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胸腺五肽显著增强干扰素在抗病毒治程中的特异性 CTL效应 *
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摘要 目的：探究在 e抗原（HBeAg）阳性的慢性乙型肝炎患者采用聚乙二醇干扰素 -2a (peg-2a)联合核苷类药物治疗过程中，加用

胸腺五肽对细胞免疫应答的影响。方法：选择采用聚乙二醇干扰素琢-2a联合核苷类药物（拉米夫定 + 阿德福韦酯）治疗 48周，
HBeAg仍为阳性，且 HLA-A2阳性的慢性乙型肝炎患者 18例，分为两组。一组原方案延长联合治疗作为对照，另一组在原方案基

础上再加用胸腺五肽治疗（10 mg/次，2次 /周，共 24周）治疗，所有病人均治疗至 96周。并做体外 HBV特异性细胞毒 T淋巴细

胞(HBV specific CTL)培养增殖，通过 Elispot技术分析其分泌细胞因子（肿瘤坏死因子 -琢，干扰素 -酌，白介素 -10)的功能。结果：
HBeAg转阴率，治疗 96周时联合胸腺五肽组为 44.4 %（4 /9），原方案对照组为 22.2 %（2 /9）。HBsAg滴度，48周时，HBsAg为
4571± 3772 IU/m:；96周时，联合胸腺五肽组为 1962± 2869 IU/mL，转阴 1人，原方案对照组为 3490± 3124 IU/mL，P=0.093。HBV

特异性 CTL培养增殖，96周时联合胸腺五肽组高于原方案对照组，且联合胸腺五肽组 TNF-的分泌也高于原方案对照组，P<0.

05。结论：胸腺五肽显著增强干扰素抗病毒治疗过程中的特异性 CTL效应。
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Thymopentin 5 Significantly Enhanced the HBV-specific CTL Reactivity in
Interferon Antiviral Therapy*

To investigate whether Thymopentin 5 (TP5) affects cellular immune during interferon antiviral therapy in

HBeAg-positive chronic hepatitis B patients. 18 patients didn't achieve HBeAg seroconversion after peginterferon 琢-2a com-

bined with lamivudine and adefovir dipivoxil for 48 weeks. They were randomly divided into two groups including continuing interferon

based combination therapy with (n=9) or without (n=9) TP5 (10 mg, twice a week for 24 weeks) till 96 weeks. We conduct in vitro HBV

specific CTL cultures and proliferation assays, HBcAg-induced cytokine secretion (INF-酌, TNF-琢, IL-10). In TP5 administrated
group, the rate of HBeAg seroconversion was 44.4 %(4/9), mean HBsAg level was 1962± 2869 IU/mL. In control group, the rate of

HBeAg seroconversion was 22.2 % (2 /9), mean HBsAg level was 3490± 3124 IU/mL. Proliferative response of HBV specific CTL in TP5

administrated group was relatively strong at week 96. TNF-琢 production also increased at week 96 in TP5 administrated group, as com-

pared to control group. Thymopentin 5 significantly enhanced the HBV-specific CTL reactivity in interferon antiviral therapy.
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前言

乙型肝炎病毒（HBV, Hepatitis B Virus）是非细胞毒性病

毒，慢性乙型肝炎（Chronic Hepatitis B, CHB）的发病机理主要

是机体清除乙肝病毒而引发的细胞免疫反应，受机体和病毒两

方面影响。机体产生的针对 HBV抗原的特异性细胞毒性 T淋
巴细胞（Cytotoxic Lymphocyte,CTL）在清除病毒和引起肝细胞

损伤的过程中发挥主要作用，其数量和功能状况与乙肝的转归

及抗病毒疗效密切相关[1-4]。HBV特异性 CTL主要通过分泌细

胞因子等发挥非溶细胞性作用清除 HBV，也通过溶细胞性作

用导致肝细胞损伤和病毒清除，但都会不同程度地引起非特异

性免疫活性细胞在肝内浸润而导致肝细胞受损[1,2,4]。

干扰素琢（IFN-琢）、核苷（酸）类似物（NUC）单药治疗是目

前 CHB抗病毒治疗的标准治疗方法，且 CHB患者在抗病毒治

疗后，远期预后获得了显著改善[5-7]。但干扰素单药治疗适用人

群和应答率均有限，停药后持续应答率不高；核苷（酸）类似物

单药治疗多数患者需要长期甚至终身用药，但长期治疗中，病

毒耐药变异率较高，病毒耐药后疾病进展加快，这些因素均限

制了 CHB患者单药治疗的临床应用。随着抗病毒治疗经验的

积累，将不同作用机制的 IFN-琢和 NUC药物联合应用进行抗
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病毒治疗已经成为此领域专家们的共识[8]。

既往研究发现，在急性乙型肝炎中，可产生强烈的多克隆

的 CTL反应,但在慢性感染的患者中，CTL反应低下，甚至无

反应[3]。研究显示，在接受抗病毒治疗的乙肝早期患者中，HBV

特异性 T细胞的免疫应答反应可以被部分恢复 [2,9]，这提示在

CHB过程中 T细胞功能不良并非是不可逆的。目前治疗慢乙

肝的干扰素具有部分免疫调节剂作用，临床经验也显示部分患

者可以通过干扰素治疗获得 CHB的免疫控制。胸腺五肽保留

了胸腺生成素 II的生物活性，具有诱导 T细胞分化，促进 T淋
巴细胞亚群发育、成熟及活化和诱导干扰素的生成等功能，参

与机体的免疫调节，与干扰素具有理论上的协同作用。既往研究

也显示，胸腺肽治疗慢乙肝能够提高慢乙肝患者的长期预后[10,11]。

我们在临床上发现干扰素联合核苷类似物治疗的慢乙肝

患者，在加用胸腺五肽后，相比不加用者，HBeAg转阴率和
HBsAg滴度下降明显。本研究对于已经采用干扰素治疗 2年

的慢乙肝患者加用胸腺五肽治疗，观测患者加用胸腺五肽后自

身细胞免疫应答发生的变化。

1 材料与方法

1.1 对象

选择 2009 年 1月至 2012年 6月期间在我院门诊治疗的
HBeAg抗原阳性的慢性乙型肝炎患者 18例。所选患者均符合
2010年版《慢性乙型肝炎防治指南》的诊断标准，治疗标准符

合干扰素治疗适应症，HLA-A2阳性，均已接受干扰素联合核

苷类似物治疗 48周。排除标准：合并其他病毒感染（HCV，
HDV，EBV，CMV，HIV等）；其他原因引起的肝病：包括酒精性

肝病、非酒精性脂肪性肝炎、药物性肝炎、自身免疫性肝炎等。

18例患者均已接受聚乙二醇干扰素 琢-2琢（PEG-IFN，派罗欣，
Roche公司，180 滋g）180 滋g·w-1+ 阿德福韦酯（ADV，贺维力，
GSK公司，10 mg）10 mg·d-1+拉米夫定（LAM，贺普丁，GSK公

司，100 mg）100 mg·d-1联合抗病毒治疗 48周，且第 48周未出

现 HBeAg血清学转换。将 18例患者随机分为两组，一组（9

人）继续上述治疗至 96周，另一组（9人）在延长上述治疗至 96

周基础上，于 48周加用胸腺五肽（Thymopentin 5，TP-5，欧宁，

双鹭公司，10 mg）10 mg，每周两次连用 24周。治疗前两组患者

的性别、年龄、基因型、ALT水平、HBV DNA定量及 HBsAg定

量见表 1，其各项身体条件无统计学差异。

表 1 基线患者资料

Table 1 Baseline characteristics of patients

TP5 administrated group（n=9） Control group（n=9）

Sex (male/female) 6 / 3 7 / 2

Mean age（year）

（The range of age）

35.4± 10.9

(20-53)

33.7± 8.3

（23-54）

HBV genotype

B 4 4

C 5 5

Serum ALT（U/L） 144± 83 150± 101

HBV DNA（lg copies/ml） 6.99± 1.04 7.05± 1.43

Serum HBsAg（IU/ml） 6579± 4216 6307± 4942

Serum HBsAg at 48 weeks（IU/ml） 4412± 3985 4673± 3697

1.2 观察指标

观察患者在 48、72和 96周的 HBV DNA定量，乙肝五项

和 ALT，并在 48、96周留取血样。血清 HBV DNA定量检测使

用 Applied Biosystems 5700荧光定量 PCR仪；乙肝五项检测使

用罗氏 E601 型全自动电化学发光分析仪；ALT 测定使用
Beckman 5400模块式生化分析仪。
1.3 HLA分型检测
由于我们应用 HLA-A2限制性表位肽 /四聚体复合物（te-

tramer complex）即四聚体技术结合多色流式分析 CTL的数量，

因此在 48周抽取病人血样，加入抗凝剂，按 Morgan HLA SSP

A Typing Kit和 EZhigh DNA extraction kit（均为 TBG产品）说

明书操作，筛选 HLA-A2阳性患者入组。
1.4 分离人外周血单核细胞（Peripheral Blood Mononuclear

Cell,PBMC）
按上述时间点，抽取入组患者的血样，按 Lymphoprep（Ax-

is-shield）所述方法分离外周血单核细胞，加入 1640冻存液后，

置于 -80℃，24小时后转入液氮保存。
1.5 体外 HBV特异性 CTL培养增殖

复苏冻存的 PBMC，用 PBS洗涤两次，六孔板中每孔加入
2× 106细胞，用含有 5 %人 AB血清的 RMPI-1640（HyClone）

重悬。在第一天加入 1 滋g/mL HBcAg (Virostat) 和 1 滋g/mL

HBV core 18-27 peptides (序列为 FLPSDFFPSV)。第二天加入
40 U/mL IL-2 (Peprotech)。隔天换液，每次抽出 0.4 mL，加入
0.5 mL 含有 1 滋g/mL HBcAg，1 滋g/mL HBV core18-27 pep-

tides，40 U/mL IL-2和 5 %人 AB血清的 RMPI-1640。37 ℃、5

% CO2条件下孵育 9天。将 HLA-A2阳性患者刺激增殖后的
PBMC和刺激增殖之前的 PBMC用抗 CD3-PCy5，CD8-PE（BD

Biosciences）和 tetramer-PCy7（旷博）染色，进行流式细胞仪检

测，每份样品细胞数大于 105。

1.6 HBcAg诱导的细胞因子分泌(肿瘤坏死因子 -琢，干扰素 -酌，
白介素 -10)

我们使用酶联免疫斑点法（Elispot）来检测 HBcAg特异性
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T淋巴细胞活性。将复苏的 PBMC按 2× 105细胞 /孔在 96孔

板（Mabtech）中 37 ℃，5 % CO2孵育 48 小时，每孔加入 2

滋g/mL HBcAg。阳性对照孔加入植物血凝素（PHA），阴性对照

孔用 RPMI-1640代替 HBcAg，反应孔做 3个复孔。严格按试剂

盒说明书操作（Mabtech），培养板在读板机统一条件下读板。以

每 1× 106 PBMC受 HBcAg刺激后形成的斑点数（Spot-forming

Cells，SFC）为反应强度判定单位，结果表示为 SFC /106 PBMC。
1.7 统计学处理

采用 SPSS 17.0软件进行统计分析，计量资料以 x± s表
示，均数比较用 t检验，计数资料的比较用卡方检验，P<0.05，差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 临床疗效

在治疗 48 周时，18 人 HBV DNA 均小于 500 copies/ml

（100%）。在 HBeAg指标方面，治疗 96周时联合胸腺五肽组的
HBeAg转阴率为 44.4 %（4/9），原方案对照组为 22.2%（2/9）。

在 HBsAg指标方面，48周时，HBsAg为 4571± 3772 IU/ml；96

周时，联合胸腺五肽组为 1962± 2869 IU/mL，转阴 1人，原方案

对照组为 3490± 3124 IU/mL，P=0.093，见图 1。我们可以观察
到，随着治疗的继续，HBeAg和 HBsAg都在持续下降。
2.2 HBV特异性 CTL增殖

48 周刺激前为 0.13 %（0.01-0.33 %），刺激后为 0.25 %

（0.02-0.58 %）。 96 周联合胸腺五肽组刺激前为 0.12 %

（0.01-0.34 %），刺激后为 0.46 %（0.07-1.40 %）；原方案对照组

刺激前为 0.09 %（0.01-0.29 %），刺激后为 0.23 %（0.05-0.49

%），见表 2。

图 1 两组病人治疗期间 HBsAg水平的变化

Fig. 1 Mean levels of HBsAg of two groups

表 2 HBV特异性 CTL增殖

Table 2 HBV specific CTL cultures and proliferation assays

Group
Pre-stimulation Post-stimulation

48 weeks 96 weeks 48 weeks 96 weeks

All patients 0. 13% 0.25%

（0.01-0.33%） （0.02-0.58%）

TP5 administrated group 0.12% 0.46%

（0.01-0.34%） （0.07-1.40%）

Control group 0.09% 0.23%

（0.01-0.29%） （0.05-0.49%）

2.3 HBcAg诱导的细胞因子分泌

肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）,干扰素 -酌（IFN-酌）,白介素 -10

（IL-10）的分泌见下图。在 96周时，联合胸腺五肽组 TNF-琢的

分泌（692± 272）要高于原方案对照组（347± 328），P=0.049，而
IFN-酌（P=0.59），IL-10（P=0.92）的差异均无明显统计学意义，见

表 3。

表 3 Elispot检测 HBcAg特异性 T淋巴细胞表达 TNF-a，IFN-r，IL-10水平

Table 3 HBcAg-induced cytokine secretion (INF-r, TNF-a, IL-10)（units SFC/106 PBMC）
48 weeks 96 weeks

TP5 administrated group Control group

INF-酌 152± 125（35-361） 157± 143（67-322） 116± 119（47-263）

TNF-琢 506± 371（44-831） 692± 272（59-965） 347± 328（0-712）

IL-10 239± 124（21-366） 246± 119（0-385） 231± 145（22-359）

3 讨论

目前，对慢性乙型肝炎的治疗策略是长期最大限度地抑制

HBV，减轻肝细胞炎症坏死及纤维化，延缓及减少并发症的发

生。HBV感染的控制及清除最终需要机体的免疫系统发挥作

用。胸腺肽具有诱导 T淋巴细胞分化，促进 T淋巴细胞亚群的
发育、成熟及活化，诱导干扰素的生成，增强单核细胞的趋化及

吞噬作用等功能，从而起到调节机体免疫、抑制病毒复制的作

用。近年来已有文献报道在抗病毒治疗中大剂量胸腺肽制剂显

示出比小剂量胸腺肽制剂更好的疗效[12,13]。本研究观察所用胸

腺五肽在治疗 CHB的机制上与干扰素存在互补协同作用，且
其良好的安全性已经得到了长期临床验证，这为胸腺五肽与抗

病毒药物联合应用治疗 CHB奠定了基础[8]。本实验中，胸腺五

肽用量为 10 mg/次，每周两次，为较大剂量，效果也比较明显，
相比于干扰素联合 NUC 组，HBeAg阴转率和 HBsAg的降低

都比较明显。有文献报道，干扰素联合胸腺五肽治疗在 HBV
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DNA 转阴和 HBeAg 血清学转换上均优于干扰素单药治疗
[14,15]。HBV cccDNA（HBV共价闭合环状 DNA）存在于肝细胞核
内，是病毒复制的模板，是反映肝细胞感染数量和胞内病毒复

制水平最直接的指标。HBV cccDNA很难从肝细胞内根除，是

病毒持续感染及肝炎复发的根源。常规监测体内的 HBV cc-
cDNA 水平在临床上并不可行，研究发现相对于血清 HBV

DNA，HBsAg 水平更能反映肝内 HBV cccDNA 水平，HBsAg

的清除使病人更接近治愈状态[16,17]。本实验中，联合胸腺五肽组

HBsAg下降程度大于原方案对照组（p=0.093），有待增大样本
量进一步验证。

在 CHB病人体内，HBV特异性 CTL反应非常微弱，甚至

检测不到，可能是由于 HBV 特异性 CTL优先 "聚集 "在肝

内，导致外周血中特异性 CTL相对减少[18,19]；慢性肝炎病程长，

清除病毒过程中大量的 HBV特异性 CTL被消耗[18,19]。但在体

外特异性抗原刺激下, CTL增殖能力迅速增加、IFN-酌增多、细
胞毒活性增强[2,19,20]。我们通过体外 HBcAg刺激培养发现联合

胸腺五肽组 96周的刺激后 HBV特异性 CTL相对于干扰素组

增殖明显，96 周时 TNF-琢 的分泌也明显高于干扰素组（P<0.

05），可能由于在抗病毒的基础上，五肽进一步恢复了部分
HBV特异性 T细胞反应，从而获得了比较好的临床效果，这也

需要扩大样本量来进一步验证。

综上所述，对于干扰素联合核苷类似物治疗的慢乙肝患

者，加用胸腺五肽能显著增强抗病毒治疗过程中的特异性 CTL

效应，从而获得更好的疗效。
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