
　　　　

　　

慢性 HBV感染时肝细胞膜肿瘤坏死因子受体表达的观察

顾长海　 闵伟琪　　 (第三军医大学附属西南医院传染病中心 )重庆 , 630038

　　提　要　探讨了 HBV感染者 ( n = 9)及非 HBV感染者 ( n = 8)体外培养肝细胞膜肿瘤坏死因子 α受体

( m TN FαR)的表达状况 ,并通过肝细胞与 LPS激活的 Kupffer细胞共同培养以间接观察 TNFα的细胞毒效

应。结果显示: 与活化 Kupffer细胞共孵的 HBV感染者肝细胞培养上清 LDH水平明显升高 ,当 mTNFαR被

上调 2～ 3倍时升高更显著 ;而在 HBV标志阴性者 ,即使 m TNFαR上调 ,肝细胞培养上清 LDH水平也无明显

变化。因此认为 ,在 HBV感染时 TN Fα可通过高表达 m TN FαR而强化对肝细胞的毒性作用 ,这也许是慢性

HBV感染肝细胞损伤的机理之一。
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　　大量研究证明 ,肝 Kupf fer细胞被激活后 ,释放众

多细胞因子 ,如肿瘤坏死因子-α( Tumor necrosis fac-

to r-α, TN Fα)、白细胞介素 -1( Interleukin-1, IL-1)和

白细胞介素 -6( Interleukin-6, IL-6)等 ,这些因子协同

作用是导致乙型肝炎肝细胞损伤的重要机理之一 ,其

中 TN Fα起着核心作用。Han等
[ 1]
曾在大鼠肝细胞膜

上发现两种 TN Fα受体 ,即膜型 TN Fα受体-p55

( Membrane TN Fα recepto r-p55, mTN Fα-p55,

m TN FαR1 )和膜型 TN Fα受体 -p75( M embrane TN Fα

receptor-p75, mTN FαR2 )。 TN Fα通过与肝细胞膜

m TN FαR特异结合而发挥生物效应和细胞毒性。因

此 ,研究 HBV感染时肝细胞膜 mTN FαR表达状况 ,

有助于阐明 TN Fα介导乙型肝炎肝细胞损伤的机理。

1　材料与方法

1. 1　标本来源
　　为了获取足够大的肝组织标本 ,选血清 HBV标志阳性成

人原发性肝癌 9例 ,肝切除时在肝动脉阻断 10 min内获取癌周

肝组织块 ,作为 HBV已攻击的肝组织 ;选血清 HBV标志阴性

成人原发性肝内胆管结石症 8例 ,在同样条件下获取正常肝组

织块 ,作为对照。冰浴贮运 10 min内行细胞分离培养。

1. 2　研究内容和技术
1. 2. 1　成人肝细胞及 Kupffe r细胞分离培养　　新鲜肝组织

块先以无 Ca2+ 、 Mg2+ 缓冲液及含 Ca2+ 的 0. 05%胶原酶溶液灌

注 30 min至组织发白 ,剪成 1 mm× 1 mm× 1 mm大小 ,胶原酶

37℃消化 15 min,纱布过滤 , 50× g离心 2 min, 3次获取肝细

胞 ,调整至 2× 105个 /ml用于实验。上清液 500× g离心 5 min, 3

次 ,接种于 12孔培养板 ( 2× 106个 /ml) , 2 h后弃培养液 ,收集

Kupffer细胞用于实验。台盼蓝染色、计数表明细胞存活率及纯

度均大于 80%。

1. 2. 2　重组人 TN F( rh TNF )放射性 125 I标记　　参照文献

[ 2 ]、采用氯胺 T标记法实施 ,标记率为 82. 4% ,比活度为 2. 69

GBq /μg ( 72. 8μCi /μg )。

1. 2. 3　肝细胞 m TN FαR结合容量测定　　结合容量代表每

个细胞上的 TNFα结合位点 ,即 m TNFαR数。

1. 2. 3. 1　结合反应最适条件探讨　　见文献 [3 ]。

1. 2. 3. 2　放射配体结合分析 ( Radio lig and bind assa y, RBA )法

测定 m TNFαR结合容量 [3]: 取肝细胞悬液 ( 8× 105个 /ml )

0. 2 m l加入 125 I-rh TNF 0. 2 ml(用含 0. 1 g BSA的 0. 05 mol /L

T ris-HCl稀释至 80 ng /ml ) , 4℃反应 2 h,以冷缓冲液终止反

应 ,离心 3次后沉淀物置 125 I放免仪上测定放射性强度 ,

125 I-rh TNF结合浓度设 3个复管。非特异性结合在上法基础上再

加入非标记 rh TN F使其终浓度为 125 I-rh TNF的 1000倍 ,最终

计算结合容量。另取肝细胞悬液 0. 2 ml,加入重组人γ干扰素

( rh IFNγ ) 100 U /ml 37℃作用 8 h 后 ,仍按上法测定并计算

m TNFαR结合容量。

1. 2. 3. 3　分组测定肝细胞培养上清液乳酸脱氢酶 ( LDH)　　

另取肝细胞悬液置 12孔培养板 ,待细胞贴壁后弃培养液 ,分组

实验: 对照组: rh IFNγ处理和未处理的肝细胞分别加入等量

Kupffer悬液 ( LC+ KC) ;内毒素组: 肝细胞中加入脂多糖

( LPS) 500 ng /ml ( LC+ LPS ); Kupffe r细胞激活组: 用 LPS

( 500 ng /ml)预刺激 Kupffer细胞 4 h,再与肝细胞共孵 ( LC+

LPS+ KC)。再培养 2 h,测定上清液 LDH活性。

2　结果

2. 1　肝细胞 mTN FαR结合容量见表 1

表 1　肝细胞 mTNFαR结合容量 (结合位点 /细胞 ) (x-± s)

Tab 1　 Binding volume of mTN FαR on hepatocytes

( binding sites /cell) (x-± s)

HBV mark er(+ ) group
( n = 9)

HBV mark er( -) g roup
( n = 8)

rh IFNγ(- ) 3155± 237　 2946± 381

(+ ) 7843± 598△ 6494± 770

△: P < 0. 01 vs hepa to cytes without rh IFNγ tr ea tment
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　　从表 1可见 ,血清 HBV标志阳性与否对肝细胞 m TN FαR

表达影响差异不显著 ,经 rh IFNγ处理后受体表达均上升 2～ 3

倍 ( P > 0. 05) ,提示 HBV感染对肝细胞 mTNFαR表达上调效

应的影响也不显著。

2. 2　分组测定肝细胞培养上清液 LDH水平见表 2

表 2　肝细胞培养上清液 LDH水平 ( u /ml) (x-± s )

Tab 2　 LDH level in supernatant of hepatocyte culture ( u /ml) (x-± s)

　　　 Group rh IFNγ HBV marker(+ ) ( n = 9) HBV marker( - ) ( n= 8)

　　　 Cont rol ( LC+ KC) - 1. 498± 0. 411　 1. 463± 0. 368

+ 1. 322± 0. 258　 1. 514± 0. 414

　　　 Endotoxin ( L PS+ LC) - 1. 531± 0. 324　 1. 588± 0. 272

+ 1. 391± 0. 292　 1. 463± 0. 361

　　　 Activiting Kupf fer cel l - 2. 443± 0. 105* 1. 617± 0. 069

　　　 ( L PS+ KC+ LC) + 4. 502± 0. 931△ 1. 598± 0. 802

* : P < 0. 01 vs contro l g roup and endoto xin g roup; △: P < 0. 01 vs h epa to cytes without rh IFNγ trea tment in HBV

marker ( - ) g roup

　　从表 2可见 , HBV标志阴性组肝细胞与激活的 Kupffer细

胞共孵 ,其培养上清液 LDH水平与内毒素组及对照组相比差

异不显著 ( P > 0. 05) ,经 rhIFNγ预处理后再与激活的 Kupff er

细胞共孵 ,上清液 LDH水平也无显著升高 ( P > 0. 05) ; HBV

标志阳性组肝细胞与激活的 Kupffer细胞共孵 ,其培养上清液

LDH水平非常显著地高于内毒素组及对照组 ,而且经 rh IFNγ

预处理后更加升高。LDH水平升高是肝细胞损害的生化标志。

3　讨论

　　本研究利用125
I-rh TN F建立了检测成人肝细胞

m TN FαR的 RBA法。国外学者以 RBA法分析了各种

正常细胞及肿瘤细胞 m TN FαR,认为同一细胞表面可

表 达两 型 m TN FαR, 即 mTN FαR1和 mTN FαR2。

TN Fα细胞毒作用主要由 mTN FαR1介导
[4, 5 ]

,但两型

受体在介导 TNFα细胞毒性中发挥协同作用 [6, 7 ] ,受体

表达量为数百～ 数千结合位点 /每细胞。本研究在肝细

胞膜测得的 m TN FαR参数与上述结果相似。

　　由于内毒素激活的单核巨噬细胞 (包括 Kupf fer

细胞 )可释放大量 TN Fα等细胞因子 ,我们利用肝细

胞与 LPS激活的 Kupffer细胞混合培养以间接观察

TN Fα对肝细胞的损伤作用 ,结果发现: HBV感染者

肝细胞与正常 Kupf fer细胞共孵 ,或正常肝细胞与激

活的 Kupf fer细胞共孵 ,均未见明显肝细胞损害 ; HBV

感染者肝细胞与激活的 Kupffer细胞共孵则见明显肝

细胞损害。推测 HBV感染可能以某些目前尚不明了

的机理或方式 ,增强了肝细胞对 TN Fα毒性效应的敏

感性 ,这与 TNFα能选择性攻击鸭 HBV感染肝细胞

的研究
[6 ]
结果相似。

　　 RBA法检测肝细胞膜 mTNFαR表达状况提示 ,

HBV感染对肝细胞 m TN FαR表达量似影响不大。但

HBV 感染时体内 IFNγ产生增多 , IFNγ可促进

m TN FαR的 mRNA转录 ,从而增强 mTN FαR表达。

经 rhIFNγ处理后的肝细胞再与激活的 Kupffer细胞

共孵 ,发现 HBV感染者肝细胞损害程度明显加重 ,说

明 mTN FαR表达量增加可使 TN Fα对 HBV感染者

肝细胞的毒性效应强化。

　　 Volpes
[9 ]用免疫组化技术原位研究 m TN FαR在

肝组织的表达规律 ,发现正常肝细胞只有 mTN FαR-

p75弱表达 ;慢性乙型肝炎患者肝细胞 mTN FαR-p55

和 -p75表达均增多 ;在 HBV感染肝细胞区 , TN Fα可

在其它辅助因子协同下通过高表达的 mTN FαR介

导 ,引起肝细胞坏死 ;而在非 HBV感染区 ,虽有辅助

因子及高表达的 m TN FαR,但 TN Fα对肝细胞不造成

明显损伤 ,说明 HBV感染对 TN Fα毒性的发挥有重

要影响 ,我们的实验结果与此观点一致。

　　深入研究 HBV感染、 TNFα、 mTN FαR及肝细胞

损害的关系 ,对探讨乙型肝炎免疫病理有重要意义。
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Observation on expression of tumor necrosis factor-α receptor in

hepatocytic membrane of patients with chronic hepatitis B virus infection

in vitro
Gu Changhai , Ming Weiqi ( Depa rtment of Infectious Diseases, Southw est Hospital, Third Militar y Medica l Univ er sity ,

Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 The expression o f tumo r necro sis facto r-α receptor ( m TNFαR) on th e membrane o f cultur ed

hepa tocy tes was observ ed in 9 patients with ch ronic hepa titis B virus ( HBV ) infection and 8 individua ls with-

out and the hepato cytes w ere incubated with lipopo ly sa ccharide ( LPS) -activ ated Kupffer cells to observ e the

cyto cida l effect o f TNFαindirectly. It was found that la ctic acid dehydrogenase ( LDH) lev el in the super-

na tant of the hepa tocy tes f rom patients with ch ronic HBV infection incuba ted with the ac tiv a ted Kupffer cells

wa s remarkably increased and it became much higher w hen m TNFαR was up-regula ted by 2 to 3 fo ld. But no

significant change o f LDH level was found in the supernatant o f coincubated cells including the h epato cytes

from patients without HBV infection and it remained unchanged even when m TNFαR w as up-regula ted by 2

to 3 fo ld. Our findings suggest that TN Fαcan streng then its toxicity to hepatocy tes th rough high expression

of m TNFαR in HBV infection, which is perhaps one o f mechanisms o f hepa tocy tic injur y in chronic HBV in-

fection.

　　 Key words　 chr onic hepa titis B v irus infection; hepato cytic membrane; tumo r necro sis facto r-αrecepto r

( TN FαR)
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3　讨论

　　二组病人治疗前疼痛发生率差异无显著性 ,治疗后 8、 24、

48 h差异均有显著性。实验组治疗后无重度疼痛发生 ,而对照

组治疗后 8 h有 3例、 24 h有 2例重度疼痛病例。提示:地塞米松

能有效减少病人根管治疗期间疼痛的发生并减轻其疼痛程度。

EIP的发生主要是根管治疗过程中器械、冲洗液、根管内封药

等刺激根尖组织 ,引发急性炎症所致 [3]。其发病率与牙髓是否

有活力有关 [4 ]。地塞米松是一种有较强抗炎能力的皮质类固醇

激素 ,它能减少炎性介质的蓄积而达到止痛效果 ,为临床控制

EIP发生提供了一种有效方法。本实验仅能提示地塞米松对控

制活髓牙 EIP有效 ,对死髓牙是否有效 ,尚待进一步研究。对禁

用或慎用地塞米松的病人 ,控制 EIP的方法也需进一步探讨。

　　关键词　地塞米松 ;根管疗法 ;疼痛

　　中图法分类号　 R781. 3
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