
地区、种族之间差异以及个体环境暴露因素和程度的

不同，所以不同文献报道结果有差异。因而下一步笔

者将继续扩大样本，并结合多种混杂因素进一步分析

ＧＳＴＭ１和 ＧＳＴＴ１基因多态性与结直肠癌的关系。

参考文献

１　ＹｉｐｉｎｇＷ，ＸｉｄａｉＬ，ＺｉｇｕａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆｇｌｕｔａ

ｔｈｉｏｎｅ－Ｓ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＭ１ａｎｄＴ１ｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｎａｓｏｐｈａｒｙ－ｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．

Ｃｈｉｎ－ＧｅｒｍａｎＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１２，１１（３）：１３８－１４１

２　ＳｈｕｋｌａＲＫ，ＫａｎｔＳ，ＭｉｔｔａｌＢ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｐ４５０，

ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｎｄＮ－ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｆｅｒａｓｅｓ：ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎ

ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＮｉｇｅｒＪｍｅｄ，２０１０，１９（３）：２５７－２６３

３　ＴｒｉｐａｔｈｉＳ，ＧｈｏｓｈａｌＵ，ＭｉｔｔａｌＢ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｇａｓｔｒｉｃ

ｍｕｃｏｓａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓａｎｄＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１１，３０（６）：２５７－２６３

４　 ＺｈａｏＨ，ＬｉｎＪ，ＧｒｏｓｓｍａｎＨＢ，ｅｔａｌ．Ｄｉｅｔａｒｙｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｓ，

ＧＳＴＭ１，ＧＳＴＴ１，ＮＡＴ２ｐｏｌｙ－ｍｏｒｐｈｉｓｍｓａｎｄｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｒｉｓｋ

［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００７，１２０：２２０８－２２１３

５　ＡｇａｌｉｕＩ，ＬａｎｇｅｂｅｒｇＷＪ，ＬａｍｐｅＪＷ，ｅｔａｌ．ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓｆｅｒ

ａｓｅＭ１、Ｔ１ａｎｄＰ１ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓａｎｄｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｒｉｓｋｉｎｍｉｄｄｌｅ

－ａｇｅｍｅｎ［Ｊ］．Ｐｒｏｓｔａｔｅ，２００６，６６：１４６－１５６

６　闫书山，王平，徐栋花，等．中国汉族人群 ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＴ１基因多

态性与结直肠癌遗传易感性的 Ｍｅｔａ分析［Ｊ］．医学综述，２０１１，

１７（１９）：３０１４－３０１７

７　ＥｃｏｎｏｍｏｐｏｕｌｏｓＫＰ，ＳｅｒｇｅｂｔａｎｉｓＴＮ．ＧＳＴＭ１，ＧＳＴＴ１，ＧＳＴＰ１，

ＧＳＴＡ１ａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｒｉｓｋ：ａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅＭｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ

［Ｊ］．ＥｕｒＪｃａｎｃｅｒ，２０１０，４６：１６１７－１６３１

８　ＫｏｈＷＰ，ＮｅｌｓｏｎＨＨ，ＹｕａｎＪＭ，ｅｔａｌ．ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

（ＧＳＴ）ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｓｉｍｓ，ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｉｎｇａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

ｒｉｓｋａｍｏｎｇＣｈｉｎｅｓｅｉｎＳｉｎｇａｐｏｒｅ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｓｉｓ，２０１１，３２（１０）：

１５０７－１５１１

９　ＤｉＰｅｔｒｏＧ，ＭａｇｎｏＬＡ，Ｒｉｏｓ－ＳａｎｔｏｓＦ，ｅｔａｌ．ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅｓ：ａｎｏｖｅｒｖｉｅｗｉｎｃａｎｃｅｒｒｅｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＤｒｕｇＭｅｔａｂ

Ｔｏｘｉｃｏｌ，２０１０，６（２）：１５３－１７０

１０　ＨｅｚｏｖａＲ，Ｂｉｅｎｅｒｔｏｖａ－ＶａｓｋｕＪ，ＳａｃｈｌｏｖａＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｍｏｎｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎＧＳＴＭ１，ＧＳＴＴ１，ＧＳＴＰ１，ＧＳＴＡ１ａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｉｎｔｈｅＣｅｎｔｒａｌＥｕｒｏｐｅａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｕｒＪＭｅｄ

Ｒｅｓ，２０１２，１７（１）：１７

１１　付全航，高长明，吴建中，等．谷胱甘肽转硫酶 ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＴ１和

ＧＳＴＰ１基因多态性与江苏人群直肠癌易感性的关系［Ｊ］．南京医

科大学学报，２００７，２７（２）：１９６－２０１

（收稿日期：２０１５－０８－０６）

（修回日期：２０１５－０９－２５）

　　基金项目：浙江省自然科学基金资助项目（ＬＹ１２Ｈ０３００３，Ｙ２１１０７６８）；温州市科技局科研基金资助项目（Ｙ２０１４０６８２）

作者单位：３２５０００　温州市人民医院消化内科（吴乐灿）；３２５０００　温州医科大学附属第一医院消化内科（蓝松松、吴金明、王秀燕、林贤凡、吴

文治、黄智铭、吴建胜）

通讯作者：吴金明，教授，主任医师，电子信箱：ｗｚｆｙｄｗ＠１６３．ｃｏｍ

ＨＢｃＡｇ和 ＨＢｅＡｇ对小鼠骨髓源性树
突状细胞功能的影响

吴乐灿　蓝松松　吴金明　王秀燕　林贤凡　吴文治　黄智铭　吴建胜

摘　要　目的　探讨 ＨＢｃＡｇ和 ＨＢｅＡｇ对小鼠骨髓源性树突状细胞功能的影响。方法　分离 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠骨髓细胞，用

ｒｍＧＭ－ＣＳＦ和 ｒｍＩＬ－４体外诱导为树突状细胞（ＤＣｓ）后，按照干预条件分为对照组、ＨＢｃＡｇ组和 ＨＢｅＡｇ组。混合淋巴细胞反应

（ＭＬＲ）检测 ＤＣｓ刺激 Ｔ淋巴细胞增殖能力，酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）检测培养上清中 ＩＬ－１２、ＩＬ－１０和 ＩＤＯ的分泌水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法检测 Ａｋｔ磷酸化水平，设置 ＬＹ２９４００２组为阳性对照探讨细胞因子分泌的可能调节机制。结果　ＨＢｃＡｇ组上清液中 ＩＬ－

１２水平以及 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖能力较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１）。ＨＢｅＡｇ组上清液中 ＩＬ－１２水平以及 ＤＣｓ刺激淋巴细胞

增殖能力较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５），而 ＩＬ－１０和 ＩＤＯ的水平较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１）。ＨＢｅＡｇ组 Ａｋｔ的磷酸化水平较

对照组明显升高（Ｐ＜０．０５）。ＬＹ２９４００２组 Ａｋｔ的磷酸化水平较 ＨＢｅＡｇ组明显降低（Ｐ＜０．０５），并且上清液中 ＩＬ－１２水平较

ＨＢｅＡｇ组明显升高（Ｐ＜０．０１），ＩＬ－１０和 ＩＤＯ的水平较 ＨＢｅＡｇ组明显降低（Ｐ＜０．０１）。结论　相对于 ＨＢｃＡｇ的正性作用，

ＨＢｅＡｇ通过 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路调节 ＤＣｓ细胞因子分泌，减弱 ＤＣｓ的免疫功能，这可能是乙型肝炎慢性化的机制之一。

关键词　乙型肝炎 ｅ抗原　乙型肝炎核心抗原　树突状细胞　吲哚胺 ２，３－双加氧化酶　Ａｋｔ

中图分类号　 Ｒ５　　　　文献标识码　 Ａ　　　　ＤＯＩ　１０．１１９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３５４８Ｘ．２０１６．０３．０１８

·５６·

　　医学研究杂志　２０１６年 ３月　第 ４５卷　第 ３期 ·论　　著·　



ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨｅｐａｔｉｔｉｓＢＣｏｒｅＡｎｔｉｇｅｎａｎｄｅＡｎｔｉｇｅｎｏｎｔｈｅＦｕｎｃｔｉｏｎｏｆＭｏｕｓｅＢｏｎｅＭａｒｒｏｗ－ｄｅｒｉｖｅｄＤｅｎｄｒｉｔｉｃＣｅｌｌｓ．　ＷｕＬｅｃａｎ，ＬａｎＳｏｎｇ

ｓｏｎｇ，ＷｕＪｉｎｍｉｎｇ，ｅｔａｌ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，ＷｅｎｚｈｏｕＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ３２５０００，Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎａｎｄｅａｎｔｉｇｅｎｏｎｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ－ｄｅ

ｒｉｖｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）ｗｅｒｅａｃｑｕｉｒｅｄｆｒｏｍｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ－ｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓｂｙｒｍＧＭ－ＣＳＦａｎｄ

ｒｍＩＬ－４．ＡｌｌｔｈｅＤＣｓｗｅｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＨＢｃＡｇ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄＨＢｅＡｇ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｎＴ－ｃｅｌｌｓｔｉｍ

ｕｌａｔｏｒｙｃａｐａｃｉｔｙｏｆＤＣｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎａｎａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅａｃｔｉｏｎ（ＭＬＲ）．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｏｆＩＬ－１２，ＩＬ－１０ａｎｄＩＤＯ

ｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．ＴｈｅｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＡｋｔ．ＡｄｄｉｔｉｏｎａｌＬＹ２９４００２ｗａｓｕｓｅｄａｓａｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｇｒｏｕｐｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ－１２ａｎｄｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＴｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＤＣｓｆｒｏｍＨＢｃＡｇ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ－１２ａｎｄｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＴｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＤＣｓｆｒｏｍＨＢｅＡｇ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｏｆＩＬ－１０ａｎｄＩＤＯｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＡｋｔｉｎＨＢｅＡｇ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＷｈｅｎＬＹ２９４００２

ｂｅｉｎｇｕｓｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ（ｕｐｓｔｒｅａｍｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆＡｋｔ），ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＡｋｔａｎｄｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｏｆＩＬ－１０

ａｎｄＩＤＯｉｎＨＢｅＡｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＩＬ－１２ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ

ｔｏｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨＢｃＡｇ，ＨＢｅＡｇｍａｙｕｔｉｌｉｚｅＰＩ３Ｋ－Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｃｙｔｏｋｉｎｅｓｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｔｈｅｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆＤＣｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｅａｎｔｉｇｅｎ；ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎ；Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ；Ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ－２，３－ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ；Ａｋｔ

　　全球约有４亿慢性乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉ
ｒｕｓ，ＨＢＶ）感染者。２００６年全国乙型肝炎流行病学调
查表明 ，我国存在约９３００万慢性 ＨＢＶ感染者，其中
约２０００万慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ，ＣＨＢ）患
者

［１］
。ＣＨＢ有极大风险将发展为肝硬化、肝衰竭和

肝癌等，对国家都是很大公共健康问题和经济负担。

树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）作为体内最强的专
职抗原递呈细胞，能够直接激活 Ｔ细胞，其功能具有
可塑性，可分泌多种细胞因子，发挥抗 ＨＢＶ功
能

［２，３］
。以往研究表明，ＣＨＢ患者的树突状细胞存

在功能缺陷，导致其不能有效地将抗原递呈给 Ｔ淋巴
细胞，从而导致异常的体液免疫和细胞免疫，而这可

能与乙型肝炎慢性化存在密切联系
［４～６］

。乙型肝炎

核心抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｃＡｇ）和乙型肝
炎 ｅ抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｅＡｇ）是 ＨＢＶＤＮＡ
的 Ｃ区和前 Ｃ区编码的重要病毒蛋白。ＨＢｅＡｇ不是
病毒复制和感染所必需，但却是建立慢性感染所必需

的，能在慢性感染阶段对宿主免疫应答进行免疫调

节
［７］
。本研究通过体外 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ刺激正常

小鼠骨髓源性 ＤＣｓ，观察 ＤＣｓ功能和细胞因子分泌，
进一步探讨 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ在 ＨＢＶ感染慢性化中
的作用机制。

材料与方法

１．主要材料：正常 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周龄，购
自上海斯莱克实验动物有限公司，为 ＳＰＦ级。ＨＢｅＡｇ
和 ＨＢｃＡｇ购自北京科卫试剂公司，ＲＰＭＩ１６４０、胎牛

血清购自美国 Ｇｉｂｉｃｏ公司，ｒｍＧＭ－ＣＳＦ、ｒｍＩＬ－４购
自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，ＣＤｌｌｃｍｉｃｒｏｂｅａｄｓ、磁柱购自
德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司，ＡＰＣ标记的 ＣＤ１１ｃ及同型
对照购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，ｍｏｕｓｅＩＬ－１２ｐ７０、
ＩＬ－１０和 ＩＤＯ酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购
自美国 ＲＤ公司，ＣＣＫ－８试剂购自日本同仁化学研
究所，兔抗 ｐＡｋｔｍＡｂ、ＡｋｔｍＡｂ购自 Ａｂｃａｍ 公 司。

ＰＩ３Ｋ蛋白特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２购自碧云天生物
科技有限公司。

２．小鼠骨髓 ＤＣｓ分离培养及纯化：取 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠麻醉后用拉颈法处死，于乙醇中浸泡 ３～５ｍｉｎ，
无菌条件下分离并取出小鼠股骨和胫骨，在超净工作

台中用吸取 ＲＰＭＩ１６４０的 １ｍｌ注射器反复冲洗骨髓
腔，直至颜色变白。１００目滤网过滤，加入红细胞裂
解液溶解红细胞，１２００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，去除上清，
用 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液［含 １０％胎牛血清、ｒｍＧＭ－
ＣＳＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）、ｒｍＩＬ－４（２ｎｇ／ｍｌ）、１％青链双抗］调
整细胞浓度至 １０６／ｍｌ，接种于 ６孔培养板中，３７℃、

含 ５％ＣＯ２的培养箱中培养 ３ｈ贴壁后，去除非贴壁
细胞，补足完全培养液。隔日半量换液。细胞培养至

第６天时，收集悬浮和半贴壁细胞，使用 ＭｉｎｉＭＡＣＳ
免疫磁珠分选系统，按试剂说明书分选 ＣＤ１１ｃ＋细
胞，即为纯化 ＤＣｓ。使用 ＡＰＣ－ＣＤ１１ｃ以及相应同型
对照抗体，流式检验 ＤＣｓ纯度。结果显示，经磁珠分
选的 ＤＣｓ纯度达９０％以上，满足后续实验要求。

３．ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ刺激实验及分组：按不同干
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预措施将纯化 ＤＣｓ分为 ３组，即加入 ＨＢｅＡｇ（５μｇ／
ｍｌ）刺激２４ｈ，为 ＨＢｅＡｇ刺激组；加入等量 ＨＢｃＡｇ刺
激２４ｈ，为 ＨＢｃＡｇ刺激组；另设对照组，加入含 ５０ｎｇ／
ｍｌＬＰＳ的等量 ＲＰＭＩ１６４０培养基。收集各组细胞行
后续试验。

４．混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ）检测 ＤＣｓ刺激 Ｔ淋
巴细胞增殖的能力：制备 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾脏细胞悬
液，经 Ｔ细胞纯化柱分离 Ｔ细胞，用完全培养基调整
细胞密度至 １×１０６／ｍｌ作为应答细胞。将各组 ＤＣｓ
重悬于 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，调整细胞密度为 ２×
１０５／ｍｌ，加入终浓度为 ２５μｇ／ｍｌ的丝裂霉素 Ｃ，３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ２次，再用完全

ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬成 ５×１０５／ｍｌ，作为刺激细胞。
将 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾 Ｔ淋巴细胞和各组 ＤＣｓ加入９６孔
板共培养，每孔加入淋巴细胞 １００μｌ，然后分别加入
４０、２０、１０μｌ的 ＤＣｓ细胞，每种混合比例各设 ３个副
孔，加培养液至总体积２００μｌ，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱孵
育９６ｈ。另设只含淋巴细胞的孔为对照组，含 ＲＰ
ＭＩ１６４０的孔为本底组。培养结束前 ４ｈ，每孔各加入
ＣＣＫ－８试剂２０μｌ，继续孵育４ｈ，振荡混匀后，于参比
波长６５０ｎｍ、检测波长 ４５０ｎｍ处测定其吸光度 Ａ值。
重复 ３次，刺激结果用刺激指数（ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＩｎｄｅｘ，
ＳＩ）均值表示。ＳＩ＝（实验组 Ａ值 －本底 Ａ值）／（对
照组 Ａ值 －本底 Ａ值）。

５．细胞因子检测：为探讨细胞因子分泌的可能调
节机制，另外设置 ＬＹ２９４００２＋ＨＢｅＡｇ组为阳性对照，
即在 ＤＣｓ培养体系中加入 １００ｎｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２２４ｈ
后，再以 ＨＢｅＡｇ（５μｇ／ｍｌ）刺激。取各组 ＤＣｓ培养上
清液，使用 ＥＬＩＳＡ试剂盒，按试剂盒说明书测定 ＩＬ－
１２ｐ７０、ＩＬ－１０及吲哚胺 ２，３－双加氧化酶（ＩＤＯ）含
量。酶标仪于波长 ４５０ｎｍ处检测出样品的 Ａ值，并
在标准曲线上换算出对应细胞因子的含量。

６．ＤＣｓ细胞内 Ａｋｔ磷酸化水平检测：收集对照
组、ＨＢｅＡｇ组及 ＨＢｅＡｇ＋ＬＹ２９４００２组 ＤＣｓ。用裂解
缓冲液提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白质浓度，每个样
本取 ３０μｇ蛋白，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ后，电转移至 ＰＶＤＦ
膜。封闭２ｈ，加兔抗 ｐＡｋｔｍＡｂ／ＡｋｔｍＡｂ（１∶１０００稀
释），４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜（１０ｍｉｎ，３次），再加入二抗
（１∶５０００稀释），孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次后，ＥＣＬ试剂盒
显色。底片经扫描仪透扫后，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进
行定量分析。

７．统计学方法：检测结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析。数据采用 ｔ检

验或单因素方差分析（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ），Ｌｅｖｅｎｅ法
检验方差齐性，组间多重比较用 ＬＳＤ检验（方差齐
时）或 ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验（方差不齐时）。以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．树突状细胞刺激淋巴细胞增殖能力的检测：

ＭＬＲ结果显示，３组 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖的能力
随 ＤＣ／Ｔ比例增高而增高。ＤＣ／Ｔ比例为１∶５和１∶１０
时，ＨＢｃＡｇ组 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖能力显著高于
对照组，差异有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０１），而 ＨＢｅＡｇ
组 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖能力显著低于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０１）。ＤＣ／Ｔ比例为 １∶２０
时，方差齐性检验结果显示方差不齐（Ｌｅｖｅｎｅ法，Ｐ＜
０．０５），用 ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验行组间多重比较。ＨＢｃＡｇ
组 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖能力显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），而 ＨＢｅＡｇ组 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖能力显著
低于对照组（Ｐ＜０．０５，图１）。

图 １　树突状细胞促 Ｔ细胞增殖能力检测

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

２．细胞培养上清液中ＩＬ－１２ｐ７０、ＩＬ－１０和 ＩＤＯ分
泌水平：对照组分泌 ＩＬ－１２ｐ７０为８３．２３±１６５５ｐｇ／ｍｌ，
ＩＬ－１０为６３．６７±８．９６ｐｇ／ｍｌ，ＩＤＯ为４５．８９±１５．４７ｐｇ／ｍｌ，
ＨＢｃＡｇ组分泌 ＩＬ－１２ｐ７０为 ３１６．３８±３２．９１ｐｇ／ｍｌ，
ＩＬ－１０为１４０．６９±２１．５０ｐｇ／ｍｌ，ＩＤＯ为７７．９４±２７．７６ｐｇ／
ｍｌ，而ＨＢｅＡｇ组分泌ＩＬ－１２ｐ７０为３７．０９±９．３１ｐｇ／ｍｌ，
ＩＬ－１０为 ３４０８７±２１７６ｐｇ／ｍｌ，ＩＤＯ为 ３６８．０７±
３５．７７ｐｇ／ｍｌ。方差齐性检验结果显示方差齐性（Ｌｅｖ
ｅｎｅ法，Ｐ＞０．１），用 ＬＳＤ检验行组间多重比较。与
对照组相比，ＨＢｃＡｇ组 ＩＬ－１２ｐ７０和 ＩＬ－１０的分泌
水平明显升高（Ｐ均 ＜００１），而 ＩＤＯ的分泌差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＨＢｅＡｇ组 ＩＬ－１０和 ＩＤＯ的
分泌水平较对照组显著升高（Ｐ均 ＜０．０１），而 ＩＬ－
１２ｐ７０的分泌水平明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。经
ＰＩ３Ｋ蛋白特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２处理后，ＬＹ２９４００２
＋ＨＢｅＡｇ组ＩＬ－１２ｐ７０的分泌水平较 ＨＢｅＡｇ组显著
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升高（Ｐ＜０．０１），而ＩＬ－１０和 ＩＤＯ的分泌水平明显低
于 ＨＢｅＡｇ组（Ｐ均 ＜００１，图２～图４）。

图 ２　各组 ＤＣｓ上清液 ＩＬ－１２分泌水平

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；

与 ＨＢｅＡｇ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１

　

图 ３　各组 ＤＣｓ上清液 ＩＬ－１０分泌水平

与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＨＢｅＡｇ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１

　

图 ４　各组 ＤＣｓ上清液 ＩＤＯ分泌水平

与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＨＢｅＡｇ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１

　

３．ＤＣｓ细胞内磷酸化 Ａｋｔ蛋白的表达水平：为探
索 ＨＢｅＡｇ对 ＤＣｓ细胞内信号通路的影响，笔者对对
照组、ＨＢｅＡｇ组及 ＨＢｅＡｇ＋ＬＹ２９４００２组 ＤＣｓ细胞内
ｐ－Ａｋｔ和Ａｋｔ的表达进行了Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测。以
ｐ－Ａｋｔ作为目的蛋白，Ａｋｔ作为参照蛋白，使用灰度
值进行定量分析，分别计算各组 ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ比值作
为最终统计指标。３组灰度值比值分别为对照组
（０２６８±０．０９２）、ＨＢｅＡｇ组（０．５４０±０．１２１）、ＨＢｅＡｇ
＋ＬＹ２９４００２组（０．２９４±０．０６１）。方差齐性检验示方
差齐（Ｐ＞０．１），ＬＳＤ检验行组间两两比较，结果显
示，ＨＢｅＡｇ组 ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ明显高于其余两组，差异有
统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５，图５～图６）。

讨　　论
ＨＢＶ感染人体后，得以在人体内持续复制，导致

慢性化，必须通过某些机制来诱导机体产生免疫耐

图 ５　各组 ＤＣｓ中 ｐ－Ａｋｔ和 Ａｋｔ表达量
　

图 ６　各组 ＤＣｓ中 ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ灰度值比值

与 ＨＢｅＡｇ组比较，Ｐ＜０．０５

　

受，使之不易被清除。目前公认，机体对 ＨＢＶ的免疫
耐受是 ＨＢＶ感染慢性化的主要原因［８，９］

。ＤＣｓ属于
专职抗原递呈细胞，能够有效的识别病毒等病原体，

在抗病毒免疫中起重要作用，其拥有独特的激活初始

Ｔ细胞能力，能够有效地将固有免疫和适应性免疫应
答连接起来

［１０］
。已有研究报道，ＤＣｓ功能的缺陷是

造成慢性病毒性肝炎感染者体内缺乏有效的 ＣＴＬ应
答的重要原因

［１１］
。ＤＣ分泌的 ＩＬ－１２（Ｔｈ１型细胞因

子）在 ＮＫ细胞激活过程中起着明显的作用，在促进
Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ１细胞分化，并在 Ｔ细胞的增殖活化，
尤其是在促进 ＣＤ８＋ＣＴＬ的杀伤活性，介导细胞免
疫应答及机体抗病毒中发挥重要作用

［１２］
。细胞因子

ＩＬ－１２产生的减少可能也是 ＣＨＢ患者 ＤＣｓ刺激 Ｔ
细胞增殖能力降低的最重要的原因之一。ＩＬ－１０
（Ｔｈ２型细胞因子）的主要功能之一是下调 Ｔｈ１淋巴细

胞和 ＮＫ细胞的 ＩＦＮ－γ合成［１３］
。ＩＦＮ－γ与病毒清

除有关，其合成减少对病毒清除作用减弱。研究发现

慢性乙型肝炎患者血 ＩＬ－１０浓度增高而 ＩＦＮ－γ浓度
降低，这可能也是乙型肝炎慢性化的机制之一。

ＨＢｃＡｇ和 ＨＢｅＡｇ都是抗病毒免疫的重要靶位，
由 ＨＢｃＡｇ诱导的免疫应答侧重于 Ｔｈ１型免疫反应
（与感染的免疫性和防御性有关），而分泌性 ＨＢｅＡｇ
诱导的免疫应答侧重于 Ｔｈ２型免疫反应（与感染慢
性化相关），它们之间活性的平衡决定了感染的结局

及临床表现。有研究报道，ＨＢｅＡｇ导致慢性乙型肝
炎患者外周血 Ｔｈｌ／Ｔｈ２型细胞因子失衡，有利于形成
对 ＨＢＶ感染的免疫耐受［１４］

。

·８６·
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本研究中 ＤＣｓ经 ＨＢｃＡｇ和 ＨＢｅＡｇ刺激后，行
ＭＬＲ和 ＥＬＩＳＡ检测。结果显示，ＨＢｃＡｇ能够显著提
高 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖的能力，促进 ＤＣｓ分泌 ＩＬ
－１２。而 ＨＢｅＡｇ却显著降低 ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖
的能力，抑制 ＤＣｓ分泌 ＩＬ－１２并促进其分泌 ＩＬ－１０。
此外，笔者亦发现，ＨＢｅＡｇ组较对照组和 ＨＢｃＡｇ组分
泌更高水平的 ＩＤＯ。ＩＤＯ被认为是 ＤＣｓ发挥抑制作
用的主要因素。ＤＣｓ介导的 ＩＤＯ分泌能够抑制 Ｔ细
胞的增殖和功能

［１５］
。Ｃｈｅｎ等［１６］

报道，ＣＨＢ患者外
周血中 ＩＤＯ的活性增强，并且与 ＨＢＶ病毒载量密切
相关，可能与机体对 ＨＢＶ的免疫耐受有关。因此，笔
者推测，ＨＢｅＡｇ刺激的 ＤＣｓ可能通过分泌高浓度
ＩＤＯ而发挥免疫抑制功能。

磷脂酞肌醇３－激酶（ＰＩ３Ｋ）家族参与多种信号
通路，调节细胞的主要功能。ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路在
许多人类肿瘤谱中失调，与肿瘤细胞躲避机体免疫监

视和造成机体免疫耐受方面紧密相关。近年来研究

表明，ＰＩ３Ｋ对 ＤＣ的 ＩＬ－１２的合成起负性调节作用，

而对 ＩＬ－１０的合成起正性调节作用［１７，１８］
。ＩＤＯ的

表达亦受 ｃ－ＫＩＴ－ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路的调节
［１９］
。

故本研究应用 ＰＩ３Ｋ蛋白特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２进
行相关机制研究，发现 ＬＹ２９４００２能够显著抑制
ＨＢｅＡｇ刺激 ＤＣｓ的 ＩＬ－１０和 ＩＤＯ分泌，促进其 ＩＬ－
１２分泌。该结果亦与 ＷＢ结果相一致。上述结果提
示 ＨＢｅＡｇ通过 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路调节 ＤＣｓ的 ＩＬ－
１２、ＩＬ－１０和 ＩＤＯ分泌。

综上所述，相对于 ＨＢｃＡｇ的正性作用，ＨＢｅＡｇ通
过影响 ＤＣ中的 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路，一方面引起
ＤＣｓ刺激淋巴细胞增殖能力低下，另一方面造成 ＤＣｓ
本身 Ｔｈｌ／Ｔｈ２型细胞因子分泌失衡，导致机体不能产
生强有力的抗病毒特异性 Ｔ细胞免疫，引起对 ＨＢＶ
的免疫耐受，从而使感染慢性化。但 ＨＢｅＡｇ是通过
何种方式作用于 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ通路以及其是否确实通
过影响 ＤＣｓ而导致免疫耐受等问题，有待于今后进
一步研究。
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