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ＨＢＶ慢性患者外周血单个核细胞ＣＤ２８／Ｂ７家族共

刺激分子ｍＲＮＡ表达及其意义
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　　摘　要：目的　探讨乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）慢性化病变患者外周血单个核细胞共刺激分子ＣＤ２８、ＣＴＬＡ４及其配体ＣＤ８０、

ＣＤ８６ｍＲＮＡ的表达及其意义。方法　采用Ｔａｑｍａｎ探针实时荧光定量ＰＣＲ方法分别检测２４例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ组）、２４例

肝硬化（ＬＣ组）、２８例原发性肝癌（ＨＣＣ组）和３０例健康人（对照组）外周血单个核细胞的共刺激分子ＣＤ２８、ＣＴＬＡ４、ＣＤ８６、

ＣＤ８０ｍＲＮＡ的水平。结果　与对照组相比，ＣＤ２８ｍＲＮＡ表达在ＣＨＢ组下降显著（狋＝－２．１１，犘＜０．０５）；ＣＴＬＡ４ｍＲＮＡ在疾

病各组表达均有不同程度的显著下降：ＣＨＢ组（狋＝－２．５２，犘＜０．０５），ＬＣ组（狋＝－２．１１，犘＜０．０５），ＨＣＣ组（狋＝－２．５６，犘＜

０．０５）；ＣＤ８６ｍＲＮＡ在疾病各组表达也有不同程度的显著下降：ＣＨＢ组（狋＝－３．６８，犘＜０．０１），ＬＣ组（狋＝－２．９９，犘＜０．０１），

ＨＣＣ组（狋＝－４．４２，犘＜０．０１）；ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４ｍＲＮＡ表达在 ＨＣＣ组显著升高（狋＝２．１２，犘＜０．０５）；ＣＤ８０／ＣＤ８６ｍＲＮＡ表达随

着 ＨＢＶ的慢性化进程出现不同程度显著升高：ＣＨＢ组（狋＝２．１０，犘＜０．０５），ＬＣ组（狋＝２．５９，犘＜０．０５），ＨＣＣ组（狋＝３．７４，犘＜

０．０１）。结论　ＨＢＶ感染患者ＣＤ２８／Ｂ７家族共刺激分子的表达异常与其免疫功能紊乱和慢性化病变发生、发展密切相关。
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　　我国是乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）高发区，急

性乙型肝炎（ＡＢＨ）中有２０％会转为慢性乙型肝炎（ＣＨＢ），进

而可能发展为肝硬化（ＬＣ）和肝癌（ＨＣＣ），我国每年大约有５０

万人死于 ＨＢＶ引起的晚期ＬＣ和 ＨＣＣ
［１２］。目前大部分学者

认为乙型肝炎患者的肝细胞损伤主要不是 ＨＢＶ直接造成的，

而是机体对 ＨＢＶ表达产物的免疫反应所导致的
［３］。目前乙

型肝炎慢性化的主要原因认为是细胞免疫功能紊乱，不能有效

清除病毒，其中 Ｔ淋巴细胞起着举足重轻的作用
［４］。ＣＤ２８／

Ｂ７家族是Ｔ淋巴细胞活化过程中起重要调节作用的共刺激分

子，这些共刺激分子不仅提供Ｔ 细胞分化、增殖、发生效应功

能所必需的正向辅助信号，同时也提供限制、下调Ｔ细胞应答

的重要负性调节信号［５６］，其主要包括 Ｂ７１（ＣＤ８０）和 Ｂ７２

（ＣＤ８６），与其受体ＣＤ２８组成了第二信号分子。目前，多数学

者采用流式细胞技术检测单个核细胞上ＣＤ２８／Ｂ７分子的蛋白

质表达，本实验采用实时荧光定量ＰＣＲ技术从 ｍＲＮＡ的表达

水平进行分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　７６例乙型肝炎患者选自２０１２年８～１２月在

６９１ 重庆医学２０１４年１月第４３卷第２期

 基金项目：国家“十二五”科技重大专项子课题资助项目（２０１２ＺＸ１０００２００４００８）。　作者简介：王琳（１９８２－），主管检验师，硕士，主要从

事乙肝免疫功能方面的研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｇｕｏｈａｏ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。



苏州大学附属第一医院感染科住院，男５１例，女２５例；其中

ＣＨＢ组２４例（男１７例，女７例），平均年龄（５８．４１±２．９５）岁；

ＬＣ组２４例（男１４例，女１０例），平均年龄（４６．３０±３．６１）岁；

ＨＣＣ组２８例（男２０例，女８例），平均年龄（４４．１３±２．５６）岁。

诊断符合２０１０年中华医学会传染病与寄生虫分会、肝病学分

会联合修订的“慢性乙型肝炎防治指南”诊断标准［７］。对照组

（ＮＣ组）３０例：本院保健科体检结果健康的人群，男１５例，女

１５例，平均年龄（４４．３９±２．４５）岁，无肝炎病史、乙型肝炎标志

物测定均为阴性。

１．２　试剂和仪器　ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ９７００扩增仪（美国

ＡＢＩ公司），ｌｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增仪（ＲｏｃｈｅＤｉａｇ

ｎｏｓｔｉｃｓ公司），ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ紫外分光光度计（美国Ｓｐｅｃ

ｔｒｏｎｉｃ），ＧＲＰ９１６０型隔水式恒温培养箱（上海民仪电子有限公

司），ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４３０台式高速离心机（德国ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ公司），ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４３０Ｒ低温高速离心机（德国

ｅｐｐｅｎｄｏｆ公司），－８０℃低温冰箱。

１．３　方法

１．３．１　外周血标本单个核细胞的分离　Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离

液（上海恒信化学试剂有限公司）３ｍＬ，将稀释好的外周血用

一次性滴管吸取后，小心沿管壁缓缓加入淋巴细胞分离液（不

要摇晃、震动），水平离心机２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，取出，

用一次性滴管吸取中间层云雾状单个核细胞，加入１．５ｍＬ离

心管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１．５ｍｉｎ，弃上清液，加入１ｍＬ生理

盐水，颠倒混匀，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１．５ｍｉｎ，弃上清液，加入

ＲＮＡｉｓｏＲｅｇｅｎｔ混匀，－８０℃低温冰箱保存备用。

１．３．２　总ＲＮＡ的提取　加２００μＬ氯仿，猛烈颠倒２０次，冰

浴５ｍｉｎ，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，转移上清液至１．５ｍＬ

ＥＰ管中，加入异丙醇５００μＬ混匀，冰浴５ｍｉｎ后，４℃，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ。弃上清液，加１０００μＬ７５％乙醇［０．１％焦

碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水配制］混匀，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ。弃上清液，倒置室温干燥。加２０μＬ０．１％ＤＥＰＣ水溶

解。所提取的总ＲＮＡ以１∶５０稀释，用紫外分光光度计检测

其在２６０、２８０ｎｍ处光密度值（ＯＤ值）比值为１．９，在浓度为

１．５％琼脂糖凝胶的平板上进行电泳，完整性良好。

１．３．３　逆转录　检测提取的总ＲＮＡ的完整性，将ＲＮＡ逆转

录为ｃＤＮＡ，反应体系见表１。将上述各试剂混匀，于 Ｇｅｎｅ

ＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ９７００扩增仪上４２℃６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ，４

℃１ｍｉｎ进行反应，合成的ｃＤＮＡ置－８０℃保存备用。

表１　　逆转录反应体系

试剂种类 用量（μＬ）

第一链缓冲液（５×） ８

ＭＭＬＶ逆转录酶（２００Ｕ／μＬ） １

ＲＮＡｓａｆｅ（２０×） ２

ｄＮＴＰ混合液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ） ２

ＲａｎｄｏｍＯｃｔａｍｅｍ（２００Ｕ／μＬ） ２

去ＲＮＡ酶ｄｄＨ２Ｏ ２３

逆ＲＮＡ ２

总体积 ４０

１．３．４　标准品制备　采用本实验室自备的βａｃｔｉｎ质粒标准

品，分别为３．３４×１０８、３．３４×１０７、３．３４×１０６、３．３４×１０５、

３．３４×１０４ｃｏｐｙ／ｍＬ。

１．３．５　引物与探针设计及合成　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／网站上搜索ＣＤ２８、ＣＴＬＡ４、ＣＤ８０、ＣＤ８６的序列，引物与

探针由上海闪晶生物技术研究所设计及合成。见表２。

表２　　引物序列和探针序列

目的片段 上游引物 下游引物 探针

ＣＤ２８ ５′ＴＣＣＡＴＧＴＧＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＡＣＣ３′ ５′ＡＧＣＣＡＧＧＡＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＣ３′ ５′ＣＡＣＣＡＧＣＡＣＣＣＡＡＡＡＧＧＧＣＴＴＡＧＡＡ３′

ＣＴＬＡ４ ５′ＧＣＡＴＣＴＣＣＡＧＧＣＡＡＡＧＣＣ３′ ５′ＧＧＴＣＡＡＣＴＣＡＴＴＣＣＣＣＡＴＣＡＴ３′ ５′ＧＣＡＴＣＴＣＣＡＧＧＣＡＡＡＧＣＣ３′

ＣＤ８０ ５′ＴＡＴＧＧＣＣＣＧＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＣＣ３′ ５′ＣＴＣＧＴＡＴＧＴＧＣＣＣＴＣＧＴＣＡＧ３′ ５′ＣＧＣＡＧＡＧＣＣＡＧＧＡＴＣＡＣＡＡＴＧＧＡＧＡ３′

ＣＤ８６ ５′ＴＴＣＣＡＴＣＡＧＣＴＴＧＴＣＴＧＴＴＴＣＡ３′ ５′ＣＧＣＧＴＣＴＴＧＴＣＡＧＴＴＴＣＣＡＧ３′ ５′ＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＴＡＣＧＡＧＣＡＡＴＡＴＧＡＣＣＡＴＣ３′

βａｃｔｉｎ ５′ＡＣＣＧＡＧＣＧＣＧＧＣＴＡＣＡＧ３′ ５′ＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′５′ＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＧＧＣＣＧＡＧＣ３′

表３　　Ｔａｑｍａｎ探针法反应体系

试剂种类 用量（μＬ）

ｒｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２．５×） ８

正向引物（５ｐｍｏｌ／μＬ） １

反向引物（５ｐｍｏｌ／μＬ） １

探针（５ｐｍｏｌ／μＬ） １

探针增强液（×２０） １

模板 ２

ｄｄＨ２Ｏ ６

１．３．６　ＰＣＲ　将逆转录的ｃＤＮＡ、质粒标准品、阴性对照及空

白对照利用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ扩增仪进行扩增，反应体系见

表３。反应条件为：９４℃预变性１ｍｉｎ，９４℃２０ｓ，６０℃３０ｓ，

６８℃１ｍｉｎ，４０个循环。根据空白对照调整基线，扩增仪自带

软件根据标准品浓度形成的扩增曲线计算出每个标本的基因

表达量。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以狓±狊

形式表示，两组样本比较采用独立样本资料的狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

结果显示，与ＮＣ组相比，ＣＤ２８ｍＲＮＡ表达在ＣＨＢ组下

降显著（狋＝－２．１１，犘＜０．０５）；ＣＴＬＡ４ｍＲＮＡ在疾病各组表
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表４　　各组外周血单个核细胞ＣＤ２８／Ｂ７家族刺激分子ｍＲＮＡ表达（狓±狊）

组别 狀 ＣＤ２８ ＣＴＬＡ４ ＣＤ８０ ＣＤ８６ ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４ ＣＤ８０／ＣＤ８６

ＣＨＢ组 ２４ ３．０２±０．３０ ２．７７±０．３２ ２．６９±０．３０ ２．７３±０．２９ １．１６±０．１３ ０．９３±０．０９

ＬＣ组 ２４ ３．５３±０．３１ ２．９４±０．３１ ２．９０±０．２９ ２．９４±０．２９ １．２５±０．１１ ０．９４±０．０５

ＨＣＣ组 ２８ ３．６９±０．３１ ２．９５±０．２３ ２．８６±０．２４ ２．７７±０．２３ １．５４±０．２３ １．０４±０．０３

ＮＣ组 ３０ ３．７６±０．０７ ３．６４±０．１３ ２．５６±０．３３ ３．８６±０．０９ １．０５±０．０２ ０．６７±０．０９

　　Ａ：ＣＤ２８；Ｂ：ＣＴＬＡ４；Ｃ：ＣＤ８０；Ｄ：ＣＤ８６。

图１　　各组外周血单个核细胞ＣＤ２８／Ｂ７家族共刺激分子ｍＲＮＡ的表达（Ｌｏｇｃｏｐｙ／ｍＬ）

达均有不同程度的显著下降：ＣＨＢ组（狋＝－２．５２，犘＜０．０５），

ＬＣ组（狋＝－２．１１，犘＜０．０５），ＨＣＣ组（狋＝－２．５６，犘＜０．０５）；

ＣＤ８６ｍＲＮＡ在疾病各组表达也有不同程度的显著下降：ＣＨＢ

组（狋＝－３．６８，犘＜０．０１），ＬＣ组（狋＝－２．９９，犘＜０．０１），ＨＣＣ

组（狋＝－４．４２，犘＜０．０１）；ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４ｍＲＮＡ表达在 ＨＣＣ

组升高显著（狋＝２．１２，犘＜０．０５）；ＣＤ８０／ＣＤ８６ｍＲＮＡ表达随

着 ＨＢＶ的慢性化进程出现不同程度升高：ＣＨＢ组（狋＝２．１０，

犘＜０．０５），ＬＣ组（狋＝２．５９，犘＜０．０５），ＨＣＣ组（狋＝３．７４，犘＜

０．０１）；ＣＤ８０ｍＲＮＡ表达在疾病各组差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表４、图１。

３　讨　　论

乙型肝炎是一种复杂的疾病，其发病机制至今尚未完全阐

明，目前认为宿主免疫系统功能紊乱是其病理损伤及发病的主

要机制或主要原因［７８］，在一系列免疫应答中，细胞免疫应答是

决定 ＨＢＶ感染机体后转归的最重要因素
［１］。Ｔ细胞作为细

胞免疫功能的重要组成部分，ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞，主要是辅助型

Ｔ淋巴细胞（Ｔｈ）和ＣＤ８＋Ｔ细胞，主要包括细胞毒性 Ｔ细胞

（Ｔｃ）和抑制性Ｔ细胞（Ｔｓ）组成，Ｔｈ细胞受抗原刺激后分化为

Ｔｈ１和Ｔｈ２两种类型。Ｔｈ１细胞主要分泌白细胞介素（ＩＬ）２、

干扰素（ＩＦＮ）γ、ＩＬ１２等细胞因子，促进细胞介导的免疫应

答。Ｔｈ２细胞主要分泌血清ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ１０等细胞因

子，参与抗体介导的免疫应答［９］。有研究显示Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞

功能失衡可能是 ＨＢＶ感染慢性化的重要原因
［１０］，Ｔｈ１细胞占

优势，倾向于发生急性自限性感染和 ＨＢＶ清除；而Ｔｈ２细胞

占优势，则倾向于发生持续的慢性 ＨＢＶ感染
［１１］。

Ｔ细胞的激活需要两个不可或缺的刺激信号：即由 Ｔ细

胞受体与抗原提呈细胞提呈的 ＭＨＣ抗原多肽复合物相结合

所产生的第一信号（识别信号），和由 ＡＰＣ表面协同刺激分子

与Ｔ细胞表面对应受体分子相结合所产生的第二信号（协同

刺激信号／激活信号）［１２］。Ｔ细胞只有同时识别这两个刺激信

号，才能活化、增殖并发挥免疫效应；相反，若缺乏识别信号，则

为无效刺激；若缺乏激活信号，则Ｔ细胞不能充分活化，甚至

可诱导免疫无反应性或细胞凋亡。共刺激分子中最重要的是

ＣＤ２８、ＣＴＬＡ４、ＣＤ８０、ＣＤ８６。

实验结果显示，与 ＮＣ组相比，ＣＤ２８分子表达下降，尤其

是ＣＨＢ下降显著，这与蔡洁等
［１３］运用流式细胞术检测ＣＤ２８

分子在ＣＨＢ上的表达下降相一致，分析结果可能是Ｔ细胞不

能有效活化，导致特异性杀伤带有致敏原抗原靶细胞的作用减

弱，不足以清除病毒，病毒能逃避免疫识别而持续存在导致肝

脏的慢性病变。乙型肝炎患者不同阶段ＣＤ８０的表达，与 ＮＣ

组比较有所升高，但差异无统计学意义，这与刘翠雪等［１４］研究

ＣＨＢＣＤ８０蛋白质表达结果基本相似，同时ＣＤ８６的表达出现

不同程度的明显下降，这与文献报道有所不同，分析原因可能

是文献中运用流式细胞术检测淋巴细胞表面ＣＤ８６蛋白质的

表达显著升高，推测ＣＤ８６分子在转录水平与蛋白质水平的表

达不同或除淋巴细胞以外的其他单个核细胞ＣＤ８０呈高表达。

疾病各组ＣＤ８０与ＣＤ８６比值随着 ＨＢＶ慢性化进程出现不同

程度的升高，分析原因可能是由于ＣＤ８０是ＣＴＬＡ４的主要配

体，ＣＤ８６是 ＣＤ２８的主要配体
［１５］，当 ＣＤ８０的表达水平较

ＣＤ８６高时，ＣＤ８０ＣＴＬＡ４的作用则较ＣＤ８６ＣＤ２８的作用占

优势，ＣＴＬＡ４分子表达量在乙型肝炎患者体内均明显低于对

照组，且与病情有一定的相关性，结果提示乙型肝炎患者的Ｔ

细胞中存在 ＣＴＬＡ４分子的表达缺陷，因 ＣＴＬＡ４有抑制

Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡向Ｔｈ２方向偏移的作用
［１６］，ＣＴＬＡ４分子的表

达缺陷则可导致乙型肝炎患者体内Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡向Ｔｈ２方

向偏移而呈现Ｔｈ２优势状态，并通过Ｔｈ２细胞因子的过量分

泌引起体液免疫异常和肝细胞的病理损害，易发生持续化的慢

性病变。

综上所述，从ＣＨＢ进展至ＬＣ、ＨＣＣ不同时期患者外周血

单个核细胞ＣＤ２８／Ｂ７家族共刺激分子 ｍＲＮＡ表达均有异常

表达，结果提示其与免疫功能紊乱和慢性化病变发生、发展密

切相关，如能跟踪调查 ＨＢＶ感染者从急性感染至慢性化发展

的整个动态进程，并将Ｔ细胞和单核细胞分离后研究共刺激

分子ｍＲＮＡ的表达，对进一步阐明乙型肝炎的发病机制、疾病

的诊断、治疗及预后具有一定意义。
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