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干扰素对慢性HBV感染者T淋巴细胞

趋化因子受体及血清趋化因子

表达水平的影响

胡蓉, 康信通, 曾义岚, 刘勇, 罗东霞, 尚鹏程, 毛创杰, 邓杨（成都市公共卫生临床医疗中心，成都 610066）

摘要：目的 探讨抗病毒治疗对慢性HBV感染者T淋巴细胞趋化因子受体及血清趋化因子表达水平的影

响。方法 选取成都市公共卫生临床医疗中心于2012年5月至2012年12月收治的肝炎患者100例，其中

男68例，女32例，年龄34～72岁，平均年龄为（54.6 ± 4.3）岁，分为慢性乙型肝炎（CHB）组60例，

重型慢性肝炎组40例。选取同期于本院接受健康检查的正常人群20例为健康对照组。检测干扰素治疗

前、治疗后4周、12周、24周、48周时外周血T淋巴细胞趋化因子受体（CXCR3、CCR6）及血清趋化

因子水平（CXCL9、CXCL11、CCL20）、HBsAg、HBV DNA和ALT水平。结果 CHB组、慢性重型

肝炎组及健康对照组间CXCR3、CCR6、CXCL9、CXCL11、CCL20表达差异有统计学意义（F值分别

为2.067、2.914、4.791、2.582、3.802，P值分别为0.043、0.031、0.011、0.034、0.024）。干扰素治疗

12周、24周、48周后CHB患者血清HBV DNA、HBsAg、ALT均有不同程度下降，T细胞趋化因子受体

及血清趋化因子的表达下调，与治疗前比较差异有统计学意义（P 均＜ 0.05），但治疗4周时与治疗

前比较差异无显著统计学意义（t值分别为1.23、0.74、1.64，P值分别为0.063、0.481、0.051）。结论 
CXCR3、CCR6及其配体（CXCL9、CXCL11、CCL20）参与了HBV感染后肝脏损伤，干扰素治疗可

以影响CXCR3、CCR6及其配体（CXCL9、CXCL11、CCL20）的表达水平。
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Abstract: Objective To investigate the influence of antiviral therapy on the expression of T lymphocytes 
chemokine receptors and serum chemokines in patients with chronic hepatitis B. Methods Total of 100 
patients with hepatitis in Chengdu Public Health Clinical Medical Center from May 2012 to December 2012 
were selected and divided into CHB group and chronic severe hepatitis group. Among the patients, 68 cases 
were male and 32 cases were female, the average age was (54.6 ± 4.3) years (34～72 years) old. The serum 
HBV DNA, HBsAg, ALT, chemokines (CXCL9, CXCL11, CCL20) and T lymphocytes chemokine receptors 
(CXCR3, CCR6) were detected before and after the interferon treatment for 4 weeks, 12 weeks, 24 weeks, 
and 48 weeks. Total of 20 healthy persons who accepted health examination in our hospital were selected as 
the healthy control. Results Among the CHB group, chronic severe hepatitis group and the healthy control 
group, the expression of T lymphocytes chemokine rceptors (CXCR3, CCR6) and serum chemokines 
(CXCL11, CXCL9, CCL20) had significant difference (F = 2.067, 2.914, 4.791, 2.582, 3.802; P = 0.043, 0.031, 
0.011, 0.034, 0.024, respectively). The serum HBV DNA, HBsAg, ALT, chemokines and T lymphocytes 
chemokine receptors had  declined significantly after the interferon treatment for 12 weeks, 24 weeks, 48 
weeks (P ＜ 0.05), and for 4 weeks, there was no statistical difference (t = 1.23, 0.74, 1.64; P = 0.063, 0.481, 
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0.051, respectively). Conclusions CXCR3, CCR6 and the ligands (CXCL9, CXCL11, CCL20) were involved 
in HBV-related liver damage. Interferon therapy can influence the expression levels of CXCR3, CCR6 and the 
ligands (CXCL9, CXCL11, CCL20).
Key words: Interferon; CHB; T lymphocytes; Chemokine; Receptor

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取成都市公共卫生临床医疗中心于

2012年5月至2012年12月收治的肝炎患者100例，其

中男68例，女32例，年龄34～72岁，平均年龄为

（54.6 ± 4.3）岁，分为CHB组60例，重型慢性肝

炎组40例。入选标准：符合2000年西安会议制定的

病毒性肝炎诊断标准[16]；所有入组病例近半年未使

用过抗病毒药物及免疫调节药物治疗。排除标准：

①排除甲型、丙型、丁型、戊型肝炎病毒、巨细胞

病毒等感染；②排除酒精性、药物性及自身免疫性

疾病等所致肝损害；③排除肝硬化及肝癌等；④排

除有精神心理疾病及严重心、肺、肾功能不全患

者。选取同期于本院接受健康检查的正常人群20例
为健康对照组。60例CHB患者均符合干扰素治疗

条件，予以注射用重组人干扰素α1b 60 μg皮下注

射，1次/天，治疗1年，所有患者或其家属均于治

疗前与院方签订了本院医学伦理研究会制定的患者

知情同意书。

1.2 血清标本的收集与处理 无菌条件下采集CHB、
重型慢性肝炎及正常健康人群全血5 ml，一部分送

到本院检验中心检测相关项目，剩余抗凝全血用于

分离提取PBMC，并于24 小时内用于T细胞的趋化

因子受体CXCR3、CCR6的测定。

1.3 研究方法

1 . 3 . 1  外周血 P B M C细胞分离  取新鲜采集含

EDTA-K2的静脉血5 ml离心，弃上清后，将细胞沉

淀用等量PBS稀释、混匀后，用毛细吸管将细胞悬

液小心而缓慢地加入预先装有15 ml淋巴细胞分离液

的试管中，使细胞悬液重叠在淋巴细胞分离液上，

3000 r/min 离心20分钟，使红细胞沉于管底，吸去

最上层的血浆，收集血浆层和淋巴细胞分离液交界

面的单个核细胞，用吸管将单个核细胞层转移到另

表 1  三组患者趋化因子受体及趋化因子表达的比较（ x ± s）
组别 CXCR3（%） CCR6（%） CXCL11（pg/ml） CXCL9（pg/ml） CCL20（pg/ml）
健康对照组（n = 20） 1.03 ± 0.41 1.14 ± 0.89 108.53 ± 12.04   875.38 ± 91.03   65.78 ± 9.42
CHB 组（n = 60） 2.74 ± 0.21 2.85 ± 0.94 219.83 ± 47.99 2654.01 ± 90.22 124.50 ± 16.72
重型慢性肝炎组（n = 40） 3.53 ± 0.13 4.34 ± 1.23 320.94 ± 51.01 3123.43 ± 201.21 223.18 ± 20.04
F 值 2.067 2.914     4.791       2.582     3.802
P 值 0.043 0.031     0.011       0.034     0.024

慢性HBV感染者是由乙型肝炎病毒（hepatitis B 
virus，HBV）感染引起、以肝细胞炎症坏死为主并

可引起多器官损害的一种慢性肝病。根据世界卫生

组织报道
[1-3]

，全球近1/3人曾感染过HBV，其中相当

部分感染者进展为慢性HBV感染，每年死于HBV感

染所致的肝功能衰竭、肝硬化和肝细胞癌约有100
万人。2006年我国HBV流行病学调查表明，1～59
岁一般人群HBsAg携带率为7.18%，而慢性乙型肝

炎（CHB）患者约2000万例。目前认为HBV感染后

引起免疫耐受及对HBV的免疫应答低下与感染慢性

化有关，而免疫细胞数量和（或）功能缺失是造成

免疫应答低下的常见原因[4]
，如T细胞的无能或耗

竭，特异性淋巴细胞克隆剔除，树突状细胞抗原呈

递或成熟障碍等机制，目前仍不清楚是否还存在其

他调控机制及具体哪种机制导致免疫应答低下
[5]
。

近年来大量研究表明
[6-10]

：CXCR3、CCR6及其配体

（CXCL9、CXCL11、CCL20）等在介导免疫耐受及

组织损伤方面发挥重要的作用，直接参与了淋巴细

胞的游走、增殖、活化，可以影响包括细胞黏附、

血管生成和扩散等一系列的细胞生物活性。研究发

现
[11-15]

，慢性丙型肝炎患者肝组织中HCV特异性T淋
巴细胞不足，以非特异性T淋巴细胞侵润为主，与体

内趋化因子/受体表达失衡有关，从而导致病毒无法

彻底清除及持续的肝损伤。因此对这一免疫调节机

制的研究可能为HBV感染后慢性化、重症化的发生

机制及免疫治疗提出新的视角。本研究的出发点就

是希望更进一步了解趋化因子及其受体在HBV感染

中的作用，因此对慢性HBV感染者外周血T淋巴细胞

的趋化因子受体及血清趋化因子的表达进行定量研

究，同时观察干扰素抗病毒治疗对CHB患者体内趋

化因子及其受体表达的影响，期待能为HBV感染后

肝脏损伤寻找到新的理论依据。
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一试管内，再用洗涤液洗涤细胞2次，1500 r/min离
心10分钟，洗去残留的淋巴细胞分离液，加入适量

10%小牛血清的RPMI溶液并振荡使细胞沉淀重新

均匀悬浮在溶液中，在显微镜下计数。

1.3.2 多色多参数流式细胞仪分析 1 × 106 PBMC
悬浮于2 ml FACS缓冲液，加入10 μl CD3-FITC抗

体，室温避光染色30分钟，用2 ml流式细胞仪染色

缓冲液洗涤后，3000 r/min离心5分钟，弃上清，

用2 ml FACS缓冲液悬浮细胞沉淀，加入10 μl PE-
CXCR3或PE-CCR6（或PE Rat IgG2a同型对照），

室温避光染色30分钟，加入2 ml流式细胞仪染液洗

涤2次，3000 r/min离心5分钟，弃上清，用300 μl 
PBS重悬细胞上机检测。同型对照管操作与上述类

似，但加入的抗体为上述各荧光的同型对照，用

Cell Questpro软件收集10 000个细胞，保存数据。

1.3.3 ELISA检测血清趋化因子水平 用双抗体夹

心ELISA法检测，严格按照CXCL9、CXCL11、
CCL20试剂盒说明书操作。

1.3.4 乙型肝炎病毒表面标志物定量及血清HBV 
DNA载量检测 酶联免疫方法检测乙型肝炎病毒表面

标志物、荧光定量PCR法检测HBV DNA，具体操作

严格按说明书操作，以HBV DNA ＞ 103 拷贝/ml为
阳性结果。

1 . 3 . 5  肝功能生物化学指标检测  采用日立

LABOSPECT008全自动生化分析仪检测ALT、AST
和TBil。
1.4 统计学数据分析 所有数据输入Excel表格进行

统计分析，本研究以均数±标准差（ x ± s）表示计

量资料，计量资料采用t检验或方差分析，相关分

析用线性相关，应用SPSS l6.0软件处理数据，P ＜ 
0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 T淋巴细胞趋化因子受体及血清趋化因子表达

分析 对CHB组、重型慢性肝炎组及健康对照组间

T细胞趋化因子受体及血清趋化因子的表达进行统

计分析，结果显示CHB组、重型慢性肝炎组高于

健康对照组，重型慢性肝炎组高于CHB组，其差

异具有统计学意义（P ＜ 0.05），结果见表1。

2.2 干扰素治疗前后临床生物化学及病毒学变化 干
扰素治疗12周、24周、48周后CHB患者血清HBV 
DNA、HBsAg均有不同程度下降，ALT显著好

转，差异有统计学意义（P ＜ 0.01），但治疗4周
时差异无显著统计学意义（P ＞ 0.05），见表2。
2.3 T细胞趋化因子受体及血清趋化因子表达分析 
对60例接受干扰素治疗后12周、24周及48周的CHB
患者T细胞趋化因子受体及血清趋化因子治疗的表

达进行统计分析，结果显示其差异具有统计学意

义（P ＜ 0.05），但治疗4周时无显著差异（P ＞ 

表 2 干扰素治疗对 CHB 患者 HBV DNA、乙型肝炎病毒表面标志物及 ALT 的影响（ x ± s）
治疗时间 HBV DNA（log10 IU/ml） HBsAg（log10 ng/ml） ALT（U/L）
治疗前 5.48 ± 0.97 4.30 ± 0.77 154.10 ± 51.6
治疗 4 周 5.08 ± 0.56 4.28 ± 0.44 170.98 ± 40.9
治疗 12 周 3.27 ± 1.57 3.54 ± 1.77   72.72 ± 19.0
治疗 24 周 2.29 ± 0.66 2.32 ± 0.43   59.92 ± 13.7
治疗 48 周 1.32 ± 1.05 1.82 ± 1.16   34.72 ± 16.67

      注：治疗 4 周与治疗前相比，HBV DNA：t = 1.23，P = 0.063，HBsAg：t = 0.74，P = 0.481，ALT：t = 1.64，P = 0.051；治疗 12 周与

治疗前相比，HBV DNA：t = 3.14，P = 0.003，HBsAg：t = 3.89，P = 0.004，ALT：t = 4.65，P = 0.001；治疗 24 周与治疗前相比，HBV 
DNA：t = 3.02，P = 0.006，HBsAg：t = 3.76，P = 0.005，ALT：t = 4.53，P = 0.001；治疗 48 周与治疗前相比，HBV DNA：t = 3.23，P = 
0.003，HBsAg：t = 4.28，P = 0.002，ALT：t = 5.65，P = 0.001

表 3 干扰素治疗后对 CHB 患者趋化因子受体及趋化因子表达的影响（ x ± s）
治疗时间 CXCR3（%） CCR6（%） CXCL11（pg/ml） CXCL9（pg/ml） CCL20（pg/ml）
治疗前 2.74 ± 0.21 2.85 ± 0.94 219.83 ± 47.99 2654.01 ± 90.22 124.50 ± 16.72
治疗 4 周 2.64 ± 0.15 2.86 ± 0.67 225.54 ± 40.79 2723.81 ± 80.52 122.08 ± 29.53
治疗 12 周 2.05 ± 0.21 1.98 ± 1.23 179.34 ± 30.67 2113.67 ± 67.18   98.08 ± 22.27
治疗 24 周 1.81 ± 0.19 1.68 ± 1.01 148.34 ± 30.58 1336.55 ± 74.09   79.00 ± 14.05
治疗 48 周 1.14 ± 0.30 1.05 ± 0.54 107.54 ± 0.79   942.81 ± 40.53   56.08 ± 12.53

    注：治疗 4 周与治疗前相比，CXCR3：t = 1.13，P = 0.069，CCR6：t = 0.58，P = 0.78，CXCL11：t = 1.04，P = 0.088，CXCL9：
t = 1.29，P = 0.062，CCL20：t = 0.76，P = 0.57；治疗 12 周与治疗前相比，CXCR3：t = 1.93，P = 0.041，CCR6：t = 2.58，P = 0.028，
CXCL11：t = 2.04，P = 0.037，CXCL9：t = 3.29，P = 0.012，CCL20：t = 3.76，P = 0.008；治疗 24 周与治疗前相比，CXCR3：t = 2.14，P 
= 0.029，CCR6：t = 2.89,，P = 0.021，CXCL11：t = 3.04，P = 0.010，CXCL9：t = 3.54，P = 0.009，CCL20：t = 3.92，P = 0.006；治疗 48
周与治疗前相比，CXCR3：t = 2.65，P = 0.019，CCR6：t = 3.58，P = 0.01，CXCL11：t = 4.04，P = 0.005，CXCL9：t = 4.29，P = 0.002，
CCL20：t = 4.40，P = 0.001
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0.05），见表3。
2 .4  相关性分析  对60例CHB患者治疗前T细胞

CXCR3、CCR6的表达水平与ALT进行直线相关性

分析，CXCR3与ALT水平呈正相关（r = 0.78，P = 
0.015），CCR6与ALT水平也呈正相关（r = 0.72，
P = 0.021）。

3 讨论

趋化蛋白为小分子蛋白质，与机体抗病毒免疫

及炎症反应有关，趋化因子及其受体的表达平衡在

维持有效特异细胞免疫的同时避免严重的组织损

害。CXCR3为CXC家族中CXCL9和CXCL11的受

体，主要表达于Th1细胞表面[17]
。趋化因子CCL20

是CCR6在体内的唯一配体，CCR6表达于未成熟

DCs、B细胞、CD4+ T细胞亚群、CD8+ T细胞亚

群、NKT细胞及多种肿瘤细胞
[18-20]

，而CCL20除表

达于肝脏组织，也表达于肠道上皮细胞和皮肤角

质上皮细胞等部位
[21,22]

。细胞因子TNF-α、来源于

细菌的Toll样受体激动剂
[23]

。可经强烈的促炎信号

诱发淋巴细胞趋化因子受体表达升高，在肝脏炎

症时，外周血T淋巴细胞激活，在CCL20、CXCL9
和CXCL11趋化作用下，激活的T细胞表达CCR6、
CXCR3后便获得了向炎症部位迁移的能力，介导肝

脏局部免疫反应，加剧肝细胞炎症反应，导致肝细

胞变性坏死。

本研究观测到慢性H B V感染者T淋巴细胞

CXCR3、CCR6及血清CXCL9、CXCL11、CCL20
表达水平较健康对照组明显升高，且重型慢性肝炎

组高于CHB组，这提示慢性HBV感染者外周淋巴

细胞被激活，血清趋化因子水平升高，激活的效应

性T细胞在CXCR3、CCR6介导下迁移至肝脏，参

与病毒清除的同时也引起免疫病理反应。肝脏局部

炎症反应又可引起效应细胞分泌更多的趋化因子，

使患者血清CXCL9、CXCL11、CCL20表达水平升

高，血清及肝脏局部趋化因子浓度升高，又趋化外

周血中大量T细胞至肝脏，在感染局部发挥效应细

胞毒性T细胞杀伤被HBV感染的肝细胞及活化其他

免疫细胞的作用，形成一个循环，这就是重型慢性

肝炎患者趋化因子及受体表达水平更高的原因。本

研究中60例CHB患者予以干扰素治疗后生物化学、

病毒表面标志物均显示了较好的疗效，这与选择病

例年轻、首次治疗、转氨酶相对偏高、病毒载量偏

低有关。本研究发现，CXCR3、CCR6、CXCL9、
CXCL11、CCL20在CHB患者外周血表达升高，且

外周血T淋巴细胞CXCR3、CCR6的表达水平与患

者肝脏炎症坏死程度相关。在接受干扰素抗病毒治

疗4周后，CXCR3、CCR6、CXCL9、CXCL11、
CCL20的表达无明显下降，甚至稍有升高，而12周
后才开始逐渐下调，这可能与干扰素最初激活人体

免疫反应加重炎症反应有关。HBV是启动炎症反应

的关键因素，可诱导局部和全身淋巴细胞活化表达

趋化因子及受体，而随着病毒逐渐被清除，炎症反

应得到控制后淋巴细胞趋化因子及受体表达也随之

下调。

淋巴细胞趋化因子及其受体的异常表达与宿主

免疫细胞的生物学行为和病毒的特异和非特异性

免疫应答有关，可能影响病毒性疾病的转归，研

究化学趋化因子及其受体在淋巴细胞迁移和肝脏免

疫中的作用非常有必要。在动物模型研究中发现在

肝组织中，大量表达Th1型趋化因子受体的非特异

T淋巴细胞的浸润可导致急性肝功能衰竭，然而外

周血T淋巴细胞介导的病理免疫反应能否反映肝脏

内T淋巴细胞介导的病理免疫反应尚不明确。最近

的研究表明Th17/Treg细胞失调参与了HBV感染后

的发病过程，但趋化因子及其受体是否介导Th17/
Treg细胞失调尚不明确。化学趋化因子及其受体在

HBV发病机制中的确切作用有待更为深入和全面

的研究。
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