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全球约 20亿人感染过 HBV，约 3.5亿人是慢性 HBV
携带者，每年约有 60万人死于急、慢性 HBV感染[1]。
HBV感染后，机体通过细胞毒性 T淋巴细胞反应杀死
或抑制感染细胞内的病毒，控制 HBV感染。目前认为，
机体对 HBV固有免疫和特异性免疫反应不足是导致病

毒持续感染的主要原因[2]。有效的天然免疫反应和相对
较强、持续、多特异性的 T细胞介导的适应性免疫应答，
在 HBV感染机体后的免疫清除中起着重要作用[3]。树突
状细胞（DC）是脊椎动物免疫系统的前哨，具有捕捉和
表达抗原的特殊能力[4-5]。在机体清除 HBV的免疫反应
中，DC作为抗原提呈细胞而起着重要作用。目前研究发
现，慢性乙肝患者体内 DC成熟障碍和功能缺陷[6]。DC
表面有广泛的病原分子模式，能产生细胞内信号，以激

活宿主反应来识别病原，其中 Toll样受体（TLR）最具特
征性。TLR是一类跨膜模式识别受体，广泛表达于特异
性免疫细胞和非特异性免疫细胞，它在促进先天免疫反

应中起着重要作用[7]。相关研究表明，TLR4在肝病进展
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【摘要】 目的 探讨 HBeAg对髓样树突状细胞（mDC）Toll样受体 4（TLR4）及 NF-资B信号通路的影响。 方法 将健康者外

周血单核细胞诱导分化为未成熟 mDC；加入 HBeAg体外刺激，经脂多糖（LPS）刺激获得成熟 mDC。采用Western blot法检测 TLR4、

NF-资B 信号通路蛋白相对表达量，MTS 法检测 mDC 刺激同种异体淋巴细胞增殖能力。 结果 培养至第 9 天，HBeAg 刺激组

TLR4、NF-资B相对表达量为 0.12±0.01、0.75±0.12，分别低于对照组的 0.27±0.03、1.20±0.13（均 P＜0.05）。在 DC/淋巴细胞比例

为 1颐5、1颐10、1颐20的反应中，HBeAg刺激组刺激指数为 2.93±0.05、2.56±0.19、1.44±0.09，分别低于对照组的 4.83±0.05、3.57±

0.35、2.13±0.11（均 P＜0.05）。 结论 HBeAg 抑制 mDC TLR4信号通路蛋白的表达，减弱 mDC 刺激同种异体淋巴细胞增殖

能力。
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中起着重要作用[8-9]。本研究通过体外培养将单核细胞诱
导为髓样 DC（mDC），并探讨 HBeAg对 mDC TLR-4 及
NF-资B信号通路的影响。
1 材料和方法

1.1 主要试剂 重组人粒细胞巨嗜细胞集落刺激因子

（rh GM-CSF）、rh IL-4 购自美国 R&D 公司；HBeAg 购
自以色列 Prospec公司；抗人 FITC-人类白细胞抗原-
DR、抗人 CD11c-PE、同亚型对照抗体购自美国 Ebio原
science 公司；细胞增殖检测（MTS）试剂购自美国
Promega 公司；脂多糖（LPS）购自美国 Sigma-aldrich 公
司；RIPA-1640 培养基购自美国 Hyclone 公司；FBS 购
自美国 Gibco公司。
1.2 mDC体外诱导分化 采集并分离健康志愿者外周

血，经淋巴细胞分离液梯度离心法获得单核细胞；用无

血清 RIPA-1640培养基悬浮细胞，在 37益、5%CO2孵箱
培养 2h，PBS洗去非贴壁细胞，获得贴壁的单核细胞；
加入含 20% FBS 的 RIPA -1640 培养基，rh GM -CSF
750IU/ml、rh IL-4 870IU/ml诱导培养，隔日半量换液并
补充 rh GM-CSF、rh IL-4，第 7天收集悬浮细胞。
1.3 细胞形态及表型鉴定 收集培养 7d 的 mDC，在
扫描电镜下观察细胞形态；使用抗人 FITC-人类白细
胞抗原-DR、抗人 CD11c-PE标记，采用流式细胞术鉴
定细胞表型。

1.4 HBeAg 刺激 mDC 在培养 7d 的 mDC 中加入
HBeAg 5滋g/ml或不加 HBeAg（对照组），培养 24h；每孔
加入 LPS 1滋g/ml培养，第 9天收集悬浮细胞。
1.5 HBeAg对 TLR4、NF-资B信号通路蛋白表达的影响
采用 Western blot 法检测。收集上述各组培养 9d 的
mDC，提取蛋白；将各组蛋白等量上样，经过电泳、转膜、
封闭，分别加入 TLR4、NF-资B一抗，4益孵育过夜，二抗
室温孵育 2h，增强化学发光法显色。采用紫外投射凝胶
成像系统扫描后，应用 Quantlty one软件进行灰度值分
析。计算样本目的蛋白灰度值/内参基因条带灰度值的
比值，即蛋白相对表达量。

1.6 HBeAg对 mDC刺激同种异体淋巴细胞增殖能力
的影响 采用 MTS法。同样密度梯度离心法分离另一
正常人外周血单核细胞，经贴壁 2h后收集非贴壁细胞，
用含 20%FBS的 RIPA-1640培养基重新悬浮作为淋巴
细胞；收集第 9天各组 mDC，经丝裂霉素 C处理后作为
刺激细胞。mDC与淋巴细胞按 1颐5、1颐10、1颐20的比例加
入 96孔板，共培养 4d。培养结束前 4h，每孔加入 MTS
试剂孵育 4h，检测其吸光度（A）。刺激指数=（A 实验组-本

底）/（A 对照组-本底）。
1.7 统计学处理 应用 SPSS 18.0统计软件。计量资料
用 表示，组间比较采用两独立样本 t检验，P＜0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 mDC体外培养形态及表型鉴定 外周血单核细胞

加入 rh GM-CSF、rh IL-4培养 7d，光镜下可见悬浮细
胞胞体增大，细胞表面可见较多树杈样突起，见图 1a-
b；电镜下可见细胞表面粗糙，边缘短小毛刺样突起，为
典型 mDC形态特征，见图 1c。rh GM-CSF+rh IL-4诱导
培养 7d的悬浮细胞中，CD11c/ HLA-DR双阳性细胞比
例为（86.2依1.85）%，明显高于单纯培养组的（9.01依
1.12）%，差异有统计学意义（P＜0.05），见图 2。

2.2 HBeAg 对 TLR4、NF-资B 信号通路蛋白表达的影
响 培养至第 9 天，HBeAg 刺激组 TLR4、NF-资B 相对
表达量为 0.12依0.01、0.75依0.12，分别低于对照组的0.27依
0.03、1.20依0.13，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；提
示 HBeAg抑制 mDC TLR4信号通路蛋白表达，见图 3。
2.3 HBeAg对 mDC刺激同种异体淋巴细胞增殖能力
的影响 在 DC/淋巴细胞比例为 1颐5、1颐10、1颐20的反应
中，HBeAg 刺激组刺激指数为 2.93依0.05、2.56依0.19、
1.44依0.09，分别低于对照组的 4.83依0.05、3.57依0.35、2.13依

图 1 mDC体外培养 7d光镜及电镜下所见（a：光镜下，×100；b：

光镜下，×400；c：电镜下，×6 510）

a b c

图 2 rh GM-CSF+rh IL-4诱导组与单纯培养组双阳性细胞比例
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图 3 培养至第 9天 HBeAg对通路蛋白表达的影响（a：NF-资B；
b：TLR4）

0.11，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；提示 HBeAg
减弱 mDC刺激同种异体淋巴细胞增殖能力。
3 讨论

HBV持续感染是导致肝硬化、肝功能衰竭和肝细
胞癌的主要原因。研究发现，慢性乙肝患者针对 HBV的
特异性免疫应答减弱，CD8+细胞增殖能力及功能均下
降[10]。在慢性乙肝患者体内激活 HBV特异性免疫应答，
可以有效控制病毒复制并减轻肝脏损伤[6]。现在普遍认
为，免疫耐受可能是导致慢性 HBV感染的一个关键因
素，但是具体机制仍不清楚。

近年来，DC在慢性 HBV感染免疫学发病机制中的
作用受到重视。mDC是一种功能强大的抗原提呈细胞，
在调节 T细胞功能方面具有重要作用。受微生物抗原刺
激后，mDC可分泌大量 IL-12、IFN-酌，从而诱导 Th1分
化。最近研究表明，慢性 HBV感染患者 DC功能明显受
损[6, 11]。Vander等[12]研究发现，在慢性乙肝患者体内 mDC
数量减少。相关研究发现，与 HBsAg携带者比较，免疫
耐受患者 DC表面 CD80、CD86及 HLA-DR表达下降，
刺激淋巴细胞增殖能力下降，IL-12分泌减少，与 HBV-
DNA呈负相关；同时，DC功能对 HBeAg血清学转换具
有重要作用[13]。研究发现，健康者外周血来源的 mDC与
HBsAg共培养后，可刺激 T细胞能力增强，IL-12分泌
增多[14]，DC对 HBV复制的抑制作用增强[6]。可见，DC在
慢性 HBV感染的发病机制中具有重要作用。

HBV的一种或多种抗原可能利用多种途径抑制针
对 HBV的免疫应答，从而导致针对 HBV的免疫耐受。

HBeAg对 HBV感染和复制并不是必需的；但有研究表
明 HBeAg对慢性 HBV感染是必需的，且可能在慢性乙
肝患者免疫应答中起着免疫调节作用[10, 15]。Purvina等[16]

研究证实 HBeAg通过 IL-1信号抑制 T淋巴细胞增殖，
反过来又促进慢性感染的发生。另一研究结果发现，

HBeAg可通过下调 IL-18介导的 IFN-酌表达来调节免
疫应答[17]。Chen等[10]研究结果显示，HBeAg可以抑制淋
巴细胞的增殖，减少 IFN-酌的产生，这可能是 HBV免
疫耐受的分子机制之一。健康者单核细胞来源的 mDC
经 HBeAg 刺激后，淋巴细胞增殖能力明显减弱，即
HBeAg刺激后的 mDC免疫应答反应明显减弱，但通过
什么信号途径调节 DC功能尚不清楚。TLR4通过病原
体相关分子模式识别病原体，从而激活下游 NF-资B、
MAPK信号转导途径，引起下游细胞因子分泌增加，发
挥重要的免疫作用。研究发现 TLR4的激活可抑制 HBV
感染，且 TLR4的抗病毒作用通过 NF-资B途径进行[18]。
然而，HBeAg抑制了 TLR介导的炎症转录因子、NF-资B
和 IFN-茁的激活[19]，可能是慢性 HBV感染的原因之一。
但是，关于 HBeAg能否通过 TLR4信号通路影响 DC功
能，目前仍不清楚。本研究结果发现，HBeAg刺激 mDC
后，TLR4、NF-资B蛋白相对表达量明显下降；TLR4及下
游 NF-资B蛋白被抑制后，mDC刺激 T淋巴细胞增殖能
力明显减弱。可见，HBeAg通过 TLR4及 NF-资B信号通
路抑制 DC的特异性免疫反应。

综上所述，HBeAg刺激 mDC 后，可抑制 TLR4 及
NF-资B信号通路，减弱 DC的免疫功能，可能是 HBV免
疫耐受的机制之一，这为认识持续 HBV感染的形成原
因提供了新信息。由于 TLR4下游有 NF-资B和 MAPK
通路，因此进一步研究 HBeAg是否通过影响 MAPK信
号通路来抑制 DC免疫功能，有助于从分子机制方面阐
明持续 HBV感染的原因。
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