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日本血吸虫可溶性虫卵抗原对体外培养大鼠腹腔巨噬细胞活化及 TNF-
α 表达的影响

胡 敏，王亚东，黄 顺，钱 琛
( 安徽中医药大学 病理学教研室，安徽 合肥 230038)

【摘 要】目的: 观察日本血吸虫可溶性虫卵抗原( SEA) 对体外培养的大鼠腹腔巨噬细胞( PMCs) 中 TNF-α 活化及表达的影

响。方法: 体外培养大鼠 PMCs，利用苏木素-伊红染色( HE 染色) 、免疫细胞化学染色( IHC) 、ＲT-PCＲ 以及放免法，对 SEA 作

用后的大鼠 PMCs 形态变化和 TNF-α表达进行观察; 同时，制备 SEA 活化腹腔巨噬细胞条件培养基( SEA-MCM) ，利用 MTT 比

色法和 3H-脯氨酸掺入法，对经过 SEA-MCM 作用后的 HSC-T6 细胞增殖及胶原合成结果进行检测。结果: ①大鼠 PMCs 在

LPS( 10 mg /L) 和 SEA( 10 mg /L) 分别作用 3 h、6 h 和 9 h 后，可以使 PMCs 活化增加，并促进大鼠 PMCs TNF-α 蛋白表达( P ＜
0． 05) ;②LPS( 10 mg /L) 和 SEA( 10 mg /L) 分别作用 6 h，大鼠 PMCs TNF-α mＲNA 表达增加( P ＜ 0． 05 ) ; ③LPS( 10 mg /L) 和

SEA( 10 mg /L) 分别作用 3 h、6 h 和 9 h，培养上清中 TNF-α含量高于阴性对照组( P ＜ 0． 05) ; 6 h 和 9 h 组均高于 3 h 组( P ＜
0． 05) ，6 h 和 9 h 组间无明显差别( P ＞ 0． 05) ;④SEA-MCM 促进 HSC-T6 细胞增殖和胶原合成( P ＜ 0． 05) 。结论: 体外实验证

实 SEA 与 LPS 在活化大鼠 PMCs、促进 TNF-α表达和分泌中有相似的作用，这可能与 SEA 活化大鼠 PMCs 能明显促进 HSC-T6
细胞增殖和胶原合成有关。
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Effect of soluble egg antigen of Schistosoma japonicum on activation and expression of TNF-α
in cultred rat peritoneal macrophages in vitro

HU Min，WANG Yadong，HUANG Shun，QIAN Chen
Department of Pathology，Anhui University of Traditional Chinese Medicine，Hefei 230038，China

【Abstract】Objective: To observe the effect of soluble egg antigen( SEA) on TNF-α expression in rat peritoneal macrophages in vitro and proliferation and

collagen synthesis of HSC-T6 cells． Methods: Ｒat peritoneal macrophages were harvested via irrigation of the peritoneal cavity，and cultured in vitro． The

effect of SEA on the expression of TNF-α in the rat peritoneal macrophages was observed after staining of the cells with HE and immunocytochemistry，ＲT-

PCＲ and radiommunity． SEA-MCM was prepared，and MTT colorimetric assay and 3H-proline incorporation were performed to detect the proliferation and

collagen synthesis of HSC-T6． Ｒesults:①At 3，6 and 9h，the expression of TNF-α in the SEA and LPS group was significantly higher than that in the con-

trol treated with ＲPMI1640( P ＜ 0. 05) ;②The level of TNF-α in the supernatant was also significantly higher than that in the control treated ＲPMI1640

( P ＜ 0. 05) ;③After exposure to SEA or LPS for 3，6 and 9 h，the expression of TNF-α mＲNA of peritoneal macrophages in the SEA and LPS group was

significantly higher than that in the control after treatment with ＲPMI1640( P ＜ 0. 05) ;④SEA-MCM significantly promoted the proliferation and collagen

production of HSC-T6 cells ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion: SEA，functioning similarly with LPS，may have the effect to induce rat peritoneal macrophages activa-

tion and promote expression and secretion of TNF-α，which is possibly related to the capacity of SEA that is capable of promoting the proliferation and col-

lagen production of HSC-T6 in vitro．

【Key words】peritoneal macrophage; tumor necrosis factor-α; soluble egg antigen; proliferation; collagen synthesis

血吸虫肝纤维化是由于患者感染血吸虫病而引

起肝脏纤维组织失衡的病症。血吸虫病是指血吸虫

成虫寄生于人体，并形成虫卵肉芽肿而引起的慢性

免疫性疾病。沉积在组织内的这些成熟虫卵可以刺

·902·皖南医学院学报( J of Wannan Medical College) 2015; 34( 3)



激机体，使机体产生应答，宿主对活毛蚴分泌的可溶

性抗原所产生的病理性免疫应答是血吸虫病的病理

基础，同时虫卵肉芽肿组织在血管内形成，堵塞血

管，破坏血管结构，导致组织纤维化［1］。刺激血吸

虫虫卵肉芽肿形成的主要因子是日本血吸虫可溶性

虫卵抗原( SEA) ［2］。在血吸虫病肝纤维化的形成和

调节过程中细胞因子发挥着重要的作用。肿瘤坏死

因子 α( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 是一种常见

的细胞因子，由巨噬细胞在炎症或免疫刺激下活化

所分泌。如果 TNF-α 分泌过多，可以刺激粒细胞和

成纤维细胞增生，继而引起组织损伤及纤维化。有

报道指出，TNF-α 具有活化肝星状细胞( hepatic stel-
late cell，HSC) 的作用，并能够促进 HSC 产生细胞外

基质( extracellular matrix，ECM) ［3］，被认为与肝纤维

化有密切关系［4］。本研究旨在观察 SEA 对体外大

鼠腹腔巨噬细胞( PMCs) 分泌 TNF-α 含量以及 SEA
活化的腹 腔 巨 噬 细 胞 条 件 培 养 基 ( SEA-MCM ) 对

HSC 增殖和胶原合成的影响。

1 材料和方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物和细胞株 清洁级健康 SD 大鼠，

雌雄不限，购于安徽医科大学实验动物中心 ( 合格

证号: 皖医实动准 02 号) ，标准饲养。HSC-T6 细胞

为永生化大鼠肝星状细胞株( 第二军医大学张俊平

教授惠赠) 。
1． 1． 2 试剂 日本血吸虫干卵购买于中国寄生虫

病防治中心 ( 上海) 。大肠杆菌内毒素 ( LPS) 购于

Sigma 公司。TNF-α 多克隆抗体、二抗试剂盒购于

武汉博士得试剂公司。TNF-α 放免试剂盒由解放军

总医院东亚免疫技术研究所( 北京) 提供。MTT 购

于上海博谷生物科技有限公司。3H-脯氨酸 ( 比放

射性 37 MBq /mL) 购自中国原子能研究所。mＲNA
提取试剂盒、TaqDNA 聚合酶和 dNTP 购 于 Sigma
公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 制备日本血吸虫虫卵抗原［5］ 参照文献，

将购买的日本血吸虫干卵匀浆后利用滤膜进行滤过

除菌。对获得的无菌 SEA 进行分装，放于 4 ℃ 保

存，备用。采用紫外分光光度计，通过 Lowry-Kalokar
公式计算，得出蛋白含量为 0. 17 mg /mL。
1． 2． 2 制备大鼠 PMCs［6］ 取 SD 大鼠，对腹腔表

面进行消毒，并注射 5 mL 无菌的液体石蜡。3 d 后

收集腹腔细胞。调整细胞浓度为 5 × 108 个 /L，接种

至无菌 6 孔细胞培养板上，在 37 ℃ CO2 孵箱孵育 2

h，再用 ＲPMI 1640 培养液洗去未贴壁的死亡及杂质

细胞。经瑞氏染色法鉴定，巨噬细胞纯度 ＞ 90% ; 台

盼蓝染色，细胞存活率 ＞ 95%。
1． 2． 3 细胞实验分组 实验细胞分为 3 组。阴性

对照组: 每孔加 1 mL 含 10% NBS 的 ＲPMI 1640 培

养液; LPS 组 ( 阳 性 对 照 组 ) : 每 孔 加 入 1 mL 10
mg /L的 LPS; SEA 组: 每孔加 1 mL 终浓度为 10 mg /
L 的 SEA。每组设置 3 个复孔。
1． 2． 4 大鼠 PMCs 形态学改变的观察 取出 PMCs
爬片，PBS 液清洗后用 4% 多聚甲醛对爬片进行固

定，苏木素染色，1%盐酸酒精分化后，置于伊红染料

中，经梯度酒精逐级脱水，二甲苯透明，中性树胶封

固后，在光学显微镜下对实验结果进行观察。
1． 2． 5 TNF-α 蛋白表达的免疫细胞化学染色检测

制备细胞爬片，20% 多聚甲醛固定。H2O2 孵育，

PBS 浸泡后，滴加事先按浓度配置好的一抗，孵育后

再滴加生物素标记的二抗，PBS 清洗，加入新配制的

DAB 溶液进行显色。实验过程中，每组爬片均设有

阴性对照( PBS 代替一抗作为阳性对照) 及阳性对

照( 已知阳性切片作为阳性对照) 。每张爬片随机

选取 5 个高倍视野 ( × 400 ) ，利 用 Image-pro Plus
5． 02图像分析系统对实验结果进行定量分析。以平

均光密度值 ( MOD) 作为 TNF-α 相对含量，并分析

结果。
1． 2． 6 ＲT-PCＲ 测定 TNF-α mＲNA 表达 参照说

明书提取总 ＲNA。根据 GenBank 上大鼠 TNF-α 和

β-actin 登录的核苷酸序列，设计合成两对引物。在

94 ℃ 5 min，94 ℃ 45 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s 反应

条件下循环 35 次，72 ℃延伸 10 min 后终止反应，得

到两条长度分别为 295 bp 和 285 bp 的引物扩增片

段。取扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳。TNF-α 和

β-actin 的光密度值的比值用于对 TNF-α 的相对量

进行评估。
1． 2． 7 利用放射免疫法对上清中 TNF-α 含量进行

测定 收集细胞培养上清液，严格按说明书操作指

南进行操作，测定上清液中的 TNF-α 含量。
1． 2． 8 制备 SEA-MCM［7］ SD 大鼠随机分成两组，

对照组和模型组( 10 只 /组) ，分别腹腔注射无菌生

理盐水和日本血吸虫可溶性虫卵抗原，于第 4 天进

行断头处死。将离心的大鼠腹腔冲洗液制成腹腔细

胞悬液后加入培养板( 1 mL /孔) ，培养 24 h，获得大

鼠单层 PMCs。洗去未贴壁细胞。模型组加入总体

积 1 mL 含 10% NBS 的 PＲMI 1640 培养液，对照组

加 1 mL ＲPMI 1640，继续在上述条件下进行培养，

48 h 后分别对两组培养上清进行收集并过滤，即获
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得无 SEA 刺激的 MCM 和 SEA-MCM。分装后放置

于 － 20 ℃保存。
1． 2． 9 SEA-MCM 对 HSC-T6 细胞增殖的影响［8 － 9］

用含 5%NBS 的 DMEM 培养液将 HSC-T6 细胞稀

释为 1 × 105 /mL，加入 96 孔培养板( 100 μL /孔) ，培

养 24 h，同时以无血清的 DMEM 培养液同步化培

养。换液后，以无 SEA 刺激的 MCM 作为阴性对照，

在不含血 清 的 DMEM 培 养 液 中 加 入 不 同 浓 度 的

SEA-MCM( 稀释比分别为 1∶ 2、1∶ 4、1∶ 8) 。培养 48
h 后，每孔再加入 20 μL 的 MTT 液，继续培养。4 h
后，弃去培养上清，每孔加入 150 μL 二甲基亚砜

( DMSO) ，放于室温静置 10 min，在 570 nm 处测吸

光值。每组设置 3 个复孔并重复 3 次。
1． 2． 10 SEA-MCM 对 HSC-T6 细胞胶原合成的诱

导 细胞接种与换液操作参照 1． 2． 9。在换液 24 h
后，每个培养孔内加入 20 μL 3H-脯氨酸( 37 MBq /
mL) 继续培养。48 h 后，用胰蛋白酶和 EDTA 对细

胞进行消化，并对细胞进行收集。把收集有细胞的

玻璃纤维滤纸置于 80 ℃恒温箱内干燥 6 h。取出滤

纸，放进已加入闪烁液的闪烁杯中，用液体闪烁计数

器进行计数。取 3 个复孔的 dmp 均值作为实验结

果。重复 3 次。
1． 2． 11 数据处理 实验结果使用均数 ± 标准差( 珋x
± s) 来表示。采用相关分析和重复测量的方差分析

对数据进行分析。P ＜ 0. 05 定义为差异显著。

2 结果

2． 1 SEA 刺激后大鼠 PMCs 形态学改变 经 SEA
( 10 mg /L) 分别刺激 3 h、6 h 和 9 h 后，光镜下观察

大鼠 PMCs，我们发现与阴性对照组相比，SEA ( 10
mg /L) 组细胞数量增多，体积增大，细胞突起增多、
加长，形态产生较为明显的变化 ( 图 1 ) 。SEA ( 10
mg /L) 组与 LPS( 10 mg /L) 组之间无显著差别。
2． 2 SEA 对大鼠 PMCs TNF-α 蛋白表达的作用

利用免疫细胞化学染色，对大鼠 PMCs 中 TNF-α 蛋

白表达水平进行检测。采用重复测量的方差分析，

结果显示，与阴性对照组相比，SEA( 10 mg /L) 作用

3 h、6 h 和 9 h 均可以使大鼠 PMCs 中 TNF-α 蛋白表

达水平明显增加( F = 114. 482，P = 0. 000 ) ; 6 h、9 h
作用组的 TNF-α 蛋白表达均明显高于 3 h 组( P =
0. 003) ，而 9 h 和 6 h 两组相比，TNF-α 表达量仅有

增加的趋势，却无统计学意义( P = 0. 096) 。SEA 组

( 10 mg /L) 表达高于阳性对照组 LPS( 10 mg /L) ( P
= 0. 006) ，见表 1、图 2。
2． 3 SEA 对体外刺激大鼠 PMCs 中 TNF-α mＲNA

表达的影响 ＲT-PCＲ 结果显示，与阴性对照组相

比，SEA( 10 mg /L) 和 LPS( 10 mg /L) 作用 6 h 后，大

鼠 PMCs 中 TNF-α mＲNA 表达水平均明显增加 ( F
= 92. 875，P = 0. 000) 。SEA( 10 mg /L) 组与 LPS( 10
mg /L) 组之间无显著差别( P = 0. 558) ，见表 2、图 3。

表 1 SEA 对大鼠腹腔巨噬细胞 TNF-α蛋白表达的影响

( 珋x ± s，n = 6)

组别
浓度

( mg /L)

平均光密度值( TNF-α)

3 h 6 h 9 h

阴性对照组 － 0． 096 ± 0． 006 0． 104 ± 0． 002 0． 107 ± 0． 010

SEA 组 10 0． 125 ± 0． 005* 0． 145 ± 0． 003＊△ 0． 135 ± 0． 008＊△

LPS 组 10 0． 121 ± 0． 003* 0． 136 ± 0． 011* 0． 126 ± 0． 011*

* P ＜ 0. 05 与阴性对照组相比;△P ＜ 0. 05 与 3 h 时间组相比

表 2 SEA 刺激 6 h 大鼠腹腔巨噬细胞 TNF-α mＲNA 表达的

影响( 珋x ± s，n = 3)

组别 浓度( mg /L)
平均光密度值

TNF-α /β-actin

阴性对照组 － 0． 462 ± 0． 044

SEA 组 10 0． 709 ± 0． 004*

LPS 组 10 0． 722 ± 0． 012*

* P ＜ 0． 01 与阴性对照组相比

2． 4 SEA 对大鼠 PMCs 分泌 TNF-α 水平的影响

通过放免法检测，采用重复测量的方差分析，结果显

示，与阴性对照组相比，SEA ( 10 mg /L) 和 LPS ( 10
mg /L) 分别作用 3 h、6 h 和 9 h 后，PMCs 培养上清

中 TNF-α 水平明显增加( F = 342. 332，P = 0. 000 ) 。
SEA( 10 mg /L) 和 LPS( 10 mg /L) 分别作用 6 h 和 9
h 后，培养上清中 TNF-α 水平高于作用 3 h 组( F =
658. 442，P = 0. 003 ) ; 6 h 组 和 9 h 组 相 比，虽 然

TNF-α 分 泌 略 有 增 加，但 无 统 计 学 意 义 ( P =
0. 088) 。SEA( 10 mg /L) 组高于 LPS ( 10 mg /L) 组

( P = 0. 013) ，见表 3。

表 3 SEA 对大鼠巨噬细胞上清液中 TNF-α分泌的影响

( 珋x ± s，n = 3)

组别
浓度

( mg /L)

TNF-α( mg /L)

3 h 6 h 9 h

阴性对照组 － 0． 126 ± 0． 012 0． 254 ± 0． 011 0． 266 ± 0． 010

SEA 组 10 0． 259 ± 0． 016* 0． 429 ± 0． 018＊△ 0． 453 ± 0． 013＊△

LPS 组 10 0． 242 ± 0． 008* 0． 413 ± 0． 011＊△ 0． 446 ± 0． 022*

＊P ＜ 0. 05 与阴性对照组相比，△P ＜ 0. 05 与作用 3 h 时间组相比

2． 5 SEA-MCM 诱导 HSC-T6 细胞增殖和胶原合成

实验结果显示，终稀释比为 1∶ 2、1∶ 4、1∶ 8 的 3 组

SEA-MCM，在 570 nm 处测吸光值及 dmp 值均高于
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对照组( F = 68. 263，P = 0. 000) ，1∶ 2 组与 1∶ 4 组均

高于 1∶ 8 组( P1∶ 2 ＆ 1∶ 8 = 0. 001，P1∶ 4 ＆ 1 ∶ 8 =
0. 000 9) ，而 1∶ 2 和 1∶ 4 组间差异无统计学意义( P
= 0. 218 ) 。经线性相关系数分析可以得出，SEA-
MCM( 终稀释比 1∶ 2、1∶ 4、1∶ 8) 对 HSC-T6 细胞的增

殖( r = 0. 854，P = 0. 003 ) 和胶原合成 ( r = 0. 809，P
= 0. 008) 具有诱导作用。而且这个作用呈现明显

的浓度依赖相关性( 表 4) 。

A，B，C: 阴性对照组; D，E，F: SEA 作用组( 10 mg /L) ; A 和 D: 3 h; B

和 E: 6 h; C 和 F: 9 h

与 A，B，C 组相比，D，E，F 组 PMCs 体积增大，数量增多，细胞突起增

多、加长

图 1 SEA 刺激大鼠腹腔巨噬细胞 3、6 和 9 h 的形态学特征

( HE，× 200)

A，B，C: 阴性对照组; D，E，F: SEA 作用组( 10 mg /L) ; A 和 D: 3 h; B

和 E: 6 h; C 和 F: 9 h

与 A，B，C 组相比，D，E，F 组 PMCs 中 TNF-α 蛋白表达明显增加

图 2 SEA 作用 3、6 和 9 h 后对大鼠腹腔巨噬细胞 TNF-α表

达的影响( IHC，× 400)

TNF-α 中 1: 阴性对照组; 2: LPS 阳性对照组( 10 mg /L) ; 3: SEA 作用

组( 10 mg /L) ; β-actin 中 A: 阴性对照组; B: LPS 阳性对照组( 10 mg /

L) ; C: SEA 作用组( 10 mg /L)

图 3 SEA 作用 6 h 对大鼠腹腔巨噬细胞 TNF-α mＲNA 表达

的影响( 珋x ± s，n = 3)

表 4 SEA-MCM 对 HSC-T6 细胞增殖和胶原合成的影响

( 珋x ± s，n = 3)

组别 终稀释比 细胞增殖( A570) 胶原合成( dmp)

对照组 － 0． 613 ± 0． 048 5 669． 9 ± 525． 3

SEA-MCM 组 1∶ 2 1． 288 ± 0． 059* 19 436． 2 ± 2 037． 1*

1∶ 4 1． 219 ± 0． 068* 18 301． 7 ± 736． 2*

1∶ 8 1． 042 ± 0． 076＊△ 14 201． 5 ± 1 987． 3＊△

* P ＜ 0. 01 与对照组相比;△P ＜ 0. 05 与 1∶ 4 浓度组比

3 讨论

肝纤维化指的是各种致病因子引起肝内纤维结

缔组织异常增生，以致肝内细胞外基质过度沉淀的

病理过程。肝硬化的原因包括纤维增生和分解不平

衡，ECM 合成过多及降解相对不足［10］。血吸虫病

患者死因主要是日本血吸虫病肝纤维化 /肝硬化及

其并发症［11］。目前认为 HSC 是 ECM 的主要来源

细 胞，其 活 化 是 肝 纤 维 化 初 始 形 成 的 中 心 环

节［10，12］，并伴随多种细胞因子经旁分泌或自分泌途

径作用导致星状细胞的激活，其过程如下［10，13］: 当

肝脏受到各种损伤时，局部的 Kupper 细胞及巨噬细

胞等释放多种细胞因子( 如 TNF-α 等) ，共同作用激

活 HSC。
巨噬细胞是非特异性免疫细胞，在吞噬、细胞免

疫和分子免疫学中起重要作用，能快速识别并清除

外来抗原，具有免疫监视功能; 激活 T、B 淋巴细胞，

发挥介导特异性免疫应答的重要作用; 分泌的细胞

因子、趋化因子还能调节其他免疫细胞的功能。因

此，在肝纤维化进展过程中，巨噬细胞在发动炎症反
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应、激活 HSC 等方面发挥着不可替代的重要作用。
TNF-α 主要由单核巨噬细胞及 Kupper 细胞等

分泌，与其他细胞因子共同形成调节网络，对肝纤维

化的启动有重要调控作用。TNF-α 能增强肝星状细

胞的趋化性，改变其细胞形态，促进星状细胞增生;

通过刺激肝脏产生炎症反应，间接发挥促肝脏纤维

化作用［14］。贺永文等［15］发现急性感染期小鼠肝内

TNF-α 含量明显增加，主要分布在虫卵肉芽肿内及

其周围，这很可能是巨噬细胞对炎症或免疫刺激反

应所产生的结果。
本实验通过采用 SEA 体外分别刺激大鼠 PMCs

3 h、6 h 和 9 h，经 HE 染色、IHC 染色、ＲT-PCＲ 以及

放免法，对 SEA 作用后的大鼠 PMCs 形态和 TNF-α
表达进行观察。脂多糖( Lipopolysaccharide，LPS) 是

革兰阴性菌细胞壁外膜中的重要组成成分，能够与

免疫系统相互作用，导致大量抗炎症因子生成及释

放，对机体免疫有重要作用。LPS 可以活化单核巨

噬细胞系统，促进大量内源性细胞因子，如 TNF、IL-
1、IL-6 等释放。因此在实验中，我们以 LPS 组作为

阳性对照组。发现细胞体积增大，伸出较长伪足，该

结果提示 SEA( 10 mg /L) 刺激可以引起巨噬细胞活

化。通过收集活化的巨噬细胞培养上清所获得的

SEA-MCM 又可以促进 HSC-T6 细胞增殖以及胶原

合成。这些结果证明 SEA 通过激活巨噬细胞，进而

促进 HSC 活化，使 HSC 增殖及胶原合成增加。此

外，研究还发现，SEA 分别作用 3 h、6 h 和 9 h 后，均

可观察到 SEA 促进巨噬细胞合成和 TNF-α 分泌，这

与文献报道［16 － 19］基本一致。SEA 之所以可以促进

HSC 增殖和胶原合成，主要与巨噬细胞活化后，包

括 TNF-α 在内的多种细胞因子分泌增加有关。因

此，研究结果提示 SEA 与 LPS 在体外活化大鼠腹腔

巨噬细胞分泌 TNF-α 中具有相似作用，SEA 诱导

HSC 增殖活化可能是血吸虫肝纤维化的机理之一。
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