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摘要：目的 研究C6orf120基因缺失对自身免疫性肝炎大鼠CD4+ T细胞活化的影响。方法 将野生型大

鼠与C6orf120基因敲除大鼠分别随机分为5组，每组8只，以30 mg/kg刀豆蛋白A静脉注射诱导自身免

疫性肝炎模型。于造模前后0小时、12小时、24小时、48小时和72小时处死大鼠，称量计算免疫器

官指数，利用流式细胞术分析比较两种大鼠脾脏、外周血以及肝内淋巴细胞中CD4+ T细胞活化的差

异，并比较外周血CD4+/CD8+ T细胞比值的差异。结果 C6orf120基因敲除大鼠胸腺指数显著减小（F = 
20.868，P ＜ 0.001）。C6orf120基因敲除大鼠在刀豆蛋白A诱导12小时以及24小时后脾脏CD4+ T细胞

活化增多（t值分别为3.538、2.547，P值分别为0.003、0.023）；同时，外周血以及肝内淋巴细胞CD4+ 
T细胞活化增多（F值分别为33.801、55.015，P ＜ 0.001）。此外，C6orf120基因敲除后CD4+/CD8+显

著上调（F = 55.989，P ＜ 0.001）。结论 本研究提示C6orf120基因缺失会促进自身免疫性肝炎大鼠

CD4+ T细胞的增殖。

关键词：C6orf120；自身免疫性肝炎；CD4+ T细胞；刀豆蛋白A

Effects of deletion of unknown function gene C6orf120 on the activation of CD4+ T cells in rats with 
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Abstract: Objective To investigate the effects of deletion of unknown function gene C6orf120 on the 
activation of CD4+ T cells in autoimmune hepatitis rats. Methods Wild type and C6orf120 knockout rates 
were randomly divided into 5 groups, 8 rats in each group. Rates were given Con A 30 mg/kg by intravenous 
injection to establish autoimmune hepatitis model and sacrificed at 0 h, 12 h, 24 h, 48 h and 72 h before and 
after Con A challenging. The organs were weighed to calculate the index of immune organs. The CD4+ T cell 
activation in splenocytes, peripheral blood mononuclear cells and intrahepatic lymphocytes were analyzed 
by flow cytometry. Meanwhile, the ratio of CD4+/CD8+ cells in peripheral blood mononuclear cells was 
evaluated. Results The thymus index of C6orf120 knockout rats decreased significantly (F = 20.868，P ＜ 
0.001). C6orf120 deficiency increased CD4+ T cell activation in splenocytes in 12 h and 24 h (t = 3.538, 2.547; 
P = 0.003, 0.023). Meanwhile, C6orf120 deficiency increased CD4+ T cell activation in peripheral blood and 
intrahepatic lymphocytes (F = 33.801, 55.015; P ＜ 0.001). In addition, C6orf120 deficiency significantly 
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upregulated the CD4+/CD8+ ratio (F = 55.989, P ＜ 0.001). Conclusion C6orf120 deficiency can upregulate 
the activation of CD4+ T cells in autoimmune hepatitis rats.
Key words: C6orf120; Autoimmune hepatitis; CD4+ T cells; Concanavalin A

自身免疫性肝炎是由自身免疫反应性T细胞介

导的慢性进行性肝脏炎症性疾病，临床表现为AST/
ALT升高、高γ-球蛋白血症、自身抗体阳性，组织

学特征为以淋巴细胞和浆细胞浸润为主的界面性肝

炎，严重的自身免疫性肝炎可能会快速进展为肝硬

化和暴发性肝衰竭[1]。该病在世界范围内均有发生，

在欧美国家发病率相对较高，在我国其病例数呈明

显上升趋势。自身免疫性肝炎的免疫调节过程较为

复杂，可能由细胞免疫与体液免疫共同介导。淋巴

细胞亚群的改变可能在其病程中发挥重要作用[2]。研

究发现自身免疫性肝炎患者与健康人群的外周血活

化T细胞及其亚群CD4+ T细胞、CD8+ T细胞差异有统

计学意义[3]，此外，自身免疫性肝炎患者的调节性T
细胞数目下降、功能减弱[4]。T细胞是介导细胞免疫

的效应细胞，CD4+ T细胞在肝脏疾病的发生和发展

过程中发挥重要作用。CD4+ T细胞与肝脏疾病的相

关作用机制尚未完全明确，但随着对CD4+ T细胞与

肝脏疾病关系研究的深入，必将为肝脏疾病发病机

制的进一步阐明及临床寻找新的诊治策略提供新的

依据[5]。

C6orf120是编码N-糖基化蛋白的功能未知基因。

本课题组前期研究结果提示该基因具有促进CD4+T
细胞凋亡的作用[6]。此外，对肿瘤放射治疗反应差的

患者体内C6orf120基因相应蛋白的表达量增多，这

一结果提示其蛋白产物与免疫系统有关[7]。根据现有

研究结果推测，新基因C6orf120可能具有重要的免

疫调节功能。刀豆蛋白A是一种植物凝集素，其可

诱导CD4+T细胞介导的自身免疫性肝炎[8,9]。刀豆蛋

白A模型是自身免疫性肝炎较常用的模型，刀豆蛋

白A主要刺激CD4+T细胞，这在自身免疫性肝炎的病

理进程中是非常关键的一步。已有研究表明活化T细
胞介导的免疫参与肝损伤模型的建立。本研究借助

刀豆蛋白A诱导的自身免疫性肝炎模型，通过比较

野生型大鼠与C6or120基因敲除大鼠探究C6orf120基
因对免疫系统的调节功能。

1 材料与方法

1.1 实验动物与主要试剂  本研究经首都医科大学附

属北京地坛医院动物实验伦理委员会批准。选取雄

性6～8周龄SD大鼠，野生型大鼠购自北京华阜康

生物科技股份有限公司，基因敲除大鼠由苏州赛业

生物科技有限公司制备。所有大鼠饲养于无特殊病

原体级环境，5只/笼，温度（21 ± 2）℃，相对湿

度为55%，12小时昼夜循环，适应环境1周后开始

实验。刀豆蛋白A购于sigma公司，贮存于4 ℃。

1.2 动物分组 将野生型大鼠与C6orf120基因敲除大鼠

分别随机分为5组，每组8只。以刀豆蛋白A 30mg/kg
剂量静脉注射。造模前后0小时、12小时、24小时，

48小时和72小时以急性大出血法处死大鼠。注射刀

豆蛋白A后大鼠禁食不禁水，处死时称量每只大鼠

体重，下腔静脉取血，取脾脏、胸腺并称量其重量

用于免疫器官指数的计算。

1.3 免疫器官指数的计算  处死大鼠前称量大鼠重量，

取出胸腺、脾脏，剔除附着组织，用干净纱布吸干

血水后准确称重，计算免疫器官指数，公式如下：

免疫器官指数（mg/g）= 免疫器官鲜重（mg）/大鼠

活体重（g）。

1.4 流式细胞表型分析  采用密度梯度离心法分离外

周血单个核细胞以及肝内淋巴细胞，对脾脏、外

周血与肝内淋巴细胞进行CD4和（或）CD8表型染

色，并用流式细胞仪（FACS Calibur，美国BD公

司）进行检测。

1.5 统计学处理  采用SPSS 22.0软件对实验数据进行

统计分析，所有数据采用 x  ± s表示，各组数据间比

较采用方差分析和t检验。以P ＜ 0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 大鼠免疫器官指数  经刀豆蛋白A刺激后，野生型

大鼠脾脏指数为5.538 ± 0.197，C6orf120基因敲除

大鼠脾脏指数为5.995 ± 0.191，差异无统计学意义

（F = 2.770，P = 0.101）（图1A）；野生型大鼠胸

腺指数为2.504 ± 0.078，C6orf120基因敲除大鼠胸

腺指数为2.010 ± 0.075，基因敲除大鼠胸腺指数显

著低于野生型大鼠（F = 20.868，P ＜ 0.001）（图

1B）。

2.2 大鼠活化CD4+ T细胞水平  C6orf120基因敲除大鼠

在刀豆蛋白A诱导12小时后脾脏活化CD4+ T细胞比例

为18.65 ± 0.437，野生型大鼠脾脏活化CD4+T细胞比

例为14.93 ± 0.958，差异有统计学意义（t = 3.538，P = 
0.003）；C6orf120基因敲除大鼠在刀豆蛋白A诱导24小
时后脾脏活化CD4+ T细胞比例为17.74 ± 1.070，野生

型大鼠脾脏活化CD4+ T细胞比例为12.83 ± 0.602，
基因敲除后活化CD4+ T细胞比例显著上调（t = 
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2.547，P = 0.023）（图2A）。基因敲除大鼠外周血

活化的CD4+ T细胞比例为39.639 ± 1.130，野生型大鼠

外周血活化的CD4+ T细胞比例为30.396 ± 1.117，差异

有统计学意义（F = 33.801，P ＜ 0.001）（图2B）。

基因敲除大鼠肝内淋巴细胞活化的CD4+ T细胞比例

为23.917 ± 0.748，野生型大鼠肝内淋巴细胞活化的

CD4+ T细胞比例为16.199 ± 0.723，差异有统计学意义

（F = 55.015，P ＜ 0.001）（图2C）。

2.3 大鼠CD4+/CD8+比值  野生型大鼠的CD4+/CD8+比

值为1.681 ± 0.083，C6orf120基因敲除大鼠CD4+/
CD8+比值为2.548 ± 0.081，差异有统计学意义（F = 
55.989，P ＜ 0.001），见图3。
3 讨论

胸腺与脾脏是机体重要的免疫器官，脾脏是免

疫细胞定居的场所，也是免疫应答的场所，其结构

正常与否会直接影响到机体的免疫功能[10]。脾脏指

数和胸腺指数可作为评估药物对免疫器官抑制作用

的基础指标，可在一定程度上反映机体免疫功能的

强弱[11]。胸腺的主要功能是产生T淋巴细胞和分泌

图 1  大鼠免疫器官指数
注：A 脾脏指数，B 胸腺指数；每组至少 6 只大鼠，图中数值代表组间 t 检验的 P 值，***P ≤ 0.001

图 2  大鼠活化 CD4+ T 淋巴细胞水平
注：A 脾脏中活化的 CD4+ T 淋巴细胞（每组至少 6 只大鼠）；B 外周血中活化的 CD4+ T 淋巴细胞（每组至少 6 只大鼠）；C 肝内淋

巴细胞中活化的 CD4+ T 淋巴细胞（每组至少 4 只大鼠）；***P ≤ 0.001

图 3  外周血 CD4+/CD8+ T 淋巴细胞比值
注：每组至少 6 只大鼠，***P ≤ 0.001
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胸腺素，参与细胞免疫；脾脏中有丰富的淋巴细胞

和巨噬细胞，但Ｂ淋巴细胞比例较大，与体液免疫

关系更为密切，脾脏重量与其功能以及免疫细胞数

量有关。本研究通过观察脾脏、胸腺重要指征之

一的胸腺指数与脾脏指数来反映大鼠免疫功能的状

态，结果显示C6orf120基因敲除大鼠胸腺指数显著

降低，提示C6orf120基因缺失可能会影响大鼠的免

疫功能状态。

研究证实，CD4+ T淋巴细胞的数量和（或）功

能异常可引起炎症反应并诱导多种自身免疫性疾病

的发生。初始CD4+ T淋巴细胞在体内被不同抗原刺

激、激活，通过激活细胞毒T细胞及巨噬细胞介导

细胞免疫效应[12,13]。肝脏是机体重要的免疫器官，

细胞免疫尤其是CD4+ T细胞及其亚群的变化参与一

些肝脏疾病的发病过程。CD4+ T细胞在自身免疫性

肝病发病过程中的作用是目前研究的热点。本研究

观察到C6orf120基因敲除会使大鼠活化的CD4+ T细
胞比例显著上调，提示该基因对CD4+ T细胞的活化

乃至细胞免疫有重要的调控作用。

T细胞亚群是维持机体细胞免疫功能的主要细胞

群，其免疫调节作用主要通过CD4+ T细胞和CD8+T
细胞实现[14]，前者发挥免疫辅助功能，后者发挥免

疫抑制功能，故CD4/CD8比值可衡量细胞免疫的整

体功能，直接反映机体细胞的免疫功能状态[15-18]。

CD4/CD8降低一般见于传染性单核细胞增多症、急

性巨细胞病毒感染、再生障碍性贫血、骨髓移植恢

复期以及肾脏疾病等，艾滋病患者的CD4/CD8比值

多＜ 0.5。CD4/CD8比值增高见于移植后发生排异

反应、类风湿关节炎和糖尿病等。本研究比较两组

大鼠CD4/CD8后发现C6orf120基因敲除大鼠CD4/
CD8 T细胞比值上调，进一步印证了C6orf120基因

敲除对CD4+ T细胞的影响。

Con A是一种提取自刀豆的植物凝集素，可快

速诱导产生肝脏相关酶类和大量T细胞浸润，继而

引发肝组织坏死，导致自身免疫性肝炎[20-22]。自身

免疫性肝炎是一种慢性、自我延续的炎症性疾病，

女性多见，可在任何年龄和任何种族发生，并可能

导致肝硬化、肝癌甚至死亡。自身免疫性肝炎患者

通常需要多年的免疫抑制治疗[23-25]，但免疫抑制治

疗有药物反应不佳及疾病易复发等弊端[26]，因此迫

切需要一种新的治疗方式。基因治疗是一种新的治

疗手段，临床上已用于多种疾病的治疗[27]。基于本

研究中大鼠模型的结果，C6orf120可能会成为自身

免疫性肝炎治疗的新靶点。本研究为自身免疫性肝

炎的治疗提供了一个新的可行性思路，但仍需通过

更进一步的研究探索C6orf120与自身免疫性肝炎间

的关系。

本研究还存在许多不足。首先未对CD4+T细胞

亚群进行分析，调节性T细胞是新发现的CD4+T细
胞亚群，可通过降低抗原提呈细胞的功能来发挥免

疫抑制作用，抑制过度兴奋的免疫系统活化，促进

免疫耐受[19]，其还能够维持机体免疫平衡。现有研

究表明调节性T细胞的缺失及功能下降在自身免疫

性肝病的发病中有重要作用。故应进一步探讨两种

基因型大鼠调节性T细胞的差异以及对自身免疫性

肝炎病理进程的影响。其次，本研究尚未对两种基

因型大鼠自身免疫性肝炎的肝损伤程度进行评估，

故而无法知晓该基因对自身免疫性肝炎进程的影

响。下一步应对大鼠的肝酶水平以及病理损伤程度

进行评估。从组织学到形态学上进行肝脏损伤程度

分级。最后，尚不知晓该基因影响CD4+T细胞的具

体分子生物学机制，还需进一步的实验来证明。

综上所述，本研究提示C6orf120基因缺失会促

进自身免疫性肝炎中CD4+ T细胞的增殖，并在一定

程度上影响大鼠的免疫功能状态。
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