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·临床论著· 

干扰素治疗对慢性乙型肝炎患者外周血 

单个核细胞端粒酶活性表达的影响 

王海燕  朱传武  李明  钱峰  罗湘蓉  朱伟  张雪华  胥萍  吴建鸿 

【摘要】  目的  探讨干扰素抗病毒治疗对慢性乙型肝炎（CHB）患者外周血单个核细胞（PBMCs）端

粒酶逆转录酶活性表达的影响。方法  用淋巴细胞分离液分离 37 例干扰素治疗 CHB 患者（干扰素治疗组），

36 例 CHB 对照患者（患者对照组）和 10 例健康人（健康对照组）的 PBMCs，用 Real-time RT-PCR 方法

定量检测各组 PBMCs表达的 hTERT mRNA及其相应 β-actin mRNA，计算出标化的 hTERT mRNA（NhTERT 

mRNA）。结果  干扰素治疗 12 个月时，治疗组 PBMCs 表达 NhTERT mRNA 的水平与正常对照组之间无

统计学差异，但两组均显著高于患者对照组（P＜0.001；P＝0.001）。hTERT mRNA 的水平与研究对象的

年龄、患者基线 ALT 水平、HBV DNA 载量及病毒基因型等均未见显著相关性关系（均为 P＞0.05），但

治疗 12 个月时，其水平与同期检测的 CD3
＋ T 淋巴细胞计数、CD4

＋
/CD8

＋
比值均呈显著正相关关系（P＜

0.05）。并且发现，在干扰素治疗组中 NhTERT mRNA 的表达随治疗时间的延长而显著增加，在治疗 12 个

月时获得完全应答的患者组 NhTERT mRNA 水平显著高于无应答组（P＜0.05）。结论  CHB 患者 PBMCs

端粒酶活性表达低下，干扰素抗病毒治疗可以上调患者淋巴细胞端粒酶活性，这可能是干扰素促进患者免

疫功能恢复的一种机制。 

【关键词】  肝炎，乙型，慢性；  干扰素 α；  外周血单个核细胞；  人端粒酶逆转录酶 
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【Abstract】  Objective To investigate the impact of interferon alpha (IFNα) antiviral therapy on the 

expression of telomerase activity in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) in patients with chronic hepatitis 

B (CHB). Methods  PBMCs were obtained from 37 CHB patients treated with IFNα (IFNα treated group), 36 

CHB control patients (CHB control group) and 10 healthy individuals (healthy control group). The quantitation of 

hTERT mRNA and β-actin mRNA in PBMCs was respectively detected by real-time RT-PCR, and the normalized 

hTERT mRNA (NhTERT mRNA) was calculated for each sample. Results  NhTERT mRNA level at 12 months 

of IFNα treatment was similar to that in healthy control group, but all were significantly higher than that in CHB 

control group (P＜0.001 and P＝0.001, respectively). The expression of NhTERT mRNA was not significantly 

correlated with subject's age, patient's baseline alanine aminotransferase, HBV DNA load and HBV genotypes, 

respectively (all P＞0.05), but the level at 12 months of IFNα treatment was significantly correlated with the count 

of CD3
＋ T lymphocytes (P＝0.001) and the ratio of CD4

＋
/CD8

＋
 lymphocytes (P＝0.009) detected during the 

same period in IFNα treated group. In addition, the mean level was found to be significantly increased with 

treatment time, and the mean level at 12 months of IFNα treatment in complete response subgroup was remarkably 

higher than that in non-complete response subgroup (P＜0.05) in IFNα treated group. Conclusion  A decreased 

telomerase activity is expressed in PBMCs of CHB patients, and IFNα therapy can up-regulate its expression, 

which may be a kind of mechanism for IFNα to improve patient's immune function.  
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端粒（Telomere）是真核细胞染色体末端的重复

序列，随细胞分裂而不断缩短，与细胞的分裂能力和

细胞衰老密切相关[1]。端粒酶（Telomerase）是一种

RNA 依赖性 DNA 聚合酶，其功能是维持端粒长度，

使细胞获得持久的分裂能力。端粒酶包含两个亚单位，

即：功能性 RNA 成分（human telomerase RNA，hTR）

和人端粒酶逆转录酶（ human telomerase reverse 

transcriptase，hTERT），hTR 是端粒酶合成端粒的模

板，在端粒酶阴性的细胞中也可表达，其水平与端粒

酶活性无关，而 hTERT 是端粒酶的催化亚单位，其表

达与端粒酶活性一致[2]，因此，检测 hTERT mRNA 的

水平可以反映端粒酶的活性。生殖细胞和肿瘤细胞通

常具有较高水平的端粒酶活性，而正常体细胞大多数

无端粒酶活性表达[3-4]，说明端粒酶活性与细胞的分化

和发育有密切关系。但在正常体细胞中，淋巴细胞是

少数可以产生较高水平端粒酶活性的细胞[5]，这对维持

端粒长度，使淋巴细胞保持较高的分化能力具有重要

作用，并可能影响到宿主的免疫功能。如果淋巴细胞

端粒酶活性低下，端粒长度则随着细胞分裂而不断缩

短，导致淋巴细胞衰老，引起免疫功能低下，这在人

类免疫缺陷病毒（HIV）和慢性乙型肝炎病毒（HBV）

感染的研究中已经达到证实[6-7]。干扰素是免疫促进

剂，可以上调机体的免疫功能，为探讨干扰素抗病毒

治疗与慢性乙型肝炎（CHB）患者外周血单个核细胞

（PBMCs）端粒酶活性表达的关系，我们探讨了接受干

扰素治疗的患者、未接受治疗的患者以及健康人

PBMCs 端粒酶活性的表达，以对此进行初步的探讨。 

对象与方法 

一、对象  

研究患者来自于苏州市第五人民医院 2009～2010

年住院的 CHB 患者，诊断符合 2005 年中国 CHB 防治

指南的临床诊断标准[8]。研究分为 3 组，即：CHB 干

扰素治疗组（干扰素治疗组），CHB 对照组（患者对

照组）和健康对照组。干扰素治疗组 37 例，其中 HBeAg

阳性 CHB 31 例，HBeAg 阴性 CHB 6 例；患者对照组

36 例，其中 HBeAg 阳性 CHB 25 例，HBeAg 阴性 CHB 

11 例；健康对照组 10 例，来自本院肝病科的健康志愿

医护人员。干扰素治疗组在治疗前 6 个月内和治疗期

间未接受其他免疫调节剂（包括免疫促进剂或免疫抑

制剂）治疗，治疗期间也未联合核苷（酸）类似物治

疗；患者对照组在标本采集前 6 个月内也未接受任何

免疫调节剂或者核苷（酸）类似物治疗。所有患者均

排除了甲型肝炎、丙型肝炎、丁型肝炎和戊型肝炎等

病毒重叠感染，并排除了自身免疫性肝病、药物性肝

病、非酒精性脂肪肝和酒精性肝病等肝脏疾病。研究

经医院伦理委员会批准，标本采集时获得所有参与对

象的知情同意。 

二、实验方法 

1. 实验室检测与干扰素治疗：所有患者入院时均

接受了肝功能、肾功能、甲状腺功能、血糖、血细胞、

尿液等常规检测，以及 HBV 血清学标志物、HBV DNA

载量和 HBV 基因型等检测；干扰素治疗组所有患者在

疗程开始和治疗 12 个月时均检测了 T 淋巴细胞亚群。

干扰素治疗的方案为：常规干扰素-α2b（IFN-α2b）5 MU

肌肉注射，每日一次，连续 2 周后改为 5 MU 隔日一

次，疗程 1 年。在治疗期间，每月检测肝功能和血细

胞分析一次，每 3个月复测HBV血清学标志物和HBV 

DNA 载量。 

2. 标本采集和 PBMCs 分离：分别采集 5 ml 研究

对象的抗凝外周静脉血，其中干扰素治疗组的血样采

集于干扰素治疗期间的第 6、9 和 12 个月；患者对照

组的血样采集于患者入院后次日。用淋巴细胞分离液

分离 PBMCs，以 0.01 mol/L PBS 洗涤细胞，离心后收

集细胞储存于－80  ℃冰箱中。 

3. 主要试剂：乙型肝炎病毒血清学检测试剂为

Abbott 公司产品；HBV DNA Taqman 荧光定量 PCR 试

剂为上海申友生物技术有限责任公司产品（最低检测

限为 5.0×10
－2 拷贝/ml）； Real-time PCR-荧光探针

HBV 基因分型试剂为上海之江生物科技有限公司产

品；CD3、CD4 和 CD8 荧光标记单克隆抗体为美国

BD 公司产品。BIOZOL 总 RNA 抽提试剂和 hTERT 

mRNA 荧光定量 RT-PCR 试剂为杭州博日科技有限公

司产品；内对照 β-actin mRNA 荧光定量 RT-PCR 试剂

为上海吉玛制药技术有限公司产品。 

4. 总 RNA 提取：按 BIOZOL 试剂说明书操作，

即通过沉淀细胞，裂解细胞，分离、沉淀、洗涤和溶

解 RNA，并测定 RNA 的完整性，最后将抽提好的 RNA

样品储存于－80 ℃冰箱中待检。  

5.  hTERT mRNA 和 β-actin mRNA 检测：用

Real-Time PCR 定量检测，操作按产品说明书进行，40

个循环反应结束后从 PCR检测系统中自动获得定量检

测数据。根据说明书，hTERT mRNA 的单位为拷贝/ml，

β-actin mRNA 的单位为拷贝/μl。对 hTERT mRNA 和
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β-actin mRNA 的定量值取常用对数，将每一份样本的

hTERT mRNA 定量检测结果分别进行标准化处理，获

得标化的 hTERT mRNA（normalized hTERT mRNA，

NhTERT mRNA），计算公式为 NhTERT mRNA＝

（hTERT mRNA 拷贝/β-actin mRNA 拷贝）×10
－3。 

三、统计学分析 

采用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析，相关性分析

用 Spearman 等级相关分析法，组间均数的比较用独立

样本 t 检验，计数资料的比较用卡方检验，单因素方差

分析用 One-Way ANOVA 检验，以双侧 P＜0.05 作为

检验具有统计学差异标准。 

结    果 

1. 干扰素抗病毒治疗状况：干扰素治疗组患者均

完成了至少 12 个月疗程的抗病毒治疗，治疗开始阶段

均出现程度不等的类流感样症状，治疗期间患者发生

程度不等的白细胞和血小板下降，少数患者出现 ALT

升高达正常值上限 10 倍以上，经过适当护肝治疗及干

扰素减量处理，未导致发生干扰素治疗中断的情况。

37 例接受干扰素治疗的患者在治疗 12 个月时，获得的

生化学、HBV 血清学和病毒学应答情况是：ALT 恢复

正常（＜40 IU/ml）者为 28 例，未恢复正常者 9 例；

31 例 HBeAg 阳性患者中有 19 例出现 HBeAg 转阴，

其中 15 例发生血清学转换（HBeAg 消失，抗 HBeAg

转阳）；HBV DNA＜3 log10拷贝/ml患者24例，≥3 log10

拷贝/ml 患者 13 例。 

2.  NhTERT mRNA 与年龄、基线 ALT 水平、HBV 

DNA 载量、T 淋巴细胞亚群和 HBV 基因型的关系：

三组研究对象的基线临床特征见表 1。Spearman 等级

相关分析表明，NhTERT mRNA 与所有研究对象年龄

的相关系数为 r＝－0.046，P＝0.679，n＝83；与所有

患者基线 ALT 的相关系数为 r＝－0.019，P＝0.876，

n＝73；与基线HBV DNA载量的相关系数为r＝－0.173，

P＝0.142，n＝73。在所有患者中，不同 HBV 基因型

组别之间 NhTERT mRNA 均值无统计学差异（F＝

0.183，P＝0.142）。干扰素治疗组 NhTERT mRNA 与

治疗 12 个月时 CD3
＋ 

T 淋巴细胞的相关系数为 r＝

0.542，P＝0.001，n＝37；与 CD4
＋

/CD8
＋
比值的相关

系数为 r＝0.424，P＝0.009，n＝37。 

3. 各组 NhTERT mRNA 均值的比较：我们主要对

干扰素治疗组在抗病毒治疗12个月时NhTERT mRNA

的均值与患者对照组和健康对照组进行了比较，经

One-Way ANOVA 检验分析，F＝25.113，P＜0.001，

三组之间存在统计学差异。两两分析表明，干扰素治

疗组 NhTERT mRNA 均值与健康对照组相当，但以上

两组均显著高于患者对照组（表 2）。同时，我们也比

较了干扰素治疗组在治疗 6 个月、9 个月和 12 个月时

NhTERT mRNA表达的动态变化，其均值分别为（0.969

±0.131）×10
－3，（0.981±0.124）×10

－3 和（1.046

±0.088）×10
－ 3，发现随干扰素治疗时间的延长

NhTERT mRNA 的表达水平显著增加（F＝4.680，P＜

0.05，图 1）。 

表2  各组研究对象 PBMCs 表达 NhTERT mRNA水平（ sx  ） 

组别 例数 
NhTERT mRNA 均值 

(×10
-3

) 
t 值 P 值 

健康对照组 10 1.042±0.118   

患者对照组 36 0.857±0.131 3.688 0.001
a
 

干扰素治疗组 37 1.046±0.088 
0.110 

6.723 

0.913
a 

＜0.001
b
 

注：a：与健康对照组比较；b：与患者对照组比较 

 

4. 干扰素疗效与 NhTERT mRNA 水平的关系：在

干扰素治疗组中，对 HBeAg 阳性患者，以获得 ALT

复常、HBV DNA 载量低于 3 log10拷贝/ml 和 HBeAg

发生血清学转换作为完全应答标准；对 HBeAg 阴性患

者，只以获得 ALT 复常和 HBV DNA 载量低于 3 log10

拷贝/ml 作为完全应答标准，而将未达到上述标准者作

为无应答标准，据此将患者再分为完全应答组和无应

答组，以进一步探讨干扰素疗效与患者 PBMCs 表达

NhTERT mRNA 的关系。37 例患者中有 18 例获得完

全应答，19 例为无应答者，其中完全应答组 NhTERT 

mRNA 的均值为（1.013±0.084）×10
-3，而无应答组

为（0.948±0.104）×10
-3，两组间比较存在显著性统

计学差异（t＝2.090，P＜0.05）。 

表 1  三组研究对象的基线临床特征 

组别 例数 
男 

[例,(%)] 

年龄(岁,  

x s ) 

HBeAg 阳性

[例,(%)] 

ALT(IU/L,  

x s ) 

HBV DNA 

(拷贝/ml, x s ) 

HBV 基因型(例) CD3 细胞(×10
9
/L,  

x s ) 

CD4/CD8 比值 

( x s ) B 型 C 型 其他 

干扰素治疗组 37 25(67.6) 27.3±6.5 31(83.8) 148.3±56.5 7.6±0.81 11 23 3 1.14±0.283 1.72±0.478 

患者对照组 36 28(77.8) 28.6±7.0 25(69.4) 132.8±59.6 7.2±0.86 8 25 3 1.28±0.364 1.58±0.537 

健康对照组 10 6(60) 30.6±5.7       

统计值  χ
2
=1.735 F=1.591 χ

2
=2.100 t=1.140 t=1.543 χ

2
=0.633 t=0.982 t=1.097 

P 值  ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 
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讨    论 

淋巴细胞是免疫应答中不可或缺的成分，机体保

持足够的淋巴细胞数量对维持正常的免疫功能是非常

重要的。在免疫应答期间，淋巴细胞的增殖水平是正

常状况的 10
5～10

6 倍。正常的体细胞分裂能力有限，

但是，淋巴细胞是少数可以获得相对持久分裂能力的

细胞，这与细胞端粒的长度有关，端粒决定了细胞的

分裂能力。细胞中端粒的长度在 5～15 kb 之间，随细

胞的分裂而逐渐缩短，当端粒缩短到一定限度，将导

致染色体不稳定，引起细胞衰老。淋巴细胞端粒的逐

渐缩短是“免疫衰老”的象征[9]。端粒酶可以合成端粒

末端的重复序列 TTAGGG，因此，淋巴细胞可通过端

粒酶的作用而抵御端粒长度的缩短，使细胞获得更为

持久的分裂和增殖能力。研究证实，在端粒酶活性高

的情况下，抗原特异性 T 淋巴细胞端粒的长度得以维

持[10]。HIV 感染者 CD4
＋

 T 淋巴细胞 hTERT mRNA

的表达明显下降[11]，因此导致端粒酶活性不足，淋巴

细胞寿命缩短，CD4
＋

 T 淋巴细胞克隆增殖受限。因此，

从淋巴细胞的研究水平上看，端粒酶活性与宿主的免

疫功能存在着一定的关系。在本研究中，发现 CHB 患

者 PBMCs 表达 NhTERT mRNA 与 CD3
＋ 

T 淋巴细胞

和 CD4
＋

/CD8
＋
比值呈显著的正相关关系，而与研究对

象的年龄、患者 ALT 水平、HBV DNA 载量及 HBV

基因型未见显著相关性关系。研究结果表明，CHB 患

者淋巴细胞端粒酶活性与 T 细胞数量及其免疫调节功

能之间存在着密切的关系。 

体外研究发现，用有丝分裂原如植物血凝素

（PHA）、佛波醇乙酯（PMA）、抗 CD3 抗体或细胞

因子 IL-2等刺激外周血 T淋巴细胞可以使细胞的端粒

酶活性显著增加，而用氢化可的松刺激 PBMCs，细胞

端粒酶活性则显著下降[2,12-13]。干扰素是一种重要的免

疫调节剂，可以上调免疫应答，是目前 CHB 重要的抗

病毒药物之一。在本研究中，我们发现 CHB 患者对照

组 NhTERT mRNA 的水平显著低于健康对照组，这与

Satra 等[7]的研究结果是一致的。并且干扰素治疗组

PBMCs 表达 NhTERT mRNA 的水平显著高于患者对

照组，与健康对照组之间未见显著差异。同时发现，

PBMCs 表达的 NhTERT mRNA 随干扰素治疗时间的

延长而显著增加。根据干扰素治疗12个月时的生化学、

HBV 血清学和病毒学应答状态分层分析，发现取得完

全应答的患者，NhTERT mRNA 的水平显著高于无应

答组，说明在获得抗病毒治疗应答的患者中，干扰素

促进了机体免疫功能的恢复，其机制可能与干扰素通

过增加淋巴细胞端粒酶活性的表达而上调了宿主的免

疫功能有关。 

总之，本研究发现 CHB 患者 PBMCs 端粒酶活性

与 T 淋巴细胞数量和免疫调节功能之间存在密切的关

系；患者 PBMCs 表达的端粒酶活性显著低于健康人，

干扰素治疗可以改善，至少部分恢复 CHB 患者淋巴细

胞端粒酶活性表达不足。说明在 CHB 的抗病毒治疗

中，干扰素除通过已知的免疫细胞和免疫分子发挥调

节作用以外，还可以通过上调淋巴细胞端粒酶活性的

表达，使其保持持久的分裂和增殖，以促进患者获得

免疫功能的恢复，这可能是干扰素上调机体免疫功能

的一种尚未被认识的机制。  
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