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　　 【摘要】目的　探讨脓毒症外周血单核细胞表达 ＩＬＴ４（免疫球蛋白样转录物４）的生物学行
为和效应，以及对预后的影响。方法　选取 ＢＡＬＢ／ｃＩＬＴ４＋／＋（ＷＴ）、ＢＡＬＢ／ｃＩＬＴ４雄性小鼠，
ＣＬＰ复制脓毒症模型。用流式细胞仪定量检测ＣＬＰ术后２４ｈ外周血单核细胞ＩＬＴ４、ＭＨＣⅡ表达水
平；用ＥＬＩＳＡ法检测各组０、６、１２、２４ｈ血清ＩＬ６、ＴＮＦα浓度；并观察１６８ｈ内生存预后。结果
　ＣＬＰ术后２４ｈ脓毒症小鼠外周血单核细胞高度表达ＩＬＴ４分子 ［（１２９２００±１４３７０）ｖｓ．（１９３５０
±５２５４），Ｐ＜００５］；较ＷＴ组ＩＬＴ４／小鼠外周血单核细胞表达ＭＨＣⅡ比率明显增高 ［（４９３８
±５６６）％ ｖｓ．（２４２５±６７６）％，Ｐ＜００５］。ＣＬＰ术后２４ｈ血清 ＩＬ６显著增高 ［（４７０７５±
８８０３）ｖｓ．（５４２５±２００４），Ｐ＜００５］，ＩＬＴ４敲除后很大程度的抑制这一趋势 ［（２４１２５±
４５１０）ｖｓ．（４７０７５±８８０３），Ｐ＜００５］；但对 ＴＮＦα表达无显著性干扰 ［（５０８８±６３８）ｖｓ．
（５３１３±５４９），Ｐ＞００５］。且ＩＬＴ４／小鼠ＣＬＰ术后生存率较 ＷＴ明显增加 （Ｐ＜００５）。结论　
脓毒症时外周血单核细胞高表达ＩＬＴ４，与血清ＩＬ６高水平及单核细胞ＭＨＣⅡ低表达率相关，导致
病死率增加。
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　　脓毒症 （ｓｅｐｓｉｓ）是机体对感染的反应失调而
导致危及生命的器官功能障碍［１］。２０年来，虽然
对其发病机制与临床规律的研究取得长足进步［２］，

但其病死率依然居高不下。国内有研究报道外科

ＩＣＵ中严重脓毒症发生率为 ８６８％，病死率为
４８７％［３］。因此脓毒症演变的关键环节及病理生

理机制值得深入研究，以期探索新的干预途径［４］。

ＩＬＴｓ（免疫球蛋白样转录物），又名白细胞免
疫球蛋白样受体 （ＬＩＬＲｓ）、单核／巨噬细胞免疫球
蛋白样受体 （ＭＩＲｓ）或 ＣＤ８５，是多基因家族成
员，编码基因位于人染色体１９ｑ１３４［５］。其中ＩＬＴ４
主要表达于外周血单核／巨噬细胞，为一跨膜蛋白，
长胞浆尾含 ２～４个免疫受体酪氨酸抑制基序
（ＩＴＩＭｓ），通过招募蛋白酪氨酸磷酸酶 （ＳＨＰ）传
递抑制信号［６］。

本研究拟观察小鼠脓毒症模型中单核细胞表达

ＩＬＴ４的生物学行为和效应，以及对于预后的影响，
以探讨ＩＬＴ４在脓毒症免疫靶向治疗中的临床价值。

１　材料与方法

１１　动物
ＢＡＬＢ／ｃＩＬＴ４＋／＋（ＷＴ）、ＢＡＬＢ／ｃＩＬＴ４／雄

性小鼠各 ５２只 （２５～３０ｇ；８同龄）。ＢＡＬＢ／ｃ
（ＷＴ）小鼠购自中科院上海实验动物中心，
ＢＡＬＢ／ｃＩＬＴ４／小鼠委托联科生物公司敲除 ＩＬＴ４
基因并传代、鉴定。

１２　ＣＬＰ模型制作［７］

动物术前禁食 １２ｈ；１０％水合氯醛 ０５ｍｌ／
１００ｇ体质量腹腔注射麻醉；作腹部正中切口１５
ｃｍ，游离盲肠；距盲肠游离端３／４处用４号线结
扎，２１Ｇ针头在结扎端中点沿肠系膜纵轴方向贯
通穿孔，两穿刺孔各挤出肠内容物一小滴，回纳肠

管于腹腔，逐层间断缝合关闭腹腔；术后立即皮下

注射３７℃生理盐水５ｍＬ／１００ｇ；１２ｈ昼夜节律，
给予自由进食饮水。

１３　标本采集
术后０、６、１２、２４ｈ经心脏穿刺获取血液标

本，室温下静置 ２０ｍｉｎ，离心 （２５００ｒ／ｍｉｎ，２０
ｍｉｎ）抽取上清液血清，于 －２０℃保存备用；另
２４ｈ全血标本经ＥＤＴＡ抗凝，即刻行流式检测。
１４　单核细胞ＩＬＴ４、ＭＨＣⅡ流式检测

５０μＬＥＤＴＡ抗凝血，裂解红细胞、洗涤后制
成细胞悬液 （～１×１０８个／ｍｌ）。按试剂说明逐次
荧光标记 ＣＤ１４（ＡＰＣＣＤ１４单抗 １μＬ、美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）、ＩＬＴ４（ＰＥＩＬＴ４单抗 ２μＬ、美
国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）、ＭＨＣⅡ （ＦＩＴＣＭＨＣⅡ单

抗２μＬ、美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），室温孵育后，用
流式细胞仪 （德国 ＭＡＣＳＱｕａｎｔ公司）定量检测单
核细胞ＩＬＴ４、ＭＨＣⅡ。
１５　ＥＬＩＳＡ检测血清ＩＬ６、ＴＮＦα浓度

取各份血清标本５０μＬ点样至 ＥＬＩＳＡ平板小
孔，按试剂盒 （奥地利 Ｂｅｎｄｅｒ公司）说明逐次加
入缓冲液、生物素化的抗小鼠ＩＬ６或ＴＮＦα抗体、
辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）标记的 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ及
ＴＭＢ底物振荡、室温孵育，充分显色后加入终止
液终止反应，立即于 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＡｓｃｅｎｔ酶标仪 （芬

兰Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司）４５０ｎｍ波长 （参照波长 ６５０
ｎｍ）下读取吸光度值，经由标准曲线 （试剂盒自

带标准样品倍比稀释后检测描记绘制）计算浓度。

１６　生存预后观察
ＢＡＬＢ／ｃＩＬＴ４＋／＋（ＷＴ）、ＢＡＬＢ／ｃＩＬＴ４／两

组各２０只小鼠，ＣＬＰ建模术后每１２ｈ记录各组小
鼠生存数，记录至１６８ｈ。
１７　统计学方法

计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，应用
ＳＰＳＳ１８０统计软件成组 ｔ检验、ＴｗｏＷａｙＡＮＯＶＡ
方法进行统计分析，以 Ｐ＜００５为差异具有统计
学意义；应用 ＣｏｘＭａｎｔｅｌｌｏｇｒａｎｋ和 Ｂｒｅｓｌｏｗｔｅｓｔｓ
方法对生存率进行统计分析，以 Ｐ＜００５为差异
具有统计学意义。

２　结果

２１　脓毒症时单核细胞高表达ＩＬＴ４
ＣＬＰ术后２４ｈ脓毒症小鼠外周单核细胞高度表

达ＩＬＴ４分子 ［（１２９２００±１４３７０）ｖｓ．（１９３５０±
５２５４），ｔ＝２０３１，Ｐ＜００５）］，见图１。
２２　脓毒症时ＩＬＴ４抑制单核细胞ＭＨＣⅡ表达

ＣＬＰ术后 ２４ｈ较野生型 （ＷＴ）组 ＩＬＴ４／小
鼠外周单核细胞表达 ＭＨＣⅡ 比率明显增高
［（４９３８±５６６）％ ｖｓ．（２４２５±６７６）％，ｔ＝
８０７，Ｐ＜００５）］，见图２。
２３　脓毒症时ＩＬＴ４促进ＩＬ６而非ＴＮＦα的表达

ＣＬＰ术后ＴＮＦα血清浓度呈单向曲线样变化，
前６ｈ增高明显 ［（５３１３±５４９）ｖｓ．（２４５０±
４５７），Ｆ＝１１０９０，Ｐ＜００５）］、１２ｈ恢复至术前
水平，而ＩＬＴ４敲除后对 ＴＮＦα表达无显著性干扰
［（５０８８±６３８）ｖｓ．（５３１３±５４９），Ｆ＝０３１，
Ｐ＞００５）］（图３Ａ）。ＣＬＰ术后２４ｈ血清ＩＬ６显著
增高 ［（４７０７５±８８０３）ｖｓ．（５４２５±２００４），Ｆ
＝１６３２０，Ｐ＜００５）］，ＩＬＴ４敲除后很大程度的抑
制这一趋势 ［（２４１２５±４５１０）ｖｓ．（４７０７５±
８８０３），Ｆ＝７１４２，Ｐ＜００５）］，见图３Ｂ。
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图１　ＣＬＰ术后２４ｈ单核细胞表达ＩＬＴ４强度

Ｆｉｇ１　ＩＬＴ４ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｎｍｏｎｏｃｙｔｅｓ２４ｈａｆｔｅｒＣＬＰ

图２　ＣＬＰ术后２４ｈ表达ＭＨＣⅡ单核细胞的比率

Ｆｉｇ２　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｍｏｎｏｃｙｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＭＨＣⅡ２４ｈａｆｔｅｒＣＬＰ

图３　ＣＬＰ术后０、６、１２、２４ｈ血清ＴＮＦα（Ａ）、ＩＬ６（Ｂ）浓度

变化

Ｆｉｇ３　ＳｅｒｕｍＴＮＦα（Ａ），ＩＬ６（Ｂ）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ｐｇ／ｍＬ）ａｔ０，６，

１２，ａｎｄ２４ｈ

２４　ＩＬＴ４过表达增加脓毒症病死率
ＩＬＴ４／小鼠 ＣＬＰ术后生存率较 ＷＴ明显增加

（χ２＝１２２０，Ｐ＜００５）（图４）。

图４　ＣＬＰ术后ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线，每１２ｈ记录各组小鼠生存

数 （记录至１６８ｈ）

Ｆｉｇ４　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｓｈｏｗｉｎｇ

ｒｅｌａｔｉｖｅｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｅｖｅｒｙ１２ｈｆｏｒａｔｏｔａｌ
１６８ｈ

３　讨论

脓毒症是机体和病原体相互作用而导致的临床

综合征，发病机制复杂，涉及感染、炎症、免疫、

凝血等一系列问题［８］。脓毒症的不良预后并非完

全由病原体及其毒素直接损害所致，宿主自身反应

在病理损伤中同样扮演了重要角色。机体通过模式

识别受体 （ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）和
病原体相互作用启动固有免疫反应，同时这些

ＰＲＲｓ也可以与一些危险相关分子模式 （ｄａｎｇｅｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＭＡＰｓ）作用，导致
过度炎症反应及免疫麻痹［９１０］。其中单核细胞所表

现出的特殊生物行为引人关注［１１］。

通常按单核细胞的免疫表型和生物学行为大致

将其分为两大类［１２］。ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６“ｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ”，正常情况下为优势亚群，健康人体内
占单核细胞总数的９０％ ～９５％。ＬＰＳ刺激时表现
为较活跃的吞噬能力并可合成分泌 ＩＬ１０［１３］，这通
常对机体是有益的；ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋ “ｎｏｎｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ”，健康人体内占单核细胞总数的５％ ～
１０％。ＬＰＳ可诱导其大量分泌ＴＮＦα［１３１４］，感染和
脓毒症时该细胞亚群明显增加且和疾病不良预后呈

正相关［１５］。本研究发现脓毒症时外周血单核细胞

特异性高表达 ＩＬＴ４，且与血清 ＩＬ６高水平、单核
细胞ＭＨＣⅡ低表达率相关，导致不良预后，但还
不明确该细胞群的具体属性。

本研究发现ＣＬＰ术后２４ｈ脓毒症小鼠外周单
核细胞高度表达ＩＬＴ４分子 ［（１２９２００±１４３７０）
ｖｓ．（１９３５０±５２５４），Ｐ＜００５）］（图１）。敲除
该基因后脓毒症小鼠的病死率明显降低。针对该现
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象，本实验检测了相关的炎性介质及呈递抗原，以

研究ＩＬＴ４潜在的病理机制。
本研究中 ＬＰ术后 ２４ｈ血清 ＩＬ６显著增高

［（４７０７５±８８０３）ｖｓ．（５４２５±２００４），Ｐ＜
００５）］，ＩＬＴ４敲除后很大程度的抑制这一趋势
［（２４１２５±４５１０）ｖｓ．（４７０７５±８８０３），Ｐ＜
００５）］（图３Ｂ），同时也降低病死率。这一结论与
Ｇｏｍｅｚ等［１６］的临床研究是一致的。更早的研究提

示血清ＩＬ６＞１０００ｐｇ／ｍＬ时脓毒症患者的病死率
为 ５６％，而 ＜１０００ｐｇ／ｍＬ组的病死率仅为
４０％［１７］。

但ＩＬＴ４对另一主要的炎性介质ＴＮＦα表达无显
著性干扰 ［（５０８８±６３８）ｖｓ．（５３１３±５４９），Ｐ
＞００５）］（图３Ａ），这一实验结果让人意外。通常
认为脓毒症时高ＴＮＦα水平与高病死率相关［１８］。或

能解释为作为超早期的炎性介质ＴＮＦα不受ＩＬＴ４调
控，且较单一的炎性介质或细胞因子而言脓毒症的

不良预后与过度炎症反应的持续性关系更为密切。

同时也发现ＣＬＰ术后２４ｈ较 ＷＴ组 ＩＬＴ４／小
鼠外周单核细胞表达 ＭＨＣⅡ 比率明显增高
［（４９３８±５６６）％ ｖｓ．（２４２５±６７６）％，Ｐ＜
００５）］ （图２）。ＭＨＣⅡ传递细胞外部的信息，
例如组织中有细菌侵入，则巨噬细胞进行吞食后，

把细菌碎片利用ＭＨＣⅡ提供给辅助性 Ｔ细胞，启
动免疫反应，因此其表达的高低在机体应答感染时

至关重要。对应人类的同类分子ＨＬＡＤＲ，既往的
研究提示单核细胞 ＨＬＡＤＲ表达 ＜４０％可作为脓
毒症免疫状态及预后指标的界值［１９］。苏磊等在

ＩＣＵ脓毒症患者的研究中同样证实，单核细胞
ＨＬＡＤＲ＜３０％者全部死亡， ＜４０％者病死率
８０％，这与该实验所观察到的结果是一致的。
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ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ，ａｎｄｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ
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