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调节性Ｔ细胞对严重烧伤大鼠肠道Ｔ细胞免疫和内毒素移位的影响


陈　鑫
１，万珍倩２，邓鸿敖１，曾志刚１，张红艳１△

（１．南昌大学第一附属医院烧伤科，南昌３３０００６；２．江西省丰城矿务局丰矿总医院，江西宜春３３１１４１）

　　摘　要：目的　观察调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）在严重烧伤大鼠肠道淋巴结中的表达变化，探讨其变化对肠道淋巴结其他Ｔ淋巴

细胞的影响及其与肠道内毒素移位的关系。方法　取雄性ＳＤ大鼠５０只，分成正常对照组和烧伤后０．５、１、２、４ｈ组（各１０只），

对各烫伤组大鼠背部造成３０％全身体表面积Ⅲ度烧伤；分离肠道淋巴结，采用流式细胞仪技术检测肠道淋巴结 Ｔｒｅｇ、ＣＤ３
＋

ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋淋巴细胞的表达变化；采用鲎试剂（动态浊度法）检测门静脉血浆内毒素水平。结果　烧伤后大鼠肠道Ｔｒｅｇ

表达与ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋淋巴细胞比值呈负相关（狉＝－０．８２７，犘＜０．０１）；而Ｔｒｅｇ水平与门静脉血浆ＥＴ水平呈正相关

（狉＝０．７８２，犘＜０．０１）。结论　严重烧伤大鼠肠道淋巴结Ｔｒｅｇ表达的增加，对肠道其他Ｔ淋巴细胞有免疫抑制作用，与肠道内毒

素移位有着密切的关系。Ｔｒｅｇ在严重烧伤后肠道免疫屏障中可能起重要的作用。
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　　脓毒血症和多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）是严重烧伤、

创伤、休克和感染的主要死亡原因。严重烧伤后肠道免疫功能

抑制可导致肠道内毒素（ＥＴ）移位，进而诱发脓毒血症和

ＭＯＤＳ
［１］。而烧伤后肠黏膜淋巴细胞功能抑制是肠道免疫功

能抑制的重要因素［２］，目前烧伤后肠黏膜淋巴细胞功能确切的

细胞和分子机制尚不清楚。调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，

Ｔｒｅｇ）是存在于免疫系统内的一类对细胞免疫具有独特抑制作

用的Ｔ细胞亚群，在移植耐受、肿瘤免疫、感染性疾病及许多

自身免疫性疾病中起到抑制细胞免疫作用［３４］。Ｈｕａｎｇ等
［５］

发现严重烧伤患者外周血Ｔｒｅｇ数量明显增高，而Ｔｒｅｇ与烧伤

后肠道Ｔ细胞功能抑制及内毒素移位相关性，目前尚未见报

道。为此，作者建立大鼠严重烧伤模型，检测烧伤大鼠肠道淋

巴结Ｔｒｅｇ、ＣＤ４
＋／ＣＤ８＋及外周血和门静脉ＥＴ水平，以探讨

烧伤后肠黏膜免疫抑制机制。

１　材料与方法

１．１　动物　雄性ＳＤ大鼠，体质量１５０～２００ｇ，购自南昌大学

医学院动物科技部。

１．２　试剂与仪器　小鼠抗大鼠 ＣＤ２５
＋ＦＩＴＣ、小鼠抗大鼠

ＣＤ４＋ＰＥ和ｆｏｘｐ３
＋ＰＥ、破膜剂均购自美国公司，大鼠淋巴细

胞分离液、鲎试剂盒购自湛江海洋生物制品厂，控时控压控温

蒸汽烫伤实验仪由南昌大学烧伤研究所提供，流式细胞仪购自

美国ＢＤ公司产品。

１．３　实验动物分组及标本制备

１．３．１　动物分组　５０只ＳＤ大鼠，分成正常对照组（１０只）和

严重烧伤组（４０只），根据观察时相点的不同，严重烧伤组再分

为伤后０．５、１、２、４ｈ组，各组动物数均为１０只。

１．３．２　标本制备　大鼠购买后无菌饲养１周以上，实验前禁

食过夜，自由饮水。清醒状态下背部脱毛，用控时控温控压蒸

汽烫伤仪造成大鼠３０％全身体表面积Ⅲ度烧伤，烫伤仪参数

设置：压力３ＭＰａ、温度１０７℃、时间８ｓ；伤后立即腹腔注射乳
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酸林格氏液（４０ｍＬ／ｋｇ）抗休克，各组大鼠在不同时相点严格

无菌取外周血及门静脉血标本，然后严格无菌取全段肠管，游

离出所有淋巴结，置预冷的含体积分数１０％胎牛血清ＲＰＭＩ

１６４０培养液中，用１００目不锈钢细胞筛网轻碾磨，４００目尼龙

网过滤，滤液用３００ｇ离心力离心１０ｍｉｎ后重悬于培养液中，

加细胞悬液于大鼠淋巴细胞分离液中以离心半径８ｃｍ，２０００

ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；细胞重悬于适量培养液中即获得ＰＰ结淋

巴细胞悬液。

１．４　观察指标及方法

１．４．１　门静脉血血浆ＥＴ含量的测定　采用改良过氯酸法预

处理血浆，鲎试剂（动态浊度法）定量检测。

１．４．２　肠道ＰＰ结Ｔｒｅｇ、ＣＤ４
＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞的检测　

应用流式细胞仪测定淋巴细胞悬液中Ｔｒｅｇ亚群的百分比。取

不同荧光标记的单克隆抗体加入１ｍＬ淋巴细胞悬液中分别

标记，用流式细胞仪检测１００００个细胞ＣＥＬＬＱｕｅｓｔ程序系统

软件分析数据，记录阳性细胞百分率，去除非异性对照值。其

中 ＣＤ４ＦＩＴＣ／ＣＤ２５ＰＥ／ｆｏｘＰ３ＰＥＣｙ５ 都标记上的细胞定为

Ｔｒｅｇ阳性细胞，阳性细胞与ＣＤ４ＦＩＴＣ标记细胞的比率为阳

性细胞百分比；ＣＤ３ＰＥ阳性细胞中计算 ＣＤ４ＦＩＴＣ／ＣＤ８ＰＥ

Ｃｙ５阳性细胞的比值。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，各组间均数比较采用方差分析和狇检验，若

组间方差不齐，采用非秩和检验。各指标间的相关性采用直线

相关分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　门静脉血血浆ＥＴ、肠道ＰＰ结Ｔｒｅｇ、ＣＤ４
＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋

Ｔ细胞的表达变化　烧伤后０．５、１、２ｈ及４ｈ肠道ＰＰ结Ｔｒｅｇ

所占比例与正常对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比值在各时相点与正常对照组比较，差异均

有统计学意义（犘＜０．０１），门静脉血血浆ＥＴ的变化与Ｔｒｅｇ相

似，见表１。

２．２　Ｔｒｅｇ与ＥＴ及ＣＤ４
＋／ＣＤ８＋细胞比值的相关性　相关分

析表明肠道ＰＰ结Ｔｒｅｇ与门静脉血血浆ＥＴ呈正相关（狉＝－

０．８２７，犘＜０．０１），与 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 细胞比值呈负相关（狉＝

０．７８２，犘＜０．０１）。

表１　　Ｔｒｅｇ、ＣＤ４
＋／ＣＤ８＋及门静脉ＥＴ的动态变化（狓±狊）

组别 狀 Ｔｒｅｇ（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＥＴ（Ｅｕ／ｍＬ）

正常对照组 １０ ８．０７±０．８２ １．６１±０．１３ ０．３２±０．２４

伤后０．５ｈ １０ １７．４２±１．１７ １．１８±０．０５ ２．２１±０．１５

伤后１ｈ １０ ２５．６５±１．４３ ０．８５±０．０４ ５．３６±０．１５

伤后２ｈ １０ ３６．８３±０．６８ ０．５２±０．０３ ８．０４±０．１３

伤后４ｈ １０ ４０．６６±０．９３ ０．３６±０．０３ １０．８９±０．１４

　　：犘＜０．０１，与正常组比较。

３　讨　　论

Ｔｒｅｇ是由胸腺Ｔ细胞发育而来的，是具有调节功能的成

熟的Ｔ细胞亚群，它占人体ＣＤ４＋Ｔ细胞的２％～３％，而在大

鼠中占５％～１０％。Ｔｒｅｇ抑制效应增强可使机体倾向Ｔｈ２型

反应，而Ｔｒｅｇ抑制能力减弱则会导致机体倾向于 Ｔｈ１型反

应［６７］，因此，Ｔｒｅｇ活性某种程度上讲决定着炎症反应的转归。

有研究认为烧伤后免疫力低下时 Ｔ细胞由 Ｔｈ１型转向 Ｔｈ２

型，以致产生大量抑制活性的细胞因子。

本实验研究表明，Ｔｒｅｇ在严重烧伤后大鼠肠道淋巴结中

的表达明显升高，同时伴有ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比值降低。引起

Ｔｒｅｇ表达变化的分子调控机制目前仍不明确，其可能机制是

当机体受到严重创伤时，富含组织相容性抗原的细胞膜等成分

可释放至循环或组织中，这些变性或重新组合的自身抗原可诱

导Ｔｒｅｇ的生成，同时机体分泌产生增加的ＩＬ２、ＴＧＦβ等可溶

性因子和膜结合因子对Ｔｒｅｇ的发育、存活及功能的维持也起

到重要的作用；有研究表明活化的巨噬细胞可通过分泌ＩＬ１０

来直接影响Ｔｈ０细胞向Ｔｒｅｇ的极化，在高水平ＩＬ１０的作用

下，抗原反复刺激可诱导 Ｔｈ０细胞向 Ｔｒｅｇ分化
［８９］，在促进

Ｔｈ０细胞向Ｔｒｅｇ分化的过程中起着极为重要的作用
［１０］，作者

分析认为严重烧伤后伴随巨噬细胞活性升高对Ｔｒｅｇ增殖及活

性也可能有一定的影响。

本实验相关分析显示，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋淋巴细胞比值与Ｔｒｅｇ

呈负相关，提示肠道淋巴结调节性Ｔ细胞对其他Ｔ淋巴细胞

起抑制作用，Ｎｉ等
［１１］报道大鼠烫伤７ｄ内淋巴结调节性Ｔ细

胞的活性明显升高，而且调节性 Ｔ细胞活性的升高是通过

ＴＧＦβ介导的细胞接触机制来实现的，同时Ｔｈ１型免疫反应

受到明显抑制，而下调ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ 调节性 Ｔ细胞的表达后

Ｔｈ１型反应则恢复正常。作者认为烧伤后肠黏膜淋巴细胞

Ｔｒｅｇ比例升高，致使ＣＤ４
＋／ＣＤ８＋的比值发生改变，使机体倾

向Ｔｈ２型反应，从而导致肠道免疫功能抑制。

本实验结果显示，烧伤后门静脉血ＥＴ显著升高，与Ｔｒｅｇ

的表达变化规律是基本一致的，提示严重烧伤后Ｔｒｅｇ水平升

高，可能通过抑制其他淋巴细胞的活性，从而抑制肠道免疫功

能，降低肠道的免疫屏障作用，导致肠道ＥＴ吸收增加，最终可

使肠道ＥＴ／细菌趁机通过肠道侵入机体，播散到肝脏、肠系膜

淋巴结、脾脏、肾脏及血液中，致使肠源性感染的发生。

综上所述，严重烧伤后肠道淋巴结Ｔｒｅｇ表达的增加引起

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的比值的改变，可能导致肠道免疫功能的下降，出

现肠道ＥＴ吸收的增加。因此，Ｔｒｅｇ对严重烧伤后肠道的免

疫屏障的调节有着重要的影响，可作为烧伤后肠道免疫功能紊

乱调控的一个新靶点，但具体的调节机制目前尚不十分明确，

有待进一步的实验去探索证明。
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疗效果［８１０］。依据细胞代谢障碍类型的不同，动物模型可以分

为ＣｒｉｇｌｅｒＮａｊｊａｒⅠ、酪氨酸血症Ⅰ型模型 （ＦＡＨ小鼠模型）、

Ｗｉｌｓｏｎ′ｓ疾病ａｍｏｎ大鼠模型、进展性家族性肝内胆汁淤积Ⅲ

型、ｍｄｒ２小鼠甲酰酶 （ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｔｒａｎｓｃａｒｂａｍｙｌａｓｅ，ＯＴＣ）缺陷

模型、ｓｐｆａｓｈ胆固醇血症模型 （Ｗａｔａｎａｂｅ可遗传的高脂血症

家兔模型）和ｌｍａｔｉａｎ狗模型。除此之外，也有许多其他途径

可以制备出小鼠急性肝坏死模型，包括醋氨酚、二甲基亚硝胺、

Ｄ半乳糖、感染和外科肝次全切除术制备的急性肝衰竭模型；

目前还采ＣＣｌ４ 在大鼠建立起代偿失调性肝硬化模型
［１１１４］。

ＣＣｌ４ 是诱导动物肝损伤模型的最常用的化学物质
［１５］，它

在肝滑面内质网代谢，分解成为·ＣＣｌ３ 和 Ｃｌ，具有自由基

的·ＣＣｌ３可通过共用电子对和Ｐ４５０磷脂部分发生反应，继而

与膜脂质和蛋白质大分子进行共价结合，使蛋白质代谢障碍，

引起膜结构和功能完整性的破坏。另外，·ＣＣｌ３ 可抑制细胞

膜和微粒体膜上钙泵的活性，使内流增加。两种途径最终导致

肝细胞浆中可溶性溶酶渗出入血，引起一系列生化指标改变。

作者选用了两种不同剂量的ＣＣｌ４ 分别腹腔注射诱导出不

同程度的肝损伤，实验中采用的两种剂量的ＣＣｌ４ 均能够引起

典型的肝细胞损伤，且大剂量诱导的病变程度比较重。给予

５０％ＣＣｌ４ 后１２～２４ｈ，血清 ＡＬＴ活性即显著升高，２４～７２ｈ

后中央静脉周围出现广泛坏死；７ｄ后，肝组织即仍有部分坏

死。应用２０％～５０％ＣＣｌ４ 在２ｍＬ／ｋｇ剂量下腹腔注射可诱

导出不同程度的较为稳定的肝损伤，并且其浓度的高低决定肝

损伤的程度。由于ＣＣｌ４ 所致的肝衰竭模损伤较重、模型肝功

能受损持续时间长，有利于观察移植细胞情况。因此２０％～

５０％ＣＣｌ４ 所致急性肝损伤是肝细胞移植治疗实验较为理想的

模型。
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ｓｗｉｎｅ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｐｌＰｒｏｃｅｅｄ，２００８，４０（６）：２０４６２０４８．

［１５］ＹａｓｕｄａＭ，ＯｋａｂｅＴ，ＩｔｏｈＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｎｅｃ

ｒｏｔｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｌｙｓｏｓｏｍａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ：ａｐ

ｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃａｒｂｏｎ

ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＣＣ１４）ａｎｄｄｉｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ （ＤＭＮ）

［Ｊ］．ＪＨｉｓｔｏｃｈｅｍＣｙｔｏｃｈｅｍ，２０００，４８（１０）：１３３１１３３９．

（收稿日期：２０１３０８１３　修回日期：２０１３０９２２）

（上接第１７页）

　　 ＮｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｉｎｈｉｂｉｔＴｈ１７ｂｕｔ

ｎｏｔＴｈ１ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，

２０１３，１９１（１）：１６４１７０．

［８］ＺｈａｎｇＸ，ＫｏｌｄｚｉｃＤＮ，ＩｚｉｋｓｏｎＬ，ｅｔａｌ．ＩＬ１０ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ

ｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏ

ｍｙｅｌｉｔｉｓｂｙＣＤ２５
＋ＣＤ４＋ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕ
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