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■背景资料
目前国内外学者
研究发现TRAIL
及 相 关 受 体 通
过 介 导 细 胞 凋
亡 ,  参 与 了 病 毒
性肝炎、酒精性
肝病、胆源性肝
损伤等多种病因
导致的肝脏病理
损伤 .  但TRAIL
在重型肝炎发病
机制中的作用、
血浆置换治疗对
TRAIL的影响等
方面的研究尚不
多见.
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Abstract
AIM: To investigate the role of TNF-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) in the patho-
genesis of severe hepatitis and to detect the im-
pact of plasma exchange therapy on the levels of 
TRAIL.

METHODS: The expression of membrane-bound 
TRAIL in peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) was examined by real-time fluores-
cence quantitative PCR, while serum levels of 
soluble TRAIL (sTRAIL) were measured by ELI-
SA. Correlation analysis was performed among 
serum TBIL, ALB and PT. Furthermore, the lev-
els of TRAIL in patients after plasma exchange 
(PE) therapy were determined.

RESULTS: The levels of TRAIL mRNA in 
PBMCs and sTRAIL in serum were significantly 
higher in patients with severe hepatitis than in 
normal controls (P < 0.05, 0.01). The levels of 
TRAIL mRNA in PBMCs and sTRAIL in serum 
had no significant association with serum TBIL, 
ALB and PT, and the levels of TRAIL mRNA 
in PBMCs had no significant association with 
serum sTRAIL. The levels of TRAIL in PBMCs 
were significantly lower in patients with severe 
hepatitis after PE therapy than before PE therapy 
(P < 0.001), while serum sTRAIL levels showed 
no significant changes between before and after 
therapy. The levels of TRAIL mRNA in PBMCs 
and sTRAIL in serum were significantly lower in 
patients with a positive treatment response than 
in those with a negative treatment response (P < 
0.01, 0.05).

CONCLUSION: TRAIL-mediated apoptosis 
probably plays a key role in the pathogenesis 
of severe hepatitis. TRAIL level can be used as 
a marker for evaluation of the degree of liver 
damage in patients with severe hepatitis.

Key Words: Tumor necrosis factor-related apopto-
sis-inducing ligand; Peripheral blood mononuclear 
cells; Severe hepatitis; Plasma exchange
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摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
(TRAIL)在重型肝炎发病机制中的作用以及

■同行评议者
郑素军, 副主任医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院人工肝中心
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血浆置换治疗前后变化的意义.

方法: 采用实时荧光定量PCR反应检测30例重
型肝炎患者外周血单个核细胞(PBMC)TRAIL 
mRNA的水平, 采用ELISA法检测其血清可溶
性TRAIL(sTRAIL)的水平, 并与肝功能相关指
标进行相关性分析. 观察血浆置换(PE)治疗前
后TRAIL的变化, 比较治疗有效组和治疗无效
组之间TRAIL水平差异.

结果: 重型肝炎患者PBMC TRAIL mRNA的水
平及血清sTRAIL的水平均明显高于健康对照
组(0.0622±0.0227 vs  0.0059±0.0023, P <0.05; 
9.1058±3.2260 vs  2.4552±1.7485, P <0.01). 
mTRAIL和sTRAIL与肝功能相关指标总胆红
素(TB)、白蛋白(ALB)以及凝血酶原时间(PT)
均无直线相关性, 膜型TRAIL(mTRAIL)和
sTRAIL之间也无直线相关性. PE治疗后, 肝功
能相关指标改善; PBMC TRAIL mRNA水平
下降, 治疗前后有显著性差异(0.0622±0.0227 
vs  0.0214±0.0140, P <0.001); 而血清sTRAIL
水平在PE治疗前后无明显变化. 治疗有效组
PBMC TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平
均低于治疗无效组, 差异显著(0.0154±0.0076 
vs  0.0320±0.0178, P <0.01; 8.0476±3.5599 vs  
11.0479±2.6694, P <0.05). 

结论: TRAIL介导的细胞凋亡在重型肝炎病理
损害过程中起着重要的作用, TRAIL的水平在
一定程度上能反映患者的肝脏损伤程度. 从
近期观察, PE治疗能降低患者PBMC TRAIL 
mRNA水平, 但不能降低血清sTRAIL水平.

关键词: 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体; 外周血

单个核细胞; 重型肝炎; 血浆置换
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0  引言

在重型肝炎发病机制的研究中, 发现许多凋亡

分子参与了重型肝炎肝脏病理损伤过程, 如Fas/
FasL配体系统、TNF-α/TNF-R1系统、肿瘤坏

死因子相关凋亡诱导配体(TNF-related apoptosis 
inducing ligand, TRAIL)受体/配体系统等, 而
TRAIL受体/配体系统的作用日益引起关注[1]. 本
研究采用实时荧光定量PCR反应检测重型肝炎

患者外周血单个核细胞(peripheral blood mono-
nuclear cells, PBMC)TRAIL mRNA的水平, 采用

ELISA法检测其血清中可溶性TRAIL(sTRAIL)
的水平, 并与肝功能相关指标进行相关性分析. 
同时观察血浆置换(plasma exchange, PE)治疗前

后TRAIL的变化, 并进一步比较治疗有效组和治

疗无效组之间TRAIL水平差异, 旨在探讨TRAIL
在重型肝炎发病机制中的作用和PE治疗前后变

化的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-03/2009-03住华中科技大学同济

医学院附属协和医院感染科的重型肝炎患者30
例(患者均知情同意, 并通过医院伦理会批准), 
男27例, 女3例, 年龄19-75(平均年龄43)岁, 诊断

分型按2000年第十届全国传染病与寄生虫病学

术会议修订的标准[2]. 其中慢性重型肝炎25例, 
亚急性重型肝炎4例, 急性重型肝炎1例. 血清病

毒学检测: 乙型肝炎病毒感染14例, 乙型肝炎病

毒和丙型肝炎病毒混合感染1例, 乙型肝炎病毒

和戊型肝炎病毒重叠感染13例, 中毒性肝炎1例, 
原因不明者1例. 10例健康献血者作为健康对照

组. 应用日本旭化成医疗株式会社ACH-10型持

续徐缓式血液净化装置及一次性耗材. TRIzol
提取液、Oligo(dT)18、RNasin、RTase均购自

美国Invitrogen公司. 引物购自上海Invitrogen生
物技术有限公司. SYBR GreenⅠ荧光染料购自

美国Biotium公司. 采用美国ABI公司ABI7700荧
光定量PCR仪. ELISA法试剂盒购自奥地利维

也纳Bender公司. 肝功能检测采用日本Olympus 
AU600全自动生化分析仪. 凝血酶原时间(PT)检
测采用日本Sysmex公司CA7000全自动血凝分

析系统. 
1.2 方法 
1.2.1 方法: 30例重型肝炎患者在内科治疗基础

上加PE治疗. 患者行股静脉置管术, 建立静脉

通道, 使用血液净化装置, 以1 100 mL/h速度分

离血浆, 弃之, 分离血浆总量3 000 mL, 置换异

体同型等量新鲜血浆, 与血细胞混合后同步回

输. 每例患者连续行2次PE治疗, 2次间隔时间为

36-72 h. 分别于第1次PE治疗前、第2次PE治疗

后72 h采集静脉血5 mL, 3 mL置EDTA-K2抗凝

管内, 用Ficoll淋巴细胞分离液分离单个核细胞, 
-70 ℃冻存备检, 另2 mL分离血清, 冻存于-70 ℃
备检. 观察健康对照组及重型肝炎患者PBMC 
TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平, 并与肝

功能相关指标做相关性分析; 观察患者PE治疗

前后PBMC TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水

■相关报道
2003年Mundt等
在腺病毒感染鼠
肝炎模型中发现, 
病毒感染可激活
TRAIL并诱导细
胞 凋 亡 ,  其 推 测
TRAIL诱导细胞
凋亡可能在病毒
性肝炎中发挥重
要作用.
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平及肝功能相关指标的变化; 观察PE治疗有效

组和无效组间TRAIL水平的差异, 即根据公式推

算PT 25 s等于凝血酶原活动度(PTA)37%[3], 将
PT<25 s者为PE治疗有效组, PT≥25 s者为PE治
疗无效组.  
1.2.2 实时荧光定量PCR反应检测PBMC TRAIL 
mRNA的水平: 按照TRIzol说明书操作, 提取

患者的外周血单个核细胞的总R N A, 然后将

mRNA逆转录成cDNA分子. 应用SYBR Green 
Ⅰ荧光染料技术行实时定量PCR反应, 以适量

cDNA为模板, 以磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH) 
为内参照, PCR扩增TRAIL基因片断. TRAIL
引物, 上游: 5'-AGTCAAGTGGCAACTCCGT-
CAG-3', 下游: 5'-CTTCCTCTGGTCCCAGT-
TATGTG-3'. GAPDH引物, 上游: 5'-GTCAC-
CAGGGCTGCTTTTAACTC-3', 下游: 5'-CAG-
CATCGCCCCACTTGATTTTG-3'. PCR反应参

数: 预变性94 ℃ 5 min, 然后94 ℃变性30 s, 53 ℃
退火30 s, 72 ℃延伸30 s, 共45个循环. 最后72 ℃
延伸10 min. 在延伸的过程中搜集荧光信号. 于
每次扩增的同时设置无cDNA的阴性对照, 将
PCR产物做熔解曲线, 验证产物特异性, 证实以

上PCR反应产物特异性良好. 计算方法: 用2-ΔΔCt

法计算TRAIL mRNA的表达量. 
1.2.3 血清中sTRAIL检测:  严格按试剂盒说明书

操作. 
1.2.4 肝功能相关指标检测: 用全自动生化分析

仪检测总胆红素(TB)、白蛋白(ALB), 用全自动

血凝分析系统检测PT. 
统计学处理 各检测指标以mean±SD表示, 

组内PE治疗前后均数比较采用配对t检验, 组间

均数比较采用成组t检验, P <0.05为统计学上有

显著性差异. 相关性分析采用直线相关分析. 

2  结果

2.1 健康对照组及重型肝炎患者TRAIL水平 健
康对照组PBMC TRAIL mRNA水平为0.0059±
0.0023, 患者为0.0622±0.0227, 患者明显高于

健康对照组(t ' = 13.38, P <0.05). 健康对照组血

清sTRAIL水平为2.4552±1.7485, 患者为9.1058
±3.2260, 患者明显高于健康对照组(t  = 6.19, 
P <0.01). 
2.2 患者TRAIL水平与肝功能相关指标相关性

分析 膜型TRAIL(mTRAIL)和sTRAIL与TB、
ALB、PT均无直线相关性, mTRAIL和sTRAIL
之间也无相关性. 

2.3 患者PE治疗前后TRAIL水平及肝功能相关

指标的变化 PE治疗前后PBMC TRAIL mRNA
水平分别为0.0622±0.0227、0.0214±0.0140, 
治疗后较治疗前下降, 差异有显著性(t  = 8.99, 
P <0.001). PE治疗前后血清sTRAIL水平分别

为9.1058±3.2260、9.0584±3.5468, PE治疗前

后无显著性差异. PE治疗前后TB水平分别为

556.56±142.50、374.81±152.84, 治疗后较治

疗前下降, 差异有显著性(t  = 4.79, P <0.001). PE
治疗前后ALB水平分别为32.67±4.77、32.75±
4.01, 治疗前后无显著性差异. PE治疗前后PT水
平分别为29.85±19.53, 21.59±9.03, 治疗后较

治疗前下降, 差异有显著性(t  = 3.23, P <0.005). 
2.4 治疗有效组和无效组TRAIL水平比较 治疗

有效组PBMC TRAIL mRNA的水平为0.0154±
0.0076, 治疗无效组为0.0320±0.0178; 治疗有效

组血清sTRAIL的水平为8.0476±3.5599, 治疗

无效组为11.0479±2.6694; 即治疗有效组PBMC 
TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平均低于

治疗无效组, 差异显著(t  = 3.60, P <0.01, t  = 2.33, 
P <0.05). 

3  讨论

TRAIL是继TNF、FasL之后发现的第3个TNF
超家族的凋亡分子, 广泛表达于多种组织和细

胞, TRAIL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sTRAIL. TRAIL
对正常生理状态下的机体组织没有毒性, 而在

病理状态下被激活参与机体的免疫反应, TRAIL
被认为是机体的一个典型的免疫监视分子[4,5], 
在机体的免疫调节和肿瘤凋亡中起着重要的作

用, TRAIL诱导细胞凋亡的调控主要是通过严

格的受体表达来实现的[6,7]. 2003年Mundt等[8]在

腺病毒感染鼠肝炎模型中发现, 病毒感染可激活

TRAIL并诱导细胞凋亡, 其推测TRAIL诱导细胞

凋亡可能在病毒性肝炎中发挥重要作用. 近年

国内外学者研究发现TRAIL及相关受体通过介

导细胞凋亡, 参与了病毒性肝炎的免疫损伤[9,10], 
同时还发现在酒精性肝病、胆源性肝损伤等肝

脏病理损伤中也起着重要的作用[11-13]. 本研究

发现重型肝炎患者PBMC TRAIL mRNA水平以

及血清sTRAIL水平明显高于健康对照组, 还发

现通过PE治疗后, 治疗有效组(PT<25 s)PBMC 
TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平均低于

治疗无效组(PT≥25 s), PT和凝血酶原活动度

(prothrombin time activity, PTA)是反映肝损害

■应用要点
本 研 究 发 现
TRAIL介导的细
胞凋亡在重型肝
炎病理损害过程
中起着重要的作
用 ,  T R A I L能敏
感地反映患者的
肝 功 能 损 伤 程
度 .  从近期观察 , 
血浆置换治疗能
降低患者PBMC 
TRAIL mRNA水
平 ,  但 不 能 降 低
血 清 s T R A I L 水
平. 而降低TRAIL
水平可能是治疗
重型肝炎的一个
重 要 目 标 ,  值 得
进一步深入探讨. 
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严重的敏感指标, PT越长、PTA越低, 肝损害越

重, 预后越差, 提示在重型肝炎病理损害过程中

同样存在TRAIL介导的细胞凋亡, TRAIL的水平

能敏感地反映患者的肝脏损伤程度. 我国大部

分重型肝炎是由于病毒感染所致, 故认为在疾

病的初期TRAIL受体/配体系统及其他众多的免

疫分子在病理状态下被激活参与机体的免疫反

应, 特异地杀伤病毒感染的肝细胞, 导致肝脏的

免疫损伤, 继而因肝脏受损, 肝脏的解毒功能下

降, 肠源性内毒素进入体循环, 又刺激外周血免

疫细胞如单个核细胞、淋巴细胞等, 使其表达

TRAIL增多, PBMC TRAIL mRNA表达增加, 其
脱落也相应增加, 即sTRAIL水平也增高, 膜性

TRAIL和sTRAIL均具有相同的生物学活性[14], 
均能与肝细胞上受体结合后引起肝细胞凋亡, 
进一步加重肝脏损伤, 使病情严重. 

本研究显示连续2次PE治疗, 近期能明显改

善患者的肝功能指标, 即TBIL、PT下降. 同时

PBMC TRAIL mRNA水平也较治疗前明显下降, 
提示可能随着各种代谢毒素和致病因子的清

除, PBMC TRAIL mRNA表达减弱, 这也可能减

轻TRAIL介导的细胞凋亡, 有助于病情好转. 本
研究还显示血清sTRAIL水平在PE治疗前后均

无明显变化, 这可能提示PE治疗近期并不能有

效清除sTRAIL, 或者是PE在清除细胞因子的同

时又有类似于血液透析时因血细胞与PE装置中

的膜接触活化而释放细胞因子. 非生物型人工

肝支持系统是治疗重型肝炎有效方法之一, 而
PE治疗是目前最常用的人工肝方法, PE治疗是

将患者的血液引出体外, 经过膜式血浆分离方

法将患者的血浆从全血中分离出来弃去, 然后

补充等量的新鲜冷冻血浆或人血白蛋白等置换

液, 这样便可以清除患者体内的各种代谢毒素

和致病因子, 从而达到治疗目的[15]. 在重型肝炎

的发生发展中, 大量细胞因子是关键的促炎介

质[16], 如果通过PE治疗, 能清除患者身体过量的

细胞因子, 即能阻断重型肝炎的炎症级联反应. 
关于PE能否有效清除炎性细胞因子, 分歧较大, 
有研究认为PE治疗可以清除循环中的多种细胞

因子[17-19], 也有研究认为PE并不能有效清除炎

性细胞因子[20,21]. 然而关于PE治疗能否降低血清

sTRAIL水平, 目前鲜见报道. 
总之, 本研究提示TRAIL介导的细胞凋亡

在重型肝炎病理损害过程中起着重要的作用,  
TRAIL能敏感地反映患者的肝功能损伤程度. 通
过PE治疗, PBMC TRAIL mRNA水平明显下降, 

而降低TRAIL水平可能是治疗重型肝炎的一个

重要目标, 值得进一步深入探讨. 
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