
中国临床新医学 2014年 3月 第 7卷 第 3期 

7 Ishizu T，Seo Y，Maehino T，et a1．Prognostic impact of plaque 

echolucency in combination with inflammatory biomarkers on cardio— 

vascular outcomes of coronary artery disease patients receiving optimal 

medical therapy[J]．Atherosclerosis，2011，216(1)：120—124． 

8 张若青，杨春燕 ，胡 静，等．血脂水平与冠心病患者颈动脉粥样 

· 211· 

硬化斑块关系研究[J]．河北医药，2010，32(12)：1571—1572． 

9 周 璐．冠心病患者 CRP及血脂水平变化的l}缶床价值[J]．中国 

民康医学，2007，19(4)：98． 

[收稿 日期 2013—10—28][本文编辑 黄晓红 吕文娟] 

糖尿病大鼠高血糖持续时间对细胞免疫 

功能的影响 

余劲明， 蔡德鸿， 张 桦， 陈 宏 

作者单位 ：530021 南宁，广西壮族自治区人民医院内分泌代谢科(余劲明)；510282 广州，南方医科大学附属珠江医院内分泌代谢 

科(蔡德鸿，张 桦，陈 宏) 

作者简介：余劲明(1971一)，女，医学博士，副主任医师，研究方向：胰岛临床病理生理研究及胰岛移植及干细胞治疗糖尿病等基础与临 

床研究。E-mail：yujinmingl@163．COrn 

[摘要】 目的 探讨糖尿病大鼠的高血糖状态持续时间对大鼠体内细胞免疫功能的影响。方法 采用 

链脲佐菌素注射成功制备糖尿病大鼠模型共2O只，随机分为四组，每组5只。A组 ：成模后血糖升高4 d皮下 

注射胰岛素，控制血糖在 8～12 mmol／L之间；B组 ：成模后血糖升高持续 8 d皮下注射胰岛素控制血糖 ；C组： 

成模后血糖升高持续2周皮下注射胰岛素控制血糖；D组：未控制血糖。以正常血糖大鼠5只为正常对照组。 

对糖尿病大鼠分别于4 d、8 d、15 d及4周取外周血用流式细胞仪检测 CD4 、CD8 、CIM ／CD8 及 CD4 

CD25 ／CD4 T淋巴细胞比率，以评价不同高血糖持续状态对正常机体细胞免疫功能的影响。结果 (1)与 

正常对照组相比，A组及B组大鼠4、8、15 d及4周的各项细胞免疫指标无明显变化。(2)C组大鼠在15 d外 

周血CD4 比例下降，CD8 比例升高，CIM ／CD8 比值明显下降(P<0．05)。经控制血糖后，C组大鼠在4周 

时外周血 CIM 比例较 15 d时明显升高(P<0．05)，但仍明显低于正常对照组(P<0．05)。(3)D组大鼠在 

15 d及4周外周血 CD4 比例下降，CD8 比例升高，CD4 ／CD8 比值明显下降(P<0．05)。(4)各组大鼠各 

阶段的CD4 CD25 ／CD4 T淋巴细胞比值与正常对照组大鼠差异元统计学意义(P>0．05)。结论 高血糖 

持续时间超过 2周以上即可对大鼠体内细胞免疫功能产生部分影响。在高血糖持续时间超过 2周后糖尿病 

大鼠体内细胞免疫功能明显紊乱，表明长期高血糖可以对糖尿病个体免疫功能产生较大影响。 
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Effects of duration of hyperglycemia on cellular immunity function in diabetic rats YU Jin—ming，CAI De— 

hong，ZHANG Hua，et a1．Department ofEndocrinology，the People S Hospital ofGuangxi Zhuang Autonomous Region， 

Nanning 530021，China 

[Abstract] 0bjective To investigate the influence of the duration of hyperglycemia on cellular immune fun— 

tion in diabetic rat．Methods Animal model of diabetes mellitus was establish via continuously intraperitoneal injec— 

tion of streptozotocin．Twenty rats with Successful modeling were randomly divided into 4 groups，each group include five 

rats．Group A：on the 4th day of Successful modeling，insulin was injected to control glucose between 8—12 mmol／L． 

Group B：After 8 d of successful modeling，insulin was injected to control glucose．Group C：After 2 weeks of sue— 

cessful modeling，insulin was injected to control glucose．Group D：After successful modeling，blood glucose did not 

con~olled in entire experiment course．5 normal rats were used as control group at the same time．Peripheral blood 
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cells were conected at 5 d，8 d，15 d and 4 weeks．The ratio of the CD4 ，CD8 ，CD4 ／CD8 ，CD4 CD25 ／ 

CD4 T cells were detected by FCM．Results (1)It showed no significant change of the ratio of CIM ，CD8 ， 

CD4 ／CD8 ，CIM CD25 ／CD4 T cells on 4 d，8 d，15 d and 4 weeks in group A and group B when compared 

with the control group．(2)In group C，there was a significant decrease ofCD4 T lymphocytes on 15 d，and the pro— 

portion of CD8 T cell increased instead．The ratio of CIM ／CD8 had a significant decrease(P<0．05 ．The ratio 

of the CD4 T cells had significant increased between 15 d and 4 weeks after controlling ucose，but it was still obvi— 

ously lowerthan that of control group(P<0．05)．(3)In group D，there was a significant decrease of CD4 T lym— 

phocytes on 15 d，and the proportion of CD8 T cell increased．The ratio of CD4 ／CD8 also had a significant de- 

crease(P<0．05)．(4)The ratio of CIM CD25 ／CD4 T cells hadn t a significant difference between experimental 

groups and control group(P>0．05)．Conclusion Diabetic rats have cellular immune dysfunction mediated by hy— 

perglycemia with duration time more than two weeks．It means that chronic hyperglycemia have great effect on cellular 

immune function． 

[Key words] Diabetes； Hyperglycemia； Cellular immunity 

糖尿病是以持续性血糖升高为主要特征的慢性 

疾病。血糖控制不良的患者易并发各种感染，可能 

与机体免疫功能降低有关。然而高血糖状态不同的 

持续时间对机体免疫功能的影响却鲜有报道。本研 

究通过测定高血糖持续时间不同的糖尿病大鼠外周 

T淋巴细胞亚群(CD4 、CD8 、CD4 ／CD8 、CD4 

CD25 ／CD4 T细胞比率)，探讨高血糖持续时间对 

机体细胞免疫功能的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 成年雄性 SD大鼠25只，重量 180— 

220 g，由中山医科大学实验动物中心提供(动物许 

可证号 SCXK(粤)2004-0011，粤监证号2008A010)， 

常规饲养观察 1周后使用。 

1．2 主要试剂和仪器 链脲佐菌素(Streptozotocin， 

STZ，Sigma公司，美国)。淋巴细胞分离液(达科为 

公司)，Mouse Anti Rat CD4．FITC／CD25一PE，Mouse 

Anti RatCD8 ALPHACHAIN—FITC均购 自AbD Sero— 

tec公 司。鱼精蛋 白锌胰岛素 (江苏万邦)。BD 

FACSCalibur流式细胞仪(美国 BD公司)。 

1．3 方法 

1．3．1 糖尿病大鼠制备 20只成年雄性 SD大鼠， 

随机抽取编号，按编号分配在代谢笼中常规饲养，每 

笼 1～2只。大鼠禁食 12 h后 ，予腹腔内注射 1％ 

STZ，注射剂量按照体重35 mg／kg，连续5 d。STZ溶 

液用0．1 M的柠檬酸缓冲液(pH=4．2)新鲜配制， 

用前涡旋混匀器充分混匀。现配现用 ，注射时冰上 

放置，在5～8 min内使用完。注射STZ后48 h取尾 

静脉血以微量血糖仪检测大鼠血糖水平，监测随机 

血糖 2次，血糖 >16．7 mmol／L者认为造模成功。 

造模成功后随机分为四组，每组 5只。另选 5只正 

常大鼠为正常对照组。 

1．3．2 糖尿病大鼠血糖控制 在糖尿病大鼠成模 

后，按照实验设计要求分别予A组(4 d后)、B组(8 d 

后)、C组(2周后)胰岛素皮下注射普通胰岛素 2～ 

8 U／d，分2～3次注射。注射后每天取鼠尾静脉血 

检测血糖，控制血糖 8～12 mmolZL。D组一直未注 

射胰岛素。 

1．3．3 大鼠外周血 CD4 CD8 CD25 染色 分别 

取外周血 100 jxl，调整细胞数至 1×10。／ml，加入 

Mouse Anti RatCD8 ALPHACHAIN-FITC、Mouse Anti 

Rat CD4．FITC／CD25-PE，避光室温孵育20 rain，外周 

血加人红细胞裂解液(BD公司)，流式细胞仪检测。 

1．4 统计学方法 每管样品经 BD FACSCalibur流 

式细胞仪 检 测 10 000个 细胞，获得 的数 据 用 

CELLQuest软件进行分析。应用 SPSS16．0软件进 

行数据处理，计量资料以均数 ±标准差(元±s)表示， 

多组间比较采用两因素多水平重复数据方差分析， 

组间两两比较采用 q检验，P<0．05为差异有统计 

学意义。 

2 结果 

2．1 不同组别大鼠血糖变化情况 在糖尿病大鼠 

成模后各组大鼠胰岛素治疗前血糖无明显差别；A、 

B、c三组大鼠使用胰岛素治疗后血糖较治疗前明显 

下降。见表 1。 

表 1 不同组别大鼠血糖变化情况[(露± )，mmol／L] 

组 别 例数 4 d 8 d 15 d 4周 

注：FA=6．489，F口=10．780，FA日=1．535，PA：0．039，PB=0．002 

P̂日=0．244； 与注射后比较，P<0．O5 
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2．2 不同高血糖持续时间大鼠淋巴细胞亚群的变 

化情况 (1)第 4天及第 8天 A、B、C及 D组大鼠 

外周血 CD4 、CD8 、CD4 ／CD8 比值较正常对照 

组无明显变化。(2)第 15天 C与 D组大鼠外周血 

CD4 T细胞较正常对照组显著降低(P<0．05)， 

CD8 T细胞与正常对照组相比明显增加(P<0．05)， 

两组 CIM ／CD8 比值较正常对照组明显降低(P< 

0．05)。(3)第4周 C组 CD4 T细胞与治疗前相比 

仍比正常对照组明显偏低(P<0．05)，但与未使用 

降糖治疗的 D组大鼠相比有明显上升(P<0．05)； 

C组 CD8 T细胞与治疗前相比未恢复，仍明显高 

于正常对照组(P<0．05)，与未使用降糖治疗的D 

组大鼠相似。C组 CD4 ／CD8 比值较正常对照组 

明显降低(P<0．05)。(4)各组大鼠的CD4 CD25 ／ 

CD4 比值与正常对照组相比差异无统计学意义(P> 

0．05)。见表 2～4。 

表2 各组大鼠CD4 T细胞变化情况[(元±s)，％] 

组 别 例数 4 d 8 d 15 d 4周 

注：FA=8．789，FB=7．200，FaB=6．150，Pa=0．001，PB=0．027， 

日=O．040； 与本组 4 d相 比，P<0．05； 与 D组 4周相比，P< 

O．O5 

表3 各组大鼠CD8 T细胞变化情况[(面±s)，％] 

组 别 例数 4 d 8 d 15 d 4周 

注： =4．377，F口=3．901，FaB=3．988，Pa=0．012，PB=0．051， 

Pa日=O．016；‘与本组 4 d相比，P<0．05 

表4 各组大鼠 CD4 ／CD8 比值变化情况(面±s) 

注：FA=6．015，F日=4．281，FaB=3．964， =0．006，PB=0．021， 

日=O．027；‘与本组 4 d相比，P<0．05 
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3 讨论 

3．1 T淋巴细胞是机体最重要的免疫细胞群，在正 

常机体内各 T淋巴细胞亚群相互作用维持着机体 

的正常免疫功能。外周血成熟 T淋巴细胞可分为 

CD4和 CD8两大亚群 ，其中 CD4 T淋巴细胞识别 

主要组织相容性复合体(major hist0compatibility CO— 

mplex，MHC)Ⅱ递呈的抗原肽，促进 B细胞、T细胞 

和其他免疫细胞的免疫分化与增殖，协调细胞间的 

相互作用；CD8 T淋巴细胞则通过识别 MHCI递呈 

的抗原肽，发挥抑制各种免疫细胞的功能。在临床 

上，CD4 ／CD8 比值常作为了解机体细胞免疫功能 

的敏感指标  ̈。 

3．2 近年来的研究表明，糖尿病与免疫反应密切相 

关，免疫调节异常可能在糖尿病的发生发展中起核 

心作用 ]。糖尿病患者因内分泌免疫网络调节失 

控而引起糖代谢紊乱 ，大量代谢产物的累积可导致 

机体免疫功能异常，而异常免疫应答又加重患者病 

情发展 J。在正常人体内发生免疫反应时，胰岛素 

可以促进活化的 T细胞内糖脂代谢及蛋白质的合 

成，维持T淋巴细胞的激活状态，增加其反应性，支 

持或促进免疫派生的调节生长及分化因子的作用。 

但是，当体内胰岛素缺乏时，除了使机体血糖明显升 

高，还出现不适当的免疫应答反应。国外研究证实， 

在糖尿病患者中由于胰岛素水平下降，可使淋巴细 

胞凋亡增加，c反应蛋白、肿瘤坏死因子及白介素-l5 

等炎症细胞因子水平下降，促进淋巴细胞凋亡，使得 

血液中淋巴细胞减少，导致免疫功能缺陷 。国内 

杨巧云等-5 在临床上的观察表明在应激性高血糖 

患者中存在有严重的细胞免疫功能下降，并与血糖 

升高的程度密切相关。而慢性糖尿病患者及糖尿病 

鼠模型的感染发生率及感染相关的病死率均颇高， 

提示高血糖状态下伴有免疫功能紊乱 J。以上研 

究均提示了糖尿病患者高血糖状态与机体细胞免疫 

功能密切相关。本研究使用胰岛功能完全损毁的糖 

尿病大鼠模型，通过胰岛素降血糖治疗使大鼠高血 

糖状态维持不同的持续时间，可直接反应出高血糖 

持续状态和细胞免疫功能变化之间的功能关系。观 

察结果表明在高血糖持续时间较短的大鼠中T淋 

巴细胞亚群比例无明显变化，表现为高血糖持续时 

间4 d及8 d的大鼠中无 T淋巴细胞亚群比例的变 

化。但在高血糖持续2周以后，糖尿病大鼠细胞免 

疫功能明显紊乱，检测提示高血糖持续2周及4周 

的大鼠CT4 细胞百分率下降，CD8 细胞百分率升 

高，CD4 ／CD8 比值降低。但在高血糖持续2周使 
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用胰岛素控制血糖后，该组大 鼠 CT4 细胞百分率 

有所回升，说明控制血糖可以一定程度改善机体的 

细胞免疫功能。出现上述情况的原因是长期高血糖 

状态可能使粒细胞功能受损，其趋化性、吞噬杀菌功 

能降低 ，T淋巴细胞对有丝分裂原反应减低。当长 

期血糖控制不理想时，高血糖状态可加重细胞免疫 

功能紊乱，抑制 T淋巴细胞分化与增殖，导致 CD3 

水平下降，从而使 CD4细胞活化受抑制而表达下 

降，产生细胞因子减少，协助B细胞产生抗体和辅 

助其他淋巴细胞功能减弱，进而使 CD8细胞活化增 

强，释放可溶性白细胞介素2受体，又进一步降低 

CD3和CD4水平，导致CIM ／CD8 比值下降。由此 

可见，良好的血糖控制有助于提高机体的免疫功能。 

3．3 此外我们还检 4了糖尿病大鼠外周血 CD4 

CD25 ／CD4 比率的变化。CD4 CD25 T细胞是 
一 群增殖能力低、具有免疫抑制功能的细胞【7l，通 

过所分泌的抑制性细胞因子或细胞接触抑制自身反 

应性T细胞，具有免疫无能及免疫抑制两大功能。 

既往对该类T细胞的研究在内分泌代谢领域主要 

集中在少数自身免疫性糖尿病，在常见糖尿病患者 

中研究较少。近年来大部分针对 2型糖尿病患者 

CD4 CD25 T细胞的研究提示，该类细胞在2型糖 

尿病患者体内数量正常 j，仅有极少数研究提示少 

数2型糖尿病患者体内存在 CD4 CD25 T细胞异 

常 J，为机体自身免疫损伤的表现之一。本研究也 

观察了持续高血糖不同时间的糖尿病大鼠体 内 

CD4 CD25 ／CD4 比值的变化，发现各组大鼠之间 

均无明显异常，表明使用化学药物造成胰岛功能损 

毁的糖尿病大鼠模型体内不存在自身免疫损害的相 

关变化。 

总之，持续高血糖状态和免疫功能紊乱之间相 

互促进、恶性循环，促使糖尿病患者出现血管损害、 

胰岛功能衰竭及感染几率增加，从而加重糖尿病患 

者病情。通过使用胰岛素尽快合理地控制血糖，必 

要时采取提高免疫功能的药物，对缓解病情、改善预 

后具有重要意义。 
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