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摘要：目的 探讨慢加急性肝衰竭（ACLF）患者外周血单核细胞衍生的树突状细胞（MoDC）上TLR3
触发后细胞因子的分泌情况。方法 选择ACLF患者60例，慢性乙型肝炎（CHB）患者40例，20例健康

者作对照组（NC组），取其抗凝全血，通过密度梯度法离心及免疫磁珠阳性选择法分离单核细胞，

体外诱导培养为MoDC，经poly（I︰C）刺激后，实时荧光定量PCR检测TLR3及核因子κB和干扰素调

节因子3的表达，液相蛋白流式检测促炎性因子IL-6、IL-8、IL-10、IL-12p70、IL-1β和TNF-α的分泌

水平，均数间两两比较采用t检验。结果 poly（I︰C）刺激后，ACLF组患者NF-κB mRNA显著高于

CHB组和NC组（P ＜ 0.01），而其IRF3 mRNA低于CHB和NC组（P ＜ 0.01）。3组研究对象MoDC
分泌的IL-6及TNF-α差异有统计学意义（P ＜ 0.005），其分泌水平为ACLF组＞ CHB组＞ NC组。分

泌的IL-10在ACLF组低于CHB组（P = 0.021），但与NC组差异无统计学意义。IL-12p70的分泌水平

在ACLF组显著低于CHB组和NC组（P ＜ 0.001）。IL-8分泌水平为ACLF组＜ CHB组＜ NC组（P ＜

0.005）。IL-1β的分泌水平在ACLF组与NC组（P = 0.001）、CHB组与NC组（P = 0.001）、CHB组与NC组（P P = 0.007）间差异均有P = 0.007）间差异均有P
显著统计学意义。结论 ACLF患者单核细胞来源的树突状细胞TLR3信号转导通路受损，促炎性细胞

因子分泌异常，可能是肝细胞免疫功能严重受损的原因之一 。
关键词：Toll样受体3；肝功能衰竭，急性；细胞因子类

Expression of cytokines in monocyte-derived dendritic cells after Toll like receptor 3 being triggered in 
patients with hepatitis B related acute-on-chronic liver failure
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Abstract: Objective To investigate the expression of cytokines in monocyte-derived dendritic cells (MoDC) 
after Toll like receptor (TLR) 3 being triggered in acute-on-chronic liver failure (ACLF) patients. Methods
Peripheral blood was collected from 60 ACLF patients, 40 chronic hepatitis B (CHB) patients, and 20 healthy 
individuals who are served as normal controls (NC). Purified monocytes were isolated by combination of 
Histopaque-1.077 and CD14 Microbeads. MoDCs were induced from CD14+ monocytes and stimulated 
such cells in vitro with poly (I︰C). TLR3, NF-κB and IRF3 were detected by real-time PCR. Supernatant 
fl uids from the cultures were analyzed for levels of 6 different pro-infl ammatory cytokines, interleukin (IL)-
1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, and TNF-α by fl owcytomix measurements. Results With the progress of the 
disease, the expression of NF-κB was signifi cantly higher in turn, while the level of IRF3 decreased, among 
three groups. The amounts of IL-10 produced were lower in ACLF than CHB (Pthree groups. The amounts of IL-10 produced were lower in ACLF than CHB (Pthree groups. The amounts of IL-10 produced were lower in ACLF than CHB (  = 0.021), but this difference P = 0.021), but this difference P
did not achieve statistical signifi cance (P ＜ 0.05) compared to NC. The production of IL-12p70 in MoDC 
of ACLF was extremely decreased than other two groups (Pof ACLF was extremely decreased than other two groups (Pof ACLF was extremely decreased than other two groups ( ＜ 0.001). IL-8 levels were signifi cantly lower 
in ACLF than in CHB. While, signifi cantly lower amounts were found of IL-8 on MoDCs in CHB than in 
NC (P ＜ 0.005). IL-1β levels were lower in ACLF than in NC (P = 0.001). Expression of IL-1β was also P = 0.001). Expression of IL-1β was also P
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lower in CHB than in NC (Plower in CHB than in NC (Plower in CHB than in NC (  = 0.007).P = 0.007).P  Conclusions The results suggest impaired TLR3 pathway signaling in 
MoDC from patients with ACLF, resulting in secretion of selective pro-infl ammatory cytokines integral to the 
infl ammatory response that may be critical in the pathogenesis of ACLF.
Key words: Toll-like receptor 3; Liver failure, acute; Cytokines

树突状细胞（DC）是专职的抗原提呈细胞，

是连接天然免疫与获得性免疫的桥梁，是平衡免

疫应答与免疫耐受的关键。Toll样受体（TLR）

是天然免疫系统中非常重要的一类模式识别受

体，TLR3大量分布于树突状细胞，能够识别病

毒及其复制中间产物，TLR3触发后能促进核因

子-κB（NF-κB）和干扰素调节因子3（IRF3）入

核，继而分泌大量的促炎性细胞因子及干扰素-β

（IFN-β），可能与HBV感染的临床结局及预后相

关。本研究旨在观察慢加急性肝衰竭（acute-on-

chronic liverfailure，ACLF）患者外周血单核细胞

衍生的树突状细胞TLR3触发后信号转导通路的变

化，探讨TLR3信号转导通路的改变在ACLF发病

机制中的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料  选择复旦大学附属华山医院和上

海市公共卫生中心2008年2月～2009年9月住院以

及门诊就诊病例。ACLF患者60例，其中男性51

例，女性9例，年龄14～80岁，平均年龄40.9岁。

疾病诊断符合2006 年《肝衰竭诊疗指南》及《亚

太地区慢加急性肝衰竭诊断共识》[1,2]。慢性乙型

肝炎（chronic hepatitis B，CHB）患者40例，其

中男性27例，女性13例，年龄21～67岁，平均年

龄34岁，HBsAg阳性至少6个月。疾病诊断符合

2005年《慢性乙型肝炎防治指南》执行[3]。排除并

发HCV、HDV、HIV等病毒感染，自身免疫性肝

炎或其他活动性肝病；排除有严重的活动性疾病

（心、脑、肾病、糖尿病、神经精神疾病等）；

排除有酗酒、吸毒、怀孕、药物滥用者；入组前6

个月内使用核苷（酸）类似物、干扰素等其他免

疫调节剂、细胞毒性药物、免疫抑制剂者除外。

选择同期健康体检者20例为对照组，其中男性14

例，女性6例，年龄23～49岁，平均32岁。入组人

员均签署知情同意书，试验符合复旦大学伦理委

员会规定。

1.2 仪器与试剂  流式细胞仪（LSR Ⅱ）为BD

公司生产，酶标仪为Spectra MAS190，人淋巴细

胞分离液购自挪威AXIS-SHIELD PoCAS公司，

细胞磁性分离系统及CD14阳性免疫磁珠购自德国

Miltenyi Biotec公司，人粒细胞-巨噬细胞集落刺激

因子（GM-CSF）和人白细胞介素4（hIL-4）购自

英国Pepro Tech公司，聚肌胞苷酸（Poly I︰C）购

自美国Sigma公司，液相蛋白细胞因子检测试剂购

自Bender Med Systems公司。

1.3 方法

1.3.1 人外周血单核细胞的分离及树突状细胞的体

外诱导分化培养  依照本室体外分离培养DCs的

方法[4]，于培养第6天加入浓度为50 μg/ml的Poly

（I︰C），于刺激后48小时收集细胞及培养上清

液。将细胞培养上清液保存于－80 ℃低温冰箱，

以备检测细胞因子。

1.3.2 Real time PCR检测  采用Invitrogen公司的

TRizol试剂，按照说明书抽提MoDC的总RNA，

经反转录合成cDNA；以cDNA为模板进行实时

荧光定量PCR反应，反应体系为SYBR® qPCR 

Mix 7.5 μl，ROX 0.3 μl，NF-κB p50上下游引

物各1 μ l，cDNA 1 μ l，加水至总体积15 μ l。

P C R扩增条件：9 5  ℃  1分钟，9 5  ℃  15秒，

60 ℃  15秒，72 ℃  30秒，40个循环。NF-κB的上

游引物5’-ATCTGTACCAGACGCCCTTG-3’，

下游引物5’-AGTGCTGCCTTTTTGTGCTT-3’，

长 度 1 8 7  b p 。 I R F 3 的 上 游 引 物

5’-AAGGACAAGGAAGGAGGCG-3’，下游

引物5’-AGAGGGCATAGCGTGGTGA-3’，

长 度 9 7  b p 。 内 参 β - a c t i n 的 上 游 引 物

5’-GGGAAATCGTGCGTGACAT-3’，下游引物

5’-GTCAGGCAGCTCGTAGCTCTT-3’，长度116 bp。

按照2−ΔΔCT计算IRF3和NF-κB的相对量。
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1.3.3 液相蛋白流式检测  依据Bender MedSystems

公司液相蛋白检测试剂说明书，当检测微球与收

集的培养上清反应后，微球可捕捉到与其包被抗

体相应的抗原，再与荧光素标记的第二抗体（检

测抗体），形成微球-捕捉抗体-待测抗原-检测抗

体的复合物，经流式细胞仪检测微球所发射的两

种不同的荧光信号，可以定量分析液体标本中

IL-6、IL-8、IL-10、IL-12 p70、IL-1β、TNF-α的含

量。

1.4 统计学处理  用SPSS 11.0版软件系统分析，

用x- ± s表示，所有数据均进行正态分布检验，两组

间的比较采用t检验，三组间的比较采用One-Way 

ANOVA分析法，并进行方差齐性检验，P ＜ 0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DC的TLR3信号通路上关键转录因子的表

达  ACLF组NF-κB的表达是NC组的2.05倍（P

＜ 0.001），是CHB组的2.23倍（P = 0.02），而

NF-κB表达增强应导致促炎性细胞因子基因的转

录激活增加；与NF-κB趋势相反，IRF3的表达在

ACLF组最低，较NC组下降79%，较CHB组下降

37.4%，见图1。

2.2 MoDC分泌促炎性因子水平  三组研究对象

MoDC分泌的IL-6及TNF-α均存在统计学差异（P

＜ 0.005），其分泌水平为ACLF组＞ CHB组＞

NC组。ACLF组MoDC分泌IL-10水平低于CHB组

（P = 0.021），但与NC组相比差异无统计学意义

（P ＞ 0.05）。ACLF组IL-12p70的分泌水平显著

低于CHB组和NC组（P ＜ 0.001），但CHB组IL-

12p70的分泌水平与NC组相比，差异无统计学意义

（P ＞ 0.05）。IL-8分泌水平为ACLF组＜ CHB组

＜ NC组（P ＜ 0.005）。ACLF组IL-1β的分泌水平

分别与NC组（P = 0.001）、CHB组及NC组（P = 

0.007）相比，差异均有显著统计学意义，ACLF组

IL-1β的分泌水平与CHB组相比，差异无统计学意

义（P = 0.558），见表1。P = 0.558），见表1。P

3 讨论

ACLF是一类病情凶险、临床表现复杂、病

死率高、严重危害人们健康的肝脏疾病，其发病

机制复杂，多数学者认为免疫损伤导致了肝细胞

损伤，进而引起肝脏短期内出现大块及亚大块坏

死，但对其天然免疫发病机制知之甚少。TLR是

1997年新近发现的天然免疫系统中的模式识别受

体，主要表达于DC上，构成机体抵御病原体入侵

的第一道屏障。

当前，TLR在HBV感染和疾病进展中的意义

日益突出。Isogawa等[5]发现除TLR2外的其他所

有TLR配体均在24小时内以IFN-α/β依赖方式抑制

HBV复制。Wu等[6,7]发现TLR3、TLR4活化的KCs

和TLR3活化的LSECs具有抑制HBV复制的能力，

并证实了HBV能抑制TLR诱发的肝细胞抗病毒活

性。在针对HBeAg阳性CHB患者的研究中发现，

HBV前核心蛋白能下调CHB患者TLR2的表达，从

而减少TNF-α等细胞因子的生成[8]。袁正宏等[9]发

现CHB患者PBMC上TLR2信号通路受损，且TLR2

的下调与HBV基因C型相关。白雪帆等[10]观察到肝

硬化患者 PBMC上TLR4的表达与Treg细胞比例呈

正相关，TLR2的表达与HBV病毒载量呈负相关。

谢青等[11]发现HBV感染通过抑制TLR9的表达导致
图 1 TLR3信号通路上转录因子的表达图 1 TLR3信号通路上转录因子的表达

表 1 各组poly（I︰C）刺激后MoDC分泌细胞因子的水平比较（pg/ml，x- ± - ± - s）

IL-6 TNF-α IL-1β IL-8 IL-12 p70 IL-10

ACLF组    1551 ± 161ab  19263.61 ± 1110.58ab 25.12 ± 1.05a 2959.86 ± 415.58ab    29 ± 1.03ab 30.62 ± 2.97b

CHB组 1081.64 ± 82.5a  12627.67 ± 924.33a 27.75 ± 2.49a 4181.66 ± 413.35a 36.44 ± 2.66 59.44 ± 10.37

NC组  711.64 ± 61.6   7371.01 ± 597.66 40.55 ± 4.72 5893.53 ± 377.53    39 ± 0.89 51.66 ± 9.72

  注：a与NC组比较P与NC组比较P与NC组比较  ＜ 0.05，P ＜ 0.05，P b与CHB组比较P与CHB组比较P与CHB组比较  ＜ 0.05P ＜ 0.05P
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pDC数量减少、功能缺陷。陈智等[12]发现CHB患

者PBMC上TLR7和TLR9表达降低且功能受损，导

致HBV持续感染与肝炎的慢性化。

上述研究分别从动物模型及人类临床样本层

面探讨了TLR与HBV感染的密切关系，但多集中

于TLR2、TLR4、TLR7、TLR9的研究，TLR3的

研究甚少，且针对位于免疫网络枢纽的DC研究不

多。TLR3能识别病毒基因组及病毒复制的中间产

物dsRNA，参与抗病毒免疫。本课题组前期研究

发现，CHB患者外周血DC上存在TLR3表达下调，

可能是HBV感染慢性化的重要原因[13,14]，并发现慢

性乙型肝炎患者单核细胞来源的树突状细胞功能

障碍，经TLR3触发后IFN-β分泌水平显著低于健康

人群[15]。

TLR3信号转导属于MyD88 非依赖途径，能引

起NF-κB的活化和IRF-3的核转位，调控促炎性细

胞因子（IL-6、TNF-α、IL-12、IL-10、IL-8、IL-1β）和

Ⅰ型干扰素的表达。进一步检测TLR3细胞通路下

游的转录因子IRF3和NF-κB的表达，发现CHB组

IRF3的表达低于NC组，ACLF组IRF3降低较CHB

组更为显著，这可以解释前期研究发现的ACLF组

MoDC经TLR3触发后IFN-β分泌水平显著降低[4]；

而NF-κB在ACLF组显著高于CHB组及NC组，但其

升高是否会影响促炎性因子的释放？

IL-6为一种介导炎性反应、具有多重免疫调

节功能的细胞因子，对T杀伤细胞有促进作用；

与其他细胞因子协同招募中性粒细胞，促进各种

细胞释放炎性因子及细胞增殖，并促进肝细胞凋

亡、坏死。TNF-α主要由激活的单核/巨噬细胞产

生，是炎性反应和特异性免疫应答的重要连接纽

带[16,17]。在重型肝炎中，TNF-α与肝细胞TNF-R1结

合，通过一系列的信号转导，将凋亡信号向细胞内

部传递，引起肝脏细胞大面积坏死[18]，并诱导肝脏

发生非特异性超敏反应，激活多种细胞因子参与

肝脏的炎性反应和组织损伤。

IL-12是Th1型细胞因子，能有效提高机体

的细胞免疫防御功能，抵抗胞内病原微生物感

染 [19,20]。有学者将HBV颗粒、HBsAg与健康人

群mDC共培养，发现能抑制mDC成熟，分泌IL-

12p70及刺激T细胞增殖能力低下，提示HBV能引

起mDC功能异常，逃逸机体的免疫清除[21]。IL-10

主要由Th2细胞产生，除了能一定程度地促进CTL

诱导、增强 B 细胞增殖分化外，其主要生物学活

性是免疫抑制作用。IL-1β能增强Th1细胞的优势

反应，与Th1/Th2细胞因子共同影响着机体对病毒

的清除、组织损伤和慢性化过程。IL-8趋化并激活

中性粒细胞，促进中性粒细胞的溶酶体酶活化和

吞噬作用，对嗜碱粒细胞和 T 细胞也有一定的趋

化作用。

本研究结果显示，IL-6和TNF-α是机体炎性

反应的重要介质，重型肝炎患者IL-6和TNF-α显著

增高，这与慢性重型乙型肝炎患者肝细胞内存在

严重免疫损伤的病理表现相符，可能是导致肝细

胞严重免疫损伤的原因之一。IL-12、IL-10、IL-1β、

IL-8等细胞因子和趋化因子主要与调节Th1/Th2免

疫平衡相关，本研究中ACLF组和CHB组患者上述

细胞因子分泌异常，导致细胞免疫低下，不能有

效清除HBV，可能是HBV持续感染的原因之一。
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