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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 HBeAg 阳性慢性乙型肝炎患者接受恩替卡韦 (entecavir, ETV)治疗早期

浆细胞样树突状细胞(plasmacytoid dendritic cells, pDC)频数和功能变化与治疗应答的相关性。 方法

入组 HBeAg 阳性慢性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染免疫清除期( immune clearance, IC)
患者。 用 ETV 抗病毒治疗,治疗前、治疗期间每 3 个月监测病毒血清学指标和肝功能(HBV DNA 载

量,HBsAg /抗-HBs,HBeAg 和抗 HBe 水平以及 ALT 水平);ETV 治疗以 HBV DNA 转阴评估疗效。 分

别在治疗前、治疗 12 周和 24 周,采集外周静脉血,流式细胞仪检测外周血 pDC 频数及表面共刺激分

子 CD86 定量表达,分析基线与治疗早期(12 周和 24 周)pDC 频数和功能变化。 结果　 收集 100 例慢

乙肝患者中接受 ETV 治疗 45 例完成治疗 48 周随访。 ETV 治疗 48 周内,HBsAg 水平下降 0. 53±0. 78
log IU / ml;HBeAg 下降 816. 61S / CO,4 例发生 HBeAg 血清学转换;HBV DNA 含量下降 6. 04±1. 12 log
IU / ml,33 例(73%)达检测下线,43 例 ALT 连续 3 个月以上复常。 ETV 治疗早期,pDC%显著增加,
CD86+ pDC%, CD86MFI 和 CD86ABC 无显著变化。 ETV 治疗的 HBV DNA 应答者,pDC%显著增加,
CD86+ pDC%、CD86MFI 和 CD86ABC 无显著变化;HBV DNA 无应答者 pDC%显著增加,但 CD86+
pDC%显著下降,CD86MFI 和 CD86ABC 无显著变化。 ETV 治疗 HBsAg 和 HBeAg 水平下降与治疗早

期 pDC%,CD86+ pDC%,CD86MFI 和 CD86ABC 变化相关不显著。 结论　 IT 组结果 pDC%与 ALT 水

平呈负相关。 ETV 治疗,可以直接抑制 HBV DNA 的复制,但不能增强免疫细胞的功能。
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the correlation between the frequency and function of early
plasmacytoid dendritic cells ( pDC) and the treatment response in patients with HBeAg-positive chronic
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hepatitis B receiving entecavir (ETV). Methods 　 Patients with HBeAg-positive chronic hepatitis B were
enrolled. Antiviral therapy with ETV, serum serological markerso hepatitis B virs (HBV) infection and liver
function (HBV DNA load, HBsAg / anti-HBs, HBeAg and anti-HBe levels, and ALT levels) were monitored
every three months before and during treatment; the efficacy of ETV was assessed by changes in the level of
HBV DNA. Peripheral venous blood was collected before treatment, at 12 weeks and 24 weeks, respectively.
Flow cytometry was used to detect the frequency of peripheral blood pDC and the surface co-stimulatory
molecule CD86. The baseline and early treatment (12 weeks and 24 weeks) pDC frequency and functional
changes were analyzed. Results 　 Of the 100 patients with chronic hepatitis B, 45 patients received ETV
treatment and 48 weeks of follow-up. Within 48 weeks of ETV treatment, HBsAg levels decreased by 0. 53±
0. 78 log IU / mL; HBeAg decreased by 816. 61S / CO, and HBeAg seroconversion occurred in 4 cases; HBV
DNA content decreased by 6. 04±1. 12 log IU / mL, in 33 cases (73%) the HBV DNA became undetectable,
in 43 cases ALT kept normal continuously for more than 3 months. In the early stage of ETV treatment,
pDC% increased significantly, CD86+ pDC%, CD86MFI and CD86ABC showed no significant changes. In
ETV-treated HBV DNA responders, pDC% increased significantly, CD86 + pDC%, CD86MFI and
CD86ABC showed no significant changes; HBV DNA non-responders had a significant increase in pDC%,
but CD86+ pDC% decreased significantly, and CD86MFI and CD86ABC showed no significant changes. The
decrease in HBsAg and HBeAg levels in ETV treated patients was not significantly associated with early
pDC%, CD86 + pDC%, CD86MFI and CD86ABC changes. Conclusions 　 ETV treatment can directly
inhibit the replication of HBV DNA, but does not enhance the function of immune cells.
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　 　 HBV 感染机体后,宿主免疫、肝细胞和病毒之

间相互作用是一个动态过程,宿主免疫应答介导的

病毒清除和肝脏炎症损伤在临床结局中发挥重要作

用;在慢性乙型肝炎中,宿主的免疫反应是以炎症反

应为特点,长期炎症的存在导致肝纤维化和肝硬化

的发生。 pDC 作为固有免疫的重要组成部分,在慢

性乙型病毒感染、慢性乙型肝炎的发生、病毒的清除

和感染的恢复中起着至关重要的作用。 核苷类似物

治疗慢性 HBV 感染时,核苷(酸)类似物通过其直

接抑制病毒复制的作用,通过与内源性底物的竞争

性结合或通过掺入病毒 DNA 中起链终止剂的作用,
发挥强效抗病毒作用,仅直接抑制病毒复制,并不能

够增强免疫细胞的功能[1-2]。 该研究为了观察患者

接受恩替卡韦(entecavir,ETV)治疗早期 pDC 频数

和功能变化与治疗应答的相关性。

1　 材料与方法

1. 1　 患者　 自 2014 年 10 月份至 2017 年 2 月份共

连续入组来自首都医科大学附属北京地坛医院的

100 例 HBeAg 阳性慢性乙型肝炎患者。 所有患者

诊断标准符合病毒性肝炎防治方案[3]。 慢乙肝免

疫清除期(IC):HBsAg 阳性和 HBeAg 阳性至少 6 个

月,HBV DNA(+),ALT≥190U / L,且至少有 3 个月

以上的 ALT 异常史,或肝脏组织病理学检查显示有

明显的炎症坏死。 排除标准:梅毒、艾滋抗体阳性

者,合并 HCV、HDV 等其他病毒感染者,伴有其他肝

脏疾病者(脂肪肝,自身免疫性肝病,酒精性肝病,
肝脏代谢性疾病,肝纤维化,肝硬化以及肝癌)。 该

研究已通过首都医科大学附属北京地坛医院伦理委

员会审核;每位患者均已获得知情同意。
1. 2 　 细胞表型染色及流式细胞仪分析 　 用

Lineage1-FITC, HLA-DR-PerCP, CD123-APC 和

CD86-PE 四种抗体检测 pDC、 CD86 + pDC, 并用

FlowJo7. 6 计算 CD86MFI。
1. 3 　 临床指标 ( ALT、 HBeAg、 HBsAg 和 HBV
DNA)检测　 患者每 3~6 个月检测病毒学指标及生

化指标,血常规等,这些指标均由首都医科大学附属

北京地坛医院检验科提供,采用日立全自动生化分

析仪检测肝功能;HBsAg、HBeAg 采用 Abbott 微粒化

学发光试剂检测;采用实时荧光 PCR(试剂购自上

海复兴公司 ) 或 罗 氏 CobasAmpliPrep / CobasTaq
Man96 全自动实时荧光定量 PCR 检测试剂检测血

清 HBV DNA 含量。
1. 4　 统计学方法　 应用 SPSS 17. 0 软件进行统计
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分析,所有数据以均数±标准差(mean ± SEM)或中

位数、四分位数间距(median(Q1,Q3))或 box-and-
whisker plots 呈现,利用 GraphPad Prism 5 分析。 组

内比较用 Wilcoxon 检验,多组间两两比较用 Mann-
Whitney U 检验。 变量的相关性分析采用线性回归

分析。 P<0. 05 差异有统计学意义。

图 1　 pDC 频数及表面共刺激分子 CD86 表达(pDC%,CD86+ pDC%, CD86MFI 和 CD86ABC)与病毒学指标

(HBsAg,HBeAg 和 HBV DNA)之间的相关性分析

Fig.1　 Correlation analysis between pDC frequency and surface costimulatory molecule CD86 expression (pDC%, CD86+ pDC%,
CD86 MFI and CD86 ABC) and virological indicators (HBsAg, HBeAg and HBV DNA)

2　 结果

2. 1　 慢性乙型病毒性肝炎患者各指标基线特征　
本研究共入组慢乙肝清除期患者 100 例,平均年龄

31(20 ~ 53),男性所占比例 63%, 女性所占比例

37%。 根据患者对治疗方案的优先级选择,其中有

45 例患者接受 ETV 治疗并完成 48 周治疗随访,其
中男性占 63%(59 / 93),女性占 37%(34 / 93),平均

年龄 31 岁(20~53 岁)。 ETV 治疗 48 周,HBsAg 下

降幅度(0. 53±0. 78),HBeAg 下降幅度(816. 61),其
中 4 例患者发生 HBeAg 血清学转换,HBV DNA 载

量下降幅度(5. 94 ± 1. 12),33 例(73%) 患者获得

HBV DNA 应答(HBV DNA 转阴),43 例(96%)患者

的 ALT 连续 3 个月以上处于正常水平。
2. 2　 ETV 抗病毒治疗前 pDC 各项参数与 HBV 病

毒学特征的相关性分析　 在治疗前,对 pDC 频数及

表面共刺激分子 CD86 表达和 HBV 病毒学特征进

行相关性分析,研究结果显示 pDC 频数与 HBV
DNA 载量,HBsAg 以及 HBeAg 水平无相关性。 另

外,本研究还发现 CD86+ pDC 频数与 HBV DNA 载

量,HBsAg 和 HBeAg 水平之间,CD86MFI 与 HBV
DNA 载量,HBsAg 和 HBeAg 水平,以及 CD86ABC
与 HBV DNA 载量,HBsAg 和 HBeAg 水平均没有相

关性,如图 1 所示。
2. 3　 ETV 治疗早期 pDC 频数和功能的变化 　 在

ETV 治疗组,本研究发现,虽然与治疗前相比较,治
疗 12 周和 24 周 pDC 频数显著升高,而治疗 12 周与

24 周相比较,pDC 频数并没有显著性增加(见图 2
A);但是,CD86+ pDC 频数在治疗前后无显著变化

(见图 2B);CD86MFI 治疗前、治疗 12 周和 24 周相

比较均差异无统计学意义在治疗前后无显著变化

(见图 2C);CD86ABC 在治疗前后差异无统计学意

义(见图 2D)。
2. 4　 ETV 治疗期间的 pDC 功能和治疗应答 　 在

ETV 治疗早期,HBsAg 和 HBeAg 水平的变化与 pDC
频数和功能的变化没有相关性。 本研究结果显示,
在 HBV DNA 应答组,与治疗前相比较,pDC 频数在

治疗 12 周(P<0. 001)和 24 周(P<0. 001)均显著地

增加(见图 3 A);CD86+ pDC 频数在治疗 12 周和

24 周与治疗前比较无显著性差异,如图 3B 所示;
CD86MFI 在治疗前后相比较亦没有显著性变化(见
图 3C);CD86ABC 在治疗前后亦无显著性变化(见
图 3D)。 然而,本研究探讨 ETV 治疗疗效与 pDC 细

胞的关系,以 ETV 治疗 48 周时 HBV DNA 转阴情况
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注:pDC 频数及功能包含 pDC%,CD86+ pDC%,CD86MFI 和 CD86ABC。∗∗∗P<0.001,P<0.05 表示差异有统计学意义,
ns: 差异无统计学意义

图 2　 恩替卡韦治疗组,治疗前和治疗 12 周和 24 周的 pDC 频率和功能的变化趋势图

Notes: pDC frequency and function included pDC%, CD86+ pDC%, CD86MFI and CD86ABC. ∗∗∗P<0.001, P<0.05
indicates statistically significant difference, ns: no statistically significant difference

Fig.2　 Tendency in the frequency and function of pDC before treatment and at 12 and 24 weeks of treatment in the ETV treatment group

注:pDC 频数及功能包含 pDC%,CD86+ pDC%,CD86MFI 和 CD86ABC。∗∗P<0.01, ∗∗∗P<0.001,P<0.05 表示差别有统计学意义,
ns: 差异无统计学意义

图 3　 恩替卡韦治疗中,治疗前和治疗 12 周、24 周,HBV DNA 应答组和 HBV DNA 无应答组的 pDC 频数和功能的变化趋势的分析图

Notes: pDC frequency and function included pDC%, CD86+ pDC%, CD86MFI and CD86ABC. ∗∗P<0.01, ∗∗∗P<0.001, P<0.05
indicates statistically significant difference, ns: no statistically significant difference

Fig.3　 Tendency in pDC frequency and function in HBV DNA response and HBV DNA non-response groups before
and at 12 and 24 weeks of treatment with ETV

为依据分组[3],在 HBV DNA 无应答组,pDC 频数在

治疗 12 周和 24 周较治疗前显著增加(12 周 vs 基

线, P= 0. 025;24 周 vs 基线, P = 0. 03),如图 3E 所

示;CD86+ pDC 频数在治疗 12 周(P = 0. 026)和 24
周(P= 0. 005)与基线相比较均显着下降,治疗 24
周较 12 周 显 著 降 低 ( P = 0. 036 ) ( 见 图 3F);
CD86MFI 在治疗前后无显著性变化(12 周 vs 基线,
P= 0. 353;24 周 vs 基线, P= 0. 355),如图 3G 所示;
CD86ABC 在治疗前后无显著性变化(12 周 vs 基线,
P= 0. 747;24 周 vs 基线, P= 0. 606)(见图 3H)。

3　 讨论

宿主对病毒及其蛋白的免疫应答在决定 HBV
感染的临床转归中起至关重要的作用。 多项研究报

道,在慢性 HBV 感染中,pDC、NK 以及 CD4+ T 细胞

和 CTL 这些效应细胞的功能受损[4],HBV 特异性 T
细胞功能缺陷不足以清除 HBV,致使 HBV 长期存

在,进展为慢性化[5]。 pDC 不仅是国有免疫应答的

触发点,而且也是适应性免疫反应的激活因子,作为

天然免疫应答与获得性免疫应答之间的桥梁[6]。
多项研究表明,pDC 是人体抗病毒免疫的主要效应

细胞[7]。 树突状细胞识别并递呈病毒抗原给 T 细

胞,活化 NK 细胞及 T 细胞同时产生 TNF-α, IL-8 和

pro IL-10 等大量促炎性细胞因子,促进炎症反应发

生,DC 分泌的 IL-12 诱导 T 细胞分化为 HBV 特异

性 Th1 细胞,促进 CTL、NK 细胞的活化,发挥细胞毒

作用,肝细胞受损,炎症的发生[8]。
目前,核苷(酸)类似物被广泛用于慢性乙型肝

炎的抗病毒治疗。 本研究显示,ETV 治疗中仅 HBV
DNA 载量下降显著并且 HBeAg 血清学转换率低,
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这是因为 ETV 仅通过抑制 HBV 逆转录酶活性从而

抑制病毒逆转录,达到抑制病毒复制的目的,表现为

外周血 HBV DNA 含量下降, ETV 对抑制 HBV
cccDNA 的转录,因此,不能引起病毒抗原的下降,
而只能抑制 HBV 的复制[9]。

理论上讲,有效的抗病毒治疗应该可以诱导

pDC 功能的增强[3-5]。 本研究结果显示,在接受

ETV 治疗的患者中,pDC 细胞频数增加,而 CD86+
pDC 频数、CD86MFI 和 CD86ABC 没有显著增加,因
为 ETV 具有直接抑制病毒复制作用[9],HBV 复制

被 ETV 有效抑制后,炎症反应得到有效控制,参与

炎症反应的免疫细胞减少,则血液中 pDC 频数相对

增加;还可能是 ETV 有效抑制病毒复制,肝脏中病

毒载量减少,由于趋化作用进入肝脏的 pDC 减少,
因此外周血检测到 pDC 频数增加;ETV 治疗中,
HBsAg 和 HBeAg 下降并不明显,HBsAg 和 HBeAg
仍然处于高水平,有研究表明高水平的 HBsAg 和

HBeAg 对 pDC 功能具有抑制作用[10-11],另外 ETV
仅具有抑制病毒复制的作用,并不能增强免疫细胞

的功能[9], 因此 CD86 + pDC 频数、 CD86MFI 和

CD86ABC 没有显著增加。
本研究还发现,在 ETV 治疗的患者中,HBV

DNA 应 答 组 CD86 + pDC 频 数、 CD86MFI 和

CD86ABC 均无显著改变,但在 HBV DNA 无应答

组,CD86+ pDC 频数在治疗后显著下降,表明可能

HBV DNA 未转阴与 pDC 功能的下降相关,ETV 仅

抑制病毒复制,HBV DNA 无应答组 CD86+ pDC 频

数显著下降,则说明 pDC 功能不如应答组 pDC 功

能,所以 HBV DNA 转阴的患者少;本研究结果还表

明 HBV 病毒抗原水平与 pDC 功能没有相关性,因
为 ETV 抗病毒治疗仅抑制病毒复制,不能提升免

疫,也不能诱导干扰素的产生,核苷类似物对 HBsAg
和 HBeAg 没有直接作用,因此 pDC 功能不会发生

显著变化。 本研究仍存在一定局限性,病例数有限,
将来会增加病例数进一步研究。 以上数据表明仅仅

抑制 HBV 复制可能不足以恢复免疫细胞的活性,因
此需要干扰素和核苷(酸)类似物的联合治疗[12]。
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