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pcDNA32HBV 瞬时转染对巨噬细胞活性
的影响

高立芬　孙汶生 　马春红 　张利宁 　曹英林 　刘素侠 　梁晓红 　刘华

　　【摘要】　目的 　利用 HBV 全基因真核细胞表达载体 pcDNA32HBV 研究 HBV 感染后对巨噬细

胞活性的影响 ,探讨慢性乙型肝炎患者免疫耐受发生的机制。方法 　常规制备小鼠腹腔巨噬细胞 ,分

别将 pcDNA32HBV、pcDNA3 质粒 DNA 与绿色荧光蛋白 ( GFP) 的质粒 DNA p EGFP2N1 以 9 ∶1 混

合 ,利用脂质体转染试剂盒 ,共转染小鼠腹腔巨噬细胞。转染后 72 h ,半定量逆转录聚合酶链反应

(RT2PCR)检测 HBV 前 S1、TN F2α、白介素 ( IL)21βmRNA 的表达 ,流式细胞术测 GFP 的表达强度、

检测核因子κB (N F2κB)蛋白的表达 ,利用 Griess 反应检测转染前后培养上清液中 NO 的水平。结果

　流式细胞术结果表明 ,pcDNA32HBV 与 pcDNA3 转染的巨噬细胞中 GFP 的表达率无明显差异 ,

pcDNA32HBV 转染的巨噬细胞中检测到前 S1 mRNA 的表达。通过与β2actin 相比 ,pcDNA32HBV

转染的巨噬细胞中 TN F2α、IL21βmRNA 的表达量显著低于空载体对照组 ( P < 0. 01) ;pcDNA32HBV

转染的巨噬细胞表达 N F2κB RelA 蛋白的百分数与空载体对照组相当 ,但平均荧光强度显著低于空

载体对照组 (pcDNA32HBV 转染组为 125. 05 ;pcDNA3 转染组为 203. 88) ;pcDNA32HBV 转染组巨噬

细胞产生 NO 的水平显著低于 pcDNA3 转染组 (分别为 15. 0 ±0. 6 ,45. 0 ±1. 3 , P < 0. 01) 。结论 　

pcDNA32HBV 转染后使巨噬细胞 N F2κB 活性显著降低 , TNF2α、IL21β mRNA 的表达及 NO 的产生

水平明显下降。提示 HBV 感染可能直接抑制巨噬细胞的活化 ,导致功能降低 ,可能与慢性乙型肝炎

患者免疫耐受的机制有关。
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　　【Abstract】　Objective 　To explore the mechanism of immune tolerance in chronic B hepatitis , the

effect s of HBV infection on the functions of macrophages and related mechanism of signal t ransduction

by transfection in vit ro were studied. Methods 　Peritoneal macrophages of mice were isolated regularly

and cultured , t ransfected t ransiently with pcDNA32HBV or pcDNA3 plasmid DNA and cultured under

the stimulation of L PS. After 72 h , RT2PCR was performed to detect the expression of PreS1 , TN F2
αor IL21βmRNA. To detect the expression of NF2κB RelA protein by FCM , and the level of nit ric

oxide in cultural supernatant was measured with Griess reaction. Results 　After being t ransfected with

pcDNA32HBV ,peritoneal macrophages had the expression of PreS1 mRNA , but have lower level of

TN F2α、IL21β mRNA and transcriptional factor N F2κB , compared with pcDNA32t ransfected control

group ; the level of nit ric oxide in pcDNA32HBV group was also decreased. Conclusions 　Transient

t ransfection of pcDNA32HBV could decrease the function of macrophages directly by inhibiting N F2κB

activity and effector molecules production , which may be one of the mechanisms of immune tolerance

in chronic B hepatitis.
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　　慢性乙型肝炎的临床转归是由病毒和宿主双

方面的因素决定的 ,抗病毒治疗是慢性乙型肝炎治

疗的一个重要手段 ,但最终清除 HBV 还需要机体

具有健全的特异性免疫功能。大量研究证明 ,慢性

乙型肝炎患者存在免疫功能低下 ,尤其是对 HBV

的特异性免疫功能降低甚至处于免疫耐受状态 ,使

机体不能清除 HBV [1 ] 。抗原递呈细胞 (A PC)是激

发机体免疫反应的首要环节 ,能否进行有效的抗原

递呈直接关系到免疫激活或免疫耐受的诱导。研

究发现 , HBV 的免疫清除依赖于 HBV 特异性 T

细胞反应的激活 ,而 HBV 特异性免疫的建立有赖

于 A PC 功能的健全[2 ,3 ] 。临床和动物实验研究表

明 ,慢性乙型肝炎患者外周血树突状细胞 (DC) 功

能低下[426 ] ,但有关单核巨噬细胞 (Mφ)的相关研究

未见报道。我们利用体外转染的模式 ,通过检测

Mφ中细胞核因子 (N F)2κB 的活性、TN F2α与白介

素 ( IL)21β mRNA 的表达及产生 NO 的水平 ,对

HBV 感染后 Mφ活性的变化进行了初步探讨。

材料与方法

一、材料

(一)动物 　SPF 级 BALB/ c 小鼠 ,雄性 ,6～8

周龄 ,体重 16～18 g ,由山东大学实验动物中心

提供。

(二) 质粒 　pcDNA32HBV 由本所构建 ,质粒

pcDNA3 及 p EGFP2N1 由本室保存。

(三) 试剂 　脂质体转染试剂 Lipofectamine、

总 RNA 提取试剂盒 ( TRIZOL Reagent ) 及RPMI

1640 培养基为 GIBCO 公司产品 ; M2MuL V 逆转

录酶、Taq DNA 聚合酶由上海生工生物工程技术

服务有限公司提供 ;新生小牛血清购自杭州四季青

生物制品有限公司 ;焦碳酸二乙酯为 Sigma 公司

产品 ; DNA 标记物 DL2000 ( 100 ～ 2000 bp ) 为

Ta KaRa 公司产品 ; N F2κB RelA 单克隆抗体为美

国 Santa Cruz 生物技术公司产品 ;一氧化氮 (NO)

检测试剂盒由江苏碧云天试剂公司提供。

(四)引物 　BioAsia 上海博亚生物技术有限

公司合成 ,引物序列参考文献及基因库提供的

DNA 序列设计 ,见表 1。

　　二、方法

(一)小鼠腹腔巨噬细胞的分离与培养 　6 %淀

粉腹腔注射 ,每只小鼠 1 ml。72 h 后 ,小鼠去眼球

放血 ,颈椎脱臼处死 ,75 %酒精浸泡 10 min ,无菌

打开腹腔 ,以预冷的磷酸盐缓冲液 ( PBS) 灌洗腹腔

细胞 ,离心 ,2000 r/ min ×10 min ,离心半径为 15

cm 去上清液 ,沉淀以无血清 RPMI 1640 洗 2 次 ,

调细胞密度至 1 ×106 / ml。吸取细胞悬液加至 24

孔细胞培养板 ,每孔 1 ml。置 37 ℃、5 % CO2 温箱

中培养 2 h ,洗去非粘附细胞即得 Mφ单层 ,每孔加

入 0. 5 ml 无血清、无抗生素的 RPMI 1640 培养

基 ,以备转染使用。

(二) 瞬时共转染 　取 pcDNA32HBV 及空载

体 pcDNA3 质粒 DNA 各 1μg ,与 p EGFP2N1 9 ∶

1 混合后 ,分别加入无血清、无抗生素的 RPMI

1640 培养基 ,使终体积为 50μl ,混匀。取脂质体

4μl ,加入 96μl 无血清、无抗生素的 RPMI 1640

培养基 ,混匀 ,室温放置 5 min。然后取出 50μl ,分

别加到上述含质粒 DNA 的 Ep 管内 (每管内总体

积为 100μl) ,混匀 ,室温放置 20 min ,30 min 内将

100μl 脂质体包裹的质粒 DNA 逐滴加到 Mφ单

层。轻轻晃动培养板 ,置 37 ℃培养 ,各做 6 个复

孔。6 h 后 ,吸弃含脂质体的培养液 ,换成含 10 %

小牛血清、20 ng/ ml 脂多糖、无抗生素的 RPMI

1640 培养基 ,每孔 0. 5 ml ,继续培养。72 h 后 ,分

别收集培养上清液 , - 20 ℃保存 ,检测 NO 备用。

　　(三)流式细胞术检测 　收集转染后培养 72 h

的 Mφ 1 ×106 , 0. 01 mol/ L PBS 漂洗一次 ,

4000 r/ min离心 5 min ,弃上清液 ,加入 0. 5 ml 预冷

的 70 %乙醇混悬细胞 ,4 ℃保存 ,检测绿色荧光蛋白

( GFP) 的表达。Mφ分别经一抗 ( NF2κB RelA) 、

二抗标记后 ,过滤后上流式细胞仪 ,每个样本检测

1～2 万个细胞 ,检测 N F2κB RelA 的表达。
表 1 　RT2PCR 引物序列及扩增产物

引物 上游引物 (5′2 3′) 下游引物 (5′2 3′) 扩增产物

前 S1 GCTCTA GACACCAAA T GCCCCTA GCTCTA GA GAA TCCCA GA GG 625 bp

IL21β GCAACT GT TCCT GAACTCA CTCGGA GCCT GTA GT GCA G 372 bp

TN F2α A T GA GCACA GAAA GCA T GA TC TACA GGCT T GTCACTCGAA T T 275 bp

β2actin A T GGA T GACGA TA TCGCT A T GA GGTA GTCT GTCA GGT 578 bp
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　　(四) 逆转录聚合酶链反应 ( R T2PCR) 　收集

上述培养 72 h 的 Mφ , 抽提 RNA、逆转录成

cDNA :5 ×buffer 4 μl、三磷酸脱氧核糖核苷

(dN TP) 20 nmol、Rnase 抑制剂 20 U 及 M2MLV

逆转录酶 200 U ,于 42 ℃进行逆转录反应 1 h , 70

℃水浴变性 10 min ,置 4 ℃保存。以上述 cDNA 为

模板 ,利用相应的特异性引物 ,按下列反应体系和

条件进行扩增 : 25μl PCR 反应体系中 ,分别含有

R T 产物1μl、10 ×PCR buffer 2. 5μl、Mg2 + 0. 3

mmol/ L 、dN TP 5 nmol/ L 、Taq 酶 3 U 及上、下游

引物各 10 nmol/ L 。前 S1 反应条件为 : 94 ℃预变

性 3 min 后 ,进行 30 轮循环 (94 ℃变性 1 min ,50

℃退火 1 min ,72 ℃延伸 1 min) ,最后 72 ℃延伸 5

min (β2actin、IL21β退火温度为 55 ℃) 。TN F2α反

应条件为 : 94 ℃预变性 3 min 后 ,进行 30 轮循环

(94 ℃变性 45 s ,58 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸 30 s) ,

最后 72 ℃延伸 5 min。取 10μl PCR 产物于 2 %琼

脂糖凝胶电泳 ,70 V ,30 min。

(五) NO 检测 　在 96 孔板中每孔加入待测上

清液 50μl ,加入等体积的 Griess 试剂 Ⅰ、Ⅱ,每份

标本作三复孔 ,设培养液加 Griess 试剂为调零孔。

室温下轻摇 10 min ,于酶联检测仪上读取 570 nm

处的 A 值 ,根据标准曲线算出相应的 NO -
2 浓度 ,

并以此间接反映 NO 的含量。

(六)统计学分析 　用未配对计量资料的 t 检

验 ,检验水准α= 0. 05。

结 果

一、GFP 的表达

流式细胞术结果显示 ,pcDNA32HBV 及空载

体 pcDNA3 转染后的 Mφ均表达 GFP ,两组无明

显差异。

二、前 S1 mRNA 的表达

如图 1 所示 , 以 pcDNA32HBV 质粒 DNA

PCR 产物为阳性对照 , pcDNA32HBV 转染组在

625 bp 处出现特异性条带 ,空载体对照组无特异

性产物。

　　三、N F2κB 的表达

pcDNA32HBV 转染组 Mφ表达 N F2κB RelA

蛋白的百分数与空载体转染组相当 ,但平均荧光强

度显著低于空载体对照组 ( P < 0. 01) 。实验重复 3

次 ,其中一次的结果见表 2。

1 :pcDNA32HBV DNA 的 PCR 产物 (阳性对照) ;2 :pcDNA32HBV

转染 Mφ后的 R T2PCR 产物 ;3 :pcDNA3 转染 Mφ后的 R T2PCR 产

物 ;4 :DNA 分子量标志 DL2000

图 1 　HBV 前 S1 mRNA 在转染 Mφ中的表达

表 2 　流式细胞术检测 MφN F2κB RelA 蛋白的表达

组别
Mφ表达 NF2κB RelA 蛋白

百分数 ( %) 平均荧光强度

pcDNA32HBV 转染组 96. 93 125. 05

pcDNA3 转染组 96. 29 203. 88

　　四、IL21β、TN F2αmRNA 的表达

以β2actin 作为内参照 ,检测 pcDNA32HBV 及

空载体 pcDNA3 转染后小鼠腹腔 Mφ中 TN F2α、

IL21βmRNA 的表达 ,用平均吸光度值表示其表达

的相对强度。结果表明 ,pcDNA3 转染组 TN F2α、

IL21β强表达 ,而 pcDNA32HBV 转染组表达显著

降低 ,见表 3。
表 3 　HBV 对 TNF2α、IL21βmRNA 表达的影响 ( A , x ±s)

组别 TNF2α/β2action IL21β/β2action

pcDNA3 转染组 0. 74 ±0. 10 0. 92 ±0. 13

pcDNA32HBV 转染组 0. 55 ±0. 08 0. 69 ±0. 11

t 值 2. 47 6. 93

　　注 : TNF2α mRNA 的表达 pcDNA32HBV 转染组与 pcDNA3

转染组相比 , P < 0. 05 ; IL21βmRNA 的表达 pcDNA32HBV 转染组

与 pcDNA3 转染组相比 , P < 0. 01

　　五、NO 水平的检测

pcDNA32HBV 转染后 ,Mφ继续培养 72 h ,培

养上清液中 NO 的相对水平为 15. 0 ±0. 6 ,而空载

体对照组为 45. 0 ±1. 3 ,两组相比差异有统计学意

义 ( P < 0. 01) 。

讨 论

慢性乙型肝炎患者外周血单核细胞来源的

DC 刺激 T 细胞增殖的能力及产生 IL212 的水平

显著低于健康个体 ,通过原位杂交 ,在 DC 中检测

到了 HBV DNA 和 mRNA 的表达。体外研究发
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现 , HBV 感染的 DC 刺激 T 细胞增殖的能力降低 ,

并且利用核苷类似物抑制 HBV 的复制后可逆转

上述效应[7 ] 。该研究显示 , HBV 在体内可以感染

外周血单个核细胞 ,并能进一步抑制 DC 的功能。

Mφ作为一种专职的抗原递呈细胞 ,在免疫应答中

起着重要作用。

我们利用脂质体转染的方法 ,将 HBV 全基因

组重组体与报告基因共转染入小鼠腹腔 Mφ中 ,转

染后检测到 GFP 及前 S1 mRNA的表达 ,说明转染

成功。研究结果显示 ,在 pcDNA32HBV 转染组 ,

Mφ产生 NO 的水平、表达 TN F2α与 IL21βmRNA

的量显著低于空载体转染组 ,而且 N F2κB 的活性

也明显降低。Mφ在抗微生物感染的过程中 ,其直

接细胞毒作用是次要的 ,主要通过产生 NO、TN F2
α、IL21 等效应分子协同作用以达到抗菌的目的 ,

并参与免疫应答和免疫调节。NO 是在一氧化氮

合成酶作用下生成的一种具有信息传递和免疫效

应功能的活性分子 ,对多种病原体具有细胞毒性或

抑制活性 ,并有研究表明阻断 NO 合成 ,机体杀菌

抑菌活性降低[8 ] 。TN F2α能增强 Mφ的吞噬和杀

菌活性 ,增强 Mφ促进免疫应答的能力。IL21 是

激活的 Mφ分泌的一种重要细胞因子 ,可介导多种

免疫效应 , IL21 的生物学效应主要由转录因子

N F2κB 调节 ,而 TN F2α、IL21 又可调节 N F2κB 的

活化[ 9211 ] 。研究表明 ,活化的 N F2κB 可单独或与其

他转录因子协同 ,参与上述介质基因的诱导表达 ,

而 Mφ产生的 TN F2α、IL21 等又可激活 N F2κB ,活

化的 N F2κB 可促进 TN F2α、IL21 等的过度表达 ,形

成一个正反馈通路 ,使最初的炎症信号放大 ,生物

学效应加强。N F2κB 抑制剂二硫氨基甲酸肽吡咯

烷 ( PD TC)可阻断结合于 N F2κB 结合部位蛋白的

激活 ,同时也阻断 NO 生成[12 ] 。因此 ,通过检测

Mφ产生的主要效应分子水平及 N F2κB 的活性 ,可

以间接反映 Mφ的功能状态。本研究结果表明 ,

HBV 直接感染 Mφ后可抑制其进一步活化 ,导致

功能降低 ,表现为产生 TN F2α、IL21β及 NO 等效

应分子的能力下降 ,不能有效清除病毒。另外由于

Mφ的功能降低 ,不能进行有效的抗原递呈 ,机体

不能产生高水平的 HBV 特异性的免疫应答 ,并且

Mφ还可能成为 HBV 肝外寄生的场所 , HBV 在体

内继续复制、表达 ,从而加重感染的程度。但至于

　

HBV 感染后抑制 Mφ功能的确切分子机制尚有待

于进一步深入研究。
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