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慢 性 乙 型 肝 炎
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virus, HBV)携带
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的 细 胞 毒 性 T 淋
巴细胞(cytotoxic 
T  l y m p h o c y t e , 
CTL)反应, 慢性
乙型肝炎(chronic 
hepatitis B, CHB)
患者中很难检测
到特异性CTL反
应 ,  CHB患者持
续病毒感染的原
因可能是CTL反
应减弱. 
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Abstract
AIM: To observe whether the fusion protein 
cytoplasmic transduction peptide (CTP) 
-HBcAg18-27-Tapasin can induce HBV-specific 
cytotoxic T lymphocyte (CTL) response in 
C57BL/6 mice via the JAK / STAT pathway.

METHODS: C57BL/6 mice were randomly 
divided into four groups: CTP-HBcAg18-27-
Tapasin alone group, CTP-HBcAg18-27-Tapasin + 
AG490 group, AG490 alone group, and PBS 
group. Mice were immunized with the fusion 
protein through intramuscular injection, and 
AG490 was administered through intraperitoneal 
injection. The proliferation of T lymphocytes 
was observed using CCK-8 assay. The levels of 
the cytokines secreted by T lymphocytes were 
detected by ELISA, and the levels of intracellular 
cytokines of proliferative T lymphocytes were 
detected by flow cytometry. Expression levels 
of molecules of the JAK/STAT signal pathway 
were detected by real-time PCR. 

RESULTS: The percentage of CD8+IFN-γ+ T 
cells, T lymphocytes proliferative activity and the 
levels of Th1 cytokines in the CTP-HBcAg18-27-
Tapasin alone group were significantly increased 
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■研发前沿
JAK/STAT信号
通路首先在哺乳
动物细胞因子诱
导的信号传导途
径中发现 ,  参与
多种生物学过程, 
包括在固有免疫
和适应性免疫中
发挥作用.

compared with the CTP-HBcAg18-27-Tapasin + 
AG490 group (P < 0.01), although there was no 
statistical significance between the other groups. 
The expression levels of Jak2 and STAT4 were 
significantly higher in the CTP-HBcAg18-27-Tapasin 
alone group than the rest groups (P < 0.05), and 
the expression levels of Tyk2 and STAT1 were 
also dramatically increased in the CTP-HBcAg18-27-
Tapasin alone group compared to other groups (P < 
0.01). 

CONCLUSION: CTP-HBcAg18-27-Tapasin 
fusion protein increases HBV-specific CTL 
response via the JAK/STAT signal pathway in 
C57BL/6 mice.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察融合蛋白胞质转导肽(cytoplasmic 
t ransduct ion pept ide, CTP)-HBcAg18-27-
Tapasin通过介导JAK/STAT通路诱导近交系
C57BL/6小鼠HBV特异性细胞毒性T淋巴细
胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)反应.

方法:  C57B L/6小鼠随机分为4组:  C T P-
HBcAg18-27-Tapasin实验组、CTP-HBcAg18-27-
Tapasin+AG490对照组、AG490对照组、PBS
空白组. 融合蛋白经肌肉注射免疫小鼠, 腹腔
注射AG490阻断JAK/STAT通路, CCK-8比色
法检测T淋巴细胞增殖活性; 流式细胞术检
测T淋巴细胞内的的细胞因子; ELISA检测T
淋巴细胞分泌细胞因子, Real-time PCR检测
JAK/STAT通路信号分子表达水平. 

结果: CTP-HBcAg18-27-Tapasin组相比CTP-
HBcAg18-27-Tapasin+AG490组CD8+IFN-γ+ T
双阳性细胞百分比显著增加(P <0.01), 淋巴
细胞增殖活性差异具有显著性(P <0.01), Th1
型细胞因子分泌水平显著增加(P <0.01), 其
他各组之间没有显著性差异, JAK/STAT信

号通路信号中Jak2, STAT4 mRNA 分子表
达水平CTP-HBcAg18-27-Tapasin组相比其他
对照组表达水平差异具有显著性(P <0.05), 
CTP-HBcAg18-27-Tapasin组Tyk2、STAT1 
mRNA的分子表达水平相比其他对照组表
达水平具有显著性差异(P <0.01). 

结论: 本研究表明CTP-HBcAg18-27-Tapasin通
过JAK/STAT信号通路促进Th1型细胞因子
的分泌而促进特异性CTL反应. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提示: 本研究证实融合蛋白胞质转导肽-
HBcAg18-27-Tapasin通过JAK/STAT信号通路促

进Th1型细胞因子分泌(干扰素-γ和白介素-2)诱
导增强C57BL/6小鼠乙型肝炎病毒特异性细胞

毒性T淋巴细胞反应.
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染

的慢性化是持续病毒复制和不充分的免疫

应答之间相互作用的结果, 在病毒感染初期

CD4+ T细胞致敏能力下降, 以致不能引起强

烈的CD8+ T细胞反应, 从而体内适应性免疫

下降导致病毒的持续感染, 在慢性乙型肝炎

(chronic hepatitis B, CHB)感染者中HBV特

异性毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, 
CTL)很难检测到, 因此认为CHB患者持续病

毒感染的原因是CTL反应减弱[1,2]. 胞质转导肽

(cytoplasmic transduction peptide, CTP)在体内

可携带生物活性大分子(蛋白、多肽、核酸等)
转运到细胞并定位于胞质[3,4]. 清除HBV需要

针对不同表位的多克隆CTL反应, HBcAg18-27

是具有HLA-A2限制性特异性CTL表位肽, 针
对该表位肽的特异性CTL在控制HBV感染中

尤为重要[5]. Tapasin是抗原递呈相关转运蛋白

(transporter associated with antigen processing, 



2016-06-18|Volume 24|Issue 17|WCJD|www.wjgnet.com 2690

■相关报道
既 往 文 献 证 明 , 
Th2细胞的功能
依 赖 于 S TAT 6 , 
STAT4是Th1型
细胞因子的关键
信号 ,  在STAT4
缺 陷 的 小 鼠 观
察到完全消失的
免疫反应 ,  干扰
素-γ(interferon-γ, 
I F N - γ ) 分 泌 下
降 .  从小鼠中分
离STAT4缺陷的
CD4+ T细胞转染
人类STAT4基因
后CD4+ T细胞可
导致朝向Th1型
细胞分化.

TA P)三分子复合物的一个亚单位 ,  与主要

组织相容性复合体(major histocompatibility 
complex, MHC)-I类分子一样, 是免疫球蛋白

超家族中的一分子, 与MHC/多肽的装配密切

相关[6,7]. JAK/STAT信号通路介导多种细胞因

子和干扰素的信号传导, 调节各种细胞过程, 
如细胞增殖、分化、迁移和存活[8]. JAK分子

有4种(JAK1、JAK2、JAK4、Tyk2), STAT家
族有7种(STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、
STAT5a、STAT5b、STAT6). 他们与特定细胞

因子受体结合并激活不同的JAK/STAT分子可

引起特定的细胞反应[9,10]. 有研究[11,12]证明, Th2
细胞的功能依赖于STAT6, STAT4是Th1型细

胞因子的关键信号, 在STAT4缺陷的小鼠观察

到完全消失的免疫反应, 干扰素-γ(interferon γ, 
IFN-γ)分泌下降. 进一步观察表明, 从小鼠中分

离STAT4缺陷的CD4+ T细胞转染人类STAT4基
因后CD4+ T细胞可导致朝向Th1型细胞分化. 
此发现表明, STAT4是在Th1细胞中起重要作

用. 本试验选用定位性好转运率高的新型胞质

转导肽CTP(GGRRARRRRRR)、HLA-A2限制性

CTL表位肽HBcAg18-27(FLPSDFFPSV)及分子伴

侣Tapasin构建融合蛋白CTP-HBcAg18-27-Tapasin, 
肌肉免疫C57BL/6小鼠, AG490作为JAK/STAT信
号通路的特异性抑制剂, 我们通过对JAK/STAT
信号通路特异性阻断, 探讨研究JAK/STAT信号

通路在诱导CTL反应中的作用, 为CHB的免疫治

疗提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 6-8周龄雌性无特定病原体(specific 
pathogen free, SPF)级C57BL/6健康小鼠, 体质

量22-26 g, 由上海生命科学研究院斯莱克实验

动物有限公司提供, 按照实验动物饲养标准饲

养1 wk后进行实验. 融合蛋白CTP-HBcAg18-27-
Tapasin, 由课题组构建并保存[13]. 小鼠淋巴细胞

分离液购自北京达科为生物技术有限公司; T细
胞尼龙毛柱购自Wako公司; ELISA试剂盒购自

R&D公司[IFN-γ, 白介素(interleukin, IL)-2, IL-4, 
IL-10]; 异硫氰酸荧光素(FITC)标志的小鼠单克

隆抗体CD8α及藻红蛋白(PE)标志的小鼠单克

隆抗体IFN-γ均购自eBioscience公司; 佛波酯、

莫能霉素、离子霉素及刀豆素(concanavalin A, 
ConA)均购自Sigma公司; 细胞固定剂和破膜

剂购自Invitrogen公司; CCK-8试剂盒购自日本

同仁化学研究所; RT-PCR试剂盒、dNTP、Taq
酶、DNA marker均购自TAKARA公司.
1.2 方法

1.2.1 实验动物免疫: 实验小鼠随机分为4组, 每
组10只C57BL/6小鼠, 分别是CTP-HBcAg18-27-
Tapasin实验组, CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490
对照组, AG490对照组及PBS空白组, 融合蛋

白免疫小鼠的剂量为50 μg/只, 每只小鼠给予

100 μL总剂量肌肉注射, 间隔1 wk共免疫3次, 
AG490阻断剂5 mg/kg腹腔注射, 每日一次(不间

断), 融合蛋白最后一次免疫7 d后处死小鼠取

脾脏备用.
1.2.2 脾淋巴细胞的分离与制备: 将小鼠断颈处

死, 放在750 mL/L乙醇中浸泡5 min, 无菌取脾

脏, 置于200目的筛网上, 以5 mL注射器针芯仔

细研磨, 并加入预热的RPMI 1640培养液冲洗, 
将细胞悬液慢慢加到事先预热的2倍体积的淋

巴细胞分离液中, 再以2200 r/min离心20 min后, 
吸取淋巴细胞层, 用PBS洗涤2遍后重悬得到混

合淋巴细胞悬液.
1.2.3 尼龙毛法制备T淋巴细胞: 先加入3-4倍柱

体的无血培养基平衡, 之后加入相同体积的含

有血清的培养基平衡(上述培养基都要37 ℃预

热), 随后关闭弹簧夹; 加入以上制备的混合淋

巴细胞悬液, 打开弹簧夹, 再加入1 mL含有血

清的培养基, 随后关闭弹簧夹; 覆盖铝箔, 垂直

固定, 置于培养箱内37 ℃孵育1 h; 从培养箱中

拿出柱子, 750 mL/L乙醇消毒后打开弹簧夹控

制流速在3-4 mL/min, 用预温至37 ℃的培养液

20 mL含血清的培养基洗柱,收集细胞悬液约1
个柱子的体积.
1.2.4 T淋巴细胞增殖反应: 采用CCK-8比色

法检测, 将分离得到的T淋巴细胞调整至1×
106/mL, 加入100 μL细胞悬液于96孔平底培养

板, 并设空白对照, 每组各3个复孔. 根据说明

书, 每孔加入100 μL 10 μg/mL的ConA溶液, 终
体积为200 μL, 置于37 ℃, 50 mL/L CO2的培养

箱中培养44 h后, 每孔加入20 μL CCK-8试剂, 
孵育4 h, 将96孔板置于平板摇床上混匀消除各

孔内气泡后用酶标仪测A 450值, 取3孔的平均值

作为结果.
1.2.5 T细胞内细胞因子检测: 采用流式细胞仪

检测, 将分离得到的T淋巴细胞以RPMI 1640
调整至1×106/mL, 25 g/mL佛波酯、1 g/mL
离子霉素和1.7 g/mL莫能霉素加入培养液中

吴姗姗, 等. CTP-HBcAg18-27-Tapasin诱导C57BL/6小鼠HBV特异性CTL反应的机制
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■创新盘点
本文以Th1型细
胞因子分泌量、
CD8+IFN-γ+双阳
性T细胞百分比
以及JAK/STAT
信 号 通 路 中 的
分子表达水平的
为切入点 ,  研究
CTP-HBcAg18-27-
Tapasin通过JAK/
STAT信号通路诱
导C57BL/6小鼠
HBV特异性CTL
反应.

37 ℃、50 mL/L CO2孵育6 h; PBS洗涤2次后

收集细胞, 加入PE-CD8a抗体避光孵育15 min; 
PBS洗涤2次, 100 μL固定剂作用15 min, PBS
洗涤后加入100 μL破膜剂作用5 min, 直接加

FITC-IFN-γ抗体, 室温避光孵育30 min; PBS洗
涤2次后用500 μL PBS重悬, 流式细胞仪对细

胞荧光强度进行检测分析.
1.2.6 T淋巴细胞培养上清液中细胞因子检测: 
采用酶联免疫吸附法(ELISA)检测, 将上述制

备的T淋巴细胞用RPMI 1640调整细胞密度为

1×107/mL, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养

4 d 后收集上清液; 将标准品和样本各50 μL依
次加入孔中, 每孔分别加入50 μL酶联亲和物, 
37 ℃温育60 min 后弃孔内液体; 用稀释的洗

涤液反复冲洗5 次后加入显色液, 室温下避光

反应15 min, 每孔加入终止液50 μL, 酶标仪在

450 nm测定吸光度(A )值. 通过标准曲线计算

出IL-2、IL-4、IL-10和IFN-γ的水平.
1.2.7 J A K/S TAT通路信号分子表达水平检

测: 上述制备的T淋巴细胞RPMI 1640调整至

1×106/mL, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养. 
RNA抽提试剂盒分别提取其总RNA, 以逆转

录试剂盒合成cDNA. 引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成(表1), PCR条件如

下: 热循环参数: 94 ℃预变性2 min; 94 ℃变性

45 s, 54 ℃退火1 min, 72 ℃延伸45 s; 33个循

环; 最后72 ℃延伸10 min每次在延伸阶段读

取吸光值该目标量的计算由下面的等式: 以2-△△Ct

值表示, 每个样品的3个平行反应和进行内部

控制. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件建立

数据库并进行统计学分析. 数据用mean±SD
表示, 两均数比较采用t检验, 多样本均数比较

采用单因素方差分析(one-way ANOVA), 组间

两两比较采用LSD法, 以P <0.05为差异具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 T淋巴细胞培养上清液中细胞因子检测 
C57BL/6小鼠经不同处理后, 诱导T淋巴细胞

分泌细胞因子(IL-2、IL-4、IL-10和IFN-γ). 经
ELISA法检测结果显示实验组融合蛋白分泌

IL-2和IFN-γ水平显著高于其他对照组(P <0.05, 
图1), 而IL-4和IL-10分泌水平各组间没有明

显差异(P >0.05, 图1). 结果显示融合蛋白CTP-
HBcAg18-27-Tapasin可以明显增加T淋巴细胞

Th1型细胞因子IL-2(F  = 25.13, P  = 0.0002)和
IFN-γ(F  = 71.77, P <0.01)的分泌, IL-4和IL-10的
分泌水平没有显著性差异(P >0.05). 
2.2 T淋巴细胞增殖活性检测  各组T淋巴细

胞经ConA刺激后, 采用CCK-8比色法检测, 
CTP-HBcAg18-27-Tapasin组淋巴细胞增殖活性

显著高于CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490组, 
AG490组和PBS组(F  = 69.14, P <0.01)(图2). 
2.3 T淋巴细胞胞内细胞因子分析 为了解不同

组免疫C57BL/6小鼠后对T细胞因子分泌IFN-γ
的影响, 采用流式细胞仪对细胞进行CD8α和
IFN-γ双标检测各组T淋巴细胞分泌IFN-γ水平, 
结果显示CTP-HBcAg18-27-Tapasin组相比CTP-
HBcAg18-27-Tapasin+AG490、AG490、PBS组能

够显著增加CD8+IFN-γ双阳性细胞百分比(F  = 
132, P<0.01)(图3). 
2.4 CTP-HBcAg18-27-Tapasin通过JAK/STAT通

路诱导CTL反应 为了探讨实验组融合蛋白免

疫小鼠增高T淋巴细胞分泌T h1细胞因子与

JAK/STAT信号通路信号分子表达水平的关系, 
我们通过Real-time PCR法检测JAK/STAT信号

通路信号分子mRNA的表达. 结果显示, 与CTP 

     

表  1  引物序列

基因名称                            上游 下游

Jak1 5'-CAGATGCCCACCATTACC-3' 5'-CCCTCTTCACTCCCTTCC-3'
Jak2 5'-GGCAGCAGCAGAACCTAC-3' 5'-GTCTAACACCGCCATCCC-3'
Jak3 5'-CCCATCCGCTGAGTTCCT-3' 5'-GGCTGCTATCCGGGTCTT-3'
Tyk2 5'-TTCCGTAGCAACCGTCTC-3' 5'-CATCAAGCATCCTGTGGG-3'
STAT1 5'-CTATGAGCCCGACCCTAT-3' 5'-TTGAACTTCCGAAATCCT-3'
STAT4 5'-CCTGCTGTTGGTTGGTGT-3' 5'-CTTGAGGCTTTCCTGTGC-3'
STAT6 5'-TCCTGGTCACAGTTCAATAA-3' 5'-CGATCTCAGAGTCGCTAAA-3'
GAPDH 5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3' 5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3'

吴姗姗, 等. CTP-HBcAg18-27-Tapasin诱导C57BL/6小鼠HBV特异性CTL反应的机制



2016-06-18|Volume 24|Issue 17|WCJD|www.wjgnet.com 2692

HBcAg18 27-Tapasin+AG490组、AG490组及

空白组相比CTP-HBcAg18-27-Tapasin组中Jak2, 
Tyk2, STAT1, STAT4 mRNA的表达水平明显上

调(P <0.05)(图4). 

3  讨论

引起人肝脏慢性感染的肝炎病毒中, HBV引

起的慢性感染是最常见的. 据世界卫生组织

估计, 每年有超过500万例新增急性HBV感染, 
全球约有2.48亿慢性HBV携带者其中1/3的患

者发生严重的H B V相关并发症.免疫激活在

HBV清除中起重要作用[14,15]. 越来越多的证据

表明, 宿主的免疫反应是决定HBV感染结局

的重要因素, 急性感染者通常对病毒产生强烈

的, 多克隆的, 特异性CTL反应和多克隆T辅助

(Th)细胞反应, 而在慢性感染患者的这些反应

■名词解释
JAK/STAT信号
通路 :  是与细胞
生长、增殖和分
化 关 系 十 分 密
切 的 一 条 信 号
通路 ,  作为非受
体 酪 氨 酸 激 酶 , 
JAKs与跨膜受体
胞质内的部分结
合 ,  相关的JAK
分子变得活跃并
发送信号至相应
的STATs ,  然后
STAT转位至细胞
核实现信号转导.

图  1  各组T淋巴细胞上清液中细胞因子水平. A: IFN-γ; B: IL-2; C: IL-4; D: IL-10. 1: CTP-HBcAg18-27-Tapasin; 2: 

CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490; 3: AG490; 4: PBS. bP<0.01 vs  PBS组; dP<0.01 vs  AG490组; fP<0.01 vs  CTP-HBcAg18-27-

Tapasin+AG490组. CTP: 胞质转导肽; IL: 白介素; IFN-γ: 干扰素-γ.
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图  2  各组小鼠T淋巴细胞增殖活性. 1: CTP-HBcAg18-

27-Tapasin; 2: CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490; 3: 

AG490; 4: PBS. bP <0.01 vs  PBS组; dP <0.01 vs  AG490组; 
fP<0.01 vs  CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490组. CTP: 胞

质转导肽. 

图  3  各组CD8+/IFN-γ+双阳性细胞数百分比. 1: CTP-

HBcAg18-27-Tapasin; 2: CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490; 

3: AG490; 4: PBS. bP<0.01 vs  PBS组; dP<0.01 vs  AG490组; 
fP<0.01 vs  CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490组. CTP: 胞

质转导肽; IFN-γ: 干扰素-γ.
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明显减弱[1,16-18].  
C T P在体内可携带生物活性大分子(蛋

白、多肽、核酸等)转运到细胞并定位于胞

质[3,4], Tapasin作为PLC的核心组成部分, 稳定

MHC-I分子并催化低亲和力对高亲和力, 促进

免疫肽交流. 清除HBV需要针对不同表位的

多克隆CTL反应, 其中我国人口中常见的抗原

表位肽是人类白细胞抗原HLA-A2限制性[19,20]. 
HBcAg18-27是具有HLA-A2限制性特异性CTL
表位肽, 针对该表位肽的特异性CTL在控制

HBV感染中尤为重要[5,21,22]. Tapasin是TAP三分

子复合物的一个亚单位, 与MHC-I类分子一样, 
是免疫球蛋白超家族中的一分子, 与MHC/多
肽的装配密切相关[6,7]. 

我们在前期的研究中, 已经成功构建CTP-
HBcAg18-27-Tapasin融合基因质粒, 融合蛋白表

达纯化后证明在体内可转运到DC细胞并定位

于胞质, 并在体外实验中发现可引起特异性

CTL反应[23,24], CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490
组诱导的Th1类细胞因子明显下降. 我们进一

步检测各组处理后CD8+IFN-γ阳性细胞数量

百分比, 结果显示融合蛋白实验组CD8+IFN-γ
阳性细胞数量百分比明显高于CTP-HBcAg18-27-
Tapasin+AG490组及空白对照组. 以上结果提

示CTP-HBcAg18-27-Tapasin融合蛋白能有效刺

激小鼠T淋巴细胞分泌T h1型细胞因子并诱

导Th1/Th2平衡向Th1方向极化, 增强Th1/Th2
细胞免疫比例. 本实验中我们用C C K8试剂

盒检测T淋巴细胞增殖能力, 结果显示CTP-
HBcAg18-27-Tapasin组在ConA作用下的增殖能

力明显高于对照组和空白组, 提示实验组融合

蛋白能有效刺激T淋巴细胞的增殖. 

JAK/STAT信号通路首先在哺乳动物细胞

因子诱导的信号传导途径中发现, 现在已证明

在多种生物学过程包括造血发育和分化、胚

胎发育、组织内环境稳定以及先天免疫和适

应性免疫中发挥作用[25,26]. 细胞因子信号转导

是通过JAK/STAT信号通路介导某些特定靶基

因的表达[27]. 而且JAK/STAT信号通路与多种

细胞因子的合成有关, 他们需要与受体相关激

酶结合才能引起磷酸化级联反应. 作为非受体

酪氨酸激酶, JAKs与跨膜受体胞质内的部分结

合, 当配位体结合和细胞因子受体二聚化时, 
相关的JAK分子变得活跃并发送信号至相应

的STATs, 然后STAT转位至细胞核, 激活转录

因子调节基因转录JAK/STAT信号通路介导免

疫细胞的分化, 因此阻断此通路会导致信号通

路的失调[28]. 一些研究证实CHB患者对于抗病

毒治疗的完全反应与优势Th1反应引起的CTL
反应有关, 表明Th1免疫的激活可能在HBV的

清除中发挥作用, 因此CTL活化需要Th1免疫

激活. 
T h1细胞产生1型细胞因子包括I L-2、

IFN-γ以及TNF-α/b, 诱导细胞介导对胞内抗

原的免疫(例如病毒).  相反T h2细胞产生高

水平的针对体液免疫的2型细胞因子 (包括

IL-4、IL-5、IL-6、IL-10和IL-13). JAK分子

有4种(JAK1、JAK2、JAK4、Tyk2), STAT家
族有7种(STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、
STAT5a、STAT5b、STAT6)他们与特定细胞

因子受体结合并激活不同的JAK/STAT分子可

引起特定的细胞反应[8,9], 有研究证明, Th2细
胞的功能依赖于STAT6而STAT4是Th1型细胞

因子的关键信号, 在STAT4缺陷的小鼠观察到

■同行评价
本研究内容较新
颖, 有一定借鉴价
值, 具有较好的科
研性和理论价值.

图  4  各组JAK/STAT信号通路分子mRNA相对表达量. aP<0.05, bP<0.01 vs  PBS组; cP<0.05, dP<0.01 vs  AG490组; eP<0.05, 
fP<0.01 vs  CTP-HBcAg18-27-Tapasin+AG490组. CTP: 胞质转导肽.
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完全消失的免疫反应, IFN-γ分泌下降. 一些研

究证实在CHB患者中产生完全抗病毒治疗的

患者与主导Th1免疫应答增强CTL反应有关, 
表明Th1型免疫可能在HBV的治疗中发挥重

要作用[29]. 研究证实CTP-HBcAg18-27-Tapasin
能够增强Th1型细胞因子的分泌, JAK/STAT信
号通路参与多种生物学过程[30], 此基础上我们

进一步探讨CTP-HBcAg18-27-Tapasin通过JAK/
STAT通路增强HBV特异性CTL反应. 本研究

中, 我们融合蛋白免疫C57BL/6健康小鼠, 使
用JAK/STAT信号通路的特异性抑制剂AG490
阻断JAK/STAT信号通路, 采用ELISA法检测T
淋巴细胞上清液中细胞因子的分泌水平, CTP-
HBcAg18-27-Tapasin实验组分泌的Th1类细胞

因子(IL-2和IFN-γ)明显高于其他对照组, Th2
类细胞因子(IL-4和IL-10)各组间没有明显差

异. 流式细胞仪检测CTP-HBcAg18-27-Tapasin实
验组的CD8+IFN-γ+ T细胞百分比明显比CTP-
HBcAg18-27-Tapasin+AG490组高(P <0.01), 通过

对比各组细胞JAK/STAT信号分子mRNA相对

表达量, JAK2、Tyk2、STAT1和STAT4表达

量增加, 表明CTP-HBcAg18-27-Tapasin经JAK/
STAT通路中JAK2、Tyk2、STAT1和STAT4分
子引起特异性CTL反应与他们促进Th1类细胞

因子表达有关.
本实验证实CTP-HBcAg18-27-Tapasin通过

JAK/STAT信号通路促进Th1类细胞分子的表

达, 从而增强特异性CTL反应, 进一步探讨其

中的分子机制能够为抗HBV的免疫治疗提供

新的思路.
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