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寒冷缺氧降低大鼠脾脏 T淋巴细胞的增殖反应 

黄庆愿，黄 缄，蔡明春，蒋春华，刘福玉，高钰琪 (第三军医大学病理生理学与高原生理学教研室，重庆400038) 

[摘 要] 目的 观察缺氧和寒冷对大鼠脾脏T淋巴细胞功能的影响及其与腺苷脱胺酶之间的关系，探讨冬季急进高原时 

机体免疫功能改变的规律和机制。方法 大鼠分别在常温常氧、寒冷常氧、常温缺氧以及寒冷缺氧环境中生活3 d，用3H．TdR掺入 

法检测脾脏T淋巴细胞增殖功能，用比色法测定脾脏T淋巴细胞腺苷脱胺酶活性。结果 与常温常压对照组比较，单纯寒冷或单 

纯缺氧均可引起脾脏T淋巴细胞在刀豆素A刺激下的刺激指数显著降低，但缺氧复合寒冷大鼠脾脏T淋巴细胞的刺激指数并未进 

一 步降低，而是接近单纯缺氧大鼠。单纯缺氧和单纯寒冷并不改变大鼠脾脏T淋巴细胞上的腺苷脱胺酶活性，而缺氧复合寒冷则 

使其显著降低。结论 缺氧和寒冷均可抑制脾脏T淋巴细胞的功能，但两者对脾脏 T淋巴细胞功能的影响可能并无叠加效应；腺 

苷脱氨酶活性的改变可能参与寒冷缺氧大鼠脾脏 T淋巴细胞功能的降低。 
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Effects of hypoxia and cold on the splenic lymphocyte proliferation in rat 
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Abstract：Objective To explore the effects of hypoxia and cold on splenic T lymphocytes proliferation．Methods Wistar rats were 

housed in the following conditions：1．normal(room temperature：20—25℃ at sea leve1)；2．cold(room temperature：0—2℃ at sea lev- 

e1)；3．hypoxia(room temperature：20—25℃ at 5 000 m simulated high altitude in hypobaric chamber)；4．hypoxia plus cold(room tem- 

perature：0～2℃ at 5 000 m simulated high altitude in hypobaric chamber)．Three days later，the spleen lymphocyte were collected and 

stimulated with concanavalin A．The activity of adenosine deaminase was determ ined by spectrophotometer．Results Splenocyte prolifera- 

tion was significantly decreased after 3 days exposure to cold or hypoxia．The splenocyte proliferation for living in hypoxia combined with cold 

condition Was similar as for living in hypoxia．Th e activity of adenosine deaminase was not influenced by hypoxia or cold alone but Was re- 

duced by combined cold and hypoxia．Conclusion Both hypoxia and cold can inhibit the function of lymphocyte but there is no additive 

effect between hypoxia and cold．Adenosine deaminase may be involved in the inhibitive effect induced by cold comb ined with hypoxia． 
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急进高原时，机体的免疫系统会发生显著改变，表 

现为血液中免疫球蛋白含量改变、抗体的产生、T细胞 

数量和亚型改变等⋯。高原环境对人体的影响，主要 

因素是缺氧。但临床资料显示，冬季进入高原，急性高 

原反应的发病率明显高于夏季，寒冷是诱发或加剧高 

原性疾病的重要因素。高原寒冷气候特点，是否参与 

机体免疫系统功能的改变 ，尚缺乏实验依据。本实验 

利用减压缺氧复合寒冷模型，观察了大鼠脾脏 T淋巴 

细胞功能改变，并对其机制进行了初步研究，以探讨冬 

季急进高原时，免疫系统功能改变的规律及其在急性 

高原病发病中的意义。 

[基金项目]国家自然科学基金资助面上项目(30200130) 

[作者简介]黄庆愿 ，男(1967～)，山东省莱芜市人，副教授，博士，主 

要从事缺氧病理生理方面的研究。电话：(023)68752340—8213，E-mail： 

wqyhuang@ yahoo．corn 

【收稿日期]2007-03-15 [修回日期]2007-04-20 

1 材料与方法 

1．1 动物模型 

80只健康雄性Wistar大鼠(本校实验动物中心提供)，体 

重(180±15)g，常规分笼喂养，自由饮水进食。适应性喂养 1 

周后，平均分为4组：①常温常氧对照组(n：20)，动物在常温 

减压舱内饲养，不减压但保持足够的通风量 ，环境温度为 20～ 

25℃，海拔高度为300 m；②寒冷常氧组(n：20)，动物在低温 

减压舱内饲养 ，不减压但保持足够的通风量 ，舱内温度为 0～2 

℃，海拔高度300 m；③常温缺氧组(n=20)，动物在常温减压 

舱内，舱内温度为20—25℃，模拟海拔高度5 000 m；④寒冷缺 

氧组(n=20)，动物在低温减压舱内，舱内温度 0～2℃，模拟海 

拔高度5 000 m。动物在上述环境条件下生活3 d后立即取出， 

在平原进行如下实验。 

1．2 脾脏 T淋巴细胞增殖实验 

动物脱颈致死，无菌取脾，剪碎，用不锈钢丝网(180目和 

320目)制成单个细胞悬液。用大鼠淋巴细胞分离液分离淋巴 

细胞。计数活细胞百分数 >96％。预实验发现，T淋巴细胞分 
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裂原一刀豆素(ConA)刺激脾脏 T淋巴细胞分裂的最佳浓度和 

次最佳浓度分别为5 g／ml和2．5 g／ml。因此，实验中用 5．0 

g／ml和 2．5 g／ml两个 ConA浓度刺激 T淋巴细胞增殖。细 

胞在含 15％小牛血清的 RPMI 1640的培养液中，37 oC、5％ 

c0 孵箱中培养54 h后 ，每-fL)JIl入 1．0 ci 3H—TdR，继续培养 

18 h。用多头细胞收集器将细胞收集在滤纸上，用Beckman公 

司生产的液体闪烁记数仪测定放射活性。每个 ConA浓度点做 

5复孔。计算刺激指数(sI)。 

1．3 脾脏 T淋巴细胞腺苷脱胺酶(ADA)活性测定 

各组另取l0只大鼠，同上制备淋巴细胞。准确记数淋巴 

细胞的数目，离心后 ，沉淀加入2 ml蒸馏水，反复冻融 10次，显 

微镜下确认细胞破裂后，按 Giusti G 报道的方法测定 620 nm 

处的吸光度(UV-240分光光度计，日本岛津公司)。以每 106 

个淋巴细胞样品37℃作用于腺苷60 min所产生氨氮的微克数 

作为酶的活性单位(U／106个淋巴细胞)。 

1．4 实验数据的统计学分析 

实验结果以均数 ±标准差( ±s)表示。用 SPSS软件进行 

双因素方差分析，P<0．05为显著性判断标准。 

2 结果 

2、l 动物体重的变化 

常温常氧对照组和寒冷常氧组大鼠体重无明显变化，而在 

常温缺氧环境中生活3 d的大鼠和在寒冷缺氧环境中生活 3 d 

的大鼠体重却明显降低。说明缺氧可引起动物体重降低；而在 

寒冷缺氧环境中，动物体重的降低可能主要是由缺氧引起的 

(表 1)。 

表 1 各组动物体重的变化 ( ± ，n=10) 

$：与 0 d比较，P<0．05；#：与对照组比较 P<0．05 

2．2 大鼠脾脏 T淋巴细胞增殖反应结果比较 

对照组大鼠脾脏 T淋巴细胞 ，5．0 g／ml ConA的刺激指数 

为(64．0±23．7)；2．5 g／ml ConA的刺激指数为(43．5±21．7)。 

动物从 20～25℃进入0～2℃环境中生活 3 d后，用5．0 g／ml 

ConA刺激时，3H—TdR的掺入量明显降低；而用2．5 g／ml Co— 

nA刺激时，无明显变化。常温缺氧条件下生活 3 d的大鼠，脾 

脏 T淋巴细胞在两个浓度 ConA刺激下的3H-TdR的掺入量均 

显著降低，刺激指数显著下降；大鼠在寒冷缺氧环境中生活3 d 

后，脾脏 T淋巴细胞在5．0 g／ml ConA刺激下的 3H—TdR的掺 

入量与常温缺氧和寒冷常氧组相比，未见进一步降低；而在2．5 

g／ml ConA刺激下的 3H—TdR的掺入量与常温缺氧组相 比未 
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见明显差异，但显著低于寒冷常氧组(表2)。 

表 2 大鼠脾脏淋巴细胞增殖反应(刺激指数) 

结果比较( ± ，n=10) 

$：与对照组比较，P<0．05；#：与对照组比较 P<0．01： 

A：与寒冷常氧组比较，P<0．05 

2．3 脾脏淋巴细胞腺苷脱胺酶活性测定 

脾脏淋巴细胞腺苷脱胺酶活性测定结果见表3。 

表 3 脾脏淋巴细胞 ADA活性测定结果( ± ，n=10) 

组 别 ADA活性 (U) 

对照组 

寒冷常氧组 

常温缺氧组 

寒冷缺氧组 

49．9±lO．7 

5O．7±l2．O 

47．1±lO．3 

11．2±8．2 A 

$：与对照组比较，P<0．05；#：与常温缺氧组比较，P<0．05； 

A：与寒冷常氧组比较，P<0．05 

3 讨论 

本实验发现缺氧和寒冷均可在一定程度上抑制脾 

脏 T淋巴细胞的增殖反应。当动物处于寒冷缺氧环 

境中时，T淋巴细胞在 2．5 g／ml ConA刺激下的3H— 

TdR掺入量接近于单纯缺氧组动物，但显著低于单纯 

寒冷组，说明缺氧和寒冷两者对脾脏 T淋巴细胞的增 

殖反应可能并无叠加效应；在寒冷缺氧环境中，脾脏 T 

淋巴细胞增殖反应降低可能主要是由机体缺氧引起 

的。 

高原环境对人体的影响主要因素是缺氧。为对抗 

外环境缺氧的影响，机体通过各种神经内分泌调节，以 

维持内环境的相对稳定。缺氧时，机体神经内分泌系 

统的变化，可能通过免疫细胞上的受体，影响机体的免 

疫功能⋯。本实验结果表明，缺氧可在一定程度上抑 

制脾脏 T淋巴细胞的增殖反应。Caldwell等 实验发 

现，将小鼠脾脏淋巴细胞培养在 1％或2．5％的低氧环 

境中时，T淋巴细胞的成熟延缓，细胞因子的分泌发生 

改变。Klokker等 报道，5 400 m减压缺氧 20 rain就 

可引起人体免疫系统显著改变。Loeffler等 在研究 

肿瘤免疫时发现，肿瘤无氧区的 T细胞浸润数量虽无 

明显变化，但其功能显著降低。急性缺氧时，T细胞功 

能改变，可能在急性高原病的发生发展中起重要作用。 
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但有人发现，缺氧对免疫功能的影响，不能完全用肾上 

腺皮质反应增强来解释，因为在切除肾上腺的大鼠，缺 

氧对免疫功能的影响依然存在_6 J。 

腺苷脱胺酶 (adenosine deaminase，ADA)是嘌呤 

核苷酸代谢过程中起重要作用的酶，广泛存在于人体 

各种组织和细胞中。在淋巴细胞中活性最高，是前 T 

淋巴细胞分化为 T淋巴细胞中不可缺少的酶，与淋巴 

细胞的增殖、分化有关，是反映细胞免疫功能的一个重 

要指标。当机体的腺苷脱胺酶活性降低或缺乏时，会 

引起以胸腺发育不全、T细胞减少和免疫功能降低为 

特征的严重的免疫缺陷病(severe combined immunode— 

ficiency，SCID) 7j。将外源性 ADA基因转染到先天性 

ADA阴性的 SCID病人的骨髓细胞和外周血淋巴细胞 

后，随着病人 T细胞、B细胞、粒细胞和骨髓细胞等表 

达 ADA正常，病人的免疫功能恢复正常 j。研究表 

明 J，ADA活性降低或缺乏引起的 SCID，可能是由于 

ADA活性降低或缺乏时，细胞外腺苷不能被降解所 

致。在我们的实验中，寒冷缺氧组大鼠ADA活性显著 

降低，同时脾脏淋巴细胞的增殖反应明显受到抑制，因 

此寒冷缺氧环境有可能通过降低 ADA活性，减少腺苷 

的降解，增加淋巴细胞周围的腺苷含量，从而抑制脾脏 

淋巴细胞的功能。单纯缺氧和单纯寒冷组大鼠脾脏淋 

巴细胞 ADA活性无明显改变，但淋巴细胞的增殖反应 

明显降低。造成这种现象的原因不清楚，是否与腺苷、 

交感神经兴奋、儿茶酚氦增多及肾上腺皮质激素增多 

有关，尚需进一步实验证实。 

通过本实验，我们可得出如下结论：①缺氧和寒冷 

均可在一定程度上抑制脾脏 T淋巴细胞的增殖反应， 

但两者对脾脏 T淋巴细胞的增殖反应可能并无叠加 
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效应；②在寒冷缺氧环境中，脾脏T淋巴细胞增殖反 

应降低可能主要是由机体缺氧引起的；③腺苷脱氨酶 

活性的改变可能参与寒冷缺氧大鼠脾脏 T淋巴细胞 

功能的改变。 
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音(一)，肠鸣音正常。化验：WBC 10．8×10 ／L，N 65．8％ ，Hb 

146 g／L，胸片及肝 、胆、胰、脾 B超探查未发现异常。入院诊 

断：左上腹皮肤软组织挫伤。予消肿 、活血化淤、对症支持治 

疗，住院19 h自动要求出院。2 d后，因突发腹痛腹胀伴El渴、 

发热而再次急诊入院，查体：T 38．7℃，P 100次／分，R 26次／ 

分，BP 11．95／6．64 kPa。急性痛苦面容，腹平坦，全腹压痛、肌 

紧张及反跳痛 ，移动性浊音阳性，肠鸣音减弱。辅助检查：WBC 

11．8×10 ／L，N 87．4％，Hb 110 g／L，血淀粉酶52 U／dl，尿淀粉 

酶263 U／dl，腹部立位片：肝 、胆、脾 、胰 B超检查无异常，左侧 

腹腔穿刺抽出不凝固血性液体，考虑为腹腔脏器破裂出血，立 

即行左侧剖腹探查切 El入腹，入腹后发现腹腔内积血 ，清除腹 

腔内不凝固血 540 ml，探查发现左侧腹膜后血肿破裂出血 ，裂 

El约3 cm，血肿腔内仍见小血管出血，附近空肠及系膜多处挫 

伤、瘀血，使用不吸收丝线予缝扎止血，冲洗腹腔并吸尽积液 ， 

观察无活动性出血，放置腹腔引流管，关腹。住院 7 d治愈出 

院。 

2 讨论 

腹膜后血肿是腹部外伤后的常见并发症，早期诊断和及时 

有效的治疗，对降低病死率至关重要。本病例为不伴其他脏器 

伤的腹膜后血肿，也称单纯性的腹膜后血肿，出血量呈渐进性 

发展，早期无血液动力学改变。因此 ，单靠致伤病史 、体检及临 

床手段多难以确认。该病例以外伤性迟发性腹膜后血肿破裂 

出血采取手术缝扎止血治愈。 
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