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乙肝病毒表面抗原冲击的树突状细胞诱导

记忆T细胞的形成及增殖研究

黄新亮,余方流,伍云云,王凤各,董博翰

(皖南医学院基础医学院,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 探索在体外用乙肝病毒表面抗原(HBsAg)冲击的树突状细胞(DC)诱导记忆T细胞(Tm)的形成及增殖。
方法 选择健康志愿者,分低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组各6例,且分相应的低剂量自身对照组、中剂量

自身对照组、高剂量自身对照组各6例。低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组分别以10ng/ml、20ng/ml、30
ng/mlHBsAg冲击DC;低剂量自身对照组、中剂量自身对照组、高剂量自身对照组均不用 HBsAg冲击DC。培养第8
天流式仪鉴定DC。后与自身淋巴细胞共培养7天后用流式细胞仪检测CD45RO+CD4+Tm百分率。再以 MTT法检

测CD45RO+CD4+Tm的增殖活性。结果 低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组分别比其相应自身对照组DC
中表达CD80、CD40、HLA-DR的百分率、CD45RO+CD4+Tm的百分率、CD45RO+CD4+Tm的增殖活性显著升高(P
<0.05)。且中剂量实验组、高剂量实验组分别比低剂量实验组的CD45RO+CD4+Tm增殖活性更高,差异具有统计学

意义(P<0.05)。结论 体外用 HBsAg冲击的DC能够诱导CD45RO+CD4+Tm的形成及增殖,且用20ng/ml、30
ng/mlHBsAg分别比10ng/mlHBsAg诱导的CD45RO+CD4+Tm的增殖活性更高,这为探索免疫记忆机制奠定了依

据。
关键词:树突状细胞;乙型肝炎病毒表面抗原;记忆T细胞;免疫
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FormationandproliferationofmemoryTcellsinducedbyhepatitisB
virussurfaceantigen-pulseddendriticcells

HuangXinliang,YuFangliu,WuYunyun,WangFengge,DongBohan

(SchoolofBasicMedicine,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToexploretheformationandproliferationofmemoryT(Tm)cellsinducedbyden-
driticcells(DCs)whichwerepulsedwithhepatitisBsurfaceantigen(HBsAg)invitro. Methods Healthy
volunteersweredividedintothelow-dose,medium-doseandhigh-doseexperimentalgroupswith6casesineach
groupandcorrespondinglow-dose,medium-doseandhigh-doseselfcontrolgroupswith6casesineachgroup.
DCsinthelow-dose,medium-doseandhigh-doseexperimentsgroupswerepulsedwith10ng/ml,20ng/ml
and30ng/mlHBsAg,respectively.Thelow-dose,medium-doseandhigh-doseselfcontrolgroupalwerenot
pulsedwithHBsAg.TheDCswereidentifiedbyflowcytometryontheeighthdayofculture.Thepercentage
ofCD45RO+CD4+Tmwasdetectedbyflowcytometryafter7daysofco-culturewithautolymphocytes.The
proliferationactivityofCD45RO+CD4+TmwasdetectedbyMTTassay. Results ThepercentageofCD80,
CD40andHLA-DRexpressedinDC,thepercentageofCD80,CD40,HLA-DR,thepercentageofCD45RO+
CD4+TmandtheproliferationactivityofCD45RO+CD4+Tminthelow-dose,medium-doseandhigh-dose
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experimentalgroupsweresignificantlyhigherthanthoseinthecorrespondingselfcontrolgroups(P<0.05).
Moreover,theproliferationactivityofCD45RO+CD4+Tminthemedium-doseandhigh-doseexperimental
groupswashigherthanthatinthelow-doseexperimentalgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant
(P<0.05). Conclusion DCspulsedwithHBsAgcaninducetheformationandproliferationofCD45RO+
CD4+Tminvitro,andtheproliferationactivityofCD45RO+CD4+Tminducedby20ng/mland30ng/ml
HBsAgishigherthanthatinducedby10ng/mlHBsAg,respectively.Thisprovidesabasisforexploringthe
mechanismofimmunememory.
  Keywords: dendriticcells;hepatitisBsurfaceantigen;memoryTcells;immunity

  据 WHO报道[1],全球约有2.57亿慢性乙型肝炎

病毒感染者,目前对乙型肝炎病毒(HBV)感染的免疫

防御机制尤其是细胞免疫应答的机制尚未阐明,且
HBV慢性感染过程中病理性免疫耐受的确切机制也

未明。虽然记忆T细胞(memoryTcell,Tm)比非记

忆性T淋巴细胞的免疫功能更强大且寿命更长、由效

应T细胞或初始T细胞分化而来,但Tm的形成、维
持、再应答等确切的分子机制尚不清楚。

目前已知树突状细胞(dendriticcell,DC)是递呈

抗原功能最强的细胞且DC负载抗原的技术成熟;已
知记忆性T淋巴细胞表达细胞膜分子CD45RO和某

些黏附分子。Tm依据TCR分类则种类繁多,而能够

结合乙肝病毒表面抗原(HepatitisBsurfaceantigen,
HBsAg)的特异性Tm就是其中一种。

机体抗乙型肝炎病毒感染免疫过程中特异性Tm
是如何形成的? 增殖活性如何? 本研究基于DC负载

抗原的制备技术和Tm的标志分子,进一步用体外用

乙肝病毒表面抗原(HepatitisBsurfaceantigen,HB-
sAg)冲击的DC,与自身淋巴细胞反应,探索体外 HB-
sAg特异性CD45RO+CD4+Tm是否形成及增殖活

性如何。
1 对象与方法

1.1 对象 选择健康志愿者,纳入标准:年龄均为20
岁,健康体检指标为乙型肝炎病毒(-)且无乙型肝炎

发病史。
1.2 主要试剂 HBsAg、细胞培养基、MTT(SIG-
MA公司),荧光素标记抗人CD4单克隆抗体、抗人

CD45RO单克隆抗体、抗人CD80、CD40及 HLA-DR
单克隆抗体、IL-2、TNF-α、IL-4和 GM-CSF(Bioleg-
end公司)。
1.3 方法

1.3.1 HBsAg冲击DC DC制备参看文献[2]:分离

人外周血单个核细胞,用RPMI1640完全培养液调整

人外周血单个核细胞数为2×106/ml。加入4孔细胞

培养板。在37℃、5%CO2 培养箱中温育2h后吸弃

培养上清和洗涤去除非贴壁细胞,即获得贴壁的细胞。
每孔加入含GM-CSF(800U/ml)、IL-4(500U/ml)的
10% AB血清完全培养基1ml。第4天将培养的DC
加入纯化的HBsAg进行冲击:分低剂量实验组、中剂

量实验组、高剂量实验组各6例,分别以10ng/ml、20
ng/ml、30ng/mlHBsAg冲击 DC;低剂量自身对照

组、中剂量自身对照组、高剂量自身对照组均不用

HBsAg冲击DC。第5天加入TNF-α(250U/ml);培
养第8天收集DC细胞检测。
1.3.2 流式细胞仪鉴定DC DC培养过程中,倒置

显微镜观察细胞形态学变化;采用抗人CD80、CD40
及 HLA-DR单克隆抗体和流式细胞仪检测DC表面

标志分子CD80、CD40及HLA-DR。
1.3.3 负载HBsAg的DC与自身淋巴细胞混合反应

 参看文献[3]:取培养第8天的实验组和对照组的

DC,以1×106/ml加入到4孔板中,复苏冻存的初始

T细胞,按 T细胞∶DC=20∶1的比例混合。加入

500IU/mlIL-2,置于37℃、含5%CO2 的培养箱中培

养。4d后以台盼蓝染色、显微镜观察T细胞的形态和

活性。
1.3.4 流式细胞仪鉴定CD45RO+CD4+Tm 每孔

100μlPBMC细胞悬液中加入5μlPE 标记抗人

CD45RO单克隆抗体、5μlFITC标记抗人CD4单克

隆抗体,4℃避光染色30min,用3%FBS-PBS洗细胞

1次,悬浮于500μl3%FBS-PBS中,再次加3%FBS-
PBS调整容量为5ml,4℃避光保存。荧光抗体染色

后。用流式细胞仪分析,获取细胞数不少于100000。
用本科室的流式细胞仪C6检测,检测前用BD公司提

供的质控微球进行设置和调节。预先设置空白管、补
偿管、样本管。先用空白管在FSC/SSC散点图上圈

门(圈淋巴细胞区域设门,注意将分析细胞设在门内,
尽量减少碎片掺入,保证足够的细胞数量)。随后以

CD4-FITC、CD45RO-PE进行补偿调节,最后测定样

本管。
1.3.5 MTT法检测CD45RO+CD4+Tm的增殖活

性 各组经过鉴定CD45RO+CD4+Tm后,置37℃、
5%CO2 温育72h后。参看文献[3]:以常规 MTT法,
用酶标仪测各孔OD570值。计算刺激指数表示增殖活

性(SI=实验孔OD570/对照孔OD570)。
1.3.6 统计学方法 用SPSS17.0统计数据,计量资

料以(췍x±s)表示,两组比较用t检验,P <0.05差异

有统计学意义。
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2 结果

2.1 DC中表达CD80、CD40、HLA-DR的百分率比

较 低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组分别

比其相应自身对照组DC中表达CD80、CD40、HLA-
DR的百分率显著升高,差异有统计学意义(P <
0.05)。见表1。

             表1 实验组和对照组表达CD80、CD40、HLA-DR的DC百分率比较       单位:%

组别 n CD80 CD40 HLA-DR
低剂量实验组 6 40.61±0.54a 37.12±0.82a 48.66±1.32a

低剂量自身对照组 6 29.32±0.66 28.95±0.86 39.73±1.45
中剂量实验组 6 39.02±1.36b 35.23±1.43b 51.03±1.26b

中剂量自身对照组 6 31.23±0.59 31.25±1.05 40.76±1.83
高剂量实验组 6 41.15±1.03c 39.16±1.30c 52.31±1.27c

高剂量自身对照组 6 33.06±2.09 30.34±1.43 43.07±2.18

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与低剂量自身对照组配对比较,a:P<0.05;与中剂量自身对照组配对比较,b:P<
0.05;与高剂量自身对照组配对比较,c:P<0.05。

2.2 CD45RO+CD4+Tm百分率比较 低剂量实验

组、中剂量实验组、高剂量实验组分别比其相应自身对

照组的CD45RO+CD4+Tm 的百分率显著升高,差
异有统计学意义(P<0.05)。见图1A、图1B。
2.3 CD45RO+CD4+Tm的增殖活性比较 低剂量

实验组、中剂量实验组、高剂量实验组分别比其相应自

身对照组的CD45RO+CD4+Tm的增殖活性显著升

高,差异有统计学意义(P <0.05)。且中剂量实验

组、高剂量实验组分别比低剂量实验组 CD45RO+
CD4+Tm的增殖活性更高,差异具有统计学意义(P
<0.05)。见图2。
3 讨论

体外能够构建CD45RO+CD4+Tm且发现其具

有良好增殖活性,这或可为免疫诊断及免疫防治提供

新措施。目前诊断上尚无评价慢性乙型肝炎患者的抗

乙型肝炎病毒的细胞免疫功能标准,这给选择适应证、
实施免疫治疗带来困难。所以也无法推测免疫反应发

生后,免疫病理所致的肝损程度以及相应的风险。这

些均是导致治疗性乙肝疫苗“走不出实验室”的重要因

素[4]。但本研究构建了检测Tm的体外简易模型,有
望进一步通过临床研究、制定 HBV感染后Tm的数

量参考值范围,据此评估患者的免疫功能(现代免疫学

亦发现免疫功能的增强主要依靠记忆细胞,例如预防

性乙肝疫苗的临床应用已经发现免疫记忆功能可持续

20年或终生)。我国一般人群慢性乙型肝炎病毒感染

者约7000万例,其中慢性乙型肝炎患者约2000~3000
万例[1];由于缺乏有效的治疗措施,慢性乙型肝炎对我

国社会造成沉重的经济负担,是危害我国人群健康的

重大传染病之一。而本研究构建了基于DC负载 HB-
sAg的疫苗,也为探索防治慢性肝炎的新型疫苗提供

新思路。近年研究者发现[5-6]γδT细胞作为T淋巴细

胞的一种亚型,存在有不变体 T细胞受体,科学家将

其命 名 为 树 突 状 表 皮 T 细 胞(dendriticepidermal
tcells,DETCs),其在皮肤动态平衡、肿瘤免疫监测、创

注:A:流 式 细 胞 仪 检 测 CD45RO+CD4+Tm 实 例;B:各 组

CD45RO+CD4+Tm百分率。H低、H中、H高分别为低剂量

实验组、中剂量实验组、高剂量实验组;C低、C中、C高分别为

低剂量自身对照组、中剂量自身对照组、高剂量自身对照组。
与低剂量自身对照组配对比较,a:P<0.05;与中剂量自身对

照组配对比较,b:P<0.05;与高剂量自身对照组配对比较,c:

P<0.05。
图1 实验组和对照组CD45RO+CD4+Tm百分率
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注:H低、H中、H高分别为低剂量实验组、中剂量实验组、高剂

量实验组;C低、C中、C高分别为低剂量自身对照组、中剂量自

身对照组、高剂量自身对照组。与低剂量自身对照组配对比

较,a:P<0.05;与中剂量自身对照组配对比较,b:P<0.05;
与高剂量自身对照组配对比较,c:P<0.05。与低剂量实验组

比较,d:P<0.05。
图2 实验组和对照组CD45RO+CD4+Tm的增殖活性

伤修复等方面发挥着重要作用。尤其DETCs在皮肤

创伤或瘢痕的修复过程中,通过产生胰岛素样生长因

子促进表皮干细胞生长等机制利于创面的修复[5-6]。
而本研究发现体外能够构建CD45RO+CD4+Tm,因
而进一步探索创面修复中是否有CD45RO+CD4+
Tm参与、有望在美容外科领域利用其功能维持时间

更持久的优点促进患者伤口愈合。体外检测Tm或为

探索人体免疫奥秘提供实例。其一,有研究发现机体

对乙型肝炎病毒的适应性免疫应答在清除病毒中起主

要作用[7];慢性感染时,乙型肝炎病毒特异性 T细胞

易凋亡,产生细胞因子和增殖能力均显著降低甚至功

能耗竭,可能是导致乙型肝炎病毒持续感染的机制之

一[8-10]。本研究发现体外构建的 HBsAg特异性 Tm
具有增殖活性,在疾病状态下Tm数量不足或功能低

下亦可能是乙型肝炎病毒慢性感染的机制之一。其

二,虽然Tm的形成、维持、再应答等确切的分子机制

尚不清楚,但随着研究的深入,有研究者发现了组织定

居Tm[11-12],有研究者还发现了活动期结核病患者和

PPD阳性健康人 Tm[13]。若深入研究机体 Tm 的特

征,细致探讨免疫记忆过程,据此开发新型疫苗以防治

疾病,这将是疫苗研究与开发的目标;且当前判断疫苗

有效性持续的时间尚需长期观察,若通过检测记忆细

胞的特征判断疫苗的效果或可以简化评估流程。上述

设想的实现均需体外检测Tm。
本研究为体外构建方便、准确和灵敏的Tm模型

提供了一种依据。其一,目前很少有建立探索人体

Tm免疫功能的新方法,倘若在体外直接用抗原表位

肽的MHC四聚体技术分离特异性Tm,或者用免疫磁

珠吸附法纯化机体内含量极少的特异性Tm,则会费

时、费力且费用昂贵。而本研究的血细胞标本来源于

人体,因而操作比较简便。其二,一些研究者利用动物

模型构建Tm,且抗原以多糖为主、缺乏乙肝病毒表面

抗原特异性的Tm,因而准确性有限[13-14]。其三,本研

究采用了流式细胞仪检测Tm,灵敏度较高;且发现中

剂量 实 验 组、高 剂 量 实 验 组 分 别 比 低 剂 量 实 验 组

CD45RO+CD4+Tm增殖活性更高,这为体外获得丰

富的Tm提供实例。
本研究实验组的淋巴细胞经HBsAg诱导,而自身

对照组的淋巴细胞未经 HBsAg诱导且其余条件严格

控制和实验组相同,结果显示实验组比相应自身对照

组的CD45RO+CD4+Tm 的百分率更显著,提示实

验组产生了HBsAg特异性CD45RO+CD4+Tm。故

体外构建HBsAg特异性Tm是可行的。本文总结了

依靠DC负载HBsAg与自身淋巴细胞共培养技术,发
现在体外能够构建 HBsAg特异性CD45RO+CD4+
Tm且具有良好增殖活性。但Tm依据TCR分类则

种类繁多,本研究以HBsAg特异性CD45RO+CD4+
Tm为例,为探索免疫记忆机制仅仅迈出了第一步。
有关免疫记忆持续时间的分子机制、再次应答能力增

强的分子机制等尚不明了;且本研究关于Tm与性别、
年龄段的关系尚未详细探讨,有待扩大样本深入探究。
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