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ＨＢＶ对肝内 ＴＧＦβ１ 蛋白表达和人肝星状
细胞系 ＬＸ２活性的影响
张香梅　乐晓华　徐六妹　苟继周　张明霞　王敏　唐奇远　刘赛云　何清

　　【摘要】　目的　探讨 ＨＢＶ对肝内 ＴＧＦβ１蛋白表达及人肝星状细胞系 ＬＸ２细胞活性的影响。

方法　运用免疫组织化学方法检测对照组（ＨＢＶ阴性）和慢性乙型肝炎组肝组织内 ＴＧＦβ１的表达；

采用细胞培养、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＭＴＴ和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验体外观察 ＨＢＶ对 ＬＸ２细胞形态及活性的影响。

结果　慢性乙型肝炎组肝组织内ＴＧＦβ１的表达水平显著高于对照组（ｔ＝４．２２６８、Ｐ＝０．０００）；在慢

性乙型肝炎组，ＴＧＦβ１在肝纤维化处于Ｓ１～Ｓ２期的肝组织内表达较高，与肝纤维化Ｓ３～Ｓ４期肝组织

内的表达比较差异具有显著性（ｔ＝６．９１０７、Ｐ＝０．０００）。ＨＢＶ可引起ＬＸ２细胞的形态学改变，并增

加其增殖和运动迁移能力。结论　ＨＢＶ主要在慢性乙型肝炎肝纤维化形成的早期阶段发挥作用。

ＨＢＶ感染可引起肝组织内ＴＧＦβ１蛋白表达增加和人肝星状细胞系ＬＸ２的形态改变和活性增强。
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　　在我国，乙型肝炎病毒具有较高的人群感染率，

是肝纤维化病变的主要原因［１］，其形成机制一直是

研究的热点。转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）为 ＴＧＦβ家族成员之一，是介导

肝损伤及纤维化的主要细胞因子，在器官纤维化形

成过程中扮演着重要角色［２］。活化的肝星状细胞
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（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）是肝纤维化形成中的关键

细胞，肝纤维化状态下其表型改变，且功能活性也发

生变化［３］。为此，本研究试图探讨ＨＢＶ感染与肝内

ＴＧＦβ１表达及ＨＳＣ活化的关系，现报道如下。

资料与方法

一、临床资料的收集

随机收集２００８～２０１０年深圳市第三人民医院

病理科收治的慢性乙型肝炎患者的肝组织活检石蜡

包埋组织标本共８５例，每例所选标本至少包括３～６
个肝小叶结构，除了对以上肝组织进行 ＨＢｓＡｇ和

ＨＢｃＡｇ表达的免疫组化检测外，还聘请了两位经验
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丰富的病理医生参照２０００年第１０次全国肝病西安

会议上通过的标准，再次对肝组织进行病理分级和

分期。并根据肝组织纤维化程度将上述病例分为４
组，其中 Ｇ２Ｓ１患者１８例，Ｇ２Ｓ２患者２３例，Ｇ２Ｓ３患

者２４例，Ｇ２Ｓ４患者２０例；选择无 ＨＢＶ及其他病原

体感染，无酒精肝、脂肪肝等病变的肝组织为对照

组，共１０例。体外细胞学实验所用ＨＢＶ来自本院１
例慢性乙型肝炎患者的血清，该血清的使用已得到

患者本人知情同意和本院医学伦理部门的许可。血

清ＨＢＶＤＮＡ定量值为１．７４×１０８ＩＵ／ｍｌ。
２．主要试剂：实验用兔抗人多克隆抗ＴＧＦβ１

购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；兔抗人多克隆抗ＳＭＡ、ＰＶ
６０００免疫组织化学检测试剂盒等购自北京中杉金

桥生物技术有限公司；ＭＴＴ试剂盒购自Ｓｉｇｍａ公司，

Ｔｒｅｓｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；ＰＶＤＦ膜和化学

发光液均购自Ｐｉｅｒｃｅ公司。

二、方法
１．免疫组织化学法检测：ＴＧＦβ１在慢性乙型肝

炎肝组织中的表达：采用免疫组织化学 ＰＶ６０００法

检测对照组和慢性乙型肝炎组肝组织中 ＴＧＦβ１的

表达（按照试剂盒操作说明书进行）。抗ＴＧＦβ１工
作浓度为１∶１２０。ＤＡＢ显色后，苏木精复染，中性树

脂封固。ＰＢＳ液取代一抗作阴性对照。其染色结果

参照文献［４］中方法并加以修改，即以着色强度及阳

性细胞数进行综合评分。着色强度：无色为０分，浅

黄色为１分，棕黄色为２分；阳性细胞数：≤ ２５％为
１分，２６％ ～５０％为 ２分，５１％ ～７５％为 ３分，＞
７５％为４分。两项得分相加为其总得分。≤ ２分为

阴性，３～４分为阳性，＞４分为强阳性，强阳性判定

为高表达。最终结果由两位病理医师采用双盲法观

察每例切片得出。

２．ＨＢＶ对ＬＸ２细胞形态影响的镜下观察：胰

酶消化生长状态良好的 ＬＸ２细胞，调整细胞密度，

以每孔２００个细胞接种于６孔培养板。实验分为两

组：对照组和ＨＢＶ组。当细胞贴壁后（约６～８ｈ）吸
弃原培养液，对照组仅加入含１０％ ＦＣＳＤＭＥＭ培养

基；ＨＢＶ组在上述培养基内添加ＨＢＶ，其 ＨＢＶ终浓

度为１．７４×１０６ＩＵ／ｍｌ。３～５ｄ后于倒置显微镜下

观察各组细胞的形态学变化。

３．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定各组 ＬＸ２细胞中 ＳＭＡ
蛋白的含量：将１×１０５个／ｍｌ浓度的 ＬＸ２细胞接

种于６孔培养板，每孔２ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２条件下培

养２４ｈ后，实验分组方法及要求同上。继续培养
４８ｈ后收集各组 ＬＸ２细胞，用 ＲＩＰＡ试剂裂解上述

各组细胞，ＢＣＡ法测定蛋白质浓度后，将等量蛋白质

的全细胞裂解液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，再将分

离出的蛋白电转到 ＰＶＤＦ膜上。印迹膜在含５％奶

粉的ＴＢＳＴ缓冲液内室温封闭１ｈ，加入兔抗人多克

隆抗ＳＭＡ后４℃过夜孵育，洗膜，加入 ＨＲＰ标记的

抗兔二抗，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ化学发光

法检测，以ＧＡＰＤＨ为内参照。

４．ＭＴＴ实验（四甲基偶氮唑盐实验）：实验分组

方法及要求同上。用含１０％ ＦＣＳＤＭＥＭ培养基调

整上述各组细胞，以每孔约５×１０３个ＬＸ２细胞接

种于９６孔板，每孔体积２００μｌ，同时设空白对照（仅

加培养基）。培养约 ３６～４８ｈ后在每孔加 ２０μｌ
５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ继续培养４ｈ，吸干上清，每孔加二

甲基亚砜１５０μｌ，酶标仪４９２ｎｍ波长测定吸光度值
（Ａ），根据Ａ实验组／Ａ对照组判定细胞增殖能力。独立实

验２次，每次每组取５个复孔，求平均值。

５．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测 ＬＸ２细胞的运动迁移能

力：实验分组同上。取生长状态良好的各组细胞，用
ＤＭＥＭ培养基调整细胞密度为１×１０５个／ｍｌ的单

细胞悬液。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下室加入３００μｌ的１０％
ＦＣＳＤＭＥＭ培养基，上室分别加每组细胞悬液各
２００μｌ，５％ ＣＯ２、３７℃条件下培养２４ｈ后取出小室，

以苏木素复染，显微镜下计数迁移至滤膜外表面的

细胞数，每张滤膜随机取５个视野，独立实验２次。

三、统计学处理

应用Ｅｘｃｅｌ软件建立数据库，采用 ＳＡＳ软件进

行数据分析。完全随机设计的两样本均数比较进行
ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、ＴＧＦβ１在慢性乙型肝炎肝组织中的表达

免疫组织化学检测结果显示，ＴＧＦβ１在正常肝

组织中不表达或弱表达，而在慢性乙型肝炎肝组织

中呈不同程度的黄色或棕黄色表达，主要表达于活

化的肝星状细胞，汇管区、纤维间隔内的纤维母细胞

及少数炎性细胞胞浆内，见图１。本研究对 ＴＧＦβ１
在肝组织中的表达评分进行统计学分析，结果显示
ＴＧＦβ１在８５例慢性乙型肝炎患者肝组织中的表达

评分均值为３．１７６５±１．４４０７，其在对照组肝组织

中的表达评分均值为１．２０００±０．９１８９，差异具有

统计学意义（ｔ＝４．２２６８，Ｐ＝０．０００）。慢性乙型肝

炎肝纤维化不同病理分期标本中，肝纤维化Ｓ１～Ｓ２
期肝组织中 ＴＧＦβ１的表达（４．０７３２±１．３３０２）高
于肝纤维化Ｓ３～Ｓ４期肝组织中的表达（２．３４０９±
０．９６３１），差异具有统计学意义（ｔ＝６．９１０７、Ｐ＝
０．０００）。
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图１　ＴＧＦβ１在对照组和慢性乙型肝炎组肝组织内的表达

注：免疫组织化学ＰＶ６０００法，×２００；Ａ：对照组，Ｂ：Ｇ２Ｓ１，Ｃ：Ｇ２Ｓ２，Ｄ：Ｇ２Ｓ３，Ｅ：Ｇ２Ｓ４，Ｆ：图１Ｃ的局部放大（×４００）

　　二、ＨＢＶ对ＬＸ２细胞形态的影响

细胞培养第７天时，吸弃６孔板中的原培养液，

用ＤＨａｎｋｓ液洗涤２遍后加入新培养液于倒置显微

镜下观察，发现无 ＨＢＶ刺激的 ＬＸ２细胞（Ｃｏｎ组）

外形饱满，呈不规则形或星形，群聚性生长；而 ＨＢＶ
刺激的ＬＸ２细胞（ＨＢＶ组）外形大多呈短梭形或长

梭形，细胞与细胞之间首尾相连，具有明显的极性，

见图２Ａ。

图２　ＨＢＶ对ＬＸ２细胞形态及功能的影响

　　三、ＨＢＶ对细胞运动迁移能力的影响
运用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室评价ＨＢＶ对ＬＸ２细胞运动

和迁移能力的影响，研究发现在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室加入
相同数量的两组 ＬＸ２细胞并培养 ２４ｈ后，ＨＢＶ
（－）组穿透的 ＬＸ２细胞平均数为（２９．８０００±
１．５２１３）个，少于ＨＢＶ（＋）组穿透的 ＬＸ２细胞平均
数（６０．８０００±２．９０８１）个，差异具有统计学意义
（ｔ＝３６．５８２３，Ｐ＝０．００００），见图２Ｂ。

四、ＨＢＶ对ＬＸ２细胞中ＳＭＡ蛋白含量的影响
ＳＭＡ蛋白是ＬＸ２细胞活化的标志。本研究运用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测各组ＬＸ２细胞中ＳＭＡ的表达，

结果经灰度分析显示，ＨＢＶ组细胞中ＳＭＡ蛋白含量
较对照组显著增高（ｔ＝３５．４１２５，Ｐ＝０．００００），表明
ＨＢＶ可使ＬＸ２细胞的活性增强，见图２Ｃ。

五、ＨＢＶ对ＬＸ２细胞增殖能力的影响
用含ＨＢＶ（终浓度为１．７４×１０６ＩＵ／ｍｌ）的培

养基培养ＬＸ２细胞，２～３ｄ后采用 ＭＴＴ法测定其
增殖能力，结果显示对照组各孔测定的 Ａ均值为
０．２２２４±０．００９４，ＨＢＶ组各孔测定的 Ａ均值为
１．０５８４±０．００４４，差 异 具 有 统 计 学 意 义 （ｔ＝
１８０．１１２２，Ｐ＝０．００００）。

讨　　论

慢性乙型病毒性肝炎在我国具有较高的发病
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率，其中绝大多数患者有程度不同的肝纤维化表现。

尽管不同病因可引起相似的肝纤维化和肝硬化病

变，但在其致纤维化过程中所参与的细胞因子、细胞

含量及活性改变却不完全相同，体现其不同的致纤

维化机制［５６］。ＴＧＦβ１为 ＴＧＦβ家族成员，是目前

已知较强的致纤维化因子［７８］。本研究首先运用免

疫组织化学方法检测ＴＧＦβ１在肝组织中的表达，发

现ＴＧＦβ１在对照组肝组织中呈不表达或弱表达，而

在慢性乙型肝炎肝组织中则较高表达，主要表达于

肝ＨＳＣ胞浆内。另外，在分析 ＴＧＦβ１表达与慢性

乙型肝炎肝纤维化不同病理分期的关系时，为减少

肝组织不同炎症程度对实验分析结果的影响，本研

究入组的８５例慢性乙型肝炎肝活检标本均具有相

同的炎症病理分级（Ｇ２期），通过对以上组织中
ＴＧＦβ１的表达评分进行统计学分析，结果表明，

ＴＧＦβ１在肝纤维化形成早期的肝组织中表达水平

高于在肝纤维化形成晚期的肝组织。提示 ＴＧＦβ１
可能是ＨＢＶ致肝纤维化形成过程中早期发挥作用

的细胞因子，而且其作用的发挥与肝内ＨＳＣ相关。

活化 ＨＳＣ为肝纤维化形成过程中发挥作用的

主要细胞，平滑肌肌动蛋白（ＳＭＡ）是其主要标志。

正常情况下 ＨＳＣ处于静止状态。ＳＭＡ在儿童及幼

年肝组织中ＨＳＣ胞浆内可呈阳性反应，在成人健康

状态下为阴性，当肝脏受到炎症等刺激时，ＨＳＣ被激

活并转化为肌成纤维样细胞，此时ＳＭＡ呈强阳性表

达［９］。有研究认为，慢性乙型肝炎肝纤维化的形成

与ＨＢＶ持续感染有关，ＨＢＶ的存在及大量复制可

造成肝脏组织的持续损害，这种损害可导致 ＨＳＣ的

持续活化，活化的 ＨＳＣ不仅增殖能力增强，变得具

有移动性，其收缩功能也增强，产生的细胞外基质和

细胞因子随之增多，从而加速肝纤维化的形成及进

展［１０］。另有研究证实，ＨＢＶ可促进 ＴＧＦβ１在肝星

状细胞中的表达并影响 ＨＳＣ的增殖和细胞外基质

成分及含量的变化［１１］。为进一步证实 ＨＢＶ在肝纤

维化形成中的作用，本研究选用人肝星状细胞系
ＬＸ２细胞进行体外实验，由于 ＬＸ２细胞是从健康

人肝脏中分离的ＨＳＣ转染ＳＶ４０Ｔ质粒后，通过低血

清（１％胎牛血清）培养筛选后所获得［１２］，因此其能

更好的模拟人体肝星状细胞的特性，使实验结果更

接近于真实水平。本研究中，当用含 ＨＢＶ的血清刺

激ＬＸ２细胞并培养一定时间后，发现 ＬＸ２细胞形

态不仅由先前的胞质饱满，胞突钝圆变得细长而有

极性，且其 ＳＭＡ蛋白含量也增加，表明 ＨＢＶ可使
ＬＸ２细胞发生肌成纤维母细胞表型的转化，即活性

增强。另外，本研究还运用 ＭＴＴ实验测定 ＬＸ２细

胞的增殖能力，采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验评价其运

动、迁移能力，发现当ＨＢＶ浓度达到一定值后，ＬＸ２
细胞的增殖、运动以及迁移能力均增强。上述体外

实验结果表明，ＨＢＶ不仅使 ＬＸ２细胞的形态和表

型发生改变，也促使其功能活性增强。

总之，ＨＢＶ感染可在慢性乙型肝炎纤维化形成早

期引起ＴＧＦβ１蛋白表达增高，同时可导致人肝星状

细胞系ＬＸ２的形态和活性发生变化。提示在慢性乙

型肝炎抗病毒治疗的同时，早期即可开展针对肝纤维

化形成中的主要细胞因子 ＴＧＦβ１和关键细胞 ＨＳＣ
的靶向治疗，以阻抑或延缓肝纤维化的发生。
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