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大鼠单核/巨噬细胞功能异质性及其在创伤-失血后免疫紊乱中的意义
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　　提　要:目的　探讨单核/巨噬细胞功能异质性与创伤后免疫紊乱的关系。 方法　健康Wistar大鼠 48 只 , 分为正常

对照组 、创伤-失血后 1 , 4 , 7 d组 , 以无色孔雀绿比色法及流式细胞仪分别测定不同部位单核/巨噬细胞非特异性吞噬功能

及 I-A 抗原的表达。结果　①生理状态下 ,肺泡巨噬细胞(AM)非特异性吞噬功能最强 , 腹腔巨噬细胞(PM)次之 , 单核细

胞(Mo)最弱。PM 高表达 I-A ,而 AM 及Mo 表达量较低。 ②创伤-失血后大鼠单核/巨噬细胞非特异性吞噬功能均下降 , 但

各部位变化具有差异性。AM 降低最为显著 , 且持续时间长 , 而 PM 受影响较小。创伤-失血后大鼠单核/巨噬细胞 I-A 抗

原表达变化各异 , PM伤后持续处于较低水平 ,而 AM 在伤后 4、7 d出现升高。结论　生理状态下单核/巨噬细胞功能及表

型存在异质性 ,创伤-失血后这种异质性表现更为明显 ,并很可能为导致创伤后免疫功能紊乱的重要原因。
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Functional heterogeneity of monocytes/macrophages and its significance in immune dys-
function after trauma-hemorrhage in rats
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Medical University , Chongqing 400038;2State Key Laboratory of Trauma , Burns and Combined Injury , Department 1 , Institute of Surgery Research;
3Department of Thoracic Surgery , Daping Hospital , 400042 , China)

　　Abstract:Objective 　To investigate the relationship between the functional heterogeneity of monocytes/

macrophages and the immune dysfunction after severe trauma.Methods　A total of 48 healthy Wistar rats were di-

vided into control group and post-trauma-hemorrhage group.The non-specific phagocytotic abilities and the expression

of I-A of differently distributed monocytes/macrophages were evaluated by benzaldehyde green assay and flow cytome-

try , respectively.Results　(1)In the control group , alveolar macrophages(AM), peritoneal macrophages(PM),

monocytes(Mo)showed a great functional difference in phagocytosis and expression of I-A;(2)After trauma-hemor-

rhage , the nonspecific phagocytotic ability of AM , PM , and Mo isolated from the injured rats declined significantly ,

but that of AM decreased most significantly and lasted longer.The changes of I-A antigen expression of monocytes/

macrophages after trauma-hemorrhage varied.The nonspecific phagocytotic ability of PM remained at a very low level

after trauma , but that of AM began to increase at 4 and 7 d after trauma.Conclusion　There is phenotypic and

functional heterogeneity of monocytes/macrophages under normal condition.The heterogeneity is more obvious after

trauma-hemorrhage , which may play an important role in the immune dysfunction and the development of complica-

tions after trauma.

　　Key words:monocyte/macrophage;heterogeneity;phagocytosis;I-A;immune dysfunction

　　严重创伤后机体抗感染免疫防御机能降低或过度

炎症反应都可能导致创伤并发症的发生 。现有的研究

证实 ,无论是采用提高免疫功能的手段或抗炎措施 ,对
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创伤后继发性损伤的防治都没有显著的效果 ,表明目

前对机体创伤后免疫系统调控机制的认识还不完善。

　　单核/巨噬细胞在启动天然免疫和获得性免疫中

具有关键作用 ,是调控免疫反应的主要细胞成分之一。

大量的研究表明 ,即使在生理状态下不同部位来源的

单核/巨噬细胞在表型和功能上都呈现明显的异质

性[ 1 ,2] 。这种异质性在创伤后免疫紊乱的发生发展中
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具有怎样的地位 ,目前尚不清楚。本实验采用大鼠创

伤-失血模型 ,探讨了创伤后单核/巨噬细胞功能异质

性与机体免疫功能紊乱的关系及其意义 。

1　材料和方法

1.1　大鼠单核/巨噬细胞的分离 、纯化及鉴定
1.1.1　大鼠单核/巨噬细胞的分离及纯化　　参照文献[ 3] 的

方法分离外周血单核细胞;参照 Debra 等[ 4]的方法 ,分离腹腔巨

噬细胞;参照 Sebring等[ 5] 的方法 , 分离肺泡巨噬细胞。贴壁法

纯化分离的单核/巨噬细胞。

1.1.2　单核/巨噬细胞鉴定　　台盼蓝染色鉴定细胞活力;瑞

氏染色进行形态学鉴定;免疫细胞化学进行特异性表型 ED-1

表达的鉴定。

1.2　动物分组及创伤-失血模型的制作
　　参照McCarter[ 6]的方法 , 略有改进。简述如下:

　　健康Wistar大鼠 48 只(第三军医大学实验动物中心提供),

体质量(200±20)g , 雄性。随机分为正常对照组 、创伤-失血后

1 、4、7 d 组 , 每组 6只(分别测定两个功能 , 每个功能用大鼠 24

只)。

　　采用乙醚加 10%氯胺酮复合麻醉状态下双后肢闭合性砸

伤 、双后肢粉碎性骨折及股静脉失血模型。即将鼠后肢固定于

撞击模型架撞击筒下(撞击筒为 20 cm 高度), 200 g砝码自由垂

直落下 ,双后肢分别砸击 10 次;咬钳致双后肢粉碎性骨折(X 线

片证实);无菌状态下暴露左股静脉 , 头皮针穿刺抽血。按大鼠

血容量占体质量的7.4%计算 , 抽血量为体质量的 25%, 抽血时

间控制在 2 min 左右;加压止血 , 消毒后缝合皮肤;放鼠回笼 , 常

规予水及食物;未采取特殊的复苏措施。大体观察见砸击及咬

钳致骨折后大鼠双后肢肿胀 、淤血 , 皮肤无破损。伤后即刻存

活率为 100%, 伤后 7 d死亡率约为 31%。

1.3　吞噬功能的测定
　　采用无色孔雀绿比色法[ 7] ,略有改进。

1.4　I-A抗原表达测定
　　参照文献[ 3] 的方法。

1.5　统计学处理
　　所得实验数据采用单因素方差分析及重复测量试验的方

差分析。

2　结果

2.1　单核/巨噬细胞鉴定
2.1.1　细胞活性检测　　台盼蓝染色显示细胞活力>95%。

2.1.2　细胞形态观察　　初步分离出的单核细胞 、肺泡及腹

腔巨噬细胞贴片 120 min 后 ,在倒置显微镜下观察 , 细胞透明度

高 ,折光性强。经瑞氏染色后观察 , 各种贴壁细胞大小不一 , 其

中以肺泡巨噬细胞体积最大 , 并且伸出明显突起 , 腹腔巨噬细

胞次之 ,外周血单核细胞体积较小。

2.1.3　免疫细胞化学鉴定　　贴壁细胞经大鼠单核/巨噬细

胞特异性 ED-1 单抗进行免疫细胞化学染色 , 染色阳性的细胞

呈棕黄色 ,通过计数 , 得出经纯化后的外周血单核细胞 、腹腔及

肺泡巨噬细胞纯度>90%。

2.2　大鼠各部位单核/巨噬细胞吞噬功能及 I-A表达

差异

　　生理状态下 , AM 非特异性吞噬功能最强 , 与 PM 及 Mo 比

较有非常显著差异(P<0.01);而 PM与 Mo并无显著性差异(P

=0.065)。PM 高表达 I-A , 与 AM 及 Mo 相比有非常显著差异

(P<0.01),而 AM 及Mo 表达量较低 ,无显著性差异 ,见表 1。

表 1　大鼠 AM 、PM 、Mo吞噬功能及 I-A表达差异( x±s)

Tab 1　Different abilities in phagocytosis and expression of I-A

on AM , PM , andMo in rats( x±s)

Phagocytosis (OD) I-A (%,  x±s)

AM 0.225 3±0.0287 25.6±5.2＊＊

PM 0.096 7±0.0292＊＊ 72.6±11.9

Mo 0.067 8±0.0146■■ 31.4±9.4△△

＊＊:P<0.01 , vs PM;■■:P<0.01 , vs Mo;△△:P<0.01 , vs Mo

2.3　创伤-失血后大鼠AM 、PM 、Mo 非特异性吞噬功能

的变化
　　创伤-失血后大鼠 AM、PM、Mo 非特异性吞噬功能均下降 ,

AM 伤后变化与 PM 及 Mo 有非常显著差异(P <0.01), PM 及

Mo伤后变化也有非常显著差异(P <0.01)。

　　AM 下降最明显 , 创伤-失血后 1 、4、7 d 与对照组比较均有

非常显著差异(P<0.01), 分别下降了 67.8%、74.4%、35.6%;

PM 在创伤-失血后 1 天降低非常显著(P <0.01), 下降了

60.2%,第 4 天开始恢复 ,仅下降了 15.9%, 第 7 天恢复至正常

水平;Mo在创伤-失血后 1 、4 d 明显降低(P <0.01), 分别下降

了 41.4%、58.7%,第 7 天恢复至对照组以上水平 , 上升 9.1%。

但与对照组相比无统计学差异(P>0.05), 见表 2。

表 2　创伤-失血后大鼠 AM、PM、Mo非特异性吞噬功能的变化

(OD 值 , x±s)

Tab 2　Changes of nonspecific phagocytotic abil ities of AM , PM , and

Mo after trauma-hemorrhage(OD ,  x±s)

Group AM PM Mo

Contro l 0.225 3±0.0287 0.096 7±0.029 2 0.067 8±0.014 6

TH 1 d 0.074 7±0.011 8＊＊ 0.038 5±0.013 8＊＊ 0.039 7±0.008 9＊＊

TH 4 d 0.057 7±0.009 3＊＊ 0.081 3±0.018 4 0.028 0±0.010 9＊＊

TH 7 d 0.145 0±0.033 4＊＊ 0.096 8±0.018 1 0.074 0±0.010 3

TH:Trauma-hemorrhage;＊＊:P<0.01 vs control

2.4　创伤-失血后大鼠AM 、PM 、Mo I-A抗原表达变化
　　AM、PM及 Mo I-A抗原表达在创伤-失血后的变化有非常

显著差异(P<0.01)。

　　创伤-失血后 1天 , AM 、PM、Mo I-A 抗原表达均显著下降(P

<0.01), 分别下降了 68.4%、76.3%、77.4%;伤后 4 d PM、Mo

仍处于低水平 ,与各自对照组比较有非常显著差异(P<0.01),

分别下降了 43.1%、60.2%,而 AM较对照组上升了 28.9%;伤

后 7 d PM仍未恢复正常 , 与对照组相比有非常显著差异(P <

0.01), 下降了 26.6%, Mo 基本恢复正常 , AM 显著上升(P <

0.01), 上升了 103.9%,见表 3。
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表 3　创伤-失血后大鼠 AM、PM、Mo I-A 抗原表达的变化(%,  x±s)

Tab 3　Changes of expression of I-A on AM , PM , and Mo after trauma-

hemorrhage(%,  x±s)

Group AM PM Mo

Control 25.6±5.2 72.6±11.9 31.4±9.4

TH 1 d 8.1±3.4＊＊ 17.2±3.1＊＊ 7.1±3.4

TH 4 d 33.0±6.4 41.3±7.9＊＊ 12.5±3.2＊＊

TH 7 d 52.2±9.2＊＊ 53.3±10.5＊＊ 30.6±9.5

TH:Trauma-hemorrhage;＊＊:P<0.01 vs control

3　讨论

　　目前有关创伤后免疫功能紊乱发生机制的研究大

多集中于淋巴细胞 ,有关单核/巨噬细胞在创伤后天然

免疫和获得性免疫功能抑制中的作用则重视不够 。此

外 ,虽国外学者早在 20世纪 70年代就开始了不同部

位来源的单核/巨噬细胞功能异质性的研究 ,近年来还

发现多种疾病与不同亚群的巨噬细胞相关[ 8] ,但这种

异质性在创伤后免疫功能紊乱中的地位并不十分明

确 ,国内也无相关报道。

　　单核/巨噬细胞对外来抗原及自身异常成分的吞

噬 、消化和清除对维持机体内环境相对稳定具有重要

作用 ,吞噬功能是巨噬细胞发挥天然免疫防御机能的

重要保证 。此外 ,单核/巨噬细胞还可作为抗原递呈细

胞参与获得性免疫反应 。单核/巨噬细胞的抗原呈递

能力与其表面分子 MHC-Ⅱ、B7-1和 B7-2表达量呈正

相关[ 9] 。而创伤后降低的抗原递呈能力与 MHC-Ⅱ类

分子表达的下降相一致[ 10] 。因此 ,本研究采用无色孔

雀绿比色法及流式细胞仪分别测定了单核/巨噬细胞

非特异性吞噬功能及 I-A抗原表达 ,反映了单核/巨噬

细胞吞噬及抗原递呈能力的差异及变化 。

　　本研究结果显示 ,生理状态下 ,AM 显示出最强的

非特异性吞噬功能 ,PM 次之 ,Mo 最弱。而 PM 高表达

I-A ,AM及 Mo表达量较低 。说明不同部位单核/巨噬

细胞吞噬能力及 I-A表达各异 ,可能与它们所暴露的

微环境 、不同的细胞结构 、接受的不同刺激信号及所处

的不同分化发育阶段有关。最近研究
[ 11]
提示 ,基因的

选择性表达可能是不同部位单核/巨噬细胞表现出功

能异质性的重要原因 。

　　我们还发现 ,创伤-失血后大鼠 AM 、PM 、Mo 的非

特异性吞噬功能均下降 ,但程度不一 ,持续时间与恢复

情况也不一致。AM 降低最为显著 ,且持续时间长 ,而

PM受影响较小 。同时 , I-A 抗原表达变化各异 , PM 伤

后持续处于较低水平 ,而 AM在伤后 4 、7 d出现升高。

　　肺泡巨噬细胞是对呼吸道吸入物质 、微生物进行

处理的第一道防线 ,因此 ,其吞噬活性的严重受损很容

易导致肺局部免疫防御机能下降 ,伤后肺部易于罹患

感染可能与之有关。腹腔巨噬细胞吞噬功能虽在伤后

早期有所下降 ,但程度较轻 ,恢复较快 ,说明伤后腹腔

巨噬细胞天然免疫反应受影响较小 。单核细胞吞噬活

性在伤后也明显减弱 ,至第 7天才开始恢复 。说明创

伤后机体整体的天然免疫防御机能创伤早期也受到严

重影响 ,并持续至少达 4 d。

　　伤后早期 ,各部位单核/巨噬细胞 I-A抗原表达均

显著下降 ,说明创伤早期即出现单核/巨噬细胞抗原递

呈功能严重受损 。PM 伤后 1 ～ 7 d 均处于较低水平 ,

并持续达 7 d以上 ,较单核及肺泡巨噬细胞受到更为

严重的影响 ,因此很可能创伤-失血后腹腔巨噬细胞抗

原递呈受抑更为明显。而大多数研究表明在创伤 、失

血性休克 、烧伤等情形下 AM I-A抗原表达下降 ,与本

研究结果有一定差异 。

　　创伤-失血早期 ,各部位单核/巨噬细胞吞噬功能

及 I-A表达均下降 ,与创伤打击有关[ 12] 。后期出现不

同变化则可能源于其不同的细胞类型 、不同信号通路

的激活及不同功能亚群的转换[ 13] 。肺泡巨噬细胞 I-A

抗原在伤后 4 d及 7 d表达的上升则很可能是机体对

过低的吞噬功能一种代偿及反馈调节。

　　综上所述 ,在生理状态下 ,肺泡巨噬细胞 、腹腔巨

噬细胞及单核细胞功能异质 ,创伤后肺泡巨噬细胞吞

噬活性降低最为明显 ,腹腔巨噬细胞则以抗原呈递能

力减弱为主要表现 ,而外周血单核细胞则可见吞噬活

性及抗原呈递功能均减弱。表明 ,不同部位巨噬细胞

对创伤所产生的反应性是不相同的 ,由此提示巨噬细

胞存在着不同的功能亚群 ,其在创伤后的反应性存在

明显差异 ,单纯以某一部位所获取的巨噬细胞并不能

反映机体单核/巨噬细胞所表现出的功能状况 。不同

的巨噬细胞功能亚群对创伤产生的反应差异性很可能

就是诱导创伤后免疫功能出现双向性紊乱的主要原

因 ,有待于进一步研究。
　　(致谢:感谢大坪医院野战外科研究所第一研究室吕凤林

副研究员 、第七研究室周萍实验师及脑外科邹咏文教授 、许民

辉主任 、朱万莉护士长在实验过程中的大力支持!)
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文章编号:1000-5404(2004)05-0381-01　 个案与短篇

血清乙型肝炎病毒核酸定量与肝损伤及干扰素应答的关系

Relationship of hepatitis B virus DNA level with liver damage and the response to interferon

和振坤　　(河南大学淮河医院感染科 ,洛阳 475000)

　　作者应用干扰素治疗慢性乙型肝炎44例 ,并于治疗前后采用

聚合酶联免疫实验方法 ,检测HBV-DNA 拷贝数 ,探讨血清乙型肝

炎病毒核酸定量与肝损伤及干扰素应答的关系,现报告如下。

1　对象与方法

1.1　对象
　　44 例均 HBV-DNA 阳性 , 丙氨酸转氨酶(alanine amnotrans-

ferase, ALT)升高 ,病史 6 个月以上 , 排除其他已知原因的慢性

肝病患者 ,其中男 32 例 ,女 12例 , 年龄18 ～ 50岁。按照 1995 年

第 5次全国传染病和寄生虫病会议修订的诊断标准。

1.2　方法
　　①HBV-DNA 定量检测:血清样本提取核酸模板 , 然后以定

量PCR检测 HBV-DNA 拷贝数。 ②治疗方法:给予干扰素α-2 b

(安达芬)300 万 U 肌肉注射 , 每周 3 次 , 治疗 6 个月为 1 个疗

程。停药后随访 6 个月。 ③应答反应:生化应答 ,血清 ALT 恢

复到正常水平;病毒应答 , 血清 HBV-DNA 滴度<1×104 拷贝/

ml;完全应答 , 同时表现为生化和病毒应答。

1.3　统计学方法
　　采用χ2 检验 、t 检验。

2　结果

　　44 例患者治疗前后 HBV-DNA 含量检测结果见表 1。

表 1　44例患者治疗前后 HBV-DNA含量的变化

HBV-DNA 含量(拷贝/ml)

<1×105 ≥1×106 ≥1×107 1×108 均值(1×105)

治疗前 0 15 20 9 88.42±12.34

治疗后 23 11 6 4 5.40±1.59

　　治疗后血清 HBV-DNA水平与干扰素应答的关系见表 2。

表 2　血清 HBV-DNA水平与干扰素应答的关系

治疗前 6个月 治疗后6 个月病毒含量

(拷贝/ml)
例数

生化应答
n　(%)

病毒应答
n　(%)

完全应答
n　(%)

生化应答
n　(%)

病毒应答
n　(%)

完全应答
n　(%)

<1×105 23 23(100.0) 18(78.2) 18(78.2 18(78.2) 14(60.8) 14(60.8)

>1×105 21 16(76.2) 14(66.2) 13(61.9) 12(59.6)Δ 8(38.1)Δ 7(33.3)Δ

合计 44 39(88.6) 32(72.7) 31(70.4) 30(68.2) 22(50.0) 21(47.7)

Δ:与治疗前 6个月比较 , P<0.01
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