.56±3.24, 27.58±1.95, 
P <0.05). 慢性HBV感染者组HBsAg致敏与未经

HBsAg致敏MLR中IL-12含量差异不显著(29.86
±2.13, 27.58±1.95, P >0.05, 表3). 

3  讨论

慢性乙型肝炎免疫治疗是一种很有前途的治疗

策略, 然而, 这种方法仍没有达到最初预期的效

果, 尤其是细胞免疫疗法[1]. DC是机体内最重要

的、功能最强的APC, 最初是Steinman和Cohn等
于1973年从小鼠脾组织中分离发现的, DC最大

的特点是能激活初始型T细胞增殖并建立初级

免疫应答. CIK细胞是单个核细胞在体外用多种

细胞因子共培养而获得的一群异质细胞, 兼有T
淋巴细胞强大的抗瘤、抗病毒活性. 

慢性乙型肝炎患者存在DC数量和功能缺

陷[2,3], DC功能低下一方面可导致其递呈抗原的

功能明显下降, 不能有效地激活T细胞, 使T细胞

处于无能状态, 机体对HBV免疫耐受; 另一方面

还可使DC分泌IL-12显著受到抑制. 王福生等[4]研

究发现健康受试者与慢性乙型肝炎患者体外培

养DC都表现了典型形态, 但慢性乙型肝炎患者

DC表面HLA-DR、CD-80、CD-86均降低, DC
数量及增殖能力与健康受试者相比显著降低. 
大量研究[5,6]表明, Th0细胞向Th1细胞分化的关

键因素是IL-12[7], 而DC分泌的IL-12是促进Th0
细胞向Th1细胞分化的重要因素, Th1细胞产生

的Th1因子具有中和乙肝病毒的作用, 并在T细
胞的增殖活化,尤其是在促进CTL的杀伤活性, 
介导细胞免疫应答及机体抗病毒中发挥重要

作用[8,9]. 
在机体外扩增DC, 采用病毒抗原冲击致敏

DC再回输体内, 是一个很好的免疫治疗思路. 但
是, 患者DC本身存在的缺陷是否能通过体外培

养和刺激中得到修饰, 恢复正常功能, 是基础研

究与临床研究共同关注的关键问题, 综述目前

研究, 就此还存在很大争议[10-12]. 
我们的研究发现, 以HBsAg分别刺激慢性

乙型肝炎患者外周血D C和正常人外周血D C, 
与同一来源CIK共培养48 h, 测定共培养上清

表  1  健康人、慢性HBV感染者DC的表面标志

     表型阳性率                     健康人(n = 15)            慢性HBV感染者(n = 18)

      (%) 经HBsAg致敏 未经HBsAg致敏 经HBsAg致敏 未经HBsAg致敏

CD1a 31.83±1.52 25.10±2.50b 17.48±2.27c   15.65±1.72e

HLA-DR 96.49±8.61 75.90±7.32b .81.49±7.65c   77.29±8.43

CD80 38.13±4.85 25.79±3.18b 22.13±2.34c   20.57±2.31e

CD83 57.33±7.43 41.79±7.27b 34.42±5.73c   31.79±3.54

bP<0.01 vs  HBsAg致敏DC; cP<0.05 vs  HBsAg致敏的健康人DC; eP<0.05 vs  未经HBsAg致敏DC.

表  2  两组共培养的CIK细胞CD3、CD8、CD3、CD56的双阳性表达

     
                 健康人(n = 15)          慢性HBV感染者(n = 18)

经HBsAg致敏 未经HBsAg致敏 经HBsAg致敏 未经HBsAg致敏

CD3+CD8+ 74.62±14.20   61.24±12.9b 60.31±10.2c   57.37±11.25 

CD3+CD56+ 36.28±6.49   24.11±6.75b 25.43±7.62c   23.34±4.98

bP<0.01 vs  经 HBsAg致敏; cP<0.05 vs  HBsAg致敏.

表  3  健康人、慢性HBV感染者HBsAg致敏DC诱导的免疫效应

                        正常人(n = 15)            慢性HBV感染者(n = 18)

经HBsAg致敏 未经HBsAg致敏 经HBsAg致敏 未经HBsAg致敏

抑制率(%) 84.50±8.32   57.27±5.35 60.02±5.45   3.76±5.18

IL-12(g/mL) 55.36±3.81   37.56±.3.24 29.86±.2.13   27.58±1.95
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液中的IL-12浓度, 在HBsAg致敏MLR中, 正
常人组IL-12含量显著高于慢性HBV感染者组

(P <0.001); 慢性HBV感染者组HBsAg致敏与

未经HBsAg致敏MLR中IL-12含量差异不显著

(P >0.05). IL-12是迄今为止所发现的DC细胞释

放的最有效CTL和NK细胞活性刺激因子, 在机

体抗病毒过程中发挥关键作用[13]. 大量的IL-12
可活化T细胞产生内源性IFN-γ, 通过CTL反应使

靶细胞发生程序性死亡[14]. 
细胞免疫是乙型肝炎病毒感染慢性化的主

要因素. 在该研究中, HBsAg致敏刺激的正常

人、慢性乙型肝炎患者DC的表面标志及两组

共培养的CIK细胞CD3、CD8、CD3、CD56的
双阳性表达率差异显著. 健康人经HBsAg致敏

的DC表面标志CDla、HLA-DR、CD80及CD83
均高于慢性HBV感染者, 差异具有统计学意义

(P <0.01); 慢性HBV感染者经HBsAg致敏的DC
表面标志CDla、HLA-DR、CD80及CD83与未

经HBsAg致敏的DC无显著性差异(P >0.05). 健
康人HBsAg致敏DC诱导CIK的CD3、CD8、
C D3、C D56的双阳性表达率明显高于未经

HBsAg致敏者(P <0.05); 慢性HBV感染组HBsAg
致敏与未经HBsAg致敏者比较无显著性差异 
(P >0.05). 健康人、慢性HBV感染者HBsAg致
敏DC诱导CIK对HepG2.2.15细胞的杀伤率(%)
分别为84.5±8.3、60.02±9.5, 具有显著性差异

(P <0.001). 支持慢性HBV感染者CIK免疫活性低

于正常人[15]. 提示慢性HBV感染者DC缺陷通过

体外修饰难以纠正, 免疫效应难以恢复. 
总之, 体外HBsAg刺激DC可以提高其抗原

提呈功能, 有效诱导特异性CTL细胞效应. 这种

免疫效应在正常人明显强于慢性HBV感染者; 
对于慢性HBV感染者, 通过体外修饰, 不能获

得完全的DC的功能恢复. 这是今后利用HBsAg
致敏的DC治疗慢性乙型肝炎研究中应注意的

问题. 
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■同行评价
本实验设计合理, 
立题紧密结合治
疗乙肝中难点问
题有意义, 实验方
法 可 行 ,  结 果 可
信. 对于慢性HBV
感染者与DC相关
的免疫治疗研究
有一定参考价值.


