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脓毒症大鼠补体及细胞因子的变化
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【摘要】 目的 观察脓毒症大鼠血清补体及细胞因子的变化规律，并探讨其可能的发生机制。方法 按
随机数字表法将 120 只雄性Wistar 大鼠分为正常对照组（n＝15）、假手术组（n＝15）、脓毒症组〔盲肠结扎穿孔
术（CLP）制模，n＝90〕，脓毒症组再分为 24、48、72 h 3 个亚组。采用固相夹心法酶联免疫吸附试验（ELISA）检
测血清补体C5、C5a及肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、IL-6）、高迁移率族蛋白B1 （HMGB1）、
巨噬细胞移动抑制因子（MIF）水平。结果 与正常对照组及假手术组相比，脓毒症组制模后 24 h，C5、C5a、
IL-1β水平显著升高〔C5（ng/L）：1.60±0.19 比 1.04±0.20、1.09±0.09，C5a（ng/L）：0.20±0.02 比 0.18±0.01、
0.18±0.02，IL-1β（ng/L）：700.20±111.41 比 475.87±108.96、592.29±121.57，均 P＜0.05〕，随后有所下降，48 h 
和 72 h 时 C5 仍显著高于正常对照组（1.17±0.24、1.27±0.24 比 1.04±0.20，均 P＜0.05）。制模后 48 h 和 72 h，
脓毒症组TNF-α（ng/L：51.33±1.96、51.06±1.64）显著低于正常对照组（59.53±3.06）和假手术组（57.91±2.72，
均 P＜0.05）。脓毒症组HMGB1 水平逐渐升高，72 h 已显著高于正常对照组和假手术组（ng/L：472.21±20.94
比 406.00±43.16、404.41±35.39，均 P＜0.05）。各组间MIF、IL-6 水平差异均无统计学意义。结论 补体系统
通过促进促炎细胞因子及炎性介质释放，导致炎症反应失控和免疫功能紊乱，是脓毒症重要发病机制之一。
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【Abstract】 Objective To observe the changes of serum complements and proinflammatory cytokines in rats with 
sepsis, and to explore the possible mechanism. Methods 120 healthy male Wistar rats were randomly divided into 
three groups: normal control group (n = 15), sham operation group (n = 15) and sepsis group [cecum ligation and puncture 
(CLP) operation, n = 90]. The sepsis rats were sacrificed on 24, 48 and 72 hours after modeling. The level of serum 
complements (C5, C5a) and cytokines tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL-1, IL-6), high mobility group 
box 1 (HMGB1), macrophage migration inhibitory factor (MIF) were detected by enzyme linked immunosorbent assay  
(ELISA). Results Compared with normal control group and sham operation group, the levels of serum complements 
C5, C5a and IL-1β were significantly increased at 24 hours after CLP in sepsis group [C5 (ng/L): 1.60±0.19 vs. 
1.04±0.20, 1.09±0.09; C5a (ng/L): 0.20±0.02 vs. 0.18±0.01, 0.18±0.02; IL-1β (ng/L): 700.20±111.41 vs. 
475.87±108.96, 592.29±121.57; all P < 0.05]; then the levels of C5, C5a and IL-1β declined, the level of serum 
C5 were also higher than normal control group at 48 hours and 72 hours after CLP (ng/L: 1.17±0.24, 1.27±0.24 vs. 
1.04±0.20, both P < 0.05). In sepsis group the level of serum TNF-α (ng/L: 51.33±1.96, 51.06±1.64) was lower 
than that in normal control group (59.53±3.06) and sham operation group (57.91±2.72) at 48 hours and 72 hours  
(all P < 0.05). There was a time dependent rise of serum HMGB1 in sepsis group, which level was much higher than 
that in normal control group and sham operation group at 72 hours after CLP (ng/L: 472.21±20.94 vs. 406.00±43.16, 
404.41±35.39, both P < 0.05). There were no significant differences of MIF, and IL-6 level between groups at each time 
points. Conclusions Complement system led to uncontrolled inflammatory response and immune dysfunction through 
the release of proinflammatory cytokines and inflammatory mediators, which maybe one of the important mechanism of 
the pathology of sepsis.
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 脓毒症由各种感染因素诱发，是导致全身炎症反应失调

而危及生命的器官功能障碍，以多器官功能衰竭、感染性休

克和高乳酸血症等为主要临床表现。脓毒症发病机制复杂，

涉及全身炎症网络效应、凝血功能异常、免疫功能障碍、基

因多态性、组织损伤以及宿主对不同感染病原微生物及其

毒素的异常反应等多个方面，与机体多系统、多器官病理生

理改变密切相关［1］。目前认为脓毒症发生的根本原因在于

机体过度释放细胞因子和炎性介质，导致炎症反应失控和免

疫功能紊乱，从而诱发脓毒性休克和多器官功能障碍综合征

（MODS）［2］。

 近年来研究发现，补体系统在脓毒症的发病机制中起

重要作用［3］。Gressner 等［4］研究发现，重症加强治疗病房

（ICU）脓毒症患者的预后与补体 5a、C5a 密切相关。C5a 是

一种强效的具有多种功能的促炎蛋白，通过直接作用于血管

内皮细胞可以增加血管通透性、刺激平滑肌痉挛和收缩，还

可以对嗜碱粒细胞、中性粒细胞、单核 / 巨噬细胞、肥大细

胞发挥趋化作用，诱导单核细胞分泌 IL-1β、白细胞介素-6 

（IL-6、IL-8）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、高迁移率族蛋

白 B1（HMGB1）、巨噬细胞移动抑制因子（MIF）等细胞因子。

因此，本研究通过盲肠结扎穿刺术（CLP）制备脓毒症大鼠模

型，观察其补体 C5、C5a 与多种促炎细胞因子的表达，探讨

补体介导的促炎细胞因子释放在脓毒症中的作用机制。

1 材料与方法
1.1 实验动物：清洁级雄性Wistar 大鼠 120 只，8～10 周龄，
体重（250±10）g，由解放军军事医学科学院卫生学环境医学

研究所动物实验中心提供，许可证号：SCXK（军）2009-003。

1.2 动物分组：按随机数字表法将大鼠分为正常对照组 
（n＝15）、假手术组（n＝15）、脓毒症组（n＝90）3 组，脓毒症
组再分为 24、48、72 h 3 个亚组，每个亚组 30 只。

1.3 脓毒症模型制备及分组处理：术前 12 h 禁食、不禁水，
腹腔注射 5%水合氯醛 350～400 mg/kg 麻醉大鼠，开腹取出

盲肠后距盲、回肠结合部约盲肠全长 1/3 处用 4-0 手术缝线

结扎，距结扎处远端约 0.8～1.0 cm 用 16G 穿刺针穿孔，胶条

贯穿盲肠留滞，组织还纳腹腔，逐层缝合关腹；术后颈部皮

下补充生理盐水 10 mL 抗休克。假手术组开腹后翻动盲肠，

不进行结扎及穿孔；正常对照组不予任何处理。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.4 检测指标及方法：于相应时间点处死大鼠后取腹主
动脉血，4 ℃下离心 8 min 取血清，-80 ℃储存，采用固相夹

心法酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清补体 C5、C5a 及 

TNF-α、IL-1β、IL-6、HMGB1、MIF 等细胞因子的表达，按

试剂盒（美国 BIOVALUE 公司）说明书步骤操作。

1.5 统计学方法：使用 SPSS 17.0 软件分析数据，计量资料
以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差
分析，组间比较采用 Dunnett-t检验，P＜0.05 为差异有统计
学意义。

2 结 果
2.1 动物存活情况：正常对照组和假手术组大鼠 72 h 内均
存活。脓毒症组大鼠术后 6 h 内无死亡，随时间延长，存活

率逐渐降低，24、48、72 h 存活率分别为 63.33%、53.33%、

26.67%。

2.2 各组血清补体变化比较（表 1）：制模后 24 h，血清补体
C5 和 C5a 水平显著高于两个对照组（均 P＜0.05），随后血清
补体 C5 和 C5a 水平有所下降，但制模后 48 h 和 72 h C5 仍

显著高于正常对照组（均 P＜0.05）。
2.3 各组血清细胞因子变化比较（表 1）：制模后 24 h，促炎
细胞因子 TNF-α和 IL-1β有不同幅度升高，其中 IL-1β

显著高于正常对照组（P＜0.05）；随后 TNF-α和 IL-1β水
平明显降低，48 h 和 72 h 时 TNF-α显著低于两个对照组 

（均 P＜0.05）。制模后血清 HMGB1 水平逐渐升高，72 h 时
显著高于两个对照组（均 P＜0.05）。各组间血清 IL-6 和
MIF 水平比较差异均无统计学意义。

3 讨 论
 CLP 模型是目前用于脓毒症及脓毒性休克研究最广泛

的一种模型［5］，其病理过程与临床症状贴近，被认为是进行

脓毒症研究的“金标准”［6-8］。本研究采用 CLP 制备脓毒症

动物模型以便更好地研究脓毒症患者体内炎症反应的发生

发展过程及病理生理变化。

 近年来研究发现，补体系统在脓毒症的发病机制中起着

重要作用［3-4］。脓毒症早期释放大量的炎症递质、细胞因子，

引发炎症“瀑布”效应，同时累及骨髓，激活凝血系统，大量

凝血因子相继活化，凝血因子表达增加，其过度活化又可促

进炎性介质的释放，凝血和炎症表现出正反馈的相互作用，

同时抗凝血功能受到抑制，表现出级联放大的凝血特征，从

而形成恶性循环。脓毒症早期，机体释放 TNF-α、IL-1β、

IL-2、γ- 干扰素、IL-6 等促炎介质，从而引起炎症反应。

当机体遭受强烈应激如严重感染、失血性休克、重度烧伤和

脓毒症时会出现全身性补体活化。补体系统过度激活产生

表 1 各组大鼠血清补体及细胞因子变化比较（x±s）

组别 动物数（只） C5（ng/L） C5a（ng/L） TNF-α（ng/L） IL-1β（ng/L） IL-6（ng/L） MIF（ng/L） HMGB1（ng/L）

正常对照组 15 1.04±0.20 0.18±0.01 59.53±3.06 475.87±108.96 247.61±  42.75 110.78±20.06 406.00±43.16
假手术组 15 1.09±0.09 0.18±0.02 57.91±2.72 592.29±121.57 292.13±  85.42 106.05±16.59 404.41±35.39
脓毒症 24 h 组 19 1.60±0.19 ab 0.20±0.02 ab 66.78±8.79 700.20±111.41 a 280.68±  81.60 122.48±20.79 415.96±29.16
脓毒症 48 h 组 16 1.17±0.24 a 0.19±0.04 51.33±1.96 ab 397.75±  75.07 295.11±137.72 100.51±21.17 441.38±42.67
脓毒症 72 h 组   8 1.27±0.24 a 0.18±0.04 51.06±1.64 ab 173.27±  54.80 233.76±  81.25 133.20±37.00 472.21±20.94 ab

注：TNF-α为肿瘤坏死因子 -α，IL-1β、IL-6 为白细胞介素 -1β、-6，MIF 为巨噬细胞移动抑制因子，HMGB1 为高迁移率族蛋白 B1；
与正常对照组比较，aP＜0.05；与假手术组比较，bP＜0.05
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大量的过敏毒素，如 C3a、C4a、C5a 等［9］可直接使肥大细胞

或嗜碱粒细胞释放组胺等，引起血管扩张、毛细血管通透性

增加及平滑肌收缩，严重者可导致组织水肿、毛细血管渗透

综合征。补体系统激活最终形成膜攻击复合物可直接嵌入

细胞表面，形成亲水的通道，细胞内离子稳态失衡而溶解死

亡，介导细胞坏死和凋亡，加剧脓毒症的炎症损伤；C3a、C5a

介导白细胞浸润和活化，包括趋化、聚集、黏附、促进活性氧

等，导致物质的释放，从而加重炎症损伤［10-13］。本研究显示，

补体 C5、C5a 于制模后 24 h 出现高峰，随后虽逐渐降低，但

至 72 h C5 仍显著高于正常对照组。24 h 后补体逐渐降低的

原因可能与病情严重，大鼠相继死亡有关。

 TNF-α、IL-6、IL-1β 是前炎性细胞因子，为炎症反

应的启动物质。TNF-α主要由单核 / 巨噬细胞、淋巴细胞

等分泌，是炎症的最初启动者，具有广泛的生物学效应［14］。

TNF-α是炎症反应中激活细胞因子级联反应的主要介质，

在血液循环中很早出现并迅速达到峰值［15］。TNF-α通过

促进细胞合成 IL-1β、IL-6 等多种炎性因子，从而增加毛

细血管通透性，导致局部缺血和血栓形成，通过活化炎性细

胞、分泌黏附因子、一氧化氮（NO）和氧化自由基等损害组

织，引起脓毒症［16］。IL-1β可由 TNF-α诱导产生，也可通

过内毒素直接刺激产生，升高后的 IL-1β可与 TNF-α协

同作用共同刺激 IL-6 的产生。IL-6 可促进淋巴细胞增殖

和细胞毒性淋巴细胞分化，加重炎症反应。血中 IL-6 水平

与脓毒症严重程度相关，而 IL-6 的基因表达更为持久，可将

IL-6 作为评价脓毒症严重程度的指标。这些炎性因子之间

相互作用形成正反馈环，导致炎症反应持续加重［17］。吴荣

谦等［18］研究显示，CLP 后大鼠肝、肺组织中 TNF-α、IL-6、

IL-1β表达可明显增高。

 HMGB1 是存在于细胞核内的一种重要染色质蛋白，可

与 DNA 结合，具有调控 DNA 稳定、复制、转录及翻译等功

能［19］。近年研究发现，HMGB1 一旦分泌到细胞外，即可发

挥致炎作用［20］。谭向龙等［21］在大鼠肝脏缺血 / 再灌注（I/R）

模型中发现，再灌注后 2 h 肝组织 HMGB1 蛋白表达增加， 

24 h达高峰，且呈时间依赖性，表明HMGB1可作为早期炎性

介质介导炎症反应参与肝损伤过程。邵义明等［22］研究显示，

大鼠 CLP 后 24～48 h HMGB1 表达水平达高峰，与脓毒症严

重程度评分和存活率高度相关，说明HMGB1 还是一种重要

的晚期致炎因子，且与脓毒症密切相关，较 TNF-α、IL-1 等

早期速发型炎性因子具有更重要的临床意义。HMGB1 既

可刺激单核 / 巨噬细胞分泌 TNF-α、IL-1 等炎性细胞因子 

及 MIF 等趋化因子，也可刺激中性粒细胞活化，使 TNF-α、

IL-1β 和 IL-8 生成增加；而 TNF-α 和 IL-1 又可以刺激

HMGB1 分泌，形成正反馈，导致炎症信号逐渐放大。有研究

发现，HMGB1 作为一种重要的炎性介质和预警信号参与了

脓毒症的发病过程，已成为脓毒症治疗的新靶点［23］，本实验

也证明了这一点。近年越来越多的证据表明，HMGB1 还可

作为一种潜在的免疫调节因子，参与细胞免疫的调控过程，

与脓毒症状态下免疫功能紊乱的发生发展密切相关［24］。

 尽管本研究未检测所有促炎和抗炎细胞因子的表达，但

可以发现促炎细胞因子明显高表达，表明促炎细胞因子与抗

炎细胞因子的表达处于失衡状态。在脓毒症早期抗炎细胞

因子不足以抗衡促炎细胞因子，促炎细胞因子产生失控，并

导致全身炎症反应的失控，引起组织器官损伤。补体系统通

过促进机体过度释放细胞因子和炎性介质，导致炎症反应失

控和免疫功能紊乱，是脓毒症重要的发病机制之一。不同生

物标志物在脓毒症不同病理生理过程中的作用不尽相同，脓

毒症及其相关并发症的发生机制也十分复杂，可能涉及到炎

症反应、凝血功能和免疫功能等一系列环节，任何一个环节

异常均可导致并加重脓毒症的发生发展。因此，在脓毒症预

警、病情评估、预后判断等多个环节，单一生物标志物临床

应用价值有限，多种生物标志物的组合应用可能更有助于对

脓毒症的正确诊断与预后评估［25］，为药物靶向治疗脓毒症

提供了新的方向。
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