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肝实质细胞抑制细菌增殖作用及机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨肝细胞通过直接吞噬和抗菌蛋白介导抑制细菌增殖的作用及其机制。方法　
利用正常小鼠ＦＬ８３Ｂ肝细胞系建立大肠杆菌感染模型，以小鼠 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞系为对照，观察肝细胞对大
肠杆菌的增殖影响；建立细菌细胞和（或）细胞上清共培养体系，通过 Ｋｕｐｆｆｅｒ／ＦＬ８３Ｂ细胞及其 ６、１２、
２４ｈ的上清与大肠杆菌的共培养，检测大肠杆菌的致死情况，明确肝细胞直接抑菌效应；通过吞噬功能
检测肝细胞的吞噬能力，ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关基因的表达。结果　将大肠杆菌与细胞共孵
育，发现ＦＬ８３Ｂ细胞与Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞类似，可直接抑制大肠杆菌的增殖（Ｐ＜０．０５），且肝细胞自身保持高
存活率；通过吞噬功能检测，明确了 ＦＬ８３Ｂ细胞可直接吞噬细菌颗粒；与对照组相比，感染后肝细胞内
吞噬相关基因 Ｆｃｇｒ１、Ｍａｒｃｏ、Ｃｄｃ４２、ＲｈｏＢｍＲＮＡ上调，抗原递呈相关基因 β２ＭｍＲＮＡ上调，ＮＦκＢ、
ＭＡＰＫ、ＳＴＡＴ３通路活化，且介导抗菌作用的相关蛋白 ｉＮＯＳ、ＮＯＸ２、ＲｈｏＢ表达上调（Ｐ＜０．０５）。结论　
小鼠ＦＬ８３Ｂ肝细胞可直接通过吞噬作用和抗菌相关蛋白介导抑制细菌增殖。
　　［关键词］　 肝细胞；细菌感染；吞噬作用
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　　肝脏作为抵御血源、肠源病原体的重要防线［１－２］，

含有丰富的巨噬细胞、自然杀伤细胞，以及体内最大的

内皮细胞网络，其免疫监测对宿主的免疫和生存至关

重要［３］。Ｋｕｐｆｆｅｒ（枯否）细胞是肝内常驻的巨噬细胞，
占体内总组织巨噬细胞的 ８０％～９０％，是宿主防御细
菌感染早期阶段的关键组成部分［４］。脓毒症发生后，

巨噬细胞功能下降，主要表现为吞噬能力下降、炎症因

子减少及细胞凋亡增多等，严重威胁脓毒症患者的生

存及预后［５－６］。因此，当发生免疫抑制后，研究肝脏中

最大的细胞群体肝实质细胞在感染中的作用具有重要

的生物学意义。研究表明，细菌感染的单核细胞、巨噬

细胞等分泌细胞因子（如ＩＬ６、ＩＬ１、ＴＮＦα等）刺激肝
细胞产生相关蛋白或介质，促进杀菌作用，主要机制

有：①分泌调理素介导杀菌，如Ｃ反应蛋白（Ｃｒｅａｃｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）和血清淀粉样蛋白 Ｐ成分 （ｓｅｒｕｍ
ａｍｙｌｏｉｄＰ，ＳＡＰ）与细菌结合，激活补体系统在细菌或
感染的宿主细胞膜上形成攻膜复合物裂解靶细胞；此

外血清淀粉样蛋白 Ａ（ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＡ，ＳＡＡ）与细菌
外膜蛋白Ａ家族成员结合以激活吞噬细胞的吞噬作
用；②产生ＬＰＳ（脂多糖）配体或受体活化机体固有免
疫，如ＬＢＰ（ＬＰＳ结合蛋白）、ＣＤ１４、ＭＤ２蛋白，ＬＰＳ与
其结合后，活化ＴＬＲ４ＭＤ２下游通路；③分泌铁代谢相
关蛋白限制细菌生长：如转铁蛋白与游离铁结合，限制

细菌对铁的利用；脂运载蛋白２通过与铁载体结合降
低细菌对铁的吸收；铁调素通过调节血铁浓度，抑制宿

主体内病原菌生长；④产生凝血因子纤维蛋白原激活
补体或募集中性粒细胞产生其胞外诱捕网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）清除病原菌［７－８］。除分泌介

导抗菌的相关蛋白外，肝脏上皮细胞作为非专职吞噬

细胞还可通过内吞作用吞噬凋亡和坏死细胞，发生细

胞套亡，维持稳态，但肝细胞在病原体攻击时是否发挥

直接作用并不明确［９］。本研究以 ＦＬ８３Ｂ肝细胞建立
细菌感染模型为切入点，探讨肝细胞在感染中的作用，

为研究免疫细胞失调后传统非免疫细胞的先天免疫能

力提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验细胞　　小鼠肝Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞（ＧＰＣ０４４８）

购自中国典型培养物保藏中心细胞库，ＦＬ８３Ｂ肝细胞
（ＣＲＬ２３９０）购自ＡＴＣＣ，大肠杆菌购自北纳生物。
１．１．２　主要试剂　　ＲＰＭＩ１６４０培养基、Ｈａｍ’ｓ
Ｆ１２Ｋ培养基、胎牛血清、ＰＢＳ缓冲液、胰蛋白酶购自
Ｇｉｂｃｏ公司；无酚红 Ｈａｍ’ｓＦ１２Ｋ培养基购自武汉普
诺赛生命科技有限公司；胰蛋白胨、酵母提取物等购自

英国 Ｏｘｉｏｄ公司；台盼蓝、青霉素链霉素溶液、蛋白裂
解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术
有限公司；碘化丙啶溶液（ＰＩ；００６９９０５０）、吞噬作用
检测试剂盒（Ｖ６６９４）购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（９１０９），定量 ＰＣＲ专用反转录试剂
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ（ＲＲ０４７Ａ），快速 ｑＰＣＲ试剂 ＴＢＧｒｅｅｎ
（ＲＲ８２０Ａ）购自 ＴａＫａＲａ公司；ｐＮＦκＢｐ６５（３０３３）、
ＮＦκＢｐ６５（８２４２）、ｐＳＴＡＴ３（９１３４）、ＳＴＡＴ３（４９０４）、ｐ
ｐ３８ＭＡＰＫ（４５１１）、ｐ３８ＭＡＰＫ（９２１２）、ｉＮＯＳ（１３１２０）、
βＴｕｂｌｉｎ（２１２８）抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司；ＲｈｏＢ（ｓｃ８０４８）、ＮＯＸ２（ｓｃ１３０５４３）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｋｕｐｆｆｅｒ和ＦＬ８３Ｂ细胞采用常规
传代培养，分别用ＲＰＭＩ１６４０培养基、Ｈａｍ’ｓＦ１２Ｋ培
养基（含体积分数为１０％的胎牛血清、１％青霉素链霉
素溶液）于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进行培养。
１．２．２　大肠杆菌的制备　　将－８０℃保存的大肠杆菌
用三线法接种于固体ＬＢ平板上，３７℃过夜，复苏菌株。
次日挑选单个菌落，接种于液体ＬＢ培养基中，于３７℃，
速度２００ｒ／ｍｉｎ摇动过夜。ＬＢ液体培养基：酵母提取物
５．０ｇ、蛋白胨１０．０ｇ、氯化钠１０．０ｇ加水１Ｌ后高压灭
菌备用；固体培养基则是在１ＬＬＢ培养基中加入琼脂
粉１５．０ｇ，高压灭菌后分装至６ｃｍ的培养皿中备用。
１．２．３　大肠杆菌生长曲线的绘制　　将含有 ５×
１０５ＣＦＵ的大肠杆菌接种到分别含 ＬＢ培养基、无酚红
细胞培养基、Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞（５×１０６个）和无酚红细胞培
养基、ＦＬ８３Ｂ肝细胞（５×１０６个）和无酚红细胞培养基的
培养瓶中，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进行培养，并于
指定时间点测定每组培养基中大肠杆菌的菌落形成单

位（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｓ，ＣＦＵ），以大肠杆菌相对数量为
纵坐标，培养时间为横坐标，绘制大肠杆菌的生长曲线。

１．２．４　死菌的测定　　为了评估共培养后细胞及上

７０２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）



清对细菌的影响，用碘化丙啶（ＰＩ）对细菌进行染色，
因为ＰＩ无法进入质膜完整的细胞，膜受损的细胞被认
为已经死亡或垂死，会染上红色。将细菌与ＰＩ共孵育
９０ｍｉｎ，通过分光光度计分别在５３５ｎｍ和６１７ｎｍ的激
发和发射波长下测定相对荧光强度。

１．２．５　吞噬能力的检测　　采用吞噬测定试剂盒检
测ＦＬ８３Ｂ肝细胞的吞噬能力，该试剂盒含有荧光素标
记的大肠杆菌颗粒，吞入细胞的大肠杆菌可被分光光

度计或者荧光显微镜检测到，细胞外的荧光可被试剂

盒中的台盼蓝淬灭。将荧光素标记的大肠杆菌与细胞

共培养 ２ｈ（在无细胞孔中加入等量荧光菌作为阴性
对照），用分光光度计分别在４８０ｎｍ和５２０ｎｍ的激发
和发射波长下测定荧光强度；用 Ｏｌｙｍｐｕｓ荧光显微镜
观察细胞吞噬情况并拍照。

１．２．６　ｑＲＴＰＣＲ实验　　每组ＦＬ８３Ｂ肝细胞约２．５×
１０６个，将１．５×１０６ＣＦＵ的大肠杆菌加入各组感染 ６、
１２、２４ｈ，收集细胞团块，使用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂提取细
胞总ＲＮＡ。按照定量 ＰＣＲ反转录试剂盒反转录成
ｃＤＮＡ。按照快速ｑＰＣＲ试剂盒说明书配制反应溶液，
采用ＣＦＸ９６ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ公司）完成
反应。引物由擎科生物设计合成，Ｆｃｇｒ１上游：５′ＦＡＧ
ＧＴＴＣＣＴＣＡＡＴＧＣＣＡＡＧＴＧＡ３′，下游：５′ＧＣＧＡＣＣＴＣ
ＣＧＡＡＴＣＴＧＡＡＧＡ３′；Ｍａｒｃｏ上游：５′ＡＣＡＧＡＧＣＣＧＡ
ＴＴＴＴＧＡＣＣＡＡＧ３′，下游：５′ＣＡＧＣＡＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＴ
ＧＣＣ３′；Ｃｄｃ４２上 游：５′ＴＧＧＧＴＧＣＣＴＧＡＧＡＴＡＡＣＴ
ＣＡＣＣ３′，下游：５′ＧＣＡＣＴＣＣＡＣＡＴＡＣＴＴＧＡＣＡＧＣＣ３′；
ＲｈｏＢ上 游：５′ＣＡＡＣＴＧＣＴＧＣＡＡＧＧＴＧＣＴＡＴＧ３′，下
游：５′ＣＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＣＡＧＧＣＡＧＴＣ３′；Ｈ２Ｋ１上游：
５′ＧＧＧＡＧＣＣＣＣＧＧＴＡＣＡＴＧＧＡＡ３′，下游：５′ＧＧＴＧＡ
ＣＴＴＴＡＴＣＴＴＣＡＧＧＴＣＴＧＣＴ３′；β２Ｍ 上游：５′ＡＴＧＧＣ
ＴＣＧＣＴＣＧＧＴＧＡＣＣＣＴＧ３′，下 游：５′ＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＴ
ＡＴＣＴＡＧＧＡＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ上游：５′ＣＡＧＴＧＧＣＡＡＡＧＴ
ＧＧＡＧＡＴＴＧＴＴＧ３′，下游：５′ＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧ
ＧＴＧＡＴ３′。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　每组 ＦＬ８３Ｂ肝细胞约
５×１０６个，将３×１０６ＣＦＵ的大肠杆菌加入各组感染 ６、
１２、２４ｈ，收集细胞团块，加入适量含蛋白酶／磷酸酶抑
制剂的 ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解细胞，１２０００×ｇ离心
１０ｍｉｎ后取上清进行 ＢＣＡ蛋白定量，加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ制成蛋白样本，用于常规 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。抗
体 ｐＮＦκＢｐ６５、ＮＦκＢｐ６５、ｐＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、ｐｐ３８
ＭＡＰＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｉＮＯＳ、βｔｕｂｌｉｎ稀释比例均为
１∶１０００，ＲｈｏＢ、ＮＯＸ２稀释比例均为１∶５００。
１．３　统计学分析
　　每个实验均独立重复 ３次，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
７．０软件进行数据分析。采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验或重复

测量设计。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＦＬ８３Ｂ肝细胞可抑制大肠杆菌的增殖
　　为探究肝细胞是否发挥直接抑菌作用，前期通过
预实验测定了细菌感染细胞系模型的最佳细菌／细胞
比例，如果细菌细胞比例过大，细胞（包括免疫细胞）

会迅速死亡，无法较好观察到抑菌现象；而比例过小，

细菌增殖缓慢，无法成功构建细菌感染细胞系模型。

最终确定了５×１０５ＣＦＵ（细菌）／５×１０６（细胞）的最佳比
率进行本研究。在 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞和 ＦＬ８３Ｂ肝细胞正常
生长的培养瓶中分别接种等量的大肠杆菌，于不同时

间点测定大肠杆菌的 ＣＦＵ，评估其增殖情况，同步设
置ＬＢ培养基、无酚红细胞培养基组为对照。接种大
肠杆菌后，置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进行培养，并
于０、１、２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６ｈ测
定每组培养基中大肠杆菌的 ＣＦＵ，以大肠杆菌数量为
纵坐标，培养时间为横坐标，绘制大肠杆菌的生长曲

线。如图１Ａ、Ｂ所示，从４ｈ开始，相较于 ＬＢ培养基
组和细胞培养基组，与 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞和 ＦＬ８３Ｂ肝细胞
共培养的大肠杆菌增殖量显著减少（Ｐ＜０．０５），说明与
细胞共培养的大肠杆菌生长受到抑制；而细胞培养基

与 ＬＢ培养基两组的大肠杆菌生长差异无统计学意
义，即所用的无酚红细胞培养基不影响细菌的生长。为

直观显示大肠杆菌数量差异，取细胞培养基组、细胞共

培养组２４ｈ培养基稀释后涂于ＬＢ固体培养基上，结果
显示与Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞和ＦＬ８３Ｂ肝细胞共培养的大肠杆菌
数量明显少于细胞培养基组（图１Ｃ）。为检测细胞存活
率，将与细菌共培养２４ｈ的两种细胞进行台盼蓝染色，
两组均只有少量细胞死亡（图１Ｄ）。以上结果说明肝细
胞可抑制大肠杆菌的增殖，且自身细胞活性不受影响。

２．２　ＦＬ８３Ｂ肝细胞对大肠杆菌增殖发挥直接抑制作用
　　为明确 ＦＬ８３Ｂ肝细胞对细菌的抑制是直接作用
还是通过分泌细胞因子等间接作用，在 ６、１２、２４ｈ收
集正常培养的 Ｋｕｐｆｆｅｒ和 ＦＬ８３Ｂ的细胞培养基，离心
取上清，将６、１２、２４ｈ上清分别加入含细胞或空白培
养孔中，并加入等量大肠杆菌共培养，检测大肠杆菌的

增殖情况。将共培养的各组上清分别涂于 ＬＢ平板
上，发现上清联合细胞组的大肠杆菌菌落数低于单独

上清组（图２Ａ、Ｂ），测量各组上清中大肠杆菌 ＣＦＵ也
获得一致结果（图 ２Ｃ、Ｄ），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。为进一步研究对细菌的杀伤作用，对大肠杆
菌进行ＰＩ染色，发现上清联合细胞组的相对死菌数量
明显大于单独上清组（Ｐ＜０．０５，图２Ｅ、Ｆ），说明上清联
合细胞组对细菌的杀伤作用大于单独上清组。即肝细

胞可通过细胞接触直接抑制大肠杆菌增殖。

８０２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ、Ｂ：分别为Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞、ＦＬ８３Ｂ肝细胞生长体系中大肠杆菌的生长曲线　ａ：Ｐ＜０．０５；Ｃ：Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞、ＦＬ８３Ｂ肝
细胞生长体系中大肠杆菌在ＬＢ平板上生长菌落；Ｄ：Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞、ＦＬ８３Ｂ肝细胞台盼蓝染色

图１　不同条件下大肠杆菌的生长情况和细胞完整性
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图２　不同培养条件下大肠杆菌生长情况
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２．３　ＦＬ８３Ｂ肝细胞可直接吞噬大肠杆菌
　　ＦＬ８３Ｂ肝细胞胞内荧光强度显著高于阴性对照
（无细胞孔）（Ｐ＜０．０５，图３Ａ）。用 Ｏｌｙｍｐｕｓ荧光显微
镜观察各组荧光，结果显示，ＦＬ８３Ｂ细胞类似于
Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞，可在胞内观察到荧光颗粒（图 ３Ｂ）。
ｑＲＴＰＣＲ对吞噬和抗原递呈相关分子进行检测（图
３Ｃ），结果显示与未处理肝细胞相比，大肠杆菌感染
６ｈ后，与吞噬相关受体 Ｆｃｇｒ１、Ｍａｒｃｏ、Ｃｄｃ４２和 ＲｈｏＢ
ｍＲＮＡ水平显著增加（Ｐ＜０．０５）；与ＭＨＣＩ抗原递呈相
关分子检测发现，Ｈ２Ｋ１ｍＲＮＡ在６ｈ出现升高趋势，
但差异无统计学意义；β２ＭｍＲＮＡ在６ｈ后逐渐升高
（Ｐ＜０．０５），并于 １２ｈ到达峰值后迅速降低。以上结

果显示，肝细胞在应对细菌感染时，具备细菌吞噬能力

和抗原递呈能力。

２．４　大肠杆菌激活 ＦＬ８３Ｂ细胞的 ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ、
ＳＴＡＴ３信号通路

　　为探究细菌感染时肝细胞活化的信号通路，通过
检测大肠杆菌感染 ＦＬ８３Ｂ肝细胞６、１２、２４ｈ的蛋白，
发现ＮＦκＢ信号通路中 ｐｐ６５的表达显著增加（Ｐ＜
０．０５），表明ＮＦκＢ信号通路被激活；ｐＳＴＡＴ３随大肠
杆菌感染呈时间依赖性增加（Ｐ＜０．０５）；大肠杆菌感染
１２、２４ｈ后，ｐｐ３８ＭＡＰＫ显著增加（Ｐ＜０．０５），见图４，
表明ＭＡＰＫ通路活化。提示细菌感染可直接激活肝
细胞内ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ、ＳＴＡＴ３信号通路。
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Ａ：肝细胞吞噬细菌后荧光强度的表达；Ｂ：肝细胞吞噬细菌后细胞内荧光颗粒的检测；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测大肠杆
菌感染后ＦＬ８３Ｂ细胞中相关分子的ｍＲＮＡ表达

图３　ＦＬ８３Ｂ的吞噬功能及相关分子ｍＲＮＡ表达水平
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大肠杆菌感染６、１２、２４ｈ后ＦＬ８３Ｂ细胞中蛋白表达；Ｂ：蛋白半定量分析

图４　大肠杆菌感染ＦＬ８３Ｂ细胞后通路蛋白表达
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大肠杆菌感染６、１２、２４ｈ后ＦＬ８３Ｂ细胞中介导抗菌作用的相关蛋白表达；Ｂ：蛋白半定量分析

图５　大肠杆菌感染ＦＬ８３Ｂ细胞后抗菌相关蛋白的表达

２．５　大肠杆菌感染ＦＬ８３Ｂ细胞中抗菌相关蛋白的表达
　　上述活化的通路已报道可上调巨噬细胞表达
ｉＮＯＳ（诱导 ＮＯ生成）、ＮＯＸ２（诱导 ＲＯＳ生成）、ＲｈｏＢ
（促进病原菌吞噬），为进一步明确ＦＬ８３Ｂ细胞中是否
也产生介导抗菌作用的相关蛋白，本研究对感染大肠

杆菌６、１２、２４ｈ后的 ＦＬ８３Ｂ肝细胞进行检测，发现大
肠杆菌感染后，ＦＬ８３Ｂ细胞中 ｉＮＯＳ蛋白急剧增加，于
６ｈ到达峰值，在１２、２４ｈ依次下降；ＮＯＸ２蛋白也呈现
不同程度的增加；ＲｈｏＢ蛋白呈时间依赖性增加（Ｐ＜
０．０５，图５）。表明ＦＬ８３Ｂ细胞在细菌感染时杀菌介质
生成增强，促进吞噬的蛋白表达上调。

３　讨论

　　不同于专职吞噬细胞（如单核细胞、巨噬细胞
等），非专职吞噬细胞（如上皮细胞、成纤维细胞等）吞

噬颗粒能力有限［１０－１１］。肝脏上皮细胞是非专职吞噬

细胞，可吞噬凋亡和坏死细胞形成细胞叠套结构，在炎

症和癌症中意义重大［９，１１－１２］。目前报道的肝细胞内吞

作用有胞葬、细胞侵入性死亡、伸入运动、胞壳溶

解［９］。本研究发现肝细胞可直接吞噬细菌颗粒来发

挥抑菌作用，丰富了对肝细胞作为非专职吞噬细胞的

认识。且肝细胞在抗菌过程中也保持高存活率，说明

细胞还存在除焦亡、自噬、胀亡、坏死性细胞死亡和细

胞套亡方式之外的目前未知的抗菌方式，这也是本课

题组后续关注的重点。

　　Ｆｃｇｒ１属于 ＦｃγＲ家族，是细胞表面吞噬作用受
体，Ｆｃｇｒ１的 ｍＲＮＡ水平与吞噬能力正相关［１３－１４］。

Ｍａｒｃｏ敲低会导致巨噬细胞吞噬伪足的数量显著减
少，并抑制细胞的吞噬作用；Ｍａｒｃｏ过表达促进巨噬细
胞的吞噬作用，在宿主防御中起着关键作用［１５－１６］。有

研究发现吞噬作用主要依赖于 Ｃｄｃ４２和 ＲｈｏＢ的激
活［１７－１８］。本研究发现感染上调了ＦＬ８３Ｂ细胞的Ｆｃｇｒ１、

１１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）



Ｍａｒｃｏ、Ｃｄｃ４２和ＲｈｏＢｍＲＮＡ水平，即提示在细菌感染
后ＦＬ８３Ｂ细胞吞噬细菌颗粒的能力提高。组织相容性
复合体ＭＨＣ是免疫系统中最主要的抗原呈递分子，本
研究检测了经典的ＭＨＣＩ亚型Ｈ２Ｋ１，发现感染后虽然
只有略微上调，但其在肝细胞中基础表达量较高，总体

都维持高水平表达；ＭＨＣＩ的辅因子β２ＭｍＲＮＡ在６ｈ
逐渐升高，并于１２ｈ达到峰值，以上结果提示在ＦＬ８３Ｂ
肝细胞吞噬细菌颗粒后可进行抗原递呈［１９］。

　　肝细胞是肝脏中数量最多的细胞，也是执行代谢、
解毒、蛋白质合成等肝功能最主要的细胞。此前研究

显示，肝细胞在免疫细胞的协同作用下参与了抗菌过

程［７］，细菌感染后，免疫细胞分泌如 ＩＬ６、ＩＬ１、ＴＮＦα
（肿瘤坏死因子）等细胞因子，激活 ＳＴＡＴ３和 ＮＦκＢ
来调节肝细胞产生介导抗菌作用的相关蛋白［８，２０－２１］。

Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞是先天免疫的重要组成部分，支持肝脏在
系统防御和区域防御中发挥着核心作用［２２］。本研究

以Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞为对照，探究 ＦＬ８３Ｂ肝细胞在细菌攻
击时的应答能力。与Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞类似，ＦＬ８３Ｂ肝细胞
也可抑制大肠杆菌的增殖，且细菌攻击可直接促进

ＦＬ８３Ｂ肝细胞中ＳＴＡＴ３和ＮＦκＢ活化，即肝细胞可单
独发挥抑菌作用，表明其直接参与免疫反应。

　　既往研究表明肝细胞分泌的介导抗菌作用的相关
蛋白可在细菌表面形成孔洞状“膜攻击复合物”，使细

菌内容物外漏破裂而亡［７］。在此基础上我们研究了

ＦＬ８３Ｂ肝细胞的抑菌途径，发现上清联合细胞组对大
肠杆菌的生长抑制作用显著强于单独上清组，且ＰＩ染
色显示上清联合细胞组对细菌的杀伤作用大于单独上

清组，提示在此抑菌效应中有除分泌蛋白以外的细胞

因素。为了阐明该现象，本研究进行吞噬检测，发现

ＦＬ８３Ｂ肝细胞可吞噬大肠杆菌。吞噬作用是有效清除
病原体的早期和基本步骤，吞噬和杀死病原体的能力

被认为是巨噬细胞的主要效应功能，是先天免疫防御

第一道防线的重要组成部分［２３］。这些结果提示肝细

胞可通过吞噬作用和分泌介导抗菌作用的相关蛋白共

同发挥直接免疫防御。

　　ＲｈｏＢ是小ＲｈｏＧＴＰａｓｅｓ家族的一员，细胞暴露于
ＬＰＳ或炎性细胞因子后可能以 ＮＦκＢ依赖性途径快
速上调［２４］，ＲｈｏＢ可通过诱导 ＬＣ３脂质化和自噬体形
成来促进细胞内细菌清除［２５］。在本研究中，我们发现

在大肠杆菌攻击后，肝细胞中的 ＲｈｏＢ蛋白水平显著
增加，即肝细胞吞噬细菌后，可能通过 ＲｈｏＢ促进胞内
细菌清除。ｉＮＯＳ（一氧化氮合酶亚型）的激活比组成
型表达的内皮 ＮＯＳ和神经元 ＮＯＳ能引发更多的 ＮＯ
生成，ＮＯ可直接介导细菌的清除［２６－２７］。既往报道

ＮＦκＢ和ｐ３８活化可诱导 ｉＮＯＳ的表达［２６－２８］，与本研

究结果一致，即 ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＦκＢ、ｉＮＯＳ途径也可能
是肝细胞发挥抑菌作用的机制。ＮＡＤＰＨ氧化酶是一
种与吞噬细胞相关的氧化剂生成系统，ＮＡＤＰＨ氧化酶
ＮＯＸ２将电子从细胞质 ＮＡＤＰＨ穿梭到吞噬体或细胞
外空间中的分子氧，以产生氧化剂，支持吞噬细胞的抗

菌活性［２９］。本研究显示，肝细胞在细菌攻击后 ＮＯＸ２
的表达量也进一步增加，提示肝细胞抑菌的可能机制。

更深入的分子机制仍需要进一步探索，这将是我们后

续关注的重点。

　　综上所述，本研究发现肝细胞可直接吞噬细菌并
上调介导抗菌功能的相关蛋白来发挥直接抑菌作用。

由此可见，肝细胞可与驻守肝脏的传统免疫细胞一样

直接参与免疫防御，颇似“平时为民，战时为兵”的细

胞民兵。作为组成肝脏的主要细胞，肝细胞的直接抗

菌功能不容忽视。考虑到脓毒症时免疫细胞难以纠正

的功能失衡，寻找调控肝细胞直接免疫功能的关键靶

点是值得进一步探索的方向。本研究为肝细胞免疫防

御提供新理论、新思路，对研究非专职吞噬细胞的生理

活动及宿主先天免疫功能具有重要的科学意义。
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ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｕｔｒＭｅｔａｂＣａｒｄｉｏｖａｓｃ
Ｄｉｓ，２０２０，３０（６）：１０３２－１０４３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｎｕｍｅｃｄ．２０２０．０２．０１４．

［２９］ＮＡＵＳＥＥＦＷ Ｍ．ＴｈｅｐｈａｇｏｃｙｔｅＮＯＸ２ＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅｉｎ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌｋｉｌｌｉｎｇａｎｄｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，
２０１９，６０：１３０－１４０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｏｉ．２０１９．０５．００６．

（收稿：２０２３０６２８；修回：２０２３０８０３）

（编辑　张　维）

３１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）




