脓毒症发展过程中肺部T淋巴细胞亚群变化及其意义
陈渟桑*
 袁聪聪3 刘秋红4 赵世龙5邢丽华

1-5 河南省郑州市郑州大学第一附属医院呼吸ICU，邮编450000
摘要：脓毒症发展过程中，T淋巴细胞耗竭等机制导致机体进入免疫抑制期，患者无力清除最初的感染及机会致病菌导致的院内感染，是导致死亡的关键。患者对提高免疫治疗的反应不同，促使我们更好地去理解脓毒症发展过程中机体不同部位不同时期的免疫状态。本文对脓毒症发生发展过程中肺部T淋巴细胞亚群的变化及其意义作一综述，以期更好理解脓毒症及其诱导肺损伤的病理生理机制。
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Abstract T cell exhaustion is a potential mechanism of sepsis-induced immuno-suppression. The failure to eradicate primary infections and the increased susceptibility of the lung to secondary infection maybe play a critical role in mortality of sepsis. The different effects of boosting the immune system make it important to realize the immune status in indifferent phase and different tissues in sepsis patients. In this review, we try to analyzes the role and the potential signification of T lymphocyte subsets in lung during the development of sepsis, in order to bring a better understanding of the pathophysiological basis of the disorder.
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脓毒症是机体免疫反应与威胁生命的感染之间的一场较量，其造成的间接肺损伤，是走向多脏器衰竭的第一步。现一般认为，机体对脓毒症的免疫应答，是由早期炎症反应期，进入持续时间更长的免疫抑制期。脓毒症早期的高炎症反应期（hyper-inflammatory phase），又称为“细胞因子风暴”（cytokine storm）阶段，机体以抗炎反应为主，固有免疫系统分泌多种细胞因子对抗感染，同时获得性免疫成员参与，共同产生强烈的免疫应答，这一阶段活化的中性粒细胞、巨噬细胞向肺部聚集，凋亡延迟、呼吸爆发增加[1, 2]，从而造成肺上皮细胞凋亡[3]，肺上皮细胞破坏屏障功能减弱，出现间接急性肺损伤。早期的临床试验多致力于阻断早期调节炎症反应的通路，随着治疗水平的提高，多数患者可以成功渡过高炎症反应期后进入免疫抑制期（protracted immunosuppressive phase），体内抗炎反应占据上风，抗炎因子的过度表达导致机体出现免疫抑制[4]。现在多数观点认为，免疫抑制期，患者无力清除最初的感染，及机会致病菌导致的院内感染，是导致脓毒症死亡的关键。而肺部对继发院内感染的易感性增加，与肺实质内淋巴细胞免疫功能变化相关。

近年来确有脓毒症病人在提高免疫力中获益，但个体特异性及病程发展的不同，使得部分接受提高免疫治疗的患者可能出现过度炎症导致病情恶化。有观点进一步提出，免疫水平在脓毒症患者体内并不能一概而论，根据时间的不同、病原体不同，具有组织特异性。因此了解脓毒症患者白血球在不同组织中不同时间的不同十分重要[5]。已证明外周血T淋巴细胞在脓毒症的发展中起着重要作用[6]，但是其在脓毒症诱导间接肺损伤中的作用却鲜少被提及，本文将对脓毒症肺部T淋巴细胞亚群的变化作一综述。

1脓毒症早期：T淋巴细胞在肺部的聚集，对肺的保护作用

  固有免疫是机体的第一道防线，多种效应细胞参与，巨噬细胞、树突状细胞起着重要作用，他们可以直接吞噬病原体，并产生多种模式识别受体（pattern recognition receptors），并与之交互作用。这些活化的吞噬细胞释放多种促炎因子，包括细胞因子、趋化因子、脂质介质、一氧化氮、氧自由基等。活化的中性粒细胞也参与病原体的清除，通过呼吸爆发、细胞毒性、脱颗粒、血管通透性增加等导致组织炎症和损伤。最近研究发现，促炎反应和抗炎反应均在脓毒症早期几乎同时出现[7, 8]。Park等人发现，在脓毒症的支气管肺泡灌洗液中可以检测到明显的抗炎反应，这种抗炎反应在脓毒症发生的早期就达到高峰，减弱促炎因子的作用[9]。早期两种反应的净效应，表现为一种以休克、发热和高代谢为特征的显著的高炎症反应期。

当机体出现脓毒症时，调动中性粒细胞聚集于肺部，通过呼吸爆发、中性粒细胞凋亡延迟等方式，造成间接肺损伤[10]。Fibienne等人通过盲肠结扎穿孔（CLP）术后24小时造成失血性休克（hem）的小鼠模型中，观察到淋巴细胞向肺部的聚集，并观察到肺内主要是T淋巴细胞数目的增加，为验证T淋巴细胞在间接性急性肺损伤中的作用，他们使用RAG缺陷小鼠（缺乏B细胞和T细胞），发现比起对照组，RAG缺乏的小鼠中肺损伤和肺组织凋亡的的标记物增加，提示B细胞或T细胞在肺内起着保护作用。通过淋巴细胞亚群的分析，他们发现B细胞在中性粒细胞聚集中起着积极作用，而CD4+T淋巴细胞起着抑制中性粒细胞聚集的作用。同时，CD4+和CD8+T淋巴细胞的比值明显升高[11]。B淋巴细胞在炎症发生早期既可在肺内检测到数量的大量增加，提示可能在肺内起着重要的积极作用，随后在肺内聚集的CD4+T淋巴细胞，可能起着抑制中性粒细胞聚集的作用。同样，在直接肺损伤模型中，Morris等人发现，在中性粒细胞性肺炎缓解时，可以发现一系列的活化的淋巴细胞向肺部聚集[12]。在哮喘和COPD模型中，这种聚集作用常被描述为依赖于和树突状细胞（dendritic cells，DC）的交互作用[13]，但在hem+CLP模型观察到，即使是缺乏DC的模型，仍可以观察到这种聚集作用[11]。IL16可能在CD4+淋巴细胞的聚集中起到一定作用[11]。Morris在LPS诱导的间接肺损伤模型中，也观察到了T淋巴细胞向肺部的聚集[14]。
2 脓毒症免疫抑制期：T淋巴细胞大量凋亡
脓毒症高炎症反应期持续时间较短，其幅度与病原体毒力和负荷量，机体的营养状况和是否存在合并症等因素相关[4]，这一过程消耗大量的固有免疫和获得性免疫的细胞以减弱这种高度强烈的炎症反应。若促炎和抗炎达到平衡，机体可能恢复到免疫稳态阶段，若抗炎机制失去控制，免疫细胞凋亡、Treg细胞和髓源性抑制细胞（myeloid-derived suppressor cells）的增加和细胞耗竭等机制将使机体进入免疫抑制期[15, 16]。

2.1 T细胞耗竭
T细胞耗竭是脓毒症免疫抑制期的重要机制。最早在慢性病毒感染的小鼠模型中被发现[17]，后在HIV、寄生虫感染、丙肝、肿瘤病人体内均发现这一现象。T细胞耗竭是T淋巴细胞功能的逐步丧失，最终将导致T淋巴细胞缺失[18]。持续的脓毒症患者具有高抗原载量、持续升高的促炎细胞因子和抗炎细胞因子，构成了T细胞耗竭发生的良好环境。

位于T细胞上抑制性受体发出信号，被同源的配体接受，起交互作用。这些配体一般表达于抗原提呈细胞(antigen-presenting cells ,APCs)上，但如果非免疫性细胞受到炎症细胞因子的表达，也有可能表达这些配体，可能在局部起到抑制T细胞活动及减轻炎症的作用。通过对脓毒症死亡患者的尸检发现[19]，从肺组织中分离的T淋巴细胞大量表达抑制性受体，程序性死亡受体1（programmed death receptor-1，PD1）和B、T淋巴细胞衰减因子（B and T lymphocyte attenuator，BTLA）。PD1在脓毒症患者肺部中表达较对照组明显增加，肺内表达PD1的细胞大约是脾脏内的两倍。免疫组化表明，气道上皮及巨噬细胞BTLA的配体“疱疹病毒进入介质”(herpes virus entry mediator，HVEM)呈强染色。抑制性受体的表达增加，可抑制T细胞增殖、增加IL-10分泌、诱导凋亡及失能，及抑制CD8+T淋巴细胞的细胞毒性，损伤T细胞的功能及其向感染部位迁移的能力，减弱机体清除病原体的能力[20]。这些现象与呼吸机相关肺炎发生率相关[21, 22]。这些发现提示，脓毒症患者肺部对继发性感染的易感性增加可能与肺实质抑制性配体表达增加以至T细胞耗竭相关。

2.2 Treg淋巴细胞

Treg淋巴细胞是一种具有强大抑制作用的T淋巴细胞亚型，在固有免疫和获得性免疫中均发挥重要作用，已经有大量试验证明Treg淋巴细胞在脓毒症患者外周大量增加，其表面表达的抗凋亡蛋白BCL-2可能抵抗脓毒症诱导的细胞凋亡[23]。提示Treg淋巴细胞不仅仅是免疫麻痹的一种标志，且在免疫麻痹发生机制中发挥重要作用。但有人证明了，Treg细胞在外周中比例的增加只是因为效应T细胞数目减少而不是Treg淋巴细胞本身数目的改变[24]。在尸检中虽然发现脾脏内Treg细胞数目增加，但在肺内并没有发现这一现象，考虑与炎症发生时T淋巴细胞向肺内聚集有关。CD4+CD25+Foxp3+ Tregs在通过调节固有免疫参与急性肺损伤的缓解[25]。在hem+CLP模型诱导的脓毒症肺损伤模型小鼠中观察到了，CD4+CD25+Foxp3+ Tregs淋巴细胞同时可以通过释放IL10减弱中性粒细胞的聚集。其作用还有待进一步的研究。

2.3  γδ T细胞

γδ T细胞是一种特殊的亚型，主要存在于小肠粘膜上皮中，参与固有免疫及获得性免疫。其识别的抗原类型尚不明确，已知它可以识别表达与多种侵入病原体中的脂质抗原[26]。在小肠及其他粘膜表面，γδ T可能通过释放IFNγ、IL17等细胞因子抵抗特殊病原体的入侵。在严重的脓毒症患者中，可以检测到外周血中γδ T减少[26]。小肠粘膜γδT淋巴细胞的缺失，可能导致肠道致病菌侵入外周血及腹膜腔，造成继发感染。而在CLP诱导脓毒症小鼠肺组织中，早期就可以观察到γδ T淋巴细胞的大量聚集，其数目持续升高。试验小鼠的脓毒症早期，可以观察到γδT细胞功能紊乱，IFNγ、IL10等细胞因子表达减少，在脓毒症晚期及肺部炎症缓解阶段，可以观察到其细胞因子表达功能逐渐恢复[27]。而在通过基因修改缺乏γδ T细胞的试验小鼠中，细菌感染将导致加重的炎性肺损伤[28]。提示γδ T细胞具有局限炎症保护肺组织的作用。
3 治疗靶点的选择
脓毒症诱导肺损伤早期研究多集中于阻断早期大量促炎因子的表达，以期减弱炎症因子所致的器官损伤，现有的支持治疗使得多数患者度过早期高炎症反应时期，而出现继发感染导致死亡。近年随着对脓毒症发生机制的认识逐渐提高，免疫治疗已成为研究热点。免疫治疗的前提是正确评估患者的免疫情况。免疫抑制最主要的两个标志是单核细胞产生促炎因子减少及淋巴细胞增殖减少。Richard S.等人为我们提供了部分评估脓毒症患者免疫状态的生物标志物以及临床实验室检查指标，以其更好得评估患者的免疫状态[16]，其临床应用价值有待进一步研究。目前关于脓毒症诱导的肺损伤治疗方案中，只有保护性肺通气被认为行之有效。寻找新的治疗手段至关重要。
PD1及其配体BTLA在肺内的表达增加的增加为我们提供了一种新的治疗思路。有研究表明，敲除PD1的动物及使用PD1拮抗剂的脓毒症肺损伤动物，均能有效改善生存率[29，30]。BTLA缺乏的小鼠，存活率较对照组增加，提示BTLA可能是一种新的治疗靶点[31]。
综上所述，脓毒症发生发展过程中，肺部T淋巴细胞亚群的变化与其继发感染的发生关系密切，影响患者预后。在寻找新的治疗方案时，我们需考虑到不同组织的免疫细胞状态在不同时期有所不同，不能将病程过于简单化，需综合临床各种指标来看，寻找个体最适宜治疗方案。
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