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严重烫伤小鼠肠黏膜相关淋巴细胞 

变化与肠道细菌移位 

范骏 谢 勇 周南进 邓志云 

【摘要】 目的 探讨小鼠烫伤后肠黏膜相关淋巴细胞变化与肠道细菌移位的关系。 方法 

将 40只 BALB／c小鼠随机分为正 常对照组及烫伤后 l2、24、72 h组 ，每组 l0只。正 常对 照组 不致 伤 ， 

其余各组小鼠背部造成 20％TBSA111度烫伤后 ，按时相点处死并留取标本。计数全段小肠集合淋巴结 

(PP结)个数及淋巴细胞总数。应用流式细胞仪检测小鼠 PP结 CD3 、CD4 、CDI9 淋巴细胞比例和 

绝对数，并检测主要脏器肠道细菌移位率。 结果 烫伤后 l2、24、72 h组 PP结淋巴细胞总数分别为 

(4．05±0．28)×10。、(2．64±0．39)×10。、(2．83±0．46)×10。个 ，均少于正常对照组的 (4．54±0．58)× 

l0。个 (P <0．05或 0．O1)。与正常对照组 比较 ，烫 伤后 72 h组 PP结 淋巴细胞 悬液中 CD3 、CD4 百 

分比明显降低(P <0．05)。伤后各组小鼠CD3 、CD4 、CDI9 淋巴细胞绝对数明显减少。各烫伤组 

肠道细菌移位率分别为 16％、52％、30％，均高于正常对照组(4％)，其中烫伤后24、72 h组与正常对照 

组比较 ，差异有统计学意义(P <0．05)。 结论 烫伤后肠黏膜相关淋巴细胞减少是肠源性感染的重 

要因素 。 
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【Abstract】 Objective To investigate the relationship between the changes in enteral mucosal lympho— 
eytes and bacterial transloeation in severely scalded mice． Methods Forty Balb／c mice were randomly divid— 

ed into 4 groups，with 10 in each group，i．e．normal control，12一postburn—hour group(12PBH)，24PBH and 

72PBH groups．The mice in the latter 3 groups were inflicted with 20％ TBSA fu11一thickness scald on the 

back．and were sacrificed at respective time point．The number of Peyer s patches of entire small intestine and 

the number of lymphocytes in Peyer s patches were counted．The percentage and the number of CD3 ，CD4 

and CDI9 lymphocyte subpopulations in Peyer s patches were determined by flow eytometry．The incidence of 

enteral bacterial translocation was determined by routine methods． Results The number of total lymphocyte 

in viable Peyer s patches was(4．05±0．28)×10。，(2．64 ±0．39)×10。and(2．83±0．46)×10。in l2PBH， 

24PBH and 72PBH groups，respectively，which was significantly less than that in control group(4．54±0．58) 

x10。(P (0．05 or0．O1)．The absolute number of CD3 ．CD4 and CD19 lymphocyte subpopulations of 

Peyer s patches in PBH groups was markedly decreased when compared with that in normal control group．The 

incidence of bacterial translocation was 4％ in normal eontrol group．and they were lower than that in l2PBH 

(16％ )，24PBH(52％ )and 72PBH(30％)groups，and the difference of the incidence between normal con— 

trol group and 24 and 72PBH groups was significant(P <0．05)． Conclusion The results indicate that the 

number of enteral mucosal lymphocyte plays important role in enteral bacterial translocation in severely scalded 

mice． 
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严重烧伤后机体免疫功能紊乱，继发严重感染、 

脓毒症、多器官功能衰竭 (MOF)，甚至死亡⋯。肠道 

细菌移位与 MOF发生关系密切 ，严重烧伤后肠道免 

疫屏障损害是肠道细菌移位的重要因素 。为此笔 
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者对小鼠严重烫伤后小肠集合淋巴结(Peyer patches， 

PP结)淋巴细胞变化在肠道细菌移位中的作用进行 

了观察，以探讨小鼠烫伤后肠黏膜相关淋巴细胞变化 

与肠道细菌移位的关系。 

材料与方法 

一

、主要试剂和仪器 

RPMI 1640培养基(美国 Gibco公司)、胎牛血清 

(杭州四季青生物工程材料有限公司)、小鼠淋巴细胞 
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分离液(中国医学科学院生物工程研究所 )。荧光标 

记大鼠抗小鼠单克隆抗体为藻红蛋白(PE)一CD3e(美 

国 eBioscience公 司)、异硫氰酸荧光 素(FITC)一CD4 

(美国 Caltag公 司)、PE／菁 染料 (TRI)一CD19(美 国 

Caltag公司)。流式细胞仪 (美国 BD公司，FACScal 

型 )。 

二 、实验动物及分组 

健康 BALB／c小 鼠(南 昌大学 医学院动物实验 

部 )4O只 ，雌雄不限 ，体重 2O～25 g。随机分为正常 

对照组及烫伤后 l2、24、72 h组 ，每组 lO只。正常 

对照组小鼠不烫伤，脱颈椎处死取材。其余 3组小 

鼠背部电推剃毛后 ，用控时控温控压蒸汽烫伤 实验 

仪(南昌大学第一附属医院烧伤科研制)107 oC烫 

5 s，造成 20％TBSAUl度烫伤 (经病理切片证实 )，伤 

后腹腔注射等渗盐水 0．05 ml／g抗休克，分别于伤 

后 l2、24、72 h脱颈椎处死取材。 

三 、检测指标 

1．小 鼠 PP结数量及淋 巴细胞 总数 ：无 菌取小 

鼠全段小肠 ，分别计数 每只小鼠小肠 的 PP结个数。 

取下所有的 PP结，置预冷的含体积分数 10％胎牛 

血清的 RPMI 1640培养液中 ，100目不锈钢细胞筛 

轻轻研磨，400目尼龙网过滤。滤液离心清洗 1次， 

离心半径 8 cm，500～800 r／min离心 10 rain。细胞 

重悬在适量培养液中，即获得 PP结单细胞悬液。 

加细胞悬液于小 鼠淋巴细胞分离液上分层 ，离心半 

径 8 cm，2 000 r／min离心 20 rain。轻取界面细胞 ， 

培养液洗 1次 ，细胞重悬在适量的培养液中，即获得 

纯化 的 PP结淋巴细胞悬液。20 g／L锥虫蓝染色 ， 

活细胞计数大于 95％ ，纯度大于 97％。进行细胞计 

数 ，调整悬液细胞含量为 l×10 ／ml，准确测量细胞 

悬液总体积，得出每只小鼠PP结淋巴细胞总数。 

2．PP结 CD3 、CD4 、CD19 淋 巴细胞 百分 比 

及绝对数的检测：取上述 PP结淋巴细胞悬液，按荧 

光标记大鼠抗小鼠单克隆抗体试剂说明书进行细胞 

染色，通过流式细胞仪测 出每 只小 鼠 PP结淋巴细 

胞悬液 中各淋 巴细胞百分 比，以此百分 比乘 以各 自 

PP结淋 巴细胞总数 ，得出每只小 鼠 PP结各淋 巴细 

胞的绝对数。 

3．肠道细菌移位率 的检测 ：无菌抽取小鼠静脉 

血，并取肝、。肾、脾 、肠系膜淋 巴结作组织匀浆 ，每只 

小鼠 5个标本 ，每组 lO只小 鼠 5O个标本。将组织 

匀浆液和静脉血分别接种于培养基中，37℃常规培 

养 24 h，以培养后的阳性标本数计算肠道细菌移位 

率。 

四、统计学处理 

部分数据用 x±s表示 ，应用 SPSS l1．0统计软 

件进行 q检验及 x 检验。 

结 果 ” 

1．PP结数量及淋巴细胞总数的变化：烫伤后各 

组小 鼠 PP结数量无 明显变化 (P >0．05)；淋 巴细 

胞总数均明显下降，与正常对照组比较，差异有统计 

学意义(P <0．05或 0．01)。见表 l。 

表 1 各组小 鼠 PP结数量及淋 巴细胞 总数 的比较 ( ±s) 

注：与正常对照组 比较 ，}P <0．05，#P <0．01；与烫 伤后 12 h 

组 比较，A P <0．01 

2．PP结 CD3 、CD4 、CD19 淋 巴细胞百分 比 

的变化 ：与正常对照组 比较 ，烫伤后 72 h组 PP结淋 

巴细胞悬液中 CD3 、CD4 百分比明显降低(P < 

0．05)；而CD19 在烫伤后 12 h组降至最低点(P< 

0．01)，烫伤后 24 h组变化不明显 ，烫伤后 72 h组明 

显低于正常对照组(P <0．05)。见表 2。 

表 2 各组 小鼠 PP结 CD3 、CD4 、CD19 

淋巴细胞百分比的比较( ±s) 

． 鼠数 
组别 CD3 CD4 CD19 

(只) 

注 ：与烫伤后 24 h组 比较 ，}P <0．05，#P <0．01；与烫伤后 72 h 

组比较，A P<0．01；与正常对照组比较，☆P<0．05，▲P<0．01 

3．PP结 CD3 、CD4 、CD19 淋巴细胞绝对数 的 

变化：与正常对照组比较，烫伤后瓮组 PP结 CD3 、 

CD4 、CD19 淋巴细胞绝对数均明显降低。见表 

3。 

表 3 各组小鼠 PP结 CD3 、CD4 、CD19 淋巴细胞 

绝对数的 比较(×10 ， ±s) 

注：与正常对照组比较，}P<0．0l；与烫伤后 12 h组比较，#P< 

0．05；A P <0．01 
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表4 各组小鼠肠道细菌移位率的比较 

注 ：与正常对照组 比较 ，+P <0．05 

4．肠道细菌移位率：各烫伤组肠道细菌移位率分 

别为 16％ 、52％ 、30％ ，均高于正常对照组 (4％)，其 

中烫伤后 24、72 h组 与正常对 照组 比较 ，差异有统 

计学意义(P <0．05)。见表 4。 

讨 论 

肠道免疫系统 由大量弥散分布于肠黏膜上皮内 

及黏膜下的免疫细胞和免疫分子以及诸如 PP结等 

肠黏膜相关淋巴组织构成 。PP结分布于小肠黏 

膜或黏膜下，由多个富含 B淋巴细胞的淋巴滤泡集 

结而成 。PP结是 B淋巴细胞最终分化为 IgA定 

向分泌细胞的关键部位，PP结 B淋 巴细胞作为 IgA 

浆细胞前体细胞 的重要来源 ，最终离开 PP结 ，归巢 

到肠黏膜 固有层进一步分化 、成熟 为浆细胞并分泌 

IgA，从而发挥免疫效应功能。聚集在肠黏膜上皮和 

固有层的T淋巴细胞部分来源于 PP结，PP结在诱 

导和播散免疫活性细胞肠黏膜免疫效应部位发挥免 

疫功能的过程中起关键作用 。 

本实验观察到，小鼠烫伤后小肠充血、PP结萎 

缩变小 ，伤后各时相点获得的 PP结淋 巴细胞总数 

减少 ，且 以伤后 24 h为最低 。提示肠道免疫功能受 

到抑制，而肠道 细菌移位率 相应增加。烫 伤后 PP 

结淋 巴细胞减少 的机 制可 能为创 (烧 )伤应激诱导 

内源性激素释放增加 ，导致肠 道局部肠黏膜相关淋 

巴细胞凋亡增加 。汪虹等 证实 ，烧伤后早期家 

兔小肠 PP结发生大量细胞凋亡。Fukuzuka等 证 

实，严重烫伤小鼠肠黏膜相关淋巴细胞凋亡增加依 

赖于 FasL和激素。为进一步研究烫伤后小鼠 PP结 

B淋 巴细胞 (CD19 )、T淋巴细胞 (CD3 )、辅助性 

T淋巴细胞 (Th，CD4 )等淋巴细胞 亚群的变化 ，有 

学者应用流式细胞仪对小鼠烫伤前后的 PP结淋巴 

细胞悬液进行检测。结果观察到伤后 12 h，小鼠PP 

结 CD19 淋巴细胞的比例迅速下 降至最低点 ，各时 

相点淋 巴细胞绝对数减少 ，进而 导致肠黏膜 固有层 

IgA浆细胞的数量减少 、肠道 IgA水平降低。IgA是 

肠道局部免疫的主要成分 ，具有 杀菌、抑菌 、阻止细 

菌对肠上皮的黏附、破坏及 中和毒素等 多种保护作 

用 ]。白晓东等 。̈。的研究表 明，严重烧伤后肠 PP 

结提供给肠黏膜固有层和肠系膜淋巴结的浆细胞前 

体细胞数量减少，导致肠 IgA水平下降，肠道细菌移 

位增加。Lai等 证̈实 ，创伤后经肠道补充谷氨酰胺 

能促进 PP结淋巴细胞增殖和肠道 IgA分泌。本实验 

结果显示 ，烫伤后小鼠 PP结 CD19 淋巴细胞减少是 

肠道体液免疫抑制的重要因素。 

IgA介导的肠黏膜免疫应答不仅取决于 B淋巴 

细胞数量和功能的维护，而且依赖肠黏膜相关 T淋巴 

细胞的辅助。PP结 B淋巴细胞需在 T淋巴细胞及其 

分泌的细胞因子，尤其是转化生长因子(TGF)13影响 

下发生 IgM—I 类 型转换 ，并在 CD4 的 Th2分泌的 

细胞因子 白细胞介素 (IL)5、IL-6、IL一10等调节下分 

化为成熟的 IgA浆细胞 ，产生对病原体具有高亲和 

力和高特异性的 IgA抗体，进行免疫清除  ̈。本实 

验结果证实，小 鼠烫伤后各时相点 PP结 CD3 、 

CD4 淋巴细胞绝对数明显减少 。严重烫伤后 PP结 

CD4 淋巴细胞 减少，导致对 B淋 巴细胞辅助调节 

作用减弱。研究表明，当细菌移位至肠黏膜内和肠 

系膜淋巴结时，T淋巴细胞可受到刺激分泌 干扰 

素，增强单核细胞的吞噬功能。但严重烧伤后 PP结 

T淋巴细胞受到抑制 ，无法发生上述应激反应 ，因此 

肠道细菌移位增加  ̈。严重烫伤后 PP结 T淋巴细 

胞数量下降势必削弱肠道细胞免疫功能。PP结 T 

淋巴细胞在调节 B淋巴细胞发育、类型转换 、IgA浆 

细胞分化与成熟及介导体液免疫、分泌 干扰素介 

导细胞免疫中有重要作用。本实验结果证实，严重 

烫伤后小 鼠 PP结 CD4 淋 巴细胞数量减少是肠黏 

膜免疫抑制的另一重要因素。 

总之 ，烫伤后小鼠 PP结 B淋巴细胞 、T淋巴细 

胞 、Th数量减少 ，提示肠道免疫功能受到抑制 ，导致 

肠道细菌移位增加。如何维护和增强烧伤后全身和 

肠道免疫功能 ，对 于防治肠道细菌移位具有重要意 

义。 
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dsJL烫伤后并发手足 口病一例 

粱洁 

患儿女，l岁。热水烫伤后 2 h入院，烧伤总面积 10％ 

TBSA，均为 Ⅱ度，创面分布于面部 、双上肢。人院时患儿 口 

渴明显，创面大部分腐皮完整，有大小不等的水疱生成，创基 

潮红。立即给予补液抗休克及青霉素抗感染治疗，清洗烫伤 

创面，尽可能保留腐皮，面部涂碘伏行暴露疗法，双上肢以碘 

伏纱 布覆 盖及大张纱布包扎 ，定时换药 。人 院后第 2天患 儿 

面部肿胀明显 ，偶有咳嗽 、恶心、呕吐，持续高热。第 3天仍 

高热 ，双手未烫伤处如指间、手掌、创缘等正常皮肤长出疱 

疹，稍高出皮肤，多呈圆形或椭圆形，内有浑浊液，为黄白色 

黏稠状，患儿未曾抓挠。改用头孢哌酮抗感染，共用药 5 d。 

并取疱液进行细菌 培养。第 4天患 儿精 神差 ，明显 拒食 、流 

涎，哭闹不睡。面部肿胀有所消退，换药时双手创面有小片 

圆形或不规则暗红 色基底 ，创 基触痛 明显 。查 体 ：患 儿 口腔 

黏膜有粟米样斑丘疹及水疱，周围有红晕，位于两颊及舌 、龈 

部。全身其他部位均未见疱疹或丘疹。疱液培养结果为无 

菌生长。请本市儿童医院主任会诊 ，诊断为d,JL手足 口病。 

诊断明确后 ，为防止传染其他患儿 ，对其采 取隔离措施 ，加 强 

护理。肌内注射鱼腥草注射液，口服利巴韦林颗粒，用药 l 

周。同时口服中药制剂康复新液(好医生四川佳能达攀西药 

业有 限公 司，批 号 ：05031l，主要成分为美洲 大蠊干燥 虫体提 

取物)2周。用药 3 d后患儿疱疹稍萎缩，进食状态好转，伤 

后8—10 d疱疹完全干燥脱落，斑丘疹消退。伤后 l4—18 d 

创面愈合 。出院后 随访 3个月 ，患 儿 已愈 合创 面无 瘢 痕 形 

成 。 

讨论 患儿烫伤后出现高热是普遍症状，开始未引起足 

够重视。当出现可挤 出黄 白色黏液 的疱疹时 ，考虑有金 黄色 
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葡萄球菌感染。但金黄色葡萄球菌感染主要侵袭深 Ⅱ度已 

愈合创面菲薄的上皮 ，形成黄白色脓疱 ，发展迅速，但不侵及 

正 常皮肤 。d,JL手足 口病 主要为 在手 掌 、足趾 、口腔 内出现 

水疱的传染病，好发于儿童⋯。临床特征为无痛痒、不结痂、 

无瘢痕等 ，手 、足、口病损在同一患儿身上不一定全部出现。 

而且要注意和水痘 、口蹄疫、疱疹性咽颊炎、风疹相鉴别 ，特 

别是仅在局部发病的情况下。较难与之鉴别的口蹄疫多发 

生于畜牧区，常见于成人 ，口腔黏膜易融合成较大溃疡，手背 

及指、趾间发疹 ，有痒痛感。而疱疹性咽颊炎的病损多在 口 

腔后部 ，很 少累及颊黏 膜及 舌 、龈 。d,JL手 足 口病是肠 道 

病毒——柯萨奇病毒 A16感染引起的。当患儿免疫力低下 

时，病原体进人机体导致病症出现。在抗感染的同时应注意 

加强抗病毒措施，康复新液可以帮助患儿迅速修复皮肤黏膜 

并显著提高免疫功能，对非特异性免疫功能不足的细胞起活 

化作用” ，常外用治疗各类外伤创面，内服治疗淤血阻滞 、胃 

痛出血、胃十二指肠溃疡等。本例患儿烫伤创面给予常规处 

理 ，未发生感染 ，愈合后无瘢痕形成。由于诊断明确 、治疗及 

时，未发生心肌炎、肺水肿、无菌性脑膜炎等严重并发症。 

参 考 文 献 

1 朱学骏 ，主编．实用皮肤性病治疗学．北京：北京医科大学中国协 

和医科大学联合出版社，1992．172． 

2 吴瑞萍 ，胡亚美 ，江载芳 ，主编．实用儿科学．第 6版．北京 ：人 民卫 

生出版社 ，1996．7l2． 

3 邓颖．康复新液佐治dx)L手、足、口病的疗效观察．华西药学杂志， 

2004，19：238． 

(收稿 日期：2005—08—22) 

(本文编辑 ：赵 敏) 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?


