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摘要

第
一

部分 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细胞中 的表达及功能研究

目 的 抗 炎／促炎失 衡 、免疫功能紊乱是脓毒症重要发病机 制 ，适应性免疫系统缺

 陷 、免疫抑制是患者预后差的主要原 因 ，为探究脓毒症免疫机制的 重中之 重 。脓毒症

适应性免疫缺陷的主要特征 是 Ｔ淋巴细胞受 损 、耗 竭 ，表现为细胞数量减 少 、凋亡增

加 、 功能减弱 。 已有研究证明人趋化素样因子超家族成员 ＣＭＴＭ４ 在肿瘤疾病 中与负

性调控因子存在相互作用 ， 负 向调节 Ｔ 细胞功能致肿瘤免疫逃逸 ， 但 目 前 尚无任何有

关 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症中 的研究 。 本研究
①
将探索 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋 巴细胞中 的表达

水平及对脓毒症 Ｔ 细胞免疫功能的影响 ， 为今后研究人员探究脓毒症免疫发病机制抛

砖 引 玉 ， 为脓毒症临床诊治提供新思路 。

方法（ １ ） 根据 ２０ １ ６ 年脓毒症指南 Ｓｅｐｓ ｉ ｓ３ ． ０ 诊断脓毒症患者 ， 抽取患者确诊时

的外周血 ， 记录血常规及炎性因子检查结果 ， 同时采集健康志愿者外周血 ， 利用淋巴

细胞分离液体外分离人外周血淋巴细胞 ， ＣＤ３
＋

磁珠分选 Ｔ 淋巴细胞 ；
ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测正

常组与脓毒症组 ＣＭＴＭ４ 基因水平表达差异 ；
ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 检测 ＣＭＴＭ４ 蛋 白水平差异 。

（ ２ ）体外培养人急性 Ｔ 细胞 白血病 Ｊｕｒｋａｔ 细胞系 ， 给予 ＬＰＳ 刺激制备脓毒症细胞模型 ，

ＲＴ－

ｑＰＣＲ 和 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 检测实验组与对照组基因表达差异 。 （ ３ ） 小干扰 ＲＮＡ 沉默

Ｊｕｒｋａｔ 细胞 ＣＭＴＭ４ 基因 ， 给予沉默组和对照组细胞 ＬＰＳ 刺激后 ， ＣＣＫ－

８ 法检测两组

细胞增殖情况 ；
ＰＩ 法检测 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 细胞周期的影响 ；

Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＦＩＴＣ 法对比 ＬＰＳ

处理后沉默组与对照组凋亡比例 ， 判断 ＣＭＴＭ４ 对凋亡的影响 ；
ＥＬ ＩＳＡ 法检测 ＩＬ －２ 与

ＩＬ －

１ ０ 水平变化 。 （ ４ ）ＣＬＰ 法制备脓毒症小 鼠模型 ， 设置 ＣＬＰ 组与假手术组 ， 于 ６ｈ 、

１ ２ｈ 、 ２４ｈ 处死 ， 取小 鼠外周免疫器官脾 、 腹腔淋 巴结标本 ， ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 和 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ

检测 ＣＬＰ 组与假手术组 ＣＭＴＭ４ 表达差异 ， 免疫组化观察 ＣＭＴＭ４ 在组织中 的表达情

况 。

结果（ １ ） 与健康志愿者相 比 ， ＣＭＴＭ４ 在脓毒症患者外周血 Ｔ 淋巴细胞中基因

和蛋 白表达水平均明显升高 （Ｐ＜０ ． ０５ ） 。 （ ２ ）ＬＰＳ 刺激 Ｊｕｒｋａｔ 细胞得到的脓毒症细胞模

型与空 白对照组相 比 ， ＣＭＴＭ４ 在 ＲＮＡ 和蛋 白水平表达均升高 （Ｐ＜０ ． ０５ ） 。 （ ３ ）  ｓｉＲＮＡｓ

沉 默Ｊｕｒｋａｔ细 胞ＣＭＴＭ ４基因后再给 予ｓ
ｉ－ＣＭＴＭ４组 和ｓ

ｉ－Ｎ Ｃ组两组细 胞ＬＰ Ｓ刺 激６ ｈ、

 １２ ｈ 、２４ ｈ ，探 究ＣＭＴＭ ４对脓毒 症 Ｔ细胞功能的影 响 ，发 现 ｓ
ｉ－ＣＭＴＭ ４组细胞增殖功

能强 于 ｓ
ｉ－Ｎ Ｃ 组 ， ｓ

ｉ－ＣＭＴＭ ４组细胞进入生长周 期 Ｓ期的比 例明显高 于 ｓ
ｉ－Ｎ Ｃ 组 ， ｓ

ｉ－ＮＣ

组细胞停滞 于 Ｇ １期 的比例高 于 ｓ
ｉ－ＣＭＴＭ ４ 组（Ｐ＜ ０ ．０ ５

）；ｓ ｉ
－ＣＭＴＭ４ 组经过 ＬＰＳ 刺激

① 本研究得到国家 自 然科学基金资助项 目 （ Ｎｏ ．８１ ９ ７ １ ８ ０８） 资 助 。

Ｉ
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后 ， 发生凋亡 的 比例 明 显低于 ｓ ｉ
－ＮＣ 组 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ）

， 细胞存活 比例更高 ； 另 外 ， ｓ ｉ
－ＣＭＴＭ４

组细胞上清 中 ＩＬ －２ 与 ＩＬ －

１ ０ 浓度均高于 ｓ ｉ
－ＮＣ 组 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） 。 （ ４ ）ＣＬＰ 小 鼠模型实验中 ，

与假手术组相 比 ， 脾 、 腹腔淋巴结组织 ＣＭＴＭ４ 表达量在 ＲＮＡ 和蛋 白水平上均有所升

高 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） ， 形态学上免疫组化结果显示组织 内 ＣＭＴＭ４ 含量增高 。

结论 （ １ ） 人趋化素样因子超家族成员 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症外周血 Ｔ 淋巴细胞中表

达增强 。 （ ２ ）ＣＭＴＭ４ 在脓毒症小 鼠外周免疫器官中表达升高 。 （ ３ ）ＣＭＴＭ４ 对脓毒症

Ｔ 细胞具有免疫抑制作 用 ， 具体表现为抑制 Ｔ 细胞增殖能 力 、 影响细胞周 期 、 促进细

胞凋亡 、 抑制 Ｔ 细胞分泌炎性因子 。 因此 ， 我们认为 ＣＭＴＭ４ 干预 Ｔ 淋巴细胞生物学

功能 ， 参与脓毒症免疫紊乱机制 ， ＣＭＴＭ４ 高表达导致 Ｔ 细胞免疫功能受抑制 ， 抑制

机体获得性免疫功能 。

关键词 ：

脓 毒症， Ｔ 淋 巴细胞， Ｃ ＭＴＭ４，
免 疫抑制， 凋 亡

第二部分 淋巴细胞相关 比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 预测脓毒症心肌损伤的临床价值

目 的 Ｓｅｐ ｓ ｉｓ ３ ． ０ 指出脓毒症是机体对感染失调导致的威胁生命的器官功能障 碍，

强调免疫紊乱和器官损伤在疾 病 中的重要地 位 ， 其 中获得性免疫是重中之 重 ，具有复

杂亚群的 淋巴细胞既参 与免疫活化又参与免疫抑 制 ，不仅影 响免疫状 态 ，亦参与器官

损伤的发 生 ，如何将机体免疫与器官损伤 相关指标相联 合以提高预测效 能已为 众多研

究者所关 注 。研究涉及的淋巴细胞相关指标 一一中性粒 细胞 ／淋巴细胞 比 值（ｎｅｕｔ
ｒ
ｏ ｐ ｈ ｉｌ／

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒ ａｔ
ｉｏ
，ＮＬ Ｒ ） 、血小 板／淋巴细胞比 值 （ ｐｌａｔ ｅ ｌｅｔ ／ｌｙｍｐｈ ｏｃ ｙｔｅｒａ ｔｉ

ｏ，
ＰＬＲ ） 把参与

脓毒症 的重要炎症细胞中性粒细胞 、 淋 巴细胞和血小板相结合 ， 反映免疫 ／免疫 、 免疫 ／

凝血间关系 ， 本研究围绕脓毒症心肌损伤探索免疫指标 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 值是否对脓毒症造

成的靶器官损害具有诊断及预测价值 ， 希望供临床识别脓毒症心肌损伤所借鉴 。

方法 连续纳 入２ ０ １７

－ １ 至２ ０ １ ９ － ８收治于北京大学 人 民医 院ＩＣ Ｕ病 房 的 １４ ２例脓

毒症患 者 ，进 行回顾性队列研 究 。记录患
者

一般资料和既往 史 ，采集脓毒症时血常规

指 标（ＮＥ
Ｕ，
ＬＹＭ

，
ＰＬＴ ） 计算ＮＬＲ 、 ＰＬＲ值 ；

ＣＲＰ
； 入ＩＣＵ２４ｈ内ＡＰＡＣＨＥⅡ 评分及心

肌酶谱。 根 据ｃ Ｔｎｌ值 将患者分为两组——非心肌损伤组７ ４例 和心肌损伤组６ ８ 例 ； 独

立样本ｔ 检 验分析两组间差异； Ｓ
ｐｅａｒｍａｎ法 判断Ｎ ＬＲ、 Ｐ ＬＲ值 与心肌损伤标志物相关

性； Ｌ
ｏｇｉ ｓ ｔｉｃ 回 归 法分析脓毒症患者发生心肌损伤的独立危险因素； Ｒ

ＯＣ曲 线评估Ｎ

ＬＲ、 Ｐ ＬＲ值 对脓毒症患者心肌损伤的预测价值。 结

果 心肌损伤组 ＮＬＲ 值与正常组相 比 明 显增高 ， ＰＬＲ 降低 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） 。 Ｓ
ｐ
ｅａ ｒｍａｎ

相关分析示脓毒症 患者Ｎ Ｌ Ｒ与Ｃ ＲＰ呈正 相 关

（

ｒ ＝ ０．６
０４
，Ｐ＜ ０ ． ０ ５ ） ，ＰＬ Ｒ 与ＢＮ Ｐ呈负相

 关 （
ｒ

＝－ ０ ． ８８
４，
Ｐ＜０ ． ０ ５ ） 。 Ｌｏ

ｇ
ｉ ｓｔ ｉｃ 回 归结果示 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 与 ＢＮＰ 均为脓毒症患者心肌

损伤 的独立危险因素 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） 。ＲＯ Ｃ曲线结果 示ＮＬ Ｒ 、ＰＬ Ｒ对应 的ＡＵ Ｃ分别 为 ０ ．７９ ９、

 ０ ．７ ５ ０ ，两者对脓毒症患者心肌损伤均
有

一定预测价 值 （Ｐ＜ ０ ．０ ０ １ ）。

［ Ｉ





ｍ


结论 ＮＬ Ｒ 、ＰＬ Ｒ对脓毒症患者发生心肌损伤均
有

一定预测价 值 ，其 中ＮＬ Ｒ预测

价值更 大。

关键词 ： 脓毒症 ， 中性粒细胞／淋巴细胞 比值 ， 血小板 ／淋巴细胞 比值 ， 心肌损伤

ｉｎ
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第一章 文献综述

１ ． １Ｔ 淋巴细胞对脓毒症免疫作用的研究进展

最新版脓毒症指南 Ｓｅｐｓｉｓ３ ．０将脓毒症定义为机体对感染反应失调而导致的致死性

器官功能障碍叫 是重症患者死亡的主要原 因 。 从 Ｆ ｌｅ ｉ ｓｃｈｍａｎｎ 团队研究结果来看 ［
２

］

，

脓毒症患者院 内死亡率为 １ ７％ ， 全球范围 内每年有 ５３ ０ 多万人死于脓毒症 ；
２０２０ 年 Ｒｕｄｄ

等人 ［
３

］在 《柳叶刀 》 上发布 了 目 前全球脓毒症患病情况 ， 统计数据显示 ２０ １ ７ 年全球约

４８９０ 万脓毒症患者 ， 其 中约 １ １ ００ 万死于脓毒症 ， 该数据是 ２０ １ ６ 年 Ｆ ｌｅ ｉ ｓｃｈｍａｎｎ 团队结

果的 １ ． ６ 倍 ， 可见脓毒症
一

直给世界公共卫生事业和医疗资源分配带来不小的负担 。 但

由于其发病过程涉及炎症爆发 、 免疫紊乱 、 凝血障碍 、 器官损伤等全身各系统多个方

面 ， 发病机制错综复杂 ， 目 前 尚未对其有充分的理解 ， 对脓毒症发病机制 的研究仍然

是脓毒症领域 内 临床与基础研究的难点和热点 。 其中免疫和炎症机制是参与脓毒症发

生发展的重要方面 ，

一

直为研究者们所关注 。

１ ．１ ．１ 脓毒症免疫病理机制

脓毒症病理生理反应是
一

种混合性炎症反应过程 ， 主要包含两种状态——全身性

炎症反应综合征 （
ｓｙｓ ｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ
，Ｓ ＩＲＳ

）
、 代偿性抗炎反应综合

征 （
ｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙ

ａｎｔｉ
－

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅ ｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ

，
ＣＡＲＳ

）

［
４

］

， 促炎 ／抗炎反应的平衡

状态决定机体的免疫状态 ， 失衡则往往代表着脓毒症患者病情严重 、 预后不 良 ， 而炎

症依赖并作用于机体免疫系统及其他靶器官组织 ， 炎症与免疫相辅相成 、 互为因果 ，

两者对脓毒症进展的影响可划分三个阶段 ： ①脓毒症早期为高炎症反应状态 ， 固有免

疫细胞如中性粒细胞 、 树突状细胞 、 单核细胞受抗原刺激后过度激活 ， 释放大量炎症

因子 ， 造成瀑布式级联放大炎症反应 ， 类似正反馈作用 ； 同时机体亦有代偿机制 ， 即

启动代偿性抗炎反应抑制过度炎症 ［
５

，
６

］

。 ②若控制效果不佳则进入脓毒症中期——混合

性免疫状态 ， 促炎与抗炎反应并存 ， 且抗炎反应趋于增强 ， 促炎反应趋于减弱 ， 但这

两者之间不是简单的平衡问题 ， 而是 由 多种炎症细胞及炎性分子参与 、 彼此交互作用 、

竞争与协调并存而形成的复杂网络 。 此时机体状态存在三类转归 ： ａ ．达到免疫平衡 ， 病

情好转 ；
ｂ ． 呈多态性混合免疫 ， 免疫状态偏向较强的

一

方 ， 但双方均对机体产生影响 ，

互相僵持 ， 病情复杂多变 ；
ｃ ．免疫受损严重 ， 出现免疫低下进而免疫麻痹 ， 机体大多继

发严重感染而死亡「４
。 ③若病情继续恶化则进入脓毒症后期免疫抑制状态 ， 免疫细胞

数量锐减 、 功能严重减弱 ， 导致免疫麻痹 ； 此期虽固有免疫和获得性免疫均有参与 ，

但造成免疫抑制并持续存在的主要是淋巴细胞凋亡即叭

１





北京大学硕士学位论文


病原体侵入机体后 ， 固有免疫和适应性免疫均参与 到机体 的
“

灭敌
’ ’

工作 中 。 固有

免疫细胞通过模式识别受体 （ ｐ
ａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉ ｔ ｉｏｎｒｅｃｅ

ｐ
ｔｏ ｒｓ ， ＰＲＲ ｓ ） 识别外界病原微生物

和 自 身 坏死组织表面 的病 原 相 关 分子 模式 （ ｐａｔｈｏｇｅｎａｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ｅ
ｐａｔｔｅｒｎｓ ，

ＰＡＭＰ ｓ ） ， 介导炎症反应 、 启 动脓毒症免疫 ［
ｎ

，

１ ２
］

。 若免疫细胞过度活化 ， 短时 间 内 大量

炎性介质如 白细胞介素 （ ｉｎ ｔｅｒｌｅｕｋ ｉｎ ，ＩＬ ）－

１ 、 ＩＬ －

６ 、 ＩＬ －

１ ０ 、 肿瘤坏死因子－ａ（ ＴＮＦ －

ａ ）

被释放入血 ， 爆发
“

细胞因子风暴
”

和
“

炎症瀑布
”

， 促炎反应虽然有利于致病原 的清除 ，

但也对机体 自 身产生攻击 ， 损伤机体免疫细胞和器官组织细胞 ， 免疫细胞数量减少 、

功能受抑制 ， 造成机体免疫功能紊乱并发生致命性器官损伤 ［
１ ３

，

１ ４
］

。 既往研究提 出 ， 早

期高炎症状态 、 晚期免疫抑制是脓毒症死亡率高的主要 原 因之
一

； 与早期炎症反应相

比 ， 绝大 多数脓毒症患者死于免疫抑制状态下 的继发性感染 ， 由此 ， 免疫功能低下 、

免疫麻痹是导致脓毒症恶化及患者预后差 的关键因素 Ｉ
１ ５％

。 炎症 因子主要攻击适应性

免疫细胞 ， 所 以脓毒症免疫抑制 的重要特征体现在 以 Ｔ 淋巴细胞异常为主的适应性免

疫系统缺陷 ， 表现为 ．

？ ①Ｔ 细胞耗竭 ， 包括增殖能力下 降和大量凋亡 ； ②细胞亚群分

化失调 ， 向起着负 向调控作用 的 Ｔｈ２ 型淋巴细胞优势分化 ； ③机会性感染概率增加 ［
１ ７

］

。

１ ．１ ． ２Ｔ 淋巴细胞在脓毒症免疫机制中的作用

免疫动力学失衡造成免疫紊乱是脓毒症发病 的特征性机制之
一

， 也是关乎脓毒症

患者疾病严重程度和预后 的
一

大重要 因素 ， 严重脓毒症患者 多 因 免疫功能障碍发生二

次感染而死亡 ， 其 中获得性免疫功能受损是免疫紊乱的重要特征 ， 主要体现在 Ｔ 细胞

耗竭 、 功能异常 ， 下面将对 Ｔ 淋 巴细胞在脓毒症免疫机制 中 的作用做
一

简要概述 。

Ｔ 细胞是参与受感染机体适应性免疫应答 的关键细胞 ， 受到抗原刺激后 的 Ｔ 淋巴

细胞分化为 ＣＤ４
＋

辅助性 Ｔ 淋巴细胞 （ ｈｅ ｌ

ｐｅｒ
Ｔ ｃｅ ｌ ｌ ，Ｔｈ ） 及 ＣＤ ８

＋

细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞

（ ｃｙ
ｔｏｔｏｘ ｉ ｃＴ 丨ｙｍｐｈｏ ｃｙ ｔｅ ， ＣＴＬ ） ， 其中 Ｔｈ 细胞进

一

步分化为调节性 Ｔ 细胞 （ Ｔ ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｏ ｉｙ

ｃｅ ｌ ｌ ｓ
，
Ｔｒｅｇ ｓ ） 亚群和效应Ｔ细胞 （ ｅｆｆｅｃｔｏ ｒＴ ｃｅ ｌ ｌ ｓ

，
Ｔｅｆｆｓ ） 。 Ｔｅｆｆｓ可分化成三类Ｔｈ ｌ 、

Ｔｈ２ 和 Ｔｈ ｌ ７ 细胞 ， 各 自 分泌的细胞因子种类不 同 ，
Ｔｈ ｌ 细胞参与 获得性免疫中 的细胞

免疫应答为主 ， 而 Ｔｈ２ 细胞则 以促进体液免疫反应为主 ， Ｔｈ ｌ ７ 细胞特异性分泌促炎因

子 ＩＬ －

１ ７ ， 促进炎症反应 ；
Ｔｒｅｇ ｓ 依靠分泌抑制性细胞因子如 ＩＬ －

１ ０ 、 ＩＬ －

３ ５ 主要发挥负

向调控免疫状态的作用 ， 免疫麻痹的发生与 Ｔｒｅｇｓ 密切相关 可见在脓毒症发病过

程中 ， Ｔ 淋巴细胞不 同亚群各司其职 ， 部分参与促炎反应 、 部分起到 负 向调控作用 ，

在维持免疫状态平衡方面意义重大 ， 若 Ｔ 细胞受过度炎症反应 的攻击导致数量减少 、

功能异常 ， 机体免疫平衡将被打破 ， 免疫状态 向抑制方 向转化 ， ＣＡＲＳ 往往反映脓毒

症机体免疫抑制状态 ， 判断 ＣＡＲＳ 的重要指标之
一

就是 Ｔ 淋巴细胞绝对数减少口 】

， 如

不及时给予有效干预 ， 最终导致免疫麻痹 ， 预后差 ［
２１

那么脓毒症 Ｔ 细胞通过什么机制造成免疫抑制呢 ？ 目 前可 以 明确 的 Ｔ 细胞功能异

２
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常主要包括细胞增殖能力下降 、 凋亡增加 以及 ＣＤ４
＋
Ｔ 细胞向 Ｔｈ２ 亚群的优势分化 。 Ｔｈ２

主司抑制性细胞免疫反应 ， 下调免疫 ； 另 外 ， Ｔ 细胞凋亡在三种机制 中 占主要地位 ，

在脓毒症病人及脓毒症小 鼠模型 中均得到验证 ， 凋亡不止发生在外周血 Ｔ 细胞上 ， 在

脾和淋巴结 中 同样观察到凋亡的发生 ［
２ ３

，
２４

］

。

发生凋亡的途径有两种——固有 （ Ｆａｓ ， ＦａｓＬ ） 与外源 （ ＴＮＦ ） ， 参与凋亡的分子主

要包括细胞毒性Ｔ细胞相 关 蛋 白４（ ｃｙｔｏｔｏｘ ｉｃＴ－

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
－ａｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ４ ，

ＣＴＬＡ４ ） 、 上调的促凋亡蛋 白 Ｂ ｉｍ 与下调的抗凋亡蛋 白 Ｂｄ －２ 、 程序性死亡受体 －

１ ／程序

性 死 亡 配 体 －

１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈｐｒｏｔｅ ｉｎ－

１ ／
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈｌ ｉｇａｎｄ

－

１
，

ＰＤ－

１ ／ＰＤ －Ｌ １ ） 等等 。 在众多分子机制 中 ， 以 ＰＤ－

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 的相互作用为主 ， 作用

最明显 。 ＰＤ－

１ 在严重脓毒症患者中表达持续上调 ；
ＰＤ －Ｌ １ 持续表达于免疫细胞和组织

细胞中 ， 但在炎症刺激下 ， 其在 Ｔ 细胞中 的表达上调 ， 所以 Ｔ 细胞功能受损严重 ［
２８

］

。

在脓毒症死者中检测到 ＣＤ４
＋
Ｔ 细胞 ＰＤ －

１ 表达量增加 ［
２９

】

； 后续研究亦证明 ＰＤ －

１ 表达

上调确与 Ｔ 细胞增殖能力缺陷 、 继发感染和院 内死亡率具有相关性 ， 是造成 Ｔ 细胞耗

竭的主要机制 ［
４

，
３Ｑ

］

。

１ ． １ ． ３ 总结与展望

虽然 Ｔ 淋巴细胞不是脓毒症发生初期首 当其冲 的免疫细胞 ， 但其对于脓毒症中 、

后期机体免疫状态及对患者病情进展和预后具有重要影响 。 脓毒症发病过程中大量促

炎与抗炎因子对 Ｔ 细胞造成损伤 ， 所 以在脓毒症初期 ， Ｔ 淋巴细胞己经开始受损 ， 这

导致 Ｔ 细胞数量减少 、 功能减弱 ， 逐步发生免疫抑制 ， 若不进行及时有效的治疗 ， 最

终将导致免疫麻痹 ， 患者往往因继发严重感染而预后较差 。 在基础研究 向临床应用 的

转化中 ， 虽然从理论上讲应该针对脓毒症不 同免疫阶段给予不同免疫治疗 ， 但 目 前 尚

未设立明确 的免疫状态划分标准 ， 且免疫机制错综复杂 ， 究竟孰强孰弱 、 给予什么程

度的抗炎和免疫强化治疗 ， 尚无法准确判断 ， 所以对脓毒症免疫发病机制的研宄依 旧

任重而道远 。

１ ． ２ＧＭＴＭ４ 在疾病中对细胞功能调控的研究进展

ＣＭＴＭ 家族由北京大学人类疾病基因研究中心韩文玲教授及其团队率先在国际上

报道 ［
３ １

］

， 该家族又名 ＣＫＬＦ 样含 ＭＡＲＶＥＬ 穿膜结构域超家族 （ ＣＫＬＦ －

ｌ ｉｋｅＭＡＲＶＥＬ

ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎ－

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｆａｍ ｉ ｌｙ ， ＣＭＴＭ ） ， 他们将人髓系 白血病Ｕ９３ ７细胞系

用 ＰＨＡ 刺激后分离出 ＣＫＬＦ
； 再利用表达序列标签 （ ＥｘｐｒｅｓｓｅｄＳｅｑｕｅｎｃｅＴａｇｓ

，
ＥＳＴｓ ）

数据库和生物信息学分析 ， 随后接连发现 ＣＫＬＦＳＦ １
－

８ ， 多数成员都包含不 同 ＲＮＡ 剪

接体 。 ２００５ 年国际人类基因命名委员会 （ＨＵＧＯ ） 按照编码产物含有的 ＭＡＲＶＥＬ 穿膜

３
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结构域 ， 将 ＣＫＬＦＳＦ １
－

８ 更名为 ＣＭＴＭ １
－

８ ，ＣＭＴＭ４ 即为家族成员之
一

［夂 ３ ３
］

。含ＭＡＲＶＥＬ

结构域
一

般代表该蛋 白拥有四次跨膜区域 ， 可转运膜蛋 白 、 协调形成细胞间紧密连接 。

由于近几年肿瘤领域研究进展 ， 发现 ＣＭＴＭ４ 在诸多类型肿瘤 中表现为抑癌基因 ， 表

达水平的变化对肿瘤细胞及肿瘤免疫细胞的生物学功能有影响 ， 遂越来越多 的研究团

队将关注点投向 ＣＭＴＭ４
， 想了解其是否可作为潜在的免疫治疗靶点 。

１ ． ２ ．１ＣＭＴＭ４ 的结构特征

ＣＭＴＭ４ 位于染色体 １ ６ｑ
２２ ． １ ， 分布紧密形成基因簇 ， 既往肿瘤研究中发现该位点

附近经常发生基因突变 ， 且证明承载了 部分抑癌基因 ， 所 以猜测该基因簇与抑癌作用

相关 ［
３４

？对
。 ＰＣＲ 扩增和测序结果显示 ＣＭＴＭ４ 含有 ｖ ｌ 、 ｖ２ 、 ｖ３ 三种剪接体 ， ＮｏｒｔｈｅｒｎＢ ｌｏｔ

实验测得分子大小依次为 １ ．２ 、 ３ ．４ 、 ８ ．２ｋｂ ， 对应编码 ２３ ４ 、 ２０ ８ 和 １ ７９ 个氨基酸 ［
３ １

］

。 细

胞系和组织 内表达最为广泛的是 ｖ ｌ 、 ｖ２ 剪接体 ， 只在肾和胎盘组织中检测到 ｖ３ ［
３ １

＝
３ ７

］

。

ＣＭＴＭ４－Ｖ２ 是三种剪接体中最稳定 、 最保守的 ， 它是全长 ｃＤＮＡ 的产物 ， 小 鼠体内仅

发现ＣＭＴＭ４－Ｖ２ ， 与人 －ｖ２具有９５ ． ７％同源 。 ＮＣＢＩ（ ｈｔｔｐｓ ： ／／ｗｗｗ ．ｎｃｂｉ ．ｎｌｉｎ ．ｎｉｈ ．ｇｏｖ／ｇｅｎｅ ）

显示 ＣＭＴＭ４ 在 甲状腺表达最多 ， 肝 、 脾 、 淋巴结和骨髓中表达量最少 ， 几乎不表达

（见图 １ ． １ ） 。 由于 ＣＭＴＭ４ 剪接体均拥有 ＭＡＲＶＥＬ 结构域 ， 提示可能参与调节跨膜运

输与紧密连接形成 ［
３ ８

］

。 研究发现 ＣＭＴＭ４ 属于膜蛋 白 ， 分布于细胞质膜 、 高尔基体膜

及 胞 内 囊 泡 （ 见 图 １ ．２ ， 引 自 ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅ ｉｎＡｔｌａｓ 数 据 库 ，

ｈｔｔｐｓ ： ／／ｗｗｗ．ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ ． ｏｒｇ／ ） ， 调节包括程序性死亡受体１（ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｌ ｉｇａｎｄ

１
，
ＰＤ －Ｌ １ ） 和血管 内皮钓黏连蛋 白 （ ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌ ｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ

，
ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ） 在 内 的膜

分子运输与稳定性 ［
３ ９４２

］

， 且在某些恶性肿瘤中表现出调节肿瘤细胞和相关免疫细胞生

物学行为的作用 。

４
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Ｒ ＮＡｅ ｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ （
ＮＸ

）

＇ Ｐ ｒ ｏ ｔｅ ｉ ｎｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉｏｎ
 （
ｓ ｃ ｏ ｒ ｅ

）

＇

Ｂ ｒ ａ ｍ

Ｅ ｙｅ〇

Ｅ ｎ ｄｏｃ ｒ ｉ ｎ ｅ ｔ ｉ ｓ ｓ ｕｅ ｓ■！  丨 一—圓〇 ■ ■ 丨 ＿

Ｌ ｕ ｎｇ

Ｐ ｒｏ ｘ 丨ｍａ ｌ ｄ 丨ｇ ｅ ｓ ｔ ｉ ｖｅ ｔｒａ ｃ ｔ

Ｇａ ｓ ｔ ｒｏ ｉ ｎ ｔｅｓ ｔ ｉ ｎａ ｌ  ｔ ｒａ ｃ ｔ■ＨＢＳＳＳＳＴＴ
７

７

＊

！
＿

”

二１３

Ｌ ｉｖｅ ｒ ＆ｇ ａ
ｌ ｌ ｂ ｌａ ｄ ｄｅ ｒ

Ｐａ ｎ ｃ ｒ ｅａ ｓ

Ｋ ｉ ｄｎ ｅ ｙ＆ｕ ｒ ｉ ｎａ ｒｙ

ｂ ｌａ ｄ ｄｅ ｒ

Ｂｏｎ ｅｍａ ｒ ｒｏｗ＆

ｌ ｙｍｐｈｏ ｉ ｄ ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ？ ｓ

Ｂ ｌ ｏ ｏｄ

图 Ｌ１ 正常人组织细胞中 ＣＭＴＭ４ 的 ＲＮＡ 和蛋 白表达情况 （ Ｔ ｈ ｅＨ ｕｍａｎＰ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎＡ ｔ ｌ ａｓ 数据库 ，

ｈ ｔ ｔ ｐ ｓ ： ／／ｗｗｗ ． ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｔ ｌ ａｓ ． ｏ ｒｇ／ ）

屬
Ａ ｉ

ｌ  ｒ ｖｏ ｎ  ｃ Ｓ ｅ ｔｅｓ ｔｅ ｄ  ｃｏｏ ｒ ｐ ａ ｎ ｎｎｅｎａ

ＣＭＴ ＼１ ４  ｃ ｅ ｔｆｒｃｔｅ ｄ  「 Ｇｏ ｇ
ｉ  ａ ｐ ａ ａ ｒａ ｔ ｕ ｓ ． Ｖｅｓ ＇ ｃ ｅｓ ３ ｎｄ 

°
ｌ ａｓｍ ａ ｍ ｅｍ ｏｎ

图 １ ． ２ＣＭＴＭ４ 在细胞结构中 的定位 （ Ｔ ｈ ｅＨ ｕｍａｎＰｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎＡ ｔ ｌ ａ ｓ 数据库 ，

ｈ ｔ ｔ ｐ ｓ ： ／／ｗｗｗ． ｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｔ ｌ ａｓ ． ｏ ｒ ｇ ／ ）

５
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１ ． ２ ．２ 影响细胞增殖与细胞周期

ＣＭＴＭ４ 的表达水平可影响细胞增殖能 力 。 Ｋ ｉ ｔｔ ｌｅｒ 等人从包含 １ ５
，

４９ ７ 个人类基因

的ｃＤＮＡ 文库 中构建相应的ｅ ｓ ｉＲＮＡ 库 （ ｅｎｄｏｒｉｂｏｎｕｃ ｌｅａｓｅ
－

ｐｒｅｐ
ａｒｅｄｓｈｏｒｔ ｉｎｔｅ ｒｆｅｒ ｉｎ

ｇ ＾
４ ３

，

４４
］

，

从中筛 出 ３ ７ 个对 ＨｅＬａ 细胞增殖分裂有影响的基因 ， ＣＭＴＭ４ 便是其
一

， 敲低 ＣＭＴＭ４

基因不会终止有丝分裂 ， 纺锤体形态正常 ， 亦不会导致细胞死亡 ， 但导致有丝分裂时

胞质分裂异常 ， 形成双核细胞 ［

４ ５
］

。 Ｋ ｉ ｔｔｌｅ ｒ 等并未对其机制进
一

步探讨 。 ２０ １ ０ 年韩文玲

等针对 ＣＭＴＭ４ 影响 ＨｅＬａ 细胞分裂增殖这
一

结论展开更加深入的研究 ， 过表达 ＨｅＬａ

细胞 ＣＭＴＭ４ 基因导致活细胞计数 、 集落形成数 目 均 明显减少 。 细胞周期是影响细胞

增殖的关键机制 ， 流式细胞技术分析过表达与未经基因编辑的 ＨｅＬａ 细胞在细胞周期进

展上的差异 ， 发现无论是否预先对周期进行 同步化处理 ， 过表达 ＣＭＴＭ４ 均导致细胞

大量阻滞于 Ｇ２ ／Ｍ 期 ， 阻止细胞增殖 ［
４ １

］

。 上述两个 团 队共同证 明 ＣＭＴＭ４ 影响 ＨｅＬ ａ

细胞增殖与细胞周期 。 除明确 了对 ＨｅＬａ 细胞有影响 以外 ， 研究者在 肾透明细胞癌 （ ｃ ｌｅａｒ

ｃｅ ｌ ｌｒｅｎａ ｌｃｅ ｌ ｌｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ， ｃｃＲＣＣ ） 和结直肠癌 （ ｃｏ ｌｏｒｅｃ ｔａｌｃａｎｃｅ ｒ ， ＣＲＣ ） ［
４ ２

］背景下观

察 ＣＭＴＭ４ 是否对细胞增殖产生差异 ， 并利用流式检测细胞周 期变化 。 通过上调 、 下

调 ＣＭＴＭ４ 在 肾透明细胞癌 ７８６ －０ 和结直肠癌 ＨＴ２９ 、 ＳＷ４８０ 细胞系 中 的表达 ， 发现

过表达 ＣＭＴＭ４ 会抑制其增殖且细胞周期阻滞于 Ｇ２／Ｍ 期 ， 这与在 ＨｅＬａ 细胞上得 出 的

结论
一

致 。

除肿瘤细胞 ， 荷兰研究团 队沉默及过表达人脐静脉血管 内 皮细胞 ＨＵＶＥＣ ｓ 细胞系

ＣＭＴＭ４ 基 因 ， 发现 ＣＭＴＭ４ 表达减低对细胞增殖影响不大 ， 但过表达导致细胞生长

抑制 ， 细胞周期停滞于 Ｇ０ ／Ｇ １ 期 ［

３ ９
］

。 这与在肿瘤 中 的研究结论存在差异 ， 提示在非肿

瘤性疾病 中 ， ＣＭＴＭ４ 可能对细胞增殖和细胞周期发挥不完全
一

致的调节作用 ， 存在分

别研宄的必要性 。

在机制方面 ， 目 前仅有对 ｃｃＲＣＣ 及 ＣＲＣ 细胞的研究 。 通过检测 ｃｃＲＣＣ７ ８ ６ －０ 细

胞周期调控的标志物表达水平发现 ， 无论在基因还是蛋 白水平 ， ＣＭＴＭ４ 均上调细胞周

期调控基因 ｐ
２ １ ， 上调 的 ｐ

２ １ 抑制 Ｃｄｋ ｌ ／Ｃｙｃ ｌ ｉｎＢ 复合物对周 期 的调控作用致 Ｇ２ ／Ｍ 期

阻滞从而抑制 ７ ８ ６
－０ 细胞增殖 ； 另 外 ， 对参与 调节 ＣＲＣ 细胞増 殖 的信号通路进行

Ｗｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 检测 ， 发现高表达 ＣＭＴＭ４ 降低 了ＡＫＴ ，
ＥＲＫ １ ／２

，
ＳＴＡＴ３ 通路磷酸化水平 ，

从而抑制 ＣＲＣ 细胞生长 ［
４２

，
４６

］

。 有趣的是 ， 在 ｃｃＲＣＣ 的 ７８６ －０ 细胞中作为 ｐ
２ １ 上游分

子的 ｐ５ ３ 未被检测到激活 ， 所 以 ＣＭＴＭ４ 是如何上调 ｐ２ １ 的还需进
一

步研宄 。

１ ． ２ ．３ 影响细胞迁移与侵袭能力

Ｂｅ ｉ 等 ［
４ ７

］对 ＣＭＴＭ４ 与肝细胞肝癌患者的肿瘤临床病理特征进行相关性分析 ， 结果

示肿瘤大小 、 淋巴结及远处转移 、 临床分期都与 ＣＭＴＭ４ 表达密切相关 。 研究者利用

划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 实验观察 ＣＭＴＭ４ 水平对细胞迁移与侵袭能力 的影响 ， 过表达

６
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ＣＭＴＭ４ 后的 ｃｃＲＣＣ７８６
－０ 和 ＣＲＣＳＷ４８０ 细胞其侵袭和迁移能力显著减弱 ， 而下调则

使 ＣＲＣＨＴ２９ 细胞能力增强 。 在 ｃｃＲＣＣ 中 ， 高表达的 ＣＭＴＭ４ 上调 ｐ
２ １ 水平 ， 通过抑

制 ＲｈｏＧＴＰ 酶及相关信号通路影响细胞迁移 ； 而在 ＣＲＣ 中 ， 抑制作用借助 ＣＭＴＭ４

使 ＡＫＴ
，
ＥＲＫ １ ／２

，
ＳＴＡＴ３ 通路磷酸化水平降低实现 ， 但其并不

一

定亦适用于其他肿瘤细

胞 ， 还需大量研究对机制进行探索 ［
４２

＞

４６
］

。 与上述研究结论不同 的是 ， Ｃｈｒｉｆ等利用划痕

实验发现在 ＨＵＶＥＣｓ 上过表达 ＣＭＴＭ４ 并不对细胞迁移产生影响 ， 但沉默 ＣＭＴＭ４ 导

致其迁移能力显著下降 ［
３ ９

］

。

１ ． ２ ． ４ 影响细胞凋亡

不少研究对基 因编辑后 的细胞进行 了凋亡检测 ， Ｈａｎ 等先后对 ＣＭＴＭ４ 过表达的

ＨｅＬａ 细胞 ［
４ １

］

、 ７８６－０ 细胞 ［
４６

］和 ＳＷ４８ ０ 细胞 ［
４２

］进行 Ａｉｍｅｘ ｉｎＶ 与 Ｐ Ｉ 染色及流式检测 ，

均未观察到细胞凋亡的发生 ， 从现有实验结果看 ， ＣＭＴＭ４ 分子似乎与实体肿瘤细胞凋

亡并无太大关系 ， 并不直接致细胞凋亡 。

这是否代表 ＣＭＴＭ４ 与凋亡不存在任何联系呢 ？ 并非如此 。 Ｚｈａｎｇ 等 ［
３ ６

］在研究

ｍ ｉＲ－２０５
（
ｍ ｉｃｒｏＲＮＡ－２０５

）对慢性 肾病 （ ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ
ｄ ｉ ｓｅａｓｅ ，ＣＫＤ ） 的影响时发现

ＣＭＴＭ４ 可使肾细胞发生凋亡 。 ＣＭＴＭ４ ｍＲＮＡ 的 ３

’

ＵＴＲ 区域有两个 ｍｉＲ －２０ ５ 结合位

点 ， 结合后可在转录水平调节 ＣＭＴＭ４ｍＲＮＡ 活性 。 在体外对 ＨＫ －２ 细胞上调 ｍ ｉＲ－２０５

表达可保护细胞不发生凋亡 ， 利用 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 和双荧光素报告酶基因实验检测过表达

ｍ ｉＲ－２０５ 的 ＨＫ －２ 细胞时 ， 均显示 ＣＭＴＭ４ 表达减少 。 由此得知 ， ｍ ｉＲ－２０５ 通过减少

ＣＭＴＭ４ 表达量实现对肾细胞凋亡的抑制作用 ， ＣＭＴＭ４ 影响肾细胞凋亡 ， 高表达的

ＣＭＴＭ４ 促进凋亡发生 。

此 夕卜 ， Ｍｅｚｚａｄｒａ 和 Ｂｕｒｒ 两个团队先后在 Ｎａｔｕｒｅ 上发表 了关于 ＣＭＴＭ 与 ＰＤ －Ｌ １ 蛋

白存在相互作用 的文章 ， 其共 同证明 ＣＭＴＭ６ 是调控 ＰＤ －Ｌ １ 蛋 白稳定性与半衰期的关

键分子 ， 而 Ｍｅｚｚａｄｒａ 发现 ＣＭＴＭ４ 作为 ＣＭＴＭ６ 的 替代分子 ， 与 ＣＭＴＭ６ 具有相 同的

功能 ， 备用调控及保护 ＰＤ－Ｌ １
［
４Ｑ

，

４８
： １

。 Ｍｅｚｚａｄｒａ 团队敲低 １ ２ 种肿瘤细胞系模型 ＣＭＴＭ６

基因 ， 结果示无论是细胞固有表达的 ＰＤ －Ｌ １ 还是受 ＩＦＮ－

ｙ诱导产生的 ＰＤ －Ｌ １ ， 其蛋 白

水平均有 ２ 倍到 １ ０ 倍不同程度降低 ； 此外在免疫方面 ， 在抗原呈递细胞如树突状细胞

上亦是如此 。 ＣＭＴＭ４ 与 ６ 有 ５ ５％同源性 ， 和 ＰＤ －Ｌ １ 共表达于肿瘤细胞和抗原呈递细

胞膜上 ， 两种基因不影响 ＰＤ －Ｌ １ 转录水平 ， 而是影响从 内质 网运输出 的蛋 白活性 、 在

翻译水平进行保护 ， 防止其被泛素化降解、 延长半衰期 ， 从而增加 ＰＤ－Ｌ １ 在肿瘤细胞

和抗原呈递细胞膜上的蛋 白水平 ， 该调控作用不借助 ＩＦＮＹＲ 介导的信号通路 ， 亦不影

响 ＭＨＣ －

Ｉ 和 ＰＤ －Ｌ２ 水平 。 上调的 ＰＤ －Ｌ １ 与更多 的 Ｔ 淋巴细胞膜上 ＰＤ－

１ 结合 ， 负 向

调控 Ｔ 细胞功能 ， Ｔ 细胞增殖减少 、 凋亡增多 ， 导致肿瘤免疫逃逸 。 当然 ， ＰＤ－

１ ／ＰＤ－Ｌ １

信号通路不仅仅影响肿瘤中 Ｔ 细胞功能 ， 在细菌感染中 同样发挥重要作用％ 。 所 以可

７
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以说 ， ＣＭＴＭ４ 凭借对 ＰＤ －Ｌ １ 的调控 ， 间接影响表达 ＰＤ－

１ 的 Ｔ 细胞发生凋亡 【
４Ｇ

，
５ （）

］

。

１ ． ２ ． ５ 影响细胞间连接

参与和 （或 ） 调节细胞连接的形成是跨膜蛋 白最本质 的功能特性 ， 荷兰学者 Ｃｈｒｉｆ

等便将 目 光转向这
一

特性 ， 研究 ＣＭＴＭ４ 对细胞连接的作用 。 细胞间黏附连接 （ ａｄｈｅｒｅｎｓ

ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎｓ

，
ＡＪｓ ） 对于维持血管 内皮完整性十分重要 ， 其部分断开亦是血管出芽 、 新生

血管形成所必须 。 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 是形成细胞间黏附连接 （ ａｄｈｅｒｅｎｓ
ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎｓ

，
ＡＪｓ ） 的关

键分子 ， 而 ＣＭＴＭ４ 正是对其具有调节作用 。 Ｃｈｒｉｆ等沉默斑马鱼 ＣＭＴＭ４ 基因 ， 观察

到肌间血管生成障碍 ； 胞内免疫荧光染色显示 ＣＭＴＭ４ 不仅与 ＶＥ－

ｃａｄｈｅｒｉｎ 共定位于细

胞膜上 ， 还在胞内共定位于循环利用 ＶＥ－

ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 Ｒａｂ４
＋

， Ｒａｂ７
＋

， ＥＥＡ １

＋

， Ｒａｂ ｌ ｌ

＋

囊泡上 ， 借助细胞 内吞循环运输通路促进其 内化循环的同时部分囊泡还与溶酶体结合

发生降解 ， 加快细胞膜上 ＶＥ －ｃａｄｈｅｒｉｎ 新 旧更替及 ＡＪｓ 形成 ， 调节 内皮细胞连接分子的

黏附力 以增强 内皮细胞屏障功能 ， 但 ＣＭＴＭ４ 不具备促进 ＶＥ－

ｃａｄｈｅｒｉｎ 合成的能力 ， 并

不改变细胞总体蛋 白量 。 总的来说 ， ＣＭＴＭ４ 促进 ＶＥ －

ｃａｄｈｅｒｉｎ 在细胞表面的再利用 ，

形成黏附连接 ， 调节血管生成和 出芽 ［
３ ９

］

。

１ ． ２ ． ６ 其他

除可影响体细胞功能 ， ＣＭＴＭ４ 对男性生殖细胞亦有调控作用 。 Ｌ ｉｕ 等根据 ＣＭＴＭ４

在睾丸中高度保守表达这
一

发现 ［
３ １

，
４ １

］推测其在男性生殖系统中存在
一

定作用 ， 遂对患

有无精症和弱精症的患者 、 老年患者及 ＣＭＴＭ４ 基因敲除小 鼠模型进行表型变化和蛋

白组学分析 ， 发现 ＣＭＴＭ４ 表达量减少可通过抑制精子运动能力和顶体反应从而降低

男性生育能力 。 通过对 ＣＭＴＭ４－Ｋ０ 小 鼠 的睾丸和精子进行定量蛋 白组学分析 ， 实验

人员发现受调控的蛋 白水平有升有降 ， 表达上调的蛋 白基本与细胞物质运输和 ＤＮＡ 结

合有关 ， 影响精子代谢功能 ； 表达下调的蛋白主要与信号转导 、 与 ａ／ｐ
－微管蛋 白及肌动

蛋 白 的结合力和蛋 白酶 ／蛋 白酶抑制剂活性有关 ， 阻碍精子生成过程中组蛋 白 向精蛋 白

的转化 ， 抑制精子活力和顶体反应等功能 ， 减少精子产生 、 降低精子质量 ［
５ １

，
５２

］

。

１ ． ２ ． ７ 总结与展望

从各个研究团队的实验结果中我们可以看到在不同疾病背景下 ， ＣＭＴＭ４ 的差异表

达确实会影响某些细胞功能 ， 参与疾病的发生发展 。 在肿瘤领域 ， 无论利用 ＧＥＯ 、 ＴＣＧＡ

等数据库进行生信分析还是采集临床标本做基因及蛋 白水平检测 ， 均发现与正常癌旁

组织相 比 ， ＣＭＴＭ４ 在癌组织的表达显著降低 ； 利用 ＣＭＴＭ４ 基因编辑过的动物及细

胞模型进行体内外实验 ， 发现 ＣＭＴＭ４ 高表达会抑制肿瘤细胞生长 、 增殖等生物学行

为 。 目 前在非肿瘤性疾病领域的研究较少 ， 己证实的是 ＣＭＴＭ４ 参与男性不育疾病的

８
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发生 ； 另 外 ， 对血管 内 皮细胞黏附连接的调节作用在发生血管渗漏 、 破裂 、 血管再生

障碍的疾病 中扮演重要角色 。

至于可否用于临床工作 ， ＣＭＴＭ４ 在膜上表达量的改变是否可用 作诊断 、分期指标 ，

ＣＭＴＭ４ 是否可作为药物作用 的新靶点用 于疾病 的治疗 ， 等待后续的研究来证实 。 另外 ，

在机制方面 ， 作为膜蛋 白其是否会存在于外分泌囊泡中干预信号物质分泌 ， 尚无从得

知 ， 仍存在很多空 白亟待研宄团队填补 ， 研究还需进
一

步深入 。 未来这些研宄结果都

将作为证据支持 、 指导 ＣＭＴＭ４ 在临床疾病中 的应用 。

９
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第二章 引言

２ ． １ 立题依据及研究背景

脓毒症与脓毒症休克是 ＩＣＵ 内重症患者死亡的首要原因 ， 根据 ２０ １ ６ 年最新版脓毒

症 ３ ． ０诊断标准 ， 将脓毒症定义为 由于机体对感染反应失调而发生的致命性器官损害

而这种损害往往是多器官 、 多系统的 ， 涉及免疫功能 、 炎症水平 、 凝血状态等多机制 ，

彼此之间具有紧密关联性 ， 这导致脓毒症的发病机制十分复杂 ， 至今尚未明确及统
一

，

但可以确定的是 ， 促炎 ／抗炎反应平衡被破坏 、 免疫发生紊乱 ， 这些均为导致脓毒症发

生发展的重要病理生理机制 ， 影响患者预后 ［
５ ３

＿

５ ５
１

。 在脓毒症发病过程中 ， 免疫亢进与

免疫抑制 同时存在 ， 但疾病早期 以亢进为主 ， 呈现髙炎症反应 ， 诱发细胞因子大量释

放 ， 损伤靶器官组织细胞及免疫细胞 ， 造成免疫细胞数量减少 、 功能受损 ； 中期为混

合性免疫状态 ， 促炎与抗炎反应相抗衡 ； 若炎症损伤持续存在 ， 疾病进入后期 ， 免疫

抑制 占主导地位 ， 最终导致免疫麻痹 目 前普遍认为与早期促炎反应相 比 ， 免疫抑

制 、 免疫麻痹是脓毒症患者预后差的关键因素Ｗ ， 所以越来越多 的研究人员将 目 光转向

免疫抑制过程 ， 研宄其发生机制对于提高生存率 、 改善预后至关重要 。

在脓毒症中 ， Ｔ 淋巴细胞受损 、 免疫功能异常是机体发生免疫紊乱的核心因素 ，

主要表现为 Ｔ 细胞数量减少 、 功能减弱 。 在脓毒症初期大量炎性因子释放连同抗原物

质均可造成 Ｔ 细胞损伤 ， 具体来讲 ， Ｔ 细胞增殖能力减弱 、 发生过度凋亡 、 亚群分化

失调转 向 Ｔｈ２ 优势分化使得抑制性细胞因子大量释放 ， 机体获得性免疫因此受到抑制 ，

研究 Ｔ 细胞改变对探索脓毒症免疫发病机制 、 及早找到脓毒症免疫治疗方法十分有意

义 ［
５ ７

，
５８

］

。 国 内外大量研究提出 Ｔ 细胞凋亡是造成免疫抑制的关键因素 ， 细胞凋亡程度

与病情严重程度有关 ， 阻断细胞凋亡可提高脓毒症小 鼠存活率 ［
１ ８

］

。 其中 ＰＤ－

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 途

径是脓毒症 Ｔ 淋巴细胞发生凋亡的重要机制之
一

， 既往研究指 出 ， ＰＤ－

１ ／ＰＤ－Ｌ １ 表达增

加会削弱 Ｔ细胞分化能力 ，继发感染机会增加 ［
２

义 体内实验抑制脓毒症小 鼠 ＰＤ －

１ ／ＰＤ －Ｌ １

相互作用会减少 Ｔ 细胞凋亡 ， 提高存活率 ［
４

］

， 研究 ＰＤ－

１ ／ＰＤ－Ｌ １ 的调控分子成为热 门话

题 。 ２０ １ ７ 年 Ｍｅｚｚａｄｒａ 和 Ｂｕｒｒ 团 队 ［
４Ｑ

，

４ ８
］在 Ｎａｔｕｒｅ 上刊 登 的 有 关 ＣＭＴＭ 家族成 员

ＣＭＴＭ４ 、 ＣＭＴＭ６ 与 ＰＤ－Ｌ １ 存在相互作用的文章为本研究提供新思路 ， 本课题组开始

关注 ＣＭＴＭ家族成员 ＣＭＴＭ４ ， 文中指 出 ＣＭＴＭ４ 高表达可延长抗原呈递细胞上 ＰＤ －Ｌ １

半衰期 ， 使得 ＰＤ －Ｌ １ 在细胞表面表达量升高 ， 继而促进表达 ＰＤ －

１ 的 Ｔ 细胞发生凋亡 、

免疫功能受抑 。 由此 ， 本课题组提出猜想 ： ＣＭＴＭ４ 在脓毒症疾病模型中是否对 Ｔ 淋

巴细胞免疫功能产生影响 。 鉴于先前无任何关于 ＣＭＴＭ４ 分子在脓毒症中 的研究 ， 本

课题组将从 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细胞中 的表达水平入手 ， 再研究 ＣＭＴＭ４ 对脓毒

症 Ｔ 细胞免疫功能的影响 ， 揭示 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症免疫发病机制 中 的作用 。

１ ０
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在基础研究 中证明 了淋巴细胞在脓毒症 中 的作用后 ， 继而将 目 光转向淋巴细胞在

临床 中 的应用价值 。 淋巴细胞损伤导致数量及功能异常 ， 其为脓毒症机体免疫紊乱的

主要机制 【
５６

〗

， 免疫活化与免疫抑制状态失衡 ， 同时 出现重要器官损害 、 功能衰竭 ［
５９

］

，

所 以免疫紊乱与器官功能障碍联系密切 ， 两者均为脓毒症中重要的病理生理过程 ， 能

否通过建立两者之间 的联系 以提高诊断效能 己成为许多 临床研宄关注的热点 。 另外 ，

以往文献中提到 ， 存在急性感染的患者其凝血功能障碍往往与脓毒症发生的严重程度

密切相关 ， 而 ＰＬＴ 为临床上用于监测和评价凝血功能的重要指标之
一

［
６ （ ）

］

。 既往研究显

示 ， 淋巴细胞相关 比值中性粒细胞 ／淋巴细胞比值 （ ｎｅｕｔｒｏｐｈ
ｉ ｌ／ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒａｔｉｏ

，
ＮＬＲ ） 、

血小板 ／淋巴细胞比值 （ ｐ
ｌａｔｅ ｌｅｔ／ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒａｔｉｏ

，
ＰＬＲ ） 均可从

一

定程度上反映炎症发生

的严重程度 ， 与 ＣＲＰ 、 ＩＬ －６ 具有 良好相关性 ， 己逐渐在肿瘤和心脑血管疾病的诊断与

预测 中得 以应用 ， 被看作是部分炎性疾病的新型生物学标志物Ｍ
＂６ ３

１

。 新冠疫情期间 ，

某些研究人员Ｍ提出 ＮＬＲ 值可用 于重症 Ｃ０ＶＩＤ －

１ ９ 患者的早期识别及对预后的判断 ，

重症患者大多伴有高水平 ＮＬＲ 值 ， 该结论更加突显 ＮＬＲ 值在炎性疾病 中 的地位 。 所

以 ， 本研究关注于两项淋巴细胞相关 比值一ＮＬＲ 与 ＰＬＲ 值 ， 将免疫与凝血相结合 ，

探究两者在脓毒症器官损伤临床方面的应用价值 。 心脏是脓毒症常见损害器官之
一

，

严重心肌损害造成心功能障碍 ， 进而发展为脓毒症心肌病 ， 这类患者往往病情凶险 、

病死率大幅升高 。 早诊断 、 早治疗可 以保护心功能 、 改善预后 。 但其病理生理过程复

杂 、 机制未 明 ， 目 前尚未建立统
一

的脓毒症心肌病定义和诊断标准 ［
６５

］

， 因此本研究具

有
一

定研究价值 。

２ ．２ 研究方法与实验技术

２ ． ２ ． １ 第一部分——基础实验

（ １ ） 细胞实验 ：

①以 ２０ １ ６ 年发布的最新版脓毒症指南 Ｓｅｐｓ ｉｓ３ ． ０
［

１

］为诊断标准纳入脓毒症患者 ， 抽

取外周血 ， 同时采集健康志愿者外周血 ， 血常规检测 白细胞计数及淋巴细胞计数 ， 留

取血清测定 ＩＬ －

６ 、 ＩＬ －

１ ０ 浓度 ， 以此判断患者炎症程度 。 利用淋巴细胞分离液体外分离

人外周血淋巴细胞 ， 通过 ＣＤ３
＋

磁珠分选出外周血 Ｔ 淋巴细胞 ； 通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测正

常狙与脓毒症组 ＣＭＴＭ４ 基因水平表达差异 ； 通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 检测两组间 ＣＭＴＭ４

蛋 白水平差异 。 ②体外培养人急性 Ｔ 细胞 白血病 Ｊｕｒｋａｔ 细胞系 ， 给予 ＬＰＳ 刺激制备脓

毒症细胞模型 ， 分别采用 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 和 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 检测实验组与对照组基因和蛋 白表

达差异 。 ③利用小干扰ＲＮＡ （ ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡｓ

，
ｓ ｉＲＮＡｓ ）沉默Ｊｕｒｋａｔ细胞株ＣＭＴＭ４

基因 ， 给予沉默组和对照组细胞 ＬＰＳ 刺激后 ， ＣＣＫ－８ 法检测两组细胞增殖情况 ；
ＰＩ 法

检测 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 淋巴细胞细胞周期的影响 ；
Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＦＩＴＣ 法对比 ＬＰＳ 处理后的沉

１ １
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默组与对照组凋亡比例 ， 判断 ＣＭＴＭ４ 对脓毒症 Ｔ 淋巴细胞调亡的影响 ；
ＥＬ ＩＳＡ 法检

测 ｓｉＲＮＡｓ 处理后的脓毒症 Ｔ 淋巴细胞分泌 ＩＬ －２ 与 ＩＬ －

１ ０ 的功能变化 。

（ ２ ） 动物实验 ：

ＣＬＰ 法制备脓毒症小 鼠模型 ， 设置 ＣＬＰ 组与假手术组 ， 于 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 处死 ，

取小 鼠外周免疫器官脾 、 腹腔淋巴结标本 ， ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｍ Ｂ ｌｏｔ 在转录和翻译水平

上检测 ＣＬＰ 组与假手术组 ＣＭＴＭ４ 表达差异 ， 利用免疫组化观察 ＣＭＴＭ４ 在组织中 的

表达情况 。

２ ．２ ．２ 第二部分——临床研究

连续纳入 ２０ １ ７ 年 １ 月 至 ２０ １ ９ 年 ８ 月 北京大学人民医院 ＩＣＵ 病房收治的 １ ４２ 例确

诊脓毒症患者作为研究对象 ， 进行回顾性队列研究 。 采集患者
一

般资料 、 既往病史 、

诊断为脓毒症时的血常规指标 （ 中性粒细胞绝对值 、 淋巴细胞绝对值和血小板绝对值 ） ，

计算 １＾１１ 、 卩１＾ 比值 ； 记录炎性指标 ０１？ 、 入 １０］ ２４１１ 内 人？入０＾ １１ 评分 ； 记录心肌

损伤标志物 （ ｃＴｎｌ 、 ＣＫ－ＭＢ 和肌红蛋 白 ） 。 根据心脏肌钓蛋 白 Ｉ（ ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎ
，
ｃＴｎｌ ）

水平 ， 将患者分为非心肌损伤组 ７４ 例和心肌损伤组 ６８ 例 。 采用独立样本 ？ 检验或秩和

检验分析组间 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 差异 ；
Ｓｐｅａｒｍａｎ 法分析 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 与心肌损伤标志物的相

关性 ；
Ｌｏｇ ｉｓｔｉｃ 回归分析脓毒症患者发生心肌损伤的独立危险因素 ； 绘制受试者工作特

征 （ ｒｅｃｅ ｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ ｓｔｉｃｃｕｒｖｅ

，
ＲＯＣ ） 曲线评估ＮＬＲ 、 ＰＬＲ

值对脓毒症患者

心肌损伤的预测价值 。

２ ． ３ 研究 目标与预期结果

２ ． ３ ． １ 基础实验 ：

探究 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细胞中 的表达水平 ， 并研究其对 ＬＰＳ 刺激后 Ｔ 淋巴

细胞功能的影响 。 通过预试验结果可知 ， 脓毒症组与对照组之间 ＣＭＴＭ４ 表达水平确

有统计学差异 ， 以此推断 ＣＭＴＭ４ 可能对脓毒症 Ｔ 淋巴细胞功能也有
一

定影响 ， 本课

题组将从 Ｔ 细胞增殖能力 、 细胞周期 、 凋亡 、 分泌功能四大功能进行探究 ， 并检测脓

毒症小 鼠 ＣＬＰ 模型中外周免疫器官 ＣＭＴＭ４ 表达情况 。

２ ． ３ ． ２ 临床研究 ：

纳入患者数据进行回顾性队列研究 ， 分析免疫细胞比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 对脓毒症心肌

损伤的预测价值 。 既往研宄结论证实 ＮＬＲ 与 ＰＬＲ 在不同程度上可反映脓毒症炎症程

度 ， 是新型炎性指标 ， 推测两者在脓毒症造成的心肌损伤中具有
一

定预测价值 。

１ ２
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２ ． ４ 拟解决的关键科学问题

目 前国 内 外对 ＣＭＴＭ 家族成员 ＣＭＴＭ４ 的研究非常之少 ， 且现有研究都集中于肿

瘤领域 ， 尚无任何研究涉及脓毒症 ； 免疫机制研究是脓毒症研究中 的热点 ， 也是重中

之重 ， 我们将在脓毒症模型下研究 ＣＭＴＭ４ 在 Ｔ 淋巴细胞上的表达水平及其对 Ｔ 淋巴

细胞功能的影响 ， 为后续深入的机制研究起到抛砖引玉的作用 。

临床研究方面 ， 我们将通过免疫细胞比值预测脓毒症器官损伤的发生 ， 以此将脓

毒症三大发病机制——免疫紊乱 、 器官损伤及凝血障碍——串联起来 ， 希望能为临床

上诊断器官损伤有所帮助 。

１ ３
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第三章 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症外周血 Ｔ 淋巴细胞的表达及功能研究

３ ． １ 实验材料

３ ． １ ． １ 主要试剂和材料

名称


生产厂家


胎牛血清 ＦＢ ＳＨｙｃ ｌｏｎｅ

ＲＰＭＩ １ ６４０ 培养基 （含双抗 ） 索莱宝

ＲＰＭＩ １ ６４０ 培养基 （不含双抗 ） 索莱宝

人 Ｔ 淋巴细胞白血病细胞 Ｊｕｒｋａｔ 细胞系 （ Ｐ９ ）中 国科学院细胞库

ＴＲＩｚｏ Ｉ裂解液 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ
ｑＰＣＲ ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘｗｉｔｈ

ｇ
ＤＮＡＴＯＹＯＢＯ

ｒｅｍｏｖｅｒ ＴＯＹＯＢＯ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ常州百代

ＲＦｅｃｔＳＰ 悬浮细胞小核酸转染试剂索莱宝

人外周血淋巴细胞分离液 （
ＦＩＣＯＬＬ 配制 ） ＳｔｅｍＣｅｌ ｌ

ＥａｓｙＳｅｐ
？ＨｕｍａｎＣＤ３Ｐｏｓ ｉｔｉｖｅＳｅ ｌｅｃｔｉｏｎＫｉｔ索莱宝

ＢＣＡ 蛋 白 定量试剂盒 索莱宝

细胞培养用 ＤＭＳＯＭｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ

聚偏二氟乙烯膜 （ ＰＶＤＦ ）Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ

硝酸纤维素膜 （ＮＣ） Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ

ＣＭＴＭ４ ＡｎｔｉｂｏｄｙＡｂｅａｍ

ＣＭＴＭ４Ａｎｔｉｂｏｄｙ（ ＩＣＣ用 ） Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ

ＧＡＰＤＨ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ

Ｐ
－ａｃｔｉｎ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ

辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ

辣根酶标记山 羊抗小 鼠 ＩｇＧ 索莱宝

ＲＩＰＡ 裂解液 索莱宝

磷酸酶抑制剂 索莱宝

５ ｘＴｒｉ ｓ
－甘氨酸蛋 白 电泳缓冲液 索莱宝

ｌ 〇 ｘ电转移缓冲液 索莱宝

ｌ Ｏ ｘＴＢＳＴ 缓冲液


索莱宝


１ ４
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脱脂奶粉 新赛美

ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒 索莱宝

彩虹蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 索莱宝

５ ｘ蛋 白上样缓冲液 （ 含 ＤＴＴ ）索莱宝

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 预制胶 日本同仁

ＣＣＫ －

８ 试剂 索莱宝

细胞凋亡检测试剂盒 凯基

细胞周期检测试剂盒汉恒生物

人 ＣＭＴＭ４ 基因 ｓ ｉＲＮＡ ｏ ｌ ｉｇｏ ｓ索莱宝

ＨｕｍａｎＩＬ －

１ ０ＥＬ Ｉ ＳＡ ＫＩＴ 索莱宝

ＨｕｍａｎＩＬ －２ＥＬ ＩＳＡ ＫＩＴ 索莱宝

台盼蓝溶液 Ｓ ｉｇｍａ

脂多糖 （ ＬＰＳ ） 索莱宝

ｌ
ｘＰＢ Ｓ 缓冲液 索莱宝

ＤＥＰＣ水 Ｃｏ ｒｎｉｎ
ｇ

培养皿 、 培养板 、 离心管 Ｔｈｅｒｍｏ

ｑ
ＰＣＲ９６孔板Ａｘｙｇｅｎ

１ ． ５ｍｌ
离心管Ａｘｙｇｅｎ

无菌吸头 Ｃｏｍｉｎｇ

移液管 （ ｌｍ ｌ 、 ５ｍｌ 、 １ ０ｍｌ ） Ｃｏｍｉｎｇ

冻存管 Ｃｏｍ ｉｎｇ

酶标板 索莱宝

一

次性巴 氏德吸管 索莱宝

电转厚滤纸 永泰兴成

Ｗｅｓｔｅｒｎ 洗膜盒 索莱宝

冻存盒 华康卫材

医用手术非吸收缝合线 （ ４＃ ） ＬＥＩＣＡ

ＬＥ ＩＣＡ８ １ ９ 刀片纽约世联

眼科剪、 眼科镊 、 持针器


其余试剂如氯仿 、 异丙醇 、 甲醇 、 无水 乙醇等均为国产试剂 。 所有试剂均按要求

分装 、 储存 ， 在保质期 内按要求使用 。

３ ． １ ． ２ 主要仪器

１ ５
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名称


生产厂家


移液枪 （ ２ ． ５ ＾
１ 、 ２０

｜

ｊｌ 、 １ ００
｜

ｘｌ 、 ２００
｜

Ｊ 、 １ ０００
（

〇Ｊ ）Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

直热式 Ｃ０ ２培养箱 Ｔｈｅｒｍｏ

ｉＭａｒｋ酶标仪 Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ

多功能酶标仪 Ｂ ｉｏＴｅｋ

ＦＡＣＳＶｅｒｓｅ 流式分析仪 ＢＤ

ＳＰ ８ 激光共聚焦焚光显微镜 Ｌｅ ｉｃａ

超净工作台北京长城

５ ８ １ ０Ｒ 台式离心机 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

２ －

１ ６Ｋ 型低温高速离心机 Ｓ ｉｇｍａ

ＧＳ －

１ ５Ｒ型离心机 Ｂｅｃｋｍａｎ

ＰＣＲ
扩增仪 ？ Ｂ ｉｏｍｅｔｒａ

实时定量 ＰＣＲ 仪 Ａｇｉ ｌｅｎｔ

化学发光成像仪ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ

垂直板蛋 白 电泳装置 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ

蛋 白质湿式电转移装置 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ

－２０
°

Ｃ低温冰箱Ｈａｉｅｒ

－

８ ０
°

Ｃ超低温冰箱 Ｈａｉｅｒ

ＭＺ７ ． ５ 普通光学显微镜 Ｌｅ ｉｃａ

ＮａｎｏＤｒｏｐ 超微量紫外分光光度仪 Ｔｈｅｒｍｏ

制冰机Ｓ ＩＭ－Ｆ １ ２ １ Ｓａｎｙｏｕ

电热恒温水槽 ＤＫ－

８Ｄ 型上海一恒

ＢＳ３ ００Ｓ －ＷＥ １ 型 电子天平


赛多利思


所有仪器均定期检测和校准 。

３ ．１ ． ３ 实验标本

（ １ ） 临床标本 以２０ １ ６年最新版脓毒症指南 Ｓｅｐｓ ｉｓ３ ． ０作为脓毒症诊断标准 ［
１

］

， 纳

入２０ １ ９年 １ ０月 至２０２ １年 １ 月 收入北京大学人民医院重症医学科及创伤救治中心的部分

确诊脓毒症患者作为疾病组 ， 同时纳入年龄 、 性别与脓毒症组基本匹配的健康志愿者

作为正常对照组 ， 共计纳入脓毒症患者 １ ５名 ， 健康志愿者 ８名 。

参考２０ １ ６年新版脓毒症指南 ［
１
］和 以往大多数脓毒症研究临床标本的纳入与排除标

准 ， 结合本研究的研究 目 的 ， 制定如下标准筛选标本病例来源 。 纳入标准 ： ①年龄２ １ ８

周岁者 ； ②符合Ｓｅｐｓ ｉ ｓ３ ． ０诊断标准 ［
１
］

。 排除标准 ： ①妊娠期 ； ②患有血液系统疾病 、 恶

性肿瘤晚期 、 慢性肝肾功能不全者 ； ③接受化疗、 使用糖皮质激素或免疫抑制剂治疗

１ ６
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者 ； ④ １周 内使用影响凝血功能及血小板聚集的药物 ； ⑤入 ＩＣＵ前在较短时间 内有大量

失血和 （或 ） 输血史者 。

记录纳入患者的基本特征和临床情况 （包括年龄 、 性别 、 ＳＯＦＡ 评分 、 既往疾病

史 、 手术史及用药史等 ） ， 留取被诊断为脓毒症时的血清与ＥＤＴＡ抗凝的外周血全血 ，

通过血常规化验记录 白细胞计数及淋巴细胞绝对值和百分比 ； 通过血清细胞因子检测 ，

记录ＩＬ－

６ 、 ＩＬ－

１ ０浓度 。 入选患者及健康志愿者均签署实验知情同意书 ， 受试者有权在

实验期间任何时候选择退出 ， 本实验 己通过北京大学人民医院医学研究伦理委员会审

查 ， 并予以批准实验 。

（ ２ ） 体外细胞实验 选用人急性Ｔ淋巴细胞 白血病细胞系 Ｊｕｒｋａｔ细胞系 （购于中 国

科学院细胞库 ） 作为研究对象 ， 给予ＬＰＳ刺激制备脓毒症Ｔ淋巴细胞模型 。

３ ．２ 实验方法

３ ． ２ ． １ 人外周血 Ｔ 淋巴细胞的分离

血液标本来 自 ＥＤＴＡ 抗凝的入选脓毒症患者和健康志愿者外周血 。 取 １ ５
￣

１ ６ｍ ｌ 外

周血 ， 采用索莱宝人外周血 Ｔ 淋巴细胞分离液 （ Ｆｉｃｏ ｌ ｌ 配置 ） 通过密度梯度离心分离得

到外周血淋巴细胞 ， 具体步骤如下 ： ①用等体积 ＰＢ Ｓ 稀释全血 。 ②在 １ ５ｍ ｌ 离心管 中

按实际情况加入
一

定量淋巴细胞分离液 ， 再将稀释后的外周血用 巴氏滴管小心滴加到

分离液液面上方 ， 使其形成明显的分层平铺界面 ， 保持两种液体之间界面清晰 。 ③室

温 ， 水平转子 ５００？ ｌ ＯＯＯｇ ， 离心 ２０
？

３ ０ｍｉｎ 。 ④离心结束后取出 ， 可见离心管 内 明显液

面分层 ： 底部为红细胞 、 粒细胞碎片 ， 中 间透明层为分离液层 ， 最上层为稀释 了 的血

浆层 ， 血浆层与分离液层之间 的 白膜即为淋巴细胞层 。⑤ ｌｍｌ 移液器小心吸取 白膜层 （含

淋巴细胞 ） 到新的 １ ５ｍｌ 离心管中 ， 加入适量 ＰＢ Ｓ 或细胞洗涤液稀释并洗涤细胞 。 转

速 ２５０ｇ ， 离心 ｌ Ｏｍｉｎ 。 ⑥倒掉上清液 ， 再用 ５ｍｌ ＰＢ Ｓ 或细胞洗涤液重悬细胞 ， ２５０ｇ ，

离心 ｌ Ｏｍｉｎ 。 ⑦重复上
一

步骤 。 ⑧倒掉上清 ， 细胞重悬备用 。

１ ７
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

水公
．

离心

丨

 ；

？ ＪＸ＾ ． ，１

Ｉ
Ｊｗｎ ；？ｔ

－ Ｅ ｒ３ ａｆｅｇ

［
１—分离液层

一 红趣层

分离前分萆后

图 ３ ． １ 外周血淋巴细胞分离示意 图

米用 ＥａｓｙＳｅｐ
？Ｈｕｍａｎ ＣＤ ３Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅＳｅ ｌｅｃｔ ｉｏｎＫ ｉｔＩＩ

（
Ｓ ｔｅｍＣｅ ｌ ｌ公司 ， 货号 ： １ ７ ８ ５ １

）

阳性分选ＣＤ３
＋
Ｔ淋巴细胞 ， 按说明书进行分选 ： ①将分离 出 的淋巴细胞悬液转移至 ５ｍ ｌ

的聚乙稀管 内 。 ②加入Ｅａｓｙ Ｓｅｐ？阳性选择混合物 （ ＥａｓｙＳｅｐ？Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅＳ ｅ ｌ ｅｃ ｔ ｉｏｎＣｏｃｋｔａ ｉ ｌ ）

１ ００ｐ
Ｌ ／ｍ ｌ ， 混匀 ， 室温下 （ ２０

－２５
°

Ｃ ） 孵育 ３
－ ５分钟 。 ③轻轻吹洗混匀磁珠Ｒａｐ ｉｄＳｐ

ｈｅｒｅ ｓ
？

（ 勿涡旋震荡 ） ， 样品 中加入磁珠 （ ６０＾Ｌ ／ｍ ｌ ） ， 混匀后室温孵育 ３
－

５分钟 。 ④加入缓

冲液 ， 轻轻颠倒 ２ －

３次混勾 ， 将管固 定在配套磁力架的磁极中 ， 放置 ６
－

１ ０ 分钟 。 ⑤磁铁

和试管呈倾斜位 ， 手拿着磁铁 ， 慢慢倒掉上清 ， 随后保持试管和磁极在倾斜位 ２ －

３ 秒

后放正 。 ⑥拿掉试管 ， 再加入 ｌ
ｘ ＰＢ Ｓ洗涤细胞 ， 轻微吹洗２ －

３次后将试管再次放回磁铁

中 ５分钟 。 ⑦重复⑤⑥两步 ２ －

３ 次 。 ⑧移去试管 ， 重悬细胞在 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 中 备用 。

３ ．２ ．２Ｔ 淋巴细胞系的培养及体外脓毒症细胞模型的构建

Ｊｕｒｋａｔ细胞呈悬浮生长 ， 选用培养皿和培养板培养细胞 ， 细胞培养于含有 ８
－

１ ０％ＦＢ Ｓ

的ＲＰＭ Ｉ１ ６４０培养基中 ， 其 中含 １％ ＨＥＰＥＳ 、 青霉素 １ ００ Ｕ／ｍ ｌ 、 庆大霉素 １ ００ Ｕ ／ｍ ｌ
， 置

于参数为 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２的细胞培养箱 中培养 ， 根据细胞生长状态 ， ３ －４天可对细胞更

换新鲜培养基 ， 根据需要选择继续培养或进行传代培养 。 购入的细胞传 ３
－４代再进行后

续实验 。

根据ＬＰＳ浓度梯度预试验结果 ， 加入浓度为 ｌ ｇｇ／ｍ ｌ ＬＰＳ（ ＲＰＭＩ１ ６４０培养基稀释 ）

刺激 Ｊｕｒｋａｔ细胞 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ ， ３ ７
°

Ｃ温箱 中培养 ， 等到各组时间 点后 １ ２００ ｉ

？

离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ

收集细胞沉淀备用 ， 上清液４０００ ｉ

？

离心 ２ ０ｍｉｎ后吸出上清至新ＥＰ管中 ，

－ ８０
°

Ｃ冰箱 内保存

备用 ； 对照组细胞给予等体积ＲＰＭ Ｉ１ ６４０培养基刺激６ｈ ， 后续操作 同上 。

３ ．２ ．３Ｔｒｉｚｏ ｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ 与逆转录合成 ｃ ＤＮＡ

（ １ ） 提取 Ｔ 淋巴细胞总 ＲＮＡ

１ ８
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

①将处理好的 Ｔ淋 巴细胞离心去上清 ， 保留细胞沉淀 ， （ ５
－

１ ０ ）ｘ ｌ Ｏ
６

个细胞加入 ｌ ｍ ｌ

Ｔ ｒ ｉ ｚｏ ｌ（ Ｉ ｎｖ ｉ ｔｒｏｇ
ｅ ｎ ， 货号 ： １ ５ ５ ９６０ ２ ６ ） ， 反复用移液枪吹吸 、 裂解细胞 ， 放于 －２０

°

Ｃ冰

箱 内 过夜 。②取 出解冻后 ， ４
°

Ｃ１ ２ ０００
ｇ离心 １ ０分钟 。将上清液转移至干净ＥＰ管中 ，

〗 ５
－

３ ０
°

Ｃ

环境孵育 ５分钟 。 ②管 中加入 ０ ． ２ｍ ｌ氯仿 ， 盖上盖子 ， 剧烈震荡 １ ５ ｓ ， 室温孵育 ２ － ３分钟 。

４
°

Ｃ １ ２０００
ｇ离心 １ ５分钟 ， 上层水相 中 为液态ＲＮＡ 。 ③取上层液体至干净ＥＰ管中 ， 加入

０ ． ６ｍ ｌ异丙醇 （每 ｌ ｍ ｌＴ ｒ ｉ ｚｏ ｌ ） 沉淀其 中 的 ＲＮＡ ， 上下颠倒混匀 ５次以上 ， 室温孵育 １ ０分

钟 。 ４
°

Ｃ离心 ］ ２ ０００
ｇ ， １ ０分钟 ， 即可在试管底部见到 白色沉淀 ， 即ＲＮＡ 。 ④弃上清 ， 用

１ ！？ １ ７５％乙醇洗涤 １＾八沉淀 ， 涡旋振荡混匀 １
－ ２ ５ ， ４

。

£ ７ ５０ （＾ ， 离心 １ ０分钟 。 小心倒弃 乙

醇 ，将ＲＮＡ沉淀在室温中晾干 ５
－

１ ０分钟 。 ⑤ ５ ５
－６０

°

Ｃ预热ＤＥＰＣ水 ， 取 ２０ －

５ ０ｐＬ ＤＥＰＣ水溶

解ＲＮＡ沉淀 ， 移液枪吹打数次 。 ⑥用ＮａｎｏＤ ｒｏｐ仪检测ＲＮＡ浓度 。

（ ２ ） 逆转录合成 ｃＤＮＡ

按照Ｒ ｅｖｅ ｒＴ ｒａＡ ｃｅ
ｑ
ＰＣ Ｒ ＲＴＭａｓ ｔｅ ｒＭ ｉ ｘｗ ｉ ｔｈ

ｇ
ＤＮＡＲ ｅｍ ｏｖｅ ｒ（ ＴＯＹＯＢＯ ， 货号

Ｎ ｏ ． Ｆ ＳＱ
－

３ ０ １） 说明书 ， 依次加入ＲＮＡ模板 、 引 物 、 ４ ＞＜ＤＮＭａｓ ｔｅｒＭ ｉ ｘ和 ｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅ ｒ混

合物 、 ＤＥＰＣ 水 ， 轻轻搅拌均匀 ，
３ ７

°

Ｃ孵育 ５ｍ ｉ ｎ 。 之后在反应液中加入 ５ ｘＲＴ Ｍ ａｓ ｔｅ ｒ Ｍ ｉｘ

Ｉ Ｉ ， ３ ７
°
Ｃ １ ５ｍ ｉｎ ， 接着 ９ ８

°

Ｃ ５ｍ ｉｎ ， 最后温度设置为 ４
°

Ｃ放置 。

３ ．２ ．４ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测 Ｔ 淋 巴细胞 ＣＭＴＭ４ 基因表达

按照 ＳＹＢ Ｒ？Ｇ ｒｅｅｎＲ ｅａ ｌ ｔ ｉｍ ｅＰＣＲＭａｓ ｔｅ ｒＭ ｉｘ（ ＴＯＹＯＢＯ ， 货号Ｎｏ ．ＱＰＫ
－２０ １ ） 说 明

书 ， 依次加入 ｃＤＮＡ模板 、 引 物 、 蒸馏水和 ＳＹＢＲＧ ｒｅｅｎＭ ｉｘ ， 按照三步法扩增 ， 最后

进行扩增 曲线和溶解 曲线 的分析 ， 添加量按说明书添加 ， 总体积 ２０＾ １ ， 上下游 引 物稀释

成 １ ０ｕＭ ， 每样本加入 ０ ． ８
｜

ａ ｌ
， 循环条件见图 ３ ． ２ 。 采用相对定量的方法计算 目 的基 因 的表

达差异 。 目 的基因人 引 物序列见表 ３ ．
１

［ＰＣＲ種纤 （％］ （三步法 退火 ｉＳ Ｓ５ ５

ｆ

Ｃ５２ 脖ａ ｓ７２

；

ｃ ）

９ ５ 

＊

Ｃ３０ｓ

丄
＂

ｐｃｒＩＷＯ４ｍ＾ｊｒ
９５

°

Ｃ５ ｓ

５５
°

Ｃ １ ０ ｓ

７２Ｃ
 １ ５ ｓ（ ｄａｔａｃｏ ｌ ｌ ｅｃｔ ｉ ｏ ｎ ）

ｉ

解 Ｂ线分析 （Ｍ ｓ ｌｔ ｕｎｇ
Ｃ ｕ ｒｖｅＡｎａ 丨ｙｓ 丨ｓ）

图 ３ ． ２
ｑ
ＰＣＲ 底物上样量与反应步骤流程图

表 ３ ． １
ｑ

ＰＣＲ 人引物序列

目 的基因 引 物序列

ｈＣＭＴＭ４ －Ｖ２ＦｏｒｗａｒｄＡＧＴＧＣＧＴＴＴＧＴＧＧＴＧＡＣＴＧ

１ ９
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

ｈＣＭＴＭ４－Ｖ２ＲｅｖｅｒｓｅＧＧＴＴＴＡＡＡＧＣＡＧＣＣＡＧＴＡＣＧＡ

ｈ
ｐ
－

ａｃｔｉｎＦｏｒｗａｒｄ ＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴ

ｈ３
－ａｃ ｔｉｎＲｅｖｅｒｓｅ


ＣＡＧＧＧＣＡＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴ

目 的基因


引物序列


ｈＧＡＰＤＨ－ＦｏｒｗａｒｄＧＧＴＴＴＡＡＡＧＣＡＧＣＣＡＧＴＡＣＧＡ

ｈＧＡＰＤＨ－Ｒｅｖｅｒｓｅ


ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴ

３ ．２ ． ５Ｗｅ ｓｔｅ ｒ ｎＢ ｌ ｏｔ 检测 Ｔ 淋巴细胞 ＣＭＴＭ４ 蛋白表达

（ １ ）ＲＩＰＡ裂解液提取蛋 白

步骤如下 ： ①离心收集Ｔ淋巴细胞沉淀后置于冰上 ， 根据细胞沉淀量加入 １ ００－２５０

微升ＲＩＰＡ裂解液 （加入 １％蛋 白酶抑制剂和 １％磷酸酶抑制剂 ） ， 吹打混匀细胞 。 ②４
°

Ｃ

摇床上孵育 ３ ０－４０ｍｉｎ ， 使细胞充分裂解 。 ③将裂解后的样品 １ ００００－

１ ４０００ｇ离心２０ －３ ０分

钟 ， 取上清备用 。 长期保存于－

８０
°

Ｃ 。

（ ２ ）ＢＣＡ法测定蛋白浓度

选用ＢＣＡ蛋 白浓度测定试剂盒 （索莱宝 ） 测定提取蛋 白液的浓度 。 步骤如下 ： ①

准备工作液 ： 根据标准品和样品总份数 ， ＢＣＡ试剂与Ｃｕ试剂按照 ５０ ：１ 的体积比混合 ，

配制ＢＣＡ工作液 ， 充分混匀备用 。 ②稀释标准品 ： 取 １ ００
Ｂ ＳＡ标准品加入 １ ． ５ｍ ｌ离心管

中 ， 加入 ｌ
ｘＰＢ Ｓ稀释至 １ ００４ ， 使标准品终浓度为０ ． ５ｍｇ／ｍｌ 。将标准品按０

，
２

，

４
，
６

，
８

，
１ ２

，
１ ６

，

２００加到 ９６孔板中 ， 加ＰＢＳ稀释液补足至２００ 。 ③将样品作适当稀释 ， 加 ２００ 样品到 ９６

孔板中 。 ④各孔加入 ２０００
ＢＣＡ工作液 ， 塑料膜覆盖９６孔板封 口 防止挥发 ， ３ ７

°

Ｃ放置

２０ －

３０分钟 。 ⑤取出孔板放入酶标仪 ， 测定波长在Ａ５６２ｎｍ处的吸光度 ， 根据标准曲线

公式计算出提取蛋 白 的浓度 。

（ ３ ）ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ检测

将配好的 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ胶固定于电泳槽内 ， 倒入电泳液 ， 将
一

定体积的各组样本加入

上样孔 内 （各组蛋 白上样量均为２０ｇ ） 进行电泳 ， １ ５０Ｖ电泳４５ｍｉｎ 。 用蛋 白质湿转装置

将凝胶中的蛋 白转移至硝酸纤维素膜上 ， 脱脂奶粉配置 ５％牛奶作为封闭液 ， 室温封闭

两小时 。 用 ５％封闭液稀释
一

抗 ， ４
°

Ｃ摇床上孵育过夜 。 取出后用 ｌ ｘＴＢＳＴ缓冲液洗３次

膜 ， 每次 １ ０分钟 。 用 ｌ
ｘＴＢＳＴ稀释辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ ） 标记抗体 ， 室温孵育 １小时 ，

洗３次膜 ， 每次 １ ０分钟 。 凝胶成像系统对膜进行化学发光成像 ， 拍照记录条带结果 。

３ ．２ ．６ 小干扰 ＲＮＡ 敲减 Ｔ 淋巴细胞细胞 ＣＭＴ ＩＭ４ 基因

利用 小干扰ＲＮＡ（ Ｓｍａｌ ｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡｓ ，

ｓ ｉＲＮＡｓ ） 敲低人Ｔ淋巴细胞ＣＭＴＭ４

基因 ， ｓ ｉＲＮＡｓ 由上海汉恒生物科技有限公司合成 ， 有效序列如下表 ３ ．２ 。 转染试剂选

择 ＲＦｅｃｔＳＰ 悬浮细胞小核酸转染试剂 （常州百代生物 ， 货号 ： １ １ ０２６ ） ， 按照转染试剂

说明书对培养板中 Ｊｕｒｋａｔ 细胞进行 ｓ ｉＲＮＡｓ 转染操作 。 先在 １ ２ 孔板中摸索最佳转染条

件 ， 再将 Ｊｕｒｋａｔ 细胞培养于 ６ 孔板中进行转染 ， ｓｉＲＮＡｓ 终浓度取 １ ００ｎＭ ， Ｒｆｅｃｔ 转染

２０
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试剂取 ｌ ＯＯ
ｆ
ｉ ｌ ， ３ ７

°

Ｃ 培养 ４８ －７２ｈ ， 检测基 因抑制效果 ， 若转染效果不佳 ， 可调整转染

试剂浓度及转染时间 。

表 ３ ． ２人 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 序列

序列名称 ｓ ｉＲＮＡｓ 序列 （ ５
’

－

３
’

）

ｓ ｉ

－ＣＭＴＭ４－４＾ＧＣＡＧＡＡＡＵＵＧＣＵＧＣＣＧＵＧＡｄＴｄＴ

反义ＵＣＡＣＧＧＣＡＧＣＡＡＵＵＵＣＵＧＣｄＴｄＴ

ｓ ｉ

－ＣＭＴＭ４
－６正义ＣＣＵＧＡＵＵＧＣＡＵＵＣＡＵＣＵＧＣｄＴｄＴ

反义ＧＣＡＧＡＵＧＡＡＵＧＣＡＡＵＣＡＧＧｄＴｄＴ

ｓ ｉ
－ＮＣ正义ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵｄＴｄＴ



反义ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡｄＴｄＴ


３ ．２ ．７ＣＣＫ
－

８ 法检测 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 淋巴细胞增殖功能的影响

按 ＣＣＫ－

８ 试剂 （ 日 本 同仁 ） 说明书对转染 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 和未转染的细胞进行细胞增殖

检测 。 步骤如下 ： ①在 ９６ 孔板中接种细胞悬液 （ １ ０〇Ｗ ／？Ｌ ） ， 由于悬浮细胞较难显色 ，

遂使细胞量在 １ 〇
５ 个细胞 ／孔 ， 每组设置 ４－６ 个副孔 。 将培养板放在培养箱预培养 （在

３ ７
。

。 ， ５％Ｃ０ ２ 的条件下 ）
４－６ 小时 。 ②向每孔加入 鄭１ 的 ＣＣＫ－８ 溶液 ， 小心不要生成

气泡 。 将培养板在培养箱 内孵育 １
－４ 小时 。 ③用酶标仪测定在 ４５０ｎｍ 处的吸光度 。

３ ．２ ．８Ｐ Ｉ 法检测 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 淋巴细胞细胞周期的影响

选择细胞周期检测试剂盒 （凯基生物 ， 货号 ： ＫＧＡ－５ １ １ ） 探究 ＣＭＴＭ４ 对 ＬＰＳ 刺

激下的 Ｔ 淋巴细胞生长周期是否有影响 。 步骤如下 ： ①细胞悬液离心后倒掉上清 ， 向

细胞沉淀中加入 ７０％冷乙醇 ５ ０００ 放 ４
°

Ｃ冰箱固定过夜 。 ②染色前加入等体积 ＰＢ Ｓ 离

心洗去 固定液 。 ③细胞悬液用 ２００ 目 筛网过滤
一

次 。 ③用 ＰＢＳ 洗涤细胞
一

次 ， ２０００ｒｐｍ

离心 ５ｍｉｎ ， 弃上清 ， 加入 ＰＢ Ｓ 使细胞浓度为 ｌ
ｘ ｌ 〇

６
／ｍｌ ， 取 ｌｍｌ 细胞悬液 。 ④配置染色

工作液 ， 每个样本用 ５ ０００ 工作液孵育 ， 临用前将 Ｒｎａｓｅ Ａ ：Ｐ Ｉ 工作液按 １ ：９ 体积配

制成染色工作液 。 向细胞中加入 ５００Ｗ 工作液 ， 室温避光 ３０
－６０ｍｉｎ 。 ⑤上机检测 ， 记

录激发波长 ４８８ｎｍ 处红色荧光 。

３ ．２ ．９Ａｎｎｅ ｘ ｉ ｎＶ
－

Ｆ 丨 ＴＧ 法检测 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 淋巴细胞凋亡的影响

采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒 （索莱宝 ， 货号 ： ＣＡ １ ０２０ ） 进行凋亡检

测 。 按照说明书操作 ， 步骤如下 ： ①用双蒸水将 ｌ Ｏ ｘＢ ｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 稀释至 ｌ ｘ
， 每个样

品用 ３ｍｌ ， 根据样本数配制所需 Ｂ ｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 。 ②每个样本收集 ｌ

ｘ
ｌ 〇

６个细胞 ， 用预

冷的 ＰＢ Ｓ 洗漆 。 ③用 ｌｍ ｌｌ
ｘＢ ｉｎｄ ｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞 ， ３００ｇ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 弃上清 。 ④用

１ １１１１ １
＞＾ 丨 １１￡１ １ １＾ ８ １１＾＾ 重悬细胞 ， 使细胞的密度达到 １

＞＜
１ 〇

６个 ／１１１ １ 。 ？每管加入 １ ０ （＾１ 细

胞悬液 （ 即 ｌ
ｘ

ｌ Ｏ
５ 个细胞 ） 。 ⑥向管 内加入 ５Ｗ Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ ， 轻轻混匀 ， 室温避光

２ １
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

孵育 ｌ Ｏｍｉｎ 。 ⑦加入 ５０ ＰＩ ， 室温避光孵育 ５ｍｉｎ 。 ⑧加入 ＰＢＳ 至 ５ ０ （Ｈｉｌ ， 轻轻混匀 。 在

１ 小时 内用流式细胞仪检测 ， 每组记录 ２００００ 个事件 。

３ ．２ ．１ ０ＥＬ Ｉ ＳＡ 法检测 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 淋巴细胞分泌功能的影响

釆用酶联免疫吸附实验 （ ＥＬＩＳＡ 实验 ） 研宄 ＣＭＴＭ４ 对 ＬＰＳ 刺激后 Ｔ 淋巴细胞分

泌功能的影响 。 选用 ＨｕｍａｎＩＬ －２ＥＬＩＳＡ ＫＩＴ 试剂盒和 ＨｕｍａｎＩＬ －

１ ０ＥＬＩＳＡ ＫＩＴ 试剂盒

（索莱宝 ， 货号 ： ＳＥＫＨ－０００８ ，ＳＥＫＨ－００ １ ８ ） 检测细胞上清中 ＩＬ －２ 和 ＩＬ －

１ ０ 水平 。

（ １ ） 分离细胞上清 ：

收集孔板 内 的细胞悬液 ， ４
°

Ｃｌ ＯＯＯｇ 离心 ２０ｍｉｎ ， 分装于小 ＥＰ 管并于－８０
°

Ｃ下保存 ，

若 ２４ 小时 内检测可放入 ４
°

Ｃ储存 ， 要避免反复冻融 。

（ ２ ） 检测ＩＬ
－２ 、 ＩＬ －

１ ０浓度 ：

步骤 ： ①提前拿出试剂盒使试剂恢复至室温 ， 加入标准品 ／样本前 ， 洗板 ３ 次并甩

干 。 ②反应孔中加入 １ ００Ｗ 样本与标准品 ， 封板 ， 放至 ３ ７
°

Ｃ孵箱孵育 ９０ ｍｉｎ ， 随后拍

板 、 洗板 ４ 次 。 ③反应孔中加入 １ ００＾１ 生物素化抗体工作液 ， 封板 ， 于 ３ ７
°

Ｃ孵箱孵育

６０ｍｉｎ ， 拍板 、 洗板 ４ 次 。 ④反应孔中加入 １ ００４ 酶结合物工作液 ， 封板 ， 放入 ３ ７
°

Ｃ

温箱中孵育 ３ ０ｍｉｎ ， 拍板 、 洗板共 ５ 次 。 ⑤加入 １ ００叫 显色底物 ， 封板后于 ３ ７
°

Ｃ避光

显色 １ ５ｍｉｎ 。 ⑥加入 ５ ００ 终止液 ， 确保 ５ 分钟 内 用酶标仪在波长为 ４５０ｎｍ 处测量吸光

度值 ， 根据标准 曲线求出上清中 ＩＬ －２ 、 ＩＬ －

１ ０ 浓度 。

３ ．３ 统计学方法

每组实验至少重复三次 ， 多次数据均纳入统计 ， 每次实验设置三个或以上重复孔 ，

取重复孔均值统计 。 采用 ＳＰＳＳ２３ ． ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８ ． ０ 软件对实验数据进行分析处

理及作 图 。 计量资料采用均数±标准差 （ ５土 ｓ ） 进行＃Ｂ十描述 ； 符合正态分布的计量

资料采用 ？ 检验分析是否存在显著性差异 ， 非正态分布采用秩和检验 ； 当 多组之间进行

比较时采用单因素方差分析 。 定性资料采用以 检验 。 Ｐ＜〇 ．〇５ 认为差异具有统计学意义 。

ｎｓ代表无显著性差异 ；

＊
Ｐ ＜ ０ ．０５

；
＊ ＊Ｐ ＜ ０ ．０ １

； ０ ． ００ １
； ０ ． ０００ １ 。

３ ．４ 实验结果

３ ．４ ．１ＧＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细胞中 的表达情况

（ １ ） 比较脓毒症患者与健康志愿者炎症程度

为探究脓毒症患者外周血 Ｔ 淋巴细胞中 ＣＭＴＭ４ 表达情况 ， 根据纳入标准选取脓

２２
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第三章 ＣＭＴＭ ４ 在脓毒症外周血 Ｔ 淋 巴细胞的表达及功能研究


毒症患者 １ ５ 例 、 健康志愿者 ８ 例抽取外周血 ， 进行血常规和血清炎症因子 ＩＬ － ６ 、 Ｉ Ｌ －

１ ０

检测 ， 以判断患者 炎症严重程度 。 结果示脓毒症组较正常组炎症程度 明显增强 ， 白细

胞增加 、 淋巴细胞百分 比 降低 、 ＩＬ －

６ 和 ＩＬ －

１ ０ 均显著升高 （ 见 图 ３ ． ３ ） ， 差异具有统计学

意义 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） ， 说明脓毒症组炎症程度较重 ， 具体数值见表 ３ ． ３ 。

Ａ Ｂ

４０ ０ １ ５ ０
－

１

★ ＊ ＊ 禽

Ｊ＊＊＊＊

Ｅ３ ００
－ ＾

￣

Ｔ
̄

ｇ ｉ ｏ ｏ
－

２ ０ ０ ｉ ｉ ？

ｄ

２ ０ ０ Ｊ

Ｈ
ＪＪ ｉ

：ＵＢ－

ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ ｓｅ
ｐ
ｓ ｉ ｓ ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌｓ ｅ

ｐ
ｓ ｉ ｓ

图 ３ ． ３ 脓毒症患者与健康志愿者血清炎症指标对 比 。 Ａ ：ＩＬ －

６
；Ｂ ： ＩＬ －

１ ０ （ 戶＜０ ． ０００ １ ） ．

表 ３ ． ３ 脓毒症患者与健康志愿者炎性指标对 比 （ ［土 ｓ ）

分组白 细 胞 计 数 淋巴细胞百 分 ＩＬ －

６（ ｐｇ／ｍ ｌ ） ＩＬ －

１ ０（ ｐｇ／ｍ ｌ ）



（
１ ０

９

／Ｌ
）


比 （％ ）



正常组 （ ｎ
＝

８ ）６ ．４ ５± １ ． ３ ６３ ０ ． ４ ５± ３ ． ５ ６３ １ ． ９ ３± ７ ． ５ ２ ２ ３ ． ７９±９ ． ８ ０

脓 毒 症 组 １ ２ ． ２０±２ ． ９ ５７ ． ９ ］ ±２ ． ７９２４ ５ ． ４９士９９ ． ０ ７９ ３ ． ８ ９±２ １ ． ９５

（ １１
＝

１ ５ ）

尸 值


＜０ ． ０００ １



＜０ ． ０ ００ １



＜０ ． ０００ １



＜０ ． ０００ １



（ ２ ）ＣＭＴＭ４ 在脓毒症患者外周血 Ｔ 淋巴细胞中表达上调

人血淋巴细胞分离液分离外周血淋巴细胞 ， 再利用 ＥａｓｙＳ ｅｐ
ＴＭＨｕｍａｎ ＣＤ ３Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅ

Ｓｅ ｌ ｅｃ ｔ ｉｏｎＫ ｉ ｔ 阳性分选 出 Ｔ 淋巴细胞 ， 检测 ＣＭＴＭ４ 在其上的表达水平 ， 从 １ ５ 例患者

中 随机抽取 ３ 位患者 的 Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 结果 （ 即 Ｐａ ｔ ｉ ｅｎ ｔ１
－

３ ） ， 结果如 图 ３ ． ４ 所示 ， 与健

康志愿者相 比 ， 脓毒症患者外周血 Ｔ 淋巴细胞上 ＣＭＴＭ４ 表达水平升高 ， 差异具有统

计学意义 （ Ｐ＜０ ． ０５ ） 。

２ ３
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

Ａ

＿５ 

＿

？ ｉｒｋ ＊

＾
４

－

§ ｒ
－Ｕ

Ｓ ３
－

０ ）

Ｑ．

Ｓ
２
－

０ ＞

－
１
－

麵
￡

。
■ 丨＿Ｌ ． ． ． ． ． ■

？

」 —

ｃｏ ｎ ｔｒｏ ｌｓ ｅ ｐ ｓ ｉ ｓ

Ｂ

 ｜
２ ． ０

－

＜ｐ
＼
．

次 ＜ｐ
＼ Ｉ

１ － ５
－

Ｔ

多 声 多 夕 》 Ｉ１ ． ０
－广

＂

＂

Ｔ３

ＣＭＴＭ ４棚，＾｜｜ 糧２ ６ ｋＤＩ〇 ． ５
．Ｈ ；

：

Ｐ ａ ｃ ｔ ｉ
门痛 ４ ２ ｋ Ｄｆｏ ． ｏ

－Ｌ－＾Ｐ—Ｌ
，



：＾ｂｂｈ ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｓ ｅｐ ｓ ｉ ｓ

图 ３ ． ４ 脓毒症患者与健康志愿者 Ｔ 淋巴细胞中 ＣＭＴＭ４ 表达情况 。 Ａ ：ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ

结果对 比患者 （ ｎ
＝

１ ５ ） 与健康者 （ ｎ
＝

８ ）Ｔ 淋巴细胞中 ＣＭＴＭ４ 变化 （ Ｐ＜０ ． ００ １ ） ；Ｂ ：

随机抽取 ３ 位患者 （ 不 同实验批次 ） 的 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 结果 ， 灰度分析统计 图示患者与健

康者 Ｔ 淋巴细胞中 ＣＭＴＭ４ 蛋 白水平具有显著性差异 。

＊ ＊
Ｐ＜０ ． ０ １ ，＊ ＊ ＊

户＜０ ． ００ １

（ ３ ）ＣＭＴＭ４ 在 ＬＰ Ｓ 刺激后 的 Ｊｕｒｋａｔ 细胞中表达上调

体外细胞实验采用 ＬＰ Ｓ 刺激 Ｊｕ ｒｋａｔ 细胞诱导细胞脓毒症模型 。 ｌ ｐｇ／ｍ ｌＬＰＳ 刺激细

胞 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ ， 到相应时间点后离心收集细胞 ， 分别提取总 ＲＮＡ 和蛋 白进行 ＣＭＴＭ４

表达水平的检测 ， 结果如图 ３ ． ５ ， ＬＰＳ 刺激 Ｊｕｒｋａ ｔ 细胞后 ，
ＣＭＴＭ４ 随时间延长而表达

量增加 ， 差异具有统计学意义 （ Ｐ＜〇 ． 〇 ５ ） 。

Ａ

２ ． ０
－

＊＊ ｉｒｋ

Ｊ＊＊＊＊
一

１ ． ５
－

 「

－

ｒ
－

？

ｉ
ｗ

ｒ＿
ｉ

０ ５
＇

Ｈ
＂

３５

〇 ． 〇
丨 琴 Ｉ

，
Ｉ Ｉ


ｉ


Ｉ Ｉ


ｉ


Ｉ

ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ６ ｈ １ ２ ｈ２４ ｈ

２４
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

Ｂ Ｉ２ ． ０
－

１＊＊

Ｋ


１

＼ §卜＾Ａ
．
＜〇

＇

 １ ． ５
－

“

〇
〇
＾Ｐｆ｜ ｒ

＾＝－

ｉ


— —

７ ５１ 〇
－

Ｔ

ＣＭ ＴＭ ４ ２ ６ ｋＤ■
＾０ ． ５

－

Ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ ４２ ｋ Ｄ妾
ｇｕ ． ｕ

— １￣￣ 一— 一

ｒ
￣＊

 ｉ
一

ｉ

一

ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ６ ｈ １ ２ ｈ２４ｈ

图 ３ ． ５１明 ／ｍ ｌＬＰＳ 刺激 Ｊｕｒｋａ ｔ 细胞 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后 ＣＭＴＭ４ 表达变化情况 。 Ａ ：

ＲＴ －

ｑＰＣＲ检测Ｊｕｒｋａｔ细胞在各时间点表达ＣＭＴＭ４变化 （ Ｐ＜０ ． ０００ １ ）
；Ｂ ：Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ

检测各时间点细胞 ＣＭＴＭ４ 蛋 白水平 ， 条带图与灰度分析统计图示 ＬＰＳ 刺激组与对照

组 、 ６ｈ 组与 １ ２ｈ 组 、 １ ２ｈ 组与 ２４ｈ 组相 比 ， ＣＭＴＭ４ 表达水平均具有显著性差异 。

＊ ＊
尸＜０ ． ０ １ ，＊ ＊ ＊

尸＜０ ． ００ １ ，

＊ ＊ ＊ ＊
＿？ ＜ ０ ． ０００ １ 。

３ ．４ ．２ＣＭＴＭ４ 对脓毒症 Ｔ 淋巴细胞功能的影响

（ １ ） 验证 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 敲低 Ｊｕｒｋａ ｔ 细胞 ＣＭＴＭ４ 基因效果

由于悬浮细胞不 易转染 ， 遂提高 ｓ ｉＲＮＡｓ 浓度和转染试剂 用量 ， ｓ ｉＲＮＡ ｓ 终浓度取

１ ００ｎＭ ，Ｒｆｅｃ ｔ 转染试剂取 １ ００ 微升 ； 并延长转染时间 ，
３ ７

°

Ｃ 培养 ７２ｈ 检测基因水平抑

制效果 ， ９６ｈ 后检测蛋 白水平抑制效果 ， 转染效率见图 ３ ． ７ ， 转染效果见 图 ３ ． ６ 。 转染效

率可达 ９０％以上 ， 从 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 结果看 ， ｓ ｉＲＮＡ ｓ 敲减有效 ， 细胞可继续

进行后续功能实验 。

？

編ｘ■
ｒｍｍｔｍ

，
＇ＨＨ

， ｖ
４ 。 ＷＢＢＫｗＨＨ

． ＨＫ９ＨｅａＢ９ｌ

２５
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

图 ３ ． ６ 荧光显微镜观察 ｓ ｉＲＮＡｓ 转染 Ｊｕｒｋａｔ 细胞效率 。 左侧为光镜下 图像 ， 右侧为

荧光显微镜下 图像 （放大倍数 ：

＞＜ ４０ 倍 ）
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 Ｉ
１ ■

 Ｉ

」 １

Ｔ
」一

－Ｃ＾令^

图 ３ ． ７ 验证 ｓ ｉＲＮＡｓ转染 Ｊｕｒｋａ ｔ细胞后对 ＣＭＴＭ４ 表达的干预效果 。Ａ ： 转染后 ｑ
ＰＣＲ

验证 ＣＭＴＭ４ 表达水平结果 ；
Ｂ ： 转染后 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 验证 ＣＭＴＭ４ 表达水平结果 。 Ｂ ｌａｎｋ

代表未转染 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 的空 白对照俎细胞 ；
ｓ ｉ

－ＮＣ 代表转染 ｓ ｉ
－ＮＣ 的阴性对照组细胞 ；

ｓ ｉ
－ＣＭＴＭ４ 代表转染 了ｓ ｉ

－ＣＭＴＭ４ 组 Ｔ 淋巴细胞 。 ｎｓ 无显著性差异 ，

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５ ，

＊ ＊ ＊ ＊

尸＜０ ． ０００ １

（ ２ ）ＣＭＴＭ４ 抑制 ＬＰ Ｓ 刺激后 Ｔ 淋巴细胞的增殖活性

根据预试验结果 ， 选择炎症程度较强的 ２４ｈ 作为 ＬＰＳ 刺激细胞的时间 ， ＣＣＫ － ８ 法

检测转染 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 和未转染的 Ｔ 淋巴细胞在 ＬＰＳ（ ｌ ｐｇ ／ｍ ｌ ） 刺激 ２４ｈ 后 的细胞液 ＯＤ 值

变化 ， 以反映细胞增殖活性改变情况 ， 结果如 图 ３ ． ８ 。 未转染 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 的 ｂ ｌａｎｋ 组 （ 空

白对照组 ） 给予 ＬＰＳ（ ｌ ｐｇ／ｍ ｌ ） 刺激 ２４ｈ 后与未给予 ＬＰ Ｓ 刺激的 ｂ ｌａｎｋ 组相 比 ， ＯＤ 值

２６





第三章 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症外周 血 Ｔ 淋巴细胞的表达及功能研究
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减小 ， 细胞活性有所下降 ， 说明脓毒症 Ｔ 淋巴细胞活性受抑 ； 再对转染 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 的细胞

进行活性检测 ， ｓ ｉ
－ＮＣ＋ＬＰＳ 组 （ 阴性对照组 ） 与 ｂ ｌａｎｋ＋ＬＰＳ 组 ０Ｄ 值类似 ； 与转染 ｓ ｉ

－ＮＣ

组相 比 ， 转染 ｓ ｉ
－ＣＭＴＭ４ 组在 ＬＰＳ 刺激下 ０Ｄ 值更高 ， 增殖活性更强 （ 尸＜０ ． ０ ５ ） 。

＊

＞ ＿＊＊＊＊
Ｊ ｜



１

ｏＴ
１

￣

＝

｜

－

１丄
Ｑ

〇
２

＊＊

Ｓ
１ １ｎｓ

１ａ ＾ａＩ

｝

｜〇
＿ Ｉ＿＾＿ 

， 

－Ｊ￣ ￣－

 Ｉ
￣＾—

， Ｓ次ｆｆ
、／／Ｖｚ

图 ３ ． ８ＣＣＫ－

８ 法检测 ＣＭＴＭ４ 基因敲低后 的 Ｔ 淋巴细胞在 ＬＰＳ 刺激下增殖活性的

变化 。 Ｂ ｌａｎｋ 组为未转染 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 的空 白对照组细胞 ；
ｓ ｉ

－ＮＣ 组为转染 ｓ ｉ

－ＮＣ 的 阴性对

照组细胞 ；
ｓ ｉ

－ＣＭＴＭ４ 组为有效敲减 ＣＭＴＭ４ 基因 的 Ｔ 淋巴细胞 。 ｎｓ 无统计学差异 ，

＊
尸＜０ ． ０ ５ ，

＊ ＊
尸＜０ ． ０ １ ，＊ ＊ ＊ ＊

尸＜０ ． ０ ００ １

（ ３ ）ＣＭＴＭ４ 影响 ＬＰ Ｓ 刺激后 Ｔ 淋巴细胞的细胞周期

用 １吗／ｍ ｌ ＬＰＳ 刺激细胞 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后通过流式细胞术进行细胞生长周 期检测 ，

结果如 图 ３ ． ９ ， 转染 ｓ ｉ
－ＣＭＴＭ４ 的细胞在 Ｓ 期所 占 比例增加 ， 而阻滞于 Ｇ ２ ／Ｍ 期的细胞

比例减少 ， 以 ６ｈ 和 １ ２ｈ 最为明显 ， 差异具有统计学意义 。 实验结果表 明 ， ＣＭＴＭ４ 诱

导 了ＬＰＳ 刺激的 Ｔ 淋巴细胞生长周期发生 Ｇ２ ／Ｍ 期阻滞 。

２ ７
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图 ３ ． ９ＣＭＴＭ４ 对 ＬＰ Ｓ 刺激的 Ｔ 淋 巴细胞生长周期的影响 。 图 ＡＣＥＧ 分别为 ｓ ｉ

－ＮＣ

组 中空 白对照及 ＬＰ Ｓ 刺激 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后结果 ，
ＢＤＦＨ 为 ｓ ｉ

－ＣＭＴＭ４ 组中空 白对照及

ＬＰＳ 刺激 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后结果 ； 图 ａｂｅｄ 为细胞在不 同阶段生长周期所 占 比例 ， 可见

敲低 ＣＭＴＭ４ 后 ， ＬＰ Ｓ 刺激的 Ｔ 淋巴细胞在 Ｓ 期所 占 比例增加 ， Ｇ２／Ｍ 期 比例降低 。

（ ４ ）ＣＭＴＭ４ 促进 ＬＰ Ｓ 刺激 Ｔ 淋巴细胞发生凋亡

用 ｌ
｜

ｉｇ／ｍ ｌ ＬＰＳ 刺激细胞 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后对细胞染色 ， 通过流式细胞术进行细胞

凋亡检测 ， 结果如 图 ３ ． １ ０
， 敲低 ＣＭＴＭ４ 后 ， ＬＰ Ｓ 刺激转染 了ｓ ｉ

－ＣＭＴＭ４ 的 Ｔ 淋巴细

胞 ， 发现较未转染细胞 ， 其发生凋亡的 比例 明显降低 ；
ＣＭＴＭ４ 被敲减的 Ｔ 淋巴细胞

受到 ＬＰＳ 刺激后存活率升高 。 该结果证明 ， ＣＭＴＭ４ 促进 ＬＰ Ｓ 刺激的 Ｔ 淋巴细胞发生
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第三章 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症外周血 Ｔ 淋 巴细胞的表达及功能研究
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图 ３ ． １ ０ 流式细胞术检测 ＣＭＴＭ４ 对 ＬＰＳ 刺激的 Ｔ 淋巴细胞发生凋亡的影响 。 图

ＡＣＥＧ 为 ｓ ｉ
－ＮＣ 组空 白 对照及 ＬＰＳ 刺激 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后细胞凋亡比例 ， 图 ＢＤＦＨ 对应

ｓ ｉ
－ＣＭＴＭ４ 组空 白对照及 ＬＰ Ｓ 刺激 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后细胞凋亡 比例 ， 细胞所 占 比例见 图

中及对应的表中标注 。

（ ５ ）ＣＭＴＭ４ 抑制 ＬＰ Ｓ 刺激的 Ｔ 淋 巴细胞分泌 ＩＬ －

２ 和 ＩＬ －

１ ０

ＩＬ －

２ 和 ＩＬ －

１ ０ 是活化 Ｔ 细胞产生的炎性相关细胞因子 ，在免疫应答和炎症反应 中有

着重要作 用 ， 可反映炎症水平及 Ｔ 细胞活化状态 。 ｌ ｐｇ／ｍ ｌ 的 ＬＰＳ 刺激空 白对照组与

ＣＭＴＭ４ 基因敲低组的 Ｔ 淋巴细胞 ， 作用 ２４ 小时后提取细胞上清检测 Ｔ 细胞分泌 ＩＬ －２ 、

ＩＬ －

１ ０ 的水平变化 。 结果如表 ３ ． ４ 及 图 ３ ． １ １ 所示 ， 沉默 ＣＭＴＭ４ 后 的 Ｔ 淋巴细胞在受到

ＬＰ Ｓ 刺激下 ， 分泌能力较 ｓ ｉ
－ＮＣ 组有所增强 （Ｐ＜０ ． ０５ ） 。 可见 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 淋巴细胞分

泌 ＩＬ －２ 和 ＩＬ －

１ ０ 具有
一

定抑制作用 。

表 ３ ． ４ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测 ＬＰＳ 刺激转染 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 的 Ｔ 淋巴细胞分泌能力的变化 （
［土 ｓ

）



分组


ＩＬ －２（ ｐｇ／ｍ ｌ ）
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图 ３ ． １ １ＥＬ ＩＳＡ 检测 ＬＰＳ 刺激转染 ｓｉＲＮＡ ｓ 的 Ｔ 淋巴细胞分泌能力的变化 。 Ａ ： 细

胞上清中 ＩＬ －２ 浓度 。 Ｂ ： 细胞上清 中 ＩＬ －

１ ０ 浓度 。 ｎｓ 代表无显著性差异 ；

＊ ＊ ＊
Ｐ ＜ ０ ． ００ １

；

＊ ＊ ＊ ＊
？ ＜０ ．０００ １

３ ． ５ 讨论

免疫紊乱是脓毒症发病的重要机制之
一

， 在严重感染早期 ， 大量炎性因子释放及

抗原 、 补体系统共同作用 ， 对免疫细胞造成损伤 ， 以 Ｔ 淋巴细胞损伤最常见 ， 后果也

最为严重 ， Ｔ 细胞损伤在脓毒症中 自始至终均存在 ， 若控制效果不佳 ， 脓毒症进入 中

后期 ， 则导致免疫抑制 的发生 ， 表现为抑制性免疫检查点分子如 ＰＤ －

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 表达增加 ，

免疫细胞数量减少 、 功能减弱 ， 这是造成患者病情加重 、 预后不 良的主要因素 ［
６６

］

。 在

机体抗感染能力较强的情况下 ，
Ｔ 细胞可发挥免疫调理作用 ， 其分化出 的不 同亚群分

别发挥激活与抑制 的作用 ， 因而对维持脓毒症促炎反应和抗炎反应平衡具有重要影响 ；

但若促炎细胞过度激活 ， 释放大量促炎因子损伤 Ｔ 细胞免疫功能 ， 机体将进入免疫抑

制甚至免疫麻痹状态 ， 病死率升高 ［
２ ７

，
６ ７

］

。 研究脓毒症免疫机制 ， 特别是免疫抑制机制 ，

对于治疗脓毒症 、 改善预后十分重要 。

ＰＤ －

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 途径是造成免疫细胞凋亡 、 发生功能障碍的重要分子机制之
一

， ＰＤ －Ｌ １

高水平表达促进 Ｔ 细胞凋亡 、 抑制 Ｔ 细胞免疫功能 ［
６６〃 ］

。 ２０ １ ７ 年 Ｎａｔｕｒｅ 刊登的文章 ［
４Ｑ

］

中提到在肿瘤环境中 ， 表达在胞膜上的 ＣＭＴＭ４ 分子与抗原提呈细胞表面 ＰＤ －Ｌ １ 存在

相互作用 ， 抑制其泛素化 、 延长半衰期 ， 介导 Ｔ 淋巴细胞发生 ＰＤ －

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 的结合 ， 造

成 Ｔ 细胞免疫衰竭 、 发生免疫逃逸 。 这提示我们可 以针对 ＣＭＴＭ４ 是否在脓毒症中 同

样发挥抑制 Ｔ 细胞免疫的作用 展开研究 ， 由此本课题围绕 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细

胞中 的表达水平和对细胞免疫功能的影响而展开 。

依据 ２０ １ ６ 年最新版脓毒症指南 Ｓｅｐ ｓ ｉ ｓ３ ． ０
Ｗ筛选脓毒症患者 ， 既往研究证明 ， 当脓

毒症患者淋巴细胞计数低于正常水平 、 ＩＬ －６ 、 ＩＬ －

１ ０ 水平升高时 ， 往往意味着患者体 内

炎症反应增强 ， 获得性免疫系统己开始受损 ［
６９

，
７Ｇ

］

， 遂本课题将这三项作为反映机体炎
３ ２





第三章 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症外周血 Ｔ 淋 巴细胞的表达及功能研究


症状态的生物学指标 ， 通过观察 白细胞计数 、 淋巴细胞百分 比 以及炎性因子 ＩＬ －６ 、 ＩＬ －

１ ０

水平判断患者炎症程度 。 本课题首先对淋巴细胞明显降低的确诊脓毒症患者采集外周

血分离 Ｔ 淋巴细胞 ， 选择健康志愿者作为对照组 ， 结果示脓毒症组 白细胞增加 、 淋巴

细胞百分 比降低 、 ＩＬ －６ 和 ＩＬ －

１ ０ 均显著升高 ， 说明脓毒症组较正常组炎症程度明显增强 ，

继而对 Ｔ 淋巴细胞上 ＣＭＴＭ４ 的表达进行检测 ， 判断两组间是否有差异 ， 结果可 以看

到脓毒症组 ＣＭＴＭ４ 表达水平明显升高 。 由于患者的个体差异性较大 、 基础状态和疾

病严重程度不易控制 ， 干扰因素较多 ， 遂进
一

步开展体外细胞实验 ， 采用 ＬＰＳ 刺激 Ｊｕｒｋａｔ

Ｔ 淋巴细胞制备体外脓毒症细胞模型 ， 对炎症状态下的 Ｔ 细胞进行 ＣＭＴＭ４ 分子在转

录和翻译水平变化的检测 ， 实验结果与病人变化趋势相类似 ， 较正常对照组而言 ，

ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 细胞中表达水平增加 。 由此可 以看 出 在脓毒症中 Ｔ 淋 巴细胞表达

ＣＭＴＭ４ 的水平具有升高的趋势 。

编码基因在脓毒症状态下存在差异表达 ， 说明该基因可能影响脓毒症机体某些功

能 ， 实验 己证明 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细胞中表达确有 明显差异 ， 进
一

步推测其是

否对细胞免疫功能亦有影响 。 本课题分别从 Ｔ 细胞的增殖活性 、 生长周期 、 细胞凋亡

和分泌功能四个方面入手 ， 比较 ＣＭＴＭ４ 组与 ＣＭＴＭ４ 敲低组细胞功能实验的结果 ，

探究 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症中对 Ｔ 细胞免疫功能的影响 。 分泌功能按照受抗原刺激后辅助

性 Ｔ 细胞亚群可分化 出 Ｔｈ ｌ 和 Ｔｈ２ 亚群 ， 两者分泌的代表性细胞因子分别为 ＩＬ －

２ 和

ＩＬ －

１ ０ ， 遂选择这两种典型细胞因子来检测 Ｔ 淋巴细胞分泌功能 。 结果证明 ＣＭＴＭ４ 在

脓毒症 中对 Ｔ 淋巴细胞功能具有负 向调节 的作用 ， ＣＭＴＭ４ 表达升高将抑制 Ｔ 细胞功

能 ， 表现为抑制增殖 、 促进凋亡 、 改变细胞生长周期比例 、 抑制分泌 ＩＬ －２ 和 ＩＬ －

１ ０ 。 以

上实验结果基本可 以证实最初的猜想是正确的 ， ＣＭＴＭ４ 不仅在肿瘤细胞免疫逃逸中具

有影响 ， 还在脓毒症免疫抑制 中起到
一

定作用 。 本课题 目 前仅通过 ｓ ｉＲＮＡ 下调 Ｔ 细胞

ＣＭＴＭ４ 基因探究 ＣＭＴＭ４ 对 Ｔ 细胞的影响 ， 后续研究将通过腺病毒转染 ＪｕｒｋａｔＴ 淋巴

细胞 ， 上调 ＣＭＴＭ４ 基因 ， 再对 Ｔ 细胞功能进行检测 。

在作用机制方面 ， Ｍａｍｅ ｓｓ ｉｅｒ 等人 ［
７ １

］指出 ＣＭＴＭ４ 与 ＣＭＴＭ６ 具有 ５５
°
／。的同源性 ，

遂两者发挥抑制作用 的机制相类似 ， 在肿瘤领域里 ＣＭＴＭ４ 和 ＣＭＴＭ６ 通过降低细胞

表面 ＭＨＣ －

Ｉ 类分子的表达水平 ， 在不影响抗原提呈的情况下 ， 增强 了细胞膜上组成性

和诱导性 ＰＤ－Ｌ １ 的表达 ， 增强 ＰＤ －

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 相互作用 ， 在蛋 白水平抑制 ＰＤ－Ｌ １ 发生泛

素化 ， 延长其半衰期 ， 促进 Ｔ 细胞凋亡 、 抑制 Ｔ 细胞免疫活性 。 同时 ＰＤ－Ｌ １ 也是脓毒

症免疫抑制 的关键基因 ［
７２

］

， 由此可 以提 出猜想——ＣＭＴＭ４ 在脓毒症环境中亦可调节

ＰＤ－Ｌ １ 分子从而影响 Ｔ 细胞数量及功能 。 本研究的局限性在于 ， 尚未对 ＣＭＴＭ４ 在脓

毒症模型 中是否通过 ＰＤ－

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 介导 Ｔ 淋巴细胞损伤进行验证及深入研究 ， 另外 ， 对

于 ＣＭＴＭ４ 分子影响 ＬＰＳ 刺激 Ｔ 细胞的增殖 、 凋亡 、 周期和分泌功能的信号通路机制 ，

本研究未进行细致深入的探讨 ， 这些 内容将在后续 自 己的研究中逐步探索 ， 同时也希

３ ３
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

望能为其他研究者们提供参考及新的思路 。

３ ．６ 结论与展望

结论 ：

本部分研究 以脓毒症患者外周血 Ｔ 淋巴细胞和 Ｊｕｒｋａｔ 淋巴细胞为研究对象 ， 探讨

ＣＭＴＭ４ 在脓毒症中 的表达及对 Ｔ 细胞功能的影响 ， 结论如下 ：

（ １ ）ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细胞中 的表达情况

与对照组相 比 ， ＣＭＴＭ４ 在脓毒症患者外周血 Ｔ 淋巴细胞和 ＬＰＳ 刺激后的 Ｔ 淋巴

细胞中表达量升高 。

（ ２ ）ＣＭＴＭ４ 对脓毒症 Ｔ 淋巴细胞功能的影响

ＣＭＴＭ４ 可抑制 Ｔ 淋巴细胞增殖活性 ； 影响细胞生长周期 ， 使其阻滞于 Ｇ２／Ｍ 期 ；

促进脓毒症 Ｔ 淋 巴细胞发生凋亡 ； 抑制细胞分泌 ＩＬ －２ 和 ＩＬ －

１ ０ 的功能 。 综上所述 ，

ＣＭＴＭ４ 对脓毒症 Ｔ 淋巴细胞具有负 向调控作用 ， 抑制 Ｔ 淋巴细胞免疫功能 。

展望 ：

本实验仅对 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症 Ｔ 淋巴细胞的表达情况和功能影响进行初步的对 比

研宄 ， 并未深入探讨其作用机制 ， 是否在脓毒症疾病模型下也符合 Ｍｅｚｚａｄｒａ 和 Ｂｕｒｒ

两个团 队的研究结论——ＣＭＴＭ４ 与 ＰＤ －Ｌ １ 具有协同作用 ， ＣＭＴＭ４ 高表达延长 ＰＤ －Ｌ １

半衰期 ［
４〇

，
４ ８

１＿还需进
一

步深入研究 ， 相关信号通路也将在后续研究中进行 。 且 Ｔ 淋

巴细胞包含多个亚群 ， 各 自功能不 同 ， 本实验并未对 Ｔ 淋巴细胞进行分群研究 ， 希望

本实验结果可为其他研宄人员提供新思路、 起到抛砖引 玉的作用 。

３４
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第 四 章 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症小 鼠外周 免疫器官 中 的表达


第四章 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症小鼠外周免疫器官中的表达

４ ． １ 实验材料

４ ． １ ． １ 主要试剂和材料

名称


生产厂家


ＴＲＩｚｏｌ裂解液 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ

ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＭａｓｔｅｒＭ ｉｘｗｉｔｈｇＤＮＡＴＯＹＯＢＯ

ｒｅｍｏｖｅｒ ＴＯＹＯＢＯ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌ ｔｉｍｅＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ索莱宝

ＢＣＡ 蛋 白 定量试剂盒Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏ ｒｅ

聚偏二氟乙烯膜 （ ＰＶＤＦ ）Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ

硝酸纤维素膜 （ＮＣ） Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ

ＣＭＴＭ４Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ａｂｅａｍ

ＣＭＴＭ４ Ａｎｔ ｉｂｏｄｙ（ ＩＣＣ用 ） Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎｔｅｃｈ

Ｐ
－ａｃｔｉｎ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ

辣根酶标记山羊抗兔 Ｉ
ｇＧ Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ

辣根酶标记 山羊抗小 鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ 索莱宝

ＲＩＰＡ 裂解液 索莱宝

磷酸酶抑制剂 索莱宝

５ ｘＴｒｉ ｓ
－甘氨酸蛋 白 电泳缓冲液 索莱宝

ｌ 〇 ｘ 电转移缓冲液 索莱宝

ｌ Ｏ ｘＴＢＳＴ 缓冲液 索莱宝

脱脂奶粉 新赛美

ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒 索莱宝

彩虹蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 索莱宝

５ ｘ蛋 白上样缓冲液 （含 ＤＴＴ ） 索莱宝

ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 预制胶 ＣＣＫ－

８ 试剂索莱宝

台盼蓝溶液 Ｓ ｉｇｍａ

脂多糖 （ ＬＰＳ ） 索莱宝

ＭｏｕｓｅＩＬ －

６ＥＬＩＳＡ ＫＩＴ 索莱宝

ｌ
ｘＰＢＳ 缓冲液 索莱宝

ＤＥＰＣ７
＿Ｋ


Ｃｏｍｉｎｇ


３ ５
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

培养皿 、 培养板 、 离心管 Ｔｈｅｒｍｏ

ｑＰＣＲ９６孔板 Ａｘｙｇｅｎ

１  ？
５ｍｌ离心管 Ａｘｙｇｅｎ

无菌吸头 Ｃｏｍｉｎｇ

移液管 （ ｌｍｌ 、 ５ｍ ｌ 、 １ ０ｍｌ ） Ｃｏｍｉｎｇ

冻存管 Ｃｏｍｉｎｇ

酶标板 索莱宝

一

次性巴 氏德吸管 索莱宝

电转厚滤纸 永泰兴成

Ｗｅｓｔｅｒｎ 洗膜盒 索莱宝

冻存盒 华康卫材

医用手术非吸收缝合线 （ ４
－０＃ ） ＬＥＩＣＡ

ＬＥＩＣＡ８ １ ９ 刀片纽约世联

眼科剪 、 眼科镊 、 持针器


其余试剂如氯仿 、 异丙醇 、 甲醇 、 无水乙醇等均为国产试剂 。 所有试剂均按要求

分装 、 储存 ， 在保质期 内按要求使用 。

４ ．１ ． ２ 主要仪器

名称


生产厂家


移液枪 （ ２ ． ５４ 、 ２００ 、 １ ０００ 、 ２００
＾
ｉＫ１ ０００＾１ ）Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

ｉＭａｒｋ酶标仪 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ

多功能酶标仪 Ｂ ｉｏＴｅｋ

ＦＡＣＳＶｅｒｓｅ 流式分析仪 ＢＤ

超净工作台 北京长城

５
８ １ ０Ｒ 台式离心机 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

２－

１ ６Ｋ 型低温高速离心机 Ｓ ｉｇｍａ

ＧＳ －

１ ５Ｒ型离心机 Ｂｅｃｋｍａｎ

ＰＣＲ扩增仪 Ｂ ｉｏｍｅｔｒａ

实时定量 ＰＣＲ 仪Ａｇ ｉ ｌｅｎｔ

化学发光成像伩ＡｌｐｈａＩｍｏｔｅｃｈ

垂直板蛋 白 电泳装置 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ

蛋 白质湿式电转移装置 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ

－２０
°

Ｃ低温冰箱Ｈａｉｅｒ

－

８０
°

Ｃ超低温冰箱


Ｈａｉｅｒ


３６
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

ＭＺ７ ． ５ 普通光学显微镜 Ｌｅ ｉｃａ

Ｎａｎｏ 超微量紫外分光光度仪 Ｔｈｅｒｍｏ

制冰机Ｓ ＩＭ－Ｆ １ ２ １ Ｓａｎｙｏｕ

电热恒温水槽 ＤＫ－

８Ｄ 型上海
一

恒

Ｂ Ｓ３ ００Ｓ －ＷＥ １ 型 电子天平


赛多利思


所有仪器均定期检测和校准 。

４ ．１ ． ３ 实验动物及标本

选用 ６０ 只 Ｃ５ ７ＢＬ／６ 雄性 ＳＰＦ 级小 鼠 ， ８
－

１ ０ 周龄 ， 体重 ２２ －２６
ｇ（经医院动物室统

一

订购于北京维通利华实验动物有限公司 ） 。 我院有专 门供动物订购 、 饲养 、 实验操作

的动物室 ， 为课题提供所需 的动物及实验环境 。 小 鼠饲养于无特殊病 原菌 、 温度

２２ －２５
°

Ｃ 、 湿度 ４０％ 、 自然昼夜光线交替照射的环境中 ， 以标准棒状饲料喂养 ， 自 由饮

用水 。 本课题中所有实验过程均符合北京大学人民医院实验动物管理委员会规定 。

通过盲肠结扎穿孔法 （ ｃｅｃａｌｌ ｉｇａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｕｎｃｔｕｒｅ

，
ＣＬＰ ） 制备脓毒症小 鼠模型 ， 根

据实验设计在
一

定时间后处死小 鼠 ， 眼球取血留取静脉血样本 ， 再分离小 鼠外周免疫

器官脾 、 腹腔淋巴结组织备用 。 静脉血静置后离心取血清用于 ＥＬＩＳＡ 检测 ； 组织短期

保存于－２０
°

Ｃ ， 长期保存于 －８０
°

Ｃ 。

４ ．２ 实验方法

４ ．２ ． １ 小鼠脓毒症模型的构建及标本取材

小 鼠脓毒症模型采用 ＣＬＰ 法进行构建 ［
７３ ，

７４
］

。 实验分组设置为实验组 （ ＣＬＰ 组 ） 和

对照组 （假手术组 ） ， 实验组分为 ６ｈ 、 １ ２ｈ 和 ２４ｈ 组 ， 每组 ５ 只小 鼠 ， 具体步骤如下 ：

①采用异氟烷吸入法麻醉小 鼠 ， 将麻醉好的小 鼠取仰卧位固定在手术板上 ， 按实验设

计方案编号做标记 。 ②用推毛器给小 鼠腹部剃毛 ， 腹部常规酒精消毒 ２ 次 ， 注意无菌

操作 。 ③腹部正 中作 ｌ ． 〇ｃｍ－

１ ． ５ｃｍ 切 口
，逐层开腹 ， 将盲肠远端与肠系膜分离 ， 游离盲

肠 。 为 了 防止损伤血管及腹腔 内脏器 ， 此过程操作需小心 。 ④用 ４－０ 丝线结扎距盲肠

末端 ３ ／４ 处 ， 使脓毒症小 鼠病情较重 。 ⑤２５Ｇ 针头 （ １ ０ｍｌ 注射器配套针头 ） 在结扎端

贯通穿刺
一

次 ， 挤出小米粒大小盲肠 内容物 ， 置回腹腔 。 ⑥由于术中有失液 ， 术后立

即腹腔注射温生理盐水 ｌｍ ｌ ， 再逐层缝合腹壁 ， 待小 鼠苏醒后放回笼 内 ， 继续于 ＳＰＦ

级环境中常规饲养 ， 给予正常饮食 。 假手术组不进行盲肠结扎和穿孔 ， 只进行开腹、

关腹 ， 其他操作 同上 。

按照实验设计分别在 ＣＬＰ 造模后 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 后处死各组小 鼠 ， 取小 鼠 内眦静

脉血于 １ ． ５ 毫升离心管中 ， 室温静置 ２ 小时后离心分离血清备用 。 分离小 鼠外周免疫器

３ ７
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官脾 、 腹腔淋巴结组织备用 ， 组织短期保存于 －２０
°

£ ， 长期保存于－

８０Ｔ 。

３ Ｉ ｌｅｏｃｅｃａ ｌ ａ ｒ ｔｅ ｒｙ

Ｃｏ ｌｏｎ ｉ ｔ

＾＾ Ｃ ｅｃｕｍ

Ｍｅｄ ｉｕｍ
／

图 ４ ． １ 小 鼠盲肠结扎解剖位置图 绿色虚线代表中等严重程度脓毒症模型 ， 红色虚

线代表重度脓毒症模型 ［
７３

！

４
．２ ．２Ｔ ｒ ｉｚ ｏ 丨 法提取组织总 ＲＮＡ 与 ｃ Ｄ ＮＡ 合成

（ １ ） 提取组织总 ＲＮＡ

①新鲜组织放入预冷ＥＰ管中 ， 每 ５ ０－

１ ００ｍｇ组织 中加入 ｌ ｍ ｌ Ｔｒｉｚｏ ｌ（ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ ，

美 国 ） ， 在冰上用研磨棒研磨 ， 放于 －２０
°

Ｃ冰箱 内过夜 。 ②取出解冻后 ， ４
°

Ｃ１ ２００ ０ｇ离心

１ ０分钟 。 将上清液转移至干净ＥＰ管中 ， １ ５
－

３ ０
°

Ｃ环境孵育 ５分钟 。 ②管中加入０ ． ２ｍ ｌ氯仿 ，

盖上盖子 ， 剧烈震荡 １ ５ ｓ ， 室温孵育 ２ －

３分钟 。 ＰＣ ＰＯＯＯｇ离心 １ ５分钟 ， 上层水相 中为液

态ＲＮＡ 。 ③取上层液体至千净ＥＰ管中 ， 加入 ０ ． ６ｍ ｌ异丙醇 （每 ｌｍ ｌ Ｔｒ ｉｚｏ ｌ ） 沉淀其中 的

ＲＮＡ ， 上下颠倒混匀 ５次以上 ， 室温孵育 １ ０分钟 。 ４
°

Ｃ离心 １ ２００ ０ｇ ，
１ ０分钟 ， 即可在试

管底部见到 白色沉淀 ， 即 ＲＮＡ 。 ④弃上清 ， 用 ｌｍ ｌ７５％乙醇洗涤ＲＮＡ沉淀 ， 涡旋振荡

混匀 ｌ
－２ ｓ ，

４
°

Ｃ７ ５ ００ｇ ， 离心 １ ０分钟 。 小心倒弃 乙醇 ，将ＲＮＡ沉淀在室温中晾干 ５
－

１ ０分钟 。

⑤５ ５
－６０

°

Ｃ预热ＤＥＰＣ水 ， 取２０ －

５ ０ ｐ
Ｌ ＤＥＰＣ水溶解ＲＮＡ沉淀 ， 移液枪吹打数次 。 ⑥用

ＮａｎｏＤ ｒｏｐ仪检测ＲＮＡ浓度 。

（ ２ ） 逆转录合成 ｃＤＮＡ

方法同 ３ ． ２ ． ３（ ２ ） 部分

４ ．２ ．３Ｒ Ｔ
－

ｑ Ｐ ＣＲ 检测 ＣＭ Ｔ Ｍ４ 基因表达

所用试剂与步骤同 ３ ． ２ ． ４ 。
ｑ
ＰＣＲ 小 鼠 引物见下表 ４ ． １

３ ８
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表 ４
． １
ｑＰＣＲ 小 鼠 引 物序列

目 的基因


引 物序列


ｍＣＭＴＭ４ＦｏｒｗａｒｄＣＡＡＧＧＴＣＧＣＣＣＡＡＧＴＧＡＴＴＣＴ

ｍＣＭＴＭ４ＲｅｖｅｒｓｅＧＡＴＴＣＣＡＧＴＴＧＡＴＣＴＧＧＧＧＧＡ

ｍ
ｐ
－ａｃｔｉｎＦｏｒｗａｒｄＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧ

ｍ
ｐ
－ａｃｔｉｎＲｅｖｅｒｓｅ


ＣＡＡＧＧＴＣＧＣＣＣＡＡＧＴＧＡＴＴＣＴ


４ ．２ ．４Ｗｅｓ ｔｅ ｒ ｎＢ ｌ ｏｔ检测ＣＭＴＭ４蛋白表达

（ １ ）ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋 白

对于组织样 品 步骤如 下 ： ①组织剪切成细 小 的碎片 ， 按照每 ２０ｍｇ 组织加入

１ ５０－２５ ０Ｗ 裂解液的 比例加入裂解液 （含 １％蛋 白酶抑制剂和 １％磷酸酶抑制剂 ） ， 吹打

混勾 。 ②４
°

Ｃ摇床上孵育 ３０－４０ｍ ｉｎ ， 使细胞充分裂解 。 ③将裂解后的样品 １ ００００－

１ ４０００ｇ

离心 ２０－３ ０ 分钟 ， 取上清备用 。 长期保存于－

８０
°

Ｃ 。

（ ２ ）（ ３ ）ＢＣＡ 测定蛋 白浓度和 Ｗｅｓｔｅｍ Ｂ ｌｏｔ 电泳步骤同 ３ ． ２ ． ５

４ ．２ ．５ 免疫组化检测小鼠免疫器官中 ＣＭＴＭ４ 表达量

对组织进行石蜡包埋 、 切片 ， 将石蜡切片脱蜡至水后进行如下操作 ： ①修复抗原 ：

修复盒 内放入 ＥＤＴＡ 抗原修复缓冲液 （ ＰＨ ８ ． ０ ） ， 放入石蜡切片 ， 于微波炉 内 中高火 ９

分钟至沸腾 ， 中止 ７ 分钟保温 ， 再 中低档加热 ７ 分钟 ， 室温冷却 ， 将玻片置于 ＰＢＳ 中 ，

摇床晃动洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ 分钟 。 ②阻断 内源性过氧化物酶 ： 切片放入盛有 ３％双氧水

溶液的湿盒中 ， 室温避光孵育 ２５ 分钟 ， 将玻片置于 ＰＢ Ｓ 中 ， 摇床晃动洗涤 ３ 次 ， 每次

５ 分钟 。 ③封闭 ： 胶圈 出组化圈 ， 其 内滴加 ３％Ｂ ＳＡ 均匀覆盖组织部分 ， 室温封闭 ３ ０

分钟 。 ④孵育
一

抗 ： 轻甩封闭液 ， 在玻片上滴加稀释好的
一

抗 ， 水平放于湿盒内 ， ４
°

Ｃ

孵育过夜 。 ⑤孵育二抗 ： 将玻片置于 ＰＢ Ｓ 中 ， 摇床晃动洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ 分钟 。 稍甩

干后在圈 内滴加二抗 （ＨＲＰ 标记 ） ， 室温孵育 ５０－６０ 分钟 。 ⑥显色 ： 将玻片置于 ＰＢ Ｓ

中 ， 摇床晃动洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ 分钟 。 稍甩干后在圈 内滴加新鲜配制的 ＤＡＢ 显色液 ，

利用显微镜观察 ， 控制显色时 间 ， 棕黄色部分为阳性结果 ， 自来水冲洗切片及时终止

显色 。 ⑦复染胞核 ： 苏木素复染 ３ 分钟左右流水冲洗 ， 苏木素分化液分化数秒后流水

冲洗 ， 苏木素返蓝液返蓝流水冲洗 。 ⑧脱水封片 ： 将切片依次放入 ７５％酒精 、 ８ ５％酒

精 、 无水乙醇 Ｉ 、 无水 乙醇 ＩＩ 、 二 甲苯 Ｉ ， 各放置 ５ 分钟 ， 脱水至透明 ， 将切片拿出晾

干 ， 中性树胶封片 。

４ ．２ ．６ＥＬ Ｉ ＳＡ 法检测小鼠血清 Ｉ Ｌ
－

６ 浓度

３ ９
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（ １ ） 分离小 鼠血清 ：

选用 Ｍｏｕｓｅ ＩＬ －６ ＥＬＩ ＳＡ ＫＩＴ 试剂盒 （货号 ： ＳＥＫＭ－０００７ ） 检测小 鼠血清中炎症因

子 ＩＬ －６ 水平 。 眼球取血约 １ ． ５ｍｌ 收集于 ＥＰ 管中 ， 室温静置 ４０ｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃｌ ＯＯＯｇ 离心 １ ０

ｍｉｎ ， 然后将上清分装于 １ ． ５ｍｌ 管并于 －８０
°

Ｃ冰箱 内保存 （若 ２４ 小时 内检测可暂时放入

４
°

Ｃ冰箱储存 ） ， 血清应避免反复冻融 。

（ ２ ）ＩＬ －６检测 ：

步骤 ： ①提前拿出试剂盒使试剂恢复至室温 ， 加入标准品及样本前先洗 ３ 次板子

并充分甩干 。 ②反应孔中加入 １ ００４ 样本与标准品 ， 封板 ， 放至 ３ ７
°

Ｃ孵箱孵育 ９０ｍ ｉｎ ，

随后拍板 、 洗板各 ４ 次 。 ③反应孔中加入 １ ０〇ｎｌ 生物素化抗体工作液 ， 封板 ， 于 ３ ７
°

Ｃ

孵育 ６０ｍｉｎ 后拍板 、 洗板各 ４ 次 。 ④反应孔中加入 １ ００Ｗ 酶结合物工作液 ， 封板后于

３ ７
°

Ｃ孵育 ３ ０ｍｉｎ ， 拍板 、 洗板各 ５ 次 。 ⑤随后加入 １ ００Ｗ 显色底物 ， 封板后于 ３ ７
°

Ｃ避

光显色 １ ５ｍｉｎ 。 ⑥加入 ５０＾ １ 终止液 ， 保证 ５ 分钟 内 用酶标仪测定波长在 ４５

＿

０ｎｍ 处的

ＯＤ 值 ， 绘制标准 曲线 ， 求出血清中 ＩＬ －

６ 浓度 。

４ ．３ 统计学方法

动物实验重复至少三次 ， 实验各组每组至少 ５ 只 小 鼠 ， 其他实验独立重复三次 ，

所得实验数据均纳入统计中 ， 每次实验设置三个或以上重复孔 ， 取重复孔均值统计 。

采用 ＳＰＳＳ２３ ．０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉ ｓｍ８ ．０ 软件对实验数据进行分析处理及作图 。 计量资料

采用均数±标准差 （ ［土 ｓ ） 进行统计描述 ； 符合正态分布的计量资料采用 ？ 检验分析是

否存在显著性差异 ， 非正态分布采用秩和检验 ； 当多组之间进行 比较时采用单因素方

差分析 。 定性资料采用 Ｘ２ 检验 。 Ｐ＜〇 ． 〇５ 认为差异具有统计学意义 。 ｎｓ 代表无显著性

差异 ；

＊尸＜ ０ ．０５
；

＊ ＊尸 ＜ ０ ．０ １
；

＊ ＊ ＊
尸 ＜ ０ ．００ １ 

？

，

＊ ＊ ＊ ＊尸
＜ ０ ．０００ １ 。

４ ．４ 实验结果

４ ． ４ ． １ 检验 ＣＬＰ 法制备小鼠脓毒症模型效果

依据既往文献 ， 分别从小 鼠体态 、 行为变化及外周血 ＩＬ －６ 水平检验小 鼠脓毒症模

型制备效果「４ ，
７５

］

。

与对照组相 比 ， ６ｈ 组小 鼠外观变化并不明显 ， 仅有行动缓慢的现象 ， 而 １ ２ｈ 和 ２４ｈ

组体态及行为变化较为显著 ， 出现精神萎靡 、 活动减少 、 痛苦面容 ， 大多数小 鼠蜷缩

于
一

处 ， 毛发极易脱落 ， 眼球处可渗出 白色脓液 ， 抓取时失去反抗行为 ， 躯体 出现震

颤 ， 伴有臭味 ， 严重者出现死亡 。

４０
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第四 章 ＣＭ ＴＭ４ 在脓毒症小 鼠外 周 免疫器官 中 的表达


另 外 ， 取各组存活小 鼠外周静脉血分离血清 （每组 ５ 只 小 鼠 ） ， ＥＬ Ｉ ＳＡ 法检测血清

中 Ｉ Ｌ － ６ 水平 以判断 小 鼠炎症程度 。 实验结果显示 ， ｓｈａｍ 组 Ｉ Ｌ －

６ 浓度为 （ ７６ ． １ ７ ± １ ６ ． ６４ ）

ｐｇ
／ｍ ｌ ’６ｈ 、 １ ２ｈ和２４ｈ组 Ｉ Ｌ － ６浓度依次为 （ １ ３ ０ ． ８ ０ ± ３ ０ ． １ ５ ）ｐｇ／ｍ ｌ 、 （ ２ ８ ９ ． １ ０ 土 ３ ２ ． ２ ２ ）

ｐｇ／ｍ ｌ ， （ ２ ８ ９ ． ４０ ± ４９ ． ３ ５ ） ｐｇ
／ｍ ］ ， 与假手术 ｓｈａｍ 组相 比 ， 脓毒症组促炎 因子 ＩＬ －

６ 在 ６ｈ 、

１ ２ｈ 、 ２４ｈ 三个时间点均升高 ， 以 １ ２ｈ 和 ２４ｈ 最为 明显 （ ＰＯ ． Ｏ Ｓ ） ， 具有显著性差异 ， 可

以说明脓毒症小 鼠均存在不 同程度炎症反应 ， ＣＬＰ 造模成功 。 见图 ４ ． ２ 。

４０ ０
－

１

＊＊＊ ★

＊ ＊ ＊＊ 
—

￡
３００

－ＴＬ
〇） ｉ

３
２〇 〇

＿

＊＊

ｉ

Ｓ
１ ０ °

－

－

Ｔ
的

。
１ ＿１

，

１ １

，

１ １

，

１

图 ４ ． ２ＥＬ Ｉ ＳＡ 法检测 小 鼠血清 Ｉ Ｌ － ６ 浓度 。 每次实验每组设置小 鼠 ５ 只 ， 共进行 ３

次独立重复实验 ， 统计结果为脓毒症 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 组各 自 与假手术组相 比 。

＊ ＊
Ｐ ＜ ０ ． ０ １

；

＊ ＊ ＊ ＊
？ ＜０ ． ０００ １

４ ．４ ．２ 脓毒症小鼠外周免疫器官 中 ＣＭＴ Ｍ４ 表达量升高

ＣＬＰ 造模后分别于 ６ 、 １ ２ 、 ２４ 小时处死对应组小 鼠 （每组 ５ 只 小 鼠 ） ， 取脾 、 腹腔

淋巴结部分组织 ， 分成三部分分别用 于后续提取总 ＲＮＡ 、 提取蛋 白 和免疫组化实验 。

通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 的方法检测 小 鼠组织中 ＣＭＴＭ４ 的表达 ， 结果显示 ， 在脾组织中 ， 与

假手术组相 比 ， 脓毒症 １ ２ｈ 和 ２４ｈ 组小 鼠外周免疫器官 中 ＣＭＴＭ４ 基因在转录水平明

显升高 ， ６ｈ 组与假手术组无明显差异 ； 在腹腔淋巴结组织中 ， ６ｈ 与 １ ２ｈ 组与假手术组

均无明显统计学差异 ， ２４ｈ 组较假手术组显著升高 ， 结果如 图 ４ ． ３ 所示 。 同时通过 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ

Ｂ ｌｏ ｔ 技术研宄 ＣＭＴＭ４ 在蛋 白水平表达情况 ， 趋势基本同 ｑＰＣＲ 结果 ， 即脓毒症组与

假手术组相 比 ＣＭＴＭ４ 表达升高 ， ２４ｈ 最为明显 ， 如图 ４ ． ４ 所示 。 另外 ， 我们通过免疫

组化对小 鼠外周免疫器官组织表达 ＣＭＴＭ４ 情况进行观察 ， 选择炎症程度较为严重且

ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 及 Ｗｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 趋势最明显 的 ＣＬＰ２４ｈ 组与假手术组进行免疫组化检测 ’ 结

果与之前数据较为符合 ， ＣＭＴＭ４ 在 ＣＬＰ２４ｈ 组的表达较假手术组表达上调 ， 见图 ４ ． ５ 。

４ １
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图 ４ ． ３ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 检测假手术组与脓毒症小 鼠外周免疫组织中 ＣＭＴＭ４ 表达变化 。

脓毒症 ６ 、 １ ２ 、 ２４ｈ 组较假手术 Ｓｈａｍ 组 ＣＭＴＭ４ 表达均升高 。 Ａ ．脾脏中 ＣＭＴＭ４ 表达 ；

Ｂ ．腹腔淋 巴结 ＣＭＴＭ４ 表达 。 每次实验每组 ５ 只 小 鼠 ， 重复实验后取均值统计 。 ｎ ｓ 无
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图 ４ ．４Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 检测脓毒症小 鼠外周免疫组织中 ＣＭＴＭ４ 表达变化情况 （每组

５ 只 小 鼠 ） 。 脓毒症组较假手术组 ＣＭＴＭ４ 表达升高 ， ２４ｈ 升高最为明显 。 Ａ ．脾脏中 的

表达 ；
Ｂ ．腹腔淋巴结中 的表达 。

＊ ＊
户＜〇 ． 〇 １

，

＊ ＊ ＊
／

＞＜〇 ． 〇〇 １ ，

＊ ＊ ＊ ＊ Ｐ＜〇 ， 〇〇〇 Ｉ
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第四章 ＣＭＴＭ４ 在脓毒症小 鼠外周 免疫器官 中 的表达


Ａ Ｓ ｈ ａｍ Ｃ Ｌ Ｐ

＝國麵
Ｂ Ｓ ｈ ａｍ Ｃ ＬＰ

，識
图 ４ ． ５ 免疫组化观察假手术组与 ２４ｈ 脓毒症组小 鼠免疫组织中 ＣＭＴＭ４ 表达变化

情况 。 结果与 ＲＴ －

ｑＰＣＲ 及 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ结果基本相符 ， ２４ｈ脓毒症组较假手术组 ＣＭＴＭ４

表达升高 。 Ａ ．２０〇 ｘ光镜下图像 ；
Ｂ ． ２０〇 ｘ光镜下视野放大 ４ 倍的图像 ， ｎ

＝

５

４ ． ５ 讨论

从第二部分实验结果来看 ， ＣＭＴＭ４ 在脓毒症外周血 Ｔ 淋巴细胞中 的表达与正常

机体表达量相 比 明显升高 ， 且对 Ｔ 细胞免疫功能确有影响 ， 而外周免疫器官脾 、 淋巴

４ ３
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

结是免疫细胞积聚 、 增殖的场所 ， 是机体重要的外周免疫器官 ， 两者在机体启动 、 维

持免疫应答反应中起到重要作用 ［
７６

，
７７

］
。 遂本部分对外周免疫器官脾 、 淋巴结中 ＣＭＴＭ４

的表达情况进行研宄 ， 探究其是否与外周循环中 的 Ｔ 细胞有着相 同变化规律 。 参考现

有文献 ， 通过 ＣＬＰ 法制备脓毒症小 鼠模型 ， 并分别从小 鼠体态 、 行为变化及外周血中

ＩＬ －６ 水平验证是否造模成功 ［
７４

，
７５

］

。 确保造模成功后 ， 实验分别在基因和蛋 白水平进行

检测 ， 从 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 、 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 和免疫组化的实验结果中发现在小 鼠脾 、 淋巴结 中

ＣＭＴＭ４ 的变化趋势与外周血中 Ｔ 淋巴细胞的变化相
一

致 ， 脓毒症组较假手术组表达

明显升局 。

如前述 ， ＣＭＴＭ４ 可延长 ＰＤ －Ｌ １ 的半衰期从而使其与 ＰＤ －

１ 结合增加 ， 促进凋亡发

生 ， 削弱淋巴细胞免疫功能 。 正常情况下 ， Ｔｒｅｇｓ 仅 占脾组织 ＣＤ４１ 细胞的 ５％－

１ ０％ ，

而脓毒症时机体发生过度炎症反应引起脾功能障碍 ， 脾细胞的凋亡基因表达出现了差

异表达 ， 凋亡增加 ［
７８

］

； 外周淋巴结中情况类似 。 既往研究显示 ［
２９

］

， 脓毒症组和对照组

的脾 Ｔ 淋巴细胞上 ＰＤ －

１ ／ＰＤ －Ｌ １ 呈阳性 ， 但脓毒症组水平明显升高 ；
Ｓｃｕｍｐｉａ 团 队 ［

７９
］

发现脓毒症小 鼠脾 内 Ｔｒｅｇ 细胞比例增加 ， 且对 Ｔｅｆｆｓ 的抑制作用更强 。 所 以 ＣＭＴＭ４

表达水平升高与脓毒症脾功能受抑 、 淋巴结 Ｔ 细胞凋亡增加相符合 。

本部分的局限性在于仅检测 了脾和淋巴结中 ＣＭＴＭ４ 的表达情况 ， 未深入研宄 ，

下
一

步可对脾 、 淋巴结中 的淋巴细胞进行分群研究 ， 并研究其凋亡发生的信号通路 ，

为临床开展脓毒症免疫治疗提供依据 。

４ ．６ 结论

与正常对照组相 比 ， ＣＭＴＭ４ 在脓毒症小 鼠外周免疫器官脾 、 腹腔淋巴结中表达量

升高 。

４４
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第五章 淋巴细胞相关 比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 预测脓毒症心肌损伤的临床价值


第五章 淋巴细胞相关比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 预测脓毒症心肌损伤的临床

价值

５ ．１ 研究 目 的

探索淋 巴细胞相关 比值 中性粒细胞 ／淋巴细胞 比值 （ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉ ｌ／ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒａｔｉｏ
，

ＮＬＲ ） 、 血小板／淋巴细胞比值 （ ｐ ｌａｔｅ ｌｅｔ／ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒａｔｉｏ
，
ＰＬＲ ） 在预测脓毒症患者发生

心肌损伤的临床价值 。

５ ．２ 研究方法

５ ． ２ ． １ 纳入标准与排除标准

研究对象选择 自 ２０ １ ７ 年 １ 月 至 ２０ １ ９ 年 ８ 月 收治于北京大学人民医院 ＩＣＵ 的共计

１ ４２ 例脓毒症确诊患者 ， 连续纳入并进行 回顾性队列研究 。 纳入及排除标准参照 以往大

多脓毒症临床研究制定 。

纳入标准 ： ①年龄２ １ ８ 周 岁者 ； ②满足 Ｓｅｐｓ ｉ ｓ３ ．０ 诊断标准⑴ ；

排除标准 ．

？ ①妊娠期 ？

， ②患有血液系统疾病 、 恶性肿瘤晚期 、 慢性肝肾功能不全

者 ； ③接受化疗 、 糖皮质激素或免疫抑制剂治疗者 ； ④ １ 周 内使用影响凝血功能及血小

板聚集的药物 ； ⑤入院前短时间 内有大量失血和 （或 ） 输血史者 。

本研究获得北京大学人民医院伦理委员会批准 （伦理审批号 ： ２０ １ ９ＰＨＢ０４２ －０ １ ） 。

５ ．２ ．２ 研究指标及实验分组

采集患者的
一

般资料 （性别 、 年龄 、 吸烟与否等 ） 、 既往病史 （有无基础疾病 ） 和

入 ＩＣＵ 诊断为脓毒症时的血常规指标 （ 白细胞计数 、 中性粒细胞绝对值 、 淋巴细胞绝

对值和血小板绝对值 ） ， 计算 比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ
； 记录心肌损伤标志物 （ ｃＴｎＩ 、 ＢＮＰ 、 ＣＫ－ＭＢ 、

肌红蛋 白 ） 和炎性指标 （ ＣＲＰ 、 ＰＣＴ ） ， 记录入 ＩＣＵ２４ｈ 内 急性生理和慢性健康状况评

估量表ｎ（ ａｃｕｔｅ
ｐｈｙｓ ｉｏ ｌｏｇｙ

ａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｈｅａｌｔｈｅｖａｌｕａｔｉｏｎＩＩ ， ＡＰＡＣＨＥＩＩ ） 和ＩＣＵ住院时

间 。 根据 ｃＴｎｌ 反映的心肌损伤程度 ， 将患者分为非心肌损伤组 （ ｃＴｎＩ＜０ ． ０３４ｎｇ／ｍｌ ）７４

例和心肌损伤组 （ ｃＴｎＩ＾０ ． ０３４ｎｇ／ｍｌ ）６８ 例 。

５ ．２ ．３ 统计学方法

采用 ＳＰ ＳＳ２３ ． ０ 软件进行统计学分析 。 先进行正态性检验及方差齐性检验 ， 满足正

态分布及方差齐的计量资料 以均数±标准差 （ ５± ｓ ） 表示 ， 比较组间差异采用两独立样

本 ／ 检验 ； 不满足正态分布 、 方差不齐的计量资料借助四分位数 Ｍ （
Ｐ２５

，
Ｐ７５

）表示 ， 采

４５
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

用双独立样本非参数检验 （Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｃ／秩和检验 ） 比较差异 。 计数资料以百分率

进行统计描述 ， 采用 Ｘ２ 检验进行统计分析 。 采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析方法分别对 ＮＬＲ

和 ＰＬＲ 与心肌损伤标志物和炎性指标进行相关性分析 。 采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回 归分析脓毒症

发 生 心 肌损 伤 的 独立危 险 因 素 ； 绘 制 受 试者 工 作特 征 曲 线 （ ｒｅｃｅ ｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ

ｃｈａｒａｃ ｔｅｒｉｓ ｔｉｃｃｕｒｖｅ
，
ＲＯＣ ） ， 评价两项指标对心肌损伤预测的价值 。 计算约登指数获得

对应的灵敏度和特异度 ， 最大值时对应的点作为最佳临界点 。 Ｐ＜〇 ．〇５ 时差异具有统计

学意义 。

５ ．３ 研究结果

５ ．３ ．１ 心肌损伤组与非损伤组患者基线资料对比

共纳入 １ ４２ 例脓毒症患者 ， 其 中非心肌损伤组 ７４ 例 ， 占 ５２ ． １ １％ ， 心肌损伤组 ６ ８

例 ， 占 ４７ ． ８９％ 。 比较两组间性别 、 年龄 、 吸烟 、 基础疾病等基线资料 ， 各项指标差异

均无统计学意义 （Ｐ＞ ０ ． ０５ ） 。 对比两组患者间炎症指标和心肌损伤标志物 ， 显示心肌

损伤标志物各项均有显著性差异 ， ２４ｈ 内 ＡＰＡＣＨＥ ＩＩ 评分亦有明显差异 （ Ｐ＜ ０ ． ０５ ） 。

见表 ５ ． １ 。

表 ５ ． １ 非心肌损伤组与心肌损伤组基线资料 比较

指标非 心 肌 损 伤 组心肌损伤组值户 值



（ ｎ
＝
７４ ）



（ ｎ
＝
６８ ）



性别 （例 ， ％ ）

男 ４３
，
５ ８ ． １ ０４３

，

６３ ． ２４ ０ ． ３９００ ． ５３２

女 ３ １
，
４ １ ． ８ ９ ２５

，
３ ６ ． ７６ ０ ． ３ ９００ ． ５３２

年龄 （ 岁 ， ｉ土 ｓ ）６２ ．９３±２ ． １ ６６５ ． ９０±８ ．４５－

１ ．０５ ９０ ． ２９ １

吸烟 （例 ， ％ ）２３
，
３ １ ．０８ １ ５

，
２２ ．０６ １ ．４７２０ ． ５ ３ ７

基础疾病 （例 ， ％ ）

脑卒中 ６
，

８ ． １ １ １ ０
，

１ ４ ． ７ １ １ ． ５４３０ ．２ １ ４

冠心病 １ ０
，

１ ３ ． ５ １ １ ２
，

１ ７ ． ６５ ０ ．４６２０ ．４９６

高血压 ２５
，

３ ３ ． ７８ ２５
，

３ ６ ． ７６ ０ ． １ ３ ８０ ． ７ １ ０

心律失常 ７
，
９ ．４５ ６

，
８ ． ８２ ０ ． ０ １ ７０ ． ８９６

心力衰竭 １
，

１ ． ３ ５ ０
，
０ ０ ．９２５０ ． ３ ３６

４６
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

糖尿病 １ ５
，
２０ ．２ ７ １ ３

，
１ ９ ． １ ２ ０ ． ０３ ００ ． ８６３

高脂血症 １
，

１ ． ３ ５ ２
，
２ ． ９４ ０ ．４ ３ ３０ ． ５ １ ０

肾功能异常 ７
，
９ ．４６ ５

，
７ ． ３ ５ ０ ．２０３０ ．６５２

ＢＮＰ
（ｉ土 ｓ

，３ １ ８ ． ５ ５±４２ ． ９９ １ ２００ ．６３± １ ７０ ． ２ １－５ ． ３ ０６＜０ ． ００ １

＊

ｐｇ／ｍ ｌ
）

ＣＫ－ＭＢ
（
ｘ土 ｓ

， １ ． ７０±０ ．２７ ９ ． ６ １ ± ０ ．４８－２ ． ８ １ ６０ ． ００ ８
＊

Ｕ ／Ｌ
）

肌红蛋 白 （
５土 ｓ

，１ ７０ ． ３ ３土６ １ ． ５ ３４９４
． ９ ７± １ ０７ ．０５－３ ． ３ １ ００ ．００２

＊

Ｒｇ／Ｌ
）

ＣＲＰ
（
ｉ± ｓ

， １ ３ ５ ．２３± １ ３ ． ６５ １ ２２ ． ０９± １ ３ ． ３ ７ ０ ． ９ １ ４０ ． ３ ６２

ｍｇ／Ｌ
）

ＰＣＴ
（

ｊｉ土 ｓ
， １ ０ ． ７９± １ ． ５４ １ ２ ． ７ ７± １ ．６７ ０ ． ９５ ５０ ． ３４２

ｎｇ／ｍｌ
）

ＡＰＡＣＨＥ Ｉ Ｉ评分２０ ． ９５±０ ． ８４ ２４ ． ２５士 １ ． ００－３ ． ０５４０ ． ００３
＊

（
ｘ± ｓ

）

ＩＣＵ住院时间 （
５８ ． ７９± １ ． ２７ １ １ ． ７９±２ ． １ １－

１ ． ６９ ５０ ． ８ ７７

土 ｓ
，

ｄ
）


＊
Ｐ＜０ ． ０５

５ ．３ ．２ 对比 ＮＬＲ 和 ＰＬＲ 在心肌损伤组与非损伤组间的差异

与非心肌损伤组相 比 ， 心肌损伤组 ＮＬＲ 值明显升高 ， ＰＬＲ 数值明显降低 ， 差异具

有统计学意义 （Ｐ＜〇 ． ０５ ） 。 见表 ５ ．２ 。

表 ５ ． ２ 非心肌损伤组与心肌损伤组 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 值比较 ［
Ｍ

（
Ｐ２５

，
Ｐ７ ５

）］

指标非心肌损伤组 （ ｎ
＝

７４ ）



心肌损伤组 （ ｎ
＝

６８ ）



Ｚ 值


户 值

ＮＬＲ１ ５ ．２４（ ８ ． ８７ ，２３ ． ０ １ ）６３ ． ８７（ ２３ ．４３ ，８３ ． ５ １ ）－６ ． １ ５４＜０ ． ００ １
＊

ＰＬＲ３ ８０ ． ６ ８（ ２８４ ． １ ３ ，４９８ ． ７４ ） １ ６９ ． ８ ５（ ９７ ． ７４ ，２８５ ． ６８ ）－６ ．２ １ ７＜０ ．００ １
＊

＊
Ｐ＜０ ． ０５

５ ． ３ ． ３ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 值与心肌损伤指标及炎症指标的相关性分析

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析显示 ， 在脓毒症患者中 ， ＮＬＲ 与 ＣＲＰ 呈正相关 （ ｒ
＝

０ ．６０４ ，

Ｐ＜０ ． ０５ ） ， 与肌红蛋 白所对应的 ｒ 值过低 ， 不具有相关意义 ；
ＰＬＲ 与 ＢＮＰ 、 ＡＰＡＣＨＥＩＩ

评分呈负相关 （ ｒ
＝

－

０ ． ８ ８４
，
ｒ
＝

－０ ． ７２２ ， 户＜０ ． ０５ ） 。 见表５ ． ３ 。

表 ５ ． ３ 脓毒症患者 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 与炎症和心肌损伤标志物相关性分析

４７
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

指标ＮＬＲ


ＰＬＲ




ｒ 值Ｐ 值 ｒ 值Ｐ 值

ＢＮＰ ０ ． ６ ５ ８０ ．４９７－０ ． ８ ８４０ ．０２９
＊

ＣＫ－ＭＢ ０ ．４５２０ ． ５４３－０ ．６９ ７０ ．２５２

肌红蛋 白０ ． １ ８ ７０ ．０４
＊０ ．２６７０ ．９９ ８

ＣＲＰ ０ ． ６０４＜０ ． ００ １
＊０ ．４６９０ ．４ １ ７

ＡＰＡＣＨＥ ＩＩ评分０ ． ５６００ ． ５００－０ ． ７２２０ ． ０４７
＊

＊
尸＜０ ． ０ ５

５ ． ３ ． ４Ｌｏｇ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ 回归分析脓毒症患者发生心肌损伤的危险因素

Ｌｏｇ ｉ ｓｔｉｃ 回 归结果显示 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 同 ＡＰＡＣＨＥ ＩＩ 评分
一

样 ， 都是脓毒症患者发生

心肌损伤的独立危险因素 （Ｐ ＜０ ．０５ ） ， 见表 ５ ．４ 。

表 ５ ．４Ｌｏｇｉ ｓｔｉｃ 回归分析脓毒症患者心肌损伤独立危险因素

指标Ｗａｌｄ 卡Ｐ 值ＯＲ 值９５％置信区间



－

ｍ．



ＮＬＲ ４ ．２３ ７０ ． ０４６
＊ １ ． ０ １ ９ （

１ ． ００ １
，

１ ． ０３ ７
）

ＰＬＲ ２ ． ８０８０ ． ０４４
＊０ ． ９９９ （

０ ． ９９７
，

１ ．０００
）

ＡＰＡＣＨＥＩＩ评分８ ．４２５０ ． ００４
＊ １ ．０７０ （

１ ．００４
，

１ ． １ ３ ９
）

ＣＲＰ １ ． ５ １ ８０ ．２ １ ８ １ ．０ １ ７ （
１ ．００ １

，１ ． ０２９
）

ＰＣＴ


０ ． ９２７０ ． ３ ３ ６ １ ．０２ １ （
０ ． ９７９

，
１ ． ０６４

）

＊
Ｐ＜０ ．０５

５ ．３ ．５ＲＯＣ 曲线探究 ＮＬＲ 和 ＰＬＲ 对脓毒症心肌损伤的预测价值

ＲＯＣ 结果显示 ， ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 对脓毒症患者心肌损伤均具有
一

定的预测价值 （ Ｐ＜

０ ． ０５ ） ，
ＡＵＣ 分别为 ０ ． ７９９ ， ０ ． ７５ ０ 。 ＮＬＲ 最佳截断值为 ３ ７ ． ７ １ ， 预测灵敏度为 ６９ ． １ ０％ ，

特异度为 ５ ８ ． １ ０％（Ｐ＜０ ． ００ １ ）
；ＰＬＲ 最佳截断值为 ５ ８ ８ ． ７４ ， 预测灵敏度为 ７５ ． ００％ ， 特异

度为６０ ． ７０％（Ｐ０ ． ００ １）
， 见图５ ． １和表５ ． ５ ．

４８
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

ＲＯＣ 曲线
１ ０

１ ｐ
－ｒ

＾

ｐ
ｒ

１ｍＡｍ

ｊ
—

ｒｚｉ
￣

一

ｐｌｒ

ｆ
ｉｒ

 Ｊ
ＭＬＲ

 ｒｒ
１—^

０ ． ８
－

￣＾ ｒ

。 ，
－

ｒ
ｒ

Ｉ／

ｍ Ｉ

０ ４
－

Ｊ

０ ． ２
－

ｏ ｏ
－

ｌ



１



１



１



１



０ ． ０ ０ ２ ０ ４ ０ ６ ０ ８ １ ０

１
－ 特 异 ？性

対 ｆｔ段 丨 ｂ ｗ定值 虫成 ．

图 ５ ． １ＮＬＲ
，ＰＬＲ预测脓毒症患者心肌损伤ＲＯＣ 曲线

表 ５ ． ５ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 值对患者心肌损伤的预测价值

指标ＡＵＣ最 佳 临 界 灵敏度特异度Ｐ 值９ ５％置信 区 间



＾


ＮＬＲ０ ． ７９９３ ７ ． ７ １０ ． ６９ １ ０ ． ５ ８ １＜０ ． ００ １

＊

 （
０ ． ７２２

，

０ ． ８ ７ ７
）

ＰＬＲ０ ． ７ ５ ０５ ８ ８ ． ７４０ ． ７ ５ ０


０ ． ６０ ７＜０ ． ００ １

＊

 （
０ ． ７２６

，
０ ． ８ ７９

）

＊
尸＜０ ． ０ ５

５ ．４ 讨论

脓毒症是 ＩＣＵ 患者死亡的主要原 因 ， 起病急 、 进展快 、 死亡风险高 ， 给各 国医疗

资源和患者家庭带来 巨大压力 ， 这就要求临床医生必须尽早诊断 以给予早期充分治疗 。

严重感染后免疫细胞过度激活 、 炎症因子大量释放打破机体 内环境稳态 ， 激发炎症反

应 ， 若机体无法正常发挥免疫调理作用 ， 促炎与抗炎反应失衡 ， 即造成免疫紊乱和靶

器官损害 、 功能衰竭 ［
５９■

， 两者均为脓毒症发生过程中重要 的病理生理机制 ， 能否通

过将两者之间相关联 以提高诊断效能 已成为许多 临床研究关注的热点 。 心脏是脓毒症

器官损害 的主要靶器官 ， 但脓毒症心肌损害的病理生理机制众说纷纭 、 尚未统
一

， 也

未明确脓毒症心肌病概念 ， 临床医生在诊断时也只是依据传统心肌损伤指标来判断 ［
８ １

］

。

由于脓毒症心肌损伤是基于严重炎症反应发生的 ， 免疫与凝血功能紊乱 、 交互作用便

是造成心肌损伤的重要环节 。 但是遗憾的是 ， 目 前少有研究人员将脓毒症免疫状态与

器官损伤相关联 ， 本研究将探索这两类指标对脓毒症患者心肌损害 的预测价值 。

４９
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在免疫功能方面 ， 脓毒症初期固有免疫的先锋者 中性粒细胞活化增 多 ， 促炎因子

大量释放 ， 免疫活化 ， 但同时亦损伤靶器官 ； 随之获得性免疫激活 ， 淋巴细胞维持免

疫平衡 ， 在免疫抑制 中扮演重要角色 ， 而免疫抑制是造成患者预后差 的主要机制 ［
６＾

］

。

与此 同时 ， 在凝血功能方面 ， 活化的血小板可通过表面分子和分泌相关因子影响机体

炎性反应 、 参与免疫调节 ［
８３

］

。 可见 ， 本研究涉及的淋巴细胞相关 比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 将脓

毒症发病过程中 的炎性细胞中性粒细胞 、 淋巴细胞和血小板联系在
一

起 ， 反映感染所

致系统性炎症反应 中免疫 －免疫 、 免疫 －凝血的关系 。 三者通过血常规结果计算得到 ， 获

取便捷经济 ， 操作性强 ， 有较高 的 临床研究价值 。

ＮＬＲ 代表中性粒细胞与淋巴细胞之间 的相对数量关系 。 中性粒细胞为促炎细胞 ，

迁移至心脏后分泌大量炎性因子及活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃ ｉ ｅ ｓ
，
ＲＯＳ ） 致心肌细胞

坏死并影响心肌电活动 ， 诱发心律失常 ［
８４

］

， 造成心肌损伤 ； 另 外 ， 中性粒细胞分泌蛋

白水解酶造成血管 内 皮损伤 ， 激活凝血功能 ， 形成微血栓堵塞血管 ， 影响心肌灌注 ［
８５

］

。

而大量研究证实淋巴细胞受炎症刺激分化为 Ｔｒｅｇｓ ， 分泌 ＩＬ －

１ ０ 等抗炎细胞因子降低炎

症反应％ ； 促进受损心肌和血管 内 皮细胞增殖 、 再生 ， 在心血管损伤时具有保护作用 ［
Ｓ ７

］

。

严重脓毒症患者免疫失衡 ， 抑制为主 ， 中性粒细胞过度激活合并大量淋巴细胞凋亡 ，

对心血管保护作用 大大减弱 。 Ｄ ｒａｇａｎ 等人指 出作为新型炎症指标的 ＮＬＲ 在脓毒症死亡

组中显著升高 ， 对预后具有
一

定预测能力 （ ＡＵＣ ／ＲＯＣ 为 ０ ． ６ ８ １ ， ｐ
＜０ ． ０５ ） ［

８ ８
］

， 这与本

研究得到的结论相符合 ， 通过本实验数据可 以发现 ， 脓毒症心肌损伤组 ＮＬＲ 值较正常

组显著增高 ， ＮＬＲ 可作为心肌损伤发生的独立危险因素 ， 具有
一

定预测价值 。 由此 ，

ＮＬＲ 值升高时 ， 炎症反应增强 ， 发生心肌损伤 、 导致脓毒症心肌病 的可能性增加 。

ＰＬＲ 作 为血小板与淋巴细胞的 比值 ， 将机体免疫与凝血功能联系在
一

起 ， 目 前也

被认作系统性炎症反应标记物 既往研究证 明血小板参与脓毒症炎症放大过程 ， 诱

导 中性粒细胞分泌 ＴＮＦ －

ａ等炎性因子 ， 攻击心肌细胞造成组织水肿并促进心肌细胞凋

亡 而全身炎症反应后期血小板消耗增 多 、 骨髓 内 巨核细胞成熟减少 ， 导致血小板

计数降低 ， 造成器官功能障碍 ， 持续低下预示患者预后较差 ［
９ １

１

。 本研宄发现 ， 与脓毒

症心肌正常组相 比 ， 损伤组 ＰＬＲ 明显降低 ， 与 ＢＮＰ 呈负相关性 ， 是发生心肌损害 的独

立危险因素 。 通过本研究证明 ＰＬＲ 降低提示可能存在心肌损伤 ， 但血小板和淋巴细胞

计数均降低 ， 究竟哪
一

项影响更大 ， 可能需要进行大样本实验进
一

步验证 。

但是 同时 ， 本研究存在
一

定局 限性 。 本研究为单中心 回顾性研究 ， 病例数较少 ；

此外 ， ＩＣＵ 住院患者病情较重 ， 合并疾病 多 ， 感染情况往往更为复杂 ， 在今后 的研究

纳入病例时应多加关注及控制感染来源 、 感染严重程度 、 病原体种类等混杂因素 。

５ ．５ 结论及展望

５ ０





第五章 淋巴细胞相关 比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 预测脓毒症心肌损伤的临床价值


结论 ：

通过本临床研究可知 ， 较脓毒症非心肌损伤组相 比 ， 淋巴细胞相关 比值 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ

在心肌损伤患者中确有显著性差异 ， ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 与心肌损伤标志物存在相关性 ， 且对

脓毒症患者发生心肌损伤均具有
一

定的预测价值 。

展望 ：

本课题仅针对 ＮＬＲ 、 ＰＬＲ 对脓毒症心肌损伤的预测价值 ， 后续可扩展至分析两种

比值对于脓毒症其他重要靶器官急性损伤的临床价值 ； 亦可对单独与联合指标各 自预

测脓毒症结局的效果进行研宄 。

５ １
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