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闭合性创伤小鼠巨噬细胞对 T 淋巴细胞增殖的影响

梁华平 张 艳 耿 波 (第三军医大学野战外科研究所 ) 6 30 0 4 2

提 要 本实验利用小鼠闭合性创伤模型研究了创伤后巨噬细胞对 T 淋巴细胞增殖的调

节作用
,

并初步探讨了其作用机理
。

结果显示
:

创伤后 1
、

2
、

4
、

7
、

10 天 T 淋巴细胞转化活性均明

显低于正常
,

伤后 巨噬细胞对 T 淋巴细胞转化活性的抑制作用增强
,

以伤后 1
、

2
、

4 d 最为明显
。

伤后巨噬细胞产生白细胞介素 1 (1 L
一

1) 的能力无明显变化
,

但产生肿瘤坏死因子 ( T N )F 和前列

腺素 E
Z

( P G E
:

)的能力却明显增强
。

体外应用消炎痛 ( 1产 g / m l) 可以阻断创伤小鼠 T 淋巴细胞转

化活性的受抑状态
。

丝裂霉素 c ( 2 5陀 /m l) 体外处理创伤后 巨噬细胞
,

可以阻断其细胞因子的生

成
,

但不能完全阻断其对 T 淋巴细胞转化活性的抑制作用
。

上述结果提示
:

小鼠闭合性创伤后 T

淋 巴细胞增殖功能的降低
,

同伤后 巨噬细胞的抑制作用有一定关系
。

创伤后巨噬细胞可通过分

泌大量的 P G E
Z

及直接的细胞接触方式发挥其对 T 淋巴细胞增殖的抑制效应
。

关键词 创伤和损伤
;
巨噬细胞

;
T 淋巴细胞

严重 创伤可致机体的细胞 免疫 功能受

抑
,

这一变化同伤后感染的发生密切相关
“ ’ 。

因此研究创伤后细胞免疫功能受抑的发生机

制对 防治创伤感染具有重要意义
。

已知 T 淋

巴细胞是机体 发挥 细胞免疫功能的效应 细

胞
,

而 巨噬细胞可通过提呈抗原及分泌单核

因子调节 T 淋巴细胞的增殖与分化
。

已往研

究结果表明
` 2 ’ ,

严重创伤后
,

巨噬细胞提呈抗

原能力下降
,

这一变化同创伤后 T 淋巴细胞

功能降低有一定关系
。

但创伤后巨噬细胞分

泌功能变化及其对 T 淋 巴细胞功能的影 响

尚待研究
。

本实验利用小鼠闭合性创伤模型

研究了创伤后巨 噬细胞对 T 淋巴细 胞增殖

的调节作用
,

并初步探讨了其作用机理
。

果以净
。 p m 值表示

。

1
.

2
.

2 巨噬细胞抑制活性测定
:

将脾细胞悬液 (5 x

一。`

/ m l )加入 2 4 孔塑料培养板中
,
i m l /孔

,

于 3 7 ℃
、

5 % C O :

培养箱中孵育 Z h 使巨噬细胞贴壁
,

收集

非粘附细胞
,

调到 s x lo
`

/ m l
,

比较巨噬细胞去除前

后 T 淋 巴细胞转化活性 的变化
,

计算 巨噬细胞活

性
,

以抑制率表示
。

抑制率 (纬 ) 一 1 一
全脾细胞 T 淋转净 cP m

非粘附细胞 T 淋转净
。 p m

X 1 0 0 %

材料和方法

1
.

1 动物模型及分组

B a
l b /

C

小鼠
,

雌雄各半
,

体重 1 8 ~ 2 2 9
。

随机分

为正常对照
、

伤后 l
、

2
、

4
、

7
、

z o d 共 6组
,

每组 1 0 只
。

小鼠致伤利用 35 9 重的祛码
,

从 3 c0 m 高处垂直下落

冲撞清醒状态的小鼠股骨部
.

双侧各接受撞击 15

次
,

累积接受能量为 3
.

0焦耳
,

以形成钝性损伤 (病理

切片证实皮下及肌肉严重变性坏死 )
。

各组动物于相

应时间活杀
,

制备腹腔巨噬细 胞及脾细胞悬液待测
。

1
.

2 检刚指标 和方法

1
.

2
.

I T 淋巴织抱转化活性测定
:

参照文献川
,

结

1
.

2
.

3 腹腔 巨 噬细胭培弄上清 中 IL
一

l
、

T N F
、

P G E
Z

的诱生及测定
:

参照文献川进行
,

lL
一

1 以胸腺细胞增

殖法测定
,

结果 以净
c p m 值表示

,

T N F 以 L
o Z ,

细胞

株测定
,

结果以细胞毒性 ( % )表示
,

P G E
Z

以放射免

疫法测定
,

结果 以
n g / m l表示

。

1
.

2
.

4 消炎痛的体外作用
:

于 T 淋转测定的细胞

培养系统中
,

加入 消炎痛 ( SI G M A 产品 )
,

使其终浓

度 为 l 产g / m l
,

观察其对T 淋巴细胞转化活性的影响
.

1
.

2
.

5 巨噬细胞的丝裂霉素 C 处理
:

按方法 1
.

2
.

2

获取脾脏中的贴壁 巨噬细胞
,

加入丝裂霉素 C (终浓

度 为 2 5产g /m l )
,

于 3 7 ℃
、

5 % C O :

培 养箱中孵育

3 o m in 后
,

以 H o n k 、 液清洗贴壁的巨噬细胞 2 次
,

于 巨噬细胞培养孔中加回同一个体的脾脏非粘附细

胞 (细胞终浓度为 5 x l 。`

/ m l )
,

测其 T 淋巴细胞转

化活性的变化
。

1
.

3 数据处 理

结果以平均值士 标准差 ( 于 士 、
)表示

,

用成组

或配对 l 检验进行显著性分析
。
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2 结果

2
.

1 创伤后 小 鼠 T 淋 巴细 胞转化及 巨噬细

胞抑制活 性的变化

伤后 ld
,

脾细 胞的 T 淋 巴细胞转化活性急剧

下降
,

伤后 Z d 略有回升
,

伤后 4
、

7 d 再次下降
,

伤后

10 d 仍未回复到正常水平
。

去除脾细胞中的巨噬细

胞
,

对正常小鼠 T 淋 巴细胞转化活性无明显影响
,

但可不同程度地提高创伤小鼠 T 淋 巴细胞转化活

性
,

伤后巨噬细胞抑制活性以 1
、

2
、

4 d 最为明显 (见

表 1 )
。

表 1 创伤后小鼠 T 淋转及巨噬细胞抑制活性变化

T a b 1 C h a n g e s o
f m u r i n e T l y m P h o e y t e s t r a n s f o r m a t i o n a n d s u P P r e s s i v e a e t i v i t y o

f m a e r o p h a g e s a f t e r

t r a U m a

T l y m p h co y t e s t r a n s
f o r m a t i o n ( e p m )

E x p e r
i爪 e n t a

l g r o u P s
S

u p p r e s s i
v e r a t e

T o t a l o f s p l e n o e y t e s U n a d h
e r e n t e e

l l
s

1 2 1 0 7士 8 7 9

18 6 4士 6 2 1△

1 2 4 7 0 士 8 6 4△△

2 7 20士 4 4 6△ △

3 6 4 1士 6 4 3

10 0 2 7士 10 2 1

o f m
a e r o p h

a g e s

一 1 0士 2
.

7

3 6士 6
.

移
`

4 2士 7 4
.

( % )

N o r
m a l e o n t r o l

s

l s t d a y P o s r t r a u
m a

Zn d d之
l y P o s t t r a u nr a

4 t h d a y p o s t t r a u nT a

7 t h d
a y p o s t t r a u

nt
a

1 0 t h d a y Po s t t r a u m a

1 3 3 1 7士 1 2 4 1

1 1 9 3士 5 2 4
. ’

7 2 7 5士 8 2 7
“

1 1 9 7士 3 2 7 ` .

2 9 8 1士 5 1 4
书 .

8 14 9士 4 9 8
’

56士 6
.

3
’ ,

1 8士 4
.

1

1 9士 3
.

8

C
o m p a r e d w it h

n o r m a
l

e o n t r o
l

s
`

P < 0
.

0 5
, . ’

P < 0
.

0 1 ;

C
o m p a r e

d w it h t o t a l o
f

s p l
e n o e y t e s 么 P < 0

.

0 5
, △ △ p < 0

.

0 1

2
.

2 创 伤 4 d 小 鼠 巨噬 细 胞 产生 I L
一

1
、

T N F
、

P G E
:

的变化

和正常对照组相 比
,

伤后 4 d 组巨噬细胞产生

lL
一

l 的能力无明显变化
,

但产生 T N F
、

P G E
:

的能力

明显增强 (见表 2 )
。

表 2 创伤 4 d 后小鼠巨噬细胞产生 lL
一

l
、

T N F
、

P G E
Z

的变化

T a b 2 C h a n g e s o f I L
一

1
,

T N F
,

P G E Z P r o d u e e d b y m
u r in e

m
a e r o P h a g e s a t 4 t h d a y P o s t t r a u

m
a

E x p e r
im

e n t a
l g r o u p s

N o r nr a l e o n t r o l
s

4 t h d
a y p o s t t r a u m

a

I L 一 l (
e p m )

7 1 5 5士 24 2

7 5 3 6士 3 18

T N F ( % )

5士 1
.

0

3 7士 4
.

8
母 `

P G E
:

(
n g / m l )

1
.

2 1士 0
.

3 7

5
.

8 4士 1
.

3 2
. 奋

C
o

m p a r e
d w i t h n o r

m
a l e o n t r o

l
s ” P < 0

.

0 1

2
.

3 消炎痛在休外对正常及创伤小 鼠 T 琳

巴细 胞转化活性的影响

消炎痛在体外对正常小 鼠 T 淋 巴细胞转化活

性无明显影响
,

但可使创伤 4 d 小鼠 T 淋巴细胞转

化活性恢复到正常水平 (见表 3 )
。

表 3 消炎痛体外对正常及创伤小鼠 T 淋转的影响

T a
b 3 E f f

e e t o
f i n

d
o

m
e t h a e i n o n

m
u r in e T l y m p o e y t e s t r a n s

f
o r

m
a t io n

I n V l t f o

E
x p e r inr

e n t a l g r o u p s

N o r
m ￡里1 e o n t r o l s

N o r
m

a l c o n t r o l
s
+ i n d o m e t h

a e i n

4 t h d乏
一y P o s t t r a u nT

a

4 t h d之̀ y p o s r t r a u m a + i n
d o m e t h a e i n

T ly m p h o e y t e s t r a n s
f o r

m 孟一t ib
n

( e p nr )

12 3 3 0 士 2 0 2 1

1 3 4 8 7士 1 3 4 4

4 6 2 4士 5 3 7
件 ’

11 4 6 8士 9 6 3△仓

C
o m p a r e d w i t h

n o r
m

a
l

e o n t r o
l
s ” P < 0

.

0 1 ;
C

o m p a r e d w it h 4 t h d
a y p o s t t r a u

m
a △△ P < 0

.

0 1
.
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2
.

4 丝裂霉素 C 在休外对正常及创伤小 鼠

巨噬细 胞活性的影响

丝裂霉素 C 体外对正常小鼠巨噬细胞抑制活

J

性无明显影响
,

可明显减轻但不能完全阻断创伤 4 d

小鼠巨噬细胞抑制活性 (见表 4 )
。

表 4 丝裂霉素 C 体外对正常及创伤小鼠巨噬细胞抑制活性的影响

T a b 4 E f f e e t o f m i t o m y e i n 一C o n s u P P r e s s iv e a e t i v i t y o f m a c r o Ph a g e s i n v it r o

E x p e r im e n t a l g r o u p s
S

u p p r e s s i v e r a t e o f m
a e r o p 卜

. a g e s ( % )

N o r
m a l e o n t r o l

s

N o r
m a l c o n t r o l

s
+ m i t o nr y e i n 一 C

4 t h d a y Po s t t r a u m a

4 t h d
a y p o s t r r a u n 一a

+ m i r o m y e i n 一
C

一 1 2士 3
.

0

一 8士 1
.

8

5 6士 9
.

7
’ 价

2 7士 4
.

9
奋 △

C
o

m P a r e
d w i t h n o r m a l e o n t r o ls `

P < 0
.

0 5
, . ’

P < 0
.

0 1 ;

C
o m p a r e

d w i th 4 t h d a y p o s t t r a u m a △ P < 0
.

0 5
.

3 讨论

巨噬细胞可分为辅助型和抑 制型两大

类
,

其对 T 淋 巴细胞 的调节也相应具有辅助

和抑制活性
。

已往研究表明
` 5’ ,

创伤后辅助型

巨噬细胞减少
,

功能降低
,

抑制型巨噬细胞增

多
,

功能增强
。

这一变化使得创伤后的巨噬细

胞在体外能抑制正常机体 的 T 淋 巴细胞对

丝裂原的反应性
,

且增强刀豆素 A ( C on A )诱

导的抑制性 T 细胞 ( T s ) 活性
。

但创伤后巨噬

细胞抑制活性的动态变化及其与机体 自身的

T 淋 巴细胞功能受抑之间的关系如何
,

尚未

见报道
。

这一问题的揭示可能有助于进一步

认识巨噬细胞在创伤后细胞免疫功能受抑中

的作用和地位
。

本研究观察到小鼠闭合性创

伤后 T 淋巴细胞转化活性降低
,

巨噬细胞抑

制活性增强
,

其抑制活性高峰同 T 淋 巴细胞

转化活性降为最低值相一致
。

这说明创伤后

巨噬细胞的抑制作用可能是 T 淋 巴细胞功

能下降的重要原因
。

但动力学变化发现
,

巨噬

细胞的抑制作用主要表现在伤后早期
,

而 T

淋巴细胞转化 活性受抑则持续较长时间
,

这

提示
:

巨噬细胞的抑制作用可能不是 T 淋 巴

细胞转化活性降低的唯一原因
。

巨噬细胞可通过分泌 IL
一

1
、

T N F 促进 T

淋巴 细胞增殖
,

也可通过分 泌 P G E
:

等抑制

这一过程
。

本研究发现创伤后巨噬细胞分泌

I L
一

1 的能力无明显变化
,

但分泌 T N F
、

P G E
Z

的能力则明显增强
。

这说明巨噬细胞抑制作

用的发挥并非是 I L
一

1
、

T N F 产生减少
,

而是

由于 P G E :

产生增多所致
。

这种增高的 P G E
Z

可直接抑 制 T 淋 巴 细胞增殖和 阻断 I L
一

1
、

T N F 对 T 淋巴细胞转化活性的增强作用
( ` ) 。

我们在体外实验中观察到前列腺素合成酶抑

制剂— 消炎痛可阻断创伤后 T 淋 巴细胞

转化活性的受抑状态
。

提示 P G E Z

可能是介

导创伤后 巨噬细胞发挥抑制效应的重要介

质
。

丝裂霉素 C 可抑制细胞 D N A 及蛋 白质

的合成
。

巨噬细胞经丝裂霉素 C 处理后
,

其

培养上 清 中的 细胞 因子 (如 I L
一

1
、

T N F 和

P G E ,
)均低至不能检测的水平 (数据未列 )

。

为了观察巨噬细胞是否可通过细胞接触方式

直接抑制 T 淋巴细胞功能
,

本研究 比较了创

伤后 巨噬细胞经丝裂霉素 C 处理前后 的抑

制作用变化
。

发现处理后的巨噬细胞抑制活

性降低
,

但仍能抑制 T 淋 巴细胞转化活性
。

提示 创伤后巨 噬细胞可通过细胞
一

细胞接触

方式抑制 T 淋巴细胞功能
。

这一发现为我们
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研究创伤后巨噬细胞的抑制效应提供了新的

线索
。

总之
,

小鼠闭合性创伤后 T 淋巴细胞功

能受抑同巨噬细胞 的抑制活性有关
,

而 巨噬

细胞可以通过分泌大量 P G E
:

和直接的细胞

接触方式发挥其对 T 淋 巴细胞增殖的抑制

作用
。
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