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［摘要］　目的　探讨白细胞介素（ＩＬ）２１对乙肝病毒性肝炎（简称乙肝）肝硬化患者自然杀
伤（ＮＫ）细胞表型及功能的影响。方法　根据肝硬化分期，将６０例乙肝肝硬化患者分为代偿期组
３０例和失代偿期组３０例，同时纳入３０例乙型肝炎病毒表面抗体阳性的健康人作为对照组。采用
流式细胞术检测 ＮＫ细胞频率、ＮＫ细胞表面抑制性受体 Ａ（ＮＫＧ２Ａ）、ＮＫ细胞表面活化性受体 Ｄ
（ＮＫＧ２Ｄ）及细胞毒活性分子ＣＤ１０７ａ的表达水平，采用胞内因子染色法检测 ＮＫ细胞胞内干扰素
（ＩＦＮ）γ的表达水平。分离出外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）与ＩＬ２１共培养后，再检测上述指标并进
行比较。结果　代偿期组和失代偿期组患者 ＮＫＧ２Ａ的表达水平均高于对照组，ＮＫ细胞频率、
ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ１０７ａ及ＩＦＮγ的表达水平均低于对照组（Ｐ＜０．０５）；加入 ＩＬ２１后，代偿期组和失代偿
期组患者ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ１０７ａ及ＩＦＮγ的表达水平均高于同组未加ＩＬ２１时（Ｐ＜０．０５）。结论　ＩＬ２１
可促进乙肝肝硬化患者ＮＫ细胞活化和ＩＦＮγ分泌，增强其细胞毒活性，提示ＩＬ２１可用于乙肝肝
硬化的预防和免疫治疗。
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　　肝硬化是各种慢性肝病发展的晚期阶段，若治疗 不及时，死亡率较高，严重影响患者的健康。在我国，

乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）的持续感染是造成肝硬化的主
要原因。乙型病毒性肝炎（简称乙肝）肝硬化患者多

存在免疫功能紊乱或低下，自然杀伤（ＮＫ）细胞是机体
执行非适应性免疫反应的重要免疫细胞，其介导天然

免疫应答，不依赖抗体和补体，可直接杀伤靶细胞，如

肿瘤细胞或受病毒感染的细胞等，同时也具有抗感染、
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免疫调节和免疫监视作用［１２］。在天然免疫中，作为效

应细胞的ＮＫ细胞发挥重要作用，而白细胞介素（ＩＬ）２１
在ＮＫ细胞发育和活化过程中具有重要作用。ＩＬ２１
与ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ７、ＩＬ９及 ＩＬ１５同属于Ⅰ型细胞因子
家族成员，ＩＬ２１受体广泛表达于 Ｔ细胞、Ｂ细胞、
ＣＤ８＋Ｔ细胞及ＮＫ细胞等［３］。在本研究中，我们主要

检测乙肝肝硬化患者外周血ＮＫ细胞表面受体、ＮＫ细
胞毒活性分子和 ＮＫ细胞分泌细胞因子水平，并观察
ＩＬ２１对乙肝肝硬化患者ＮＫ细胞表型及功能的影响。

对象与方法

１．对象：２０１７年１０月～２０１８年１０月于广西中医
药大学第一附属医院住院的乙肝肝硬化患者６０例，诊
断符合《慢性乙型肝炎防治指南（２０１５年版）》中关于
乙肝肝硬化的诊断标准［４］。根据肝硬化分期将所有

患者分为代偿期组３０例和失代偿期组３０例。另选取
同期于我院体检的３０例ＨＢＶ表面抗体（ＨＢｓＡｂ）阳性
的健康成年人作为对照组。排除标准：合并 ＨＩＶ感染
或其他病毒性肝炎、酒精性肝病、自身免疫性疾病、寄

生虫感染、肝癌及其他系统严重疾病。本研究经广西

中医药大学第一附属医院伦理委员会审核批准，所有

受试者均签署知情同意书。

２．方法
（１）ＮＫ细胞频率及 ＮＫ细胞表面抑制性受体 Ａ

（ＮＫＧ２Ａ）、ＮＫ细胞表面活化性受体 Ｄ（ＮＫＧ２Ｄ）的检
测：３组受试者均空腹抽取外周血１０ｍｌ，当天将抽取
的外周血加入人淋巴细胞分离液分离出人外周血单核

细胞（ＰＢＭＣ），取 ＰＢＭＣ加入异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）
标记的抗人ＣＤ５６抗体、Ｐｅｒｃｐｃｙ５．５标记的抗人 ＣＤ３
抗体、ＰＥ标记的抗人ＮＫＧ２Ａ抗体及ＡＰＣ标记的抗人
ＮＫＧ２Ｄ抗体，室温避光孵育３０ｍｉｎ后用磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）洗涤２次，采用流式细胞仪检测 ＮＫ细胞频率
及ＮＫＧ２Ａ、ＮＫＧ２Ｄ的表达水平。

（２）ＮＫ细胞毒活性分子ＣＤ１０７ａ的检测：取ＰＢＭＣ
与Ｋ５６２细胞按１０∶１比例混合，加入 ＰＥ标记的抗人
ＣＤ１０７ａ抗体，然后分别加激活剂佛波酯（ＰＭＡ）、离子
霉素及阻断剂莫能霉素放入培养箱孵育６ｈ，最后加入
Ｐｅｒｃｐｃｙ５．５标记的抗人ＣＤ３抗体和ＦＩＴＣ标记的抗人
ＣＤ５６抗体，室温避光孵育３０ｍｉｎ后用ＰＢＳ洗涤２次，
采用流式细胞仪检测ＣＤ１０７ａ的表达水平。

（３）ＮＫ细胞分泌细胞因子干扰素（ＩＦＮ）γ的检
测：取ＰＢＭＣ分别加入激活剂ＰＭＡ、离子霉素和阻断剂
莫能霉素后放入培养箱孵育５ｈ，然后加入Ｐｅｒｃｐｃｙ５．５
标记的抗人ＣＤ３抗体和ＦＩＴＣ标记的抗人ＣＤ５６抗体，
室温避光孵育３０ｍｉｎ后分别加入固定剂和破膜剂，最

后加入 ＰＥ标记的抗人 ＩＦＮγ抗体，室温避光孵育
３０ｍｉｎ后用ＰＢＳ洗涤２次，采用流式细胞仪检测ＩＦＮγ
的表达水平。

（４）ＩＬ２１对ＮＫ细胞生物学活性的影响：取ＰＢＭＣ
与ＩＬ２１共培养４８ｈ后，再按上述方法检测 ＮＫＧ２Ａ、
ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ１０７ａ及ＩＦＮγ的表达水平。以上流式抗体
均购自美国ＢＤ公司。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分

析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检验，
３组间比较采用方差分析；计数资料以例数表示，组间
比较采用χ２检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．３组受试者基本资料比较：对照组、代偿期组、
失代偿期组受试者性别及年龄比较差异均无统计学意

义（Ｐ＞０．０５），而３组受试者 ＡＬＴ水平比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。失代偿期组乙肝病毒 ＤＮＡ水
平均高于代偿期组（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　３组受试者基本资料比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
性别

（男／女）
年龄

（岁）

ＡＬＴ
（Ｕ／Ｌ）

乙肝病毒ＤＮＡ
（ｌｇＩＵ／ｍｌ）

对照组 ３０ １５／１５ ３９．２±１１．５ １７．２２±９．６２ －
代偿期组 ３０ ２０／１０ ４３．０±１５．２ ４０．４５±３７．６８３．４５±１．５６
失代偿期组 ３０ ２２／８ ４６．５±１３．５１２５．５８±８７．６４４．５１±１．８３
χ２／Ｆ／ｔ值 ３．７３２ ２．１９９ ３１．８６０ ２．４１４
Ｐ值 ０．１５５ ０．１１７ ＜０．００１ ０．０１９

　　２．３组受试者ＮＫ细胞频率及ＮＫＧ２Ａ、ＮＫＧ２Ｄ的
表达水平比较：代偿期组和失代偿期组患者 ＮＫＧ２Ａ
的表达水平均高于对照组，ＮＫ细胞频率及 ＮＫＧ２Ｄ的
表达水平均低于对照组（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．００１）。代
偿期组和失代偿期患者 ＮＫ细胞频率、ＮＫＧ２Ａ及
ＮＫＧ２Ｄ的表达水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。见表２。

表２　３组受试者ＮＫ细胞频率及ＮＫＧ２Ａ、ＮＫＧ２Ｄ
的表达水平比较（％，珋ｘ±ｓ）

组别 例数 　ＮＫ细胞频率 　ＮＫＧ２Ａ ＮＫＧ２Ｄ

对照组 ３０ １５．０８±６．３３ １０．６９±７．５６ ６２．３３±１５．３４
代偿期组 ３０ ５．０４±３．６３ａ ２１．０９±１２．６３ｂ ４２．９０±１６．８７ｂ

失代偿期组 ３０ ３．９７±３．２０ａ ２６．０８±１６．９２ａ ３２．４４±１７．５７ａ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０１，ｂＰ＜０．０５

　　３．３组受试者ＮＫ细胞ＣＤ１０７ａ和ＩＦＮγ的表达水
平比较：代偿期组和失代偿期组患者 ＮＫ细胞 ＣＤ１０７ａ
及ＩＦＮγ的表达水平均低于对照组（Ｐ＜０．００１）。代
偿期组和失代偿期患者ＮＫ细胞ＣＤ１０７ａ及ＩＦＮγ的表
达水平比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表３。
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表４　ＩＬ２１对代偿期组和失代偿期组患者ＮＫ细胞生物学活性的影响（％，珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＮＫ细胞频率 ＮＫＧ２Ａ ＮＫＧ２Ｄ ＣＤ１０７ａ ＩＦＮγ

代偿期组
未加ＩＬ２１ ３０ ５．０４±３．６３ ２１．０９±１２．６３ ４２．９０±１６．８７ ６１．９４±９．０８ １１．４６±９．５５
加入ＩＬ２１ ３０ ８．７３±７．００ １２．２３±７．７０ ５８．９７±２１．９８ａ ７８．９２±２２．３６ａ ３０．５８±１６．０５ａ

失代偿期组
未加ＩＬ２１ ３０ ３．９７±３．２０ ２６．０８±１６．９２ ３２．４４±１７．５７ ５７．４０±１３．７０ ６．４８±８．１９
加入ＩＬ２１ ３０ ７．６９±６．２９ ２１．４５±１４．３６ ４７．９１±１３．７７ａ ７３．６０±１７．１７ａ ２５．１３±１２．５２ａ

　　注：与同组未加ＩＬ２１比较，ａＰ＜０．０５

表３　３组受试者ＣＤ１０７ａ和ＩＦＮγ的表达水平比较
（％，珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＣＤ１０７ａ ＩＦＮγ

对照组 ３０ ８０．２５±９．７１ ３７．４２±２０．４９
代偿期组 ３０ ６１．９４±９．０８ａ １１．４６±９．５５ａ

失代偿期组 ３０ ５７．４０±１３．７０ａ ６．４８±８．１９ａ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．００１

　　４．ＩＬ２１对代偿期组和失代偿期组患者 ＮＫ细胞
生物学活性的影响：加入 ＩＬ２１后，代偿期组和失代偿
期组患者 ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ１０７ａ及 ＩＦＮγ的表达水平均高
于同组未加ＩＬ２１时（Ｐ＜０．０５），但同组未加 ＩＬ２１时
和加入ＩＬ２１后ＮＫ细胞频率和ＮＫＧ２Ａ的表达水平比
较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表４。

讨　　论

肝硬化病因复杂，在我国常见的病因包括ＨＢＶ和
丙型肝炎病毒 ＨＣＶ感染、饮酒、寄生虫感染，尤其以
ＨＢＶ感染最为常见［５］。肝脏纤维化是肝硬化演变发

展过程中的一个重要阶段，随着对肝脏免疫的深入研

究和肝纤维化发病机制的进一步阐释，肝脏纤维化的

致病过程被认为是免疫系统介导的炎症反应与组织修

复失衡的过程，多种免疫细胞与肝星状细胞（ＨＳＣｓ）相
互作用构成复杂的免疫调控网络影响肝脏纤维化和肝

硬化的疾病进程［６］。

ＮＫ细胞作为天然免疫系统的主要成分，除具有
抗肿瘤、抗病毒、免疫调节等作用外，还具有抗纤维化

功能，在肝脏纤维化和肝硬化的发生发展中发挥重要

作用［７］。ＮＫ细胞发挥功能由其表面活化性受体和抑
制性受体之间的平衡所决定。本研究结果显示，代偿

期组和失代偿期组患者 ＮＫＧ２Ａ的表达水平均高于对
照组，ＮＫ细胞频率及ＮＫＧ２Ｄ的表达水平均低于对照
组，与近期的报道一致［８］。目前 ＮＫ细胞频率下降的
原因尚不明确，有学者推测是因为肝脏免疫系统介导

的炎症反应增强，从而导致炎症细胞向肝脏迁移，抑制

ＮＫ细胞活化。但也有学者发现肝脏 ＮＫ细胞频率及
亚群的改变与外周血的变化一致［８］，因此并不存在

“迁移”之说，故还有待进一步研究。ＮＫ细胞表面受
体表达出现异常提示 ＮＫ细胞的功能可能发生变化，

故推测乙肝肝硬化患者ＮＫ细胞可能对肝脏的免疫损
伤和病毒控制有一定作用。

２００６年有学者在小鼠模型上发现ＮＫ细胞可通过
ＮＫＧ２Ｄ杀伤活化的 ＨＳＣｓ，从而减轻肝脏纤维化［９］。

此后ＮＫ细胞的抗纤维化作用被广泛研究。目前认为
ＮＫ细胞的抗纤维化功能主要包括杀伤活化的 ＨＳＣｓ
和分泌ＩＦＮγ诱导ＨＳＣｓ凋亡及阻滞细胞周期等［１０１４］。

ＮＫ细胞的功能主要包括细胞毒活性和分泌细胞因
子。本研究主要通过检测 ＮＫ细胞毒活性（以 ＮＫ细
胞分泌 ＣＤ１０７ａ的水平反映细胞毒活性）及分泌的
ＩＦＮγ水平反映ＮＫ细胞的抗纤维化功能。本研究结
果显示，代偿期组和失代偿期组患者ＣＤ１０７ａ及ＩＦＮγ
的表达水平均低于对照组，提示乙肝肝硬化患者的

ＮＫ细胞处于抗纤维化功能受损状态，ＮＫ细胞活性下
降。ＮＫ细胞活性下降可能与病毒的直接抑制、机体
Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞功能低下及营养不良等有关。ＮＫ细胞活
性下降使其干扰病毒复制和抗感染的免疫能力下降，

从而使病毒在机体内持续复制而难以清除，导致疾病

趋于慢性化，甚至进展至肝硬化。

作为与 ＩＬ１５同属的Ⅰ型细胞因子家族成员，既
往体外实验结果显示，ＩＬ２１可以诱导 ＮＫ９２细胞表
达ＩＦＮγ及活化胞内信号分子信号传导与转录激活因
子３（ＳＴＡＴ３）［１５］。本研究结果显示，加入 ＩＬ２１后，代
偿期组和失代偿期组患者 ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ１０７ａ及细胞因
子ＩＦＮγ的表达水平均高于同组未加 ＩＬ２１时，表明
ＩＬ２１能增强 ＮＫ细胞的细胞毒活性并促进 ＩＦＮγ分
泌，提示ＩＬ２１参与天然免疫反应的激活。ＮＫ细胞的
功能与其表面分子、受体类型表达有关。本研究中，代

偿期组和失代偿期组患者未加ＩＬ２１时和加入ＩＬ２１后
ＮＫ细胞频率和 ＮＫＧ２Ａ表达水平比较差异均无统计
学意义，表明ＩＬ２１刺激ＮＫ细胞后，在不影响ＮＫＧ２Ａ
表达的情况下促进 ＮＫＧ２Ｄ的表达。ＩＬ２１诱导乙肝
肝硬化患者ＮＫ细胞激活，并刺激其分泌高水平的细
胞因子，提示ＩＬ２１参与乙肝肝硬化的免疫损伤。

综上所述，乙肝肝硬化患者ＮＫ细胞功能受损，而
ＩＬ２１可以靶向

!

强乙肝肝硬化患者 ＮＫ细胞毒活性
和ＩＦＮγ的分泌，促进 ＮＫ细胞活化，推测 ＩＬ２１具有
预防和治疗乙肝肝硬化的潜在价值，如能采取针对性
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的免疫干预措施靶向调节 ＮＫ细胞功能，可为乙肝肝
硬化的免疫治疗提供新策略。
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·病例报告·

单纯男性化型２１羟化酶缺陷症５例

胡?丽　陈静　李玉凯　董坤　杨雁　邓红艳

作者单位：４３００３３湖北省武汉市第四医院 华中科技大学同济医学

院附属普爱医院内分泌科（胡?丽、李玉凯、邓红艳）；华中科技大学同

济医学院附属同济医院内分泌科（陈静、董坤、杨雁）

通讯作者：邓红艳，Ｅｍａｉｌ：ｐａｄｅｎｇｈｏｎｇｙａｎ＠１６３．ｃｏｍ

［关键词］　２１羟化酶缺陷症；　单纯男性化型

　　病例１：患者，社会性别男，生物性别女，５０岁，因“发生双侧
肾上腺增生伴占位２周”入住华中科技大学同济医学院附属同
济医院。患者出生时家属发现其生殖器异常，未做特殊关注，

患者５岁于当地医院行生殖器矫正手术后未再诊治。２０１８年
５月因双侧腰部胀痛不适行腹部增强ＣＴ检查，结果示双侧肾上
腺增生伴占位性病变。门诊以”双侧肾上腺增生“收入院。患

者未婚未育，自诉１８岁左右开始出现较规律的（２８～３５天）下
体出血，时间为２～７天，无性生活，无性取向。体格检查：Ｂｐ
１１９／７８ｍｍＨｇ，身高１４５ｃｍ，体重５６ｋｇ，外貌似男性，声线粗，有
胡须，无痤疮，甲状腺不大。乳房发育ＴａｎｎｅｒⅡ期。心肺检查未
见明显异常。阴毛呈男性分布，阴蒂明显增生肥大，长约３ｃｍ，
似阴茎。小阴唇不明显。阴毛ＴａｎｎｅｒⅤ期。入院后查１７羟孕
酮（１７ＯＨＰ）、雄稀二酮、睾酮（Ｔ）水平均升高，皮质醇（ＣＯＲ）水
平偏低，醛固酮（ＡＬＤ）及促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）水平均正

常（表１）。中剂量地塞米松抑制试验结果提示１７ＯＨＰ可被抑
制（表２）。ＡＣＴＨ兴奋试验结果提示 ＡＣＴＨ兴奋后１７ＯＨＰ＞
３５ｎｍｏｌ／Ｌ，同时雄稀二酮、睾酮水平升高（表３）。肾上腺ＣＴ检
查结果示双侧肾上腺增生伴占位性病变（左２．１ｃｍ×３．３ｃｍ、
３．２ｃｍ×４．３ｃｍ）。妇科超声检查结果：宫腔下段及宫颈管内积
液；左侧附件区小囊肿；右侧附件区囊性包块。染色体核型４６，
ＸＸ。基因检测结果为 ＣＹＰ２１基因突变。诊断为２１羟化酶缺
陷症（２１ＯＨＤ）。患者拒绝接受任何治疗。

病例２：患者，女，１２岁，因“月经未来潮”入住华中科技大学
同济医学院附属同济医院。２０１０年患者７岁时其母亲发现其外
貌特征男性化，声音变粗，无智力、性别、行为异常，无社交障碍，

未予重视。２０１６年７月因发现同龄人有月经而自身月经未来
潮，遂来我院就诊，门诊以“闭经查因”收住院。既往无特殊病

史。体格检查：Ｂｐ１２０／８５ｍｍＨｇ，身高１４３ｃｍ，体重３７ｋｇ，外貌似
男性，声线粗，无明显胡须，无痤疮，甲状腺不大。双下肢体毛浓

密，乳房发育ＴａｎｎｅｒⅡ期。心肺检查未见明显异常。阴毛呈男性
分布，阴蒂明显增生肥大，长３ｃｍ，似阴茎。小阴唇不明显。阴毛
ＴａｎｎｅｒⅤ期。双足第四趾畸形。入院后查１７ＯＨＰ、雄稀二酮、Ｔ水
平均升高，ＣＯＲ水平偏低，ＡＬＤ水平正常，ＡＣＴＨ水平升高（表１）。
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