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#刺激&刀
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.B
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5",.B
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$1
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0/
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观察点'流式细胞术测定
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细胞$结

果
!

'-`

高温湿热组脾脏
C8=0

:细胞比率在各亚组的
$

#

$)/2

均低于
1%`

常温组"

!

$

%&%6

#$

'-`

高温

湿热组各亚组
$

#

0/2

的外周血
5W0

:

5W16

:

CMF

Q

较
1%`

常温组显著下降"

!

$

%&%6

#!只有
8;4

刺激的
$)/2

稍有升高!

'-`

高温湿热组中非刺激及
5",.B

刺激亚组
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

在
$12

时间点较
1%`

常温

组显著升高!而在
$)/2

时间点各亚组显著降低"

!

$

%&%6

#$

'-`

高温湿热组中各亚组
$2

和
$)/2

的外周血

5W/

:

5W16

:

CMF

Q

较
1%`

常温组显著升高'而
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

各亚组在
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!

$

%&%6

#$结论
!

高温湿热可

破坏大鼠固有免疫并改变适应性免疫的功能状态$
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热应激是指在高温环境中的机体对过热刺激所

产生的非特异性生理反应#其中包括呼吸)心率加快)

缺氧等(细胞氧化代谢及过氧化物产生增加(水和电

解质平衡紊乱,然而热应激最初反应是神经内分泌
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紊乱#交感神经系统及脑垂体
.

丘脑下部
.

肾上腺系统

功能亢进#免疫受到抑制,狗热应激
01&'`(%I#,

#

外周血淋巴细胞持续
/!

减少#有丝分裂原刺激
C

细

胞增殖也被抑制&

$

'

,热应激的孕牛其产下的小牛
0

周内
C"LL

样受体
0

$

C"LL.L#gFMFHF

P

D"M0

#

C8=0

%表达

下降#淋巴细胞数量减少&
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'

,大鼠热应激肠系膜淋巴

结
5W'
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细胞减少#而
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5W/
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C

细胞增

加&
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,

1%

#

0%

岁的男性志愿者热应激#其血浆去甲肾

上腺素"肾上腺素)去甲肾上腺素"皮质醇#以及白细

胞介素
0

"

&

型干扰素$

<8.0

"

<XY.

!

%的比值升高#证明

交感神经系统参与免疫抑制调节#同时免疫调节向辅

助
C

细胞$

C21

%方向发展&

0

'

,动物慢性热应激增加

了
@6Y$

流感病毒感染的易感性#抑制了
C2$

和
C21

免疫反应#降低了
@6Y$

流感病毒疫苗免疫接种后的

保护作用#其原因是慢性热应激诱导动物
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:

5W16
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X"h

P

'

:调节性
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$
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%细胞产生#

<8.$%
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C>X.

*

产生增加&
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,少突细胞髓鞘糖蛋白&

3R>

$

'6.

66

%'肽接种小鼠
1!

开始热应激#结果实验性自身免

疫性脑脊髓炎$

ABA

%的发生率减少了
-%]

#且延迟发

病#症状减轻#白细胞浸润减少#

5W0

:

5W16

:

C

细胞

减少#

3R>

$

'6.66

%活化的
C

细胞也下降&
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C8=0

是识别细菌脂多糖$
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%)一些病毒及原

虫等病原相关分子模式$
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%#主要表达于单核"巨噬细胞)树

突状细胞)粒细胞及自然杀伤$
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%细胞#

C8=0

在脾

和外周血白细胞表达最强,

C8=0

与
;B3;+

结合起

到清除病原微生物的天然免疫&

-

'和特异性免疫

作用&
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具有天然免疫和特异性免疫双重作用,
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均为
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细胞&

(

'

,因此#本文观察热应激大鼠脾脏细

胞
C8=0

表达及外周血两种
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Q

细胞的变化#以期为

高温高湿所致疾病的预防提供理论基础#现报道如下,
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!
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$

%正常对照组$
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8;4
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#
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"
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Q

%#

5",.B
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5",.B

#
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Q
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Q

%#每

组
$1

只#自然环境饲养#自由进食进水#湿度
6%]

(

$

1

%高温湿热组$

'-`

组%组
')

只大鼠分为非刺激组)

8;4

刺激组)

5",.B

刺激组#每组
$1

只#

'-`

培养箱

中饲养#自由进食进水#饱和湿度$

$%%]

%(每组观察

时间点为处理后
$

)

$1

)

0/

)

$)/2

时间点$

'

只大鼠"时

间点%,

<&=&=
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脾脏单个核细胞悬液制备
!

大鼠腹腔注射戊

巴比妥钠麻醉#取脾脏用含
$&%]

小牛血清$
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%
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%&%'] YJY

'

的
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"

8;74

$
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@-&0

%经
1%%

目

不锈钢网研磨制成细胞悬液#离心洗涤
1

次#调整细

胞浓度为
$̂ $%

- 个"
I8

,

<&=&>

!

脾脏
C8=0

: 测定
!

采用流式细胞术方法!

$%&%

$

8C8=0.;A

抗体$

$&%

$

Q

%加至塑料试管底#再

加同型对照抗体
6&%

$

8

于另一管#然后每管加
6^

$%

/ 个"
8

脾脏细胞混匀#室温孵育
0%I#,

(再加
(%&%

$

8

红细胞裂解液孵育
$%I#,

(最后加
1&%I8;74

0%%̂

Q

离心力离心
6I#,

#洗涤
1

次,加
%&0I8

流

式细胞仪鞘液混匀后进行流式细胞仪检测,

<&=&?

!

CMF

Q

细胞检测
!

5W0

:

5W16
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C
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5W0

:

5W16
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X"h
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C

细胞#

5W/

:

5W16

:

C

细胞及
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5W16
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X"h

P
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测定采用流式细胞术方法#

具体步骤见参考文献&
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统计学处理
!

采用
4;44$)&%

统计软件#计量资

料以
Ha8

表示#组间比较采用单因素方差分析#组内比

较采用
8W4.9

检验#以
!

$

%&%6

为差异有统计学意义,

=

!

结
!!

果

=&<

!

高温湿热影响大鼠脾脏
C8=0

:细胞的数量
!

'-`

高温湿热导致大鼠脾脏
C8=0

:细胞数量下降

$

!

$

%&%6

%#即使
8;4

和
5",.B

刺激大鼠也无法逆转

这种免疫抑制状态#提示高温湿热可破坏机体天然免

疫功能#见表
$

#

'

,

表
$
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1%`

比较(

K

!
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$2

比较
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比较
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细

胞表达
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'-`

高温湿热各亚组外周血
5W0

:

5W16

:

$-11

重庆医学
1%$/

年
)

月第
0-

卷第
$-

期



CMF

Q

细胞在
$

#

0/2

较
1%`

显著下降$

!

$

%&%6

%#只

有
8;4

刺激
$)/2

则较
1%`

显著升高$

!

$

%&%6

%#见

表
0

#

)

,

表
'

!!

5",.B

刺激亚组不同时间点
C8=0

:细胞

!!!

比较$

Ha8

(

(i'

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` 0/&$'a$)&60 $6&%1a6&)% '/&)%a'&/% $'&''a1&01

'-` $%&$-a)&'6

J

$&)'a%&'$

JK

1&0(a%&/$

JK

1&%$a%&-1

JK

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

比较

表
0

!!

非刺激亚组不同时间点外周血
5W0

:

5W16

:

CMF

Q

!!!

细胞比较$

Ha8

(

(i'

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` 6&((a%&'1 0&%0a%&'1 )&/%a6&01 '&'-a%&6-

'-` $&)1a%&%)

J

%&((a%&$'

J

$&)1a%&'-

J

0&-/a%&'1

K

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

$12

#

0/2

比较

表
6

!!

8;4

刺激亚组不同时间点外周血
5W0

:

5W16

:

CMF

Q

!!!

细胞比较$

Ha8

(

(i'

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` 0&6/a%&$$ '&00a%&)' )&)-a$&(1 1&((a$&0)

'-` $&))a%&$-

J

$&(1a$&-6

J

'&0(a$&%6

JK

)&61a%&'(

JH

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

$12

比较(

H

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

$12

#

0/2

比较

表
)

!!

5",.B

刺激亚组不同时间点外周血
5W0

:

5W16

:

!!!

CMF

Q

细胞比较$

Ha8

(

(i'

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` 0&)$a$&6' '&(6a$&/0 -&0-a0&$$ 6&0(a$&$-

'-` $&'6a%&0-

J

$&'%a%&1-

J

1&(6a$&%(

J

)&(-a1&--

K

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

$12

#

0/2

比较

=&>

!

高温湿热影响大鼠外周血
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞表达
!

'-`

高温湿热各亚组外周血
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞所占
5W0

:

5W16

:

CMF

Q

细胞

的百分率在
$12

高于
1%`

组$

!

$

%&%6

%#而
$)/2

则

显著低于
1%`

组$

!

$

%&%6

%#

8;4

刺激使
$12

相对

降低,

$)/2

长期高温湿热导致外周血
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞显著减少#可能改变机体的免疫状

态#见表
-

#

(

,

表
-

!!

非刺激亚组不同时间点外周血
5W0

:

5W16

:

!!!

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` $0&/0a)&)$ $)&'6a0&6- '(&)%a10&(% ''&-(a0&0'

'-` $6&$6a)&'6 )-&)'a6&$-

JK

')&1'a)&6)

H

$%&((a$&1)

J!

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

0/2

#

$)/2

比较(

H

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

比较(

!

!

!

$

%&%6

#与同组
$12

#

0/2

比较

=&?

!

高温影响大鼠外周血
5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞表

达
!

'-`

高温湿热各亚组在
$2

和
$)/2

外周血

5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞较
1%`

升高$

!

$

%&%6

%#

8;4

和
5",.B

刺激也未明显改变这种规律#见表
$%

#

$1

,

表
/

!!

8;4

刺激亚组不同时间点外周血
5W0

:

5W16

:

!!!

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` $-&$/a(&-$ $0&0)a)&/' 00&)-a$&/0 '%&/%a/&/1

'-` $'&-%a$&/( $(&6)a1'&6-'-&$0a$$&(6

K

6&-'a'&'6

J

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

$)/2

比较

表
(

!!

5",.B

刺激亚组不同时间点外周血
5W0

:

5W16

:

!!!

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` $-&)-a'&$0 1/&)/a6&'$ 61&)%a1%&)$1'&%0a$'&0%

'-` $)&1)a-&%$

K

61&/%a$1&0/

J

00&/)a$$&6( 0&60a1&'1

JH

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$12

#

0/2

比较(

H

!

!

$

%&%6

#与同组
$12

#

0/2

比较

表
$%

!!

非刺激亚组不同时间点外周血
5W/

:

5W16

:

!!!

CMF

Q

细胞均数间的比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` %&/$a%&$$ %&($a%&%) 1&10a$&%/ %&00a%&$1

'-` )&$1a%&'(

JK

$&$$a%&') %&$6a%&%0

J

0&11a'&%6

JK

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$1

#

0/2

比

较

表
$$

!!

8;4

刺激亚组不同时间点外周血
5W/

:

5W16

:

!!!

CMF

Q

细胞比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` %&6$a%&$% $&11a$&$- %&()a%&1( %&66a%&%/

'-` /&/'a1&(-

JK

$&0$a%&$) %&6/a%&'6 '&%0a%&'1

JK

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$12

#

0/2

比较

表
$1

!!

5",.B

刺激亚组不同时间点外周血
5W/

:

5W16

:

!!!

CMF

Q

细胞均数间的比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` %&61a%&$- 1&$-a$&(0 %&/0a%&11 %&6-a%&%)

'-` -&10a1&)/

JK

$&1(a%&'0 %&1)a&%1) '&'(a$&''

JK

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$12

#

0/2

比较

表
$'

!!

非刺激亚组不同时间点外周血
5W/

:

5W16

:

!!!

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` $0&$'a$&/% 6&6)a1&1) '%&16a1-&$6 %&%%a%&%%

'-` $&0'a%&0)

J

$-&%)a-&60

JK

$&-/a$&//

J

$&/'a$&%0

J

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

0/2

#

$)/2

比较
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=&G

!

高温湿热影响大鼠外周血
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞表达
!

'-`

高温湿热非刺激和
8;4

刺激

亚组在
$12

和
$)/2

外周血
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞较
1%`

显著升高$

!

$

%&%6

%#而
5",.B

刺

激亚组在
'-`$)/2

则恢复正常#见表
$'

#

$6

,

表
$0

!!

8;4

刺激亚组不同时间点外周血
5W/

:

5W16

:

!!!

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` $)&%(a'&%1 6&/0a6&'$ $6&((a$0&1' %&6(a%&1)

'-` $&$'a%&$0

J

$)&($a-&))

JK

1&$$a1&1(

J

$&(/a%&/(

J

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

0/2

#

$)/2

比较

表
$6

!!

5",.B

刺激亚组不同时间点外周血
5W/

:

5W16

:

!!!

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞均数间的比较$

(i'

(

Ha8

(

]

&

温度
$2 $12 0/2 $)/2

1%` $(&0)a1&1' (&6)a0&10 16&1%a$'&() $&$)a%&''

'-` $&'$a%&$1

J

$6&-1a)&61

K

(&$(a/&$$

JK

$&1$a%&11

!!

J

!

!

$

%&%6

#与同时间点
1%`

比较(

K

!

!

$

%&%6

#与同组
$2

#

$)/2

比较

>

!

讨
!!

论

!!

C8=0

存在于髓系非特异性免疫活性细胞上参与

固有免疫和获得性免疫反应&

/

'

#因此免疫活性细胞

C8=0

表达下降不但导致非特异性免疫功能下降#同

时也降低了特异性免疫反应,

C8=0

的刺激剂
8;4

能够刺激
W5+

表达
C8=0

增加#促进
W5+

上的
C8=0

对病原和异物进行内吞&

$$

'

,小鼠静脉注射
8;4$

#

6

2

后脾组织
C8=0

)

5W$0

和
CYX.

(

的
I=YB

表达逐

渐增加&

$1

'

,本研究证明大鼠在
'-`

饱和湿度$

$%%]

湿度%热应激时脾脏
C8=0

:免疫活性细胞数量在
$

#

$)/2

均显著降低#

C8=0

的激动剂
8;4

也未能在
$

#

$12

促进脾脏免疫活性细胞表达
C8=0

增加#在
0/

#

$)/2

也未能恢复#而
C

淋巴细胞有丝分裂原
5",.B

刺激更 不能改变
C8=0

表达被抑制的状态#见

表
$

#

'

,

热应激引起交感神经系统$去甲肾上腺素%和下

丘脑
.

垂体
.

肾上腺系统$肾上腺素%的亢进#然而肾上

腺素能促进
8;4

刺激的巨噬细胞吞噬指数增加)

CYX.

(

)

<8.$

*

分泌#以及
5W$0

表达&

$'

'

#也有报道证

明肾上腺素抑制
8;4

诱导的单核细胞
<8.$

*

)

<8./

)

35;.$

的产生#以及
5W$$K

的表达&

$0

'

,本研究发现

非刺激组及
0/

#

$)/2

的
8;4

亚组即使肾上腺素应

激激素下降后脾脏免疫细胞
C8=0

表达率仍显著下

降#说明高温高湿环境下大鼠天然免疫受抑制可能是

多因素共同作用的结果,

去甲肾上腺素升高经
*

1

肾上腺能受体导致人和

小鼠脾脏
C

淋巴细胞增殖降低)

5W/

:细胞减少
<XY.

!

和
CYX.

(

表 达#出 现 免 疫 力 降 低&

$6.$)

'

,

5W0

:

5W16

:

C

细胞和
5W/

:

5W16

:

C

细胞只有表达
X"h

P

'

后获得抑制功能&

$-

'

#而单纯
5W0

:

5W16

:

C

细胞和

5W/

:

5W16

:

C

细胞仅仅是辅助和抑制或杀伤功能细

胞,本研究发现大鼠热应激
5W0

:

5W16

:

C

细胞和

5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:细胞表现不尽相同#大鼠
5W0

:

5W16

:

CMF

Q

细胞在
'-`

饱和湿度$

$%%]

%热应激

$

#

0/2

显著下降#增殖受到明显抑制#即使
C

淋巴细

胞刺激剂
5",.B

刺激也不能改变抑制状态#更不用说

8;4

无关刺激(而
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞在

$

#

0/2

之内并不降低#其中
$12

时间点在非刺激和

5",.B

刺激组仍显著升高#这种现象反映热应激早期

$

$

#

0/2

%机体出现相对免疫抑制状态#将促进感染性

疾病的发生(但是长期高温湿热应激$

$)/2

%#

5W0

:

5W16

:

CMF

Q

细胞在非刺激和
5",.B

刺激组恢复正

常#

8;4

组甚至显著高于正常对照$

1% `

%#事实上

8;4

能够刺激
W5

促进
5W0

:

C

细胞增殖&

$/

'

(而

5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞在
$)/2

则较正常对

照组显著下降#这可能与热应激激素下降有关#也许

长期高温湿热容易导致免疫抑制减弱,

本研究还发现大鼠热
5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞在

'-`

饱和湿度$

$%%]

%热应激在非刺激)

8;4

刺激及

5",.B

刺激组
$2

均显著高于
1%`

组#慢慢下降直到

0/2

达最低#

$)/2

又显著升高#可能热应激导致应激

激素增加后出现机体炎性反应和细胞毒性作用#然后

随着机体免疫相对处于抑制状态 $

5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:细胞相对增加%#其
5W/

:增殖和活化受到抑

制#但长期$

$)/2

%高温湿热$

$%%]

%又显著升高#可能

与同期
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞降低#免疫抑

制减弱相关#

5",.B

和
8;4

刺激也对
5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞无改变(而
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞

的表现与
5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞不一致#其在
$2

和

0/2

显著降低#

$12

显著升高#这可能与热应激激素

作用相关#也进一步证明
5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞被作

用后
$1

#

0/2

显著降低#但长期$

$)/2

%高温湿热

$

$%%]

%

5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞在非刺激和

8;4

刺激组又显著升高#其与
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞的下降产生互补#避免了免疫过强或变态反

应发生#然而
C

细胞有丝分裂原
5",.B

刺激组则在

长期高温湿热中
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞并不

增加#也许代表着
C

细胞在长期高温湿热中被抗原刺

激容易导致免疫抑制减弱而出现免疫过强或变态反

应发生,

@AYAZB

等&

)

'证明#

3R>

$

'6.66

%免疫接

种小鼠
1!

后开始热应激#结果实验性自身免疫性脑

脊髓炎$

ABA

%的发病率减少了
-%]

#且延迟发病#并

发症减轻#白细胞浸润减少#

5W0

:

5W16

:

C

细胞减

少#

3R>

$

'6.66

%活化的
C

细胞也下降,

高温湿热应激机体
5W0

:

5W16

:

CMF

Q

细胞及

5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞与
5W/

:

5W16

:

CMF

Q
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细胞及
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞的表现不相

同#因为这两大类细胞群体结构不同#功能作用方面

也有差别#例如病毒感染高负荷时
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞也高#而
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞则在病毒高峰后数天才出现&

$(

'

(与
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞不同的是
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞主要通过接触抑制&

1%

'

,

5W0

:

5W16

:

CMF

Q

细胞与
5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞#以及
5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞与
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞

的表现也不相同#其原因是
5W0

:

5W16

:

CMF

Q

细胞和

5W/

:

5W16

:

CMF

Q

细胞并不与抑制免疫反应相关#他

们是正常活化的辅助和杀伤及细胞毒功能细胞#而

5W0

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细 胞 和
5W/

:

5W16

:

X"h

P

'

:

CMF

Q

细胞才是抑制性
CMF

Q

细胞,总之#在高

温湿热应激中机体的免疫功能在早期有炎性因子产

生和细胞杀伤导致炎性反应#而长时间持续高温湿热

应激免疫抑制功能增强,
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