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摘要：目的 研究程序性死亡因子-1（programmed death 1，PD-1）与慢性乙型病毒性

肝炎病理的相关性，探讨PD-1在慢性HBV感染病情进展中的作用。方法 对84例慢性

乙型病毒性肝炎患者行肝组织活检，肝组织标本经10%福尔马林液固定、石蜡包埋切

片后，以HE染色评判肝组织炎症活动度（G）和肝纤维化程度（S）。采用免疫组织

化学染色SP法检测肝组织中PD-1的表达，以红色为阳性表达区域，每张切片在高倍镜

下（400 ×）选取5个不连续视野进行图像采集，采用Image-Pro Plus 6.0图像分析系统

进行测量分析，以积分光密度（integral optical density，IOD）值表示PD-1在肝组织中

的表达水平。结果 PD-1表达强度与肝组织炎症活动度及纤维化程度均呈正相关，相关

系数分别为0.898（P ＜ 0.001）、0.700（P ＜ 0.001）。肝组织炎症活动度G0～G4级组

间，PD-1的表达差异均有统计学意义（P ＜ 0.05）。肝组织纤维化S2期与S3期、S3期与

S4期间PD-1的表达，差异无统计学意义（P ＞ 0.05），其余各纤维化分期之间PD-1的

表达，差异均有统计学意义（P ＜ 0.05）。结论 肝组织内的PD-1表达水平与CHB患者

肝脏炎症及纤维化发生、进展呈正相关。测定PD-1的IOD值有助于辅助评判肝组织炎

症活动度及肝纤维化程度，可以作为评判肝炎病理情况的参考指标。
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Abstract: Objective To study the correlationship between the expression of programmed 

death 1 (PD-1) and the pathology of chronic hepatitis B, and explore the role of PD-1 in 

chronic HBV infection. Methods Liver biopsies were performed in all 84 patients with 
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乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）感染

的临床转归与机体免疫状态密切相关[1-3]，特异性

T淋巴细胞的活化作为细胞免疫的重要组成部分，

在清除病毒的免疫应答过程中扮演重要角色，当特

异性T淋巴细胞出现衰竭和凋亡时，机体免疫功能

下降，导致体内病毒不能被有效清除[5]。近期研究

发现，程序性死亡因子-1（programmed death 1，

PD-1）作为抑制因子参与了T淋巴细胞的活化过程

并发挥负性调控作用[7,8]，且外周血淋巴细胞表面

PD-1的表达情况与HBV慢性感染病情进展显著相

关[9]，这提示PD-1对HBV感染的慢性迁延有密切联

系。为进一步探讨PD-1与慢性乙型肝炎（chronic 

hepatitis B，CHB）患者肝组织病理的关系，本研

究应用免疫组织化学SP染色法，对肝组织中PD-1的

表达进行检测，探索PD-1在HBV慢性感染进展过程

中的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料  选择2009年2月至2011年12月本院感

染性疾病科临床诊断为CHB患者84例，其中男性

72例，女性12例，年龄17～65岁，平均年龄（36.8 

± 10.0）岁，疾病诊断标准依据2000年《病毒性肝

chronic hepatitis B, the liver tissues were fixed by 10% formalin and paraffin-embedded 

sections were stained by HE, and the hepatic inflammatory activity grade and fibrosis stages 

were evaluated. Immunohistochemical SP was applied to detect the expression of PD-1 in 

liver tissues. The positive expression means that red staining was found in five discontinuous 

visual fields under high magnification (400 ×). The results were analyzed by Image Pro Plus 

6.0 software. The expression intensity of PD-1 in liver tissues were measured by integral 

optical density (IOD) titres. Results The expression of PD-1 was positively correlated with 

hepatic inflammatory activity grade and fibrosis stage, with correlation coefficient as 0.898 

(P ＜ 0.001) and 0.700 (P ＜ 0.01) respectively. There were significant differences of PD-1 

expression among the hepatic inflammatory activity grades of each groups (P ＜ 0.05). The 

expression of PD-1 were significantly different among the fibrosis stages of each group  (P ＜ 

0.05), except S2 and S3, S3 and S4 (P ＞ 0.05). Conclusions PD-1 expression in liver tissues 

are positively correlated with the hepatic inflammatory activity grade and fibrosis stage. 

Detection of PD-1 is worthy of evaluating hepatic inflammatory activity and fibrosis stages, 

meanwhile, it can provide valuable reference for assessment in hepatitic pathology.

Key words: Programmed death 1; Hepatitis B virus; Immunohistochemistry

炎防治方案》[11]，并排除其他病毒性肝炎、肝癌、

酒精性肝病、药物性肝病、肝豆状核变性及HIV感

染。

1.2 标本处理及病理分期  全部病例均在超声引

导下行经皮肝组织活检术，吸取肝组织条长度＞ 

1.5 cm ，用10%甲醛溶液固定24小时，梯度酒精脱

水，二甲苯透明、石蜡包埋，石蜡切片机连续切

片，切片厚度4～5 μm。进行常规HE染色后，由两

名病理科医生独立阅片，进行组织学诊断，按照

2000年《病毒性肝炎防治方案》[11]中的组织病理学

诊断标准，根据标本组织中肝细胞的变性、坏死和

炎性细胞浸润程度，间质增生、细胞再生及纤维分

隔的病理改变，将肝组织炎症活动度（G）分为G0

～G4级，纤维化分期（S）分为S0～S4期。

1.3 主要试剂  一抗：鼠抗人PD-1单克隆抗体；二

抗：生物素标记山羊抗小鼠IgG；ABC显色试剂盒、

免疫组织化学染色试剂盒（辣根酶标记链霉白素工

作液）均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。阳

性标本切片购自福州迈新生物技术开发有限公司。

1.4 方法  PD-1检测采用免疫组织化学染色SP法。

使用阳性标本切片作为阳性对照，用PBS液替换一
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抗孵育已知的阳性肝组织切片作为阴性对照，ABC

染色按照试剂盒说明操作。

1.5 结果判读  所有切面照片均在同一显微镜条件

下拍摄，使用相同的曝光设置，每张切片在高倍镜

下（400 ×）选取5个不连续视野进行图像采集，红

色区域为阳性表达。采用Image-Pro Plus 6.0图像分

析系统对阳性表达区域进行测量分析，进行光密度

校正后转换为灰度图片，记录代表PD-1表达强度的

积分光密度IOD值。

1.6 统计学处理  PD-1表达强度与肝组织炎症活动

度及肝纤维化分期的相关性采用Spearman秩相关分

析，对不同炎症及纤维化程度肝组织的PD-1表达强

度以秩和检验法进行两两比较，所有统计采用SPSS 

13.0软件进行分析，P ＜ 0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 CHB患者肝组织病理学检查结果  84例CHB的肝

组织炎症活动度按G0～G4分级，纤维化程度按S0～

S4分级，其分布大致符合正态分布，具体分布情况

见表1。

2.2 CHB患者PD-1表达情况  84例患者中，除4例G0S0

期、1例G1S0期、1例G0S1期以外，其余78例患者肝

组织中均可见PD-1阳性表达细胞（PD-1表达于淋巴

细胞上，染色呈红色），不同炎症及纤维化程度的

肝组织中PD-1阳性表达细胞的分布较一致，主要分

布在炎性细胞浸润的汇管区及坏死区，见图1～5。

随着肝脏炎症及纤维化程度的加重，PD-1阳性

表达细胞的数量增多，PD-1表达强度增强，所测量

的积分光密度（IOD）值随之增高。经Spearman等

级相关分析显示，IOD值与肝组织炎症活动度及纤

维化程度均呈正相关，相关系数分别为0.898（P ＜ 

0.001）和0.700（P ＜ 0.001）。采用秩和检验法对

不同炎症及纤维化程度的IOD值进行两两比较，G0

～G4期各组间比较，PD-1表达的IOD值差异均有统

计学意义（P ＜ 0.05）；S2期与S3期、S3期与S4期之

间IOD值差异无统计学意义（P ＞ 0.05），其余各

纤维化分期之间的IOD值差异均有统计学意义（P 

＜ 0.05），见表2。

3 讨论

HBV感染的结局与机体的免疫应答状态密切相

关。当免疫机能下降，特异性T淋巴细胞受到抑制

时，IFN-γ、IL-2等细胞因子分泌减少，细胞免疫应

答随之减弱，导致HBV长期复制及持续感染，病情

迁延进展。调节免疫应答的机制错综复杂，特异性

效应T细胞的成熟表达除需要T细胞表面受体TCR-

CD3复合体与识别抗原递呈细胞（APC）递呈的抗

原肽交连产生的抗原特异性TCR信号外，还需要第

二信号，即协同刺激分子的辅助调节信号，该信号

决定受抗原刺激的T细胞是增殖分化为效应细胞或

是进入凋亡状态[4]。从发生程序性细胞死亡的肿瘤

组织中发现的PD-1即属于诱导淋巴细胞耐受的协同

刺激分子。

人PD-1是一种属于CD28/CTLA-4免疫球蛋白超

家族的Ⅰ型跨膜蛋白[6]，主要表达于活化的CD4+、

CD8+ T细胞、B细胞、单核巨噬细胞及树突细胞

（DC）表面[12]。PD-1与其配体PD-L1结合后，通过

表 1 肝组织炎症活动度及纤维化程度病例分布情况

例数（例） 百分比（%）

炎症活动度（n = 84） G0 5  6.0

G1 25 29.8

G2 31 36.9

G3 17 20.2

G4 6  7.1

纤维化程度（n = 84） S0 11 13.1

S1 18 21.4

S2 21 25.0

S3 18 21.4

S4 16 19.0
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图 1 肝组织G1S1期（SP染色，400 ×）
注：肝组织中基本未见PD-1阳性表达细胞

图 2 肝组织G0S0期（SP染色，400 ×）

注：少量PD-1阳性表达细胞散在分布于肝脏汇管区

图 3 肝组织G2S2期（SP染色，400 ×）
注：肝脏坏死区PD-1阳性表达细胞及炎性细胞增多

图 4 肝组织G3S3期（SP染色，400 ×）
注：PD-1阳性表达细胞广泛分布于肝脏汇管区内，伴有较多淋巴细

胞浸润

图 5 肝组织G4S4期（SP染色，400 ×）

注：肝硬化小叶内可见大量PD-1阳性表达细胞及淋巴细胞浸润

磷酸化接头蛋白传递负性刺激信号，抑制早期激活

的T细胞及其抗原受体信号，影响CD4+ T淋巴细胞功

能，减少Th1细胞增殖[13]，同时干扰细胞周期，使之

停留在G0/G1期
[14]，提高细胞凋亡敏感性，导致其功

能衰竭甚至诱导活化的T淋巴细胞发生凋亡[15]。

研究证实活动性CHB患者外周血淋巴细胞、单个

核细胞和树突状细胞表面PD-1的表达均出现上调[9,10,16]，

同时肝组织内T淋巴细胞表面表达的PD-1明显高于正

常肝组织[17,18]，PD-1表达的上调与肝脏炎症活动度呈

显著相关，还有研究提示高表达的PD-1与丙氨酸氨

基转移酶（ALT）水平及HBV载量呈正相关[10]，与

CD8+T淋巴细胞数量呈负相关[16]。

本研究通过检测PD-1在肝组织中的表达强

度，发现当炎症活动度为G0期，即未出现炎症活动

时，肝组织内PD-1的表达十分微弱；当炎症活动度

为G1～4期时，PD-1在肝组织内均出现不同程度的阳

性表达，随着炎症活动度的加重，PD-1的表达也更

为显著。PD-1表达的IOD值与肝组织炎症活动度分

期呈正相关，且不同炎症程度分期的IOD值比较，

差异均有统计学意义（P ＜ 0.05），与上述研究

结果相一致。IOD值也与纤维化G分期呈显著正相

关，而S2期与S3期、S3期与S4期IOD值比较，差异无

统计学意义（P ＞ 0.05），可能与肝脏纤维化的复

杂机制有关，在反复持续的肝脏炎性坏死引起纤维

结缔组织增生的同时，纤维组织降解的减少以及肝

组织正常结构的塌陷也起着重要作用。

当免疫介导的肝组织炎症反应趋于严重时，肝

内淋巴细胞表面的PD-1表达随之上调，T淋巴细胞
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免疫功能受到抑制，以避免持续活化的免疫应答导

致肝脏过度受损而引发功能衰竭，但同时也使T细

胞功能低下而不利于病毒的清除，导致感染的慢性

持续[19]。有学者对服用替比夫定或拉米夫定抗病毒

治疗的CHB患者体内PD-1表达水平进行随访，结

果显示治疗后患者体内总CD8+ T淋巴细胞及HBV特

异性CD8+ T淋巴细胞上的PD-1表达明显下调，发生

HBeAg血清学转换患者的PD-1表达下降更为明显，

同时PD-1表达的减少与HBV载量下降显著相关[20,21]，

这提示通过抗病毒治疗直接抑制HBV的复制能介导

PD-1表达下降，增加HBV特异性淋巴细胞的数量和

功能，恢复机体正常免疫功能。在动物模型和体外

研究中阻断PD-1与其配体的结合后，也发现病毒特

异性T淋巴细胞再生和IFN-α、IL-2等细胞因子分泌增

加，为清除病毒创造了良好的免疫应答环境[22,23]。

综上所述，PD-1在清除HBV的免疫应答和免疫

介导的肝组织损伤中具有重要的平衡作用。因此，

控制PD-1及其配体的表达对于治疗HBV慢性感染具

有巨大的潜力和价值，可能成为CHB抗病毒治疗的

免疫干预手段。
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表 2 PD-1在不同炎症及纤维化程度的肝组织中表达的比较

例数（例） IOD （ x  ± s）
炎症活动度（n = 84） G0  5   0.00

G1 25 1.97 ± 0.84

G2 31 4.03 ± 1.70

G3 17 7.98 ± 1.55

G4  6             11.71 ± 0.96

纤维化程度（n = 84） S0 11 0.84 ± 0.28

S1 18 2.38 ± 0.97
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注：不同炎症活动度分别比较，P均＜ 0.05。不同纤维化程度分别比较：a与S3比较，P ＞ 0.05；b与S4比较，P ＞ 0.05；其余各期分别比
较，P均＜ 0.05
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·消息· 

本刊对来稿中表格的要求

文内表格的设置应有助于简洁、明了、直观地表达结果。若表中的内容简单，仅少数几个统计数

字，用简洁文字可表达清楚的，可删去表格，选用文字描述；若文字叙述冗长繁琐，而用表格表达便于

理解，则建议作者选用表格。表、图、文字描述三者之间应无重复。

表格设计的基本原则是重点突出、简单明了，主谓分明、层次清楚，结构完整、有自明性。自明性

即只看表，不阅读正文，即可理解统计或对比的意义。

表格一律采用三线表，即以表顶线、表头线、表底线3条横线为基本线条构架的表。每个表均应有序

号和表题，居中排印在表的上方。表的序号一律用阿拉伯数字。全文只有一个表时，表序号为“表1”。

表题说明表的内容，应简明扼要，突出中心。

表头由主语横标目和谓语纵标目组成，表明表格内的项目。所谓主语、谓语，是根据表格所要表达

的内容划分的。被研究的事物的主要标志，或者说是分组标志，一般作为主语；而各类统计指标，一般

作为谓语。主语一般安排在表的左侧，谓语一般安排在表的右侧。尽量避免主谓语倒置，影响表格的表

达效果。
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