
Clinical data of 17 cases of patients with prostate cancer and 25 cases of histologic chronic prostatitis and prostate
cancer patients were retrospectively analyzed，and compared with PSA，Gleason score and metastasis in two groups，
the expressions of E-cadherin，N-cadherin，β-cateninandVimentin in the two groups were analyzed by the immuno-
histochemistry． Ｒesults PSA，Gleason score and metastasis in patients with prostate cancer were significantly lower
than patients with histologic chronic prostatitis with prostate cancer ( P ＜ 0. 01) ; immunohistochemistry showed that
the expressions of E-cadherin and N-cadherin in patients with prostate cancer were significantly higher than histo-
logic chronic prostatitis with prostate cancer patients ( P ＜ 0. 01) ; the expression of β-cateninand Vimentin in pros-
tate cancer group was significantly lower than the histologicchronic prostatitis with prostate cancer patients ( P ＜
0. 01) ． Conclusion Histologic chronic prostatitis has a significant impact on the PSA，Gleason score and metasta-
sis rates of prostate cancer，and promotes the development of prostate cancerEMT．
Key words prostate cancer; EMT; chronic prostatitis

脐血移植患者 T 淋巴细胞内细胞因子的特性研究
杨会志，朱小玉，汪 健，孙自敏

摘要 目的 探讨异基因脐血移植后外周血 T 淋巴细胞免

疫功能的特点及规律。方法 11 例异基因脐血移植患者分

别在移植前、移植后 30、60 和 90 d 取外周血，将其中 T 淋巴

细胞在莫能霉素存在的情况下，体外经十四烷酰拂波醇乙脂

和离子霉素刺激后，分别进行 CD4-FITC、CD8-FITC 荧光单

抗染色和 γ-IFN-PE、IL-4-PE 荧光单抗胞内染色，最后进行流

式细胞仪分析。结果 脐血移植后 60 d 的 T 淋巴细胞分泌

γ-IFN 和 IL-4 的比率开始增加，90 d 后 T 淋巴细胞分泌 γ-
IFN 和 IL-4 的比率增加明显( P ＜ 0. 001) 。结论 脐血移植

60 d 后患者的免疫功能开始恢复，90 d 后免疫功能达到顶

峰，脐血移植是治疗急性白血病的一种有效方法。
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自从法国 Gluckman 教授于 1988 年完成了世界

首例异基因脐血移植后，世界各地相继运用该技术

成功治疗血液系统恶性病、恶性实体瘤及遗传性疾

病等多种疾病。脐血移植的安全性和有效性在临床

实践中不断得到验证，与其他类型造血干细胞移植

相比，人体脐血移植的移植物抗宿主病( graft-versus-
host disease，GVHD) 发生率较低且严重程度相对较

弱［1］。但脐血移植患者造血重建和免疫恢复相对
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延迟，存在一定程度的免疫缺陷状态，这都使受者

对各种微生物的易感性增加，易患致命性细菌、霉

菌及病毒感染［2］，导致移植失败。因此研究脐血移

植前后外周血 T 淋巴细胞免疫活性恢复情况非常

重要。该研究利用流式细胞仪技术检测脐血移植患

者移植前后 T 淋巴细胞胞内细胞因子的变化及其

分布格局，探讨脐血移植后的免疫重建特性，了解可

能的发生机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取安徽医科大学附属省立医院

2013 年 1 月 ～ 2014 年 7 月 11 例异基因脐血移植患

者，分别取患者移植前以及移植后 30、60 和 90 d 的

外周 血 T 淋 巴 细 胞。采 用 环 胞 素 + 骁 悉 预 防

GVHD; 如发生 GVHD，加用甲强龙干预，干预后可

抑制过强的免疫功能。
1． 2 实验方法 采用微量全血法采集标本，细胞因

子检测所需试剂和仪器主要为流式细胞仪检测外周

血 T 淋巴细胞分泌的干扰素( interferon，IFN) 和白

介素( interleukin，IL) 两种细胞因子。取 0． 5 ml 经

肝素抗凝的外周血加入 0. 5 ml IMDM 完全培养基，

5% CO2 孵育 5 h 加红细胞裂解液 5 000 r /min 离心

1 min，弃上清液备用。分别加抗 CD4-FITC、CD8-
FITC 荧光单抗，4 ℃避光静置 30 min，用染色缓冲液

清洗，加质量浓度为 1% PFA-PBG 每管 50 μl，4 ℃过

夜。再用穿孔缓冲液洗 1 次，每管加 200 μl 穿孔

液，室温静置 20 min，5 000 r /min 离心 1 min 弃去上
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清液。加荧光素标记的抗淋巴因子抗体: 每管各加

200 ng( 5 ～ 10 μl) 标记物和等量穿孔缓冲液，室温

孵育 30 min，分别用穿孔缓冲液洗 1 次，染色缓冲液

洗 1 次。用质量浓度为 0． 5% PFA-PBS，制备悬浮细

胞，置与流式细胞仪上进行检测。根据检测获取的

数据，用 CBA 软件自动绘制标准曲线，根据标准曲

线自动计算出样本中各细胞因子含量。
1． 3 统计学处理 使用 SPSS 13. 0 进行统计学处

理，计量资料描述用 珋x ± s 表示; 对重复测量资料比

较采用单因素重复测量方差分析，γ-IFN 和 IL-4 的

变化关系采用相关性分析。

2 结果

2． 1 异基因脐血移植后 T 淋巴细胞免疫系统重建

特性 T 淋巴细胞分泌的 γ-IFN 和 IL-4 经流式细胞

仪检测( 图 1) ，患者脐血移植前外周血中 CD4 + T 细

胞和 CD8 + T 细胞胞内分泌的 γ-IFN 和 IL-4 比率分

别为 ( 3. 97 ± 0. 98 ) 、( 3. 62 ± 0. 79 ) 和 ( 2. 81 ±
0. 42) 、( 4. 48 ± 1. 45) 。相对于移植后 30 d，移植后

60、90 d 的 CD4 + T 细胞和 CD8 + T 细胞胞内分泌的

γ-IFN 和 IL-4 均逐渐增高，Linear 趋势检验结果显

示差异均有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。
2． 2 γ-IFN 和 IL-4 变化的相关性分析 经相关分

析，异基因脐血移植患者 γ-IFN 和 IL-4 变化呈正相

关性( r = 0. 789，P ＜ 0. 001) 。见图 2。

3 讨论

异基因造血干细胞移植是现今治愈血液病最安

全有效的方法。由于人类白细胞抗原( human leu-
kocyte antigen，HLA) 严格相合的血缘及非血缘骨髓

图 1 T 淋巴细胞分泌的 γ-IFN 和 IL-4 流式细胞图

A: Th1 细胞; B: Th2 细胞; C: Tc1 细胞; D: Tc2 细胞
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表 1 脐血移植患者移植前后胞内 γ-IFN 和 IL-4 的变化情况( n = 11)

项目 移植前 移植后 30 d 移植后 60 d 移植后 90 d F 值 P 值

CD4 + T 细胞( % )

γ-IFN( Th1) 3． 97 ± 0． 98 2． 05 ± 0． 56 4． 92 ± 0． 74 11． 40 ± 3． 79 30． 619 0． 00
IL-4( Th2) 2． 81 ± 0． 42 2． 29 ± 0． 46 4． 40 ± 0． 77 6． 86 ± 1． 87 42． 092 0． 00

CD8 + T 细胞( % )

γ-IFN( Th1) 3． 62 ± 0． 79 1． 93 ± 0． 38 5． 19 ± 0． 73 11． 35 ± 4． 07 30． 887 0． 00
IL-4( Th2) 4． 48 ± 1． 45 2． 46 ± 0． 52 5． 95 ± 0． 83 7． 92 ± 2． 14 33． 444 0． 00

图 2 脐血移植患者 γ-IFN 和 IL-4 变化的散点图

供者严重不足而极大地限制了移植的广泛开展。而

感染和免疫重建是影响移植疗效的另一个主要因素，

感染相关的死亡大多发生于移植后 3 ～4 个月。故应

密切监测免疫重建进程，并根据检测结果及时调整治

疗方案，从而提高人体脐血移植的成功率。免疫重建

过程中的细胞因子的检测方法较多，而流式细胞仪双

标记法检测是目前国内外最经典方法，不仅可以准确

地反映单一细胞分泌细胞因子的能力，而且又能反映

具有分泌细胞因子能力的特定细胞群及细胞数量，是

目前国际上常用的测定 T 淋巴细胞功能亚群、活化状

态、分化情况的一种先进的方法［3］。
T 淋巴细胞亚群繁多，功能各异，按其胞内分泌

的细胞因子谱的不同至少可分为两种功能截然不同

的亚群，即 Th1 和 Th2。Th1 亚群主要分泌 IL-2、IL-
12、TNF-α 和 IFN-γ; Th2 亚群主要分泌 IL-4、IL-5、
IL-6、IL-10 等。在 Th1 亚群中以 IFN-γ 分泌为主要

特征，参与细胞免疫反应，是引发 GVHD 的主要细

胞亚群，在造成 GVHD 的“细胞因子风暴”中，Th1
分泌的细胞因子起着关键作用。而 Th2 亚群中以

IL-4 的分泌最富代表性，主要参与体液免疫应答。
Th1 和 Th2 亚群之间还存在拮抗作用，分泌的细胞

因子均可刺激自身的分化与发展而抑制对方的分化

与发展［4 － 6］。
白血病患者因为本身免疫受损，功能低下，导致

T 淋巴细胞功能降低，本实验也表明，脐血移植前 T
淋巴细胞分泌的 γ-IFN 和 IL-4 较正常人弱［7］，显示

白血病患者自身的 T 淋巴细胞免疫功能下降。移

植后 30 d，T 淋巴细胞分泌 γ-IFN 和 IL-4 的比率较

移植前继续下降，显示患者此时处于免疫功能缺乏

状态。脐血移植后 60 d 后 T 淋巴细胞分泌 γ-IFN
和 IL-4 的比率开始增加，显示 T 淋巴细胞免疫功能

开始恢复，特别是 Th2 亚群细胞恢复较快。90 d 后

T 淋巴细胞分泌 γ-IFN 和 IL-4 的比率增加明显，本

次研究显示，IFN-γ和 IL-4 的增加变化呈正相关性，

提示 Th1 和 Th2 免疫功能同步恢复。但是 γ-IFN 的

分泌量较 IL-4 的分泌量增加显著，显示一种优势明

显的细胞因子分泌状态。由于 90 d 后 T 淋巴细胞

的这种功能增加可能是 GVHD 发生的原因之一，这

与本实验 11 例病例中有 2 例发生 GVHD 相吻合。
本实验观察的病例数较少，结果可能有偏移，应加强

相关病例数研究。
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The characteristics of T lymphocyte cytokine in the
cord blood transplantation patients

Yang Huizhi，Zhu Xiaoyu，Wang Jian，et al
( Dept of Hematology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To evaluate characteristics of T-lymphocyte immunologic function and reconstitution after al-
lo-gene cord blood transplantation． Methods To peripheral blood from 11 human cord blood at 30，60 and 90 days
after cord blood transplantation，the T-lymphocytes with phorbol 12-myristate 13-acetate and ionomycin in the pres-
ence of monensin． CD4 + and CD8 + Tcells were analyzed for γ-IFN and IL-4 intrecellular production by flow cytom-
etry． Ｒesults The rate of γ-IFN and IL-4 from T lymphocytes began to increase at 60 days after the transplanta-
tion，and the rate of γ-IFN and IL-4 increased significantly at 90 days after the transplantation( P ＜ 0． 001) ． Con-
clusion The immune function begins to recover at 60 days after the Cord blood transplantation，the immune func-
tion peaks after 90 days． Cord blood transplantation is effective for the acute leukemia trerapy．
Key words allo-gene cord blood transplantation; T-lymphocytes; cytokines

◇技术与方法◇

残端牵张并增强缝合修复兔急性前交叉
韧带完全损伤的实验研究

邓小文，赵其纯，尚希福，李久源，吴 星，李 丹，王 毅

摘要 取 27 只健康成年雌性新西兰大白兔于近前交叉韧带

股骨止点处完全离断建立双侧急性前交叉韧带完全损伤模

型，随机选择一侧膝关节采用自体半腱肌腱增强缝合残端并

牵张技术修复前交叉韧带( L 组) ，对侧行常规前交叉韧带重

建( Ｒ 组) 。结果显示: 术后第 3、6、10 周，L 组移植物在组织

学表现如腱骨界面愈合、细胞增殖、血管再生等方面上均优

于 Ｒ 组; Ｒ 组骨 － 移植物 － 骨复合体( 骨 － 移植物 － 残端复

合体) 的最大载负荷要稍强于 L 组( P ＜ 0. 05) 。

关键词 前交叉韧带; 完全损伤; 残端牵张并增强缝合; 移植

物 － 残端愈合

中图分类号 Ｒ 686． 5
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前交叉韧带( anterior cruciate ligament，ACL) 损

伤是膝关节常见损伤之一，近年来，关节镜下 ACL
重建恢复其稳定性已成为治疗其损伤的常规治疗手
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段且取得了良好的治疗效果［1 － 3］，但有文献［4］报道

该手术失败率达到 8% ～ 25%。所以如何改进手术

提高其成功率仍是目前的研究热点。通过对多例陈

旧性 ACL 股骨止点断裂患者关节镜下观察发现，断

裂后的 ACL 残端可粘连于股骨髁间窝顶点、后交叉

韧带、股 骨 外 髁 等 处 后 形 成 愈 合，并 产 生 一 定 张

力［5］，这在临床实践工作过程中得到证实，因此该

研究通过建立兔急性 ACL 完全损伤模型，应用自体

半腱肌腱增强缝合残端并牵张技术修复，并与常规

ACL 重建的治疗效果作对比，探讨膝关节急性 ACL
完全损伤的治疗方法。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 30 只健康成年雌性新西兰大白

兔，体重 1. 9 ～ 2. 5 kg，平均 2. 3 kg，由安徽医科大学

附属省立医院实验动物中心提供。饲养期间实验动

物关节功能良好，无关节红肿、跛行等异常。
1． 2 方法

1． 2． 1 动物模型的建立及术后处理 3. 0% 戊巴比

妥钠耳缘静脉置管麻醉( 1 ml /kg) ，仰卧位固定，双

侧膝关节术区备皮、消毒、铺巾。取膝前内侧切口，
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