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ＰＤ１对小鼠内毒素血症的保护作用及其机制研究
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　　［摘　要］　目的　革兰阴性细菌感染所致的多器官衰竭／功能障碍综合征仍是目前发达国家和发展中国家儿
童死亡的主要原因之一，发病机制尚不明确。本研究探讨了具有负性免疫调节作用的免疫球蛋白超家族的成员程

序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１，ＰＤ１）对革兰阴性细菌的主要致病成分脂多糖（ＬＰＳ）所致内毒素血症的保护
作用及可能的相关机制。方法　ＰＤ１＋／＋和ＰＤ１／小鼠各１０只经腹腔注射 ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ），观察其 ７２ｈ存活情
况；另对ＰＤ１＋／＋和ＰＤ１／小鼠各４０只经腹腔注射ＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ），分别在注射前（０ｈ）及注射后１．５、３、６ｈ采血，
用ＥＬＩＳＡ检测血浆中多种炎性成分的含量。结果　ＰＤ１／小鼠在接受大剂量ＬＰＳ注射后，存活率明显低于ＰＤ１＋／＋

小鼠。注射５ｍｇ／ｋｇＬＰＳ后，ＰＤ１／小鼠生成的具有促炎作用的介质ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１２及ＩＬ１７高于ＰＤ１＋／＋小鼠。
结论　 ＰＤ１对ＬＰＳ所致的内毒素血症具有保护作用，可能是通过调节炎性成分的生成来实现的。
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　　脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰阴性细
菌的细胞壁组成成分，于细菌死亡解体后释放。

ＬＰＳ进入机体后，激活体内的单核／巨噬系统，诱导
生成大量的前炎症细胞因子（ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏ
ｋｉｎｅｓ）、趋化因子（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ）、生长因子（ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｓ）和其他因子如白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）、
肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）等。这些
炎性物质在适量的情况下能有效地参与机体的抗感

染免疫，然而反应过度则损伤机体，引起全身炎症反

应综合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＳＩＲＳ）、感染性休克（ｓｅｐｔｉｃｓｈｏｃｋ）甚至致死性的多
器官衰竭／功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｆａｉｌｕｒｅ／
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＦ／ＭＯＤＳ）等［１２］。程序性

死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１，ＰＤ１）是免疫球蛋白
超家族的一个成员，表达在活化的 Ｔ细胞、Ｂ细胞、
ＮＫ细胞、单核细胞和树突状细胞表面［３５］。ＰＤ１被
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认为在免疫反应中起重要的抑制作用，ＰＤ１基因敲
除的小鼠患有自身免疫性疾病［６８］，但目前对 ＰＤ１
的研究主要集中在其对适应性免疫（ａｄａｐｔｉｖｅｉｍｍｕ
ｎｉｔｙ）尤其是对 Ｔ细胞功能的影响上，且具体机制尚
不清楚；ＰＤ１在 ＬＰＳ所致的内毒素血症中的作用未
见报道。本研究就ＰＤ１是否参与调节 ＬＰＳ所致的
内毒素血症及其可能机制进行了研究。

１　材料与方法

１．１　材料
实验所用 ＰＤ１基因敲除小鼠购自美国杰克逊

公司，用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，获取合格的野
生型（ＰＤ１＋／＋）和基因敲除纯合子（ＰＤ１／），所得
８～１０周龄雌性小鼠体重２２～２７ｇ用于本实验。精
制大肠杆菌内毒素即脂多糖 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ，０１１１：Ｂ４血清型），购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，用无
菌生理盐水配制成１ｍｇ／ｍＬ的溶液，－２０℃保存。
各种炎症介质检测所用的 ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　存活率的观察　　取健康雌性 ＰＤ１＋／＋和
ＰＤ１／小鼠各１０只，按１０ｍｇ／ｋｇ的剂量经腹腔注
射 ＬＰＳ，观察 ＬＰＳ注射后 ０、１２、２４、３６、４８、６０、７２ｈ
小鼠存活率［９１０］。

１．２．２　标本采集　　取健康雌性 ＰＤ１＋／＋和 ＰＤ
１／小鼠各４０只，两组按照注射 ＬＰＳ后采血时间不
同，分成 ０、１．５、３、６ｈ等４个亚组（ｎ＝１０）。其中
０ｈ组为不注射 ＬＰＳ的对照组，其余各组按 ５ｍｇ／ｋｇ
的剂量经腹腔注射ＬＰＳ，在相应时间点用ＣＯ２麻醉小
鼠，用一次性采血管经眼窝采血约 ５００～６００μＬ／只，
于常温１５００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，上层清亮的淡黄色血
浆－８０℃保存。
１．２．３　炎性介质的检测　　血清 ＴＮＦα、ＩＬ１β、
ＩＬ１２、ＩＬ１７、ＩＬ６、角质细胞起源趋化因子（ＫＣ）、巨
噬细胞炎症蛋白１α（ＭＩＰ１α）均采用 ＥＬＩＳＡ检测。
按试剂盒说明的浓度配制一抗，１００μｌ／孔包被平底
９６孔板，置于４℃冰箱过夜。用含０．２５％ Ｔｗｅｅｎ２０
的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳＴ）洗板５次，向板内加入试剂
盒自带的封闭液 ２００μＬ／孔，室温封闭１ｈ。倒掉封
闭液，洗板５次，向板内加入稀释好的标准品或样
品，室温孵育２ｈ。倒掉板内液体，洗板 ５次，按说
明配制二抗，向板内加入二抗１００μＬ／孔，室温孵育
１ｈ。倒掉板内液体，洗板５次，向板内加入 Ａｖｉｄｉｎ

ＨＲＰ，室温孵育３０ｍｉｎ，洗板７次，加入底物 ＴＭＢ显
色１５ｍｉｎ，于 ５７０ｎｍ和 ４５０ｎｍ读数，用 ＯＤ５７０
ＯＤ４５０差值根据所得的标准曲线计算结果。
１．３　统计学分析

用 ＳＰＳＳ１３．０进行数据统计。生存率采用Ｋａｐ
ｌａｎＭｅｉｅｒ统计学方法进行分析，ＥＬＩＳＡ结果以均数
±标准差 （ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　７２ｈ存活率
ＰＤ１／小鼠的存活率明显低于 ＰＤ１＋／＋小鼠。

前者在２４ｈ内即出现死亡，４８ｈ死亡小鼠进行性
增加，至７２ｈ实验小鼠全部死亡。而野生型在４８ｈ
内出现第１批死亡小鼠，至 ７２ｈ死亡数量有所增
加，但存活率仍有４０％。相同实验条件重复两次实
验，所得趋势一致。可见，ＰＤ１基因敲除小鼠对
ＬＰＳ诱导的内毒素血症更敏感，ＰＤ１具有一定的保
护作用。

２．２　血清ＴＮＦα的变化
注射 ＬＰＳ之前，ＰＤ１＋／＋和 ＰＤ１／小鼠血清中

的 ＴＮＦα水平很低。接受 ＬＰＳ１．５ｈ后，ＴＮＦα水
平迅速升高，至３ｈ、６ｈ后有所回落，且 ＰＤ１／小鼠
血清中的 ＴＮＦα在１．５ｈ（ｔ＝－４．３７２，Ｐ＝０．０００）
和６ｈ（ｔ＝－５．７７５，Ｐ＝０．０００）均高于相同时间点
ＰＤ１＋／＋小鼠（表 １）。
２．３　血清ＩＬ１β的变化

两组的血清中 ＩＬ１β在注射 ＬＰＳ之前及之后
１．５ｈ均检测不到，注射后３ｈ明显升高，６ｈ维持在较
高水平。ＰＤ１／组在ＬＰＳ注射６ｈ后血清中ＩＬ１β的
水平显著高于 ＰＤ１＋／＋组（ｔ＝－４．３６９，Ｐ＝０．０００）
（表１）。
２．４　血清 ＩＬ１２的变化

两组血清中 ＩＬ１２在ＬＰＳ注射１．５ｈ后开始增
高，３ｈ后达最高峰，６ｈ时有所下降。ＰＤ１／组在
ＬＰＳ注射６ｈ后血清中ＩＬ１２的水平显著高于ＰＤ１＋／＋

组（ｔ＝－５．２４５，Ｐ＝０．０００）（表１）。
２．５　血清 ＩＬ１７的变化

两组小鼠 ＩＬ１７在 ＬＰＳ注射之前及之后１．５ｈ
均检测不到，３ｈ有所上升，６ｈ持续上升，其中 ＰＤ
１／组达 ＰＤ１＋／＋小鼠的 １０倍以上（ｔ＝－７．８６７，
Ｐ＝０．０００）（表 １）。

·３１８·
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表１　注射ＬＰＳ后血浆多种细胞因子的浓度　（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

炎性介质 基因型
时间点（ｈ）

０ １．５ ３ ６

ＴＮＦα ＰＤ１＋／＋ １８．４±１４．３ １２７８±１４０ ３９１±２３９ １３７±３９

ＰＤ１／ １１．３±１．８ ２１８１±６３８ａ ５６７±２５９ ２５３±５０ａ

ＩＬ１β ＰＤ１＋／＋ — — ５９．６±４２．３ ５０±２２

ＰＤ１／ — — ９７．５±４６．７ １４０±６２ａ

ＩＬ１２ ＰＤ１＋／＋ ２４３．７±４６．７ ８９３±３２３ １２９８３±５６５２ ４８６３±９９０

ＰＤ１／ ２０７．５±７５．８ １９５３±９８５ １４９３２±６０８７ ６９０７±７３５ａ

ＩＬ１７ ＰＤ１＋／＋ — — １６５±３２ １９１±７１

ＰＤ１／ — — ３９１±２８６ ２１４７±７８３ａ

ＫＣ ＰＤ１＋／＋ — ３７６２±８０８ ４７２９±８１４ ４９１７±５３９

ＰＤ１／ — ４５１６±３５０ ３９７５±１１２８ ４６０２±１１３

ＩＬ６ ＰＤ１＋／＋ — １５３９±９３２ ３１２８±４５６ ２９１４±１１４

ＰＤ１／ — １９５８±７１３ １９０４±５６５ ３３２６±８９

ＭＩＰ１α ＰＤ１＋／＋ ７６．３±４５．２ ９５９±７４８ ４８０２±２９５４ ５４７±１１６

ＰＤ１／ ５５．３±１３．２ １７９２±１５７９ ３４０１±１３７０ ４１０±５２

　　ａ：与ＰＤ１＋／＋同一时间点相比较，Ｐ＜０．０１

２．６　其他介质
同时检测的其他介质如 ＫＣ、ＩＬ６、ＭＩＰ１α等在

接受ＬＰＳ后１．５、３、６ｈ后均上升，但两组之间差异
无统计学意义（表 １）。ＩＬ１０、ＩＬ１３在各时间点均
未能测出。

３　讨论

尽管在诊断和治疗方法上已取得了巨大的进

步，败血症仍是发达和发展中国家导致死亡最主要

的原因之一，而革兰阴性杆菌感染是其中最主要的

一部分［１１１２］。作为革兰阴性杆菌的主要致病成分，

ＬＰＳ在细菌死亡解体后释放入血，与分布在单核／巨
噬细胞、内皮细胞、上皮细胞、淋巴细胞等表面的

Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）结合，通
过髓性分化因子８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，
ＭｙＤ８８）依赖性或 ＭｙＤ８８非依赖性途径，最终活化
ＮＦκＢ或丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号途径，生成大量的炎性
介质［１３］。其中这些炎性介质中既有促炎成分如

ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１２、ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ６、ＫＣ、ＭＩＰ１α、
ＨＭＧＢ１等，促进机体发生炎症反应以清除病原体；
又有抗炎因子如 ＩＬ１０、ＴＧＦβ、ＩＬ１３等抑制过度的
炎症反应以避免对机体自身的免疫损伤［１３１６］。

ＰＤ１是 ＣＤ２８家族的一个成员，与另一辅助抑
制分子细胞毒性 Ｔ淋巴细胞相关抗原 ４（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ
Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ４，ＣＴＬＡ４）享 有

２３％ 的同源性［１７１８］。ＰＤ１可被诱导性地表达在活
化的 Ｔ细胞、Ｂ细胞、ＮＫ细胞、单核细胞和树突状
细胞表面［３５］，与其配体 ＰＤＬ１、ＰＤＬ２相结合而对
淋巴细胞的活化产生抑制作用。ＰＤ１的负性免疫
调节作用首先在 ＰＤ１基因敲除的小鼠中体现出
来，它被认为参与调控机体外周免疫耐受。Ｂ６背景
的 ＰＤ１基因敲除的小鼠患有狼疮样肾小球肾炎和
关节炎［６］，而 ＢＡＬＢ／ｃ背景的 ＰＤ１基因敲除小鼠
则患有致死性自身免疫性扩张性心肌病［７８］。有研

究发现，人类 ＰＤ１的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与系统
性红斑狼疮、风湿性关节炎、Ｉ型糖尿病有关［１９２１］。

本研究用革兰阴性杆菌的主要致病成分 ＬＰＳ
诱导小鼠内毒素血症模型，研究了ＰＤ１对内毒素血
症的保护作用及其可能的相关机制，发现在接受大

剂量的ＬＰＳ注射后，ＰＤ１／小鼠的死亡出现时间明
显早于 ＰＤ１＋／＋小鼠 ，且其总体的死亡速度要显著
快于ＰＤ１＋／＋小鼠，提示ＰＤ１对于ＬＰＳ诱导的内毒
素血症具有保护作用。本研究还发现在接受 ＬＰＳ
注射后 ６ｈ内两组小鼠血清中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１２、
ＩＬ１７、ＩＬ６、ＫＣ、ＭＩＰ１α已明显升高，且 ＰＤ１／小鼠
血清内ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１２和 ＩＬ１７的含量均高于
ＰＤ１＋／＋小鼠，提示 ＰＤ１能抑制 ＬＰＳ诱导的促炎因
子的生成。ＴＮＦα由巨噬细胞、ＮＫ细胞、Ｔ细胞生
成，能促进炎症及内皮细胞活化；ＩＬ１β由巨噬细
胞、上皮细胞产生，能促进 Ｔ细胞及巨噬细胞的活
化；ＩＬ１２由巨噬细胞及树突状细胞生成，能活化ＮＫ
细胞，诱导ＣＤ４Ｔ细胞的分化进而促进适应性免疫
·４１８·
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反应；ＩＬ１７由 Ｔｈ１７、ＣＤ８Ｔ细胞，ＮＫ细胞，γδＴ细
胞和中性粒细胞产生，能诱导细胞多种前炎症因子

的生成。ＰＤ１基因敲除后，内毒素诱导的上述多种
炎性成分均显著增多，提示 ＰＤ１可能是通过参与
调控各种炎性介质的生成、影响炎性／抗炎介质间的
平衡来实现其对 ＬＰＳ诱导的内毒素血症的保护
作用。

由于上述介质在短时间内的大量生成主要与天

然免疫（ｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｉｔｙ）有关，因而检测 ＰＤ１在该
系统中的细胞如单核／巨噬细胞、树突状细胞中的功
能有助于进一步明确其保护机制。ＰＤ１对内毒素
血症的保护作用是否具有组织器官特异性则有赖于

进一步的肺、肝、肾等器官的病理检查。ＰＤ１对内
毒素血症保护机制的阐明将为由革兰氏阴性细菌感

染所致的败血症、感染性休克及相关的多器官功能

衰竭的诊治提供新的思路。
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