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热应激联合HBsAg刺激增强人树突状细胞免疫学特性

黄新亮,余方流,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 探索热应激联合乙肝病毒表面抗原(HBsAg)刺激的树突状细胞(DC)的免疫特性及其诱导的特异性细胞

毒性T细胞(CTL)的细胞毒效应。方法 选择28例健康志愿者分为4组,每组7例,热应激联合HBsAg组用人外周血

单个核细胞制备DC,DC负载 HBsAg后在42℃下持续放置30min,检测DC表面分子。ELISA法检测 HSP90,再与自

身淋巴细胞共培养7d,用流式细胞仪检测CD3+CD8+T数量。用LDH法检测特异性CTL细胞毒效应,与热应激联合

HBsAg组不同的是热应激组DC不负载 HBsAg、HBsAg组不用42℃温度处理、对照组既不负载HBsAg也不经42℃温

度处理。结果 热应激联合 HBsAg组DC中表达CD80、CD40、HLA-DR分子的比率、HSP90水平、T细胞中CD3+

CD8+T的比率及CTL细胞毒效应明显高于热应激组、HBsAg组和对照组(P<0.05);且热应激联合HBsAg组HSP90
水平与DC表达CD80、CD40及 HLA-DR的比率呈正相关(r分别为0.73、0.69、0.78)。结论 与热应激、HBsAg分别

刺激DC比较,热应激联合 HBsAg刺激的DC提呈抗原的活性增强,且能诱导更明显的特异性CTL细胞毒效应。
关键词:热应激;乙型肝炎病毒表面抗原;树突细胞
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HeatstresscombinedwithHBsAgstimulationtoenhancetheimmunological
characteristicsofhumandendriticcells

HuangXinliang,YuFangliu,WangFengge,DongBohan

(SchoolofBasicMedicine,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheimmunecharacteristicsofdendritecells(DC)stimulatedbyheat
stresscombinedwithhepatitisBsurfaceantigen(HBsAg)andexplorethecytotoxiceffectofspecificcytotoxic
Tlymphocyte(CTL)inducedbythem. Methods Twenty-eighthealthyvolunteerswereselectedanddivided
into4groupswith7casesineachgroup.InthegroupofheatstresscombiningwithHBsAg,DCswerepre-
paredbyusinghumanperipheralbloodmononuclearcells(PBMC).ThesurfacemoleculesofDCsweredetected
aftertheseDCswereloadedwithHBsAgandplacedat42℃for30min.TheHSP90wasdetectedbyELISA.
ThentheDCswereco-culturedwithautologouslymphocytesfor7daysandthenumberofCD3+CD8+Twas
detectedbyflowcytometryaftertheco-culture.ThecytotoxiceffectofspecificCTLwasdetectedbyLDH
(lumbardischerniation).DifferentfromthoseofthegroupofheatstresscombiningwithHBsAg,DCsinthe
heatstressgroupwerenotloadedwithHBsAg;thoseintheHBsAggroupwerenottreatedat42℃,andthose
inthecontrolgroupwereneitherloadedwithHBsAgnortreatedat42℃. Results Thegroupofheatstress
combiningwithHBsAghadsignificantlyhigherratiosofCD80,CD40andHLA-DRexpressedinDCs,higher
HSP90level,andhigherratioofCD3+CD8+TinTcellsandstrongercytotoxiceffectofCTLthantheheat
stressgroup,theHBsAggroupaswellasthecontrolgroup(P<0.05).AndtheHSP90levelofthegroupof
heatstresscombingwithHBsAgwaspositivelycorrelatedwiththeratiosofCD80,CD40andHLA-DRex-
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pressedinDCs(rwas0.73,0.69and0.78,respectively). Conclusion ComparedwiththeDCsstimulated
byheatstressandHBsAgrespectively,theDCsstimulatedbyheatstresscombinedwithHBsAghaveen-
hancedantigenactivityandinducemoreobviouscytotoxiceffectofspecificCTL.
  Keywords: heatstress;hepatitisBsurfaceantigen;dendriticcells

  据世界卫生组织报道,全球约有2.57亿乙型肝炎

病毒(HepatitisBVirus,HBV)慢性感染者,每年约有

88.7万人死于HBV感染相关疾病。中国一般人群慢

性HBV感染者约7000万例,对中国社会造成沉重的

经济负担[1]。研究者发现慢性乙型肝炎患者树突状细

胞(dendriticcell,DC)的功能低下可导致患者体内T、

B细胞的耐受状态[2]。如何制备DC疫苗、增强其免

疫活性及抗HBV的细胞毒效应成为难题。

DC疫苗的安全性方面,德国美因茨大学(Mainz
University)JonuleitH等[3]发现TNF-a、IL-1b和IL-
63种CK(细胞因子)组合后,在无牛血清培养体系中

能够将未成熟DC诱导成完全成熟的DC,避免了动物

血清培养DC对人产生的毒副作用。DC疫苗的有效

性方面,TomokoIchiyanagi发现经42℃热应激后DC
中的内源性热休克蛋白即 HSP90对 OVA抗原在抗

原交叉呈递过程中也起着至关重要的作用[4];也有研

究者在 Nature期刊发文指出外来的 HSP亦能促进

DC成熟[5]。
本研究基于DC的安全应用技术和热休克蛋白增

强疫苗有效性的理论,进一步探讨热应激和 HBsAg
刺激的树突状细胞的免疫特性(成熟度、HSP90的表

达及功能、激活CTL的能力)及其诱导的特异性CTL
的细胞毒效应。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 对象 选择健康志愿者,纳入标准:年龄均为

20岁,经健康体检HBV为阴性且无乙型肝炎发病史。

1.1.2 主要试剂 静脉血中分离的人淋巴细胞。

HBsAg、无 血 清 AIM-V 培 液、HepG2.2.15(转 染

HBV的DNA)、荧光素标记抗人CD3单克隆抗体和

抗人CD8单克隆抗体、IL-2、TNF-α、IL-4、IL-1b、IL-6
和GM-CSF(Biolegend公司);HSP90的ELISA 试剂

盒(上海森雄科技有限公司进口分装)。

1.2 方法

1.2.1 制备DC疫苗 实验细胞分4组,每组7例。
热应激联合HBsAg组:即HBsAg联合42℃加热刺激

DC。利用密度梯度离心法分离人外周血单个核细胞

(peripheralbloodmononuclearcell,PBMC),将分离

的PBMC置于4孔板中,在37℃、含5% CO2 的培养

箱中培养2h;4孔板中贴壁的为DC(收集未贴壁的

细胞并且冻存,以便后期和DC共培养)。向4孔板中

加入3毫升/孔无血清AIM-V培液和100ng/mlGM-
CSF、100ng/mlIL-4。第4天DC中加入 HBsAg(10
ng/ml)并经过42℃培养30min。加入CK后显微镜

观察细胞形态的变化,CK按照文献常规加入:TNF-a
10ng/ml、IL-1b10ng/ml、IL-61000U/ml,收集第8
天实验组和对照组的DC准备鉴定[3]。热应激组:DC
经过42℃培养30min,不负载HBsAg,其余和热应激

联合 HBsAg组相同。HBsAg组:DC负载 HBsAg,
不用42℃温度处理,其余和热应激联合 HBsAg组相

同。对照组:DC不负载 HBsAg、也不经42℃温度处

理,其余和热应激联合HBsAg组相同。

1.2.2 流式细胞仪鉴定 DC培养过程中,倒置显微

镜观察细胞形态学变化;采用流式细胞仪检测各组

DC表面标志分子CD80、CD40及HLA-DR的变化。

1.2.3 ELISA法检测 HSP90 按照热休克蛋白90
(HSP-90)ELISA检测试剂盒说明书检测,于波长450
nm的酶标仪上读取各孔的A值,以吸光度A值为纵

坐标(Y),相应的 HSP-90标准品浓度为横坐标(X),
做得相应的曲线,样品的 HSP-90含量可根据其A值

由标准曲线换算出相应的浓度。

1.2.4 DC刺激自身淋巴细胞反应与鉴定的方法 
各组DC疫苗刺激自身淋巴细胞:收集第8天实验组

和对照组的DC,计数以1×106 个/毫升作为刺激细

胞,加入到4孔板中(实验组和对照组DC数相同)。
复苏冻存的初始T细胞,计数,按T细胞:DC=20∶1
的比例往DC中加入初始T淋巴细胞。加入500IU/

mlIL-2,置于37℃、含5% CO2 的培养箱中培养,4d
后收集活化的T细胞。台盼蓝染色后显微镜观察细

胞形态和活性。检测CD8+T细胞:每孔100μlPB-
MC细胞悬液中加入5μlPE标记的抗人CD3克隆抗

体、5μlFITC标记抗人CD8单克隆抗体,4℃避光染

色30min,用3%FBS-PBS洗细胞1次,悬浮于500μl
3%FBS-PBS中,4℃避光保存,荧光抗体染色后,用流

式细胞仪C6检测,获取细胞数不少于100000个。

1.2.5 LDH 法检测DC诱导的特异性 CTL细胞

毒效应检测细胞毒性 T细胞(cytotoxicTlympho-
cyte,CTL)杀伤活性以乳酸脱氢酶(lactatedehydro-
genase,LDH)法,靶细胞为 HepG2.2.15(转染 HBV
的DNA),效靶比为1∶25。CTL杀伤活性=(效靶混

合细胞释放A值-自然释放 A值)/(最大释放 A值

-自然释放A值)。
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1.3 统计学方法 采用SPSS18.0对数据进行处理,
计量资料数据以(췍x±s)表示,多组比较采用单因素方

差分析,两两比较采用q检验,相关性分析采用Pear-
son,检验水准P=0.05。

2 结果

2.1 各组DC中表达CD80、CD40、HLA-DR的比率

比较 热应激联合 HBsAg组(heatstresscombined
withHBsAg组)DC中表达CD80、CD40、HLA-DR分

子的比率显著高于热应激组(heatstress组)、HBsAg
组和对照组(P<0.05),见图1。

注:A为CD80表达;B为CD40表达;C为 HLA-DR表达;与control组比较,*P<0.05;

与heatstress组比较,#P<0.05;与 HBsAg组比较,△P<0.05。

图1 各组DC中表达CD80、CD40及 HLA-DR分子的比率

2.2 各组DC中表达HSP90水平比较 热应激联合

HBsAg组DC中表达 HSP90水平显著高于热应激

组、HBsAg组和对照组(P<0.05),见图2。

注:与control组比较,*P<0.05;与heatstress组

比较,#P<0.05;与 HBsAg组比较,△P<0.05。

图2 各组DC的内源性 HSP90的表达水平

2.3 各组DC中 HSP90水平与表达CD80、CD40及

HLA-DR的比率的线性相关分析 热应激联合 HB-
sAg组 HSP90水 平 与 DC 中 表 达 CD80、CD40及

HLA-DR的比率呈现正相关(见图3),相关系数r分

别是0.73、0.69、0.78;热应激组、HBsAg组、对照组

HSP90水平与该组DC中表达CD80、CD40及 HLA-
DR的比率呈现无相关(相关系数=0)。

2.4 各组DC刺激自身淋巴细胞增殖的比率 热应

激联合HBsAg组DC刺激自身淋巴细胞增殖,T细胞

中CD3+CD8+T的比率显著高于热应激组、HBsAg
组和对照组(P<0.05),见图4。

图3 热应激联合 HBsAg组 HSP90与CD80、CD40、

HLA-DR的比率的线性相关分析

注:与control组比较,*P<0.05;与heatstress组比

较,#P<0.05;与 HBsAg组比较,△P<0.05。
图4 流式细胞仪检测各组CD3+CD8+T
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2.5 各组DC诱导的特异性CTL细胞毒效应 热应

激联合HBsAg组CTL杀伤活性的百分率明显高于热

应激组、HBsAg组和对照组(P<0.05),见表1。

表1 各组DC诱导的CTL对靶细胞的细胞毒效应

组别 n 百分率

control组 7 18.70±1.30
heatstress组 7 21.40±2.40
HBsAg组 7 38.40±2.30ab

heatstresscombinedwithHBsAg组 7 69.00±6.00abc

 注:与control组比较,a:P<0.05;与heatstress组比较,b:

P<0.05;与 HBsAg组比较,c:P<0.05。

3 讨论

本研究为探索 DC免疫活性的增强提供了新思

路。IchiyanagiT等[4]发现经42℃热应激后DC中的

内源性 HSP90对 OVA抗原在抗原交叉呈递过程起

着至关重要的作用;也有研究者发现DC之外的外源

性HSP与CD91受体结合进入树突状细胞,亦能促进

DC成熟[5]。HSP70/HBxAg复合物促进DC的成熟、

HSP通过 MHCI和Ⅱ类分子将肿瘤相关抗原呈递给

抗肿瘤CD8+T和CD4+T细胞并使之活化,这将会促

进针对癌症和传染病的新一代预防和治疗候选DC疫

苗的产生[6-8]。而本研究发现热应激联合HBsAg刺激

的DC比HBsAg和热应激分别刺激的DC抗原提呈

活性更强,且能诱导自身淋巴细胞增殖、产生更多特异

性CTL。这些发现为探索DC免疫活性的增强提供了

新途径。
本研究为提高CTL抗 HBV的细胞毒效应提供

新佐证。已有研究表明,慢性 HBV感染者发生免疫

耐受的重要原因是HBsAg特异性细胞毒性T细胞数

量缺乏和(或)功能不足[9]。因而选择合适的易受

HBV感染的人群进行免疫治疗,才能体现治疗性疫苗

的功效[10]。本研究发现热应激联合 HBsAg刺激的

DC诱导的特异性CTL具有更强的细胞毒效应,这一

发现为探究抗HBV的细胞毒效应提供新佐证。
本研究亦为开发治疗慢性乙肝的安全、有效的DC

疫苗提供新的实验依据。一方面,本研究从临床前期

研究出发,以人外周血单个核细胞制备DC,在无动物

血清培养体系中将未成熟DC诱导成完全成熟的DC;
从而避免疫苗中动物血清成分对人体的毒副作用。另

一方面,世界卫生组织提出了2030年消除病毒性肝炎

的目标[11-12],这给有效治疗慢性乙型肝炎带来挑战。
而本研究发现热应激联合 HBsAg刺激的树突状细胞

具有良好的抗原提呈能力,其能诱导更明显的特异性

CTL细胞毒效应。这为临床研发有效地治疗慢性肝

炎的DC疫苗提供依据,有望成为治疗慢性肝炎的新

的候选疫苗。从本研究的结果可知,与热应激、HB-
sAg分别刺激DC比较,热应激联合 HBsAg刺激的

DC成熟度、HSP90的表达水平及激活CTL的能力均

提升,且能诱导更明显的特异性CTL细胞毒效应。但

HSP90以何种信号转导机制促进DC的免疫活性,有
待深入研究。另外受条件限制,未进行研究对象的性

别和不同年龄段的分类研究,因而研究结果有一定的

局限性。
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