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摘要 目的：探讨儿童肝移植术后巨细胞病毒（CMV）感染患儿外周血单个核细胞（PBMCs）中 酌干扰素（IFN-酌）、白细胞介素-
10（IL-10）、转化生长因子 茁1（TGF-茁1）mRNA表达水平的变化。方法：收集天津市第一中心医院器官移植中心儿童器官移植科行
儿童肝移植患儿 40例，根据术后是否发生 CMV感染分为 CMV组（20例）和未感染组（20例）。分离外周血单个核细胞（PBMCs），
应用 TaqMan实时荧光聚合酶链反应（RT-PCR）测定 IFN-酌、IL-10及 TGF-茁1 mRNA表达水平。结果：与未感染组比，CMV组
IFN-酌 mRNA表达水平显著降低（t=3.759，P约0.01）；TGF-茁1 mRNA表达水平显著上升（t=-2.478，P约0.05）；IFN-酌/IL-10比值显
著降低（Z=-3.260，P约0.01）；IFN-酌 mRNA表达水平与 TGF-茁1 mRNA表达水平呈负相关（r=-0.555，P约0.05）；IFN-酌及 IFN-酌/IL-
10比值诊断肝移植患儿 CMV感染的曲线下面积（AUC）分别为 0.791（95% CI：0.649~0.933）、0.801（95% CI：0.658~0.945）。抗病
毒治疗后 CMV组 IFN-酌 mRNA表达水平较治疗前显著上升（t=2.407，P约0.05）。结论：肝移植术后 CMV感染患儿 PBMCs中
IFN-酌 mRNA低表达可能与 CMV感染的发病机制相关。
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Abstract Objective：To investigate the changes of interferon gamma（IFN-酌），interleukin 10（IL-10），and transforming growth
factor beta 1（TGF-茁1）mRNA expression in peripheral blood mononuclear cells（PBMCs）in pediatric liver transplantation with cy原
tomegalovirus（CMV）infection. Methods：A total of 40 pediatric patients who underwent pediatric liver transplantation were enrolled
in the Department of Pediatric Organ Transplantation，Organ Transplantation Center，Tianjin First Central Hospital. Patients were di原
vided into the CMV group（n=20 cases）and the non-infected group（n=20 cases）according to whether CMV infection occurred after
surgery. Peripheral blood mononuclear cells（PBMCs）were isolated，the expression of IFN-酌，IL-10 and TGF-茁1 mRNA in PBM原
Cs were measured by TaqMan real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction（RT-PCR）. Results：Compared with the
non-infected group，the expression of IFN-酌 mRNA was significantly decreased in the CMV group（t=3.759，P<0.01），the expres原
sion of TGF-茁1 mRNA was significantly increased in the CMV group（t=-2.478，P<0.05），and IFN-酌/IL-10 ratio was significantly
decreased in the CMV group（Z=-3.260，P<0.01）. In the CMV group，expression of IFN-酌 mRNA was negatively correlated with ex原
pression of TGF-茁1 mRNA（r=-0.555，P<0.05）. The area under the curve（AUC）for IFN-酌 and IFN-酌/IL-10 ratio in diagnosing
CMV infection in children after liver transplantation was 0.791（95%CI：0.649-0.933）and 0.801（95%CI：0.658-0.945），respec原
tively. After antiviral treatment，the expression of IFN-酌 mRNA in the CMV group significantly increased compared with that before
treatment（t=2.407，P<0.05）. Conclusion：The low expression of IFN-酌 mRNA may be related to the pathogenesis of CMV infec原
tion in PBMCs of children with CMV infection after liver transplantation.
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随着手术技术、免疫抑制治疗和围手术期护理

的进步，肝移植已成为有效治疗儿童终末期肝病的

的策略[1]。然而，肝移植术后巨细胞病毒（CMV）感染
仍然是最常见的并发症之一，并且与总体生存率的

降低有关[2-3]。研究证实，辅助性 T（Th）细胞介导的免
疫反应在 CMV感染的有效预防和控制中起重要作
用[4]。最近全球新冠病毒感染性肺炎大流行再次强

调了这一点[5]。已知，na觙ve T细胞经 TCR-MHC第一
信号和共刺激信号之间的双重信号协同激活，分化

为分泌促炎细胞因子 酌干扰素（IFN-酌）的 Th1细
胞、分泌抗炎细胞因子白细胞介素（IL）-10 的 Th2
细胞及分泌免疫抑制细胞因子转化生长因子 茁1
（TGF-茁1）的 Th3细胞[6]。细胞因子网络的功能失调

影响免疫系统对特定病原体的反应强度。本研究旨

在探讨肝移植术后 CMV感染患儿外周血单个核细
胞（PBMCs）中 IFN-酌、IL-10、TGF-茁1 mRNA表达水
平的变化。

1 对象与方法

1.1 研究对象 收集 2016年 6月至 2017年 12月
天津市第一中心医院器官移植中心儿童器官移植

科接受儿童肝移植的受者 40例。纳入标准为首次
肝移植、年龄臆3岁的患儿；排除标准为临床病例资
料不完全的患儿。其中肝移植术后 CMV感染患儿
20例（CMV组），男性 10例、女性 10例，中位年龄
7.0（6.0，8.0）个月；肝移植术后未感染 CMV稳定患

儿 20例（未感染组），男性 9例、女性 11例，中位年
龄 8.5（6.0，12.0）个月。CMV组与未感染组性别、年
龄差异均无统计学意义（均 P跃0.05）。CMV感染定义
为 CMV DNA跃400 copies/mL且伴有临床症状。肝移
植术后免疫抑制治疗均采用他克莫司联合甲基泼

尼松龙二联免疫抑制剂方案。CMV感染治疗方案为
静脉滴注更昔洛韦至 CMV DNA转为阴性。本研究
经天津市第一中心医院医学伦理委员会批准（伦理

批号：E2013008K）。
1.2 研究方法

1.2.1 血液样本收集与 PBMCs的分离 采集肝移

植术后 CMV 组和未感染组患儿清晨空腹外周血
EDTAK抗凝。经聚蔗糖-泛影葡胺淋巴细胞分离液
（天津市灏洋生物制品科技有限责任公司）3 500 r/
min密度梯度离心 25 min，常规分离 PBMCs。
1.2.2 IFN-酌、IL-10、TGF-茁1 mRNA的检测 应用

TaqMan实时荧光聚合酶链反应（RT-PCR）检测PBMCs
中 IFN-酌、IL-10、TGF-茁1mRNA表达水平。TRIzol LS
RNA 提取试剂（美国 Invitrogen 公司）提取PBMCs
总RNA。按逆转录酶说明书操作合成 cDNA，产物于
-80益保存。PCR扩增条件为：95益预变性 15 min，
然后 95益变性 20 s，60益退火 60 s，共 40个循环。记
录 Ct值，以 2-驻Ct表示目的基因的相对表达水平，其

中 驻Ct=Ct 目的基因-Ct茁-actin。引物及 TaqMan荧光探针
（美国 Applied Biosystems公司）序列见表 1。

表 1 引物序列及探针序列

Tab.1 Primer sequences and probe sequences

引物名称 上游引物（5忆寅3忆） 下游引物（5忆寅3忆） 探针序列（5忆寅3忆）

IFN-酌 CAGCTCTGCATCGTTTTGGG GTTCCATTATCCGCTACATCTGAA TCTTGGCTGTTACTGCCAGGACCCA

IL-10 AGAACCTGAAGACCCTCAGGC CCACGGCCTTGCTCTTGTT CTACGGCGCTGTCATCGATTTCT

TGF-茁1 CGCGTGCTAATGGTGGAAA CGCTTCTCGGAGCTCTGATG CCACAACGAAATCTAT

茁-actin GATGGCCACGGCTGCTT ACCCTCATTGCCAATGGT CTACGAGCTGCCTGACGGCCAGG

注：IFN-酌：酌干扰素；IL-10：白细胞介素-10；TGF-茁1：转化生长因子-茁1

1.3 统计学处理 使用 SPSS 16.0 统计分析软件
对数据进行统计处理。计量资料首先进行正态性

检验，正态分布数据以 x依s 表示，两组间均值比较
采用独立样本 t 检验。非正态分布数据以中位数
（四分位数）[M（P25，P75）]表示，组间比较采用非参
数检验。两组间性别比较采用卡方检验。通过绘

制受试者工作特征（ROC）曲线，计算曲线下面积
（AUC）、灵敏度、特异性及诊断临界值。使用
Pearson 相关性分析评估变量之间的关系并利用
GraphPad Prism 8软件作图。P约0.05为差异具有统
计学意义。

2 结果

2.1 两组人口统计学资料及外周血细胞计数比较

与未感染组比，CMV组人口统计学资料及外周血
细胞计数差异均无统计学意义（均 P跃0.05），见表 2。
2.2 两组 IFN-酌、IL-10、TGF-茁1 mRNA 表达水平
比较 与未感染组比，CMV 组 IFN-酌 mRNA表达
显著降低（P约0.01）；IL-10 mRNA表达差异无统计
学意义（P跃0.05）。TGF-茁1 mRNA表达显著上升（P约
0.05），见表 3。
2.3 两组 IFN-酌/IL-10比值比较 与未感染组[1.28
（1.09，1.67）]比，CMV组 IFN-酌/IL-10比值[0.90（0.80，
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1.11）]较未感染组显著降低（Z=-3.260，P约0.01），见
图 1。

2.4 CMV组 IFN-酌和 TGF-茁1的相关性 在 CMV
组 IFN-酌 mRNA 表达水平与 TGF-茁1 mRNA 表达
水平呈负相关（r=-0.555，P约0.05），见图 2。

2.5 IFN-酌、TGF-茁1及 IFN-酌/IL-10比值在诊断中
的价值 以灵敏度为纵坐标，（1-特异性）为横坐
标，绘制 ROC曲线，见图 3。IFN-酌、TGF-茁1及 IFN-
酌/IL-10 比值诊断肝移植患儿 CMV 感染的曲线下
面积（AUC）分别为 0.791（95%CI：0.649~0.933）、
0.284（95%CI：0.120~0.448）、0.801（95%CI：0.658~
0.945）。IFN-酌预测肝移植患儿 CMV感染的诊断界
值是 0.790，灵敏度是 85%，特异性是 65%。IFN-酌/

表 2 两组人口统计学资料及外周血细胞计数比较 [M（P25，P75）]
Tab.2 Comparison of demographic data and peripheral blood cell counts between two groups [M（P25，P75）]

指标 未感染组（n=20） CMV组（n=20） Z/字2 P
年龄（月） 008.50（6.00，12.00） 007.00（6.00，8.00） -1.144 0.262
性别（男 颐 女） 009 颐 11 0010 颐 10 -0.100 0.752
白细胞（伊109/L） 009.61（6.47，12.33） 008.68（5.84，10.67） -1.258 0.211
中性粒细胞（伊109/L） 004.93（2.87，7.30） 003.42（2.10，5.84） -1.109 0.277
淋巴细胞（伊109/L） 003.16（2.43，4.08） 002.96（1.86，4.53） -0.149 0.883
单核细胞（伊109/L） 000.81（0.59，0.94） 000.66（0.48，0.86） -1.516 0.134
血小板（伊109/L） 126.50（91.00，263.75） 131.00（97.50，221.00） -0.014 0.989

注：CMV：巨细胞病毒

表 3 两组 IFN-酌、IL-10、TGF-茁1 mRNA表达水平比较（x依s）
Tab.3 Comparison of mRNA expression of IFN-酌，IL-10 and

TGF-茁1 in two groups（x依s）

组别 例数 IFN-酌 IL-10 TGF-茁1

未感染组 20 0.89依0.11 0.68依0.15 1.23依0.15

CMV组 20 0.74依0.14 0.76依0.15 1.36依0.17

t 3.759 -1.802 -2.478

P 0.001 -0.078 -0.018

注：IFN-酌：酌干扰素；IL-10：白细胞介素-10；TGF-茁1：转化生长
因子-茁1；CMV：巨细胞病毒

注：A：IFN-酌：酌干扰素；B：TGF-茁1：转化生长因子 茁1；C：IFN-酌/IL-10：酌干扰素/白细胞介素 10；CMV：巨细胞病毒

图 3 IFN-酌、TGF-茁1、IFN-酌/IL-10预测肝移植患儿 CMV感染的 ROC曲线
Fig.3 ROC curve of IFN-酌，TGF-茁1，IFN-酌/IL-10 predicting CMV infection after liver transplantation in children
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图 1 两组 IFN-酌/IL-10比值比较
Fig.1 Comparison of the IFN-酌/IL-10 ratio in two groups
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图 2 CMV组 IFN-酌与 TGF-茁1的相关性分析
Fig.2 Relationship of IFN-酌 with TGF-茁1 in the CMV group
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IL-10比值预测肝移植患儿 CMV感染的诊断界值
是 1.089，灵敏度是 80%，特异性是 75%。
2.6 CMV组治疗前后 IFN-酌、IL-10、TGF-茁1 mRNA
表达水平比较 与治疗前比，治疗后 CMV组抗病
毒IFN-酌 mRNA 表达显著上升（P约0.05）；TGF-茁1
mRNA表达显著下降（P约0.05），IL-10 mRNA表达水
平治疗前后差异无统计学意义，见表 4。

3 讨论

CMV感染是儿童肝移植后最常见的并发症，T
细胞在器官移植患者控制 CMV感染中起着重要的
作用。细胞因子作为 T细胞分泌的生物活性<40 kD
的小分子可溶性蛋白/多肽，以自分泌或旁分泌方式
释放[7]，通过与相应受体结合在不同类型免疫细胞

之间传递生物信息，发挥相同、协同或拮抗生物学

作用调节 T细胞分化、增殖，并参与移植物排斥、微
生物病原体感染和炎症免疫反应[8]。鉴于细胞因子

在移植免疫中的重要性，它们有望成为预测肝移植

术后患者免疫状态的潜在生物标志物。

Th1细胞是 CD4+T细胞中发现的第一个亚群，
主要分泌 IL-2和 IFN-酌等促炎细胞因子，通过正
向调节 STAT1 的激活状态清除细胞内病原体 [9]。

CMV 能够逃避 IFN-酌 刺激的抗病毒免疫反应，并
破坏 IFN-酌刺激的 MHC玉、域类分子表达，这有助
于使感染细胞逃避 CD4+ T细胞的免疫监视[10]。笔者

既往研究观察到 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞分泌
IFN-酌，可以反映肝移植患者 T细胞对 CMV感染的
反应强度。本研究结果显示，儿童肝移植术后 CMV
感染组 PBMCs中 IFN-酌 mRNA表达水平较未感染
组明显降低，这可能与这些患者的免疫状态有关，

表明 Th1免疫存在缺陷，对病毒的防御能力低下[11]，

在儿童肝移植患者抗 CMV 感染免疫中起重要作
用。肖红利等[12]在婴幼儿期 CMV肝炎患者的研究中
也有相似报道。IFN-酌介导促细胞增殖、抗病毒和免
疫调节作用，在 Th细胞分化和细胞毒性中发挥关
键作用，IFN-酌 分泌减少导致对 CMV 感染的保护

性免疫和细胞毒性下降，即“过少”免疫，这将进一

步加重 CMV 感染期间一系列炎症相关的临床表
现。本研究 ROC曲线分析显示，IFN-酌诊断临界值
0.790，可用于预测 CMV感染，但需要进一步验证。

IL-10主要由 Th2细胞分泌，抑制促炎细胞因
子表达以及 T细胞表面共刺激分子表达，从而阻断
Th1细胞的活化和增殖[13]。既往研究观察到，肾移植

CMV感染受者血浆 IL-6、IL-10和细胞毒性颗粒酶
水平显著升高，可作为肾移植受者 CMV再激活的
诊断依据[14]。S佗nchez-Ponce等[15]观察到，儿童实体

器官移植受者血浆 IL-4、IL-10 可以作为移植后
CMV感染诱导的移植物排斥反应的主要触发因素。
本研究中，儿童肝移植术后 CMV感染组 PBMCs中
IL-10 mRNA表达水平较未感染组升高，但差异无
统计学意义，提示 IL-10 mRNA上调可能有助于抑
制病毒的清除，因此 CMV在活动性感染期间诱导
cIL-10的能力对病毒复制有利[16]。Th1/Th2失衡可
以影响宿主对多种免疫介导疾病的易感性，本研究

结果显示 CMV组 IFN-酌/IL-10比值较未感染组显
著降低，从分泌 Th1型细胞因子向分泌 Th2型细胞
因子转变，从而有利于 CMV感染及病毒复制的持
久性。ROC曲线分析显示，IFN-酌/IL-10比值的诊断
临界值为 1.089，可用于预测 CMV 感染，但仍需进
一步证明。

TGF-茁1是 Th3细胞分泌的一种免疫抑制细胞
因子，可抑制 Th1细胞增殖、分化和促炎细胞因子
的分泌，维持 TGF-茁1的正常水平是维持移植受者
免疫耐受的一个重要特征[17]。Kurabekova等[18]研究

表明，儿童肝移植患儿术后 TGF-茁1细胞因子水平
与移植物功能相关。本研究中，CMV感染的儿童肝
移植受者 PBMCs中 TGF-茁1 mRNA表达水平较未
感染组显著升高，提示 TGF-茁1可能参与 CMV诱
导的免疫抑制，是 CMV发病的重要因素。Lv等[19]研

究表明，CMV通过维生素 D受体依赖机制激活 p38
丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）增强 TGF-茁1 分泌，
参与同种异体造血干细胞移植后移植物失功（PGF）
的发病机制，并提供针对 PGF的治疗策略。此外，本
研究结果显示 IFN-酌和 TGF-茁1之间呈负相关，表
明 TGF-茁1的增加伴随着 IFN-酌的减少。TGF-茁1
可抑制 IFN-酌的表达，诱导 SMAD2和（或）SMAD3
信号蛋白磷酸化，与 SMAD4一起易位到细胞核，结
合到 IFN-酌基因启动子区域，阻断其转录[20]。本研究

中 CMV 感染患儿治疗后 CMV DNA 转为阴性，
PBMCs中 IFN-酌 mRNA表达水平较治疗前明显升
高，TGF-茁1 mRNA表达水平较治疗前明显降低。总

表 4 CMV组治疗前后 IFN-酌、IL-10、TGF-茁1 mRNA表达
水平比较（x依s）

Tab.4 Comparison of mRNA expression of IFN-酌，IL-10 and
TGF-茁1 before and after treatment in the CMV group（x依s）

指标 治疗前 治疗后 t P

IFN-酌 0.74依0.14 0.85依0.15 -2.407 0.021

IL-10 0.76依0.15 0.70依0.10 -1.578 0.124

TGF-茁1 1.36依0.17 1.24依0.19 -2.082 0.044

注：IFN-酌：酌干扰素；IL-10：白细胞介素-10；TGF-茁1：转化生长
因子-茁1；CMV：巨细胞病毒
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之，本研究表明，肝移植术后 CMV感染患儿 PBMCs
中 IFN-酌 mRNA低表达可能与 CMV感染的发病机
制相关，值得进一步研究。
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