
■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
H B V )慢性感染
后 ,  人体外周血
的Tregs和NK细
胞表达都会发生
变化 .  人体和动
物的体外研究均
发现Tregs对NK
细胞的表达有抑
制作用 .  而这一
现象在HBV慢性
感染患者体内是
否也存在 ,  是否
与病程相关 ,  目
前未见相关报道.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of regulatory 
T cells (Tregs) and natural killer (NK) cells in 
the peripheral blood of patients with chronic 
hepatitis B virus (HBV) infection. 

METHODS: A total of 96 chronic HBV infected 
patients were enrolled, including 42 chronic 
hepatitis B patients, 30 cirrhosis patients, and 
24 hepatitis B carriers. There were 21 healthy 
persons as controls. Peripheral blood was 
collected from subjects to detect the expression 
of Tregs and NK cells, by means of flow 
cytometry. 

RESULTS: The expression of CD4+CD25+Foxp3+

Tregs in peripheral blood was the highest in 
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■研发前沿
Tregs是一类具有
免疫抑制性的T
淋巴细胞 ,  在肿
瘤的免疫逃逸方
面发挥重要作用, 
研 究 较 为 深 入 . 
N K 细 胞 是 固 有
免疫的重要组成, 
在宿主抗病毒和
抗肿瘤方面发挥
关键作用 .  近些
年 ,  随着研究的
深入 ,  发现两者
在慢性肝病中都
扮演重要角色. 

the hepatitis B cirrhosis group, followed by 
chronic hepatitis B patients, HBV carriers and 
healthy controls. In contrast, the percentage of 
NK cells in the cirrhosis group was the lowest, 
followed by chronic hepatitis B patients 
and HBV carriers, but all of them had lower 
percentage of NK cells than healthy controls. 
Further analysis showed that the expression of 
Tregs was negatively correlated with NK cells (r 
= -0.3280, P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of Tregs and 
NK cells in the peripheral blood of chronic HBV 
infected patients is different with the disease 
course, and they are negatively correlated.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
H B V)慢性感染者外周血中调节性T细胞
(regulatory T cells, Tregs)和自然杀伤(natural 
killer, NK)细胞的表达及相关性. 

方法: 选取HBV慢性感染患者共96例, 其中
慢性乙型肝炎患者42例, 乙型肝炎肝硬化患
者30例, HBV携带者24例, 抽取外周血用流
式细胞分析技术检测其Tregs和NK细胞的表
达情况. 同时选取健康者21例作为对照组. 

结果: HBV慢性感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+

Tregs占CD4+ T细胞的比例整体高于健康
对照组, 其中乙型肝炎肝硬化患者外周血
CD4+CD25+Foxp3+Tregs占CD4+ T细胞的比
例最高, 其次为慢性乙型肝炎患者, 最后为
HBV携带者和健康对照组. 相反, NK细胞占
淋巴细胞的比例在HBV慢性感染者外周血
中整体较健康对照组低, 其中乙型肝炎肝硬
化组表达最低, 其次为慢性乙型肝炎组, 最
后为HBV携带者, 但都低于健康对照组. 进
一步分析显示NK细胞的表达与Tregs呈负相
关性(r  = -0.3280, P <0.05). 

结论: 不同阶段的HBV慢性感染患者外周血
中Tregs和NK细胞表达不同, 且两者呈明显
的负相关性. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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病毒慢性感染

核 心 提 示 :  本 文 首 次 发 现 在 乙 型 肝 炎 病 毒

(hepatitis B virus)慢性感染患者外周血NK细胞

的表达与Tregs存在着此消彼长的现象, 进一步

发现两者存在负相关性. 
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0  引言

慢性乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(hepatitis B 
virus, HBV)引起的全世界范围内流行的感染

性疾病, 可发展为肝硬化、肝癌. 我国是HBV
感染的高发区, 约有9300万慢性HBV感染者. 
HBV对肝脏的损伤主要是通过机体免疫系统

与病毒的相互作用而诱发的免疫损伤导致[1]. 
自然杀伤细胞(natural killer, NK)和调节性T细
胞(regulatory T cells, Tregs)是肝脏免疫系统

中起重要作用的两类细胞[2]. NK细胞表型为

CD56+CD3-, 作为机体抵抗病毒感染的一个重

要的成员, 主要通过直接杀伤被感染的靶细胞, 
或者通过分泌大量的炎性细胞因子[如干扰素

-γ(interferon-γ, IFN-γ)]介导抗病毒效应. 临床研

究表明感染HBV或丙型肝炎病毒后, NK细胞

的活性和分泌的IFN-γ明显降低[3-5]. 而Tregs是
一类具有免疫抑制性作用的淋巴细胞, 主要标

志为叉头分子Foxp3. 临床研究[6]发现慢性乙型

肝炎患者的Tregs水平明显高于健康人. 体外实

验证实Tregs可以抑制NK细胞的活性[2,7], 那么

HBV感染患者体内Tregs和NK表达是否也有

这样的趋势, 目前未见报道. 本研究通过对慢

性HBV感染患者外周血的检测, 观察Tregs和
NK的表达及两者相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取从2014-09/2015-06在北京佑安

医院人工肝中心治疗的HBV感染患者96例, 其
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■相关报道
Tregs是一群有免
疫抑制性的T淋
巴细胞 ,  最新研
究报道通过HBV
转基因小鼠的实
验, 证明了Tregs
通过细胞与细胞
接触的方式抑制
NK细胞的活性.

中包括慢性乙型肝炎患者42例, 乙型肝炎肝硬

化患者30例, HBV携带者24例. 诊断标准符合

2010年版《慢性乙型肝炎防治指南》[8]. 排除

标准: (1)肝癌和其他免疫系统疾病和病毒性疾

病; (2)合并其他病因(包括自身免疫性、酒精

性或药物性)导致的慢性肝病; (3)除肝脏损伤

外伴有其他严重的活动性身心疾病, 包括未被

控制的原发性肾脏、心脏、肺脏、血管性、神

经性、消化性、代谢性疾病; (4)入组最近6 mo
内曾接受抗病毒药物或免疫治疗; (5)妊娠和哺

乳期妇女; (6)各种原因引起的肝衰竭. 正常对

照组21例, 为健康献血者, 肝功能均在正常范

围. 所有入组人员均签署知情同意书. 入组人

员基本情况如表1. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 符合入组要求的患者按照疾病分类

进行分组, 主要检测和观察项目为Tregs和NK
细胞的流式细胞分析检测. 同时收集记录患

者抽血当时1 wk内的肝功能(包括转氨酶、总

胆红素、白蛋白)、血常规、甲胎蛋白和B超

结果. 
1.2.2 血标本采集: 所有入组患者均早晨抽取外

周血5.0 mL, 其中EDTA抗凝血2.0 mL, 随即进

行血浆提取, 准备进行流式细胞分析检测; 其
余血静置半小时后离心提取血清, -80 ℃保存. 
1.2.3 Tregs和NK细胞的检测: Tregs和NK细胞均

由流式细胞分析仪检测(由医院临床检验中心

完成). 其中Tregs的标志为CD4+CD25+Foxp3+ T
细胞, 所用抗体及试剂来自Beckman公司. NK
细胞的标志为CD3-CD56+细胞, 所用抗体均来

自BD公司. 
统计学处理 所有数据采用GraphPad Prism 

5.0软件进行处理. 计数资料的比较采用χ2检

验; 计量资料数据用mean±SD表示, 组间比

较采用One-way ANOVA分析. 相关性采用

Pearson直线相关性分析, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 外周血Tregs细胞的表达 HBV慢性感染者

外周血CD4+CD25+Foxp3+Tregs(以下简称为

Tregs)占CD4+ T细胞的百分比为7.6%±0.6%, 
整体高于健康对照者(5.0%±0.5%)(P <0.05). 
其中乙型肝炎肝硬化组外周血Tregs表达最高, 
明显高于慢性乙型肝炎组和HBV携带组, 差异

有统计学意义(P <0.01)(表2, 图1A); 慢性乙型

肝炎组略高于HBV携带组和健康对照组; 而
HBV携带组与健康对照组相比无明显差别(表
2, 图1A). 
2.2 外周血NK细胞的表达 HBV慢性感染者外

周血NK细胞即CD3-CD56+/CD45+细胞占淋巴

细胞的比例为11.9%±0.7%, 明显低于健康对

     一般情况 正常对照 慢性乙型肝炎 乙型肝炎肝硬化 HBV携带

性别(男/女)  12/9   25/17  20/10 17/7

年龄(岁) 31.1±5.0 36.8±2.1 48.7±2.8 28.3±1.7

ALT(U/L)   19. 2±11. 4   83. 6±12. 8   54.3±12.7 23.3±5.1

HBV DNA logs(IU/mL) -   5.2±0.5   3.1±0.6   7.6±0.2

ALT: 谷丙转氨酶; HBV: 乙型肝炎病毒.

表  1  入组对象的一般资料

     分组 Tregs(CD4+CD25+Foxp3+/CD4+) NK(CD3-CD56+/CD45+) 

慢性乙型肝炎  6.7±0.4c     11.4±0.9bc

乙型肝炎肝硬化  9.2±1.4b      8.2±0.9b

HBV携带  4.7±1.0d     15.2±1.7df

健康对照 4.6±0.5 20.96±3.9

bP<0.01 vs  健康对照; cP<0.05; dP<0.01 vs  乙型肝炎肝硬化; fP<0.01 vs  慢性乙型肝炎. Tregs: 调

节性T细胞; NK: 自然杀伤细胞; HBV: 乙型肝炎病毒.

表  2  HBV慢性感染患者外周血Tregs和NK的表达 (mean±SD, %)
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■创新盘点
通过对从未抗病
毒治疗或半年内
未 抗 病 毒 治 疗
HBV慢性感染患
者外周血的检测, 
首次发现Tregs和
N K 细 胞 的 表 达
存 在 负 相 关 性 , 
排除了药物干扰, 
结果更接近真实
的机体免疫情况.
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图  1  HBV慢性感染者外周血Tregs与NK细胞的流式表达图. A: 不同组的调节性T细胞(CD4+CD25+Foxp3+T细胞)的表达; 

B: 不同组的NK细胞(CD3-CD56+)的表达. Tregs: 调节性T细胞; NK: 自然杀伤细胞. 
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■应用要点
本 研 究 在 H B V
慢性感染的不同
病程中 ,  发现了
Tregs与NK细胞
表 达 的 相 反 性 , 
为深入了解HBV
慢性感染的发病
和进展机制提供
一定的实验依据. 

照组(20.96%±3.9%)(P <0.01). 其中乙型肝炎

肝硬化组外周血Tregs表达最低, 明显低于慢性

乙型肝炎组和HBV携带组, 差异有统计学意义

(P <0.01)(表2, 图1B); 慢性乙型肝炎组又低于

HBV携带组, 差异具有统计学意义(P <0.01)(表
2, 图1B); HBV携带组与健康对照组相比无明

显差异(表2, 图1B). 
2.3 HBV感染患者外周血中Tregs和NK细胞表

达的相关性 在HBV慢性感染者中, 我们发现

不同分组的外周血Tregs和NK细胞的表达频数

呈相反的变化, 进一步用Pearson直线相关性分

析结果显示, NK细胞和Tregs的表达频数成负

相关性(r  = -0.3280, P  = 0.0105)(图2). 

3  讨论

Tregs是一群具有免疫抑制作用的淋巴细胞, 
其数量和功能的紊乱可导致多种免疫介导的

肝脏疾病发生[9]. 一些研究表明慢性HBV感染

可致体内Tregs水平高于正常健康人[10], 肝癌

发生时Tregs水平也显著升高[11]. 国内学者进

一步发现Tregs介导的免疫耐受与HBV感染后

的病程密切相关, 表现为慢性乙型肝炎组外

周血CD4+CD25+Foxp3+Tregs的表达率明显低

于慢性重型乙型肝炎组 [12]. 我们的研究也发

现, 乙型肝炎肝硬化和慢性乙型肝炎患者外

周血Treg水平均高于正常对照组, 但更重要的

是乙型肝炎肝硬化组患者的Tregs水平明显高

于慢性乙型肝炎组, 且有统计学意义, 更进一

步表明Tregs的表达与不同程度的HBV感染密

切相关. 结合我们前期的动物实验结果, 急性

肝损伤中小鼠肝脏内Tregs水平明显低于慢性

肝损伤(肝硬化)[13], 且高水平的Tregs对肝纤维

化的维持起重要作用[14]; 提示Tregs可以作为

判断HBV感染后疾病的进展及预后的潜在免

疫指标. 
NK细胞是免疫系统中最主要的细胞组成

之一, 在宿主抗病毒和抗肿瘤方面发挥关键作

用. 研究发现HBV慢性感染患者的NK细胞绝

对数与健康人相比减少[4], 且不同程度肝损伤

的NK细胞表达也不同[5]. 我们的研究发现乙型

肝炎肝硬化组外周血的NK细胞比例最少, 慢
性乙型肝炎患者的NK细胞比例居中, HBV携

带者最多. 在肝纤维化小鼠的外周血和肝脏中

也发现NK细胞比例低于正常对照小鼠[15], 表
明NK细胞的活动参与肝脏病变的不同阶段. 

本研究虽然发现不同阶段HBV感染, 患者

外周血Tregs和NK细胞的表达不同, 但最重要

的贡献是首次发现在HBV慢性感染患者外周

血NK细胞的表达与Tregs存在着此消彼长的现

象, 进一步发现两者存在负相关性. 已有研究[7]

证明Tregs与NK细胞之间存在相互作用: Tregs
可抑制NK细胞的活性已得到证实; Chen等[16]

首次用HBV转基因小鼠证明了Tregs通过细

胞与细胞接触的方式抑制NK细胞的活性. 我
们以前的动物实验中也发现肝纤维化小鼠的

Tregs较正常小鼠高, 而NK细胞却低于正常小

鼠[15], 当下调纤维化小鼠体内Tregs后, 肝内NK
细胞表达上升, 进一步证明了Tregs对NK细胞

的抑制作用[17]. 因此我们推测, 在HBV慢性感

染病程中, Tregs对NK细胞的调节可能参与疾

病慢性化的过程, 同时参与肝硬化发展的过程; 
特别在疾病发展的后期(肝硬化), 大量的Tregs
形成免疫抑制微环境, 同时具有免疫监控和杀

伤能力的NK细胞又减少, 有利于癌细胞的生

长, 这也可能是肝硬化容易发展为肝癌的原因

之一. 当然, 慢性乙型肝炎患者外周血NK细胞

的变化受很多因素影响, Tregs只是众多调节因

素之一, 我们的发现为深入了解HBV慢性感染

的发病和进展机制提供一定的实验依据. 
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