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卡巴胆碱对脓毒症小鼠脾脏树突状细胞变化的影响 

田光 陆江阳 胡森 吕艺 王宏伟 杨毅 

【摘要】 目的 从 调节脾 脏树 突状细 胞 (DC)活性 的角度 探讨 卡 巴胆碱 在防 治脓 毒症 中 的作 用机 制 。 

方法 将雄性 C57BL／6小鼠3O只按随机数字表法均分为正常对照组、脓毒症组和卡巴胆碱组。腹腔注射脂 

多糖(LPS)制备小鼠脓毒症模型，用流式细胞仪检测 DC表面分子 CD1lc、CD86和主要组织相容性抗原复合 

物 Ⅱ(MHC一Ⅱ)的表达；采用免疫组化标记技术检测 白细胞介素一I~(IL一1p)与 IL一12 p70的阳性细胞率。 

结果 注射 LPS后，脾脏 DC数量增加，但与正常对照组 比较差异无显著性；DC表面分子 MHC一Ⅱ和CD86 

表达以及 IL一1B和IL一12 p70阳性细胞率均较正常对照组增高，差异均有显著性(P均<O．05)；与脓毒症组 

比较 ，卡巴胆碱组脾脏 DC的数量没有 明显变化 ，但表面分 子 MHC—I和 CD86表达及 IL一1B和 IL一12 p70 

阳性细胞率均明显降低 ，差异具有显著性(P均<O．05)。结论 卡巴胆碱能降低 DC活性，有助于减轻脓毒症 

早期过度 的免 疫反应和炎症反应 。 
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Effect of carbachol on dendritic cell function in the Iip0p0lysaccharides induced murine sepsis model 
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[Abstract] Objective To explore the mechanism of the effect of carbachol in the treatment of sepsis at 

the angle of modulation of dendritic cell(DC)activity．Methods Thirty male C57BL／6 mice were 

randomized into three groups：normal control， sepsis and carbacho1． The sepsis model of mice was 

reproduced by the injection of lipopolysaccharides(LPS)．The expression of interleukin—it3(IL一1B)and 

IL一12 p70 positive cells were measured by immunohistochemistry method．The changes in DC activity in the 

spleen of mice were studied using flow cytometry．Results In LPS group，the number of splenic DC was 

increased， but it was not statistically significant． The expression of DC molecules including maior 

histocompability complex一Ⅱ (MHC一Ⅱ)，CD86 and the rate of positive cells containing IL—it3 and IL一1 2 

p70 were significantly higher than those in normal controls (aIl P< O．O5)．While in carbachol treatment 

group，the number of splenic DC had no significant change．the expression of IL—it3 was down—regulated． 

dramatically． The expression of M HC 一 Ⅱ，CD86 and IL 一 12 p70 were also lowered(aIl P < O．O5)． 

Conclusion Carbachol can lower the DC activity，suggesting that modulation of DC activity may lower 

extensive immune and inflammatory response in the early phases of sepsis． 

[Key words] carbachol； sepsis； dendritic cell； spleen 

脓毒症早期树突状细胞 (dendritic cell，DC)的 

过度活化和增生可能会引起过度免疫和大量淋巴细 

胞凋亡 ；而在病程后期 由于 DC失活和免疫细胞大 

量损耗引发免疫抑制和多器官功能障碍综合征 

(M0DS) 。因此 ，调节 DC的活性成为防治脓毒 

症病程进展的新途径。寻找改善机体免疫功能的药 

物和手段是 目前 国内外有关脓毒症防治研究的重要 

内容。卡巴胆碱是一种强力拟胆碱药 ，胆碱能受体广 
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泛存在于炎症效应细胞和各种免疫细胞 上，如 巨噬 

细胞 、DC等。我们前期的研究 已经发现 ，卡巴胆碱 

在脓毒症中具有较强的抗炎作用。 。关于卡 巴胆碱 

对免疫功能和免疫细胞 的影响尚未见文献报道。本 

研究拟观察卡巴胆碱对内毒素所致脓毒症模型小鼠 

脾脏 DC功能的影响，进一步探讨卡巴胆碱的抗炎 

机制和应用前景。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 ：脂 多糖 (1ipopolysaccharides，LPS， 

Escherichia coli 055：B5)购 自 Sigma公 司；藻红蛋 

白 (PE)标 记 的 抗 鼠 CD1lc、异 硫 氰 酸 荧 光 素 

(FITC)标记的抗鼠主要组织相容性抗原复合物 Ⅱ 

(MHC一Ⅱ)、PE／cy5标记的CD86单克隆抗体均购 

自美 国 biolegend公 司；兔抗 鼠 白 细胞 介 素 一1B 

(IL一1p)、IL一12 p70多克隆抗体购自武汉博士德 
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公 司；羊抗 兔辣 根过氧 化物 酶标 记免疫 球蛋 白 G 

(HRP—IgG)、3，3L二氨基联苯胺 (DAB)显色液均 

购 自北京 中山公司；卡 巴胆碱由山东正大公司生产。 

1．2 动物分 组：6～8周 龄 的雄性 C57BL／6小 鼠 

30只，体重 20～25 g，购 白军事医学科 学院实验动 

物中心 。实验前于本院动物 中心常规饲料饲养 1周 ， 

正常饮水。按随机数字表法分为正常对照组、脓毒症 

组和卡巴胆碱组。 

1．3 脓毒症模型制备与动物处理 ：一次性腹腔注射 

LPS(10 mg／kg)制备小鼠脓毒症模型 。卡巴胆碱组 

于腹腔注射 LPS前 24 h给小 鼠灌 胃注入卡 巴胆碱 

(3／．tg／kg)，间隔 8 h，共 3次 ，然后制备脓毒症模型。 

正常对照组和脓毒症组于相同时间点腹腔注射生理 

盐水。脓毒症组和卡巴胆碱组于腹腔注射 LPS 6 h 

后处死小鼠取材 ；正常对照组于相应时间点处死。 

1．4 脾单细胞悬液制备：无菌条件下取脾，磷酸盐 

缓 冲液 (PBS，0．01 mmol／L，pH 7．2)洗涤 2次 ；放 

入 200目的铜 网上反复研磨，PBS冲洗铜网，收集脾 

细胞 悬液 ，60×g离 心 5 min；向沉 淀悬 液 中加 入 

TH4Cl—Tris(pH 8．2)，室温放置 2 min，60×g离心 

5 min，去上清 ，沉淀用 PBS洗涤 3次，镜下计数 ，细 

胞存活率大于 90 。 

1．5 脾脏 DC免疫表型分析 ：取 1．0×10。／L细胞 

浓度的细胞悬液加入离心管，每管 100肛l，加入荧光 

标记抗 体，终浓度 1 g／L，4 C放置 30 min，PBS洗 

涤3次 ，在流式细胞仪上测定细胞 CDl1c、MHC一Ⅱ 

和 CD86的表达 。 

1．6 免疫组化标记技术：取脾组织，采用体积分数 

为 10 的甲醛溶液固定 ，常规石蜡包埋制片。兔抗 

鼠IL一1p、IL一12 p70标记用间接酶标法，抗体浓 

度分别为 1：150和 1：100，4 C过夜 ，PBS漂洗 ，加 

入羊抗兔 HRP—IgG(1：100)，室温孵 育 30 min， 

DAB显色，苏木素复染。阴性对照用抗体稀释液代 

替一抗 ，其余操作步骤相同。在每张切片上随机选取 

10个 高倍视野 ，计数 阳性细胞与细胞 总数 ，两者相 

除得 阳性细胞率(％)。 

1．7 统计学分析 ：数据处理采用 Stata 7．0统计分 

析软件，计量资料以均数±标准差(z± )表示，两组 

比较采用 t检验 ，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 脾脏 DC免疫表型分析(表 1)：注射 LPS后 ， 

CDl1c阳性 的 DC数量增加 ，但与 正常对照组 比较 

差异无显著性 (P>0．05)；DC表面分子 MHC一Ⅱ 

和 CD86表 达均较 正常 对照 组显 著增 加 (P均 < 

0．05)。卡巴胆碱组 DC表面分子 MHC一Ⅱ和 CD86 

表达下降，与脓毒症组比较差异均有显著性 (P均< 

0．05)，但 两组间 CD1lc阳性 的 DC数 量差异 无显 

著性 (P>0．05)。 

表 1 各 组脾脏 DC免疫表 面分子 CDllc、MHC—II和 

CD86的表达 ( 土s，n一10) 

Table 1 Expression of spleen DC CD1 lc，M HC 一Ⅱ 

and CD86 in each group(x+s，n— 10) 

注 ：与正常对照组 比较 ： P<O．05；与脓毒症组 比较 ： P< o-05 

2．2 免疫组化标记 

2．2．1 II 一1 标记 阳性细胞 (表 2，彩色插 页图 1)： 

正常对照组小鼠脾脏白髓、边缘区及脾索内均可见 

到少量散在分布的 IL一1 阳性细胞 ，胞浆呈棕色颗 

粒状 ；脓毒症组 II 一1p阳性细胞 明显增加 ，与正常 

对 照组相 比差异有显著性 (P<0．05)；卡 巴胆碱组 

IL一1p阳性 细胞数量 与脓毒症组 比较显著降低 ，但 

仍高于正常对照组 ，差异有显著性(P<0．05)。 

2．2．2 II 一12 p70标记 阳性 细胞 (表 2，彩色插页 

图 2)：正常对照组小 鼠脾脏 白髓 、边缘 区及脾索 内 

均可见到少量散在分布的 IL一12 p70阳性细胞 ，胞 

浆呈棕色颗粒状 ；脓毒症组 IL一12 p70阳性细胞数 

量也显 著增 加 ，与正常对 照组 比较 ，差 异有显著性 

(P<0．05)；卡 巴胆碱组 II 一12 p70阳性细胞与脓 

毒症组 比较显著降低 ，差异有显著性 (P<0．05)，与 

正常对照组比较差异无显著性 (P>0．05)。 

表 2 各组脾脏 IL一1D和 IL一12 p70 

免疫组化标记 阳性 细胞 率比较( 土s，n一10) 

Table 2 Com parison of rate of positive spleen cells 

marked by IL—。18 and IL—。12 p70 

in each group( 土s，n一10) 

注：与正常对 照组 比较： P<O．05；与脓毒症组 比较 ： P<0．05 

3 讨 论 

免疫 系统损伤是脓 毒症 中一个重要 的病理基 

础。对死于脓毒症患者的尸检研究显示 ，患者有广泛 

的免疫系统细胞消失，如 B细胞 、CD4 T细胞 和滤 

泡 DC，其分别减少抗体生成、巨噬细胞激活和抗原 

呈递 。因此 ，减轻免疫细胞损伤，改善免疫功能是防 

治脓毒症病程进展 的关键。 
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DC是机体 内功 能最强 大 的专职抗 原 呈递 细 递 活性减弱 时其分泌 的 1L一12 p70减少 ，1L一12 

胞 ，也是惟一能 激活初始 型 T 细胞 的抗原 呈递 细 p40表达增加 ，加重细胞免疫的衰竭 。 

胞 。DC在启动细胞免疫和建立免疫应答反应 中起 使 用卡巴胆碱后脾脏 DC表面分子 MHC一Ⅱ 

关键作用 ，同时还具有调节和控制机体细胞免疫平 和 CD86表 达降低 ，IL一12 p70分 泌降低 ，但 脾脏 

衡 的功能 。 DC的数量没有明显变化 。这提示预先 给予卡巴胆 

DC与脓毒症、MODS等疾病有着密切的关系。 碱能够减低 DC的活性 ，减少其过分活化所引起 的 

Scumpia等“ 研究证 明，DC是脓毒症小鼠生存所必 过 度细胞免疫和炎症反应 。同时脾脏中 IL一1p的表 

需的因素，通过改变 DC的表型能提高脓毒症小鼠 达降低，说明卡巴胆碱能够抑制促炎因子 II 一1p的 

的生存率 。MODS中，脾脏 DC数量和活性的变化 释放 ，这样有利于机体维持炎症反应的平衡 。卡巴胆 

在建立外周免疫应答反应和维持机体免疫平衡方面 碱的免疫调节功能可能是通过作用于 DC表面的胆 

起到重要 的作用 ，DC直接或间接影响免疫器官 的 碱能受体而实现的。卡 巴胆碱既有抗炎作用又有免 

功能状态以及全身的细胞免疫水平 。 疫调节作用，可以多靶点干预脓毒症的基本病理环 

胆碱能抗炎通路是最近提出的一条新的神经一 节 ，对于临床防治脓毒症和 MODS具有潜在 的应用 

内分泌抗炎途径 。传出迷走神经递质 乙酰胆碱有 价值。 

明显的抗炎作用，在体外 可降低巨噬细胞对 内毒素 参考文献 ： 

的反应性 ，抑制肿瘤坏死因子一a(TNF—a)合成；刺 1 Hotchkiss R S，Tinsley K w，Swanson P E，et a1．Sepsis induced 
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局部和全身的炎症反应 。以往的研究证明，卡 巴胆碱 。 一。， 

能降低 内毒素休克动物血和组织中 TNF—a含量， 4 Scumpia P O，McAuliffe P F，O Malley K A，et a1．CD1lc+ 

改善器官功能 。 dend 引 eq 删 for “ “ poly “ob 

本研究中我们观察 了预先给予卡巴胆碱对脓毒 5 O‘b 0lz A
， 0b rh0I c，Efr。 P A， t I．F nct naI 

症小 鼠 DC的影响。MHC一Ⅱ分子主要存在于具有 modification of dendritic cells with recombinant adenovirus 

抗原呈递作用的免疫细胞表面，细胞 MHC一Ⅱ分子 dl“g 钯“ 10 for the treatment of P LJ]·Shock, 

表达的多少，直接反映了其抗原呈递功能的强弱，从 6 毒 ， 虹，等．脾脏树突状细胞在多器官功能障碍综合 
而决定了 T细胞 的活化水平和机体 的免疫应答能 征中的变化及意义[J]．中国危重病急救医学，2006，18：24—27． 
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