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休克期切痂对烫伤大鼠外周血淋巴细胞 
凋亡及单核细胞抗原呈递功能的影响 

刘庆阳 胡森 程爱国 邱方 浦践一 黎君友 吕艺 周 国勇 盛志勇 

【摘要】 目的 观察不同时相点切痂对烫伤大鼠外周血淋巴细胞凋 及单核细胞抗原呈递功 

能的影响。 方法 将 l36只雄性 Wistar大鼠随机分为对照组(8只)、单纯烫伤组(64只)、休克期 

切痂组 (40只 )、非休 克期切痂 组(24只 )。对照组不 作烫伤处理 ；其他组 均造成 30％TBSA HI度烫伤 ， 

其中后两组 分别于伤后 36、l20 h行切痂植皮术 。单 纯烫 伤组分别 于伤后 6、l2、24、72、120、168、216、 

288 h处 死 ：两个切痂组分别 于伤后 72～288 h、168～288 h(时间间隔同上 )处 死 ，留取 m液标 本检测 

淋巴细胞凋亡率 、单核 细胞 主要组织 相容性抗 原(MHC)Ⅱ类分子 阳性表达率 、干扰 素(IFN) 及白细 

胞介素 (IL)4浓度 的变化 ，并行相关性分析 。 结果 伤后 6 h开 始，单纯 烫伤组淋 巴细胞凋 亡率迅 

速升高 ，24 h达峰值 (18．19±1．42)％ ，之后迅速 回落 ，于伤后 72 h降至低谷 (8．25±0．56)％ ，随着时 

间延长又逐渐升高 ，288 h时(17．8l±1．99)％接近峰 值 ，均 明显高于对 照组 (P <0．05)；伤后 168～ 

288 h两个切痂组淋 巴细胞凋亡率 明显低 于单纯烫 伤组 (P <0．01)。单纯烫伤组 伤后 6 h单 核细胞 

MHC一11类分子 阳性表达率急剧下降 ，伤后 24 h已低于对照组[(37．2±2．4)％ ]的 20％ ，之后 逐渐 升 

高 ，伤后 288 h为 (18．8±2．8)％ ，明显低于两个切痂组 (P <0．01)。伤后 6 h开始 ，单纯 烫伤组血浆 

IFN一 浓度迅 速上升 ，24 h时达 峰值 (440．8±25．1)ng／L，之后 逐渐 回落 ，288 h降 至低 谷 (51．3± 

37．0)ng／L；而 IL-4水 平则呈线性上升 ，于伤后 288 h达峰值 (78．1±2．8)ng／L；伤后 72～288 h单纯 

烫伤组单核细胞 MHC一11类分子阳性表达率与休克期切痂组 IFN一 ／IL-4比值呈明显的负相关(r= 

一 0．96，P <0、05)。 结论 大鼠烫 伤后 切痂 能明显抑制淋 巴细胞凋亡 ，减缓 IFN一3,／IL-4倒置 的趋 

势，改善单核细胞抗原呈递功能。其中在单核细胞免疫功能恢复方面，休克期切痂较非休克期切痂效 

果显著 。 
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【Abstract】 0bjective To investigate the influence of escharectomy at different time—points after burn 

injury on the lymphocyte apoptosis and the antigen presentation function of monocytes in peripheral blood of 

scalded rats． Methods One hundred and thirty—six W istar rats were randomly divided into normal control 

(C，n=8)，scald(S，n=64，without treatment after scald)，A(n=40，with escharectomy at 36 post—burn 

hour(PSH))，B(n=24，with escharctomy at 72 PSH )groups．The rats in A ，B，S groups were inflicted with 

30％ TBSA fu11一thickness scald．The rats in S group were sacrificed on 6，12，24，72，120，168，216，288 

PSH，while those in A and B groups were sacrificed at 72 ～288 PSH，168 ～288PSH，respectively．The rats 

in C group were also sacrificed as contro1．The apoptotic rate of peripheral lymphocytes，the positive expres— 

sion rate of MHC一11 in mononuclear ceils．the changes in concentration of IL-4 and 3'-IFN were determined 

in each group．The correlation of above indices were also analyzed． Results (1)The apoptotic rate of pe— 

ripheral lymphocyte in S group were increased dramatically at 6PSH，peaking at 24 PSH(18．19±1．42％ )， 

then decreasing gradually，reaching the lowest level at 72 PSH(8．25±0．56％ )，then it increased gradually 

again，approching almost the peak value at 288 PSH(17．81±1．99％ )．The values were all obviously high— 

er than those in C group(P <0．05)．The apoptotic rates of peripheral lymphocyte in A and B groups were 
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evidently lower than that in S group(P <0．01)．(2)The positive expression rate of MHC一1I in monocyte 

was decreased sharplv at 6 PSH．and it was 20％ lower than that in C group(37．2±2．4％ )at 24 PSH．It 

then increased gradually．but it was significantly lower than that in A，B groups at 288 PSH (18．8±2．8， 

P <0．01)．(3)The plasma level of 一IFN in S group increased gradually from 6 PSH on，peaking at 24 

PSH(440．8±25．1)ng／L，then decreasing gradually，and it reached the lowest level at 288 PSH (51．3± 

37．0)ng／L．The IL_4 level in S group was increased gradually，peaking at 288 PSH(78．1±2．8)ng／L． 

(4)There was negative correlation between the expression rate of MHC一1I in S group and IL-4／~一IFN ratio 

in escharectomy groups during 72～288 PSH(r=一0．96，P <0．05)． Conclusion Eacharectomy after 

scald can inhibit peripheral lymphocyte apoptosis，slow down the inversional tendency of IL-4／~一IFN ，and 

ameliorate the antigen presentation function of monocytes． Moreover，escharectomy during shock stage can 

markedly promote the immune function of monocytes． 

【Key words】 Burns； Lymphocytes； Apoptosis； Monocytes； Antigen presentation； Escharec— 
tom y 

严重烧伤后 出现细胞免疫功能的紊乱 ，其主要 

原因可能是烧伤焦痂 的存在。因此 ，最大程度地尽 

早去除焦痂组织能有效保护免疫细胞功能 ，预防烧 

伤后感染及脓毒症的发生。上世纪 90年代初 ，笔者 

单位对大面积烧伤患者采用休克期切痂联合移植 同 

种异体皮(简称异体皮)的治疗方法 ，取得了较好的 

临床疗效 ，但尚未明确其对机体免疫细胞功能的影 

响。为此 ，笔者采用大鼠 30％TBSA11I度烫伤模型 ， 

观察伤后不同时相点切痂对大 鼠辅助性 T淋 巴细 

胞(Th)1型细胞因子干扰素(IFN)̂y浓度 、Th2型细 

胞因子 白细胞介素(IL)4浓度 、淋 巴细胞凋亡率及 

单核细胞主要 组织相容性抗原 (MHC)Ⅱ类分子 阳 

性表达率的影响，探讨不同时期切痂对机体免疫功 

能的影响。 

材料与方法 

1．动物分组及处理 ：136只健康雄性 Wistar大 

鼠(中国协和医科大学实验动物研究所)，3个月龄 ， 

体重(220±10)g，腹腔注射 30 g／L戊 巴比妥钠(0．2 

ml／lO0 g)麻醉 ，背部刮毛。将其 中 8只大 鼠作为对 

照组 ，处死后抽取腹主动脉血 5 ml，并立即取皮保存 

于含庆大霉素 的等渗盐 水 (4℃)中待用。将余 下 

128只大 鼠置于 99℃热水 中浸 烫 15 S，造成 背部 

30％TBSA11I度烫伤 ’ ，伤后立 即腹腔注射等渗盐 

水(15 ml／只)复苏，并 随机分为单纯烫伤组 64只， 

分别于伤后 6、12、24、72、120、168、216、288 h处死； 

休克期切痂组 40只 ，分别 于伤后 72、120、168、216、 

288 h处死 ；非休 克 期切 痂组 24只，分 别 于伤 后 

168、216、288 h处死，每时相点 8只。休克期切痂组 

与非休克期切痂组大 鼠分别于伤后 36、120 h行切 

痂 +异体皮(取 自对照组)移植术 ，并打包包扎 。 

2．标本采集 与处理：烫伤各组大 鼠于伤后各时 

相点抽取腹主动脉血 5 ml，肝素钠抗凝 ，并分装到两 

支试管 中 ：一管抗 凝血 置 于 4℃下 ，离 心半 径 10 

cm，3 000 r／min离心 10 min后 ，取血浆于 一20℃下 

冻存待测；另一管抗凝血与 D—Hank溶液按 1：1的 

比例稀释后缓慢加入到淋 巴细胞分离液上 ，于 2O℃ 

下 ，离心半径 10 cm，1 500 r／min离心 10 min后，取 

中间悬雾层液 体与 D—Hank溶液按 1：4的 比例 稀 

释 ，再于 4℃下，离心半径 10 cm，1 200 r／min离心 

10 min，所得的沉淀 (淋巴细胞 )采用 D—Hank液 冲 

洗 2遍待测。对照组血液标本处理 同上 。 

3．检测指标 ：(1)淋 巴细胞 凋亡率的检测 ：将各 

组 沉淀 细胞 重悬 于 200 l缓 冲液 中，加入 10 l 

Ca“依赖性磷脂结合蛋 白一异硫 氰酸荧光素 (FITC) 

和 5 l碘化丙啶(PI)，轻轻混匀 ，避光室温反应 15 

min，再加入 300 l结合缓 冲液 ，1 h内采 用 FACS 

Calibur四色流式细胞仪 (美 国 Becton—Dickinson公 

司)观察 20 000个 细胞 并计 算 淋 巴细胞 凋亡 率。 

(2)单核细胞 MHC—II类分子阳性表达率 的检测 ：将 

各组沉淀 细胞 重悬于 200 l缓 冲液 中，加入 5 l 

CD11b—FITC和免疫抗原分子一A／E一藻红蛋白2恤l， 

轻轻混匀，避光 室温反应 30 min，再加入 300 l缓 

冲液 ，1 h内采用流式细胞仪 观察 20 000个 细胞并 

计算单核细胞 MHC—II类分子阳性表达率。上述荧 

光标记抗体均购 自美 国 BD—Pharmingen公 司。(3) 

血浆 IFN一̂y、IL4 浓度 的检测 ：取各组血 浆标本 ，应 

用大鼠 IFN一̂y、IL4 酶联免疫吸附测定(ELISA)试剂 

盒(法国 Dyclone公司)，严格按照说明书操作 ，待终 

止显色后应 用酶标仪 (美 国 Bio—Rad公司 )于波 长 

450 nm下测定吸光度(A)值 ，描绘标准 曲线，将各 

组样品A值代人标准曲线，’计算 IFN一̂y、IL4浓度。 

(4)对上述检测指标进行相关性分析 。 

4．统计学处 理：数据 以 x±s表示 ，采用 SPSS 

11．0软件进行方差分析。 

结 果 

1．伤后 24 h，单纯烫伤组大鼠外周血淋巴细胞 
Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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凋亡率最高 ，之后迅速下 降，72 h时降至低 谷，但 随 

着时问的延长，其值又逐渐升高，均明显高于对照组 

(P <0．05)。伤后 168、216、288 h，休 克期切痂组 

与非休克期 切痂组均显 著低 于单 纯烫 伤组 (P < 

0．01)；休克期切痂组与非休克期切痂组比较，差异 

无统计学意义(P >0．05)。见表 1。 

2．伤后 24 h，单纯烫伤组大 鼠外周血单核细胞 

MHC-Ⅱ类分子阳性表达率低 于对照组值 的 20％ ， 

之后逐渐 回升 ，但 288 h时仍明显低于对照组(P < 

0．05)；伤后 288 h，两切痂组该值均高于单 纯烫伤 

组(P <0．0I)，其中休克期切痂组高于非休 克期切 

痂组(P <0．01)。见表 2。 

3．伤后 6 h起，单纯烫伤组大 鼠血浆 IFN． 浓 

度逐渐升高 ，24 h时达峰值 ，其后逐 渐 回落 ，288 h 

时降至最 低，但 仍 高于对 照组 (P <0．05)；伤后 

168、216、288 h，休克期切痂组 、非休克期切痂组均 

显著高于单纯烫伤组(P <0．O1)，其中前者显著高 

于后者(P <0．05)。见表 3。 

4．伤后 6 h起 ，单纯烫伤组大 鼠血浆 IL4 浓度 

呈线性上 升，288 h达 峰值 ，均 高于对 照组 (P < 

0．05)；伤后 168、216、288 h，休克期切痂组与非休克 

期切痂组均显著低于单纯烫伤组 (P <0．01)，其 中 

前者又显著低于后者 (P <0．05)。见表 4。 

5．伤后 72～288 h，单纯烫伤组单核细胞 MHC．Ⅱ 

类分子阳性表达率 与休 克期切痂 组 IFN．~／IL-4的 

比值呈明显负相关 (r=一0．96，P <0．05)。直线 

回归方程 ：Y：31．553—6．490X，其 中 Y为 MHC．Ⅱ 

类分子阳性表达率 ，X为 IFN．~／IL-4比值。 

讨 论 

有研究表明，皮肤烧伤后可发生聚合反应，产生 

以脂蛋白复合物(LPC)为主的、有毒性的多聚体烧 

伤毒素，对体液免疫和细胞免疫功能均有明显的抑 

制作用 。但造成全身 免疫功能紊乱 的机制仍 未 

完全阐明，国内外学者报道 ，在免疫功能紊乱的发生 

与发展过程中，淋 巴细胞 凋亡不仅表现为一种病理 

表 l 不 同时相点下切痂对烫伤大 鼠外周 血淋巴细胞 凋亡率的影响 (％ ， ±s) 

注 ：“一”表示无此项 ；对照组 8只大 鼠，外周血淋巴细胞凋亡率为(4．35±0．44)％；与对 照组 比较 ， P <0．05；与单纯烫伤组 比较 ，#P < 

O．Ol 

表 2 不 同时相点 下切 痂对 烫伤大 鼠外周血单核细胞 MHC-Ⅱ类分子 阳性表达率 的影响 (％ ， ±s) 

注 ：“一 ”表示无此项 ；对照组 8只大 鼠，外周血单核细胞 MHC一Ⅱ类分子阳性表达率为(37．2±2．4)％ ；与对照组 比较 ， P <0．05；与单 纯烫 

伤组比较 ，#P <0．Ol；与休克期切痂组 比较 ．A P <0．Ol 

表 3 不 同时相点下切痂对烫伤大 鼠血浆 IFN· 浓 度的影响 (．g／L， ±s) 

注：“一”表示无此项；对照组8只大鼠，血浆 IFN一 浓度为(28．9±2．9)ng／L；与对照组比较， P<0．05；与单纯烫伤组 比较，#P<0．Ol；与 

休克期切痂组比较 ，A P <0．05 

表 4 不 同时相点 下切痂 对烫伤大鼠血浆 IL-4浓 度的影 响(．g／L， ±s) 

注：“一”表示无此项 ；对照组 8只大鼠，血浆 IL-4浓度为0 ng／L；与对照组比较， P<0．05；与单纯烫伤组比较，#P<0．O1；与休克期切痂 

组 比较 ．A P <0．05 
Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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现象 ，同时也是诱导免疫抑制的重要原 因 。由于 

发生凋亡的主要是 B淋巴细胞 、CD4 T淋巴细胞和 

树突状细胞 ，从而造成抗体的产生减少 、单核细胞活 

化及抗原呈递能力下降，但 CD8 T淋 巴细胞 、自然 

杀伤细胞数量并不减少。 

基于以上认识和免疫学的进展 ，本研究采用大 

鼠30％TBSAⅢ度烫伤模型，动态检测了外周血淋 巴 

细胞凋亡率 、单核细胞 MHC—II类分子 阳性 表达率 

以及血浆 IFN一 、IL．4浓度 的变化。结果显示 ：单纯 

烫伤组大鼠外周血淋 巴细胞凋亡率于伤后 72 h起 

逐渐 回升 ；单核细胞 MHC—II类分 子阳性 表达率在 

伤后早期急剧下降，之后逐渐恢复 ，但伤后 288 h仍 

约为对照组的 50％；致伤 24 h后 IFN一 浓度逐渐下 

降 ，IL．4浓度呈进行性升 高，二者 比例接近 ，于伤后 

288 h时出现 IFN一 ／IL．4比例 <l(倒置 )。由此提 

示 ，随着淋巴细胞 (主要是 CD4 T淋 巴细胞 )凋亡 

率逐渐升高 ，一方面 ，Thl型细胞 因子分泌减少 ， 

造成单核细胞激活能力下降 ，导致其表面抗原呈递 

功能的降低 ；另一方面 ，CD8 T淋巴细胞相对增加 ， 

通过体内外因素的刺激 ，Th2型细胞因子分泌增加 ， 

使促炎性反应随着时间的延长逐渐过度到抑炎性反 

应 ，炎性 因子 网络紊乱 ，最终 出现 Th1／Th2细胞 因 

子 比值倒置 ，致单纯烫伤 组大鼠免疫细胞功能严重 

障碍。 

烧伤后休克期切痂植皮的根本 目的在于尽早 、 

最大程度地 清除创 面，终 止 LPC对 机体 的持续作 

用 ，防止免疫功能紊乱的发生 ，降低创面脓毒症和感 

染发生率 。烧 伤组织的存在决 定了血管通透性 

增加、血浆成分外渗、血容量减少。烧伤创面的痂下 

水肿液可抑制细胞免疫调节功能 ，将此液注入健康 

人淋巴细胞培养液中，完全抑制 了淋巴细胞的增生。 

因此 ，在急性渗出高峰阶段的休克期进行深度创 面 

切痂，可从根本上或大部分阻断渗出途径，减少体液 

丧失 ，减轻微循环障碍，从而减轻早期氧 自由基的损 

伤作用，有利于烫伤大鼠外周血淋巴细胞功能的恢 

复 ’引。 

鉴于此 ，笔者单位将休克期切痂植皮作为保护 

免疫细胞功能的有效措施应用于临床中，并分析了 

大面积烧伤患者 T淋 巴细胞亚群 的动态变化规律 ， 

观察到伤后 T淋巴细胞总数(CD3 )、CD4 T淋巴 

细胞均 显 著减 少 ，CD8 T淋 巴细胞 增 多 ，CD4 ／ 

CD8 T淋巴细胞之比亦随之降低。休克期切痂组 

患者于 24 h左右切除 了大部分深度创面及皮下组 

织 ，较早地去除了影响细胞免疫功能的不利因素 ，有 

利于细胞亚群的功能恢 复；术后 3、7、l4、21 d检测 

CD3 、CD4 T淋 巴细胞数量及 CD4 ／CD8 T淋 巴 

细胞比值，均高于非休克期切痂组，而 CD8 T淋巴 

细胞比非休克期切痂组低 。 

本次实验研究进一步证实 ，严重烧伤后实施休 

克期切痂能明显改善大鼠的免疫功能 ，效果 明显优 

于非休克期切痂 。它可明显遏制淋巴细胞凋亡率的 

升高 ，减缓 Thl和 Th2型细胞因子 比例失调的趋势 ， 

促进单核细胞 MHC．II类分 子阳性表达率 的恢 复。 

根本原 因可能在于休克期切痂能有效缓解烫伤后早 

期淋巴细胞的大量凋亡 ，既加快 了单核细胞抗原呈 

递功能 的恢复 ，又减缓 了 T淋 巴细胞的功 能性极 

化；相关性分析结果亦提示，单纯烫伤组大鼠单核细 

胞 MHC—II类分子阳性表达率恢复的趋势与休克期 

切痂组 IFN一~／／IL--4比值降低 的趋势呈 明显 负相关。 

故而休克期切痂植皮作为早期干预治疗烧伤患者免 

疫功能障碍的措施之一 ，能很好地限制烫伤大鼠免 

疫细胞所遭受的损害，促进其功能的恢复。 
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