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　　摘　要：目的　研究ＮＫ及ＮＫＴ细胞在乙型肝炎相关慢加急性肝衰竭（ＨＢＶＡＣＬＦ）患者外周血中的变化。方法　用流式

细胞仪分别检测２５例健康对照者（ＨＣ）、４０例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者、２６例 ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血淋巴细胞中ＮＫ、ＮＫＴ细

胞的比例，经统计分析，比较各组间ＮＫ或ＮＫＴ的差异，同时分析 ＨＢＶＡＣＬＦ组中的ＮＫ或ＮＫＴ细胞与乙型肝炎标志物或肝

功能间的相关性。结果　ＨＣ、ＣＨＢ、ＨＢＶＡＣＬＦ组外周血的 ＮＫ细胞比例分别为（１５．０±６．０）％、（１１．４±６．８）％和（８．９±６．

７）％，ＨＢＶＡＣＬＦ组与其他两组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而ＮＫＴ细胞在 ＨＣ、ＣＨＢ、ＨＢＶＡＣＬＦ组外周血中的比例

分别为（１．９±１．３）％、（４．３±３．７）％和（５．４±８．６）％，ＨＢＶＡＣＬＦ组与 ＨＣ组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＨＢＶ

ＡＣＬＦ患者外周血内 ＮＫ细胞比例显著性降低，而 ＮＫＴ细胞比例显著性升高，他们可能在 ＨＢＶＡＣＬＦ疾病中发挥着一定的

作用。
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　　乙型肝炎相关的慢加急性肝衰竭（ＨＢＶＡＣＬＦ）是在慢性

乙型肝炎（ＣＨＢ）基础上出现的急性肝功能失代偿，病死率高，

但其发病机制尚不十分清楚。研究显示，ＨＢＶＡＣＬＦ的发生

与非特异性淋巴细胞的大量激活相关［１４］。ＮＫ细胞是重要的

非特异性免疫细胞，ＮＫＴ细胞是具有一定 ＮＫ细胞特征的Ｔ

细胞亚群，它们均有细胞毒及免疫调节的功能。由于肝脏中富

含ＮＫ及ＮＫＴ细胞，可占肝脏总淋巴细胞的２／３，因此其在乙

型肝炎及相关疾病中的作用引起了学者的广泛兴趣［５１０］。目

前，ＮＫ或ＮＫＴ细胞在ＨＢＶＡＣＬＦ中的作用在国内还少见报

道，因此本文同时分析了ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血内ＮＫ、ＮＫＴ

细胞的比例，并与健康对照者及ＣＨＢ患者做比较，探讨 ＮＫ、

ＮＫＴ细胞在 ＨＢＶＡＣＬＦ中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究共入选了２５例健康对照者，２４～５１

岁，男１４例，女１１例；４０例ＣＨＢ患者，２０～４６岁，男３１例，女

９例；２６例 ＨＢＶＡＣＬＦ患者，２６～７８岁，男２１例，女５例。所

有患者均来自重庆医科大学附二院门诊或住院患者，健康对照

者为来本院的健康体检者。受试者的临床指标结果见表１。

ＣＨＢ患者的诊断参照２００５年中华医学会肝病学分会、感染病

学分会修定的《慢性乙型肝炎防治指南》［１１］，ＨＢＶＡＣＬＦ患者

的诊断符合２００６年中华医学会发布的《肝衰竭诊疗指南》
［１］。

所有患者在入选前的半年内均未接受过抗病毒治疗，并排除其

他病毒性肝炎、人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染或肝癌等疾病。

本研究经重庆医科大学附属第二医院伦理委员会批准。

７４７３重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３１期
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１．２　试剂与仪器　ＰＥｃｙ７ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉＣＤ３ｍＡｂ（ｃｌｏｎｅ

ＳＫ７）、ＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉＣＤ５６ｍＡｂ（ｃｌｏｎｅＳＫ７）、同型对

照及红细胞裂解液（ＦＡＣＳＴＭｌｙｓｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ）购自美国 ＢＤ

ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司。ＨＢＶ血清标志物检测试剂盒购自罗氏公

司，ＨＢＶ核酸荧光定量检测试剂盒购自中山达安生物技术有

限公司。流式细胞仪（ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ，美国ＢＤ公司），日

立全自动生化分析仪，罗氏电化学发光仪，罗氏实时定量ＰＣＲ

仪，全自动血凝分析仪。

１．３　临床指标的检测　肝功能：丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、

天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、总胆红素（ＴＢｉＬ）或直接胆红

素（ＤＢｉＬ）等用日立全自动生化分析仪检测。乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）血清标志物：乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙型肝炎表

面抗体（ＨＢｓＡｂ）、乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）、乙型肝炎ｅ抗体

（ＨＢｅＡｂ）及乙型肝炎核心抗体（ＨＢｃＡｂ）用罗氏电化学发光法

分析，血清 ＨＢＶＤＮＡ用罗氏实时定量ＰＣＲ仪作定量检测，

凝血酶原活动度用全自动血凝分析仪检测。

１．４　外周血ＮＫ、ＮＫＴ细胞比例检测　取１００μＬ新鲜全血，

加入相应剂量的荧光标记的ａｎｔｉＣＤ３及ａｎｔｉＣＤ５６ｍＡｂ，同时

设立相同荧光标记的ＩｇＧ对照，混匀，４℃避光染色３０ｍｉｎ，加

入２ｍＬ１∶１０稀释的红细胞裂解液混匀，室温避光作用１０

ｍｉｎ，离心后，用ＦＡＣＳ缓冲液（含１％胎牛血清的磷酸盐缓冲

液）洗一次，最后将细胞重悬于２００μＬ的ＦＡＣＳ缓冲液中，立

即于ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪上样检测，用ＢＤＦＡＣＳＤｉ

ｖａ２．０软件分析数据。

１．５　统计学处理　所有数据均由ＳＰＳＳ１３．０软件做统计分

析。数据用狓±狊表示，各细胞比例在各组间的差异用ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ检验，Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｅｓｔ用于做相关性分析，作

双侧检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血 ＮＫ、ＮＫＴ细胞频率的检测　

以ＣＤ３与ＣＤ５６的表达与否来划分，若ＣＤ５６单阳性而ＣＤ３阴

性为 ＮＫ 细胞，若 ＣＤ５６ 与 ＣＤ３ 双阳性的为 ＮＫＴ 细胞。

ＨＢＶＡＣＬＦ组中 ＮＫ 细胞为（８．９±６．７）％，ＮＫＴ 细胞为

（５．４±８．６）％；ＣＨＢ组的ＮＫ细胞为（１１．４±６．８）％，ＮＫＴ细

胞为（４．３±３．７）％；ＨＣ组的ＮＫ细胞为（１５．０±６．０）％，ＮＫＴ

细胞为（１．９±１．３）％。经统计检验，ＨＢＶＡＣＬＦ组外周血中

的ＮＫ细胞频率低于ＣＨＢ组（犘＜０．０５）及 ＨＣ组（犘＜０．０１）。

而ＮＫＴ细胞在 ＨＢＶＡＣＬＦ组外周血中的频率明显高于 ＨＣ

组（犘＜０．０１），但与ＣＨＢ组相比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见图１、２。

表１　　各组临床指标比较（狓±狊）

项目
ＨＣ组

（狀＝２５）

ＣＨＢ组

（狀＝４０）

ＨＢＶＡＣＬＦ组

（狀＝２６）

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ２０．８±７．０ ２５４．５±２０２．４ ３１７．３±２３４．１

ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ２２．９±２．９ １６３．５±１１２．１ ２８３．２±２６４．１

ＴＢｉＬ（μｍｏｌ／Ｌ） １１．８±１．７ ７５．８±５３．４ ４２５．８±１８４．０

ＤＢｉＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ２．０±０．８ ４４．９±３３．６ ３１４．７±１２８．４

ＨＢｅＡｇ（＋／－） ０／２５ ３３／７ １８／８

血清 ＨＢＶＤＮＡ

［ｌｇ（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）］
０ ６．７±１．５ ６．０±１．１

２．２　ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血ＮＫ、ＮＫＴ细胞频率与 ＨＢＶ标

志物、血清肝功能水平的相关性分析　经相关性统计分析，结

果显示，ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血的 ＮＫ或 ＮＫＴ细胞比例与

ＨＢＶＤＮＡ载量、血清肝功能水平均无相关性（犘＞０．０５）。但

ＣＨＢ患者的ＮＫ或ＮＫＴ细胞比例与 ＨＢＶＤＮＡ载量呈正相

关（犘＜０．０５）。见图３。

　　Ａ：圈内为淋巴细胞；Ｂ：淋巴细胞中 ＮＫ细胞（ＣＤ３－ＣＤ５６＋）及

ＮＫＴ（ＣＤ３＋ＣＤ５６＋）细胞。

图１　　外周血中ＮＫ及ＮＫＴ细胞的流式检测图

图２　　外周血中ＮＫ及ＮＫＴ细胞的流式检测图

图３　　外周血中ＮＫ及ＮＫＴ细胞的流式检测图

３　讨　　论

乙型肝炎是由 ＨＢＶ感染引起，感染后可发生慢性化，并

由此导致多种严重肝病，严重威胁人民生命健康。而 ＨＢＶ

ＡＣＬＦ是在ＣＨＢ基础上产生的，其表现为肝功能进行性下降，

在一定的时限内（２～４周），黄疸迅速加深（血清胆红素大于或

等于８５μｍｏｌ／Ｌ）、凝血功能障碍（凝血酶原活动度小于４０％）、

伴有腹腔积液和（或）肝性脑病等并发症，病死率极高。目前，

ＨＢＶＡＣＬＦ的发病机制还不十分清楚，有文献显示，大量免疫

活性细胞的浸润、炎性细胞因子急剧增多引起的急性系统性炎

性反应是诱发ＡＣＬＦ的重要因素
［１４］。研究表明，肝脏内含有

大量的ＮＫ、ＮＫＴ细胞等非特异性免疫细胞，可占整个肝脏淋

巴细胞的２／３，且ＮＫ、ＮＫＴ细胞也是这些炎性细胞因子的重

要来源。同时已有报道显示，在小鼠肝衰竭模型中肝内ＮＫ细

胞逐渐活化、杀伤功能逐渐增强，在疾病的发生中起到了作用，

与肝脏严重炎症程度密切相关。而 ＮＫＴ细胞也具有一定的
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ＮＫ细胞功能特征，因此作者推测，ＮＫ细胞及 ＮＫＴ细胞均在

ＨＢＶＡＣＬＦ疾病中可能起到一定的作用
［５１３］。

在本研究中，作者直接检测了 ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中

ＮＫ细胞、ＮＫＴ细胞的频率，结果显示 ＨＢＶＡＣＬＦ组、ＣＨＢ

组及 ＨＣ组的ＮＫ细胞比例依次升高，而 ＮＫＴ细胞比例依次

降低。有文献报道，在 ＣＨＢ患者体内，ＮＫ 细胞可能由于

ＨＢＶ的持续存在而受到了抑制。在本研究中，作者也发现

ＣＨＢ患者外周血中的 ＮＫ细胞频率较健康者低，与其他报道

相似［１４１５］。本研究还发现，ＨＢＶＡＣＬＦ患者的 ＮＫ细胞频率

较ＣＨＢ组更低，可能是由于在 ＨＢＶＡＣＬＦ的疾病过程中外

周血中的大量ＮＫ细胞向肝脏迁移，并与其他多种炎性细胞共

同参与了肝脏的凋亡与坏死过程，最终大量 ＮＫ细胞消耗，导

致了外周血中的 ＮＫ 细胞比例降低。而与 ＮＫ 细胞相反，

ＮＫＴ细胞在 ＨＢＶＡＣＬＦ及 ＣＨＢ患者中均表现为升高，且

ＨＢＶＡＣＬＦ患者高于ＣＨＢ患者。由于 ＮＫＴ细胞的重要功

能包括了分泌ＩＬ４等细胞因子，因此增多的ＮＫＴ细胞可能参

与到 ＨＢＶＡＣＬＦ疾病过程的免疫调节中。因此，实验结果提

示了ＮＫ细胞与ＮＫＴ细胞在 ＨＢＶＡＣＬＦ疾病中可能起到不

同的作用，推测ＮＫ细胞可能主导细胞毒效应，而 ＮＫＴ细胞

是以免疫调节效应为主。

但相关性分析结果并未显示 ＨＢＶＡＣＬＦ患者的 ＮＫ细

胞或ＮＫＴ细胞比例与肝功能水平或 ＨＢＶＤＮＡ载量相关，这

可能与 ＨＢＶＡＣＬＦ的疾病过程复杂，不同患者的免疫细胞变

化波动差异大相关。

由于外周血与肝脏中的免疫细胞还存在一定的差异，因

此，下一步还将进一步做肝脏内ＮＫ细胞或 ＮＫＴ细胞的比例

分析。
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