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特重度烧伤患者细胞免疫功能障碍

与预后的相关性研究

董宁 金伯泉姚咏明 于燕 盛志勇

【摘要】 目的 探讨特重度烧伤患者细胞免疫功能指标变化与临床预后的关系及其意义。方法 26例

总体表面积≥70％的特重度烧伤患者按临床预后分为存活组(12例)和死亡组(14例)；1l例同期献血者作为

健康对照组。采集患者伤后1、3、7和14 d外周静脉血，用流式细胞仪定量分析CDl4+单核细胞表面人白细胞

DR抗原(HLA—DR)表达量，用噻唑蓝(MTT)比色法测定外周血T淋巴细胞增殖反应活性，用酶联免疫吸附

法(ELISA)测定白细胞介素一2(IL一2)分泌水平。结果与存活组比较，死亡组在伤后14 d T淋巴细胞增殖反

应活性(O．739±0．299比0．320士0．237)和IL一2分泌水平[(11．02士2．50)ng／L比(8．21±2．63)ng／L]均显

著下降(P<0．01和P<0．05)；伤后l～14 d，死亡组CDl4+单核细胞表面HLA—DR表达量持续下降，而存活

组则有所回升，伤后14 d时两组比较差异有统计学意义(P<O．01)。结论特重度烧伤患者细胞免疫功能处

于持续抑制状态，动态监测CDl4+单核细胞表面HLA—DR表达量、T淋巴细胞增殖反应活性和IL-2分泌水

平，对于判断患者预后可能有重要临床参考价值。
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[Abstract]Objective To investigate the relationship between dysfunction of cell-mediated immunity

and prognosis in severely burned patients．Methods Twenty-six patients with total burn surface area larger

than 70％totaI body surfaca area(TBSA)were included in the present study，and they were divided into

non—survival group(14 cases)and survival group(12 cases)．Eleven healthy volunteers served as controls．

The blood samples were collected on days 1，3，7，1 4 postburn，the human leukocyte antigen-DR

(HLA—DR)bound on CDl4+mononuelear eell surface of burned patients was quantified by flow cytometry

(using monoclonal antibody。QuantiBRITETM anti—HLA—DR PE／anti—monocyte PerCP—Cy5．5)．The ability of

T lymphocyte proliferation was determined by thiazolyl blue(MTT)method，and interleukin-2(IL一2)

release was measured by enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)．Resuits Compared tO the survival

group。the T lymphocyte proliferative activity(O．739士0．299 VS．0．320±0．237)and IL一2 release((11．02土

2．50)ng／L VS．(8．21士2．63)ng／L)in non-survival group were significantly decreased on postburn day 14

(P<0．01 and P<0．05)．The expression of HLA—DR on CDl4+mononuclear cell surface was persistently

decreased in non—survivors。while it markedly elevated in survivors after 14 days postburn(P<0．01)．

Conclusion The cellular immune function iS consistently suppresed in severely burned patients．Sequential

monitoring of T lymphocyte proliferation，IL一2 release，and the amount of HLA—DR on CDl4+mononuclear

cell surface might be of clinical prognostic significance in patients with massive burn injury．
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已有研究证实，创、烧伤后机体免疫抑制是导致

严重感染并发症的重要诱因之一，主要表现为淋巴
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细胞增殖受抑制，白细胞介素一2(IL一2)生成减少，单

核细胞功能下降等[1‘2]，进而引起机体不能有效清除

感染病原体以及造成院内感染的易感性增加等。本

研究中通过对特重烧伤患者外周血中T淋巴细胞

免疫功能、CDl4+单核细胞表面人白细胞DR抗原

(HLA—DR)表达进行动态观察，旨在探讨烧伤后细

胞免疫功能紊乱与患者预后的关系及其临床意义。

1资料与方法

1．1 临床资料：26例烧伤总体表面积(TBSA)≥

70％的患者中男19例，女7例；年龄19～62岁，平
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均(35．7±11．2)岁。根据患者临床预后分成存活组

与死亡组：存活组12例，TBSA为70％～97％，平

均(89．4±7．5)％；死亡组14例，TBSA为70％～

99％，平均(84．1±11．1)Voo。另选择11例健康献血

者作为健康对照组，其中男6例，女5例；年龄24～

36岁，平均(30．8--4-5．4)岁。

1．2检测指标及方法：两组患者分别于伤后1、3、

7和14 d采集血标本待测下列指标。

1．2．1外周血淋巴细胞的分离：用含乙二胺四乙酸

二钾(EDTAK。)的无致热原试管(美国BD公司)收

集静脉血3 ml，与同体积无菌生理盐水混匀，将细

胞悬液置于无菌、无热原聚蔗糖一泛影葡胺液面上，

18～20℃、1 500Xg，离心20 rain，吸取第二层云雾

状的低密度细胞，离心洗涤后去红细胞。利用单核细

胞和多形核细胞黏附塑料及毛细玻璃的特性分离和

纯化淋巴细胞，锥虫蓝染色检测分离细胞的活性>

97％，计数细胞并调整浓度为5×109／L。

1．2．2 T淋巴细胞增殖反应的测定：采用噻唑蓝

(MTT)比色法。将含体积分数20％胎牛血清(FCS)

的RPMll640培养液调整细胞浓度至2×109／L，取

0．1 ml接种于96孑L培养板，加100肚l(20 mg／L)植

物血凝素(PHA，美国Sigma公司)进行刺激。用

RPMll640培养液与100弘I PHA混匀作为调零孔，

各做3个复孔，37℃下CO：孵箱中孵育68 h，吸弃

100肛l上清液，再向各孔中加入10弘l(5 g／L)的

MTT，轻微混匀，继续培养4 h。加入100肛l曲通一异

丙醇(Triton—ISOP)溶液，37℃孵箱过夜，测定溶液

在波长540 am处的吸光度(A)值。

1．不3 IL一2测定：96孔培养板加入100 V．1含20％

FCS的RPMll640培养液和2×109／L的淋巴细胞

悬液，再加20 mg／L PHA 100弘l。37℃下在C02孵

箱中孵育24 h，轻轻吸取100 pl上清液，用酶联免

疫吸附法(ELISA)检测IL一2分泌量，按试剂盒(深

圳晶美生物公司)说明书操作，分别计算出标准曲线

和回归方程，将样品A值代人标准曲线。

1．2．4 CDl4+单核细胞表面HLA—DR的定量表

达：用含EDTAK。的无致热原试管收集静脉全血标

本2 ml，充分混匀后取全血50 pl，与20刖的单克隆

抗体细胞荧光分子定量抗HLA—DR／抗单核细胞多

甲藻叶绿素蛋白一Cy5．5(美国BD Biosciences公司)

孵育30 min，再加入溶血素0．45 ml，混匀后孵育

2～60 rain后上机待测。将QuantiBRITETM PE标准

微球加磷酸盐缓冲液0．45 ml混匀后，采用流式细

胞仪(FACS Calibur，美国BD公司)检测并计算得

出细胞荧光分子定量分析的标准曲线。根据标准曲

线得出患者每个单核细胞表面结合的荧光素分子

含量，结果以每个细胞结合抗体的量(antibodies

bound per cell，ABC)表示。

1．3统计学处理：数据用均数±标准差(j士s)表

示，应用SPSS 12．0软件进行方差分析和t检验，

P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 T淋巴细胞增殖活性的改变(表1)：与健康对

照组比较，死亡组、存活组伤后各时间点T淋巴细

胞对丝裂原刺激增殖反应活性均显著受抑(P均<

0．01)，两组伤后7 d内持续在较低水平。与存活组

比较，死亡组伤后14 d T淋巴细胞增殖反应明显抑

锦I(P<O．01)。

表1各组患者T淋巴细胞增殖反应活性、IL一2分泌量

及CDl4+单核细胞HLA—DR表达比较(；±s)

组别时间例数淼翟篙吨IL肿-2篇裟
健康对照组 11

死亡组伤后1 d 14

伤后3 d 14

伤后7 d 14

伤后14 d 14

存活组伤后1 d 12

伤后3 d 12

伤后7 d 12

伤后14 d 12

1．273士0．320 17．93士2．7l 36 872．8±3 547．8

0．512士0．347。 9．82士2．788 13 978．6士7 705．2‘

0．435士0．2525 9．02士1．553 11 299．9士4 290．1‘

0．401士0．4645 8．33士2．30。8 001．4士3 310．91

0．320士0．2378 8．21士2．638 5 282．4士2 053．0。

0．557±0．3875 9．02士1．49。13 262．1士9 320．96

0．545士0．1994 9．43士3．908 12 862．5士3 644．61

0．438±0．348。 9．86士2．138 9 581．5士5 740．2．

0．739土0．299“11．02土2．50”12 223．9士4 458．4,c

注：与健康对照组比较，8P<O．01；与死亡组同期比较，6P<O．05，

c尸<0．01

2．2 T淋巴细胞IL一2分泌量的变化(表1)：与健康

对照组比较，死亡组、存活组T淋巴细胞IL一2分泌

量一直处于较低水平(P均<O．01)。死亡组IL一2分

泌量在伤后14 d明显低于存活组(P<0．05)。

2．3 CDl4+单核细胞HLA—DR定量表达的变化

(表1)：伤后两组CDl4+单核细胞表面HLA—DR表

达持续下降，而存活组伤后14 d有所回升，两组伤

后各时间点均显著低于健康对照组(P均<O．01)，

14 d存活组与死亡组比较差异有统计学意义(P<

0．01)。

3讨论

生理状态下机体的免疫系统在炎症反应和抗炎

作用之间保持平衡，从而既能够去除坏死组织，又能

保证新生组织的正常生长口]。在严重创伤、烧伤、脓

毒症患者中，免疫系统虽然能被激活，但常常无法有

效控制炎症反应或处于严重的免疫抑制状态[4]，进

一步发展可诱发MODS甚至死亡[5喵]。机体免疫抑

万方数据



‘518。 生垦鱼重痘鱼垫医堂!!!!生!旦筮!!鲞箜!塑曼!也堡尘堡!些坚鲤：塞￡堡璺坠笪；!!!!!!!：!!!型!：!

制主要表现为单核细胞HLA—DR表达水平降低，单

核细胞介导的抗原特异性T淋巴细胞活性下降。在

外源性蛋白质抗原刺激下，单核／巨噬细胞等抗原呈

递细胞可与单核细胞表面主要组织相容性复合物Ⅱ

类(MHC I)抗原结合，一方面诱导和增强免疫应答

反应；另一方面与具有免疫抑制作用的细胞相互拮

抗，调节免疫应答过程[6吖]。采用传统的半定量检测

方法发现，CDl4+单核细胞HLA—DR表达率低于

30％可以作为诊断患者免疫功能抑制的阈值。本研

究中我们应用精确的细胞荧光分子定量技术，测定

每个细胞上荧光分子的绝对数量，再换算为细胞抗

原表达的量，从而可以将细胞荧光强度检测标准化，

统一不同仪器及不同实验室的检测结果[8。9]。通过对

26例TBSA≥70％的特重度烧伤患者进行CDl4+

单核细胞HLA—DR定量分析发现，大面积烧伤患者

的CDl4+单核细胞HLA—DR表达自伤后1 d起显

著低于健康对照组，且持续14 d以上，提示重度烧

伤可引起机体较长时间的免疫功能低下。进一步分

析发现，死亡组伤后1～14 d CDl4+单核细胞表面

HLA—DR表达持续下降，而存活组则有所上升，至

14 d时与死亡组比较差异非常显著。有资料显示，脓

毒症存活者伤后10 d单核细胞HLA—DR表达逐渐

恢复，而死亡者伤后7 d表达急剧下降并持久性抑

制n引。提示CDl4+单核细胞表面HLA—DR表达水

平与严重创伤患者的预后密切相关。

T淋巴细胞是主要执行细胞免疫效应功能及免

疫调节功能的免疫细胞，在T淋巴细胞的激活过程

中，T淋巴细胞增殖需要IL一2等细胞因子与相关高

亲合力受体结合，而T淋巴细胞活化又制约着特异

性免疫应答[1¨。本研究中动态观察显示，特大面积

烧伤后1 d起患者T淋巴细胞增殖反应能力即显著

下降，同时T淋巴细胞IL一2分泌水平在伤后1 d亦

显著降低；死亡组T淋巴细胞增殖反应活性及IL一2

分泌量在伤后14 d均明显低于存活组，而存活患者

伤后14 d T淋巴细胞增殖能力和IL一2分泌水平有

所恢复。我们既往的研究资料证实，严重烧伤后外周

血T淋巴细胞增殖能力与IL一2分泌水平呈高度正

相关[1引。另据报道，烧伤患者T淋巴细胞对有丝分

裂原介导的IL一2分泌能力严重受抑，这可能与T淋

巴细胞的信号缺陷有关，包括Ca2十或酪氨酸激酶信

号通路障碍[13-14]。此外，大量前列腺素E：分泌能抑

制T淋巴细胞增殖和IL一2产生[15]。由此可见，严重

损伤后T淋巴细胞免疫功能处于持续抑制状态，从

而导致机体对病原体的易感性明显增加，进一步促

进感染并发症的发展，甚至导致死亡[6“引。

在机体免疫应答反应过程中单核细胞和淋巴细

胞发挥着重要的调节作用，且表达HLA—DR的单核

细胞是外源性抗原通过T淋巴细胞受体激活T淋

巴细胞的必要条件‘17]。从本组资料来看，重度烧伤

患者CDl4+单核细胞HLA—DR表达量与T淋巴细

胞增殖反应活性、IL一2分泌水平的变化趋势相似，

表现为死亡组伤后1～14 d上述主要细胞功能指标

表达水平持续下降，而存活组有所上升，提示特重度

烧伤患者单核细胞与淋巴细胞免疫功能改变密切相

关，其确切机制尚有待澄清。据报道，单核细胞在脓

毒性休克发病中具有重要作用，调节性T淋巴细胞

通过Fas／Fas配体信号通路抑制内毒素所致单核细

胞表面CDl4十及HLA—DR的表达[18|。

总之，细胞免疫功能紊乱与特大面积烧伤患者

是否存活密切相关，动态监测T淋巴细胞增殖反应

活性和IL=2分泌水平及CDl4+单核细胞HLA—DR

表达，对于了解严重烧伤后机体细胞免疫功能状态、

判断患者预后可能有重要临床参考价值[9’1刘。
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坏死性淋巴结炎并发重症感染伴多器官功能衰竭死亡1’例

肖东 刘艳 窦清理 牛新荣

【关键词】淋巴结炎，坏死性；感染，重症； 多器官功能衰竭

坏死性淋巴结炎(HNL)病程迅速

进展，并发感染伴多器官功能衰竭

(MOF)者可死亡，现就1例报告如下。

1病历简介

患者女性，34岁，自诉发现下颏淋

巴结肿大，伴低热1个月，经抗炎治疗

10 d无明显缩小，局麻下行颏下淋巴结

摘除术。患者术后出现高热，伴咳嗽，有

消化道症状。经抗炎、对症治疗1 d效果

差，出现精神萎靡、口唇发绀、呼吸急促，

血压、脉搏血氧饱和度(SpO。)下降，

转入重症加强治疗病房(ICU)，用多巴

胺维持血压，身体出现大片瘀斑和散在

出血点，双肺底可闻及湿哕音，手术创

口局部无红肿、无分泌物；血气示重度

低氧血症、代谢性酸中毒，中心静脉压

5．5 cnl H20(1 cm H20=0．098 kPa)。

引流出咖啡色胃液。立即行气管插管、

机械通气，辅助／控制呼吸(A／C)模式，

参数设置为潮气量(Vt)480 ml，呼吸频

率(f)14次／rain，呼气末正压(PEEP)

8 cm H。O。实验室检查示：血象高，血小

板减少，肝、肾功能损害，凝血功能障碍，

心肌酶谱明显升高。免疫功能检测：

免疫球蛋白IgG、IgM明显降低，CD3总

作者单位：830001乌鲁木齐，新疆自治

区人民医院SICU

作者简介：肖东(1964一)，女(汉族)，甘

肃省人，主任医师．中华医学会新疆急危重分

会常委。

T淋巴细胞、CD4 T辅助／诱导细胞、

CD8 T抑制／杀伤细胞、CD4／CD8比值

均明显降低，降钙素原>10／-g／L。抗核

抗体、抗心磷脂抗体、病毒全套检测均为

阴性。早期连续送检血、尿及痰培养无阳

性结果；后期痰培养为阴沟肠杆菌、嗜麦

芽窄食单胞菌、白色假丝酵母菌。x线胸

片示两肺纹理增多，可见斑片状、小片状

模糊影并相互融合，两中下肺野明显，提

示两肺炎症。病理结果为HNL。

诊断考虑：①HNL、淋巴结摘除术

后；②重症肺炎，急性呼吸窘迫综合征；

③严重脓毒症、脓毒性休克、急性肾功能

不全、弥散性血管内凝血(DIC)、中毒性

肝炎、肝内胆汁淤积症、急性胃黏膜病

变；④左上肢深静脉血栓形成、骨筋膜室

综合征。

治疗及结果：给予容量复苏，用血管

活性药物维持循环稳定后逐渐减量至停

用；用甲泼尼龙、乌司他丁、胸腺肽抑制

炎症反应，保护器官功能，调节免疫功

能；急性肾功能不全无尿者行持续床旁

血液滤过，加强血滤超滤减轻组织水肿；

严重低蛋白血症补充白蛋白；肝功能不

全，胆汁淤积性黄疸给予保肝，退黄治

疗；上消化道出血给予止血、抑酸、保护

胃黏膜；静脉泵入胰岛素控制血糖；稳定

内环境，维持水、电解质平衡；抗生素选

用美罗培南联合万古霉素；抗真菌治疗

·病例报告·

加用达扶康及伏立康唑；骨筋膜室综合

征给予解除外部压力、抬高患肢、保持局

部清洁干燥。经过积极治疗．患者病情一

度好转，体温、血象、心肌酶谱、尿量恢

复，肝、肾功能得到改善，双肺病灶吸收

消散，氧合明显改善并脱机，全身出血倾

向好转，凝血功能指标基本恢复正常，左

上肢肿胀消退及水疱破溃吸收，功能恢

复。但20 d后病情反复并进行性恶化，

主要表现为感染反复，体温不升。白细胞

计数最高达112．9×109／L，头颅CT示

颅内多发出血，对各种治疗反应差，最终

死于MOF。

2讨论

本例患者以淋巴结肿大、低热为早

期表现，经病理证实为HNL，后病程迅

速进展，伴发感染、多器官功能障碍，经

积极治疗病情一度好转，各器官功能有

所恢复，最终以难以控制的感染、MOF

而死亡。说明本病临床表现多样、缺乏特

异性，感染严重反复、难以控制，可能与

存在自身免疫缺陷有关。本例患者伴发

重症肺炎、脓毒性休克、MOF，病程发展

过程中尤以急性肾功能不全及DIC为

突出表现，同时存在严重毛细血管渗漏、

全身组织水肿、左上肢骨筋膜室综合征，

在I临床上确属少见，值得进一步探讨。
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