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重型乙型肝炎患者外周血淋巴细胞穿孔素／

颗粒酶的表达及临床意义

崔速南 汪明明 刘靓雯 张照华 于淑丽

【摘要】 目的 探讨外周血淋巴细胞穿孑L素／颗粒酶的表达在重型乙型肝炎(乙肝)肝细胞损伤中的作

用，及其与乙型肝炎病毒(HBV)一DNA载量的关系。方法 取38例重型乙肝患者入院次日晨空腹静脉血备

检；同期选择20例成年健康体检志愿者作为健康对照组；采用流式细胞仪测定外周血淋巴细胞穿孑L素／颗粒

酶的表达；采用荧光定量聚合酶链反应(PCR)测定血清HBV—DNA载量。结果重型肝炎组外周血淋巴细胞

穿孔素及颗粒酶阳性率均较健康对照组显著升高[穿孔素：(43．42士19．28)％比(19．65士9．27)％，颗粒酶：

(40．35土12．26)％比(22．28±9．35)％，P均<0．01]，且血清HBV—DNA载量越高，重型乙肝患者外周血淋巴

细胞穿孔素／颗粒酶表达强度越低，均呈明显负相关(r穿孔素一一0．92，r颗粒酶一一0．96，P均<o．01)。结论外周

血淋巴细胞穿孔素／颗粒酶的过度表达是造成重型肝炎肝细胞损伤的重要因素，这种表达作用与乙型肝炎患

者的HBV—DNA清除有关。
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Clinical implication of expression of perforin／granzyme in peripheral blood lymphocyte in severe hepatitis B
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[Abstract]Objective To explore role of perforin／granzyme expression of peripheral blood lymphocyte

in injury of hepatocyte in severe hepatitis B，and evaluate relationship between perforin／granzyme expression

levels and hepatitis B virus(HBV)-DNA load．Methods Thirty eight patients of severe hepatitis B were

enrolled in the study．Fasting venous blood was collected on following morning of admission．Twenty adult

healthy subjects served as healthy control group．Perforin／granzyme expression of peripheral blood

lymphocyte was detected by flow eytometry，and serum HBV-DNA load was detected by fluorescence

quantitative polymerase chain reaction(PCR)．Results Positive rate of perforin／granzyme in peripheral

blood lymphocyte in severe hepatitis B was higher than that of the healthy control group[perforin：(43．42士

19．28)％VS．(19．65±9．27)％，granzyme：(40．35士12．26)％VS．(22．28±9．35)％，both P<0．01]．

There was a significant negative correlation between the perforin／granzyme expression of peripheral blood

lymphocyte and serum HBV-DNA load(r”f。⋯一0．92，rgra。：y。。一～0．96，both P<O．01)，the higher serum

HBV—DNA 10ad。the 10wer perforin／granzyme expression in severe hepatitis B．Conclusion Perforin／

granzyme overexpression in peripheral blood lymphocyte is an important factor in injury of hepatocyte in

patients with severe hepatitis B，and the expression may be involved in HBV—DNA cleanup．

[Key words]hepatitis B；perforin； granzyme；hepatitis B virus；DNA； flow cytometry

乙型肝炎(乙肝)的发病机制尚不完全清楚，目

前认为，乙肝病毒(HBV)感染所致的肝细胞损伤是

由细胞免疫介导所导致的，涉及到细胞毒性T细胞

(CLT)和自然杀伤(NK)细胞，重型肝炎的发生与

CLT和NK细胞活性超强有关[1]。CLT和NK细胞

主要通过穿孔素／颗粒酶发挥作用，穿孔素与颗粒酶

共同诱导靶细胞凋亡，是介导细胞毒性最关键的效

应分子。本研究中旨在进一步探讨外周血淋巴细胞

穿孔素／颗粒酶表达在重型乙肝患者肝细胞损伤中
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的作用，以及与HBV—DNA载量的关系。

1对象与方法

1．1研究对象：本院住院的重型乙肝患者38例，男

32例，女6例；年龄32～53岁，平均42．5岁；其中

慢性重型30例，亚急性重型6例，急性重型2例。患

者均符合2000年(西安)第十次全国病毒性肝炎学

术会议修订的病毒性肝炎的诊断和分型标准瞳1；正

在接受d一干扰素、核苷类药物或胸腺肽抗病毒治

疗；除外并发恶性肿瘤者。同期选择20例健康体检

志愿者作为健康对照组，其中男12例，女8例；年龄

25～48岁，平均31．6岁。

1．2检测指标及方法

1．2．1标本采集：患者入院后次日晨采集空腹静脉
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血5 ml，其中3 ml用于检测HBV—DNA、肝功能、生

化指标，2 ml注入肝素抗凝试管中，用于穿孔素／颗

粒酶检测。所有检测项目在标本采集后4 h内进行，

8 h内完成。

1．2．2血清HBV—DNA、肝功能、生化指标检测：

HBV—DNA载量检测用ABl5700型荧光定量聚合

酶链反应(PCR)系统；最低检测值1×103拷贝／ml；

肝功能、生化检测用美国CX一7贝克曼全自动生化

分析仪，按产品使用说明书操作。

1．2．3穿孔素／颗粒酶检测：取抗凝静脉血100弘1

加入溶血素，室温下放置10 min，离心5 min，弃上

清液，加入2 m1磷酸盐缓冲液(PBS)洗1次；加入

4℃固定液500肛1，室温放置10 min；离心5 min，弃

上清液，用PBS洗1次；加入破膜剂1．5 m1，室温放

置10 min，离心5 min，弃上清液，加入2 ml PBS

洗1次；加入穿孔素抗体一异硫氰酸荧光素(FITC)

和颗粒酶抗体一FITC(法国Immnnotech公司产品，

购自山东晶美公司)，混匀，室温避光反应30 min；

加入PBS 2 ml，离心5 min，弃上清液；再加入PBS

500弘1，采用流式细胞仪分析。

1．3统计学处理：外周血淋巴细胞穿孔素／颗粒酶

的表达阳性率取百分数，血清HBV—DNA载量取对

数值，数据均以均数土标准差(z士s)表示，采用t检

验或相关性分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1两组外周血淋巴细胞穿孔素／颗粒酶表达流式

细胞仪检测结果(图1～2；表1)：在下列每一曲线图

中，左侧峰为阴性淋巴细胞的百分数峰值，右侧峰为

阳性淋巴细胞的百分数峰值。健康对照组穿孔素表

达阴性峰值为88．2％，阳性峰值为12．8％，颗粒酶

表达阴性峰值为80．1％，阳性峰值为19．9％；重型

肝炎组穿孔素表达阴性峰值为59．3％，阳性峰值为

41．7％，颗粒酶表达阴性峰值为56．5％，阳性峰值

为43．5％。在淋巴细胞分布区圈定被检淋巴细胞，

用流式细胞仪自动分检阳性细胞，计算阳性细胞率。

表1结果显示，重型肝炎组穿孔素／颗粒酶表达的阳

性细胞率较健康对照组均显著升高(P均dO．01)。

图1健康对照者外周血淋巴细胞中穿孔素／颗粒酶的表达

圈2重型乙肝患者外周血淋巴细胞中穿孔素／颗粒酶的表达

2．2重型乙肝患者外周血淋巴细胞穿孔素／颗粒酶

表达强度与血清HBV—DNA载量的关系(表2)：重型

肝炎组患者血清HBV—DNA载量平均为lg(4．35土

2．43)。HBV—DNA载量越高，患者外周血淋巴细胞

穿孔素／颗粒酶的表达强度越弱，二者呈明显负相关

(r穿孔素一一0．92，r颗粒酶一一0．96，P均dO．01)。

表2不同血清HBV—DNA载量重型肝炎患者的

穿孔素／颗粒酶表达强度(；士s)

表1重型乙肝患者及健康对照者外周血淋巴细胞中穿孔素／颗粒酶的表达(x-4-s)

注：与健康对照组比较，8P<o．01
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3讨论

穿孔素／颗粒酶主要由CTL和NK细胞表达，

是CTL和NK细胞的重要效应物质，与细胞凋亡有

关[3q]。在淋巴细胞介导的细胞毒作用中，穿孔素以

及其他介质从细胞内释放出来后，在Ca2+存在和中

性pH值条件下，以单聚体的形式与靶细胞膜结合，

并嵌入膜内，形成一个中空的多聚体，导致膜的完整

性受损，形成5～20 nm大小的膜孔，发生膜电位改

变、膜去极化，水分子、离子以及其他的小分子随之

进入靶细胞内，使细胞内渗透压改变而造成细胞死

亡[3’5]。颗粒酶在穿孔素协同作用下通过颗粒胞吐作

用(granule exocytosis)释放进入NK细胞和靶细胞

之间形成的免疫突触中，然后进入靶细胞的细胞质，

并在细胞核聚集，诱导一种叫天冬氨酸特异性半胱

氨酸蛋白酶(caspases)的非依赖性细胞死亡。颗粒

酶的外泌可使机体的免疫系统迅速清除细胞内的病

原体和有病变的细胞，在胞质和胞核中作用于底物，

破坏DNA和细胞核的完整性[61]。

本研究中采用流式细胞技术检测重型乙肝患者

外周血淋巴细胞穿孔素／颗粒酶的表达情况，结果显

示重型乙肝患者外周血淋巴细胞穿孔素和颗粒酶的

表达均同步显著升高，同时发现患者外周血淋巴细

胞穿孔素／颗粒酶表达强度与血清HBV—DNA载量

呈明显负相关，穿孔素／颗粒酶表达强度越高，血清

HBV—DNA载量越低。CTL是介导慢性乙肝患者免

疫损伤的基础，有文献报告，暴发性肝炎患者外周血

人白细胞抗原一DR+CD8+淋巴细胞增加，同时伴有

HLA—DR(hi)淋巴细胞出现。暴发性肝炎患者CD8+

淋巴细胞的表型大多数是外周血效应T细胞的表

型，而CD45RA—CCR7一表型的淋巴细胞主要局限

在患者的肝脏内口]。分析本研究中重型乙肝患者外

周血淋巴细胞穿孔素／颗粒酶表达增强的可能原因

是HBV在肝细胞内复制、表达所产生的抗原以内
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源性抗原途径呈递，激活了特异的CD8+CTL。活化

的CTL大量表达和释放包括穿孔素／颗粒酶等在内

的多种细胞毒素，以便对HBV—DNA产生清除作

用。所以，外周血淋巴细胞穿孔素／颗粒酶的表达在

一定程度是CTL功能状态的体现，穿孔素／颗粒酶

表达越强，血清HBV—nNA载量越低，反映机体细

胞免疫对病毒的清除能力增强。但是穿孔素／颗粒酶

过度表达，在有效清除HBV—DNA的同时也可造成

严重的肝细胞损伤，形成临床上所见的各种重型肝

炎。所以，穿孔素／颗粒酶的过度表达是造成重型肝

炎肝细胞损伤的重要因素，如何避免这种损伤，同时

又能积极发挥细胞免疫的作用是值得进一步研究的

课题。
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呼吸性酸中毒通过非中性粒细胞依赖性机制减轻严重急性细菌性肺炎诱导的肺损伤

有研究报道，人工诱导的呼吸性酸中毒对非脓毒性肺损伤具有保护作用。最近爱尔兰科学家研究了严重脓毒性肺损伤时

呼吸性酸中毒的作用，观察其是否由中性粒细胞介导。他们向肺内滴入大肠杆菌诱导严重急性肺损伤(ALI)，通过增加CO。造

成呼吸性酸中毒，研究其保护作用和中性粒细胞在此效应中的作用。实验1：气管内滴入内毒素C(o．5～3．o)×10 cfu3产生严

重ALI后，分别用正常COz[用力吸入COz量(FiCOt)03和高c0：量(FiCO。0。05)通气6 h。实验2：分别用中性粒细胞缺失和

非中性粒细胞缺失大鼠进行实验1的内容，分为正常CO。组、正常CO。且中性粒细胞排除组、呼吸性酸中毒且中性粒细胞排

除组。结果发现，呼吸性酸中毒能减轻肺炎引起的ALl，降低气道压力，改善肺顺应性，提高动脉氧分压，但对组织学损伤无明

显改善。进一步用中性粒细胞缺失大鼠研究发现，在无中性粒细胞存在的情况下，呼吸性酸中毒仍能抑制肺炎诱导的ALl，减

轻肺损伤引起的生理学和组织学指标变化。因此研究者认为，呼吸性酸中毒能通过非中性粒细胞依赖性机制减轻气管内滴人

大肠杆菌诱导的肺损伤。 李响，周国勇，编译自((Crit Care Med》，2008—10—17(电子版)；胡森，审校
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