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肝移植后他克莫司血药浓度对外周血单个核细胞内HBV DNA的影响*
★ 

吕立志，俞如胜，张小进，江  艺 

Effects of FK506 concentration on hepatitis B virus DNA in peripheral blood mononuclear cells 

after liver transplantation    

Lü Li-zhi, Yu Ru-sheng, Zhang Xiao-jin, Jiang Yi 

Abstract 

BACKGROUND: The long term use of immunosuppressive agents in recipients of liver transplantation would result in decreased 

immune function and may affect the body's clearance of hepatitis B virus.   

OBJECTIVE: To analyze the relationship between FK506 concentration and hepatitis B virus (HBV) DNA in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) of the patients who underwent liver transplantation for HBV-related end-stage liver disease.  

METHODS: Twenty-three patients with HBV-related end-stage liver disease who underwent liver transplantation from January 

2009 to December 2009 were divided into FK506-high concentration (≥10 ng/mL) group (n=9) and FK506-low concentration 

group (< 10 ng/mL) group (n = 14) at 12 weeks after liver transplantation. At the same time, the copies of HBV DNA in PBMC and 

T-cell subsets (CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD8+CD28+, CD8+CD152+) were determined respectively using real time fluorescent 

quantitative PCR combined with fluorescein-labelled monoclonal antibodies and flow cytometer. 

RESULTS AND CONCLUSION: At 12 weeks after liver transplantation, the percentage of CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD8+CD28+ in 

the FK506-high concentration group was significantly lower, and the percentage of CD8+CD152+ was significantly higher, 

compared with the FK506-low concentration group (P < 0.05). HBV DNA in the PBMC was significantly higher in the FK506-high 

concentration group than in the FK506-low concentration group (P < 0.05). Multiple linear regression of correlation of HBV DNA in 

PBMC and T-lymphocyte subsets after liver transplantation showed that HBV DNA was closely correlated with CD8+CD28+, 

CD8+CD152+. HBV DNA was significantly positively correlated with CD8+CD152+ and was negatively correlated with CD8+CD28+. 

Variance of FK506 concentration could suppress the expression of CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD8+CD28+T-lymphocyte subsets 

and upregulate the expression of CD8+CD152+ T-lymphocyte subsets, which could inhibit cell immunity and affect HBV clearance 

in PBMC. 

 

Lü LZ, Yu RS, Zhang XJ, Jiang Y. Effects of FK506 concentration on hepatitis B virus DNA in peripheral blood mononuclear cells 

after liver transplantation.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(44): 8179-8182.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：肝移植后他克莫司等免疫抑制剂的长期应用导致机体细胞免疫功能降低，并有可能影响机体对乙肝病毒的清除。 

目的：分析乙肝相关肝移植患者后不同浓度他克莫司对外周血单个核细胞中的 HBV DNA含量的影响。 

方法：纳入乙肝相关终末期肝病肝移植受者 23例，根据移植后 12周清晨空腹他克莫司血药浓度，分为高浓度组(≥ 10 µg/L) 

9例和低浓度组(< 10 µg/L)14例，同时用荧光标记单克隆抗体结合流式细胞技术检测外周血 T细胞亚群的百分比，用实时

荧光定量 PCR检测外周血单个核细胞内的 HBV DNA。 

结果与结论：用多元线性回归分析外周血单个核细胞内的 HBV DNA含量与 CD8
+

CD152
+

呈正相关，与 CD8
+

CD28
+

呈负相

关。高血药浓度他克莫司的患者外周血单个核细胞内的 HBV DNA 高于低浓度组，其改变与反映细胞免疫功能的指标

CD8
+

CD152
+

和 CD8
+

CD28
+

的变化有关。 

关键词：他克莫司；肝移植；T细胞亚群；外周血单个核细胞；乙型肝炎病毒 
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0  引言 

 

目前，肝脏移植已经成为治疗各种终末期

肝病的最有效方法
[1-3]
。乙肝相关的各种急、慢

性终末期肝病是中国肝移植的主要适应证。据

中国肝移植注册2008年度分析报告，乙型肝炎

相关肝病肝移植占总病因的77.8%
[4]
。肝移植后

排斥反应和乙肝复发是影响肝移植受者长期存

活的两个重要因素
[5-8]
。肝移植后他克莫司等免

疫抑制剂的长期应用导致机体细胞免疫功能降

低，并有可能影响机体对乙肝病毒的清除
[9-10]
。

本文探讨乙肝相关终末期肝病肝移植受者他克

莫司血药浓度的高低与外周血单个核细胞

(peripheral blood mononuclear cell,PBMC)内

HBV DNA载量和免疫系统T淋巴细胞亚群功能

的影响。 

 

1  对象和方法 

 

设计：病例回顾、对照分析。 

时间及地点：实验于2009-01/12解放军南
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京军区福州总医院肝胆外科完成。 

对象：纳入乙肝相关终末期肝病肝移植患

者共27例，排除1例移植后近期死亡，排除3例

移植后发生明确急性排斥反应的患者，其余23

例术后恢复顺利无严重并发症的患者作为研究

对象，男21例，女2例，年龄25~73岁，中位年

龄43.5岁。21例患者都采用拉米呋啶(葛兰素康

公司) (lamivudine，LAM)+乙肝免疫球蛋白(上

海新兴医药股份有限公司)方案预防乙肝复发

(从决定等待肝移植即开始口服LAM，100 mg，

1次/d，移植后维持此剂量，乙肝免疫球蛋白术

中无肝期肌肉注射800 U，移植后1周内肌肉注

射400 U/d，移植后3个月内肌肉注射400 U每周

2次，2例已有对LAM耐药的YMDD变异株的患

者，则联合应用LAM，100 mg，1次/d，和阿德

福韦(葛兰素康公司)10 mg，1次/d，乙肝免疫

球蛋白同前。 

诊断标准：①HBsAg阳性大于6个月。②

HBV-DNA阳性。③HBeAg阴性和/或抗-HBe阳

性6个月以上(有人建议12个月更合理)。④丙氨

酸转氨酶大于正常值上限1.5倍，或肝组织学有

明确的肝细胞损伤。⑤排除其他引起肝脏损伤

的病因。 

纳入标准：①23例患者的供肝均为乙肝阴性

供肝。②肝移植后均采用他克莫司+激素方案抗

排斥反应，其中激素都在移植后3个月内撤除。

③所有患者均自愿参加实验，并书面签订知情

同意书。实验符合医疗机构管理条例的相关规

定
[11]
。 

排除标准：合并丙型和(或)丁型肝炎病毒感

染。 

方法： 

分组及干预：23例患者至移植后12周时，肝

功能均基本正常，无乙肝复发的临床表现。根

据23例患者肝移植后12周清晨空腹他克莫司血

药浓度，分为高浓度组(≥10 µg/L)9例和低浓度

组(<10 µg/L)14例。 

标本采集：所有患者肝移植后第12周清晨空

腹外周静脉采集11 mL K2-EDTA抗凝新鲜全

血，3 mL进行他克莫司血药浓度的检测；3 mL

进行流式细胞仪(美国COULTER公司)检测T细

胞亚群CD3
+
CD4

+
、CD3

+
CD8

+
、CD8

+
CD28

+
、

CD8
+
CD152

+
的百分比，5 mL分离PBMC。 

他克莫司血药浓度检测：采用ABBOTT IMX

分析仪(美国)和TacrolimusⅡ试剂盒。 

流式细胞仪检测试剂 (购于美国COULTER公

司)：CD3-PE 克隆号：UCHT1 (IgG1型，小鼠

源性)、CD4-FITC克隆号：13B8.2 (IgG1型，

小鼠源性)、CD8-FITC  克隆号：B9.11 (IgG1

型，小鼠源性)、CD28-PE  克隆号：CD28.2 

(IgG1型，小鼠源性)、CD152-PE  克隆号：

BNI3 (IgG2a型，小鼠源性 )、同型对照：

IgG1-FITC IgG1-PE IgG2a-PE。 

PBMC的分离方法：5 mL抗凝新鲜全血，用

淋巴细胞分离液，分离出外周血单个核细胞，

用PBS洗涤3次，12 000 r/min离心4 min，共洗

涤3次，取末次洗涤液行HVBDNA检测。用   

0.5 mL PBS悬浮洗涤过3次PBMC显微计数，

计数后配细胞浓度1.0×10
9
 L

-1
。 

PBMC HBV DNA的提取：提取试剂盒为

TIANamp 病毒基因组DNA/RNA提取试剂盒 

DP-315(Tiangen 天根生化科技(北京)有限公

司)，按说明书操作。 

PBMC内HBV DNA的实时荧光定量PCR检测：

HBV DNA定量检测仪为 ABI Prism 7300 

Real-Time PCR仪，试剂为Acon(艾康)生物技

术有限公司的乙型肝炎病毒DNA荧光定量

PCR检测试剂盒，按说明书操作。 

主要观察指标：肝移植受者移植后12周他

克莫司血药浓度与T细胞亚群水平及肝移植后

他克莫司浓度对PBMC内的HBV DNA含量的

影响。 

统计学分析：由第一作者用SPSS13.0分析

软件进行分析。肝移植受者后12周他克莫司血

药浓度、T细胞亚群CD3
+
CD4

+
、CD3

+
CD8

+
、

CD8
+
CD28

+
、CD8

+
CD152

+
的数据进行正态分

布检验，符合正态分布的用x
_

±s进行描述，两组

数据间的比较采用t 检验进行分析比较，以    

P < 0.05描述差异有显著性意义。肝移植后T细

胞亚群与PBMC内的HBV DNA的关系采用多

元线性回归相关性分析。 

 

2  结果 

 

2.1  纳入患者数量分析  27例肝移植患者全

部获得随访至移植后3个月，无失访病例，其中

1例由于严重感染并发多器官功能衰竭术后   

24 d死亡，3例患者在移植后10~25 d出现急性

排斥反应，经肝穿刺活检证实，给予了甲基强

的松龙冲击治疗，2例还加用了吗替麦考酚酯治

疗，为了避免其他免疫抑制剂对实验观察结果

的影响，将这3例患者排除至本实验之外，未采

用意向性分析。最后参与分组和检测的23例患

者在移植后3个月内均无乙肝复发。
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2.2  肝移植后他克莫司血药浓度对外周血T细胞亚群

水平的影响  肝移植后12周他克莫司高浓度组和低浓

度 组 的 CD3
+
CD4

+
、 CD3

+
CD8

+
、 CD8

+
CD28

+
、

CD8
+
CD152

+
差异均有显著性意义(P < 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  肝移植后他克莫司血药浓度对PBMC内的HBV 

DNA含量的影响  肝移植后12周他克莫司高浓度组的

PBMC内的HBV DNA均明显高于低浓度组，差异有显著

性意义，而肝移植前两组间HBV DNA拷贝数差异无显

著性意义，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  肝移植后T细胞亚群水平变化与PBMC内HBV 

DNA含量的相关性分析  HBV DNA与T细胞亚群的直

线相关检验发现HBV DNA与CD3+CD4
+
、CD3

+
CD8

+
、

CD8
+
CD28

+
呈负相关，与CD8

+
CD152

+
呈正相关，见表

3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

由于各T细胞亚群之间可能产生相互影响。因此，

用逐步多元线性回归分析HBV DNA与CD3
+
CD4

+
、

CD3
+
CD8

+
、CD8

+
CD28

+
、CD8

+
CD152

+
相关性的密切

程度。即在每一步中，一个小于设定值的最小F概率   

(P ≤ 0.05)的变量将引入回归方程，若已经引入回归方

程的变量的F概率大于设定值(P ≥ 0.10)，则将被剔除

出回归方程，当无变量被引入或被剔除时则终止回归方

程。结果发现，CD8
+
CD28

+
、CD8

+
CD152

+
两个变量符

合引入标准，CD3
+
CD4

+
、CD3

+
CD8

+
两个变量被剔除。

当逐步引入CD8
+
CD152

+
、CD8

+
CD28

+
时，其偏回归系

数逐渐变小，对偏回归系数进行t 检验，P均 < 0.01，

差异有显著性意义。可建立回归方程：Y=1 319.12- 

44.97X1+334.57X2。根据回归方程的残差作P-P图进行

正态性检验，可知回归方程的残差呈正态性分布，说明

所求得的回归方程模型符合多元线性回归模型的条件，

见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  

 

实验发现，乙肝相关终末期肝病患者肝移植后3个

月PBMC内仍存在HBV DNA，且其数量的变化与他克莫

司的浓度高低有关。在移植后12周他克莫司高浓度组

(他克莫司血药浓度≥ 10 µg/L)PBMC内的HBV DNA 

拷贝数均明显大于他克莫司低浓度组 (他克莫司<     

10 µg/L)。他克莫司高浓度组外周血CD3
+
CD4

+
、

CD3
+
CD8

+
、CD8

+
CD2

8+
均明显低于低浓度组；而

CD8
+
CD152

+
则明显高于低浓度组，用多元线性回归分

析PBMC内的HBV DNA含量与CD8
+
CD152

+
呈正相关，

与CD8
+
CD28

+
呈负相关。结果提示，高浓度他克莫司血

药浓度下，PBMC内HBV DNA拷贝数更高，可能预示乙

肝复发或再感染的风险增加。 

在慢性乙型肝炎患者中，机体的免疫状态和HBV复

制活跃程度密切相关
[12]

。Liu等
[13]

研究发现慢性乙肝患

者T细胞亚群变化与HBV 感染PBMC有关，而且认为这

种变化可能是PBMC中HBV持续感染的原因之一。Yang

等
[14]

研究报道乙肝相关肝病肝移植患者，使用他克莫司

为基础免疫抑制方案，同时采用恩替卡韦联合乙肝免疫

球蛋白抗病毒治疗，结果发现PBMC内HBVDNA在移植

后长期维持在相对稳定状态。Riediger等
[15]

研究发现

PBMC中的HBV与肝移植后乙肝复发密切相关。因此，

   表 1  肝移植受者移植后 12周他克莫司浓度与T细胞亚群
水平的比较 

Table 1  Comparisons of FK506 concentration and level of 
T cell subsets in liver transplant recipients at 12 
weeks postoperatively                 (x

_

±s, %) 

Group < 10 µg/L (n=14) ≥ 10 µg/L (n=9) P 

FK506 (µg/L)  6.34±1.00 11.67±1.63  

CD3
+

CD4
+

(%) 31.46±3.24 23.24±7.29 < 0.01

CD3
+

CD8
+

(%) 35.21±3.67 30.88±4.16 < 0.05

CD8
+

CD28
+

 (%) 22.84±3.08  7.55±5.33 < 0.01

CD8
+

CD152
+

 (%)  0.95±0.45  1.97±0.85 < 0.01

   表2  肝移植受者移植后12周他克莫司血药浓度与PBMC
内的 HBV DNA的比较 

Table 2  Comparisons of FK506 concentration and HBV 
DNA of PBMC in liver transplant recipients at 12 
weeks postoperatively          (x

_

±s, copies/mL)

Group n HBV DNA before operation HBV DNA after operation

< 10 µg/L 14 3.96±0.69 2.67±0.26 

≥ 10 µg/L  9 3.75±0.58 3.10±0.34 

  P  0.241 0.016 

   表 3  移植后 HBV DNA与 T细胞亚群的直线相关检验
(Pearson检验) 

Table 3  The linear correlation test of HBV DNA and T cell 
subsets after liver transplantation (Pearson’s test) 

CD3
+

CD4
+

 CD3
+

CD8
+

CD8
+

CD28
+

 CD8
+

CD152
+

HBV DNA  r 

          P 

-0.672 

< 0.01 

-0.749 

< 0.01 

-0.795 

< 0.01 

0.820 

< 0.01 

Figure 1  HBV DNA in liver transplant recipients at 12 wk
postoperatively 

    图 1  移植后 12周 HBV DNA (copies/mL) 
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本研究以肝移植后患者PBMC中的HBV DNA拷贝数和

T细胞亚群作为观测指标。 

他克莫司在体内淋巴细胞浆内的他克莫司结合蛋

白(FK506 Binding Protein, FKBP)结合，他克莫司- 

FKBP复合体抑制钙神经素的磷酸酶活性，从而抑制了T

细胞活化核因子(NF-AT)在胞浆内的脱磷酸化，并进入

细胞核内与NF-AT结合，抑制了T细胞信号转导中的多

种细胞因子(主要是白细胞介素2)等基因转录。他克莫司

对CD8
+
CD28

+
的影响可能通过抑制CD4

+
T淋巴细胞内

的白细胞介素2等细胞因子的基因表达，使CD4
+
T淋巴

细胞活化受到抑制，白细胞介素2等细胞因子的减少，

从而进一步抑制CD8
+
CD28

+
T细胞的活化和增殖而发

挥免疫抑制效应
[16-17]

。CD28和CD152是T淋巴细胞的一

对重要的互相拮抗的共刺激分子对，在结构上高度同

源，而且CD152与APC表面表达的B7分子的亲和力比

CD28高20倍。当CD152与APC表面的B7分子结合时，

启动T细胞活化的抑制性信号，降低T细胞对抗原的刺激

的敏感性，发挥免疫抑制效应。有研究发现，他克莫司

在抑制CD8
+
CD28

+
的同时能上调CD8

+
CD152

+
分子的

表达，抑制了CD8
+
CD28

+
效应T细胞的活化

[18]
。作者的

研究也发现他克莫司高浓度组外周血CD3
+
CD4

+
、

CD3
+
CD8

+
、CD8

+
CD28

+
均明显下降，而CD8

+
CD152

+

显著升高。 

 乙肝相关肝移植后，PBMC内HBV DNA仍然可能

处于较高的拷贝，同时患者并无乙肝复发或再感染表

现，分析其原因主要是：①患者肝移植后免疫抑制剂的

持续应用导致机体细胞免疫功能下降，对PBMC内残存

的HBV DNA清除能力下降
[19]

。②部分HBV DNA与宿主

染色体发生整合，从而干扰细胞免疫活性，影响核苷类

似物的疗效。③在强大的抗乙肝病毒作用下，PBMC内

HBV DNA的致病性、复制能力均有一定程度的下降，

成为选择性保留的优势病毒株，它们与机体免疫系统及

抗病毒药物之间形成一个相对平衡的稳定状态，机体难

以测定清除PBMC内的HBV，而这些HBV也不能在肝脏

和血液中快速复制导致患者肝炎的复发
[20]

。然而这种

PBMC内HBV DNA在移植术后的拷贝数的持续增高可

能预示乙肝的复发风险。 

综上所述，本实验认为乙肝相关终末期肝病肝移植

术后患者乙肝复发可能与他克莫司浓度有关。他克莫司

作为目前肝移植首选的抗排斥免疫抑制剂需长期使用。

因此，通过在核苷类药物和乙肝免疫球蛋白进行抗病毒

治疗的同时，尽可能把他克莫司控制在不引起排斥反应

的最小他克莫司浓度窗，以增强机体免疫系统对PBMC

内的HBV DNA的清除能力，从而减少乙肝的复发机率，

有重要的意义。但是，如何把握他克莫司的浓度窗的问

题，还有待于进一步研究。 
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