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白三烯Ｂ４受体１拮抗剂Ｕ７５３０２对脓毒症小鼠细胞免疫与炎症反应的影响
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　　［摘要］　目的　观察白三烯Ｂ４受体１（ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＬＴＢ４ＢＬＴ１）拮抗剂 Ｕ７５３０２对脓毒症小鼠免疫功能

的影响，探讨阻断白三烯Ｂ４受体１在脓毒症治疗中的意义。方法　采用盲肠结扎穿孔术（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）
致脓毒症小鼠模型，将１８只雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术组（ｎ＝６）、ＣＬＰ组（ｎ＝６）、ＣＬＰ＋腹腔注射Ｕ７５３０２组（ｎ＝６）。

手术后２４ｈ检测３组小鼠外周血中肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）及白介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）的水

平，利用流式细胞术检测３组小鼠腹腔灌洗液中Ｇｒ１＋细胞的计数以及胸腺Ｔ淋巴细胞的凋亡情况。结果　与ＣＬＰ组相
比，ＣＬＰ＋腹腔注射Ｕ７５３０２组小鼠外周血中的ＴＮＦα水平降低约４３％（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１０水平升高约８８％（Ｐ＜０．０５），腹腔

Ｇｒ１＋细胞计数降低（Ｐ＜０．０５），胸腺Ｔ淋巴细胞凋亡比例减少（Ｐ＜０．０１）。结论　ＬＴＢ４ＢＬＴ１拮抗剂Ｕ７５３０２可降低外周血

ＴＮＦα水平、提高ＩＬ１０水平、改善细胞免疫，可能干预脓毒症的炎症反应。

　　［关键词］　脓毒症；白三烯Ｂ４受体１；白三烯拮抗剂；细胞免疫；炎症
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　　白三烯Ｂ４（ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４，ＬＴＢ４）是一种强有

力的炎性介质和趋化因子，通过与其相应受体结合

而发挥生物学效应，在许多疾病中具有重要作用。

白三烯Ｂ４受体１（ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＬＴＢ４

ＢＬＴ１）是ＬＴＢ４的高亲和力受体，主要在白细胞尤

其是中性粒细胞和巨噬细胞上表达［１］，近年来发现

ＬＴＢ４ＢＬＴ１在 Ｔ 细胞［２］、树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ

ｃｅｌｌｓ，ＤＣ）、破骨细胞上都有表达［３４］。近年来，关于

ＬＴＢ４通过ＬＴＢ４ＢＬＴ１介导的免疫调控作用逐渐

成为研究的热点。文献表明 ＬＴＢ４通过 ＬＴＢ４

ＢＬＴ１参与支气管哮喘、慢性阻塞性肺疾病、类风湿

性关节炎等病理生理过程［５７］。免疫细胞功能的调
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控是上述疾病发生发展的关键因素。本研究通过脓

毒症动物模型的在体研究，探讨用ＬＴＢ４ＢＬＴ１特异

性拮抗剂 Ｕ７５３０２阻断ＬＴＢ４ＢＬＴ１对脓毒症小鼠

免疫功能的影响。

１　材料和方法

１．１　动物及试剂　健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，８～１０

周龄，体质量２０～３０ｇ，由第二军医大学实验动物中

心提供。所有动物实验前均在室温维持于２０～

２５℃、湿度２０％～３０％、ＬＤ１２／１２（１２ｈｌｉｇｈｔ／１２ｈ

ｄａｒｋ）的环境中饲养 １ 周。ＬＴＢ４ＢＬＴ１ 拮抗剂

Ｕ７５３０２（Ｃａｙｍａｎ，１００μｇ）购于上海麦约尔生物技术

有限公司；肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，

ＴＮＦα）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＭｏｕｓｅＴＮＦａｌｐｈａＱｕａｎ

ｔｉｋｉｎｅＥＬＩＳＡＫｉｔ，Ｃａｔ：ＭＴＡ００Ｂ）及白介素１０（ｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＭｏｕｓｅＩＬ１０

ＱｕａｎｔｉｋｉｎｅＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ，Ｃａｔ：Ｍ１０００）均购于美国

Ｒ＆Ｄ生物技术公司；流式细胞术荧光抗体 Ａｎｔｉ

ＭｏｕｓｅＣＤ３ＡＰＣＣｙ７购于美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司；流

式细胞术荧光抗体 ＡｎｔｉＭｏｕｓｅＧｒ１ＦＩＴＣ以及凋

亡检测试剂盒（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃ

ｔｉｏｎＫｉｔ）购于美国ｅＢｉｓｃｉｅｎｃｅ公司。ＭＡＣＳＱｕａｎｔ
型流式细胞仪购于德国美天旎（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃＧｍ

ｂＨ）生物技术公司。小动物麻醉实验平台由第二军

医大学长海医院麻醉科自制。

１．２　 动物分组和模型的建立 　 将 １８ 只雄性

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术组（ｓｈａｍ组，ｎ＝６）、

盲肠结扎穿孔术（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）

组（ｎ＝６）和ＣＬＰ＋腹腔注射 Ｕ７５３０２组（ｎ＝６）。本

实验全部采用ＣＬＰ术复制脓毒症小鼠模型［８］。小

鼠先持续吸入３％七氟烷进行麻醉，麻醉后将小鼠固

定于手术板上，腹部正中区域备皮并消毒。取腹部

正中切口并逐层切开，切开腹直肌及腹膜后用无损

伤探子寻及并暴露盲肠及其周围邻近肠管。在距离

盲肠末端约整个盲肠长度的１／３～１／２处使用３０号

丝线结扎盲肠以及肠系膜血管，再对结扎部分盲肠

进行穿刺，穿刺点选取结扎段盲肠肠系膜血管对侧

乏血管区，单孔穿刺，不对穿盲肠，轻微挤出少许内

容物，确保穿刺孔的通畅。将所有肠管回纳入腹腔，

最后缝合手术伤口。术后于背部皮下注射生理盐水

０．５ｍＬ，放回鼠笼，暖风机加热，待其自由苏醒。苏

醒后小鼠自由摄食及饮水。Ｓｈａｍ 组动物除不行

ＣＬＰ外，其余手术操作均与ＣＬＰ致脓毒症组动物的

处理相同。

１．３　干预方法　ＣＬＰ术后１ｈ时，给予 ＣＬＰ＋

Ｕ７５３０２组腹腔注射 ＬＴＢ４ＢＬＴ１拮抗剂 Ｕ７５３０２

（每只５μｇ／１００μＬ），ｓｈａｍ组和ＣＬＰ组分别腹腔注

射无菌生理盐水（每只１００μＬ）。随后按照术前的饲

养条件饲养，自由进食饮水。

１．４　样本采集和检测指标　实验模型建立２４ｈ时，

将各组小鼠给予３％七氟烷吸入麻醉。７５％乙醇消

毒小鼠腹面，无菌剪刀剪开小鼠剑突下皮肤，用２ｍＬ
无菌空针穿刺心脏采血０．８ｍＬ左右，注入无菌肝素

抗凝管备用；剪开小鼠腹部皮肤，经腹腔穿刺注入２

ｍＬ灭菌生理盐水，冲洗抽吸３次并收集腹腔灌洗

液，回收率９０％；解剖小鼠，取胸腺。将血液离心后

取血浆，利用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细胞因子 ＴＮＦα
及ＩＬ１０水平。腹腔灌洗液用免疫荧光抗体 Ａｎｔｉ

ＭｏｕｓｅＧｒ１ＦＩＴＣ染色后，使用流式细胞仪检测。

剪碎胸腺组织并用３ｍＬ注射器针芯捻磨组织，使分

散的细胞滤过网筛进入塑料培养皿中，用ＰＢＳ缓冲

液冲洗网筛，收集胸腺细胞。制备好的胸腺细胞悬

液用抗体ＡｎｔｉＭｏｕｓｅＣＤ３ＡＰＣＣｙ７和凋亡试剂盒

免疫荧光染色后，使用流式细胞仪检测。采用

ＭＡＣＳ流式细胞分析软件统计腹腔灌洗液Ｇｒ１＋细

胞计数和胸腺ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞凋亡比例并采集典

型的流式细胞散点图。

１．５　统计学处理　先采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统

计学处理，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，对数据的正态性

以及方差齐性进行检验，符合正态分布及方差齐性

的数据再以Ｐｒｉｓｍ５．０１软件采用ｔ检验比较两组间

差异；不符合正态分布或方差齐性两者任一条件的数

据以Ｐｒｉｓｍ５．０１软件采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ非参数检验

统计方法比较两组间差异。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　外周血中 ＴＮＦα及ＩＬ１０的水平　与ｓｈａｍ
组小鼠相比，ＣＬＰ组小鼠外周血ＴＮＦα及ＩＬ１０水

平均有升高（Ｐ＜０．０１）。Ｕ７５３０２干预后，脓毒症小

鼠外周血促炎细胞因子 ＴＮＦα水平降低约４３％
（Ｐ＜０．０５），而抑炎细胞因子ＩＬ１０水平升高约８８％
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（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组小鼠血浆细胞因子ＴＮＦα及ＩＬ１０水平比较

Ｔａｂ１　ＰｌａｓｍａＴＮＦαａｎｄＩＬ１０ｌｅｖｅｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｇｒｏｕｐ ＴＮＦα ＩＬ１０

Ｓｈａｍ ０±０ ２８．８±１１．８

ＣＬＰ ５７．８±９．３ ２２５．０±２５．１

ＣＬＰ＋Ｕ７５３０２ ３２．８±７．５△ ４２４．３±２５．６△

　ＴＮＦα：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ＩＬ１０：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０；

ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ

２．２　腹腔灌洗液中 Ｇｒ１＋细胞计数变化　图１是

典型的流式细胞散点图。与ｓｈａｍ组小鼠相比，ＣＬＰ

组小鼠腹腔灌洗液Ｇｒ１＋细胞计数升高（Ｐ＜０．０１）；

Ｕ７５３０２干预后，脓毒症小鼠腹腔灌洗液Ｇｒ１＋细胞

计数降低（Ｐ＜０．０５），见图２。

２．３　胸腺Ｔ淋巴细胞凋亡情况　图３是典型的流

式细胞散点图。与ｓｈａｍ组小鼠相比，ＣＬＰ组小鼠

胸腺ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞凋亡（早期凋亡＋晚期凋亡）

比例增加（Ｐ＜０．０１）；Ｕ７５３０２干预后，脓毒症小鼠胸

腺ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞凋亡（早期凋亡＋晚期凋亡）比

例减少（Ｐ＜０．０１，图４）。

图１　各组小鼠腹腔冲洗液Ｇｒ１＋细胞流式细胞计数典型图

Ｆｉｇ１　ＴｙｐｉｃａｌｆｉｇｕｒｅｓｏｆＧｒ１＋ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｍｉｃｅｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ

图２　各组小鼠腹腔冲洗液Ｇｒ１＋细胞计数比较

Ｆｉｇ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＧｒ１＋ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｉｎｍｏｕｓｅ

ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）是一种由感染引起全身性炎症

反应的临床综合征［９］，其治疗费用高且预后差。过

去对脓毒症的研究一直聚焦于促炎与抗炎、氧化与

抗氧化以及凝血与纤溶等系统的研究，虽然发现了

一些能调节免疫功能、阻断脂质过氧化以及恢复凝

血与纤溶平衡的新药，但临床疗效仍欠佳［１０１２］。

　　目前许多研究认为，脓毒症病程的发生进展，不

仅是各类炎症信号异常放大而导致的机体损害，还

存在免疫系统的功能紊乱，脓毒症患者的免疫状态

与脓毒症的发展和转归密切相关，调节脓毒症患者

的免疫功能从而改善脓毒症患者的预后，已成为当

前脓毒症研究的热点［１３］。

　　脓毒症时机体免疫系统受到激发，诱发多种生

物级联反应，其特征是早期异常放大的炎症反应。

脓毒症时全身炎症反应以 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１和

ＩＦＮγ的大量释放最为明显。ＴＮＦα在感染和炎性
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反应 过 程 中 最 早 释 放 并 起 关 键 始 动 作 用［１４］。

ＴＮＦα等的大量增多又导致抗炎因子如ＩＬ１０的反

应性提高。ＩＬ１０不仅能直接抑制炎症细胞的增殖，

还能抑制单核细胞的激活、迁移、黏附以及细胞因子

的合成释放［１５］。本研究选用 ＴＮＦα和ＩＬ１０来探

讨ＬＴＢ４ＢＬＴ１特异性拮抗剂Ｕ７５３０２对ＣＬＰ脓毒

症小鼠免疫功能的影响。结果表明，给予 Ｕ７５３０２

后，脓毒症小鼠外周血促炎细胞因子ＴＮＦα水平下

降，而抑炎细胞因子ＩＬ１０水平上升，提示脓毒症小

鼠异常放大的炎症反应得以缓解，这对于避免后续

继发的免疫抑制状态有积极意义。中性粒细胞和单

核巨噬细胞是感染发生时最早聚集到局部病灶的细

胞，也是炎症浸润和炎症损伤的主要细胞，Ｇｒ１＋细

胞包括中性粒细胞和单核巨噬细胞。本研究中给予

Ｕ７５３０２后，脓毒症小鼠腹腔 Ｇｒ１＋细胞数目减少，

提示炎性细胞浸润减轻，有利于减轻组织损伤。

图３　各组小鼠胸腺ＣＤ３＋细胞凋亡情况的流式细胞典型图

Ｆｉｇ３　ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｍｏｕｓｅｔｈｙｍｕｓｏｆＣＤ３＋ Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ

图４　各组小鼠胸腺ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞凋亡细胞的比较

Ｆｉｇ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｍｏｕｓｅ

ｔｈｙｍｕｓＣＤ３＋ Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　Ａｙａｌａ等［１６］早已报道脓毒症时会出现淋巴细胞

凋亡增加的现象。这不但会导致特异性免疫细胞大

量减少，还会破坏特异性免疫与非特异性免疫之间

的联系，使得树突状细胞向 Ｔｈ细胞提呈抗原的能

力下降。同时还表现出淋巴细胞的增殖能力下降及

Ｔｈ１／Ｔｈ２比例失调，从而使机体对脓毒症引起的二

重感染的易感性增加并降低机体对病原体的抵抗

力。胸腺是机体重要的中枢免疫器官，是Ｔ淋巴细

胞分化、发育和成熟的场所，而ＣＤ３细胞分子又是

Ｔ细胞发育不同阶段的重要表面标志，其阳性表达

或阴性表达可以作为研究不同成熟阶段的依据［１７］。

因此本研究中选用胸腺ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞的凋亡比

例，作为衡量Ｕ７５３０２是否会影响脓毒症时Ｔ淋巴

细胞凋亡的指标。结果表明，小鼠胸腺ＣＤ３＋Ｔ淋

巴细胞在脓毒症时凋亡明显增多，使用ＬＴＢ４ＢＬＴ１

特异性拮抗剂 Ｕ７５３０２后凋亡减轻，在一定程度上

可改善脓毒症后续免疫抑制的发生和持续存在。
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