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【摘要】 目的  建立HBV抗原特异性细胞毒性T细胞（CTLs）介导的小鼠肝炎模型，探讨肿瘤

诱导的髓源抑制性细胞（MDSCs）在免疫介导的HBV转基因小鼠肝损伤中的有效性。方法  制备新鲜

的HBV转基因小鼠肝脏匀浆，予普通小鼠腹腔注射，1次/周，连续4周，以诱导致敏小鼠（Sensitized-
mice）产生HBV抗原特异性CTLs（HBV-specific CTLs，HBV-CTLs）。分离致敏小鼠脾脏来源HBV-
CTLs，静脉回输给高复制型HBV转基因小鼠，分别在注射前，注射后1 d、3 d、6 d和9 d经眶后取血

测血清ALT/AST水平。分离荷瘤小鼠骨髓来源的MDSCs，静脉注射给HBV-CTLs诱导的肝炎小鼠，

并在注射后24 h，经眶后取血测血清ALT/AST水平，肝脏组织经固定、石蜡包埋、HE染色进行组织

形态学检测。结果  致敏小鼠脾脏来源的HBV-CTLs可诱导HBV转基因小鼠肝组织损伤，血清ALT、
AST水平呈升高趋势；且与CTLs注射组小鼠相比，CTLs联合MDSCs注射组小鼠肝脏组织损伤程度减

轻，小鼠血清转氨酶水平显著降低[ALT：（254.5 ± 25.50）vs （80.67 ± 11.57），P ＜ 0.05；AST：
（301.5 ± 40.50）vs（249.0 ± 79.00），P ＞ 0.05）]。结论 静脉回输肿瘤诱导的MDSCs可有效减轻

HBV-CTLs诱导的肝炎小鼠中肝组织损伤。

【关键词】肝炎小鼠模型；HBV转基因小鼠；髓源抑制性细胞；免疫性肝损伤
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　　【Abstract】 Objectives  To establish murine hepatitis model in HBV transgenic mice and to 
investigate the role of Gr-1+CD11b+ myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in attenuating liver injury in 
immune-mediated murine hepatitis model.  Methods  Repetitive intraperitoneal injection of liver homogenate 
from HBV transgenic mice into naïve BALB/c mice (recipient mice) was performed at once a for four weeks. 
HBV-specific CTLs (HBV-CTLs) were from spleen of recipient mice. Tumor-induced MDSCs were isolated 
from bone marrow of tumor-bearers and purified by magnetic system. HBV transgenic mice were treated 
with HBV-CTLs injection (1 × 107/per mouse, i.v.) or co-injection of HBV-CTLs (1 × 107/per mouse, i.v.) 
and MDSCs (5 × 106/per mouse, i.v.). Serum ALT/AST levels were detected before and 24 hours after cells 
transfer to evaluate the liver injury. Paraffin-embedded liver tissue was sectioned for HE staining. Results  
HBV-CTLs injection caused acute liver injury in HBV transgenic mice were observed, characterized by acute 
increase of serum ALT and/or AST levels. Co-injection of CTLs and MDSCs could effectively attenuate liver 
injury in hepatitis mouse model (ALT: 254.5 ± 25.50 vs 80.67 ± 11.57, P < 0.05 and AST: 301.5 ± 40.50 
vs 249.0 ± 79.00, P > 0.05). Morphological analysis showed alleviation of liver injury in mice injected with 
HBV-CTLs and MDSCs. Conclusion  These results demonstrate that tumor-induced MDSCs play a role of 
suppressing immune-mediated hepatitis.
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(MDSCs); Immune-mediated liver injury 
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慢性肝炎是威胁人类健康的最常见疾病之一，

多种因素可引起肝脏组织病变，如病毒感染、过量

摄入酒精、代谢性疾病及化学毒性物质等。在中

国，慢性病毒感染是慢性肝炎的最主要病因，病毒

感染后通过激活CD8+细胞毒性T细胞（cytotoxic T 
lymphocytes，CTLs），CTLs一方面针对病毒感染

的肝细胞产生免疫应答，帮助机体清除感染，另一

方面不断造成肝实质破坏[1-2]。因此，免疫介导的肝

实质损伤在慢性肝炎疾病进展中发挥重要作用，而

针对这一机制的治疗手段目前尚很欠缺。

肝炎病毒是一种嗜肝病毒，宿主特异性极

强，因此用于研究的动物模型研究很受限制。

Chisari等[3]课题组曾利用高压注射含病毒载体，成

功建立了HBV转基因小鼠，国内一些研究小组也通

过显微注射法建立了稳定遗传的HBV转基因小鼠。

本研究在前期研究的基础上，利用HBV转基因小

鼠，成功建立了HBV-CTLs诱导的肝炎小鼠模型。

髓源抑制性细胞（myeloid-derived suppressor 
cells，MDSCs）是骨髓来源的具有免疫抑制功能

的免疫细胞，根据形态及功能分为不同细胞亚群，

主要包括单核样-MDSCs（monocytic-MDSCs，
M-MDSCs）和粒细胞样-MDSCs（granulocytic-
MDSCs，Gr-MDSCs）及少量的树突状细胞和髓系

前体细胞。 MDSCs参与免疫系统的负性调控，在

生理和病理状态下发挥重要作用[4-6]。在小鼠中，

MDSCs以共表达Gr-1和CD11b为识别标记，在多

种疾病模型中均有研究[7]。MDSCs通过免疫抑制作

用，在荷瘤动物、感染性疾病、炎症性肠病、器

官移植等多种疾病模型中均有重要作用[8-10]。慢性

肝炎的病理改变主要是由免疫介导的肝组织损伤

引起，肝脏作为机体的免疫耐受器官，同时也是

MDSCs大量聚集的重要脏器之一[11]，本课题组前

期研究也证实，在肝脏炎症及肿瘤情况下，肝内

MDSCs聚集增多，那么MDSCs是否可参与维持肝

脏免疫耐受是本研究关心的问题。本研究旨在观察

MDSCs在HBV-CTLs介导的肝炎小鼠肝脏组织损伤

中的作用，为慢性肝炎的治疗提供前期研究资料。

材料与方法

一、研究对象

高复制型的HBV转基因小鼠，6～8周龄，雌

性，BALB/c背景，来自广州解放军第458医院[12]；

普通BALB/c雌性小鼠，6～8周，来自中国军事科

学院动物中心。实验动物均饲养于北京大学人民医

院实验动物中心，SPF级，并经过北京大学人民医

院动物伦理委员会批准。

H22肝癌细胞系，BALB/c小鼠背景，由中国科

学院生物物理研究所赠送，使用前保存于－196℃
液氮中。

二、主要实验试剂及耗材

无菌PBS（北京大学人民医院配制提供），

APC正选试剂盒（加拿大Stemcell公司），PE正
选试剂盒（加拿大Stemcell公司），红细胞裂解液

（美国BD公司），流式抗体主要有：抗小鼠Gr-1-
FITC，抗小鼠CD11b-APC，抗小鼠Gr-1-PE（流式

抗体均购自美国eBioscience公司），麻醉剂（异弗

烷吸入麻醉）

三、实验方法

1.  建立HBV-CTLs诱导的肝炎小鼠模型：

（1）制备致敏小鼠：6～8周龄HBV转基因小鼠，

麻醉后处死，无菌条件下分离小鼠肝脏，剪碎、

研磨至匀浆，70 μm筛网过滤，无菌 PBS漂洗、重

悬，15～20 ml PBS，得到HBV转基因小鼠的肝脏匀

浆，经腹腔注射给予普通BALB/c小鼠，1次/周，共

4周，得到致敏小鼠（Sensitized-mice）（图1）。

（2）分离HBV-CTLs：致敏小鼠麻醉后处死，

无菌条件下分离小鼠脾脏，剪碎、研磨、过滤，

PBS漂洗1次，弃上清，加1倍浓度红细胞裂解液5 ml
（去除红细胞），室温5 min，PBS漂洗后重悬，计

数，调整细胞浓度至1 × 108 cells/ml（图2）。

（3）建立HBV-CTLs介导的肝炎小鼠模型：

将HBV-CTLs静脉回输HBV转基因小鼠，1  × 
107cells/只，分别在回输前、回输后不同时间点经

眶后静脉采血，并测血清ALT和AST水平的动态变

化，观察小鼠肝组织损伤情况。

2. MDSCs分选和过继回输：4 × 105 cells/ml
的H22肝癌细胞系，经皮下注射给普通BALB/c小
鼠， 建立肝癌移植瘤模型，观察2周待瘤体体积直

径达1 cm以上，将荷瘤小鼠麻醉后处死小鼠，无菌

条件下分离小鼠股骨和胫骨，分离骨髓细胞，磁珠

分选骨髓及脾脏来源的MDSCs，将5 × 106 cells/ml 
MDSCs/只与1 × 107 cells/ml HBV-CTLs/只同时经

尾静脉注射给HBV转基因小鼠，对照组仅注射1 × 
107 cells/ml/只HBV-CTLs，注射后24 h检测小鼠血

清中的ALT和AST水平，小鼠血清转氨酶采用全自

动生化仪检测得到。 
四、组织学染色

经冰PBS灌注小鼠后，分离肝脏，并用手术切

片取肝脏组织，4%多聚甲醛固定，石蜡包埋，切
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注：将HBV转基因小鼠肝脏匀浆注射给同品系正常小鼠，1次/周、连续4周

图1  制备致敏小鼠实验流程

注：致敏小鼠脾脏来源HBV-CTLs单独或联合荷瘤小鼠骨髓来源MDSCs，经静脉注射给HBV转基因小鼠，取HBV小鼠静脉血测血清

ALT、AST水平 
图2  HBV-CTLs诱导的肝炎小鼠模型的建立及MDSCs过继回输实验流程

5 μm厚组织片，经伊红-苏木精（HE染色），显微

镜下观察。

五、统计学分析

各组数据以 x ± s表示，用SPSS 16.0软件分

析，计量资料的组间差异用独立样本非参数检验，

采用GraphPad Prism 5.0绘图，以P ≤ 0.05为差异具

有统计学意义。

结    果

一、HBV-CTLs可诱导HBV转基因小鼠肝脏组

织损伤

致敏小鼠在多次接受HBV转基因小鼠肝脏匀浆

注射后，我们观察到小鼠血清转氨酶ALT和AST水
平有一过性的升高，并且在连续多次刺激后致敏小

鼠脾脏体积显著增大（结果未显示）。分离HBV-
CTLs，通过尾静脉注射分别回输给普通小鼠和HBV
转基因小鼠，不同时间点检测HBV转基因小鼠血清

转氨酶水平。结果显示，HBV-CTLs注射给正常组小

鼠后，血清中ALT、AST水平分别为，基线水平（即

注射前）：ALT（45.33 ± 3.71）U/L，AST（91.33 
± 3.71）U/L；1 d后：ALT（37.00 ± 3.00）U/L，
AST（84.00 ± 4.00）U/L；3 d后：ALT（38.00 
± 4.31）U/L，AST（76.00 ± 8.49）U/L；6 d
后：ALT（43.00 ± 15.56）U/L，AST（102.00 ± 

14.14）U/L；9 d后：ALT（30.00 ± 2.83）U/L，
AST（103.00 ± 1.41）U/L，（图3A），而HBV-
CTLs注射于HBV转基因小鼠后，血清中ALT和AST
水平分别为，基线水平：ALT（37.00 ± 1.41）U/L，
AST（72.00 ± 2.83）U/L；1 d后：ALT（38.00 ± 
3.00）U/L，AST（73.00 ± 18.38）U/L；3 d后：

ALT（47.00 ± 1.41）U/L，AST（102.00 ± 8.49）
U/L；6 d后：ALT（67.00 ± 18.38）U/L，AST
（92.00 ± 11.31）U/L；9 d后：ALT（62.00 ± 
33.94）U/L，AST（110.00 ± 33.14）U/L，呈逐渐

上升趋势，差异具有统计学意义（t = 2.864，P ＜ 
0.05）（图3）。

二、MDSCs过继回输可减轻HBV肝炎小鼠中

肝脏损伤

MDSCs具有抗原非特异性和特异性的免疫抑

制作用，在诱导机体免疫耐受中发挥重要作用。

我们分离荷瘤小鼠骨髓来源的MDSCs，并进行纯

化（图4），按5 × 106 cells/ml MDSCs/只小鼠静

脉回输，对照组注射等量PBS，24 h后测小鼠血清

ALT和AST水平。研究结果显示，过继回输之前，

对照组、CTLs回输组及CTLs联合MDSCs回输组

小鼠的血清转氨酶水平分别为ALT：（53.00 ± 
5.03）U/L、（53.00 ± 4.25）U/L和（54.33 ± 
10.41）U/L，AST：（83.00 ± 12.27）U/L、（97.00 
± 21.21）U/L和（66.00 ± 8.48）U/L，回输后24 h，
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三组小鼠血清转氨酶水平分别为ALT：（44.66 
±  13 .31）U/L、（254 .50  ±  25 .50）U/L和

（114.00 ±  72.58）U/L，联合注射HBV-CTLs
和MDSCs组小ALT水平显著低于HBV-CTLs注
射组小鼠，差异具有统计学意义（ t  = 1.595，
P ＜ 0.05）（图5A）。在过继回输MDSCs后，肝

炎小鼠血清AST水平分别是（77.00 ± 8.88）U/L、
（301.50 ± 57.27）U/L和（249.00 ± 111.72）U/L，
MDSCs联合HBV-CTLs回输组小鼠血清AST水平无

显著降低（图4A）。肝脏组织进行HE染色，结果

显示，联合注射HBV-CTLs和MDSCs组小鼠肝脏组

织损伤显著减轻（图5B）。

注：A：HBV转基因小鼠肝脏匀浆注射给普通小鼠后，致敏小鼠中肝脏转氨酶变化（Baseline：注射前）；B：致敏小鼠来源HBV-

CTLs连续多次注射前、注射后1 d、3 d、6 d和9 d等不同时间点HBV转基因小鼠中血清转氨酶水平 

图3  HBV-CTLs诱导HBV转基因小鼠肝炎模型的建立（n = 20只/组）

图4  肿瘤诱导的MDSCs分选前后流式细胞术的检测

注：A：PBS注射组（白色）、HBV-CTLs单独回输（灰色）及HBV-CTLs联合MDSCs回输组（黑色）HBV转基因小鼠血清中转氨酶水

平比较，注射前（0 d）及注射后（1 d）血清ALT（左）、AST（右）水平变化。B，HBV-CTLs单独回输（左）及HBV-CTLs联合MDSCs

回输组（右）HBV转基因小鼠肝脏组织学改变 

图5  HBV-CTLs单独或联合MDSCs后转基因小鼠血清转氨酶水平和肝脏组织HE染色
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讨    论

目前，病毒性肝炎的治疗虽然取得了很大的进

展，但长期病毒感染造成的肝脏组织破坏、局部免

疫紊乱、肝功能衰竭是导致患者出现并发症的重要

原因，如何维持肝脏免疫耐受微环境、延缓肝功能

衰竭成为关注热点。

免疫介导的肝损伤是慢性病毒感染造成慢性

肝功能衰竭的重要机制。有研究中利用刀豆蛋白

（Concanavalin，Con-A）诱导肝组织损伤，成功建

立了实验性自身反应性肝炎小鼠模型[13]，但Con-A
诱导的肝炎小鼠是抗原非特异性的。也有研究者利

用动态注射含病毒DNA载体的方法诱导HBV-特异

性小鼠肝炎模型，其发病机制接近于生理状态下

HBV致病机制，但该方法受病毒基因型、宿主基因

型等因素的影响[3]。本研究利用稳定的高复制型的

HBV转基因小鼠及相同背景的普通小鼠，诱导产生

HBV-CTLs，并静脉回输给HBV转基因小鼠，模拟

HBV感染后诱导人体产生HBV-CTLs并造成肝组织

受损，成功建立HBV抗原特异性、免疫介导的肝炎

小鼠模型，为研究由HBV病毒感染、抗原特异性肝

损伤提供了方便可行的动物模型。

MDSCs作为负性调控的免疫细胞亚群，近年

来在感染性疾病及自身免疫性疾病中的作用受到关

注。MDSCs最早在肿瘤研究中被发现，可通过合成

和释放诸如NO、iNOS、Arginase-1和MMPs等抑

制效应T细胞的活化和增殖，进而促进肿瘤免疫逃

逸[4,6,9]。随着研究的深入，发现MDSCs可通过直接

和间接的调节作用抑制免疫反应，如MDSCs亦可通

过诱导调节性T细胞（Treg）的产生抑制效应细胞

的免疫应答[14]；MDSCs可通过诱导PD-L1的表达上

调参与负性免疫调控[11]，提示MDSCs免疫抑制作用

并非抗原特异性。

本研究中，MDSCs主要来源于荷瘤小鼠的骨

髓，并且以Gr-MDSCs占优势细胞亚群。早期关于

肿瘤的研究显示，MDSCs在肿瘤局部数量较多。而

近年来的研究发现，肝脏也是MDSCs聚集的重要器

官[11]，本课题组前期研究也证实，外源MDSCs可向

肝脏大量聚集，在肝炎小鼠和荷瘤小鼠中较正常小

鼠中更为显著。本研究中Gr-MDSCs向肝脏聚集并

发挥作用，一方面与HBV-CTLs诱发的肝脏炎症有

关，另一方面还与肝脏产生的炎症因子如TNF-α、
IFN-γ和IL-6等及趋化因子如CCL2、CXCL5和
CXCL12密切相关[14]。大量的MDSCs聚集到肝脏局

部，通过直接和间接方式与作用于HBV-CTLs，抑

制HBV-CTLs的活化，抑制CTLs对肝组织的损伤，

进而降低肝组织的损伤程度，因此HBV-CTLs联合

MDSCs回输组小鼠血清转氨酶水平较HBV-CTLs注
射组显著降低。此外，本研究中利用的动物模型类

似于病毒感染后慢性肝炎急变期的病理变化，而

MDSCs在慢性肝炎疾病进展的不同阶段的功能有待

进一步研究。

综上所述，MDSCs在不同的疾病中可能发挥

双重作用，既可以抑制免疫应答并促进肿瘤的进

展，同时可通过抑制免疫细胞的过度活化在抗移植

物排斥及免疫系统紊乱导致诸如自身免疫性疾病中

发挥保护作用。HBV感染引起的慢性肝炎最终因免

疫介导的、长期的慢性肝组织受损，极易发生慢性

肝功能衰竭及慢加急性肝功能衰竭，本研究提示，

MDSCs有望成为急性肝炎及慢加急性肝损伤的有效

治疗手段。
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