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脓毒症指“机体对感染反应失调所引起的危及

生命的器官功能障碍”fBg。研究调查显示，脓毒症具

有高发病率及高致死率的特点f(g，已成为现代危重

病急救医学面临的世界性难题。脓毒症发病机制非

常复杂，免疫功能紊乱贯穿于脓毒症病理过程的始

终，宿主的免疫功能状态在很大程度上决定着炎症

反应的预后。)M:: 样受体 &（)M::$:9`? P?C?><MPS&，

)*+&）可特异性识别革兰氏阴性菌表面的内毒素

d:9>M>M:=SHCCGHP9;?，*10），而 *10 是诱发脓毒症感染

主要的致病原。调节性 ) 细胞是一类具有负向免疫

调控作用的 ) 细胞亚群，其功能及活性变化影响着

脓毒症免疫功能紊乱的预后f-$&g，但其作用机制尚不

明确。本实验通过盲肠结扎穿孔术这一经典术式复

制脓毒症模型，结合 )P?Q 在免疫功能障碍中的作

用，探讨 )*+& 在脓毒症中对 )P?Q 功能及活性的影

响，并探讨其作用机制。
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夜循环，实验开始前适应性饲养 ! 周，无菌饲料喂

养，正常进食，自由饮水。各组别用随机数字表法将

小鼠分为 "#$% 组、&'( 组、)'*+,-,

"#$% 组、)'*+,-,

&'( 夜循环，实验开始前适应性饲养 ! 周，无菌饲

料喂养，正常进食，自由饮水。各组别用随机数字表

法将小鼠分为 "#$% 组、&'( 组、)'*+,-,

"#$% 组、

)'*+

,-,

&'( 组，各组别 ./ 只。

!0. !"#$

!1.1! 造模 采用盲肠结扎穿孔 （232$4 456$7589

:;927;<3，&'(）建立脓毒症模型。腹腔注射 !=戊巴

比妥钠 >/ %6-?6 麻醉，取腹正中做 ! 2% 切口，切开

皮肤、腹肌、腹膜进腹，找到盲肠，将其轻轻拉出腹

腔外，在盲肠中部结扎（结扎长度约 !!!1@ 2%），!>A

注射器针头贯穿结扎远端，挤出少量肠内容物，以

确保穿孔，将处理后的盲肠还纳腹腔，逐层缝合腹

壁切口，术后于皮下注射 ! %' 生理盐水液体复苏，

"#$% 小鼠手术不予环形结扎及针刺穿孔，余与 &'(

组相同。

!1.1. 检测 )<36 计数与凋亡率 术后 .+ #，分离

小鼠脾淋巴细胞，加入 !/ !' B58759 抗体，混匀，

+ "预冷孵育 !/ %59，然后加入 ./ !' 抗CB58759

抗体、!/ !' &D.@,(E 抗体混匀，离心洗涤。(B" 缓

冲液重悬后，加 !/ !' 抗,(E 磁珠混匀，+ "避光预

冷经分选，收集流出 &D+

F

&D.@

,

)<36 细胞，在含有

@=&G

.

HI "的孵育箱中孵育 .+ # 后计数，加入

J8K:H,JL)&抗体（B58M253923）标记，避光孵育 H/%59，

流式细胞仪检测 &D+

F

&D.@

,

)<36 凋亡。

!1.1H 检测 J8K:H%*NO 及 )'*+%*NO 的表达水

平 P595PO&" 免疫磁性分离系统分选各组 &D+

F

&D.@

F

)<36 细胞，按 )<5Q84 试剂盒（美国 (<8%36$ 公

司）操作说明，采用 )<5Q84 法提取总 *NO 并扩增，

反转录（美国 (<8%36$ 公司）合成 2DNO。采用荧光

定量 (&* 仪进行 (&* 扩增。(&* 反应条件：R@ "

预变性 ! %59，R@ "变性 !@ M，S/ "退火-延伸 +/ M，

共 +/个循环。J8K:H上游引物：@#T&OA&)A&&)O&O

A)A&&&)OA,H$；下游引物：@$,&O)))A&&OA&OA)

AAA)OA,H$；)'*+ 上游引物：@$,)))&O&&)&)A&

&))&O&)O,H$；下游引物：@$,OAO)O&O&&OO&AA&

)&)AOO),H$。分光光度仪检测 J8K:H%*NO 及

)'*+%*NO 的表达水平。(&* 引物购于伯研合众

（天津）生物医药科技有限公司。

!1.1+ 检测 )<36 细胞的 J8K:H、)'*+ 蛋白活性的

表达 分离各组小鼠 )<36，收集细胞，用预冷的

(B" 洗涤细胞，!// !' (B" 重悬细胞，加入 O975,

P8;M3&D!@.-&)'O,+,JL)& !/ !'，+ "避光孵育后

流式细胞仪检测；用同样的方法收集、洗涤、重悬

)<36 细胞。按 J8K:H 试剂盒操作说明将细胞破膜剂

稀释 + 倍，每 !/

S 细胞加入固定-穿透工作溶液 ! %'

重悬，+"避光孵育 . #。破膜缓冲液洗 !%.次，之后将

细胞悬浮于 .//!' (B"中通过流式细胞仪检测。

!1.1@ U3M73<9 B487 检测 )<36 细胞内 NJ,"B、:,

NJ,"B 的水平 分离各组小鼠 )<36，收集细胞，用

预冷的 (B" 洗涤细胞，按照操作说明（U344,V58，上

海）提取蛋白，转膜后用 @W脱脂牛奶封闭，按说明

书推荐比例稀释抗体 NJ,"B 、:,NJ,"B，在 +"下

过夜。用 )B") 洗膜后用辣根过氧化物酶孵育抗体

（!XS ///，B58,*$Y，美国）。用增强化学发光（E&'）

（日本P5445:8<3）对膜上的带密度进行了扫描和分析。

!1H %&'#$ 采用 "(""..1/ 统计学软件进行

数据分析，各组标准化的样本数值用 !"#，两组间比

较采用独立样本 ! 检验，以 "Z/1/@ 或 "Z/1/! 为差异

有统计学意义。

! !"

.1! )<36 &()*+,-. 由表 ! 可见，与

"#$% 组相比，U) &'( 组及 )'*+

,-,

&'( 组 )<36 数

量均增多（"Z/1/@），但两组中 U) &'( 组增多更明

显（"Z/1/@）。与"#$% 组相比，U)&'( 组 )<36 细胞凋

亡率明显下降（"Z/1/@），而 )'*+

,-,

&'( 组较 U)&'(

组 )<36 凋亡率升高（"Z/1/@）。

.1. J8K:H%*NO ) )'*+%*NO /0123 由图

! 可见，与 U) "#$% 组相比，U) &'( 组小鼠 )<36 细

胞内 J8K:H%*NO 及 )'*+%*NO 表达水平明显升高

（"Z/1/@）。与 )'*+

,-,

"#$% 组相比，)'*+ ,-,

&'( 组

J8K:H%*NO 及 )'*+%*NO 表达水平无明显变化

（"[/1/@）。与 U)&'( 组相比，)'*+,-,

&'( 组小鼠

J8K:H%*NO及 )'*+%*NO水平则显著降低（"Z/1/@）。

.1H )<36 45 J8K:H6)'*+ 780123 如图 .

所示，与 U) "#$% 组相比，U)&'( 组 )<36 细胞

J8K:H 及 )'*+ 表达量明显增加（"Z/1/@）。与 )'*+

,-

,

"#$% 组相比，)'*+,-,

&'( 组 J8K:H 及 )'*+ 的表达

无明显差异（"[/1/@）。与 U)&'( 组相比，)'*+,-,

&'(

组 J8K:H 及 )'*+ 表达量显著减少（"Z/1/@）。

分组 存活细胞-死亡细胞-= 凋亡率-=

U) "#$% I@1@I&+1/@ II1@I&@1+I

U) &'( @H1.S&H1S+

$

HS1+R&+1H@

$

)'*+,-,"#$% IH1S/&+1+I II1SH&+1S.

)'*+,-,&'( S+1/I&@1/H

V，2
+R1>S&+1>I

V，2

# " $%&'() #$%&*+,-./

#'( " #$%& )*+,- ',. '/*/-*010 $'-% 1, %')2 &$*+/

与 U) "#$% 组相比，$

"Z/1/!；与 )'*+,-,"#$% 组相比，V

"Z/1/!；与

U) &'( 组相比，2

"Z/1/!
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!"# $%&' !"# ()*!+$,*()*!+ %& 如图 -

所示，与 .$ /012 相比，.$ 345 组小鼠脾脏的

$%&' 细胞内 ()*!+ 和 ,*()*!+ 表达量显著升高

（!67"78），与 $49#

*:*

/012 组，$49#*:*

345 组 ()*!+

和 ,*()*!+ 表达量较稍升高（!67"78）。而 $49#

*:*

345 组与 .$ 345 组比较，$%&' 细胞内 ()*!+ 和

,*()*!+ 表达量明显降低（!67"78）。

! !"

脓毒症是严重创伤、烧伤、休克、大手术和感染

后的严重并发症之一，其病情进展可诱发脓毒症休

克和多器官功能衰竭，是 ;3< 常见的致死原因=8*>?。

在脓毒症发病机制中，早期常表现为过度炎症反

应，随即机体进入持续的免疫抑制状态，过度的炎

症反应促使机体出现严重的免疫功能障碍，甚至出

现免疫麻痹=@?，而因免疫麻痹导致的感染并发症成

为脓毒症患者临床死亡的主要原因=A*B?。本实验采用

C!67"78

# " $%&'#$%&()*'()*!+,-.+#/,0+,-.,-./0

'1&" #2% %)*$%331(4 (5 '()*!+,-. 647 #/,0+,-. 14 #$%& (5

%682 &$(9*

# : $%&' #$%&() '()*!1#/,02345,-./0

'1& : #2% %)*$%331(4(5'()*! 647#/,0*$(;%14 14#$%& (5 %682 &$(9*

C! 67"78

# ! $%&' #$%&()* *<-'<!=1-'<!=26,-./0

'1& ! #2% %)*$%331(4 (5 *<-'<!= 647-'<!= *$(;%14 14 #$%& (5

%682 &$(9*
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盲肠结扎穿孔复制脓毒症模型，与人类脓毒症特点

相似，具有较高的相关性!"#$。

%&'( 属于 %)** 样受体家族，在多种类型的细

胞均可得到表达，是天然免疫系统识别病原微生物

的主要受体，不仅可特异性识别革兰氏阴性菌表面

的内毒素（*+,),)*-./001/2+34，&56），还能识别类脂

7、热休克蛋白 8#（9658#）、真菌表面的多聚体

（:;<）。我们在研究中发现，=&5 术后 >( 1，野生型

小 鼠 脾 %24? 细 胞 中 %&'( 表 达 显 著 升 高 ，且

%24?@)A,BC'D7 及其蛋白表达亦明显升高，但 %24?

自身凋亡率显著减少，提示此时 %24? 功能及活性显

著增强。而 %&'(

EFE鼠中，%24? 自身凋亡率及 @)A,B

表达（C'D7 和蛋白）未见显著变化，这表明脓毒症

状态下 %24? 功能及活性的变化与 %&'( 表达密切

相关，这与 G/H?

!""$及 9I..

!">$等的研究结果一致。

本研究进一步对作用机制进行了初步探讨。

%&'( 作为 &56 的受体，在脓毒症时两者结合，通过

<-JKK 依赖途径和 <-JKK 非依赖途径通过激活

D@E!L

!"BE"M$。D@E!L 在几乎所有类型细胞中均存在

表达。有研究表明，在脓毒症时，阻断 %&'(ND@O!L

信号通路炎症因子水平下降!>#E>"$。结果表明，=&5 后

>( 1，在野生型鼠中 %24? 细胞中 D@E!L 和 ,ED@E

!L 表达显著升高，而 %&'(

ENE时蛋白表达未见显著

变化，这提示脓毒症时 %24? 细胞功能及活性的变

化与 %&'(ND@E!L 信号通路密切相关，但具体分子

机制仍有待于进一步研究。在我们的实验结果中还

发现，%&'(ENE

=&5 组 %24? 细胞 D@E!L、,ED@E!L 蛋

白表达量较 %&'(

ENE

61/C 组轻度增加，此结果可能

与脓毒症病理过程复杂，多条信号通路参与其发生

发展过程有关，拟下一步对该结果进行研究分析。

脓毒症病理机制极其复杂，涉及多条信号通路

及多种作用机制，本研究仅探讨其中一条信号通

路，且对象为动物模型，尚需进一步研究探索后应

用于临床治疗，本研究旨在为临床治疗脓毒症提供

新的方向与理论依据。

!"#$!

!"$ 6+H?42 <，J4IP.01C/H = 6，64-C)I2 = Q，4P /*R %14 P1+23 +HP42H/!

P+)H/* 0)H.4H.I. 34S+H+P+)H. S)2 .4,.+. /H3 .4,P+0 .1)0T U.4,.+.OBV!W$R

W7<7，>#"8，B"X（K）YK#"

!>$ =14H? L，;+4 :，G/) 6，4P /*R Z,+34C+)*)?- )S .4[42 .4,.+. +H 02+P+!

0/**- +** .I2?+0/* ,/P+4HP. +H P4H IH+[42.+P- 1).,+P/*. +H =1+H/!W$R =2+P

=/24 <43，>##\，BX（""）Y >XBK

!B$ ]T^)2 _，]H-+*/?1/ =，̀ I2+/T).4 6，4P /*a '4?I*/P)2- % 04**. 4H!

1/H04 .I.04,P+b+*+P- P) 4A,42+C4HP/* %2-,/H).)C/0)H?)*4H.4 +HS40!
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