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不同类型HBV相关慢加急性肝衰竭患者外周血Treg
和CD8+T细胞及其相关细胞因子变化

于明凯1,朱玥洁2,谢忻汝3,麦尔哈巴·艾斯卡尔1,张峰波3,尹紫月1,鲁晓擘4,丁剑冰1**

(1.新疆医科大学基础医学院,新疆乌鲁木齐
 

830011;2.新疆医科大学第一附属医院生殖助孕科;
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【摘要】 目的 探索调节性T细胞(Treg)和CD8+T细胞及其相关细胞因子在乙型肝炎病毒相关慢加急性肝衰竭

(HBV-ACLF)患者中的表达变化及其临床意义。 方法 选取慢性乙型肝炎(CHB)患者47例,乙肝肝硬化(HBC)患
者50例,慢性乙型肝炎相关ACLF(CHB-ACLF)患者42例以及乙肝肝硬化相关ACLF(HBC-ACLF)患者45例,同时选

取20例健康体检者作为健康对照(HC)。采用全自动生化分析仪测定研究对象的肝功指标,流式细胞术(FCM)检测

Treg以及CD8+T细胞比例,采用酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测外周血中转化生长因子β(TGF-β)、白介素10(IL-
10)、穿孔素(Perforin)和颗粒酶B(Granzyme

 

B)的表达水平,采用Pearson法分析研究对象Treg和CD8+T细胞以及相

关细胞因子与肝功指标的相关性。 结果 CHB组患者Treg(8.84±0.77)%及相关细胞因子TGF-β(70.25±11.58)

ng/mL和IL-10(6.03±1.40)pg/mL水平显著高于 HC组(均P<0.05),同时CD8+T细胞(32.64±5.26)%及其相关

细胞因子Perforin(69.65±11.95)pg/mL和Granzyme
 

B(37.51±3.71)pg/mL水平亦显著高于HC组(均P<0.05);而

CHB-ACLF组患者Treg(5.52±0.69)%及相关细胞因子TGF-β(51.57±10.35)ng/mL和IL-10(3.28±1.05)pg/mL
水平显著低于CHB组(均P<0.05),但CD8+T细胞(36.94±4.94)%及其相关细胞因子Perforin(71.91±13.10)pg/

mL和Granzyme
 

B(97.53±8.93)pg/mL水平显著高于CHB组(均P<0.05)。HBC组患者Treg(8.15±1.13)%及相

关细胞因子TGF-β(75.19±15.54)ng/mL和IL-10(5.85±0.74)pg/mL水平显著高于 HC组(均P<0.05),同时CD8+

T细胞(33.60±4.00)%及其相关细胞因子Perforin(60.10±9.21)pg/mL和Granzyme
 

B(41.61±5.06)pg/mL水平亦

显著高于 HC组(均P<0.05);而 HBC-ACLF组患者Treg(4.72±0.78)%及相关细胞因子TGF-β(46.84±7.80)ng/

mL和IL-10(4.24±1.22)pg/mL水平显著低于 HBC组(均P<0.05),但CD8+T细胞(42.57±4.68)%及其相关细胞

因子Perforin(74.21±12.51)pg/mL和Granzyme
 

B(88.89±9.61)pg/mL水平同样显著高于 HBC组(均P<0.05)。
相关性分析显示,Treg及其细胞因子水平与CD8+T细胞及其细胞因子水平呈负相关,Treg及其细胞因子水平与肝功

指标成负相关,而CD8+T细胞及其细胞因子水平与肝功指标成正相关(均P<0.05)。 结论 Treg和CD8+T细胞及

其细胞因子在 HBV-ACLF患者中发生显著改变,Treg及其细胞因子水平与疾病严重程度成负相关,CD8+T细胞及其

细胞因子水平与疾病严重程度成正相关。HBV-ACLF发生时,Treg对CD8+T细胞功能的抑制作用减弱,从而引起的

机体促炎反应增强、抗炎反应减弱,可能是介导 HBV-ACLF发病的重要因素。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

expression
 

changes
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

regulatory
 

T
 

cells
 

(Treg),CD8+T
 

cells
 

and
 

their
 

related
 

cytokines
 

in
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

associated
 

chronic
 

and
 

acute
 

liver
 

failure
 

(HBV-ACLF).
 Methods 47

 

patients
 

with
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

(CHB),50
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

cirrhosis
 

(HBC),42
 

patients
 

with
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chronic
 

hepatitis
 

B
 

related
 

ACLF
 

(CHB-ACLF)
 

and
 

45
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

cirrhosis
 

related
 

ACLF
 

(HBC-ACLF)
 

were
 

selected,and
 

20
 

healthy
 

persons
 

were
 

selected
 

as
 

healthy
 

controls
 

(HC).The
 

liver
 

function
 

indexes
 

of
 

the
 

subjects
 

were
 

measured
 

by
 

automatic
 

biochemical
 

analyzer,the
 

proportion
 

of
 

Treg
 

and
 

CD8+T
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

(FCM),and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor
 

(TGF-β),interleukin-10
 

(IL-10),Perforin
 

and
 

Granzyme
 

B
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).Finally,the
 

Pearson
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

Treg,CD8+T
 

cells
 

and
 

related
 

cytokines
 

and
 

liver
 

function
 

indexes. 
Results Treg

 

(8.84±0.77)%
 

and
 

its
 

related
 

cytokines
 

TGF-β
 

(70.25±11.58)ng/mL
 

and
 

IL-10
 

(6.03±1.40)pg/mL
 

in
 

CHB
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

HC
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

At
 

the
 

same
 

time,the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

(32.64±5.26)%
 

and
 

its
 

related
 

cytokines
 

Perforin
 

(69.65±11.95)pg/mL
 

and
 

Granzyme
 

B
 

(37.51±3.71)pg/mL
 

were
 

also
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

HC
 

group
 

(all
 

P<0.05);Treg
 

(5.52±0.69)%
 

and
 

related
 

cytokines
 

TGF-β
 

(51.57±10.35)ng/mL
 

and
 

IL-10
 

(3.28±1.05)pg/mL
 

in
 

CHB-ACLF
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

CHB
 

group
 

(all
 

P<0.05),but
 

the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

(36.94±4.94)%
 

and
 

related
 

cytokines
 

Perforin
 

(71.91±13.10)pg/

mL
 

and
 

Granzyme
 

B
 

(97.53±8.93)pg/mL
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

CHB
 

group
 

(all
 

P<0.05).Treg
 

(8.15
±1.13)%

 

and
 

related
 

cytokines
 

TGF-β
 

(75.19±15.54)ng/mL
 

and
 

IL-10
 

(5.85±0.74)pg/mL
 

in
 

HBC
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

HC
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

At
 

the
 

same
 

time,the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

(33.60±4.
00)%

 

and
 

related
 

cytokines
 

Perforin
 

(60.10±9.21)pg/mL
 

and
 

Granzyme
 

B
 

(41.61±5.06)pg/mL
 

were
 

also
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

HC
 

group
 

(all
 

P<0.05);Treg
 

(4.72±0.78)%
 

and
 

related
 

cytokines
 

TGF-β
 

(46.84±
7.80)ng/mL

 

and
 

IL-10
 

(4.24±1.22)pg/mL
 

in
 

HBC-ACLF
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

HBC
 

group
 

(all
 

P<0.05),but
 

the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

(42.57±4.68)%
 

and
 

related
 

cytokines
 

Perforin
 

(74.21±12.51)pg/mL
 

and
 

Granzyme
 

B
 

(88.89±9.61)pg/mL
 

were
 

also
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

HBC
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

Correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

levels
 

of
 

Treg
 

and
 

its
 

cytokines
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

and
 

its
 

cytokines,
 

the
 

levels
 

of
 

Treg
 

and
 

its
 

cytokines
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

liver
 

function
 

indexes,
 

while
 

the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

and
 

its
 

cytokines
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

liver
 

function
 

indexes
 

(all
 

P<0.05). Conclusion Treg
 

and
 

CD8+T
 

cells
 

and
 

their
 

cytokines
 

changed
 

significantly
 

in
 

patients
 

with
 

hbv-aclf.The
 

levels
 

of
 

Treg
 

and
 

its
 

cytokines
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease,and
 

the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

and
 

its
 

cytokines
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease.
 

When
 

HBV-ACLF
 

occurs,
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

Treg
 

on
 

the
 

function
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

is
 

weakened,
 

resulting
 

in
 

the
 

enhancement
 

of
 

pro-inflammatory
 

response
 

and
 

the
 

weakening
 

of
 

anti-
inflammatory

 

response,
 

which
 

may
 

be
 

an
 

important
 

factor
 

mediating
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

HBV-ACLF.
【Key

 

words】 Acute-on-chronic
 

life
 

failure;ACLF;Treg;CD8;cytokine

  慢加急性肝衰竭(acute-on-chronic
 

liver
 

failure,

ACLF)是指在各种慢性肝病基础上发生急性肝功能

失代偿,可伴肝外器官的功能衰竭,患者90
 

d内病死

率可达60%~70%,是一种病情极凶险的临床独立综

合征[1]。根据疾病基础的不同,又可分为非肝硬化或

肝硬化相关 ACLF。在我国,ACLF是所有肝衰竭中

最常 见 的 类 型,其 中 以 HBV 相 关 ACLF(HBV-
ACLF)尤为常见,约占所有肝衰竭发病率的70%以

上[2]。目前,我国慢性乙型肝炎(chronic
 

hepatitis
 

B,

CHB)患者基数庞大,防治乙型肝炎重症化的临床工

作十分严峻[3],积极探索 HBV-ACLF发病机制具有

十分重要的临床意义。关于 ACLF的发病机制尚未

得到系统阐明,但值得肯定的是免疫失衡在ACLF的

发病中具有重要始动效应[4]。研究表明,具有免疫负

调控作用的Treg和细胞免疫杀伤作用的CD8+T细

胞与ACLF的发病具有相关性,但这两种细胞在不同

HBV相 关 疾 病 进 展 阶 段 所 致 ACLF 中 的 研 究 尚

少[5-7]。本研究通过检测Treg和CD8+T细胞及其细

胞因子在CHB相关ACLF(CHB-ACLF)和乙肝肝硬

化(hepatitis
 

B
 

cirrhosis,HBC)相 关 ACLF(HBC-
ACLF)两种类型患者外周血中的改变,以探索 Treg
和CD8+T细胞及其细胞因子在 HBV-ACLF中可能

介导的发病作用。

对象与方法

1 研究对象

选取2020年12月至2022年1月于新疆医科大

学第一附属医院确诊的CHB患者47例,HBC患者

50例,CHB-ACLF患者42例以及 HBC-ACLF患者

45例。纳入标准:前期未接 受 系 统 化 治 疗 的 确 诊

CHB、HBC以及 ACLF患者。排除标准:合并糖尿

病、甲亢、甲减等代谢性疾病者;患有血液系统疾病者;
患有各类癌症者;合并妊娠、腹膜炎以及其他严重感染

者;抗-HIV阳性或合并非 HBV感染者等。同时选取

20例查体健康者作为健康对照(HC)。本研究获新疆

医科大学第一附属医院伦理委员会的批准(审批号:

20200320-21),同时已获得全部患者的知情同意。
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2 方法

2.1 标本采集 患者入院后,详细收集病历资料,并
于次日清晨使用紫头真空采血管空腹采集患者外周抗

凝静脉血5
 

mL,其中抽取2
 

mL全血用于当日内作流

式细胞术检测,剩余3
 

mL全血以2
 

000
 

r/min离心10
 

min后取血浆置于-20
 

℃保存。

2.2 流式细胞术检测 分别抽取100
 

μL上述流式用

血加入两支流式管中,各加入人2
 

μg
 

FcR阻断剂(Hu
 

Fc
 

Block,564219,BD
 

Pharmingen),室 温 孵 育 10
 

min;分别加入 Anti-human
 

CD3-PerCP-Cy5.5、CD4-
FITC、CD25-APC和CD127-PE抗体检测Treg亚群,
加入 Anti-human

 

CD3-PerCP-Cy5.5 和 CD8-APC-
Cy7抗体检测CD8+T细胞亚群,室温孵育20

 

min;加
入红细胞裂解液(,Absin)室温裂红细胞5

 

min,清洗

一次后用流式细胞仪(FACSCanto,BD)检测,最终定

义 CD3+ CD4+ CD25+ CD127-细 胞 为 Treg 细 胞,

CD3+CD8+细胞为CD8+T细胞,所有流式抗体均购

自美国BD公司。

2.3 细 胞 因 子 检 测  采 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)
 

法 检 测 血 清 TGF-β、IL-10、Perforin 和

Granzyme
 

B等细胞因子水平,细胞因子检测试剂盒均

购自北京旷博生物。通过酶标仪(Thermo
 

Fisher,FI-
01620

 

Vantaa,Finland)检测A450 值,根据标准曲线计

算细胞因子相对浓度。

2.4 肝功能检测 采用全自动罗氏Cobas8000生化

分 析 仪 检 测 血 清 谷 丙 转 氨 酶 (alanine
 

aminotransferase,ALT)、天冬氨酸转氨酶(aspertate
 

aminotransferase,AST)、总 胆 红 素(total
 

Bilirubin,

TBil)等肝功能指标。

2.5 统计学分析 采用SPSS
 

26.0软件进行统计学

分析。计量资料呈正态分布且方差齐时用均数±标准

差(x±s)表示,进行两独立样本的t检验或方差分析。
计数资料采用例数(n)进行描述,组间比较采用χ2 检

验。分析不同组别Treg与CD8+T细胞及其细胞因

子差异和相关性,以及 HBV及 ACLF患者 Treg和

CD8+T及其细胞因子与各肝功指标之间的相关性,以

P<0.05为差异具有统计学意义。

结 果

1 不同类型HBV-ACLF患者的肝功能指标比较

HC、CHB、HBC、CHB-ACLF 和 HBC-ACLF
 

5
组患者比较,ALT、AST及TBil等肝功指标差异均具

有统计学意义(均P<0.01);与CHB组相比,CHB-
ACLF组 ALT、AST 及 TBil均显著增高(均 P<
0.01);与HBC组相比,HBC-ACLF组ALT、AST及

TBil显著增高(均P<0.01)(表1)。

表
 

1 不同类型HBV-ACLF患者肝功能指标比较
Table

 

1 Liver
 

function
 

indexes
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

types
of

 

HBV-ACLF

组别
Group

例数No.
男
Male

女
Female

年龄Age
(x±s,岁)

ALT
(x±s,U/L)

AST
(x±s,U/L)

TBil
(x±s,μmol/L)

HC 10 10 28.87±3.08 26.28±13.26 20.12±8.26 12.83±5.70
CHB 35 12 34.43±8.23 215.46±45.62 135.85±37.94 143.27±29.79
HBC 40 10 37.72±5.66 264.90±42.06 179.11±29.83 136.92±12.20

CHB-ACLF 37 5 47.21±11.23 689.56±156.73 447.33±85.43 342.37±97.26
HBC-ACLF 38 7 47.33±8.29 682.13±154.27 461.04±68.91 354.77±120.47

  注:a)5组间比较,�2性别 =13.346,P<0.05;
 

t年龄 =33.523,tALT=275.200,tAST=439.478,
tTBil=135.309,均P<0.01。b)CHB和CHB-ACLF两组间比较,�2性别 =2.665,P>0.05;

 

t年龄 =-6.
171,tALT=-18.902,

 

tAST=-21.787,
 

tTBil=-12.744,均P<0.01。c)HBC和 HBC-ACLF两组间比较,
�2性别 =0.318,P>0.05;

 

t年龄 =-6.658,tALT=-17.565,tAST=-25.387,tTBil=-12.075,均P<0.01。

2 不同类型 HBV-ACLF患者外周血Treg和CD8+T
细胞水平比较

HC、CHB、HBC、CHB-ACLF 和 HBC-ACLF
 

5
组患者比较,外周血Treg和CD8+T细胞水平差异具

有统计学意义(均P<0.01);与CHB组相比,CHB-
ACLF组Treg细胞水平显著下降,CD8+T细胞水平

显著上升(均P<0.01);与 HBC组相比,HBC-ACLF
组Treg细胞水平显著下降,CD8+T细胞水平显著上

升(均P<0.01)(图1,图2,表2)。

表
 

2 不同类型HBV-ACLF患者外周血Treg及CD8+T细胞水平

Table
 

2 Levels
 

of
 

Treg
 

and
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
of

 

patients
 

with
 

different
 

types
 

of
 

HBV-ACLF
组别

 

Group Treg
 

(x±s,%) CD8+T
 

(x±s,%)
HC 6.78±1.51 26.76±3.83
CHB 8.84±0.77 32.64±5.26
HBC 8.15±1.13 33.60±4.00

CHB-ACLF 5.52±0.69 36.94±4.94
HBC-ACLF 4.72±0.78 42.57±4.68

  注:a)5组间比较,tTreg=152.571,tCD8+T=51.267
,均P<0.01。

b)CHB和CHB-ACLF两组间比较,tTreg=21.218,tCD8+T=-3.966,
均P<0.01。c)HBC 和 HBC-ACLF两 组 间 比 较,tTreg=17.423,
t
CD8+

 

T
=-10.082,均P<0.01。

图
 

1 流式细胞术检测不同类型HBV-ACLF患者外周血Treg细胞水平

Fig.1 Detection
 

of
 

Treg
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
with

 

different
 

types
 

of
 

HBV-ACLF
 

by
 

flow
 

cytometry
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图
 

2 流式细胞术检测不同类型HBV-ACLF患者外周血CD8+T细胞水平

Fig.2 Detection
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
with

 

different
 

types
 

of
 

HBV-ACLF
 

by
 

flow
 

cytometry

3 不同类型 HBV-ACLF患者外周血Treg和CD8+T
相关细胞因子水平比较

HC、CHB、HBC、CHB-ACLF 和 HBC-ACLF
 

5
组 患 者 比 较,外 周 血 TGF-β、IL-10、Perforin 和

Granzyme
 

B水平差异具有统计学意义(均P<0.01);
与CHB组相比,CHB-ACLF组TGF-β和IL-10水平

显著降低,Perforin和Granzyme
 

B水平显著增高(均

P<0.01);与 HBC组相比,HBC-ACLF组TGF-β和

IL-10水平显著降低,Perforin和Granzyme
 

B水平显

著增高(P<0.05)(表3)。

表
 

3 不同类型ACLF患者外周血Treg及CD8+T相关细胞因子水平

Table
 

3 Levels
 

of
 

Treg
 

and
 

CD8+T-related
 

cytokines
 

in
 

peripheral
blood

 

of
 

patients
 

with
 

different
 

types
 

of
 

HBV-ACLF
组别
Group

TGF-β
(ng/mL)

IL-10
(pg/mL)

Perforin
(pg/mL)

Granzyme
 

B
(pg/mL)

 

HC 15.22±3.22 3.38±1.15 54.32±13.84 26.81±4.49
CHB 70.25±11.58 6.03±1.40 69.65±11.95 37.51±3.71
HBC 75.19±15.54 5.85±0.74 60.10±9.21 41.61±5.06

CHB-ACLF 51.57±10.35 3.28±1.05 71.91±13.10 97.53±8.93
HBC-ACLF 46.84±7.80 4.24±1.22 74.21±12.51 88.89±9.61
  注:a)5组 间 比 较,tTGF-β=129.138,tIL-10=54.789,

 

tPerforin=16.287,
tGranzyme 

B=825.061,均P<0.01。b)CHB和CHB-ACLF两组间比较,tTGF-β=
7.984,tIL-10=10.406,tPerforin=-0.850,tGranzyme 

B=-40.561,均 P<0.01。c)
HBC和 HBC-ACLF两组间比较,tTGF-β=11.402,tIL-10=7.699,tPerforin=-6.
301,tGranzyme 

B=-29.534,均P<0.01。

4 HBV和ACLF患者Treg及其细胞因子与CD8+T
及其细胞因子的相关性

Person相关性分析显示,HBV-ACLF患者外周

血Treg与CD8+T细胞水平成中等负相关,相关性强

度为中等程度(r=-0.587,P<0.05)。
 

TGF-β与

Perforin成 负 相 关,相 关 性 强 度 为 弱 相 关(r= -
0.239,P<0.05);与Granzyme

 

B成负相关,相关性强

度为强 相 关(r= -0.677,P <0.05)。IL-10 与

Perforin成负相关,相关性强度为弱相关(r=-0.241,

P<0.05);与Granzyme
 

B成负相关,相关性强度为强

相关(r=-0.679,P<0.05)(图3)。

图
 

3 HBV及ACLF患者外周血Treg和CD8+T
及其细胞因子相关性

Fig.3 Correlation
 

between
 

Treg,CD8+T
 

and
 

cytokines
 

in
 

peripheral
blood

 

of
 

patients
 

with
 

HBV
 

and
 

ACLF

5 HBV和ACLF患者Treg、CD8+T及其细胞因子与

肝功指标的相关性

HBV和ACLF患者外周血Treg、CD8+T及其相

关细胞因子与各肝功指标的相关性分析显示,CD8+T
细胞及其相关细胞因子与各肝功指标成正相关,Treg
及其细胞因子与各肝功指标成负相关(均P<0.05)。
其中,Granzyme

 

B水平与各肝功指标的正相关强度最

大(r>0.7),Treg细胞水平与各肝功指标负相关强度

最大(r<0.7)(图4)。

图
 

4 Treg、CD8+T细胞及其细胞因子与肝功指标的相关性

Fig.4 Correlation
 

between
 

Treg,CD8+T
 

cells
 

and
 

their
 

cytokines
and

 

liver
 

function
 

indexes

讨 论

ACLF是一种具有严重且复杂临床症候的肝脏系

统疾病。目前,东西方国家所阐释的ACLF疾病的发

病机制不同,主要是因为不同国家和地区间ACLF的

疾病基础存在差异[8]。在亚太国家和地区,ACLF的
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疾病基础主要是 HBV 感染。Li等[9]的研究表明,

HBV再激活是 HBV-ACLF发病的关键原因。作为

人体最大的实质性脏器,肝脏是一个区 域 免 疫 器

官[10],多种固有和适应性免疫细胞如 Mφ、DC和T细

胞等均参与ACLF的疾病进程[11]。已有研究证实,在

HBV感染患者中,具有特异性杀伤作用的CD8+T细

胞可介导机体对 HBV的清除,而Treg则负责对炎症

反应的控制和调节,两种细胞水平及功能可调控肝脏

炎症平衡,在HBV感染和 ACLF发生中具有重要作

用[6,12]。
在研究HBV的发病机制中发现,机体针对 HBV

产生的特异性CD8+T细胞在清除 HBV的同时产生

的自身性免疫病理损伤对正常肝组织结构的影响不容

忽视[13]。随着 HBV的持续性复制,部分非特异性淋

巴细胞会在肝脏组织内浸润,导致肝脏器官纤维化与

炎症反应加重[14]。有研究指出,高水平 HBV病毒载

量可能诱导和加重细胞免疫 功 能 紊 乱[15],特 别 是

CD8+T细胞过度活化会导致肝脏炎症反应过强,这与

HBC的发生、发展有着重要关系[16]。本研究中与

CHB患者相比,CHB-ACLF患者CD8+T细胞水平显

著上升,在HBC与HBC-ACLF患者中也存在相同的

变化,提示可能在HBV-ACLF发生时由于肝脏 HBV
病毒载量的升高,诱发了机体促炎反应的增强。在感

染性疾病中,Treg受各种炎症和代谢因子的调节,可
分泌抗炎细胞因子以及通过细胞接触依赖方式发挥抑

制功能,从而平衡机体的炎症反应,发挥抗炎功能,以
实现机体的免疫 平 衡 和 稳 态[17]。本 研 究 中 CHB-
ACLF与CHB患者相比,外周血Treg细胞水平显著

下降,在 HBC与 HBC-ACLF患者中也存在类似变

化。提示 HBV-ACLF发生时Treg对肝脏炎症反应

抑制作用减弱,从而间接促进了肝脏炎症反应。此外,
与CHB患者相比,CHB-ACLF患者循环中Treg相关

细胞因子TGF-β和IL-10水平也显著降低,而CD8+

T细胞相关细胞因子Perforin和Granzyme
 

B显著升

高,同样在HBC与HBC-ACLF患者中也存在细胞因

子水平的类似变化。已有研究表明,在慢性 HBV感

染者中,TGF-β和IL-10表达水平均显著升高,主要是

由于CHB患者机体Treg水平的增高[18]。在病毒感

染中,Perforin和Granzyme
 

B主要是由激活的CD8+

T细胞分泌[19-20],因此推测在 HBV-ACLF中Treg和

CD8+T细胞功能因子的减少可能是由于细胞水平的

降低导致的。相关性分析显示,Treg与CD8+T细胞

水平存在负性相关关系,同时 Treg相关细胞因子

TGF-β和IL-10水平与CD8+T细胞相关细胞因子

Perforin和Granzyme
 

B亦存在负性相关关系。Luan
等[21]的研究提示 Treg在 ACLF疾病中具有抗炎作

用。因此认为,Treg通过抑制CD8+T细胞的增殖及

功能发挥,或可起到抑制肝脏炎症并进行免疫调节的

作用。分析Treg和CD8+T细胞及其细胞因子与各

肝功指标的关系,Treg及其细胞因子与各肝功指标成

负相关,而CD8+T细胞及其细胞因子与各肝功指标

是成正相关。值得肯定的是,在ACLF中患者,ALT、

AST及TBil等肝功指标伴随疾病的加重而分泌增

加[22-23],提示Treg水平与功能与疾病严重程度成负

相关。而CD8+T细胞水平与功能与疾病严重程度成

正相关,Treg的免疫抑制功能与CD8+T细胞的特异

性杀伤功能的平衡在ACLF的发病中具有关键作用,
并推测在CHB和 HBC向 ACLF进展过程中,Treg
和CD8+T 细胞水平与功能的急剧改变可能介导

ACLF疾病的发生。
综上所述,依据 ACLF疾病基础的差异,本研究

通过分析不同类型HBV-ACLF中Treg和CD8+T细

胞及其相关细胞因子的变化特点,发现无论在CHB-
ACLF还是 HBV-ACLF中都有 Treg数量和功能下

降和CD8+T细胞及其相关细胞因子升高,在HBV感

染的ACLF发生中可能存在Treg对CD8+T细胞抑

制作用减弱,加重了肝衰竭发生。因此认为在 ACLF
发生早期,上调Treg细胞及功能可能会通过缓解肝

脏组织炎症反 应 减 缓 ACLF 疾 病 进 程,为 以 扭 转

Treg/CD8+T 细 胞 及 其 功 能 失 衡 作 为 治 疗 HBV-
ACLF靶点的探索提供了实验依据,为ACLF的临床

精准治疗提供了新的研究方向。
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