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摘要院目的 了解Th细胞极化群体在慢性乙型肝炎渊CHB冤外周血及肝组织中的分布情况遥方法 采用有限稀释法袁建立
CHB患者外周血及肝组织HBcAg特异性 Th细胞克隆袁并对所获得细胞克隆进行分析遥结果 发现自肝组织分离的
HBcAg特异性 T细胞克隆袁92.5%为CD4+表型袁以 Th1为主曰而来源于外周血的 T细胞克隆主要以 Th0为主袁并与
HBeAg是否阳性无关遥仅 15%渊6/40冤的 T细胞克隆呈现明显的HBcAg特异性淋巴细胞增殖反应遥结论 在肝组织及外
周血占主导地位的 Th细胞极化群的不同袁较高比例的Th1细胞在肝组织炎症局部的聚集袁提示在 HBV的免疫发病机

制中袁Th1细胞可能起重要作用遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻ToinvestigatethedistributionofThelpercellpolarizedpopulationsinpatientswithchronichepatitis B
(CHB). 酝藻贼澡燥凿FreshlyisolatedmononuclearcellsintheliverandperipheralbloodofCHBpatientswereobtained, and

HBcAg-specificThelpercellclonesweresubsequentlyestablishedbylimitingdilution, andtheanalysisofthese cloneswas
conducted. 砸藻泽怎造贼泽Themajorityofliver-infiltratingTcellsinCHBpatientswereTh1cellscapableofsecreting IFN-酌but

notIL-4.TheclonesderivedfromtheperipheralbloodweremostlyTh0cells,irrespectiveoftheHBeAgstatusof the patient.
Onlyafractionof15%oftheTcellclonespresentedobviousHBcAg-specificproliferationresponse. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶The varied

predominanceexercisedbydifferentpolarizedTcellpopulationsintheliverandperipheralblood,andthe aggregation ofTh1
cellsatalargeproportiontootherThelpercellpopulationsintheinflammationlocality, indicatethat Th1 cellsmay playan

importantroleintheimmunepathogenesisofCHB.
运藻赠憎燥则凿泽押chronichepatitisB;Thelpercells;cellcloning;immunepathogenesis

近年来袁Th细胞的效应功能在免疫反应中的作

用令人关注咱1~3暂遥为进一步阐明Th细胞在慢性 HBV

感染中的作用袁我们采用有限稀释法袁建立了慢性乙
型肝炎渊CHB冤患者外周血及肝组织 HBcAg特异性

Th细胞克隆袁并对所获得细胞克隆进行分析遥

1 病人与方法

1.1 病人

两位本科住院的患者袁男尧女性各 1例袁年龄分别
为 37尧23岁遥组织学诊断分别为 CHB渊G2S2冤和 CHB

渊G3S2冤袁其血清标志物检测院HBsAg与抗HBc阳性尧
抗 HDV 阴性与抗 HCV阴性遥其中 1例 HBeAg阳

性袁另 1例HBeAb阳性遥
1.2 自肝组织及 PBMCs中分离 T细胞克隆

肝活检组织长约2.5cm袁浸泡于 50倍正常浓度的

含双抗的1640培养液中袁常温1 h遥以Ⅰ型胶原酶渊Sigma冤
1 g/L及双脱氧核酸酶 渊Sigma冤2.5伊104 g/L 37益消化 1

h遥之后以滴管轻轻吹打袁使其释放出浸润的淋巴单核
细胞袁以无血清 1640培养液洗涤袁常规 Ficoll-hypaque

液分离出单核淋巴细胞遥采用有限稀释法袁将其重悬于
RPMI-1640完全培养基中渊含 10%小牛血清尧2滋mol/L

谷氨酰胺尧2滋mol/L丙酮酸钠尧25 mmol/L HEPES尧
100U/L青霉素G尧100 μg/L链霉素冤袁以 0.3个细胞 /

孔接种 96孔培养板袁并加入 0.5滋g/ml植物血凝素

渊PHA冤袁50U/ml人重组 rIL-2及丝裂霉素 -C处理的

自身性 PBMCs渊1伊105/孔冤袁每 10 d刺激一次遥约 2 0 d

左右袁筛选出对 PHA即非特异性的 Th细胞克隆遥之
后筛选其抗原特异性及表型遥对HBcAg有特异性增
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图 1慢性乙型肝炎患者外周血及肝组织T细胞克隆的细胞

因子谱比较
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TheseriesofTcellclonesincludes19and18 clonesderivedfromliver

biopsy specimenand18 and17Tcell clonesderivedfromthe

correspondingperipheralblood samples.Tcellclones able to produce

IFN-酌, butnotIL-4,aredefined as Th1;Tcellclones abletoproduce

IL-4 and/or IL-5,butnotIFN-酌, aredefinedas Th2;Tcell clonesable

to produceIFN-酌plusIL-4are asTh0,andTcellclones able to

produceTGF-茁are Th3

殖反应的细胞进一步克隆化培养遥
新鲜肝素抗凝全血 6ml袁常规分离 PBMCs袁同上

法采用有限稀释法袁筛选出对 PHA即非特异性的 Th

细胞克隆袁进而筛选出HBcAg特异性的 Th细胞克隆遥
1.3 特异性淋巴细胞增殖试验

在 96孔平底培养板中加入克隆细胞 5伊104/孔袁
并同时加入丝裂霉素 -C处理的自身性 PBMCs渊1伊105/
孔冤及 1滋g/ml rHBcAg渊RDI袁NJ冤袁37益袁5%CO2培养

72h袁收获前 1 8 h加入 3H-TdR袁收获测CPM值遥实验管
与对照管脉冲数之比为刺激指数渊SI冤遥SI>2.5为阳性遥
1.4 HBcAg特异性 T细胞克隆的表型鉴定

1伊106 T 细胞以 PBS 洗涤后袁经鼠抗人 CD3

渊FITC冤/CD4 渊PE冤单克隆抗体室温孵育 30min袁以
PBS洗涤未结合的抗体袁经流式细胞仪渊CoulterFAC-

Scan冤分析 5伊103个细胞遥并参照文献咱2暂分析细胞内
产生的细胞因子袁T细胞克隆以 T细胞刺激剂佛波二

酯 PMA 渊Sigma冤1ng/ml尧钙离子导入剂伊屋诺霉素
渊ionomycin冤1 μmol/L(Sigma)尧1 μmol/L莫能星渊mo-

nensin,Sigma)刺激细胞 37益4 h曰离心袁弃上清曰以含
0.5%渊皂/灾冤牛血清白蛋白渊BSA冤的 PBS 洗涤 1次袁
离心袁去上清曰以固定液处理细胞样品袁10min袁渗透
液处理细胞样品袁10 min,避光冰浴曰加入 IFN-酌mAb

(PE)尧IL-4 mAb (FITC)及 TGF-茁mAb(PE)[Pharmin-

gen Reagent,USA]4益避光袁45min袁以含 0.5%渊皂/灾冤
BSAPBS 洗涤 1次袁离心袁去上清袁加 500滋l PBS 混

匀细胞袁作流式细胞检测袁所有克隆均同步设一未加
刺激剂的细胞样品作为对照遥

2 结果

2.1 HBcAg特异性 T细胞克隆的表型分析

对来源于肝组织的 40株 T细胞克隆进行表型

分析袁其中 37株为 CD4+表型袁3株为 CD8+表型遥对
2例患者外周血及肝组织 CD4+表型的 T细胞克隆细
胞内产生的细胞因子进行分析袁结果如图 1所示袁来
源于肝组织的 T 细胞克隆主要以 Th1 渊55.6%袁
63.2%冤为主袁而来源于外周血的 T细胞克隆主要以

Th0渊50%袁58.8%冤为主袁并与HBeAg是否阳性无关遥
在肝组织及外周血占主导地位的 Th 细胞极化群的

不同袁较高比例的 Th1细胞在肝组织炎症局部的聚

集袁提示 Th1细胞可能参与HBV对肝细胞的免疫损

伤过程遥
2.2 特异性淋巴细胞增殖试验

克隆化培养后袁对来源于外周血尧肝组织的 T细胞

克隆各随机取10株克隆渊共 40株冤袁分别进行HBsAg尧
HBcAg特异性 T 细胞克隆淋巴细胞增殖试验遥结果
表明袁仅 6株克隆呈现明显的HBcAg特异性淋巴细

胞增殖反应袁所有克隆对HBsAg均未见特异性淋巴

细胞增殖反应遥

3 讨论

过去一直认为在 CHB持续性肝损伤过程中袁被
激活的 CD4原CD8+亚群及介导的细胞毒活性十分重

要咱4~6暂遥但 Lohr等咱7暂的研究证实袁在 CHB患者肝组织

中针对 HBcAg和HBsAg特异性的细胞毒性 T淋巴

细胞渊CTL冤并不常见袁因此假设在炎症部位 CTL的

激活需要细胞因子的介导遥目前认为 Th细胞除了其

免疫调节功能外袁尚具有效应功能遥Nishimura等咱1暂将
卵清蛋白渊OVA冤脂质体直接注入小鼠的肝脏袁过继
转移 OVA特异性的 Th1细胞袁建立了急性肝损伤的
小鼠模型袁发现血清转氨酶的升高与血清 IFN-酌的升
高相平行曰而过继转移 OVA特异性的 Th2细胞袁可
发现血清 IL-4水平升高袁但并未导致肝脏损伤袁结果
证实 Th1细胞是急性肝损伤中最主要的效应细胞遥
Marinos等咱8暂也证实 CHB针对 HBcAg的 Th 细胞应

答的诱导袁是宿主针对 HBV免疫反应的主要因素遥
我们对用 r HBcAg刺激 CHB患者肝组织浸润的淋

巴细胞在获得的 40株 HBcAg特异性 T细胞克隆作

的表型分析结果表明袁CD4+CD8原表型占 92.5%袁CD4原

CD8+表型占 7.5%遥提示HBcAg是 CHB中激活 Th

细胞袁引起局部免疫反应的重要抗原之一遥对两名患
者外周血及肝组织获得的 Th细胞克隆进行 HBcAg

特异性淋巴细胞增殖试验袁大多数 Th细胞克隆并未

发现有明显的特异性增殖反应袁仅 15%的 Th细胞克
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成功抢救海洛因中毒性脑病 1例
陈业民 1袁陈爱华 2袁李公信 2袁傅向阳 2渊1西藏军区 56108部队袁西藏 拉萨 850000曰2第一军医大学珠江医院心内
科袁广东广州 510515冤

关键词院海洛因曰中毒性脑病曰球麻痹曰纳洛酮
中图分类号院R749.61 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2001)09-0678-01

1 临床资料
患者袁男性袁38岁袁因吸食野白粉冶10余年袁语言欠清晰15

d袁加重伴昏迷 7 d入院遥近 2年来时感乏力等不适袁未予特殊
处理遥7 d前出现持续昏迷袁当地医院治疗效果不佳转入我院遥
入院查体院体温 36.8益袁脉搏 85 次 /min袁呼吸 18次 / min袁血
压 16.7/10.7kpa袁意识不清袁双侧瞳孔等大等圆约 1.0 mm袁光
反射迟钝袁四肢少动袁右侧肢体肌力 0 级袁腱反射消失袁病理征
渊原冤遥头颅MRI示院双侧枕叶尧内囊后肢尧小脑半球及脑干多发
低密度灶袁双侧对称袁以髓质改变为主遥脑电图检查示广泛中
度异常脑电图遥其它检查未见异常遥结合患者病史特点尧临床
表现及相关检查袁临床诊断院海洛因中毒性脑病曰深昏迷曰右侧
肢体偏瘫遥入院后即给予大剂量纳洛酮渊4 m g , 2次 /d冤尧大剂量
激素渊强的松龙冤尧醒脑和保护脑细胞渊克脑迷尧醒脑静尧脑复康
及胞二磷胆碱冤尧脱水等治疗袁之后给予康复尧高压氧尧防治感
染尧鼻饲渊6 0 d冤等营养支持治疗袁患者于入院后第 10天渐苏

醒袁呼之能应袁能配合医护人员做点头尧摇头等动作袁但仍有饮
水呛咳尧流涎渊球麻痹冤等症状遥2 3 d后左上肢能自主活动袁之
后在家属帮助下能下床活动袁语言功能逐渐恢复袁但吐词欠
清袁咳嗽无力袁易呛咳遥6 0 d后袁患者球麻痹症状好转袁进食尧饮

水无呛咳袁意识完全恢复袁并能书写姓名尧回忆往事袁且表情丰
富遥住院 6 5 d治愈出院遥

2 讨论
海洛因中毒致急性水肿尧昏迷等在临床上多有报道袁但因

海洛因中毒性脑病致昏迷 1 5 d尧球麻痹 6 0 d尧肢体瘫痪并抢救
成功则较少见遥海洛因为二乙酰吗啡袁效力约为吗啡的 2倍袁
进入人体后与阿片受体结合而产生毒性作用遥过量吗啡致脑
细胞线粒体变性尧坏死尧水肿袁使中枢神经受到抑制袁严重者可
引起脑组织损伤尧昏迷尧呼吸循环系统功能衰竭遥抢救此类病
人有以下几点经验院渊1冤海洛因中毒性脑病病人袁大剂量纳洛
酮治疗是关键遥纳洛酮是内源性阿片受体拮抗剂袁通过阻断内
源性阿片样物质迅速逆转海洛因中毒所引起的生理功能失

调遥渊2冤激素应用对此类病人尤为重要遥激素可稳定细胞溶酶
体袁降低细胞膜的通透性袁减轻脑细胞水肿袁提高中枢神经系
统兴奋性袁促进脑细胞功能恢复遥但由于病人球麻痹症状明
显袁进食尧饮水易呛咳袁且咳嗽无力袁加之长时间卧床袁故易出
现肺部感染袁所以激素的应用应非常谨慎遥在有效抗感染及良
好护理的基础上袁我们采用了激素冲击疗法遥激素使用 1 5 d

后袁病人恢复明显加速遥渊3冤营养尧保护脑细胞治疗是救治此类
病人的重要手段遥渊4冤高压氧治疗对海洛因中毒性脑病的恢复
也非常重要遥改善全身供氧袁尤其是脑供氧袁有利于脑组织康
复袁减少后遗症遥渊5冤理疗有助于病人肢体功能的早日恢复遥
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隆呈现明显的 HBcAg特异性增殖反应遥这一结果与
CHB患者细胞免疫水平的低下相吻合遥T细胞克隆

方法的建立袁将为进一步研究 CHB的免疫发病机制

创造条件遥
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