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［摘要］ 目的  探讨通过盲肠结扎穿孔术（CLP）建立的脓毒症小鼠在疾病发展过程中，不同脏器炎症浸润程度以及

免疫状态的变化特点。方法 对 40 只小鼠进行 CLP 建立脓毒症模型（CLP 组），在术后 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h 及

72 h 检测小鼠血液、肺组织及回肠组织中 IL-6、IL-10、IL-2、IL-4 的含量变化，并用流式细胞技术检测小鼠脾脏中 Treg 及

Th17、回肠黏膜固有层中 CD4＋T 及 CD8＋T 淋巴细胞比例变化。另选择 40 只小鼠进行假手术，作为对照（假手术组）。 

结果 CLP 组小鼠肺组织及回肠组织中 IL-6 含量于术后 6 h 达峰值，血浆中 IL-6 含量于术后 12 h 达峰值，均高于同时间点

假手术组小鼠（P＜0.01）。CLP 组小鼠回肠组织中 IL-10 含量于术后 6 h 达峰值，高于假手术组（P＜0.01）；IL-2 含量于术

后持续上升，在术后 24 h 达峰值，高于假手术组（P＜0.01）。CLP 组小鼠术后 6 h 及 24 h 的脾脏淋巴细胞中 Th17、Treg 比

例明显高于同时间点假手术组（P＜0.01）；回肠黏膜固有层中 CD4＋T 细胞比例于术后 12 h 达峰值，CD8＋T 细胞比例于术

后 24 h 达峰值，均高于同时间点假手术组（P＜0.01）。脾脏淋巴细胞中 Th17、Treg 及回肠黏膜固有层中 CD4＋T 及 CD8＋T 

细胞均于术后 24 h 下降。结论 脓毒症发病过程中，不同部位的炎症因子浸润程度不同，肠道黏膜中炎症反应出现较早且

持续时间较长；脓毒症中后期 CD8＋T 细胞减少、Treg 比例相对较高，提示淋巴细胞增殖能力下降。

［关键词］ 脓毒症；T 淋巴细胞；调节 T 细胞；回肠；肠道黏膜；炎症因子
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［  Abstract ］ Objective To investigate the changes of inflammatory infiltration degree and immune status of different 
tissues in sepsis mice established by cecal ligation and perforation (CLP) during the development of the disease. Methods 40 mice 
were used to establish sepsis model by CLP. The levels of IL-6, IL-10, IL-2 and IL-4 in blood, lung and ileum tissues were detected 
at 0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h and 72 h after operation. The percentages of Treg and Th17 in spleen and the proportions of CD4＋T and 
CD8＋T lymphocytes in lamina propria of ileum mucosa were detected by flow cytometry. 40 mice underwent sham operation were as 
the control. Results The IL-6 level in lung and ileum reached the peak at 6 h after operation, and the IL-6 level in plasma reached 
the peak at 12 h after CLP, which was significantly higher than that in the sham group at the same time point (P＜0.01). The IL-10 
level in ileum reached the peak at 6 h after CLP, which was significantly higher than that in sham group (P＜0.01). The level of IL-2 
in ileum tissue increased continuously after CLP, and reached the peak at 24 h, which was significantly higher than that in sham group 
(P＜0.01). The percentages of Th17 and Treg in spleen at 6 h and 24 h after CLP were significantly higher than those in sham group 
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脓毒症作为一类复杂性、异质性较高的临床

综合征，在疾病进展过程中，抗炎及促炎剧烈的双

相、拮抗反应促使机体免疫失衡及免疫抑制，导致

脏器损伤进行性加重，甚至导致患者死亡［1］。T 淋

巴细胞耗竭是脓毒症免疫抑制的主要特征［2］。因

此，明确疾病进程中淋巴细胞亚群变化，对于推进

逆转脓毒症免疫抑制干预方法发展有重要作用。

以往研究中，脓毒症免疫相关指标多来源于患

者或动物模型的血液，而血液为炎症高反应和免疫

抑制的混合环境［3］。而且，由于难以通过临床患

者实现对脏器免疫反应的动态观察，有关脓毒症疾

病进程中 T 细胞亚群变化、血液及不同组织中细

胞因子释放水平的动态研究相对较少。而深入研

究脓毒症发展过程中脏器炎症浸润程度与免疫平

衡的变化关系，通过 T 细胞亚群及炎症因子水平评

估脏器损伤严重程度及疾病进展情况，能为临床更

早启动对脓毒症患者的脏器保护提供参考。因此，

本研究通过小鼠脓毒症模型，探讨脓毒症发展过程

中不同组织炎症浸润程度的变化以及不同免疫器

官中 T 细胞亚群的变化。

1 材料与方法

1.1 试剂及仪器 Luminex 细胞因子检测试剂

盒（美 国 BIO-RAD 公 司； 编 号：17004035）；

Luminex 分 析 仪（美 国 Luminex 公 司； 型 号：

X-200）。抗 Foxp3-PE（Thermo 公司；编号：12-
5773-82），抗CD25-PE-Cyn7（Thermo公司；编号：

25-0251-82），抗 IL-17A-PE（Thermo 公司；编号：

12-7177-81），抗CD8-PerCP-cy5.5（美国BD 公司；

编号：551162），抗 CD4-FITC（美国 BD 公司；

编号：557307）。流式细胞仪（美国 BD 公司；型

号：Celesta），离心机（Eppendorf 公司；型号：

5424R）。

at the same time point (P＜0.01); the CD4＋T cell percentage in lamina propria of ileum mucosa reached the highest at 12 h after 
CLP, and CD8＋T cell percentage reached the highest at 24 h after CLP, which were significantly higher than those in sham group  
(P＜0.01). The percentages of Th17, Treg in spleen, and CD4＋T and CD8＋T cells in lamina propria of ileum mucosa all decreased at 
24 h after operation in the two groups. Conclusions The infiltration degrees of inflammatory factors are different in different tissues 
during sepsis, and the inflammatory reaction in intestinal mucosa appears earlier and last longer; during the middle and late stage of 
sepsis, CD8＋T cells decreasing and the Treg ratio relativly increasing imply that lymphocyte proliferation is decreased.

［ Key Words ］ sepsis; T lymphocyte; regulatory T cell; ileum; intestinal mucosa; inflammatory cytokine

1.2 实验对象 SPF 级健康雄性 BALB/c 小鼠 80
只，体质量 20～22 g，由上海斯莱克实验动物有

限责任公司提供［许可证号：SCXK（沪）2017-
0005］。小鼠饲养于上海中医药大学附属岳阳中

西医结合医院实验动物中心，温度（22±2）℃，

相 对 湿 度（55±2）%，12 h/12 h 明 暗 交 替 光

照，自由饮水摄食。本研究获得上海中医药大

学附属岳阳中西医结合医院伦理委员会审批

（YYLAC-2021-101-1）。

1.3 分组与造模 将 80 只 BALB/c 小鼠随机分为

假手术组（n=40）及盲肠结扎穿孔术（CLP 组，

n=40）。造模前两组小鼠均禁食、水 8 h，每只小

鼠予 2% 戊巴比妥钠（40 mg/kg，0.04 mL/20 g）
腹腔注射麻醉，固定于操作台上，腹部备皮后予常

规消毒；CLP 组通过 CLP 建立脓毒症小鼠模型，

假手术组开腹后寻找到盲肠后将其回纳腹腔，逐层

关腹。术后予每只小鼠背部皮下注射 1 mL 37℃预

热的生理盐水，行液体复苏治疗。

1.4 取 材 分别于术后0 h、6 h、12 h、24 h、48 h、
72 h 进行取材，两组每个时间点各 6 只小鼠。通过

摘除眼球法，用含抗凝剂的采血管收集外周血，离

心后取上清，﹣80℃保存血浆。处死小鼠后，依次

取出脾脏、肺脏及回肠，予 1×PBS 清洗。脾脏、

部分回肠组织用组织保存液于 4℃保存；肺脏及剩

余回肠组织各取 20 mg 放入 EP 管中，加入 200 μL
裂解液进行匀浆后，离心取上清，测定 BCA 总蛋

白浓度，﹣80℃保存。

1.5 细 胞 因 子 IL-6、IL-10、IL-2、IL-4 含 量 测

定 采用 Luminex 细胞因子检测试剂盒及 Luminex
分析仪分别测定各时间点小鼠血浆、肺组织、回

肠组织中细胞因子 IL-6、IL-10、IL-2、IL-4 的含量。

1.6 淋巴细胞比例测定 分别取出各时间点小鼠

脾脏、回肠，制成 1×107 个 /mL 细胞悬液，按照
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说明书检测脾脏淋巴细胞 Th17、Treg 及回肠黏膜

固有层中 CD4＋T 细胞、CD8＋T 细胞比例。回肠黏

膜固有层 T 细胞检测：加入细胞表面荧光抗体，

4℃孵育 30 min，3 h 内用流式细胞仪完成检测。

脾脏淋巴细胞检测：加入细胞表面荧光抗体，4℃
孵育 30 min，完成破膜固定后进行核内染色，混匀

后 4℃孵育 30 min。
1.7 统计学处理 采用 SPSS 25.0 统计软件对数据

进行统计分析。满足正态分布及方差齐性的计量

资料以 x±s 描述，组间比较采用 one-way ANOVA
检验，检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 血浆 IL-6、IL-10、IL-2、IL-4 含量 结果（图 1） 
显示：CLP 组小鼠术后 12 h 血浆 IL-6、IL-10、
IL-2 含量达峰值，IL-6/IL-10 比值升高，高于与

假手术组（P＜0.05）。随后，CLP 组小鼠血浆

IL-6、IL-10、IL-2 呈下降趋势，但仍高于假手术

组。CLP 组 小 鼠 血 浆 IL-6 水 平 及 IL-6/IL-10 比

值在术后 48 h 骤降，与假手术组差异无统计学意

义；CLP 组术后 48 h 血浆 IL-4 含量高于假手术组 
（P＜0.01）。

图 1 两组小鼠血浆各炎症因子含量比较
*P＜0.05、**P＜0.01 与假手术组相比。

2.2 肺组织IL-6、IL-10、IL-2、IL-4含量 结果（图2） 
显示：CLP 组小鼠术后 6 h 肺组织中 IL-6 水平骤

升并达高峰，IL-6/IL-10 比值达高峰，高于假手术

组（P＜0.01）；CLP 组小鼠肺组织中 IL-10 于术

后 12 h 达峰值，高于假手术组（P＜0.01）；CLP
组小鼠肺组织中术后 6 h、24 h IL-2 含量均高于假

手术组（P＜0.05）；CLP 组肺组织中术后 24 h、
72 h IL-4 含量低于假手术组（P＜0.05）。

2.3 回肠组织 IL-6、IL-10、IL-2、IL-4 含量 结

果（图 3）显示：CLP 组小鼠回肠组织中 IL-6、
IL-10、IL-4 含量均于术后 6 h 达峰值，高于假手术

组（P＜0.01）；CLP 组小鼠回肠组织 IL-6/IL-10 
比值于术后 24 h 达峰值，高于假手术组（P＜ 

0.01）。回肠组织中 IL-10 及 IL-4 在达峰值后明

显下降，CLP 组术后 24 h IL-10、IL-4 含量及术后 
72 h IL-10 含量低于假手术组（P＜0.05）。回肠组

织中 IL-2 含量于术后 24 h 达峰值（P＜0.01），术

后 72 h 低于假手术组。 
2.4 回 肠 黏 膜 固 有 层 中 CD4＋、CD8＋T 淋 巴

细 胞 比 例 及 比 值 结果（图 4）显示：CLP 组

小鼠回肠黏膜固有层中 CD4＋T 细胞比例于术

后 12 h 达峰值，CD8＋T 细胞比例于术后 24 h 达

峰值，均高于同时间点假手术组（P＜0.01）。

术 后 72 h，CLP 组 小 鼠 回 肠 黏 膜 固 有 层 中 
CD8＋T 细 胞 比 例 低 于 假 手 术 组（P＜0.01）。

CLP 组 小 鼠 术 后 6 h、 术 后 12 h CD8＋/CD4＋
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图 2 两组小鼠肺组织各炎症因子含量比较
*P＜0.05、**P＜0.01 与假手术组相比。

图 3 两组小鼠回肠组织炎症因子含量比较
*P＜0.05、**P＜0.01 与假手术组相比。

图 4 两组小鼠回肠黏膜固有层中 CD4＋、CD8＋T 淋巴细胞比例比较
*P＜0.05、**P＜0.01 与假手术组相比。

比值均下降且低于假手术组（P＜0.05），术

后 24 h 上升且高于假手术组（P＜0.01），随后

持续下降，术后 72 h 低于假手术组（P＜0.01， 
表 1）。
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3 讨 论

脓毒症后 T 细胞稳态被破坏，继而丢失、耗

竭，出现亚群间制约及协作功能异常［5］，导致机

体二重感染率升高，如激活休眠病毒或引发机会性

细菌感染［6-7］。相关研究［8］发现，存活脓毒症患者

体内 CD3＋、CD4＋T 细胞水平明显高于死亡患者，

同时 CD4＋T 细胞呈不同程度持续下降趋势。脓毒

症小鼠外周血 CD3＋CD4＋/CD3＋CD8＋比值低于假

手术组，而给予参附注射液后升高，且促炎因子

下调、抗炎因子上调［9］。李远思等［10］给予脓毒症

患者胸腺肽 α1 后，患者 CD3＋上升、CD8＋下降、

CD4＋/CD8＋升高，与对照组差异有统计学意义 
（P＜0.05）。上述研究均基于血浆水平。

脓毒症发生早期，肠道黏膜主要通过局部免

疫细胞代偿性地发挥免疫调节作用，不依赖于系统

免疫［11-12］。随着损伤相关因子持续释放及其他应

激信号产生，炎症因子及免疫细胞不断被激活、释

放、消耗，迫使肠道微生物环境失衡，并通过通透

性异常的机械屏障或肠系膜淋巴管易位至其他部

位［13-14］。本研究证实，在脓毒症早期（6～12 h），

回肠黏膜固有层中 T 细胞功能亢进，且以 CD4＋细

胞数量增加为主，表现为 CD8＋/CD4＋比值下降；

随后 CD4＋细胞数量减少、CD8＋细胞继续增加，

CD8＋细胞数量于术后 24 h 达峰值，随后减少，因

此在脓毒症中后期（12～72 h），CD8＋/CD4＋比

值表现为先升后降，提示在脓毒症中后期回肠黏膜

固有层中的 T 淋巴细胞明显损耗，后期以 CD8＋细

胞损耗更明显。本研究中脓毒症小鼠回肠黏膜固

有层中 CD4＋、CD8＋T 细胞变化特点与上述研究

中外周血中 T 细胞变化相符。

Treg 细胞是脓毒症患者免疫反应抑制的重要

参与者。Th17 与 Treg 细胞分化间相互影响，功

能上相互拮抗，使机体处于免疫平衡状态［15-16］。 
脓毒症发病过程中，由于 Treg 抗凋亡能力优于其

他 T 淋巴细胞，随着其他亚群的损耗，Treg 比例一

图 5 两组小鼠脾脏 Th17、Treg 细胞比例比较
*P＜0.05、**P＜0.01 与假手术组相比。

表 2 两组小鼠脾脏淋巴细胞 Treg/Th17 比值比较

组别 术后 0 h 术后 6 h 术后 12 h 术后 24 h 术后 48 h 术后 72 h
假手术组 12.30±1.82 11.58±5.68 10.49±3.29 11.96±5.15 17.22±5.34 11.15±2.57

CLP组 10.55±2.75   7.97±1.87   8.22±1.40 14.24±2.81 12.28±6.91   8.38±3.92

表 1 两组小鼠回肠黏膜固有层 CD8＋/CD4＋T 细胞比值比较

  组别 术后 0 h 术后 6 h 术后 12 h 术后 24 h 术后 48 h 术后 72 h

假手术组 5.68±3.98 3.52±0.68 4.04±0.96 3.34±1.07   5.51±1.59 4.95±0.71

CLP组 6.56±0.11  2.48±0.59*   2.01±0.64**   6.67±1.99** 3.14±1.3   1.88±0.93**

*P＜0.05、**P＜0.01 与假手术组相比。

2.5 小鼠脾脏 Th17、Treg 细胞比例及 Treg/Th17
比值 结果（图 5）显示：CLP 组小鼠术后 6 h、
24 h 脾脏 Th17、Treg 细胞比例高于同时间点假手

术组（P＜0.01），术后 24 h 后均下降；术后 48 h 

Treg 细胞比例低于假手术组（P＜0.05）。CLP 组

小鼠术后 6 h、12 h、48 h、72 h Treg/Th17 比值均

小于假手术组，但差异无统计学意义（表 2）。
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般相对升高，可作为脓毒症发生后淋巴细胞增殖

能力下降的替代标志物［17-18］。本研究显示，由于

剧烈炎症反应及免疫负反馈作用，Th17 及 Treg 在

脓毒症早中期（6～24 h）上升，术后 24 h 以 Treg
上升更显著，而术后 48 h CLP 小鼠 Th17、Treg 均

较前下降，甚至低于同时间点假手术组。此外，

本研究中小鼠血液、回肠中 IL-2 均为先升后降，

与 Treg 比例变化趋势相一致，这可能与 IL-2 通过

激活 Treg 维持免疫耐受［5］有关，证实淋巴细胞的

增殖能力受到抑制。上述结果说明尽管 Treg 抗凋

亡能力优于其他免疫细胞亚群，但在脓毒症后期

（48～72 h），T淋巴细胞亚群的抑制仍进一步增强。

然而，目前 Treg/Th17 比值在免疫抑制状态下

的变化尚无定论。有研究［19］发现，脓毒症患者序贯

器官衰竭评分与 Th17、Treg 正相关，且 Treg /Th17
比值明显降低。而存活脓毒症患者 Th17 细胞比例

高于死亡患者，且在早期有更高水平的 Th17［20］。 
本研究中两组各时间点 Treg/Th17 比值差异无统计

学意义，可能与CLP诱导的脓毒症病情较轻有关。

后期拟通过建立重症脓毒症动物模型，促发更剧烈

的炎症反应和免疫失衡，同时扩大样本量，进一步

评估 Treg/Th17 比值在免疫抑制状态下的变化。

此外，本研究发现，血液及不同组织中炎症因

子释放的趋势有差异。其中，肺组织及回肠组织中

IL-6 的表达峰值出现早于血液。回肠组织中促炎

细胞因子 IL-2 在脓毒症中期（12～24 h）维持较

高水平；而血液中 IL-2 水平在脓毒症早期较高，

但在脓毒症中后期后大幅回落。CLP 组回肠组织

中抗炎细胞因子 IL-10、IL-4 在术后 6 h 已明显高

于假手术组。该结果说明脓毒症早期，回肠组织中

抗炎及促炎反应均剧烈，与早期肠道黏膜固有层中

CD4＋T 细胞比例升高、功能亢进相符合。

本研究还发现，在脓毒症中后期，各血液中细

胞因子含量减少，但 CLP 术后 48 h 肺组织及回肠

组织中 IL-10、IL-2 仍保持相对较高的水平。该结

果表明，尽管脓毒症中后期血液中炎症因子风暴已

减弱，但相关脏器、组织仍持续释放抗炎、促炎因

子，尤其是肠道黏膜，导致感染及脏器损伤持续存

在，这可能是较多患者继发二重感染及多器官功能

障碍综合征的重要因素［21］。程鹏飞等［22］利用滋阴

活血润肠中药干预后，脓毒症大鼠细胞免疫和体液

免疫被激活，促使浆细胞分泌更多抗体（sIgA），

肠黏膜屏障得到保护的同时，炎症瀑布反应被控

制，病死率降低。

综上所述，本研究证实，脓毒症发病后，小鼠

血液及不同脏器之间免疫反应变化趋势存在差异

性，以肠道黏膜中炎症反应最亢进且持续时间更

长；脓毒症中后期，血液及相关脏器中抗炎、促炎

因子分泌减少，CD8＋T 细胞减少，Treg 比例相对

较高，提示淋巴细胞增殖能力下降。同时，本研究

表明，细胞因子水平下降不能证明疾病好转，结合

脏器功能及 T 淋巴细胞亚群动态变化可能更有助

于了解脓毒症发展阶段及机体免疫状态。此外，尽

早阻断亢进的肠道黏膜免疫反应、恢复肠道内环

境可能是避免发生免疫抑制、尽快逆转脏器损伤

的重要手段之一。

利益冲突：所有作者声明不存在利益冲突。
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