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大剂量 HBsAg 对 HBV 转基因小鼠 T 细胞免疫调节的研究 *
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摘要 目的：研究大剂量 HBsAg 对 HBV 转基因小鼠其 T 细胞免疫效果的影响。方法：用大剂量血源性 HBsAg 免疫 HBV 转基因

小鼠, 采用 ELISA 方法观察转基因小鼠所诱生的 HBsAg 特异性 Th1 类细胞因子的水平，ELISPOT 方法检测不同免疫方案对小

鼠 HBsAg 特异性分泌 IFN-γT 细胞数量的影响，同时检测对小鼠淋巴细胞增殖的影响。结果：HBsAg 组免疫后脾细胞产生的 Th1
类细胞因子（IFN-γ、IL-2）、HBsAg 特异性分泌 IFN-γT 细胞及 T 细胞增殖水平较对照组显著增加（P<0.05）。结论：大剂量的 HBs-
Ag 可以诱导乙肝转基因小鼠产生高水平 Th1 类细胞因子并打破免疫耐受。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of HBsAg on T cellular immune responses in HBV transgenic mice. Methods:

HBV transgenic mice were immunized by HBsAg and Sodium Chloride. The Th1 cytokines (IFN-γ, IL-2) were detected by ELISA and
the number of IFN-secreting T cells was examined by ELISPOT. The proliferation of spleen cells was measured by MTT. Rsults:
Compared with control group, the IL-2,IFN-γ and HBs-specific IFN-secreting T cell of HBsAg group increased, and strong lymphocyte
proliferation reaction was induced (p＜0.05）. Conclusion: HBsAg could increase Th1 cytokines in transgenic mice and break the
immune tolerance to antigen in HBV transgenic mice.

Key words: Hepatitis B virus; HBsAg; Transgenic mice; Immune tolerance
Chinese Library Classification: Q95-3 R512.62 Document code: A
Article ID: 1673-6273（2011）05-812-03

前言

我国是 HBV 感染的高发地区，目前 HBV 是我国最为突

出的卫生问题之一。HBV 感染的慢性化与机体的免疫异常有

很大关系，虽然有一些可供选择的抗病毒药物，但其效果却不

尽人意。因此探寻有效地免疫调节手段来提高抗 HBV 特异性

免疫应答，从而打破免疫耐受对患者清除病毒至关重要。近年

来国内外先后有报道应用大剂量 HBsAg 作为免疫调节剂联合

抗病毒药物治疗慢性乙型肝炎，并取得了一定的临床效果。因

此我们利用 HBV 转基因小鼠模型，研究大剂量 HBsAg 对其 T

细胞免疫的影响，为 HBsAg 疫苗作为辅助治疗的措施提供依

据。

1 材料方法

1.1 实验动物、试剂和仪器

HBV 转基因小鼠由解放军第 458 医院全军传染病中心提

供，通过原核显微注射 1.3copy HBV 全基因制备。血源抗原

HBsAg 购自上海叶民生物有限公司，溶解状态,不含铝佐剂,终

浓 度 1mg/ml。 IL-2、IFN-γELISA 试 剂 盒 购 自 RD 公 司。
ELISPOT 试 剂 盒 购 自 澳 大 利 亚 Mabtech 公 司。酶 标 仪。
ELISPOT 读板仪购自德国 AID 公司。
1.2 试验方法

1.2.1 动物分组及免疫接种 10 只 8 周龄雌性 HBsAg 阳性

HBV 转基因小鼠，随机分为 2 组：HBsAg 组及生理盐水对照

组，其中 HBsAg 组每只小鼠腹腔注射 HBsAg 200 μl (含 HB-

sAg 10μg)；生理盐水对照组腹腔注射 200μl 生理盐水。各组每

两周免疫 1 次，共免疫 4 次。末次免疫后 2 周处死动物取脾。
1.2.2 细胞因子诱生实验 最后一次免疫后 2 周，将小鼠颈椎脱

臼处死,取脾,按常规制备浓度为 5 ×106/ ml 的细胞悬液,分别

加入 24 孔培养板(1 ml/ 孔) ,加 HBsAg 刺激(10μg/ ml) ,37 ℃,

5 % CO2 培养 48 h 后, 收集培养上清置于 -20 ℃保存，参照

ELISA 试剂盒说明书统一检测 IL-2、IFN-γ 的含量。
1.2.3 小鼠HBsAg特异性分泌 IFN-γT细胞数量的检测 ELISPOT

检测操作按试剂盒说明书进行。
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图 1 小鼠 IFN-γ 分泌 T 细胞数量

Fig. 1 the number of IFN-secreting T cells
图 2 HBsAg 蛋白刺激小鼠淋巴细胞增殖

Fig. 2 lymphocyte proliferation reaction

IL-2(pg/mL) IFN-γ(pg/mL)

HBsAg 306.7±94.8 569.0±132.1

0.9%Nacl 124.5±55.7 99.2±50.2

1.2.4 MTT 法测定淋巴细胞增殖功能 最后一次免疫后 2 周小

鼠无菌取脾，制成细胞悬液，用含 10%小牛血清的 RPMI1640
培养基调细胞浓度到 106/ml。每孔 l00μl 加入 96 孔培养板，实

验孔加 HBsAg 蛋白 5μg，对照孔加入含 10%小牛血清 RP-
MI1640 培养基，各孔总体积为 200μl。37℃,5%CO2 培养 72 h。
每孔加入 MTT,5 mg/mL,10μL/ 孔,继续培养 4 h。2000rpm 离心

5～10min，小心吸取上清 , 每孔加二甲基亚砜 200μL 溶解

MTT。酶标仪 570nm 处测 A 值。计算刺激指数 SI= 实验孔 A

值 / 对照孔 A 值。
1.2.5 统计学处理 数据均以均数土标准差( x ±s)表示，采用

SPSS 17.0 软件分析数据。以 p＜0.05 评价显著性。

2 结果

2.1 培养脾细胞中细胞因子的 ELISA 检测结果

HBsAg 组所诱生的 Th1 类细胞因子（IL-2、IFN-γ）的水平

与生理盐水对照组相比明显增高，且差异有显著性（表 1）。

表 1 ELISA 方法检测细胞因子

Table 1 Th1 cytokines (IFN-γ, IL-2) were detected by ELISA

2.2 小鼠 HBsAg 特异性分泌 IFN-γT 细胞数量

大剂量 HBsAg 免疫组小鼠脾细胞 HBsAg 特异性分泌

IFN-γT 细胞数量较生理盐水组增加近 1 倍，有显著性差异（图 1）。
2.3 淋巴细胞特异性增殖试验

HBsAg 蛋白刺激小鼠淋巴细胞特异性增殖试验中，结果显

示 HBsAg 组刺激指数（SI）明显高于生理盐水对照组，差异有统

计学意义（P＜0.05），这与细胞因子检测的结果一致（图 2）。

3 讨论

免疫系统在 HBV 慢性感染的病程和转归中发挥着重要作

用，主要表现为抗 HBV 特异性细胞免疫应答的低下，如何有效

地提高特异性细胞免疫应答在抗病毒治疗中至关重要。故如何

打破 HBV 慢性感染的免疫耐受成为近年来研究的热点，Yaron

Ilan 小组应用重组乙肝疫苗（含 HBsAg，PreS1 及 S2）治疗慢性

乙肝病人，20 周后患者 HBV DNA 明显下降，e 抗原阴转率及

NKT 细胞活性均有显著提高。Morikazu Onji 小组报道应用

HBsAg 疫苗与抗病毒药物联合治疗慢性乙肝患者，结果显示

联合治疗组 e 抗原阴转率明显高于单用抗病毒药物组，这些结

果说明 HBsAg 作为一种免疫调节剂在抗病毒治疗中有明显的

协同作用。为深入研究 HBsAg 对 HBV 慢性感染者的免疫作

用，本研究采用 1.3copy HBV 转基因小鼠, 该小鼠 DC 表面的

MHC-II 类分子及 CD80 分子表达显著低于非 Tg 鼠,经 HBsAg

刺激后淋巴细胞增殖试验结果同样证明 Tg 鼠淋巴细胞增殖能

力显著低于非 Tg 鼠, 表明该 Tg 鼠在不同程度上存在免疫耐

受,某种程度类似于慢性乙型肝炎患者。我们采用大剂量 HB-

sAg 免疫转基因小鼠，结果显示，免疫后 HBsAg 组所诱生的

Th1 类细胞因子（IFN-γ、IL-2）的水平较生理盐水对照组明显增

加，同时可显著增加小鼠 HBsAg 特异性 IFN-γT 细胞数量，且

差异有显著性。从淋巴细胞增殖试验结果来看，HBsAg 组也同

样高于生理盐水对照组，且差异有显著性。

以上结果说明 HBsAg 可以诱导转基因小鼠产生特异性的

细胞免疫应答，分泌高水平的 IL-2、IFN-γ 以及促进淋巴细胞特

异性增殖。在 HBV 感染中，持续性暴露于病毒抗原中，可引起

特异性 CD8
+T 细胞无论在数量上还是功能上均产生缺陷，导致

机体发生免疫耐受，并最终引起了 HBV 感染向慢性化的转变。

辅助性 T 细胞是机体重要的调节细胞，如果 Th1 类细胞占优

势，将促进细胞内的免疫，其中 Th1 类细胞因子 IL - 2 及IFN-γ

又是很好的 CTL 刺激因子,IL - 2 可促进 CTL 增殖、成熟,并可

增强 CTL 细胞穿孔素基因的表达，IFN-γ 则可通过提高抗原的

加工与递呈能力,诱导 CD8
+ T 细胞的活性并促进其增殖。本试
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封面说明
共同的画卷

封面设计说明

自 1997 年第一只克隆羊多利的诞生拉开了人造生命的序幕，2010 年，可谓是人造生命科学发展的一个新

的里程碑。本刊 2011 年封面设计的灵感来自于人造生命技术的蓬勃发展：①封面背景以第三代测序技术即基

于纳米孔的单分子实时 DNA 测序技术的研制成功为契机（图中，偏下），这为人造生命及人类健康提供了强有

力的技术支撑。②封面图案以 2010 年诺贝尔生理与医学奖的体外受精技术（即试管婴儿），最强壮晶胚的筛选

技术，人工卵巢及人类卵细胞的培育技术为主体（图上，右，中，左），这些不仅为不孕不育患者带来了福音，同

时为社会的稳定与和谐贡献了力量。③封面图案同时也融合了人造生命的最新研究成果即首个能自我生长，

繁殖的人造生命细胞 Synthia 的问世（六边形图，右），由干细胞培育出的肺脏（六边形图，左）等最新研究成果。
④封面图案同时也展示了人造生命发展的伦理学争议与潜在的危机，关于艾滋病的研究取得了很多成就，但

我们还没有攻克艾滋病，特别是 Superbug 耐药性超级细菌的出现，让无数人感到前所未有的恐慌 （六边形，

中）。⑤生命科学的一切研究成果，只不过是生物医学历史的长河中一朵浪花，因此图片采用波浪形设计，如河

流奔涌向前，如画卷色彩缤纷，如电影胶片所有的成就与辉煌一闪而过，未来会更加让人期待。新技术新理论

的发明与发展，需要有准备的大脑，也需要灵光突闪的思想火花。对于与人类密切相关的生物医学领域，我们

如图中的小孩一样，睁大纯真的眼睛，好奇的观察、了解；我们也需要运用一系列的技术手段，面对未知的一个

个 " 黑箱 " 问题，需要细心大胆的研究、推断；同时我们需要时刻警觉生命科学技术发展应用这把双刃剑潜伏

的危机，应当科学探索并利用自然规律来更好的为人类服务。
我们坚信，《现代生物医学进展》正是为生物医学领域的科研工作者提供了这样一个可以充分挥洒展示的

画卷的平台，不断记录着生物医学领域最新最成功的成果。这是我们共同的画卷，让我们与你们共同分享灵感

与喜悦，成功与辉煌！

验结果提示大剂量的 HBsAg 可以诱导 HBV 转基因小鼠体内

产生大量的 Th1 类细胞因子,从而可以激活 CTL 功能, 说明大

剂量的 HBsAg 可以打破转基因小鼠免疫耐受状态。在 HBV 感

染抗病毒治疗中，重建机体 T 淋巴细胞免疫，恢复其正常的免

疫功能至关重要，研究表明高剂量的 HBsAg 可以提高 HBV 转

基因小鼠的细胞免疫功能,这为治疗慢性乙型肝炎提供了新的

策略，但其详细的作用机制我们仍需进一步研究。
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