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ICAM-1蛋白和 mRNA在慢性乙型肝炎肝组织中的表达

张绪清 ,顾长海　　(第三军医大学附属西南医院感染病科 、全军传染病专科中心 , 重庆 400038)

提　要　目的:探讨肝组织细胞间粘附分子-1(ICAM-1)表达在慢性乙型肝炎(CHB)发病机制中的作用。

方法:用原位杂交和免疫组织化学技术检测 11 例正常人和 50 例慢性 HBV 感染者肝内 ICAM-1 mRNA和蛋

白表达情况。结果:正常人和慢性无症状 HBsAg携带者肝细胞无 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-1 表达 , CHB患者

肝细胞 ICAM-1 mRNA和 ICAM-1 表达增强 , 阳性肝细胞多分布在汇管区周围和腺泡内炎症坏死区域;重度

CHB患者肝细胞 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-1 表达显著强于中 、轻度 CHB 患者(P< 0.05);肝细胞 ICAM-1 表

达强度与肝组织炎症活动度呈显著正相关(P< 0.01);肝细胞 ICAM-1 表达强的患者肝功能显著差于 ICAM-

1 表达弱者(P < 0.05)。 结论:肝细胞 ICAM-1 表达在慢性乙型肝炎肝细胞坏死中起重要作用 , 肝细胞 I-

CAM-1 表达水平能较好反映其肝损害程度和肝功能状况。
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Expression of ICAM-1 protein and mRNA in the liver of patients with

chronic hepatitis B
ZHANG Xu-qing , GU Chang-hai (Department of Infections Disease , Southwest Hospital , Third M ilitary Medical University ,

Chongqing 400038 , China)

Abstract　Objective:To study the role of hepatic expression of ICAM-1 in the pathogenesis

of chronic hepatitis B(CHB).Methods:The expression of ICAM-1 protein and mRNA in the liver

of 11 healthy persons and 50 pat ients w ith HBV infection w ere observed wi th in situ hybridiza-

tion and immunohistochemical assay.Results:In healthy persons and chronic asymptomatic HB-
sAg carriers , no expression of ICAM-1 in the hepatocytes w as found.And in the patients w ith

CHB , ICAM-1 protein and mRNA were st rongly expressed in hepatocytes.The hepatocytes w ith

posit ive expression were most ly located in the peripo rtal and int ra-acinar areas of inflammat ion and

necrosis.Positive expression of ICAM-1 pro tein and mRNA was signif icantly st ronger in cases

w ith severe CHB than in those with moderate and mild CHB(P <0.05).The level of ICAM-1

expression in hepatocytes w as positively correlated w ith the severity of inflammation in the liver

(P<0.01).Liver functions w as more severely impaired in the patients with strong expression of

ICAM-1 than in those w ith weak expression(P<0.05).Conclusion:In patients with CHB , the

expression of ICAM-1 in the liver plays an important role in the pathogenesis of hepatocellular

necrosis and the severity of ICAM-1 expression can reflect the degree of liver damage and the con-

dit ion of liver funotions.

Key words　 viral hepati tis B;ICAM-1

　　细胞粘附分子-1(Intercellular adhesion molecule-

1 , ICAM-1)属免疫球蛋白超家族成员 ,其配体是淋巴
细胞功能相关抗原-1(Lymphocy te function associated

antigen-1 , LFA-1)[ 1] 。 ICAM-1/LFA-1相互作用能介

导淋巴细胞与血管内皮细胞粘附 ,促进淋巴细胞向组

织中浸润
[ 1 , 2]
。本研究拟在探讨肝组织 ICAM-1表达

在慢性乙型肝炎免疫发病机制中的作用 。

1　材料与方法

1.1　对象
50例慢性 HBV感染者 , 男 42 例 , 女 8 例 , 平均年龄 33.4

岁 ,其中慢性无症状 HBsAg携带者(AsC)5 例 ,慢性肝炎 45 例。

正常人 11 例均为意外事故死亡者 , HBsAg 、抗-HCV 、HBVD-
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NA、HCVRNA均阴性。

1.2　试剂
鼠抗人 ICAM-1 单克隆抗体为丹麦 Dako 公司产品 , SP 法

试剂盒和 DAB显色试剂盒均为福州迈新公司产品;反义寡核

苷酸(AS)由上海生化所合成 , 其序列为 5′-GGGACCCATAGC-

GAGGCTGAGGTTGCAA-3′,与 ICAM-1 m RNA 5′末端翻译起

始位点序列(nt63-81)互补;寡核苷酸 3′末端地高辛(DIG)标记

试剂盒和碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体(抗-DIG-AP)由德国

宝灵曼公司提供。

1.3　方法
1.3.1　肝组织标本保存及切片制备　　每例肝组织分成两部

分 ,一部分用 10%甲醛溶液固定送病理制成石蜡切片作常规病

理检查;另一部分用 PLP 溶液固定 、8.5%蔗糖/PBS 溶液漂洗

后置液氮中保存 ,并制成 5 μm 厚的冰冻切片。

1.3.2　制备 DIG 标记的寡核苷酸探针　　按试剂盒提供的方

法对 AS 进行 3′末端标记。

1.3.3　肝内抗原表达　　用免疫组化 SP 法对肝组织冰冻切

片进行染色 , DAB 显色 , 苏木素复染 、封片。 对照设置:①实验

阳性片为阳性对照;②不加抗体为阴性对照。在排除非特异性

着色的情况下 ,光镜见棕黄色颗粒为阳性。染色强度分级参照

Chu等提出的标准。无肝细胞着色为-, <10%的肝细胞着色

为+, 10%～ 50%为 , >50%为 。

1.3.4　原位杂交检测肝组织 ICAM-1 m RNA　　用 DIG 标记

的寡核苷酸探针按照《非放射性杂交技术》介绍的方法[ 3]对肝

组织冰冻切片进行原位杂交 , 并用抗 DIG-AP 和 NBT/BCIP 进

行染色和显色。光镜下见紫色颗粒为阳性 , 肝细胞 ICAM-1

m RNA 表达强度分级与 ICAM-1 表达强度分级相同 , 对照设

置:不加探针为阴性对照。

1.3.5　血清总胆红素(TB)、丙氨酸转氨酶(ALT)、门冬氨酸转

氨酶(AST)和凝血酶原时间由检验科检测 ,根据凝血酶原时间

推算凝血酶原活动度(PTa)。血清 HBVDNA 用 PCR法检测 ,

血清 HBsAg、抗 HBs、HBeAg、抗 HBe、抗 HBc用 ELISA 法检测。

1.3.6　统计学处理　　用秩和检验 , 等级相关分析和 t 检验。

2　结果

2.1　肝组织 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-1表达
正常人和慢性无症状 HBsAg 携带者肝组织内 , 肝窦内皮 、

Kupffer 细胞和血管内皮细胞有少量 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-

1 表达 , 肝细胞无 ICAM-1 m RNA 和 ICAM-1 表达。慢性乙型

肝炎患者肝细胞出现不同程度 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-1 表

达 ,且肝窦内皮 、血管内皮细胞 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-1 表

达增强。肝细胞 ICAM-1 mRNA表达多呈胞浆型 , 少数伴有核

着色 , 见图 1。 在中 、重度慢性肝炎 ,阳性肝细胞多呈局灶性分

布;在轻度慢性肝炎 , 阳性肝细胞多呈散在分布。 肝细胞 I-

CAM-1 表达多呈膜型 , 有的伴有胞浆着色 , 未见核型 , 见图 2。

在中 、重度慢性乙型肝炎 , ICAM-1 阳性肝细胞多呈局灶性分

布 、呈蜂窝状 , 阳性肝细胞多分布在汇管区周围和腺泡炎症坏

死区域。在轻微炎细胞浸润部位 , ICAM-1 表达局限在肝窦内

皮和肝细胞肝窦侧 ,但在有严重炎细胞浸润的碎片状坏死和灶

性死区域 , ICAM-1 表达分布在整个肝细胞表面。重度慢性肝

炎患者肝组织 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-1 表达明显强于中度

慢性肝炎(P< 0.05), 中度慢性肝炎患者肝组织 ICAM-1 mR-

NA和 ICAM-1 表达也明显强于轻度慢性肝炎(P < 0.05), 见

表 1。肝细胞 ICAM-1 mRNA 表达水平与 ICAM-1 表达水平的

一致性较好 ,两者间相关非常显著(P < 0.01)。

图 1　重度慢性乙型肝炎肝细胞 ICAM-1 mRNA 表达

原位杂交 , 肝细胞 、肝窦内皮和血管内皮细胞大

量表达 ICAM-1 mRNA 　(NBT/ BCIP×100)

Fig 1 　 ICAM-1 mRNA expression in liver tissue with severe

chronic hepatitis B with in situ hybridization.Stronger

expression of ICAM-1 mRNA in hepatocytes , hepatic si-

nusoidal lining cells and vessel endothelial cells 　(NBT/

BCIP×100)

图 2　中度慢性乙型肝炎肝组织 ICAM-1 表达 ,碎片状

坏死区 ,许多肝细胞增强表达 ICAM-1 , 部分呈蜂

窝状 ,阳性表达分布在整个肝细胞表面 ,伴许多

炎细胞浸润　(S-P×200)

Fig 2 　ICAM-1 expression in liver tissue with moderate chronic

hepatitis B.In the area of piecemeal necrosis , enhanced I-

CAM-1 expression in many hepatocytes , partly with a lo-

cal honey comb pattern , inf iltrated by numerous inflam-

matory cells　(S-P×200)
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2.2　肝细胞 ICAM-1表达与肝组织炎症 ,见表 2

慢性乙型肝炎患者肝组织炎症越明显 ,其肝细胞膜 ICAM-

1 表达则越强 , 两者之间呈显著正相关 , P<0.01。

2.3　肝细胞 ICAM-1表达与肝功能 ,见表 3

肝细胞 ICAM-1 表达强的患者血清 ALT 、AST 、TB 水平显

著高于 ICAM-1 表达弱者;ICAM-1 表达强的患者凝血酶原活

动度显著低于 ICAM-1 表达弱者。

2.4　肝细胞 ICAM-1表达与HBV复制标志

HBV感染者肝细胞 ICAM-1 表达水平越高 ,其血清 HBeAg、

HBVDNA阳性率则越低 ,两者间呈显著负相关 ,见表 4。

3　讨论

正常人肝细胞不表达 ICAM-1 ,但存在 ICAM-1

基因 。本结果显示 HBV 感染者肝内 ICAM-1 表达水

平与 ICAM-1 mRNA 表达水平的一致性较好 , 提示

HBV感染是通过促进肝细胞 ICAM-1 基因转录而诱

导 ICAM-1 的表达增强 。HBV 能直接或通过 IL-1 、

IFNγ、TNF-α等细胞因子间接诱导肝细胞增强表达 I-

CAM-1
[ 3 , 4]

。

Del Pozo等
[ 5]
报告在淋巴细胞-内皮细胞相互作

用中趋化因子诱导 T 细胞极化 、形成胞浆突起;I-

CAM-1/LFA-1在胞浆突起介导的淋巴细胞募集过程

中起重要作用 ,并促进 T 细胞的跨内皮迁移运动。慢

性乙型肝炎肝血管内皮和肝窦内皮 ICAM-1 mRNA

和 ICAM-1增强表达有利于淋巴细胞通过上述类似机

制向肝组织中浸润 ,为 CTL 攻击靶细胞创造必要的条

件。本研究发现 ,肝组织无炎症损伤者肝细胞缺乏 I-

CAM-1 mRNA和 ICAM-1表达 ,而慢性乙型肝炎患者

肝细胞出现不同程度 ICAM-1 mRNA 和 ICAM-1 表

达 ,而且其表达程度随着组织炎症损害的加重而增强 ,

提示肝组织炎症存在和严重程度与肝细胞表达 I-

CAM-1及水平有关。

在轻微炎细胞浸润部位 , ICAM-1表达局限在肝

窦内皮和肝细胞肝窦侧 ,但在有严重炎细胞浸润的碎
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片状坏死和灶性坏死区域 , ICAM-1 表达分布在整个

肝细胞表面。说明肝细胞坏死与肝细胞膜 ICAM-1表

达有关 , ICAM-1在慢性乙型肝炎肝细胞坏死中起重

要作用 , CTL 细胞借助 ICAM-1/LFA-1 与肝细胞粘

附 、发挥细胞毒作用 , 导致肝细胞坏死[ 6] 。血清

HBeAg 、HBVDNA 是反映 HBV 感染者体内病毒复制

活跃的重要指标。HBV 感染者肝细胞 ICAM-1表达

越强 ,其血清 HBeAg 、HBVDNA 阳性率则越低 ,提示

肝细胞 ICAM-1增强表达有利于机体清除病毒 ,说明

肝细胞缺乏或低水平表达 ICAM-1 可能是慢性 HBV

感染持续存在的重要原因 。

CHB患者肝损害越重 ,其肝细胞 ICAM-1表达越

强;肝细胞 ICAM-1 表达越强的患者肝功能也越差。

说明肝细胞 ICAM-1 表达水平能较好反映 CHB患者

肝损害程度和肝功能状况 。

Essani等[ 7]报道抗 ICAM-1和抗 LFA-1的单克隆

抗体能阻断内毒素血症所致鼠急性炎症性肝损伤。

S tepkowski等
[ 8]
报道针对鼠 ICAM-1 mRNA 的反义

核酸阻断心脏移植排斥反应的发生 。我们推测用针对

人 ICAM-1 mRNA的反义核酸抑制肝细胞 ICAM-1表

达 ,或者用抗 ICAM-1 和抗 LFA-1的单克隆抗体对预

防乙型肝炎肝组织炎症坏死应有一定的帮助 。
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2　结果

2.1　疗效观察
7例患者治疗 1 个月后出现明显疗效 , 2 ～ 3 个月后基本达

到临床痊愈。关节痛于 5～ 7 d 后消失 ,面部红斑 2 ～ 3 周后消

退 ,血沉(ESR)2 周内恢复正常 , ANA 于 3 ～ 4 周后恢复正常 ,

尿蛋白于 1 月后显著降低。

2.2　副作用
2例患者于治疗中出现谷丙转氨酶(ALT)轻度增高。 2 例

出现多毛症。

3　讨论

本科应用丽珠环明近一年 ,体会到:①早期联合应用小剂

量激素和丽珠环明能明显缩短疾病恢复的时间 , 治疗 1 个月即

有明显疗效 ,此时开始减少激素与环孢素 A 剂量 , 治疗 2～ 3 个

月后减为强的松 15 ～ 20 mg/d 、丽珠环明 2～ 3 mg·kg-1·d-1维

持 ,从而既减少激素的用量和副作用 , 又降低治疗费用。 ②环

孢素A 的疗程应在 3 个月以上。文献[ 2] 报道使用孢素 A 不足

3 个月易引起病情复发 , 复发后重新使用仍有效。若在 3 个月

的治疗中因故不能坚持使用环孢素 A ,应口服环磷酰胺或硫唑

嘌呤替代。 ③丽珠环明的副作用相对较轻。 Grossman 等[ 3] 指

出长期应用环孢素 A 的危险性有肾毒性 、高血压 、恶性肿瘤发

生率增加和感染时有发生。本组 7 例中出现轻度肝功能损害

和多毛症各 2 例 , 停药后均恢复。 ④注意掌握适应症。建议主

要用于对长期大剂量激素治疗无效或效差或不能耐受的病例。
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