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·论著 ·

胍丁胺对创伤小鼠过度炎症反应
及脾细胞增殖的影响
刘政    侯凤艳    靳贺    肖雅    范霞    杨雪    严军    梁华平

【摘要】 目的 探讨胍丁胺对创伤小鼠炎症反应及脾细胞免疫功能的影响。方法    将 48 只成年雄性

C57BL/6 小鼠按随机数字表法分为对照组、模型组（双后肢骨折 + 失血 35%）和胍丁胺组（创伤 / 失血 + 胍丁

胺 200 mg/kg），每组 16 只。各组分别于制模后 3 h、 24 h 处死 8 只小鼠，采集血、脾脏及肝脏。采用酶联免疫吸

附试验（ELISA）检测血清和肝组织中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL-6、 IL-1β）含量，用全自动

生化分析仪测定血清天冬氨酸转氨酶（AST）、丙氨酸转氨酶（ALT）及乳酸脱氢酶（LDH）水平，采用四甲基偶

氮唑盐比色法（MTT）检测刀豆蛋白 A（ConA）刺激的脾细胞增殖反应，用 ELISA 法检测 ConA 刺激脾细胞分泌

γ- 干扰素（IFN-γ）与 IL-2 的能力。结果    与对照组比较，模型组创伤后 3 h 血清 TNF-α、 IL-6、 IL-1β水

平均显著升高〔TNF-α（ng/L）：145.38±31.50 比 23.06±11.14 ；IL-6（ng/L）：496.94±50.76 比 47.13±17.47 ；

IL-1β（ng/L）：321.31±43.02 比 29.25±16.24 ；均 P＜0.01〕，胍丁胺治疗能明显抑制创伤诱导的血清炎症因

子 TNF-α（ng/L ：111.56±25.47 比 145.38±31.50）、 IL-6（ng/L ：412.56±44.33 比 496.94±50.76）、 IL-1β
（ng/L ：273.38±45.25 比 321.31±43.02）的升高（P＜0.05 或 P＜0.01）；创伤后 24 h，模型组和胍丁胺组血清炎

症因子均恢复至对照组水平。创伤后 3 h，各组肝组织 TNF-α、 IL-6 水平无明显差异；创伤后 24 h，模型组肝

组织 TNF-α、 IL-6 水平均较对照组显著升高〔TNF-α（ng/mg）：32.93±4.90 比 26.58±2.33 ；IL-6（ng/mg）：

11.20±1.66 比 8.38±0.89 ；均 P＜0.01〕，胍丁胺治疗能抑制创伤引起的肝组织 TNF-α（ng/mg ：28.92±3.16 比

32.93±4.90）、 IL-6（ng/mg ：9.03±1.28 比 11.20±1.66）水平升高（P＜0.05 和 P＜0.01）。创伤后 24 h，模型组

和胍丁胺组血清 AST、ALT、LDH 均较对照组明显升高〔AST（U/L）：405.9±31.2、 245.7±22.1 比 128.2±15.9 ；

ALT（U/L）：92.1±6.3、 51.6±5.0 比 30.1±3.2 ；LDH（U/L）：606.7±36.3、 478.7±25.3 比 384.0±16.6 ；均 P＜
0.01〕；但胍丁胺治疗能明显减少创伤后血清肝酶的活性（均 P＜0.01）。创伤后 24 h，模型组 ConA 刺激脾细胞

增殖能力及其分泌 IFN-γ 与 IL-2 的能力均较对照组明显降低〔增殖率：（40.97±4.13）% 比（89.99±7.76）%；

IFN-γ（ng/L）：91.6±12.3 比 353.2±21.5 ；IL-2（ng/L）：53.4±6.4 比 91.0±12.2 ；均 P＜0.01〕，胍丁胺治疗能

明显增强创伤后 ConA 刺激脾细胞的增殖能力〔增殖率：（74.86±5.75）% 比（40.97±4.13）%，P＜0.01〕，提高

脾细胞分泌 IFN-γ 与 IL-2 的能力〔IFN-γ（ng/L）：327.8±23.6 比 91.6±12.3 ；IL-2（ng/L）：74.8±10.4 比

53.4±6.4；均 P＜0.01〕。结论    胍丁胺能显著改善创伤诱导的脾细胞免疫功能抑制，减轻过度炎症反应和器官

功能损害。
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【Abstract】 Objective　To observe protective effects of agmatine ( AGM ) on inflammatory response and spleen 
immune function in mice with trauma. Methods    Forty-eight adult male C57BL/6 mice were randomly divided into 
three groups ( n = 16 each ), including control group, model group ( bilateral femoral fracture and removal of 35% of 
the total blood volume ), and AGM group ( trauma/hemorrhage & AGM 200 mg/kg ). Eight mice in each group were 
sacrificed at 3 hours and 24 hours, respectively, after modeling, and blood samples and tissue homogenate of spleen 
and liver were collected. The contents of tumor necrosis factor-α ( TNF-α ), interleukins ( IL-6, IL-1β) in serum 
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 随着现代社会及交通工具的快速发展，创伤已

成为中青年人群的首要死亡原因［1］。严重创伤后体

内过度炎症反应与免疫抑制往往同时存在［2］，进而

导致脓毒症或多器官功能障碍综合征（MODS）［3］，

甚至死亡。因此，改善创伤后免疫抑制及减轻过度

炎症反应，无疑能缓解创伤诱导的机体病理生理的

恶化，逆转严重创伤所致的不良结局。胍丁胺为经

精氨酸脱羧酶作用的产物，是精氨酸代谢途径、一氧

化氮（NO）合成和多胺代谢的重要调控者［4］，在生

理和细胞修复机制中扮演着重要角色。本课题组前

期研究证实，胍丁胺能抑制脂多糖（LPS）诱导的炎

症反应，减轻小鼠肝组织损伤［5］。但胍丁胺对创伤

诱导的炎症反应及免疫抑制的调节作用尚不清楚。

本研究旨在观察胍丁胺对创伤小鼠过度炎症反应及

脾细胞增殖的影响，为创伤防治提供新手段。

1    材料与方法 
1.1    实验动物与主要试剂、仪器：清洁级 6～8 周龄

雄性 C57BL/6 小鼠 48 只，体质量 19～21 g，购自第

三军医大学大坪医院实验动物中心，动物合格证号： 
SYXK（渝）2012-0010。胍丁胺硫酸盐（纯度≥ 97%） 

购自美国 Sigma 公司，刀豆蛋白 A（ConA）购自北京

四正柏生物科技有限公司，四甲基偶氮唑盐（MTT）
购自美国 Amresco 公司；小鼠白细胞介素（IL-6、
IL-1β、IL-2）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、 γ- 干

扰素（IFN-γ）酶联免疫吸附试验（ELISA）检测

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司；细胞滤

网为美国 BD Falcon 公司产品，胎牛血清（FBS）和

RPMI 1640 细胞培养基为美国 Gibco 公司产品，酶

标仪为美国 BioTek 公司产品。

1.2    动物分组及模型制备：按随机数字表法将小鼠

分为对照组、模型组和胍丁胺组，每组 16 只。小鼠

创伤模型的构建参照文献［6-7］方法改进。乙醚麻

醉小鼠后，止血钳钳夹致双后肢骨折，随后眼眶放血

35%（总血量为体质量的 6%），术后立即皮下给予与

失血量等体积的林格液复苏（限制性复苏），1 h 后

予以 3 倍失血量复苏（非限制性复苏）。第 2 次复

苏时胍丁胺组腹腔注射胍丁胺 200 mg/kg；模型组给

予等量生理盐水；对照组小鼠仅用乙醚麻醉，不进行

其他处理。术后小鼠自由饮水。

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

and liver tissue were determined with enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA ). Serum aspartate transaminase  
( AST ), alanine aminotransferase ( ALT ) and lactic dehydrogenase ( LDH ) were determined with automatic biochemistry 
analyzer. Spleen proliferation response stimulated with concanavalin A ( ConA ) was evaluated with methyl thiazolyl 
tetrazolium colourimetry ( MTT ). γ-interferon ( IFN-γ) and IL-2 releases were determined with ELISA. Results    
Compared with control group, 3 hours after trauma/hemorrhage, the levels of serum TNF-α, IL-6, and IL-1β in model 
group were significantly elevated [ TNF-α ( ng/L ): 145.38±31.50 vs. 23.06±11.14, IL-6 ( ng/L ): 496.94±50.76 vs. 
47.13±17.47, IL-1β ( ng/L ): 321.31±43.02 vs. 29.25±16.24，all P < 0.01 ]. It was found that AGM treatment could 
alleviate the increase in serum pro-inflammatory mediators induced by trauma/hemorrhage, such as TNF-α ( ng/L: 
111.56±25.47 vs. 145.38±31.50 ), IL-6 ( ng/L: 412.56±44.33 vs. 496.94±50.76 ), IL-1β ( ng/L: 273.38±45.25 
vs. 321.31±43.02, P < 0.05 or P < 0.01 ). Twenty-four hours after trauma/hemorrhage, serum pro-inflammatory 
mediators were recovered to the levels in control group. There was no significant difference in TNF-α and IL-6 levels 
at 3 hours after trauma/hemorrhage among groups. Compared with control group, the expressions of liver TNF-α and 
IL-6 in model group were increased at 24 hours following trauma [ TNF-α ( ng/mg ): 32.93±4.90 vs. 26.58±2.33，
IL-6 ( ng/mg ): 11.20±1.66 vs. 8.38±0.89，both P < 0.01 ]. However, AGM inhibited the level of TNF-α ( ng/mg: 
28.92±3.16 vs. 32.93±4.90 ) and IL-6 ( ng/mg: 9.03±1.28 vs. 11.20±1.66 ) in the liver as induced by trauma/
hemorrhage ( P < 0.05 and P < 0.01 ). At 24 hours after modeling, model group and AGM group had distinctly higher 
serum AST, ALT, LDH levels than those of control group [ AST ( U/L ): 405.9±31.2, 245.7±22.1 vs. 128.2±15.9; ALT 
( U/L ): 92.1±6.3, 51.6±5.0 vs. 30.1±3.2; LDH ( U/L ): 606.7±36.3, 478.7±25.3 vs. 384.0±16.6, all P < 0.01 ].  
Nevertheless，the increase in serum AST, ALT and LDH was alleviated in AGM group ( all P < 0.01 ). Meantime, 
trauma/hemorrhage produced a noticeable depression of proliferation of splenic cells and IFN-γ and IL-2 release 
stimulated with ConA compared with control group [ proliferation rate: ( 40.97±4.13 )% vs. ( 89.99±7.76 )%, IFN-γ  
( ng/L ): 91.6±12.3 vs. 353.2±21.5，IL-2 ( ng/L ): 53.4±6.4 vs. 91.0±12.2，all P < 0.01 ]. In contrast, AGM notably 
restored the capacity of proliferation response of splenic cells [ proliferation rate: ( 74.86±5.75 )% vs. ( 40.97±4.13 )%， 
P < 0.01 ]，enhanced the release of IFN-γ and IL-2 stimulated with ConA [ IFN-γ ( ng/L ): 327.8±23.6 vs. 
91.6±12.3, IL-2 ( ng/L ): 74.8±10.4 vs. 53.4±6.4, both P < 0.01 ]. Conclusion    AGM can dramatically alleviate 
spleen immunosuppression, excessive inflammation and organ damage induced by trauma/hemorrhage.

【Key words】 Agmatine;    Trauma;    Inflammation;    Immunomodulation
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1.3    检测指标及方法：各组分别于制模后 3 h、 24 h
颈椎脱臼法处死 8 只小鼠，取血、脾脏或肝脏备检。

1.3.1    血清和肝组织中细胞因子检测：制模后 3 h、 
24 h 取小鼠眼眶血，静置 1 h 后离心取上清备检，同

时取肝组织，加入蛋白裂解液制备组织匀浆，离心取

上清备检。各细胞因子检测严格按照 ELISA 试剂

盒说明书操作。

1.3.2    肝功能检测：制模后 24 h 取小鼠眼眶血，静

置 1 h 后离心取上清液，采用全自动生化分析仪检

测天冬氨酸转氨酶（AST）、丙氨酸转氨酶（ALT）及

乳酸脱氢酶（LDH）含量。

1.3.3    胍丁胺对脾细胞增殖及分泌的影响

1.3.3.1    脾细胞悬液制备：脾脏取出后经充分研磨、

过滤，收集细胞悬液，300×g 离心 5 min，弃上清液；

裂解红细胞，离心后弃上清，洗涤 2 次；最后加入含

10% FBS 的 RPMI 1640 培养基（含双抗）重悬细胞，

调整活细胞密度为 2×106/mL。
1.3.3.2    MTT 法测定脾细胞增殖反应：在 96 孔细胞

培养板中每孔加入 200 μL 细胞悬液，在 CO2 培养箱

中培养 48 h（37 ℃）。ConA 工作浓度为 2.5 μg/mL，
每个实验组均设 5 个平行复孔，阴性对照组不加

ConA 进行刺激。在培养结束前 4 h 向每孔内加入

20 μL MTT 溶液。培养结束后，向每孔内加入 20%
十二烷基硫酸钠（SDS）溶液，避光 4 ℃过夜。待每

孔内的甲瓒完全溶解后，应用酶标仪检测每孔吸光

度（A）值。

细胞增殖率＝（A 实验组 /A 阴性对照组－ 1）×100%

1.3.3.3    ConA 刺激脾细胞分泌：在 24 孔细胞培养 
板中每孔加入密度为 1×106/mL 的细胞悬液 1 mL， 
置于 CO2 培养箱中培养。ConA 终浓度为 2.5 μg/mL， 
阴性对照组不加 ConA 刺激。培养 48 h 后收集上清，

分装后 -80 ℃冻存。采用 ELISA 法检测上清液中

IFN-γ 和 IL-2 的含量。

1.4    统计学分析：各实验重复检测 3 次以上，取均

数。应用 SPSS 13.0 软件处理数据，结果以均数 ±

标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析（one-way ANOVA），组间多重比较采用 LSD-t 检
验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2    结    果
2.1    小鼠一般情况：对照组小鼠精神状态好，活泼

好动，呼吸均匀，皮毛细密有光泽。模型组和胍丁胺

组小鼠在制模1 h后蜷缩拥挤，活动减少，呼吸急促，

皮毛竖立少泽；两组小鼠表现无明显差异。

2.2    血清 TNF-α、IL-6、IL-1β含量（表 1）：制模

后 3 h，与对照组比较，模型组血清 TNF-α、IL-6、
IL-1β水平均显著升高（均 P＜0.01）；胍丁胺治疗

能抑制创伤诱导的血清炎症因子 TNF-α、IL-6、
IL-1β升高（P＜0.05 或 P＜0.01）。制模后 24 h，模
型组和胍丁胺组血清炎症因子均恢复至对照组水

平，3 组间差异无统计学意义（均 P＞0.05）。
2.3    肝组织TNF-α与 IL-6含量（表1）：制模后3 h，
对照组、模型组和胍丁胺组肝组织 TNF-α、 IL-6 水

平差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。制模后 24 h，
与对照组比较，模型组肝组织 TNF-α、 IL-6 水平均

显著升高（均 P＜0.01）；胍丁胺治疗能使创伤诱导

的肝组织 TNF-α、 IL-6 水平明显下降（P＜0.05 和

P＜0.01），且均恢复至对照组水平。

2.4    创伤后 24 h 肝功能情况（表 2）：模型组和胍

丁胺组血清 AST、ALT、LDH 均较对照组明显升高

（均 P＜0.01）；但胍丁胺组血清 AST、ALT、LDH 升

高水平均明显低于模型组（均 P＜0.01）。

表 1    胍丁胺对创伤后不同时间点小鼠血清和肝组织中 TNF-α、 IL-6、 IL-1β 水平的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

血 TNF-α（ng/L） 血 IL-6（ng/L） 血 IL-1β（ng/L） 肝 TNF-α（ng/mg） 肝 IL-6（ng/mg）

3 h 24 h 3 h 24 h 3 h 24 h 3 h 24 h 3 h 24 h

对照组 8   23.06±11.14 23.56±14.38   47.13±17.47 46.63±30.08   29.25±16.24 37.88±19.09 26.96±3.18 26.58±2.33 8.20±1.58   8.38±0.89
模型组 8 145.38±31.50a 37.38±18.49 496.94±50.76a 49.19±37.07  321.31±43.02a 65.50±35.24 26.88±3.20  32.93±4.90a 8.24±1.57  11.20±1.66a

胍丁胺组 8 111.56±25.47ab 28.06±18.47 412.56±44.33ac 55.13±27.35   273.38±45.25ab 53.09±24.12 25.68±3.52  28.92±3.16b 8.66±1.94    9.03±1.28c

F 值 54.244 1.339 283.097 0.151 141.484 2.108 0.374 6.278 0.178 10.072
P 值   0.000 0.284     0.000 0.861     0.000 0.146 0.693 0.007 0.838   0.001
        注：TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，IL-6、IL-1β为白细胞介素 -6、 -1β；与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.05，cP＜0.01

表 2    胍丁胺对创伤后 24 h 小鼠血清 AST、 
ALT、 LDH 水平的影响（x±s）

组别 动物数（只） AST（U/L） ALT（U/L） LDH（U/L）

对照组 8 128.2±15.9 30.1±3.2 384.0±16.6
模型组 8  405.9±31.2a  92.1±6.3a  606.7±36.3a

胍丁胺组 8   245.7±22.1ab   51.6±5.0ab   478.7±25.3ab

F 值 271.821 319.749 134.463
P 值     0.000     0.000     0.000
        注：AST 为天冬氨酸转氨酶，ALT 为丙氨酸转氨酶，LDH 为乳酸

脱氢酶；与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01
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2.5    创伤后24 h ConA刺激脾细胞增殖情况（图1）：
模型组、胍丁胺组脾细胞增殖率均明显低于对照组

（均 P＜0.01）；但胍丁胺组脾细胞增殖率明显高于

模型组（P＜0.01）。
2.6    创伤后24 h ConA刺激脾细胞分泌情况（图2）：
与对照组比较，模型组脾细胞分泌 IFN-γ 与 IL-2
的能力被显著抑制（均 P＜0.01）；虽然胍丁胺组脾

细胞分泌 IL-2 的能力也较对照组降低（P＜0.05），
但其分泌 IFN-γ 与 IL-2 的能力明显高于模型组

（均 P＜0.01）。
3    讨    论
 胍丁胺是经精氨酸脱羧酶作用的产物，自 1994
年 Li 等［8］从牛脑中分离出纯内源性可乐定替代物

质，并用质谱法确定为胍丁胺后，其合成、代谢及生

物学作用才逐渐引起关注。随后大量研究证实，胍

丁胺具有广泛的细胞保护特性，包括神经保护、肾脏

保护和心脏保护［4，9-11］。同样，胍丁胺在炎症领域的

进展也是日新月异。研究显示，胍丁胺能阻止内毒

素休克大鼠血压和肾小球滤过率降低，并可显著提

高小鼠生存率［12］。最近的一项研究证实，胍丁胺可

通过抑制氧化应激、NO 合成和 TNF-α 表达来保护

D- 半乳糖胺和 LPS 诱导的肝损伤［13］。李炫飞等［5］

研究发现，胍丁胺可能通过抑制 LPS 诱导的核转录

因子 -κB（NF-κB）入核，减少炎症因子的合成与释

放，进而减轻 LPS 诱导的小鼠肝损伤。此外，胍丁

胺的抗炎作用在酵母多糖诱导的急性肺损伤模型中

也得到了验证［14］。但胍丁胺对创伤免疫功能的影

响至今未见报道。

 随着创伤病理生理学研究的深入，严重创伤后

过度炎症反应与免疫抑制并存，这一现象逐渐被认

可［15］。创伤后单核 / 巨噬细胞合成过多的 TNF-α、

IL-6、IL-1β等炎症介质，其中血清 IL-6 水平与创

伤严重程度［16］及创伤后脓毒症等不良结局的风险

呈正相关［17-18］。众所周知，出血常常伴随着创伤的

发生，并且能加剧复苏后的炎症反应程度，Cai 等［19］

证实抗炎复苏（anti-inflammatory resuscitation）能够

减轻创伤 / 失血大鼠全身性炎症反应，改善生存情

况。同样，严重创伤患者在常规救治的基础上，早期

应用血必净注射液能有效抑制过度炎症反应［20-21］，

纠正 T 细胞辅助 / 抑制免疫炎症调节网络紊乱［22］，

从而逆转不良结局。Gill 等［23］报道，静脉给予胍丁

胺 300 μg/kg 能恢复失血性休克大鼠的血压，并通过

α2 肾上腺素能受体提高生存率，但对全身炎症反

应的影响仍不清楚。在本实验中，胍丁胺治疗能显

著减轻创伤诱导的炎症反应，表现为抑制创伤后 3 h
血清 TNF-α、 IL-6、 IL-1β水平，降低创伤后 24 h
肝组织TNF-α、 IL-6和血清AST、 ALT、 LDH水平，

说明胍丁胺不仅能抑制过度炎症反应，而且能保护

肝脏免受炎症损伤。

 然而，过多的研究聚焦于控制炎症反应，很少有

研究关注创伤免疫功能抑制的现象［24］。研究表明，

创伤 / 失血诱导的严重免疫抑制导致宿主易感脓毒

症，是患者伤后死亡的主要原因之一［25-27］。大量研

究证实，性激素 / 受体阻断剂能改善创伤 / 失血免疫

功能，从而降低随后脓毒症的死亡率［28-30］。对于重

症创伤患者，胰岛素强化治疗不仅能拮抗创伤高炎

反应［31］，而且可以明显改善严重创伤后免疫功能，

增强单核细胞吞噬大肠杆菌的能力［32］，提高患者机

体抵抗力，并改善预后［33］。本研究显示，模型组小

鼠创伤后脾细胞增殖能力显著降低，表现为 ConA

注：与对照组比较，aP＜0.01；

与模型组比较，bP＜0.01
图 1    胍丁胺对创伤后 24 h 小鼠脾细胞增殖的影响

注：IFN-γ 为 γ- 干扰素，IL-2 为白细胞介素 -2；与对照组比较，
aP＜0.01，bP＜0.05；与模型组比较，cP＜0.01

图 2    胍丁胺对创伤后 24 h 小鼠脾细胞分泌的影响
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（促 T 细胞有丝分裂）刺激脾细胞增殖率下降，脾细

胞分泌 IFN-γ 与 IL-2 的能力降低，这一现象与先

前的报道一致［34］。而胍丁胺治疗能明显改善脾细

胞增殖能力，并增加脾细胞分泌 IFN-γ 与 IL-2 的

能力，逆转严重创伤诱导的免疫抑制。

 综上，本研究成功构建了创伤 / 失血小鼠模型，

表现为创伤后过度炎症反应、肝功能损害及免疫抑

制。胍丁胺治疗能明显抑制创伤诱导的血和肝脏中

TNF-α、 IL-6、 IL-1β水平升高，增强创伤后脾细

胞增殖能力，提高 ConA 刺激脾细胞分泌 IFN-γ 与

IL-2 的能力，有关分子机制的研究正在进行中。
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