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调节性T细胞可
能 参 与 了 丙 型
肝 炎 患 者 的 机
体 免 疫 抑 制 过
程 ,  其反应强弱
与丙型肝炎病毒
(hepatitis C virus, 
H C V )的自然转
归相关 ,  可以作
为HCV感染的诊
断指标和抗病毒
治疗疗效的预测
指标.
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Abstract
AIM: To investigate the diagnostic and therapeutic 
significance of CD4+CD25+CD127low/- regulatory 
T (Treg) cell ratio in peripheral blood of patients 

with chronic hepatitis C. 

METHODS: Ninety-six chronic hepatitis C 
patients undergoing polyethylene glycol 
interferon (PEG-IFN) and ribavirin (RBV) 
therapy at Yucheng People’s Hospital were 
assigned to an observation group, and 65 
healthy volunteers were included in a control 
group. CD4+CD25+CD127low/-Treg ratio was 
detected at baseline and 24 wk after treatment. 
The changes of CD4+CD25+CD127low/- Treg ratio 
with different viral levels and liver injury were 
analyzed. According to whether the patients 
achieved a virologic response in 24 wk after 
withdrawal, they were divided into a sustained 
virologic response (SVR) group or a non-SVR 
group. The differences between the two groups in 
CD4+CD25+CD127low/-Treg ratios were analyzed 
at baseline and 24 wk after treatment.  

RESULTS:  The proportion of CD4+CD25+CD
127low/- Treg cells at baseline in the observation 
group was significantly higher than that at 
baseline in the control group and that at the 
end of treatment in the observation group (P 
< 0.05). CD4+CD25+CD127low/- Treg cell ratios 
of patients with different load of HCV RNA 
were different. With the increase in HCV 
RNA load, CD4+CD25+CD127low/- Treg cell 
proportion continued to rise significantly (P 
< 0.05). At 24 wk after withdrawal, the rate of 
SVR in the observation group was 78.3%. The 
proportion of CD4+CD25+CD127low/- Treg cells 
in SVR patients was significantly lower than 
that of patients without SVR (P < 0.05) no matter 
whether at baseline or at 24 wk after treatment. 
Correlation analysis showed that the baseline 
CD4+CD25+CD127low/- Treg cell proportion was 
positively correlated with the liver function 
index AST/ALT (P < 0.05).  
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■研发前沿
免疫耐受是导致
丙型肝炎症状隐
匿和病毒持续复
制 的 主 要 原 因 , 
调节性T细胞可
能参与了这一过
程. 然而, 其具体
的作用及对诊断
和抗病毒治疗预
后评估的价值有
待进一步研究.

CONCLUSION: CD4+CD25+CD127low/- Treg cells
may be involved in the pathogenesis of chronic 
hepatitis, and clinical detection of CD4+CD25+

CD127low/- Treg cell ratio may be helpful for disease 
diagnosis and prognosis evaluation.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要

目 的 :  探 讨 慢 性 丙 型 肝 炎 患 者 外 周 血
CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例对其临
床诊治的指导意义. 

方法:  以禹城市人民医院收治并采用派
罗欣联合利巴韦林治疗的69例慢性丙型
肝炎患者为观察组, 同期入院体检的65例
健康志愿者为对照组. 分别于基线和治疗
24 wk后检CD4+CD25+CD127low/- Treg比
例. 分析基线不同病毒载量及肝损伤程度
CD4+CD25+CD127low/- Treg比例的变化. 同
时根据停药后24 wk是否获得病毒学应答分
为获得持续病毒学应答(sustained virologic 
response, SVR)组和未获得SVR组, 并分析两
组CD4+CD25+CD127low/- Treg比例在治疗24 wk
前后的差异. 

结果: 观察组治疗前外周血CD4+CD25+CD127low/- 

T r e g 细 胞 比 例 高 于 对 照 组 和 治 疗
(P <0 .05 ) .  不同H C V R N A载量的患者
外周血C D4+C D25+C D127l o w/- T r e g细胞
比例不同 ,  随着H C V R N A载量的升高 , 
CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例也持
续升高 ,  组与组之间差异有统计学意义
(P <0.05). 治疗48 wk随访24 wk后, 观察
组S V R率78.3%. 无论是基线还是治疗24 
wk, 获得SVR患者的CD4+CD25+CD127low/- 

T r e g细胞比例均明显低于未获得S V R者
(P <0.05). 此外, 经相关性分析发现, 基线
CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例均与肝
功能指标AST/ALT呈正相关性(P <0.05). 

结论: CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞可能参
与了慢性丙型肝炎的发病过程, 其临床检测

对患者病情诊断和预后评估有指导意义. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提示: 调节性T细胞是T淋巴细胞中的一个

特殊群体, 主导免疫抑制效应. 本文研究显示

CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞可能参与了慢性

病型肝炎的发病过程, 其临床检测对患者病情

诊断和抗病毒治疗预后评估有一定指导意义. 
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)常使机体

发生免疫功能紊乱和免疫耐受, 这是丙型肝炎

临床症状隐匿、易于发展为慢性病变的主要原

因[1]. 调节性T细胞是T淋巴细胞中的一个特殊

群体, 表面高表达CD25, 主导免疫抑制效应, 其
功能紊乱被认为是发生免疫逃逸和免疫耐受的

重要原因之一[2,3]. 近年, 在HCV的病理性研究中

发现了调节性T细胞的异常高表达, 越来越多的

学者指出调节性T细胞可能参与了HCV患者的

机体免疫抑制过程, 其反应强弱与HCV的自然

转归相关, 可以作为HCV感染的诊断指标和抗

病毒治疗疗效的预测指标[4,5]. 本研究对比69例
慢性丙型肝炎患者治疗前后的调节性T细胞比

例, 并分析其水平的变化与病毒载量、肝损伤

程度及抗病毒疗效的关系, 旨在探讨调节性T细
胞对慢性丙型肝炎临床诊治的指导意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取禹城市人民医院2011-07/2013-05
收治、并以派罗欣联合利巴韦林治疗的慢性

丙型肝炎患者69例为观察组开展的一项前瞻

性研究. 纳入标准: (1)符合2008版《丙型肝炎

防治指南》中丙型肝炎的诊断标准; (2)病毒载

量>103拷贝/mL; (3)无干扰素治疗禁忌证; (4)
无其他类型肝炎合并症. 排除标准: (1)失代偿

性肝硬化; (2)肿瘤或癌症; (3)情志或意识障碍; 
(4)全身炎症性疾病; (5)酒精或药物成瘾. 另以

65例同期入院体检的健康志愿者为对照组. 69
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例观察组中, 男性37例, 女性32例. 年龄41.3岁
±8.2岁(18-63岁). 病程3.1年±0.7年(1-11年). 
基因1型41例; 非1型28例. HCV RNA载量为5.8 
log10 copies/mL±1.3 log10 copies/mL. 65例对

照组中, 男性33例, 女性32例. 年龄42.1岁±7.6
岁(21-70岁). 两组患者在年龄、性别及基础内

科合并症方面差异无统计学意义(P >0.05). 该
研究方案符合人体试验伦理学标准, 并得到伦

理委员会的批准, 受试者在受试前已知情, 且
获得书面同意. 利巴韦林片, 山东齐都药业有

限公司, 国药准字: H20073892. 规格: 0.1g/片; 
聚乙二醇干扰素α-2a, 派罗欣, 上海罗氏制药

有限公司, 国药准字: J20070055; HCV RNA检

测试剂盒由上海江莱生物科技有限公司提供; 
全自动生化分析仪, AU5800, Beckman, 试剂盒

由波音特生物科技有限公司提供. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 采用干扰素与利巴韦林联合治疗方

案: 利巴韦林片, 口服, 900-1200 mg/d, 根据体

质量适当增减. 聚乙二醇干扰素α-2a, 皮下注

射, 180 μg/wk. 48 wk为1疗程, 治疗1疗程后停

药观察24 wk, 复发患者再行治疗. 
1.2.2 观察指标: (1)CD4+CD25+CD127low/- Treg
细胞比例: 对照组患者入院体检时抽取清晨空

腹肘静脉血, 观察组分别于治疗前1 d和治疗

24 wk后抽取清晨空腹肘静脉血, 采用流式细

胞法检测外周血CD4+CD25+CD127low/- Treg细
胞比例. 主要步骤: 取两个EP管(A+B), 各加入

100 μL外周血, EDTA抗凝, 管A为样品管, 加
入PercP标记的CD4抗体、FITC标记的D25抗
体各10 μL, PE标记的CD127抗体10 μL; 管B
为阴性对照管, 加入CD4、CD25同型阴性对

照剂; 所用抗体和试剂均由美国ebioscience公
司提供.置入震荡培养箱, 35 ℃恒温避光孵育

20 min. 滴加红细胞裂解液, 继续孵育10 min, 
1500 r/min离心5 min, 离心半径为8 cm, 弃上清. 
PBS液洗涤并重悬后即可行流式细胞仪检测, 
先圈定CD4+ T亚群, 再通过CD25和CD127荧

光标志定位CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞, 采
用Cellquest软件分析CD4+CD25+CD127low/- 

Treg细胞所占CD4+ T亚群比例; (2)病毒载量: 
于基线、4、12、24、48 wk及停药24 wk时
检测H C V R N A, 采用实时荧光定量法检测

患者外周血HCV RNA, 最低检测限103 copies/
mL. SVR定义为停药后24 wk, HCV RNA低于

103 copies/mL; (3)肝功能: 分别于治疗前和治

疗48 wk后抽取观察组患者空腹肘静脉血, 分
离血清, 采用全自动生化分析仪检测谷丙转氨

酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨

酶(aspartate aminotransferase, AST)和总胆红素

(total bilirubin, TBIL)水平.
统计学处理 所得数据均采用统计学软件

GraphPad Prism 5.0进行分析; 计量资料以mean
±SD表示, 观察组治疗前后的比较行配对设计

的t检验, 观察组和对照组之间的比较采用t检
验; 不同层次HCV RNA载量之间的比较采用

方差分析; 计数资料以构成比或率表示, 行χ2检

验; 检验水准: P<0.05表示差异有统计学意义.

2  结果 

2.1 CD4+CD25+CD127low/-Treg细胞比例 治疗前, 
观察组、对照组外周血CD4+CD25+CD127low/- 

Treg细胞比例分别为8.33%±0.94%、3.81%
±0 . 2 7 % ,  两者相比 ,  差异有统计学意义

(t  = 37.336, P <0.05); 治疗24 wk后, 观察组

CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例为4.21%±

0.56%, 与治疗前差异有统计学意义(P <0.05); 
其典型病例的流式细胞图如图1所示.
2.2 获得与未获得SVR患者CD4+CD25+CD127low/- 

Treg细胞比例的差异 治疗48 wk随访24 wk后, 
观察组69例患者, 获得SVR 54例, 未获得SVR 
15例, SVR率为78.3%. 获得SVR患者(SVR+)治
疗前和治疗24 wk后CD4+CD25+CD127low/- Treg
细胞比例均明显低于未获得SVR(SVR-)的患

者, 差异有统计学意义(P<0.05)(表1).
2.3 基线HCV RNA载量与CD4+CD25+CD127low/- 

     分组  n   治疗前 治疗24 wk     t 值     P 值

SVR+ 54 7.22±0.82 4.05±0.37 25.894 <0.001

SVR- 15 9.45±1.03 8.46±0.52   3.460 <0.001

t值     8.802    31.780

P值  <0.001   <0.001

表  1  SVR+和SVR-患者治疗24 wk前后CD4+CD25+CD127low/-Treg细胞比例(mean±SD, %)■创新盘点
分 别 于 基 线 和
治疗24 wk后检
测CD4 +CD25 +

CD127low/- Treg比
例. 分析基线不同
病毒载量及肝损
伤程度CD4+CD25+

CD127low/- Treg比
例的变化. 同时根
据停药后24 wk是
否获得病毒学应
答分析两组CD4+

CD25+CD127low/- 

Treg比例在治疗
24 wk前后的差异.
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T r e g细胞比例的关系  进一步分析基线时

6 9例不同H C V  R N A载量患者的外周血

CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例, 差异存

在统计学意义(F  = 8.267, P <0.001), 随着HCV 
RNA载量的升高, CD4+CD25+CD127low/- Treg细
胞比例也持续升高, 且组与组之间的差异均有

统计学意义(P <0.05)(表2).
2.4 CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例与基线

肝功能的相关性 相关性分析进一步显示: 观
察组患者治疗前CD4+CD25+CD127low/- Treg细
胞比例均与肝功能指标AST/ALT呈正相关性

(P <0.05)(图2). 

3  讨论  

丙型肝炎早期临床表现与乙型肝炎相比, 症状

隐匿, 更容易发展成为肝纤维化、肝硬化乃至

肝癌. 研究[6]表明, HCV抑制宿主固有免疫系

统和特异性免疫系统功能, 产生免疫耐受是导

致其症状隐匿和病毒持续复制的主要原因,  具
体作用机制可总结为两点[7]: (1)破坏Toll样受

体介导的信号通路, 阻断天然免疫应答, 包括

巨噬细胞、树突状细胞及自然杀伤细胞等; (2)
增强调节性T细胞的免疫抑制功能, 削弱T、B
淋巴细胞的应答能力. 天然的调节性T细胞表

面高表达CD25, 同时也表达CD4, 然而CD4+与

CD25+均不具备专属性, 故而CD4+CD25+ Treg
不足以表达调节性T细胞. 关于调节性T细胞

的特异性标志, 学术界比较公认的是Foxp3+和

CD127low. 实质上, 诸多研究已证实Foxp3表达

与CD127低表达具有密切相关性[8-10], 考虑到

Foxp3为胞内蛋白, 需细胞固化、穿孔后才可

鉴定, 本研究以CD4+CD25+CD127low/-Treg 细胞

作为调节性T细胞的衡量标准.
结果显示 ,  慢性丙型肝炎患者外周血

CD4+CD25+CD127low/-Treg细胞比例明显高于

健康人群, 采用派罗欣和利巴韦林联合干预

后, CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例有所降

低, 初步证实了CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞
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图  1  两组典型病例CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞检测流
式细胞图. A: 观察组治疗前, CD4+CD25+CD127low/-Treg

细胞(左上旋)比例为8.94%; B: 观察组同一病例治疗后, 

CD4+CD25+CD127low/-Treg细胞(左上旋)比例为3.98%; C: 

对照组, CD4+CD25+CD127low/-Treg细胞(左上旋)比例为

3.25%. 

aP <0.01 vs  103 log10 copies/mL组; cP <0.01 vs  104 log10 

copies/mL组; eP<0.01 vs  105 log10 copies/mL组; gP<0.01 vs  

106 log10 copies/mL组. HCV: 丙型肝炎病毒.

     HCV RNA

(log10 copies/mL)
 n CD4+CD25+CD127low/- Treg 

103 5              4.87±0.38

104 11              6.33±0.71a

105 24              8.04±0.68ac

106 21              9.25±0.76ace

≥107 8            10.20±0.83aceg

表  2  不同HCV RNA载量患者CD4+CD25+CD127low/- Treg
细胞比例 (mean±SD, %)

■应用要点
CD4+CD25+CD
127low/- Treg细胞
可能参与了慢性
病型肝炎的发病
过程 ,  其临床检
测对患者病情诊
断和抗病毒治疗
预后评估有一定
指导意义.
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可能参与了慢性丙型肝炎的发病过程.进一步

研究发现患者的CD4+CD25+CD127low/- Treg细
胞比例与病毒载量密切相关, 随着HCV RNA
的升高CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例也

持续升高, 说明两者存在相辅相成的关系. 此
外, 本研究还发现获得SVR的患者治疗24 wk
前后CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例较

未获得SVR的患者偏低并且下降更明显, 说
明高CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞水平可

导致HCV清除障碍. 据悉[11-13], 细胞免疫在清

除HCV时发挥重要作用, 慢性丙型肝炎患者

CD3+T细胞减少, CD4+/CD8+升高, 呈现出典

型的细胞免疫抑制状态. 以往也有研究指出

CD4+CD25+ Treg细胞是通过抑制HCV特异性T
细胞的免疫应答, 能够导致HCV病毒在体内持

续性复制[14,15], 与本研究结果基本一致, 均说明

高水平的CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞水平

不利于HCV清除.
此外, 本研究还发现观察组患者治疗前

CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例均与肝功

能指标AST/ALT呈正相关性. ALT主要存在于

肝细胞质, 其含量增加能反应肝功能障碍, 却
不能反应肝实质损伤. AST分布于线粒体, 主
要反应肝细胞的凋亡程度, 故而AST>ALT时, 
往往已经发生较严重的肝实质损伤. 国内学者

戚应杰等[16]指出AST、ALT的检查结果有助

于了解HCV在患者体内的复制水平和肝脏炎

性损伤程度. 本研究证实CD4+CD25+CD127low/- 

Treg细胞比例与基线AST/ALT有密切相关性, 
说明CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞比例也能

从一定程度上预测肝细胞损伤程度, 与患者预

后息息相关.
总之, CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞可

能参与了慢性病型肝炎的发病过程, 其临床

检测对患者病情诊断和抗病毒治疗预后评估

有一定指导意义 .  当然 ,  本研究也存在一定

的局限性; 只检测了基线和治疗后24 w k的
CD4+CD25+CD127low/- Treg细胞水平, 对于其他

多个时间点的动态变化有待进一步研究. 
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■同行评价
本研究通过检测
抗病毒治疗后丙
型肝炎患者的调
节性T细胞变化, 
拟探讨其在丙型
肝炎发生发展中
的作用 .  试验设
计严谨合理、数
据处理详实可信, 
对于丙型肝炎的
治疗有一定的临
床指导意义. 
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