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外伤性持续植物状态病人非特异性免疫功能的损害及意义
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　　提　要:目的　通过检测 HLA-DR在外周血单核细胞表面的表达水平 , 了解脑外伤后持续植物状态(PVS)病人的免疫

功能变化情况。方法　应用密度梯度离心法将实验组即 PVS 病人及正常对照组的外周血单核细胞分离出来 , 然后应用酶

联免疫法检测外周血单核细胞受 IFN-r或 LPS 刺激后 ,其所表达的 HLA-DR的变化水平。结果　和正常对照组相比 , 脑外

伤后 PVS 病人外周单核细胞表面HLA-DR的表达水平明显下降(P<0.001)。实验组及对照组的外周血单核细胞经 IFN-r

或 LPS 共孵育刺激后 , 其 HLA-DR的表达水平皆有显著升高(P<0.01), 但对脑外伤后 PVS病人来说 ,其 HLA-DR的表达仍

难以恢复到正常水平(P<0.05)。结论　脑外伤后持续性植物状态病人的免疫功能明显受到抑制。
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　　Abstract:Objective　To investigate the immune response in patients in persistent vegetative state (PVS)re-

sulted from brain injury by measuring the level of HLA-DR antigen expression on the surface of peripheral blood

monocytes.Methods　Peripheral blood monocytes were obtained from PVS patients and normal control group by den-

sity gradient centrifugation.The enzyme linked immunosorbent assay kits were then used to measure the changes in

level of the monocyte HLA-DR antigen expression before and after monocytes activated with either IFN-r or LPS.Re-

sults　Compared with the normal control group , the peripheral blood monocyte HLA-DR antigen expression fell sig-

nificantly in PVS patients(P<0.001), and the level of HLA-DR antigen expression on the monocyte surface of both

groups all rose notably after stimulation with either IFN-r or LPS(P<0.01), but it was still difficult for that of the

PVS patients to restore to normal level(P<0.05).Conclusion　The function of non-specific immunity in patients

in persistent vegetative state resulted from brain injury is suppressed.
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　　随着现代医疗水平的提高 ,严重脑外伤所引起的

病死率已有明显下降 ,但因此而致外伤后持续植物状

态(persistent vegetative state , PVS)的发生率却没什么变

化。流行病学调查显示 ,严重脑外伤后 PVS 的发生率

为10%～ 14%。PVS 病人最常见的死亡原因是由于各

种感染如肺炎 、泌尿系感染所致的并发症
[ 1, 2]
。一般认

为创伤及大的外科手术后 ,机体的免疫抑制是感染好

发的重要原因。但这些免疫功能检测指标中与感染及

死亡等预后结果密切相关的却很少 。有研究表明以下

两个因素对预后的判定有特别重要的意义:一个是
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外周血单核细胞表面 HLA-DR的表达水平 ,另一个是

血清调理素对中性粒细胞吞噬异物的调理能力
[ 3, 4]
。

因此在本研究中 ,我们对外伤性 PVS病人外周血单核

细胞表面人白细胞抗原 DR(HLA-DR)的表达水平进

行了检测 ,并观察 IFN-r或 LPS对其表达的影响 ,由此

反映外伤性 PVS 病人的免疫受抑制情况及对预后的

影响 。

1　资料与方法

1.1　病例收集
　　根据美国 PVS 多学科协会制定的PVS 诊断标准 , 我们共对

12 名外伤性 PVS 病人进行了检测 ,所有病人都来自北京军区总

医院神经外科 , 8 男4 女 ,平均年龄 38.58岁 , (年龄范围 19～ 62

岁);所有病人的一般情况稳定。12个健康志愿者作为对照组 ,
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他们的年龄与性别比与 PVS组相匹配。

　　为了确定最佳的刺激剂量和共孵育刺激时间 ,对 4个健康

志愿者的外周血单核细胞样品做剂量-浓度关系测定。采取各

实验对象的外周静脉血 4～ 5 ml , 用不含内毒素但含 EDTA钠盐

抗凝的试管收集。

1.2　样品处理
1.2.1　外周血单核细胞的分离　　用肝素抗凝管收集外周静

脉血标本 5 ml。利用淋巴细胞分离液(北京邦定公司)将标本

离心分层(2 500 r min , 30 min), 弃上清 ,得单个核细胞。将沉淀

好的单个核细胞用 RPMI1640 (北京中山公司)培养液制成悬

液。将制备的细胞悬液放入较大的培养皿中(直径约 12 cm),

37 ℃静置 30～ 60 min。根据单核细胞的贴壁性 , 将未贴壁细胞

倾出 , 用 Hanks溶液强力冲洗吹打与振荡 , 将贴壁的单核细胞

冲落 , 收集到试管中 , 利用 2%台盼蓝溶液计数活细胞 , 将收集

到的单核细胞悬液浓度配为每高倍镜视野下 3 ～ 4 个为标准 ,

留待备用。

1.2.2　单核细胞对白色念珠菌的吞噬及杀灭作用　　取白色

念珠菌(军事医学科学院五所)新生菌落半个 , 在 0.5 ml 0.9%

生理盐水中混悬(菌数约 3×106 个)加至盛有单核细胞的试管

中混合 ,加塞 , 37 ℃温育 45 min ,取出后离心 10 min , 弃上清液 ,

混匀沉淀物 ,取一滴置载玻片上。加 0.2 g L 亚甲蓝溶液 1 滴 ,

混匀 , 覆以盖玻片 , 5 min 后 , 用油镜观察 , 染成蓝色者为死菌 ,

未着色者为活菌 ,计数 100 个单核细胞中吞噬有着色及未着色

细菌的细胞数即分别为杀菌率和吞噬率。

1.2.3　剂量-反应曲线　　将获得的健康志愿者的单核细胞样

品在37℃与剂量浓度为50 、100、200、400 U ml的 IFN-r 或剂量浓

度为50、100 、200、400 ng ml的 LPS 共孵育 0、60 、120 、240 和 480

min ,应用仅含相同体积的 PBS 液作对照 , 通过 ELISA 检测单核

细胞表面HLA-DR的表达水平。根据所得到的不同 HLA-DR表

达值 ,作出剂量-反应曲线。根据曲线所示 , 可以看出 IFN-r 的

最佳刺激浓度为 200 U ml最佳孵育时间为 240 min;LPS 则为

100 ng ml及 240 min。由此得到的剂量浓度和孵育时间将应用

于正式的实验研究中。

1.3　HLA-DR表达的检测

　　根据文献介绍用 ELISA法检测外周血单核细胞表面 HLA-

DR的表达。简述如下 , 应用 Hypaque-Ficon 液在 2 500 r min 离

心 30 min 从外周血中分离出单个核细胞 ,根据单核细胞对塑料

的粘附性 , 从单个核细胞中分离出单核细胞。在一定条件下 ,

分离出的单核细胞依次分别与抗人 HLA-DR 单抗(中山公司 ,

北京), SA-HRP及生物素化羊抗鼠 IgG(中山公司 , 北京)孵育一

定时间。以培养液作为交叉对照调零 ,HLA-DR 的表达水平以

酶联仪测 A490值表示。

1.4　统计学处理
　　所有数据用 x±s表示 , 以两组均数 t检验行组间比较。

2　结果

　　外伤后 PVS 组患者外周血单核细胞对白色念珠菌的吞噬

率为(56.5±20.2)%, 杀菌率为(13.4±5.8)%, 而对照组分别为

(91.7±2.9)%及(33.8±4.2)%, 差异非常显著(P<0.01)。 由

此可见外伤后 PVS 患者外周血单核巨噬细胞对外来病菌的清

除率明显下降。

　　在单核细胞被刺激前 ,外伤后 PVS 组病人外周血单核细胞

HLA-DR的表达值为 0.193 ～ 0.034 , 对照组为 0.515 ～ 0.045 , 两

组间存在非常显著性差异(P<0.01)。

　　由图 1可看出 , IFN-r 或 LPS 对外周血单核细胞 HLA-DR的

表达有明显的影响。在外周血单核细胞与 IFN-r 200 U ml 或

LPS 100 ng ml共孵育刺激 240 min 后 PVS 组 HLA-DR的表达水

平上升至(0.34±0.089)或(0.344±0.075), 和刺激前水平比较 ,

差异显著(P <0.01)。 同样条件下 , 对照组外周血单核细胞

HLA-DR的表达亦增至(1.104±0.117)或(1.052±0.135), 增长

明显(P<0.01)。对刺激后两组间 HLA-DR的表达水平进行比

较 ,发现同样存在非常显著性差异(P<0.01)。而且 , 虽经 IFN-

r或 LPS刺激 , PVS 组外周血单核细胞 HLA-DR的表达水平仍难

以恢复至正常水平(P<0.05)。

图 1　外周血单核细胞 HAL-DR表达的比较

Fig 1　Level of HLA-DR antigen expression on the surface of

peripheral blood monocytes

　　IFN-r 或 LPS 对外周血单核细胞 HLA-DR表达的促进率(即

经孵育刺激后HLA-DR表达增长的百分比)在 PVS 组为(80.6±

55.6)%或(71.1±43.5)%, 而在正常对照组则为(114.4 ±

26.4)%或(105.2±30.5)%,两组间存在明显差异(P<0.05),

如图 2。

图 2　刺激对外周血单核细胞 HLA-DR表达的促进率

Fig 2　Facility rate of INF-γor LPS on the monocyte HLA-DR

antigen expression

3　讨论

　　研究表明 ,创伤后免疫系统往往是受到压抑的 ,这
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被认为是创伤或较大的手术后并发感染及败血症的一

个重要原因。脑创伤亦不例外
[ 5]
。外伤后PVS病人除

CNS 受到严重损伤外 ,还有一个重要特点 ,即丧失了精

神意识活动。近来 ,通过对情绪 、应激及精神疾病的免

疫研究 ,也证实了神经-内分泌-免疫系统间的紧密联

系。本实验通过观察外伤后 PVS 病人外周血单核细

胞对白色念珠菌的吞噬和杀灭作用 ,发现免疫细胞的

杀菌和抑菌作用明显降低 ,正由于临床上 PVS病人免

疫功能受到抑制 ,所以该类病人感染的发生率高 ,这要

求在临床治疗和护理上特别引起注意 ,尽量做到无菌

操作 ,防止感染 ,提高病人的免疫力 。

　　MHC二类抗原在免疫系统中具有很多功能 ,其中

很重要一项即是参与辅助细胞如单核细胞或巨噬细胞

等对抗原的递呈作用 ,如没有这样的过程 ,机体将不能

产生有效的免疫应答。因此 ,理论上 PVS 病人单核巨

噬细胞表面HLA-DR的表达水平对临床感染的产生具

有影响 ,因为MHC二类抗原的表达失败将导致抗原递

呈的失败。人外周血单核细胞MHC 二类基因 D区的

产物包括 DR ,DP ,及 DQ 抗原 ,它们都可诱导产生 ,但

在单核细胞中以 DR抗原的表达最为常见。在几项研

究中表明 ,外周血单核细胞中阳性表达 HLA-DR的百

分比 、单核细胞表面 HLA-DR 的表达密度 、创伤后

HLA-DR表达的恢复能力以及恢复的时间和程度都将

直接影响病人的预后结果 ,它包括感染的发生 、发展及

感染是否导致死亡
[ 3 , 6 ～ 8]

。在本研究中 ,我们发现与正

常对照组相比 , PVS 组病人外周血单核细胞 HLA-DR

的表达水平明显下降 ,且这种低水平长期存在难以恢

复 ,在很多情况下 ,甚至根本不恢复 。因此 ,这在一定

程度上有助于解释为什么 PVS 病人的感染发生率高 ,

且一旦感染如肺部 、泌尿系等 ,则感染难以控制 ,大部

分病人亦死于该类感染引起的并发症。但具体什么机

制导致单核细胞表面 HLA-DR表达的下调及创伤后为

什么长期难以恢复尚不清楚。可能与神经内分泌免疫

系统的调节紊乱有关 ,细节值得进一步研究。

　　一些细胞因子如 IFN-r 能减少感染的发生率 ,它

们是通过增强机体的免疫力实现的 ,这在临床和实验

研究中都得到了证实
[ 9]
。Klava 等

[ 4]
通过将全血与

IFN-r或 LPS共孵育模拟临床条件 ,发现尽管创伤病人

外周血单核细胞 HLA-DR的表达上调 ,但却仍难以恢

复至正常水平 ,说明它们的作用有限。这也解释了为

什么临床上预防应用 IFN-r 的效果要较预期的差。本

实验中 ,我们亦发现 PVS病人外周血单核细胞经 IFN-r

或 LPS刺激后 HLA-D的表达虽明显上调 ,但和正常对

照组相比 ,仍差异显著且难以恢复至正常;IFN-r 或

LPS对 PVS 病人单核细胞 HLA-DR表达的促进率亦低

于正常对照组 。说明 PVS 病人的免疫系统受到较严

重抑制 。因此 ,我们有理由认为中枢神经系统的高级

神经功能活动如意识包括语言理解 、自主运动等对免

疫调节有重要影响。一旦因严重创伤致高级神经功能

丧失 ,正常的免疫功能亦将受到抑制 。IFN-r或 LPS在

一定程度能促进免疫功能的恢复 ,但作用有限 ,需综合

措施始能降低感染及感染所致的死亡率。同时 ,对免

疫反应辅助剂的使用剂量和时间尚待积累更多的经

验 ,因为它们的不合理应用同样会导致免疫系统的抑

制和受损 ,甚至加重感染。有研究建议 IFN-r 的应用

时间应尽量长 ,直至病人康复 ,如中断太早 ,单核细胞

表面 HLA-DR的表达又会再次下调 。

　　因本研究的病例数有限 ,更确切的结论有待对更

多的 PVS 病人研究后得出 。PVS作为疾病的一种特殊

形式 ,如能找到一个较好的切入点 ,将有助于我们加深

对 神经-免疫-内分泌之间关系的了解。
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