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Abstract
AIM: To investigate the changes in the secretion of 
TH1/TH2 cytokines in Peyer’s patches of scalded 
rats after enteral nutrition supplementation.

METHODS: Sixty-four Sprague-Dawley rats 
were divided into EN group (n = 32) and EIN 
group (n = 32). Rats were subjected to a 30% 
TBSA III degree scald injury. The EN group was 
given standard enteral nutrition (Nutrison Multi 
Fibre), while the EIN group was given enteral 
immunonutrition. Peyer’s patches were excised 

to isolate lymphocytes to determine the changes 
in the secretion of TH1/TH2 cytokines.

RESULTS: On day 1 after scalding, the concen-
trations of IL-2 and IFN-γ released from Peyer’
s patch lymphocytes were significantly higher 
in the two experimental groups compared with 
pre-scald values (19.7 ± 7.3 vs 92.6 ±21.3 and 
97.6 ± 25.4; 63.7 ± 27.3 vs 279.4 ± 89.7 and 292.7 ± 
97.4; all P < 0.01). On day 10, the concentrations 
of IL-2 and IFN-γ released from Peyer’s patch 
lymphocytes were significantly lower in the EIN 
group than in the EN group (41.6 ± 16.5 vs 55.9 ± 
14.4; 71.6 ± 26.9 vs 104.3 ± 31.7; both P < 0.01 or 
0.05). The concentrations of IL-4 and IL-10 were 
significantly higher in the EIN group than in the 
EN group on days 4, 7 and 10. 

CONCLUSION: The expression of Th1 cytokines 
is up-regulated in Peyer’s patches of scalded 
rats. Enteral immunonutrition supplementation 
can promote the expression of Th2 cytokines, 
help correct TH2/TH1 imbalance, and improve 
mucosal barrier function.
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摘要
目的: 观察伤大鼠烫伤后不同时间Peyer's淋巴
细胞Th1细胞因子IL-2、IFN-γ及Th2细胞因子
IL-4、IL-10产生的变化. 

方法: 选取健康SD大鼠随机分为标准肠内营
养(EN)组和免疫营养(E IN)组, 制成烫伤动
物模型(30%TBSA Ⅲ度烫伤模型), 伤后早期
分别给予标准肠内营养制剂(能全力)和肠内
免疫营养制剂, 于伤后1、4、7、10 d取回肠
Peyer's结, 分离并体外培养Peyer's结淋巴细胞
24 h, 检测Th1/Th2细胞因子分泌的变化.
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■背景资料
在烧 ( 创 ) 伤后肠
黏膜的缺血缺氧
性损害、炎性介
质和细胞因子的
瀑式释放、高代
谢引起营养代谢
底物的缺乏等应
激性变化可造成
肠黏膜免疫屏障
的 破 坏 ,  细 菌 和
内 毒 素 移 位 ,  继
而启动多器官功
能 障 碍 综 合 征
(MODS).

■同行评议者
秦环龙, 教授, 上
海交通大学附属
第六人民医院外
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结果: 烧伤后1 d时两组IL-2、IFN-γ的表达明
显上升(19.7±7.3 vs  92.6±21.3、97.6±25.4; 
63.7±27.3 vs  279.4±89.7、292.7±97.4; 均
P <0.01), EIN组两者分别在10 d及4、7、10 d
时明显低于EN组(41.6±16.5 vs  55.9±14.4; 
96.7±31.2 vs  182.6±52.9, 73.9±26.5 vs  129.9
±48.9, 71.6±26.9 vs  104.3±31.7; P <0.01或
0.05); EIN组在4、7、10 d时IL-4、IL-10表达
高于EN组(169.3±57.7 vs  94.9±28.6, 157.6±
74.3 vs  65.2±32.4). 提示EIN能促进Peyer's结
淋巴细胞Th2细胞因子IL-4、IL-10的表达.

结论: 烫伤能引起Peyer's结内细胞细胞因子
IL-2、IFN-γ的表达明显上升, 肠内免疫营养
支持通过促进Th2细胞因子的分泌纠正局部
Th2向Th1漂移的免疫偏差, 改善局部的体液
免疫, 有利于肠道免疫屏障的恢复和强化.
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0  引言

黏膜免疫系统的主要功能是对黏膜表面吸入

或食入的大量种类繁杂的抗原进行准确识别

和作出迅速正确的反应 ,  对有害抗原或病原

体产生高效的体液和细胞免疫 ,  进行有效的

免疫排斥或排除(immune exclusion or immune 
elimination)[1-3]. 在烧(创)伤后肠黏膜的缺血缺

氧性损害、炎性介质和细胞因子的瀑式释放、

高代谢引起营养代谢底物的缺乏等应激性变化

可造成肠黏膜免疫屏障的破坏, 细菌和内毒素

移位, 继而启动多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS)[4]. 我们于严

重烫伤后早期对大鼠实行不同内容的肠内营养

补给, 观察其对Peyer's结淋巴细胞Th1细胞因子

IL-2、IFN-γ及Th2细胞因子IL-4、IL-10产生的

变化的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康SD大鼠72只, 体质量220-250 
g, 雌雄兼用, 由南昌大学医学院医学实验动物

科学部提供(动物合格证: 医动字021-9602). 雌
雄分笼, 适应性喂养1 wk, 自由摄水饮食. 主要试

剂: 大鼠IL-2、IL-4、IFN-γ、IL-10 ELISA检测
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试剂盒购于深圳晶美生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠烫伤模型的制作: SD大鼠随机分为2
组, 即肠内营养(EN)组和免疫营养(EIN)组, 2组
所有大鼠均制成烫伤模型, 每组32只. 另取8只
作为伤前对照, 制成假烫模型, 所得数据作为伤

前参考值. 大鼠烫伤前禁食12 h, 10 g/L戊巴比妥

钠(40 mg/kg)腹腔麻醉, 电推去毛, 称其质量后采

用南昌大学第一附属医院实验中心自制蒸汽烫

伤控制器, 设定压力为0.03 mPa, 温度108 ℃, 持
续8 s, 造成总体表面积(TBSA)为30%的Ⅲ度烫

伤. 伤后立即腹腔注射平衡液50 mL/kg抗休克. 
将大鼠放入限制笼内饲养, 实验过程中室温保

持在25 ℃左右, 相对湿度约40%左右, 创面外用

碘伏消毒, 实验室每天紫外线消毒. 于伤后1, 4, 
7和10 d检测观察指标, 在每个时间点每组大鼠

均为8只. 
1.2.2 营养液的配制与供给: 两组给予同等热量

的肠内营养物. EN组给予整蛋白型肠内营养剂

能全力(418.2 焦/100 mL); EIN组肠内免疫营养制

剂由南昌大学第一附属医院营养室配制(522.75 
焦/100 mL), 每100 mL添加谷氨酰胺1.30 g、精

氨酸0.89 g, ω6∶ω3脂肪酸比例为3.45∶1; 两组

在层流台上将各种营养成分混匀后分装, 4 ℃保

存, 用时复温到37 ℃. 伤后4 h开始灌喂营养液, 
按每天731.5 kJ/kg的标准供给[5], 每天计划量分

3-5次喂完, 不限饮水. 2组治疗疗程均为10 d.
1.2.3 指标检测: (1)Peyer's结细胞的分离: Peyer's
结细胞的分离按Janu等[6]的方法进行, 具体操作

步骤如下: 取大鼠回肠, 盐水冲洗肠腔, 眼科剪

分离Peyer's结置于无菌培养皿中, 注射器针头

撕碎, 50 kU/LⅠ型胶原酶的RPMI 1640 15 mL
中37 ℃持续振荡并孵育60 min, 在胶原酶消化

后, 细胞悬液通过200目过滤器过滤收集过滤液, 
Percoll梯度离心, 0.4% 台盼鉴定活细胞数目并

计数细胞总数, 过滤液1 500 r/min离心10 min, 去
上清, RPMI 1640洗涤2次. (2)Peyer's结细胞的体

外培养: 取洗涤两次的Peyer's结淋巴细胞, 悬浮于

含有抗生素(青霉素100 kU/L, 链霉素100 kU/L)、
100 mL/L FBS和植物凝血素(PHA 200 μg/L)的
RPMI 1640中, 调节细胞浓度至2×106/mL, CO2

孵育箱37 ℃孵育24 h, 离心取上清液酶联免疫

吸附测定试剂盒测定细胞因子IL-2、IFN-γ、

IL-4、IL-10的浓度. 
统计学处理 所有数据均用SPSS10.0统计软

件进行分析, 用mean±SD进行统计描述, 同种处

www.wjgnet.com

■相关报道
Bosque等发现肠
道 内 毒 素 增 加
能 引 起 G A LT 中
IFN-γ等细胞因子
的过度释放, 选择
性下调细胞顶膜
Na+运载体的表达
和 活 化 ,  松 解 上
皮间紧密连接复
合体使肠黏膜通
透 性 升 高 .  大 量
的IFN-γ产生可诱
导吞噬细胞释放
前 炎 症 因 子 ,  如
IL-1、TNF-α等, 
这些细胞因子募
集白细胞和单核
细胞进入黏膜固
有层. 活化的白细
胞和单核细胞在
局部的浸润并释
放炎症介质, 进一
步放大了炎症并
导致组织损伤.
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理不同时间组间比较及同一时间内不同处理组

间比较均采用单因素方差分析. 统计结果以P值

表示, P <0.05为差异有显著性意义, P <0.01为差

异极显著.

2  结果

2.1 伤后情况 各组大鼠伤后烫伤部位即为创面

发白, 呈皮革状; 12 h后出现发黑现象. 各时间点

烫伤组大鼠处死前活动减少, 精神较差, 毛发松

散; 假烫组的所有大鼠全身与脱毛部位基本情

况如常, 未见明显改变. 
2.2 Peyer's结淋巴细胞体外培养Th1/Th2细胞因

子浓度的变化

2.2.1 IL-2表达的变化: 烧伤后各时间点2组与伤

前比较均明显升高, 尤其在伤后第1天为明显, 
差异有极为显著的意义(P <0.01); EIN组10 d时与

EN组比较明显降低(P <0.05, 表1).
2.2.2 IFN-γ表达的变化: 烧伤后1 d、4 d 2组
IFN-γ的表达与伤前比较明显升高, 差异有显著

的意义(P <0.01或0.05); EIN组在7 d、10 d时与

伤前比较差异无显著性意义(均P >0.05). 在4 d、

7 d、10 d时EIN组IFN-γ浓度与EN组比较明显降

低(P <0.01或0.05, 表2).
2.2.3 IL-4表达的变化: 伤后EIN组IL-4表达明显

上升, 在各时间点与伤前比较差异均有显著的

意义(P <0.01或0.05); 在4 d时EN组与伤前比较

明显升高, 差异有显著的统计学意义(P <0.05), 
其余时间点两组与伤前比较差异无统计学意义

(均P >0.05); 在伤后各时间点与EN组比较, EIN组

IL-4浓度显著高于前2组(P<0.01或0.05, 表3).
2.2.4 IL-10表达的变化: IL-10在烧伤后1 d时两

组明显升高, 与伤前比较差异有统计学意义(均
P <0.01), EN组逐步下降, 但EN组4 d内均高于伤

前; EIN组在实验观察时间内均明显高于伤前(均
P <0.01), 组间比较EIN组在4 d、7 d和10 d时间 
IL-10的表达均高于EN组(均P <0.01, 表4).

3  讨论

Peyer's结是肠相关淋巴组织(gu t-as soc ia ted 
lymphoid tissue, GALT)的主要成员之一, Peyer's
结T淋巴细胞主要为CD4+的T淋巴辅助细胞(Th)
和CD8+的细胞毒性T淋巴细胞(Tc), 两者来自

表  1  Peyer's结淋巴细胞体外培养IL-2浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		           4		           7		         10

EN组	    19.7±7.3	 92.6±21.3d	 74.6±17.8d	 58.7±18.5d	 55.9±14.4d

EIN组			   97.6±25.4d	 81.7±21.3d	 51.6±17.7d	 41.6±16.5ad

aP<0.05 vs  EN组; dP<0.01 vs  伤前.

表  2  Peyer's结淋巴细胞体外培养IFN-γ浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		           4		           7		         10

EN组	    63.7±27.3	 279.4±89.7b	 182.6±52.9b	 129.9±48.9b         104.3±31.7b

EIN组			   292.7±97.4b	   96.7±31.2ac	   73.9±26.5d	 71.6±26.9d

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05, dP<0.01 vs  EN组.

表  3  Peyer's结淋巴细胞体外培养IL-4浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		           4		           7		         10

EN组	    92.3±31.7	 117.6±37.4	 165.9±54.2a	 103.4±37.6	 94.9±28.6

EIN组			   196.2±56.4bc	 289.1±74.1bc	 251.3±69.3bd         169.3±7.7ac

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05, dP<0.01 vs  EN组.

■应用要点
本实验结果证实
了烫伤明显地损
害了Peyer's的免
疫功能, 导致体液
免疫损害, 通过促
进Th2细胞因子的
分泌而改善局部
的体液免疫, 有利
于肠道免疫屏障
的恢复.
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于同一前体Th0细胞. 根据其分泌的细胞因子

不同将辅助T淋巴细胞分为Th1和Th2, Th1产生

IL-2、IFN-γ等, Th1细胞促进细胞介导的免疫

反应, 占优势的Th1效应导致T淋巴细胞的活化; 
Th2细胞因子包括IL-4、IL-5、IL-6等, 参与了诱

导部位B淋巴细胞增殖、分化, 占优势的Th2效
应导致B淋巴细胞的活化和抗体产生的上调[7-9]. 
已经证实SIgA的合成与抗原呈递、淋巴细胞归

巢迁移(trafficking)与周围环境中的细胞因子有

很大关系[10,11]. 为了了解细胞因子在肠道免疫

中的作用以及不同营养素给予后的变化, 我们

对从Peyer's结中分离纯化的淋巴细胞体外培养, 
用植物血凝素(phytohemagglutinin phyto lectin, 
PHA)刺激细胞因子的分泌, 选择IL-2、IFN-γ
作为Thl细胞的标志性因子, 而IL-4、IL-10作为

Th2细胞的标志性因子并对其进行分析. 
在烧伤后EIN组IL-4、IL-10的水平分别多

个时间点明显高于EN组; Kudsk等[12]报道补充

Glu的TPN能促进肠内IL-4、IL-10的产生, 其
最终效应是保持肠道I g A的水平. 静止期B淋

巴细胞在Peyer's结内进行同种型转换(isotype 
switch), 形成膜表面抗体IgA+的B淋巴细胞, 是
形成IgA型浆细胞的关键之一, 以前的体外研

究发现TGF-β在此过程中起重要的作用, 既促

使前B淋巴细胞基因表达重排, Cα基因替代CH
基因, 从而使B淋巴细胞转型为IgA型B淋巴细

胞. 近来的研究证实IL-4的作用远高于TGF-β. 
在体内实验中[13]证实IL-4是调控B淋巴细胞在

Peyer's结内分化的主要因子, IL-4-/-小鼠失去合

成IgA的功能, 因此IL-4对于IgA的合成十分重

要. IL-4还可激活静止期B淋巴细胞, 促使未成

熟的B淋巴细胞进行型转换进而形成抗原特异

性的IgA+ B淋巴细胞, 这些受刺激的淋巴细胞

离开淋巴结, 流经淋巴管和肠系膜淋巴结, 进入

体循环, 最后回归肠固有层和其他黏膜效应部

位; 此时B淋巴细胞在T淋巴细胞, 主要是CD4+ 
T淋巴细胞的作用下, 进行最终的分化. Genton
等[14]发现IL-4的表达与MAdCAM-1的表达相

关. Boyaka等[15]研究了各种TH2型细胞因子在

黏膜免疫中的作用, 发现IL-4、IL-10可协同诱

导SIgA+ B淋巴细胞分化成为IgA+浆细胞, 在给

予外源性IL-4后, IgA+浆细胞增加. IL-10在维

护肠道内环境稳定方面起关键作用[16,17], Ruiz 
等[18]发现IL-10基因敲除的动物不能抑制肠球菌

定殖引起肠道的促炎症反应. 在我们以前的研

究中已证实免疫营养支持可以改善烫伤后肠道

免疫功能[19-21], 结合本实验结果我们推测提高

IL-4、IL-10的表达, 促进Peyer's结B淋巴细胞的

成熟与循环可能是免疫营养改善肠道免疫功能

的主要机制. 
在实验中我们发现伤后早期T淋巴细胞

IL-2、IFN-γ的产生明显上升, 远高于Th2因子升

高的幅度. 一方面这有助于增强巨噬细胞和吞

噬细胞的吞噬能力和抗原递呈, 但局部Th1因子

过度的释放对肠道免疫也有不利的一面. Pérez-
Bosque等[22]发现肠道内毒素增加能引起GALT
中IFN-γ等细胞因子的过度释放, 选择性下调细

胞顶膜Na+运载体的表达和活化, 松解上皮间紧

密连接复合体使肠黏膜通透性升高[23,24]. 大量的

IFN-γ产生可诱导吞噬细胞释放前炎症因子, 如
IL-1、TNF-α等, 这些细胞因子募集白细胞和单

核细胞进入黏膜固有层. 活化的白细胞和单核

细胞在局部的浸润并释放炎症介质, 进一步放

大了炎症并导致组织损伤[25]. 
在以前的研究中发现IFN-γ能促进Th2细胞

分化为Th1细胞, 影响Th1/Th2比率[26]; 在本实验

中烧伤后Peyer's结细胞分泌IFN-γ明显上升, 这
也证实在烧伤后肠道存在Th2向Th1漂移的免疫

偏差. 在正常的生理情况下, Th1、Th2两类细胞

处于相互抑制、相互转化的平衡状态, 一旦平

衡被打破, 机体就会处于Th1优势或Th2优势的

漂移状态, 从而出现各种病理反应[27]. McClave 
等 [28]报道缺乏G l u的肠内营养可以促进肠道

黏膜或免疫细胞释放前炎症因子, 如TNF-α、
IFN-γ等; 这些细胞因子会加重全身炎症反应, 使
这种恶性循环进一步抑制肠道免疫监视作用, 

表  4  Peyer's结淋巴细胞体外培养IL-10浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		            4		             7		         10

EN组	    53.7±37.3	 146.4±79.7b	   84.6±32.9a	   81.6±43.9            65.2±32.4

EIN组			   171.7±83.4b	 219.3±71.3bd	 161.9±86.5bd        157.6±74.3bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; dP<0.01 vs  EN组.

■同行评价
本文总体上设计
合理, 有一定的新
颖性和科学性.
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并促进细菌移位. Zhang等[29]报道饮食增加ω-3
脂肪酸能调节Th1/Th2, 通过抑制Th1因子的表

达而增强Th2效应. Matsuda等[30]发现手术前给予

免疫营养能纠正患者的Th1/Th2平衡, 纠正Th2
占优势的飘移现象, 从而改善机体的免疫状况. 
两组实验动物中, EIN组在10 d时IL-2、IFN-γ低
于EN组, 而TH2因子IL-4、IL-10明显升高, 这说

明我们的免疫营养制剂可能是通过减少这些前

炎症因子的释放, 更好地纠正烧伤后Th2向Th1的
漂移, 协调细胞免疫和体液免疫之间的平衡.

总之, 本实验结果证实了烫伤明显地损害

了Peyer's的免疫功能, 导致体液免疫损害, 从而

使机体对外来抗原的反应与清除作用减弱, 处
于易感状态. 相对于普通肠内营养制剂, 肠内免

疫营养支持能快速有效地促进, 纠正局部Th2向
Th1漂移的免疫偏差, 通过促进Th2细胞因子的

分泌而改善局部的体液免疫, 有利于肠道免疫

屏障的恢复.
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