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论著·基础研究

小儿慢性乙型肝炎患者外周血Ｔｈ１７细胞／调节性Ｔ细胞失衡的研究

池小斌，陈光明

（南京军区福州总院全军儿科中心，福州３５００２５）

　　摘　要：目的　探讨小儿慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者不同疾病进展状态下Ｔｈ１７细胞／调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ细胞）的平衡特点。

方法　入组１６例健康对照（对照组）、６０例小儿ＣＨＢ患者（ＣＨＢ组），采集外周血及血清，采用流式细胞仪检测Ｆｏｘ３＋Ｔｒｅｇ细胞

及Ｔｈ１７细胞的频率，并用酶联免疫吸附试验方法（ＥＬＩＳＡ）检测血清中Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ分化相关细胞因子。结果　ＣＨＢ组的Ｔｒｅｇ

细胞、Ｔｈ１７细胞频率及Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值显著高于对照组，Ｔｈ１７频率与疾病进展呈正相关。ＣＨＢ组患者血清中ＩＬ１７Ａ、ＩＬ２２及

ＩＬ２３水平高于对照组（犘＜０．０５）。结论　小儿ＣＨＢ组患者存在Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的失衡。
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　　我国是乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的高发区，感染者约１．３

亿，每年因乙型肝炎死亡的人数达３０万。我国在每年新发病

例中，４０％～５０％来源于 ＨＢＶ母婴传播感染
［１］。婴儿或儿童

感染ＨＢＶ，其中１５％～２５％ 将发展为慢性ＨＢＶ携带者，是肝

硬化和肝细胞癌的主要原因之一［２］。慢性 ＨＢＶ 感染定义为

乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）阳性持续至少６个月，多数

慢性 ＨＢＶ感染儿童处于免疫耐受期，表现为 ＨＢｅＡｇ阳性、高

ＨＢＶＤＮＡ水平而丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）正常，肝组织学正

常或轻微炎症病变。小儿慢性 ＨＢＶ感染严重影响青少年的

健康，给社会带来严重的经济压力。

人体免疫反应决定着 ＨＢＶ 感染的疾病进展。ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ细胞）是近年定

义的一种特殊的Ｔ细胞亚群，特异性高表达Ｆｏｘｐ３。Ｔｒｅｇ细

胞在慢性乙型肝炎发病的免疫机制中发挥重要作用［３］。Ｔｈ１７

细胞是最近发现的能分泌白细胞介素（ＩＬ）１７的一类辅助性Ｔ

细胞亚群，参与宿主防御、感染、肿瘤、自身免疫性疾病、移植排

斥等病理过程。Ｔｈ１７与慢性乙型感染的炎症程度相关，可能

参与免疫介导的肝脏损伤［４］。Ｔｒｅｇ细胞与Ｔｈ１７细胞的分化

和功能相互抑制，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡对维持免疫内环境的稳

定起重要作用，失衡可引起全身或局部免疫应答异常，导致自

身免疫性疾病、持续感染、肿瘤等疾病［５］。本文主要研究

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡与小儿慢性 ＨＢＶ感染的相关性，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院２０１２年３月至２０１３年３月收治的

６０例小儿慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者（ＣＨＢ组），其中男３８例，

女２２例，平均年龄（８．０±４．０）岁；ＡＬＴ５０～７８８Ｕ／Ｌ，平均

１４１．５Ｕ／Ｌ；ＨＢＶＤＮＡ（４．８５～１．５５）×１０８，平均１．０７×１０８。

同时选取健康对照者１６例（对照组），其中男１１例，女５例，平

均年龄（７．６±３．４）岁；ＡＬＴ８～２０Ｕ／Ｌ，平均１２．８Ｕ／Ｌ。ＣＨＢ

及乙型肝炎肝硬化诊断标准：符合我国２０１０年制定的《慢性乙

型肝炎防治指南》，ＣＨＢ患者根据临床指标分为轻度组和中重

度组。ＣＨＢ组入组标准：年龄１～１２岁，ＨＢｓＡｇ阳性大于或

等于６个月，ＨＢＶＤＮＡ阳性（对于ＣＨＢ患者ｅ抗原阳性者

ＨＢＶＤＮＡ≥２×１０
４ＩＵ／ｍＬ，ｅ抗原阴性者 ＨＢＶＤＮＡ≥２×

１０３ＩＵ／ｍＬ），无核苷类似物和或干扰素抗病毒治疗史、或核苷

类似物抗病毒治疗停用半年以上。排除标准：合并严重细菌感

染、其他嗜肝病毒感染、自身免疫性、酒精性、药物性、脂肪性等

其他因素肝损害、原发性肝癌、其他严重的全身性疾病和精神

病患者。研究经伦理委员会许可，患者监护人签署知情同意

书。根据病理分级（Ｓｃｈｅｕｅｒ评分系统）将患者分为无纤维化组

（Ｓ０ 期）、轻度肝纤维化组（Ｓ１～２期）和中度及重度肝纤维化组

（Ｓ３～４期）
［６］。ＣＨＢ组患者中Ｓ０～２３８例，Ｓ３～４２２例。

１．２　方法
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１．２．１　流式细胞仪检测　抗Ｆｏｘｐ３异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）、

ＩＬ１７Ａ藻红蛋白（ＰＥ）破膜剂、破膜稀释液、破膜洗剂购自

ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，抗ＣＤ４别藻蓝蛋白（ＡＰＣ）、抗ＣＤ３多甲藻叶

绿素蛋白（ＰｅｒＣＰ）等购自美国ＢＤ公司，淋巴细胞分离液购自

天津灏洋生物公司，ＰＢＳ液为自制。Ｔｈ１７细胞检测：取新采集

肝素抗凝外周血２００μＬ，加入２００μＬ含１０％胎牛血清的ＲＰ

ＭＩ１６４０，用５０ｎｇ／ｍＬ佛波酯（ＰＭＡ）和１ｍｇ／ｍＬ离子霉素

（Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）（购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）刺激６ｈ，并用 Ｍｏｎｅｎ

ｓｉｎ（ＢＤＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）阻断细胞因子的分泌。染色方法：ＣＤ３和

ＣＤ４进行表型染色，然后进行溶血、破膜，进行细胞内ＦｏｘＰ３

和ＩＬ１７染色。数据用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（美国ＢＤ公司）获取并用

ＦｌｏｗＪｏ软件（美国Ｔｒｉｓｔａｒ公司）分析。

１．２．２　细胞因子检测　采用酶联免疫吸附试验方法（ＥＬＩＳＡ）

检测血清中ＩＬ１７Ａ、ＴＧＦβ、ＩＬ２２、ＩＬ２３、ＩＬ６及ＩＬ１β。细胞

因子检测试剂盒均购自 Ｒ＆Ｄ公司，按照说明书步骤进行操

作，用酶标仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）进行检测。

１．３　统计学处理　所有资料均应用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软

件，组间数据以狓±狊表示，组间均数比较使用狋检验、方差分

析或秩和检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｔｈ１７细胞与 Ｔｒｅｇ细胞流式细胞仪检测　采集小儿

ＣＨＢ患者及健康者外周血，用ＰＭＡ和离子霉素刺激后，进行

ＣＤ３ＰｅｒＣＰ、ＣＤ４ＡＰＣ、ＦｏｘＰ３ＦＩＴＣ及ＩＬ１７ＡＰＥ染色，用流

式细胞仪进行检测。两组对象Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７典型图如图１所

示。对两组对象Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７频率进行比较，ＣＨＢ患者Ｔｒｅｇ

频率略高于对照组，而Ｔｈ１７频率显著高于对照组，见图１。

　　：犘＜０．０５，与组间相比差异有统计学意义。

图１　　Ｔｒｅｇ细胞及Ｔｈ１７细胞的流式检测典型图

２．２　两组对象外周血Ｔｈ１７与Ｔｒｅｇ细胞频率比较　ＣＨＢ组

患者外周血 Ｔｈ１７细胞及 Ｔｒｅｇ细胞频率高于对照组。Ｔｈ１７

细胞频率随疾病的严重程度增加而升高。炎症较轻的ＣＨＢ

患者（Ｓ０～２期）Ｔｒｅｇ频率与对照组比较，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；炎症较重的患者（Ｓ３～４期）Ｔｒｅｇ频率显著升高。

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值ＣＨＢ组患者高于对照组，见图２、３。

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　Ｔｒｅｇ细胞和Ｔｈ１７细胞在两组患者

外周血中频率的比较

２．３　两组对象血清中细胞因子水平比较　ＣＨＢ组患者血清

中诱导Ｔｈ１７分化的细胞因子水平高于对照组。与对照组相

比，ＣＨＢ组患者血清中ＴＧＦβ、ＩＬ６、ＩＬ１β差异均无统计学意

义（犘＞０．０５）。ＣＨＢ组患者ＩＬ１７Ａ、ＩＬ２３及ＩＬ２２水平高于

对照组（犘＜０．０５）。血清中ＩＬ１７Ａ及ＩＬ２３的水平与疾病严

重程度无相关性，ＩＬ２２随炎症程度增加而升高，见图４。

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｓ０～２期比较。

图３　　Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７频率及Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ在不同组之间的比较

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｓ０～２期比较。

图４　　血清中细胞因子水平检测

３　讨　　论

Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７细胞在ＣＨＢ患者肝脏损伤中发挥重要的作

用。本研究中ＣＨＢ组患者，通过检测外周血Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７细

胞频率和相关细胞因子水平，分析小儿 ＣＨＢ患者外周血

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的平衡特点。研究首次发现小儿ＣＨＢ患者外周血

Ｔｈ１７细胞频率升高，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡与小儿ＣＨＢ患者疾病进

展相关。小儿ＣＨＢ患者血清中细胞因子ＩＬ２２、ＩＬ２３及ＩＬ

１７Ａ水平升高，表明ＣＨＢ感染促进Ｔｈ１７的分化，导致Ｔｈ１７／

Ｔｒｅｇ的失衡。

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞主要通过接触依赖的方式

抑制机体炎症反应，从而维持免疫平衡。在慢性 ＨＢＶ感染过

程中，Ｔｒｅｇ发挥重要的免疫调节作用
［７］。Ｔｒｅｇ抑制炎症反应，

从而降低肝脏损伤。另一方面，Ｔｒｅｇ抑制特异性免疫反应，有

利于疾病的进展［８］。本研究发现与对照组相比，炎症较轻的小
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儿ＣＨＢ患者外周血Ｔｒｅｇ差异无统计学意义（犘＞０．０５）。这

一结果与成人ＣＨＢ患者一致
［９］。进一步分析发现肝损伤较

重的ＣＨＢ患者 Ｔｒｅｇ高于对照组，表明机体可能需要诱导

Ｔｒｅｇ的产生以抑制炎症反应。

辅助性Ｔｈ１７细胞能够分泌ＩＬ１７，是新发现的一群不同

于Ｔｈ１、Ｔｈ２及Ｔｒｅｇ等的ＣＤ４
＋辅助性Ｔ细胞亚群。Ｔｈ１７主

要分泌ＩＬ１７Ａ，在机体炎症反应和微生物免疫过程中发挥重

要作用［１０］。研究发现，成人ＣＨＢ患者及肝硬化患者外周血

Ｔｈ１７细胞频率增加，并且与疾病的严重程度相关
［１１１３］。ＣＨＢ

患者外周血Ｔｈ１７频率与血清中转氨酶水平呈正相关，且与肝

脏部位ＩＬ１７Ａ 的聚集显著相关
［１４］。另外研究发现，小儿

ＣＨＢ患者Ｔｈ１７频率也升高
［１５］。本研究发现小儿ＣＨＢ患者

外周血Ｔｈ１７细胞频率升高，并且随着肝脏损伤程度的增加而

增加。结果验证了 Ｔｈ１７在小儿ＣＨＢ患者体内的促炎症作

用，可能介导肝脏损伤。外周血Ｔｈ１７频率与小儿ＣＨＢ患者

的临床指标的关系尚不明确，需要大样本量的数据研究。

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的平衡在维持机体正常的免疫反应中发挥重

要作用。成人ＣＨＢ患者，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的平衡出现异常
［１６１７］。

在成人ＣＨＢ患者中，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值升高与肝脏损伤的严重

程度正相关［１７］。干扰素治疗ＣＨＢ患者能够恢复 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ

的平衡［１６］。上述研究表明，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平衡在ＣＨＢ感染中的

重要性，同时提示其与疾病进展的相关性，从而提供ＣＨＢ进

展及治疗的免疫学指标。本研究首次检测小儿 ＣＨＢ患者

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的平衡特点，发现小儿ＣＨＢ患者Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值

高于对照组，出现Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡。

Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞从相同的前体细胞分化而来，不同的免

疫微环境调节细胞的分化。Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡的受体内微环境

影响，在慢性 ＨＢＶ感染过程中的调节Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７分化的细

胞因子存在异常［１８］。ＴＧＦβ诱导 Ｔｒｅｇ的形成，而ＩＬ２３及

ＩＬ６等有利于 Ｔｈ１７的分化
［５］。ＩＬ２３／ＩＬ１７通路在ＣＨＢ发

病过程中发挥重要作用，可能参与肝脏炎症损伤［１９］。本研究

对ＩＬ１７Ａ及Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ分化相关细胞因子的血清水平进行

检测发现，小儿ＣＨＢ患者ＩＬ１７Ａ水平升高，与之相对应的是

ＩＬ２２、ＩＬ２３水平升高，表明小儿ＣＨＢ患者体内免疫微环境有

利于Ｔｈ１７的分化。

综上所述，本研究首次调查小儿ＣＨＢ患者外周血 Ｔｈ１７

及Ｔｒｅｇ的频率，并分析其在不同疾病进展下的平衡特点，初步

探讨ＣＨＢ感染的炎症环境对Ｔｈ１７分化的诱导作用。本研究

为小儿ＣＨＢ感染过程中Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的作用提供新的参考，有

助于进一步了解免疫介导的肝脏损伤。Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７细胞在

小儿ＣＨＢ患者不同进展阶段的作用及临床意义仍需进一步

研究。
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