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HIV感染患者外周血自然杀伤细胞的表达及其意义*
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(1.江苏省南通市第三人民医院感染科
 

226006;2.南通大学公共卫生学院,江苏南通
 

226019)

  [摘要] 目的 探 讨 自 然 杀 伤 (NK)细 胞 对 人 获 得 性 免 疫 缺 陷 病 毒 (HIV)感 染 分 期 的 判 断 价 值。
方法 选择2017年1月至2019年12月南通市第三人民医院首次就诊的 HIV感染患者1

 

188例(艾滋病期

584例、无症状期604例)作为HIV感染组,另外选取2019年10-12月体检健康者55例作为健康对照组,采

用实时荧光PCR检测受试者外周血HIV
 

RNA,采用流式细胞技术检测外周血CD4+T淋巴细胞计数、CD8+T
淋巴细胞计数、NK细胞计数并进行比较分析。绘制受试者工作特征(ROC)曲线,分析NK细胞计数判断 HIV
感染分期的价值。结果 HIV感染组患者外周血CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞、NK细胞计数与健康对

照组比较,差异有统计学意义(P<0.005);艾滋病期 HIV感染患者CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞、NK
细胞计数及HIV

 

RNA表达水平均明显低于无症状期患者(P<0.001);NK细胞计数与CD4+T淋巴细胞计

数、CD8+T淋巴细胞计数呈正相关(rs=0.381、0.354,均P<0.001),与 HIV
 

RNA呈负相关(rs=-0.064,

P=0.028);NK细 胞 计 数 判 断 HIV 感 染 分 期 的 ROC曲 线 下 面 积 为0.694[95%CI(0.664,0.724),P<
0.001],截断值为147个/微升,灵敏度为74.7%,特异度为57.8%。多因素分析发现,NK细胞计数判断 HIV
感染后进入艾滋病期的Exp(B)值为1.003[95%CI(1.002,1.004),P<0.001]。结论 HIV感染患者NK细

胞计数降低,且随疾病进展进一步下降,可作为HIV感染分期的判断指标之一。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

judging
 

value
 

of
 

natural
 

killer
 

(NK)
 

cells
 

for
 

the
 

stage
 

after
 

hu-
man

 

immunodeficiency
 

virus
 

(HIV)
 

infection.Methods A
 

total
 

of
 

1
 

188
 

patients
 

with
 

HIV
 

infection
 

(584
 

ca-
ses

 

of
 

AIDS
 

stage
 

and
 

604
 

cases
 

of
 

non-symptom
 

stage)
 

firstly
 

visiting
 

Nantong
 

Municipal
 

Third
 

People's
 

Hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

HIV
 

infection
 

group.At
 

the
 

same
 

time,55
 

healthy
 

subjects
 

undergoing
 

the
 

physical
 

examination
 

from
 

October
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group.The
 

real
 

time
 

fluorescent
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

peripheral
 

blood
 

HIV
 

RNA.The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

peripheral
 

blood
 

CD4+T
 

lymphocytes
 

count,CD8+T
 

lymphocytes
 

count
 

and
 

NK
 

cells
 

count
 

and
 

the
 

comparative
 

analysis
 

was
 

conducted.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn.The
 

value
 

of
 

NK
 

cells
 

count
 

for
 

judging
 

HIV
 

infection
 

stage
 

was
 

analyzed.Results The
 

peripheral
 

blood
 

CD4+T
 

lymphocytes,CD8+T
 

lymphocytes
 

and
 

NK
 

cells
 

counts
 

had
 

statistical
 

differences
 

between
 

the
 

HIV
 

infection
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.005).The
 

counts
 

of
 

CD4+T
 

lymphocytes,CD8+T
 

lymphocytes
 

and
 

NK
 

cells
  

and
 

the
 

HIV
 

RNA
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

AIDS
 

stage
 

of
 

the
 

HIV
 

infected
 

patients
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

non-symptom
 

stage
 

(P<0.001).The
 

NK
 

cells
 

count
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

CD4+T
 

lymphocytes
 

count
 

and
 

CD8+T
 

lymphocytes
 

count
 

(rs=0.381,0.354,P<
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0.001),and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

HIV
 

RNA
 

(rs=-0.064,P=
 

0.028);the
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

of
 

NK
 

cells
 

count
 

for
 

judging
 

the
 

HIV
 

infection
 

stage
 

was
 

0.694
 

[95%CI(0.664,0.724),P<0.001],the
 

cutoff
 

value
 

was
 

147/μL,the
 

sensitivity
 

was
 

74.7%
 

and
 

specificity
 

was
 

57.8%.The
 

multivariate
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

EXP(B)
 

value
 

of
 

NK
 

cells
 

count
 

in
 

judging
 

the
 

HIV
 

infection
 

entering
 

the
 

AIDS
 

stage
 

was
 

1.003
 

[95%CI(1.002,1.004),P<0.001].Conclusion The
 

NK
 

cells
 

count
 

in
 

HIV
 

infected
 

patients
 

is
 

de-
creased,moreover,which

 

is
 

further
 

decreased
 

with
 

the
 

progress
 

of
 

the
 

disease,and
 

can
 

serve
 

as
 

one
 

of
 

the
 

judgment
 

indicators
 

for
 

HIV
 

infection
 

staging.
[Key

 

words] human
 

immunodeficiency
 

virus;infection;natural
 

killer
 

cells;progression;correlation
 

anal-
ysis;receiver

 

operating
 

characteristic
 

curve
 

  人获得性免疫缺陷病毒(human
 

immunedefe-
ciency

 

virus,HIV)感染人体后主要侵犯CD4+T淋巴

细胞,但对其他类型的淋巴细胞是否存在影响,以及

HIV感染人体后其他淋巴细胞与CD4+T淋巴细胞

是否存在相关性,目前的报道还不多见。自然杀伤

(natural
 

killer,NK)细胞是淋巴细胞中的重要成员,
占外周血单个核细胞数量的5%~20%[1],在抗菌、抗
病毒、抗肿瘤过程中起到重要作用[2]。但其对 HIV
感染者免疫功能是否存在影响目前尚少有报道,本研

究通过对HIV感染后无症状期、艾滋病期患者外周

血NK细胞的表达水平进行分析,研究 NK细胞对

HIV感染者免疫功能的影响,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2017年1月至2019年12月在南通市第三

人民医院就诊的1
 

188例HIV感染者作为研究对象,
男996例,女192例,中位年龄45.6(31.4,54.7)岁;
艾滋病期584例、无症状期604例;605例通过同性性

行为感染,573例通过异性性行为感染,3例通过静脉

吸毒感染,不明感染途径7例。纳入标准:(1)诊断符

合《中国艾滋病诊疗指南(2018年版)》[3]相关要求;
(2)未接受过或正在接受抗逆转录病毒治疗。排除标

准:(1)HIV急性期感染者;(2)合并机会性肿瘤、机会

性感染、自身免疫性疾病者;(3)合并乙型肝炎病毒、
丙型肝炎病毒、梅毒螺旋体感染者。另选取2019年

10-12月在南通市第三人民医院体检中心体检健康

人群55例作为健康对照组,男44例,女11例,中位

年龄39.1(28.2,62.0)岁。本研究经南通市第三人民

医院伦理委员会审核通过,并取得所有受试者的知情

同意。

1.2 方法

1.2.1 淋巴细胞检测

入选病例在就诊当天自外周静脉抽取空腹血液2
 

mL,在4
 

h内采用流式细胞检测的方法检测NK细胞、

CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞,严格按说明书进

行操作。检测仪器采用BriCyte
 

E6流式细胞仪,配套抗

体为异硫氰酸荧光素标记的CD3(CD3-FITC)/藻红蛋

白标记的CD8(CD8-PE)/多甲藻叶绿素蛋白标记的

CD45(CD45-PerCP)/别 藻 蓝 蛋 白 标 记 的 CD4(CD4-
APC)、CD3-FITC/CD16+56-PE/CD45-PerCP/CD19-
APC两套抗体(抗体均由深圳迈瑞生物医疗电子股份

有限公司提供)。以FITC-CD3+APC-CD4+ 细胞为

CD4+T淋巴细胞,FITC-CD3+PE-CD8+细胞为CD8+

T淋巴细胞;FITC-CD3+PE-CD16+56细胞为 NK
细胞。

1.2.2 HIV
 

RNA检测

入选病例在就诊当天自外周静脉抽取空腹血液2
 

mL,采用实时荧光PCR技术检测,严格按说明书操

作,试剂盒由美国BD公司提供。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0统计软件进行统计分析。正态分

布或近似正态分布的计量资料以x±s表示,比较采

用t检验或方差分析;偏态分布计量资料以中位数及

其四分位数间距[M(P25,P75)]表示,比较采用秩和

检验;计数资料以例数或百分比表示,比较采用χ2 检

验或Fisher确切概率法;相关分析采用Pearson相关

或Spearson相关;绘制受试者工作特征(ROC)曲线,
计算最佳预测值、灵敏度、特异度;采用logistic二元

回归进行多因素分析。以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 两组一般资料比较

两组性别、年龄比较,差异均无统计学意义(P>
0.05);HIV感染组患者外周血 CD4+T淋巴细胞、

CD8+T淋巴细胞、NK细胞计数均低于健康对照组,
差异有统计学意义(P<0.05),见表1。HIV感染组

患者外周血 HIV
 

RNA 表达水平为lg4.67(4.06,

5.24)。

2.2 不同分期HIV感染患者淋巴细胞及HIV
 

RNA
表达水平比较

HIV感染无症状期患者外周血 NK细胞、CD4+

T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞计数及 HIV
 

RNA表

达水平均高于艾滋病期患者,差异有统计学意义(P<
0.001),见表2。
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表1  两组一般资料比较

组别
 

n
性别

(男/女,n/n)

年龄

[M(P25,P75),岁]
CD4+T淋巴细胞

[M(P25,P75),个/微升]
CD8+T淋巴细胞

[M(P25,P75),个/微升]
NK细胞

[M(P25,P75),个/微升]

HIV感染组 1
 

188 996/192 45.6(31.4,54.7) 203(79,317) 652(417,980) 121(62,210)

健康对照组 55 44/11 39.1(28.2,62.0) 633(463,926) 505(306,736) 343(245,516)

Z/χ2 0.567 0.182 9.97 3.148 9.254

P 0.452 0.855 <0.001 0.002 <0.001

表2  不同分期 HIV感染患者淋巴细胞及 HIV
 

RNA表达水平比较

指标 艾滋病期(n=584) 无症状期(n=604) Z/χ2 P

性别(男/女,n/n) 508/76 488/116 8.401 0.004

感染途径
 

1.829 0.609

 同性感染 300 305

 异性感染 278 295

 静脉吸毒 1 2

 不明途径 5 2

年龄
 

[M(P25,P75),岁] 48.08
 

(35.34,57.12)
 

42.08
 

(29.61,52.89) 5.815 <0.001

CD4+T淋巴细胞[M(P25,P75),个/微升] 78.0(26.0,142.7) 316.0(251.0,417.5)
 

29.833 <0.001

CD8+T淋巴细胞[M(P25,P75),个/微升] 493.0
 

(304.5,722.0)
 

834.0(593.0,1193.7)
 

15.682 <0.001

NK细胞[M(P25,P75),个/微升] 87.0(46.0,150.0)
 

165.0(94.3,271.8) 11.592 <0.001

HIV
 

RNA
 

lg[M(P25,P75)] 4.51(3.89,4.99)
 

4.87(4.34,5.50) 8.204 <0.001

2.3 HIV感染患者外周血NK细胞计数与CD4+T
淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞及HIV

 

RNA的相关性

NK细胞计数与CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴

细胞计数呈正相关(r=0.381、0.354,均P<0.001),
与HIV

 

RNA表达水平呈负相关(r=-0.064,P=
0.028)。

2.4 NK细胞计数对HIV感染后分期判断的多因素

分析

采用不同分期HIV感染患者单因素分析中有统

计学意义的因素,包括年龄、HIV
 

RNA、CD8+T淋巴

细胞、NK细胞计数作为自变量,HIV感染分期作为

因变量,应用logisitic二元回归明确NK细胞能否作

为判断指标,结果显示年龄、HIV
 

RNA、NK 细胞、

CD8+T淋巴细胞计数均为独立判断因素(P<0.05),
见表3。

2.5 NK细胞计数对HIV感染分期的诊断价值

NK细胞计数判断HIV感染后分期的ROC曲线

下面积为0.694[95%CI(0.664,0.724),P<0.001],
其 截 断 值 (cutoff值)为 147 个/微 升,灵 敏 度 为

74.7%,特异度为57.8%,见图1。

图1  NK细胞计数判断 HIV感染后分期的ROC曲线

表3 NK细胞计数对 HIV感染后分期判断的logistic二元回归多因素分析

指标 B SE Wals P Exp(B)
95%CI

下限 上限

年龄 -0.014 0.005 7.678 0.006 0.987 0.977 0.996

Lg(HIV
 

RNA) -0.573 0.075 58.461 <0.001 0.564 0.487 0.653
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续表3 NK细胞计数对 HIV感染后分期判断的logistic二元回归多因素分析

指标 B SE Wals P Exp(B)
95%CI

下限 上限

NK细胞 0.003 0.001 25.717 <0.001 1.003 1.002 1.004

CD8+T细胞 0.002 0.000 120.709 <0.001 1.002 1.002 1.003

常量 1.171 0.413 8.042 0.005 3.225

3 讨  论

  HIV侵入人体后,主要影响CD4+T淋巴细胞,
是否影响NK细胞,不同的研究结果存在差异。有研

究认为HIV感染后,NK细胞对 HIV有直接或者间

接的抗病毒作用[4-6];还有研究认 为,HIV 感 染 后

CD4+T淋巴细胞高表达抑制NK细胞发挥杀伤作用

的配体,低表达活化 NK细胞发挥作用的配体,认为

NK细胞对HIV感染后疾病的进程无明显作用[7-8];
还有研究认为,NK细胞对 HIV有负性调节作用[5]。
本研究对HIV感染患者 NK细胞计数进行分析,结
果表明HIV感染患者NK细胞计数明显低于健康对

照组,与赵磊等[9]的研究结果相似。且随着疾病的进

展,NK细胞计数明显降低,艾滋病期患者NK细胞计

数明显低于无症状期患者,可作为 HIV感染后不同

分期的判断指标。此外,NK细胞计数与CD4+T淋

巴细胞、CD8+T淋巴细胞呈正相关,与 HIV
 

RNA表

达水平呈负相关,与孔万仲等[10]的研究相似。从一定

程度上说明NK细胞可能对 HIV具有杀伤作用。分

析原因:(1)慢性 HIV感染后细胞凋亡因子上调[11],

NK细胞凋亡增多;(2)由于 NK 细胞凋亡增多,对
HIV的影响作用减弱,进一步加速了CD4+T淋巴细

胞损伤;(3)同样,由于CD8+T淋巴细胞表面细胞凋

亡因子上调,随着疾病进展CD8+T淋巴细胞计数也

明显下降[11],且与患者的预后密切相关[12]。
 

由于HIV感染的不同阶段NK细胞计数存在明

显差异。本研究采用ROC曲线分析NK细胞计数判

断HIV感染不同分期的价值。结果表明,NK细胞计

数判断HIV感染分期的ROC曲线下面积为0.694,

cutoff值为147个/微升,灵敏度达到74.7%,提示

NK细胞计数对 HIV感染分期有一定的判断价值。
本研究还发现,HIV感染患者的年龄与 HIV感染分

期相关,这与既往多项研究结果相一致[13-14],进一步

证实了随着感染时间的延长,HIV不断复制,导致患

者CD4+T淋巴细胞耗竭、凋亡[15]。
综上所述,HIV感染患者 NK细胞计数明显下

降,且随着病情进展进一步下降,其对 HIV感染分期

有一定判断价值。但本研究有一定的局限性,只是单

中心研究,且有关机制未能得到进一步研究。因此,

NK细胞对 HIV感染患者抗病毒治疗效果是否具有

预测价值仍有待进一步研究。
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