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表 1 两组患者血浆 t—PA 、PAl活性 比较( 4-s) 

注：A组为2000年 6月～2OO1年 l2月收治的患者，B组为2002年 1月一2Oo4年 lO月收治的患者；血浆 t—PA、PAl正常值分别为(0．65± 

0．21)、(4．97±2．66)AU／ml；与 A组 比较 ，}P <0．05，#P <0．Ol 

表 2 两组患者动脉血 PaO：及氧合指数比较( ±s) 

注：A组为2000年6月一2OO1年 l2月收治的患者，B组为2002年 1月一2OO4年 lO月收治的患者；氧合指数、动脉血 PaO2正常值分别为 

>39．9、10．6～13．3 kPa(1 kPa：7．5 mm Hg)；与 A组 比较 ，}P <0．05，#P <0．Ol 

二 、结果 

1．血浆 t-PA和 PAl活性 ：伤后 12 h开始 ，B组 t-PA活性 

均高于 A组(P<0．05或0．01)；而 PAI活性从伤后 12 h开 

始较 A组明显下降，伤后 48 h达低谷(P <0．01)。见表 l。 

2．PaO 及氧合指数：B组伤后各时相点两指标均高于 A 

组 ，48 h后 达峰值 。见表 2。 

三 、讨论 

血浆 t-PA和 PAl是血管内皮 细胞分泌 的天然 纤溶 酶原 

激活剂，在纤溶系统的活化过程中占有重要的地位。肺动脉 

内皮 细胞 比其 他部 位内皮 细胞能分泌更 多的 t-PA，具有更 显 

著的纤溶活性 ，损伤后 t-PA含量在肺 挫伤局 部增加 ，影 响更 

大 。两者的检测能较全面地反映休克和肺挫伤 的情况。 

李小兵等 的观察表明，患者 t—PA与 PAl变化趋势与其病 

情的严重程度呈正相关，随着病情的变化而升降 ，可作为预 

测病情和判断预后的一个指标。肺部 x线片对肺挫伤的诊 

断存在一定局限性 ，部分 患者在创 伤后 48 h后才 有表现 。 

PaO，、氧合指数 、肺动脉楔压等虽能较准确地反映严重烧伤 

的休克情况，但对肺损伤的程度反应不敏感。笔者在研究中 

观察到，B组患者复苏液体量较 A组少，而胶体含量大，血浆 

t-PA活性升高，PAI活性降低 ，PaO，和氧合指数均较好，治疗 

效果满意。说明当患者休克期复苏满意时，血浆 t-PA活性逐 

渐升高接近正常值，而 PAl活性值也逐渐下降接近正常值。 

这样的趋势可以指导抗休克的补液治疗。故在烧伤合并肺 

挫伤休克期患者复苏过程中行 t-PA与 PAI活性监测，可解决 

大量补液及限制补液的矛盾。这样既纠正了烧伤后的低血 

容量性休克，又避免了肺挫伤后因输液不当而加重肺损伤， 

为II缶床治疗烧伤合并肺挫伤患者休克期补液提供了新的、较 

敏感的辅助监测手段。 
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感染是大面积烧伤 患者常见 的并发 症之 一，其发 生 、发 

展及结局与机体的免疫状态密切相关⋯。因此，严重烧伤后 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



中华烧伤杂志2006年8月第 22卷第4期 Chin J Burns，August 2006，Vo1．22，No．4 

机体的免疫问题备受关注，许多学者在这方面做了大量的研 

究，但其确切的发生机制尚不清楚 。为探讨烧伤后早期创 

面处理与机体免疫功能的关系，笔者观察了休克期切痂对烫 

伤大 鼠淋 巴细胞亚群的影响 。 

一

、材料与方法 

1．动物模型及分组 ：将 7O只 Wistar大鼠 (南昌大学 医学 

院实验动物部)随机分为休克期切痂组(3O只)、常规切痂组 

(3O只)、正 常对 照组 (1O只)。除 正常 对照 组不致 伤外 ，其 

余两组大鼠参照文献[1]造成背部30％TBSAⅢ度烫伤(经病 

理切片证实)，伤后依 Parkland公式复苏 。休克期切痂组伤 

后 6 h、常规切痂组伤后 4 d切痂 ，切痂后创 面以辐照氟银 猪 

皮覆盖，并于伤后 1、5、9 d处死大鼠，每个时相点 1O只。正 

常对照组于假伤后 1 d处死。各组 大鼠处死后均 取其静脉血 

及脾脏待测 。 

2．观察指标及检测方法 ：(1)取大 鼠静 脉血 ，用流式细 胞 

仪(美国 BD公 司)，采用直接荧光法检测 大 鼠 T淋 巴细胞 亚 

群 、自然杀伤(NK)细胞活性 、CD25 淋巴细胞 。(2)取大 鼠 

脾脏 ．制成淋巴细胞活性大于 95％的单细胞悬液，加入含体 

积分数 10％小牛血清 的 RPMI 1640培养液 ，稀释成 1×10。～ 

1×10 的单细胞悬液 。加入 6孔 培养板 ，并加入伴刀 豆球 蛋 

白 A(Con A，美国 Sigma公 司)，使 其终 浓度 为 4 mg／L，置 于 

37℃、体积分数 5％CO，孵箱中孵育48 h ，用流式细胞仪 

检测脾脏 CD25 淋 巴细胞 。 

3．统计学处理 ：数据用 x±s表示 ，采用 SPSS 12．0统计 

软件行单因素方差分析及q检验。 

二 、结果 

1．大鼠外周血 T淋巴细胞亚群的变化：与正常对照组比 

较，各致伤组大鼠 CD3细胞变化不大(P>0．05)。但伤后 

1 d CD4、CD4／CD8细胞明显减少，CD8细胞明显增多(P< 

0．05或 0．01)。见表 I。 

表 1 3组大 鼠静脉血 T淋巴细胞亚群的比较 (x±s) 

注：与正常对照组比较， P<0．05，#P<0．O1；与常规切痂组比 

较 ，△ P <0．05．☆ P <0．O1 

2．大鼠NK细胞活性和 CD25 淋巴细胞的变化：两致伤 

组大鼠伤后各时相点静脉血 NK细胞活性均低于正常对照 

组(12．8±1．9)％。休克 期切 痂组 伤 后 1 d为 (9．5± 

1．6)％，明显低于正常对照组(P<0．01)。而常规切痂组伤 
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后 9 d最低，为(7．2±1．2)％，与正常对照组及休克期切痂 

组 (1O．2±1．6)％ 比较 ，差 异有统 计学意 义 (P <0．O1)。两 

致 伤组 伤后 各时相点静 脉血及脾 脏 CD25’淋 巴细胞均 低于 

正 常对照组 (P <0．05或 0．01)。见 表 2。 

表 2 3组大 鼠 CD25 淋巴细胞 的比较 (x±s) 

注：与正常对照组 比较， P <0．05，P <0．O1；与常规切痂组比 

较 ，△ P <0．05；☆P <0．01 

三 、讨论 

T淋巴细胞是具有特殊标志的从胸腺 中输出的细胞 ，执 

行细胞免疫效应功能及免疫调节功能。其中CD4和 CD8是 

一 对相互制约的 T淋巴细胞亚群，其比值已成为监测人体细 

胞免疫功能、反映机体免疫状态的重要指标。NK细胞是机 

体抗肿瘤、抗感染的重要免疫细胞，构成了机体清除非 己细 

胞的第一道防线 。 

本研究结果表 明，休克期切痂组及常规切 痂组大 鼠 

CD4、CD4／CD8及 NK细胞 活性 均 明显低 于正常 对 照组 ，而 

CD8细胞则较正常对照组高，提示大鼠烫伤后机体 T淋巴细 

胞亚群和 NK细胞 活性 发 生 了明显 的改变 。这 种 改变 的结 

果导致机体对外来抗原的识别能力下降，免疫应答受抑，清 

除非己细胞的能力下降。伤后 5～9 d休克期切痂组 CIM、 

CD4／CD8及 NK细胞活性明显较常规切痂组高，而 CD8则较 

常规切痂组低。说明休克期切痂可改善严重烫伤大鼠 T淋 

巴细胞亚群分布，增强 NK细胞活性 ，有利于机体免疫功能 

的恢复 。 

T淋 巴细胞静止状态不能产 生细胞 因子 ，只有经活 化后 

才能发挥其作用。CD25 是 T淋巴细胞活化的重要标志 ， 

其表达水平高低直接与细胞免疫功能有关。本实验结果表 

明，大鼠烫伤后不但 T淋巴细胞亚群结构发生了变化，而且 

其活性也明显降低，休克期切痂则有利于 T淋巴细胞活性的 

恢复。各烫 伤组大鼠伤后脾淋 巴细胞经 Con A活 化后， 

CD25 淋巴细胞表达明显低于正常对照组。说明烫伤使机 

体 T淋巴细胞在非特异性刺激下活化 、增殖 、转化的能力受 

到了明显抑制。休克期切痂在一定程度上改善了烫伤后 T淋 

巴细胞的这种状态，有利于机体免疫功能的恢复 ’ 。故休克 

期切痂可以明显改善烫伤大鼠 T淋巴细胞亚群的分布，提高 

NK细胞活性 、T淋 巴细胞增 殖及转化 能力 ，促 进 T淋 巴细胞 

活性的恢复，对烫伤大鼠免疫功能紊乱有一定的调理作用。 
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转化生长因子 p Ⅱ型受体 CA重复序列基因在 

人正常皮肤和瘢痕疙瘩中的表达 

樊树强 蔡景龙 安纲 

瘢痕疙瘩的生物学特性类似于肿瘤 。最 近研究表 明 ，转 

化生长因子 plⅡ型受体 (transforming growth factor—pl recep— 

torⅡ，T13RⅡ)是一种新 的抑癌基 因 ，而肿瘤 细胞 中最 常见 的 

是该基 因表达异常 ⋯ 。本研究 主要 是通过 改变 T13RⅡ基 因 

突变的热点 CA重复序列，以检测瘢痕疙瘩成纤维细胞是否 

存在与肿瘤细胞同样的基因突变。 

一

、资料与方法 

1．主要试剂和仪器：蛋 白酶 K(上海博亚生物技术有限 

公 司)，Taq酶 和琼脂糖 (北京拜 尔迪 生物技术公 司 )，PCR仪 

(美国 MJ Reasearch公 司，PTC-200型 )，ABI 3730型 自动测 

序仪 (美国应用生物 系统公司 )。 

2．标本收集及细胞培 养 ：瘢痕疙瘩 组织标本取 自笔者单 

位需行整形术的患者 2O例 ，其 中男 8例 、女 l2例 ，年龄 5— 

62岁[(28±10)岁 ]，瘢痕形成时间为 3～26年 [(8±4) 

年]。所选试验对象均符合病程超过 2年、病变超过损伤范 

围并具有持续生长及痛痒等临床特征 ，已经病理学科确诊。 

正常皮肤组织标本取白手术剩余皮肤，分别为乳房缩小术胸 

前壁 3例、重睑术上睑 3例 、包皮环切术包皮 l例及腹壁整 

形术腹壁 l例 ，其 中男 3例 、女 5例 ，年龄 8—52岁[(29±8) 

岁]。收集上述标本(患者均知情 同意)进行常规成纤维细 

胞培养 。 

3．引物的设计与合成：按常规酚一三氯甲烷法提取成纤 

维细胞 DNA，根据 GeneBank上人类 T13RⅡcDNA序列 ，在 

CA重复序列 (1 931一l 936)位点两侧使用 Premier 3．0软件设 

计上游引物 ：5 一1-rrGGATCTC1-rrCCCGCTA-3 ，下游 引物 ：5 一 

CTCCAGCTCACTGAAGCGTT-3 ．扩增产物长度 为 120．0 bp。 

4．PCR及单链构象多态性 (SSCP)分析 ：PCR体系 ：模板 

DNA(100 S／L)2 trl，PCR缓冲液5 l，Mg“(25 mmol／L)1．5 

l，三磷酸脱氧核(糖核)苷(dNTP，10 mmol／L)2 l，引物浓 

度均为 30~mol／L，体积0．83 txl，Taq酶(5 u／ 1)0．4 l，加 

双蒸水至反应体积为 5O l，加样过程中置于冰块上以防止 

Taq酶变性。离心后放人PCR仪。将获得的产物进行10 g／L 
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琼脂糖凝 胶水平 电泳和 8O g／L聚丙烯 酰 胺凝 胶垂 直 电泳 。 

凝胶银盐液染色，行 SSCP分析后采用捷达 JD801专业数码 

凝胶成像分析系统 3．3(江苏省捷达软件工程有限公司)判 

断有无基 因突变。条带 位置泳动 异常者为 SSCP阳性 。 

5．PCR产 物的测序 ：将 PCR产物纯化后 ，在 ABI 3730型 

自动测序仪上测序，鉴定基因突变位点和类型，并采用 Chro— 

ma$软件(上海英骏生物技术有限公司)查看所得基因图谱。 

二 、结果 

1．瘢痕疙瘩组织标 本 CA 重 复序列 位点 中有 l块 SSCP 

阳性，表现为泳动速度快、迁移率高(第 5泳道)，DNA大小 

和迁移率分别为 l18．6 bp、61％ ；其他瘢痕疙瘩 DNA大小为 

l19．8、120．0 bp，迁移率均为62％。正常皮肤组织标本 DNA 

为 l20．0 bp，其迁移率为62％。见图 l。 

2 marker 3 4 5 6 

图 I SSCP分析显示瘢痕疙瘩组织标本 CA重复序列位点有 

1块泳动异常。marker为 pUC19；1、2、4、5、6泳道为瘢痕疙 

瘩；3泳道为正常皮肤 

2．瘢痕疙瘩和正常皮肤组织 标本成 纤维 细胞的 T13RⅡ 

CA重复序列基 因测 序未检出异常 ，测序图谱与 GeneBank同 

一 位点 的基 因组序列一致 。见 图 2，3。 

图2 正常皮肤组织CA重复序列与GeneBank中登记的序列一致 
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图3 瘢痕疙瘩组织CA重复序列未见异常，与正常皮肤组织一致 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?


