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·论著·

连续性肾替代治疗对脓毒症患者犆犇８＋犜淋巴细胞功能的影响
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［摘　要］　目的　了解脓毒症患者经连续性肾脏替代治疗（ＣＲＲＴ）后外周血ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞数量变化以及对免

疫功能的影响。方法　收集２０１５年１０月—２０１６年８月入住某院急诊科的脓毒症住院患者的一般资料，并采集经

单次ＣＲＲＴ前后脓毒症患者外周血，分别检测总ＣＤ８＋Ｔ细胞的数量、分泌干扰素γ（ＩＦＮγ）的ＣＤ８＋Ｔ细胞数、

ＣＤ８＋Ｔ细胞产生抑制性分子水平、共刺激性分子水平以及分泌ＩＦＮγ、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）水平。结果　共

有３７例脓毒症住院患者，所有患者均为革兰阴性（Ｇ－）菌感染，感染的细菌种类为肺炎克雷伯菌（２２株）、鲍曼不动

杆菌（１１株）、阴沟肠杆菌（３株）。脓毒症患者经ＣＲＲＴ后体温、心率、白细胞计数、尿素氮、血肌酐水平较治疗前下

降（均犘＜０．０５）。经ＣＲＲＴ后脓毒症患者总ＣＤ８＋Ｔ细胞数量较治疗前无明显变化（犘＞０．０５），但分泌ＩＦＮγ的

ＣＤ８＋Ｔ细胞的数量较治疗前升高（犘＜０．０５）。同时，经ＣＲＲＴ后ＣＤ８＋Ｔ细胞产生抑制性分子细胞毒Ｔ淋巴细胞

相关抗原４（ＣＴＬＡ４）、程序性死亡受体１（ＰＤ１）、含Ｔ细胞免疫球蛋白及黏蛋白结构域的分子３（ＴＩＭ３）的水平均

较治疗前降低（均 犘＜０．０５），而产生共刺激分子 ＣＤ２８、分泌ＩＦＮγ的水平较治疗前升高（均 犘＜０．０５）。

结论　ＣＲＲＴ不但有效改善脓毒症患者的生命体征和肾功能，还可增强ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫功能。

［关　键　词］　脓毒症；连续性肾脏替代治疗；ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞；免疫调节
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　　脓毒症是重症患者死亡的主要原因之一，脓毒

症和脓毒性休克导致的病死率分别高达５０％和

６８％
［１］。脓毒症初期，在细菌内毒素等物质的诱导

下，机体分泌大量炎症介质，导致脓毒症患者体内存

在强烈的免疫炎症应答。随着疾病的持续进展，机

体出现免疫平衡紊乱和特异性免疫功能失调，使机

体难以清除感染［２］，故脓毒症患者存在着不同程度

的细胞免疫功能紊乱或损害。目前国内外对脓毒症

免疫障碍机制的研究越来越关注，尤其是经临床治

疗后，机体的免疫状态与脓毒症的发生、发展以及预

后有着密切关联。近年来，连续性肾脏替代治疗

（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｒｅｎａｌｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＣＲＲＴ）在

非肾脏病领域的优势得以凸显，传统抗感染等集束

化治疗联合ＣＲＲＴ能降低脓毒症患者的炎症反应，

并调节机体的免疫应答［３］。ＣＲＲＴ主要通过连续清

除血液循环中的毒素、中小分子物质、致病介质来维

持人体内环境稳定，具有清除率高、血流动力学稳定

等优点。既往研究［４］已发现ＣＤ８＋Ｔ细胞参与脓毒

症疾病的主要过程，而ＣＲＲＴ对脓毒症患者总Ｔ细

胞数量、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比例等无明显影响，但

对脓毒症患者ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的免疫功能影响尚

不明确［５］。故本研究通过观察脓毒症患者ＣＤ８＋Ｔ

淋巴细胞的免疫功能变化，探究ＣＲＲＴ对脓毒症患

者ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫功能的影响。

１　资料与方法

１．１　资料来源　收集２０１５年１０月—２０１６年８月

入住某院急诊科的脓毒症住院患者的病历资料。脓

毒症的诊断依据２０１６年颁布的Ｓｅｐｓｉｓ３．０脓毒症

诊断标准［６］；排除标准：既往存在慢性肾衰竭，需规

律行透析的患者；接受过心、肾或肝移植术的患者；

合并自身免疫性疾病的患者；合并严重基础疾病

（如：恶性肿瘤终末期）的患者。本研究已取得患者

及家属的知情同意，并签署知情同意书，研究方案经

该院伦理委员会审批通过，符合伦理学标准。

１．２　仪器与试剂　淋巴细胞分离液、ＬＰＳ试剂均

为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。人ＣＤ８
＋Ｔ细胞分离液试

剂盒为德国美天旎公司产品。干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ

γ，ＩＦＮγ）酶联免疫斑点检测（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍ

ｍｕｎｏｓｐｏｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＰＯＴ）试剂盒、抗ＣＤ３ＦＩＴＣ

和抗ＣＤ８ＡＰＣ均为美国ＢＤ公司产品。Ｔｒｉｚｏｌ试

剂为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。反转录ＰＣＲ试剂

盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ、实时定量ＰＣＲ试剂

盒ＳＴＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ均为ＴａＫａＲａ公司产品。

ＩＦＮγ和肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，

ＴＮＦα）酶联免疫吸附检测（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒为武汉华美公司

产品。Ｔｒｕｃｏｕｎｔ绝对计数管、ＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８荧光

标记单克隆抗体、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪均为美

国ＢＤ公司产品。磁力分离架为德国美天旎公司产

品。ＥＬＩＳＰＯＴ读板仪为德国ＡＩＤ公司产品。实时

定量ＰＣＲ分析仪为美国ＡＢＩ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　治疗方法　根据《中国严重脓毒症／脓毒性

休克治疗指南（２０１４）》
［７］的推荐意见，所有脓毒症患

者均给予抗感染、针对原发病的对症支持治疗、机械

通气、预防深静脉血栓等集束化治疗，同时所有脓毒

症患者均在发病７ｄ内行单次床旁ＣＲＲＴ，治疗模

式均为连续性静脉－静脉血液滤过（ＣＶＶＨＦ），血

流量为１８０ｍＬ／ｍｉｎ，置换液量为４Ｌ／ｈ，持续透析

２４ｈ。滤器包括聚砜膜和 ＡＶ６９膜，血管通路均为

股静脉置管，置换液为碳酸氢盐置换液，抗凝方式包

括枸橼酸和低分子肝素抗凝。

１．３．２　研究方法

１．３．２．１　外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）的分离　分

别于ＣＲＲＴ前后采集脓毒血症患者ＥＤＴＡ抗凝外

周血１０ｍＬ，使用密度梯度离心法分离 ＰＢＭＣｓ

（１０７ 个／ｍＬ），于３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下，用含１０％

胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基进行培养。

１．３．２．２　ＣＤ８
＋Ｔ淋巴细胞的纯化与计数　应用磁

珠分离法纯化ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞：取１０７ 个ＰＢＭＣｓ，

离心后应用４０μＬ缓冲液重悬细胞，加入１０μＬ生

物素标记的抗体鸡尾酒，混匀后于４℃静置孵育

５ｍｉｎ，加入３０μＬ缓冲液和２０μＬＣＤ８
＋Ｔ细胞免

疫磁珠鸡尾酒，混匀后于４℃静置孵育１０ｍｉｎ，将细

胞悬液加入分离柱中，收集流出液，其中含有未被标

记的富集的ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞。应用流式细胞术检
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测ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞计数：向ＴｒｕＣＯＵＮＴ绝对计数

管中准确加入２０μＬＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８荧光标记单克

隆抗体和５０μＬ抗凝全血，４℃避光孵育１５ｍｉｎ后

加入４５０μＬＦＡＣＳ红细胞裂解液，室温避光孵育

４５ｍｉｎ，应用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪检测，Ｍｕｌ

ｔｉＳＥＴ软件分析ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞绝对计数。

１．３．２．３　脂多糖（ＬＰＳ）刺激后分泌ＩＦＮγ的

ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞数　向包被抗ＩＦＮγ单克隆抗体

的９６孔ＰＶＤＦ膜板中加入１００μＬＰＢＭＣｓ（１０
６ 个／

ｍＬ）和ＬＰＳ（１０μｇ／Ｌ），阳性对照组加入ＰＢＭＣｓ和

植物血凝素，阴性对照仅加入ＰＢＭＣｓ，于３７℃、５％

ＣＯ２ 条件下孵育１２ｈ，洗涤后每孔加入１００μＬ生物

素标记的抗ＩＦＮγ单克隆抗体，室温孵育１ｈ，洗涤

后每孔加入１００μＬ碱性磷酸酶标记的链球菌亲和

素，室温避光孵育４５ｍｉｎ，洗涤后加入显色剂反应

１５～２０ｍｉｎ。终止反应后使用ＥＬＩＳＰＯＴ读板仪计

数，以斑点形成细胞数（ｓｐｏｔｆｏｒｍｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＳＦＣ）／

１０６ＰＢＭＣｓ为单位计数产生ＩＦＮγ的ＣＤ８
＋Ｔ淋巴

细胞。

１．３．２．４　检测ＣＤ８
＋Ｔ细胞中细胞毒Ｔ淋巴细胞

相关抗原４（ＣＴＬＡ４）、程序性死亡受体１（ＰＤ１）、Ｔ

细胞免疫球蛋白及黏蛋白结构域的分子３（ＴＩＭ

３）、ＣＤ２８、ＩＦＮγ、ＴＮＦα的表达　应用实时定量

ＰＣＲ检测ＣＤ８＋Ｔ细胞ＣＴＬＡ４、ＰＤ１、含 ＴＩＭ３

和ＣＤ２８的表达：取１０６ 个分离的ＣＤ８＋Ｔ细胞，加

入ＬＰＳ刺激培养６ｈ，收集细胞和培养上清进行后

续实验。将收集的细胞于２ｈ内使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提

取总ＲＮＡ。建立反转录反应体系，反应条件：３７℃

１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。建立ＳＹＢＲ实时定量ＰＣＲ反应

体系，反应条件：预变性（９５℃，３０ｓ）；ＰＣＲ 反应

（９５℃，５ｓ；６０℃，３０ｓ）。应用２－ΔΔＣＴ法对目的片段

的相对表达水平进行分析。引物序列如表１所示。

收集培养上清，应用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测培养上清中

ＩＦＮγ、ＴＮＦα的表达水平。

１．４　统计分析　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，正态

分布计量资料以均数±标准差（狓±狊）表示，治疗前

后均数比较采用配对狋检验；非正态分布计量资料

以中位数 犕（犘２５，犘７５）表示，治疗前后比较采用

Ｗｉｌｃｏｘｏｎ配对检验。以犘≤０．０５为差异具有统计

学意义。

表１　实时定量ＰＣＲ引物序列

犜犪犫犾犲１　ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 引物序列（５’—３’）

ＣＴＬＡ４上游 ＣＣＴＧＧＡＧＡＴＧＣＡＴＡＣＴＣＡＣＡＣＡＣＡ

ＣＴＬＡ４下游 ＧＧＡＴＴＴＣＡＧＣＧＧＣＡＣＡＡＧＧ

ＰＤ１上游 ＧＣＧＴＧＡＣＴＴＣＣＡＣＡＴＧＡＧＣ

ＰＤ１下游 ＧＣＡＧＧＣＴＣＴＣＴＴＴＧＡＴＣＴＧＣ

ＴＩＭ３上游 ＡＡＴＧＡＡＣＴＧＧＧＡＣＣＴＧＣＡＣ

ＴＩＭ３下游 ＣＴＴＴＣＡＣＣＴＣＡＧＣＡＣＣＣＡＧＴ

ＣＤ２８上游 ＴＣＣＡＴＧＴＧＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＡＣＣ

ＣＤ２８下游 ＡＧＣＣＡＧＧＡＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣ

βａｃｔｉｎ上游 ＴＧＧＣＡＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ

βａｃｔｉｎ下游 ＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ

２　结果

２．１　一般资料　２０１５年１０月—２０１６年８月共有

３７例脓毒症住院患者符合入选条件，其中男性２３

例，女性１４例，平均年龄为（４９．８３±１１．５２）岁。引

发脓毒症病因有肺部感染（２２例）、腹腔感染（１０

例）、急性重症胰腺炎（２例）、多发伤（２例）、植入物

感染（１例）。所有患者血培养均为革兰阴性（Ｇ－）

菌，其中感染的细菌种类为肺炎克雷伯菌（２２株）、

鲍曼不动杆菌（１１株）、阴沟肠杆菌（３株）。

２．２　ＣＲＲＴ前后患者一般情况比较　脓毒症患者

接受ＣＲＲＴ后平均动脉压、血红蛋白、血小板计数、

清蛋白、血钾、血钠、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、ＳＯＦＡ评分

较治疗前均无明显变化（均犘＞０．０５）；体温、心率、

白细胞计数、尿素氮、血肌酐水平均较治疗前下降，

差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。见表２。

２．３　ＣＲＲＴ前后总ＣＤ８
＋Ｔ细胞数量和分泌ＩＦＮ

γ的ＣＤ８
＋Ｔ细胞数量　脓毒症患者总ＣＤ８

＋Ｔ细

胞数量在 ＣＲＲＴ 前后无明显变化（犘＞０．０５）；

ＣＲＲＴ后分泌ＩＦＮγ的ＣＤ８
＋Ｔ细胞数量较治疗前

升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表３。

２．４　ＣＲＲＴ 前后 ＣＴＬＡ４、ＰＤ１、ＴＩＭ３、ＣＤ２８、

ＩＦＮγ、ＴＮＦα表达情况　脓毒症患者经ＣＲＲＴ后

ＣＤ８＋Ｔ细胞（受ＬＰＳ刺激后）产生抑制性分子ＣＴ

ＬＡ４、ＰＤ１、ＴＩＭ３ｍＲＮＡ 的水平均较治疗前降

低，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；而产生共刺

激性分子ＣＤ２８ｍＲＮＡ的水平较治疗前升高，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；ＣＲＲＴ后ＣＤ８
＋Ｔ细胞分

泌ＩＦＮγ的水平较治疗前升高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），但分泌ＴＮＦα的水平治疗前后无明显

变化（犘＞０．０５）。见表４。
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表２　ＣＲＲＴ前后脓毒症患者一般情况比较

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｒａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｓｅｐｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＣＲＲＴ

基本信息 治疗前 治疗后 狋／犣 犘

体温（℃） ３９．０３±０．８１ ３７．５８±０．５９ ４．９９８ ０．０１５

心率（次／分） １２２．０１±６．７８ １００．５０±１０．２８ ４．８７９ ０．０１６

平均动脉压（ｍｍＨｇ） ７５．５０±６．４６ ７７．７５±４．０３ １．１９２ ０．３１９

白细胞（×１０９／Ｌ） １９．２１（９．８８，５７．０９） １３．７８（７．２３，３８．０７） －２．１６３ ０．０３３

血红蛋白（ｇ／Ｌ） ９８．８３（６８．９０，１５８．１１） １０２．８２（５９．８４，１４３．３２） －０．９３２ ０．３６７

血小板（×１０９／Ｌ） １０４．３１（２８．０９，２２１．７２） ９６．１２（３７．１０，１９８．３１） －１．３０５ ０．３０６

清蛋白（ｇ／Ｌ） ２８．３１±８．７７ ２９．７１±１０．１０ ０．３３８ ０．７３８

钾（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．２７±０．９１ ４．４１±０．８４ ２．１１９ ０．０８６

钠（ｍｍｏｌ／Ｌ） １３４．２０±７．７４ １３５．６２±８．６１ １．６２１ ０．１１６

尿素氮（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３３７．２０（１０７．１３，６７２．３２） ２０１．２０（７８．９８，４４５．３４） －２．６６４ ０．００７

血肌酐（μｍｍｏｌ／Ｌ） １９．２２（８．７１，２９．０８） １５．０９（７．７５，２０．８７） －２．６６３ ０．００９

ＡＰＡＣＨＥⅡ评分（分） ２０．０１（１３．０３，３１．０１） １９．０２（１２．０３，２８．０２） －０．５８４ ０．５４８

ＳＯＦＡ评分（分） １１．５０（７．０２，１５．０１） １０．０１（６．０１，１５．５０） －０．３０８ ０．７７９

表３　ＣＲＲＴ前后总ＣＤ８
＋Ｔ细胞和分泌ＩＦＮγ的ＣＤ８

＋Ｔ

细胞数量比较

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｏｔａｌＣＤ８
＋ ＴｃｅｌｌｃｏｕｎｔａｎｄＩＦＮγ

ｓｅｃｒｅｔｉｎｇＣＤ８
＋ＴｃｅｌｌｃｏｕｎｔｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＣＲＲＴ

组别
总ＣＤ８＋Ｔ细胞

（个／μＬ）

分泌ＩＦＮγ的ＣＤ８＋Ｔ细胞

（ＳＦＣ／１０６ＰＢＭＣｓ）

治疗前 ４５０．５０±６２．９８ ４０．２５±９．００

治疗后 ４２６．８０±８４．５６ ９１．２５±２１．５８

狋 ０．４３４ ３．５８４

犘 ０．６９４ ０．０３７

３　讨论

随着对 ＣＲＲＴ 认识的深入和技术的完善，

ＣＲＲＴ在脓毒症治疗中的作用已得到了广泛认可。

ＣＲＲＴ不仅能有效清除脓毒症患者中小分子溶质、

与脓毒症相关的炎症因子、纠正电解质和酸碱平衡

紊乱，而且还可在稳定血流动力学的基础上改善免

疫应答失衡、保护重要脏器功能、维持内环境稳

表４　ＣＲＲＴ前后ＣＤ８
＋Ｔ细胞中抑制性分子、ＣＤ２８ｍＲＮＡ及分泌细胞因子变化

犜犪犫犾犲４　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ＣＤ２８ｍＲＮＡ，ａｎｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎＣＤ８
＋ ＴｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＣＲＲＴ

组别 ＣＴＬＡ４ ＰＤ１ ＴＩＭ３ ＣＤ２８ ＩＦＮγ（ｐｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ）

治疗前 １．０２±０．０４ １．１８±０．１３ １．０７±０．１９ １．０１±０．０５ ２２．６８±６．９６ １７１．１０±５３．６０

治疗后 ０．５９±０．１５ ０．８０±０．０８ ０．５７±０．０９ ３．２６±０．８６ ５０．７６±９．１３ １７１．８０±６１．２２

狋 ５．６３３ ３．９５１ ５．７９４ ５．４５５ ５．７７６ ０．０３１

犘 ０．０１１ ０．０２９ ０．０１ ０．０１２ ０．０１ ０．９７７

态［８９］。因此，无论脓毒症患者是否存在急性肾功能

－损伤，均可在集束化治疗的基础上加用ＣＲＲＴ，最

终降低脓毒症患者病死率。本研究发现脓毒症患者

经ＣＲＲＴ后，白细胞计数、尿素氮、血肌酐较治疗前

改善，提示ＣＲＲＴ对小分子溶质有良好的清除作

用；同时患者体温、心率较治疗前下降，考虑不但与

炎症介质清除有关，还可能与治疗时置换液的温度

导致物理降温有关。患者ＣＲＲＴ前后平均动脉压、

血红蛋白、清蛋白、血钾、血钠均未见明显变化，提示

ＣＲＲＴ具有良好的血流动力学稳定性，且对患者的

营养状态影响不大，进一步证实了ＣＲＲＴ对脓毒症

患者的安全性和有效性［１０］。

既往研究［１１］表明，脓毒症患者通常对由ＣＤ８＋

Ｔ细胞控制的细胞内病原体的“继发性”感染高度敏

感。在外源性致敏源的刺激下，ＣＤ８＋Ｔ细胞通过特

异性识别由 ＭＨＣＩ类分子提呈的内源性抗原肽，

进而杀伤病原体感染的细胞或肿瘤细胞，在感染和

肿瘤免疫中发挥重要作用；ＣＤ８＋Ｔ细胞发挥细胞毒

性作用可通过分泌细胞因子、调控靶细胞坏死和凋

亡等机制实现，同时多种因素可调控ＣＤ８＋Ｔ细胞

免疫功能［１２］。Ｂｕｒｎｎｅｒ等
［１３］研究已证实，在严重脓

毒症发展过程中出现了倾向于Ｔｈ２型的免疫反应，

即Ｔ细胞免疫有向Ｔｈ２方向漂移趋势，明显损害了

机体的细胞免疫功能。由于本研究中ＣＤ８＋Ｔ细胞

免疫功能需要对其进行刺激培养，对脓毒症患者而

言，Ｇ－菌感染占大多数，同时ＬＰＳ作为Ｇ－菌细胞壁

最外层的类脂多糖类物质，虽抗原性较弱，但毒性作

用大致相同，可引起发热、微循环障碍、休克等症状；
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因此，在本研究中选择了Ｇ－菌感染所致的脓毒症

患者作为研究对象，使用ＬＰＳ作为刺激源对脓毒症

患者ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫功能进行分析。本研究发

现，脓毒症患者在ＣＲＲＴ前后总ＣＤ８＋Ｔ细胞的数

量无明显变化，与既往研究［５］结果一致。但在ＬＰＳ

刺激下，无论总ＰＢＭＣｓ中分泌ＩＦＮγ的细胞数量

还是分离纯化的ＣＤ８＋Ｔ细胞直接分泌ＩＦＮγ的水

平，在 ＣＲＲＴ后均明显升高，提示 ＣＲＲＴ可提升

ＣＤ８＋Ｔ细胞分泌细胞因子的能力。ＩＦＮγ是杀伤

细胞内寄生病原体的主要细胞毒性因子，进一步提

示ＣＲＲＴ可提升ＣＤ８＋Ｔ细胞的细胞杀伤功能，进

而有效控制脓毒症的病情进展。

然而，ＣＲＲＴ提升ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫功能的机

制尚不清楚，抑制性免疫分子可调控ＣＤ８＋Ｔ细胞

免疫功能。在脓毒症患者中，抑制性免疫分子

ＰＤ１、ＣＴＬＡ４和ＴＩＭ３在ＣＤ８＋Ｔ细胞中的表达

升高，提示上述抑制性因子可促进脓毒症患者

ＣＤ８＋Ｔ细胞衰竭，抑制免疫应答，导致机体不能清

除病原体而使疾病进展［１４］。同时，ＰＤ１／ＰＤＬ１和

ＴＩＭ３信号通路均可作为预测脓毒症／脓毒性休克

治疗效果和预后的指标［１５１７］。本研究发现，脓毒症

患者经 ＣＲＲＴ后，即使经 ＬＰＳ刺激，分离纯化的

ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＰＤ１、ＣＴＬＡ４和ＴＩＭ３的表达水

平明显降低，而共刺激分子ＣＤ２８水平显著升高，提

示ＣＲＲＴ可通过降低抑制性免疫分子的表达促进

ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫功能，但这种作用是直接性还是间

接性还有待进一步研究，同时在患者免疫系统中体

液免疫和细胞免疫之间的相互作用，未作为研究的

关注点。本次研究未包含革兰阳性菌感染的脓毒血

症患者，由于不同种类的细菌代谢产物等有所不同，

可能对ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫功能的激活途径不同，希

望后期实验对这个因素进行排除干扰。

总之，ＣＲＲＴ在脓毒症患者的治疗中具有良好

的安全性和有效性，不但能改善脓毒症患者的生命

体征和肾功能，还可增强脓毒症患者外周血ＣＤ８＋Ｔ

细胞免疫功能，促进机体清除病原体感染，对降低脓

毒症患者病死率和改善预后均具有重要意义。
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