
巨噬细胞是一种重要的免疫细胞，由骨髓中造血干

细胞来源的单核细胞分化而来。巨噬细胞根据激活方

式区分有两种，分别是经典途径激活的巨噬细胞（M1）

和非经典途径激活的巨噬细胞（M2）。M1/M2比例及

M2的绝对数量对许多疾病的病情和愈后有很大的预测

作用［1］，因此，若能完全了解巨噬细胞的极化过程及其影

响因素，在关键环节进行调控，扭转疾病中已经发生的

极化失衡，不失为治疗多种免疫相关疾病的新思路。但

有关硒对巨噬细胞极化作用尚不全面，研究低硒对巨噬

细胞极化过程影响，并进一步探讨其免疫机制将对理解众

低硒饮食对大鼠肝肾中低硒饮食对大鼠肝肾中CDCD163163、、CDCD206206、、CCRCCR77表达的影响表达的影响
王丽云，易建华，徐航超，吴晓芳，李丹阳，韩 晶
西安交通大学医学院公共卫生学系，陕西 西安 710061

Effect of low-selenium diet on expressions of CCR7, CD206 and CD163 in the liver and
kidney of rats
WANG Liyun, YI Jianhua, XU Hangchao, WU Xiaofang, LI Danyang, HAN Jing
Department of Public Health, Health Science Center, Xi'an Jiaotong University, Xi'an 710061, China

摘要：目的 探讨低硒饮食对大鼠肝肾的影响，以及巨噬细胞向M1、M2的极化在肝肾纤维化中的作用。方法 利用低硒和正常

饲料分别喂养大鼠，建立低硒动物模型。将12只雌性与12只雄性SD大鼠按随机数字表法分成2组：对照组（Z组，饲料硒

0.18 mg/kg）、低硒组（S组，饲料硒0.02 mg/kg），饲养109 d后处死大鼠，HE染色观察肝肾病理改变，免疫组化采用SP法染色检

测肝肾组织中CCR7、CD206、CD163阳性细胞数量。结果（1）低硒组大鼠肝肾纤维化较对照组严重；（2）雌雄大鼠肝脏低硒组

CCR7、CD206染色强度与对照组（雌性、雄性、雌性、雄性，P均>0.05）相比较均无统计学差异。CD163染色强度低于对照组（雌

性、雄性P均<0.05），有统计学意义；（3）雌雄大鼠肾脏低硒组CCR7染色强度在近球小管略高于对照组（雌性、雄性P均>0.05），

在远球小管中略低于对照组（雌性P>0.05、雄性P<0.05），然而结果均无统计学差异；CD163染色强度在远球小管中低于对照组

（雌性、雄性P均<0.05），CD206染色强度在近球小管中高于对照组（雌性P、雄性P均<0.05），有统计学意义；CD163染色强度在

近球小管中低于对照组（雌性P>0.05、雄性P<0.05），雌性无统计学意义，雄性有统计学意义，CD206染色强度在远球小管中高

于对照组（雌性P<0.05、雄性P>0.05），雌性有统计学意义，雄性无统计学意义。结论 低硒组大鼠肝肾出现了明显的纤维化，同

时低硒可能抑制巨噬细胞向M2型极化。
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Abstract: Objective To investigate the effect of low-selenium diet on the liver and kidneys of rats and explore the role of
macrophage polarization into M1 and M2 phenotypes in liver and kidney injuries. Methods Twenty-four rats (12 female and
12 male) were randomly divided into control group and low-selenium group and fed with normal chow (dietary selenium of
0.18 mg/kg) and low-selenium diet (dietary selenium of 0.02 mg/kg) for 109 days. After the feeding, the rats were sacrificed for
HE staining to observe liver and kidney pathologies, and immunohistochemistry was performed for analyzing CCR7, CD206,
CD163-positive cell numbers in the liver and kidneys. Results The rats in low-selenium group showed severer fibrosis in the
liver and kidney than the control group. In either male or female rats in low-selenium group, CCR7 and CD206 expressions in
the liver were comparable with those in control group, but CD163 expression was lower than that in the control group (P<0.05
for both female and male rats). In the kidney, the proximal tubule showed a slightly higher while the distal tubule showed a
slightly lower CCR7 expression in low selenium group than in the control group (P>0.05). In low-selenium group, a
significantly lower CD163 expression in the distal tubule and a significantly higher CD206 expression in the proximal tubule
were noted as compared with the control group (P<0.05 in both female and male rats). Compared with the control rats, the
male rats in low-selenium group, but not the female rats, showed a significantly lower CD163 expression in the proximal
tubule of the kidney (P<0.05); the female but not the male rats in low-selenium group show a higher CD206 expression in the
distal tubule (P<0.05). Conclusion Low-selenium diet can cause liver and kidney fibrosis in rats and may inhibit macrophage
activation into the M2 phenotype.
Key words: selenium; liver; kidney; fibrosis; macrophage; polarization
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多免疫相关疾病的发生发展规律和治疗都有重要意义。

然而在这方面，有关硒对巨噬细胞极化尚不全面。

有研究表明，使用活性维生素D调节糖尿病大鼠巨噬细

胞极化来保护足细胞治疗肾病［2］，并取得了良好的效果，

而巨噬细胞表面分子表达也与肝癌患者疾病严重程度

与预后有关［3］。M1型巨噬细胞活化后，其表面分子

CCR7、CD80、CD86表达增加，M2型巨噬细胞激活后其

表面分子CD206、CD163表达增加［4-5］。微量硒可能诱

导巨噬细胞活化表型开关可选择地从经典激活M1朝

向激活M2表型［6］，但当前低硒与肝肾巨噬细胞极化的

机制并不清楚。

在人体内，硒参与构成谷胱甘肽过氧化物酶，谷胱

甘肽过氧化物酶参与众多的生化反应，主要处理亲水性

过氧化物，防止脂质过氧化，从而起到保护生物膜，抗氧

化的作用。缺硒会使细胞氧化还原电位失衡，导致人体

内氧化自由基过多而造成细胞组织损伤。糖尿病、动脉

粥样硬化、白内障、克山病等许多与氧化应激相关疾病

都与缺硒密切相关。本课题组筛选出具有特异性的巨

噬细胞表面分子CD163、CD206、CCR7，旨在通过建立

动物模型，研究这些巨噬细胞表面分子表达的差异性进

而推测低硒对巨噬细胞极化方式的影响，并判断低硒与

大鼠肝肾纤维化的关系。对揭示硒对人体免疫过程的

影响有重要意义。

1 材料和方法

本研究通过使用不同含硒量的饲料饲养SD大鼠

来构建动物模型。实验分为两组：分别是喂食低硒饲料

的实验组和喂食标准饲料的对照组。通过病理切片染

色观察低硒组肝脏和肾脏损伤和纤维化情况。免疫组

化实验分别选取CCR7作为M1型巨噬细胞的特异标记

物，CD163和CD206作为M2型巨噬细胞的特异性标记

物。通过 SP 法免疫组化染色测定 CCR7、CD206、

CD163在所有大鼠肝肾中的表达情况，根据标记的M1、

M2数量差别，探讨硒对巨噬细胞极化过程的影响，及其

在缺硒引起的肝肾纤维化中的作用

1.1 组织来源及处理

出生18 d SD大鼠24只（西安交通大学动物实验中

心提供），体质量 30.09±3.04 g，雌雄各半。大鼠在

25 ℃，相对湿度65%，12 h光/暗周期下饲养。在实验开

始前，所有大鼠均健康，无疾病和损伤，采用随机数字表

法将大鼠分成2组（雌雄各6只）。Z组使用标准饲料喂

养（含0.18 mg/kg硒）作为对照，S组使用低硒饲料喂养

（0.02 mg/kg硒），饮用水为去离子水。所有大鼠饲养

109 d后取材：大鼠按1 g/100 g体质量用10%水和氯醛

麻醉后，取肾脏和肝脏置于4%多聚甲醛，然后进行常规

石蜡包埋。包埋后置于-20 ℃冰箱。使用Leica RM

2235切片机手动切片，切片厚度6 μm。切下的组织切

片用毛笔带至37 ℃水浴箱，用平轻轻展开，载玻片捞

起，置于60 ℃烘箱烘烤1 h，烘箱内冷却过夜待用。

1.2 HE染色

取低硒组与对照组大鼠肝脏和肾脏切片，二甲苯脱

蜡，苏木素染色8~10 min，2%盐酸酒精，2%伊红染色1~

2 min，80%、90%、100%酒精逐级脱水各2 min，100%二

甲苯洗3次，5 min/次，塑胶封片固定。

1.3 免疫组化染色

取低硒组与对照组大鼠肝脏和肾脏切片，二甲苯常

规脱蜡，梯度酒精脱水，0.3%过氧化氢冲洗，磷酸盐缓冲

液（PBS）振洗5 min×3次。滴加封闭血清A，置于37 ℃
孵育20 min，倾去，勿洗，滴加兔来源一抗（1∶200稀释），

4 ℃冰箱中过夜。

取出切片，室温平衡30 min，PBS冲洗3次×3 min。

滴加试剂 B，置于 37 ℃烘箱中 20 min，PBS 洗 3 次×

3 min。滴加试剂C，置于 37 ℃孵育 20 min，PBS洗 3

次×3 min。用DAB呈色，清水冲洗，细胞核用苏木素复

染，中性树脂封片。

1.4 统计学处理

染色后，采用BX5正置荧光显微镜（奥林巴斯），采

集200倍图像，像素为1200×1600，每个样本随机采集不

重复图像，每组每抗体选取雌雄各选3个样本。采集图

像选取每只大鼠肾样本近球小管和远球小管各5个，肝

样本肝小叶区域5个。运用Image J图片分析软件对采

集图像中的阳性像素点数量进行统计计算。（1）将导入

的彩色图像转化为灰度图像：进入 Image菜单并点击

“Type”选项卡，选择“RGB stack”选项从而将图像分割

为红、绿、蓝频道，浏览3个频道的图像后，鉴于蓝色分

离度最佳，选取该频道的图像；（2）进入Image菜单并点

击“Adjust”选项卡，并使用“Threshold”工具分离阳性染

色区域，并持续调整阈值直至阳性染色区域呈现红色高

亮，所有图像使用同一阈值；（3）对于这些满足阈值的区域

按如下步骤进行：进入“Analyze”下的“Set Measurement”

并检查“Area”，“Area fraction”，“Limit to threshold”，当

点击“Analyze”菜单下的“Measure”，结果呈现在Result

窗口中［11］。分析结果以均数±标准差的方式表示。

数据采集完成后，用SPSS13.0统计软件分析，两组

之间采用两独立样本均数 t检验。以α=0.05为检验标

准，P<0.05认为差异有显著统计学意义。

2 结果

2.1 HE染色

低硒组大鼠肝肾出现明显的纤维化组织，而对照组

中极少见纤维化组织。肝脏中，纤维化主要发生在汇管

区，纤维化组织分布在大血管周围，环形分布，肝小叶
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区域少见纤维化组织。肾脏中，纤维化主要发生在

肾门区域，表现为肾门区域原有的包绕结缔组织增

宽增厚（图1）。

400 μm 400 μm

400 μm 400 μm

图1 肝肾HE染色结果
Fig.1 HE staining of liver and kidney of the rats in low-selenium and control groups.

Control Low selenium

Liver

Kidney

2.2 免疫组化染色CCR7的表达

在肝中，阳性表达位置主要在中央静脉周围，阳性

细胞呈环型放射状分布在中央静脉四周，或簇状分布，

随着与中央静脉距离变远而减少，阳性细胞主要呈卵圆

形、圆形、纺锤形。细胞染色阳性呈棕黄色，以胞浆着色

为主，也有一部分细胞核阳性染色。雌性低硒组阳性点

数（146 178±97 135）高于对照组（42 210±48 626），P>

0.05。雄性低硒组阳性点数（188 313±168 463）高于对

照组（170 289±168 463），P>0.05。

在肾中，阳性表达位置主要在肾小管区域，随肾

小管走形分布。肾小球细胞周围阳性染色极少。细胞

染色阳性呈棕黄色，着色部位基本在胞浆，细胞核阳

性染色少见。近球小管区雌性低硒组阳性像素点数

（64 028±33 447）高于对照组（60 691±28 606），P>0.05，

近球小管区雄性低硒组阳性像素点数（104 929±

30 462）高于对照组（66 183±39 469），P>0.05；远球小管

中雌性低硒组阳性像素点数（301 730±140 244）低于

对照组（501 644±136 243），P>0.05，远球小管中雄性

低硒组阳性像素点数（149 253±53 264）低于对照组

（224 123±144 798），P>0.05（图2、3）。

2.3 免疫组化染色CD163的表达

在肝中，阳性表达位置基本与上述相同。阳性染色细

胞核较CCR7抗原多见。雌性低硒组阳性点数（71 329±

54 902）低于对照组（243 238±123 630），P=0.022。雄性

低硒组阳性点数（58 665±20 387）低于对照组（330 619±

120 638），P=0.001。

在肾中，阳性表达位置主要在肾小管区域，肾小球

内少见阳性染色。近球小管区雌性低硒组阳性像素点

数（141 047±160 714）低于对照组（213 000±68 968），

P>0.05，近球小管区雄性低硒组阳性像素点数（89 971±

73 180）低于对照组（230 940±56 416），P<0.05；远球小

管中雌性低硒组阳性像素点数（117 928±29 820）低于

对照组（382 455±98 827），P<0.05，远球小管中雄性低硒

组阳性像素点数（56 965±13 134）低于对照组（271 823±

135 003），P<0.05（图4、5）。

2.4 免疫组化染色CD206的表达

在肝中，阳性表达位置主要在中央静脉周围，细胞

间隙染色较深，阳性染色细胞核较少见。雌性低硒组阳

性点数（108 577±80 999）高于对照组（69 302±28 846），

P>0.05。雄性低硒组阳性点数（91 062±60 986）高于对

照组（70 832±46 044），P>0.05。

在肾中，阳性表达位置主要在肾小管区域，与上述

相同。近球小管区雌性低硒组阳性像素点数（161 406±

62 249）高于对照组（49 245±15 480），P<0.05，近球小管

区雄性低硒组阳性像素点数（72 043±38 247）高于对照

组（5714±3104），P<0.05；远球小管中雌性低硒组阳性像

素点数（207 726±52 631）高于对照组（48 948±35 176），

P<0.05，远球小管中雄性低硒组阳性像素点数（15 674±

17 910）低于对照组（14 157±6597），P>0.05（图6、7）。

2.5 免疫组化染色结果的统计学分析

对低硒和正常组肝肾免疫组化3个部位3种标记物

的染色强度结果做统计学分析，对比与汇总结果见图
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8~10。在肝中，CCR7雌性相较雄性实验组表达明显多

于对照组，CD163、CD206雌性雄性对比相当，前者实验

组表达少于对照组，后者实验组多于对照组。在肾的近

球小管中，CCR7、CD163雌性雄性对比相当，均为实验

组表达少于对照组，CD206雄性相较雌性实验组表达明

显多于对照组。在肾的远球小管中，CCR7、CD163雌

性雄性对比相当，均为实验组表达少于对照组，CD206

雌性相较雄性实验组表达明显多于对照组（图8~10）。

3 讨论

肝纤维化是很多慢性肝病的共同特征，伴随门脉高

压和功能损害，长期持续发展致肝硬化。肾门是肾血

管、淋巴管、神经和肾盂出入的部位，纤维化可能使这些

结构出现狭窄压迫，长期导致肾实质损害继而导致肾功

能衰竭［7-8］。

在本研究中，HE染色结果表明低硒组肾脏和肝脏

中出现较多的纤维化组织。纤维化组织在肾脏中主要

分布肾门区，在肝脏中主要分布在中央静脉区。大鼠缺

硒造成的纤维化，可能对大鼠健康产生不利影响。硒在

人体内参与合成了内质网蛋白硒蛋白K（SellK），在人肝

癌细胞中参与调节内质网应激，可能与肝纤维化有直接

关系［9］。根据以往研究，人体不同器官中硒含量肾脏最高，

肝脏次之［10］，也有研究证明，肝硬化患者血清硒含量低于

慢性乙肝患者，更低于正常对照，含硒药物可促进异常

的肝功能恢复，减轻肝纤维化，从而预防肝癌的发生［11］。

巨噬细胞在炎症反应和肿瘤发生发展中起到极其

图2 免疫组化染色结果显示雌性组CCR7在肝肾中的表达
Fig.2 Immunohistochemistry of CCR7 in the liver and kidney of female rats in low-selenium and control groups.
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图3 免疫组化染色结果显示雄性组CCR7在肝肾中的表达
Fig.3 Immunohistochemistry of CCR7 in the liver and kidney of male rats in low-selenium and control groups.
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重要的作用，M1、M2两种巨噬细胞亚型在这方面发挥

着几乎相反的作用。既往研究表明，硒具有抗炎症、调

节体内氧化还原水平的功能，其具体机制除经典的提高

谷胱甘肽过氧化酶活性外［12］，本研究主要探索硒是否也

参与了巨噬细胞的极化过程，从而影响疾病的发展。

本研究免疫组化结果说明肝脏中低硒组可能会抑

制巨噬细胞向M2型转化。CCR7表达在低硒和正常组

中的差异无统计学意义，低硒组CD163的表达低于正

常组，这与HE染色低硒组损伤高于对照组的结果是相

符合的，也与炎症反应中M1主要发挥损伤作用、M2细

胞主要发挥抗炎修复作用相符合，说明低硒可能在炎症

反应起到抑制修复的作用。在肾脏中，CCR7表达在低硒

和正常组亦无统计学意义，雄性低硒组CD163的表达

低于正常组，雌性远曲小管低硒组CD163的表达低于

正常组。肾作为人体中最大的硒库，对缺硒可能较肝脏

更为敏感，低硒在肾脏中同样有抑制损伤修复的作用。

有研究表明CD163的表达已被证实与炎症抑制反

应相关。除此之外，在免疫应答的最初阶段，CD163在宿

主的防御抗炎过程中扮演着重要的角色［13-14］，可溶性

CD163 也是与炎症相关的生物标记［15］。对比得知，

CCR7和CD163分别作为M1型、M2型极化的标志物

随硒的含量多少有不同的表达水平。

但值得注意的一点，CD163、CD206同为M2型巨

噬细胞标记物。CD163是M2型巨噬细胞的特异性标记

物，CD206除在M2型巨噬细胞表达之外，也在树突状

细胞表达，鉴于此，选择CD163的结果代表巨噬细胞极

图4 免疫组化染色结果显示雌性组CD163在肝肾中的表达
Fig.4 Immunohistochemistry of CD163 in the liver and kidney of female rats in low-selenium and control groups.

图5 免疫组化染色结果显示雄性组CD163在肝肾中的表达
Fig.5 Immunohistochemistry of CD163 in the liver and kidney of male rats in low-selenium and control groups.
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化方向更为可信。CD206仅在雌鼠的远曲小管和雌雄

鼠的近曲小管高表达，在肝脏中无差异，所以无法得出

其和树突状细胞之间的关系。而且低硒组CD206的较

高表达，是否因为肝肾损伤免疫过程中，有外周血中未

成熟树突状细胞进入肝肾组织引起，且是否与性别有一

定关系，还有待后续进一步的研究。

硒可以提高巨噬细胞的杀伤能力和延长巨噬细胞

的活动时间，反之，可能是低硒导致了巨噬细胞活动时

间减少或功能异常而出现上述结果［16-17］。除此之外，硒

还可以防止巨噬细胞减少白介素的产生，从而提高巨噬

细胞抗炎作用［18］。其他如乳酸菌胞外多糖等物质硒化

后，可使巨噬细胞内钙离子浓度升高，促进发挥其免疫

功效，在肿瘤治疗方面有一定疗效［19］。而对于上述所说

的内质网蛋白硒蛋白K（SellK），更改其mRNA和蛋白

表达路径，就可以改变巨噬细胞增殖及吞噬能力，从而

改变其抗感染免疫能力［20］。由此可知，硒与巨噬细胞功

能如分化，增殖等乃至疾病的发生发展息息相关。而我

国居民硒摄入量普遍不足，因此，建议可以在饮食中适

当补硒。

总而言之，本研究主要有3个主要发现，首先，大鼠

肝肾纤维化改变与低硒有关。第二，低硒组较正常组

CD163表达少，表明低硒抑制极化方向偏向M2；发挥了

炎症损伤作用，适当补硒有抑制炎性因子和抗肝纤维化

的作用。低硒组CD206在肾脏的高表达的影响因素较

图6 免疫组化染色结果显示雌性组CD206在肝肾中的表达
Fig.6 Immunohistochemistry of CD206 in the liver and kidney of female rats in low-selenium and control groups.
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图7 免疫组化染色结果显示雄性组CD206在肝肾中的表达
Fig.7 Immunohistochemistry of CD206 in the liver and kidney of male rats in low-selenium and control groups.

200 μm 200 μm 200 μm

200 μm 200 μm 200 μm

Kidney Liver

L
ow

se
le

ni
um

C
on

tr
ol

J South Med Univ, 2016, 36(10): 1357-1363 http://www.j-smu.com·· 1362



多，需要进一步研究。第三，肾脏中雄性低硒组CD163

在近曲小管、雌性低硒组CD206在远曲小管表达有统

计学意义；其他雌雄两性小鼠在免疫组化表达结果中无

明显差异。
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图8 CCR7、CD163、CD206在肝中的表达差异
Fig.8 Comparison of expressions of CCR7, CD163 and
CD206 in the liver in female and male rats. *P<0.05, **P<
0.01.
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图9 CCR7、CD163、CD206在近球小管中的表达差异
Fig.9 Comparison of CCR7, CD163 and CD206 in the
proximal tubule in female and male rats. **P<0.01.
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图10 CCR7、CD163、CD206在远球小管中的表达差异
Fig.10 Comparison of CCR7, CD163 and CD206 in the distal
tubule in female and male rats. **P<0.01, ***P<0.001.
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