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　　【摘要】　目的　探讨创伤后早期患者外周血树突状细胞 (DC)变化及临床意义。方法 　分离

创伤患者 (27例 ,创伤组)和健康人 (12 例 ,对照组)外周树突状细胞 ;通过流式细胞仪检测各组的

DC数量 (CMRF244标记法)及 DC表面 HLA2DR、CD80、CD86表达水平以及 DC诱导的 T细胞反

应性增殖。检测各组外周血上清中白细胞介素26 ( IL26)、IL210的浓度。结果　创伤组 DC细胞数

(7. 9±3. 2) ×106/ L 明显低于对照组 DC (14. 9±5. 1) ×106/ L ( P < 0. 01)。创伤组 DC表面 HLA2
DR及 CD80、CD86的表达水平与对照组相比明显下调 ( P < 0. 01)。DC诱导的 T细胞增殖能力对

照组明显强于创伤组 ( P < 0. 01)。在创伤组中血清 IL26 、IL210 的浓度 (2. 42 ±0. 33)μg/ L 和

(1. 49±0. 27)μg/ L 显著升高 ,与对照组比较差异有非常显著性 ( P < 0. 01)。结论　创伤早期患者

外周血 DC数量少 ,功能低下 ,与创伤后的免疫功能低下关系密切。
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【Abstract】　Objective　To explore the change and clinical signification of peripheral blood dendritic

cells of traumatic patients in the early stage. Methods　DC were purified from peripheral blood of health
volunteers (control group ,10 cases) and traumatic patients (trauma group ,27 cases) . The number of DC
and the expression levels of HLA2DR and CD80 ,CD86 on DC were detected by CMRF244 mAb labeling
and flow cytometer. The supernatants of every group were collected and the concentration of IL26 and IL2
10 were measured by EL ISA. The capacity of DCs2induced proliferation of T2cells wastested in a mixed

leukocyte reaction (ML R) . Results　The DC counts in trauma groups [ (7. 9±3. 2) ×106/ L ] were obvi2
ously lower than in control groups [ (14. 9±5. 1×) 106/ L , P < 0. 01) ] . The expression level of HLA2DR
and CD80 ,CD86 of DC in trauma group were obviously down2regulated as compared with those in control
group ( P < 0. 01) . There was significant difference in the concentrations of IL26 and IL210 between
trauma group [ (2. 42±0. 33) μg/ L and (1. 49 ±0. 27) μg/ L ] respectively and control group ( P <
0. 01) . The proliferation of T2cells induced by DC was obviously reduced in trauma group as compared
with control group . Conclusion　The number of DC was decreased and the function of DC was inadequa2
cy in traumatic patients ,which might be closely correlated with immunosuppression after trauma.
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　　严重创伤能诱发机体的免疫功能紊乱 ,与伤后感

染率、死亡率的增高关系密切 ,对其机制的研究将有助

于我们提高临床疗效。树突状细胞 (DC)是体内功能

最强的专职抗原提呈细胞 (APC) ,其摄取和加工抗原 ,

并分泌多种细胞因子 ,在激发 T细胞的免疫应答中居

中心地位[1 ]。本研究旨在通过观察创伤早期患者外

周血 DC的变化 ,探讨其与创伤后免疫紊乱的关系。

材料与方法

1.实验分组 :创伤组 :以本院 2003年 1～3月间收

治的既往健康的创伤患者 27 例 ,其中男 19 例 ,女 8

例 ;年龄 (38. 5±13. 3)岁 ,此次损伤程度评分 ( ISS)平

均为 (20. 7±5. 6)分 ,于创伤后 1天采外周血 15 ml ,肝

素抗凝备用。对照组 :健康志愿者 10例 ,男 7例 ,女 3

例 ;年龄 21～45岁 ,平均年龄 (36. 0±7. 8)岁。

2.主要试剂与仪器 : Ficoll2Hypaque 分层液、鼠抗

人的单克隆抗体 HLA2DR (异硫氰酸荧光素标记 ,

FITC) 、CD80 (藻红蛋白标记 , PE) 、CD86 ( PE标记) 、

CMRF244 (美国 Pharmingen 公司 ) 。流式细胞仪

(FCM ,BD公司) 。白细胞介素210 ( IL210) 、IL26 试剂

盒 ( EL ISA法 ,中科生物公司) 。

3. DC的分离与纯化 :取外周血 ,首先通过全自动

血细胞分析仪测定单核细胞数 ,然后 Ficoll2Hypaque
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分层法及表面吸附法分离单核细胞 ,收集单个核细胞

悬浮于 RPM I 1640 中 ,调整细胞浓度至 1 ×106 个/

ml。将分离出的单个核细胞 , E花环试验分层法分离

出除 T细胞 , Ig包被粘附法、牛血清白蛋白不连续密

度梯度离心法分离 B细胞和 N K细胞 ,得到纯化的树

突状细胞 ,台盼蓝拒染法检测细胞活力[2 ]。

4. DC的计数及其表面分子的表达 :将上述分离

出得单核细胞在 RPM I1640 中培养 16 h ,调整细胞浓

度至 5 ×107 个/ L ,分别加 CMRF244 McAb 及 FITC

标记的羊抗鼠 Ig ( FITC2SAM) ,10 %鼠血清封闭 ,FCM

检测 ,记录 DC在单核细胞中的相对数然后计算出 DC

的绝对数。将上述分离出得 DC细胞 0. 2 ml ,3 %多聚

甲醛固定 ,0. 1 %TtitionX2100 0. 2 ml重悬 ,各加 FITC

标记 的 HLA2DR McAb 及 PE 标 记 的 CD86、

CD80McAb ,过夜 ,洗涤 2 次 ,重悬后 , FCM 检测其表

面 HLA2DR及 CD86、CD80表达水平。每个样本均分

析 5000个细胞。

5.同种异体混合淋巴细胞反应 (ML R) :调整 T细

胞浓度到 5 ×105/ ml ,分别与各组 DC、对照物共孵育

(比率为 20∶1～60∶1) ;每组各加 6 孔 ,前 3 孔为实验

组 ,后 3 孔为空白对照组 ,37 ℃,5 %CO2 孵箱培养 72

h ,于培养结束前 18 h加入 [ 3 H]标记的胸腺嘧啶核苷

(3 H2TdR) 5uci/孔 ,液闪计数仪 (L S6500 ,Beckman 公

司)检测3 H2TdR 的掺入率 ,结果用 3 孔的均值表示。

以正常人的外周血 PBMC为对照。

6.细胞因子释放检测 : EL ISA法检测各组血上清

中 IL210、IL26的平均浓度。

7.统计学方法 :数据以均数 ±标准差 ( �x ±s)表

示 ,组间比较采用 t 检验。

结 果

1. DC的计数的改变 :正常人 DC细胞的细胞数为

(14. 9 ±5. 1) ×106/ L ,患者 DC 细胞的细胞数为

(7. 9±3. 2) ×106/ L ,正常人与患者的 DC细胞数相比

差异有非常显著性 ( P < 0. 01) 。

2. DC表面标志的变化 :创伤患者 DC表面 HLA2
DR及 CD80、CD86的表达水平低于正常人 ,两者相比

差异有非常显著性 ( P < 0. 01) ,且以 CD86 的下降最

为明显 (表 1) 。

表 1　DC表面分子 HLA2DR和 CD80、

CD86的表达水平 ( % , �x ±s )

组别 例数 HLA2DR CD80 CD86

正常人 10 94. 5±10. 3 88. 1±9. 2 91. 4±7. 9

创伤患者 27 60. 3±15. 8 3 46. 4±10. 7 3 37. 2±13. 3 3

　　注 :与正常人比较 , 3 P < 0. 01

3. DC刺激的淋巴细胞增殖反应 :正常人的 DC作

为刺激细胞的 cpm值为 35 000 ±5 100 ,创伤患者 DC

的 cpm值为 17 000±2 500 ;正常人的 PBMC对照组的

cpm为 4 800 ±1 100。正常人 DC免疫刺激能力明显

强于患者 DC( P < 0. 01) 。

4.细胞因子检测 :血清中 IL26的浓度在创伤患者

中为 (2. 42±0. 33)μg/ L ,在正常人中为 (1. 51±0. 18)

μg/ L ,两者相比差异有非常显著性 ( P < 0. 01) 。血清

中 IL210的浓度在创伤患者中为 (1. 49±0. 27)μg/ L ,

在正常人中为 (1. 08±0. 09)μg/ L ,两者差异有非常显

著性 ( P < 0. 01) 。

讨 论

创伤时炎症细胞释放多种炎症介质 ,导致机体出

现全身炎症反应综合征 ( SIRS)或代偿性抗炎症反应

综合征 (CARS) 。SIRS和 CARS之间的平衡决定了机

体内环境的稳定性及创伤的后果。Th1 和 Th2 的选

择性激活是决定这种平衡态发展方向的关键 ,那么是

什么因素决定了 Th向 Th1和 Th2型细胞的分化呢 ?

近来的研究预示决定这种反应的责任由 T细胞转向

DC ,认为 Th的分化是由 DC所控制的[3 ]。DC是体内

功能最强的专职抗原提呈细胞 (APC) ,在 T细胞的活

化中起着重要的作用 ,一个成熟的 DC可激活 100～

3 000个 T细胞 ,并可活化初始型 T细胞[4 ]。

体内的 DC主要分为髓系 DC (DC1)和淋巴系 DC

(DC2)两大类 ,DC1 分泌 IL212 ,作用于 Th0 使之向

Th1型细胞分化 ;DC2 分泌 IL24 ,作用于 Th0 使之向

Th2分化。在本试验中 ,我们观察到分离自创伤患者

外周血单核细胞中的 DC(主要为 DC1)的细胞数明显

低于正常人 ( P < 0. 01) ,这可能与导致创伤后 Th1 应

答减弱 ,而 Th2应答增强有关。

在本试验中 ,我们还观察到创伤患者 DC 表面

MHC2Ⅱ分子 ( HLA2DR)及共刺激分子 ( CD80、CD86)

的表达水平也明显低于正常人。DC表面各种免疫分

子正常表达是 DC发挥其独特的抗原递呈和免疫调节

功能的基础 ,而它们的低表达表明患者的 DC无法提

呈外来抗原或提呈外来抗原的能力低下 ,也就无法诱

导特异性 CTL 反应 ,导致这种现象可能也与创伤后

Th1细胞功能降低 ,而 Th2 细胞功能提高有关。Th2

细胞可以产生多种抗炎症介质 ,如 : IL24、IL26、IL210、

TNF2α等细胞因子 ,以抑制 Th0 向 Th1 细胞分化 ,抑

制细胞免疫功能。

在本试验中 ,我们也观察到了创伤后抗炎症介质

释放的增加 ,创伤患者血清中 IL26 与 IL210的浓度明

显高于正常人 ( P < 0. 01) 。IL26和 IL210是创伤后由
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Th2细胞释放的抗炎症介质 , IL26 可作用于 DC的前

体细胞 CD14 +使其吞噬能力增强而抗原呈递能力下

降[5 ]。IL210能作用于 DC成熟过程的早期阶段 ,影响

DC的成熟分化 ,从而使 CD4 + T细胞对特定外源性抗

原无反应力[6 ]。IL26、IL210还可以通过诱导凋亡的方

式降低 DC2的数量 ,以抑制 Th2 应答[7 ]。可看出 DC

与 Th细胞互为作用 ,形成一种间接的负反馈调节 ,选

择性地抑制 Th1或 Th2型反应的延续 ,调节两种免疫

反应之间的平衡。
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　　经椎弓根固定技术的关键在于椎弓

根螺钉的植入。有关椎弓根的定位方法

已有较多报道[ 1 ]。我们以棘突为参照

物 ,利用侧位 X线片上椎弓根影像与棘

突上缘之间的距离来确定进针平面 ,利

用正位片上椎弓根卵圆形投影与棘突侧

缘的距离来选择进针位置 ,并对 100 例

成年男性的腰椎 X线片进行了测量 ,以

探讨棘突与椎弓根之间的影像关系。

一、材料与方法

1. 100例 20～50岁男性腰椎正侧位

片 ,腰椎无侧弯、无前后突及旋转畸形。

2. X线片投照方法 :焦片距 85 cm ,

物片距 5 cm ,电压 75 kV ,电流 200 mA ,

加滤线盒。经三角函数计算 , X线片的

放大比率为 1. 21。

3.测量方法 :先确定椎弓根卵圆形

投影的中心点 ,即纵横轴之交点。采用

游标卡尺测量中心点至棘突上缘的垂直

距离 A ,中心点至棘突侧缘的垂直距离 ,

右侧为 B ,左侧为 C。由同一位医师操作

完成。

二、结果

1.椎弓根卵圆形投影中心点至棘突

上缘的垂直距离 A ,L1 : (7. 02 ±3. 12)

mm ;L2 : (7. 62 ±2. 72) mm ;L3 : (3. 99 ±

2. 31) mm ; L4 : (0. 57 ±3. 47) mm ; L5 :

( - 4. 17±5. 02) mm。

2.右侧椎弓根卵圆形投影中心点至

棘突侧缘的垂直距离 B , L1 : (13. 42±

2. 00) mm ; L2 : (13. 77±2. 27) mm ; L3 :

(14. 34±3. 08) mm ; L4 : (15. 65±3. 24)

mm ;L5 : (17. 91±3. 46) mm。

3.左侧椎弓根卵圆形投影中心点至

棘突侧缘的垂直距离 C , L1 : (14. 76±

2. 27) mm ; L2 : (15. 00±2. 34) mm ; L3 :

(16. 37±2. 87) mm ; L4 : (17. 67±2. 95)

mm ;L5 : (18. 86±3. 15) mm。

4.椎弓根卵圆形投影中心点至棘突

侧缘的垂直距离左右两侧比较 ,左侧大

于右侧 ,L1 至 L4 节段 , P < 0. 01。L5 节

段 ,差异有显著性 ( P < 0. 05)。

三、讨论

椎弓根的定位方法很多 ,进针时都

有一定的失误率[ 224 ]。手术中我们注意

到 ,棘突与椎弓根之间存在一定的对应

关系。有时椎弓根的上缘紧靠上位棘突

的下缘 ,有时椎弓根的上缘紧靠同位棘

突的上缘 ,有时椎弓根与同位棘突上缘

处于同一平面。前者因骨折情况不同而

变化 ,但椎弓根与同位棘突的位置关系

较为固定。我们于术前术中仔细阅读 X

线片 ,按棘突与椎弓根的高度差先确定

椎弓根所在平面 ,而后根据椎弓根卵圆

形投影与棘突侧缘的垂直距离确定进针

的位置 ,临床应用 88 例 ,效果较满意。

棘突最为直观 ,比小关节及横突易显露 ,

易辨认。以棘突为参照物确定椎弓根位

置 ,简便易行 ,定位准确 ,不失为一种安

全有效的方法。

本研究结果显示 ,L1、L2 之椎弓根中

心点与棘突上缘的垂直距离较大 ,L3 至

L5逐渐减小 ,至 L4 两者基本处于同一平

面。L5 绝大多数呈现负值 ,表明 L5 棘

突上缘的位置高于椎弓根中心点 ,样本

中 - 6～及 - 4～组频数占近 50 %。从

L1至 L5 ,椎弓根中心点至棘突侧缘的垂

直距离逐渐增大 ,这与腰椎的解剖特点

一致。

参 考 文 献

1 Weinstein J N , Ryderik BL , Rausching W.
Anatomic and technical considerations of
pedicle screw fixation. Clin Orthop , 1992 ,
284 :34246.

2 邱贵兴 ,吴之康 ,李世英 ,等. Steffee 手术
在脊柱外科的应用.中华骨科杂志 ,1992 ,
12 :1672170.

3 徐荣范 ,王以进 ,谭远超 ,等.椎弓根导向
仪的研制及临床应用. 中国脊柱脊髓杂
志 ,1998 ,8 :71274.

4 符波 ,王书成 ,陈鹰镇 ,等.经椎弓根内固
定的失误及并发症防治.中国脊柱脊髓杂
志 ,1996 ,6 :1742175.

(收稿日期 :2003204219)

·089· 中华实验外科杂志 2003年 11月第 20卷第 11期　Chin J Exp Surg ,November 2003 ,Vol 20 ,No. 11

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.


