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【摘* 要】目的：探讨新鲜分离及自身肠道菌群抗原刺激后

的人外周血 I=+ T . 细胞 I=$’ 和 NOPQ( 表达的相关性及变

化规律- 方法：分离人的外周血单核细胞和淋巴细胞，单核细

胞经自身肠道菌群抗原刺激后与淋巴细胞混合培养，新鲜分

离及混合培养 !+ K 的淋巴细胞用三色流式细胞术在单细胞

水平同时检测 I=+，I=$’ 和 NOPQ( 的表达- 结果：新鲜分离

的淋巴细胞约 +(- +U 表达 I=+，在 I=+ T . 细胞中，约 ’- )U
表达 I=$’，而高表达的只有 !- &U ，约 ’- $U 表达 NOPQ(，

I=$’ 和 NOPQ( 均 表 达 的 占 (- (U ，I=$’64 NOPQ( T 细 胞 占

!- ,U ，I=+ \ 细胞几乎不表达 NOPQ(- 经抗原刺激后，淋巴细

胞总数均轻度增加（ 与未刺激组比较，平均增加 $!- "U，8 X
"- ""!）- I=+ T 细胞的比例均明显上升（,%- !U 49 +(- +U ，

8 X "- ""!），I=$’ T ，NOPQ( T 及 I=$’ T NOPQ( T 细胞的比例变

化不大- I=+ T I=$’ T NOPQ( T . 细胞占 I=+ T I=$’ T . 细胞的

比例及 I=+ T I=$’64 NOPQ( T . 细胞占 I=+ T I=$’64 . 细胞的

比例在所有研究对象中均呈下降趋势（ 前者从 ’&- )U 降到

’$- "U，后 者 从 ),- (U 降 到 %%- &U ，均 8 X "- "’）- 结 论：

I=$’ 和 NOPQ( 的表达具有一定的相关性，但 I=$’ 及 I=$’64

均不能很可靠地标记人类的调节性 . 细胞，尤其是在淋巴细

胞受到抗原刺激以后- 肠道菌群抗原作为外来抗原刺激自身

的淋巴 细 胞 后，活 化 增 殖 的 细 胞 中 主 要 是 I=+ T I=$’ T

NOPQ( \ 反应性 . 细胞，而不是 I=+ T I=$’ T NOPQ( T 调节性 .
细胞-

【关键词】调节性 . 细胞；I=$’；NOPQ(；肠杆菌科；抗原

【中图号】]’"(* * * 【文献标识码】W

MN 引言

近年有人用 I=$’ 的高表达（I=$’64）作为调节

性 . 细胞的标记，NOPQ( 是位于细胞核内的转录因

子，难以用来在单细胞水平分离和鉴定调节性 . 细

胞［! \ $］- 我们分离人的外周血淋巴细胞，在体外培养

中加自身肠道菌群抗原，然后用三色流式细胞术在

单细胞水平同时检测 I=+，I=$’ 和 NOPQ( 的表达

变化-

ON 材料和方法

O- ON 材料N 人类调节性 . 细胞染色 ^4; 购于 /Z4:#
C<4/@</ 公司，疱肉培养基基础及牛肉粒购于北京陆

桥技术公司- ]QJV !,+" 液、胎牛血清、H1Q1F 及

!" _ QZF 购 于 HE<0:@/ 公 司- ‘E2>6:0E;/#H 液 购 于
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!"#$%&$’" 公司，("%)*&& 液购于 +,"%-.$, /0*-)0"’)"
公司1 !"#$% 2 购于 3$4$%$ 公司1 考马斯亮蓝总蛋白

定量试剂购于南京建成生物工程研究所1 研究对象

共 56 人，年龄 78 9 6: 岁，均做过电子肠镜检查，其中

; 人检查出大肠息肉1 用肝素抗凝管采外周血 58
,<，58 ,0’ 内用 =(>2 5?@8（ 含 58 ,,*& A < BC(CD，

588 4E A < 青霉素、F8 ,G A < 庆大霉素）58 ,< 稀释后

加入 7 个 56 ,< 离心管，用连接 ? 号加长针头的注射

器抽 <H,I.*&HJ"KB（51 8:: 4G A <），每管 @ ,< 缓慢加

在稀释血液下面，5788 % A ,0’ 离心 78 ,0’，取灰白层

单个核细胞悬液，(/D 洗 7 次，用 6 ,< =(>2 5?@8（含

588 ,< A < 胎牛血清，BC(CD 及双抗）混悬细胞，将低

密度 ("%)*&&（58?L 4G A <，FF6 ,,*& A <）@ ,< 和高密度

("%)*&&（58L8 4G A <，FF6 ,,*& A <）7 ,< 分层铺在细胞

悬液下面，7888 % A ,0’ 离心 56 ,0’，取低密度 ("%)*&&
中段以上及至高密度 ("%)*&& 中段的细胞悬液，分别

作为单核细胞和淋巴细胞，(/D 洗 7 次，苔盼蓝染色

计数活细胞均在 ;?M以上，取细胞悬液作离心涂片，

N%0G.J-KO0",-$ 染色鉴定，淋巴细胞和单核细胞的纯

度分别在 ;:M和 ;8M以上1
!1 "# 方法# 每个研究对象于肠镜下取结肠标本，立

即将其表面所带细菌接种到疱肉培养基 68 ,< 中，液

体石蜡封闭，F:P 培养 @L .，取菌液离心（@888 % A
,0’，78 ,0’）沉淀，加去离子水 51 6 ,< 及 !"#$% 2 混

悬 5??: ’4$J，冰上超声破碎，过滤除菌，考马斯亮蓝

法测总蛋白浓度1 细胞培养基为约含 588 ,< A < 自身

血浆的 =(>2 5?@8，血液第 5 次离心后取灰白层以上

的液体 58 ,<，过滤除去血小板，加含双抗及 BC(CD
的 =(>2 5?@8 至 @8 ,< 作为完全培养基1 单核细胞

以 5 Q 586 个 A 孔加入 ;? 孔板，并以 78 ,G A < 加入自

身来源的肠道厌氧菌群抗原，对照孔不加细菌抗原，

5? . 后每隔 7 . 半量换液 5 次，共 @ 次，以稀释除去

细菌抗原，然后按 L Q 58@ A 孔加入自身的淋巴细胞，

隔天半量换液 5 次，混合培养的第 5@ 日计数细胞，并

收集淋巴细胞做流式细胞检测1 分离 7 # 及混合培

养 5@ # 的淋巴细胞用于流式细胞检测 !R@，!R76 及

STU(F 的表达1 操作按照试剂盒说明1
统计学处理：计量数据用 & ’ $ 表示，计算用

D(DD 551 6 完成，前后比较采用配对样本的 ( 检验，

) V 81 86 为有统计学意义1

"# 结果

新鲜分离的淋巴细胞约 @F1 @M 表达 !R@，!R@ W

3 细胞中约 61 LM表达 !R76，而高表达的只有51 ;M，

!R@ W 3 细胞中约 61 7M 的细胞表达 STU(F，!R76 和

STU(F 均 表 达 的 占 F1 FM，!R76.0 STU(F W 细 胞 占

51 ?M，!R@ X 细胞几乎不表达 STU(F1 所有对象的淋

巴细胞在体外培养中经自身肠道菌群抗原刺激后，细

胞总 数 均 轻 度 增 加（ 与 未 刺 激 组 比 较 平 均 增 加

751 8M，) V 81 885）1 !R@ W 细 胞 的 比 例 明 显 上 升

（?:1 5M，) V 81 885，表 5 ），!R76 W ，STU(F W 及

!R76 W STU(F W 细 胞 的 比 例 变 化 不 大1 无 论 !R@ W

!R76 W STU(F W 3 细胞占 !R@ W !R76 W 3 细胞的比例，

还是 !R@ W !R76.0STU(F W 3 细胞占 !R@ W !R76.0 3 细

胞的比例，在所有研究对象中均呈下降趋势（前者从

6;1 LM降到 671 8M，后者从 L?1 FM 降到 ::1 ;M，) V
81 86）1

表 5Y 细胞计数及流式细胞检测结果 （* Z 56，M，& ’ $）

组别 细胞总数 !R@ W !R76 W A
!R@ W

STU(F W A
!R@ W

!R76 W

STU(F W A
!R@ W

!R76 W

STU(F W A
!R76 W

!R76.0 A
!R@ W

!R76.0STU(F W

A !R@ W
!R76.0STU(F W

A !R76.0

未刺激 588 @F1 @ [ :1 : 61 L [ 71 @ 61 7 [ 51 ; F1 F [ 51 @ 6;1 L [ 5F1 ? 51 ; [ 81 ; 51 ? [ 81 : L?1 F [ F1 6
刺激后 5751 8 [ 81 7\ ?:1 5 [ :1 @\ ?1 L [ 71 ? @1 ? [ 71 8 F1 6 [ 51 ? 671 8 [ 571 6$ 71 : [ 51 6 71 5 [ 51 7 ::1 ; [ ;1 8$

$) V 81 86，\) V 81 85 +$ 未刺激1

$# 讨论

!R76 是 !R@ W 调节性 3 细胞的标记，新鲜活化

的 !R@ W 3 细胞虽也表达，但无免疫抑制作用1 近年

来，有用 !R76.0 作为调节性 3 细胞标记［F X @］，最近

STU(F 是调节性 3 细胞的最可靠标记［6 X ?］1 我们用

三色流式细胞术在单细胞水平同时检测 !R@，!R76
和 STU(F 的表达变化，发现 !R76 和 STU(F 的表达

具有一定的相关性1 新鲜分离的 !R@ W !R76 W 3 细胞

中 6;1 LM表达 STU(F，而 !R76.03 细胞中为 L?1 FM，

但是，如果以 !R@ W !R76 W STU(F W 3 细胞作为调节性

3 细胞的金标记，!R76.0 3 细胞只占调节性 3 细胞总

数的 6?1 6M，!R@ W !R76 W 3 细胞中非调节性 3 细胞

占 @81 7M 1 淋巴细胞在自身肠道菌群抗原刺激后，

!R@ W !R76 W 及 !R@ W !R76.0 3 细胞中 STU(F 的表达

均下降，这说明抗原刺激后 !R76 与 STU(F 表达的

相关性下降1 因此，!R76 及 !R76.0 均不能很可靠地

标记人类的调节性 3 细胞，尤其是在淋巴细胞受到
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抗原刺激以后! 我们选择混合培养 "# $ 计数细胞并

作流式细胞检测! 抗原刺激后，淋巴细胞的数量比不

加抗原孔增加约 %"! &’，这说明部分淋巴细胞被活

化增殖，但反应并不强烈! 在所有研究对象中，()# *

()%+ * 或 ()# * ()%+,- . 细胞中 /0123 的表达均呈

下降趋势，这提示肠道菌群抗原作为外来抗原刺激自

身的淋巴细胞后，活化增殖的细胞中主要是 ()# *

()%+ * /0123 4 反应性 . 细胞，而不是 ()# * ()%+ *

/0123 * 调节性 . 细胞!
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$% 引言% 我院 %&&3H&% ^ %&&NH&+ 收治 %3N 例心脏瓣膜疾病患
者，均行人工心脏瓣膜置换手术，我们通过对其临床资料分
析，了解影响心脏瓣膜置换术术后主要并发症发生的相关因
素，总结临床经验，降低患者术后并发症及死亡率!

&% 对象和方法
"! "] 对象] 本组 %3N（ 男 "&%，女 "3#）例，年龄 "N _ NY（ 平均
#+! X）岁，病程 " E6 _ 3+ @! 风湿性心脏病 %"3 例，先天性心脏
病 %3 例，术前 ?‘S\ 分级心功能!级 "%% 例（+X’），"级 X%
例（%Y’），#级 +Y 例（%3’），胸片示心胸比率 &! +& _ &! YN，
其中大于 &! O 者 +" 例（"%’），心脏彩色超声心动图示左室舒
张末径（5Fa))）+N _ OX（ 平均 NO! X b O! X）EE，中重度肺高
压 %# 例，术前有栓塞史 "" 例，曾行二尖瓣闭式扩张术者
X 例!
"! %] 方法] 手术均在气管内插管静脉复合麻醉、中低温体外
循环下进行，采用冷晶体诱停及温血主动脉根部或冠状静脉
窦持续灌注方法，在心脏停跳下完成! 其中二尖瓣置换术

（TFL）YN 例，主动脉瓣置换术（\FL）XX 例，双瓣置换术 +&
例，三尖瓣置换术（.FL）% 例，TFL 采用左心房切口入路 3"
例次，采用右心房房间隔切口入路 N+ 例次，\FL 均采用主动
脉根部切口，本组二尖瓣置换采用带垫片褥式缝合 +N 例，连
续缝合瓣膜 #& 例，主动脉瓣均采用间断带垫片褥式缝合! 同
期行三尖瓣成型术 ++ 例，);M;A; 法 3N 例，9;I 法 "Y 例，左房
折叠 33 例，结扎左心耳 %" 例! 单瓣膜置换平均体外循环时间
为（+Y b "3）E-:，双瓣置换平均体外循环时间为（"3+ b 3+）
E-:，其中体外循环时间超过 "%& E-: 者 3Y 例（"3! O’），本组使
用生物瓣 # 个，国产机械瓣 ""X 个，进口双叶机械瓣膜 "N# 个!

!% 结果% 本组早期生存 %%# 例，早期死亡 "% 例，早期并发症
发生种类、例数依次为：严重低心排综合征 "Y 例（%O! +’），恶
性心律失常 "+ 例（%"! O’），呼吸衰竭 "3 例（"X! X’），肾功能
严重损害 "& 例（"#! +’），以及多脏器功能衰竭 N 例（X! O’），

随访 %"% 例患者发生瓣周漏 + 例（%! #’），其中 " 例术后 # E6
再次换瓣，其余 3 例密切随访! 分析术前术中及术后主要因
素与并发症发生关系，进行 !% 及 56A-DG-< 多元回归分析，结果
以下因素能够明显增加术后并发症及死亡率：$术前心功能
差，心功能" _#；%心胸比率 c &! O；&左室功能严重障碍，
左室舒张末内径!O& EE 或左室舒张末容积指数"+& E5 ^
E%；’术中心肌保护不良；(术中体外循环时间长等!

"% 讨论% 心脏瓣膜置换术治疗效果与患者病史、各重要器官
功能状态、心脏病理改变、围术期处理等多种因素相关，通过
对本组患者临床资料分析，以下因素与心脏瓣膜置换术术后
主要并发症发生有统计学意义：$心功能" _#级! 心功能

" _#级的患者多数存在病程长，曾反复心衰，须长期服用强
心药及利尿剂，心功能储备较差! 同时会影响肾脏、肝脏、肠
道、肺等多器官功能，易伴发低蛋白血症及水、电解质紊乱等，
术中、术后多应用大量正性肌力药物，使外周血管痉挛，导致
顽固性酸中毒及代谢紊乱，可进一步影响心脏功能，导致急性
心功能不全及肾功能衰竭等! %心肌保护不良! 手术的成功
与否不但与外科技术有关，术中心肌保护及术后处理亦相当
重要［"］! 心肌保护不良是引起复跳困难、严重心律失常、低心
排等并发症的重要原因，而术后低心排、严重心律失常又是引
起患者术后早期死亡的主要原因之一，本组死亡病例原因中
有低心排、严重心律失常的分别占 %O! +3’，%"! O#’ ! &体外
循环时间过长（ c "%& E-:）! 体外循环时间过长对人体各系
统损害愈严重，使术后早期患者死亡率升高，低温及体外循环
可使血细胞破坏，造成内环境条件恶化，血液残片样物质可加
重肺功能损害，并易阻塞肾小管，引起急性肾功能衰竭［%］! 且
较长阻断升主动脉后的心肌缺血损伤和再灌注损伤也是术后
并发症高发的因素! ’心胸比率 c &! O 及左室舒张末内径!
O& EE! 本组患者 3 例死于术后室性心律失常，这些患者术前
均表现为心肺功能差，左室舒张末内径!O& EE，心房纤颤，
心胸比 c &! O［3］；尤其是左心室扩大和肥厚可导致心肌间质纤
维化，心肌相对性缺血等损害，引起左心室功能减退，导致开
放循环后复跳难，术后心功能差，循环不稳定，并可引起药物
无法纠治的反复室性心律失常，进而发生低心排综合征!
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