
·临床免疫学与检验论著（全军检验大会优秀论文）·

以菌蜕作为ＤＮＡ载体构建双重靶向乳腺癌基因疫苗

田曙光１，靳小潘２，陈建魁１，于　农
１，宋世平１，季守平２

（１．军事医学科学院附属医院，北京１０００７１；２．军事医学科学院野战输血研究所，北京１００８５０）

　　摘　要：目的　以菌蜕（ＢＧ）作为ＤＮＡ载体，构建具有内源性和外源性双重靶向的乳腺癌基因疫苗。方法　将裂解质粒

ｐＨＨ４３转化入大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α，经温控诱导裂解基因Ｅ的表达后，裂解细胞壁，制备细菌ＢＧ；将 ＨＥＲ２／ＮＥＵ中免疫

原性多肽Ｅ７５基因片段连接到带有小鼠恒定链（ｍＩｉ）的真核表达载体ｐＤＳＲｅｄｍＩｉ中，构建内源性靶向ＤＮＡ疫苗ｐＤＳＲｅｄｍＩｉ

Ｅ７５；再将构建好的ＤＮＡ疫苗装载到Ｅ．ｃｏｌｉＢＧ中。结果　经温控诱导裂解基因Ｅ的表达后可将细菌细胞壁裂解，形成中空的

Ｅ．ｃｏｌｉＢＧ；通过基因重组技术构建了ＤＮＡ疫苗ｐＤＳＲｅｄｍＩｉＥ７５，并将其装载到ＢＧ中。结论　通过裂解基因Ｅ的表达可制备

Ｅ．ｃｏｌｉＢＧ，后者具有装载ＤＮＡ的功能。本研究以ＢＧ装载ｐＤＳＲｅｄｍＩｉＥ７５，制备了具有双重靶向的乳腺癌疫苗，其功能还需细

胞转染试验和动物试验来证实。
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　　乳腺癌是影响女性健康甚至危及生命最常见的恶性肿瘤

之一，目前世界乳腺癌患者已超过１２０万，每年约３３万妇女死

于乳腺癌［１］。研究发现２５％～３０％乳腺癌患者 ＨＥＲ２／ＮＥＵ

呈阳性，ＨＥＲ２／ＮＥＵ基因与细胞分化、迁移、肿瘤侵袭、局部

及远处转移、新血管生成和抑制细胞凋亡密切相关［２］。以

ＨＥＲ２／ＮＥＵ为靶点的乳腺癌治疗方法及药物相关研究取得

了很大进展，为乳腺癌的预防和治疗带来更大的希望。例如帕

妥珠单抗可以与 ＨＥＲ２的ＥＣＤⅡ区结合，抑制 ＨＥＲ２二聚体

的形成及受体介导的信号转导通路，对晚期乳腺癌疗效，现已

进入Ⅲ期临床试验
［３］。拉帕替尼则是一种活性酪氨酸激酶抑

制剂，是 ＨＥＲ１与 ＨＥＲ２／ＮＥＵ的靶向治疗药物，不但对曲妥

珠有效的 ＨＥＲ２／ＮＥＵ阳性乳腺癌有效，而且对曲妥珠耐药的

ＨＥＲ２／ＮＥＵ阳性乳腺癌也显示出治疗活性
［４５］。Ｐｅｏｐｌｅｓ等

［６］

以 ＨＥＲ２／ＮＥＵ免疫原性多肽Ｅ７５（３６９３７７：ＫＩＦＧＳＬＡＦＬ）作

疫苗，采用ＧＭＣＳＦ作为免疫佐剂，Ⅰ期和Ⅱ期临床试验证实

能显著减少高危乳腺癌的复发，具有很好的开发前景。细菌菌

蜕（ＢＧ）是将细菌裂解细胞壁、去除菌体内容物之后形成的细

菌空腔。ＢＧ有可能成为 ＤＮＡ疫苗运送的新型载体。由于

ＢＧ保留了完整细菌所有的抗原特性，宿主免疫识别细胞（主

要是ＤＣ）将ＢＧ作为“危险的入侵者”，从而主动识别并将其吞

噬，因而 ＢＧ 能够以类似于自然感染的方式靶向性进入

ＤＣ
［７９］。以ＢＧ作为载体，装载乳腺癌ＤＮＡ疫苗，在增强疫苗

免疫应答水平，提高疫苗效率上将是一种全新的尝试。

１　材料与方法

１．１　材料　大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、ＢＬ２１感受态为北京博

迈德科技发展有限公司产品；ｐＨＨ４３质粒为德国ＲａｉｎｅｒＨａｓｓ

教授惠赠；ｐＱＥ３１ｍＩｉ质粒由德国ＢｉｓｃｈｏｆＦｅｌｉｘ教授馈赠；ｐＤ

ＳｒｅｄＮ１质粒为ＢＤＣｌｏｎｔｅｃｈ公司产品；质粒小量抽提试剂盒

为威格拉斯生物技术有限公司产品；ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像系

统购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司；激光扫描共聚焦显微镜购自德国

ＬＥＩＣＡ公司；２Ｋ１５ 型低温离心机购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；

ＡＳＶ３０２０型高压灭菌装置购自日本ＳＡＫＵＲＡ公司。

１．２　方法

１．２．１　大肠埃希菌ＢＧ的制备　（１）质粒ｐＨＨ４３的转化：取

１μＬｐＨＨ４３质粒加入到１００μＬＥ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态中，冰上

放置３０ｍｉｎ，４２℃水浴９０ｓ，取出后冰浴２ｍｉｎ，加入５００μＬ

不含抗菌药物的ＬＢ培养基，摇床（温度２８℃、转速９０ｒ／ｍｉｎ）

培养１ｈ。取１００μＬ菌液涂布在含氯霉素（３０ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ平

板上，倒置，２８℃培养过夜。（２）阳性克隆的筛选与鉴定：在平

板上挑取单克隆菌落，接种于５ｍＬ含氯霉素ＣａｔＧＣ的ＬＢ培

养基中，摇床（温度２８℃、转速２００ｒ／ｍｉｎ）培养过夜。收集菌

液提取质粒，利用ＳａｃⅠ内切酶对质粒进行酶切鉴定。ＳａｃⅠ内

切酶可将质粒ｐＨＨ４３切成２个大小分别为５０５００、１４３５ｂｐ

左右的片段。（３）Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５αＢＧ的制备：将阳性菌落接种于

５ｍＬ含氯霉素ＣａｔＧＣ的ＬＢ培养基中，摇床（温度２８℃、转速

２００ｒ／ｍｉｎ）培养过夜。再将其转种于５０ｍＬ含氯霉素ＣａｔＧＣ

的ＬＢ培养基中，摇床（温度２８℃、转速２００ｒ／ｍｉｎ）培养至

ＯＤ６００约为１．５时，４℃、６０００×ｇ离心１０ｍｉｎ后收集菌体，用

ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤３次。将菌液放入４２℃摇床中，诱导细菌裂

解３０ｍｉｎ，超声破碎，２８５０００×ｇ离心６０ｍｉｎ，沉淀重悬在Ｔｒｉｓ

醋酸盐缓冲液中，－７０℃保存。（４）琼脂糖电泳和激光共聚焦

观察：将诱导４ｈ左右的菌液６０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，ＰＢＳ重悬，

加入适量ＤＮａｓｅⅠ（３．３μｇ／ｍＬ），充分混匀后静置１ｈ，收集上

清液，ＰＢＳ和无菌水交替洗涤３次，取出适量用于琼脂糖电泳

鉴定；同时取过夜培养的普通ＤＨ５α菌液破碎裂解后，取等量

用于电泳，作为阴性对照。其余菌液加入适量 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染

料，３７℃染色１５ｍｉｎ，用于激光扫描共聚焦显微镜观察。

１．２．２　真核表达载体ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ的构建　（１）小鼠恒定链

（ｍＩｉ）序列的扩增：以ｐＱＥ３１ｍＩｉ质粒为模板，根据待扩增的小

鼠恒定链（ｍＩｉ）序列在质粒ｐＱＥ３１ｍＩｉ上的位置设计引物，上

游引物５′端引入ＸｈｏⅠ酶切位点，下游引物５′端引入ＥｃｏＲⅠ

酶切位点。引物由Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ公司合成。Ｐ１：５′ＧＣＧＣＴＣ

ＧＡＧＡＴＧＡＣＧＧＡＴＣＣＧＣＡＴＧＣＧＡＧＣＴ３′；Ｐ２：５′ＣＧＣ

ＧＡＡＴＴＣ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＧＡ ＣＴＴ ＧＡＣＣＣＡ Ｇ３′。５０μＬ

ＰＣＲ扩增反应体系含高保真ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ、

１０×缓冲液５μＬ、ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ、ｐＱＥ３１ｍＩｉ质粒

１μＬ、Ｐ１（２０μｍｏｌ／μＬ）１μＬ、Ｐ２（２０μｍｏｌ／μＬ）１μＬ、Ｈ２Ｏ３６．

２５μＬ，混匀后低速离心。ＰＣＲ反应条件为９４℃５ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１００ｓ，循环３５次。反应完毕后取５μＬ

反应产物，１．０％琼脂糖凝胶电泳。（２）质粒ｐＤＳＲｅｄＮ１和

ＰＣＲ产物的酶切 利用限制性内切酶 ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ对质粒

ｐＤＳＲｅｄＮ１和含ｍＩｉ序列的ＰＣＲ产物进行酶切，反应体系均

为５０μＬ，ｐＤＳＲｅｄＮ１酶切体系中质粒ｐＤＳＲｅｄＮ１１５μＬ、Ｘｈｏ

Ⅰ２．３μＬ、ＥｃｏＲⅠ２．３μＬ、１０× Ｈ 缓冲液５μＬ、Ｈ２Ｏ２５．４
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μＬ；ＰＣＲ产物酶切体系中ＰＣＲ产物１５μＬ、ＸｈｏⅠ ２．３μＬ、

ＥｃｏＲⅠ２．３μＬ、１０× Ｈ缓冲液５μＬ、Ｈ２Ｏ２５．４μＬ；４℃酶切

过夜。利用ＤＮＡ片段回收试剂盒对酶切产物进行回收和纯

化。（３）ＰＣＲ产物与ｐＤＳＲｅｄＮ１载体的连接：利用 Ｔ４ＤＮＡ

连接酶将酶切后的产物进行连接，反应体系总体积１０μＬ，１０

×Ｔ４连接缓冲液１μＬ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ、ｐＤＳｒｅｄＮ１载

体１μＬ、ＰＣＲ产物３μＬ、Ｈ２Ｏ４μＬ，４℃连接过夜。（４）连接产

物的转化：取５μＬ连接产物加入５０μＬＤＨ５α感受态菌液中，

冰浴３０ｍｉｎ，同时设置阴性对照（感受态菌液中不加入外源

ＤＮＡ）；４２℃水浴热休克９０ｓ，冰浴２ｍｉｎ。ＥＰ管中加入５００

μＬ不含抗菌药物的ＬＢ培养基，摇床（温度３７℃、转速９０ｒ／

ｍｉｎ）培养１ｈ。涂布于含卡那霉素（５０ｍｇ／Ｌ）ＬＢ平板上，倒

置，３７℃培养过夜。（５）真核表达载体ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ的筛选和鉴

定：转化次日观察平板菌落生长情况，阴性对照平板上应无菌

落长出，挑取试验组平板上单克隆菌落接种于５ｍＬＬＢ培养

基（含卡那霉素）中，摇床（温度３７℃、转速２００ｒ／ｍｉｎ）培养过

夜，第２天提取质粒，部分送交博迈德公司测序，剩下部分分装

并于－７０℃保存。

１．２．３　内源性靶向乳腺癌基因疫苗ｐＤＳｒｅｄｍＩｉＥ７５的构建

　（１）ＨＥＲ２／ＮＥＵ免疫原性多肽Ｅ７５基因序列的合成：参考

ＧｅｎＢａｎｋ中ＮＭ００４４４８基因序列，Ｅ７５基因序列为ａａｇａｔｃｔｔｔ

ｇｇｇａｃｃｔｇｇｃａｔｔｔｃｔｇ。将Ｅ７５基因序列替换ｍＩｉ序列中ＣＬＩＰ

片段（见图１），并在上游５′端引入ＸｈｏⅠ酶切位点，下游３′端

引入ＡｃｌⅠ酶切位点，总长６９ｂｐ。该序列交由北京博迈德科

技发展有限公司合成。抗原表位序列为：５′ｃｔｃｇａｇＡＴＧＡＣＧ

ＧＡＴＣＣＧＣＡＴＧＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＣＡＧＣＴＴＣＣＧ

ＡＡＡＴＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＡＧＣＣＡＧａａｇａｔｃｔｔｔｇｇｇ

ａｃｃｔｇｇｃａｔｔｔｃｔｇＣＧＧＣＣＧＡ ＴＧＴＣＣＡ ＴＧＧ ＡＴＡ ＡＣＡ

ＴＧＣＴＣＣＴＴＧＧＧＣＣＴＧＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴＴ３′。（２）质粒

ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ和合成序列的酶切：利用限制性内切酶ＸｈｏⅠ、Ａｃｌ

Ⅰ对质粒ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ和含 ｍＩｉ序列的合成序列进行酶切，反

应体系均为５０μＬ，ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ酶切体系中质粒ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ１５

μＬ、ＸｈｏⅠ２．３μＬ、ＡｃｌⅠ２．３μＬ、１０× Ｈ 缓冲液５μＬ、Ｈ２Ｏ

２５．４μＬ；含ｍＩｉ序列的合成序列中合成序列１５μＬ、ＸｈｏⅠ２．３

μＬ、ＡｃｌⅠ２．３μＬ、１０×Ｈ缓冲液５μＬ、Ｈ２Ｏ２５．４μＬ；４℃酶切

过夜。利用ＤＮＡ片段回收试剂盒对酶切产物进行回收和纯

化。（３）质粒ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ和含ｍＩｉ序列的合成序列的连接与转

化：利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将酶切后的产物进行连接，总体系体

积１０μＬ，１０×Ｔ４连接缓冲液１μＬ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ、酶

切后ｐＤＳｒｅｄＮ１载体１μＬ、酶切后合成序列３μＬ、Ｈ２Ｏ４μＬ，

４℃连接过夜。取５μＬ连接产物加入５０μＬＤＨ５α感受态菌

液中，冰浴３０ｍｉｎ，同时设置阴性对照（感受态菌液中不加入外

源ＤＮＡ），４２℃水浴热休克９０ｓ，冰浴２ｍｉｎ。ＥＰ管中加入

５００μＬ不含抗菌药物的ＬＢ培养基，摇床（温度３７℃、转速９０

ｒ／ｍｉｎ）培养１ｈ。涂布于含卡那霉素（５０ｍｇ／Ｌ）ＬＢ平板上，倒

置，３７℃培养过夜。（５）真核表达载体ｐＤＳｒｅｄｍＩｉＥ７５的筛选

和鉴定：转化次日观察平板菌落生长情况，阴性对照平板上应

无菌落长出，挑取试验组平板上单克隆菌落接种于５ｍＬＬＢ

培养基（含卡那霉素）中，摇床（温度３７℃、转速２００ｒ／ｍｉｎ）培

养过夜；第２天提取质粒，部分送交博迈德公司测序，剩下部分

分装并于－７０℃保存。将提取的质粒用ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ进行

酶切后，１．０％琼脂糖电泳查看酶切结果。挑选在理论位置有

相应条带的质粒送交博迈德公司测序。

图１　　ＨＥＲ２／ＮＥＵ（Ｅ７５）抗原表位构建设计图

２　结　　果

２．１　质粒ｐＨＨ４３的转化　提取的质粒用ＳａｃⅠ酶切后，１％

琼脂糖凝胶电泳分析，可见在１０００、２０００ｂｐ间有明显条带，

与ｐＨＨ４３理论大小（１４３５ｂｐ）一致，见图２。

　　１．ＤＮＡ分子标记物（ＤＬ２０００）；２．酶切后的ｐＨＨ４３质粒；３．未酶

切的ｐＨＨ４３质粒。

图２　　ｐＨＨ４３经ｓａｃⅠ酶切电泳图

２．２　大肠埃希菌ＤＨ５αＢＧ的制备与鉴定　ＢＧ制备完成，将

溶液经１％琼脂糖凝胶电泳分析，可以观察到未经裂解的细菌

组有明显的、大小不一的 ＤＮＡ 条带，这是细菌本身基因组

ＤＮＡ；而制备完成的ＢＧ组则看不到ＤＮＡ条带，提示ＢＧ内核

酸已被释放出来，并经洗涤后去除，见图３。在激光扫描共聚

焦显微镜下，ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染色后ＢＧ呈绿色，可见裂解后的菌

体呈现中空的形态，并具备完整的膜结构，表明细菌裂解成功，

见图４。

　　１．裂解后的大肠埃希菌；２．ＤＮＡ分子标记物（ＤＬ２０００）；３．ＢＧ组。

图３　　裂解后的细菌及ＢＧ的ＤＮＡ琼脂糖电泳图

２．３　真核表达载体ｐＤＳｒｅｄｍＩｉ的构建　利用设计的引物对

质粒ｐＱＥ３１ｍＩｉ进行ＰＣＲ，ＰＣＲ产物见图５，可见５００ｂｐ左右

有清晰条带，证实ＰＣＲ获得了目的片段。测序结果与理论

·９７４２·国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２０



一致。

　　左图：ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染色；右图：普通光镜。

图４　　激光扫描共聚焦显微镜观察裂解后

细菌的形态（×１０００）

　　１．ＤＮＡ分子标记物（ＤＬ２０００）；２．ＰＣＲ产物。

图５　　ＰＣＲ获得ｍＩｉ序列

２．４　内源性靶向乳腺癌基因疫苗ｐＤＳｒｅｄｍＩｉＥ７５的构建　

经抗原表位鉴定，Ｅ７５多肽的基因序列长２７ｂｐ，而 ｍＩｉ序列去

除ＣＬＩＰ片段后的大小应为１１７ｂｐ，因此双酶切后片段大小应

为１４４ｂｐ，见图６。测序结果与理论一致，证明成功构建ｐＤ

ＳｒｅｄｍＩｉＥ７５表达载体。

　　１．ＤＮＡ分子标记物（ＤＬ２０００）；２．ｐＤＳＲｅｄｍＩｉ／Ｅ７５酶切片段。

图６　　ｐＤＳＲｅｄｍＩｉ／Ｅ７５酶切电泳图

３　讨　　论

３．１　通过将裂解质粒ｐＨＨ４３转化入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，经温控诱

导裂解基因Ｅ的表达后，裂解菌壁，经过反复洗涤获得了细菌

ＢＧ。在激光扫描共聚焦显微镜下，可见裂解后的菌体呈现中

空的形态，并具备完整的膜结构，表明细菌裂解成功。琼脂糖

电泳结果显示经裂解洗涤后，ＢＧ中检测不到ＤＮＡ条带，提示

细菌内核酸都已释放出来，经几次洗涤后被去除［１０］。

３．２　ＢＧ周质腔内膜和外膜相互链接形成完整的细胞膜结构，

可用于装载质粒ＤＮＡ。同时ＢＧ还能够被宿主 ＤＣ识别、吞

噬，靶向性将ＤＮＡ疫苗导入ＤＣ细胞，这一结构使以ＢＧ装载

的ＤＮＡ疫苗具有外源性靶向作用，大大地增强ＤＮＡ疫苗的

免疫活性，提高免疫应答［１１］。

３．３　研究表明 ＭＨＣⅡ的分子伴侣恒定链（Ｉｉ）在抗原提呈通

路中发挥重要作用［１２］。ＭＨＣⅡ在与多肽结合之前，抗原结合

槽始终被Ｉｉ的ＣＬＩＰ占据。在构建ｐＤＳｒｅｄｍＩｉＥ７５基因疫苗

时，将Ｅ７５基因序列替换 ｍＩｉ序列中ＣＬＩＰ片段，免疫后就能

够让Ｅ７５抗原表位靶向性地进入 ＭＨＣⅡ的抗原结合槽，直接

将表达的抗原提呈给效应细胞，从而大大提高抗原提呈效率，

即具备了内源性靶向作用［１３］。

３．４　Ⅰ、Ⅱ期临床试验结果显示，以Ｅ７５作疫苗能显著降低

采用传统方法治疗的乳腺癌患者的疾病复发率，并能维持持续

免疫反应，毒性极小，有望用作新型安全有效的辅助治疗，协助

现有标准疗法，降低乳腺癌复发率［６］。本研究将 ＨＥＲ２／ＮＥＵ

免疫原性多肽Ｅ７５基因序列构建乳腺癌 ＤＮＡ疫苗，希望在

Ｐｅｏｐｌｅｓ等
［６］的研究基础上构建疗效更好的乳腺癌疫苗。

３．５　要检验构建的乳腺癌基因疫苗的实际免疫效果，尚需细

胞转染和动物免疫试验来验证，即通过体内和体外试验验证疫

苗的双重靶向性作用。这将在后续试验中完成。
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·临床免疫学与检验论著（全军检验大会优秀论文）·

烧伤患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达与炎性标志的分析

杨　勇，董长林，陈　琪，袁　梅

（浙江省武警医院检验科，浙江嘉兴３１４０００）

　　摘　要：目的　探讨烧伤患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达以及炎症标志指标的相关变化。方法　根据烧伤面积程度将烧伤

患者分为重度烧伤组和轻度灼伤组（包括电击伤、烫伤），对照组为体检健康者。采用流式细胞仪的单克隆抗体分析细胞免疫指标

［ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、自然杀伤细胞（ＮＫ 细胞）］，采用散射比浊法分析炎症因子指标［Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、α酸性糖蛋白

（ＡＡＧ）、结合珠蛋白（ＨＰ）、铜蓝蛋白（ＣＥＲ）］，观察细胞免疫指标（ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、ＮＫ细胞）和炎症因子指标（ＣＲＰ、ＡＡＧ、

ＨＰ、ＣＥＲ）的变化。结果　重度烧伤患者的各项免疫指标与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而轻度灼伤患者各项免疫

指标无明显异常。重度烧伤组ＣＲＰ，ＡＡＧ，ＨＰ、ＣＥＲ和轻度灼伤组 ＨＰ、ＣＥＲ、ＨＰ与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达以及炎症标志指标检测对临床烧伤患者的诊断、治疗和病情监测至关重要。

关键词：烧伤；　Ｔ淋巴细胞亚群；　炎症；　细胞因子；　Ｃ反应蛋白

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０２０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２４８１０２

　　全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）为各种感染和非感染损伤引

发机体全身炎症，是大面积烧伤常见的并发症，在危重烧伤患

者中发病率很高［１］。外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达的ＣＤ４／ＣＤ８

明显下降可导致ＳＩＲＳ，最终引发多器官功能受损乃至死亡
［２］。

目前尚无关于烧伤后患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达以及与

ＳＩＲＳ炎性标志诸如Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、α酸性糖蛋白（ＡＡＧ）、

结合珠蛋白（ＨＰ）、铜蓝蛋白（ＣＥＲ）相关变化的临床报道。为

探讨患者烧伤后外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达以及与炎症标志

指标的相关变化，积极有效地掌握烧伤患者病情发展，进行有

效治疗，本研究采用流式细胞术及免疫比浊法分析４０例本院

不同程度烧伤患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群及其与几种主要炎

症因子的关系，结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００８年１月至２０１０年１２月本院烧伤

整形科收治的烧伤患者（烧伤组）４０例，男２７例、女１３例，年

龄６～６８岁；所选患者烧伤前均为健康者，无肝炎、自身免疫性

疾病或慢性炎症病史等。同期于本院体检健康者（对照组）３０

例，均为血液、Ｂ超、放射检验结果正常者。所有血清标本均保

存于－２０℃，每季度检测炎性指标１次，全血标本则当日检

测。根据烧伤面积程度将烧伤患者分为重度烧伤组和轻度灼

伤组（包括电击伤、烫伤），其中超过９０％的重度烧伤组患者烧

伤面积大于８０％且为Ⅱ～Ⅲ度重度烧伤（该类型烧伤是外科

救治的难点，病程长、并发症多且凶险、死亡率高［３］），轻度灼伤

组损伤面积为２％～１０％。

１．２　仪器与试剂　流式细胞分析试剂由美国ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ

公司生产，杭州联科生物技术有限公司提供，仪器为德国制造

的ＰＡＲＴＥＣ流式细胞仪，型号为ＰＡＳ；炎症因子检测试剂由

美国ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司生产，上海华美伦生物技术

有限公司提供，仪器为美国ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司制造

的ＩＭＭＡＧＥ８００特定蛋白分析仪。

１．３　方法　流式细胞仪的单克隆抗体分析细胞免疫指标包括

白细胞分化抗原ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９及自然杀伤细胞（ＮＫ细

胞）；散射比浊法分析炎症因子指标，包括ＣＲＰ、ＡＡＧ、ＨＰ、ＣＥＲ。

１．４　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ２００３软件进行数据分析。计量

资料以狓±狊表示，组间均值比较采用狋检验，犘＜０．０５为比较

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　与对照组比较，重度烧伤烧伤患者的各项免疫指标出现

明显异常，其中ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ４／ＣＤ８、ＣＤ８、ＮＫ细胞比较差异

均有统计学意义（犘＜０．０５），而轻度灼伤组各项免疫指标无明

显异常，见表１。

表１　　不同烧伤组与对照组间细胞免疫功能结果比较

项目
组别

对照组 轻度灼伤组 重度烧伤组

ＣＤ３ ７０．３±８．９ ６７．６±１０．０ ４８．２±１１．６

ＣＤ４ ４０．８±９．４ ３８．７±７．２ ２５．９±１２．８

ＣＤ８ ２６．８±５．５ ２６．４±６．９ ３７．６±１５．９

ＮＫ细胞 １６．９±４．８ １５．９±５．１ １３．６±９．５

ＣＤ４／ＣＤ８ １．５±０．５ １．４±０．５ ０．９±０．５

　　：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．２　在各项炎症指标中，重度烧伤组ＣＲＰ、ＡＡＧ、ＨＰ、ＣＥＲ和

轻度灼伤组ＣＲＰ、ＨＰ、ＣＥＲ水平与对照组间存在统计学差异

（犘＜０．０５），见表２。

表２　　不同烧伤组与对照组间炎症指标结果比较

项目
组别

对照组 轻度灼伤组 重度烧伤组

ＣＲＰ ０．５±０．４ ２．５±１．４ １３．６±４．８

ＡＡＧ １０３．９±４８．６ １１３．７±４６．４ ２１０．８±５１．３

ＨＰ ８９．７±３２．５ １７８．２±５３．９ ２５６．７±６５．２

ＣＥＲ ３２．４±１３．８ ２４．３±８．１ ２６．４±７．８

　　：与对照组比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

烧伤患者体内存在免疫功能紊乱，其中细胞免疫功能下降
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