
 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



析H H1 r inIDC在转 过 程 i}i已经 lJ蔓熟 ，基 I 、1-I 程 

irnDC产物反Il亓j会发挥 成熟 树察状 细胞 c matttre den— 

Iritic cel1．mDC】的作 用，雠述 免疫 应 棒，加 『尖排斥 

反应 奉研 究拟成 用 垡『 T程载 体 AdE~．SY一增 

强型绿 色 荧 光蛋 r1(EGFI 重组 昧病 毒 采统 转 染 

im1)C．观察箕 转染 后 授型特 征 和免疫 学 功能 的 变 

化 ．评价 冀成熟特性 ，片搛i'l F1细胞介 素 f I1)【0的 

抗成熟特性任腺病毒转 染-}一的作用．． 

材料与方法 

1杯 奉l泉 致彤态学 观察：人脐带 1 来源 丁率 

院妇产科健康址月分 娩的新，￡JL脐静 脉(产 =j 隋 

同窟 1，按照文献[51分离脐带 m单棱细 胞((1I{Ⅵ∽ 

进行 Ifl1I)t 的体外 诱导 ，在1：l=1差 黻镜 、 捕 电镜下 

观察 _n'I){ J{；态并摄 片 

2重组腺病毒戴体 AdEAs -EllrP 包 装 j扩 

增 ：斯腺病毒 】 I蟮I 转 化的 几胚 肾 胞 (HI：K293 

细胞 )汇 合率达 90％左右时 型按培养液 ，)JI1人 10 

AdEASY—EGFP病毒 空 鼓体 ，收 入 37℃ 体 积 分数 

5％CO，培养输中继续培养 7～10一 ：镜 F规察培养 

的 HEK293细胞 ，待 其体积编 小望悬 浮生长 具有致 

病效应 【cytopalhic c“e (：I’K)时取 川{．I 集 1 5 

mI离 心 管巾 ．蜡 条 密封 管 r1 一80 冰箱 巾 l 5 

rnln．随I=j【I投 ^ 37 水浴 解冻 10 ndii 反复冻 融 3 

次使细胞完全破裂，4 0C、10 OOO g离心 30 min， 

取上清液备』{=j一 

3．实验 分组 ：调整 irnDC浓度 为 5×i0 个／nll 

片分为 3组 ．．对照组 ：常规 培养 5 h，补 充 禽 【nl清 

RPMI I640培 养基 及重绀牡细胞 巨噍细胞集落刺激 

因子【GM—CSF) 1L-4 转 豢组 ：将 [mDC悬 浮于 0．5 

l̈l无血清无抗q 索 RPMI 1640 l 按 l 000：】打̈ 凡 

上述重组 腺病 毒载体 IL—10组 ： 转染绀处理的 基 

础上 ，按 10O L JJl1人 IL一10(法 同 Cytolab公 F )． 

继续培养 3～5 d 流式细 胞仪l FACSCalibur型 ．美 

国 BD公 司)榆删其转 染效率 ．． 

4 细胞表 型的榆 测 ：将 3组 intDC分 别取 2× 

10 个悬浮于 1 ml醋 酸盐缓 冲液 (PBS1并置下 1 5 

ml EP管中 ，按文献 6]步骤 进行 ，流式细 胞仪检 测 

imDC的表 型标 记 每 n样本重复检测 5次 

5．混合淋岂细胞反麻(MLR)：3缩 imDC分别用 

RPMI I640培养液渊整其浓度为 1．0 xI()“个．／IrlI．，参 

照文献L 7]分离导体 cBMC 的 T淋巴细胞(I× 

CO ／m1) 取 96孔培 养板 ，每 个浓度并没 5个复孔 

对照纽 ：每孔 加人 T淋巴细胞 2×10 个 转 染纽 ： 

每扎先nⅡ人 I’淋巴细胞 l x】0、1、．然 以小 

比 lI：l、I LO、I：I110)加 凡腺痈 】 转 染lI 的 i『I 

终体帆均 1工J 21111 gl II 一L0纠：6-转染川处娌 

JJII八 I1 一10(1O0 ug／J．． 细胞 续常规培 养72 

16 I／每孔Ⅲ1̂ 1 8 5 kBq觚I标 记嘲隙哺啶 

棱 f{：(。It—ntII1 f} 液体N烁 t数披 (I．$60(10 I 

盖同 I{ knlan公司)l橙驯每 行钟 放射 毙圯 

汁数何[11~111帆 )．拨 列公式 if饽刺激舯{数 ( 

Sl_蜜聆 rIIllIfit[÷刚 璀}nt- ·值 

6．统 i卜 ：：处理：被把 以 =、 月 ．}r 羞j 

采川 SPSS 11【)婉 ‘学软件分忻 

结 果 

I imI)1：的 l 怎学 观察 ：CB X'IC rI ( M—CS 

IL 的垢 卜培 养垒旃 ! ，州篪 澈髓 Fll J 

照组纠胞从岵 状态 变 1工J悬浮 卜K： 5天 

胞体积逐渐增大 ．轰l 有不姐 『lIlJ突世．增 叶’盛 

胞聚集成 ⋯ cl剖 I) 卜1捕 i乜锩 I)t：表 

9IlJ，有膜 性俐枝状 突起以硬小规则锨 喇；转 组 

树枝状突起 蜓 显著 手1】媳 ( 21 

围 2 in1 

u埘 }!cl 

皱摺拉 ．何下 规 刚定 起 

转 }【l imIIC 

2 i rnDC的表 J 榆删 ：时 l _『}11)(：巾 (：1)： 

ED83低表达 ，HI．A*DR mfl"；转 虮 L[186和 

阳性率{』II著高 下对媚组 l P (0 01 1．H L．A—DR 

奉也有 所增 加(，J<0 01】； L—10纽 CD86、( I，{ 
Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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及 HLA—DR的阳性率未上 调，CD86的表达甚 至较 

对照组下降(P <0．05)。见表 1。 

表 1 各组 imDC表型标 志特征 比较(％ ，x 4-s) 

注 ：与对照组比较 ，}P <0．05，#P <0．Ol 

3．MLR检测 imDC：与对照组 比较 ，转染组各种 

比例细胞混合培养后 均能有效刺激 T淋 巴细胞增 

殖 ，以 1：1时最显著(尸 <0．01)，SI为 2．07。IL一10 

组与对照组比较，cpm值没有增加，以1：1和 1：10 

的比例混合时 ，结果低于对照组 (P <0．01)。见图 

3。 

iⅡlDC：：T淋 巴细胞 

图 3 不同 比例 imDC刺激 T淋巴细胞增殖 的情况 。与 

对 照组 比较 ，}P <0．Ol 

4．腺病毒转染 imDC检测结果 ：imDC转染率为 

(75 4-13)％ ，转染效率最高时接近 90％。 

讨 论 

DC是抗原呈递细胞 ，在免疫反应 中起重要作 

用。imDC诱导 T淋巴细胞凋亡并通过影响多种细 

胞 因子的分泌抑制特异性免疫反应 。利用 imDC 

的特性 ，可为抑制皮肤移植 的排斥反应 、延长异体皮 

成活时间提供新的思路 和策略 ，在治疗 自体免疫性 

疾 病 和 各 种 感 染 性 疾 病 方 面 有 广 泛 的 应 用 前 

景 。实现这些治疗 目的，首先需 要将各种 目的 

基因有效地整合到 imDC中但不能改变其未成熟特 

性。重组腺病毒载体 以其高效转染性与安全性 ，成 

为 目前应用最广泛 的基因工程载体⋯ 。本研 究结 

果显示 ，重组腺病毒载体能有效转染 imDC，其转染 

率最高超过 80％。在研究 中观察到 ，转染 组 imDC 

的表面成熟标志 CD83、CD86以及主要组织相容性 

复合物(MHC)Ⅱ类分子均有不 同程度的上调 。并且 

刺激异体 T淋巴细胞增殖的能力也大大增强 。提示 

病毒载 体本 身可 以影 响 imDC 的成 熟状 态。Tan 

等  ̈曾观察到腺病毒转染 imDC后 ，与辅助性 T淋 

巴细胞(Th)1类型相关的细胞因子如 IL一12、肿瘤坏 

死因子(TNF) 等分泌增加。腺病毒介导的 imDC， 

其成熟状态与细胞表面 Toll样受体 (TLR)及核因子 

(NF)KB的激活关系密切 。TLR识别病毒后 ，经 

过 Mal／TIRAp、MyD88等一 系列信 号转导途 径，使 

NF—KB在静息状态下被其抑制性配体 [核因子抑 制 

蛋白(IKB)]结合的抑制状态得以解除 ，游离 NF-KB 

转位到胞核，其活性二聚体启动细胞 因子(IL．1、IL．6、 

IL一8、IL一12、TNF． 等 )以及辅 助 黏 附 分子 CD83、 

CD80和 CD86等基因转录 ，从而诱导 DC的成熟 。 

因此腺病毒转染的 imDC，在功能上可有效刺激 

未致敏 T淋 巴细胞 的成熟 特性 。但经 IL．10处 理 

后 ，转染细胞不仅没有刺激 imDC的成熟 ，相反使其 

增殖受到抑制，产生了有效的抗成熟作用。IL．10是 

由 Th2类细胞 、B淋巴细胞 、单核 巨噬细胞 、肥大细 

胞等分泌的一类具有多种 功能的细胞 因子 ，在免疫 

细胞的功 能调 节方 面起 重 要作 用。IL．10能抑 制 

Thl型免疫反应及其相关细胞因子的分泌(如 IL一1、 

IL一12等 )，并引起 Thl向 Th2的免疫 偏离 ；亦能有 

效抑制 imDC的成熟并对抗 内毒素等促成熟因素 的 

诱导。本研究结果表 明，在腺病毒转染 的同时加人 

IL一10能保护 DC的不成熟特性 ，防止其表面共刺激 

分子的高表达 ，维持其诱导 T淋 巴细胞 耐受的免疫 

功能。IL一10的这种免疫调节功能 以及抗 DC成熟 

特性 ，可能是通过抑制 1KB激酶 (IKK)的活性从而 

抑制 NF—KB激 活实现 的。IL一10还 可以阻 断丝／苏 

氨酸激酶 (Akt)的磷 酸化，抑制 1磷脂 酰肌醇 3一激 

酶(PI3K)的活性 ，通过抑制 PI3K／Akt途径参与 DC 

的抗成熟机制。 

在以往 的研 究 中，我们 曾尝 试用 脂 质体 转染 

imDC。相对于腺病毒载体 ，脂质体转染后 imDC的 

表型特征无明显变化 ，CD86、CD83等细胞成熟标 志 

低表达 ，符合 imDC的特性 。MLR结果显示 ，转染前 

后 imDC的免疫学功能无显 著改变 ，均不 能诱 导 T 

淋巴细胞 增殖。但 是脂 质体 的转 染效 率 (10％左 

右 )不如病毒载体高 ，可能与 imDC的生长特性 (非 

贴壁生长)有关 。 

本研究结果证 明，腺病毒本身有促进 imDC成 

熟的作用 ，但 如果 在转染 的同时用 IL一10处理则可 

以抑制腺病毒 的成熟诱 导作用 ，使转染后 的 imDC 

依然保持未成熟特性。这对于 imDC基 因转移的载 

体选择有一定意义。 
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治疗二氯甲烷烧伤一例 

赵耀华 徐涛 

患者男 ，22岁 ，工作 时被 热二氯 甲烷 (温 度约 80℃ )泄 

漏喷溅 于双眼 、右上肢等部位 ，伤后 2 h后用水 冲洗创 面 ，并 

在邻 近诊 所输 液(药名不详 )，因患者呼 吸困难 ，伤 后 10 h收 

入笔者单 位。查体 ：患 者睑结膜充血水肿 ，睁 眼困难 ，咽腔充 

血 ，声音嘶哑 ，自感 胸闷 ，有轻度 “三 凹征”，双肺 可 闻及干性 

哕音 ，烧 伤 创 面 主 要 分 布 于 右 上 肢 及 背 部 。 白 细胞 计 数 

(WBC)18．6 x 10 ／L、红细胞计数 (RBC)6．86 x 10 ／L、中性 

粒细胞 (GR)0．95、淋 巴细 胞 0．5、血钾 4．01 mmol／L、血 钠 

145 mmol／L、血氯 l13 mmol／L、血钙 2．3 mmol／L、二氧化碳 结 

合力 34 mmol／L、血尿素氮 (BUN)6．40 mmol／L。血 气分析 ： 

pH 7．43，氧分 压 80 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)，二氧化碳 

分压 34 mm Hg，剩余碱 一4 mmol／L。胸部 x线 片显示 ：右肺 

肺炎 。诊断 ：(1)二 氯 甲烷 烧伤 ，其 中 I度 6％ 、浅 Ⅱ度 3％ 

TBSA。(2)双 眼烧伤 。(3)轻度 吸人性损伤 合并肺炎。 

入院后立 即静脉注射地 塞米 松 20 mg，1次／d，持续 5 d； 

静脉滴注能量合剂及 头孢 哌酮／舒 巴坦 2．0 g，2次／d；成纤 

维细胞生长 因子 (贝复舒 ，珠 海亿 胜生 物制 药有 限公 司 )滴 

眼，2 h／次 ，红霉素眼膏涂 眼 1次／天 ；3 d内给予持续 吸氧 ，流 

量为 4 L／min；创面清创后外用磺胺嘧 啶银锌膏 包扎 ，隔 13换 

药 1次 ，直至创 面愈合 。伤后第 2天 ，患 者背部 、右上臂 创面 

出现大小不等 的水疱 ，证实为深 Ⅱ度创 面 ，面 积为 8％ 、浅 Ⅱ 

度 1％TBSA。声音嘶 哑加重 ，双肺 可 闻及 湿性 哕音 ，创 面肿 

胀较甚且渗 出多。伤后 第 5天 ，病情 明显 好转 ，偶见 稀 薄痰 

作者单位 ：450004 郑州 市第一人 民医 院烧伤科 (赵耀 华 )；河 

南省平顶山矿务局铁运处卫生所(徐涛 ) 

· 病 例 报 告 · 

液 ，双眼 视物较 以前清 晰 ，水 肿逐渐 消退 ，巩膜 充血减 轻 ，创 

面 渗出减 少。WBC 12．1 x 10 ／L、血 小 板计 数 210 x 10 ／L、 

RBC 5．56 x 10“／L、GR 0．76、血 钾 4．55 mmot／L、血钠 138 

mmol／L、血 氯 108 mmol／L，BUN 3．75 mmol／L。伤 后 第 10 

天 ，双肺听诊 无湿 性 哕音 ，偶 可 闻及 干 鸣音 ，睑结 膜充 血 消 

失 ，视物清晰 。伤后 18 d患者痊愈出院 。 

讨论 二氯 甲烷 为无 色透 明易挥 发液体 ，属 低毒 类 ，其 

蒸气麻醉性强 ，大量 吸入会 引起 急性 中毒 ，出现 鼻腔疼痛 、头 

痛 、呕 吐等症状 。其与 皮肤接 触时 易引 起皮炎 和烧 伤 ，由于 

沸点(39．75℃ )低 ，蒸气 比空气 重 ，遇 明火或 与灼 热物 体接 

触时生成剧毒光气 ，吸入浓 度为 90．5 g／m 达 40 min便可致 

死⋯ 。本病 例入院后第 2天创 面由 I度演变 为深 Ⅱ度 ，说 明 

二氯 甲烷液体具有刺激性 和腐蚀性 ，如伤 后立 即用 流动水 冲 

洗创面有助于减轻伤情 。 

目前 尚无二氯 甲烷 的有效 解毒剂 。因此 ，接诊 此类患 者 

时应详细询 问病史 、观 察致 伤物性 质 ，有条 件时 尽快 现场采 

样进行分析 ；严密观察 吸人 性损伤 及 中毒情 况 ，必要 时行 预 

防性气管切开 ，以免酿成不 良后果 。从患 者吸人性 损伤情况 

看 ，二氯 甲烷 的挥发性对呼吸道刺激性较强 ．应引起重视。 
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