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爆发性肝炎小鼠中髓系衍生抑制性细胞对

NK细胞活性影响的研究

王成，吴丹霄，刘建华，夏大静
(浙江大学医学院免疫学研究所，浙江杭州310058)

[摘要] 目的：利用爆发性肝炎小鼠模型，研究髓系衍生抑制性细胞(myeloid-derived suppressor

cells，MDSCs)在爆发性肝炎进展过程中对自然杀伤细胞(nature kiHer cell，NK cell)的作用及其相

关机制，探讨急性爆发性肝炎的发病机制及可能的干预措施。方法：通过腹腔注射细菌脂多糖和

D·半乳糖胺诱发建立爆发性肝炎模型，流式细胞仪分析爆发性肝炎模型不同时间不同组织中

MDSCs和NK细胞的比例变化以及NK细胞活性。结果：在模型小鼠中随着肝炎的发展不同组织

中的MDSCs的比例增加，肝脏中NK细胞的比例增加，同时，不同组织中NK细胞表达NK细胞活

化受体NKG2D的细胞比例增加，NKG2D的平均荧光强度增强。结论：小鼠爆发性肝炎模型中

MDSCs能促进NK细胞的活化与增殖，初步揭示了在爆发性肝炎机体中MDSCs及NK细胞参与肝

脏损伤的作用机制。
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Promoting effect on NK cells induced by myeloid-derived suppressor cells

in acute fulminate hepatitis of mice

WANG Cheng，WU Dan—xiao，LIU Jian—hua，XIA Da-jing(Institute of Immunology，College of Medicine，

Zheji尬ng University，Hangzhou 3 10058，China)

[Abstract] objective：To investigate the interaction between myeloid—derived suppressor ceils

(MDSCs)and nature kiUer ceUs during acute fulminate hepatitis．Methods：Acute fulminate hepatitis

were induced by i．P．CO—injection of U)S and D．GalN in mice．and the ratio of MDSCs。NK cells and the

activation of NK cells in different tissues were analyzed by FACS at 0 h。1．5 h。3 h and 6 h．Results：

The percentage of MDSCs and NKG2D+NK ceUs in different tissues increased as acute fulminate hepatitis

progressed．with the increased NK ceHs in liver tissue．The mean fluorescence intensity of NKG2D on NK

cells in different tissues were also enhanced．Conclusion：MDSCs induce the proliferation and activation

of NK cells in mice with acute fulminate hepatitis．
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肝脏是机体重要的免疫器官，其含有大量

参与天然免疫应答的细胞，其中自然杀伤细胞

(nature killer cell，NK cell)的比例可高达30％，

NK细胞在机体的固有免疫中发挥了重要的作

用。髓系衍生抑制性细胞(myeloid-derived

suppressor cells，MDSCs)是一群高度异质性的

髓系细胞群体，包括髓系祖细胞和未成熟的骨

髓细胞，在小鼠中表达Grl和CDllb⋯，在肿

瘤、炎症、感染和自身免疫性疾病等病理状况下

具有快速增殖的特性B引。已有研究表明，肿瘤

患者№1和荷瘤小鼠【7 o的MDSCs能够抑制NK细

胞的活性，致使疾病不断恶化。本研究利用细菌

脂多糖(LPS)和D-半乳糖胺(D-GaIN)诱导爆发

性肝炎小鼠模型，通过检测不同时间不同组织中

MDSCs和NK细胞的比例变化以及NK细胞的

活性变化，探究炎症状况下MDSCs与NK细胞

的作用，探求爆发性肝炎的可能干预手段。

1．材料与方法

1．1 主要试剂与仪器 细菌脂多糖(LPS)

(Escherichia coli，026／B6)、D一半乳糖胺(D—

GaIN)、胶原酶IV(Collagenase IV)均购自

Aldrich·Sigma公司。流式细胞仪分析用的不同

荧光素标记的抗小鼠单克隆抗体：FITC．anti-

Grl、PE—anti—CDl lb、FITC-anti—NKG2D、PE—anti—

CD3e、PE．Cy5一anti—NKI．1和同型对照抗体均购

自eBioscience公司o Percoll购自Pharmaeia公

司。LSR流式细胞仪为BD公司的产品。

1．2实验动物野生型C57BL／6(B6，H-2“)

小鼠55只，雄性，6～8周龄，购自中国科学院

上海实验动物中心[许可证号：SCXK(沪)2007·

0005]，饲养于浙江大学医学院动物实验中心

SPF级，环境温度25℃，湿度70％。

1．3 爆发性肝炎小鼠模型 细菌脂多糖

(LPS)诱导的爆发性肝炎小鼠模型根据文献报

道制备【8 J，同时给予小鼠腹腔注射LPS(5“g／

kg体重)和D-GAIN(400 mg／kg体重)。不同时

间点小鼠8只／组，每次实验均重复3次。

1．4骨髓∽j、脾脏、淋巴结和肝脏¨刨细胞悬液

的制备 颈椎脱位法处死C57BL／6小鼠，用

75％乙醇浸泡消毒5 min，无菌条件下分离出股

骨、胫骨、脾脏、淋巴结和肝脏，分别置于盛有等

渗PBS的平皿中，用l IIll规格的无菌注射器吸

取PBS反复冲洗出骨髓，获得骨髓细胞悬液；

将脾脏置于平皿的不锈钢滤网(200目)上，用

l IIll注射器吸取PBS反复冲洗，使得细胞经网

进入平皿的PBS中，得到脾脏细胞悬液；将淋

巴结置于平皿的不锈钢滤网(500目)上充分研

磨，用PBS洗涤滤网获得到淋巴结细胞悬液。

离心，用riffs—NH。CI破去红细胞，离心，用PBS

洗涤2次，用RPMI 1640重悬。肝脏用PBS灌

注冲洗至灰白色，去除血污、包膜及纤维成分，

用眼科剪将肝脏剪成l mm3左右的组织块，加

入0．25％胶原酶IV 37℃孵育15 min，轻轻研

磨组织块，经200目滤网过滤去除组织块。

Tris—NH。C1破去红细胞，离心，弃去上清，加入

33％Percoll(含肝素钠100 N／m1)，充分混匀；

离心，弃去上清，沉淀即为淋巴细胞，用PBS洗

涤2次，用RPMI 1640重悬。

1．5细胞表型分析收集待测细胞，离心，弃

去上清。用PBS重悬混匀细胞，加入荧光标记

的抗体，室温避光孵育20—30 min，用PBS洗2

次，流式细胞仪上机分析。

1．6 统计学分析 用Student’S t检验或者

ANOVA统计学方法分析数据，所得数据以均数

±标准差(元±s)表示，P<0．05认为差异有统

计学意义。

2结果

2．1爆发性肝炎小鼠模型小鼠的生存时间

正常C57BL／6小鼠腹腔注射LPS和D．GaIN

6．5 h后开始出现死亡，到10 h内全部死亡。

图1为正常C57BL／6小鼠在腹腔注射LPS

和D．GaIN后不同时间小鼠的生存率变化，小鼠
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在腹腔注射LPS和D—GaIN后6．5 h开始出现

死亡，7—8 h小鼠大量死亡，10 h内全部死亡。

图1注射LPS和D-GaIN后小鼠的生存率观察

Fig．1 Survival rate after co—injected with LPS

and D—GalN

2．2小鼠血清谷草转氨酶和谷丙转氨酶的检测

利用小鼠腹腔注射LPS和D—GaIN后的生存

率变化曲线，选取0、1．5、3和6 h时间点，检测爆

发性肝炎模型小鼠及PBS对照小鼠血清中谷草

转氨酶(AST)和谷丙转氨酶(ALT)的含量。

图2为小鼠爆发性肝炎模型0、1．5、3和6

h的血清AST和ALT的含量，在小鼠腹腔注射

LPS和D—GalN 3及6 h后，血清AST和ALT含

量湿著高于PBS对照组小鼠血清AST和ALT

含量。同时，小鼠爆发性肝炎模犁6 h的血清

AST和ALT含量，显著高于该模型1。5和3 h

的血清AST和ALT含量。结合爆发性肝炎小

鼠模型生存时间，说明腹腔注射LPS和D-GaIN

后6 h为小鼠肝炎爆发的时间。

实验组与对照组比较，+P<0．05，一P<O．01；实验组6h与1．5h和3h比较，。P<0．05，“P<O．01．

图2 注射LPS和D—GalN后，小鼠血清谷草转氨酶和谷丙转氨酶含量

Fig．2 Serum ALT and AST levels after co-injected with LPS and D·GaIN

2．3小鼠肝脏病理学检查 根据爆发性肝炎

小鼠模型的生存率变化曲线和不同时间点的小

鼠血清谷草转氨酶和谷丙转氨酶的含量变化，

分别选取未作处理的小鼠肝脏，腹腔注射PBS

对照的小鼠肝脏，爆发性肝炎模型1．5、3和6 h

的小鼠肝脏进行病理学检查。腹腔注射PBS

对照组的小鼠肝脏病理切片图与未处理组的肝

脏切片相似；注射LPS和D-GaIN 1．5h肝脏病理

切片示肝细胞有较多的核分裂，有散在的中性粒

细胞浸润；3 h肝脏病理切片示肝细胞有较多的

核分裂，有散在的中性粒细胞浸润，部分区域呈

小灶性炎症细胞浸润，有部分肝细胞死亡；6 h

肝脏病理切片示肝细胞有较多的核分裂，有较多

的中性粒细胞浸润，局部呈小灶性炎症细胞浸

润，其周围有大量肝细胞死亡，肝脏的炎症随着

爆发|哇肝炎的发展不断加重，如图3所示。

2．4爆发性肝炎模型中MDSCs的分布变化

已有研究表明，在病理状况下如肿瘤、炎症、感染

和自身免疫性疾病的发生发展过程中，MDSCs

能在骨髓、脾脏、淋巴结、血液及疾病相关组织或

器官中大量积累B引。为此，我们检测了爆发性

肝炎小鼠模型0、1．5、3和6 h肝脏、脾脏、骨髓和

淋巴结中Grl+CDIlb+MDSCs细胞比例。

图4为爆发性肝炎模型肝脏、脾脏、骨髓和

淋巴结在0、1．5、3和6 h的MDSCs分布比例变

化，图示在不同组织中，随着爆发性肝炎的进行

性发展，MDSCs的比例不断增加，说明MDSCs

在爆发性肝炎小鼠模型中的不同器官都出现了

积累，并且随着肝炎的发展MDSCs的积累不断

增加。
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A：未作处理组；B：PBS对照组；

C：爆发性肝炎1．5 h组；D：爆发性肝

炎3 h组；E：爆发性肝炎6 h组．

图3 注射LPS和D-GaIN后，

不同时间点的小鼠肝脏病理学

检查

Fig．3 Pathological analysis of

liver sections after CO．injected

witIl U)s and D．GalN

图4爆发性肝炎小鼠中MDSCs在不同组织、不同时间点的分布

Fig．4 Dynamic accumulation of the MDSCs in different tissues in LPS／D—GaIN induced

acute fulminate hepatitis mice
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2．5 爆发性肝炎模型中NK细胞在肝脏组织

中的分布变化 在小鼠中NK细胞表达

NKI．1，不表达CD3。我们检测了爆发性肝炎

模型0、1．5、3和6 h肝脏中CD3一NKl．1+NK

细胞比例。

图5为爆发性肝炎模型0、1．5、3和6 h NK

B Nl(cells
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细胞比例的变化，A图示随着爆发性肝炎的发

展，肝脏中NK细胞的比例不断增加，肝炎进展

到6 h，NK细胞的比例增加尤为明显；B图为

NK细胞在肝脏中比例的直方图统计图。说明

肝脏中NK细胞比例随着MDSCs的积累同时

升高。

1．5 h 3 h 6 h

LIVER

2．6爆发性肝炎模型中NK细胞的活化状况

鉴于爆发性肝炎模型小鼠肝脏NK细胞比例

随着MDSCs的积累同时升高，我们检测了骨

髓、脾脏和肝脏中NK细胞表达NK细胞活化

受体NKG2D的比例，以及活化受体NKG2D的

平均荧光强度。

图6为爆发性肝炎小鼠模型0、1．5、3和6

h骨髓、脾脏和肝脏中，NK细胞表达活化受体

NKG2D的比例。图示骨髓、脾脏和肝脏中NK

细胞表达NK细胞活化受体NKG2D的比例，在

6 h点显著高于正常小鼠的比例。

图7为爆发性肝炎模型O、1．5、3和6 h骨

髓、脾脏和肝脏中，NK细胞表达活化受体

NKG2D平均荧光强度的变化。图示随着爆发

性肝炎的发展，不同组织中活化受体NKG2D

的平均荧光强度不断增强。说明爆发性肝炎小

实验组与正常组比较，‘P<

0．05．‘’P<0．01．

图5爆发性肝炎模型中NK细

胞在肝脏组织中不同时间

点的比例

Fig．5 Rates of NK cells in LPs／

D．GaIN induced acute

fulminate hepatitis mice in

liver tissue

鼠模型中NK细胞的活性随着MDSCs的积累

也逐渐增强。

3讨论

肝脏是机体内较为独特的实体器官，生理

状态下，在肝脏内的NK细胞可高达30％，如此

高比例的NK细胞在肝内的定居，使得机体能

适时激活天然免疫，清除肝内外来的病原微生

物，维持肝内稳态。然而当大量外来抗原从肝

门静脉进入体内，也可通过免疫调节诱导机体

对此类抗原的耐受，此即“门脉耐受”现象。因

此，肝脏局部的免疫状态需要非常精细的调节，

才能保证在特定的情况下，正确选择启动免疫

应答还是诱导免疫耐受⋯J。而爆发性肝炎则

是由于机体过度地免疫应答，破坏了这种平衡

状态，产生了大量的的促炎症细胞因子损伤肝

弘

∞

衢

加

坫

加

0

O
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实验组与正常组比较，’P<O．05，一P<0．01．

图6爆发性肝炎模型中不同组织、不同时间点NKG2D+

NK细胞的比例

Fig．6 Ratio of NKG2D+NK cells in different tissues in

LPS／D—GaIN induced acute fulminate hepatitis mice

实验组与正常组比较，‘P<0．05，一P<0．0l

图7爆发性肝炎模型中不同组织、不同时间点NK细胞表

面的NKG2D的平均荧光强度

Fig．7 Mean fluorescence intensity of NKG2D on NK gated

cells in LPS／D—GaIN induced acute fulminate hepatitis

mice in different tissues

细胞‘n-13]，并诱导其凋亡、坏死，最终引起肝脏

的衰竭。我们通过腹腔同时注射LPS和D

·GaIN的方法来诱导爆发性肝炎，其中D—GaIN

能显著增加小鼠对LPS的敏感性，从而引起严

重的肝脏炎症甚至死亡埔J。我们通过检测爆

发性肝炎模型小鼠的生存时间，发现小鼠在

6．5 h开始出现死亡，直至10 h全部死亡，选取

了1．5、3和6 h作为实验的检测时间点，检测

了小鼠血清中ALT和AST的含量，

发现血清ALT和AST水平随着肝

炎的进展不断上升，并在6h达到峰

值，说明我们腹腔注射小鼠LPS和

D．GaIN后6 h左右肝炎爆发。同

时，我们也对爆发性肝炎模型小鼠

肝脏进行了病理学检查，发现腹腔

注射PBS的对照组与未处理组的

肝脏切片相似，而爆发性肝炎模型

小鼠肝脏切片随着肝炎发展炎症

细胞浸润和坏死程度加重，6h的肝

脏组织坏死最为严重。

抑制性细胞亚群作为机体免

疫调控的重要负向调控元件，在抗

原递呈、细胞因子产生和效应细胞

活化等各个环节中有着不可或缺

的作用，故而在疾病的免疫治疗研

究中备受关注。近几年，小鼠中表

型为Grl+CDl lb+的MDSCs越来

越受到广大研究者的重视，并且已

有研究发现，MDSCs能在多种病理

性状态中出现积累旧引，在外周免

疫器官中的MDSCs数量及功能的

异常参与了肿瘤、感染等疾病的发

生发展。我们的研究中选取了不

同时间点检测爆发性肝炎模型小

鼠肝脏、脾脏、骨髓和淋巴结中

Grl+CDllb+MDSCs比例变化，发

现不同脏器中MDSCs都随着肝炎

的发展不断出现积累，与其他相关

文献旧．3．刊的报道一致。

已有研究报道，荷瘤小鼠的

MDSCs能抑制NK细胞的活性，降

低NK细胞活化受体NKG2D的表

达[7】，通过抑制天然免疫来促进肿瘤的发生发

展。为此，我们检测了爆发性肝炎模型小鼠不

同时间点肝脏中CD3一NKl．1+NK细胞比例的

变化，发现肝脏中NK细胞的比例随着炎症的

发展不断升高，进而我们又检测了爆发性肝炎

小鼠模型不同时间骨髓、脾脏和肝脏中NK细

胞表达活化受体NKG2D的比例，以及NK细胞

的NKG2D平均荧光强度。我们发现在骨髓、
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脾脏和肝脏中，NK细胞表达活化受体NKG2D

的比例以及NKG2D的平均荧光强度都显著升

高了。这与荷瘤小鼠中NK细胞活性随着

MDSCs积累减弱相反，炎症状态下，肝脏中NK

细胞的比例随着MDSCs的积累增加，NK细胞

活性随着MDSCs的积累增强。肝炎发展过程

中MDSCs的作用表现为促进NK细胞的增殖

与活化，MDSCs的积累无法根本性阻止肝炎的

爆发。这些发现，对于研究天然免疫细胞如

NK细胞和调节性细胞如MDSCs在肝脏损伤过

程中的机制，有一定的提示作用。
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