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摘要 :目的　探讨应用口服补硒方法纠正慢性肝病患者外周血单个核细胞 ( PBMC)免疫功能紊乱的临床价值。方法　

患者口服补硒 ( 200～ 300μg·d- 1 ) 8～12周后分离 PBMC ,分别对比观察硒作用前后 PBMC膜流动性、白细胞介素 2

受体 ( IL22R)表达及其分泌 IL22活性、过氧化脂质丙二醛 (MDA)含量的变化 ,并结合体外 PBMC培养实验结果 ,探讨

其可能机制。结果　口服补硒治疗后 ,患者 PBMC膜流动性、IL22R表达及其分泌 IL22活性均显著提高 ,血中L PO含

量显著减少 ,与未补硒组比较差别均有显著性意义 ( P < 0. 05 ; P < 0. 01)。体外培养患者的 PBMC外加硒作用后上述

指标呈相似变化。结论　口服补硒可纠正慢性肝病患者 PBMC IL22系统的功能紊乱 ,其机制可能与抑制 PBMC膜的

脂质过氧化损伤 ,维护膜的流动性有关。
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ABSTRACT:Objective 　To study t he eff ects of selenium on t he perip heral blood mononuclear cells ( PBM C)

membrane f luidity and t he f unction of p atients wit h chronic hep atitis . Methods　PBM C p ret reated wit h selenium

(1 . 156×10 - 7 mol·L - 1) f or 6 hours in vivo or ext racted directly f rom t he p atients af ter taking Se2yeast continuously

f or 8～ 12 weeks ( 200μg of selenium one day) were exp osed t o Con2A f or 48 hours . The membrane f luidity ,

interleukin22 ( IL22) p roduction and interleukin22 recep t or ( IL22R) exp ression of PBM C and t he malondialdehyde

(MDA) concent ration in medium and plasma were determined. Results 　The PBM C membrane f luidity , IL22

p roduction and IL22R exp ression of t he p atients wit h chronic hep atitis were signif icantly decreased and t he MDA

concent ration in medium or plasma were signif icantly increased ( P < 0. 01) . Bot h in vivo and vit ro , administ ration

of selenium could reverse t he p arameters above ( P < 0 . 05) . Conclusion　Supplementing selenium can supp ress t he

membrane lipid peroxidation of PBM C , maintain t he membrane f luidit y and imp rove t he PBM C f unction of p atients

wit h chronic hep atitis .
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　　目前认为 ,体内微量元素硒的缺乏或硒水平低

下、脂质过氧化反应增强在慢性肝病肝细胞损伤中起

重要作用 ,并可能与其免疫功能低下有关[1 ,2 ]。我们

以前的体外研究证实 ,预防性补硒可提高细胞的抗氧

化能力 ,维护离体人胎肝细胞的超微结构和慢性肝病

患者 PBMC膜流动性及其功能表达[3 - 5 ]。但临床补

硒治疗对慢性肝病患者外周血单个核细胞 (peripher2
al blood mononuclear cells ,PBMC)功能的影响尚不清

楚。Roy[6 ]等研究认为 ,饮食补硒可以增强人 PBMC

对抗原的刺激应答和增殖分化能力。本文通过体外

实验和临床治疗 ,对比观察补硒后慢性肝病患者

PBMC膜流动性、白细胞介素 2 (interleukin22 , IL22)

及其受体 ( interleukin22 receptor , IL22R) 系统的变

化 ,进一步探讨补硒治疗对慢性肝病患者细胞免疫功

能的影响及其机制。
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1　材料和方法

1 . 1　研究对象　45 例慢性肝病患者均为本院 1997

～2000年住院患者。男 38例 ,女 7 例 ,年龄 21～52

岁。其中慢性肝炎 30 例 ,肝炎肝硬化 15 例 , HBsAg

均阳性。诊断符合 1990年上海全国病毒性肝炎学术

会议修订标准。另以 20例健康献血员作正常对照。

1 . 2　体外实验　取上述对象空腹肘静脉血 ,常规分

离 PBMC ,悬于 RPM I21640培养基中 ,调整细胞浓度

为 1×106·L - 1 ,移入 24孔培养板中 ,每孔 1 mL。患

者 PBMC随机分为 :①对照组 ; ②加硒组。健康献血

员为③正常对照组。组 ②内加入亚硒酸钠 (终浓度

1. 156×10 - 7mol·L - 1硒) ,其余组加等量培养液 ,孵

育 6h ,换液漂洗 2 次 ,重孵 PBMC于 RPM I21640 培

养基中待测。

1 . 3　临床治疗观察　患者分为两组 ,常规组 :给口服

联苯双脂、复方益肝灵 ,个别静滴强力宁、清开灵 ;补

硒组 :常规治疗基础上加服硒酵母或硒多糖 (每日

200～ 300μg ) ,连用 8～12周。治疗开始及结束后

分别采血分离 PBMC和血浆待测。

1 . 4　IL22 诱生及活性测定　各组 PBMC加入 Con2
A (5 mg·L - 1 ,Sigma产品) ,置 37 ℃,5 %(体积分数)

CO2条件下培养 48 h。以 M TT法测定 IL22活性 ,以

1×103U·L - 1表示。

1 . 5　IL22R的测定　收集各组诱生 IL22后细胞 ,洗

涤 3次 ,涂片 ,丙酮固定 ,间接免疫荧光法测定 IL22R

表达 ( Tac +单克隆抗体 ,武汉生物制品研究所产品) ,

以阳性细胞百分率表示。

1. 6　脂质过氧化反应的测定　取各组诱生 IL22后培养

上清液 ,微量荧光法测定脂质过氧化反应的代谢产物丙

二醛(malondialdehyde ,MDA)的含量 ,以μmol·L - 1表示 ;

患者血浆中过氧化脂质(lipid peroxide , LPO)的测定采用

硫代巴比妥酸法 ,以 nmo1·L - 1表示。

1 . 7　膜流动性的测定　用荧光偏振法。各组细胞悬

于 RPM I21640培养基中 ,细胞浓度为 1 ×106·L - 1。

加等量 2 ×10 - 6 mol·L - 1的荧光探剂 DPH ( Sigma产

品) ,于 25 ℃温育 30 min ,在MPF24型荧光分光光度

计上 ,432 nm (发射光) / 362 nm (激发光)条件下 ,测

定荧光偏振度 (ρ) ,并计算成微粘度 ( r) 。r值与膜

流动性呈反比。

1 . 8 　统计学处理 　所有数据以 �x ±s 表示 ,进行 t

检验、方差分析及直线相关分析。

2　结　　果

2 . 1　硒对离体培养慢性肝病患者 PBMC膜流动性

及其功能的影响 　患者 PBMC经硒作用后膜流动

性、IL22R表达及其分泌 IL22活性均显著提高 ,培养

上清液中 MDA含量则显著减低 ,与未补硒组比较差

别均有显著性意义 ( P < 0 . 05 , P < 0. 01 ,表 1) 。

2 . 2　补硒治疗前后慢性肝病患者 PBMC膜流动性

及 IL22系统的变化 　口服补硒患者 PBMC膜流动

性、IL22R表达及其分泌 IL22活性均显著恢复 ,血清

中 MDA含量显著下降 ,而对照组患者上述指标则无

明显变化 (表 2) ,与体外实验结果相似。

表 1　硒对离体培养 PBMC膜流动性及 IL22系统的影响

Table 1　Effects of selenium on IL22 activity , IL22R expression and membrane fluidity of PBMC of patients with chronic

hepatitis in vit ro

Group n r
IL22 activity

/ 1×103 U·L - 1
Tac + expression

/ %
MDA

/μmol·L - 1

Normal control 20 0. 142±0. 009 72. 96±11. 36 60. 58±10. 56 0. 92±0. 05

Chronic hepatitis 22 0. 167±0. 008 42. 26±9. 55 31. 05±5. 09 1. 45±0. 08

Se protection 23 0. 148±0. 010 3 60. 32±15. 24 3 48. 06±5. 22 3 1. 20±0. 09 3

　3
P < 0 . 01 vs . chronic hepatitis group

表 2　补硒治疗前后患者血浆 MDA、PBMC膜流动性及其功能表达

Table 2　Effects of selenium on IL22 activity , IL22R expression and membrane fluidity of PBMC of patients with chronic hepatitis in

vivo

Group n r
IL22 activity

/ 1×103 U·L - 1
Tac + expression

/ %
L PO

/μmol·L - 1

Regular therapy Before 22 0. 168±0. 007 43. 22±9. 25 31. 24±5. 20 7. 36±4. 15

After 18 0. 160±0. 007 49. 45±15. 25 35. 12±6. 49 6. 15±3. 85

Taking Se Before 23 0. 167±0. 008 42. 26±9. 55 31. 05±5. 09 7. 36±4. 08

After 18 0. 152±0. 009 3 60. 32±13. 28 3 46. 05±4. 46 3 5. 02±2. 50 3

　3
P < 0 . 01 vs. regular therapy group
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3　讨　　论

大量动物实验及体外研究证实 ,自由基可损伤淋

巴细胞 ,引发细胞膜的脂质过氧化反应 ,破坏其结构

完整性和流动性 ,进而抑制其表面标志的表达和免疫

学功能 ,导致细胞免疫功能紊乱。本文发现 ,慢性肝

病患者 PBMC产生 IL22 活性、膜上 IL22R表达百分

率及其膜流动性一致性下降 ,而其 PBMC培养液中

MDA含量和患者血中 L PO 水平均增高 ,呈相反变

化。初步提示慢性肝病患者体内异常增强的脂质过

氧化反应亦可导致患者 PBMC膜流动性下降 ,进而

导致慢性肝病患者 PBMC免疫功能紊乱。

我们前期的体外实验研究发现 ,硒对培养的慢性

肝病患者 PBMC膜流动性及其功能表达均有积极保

护作用[4 ,5 ]。本文临床实验结果显示 ,预防性口服补

硒可明显降低慢性肝病患者血中 L PO 水平 ,维持患

者 PBMC的流动性 ,同时显著提高其 IL22 分泌活性

和 IL22R表达百分率 ,与梁华平[7 ]等在小鼠烧伤模

型上及龚诒芬[8 ]等在镍作业人群中研究的结论相

似 ,进一步证实临床补硒治疗有助于纠正慢性肝病患

者 PBMC的功能紊乱 ,这对促进患者的肝功能的彻

底恢复具有积极意义。

现在研究认为 ,硒主要通过以下两个途径影响免

疫细胞的功能[9 ,10 ] :一方面 ,硒可能直接在 mRNA转

录水平影响免疫活性细胞表面某些受体 ,如 IL22R、

转铁蛋白受体等表达 ;另一方面与硒的抗氧化作用有

关。硒和含硒酶可抑制细胞膜脂质过氧化损伤 ,保护

细胞的结构及膜的流动性 ,维护细胞的功能表达。本

文体内、体外补硒组 PBMC在 IL22 分泌活性和 IL2
2R表达百分率提高的同时 ,均伴有膜流动性恢复和

L PO或 MDA含量的减少 ,提示抗氧化、维持膜流动

性可能是补硒治疗能纠正慢性肝病患者 PBMC IL22

系统紊乱的机制之一。
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　　本研究基于反义基因药物合成简单、价格相对较

便宜 ,且毒性小等特点 ,针对 c2myc mRNA第 2 外显

子起始码 AU G及其后 4 个密码子设计合成了正义

链、错配链及反义链寡核苷酸 ,并行硫代磷酸化修饰 ,

观察了他们对肾癌细胞的生长抑制作用。实验结果

发现 ,正义链、错配链对肾癌细胞的生长抑制作用较

小 ,ASODN对肾癌细胞的生长抑制作用具有剂量效

应相关性和时间效应相关性。M TT法测定细胞生长

抑制百分率结果显示 ,用 12μmol·L - 1的ASODN在

作用 48 h时抑制率最高。流式细胞仪的检测结果提

示 ,c2myc ASODN能够有效地抑制瘤细胞从 G1期进

入 S期 ,提示 c2myc ASODN具有细胞周期特异性地

抑制肾癌细胞生长的作用。
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