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·临床论著· 

慢性乙型肝炎患者 CD8+记忆 T 细胞的 
检测分析 

熊清芳  黄平  赵磊  赵红  王华利  冯晓宁  杨永峰 

【摘要】  目的  探讨慢性乙型肝炎患者和急性乙型肝炎恢复期患者CD8+记忆T细胞的产生及

分布特性，分析其临床意义。方法  流式细胞术检测16例急性乙型肝炎恢复期患者、26例慢性乙型

肝炎患者和18名健康人的外周血CD8+记忆T细胞亚群，以初始T细胞、中心记忆T细胞（TCM）、效

应记忆T细胞（TEM）、终末分化效应细胞（TTEM）占总计数CD8+细胞数的百分比表示。结果  与健

康组、急性乙型肝炎恢复期组相比，慢性乙型肝炎组患者CD8+初始T细胞明显增加（P＜0.001）；

TCM、TEM 细胞亚群分布频率显著降低（P＜0.001）。急性乙型肝炎恢复期组与健康组相比，TCM升

高（t＝2.34，P＝0.03）。高病毒载量组慢性乙型肝炎TTEM百分比比中低病毒载量高（t＝2.43，P＝0.02）。
无论肝炎活动期还是静止期，初始T细胞、TCM、TEM、TTEM百分比差异均无统计学意义。结论  慢
性乙型肝炎患者和急性乙型肝炎恢复期患者CD8+记忆T淋巴细胞亚群的比例存在明显差异，可能与

体内抗原长期存在以及刺激的程度相关。从而导致清除病毒的能力下降，慢性化的形成。 
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【Abstract】  Objective  To determine the production and frequencies of CD8+ memory T cells 
from patients with chronic infection of hepatitis B virus (HBV) and subjects recovering from acute 
hepatitis B. Methods  A total of 26 patients with chronic hepatitis B who were hospitalized in the second 
Hospital of Nanjing from November 2011 to April 2014 and 16 subjects recovering from acute hepatitis B 
during same time period were recruited in the study. The CD8+ memory T cell subsets were analyzed by 
CD8, CD27, CCR7 and CD45RA staining and flow cytometry. Results  In comparison to healthy subjects 
and patients recovering from acute hepatitis B, chronic hepatitis B patients showed higher percentages of 
naive CD8+ T lymphocytes, and lower percentages of Central memory T cell(TCM), effector memory T 
cell(TEM). The frequencies of CD8+ Central memory T cell (TCM) subset were increased in patients 
recovering from acute hepatitis B, compared with healthy subjects. The frequencies of terminal effector 
memory was found to be significantly higher in patients with viral load (VL) greater than 107 IU/ml than in 
those VL<107 IU/ml. The ability of CD8+ T cell differentiation showed a negative correlation with disease 
activity as measured by serum alanine aminotransferase(ALT). Conclusion  There are significant 
difference in frequencies of antigen-specific CD8+ TCM and TEM among people with chronic hepatitis B and 
recovering from acute hepatitis B, which may be correlated with antigen load in vivo and antigen specific 
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cellular immune responses. This may result in impairment of the generation of functionally competent 
memory cells, and an inability to achieve control of HBV replication. 

【Key words】  Hepatitis B, chronic;  Immunity;  CD8-positive T-lymphocytes;  Memory T cells 

 

HBV特异性T细胞免疫应答是双刃剑，过强的

免疫应答引起机体病理损害，免疫应答低下又不能

完全清除病毒感染，导致感染慢性化[1]。随着免疫

学的发展，根据不同的细胞表面分子，界定CD8+

记忆T细胞的不同功能亚群，结合趋化因子受体

CCR7以及CD45RA可以将CD8+ T细胞分为初始T细
胞（naive T cell，CD27+CD45RA+CCR7+），中心

记忆 T 细 胞（ central memory T cell ， TCM ， 
CD27+CD45RA-CCR7+），效应记忆T细胞 （effector 
memory T cell，TEM，CD27-CD45RA-CCR7-）和终

末分化效应细胞 （terminal effector memory，TTEM，

CD45RA+CD27-CCR7-）[2-4]。相较于初始T细胞，记

忆T细胞具有较低的活化阈值和较强的效应功能，

因此在防止病原菌的再感染过程中，记忆T细胞反

应迅速，功能强大，发挥重要作用[5]。近年来逐步

发现慢性病毒感染可能改变记忆T细胞的分化状

态，或者阻碍记忆T细胞的分化进程，从而影响记

忆T细胞的效应功能[6-7]。但关于急性、慢性乙型肝

炎病毒感染时外周血CD8+记忆T细胞分化是否有改

变尚不清楚，本文观察急性乙型肝炎恢复期、慢性

乙型肝炎患者外周血CD8+记忆T细胞亚群的频率，

并分析其与疾病进展的关系。 

资料与方法 

一、研究对象 
选取自 2011 年 1 月至 2014 年 4 月南京市第二

医院收治的 16 例急性乙型肝炎恢复期患者、26 例

慢性乙型肝炎患者以及 18 名健康对照。诊断、排

除标准参照 2010 年中华医学会肝病学分会、感染

病学分会联合修订的《慢性乙型肝炎防治指南》[8]。

检测期间，急性乙型肝炎患者均处在急性恢复期，

肝功能正常，表面抗体阳性，慢性乙型肝炎患者均

未接受抗病毒治疗。 
二、主要试剂和仪器 
美国BD FACS Aria型流式细胞仪。荧光标记小

鼠抗人单克隆抗体CD3-APC/cy7，CD8-PerCP；
CD45RA-FITC，CCR7-PE和biotinylated anti-CD27，
红细胞裂解液购自美国BD PHarMingen公司；流式

洗涤液为含5 g/L BSA，l g/L NaN3的PBS。肝功能由

日本Olympus生化分析仪检测。HBV血清标记物

ELISA检测试剂盒购自上海科华科技有限公司。

HBV DNA检测用试剂盒购自Roche公司。 
三、细胞表面分子染色流式细胞仪分析 
肝素抗凝的全血200 μl加2 ml PBS洗涤，

1 000 r/min离心5 min；用吸头小心移弃上清液；加

入10 pentarner，37 ℃避光孵育15 min；流式洗涤液

洗涤2次；通过CD8、CD27、CCR7、CD45RA抗

体共染色，并设置同型对照，混匀；冰上避光孵

育30 min；洗涤1次；加红细胞裂解液，37 ℃孵

育10 min；待细胞悬液变成真性溶液后洗涤2次；

10 g/L多聚甲醛200 μl重悬固定，FACS Aria流式细

胞仪检测。 
四、统计学分析 
采用SPSS 15.0统计软件储存和分析数据。常规

进行方差齐性检验和正态性检验，计量资料数据以

均数±标准差（ sx ± ）表示。多组资料之间的比

较采用单因素方差分析，两组之间比较采用独立样

本t检验，以P＜0.05为差异有统计学意义。 

结    果 

一、人口学及临床资料 
26例慢性乙型肝炎患者，其中男15例，女11例，

平均年龄33.6（19～46）岁；16例急性乙型肝炎病

毒感染恢复期患者，男10例，女6例，平均年龄35.5
（20～55）岁；18例健康对照者，男11例，女7例，

平均年龄28.9（18～40）岁；三组的性别（P＝0.89）、
年龄（F＝1.65，P＝0.16）差异无统计学意义，具

有可比性。 HBV DNA及肝功能情况见表1。  

表 1  各组患者的临床资料比较 

组别 例数 
性别 

(男/女) 
年龄 
(岁) 

ALT(IU/L, 
x s± ) 

HBV DNA 
(×106 IU/ml, x s± ) 

慢性乙型 
肝炎组 26 15/11 33.6 80.46±73.59 2.3±0.0 

急性乙型 
肝炎恢复组 

16 10/6 35.5 30.94±7.57  

健康对照组 18 11/7 28.9 30.11±8.25  

 
二、各组记忆T细胞亚群分布频率的比较 
与健康组、急性乙型肝炎恢复组相比，慢性乙

型肝炎组CD8+初始T细胞明显增加，差异有统计学

意义（P＜0.001）；TCM、TEM细胞亚群分布频率显 
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表 2  各组 CD8+记忆 T 细胞亚群分布频率比较（%， sx ± ） 

组别 例数 初始T细胞 TCM TEM TTEM 

慢性乙型肝炎组 26 60.77±6.83 10.65±2.86 11.58±3.43 23.69±3.59 
急性乙型肝炎恢复期 16 45.38±4.80 26.25±5.13 29.63±3.85 23.13±3.72 

健康对照组 18 46.17±6.81 24.89±3.31 31.72±2.65 21.22±3.15 

F值  40.9 137.3 244.1 2.7 
P值  ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 0.078 

表 4  肝炎免疫状态与 CD8+记忆 T 细胞亚群分布频率比较（%， sx ± ）             

肝炎免疫状态 例数 初始T细胞 TCM TEM TTEM 

肝炎活动期 11 58.63±6.87 11.45±3.44 12.18±3.54 23.00±3.84 
肝炎静止期 15 62.33±6.57 10.06±2.28 11.13±3.39 24.20±3.63 

t值  1.390 1.237 0.763 0.812 
P值  0.177 0.228 0.453 0.425  

著降低，差异有统计学意义（P＜0.001），三组TTEM

百分率差异无统计学意义。急性乙型肝炎恢复组与

健康组相比，TCM百分率升高，差异有统计学意义

（t＝2.34，P＝0.03），健康组、急性乙型肝炎恢复

组初始T细胞、TEM、TTEM百分率差异皆无统计学意

义。见表2。 
三、外周血CD8+记忆T细胞亚群频率与HBV 

DNA病毒载量的关系 
根据国内外文献[9-10]，以HBV DNA≤107 IU/ml

为中低病毒载量组，＞107 IU/ml为高病毒载量组，

高病毒载量组TTEM百分率比中低病毒载量高，差异

有统计学意义（t＝2.43，P＝0.02）。而两组TCM，

TEM百分率差异皆无统计学意义。见表3。 

表 3  HBV DNA 病毒载量高低与 CD8+记忆 T 细胞亚群 
分布频率比较（%， sx ± ） 

组别 例数 
初始T 
细胞 

TCM TEM TTEM 

中低病毒

载量组 
17 61.29±6.59 11.4±2.9 11.17±3.26 22.53±3.41 

高病毒载

量组 
9 59.77±7.55 9.33±2.29 12.33±3.81 25.89±3.33 

t值  0.53 1.79 0.81 2.43 
P值  0.61 0.08 0.42 0.02 

 
四、慢性乙型肝炎组外周血CD8+ T记忆T细胞

亚群频率与肝功能的关系 
国内外学者以是否有肝脏受损，血清转氨酶增

高将慢性乙型肝炎患者分为肝炎活动期（免疫清除

期）或者静止期（免疫耐受期）[8]，故根据ALT是
否＞40 IU/L分为肝炎活动期或静止期，26例慢性乙

型肝炎患者处于活动期为11例，静止期的为15例，

两组初始T细胞、TCM、TEM、TTEM百分率差异均无

统计学意义，见表4。 

讨    论 

在我国慢性乙型肝炎是导致肝硬化、原发性肝

细胞癌最常见的病因。慢性乙型肝炎形成的原因复

杂，其中主要原因之一可能是机体免疫功能低下，

不能产生有效的针对 HBV 的特异性细胞毒 T 淋巴

细胞（CTL）反应，从而不能及时、有效地彻底清

除 HBV，使 HBV 得以不断复制增殖，导致 HBV
感染慢性化、持续化，病变进行性发展[2-3]。记忆 T
细胞是近年新发现的 T 细胞亚群，研究证实急性感

染时记忆细胞获得归巢受体后会回归淋巴组织，而

慢性感染中大量的病毒抗原特异性T淋巴细胞聚积

在炎症局部，不但影响了记忆细胞的形成，而且导致

T 细胞功能耗竭，从而影响 T 细胞的效应功能[11-13]。

急性、慢性乙型肝炎病毒感染对 CD8+ T 细胞的分

化影响以及免疫变化时分化的影响并不清楚。 
本研究采用流式细胞技术检测急性乙型肝炎

恢复期、慢性乙型肝炎和健康人外周血 CD8+ T 记

忆 T 细胞各亚群，结果显示慢性乙型肝炎患者外周

血 CD8+ T 细胞的分化停滞在未分化阶段（初始 T
细胞），具有较强杀伤能力的 TEM 和再次接触相同

抗原时能分化成 TEM的 TCM 都明显减少，导致不能

发挥有效的特异性 CTL 反应，致使 HBV 感染慢性

化。以往的研究证实自限性 HBV 急性感染患者有

较强的 HBV 特异性 T 细胞反应[14-15]，那么 CD8+

记忆 T 细胞是否也有分化异常？本研究发现：与正

常人相比，急性乙型肝炎恢复期 TCM 百分率明显增

加，初始 T 细胞、TEM、TTEM 百分率无明显变化，

说明在乙型肝炎病毒急性感染状态下抗原特异性

初始 T 细胞或者 TCM迅速活化分化为 TEM，发挥细

胞毒效应控制乙型肝炎病毒的感染，并产生保护性



中华临床医师杂志(电子版)2014 年 8 月第 8 卷第 16 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),August 15,2014,Vol.8,No.16 ·2963· 

抗体（表面抗体），抵抗病毒的再次入侵作用。 
有研究报道乙型肝炎高病毒载量容易并发肝

硬化、肝癌，其原因可能是在无外源性抗病毒措施

干预时，高载量的HBV所致高浓度的蛋白抗原结合

在肝细胞膜上形成新的免疫攻击靶位，导致肝组织内

其他吞噬细胞如库弗氏细胞等的免疫攻击所致[10]。我

们也分析了高病毒载量是否影响慢性乙型肝炎患

者CD8+记忆T细胞分化，发现仅TTEM百分率增加，

余细胞亚群与中低病毒载量无差别，说明高病毒载

量导致长期的高抗原刺激使CD8+记忆T细胞处于一

种无效应功能的终末分化阶段（TTEM），从而更易

出现HBV持续感染。进一步观察处于免疫清除期和

免疫耐受期慢性乙型肝炎患者的CD8+记忆T细胞变

化，发现两组各亚群之间并无明显差异，说明此时

免疫攻击与记忆T细胞亚群数量无明显关系，是否

与样本量较小，或而与其功能有关，值得进一步深

入探讨。 
总之，慢性乙型肝炎 CD8+记忆 T 细胞主要是

初始 T 淋巴细胞，并与病毒载量有关，可能与体内

抗原长期存在以及刺激的程度强弱，会导致机体对

乙型肝炎病毒清除能力下降，慢性化的形成。但引

起慢性乙型肝炎记忆T细胞分化异常的机制还不清

楚。  
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