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【摘要】   目的    研究慢性乙型肝炎（CHB）患者外周血来源的树突状细胞（DC） 和细胞因子诱

导的杀伤细胞（CIK）自体回输治疗的疗效和对机体免疫的影响。方法    95例CHB患者随机分为3组，

即A组（33例），行DC/CIK治疗；B组（22例），行核苷酸类抗病毒治疗；C组（20例），未进行抗病

毒治疗。用CHB外周血培养和扩增DC和CIK，成熟前给予HBsAg刺激。自体静脉回输（DC/CIK细胞数

量109/100 ml），1次/3 d，共3次。各组均于治疗前、治疗后第1、3、6、12个月分别检测肝功能、HBV 

DNA、IFN-γ、IL-4和IL-12水平。其中IFN-γ、IL-4和IL-12均采用双抗体夹心ELISA法进行检测。结果    

治疗前各组患者病毒载量无显著差异。治疗各阶段B组患者血清HBV DNA水平均低于A组和C组患者（P

均＜ 0.001)；A组患者治疗后3、6个月时病毒载量显著下降（P均＜ 0.05）。各组患者治疗前后ALT和TBil

水平差异无统计学意义。治疗后1个月后，A组患者血清IL-12水平显著高于B组和C组（9.32 ± 2.07 pg/ml vs 

6.96 ± 2.17 pg/ml，9.32 ± 2.07 pg/ml vs 7.32 ± 2.36 pg/ml，P ＜ 0.05）， 其他时间阶段各组比较，IL-12

水平差异无统计学意义。各组患者之间血清IFN-γ、IL-4水平差异均无统计学意义。结论    DC/CIK细胞治疗对

HBV有一定的抑制作用；推测DC/CIK细胞治疗对辅助T细胞的失衡无显著影响。
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【Abstract】   Objective    To evaluate the efficacy and changes of cytokine levels of transfusion of autologous 

dendritic cells (DC) and cytokine-induced killer cells (CIK) , which were activated by HBsAg for patients with chronic 

hepatitis B (CHB). Methods    Total of 95 CHB patients were selected and divided into group A (n = 33, treated with DC/

CIK), group B (n = 22, nucleotide antiviral therapy) and group C (n = 20, with no antiviral treatment). DC and CIK cells 

were cultured and amplified from peripheral blood of CHB patients. DC was stimulated with pure HBsAg in cell culture 

medium prior to maturation. And 100-150 ml normal saline containing DC/CIK (109) and serum albumin (2%) were 

infused over 50-60 minutes through a forearm vein, once every three days, totally three times. HBV DNA, biochemical 

indicators of liver  (ALT, TBil) and cytokines (IFN-γ, IL-4 and IL-12) levels in patients were measured  before and after 

1, 3, 6 and 12 months of treatment. ELISA was applied to detect the levels of IFN-γ, IL-4 and IL-12. Results    After  all 

stages of treatment, the HBV DNA load in group B were significantly lower than those in group A and group C (P ＜ 

0.05).  After treatment for 3 and 6 months, the HBV DNA load in group A significantly decreased (P ＜ 0.05). The levels 

of ALT and TBil showed no significant difference among group A, B and C before and after treatment. The serum IL-12 

level in group A was higher than that of group B and C (9.32 ± 2.07 pg/ml vs 6.96 ± 2.17 pg/ml, 9.32 ± 2.07 pg/ml 

vs 7.32 ± 2.36 pg/ml; P ＜ 0.05) at a month after treatment, which was not statistically significant in other phases. The 

levels of IFN-γ, IL-4 were not significantly different among group A, B and C at each stage. Conclusions    Transfusion 
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慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）

疗效欠佳最主要原因是宿主的免疫缺陷及肝细胞

核内有稳定的ccc DNA存在。近年来，树突状细

胞（dendritic cell，DC）细胞因子诱导的杀伤细胞

（cytokine-induced killer cell，CIK）的研究进展为

乙型肝炎的治疗开辟了广阔的前景，有望在清除慢

性肝炎病毒的治疗中发挥更重要的作用[1l。本研究

通过观察HBsAg活化的DC/CIK自体回输治疗CHB的
疗效及患者血清IFN-γ、IL-4和IL-12水平变化，探讨

DC/CIK细胞过继免疫对机体免疫的影响。

资料与方法

一、研究对象

选取本院消化内科2011年4月至2011年10月住

院的CHB患者共95例，诊断符合依照《慢性乙型

肝炎防治指南》（2010版）诊断标准[1]。所有患者

均排除甲型、丙型、丁型和戊型肝炎等病毒重叠感

染以及其他原因（酒精、药物等）所引起的肝脏损

害，纳入研究对象前均未接受其他抗病毒药物治疗

及免疫调节剂治疗，签署知情同意书。

随机将入组患者分为3组：A组：接受DC/CIK细

胞过继免疫治疗的患者，共33例，其中男性18例，

女性15例，平均年龄31.2（20～45）岁；B组：接受

核苷（酸）类药物抗病毒治疗患者，共22例，其中

男性11例，女性11例，平均年龄35.3岁（31～51）；

C组：未进行抗病毒治疗患者，共20例，其中男性11
例，女性9例，平均年龄28.5（19～56）岁。

二、主要试剂和检测方法 
采用双抗体夹心ELISA法检测血清IL-12、IL-4

和IFN-γ水平。每孔加入100 μl标准品或待测样品，

用酶标测定仪以波长492 nm测定各孔A值。以标准

孔数值绘制标准曲线，根据待测样品孔所测得的A
值，在标准曲线上查得样品中IL-12、IL-4和IFN-γ
的含量。

IL-12试剂盒为深圳晶美生物工程有限公司产

品，IFN-γ和IL-4试剂盒为长沙科泰科技有限公司产

品。HBsAg定量检测采为安图绿科生物工程有限公

司LUMO发光仪及相关试剂盒进行。Becton Dickinson
流式细胞仪，CKX41型倒置相差显微镜，HBV DNA
检测采用Mx3000P型实时荧光定量PCR仪检测。

三、治疗方法

各组患者均给予常规保肝降酶治疗。A组患者

接受DC/CIK细胞治疗，以血细胞分离机分离外周血

单个核细胞，血液流速为50～60 ml，循环处理总血

量约4000～6000 ml，分类持续时间约2 h，收集量约

100 ml。健康人在无菌条件抽取外周血100 ml。对倍

稀释再加人淋巴细胞分离液（1︰1），2000 r/min、
20 min（离心半径r = 16 cm）。离心后吸出位于血浆

层与分离液层之间的外周血单个核细胞（peripheral 
blood mononuclear cells，PBMCs）层。洗涤2次，依

次以1800 r/min、1200 r/min，各离心5 min。离心后

弃上清液，用AIM-V培养液调整细胞浓度为（4～
5）× 106/ml，置于37 ℃、5% CO2培养箱培养2 h。

收集非贴壁细胞诱导扩增CIK细胞：用AIM-V
培养基调细胞浓度为1.5 × 106/ml并加入干扰素，

置培养箱培养24  h后加入白细胞介素（ IL-2和
IL-1）、抗-CD3单克隆抗体，继续置于培养箱中培

养。以后每隔3 d换液1次，补充IL-2，调整细胞浓

度始终为1.5 × 106个/ ml 。
剩余贴壁细胞诱导扩增DC：加入AIM-V培养液

及细胞因子（GM-CSF、IL-4）置于培养箱培养。第3
天半量换液1次并补充细胞因子，加入HBV表面抗原

（HBsAg，浓度为1000 ng/ml）继续培养。第6天收集

和CIK 按1∶5混合，以含有IL-2的AIM-V培养液继续

培养48 h，将DC-CIK悬液一分为二，一半DC-CIK悬

液以1000 r/min离心5 min，弃上清，以5倍体积生理

盐水重悬混匀，再以1000 r/min离心5 min（离心半径

r = 16 cm）弃上清，再以5倍体积生理盐水漂洗2遍，

弃上清后以含2%人血白蛋白的生理盐水100～150 ml
重悬混匀。注入一次性采血袋中，以封口机封口。

另一半添加等量含有2000 U/ml IL-2的AIM-V继续培

养，以备第二、三次DC-CIK回输用。经前臂静脉自

体回输，整个回输过程持续约50～60 min，共进行3
次，每次间隔2 d，每次给予细胞数量＞ 1 × 109。

四、临床观察指标

各组均于治疗前、治疗后第1、3、6、12个月采

集患者空腹血清，送医院中心实验室统一检测HBV 
DNA、HBsAg、肝脏生化指标、IFN-γ、IL-4和IL-12
水平。观察、记录细胞输注后24 h内患者体温等生命

体征及随访期间的不良事件。

of autologous DC/CIK cells activated by HBsAg had some effects of inhibition of viral replication to patients with CHB. 

It is suggested that DC/CIK treatment did not improve Th1/Th2 abnormal status in patients with CHB.

【Key words】   Chronic hepatitis B; Dendritic cells; Cytokine-induced killer cells; Cytokines
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五、统计学处理

应用SPSS 11.5软件进行统计学分析，计量资料

数据以 x ± s表示，率采用百分比表示，同一患者

治疗前后比较采用配对t检验。治疗组和对照组计

量资料比较采用t检验，三组率的比较采用χ2
检验，

三组之间数据比较采用单因素方差分析，以P ＜ 
0.05为差异具有统计学意义。

结        果

一、各组患者治疗后HBV DNA水平

各组患者治疗前HBV DNA载量差异无统计学意

义（F = 0.571，P = 0.567）；治疗3个月和6个月时，

A组患者病毒载量显著下降（t = 3.178，P = 0.002；
t = 4.389，P = 0.000）。以治疗3个月为评估节点、

以病毒载量下降≥ 2 log10拷贝/ml发生为病毒学应

答，三组患者应答率分别为54.5%（18/33）、95.4%
（21/22）和5%（1/20）。三组患者病毒学应答率差

异具有统计学意义（χ2 = 34.474，P = 0.000），见表1。
二、肝功指标变化

三组患者治疗前均存在不同程度肝功能异常，

ALT均值分别为（184.2 ± 106.1）U/L、（199.1 ± 
118.6）U/L和（176.8 ± 110.5）U/L；TBil均值分别为

（39.2 ± 9.5）µmol/L、（43.7 ± 11.5）µmol/L和（29.2 
± 4.8）µmol/L。治疗1个月后复查，三组患者ALT均值

分别为（39.4 ± 6.3）U/L、（34.1 ± 8.3）U/L和（36.8 
± 53.5）U/L；TBil均值分别为（22.5 ± 2.9）µmol/L、
（23.7 ± 1.5）µmol/L和（22.3 ± 2.8）µmol/L；三组患

者治疗前后 ALT和TBil水平，差异均无统计学意义

（t分别为－0.484和1.594，P均＞ 0.05）。

三、三组患者IFN-γ、IL-4和IL-12水平的变化

治疗后1个月细胞治疗组患者（A组）血清IL-12
水平显著高于核苷（酸）类抗病毒治疗组（B组）和

未抗病毒治疗组（C组）（9.32 ± 2.07 pg/ml vs 6.96 ± 
2.17 pg/ml，t = 4.155、P = 0.000；9.32 ± 2.07 pg/ml vs 
7.32 ± 2.36 pg/ml，t = 3.381、P = 0.001），治疗后其

他阶段各组差异无统计学意义。IFN-γ和IL-4水平在阶

段、各组之间差异均无统计学意义，见图1～3。

表1    各组患者治疗前后HBV DNA的水平（log10拷贝/ml， x  ± s）

组别 例数 治疗前a 治疗1个月 治疗3个月b 治疗6个月c 治疗12个月

A组 33 6.84 ± 1.36 6.52 ± 2.29 5.79 ± 2.04 5.29 ± 1.77 5.23 ± 2.15

B组 22 6.95 ± 2.68 4.52 ± 1.95 3.45 ±1.35 3.52 ± 2.95 2.55 ± 1.62

C组 20 6.54 ± 2.41 6.55 ± 2.56   6.32± 2.85 6.48 ± 3.25 6.50 ± 3.12

注：A组：细胞治疗组；B组：核苷（酸）类抗病毒治疗组；C组：未抗病毒治疗组；a：三组患者相比，F = 0.571，P = 0.567；b：三组患者相
比，t = 3.178，P = 0.002；c：三组患者相比，t = 4.389，P = 0.000

图1    各组患者治疗前后血清中IFN-γ水平

图2    各组患者治疗前后血清中IL-4水平变化情况 

图3    三组患者治疗前后外周血IL-12的含量

四、不良反应

细胞治疗组（A组）中有2例患者输注DC-CIK
后出现发热，分别为37.9 ℃和38.4 ℃，予以对症治
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疗后体温恢复正常。

讨        论

特异性细胞免疫是清除机体内病毒的重要机

制，针对HBV各类抗原表位的CTL及DC参与的细胞

毒效应在清除HBV过程中起着主要作用[3-4]。DC是

机体内最重要、功能最强的抗原递呈细胞，DC捕

获HBV后，处理加工成抗原多肽，递呈给CD4＋ T、
CD8＋ T细胞。CD8+ T活化、识别感染HBV的肝细

胞表达的抗原肽并结合、溶解肝细胞而引起肝细胞

溶解或凋亡[5]；CD4＋ T细胞活化及增殖分化，分泌

细胞因子（IFN-γ、TNF-α和IL-12等），促进Th0向
Th1发展，Th1细胞产生的Th1因子具有中和HBV的

作用，并在T细胞的增殖活化尤其是在促进CTL的杀

伤活性、介导细胞免疫应答及机体抗病毒效应中发

挥重要作用。DC亦活化NK、抗体依赖性细胞毒性

细胞（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity，
ADCC）对HBV感染的肝细胞起破坏作用[6]。CHB患
者存在DC数量和功能缺陷、T细胞无能状态、辅助

T细胞（Th）1和Th2细胞失衡，以及细胞因子IFN-γ
（主要是Th1细胞分泌）、IL-4（主要由Th2细胞分

泌）和IL-12（主要由ABC细胞分泌）的异常。这些

缺陷导致HBV持续慢性感染并与病毒复制有关[7-8]。

但在乙型肝炎的免疫调节网络中，T淋巴细胞亚

群、DC异常的因果关系和受损机制并不甚清楚[9]。

CHB外周循环中的HBsAg不能引起完全的免疫

应答。有研究报道在体外用病毒相关抗原冲击致敏

DC后再注入自体，部分病例能有效抑制HBV复制并

降低血清病毒量，清除HBeAg及促进HBeAg/抗-HBe
血清学转换[10]。从CHB外周血中分离出来的病毒特

异性T淋巴细胞大部分已经失去了增殖和产生细胞

因子的能力。体外诱导特异性杀伤细胞对清除HBV
具有一定作用。CIK细胞是单个核细胞在体外用多

种细胞因子共培养而获得的一群异质细胞，兼有

T淋巴细胞强大的抗瘤、抗病毒活性。苏海滨等[11]

研究报道，应用CIK细胞治疗14例慢性乙型肝炎患

者并随访52周后结果显示，HBV DNA低于检测下

限的比率为42.86%（6/14）；HBeAg阴转和（或）

抗-HBe阳转率为42.86%（6/14）；治疗前ALT ＞ 
100 U/L者11例，HBeAg血清学转换率为54.55%
（6/11），未发现严重不良反应。Marten等[12]将外

周血来源的CIK细胞和同源DC细胞共培养一段时间

后发现，DC和CIK细胞的增殖能力明显增强。

慢性HBV感染的细胞免疫治疗是一种很有前

途的治疗策略。但慢性HBV感染者DC本身存在的

缺陷是否能通过体外培养和刺激而得到修饰，恢

复正常功能，目前尚存在很大争议[13-14]。本课题组

前期研究发现健康人DC表面标志CDla、CD80及
CD83显著高于CHB患者，但HLA-DR阳性率CHB
患者与健康人无显著差异[15]。健康人DC、CIK的表

面标志阳性率、共培养上清液中的IL-12浓度、对

HepG2.2.15细胞的杀伤率均显著高于CHB。在健康

人HBsAg致敏的DC、CIK细胞标志阳性率、共培养

上清液中的IL-12浓度、对HepG2.2.15细胞的杀伤率

均明显提高，而在CHB仅见DC、CIK对HepG2.2.15
细胞的杀伤活性显著高于未经HBsAg致敏。提示

CHB来源的DC、CIK免疫活性低于健康者，并且其

缺陷难以通过体外修饰而得到完全纠正。

本研究中，细胞治疗组（A组）患者3、6个
月时病毒载量显著下降。核苷（酸）类抗病毒治

疗组患者（B组）各阶段血清HBV DNA下降幅度

均高于细胞治疗组（A组）和未抗病毒治疗组（C
组）；各组患者ALT水平比较无显著性差异。治疗

后1个月细胞治疗组（A组）血清IL-12水平高于未

抗病毒治疗组（C组）和核苷（酸）类抗病毒治疗

组（B组），其他阶段各组差异无显著性。IFN-γ、
IL-4在各阶段、各组患者之间差异统计学意义。提

示细胞治疗对HBV有一定的抑制作用。细胞治疗

组（A组）血清IL-12水平在治疗1个月时高于未抗

病毒治疗组（C组）和核苷（酸）类抗病毒治疗组

（B组），短期的血清IL-12水平升高可能与输注体

外诱导单个核细胞分泌的细胞因子有关。未发现细

胞治疗对患者血清IFN-γ和IL-4水平有影响。推测

短期的DC-CIK自体静脉回输治疗对机体的免疫系

统失衡状态无明显改善，此结果与既往文献中报

道HBsAg负载DC细胞治疗慢性乙型肝炎患者血清

Th1/Th2失衡可得到改善不同[16]，故DC-CIK细胞治

疗的临床疗效尚需进一步观察。
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