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■背景资料
机体的免疫应答
特别是细胞免疫
应答在乙型肝炎
病毒(hepatitis B 
virus, HBV)感染
的发病过程中发
挥着重要作用, 而
且这种免疫应答
状态也与HBV感
染的抗病毒疗效
密切相关.
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Abstract
AIM: To investigate the change of peripher-
al CD8+ memory T lymphocyte subsets in hep-
atitis B e antigen positive patients with chron-
ic hepatitis B (CHB) during peginterferon-alph 

2b (PEG-IFNα-2b) treatment.

METHODS: Thirty hepatitis B e antigen posi-
tive patients with CHB were recruited and re-
ceived PEG-IFNα-2b treatment for 24 wk. 
Before and at the 12th and 24th wk of treatment, 
f low cytometry was used to detect the pe-
ripheral CD8+ memory T lymphocyte subsets. 
Real-time PCR was used to detect  the lev-
el of HBV DNA. Markers of hepatitis B virus in-
fection were detected by ELISA assay, and se-
rum level of alanine aminotransferase (ALT) 
was measured using an automatic biochemi-
cal analyzer. 

RESULTS: Treatment for 24 wk with PEG-IFN-
2b resulted in HBeAg seroconversion to nega-
tive in 6.7% patients, and the response rate 
was 36.7%. The response rate was significantly 
higher in patients with lower viral load (VL). 
At weeks 12 and 24, serum ALT levels in pa-
tients with CHB were significantly lower than 
pretreatment values. The level of HBV DNA and 
the percentage of naïve lymphocytes (T naïve) in 
patients with CHB at week 12 were significant-
ly lower than  pretreatment values, but there 
were no significant differences between at weeks 
24 and 12. The percentages of central memory 
T cells (TCM) and effector memory T cells (TEM) 
increased gradually during PEG-IFNα-2b treat-
ment. The levels of ALT and HBV DNA and 
the proportion of naïve T cells significantly 
decreased in the responders at 12 and 24 wk (P 
< 0.05), and the proportion of TEM significantly 
increased at 12 and 24 wk (P < 0.05). The pro-
portion of TCM had no significant difference be-
tween the responders and non-responders at 12 
wk (P > 0.05), but significantly increased in the 
responders at 24 wk (P < 0.05). TTEM had no sig-
nificant changes at different time points and in 
the responders. 

CONCLUSION: PEG-IFNα-2b treatment en-
hances recovery of memory T cell subset in CHB 
patients by down-regulating naïve T cells and 

■同行评议者
刘正稳, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
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■研发前沿
有文献报道慢性
乙型肝炎(chronic 
hepatitis B, CHB)
患者CD8+ T记忆
T 细 胞 主 要 为 初
始T淋巴细胞; 具
有杀伤作用的效
应T细胞减少, 从
而导致其抑制病
原体对外周组织
的入侵作用下降; 
从而导致慢性化
过程. 

up-regulating effector cells. CD8+ memory T 
lymphocyte subsets may be used as biomarkers 
for predicting the outcome of treatment. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 动态观察乙型肝炎e抗原(hepatitis B e 
antigen, HBeAg)阳性慢性乙型肝炎(chronic 
hepa t i t i s B, CHB)患者聚乙二醇化干扰素
α-2b(pegylated interferon α-2b, PEG-IFNα-2b)
治疗过程中外周血CD8+记忆T细胞亚群的变
化及其临床意义. 

方法: 30例HBeAg阳性CHB患者PEG-IFNα-2b
治疗24 wk, 在治疗前、治疗12和24 wk, 分别
以流式细胞术检测患者外周血CD8+记忆T细
胞亚群百分比, 全自动生化分析仪检测谷丙转
氨酶(alanine aminotransferase, ALT)水平, 荧光
定量PCR检测血清HBV DNA水平, 酶联免疫
吸附法检测HBV标志物. 

结果: PEG-IFNα-2b治疗24 wk后有效率为
36.7%, E抗原血清学转换率6.7%, HBV DNA
较低时使用效果较好. 患者ALT随治疗时间延
长逐渐下降(P <0.05), 治疗12 wk时初始T细胞
(naïve T cell, Tnaive)百分率、HBV DNA滴度
较治疗前下降明显(54.8±7.28 vs  60.73±6.67, 
4.57±1.41 vs  6.46±0.74, P <0.05), 但治疗12 
wk与24 wk相比皆下降不明显(54.8±7.28 vs  
52.07±6.09, 4.57±1.41 vs  3.93±1.51, P>0.05). 
中心记忆T细胞(central memory T cell, TCM), 效
应记忆T细胞(effector memory T cell, TEM)细胞
分布频率随治疗时间延长逐渐增加(P<0.05). 3
个时间段终末分化效应细胞(terminal effector 
memory, TTEM)变化不明显. 有效组治疗12 wk
和24 wk的ALT, HBV DNA、T naive都较无效
组下降(P <0.05); 有效组TEM细胞频率在各时
间点都较无效组增加; 治疗12 wk有效组TCM跟
无效组差别不大(15.91±5.07 vs  13.42±3.40, 
P >0.05), 但24 wk时有效组明显增加(22.27±
3.58 vs  15.21±3.38, P<0.01). 两组TTEM细胞不

同时间段变化不大. 

结论: PEG-IFNα-2b治疗CHB致患者初始T细
胞下降, TCM、TEM细胞频率升高, 可获得持续
性病毒学及生化学应答的概率高, 抗病毒效
果好. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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记忆T细胞

核心提示: 聚乙二醇化干扰素α-2b(pegy l a t ed 
interferon α-2b, PEG-IFNα-2b)治疗慢性乙型肝炎

(chronic hepatitis B, CHB)患者能通过促进初始T
细胞分化为杀伤能力强(效应)和增殖能力强(中
心)的记忆细胞, 从而重建CHB的细胞免疫达到抗

病毒的效果. 

熊清芳, 黄平, 赵磊, 杨永峰, 冯晓宁, 赵红, 王华利. PEG-IFN

对HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者CD8+记忆T细胞的影响.  世

界华人消化杂志  2014; 22(26): 3980-3985 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3980.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i26.3980

0  引言

乙型肝炎病毒(hepat i t i s B v i rus, HBV)感染

可发展为慢性肝炎、肝硬化和肝癌 .  细胞免

疫参与乙型病毒性肝炎的发病机制 ,  随着免

疫学的发展 ,  根据不同的细胞表面分子 ,  界
定C D8+记忆T细胞的不同功能亚群 ,  结合趋

化因子受体(chemokine receptor 7, CCR7)以
及C D45R A可以将C D8+ T细胞分为初始T细
胞 (C D27 +C D45R A +C C R7 +) ,  中心记忆T细

胞(C D27+C D45R A-C C R7+), 效应记忆T细胞

(CD27-CD45RA-CCR7-)和终末分化效应细胞

(CD45RA+CD27-CCR7-)[1-3]. 有文献报道[4]以

及我们前期的工作表明慢性乙型肝炎(chronic 
hepatitis B, CHB)CD8+记忆T细胞主要为初始T
淋巴细胞; 这将影响CD8+ T细胞进一步分化为

效应T细胞, 也就是导致其杀伤病毒, 抑制病原

体对外周组织的入侵作用下降; 从而导致慢性

化过程[4]. PEG-IFNα-2b是目前治疗CHB较为

有效的药物, 他能调节细胞免疫功能, 还能诱

导HBcAg特异性T淋巴细胞增殖和强烈的肝内

CD8+ T淋巴细胞反应[5-8], 减轻肝组织炎性反应

及纤维化, 有利于清除病毒, 但是否也能通过恢

复CHB CD8+记忆T细胞亚群的分化正常, 从而

清除病毒, 尚不清楚, 本文通过观察HBeAg阳性
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■相关报道
聚乙二醇化干扰
素α-2b(pegylated 
interferon α-2b, 
PEG-IFNα-2b)是
目前治疗CHB较
为有效的药物, 但
是否能通过恢复
CHB CD8+记忆T
细胞亚群的分化
正常, 从而清除病
毒, 暂不清楚, 本
文观察HBeAg阳
性CHB患者PEG-
IFNα -2b治疗24 
wk时CD8+记忆T
亚群的变化及其
与疗效的关系.

CHB患者PEG-IFNα-2b治疗24 wk时CD8+记忆

T亚群的变化, 探讨CHB干扰素治疗的疗效及其

与细胞免疫的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2011-01/2014-04南京市第二医院收治

的30例HBeAg阳性CHB患者. 诊断、排除标准

参照2010年中华医学会肝病学分会、感染病学

分会联合修订的《慢性乙型肝炎防治指南》[9]. 
本研究方案通过南京市第二医院伦理委员会审

批, 所有患者受检前签署知情同意书. 入选患者

HBsAg(+)>6 mo, HBeAg(+), 抗-HBc (+), 血清

HBV DNA载量≥105 IU/mL, 3 mo内血清谷丙转

氨酶(alanine aminotransferase, ALT)≥2倍正常值

上限并在入组前停用所用降酶药至少2 wk. 所
有病例近3 mo未接受过抗病毒或影响机体免疫

的药物治疗, 并排除肝硬化、肝癌及重叠其他

病毒性肝炎或自身免疫性肝病, 无酗酒史、非

孕妇者, 无骨髓抑制者, 无明显的心、脑、肾、

神经、精神病和不稳定糖尿病患者. 美国B D 
FACS Aria型流式细胞仪. 荧光标记小鼠抗人单

克隆抗体CD3-APC/cy7, CD8-PerCP; CD45RA-
FITC, CCR7-PE和biotinylated anti-CD27, 红细

胞裂解液购自美国BD PHarMingen公司; 流式洗

涤液为含5 g/L BSA, l g/L NaN3的PBS. 肝功能由

日本Olympus生化分析仪检测. HBV血清标志物

ELISA检测试剂盒购自上海科华科技有限公司. 
HBV DNA检测用试剂盒购自Roche公司. 
1.2 方法

1.2.1 治疗和疗效观察: 予PEG-IFNα-2b 80 µg
皮下注射, 1次/wk, 共24 wk. 在治疗前及治疗后

12、24 wk详细记录患者的症状、体征; 同时进

行血常规、肝功能、乙型肝炎血清标志物和

HBV DNA以及CD8+记忆T细胞各亚群的检测. 
1.2.2 疗效判断标准: PEG-IFNα-2b治疗有效: 治
疗24 wk后HBV DNA定量转阴或下降≥3log10 
IU/mL, HBeAg阴性或阳性, ALT下降; 无效: 
HBV DNA定量下降<3log10 IU/mL或无改变, 
HBeAg阳性, ALT无改善. 6 mo时治疗仍无应答

者作无效病例停药.
1.2.3 细胞表面分子染色流式细胞仪分析: 肝素

抗凝的全血200 µL加2 mL PBS洗涤, 1000 r/min
离心5 min; 用吸头小心移弃上清液; 加入10 pen-
tarner, 37 ℃避光孵育15 min; 流式洗涤液洗涤

2次; 通过CD8、CD27、CCR7、CD45RA抗体

共染色, 并设置同型对照, 混匀; 冰上避光孵育

30 min; 洗涤1次; 加红细胞裂解液, 37 ℃孵育10 
min; 待细胞悬液变成真性溶液后洗涤2次; 10 g/L
多聚甲醛200 µL重悬固定, FACS Aria流式细胞

仪检测. 
统计学处理 采用SPSS15.0统计软件储存和

分析数据. 常规进行方差齐性检验和正态性检

验, 计量资料数据以mean±SD表示. 多组资料之

间的比较采用One-way ANOVA模块进行F检验, 
两组之间比较采用独立样本t检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般资料及不同疗效基本情况比较 共入组

患者35例, 30例患者完成24 wk的疗程, 有5例因

疗效欠佳, 在完成12 wk后自行停药并失去随访. 
其中男18例, 女12例, 平均年龄28.83岁±6.28岁
(19-42岁). PEG-IFNα-2b治疗24 wk后有效11例
(36.7%), 无应答者19例(63.3%). 24 wk共2例出现

E抗原血清学转换(6.7%). 有效组, 无效组性别、

年龄、ALT、 HBV DNA等基线时情况比较显

示: 有效组HBV DNA较无效组低, 两者有统计

学意义, 余各项指标无统计学意义(表1). 
2.2 PEG-IFNα-2b治疗不同时间CD8+记忆T细胞

各亚群率的变化 PEG-IFNα-2b治疗12及24 wk, 
随治疗时间延长患者ALT逐渐下降, 皆有统计学

意义, 治疗12 wk时原始T细胞、HBV DNA滴度

较治疗前下降明显, 有统计学意义, 但治疗12与
24 wk两者下降不明显, 无统计学意义(t  = 1.57, P  
= 0.12; t  = 1.68, P  = 0.09). 而中心记忆T细胞(cen-
tral memory T cell, TCM), 效应记忆T细胞(effector 
memory T cell, TEM)细胞亚群分布频率随治疗

时间延长逐渐增加, 有统计学意义(P <0.001), 3
个时间段终末分化效应细胞(terminal effector 
memory, TTEM)变化不明显, 无统计学意义(表2). 
2.3 不同疗效患者CD8+记忆T细胞亚群率的比

较 PEG-IFNα-2b治疗12 wk, 有效组ALT、HBV 
DNA、初始T细胞分别较无效组下降幅度大, 有
统计学意义(t  = 2.11, P  = 0.04; t  = 5.36, P <0.001; 
t  = 2.40, P  = 0.02); 有效组TEM较无效组增加幅度

大, 两组有统计学意义(t  = 2.34, P  = 0.02); 有效

组TCM、TTEM较无效组增加或减少幅度不大; 无
统计学意义(t  = 1.61, P  = 0.12; t  = 0.61, P  = 0.55); 
治疗24 wk时; 有效组ALT、HBV DNA、 初始

T细胞较无效组下降幅度大, 有统计学意义(t  = 
2.28, P  = 0.03; t  = 10.89, P <0.001; t  = 3.79, P  = 
0.001); 有效组TEM、TCM较无效组增加幅度大, 
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两组有统计学意义(t  = 4.81, P <0.001; t  = 5.40, 
P <0.001); 有效祖TTEM较无效组增加或减少幅度

不大; 无统计学意义(t  = 1.78, P  = 0.08)(图1). 

3  讨论

HBV是非细胞毒性嗜肝DNA病毒, 他自身并不

引起肝细胞损害, 所造成的肝脏炎症严重程度

与肝内持续的HBV特异性T淋巴细胞及其活化

后招募的非特异性淋巴细胞有关[10]. HBV特异

性T细胞免疫应答是双刃剑, 过强的免疫应答引

起机体病理损害, 免疫应答低下又不能完全清

除病毒感染, 导致感染慢性化. 近年来逐步发现

慢性病毒感染能改变记忆T细胞的分化状态, 或
者阻碍记忆T细胞的分化进程, 从而影响记忆T
细胞的效应功能. 在我们前期的工作中, 发现慢

性HBV感染者初始T细胞明显增加, TCM、TEM明

显减少, 表明病毒特异性T淋巴细胞没有完全分

化, 这可能致机体对乙型肝炎病毒清除能力下

降[4], 从而导致慢性化过程. 如何消除HBV这种

感染后免疫耐受状态, 重建中间有效T细胞免疫, 
是治疗CHB的关键. 

INF有直接抑制HBV复制并可通过激活抗

原呈递细胞, T细胞等发挥免疫调节功能而增

强抑制HBV复制及清除HBV的能力[11]. 尤其是

近年来应用的PEG-INF, 观察其疗效及影响其

疗效的因素更是值得深入探讨的课题. 我们对

30例接受PEG-IFNα-2b治疗的E抗原阳性CHB
患者12 wk、24 wk的CD8+记忆T细胞进行了分

析, 结果显示: 治疗24 wk时有效率36.7%, HBV 
DNA较低时使用效果较好, 与文献报道的治疗

前病毒含量<1×107 copies/mL的患者IFN疗效较

好, 而>1×107 copies/mL IFN疗效差一致[11,12]. 随
PEG-IFNα-2b治疗时间延长患者ALT逐渐下降, 
也就是炎症反应逐渐改善, 治疗12 wk时初始T
细胞、HBV DNA滴度较治疗前下降明显, 但治疗

12与24 wk相比两者下降不明显. 说明治疗12 wk
已经有明显初始T细胞逐渐下降, 而TCM、TEM细

胞亚群分布频率随治疗时间延长逐渐增加, 也
就是PEG-IFNα-2b治疗CHB患者能通过促进初

始T细胞分化为TEM和TCM的记忆细胞, 从而重建

CHB的细胞免疫达到抗病毒的效果. 初始T细胞

与HBV DNA的下降保持一致, 文献报道12 wk时
HBV DNA滴度能预测IFN疗效[13], 这意味着初

始T细胞频率也可作为IFN疗效的预测指标. 
我们进一步根据疗效不同, 观察CD8+记忆

T细胞亚群的变化, 发现PEG-IFNα-2b治疗12、

■创新盘点
PEG-IFNα-2b治
疗CHB患者能通
过促进初始T细胞
分化为杀伤能力
强 ( 效 应 ) 和 增 殖
能 力 强 ( 中 心 ) 的
记忆细胞, 从而重
建CHB的细胞免
疫达到抗病毒的
效果.

表  1  有效组与无效组基线时基本情况比较 (mean±SD)

     
疗效  n

       年龄

        (岁)

            ALT

            (IU/L)

  HBV DNA

[log (IU/mL)]
      Tnaive          TCM         TEM          TTEM

有效 11 29.55±7.50 166.95±44.19 6.11±0.56 59.00±5.18 10.45±2.98 12.63±3.41 24.72±3.13

无效 19 28.42±5.64 168.47±44.23 6.66±0.77 61.73±7.34 10.57±3.00 11.42±3.47 22.57±4.01

t值        0.46         0.09       2.20        1.09        0.11        0.93        1.52

P值        0.64         0.92        0.03         0.28        0.91         0.36          0.14

ALT: 谷丙转氨酶; HBV DNA: 乙型肝炎病毒载量; Tnaive: 初始T细胞; TCM: 中心记忆T细胞; TEM: 效应记忆T细胞; TTEM: 终末效应记忆

T细胞. 

表  2  治疗前后患者肝功能、HBV DNA以及CD8+记忆T细胞亚群变化的比较 (mean±SD)

     
时间       ALT(IU/L)

HBV DNA

[log (IU/mL)]
      Tnaive          TCM           TEM           TTEM

治疗前 167.92±43.45 6.46±0.74 60.73±6.67 10.53±2.94 11.87±3.44 23.37±3.81

治疗12 wk   93.00±44.22 4.57±1.41 54.80±7.28 14.33±4.19 16.13±4.79 22.43±3.20

治疗24 wk   55.17±29.66 3.93±1.51 52.07±6.09 17.80±4.85 18.67±5.51 22.50±2.98

F值         62.79     32.43      13.11       23.93       16.31          0.73

P值       <0.001   <0.001    <0.001      <0.001      <0.001        0.49

ALT: 谷丙转氨酶; HBV DNA: 乙型肝炎病毒载量; Tnaive: 初始T细胞; TCM: 中心记忆T细胞; TEM: 效应记忆T细胞; TTEM: 终末效应记忆

T细胞. 
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24 wk有效组ALT、HBV DNA、初始T细胞都较

无效组下降幅度大; 并且有效组TEM细胞亚群分

布频率都较无效组增加幅度大; 说明治疗效果

跟CD8+初始T细胞向效应记忆T细胞分化, 效应

记忆T细胞发挥杀伤功能, 抑制病原体对外周组

织的入侵, 清除病毒能力增加有关. 治疗12 wk
有效组TCM跟无效组差别不大, 但24 wk时, 有效

组明显增加, 说明在治疗前期, 起效的主要是初

始T细胞向效应记忆T细胞分化, 发挥直接的杀

病毒作用, 但随着时间的延长, 效应记忆T细胞

逐渐消耗, 这个时候具有较强的增殖能力, 并再

次接触相同抗原时能分化成效应记忆T细胞的

中心记忆T细胞能得到及时补充[14,15], 是保证抗

病毒能力从而达到干扰素的治疗效果的保证. 
无论是观察治疗时间还是疗效终末效应T细胞

细胞分布频率都无明显改变, 是否与治疗时间

较短有关, 尚需要进一步观察其治疗时间更长

时变化. 
总之, 抗病毒治疗的选择主要参照肝组织

炎性反应程度及病毒复制情况来决定 ,  而检

测记忆T淋巴细胞亚群动态变化, 将有助于进

一步认识影响干扰素疗效的因素 ,  为临床选

择合适的患者及评判抗病毒疗效提供进一步

的指导. 
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■同行评价
PEG-IFNα-2b通
过促进HBeAg阳
性CHB患者初始
T细分化为中心记
忆T细胞和效应记
忆T细胞发挥抗病
毒效应, 对理解慢
性HBV感染的免
疫学发病机制和
探讨提高治疗应
答率和预测疗效
的免疫学指标均
具有一定意义.
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