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慢性乙型肝炎肝纤维化患者外周血单个核细胞

中ＴＥＴ３水平与纤维化程度的关系

安红杰　耿　华　葛志胜　徐金凤　何文艳　赵崇山　高美丽　陈俊红

　　【摘要】　目的　探究慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）肝纤维化患者外周血单个核细胞中１０１１

转位酶３（ＴＥＴ３）与纤维化程度的关系。方法　选择２０１７年９月至２０１９年１２月在河北

中石油中心医院确诊的１３７例ＣＨＢ肝纤维化患者作为研究对象。采用蛋白质印迹法检

测单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平。采用ＲＯＣ曲线评价ＴＥＴ３诊断肝纤维化程度的效

能。结果　ＣＨＢ肝纤维化患者中Ｓ１期２８例，Ｓ２期３６例，Ｓ３期３０例，Ｓ４期４３例。Ｓ１

期、Ｓ２～Ｓ３期和Ｓ４期外周血单个核细胞中ＴＥＴ３水平分别为２．１７±０．７１、３．３９±１．１８

和５．７５±１．４０，３组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｓ４期外周血单个核细胞中

ＴＥＴ３水平高于Ｓ１期和Ｓ２～Ｓ３期，Ｓ２～Ｓ３期外周血单个核细胞中ＴＥＴ３水平高于Ｓ１

期，差异均有统计学意义（犘均＜０．０５）。Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析显示，外周血单个核细胞

中ＴＥＴ３水平与肝纤维化病理分期呈正相关（犘＜０．０５）。外周血单个核细胞中ＴＥＴ３诊

断≥Ｓ２期、≥Ｓ３期和Ｓ４期的ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）分别为０．８７３、０．９４０和０．９３０，均

大于ＡＳＴ／血小板比值指数（ＡＰＲＩ）及肝纤维化指数（ＦＩＢ４）的ＡＵＣ，差异均有统计学意

义（犘均＜０．０５）。结论　外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平越高，提示肝纤维化程

度越严重。检测ＣＨＢ肝纤维化患者外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平可辅助判断

肝纤维化程度。
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Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ

　　慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者随病程进展多伴有

肝纤维化［１］。肝纤维化是ＣＨＢ病程进展的重要病

理过程，若不及时进行干预，易发展为肝硬化，甚至

肝细胞癌［２］。中国每年约有６０万人因ＣＨＢ肝硬化

及肝细胞癌死亡［３］。探究肝纤维化的发病及进展机

制对于抑制肝纤维化进展尤为重要。已有多项研

究表明肝纤维化与肝星状细胞激活有关［４６］。ＨＢＶ

诱发肝损伤可激活肝星状细胞，增加细胞外基质分

泌，还可诱使活化的肝星状细胞转化为成纤维细

胞，导致肝纤维化发生及进展。早期了解肝纤维化

程度并及时进行干预可有效抑制肝纤维化进展［７９］。

目前，肝穿刺活组织检查是确诊肝纤维化程度的金

标准［１０］，但由于其为有创伤性检查，且检查耗时较

长，不利于临床广泛应用。因此，需探究便利、准确

的生物标志物或检查手段以评估肝纤维化程度。

１０１１转位酶３（ＴＥＴ３）是一种ＤＮＡ去甲基化

酶，可将５甲基胞嘧啶氧化为５羟甲基胞嘧啶
［１１］。

有研究表明，ＴＥＴ３ 可靶向长链非编码 ＲＮＡ

ＨＩＦ１ＡＡＳ１介导肝星状细胞活化
［１２］；此外，ＴＥＴ３／

转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）的正反馈回路可促进肝

纤维化进展［１３］。由此推测ＴＥＴ３参与了肝纤维化

的进展过程，其表达水平与肝纤维化程度有关。外

周血单个核细胞可反映肝纤维化程度，且在外周血

中含量较高，易于采集［１４］。本文探究了ＣＨＢ肝纤

维化患者外周血单个核细胞中ＴＥＴ３水平与肝纤

维化程度的关系，以期为评估肝纤维化程度提供

参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料

选择２０１７年９月至２０１９年１２月在河北中石

油中心医院确诊的１３７例ＣＨＢ肝纤维化患者作为

研究对象。根据《慢性乙型肝炎防治指南（２０１５更

新版）》［１４］诊断ＣＨＢ。纳入标准：（１）接受肝穿刺活

组织病理检查，并诊断为肝纤维化；（２）未接受抗病

毒和抗纤维化治疗；（３）能够配合完成相关检查；

（４）签署了知情同意书。排除标准：（１）合并自身免

疫性肝炎、慢性丙型肝炎、酒精性肝炎或非酒精性

脂肪性肝病等；（２）合并肝细胞癌；（３）除ＨＢＶ感染

之外，合并其他严重感染性疾病。１３７例ＣＨＢ肝纤

维化患者中男性８５例，女性５２例，年龄２０～６６岁，

平均年龄为（４５．７８±１１．０２）岁；其中Ｓ１期２８例，

Ｓ２期３６例，Ｓ３期３０例，Ｓ４期４３例。本研究经医

院医学伦理委员会批准（批件号ＫＹＬＬ２０１９０６）。

１．２　临床信息收集及处理

收集年龄、性别等信息，使用７６００型全自动生

化分析仪（日本日立公司）检测肝穿刺活组织检查

前１日或当日ＡＳＴ和ＡＬＴ水平，使用ＤｘＨ６００血

细胞分析仪［贝克曼库尔特实验系统（苏州）有限公

司］检测血小板（ＰＬＴ）水平。计算ＡＳＴ／ＰＬＴ比值

指数（ＡＰＲＩ）和肝纤维化指数（ＦＩＢ４），ＡＰＲＩ＝ＡＳＴ

（／正常值上限，Ｕ／Ｌ）／ＰＬＴ（×１０９／Ｌ）×１００，ＦＩＢ４＝

年龄 ×ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）／［ＰＬＴ（×１０９／Ｌ）× ＡＬＴ

（Ｕ／Ｌ）１
／２］。

１．３　肝纤维化程度判断

超声引导下将活组织穿刺针插入ＣＨＢ肝纤维

化患者肝部，取出约２ｃｍ的肝组织，由本院病理科

２名副主任医师评估肝纤维化程度。肝纤维化程度

分为Ｓ１期、Ｓ２期、Ｓ３期和Ｓ４期。Ｓ１期　汇管区肝

纤维化扩大，局限窦周或肝小叶内纤维化；Ｓ２期　

肝汇管区周围纤维化，纤维间隔形成，但肝小叶结

构保留；Ｓ３期　纤维间隔及肝小叶结构紊乱，但未

进展至肝硬化；Ｓ４期　肝硬化
［１４］。

１．４　外周血单个核细胞中ＴＥＴ３表达水平检测

抽取ＣＨＢ肝纤维化患者肝穿刺活组织检查前
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１日或当日的空腹肘部静脉血１０ｍＬ，采用密度梯

度离心法提取外周血中单个核细胞［１５］。步骤如下：

２５℃８００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，离心半径为８ｃｍ，取

离心后下层血细胞，置入１０ｍＬＦｉｃｏｌｌ分离液中，提

取外周血单个核细胞。

采用蛋白质印迹法检测单个核细胞中ＴＥＴ３

的表达水平［１６］。步骤如下：取上述实验获取的外周

血单个核细胞，滴加ＲＩＰＡ裂解液至装有单个核细

胞的试管中，裂解细胞，获取总蛋白，然后使用ＢＣＡ

蛋白定量试剂盒进行蛋白质定量。８０Ｖ凝胶电泳

１５ｍｉｎ，然后加压至１２０Ｖ，直至溴酚蓝跑出胶面，

转膜，然后用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，滴加兔抗人

ＴＥＴ３单克隆抗体，４℃孵育过夜，滴加二抗，室温

下孵育２ｈ。采用电化学发光法（ＥＬＣ）曝光显影。

应用ＩｍａｇｅＪ１．８．０软件读取蛋白质印迹实验的条

带灰度值。

１．５　统计学方法

应用ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计学分析。正态

分布的计量资料以均数±标准差（珔狓±狊）表示，３组

间比较采用犉检验，组间两两比较采用ＳＮＫ检

验；非正态分布的计量资料以中位数和四分位数间

距［犕（犙犚）］表示，３组间比较采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ

检验。计数资料以例（％）表示，组间比较采用χ
２检

验。采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析探讨ＴＥＴ３与肝纤

维化程度的关系。采用 ＲＯＣ曲线评价 ＴＥＴ３、

ＡＰＲＩ指数和ＦＩＢ４指数诊断肝纤维化程度的效

能。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组基本资料比较

Ｓ１期、Ｓ２～Ｓ３期和Ｓ４期患者在年龄、性别方

面比较，差异均无统计学意义（犘 均＞０．０５）；在

ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＰＬＴ、ＡＰＲＩ指数和ＦＩＢ４指数方面比

较，３组间差异均有统计学意义（犘均＜０．０５）。Ｓ４

期ＡＳＴ水平、ＡＰＲＩ指数和ＦＩＢ４指数均高于Ｓ１

期和Ｓ２～Ｓ３期，差异均有统计学意义（犘 均＜

０．０５）。Ｓ４期ＡＬＴ水平高于Ｓ１期，ＰＬＴ水平低于

Ｓ１期，差异均有统计学意义（犘均＜０．０５）。Ｓ２～Ｓ３

期ＡＳＴ、ＡＬＴ和ＡＰＲＩ指数均高于Ｓ１期，差异均

有统计学意义（犘均＜０．０５）。见表１。

表１　各组基本资料比较

项目 Ｓ１期（狀＝２８） Ｓ２～Ｓ３期（狀＝６６） Ｓ４期（狀＝４３） 统计值 犘值

年龄／岁 ４５．２１±１１．３７ ４６．６１±１０．５６ ４４．８８±１１．６５ 犉＝０．３６１ ０．６９８

性别／例（％） χ
２＝３．２０４ ０．２０２

　男 １５（５３．５７） ４６（６９．７０） ２４（５５．８１）

　女 １３（４６．４３） ２０（３０．３０） １９（４４．１９）

ＡＳＴ／Ｕ·Ｌ－１ ４５．２２（３２．４９） ７３．０８（６４．７２）ａ ９７．８５（６８．７４）ａｂ 犣＝２７．８２６ ＜０．００１

ＡＬＴ／Ｕ·Ｌ－１ ７４．３１（７４．７３） １５１．１５（１１３．７４）ａ １８８．８６（１３８．２４）ａ 犣＝２５．３８４ ＜０．００１

ＰＬＴ／×１０９·Ｌ－１ １３３．８８±３４．８４ １２５．６７±２６．５７ １１５．２５±２０．１１ａ 犉＝４．３４９ ０．０１５

ＡＰＲＩ指数 ０．４２±０．１７ ０．６６±０．３９ａ ０．９５±０．３６ａｂ 犉＝２１．１６０ ＜０．００１

ＦＩＢ４指数 ０．４２±０．２１ ０．６２±０．３３ １．０５±０．８７ａｂ 犉＝１３．０７７ ＜０．００１

　　注：与Ｓ１期比较，ａ犘＜０．０５；与Ｓ２～Ｓ３期比较，ｂ犘＜０．０５

２．２　各组ＴＥＴ３水平比较

Ｓ１期、Ｓ２～Ｓ３期和Ｓ４期外周血单个核细胞中

ＴＥＴ３水平分别为２．１７±０．７１、３．３９±１．１８和

５．７５±１．４０，３组间比较差异有统计学意义（犉＝

８９．０２３，犘＜０．００１）。Ｓ４期外周血单个核细胞中

ＴＥＴ３水平高于Ｓ１期和Ｓ２～Ｓ３期，差异均有统计

学意义（犘均＜０．０５）。Ｓ２～Ｓ３期外周血单个核细

胞中ＴＥＴ３水平高于Ｓ１期，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

２．３　ＴＥＴ３水平与肝纤维化程度的关系

外周血单个核细胞中ＴＥＴ３水平与肝纤维化

病理分期呈正相关关系（狉ｓ＝０．８１１，犘＜０．００１）。
图１　ＴＥＴ３与肝纤维化病理分期的散点图
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２．４　ＴＥＴ３诊断肝纤维化程度的效能

外周血单个核细胞中ＴＥＴ３诊断≥Ｓ２期、≥Ｓ３

期和Ｓ４期的ＡＵＣ分别为０．８７３、０．９４０和０．９３０，

均大于ＡＰＲＩ指数和ＦＩＢ４指数的ＡＵＣ，差异均有

统计学意义［ＡＰＲＩ（犣＝２．０３７，犘＝０．０４２；犣＝

４．５６０，犘＜０．００１；犣＝３．１６１，犘＜０．００１），ＦＩＢ４

（犣＝３．１２４，犘＝０．００２；犣＝５．９７６，犘＜０．００１；犣＝

４．６７０，犘＜０．００１）］。见表２、图２。

表２　ＴＥＴ３诊断肝纤维化程度的效能比较

　分期 项目 ＡＵＣ ９５％犆犐 约登指数 最佳截断值 敏感度／％ 特异度／％

≥Ｓ２期

ＴＥＴ３ ０．８７３ ０．８０６～０．９２４ ０．６９８ ３．２６ ７３．３９ ９６．４３

ＡＰＲＩ指数 ０．７７８ ０．６９９～０．８４５ ０．５２７ ０．５７ ６６．９７ ８５．７１

ＦＩＢ４指数 ０．７０１ ０．６１７～０．７７６ ０．３５８ ０．８２ ３５．７８ １００．００

≥Ｓ３期

ＴＥＴ３ ０．９４０ ０．８８６～０．９７３ ０．７６９ ３．６８ ８６．３０ ９０．６２

ＡＰＲＩ指数 ０．７３６ ０．６５４～０．８０７ ０．４２７ ０．８５ ５２．０５ ９０．６２

ＦＩＢ４指数 ０．６３８ ０．５５２～０．７１８ ０．３２９ ０．８２ ４３．８４ ８９．０６

Ｓ４期

ＴＥＴ３ ０．９３０ ０．８７３～０．９６６ ０．７７３ ４．０４ ９５．３５ ８１．９１

ＡＰＲＩ指数 ０．７８２ ０．７０４～０．８４８ ０．４６０ ０．８３ ６５．１２ ８０．８５

ＦＩＢ４指数 ０．６４３ ０．５５７～０．７２３ ０．３１９ １．０８ ３７．２１ ９４．６８

图２　ＴＥＴ３诊断肝纤维化程度的ＲＯＣ曲线　犃　肝纤维化程度≥Ｓ２期　犅　肝纤维化程度≥Ｓ３期　犆　肝纤维化程度为Ｓ４期

３　讨论

研究表明，下调ＤＪ１蛋白表达可降低肝细胞、

肝脏库普弗细胞氧自由基水平，同时减少中性粒细

胞和吞噬细胞浸润，抑制肝纤维化进展［１７］。及时了

解ＣＨＢ患者肝纤维化程度并进行干预，对于改善

患者预后意义重大。肝脏病理学活组织检查是评

价肝纤维化程度的金标准，但由于其为有创性检

查，难以动态评估肝纤维化程度；此外，若取样不

足，无法进行评估［１８］。瞬时弹性成像技术是无创性

评估肝纤维化程度的方法之一，具有较高的价

值［１９］，但对有腹水、肥胖或肋间隙较小的患者，其评

估结果的效能较低［２０］；此外，该检查费用较高，对于

操作技术也有一定要求，因此临床大规模应用受限。

ＴＥＴ３在人肝纤维化组织和小鼠肝纤维化组织

中均高表达。ＴＥＴ３／ＴＧＦβ１的正反馈回路不仅可

促使肝星状细胞表达纤维化相关基因，还可诱使肝

细胞大量表达ＴＧＦβ１，促进了肝纤维化的进展。

有研究表明，抑制ＴＥＴ３表达，可改善四氯化碳诱

导的肝纤维化［１３］。由此推测，ＴＥＴ３可通过上述机

制参与ＣＨＢ患者肝纤维化的发生及发展过程，检

测其在外周血单个核细胞中的表达水平有望评估

肝纤维化程度。

本研究比较了Ｓ１期、Ｓ２～Ｓ３期和Ｓ４期患者外

周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平，结果显示Ｓ４

期外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平高于Ｓ１

期和Ｓ２～Ｓ３期，Ｓ２～Ｓ３期外周血单个核细胞中

ＴＥＴ３的表达水平高于Ｓ１期，表明随ＣＨＢ肝纤维

化程度加重，外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水

平也随之升高，提示外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的

表达水平与肝纤维化关系密切。随后，本研究进一

步分析了ＣＨＢ肝纤维化患者外周血单个核细胞中

ＴＥＴ３的表达水平与肝纤维化程度的关系，结果显

示外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平与肝纤

维化病理分期呈正相关，提示检测ＣＨＢ肝纤维化
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患者外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平有助

于评估肝纤维化程度。

ＡＰＲＩ指数和ＦＩＢ４指数的计算较为简便，相

关指标的检测费用也较为低廉，已被欧洲肝病指南

推荐为评估慢性丙型肝炎肝纤维化的指标，尤其适

用于医疗技术不发达的地区［２１］。多项研究表明，

ＡＰＲＩ指数和ＦＩＢ４指数对于评估ＣＨＢ肝纤维化

程度具有较高价值［２２２３］。本文构建了ＴＥＴ３、ＡＰＲＩ

指数和ＦＩＢ４指数诊断肝纤维化程度≥Ｓ２期、≥Ｓ３

期和Ｓ４期的ＲＯＣ曲线，结果显示外周血单个核细

胞中ＴＥＴ３诊断≥Ｓ２期、≥Ｓ３期和Ｓ４期的ＡＵＣ

分别为０．８７３、０．９４０和０．９３０，均大于ＡＰＲＩ指数

和ＦＩＢ４指数的ＡＵＣ，提示外周血单个核细胞中

ＴＥＴ３的表达水平可辅助评估ＣＨＢ肝纤维化程度。

综上所述，ＣＨＢ肝纤维化患者外周血单个核细

胞中ＴＥＴ３的表达水平与肝纤维化程度关系密切。

ＣＨＢ肝纤维化患者外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的

表达水平越高，提示肝纤维化程度越严重。检测

ＣＨＢ患者外周血单个核细胞中ＴＥＴ３的表达水平

可辅助评估肝纤维化程度，有利于临床动态评估抗

纤维化治疗方案的疗效。本研究的不足之处在于

为单中心研究，纳入样本均为同一地区患者，为避

免对实验结果造成偏倚，今后还需进一步开展多中

心、跨地域的深入研究。
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