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Abstract
AIM: To observe the changes of dendritic cells 
separated from patients with chronic hepatitis 
B (CHB) after treatment of sodium selenite in 
order to find out an effective way for improving 
the function of dendritic cells.

METHODS: The peripheral blood was collected 
from 28 CHB patients, and each share of blood 
sample was assigned into 2 shares, one of which 
was treated with sodium selenite (group A) 
and the other served as positive control (group 
B). The blood from healthy individuals was 
used as normal control (group C). The effect of 
dendritic cells on the proliferation of allogeneic 
lymphocytes was examined by MTT assay using 
mixed lymphcyte reaction, and the secretion of 
interleukin-12 (IL-12) was measured by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA). Colorim-
etry was used to detect glutathione peroxidase 
(GSH-Px) activity, malondialdehyde content and 
membrane fluidity.

RESULTS: In comparison with those in group C, 
the level of IL-12 secretion (12.46 ± 0.17 ng/L vs 
21.43 ± 0.43 ng/L, P < 0.05) and the proliferation 
of lymphocytes were significantly decreased 
in group A; however, as compared with those 
in group A, the level of IL-12 secretion (16.93 
± 0.32 ng/L vs 12.46 ± 0.17 ng/L, P < 0.05) and 
the proliferation of lymphocytes were increased 
in group B. The activity of GSH-Px in group A 
was markedly lower in group A (65.35 ± 5.37 
U/106 cells vs 94.73 ± 4.81 U/106 cells, P < 0.05) 
than that in group C, and it was also remark-
ably higher in group B than that in group A or 
C (107.13 ± 3.42 U/106 cells vs 65.35 ± 5.37, 94.73 
± 4.81 U/106 cells, P < 0.05). MDA content was 
notably higher in group A than that in group B 
or C (1.75 ± 0.21 U/106 cells vs 1.09 ± 0.17, 0.82 ± 
0.13 U/106 cells, P < 0.05). The membrane fluid-
ity was relatively maintained in group B as com-
pared with that in group A.

CONCLUSION: Dendritic cells treated with so-
dium selenite can effectively stimulate the pro-
liferation of lymphocytes, enhance the secretion 
of IL-12, maintain the membrane fluidity, and 
increase the resistance of tissues to free radical-
induced injury.
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摘要
目的: 探讨慢性肝炎患者经过亚硒酸钠作用
前后树突状细胞(DC)功能的改变及机制, 寻
求改善DC功能的途径. 

■背景资料
HBV感染所形成
的免疫功能低下
是HBV感染慢性
化的因素之一, 因
此打破HBV感染
后的免疫低下状
态是治疗慢性乙
型肝炎的关键. 目
前认为 ,  DC是至
今发现的抗原呈
递细胞中功能最
为强大的一类, 慢
性乙型肝炎患者
外周血的DC功能
往往是有缺陷性
的 ,  DC功能的缺
陷是造成慢性病
毒性肝炎感染者
体内缺乏有效的
CTL应答. 
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方法: 慢性乙肝患者28例外周血, 每份血分成
2份, 不加亚硒酸钠处理的为A组, 加亚硒酸钠
者为B组. 健康献血者12例为对照组(C). 采用
MTT法通过MLR检测DC对同种异体淋巴细
胞的增殖能力及ELISA法检测细胞因子IL-12
的分泌. 用比色法检测3组DC内GSH-Px活
性、MDA含量和膜流动性. 

结果: A组与C组相比 ,  D C分泌I L-12水平
(12.46±0.17 n g/L v s  21.43±0.43 n g/L, 
P <0.05)和刺激自身淋巴细胞反应能力明显降
低; B组比A组相比显著升高(16.93±0.32 ng/L 
vs 12.46±0.17 ng/L, P <0.05). DC细胞内GSH-
Px活性A组明显低于C组(65.35±5.37 U/106细
胞 vs 94.73±4.81 U/106细胞, P <0.05), B组高
于A组和C组(107.13±3.42 U/106细胞 vs  65.35 
±5.37, 94.73±4.81 U/106细胞, P <0.05). MDA
含量A组明显高于B组和C组(1.75±0.21 U/106

细胞 vs  1.09±0.17, 0.82±0.13 U/106细胞, 
P <0.05). B组膜流动性与A组相比保持良好.

结论: 体外经亚硒酸钠作用后的乙肝患者的
DC可有效的刺激淋巴细胞增殖反应, 并可提
高IL-12分泌水平, 保持膜流动性, 增强对自由
基损伤的抵抗能力.

关键词: 慢性乙型肝炎; 亚硒酸钠; 树突状细胞
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0  引言

慢性乙型肝炎是乙肝病毒(HBV)持续感染造成

的, 机体免疫功能低下是造成HBV持续感染的

原因之一. 研究发现, 乙肝患者外周血单核细

胞来源的树突状细胞(dendritic cells, DC)在数

量、成熟状态和免疫功能上存在缺陷, 与HBV
特异性的T细胞耐受形成有关[1]. 我们比较慢性

乙型肝炎患者外周血单核细胞经常规细胞因

子诱导的DC经硒处理后在免疫功能及丙二醛

(MDA)、谷光甘肽过氧化物酶(GSH-PX)含量等

方面的差别. 初步探讨慢性乙型肝炎患者DC功
能缺陷的机制, 为以后基于DC的慢性乙型肝炎

的免疫治疗提供理论基础. 硒又称抗肝细胞坏

死因子, 在保护肝细胞、抗病毒、抗肿瘤等方

面研究很多, 但对DC的保护和功能影响方面国

内外尚未见公开报道. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院附属医院、州传染病医院就诊慢

性乙型肝炎患者28例, 年龄21-45(平均38.1)岁, 
男17例, 女11例. 慢性乙型肝炎诊断符合2000年
西安中华医学会传染病与寄生虫病学分会、

肝病学分会联合修订标准[2], 排除HAV, HCV, 
HDV, HEV等病毒及其他原因(药物、酒精、中

毒)造成的急慢性肝损伤. 健康自愿者12例, 年龄

23-37(平均29.2)岁, 男8例, 女4例. 研究对象均无

心脑肾等疾病, 及其他器官合并症. 所有患者及

健康志愿者血液采集均经本人知情同意. 人重组

粒细胞-单核细胞刺激集落因子(rhGM-CSF)、人

重组白细胞介素4(rhIL-4)、干扰素α(IFN-α)、无

血清培养基AIM-V购自美国Gibco公司, 淋巴细

胞分离液(1.077 kg/L)购自天津TBD公司. 鼠抗

人CD80(FITC)、CD86(PE) mAb, IL-12p70ELISA
试剂盒购自晶美公司. 亚硒酸钠购自北京中联试

剂公司AR级试剂. MDA, GSH-PX试剂盒购自南

京建成公司. 荧光探剂DPH购自Sigma公司. 
1.2 方法 把乙肝患者外周血来源的DC分成2份, 
一份直接培养诱导为乙肝组; 另一份加入亚硒酸

钠(0.3 mmol/L)共培养为加硒组, 健康人外周血

DC为对照组. 从外周血单核细胞中分离培养DC, 
具体方法参照Romani et al [3]方法.
1 .2 .1  D C功能测定  同种混合淋巴细胞反应

(MLR): 每一标本均取同一个体淋巴细胞, 调整

细胞浓度. 将收获的DC细胞, 用AIM-V悬浮, 先
用丝裂霉素25 mg/L处理45 min, Hank's洗3遍, 调
整浓度为1×108/L, 加入效应细胞孔中, 淋巴细

胞: DC数量分别为10∶1, 20∶1, 50∶1, 阴性孔

不加DC, 每组设5个复孔, 培养3 d.  MTT法检测

细胞活性: 加入MTT(5 g/L) 20 μL, 培养4 h, 吸去

上清加入150 μL二甲亚砜(DMSO), 振荡10 min, 
使结晶充分溶解, 用酶联免疫检测仪于570 nm
处, 测A值并记录结果, 用5孔均值表示DC刺激淋

巴细胞增殖能力表示. IL-l2P70检测: 采用IL-12P70 
ELISA试剂盒检测, 严格按照说明书操作, 酶标

仪读数, 作标准曲线, 确定含量. 
1.2.2 MDA和GSH-Px活力测定 第7天培养的

DC调整细胞浓度为1×109/L. 取100 μL加入

900 μL的PBS缓冲液, 置-70℃冰箱中反复冻融

2次, 致细胞完全破裂, 然后于4℃下8000 g离心

15 min, 去胞核碎片, 取上清液分别按MDA和

GSH-Px试剂盒说明书操作, 分别532 nm(MDA)
和412 nm(GSH-Px)波长下测光密度(A值), 计算

GSH-Px活力单位(GSH-PX活力 = (非酶管A值-
酶管A值)/(标准管A值-空白管A值)×标准管浓

度 × 稀释倍数 × 样本测试前稀释倍数). GSH-

■同行评价
DC如何打破HBV
感染后的免疫低
下状态是治疗慢
性乙型肝炎的研
究课题之一, 本研
究认为补硒可以
提高DC的抗氧化
损伤的作用, 从而
改 善 D C 的 功 能 . 
结果可信, 结论较
科学. 
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Px活力单位规定为: 1×105个DC细胞的上清液

在37℃反应5 min, 扣除非酶反应, 使GSH浓度降

低1 μg分子为一个酶活力单位. 
M D A的值表示为1×105个D C细胞的上

清液的含量. MDA含量计算公式: MDA含量 
(μm o l/L) = (测定管吸光度-测定空白管吸光

度)/(标准管吸光度-标准空白管吸光度)×标准

品浓度×样本测试前稀释倍数.
1.2.3 D C膜流动性的测定 收集各组细胞, 用
B e c c e r i c a[4]法测定膜流动性. 各组细胞悬于

AIM-V培养基中, 细胞浓度为1×109/L. 加等量

2×106 mol/L的荧光探剂DPH(Sigma产品), 于
25℃温育30 min, 在MPF-4型荧光分光光度计

上, 432 nm(发射光)/362 nm(激发光)条件下, 测
定荧光偏振度(ρ), 并计算成微黏度(η). η值与膜

流动性呈反比.
统计学处理  用SAS9.0程序进行方差分析, 

结果以均数±标准差(mean±SD)表示, P <0.05表
示差异显著, P >0.05表示无显著差异.

2  结果

2.1 DC形态学观察 倒置显微镜下观察诱导的

DC呈悬浮生长, 于培养的1-2 d可见细胞呈单

层均匀分布, 于3-4 d, 可见细胞呈积聚趋势, 簇
状生长, 形成大小不等的DC细胞集落, 形态较

不规则, 可见DC细胞表面有许多“毛刺”. 培
养至7 d, 可见到大量具有树突状突起的悬浮

细胞. 并随着培养时间的延长, 细胞变大, 突起

更明显. 同时观察到贴壁拉长的“巨噬细胞”, 
同样也随培养时间的延长, 细胞逐渐变大. 透
射电镜观察到成熟的DC表面有多量突起, 胞核

偏位, 核内染色质疏松, 常染色质多, 异染色质

少, 附于核膜下及核仁周围, 核仁明显. 胞质有

丰富线粒体和粗面内质网. 扫描电境观察到DC
表面呈沟回状, 具有较多的细长突起. Wright-
Giemsa染色见DC细胞大小不一、细胞体有明

显突起, 细胞核较大, 形态各异, 细胞核内染色

质疏松程度不一(图1). 
2.2 慢性乙型肝炎患者DC分泌IL-12及刺激同

种异体淋巴细胞增殖作用 同种混合淋巴细胞

25 kV AMRAY
10 mm

A B

图  1  DC形态学观察. A: 扫描电镜×4500; B: 瑞氏染色×400.

    
分组      n

 
表  1  DC分泌IL－l2P70的水平及其对同种异体淋巴细胞刺激作用

乙肝    28      0.127±0.025     0.202±0.021       0.365±0.038         12.46±0.17
加硒    28      0.168±0.013b    0.273±0.017b      0.471±0.012b       16.93±0.32b

对照    12      0.173±0.016b    0.287±0.015b      0.487±0.022b       21.43±0.43b

                              A 值 

   1∶10                 1∶20                   1∶50 
 IL－l2P70 (ng/L) 

    分组            n     MDA(nkat/106 cells)   GSH-PX(nkat/106 cells) 

 表   2   乙 肝 组 、 加 硒 组 、 对 照 组 细 胞 内 G S H - P x 和
MDA的活性比较

乙肝          14         29.17±3.50           1089.38±89.52
加硒          14         18.17±2.83           1785.86±57.01 
对照          12         13.67±2.17           1579.15±80.18

aP<0.05 vs 乙肝组; cP<0.05 vs  对照组.

    分组            n                 ρ/106 cells             η/106 cells 

表  3  亚硒酸钠对DC膜流动性的影响

对照组      14        0.196±0.018         0.139±0.009
乙肝组      14        0.241±0.017b        0.172±0.008b

加硒组      12        0.201±0.014c        0.151±0.012c

bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05 vs  乙肝组.

bP<0.01 vs 乙肝组.
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反应时, 少量的D C即可刺激自身淋巴细胞增

殖, A值明显高于未加DC组. 乙肝组在在不同

的比例下(1∶10、1∶20、1∶50)刺激自身淋

巴细胞增殖的能力比对照组明显降低, 加硒组

明显高于乙肝组(P <0.01). 乙肝组DC分泌的IL-
l2P70的水平明显低于对照组, 加硒组IL-l2P70的

水平高于乙肝组(P <0.01)(表1).
2.3 DC细胞内GSH-Px和MDA的活性 乙肝组

D C细胞内的G S H-P x的活性明显低于对照组

(P <0.05); 加硒组高于乙肝组(P <0.05). MDA
的活性乙肝组明显高于加硒组、对照组

(P <0.05)(表2).
2.4 亚硒酸钠对DC膜流动性的影响 DC经亚硒

酸钠预作用后, 可明显对抗脂质过氧化损伤, 保
持较好的膜流动性(表3).

3  讨论

我国是HBV感染的高发区, 约3千万为慢性乙型

肝炎患者. HBV感染所形成的免疫功能低下是

HBV感染慢性化的因素之一, 因此打破HBV感

染后的免疫低下状态是治疗慢性乙型肝炎的关

键[5]. 目前认为, DC是至今发现的抗原呈递细胞

中功能最为强大的一类, 且是一种专职的抗原

提呈细胞, 能对抗原进行捕获、加工、处理, 并
通过外周血或淋巴管从淋巴组织中迁徙至靶器

官中, 诱导活性T淋巴细胞的增殖, 进而形成有

效的免疫保护力[6]. 研究发现, 慢性乙型肝炎患

者外周血的DC功能往往是有缺陷性的, DC功能

的缺陷是造成慢性病毒性肝炎感染者体内缺乏

有效的CTL应答[7-8], 其DC在增殖数量和刺激淋

巴细胞增殖能力上较正常人明显降低, 产生的

IL-12水平亦下降, 认为DC功能损害是造成免疫

反应低下、HBV持续感染的重要原因之一[9-10]. 
Arima et al [11]原位杂交PCR和原位RT-PCR

检测发现慢性乙型肝炎患者约占20%-40%DC中
含有HBV DNA和HBV RNA. HBV DNA在DC中
定位表明, 在慢性乙型肝炎患者体内DC是HBV
的肝外储存场所之一; DC中HBV RNA的定位则

表明, DC可能也是HBV相关蛋白质合成场所. 病
毒性肝炎的发病机制非常复杂, 自由基及其引发

的脂质过氧化反应也是其分子病理学基础之一. 
自由基参与了机体生理活动的某些有益环节, 如
参与吞噬细胞杀菌过程以及核糖核苷的还原等, 
但过多的自由基会导致细胞、亚细胞和分子结

构的破坏, 并随着破坏层次逐渐扩展造成功能损

伤, 因此构成很多疾病的病理学基础[12]. 大量研

究发现, 自由基可诱导巨噬细胞、T细胞、B细

胞凋亡. 影响Th1细胞产生IL-2; 而对Th2细胞产生

的IL-4, IL-10则影响不大[13]. 慢性肝炎患者血中脂

质过氧化物(LPO)含量明显升高, 外周血单个核细

胞(PBMC)产生IL-2活性水平及其膜上IL-2受体表

达能力下降, 而自由基攻击、脂质过氧化损伤可

能是产生上述现象的原因之一[13-14]. 我们在实验

中发现, 乙肝组DC细胞内脂质过氧化产物-丙二

醛与对照组比较明显升高, 与上述观点相符. 另有

文献报道硒可以改善肝脏的过氧化状态, 提高DC
的抗氧化能力, 提示过量自由基与DC功能下降有

一定的联系. 临床流行病学研究表明, 各型肝病患

者均不同程度缺硒或血硒水平低下, 并与病情相

关[14]. 有学者提出HBV、HCV存在及表达硒蛋白

GSH-PX基因的理论[15-16], 进一步从基因及蛋白质

水平证明HCV、HBV感染DC细胞后, 改变硒蛋

白GSH-PX表达, 与硒结合蛋白相互作用从而干

扰脂质过氧化作用, 影响DC的功能. 硒既能通过

GSH-PX活性降低分解过氧化物及利用谷胱苷肽

的还原作用发挥抗氧化作用, 又能增强维生素E
的抗氧化功能, 从而阻止过氧化物对细胞膜、线

粒体、及溶酶体膜上的脂质产生破坏性的过氧

化反应, 保护细胞膜的完整性、稳定性及细胞的

正常生理功能. 
本实验显示 ,  慢性乙肝患者D C细胞内的

GSH-PX活性降低, 从而进一步印证了HBV感染

DC存在过氧化损伤及抗氧化损伤的能力减弱; 
体外加入适当剂量的硒后GSH-PX活性升, 高提

示补硒可以提高DC的抗氧化损伤的作用, 从而

改善DC的功能. 我们在体外培养慢性乙型肝炎

患者外周血DC中加硒后, 结果显示, 经硒作用

后的乙肝患者的DC在刺激自身淋巴细胞增殖

反应的中显示硒能够明显提高DC对淋巴细胞

的增殖反应. 同时经硒作用后的DC分泌的细胞

因子IL-12的量也明显升高. 提示硒在一定程度

上能够恢复DC的功能. 有关硒的作用机制目前

尚不清楚, 有研究认为, 硒通过改善免疫功能(如
NK细胞活性, 细胞毒性、细胞活性及抗体形成)
增加宿主的抵抗力,主要通过以下两个方面影

响免疫细胞的功能[17-18]: 一方面, 硒可能直接在

mRNA转录水平影响免疫活性细胞表面某些受

体, IL-2R、转铁蛋白受体等表达; 另一方面与硒

的抗氧化作用有关,硒和含硒酶可抑制细胞膜脂

质过氧化损伤, 保护细胞的结构及膜的流动性, 
维护细胞的功能表达. 

近年来硒与免疫的关系日益受到大家重视. 
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硒对机体的非特异性免疫、细胞免疫和体液免

疫均存在重要影响. 硒的摄入量如果不足时可损

坏机体免疫系统的发育和功能. 补充适当剂量的

硒可使细胞免疫, 体液免疫, 非特异性免疫功能得

到改善, 有利于细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的诱导, 
并明显加强CTL的细胞毒活性, 能刺激蛋白质及

抗体的产生, 还可以影响吞噬细胞的杀菌活力, 显
著提高吞噬过程中吞噬细胞的存活率和吞噬率. 

此外, 国内外有研究发现反转录病毒含有编

码硒蛋白的UGA密码子, 提示硒与病毒复制有

关[19]. 在病毒复制过程中, 硒的需要量增加导致

硒缺乏时细胞的抗氧化作用降低, 并产生过量的

毒害宿主细胞的氧自由基. 同时硒缺乏导致病毒

基因组的氧化性损害, 诱导病毒致病性的突变. 
认为补硒可预防某些病毒的复制, 还可能预防或

调节病毒性疾病的病程[20]. 
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