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司生产,荧光抗体
J,D#.<8.$-.;A

由
F7#"+H#F,HF+

公

司生产,流式细胞荧光分选技术$

XB54

%溶血剂由

7W

公司生产,细胞因子项目试剂由
WL!FNFL"

P

公司

生产,

<&>

!

方法

<&>&<

!

样本采集与处理
!

用
7W

公司生产真空采集

管#空腹采集静脉血
$

管$肝素锂抗凝管%#采集量
1

I8

)无抗凝血
'I8

#前者
102

内进行处理和上机检

测#后者
12

内离心分离血清#

U/%`

保存,样本处

理过程中#排除严重溶血#黄疸和脂血样本,

<&>&=

!

5W'

:

C

细胞)

5W0

:

C

细胞)

5W/

:

C

细胞)

WYC

细胞检测
!

先将
$%

$

8

荧光抗体
5W06.X<C5

"

5W0.=W$

"

5W/.A5W

"

5W'.;56

加入到标准流式管

底#再将
$%%

$

8

抗凝血加入流式管中#轻轻混匀#室

温避光孵育
'%I#,

#然后加入
XB54

溶血剂工作液
$

I8

#避光溶血
$6I#,

后#

1%%%M

"

I#,

离心
6I#,

#弃

上清液#加入
$I8

磷酸盐缓冲液$

;74

%重悬细胞#混

匀后上流式细胞仪进行检测#采用
0

色分析#

5W06.44

((11

重庆医学
1%$/

年
)

月第
0-

卷第
$-

期



设门,

<&>&>

!

CMF

Q

检测
!

先将
$%

$

8

荧光抗体
5W0.

X<C5

#

5W$1-.;A

#

5W16.;56

加入到标准流式管底#

再将
$%%

$

8

抗凝血加入流式管中#轻轻混匀#室温避

光孵育
'%I#,

#然后加入
XB54

溶血剂工作液
$I8

#

避光溶血
$6I#,

后#

1%%%M

"

I#,

离心
6I#,

#弃上清

液#加入
$I8;74

重悬细胞#混匀后上流式细胞仪进

行检测#采用
'

色分析#

5W0.44

设门,

5W0

:

5W16

:

5W$1-

L"O细胞群为
CMF

Q

,

<&>&?

!

C2$-

细胞检测
!

分离收集外周血单个核细

胞#置入标准流式管中并调整细胞浓度至
$^$%

)

个"
I8

#加入细胞刺激液#

6]

浓度
5R

1

#

'-`

培养箱

中放置
/2

后#用
;74

清洗细胞#

;74

重悬,加入
$%

$

8

荧光抗体
5W0.X<C5

)

5W'.;56

)

J,D#.<8.$-.;A

后

避光
0`

孵育
'%I#,

#上流式细胞仪检测,采用
'

色

分析#

5W'.44

设门,

<&>&G

!

细胞因子的检测
!

<8.$1

)

<8.11

)

<8.1'=

)

<8.

1'

)

CYX.

(

均采用酶联免疫吸附试验$

A8<4B

%双抗体

夹心法进行检测,按照试剂说明书配制好酶标抗体)

标准品)清洗液(将标准品逐倍稀释成
-

个浓度

$

$_1

#

$_)0

%后和样本一起逐个加入相应酶标孔,

封板
'-`

孵育
$2

后#加入酶标抗体#

'-`

孵育
$2

后显色
$6I#,

#终止反应后使用酶标仪读取各酶标孔

吸光度$

*2

%值#并用软件进行标准曲线拟合计算,

<&>&H

!

肺功能检查
!

由本院呼吸科肺功能检查室完

成#设备为德国耶格
B;4.;=R

肺功能检查仪,选用

用力肺活量$

Xb5

%)第
$

秒用力呼出量$

XAb$&%

%)

XAb$&%

"

Xb5

比值为肺功能分析指标,

<&?

!

统计学处理
!

采用
4;44$(&%

软件完成所有统

计分析,正态分布的计量资料用
Ha8

表示#比较采

用
9

检验#由于有较多观察指标结果为非正态分布计

量资料#用
0

分位数&

+

$

!

16

#

!

-6

%'表示(研究组与对

照组观察指标差异的显著性检验用秩和检验中的

3J,,.e2#D,F

?

检验(相关性分析用多因素偏相关分

析#双侧显著性检验(因子分析抽取主成分分析#抽取

特征值大于
$

的因子进入主成分#用最大方差旋转法

进行因子旋转,检验水准
(

i%&%6

#以
!

$

%&%6

为差

异有统计学意义,

=

!

结
!!

果

=&<

!

各类
C

细胞水平的变化
!

研究组与对照组人群

外周血
5W'

:

C

细胞)

5W0

:

C

细胞)

5W/

:

C

细胞)

5W0

:

"

5W/

:

C

细胞)

WYC

)

CMF

Q

)

C2$-

细胞百分比检

测结果见表
$

,研究组外周血
5W/

:

C

细胞水平较对

照组低#差异有统计学意义$

!

$

%&%6

%(

CMF

Q

)

C2$-

细

胞水平较对照组高#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%(

5W'

:

C

细胞)

5W0

:

C

细胞)

5W0

:

C

细胞"
5W/

:

C

细

胞比值和
WYC

水平与对照组比较差异无统计学意义

$

!

%

%&%6

%,

=&=

!

外周血细胞因子水平的变化
!

研究组与对照组

人群外周血细胞因子
<8.$1

)

<8.11

)

<8.1'

)

<8.1'=

)和

CYX.

(

水平检测结果见表
1

,所检测的
6

种细胞因子

在研究组患者外周血中水平较对照组高#差异有统计

学意义$

!

$

%&%6

%,

=&>

!

C

细胞及细胞因子间的相关性变化
!

研究组与

对照组人群外周血
C

细胞及细胞因子间的相关性分

析中#两组间存在相关性改变的结果见表
'

)

0

)

6

,其

中!$

$

%研究组
5W0

:

C

细胞与
5W/

:

C

细胞)

C2$-

与

5W'

:

C

细胞)

C2$-

与
5W/

:

C

细胞无明显相关性

$

!

%

%&%6

%#但对照组为负相关关系#差异有统计学意

义$

!

$

%&%6

%($

1

%研究组
C2$-

与
CMF

Q

为负相关关

系#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#但对照组为正相关

关系#差异有统计学意义$

!

$

%&%6

%($

'

%研究组
<8.1'

与
5W0

:

C

细胞)

CYX.

(

与
WYC

无明显相关性#差异

无统计学意义$

!

%

%&%6

%#但对照组为正相关关系#差

异有统计学意义$

!

$

%&%6

%($

0

%研究组
<8.11

与
<8.

1'

为正相关关系#差异有统计学意义$

!

$

%&%6

%#但

对照组无明显相关关系#差异无统计学意义$

!

%

%&%6

%(其余相关性在同向存在相关程度的差异,

表
$

!!

1

组人群
C

细胞亚群水平分布"

+

$

!

16

(

!

-6

&#

组别
(

5W'

:

C

细胞
5W0

:

C

细胞
5W/

:

C

细胞
5W0

:

"

5W/

:

C

细胞
WYC CMF

Q

C2$-

研究组
0/ )'&$

$

66&6

#

-'&$

%

'6&6

$

1/&)

#

01

%

1'&/

$

$-&6

#

'%&$

%

$&)

$

$&%

#

1&%

%

1&0

$

$&'

#

'&-

%

/&6

$

/&'

#

(&%

%

1&(

$

1&/

#

'&%

%

对照组
'% )-&$

$

)6&%

#

-%&%

%

''&(

$

1(&0

#

'/&'

%

1/&1

$

1'&/

#

'$&6

%

$&1

$

%&(

#

$&)

%

'&%

$

$&1

#

)&%

%

6&)

$

0&(

#

)&$

%

$&1

$

$&1

#

$&0

%

O U$&)(1 U%&0)% U1&%6$ U$&(6% U$&$/- U/&6') U/&60$

! %&%($ %&)0) %&%0 %&%6$ %&1'-

$

%&%$

$

%&%$

表
1

!!

1

组人群细胞因子水平分布"

+

$

7

16

(

7

-6

&#

组别
( <8.$1 <8.11 <8.1' <8.1'= CYX.

(

研究组
0/ 60&(-

$

'$&1%

#

$)$&6(

%

$-&-%

$

$6&)%

#

'6&((

%

$1%&1/

$

/1&(-

#

$)(&1-

%

%&$6

$

%&$6

#

%&-$

%

$%%%

$

$%%%

#

$%%%

%

对照组
'% '$&1%

$

'$&1%

#

6)&1'

%

$6&)%

$

$6&)%

#

$6&)%

%

-/&$%

$

-/&$%

#

((&%/

%

%&$6

$

%&$6

#

%&$6

%

-11&$)

$

0(0&16

#

(0$&00

%

O U1&%/$ U0&$(/ U0&)(- U1&/6% U)&6%'

! %&%'- %&%%% %&%%% %&%%0 %&%%%

%%'1

重庆医学
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年
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表
'

!!

两组患者
C

细胞间相关性变化

组别
5W'

:

CP8K5W0

:

C

M !

5W0

:

CP8&5W/

:

C

M !

5W0

:

CP8&5W0

"

5W/

:

C

M !

5W/

:

CP8K5W0

"

5W/

:

C

M !

5W'

:

CP8&5W/

:

C

M !

研究组
%&)(/ %&%%% %&%$0 %&(10 %&01/ %&%%1 U%&))1 %&%%% %&-$$ %&%%%

对照组
%&0$( %&%1% U%&6-/ %&%%$ %&/0( %&%%$ U%&/0/ %&%%% %&$($ %&'$1

表
0

!!

两组患者
C2$-

与其他
C

细胞相关性的变化

组别
C2$-P8KCMF

Q

M !

C2$-P8K5W'

:

C

细胞

M !

C2$-P8K5W/

:

C

细胞

M !

C2$-P8K5W0

"

5W/

:

C

细胞

M !

研究组
U%&//' %&%%% U%&$/( %&$(( U%&%-( %&6(' U%&%- %&()$

对照组
%&0%' %&%1% U%&'(' %&%'1 U%&6)( %&%%$ %&'-0 %&%01

表
6

!!

两组患者细胞因子间及与
C

细胞相关性的变化

组别
<8.$1P8K<8.1'=

M !

<8.11P8K<8.1'

M !

<8.1'P8K5W0

:

C

细胞

M !

<8.$1P8K5W/

:

C

细胞

M !

CYX.

(

P8KWYC

M !

研究组
%&00/ %&%%$ %&'0% %&%$/ U%&%0% %&-/- %&'$$ %&%'1 %&$10 %&0%'

对照组
%&61) %&%%' U%&$11 %&611 %&00% %&%$6 %&$16 %&0$' %&'(1 %&%'1

=&?

!

BA5R;W

患者
C

细胞及细胞因子潜在联系分

析
!

用因子分析方法对研究组和对照组
$'

项观察指

标进行潜在联系的分析#研究组和对照组分别存在
6

个公因子 $即主成分%#其总方差解释度分别为

-6&-0]

和
--&/(]

,研究组和对照组
6

个主成分的

特征值见表
)

,进入
6

个主成分的观察指标$负荷变

量%及其系数与得分见表
-

)

/

,研究组与对照组比较#

进入
6

个主成分的负荷变量发生了变化,

表
)

!!

1

组主成分特征值

组别 第
$

主成分 第
1

主成分 第
'

主成分 第
0

主成分 第
6

主成分

研究组
'&'1- 1&1$1 $&-)1 $&01- $&$-0

对照组
'&'$1 1&06- $&)/6 $&0(- $&$-'

表
-

!!

研究组慢性阻塞性肺病急性加重期患者
C

细胞及细胞因子主成分变化

项目
第
$

主成分

C2$-

"

CMF

Q

C2$- CMF

Q

第
1

主成分

5W0

"

5W/ 5W/

第
'

主成分

5W0 5W'

第
0

主成分

<8.1'= <8.$1

第
6

主成分

<8.1' <8.11

系数
%&((' %&(-% U%&(66 U%&/-' %&/)0 %&(1/ %&/0- %&/0$ %&/'% %&/%$ %&)('

系数得分
%&'60 %&'0( U%&''6 U%&0'/ %&'(- %&6'1 %&00( %&)$$ %&666 %&6-$ %&0-%

!!

5W0

!

5W0

:

C

细胞(

5W/

!

5W/

:

C

细胞(

5W0

"

5W/

!

5W0

:

C

细胞"
5W/

:

C

细胞

表
/

!!

慢性阻塞性肺病急性加重期患者
C

细胞及细胞因子主成分变化

项目
第
$

主成分

5W0

"

5W/ 5W0 5W/

第
1

主成分

C2$-

"

CMF

Q

CMF

Q

第
'

主成分

<8.$1 <8.1'=

第
0

主成分

5W'

第
6

主成分

CYX.

(

WYC

系数
%&(60 %&(1$ U%&/$) U%&(/6 %&(-$ %&-(- %&-66 %&('0 %&-6/ %&-6-

系数得分
%&''/ %&'0- U%&1)' U%&61% %&0(6 %&00% %&'61 %&6/0 %&0/$ %&6%6

!!

5W0

!

5W0

:

C

细胞(

5W/

!

5W/

:

C

细胞(

5W0

"

5W/

!

5W0

:

C

细胞"
5W/

:

C

细胞

=&G

!

BA5R;W

患者
C

细胞及细胞因子与
Xb5

)

XAb$&%

)

XAb$&%

"

Xb5

的相关性
!

BA5R;W

患者的

Xb5

)

XAb$&%

平均水平分别为$

1&/1a%&)1

%

8

)

$

1&$$a%&0'

%

8

,

4

P

FJMIJ,

相关性分析结果中#

XAb$&%

与第一主成分主要变量
C2$-

"

CMF

Q

)

C2$-

)

CMF

Q

存在相关性#相关系数
M

分别为
U%&00)

$

!i

%&%0'

%)

U%&0()

$

!i%&%'1

%)

%&0)-

$

!i%&%''

%(

XAb$&%

"

Xb5

与
CYX.

(

和
<8.11

存在相关性#相关

系数
M

分别为
U%&6%-

$

!i%&%$(

%)

U%&0'(

$

!i

%&%0)

%(其余相关性差异无统计学意义$

!

%

%&%6

%,

>

!

讨
!!

论

!!

5R;W

的主要病理改变为有害气体或颗粒导致

气道黏膜的慢性炎症并持续发展#患者持续出现以咳

嗽)咳痰)喘憋等为主要临床表现的慢性气管炎或合

并伴随肺气肿,

BA5R;W

即在稳定期
5R;W

患者短

期内出现上述等症状加重)咔脓痰或黏液痰#并伴发

热等症状出现#其发病原因常可分为感染和非感染因

素,

5R;W

或
BA5R;W

其病理生理分子机制仍不清

楚,在遗传易感的基础上#气道受到吸烟等释放的有

害物质刺激#引发局部固有免疫防御#进而适应性免

疫应答参与其中#在修复有害物质对气道黏膜伤害的

同时#产生炎症反应并反复持续发生#甚至停止吸烟

后仍持续发展,大量的研究显示许多免疫细胞参与

其中#主要有中性粒细胞)单核巨噬细胞)

C

淋巴细胞

及多种细胞因子,免疫失衡是导致该病持续发展的

重要病理生理机制#有学者提出其中还有自身免疫机

$%'1

重庆医学
1%$/

年
)

月第
0-

卷第
$-

期



制&

(.$%

'

,广泛的临床和动物模型研究均显示
5R;W

病程中存在
C

淋巴细胞各亚群功能平衡紊乱#普遍观

察到
C2$-

)

CMF

Q

细胞平衡紊乱#但存在不一致结果,

有研究显示
5R;W

病程中
C2$-

细胞和
<8.$-

表达增

强#

CMF

Q

降低(也有研究显示
CMF

Q

细胞是升高而非

降低#只是升高的幅度不及
C2$-

细胞(也有学者认为

在
5R;W

不同阶段#

C2$-

)

CMF

Q

细胞平衡变化存在差

异&

$$

'

,这些结果提示#

5R;W

与
BA5R;W

发生发展

中#免疫失衡机制复杂#观察单方面或少数免疫细胞

的增加或降低#难以找到其内在的免疫失衡机制,为

此#本研究从多角度观察了
BA5R;W

外周血不同功

能分类的
C

淋巴细胞百分比变化#相关的细胞因子变

化及它们相互关系的变化#并通过因子分析的统计学

处理#寻找
5R;W

疾病状态下主要免疫失衡机制,结

果显示!$

$

%

BA5R;W

患者外周血中各类
C

淋巴细胞

水平的变化中#

5W/

:

C

细胞水平较健康对照人群降

低(

CMF

Q

)

C2$-

细胞水平较健康对照人群升高#但

CMF

Q

升高的幅度不及
C2$-

,$

1

%细胞因子层面观察

到
BA5R;W

患者外周血
<8.$1

)

<8.11

)

<8.1'

)

<8.1'=

和
CYX.

(

水平较健康对照人群均升高,$

'

%通过对

各类
C

细胞及细胞因子间的相关性分析发现#

BA.

5R;W

疾病状态下#

5W0

:

C

细胞与
5W/

:

C

细胞)

5W'

:

C

细胞与
C2$-

)

C2$-

与
5W/

:

C

细胞由负相关

变为无相关(

C2$-

与
CMF

Q

由正相关$

Mi%&0%'

%变为

高度负相关$

MiU%&//'

%(

<8.1'

与
5W0

:

C

细胞)

CYX.

(

与
WYC

由正相关变为无明显相关性(

<8.11

与
<8.1'

由无相关性变为正相关(其余指标之间的相

关性存在相同方向相关程度的变化,$

0

%因子分析的

结果显示#在
BA5R;W

状态下#主成分中负荷变量发

生了诸多变化!健康状态时处于第
1

主成分的
C2$-

)

CMF

Q

平衡机制上升为第
$

主成分#成为主要的免疫平

衡机制(而健康状态时以
5W0

:

C

细胞)

5W/

:

C

细胞

平衡为首的机制退居第
1

#以
<8.$1

)

<8.1'=

为主要变

量的第
'

主成分退居第
0

#出现
5W0

:

C

细胞)

5W'

:

C

细胞为主要变量的第
'

主成分,以
CYX

和
WYC

为

主要变量的第
6

主成分退出主成分#但出现了以
<8.

1'

和
<8.11

为主要变量的第
6

主成分,$

6

%

C

细胞及

细胞因子与
Xb5

)

XAb$&%

)

XAb$&%

"

Xb5

的相关性

显示#

BA5R;W

患者
XAb$&%

与
C2$-

呈负相关#与

CMF

Q

呈正相关(

XAb$&%

"

Xb5

与
CYX

和
<8.11

呈负

相关,

以上这些结果提示!$

$

%通过患者外周血中免疫

细胞和细胞因子的监测#可以观察到
BA5R;W

状态

下机体免疫功能的变化#有助于指导其免疫辅助治

疗#因此#可以作为
5R;W

的实验室监测指标,$

1

%

BA5R;W

状态下#原有的机体免疫平衡机制受到破

坏#产生了以
C2$-

)

CMF

Q

变化为主的平衡紊乱!更多

的
5W0

细胞向
C2$-

极化#促进
C2$-

细胞增多#而具

有免疫抑制功能的
CMF

Q

细胞增多不到位#并出现负

相关性改变(

<8.$1

)

<8.11

)

<8.1'

)

<8.1'=

和
CYX.

(

等

细胞因子均参与其中#但以
<8.11

与
<8.1'

为主#且

<8.1'

主要促进
C

淋巴细胞向
C2$-

分化与增殖#并

分泌
<8.11

#后者进一步诱导中性粒细胞集落刺激因

子的分泌并促进中性粒细胞的趋化到气道#加重炎性

反应和气道受阻的程度(

5W/

的细胞毒作用)

WYC

的

调节作用受到弱化,由此可以推测#

5R;W

病理生理

机制中的主要矛盾可能是!外因引发的
C2$-

细胞功

能增强超过抵御外因所致的损伤#进而导致过度免疫

甚至自身免疫,

由于到本院住院救治的
5R;W

患者均为
BA5R.

;W

患者#本研究中研究对象主要从住院患者中募集#

因此#未能募集到稳定期
5R;W

患者#未对稳定期患

者进行分组对比分析#上述观察到的免疫平衡紊乱是

否也存在于
5R;W

稳定期患者#有待进一步观察,
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