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Abstract
AIM: To explore the correlations of tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing 
ligand (TRAIL) mRNA in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) and serum soluble 
TRAIL (sTRAIL) in liver injury during chronic 
hepatitis B (CHB).

METHODS: Real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction (FQ-RT-PCR) and 

sandwich enzyme-linked immunoadsorbent as-
say were used to detect the expression of TRAIL 
mRNA in the PBMCs and the level of sTRAIL 
in serum of 58 CHB patients, respectively. Then 
correlation analysis was performed between the 
results and serum HBV DNA titer, albumin, ala-
nine aminotransferase (ALT) and total bilirubin 
(TBIL) levels�.

RESULTS: The serum level of sTRAIL in pa-
tients with CHB (except for the light type) was 
significantly lower than that in the healthy 
controls (t = 2.91, P < 0.05), but there were no 
significantly differences among patients with 
various types of CHB. The level of sTRAIL was 
positively correlated with serum albumin (r = 
0.426, P < 0.05), but it had no relationship with 
HBV DNA titer, TBIL and ALT. The expres-
sion of TRAIL mRNA in PBMCs was obviously 
higher in all the CHB patients than that in the 
healthy controls (t = 28.31, P<0.001), and it had 
no marked relationship with liver function and 
HBV DNA titer.

CONCLUSION: Lower level of serum sTRAIL 
may be correlated with CHB-caused liver injury, 
which indicates that up-regulation of TRAIL 
expression on the membranes of PBMCs is in-
volvement in the delayed course of hepatitis B.

Key Words: Tumor necrosis factor-related apopto-
sis-inducing ligand; Real-time fluorescence quanti-
tative polymerase chain reaction; Peripheral blood 
mononuclear cell; Chronic hepatitis B
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摘要
目的: 探讨慢性乙型肝炎(CHB)患者外周血

单个核细胞(P B M C s)肿瘤坏死因子相关凋
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®

■背景资料
TRAIL为继TNF,  
FasL之后发现的

第3个TNF 超家

族凋亡分子. 已发

现TRAIL的受体

有5种DR4, DR5, 
D c R 1 ,  D c R 2 , 
OPG, 其中DR4 , 
DR5与TRAIL结

合能诱导靶细胞

凋亡 .  膜结合型

TRAIL和 sTRAIL
均可与TRAIL死

亡受体结合, 并三

聚体化而引起细

胞凋亡.
   



亡诱导配体(TRAIL) mRNA及血清可溶性

TRAIL(sTRAIL)水平与HBV感染肝损伤的

关系. 

方法: 采用TaqMan实时荧光定量RT-PCR(FQ-
R T- P C R )检测5 8例慢性肝炎患者外周血

PBMCs中TRAIL mRNA水平, 采用夹心酶联

免疫吸附法分析其血清sTRAIL水平, 同时与

血清HBV DNA滴度和肝功能相关指标, 进行

相关性分析. 

结果: 除轻度慢性乙肝外, 其他各型慢性乙型

肝炎患者血清sTRAIL水平均显著低于健康对

照组(t  = 2.91, P <0.05), 各型慢性乙肝之间无

显著性差异, 与白蛋白(ALB)呈显著正相关(r 
= 0.426, P <0.05), 与TBIL、ALT及HBV DNA
滴度无相关性. 各型慢性乙肝患者PBMCs中
TRAIL mRNA水平显著高于健康对照组(t  = 
28.31, P <0.001), 与肝功能指标及血清HBV 
DNA滴度无相关性.

结论: 血清sTRAIL水平降低与肝损伤相关, 
提示单个核细胞膜结合型TRAIL增高与肝损

害及乙肝病程迁延不愈有关.

关键词: 荧光定量PCR; 外周血单个核细胞; 肿瘤坏

死因子相关凋亡诱导配体; 慢性乙型肝炎
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0  引言

肿瘤坏死因子(TNF)相关凋亡诱导配体(TNF-
related apoptosis inducing ligand, TRAIL)仅能诱

导肿瘤细胞、转化细胞或病毒感染细胞凋亡, 
而不诱导正常细胞凋亡[1], 在肿瘤、病毒性感染

性疾病中有重要作用[2-7],  TRAIL是典型的Ⅱ型

跨膜蛋白, 全长形式TRAIL第109位有一个潜在

的N-糖基化位点, 可被金属蛋白酶从膜上切下

而产生114-281位可溶的活性肽段称为可溶性

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(sTRAIL). 全
长形式的膜结合型TRAIL和sTRAIL均具有相

同的生物学活性[8]. 有研究显示外周血单个核

细胞(PBMCs)中TRAIL mRNA水平与多种疾病

有关[9-10]. 为了探索TRAIL在慢性病毒性乙型肝

炎发病中的作用, 我们建立了TaqMan实时荧光

定量RT-PCR(FQ-RT-PCR)检测外周血单个核细
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胞中TRAIL mRNA含量的方法, 并检测了慢性

乙肝(CHB)、肝炎后肝硬化(LC)患者PBMC中

TRAIL mRNA的含量, 采用ELISA法检测血清

中的sTRAIL, 同时检测肝功能相关指标, 进行相

关性分析. 

1  材料和方法

1.1 材料  2006-07/2006-10南通大学附属南通第

三医院住院患者58例, 诊断符合2000年全国病毒

性肝炎会议制定的诊断标准, 且无其他疾病并

存, 所有患者研究前均未使用免疫抑制剂和免疫

调节剂, 男44例, 年龄18-56岁, 女14例, 年龄24-75
岁, 其中慢性肝炎组轻度13例, 中度16例, 慢性

重度-重型肝炎组7例, 肝硬化组22例. 20例健康

献血者作为正常对照, 其中男12名, 女8名, 年龄

23-48岁. 人可溶性TRAIL双抗体夹心(ELISA)法
试剂盒由美国Biosource公司提供. Ficoll淋巴细

胞分离液购自上海SCRC国药集团化学试剂有限

公司. TRIzol试剂、SuperScriptTMⅢ逆转录试剂

盒购自美国Invitrogen公司. pGEMT-easy载体、

质粒抽提试剂盒、IPTG、X-gal、dNTPS均购自

Promega公司. LightCycler循环仪及专用毛细管

由Roche公司提供. PTC-200PCR循环仪由美国

BIO-RAD公司提供. 胶回收试剂盒由上海华舜

生物工程公司提供. DNA和RNA定量采用日立

U0080D型紫外分光光度计. 凝胶成像分析采用

美国Wealtec公司Dolphin-Doc成像仪. 血清HBV 
DNA测定试剂盒由上海浩源生物有限公司提供, 
HBV DNA的PCR扩增采用PE9600PCR扩增仪, 
产物分析采用美国安杰伦公司Caliper1000微流

芯片检测仪及配套软件. 肝功能检测: 采用日立

7170型生化分析仪检测丙氨酸转氨酶(ALT)、血

清白蛋白(ALB)、血清总胆红素(TBIL) . 
1.2 方法 采集静脉血5 mL, 3 mL置EDTA-K2抗凝

管内, 用Ficoll淋巴细胞分离液尽快分离单个核

细胞, 并用新开瓶的生理盐水1.5 mL洗涤3遍后

弃尽上清, 加入1 mL TRIzol试剂, 震荡使单个核

细胞悬起,  -70℃冻存备检. 另2 mL尽快分离血

清, 冻存于-70℃备检. 
1.2.1 引物、探针设计及合成 依据GenBank所收

录的TRAIL-mRNA全序列NM003810和内参β2微

球蛋白(β2M)mRNA全序列NM004048, 用Beacon 
Designer2.1软件设计引物和探针, 由上海生工生

物工程公司合成(表1).
1.2.2 TRAIL, β2M定量质粒标准品的构建 按
Invitrogen的TRIzol试剂说明书抽提HBV DNA

www.wjgnet.com

■相关报道
Mundt et al发现腺

病毒感染鼠肝炎

模型中, 病毒感染

可以激活TRAIL 
诱导肝细胞凋亡, 
并推测TRAIL诱

导细胞凋亡可能

在病毒性肝炎中

发挥重要作用, 他
们还发现HBV感

染的患者肝组织

TRAIL表达增高, 
DR4不及DR5上
调明显. 
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阳性乙肝患者的外周血单个核细胞的总RNA, 
紫外分光分析仪测定总R N A浓度和纯度 ,  按
SuperScriptTMⅢ试剂说明书进行逆转录. 取cDNA 
2 μL, 分别用TRAIL和β2M上下游引物于Bio-Rad 
PTC-200进行PCR扩增,  94℃ 3 min, 94℃ 30 s、 
56℃ 30 s、 72℃ 30 s共35个循环, 72℃ 5 min. 回
收PCR产物, 与pGEM-Teasy载体4℃连接过夜. 
CaCl2法常规制备感受态大肠杆菌DH5α, 连接

产物转化感受态细胞, 涂布于经20 g/L X-gal和
200 g/L IPTG处理的含100 mg/L氨苄青霉素的

LB平皿上, 37℃培养12-16 h. 经蓝白斑筛选, 白
色菌落经 PCR初步鉴定, 阳性克隆进一步测序分

析(由上海基康生物公司完成). 将筛选出的阳性

菌株扩增, 抽提质粒, 准确定量, 计算拷贝数, 10
倍系列稀释, 分装, 作为标准品-20℃保存. 
1.2.3 单个核细胞TRAIL mRNA的定量检测 
按1 .2 .2步抽提总R N A并进行逆转录 ,  c D N A
置-20℃保存. 将2 μL cDNA 模板加入23 μL 
PCR 反应液, PCR反应体系为: 1×PCR Buffer, 
2.6 mmol/L MgCl2 , 0.2 mmol/L dNTPs, TRAIL
或β2M上下游引物各0.1 μmol/L, TRAIL或β2M

荧光探针各0.12 μmol/L, DNA 聚合酶1.5 U. 混
匀后加入Roche专用毛细管中, 并设空白管、阴

性对照和TRAIL或β2M 6个质粒标准品对照(浓
度分别为1012, 1011, 1010, 109, 108, 107 copies/L). 
PCR扩增参数为: 93℃预变性3 min, 93℃ 5 s、 
64℃ 30 s, 40个循环. 根据各自标准品建立标准

曲线, 由软件自动计算待测样本中TRAIL或β2M
的含量. 为了确证TRAIL反应的特异性, TRAIL
的TaqMan荧光PCR产物进行20 g/L的琼脂糖凝

胶电泳, 均与预期大小108 bp符合. 同时为消除

标本处理、逆转录和PCR反应差异, 以TRAIL 
mRNA 和β2M mRNA含量比值作为评价TRAIL
表达水平指标. 
1.2.4 人可溶性TRAIL检测 取出血清标本, 室温

下融化后严格按试剂盒说明书操作. 
统计学处理  采用统计Sdata7.0软件, 均数比

较用成组设计均数t检验(双侧), 相关分析采用双

侧F检验.

2  结果

2.1 健康对照组与各型肝病患者血清sTRAIL的

■应用要点
本文建立的Taq-
Man实时荧光定

量检测 T R A I L 
mRNA的方法可

应 用 于 临 床 检

测 不 同 组 织 来

源细胞中TRAIL 
mRNA水平, 为进

一步探讨TRAIL
在其他疾病发病

中的作用提供可

靠的方法.

    引物和探针            序列	                                                                                                位置

 
表  1  引物和探针序列

TRAIL  S
          AS
     Probe
β2M     S
          AS
      Probe

5'-CCCAATGACGAAGAGAGTATGAAC-3' 
5'-TGTAGAAATGGTTTCCTCAGAGGT-3' 
5'-FAM-CTGGCAAGTCAAGTGGCAACTCCGT-TAMRA-3' 
5'-TCCATCCGACATTGAAGTTGAC-3'
5'-ACTATCTTGGGCTGTGACAAAG-3'
5'-FAM-TGGTTCACACGGCAGGCATACTCA-TAMRA-3'

270nt
377nt
302nt
213nt
398nt
371nt

 

aP<0.05, bP<0.001 vs  健康对照组.

 

    分组	                       n       血清sTRAIL(ng/L)          PBMCs TRAIL mRNA              ALB(g/L)       TBIL (μmol/L)         ALT(nkat/L) 

表  2  各型肝病患者PBMCs中TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平与肝功指标相关分析(mean±SD)

慢性肝炎	 轻度
	 中度
	 重度-重型
肝硬化

13        571.5±314.9             0.785±0.036b	   43.4±3.9      15.4±5.0      1478.6±1477.0
16        533.4±139.9a            0.765±0.032b	   41.3±4.3      20.3±11.8     4525.9±5957.9
  7        496.9±106.4b            0.761±0.049b	   38.0±4.9      71.2±69.3   16751.7±9083.5
22        436.8±130.2b            0.780±0.041b	   33.1±5.8      43.4±54.3     1138.6±833.5

    
 

血清HBV DNA(copies/L)          n              PBMCs TRAIL mRNA	    血清sTRAIL(ng/L) 

 

表  3  血清sTRAIL水平、PBMCs中TRAIL mRNA水平与血清HBV DNA浓度相关分
析(mean±SD)

阴性
4×(106-108)
108-109

>109

              14	 0.786±0.039	        508.8±173.6
              10              0.781±0.023                  466.8±110.2
              21              0.764±0.037                  499.0±285.8
              13              0.762±0.025                  514.8±167.9
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水平 健康者和慢性肝炎患者血清sTRAIL的水

平分别为633.4±119.3, 500.9±191.0 ng/L, 二者

比较t  = 2.91, P <0.05; CHB(轻、中度)、重度-慢
性重型肝炎、LC患者血清sTRAIL的水平分别

为571.5±314.9, 533.4±139.9, 496.9±106.4和
436.8±130.2 ng/L, 与健康对照组比较分别为

P >0.1, P <0.05, P <0.001, P <0.001(表2). 慢性乙肝

患者血清中sTRAIL与其肝功能指标的相关性分

析, 血清sTRAIL 水平与ALB呈正相关(r  = 0.426, 
P <0.05). 与TBIL、ALT无相关性.
2.2 健康对照组及慢性肝病患者外周血单个核

细胞TRAIL mRNA的水平 健康者和慢性肝病

患者外周血单个核细胞TRAIL mRNA的水平

分别为0.528±0.014和0.775±0.038, 二者比较

t  = 28.31, P <0.001. CHB(轻度、中度)、重度

-慢性重型肝炎、L C患者外周血单个核细胞

TRAIL mRNA的水平分别为0.785±0.036, 0.765
±0.032, 0.761±0.049, 0.780±0.041, 与健康对

照组比较有显著性差异(P均小于0.01); 但各组

间无显著性差异. 慢性肝病患者外周血单个核

细胞TRAIL mRNA的水平与肝功能指标的相关

性分析见表2, 统计学分析表明, 外周血单个核

细胞TRAIL mRNA的水平与血清sTRAIL, ALB, 
TBIL水平均无相关性. 
2.3 慢性乙肝患者血清中sTRAIL, PBMCs中
TRAIL mRNA水平与血清HBV DNA滴度的相

关性分析, 统计学分析表明, 血清中sTRAIL和
PBMC中TRAIL mRNA的水平与不同HBV DNA
滴度均无相关性(表3).. 

3  讨论

近年来, 国内外学者研究证实HBV除具有嗜肝

细胞性外, 还可侵犯外周血单个核细胞形成隐匿

性感染[11], 外周血单个核细胞中的HBV复制中间

体HBV cccDNA的检测更能预测抗病毒治疗的

疗效[12], 各型慢性乙型肝炎外周血CD4+, CD8+细

胞膜TRAIL表达水平随疾病加重而明显增高[13]. 
为了进一步探索乙型肝炎患者外周血PBMCs的
TRAIL mRNA水平与肝脏免疫病理的关系, 我
们根据TaqMan基本原理在TRAIL基因的第二个

外显子区设计上游引物, 在第三个外显子区设

计下游引物, 建立了TaqMan实时荧光定量检测

TRAIL mRNA的方法. 上下游引物间跨越第二个

内含子, 有效地避免了基因组DNA污染所致的

假阳性, 增加了PCR反应的特异性, 同时TaqMan
实时荧光定量PCR产物进行凝胶电泳, 进一步确

证PCR反应的特异性. 根据已知含量TRAIL标准

品的标准曲线, 由软件计算出样品中起始模板含

量, 同时为了消除样本处理、逆转录以及PCR反
应的差异, 以TRAIL mRNA和β2M mRNA对数值

的比值作为评价TRAIL表达水平的指标, 使结果

更为客观可靠. 本研究发现, 在健康者及慢性乙

肝患者外周血中均能检测出TRAIL mRNA, 但健

康者PBMC的TRAIL mRNA水平比文献[10]报道

的以GAPDH为内标的比值略低, 这可能与所用

引物及内参不同所致. 有研究结果提示, 乙型肝

炎患者外周血淋巴细胞凋亡增加, 凋亡率与乙型

肝炎的慢性化、机体的免疫状态和血清HBV病

毒载量相关[14-15]. 本研究发现各型慢性肝病患者

PBMC的TRAIL mRNA水平与健康者相比显著

增高, 但各型慢性肝病患者之间无显著性差异, 
提示慢性乙肝患者外周血单个核细胞凋亡增加, 
减弱了机体的抗原提呈功能及特异性免疫反应, 
导致病程迁延不愈. 

TRAIL是1995年由Wiley et al [16]首次发现

并克隆成功, 为继T N F、F a s L之后发现的第

3 个TNF超家族的凋亡分子. 已发现TRAIL的
受体有5种: DR4(death receptor-4)、DR5(death 
r e c e p t o r-5)、D c R1(d e c o y r e c e p t o r-1)、
DcR2(decoy receptor-2)、OPG(osteoprotegerin), 
其中DR4, DR5与TRAIL结合能诱导靶细胞凋

亡. 膜结合型TRAIL和sTRAIL均可与TRAIL
死亡受体结合 ,  并三聚体化而引起细胞凋亡 . 
Mundt et al [17]发现腺病毒感染鼠肝炎模型中, 病
毒感染可以激活TRAIL诱导肝细胞凋亡, 并推

测T R A I L诱导细胞凋亡可能在病毒性肝炎中

发挥重要作用, 他们还发现HBV感染的患者肝

组织TRAIL表达增高, DR4不及DR5上调明显. 
本研究发现, 慢性乙肝患者外周血单个核细胞

TRAIL mRNA水平比健康者显著增高, 但与血

清HBV DNA滴度间无相关性. 
本研究表明, 除轻度型慢性乙肝外, 其余各

型慢性乙肝炎患者的血清sTRAIL与健康者相

比显著降低, 与血清白蛋白呈正相关, 而慢性乙

肝炎患者PBMC中TRAIL mRNA水平却显著升

高. 可能的推断为外周血单个核细胞的膜结合

型TRAIL表达增加, 与文献[13]报道的CD4+, CD8+

细胞膜TRAIL表达水平随疾病加重而明显增高

一致, 与文献[18]报道的慢性乙肝炎患者的血清

sTRAIL与健康者相比显著升高不相符. 也有报

道T细胞膜TRAIL上调可促进淋巴细胞增生及

IFN-γ产生, 从而引起机体受病毒刺激的免疫反

■同行评价
本文建立了Taq-
Man实时荧光定

量检测 T R A I L 
mRNA的方法, 在
未经活化刺激的

外周血 P B M C s
中检出了TRAIL 
mRNA, 发现慢性

乙肝患者可容性

TRAIL水平显著

低于健康对照组. 
文章的科学性和

可读性能较好地

反映我国或国际

胃肠病学临床和

基础研究的较先

进水平. 
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应[19]. 研究结果提示单个核细胞通过TRAIL信号

参与HBV感染肝细胞的免疫病理. 
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