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的变化及疗效预测
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［摘　要］　目的　研究聚乙二醇干扰素α２ａ（ＰｅｇＩＮＦα２ａ）治疗乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）阳性慢性乙型肝炎

（ＣＨＢ）患者，其外周血ＮＫＴ细胞表达率和疗效预测相关性。方法　 选取２０１０年１—１２月在中南大学湘雅三医

院住院和门诊接受治疗的ＨＢｅＡｇ阳性ＣＨＢ患者６３例，予ＰｅｇＩＮＦα２ａ１８ＭＩＵ肌内注射，１次／周，共４８周。检

测各时段外周血ＮＫＴ数量占外周血Ｔ淋巴细胞的百分比、血清乙型肝炎５项定量及乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ

载量。结果　ＰｅｇＩＮＦα２ａ治疗ＨＢｅＡｇ阳性ＣＨＢ患者４８周后，显效（完全病毒学应答）２６例，有效（部分病毒学

应答）２１例，无效（无病毒学应答）１６例。外周血ＮＫＴ细胞占Ｔ淋巴细胞百分比：显效组治疗前及治疗后４、８、１２、

１６、２４周，较有效组和无效组均明显升高（均犘＜０．０１）；在治疗４８周和停药２４周，显效组较有效组ＮＫＴ表达水平

明显升高（分别狋＝３２．０，犘＜０．０１；狋＝２７．６，犘＜０．０１）。显效组治疗后前４周，ＮＫＴ表达水平上升速度最快，１２周

时达最高峰，其后逐渐下降，到２４周比治疗前水平稍高，一直维持到４８周；有效组１２周时ＮＫＴ表达水平达最高

峰，较治疗前显著增高（狋＝１２．８３，犘＜０．０５）。显效组患者肝功能基本在１２周左右完全恢复正常，且持续维持在正

常水平，其ＨＢＶＤＮＡ载量亦逐步下降；而有效组和无效组患者的肝功能波动在（１～２）×ＵＬＮ。监测至停药２４周

后，共有２７例患者出现ＨＢｅＡｇ血清学转换。结论　ＰｅｇＩＮＦα２ａ治疗ＨＢｅＡｇ阳性ＣＨＢ患者，其外周血中ＮＫＴ

的表达对疗效有一定预测作用。
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　　慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）是由乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）引发的免疫清除导致肝细胞损害的慢性、传

染性疾病。免疫清除不彻底，是ＣＨＢ治疗的困难

所在［１］。治疗ＣＨＢ的关键是免疫调控和直接抗病

毒联合治疗。聚乙二醇干扰素（ｐｅｇｙｌａｔｅｄｉｎｔｅｒｆｅｒ

ｏｎ，ＰｅｇＩＮＦ）是目前国际上公认的疗效肯定的治疗

ＣＨＢ的一线抗病毒药物，既具有直接抗病毒作用，

还可通过调节免疫细胞使免疫系统活化，清除病

毒［２］。但目前，仍无很好的早期疗效预测方法，不能

尽早确定后继治疗方案。ＮＫＴ细胞是近几年新发

现的第４种淋巴细胞，肝脏内存在大量具有高效率

调控机体免疫反应的ＮＫＴ细胞，其在ＨＢＶ感染中

的抗病毒作用已得到肯定［３］。我们前期研究发现，

免疫活跃期患者外周血ＮＫＴ表达水平明显高于免

疫耐受期患者。因此，进一步观察ＰｅｇＩＮＦ治疗后

是否可通过调节机体免疫细胞而激活体内 ＮＫ／

ＮＫＴ细胞的表达，提高机体抗病毒作用。研究

ＰｅｇＩＮＦ在治疗ＣＨＢ过程中，患者体内ＮＫＴ细胞

的表达情况，了解其免疫活性和抗病毒治疗疗效的

相关性，进一步探讨ＮＫＴ细胞与ＣＨＢ免疫耐受间

的相关性，分析ＮＫＴ的变化对干扰素抗病毒治疗

的疗效预测。

１　对象与方法

１．１　研究对象　选取２０１０年１—１２月在中南大学

湘雅三医院住院和门诊接受治疗的乙型肝炎ｅ抗原

（ＨＢｅＡｇ）阳性ＣＨＢ患者６３例，其中男性４１例，女

性２２例；年龄１８～５５岁，平均３９岁；病程（８．１２±

３．６８）年。自愿选择接受ＰｅｇＩＮＦ抗病毒治疗，且

符合下列条件者：（１）ＨＢｅＡｇ（＋），２×１０４ＩＵ／ｍＬ

≤ＨＢＶＤＮＡ＜２×１０
７ＩＵ／ｍＬ；（２）２×正常上限

（ＵＬＮ）≤ＡＬＴ＜１０×ＵＬＮ，血清总胆红素＜２×

ＵＬＮ，凝血酶原活动度基本正常；（３）治疗前半年未

用过抗病毒药物及免疫调节剂，排除其他病毒性肝

炎及全身系统疾病；（４）无干扰素治疗的绝对和相对

禁忌证；（５）治疗过程中出现中性粒细胞计数＜０．５

×１０９／Ｌ和（或）血小板计数＜３０×１０９／Ｌ，总胆红素

＞５１ｍｍｏｌ／Ｌ（特别是以间接胆红素为主者），将停

药对症处理；（６）定期来本院复查，治疗有效者，坚持

治疗到４８周，且停药后随访２４周。用药２４周无效

者，停药或改用核苷类药治疗，此部分患者不在监测

范围内。所有患者诊断均符合２０１０版《病毒性肝炎

防治指南》中诊断标准。研究符合《赫尔辛基宣言》，

经医院伦理委员会及患者同意。

１．２　药物与试剂　ＰｅｇＩＮＦα２ａ（派罗欣），由上海罗

氏制药有限公司提供，治疗剂量为１８ＭＩＵ，１次／周，

皮下注射，共４８周，研究期间不用降酶药。ＰＥＣｙ５

ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３与ＦＩＴＣａｎｔｉｈｕｍａｎＮＫＧ２Ｄ，均为美

国ＢＤ公司产品，于深圳达科为生物技术有限公司

分装。

１．３　观察项目　于治疗前和治疗第４、８、１２、１６、

２４、４８周，各检测１次外周血ＮＫＴ数量占外周血Ｔ

淋巴细胞百分比。于治疗第４、１２、１６、２４、４８周，各

检测１次血清乙型肝炎５项定量及ＨＢＶＤＮＡ载

量。按２０１０年乙型肝炎防治指南，监测患者血常

规、肝功能、血糖、甲亢全套、尿常规，定期评估患者

精神状态。

１．４　检测方法　采用免疫荧光实时定量聚合酶链

反应（ＰＣＲ）法检测 ＨＢＶＤＮＡ，检测下限为５００
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ＩＵ／ｍＬ。ＮＫＴ细胞检测：１００μＬＥＤＴＡ抗凝静脉

全血，加入２０μＬＦＩＴＣａｎｔｉｈｕｍａｎＮＫＧ２Ｄ和１０

μＬＰＥＣｙ５ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３，振荡混匀，室温避光静

置３０ｍｉｎ；加入２ｍＬ红细胞裂解液，振荡混匀，静

置，弃上清液；用ＰＢＳ液洗涤，１％多聚甲醛固定液

２２０μＬ振荡混匀后，避光送流式细胞仪检测。

１．５　疗效判定标准　完全病毒学应答（显效）：

ＨＢＶＤＮＡ阴转，外周血ＨＢＶＤＮＡ＜５００ＩＵ／ｍＬ，

伴ＨＢｅＡｇ阴转或血清转换，ＡＬＴ正常；部分病毒

学应答（有效）：ＨＢＶＤＮＡ抑制，血清ＨＢＶＤＮＡ

较基线下降＞２ｌｇＩＵ／ｍＬ，有或无ＨＢｅＡｇ血清转

换，ＡＬＴ可正常；无病毒学应答（无效）：血清ＨＢＶ

ＤＮＡ较基线下降＜２ｌｇＩＵ／ｍＬ，无 ＨＢｅＡｇ血清

转换。

１．６　统计方法　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行

统计学分析。流式细胞计数结果以均数±标准差

（狓±狊）表示。０—２４周各时间点显效、有效、无效３

组间ＮＫＴ的均数比较，采用方差分析ＳＮＫｑ检

验；４８周和停药后２４周两组间ＮＫＴ的均数比较，

采用狋检验。

２　结果

２．１　ＰｅｇＩＮＦα２ａ治疗效果　ＰｅｇＩＮＦα２ａ治疗

６３例ＨＢｅＡｇ阳性ＣＨＢ患者４８周后，显效２６例，

有效２１例，无效１６例。

２．２　ＰｅｇＩＮＦα２ａ治疗对ＮＫＴ细胞的影响　通过

流式细胞仪检测患者外周血ＮＫＴ细胞占外周血Ｔ

淋巴细胞百分比，见表１。显效组治疗前及治疗后

４、８、１２、１６、２４周ＮＫＴ表达水平较有效组和无效组

均明显升高，差异均有统计学意义（均犘＜０．０１）；在

用药４８周和停药２４周，显效组较有效组ＮＫＴ表

达水平明显升高（分别为狋＝３２．０，犘＜０．０１；狋＝

２７．６，犘＜０．０１）。显效组治疗后前４周，ＮＫＴ表达

水平上升速度最快，１２周时达最高峰，其后逐渐下

降，至２４周比治疗前水平稍高，一直维持到４８周；

有效组１２周时ＮＫＴ表达水平达最高峰，较治疗前

显著增高（狋＝１２．８３，犘＜０．０５）。

２．３　ＰｅｇＩＮＦα２ａ治疗对患者肝功能和 ＨＢＶ

ＤＮＡ的影响　观察所有患者各时间点监测的肝功

能数据，发现显效组患者肝功能基本在１２周左右完

全恢复正常，且持续维持在正常水平，其ＨＢＶＤＮＡ

载量亦逐步下降，至２４周时，显效组中有２２例患者

出现ＨＢｅＡｇ血清学转换；而有效和无效组患者的

肝功能波动在（１～２）×ＵＬＮ，至４８周时，有效组中

有３例出现 ＨＢｅＡｇ血清学转换。监测至停药２４

周后，共有２７例出现ＨＢｅＡｇ血清学转换。见表２。

表１　显效、有效、无效３组患者外周血单核细胞中ＮＫＴ细胞的表达率比较（％）

犜犪犫犾犲１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄＮＫＴｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（％）

　　　　　Ｔｉｍｅ
Ｃｏｍｐｌｅｔｅｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｇｒｏｕｐ（狀＝２６）
Ｐａｒｔｉａｌｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｇｒｏｕｐ（狀＝２１）
Ｎｏｎｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｇｒｏｕｐ（狀＝１６）
犉／狋 犘

Ｗｅｅｋ０ ２６．２６±２．９０ ２０．２２±１．７３ １３．１７±０．９４ １３３．１３ ＜０．０１

Ｗｅｅｋ４ ３９．１９±３．２８ ２５．２２±２．８８ １５．７１±１．０２ ２６４．５５ ＜０．０１

Ｗｅｅｋ８ ４２．４５±３．１１ ２６．５８±３．１２ １６．１８±１．７２ ４０９．１５ ＜０．０１

Ｗｅｅｋ１２ ４３．１１±５．７５ ２７．１６±０．９４ １６．９３±２．０１ ４３６．２４ ＜０．０１

Ｗｅｅｋ１６ ３５．１５±５．３６ ２５．３５±１．２５ １４．６９±２．０５ ２９５．８７ ＜０．０１

Ｗｅｅｋ２４ ２９．９８±８．７８ ２１．０２±３．２１ １３．１２±１．３２ １１１．８０ ＜０．０１

Ｗｅｅｋ４８ ３０．１２±４．４３ ２２．５３±４．１５ － ３２．００ ＜０．０１

２４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ２７．０８±１．２５ ２１．３６±２．３１ － ２７．６０ ＜０．０１

表２　所有患者的肝功能、外周血ＨＢＶＤＮＡ载量及各时间点出现ＨＢｅＡｇ转换情况

犜犪犫犾犲２　Ａｌｌｐａｔｉｅｎｔｓ’ｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＨＢＶＤＮＡｌｏａｄａｎｄＨＢｅＡｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｓｔａｇｅ

　　　　　Ｔｉｍｅ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＨＢＶＤＮＡ（ＩＵ／ｍＬ） ＨＢｅＡｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ（狀＝６３）

Ｗｅｅｋ０ １４６±４２ （８．５８±２．４２）×１０６ ０

Ｗｅｅｋ４ ５８±２３ （５．９３±２．５４）×１０５ １８

Ｗｅｅｋ８ ４３±２８ （６．２２±２．７５）×１０４ ２２

Ｗｅｅｋ１２ ３５±１２ （１．５３±０．５６）×１０４ ２３

Ｗｅｅｋ１６ ４４±８ （２．６１±０．８９）×１０３ ２３

Ｗｅｅｋ２４ ３４±１２ （２．５１±１．３２）×１０３ ２３

Ｗｅｅｋ４８ ３１±１５ （１．８４±１．０３）×１０３ ２５

２４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ２８±１７ （２．５７±２．６４）×１０３ ２７
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３　讨论

ＮＫＴ细胞在外周血或脾脏中约占Ｔ细胞的

５％左右，在骨髓和肝脏中可占５０％以上
［４］。ＮＫＴ

细胞通过识别ＣＤ１ｄ抗原复合物而活化，发挥固有

免疫作用，进而引起适应性免疫应答［５］。ＮＫＴ细胞

分泌的细胞因子，如ＩＦＮγ及由此活化的ＮＫ细

胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞，对病毒的复制起到了抑制作用。

当ＨＢＶ感染时，肝脏内存在的大量ＮＫＴ细胞接受

ＣＤ１＋细胞提呈的脂类抗原而活化
［６］。这些脂类抗

原来源于ＨＢＶ及亚病毒颗粒中的糖脂和磷脂。在

病毒诱导产生的细胞因子作用下，ＮＫＴ细胞间接地

被活化［７］。ＮＫＴ细胞发挥抗 ＨＢＶ的作用通过两

个方面来进行：一方面，通过其分泌的细胞因子；另

一方面，通过活化其他淋巴细胞［８］。干扰素，一方面

通过以病毒标记物（抗原）表达，使其更容易被机体

免疫系统所识别；另一方面，还可以直接促进自然杀

伤细胞（ＮＫｓ）、巨噬细胞和Ｔ细胞的活力，增强其

杀伤功能［９－１０］。ＮＫＴ细胞分泌的ＩＦＮγ可协同增

强抗病毒作用。本研究发现，６３例符合干扰素抗病

毒治疗的ＣＨＢ患者，ＮＫＴ表达水平有明显差别，

出现完全病毒学应答者（显效组）ＮＫＴ表达水平明

显高于无病毒学应答者（无效组）（犘＜０．０１），也高

于部分病毒学应答者（有效组）。而且在抗病毒治疗

过程中，ＮＫＴ表达水平逐步增加。在前４周上升速

度非常快，至１２周时达高峰，其后逐渐下降，至２４

周时稍高于治疗前水平，至４８周时一直维持在此水

平，停药随访２４周时仍高于治疗前水平，但差异无

统计学意义。出现部分病毒学应答的患者外周血

ＮＫＴ表达水平在治疗前及治疗后均明显高于治疗

无效者（犘＜０．０５），其治疗２４周时肝功能基本都正

常。随访至停药２４周，共２７例患者出现 ＨＢｅＡｇ

向ＨＢｅＡｂ血清转换，且维持持续病毒学应答，与

ＮＫＴ高水平表达相一致。

ＮＫＴ细胞分泌的ＩＦＮγ，在整个抗ＨＢＶ感染

过程中发挥最主要的作用。ＮＫ细胞以ＩＦＮγ依赖

的方式被ＮＫＴ细胞激活，完成抗病毒的重任。激

活ＮＫ／ＮＫＴ细胞可能是打破免疫耐受、清除ＨＢＶ

的重要方法之一［１１］。在研究中，我们发现检测

ＮＫＴ表达水平可预测干扰素抗病毒治疗效果，以及

预测出现病毒学应答或血清学转换的概率。用药至

２４周时，ＮＫＴ表达水平达最高，其后逐渐下降，至

４８周及停药后２４周仍保持较高水平。因此，我们

可以进一步对更多病例进行观察和加用ＮＫＴ激活

剂，研究是否可明显增加抗病毒疗效，且在保证

ＮＫＴ细胞分泌ＩＦＮγ抗ＨＢＶ的同时，阻断其后续

的炎症过程（如阻断ＣＸＣＬ９和ＣＸＣＬ１０的功能），

这可能成为一种治疗病毒性肝炎的新途径［１２］。另

外，ＤＣ分泌的白细胞介素（ＩＬ）１２可以活化ＮＫＴ

细胞，进而选择性地激活Ｔ辅助细胞的Ⅰ型免疫应

答。因此，ＮＫＴ系统可以作为抗感染疫苗的有效目

标。通过疫苗对ＮＫＴ细胞的活化作用来激活病原

体特异的免疫应答，也可能成为一个新的抗病毒方

案。
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