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拉米夫定对慢性乙型肝炎患者 PBMC 分泌 IFN-酌和 IL-10 的影响
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摘要院目的 动态观察在拉米夫定治疗慢性乙型肝炎渊CHB冤中对患者外周血单核细胞(PBMC)培养上清中 IFN-酌尧IL-10

的影响遥 方法 选取接受拉米夫定治疗的 CHB 患者 26 例袁分别在治疗前尧治疗后 1尧3尧6尧9 个月分离外周血单核细胞袁
在 rHBcAg 刺激下培养 7 2 h袁ELISA 法检测上清中 IFN-酌尧IL-10 含量遥结果 未经治疗的 CHB 患者 IL-10 水平明显高于

正常对照组(孕<0.01)袁IFN-酌生成量无显著差异(孕>0.05)遥拉米夫定治疗后各时间点袁IFN-酌量较正常对照组和治疗前明

显升高渊孕<0.05冤袁而 IL-10 量减少袁在治疗后第 1尧9 月与正常对照组比较无明显差异渊孕>0.05冤遥完全应答组和部分应答

组 IFN-酌生成量均较治疗前高(孕<0.05)袁而 IL-10 的生成量仅在完全应答组降低明显(孕<0.05)遥 结论 对拉米夫定治疗

发生完全应答的 CHB 患者袁其 Th1 细胞应答增强袁Th2 细胞应答减弱遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押 韵遭躁藻糟贼蚤增藻To study the effect of lamivudine on IFN-酌and IL-10 contents in the cellculture supernatant of
peripheralbloodmononuclearcells(PBMCs)frompatientswithB(CHB). 酝藻贼澡燥凿泽Beforeandat1,3,6and9monthsduring
lamivudinetherapy,PBMCsfrom26patientswithCHBreceivinglamivudinetreatmentwereisolatedroutinelyandstimulated
with rHBcAg, and IFN-酌and IL-10 contents in thecel l culture supernatant measured byenzyme- linked immunoassay
(ELISA). 砸藻泽怎造贼泽Beforelamivudinetreatment, thelevelsofIL-10intheculturesupernatantsofPBMCsfromthepatients
withCHBweresignificantlyhigherthanthatofcontrols(孕<0.01),whilethelevelsofIFN-酌did not (孕>0.05). In the courseof
lamivudinetreatment,thelevelsofIFN-酌increased a t 1 , 3 , 6 a n d 9 m o n t h s (孕<0.05)inspiteoftheslightdecreaseofIL-10
(孕>0.05).Inpatientsfullyorpartiallyrespondingtolamivudine,thelevelsofIFN-酌weresignificantlyincreasedascompared
with thosebeforetherapy, andobviousdecreaseinIL-10levelswereobservedonlyin patientsthatwerefullyrespondingto
lamivudine. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶LamivudinetreatmentcanpromoteaTh1cytokine-mediatedimmune responsesin patientswithfull
responsetolamivudinetreatment.
运藻赠憎燥则凿泽押chronichepatitisB;lamivudine;IFN-酌鸦IL-10

HBV 持续感染的机制很复杂袁高病毒量所致的

外周免疫耐受可能为其原因之一遥拉米夫定是近年在

国内上市的一种核苷类抗病毒药袁在体内或体外均能

显著抑制 HBV复制遥为了探讨拉米夫定治疗在快速

降低 HBVDNA 量的同时是否会引起慢性乙型肝炎

渊CHB冤患者某些免疫指标的改变袁我们动态监测了

26 例接受拉米夫定治疗的 CHB 患者外周血单核细

胞渊PBMC冤在体外经 rHBcAg 刺激诱导培养后其上

清中 IFN-酌尧IL-10 的含量遥

1 材料与方法

1.1 病例选择

本研究 26 例乙型肝炎渊乙肝冤标志物呈野大三阳冶
的 CHB 患者均为第一军医大学南方医院感染内科

2000 年 2~3 月间住院或门诊病例袁其中男 15 例尧女

11 例袁年龄 16~45 岁袁诊断符合 2000 年西安全国第

10 届病毒性肝炎会议所修订的 叶病毒性肝炎防治方

案(试行)曳的标准袁并经肝脏穿刺活检证实 遥受检之前

均未行抗病毒治疗和免疫调节治疗袁并排除药物尧酒

精中毒等引起的肝损害遥12 例正常对照为健康志愿

者 袁年 龄 为 渊28 依9冤岁 遥 所 有 受 检 者 抗 -HCV尧抗

-HD尧抗 -HEV尧抗 -HIV 阴性遥
1.2 疗效判断标准

完全应答院PCR 法检测 HBVDNA 阴性袁肝功能

ALT 恢复正常袁HBeAg 阴转袁抗 -HBe 阳转曰部分应

答院部分指标达到完全应答标准曰无应答院没有一项指

标达到上述标准遥
1.3 标本的收集

无菌采集肝素抗凝血 3ml袁常规分离 PBMC袁粘

附法去除之袁用含 10%小牛血清的 RPMI-1640 配成

1伊106/ml 培养袁锥虫蓝染色袁细胞活力 >95%遥接种于
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表 1 接受拉米夫定治疗的 CHB 患者及正常对照组 PBMC 培养上清液中 IFN-酌和 IL-10 含量(pg/ml袁曾依泽)
栽葬遭援员栽澡藻造藻增藻造泽燥枣陨云晕-酌葬灶凿陨蕴-员园蚤灶贼澡藻糟怎造贼怎则藻泽怎责藻则灶葬贼葬灶贼泽燥枣孕月酝悦枣则燥皂责葬贼蚤藻灶贼泽憎蚤贼澡悦匀月葬灶凿

澡藻葬造贼澡赠糟燥灶贼则燥造泽穴pg/ml袁酝藻葬灶依杂阅雪

*孕<0.05袁**孕<0.01增泽controlgroup; #孕<0.05增泽thelevelsbeforetherapy

Group 灶 IFN-酌(pg/ml) IL-10(pg/ml)
Control 12 522.7依98.6 329.4依73.6
Beforetherapy 26 513.9依123.5 436.0依110.0**
1monthaftertherapy 26 616.7依121.0*# 436.0依110.0#

3monthaftertherapy 26 638.81依137.6*# 384.2依74.3*
6monthaftertherapy 26 645.91依189.6*# 401.7依111.7*
9monthaftertherapy 26 613.91依136.9*# 386.6依98.5

24 孔培养板袁加入终浓度为 5 滋g /ml 的特异性刺激剂

rHBcAg (购于 R&D 公司)袁置 37 益尧5% CO2 培养箱

7 2 h袁离心后收集上清袁原20 益保存袁待测遥
1.4 细胞因子检测

采用双抗体夹心法袁IFN-酌和 IL-10 试剂盒购自

美国 Genezyme 公司袁严格按试剂盒说明书操作袁依

标准品 D穴姿雪值做标准曲线袁再计算待测样品中细胞

因子含量袁每份样本均设三复孔遥
1.5 统计学处理

实验资料用 SPSS8.0 统计软件进行统计分析袁采

用方差分析及 SNK 检验遥

2 结果

2.1 慢性乙肝患者和对照 PBMC 培养上清中 IFN-酌

和 IL-10 含量比较

与正常对照比较袁CHB 患者 IL-10 水平高(孕<0.01)袁
而 IFN-酌水平差异不显著穴孕跃0.05)遥接受拉米夫定治

疗后袁IFN-酌水平在各时间点均升高渊孕<0.05冤曰IL-10
水平降低袁但仅第一月与治疗前比较有明显差异

(孕<0.05袁表 1冤遥
2.2 对拉米夫定治疗患者产生不同应答与 PBMC 培

养上清中细胞因子水平关系

随访 26 例 CHB 患者袁其中对拉米夫定治疗完

全应答 5 例袁部分应答 15 例袁无应答 6 例袁各组

PBMC 培养上清液中细胞因子水平见表 2遥与治疗前

比较袁完全应答和部分应答组 IFN-酌水平较治疗前升

高 (孕<0.05)曰完全应答组 IL-10 水平在治疗后 1尧3尧9
个月较治疗前低袁差异有显著意义(孕<0.05袁表 2冤遥

表 2 对拉米夫定治疗不同应答与细胞因子水平的关系穴曾依泽)

栽葬遭援圆砸藻造葬贼蚤燥灶泽遭藻贼憎藻藻灶贼澡藻糟赠贼燥噪蚤灶藻泽造藻增藻造泽葬灶凿凿蚤枣枣藻则藻灶贼则藻泽责燥灶泽藻泽贼燥造葬皂蚤增怎凿蚤灶藻贼则藻葬贼皂藻灶贼穴酝藻葬灶依杂阅雪
Group 灶 Time IFN-γ IL-10
Fullresponse 5 Beforetherapy 542.8依75.7 467.8依78.5

1monthaftertherapy 693.0依98.0* 331.2依99.9*
3monthaftertherapy 674.0依102.6* 348.6依75.9*
6monthaftertherapy 675.8依99.7* 372.0依89.0
9monthaftertherapy 680.6依88.4* 338.0依53.9*

Parialresponse 15 Beforetherapy 499.5依121.2 436.2依124.3
1monthaftertherapy 618.9依91.7** 342.4依78.1*
3monthaftertherapy 670.0依102.5 # 375.8依56.1
6monthaftertherapy 679.0依219.9** 412.4依122.8
91monthaftertherapy 606.2依140.9* 400.6依118.1

Noresponse 6 Beforetherapy 525.8依170.0 425.5依103.5
1monthaftertherapy 547.3依174.3 399.5依112.9
3monthaftertherapy 531.5依178.8 435.5依97.3
6monthaftertherapy 491.2依153.4 399.8依442.2
9monthaftertherapy 578.0依191.6 392.0依64.4

*孕<0.05袁**孕<0.01, #孕<0.05增泽thelevelsbeforetherapy

3 讨论

慢 性 HBV 感染患者往往以 HBV 抗原特异性

Th2 细胞应答占优势遥IL-10 是具有代表性的 Th2 类

细胞因子之一袁可通过抑制 Th1 类细胞反应而利于

HBV 的持续感染遥本实验表明袁未经治疗的 CHB 患

者 PBMC 培养上清中 IL-10 含量明显高于正常对照

组袁与此观点一致遥

目前对慢性乙肝患者存在 T 细胞低反应的机制

仍知之甚少遥普遍认为袁病人体内的高病毒量和高抗

原量与之有关遥拉米夫定是逆转录酶的高效抑制剂袁
其快速抑制 HBV 复制尧改善肝功能和肝组织病理改

变及副作用小等特征已为大量的临床实验证实袁但拉

米夫定对免疫系统无直接作用袁通过快速降低 HBV
渊下转 629 页冤
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渊上接 614 页冤
DNA 量是否能恢复 CHB 患者的细胞免疫功能尚见

不同的报道遥Marinos 等咱1暂比较干扰素单一治疗和拉

米夫定尧IFN-琢联合治疗的 CHB 患者 HLA Ⅱ 限制性

Th1 细胞对 HBcAg 的增生反应表明袁无论是 IFN-琢
单一治疗还是联合治疗袁CD4+ 细胞的增生反应并无

明显差异遥但因为他们所选择的实验对象均为 IFN-琢
治疗无效的病例袁故应谨慎分析其实验意义遥Boni 等咱2暂

动态检测拉米夫定治疗前后 CHB 患 者 PBMC 在

rHBcAg 或非特异性刺激剂如 PHA尧破伤风毒素蛋白

刺激下增生反应情况袁结果显示袁拉米夫定单一治疗

能恢复 CHB 患者 T 细胞反应遥本研究结果显示袁拉

米夫定治疗后 PBMC 培养上清 IFN-酌渊粗略代表 Th1
类细胞因子冤量较正常对照组明显升高袁而 IL-10渊粗

略代表 Th2 类细胞因子冤量降低袁提示拉米夫定治疗

似能增强 CHB 患者 Th1 类细胞因子反应遥但进一步

分析表明袁在拉米夫定治疗无应答组袁IFN-酌和 IL-10
含量在治疗前后并无明显变化袁说明仅部分接受拉米

夫定治疗的 CHB 患者 Th1 类细胞因子反应增强遥
拉米夫定不能作用于已与人体染色体整合的

HBV DNA 和游离基因模板, 故停药后会出现肝炎症

状复发遥拉米夫定与其他类型的药物联合应用治疗

CHB 已成为目前研究的热点之一遥IFN-琢治疗 CHB
患者无效的原因是多方面的袁其中袁患者血清存在的

大量病毒和高水平 IL-10 的抑制作用为其主要原因

之一咱3暂遥从理论上讲袁通过拉米夫定治疗降低 HBV
DNA 量和 IL-10 水平有可能增强效应遥Schalm 等咱4暂

报道袁拉米夫定同 IFN-琢联合应用治疗 CHB袁可提高

HBeAg 的阴转率袁尤其对存在中等程度谷丙转氨酶

水平增高的患者袁其效果更为明显遥但也有与此相反

的报道咱5暂袁故拉米夫定的联合治疗问题仍需进一步探

讨遥
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