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原发性胆汁性肝硬化患者外周血
Th9细胞表达水平及其与肝功能
和Mayo评分的相关性

尹伟明, 孟伟伟, 卢小娟（深圳市宝安区石岩人民医院 检验科，广东 深圳，518105）

摘要：目的 探讨原发性胆汁性肝硬化（primary biliary cirrhosis，PBC）患者外周血Th9细胞表达水

平及其与肝功能指标和Mayo评分的相关性。方法 纳入2017年1月至2019年1月深圳市宝安区石岩人

民医院收治的50例PBC患者为PBC组。另选取同期于本院接受诊治的50例免疫系统异常患者作为

对照组。采用流式细胞术检测外周血Th9细胞表达水平。采用日立全自动生化检测仪检测两组患者

生物化学指标，包括碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate 
aminotransferase，AST）、丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、γ-谷氨酰转肽酶

（γ-glutamine transpeptidase，γ-GT）、总胆红素（total bilirubin，TBil）、白蛋白（albumin，ALB）
和凝血酶原时间（prothrombin time，PT）并计算Mayo评分。采用间接免疫荧光法检测抗线粒体抗体

的表达。水肿积分由2～3名有经验的医师通过患者症状进行双盲评价。采用实时荧光定量聚合酶链

式反应检测外周血单个核细胞中嘌呤盒-1（purine-rich box 1，PU-1）和转化生长因子-β（transforming 
growth factor-β，TGF-β）mRNA相对表达量。采用Pearson相关性分析PBC患者外周血Th9细胞表达水

平与肝功能指标和Mayo评分的相关性。结果 PBC组患者PT [（13.42 ± 1.34）s vs（7.05 ± 1.01）s]、
ALP [（391.42 ± 182.39）U/L vs（63.29 ± 20.71）U/L]、AST [（147.20 ± 60.28）U/L vs（19.04 ± 7.23）U/L]、
ALT [（166.19 ± 80.34）U/L vs（24.12 ± 10.38）U/L]、γ-GT [（442.08 ± 124.47）U/L vs（28.10 ± 13.82）U/L]、
TBil [（140.58 ± 20.75）μmol/L vs（12.84 ± 3.99）μmol/L]、抗线粒体抗体阳性占比 [25/50（50.00%）

vs 14/50（28.00%）]、水肿积分 [（0.54 ± 0.04）分 vs（0.15 ± 0.01）分]、肝脏形态缩小人数占比 
[6/50（12.00%）vs 0/50（0.00%）]、肝实质回声中结节增生表现人数占比 [5/50（10.00%）vs 0/50
（0.00%）]、肝内胆管壁增强人数占比 [26/50（52.00%）vs 1/50（2.00%）]及肝实质回声中颗粒表现人数占

比 [34/50（68.00%）vs 2/50（4.00%）]均显著高于对照组，ALB水平 [（31.29 ± 7.45）g/L vs（45.12 ± 1.88）g/L]
显著低于对照组（P均＜ 0.05）。PBC组患者外周血Th9细胞亚群占比为（1.68 ± 0.32）%，显著高于对照组的

（0.19 ± 0.04）%，PBC组患者Mayo评分为（6.45 ± 1.17）分，显著高于对照组的（2.10 ± 0.48）分，差异均有统计

学意义（t = 32.670、24.323，P ＜ 0.001）。Pearson相关性分析表明，PBC患者外周血Th9细胞表达水平与

AST、ALT、γ-GT、TBil及Mayo评分均呈正相关（r均＞ 0，P均＜ 0.05）。PBC组PU-1和TGF-β mRNA
表达量均显著高于对照组（5.87 ± 1.03 vs 1.34 ± 0.47；4.33 ± 0.78 vs 1.38 ± 0.51），差异有统计学意义（t
值分别为28.293、22.383，P均＜ 0.001）。结论 PBC患者外周血Th9细胞表达水平显著升高，且与肝功

能指标和Mayo评分呈正相关。Th9细胞表达水平可能反映了患者病情的严重程度。
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Abstract: Objective To investigate the expression level of Th9 cells in peripheral blood of patients with 
primary biliary cirrhosis (PBC) and its relationship with liver function indexes and Mayo score. Methods 
Total of 50 patients with PBC admitted to Shiyan People’s Hospital of Baoan District from January 2017 
to January 2019 were included as PBC group and 50 patients with abnormal immune system who received 
treatment in our hospital at the same time were selected as control group. Flow cytometry were used to detect 
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the expression level of Th9 cells in peripheral blood. Automatic biochemical tester were used to detect the 
biochemical indicators of the patients, including alkaline phosphatase (ALP), aspartate aminotransferase 
(AST), alanine aminotransferase (ALT), γ-glutamine transpeptidase (γ-GT), total bilirubin (TBil), albumin 
(ALB) and prothrombin time (PT). Mayo score was also calculated. Indirect immunofluorescence was used 
to detect the expression of anti-mitochondrial antibodies. Edema score was double-blind evaluated by 2～3 
experienced physicians according to the symptoms of the patients. Real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction was used to detect the relative expression of purine-rich box 1 (PU-1) and 
transforming growth factor-β (TGF-β) mRNA in peripheral blood mononuclear cells. Pearson correlation 
analysis was used to analyze the relationship among blood Th9 cell expression level, liver function indexes 
and Mayo score of patients with PBC. Results PT [(13.42 ± 1.34) s vs (7.05 ± 1.01) s], ALP [(391.42 ± 
182.39) U/L vs (63.29 ± 20.71) U/L], AST [(147.20 ± 60.28) U/L vs (19.04 ± 7.23) U/L], ALT [(166.19 ± 
80.34) U/L vs (24.12 ± 10.38) U/L], γ-GT [(442.08 ± 124.47) U/L vs (28.10 ± 13.82) U/L], TBil [(140.58 ± 
20.75) μmol/L vs (12.84 ± 3.99) μmol/L], ratio of positive anti-mtDNA antibody [25/50 (50.00%) vs 14/50 
(28.00%)], edema score (0.54 ± 0.04 vs 0.15 ± 0.01), ratio of liver morphology reduction [6/50 (12.00%) vs 
0/50 (0.00%)], ratio of proliferation of nodules in echo of liver parenchyma [5/50 (10.00%) vs 0/50 (0.00%)], ratio 
of intrahepatic bile duct wall enhancement [26/50 (52.00%) vs 1/50 (2.00%)] and ratio of proportion of granule in 
the echo of liver parenchyma [34/50 (68.00%) vs 2/50 (4.00%)] of patients in PBC group were significantly higher 
than those in control group, while ALB level [(31.29 ± 7.45) g/L vs (45.12 ± 1.88) g/L] was significantly lower than 
that in control group (all P ＜ 0.05). The percentage of Th9 subgroup [(1.68 ± 0.32)% vs (0.19 ± 0.04)%] and Mayo 
score (6.45 ± 1.17 vs 2.10 ± 0.48) in peripheral blood of patients in PBC group were significantly higher than those 
in control group, the differences were statistically significant (t = 32.670, 24.323; P ＜ 0.001). Pearson correlation 
analysis showed that the expression levels of Th9 cells in peripheral blood of patients with PBC were positively 
correlated with the levels of AST, ALT, γ-GT, TBil and Mayo score (r ＞ 0, P ＜ 0.05). The relative expression of 
PU-1 and TGF-β mRNA of patients in PBC group were significantly higher than those in control group (5.87 ± 1.03 
vs 1.34 ± 0.47; 4.33 ± 0.78 vs 1.38 ± 0.51), the differences were statistically significant (t = 28.293, 22.383; P ＜ 0.001). 
Conclusions The expression level of Th9 cells in peripheral blood of patients with PBC increased significantly, and 
was closely related to liver function indexes and Mayo score. The expression level of Th9 cells may be detected to 
effectively reflect the severity of the patient’s disease.
Key words: Primary biliary cirrhosis; Th9 cells; Liver function; Mayo score; Correlation

原发性胆汁性肝硬化（ p r i m a r y  b i l i a r y 
cirrhosis，PBC）是临床常见的慢性、进行性、肝

内胆汁淤积性、自身免疫性肝病，多见于中年女

性，主要表现为血清出现抗线粒体抗体、小胆管

特异性破坏及肝门静脉周围淋巴细胞浸润等[1,2]。

PBC的发病机制目前尚未完全明确，遗传、病毒

感染、环境及自身免疫等多种因素均可能在PBC
的发生发展过程中发挥作用[3]。越来越多的研究表

明，PBC患者体内免疫稳态被打破，胆管周围存在

大量炎症细胞，导致机体出现适应性免疫应答，

产生自反应性T细胞、B细胞及单核细胞等[4]。Th9
细胞是近年来发现的新型T细胞亚群之一，可在白

细胞介素（interleukin，IL）-4、转化生长因子-β
（transforming growth factor-β，TGF-β）及胸腺基质

淋巴生长素存在下经由T细胞抗原受体刺激分化形

成，且以大量产生、释放IL-9为主要特征。Th9细胞

过去一直被认为属于Th2亚群，但其功能和Th2细胞

存在显著差异。目前临床已有研究证实，Th9细胞数

量及功能的紊乱在多种自身免疫性疾病的发生发展

中具有重要作用
[5]。本研究通过探讨PBC患者外周血

Th9细胞表达水平及其与肝功能和Mayo评分的相关

性，旨在为临床PBC的防治提供新的靶点与思路。

1 资料与方法

1.1 研究对象 以2017年1月至2019年1月深圳市宝安区

石岩人民医院收治的50例PBC患者为研究对象，记为

PBC组。纳入标准：①PBC的诊断符合美国肝病协会

（American Association for the Study of Liver Diseases，
AASLD）2009年制定的相关标准[6]；②年龄≥ 18岁；

③无临床病历资料缺失；④入院前均未接受相关治

疗。排除标准：①心、肾、肺等重要脏器发生病变

者；②交流沟通能力障碍或伴有精神疾病者；③正参

与其他研究者。另选取50例同期于本院接受诊治的免

疫系统异常者为对照组。所有患者均知情同意，并经

医院伦理委员会批准（批件文号：20160814）。

1.2 研究方法

1.2.1 Th9细胞的检测  采用流式细胞术检测Th9细
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胞，取100 μl外周血加入流式管，滴加经FITC标记的

抗CD4 5 μl，同时设置同型对照管及空白对照管。于

避光条件下孵育30 min后加入红细胞裂解液，PBS洗
涤后，离心去除上清液，最后滴加100 μl PBS混匀后

上机检测，将CD4+IL-9+细胞作为Th9细胞亚群。

1.2.2 生物化学指标的检测  采用日立全自动生化检

测仪检测两组患者生物化学指标，包括免疫球蛋

白G（immunoglobulin G，IgG）、白细胞计数、

红细胞计数、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
A L P）、天门冬氨酸氨基转移酶（ a s p a r t a t e 
aminotransferase，AST）、丙氨酸氨基转移酶

（alanine aminotransferase，ALT）、γ-谷氨酰转

肽酶（γ-glutamine transpeptidase，γ-GT）、总胆

红素（total bilirubin，TBil）、白蛋白（albumin，
ALB）和凝血酶原时间（prothrombin time，PT）。

采用间接免疫荧光法检测抗线粒体抗体的表达，有

关试剂盒购自德国欧蒙实验诊断试剂公司。计算

Mayo评分，公式如下：Mayo评分= 0.871 × ln TBil - 
2.53 × ln ALB + 0.039 ×年龄+ 2.38 × ln PT + 0.859 ×
水肿积分（其中水肿积分由2～3名有经验的医师通

过患者症状进行双盲评价，无水肿为0分，水肿可

控制为0.5分，水肿难以控制为1分）。

1.2.3 嘌呤盒-1（purine-rich box 1，PU-1）、TGF-β
表达水平的检测  通过实时荧光定量聚合酶链式反

应检测两组外周血单个核细胞中PU-1和TGF-β的表

达水平，通过Ficoll密度梯度离心法对外周血单个核

细胞进行分离，提取总RNA并完成cDNA的制备。以

SYBR Green法实施扩增反应。以GAPDH为内参，采

用2-△△Ct法计算PU-1、TGF-β mRNA相对表达量。

1.3 统计学处理  采用SPSS 20.0软件进行数据处理，

ALT、AST等生物化学指标、Mayo评分、外周血

Th9细胞表达水平、PU-1和TGF-β mRNA相对表达

量等计量资料均符合正态分布，以 x ± s表示，两组

间比较采用独立样本t检验；性别、抗线粒体抗体

阳性人数占比、不同超声征象占比等计数资料以例

数和百分数表示，两组间比较采用χ2检验。PBC患

者外周血Th9细胞表达水平与肝功能指标和Mayo评
分的相关性采用Pearson相关性分析。以P ＜ 0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般资料  两组患者性别、年龄、治疗时间、

IgG、白细胞计数及红细胞计数差异无统计学意

义（P均＞ 0.05）。PBC组患者PT、ALP、AST、
ALT、γ-GT、TBil、抗线粒体抗体阳性占比、水肿

积分、肝脏形态缩小人数占比、肝实质回声中结

节增生表现人数占比、肝内胆管壁增强人数占比

及肝实质回声中颗粒表现人数占比均显著高于对

照组，ALB水平显著低于对照组（P均＜ 0.05）。

见表1。
2.2 两组外周血Th9细胞表达水平与Mayo评分  PBC组
外周血Th9细胞亚群占比为（1.68 ± 0.32）%，显著高于

对照组的（0.19 ± 0.04）%，PBC组Mayo评分为（6.45 ± 
1.17）分，显著高于对照组的（2.10 ± 0.48）分，差异均

有统计学意义（t = 32.670、24.323，P ＜ 0.001）。见

图1。
2.3 PBC患者外周血Th9细胞表达水平与肝功能指

标和Mayo评分的相关性  Pearson相关性分析表明，

PBC患者外周血Th9细胞表达水平与AST、ALT、
γ-GT、TBil水平以及Mayo评分均呈正相关（P均＜ 
0.05）。见表2、图2。
2.4 两组患者PU-1、TGF-β mRNA相对表达量  PBC
组PU-1和TGF-β mRNA表达量均显著高于对照组，

差异有统计学意义（t值分别为28.293、22.383，P
均＜ 0.001），见表3。

表 1   PBC 组和对照组患者基本资料

组别 男 / 女（例）
年龄

（ x ± s，岁）

治疗时间

（ x ± s，月）

IgG
（ x ± s，g/L）

白细胞计数

（ x ± s，× 109/L）
PBC 组（n = 50） 39/11 50.32 ± 10.62 1.35 ± 0.33 15.32 ± 5.23 5.91 ± 2.81

对照组（n = 50） 40/10 50.27 ± 10.57 1.41 ± 0.40 14.46 ± 5.10 5.78 ± 2.80

统计量值 χ2 = 0.060 t = 0.024 t = 0.818 t = 0.832 t = 0.232

P 值        0.806      0.981      0.415      0.407      0.817

组别
红细胞计数

（ x ± s，× 1012/L）
PT

（ x ± s，s）
ALP

（ x ± s，U/L）
AST

（ x ± s，U/L）
ALT

（ x ± s，U/L）
PBC 组（n = 50） 3.25 ± 0.78 13.42 ± 1.34 391.42 ± 182.39 147.20 ± 60.28 166.19 ± 80.34

对照组（n = 50） 3.17 ± 0.78 7.05 ± 1.01 63.29 ± 20.71 19.04 ± 7.23 24.12 ± 10.38

统计量值 t = 0.543 t = 26.843 t = 12.640 t = 14.927 t = 12.401

P 值      0.588  ＜ 0.001  ＜ 0.001  ＜ 0.001  ＜ 0.001
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续表 

组别
γ-GT

（ x ± s，U/L）
TBil

（ x ± s，μmol/L）
ALB

（ x ± s，g/L）
抗线粒体抗体阳性

[ 例（%）]
水肿积分

（ x ± s，分）

PBC 组（n = 50） 442.08 ± 124.47 140.58 ± 20.75 31.29 ± 7.45 25（50.00） 0.54 ± 0.04
对照组（n = 50） 28.10 ± 13.82 12.84 ± 3.99 45.12 ± 1.88 14（28.00） 0.15 ± 0.01

统计量值 t = 23.374 t = 42.747 t = 12.728 χ2 = 5.086 t = 66.884
P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 0.024 ＜ 0.001

A

FE

DC

B

图 2   PBC 患者外周血 Th9 细胞表达水平与肝功能指标和 Mayo 评分相关性分析散点图

图 1   PBC 组和对照组患者外周血 Th9 细胞表达水平流式细胞图
注：A 为 PBC 组，B 为对照组

组别

超声征象 [ 例（%）]

肝脏形态缩小
肝实质回声中结节

增生表现
肝内胆管壁增强 肝实质回声中颗粒表现

PBC 组（n = 50） 6（12.00） 5（10.00） 26（52.00） 34（68.00）
对照组（n = 50）   0（0.00）   0（0.00）      1（2.00）     2（4.00）

统计量值 χ2 = 6.383 χ2 = 11.111 χ2 = 31.710 χ2 = 44.444
P 值        0.012           0.001   ＜ 0.001   ＜ 0.001

A                                                 B

r = 0.614，P ＜ 0.05                                                                                       r = 0.241，P ＞ 0.05

r = 0.561，P ＜ 0.05                                                                                       r = 0.535，P ＜ 0.05

r = 0.572，P ＜ 0.05                                                                                       r = 0.503，P ＜ 0.05



《中国肝脏病杂志（电子版）》2020年 第12卷 第2期                            ·肝硬化专题· 35

3 讨论

既往研究表明，西方国家PBC发病率较高，而我

国发病率较低[7-9]。近年来，随着对PBC认识的不断

加深及检测技术的逐渐提升，我国确诊例数日益增

多，已成为临床较常见的自身免疫性疾病之一[10-12]。

由于PBC的具体病因和发病机制尚未完全明确，在

一定程度上增加了临床诊断和治疗的难度，因此，

针对PBC病理机制的深入研究将有利于疾病的个体

化治疗[13-15]。有研究表明，遗传和感染等多种因素

引起的机体免疫耐受可能与PBC的发生发展密切相

关[16-19]。Th9是免疫细胞因子之一，与类风湿关节

炎和系统性红斑狼疮等多种自身免疫性疾病有关，

然而关于Th9与PBC相关性的研究较少。

李虎等[20]研究表明，与健康对照组相比，PBC
患者Th9细胞百分比升高，且随病情的加重，Th9
细胞百分比上升。本研究表明，PBC组患者外周血

Th9细胞亚群百分比和Mayo评分均显著高于对照

组。提示外周血Th9细胞的异常高表达可能在PBC
的发生发展过程中具有重要作用。分析可能原因，

Th9细胞与多种自身免疫性疾病相关，其通过分泌

IL-9参与T细胞依赖的B细胞分化增殖与自身抗体的

产生，且可通过与IL-9受体相结合，经由JAK-STAT
等多个信号转导通路对多种靶细胞产生生物学效

应，进一步促进PBC的发生发展。

Mayo评分是目前临床用于评估PBC患者病情和

预后的新型有效指标，Mayo评分升高提示患者病

情严重，预后较差。本研究中PBC组ALP、AST、
ALT、γ-GT及TBil水平均显著高于对照组，与既往

研究结果一致[21-23]，分析原因可能在于：上述各项

指标均是反映肝功能以及肝脏炎症的敏感指标，随

肝功能受损及肝脏炎症的加重而升高。Pearson相关

性分析表明：PBC患者外周血Th9细胞表达水平与

AST、ALT、γ-GT、TBil及Mayo评分呈正相关。提

示随外周血Th9细胞表达水平的升高，PBC患者的

肝功能与预后越差。因此，在临床工作中对外周血

Th9细胞表达水平的检测可能有助于PBC的诊断及

对病情严重程度的评估，同时还可为预后评估提供

参考。

Th9细胞的生长发育受多种转录因子及细胞因

子的影响，其中PU-1、TGF-β在调控Th9细胞生长

过程中发挥重要作用 [24,25]。本研究中PBC组患者

PU-1、TGF-β mRNA表达量均高于对照组。提示

PU-1和TGF-β在PBC患者中显著高表达，可推测

PU-1和TGF-β水平的升高对Th9细胞的生长发育产

生了调控作用，继而引起Th9细胞数目及功能发生

异常改变，进一步引起机体免疫功能紊乱，介导

PBC发生发展。

综上，Th9细胞在PBC患者外周血中显著高表

达，与肝功能指标及Mayo评分存在相关性。临床

工作中可考虑通过检测Th9细胞表达水平来评估

PBC患者的病情。
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