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【摘* 要】目的：研究慢性 JMR（ 丙型肝炎病毒）感染患者外

周血单个核细胞（HKPM）体外 0;! 类细胞因子的分泌，进一

步了解 JMR 感染慢性化和肝损伤机制/ 方法：体外培养慢性

JMR 感染患者 HKPM %$ ; 后，3IGV- 检测培养上清 0;! 类细

胞因子（ GI#$，GST#!，0TS#"），荧光定量 HMU 检测患者血清

JMR UT- 含量，U0#HMU 检测 JMR UT- 亚型/ 结果：与正常

人相比，GST#! 在 JMR UT- 阴性患者中明显增高，而在 UT-

阳性患者中无明显升高/ 0TS#" 则不论 UT- 滴度的高低均较

正常人显著增高/ UT- 阳性患者 -I0（ 丙氨酸氨基转移酶），

-V0（门冬氨酸氨基转移酶）水平明显高于阴性患者/ 不同

JMR 基因型感染的患者 GST#!，0TS#" 的分泌无显著差异/ 结

论：GST#! 在清除病毒中起重要作用，0TS#" 是引起肝脏损伤

的重要因素之一/
【关键词】M 型肝炎样病毒属；外周血单个核细胞；0;! 类细胞
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HI 引言

JMR（ 丙型肝炎病毒）感染后易于慢性化，但其

慢性化机制仍不十分清楚/ 有研究［! Z $］表明，天然免

疫、体液免疫以及细胞免疫均对病毒的清除有重要作

用，而细胞免疫尤为重要/ 0;! 类细胞因子是参与细

胞免疫的重要物质，在细胞清除细胞内病原体的免疫

应答过程中起关键作用，但同时也是诱发肝脏损伤的

重要机制/ 我们比较了 JMR 感染后体内不同病毒滴

度及不同的基因型患者的外周血单个核细胞（HK#
PM）体外分泌 0;! 类细胞因子及肝脏的炎症情况，以

进一步了解 JMR 感染慢性化和肝损伤机制/

)I 对象和方法

)/ )I 对象 I 收集我院 $""+ 年门诊或住院的慢性

JMR 感染患者 ((（ 男 )+，女 &）例，平均年龄 ($/ )
（!+ [ ,%）岁，所有病例均符合 $""" 年西安全国第十

次病毒性肝炎及肝病学术会议修订的《 病毒性肝炎

防治方案》慢性 JMR 感染诊断标准［)］/ 对照 !" 例为

健康 献 血 员/ 淋 巴 细 胞 提 取 液、0D6\>2、细 胞 因 子

3IGV- 检测试剂盒（ 晶美公司）；-PR（ 逆转录酶），

UT- 酶抑制剂、AT0H，=0> 酶（HD>41<5 公司）；UHPG
!,(" 母液（]6@6:> 公司）；]191-PH+%"" 型 JMRUT-
定量检测仪（ 美国 -KG 公司）；-^,"" 肝功能检测仪

（_274C8? 公司）；其他试剂均购自北京中生公司产

品/
)/ JI 方法

!/ $/ !* 外周血 HKPM 的提取* 采用 S6:>22 梯度离心

法/
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!" #" #$ %&’( 体外培养后上清细胞因子的检测$ 将

分离所得 %&’( 用含有 !)) *+ , + 混合人血清的完全

-%’. !/0) 培养液稀释细胞密度为 1 2 !)3 , +，以 !))
!+ , 孔加于 3/ 孔板，456，1) *+ , + (7# 孵箱中培养，

5# 8 后收集培养上清，9 #)6冻存" 同时设不加细胞

的阴性对照和加入 (:;<（ 刀豆蛋白，# *= , +）刺激的

阳性对照"
!" #" 4$ 检测项目$ 全部病例采用荧光定量 %(- 检

测 >(? -@< 滴度，肝功能检测由我院临床检验中心

完成"
!" #" 0$ 血清 >(? -@< 基因分型$ 参照文献［0］进

行" ABCD:E 提取血清中总 -@<，逆转录合成 FG@<，引

物：1HI<AJA<((((<AJ<JJA(JJ(I4H" 巢式 %(- 进

行 -@< 分 型 鉴 定" 第 ! 轮 %(- 引 物：正 义：1HI
(J(J(J<(A<JJ<<J<(AA( I4H；反 义：1HI<AJA<(I
(((<AJ<JJA(JJ(I4H，306 变 性 ! *C;，116 复 性

!" 1 *C;，5#6延伸 # *C;，41 个循环" 第 # 轮 %(- 以

第 ! 轮 %(- 产物为模板，使用同一个正义引物和 0
个 型 特 异 性 反 义 引 物，正 义：1HI<JJ<<J<( AA(I
(J<JJJJA(I4H，反 义：1HIAJ((AAJJJJ<A<JJ(AI
J<(I4H（" 型，15 KL）；1HIJ<J((<A((AJ(((<(I
(((< I4H（# 型，!00 KL）；1HI((<<J<JJJ<(JJI
J<<((A<I4H（$型，!50 KL）；1HI<(((A(JAAA((JI
A<(<J<J I4H（%，!41 KL），306 变性 ! *C;，/)6 复

性 ! *C;，5#6延伸 !" 1 *C;，4) 个循环" %(- 产物 !1
= , + 琼脂糖凝胶电泳鉴定"

统计学处理：用 MA<A<5" ) 软件进行统计学处

理，两组间比较采用 ! 检验"

!" 结果

!# $" %&’ 感染患者 ()*& 体外培养 +! , 后 -,$
类细胞因子的分泌" 培养 5# 8 后，对照及所有 >(?
患者 %&’( 培养上清中均未检测到 .+I#" >(? -@<
阴性（-@< N!)/ 拷贝 , +）患者 .O@I&［（11 P 44）;= ,
+］较正常人［（40 P !0）;= , + ］和 -@< 大于 !)3 拷贝

, + 的患者［（#3 P #)）;= , +］明显增高（图 !），而所有

-@< 阳性患者与对照相比无显著差异" A@OI’ 不论

-@< 滴度高低均较对照显著增高；-@< 不同滴度的

患者间无显著差异"
!# !" 不同 %&’ ./0 滴度情况下患者肝脏功能间

的比较" -@< 阳性患者 <+A，<MA 水平明显高于阴

性患者（表 !），其余肝脏功能指标两组患者间无明显

差异"
!# 1" 不同 %&’./0 基因型 -,$ 类细胞因子的分泌

" 对 40 例 >(? -@< 阳性患者进行 >(? -@< 分型，

#! 例# , !K（/#Q），1 例$ , #R（!1Q），S 例（#4Q）未

分出（ 表 #）" 不论 >(? -@< 为何种基因型，%&’(
体外培养后 .O@I& 的分泌都较对照组无显著差异，而

A@OI’ 则均较 对 照 组 明 显 增 高" 但 各 基 因 型 之 间

.O@I&，A@OI’ 均无显著差异"

R" N )" )1 #$ 对照；F" N )" )1 #$ >(? -@< N !)/ 拷贝 , +；<：.O@I& 的

分泌水平；&：A@OI’ 的分泌水平"

图 !$ 在不同 >(? -@< 滴度下的 %&’( .O@I&和 A@OI’的分

泌水平

表 !$ 不同 >(? -@< 滴度情况下患者的肝脏功能 （% & $）
>(? -@<

（拷贝 , +）
’

<+A

（T , +）

<MA

（T , +）

A&.+

（!*:E , +）

G&.+

（!*:E , +）

<+&

（= , +）

J+7

（= , +）

(>U

（T , +）

N!)/ !) 43 P ## 40 P !0 !) P / # P# 0/ P# 4! P1 SSS/ P !3/#

!)/ V !)3 !S 30 P /!R 5! P 01R !4 P 1 4 P# 00 P0 #3 P5 /104 P #)50

W !)3 !/ 54 P 10R 13 P #3R !1 P 3 0 P4 00 P# #3 P0 501) P !#14

R" N )" )1 #$ -@< N !)/ 拷贝 , +" <+A：丙氨酸氨基转移酶；<MA：门冬

氨酸氨基转移酶；A&.+：总胆红素；G&.+：间接胆红素；<+&：白蛋白；

J+7：球蛋白；(>U：胆碱酯酶"

表 #$ 不同的 >(? -@< 基因型 A8! 类细胞因子的分泌

（;= , +，% & $）

>(? -@< 基因型 ’ .O@I& A@OI’

# , !K #! 45 P #4 4/44 P 4)4#R

$ , #R 1 41 P ## 45#S P 4!1#R

其他 S #S P !) 4))0 P !SS/R

对照 !) 40 P !0 35 P $ 5/

R" N )" )1 #$ 对照"

1" 讨论

虽然 >(? 感染后可诱导机体产生特异性的抗

体，但 >(? 感染仍倾向于慢性化，可能原因是 >(?
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在免疫压力的诱导下中和性表位发生变异，致使已产

生的抗体不能中和病毒［!］" 因此，细胞免疫在 #$%
感染后的清除过程中可能起到决定性作用［&］" 有研

究表明，在感染 #$% 后自发清除病毒的患者中，其体

内 ’() 类细胞因子（ *+,-!，’,+-"）的产生显著高于

病毒持续存在的患者［.］" 此外，在 #$% 感染后不论

是否清除病毒，均可诱导机体产生特异性的细胞免

疫，但免疫应答的强度不足以清除病毒，从而致使病

毒长期存在［/］"
*+,-! 主要由 ,0 细胞、$1/ 2 ’ 淋巴细胞、$13 2

’ 淋巴细胞分泌，可增强抗原提呈细胞的吞噬能力，

促进 4#$*，** 类抗原的表达、*5-)6 的分泌，诱导机体

免疫应答向 ’() 类分化［7］，同时其本身也具有抗病

毒作用" 我们的实验表明，慢性 #$% 感染患者 894$
体外培养后，在 #$%:,; 阴性（ < )=& 拷贝 > 5）患者

中，*+,-!，’,+-" 的 产 生 明 显 高 于 正 常 人，而 在

#$%:,; 阳性患者中，不论滴度的高低，’,+-" 均有

所升高，但 *+,-! 的产生却与正常人无显著差异，且

#$%:,; 滴度越高，*+,-! 的产生越低" 这在一定程

度上表明，*+,-! 在病毒清除中起重要作用，细胞因

子（ *+,-!，’,+-"）分泌的不平衡可能是导致病毒不

能清除的原因之一"
细胞免疫在 #$% 感染中具有双重作用，#$% 感

染后诱导机体产生的 ’() 类细胞因子（ *+,-!，’,+-
"）虽然不足以清除病毒，但仍可诱导机体肝脏损

伤［)=］" *+,-!，’,+-" 同时具有抗病毒和明显的诱发

炎症作用，在 #$% 感染后引起肝脏损伤中起重要作

用" 我们的实验发现，在 :,; 阳性患者中，代表肝脏

炎症指标的 ;5’，;?’ 较 :,; 阴性患者明显增高，且

’,+-" 也较正常人明显增高，表明 :,; 含量与病毒

引起的肝脏损伤有一定关系，这可能由于在 :,; 阳

性患者中，由于 *+,-! 分泌不足，单独的 ’,+-" 升高

表现为肝损伤为主，但不足以清除病毒" 而在 :,;
阴性、肝功能正常的患者，虽然 ’,+-" 也明显增高，

但 *+,-! 同时增高，二者一同起到了抗病毒的协同作

用，体内病毒含量的减少使得肝脏炎症减轻" 另外，

虽然 :,; 阴性患者表现为 ;5’，;?’ 正常，但其诱导

产生的免疫应答仍有可能造成损伤，肝脏炎症依然存

在，病理检查将有助于进一步的明确"
在我国，#$% 基因型# > )@，$ > 6A 为主要感染病

毒株，在我们的研究中基因型# > )@，$ > 6A 占 :,;
阳性患者的 .&B，各基因型之间 *+,-!，’,+-" 的分

泌均无显著差异，提示慢性 #$% 感染后诱导产生的

免疫应答与基因型无关"
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