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［摘　要］　目的　初步探究甘草酸二铵（ＤＧ）对丙型肝炎病毒相关性淋巴瘤（ＨＣＶ－ＮＨＬ）患者单核细胞ＰＤ－１表达的免疫调

控作用。 方法　从健康人、单纯丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染者和 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者的外周血中分离外周血单个核细胞（ＰＢ－
ＭＣ），体外培养刺激后，应用流式细胞仪分析健康人、单纯 ＨＣＶ感染者和 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋细胞占ＣＤ１４＋总单

核细胞的比例；ＨＣＶ－ＮＨＬ患者ＰＢＭＣ加入ＤＧ和阳性对照 ＨＣＶ核心抗原干预后较 ＨＣＶ－ＮＨＬ空白对照ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋细

胞占ＣＤ１４＋总单核细胞比例的变化情况。 结果　与健康人比较，单纯 ＨＣＶ感染者和 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者 ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／

ＣＤ１４＋均明显升高，并且 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者较单纯 ＨＣＶ感染者升高明显，各组之间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＨＣＶ－
ＮＨＬ＋ＨＣＶ核心抗原组ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋比例较 ＨＣＶ－ＮＨＬ空白对照明显增加，而 ＨＣＶ－ＮＨＬ＋ＤＧ组ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／

ＣＤ１４＋比例较 ＨＣＶ－ＮＨＬ＋ＨＣＶ核心抗原组明显降低，各组之间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论　ＨＣＶ－ＮＨＬ患者

单核细胞程序性死亡通路激活增加，且程度重于单纯 ＨＣＶ感染，ＤＧ可以降低 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者单核细胞ＰＤ－１＋的高表达。
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　　丙型肝炎病毒相关性淋巴瘤（ＨＣＶ－ＮＨＬ）是因
感染丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）并在慢性免疫损伤过程
中引起原发于淋巴结或淋巴组织的恶性肿瘤，病理
类型多见于 Ｂ 细胞非霍奇金淋巴瘤（Ｂ－ＮＨＬ）。

ＨＣＶ感染常伴发免疫调节功能紊乱，可发展为

ＨＣＶ－ＮＨＬ［１－２］。该淋巴瘤起病隐匿，有效治疗方

法有限。甘草酸二铵（ＤＧ）是甘草中提取的有效成
分，本实验观察其对 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者单核细胞程序
性死亡因子－１（ＰＤ－１）表达的影响，初步探讨ＤＧ对

ＨＣＶ－ＮＨＬ单核细胞的免疫调控作用。
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１　材料与方法

１．１　细胞

３例 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者外周血、３例单纯 ＨＣＶ
感染者外周血、３例健康人外周血均来自２００９年美
国东田纳西州州立大学Ｑｕｉｌｌｅｎ医学院附属ＶＡ医
院门诊，经肝素抗凝后用Ｆｉｃｏ／Ｌｉｔｅ　ＬｙｍｐｈｏＨ淋巴
细胞分离液分离获得外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　ｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），用细胞培养液调
整细胞数为５×１０６／ｍｌ的细胞悬液。

１．２　主要试剂与仪器

ＤＧ（甘利欣，江苏正大天晴药业股份有限公司，
国药准字 Ｈ１０９４０１９０）５μｇ／μｌ；ＨＣＶ 核心抗原（美
国 Ｖｉｒｏｇｅｎ公司，编号００００１１５－Ｖ）；细胞培养液
（ＲＰＭＩ－１６４０培养基８９．９％、胎牛血清１０％、Ｌ－谷
氨酰胺１％、１００００Ｕ／ｍｌ青链霉素双抗０．１％）；脂
多糖（ＬＰＳ，美国Ｓｉｇｍａ公司，编号Ｌ８２７４）；分离缓
冲液（含 ０．５％ＢＳＡ、２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ 的 ＰＢＳ）；

ＦＩＴＣ标记的鼠抗人ＰＤ－１（ＦＩＴＣ　ＰＤ－１，美国ｅＢｉｏ－
ｓｃｉｅｎｃｅ，编号００１１－９９６９）、ＦＩＴＣ标记的鼠抗人同型
对照ＩｇＧ（ＦＩＴＣ　ＩｇＧ　Ｉｓｏｔｙｐｅ，美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，编号

００１１－４７１４）；ＰＥ标记的鼠抗人ＣＤ１４（ＰＥ　ＣＤ１４，美
国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，编号００１３０－０９１－２４２）；ＰＥ标记
的鼠抗人同型对照ＩｇＧ（ＰＥ　ＩｇＧ　Ｉｓｏｔｙｐｅ，美国

Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，编号００１３０－０９１－８３５）；ＴＬＲ７／８配
体Ｒ８４８（美国ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ，编号００ｔｌｒｌ－ｒ８４８）。流式
细胞仪（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司，ＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ）。

１．３　刺激、抗体孵育及染色
将 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者、ＨＣＶ感染者、健康人ＰＢ－

ＭＣ悬液各２　０００μｌ，置于９６孔板中，每孔２００μｌ，每
例样品１０孔。各孔中加入２０μｌ　ＬＰＳ（１μｇ／μｌ）刺
激，３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中孵育１２ｈ后，加入５μｌ
Ｒ８４８（１μｇ／μｌ）刺激，３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中孵育

１２ｈ。每例样品中各取４个孔加入空白对照的５μｌ
ＰＢＳ，３个孔加入阳性对照刺激的５μｌ　ＨＣＶ核心抗
原（１μｇ／μｌ），３个孔加入５μｌ　ＤＧ（５００μｇ／ｍｌ）干预，

３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中孵育１２ｈ，ＰＢＳ洗涤１次后
用１００μｌ　ＰＢＳ混悬细胞。每例中取加入ＰＢＳ　４个
孔中的１个孔，加入ＦＩＴＣ　ＩｇＧ　Ｉｓｏｔｙｐｅ和ＰＥ　ＩｇＧ　Ｉ－
ｓｏｔｙｐｅ，每例其余９孔均加入荧光标记抗体ＦＩＴＣ
ＰＤ－１和ＰＥ　ＣＤ１４各２０μｌ，室温暗室下孵育４０ｍｉｎ，
用ＰＢＳ洗涤２次，用３００μｌ　ＰＢＳ混悬细胞。

１．４　流式细胞仪测定
以ＦＩＴＣ标记的鼠抗人Ｉｓｏｔｙｐｅ、ＰＥ标记的鼠

抗人Ｉｓｏｔｙｐｅ标记的细胞为阴性对照，在流式细胞
仪上以４８８ｎｍ为第一激光、６３３ｎｍ为第二激光激
发荧光，在５１３ｎｍ 带通滤镜进行ＦＩＴＣ标记的测
定，在５７５ｎｍ带通滤镜进行ＰＥ标记的测定。通过

ＢＤ　ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ　Ｐｒｏ软件分析数据，以前向散射角
（ＦＳＣ）和侧向散射角（ＳＳＣ）设门，选定检测的细胞，
分别以ＦＩＴＣ和ＰＥ通道的组合观察细胞的染色，
记录阳性细胞百分率，减去非特异对照值。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１５．０统计软件包，计量资料以均

值±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，以 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ－Ｓｍｉｒｎｏｖ
检验各组数据的正态性分布，以Ｌｅｖｅｎｅ＇ｓ　ｔｅｓｔ进行
方差齐性检验；经 ＡＮＯＶＡ、Ｗｅｌｃｈ、Ｄｕｎｎｅｔｔ＇ｓ　ｔ、

ＳＮＫ进行多组均数比较。

２　结果

２．１　各组受试者单核细胞ＰＤ－１表达比较
图１示，健康人、单纯 ＨＣＶ 感染者和 ＨＣＶ－

ＮＨＬ患者ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋占总ＣＤ１４＋单核细胞比例
比较显示：健康人＜单纯 ＨＣＶ 感染者＜ＨＣＶ－
ＮＨＬ患者，呈逐步递增的关系。表１示，与健康人
比较，单纯 ＨＣＶ感染者和 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者ＣＤ１４＋

ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋均明显升高，并且 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者
较单纯 ＨＣＶ感染者升高明显，各组之间差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组受试者ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 样本数 ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋

健康人 ３　 ５．５４±１．０９
单纯 ＨＣＶ感染者 ３　 １２．９６±０．８７＊

ＨＣＶ－ＮＨＬ患者 ３　 ２０．３１±１．８８＊△

　　注：与健康人比较，＊Ｐ＜０．０５；与 ＨＣＶ感染者比较，△Ｐ＜

０．０５

２．２　ＤＧ对ＨＣＶ－ＮＨＬ单核细胞ＰＤ－１表达的影响
图２示，与 ＨＣＶ－ＮＨＬ空白对照比较，ＨＣＶ核

心抗原干预后单核细胞ＰＤ－１＋表达阳性比例增加，
而 ＤＧ 干预后比例降低。表２示，ＨＣＶ－ＮＨＬ＋
ＨＣＶ 核心抗原组 ＣＤ１４＋ ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋ 比例较

ＨＣＶ－ＮＨＬ空白对照明显增加，而 ＨＣＶ－ＮＨＬ＋
ＤＧ组ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋比例较 ＨＣＶ－ＮＨＬ＋
ＨＣＶ核心抗原组明显降低，各组之间差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论
既往研究表明，ＨＣＶ作为一种嗜淋巴组织病

毒，感染后常伴发Ｔ／Ｂ细胞免疫调节功能紊乱［３］，

·８４０１· 倪磊等　甘草酸二铵对丙型肝炎病毒相关性淋巴瘤单核细胞ＰＤ－１表达的影响 ２０１３年第１２期



图１　健康人、单纯 ＨＣＶ感染者和 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者单核细胞ＰＤ－１结果

图２　ＨＣＶ核心抗原和ＤＧ分别干预 ＨＣＶ－ＮＨＬ患者ＰＢＭＣ后的ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋表达变化

表２　ＨＣＶ－ＮＨＬ患者ＰＢＭＣ不同干预后

　　ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋结果比较（％，珚ｘ±ｓ）

　组别 样本数 ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋／ＣＤ１４＋

ＨＣＶ－ＮＨＬ空白对照 ３　 ２０．３１±１．８８
ＨＣＶ－ＮＨＬ＋ＨＣＶ核心抗原 ３　 ３０．９１±１．０５＊

ＨＣＶ－ＮＨＬ＋ＤＧ　 ３　 １４．５７±１．３０＊△

　　注：与 ＨＣＶ－ＮＨＬ空白对照比较，＊Ｐ＜０．０５；与 ＨＣＶ－ＮＨＬ＋

ＨＣＶ核心抗原比较，△Ｐ＜０．０５

可使慢性感染患者的Ｔ细胞呈现出一种耗竭状态；
而Ｂ细胞则出现细胞过度活跃的状态［４］，进一步发
展可导致淋巴瘤的发生，主要病理类型为Ｂ－ＮＨＬ。
由于 ＨＣＶ对肝细胞和淋巴细胞的双重侵袭，使其
与其他淋巴瘤发生、发展和预后略有不同［４－６］。

ＣＤ１４＋单核细胞在Ｂ－ＮＨＬ的全身性免疫抑制
具有重要的角色［７］。ＬｉｎＹ等［８］研究发现，Ｂ－ＮＨＬ
患者治疗前外周血单核细胞对Ｔｏｌｌ样受体刺激反
应下降，进而抑制Ｔ细胞的增殖。ＭｕｅｌｌｅｒＣＧ等［９］

对ＨＣＶ相关混合冷球蛋白血症（ＭＣ）和Ｂ－ＮＨＬ患
者的研究发现，ＨＣＶ核心蛋白质能够诱导ＣＤ１４＋

细胞的生产白细胞介素６（ＩＬ－６）通过Ｔｏｌｌ样受体２
导致Ｂ－细胞增殖的加强。王红霞等［１０］研究结果显
示，ＣＤ１４＋单核细胞表达组织因子（ＴＦ）和血管内皮
生长因子（ＶＥＧＦ）与患者危险分期密切相关，可能
是ＮＨＬ患者的一个预后不良指标。作为 Ｔ、Ｂ细
胞活化的重要负性调控通路的ＰＤ－１及其配体（ＰＤ－
Ｌ１）信号通路在淋巴瘤发生和发展中也发挥了重要
作用。研究发现，ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１信号通路与 Ｔ细胞

的功能损伤有关，在Ｔ细胞淋巴瘤中ＰＤ－１表达增
高［１１－１２］。ＨＣＶ慢性感染可以作为直接原因，诱导
抑制性Ｔ细胞受体ＰＤ－１及ＰＤ－Ｌ１明显增加，进而
出现Ｔ细胞功能的下降，导致淋巴瘤的发生［１３］。
甘草具有补脾益气、清热解毒、祛痰止咳、缓急

止痛的功效。甘草在治疗自身免疫性疾病、慢性虚
弱性疾病、严重病毒与细菌感染性疾病中疗效较好。

ＤＧ是甘草提取的有效成分。实验证明，ＤＧ除了具
有保护肝功能、诱生α－干扰素作用外，在 ＨＣＶ－
ＮＨＬ的ＣＤ４＋细胞的免疫调控中，具有抑制ＣＤ２５＋

Ｔ细胞增殖而促进ＣＤ２５－Ｔ细胞增殖的积极免疫调
节作用［１４］。因此，本实验从 ＨＣＶ－ＮＨＬ单核细胞

ＰＤ－１的表达入手，观察ＤＧ对其干预情况。本研究
发现ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋占总ＣＤ１４＋单核细胞的百分比
呈现健康人＜单纯 ＨＣＶ感染者＜ＨＣＶ－ＮＨＬ患者
的关系。ＨＣＶ－ＮＨＬ患者外周血单核细胞ＰＤ－１＋

表达较健康人、单纯 ＨＣＶ感染者均出现增高，揭示
出其对周围刺激的反应下降、对Ｔ细胞增殖抑制的
可能原因—程序性死亡通路启动增加。ＤＧ干预后

ＨＣＶ－ＮＨＬ患者外周血ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋占总ＣＤ１４＋

单核细胞的表达减少，而作为阳性对照药物的 ＨＣＶ
核心抗原干预后ＣＤ１４＋ＰＤ－１＋占总ＣＤ１４＋单核细
胞的表达增加，表明ＤＧ对 ＨＣＶ－ＮＨＬ能够有效的
减少ＰＤ－１＋表达增高比例，在恢复外周血单核细胞
的活性和反应性上能够发挥积极作用。结合既往的
研究结果分析，ＤＧ具有抑制 ＨＣＶ－ＮＨＬ　ＣＤ２５＋Ｔ
细胞增殖而促进ＣＤ２５－Ｔ细胞增殖的积极免疫调节
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作用［１４］，其机制可能是ＤＧ可以降低单核细胞ＰＤ－
１＋的高表达，通过ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１信号通路在 ＨＣＶ－
ＮＨＬ免疫调节紊乱调控中发挥积极干预作用。
综上，ＤＧ通过减少单核细胞ＰＤ－１＋的高表达，

进而减少ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１信号通路的负向调控作用，在

ＨＣＶ－ＮＨＬ免疫紊乱的干预能够发挥积极的作用。
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第三届“白云山奇星·华佗再造丸”杯优秀论文征集通知
为进一步提示脑中风的发病机制，提高对这一疾病的认识，探索治疗新方法，获取国际上的最新研究进展。由中

华中医药学会主办、《中医杂志》、《中国中药杂志》协办，广州白云山奇星药业有限公司、数源汇通（北京）医药科技有限
公司承办，共同发起第三届全国脑卒中诊疗实践学术研讨会暨第三届“白云山奇星·华佗再造丸”杯脑卒中诊疗实践
优秀医学论文征集活动，具体事宜通知如下：

一、征文内容：出血性中风和缺血性中风的病理机制的研究进展；探讨脑的耐受和保护机制；中风内外科治疗的实
验和临床进展探讨；中风病辨证论治规律、病因病机、治则治法、证候标准规范、方案优化、临床疗效评价方法、疗效机
理以及新药研发等相关研究成果。

二、征文要求：１．凡未公开发表的论著、述评、病例报告、讲座综述、实验研究、临床研究、经验总结等，均可投稿。

按照杂志论文格式，要求８００字中文摘要１份，包括目的、方法、结果、结论四部分，数据准确、重点突出、文字精炼。请
在征文后详细注明姓名、工作单位、科室、邮政编码和电话、征文。截稿日期：２０１３年１０月３０日。请自留底稿，恕不退
稿。论文投稿方式：邮寄地址：北京市海淀区西三环北路１１号海通时代商务中心Ａ１栋，数源汇通（北京）医药科技有
限公司收，邮编：１０００８９，电话：０１０－６８７１８７１１；或电子版发至：ｃｎｙｘｙｘ＠ｃｎｙｘｙｘ．ｃｏｍ。

三、联系方式：数源汇通（北京）医药科技有限公司，联系人：赵森，电话：０１０－６８４１２７１６转６０３，传真：０１０－
６８７１５７５６，Ｅｍａｉｌ：ｃｎｙｘｙｘ＠ｃｎｙｘｙｘ．ｃｏｍ

·０５０１· 倪磊等　甘草酸二铵对丙型肝炎病毒相关性淋巴瘤单核细胞ＰＤ－１表达的影响 ２０１３年第１２期


