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前言

乙型肝炎病毒（HBV）感染慢性化的机制至今尚未明确。研

究认为，HBV持续感染与体内树突状细胞(dendritic cell，DC)的

功能下调密切相关[1-3]，但对其功能下调的发生机制尚无一致认

识。B7- H1 (B7-homolog1)是新发现的重要的共刺激分子之一，

也称为程序死亡分子 1配体 -1 (programmed death -1 ligand-1，
PD-L1)，主要表达于树突状细胞、B 细胞、T 细胞、单核细胞和

肿瘤细胞。B7-H1主要和程序死亡分子 -1(programmed death-1，
PD-1)结合传递负调节信号，导致 T 细胞免疫功能降低[4]。在

对 HIV-1[5]及 HBV[6]感染者研究中发现树突状细胞表面 B7-H1

表达水平升高与细胞免疫功能低下有关，其发生机制尚不明

确。本文通过研究慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B，CHB)患者

外周血 DC细胞功能及表面 B7-H1的表达对免疫功能的影响，

探讨慢性乙型肝炎患者病毒免疫逃逸的分子机制。
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摘要 目的：观察慢性乙型肝炎患者外周血树突状细胞表面共刺激分子 B7-H1的表达及对免疫功能的影响。方法：检测慢性乙型
肝炎患者肝功能、HBV-DNA水平，将患者分为高病毒载量高 ALT组（A组）、高病毒载量低 ALT组（B组）、低病毒载量组（C组）

及正常对照组（D组）。流式细胞术检测各组患者外周血树突状细胞表面 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a、B7-H1表达，酶联免

疫吸附试验（ELISA）检测 DC培养上清液和混合淋巴细胞培养上清液中细胞因子 IL-12、IL-10水平。结果：慢性乙肝患者的树突

状细胞膜表面分子 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a的表达均明显降低 (A、B、C组与 D组比较分别为 42.3± 4.9 %、46.7± 7.0

%、52.5± 6.3 % vs 94.5± 3.5 %；34.5± 5.3 %、39.9± 6.4 %、45.6± 5.2 % vs 90.6± 6.5 %；38.2± 8.6 %、36.1± 5.4 %、42.5± 6.8 % vs

87.7± 5.1 %；28.3± 6.5 %、25.6± 3.4 %、33.5± 4.3% vs 82.6± 4.8 %；32.3± 5.8 %、29.3± 5.3 %、48.3± 4.9 % vs 68.2± 5.2 % P<
0.05)，B7-H1表达水平明显升高(27.48± 21.4 %、21.83± 20.2 %、15.43± 10.32 % vs 4.23± 2.2 % P<0.05)。B7-H1表达水平与 ALT

呈正相关，与 IL-12水平呈负相关。结论：慢性乙型肝炎患者树突状细胞功能低下，其机制可能与树突状细胞高表达 B7-H1有关。
B7-H1高表达抑制了淋巴细胞的功能，导致乙型肝炎病毒持续感染。
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To observe the expression of B7-H1 on dendritic cell and its effects on immune functions in patients with

chronic hepatitis B. 60 patients with chronic hepatitis B were enrolled and divided into three groups according to the level of
HBV-DNA and ALT. Twenty healthy people were enrolled and served as controls. The expressions of CD80, CD83, CD86, HLA-DR,

CD1a and B7-H1 on myeloid dendritic cells (mDC) in the peripheral blood were analyzed by flow cytometry. The level of IL-10, IL-12 in

the supernatants of mixed lymphocytes reaction were detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). T-test was used for the

statistical analysis. The expressions of CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD1a on mDC in CHB patients were significantly lower

than those in healthy controls and the B7-H1 expression on mDC were higher than controls. The differences were significant (P<0.05).
The expression level of B7-H1 was positively correlated with ALT level. The expression of B7-H1 on mDC in CHB

patients is higher than those of healthy people and results in immune suppression. It may be one of the reasons for chronic HBV infection.
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1 材料与方法

1.1 材料

巨噬细胞集落刺激因子 (GM-CSF)、荧光标记的抗人
CD1a、CD80、CD83、CD86、人类白细胞抗原 HLA-DR单克隆
抗体，白细胞介素 -4（IL-4）、肿瘤坏死因子 TNF-a、干扰素
IFN-酌(购自美国 Chemicon公司，哈尔滨医科大学第四医院生

物治疗中心提供)；IL-12、IL-10酶联免疫吸附试剂盒(美国 Dia-

clon公司)；淋巴细胞分离液(上海恒信化学试剂有限公司产基

品)；RPMI 1640 培养基、异硫氰酸荧光素(FITC)-Dextran(美国
Sigma 公司产品 )；鼠抗人单克隆抗体 B7-H1-PE 及其同型
IgG1PE(美国 e-Biosciences公司)；人 AB血清(哈尔滨市中心血

站提供)，FACS Clibur流式细胞仪（美国 BD公司）。
1.2 研究对象

2011-02至 2012-12哈尔滨医科大学附属第四医院感染科
门诊及住院慢性乙型肝炎患者，年龄 18～ 60岁，诊断标准符合
2000年修订的病毒性肝炎防治方案[7]，除外甲、丙、戊型肝炎病

毒感染，除外自身免疫性疾病，除外 HIV 感染及其他慢性病。

近六个月内未使用干扰素、核苷类似物、免疫调节剂。

1.3 方法
1.3.1 一般指标检测 全自动生化仪检测肝功能，酶联法检测

HBV血清学标志和 R-T PCR方法检测血清 HBV-DNA。根据

检验结果将患者分高病毒载量组 A：HBV-DNA>1× 106 copy·
mL-1，ALT>400 U·L-1；高病毒载量组 B：HBV-DNA>1 × 106

copy·mL-1，ALT<80 U/L；低病毒载量组 C：HBV-DNA<1× 103

copy·mL-1，ALT<80 U·L-1；对照组 D：健康志愿者。A、B、C、D组
每组入选 20人。
1.3.2 PBMC的分离 采集四组患者外周血 50 mL，肝素抗凝
(40 U/mL)。采集后 2 h内用密度梯度离心法获取单个核细胞以

无血清 RPMI1640 悬浮沉淀细胞、计数，调整细胞浓度到(4-9)

× 106 mL-1，置于 6孔板中，在 37 ℃、体积分数 5 ％的 CO2孵箱

中温育 2 h，去除未贴壁细胞，获得单个核细胞。
1.3.3 DC体外定向诱导分化和培养 按照 Roman等[8]分离培

养 DC 的方法稍作修改。单核细胞用预温至 37℃的无血清
RPMI1640清洗 3次，弃洗液。加入完全培养基 RPMI 1640(含

10％胎牛血清)中，按含 rhGM-CSF 1000 U·mL -1和 rhIL-4 1000

U·mL -1的终浓度加入细胞因子，置 37 ℃、体积分数 5 ％的
CO2温箱中培养。隔日半量换液 1次 (含细胞因子 rhGM-CSF

500 U·mL -1、rhIL-4 500 U·mL -1)，第 5天补加 TNF-a 20 滋g·L-1，

共培养 7 d，于培养第 7天收集 DC。
1.3.4 DC表型检测 收集培养第 7天的 DC，PBS洗涤，完全

培养基调整细胞浓度至 0 .5× 106 mL，分若干管。加入荧光标记

抗体及相应同型对照抗体 4℃避光孵育 45 min，待 DC表面抗

原抗体反应结束后 PBS洗涤细胞 3次，调整终体积为 0. 5 mL，
上流式细胞仪检测 CD80、CD83、CD86、HLA-DR、CD1a 和
B7-H1。
1.3.5 DC刺激混合淋巴细胞反应 (mixed lymphocyte reaction，
MLR) 取同时培养 7 d的四组患者 DC，用 50 mg·L-1的丝裂

霉素 C 37℃处理 45 min 后，PBS洗涤 3 次，悬浮于完全 RP-

MI1640培养基中，细胞浓度为 5× 105 mL -1，分别以 5× 103个

每孔、1× 104个每孔和 5× 104个每孔，加入 96孔圆底培养板。

用正常人 PBMC作对照组，每组各 3个复孔，每孔再加入同种
T细胞 2× 105个，终体积 200 ul每孔，37 ℃、体积分数 5 ％的
CO2条件下培养 96 h。培养结束后，沉淀细胞吸出上清液，-20

℃保存备检。

1.3.6 ELISA 法检测 DC培养上清液及 MLR 上清液中细胞因

子的表达水平 分别收集纯的 DC培养上清液和 MLR上清

液，-20 ℃保存备检。按照试剂盒提供的操作步骤检测细胞因子
IL-12、IL-10。
1.4 统计学方法

采用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析。计量资料结果以
x± s表示，组间比较采用 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组一般情况、肝功能及 HBV-DNA水平

高病毒载量组 A肝功能 ALT、AST、HBV-DNA水平明显

高于低病毒载量组及正常对照组，组间比较差异显著(P<0.05)。
高病毒载量组 B肝功能 ALT、AST与低病毒载量组 C比较差

异无统计学意义（P>0.05），HBV-DNA水平与低病毒载量组 C

比较差异显著(P<0.05)。见表 1。

2.2 各组外周血树突状细胞功能及 B7-H1的表达

不同 HBV DNA 载量组慢性乙型肝炎患者 HLA-DR、
CD1a、CD86、CD80 和 CD83 表达均明显低于正常人群 (P<

0.05)。低载量病毒组 C、高载量病毒组 B、高载量病毒组 A树突
状细胞 HLA-DR、CD1a、CD86、CD80 和 CD83 表达呈逐渐下

降趋势，但组间比较差异无统计学意义（P>0.05）。低病毒载量

组（C组）患者 HLA-DR、CD1a、CD86、CD80和 CD83表达高于

高病毒载量组 A组、B组，但差异无统计学意义（P>0.05）。CHB

三组患者共刺激分子 B7-H1 的表达水平明显高于正常人群，

差异有显著意义(P<0.05)；高载量病毒伴 ALT升高组 B7-H1表

Group Age(year) ALT(U/L) AST（U/L） HBV-DNA（copy/mL）

High group A

High group B

Low group C

Control D

37.35± 12.36

35.74± 9.02

32.54± 13.12

31.34± 8.68

563.26± 143.58

45.32± 35.25

43.35± 35.27

23.87± 13.35

345.59± 223.12

54.67± 23.36

35.25± 28.38

25.42± 12.41

(135.63± 127.32)106*

(158.55± 165..87)106*

<1× 103

<1× 103

表 1 各组一般临床资料

Table 1 General clinical data

Note: * compared with Low group C, control D P <0.05.
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3 结果

DC是至今发现的人体内功能最强的专职抗原提呈细胞，

也是惟一能激活纯真 T淋巴细胞(naive T cells)的抗原递呈细

胞[9]。近年来，大量研究表明，CHB患者外周血 DC数量减少、

表型不成熟、功能下降，外周血 HBV DNA载量明显升高，而针

对 HBV的特异性 CTL应答很弱，甚至检测不到[10]。慢性乙型

肝炎患者自身 DC功能低下是乙型肝炎病毒感染免疫耐受的

原因之一[11,12]。患者体内树突状细胞抗原递呈功能缺陷，不能把

病毒抗原的信号传递给机体的免疫系统，患者仅产生弱的或检

测不到的针对 HBV特异的 CTL反应，所以不能清除体内的病

毒，造成感染的慢性化[13]。而 HBV引起 DC功能下降的机制尚

不十分明确。

针对慢性乙型肝炎患者研究发现，淋巴细胞上 B7-Hl和
PD-l 的表达水平与患者疾病状态密切相关。李永刚等 [14]对

B7-Hl 和 PD-1 的表达与 ALT 的水平及 HBV DNA 载量进行

了相关分析，发现 B7-H1 和 PD-1 的表达与 ALT 的水平及
HBV-DNA载量均呈正相关，与本研究结果一致。提示 B7-H1

group n HLA-DR CD80 CD86 CD83 CD1a B7-H1

High group A

High group B

Low group C

Control group D

20

20

20

20

42.3± 4.9

46.7± 7.0

52.5± 6.3

94.5± 3.5

34.5± 5.3

39.9± 6.4

45.6± 5.2

90.6± 6.5

38.2± 8.6

36.1± 5.4

42.5± 6.8

87.7± 5.1

28.3± 6.5

25.6± 3.4

33.5± 4.3

82.6± 4.8

32.3± 5.8

29.3± 5.3

48.3± 4.9

68.2± 5.2

27.48± 21.4*

21.83± 20.2*

15.43± 10.32*

4.23± 2.2

表 2 CHB患者外周血树突细胞表面 HLA-DR、CD80、CD86、CD83、CD1a、B7-H1表达(%)

Table 2 The expressions of HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD1a, B7-H1 on DC in patients with CHB (%)

Note: * ompared with control D P<0.05.

Group

High group A

High group B

Low group C

Control group D

0.21± 0.10*

0.28± 0.11*

0.32± 0.12

0.56± 0.26

0.36± 0.08*

0.39± 0.14*

0.43土 0.13

0.71± 0.12

0.38± 0.05*

0.50± 0.04*

0.51± 0.13

0.83± 0.23

0.41± 0.16*

0.52± 0.13*

0.62± 0.15

0.85± 0.12

DC/T lymphocyte culture supernatant

0.025 0.050 0.100 0.200

表 3 不同 DC／T淋巴细胞时混合淋巴细胞反应中 T细胞增殖的吸光度值(aT± s)

Table 3 Absorbance value of DC/T lymphocytes MLR(aT± s)

Note: * compared with control group D P<0.05.

图 1 不同 DC／T淋巴细胞时混合淋巴细胞反应中 T细胞增殖的吸光

度值

Fig.1 Absorbance value of DC/T lymphocytes MLR

Group

High group A

High group B

Low group C

Control group D

MLRsupernatant DC supernatant

IL-10 IL-12 IL-12

14.37± 6.39*

21.74± 9.02

24.53± 5.02

28.67± 6.45

115.32± 41.26

124.32± 52.78*

128.35± 55.27*

312.25± 113.47

45.59± 23.18**

54.67± 23.36**

61.25± 28.28**

120.35± 52.37

表 4 DC培养上清液与混合淋巴细胞反应上清液中 IL-l0和 IL-12浓

度(x± s, 滋g,L -1)

Table 4 The level of IL-10,IL-12 in DC/T lymphocytes culture in

supernate(x± s, 滋g,L -1)

Note: *compared with control D P<0.05;

**compared with control D P<0.05.

达最高，与正常对照组及低载量病毒组比较具有统计学意义。

B7-H1水平与 ALT水平成正相关。见表 2。
2.3 不同 HBV-DNA载量组 CHB患者 DC刺激 T细胞增殖的

能力

不同 HBV DNA载量组 CHB患者 DC刺激 T细胞增殖的

能力差异无统计学意义(P>0.05)，但均低于健康人刺激 T淋巴

细胞增殖的能力，差异有统计学意义(P<0.05)。见表 3、图 1。

2.4 IL-10和 IL-12的水平
MLR上清液中 IL-10的量在三组实验对象间差异无统计

学意义(P值均 >0.05)；高载量组和低载量组 IL-12的水平则均

明显低于对照组 D，差异有统计学意义(P<0.05)。在纯 DC培养
上清液中，CHB患者的 IL-12水平也明显低于正常对照组，差

异有统计学意义(P<0.01)，见表 4。
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表达增加可以促进炎症反应，抑制 T淋巴细胞对病毒的清除。

外周血 mDC和 T淋巴细胞上的抑制性共刺激分子 B7-Hl 和
PD-1信号途径的高水平表达可能是导致树突细胞功能障碍及

特异性 T淋巴细胞耗竭的原因之一，可导致病毒持续感染[4]。

B7-H1在体外可通过其抑制性受体 PD-1抑制 Th1为主的免疫

反应，从而在诱导 T细胞凋亡和肿瘤免疫逃逸中发挥重要作

用[15]。HIV和 EB病毒特异性 T淋巴细胞高水平表达 B7-H1，而

相比一些不能造成持续感染的病毒，如牛痘病毒、流感病毒等，

其特异性 T淋巴细胞上 B7-H1表达水平较低。所以认为，PD-1

的表达与 T淋巴细胞功能耗竭密切有关，PD-1的高水平表达

是耗竭性 T淋巴细胞的一个重要标志[16-18]。CD8+T淋巴细胞可

产生高水平的 IFN-酌，而 IFN-酌又可上调细胞表面 PD-L1的表

达。而 B7-H1和 PD-1表达的上调，一定程度上又可降低 T淋

巴细胞的功能，从而减轻肝脏的炎性反应。对防止肝细胞大量

破坏而引起功能衰竭具有积极作用。这些研究均说明，B7-H1

和 PD-1信号途径对抗病毒免疫效应具有双面性，在一些情况

下能限制过多浸润性 T淋巴细胞引起的组织损伤，具有一定保

护性；但同时也下调 T淋巴细胞功能，不利于病毒清除，可能参

与了病毒感染慢性化的过程。监测 B7-H1和 PD-1表达水平改

变这些协同刺激分子的表达以调控免疫的方向和强度，也许可

以作为指导临床治疗的依据[4,19]。王永华[20]等发现 B7-H1阻断

后 CD3AK细胞分泌 IFN-酌和 TNF-琢的水平明显提高,而分泌
IL-10 的水平明显下降 , 这提示 B7-H1 阻断后可以通过改变
CD3AK 细胞分泌细胞因子的水平,间接促进 CD3AK细胞增

殖活化, 增强 CD3AK 细胞的免疫功能, 同时也可通过 IFN-酌
和 TNF-琢等细胞因子增强 CD3AK细胞对肿瘤细胞的间接杀

伤作用。B7-H 1通路在负调 T淋巴细胞免疫反应和 DC功能

上发挥重要作用[21,22]。从我们的实验结果发现，慢性 HBV感染

时机体细胞免疫应答的削弱与 DC功能的缺陷有密切关系。

慢性乙型肝炎患者 DC 表面 CD80、CD86、CD1a 及
HLA-II类分子表达和 DC 培养上清液 IL-12 水平明显低于正

常人。CHB患者 DC功能下调，并且高表达 B7-H1。在高病毒载

量组 B7-H1表达水平最高，而且与 ALT成正相关。高病毒载量

组 DC分泌 IL-12水平较正常人组明显降低，而 IL-10的分泌

水平提高。这表明乙型肝炎病毒感染造成 DC的抗原提呈能力
和刺激 T淋巴细胞增殖能力下降。B7-H1高表达抑制了淋巴细

胞的功能，导致乙型肝炎病毒持续感染。
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