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脾脏树突状细胞在多器官功能障碍综合征中的变化及意义 

陆江阳 李志宏 王晓虹 杨毅 李玲 

【摘要】 目的 探讨脾脏树突状细胞 (DCs)在多器官功能障碍综合征(MODS)外周免疫器官损伤中的 

病理过程和作用机制。方法 复制小鼠 MODS动物模型，采用光镜、电镜、免疫组化(CD205、CD86)与末端脱 

氧核糖转移酶介导的生物素化脱氧尿嘧啶缺刻标记技术 (TUNEI )等方法观察脾脏病理学及其 DCs在 

MODS病程中的动态变化。结果 实验早期(3 11)，DCs显著增生且功能活跃，伴大量淋巴细胞凋亡，外周血 

CD4 ／CD8 比值下降；晚期(1o～12 d)大量 DCs失活，脾脏各种免疫细胞退变、凋亡，外周血 CD4 ／CD8 比 

值显著下降 结论 脾脏 DCs数量和活性的变化在 MODS小鼠建立外周免疫应答和维持机体免疫平衡过程 

中具有重要作用。 

【关键词】 多器官功能障碍综合征 ； 树突状细胞； 脾脏； 免疫组化方法； 病理学观察 

Changes in spleen dendritic cells in multiple organ dysfunction syndrome in mice LU diang—yang LI 

Zhi—hong。WANG Xiao—hong，YANG Yi，L1 Ling．Department of Pathology，First Affiliated Hospital 

of General ltospital of PLA (Formerly 304 th ttospita1)，Beijing 1 00037，China 

[Abstract] Objective To explore the pathological features of the splenic dendritic cells(DCs)and 

their role in the pathogenesis of multiple organ dysfunction syndrome(MOI)S)．Methods l'he MODS model 

of mice was reproduced．The changes in Des in the spleen in mice with M ODS were studied using light 

microscope． electronic microscope， immunohistochemistry (CD205， CD86) and transferase mediated 

dUTP—biotin nick end labeling (TUNEL)．Results In the early stage (3 llouts)，there was hyperplasia 

with increased activity of I)Cs in the spleen，accompanied by apoptosis of a large number of lymphocytes， 

CD4 ／CD8 ratio declined in the peripheral blood．In the MODS stage(1 0—1 2 days)，the number of DCs 

increased but with declined function．CD4 ／CD8 ratio declined markedly in peripheral blood．Conclusion 

During the course of MODS．changes in the number and activity of DCs in spleen are very important in the 

establishment of immune response and maintenance of immune function． 

[Key words] multiple organ dysfunction syndrome； dendritic cell； spleen； immunohistochemical 

method； pathological observation 

多器官功能障碍综合征(MODs)是创伤感染后 

最严重的并发症，其发病率高，预后差。一般认为 

MODS的发病机制是原发致病因素过度激活效应 

细胞，引起全身性炎症反应失控而导致多个脏器系 

统的严重损伤“ 。而炎症反应的发生、发展与转归 

又受到免疫系统的凋节和制约。所以，有关MODS 

免疫学机制的研究已引起了国内外研究者的极大关 

注∞ 。树突状细胞(DCs)是近年来被认识到的一种 

极其重要的免疫辅助细胞，其在启动免疫应答反应 

与 调控细胞免疫 功 能方面具有不 容替代 的作 

用 。 。我们以往的研究表明，i)Cs参与了MODS 

免疫系统损伤的启动机制，是引发免疫功能紊乱和 

免疫抑制的重要始动因素⋯ 。在此基础 E，拟进 

一 步研究脾脏中DCs的病变特点与意义，探讨 DCs 
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在 M0DS外周免疫器官损伤中的病理过程和作用 

机制，为MODS免疫功能障碍的基础研究和临床防 

治提供新的病理学依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物与分组：雄性 C57BL／6小鼠 180只， 

6～8周，体重 20～25 g，购自军事医学科学院实验 

动物中心，按随机数字表法分为正常对照组和实验 

组。正常对照组 20只，常规喂养。实验组按不同时 

间又分为伤后 3 h、12～48 h、5～7 d与 lO～12 d 

组，每组有效检测与活杀取材的小鼠均为 20只。 

1．2 动物模型制备；参考文献[13，14]方法。酵母多 

糖粉剂(Sigma公司)1 g，医用液体石蜡油 40 ml，高 

频磁力搅拌器 1．5 h混匀，制成 25 g／I 的酵母多糖 

悬浊液，100 C水浴中消毒 80 min，冷却至室温待 

用，使用前新鲜制备，并加热至40 C。实验组小鼠腹 

部皮肤局部常规消毒后，腹腔注射 1 mg／g酵母多 

糖悬浊液，于相应时间点活杀取材；正常对照组于实 

验后 3 h取材。 
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1．3 检测项 目及方法 

1．3．1 组织病理学观察：取脾脏组织用体积分数为 

4 9，6的甲醛固定，常规石蜡制片，苏木素 伊红(HE) 

染色，普通光镜下观察病理变化。取脾脏组织，切成 

直径约1 mitt的块状，用体积分数为 3．1 的戊二醛 

溶液固定，常规超薄制片，醋酸铀 枸橼酸铅双重染 

色。JEM 一1200EX型透射电镜观察。 

1．3．2 免疫组化标记：取各组脾脏组织，OCT包 

被，液氮速冻，恒冷切片机制片，片厚 3～4 m，冰丙 

酮 固定。大 鼠抗小鼠 CD205多克隆抗体 (多抗， 

Serotec公司)标记用间接酶标法，1；10，4 C过夜， 

二抗为辣根酶标记山羊抗大鼠免疫球蛋白IgG；兔 

抗小鼠CD86多抗(Santa Cruz公司)标记用 Power 

Vision二步法，1：lOO，4 C过夜。两种标记方法均 

用 3，3 二氨基联苯胺(DAB)显色，苏木素复染。阴 

性对照组用抗体稀释液代替一抗，其余步骤相同。在 

每张切片的脾脏白髓边缘区随机选取 1O个高倍视 

野，计数阳性细胞数与细胞总数。两者相除得阳性细 

胞率 ( )。 

1．3．3 细胞凋亡的原位检测：采用末端脱氧核糖转 

移酶介导的生物素化脱氧尿嘧啶缺刻标记技术 

(TUNEI )，用末端脱氧核糖核酸转移酶标记凋亡 

细胞 DNA链断端 3 末端核苷酸，行凋亡细胞原位 

检测。取各组脾脏组织，恒冷切片机制片。按原位细 

胞凋亡检测试剂盒(Boehringer Mannheim公司)提 

供方法进行杂交检测。阳性细胞计数方法同上。 

1．3．4 外周血 T细胞亚群检测：每组小鼠摘眼球 

采外周血 100 l，标记抗体为大鼠抗小鼠异硫氰酸 

荧光素(FITC)-CD4和藻红蛋白(PE)一CD8(BD公 

司)。在流式细胞仪上用射门法观察和计数 CD4与 

CD8标记阳性 T细胞数，计算 CD4／CD8阳性细胞 

比值 (CD4 ／CD8 )。 

1．4 统计学分析：数据处理用 Stata7．0版统计分 

析软件，以均数±标准差( ±5)表示，t检验，P< 

0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 普通光镜观察 

2．1．1 正常对照组：小鼠脾脏组织结构清晰，小梁 

清楚；白髓内含大量淋巴小结；动脉周围淋巴鞘中淋 

巴细胞丰富；白髓与红髓交界的边缘区淋巴细胞分 

布略稀疏，其中可见一些散在分布的大多角形DCs， 

细胞体积较大，呈不规则形，表面有树枝状突起，胞 

浆丰富、淡染，胞核形状略长，表面凹陷(彩色插页图 

1A)。这类大多角形 DCs在白髓与红髓脾索中亦见 
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少量分布，在淋巴滤泡生发中心则聚集成巢。 

2．1．2 实验组 3 h：白髓面积增大，淋巴细胞密集、 

丰富，脾小体增生，滤泡生发中心扩大；边缘带增宽， 

淋巴细胞数目增多；白髓边缘区、淋巴滤泡和脾索内 

大多角形 DCs数 目明显增加，且体积增大(彩色插 

页图 1B)；脾窦扩张、充血。 

2．1．3 实验组 12～48 h：白髓面积缩小，淋巴细胞 

稀少 ，边缘区缩窄，脾小体数 目减少；某砦动脉周围 

淋巴鞘内淋巴细胞消散，红、白髓界限不清；白髓、动 

脉周围淋巴鞘和脾索内出现大片凋亡细胞，表现为 

体积减小，核浓集、固缩；动脉周围淋巴鞘和脾索内 

DCs增生仍明显；红髓内中性粒细胞浸润增多。 

2．1．4 实验组 5～7 d：白髓萎缩，淋巴细胞稀疏，脾 

小体数 目减少；白髓边缘区和脾索内的DCs数目较 

12--48 h明显减少，仍可见凋亡的淋巴细胞。 

2．1．5 实验组 1O～12 d：白髓明显萎缩或伴动脉周 

围淋巴鞘的淋巴细胞消散，脾小体稀少且滤泡生发 

中心不明显；白髓与红髓的分界不清，可见到大量弥 

散分布的大多角形 DCs(彩色插页图 1C)，其数量较 

5～7 d明显增多 ，易见小灶 淋巴细胞 凋亡现象，多 

伴有中性粒细胞浸润，少数可见出血灶。 

2．2 透射电镜观察 

2．2．1 正常对照组：在动脉周围淋巴鞘、边缘区、淋 

巴滤泡生发中心及脾索可见 DCs，其细胞体积大。形 

状不规则，多呈细长形，表面形成数个突起并向周围 

淋巴细胞问隙延伸，胞质电子密度较低，细胞器不发 

达，可见游离核糖体和线粒体，胞核外形不规则，表 

面可见凹陷，染色质淡而疏松，异染色质沿核膜分 

布，可见核 (彩色插_贞图 2A)。DCs周围多见淋巴 

细胞围绕，其中可见细胞凋亡现象。 

2．2．2 实验组 3 h：DCs明显增多，细胞体积增大， 

形状更加不规则，细胞表面的指状突起较长且增多， 

胞核异染色质增粗，胞浆细胞器增多(彩色插页图 

2B)；部分 DCs细胞线粒体明显增生，伴空泡变性； 

DCs周围凋亡淋巴细胞增多，细胞体积变小，表面微 

绒毛消失，细胞核核膜完整，核仁崩解，染色质边集； 

少数淋巴细胞核崩解、破碎，核碎片和胞浆成分形成 

凋亡小体；巨噬细胞体积增大，吞噬功能活跃。 

2．2．3 实验组 12～48 h：DCs仍处于增生状态，数 

目较多，功能较活跃；部分 DCs呈空泡变性及溶解 

改变，一些 DCs呈凋亡和早期凋亡改变；增生DCs 

体积增大，呈多角形，胞体和胞突与周围淋巴细胞密 

切接触，淋巴细胞大片凋亡及凋亡小体形成(彩色插 

页图 2C)，多见巨噬细胞吞噬凋亡淋巴细胞及凋亡 
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小体 ；部分淋巴细胞线粒体肿胀肥大，局部李泡化， 

嵴排列紊乱，内质网扩张；红髓及脾索内巨噬细胞吞 

噬凋亡淋巴细胞，尚见较多中性粒细胞浸润。 

2．2．4 实验组 5～7 d：Des明显减少，胞体较小， 

功能相对静止 ，凋亡淋巴细胞和凋亡小体减少 

2．2．5 实验组 1O～12 d：DCs再次增生(彩色插页 

图 2D)，但与 3 h相比，胞体相刘‘较小，胞浆窄，细胞 

突起也少且 变短 ，胞质 内细胞器含量减 少；较多的 

DCs呈现核质凝集呈均质浓染的凋亡变性及破碎溶 

解现象(彩色插页图 2E)，I)Cs周 围见大量凋亡淋 巴 

细胞和凋亡小体，多见巨噬细胞吞噬凋亡细胞及凋 

亡小体。 

2．3 细胞凋亡的原位检测：正常对照组小鼠脾脏白 

髓和红髓中可见少量单个散在分布的 TUNEI 阳 

性细胞，细胞核与凋亡小体呈深棕色(彩色插页图 

3A)。实验组 3 h白髓和红髓中有散在分布小片状 

TUNEI 阳性细胞；12～48 h白髓和红髓中的凋亡 

细胞数目明显增加，呈大片、灶状或巢状分布(彩色 

插页图 3B)；5～7 d凋亡细胞较 l2～48 h减少，略 

多于正常对照组；10～12 d凋亡细胞再次增加，白 

髓和红髓 中见大量 TUNEI 标记 阳性 的凋亡细胞 

(彩色插页图 3C)。各组凋亡细胞数比较 见图 ，l。 

Il 常埘 吱 戈‘ fit 
3 h l 2—4 h 5--7(1 l【1一l f} 

组 l=；IJ 

圈 4 备组脾脏细胞凋亡的变化 

Figure 4 Changes of cell apoptosis in mice spleen 

of each group 

2．4 免疫组化标记脾脏 DCs含量见表 1。 

表 l 免疫组化标记脾脏 DCs舍量变化( is．n ．20) 

Table 1 Changes of content of immanohistochemical 

labeling DCs( ± ，n一20) 

注：与正常对照组比较： P<O．05，一P<0．01；与实验组 

5～7 d比较 ： P<0．05 

2．4．1 CD205标记：正常对照组小鼠脾脏白髓、边 

缘区及脾索内可见少量散在分布的 CD205阳性 

1)Cs，细胞形状不规则，胞膜及部分胞浆呈深棕色阳 

性染色(彩色插页图 5A)，边缘区含量较多。实验组 

3 h CD205阳性细胞 显著增加 ，尤 以边缘区显著，呈 

片状分布(彩色插页图 5B)，与正常对照组比较差异 

有显著性(P<0．01)；1 2～48 h CD205阳性细胞较 

3 h组略减少，分布较稀疏(彩色插页图 5C)，但仍明 

显多于正常对 照组 (P<0．05)；5～7 d CD205阳性 

细胞数接近正常对照组；1O～l2 d CD205阳性细胞 

含量再次明显增加，旱片状弥漫分布(彩色插页图 

5D)，与正常对照组和实验组 5～7 d比较差异订显 

著性 (P<0．05)。 

2．4．2 CD86标记：正常对照组小鼠脾脏白髓、边 

缘区及脾索内可见到少量散在分布的CI)86阳性细 

胞，胞膜旱深棕色阳性染色(彩色插页图 6A)。实验 

组 3 h CD86阳性细胞含量显著增加，以边缘 最丰 

富，弥漫分布，可见 DCs棕黄色阳性染色的胞膜呈 

树枝状向周围延伸(彩色插页图 6B)，与正常对照组 

比较差异有 显著性 (P<0．01)；l2～48 h和 5～7 d 

CD86阳性细胞含量呈下降趋势(彩色插页图 6C)， 

仍高于 常对照组水平，但差异无显著性；1O～12 d 

CD86胞膜和部分胞浆呈深棕色，未见树枝状胞膜 

突起 ，阳性细胞含量较 5～7 d组略增加 (彩色插页 

网 6D)，但远不如 3 h增牛明显，CD86阳性细胞数与 

正常对照组和实验组 5～7 d比较差异均无显著性。 

2．5 外周血 T细胞亚群的标记(图 7)：实验组 3 h 

CD4 r细胞含量明显下降，而CD8 I、细胞含量明 

显增加，CD4 ／C1)8 比值降低，与 常对照组比较 

差异 均有 显 著 性 (P 均 < o．05)；l2～48 h CI)4 

I、细胞继续 下降至最低 点 ，CD8 T细胞 含量 也减 

少，CD4 ／CD8 比值降低，与正常对照组比较差异 

均有显著性( 均<0．01)；5～7 d CI)4 T细胞增 

加，CD4 ／CD8 比值 回升，但仍低于正常对照组； 

1O～1 2 d CD4 T细胞再度明显减少 ，而 CD8 T细 

胞数 日明显增高，CD4 ／CD8 比值倒置，与正常对 

照组 比较差异均有 显著性( 均<o．01)。 

3 讨 论 

1)Cs足机体内功能最强大的专职抗原提呈的细 

胞，也是惟一能激活初始型 T细胞的抗原提呈细 

胞。1)Cs在肩动细胞免疫和建立免疫应答反应中起 

关键作_}}{，还具有调节和控制机体细胞免疫平衡的 

功能。中枢免疫器官胸腺中的DCs通过递呈各种抗 

原促使胸腺rrI幼稚淋巴细胞活化、增殖和迁移，还调 

．) 4  3  1  ●  
一鼎景 000一＼ 一鞯碧景～ 雩 
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控淋巴细胞的阴性选择以及诱导自身免疫耐受，对 

T细胞免疫反应的建立和调节细胞免疫起重要作 

用 。脾脏作为最大的外周免疫器官，是 T细胞、 

B细胞等免疫细胞居住的场所，也是它们识别外来 

抗原、发挥免疫应答效应的地点。脾脏中 DCs等免 

疫活性细胞在中枢免疫器官的控制和作用下，具体 

参与了机体免疫应答反应的过程与细胞学机制。酵 

母多糖腹腔注射是制作 M0DS动物模型的常用方 

法⋯“ 。本研究中所用酵母多糖致伤小鼠MODS模 

型，能较好地模拟临床 MODS所谓“双相打击”病 

程 ⋯。 
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注 ：与正常对照组 比较 ： P<0．05，一 P<0．01 

圈 7 外周血T细胞亚群的动态变化 

Figure 7 Changes on T lymphocyte subgroup 

in mice peripheral circulation 

标记抗体 CD205是小鼠DCs特异性标志物； 

CD86作为共刺激因子，只表达具有活性的DCs，可 

以反映 DCs的功能 本研究中实验组 3 h DCs对 

CD205和CD86表达均明显增加，提示在创伤感染 

初期，DCs功能亢进。DCs的数量、尤其是活性也明 

显增加；脾脏也呈现高反应状态。结果表明在该模型 

病程的“第 1次打击”中，机体的细胞免疫遭受严重 

打击。实验中期(5～7 d)是 M0DS病程的缓解期， 

结 果表明在 MODS病程的“第 2次打击”(终末打 

击)中，机体细胞免疫水平严重下降，进入免疫抑制 

状态。可以认为，在发病 早期，DCs大量增生且功能 

活跃，可迅速激活静止期 T细胞，启动细胞免疫反 

应；同时过度增生的 DCs又诱导大量淋巴细胞凋 

亡，抑制细胞免疫过高反应。在MODS期，大量DCs 

失活及各种免疫细胞凋亡 、退变，导致机体免疫抑制 

和 M0DS的发生 。 

DCs不仅具有强大的抗原递呈功能，还具备免 

疫调节功能。调控淋巴细胞凋亡就是 DCs调节机体 

过度免疫反应的一种重要 自我平衡机制 。在 MODS 

· 27 · 

的整个病程中，细胞凋亡可以说是一把“双刃剑”，早 

期发生的细胞凋 刈。防止过度的炎症反应发挥 _r积 

极作用，而晚期大骨或过度的细胞凋f：则使机体免 

疫系统受到严重损害和打击 。本模型 M()I)S期 

淋巴细胞凋亡现象并未囚 D(：s失活而减少，表f归在 

失去抗原递呈活性的D(：s中， 能还存在着传递凋 

亡信号能力，使得脾脏淋巴细胞在大 消耗的情况 

下，不仅得不到有效激活，反而被诱发凋亡。这个问 

题还有待于进一步探讨。 

总之，在 M()DS病程中，脾脏 1)Cs数量和活性 

的变化在建立外周免疫应答反应和维持机体免疫平 

衡方面起到重要的作用 ，r)(：s卣接或问接影响免疫 

器 官的功能状 态以及伞身细胞免疫水平 。如果任 

M01)S期能够采取措施 效地提高 I)Cs活性 ，可能 

会缓解免疫失衡和免疫抑制。 
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A：正常对照组。B 实验组3h，c：蛮验组10～12d 

图1 小鼠脾脏病理学变化 (HE．X 200) 

Figure 1 Pathological changes of spleen tissue in mice(HE．X 200) 

A： 常对照组(×3 000)。B：实验组3 h，脾脏边缘区DCs周围有两个与其胞膜紧密接触的捌亡淋巴细胞(×4 000)； 
C；实验组12～48 h，DCs周围见捌亡肢退变溶解的淋巴细胞(×4000)； 

D；实验组10～12d，白髓边缘区 一胞膜溶解破昨的退变DCs，周围有事个凋亡淋巴细胞、凋亡小体及退变的中性粒细胞(×3 000)；E：蛮验组10～12d(×4 000) 

图2 小鼠脾脏及DCs的超微病理学变化 (醋酸铀一枸橼酸铅) 

Figure 2 Ultrastructure of spleen tissues and DCs in mice(uranyl acetate and lead citrate double staining) 

A：正常对照组；B；}史验组12～48 h；c；实验组10～12 d 

图3 脾脏细胞凋亡结果(TUNEL，×400) 

Figure 3 Results of apoptosis in 8pIeen(TUNEL，×400) 

A：正常对照组；B：实验组3 h，C：实验组12～48 h，D：实验组10～l2 d 

图5 脾脏CD205标记DCs结果(DAB，×400) 

Figure 5 Result of CD205 labeling DCs(DAB，×400) 

A：正常对照组 l B：实验组3h{C：实验组l2～48hl Ii)：实验组l0～12 d 

图6 脾脏CD86标"Ig_,DCs结果(DAB，×400) ， 

Figure 6 Result of CD86 labeling DCs(DAB，×400) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

