
脓毒症作为重症感染，是由感染引起的全身炎症反

应综合征，其发病机制涉及到全身炎症网络效应、基因

多态性、免疫功能障碍等多个方面。T细胞亚群失衡，

尤其是调节性T细胞（Treg）及Th17细胞的平衡，被认为

在脓毒症免疫机制中有重要作用［1-3］。有文献报道，给小

鼠预先输注坏死细胞能够改变脓毒症小鼠生存率［4-5］，但

其机制仍不清楚。我们采用预注射坏死细胞的方法，研究

其对脓毒症小鼠体内Treg/Th17细胞亚群平衡的影响。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组

8~10周龄的SPF级雄性C57BL6小鼠34只，体质

量20±2 g，南方医科大学实验动物中心提供（许可证号：

SCXK 粤2011-0015）。随机分成4组：正常对照组（PBS

组，n=5）、假手术对照组（Sham组，n=5）、脓毒症组（CLP

组，n=12）以及坏死细胞处理组（Nec组，n=12）。正常对

照组腹腔注射200 μl PBS 1次，假手术组在小鼠麻醉

后，仅分离盲肠末端后，不进行结扎穿孔。脓毒症组小

鼠用盲肠结扎穿孔法（CLP）建立脓毒症模型。坏死细

胞处理组于5 d前预先腹腔注射2×107个坏死细胞，第0
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摘要：目的 研究预输注坏死细胞对脓毒症小鼠模型Treg/Th17细胞平衡的影响。方法 将34只C57BL/6小鼠随机分成4组：正

常对照组（PBS组，n=5）、假手术对照组（Sham组，n=5）、脓毒症组（CLP组，n=12）及坏死细胞处理组（Nec组，n=12）。PBS组为

正常小鼠，腹腔注射200 μl PBS一次，Sham组小鼠手术分离盲肠末端后，不进行结扎穿孔；CLP组小鼠用盲肠结扎穿孔法（CLP）

建立脓毒症模型；Nec组小鼠预先腹腔注射2×107个坏死细胞，第5天再行盲肠结扎穿孔。所有小鼠于制备CLP模型后2周处

死，流式细胞仪检测外周血、脾脏和胸腺中CD4+Foxp3+ Treg细胞以及CD4+IL17A+ Th17细胞比例。结果 CLP组脾脏中Th17

比例及Treg/Th17比值均显著高于PBS组及sham组（P<0.01）；CLP组小鼠胸腺内Treg比例显著低于Sham组（P<0.01）；而预输

注坏死细胞，可逆转上述CLP手术后小鼠体内Th17比例、Treg比例及Treg/Th17的比例失衡（P<0.05）。结论 预输注坏死细胞

可以逆转脓毒症小鼠体内Treg/Th17细胞亚群的失衡。

关键词：脓毒症；调节性T细胞；Th17细胞；坏死细胞

Abstract: Objective To investigate the effect of transfusion of necrotic cells on regulatory T (Treg) and Th17 cell balance in
septic mice. Method Thirty-four C57BL/6 mice were randomized into PBS group (n=5), sham-operated group (n=5), sepsis
group (n=12), and necrotic cell transfusion group (n=12) and subjected to intraperitoneal PBS injection, sham operation by
separating the cecum only, cecal ligation and puncture (CLP), and injection of 2 × 107 necrotic cells 5 days before CLP,
respectively. All the mice were sacrificed 2 weeks after CLP for analyzing the proportion of CD4 + Foxp3 + Treg cells and CD4 +

IL17A+ Th17 cells in the peripheral blood, spleen and thymus by flow cytometry. Results The percentage of Th17 cells and Treg/
Th17 ratio in the spleen was significantly higher in CLP group than in the sham-operated group and PBS group (P<0.01). The
percentage of Treg cells in the thymus was significantly lower in CLP group than in the sham-operated group (P<0.01).
Pre-infusion of necrotic cells redressed the abnormality of Treg and Th17 cell percentages and Treg/Th17 imbalance in mice
following CLP (P<0.05). Conclusion Pre-infusion of necrotic cells can reverse Treg/Th17 imbalance in septic mice.
Key words: sepsis; regulatory T cells; Th17 cells; necrotic cells
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天行盲肠结扎穿孔。

1.2 主要试剂与仪器设备

FITC标记大鼠抗小鼠CD4单抗，Alexa Fluor647

标记大鼠抗小鼠 Foxp3 单抗，PE 标记大鼠抗小鼠

IL-17A单抗（美国BD）；PE标记大鼠同型对照 IgG1κ、

Foxp3检测打孔/固定液套装（美国eBioscience）；凋亡细

胞检测试剂盒（南京凯基生物）；佛波酯（PMA），离子霉

素（Ionomycin），布雷菲德菌素A（BFA）（美国ENZO）；

BD FACScaliburTM流式细胞仪（美国BD）。

1.3 实验方法

1.3.1 坏死细胞制备与检测 取8~10周龄C57BL/6小

鼠3只，颈椎脱臼法处死，无菌环境中取出胸腺，5 ml注

射器平端研磨，200目滤网过滤，PBS重悬细胞。调整细

胞浓度至2×108/ml后，平均分装两离心管，56 ℃水浴1 h

后室温备用。取100 μl坏死细胞悬液加入凯基试剂盒

中的缓冲液400 μl，混匀。加入Annexin V-FITC 5 μl，

PI 5 μl，混匀后避光反应5 min，立即上流式细胞仪检

测，Annexin V与PI双阳性为坏死细胞。

1.3.2 脓毒症小鼠的制备 脓毒症模型的建立参考

Rittirsch等［6］报道的方法。1%戊巴比妥钠麻醉小鼠后，

仰卧位固定，刮去被毛，常规消毒腹部，腹正中切口。进

入腹腔后，分离盲肠远端与大肠系膜，避免损伤肠系膜

血管。在盲肠远端1/2处用无菌4号丝线结扎，并用无

菌7号针头在盲肠远端中央处贯通穿刺，挤出少许内容

物后把盲肠推回腹腔，逐层缝合关闭腹腔。术后立即背

部皮下注射生理盐水1 ml。自由进食饮水。根据汤耀

卿等［7］等方法及病理结果判断造模是否成功。每24 h

记录1次各组存活小鼠数量，连续随访记录2周。

1.3.3 CD4+ T细胞亚群的检测 处理后第14天处死所

有存活小鼠，取外周血并制备脾脏及胸腺细胞悬液，含

10%血清的 1640 全培养基重悬后，加入 100 ng/ml

PMA、1 μg/ml Ionomycin以及10 μg/ml BFA，37 ℃、5%

CO2孵箱孵育6 h。PBS洗涤并加入抗CD4抗体，4 ℃避

光孵育60 min，Foxp3检测打孔/固定液处理1 h，透化工

作液洗涤细胞，300 g离心5 min并弃去上清液，残余液

体分为2管，分别加IL-4单抗、IFN-γ单抗及对应的同型

对照抗体，避光孵育30 min，PBS洗涤并重悬后，流式细

胞仪检测。以CD4+细胞设门，检测其中CD4+IL17A+

Th17细胞及CD4+Foxp3+Treg细胞比例。

1.4 统计学分析

采用SPSS 16.0统计分析软件对数据进行统计分

析，脓毒症术后生存率用Kaplan-Meier法描述，log-rank

检验比较组间小鼠生存率的差异，分析细胞亚群比例用

采用单向方差分析，P<0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1 脓毒症模型鉴定及病理

小鼠行CLP手术后，其活动减少，精神萎靡，眼角

有脓性分泌物，饮食饮水减少，腹腔有较多渗出液。术

后第2天死亡小鼠病理检查发现：（1）肝淤血、局部可见

肝细胞坏死，散在炎性细胞浸润；（2）肾间质淤血，散在

小灶性出血；（3）肺组织有不同程度的出血、渗出、肺间

质炎症细胞浸润。假手术组小鼠状态均较好，饮食饮水

正常，无腹腔渗出液。实验结果符合小鼠脓毒症模型的

基本要素，脓毒症造模成功［6］。

2.2 CLP手术后小鼠的生存率

CLP手术后第14天，CLP组小鼠死亡6只，存活率

50%。Nec组小鼠死亡7只，存活率41.7%。相比下，PBS

组和Sham组小鼠全部存活，存活率100%。CLP组与

Nec组间生存率无统计学差异（χ2=4.053，P=0.132，图1）。

2.3 坏死细胞的鉴定

使用小鼠胸腺细胞制备坏死细胞，细胞悬液56 ℃
水浴1 h后，经流式检测，Annexin V和PI双阳性细胞达

到到97%以上（图2），可以用于下一步实验。

2.4 坏死细胞对CLP小鼠体内CD4+T细胞亚群的影响

2.4.1 各组小鼠外周血中Th17及Treg细胞亚群占CD4+

T淋巴细胞的比例 CLP手术造模后第14天，检测各实

验组及对照组存活小鼠外周血中Th17、Treg细胞亚群

占CD4+T淋巴细胞的比例。实验结果（表1）显示，与

PBS组相比，手术后小鼠外周血中的Treg细胞占CD4+T

淋巴细胞的比例均有减低（PTreg=0.050）。各实验组中外

周血Th17细胞占CD4+T细胞的比例未见统计学差异。

脓毒症造模后，CLP组及CLP+Nec组小鼠外周血CD4+

细胞的比例均有降低（PCD4=0.000）。结果说明Treg细

胞比例虽受到手术（创伤）影响而降低，但脓毒症手术及

坏死细胞对外周血Treg及Th17细胞比例无特殊影响。

2.4.2 各组小鼠脾脏中Th17及Treg细胞亚群占CD4+T

淋巴细胞的比例 CLP手术造模后第14天，检测各组存

活小鼠脾脏中Th17及Treg亚群占CD4+T细胞的比

例。结果（表2）显示，CLP组小鼠脾脏中Th17/CD4比

值为显著高于其他3组（PTh17=0.008）。手术处理后（无

论CLP与否）小鼠脾脏Treg占CD4+T比例均显著低于

PBS对照组（PTreg=0.000），但此3组之间相互无统计学
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Fig.1 Survival rates of mice in the 4 groups 14 days after CLP.
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差异（P>0.05）。结果（图3、4）说明，在脓毒症可升高小

鼠脾脏中Th17细胞比例，而预先注射坏死细胞能够逆

转Th17细胞的增加，同时坏死细胞还会增加脾脏中

CD4+T细胞的数目。

2.4.3 各组小鼠胸腺中Th17及Treg细胞亚群占CD4+T

淋巴细胞的比例 CLP手术造模后，检测各实验组及对

照组小鼠胸腺中CD4+T亚群占CD4+T淋巴细胞的比

例。结果（表3）显示：小鼠胸腺中Treg

细胞比例均存在组间差异。我们发现

CLP组小鼠胸腺内Treg占CD4+T比

例显著低于Sham组和CLP+Nec组小

鼠（P<0.05）。各实验组及对照组之间

胸腺Th17细胞、CD4+T细胞的比例未

见差异（P>0.05）。结果说明脓毒症影

响到小鼠胸腺产生Treg细胞，输注坏

死细胞，可以保护胸腺内Treg细胞的

产生。

2.4.4 计算各组小鼠体内 Treg/Th17

的比值 我们进一步计算了各组小鼠

体内Treg与Th17的比例。结果（表

4）显示：虽然手术后小鼠脾脏Treg/

Th17比值整体降低，但与Sham组小鼠相比，CLP组小

鼠脾脏内Treg/Th17比值显著降低，而输注坏死细胞可

以明显逆转Treg/Th17的失衡，差异具有统计学意义

（P<0.01）。各组小鼠外周血及胸腺中，Treg/Th17比值

未见统计学差异（P>0.05，图5）。
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1.23%

3 讨论

在脓毒症发病机制中，免疫功能紊乱是脓毒症进展

的最重要的原因［8-11］。通常在脓毒症早期，固有免疫系

统激活，补体激活、大量炎性介质释放、多种免疫细胞参

与疾病的发生发展，包括巨噬细胞、DC细胞、中性粒细

胞、NK细胞等。在脓毒症后期，适应性免疫也参与脓毒

症炎症反应中。一般认为，抗原提呈细胞（APC）在提呈

抗原的同时，可分泌细胞因子诱导初始T细胞分化为

CD4+ Th细胞，包括Th1、Th2、Th17等，以及影响Treg的

产生和分化［12-15］。在脓毒症炎症反应中，Th17则通过分

泌 IL-17诱导巨噬细胞、内皮细胞等细胞产生TNF-α、

IL-1β、IL-6等多种前炎症细胞因子/趋化因子，参与炎症

反应［11］。而Treg细胞作为负向调控细胞，在脓毒症后诱

导T细胞向Th2方向分化，并介导的免疫无反应性，发

表1 外周血中各CD4+ T亚群占CD4+ T细胞的比例
Tab.1 Percentages of CD4+ T subsets in CD4+ T cells in peripheral blood (%, Mean±SD)

△P<0.05 vs PBS group; ◇P<0.01 vs PBS group; ※P<0.01 vs Sham group.

T subsets/CD4+ T cells

Th17/CD4+

Treg/CD4+

CD4+ T

Group

PBS (n=5)

1.15±0.32

5.74±1.57

39.10±8.73

Sham (n=5)

0.80±0. 37

2.82±1.66△

42.38±3.39

CLP (n=6)

0.80±0.54

2.99±1.97△

27.32±4.47◇※

CLP+Necrotic cells (n=5)

0.77±0.67

3.46±1.52△

26.20±5.64◇※

F

0.669

3.201

10.261

P

0.583

0.050

0.000

T subsets/CD4+ T cells

Th17/CD4+

Treg/CD4+

CD4+ T

Group

PBS (n=5)

0.92±0.18△

6.37±1.99

23.45±2.98

Sham (n=5)

0.95±0. 58△

2.68±1.45◇

22.58±2.95

CLP (n=6)

1.67±0.26

1.21±0.83◇

20.96±4.90

CLP+Necrotic cells (n=5)

0.89±0.41△

2.75±1.40◇

28.10±4.80△※

F

5.513

12.155

2.975

P

0.008

0.000

0.061

表2 脾脏中各CD4+ T亚群占CD4+ T细胞中的比例
Tab.2 Percentages of CD4+ T subsets in CD4+ T cells in the spleen (%, Mean±SD)

△P<0.05 vs PBS group; ◇P<0.01 vs PBS group; ※P<0.01 vs Sham group.
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挥着关键调节作用［16-17］。Treg通过细胞接触机制和释

放细胞因子作用于效应T细胞，发生免疫抑制，影响

Th17的极化，决定着炎性反应的不同结局［18-19］。有文献

报道Treg/Th17之间存在平衡，Treg/Th17的失调和自

身免疫疾病、肿瘤及急慢性炎症有密切关系［20-23］。

我们的研究发现，脓毒症小鼠体内存在Treg/Th17

失衡，其脾脏中Th17比例均明显升高，胸腺中Treg比例

减少。说明脓毒症发生后机体发生强烈的促炎反应，体

内Th17表达增加，抗感染免疫反应及清除病原体的能

力增强。同时，脓毒症可以上调小鼠脾脏中Th17比例，

导致Treg/Th17平衡向Th17方向发展。但与临床研究

报道不同［24-26］，我们实验中并未发现外周Treg比例上

升，脓毒症小鼠胸腺中Treg的比例反而有显著降低。

考虑临床实验多检测CD4+CD25+T细胞，而活化的幼稚
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Fig.3 Percentage of Th17 and Treg cells in CD4+T cells in the spleen.

0.74% 1.13% 2.01% 0.89%

6.12% 2.35% 1.90% 3.10%

T subsets/CD4+ T cells

Th17/CD4+

Treg/CD4+

CD4+ T

Group

PBS (n=5)

0.74±0.56

2.01±0.61

73.07±2.64

Sham (n=5)

0.75±0.56

2.52±0.63☆

72.77±5.46

CLP (n=6)

1.44±0.87

1.48±0.45

75.79±9.24

CLP+Necrotic cells (n=5)

1.35±0.76

2.35±0.58◇

70.33±10.23

F

1.472

3.683

0.470

P

0.257

0.033

0.707

表3 胸腺中CD4+ T亚群占CD4+ T细胞中的比例
Tab.3 Percentages of CD4+ T subsets in the thymuses (%, Mean±SD)

◇P<0.05, ☆P<0.01 vs CLP group.

T cells balance

Blood

Spleen

Thymus

Group

PBS (n=5)

5.26±1.63

6.92±1.82

4.43±3.37

Sham (n=5)

3.52±0.80☆

2.94±0.30☆※

4.76±3.07

CLP (n=6)

3.64±1.28

0.68±0.42☆

1.31±0.75

CLP+Necrotic cells (n=5)

5.28±1.81

3.10±1.24☆※

2.13±1.09

F

2.453

29.641

7.991

P

0.099

0.000

0.093

表4 各组小鼠体内Treg/Th17比例
Tab.4 Percentages of Treg and Th17 cells in the 4 groups (%, Mean±SD)

☆P<0.001 vs PBS group; ※P<0.01 vs CLP group.
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T 细胞也会表达 CD25 +，故其从严格意义上不属于

Treg。体内主要发挥抑制功能的是自然发生的Treg，其在

胸腺分化成熟，主要以转录因子Foxp3为特异性标志［27］。

以CD4+Foxp3+作为Treg标志更为准确。所以临床实验

的报道与我们的结论不矛盾。

按照Hotchkiss［5］等报道，预先输注坏死细胞可以改

善脓毒症小鼠的生存率。但我们的实验结果未见生存

率差异。考虑其原因，一方面我们实验的样本量相对较

少（n=34，文献中的样本均在100以上），在生存分析统

计中不易体现统计学差异；另一方面，我们输注的坏死

细胞数目（2×107）少于文献报道（5×107）也是可能的影

响因素。不论如何，结合我们的实验结果及文献报道，

预先输注坏死细胞对脓毒症小鼠生存率的干预，很有可

能与其逆转脓毒症小鼠体内中 Treg/Th17 的失衡有

关。按照Sun［28］的观点，坏死细胞可以激发免疫反应。

其在脓毒症中的保护作用及对Treg/Th17平衡的影响，

是否与预激活了小鼠免疫系统仍不清楚。推测坏死细

胞释放的炎性分子如HMGB-1、HSPs等，与T细胞亚群平

衡有关［29-32］。如能进一步明确坏死细胞对Treg/Th17平衡

的影响机制，对脓毒症的预防及治疗具有重要意义。
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