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论著·实验研究

胆红素对新生儿脐血单核细胞表面分子
Ｔｏｌｌ样受体４的影响

刘会领　陈昌辉　陈敏　吴青　李茂军

（四川省医学科学院／四川省人民医院儿科，四川 成都　６１００７２）

　　［摘　要］　目的　探讨不同浓度胆红素对新生儿脐血单核细胞（ＣＢＭＣ）表面分子 Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）的影
响。方法　采用纤维连接蛋白结合法分离得到 ＣＢＭＣ，将其加入含不同浓度胆红素（０～３０７．８μｍｏｌ／Ｌ）的牛血清
白蛋白溶液中孵育１ｈ，再加入脂多糖（ＬＰＳ，１μｇ／ｍＬ）刺激２４ｈ。收集ＣＢＭＣ，采用间接免疫荧光技术检测细胞表
面分子ＴＬＲ４的表达。结果　胆红素浓度为１０２．６、１５３．９、２２０．６和３０７．８μｍｏｌ／Ｌ时，ＣＢＭＣ表面分子ＴＬＲ４的表达
率均明显降低，随着胆红素浓度的升高，这种降低趋势越明显。结论　 胆红素抑制ＣＢＭＣ表面分子ＴＬＲ４的表达，
随着胆红素浓度的升高，抑制作用越明显。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（２）：１５３－１５６］
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　　研究发现，血清胆红素对新生儿免疫系统的许
多方面都有影响，如抑制 Ｔ、Ｂ淋巴细胞、红细胞的
免疫功能和人粒细胞的杀菌能力，影响免疫球蛋白

及补体的生成等［１２］。Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲｓ）是机体重
要的天然免疫受体分子之一，主要表达于单核巨噬

细胞，可识别革兰阴性细菌细胞壁成分脂多糖（ｌｉ
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），启动信号传导，介导天然免
疫，并最终激活获得性免疫，在机体中发挥免疫防御

作用，还参与细胞的存活及增殖［３］。本课题组前期

研究结果显示，高浓度胆红素可破坏单核细胞形态

结构［４］，抑制单核细胞的吞噬功能［５］，抑制细胞因

子分泌［６］。由于 ＴＬＲｓ在单核细胞免疫功能中具有
重要地位，本研究拟通过观察经胆红素孵育后脐血

单核细胞（ｃｏｒｄｂｌｏｏｄｍｏｎｏｃｙｔｅｓ，ＣＢＭＣ）表面分子
ＴＬＲ４的表达，探讨胆红素对单核细胞免疫功能的
影响。
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１　材料与方法

１．１　标本采集
选择在成都市妇产科医院剖宫产分娩、胎龄

３７～４２周、出生体重２５００～４０００ｇ、Ａｐｇａｒ评分正常
的健康新生儿１０例作为研究对象，并取得家长知情
同意，其母孕期无特殊疾病和血液制品及免疫调节

剂应用史。无菌采集新生儿脐血 ８０～１５０ｍＬ，在
４ｈ内分离细胞。
１．２　主要实验试剂

淋巴细胞分离液由天津灏洋生物制品科技有限

公司提供，ＲＰＭＩ１６４０基础培养基为 Ｇｉｂｃｏ公司产
品，ＬＰＳ为 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司产品，胆红素为 Ｆｌｕｋａ公司
产品，白蛋白和明胶为 Ｓｉｇｍａ公司产品，ＦＩＴＣ标记
的鼠抗人 ＣＤ１４单克隆抗体为 Ｃａｌｔａｇ公司产品，同
型阴性对照ＦＩＴＣ标记的ＩｇＧ２ｂ为Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司产
品，ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠多克隆抗体为北京中杉公
司产品，鼠抗人ＴＬＲ４单克隆抗体为 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司
产品。

１．３　脐血单核细胞的分离与鉴定
先用密度梯度离心法分离得到脐血单个核细胞

（ｃｏｒｄｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＣＢＭＮＣ），用含 ２０％
小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基把单个核细胞
配制成浓度为（２～５）×１０６／ｍＬ的细胞悬液。再参
照Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ等［７］的方法，将细胞悬液接种于２％明
胶和自体血浆包被过的塑料培养瓶中孵育１ｈ，贴壁
细胞即为 ＣＢＭＣ。洗去未贴壁细胞，加入５ｍＭ的
ＥＤＴＡ溶液消化得到贴壁细胞。台盼兰检测其活性，
流式细胞仪分析其纯度。用 ＲＰＭＩ１６４０完全培养
基调整活细胞数为１×１０７／ｍＬ备用。
１．４　胆红素和脂多糖孵育单核细胞

将分离得到的 ＣＢＭＣ接种于２４孔塑料培养板
中，每例分为 ８个组：空白对照组、ＬＰＳ对照组、
１０２．６μｍｏｌ／Ｌ（６ｍｇ／ｄＬ）胆红素对照组及５个不同
浓度的胆红素干预组，即 ４２．８μｍｏｌ／Ｌ（２．５ｍｇ／ｄＬ）
胆红素 ＋ＬＰＳ、１０２．６μｍｏｌ／Ｌ（６ｍｇ／ｄＬ）胆红素 ＋
ＬＰＳ、１５３．９ μｍｏｌ／Ｌ（９ｍｇ／ｄＬ）胆 红 素 ＋ＬＰＳ、
２２０．６μｍｏｌ／Ｌ（１２．９ｍｇ／ｄＬ）胆 红 素 ＋ＬＰＳ和
３０７．８μｍｏｌ／Ｌ（１８ｍｇ／ｄＬ）胆红素 ＋ＬＰＳ。各组细胞
先经不同浓度胆红素（反应体系为１ｍＬ，内含有牛
血清白蛋白 ３０ｇ／Ｌ）避光孵育１ｈ，弃掉含胆红素的
孵育液，加入 ＬＰＳ溶液（１００μｇ／ｍＬ），其中空白对
照组和胆红素对照组加入完全培养基２ｍＬ，其余组
均加入１．９８ｍＬ完全培养基和０．０２ｍＬＬＰＳ溶液（反

应体系为２ｍＬ，ＬＰＳ终浓度为１μｇ／ｍＬ［８］），混匀。
在３７℃、５％ ＣＯ２，条件下培养２４ｈ。
１．５　间接免疫荧光法检测细胞表面分子 ＴＬＲ４的
表达

收集培养后的 ＣＢＭＣ用 ＰＢＳ溶液洗涤 ２次
（１０００ｒｐｍ×５ｍｉｎ），计数后调整细胞浓度为
１×１０６／ｍＬ。将细胞均匀涂于防脱载玻片上，干燥
后加入４％多聚甲醛溶液，４℃下固定细胞２５ｍｉｎ，
用新鲜配置的ＰＢＳ溶液漂洗（５ｍｉｎ×３次），吸掉多
余的水分。加入３％的牛血清白蛋白，３７℃下湿盒
中封闭３０ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液漂洗后加入５０μＬ一抗溶
液，４℃下湿盒中孵育过夜，ＰＢＳ溶液漂洗。再加入
５０μＬ二抗溶液，３７℃下湿盒中孵育２ｈ，ＰＢＳ溶液
漂洗后封片，荧光显微镜照相。阴性对照只加 ＰＢＳ
溶液和／或二抗。
１．６　结果判定

高倍镜下观察，阳性细胞呈绿色或黄绿色。随

机选择５～１０个高倍视野并计数２００个细胞，记录
ＴＬＲ４阳性细胞数，计算 ＴＬＲ４阳性细胞率 ＝（阳性
细胞数／２００）×１００％，每张标本重复 ３遍，计算平
均值。

１．７　统计学分析
应用ＰＥＭＳ３．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件进行分析。数

据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，经方差齐性检验，各
组方差齐，采用ｑ′检验；各组方差不齐，则采用秩和
检验。两变量间相关分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ法检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　单核细胞的鉴定及活性检测
流式细胞仪分析结果显示，ＣＤ１４阳性细胞率为

（９４．０±２．５）％；０．４％台盼兰检测细胞活性为
（９３．９±１．８）％，表明经纤维连接蛋白结合法分离得
到的单核细胞纯度及活性均可满足实验需要。

２．２　ＣＢＭＢ表面分子ＴＬＲ４表达率的变化
ＬＰＳ对照组与空白对照组 ＴＬＲ４表达率的差异

无统计学意义，表明可排除 ＬＰＳ对实验结果的干
扰；其余各组 ＴＬＲ４表达率均明显低于空白对照组
（Ｐ＜０．０１）和ＬＰＳ对照组（Ｐ＜０．０５）。与胆红素对照
组比较，ＬＰＳ＋胆红素４２．８μｍｏｌ／Ｌ和１０２．６μｍｏｌ／Ｌ
组ＴＬＲ４表达率升高（Ｐ＜０．０５），其余各胆红素干预
组的ＴＬＲ４表达率降低（Ｐ＜０．０５）。５个胆红素干预
组的两两比较结果显示，胆红素可抑制细胞表面分子

ＴＬＲ４的表达，当胆红素浓度为１０２．６μｍｏｌ／Ｌ时这种
·４５１·
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抑制已经发生，且随着胆红素浓度的升高，抑制作用

越明显。

　　表１　不同浓度胆红素及ＬＰＳ作用后ＣＢＭＣ表面分子
ＴＬＲ４表达率的比较　（ｘ±ｓ，％）

组别 　例数 ＴＬＲ４表达率（％）

空白对照 　１０ ５８．７±１２．５
ＬＰＳ对照 　１０ ６３．９±１４．９
胆红素对照 　１０ ３２．８±８．６ａ，ｂ

ＬＰＳ＋胆红素４２．８μｍｏｌ／Ｌ 　１０ ４９．７±２．２ａ，ｂ，ｃ

ＬＰＳ＋胆红素１０２．６μｍｏｌ／Ｌ 　１０ ３７．７±８．６ａ，ｂ，ｃ

ＬＰＳ＋胆红素１５３．９μｍｏｌ／Ｌ 　１０ ２８．０±１０．９ａ，ｂ，ｃ，ｄ

ＬＰＳ＋胆红素２２０．６μｍｏｌ／Ｌ 　１０ １７．０±５．７ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ

ＬＰＳ＋胆红素３０７．８μｍｏｌ／Ｌ 　１０ １０．９±３．６ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ

　　ａ：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与 ＬＰＳ对照组比较，

Ｐ＜０．０５；ｃ：与胆红素对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与 ＬＰＳ＋胆红素

４２．８μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５；ｅ：与 ＬＰＳ＋胆红素１０２．６μｍｏｌ／Ｌ组

比较，Ｐ＜０．０５；ｆ：与ＬＰＳ＋胆红素１５３．９μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＣＢＭＣ表面分子ＴＬＲ４表达率与胆红素浓度
的等级相关分析

ＴＬＲ４表达率与胆红素浓度之间呈负相关
（ｒ＝－０．９０７，Ｐ＜０．０１）。即随胆红素浓度的升高，
细胞表面分子ＴＬＲ４的表达率随之降低。

３　讨论

ＴＬＲｓ是新近发现的一类天然免疫受体，其分布
广泛，在识别和抵御各种病原微生物及其产物中发

挥重要作用［９］。由于其在免疫中的重要地位，引起

了人们的广泛关注与深入研究。现已发现的人类

ＴＬＲ家族至少包括１１种，即ＴＬＲ１～１１。ＴＬＲ４主要
表达于单核巨噬细胞，通过识别细菌 ＬＰＳ及一些具
有保守类脂Ａ结构的衍生物，介导天然免疫和炎症
反应。研究显示，新生袋鼠早期 ＣＤ１４／ＴＬＲ的表达
可保护其抵抗外界病原微生物，是其能够存活的原

因之一［１０］。同成人相比，新生儿／早产儿免疫功能
低下易并发革兰阴性细菌感染，与单核细胞 ＴＬＲ４
表达不足、细胞因子分泌减少有一定关系［１１１２］。王

琳等［１３］认为，ＴＬＲ４／２水平低下，可能是新生儿天然
免疫能力低下，容易患败血症等严重感染性疾病的

重要原因之一。Ｍａｒｏｄｉ［１４］报道，大肠杆菌易引发新
生儿暴发性感染，与 ＴＬＲ４介导的巨噬细胞免疫反
应受损有关。Ｗｙｎｎ等［１５］发现，新生鼠天然免疫功

能缺陷易发生脓毒症，而选择性 ＴＬＲ激活剂可恢复
其免疫功能。母乳可减少肠道感染及慢性病的发

生，其对新生儿的免疫保护作用亦与 ＴＬＲ４介导的

免疫应答有一定关系［１６］。

黄疸是新生儿期常见的临床现象。虽然大多数

黄疸患儿呈良性经过，但胆红素浓度过高则表现出

明显的细胞毒性，早产儿更易发生高胆红素血症及

胆红素脑病［１７］。胆红素不仅有神经毒性，对免疫系

统亦有明显的抑制作用。早在２０世纪 ７０～８０年
代，国外已有研究证实，胆红素抑制 Ｔ、Ｂ淋巴细胞
的免疫功能、抑制人粒细胞的杀菌能力［１８］、抑制鼠

粒细胞、单核细胞及吞噬细胞的吞噬活性，还影响补

体的生成［１９］。最近的研究显示，胆红素抑制单核细

胞表面分子ＣＤ１４、ＣＤ８６和ＨＬＡＤＲ的表达，抑制其
吞噬功能［５］，导致细胞凋亡、细胞因子分泌减少［６］，

对单核细胞有明显的毒性作用。

本实验结果显示，胆红素对 ＣＢＭＣ表面分子
ＴＬＲ４的表达有明显抑制作用。正常情况下，ＣＢＭＣ
表达一定量的 ＴＬＲ４分子，经不同浓度胆红素作用
后，细胞表面分子 ＴＬＲ４的表达显著降低。胆红素的
这种抑制作用在１０２．６μｍｏｌ／Ｌ时已经发生，随着胆
红素浓度的升高，抑制作用越明显。ＬＰＳ对照组与空
白对照组 ＴＬＲ４表达率的差异无统计学意义，表明
ＬＰＳ单独作用对单核细胞ＴＬＲ４的表达无明显影响。
然而，１０２．６μｍｏｌ／Ｌ胆红素对照组与１０２．６μｍｏｌ／Ｌ
胆红素＋ＬＰＳ组之间 ＴＬＲ４表达率的差异有统计学
意义，是因为１０２．６μｍｏｌ／Ｌ胆红素对细胞已有毒性
作用，表现为细胞形态及超微结构轻度受损［４］，经

此浓度胆红素作用后再加入ＬＰＳ，ＴＬＲ４表达率有所
增加，说明ＬＰＳ对功能部分受损的单核细胞有一定
的激活作用，但其激活作用仍弱于胆红素的抑制作

用。可以看出，胆红素对单核细胞有明显的抑制作

用，浓度越高抑制作用越强；胆红素对 ＴＬＲ４的显著
抑制则可能影响黄疸患儿的免疫功能，导致其免疫

力低下易并发感染。提示临床对严重高胆红素血症

患儿应早期进行干预，早产儿更易发生胆红素毒性

损伤，治疗更应积极。

胆红素的毒性源于其结构及理化性质。胆红素

抑制ＴＬＲ４表达的可能机制是：①胆红素损伤细胞
膜，导致 ＴＬＲ４受体结构破坏、数量减少和功能丧
失。未结合胆红素具有亲脂性和脂活性，能以阴离

子作用的形式在细胞膜外叶沉积，导致细胞的质膜

脆性增加，继而磷脂从膜中失去，脂质双层崩解，使

细胞膜结构发生破坏［２０］。②胆红素破坏线粒体，抑
制细胞氧化磷酸化过程，干扰能量代谢，抑制氨基酸

合成蛋白质。③胆红素破坏细胞核，影响 ＴＬＲ４的
转录与合成。电镜下，胆红素孵育的单核细胞变为

黄色锯齿状，细胞内细胞器肿胀，形成空泡，引起核

·５５１·
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浓缩、核碎裂、核溶解等细胞坏死性改变［４］。④胆
红素导致细胞凋亡和坏死［２１］。据报道，幼稚鼠皮层

神经元与非结合胆红素孵育后细胞凋亡坏死增

加［２２］。

综上所述，胆红素对新生儿ＣＢＭＣ免疫功能有明
显的抑制作用，其机制复杂，有待进一步研究。
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