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!然后分别加入
#

$

9

%

)\

离子霉

素'

C"7

9

%

)\S̀ K

和
#

$

9

%

)\LJK

!于
2Nm

和

CT4A

!

条件下培养细胞
$;

&分别加入
S(

标记的

鼠抗人
4@&

单克隆抗体和
JB<4

标记的鼠抗人

4@2

单克隆抗体!

=m

避光反应
2")+7

!用
SLP

缓冲

液洗涤&用固定破膜试剂盒#

J+RjS-.)a+:

$中的

I-*

9

-7:K

固定!

I-*

9

-7:L

破膜!然后加入
KS4

标

&$#
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记的鼠抗人
B\%#NK

单克隆抗体或同型
B

9

[

#

标记

的细胞内抗体!

=m

避光反应
2")+7

!用
SLP

缓冲液

洗涤&最后用
"'=)\SLP

重悬细胞!上流式细胞

仪检测
4@2

g

4@&

l

B\%#NK

g 细胞#即
<;#N

$占

4@2

g

4@&

l细胞#即
4@=

g

<

细胞$的百分比#简称

<;#N

%

4@=

g比率$(每次检测均设立同型对照&

表
A

!

&;QD

患者及对照的临床资料

$

#Q$

!

参数
对照组

非吸烟者 吸烟者

P4AS@

组

轻度 中度 重度 极重度
K(4AS@

组

! $" $" %% %, %% %, %)

年龄#岁$

&,*! &&*# &!*& &&*, &&*, &+*! &+*!

性别#男%女$

%&

%

, $"

%
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%

$ %$

%

$ %"

%

% %"

%

, %!

%

,

吸烟指数
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%

%

\ ''$*"'! $'+
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*
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%
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T
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*
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%
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%

\ ''+*"'& ''&*"'$
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*H

''"*"'!
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JU4T
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%
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J(U

%

%

JU4

%
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*'''

*
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*H

!+'#*&')

*H/

,)'!*)'&

*H/8

'#'+*)'"

*H/8-

%

!!

*

"

%

"'"!

与非吸烟者比较(

H

"

%

"'"!

与吸烟者比较(

/

"

%

"'"!

与轻度
4AS@

组比较(

8

"

%

"'"!

与中度
4AS@

组比较(

-

"

%

"'"!

与重度

4AS@

组比较&吸烟指数
(

每天吸烟支数
.

吸烟年数!所有
4AS@

组中戒烟者的吸烟指数为戒烟前的吸烟指数(

J(U

%

"

%

秒用力呼气容积(

JU4

"用力肺活量(

J(U

%

T

6

.-8

"

%

秒用力呼气容积占预计值的百分比(

JU4T

6

.-8

"用力肺活量占预计值的百分比

#'C

!

流式细胞术检测
4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

"

4@=

g

细胞比率
!

将细胞密度为
#p#"

$ 个%
)\

的新鲜

SL̀ 4

接种于
!=

孔板!每孔
#""

$

\

!然后加入
S(

标记的鼠抗人
4@!C

单克隆抗体和
JB<4

标记的鼠

抗人
4@=

单克隆抗体!

=m

避光反应
2")+7

!用
SLP

缓冲液洗涤&用
<.-

9

染色试剂进行破膜'固定!

SLP

洗涤'离心后!加入
KS4

标记的鼠抗人
J3R

6

2

单克隆抗体及同型
B

9

[

#

标记细胞内抗体!

=m

避光

2")+7

!用
SLP

缓冲液洗涤&最后用
"'=)\

含
#T

多聚甲醛溶液的
SLP

重悬细胞!上流式细胞仪检测

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

占
4@=

g

<

细胞的百分比#简称

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g比率$(每次检测设立同

型对照&

#'$

!

统计学处理
!

采用
J,3]

D

3#"'"

软件对流式

细胞术检测结果进行分析&所有数据采用
PSPP

#>'"

软件包进行统计学分析&计量资料以
$

#Q$

表示!多组间比较采用单因素方差分析!有意义的

进一步行
%

检验&采用
S-*.537

相关分析法进行相

关性分析!相关系数用
,

表示&检验水准#

"

$为

"'"C

&

B

!

结
!

果

!'#

!

受试者临床资料分析
!

本实验共纳入受试者

#">

例!其中对照组
="

例!

P4AS@

患者
C"

例!

K(4AS@

患者
#>

例&在对照组中!吸烟者的
J(U

#

'

J(U

#

T

6

.-8

和
J(U

#

%

JU4

比率均低于非吸烟者!这

说明吸烟可能引起肺功能下降&

P4AS@

组的
J(U

#

'

J(U

#

T

6

.-8

和
J(U

#

%

JU4

比率均低于对照组!并随

着
4AS@

分级增加!肺功能逐步降低#表
#

$&

!'!

!

4AS@

患者外周血中
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

失衡
!

为了探索
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

平衡在
4AS@

发生及进展中的作用!本研究采用流

式细胞术分析了对照组'

P4AS@

组和
K(4AS@

组

患者的外周血
<;#N

和
4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

占

4@=

g

<

细胞的百分率变化&结果#图
#

'表
!

$显示"

与对照组相比!

P4AS@

组的
4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g比率明显降低#

"

%

"'"C

$!

K(4AS@

组的

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g 比率明显升高#

"

%

"'"C

$!而
P4AS@

和
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组的
<;#N

%

4@=

g比

率和
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6
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9

比值均明显升高
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图
A

!

各组受试者的
&DBP

S

C'T

0

F

S

O(#

%

和
O/AR

细胞流式检测结果

K

"

4@$!

/

J3R

6

'

/

<.-

9

%

4@,

/

(

L

"

<;%#

%

4@,

/

表
B

!

对照组#

E&;QD

组和
$L&;QD

组外周血
O/AR

细胞和
&DBP

S

C'T

0

F

S

O(#

%

细胞的表达以及
O/AR

$

&DBP

S

C'T

0

F

S

O(#

%

比值

$

#Q$

!

细胞 对照组 #

!(,"

$

P4AS@

组 #

!(!"

$

K(4AS@

组 #

!(%)

$

<;%#

%

T

-

"')!*"'$# $''*%'"#

*

'',+*"'#!

*

4@$!

/

J3R

6

'

/

<.-

9

%

T

-

,'%%*"'#)
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*

!'$!*%''#

*

<;%#

%

4@$!

/

J3R

6

'

/

<.-

9

"'$,*"'"+ %

'$$*"')&

*

"'#'*"'''

*

!!

-指
<;%#

和
4@$!

/

J3R

6

'

/

<.-

9

占
4@,

/

<

细胞的百分比
'

*

"

%

"'"!

与对照组比较

!'2

!

<;#N

"

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

失衡与
P4AS@

患

者肺功能的关系
!

为了探讨
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

与肺功能的关系!本研究将对照组分为非吸烟

组和吸烟组!将
P4AS@

组按肺功能分为轻度'中

度'重度和极重度组&分析发现!

<;#N

%

4@=

g比率

和
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

比值在吸烟组高于非

吸烟组#

"

%

"'"C

$!在
P4AS@

各组均高于非吸烟组

#

"

%

"'"C

$!并且随着肺功能分级进展!

<;#N

%

4@=

g比率和
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

比值均逐

步升高#

"

%

"'"C

$&

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g比

率在吸烟组高于非吸烟组#

"

%

"'"C

$!轻度组与非

吸烟组差异无统计学意义!而中度组
4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g比率低于轻度组和非吸烟组

#

"

%

"'"C

$!并且重度组和极重度组的
4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g比率低于中度组#

"

%

"'"C
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表
2
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表
F

!

非吸烟者#吸烟者和
E&;QD

患者外周血
O/AR

细胞#

&DBP

S

C'T

0

F

S

O(#

%

细胞的表达及
O/AR

$

&DBP

S

C'T

0

F

S

O(#

%

比值

$

#Q$

!

细胞
对照组

非吸烟者 #

!($"

$吸烟者 #

!($"

$

P4AS@

组

轻度#

!(%%

$ 中度#

!(%,

$ 重度#

!(%%

$ 极重度#
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$
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%
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-
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*

%'%$*"'$#

*
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/
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%'#!*"'%)

*H/8

%'&&*"'&%

*H/8

<;%#

%

4@$!

/

J3R

6

'

/
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和
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J3R

6

'

/

<.-

9

占
4@,

/

<

细胞的百分比
'

*

"

%

"'"!

与非吸烟者比较(

H

"

%

"'"!

与吸烟者比较(

/

"

%

"'"!

与轻度

4AS@

组比较(

8

"

%

"'"!

与中度
4AS@

组比较(

-

"

%

"'"!

与重度
4AS@

组比较
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!

<;#N

#

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

#

<;#N

"

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

与肺功能的相关性分析
!

本研究进一

步分析
P4AS@

患者外周血
<;#N

%

4@=

g

'

4@!C

g

J3R
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<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

+$#

4;+7-5-_30.7*,3F4,+7+/*, -̀8+/+7-

!

!"#$

!

U3,'!2

!

V3'$

!!

中国临床医学
!

!"#$

年
#!

月
!

第
!2

卷
!

第
$

期
!



<.-

9

比值与肺功能下降程度的相关性&结果发现!

<;#N

%

4@=

g比率与
J(U

#

T

6

.-8

'

JU4T

6

.-8

和

J(U

#

%

JU4

比率均负相关#

"

%

"'"C

$(

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g 比率与
J(U

#

T

6

.-8

'

JU4T

6

.-8

和
J(U

#

%

JU4

比率均正相关#

"

%

"'"C

$(

<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

比值与
J(U

#

T

6

.-8

'

JU4T

6

.-8

'

J(U

#

%

JU4

比率也均负相关#

"

%

"'"C

$&这些数据说明!

4AS@

患者体内
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

失衡与肺功能下降有高度的相

关性#表
=

$&

表
K

!

外周血
O/AR

和
&DBP

S

C'T

0

F

S

O(#

%

与肺功能的相关性分析

肺功能指标
<;%#

%

4@,

/

,

值
"

值

4@$!

/

J3R

6

'

/

<.-

9

%

4@,

/

,

值
"

值

<;%#

%

4@$!

/

J3R

6

'

/

<.-

9

,

值
"

值

JU4T

6

.-8

%

T "'&&'

%

"'"! "'!&#

%

"'"! -"'&,'

%
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J(U

%

T

6

.-8

%

T -"'+,,

%
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%

"'"! -"'+%'

%
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J(U

%

T

6

.-8

%

JU4
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%

"'"! "'#$!

%

"'"! -"'#&)

%

"'"!

F

!

讨
!

论

4AS@

与气管和肺组织对香烟烟雾等有害颗粒

的异常慢性炎性反应有关)

$%N

*

&这些有害颗粒不仅

会引起上皮细胞损伤!激活固有免疫!而且会使机

体自身的抗原性发生改变!进而激活特异性免疫&

近期有很多研究显示!香烟烟雾的刺激会激活
<

细

胞免疫)

&%>

*

&

<.-

9

对
<

细胞亚群的分化具有重要的

调节作用!

<.-

9

表达
J3R

6

2

后对
<;#N

有明显的负

向调节作用)

=

*

&因此!研究
<;#N

%

<.-

9

平衡在不同

阶段'不同程度
4AS@

患者体内的变化具有重要的

临床意义&已有一些研究)

#"

*发现!

<;#N

%

4@!C

g

<.-

9

平衡在
P4AS@

患者中有变化!但没有研究

J3R

6

2

g

<.-

9

在
4AS@

患者体内的变化&

4AS@

患

者的主要临床表现为气流受限呈进行性进展!肺功

能的变化是
4AS@

进展的重要指标&因此!本研究

选取了健康对照人群'

P4AS@

患者及
K(4AS@

患

者作为研究对象!检测各组外周血中
<;#N

和

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

占
4@=

g

<

细胞百分比的变化!

分析
<;#N

'

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

与肺功能的相关

性!并从免疫学角度探索
<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

失衡在
4AS@

发生及进展中的病理生理学机制&

本研究分析
<;#N

'

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

在对照

组'

P4AS@

组和
K(4AS@

组的表达情况!结果发

现
P4AS@

组的
<;#N

%

4@=

g比率高于对照组!而

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g 比 率 低 于 对 照 组(

K(4AS@

组 的
<;#N

%

4@=

g 和
4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-

9

%

4@=

g比率均高于对照组&遂进一步分析

<;#N

%
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比值!发现
P4AS@

组和

K(4AS@

组均高于对照组&这说明
4AS@

患者体

内处于
<;#N

优势状态!

K(4AS@

患者的
4@!C

g

J3R

6
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g

<.-
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%

4@=

g比率升高可能是由于
4AS@

急

性发作的情况下存在其他促
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分

化的因素#如感染等$&

为了进一步探索
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在

4AS@

中的作用!本研究将对照组分为非吸烟组和

吸烟组!将不同严重程度的
P4AS@

患者按肺功能

分级分为
=

组&分析发现!吸烟者的
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4AS@

严重程度
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逐步降低&表
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重要的调节细胞!它可以通过接触抑制和分泌
B\%#"

而抑制
<;#N

的分化及功能)

#"%#!

*

&而
<;#N

是一种

促炎性反应细胞!它可分泌
B\%$

和
B\%!#

等因子!
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g比率升高而

抑制
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进展!继续升高的
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完全失衡!
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与肺功能的相关性&结果显示!
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失衡的过程与

肺功能的下降程度高度相关&

综上所述!
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J3R

6
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失衡参

与了
4AS@

患者疾病进展的过程!与肺功能下降高

度相关!
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对
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平衡起

到了重要的调节作用&本研究结果从免疫学角度

为揭示
4AS@

的病理生理机制提供了新的视角&

同时!本研究也为
<;#N

%

4@!C
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J3R

6
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g

<.-
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应用

于临床评估
4AS@

的严重程度!指导
4AS@

的治疗

方案提供了一定的理论依据&然而!本研究尚存在

性别比率不均衡和样本量小等不足!因此检测

<;#N

%

4@!C

g

J3R

6

2

g

<.-
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是否可以应用于评估

4AS@

预后'指导
4AS@

治疗!还有待更完善的大

样本研究来明确&
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