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摘!要!目的!观察 E<;感染者的 E<=,H肽特异性 S+(

j

L细胞体外抑制乙型肝炎病毒)E<;*的作用和探讨非溶细胞机

制清除病毒的效应分子# 方法!以 E/ZB%Y%Y"& 细胞为靶细胞# 用 EU,>,匹配的 E<=,H肽特异性 S+(

j

L细胞克隆)效应细

胞*与靶细胞)效靶比例 "o&4*共同培养!于 %FX"F(X 和 '%X 收集培养上清!通过检测其中 E<;产物的变化!观察 S+(

j

L克隆对

E<;的抑制作用# 用抗体中和法观察 S+(

j

L细胞分泌的 TCb>

#

被封闭后 E<;抑制的变化# 结果!E<;特异性 S+(

j

L克隆

与靶细胞共育后!培养上清可检出高水平 TCb>

#

# 共育后对 E<1,H" E</,H和 E<;>+b,的最高抑制率分别为 &FY&&6"

&4d3$6和 'FY&&6!均在 '%X# TCb>

#

被抗体封闭后!对 E<;+b,的抑制率显著下降!%FX 和 F(X 分别为 $Y%%6和 "'YF(6# 细

胞毒活性最高见于 %FX!"&Y$$6# 结论!

*

病毒特异性 S+(

j

L细胞对靶细胞中 E<;的清除既有溶细胞机制!也有非溶细胞机

制参与,

+

TCb>

#

是非溶细胞机制清除病毒的主要效应分子#

关键词!乙型肝炎病毒!特异性 S+(

j

L细胞!干扰素 >

#

!E/ZB%Y%Y"& 细胞
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=/@@1* OQ:X EU,>,% I8:=X/. E<=,H>1Z/=Q\Q=S+(

j

L=/@@=@2-/)/\\/=:20=/@@1* 8:A(L08:Q212\"o&4! 8-. I2-Q:20Q-HE<;Z02.[=G

:Q2- )E<1,H!E</,H! 8-. E<;>+b,*Q- =2=[@:[0/1[Z/0-8:8-:18:%FX!F(X 8-. '%X! :X/Z/0=/-:8H/2\./=0/81/Q- E<;0/Z@Q=8:Q2-

@/7/@O812?1/07/.YC[0:X/0I20/! ?@2=PQ-H/]Z/0QI/-:OQ:X -/[:08@Q_Q-HI,?1:2TCb>

#
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j

L=@2-/Z02.[=/. XQHX @/7/@12\TCb>

#

\2@@2OQ-H=2=[@:[0/OQ:X %Y%Y"& =/@@1YE<1,H!E</,H8-. E<;>+b,Q-

=2=[@:[0/1[Z/0-8:8-:1O/0/1QH-Q\Q=8-:@̂0/.[=/.! 8-. :X/H0/8:/1:/\\/=:O812?1/07/. 8:'%X ? &̂FY&&6!&4Y3$6 8-. 'FY&&6! 0/1Z/=G

:Q7/@̂YLX/0/.[=:Q2- 2\E<;+b,O81./=0/81/. \2@@2O/. ? [̂1Q-H-/[:08@Q_Q-HI,?1:2TCb>

#

YLX/I8]QI[I8=:Q7Q:̂2\=̂:2:2]Q=Q:̂2\

:80H/:=/@@1O818:%FX ? "̂&Y$$6YI>?1DF&">?!

*

E<;>1Z/=Q\Q=S+(

j

L=/@@1Q-XQ?Q:E<;0/Z@Q=8:Q2- ?^=̂:2@̂:Q=8-. -2-=̂:2@̂:Q=

I/=X8-Q1I1Y

+

LX//\\/=:2\-2-=̂:2@̂:Q=I/=X8-Q1I1Q1I8Q-@̂I/.Q8:/. ?^TCb>

#

Y

N=H O><E&!E/Z8:Q:Q1<7Q0[1,RZ/=Q\Q=S+(

j

L=/@@1,TCb>

#

,E/ZB%Y%Y"& =/@@1

!!乙型肝炎病毒 )E<;*是一种非致细胞病变病

毒# 一般认为!E<;特异性细胞毒 L细胞 ) =̂:2:2]Q=

L@̂IZX2=̂:/!SLU*即活化的 S+(

j

L细胞!杀伤病毒

感染的肝细胞是清除病毒和控制 E<;感染的主要机

制# 临床研究中发现!慢性 E<;感染者肝组织中穿

孔素和颗粒酶的表达强度与血清丙氨酸转氨酶

),UL*水平"肝组织炎症程度显著相关!与血清 E<;

>+b,载量呈负相关
."!%/

,而在应用干扰素 >

"

治疗

期间!,UL升高的慢性乙型肝炎患者康复机会较

大
.3/

# 这些观察似乎都支持上述观点# 但最近几年

有研究发现!SLU还可以通过一种非溶细胞机制控制

肝细胞中 E<;复制以清除病毒
.F/

# 在 E<;转基因

鼠
.&/

和 E<;感染黑猩猩
.$!'/

的动物实验中!提示这

种非溶细胞病毒清除机制是由 S+(

j

L细胞产生的细

胞因子介导的# 本研究试图通过体外人的 E<;特异

性 S+(

j

L细胞)效应细胞*与能复制和分泌 E<;产

物的肝癌细胞)靶细胞*共同培养!观察 S+(

j

L细胞

对 E<;的抑制作用#

材料与方法

"Y材料(DJ*T>"$F4 培养基"+*A*培养基"胎牛血清

)BQ?=2公司*!BF"() RQHI8公司*!重组人白介素 >% )0XTU>

-F%-
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%!Dq+公司*!重组乙肝核心抗原)0E<=,H!J021Z/=公司*!乳

酸脱氢酶细胞毒检测试剂盒)J02I/H8公司*,EU,>,位点分

型试剂盒 )JAU>CDAAn公司 *,荧光标记的鼠抗人 S+(5

S+35S+F5TCb>

#

5TU>F 单克隆抗体!流式细胞检测试剂盒

)内含固定 >破膜混合液"破膜 >洗涤缓冲液"蛋白转移抑制

剂 ><C,*)<+公司*!鼠抗人 S+F 单抗 )<Q2@/H/-. 公司*,抗

人 TCb>

#

单抗!TCb>

#

检测试剂盒)*8?:/=X 公司*,E<;核

酸定量检测试剂盒)JSD>荧光探针法!上海科华生物工程公

司*# E<;核心)E<=*抗原肽由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成# 流式细胞仪为美国 <+公司产品)C,SR S8@QG

?[0*#

%Y乙型肝炎患者 E<=,H特异性 S+(

j

L细胞克隆建立(

)"*患者资料(男性!%% 岁!急性乙型肝炎诊断依据中华医学

会传染病与寄生虫病学分会"肝病学分会 %444 年联合修订的

&病毒性肝炎防治方案'# 该患者就诊时血清 E<1,H)j*!E<G

1,?)>*!E</,H>!E</,? j!E<=,? j!E<;+b,j,采血时

距发病 & 周!其时 E<;+b,> ) k&44 拷贝5毫升*# 血清抗

E,;>TH*"抗 ES;"抗 EA;以及抗 ET;检测均为阴性#

)%*人白细胞相关抗原 ,位点)EU,>,*基因分型(采用序列

特异引物聚合酶链反应基因分型技术!按说明书操作#

)3*E<;特异性表位肽设计与合成(合成 E<="( >%' 表位肽!

长度为 "4 个氨基酸!序列 CUJR+CCJR;!纯度 f#(6# )F*淋

巴细胞激活和克隆化(方法见文献.(/# 常规分离外周血单个

细胞)J<*S*!% i"4

$

个细胞加入 DJ*T>"$F4 完全培养液!

于 %F 孔培养板 " 毫升5孔!另加 0E<=,H"

!

H!合成肽 "4

!

H激

活细胞# 培养第 3""4 天加 0XTU>%)终浓度 "4e5I@*,第 ' 天

加合成肽"0XTU>% 和异体饲养细胞 % i"4

$

5孔# 将上述激活

细胞加入用抗 S+F 单克隆抗体预包被的 $ 孔板!3'p放置

"X!吸取未吸附的细胞悬液!即为富含 S+(

j

L细胞的组分#

采用有限稀释法进行克隆化# #$ 孔培养板按 " 个5孔添加激

活细胞!并同时加入 0XTU>%"合成肽"JE,)"

!

H5I@*和异体饲

养细胞)% i"4

&

5孔*# 间隔 ' 天重复加刺激物和饲养细胞 "

次# 根据克隆细胞生长情况扩大培养!每 3 天换部分液体!每

"4 天重复刺激 " 次# )&*淋巴细胞表型和胞内细胞因子检

测(克隆细胞以染色缓冲液洗涤后!分别与荧光标记的鼠抗人

S+35S+(5S+F 单克隆抗体混匀!Fp避光孵育 34IQ-!洗去游

离抗体!经流式细胞仪分析# 克隆细胞加 <C,"4

!

H5I@于

3'p&6SV

%

培养 &X!细胞经固定"破膜!分别加入 CTLS标记

的抗 TCb>

#

5TU>F 室温避光放置 34IQ-!洗去游离抗体!经流

式细胞仪分析#

3YS+(

j

L克隆细胞与肝癌细胞系 E/ZB%Y%Y"& 细胞共培

养及观察程序(肝癌细胞系 E/ZB%Y%Y"& 细胞株引自东南大学

生物电子学国家重点实验室!本室传代# E/ZB%Y%Y"& 细胞

)靶细胞 * 在含 "46胎牛血清的 +*A* 培养基 )含 BF"(

3(4

!

H5I@*3'p &6SV

%

条件培养!定期传代# 加 4Y%&6的胰

酶消化!加培养液吹打!分散细胞后计数!配制成 % i"4

(

5U!接

种于 %F 孔板!" 毫升5孔!3'p&6SV

%

培养# 呈对数生长期

时!加入 S+(

j

L克隆细胞 )效应细胞*共同培养!效(靶比例

"o&4#对照孔不加 S+(

j

L克隆细胞!补同量培养基# 分别于

培养 %FX"F(X"'%X 收集培养上清! >'4p冰箱中保存备检#

FY培养上清液中 E<;标志物测定(AUTR,法测 E<1,H和

E</,H!JSD>荧光定量法检测 E<;>+b,!按试剂盒说明书

进行# E<1,H)或 E</,H*抑制率)6* l)对照孔 ,值 >试验

孔 ,值* 5对照孔 ,值 i"446# E<;>+b,抑制率 )6* l

)对照孔拷贝数 >试验孔拷贝数* 5对照孔拷贝数 i"446#

&Y培养上清 TCb>

#

检测(AUTR,法检测!按试剂盒说明

书进行!每次做 3 个复孔!结果取平均值#

$YTCb>

#

的中和试验(S+(

j

L克隆与 E/ZB%Y%Y"& 细胞

共培养时加入 F

!

H的抗人 TCb>

#

单克隆抗体!以中和培养上

清中的 TCb>

#

# 并分别于 %FX 和 F(X 检测培养上清中的

E<;+b,拷贝数!计算抑制率#

'Y细胞毒检测(采用乳酸脱氢酶 )@8=:8:/./X .̂02H/-81/!

U+E*释放试验!按说明书操作# 计算公式(细胞毒活性)6*

l)实验孔 ,值 >效应细胞自发释放孔 ,值 >靶细胞自发释

放孔 ,值* 5)靶细胞最大释放孔 ,值 >靶细胞自发释放孔

,* i"446#

结!!果

"YEU,>,基因分型及 EU,>,限制性表位肽

的选择(该例急性乙肝患者的 EU,>,基因型经鉴

定为 4%4"!据此合成 EU,>,

$

4%4" 限制的 SLU优

势表位肽 E<="( >%'

.#/

!用作 E<;特异性 S+(

j

L克

隆建立中的抗原刺激物#

%YE<="( >%' 表位特异性 S+(

j

L克隆的建立和

鉴定结果(采用表位肽刺激及有限稀释法共获得 "$

个细胞克隆株# 经细胞表面标记鉴定!"$ 株均为

S+(

j

L克隆 )S+3

j

S+F

>

S+(

j

*# 选择其中 % 株用

于进一步实验# 这 % 株 S+(

j

L克隆)细胞株代号分

别为 ,'!+$* 经细胞内细胞因子分析!均为 L=" 亚

型!即主要表达 TCb>

#

而不表达 TU>F# 细胞内 TCb

>

#

表达强度 ,' 株为 &3YF!+$ 株为 3"Y%# 采用经

A<病毒诱导建立的自体 <淋巴母细胞系吸附 E<="(

>%' 肽作为靶细胞!在效(靶比例 &o" 时!,' 株的细

胞毒活性为 'FY#6!+$ 株的细胞毒活性为 '#Y36

)未发表资料*!表明 ,' 株和 +$ 株均为表位特异性

S+(

j

L克隆#

3YS+(

j

L克隆细胞与 E/ZB%Y%Y"& 细胞共培养

的观察()"*TCb>

#

含量(S+(

j

L克隆细胞单独培养

以及与 E/ZB%Y%Y"& 细胞共培养上清中 TCb>

#

含量

见表 "# 结果显示效靶细胞共培养时!TCb>

#

明显

增高# 在 3 个培养时间段!以 %FX 为最高# ,' 株单

独培养以及与靶细胞共培养时!上清中的 TCb>

#

分

泌量均高于 +$ 株# )%*对 E<;的抑制(通过检测

-&%-
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S+(

j

L克隆细胞与 E/ZB%Y%Y"& 细胞共同培养上清

中 E<1,H"E</,H和 E<;>+b,!观察表位特异性

S+(

j

L克隆对 E<;的抑制# 结果见表 %# )3*共培

养中对 E/ZB%Y%Y"& 的细胞毒作用(于 S+(

j

L克隆

与 E/ZB%Y%Y"& 共同培养 %FX"F(X 和 '%X!分别取上

清!用 U+E释放试验测得 ,' 株细胞毒百分率分别为

"3d&F6"#d3%6和 'd%F6!+$ 株为 "&d$$6"""d3&6

和 'Y""6# 结果显示 %FX 细胞毒百分率较高!随后逐

渐下降!但都未达到 %46# )F*共培养中抗 TCb>

#

抗体中和对 E<;+b,的影响(,' 株与 E/ZB%Y%Y"&

细胞共同培养时加入抗人 TCb>

#

单克隆抗体!培养

%FX 上清中的 E<; +b,抑制率为 $d%%6!F(X 为

"'dF(6# 结果表明用抗人 TCb>

#

单抗中和 S+(

j

L

克隆产生的 TCb>

#

!能明显减少对 E/ZB%Y%Y"& 细胞

产生的 E<;+b,的抑制#

表 ()I5R

S

+克隆细胞单独培养及与 P=;2-J-J(4

细胞共培养上清中 8U$7

!

含量)ZH5I@*

细胞株 单独培养 共培养 %FX 共培养 F(X 共培养 '%X

,' 株 ""Y% "&"Y& "4"Y3 '&Y$

+$ 株 $YF ##Y3 #"Y& F&Y3

表 -)I5R

S

+克隆与 P=;2-J-J(4 细胞共同培养对 PQT的抑制作用)6*

细胞株
E<1,H抑制率 E</,H抑制率 E<;>+b,抑制率

%FX F(X '%X %FX F(X '%X %FX F(X '%X

,' 株 "%Y"" F(Y3$ &FY&& "&YF' %(Y&# &4Y3$ "'Y%& $'Y3$ 'FY&&

+$ 株 #Y3$ %'Y%# 3"Y3$ "3Y%3 "'Y33 %%Y3& "$Y%' F4YF$ &"Y"'

讨!!论

"#(' 年 R/@@1等
."4/

将带有 E<;+b,的质粒转

染肝癌细胞系 E/ZB% 细胞!并从中筛选出能支持病

毒复制并稳定地产生和分泌 E<1,H"E</,H及感染

性病 毒 颗 粒 的 克 隆# 该 克 隆 随 后 被 命 名 为

E/ZB%d%d"&# 该细胞系常用于体外抗 E<;药物的

筛选# 在本研究中!我们将 E/ZB%Y%Y"& 细胞作为

E<;>靶细胞!观察 E<;表位特异性的 S+(

j

L克隆

对 E<;的抑制作用和对靶细胞的细胞毒效应以及相

互关系# E/ZB%Y%Y"& 细胞是 EU,>,% 阳性的!因

此我们选择了 EU,>,匹配的)EU,>,

$

4%4"*急

性乙肝患者!通过 EU,>,% 限制的 SLU优势表位肽

E<="( >%' 刺激患者的 J<*S!并利用有限稀释法建

立了 E<;表位特异性 S+(

j

L克隆!从中选取 % 个克

隆株用于本研究
.#/

#

较早就有体内实验研究发现!给 E<;转基因小

鼠静脉输入 E<;表位特异性 SLU!可以显著抑制小

鼠肝细胞的 E<;基因表达!并且是非溶细胞机制介

导的!这种非溶细胞抑制作用由细胞因子 LbC>

"

和

TCb>

#

介导
.&/

# R[0Q等
.""/

在体外实验研究发现用

0E<=,H刺激 S+F

j

L细胞产生的 TCb>

#

也能抑制

E<;转录和复制!而无细胞溶解# 在本研究中!我们

应用体外实验!将 % 株 S+(

j

L克隆),' 株和 +$ 株*

分别与 E/ZB%Y%Y"& 细胞共育!观察溶细胞和非溶细

胞机制抑制 E<;的作用# 在预实验中!高效靶比例

产生显著的溶细胞毒性!因此在本实验中选用了"o&4

的效靶比例!使细胞毒百分率控制在 %46以下# 在

此比例的细胞共育培养上清液中!我们检测到高水平

的 TCb>

#

!但未检测到 LbC>

"

# ,' 株和 +$ 株的细

胞内 TCb>

#

表达强度不同!在随后与 E/ZB%Y%Y"&

共育激活后的TCb>

#

分泌水平也不同!对E/ZB%Y%Y

"& 细胞的 E<;抑制率也不同!但 % 株 S+(

j

L克隆

的细胞毒活性相似# 此结果证实了 TCb>

#

的非溶

细胞抑制 E<;作用# 应用抗人 TCb>

#

单抗中和 ,'

株 S+( jL克隆的 TCb>

#

!使 E<;抑制作用受到阻

抑分别达到 $F6 ) %FX * 和 'F6 ) F(X *!但不影响

S+(

j

L克隆对 E/ZB%Y%Y"& 细胞的细胞毒性!提示本

实验中 S+(

j

L克隆的 E<;抑制作用与细胞毒活性

既具有关联性又具有一定的相互独立性#

近年来 E<;感染中非溶细胞清除病毒机制日益

受到重视# 本实验结果支持由细胞因子 TCb>

#

介

导的非溶细胞作用控制 E<;# 在应用抗人 TCb>

#

单抗封闭 TCb>

#

后!仍保留了部分 E<;+b,抑制!

推测是 S+(

j

L克隆的溶细胞作用以及其他可能未检

出的细胞因子在发挥抗病毒作用!比如 LbC>

"

"TU>

F"TU>$ 等
."%!"3/

#

我们也试用 EU,>,

$

""4" 的 E<;感染者的病

毒特异性 S+(

j

L细胞克隆 )用 EU,>,"" 限制的

SLU优势表位肽 E<=(( >#$ 刺激产生*与 E/ZB%Y%Y

"& 细胞共育!虽然细胞毒反应极低!但培养上清中

TCb>

#

水平以及对E<;+b,的抑制率也很低!这可

能与该 S+(

j

L克隆和 E/ZB%Y%Y"& 细胞的 EU,>,

错配有关)未发表资料*#
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人参皂甙 #A( 改善奥氮平致糖脂紊乱的实验研究

郑!慧!宋学勤!蔡东联!吕路线!冯晓慧!林!宁!金!迪

摘!要!目的!观察人参皂甙 D?" 预防奥氮平所致大鼠糖脂代谢障碍的效果# 方法!&4 只雌性 R+大鼠随机分为正常对

照)bS*"奥氮平对照)VS*"奥 j低剂量 D?" ) VD>U*"奥 j中剂量 D?" )VD>**"奥 j高剂量 D?" )VD>E*# bS组给予生理

盐水!VS组给予奥氮平.%IH5)PH-.*/!VD>U"VD>*"VD>E组在给予奥氮平.%IH5)PH-.*/基础上!分别以 %IH5)PH-.*"

&IH5)PH-.*""4IH5)PH-.*剂量给予人参皂甙 D?"!%" 天后测定空腹血糖"胰岛素"血脂水平!计算胰岛素敏感指数# 结果!

VS组腹内脂肪"空腹血糖"胰岛素"三酰甘油水平显著高于 bS组!胰岛素敏感指数显著低于 bS组!VD>E组空腹血糖"胰岛素"

三酰甘油水平显著低于 VS组!胰岛素敏感指数显著高于 VS组!VD各组间无显著差异# 结论!人参皂甙可预防大鼠奥氮平所

致糖脂代谢紊乱#

关键词!人参皂甙!奥氮平!血糖!血脂!大鼠
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