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ω-3 多不饱和脂肪酸对脓毒症大鼠
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［摘要］　目的　探讨 ω-3 多不饱和脂肪酸对脓毒症大鼠胸腺和脾脏淋巴细胞凋亡的影响。方法　将 80

只 7~8 周龄雌性 Sprague-Dawley 大鼠随机分成模型组、传统脂肪乳剂治疗组（每日 0.1 g/kg）、ω-3PUFAs 低

剂量治疗组（每日 0.1 g/kg）、ω-3PUFAs 中剂量治疗组（每日 0.2 g/kg）和 ω-3PUFAs 高剂量治疗组（每日

0.3 g/kg）。采用盲肠结扎穿孔法建立脓毒症大鼠模型，造模后各治疗组分别给予脂肪乳剂和不同剂量 ω-3PUFAs

葡萄糖稀释液尾静脉注射给药，模型组予等量葡萄糖注射液尾静脉注射。按处死时间将各组大鼠随机分为 24 h

和 72 h 两个亚组，每组 8 只大鼠。采用苏木精 - 伊红染色观察各组大鼠胸腺和脾脏的病理改变；采用 TUNEL

法检测各组大鼠脾脏和胸腺淋巴细胞凋亡指数。结果　不同剂量 ω-3PUFAs 组大鼠胸腺小叶结构完整，皮髓质

结构清晰，模型组和传统脂肪乳剂治疗组皮髓质界限不清，淋巴细胞明显减少；ω-3PUFAs 组脾脏红髓和白髓

结构尚能保持，可见脾小结存在，而模型组和传统脂肪乳剂治疗组红髓和白髓结构紊乱，脾小结明显缩小或消

失。不同剂量 ω-3PUFAs 组 24 h 和 72 h 胸腺和脾脏淋巴细胞凋亡率均较模型组、传统脂肪乳剂治疗组显著降低

（P<0.01），ω-3PUFAs 高剂量治疗组 24 h 和 72 h 脾脏淋巴细胞凋亡率均较 ω-3PUFAs 低剂量治疗组显著降低

（P<0.05）。结论　ω-3 多不饱和脂肪酸有减轻脓毒症大鼠胸腺和脾脏淋巴细胞凋亡的作用，并且可能与剂量相关。

［中国当代儿科杂志，2017，19（3）：355-360］
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Effects of ω-3 polyunsaturated fatty acids on lymphocyte apoptosis rate in rats with 
sepsis
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Abstract: Objective    To investigate the effects of ω-3 polyunsaturated fatty acids (ω-3 PUFAs) on the apoptosis 
of thymic and splenic lymphocytes in rats with sepsis. Methods    A total of 80 female Sprague-Dawley rats aged 
7-8 weeks were randomly divided into model group, conventional lipid emulsion group (0.1 g/kg daily), low-dose 
ω-3 PUFAs group (0.1 g/kg daily), middle-dose ω-3 PUFAs group (0.2 g/kg daily), and high-dose ω-3 PUFAs group 
(0.3 g/kg daily). Cecal ligation and puncture were used to establish a rat model of sepsis. The treatment groups were 
then given tail vein injection of lipid emulsion or glucose diluents of ω-3 PUFAs at different doses, and the model group 
was given glucose injection via the tail vein at the same dose. According to the time of sacrifice, each group was further 
divided into 24-hour and 72-hour subgroups, with 8 rats in each subgroup. Hematoxylin and eosin staining was used to 
observe the pathological changes in the thymus and spleen. TUNEL was used to measure the apoptosis rates of thymic 
and splenic lymphocytes. Results    In the three ω-3 PUFAs groups, the rats had a complete thymic lobular structure and 
clear structures of the cortex and medulla. In the model and the conventional lipid emulsion groups, the boundaries of the 
cortex and medulla were unclear and the number of lymphocytes was significantly reduced. In the ω-3 PUFAs groups, 
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脓毒症（sepsis）是指由感染引起的全身炎

症反应综合征，全球每年有超过 1 800 万严重脓

毒症病例，美国每年有 75 万例脓毒症患者，并且

这一数字还以每年 1.5%~8.0% 的速度上升。全球

每天约 14 000 人死于其并发症，美国每年约 21.5

万人死亡 [1-2]。重症监护病房中约 40％的患者患

有脓毒症，病死率高达 36％ [3]。儿童严重脓毒症

的发病率是 0.56/1 000，以婴儿的发病率最高，

病死率为 10.3%，有基础疾病患儿病死率上升至

12.8% [4-5]。近年来，尽管对脓毒症的发病机制、

临床特征的认识不断提高，各种器官功能支持技

术不断进步，但到目前为止，脓毒症的发病机制

仍不明确，治疗手段有限且不确切，其病死率未

见下降。炎症反应及免疫功能紊乱是脓毒症的重

要病理生理改变，直接影响着疾病的发生和发展，

而机体免疫功能紊乱可能是导致脓毒症患者预后

差的关键因素，免疫功能紊乱与大量淋巴细胞凋

亡及免疫受抑状态密切相关 [6-7]。ω-3 多不饱和脂

肪 酸（ω-3 polyunsaturated fatty acids, ω-3PUFAs）

提炼于深海鱼油，主要成分为 α- 亚麻酸、二十碳

五烯酸（EPA）和二十二碳六烯酸（DHA）的脂肪

乳。研究表明 [8-9]，ω-3PUFAs 不仅可以为机体提

供能量和底物，还可以调控机体的炎症反应、增

强免疫功能，所以又称为免疫营养素或免疫调节

因子，应用 ω-3PUFAs 治疗脓毒症可以降低炎性细

胞因子的水平，提高气体交换功能，缩短患者的

住院日，提高患者的生存率。目前的研究主要集

中在 ω-3PUFAs 对脓毒症炎症反应机制的作用，对

脓毒症发病过程中淋巴细胞凋亡的影响还不清楚。

本研究拟观察 ω-3PUFAs 对脓毒症大鼠脾脏和胸腺

淋巴细胞凋亡发生情况的影响，并进一步探讨其

作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物和试剂

80 只 SPF 级 7~8 周龄雌性 Sprague-Dawley（SD）

大鼠，体重 200~220 g，购于北京维通利华实验动

物技术有限公司南京分公司。传统脂肪乳剂和 ω-3
鱼油脂肪乳注射液（100 mL 含 10 g ω-3PUFAs）购

于无锡华瑞制药有限公司；原位细胞凋亡检测试

剂盒（德国 Roche 公司）。

1.2　模型制备

采 用 盲 肠 结 扎 穿 孔 法（CLP）[10] 制 作 脓 毒

症大鼠模型，SD 大鼠于江苏省动物实验中心饲

养 1 周以上，术前称重，大鼠模型制作前不禁食

水。应用乙醚吸入麻醉，备皮，取前腹正中切口

2~3 cm，游离肠系膜和盲肠，自盲肠远端顶点为

起点，4 号线于盲肠中点处结扎，应用 21 号针头

采取单次贯通穿刺盲肠方法于肠系膜端穿透至对

侧，穿刺过程中注意避免损伤盲肠动脉盲肠支，

挤出肠内容物少许，酒精棉球拭净，逐层关腹。

术后分笼喂养，恢复正常饮食和补充水，观察大

鼠精神、饮食情况变化。

1.3　动物分组及治疗

建模后，将 SD 大鼠随机分成模型组、传统

脂肪乳剂治疗组（每日 0.1 g/kg）、ω-3PUFAs 低

剂量治疗组（每日 0.1 g/kg）、ω-3PUFAs 中剂量

治疗组（每日 0.2 g/kg）和 ω-3PUFAs 高剂量治疗

组（每日 0.3 g/kg）。每组再按动物处死时间分为

24 h 和 72 h 两个亚组，每组 8 只大鼠。建模后即刻，

脂肪乳剂和 ω-3PUFAs 分别用葡萄糖注射液稀释到

1.5 mL 后尾静脉注射给药，模型组予等量葡萄糖

注射液尾静脉注射，以后每天 1 次，直到预定时

间点处死。本次实验 ω-3PUFAs 的剂量参照 Heller

等 [11] 的研究。

the structure of the red and white pulp of the spleen was maintained with the presence of splenic follicles, while in the 
model and the conventional lipid emulsion groups, the structure of the red and white pulp of the spleen was disordered 
and splenic follicles were significantly reduced or disappeared. Compared with the model and the conventional lipid 
emulsion groups, the ω-3 PUFAs groups showed significant reductions in the apoptosis rates of thymic and splenic 
lymphocytes at 24 and 72 hours (P<0.01). Compared with the low-dose ω-3 PUFAs group, the high-dose ω-3 PUFAs 
group had significantly reduced apoptosis rates of splenic lymphocytes at 24 and 72 hours (P<0.05). Conclusions    ω-3 
PUFAs can reduce the apoptosis of thymic and splenic lymphocytes in rats with sepsis in a dose-dependent manner.                                                                                  

                                                                                                        [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(3): 355-360]
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 第 19 卷 第 3 期

  2017 年 3 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.19 No.3

Mar. 2017

·357·

1.4　标本留取

由于脓毒症时淋巴细胞的凋亡于 24 h 达高峰，

以后逐渐下降，持续数天左右 [12]。本次实验设计

各组分别于术后 24 h 和 72 h 时间点处死动物，切

除胸腺及脾脏组织，用于后续实验待测。

1.5　苏木精 - 伊红染色观察胸腺和脾脏病理改变

取大鼠胸腺和脾脏组织，10% 甲醛固定标

本 后，24 h 内 用 石 蜡 包 埋 切 片； 切 片 经 二 甲 苯

20 min、100％乙醇→ 95％乙醇→ 75％乙醇（各

3 min）梯度脱蜡，自来水冲洗 2 min；苏木精染

色 30 min，取出自来水冲洗 2 min；盐酸乙醇分

化 5 s， 自 来 水 冲 洗 2 min； 伊 红 5 s， 自 来 水 冲

洗 2 min；95 ％ 乙 醇 → 100% 乙 醇 → 二 甲 苯（ 各

3 min）脱水透明；中性树胶封片，在光学显微镜

下观察拍照，观察胸腺和脾脏病理改变。

1.6　脾脏和胸腺淋巴细胞凋亡测定

取脾脏和胸腺组织石蜡切片，每个样本随

机 取 3 张 切 片， 常 规 脱 蜡、 水 化 后， 用 焦 碳 酸

二乙酯水溶液处理 30 min，按试剂盒说明书进行

TUNEL 染色。具体步骤：石蜡切片于染色缸中，

二甲苯浸洗 2 次共 5 min，梯度乙醇浸洗 3 min×5

次；3%H2O2 甲 醇 中 浸 洗 20 min， 抑 制 内 源 性 过

氧化氢酶；用蛋白酶 K 室温孵育 30 min；PBS 洗

约 5 min×2 次，此阶段配制 TUNEL 反应混合物

（即配即用，4℃避光）；滴加 50 μL 的 TUNEL 反

应混合液（阴性对照片，混合液中不加 TDT），

在湿盒中 37℃孵育 60 min，PBS 洗 5 min×3 次；

擦干样品周围的水分，加入 50 μL 转化剂 POD，

湿 盒 中 37 ℃ 孵 育 30 min。PBS 洗 5 min×3 次；

加 入 100 μL DAB 底 物 溶 液， 室 温（25 ℃） 孵 育

10 min，PBS 洗 5 min×3 次；滴加甘油于样本区，

盖上盖玻片封片，在普通光镜下随机选择 10 个高

倍镜视野，用显微成像系统和图像分析软件获取

和分析实验结果，计算平均凋亡细胞数，即凋亡

指数（apoptotic index, AI）= 凋亡细胞数 / 细胞总

数 ×100％。

1.7　统计学分析

应用 SPSS 19.0 及 Prism 5.0 统计分析软件对

数据进行统计学分析。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，

组间两两比较采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2　结果

2.1　一般情况

术后密切观察大鼠精神状态、生活习性改变

发现：CLP 术前，大鼠精神好，皮毛干净柔顺，

进食饮水主动，嘴唇、前后爪红润，排便排尿正常；

CLP 术后，出现精神倦怠、活动减少、寒战蜷缩、

腹胀、眼角分泌物增多、竖毛以及低体温等表现，

处死后发现大鼠空肠肠管胀气，腹腔有较多血性

积液，盲肠出现肿胀坏死、发黑、黏连等表现，

从而确定脓毒症大鼠模型造模成功。

2.2　大鼠脾脏和胸腺的病理变化

模型组和传统脂肪乳剂治疗组大鼠脾脏组织

红髓和白髓结构紊乱，界限不清，脾小结明显缩

小甚至消失，淋巴细胞减少；ω-3PUFAs 低剂量、

中剂量和高剂量治疗组红髓和白髓结构比较完整，

脾小结存在。模型组和传统脂肪乳剂治疗组大鼠

胸腺小叶结构欠完整，皮质变薄，皮髓质结构不清，

淋巴细胞明显减少；ω-3PUFAs 低剂量、中剂量和

高剂量治疗组胸腺小叶结构基本恢复，且皮髓质

结构清晰，淋巴细胞增多。见图 1~2。

2.3　各组大鼠脾脏淋巴细胞的凋亡

所有 ω-3PUFAs 治疗组大鼠脾脏淋巴细胞凋

亡程度均显著低于模型组及传统脂肪乳剂治疗组

（P<0.01）；不同治疗剂量 ω-3PUFAs 组大鼠脾脏

淋巴细胞凋亡指数比较，ω-3PUFAs 高剂量组 24 h

和 72 h 脾脏淋巴细胞凋亡指数均较 ω-3PUFAs 低

剂量组显著降低（P<0.05）。见表 1，图 3。

2.4　各组大鼠胸腺淋巴细胞的凋亡

所 有 ω-3PUFAs 治 疗 组 大 鼠 胸 腺 淋 巴 细 胞

凋亡程度均低于模型组及传统脂肪乳剂治疗组

（P<0.01）； 不 同 治 疗 剂 量 ω-3PUFAs 组 大 鼠

胸腺淋巴细胞凋亡指数比较差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 2，图 4。
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模型组 传统脂肪乳剂组 ω-3PUFAs 低剂量组 ω-3PUFAs 中剂量组 ω-3PUFAs 高剂量组

24 h

72 h

图 2　各组大鼠胸腺 24 h 和 72 h 病理变化典型图谱（苏木精 - 伊红染色，×200）　　模型组和传统脂肪乳剂治

疗组胸腺小叶结构欠完整，皮质变薄，皮髓质结构不清，淋巴细胞明显减少；ω-3PUFAs 低剂量、中剂量和高剂量治疗组胸

腺小叶结构完整，皮髓质结构清晰（白色箭头所示），淋巴细胞增多。

图 3　各组大鼠脾脏淋巴细胞凋亡指数比较（n=8）　

　a 示与模型组比较，P<0.01；b 示与传统脂肪乳剂治疗组比较，

P<0.01；c 示与 ω-3PUFAs 低剂量组比较，P<0.05；d 示与 ω-3PUFAs

低剂量组比较，P<0.01。

表 1　各组大鼠脾脏淋巴细胞凋亡指数比较

（x±s，n=8，%）

组别 n 24 h 72 h

模型组 8 50.9±4.8 46.6±2.0

传统脂肪乳剂治疗组 8 51.4±3.2 47.2±1.0

ω-3PUFAs 低剂量组 8 22.6±1.9a,b 18.0±1.1a,b

ω-3PUFAs 中剂量组 8 19.5±2.3a,b 17.2±1.3a,b

ω-3PUFAs 高剂量组 8 18.3±1.4a,b,c 15.5±1.0a,b,d

F 值 267.01 352.59

P 值 <0.01 <0.01

注：a 示与模型组比较，P<0.01；b 示与传统脂肪乳剂治疗
组比较，P<0.01；c 示与 ω-3PUFAs 低剂量组比较，P<0.05；d 示
与 ω-3PUFAs 低剂量组比较，P<0.01。

模型组 传统脂肪乳剂组 ω-3PUFAs 低剂量组 ω-3PUFAs 中剂量组 ω-3PUFAs 高剂量组

图 1　各组大鼠脾脏 24 h 和 72 h 病理变化典型图谱（苏木精 - 伊红染色，×200）　　模型组和传统脂肪乳剂治

疗组脾脏红髓和白髓结构紊乱，界限不清，脾小结明显缩小甚至消失，淋巴细胞减少；ω-3PUFAs 低剂量、中剂量和高剂量治

疗组红髓和白髓结构较完整，脾小结存在（白色箭头所示）。
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3　讨论

脓毒症早期免疫系统被过度激活引起“细

胞因子风暴”，以大量促炎介质的释放为主，如

TNF-α、IL-1 及 IL-6 等，这些介质通过促进自由基、

缓激肽、组胺等物质的产生，激活补体等加重组

织损伤 [13]。但是，严重脓毒症患者往往由于炎性

细胞不能有效激活，抗炎因子产生不足，机体发

生免疫抑制 [14]，表现为免疫及炎症反应紊乱，免

疫功能障碍，大量淋巴细胞凋亡伴增殖能力下降，

导致 T 细胞反应降低或无反应 [15]。这种低下的炎

症反应即免疫麻痹，使得机体更易发生难以控制

的继发性感染，也是导致脓毒症患者病情进展的

原因之一 [16]。近年来越来越多的研究证明淋巴细

胞凋亡是脓毒症发病机理中非常重要的过程，也

是脓毒症免疫麻痹的重要机制。

胸腺是机体重要的中枢免疫器官，是 T 淋巴

细胞分化和发育成熟的场所，产生淋巴细胞运送

至淋巴结和脾脏等处，在机体细胞免疫中占据重

图 4　各组大鼠胸腺淋巴细胞凋亡指数比较（n=8）　

　a 示与模型组同期比较，P<0.01；b 示与传统脂肪乳剂治疗组同

期比较，P<0.01。

表 2　各组大鼠胸腺淋巴细胞凋亡指数比较

（x±s，n=8，%）

组别 n 24 h 72 h

模型组 8 16.9±1.5 16.4±1.4

传统脂肪乳剂治疗组 8 16.7±1.9 17.2±1.2

ω-3PUFAs 低剂量组 8 9.0±1.4a,b 7.6±1.0a,b

ω-3PUFAs 中剂量组 8 8.3±0.8a,b 7.3±0.7a,b

ω-3PUFAs 高剂量组 8 8.4±0.7a,b 7.0±0.7a,b

F 值 201.10 201.10

P 值 0.01 0.01

注：a 示与模型组同期比较，P<0.01；b 示与传统脂肪乳剂
治疗组同期比较，P<0.01。
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要地位。而脓毒症病程中，胸腺有大量淋巴细胞

凋亡 [17]。脾脏是人体最大的外周免疫器官，是成

熟 T 淋巴细胞（CD3CD4 和 CD3CD8）和 B 淋巴细

胞定居并发生特异性免疫应答与对抗的场所。在

不同类型的脓毒症模型实验中可观察到，淋巴细

胞对凋亡刺激的敏感性明显增高，因此可以认为

脓毒症时脾脏的免疫功能变化具有代表性。

CLP 模型以多重细菌混合感染更接近于人类

脓毒症病理生理特性被认作是脓毒症研究的经典

动物模型。本实验 CLP 术后大鼠均出现精神萎靡，

体温降低，进食饮水减少，反应迟钝，大便稀溏；

解剖发现存在弥漫性腹腔感染及肠道水肿，腹腔

积液，肠黏连，盲肠结扎部分坏死，此外结合脾

脏胸腺病理切片结果，证实本实验 CLP 模型符合

脓毒症标准。

本实验中所有 ω-3PUFAs 治疗组大鼠胸腺仍

然保持小叶结构，且皮质和髓质分界较传统脂肪

乳剂治疗组清晰；脾脏病理切片中，传统脂肪乳

剂治疗组脾脏红髓和白髓结构紊乱，脾小结明显

缩小或消失，而所有 ω-3PUFAs 治疗组红髓、白

髓结构尚存，可见脾小结结构，表明 ω-3PUFAs

可以缓解胸腺和脾脏正常组织结构的损伤。应用

ω-3PUFAs 治疗的脓毒症大鼠，无论是脾脏还是胸

腺，24 h 和 72 h 淋巴细胞凋亡程度较模型组和传

统脂肪乳剂治疗组均有明显降低，且 ω-3PUFAs

高剂量组 24 h 和 72 h 脾脏淋巴细胞凋亡指数均较

ω-3PUFAs 低剂量组显著降低。表明 ω-3PUFAs 治

疗脓毒症大鼠具有改善脾脏及胸腺淋巴细胞凋亡

的作用，减轻淋巴细胞凋亡的作用可能随剂量增

加而增强。分析原因可能是 ω-3PUFAs 可诱导炎症

反应中过度激活的 T 淋巴细胞的凋亡而减弱促炎

反应；另一方面也可能同时具有减少脓毒症机体

脾脏和胸腺淋巴细胞的异常凋亡，改善其免疫功

能的作用。研究发现，ω-3PUFAs 诱导细胞凋亡的

作用仅针对过度激活的 T 细胞以及恶性肿瘤细胞，

而正常的细胞则不受侵害 [18]；同时 ω-3PUFAs 可

抑制促炎反应减少机体损伤，抑制凋亡相关因子

如 TNF-α 等表达 [19]；还有研究发现，一定剂量的

ω-3PUFAs 可增加谷胱甘肽过氧化物酶、超氧化物

歧化酶等抗氧化应激产物的生成，减缓氧化应激

的进展，而活性氧簇正好在细胞凋亡的线粒体途

径中发挥了非常重要的作用，能够开启线粒体外
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膜小孔，直接导致线粒体外膜通透性增高，引发

细胞凋亡 [20-22]。

综上所述，ω-3PUFAs 可以减轻脓毒症大鼠脾

脏和胸腺淋巴细胞的凋亡，且减轻淋巴细胞凋亡

的程度和剂量大小可能有关，从而可以调节脓毒

症大鼠的淋巴细胞免疫反应，但其具体机制仍需

进一步研究。
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