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·论著·

体外循环患者 T淋巴细胞转录因子 T-bet 
和 GATA3 的表达变化及意义
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【摘要】 目的 研究体外循环对 T淋巴细胞功能亚群分化及特异性转录因子 T-bet、GATA 结合蛋白 3
（GATA3）表达的影响。方法 采用前瞻性双盲研究方法，选择 2015 年 2 月至 2016 年 2 月解放军第 150 中心

医院收治的拟行体外循环下室间隔缺损修补术（观察组）和非体外循环下动脉导管结扎术（对照组）患者各 

20 例，分别于术前、停机前或手术结束时、术后 4 h、术后 24 h 取血，分离 T淋巴细胞，采用 RNA印迹法检测辅

助性 T细胞 1（Th1）、细胞毒性 T细胞（Tc1）特异性转录因子 T-bet，Th2、Tc2 特异性转录因子 GATA3 及细胞因

子γ-干扰素（IFN-γ）、白细胞介素-4（IL-4）的mRNA表达。结果 与术前相比，观察组体外循环停机前T-bet 

mRNA〔积分灰度值：（1.39±0.52）×105 比（2.92±0.88）×105〕、IFN-γmRNA〔积分灰度值：（3.68±0.65）×105 

比（6.10±0.93）×105〕表达出现一过性下调（均 P＜0.05），术后 24 h 基本恢复到术前水平〔积分灰度值分别
为：（2.77±0.74）×105、（6.22±1.25）×105，均 P＞0.05〕；GATA3 mRNA〔积分灰度值：（4.96±0.88）×105 比
（3.21±0.68）×105〕、IL-4 mRNA〔积分灰度值：（3.52±1.13）×105 比（1.85±0.63）×105〕表达出现一过性上
调（均 P＜0.05），术后 24 h 基本恢复到术前水平〔积分灰度值分别为：（3.11±0.51）×105、（1.93±0.84）×105， 
均P＞0.05〕。对照组各时间点T-bet、GATA3、IFN-γ、IL-4的mRNA表达变化差异无统计学意义（均P＞0.05）。
结论 体外循环能够影响 Th1、Tc1/Th2、Tc2 细胞功能亚群分化及致炎、抗炎反应，可能参与了体外循环并发症

的发生发展，而特异性转录因子 T-bet/GATA3 表达变化可能是其内在机制。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of cardiopulmonary bypass (CPB) on the differentiation 
of T lymphocyte subsets and the expression of specific transcription regulator T-bet/GATA binding protein 3 
(GATA3). Methods A prospective double-blind study was conducted. Patients with CPB pulmonary repair of 
ventricular septal defect (observation group) or off-pump ligation of ductus arteriosus (control group) with 20 cases each 
in the 150th Military Hospital from February 2015 to February 2016 were enrolled. The blood sampled was collected 
on the time of before operation, at the end of CPB or operation, 4 hours after operation, and 24 hours after operation.  
T lymphocytes were isolated, the helper T cell 1 (Th1) specific transcription factor T-bet mRNA, helper T cell 2 (Th2) 
specific transcription factor GATA3 mRNA expression and cytokine γ-interferon (IFN-γ) mRNA, interleukin-4 
(IL-4) mRNA expression were measured by Northern Blot. Results Compared with before operation, expression 
levels of T-bet mRNA [integral gray values: (1.39±0.52)×105 vs. (2.92±0.88)×105], IFN-γ mRNA [integral gray 
values: (3.68±0.65)×105 vs. (6.10±0.93)×105] were decreased transiently at the end of CPB in the observation group 
(both P < 0.05), returned to preoperative levels at 24 hours after operation [integral gray values: (2.77±0.74)×105, 
(6.22±1.25)×105, respectively, both P > 0.05]; expression levels of GATA3 mRNA [integral gray values: 
(4.96±0.88)×105 vs. (3.21±0.68)×105], IL-4 mRNA [integral gray values: (3.52±1.13)×105 vs. (1.85±0.63)×105] 
were increased (both P < 0.05), recovered to the preoperative levels at 24 hours after operation [integral gray 
values: (3.11±0.51)×105, (1.93±0.84)×105, respectively, both P > 0.05]. There were no significant differences 
in the expressions of T-bet, GATA3, IFN-γ and IL-4 mRNA in the control group at each time points (all P >  
0.05). Conclusions CPB causes the imbalance of Th1, Tc1/Th2, Tc2 and pro-inflammatory and anti-inflammatory 
reactions specially, which participate the complication occurrence after CPB. The changing of T-bet/GATA3 may be the 
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 免疫功能失调是心脏疾病危重患者体外循环术

后发生并发症的原因之一，对其致病机制、临床预

防与救治的研究是心外科领域的重要课题。T淋巴

细胞是机体重要的免疫调节、效应细胞，体外循环

对辅助性T细胞1（Th1）、细胞毒性T细胞1（Tc1）/辅

助性 T细胞 2（Th2）、细胞毒性 T细胞 2（Tc2）功能

亚群分化状态的影响目前研究尚少。本研究旨在观

察体外循环患者 T淋巴细胞内细胞因子γ-干扰

素（IFN-γ）、白细胞介素 -4（IL-4），以及 Th1、Tc1

特异性转录因子 T-bet 和 Th2、Tc2 特异性转录因子

GATA 结合蛋白 3（GATA3）的表达。

1 资料与方法
1.1 临床资料与分组：采用前瞻性双盲研究方法，
选择 2015 年 2 月至 2016 年 2 月解放军第 150 中心

医院诊断为先天性室间隔缺损拟行体外循环下室间

隔缺损修补术者（观察组）及先天性动脉导管未闭

拟行非体外循环下动脉导管结扎术者（对照组）。

1.1.1 纳入标准：① 先天性室间隔缺损或先天性动
脉导管未闭诊断明确，并具备手术指征；② 拟行体

外循环下室间隔缺损修补术或非体外循环下动脉导

管结扎术；③ 患者家属知情同意接受本研究。

1.1.2 剔除标准：① 有糖尿病及其他遗传病史，或
患有梅毒、乙型肝炎、丙型肝炎；② 有活动性感染、

风湿活动、肝肾疾病、严重肺部疾病；③ 非首次心

脏手术；④ 合并其他心脏畸形；⑤ 术前左室射血

分数＜0.40，合并重度肺动脉高压、右心功能衰竭； 
⑥ 术前 1周服用过影响免疫功能的药物。

1.1.3 伦理学：本研究符合医学伦理学标准，经医
院伦理委员会批准（审批号：20150011），受试对象

或亲属签署知情同意书。

1.2 治疗方法：观察组患者于全麻体外循环下行室
间隔缺损修补术；对照组患者于全麻非体外循环下

行动脉导管结扎术。术后常规监护、治疗。

1.3 检测指标及方法：于术前、体外循环停机前或
手术结束时（术后 0 h）、术后 4 h、术后 24 h 抽取静

脉血备检。

1.3.1 T 淋巴细胞分离：用淋巴细胞分离液浓度梯
度离心，分离、获得单个核细胞；尼龙柱过滤，滤除

B淋巴细胞，得到 T淋巴细胞后常规计数。将 10 μL 
T 淋巴细胞悬液与 10 μL 0.4% 锥虫蓝溶液混合、滴
片，活细胞百分比＞95%；以人血清按 1∶1 浓度对
T淋巴细胞进行稀释后涂片，瑞氏染色检验纯度，结

果显示 T淋巴细胞百分比＞98%。
1.3.2 RNA 印迹法检测 T 淋巴细胞内 IFN-γ、
IL-4、T-bet、GATA3 的 mRNA表达：提取各时间点

T淋巴细胞 RNA，-70 ℃保存待用。制胶，RNA 定

量后进行RNA电泳；静置、转移后紫外交联仪交联，

真空 80 ℃烘烤 2 h，4 ℃恒温保存。分别将已标记、

纯化、定量的 IFN-γ、IL-4、T-bet、GATA3 DNA 探

针与之杂交过夜、洗膜，化学发光法检测。引物由

上海鼎按生物科技有限公司合成。采用 GDS 8000

图像分析系统，分别量化测定各时间点 T淋巴细胞

内各指标mRNA表达的积分灰度值用于统计。

1.4 统计学处理：使用 SPSS 16.0 软件处理数据。
采用Anderson-Darling法对数据进行正态分布检验，

符合正态分布的计量资料以均数±标准差（x±s）
表示，组内比较采用配对 t检验，组间差异采用重复
测量方差分析。P＜0.05 为差异具有统计学意义。
2 结 果
2.1 两组患者基本资料：观察组20例中男性10例，
女性 10 例；年龄 8～12 岁，平均（9.9±1.3）岁；体
外循环下室间隔缺损修补术转流时间 53～91 min。

对照组20例中男性10例，女性10例；年龄7～13岁，

平均（10.2±2.0）岁；非体外循环下动脉导管结扎手 
术时间65～98 min。两组患者性别、年龄差异无统计 

学意义（均 P＞0.05），说明基线资料均衡有可比性。
2.2 T 淋巴细胞 IFN-γ mRNA 表达变化（图 1）：
与术前相比，观察组体外循环停机前 IFN-γ mRNA

表达明显下调（P＜0.05），术后 4 h 有所回升，至术
后 24 h 基本恢复到术前水平（P＞0.05）；对照组各
时间点 IFN-γ mRNA 表达差异无统计学意义。

2.3 T 淋巴细胞 IL-4 mRNA 表达变化（图 2）：与
术前相比，观察组体外循环停机前 IL-4 mRNA 表

达明显上调（P＜0.05），术后 4 h 有所下降，至术后 
24 h 基本恢复到术前水平（P＞0.05）；对照组各时
间点 IL-4 mRNA 表达差异无统计学意义。

internal mechanism for these changes.
【Key words】 Cardiopulmonary bypass; T lymphocyte; T-bet; GATA binding protein 3; Interferon-γ;  

Interleukin-4
Fund program: National Key Research and Development Project Sub-project (2016YFC1301403); "12th Five-

year" Science and Technology Support Program of China (2011BAI11B19)
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2.4 转录因子 T-bet mRNA 表达变化（图 3）：与术
前相比，观察组体外循环停机前 T-bet mRNA 表达

明显下调（P＜0.05），术后 4 h 有所回升，至术后 24 h 
基本恢复到术前水平（P＞0.05）；对照组各时间点
T-bet mRNA 表达差异无统计学意义。

2.5 转录因子 GATA3 mRNA 表达变化（图 4）：与
术前相比，观察组体外循环停机前 GATA3 mRNA 表

达明显上调（P＜0.05），术后 4 h 有所下降，至术后
24 h 基本恢复到术前水平（P＞0.05）；对照组各时
间点 GATA3 mRNA 表达差异无统计学意义。

3 讨 论
 体外循环创伤及术后并发症是危重症心血管外

科手术患者面临的危险因素之一［1］。1999 年德国

一项对 6万例体外循环手术患者的分析结果显示，

术后各种感染性、非感染性并发症等是导致危重症

患者术后死亡的重要原因［2］。

 以往研究结果显示，体外循环手术诱导机体发

生复杂的细胞及体液免疫反应。一方面，由于粒细

胞与补体功能活化、内毒素释放、黏附分子表达、致

炎介质释放等因素，引起全身非特异性炎症反应；

注：IFN-γ为γ-干扰素；与本组术前比较，aP＜ 0.01
图 1 RNA 印迹法检测体外循环下室间隔缺损修补术（观察组）
和非体外循环下动脉导管结扎术（对照组）患者不同时间点

T淋巴细胞内 IFN-γ mRNA 表达
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图 2 RNA 印迹法检测体外循环下室间隔缺损修补术（观察组）
和非体外循环下动脉导管结扎术（对照组）患者不同时间点

T淋巴细胞内 IL-4 mRNA 表达
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图 3 RNA 印迹法检测体外循环下室间隔缺损修补术（观察组）
和非体外循环下动脉导管结扎术（对照组）患者不同时间点

T淋巴细胞内 T-bet mRNA 表达
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图 4 RNA 印迹法检测体外循环下室间隔缺损修补术（观察组）
和非体外循环下动脉导管结扎术（对照组）患者不同时间点

T淋巴细胞内 GATA3 mRNA 表达
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另一方面，诱导 IL-4 等抗炎介质表达上调，下调机

体细胞免疫功能，引起机体免疫系统短暂抑制，反向

抑制炎症反应［3-7］。前者是机体非特异性免疫系统

（单核细胞、巨噬细胞、中性粒细胞等）对手术创伤

产生的一种急性、非特异性应激反应；后者是低温、

非生理性灌注等因素导致机体内环境变化，免疫细

胞与体外循环管道等各种变应原充分接触，诱导机

体特异性免疫系统产生反应，引起抗炎反应。由于

体外循环可对机体免疫功能造成影响，因此我们推

测体外循环术后创伤反应及并发症与免疫功能失调

有关。T淋巴细胞作为机体重要的免疫调节、效应

细胞［8-9］，可能参与其发生和演变过程。

 目前认为，CD4+ Th 细胞、CD8+ Tc 细胞分别

由 Th1、Th2 和 Tc1、Tc2 两个细胞亚群组成，它们具

有完全相同的生物学特征，如诱导因素、分化调节

机制、产生的细胞因子种类、参与的免疫应答类型

等，因而可以从功能分类角度将其分为 Th1、Tc1 和

Th2、Tc2 两个功能亚群。Th1、Tc1 诱导细胞免疫，

分泌 IFN-γ等致炎因子；Th2、Tc2 诱导体液免疫，

分泌 IL-4 等抗炎因子。研究显示，T淋巴细胞功能

亚群失衡与肝炎［10］、肺纤维化［11］、肿瘤［12-13］、各种

炎症［14-17］等多种疾病的发生有关。在器官特异性

的自身免疫性疾病、不明原因的慢性炎症性疾病中

可观察到持续的 Th1、Tc1 应答水平过高；在发生

过敏性特应性的遗传易感宿主中可观察到过度的

Th2、Tc2 应答，且其应答水平过高可能会削弱机体

对感染因子的保护性防御机制，易继发各种病原微

生物感染。近年对脓毒症的研究也观察到明显的

Th2、Tc2 偏移［9］。 

 本研究显示，体外循环中 T 淋巴细胞 IFN-γ 

mRNA表达下调，IL-4 mRNA表达上调，而对照组未

观察到类似变化。表明体外循环过程可使分泌致炎

因子、诱导细胞免疫的 Th1、Tc1 细胞减少，分泌抗

炎因子、诱导体液免疫的 Th2、Tc2 细胞增加，分化

向 Th2、 Tc2 方向偏移。说明体外循环过程可能通 

过影响 T淋巴细胞的 Th1、Tc1/Th2、Tc2 功能亚群

分化以调节机体免疫功能及致炎、抗炎反应水平。

 研究表明，特异性转录因子 T-bet 和 GATA3 是

决定 Th1、Tc1/Th2、Tc2 细胞亚群分化方向的决定

因素，两者之间存在相互抑制的作用。T-bet 是人类

免疫细胞中首次发现的 T盒转录因子家族成员，是

Th1、Tc1 淋巴细胞特异性转录因子，特异性表达于

Th1、Tc1 淋巴细胞，在未致敏 CD8+、CD4+ T 淋巴细

胞、Th2、Tc2 淋巴细胞中无表达。T-bet 具体调节机

制目前尚不明确，研究显示，T-bet 并不直接作用于

IL-4 基因，可能通过抑制 GATA3 基因转录表达来

抑制 Th2、Tc2 淋巴细胞分化；还可通过调节凋亡基

因 Bim，抑制 Th1、Tc1 淋巴细胞凋亡，促进 Th1、Tc1

淋巴细胞存活而发挥作用［18-22］。GATA3 为 GATA

转录因子的家族成员，是 Th2、Tc2 淋巴细胞功能亚

群分化的关键调控因子［23］，在 Th2、Tc2 细胞内特

异性表达，是目前唯一能够确定、可调控包括 IL-4、 

IL-13、IL-5 等所有 Th2、Tc2 类型细胞因子合成的

特异性转录因子。研究证实，GATA3 在成熟 Th1、

Tc1 淋巴细胞中无表达，在幼稚 CD4+ T 淋巴细胞中

仅有低水平表达，当向 Th1、Tc1 淋巴细胞分化时表

达下调，向 Th2、Tc2 淋巴细胞分化时表达上调。

 本研究观察到，体外循环过程中 T淋巴细胞内

T-bet mRNA 表达下调，GATA3 mRNA 表达上调。

结合 IFN-γ、IL-4 mRNA 表达变化可以看出：体

外循环通过影响 T-bet、GATA3 表达水平，对 Th1、

Tc1/Th2、Tc2 淋巴细胞功能亚群分化造成一定程度

的影响，进而引起机体免疫功能及致炎、抗炎反应

水平发生变化，这可能是体外循环对机体特异性免

疫系统的影响机制之一。造成体外循环中 T淋巴细

胞 T-bet、GATA3 表达变化的因素尚不明确，可能与

抗原刺激、细胞因子种类变化、体内微环境改变等

多种复杂因素有关。这些改变最终通过 GATA3 表

达上调，负向调节机体致炎反应、细胞免疫功能；同

时，T-bet 表达下调可减轻对 GATA3 表达的抑制作

用，正向调节机体抑炎反应、体液免疫功能。

 由此能够看出，体外循环手术通过不同途径、

不同机制对机体非特异性、特异性免疫系统及免疫

功能产生一定程度的影响。这种影响也是免疫系统

为保护机体而对体外循环手术中各种复杂刺激因素

的积极防御反应，在一定范围内，这种免疫反应是积

极有益的。如果在某些因素作用下对Th1、Tc1/Th2、 

Tc2 细胞亚群的影响超出机体防御反应范围，则可

能演变为致病因素：Th2、Tc2 淋巴细胞介导的过度

免疫应答，可能引起细胞免疫功能抑制，削弱机体对

一些致病因素的防御能力，易继发病原微生物感染，

甚至引发脓毒症、多器官功能障碍或衰竭等严重并

发症；而 Th1、Tc1 淋巴细胞介导的过度免疫应答，

则有可能引发全身炎症反应综合征（SIRS），引起各

种非感染性并发症，造成器官功能损害，亦可导致

多器官功能障碍或衰竭等严重并发症。因此推测，
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Th1、Tc1/Th2、Tc2 细胞亚群的失衡演变可能与体外

循环术后多种并发症的发生有关。

 综上，体外循环手术中 Th1、Tc1/Th2、Tc2 淋巴

细胞功能亚群的变化可反映体外循环围手术期机

体免疫功能、致炎 / 抗炎反应的变化状况，转录因

子 T-bet/GATA3 可能是 Th1、Tc1/Th2、Tc2 淋巴细

胞亚群极性分化的内在决定性因素。对于非畸形

矫正不完善等手术技术原因，发生体外循环术后各

种感染性、非感染性并发症的危重症病例，其 Th1、

Tc1/Th2、Tc2 淋巴细胞亚群分化及分子机制尚需要

更多的前瞻性研究证实。
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