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Abstract
AIM: To investigate the effect of entecavir (ETV) 
on the function of dendritic cells (DC) derived 
from patients with chronic hepatitis B (CHB) in 
vitro.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
were isolated from CHB patients and healthy 
controls. After proliferation under induction, 
the cells were cultured by routine method. Then 
ETV was added to co-incubate with the cells on 
the 4th day. On day 8, DC were collected for the 
detection of phenotypes and mixed lymphocytic 
reactions.

RESULTS: After 8 days of cultivation, the dif-
ferentiation of DC in the healthy controls was 
better than that in ETV-treated group, while 
ETV-treated group had a better differentiation 
than CHB group. In comparison with those in 
the healthy controls, the levels of CD1a (35.73 ± 

3.12 vs 62.31 ± 5.22), CD80 (28.19 ± 1.64 vs 45.38 
± 3.10), CD83 (22.24 ± 2.14 vs 40.63 ± 7.21) and 
HLA-DR (36.74 ± 0.98 vs 56.05 ± 3.89) expression 
were significantly decreased in CHB group (all 
P < 0.01). However, the levels of CD83 (27.41 ± 
9.23 vs 22.24 ± 2.14, P < 0.05), CD80 (32.67 ± 7.82 
vs 28.19 ± 1.64, P < 0.05) and HLA-DR (40.84 ± 
5.57 vs 36.74 ± 0.98, P < 0.01) expression were 
markedly increased in ETV-treated group as 
compared with those in CHB group. The capac-
ity to stimulate proliferation of the allogeneic 
lymphocytes in ETV-treated group was higher 
than that in CHB group (1.53 ± 0.09 vs 1.45 ± 0.12, 
P < 0.05).

CONCLUSION: Entecavir can enhance the bio-
logical activity of DC derived from CHB patients 
and play an indirect antivirus function by regu-
lating the host's immune system.

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cell; En-
tecavir; Cell phenotype; Mixed lymphocytic reaction
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摘要
目的: 研究恩替卡韦(ETV)对慢性乙型肝炎
(CHB)患者外周血树突状细胞(dendritic cell, 
DC)功能的影响.

方法: 体外常规分离CHB患者及健康人外周
血单个核细胞, 诱导扩增后常规培养. 第4天将
其与一定浓度的恩替卡韦共培养, 第8天收获
DC进行细胞表型、同种异体混合淋巴细胞反
应等相关检测.

结果: 细胞培养8 d时DC形态分化健康对照组
优于CHB ETV处理组, CHB ETV处理组优于
CHB组; CHB组CD1a (35.73±3.12 vs  62.31±
5.22, P <0.01), CD80(28.19±1.64 vs  45.38±
3.10, P <0.01), CD83 (22.24±2.14 vs  40.63±
7.21, P <0.01)及HLA-DR (36.74±0.98 vs  56.05
±3.89, P <0.01)表达明显低于健康对照组, 而

®

■背景资料
D C 与 C H B 的 发
生、发展关系很
密 切 ,  通 过 上 调
DC介导的特异性
免疫反应来清除
体内的病毒从理
论上来说是可行
的 .  E T V 作为目
前临床上最强的
CHB抗病毒药之
一, 对于机体免疫
系统的影响未见
报道, 研究ETV对
于CHB患者DC影
响有助于更深入
的探讨核苷类似
物的抗病毒机制.
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ETV处理组与CHB组相比CD83 (27.41±9.23 
vs  22.24±2.14, P <0.05), CD80 (32.67±7.82 vs  
28.19±1.64, P <0.05)及HLA-DR (40.84±5.57 
vs  36.74±0.98, P <0.01)显著高表达; 淋巴细胞
增殖能力测定ETV处理组DC刺激同种异体T
淋巴细胞增殖能力较CHB组增强(1.53±0.09 
vs  1.45±0.12, P <0.05).

结论: 恩替卡韦作为治疗CHB的新一代核苷
类药物, 除了直接抑制乙肝病毒DNA合成外, 
也能够增强CHB患者外周血DC的功能, 通过
调节机体的免疫系统发挥间接抗病毒作用.

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 恩替卡韦; 细

胞表型; 混合淋巴细胞反应
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0  引言

树突状细胞(dendritic cell, DC)是人体内抗原递

呈能力最强的细胞, 也是唯一能激活初始化T淋
巴细胞的抗原递呈细胞(antigen presenting cell, 
APC), 在抗病毒的细胞免疫中起重要作用[1]. 慢
性乙肝(chronic hepatitis B, CHB)形成的重要原

因之一是患者自身DC功能低下[2-3]; 恩替卡韦

(entecavir, ETV)为一新型口服核苷类药物, 在细

胞内经磷酸化后, 与脱氧胞嘧啶核苷(dCTP)竞
争进入病毒合成中的DNA链, 终止病毒DNA的

复制[4]. 本研究通过检测ETV对CHB患者外周血

DC功能的影响, 进一步探讨ETV治疗CHB的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 按"慢性乙型肝炎防治指南"[5]为标准, 
选择郑州大学第二附属医院消化科门诊和住

院患者25例, 年龄18-42(中位29)岁, 男23例, 女
2例. 血清学检查乙肝标记皆为HBsAg, HBeAg, 
HBcAb三项阳性, HBV-DNA>108 copies/L(PCR
方法), ALT 1550-7001 nkat/L. 所有患者在实验

抽血前3 m o内未接受干扰素、胸腺肽、拉米

夫定等抗病毒或免疫调节药物治疗, 未应用过

糖皮质激素等免疫抑制剂, 排除合并HCV, HIV
等病毒感染, 排除自身免疫相关的其他疾病. 10
名健康志愿者作为健康对照, 年龄中位数26岁. 
RPMI1640培养基为美国Gibco BRL公司产品; 
淋巴细胞分离液为天津市津脉基因测绘技术

有限公司产品; 重组人白细胞介素4(rhIL-4)、
重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-
CSF)、荧光标记鼠抗人HLA-DR-FITC, CD80-
PE, CD83-PE, CDla-PE mAb, 对照抗体IgG-
FITC, IgG-PE为美国R&D公司产品; 胎牛血清

(FCS)为杭州四季青公司产品; ETV(商品名: 博
路定)由中美上海施贵宝制药有限公司提供, 完
全培养基成分含: 100 mL/L FBS的RPMI1640培
养基, 加入细胞因子rhGM-CSF和rhIL-4, 终浓度

均为10 μg/L.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集与DC培养 参考相关文献[6-7]分别

采集CHB患者和健康志愿者抗凝外周静脉血20 
mL, 用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞

(PBMC), 生理盐水洗涤(1000 r/min×10 min), 共
2次; 以无血清RPMI1640培养基悬浮沉淀细胞, 
调整细胞浓度至1×109/L-2×109/L; 按每孔1 mL
加入24孔细胞培养板中, 37℃, 50 mL/L CO2培养

箱中温育3 h后, 以37℃预热的RPMI1640培养基

轻轻洗去悬浮细胞, 所得贴壁细胞大部分即为

单核细胞. 每孔加入2 mL完全培养基, 置于37℃, 
50 mL/L CO2恒温培养箱中培养, 隔天半量换液, 
培养第4天, 按以下分组: (1)健康人对照; (2)CHB
阴性对照; (3)CHB患者DC+ETV(0.05 mg/L). 继
续培养.
1.2.2 DC形态观察及表型检测 通过倒置显微镜

进行细胞形态学观察; 第8天收集细胞(以下简称

DC8). 用流式细胞仪进行细胞表型分析.
1.2.3 同种异体混合淋巴细胞反应 取健康人外

周血, 如前法获得单个核细胞后置入24孔细胞

培养板, 37℃培养2 h, 取非贴壁细胞即为淋巴细

胞作为反应细胞; 上述收获的部分DC8用丝裂霉

素C(50 mg/L)孵育30 min后, 分别以1×104/孔加

入96孔平底培养板, 每组各3个复孔, 每组再加

入同种T淋巴细胞2×105, 终体积为200 μL, 培养

72 h, 于培养结束前4 h每孔加入MTT 20 μL, 终
止培养, 离心弃去孔内培养液, 每孔加入150 μL 
DMSO, 振荡10 min, 使结晶物充分溶解. 自动酶

联检测仪检测570 nm波长的A值, 结果用3孔均

值表示. 设单独DC, T细胞和培养基空白对照孔. 
并计算刺激指数(SI)表示增殖情况. SI = 实验组A
值/(反应细胞对照组A值+刺激细胞对照组A值).

统计学处理 数据采用均数±标准差表示, 
采用SPSS10.0统计软件包进行方差检验处理分

析, 组间两两比较采用LSD-t检验. 以α = 0.05为
检验水准.

■同行评价
本文进行了恩替
卡韦对慢性乙型
肝炎患者树突状
细胞功能影响的
体外研究, 文章立
意具有一定的新
颖性, 实验设计比
较合理, 采用方法
较为成熟, 有一定
的临床指导意义.
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2  结果

2.1 DC形态观察 倒置显微镜下, 培养24 h后可

见细胞呈集落生长, 3 d后细胞数目明显增多, 体
积开始逐渐增大, 胞体拉长; 8 d时健康对照组

可见培养液中漂浮着颜色较深、云雾状的细胞

团; ETV处理组细胞多方向长突起, 呈不规则状; 
CHB阴性对照组变形细胞较少(图1).
2.2 DC表型检测 收集培养第8天DC, 用FITC标
记的鼠抗人HLA-DR, CD80和用PE标记的CD83
和CD1a抗体, 用流式细胞仪分析显示, DC表型

分子CD1a, CD83, CD80和HLA-DR的表达水平, 
健康对照组最高, CHB阴性对照组最低, 三组间

差异具有统计学意义(P <0.01); 与CHB阴性对

照组相比ETV处理组DC高表达CD83, CD80和
HLA-DR(表1).
2.3 淋巴细胞增殖能力测定 淋巴细胞增殖能力

的高低反映了DC的功能状态. 健康对照组DC
刺激同种异体T淋巴细胞增殖能力最强(1.79±
0.10), ETV组其次(1.53±0.09), CHB对照组最

弱(1.45±0.12), 三组间比较差异有统计学意义

(P <0.01), 两两比较组间差异也具有统计学意义

(P <0.05).

3  讨论

乙型病毒性肝炎慢性化的重要机制之一是免疫

耐受, 感染乙肝病毒后首先启动一系列非特异

性早期应答, 包括干扰素, NK细胞及枯否氏细胞

的活化; 彻底清除病毒则有赖于HBV特异性T细
胞[8]. 体内CTL的激活需要未致敏的T淋巴细胞

同时接受两个信号, 一个信号是外源性抗原肽

经APC加工处理后与MHC I类分子结合并递呈

在APC表面, 被T淋巴细胞的T细胞受体所识别; 
另一个信号是APC表面表达的协同刺激分子, 即
B7分子(如CD80), 被T淋巴细胞的CD28分子所

识别. 只有T淋巴细胞同时接受APC所提供的这

样两个信号时, 才能被激活[9]. 正常情况下HBV
分泌的各种抗原可刺激机体产生多克隆的、

HBV抗原特异性的CTL应答, 杀伤携带HBV的

靶细胞. 慢性肝炎患者体内树突状细胞抗原递

呈功能缺陷, 不能把病毒抗原的信号传递给机

体的免疫系统, 患者仅产生弱的或检测不到的

针对HBV特异的CTL反应, 所以不能清除体内

的病毒, 造成感染的慢性化, 诱导机体内HBV抗

原特异性的CD8+ T细胞大幅度下降, 导致机体内

抗原特异性T细胞免疫耐受, 造成CHB的发生[10]. 
因此, 如果能增强APC的功能, 则可能有助于慢

性乙型肝炎的治疗, 我们应用树突状细胞免疫

治疗CHB已取得初步成效[11-12].
机体内的APC, 尤其是DC是特异性免疫应

答的关键细胞, 启动和介导特异性T细胞免疫应

答[13-14]. DC广泛分布于血液、肝、脾、淋巴结

以及其他非免疫组织器官中, 数量极微, 仅占所

表  1  培养第8天各组树突状细胞表型分子的表达(mean±SD, %)

     
分组                      CD1a                  CD83                    CD80                   HLA-DR

健康对照       62.31±5.22      40.63±7.21      45.38±3.10      56.05±3.89

CHB对照       35.73±3.12b     22.24±2.14b    28.19±1.64b     36.74±0.98b

ETV处理        38.34±6.22b     27.41±9.23bc   32.67±7.82bc    40.84±5.57bd

bP<0.01 vs  健康对照组; cP<0.05 vs  CHB对照组; dP<0.01 vs CHB对照组.

图  1  体外培养第8天树突状细胞形态(×400). A: 健康对照组; B: CHB对照组; C: ETV处理组.

A B C
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在器官全部细胞的1%以下, 但却是机体内最重

要的、功能最强的抗原递呈细胞, 能诱导免疫

应答的产生, 同时在诱导免疫耐受和参与免疫

应答的调节中也起着重要作用[15-16]. 一般来讲, 
外周血来源的DC前体细胞在GM-CSF/IL-4的刺

激下培养3-5 d后主要分化为未成熟DC, 摄取、

加工抗原或接受某些刺激因素后随之分化为成

熟DC[17]. 后者加工、处理抗原能力弱, 递呈抗

原能力强[18]. DC摄取抗原并将其处理成具有免

疫原性的多肽, 通过交叉递呈, 与MHC I类分子

结合后, 以MHC-抗原肽复合物的形式表达于细

胞膜表面, 其膜表面的协同刺激分子与T细胞表

面相应配体结合, 激活CD8+ T淋巴细胞, 进而激

活CTL, 产生免疫应答[19-20]. 若DC膜表面协同刺

激分子表达缺陷, 则影响其与T细胞表面相应配

体结合, 从而影响机体产生正常免疫应答; 本实

验结果表明, CHB患者DC表面低表达CD80、
CD83和HLA-DR等共刺激分子, 从免疫应答方

面阐明了乙肝病毒感染慢性化的部分机制.
核苷(酸)类似物是目前公认的治疗CHB的

药物之一, 能够在细胞内经磷酸化后, 与脱氧胞

嘧啶核苷(dCTP)竞争进入病毒合成中的DNA链, 
终止病毒DNA的复制, 拉米夫定是该类药物的

代表, 张冬云 et al [21]曾通过实验发现拉米夫定

具有促进CHB患者外周血DC分化成熟的功能; 
恩替卡韦作为治疗CHB的新一代核苷类药物, 
能够较快抑制乙肝病毒的复制, 降低患者外周

血中HBV DNA载量[22], 但其对于慢性乙肝患者

机体免疫功能的影响尚不太清楚. 我们通过研

究CHB患者的外周血DC发现ETV与DC共孵育

后提高了DC表面CD80、CD83、HLA-DR的表

达, 在本实验中, 为避免促成熟细胞因子如肿瘤

坏死因子α等对DC的成熟的影响, 我们未加任

何此类因子; DC表型分子表达上调可能与T淋
巴细胞形成共刺激通路而传递抗原信息, 继而

激活体内HBV特异性免疫反应; 而与适当浓度

恩替卡韦共孵育的DC刺激淋巴细胞增殖能力增

强, 也可部分证明这一点, 这初步提示ETV除了

直接抑制乙肝病毒DNA合成外, 也能够通过调

节机体的免疫系统发挥间接抗病毒作用. 为开

展DC免疫治疗和临床应用ETV治疗CHB提供了

更多理论依据.
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