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大面积烧伤脓毒症患者 T淋巴细胞 
免疫功能的改变及临床意义 

董宁 姚咏明 曹玉珏 贺立新 于燕 柴家科 盛志勇 

【摘要】 目的 了解大面积烧伤脓毒症患者 T淋巴细胞免疫功能的变化，探讨其与脓毒症的关 

系 。方法 选择 59例烧伤 面积 ≥30％TBSA的患 者 ，分 为脓毒 症组 43例 和非 脓毒症 组 l6例。采集 

两组患者伤后 l、3、5、7、l4、2l、28 d的外周静 脉血 ，检测 T淋 巴细胞增殖能力 和白细胞介素 2(IL一2)的 

分泌水平 ，并行 相关性分 析 ；通过流式细胞仪检测 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞的百分率及其凋亡率 ，并行 

相关性分 析。 结 果 与非 脓毒 症组 比较 ，脓毒症组患者 伤后 l、l4、2l、28 d T淋 巴细胞增 殖能力 和 

IL．2的分泌水平均显著下降 (P <0．05或 P <0、01)，两指标 呈显著正相关(r=0．82，P <0．01)。伤 

后 l、5、l4、2l、28 d，脓毒症组 患者 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞 百分率 明显低 于非脓 毒症组 ，而其凋亡率 

呈相反趋势(P <0、05或 P <0．01)，两指标 呈显著负相关 (r：一0、66，P <0．05)。 结论 大面 

积烧 伤脓毒症患者 T淋 巴细胞免疫功能持续处 于抑制状态 ，T淋 巴细胞 凋亡参 与 了脓毒症细 胞免疫 

紊乱的病理生理过程 。 
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【Abstract】 0bjecfive To observe the immunological function changes in T lymphocyte in severe burn 
patients with sepsis．and to explore its relationship with sepsis． Methods Fifty—nine burn patients with 

burn surface exceeding 30％ TBSA were enrolled in the study，and they were divided into sepsis group(S， 

n=43)and non—sepsis group(NS，n：1 6)．The peripheral venous blood samples of the patients in both 

groups were collected on 1，3，5，7，14，2 1 and 28 post-burn days(PBD)．The T lymphocyte proliferation 

ability and the interleukin-2(IL-2)level in both groups were observed and the correlation between them 

were analyzed．The percentage of CD3 ／ CD4 T lymphocytes and its apoptosis rate were determined by 

flow cytometry and the correlation between them was analyzed． Results Compared with that in NS group， 

the proliferation ability of T lymphocyte and the level of IL-2 were significantly decreased in patients in S 

group on 1，14，21，and 28 PBD(P <0．05 or P<0．01)．The inhibition of T lymphocyte proliferation was 

positively correlated to the low level of IL-2 production in burn patients(r=0．82，P <0．01)．The per- 

eentage of CD3 ／CD4 T lymphocytes in S group were obviously lower than that in NS group on 1，5，14， 

2 1，28 PBD，whereas on opposite tendency in the apoptosis rate of CD3 CD4 T lymphocytes were found at 

the same time(P <0．05 or P <0．01)．The percentage of CD3 ／CD4 T lymphocytes was negatively cor- 

related to apoptosis rate of T lymphocytes(r= 一0．66，P <0．05)． Conclusion The immunological 

function of T lymphocyte in severely burn patients with sepsis is depressed persistently．Apoptosis of T lym- 

phocyte may participate in the pathological process of cell immunological disorder induced by sepsis． 
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脓毒症是严重烧(创 )伤患者的常见并发症之 

一

。 近年来的动物实验结果提示 ，脓毒症 的发生与 

机体免疫功能紊乱密切相关 ，其中特异性细胞免疫 
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功能抑制是其重要 特征。但 严重烧伤并发脓 毒症 

时 ，细胞免疫功能改变的临床意义 尚有待阐明 。 

笔者通过对大面积烧伤患者外周血 中 T淋 巴细胞 

免疫功能进行动态观察 ，拟探讨烧伤后 T淋 巴细胞 

免疫功能紊乱与脓毒症发生的关系及其临床意义。 

1 对象与方法 

1．1 临床资料 

选择 2004年 6月一2o05年 12月收治的59例 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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烧伤总面积 ≥30％TBSA的患者 ，其 中男 46例 、女 

l3例 ，年龄 l7～62岁[(35±l1)岁]。根据患者 的 

临床表现及烧伤脓毒症诊 断标准 ，将其分 为：脓 

毒 症 组 43例 ，烧 伤 总 面 积 30％ ～95％ [(71± 

17)％]、其 中Ⅲ度面积 (48±18)％TBSA，脓毒症始 

发时间为伤后(6．6±2．4)d；非脓毒症组 l6例 ，烧 

伤总面积30％ ～75％[(47±10)％]、其中Ⅲ度面积 

(20±8)％TBSA。分 别 于患者 伤后 1、3、5、7、14、 

2l、28 d采集其外周静脉血标本待测。 

1．2 检测指标及方法 

1．2．1 外周血 T淋 巴细胞 的分离 采用含 乙二 

胺四乙酸二钾的无致热原试管(美国 BD公司)收集 

血液标本 3 ml，并与同体积的无菌等渗盐水混匀，缓 

慢置于无菌 、无致热 原的聚蔗糖-泛影葡胺液面上 ， 

18～20 oC、1 500×g离心 20 min，吸取第 2层呈云 

雾状的单个核细胞层 ，离 心洗涤后去除红细胞 。利 

用单核细胞和多形核 白细胞可黏附塑料及毛细玻璃 

管的特性 ，进一步分离和纯化淋 巴细胞 。锥虫蓝检 

测细胞活性 >97％ ，计数细胞 ，调整其浓度为 5×10。 

个／ml待用。 

1．2．2 T淋 巴细胞增殖能力 的测定 用含体积 

分数 20％胎牛血清(FCS)的 RPMI 1640培养液调整 

细胞浓度至2×10 个／ml，取 0．1 ml接种于96孔培 

养板 ，加 100 l植物血凝素 (20 g／ml，美 国 Sigma 

公司)进行刺激。采用上述培养液与 100 txl植物血 

凝素混匀作为调零孔，设 3个复孔 。于 37℃、体积 

分数 5％CO，孵箱 中孵育 68 h，轻轻吸弃 100 txl上 

清液 ，再向各孔加入 5 g／L噻唑蓝 l0 l，轻微混匀， 

继续培养 4 h。加入 100 txl Triton X 100-异丙醇溶 

液 ，常规孵 育过夜 ，测定 波长 540 nm下 的 吸光度 

(A)值。 

1．2．3 白细胞介素 2(IL-2)水平检测 向 96孔 

培养板 分别加入 2×10 个／ml的 T淋 巴细胞悬液 

100 1、含体积分数 20％ FCS的 RPMI 1640培养液 

100 l，再加入 20~g／ml植物血凝素 100 l。孵箱 

常规孵育 24 h，吸取 100 txl上清液 ，按照人 IL-2酶 

联免疫 吸附测定试剂盒(深圳 晶美生物工程有限公 

司)说明书进行检测，分别计算出校正曲线和回归 

方程，将样品A值代入校正曲线计算 IL-2水平。 

1．2．4 CD3 ／CD4 T淋巴细胞百分率检测 采 

用磷酸盐缓冲液(PBS)将分离好的外周血单个核 

细胞浓度调至 1×10 个／ml，吸取 100 txl悬液加入 

流式 管内，再加入 CD3-异硫 氰酸荧光素 (FITC)20 

txl、CD4．别藻蓝素(APC)20 l，避光混匀 15 min后 ， 

加入400 txl PBS。流式细胞仪检测 CD3 ／CD4 T 

淋巴细胞百分率。所用荧光标记抗体和流式细胞仪 

均购 自美国 BD Pharmingen公司。 

1．2．5 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞凋亡率检测 采 

用 PBS将分离好的外周血单个核细胞浓度调至 1× 

l0 个／ml，离心弃上清液，用 0．1 ml结合缓冲液将 

细胞沉 淀悬 浮于 流式管 中。再加 入 CD3-FITC 20 

txl、CD4．APC 20 txl、膜联蛋白 V 5 l和 7-氨基放线 

菌素 D 5 l，避光孵育 15 min。加入 0．4 ml结合缓 

冲液 ，1 h内上流式细胞仪检测 。 

1．3 统计学处理 

数据以 x±s表示 ，应用 SPSS 12．0统计软件进 

行方差分析 、t检验 。 

2 结果 

2．1 T淋 巴细胞增殖能力 

与正常人外周血 T淋巴细胞增殖能力(1．27± 

0．32)比较 ，脓毒症组 与非脓 毒症组 患者该增殖 能 

力明显受到抑制(P <0．01)。与非脓毒症组 比较 ， 

脓毒症组伤后 1、14、21、28 d T淋 巴细胞增殖能力 

显著受到抑制(P <0．05或 P <0．01)，且伤后 3～ 

28 d持续处于较低水平。见表 1。 

2．2 IL-2水平 

伤后脓毒症组的 IL．2水平一直处于较低水平 ， 

且在伤后 1、14、21、28 d明显低于非脓毒症组(P < 

0．05或 P <0．01)。见表 2。 

2．3 外周血 T淋巴细胞增殖能力与 IL一2水平的相 

关性分析 

烧伤后外周血 T淋 巴细胞 的增殖抑制 与 IL一2 

水平的下降呈显 著正相关 (r=0．82，P <0．01)。 

直线方程 Y=28．IOX一6．41，X表示外周血 T淋 巴 

细胞增殖能力，Y表示 IL-2水平。 

表 1 两组烧 伤患者外 周血 T淋 巴细胞增 殖能力的 比较(x±s) 

注 ：数据以吸光度值表示 ；正常人外周血 T淋巴细胞增殖 能力 为 1．27±0．32，与其比较 ，a：P <0．Ol；与非脓毒症组 比较 ，b：P <0．05，c：P< 

0．01 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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2．4 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞百分率 

与非脓毒症组 比较 ，脓毒症组 患者除伤后 3 d 

外各时相点 CD3 ／CD4 T淋巴细胞百分率降低 ；伤 

后 1、5、14、21、28 d组 间 比较 ，差异有统 计学 意义 

(P <0．05或 P <0．01)。非 脓 毒 症组 CD3 ／ 

CD4 T淋巴细胞百分率仅在伤后第 3天显著下降 ， 

其他时相点无明显变化。见表 3。 

2．5 CD3 ／CD4 T淋巴细胞凋亡率 

伤后第 l4、2l天，脓毒症组患者 CD3 ／CD4 T 

淋巴细胞凋亡率分别约为非脓毒症组的 1．7、2．0倍 

(P <0．01)；伤后第 1、5、28天组间 比较 ，差异亦有 

统计学意义(P <0．05)。见表 4。 

2．6 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞百分率与其凋亡率的 

相关性分析 

烧伤后 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞百分率与其凋 

亡率呈显著负相关(r=一0．66，P <0．05)。直线 

方程 Y =一0．41X+30．74，X表示 CD3 ／CD4 T 

淋巴细胞百分率 ，Y表示其凋亡率。 

3 讨 论 

脓毒症的发病过程 中，机体并非总是处于一成 

不变的炎性反应及免疫激活状态 。研究表明，免疫 

功能抑制同样也是脓 毒症 的重要特征，抗原特异性 

T、B淋 巴细胞 的 清除 或失 活在 其 中起 着 重 要作 

用 。脓毒症的初始阶段 ，大量分泌炎性介质为其 

主要特征；随后机体 可能 进入 了一个 免疫 抑制 阶 

段 ，表现为淋巴细胞的增殖能力下降、IL．2产生减 

少和大量淋巴细胞凋亡等，从 而使机体对病原体的 

易感性 明显增加 。 

T淋巴细胞具有细胞免疫效应功能及免疫调节 

功能，在它 的激 活过程 中，IL．2是其增殖 的必要 条 

件 ，以自、旁分泌和内分泌形式 作用 于 T淋 巴细胞 ， 

而 T淋巴细胞 的活化 又制约着特异性免疫应答 。 

本研究动态监测 了严重烧伤患者外周血 T淋 巴细 

胞增殖能力 、IL．2的分泌水平 ，观察到脓毒症组 T淋 

巴细胞增殖能力及 IL．2的分泌水平 在伤后 1、14、 

2l、28 d显著低 于非脓毒症组 ；非脓毒症组于伤后 

14 d起两者水平逐渐 回升。相关性分析显示 ，严重 

烧伤后外周血 T淋 巴细胞增殖能力 和 IL．2分 泌水 

平呈显著正相关。上述结果表明，大面积烧伤后发 

生脓毒症 的患者 T淋巴细胞免疫 功能持续处 于抑 

制状态 ，从而导致机体对病原体的易感性明显增加 ， 

进一步促进脓毒症的发展。 

有研究显示 ，烧伤后丝裂原可诱导 IL．2的产生 

水平及其受体表达能力均明显下 降 ，与本研究结 

果相符 ，原 因可能与 T淋 巴细胞 的信 号缺陷有 关 ， 

包括 ca“或酪氨酸激酶信号通路障碍。同时 ，烧伤 

后 巨噬 细胞 与T淋 巴细 胞 的免 疫功能异 常密 切相 

关 ，如大量前列腺素 E 分泌能抑制 T淋 巴细胞增殖 

和 IL一2的产生 ，烫伤小鼠巨噬细胞直接或 间接影 

响 T淋巴细胞的增殖 。此外 ，核因子 AT(NF．AT) 

和激活蛋 白 1(AP．1)对 IL．2的生成 和 T淋巴细胞 

增殖至关重要 。T淋 巴细胞 活化后 ，NF．AT发生去 

磷酸化 ，并转移到细胞核 内与 AP．1结合 ，成 为具有 

转录活性 的 NF．AT 。 

在脓毒症发展过程中，人们逐渐认识到免疫功 

能紊乱与大量淋 巴细胞 凋亡密切相关 ，凋亡被认为 

表 2 两组烧伤患者外周 血 T淋 巴细胞分泌 白细胞介素 2水平 的比较(pg／ml，x±s) 

注 ：与非脓毒症组 比较 ，a：P <0．05．b：P <0．Ol 

表 3 两组烧伤患者外周血 CD3 ／CD4 T淋巴细胞百分率的比较(％，x 4-S) 

注 ：与非脓毒症组 比较 ，a：P <0．05．b：P <0．01 

表 4 两组烧伤患者外周血 CD3 ／CD4 T淋巴细胞凋亡率的比较(％，x 4-s) 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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是诱发 T淋 巴 细 胞 克 隆 无 反 应 状 态 的 主 要 原 

因 。̈ 。在动物及脓毒症患者 中观察到 ，凋亡 导致 

淋巴细胞的丢失  ̈“ 。淋 巴细胞产生促炎性 因子 ， 

激活巨噬细胞 ，其减少将影响免疫应答反应，最终可 

能导致难 以控制 的感染甚 至死亡 。对死亡脓 

毒症患者进行 的分析表明，尽管 CD8 T淋巴细胞 、 

自然杀伤细胞 和巨噬 细胞 的数量 改 变不 大，但 是 

CD4 T淋 巴 细 胞 和 B淋 巴 细 胞 的 数 量 明显 下 

降 。本研究检测到 ，严重烧伤患者 CD3 ／CD4 T 

淋巴细胞 的百 分率 与其凋 亡率 呈显 著负相 关 ，即 

CD3 ／CD4 T淋巴细胞的百分率下降 与凋亡 率增 

加同步。同时，脓毒症患者 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞 

百分率于伤后 1、5、14、21、28 d均显著低于非脓毒 

症组；而其凋亡率则明显高于非脓毒症组 ；非脓毒症 

组 CD3 ／CD4 T淋 巴细胞百分率仅在伤后 3 d呈 

现一过性降低，随着病情的逐渐稳定 ，T淋巴细胞数 

量逐渐恢复。该结果提示 ，T淋 巴细胞 凋亡 是淋 巴 

细胞减少的重要 因素之一 ，它参 与了烧伤脓毒症 细 

胞免疫紊乱的病理生理过程 ，因此调节淋 巴细胞凋 

亡过程可能有助于改善细胞免疫应答反应 。 

有资料证实，免疫细胞的减少与凋亡诱导应激 

调节素的释放有关，包括肿瘤坏死因子 、Fas配体 

及糖皮质激素等。严 重创 伤早期 ，在 Fas／Fas配体 

表达较低时 ，IL一2作为 T淋巴细胞的重要生长因子 ， 

其产生减少可诱导大量 T淋 巴细胞凋亡 ，从 而使机 

体对脓毒症的易感性 明显增强 ；这同时解释了脓毒 

症早期 T淋巴细胞数 目明显减少的原因 。半胱 

氨酸天冬氨酸蛋 白酶 (caspase)对凋亡的调节具有 

重要作用 ，其 中 caspase一3和 caspase一8的激活参 与 

了 T淋巴细胞的凋亡过程。Bcl一2的过量表达可阻 

止 T淋巴细胞的凋亡，表明 Bcl一2与其凋亡有关 。 

新近研究表明，脓毒症时过氧化物酶体增殖物激活 

受体在 T淋巴细胞凋亡 中也扮演着重要角色，促使 

淋巴细胞丢失 。由此可见 ，在严重烧伤打击下 ， 

机体 T淋 巴细胞 的减少可能与淋巴细胞迁移及 凋 

亡有关。 

总之 ，T淋 巴细胞免疫功能紊乱 与大面积烧伤 

患者并发脓毒症密切相关 ，动态监测 T淋巴细胞 

增殖能力 、IL一2水平 、CD3 ／CD4 T淋 巴细胞数量 

与凋亡情况等 ，对了解 T淋巴细胞免疫功能状态及 

分析烧伤病情的变化可能有重要的临床指导意义。 
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·  肖 自、· 

更正启事 

发表于本刊 2007年第 23卷第 1期的《瘢痕形成机制 的研 究 ：真皮 “模 板缺损 ”学说》一文 ，英文标题 中的“Epidermis”应 为 

“Dermal”，特此更正 。 
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