
■背景资料
树 突 状 细 胞
(dendritic cells, 
D C s ) 在 机 体 的
原始及获得性免
疫应答中起着重
要的作用 ,  近年
来, 越来越多关于
DCs表型和功能
与肝硬化、肝硬
化与肠道菌群的
研究, 但有关乙型
肝炎肝硬化肠道
菌群与DCs表型
和功能研究较少.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
dendritic cells (DCs) and small intestinal 
bacterial overgrowth (SIBO) in cirrhotic patients 
with hepatitis B.

METHODS: Flow cytometry was used to 
analyze the counts of peripheral blood DCs in 
47 cirrhotic patients with HBV infection and 15 
healthy volunteers. SIBO was determined by 
lactulose hydrogen breath test (LHBT).

RESULTS: Of the 47 cirrhotic patients, 22 
(46.8%) had SIBO, which was significantly 
higher than that in healthy controls (6.7%, P = 
0.005). The prevalence of SIBO increased with 
the Child-Pugh classification of cirrhosis (A: 
18.2%, B: 43.8% and C: 65%). The prevalence of 
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■研发前沿
DCs在免疫应答
的诱导中发挥着
重要的作用 .  然
而 恢 复 慢 乙 型
肝炎患者DCs的
功能或DCs疫苗
的应用能否重新
启动机体的免疫
应答 ,  是否有利
于改善慢乙型肝
炎患者免疫功能
缺陷或低下的状
态 ,  是否有助于
体内乙型肝炎病
毒的清除 ,  是否
能够减少小肠细
菌过度生长(small 
intestinal bacteria 
overgrowth, SIBO)
的发生等仍有待
进一步研究.

SIBO in patients with decompensated cirrhosis 
was significantly higher than that in patients 
with compensated cirrhosis (55.6% vs 18.2%, P = 
0.030). The expression of CD80, CD83, and CD1a 
on the surface of DCs in cirrhotic patients was 
significantly lower than that in healthy controls 
(P < 0.05). The expression rates of CD80, CD83, 
CD1a and HLA-DR on the surface of DCs in 
SIBO positive cirrhotic patients were lower than 
those in SIBO negative cirrhotic patients (17.22% 
± 2.08% vs 22.13% ± 2.34%, 24.65% ± 1.47% vs 
34.52% ± 2.84%, 14.05% ± 1.33% vs 17.40% ± 
3.22%, 81.47% ± 7.56% vs 70.15% ± 6.32%, P < 
0.05). 

CONCLUSION: The functional abnormality 
of DCs in cirrhotic patients with hepatitis B is 
associated with the presence of SIBO.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎肝硬化患者树突状细胞
(dendritic cells, DCs)表面标志物表达异常与
小肠细菌过度生长(small intestinal bacteria 
overgrowth, SIBO)的关系. 

方法: 乙型肝炎肝硬化患者47例, 健康对照
者15例, 作为研究对象. 乳果糖氢呼气试验
(lactulose hydrogen breath test, LHBT)评估小
肠细菌过生长情况. 采集外周血体外诱导、

培养DCs, 采用流式细胞仪检测DCs表型. 多
组间比较采用单因素方差分析. 

结果: 47例肝硬化中22例有SIBO, 患病率
(46.8%)显著高于正常对照组的6.7%(P = 
0.005). Chi ld-Pugh A、Chi ld-Pugh B、

Child-Pugh C的SIBO患病率分别为18.2%、

43.8%、65.0%; 肝硬化失代偿期(C h i l d-
PughB、C级)SIBO患病率55.6%, 显著高于
肝硬化代偿期(A级)的18.2%(P  = 0.030). 乙
型肝炎肝硬化组DCs表面标志物HLA-DR阳

性率与对照组比较无显著性差异(P  = 0.338), 
CD80、CD83、CD1a的表达率与健康对照
组比较有显著性差异(P <0.05). 肝硬化SIBO
阳性组患者CD80、CD83、CD1a表达率(分
别为17.22%±2.08%、24.65%±1.47%、

14.05%±1.33%)显著低于S I B O阴性组
(22.13%±2.34%、34.52%±2.84%、17.40%
±3.22%, P <0.05), 肝硬化SIBO阳性组患者
HLA-DR表达率高于SIBO阴性组(81.47%±

7.56% vs  70.15%±6.32%, P <0.05).

结论: 肝硬化患者SIBO发生率明显升高, 这
种小肠菌群的异常与DCs异常存在相关性. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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树突状细胞

核心提示: 慢性乙型肝炎患者体内存在树突状

细胞(dendritic cells, DCs)数量和功能下降、成

熟障碍, 抗原提呈功能缺陷, 不能有效发挥其在

抗乙型肝炎病毒免疫应答中的作用, 促进了肝

纤维化、肝硬化的发生. 研究发现, 肝硬化的程

度与小肠细菌过度生长(small intestinal bacteria 
overgrowth, SIBO)的发生率有关, 因此我们推断

DCs的表面标志物和SIBO的发生率也有一定的

关系. 
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0  引言

乙型肝炎肝硬化患者存在程度不同、形式多

样的树突状细胞(dendritic cells, DCs)异常. 由
于肝硬化时门脉高压、肝功能减退、肠道黏

膜充血水肿、运动障碍、胆盐肝肠循环障碍

等一系列病理生理改变, 影响了肠道内菌群的

种属、定植能力及代谢能力, 促进肠道菌群紊

乱和细菌易位的发生, 但是有关肝硬化肠道菌

群与DCs功能研究较少, 本课题就乙型肝炎肝

硬化患者小肠细菌过度生长与外周血DCs表面

标记进行研究, 报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2014-06/2015-09收住院的乙型肝炎
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■相关报道
通过相关研究报
道发现 ,  慢乙型
肝炎患者DCs功
能缺陷、发育成
熟障碍、抗原提
呈能力下降 ,  不
能有效的诱导机
体 的 免 疫 应 答 , 
不能有效的清除
病毒 ,  进而导致
乙型肝炎的迁延.

肝硬化患者47例, 其中肝功能Child-Pugh分级

A级11例、B16例、C级20例, 男30例, 女17例, 
年龄32-75岁, 平均年龄45.91岁±12.40岁, 诊断

符合2010年版慢性乙型肝炎防治指南[1]的诊断

标准. 同期选择15例健康人作为正常对照, 其
中男9例, 女6例, 年龄23-78岁, 平均42.25岁±

14.18岁. 均无腹腔外科手术史、肾功能不全; 
无合并可能引起胃肠动力不良的肝外疾病(如
糖尿病, 假性肠梗阻等); 近2 wk未使用抗生

素、乳果糖、制酸药或其他促胃肠动力的药

物. RPMI 1640培养基、人淋巴细胞分离液(北
京索莱宝科技有限公司产品); rhIL-4、rhGM-
CSF(Pepro Tech公司); 抗原递呈细胞(antigen 
presenting cell, APC)标记的CD83(eBioscience
公司); 鼠抗人单克隆抗体FITC标记的CD80、
PE标记的CD1a及PerCP标记的HLA-DR(美
国B D公司), 流式细胞仪(FA C S A i i a, 美国

B D公司). 设备为英国B e d f o n t公司生产的

EC60Gastrolyzer氢气检测仪, 底物为乳果糖口

服液(杜密克). 
1.2 方法

1.2.1 小肠细菌生长评估: 通过乳果糖氢呼气

试验(lactulose hydrogen breath test, LHBT)气
体检测, 受试者试验前1 d禁食牛奶制品和豆

制品、粗纤维食物以及辛辣刺激食物, 晚餐以

淀粉类食物为主. 检测当日禁食. 按照操作手

册的操作规程, 先测空腹氢气浓度, 然后口服

乳果糖10 g(可加少许温水送服), 每15 min测
试1次呼气氢浓度, 共2 h. 基础值超过20 ppm
或口服乳果糖后呼气氢浓度上升超过12 ppm
为小肠细菌过度生长(small intestinal bacteria 
overgrowth, SIBO)阳性. 
1.2.2 外周血培养DCs: 无菌条件抽取研究对

象外周血20 mL, 肝素抗凝, Hanks液对倍稀

释, 将稀释后的抗凝血沿管壁加在人淋巴细胞

分离液上(1∶1), 室温2000 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1800 
r/min、1200 r/min离心5 min. 末次离心后弃上

清, 用RPMI 1640培养液(含2%自体血清)重悬

混匀, 调整细胞浓度为4×106/mL-5×106/mL, 
置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱培养2 h. 洗去

非贴附细胞, 在剩余含贴壁细胞的培养瓶中, 
加入AIM-V无血清培养基及细胞因子(1000 

U/mL GM-CSF、1000 U/mL白介素-4)置于

37 ℃、50 mL/L CO2培养箱培养. 第3天半量

换液1次并补充细胞因子. 培养的第7天收获

DCs. 
1.2.3 DCs表型检测: 在培养的第7天收集细胞

培养液于5 mL PBS中, 1000 r/min, 8 min离心

洗去血清等特异抗原, 调整细胞浓度至1.5×
106/mL, 1000 μL/管分装, 分别加入20 μL鼠抗

人单克隆抗体(PE-CD1a、FITC-CD80、APC-
CD83、PerCp-HLA-DR), 4 ℃, 15 min. 以3 mL 
PBS 1000 r/min, 8 min离心洗涤2次, 最后以

PBS重悬调浓度至1.0×106细胞/mL. 用流式细

胞仪进行免疫表型分析. 
统计学处理 采用SPSS17.0进行数据处理, 

计数资料以率(%)表示, 用χ2
检验或Fisher确切

概率法检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组SIBO阳性率及LHBT检测结果比较 肝
硬化患者47例中有22例SIBO阳性, 阳性率为

46.8%, 显著高于正常对照组6.7%(χ2 = 7.852, 
P  = 0.005). 患者肝硬化患者Chi ld-Pugh A
级、B级、C级的SIBO阳性率分别为18.2%、

43.8%、65.0%. 肝硬化B级组和肝硬化C级组

较健康对照组差异有统计学意义(P  = 0.037、
0.001), 肝硬化A级组较对照组差异无统计学

意义(P  = 0.556), 肝硬化代偿期(Child-Pugh A
级)和肝硬化失代偿期(Child-Pugh B级、Child-
Pugh C级)比较差异有统计学意义(χ2 = 4.727, 
P  = 0.030, 表1).
2.2 小肠细菌生长与DCs表型分析 DCs表面标

示在正常人、肝硬化患者有无合并SIBO有不

同水平表达(图1). 乙型肝炎肝硬化组DCs表面

标志物HLA-DR阳性率与对照组比较无显著

性差异(P >0.05), CD1a、CD80及CD83阳性率

显著低于对照组(P <0.01); 肝硬化SIBO阳性者

DCs表面标志CD1a、HLA-DR、CD80及CD83
阳性率均显著低于未合并SIBO者组(P <0.05, 
表2).

3  讨论

DCs是一种最强的抗原提呈细胞, 起源于骨髓, 
广泛分布于人体的多个部位, 如血液以及肝

脾、淋巴结、肺、肾、胃肠道等组织间质中, 
但正常组织里面含量极微. DCs通过其表面的

马英杰, 等. 乙型肝炎肝硬化患者小肠细菌过度生长与外周血树突状细胞异常的相关性
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■创新盘点
本 研 究 不 仅 用
乳 果 糖 氢 呼 气
试验 ( l a c t u l o s e 
hydrogen breath 
test, LHBT)评估
SIBO的发生率 , 
而且用LHBT集
值评估小肠细菌
生长情况 ,  并研
究了小肠细菌生
长情况与白蛋白
和胆红素的关系. 
另外研究了DCs
表面标志物在肝
硬化SIBO阳性和
阴性中的表达.

Toll样受体选择性地识别侵入机体的细菌、病

毒等病原微生物中共有、保守的致病原相关

分子, 还表达主要组织相容性复合体类分子、

辅助刺激分子CD80及CD86等, 诱导和激发特

异性免疫应答. 在抗病原微生物、抗肿瘤免疫

反应及维持正常机体免疫系统稳定中发挥着

十分重要的作用[2,3]. 
慢性乙型肝炎患者体内存在DCs数量和功

能下降、成熟障碍, 抗原提呈功能缺陷, 不能
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图  1  DCs表面标志流式检测结果. A, B: 健康对照组(A: CD83和CD1a; B: CD80和HLA-DR); C, D: 合并SIBO肝硬化(C: 

CD83和CD1a; D: CD80和HLA-DR); E, F: 未合并SIBO肝硬化(E: CD83和CD1a; F: CD80和HLA-DR). DCs: 树突状细胞; 

SIBO: 小肠细菌过度生长.

A B

C D

E F

     

表  1  各组间的SIBO阳性率

分组 n 阳性 阳性率(%) χ2/Fisher确切概率

对照组 15   1   6.7

肝硬化 47 22 46.8 0.005

A级组 11   2 18.2 0.556

B级组 16   7 43.8 0.037

C级组 20 13 65.0 0.001

SIBO: 小肠细菌过度生长.
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■应用要点
通过检测肝硬化
患者和健康人外
周血DCs表面标
志物的变化以及
肝硬化患者SIBO
的发生率 ,  了解
乙型肝炎肝硬化
患者DCs表面标
志 物 与 S I B O 的
关系 .  说明肝硬
化患者DCs表型
及功能的变化影
响机体的免疫功
能, 导致SIBO的
发生 ,  进而导致
肠道细菌进入血
液、肝脏、淋巴
结 ,  为肝硬化患
者SIBO的发生机
制有了更进一步
的研究.

有效地把病毒抗原传递给T淋巴细胞, 不能有

效发挥其在抗乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)免疫应答中的作用, 导致机体对HBV的

清除不足从而使感染持续存在, 进而进展为肝

纤维化、肝硬化[4-8]. 研究[9,10]也发现肝硬化发

生后DCs数量和功能存在更严重的异常. 已知

肝肠在结构功能上密切关联, 肝脏通过门静脉

系统和胆道系统与肠道建立了直接输入和输

出关系; 通过分泌胆汁和胆汁肝肠循环影响肠

道的功能; 肠道通过门静脉把其吸收的物质

(包含细菌及细菌产物)输送到肝脏, 激活、影

响肝脏的功能[11]. 肝硬化由于肠道运动异常、

胃肠道淤血等因素, 导致胃肠道生态紊乱, 并
影响肝硬化预后[12,13]. 有学者认为SIBO的出现

和肝脏疾病严重程度有关[14]. DCs在维持对肠

道共生菌、食物抗原的免疫耐受, 启动对肠道

病原微生物的免疫应答反应, 预防控制宿主体

内的感染的过程中发挥着重要作用. 肠道DCs
诱导T细胞表达CCR9、整合素等相对特异趋

化因子受体, 是决定细胞毒性T细胞向肠道弥

散淋巴组织和非淋巴区域迁移, 而非向脾等

处迁移的关键因素[15]. 本课题进行了研究有

无SIBO的肝硬化DCs表面标识的差异, 探讨

SIBO与肝硬化互相影响的可能机制. 
本组资料显示肝硬化患者S I B O患病率

46.8%, 与国内外文献报道[16-18]相近. 肝硬化

代偿期(Chi ld-Pugh A级)和肝硬化失代偿期

(Child-Pugh B级、Child-Pugh C级)比较差异有

统计学意义, 提示SIBO有病情严重程度有关. 
D C s表达丰富的免疫分子, 目前主要用

C D1a阳性细胞的多少来反映D C s的数量 , 
CD83是DCs的成熟标志[19], 当成熟时才表达

CD83分子, 此时DCs激活T细胞功能最强. 乙型

肝炎肝硬化组DCs表面标志物HLA-DR阳性率

与对照组比较无显著性差异(P >0.05), CD1a、
CD80及CD83阳性率显著低于对照组(P <0.01); 

肝硬化SIBO阳性者DCs表面标志CD1a、HLA-
DR、CD80及CD83阳性率均显著低于未合并

SIBO者组(P <0.05), 提示DCs表面标志物表达

在肝硬化SIBO阳性和阴性者中不同. 研究[20]

表明DCs数量随病程进展而进行性降低, 表现

为慢性肝炎、低于健康人, 肝硬化低于慢性肝

炎患者, 这种DCs数量随病程进展而进行性降

低的原因有白细胞减少、细胞凋亡增加、转

移等. DCs细胞表面标志表达不同与其功能缺

陷有关, 也与其来源不同、成熟度不同而异[21]. 
在肝硬化有无SIBO者DCs表面标志物表达差

异, 原因尚不清楚. 但是DCs功能的差异, 尚可

成为肠道细菌容易能进入血液、淋巴液以及

肝脏的因素, 这也是该研究的意义所在. 进一

步研究DCs在肝硬化并发症和SIBO关联中的

确切身份. 
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■同行评价
本文有科学性、
创 新 性 和 可 读
性 ,  可以较好反
映我国胃肠病学
临床和基础研究
的先进水平 .  该
研究具有以下特
点: (1)本组资料
显示肝硬化患者
S I B O 患 病 率 与
国内外文献相近; 
(2)研究结果提示
SIBO的发生与病
情严重程度相关; 
(3)DCs表面标志
物表达在肝硬化
SIBO阳性和阴性
者中不同.
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