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肝硬化患者的免疫功能障碍与血清壳多糖酶 3样蛋白 1表达的关系 *
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摘要目的：探究肝硬化患者的免疫功能障碍与血清壳多糖酶 3样蛋白 1（CHI3L1）表达关系。方法：招募 2018年 2月至 2020年 8

月在我院就诊的 160例肝硬化患者。通过 Child-Pugh评分对肝病的严重程度进行分组，轻度组（n=73）和重度组（n=87）。在本院健

康检查中心招募 60例年龄相仿且无任何明显疾病或感染的人员作为对照组。并检测 CHI3L1蛋白表达、CHI3L1浓度、MR浓度、

CD3+T、CD25+T和 CD69+T水平以及血浆细胞因子的浓度。结果：对照组较轻度和重度组 AST、ALT浓度升高，且轻度组较重度组

升高（P<0.05）。Cr血清浓度各组比较无差异（P>0.05）。轻度组中 93.15 %患者为 Child-Pugh A，重度组中全部为 Child-Pugh B/A。

重度组较轻度组肝硬化程度严重（P<0.05）。重度组和轻度组较对照组 CHI3L1蛋白表达升高，重度组较轻度组升高（P<0.05）。重
度组和轻度组血清 CHI3L1水平较对照组升高（P<0.05），重度组较轻度组升高（P<0.05）。重度组和轻度组血清 CD163和甘露糖受

体（MR）水平较对照组升高（P<0.05），重度组较轻度组升高（P<0.05）。重度组和轻度组血清 CD3+T、CD25+T和 CD69+T水平较对

照组升高，重度组血清较轻度组升高（P<0.05）。重度组和轻度组白细胞介素（IL-1茁）、IL-6、肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）和干扰素
（IFN-酌）浓度较对照组升高，重度组较轻度组升高（P<0.05）。Logistic回归分析，提示患者血清 CHI3L1、MR、CD3+T、CD25+T、

CD69+T与患者肝硬化程度相关（P<0.05）。结论：肝硬化患者中血清 CHI3L1与肝硬化严重程度呈正相关，CHI3L1促进 T细胞活

化、增殖和炎性细胞因子的分泌，这导致加重了免疫介导的肝损伤和纤维化的发展。
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The Relationship between Immune Dysfunction in Patients with Liver
Cirrhosis and the Expression of Serum Chitinase-3 like Protein 1*

To explore the relationship between immune dysfunction and serum chitinase-3 like protein 1 expression in

patients with liver cirrhosis. A total of 160 patients with cirrhosis admitted to our hospital from February 2018 to August 2020

were recruited. The severity of liver disease was divided into the mild group (n=73) and the severe group (n=87) by child-Pugh score.

Sixty cases of similar age without any obvious disease or infection were recruited as the control group in the health examination center of

our hospital. CHI3L1 protein expression, CHI3L1 concentration, MR concentration, CD3+T, CD25+T and CD69+T levels, and plasma

cytokine concentration were detected. The concentrations of AST and ALT in the control group were higher than those in the

mild and severe groups, and those in the mild group were higher than those in the severe group (P<0.05). There was no difference in Cr
serum concentration among the groups (P>0.05). 93.15 % of patients in the mild group were Child-Pugh A, and all patients in the severe

group were Child-Pugh B/A. The severity of liver cirrhosis in the severe group was more severe than that in the mild group (P<0.05). The
protein expression of CHI3L1 in the severe group and the mild group was higher than that in the control group, and the protein expression
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前言

肝硬化是造成全球健康负担的重要原因，每年有超过 100

万人死亡，且患病率不断增加[1]。纤维化的发展被认为是由病毒

感染、饮酒、毒素、自身免疫性疾病和其他因素引起的肝损伤和

炎症的最终反应[2]。肝纤维化伴随着由炎症引起的肝实质不断

破坏和修复过程，经常导致严重并发症，包括门静脉高压和肝

功能衰竭。其还可能导致肝细胞癌[3]。肝纤维化可导致肝硬化，

肝硬化被定义为肝纤维化的终末阶段。在晚期肝病中，由于肠

道屏障破坏和免疫反应受损，肠道源性病原体大量到达肝脏，

识别免疫细胞的 toll样受体对肠道源性病原体的分泌导致促

炎细胞因子的大量分泌，造成炎症反应增加[4]。壳多糖酶 3样蛋

白 1（Chitinase 3-like protein 1, CHI3L1）是一种高度进化保守的

分泌蛋白，属于哺乳动物几丁质酶家族的成员，由中性粒细胞、

巨噬细胞和血管平滑肌细胞等多种分泌细胞分泌[5]。CHI3L1被

认为参与炎症反应和细胞外基质的重塑[6]。最近，在人肝脏中发

现 CHI3L1 mRNA表达，其血清水平与肝硬化患者的肝纤维化

有关[7]。CHI3L1由活化的巨噬细胞分泌，被认为是内皮细胞的

化学引诱物，可在组织修复过程中调节血管生成，并在包括人

肝脏在内的多种组织中表达 [8]。免疫组织化学研究表明，

CHI3L1在肝脏的纤维化区域表达[9]。肝硬化患者表现出较高的

感染易感性。中性粒细胞构成先天炎症反应的重要组成部分[10]。

中性粒细胞功能已被证明在肝硬化中紊乱，其特征是静息爆发

增加和中性粒细胞吞噬作用减弱[11]。这与感染、器官衰竭和死

亡率的风险增加有关。近期研究表明，CHI3L1具有免疫抑制功

能，例如，CHI3L1调节 T细胞活化，而 CHI3L1通过降低M2

巨噬细胞极化增强神经炎症，从而加速中风的发展[12]。本研究

旨在探讨肝硬化患者的免疫功能障碍与血清 CHI3L1表达的

关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料

招募 2018年 2月至 2020年 8月在我院就诊的 160例肝

硬化患者，其中男性患者 92 例，女性患者 68 例，年龄 32~65

岁。通过 Child-Pugh评分[13]对肝病的严重程度进行分组，轻度

组（n=73）和重度组（n=87）。在本院健康检查中心招募 60例年

龄相仿且无任何明显疾病或感染的人员作为对照实验。参与试

验的研究对象均签署了患知情同意书。

纳入标准：性别不限，年满 18周岁；经组织病理学诊断、临

床特征和影像学确诊为肝硬化；Child-Pugh评分为＜12。

排除标准：2周内胃肠道出血；入组前 2周内酗酒；服用免

疫调节药物；肝性脑病；恶性肿瘤患者；严重酒精性肝炎或急性

肝功能衰竭；终末期肾病患者。

医学伦理学问题：本研究方案符合赫尔辛基宣言的伦理指

南，并获得医院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 CHI3L1蛋白质印迹分析和血清浓度检测 采集所有患

者血清。将血清于 12,000伊g和 4℃下离心 10分钟。将上清液在

EBC 裂解缓冲液（50 mM Tris-HCl、120 mM NaCl 和 2 mM

PMSF）中稀释。为了从血清中去除抗体，将上清液与 Dynabeads

誖 protein G（Invitrogen）在 4℃下轻轻旋转孵育 2小时，离心 5

分钟后，将上清液与抗 CHI3L1 IgG偶联的 Dynabeads誖 蛋白 G

在 4℃下轻轻旋转孵育过夜。使用 EBC裂解缓冲液将混合物

洗涤两次，并使用抗 CHI3L1 IgG通过蛋白质印迹进行分析。使

用 CHI3L1酶联免疫吸附测定试剂盒（加利福尼亚州圣地亚哥

Quidel）定量血清中的 CHI3L1表达水平。

1.2.2 CD163和MR检测 血浆样品中 sCD163、甘露糖受体

（mannose receptor, MR）水平通过内部夹心酶联免疫吸附测定

使用 BEP-2000 ELISA分析仪（德灵公司）测量，如前所述。

1.2.3 流式细胞术 使用 LSR II (BD)或 CytoFLEX流式细胞

仪（贝克曼·库尔特）进行分析。抗人 CD3-FITC、CD25-FITC、

CD69-APC，相应的同种型对照抗体购自 BD Bioscience。固定 /

透化溶液试剂盒（目录 #554714，BD Pharmingen）用于染色细胞

内细胞因子。

1.2.4 血浆细胞因子测量 在乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝血浆

中使用 Bio-Plex Pro人细胞因子检测试剂盒（英国沃特福德

bio-rad实验室有限公司）和 Bio-Plex Magpix仪器检测白细胞

介素 1茁（Interleukin 1茁, IL-1茁）、白细胞介素 6（Interleukin 6,

IL-6）、肿瘤坏死因子 琢（Tumor necrosis factor-琢, TNF-琢）和干扰
素（Interferon-酌, IFN-酌）浓度。

of CHI3L1 in the severe group was higher than that of the mild group (P<0.05). The level of serum CHI3L1 in the mild group and the

mild group was higher than that in the control group (P<0.05), and the serum CHI3L1 level in the severe group was higher than that in the

mild group (P<0.05). The levels of serum CD163 and MR in the severe group and the mild group were higher than those in the control

group (P<0.05), and the serum CD163 and MR levels in the severe group were higher than those in the mild group (P<0.05). The levels
of serum CD3+T, CD25+T, and CD69+T in the severe and mild groups were higher than those in the control group (P<0.05), and the levels
of serum CD3+T, CD25+T and CD69+T in the severe group were higher than those in the mild group. High (P<0.05). The concentrations
of interleukin (IL-1茁), IL-6, tumor necrosis factor 琢 (TNF-琢) and IFN-酌 in the severe and mild groups were higher than those in the

control group, and those in the severe group were higher than those in the mild group (P<0.05). Logistic regression analysis showed that
serum CHI3L1, MR, CD3+T, CD25+T, CD69+T were correlated with the degree of cirrhosis (P<0.05). Serum CHI3L1 was

positively correlated with the severity of cirrhosis in patients with cirrhosis, and CHI3L1 promoted T cell activation, proliferation and

secretion of inflammatory cytokines, which aggravated the development of immune-mediated liver injury and fibrosis.

Liver cirrhosis; CHI3L1; Cellular immunity; T cells; Liver fibrosis
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Items Control group(n=60) Mild group(n=73) Severe group(n=87)

Age(years) 56.39依4.29 57.62依5.14 56.42依5.03

Gender(Male: Female) 31:29 35:38 57:30

BMI(kg/m2) 23.57依1.44 24.58依1.53 24.07依1.39

Cr(mg/dL) 0.87依0.18 0.82依0.15 0.85依0.16

AST(IU/U) 46.37依3.22 28.32依2.47 22.38依1.97*

ALT(IU/L) 37.45依3.66 30.49依2.54 26.24依1.37*

Child - Pugh, staging(A/C/D) / 68/5/0 0/69/18*

表 1 基本临床和生化数据（x依s）
Table 1 Basic clinical and biochemical data (x依s)

Note: Comparison between groups,*P<0.05.

表 2 ELISA分析血清 CD163和MR水平（x依s）
Table 2 ELISA analysis of serum CD163 and MR levels (x依s)

Note: Comparison between groups,*P<0.05.

Groups CD163(mg/L) MR(滋g/dl)

Control group (n=60) 2.15依0.41 18.49依3.26

Mild group (n=73) 4.47依1.16 46.23依5.14

Severe group (n=87) 8.62依1.38* 61.74依8.36*

1.3 统计分析

通过 Mann-Whitney U检验和 t检验评估三组组间差异。

变量间关联通过 掊2方法或 Fisher精确检验确定。通过逻辑回

归模型进行单变量和多变量分析。Cochran-Armitage的趋势检

验用于分类数据分析。小于 0.05的 P值被认为具有统计学意
义。使用 Graph Pad Prism 软件、SPSS 统计软件和 Microsoft

Excel进行统计分析。

2 结果

2.1 基本临床和生化数据

根据临床特征进行一般资料统计，各组在性别、年龄、BMI

等一般资料比较无差异（P>0.05），在生化参数分析方面，对照
组较轻度和重度组天冬氨酸氨基转移酶（Aspartate amino trans-

ferase, AST）、丙氨酸氨基转移酶（Alanine aminotransferase,

ALT）浓度升高，且轻度组较重度组 AST、ALT浓度升高。Cr血

清浓度各组比较无差异（P>0.05）。轻度组中 93.15 %患者为

Child-Pugh A，重度组中全部为 Child-Pugh B/A。重度组较轻度

组肝硬化程度严重（P<0.05）。见表 1。

2.2 蛋白印迹分析 CHI3L1表达

通过蛋白印迹分析各实验组 CHI3L1的蛋白表达，重度组

（2.25依0.21）和轻度组（1.76依0.14）较对照组（1.04依0.05）CHI3L1
的蛋白表达升高，重度组较轻度组 CHI3L1的蛋白表达升高

（P<0.05）。
2.3 血清 CHI3L1分析

通过 ELISA 试剂盒检测血清 CHI3L1 水平，重度组

（285.25依54.26）和轻度组（164.83依31.58）血清 CHI3L1 水平较

对照组（53.19依14.62）升高（P<0.05），重度组血清 CHI3L1水平

较轻度组升高（P<0.05）。
2.4 肝硬化引起免疫功能失调

通过 ELISA试剂盒检测血清 CHI3L1和MR水平，重度组

和轻度组血清 CD163和MR水平较对照组升高，重度组血清

CD163和MR水平较轻度组升高（P<0.05），见表 2。

2.5 流式细胞分析 T淋巴细胞

通过流式细胞仪检测血清 CD3+T、CD25+T 和 CD69+T 的

水平，重度组和轻度组血清 CD3+T、CD25+T和 CD69+T水平较

对照组升高，重度组血清 CD3+T、CD25+T和 CD69+T水平较轻

度组升高（P<0.05）。见表 3。

表 3流式细胞分析 T淋巴细胞（x依s）
Table 3 Flow cytometry analysis of T lymphocytes (x依s)

Note: Comparison between groups,*P<0.05.

Groups CD3+T(%) CD25+T(%) CD69+T(%)

Control group (n=60) 18.26依1.41 21.47依1.38 23.15依1.02

Mild group (n=73) 35.29依2.77 33.84依2.24 39.01依1.37

Severe group (n=87) 44.35依3.13 40.56依2.02 44.35依4.04
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表 4血浆细胞因子分析（x依s）
Table 4 Plasma cytokine analysis (x依s)

Note: Comparison between groups,*P<0.05.

Groups IL-1茁(pg/mL) TNF-琢(pg/mL) IL-6(pg/mL) IFN-酌(pg/mL)

Control group (n=60) 0.13依0.05 1.03依0.11 1.02依0.07 16.32依1.14

Mild group (n=73) 0.28依0.08 2.72依0.24 1.46依0.11 19.17依2.49

Severe group (n=87) 0.39依0.10* 4.24依0.36* 2.87依0.115* 22.35依3.44*

2.6 血浆细胞因子分析

通过 Bio-Plex Pro人细胞因子测定试剂盒分析血浆细胞因

子的浓度，重度组和轻度组 L-1茁、TNF-琢、IL-6和 IFN-酌浓度较
对照组升高，重度组较轻度组升高（P<0.05），见表 4。

2.7 Logistic回归分析肝硬化程度的影响因素

将患者肝硬化程度当作因变量，将血清 CHI3L1、MR、

CD3+T、CD25+T、CD69+T、L-1茁、TNF-琢、IL-6和 IFN-酌等 9项作

为自变量进行多元 Logistic回归分析，结果显示：患者血清

CHI3L1、MR、CD3+T、CD25+T和 CD69+T与患者肝硬化程度相

关。见表 5。

Variable name B S.E. Wald df P OR
95%CI

Lower limit Upper limit

CHI3L1 2.103 1.288 3.614 1 0.009 6.923 0.944 66.345

MR -2.113 1.316 3.711 1 0.036 0.664 0.025 2.115

CD3+T -2.005 1.228 3.687 1 0.024 0.256 0.053 2.253

CD25+T -1.952 1.185 3.752 1 0.017 0.358 0.056 1.686

CD69+T -0.537 0.342 1.437 1 0.012 0.673 0.259 0.865

TNF-琢 2.354 1.159 4.438 1 0.215 4.637 1.212 20.242

IL-1茁 2.354 1.159 4.438 1 0.134 4.637 1.212 20.242

表 5 Logistic回归分析肝硬化程度的影响因素

Table 5 Logistic regression analysis of influencing factors of the degree of cirrhosis

3 讨论

CHI3L1由活化巨噬细胞、软骨细胞、中性粒细胞和滑膜细

胞分泌。CHI3L1通过抑制肝巨噬细胞凋亡促进肝纤维化[14]。且

在丙型肝炎感染人群中，根据 CHI3L1可准确判断纤维化进展

的速度，识别患者是处于快速纤维化阶段还是疾病稳定阶段[15]。

在本研究中，我们评估了血清 CHI3L1与健康对照和不同

严重程度肝硬化患者之间的关系。结果表明：血清 CHI3L1水

平与通过 Child-Pugh分期评分评估的肝硬化分级显著相关。随

着患者肝硬化严重程度增加，患者血清 CHI3L1血清水平和蛋

白表达升高。这一结果与Wang S[16]以及 Huang H[17]的报道具有

一致性。分析其原因可知：CHI3L1作为一种促炎介质，其在患

有炎症患者的血清和组织中升高，包括肝脏疾病。CHI3L1是一

种成纤维细胞的生长因子，在活跃的肝纤维化区域表达，是实

质性纤维化的良好标志物。且纤维化率的进展与 CHI3L1的血

清水平呈线性相关。因此初步说明 CHI3L1与肝硬化具有一定

的关系[18，19]；重度组和轻度组血清 CD163和MR水平较对照组

升高，重度组血清 CD163和MR水平较轻度组升高。这一结果

与 Nielsen MC[20]的结果具有一致性。进一步分析可知：CD163

是血红蛋白 -结合珠蛋白清道夫受体，在巨噬细胞和单核细胞

上表达，并在从免疫细胞脱落后以可溶性 CD163的形式释放

至循环中。MR是主要位于巨噬细胞和树突细胞上的甘露糖受

体的脱落产物，在肝病患者和危重病患者中升高，并参与细胞

的免疫反应。因此随着疾病的恶化，CD163和MR的表达逐渐

升高 [21，22]；重度组和轻度组血清 CD3+T、CD25+T 和 CD69+T 水

平较对照组升高，重度组血清 CD3+T、CD25+T和 CD69+T水平

较轻度组升高。重度组和轻度组 L-1茁、TNF-琢、IL-6和 IFN-酌浓
度较对照组升高，重度组较轻度组升高。这一结果与 Feng XX
[23]以及 Tsiaoussis GI[24]的结果具有一致性。进一步分析可知：在

机体维持自身免疫应答方面，T淋巴细胞群与病理性效应 T细

胞之间的平衡具有重要作用。L-1茁、TNF-琢和 IL-6是一组单核

巨噬细胞，内皮细胞产生的细胞因子，具有激活诱导 T或者 B

细胞分化的功能，能够杀伤靶细胞，促进吞噬功能，同时是机体

炎症反应的重要介质。以上因子的表达与肝细胞坏死程度及肝

硬化病情的发展密切相关。IFN-酌具有抗肿瘤效应，能够促进巨
噬细胞因子合成抑制因子，进而抑制细胞的免疫应答。CD3+T、

CD25+T和 CD69+T和MR的血浆浓度升高反映了肝巨噬细胞

的激活和增殖，并与肝病患者的疾病严重程度相关[25-28]；多元

Logistic回归分析显示：患者血清患者肝硬化程度与 CHI3L1

呈正相关，与MR、CD3+T、CD25+T和 CD69+T呈负相关。这一

结果与 Li H[29]的结果具有一致性。进一步分析可知：CHI3L1作

为一种由结缔组织细胞产生的生长因子，与组织重塑、肝纤维

化以及各类肿瘤具有密切关系。本文结果进一步显示 CHI3L1

在肝硬化中的重要作用，同时也表明了 T淋巴细胞群以及MR
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在肝硬化中的重要作用[30]。但本文存在一定的不足，如样本量较

少，后续将进一步加大样本量，深入探究。

综上所述，肝硬化患者中血清 CHI3L1与肝硬化严重程度

正相关，CHI3L1促进 T细胞的活化、增殖和炎性细胞因子的分

泌，这加重了免疫介导的肝损伤和纤维化的发展。
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