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摘要 目的 研究维生素 D( VD) 对慢性乙型肝炎患者干扰
素-α( IFN-α) JAK-STAT信号转导途径分子及其抗黏病毒 A

蛋白( MxA) 表达的影响。方法 选择 63 例就诊慢性乙型肝
炎患者，运用 Ficoll分离液分离患者外周血单个核细胞( PB-
MCs) ，以不同浓度 IFN-α 和 VD 单独和联合处理 PBMCs 细
胞，再采用 Western blot 技术分析处理后细胞内 JAK-STAT

信号转导途径分子 STAT1、STAT2、干扰素调节因子 9 ( IＲF-
9) 以及 MxA 蛋白的表达水平。结果 经 0 ～ 1 600 IU /ml
IFN-α处理后，PBMCs JAK-STAT信号转导途径分子 STAT1、
STAT2、IＲF-9 及 MxA 蛋白表达显著增高，其中 400 IU /ml
IFN-α处理时，JAK-STAT 信号转导途径分子表达量最高。

经 0 ～ 100 nmol /ml VD 处理后，PBMCs JAK-STAT 信号转导
途径分子 STAT1、STAT2、IＲF-9 及 MxA 蛋白表达增高，其中
0. 1 nmol /ml VD处理时，JAK-STAT 信号转导途径分子表达
量最高。与 IFN-α单独处理相比，VD 与 IFN-α 联合处理患
者 PBMCs 后，细胞内 STAT1、STAT2、IＲF9 及 MxA 的蛋白表
达显著升高。结论 VD 可能通过上调 IFN-α JAK-STAT 信
号转导途径分子及抗病毒蛋白的表达进而增强 IFN-α 抗病
毒效应。
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乙型肝炎病毒( hepatitis B virus，HBV) 的感染
能导致人类肝脏的损伤，病毒侵袭机体后，导致肝细

胞反复破坏，发展为急、慢性肝炎，肝硬化甚至肝细
胞癌，严重威胁人类健康。因此及时有效的抗病毒
治疗对于慢性乙型肝炎患者具有重要意义。干扰素
( interferon，IFN) -α 是治疗慢性乙型肝炎的重要药

物之一，其通过激活细胞内酪氨酸蛋白激酶和信号

转录与转录激活因子信号转导途径( janus kinase-
signal transducers and activators of transcription，JAK-
STAT) 发挥抗 HBV效应。然而，国内外临床研究［1］

显示，约有 30%患者对 IFN-α 治疗不理想，其原因
不明。维生素 D( vitamin D，VD) 是一种常见的维生
素，早期研究［2］表明 VD参与人体内钙磷的调节，促
进骨骼生长，而最近有学者在慢性 HBV患者的研究
中发现存在 VD 的缺乏并且会导致不良后果的发
生［3］。该研究通过以 VD和 IFN-α单独及联合处理
慢性 HBV 患者的外周血单个核细胞 ( peripheral
blood mononuclear cells，PBMCs) ，采用 Western blot
技术检测 JAK-STAT信号转导途径中的信号转导子
和转录激活子 1 ( singal transducer and activator of
transcription1，STAT1 ) 、STAT2、干扰素调节因子 9
( IFN regulatory factor-9，IＲF-9 ) 以及抗黏病毒 A 蛋
白( Mx GTPase A，MxA ) 的表达水平，探讨 VD 对
HBV患者 IFN-α JAK-STAT信号转导途径分子及其
抗病毒蛋白 MxA表达的影响，为临床治疗慢性乙型
肝炎提供重要指导依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取自 2015 年 2 月 ～ 2016 年 1 月
期间门诊 63 例 HBV 患者外周血标本，其中男 39
例，女 24 例; 年龄 20 ～ 50( 36. 42 ± 9. 58) 岁，均未接
受过干扰素系统治疗，并排除其他肝脏疾病影响。
1． 2 材料 ＲPMI-1640 液购自美国 Hyclone 公司;
胎牛血清购自杭州四季青公司; 抗-STAT1 抗体、抗-
STAT2 抗体购自英国 Abcam公司; 抗-MxA抗体、抗-
IＲF9 抗体购自美国 Proteintech Group 公司; IFN-α
购自安徽安科生物公司; VD 购自上海阿拉丁公司;
PBS、辣根过氧化物酶( horseradish peroxidase，HＲP)
标记的山羊抗兔 IgG、抗-β-actin 抗体购自北京中杉
金桥生物技术有限公司; 蛋白标准 Marker( 10 ～ 170
ku) 购自美国 Fermentas 公司; SDS、丙烯酰胺、甲叉
双丙烯酰胺、Tris-base、TEMED购自美国 Amresco 公
司; 蛋白上样 buffer购自上海生物工程有限公司; 硝
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酸纤维素膜( nitrocellulose filter membrane，NC膜) 购
自浙江四青生化材料厂。
1． 3 方法
1． 3． 1 PBMCs 的分离和培养 将 HBV 患者外周
血与 PBS 溶液 1 ∶ 1 混合后，加入 Fioll-Hypaque 分
离液离心分层后，取中间一层薄薄的白色狭窄云雾

层，即为 PBMCs层，用 ＲPMI-1640 液清洗 2 次，用牛
鲍氏计数板对 PBMCs进行细胞计数，并调整细胞浓
度至适宜，将其悬浮培养于含 10%胎牛血清的 ＲP-
MI 1640 培养基中，使 1 ml /孔 PBMCs悬液种于 6 孔
培养板。
1． 3． 2 IFN-α 处理 PBMCs 细胞 IFN-α 用 PBS 溶
液稀释至浓度 100 IU /μl 的储备液，稀释成不同浓
度分别加入 PBMCs 6 孔培养板中，使每孔终浓度分
别为 0、200、400、800、1 600 IU /ml，置于 37℃、5%
CO2 培养箱中培养 6 h。
1． 3． 3 VD 处理 PBMCs 细胞 VD 用 PBS 溶液溶
解，配成 1 mg /ml的储备液，稀释成不同浓度分别加
入 PBMCs 6 孔培养板中，使每孔终浓度分别为 0、
0. 1、1、10、100 nmol /ml，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱

中培养 6 h。
1． 3． 4 IFN-α与 VD 单独及联合处理 PBMCs 细胞
将 6 孔培养板各孔 PBMCs同时分别做空白处理、

IFN-α( 400 IU /ml) 处理、VD ( 0. 1 nmol /ml) 处理和
IFN-α( 400 IU /ml) + VD ( 0. 1 nmol /ml) 联合处理。
然后置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 6 h。
1． 3． 5 Western blot技术分析 收集 6 孔板内的培
养液，用1 500 r /min离心 10 min，弃去上清液，加入
UP水震荡混匀，使细胞充分裂解，BCA 法进行蛋白
定量后，加入 5 × 蛋白上样缓冲液，沸水中煮 10
min，冷却，上样，配制 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电
泳分离，半干转法转移到 NC 膜上，室温下用封闭液
( 5%的牛奶) 封闭 2 h，用 TBST清洗 3 遍，加入一抗
稀释液稀释的一抗中 4 ℃震荡过夜，第 2 天取出清
洗后，室温下孵育二抗 2 h，清洗待用。吸取等量的
ECL两种试剂，使其混合均匀，轻轻均匀涂抹在 NC
膜的表面，在自动显影仪上曝光，β-actin 作为内参。
运用 ger-Pro analyzer 对蛋白条带进行半定量分析，
将目的蛋白条带与 β-actin的密度相比，用相对光密
度来表示。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 进行统计学分
析，两组结果比较采用独立样本 t检验，多组结果比
较采用方差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 IFN-α 处理后 PBMCs 内 STAT1、STAT2、
IＲF-9 和 MxA 蛋白表达水平 经 IFN-α 处理后，
PBMCs内 STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA 蛋白的表达
量增高，其中 400 IU /ml IFN-α 处理组 STAT1、
STAT2、IＲF-9 和 MxA 的相对表达量升高最为显著，
分别为( 0. 841 ± 0. 127 ) 、( 1. 094 ± 0. 175 ) 、( 0. 793
± 0. 105) 、( 1. 060 ± 0. 040) ，与对照组比较，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 1。

图 1 不同浓度的 IFN-α处理后 PBMCs内
STAT1、STAT2、IＲF-9 和MxA蛋白表达水平

1: 0 IU /ml对照组; 2: 200 IU /ml IFN-α处理组; 3: 400 IU /ml IFN-

α处理组; 4: 800 IU /ml IFN-α处理组; 5: 1 600 IU /ml IFN-α 处理组;

与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 VD处理后 PBMCs 内 STAT1、STAT2、IＲF-9
和MxA蛋白表达水平 经 VD 处理后，PBMCs 内
STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA蛋白的表达量增高，其
中 0. 1 nmol /ml VD 处理组 STAT1、STAT2、IＲF-9 和
MxA的相对表达量升高最为显著，分别为( 0. 988 ±
0. 143) 、( 1. 035 ± 0. 184) 、( 1. 013 ± 0. 120 ) 、( 0. 859
± 0. 118) 。与空白对照组比较，差异有统计学意义
( P ＜ 0. 05) ，见图 2。
2． 3 IFN-α和 VD 单独及联合处理后 PBMCs 内
STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA 蛋白表达水平 结
果显示 PBMCs内 STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA蛋白
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的表达量 4 组总体比较差异均有统计学意义( F =
63. 954，P ＜ 0. 001; F = 13. 429，P = 0. 002; F =
5. 061，P = 0. 030; F = 12. 609，P = 0. 002 ) 。与空白
对照组相比，IFN-α + VD 联合处理组的 PBMCs 内
STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA蛋白的表达量增高，差
异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; 与 IFN-α 处理组相比，
IFN-α + VD 联合处理组的 PBMCs 内 STAT1、
STAT2、IＲF-9 和 MxA 蛋白的表达量增高，差异有统
计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 3。

图 2 不同浓度的 VD处理 PBMCs内 STAT1、

STAT2、IＲF-9 和MxA蛋白表达水平

1: 0 nmol /ml 对照组; 2: 0. 1 nmol /ml VD 处理组; 3: 1 nmol /ml

VD处理组; 4: 10 nmol /ml VD处理组; 5: 100 nmol /ml VD 处理组; 与

对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

全球不断增加的慢性 HBV 患者现状已经引起
大家关注，尤其我国是 HBV 感染高发国家，形势更
加严峻。然而对于慢性乙性肝炎的治疗仍然存在较
多需要解决的问题。因此，及时有效地阻断病毒感
染与复制，对于慢性乙型肝炎患者的疾病发展具有

重要意义。
目前，IFN-α在慢性 HBV 患者中的治疗已经得

到较多应用，随着治疗时间的延长，耐药性的逐渐产

生，临床上 IFN-α的免疫应答效果逐渐下降，其疗效
显著性也存在差异，原因不明。研究［4］表明 IFN-α

主要通过激活肝细胞和免疫细胞内的 JAK-STAT 信
号转导途径，诱导大量的干扰素应答基因，产生多种

抗病毒蛋白，进而在机体内发挥出直接或间接抗病

毒效应。本研究通过 IFN-α处理慢性乙型肝炎患者
PBMCs 后，显示 JAK-STAT 信号转导途径中的
STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA 蛋白的表达量明显增
加，而这些蛋白已经被证实具备抗病毒作用，进一步

揭示 IFN-α 可以激活 HBV 感染患者 PBMCs 中的
JAK-STAT信号转导途径，调节通路相关抗病毒蛋白
的表达，发挥抗病毒效应。其中 400 IU /ml IFN-α处
理组 STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA 的相对表达量升
高最为显著。

图 3 IFN-α和 VD单独及联合处理对 PBMCs内 STAT1、

STAT2、IＲF-9 和MxA蛋白表达水平
1: 空白对照组; 2: 400 IU /ml IFN-α 处理组; 3: 0. 1 nmol /ml VD

处理组; 4: 400 IU /ml IFN-α + 0. 1 nmol /ml VD联合处理组; 与对照组

比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 IFN-α 处理组比较: #P ＜ 0. 05，##P

＜ 0. 01

VD 为固醇类衍生物，其活性形式为 1，25
( OH) 2D3，也称为骨化三醇( calcitriol) ，近些年来其
作用得到广泛关注，尤其是在机体的免疫调节中发

挥重要作用。关于 VD与肝脏疾病进程的发展也引
起了国内外学者的关注，并且研究［5 － 8］显示慢性肝

硬化和肝衰竭患者中 VD 水平降低，推测 VD 含量
降低可能是导致肝组织损伤加剧，病情发展快且愈

后效果差的原因之一，这提示适当提高患者体内
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VD水平，可能会有助于缓解病程的发展。同时有
研究［9］显示，用 VD处理急性肝炎模型的小鼠后，显
著的降低了肝细胞的损伤程度，有效的控制了肝脏

疾病的发展。VD 能有效改善肝炎病情的发展，然
而其中机制仍不明。本研究采用 VD处理慢性乙型
肝炎患者 PBMCs，随后检测其 JAK-STAT 信号转导
途径内 STAT1、STAT2、IＲF-9 和 MxA 蛋白表达水
平，显示这些蛋白量较对照组表达量增加，与 IFN-α
有相同的效应，可以加强免疫细胞的抗病毒效应。
而且 Lange et al［10］研究表明 VD参与 IFN-α 抗病毒
过程，可以通过激活细胞 JAK-STAT 通路，增加抗病
毒蛋白水平的表达，进而提高机体抗病毒能力。因
此本研究进一步联合 VD 和 IFN-α 处理 PBMCs，显
示联合处理后 JAK-STAT 信号转导途径内 STAT1、
STAT2、IＲF-9 和 MxA 蛋白表达量较分别处理时有
显著升高，这与 Lange et al［10］的研究一致，提示 VD
会加强 IFN-α 激活 JAK-STAT 通路，增加相关抗病
毒蛋白的表达，从而加强相关免疫细胞对 HBV病毒
的清除，增强 IFN-α 的药效，同时国内柯昌征 等［11］

研究显示，补充 VD可有效地改善 HBV患者的病情
和预后，这可能是加强了药物疗效带来的良好反应。
因此，本次研究结果提示，维持 HBV 患者体内一定
的 VD水平，可能与提高 IFN-α 抗病毒效果密切相
关。然而，VD是如何加强 IFN-α 激活 JAK-STAT 通
路，从而引起抗病毒蛋白表达增加的机制没有进一

步深入研究，这也将是进一步需要去阐明的方向。
综上所述，本研究提示 VD 可能通过调节慢性

HBV患者免疫系统，加强 IFN-α 激活 JaK-STAT 信
号通路，引起相关抗病毒蛋白的表达上调，上调机体

对 HBV病毒的清除，从而有效地改善 HBV 患者的
病程发展，为临床上对于 IFN-α治疗慢性 HBV患者
疗效不显著时提供了新的治疗思路，甚至对于其他

慢性病毒感染性疾病的治疗的失败有一定提示作

用。
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Effect of vitamin D on JAK-STAT signal
transduction pathway of peripheral blood mononuclear

cells in patients with chronic hepatitis B
Hou Jie，Guan Shihe，Yang Kai，et al

( Dept of Clinical Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the influence of vitamin D( VD) and interferon-α( IFN-α) on the expression
of JAK-STAT signal transduction molecules and MxA antiviral protein in chronic hepatitis B patients． Methods 63
patients with chronic hepatitis B were selected． The peripheral blood mononuclear cells ( PBMCs) were isolated
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from blood samples that we collected by ficoll liquid separation and treated with different concentrations of IFN-α
and VD． Western blot was used to analyze the expression levels of STAT1，STAT2，IＲF-9 and MxA in PBMCs． Ｒe-
sults After treatment with 0 ～ 1 600 IU /ml IFN-α，the expression levels of STAT1，STAT2，IＲF-9 and MxA pro-
tein were significantly increased and reached the highest expression levels when treated with 400 IU /ml IFN-α．
Similar to the results of IFN-α，VD alone enhanced the expression levels of STAT1，STAT2，IＲF-9 and MxA pro-
tein，especially at concentrations of 0. 1 nmol /ml． In comparison with IFN-α alone，the combination IFN-α with
VD significantly promoted expression of STAT1，STAT2，IＲF-9 and MxA． Conclusion VD may enhance IFN-α
antiviral effect via up-regulation of JAK-STAT signal transduction molecules and the antiviral proteins expression．
Key words vitamin D; hepatitis B virus; peripheral blood mononuclear cells
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脂多糖诱导急性肺损伤小鼠肺脏蛋白质电泳图谱分析
张自丽1，2，胡 璇2，刘慧莹2，柏长青1，2

摘要 目的 蛋白质双向电泳技术观察气管滴注脂多糖诱

导急性肺损伤后小鼠肺组织在蛋白质水平上的改变。方法
小鼠气管内滴注脂多糖制备小鼠急性肺损伤模型，48 h后
做小鼠肺 CT、肺病理切片及测肺湿 /干重比用于观察肺损伤
程度; 并提取总蛋白，进行双向电泳测定，对获取的蛋白图谱

进行分析，寻找差异表达的蛋白质。结果 实验组肺 CT 显
示明显炎症表现; 病理切片显示小鼠肺组织水肿充血改变明

显，肺泡中有大量红细胞和中性粒细胞浸润，肺损伤评分和

肺湿 /干重比正常组增加; 双向电泳结果显示实验组小鼠比
正常组小鼠的肺组织总蛋白数增加，蛋白质点数为( 100 ±
2) ，其中有 21 个表达的蛋白差异点，通过蛋白质谱鉴定和生
物信息检索结果显示蛋白质过氧化物酶 6 在实验组和正常
组中有明显差异，其可能与急性肺损伤的发生相关。结论
通过向小鼠气管内滴注脂多糖可以诱发急性肺损伤，蛋白

质双向电泳结果显示实验组小鼠肺组织中蛋白质过氧化物

酶 6 表达的增加，机制还待进一步研究。
关键词 急性肺损伤; 脂多糖; 蛋白质双向电泳; 过氧化物酶
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急性肺损伤( acute lung injury，ALI) 是临床上
常见的危重症，可由多种因素导致其发生，发生后可

引起患者急性、进行性低氧性呼吸衰竭等，其发病机
制复杂，迄今尚未完全阐明［1］。目前 ALI 在治疗上
主要以机械通气和对症治疗为主，尚无切实有效的

治疗方法，总体死亡率仍高达 40%，由于 ALI 具有
较高的发病率和死亡率，因此成为研究的热点［2］。
近年来人们发现多种方法可以诱导实验动物发生

ALI，其中包括注射脂多糖的方法［3］。脂多糖( li-
popolysaccharide，LPS) 诱导的 ALI 小鼠模型主要表
现为毛细血管通透性增加、肺泡和间质水肿、炎症细
胞聚集等，通过这一方法能很好的模拟临床常见疾

病如肺炎、脓毒血症所导致的肺损伤［4］，所以该研
究采取气管滴注 LPS 的方法诱导 ALI 动物模型，以
小鼠肺组织为研究对象，利用双向电泳技术( two －
dimensional electrophoresis of protein，2-DE) 对模型小
鼠肺组织进行分析［5］，从蛋白质组水平揭示 ALI 的
致病机制，为进一步分析 ALI提供了工具。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 健康成年雌性 C57BL /6J 小鼠，8
周龄，18 ～ 22 g，购于北京华阜康生物科技公司，于
军事医学科学院实验动物中心内饲养; 脂多糖购于

美国 Sigma 公司; 固定化 pH 梯度( immobilized pH
gradient，IPG) 胶条( 18 cm，pH 4 ～ 7，pH 3 ～ 10 ) 、丙

·076· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 May; 52( 5)


