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摘　要:目的　探讨 HIV感染及抗病毒治疗对程序性死亡受体Ｇ１(programmeddeathＧ１,PDＧ１)表达的影响.方法　根

据是否接受抗病毒治疗将６１例 HIV/AIDS患者分为治疗组及未治疗组,并以３５例健康者作为对照.利用逆转录聚合酶链

反应(RTＧPCR)技术探究基因PDＧ１mRNA在人外周血单个核细胞(PBMC)中的表达;通过双夹心抗体ELISA法测定血清中

可溶性PDＧ１(sPDＧ１)表达水平.并比较不同CD４＋ T淋巴细胞数的 HIV/AIDS患者血清sPDＧ１的差异.结果　未治疗组、治
疗组、健康组研究对象PBMC中PDＧ１mRNA的相对表达量均数分别为０．３３７８±０．０６４、０．５７８２±０．０７３和０．７７１５±０．１２４,健
康组与未治疗组差异极显著,健康组与治疗组、治疗组与未治疗组之间差异显著(P＝０．０３１、P＝０．０４３);未治疗组、治疗组、健
康组血清sPDＧ１浓度分别为４２．２２±２．２１ng/mL、３８．２４±２．７９ng/mL和２９．８８±１．４１ng/mL.健康组与未治疗组、治疗组,治
疗组与未治疗组分别具有显著性差异(P＝０．００８、P＝０．０４０和P＝０．０２０).差异性分析结果表明,未治疗组、治疗组 CD４＋T
淋巴细胞数＜３５０个/mm３ 患者血清sPDＧ１水平均显著高于 CD４＋T淋巴细胞数＞３５０个/mm３ 患者.结论　抗病毒治疗在

一定程度上使高水平sPDＧ１表达下调以促使PDＧ１/PDＧL１通路的恢复,从而促进机体免疫重建.监测PDＧ１mRNA及sPDＧ１
的表达在 HIV的辅助诊断和推断病情发展上具有一定的价值.
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Abstract:InordertoinvestigatetheeffectofHIVinfectionandantiviraltherapyonexpressionofprogrammeddeathＧ１
(PDＧ１),６１casesofHIV/AIDSpatientsweredividedintotreatmentgroupanduntreatedgroup,３５healthypeopleweretaken
asnegativecontrols,expressionofPDＧ１mRNAweredetectedutilizingsemiＧquantitativereversetranscriptionandpolymerase
chainreaction．ThelevelsofsPDＧ１inserumweredeterminedbyenzymelinkedimmunosorbentassay(ELISA)．Thedifferences
ofserumsPDＧ１inHIV/AIDSpatientswithdifferentCD４＋ Tlymphocytelevelswerealsocompared．Theresultsshowedthat
therelativeexpressionlevelofPDＧ１mRNAinuntreatedgroup,treatmentgroupandhealthygroupwere０．３３７８±０．０６４,

０５７８２±０．０７３and０．７７１５±０．１２４,respectively．Therewassignificantdifferencebetweenhealthygroupanduntreatedgroup
(P＜０．００１)．Andalsosignificantdifferencewerefoundbetweenhealthygroupandtreatedgroup,treatedgroupanduntreated

group,respectively(P＝０．０３１,P＝０．０４３)．TheserumsPDＧ１levelsinuntreatedgroup,treatmentgroupandhealthygroup
were４２．２２±２．２１ng/mL,３８．２４±２．７９ng/mLand２９．８８±１．４１ng/mL,respectively．ThereweresignificantdifferencebeＧ

tweenthehealthygroupandtheuntreatedgroup,thehealthy
groupandthetreatedgroup,andbetweentheuntreatedgroup
andthetreatedgroup(P＝０．００８,P＝０．０４０,P＝０．０２０)．MoＧ
reover,theserumsPDＧ１levelsofCD４＋Tlymphocytes＜３５０
cells/mm３inuntreatedgroupandtreatmentgroupweresignifiＧ
cantlyhigherthanthoseinCD４＋ Tlymphocytecount＞３５０
cells/mm３(P＝０．０３５,P＝０．０４７)．Inconclusion,antiviral
therapydownＧregulateshighlevelsPDＧ１expressiontoacertain

０２３



extenttorecoveryofPDＧ１/PDＧL１pathwayandpromotetheimmunereconstitution．MonitoringtheexpressionofPDＧ１mRＧ
NAandsPDＧ１isofvalueinauxiliarydiagnosisandinferredprognosisofHIV．
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　　艾滋病(acquiredimmunodeficiencysyndrome,

AIDS)是由人类免疫缺陷病毒(humanimmunodeＧ
ficiencyvirus,HIV)侵犯并破坏机体免疫系统引起

的疾病,对人类健康造成极大威胁.最近,以调控协

同刺激分子信号通路为代表的治疗策略,为改善

HIV/AIDS患者的免疫功能 提 供 了 新 的 手 段 和

理念.
程序性死亡受体Ｇ１(programmeddeathＧ１,PDＧ

１)是与 T 淋巴细胞功能耗竭和凋亡有关的协同刺

激分子,可以细胞膜型和可溶性两种形式存在.既

往对该分子的研究大多采用流式细胞术对膜型蛋白

进行测定,但对其可溶性形式(solublePDＧ１,sPDＧ
１)的表达水平及临床意义则鲜有报道.因此,本文

拟通过半定量 RTＧPCR 法测定 PDＧ１mRNA 的表

达,并使用ELISA方法测定血清中sPDＧ１蛋白的表

达水平,以分析其在 HIV 致病过程中的作用.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　研究对象　收集安徽省立医院感染病院

２０１７年６月－２０１７年１２月 HIV/AIDS病例共６１
例,包括３１例依从性良好的接受抗病毒治疗及３０
例未接受抗病毒治疗的患者,均为男性,平均年龄

４０．８１±１４．１１岁.所有病例确认均符合中华人民共

和国 HIV/AIDS国家诊断标准,排除梅毒、乙肝、丙
肝、结核等系统性感染性疾病.另选健康者３５例,
均为男性,平均年龄４２±６．３８岁.本研究经安徽省

立医 院 传 染 病 院 医 学 伦 理 学 委 员 会 批 准 (No．
２０１６１１２４００２),并经患者知情同意.

１．１．２　主要试剂　淋巴细胞分离液(天津灏洋,

LTS１０７７);核 酸 提 取 试 剂 盒 (厦 门 泰 普,RNAＧ
bloodＧM);反转录试剂盒(TaKaRa,RR０３６A);内参

GAPDH 引 物 (上 海 生 工,B６６１１０４);BD MultitＧ
estTM CD３/CD８/CD４５/CD４(美国BDPharmingen,

３４０４９９);人类免疫缺陷病毒I型核酸定量检测试剂

盒(厦门安普利,R２２２２);HumanPDＧ１ELISA Kit
(上海LanpaiBio公司,０１３６５５).

表１　调查对象基本情况

Tab．１　Characteristicsofthestudypopulation

　　项目 例数(百分比％)

年龄 治疗组(n＝３１) 未治疗组(n＝３０)

　＜２０岁 ４(１２．９０) ２(６．６７)

　２０－５５岁 ２０(６４．５２) ２０(６６．６７)

　＞５５岁 ７(２２．５８) ８(２６．６)

CD４＋ (个/mm３)

　＞３５０ １０(３２．２６) ８(２６．６７)

　＜３５０ ２１(６７．７４) ２２(７３．３３)

CD４/CD８

　＞１．５ ５(１６．１３) ２(６．６７)

　０．５－１．５ １７(５４．８４) １６(５３．３３)

　＜０．５ ９(２９．０３) １２(４０．００)

HIVviralloads(IU/mL)

　＜１．００×１０３ １８(５６．０７) １３(４３．３３)

　１．００×１０３－１．００×１０５ ９(２９．０３) １１(３６．６７)

　＞１０５ ４(１２．９０) ６(２０．００)

１．２．３　 主要仪器 　TaqMan 实时荧光定量 RTＧ
PCR 扩增仪(厦门安普利９８００型);全自动核酸提

取工作站(厦门安普利 Anas１０００);FACSCalibur
流式细胞仪(BD 公司,美国);凝胶成像系统(上海

勤翔,CLINXGenoSens１８６０).
１．２　实验方法

１．２．１　标本的采集及处理　所有研究对象均为清

晨空腹采血,用普通促凝真空采血管和 EDTAＧK２
抗凝真空采血管采静脉血各２mL.促凝血室温静

置３０min,２０００×g离心１０min后取血清,－８０℃
冻存备用;抗凝血标本置４℃保存,６h内送检.

１．２．２　CD４＋ T淋巴细胞数量的测定　在流式细胞

分析管中加入 EDTAＧK２抗凝血５０μL,按照 BD
MultitestTMCD３/CD８/CD４５/CD４抗体试剂盒说

明书,用FACSCalibur流式细胞仪检测CD４＋ T淋

巴细胞数.
１．２．３　PDＧ１mRNA水平的测定

１．２．３．１　引物设计及合成　针对PDＧ１基因序列设

１２３４期 陈　琛等:HIV/AIDS患者外周血程序性死亡受体Ｇ１的表达及临床意义



计特异性引物,引物序列为:上游:５ＧCGGCCAGTＧ
TCCAAACCCTＧ３′,下 游:５′ＧCCATTCCGCTAGＧ
GAAAGACAＧ３′.交由南京擎科生物科技有限公

司进行引物合成.

１．２．３．２　人外周血单个核淋巴细胞(PBMCs)的分

离　按照人外周血淋巴细胞分离液说明书进行操

作.将 EDTAＧK２抗凝血３５０ × g离心１０ min.
将血浆弃去,保留血细胞,稀释.加入Ficoll淋巴细

胞分层液.向分层液上面的淋巴细胞层中加入清洗

液１０mL,颠倒混匀.离心,倒掉上清,弹散细胞团

后,将PBMC浓度调至２．０×１０６mL－１,备用.

１．２．３．３　cDNA 的合成　按照说明书操作,采用

RNA提取试剂盒提取PBMCs中的总 RNA.利用

反转录试剂盒,将获得的总 RNA 逆转录合成cDＧ
NA第一链.反转录体系为:５× PrimeScriptRT
Master Mix２μL,TotalRNA４μL,RnaseFree
ddH２O４μL.反应条件为:３７ ℃ １５ min,８５ ℃
５s,４℃保存.

１．２．３．４　半定量PCR　以反转录合成的cDNA 为

模板,同时对目的基因 PDＧ１ 和内参基因 GAPDH
进行半定量PCR扩增.PCR反应体系为:ddH２O７

μL,PremixTaq１０μL,上下游 引 物 各 １μL(１０

μmolLＧ１),DNA模板１μL.扩增条件为９５℃预

变性３min,９５℃变性３０s,５２℃退火３０s,７２℃延

伸１２s,３０个循环,７２℃终延伸１０min.扩增产物

用２％琼脂糖凝胶电泳鉴定.在凝胶成像分析仪中

使用ImageＧProPlus观察扩增得目的片段,并得出

其灰度值(IOD).

１．２．４　血清sPDＧ１蛋白水平的测定　采用双抗体

夹心ELISA法检测血清sPDＧ１的浓度,操作步骤分

别参照检测试剂盒说明书进行.简要操作步骤如

下:将sPDＧ１标准品依次稀释,在９６孔板中分别加

入５０μL血清样品或标准品,室温孵育１h,洗涤５
次,然后加入５０μL酶标二抗室温孵育１h,洗涤５
次,加入５０μL显色剂避光孵育１５min,反应结束

后加入５０μL终止液,酶标仪读取４５０nm 吸光度

值,根据标准品吸光度绘制标准曲线,然后计算血清

sPDＧ１的浓度.sPDＧ１检测试剂盒的检测下限分别

是１．２pg/mL.

１．３　统计学分析　实验数据采用x±s表示,并用

GraphPad５．０软件进行绘图并进行差异显著性分析.

２　结　果

２．１　应用半定量 RTＧPCR检测临床标本的结果　
选择GAPDH 作为内参基因,半定量检测 HIV/

AIDS患者与健康人群PBMCs中PDＧ１mRNA 表

达水平.结果显示,未治疗组、治疗组、健康组相对

表达量均数分别为０．３３７８±０．０６４、０．５７８２±０．０７３
和０．７７１５±０．１２４,健康组与未治疗组差异有统计

学意义(P＜０．００１),健康组与治疗组、治疗组与未

治疗组差异有统计学意义(P＝０．０３１、P＝０．０４３)
(图１).

∗,P＜０．０５;∗∗,P＜０．０１;∗∗∗,P＜０．００１.

图１　PDＧ１mRNA在健康人群及HIV/AIDS患者的相对表达量

Fig．１　RelativeexpressionofPDＧ１mRNAinhealthyandHIV/AIDSgroups

２．２　HIV/AIDS患者血清sPDＧ１表达水平　未治

疗组、治疗组、健康组血清sPDＧ１浓度分别为４２．２２
±２．２１ng/mL、３８．２４±２．７９ng/mL和２９．８８±１．４１
ng/mL(图２).健康组与未治疗组、治疗组,治疗组

与未治疗组分别具有统计学差异(P＝０００８、P＝
００４０和P＝０．０２０).

２．３　不同CD４＋ T淋巴细胞数的 HIV/AIDS患者

血清sPDＧ１的差异　国家免费艾滋病抗病毒药物

２２３ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１９,３５(４)



图２　HIV/AIDS患者与健康人群sPDＧ１含量

Fig．２　ConcentrationsofsPDＧ１inserumfromHIVＧinfecＧ
tedindividualsandhealthycontrols

治疗 手 册[１]建 议 成 人/青 少 年 HIV/AIDS 患 者

CD４＋T淋巴细胞数低于３５０个/mm３ 时要给予抗

病毒治疗.根据CD４＋T淋巴细胞数高低,将 HIV/

AIDS患者治疗组及未治疗组分别再细分为＜３５０
个/mm３ 和＞３５０个/mm３ 亚组进行差异性分析.
结果表明,未治疗组、治疗组CD４＋T淋巴细胞数＜
３５０个/mm３ 患 者 血 清 sPDＧ１ 水 平 均 显 著 高 于

CD４＋T 淋 巴 细 胞 数 ＞３５０ 个/mm３ 患 者 (P ＝
００３５、P＝０．０４７).

图３　不同CD４＋ T淋巴细胞数量水平的 HIV/AIDS患

者血清sPDＧ１
Fig．３　SerumsPDＧ１inHIV/AIDSpatientswithdifferent

CD４＋ Tlymphocytelevels

３　讨　论

近年来随着对机体免疫调节机制认识的逐步深

入,协同刺激分子在机体免疫中发挥的作用受到了

越来越广泛的重视.作为介导负性协同刺激信号的

重要途径,PDＧ１/PDＧL１ 通路在机体免疫应答过程

中扮演着重要的角色,在免疫耐受、移植排斥、自身

免疫性疾病以及肿瘤和慢性病毒感染等方面发挥了

极为重要的生物学作用[２].

PDＧ１与 HIVＧ１感染具有紧密的联系.谢荣

华[３]等人的研究证实了 PDＧ１是 HIV 感染疾病进

展的标志之一.另据报道,PDＧ１在预测 HIV/AIDS
患者体内病毒储存库大小中具有重要作用,其表达

水平 与 病 毒 反 弹 及 耐 药 存 在 联 系[４]. 此 外,

Edward[５]等证实,阻断PDＧ１可抑制慢性 HIV感染

的人源化小鼠的病毒复制.本研究通过 RTＧPCR
法对 HIV/AIDS患者 PBMCs中PDＧ１mRNA 的

表达进行研究,与健康人群相比,PDＧ１mRNA 的

表达下降,结果表明 HIV 感染可诱导PDＧ１转录水

平的下调.

T细胞过度活化是 HIV 感染进程中的重要特

征,不能仅根据膜型分子的表达情况来判断患者的

免疫状态[６],因为研究显示,sPDＧ１参与 T细胞活化

的调控[７Ｇ１０].可溶性PDＧ１是由于PDＧ１的３号外显

子缺失(PDＧ１ △ex３)[１１]经翻译后形成的蛋白.据

报道,sPDＧ１ 水 平 在 类 风 湿 性 关 节 炎[１２]、慢 性 肝

炎[１３]、系统性红斑狼疮[１４]等病理状态下明显高于

健康人群.本文研究结果表明,sPDＧ１水平未治疗

组＞治疗组＞健康组,且CD４＋T淋巴细胞数＜３５０
个/mm３ 患者血清sPDＧ１水平均高于 CD４＋T淋巴

细胞 数 ＞３５０ 个/mm３ 患 者 (P ＝０．０３５、P ＝
００４７),高水平的sPDＧ１可对 PDＧ１/PDＧL１通路产

生抑制.而抗病毒治疗一方面抑制病毒复制,另一

方面通过下调sPDＧ１水平的机制来恢复PDＧ１/PDＧ
L１通路,使患者免疫功能得以部分重建.从这个角

度讲,使用可溶性PDＧ１的治疗可能较抗PDＧ１抗体

更有优势[１３].
综上,本文通过 RTＧPCR 法与 ELISA 法证明

了 PDＧ１在 HIV/AIDS患者 mRNA 表达下调,而

sPDＧ１表达上调,两者的变化表明其共同参与维持

免疫系统平衡,为今后进一步研究PDＧ１与 HIV 感

染的关系提供有价值的实验数据,也为 PDＧ１靶向

诊断和治疗 HIV感染的策略提供了理论依据.
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