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外周血单个核细胞TLR3信号通路活化在
重组乙型肝炎表面抗原免疫应答中的作用
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【摘要】 目的 探讨外周血单个核细胞（PBMC）Toll样受体 3（TLR3）信号通路的活化在重组

HBsAg（rHBsAg）免疫应答中的作用及机制。方法 收集 13名健康献血者外周血制备血液制品时滤

除的白细胞，分离培养 PBMC后分别给予 TLR3激动剂聚肌苷酸-聚胞苷酸（Poly I：C组）及 PBS（对照

组）处理，48 h后收集部分细胞，采用流式细胞术检测 TLR3信号通路蛋白水平；在活化（Poly I：C组）/
未活化（对照组）TLR3信号通路后，采用 rHBsAg处理两组 PBMC 72 h，采用流式细胞术检测 PBMC中

树突状细胞（DC）、T、B淋巴细胞及其亚群比例。采用配对 t检验、配对资料的符号秩和检验和典型相

关分析进行统计学分析。结果 Poly I：C组 PBMC TLR3信号通路中 TLR3蛋白阳性细胞百分比

（19.21%）、TLR3蛋白表达量（8 983.95）、NF-κB蛋白的表达量（26 193.13）、磷酸化NF-κB（pNF-κB）蛋

白阳性细胞百分比（13.73%）及其占NF-κB的比例（16.03%）、磷酸化 IRF3（pIRF3）蛋白阳性细胞百分

比（12.64%）及其占 IRF3的比例（21.80%）均明显高于对照组（分别为 11.54%、8 086.00、22 340.66、
8.72%、9.71%、9.57%、19.12%）（P<0.05），TRIF 蛋 白 阳 性 细 胞 百 分 比（89.75%）和 蛋 白 表 达 量

（304 219.54）均高于对照组（89.64%、288 149.72）（P>0.05）；经 rHBsAg处理后，Poly I：C组髓样 DC
（mDC）（2.90%）、浆细胞样DC（1.80%）、B细胞（5.31%）比例及浆细胞占B细胞比例（67.71%）均明显高

于对照组（1.83%、0.81%、4.23%、58.82%）（P<0.05）；TLR3信号通路相关蛋白阳性细胞百分比和蛋白

表达量与免疫细胞之间均存在典型相关，TLR3蛋白表达量与浆细胞比例、pIRF3蛋白表达量与浆细

胞和mDC比例、pNF-κB和 pIRF3蛋白阳性细胞百分比与CD4+T细胞的比例均正相关。结论 Poly I：
C可以活化PBMC TLR3/TRIF/NF-κB和TLR3/TRIF/IRF3信号通路，促进下游信号分子发挥功能，进而

促进DC的成熟，诱导CD4+T细胞免疫反应，促进B细胞的成熟分化，促进 rHBsAg的免疫应答。
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【Abstract】 Objective To explore the effect and mechanism of activation of peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) Toll-like receptor (TLR3) signaling pathway in recombinant HBsAg
(rHBsAg) immune response. Methods White blood cells were collected from peripheral blood of
13 healthy donors in the preparation of blood products. PBMC was isolated and treated with Poly I:C
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(Poly I:C group) and PBS (control group) respectively. 48 h later, some cells were collected and the
expressions of TLR3 signaling pathway proteins were detected by flow cytometry. After activating
(Poly I: C group)/inactivating (control group) TLR3 signaling pathway, rHBsAg was given to both
groups for 72 h, and the proportions of DC, T, B cells and their subsets in PBMC were detected by
flow cytometry. Paired t-test, paired samples wilcoxon signed-rank test and canonical correlation
analyses were used for statistical analysis. Results The percentage of TLR3 protein-positive cells
(19.21%) and protein expression (8 983.95), NF-κB protein expression (26 193.13), the percentage
of pNF-κB protein-positive cells (13.73%) and its proportion in NF-κB (16.03%), and the percentage
of pIRF3 protein-positive cells (12.64%) and its proportion in IRF3 (21.80%) in Poly I:C group were
higher than those in control group (11.54%, 8 086.00, 22 340.66, 8.72%, 9.71%, 9.57%, 19.12%) (P<
0.05), and the percentage of TRIF protein-positive cells (89.75%) and protein expression
(304 219.54) were higher in Poly I:C group than in the control group (89.64%, 288 149.72) (P>0.05).
After PBMC stimulation by rHBsAg, the proportions of mDC (2.90%), pDC (1.80%), B cell (5.31%)
and plasma cell (67.71%) in Poly I:C group were significantly higher than those in the control group
(1.83%, 0.81%, 4.23%, 58.82%) (P<0.05). Results of canonical correlation analysis showed that the
expression of TLR3 protein was positively correlated with the proportions of plasma cells, the
expression of pIRF3 protein was positively correlated with the proportions of plasma cells and mDC,
and the percentage of pNF-κB protein-positive cells and the percentage of pIRF3 protein-positive
cells were positively correlated with the proportion of CD4+T cells. Conclusions Poly I: C
can activate TLR3/TRIF/NF- κB and TLR3/TRIF/IRF3 signaling pathway, promote the function of
downstream signaling molecules, and then promote the maturation of DC, induce the immune
responses of CD4+T cell, and promote the maturation and activation of B cells and the immune
response of rHBsAg.

【Key words】 Toll-like receptor 3; Polyinosinic acid-polycytidylic acid; Immune response
Fund programs: National Natural Science Foundation of China (81872677, 81573212)

全球约有 2.57亿慢性 HBV感染者［1］。预防

HBV感染的重要措施是接种乙型肝炎（乙肝）疫

苗，但仍有 5%~10%的个体免疫后体内HBsAb达
不到保护性水平［2-3］。Toll样受体 3（TLR3）是一种

常见的与天然免疫密切相关的病原模式识别受体，

其与配体双链RNA（dsRNA）结合后，可激活天然免

疫并诱导特异性免疫，增强机体的免疫水平［4-8］。

聚肌苷酸-聚胞苷酸（Poly I：C）是一种人工合成的

dsRNA，作为 TLR3激动剂已广泛应用于体内外研

究。既往研究发现，Poly I：C联合治疗性乙肝疫苗

可通过活化 TLR3进而有效地清除小鼠体内的

HBV DNA［9］，其与铝佐剂联合后可提高小鼠腺病毒

载体乙肝疫苗特异性抗体的产生［10］。本课题组前

期研究显示，乙肝疫苗免疫强应答婴儿 TLR3蛋白

表达量高于无/弱应答婴儿，体外实验显示活化脐

血单个核细胞中TLR3可改善其乙肝疫苗免疫应答

效果［11］。以上研究均提示TLR3在乙肝疫苗免疫应

答过程中发挥重要作用。外周血单个核细胞

（PBMC）是免疫细胞的集合体，可以反映机体的免

疫功能，且 PBMC中树突状细胞（DC）、T淋巴细胞

广泛表达TLR3信号通路相关蛋白。因此本研究以

健康献血者的 PBMC为研究对象，用 Poly I：C活化

PBMC中 TLR3信号通路后，用高纯度重组HBsAg

（rHBsAg）处理PBMC模拟重组乙肝疫苗接种，通过

分析DC及T、B淋巴细胞亚群比例变化反映机体对

rHBsAg 的免疫应答，结合典型相关分析研究

TLR3信号通路在 rHBsAg免疫应答中作用的分子

机制，为乙肝疫苗无/弱应答机制研究提供新思路。

材料与方法

1. 细胞来源：收集 13名健康献血者的新鲜外

周血，将制备血液制品中滤除的白细胞回收，经密

度梯度离心法获得 PBMC。研究对象均签署知情

同意书，本研究经山西医科大学伦理委员会批准

（批准文号：2015LL073）。

2. PBMC培养、分组及 Poly I：C、rHBsAg处理：

调整 PBMC浓度为 1.2×106个/ml，用含 10%胎牛血

清、1%青霉素和链霉素、1%谷氨酰胺和 88%的

RPMI 1640培养基于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中

常规培养 18 h后，将健康献血者的 PBMC分为两

组，每组设 3个平行样，分别给予 56 μl终浓度为

40 μg/ml的 Poly I：C（Sigma-Alorich公司）（Poly I：C
组）及等量 PBS（对照组）处理，48 h后收集部分细

胞检测 PBMC TLR3信号通路活化状态，在活化

（Poly I：C组）/未活化（对照组）TLR3信号通路后，
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采用 26 μl终浓度为 2 μg/ml的 rHBsAg（Abcam公

司）处理两组PBMC 72 h，检测PBMC中各免疫细胞

比例，评估PBMC rHBsAg免疫应答情况。

3. TLR3信号通路的活化状态：采用流式细胞

术检测 TLR3信号通路中 TLR3、TRIF、NF-κB和磷

酸化NF-κB（pNF-κB）、IRF3和磷酸化 IRF3（pIRF3）
6个蛋白的表达，包括蛋白阳性细胞百分比和蛋白

表达量，后者用平均荧光强度（mean fluorescence
intensity，MFI）表示，反映 TLR3信号通路的活化

情况。

（1）TLR3、TRIF蛋白检测：各管细胞加 100 μl
IC Fixation Buffer，室温避光孵育 30 min，1 ml 1×
Permeabilization Buffer洗 2次，重悬细胞后各管分

别加入 TLR3-PE（eBioscience公司）、TRIF-PE（BD
公司）及同型抗体，室温避光孵育 30 min，1 ml 1×
Permeabilization Buffer洗2次后重悬上机。

（2）NF-κB和 pNF-κB、IRF3和 pIRF3蛋白检

测：每管细胞加 0.5 ml 4%的多聚甲醛，室温孵育

10 min，PBS洗 2次，630 μl -20 ℃甲醇重悬细胞后

4 ℃孵育 30 min，PBS洗 2次，重悬细胞后各管分别

加 NF- κB-APC、IRF3-APC（R&D 公司）、pNF- κB-

PE、pIRF3-PE（CST公司）及同型抗体，室温避光孵

育30 min，PBS洗2次后重悬上机。

4. PBMC rHBsAg免疫应答情况：采用流式细胞

术检测 PBMC中髓样树突状细胞（mDC）和浆细胞

样树突状细胞（pDC）、CD4+T细胞和 CD8+T细胞、B
细 胞 和 浆 细 胞 、CD4+CD25+Treg 细 胞 和 CD4+
CD25+foxp3+Treg 细 胞 所 占 比 例 ，反 映 PBMC 对

rHBsAg的免疫应答相关免疫细胞活化情况。

（1）DC细胞、T细胞、B细胞检测：各管细胞加

入 相 应 抗 体（DC 抗 体 ：Lin-FITC、HLA-DR-

PerCP-Cyanine5.5、CD123-APC、CD11c-PE；T 细胞

抗体：CD3-FITC、CD4-PE、CD8-APC；B细胞抗体：

CD3-FITC、 CD19-PerCP-Cyanine5.5、 CD27-PE、
CD38-APC及同型抗体，eBioscience公司），室温避

光孵育 30 min，PBS洗 2次后重悬上机。DC细胞及

其亚型的鉴别：首先根据 Lin鉴别出 Lin-细胞，再根

据 HLADR/CD11c鉴别 mDC细胞、根据 HLA-DR/
CD123鉴别 pDC细胞；T细胞及其亚型的鉴别：根

据CD3/CD4鉴别CD3+CD4+T细胞、根据CD3/CD8鉴
别 CD3+CD8+T细胞；B细胞及其亚型鉴别：根据

CD3/CD19鉴别 B细胞，再根据 CD27/CD38鉴别 B
细胞中的浆细胞。

（2）Treg 细 胞 检 测 ：各 管 细 胞 分 别 加 入

CD4-FITC、CD25-PE 及 同 型 抗 体（eBioscience 公

司），室温避光孵育 30 min，PBS洗 2次，重悬细胞后

加 1 ml Foxp3 Fixation/Permeabilization working
solution，室 温 避 光 孵 育 30 min，1 ml 1×
Permeabilization Buffer洗 2次，重悬细胞后各管分

别加入 Foxp3-APC及同型抗体（eBioscience公司），

室 温 避 光 孵 育 30 min，1 ml 1×Permeabilization
Buffer洗 2次后重悬上机。Treg细胞的鉴别：首先

根据CD4鉴别出CD4+细胞，再根据CD4/CD25鉴别

出 CD4+CD25+Treg、根据 CD4/CD25/Foxp3 鉴别出

CD4+CD25+Foxp3+Treg。
5.统计学分析：流式细胞术数据采用CytExpert

软件分析，采用 Excel 2016软件建立数据库，采用

SPSS 23.0软件分析数据，服从正态分布的定量资

料采用 x±s描述，不服从正态分布的定量资料采用

M（Q1，Q3）描述。采用配对 t检验对服从正态分布

的定量资料进行组间比较，不服从正态分布时采用

配对资料的符号秩和检验。采用典型相关分析，以

PBMC rHBsAg免疫应答相关细胞作为典型相关分

析的一组原始变量，TLR3信号通路蛋白阳性细胞

百分比、蛋白表达量分别作为典型相关分析的另一

组原始变量，分别分析两组原始变量间的相关性。

两组原始变量通过线性组合，得到单个综合变量U
和 V，U1和 V1为第一对典型变量，相关程度最大，

R1为第一典型相关系数，用来表示两组变量的相

关性，以此类推。典型载荷是原始变量与典型变量

对之间的相关系数，是反映原始变量提供信息量多

少的指标，其绝对值越大说明该原始变量与典型变

量之间的相关关系越强，在典型变量中的代表程度

越大。以P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. Poly I：C活化 PBMC TLR3信号通路蛋白情

况 ：Poly I：C 组 TLR3 蛋 白 阳 性 细 胞 百 分 比

（19.21%）、pNF-κB阳性细胞百分比（13.73%）及其

占NF-κB的比例（16.03%）、pIRF3阳性细胞百分比

（12.64%）及其占 IRF3的比例（21.80%）均显著高于

对 照 组（分 别 为 11.54%、8.72%、9.71%、9.57%、

19.12%）（P<0.05）；TLR3蛋白表达量及NF-κB的表

达量（MFI分别为 8 983.95和 26 193.13）均显著高

于对照组（MFI分别为 8 086.00和 22 340.66）（P<
0.05），TRIF、pNF-κB、IRF3、pIRF3的表达量高于对

照组（P>0.05）。见表 1。以上结果提示 Poly I：C可
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以活化 PBMC中 TLR3/TRIF/NF-κB和 TLR3/TRIF/
IRF3信号通路。

2. TLR3信号通路活化促进 PBMC rHBsAg免
疫应答：经 rHBsAg处理后，Poly I：C组 PBMC中

mDC（2.90%）、pDC（1.80%）、B淋巴细胞（5.31%）和

B细胞中浆细胞（67.71%）比例均高于对照组（分别

为 1.83%、0.81%、4.23%、58.82%），差异有统计学意

义（P<0.05）；CD4+T 细 胞 、CD8+T 细 胞 、CD4+CD
25+Treg细胞和CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞比例在两

组间的差异无统计学意义（P>0.05）。见表2。提示活

化TLR3信号通路可以促进PBMC中DC和B淋巴细

胞的成熟活化，促进PBMC rHBsAg的免疫应答。

3. TLR3信号通路蛋白与 PBMC rHBsAg免疫

应答相关免疫细胞间存在典型相关：TLR3信号通

路蛋白与 PBMC rHBsAg免疫应答相关免疫细胞之

间的关系错综复杂，为了更加全面地反映两组指标

之间的相关性，使两组变量的信息更加充分地表

达，本研究对两组指标进行了典型相关分析。结果

显示，TLR3信号通路蛋白阳性细胞百分比和蛋白

表达量与免疫细胞之间均存在典型相关。在蛋白

阳性细胞百分比上，TLR3信号通路与免疫细胞的

第一典型相关系数为 0.948，P=0.003，特征值的贡

献比为 0.693。见表 3。进一步典型载荷分析结果

显示，TLR3信号通路蛋白阳性细胞百分比与免疫

细胞相关主要表现在 pNF-κB、pIRF3和CD4+T细胞

的相关，即 pNF-κB和 pIRF3升高可能会引起CD4+T
细胞比例升高。见表 4。在蛋白表达水平上，

TLR3信号通路与免疫细胞的第一、二、三典型相关

系数分别为 0.977、0.907、0.840（P<0.05）；且前 3对
典型变量的特征值累计贡献比达到 0.917。见表 3。
对前 3对典型变量的典型载荷进行分析，第 1对典

型变量的典型载荷分析结果显示，IRF3蛋白表达

量与 CD4+CD25+Treg细胞正相关，第 2对典型变量

的典型载荷分析结果显示，pIRF3蛋白表达量与浆

细胞和mDC正相关；第 3对典型变量的典型载荷分

析结果显示，TLR3蛋白表达量与浆细胞比例正相

关。见表 5。以上结果提示，TLR3信号通路相关蛋

白与mDC、浆细胞、CD4+T细胞、CD4+CD25+Treg细
胞比例相关。

讨 论

乙肝疫苗接种是预防HBV感染的重要措施，

TLR3是连接天然免疫和特异性免疫的桥梁，既往

研究显示，TLR3在乙肝疫苗免疫应答中发挥重要

作用，但 TLR3及其下游信号通路在乙肝疫苗免疫

表2 TLR3信号通路活化对13名健康献血者外周血单个核细胞 rHBsAg免疫应答的影响

类 别

mDCa
pDCa
CD4+T细胞

CD8+T细胞

B淋巴细胞

浆细胞

CD4+CD25+Treg细胞 a

CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞 a

对照组（%）
1.83（1.66，3.65）
0.81（0.38，2.83）
45.63±17.61
20.05±9.99
4.23±2.16
58.82±19.36

4.03（1.58，10.48）
1.48（0.58，3.16）

Poly I：C组（%）
2.90（1.24，6.44）
1.80（0.58，4.54）
45.20±17.82
19.39±9.08
5.31±2.67
67.71±20.27

2.86（0.71，11.23）
0.90（0.40，1.65）

t/Z值

-2.27
-2.43
0.45
0.88
-3.25
-5.26
-0.45
-1.08

P值

0.023
0.015
0.663
0.394
0.007
<0.001
0.650
0.279

注：Poly I：C：聚肌苷酸-聚胞苷酸；mDC：髓样树突状细胞；pDC为浆细胞样树突状细胞；a为M（Q1,Q3）

表1 聚肌苷酸-聚胞苷酸（Poly I：C）对13名健康献血者外周血单个核细胞TLR3信号通路活化情况

类 别

TLR3
TRIF
NF-κB
pNF-κB
IRF3
pIRF3
pNF-κB/NF-κBa
pIRF3/IRF3b

TLR3信号通路蛋白表达
阳性的细胞比例（%）
对照组

11.54±7.79
89.64±4.54
90.97±6.83
8.72±4.43
92.99±3.31
9.57±2.97
9.71±5.05
19.12±4.51

Poly I：C组

19.21±13.64
89.75±5.00
87.77±10.09
13.73±5.60
90.35±6.34
12.64±4.75
16.03±7.30
21.80±6.65

t值

-3.30
-0.22
1.64
-3.94
1.73
-2.83
-3.47
-2.52

P值

0.006
0.828
0.126
0.002
0.110
0.018
0.005
0.030

TLR3信号通路蛋白表达量（MFI）
对照组

8 086.00±1 920.17
288 149.72±118 346.49
22 340.66±8 884.83
6 105.09±1 416.21

522 748.95±126 865.54
5 282.98±854.74

Poly I：C组

8 983.95±2 525.19
304 219.54±136 332.23
26 193.13±10 808.66
6 323.03±1 443.40

584 733.48±207 557.83
5 589.48±1 375.22

t值

-3.15
-1.43
-3.59
-0.89
-2.05
-1.38

P值

0.008
0.179
0.004
0.391
0.063
0.192

注：Poly I：C：聚肌苷酸-聚胞苷酸；apNF-κB占NF-κB的比例；bpIRF3占 IRF3的比例；MFI：平均荧光强度
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应答中的作用机制尚不清楚。本研究发现，Poly I：
C处理 PBMC后活化 TLR3/TRIF/NF-κB和 TLR3/
TRIF/IRF3信号通路，进而促进 DC的成熟，诱导

CD4+T细胞免疫反应，促进B细胞的成熟分化，增强

PBMC对 rHBsAg的免疫应答，提示 TLR3信号通路

在乙肝疫苗免疫应答过程中发挥重要作用，Poly I：C
可能作为乙肝疫苗的佐剂，促进抗原提呈细胞发挥

功能，诱导细胞免疫和体液免疫，提高乙肝疫苗免

疫应答水平。

TLR3由细胞外 dsRNA激活，既往研究表明，

TLR3与配体 dsRNA结合后可募集下游含TIR结构

域诱导的 TRIF，促进 TLR3与 TRIF的结合，诱导

IFN-β 的分泌［12-13］，TRIF 激活后可促进下游的

NF-κB和 IRF3磷酸化进而发挥作用，NF-κB磷酸化

后可上调细胞因子和趋化因子等基因的转录和表

达，诱发炎症反应和抗病毒反应等［14］；IRF3磷酸化

后诱导 IFN-β及 IFN调控基因的表达，从而增强免

疫细胞的募集和激活［15］。Poly I：C是一种体外合成

的 dsRNA，可作为TLR3激动剂应用于体内外研究。

在本研究中，使用 Poly I：C处理 PBMC后，TLR3、
TRIF和 pNF-κB、pIRF3蛋白阳性细胞百分比及其

表达量均有不同程度升高，表明 Poly I：C作为

TLR3激动剂，可活化 TLR3/TRIF/NF-κB和 TLR3/
TRIF/IRF3信号通路。因此，本研究采用 Poly I：C
活化PBMC中TLR3信号通路，进一步分析TLR3信
号通路活化后在 rHBsAg免疫应答中的作用。

目前，关于 TLR3活化在乙肝疫苗免疫应答中

的研究多集中于治疗性乙肝疫苗，Poly I：C联合治

疗性乙肝疫苗可通过活化 TLR3进而有效地清除

HBV DNA［9，16］。而关于 TLR3在健康者乙肝疫苗免

表5 TLR3信号通路蛋白表达量（MFI）与免疫细胞的

典型载荷

变 量

TLR3信号通路

TLR3
TRIF
NF-κB
pNF-κB
IRF3
pIRF3

免疫细胞

CD4+T细胞

CD8+T细胞

B细胞

浆细胞

mDC
pDC
CD4+CD25+Treg
CD4+CD25+Foxp3+Treg

第一对
典型变量

U1
0.544
0.269
-0.469
-0.135
-0.888
-0.551
V1
-0.342
-0.612
0.387
0.253
0.027
0.556
-0.767
0.176

第二对
典型变量

U2
0.127
-0.371
0.205
0.037
0.283
0.623
V2
0.582
0.566
0.589
0.657
0.630
0.340
0.384
0.126

第三对
典型变量

U3
-0.678
-0.558
-0.351
-0.429
-0.096
0.021
V3
0.257
0.147
0.122
-0.605
0.169
0.484
0.410
0.111

注：U、V分别为两组变量通过线性组合得到的综合变量，U1、
V1为第一对典型变量；U2、V2为第二对典型变量；U3、V3为第三对

典型变量；典型载荷是典型变量对与原始变量之间的相关系数；

mDC：髓样树突状细胞；pDC为浆细胞样树突状细胞

表4 TLR3信号通路蛋白阳性细胞百分比与

免疫细胞的典型载荷

变 量

TLR3信号通路

TLR3
TRIF
NF-κB
pNF-κB
IRF3
pIRF3

免疫细胞

CD4+T细胞

CD8+T细胞

B细胞

浆细胞

mDC
pDC
CD4+CD25+Treg
CD4+CD25+Foxp3+Treg

第一对典型变量

U1
-0.533
-0.363
-0.260
0.742
-0.538
0.704
V1
0.633
0.300
0.178
-0.270
-0.592
-0.192
0.477
-0.084

注：U、V分别为两组变量通过线性组合得到的综合变量，U1、
V1为第一对典型变量；典型载荷是典型变量对与原始变量之间的

相关系数；mDC：髓样树突状细胞；pDC为浆细胞样树突状细胞

表3 TLR3信号通路蛋白与免疫细胞的典型相关系数及其检验

典型
变量对

U1和V1
U2和V2
U3和V3
U4和V4
U5和V5
U6和V6

TLR3通路蛋白阳性细胞百分比与免疫细胞

典型相关
系数

0.948
0.824
0.735
0.555
0.339
0.207

特征值

8.792
2.108
1.172
0.445
0.130
0.045

贡献比

0.693
0.166
0.092
0.035
0.010
0.004

累计贡献比

0.693
0.859
0.951
0.986
0.996
1.000

F值

2.120
1.286
0.951
0.595
0.346
0.253

P值

0.003
0.196
0.540
0.862
0.941
0.858

TLR3通路蛋白表达量（MFI）与免疫细胞

典型相关
系数

0.977
0.907
0.840
0.809
0.620
0.167

特征值

21.121
4.619
2.404
1.898
0.624
0.029

贡献比

0.688
0.150
0.078
0.062
0.020
0.001

累计贡献比

0.688
0.839
0.917
0.979
0.999
1.000

F值

4.877
3.157
2.571
2.148
1.171
0.162

P值

<0.001
<0.001
0.002
0.026
0.347
0.920

注：MFI：平均荧光强度
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疫应答中的研究较少，一项针对广西壮族自治区汉

族儿童的研究发现，TLR3基因 rs13126816位点等

位基因A可能是汉族儿童初次乙肝疫苗免疫低应

答的影响因素［17］；Chuai等［10］在动物实验中发现，

Poly I：C与铝佐剂联合后可增强 CD4+T细胞和

CD8+T细胞应答，提高小鼠腺病毒载体乙肝疫苗特

异性抗体的产生。另外，有研究者发现，活化

TLR3可以增强HIV疫苗和流感疫苗等疫苗的免疫

应答，Longhi等［18］在体外及动物实验中发现，活化

TLR3可刺激Ⅰ型干扰素的分泌，促进 DC成熟和

CD4+T细胞反应，从而增强机体对HIV Gag蛋白疫

苗的免疫应答；一项体外实验结果显示，活化

TLR3可以增强T细胞依赖性B细胞激活，从而增强

B细胞功能并促进其向浆细胞分化，增强对流感疫

苗的免疫应答［19］。rHBsAg是重组乙肝疫苗的主要

成分，是一种胸腺依赖性抗原，被DC摄取并处理后

以 p-MHC复合物的形式表达于表面，再与特异性

CD4+T细胞结合，从而激活MHCⅡ类限制性 T细

胞，然后分化为Th1和Th2类辅助性T细胞，激活特

异性B细胞并诱导其分化为浆细胞分泌HBsAb［20］。
本研究中在 Poly I：C活化 TLR3信号通路后使用

rHBsAg处理PBMC，结果显示，mDC、pDC、B细胞及

B细胞中浆细胞比例升高，且典型相关分析结果显

示，TLR3信号通路相关蛋白不仅与mDC、浆细胞比

例相关，还与CD4+T细胞比例相关，说明TLR3信号

通路活化能够提高DC比例，促进 CD4+T细胞的激

活，提高 B细胞及浆细胞比例，使 PBMC对 rHBsAg
免疫应答水平有所升高。

综 上 所 述 ，Poly I：C 能 够 活 化 TLR3/TRIF/
NF-κB和TLR3/TRIF/IRF3信号通路，促进NF-κB和

IRF3磷酸化，进而促进DC的成熟，诱导CD4+T细胞

免疫反应，促进 B细胞成熟并分化为浆细胞，增强

PBMC对 rHBsAg的免疫应答。初步阐释了 TLR3
信号通路活化后增强 PBMC rHBsAg免疫应答的分

子机制，为改善乙肝疫苗的免疫效果提供了新视

角，也为Poly I：C用作乙肝疫苗佐剂提供了新思路。
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