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肝脏间质树突状细胞在多器官功能障碍综合征 

中的变化与意义 

王宏伟 陆江阳 王晓虹 田光 杨毅 李玲 

【摘要】 目的 探讨肝脏间质树突状细胞在多器官功能障碍综合征(MODS)免疫紊乱机制中的影响与 

作用 。方法 150只 C57BL／6小 鼠经腹腔注射酵母多糖复制 MODS模型 ，随机分为正常对照组和致伤后 3～ 

6 h、12～48 h、5～7 d及 1O～ 12 d组 。观察各 组小 鼠肝脏 间质树 突状细 胞的形 态学 变化及其 表面标 记物 

CD11c、CD2O5、CD8O和 I—A 的表达水平 ；用流式细胞术检测各组外周血 CD4 与 CD8 的 T细胞数量及 

CD4 ／CD8 比值。结果 急性损伤期(12～48 h)肝脏间质树突状细胞大量增生，CD1lc、CD205、CD80和 

I—A 表达均较正常对照组显著上升(P均<O．01)，外周血 T细胞 CD4 ／CD8 比值则明显下降(P<O．01)； 

功能衰竭期(1O～12 d)肝脏间质树突状细胞继续增生，但 CD205、CD80和 I—A 表达较急性损伤期显著减少 

(P<O．05或 P<0．01)，外周血 T细胞CD4一／CD8 比值下降至最低。结论 肝脏间质树突状细胞参与并影 

响了MODS中肝脏局部与全身免疫失衡及免疫抑制过程。 
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[Abstract】 Objective To explore the role of 1iver interstitia1 dendritic cells in immunodissonance 

mechanism in multiple organ dysfunction syndrome(MODS)．M ethods The mode1 of MODS was replicated 

by intraperitonea1 zymosan injection in C57BL／6 mice．One hundred and fifty mice were randomly divided into 

groups of norma1。3—6 hours，12—48 hours，5—7 days and 1O一12 days after zymosan injection． 

Morphological changes in 1iver interstitia1 dendritic cells were observed with light and transmission electron 

microscope．Specific surface markers CD205 and CD1 lc，costimulatory molecules CD80 and I—A ，CD4 ， 

CD8 T lymphocyte subgroups and ratio of CD4 ／CD8 in peripheral blood were detected by 

immunohistochemistry and flow cytometry． Results In early stage of the challenge，1iver interstitia1 

dendritic cells showed 3 proliferation expressing markers CD80 and I—A in 3 1ow 1eve1． The ratio of 

CD4 ／CD8 declined in peripheral blood．In acute stage (12—48 hours)，interstitia1 dendritic cells had 3 

continuous proliferation with high expression of CD1 lc，CD205，CD80 and I—A (al1 P< O．O1)and the ratio 

of CD4 ／CD8 also declined markedly in peripheral blood as compared with the normal group(P<O．O1)．In 

function failure stage (10—12 days)，interstitia1 dendritic cells further proliferated，but the expression of 

CD2O5．CD8O and I—A declined to 3 very Iow IeveI，with comparison to that in acute stage (P< 0．05 or 

P< O．O1)，and the ratio of CD4 ／CD8 declined remarkably in peripheral blood． Conclusion Liver 

interstitia1 dendritic cells participated and influenced the course of dysfunction and suppression of immunity in 

M()DS． 

【Key words] multiple organs dysfunction syndrome； interstitial dendritic cells； T cell subset； 

CD2O5； CD11c； I—A 

近年来，关于多器官功能障碍综合征(MODS) 

发病机制的大量研究发现，机体免疫系统的功能紊 

乱在MODS的发病过程中具有举足轻重的地位。树 

突状细胞(DC)作为功能最强大的专职性抗原呈递 
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细胞和免疫辅助细胞 ，在 MODS的免疫失衡中发挥 

着关键性作用。我们以往的研究表明，胸腺和脾脏中 

的DC参与了MODS免疫损伤的启动机制，是引发 

MODS免疫抑制的重要免疫细胞学因素之一 。 。 

而关于 MODS脏器免疫微环境 中间质 DC的相关 

研究在国内外未见详尽报道，本研究拟运用小鼠 

MODS模型，探讨肝脏间质 DC在肝脏损伤及免疫 

紊乱机制中的变化与作用，为 MODS发病机制与防 

治研究提供新的依据。 
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1 材料与方法 

1．1 实验动物与模型：雄性 C57BL／6小鼠150只， 

6～8周龄，体重 18～22 g，购白军事医学科学院实 

验动物中心。参照文献[4]方法腹腔注射酵母多糖复 

制MODS模型。按随机数字表法将小鼠分为正常对 

照组和酵母多糖致伤后 3～6 h、12~48 h、5～7 d及 

10~12 d组。正常对照组小鼠腹腔注射等量生理盐 

水。每组、每时间点有效检测和活杀取材的小鼠均为 

10只 。 

1．2 光镜与透射电镜观察：取各组小鼠部分肝脏， 

用体积分数为 10 的中性甲醛溶液固定 12 h，常规 

包埋、切片及苏木素一伊红(HE)染色；部分新鲜肝脏 

切成直径1 mm大小的组织块，立即置于体积分数为 

3 的戊二醛溶液中预固定 24 h，Os0 后固定 2 h， 

梯度乙醇及丙酮脱水，EPON812包埋，超薄切片，醋 

酸铀一枸橼酸铅双染色，JEM 一1200透射电镜观察。 

1．3 免疫荧光与免疫组化标记：新鲜取材的肝脏立 

即用 冰冻组织包 埋剂包埋 ，恒冷 切片机 切成厚 度 

5,um切片，粘于防脱胶片上，室温干燥 30 min。4 C 

下丙酮固定 10 min，磷酸盐缓冲液(PBS)浸洗，体积 

分数为 5 的牛血清白蛋白(BSA)封闭。免疫荧光 

标记：滴加藻红蛋白(PE)标记的美国仓 鼠抗小 鼠 

CDIIc荧光抗体(1：100，美国 Biolengend公司)， 

室温避光孵育 6O min，PBS浸洗，甘油／PBS封片， 

立即在荧光显微镜下观察。免疫组化标记：滴加一 

抗 ，大鼠抗小 鼠 CD205(1：25，英 国 Serotec公司)， 

兔抗小 鼠CD80(1：200，武汉博士德公 司)，小 鼠抗 

小鼠I—A (1：50，英国Serotec公司)，4 C过夜孵 

育，相应加入与一抗作用的酶标或生物素标记的二 

抗(1：100)，室温孵育 6O min，3，3L二氨基联苯胺 

(DAB)显色，苏木素核复染、脱水、透明及封片。 

1．4 外周血 T细胞 CD4 与 CD8 亚群的流式细胞 

术检测：摘除小鼠眼球取血 100 l，加入适量肝素抗 

凝．力Ⅱ入异硫氰酸荧光素(FITC)标记的CD4和 PE 

标记的CD8抗体；混匀，室温避光孵育 30 min；加入 

2 ml的红细胞裂解液 ，样品颠倒 4次；室温避光孵 

育 8 min；离心、洗涤后，应用射门法在BD流式细胞 

仪上观察 CD4与 CD8标记的阳性细胞数，并计算 

CD4 与CD8 的T细胞比值。 

1．5 计数与统计学分析：在免疫组化或免疫荧光标 

记切片上每张随机选取 10个高倍视野(400倍)，计 

数所有染色阳性细胞和细胞总数，并计算阳性细胞 

率(阳性细胞率一阳性细胞数／细胞总数×100 )。 

数据以均数±标准差( ±s)表示，采用统计软件 

Stata7．0进行单 因素方差分析及组 问成对 检验 ， 

P<0．05为差异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 肝脏及其问质DC的病理学变化：正常对照组 

小鼠肝脏问质 DC表面有许多长短不等的突起，胞 

质内有少量糖原颗粒，未见溶酶体及吞噬颗粒(彩色 

插页图 1A)；致伤后 12～48 h组肝细胞出现空泡变 

性 ，局部胞质出现嗜酸性变及点状坏死，汇管区慢性 

炎性细胞浸润，中央静脉与汇管区周围 DC数量增 

加，细胞突起明显增多，胞质内糖原颗粒聚集(彩色 

插 页图 1B)；致伤后 5～7 d组肝脏 出现慢性 肉芽肿 

性炎症，伴有 DC浸润；致伤后 10～12 d组肝脏血 

管及坏死灶周围DC数量继续增多，但胞质突起减 

少或消失，胞质电子密度增高，呈凋亡改变，周围分 

布较 多变性、凋亡的淋 巴细胞 (彩色插页图 1C)，肝 

实质内较多小片状坏死灶形成，其中可见胞质淡染 

的 DC浸润(彩色插页图 2)。 

2．2 肝 脏间质 DC的 CD11c与 CD205标记结果 

(表 1)：正常对照组小 鼠肝脏 CDIIc标记 DC呈亮 

红色荧光，数量较少，约占总细胞数的 0．699 ，主 

要分布在汇管区及中央静脉周围问质中，而肝窦内 

少有分布(彩色插页 图 3A)；CD205标记的 DC胞膜 

和胞质着棕黄色，约占总细胞数的 0．170 ，CD205 

与CDIIc标记的DC数量比值约为 1：4。致伤后各 

组CDllc标记的 DC数量均明显增加，与正常对照 

组 比较差异均有统计学意义 (P均G0．01)。其中， 

12～48 h组 CDIIc标记 的 DC突起 明显增多(彩色 

插页图 3B)；10～12 d组 CDIIc标记的 DC数量达 

到最高值，但细胞相互重叠，突起变短、消失，呈凋亡 

改变(彩色插页图 3C)。CD205标记的 DC数量在致 

伤早期 3～6 h组与正常对照组比较差异无统计学 

意义(P>0．05)；而12~48 h组显著增高(彩色插页 

图 4A)，与正常对照组比较差异有统计学意义(PG 

0．01)，CD205与 CD1lc标记的DC数量比值明显 

升高至1：1左右；10～12 d组CD205阳性细胞数大 

幅下降(彩色插页图4B)，CD205与 CD1lc比值明 

显下降至 1：3。 

2．3 肝脏问质 DC的 CDS0和 I—A 标记 (表 1)： 

致伤后 12~48 h组 CDS0和 I—A 标记的 DC数量 

显著升高，主要分布于汇管区周围问质及肝窦内 

(彩色插页图 5A，图6A)，与正常对照组比较差异均 

有统计学意义(P均G0．01)；CD80和 I—A 标记的 

DC数量在 10～12 d组较 12～48 h组明显下降 

(P均G0．01，彩色插页图5B，图6B)，集中分布在 
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表 1 各组肝脏 间质 DC的 CDllc、CD205、CD80和 I—A 标 记结果( ±s，n一10) 

Table 1 Results of CD11c，CD205，CD80 and I—A labeling interstitial DCs in liver(x+
_ s，n一 10) 

注：与正常对照组比较： P<0．05，一 P<0．01；与致伤后 1o～12 d组比较： P<0．05， P<O．Ol 

肝内坏死灶周围。 

2．4 外周血T细胞亚群的标记结果(表 2)：致伤后 

3～6 h组 CD4 T细胞含量下降，CD8 T细胞含量 

增加，CD4 ／CD8 比值降低，与正常对照组比较差 

异 均 有统计学 意义 (P<0．05或 P<0．01)；12～ 

48 h组CD4 T细胞继续下降至最低点，CD8 T细 

胞含量也有所减少，CD4 ／CD8 比值降低，与正常 

对 照组 比较差异 有统计学 意 义 (P<0．01)；10～ 

12 d组 CD4 T细胞数 目于 5～7 d升高后再度减 

少，而 CD8 T细胞数 目明显增高，CD41。／CD81。比 

值倒置，与正常对照组比较差异均有统计学意义 

(P均<0．O1)。 

表 2 各组外周血 T细胞亚群的变化( ± ，n一10) 

Table 2 Changes of T lymphocyte subgroups in 

peripheral blood( ±S，n一10) 

注 ：与正常对照组 比较： P<O．05，一 P<O．01 

3 讨 论 

肝功能衰竭是MODS的组成部分之一，它一般 

在肺、肾功能衰竭发生后出现 ，可以加速肺脏和肾脏 

等器官的损伤和功能障碍，从而影响整个机体的新 

陈代谢，增加 MODS的救治难度和病死率。MODS 

肝脏损伤机制目前尚不完全清楚，除了血流动力学 

障碍和炎症介 质过度释放外 ，肝脏 免疫微环 境 中 

DC抗原呈递及免疫调节功能的异常可能在肝脏损 

伤中扮演着重要角色。DC广泛分布在机体组织器 

官中，其中分布于非淋巴组织中的DC被称作问质 

DC㈦。问质DC是肝脏免疫微环境的重要组成部分 

之一，在免疫监视及免疫调节中发挥重要作用。我们 

在研究中应用 CD1lc和 CD205作为间质 DC的标 

记物，CD1lc是目前广泛应用的DC特异性标记物， 

DC前体、未成熟及成熟 DC均有表达 。CD205 

(DEC205)是一种具有介导抗原呈递功能的凝集素， 

只表达于成熟、活化的问质 DC。呻 。共刺激分子 

CD80表达于成熟活化的DC表面，是DC呈递抗原 

及诱导免疫反应的重要协同刺激因子 。主要组织 

相容性抗原 I—A 是小鼠成熟活化 DC表达的另一 

种表面分子，它可与抗原肽组成抗原呈递功能单位， 

其表达水平可间接反映问质 DC抗原呈递能力 。 

本研究应用 的小 鼠 MODS模型 是 由酵母多糖 

阶段性释放引起的腹腔无菌性炎症，诱导失控性全 

身炎症反应综合征(SIRS)及 MODS的发生，实验 

鼠先后经历了急性损伤期和功能衰竭期的“双相打 

击”，与临床 MODS患者的病情变化规律及病程特 

点相似 。通过实验结果表明：来自于血液的DC前 

体进入肝脏后定居在血管旁问质中，大多数处于非 

成熟状态。酵母多糖致伤早期(3～6 h)，实验鼠在酵 

母多糖的强烈刺激与低血容量性休克打击下，外周 

血中 DC前体经过血液循环向肝脏内迁移 ，导致 DC 

数量增加，少部分接受抗原刺激，分化成熟的DC发 

挥了抗原呈递及诱导免疫反应的功能，表明此时肝 

脏已经开始启动免疫应答反应。急性损伤期(12～ 

48 h)，腹腔内大剂量酵母多糖激发全身炎症反应 ， 

造成对实验鼠的“第一次打击”。肝脏免疫微环境 中 

的问质 DC大量增生并不断分化、成熟，高表达 

CD205、CD80和 I—A ，大量活化的问质 DC呈递抗 

原，诱导 T细胞产生特异性免疫应答反应，抵制持 

续致病因子的侵袭，此时 的免疫亢进状态也引发了 

脏器局部 的过度炎症反应 ，肝脏组织结构及 DC所 

处的免疫微环境受到损伤，肝功能出现障碍。DC的 

过度增生可能也是诱导大量淋巴细胞凋亡，外周血 

T细胞亚群 CD4 ／CD8 比值显著降低，全身免疫 

功能低下的重要原因。缓解期(5～7 d)，小鼠腹腔中 

酵母多糖被网膜组织临时包裹隔离，外界致炎因子 

爆发性释放引发的过度炎症刺激停止，间质 DC仍 

然处于增生状态，但活性较急性损伤期明显下降，其 

诱导的急性免疫反应减弱。功能衰竭期(10～12 d)， 

酵母多糖的再次释放对实验鼠造成“第二次打击”， 
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肝脏实质细胞坏死，功能出现衰竭。虽然间质DC数 

量达到最高值，但多数已经发生凋亡，不能有效地发 

挥抗原呈递功能，因此也丧失 了诱导 T细胞产生免 

疫反应的能力 。DC的大量无功能增 生也进一步诱 

导了外周血 T细胞的凋亡，使 CD4 ／CD8 比值倒 

置，血循环中免疫细胞处于耗竭状态，细胞免疫水平 

严重下降，而进入免疫抑制状态。̈ 。 

综上所述，在小鼠MODS模型各时期肝脏间质 

DC数量和活性的变化与肝脏病变及全身免疫状态 

存在着密切关 系，以 DC为主的肝脏免疫微环境结 

构和功能变化影响并参与了肝脏局部及全身的免疫 

失衡与免疫抑制过程，是导致 MODS发生发展的重 

要免疫学因素之一。 
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内毒素休克时肠内预处理能增加亚铁血红素加氧酶一1减轻炎症反应的作用 

缺血／再灌注引起的肠黏膜损伤能导致全身炎症反应和多器官功能衰竭。肠内预处理(Pc)通常被作为一种保护肠局部炎 

症 和缺血性损伤的方法。最近法国学者发表了有关 PC对脂多糖 (LPS)引起的肠道和全身炎症及肠内血红素加氧酶一1 

(HO一1)表达影响的研究报告。他们给鼠静脉注射 LPS(10 mg／kg)制备内毒素休克模型，并在补液前预先进行 PC，即缺血 

1 min后再灌注 4 min，24 h内进行 4次循环。结果显示，PC能显著减少补液量和肠内乳酸盐产物，减轻肠损伤和肺水肿。给予 

PC后可以使肠道和肺细胞间黏附分子(ICAM)及肿瘤坏死因子(TNF)的 mRNA表达均明显降低；而锌原卟啉(Zn—PP)和特 

异性 HO一1活性抑制剂可以明显抑制这种作用。研究者观察到肠内 PC能选择性增加肠 HO一1 mRNA表达，而不能选择性 

增加肺 HO一1 mRNA表达。研究者认为，PC可通过增加 HO一1表达来减轻 LPS诱发的炎症反应和器官损伤。 

杜颖，编译自《Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol》，2007一O9—06(电子版)；胡森，审校 

失血性休克和复苏早期器官特异性内皮细胞的激活作用 

中性粒细胞活化后与内皮细胞间的相互作用是引起组织损伤和多器官功能障碍综合征(MODS)的机制之一。在失血性休 

克(HS)时，根据内皮细胞的本身特征和分子基础尽早给予治疗干预，将有助于识别新的标志物。荷兰研究者在小鼠HS模型 

中验证了内皮细胞活化具有器官特异性。他们采用麻醉雄性小鼠制备 HS模型，使其平均动脉压(MAP)维持在 3O ITIITI Hg 

(1 ITIITI Hg一0．133 kPa)，于休克 90 min后给予体积分数为 6 的 706代血浆复苏 ；并设单纯休克和假手术组小鼠作为对照。 

分别在休克后15、3O、60和90 min处死小鼠，通过定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测肾、肝、肺、脑和心肌组织中的炎 

性内皮细胞激活物(P一选择蛋白、E一选择蛋白、血管内皮黏附分子一1和细胞间黏附分子一1)基因和缺氧敏感基因(血管内皮 

生长因子和缺氧诱导因子一a)的表达水平，并用免疫组化分析方法验证了这些炎症因子mRNA和蛋白水平的表达增加和定 

位是有选择性的，其稳定内皮细胞内环境和完整性的功能并未受休克的影响。炎症因子的诱导作用在休克早期和复苏前就已 

经发生，与被诱导的缺氧敏感因子的变化时间并不一致。研究者认为 ，HS早期器官特异性的内皮细胞炎症基因表达显著增 

加，提示 HS对器官特异性的内皮细胞活化具有显著效应。 

杜颖 ，编译 自((Shock》，2007—08—16(电子版 )；胡森 ，审校 
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肝脏间质树突状细胞在多器官功能障碍综合征中的变化与意义 

A：正常对照组(×6 ooo)；B：致伤后1 2-48 h组(×6 ooo)；C：致伤后1 0～1 2 d组(×5 000)；箭头示DC 

图1 各组小鼠肝脏间质DC电镜超微结构(醋酸铀一枸橼酸铅双染) 
Figu re 1 Ultrastructu re of inte rstitial DC in mice live r of different g roups 

(u ranylacetate and lead citrate double staining) 

(正文见596页 ) 

图2 致伤后10～12 d组小鼠肝脏中 

坏死灶伴DC浸润(HE，X 400) 
Figu re 2 Necrosis with DC infiltrating in 

micelive rof10—12 days g roup(HE，X400) 

A：正常对照组；B：致伤后1 2～48 h组i c：致 伤后10～12 d组 

图3 各组小鼠肝脏间质DC的CD1 1c免疫荧光标-J~(PE，X400) 

Figu re 3 CD1 1 C immunofluo rescence labeling inte rstitial DC in mice live r of diffe rent groups(PE，X 400) 
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A：致伤后12～48 h组；B：致伤后10～12 d组 

图4 各组小鼠肝脏间质DC的CD205标记 

(免疫组化，x 400) 
Figure 4 CD205 IHC labeling interstitial DC 

in mice Iiver of different gm ups 

(immunohistochemistry，X 400) 

A：致伤后12～48 h组 ；B：致伤后10～1 2 d组 

图5 各组小鼠肝脏间质DC的CD80标记 

(免疫组化，x 4001 
Figu re 5 CD80 IHC labeling inte rstitial DC 

in mice live r of different g roups 

(immunohistochemistry，X 400) 

A：致伤后1 2～48 h组 ；B：致伤后10～1 2 d组 

图6 各组小鼠肝脏间质DC的I—A0标记 

(免疫组化，X 400) 
Figu re 6 I—A0 IHC labeling inte rstitiaI DC 

in m ice Iiver of diffe rent groups 

(immunohistochemistry，×400) 
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