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摘要：目的 观察旋毛虫及其虫源性蛋白对盲肠结扎穿孔（CLP）诱导的小鼠脓毒症的影响。方法 80只雄性BALB/c小鼠随机

分为假手术组、CLP组、旋毛虫肌幼虫（ML）预感染组、旋毛虫肌幼虫虫体可溶性蛋白（SMP）处理组和排泄分泌蛋白（MES）处理

组。 ML预感染组于术前28 d经口感染300条旋毛虫肌幼虫，其余各组分别于术后30 min腹腔注射PBS或SMP（25 µg/只）或

MES（25 µg/只）。观察小鼠术后状态和72 h生存率，检测术后12 h小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天门冬氨酸氨基转移

酶（AST）、尿素氮（BUN）和肌酐（Cr）水平及TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-10、TGF-β水平，观察小鼠肝和肾组织病变。结果 与假手术

组相比，CLP组72 h生存率降低，血清中ALT、AST、BUN和Cr水平及细胞因子TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-10和TGF-β水平均明显

升高（P<0.05）。肝中肝索排列紊乱，肝细胞水肿，肾中部分血管球皱缩，肾小管细胞水肿。与CLP组相比，ML预感染组血清中

ALT、AST、Cr、TNF-α和 IL-1β水平降低，IL-10和TGF-β水平升高（P<0.05）；SMP处理组血清中ALT、AST、Cr、TNF-α和 IL-1β水

平降低，TGF-β水平升高（P<0.05）；MES处理组72 h生存率明显升高，血清中ALT、AST、BUN、Cr、TNF-α、IL-6和IL-1β水平明显

降低，IL-10和TGF-β水平明显升高（P<0.05），肝和肾组织结构损伤明显减轻。结论 旋毛虫及其虫源性蛋白可减少CLP诱导的

脓毒症小鼠血清中促炎因子的释放，促进免疫调节因子的释放，其中MES效果更为显著，并能减轻肝和肾结构和功能的损伤。

关键词：脓毒症；旋毛虫；盲肠结扎穿孔；排泄分泌蛋白；促炎因子；免疫调节因子

Abstract: Objective To observe the effect of Trichinella spiralis and its worm-derived proteins on cecal ligation and puncture
(CLP)-induced sepsis in mice. Methods Eighty male BALB/c mice were randomly divided into sham-operated group, CLP
group, Trichinella spiralis muscle larvae (ML) pre-infection group (ML + CLP group), soluble muscle larvae proteins (SMP)
treatment group (SMP+CLP group) and excretory-secretory proteins (MES) treatment group (MES+CLP group). In ML+CLP
group, the mice were orally infected with 300 Trichinella spiralis muscle larvae at 28 days before CLP and those in the other
groups were intraperitioneally injected with PBS or SMP (25 µg/mice) or MES (25 µg/mice) 30 min after CLP. The general
condition and 72-h survival after CLP of the mice were observed. The levels of alanine transaminase (ALT), aspartate
transaminase (AST), blood urea nitrogen (BUN), creatinine (Cr), TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-10 and TGF-β were measured at 12 h
after the operation, and the pathological changes of the liver and kidney were observed. Results Compared with the
sham-operated mice, the mice in CLP group showed decreased 72-h survival, obviously increased ALT, AST, BUN, Cr, TNF-α,
IL-6, IL-1β, IL-10, and TGF-β with hepatic cords disorder, hepatocytes swelling, glomerulus shrinkage, and renal tubular cell
edema. Compared with CLP group, the mice in ML+CLP group showed lowered levels of ALT, AST, Cr, TNF-α and IL-1β and
increased levels of IL-10 and TGF-β; in SMP + CLP group, the levels of ALT, AST, Cr, TNF-α and IL-1β were decreased and

TGF-β increased. In MES + CLP group, the mice showed
obviously increased 72-h survival with lowered levels of
ALT, AST, BUN, Cr, TNF-α, IL-6 and IL-1β, increased
levels of IL-10 and TGF-β, and alleviated liver and kidney
damages. Conclusion Trichinella spiralis and its
worm-derived proteins can decrease the levels of
pro-inflammatory cytokines and increase
immunomodulatory cytokines, and MES has more potent
effect to reduce structural and functional damages of the
liver and kidney.
Key words: sepsis; Trichinella spiralis; cecal ligation and
puncture; excretory-secretory proteins; pro-inflammatory
cytokine; immunomodulatory cytokines
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脓毒症是机体在感染因素的作用下，炎症介质过度

释放而引发失控的自我持续放大和自我破坏的全身炎

症反应综合征，发病急，死亡率高［1］。虽然对脓毒症的抗

感染治疗技术在近年来取得了长足进步，但居高不下的

发病率和死亡率仍然困扰着临床医生。因此，寻找安

全、有效的脓毒症治疗策略显得尤为重要。

近年来，随着“卫生假说”的提出，蠕虫感染与脓毒

症的关系备受关注，大量研究表明：蠕虫及其虫源性蛋

白可以有效的抑制脓毒症引起的过度的炎症反应［2-6］。

旋毛形线虫（简称旋毛虫，Trichinella spiralis）属于蠕虫

中旋毛形线虫属，幼虫寄生于横纹肌中，成虫寄生于小

肠粘膜内，可引起宿主的旋毛虫病。但多项研究证实，

旋毛虫感染后能缓解多种自身免疫性疾病动物模型的

炎症反应，如多种类型的肠炎［7］、哮喘［8-9］、Ⅰ型糖尿病［10-11］

等，其机制可能与旋毛虫蛋白有关。旋毛虫作为一种组

织寄生虫，在发育的不同时期分泌不同的蛋白调节宿主

的局部或全身免疫，进行免疫逃避，达到与宿主共生的

目的。有体外实验证实旋毛虫肌幼虫虫体可溶性蛋白

及排泄分泌蛋白可诱导T细胞、巨噬细胞和树突状细胞

活化，释放更多的免疫调节因子，如白介素-4（IL-4），白

介素-10（IL-10）等［12-13］，但旋毛虫肌幼虫及其虫源性蛋

白能否抑制脓毒症过度的炎症反应尚未见报道。因此，

本次实验通过旋毛虫肌幼虫（Trichinella spiralis
muscles larvae, ML）预感染，旋毛虫肌幼虫虫体可溶性

蛋白（soluble muscle larvae proteins, SMP）和排泄分泌

蛋 白（MES）对 盲 肠 结 扎 穿 孔（cecal ligation and

puncture, CLP）致BALB/c小鼠脓毒症进行干预，并探

讨其可能的机制，为脓毒症的临床治疗提供新思路。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 6周龄SPF级BALB/c小鼠（苏州工业

园区爱尔特科技有限公司，生产许可证号 Scxk（苏）

2014-0007，动物伦理批准文号AMU26-08061），雄性，

体质量18~22 g，自由饮食。

1.1.2 虫株 旋毛虫虫种引自河南猪源旋毛虫，由郑州

大学王中全和崔晶教授惠赠，昆明小鼠传代保种。

1.2 主要试剂与仪器

苏木精伊红染料（碧云天公司），ELISA试剂盒（达

科为公司），全自动组织脱水机ZT-14S3（湖北孝感医用

电子技术有限公司），组织切片机（德国Leica公司），

酶标仪Model 550（美国BIO-Rad公司），全自动生化

分析仪（美国Beckman Coulter公司）。

1.3 方法

1.3.1 ML的收集 实验前用旋毛虫肌幼虫转种昆明鼠

备用。昆明鼠经口感染旋毛虫肌幼虫500条/只，45 d

后，颈椎离断处死昆明鼠。剥去皮毛，取全部肌肉，剪碎

并用高速组织绞肉机搅匀，采用胃蛋白酶消化法（1%胃

蛋白酶+0.75% HCI），置于恒温磁力搅拌器上，37 ℃搅

拌消化4 h，每100 mL加0.85 g NaCl终止反应，100目/

英寸无菌不锈钢网过滤，自然沉淀、离心，收集ML，无菌

生理盐水洗涤4次后，4%琼脂计数［14］。

1.3.2 SMP的收集 纯净的旋毛虫肌幼虫置于 EP管

中，置于4 ℃和-80 ℃反复冻融5次，加入适量无菌生

理盐水，组织研磨器于冰上快速研磨 15 min，再经超

声 6次，彻底粉碎虫体，12 000 r/min离心20 min后取

上清，收集SMP，SDS-PAGE 电泳检测SMP成分，BCA

法测定SMP蛋白浓度，-80 ℃保存。

1.3.3 MES的收集 纯净的旋毛虫肌幼虫置于培养皿

中，加入含双抗不含血清的RPMI 1640培养基，调整密

度为4000~5000条/mL，将培养皿置于37 ℃，5% CO2培

养箱中孵育48 h，选取无污染，死虫率<5%的培养皿，离

心后取上清液，经0.22 µm硝酸纤维素膜过滤后，置于

超滤管中离心浓缩，收集MES［15］，SDS-PAGE 电泳检测

MES成分，BCA法测定MES蛋白浓度，-80 ℃保存。

1.3.4 动物分组及小鼠脓毒症模型的制备 雄性BALB/c

小鼠80只，适应性饲养1周，随机分为：假手术组（Sham

组）、盲肠结扎穿孔组（CLP组）、旋毛虫肌幼虫预感染组

（ML+CLP组）、旋毛虫肌幼虫虫体可溶性蛋白处理组

（SMP+CLP组）和排泄分泌蛋白处理组（MES+CLP

组），每组10只用于观察小鼠术后状态和72 h生存率，

每组6只于术后12 h取材。采用盲肠结扎穿孔［16-17］制备

脓毒症小鼠模型。小鼠术前禁食12 h，不禁水。40 g/L

水合氯醛0.2 mL/20 g腹腔注射麻醉，麻醉满意后固定、

备皮、消毒。腹部正中（沿腹白线）逐层切开0.8 cm，轻

柔地找到并结扎盲肠根部，18 G无菌针头在已结扎盲

肠中段对穿1次，轻柔地从戳孔处挤出少许肠内容物。

将结扎穿孔后的盲肠小心还纳腹腔，逐层缝合腹壁并消

毒。小鼠背部皮下注射生理盐水0.5 mL/20 g抗休克。

术后小鼠放回鼠笼，自由饮水、进食。Sham组除不结扎

并穿孔盲肠，其余操作与CLP组相同；ML+CLP组小鼠

于CLP术前28 d经口感染300条旋毛虫肌幼虫［18］，常

规喂养；SMP+CLP组和MES+CLP组分别于CLP术后

30 min腹腔注射SMP（25 µg/只）或MES（25 µg/只），而

Sham组、CLP组和ML+CLP组注射等量PBS。

1.4 标本的采集及检测方法

1.4.1 检测小鼠肝功能和肾功能 术后12 h，摘小鼠眼球

留取血液，室温下静置30 min，台式离心机离心15 min，

收集血清，-80 ℃保存。全自动生化仪检测小鼠血清中

ALT、AST、BUN和Cr水平。

1.4.2 ELISA检测小鼠血清中细胞因子的变化 取小鼠

血清按照ELISA试剂盒进行操作，酶标仪测定其A450
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值，通过标准曲线计算小鼠血清中TNF-α、IL-6、IL-1β、

IL-10和TGF-β水平。

1.4.3 小鼠肝和肾组织病理学检查 小鼠处死后，迅速

取出肝和肾，PBS冲洗干净后，用40 g/L多聚甲醛固定

24 h，梯度酒精脱水，石蜡包埋，切片，苏木精-伊红（HE）

染色，光学显微镜下观察肝和肾组织的病理改变。

1.4.4 生存率测定 密切观察各组小鼠术后的一般情

况，记录死亡时间。计算各组小鼠72 h生存率，并绘制

生存曲线。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计软件，生存分析使用Kaplan-

Meier检验比较，各组方差齐同后采用方差分析（两组之

间采用q检验），以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 旋毛虫及其虫源性蛋白对脓毒症小鼠生存率的影响

Sham组小鼠术后活动正常，进食、进水正常，毛色

光亮，CLP组小鼠术后精神萎靡，活动减少，少食或不

食，毛色杂乱，无光泽，小鼠眼角分泌物增多。ML+CLP

组和SMP+CLP组小鼠术后状态较CLP组改善，MES+

CLP组小鼠术后虽然也出现精神差，少食等症状，但较

CLP组明显改善，且72 h生存率为70%，较CLP组明显

升高（P<0.05，图1）。

2.2 旋毛虫及其虫源性蛋白对脓毒症小鼠肝功能和肾

功能的影响

采用全自动生化分析仪检测小鼠血清中 ALT、

AST、BUN和Cr水平，结果显示：与Sham组相比，CLP

组小鼠术后血清中ALT、AST、BUN和Cr水平明显升高

（P<0.05）；与CLP组小鼠相比，ML+CLP组小鼠经ML

预感染后，术后血清中ALT、AST和Cr水平降低（P<

0.05），SMP+CLP 组小鼠经 SMP 处理，术后血清中

ALT、AST和Cr水平降低（P<0.05），MES+CLP组小鼠

经MES处理，术后血清中ALT、AST、BUN和Cr水平明

显降低（P<0.05），且 MES+CLP 组小鼠术后血清中

AST和BUN水平较ML+CLP组和MES+CLP组降低

（P<0.05，图2，3）。

2.3 旋毛虫及其虫源性蛋白对脓毒症小鼠血清中细胞

因子的影响

采用ELISA检测小鼠血清中细胞因子水平，结果

显示：与Sham组相比，CLP组小鼠术后血清中TNF-α、

IL-6、IL-1β、IL-10和TGF-β水平均明显升高（P<0.05）；

与CLP组小鼠相比，ML+CLP组小鼠经ML预感染后，

术后血清中TNF-α和 IL-1β降低，IL-10和TGF-β升高，

SMP+CLP组小鼠经SMP处理，术后血清中TNF-α和

IL-1β降低，TGF-β升高，MES+CLP组小鼠经MES处

理，术后血清中TNF-α、IL-6和IL-1β明显降低，IL-10和

TGF-β水平明显升高（P<0.05），且MES+CLP组较ML+

CLP组和MES+CLP组小鼠术后血清中TNF-α和 IL-6

降低，TGF-β升高（P<0.05，图4）。

2.4 旋毛虫及其虫源性蛋白对脓毒症小鼠肝和肾组织

结构的影响

Sham组小鼠肝和肾大小正常，表面红润，镜下可见

肝中肝小叶分界清楚，肝索呈辐射状排列，肝血窦清晰；

肾中肾小体内血管球饱满、肾小囊腔清晰，周围肾小管

形态正常。CLP组小鼠肝和肾的表面有明显瘀点或瘀

斑，光泽较差，镜下可见肝中肝索排列紊乱，肝细胞明显

水肿，肝血窦淤血；肾中部分肾小体内血管球皱缩，肾小

管肿胀，且肝和肾组织中有大量炎性细胞浸润。ML+

CLP组、SMP+CLP组和MES+CLP组小鼠肝和肾组织

结构的损伤较CLP组减轻，其中MES+CLP组减轻最明

显，肝中肝索较规则，肝细胞水肿减轻；肾中皱缩的血管

球明显减少，肾小管结构较清晰，且肝和肾组织中炎症

细胞浸润减少（图5、6）。

3 讨论

脓毒症是临床危重症患者最严重的并发症之一，易

引起全身脏器的损伤，最终导致多器官功能障碍综合征

的发生［19-20］。盲肠结扎穿孔术是复制脓毒症的金标准［21］，

能复制出与临床病人病理生理过程极为相似的脓毒症

动物模型。实验中观察到，小鼠CLP术后12 h，血清中

TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-10 和TGF-β明显升高，且伴随过

度的炎症反应，小鼠肝和肾的组织结构和功能都出现不

同程度的损伤，这些症状均与脓毒症患者的临床症状相

似，说明通过CLP制备的脓毒症小鼠模型成功。

旋毛虫是全世界极为流行的一种人畜共患的食源

性寄生虫［22-23］。有实验证实旋毛虫感染或旋毛虫排泄

分泌蛋白，都可促使宿主体内免疫反应向辅助性T细胞

2（Th2）反应偏移，产生大量抗炎因子（IL-4、IL-5 和

图1 各组小鼠的72 h生存率
Fig.1 Survival of the mice within 72 h in each group.
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IL-13等）和免疫调节因子（IL-10和TGF-β），并能长期

维持该状态［24-27］，抑制宿主体内的辅助性T细胞1（Th1）

炎症反应，减少促炎因子（TNF-α、IL-6和 IL-1β等）产

生，也有体外实验证实旋毛虫排泄分泌蛋白可以显著减

少脂多糖（LPS）刺激的巨噬细胞分泌TNF-α、IL-6和

IL-1β。因此本研究尝试用旋毛虫肌幼虫及其虫源性蛋

白对CLP诱导的小鼠脓毒症进行干预，观察其对脓毒症

的影响并初步探讨其诱发的免疫机制。实验结果显示，

采用旋毛虫肌幼虫排泄分泌蛋白处理，可以显著升高脓

毒症小鼠72 h生存率，显著减少脓毒症小鼠血清中促炎

因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β水平，升高免疫调节因子

IL-10和TGF-β水平，明显改善肝和肾的组织结构和功

能损伤。而通过提前感染旋毛虫肌幼虫或采用旋毛虫

肌幼虫虫体可溶性蛋白处理，虽然也可减少脓毒症小鼠

血清中TNF-α、IL-1β水平，升高免疫调节因子TGF-β水

平，但效果没有旋毛虫肌幼虫排泄分泌蛋白处理组显

著。表明旋毛虫肌幼虫及其虫源性蛋白具有减少促炎

因子释放，促进免疫调节因子释放，抑制脓毒症过度炎

症反应的作用，但旋毛虫肌幼虫排泄分泌蛋白在调节脓

毒症过度炎症反应的过程中更加主动并显著。与此相

似的是，日本血吸虫虫卵中由于含有毛蚴，可主动分泌

排泄分泌蛋白，调节免疫反应，较成虫可溶性蛋白更能诱

导调节性T细胞分泌IL-10和TGF-β［28］。究其原因可能

是虫体可溶性蛋白主要发挥刺激宿主机体识别并促进

宿主机体清除入侵病原体的功效，诱导宿主体内偏向

Th1的免疫应答，而对宿主机体免疫负调控的作用不明

显，而排泄分泌蛋白是虫体为达到与宿主共生的目的而

主动排泄分泌的蛋白，直接暴露于宿主的免疫系统，是

诱导宿主产生免疫反映的主要抗原，通过调控宿主机体

的免疫反应，从而达到免疫逃避的目的［29-30］，较虫体可溶

性蛋白更加主动且有效。

总之，旋毛虫及其虫源性蛋白可通过减少促炎因子

释放，增加免疫调节因子产生，缓解脓毒症的过度炎症

反应，以旋毛虫肌幼虫排泄分泌蛋白的效果更为显著，

并能减少肝和肾的损伤。但是用活旋毛虫肌幼虫治疗

脓毒症，患者从生理上及心理上都很难接受，且虫体感

染会导致各种病理性损伤［31］。因此将旋毛虫肌幼虫虫

体可溶性蛋白或排泄分泌蛋白中具有免疫调节作用的

蛋白分离出来，可为临床上治疗脓毒症提供新途径。
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图2 各组小鼠肝功能的变化
Fig.2 Changes of liver function of the mice in each group (*P<0.05).
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图3 各组小鼠肾功能的变化
Fig.3 Changes of kidney function of the mice in each group (*P<0.05).

20

15

10

5

0

B
U

N
(m

m
ol

/L
)

60

50

40

30

20

10

0

C
r

(μ
m

ol
/L

)

A B

SMP+CLP
ML+CLP

MES+CLPCLP
Sham

SMP+CLP
ML+CLP

MES+CLPCLP
Sham

* *

* *
*

**

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2016, 36(8): 1048-1054

A
S

T
(I

U
/L

)

900

750

600

450

300

150

0

B

SMP+CLP
ML+CLP

MES+CLPCLP
Sham

*

*

*

·· 1051



图5 各组小鼠肝组织结构的变化
Fig.5 Structural changes of the
liver tissue of the mice in each
group (HE staining, × 200). A:
Sham group; B: CLP group; C:
ML + CLP group; D: SMP + CLP
group; E: MES+CLP group.
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图4 各组小鼠血清中细胞因子的变化
Fig.4 Changes of serum levels of cytokines
in the mice in each group (*P<0.05).
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