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目的
!

探讨
3C$-

细胞在乙型肝炎病毒"

POc

$相关性肝病中的表达及相互关系&方法
!

收集慢性乙型肝炎"

8PO

$

患者
1$

例"

8PO

组$%

POc

相关性肝硬化患者
')

例"

78

组$及健康对照者
1%

例"

P8

组$&应用流式细胞术检测外周血
3C$-

细

胞频率#酶联免疫吸附测定"

U76>?

$检测血浆白细胞介素
$-

"

67.$-

$水平#实时荧光定量
:89

法检测肝组织中
67.$-F94?

的表

达#免疫组织化学染色检测肝脏组织中
!

.

平滑肌肌动蛋白"

!

.>=?

$的表达和分布&结果
!

78

和
8PO

组外周血单个核细胞"

:O.

=8

$中
3C$-

细胞频率%血浆
67.$-

水平均明显高于
P8

组"

!

$

%&%$

$!且外周血中
3C$-

频率与对应血浆
67.$-

水平呈正相关
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!a%&%%(
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%&%%$

$#

78

组患者肝组织中
67.$-F94?

水平%

!

.>=?

表达量均明显高于
P8

组"

!

$

%&%$

$!且
!

.

>=?

的表达与肝脏炎症程度"

<a%&)%1

!

!a%&%$0

$和纤维化分期"

<a%&2%)

!

!a%&%02

$呈正相关&结论
!

3C$-

细胞可能参与了

POc

相关性肝硬化的发生和发展&
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乙型肝炎为世界范围内的病毒感染性疾病#约
$%S

的感

染者疾病呈慢性状态#且可进展为肝硬化和肝细胞癌#严重危

害人民健康)有研究表明#

8[0

f

3

细胞介导的获得性免疫应

答在乙型肝炎病毒$

CD

K

E@#@#+ON#JA+

#

POc

&感染所致的肝细胞

损伤和肝组织炎症的发病机制中起重要作用'

$

(

)

3C$-

细胞是

近年来发现的一群独立于
3C$

*

3C1

细胞的效应性
3

细胞亚

群#以产生大量白细胞介素
$-

$

67.$-

&为特征'

1.'

(

#在自身免疫

性疾病*感染及肿瘤中起重要作用)最新研究显示#

3C$-

细胞

参与肝脏疾病的发生*发展#包括酒精性肝病*急慢性乙型肝

炎*慢加急性肝衰竭*肝癌等疾病'

0.-

(

#然而对其在
POc

相关

性肝硬化患者中的表达和作用#目前的报道很少#其具体作用

机制也未完全阐明)本研究收集了健康者*慢性乙型肝炎

$

8PO

&和
POc

相关性肝硬化患者外周血和肝组织标本#通过

检测外周血
3C$-

细胞*血浆
67.$-

以及肝内
!

.

平滑肌肌动蛋

白$

!

.+F""@CFA+GHDEG@#,

#
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.>=?

&*

67.$-F94?

的表达情况#

以探讨
3C$-

细胞及其细胞因子与
POc

相关性肝硬化的关系

及可能的作用机制)
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资料与方法
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!

一般资料
!

收集本院
1%$1

年
$%

月至
1%$0

年
2

月住院

的
8PO

患者
1$

例$

8PO

组&#其中#男
$0

例#女
-

例%年龄

$/

"

-$

岁#中位年龄
'0&%%

岁)

POc

相关性肝硬化患者
')

例

$

78

组&#其中#男
1/

例#女
/

例%年龄
1-

"

-$

岁#中位年龄

0/&2%

岁)诊断符合
1%$%

年版
8PO

防治指南'

/

(

#所有患者入组

前
)

个月内未接受抗病毒及免疫调节治疗%并排除合并
P6c

感

染#其他病毒性肝炎#酒精性肝病#自身免疫性疾病及其他系统

严重疾病的患者)另收集健康对照者
1%

例$

P8

组&#其中#男

1(2

重庆医学
1%$)

年
1

月第
02

卷第
2

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$1)%%/'

&%广西自然科学基金资助项目$

1%$0;b4>5??$$/1%'

&%广西高校科学研究项目

$

_]1%$2]O%)(

&%广西卫生厅重点学科普通外科学实验室及中央财政支持地方高校发展专项资金$肝病外科重点学科&资助项目)
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作者简介$陈
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&#在读硕士研究生#主要从事免疫细胞对肝纤维化影响的研究)

!

#
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通讯作者#
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!
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#
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$1

名#女
/

名%年龄
10

"

02

岁#中位年龄
'2&2%

岁#均无肝炎病

史#

POc

血清学标志物均阴性#肝功能各项指标正常)研究经

本院伦理委员会批准#所有入选对象均签署知情同意书)
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方法
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主要试剂与仪器
!

主要试剂!

654.

'

.?50//

*

67.$-.

?5)0-

*

67.11.:U

*

8[0.:DJ8:.8

B

2&2

抗体及同型对照抗体*固

定破膜剂*莫能霉素*溶血素购自美国
O[

公司#佛波醇乙酯

$

:=?

&*离子霉素购自美国
>#

<

FE

公司#

67.$-U76>?

试剂盒

购自北京欣博盛生物科技有限公司)

396Z̀ 7

试剂购自美国

6,N#@J"

<

D,

公司#逆转录试剂盒*实时荧光定量
:89

试剂盒购

自美国
9"GCD

公司)主要仪器!流式细胞仪$美国
O[

公司&#

?O6-2%%

实时荧光定量
:89

反应仪#

-)%%

型全自动生化分析

仪$日本日立公司&#

>]=.O#"

半自动免疫分析仪及
[?.-)%%

实时荧光定量扩增仪)

>&?&?

!

流式细胞术检测外周血
3C$-

细胞频率
!

用肝素抗凝

真空采血管采集静脉血
'F7

#取
'%%

&

7

全血#加入十四烷酸

:=?2%,

<

"

F7

*离子霉素
$

&

<

"

F7

*莫能霉素
%&-

&

<

"

F7

#放

入含
2S8̀

1

培养箱孵育
2C

)然后加入
8[0.:DJ8:.8

B

2&2

抗

体
2

&

7

#室温避光孵育
1%F#,

)加入
$W

溶血素#混匀#室温避

光孵育
$%F#,

)

'%%W

<

离心
2F#,

#弃上清液#加入
12%

&

7

固

定破膜剂充分混匀#室温避光孵育
12F#,

#

2%%W

<

离心
2F#,

#

弃上清液#将其分两管#实验管加入
67.$-.?5)0-

抗体*

654.

'

.

?50//

抗体*

67.11.:U

抗体#对照管加入同型对照抗体#室温

避光孵育
'%F#,

后#用
$S

多聚甲醛
'%%

&

7

固定#

10C

内上机

检测)所有制备好的样本均应用流式细胞仪进行检测#采用

5H"LX"-&)&$

软件进行分析)

8[0

f

654

'

T

67$-

f

67.11.

定义

为
3C$-

细胞)

>&?&@U76>?

检测血浆
67.$-

水平
!

将前述剩余的血离心取

血浆#并保存于
T/% e

冰箱)血浆
67.$-

的表达水平通过

U76>?

来检测#严格按照说明书进行)

>&?&I

!

实时荧光定量
:89

检测肝组织中
67.$-F94?

的表

达
!

肝组织取自
1%

例
78

组患者#为临床诊断肝硬化并同意

行肝活检者%

$1

例正常对照$

P8

组&#为肝血管瘤*肝囊肿等良

性病变患者外科手术中切除的正常肝组织)新鲜肝组织取材

后立即放入液氮中转移#保存于
T/% e

冰箱备用)以
39.

6Z̀ 7

试剂提取肝组织总
94?

#应用逆转录试剂盒合成
G[.

4?

#产物迅速冰浴后
T1% e

冰箱保存备用)实时荧光定量

:89

扩增
67.$-F94?

)以
'.

磷酸甘油醛脱氢酶$

;?:[P

&

作为内参照基因)

67.$-

引物序列!

5.8383;3 ;?383;

;;?;;8???

#

9.83833;83;;?3;;;;?8?

%

;?:.

[P

引物序列!

5.;8?88;38??;;83;?;??8

#

9.3;;

3;??;?8;88?;3;;?

)用
1

T

##

8@值表示
F94?

的相

对表达量)

>&?&J

!

肝组织
PU

和
=E++",

染色
!

新鲜肝组织$来源同

$&1&0

&取材后立即固定于
0S

甲醛溶液中#

10C

内制作成蜡

块)蜡块连续切片#常规
PU

和
=E++",

染色#光学显微镜下

观察并行
>GCDADJ

评分'

(

(

)炎症活动度分为
;

%

"

;

0

#纤维化

程度分为
>

%

"

>

0

)

>&?&L

!

免疫组织化学染色检测肝脏组织中
!

.>=?

的表达
!

肝组织$来源同
$&1&0

&石蜡包埋标本
'

&

F

厚连续切片#采用

>:

法#切片*脱蜡*水化*抗原修复*第一抗体温育*第二抗体温

育*二氨基联苯胺显色*苏木精复染*脱水*透明*封片后于显微

镜下观察)以
:O>

代替第一抗体作为空白对照)胞浆呈棕黄

色为阳性细胞)每个标本由两名独立观察员计算
2

个不同高

倍视野$

W0%%

&#使用
6FE

<

D

K

J"

K

HA+)&%

图像分析系统半定量

测定
!

.>=?

的表达#计算平均光密度$

ENDJE

<

D"

K

@#GEH!D,+#@

B

#

?̀ [

&值)

>&?&O

!

血清学指标的检测
!

全自动生化仪检测
?73

*

3O67

等肝功能指标#

>]=.O#"

半自动免疫分析仪检测
POc

血清学

标志物及
[?.-)%%

实时荧光定量扩增仪检测
POc [4?

载量)

>&@

!

统计学处理
!

采用
>:>>$)&%

对数据进行分析#结果图

用
;JE

K

C:E!:J#+F2&%

软件以
DV5

的形式输出)两组比较采

用非配对
7

检验#组间比较采用单因素方差分析#相关性分析

根据数据类型进行
:DEJ+",

或者
>

K

DEJFE,

相关性分析)以

!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

'

组对象外周血
3C$-

细胞频率比较
!

采用流式细胞术

多色荧光分析法检测外周血
3C$-

细胞频率#

78

组*

8PO

组和

P8

组外周血
3C$-

细胞频率分别为$

1&0/V%&'0

&

S

*$

1&$-V

%&'(

&

S

和$

$&$$V%&10

&

S

#

78

组*

8PO

组患者外周血
3C$-

细胞频率均高于
P8

组$

!

$

%&%$

&#且
78

组又高于
8PO

组患

者$

!

$

%&%$

&#见图
$

)

?&?

!

'

组对象血浆
67.$-

水平比较
!

78

组*

8PO

组患者血浆

67.$-

分别为$

'1&2$V(&2-

&*$

1$&-2V0&)/

&

K<

"

F7

#与
P8

组

的$

$$&-'V'&1%

&

K<

"

F7

比较#差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

&#且
78

组与
8PO

组比较#亦差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&)同时分析病例组患者中血浆
67.$-

和外周血
3C$-

细

胞频率的相关性#发现
78

组和
8PO

组患者血浆
67.$-

和外周

血
3C$-

细胞频率均呈正相关#差异均有统计学意义$

<a

%&0'%

*

%&))%

#

!a%&%%(

*

%&%%$

&)

?&@

!

肝组织中
67.$-F94?

的表达变化
!

67.$-F94?

在对

照组相对表达量设定为
$&%%

#与对照组比较#

78

组明显升高

$

'&'1V1&/%

&#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&)

!!

?

!

8[0

f

3

细胞的设门%

O

!

P8

组*

8PO

组*

78

组外周血
3C$-

细胞频率的流式图)

图
$

!!

'

组对象外周血
3C$-

细胞的频率分布

?&I

!

肝组织中
!

.>=?

的表达
!

对照组肝组织中
!

.>=?

表达 较少#主要分布于血管壁)

78

组患者肝组织中
!

.>=?

表达明

'(2
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1%$)

年
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显增多#主要集中在门静脉*汇管区及纤维间隔区域内#与肝脏

炎症程度$

<a%&)%1

#

!a%&%$0

&和纤维化分期$

<a%&2%)

#

!a

%&%02

&呈正相关#且
!

.>=?

表达与外周血
3C$-

细胞频率呈

正相关$

<a%&-/(

#

!a%&%%%

&#见图
1

)

?&J

!

外周血
3C$-

细胞频率与血清学指标的相关性
!

78

组

患者外周血
3C$-

细胞频率与血清
?73

*

3O67

水平及
POc

[4?

载量间均无明显相关性$

<aT%&%0%

*

T%&$2'

*

%&$--

#

!

%

%&%2

&%

8PO

组患者外周血
3C$-

细胞频率与血清
?73

*

3O67

水平及
POc [4?

载量间也未发现明显相关性$

<a

%&1)0

*

%&$(2

*

T%&%2)

#

!

%

%&%2

&)

!!

?

!肝组织
!

.>=?

免疫组化情况%

O

!对照组和
78

组肝组织
!

.>=?

表达的比较%

8

!

78

组肝组织
!

.>=?

的
?̀ [

与肝脏炎症程度和纤维化分

期的相关性%

[

!

78

组肝组织
!

.>=?

的
?̀ [

与外周血
3C$-

细胞频率的相关性%

E

!

!

$

%&%$

#与
P8

组比较)

图
1

!!

78

组患者肝组织中
!

.>=?

的表达情况

@

!

讨
!!

论

POc

是一种嗜肝
[4?

病毒#感染人体后可转变为慢性

感染#在中国#

$%S

"

1%S

的
8PO

患者在
2

年内发展为肝硬

化'

$%

(

)肝硬化是临床常见的慢性进行性肝病#由一种或多种

病因长期或反复作用形成的弥漫性肝损害#以细胞外基质$

DQ.

@JEGDHHAHEJFE@J#Q

#

U8=

&的形成和积聚及肝星状细胞$

CD

K

E@#G

+@DHHE@DGDHH

#

P>8

&的激活为特征'

$$.$1

(

)目前大多数学者认为

POc

造成的肝脏损伤及转归与机体细胞免疫功能及免疫耐受

密切相关'

$

(

)

8[0

f

3

淋巴细胞是机体免疫应答中的重要部

分#在机体免疫调节中发挥关键作用#

3C$-

细胞是近来发现的

一个新的
8[0

f

3

细胞亚群#以分泌大量
67.$-

为特征'

'

(

)已

有研究表明
3C$-

细胞参与多种肝脏疾病的发生发展#但是对

于其在
POc

相关性肝硬化患者中的作用机制还未完全阐明)

3CH-

细胞能分泌
67.$-?

$即
67.$-

&*

67.$-5

*

67.1$

*

345.

!

等#这些细胞因子诱导其他炎症介质和白细胞$尤其是中性

粒细胞&聚集在炎症部位#从而加重炎症'

$'.$0

(

#

67.$-

是其中最

重要的效应因子#其受体在体内有广泛表达)

67.$-

不仅是一

种重要的促炎细胞因子#它还可诱导其他促炎细胞因子$如
67.

)

*

345

&*趋化因子和金属蛋白酶表达#加重炎症细胞浸润和组

织损伤'

$2

(

)本研究结果显示#

78

组和
8PO

组患者外周血

3C$-

细胞频率和血清
67.$-

水平高于
P8

组#

78

组又明显高

于
8PO

组#提示
3C$-

细胞可能通过
67.$-

对
POc

相关性肝

病的发生*发展起到了一定的促进作用)

在肝组织中#本研究应用
:89

的方法检测肝组织
67.

$-F94?

的表达情况#结 果 显 示#

78

组 患 者 肝 组 织
67.

$-F94?

的相对表达量明显高于对照组#与上述外周血的结

果一致)由于
67.$-

是由
3C$-

细胞特异性分泌的细胞因子#

因此肝内
67.$-

表达水平可反映
3C$-

细胞的数量)故研究结

果提示#

78

组患者肝内
3C$-

细胞数量高于对照组)

肝纤维化是肝脏对慢性损伤的修复反应#以
U8=

异常增

生和过度沉积为特征#肝硬化是肝纤维化发展的晚期阶段)在

肝纤维化进展过程中发挥中心作用的是
P>8

#其活化和增殖

是肝纤维化形成的中心环节'

$)

(

#而表达
!

.>=?

是
P>8

活化

的标志)本研究对
78

组患者肝组织进行
!

.>=?

的免疫组化

染色#结果显示
!

.>=?

的平均光密度在
78

组明显升高#且与

肝脏炎症和纤维化程度呈正相关#说明患者体内炎症反应较明

显#肝损伤严重#提示在肝纤维化进展过程中#慢性炎症刺激使

P>8

处于激活状态#而激活的
P>8

不断分泌
U8=

#最终形成

肝硬化)本研究进一步分析
!

.>=?

与外周血
3C$-

细胞频率

之间有无关联#结果发现呈正相关关系#由此推测
3C$-

细胞

可能参与
P>8

的激活)

由于
3C$-

细胞与肝损伤相关#本研究分析其与血清学指

标的相关性#研究结果表明#患者外周血
3C$-

细胞频率与肝

损伤血清学指标
?73

*

3O67

及
POc[4?

载量间均无明显相

关性#与
7#E,

<

等'

)

(对
8PO

相关参数的分析结果一致)但是

ZCE,

<

等'

2

(的研究结果提示#在
8PO

患者中#外周血
3C$-

细

胞频率与血清
?73

及
POc[4?

载量均呈明显的正相关)

对比后发现#其样本例数比较大#而本研究纳入的病例数与
7#.

E,

<

等'

)

(的研究相近#增大样本量或许可以得出更加符合实际

的结果)

综上所述#本研究认为
3C$-

细胞在
POc

相关性肝硬化

中起到了重要作用#可能发挥了促进炎症*引起病理损伤的效

应#导致肝脏炎症和免疫损伤#参与肝纤维化的发生*发展#但

具体作用机制和途径尚未明了)

3C$-

细胞的研究将来有可能

为调节机体免疫*控制疾病进展提供新的治疗靶点)深入研究

3C$-

细胞在
POc

相关性肝硬化中的作用#可能为肝硬化患

者的临床治疗提供新的策略)
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P[c

'

$0

(

*肝细胞生长因子'

$2

(等基因在肝脏的表达#结果表明

流体动力法能非常高效的将这些基因转移到肝脏#并且获得高

水平表达)本项研究通过流体动力法将重组
K

G[4?'&$

"

FO-.P0.5G

表达载体导入小鼠体内#采用
93.:89

和
U76>?

检测法分别在
F94?

水平和蛋白水平检测
FO-.P0.C6

<

在体

内的表达水平和表达持续时间)采用建立好的
U76>?

检测技

术#测定小鼠可溶性
FO-.P0.C6

<

融合蛋白的表达#结果表明#

经尾静脉注射的
K

G[4?'&$

"

FO-.P0.5G

能在体内表达#并且

在
0/C

时间点分泌的量达到最高#最大量约
$1%,

<

"

F7

)采

用
93.:89

技术#取小鼠肝脏用于总
94?

提取)结果表明#

K

G[4?'&$

"

FO-.P0.5G

经小鼠尾静脉注射#能够在小鼠肝脏

内表达
FO-.P0.5G

融合基因
F94?

#也在
0/C

达到最高值)

这为进一步研究可溶性
FO-.P0.C6

<

融合蛋白对
8",?

诱导

肝损伤的保护作用奠定基础)
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