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·论著 ·

“二次打击”脓毒症继发肺炎大鼠模型的
构建与评价
陈颖颖 李慧贤 马帅 邓博 卢建新 丁峰

【摘要】 目的 模拟临床脓毒症继发感染的发病情况，构建“二次打击”动物模型，评价“二次打击”对机

体损害及免疫功能的影响。方法    81 只雄性 SD 大鼠按随机数字表法分组，其中 45 只分为单纯脓毒症组及脓

毒症继发肺炎 4 d、 7 d 组，每组 15 只，用于观察生存情况；另外 36 只分为正常对照组，单纯脓毒症 1、 4、 7 d 组，

脓毒症继发肺炎 4 d、 7 d 组，每组 6 只，用于指标检测。采用盲肠结扎穿孔术（CLP）建立脓毒症模型；于 CLP
术后 4 d 或 7 d 分别经鼻腔注射肺炎链球菌（含菌量 1×1010 cfu/mL）继发肺部感染构建“二次打击”模型。分

别于相应时间点以及给菌后 1 d 处死大鼠，收集血液及脾脏组织，进行外周血菌落计数、脾脏细胞计数，检测血

清生化指标及相关细胞因子水平，观察脾脏病理改变及细胞凋亡情况。结果    ① 与单纯脓毒症组同期比较，脓

毒症继发肺炎 4 d 组大鼠存活数明显减少（只：4 比 11，χ2＝6.533，P＝0.011），而 7 d 组则差异无统计学意义

（只：9 比 11，χ2＝0.600，P＝0.439）。② 单纯脓毒症组术后 1 d 外周血菌落计数、生化指标均明显升高，随后

逐渐下降；术后 4 d 时脾脏免疫细胞计数已明显低于 1 d〔树突细胞（DC）： （0.69±0.09）% 比（0.87±0.31）%，

CD4+ T 细胞： （21.05±2.89）% 比（24.84±4.59）%，CD8+ T 细胞： （10.62±1.79）% 比（13.40±1.31）%，均 P＜ 
0.05〕，而调节性 T 细胞（Treg）明显高于正常对照组〔（3.14±0.74）% 比（2.87±1.08）%，P＜0.05〕；术后 
7 d 血生化指标丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、尿素氮（BUN）、血肌酐（SCr）较 1 d 明显下

降〔ALT（U/L）：35.33±11.52 比 81.00±38.40，AST（U/L）：70.33±42.16 比 156.00±28.11，BUN（mmol/L）：

5.30±2.27 比 9.13±4.04，SCr（μmol/L）：55.33±10.67 比 96.67±45.79，均 P＜0.05〕；血清促炎因子肿瘤坏死

因子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL-6、IL-1β）高峰出现在术后 1 d〔TNF-α 为（18.03±2.88）ng/L，IL-6
为（10.37±4.20）ng/L，IL-1β 为（102.44±51.46）ng/L〕，高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）高峰出现在术后 4 d

〔（1.76±0.71）μg/L〕；抗炎因子转化生长因子 -β1（TGF-β1）和可溶性肿瘤坏死因子受体 - Ⅰ（sTNFR- Ⅰ）

于脓毒症后期仍维持在较高水平〔术后 7 d TGF-β1 为（0.90±0.56）ng/L，sTNFR- Ⅰ为（1.56±0.39） ng/L〕。
苏木素 - 伊红（HE）染色显示，单纯脓毒症组 CLP 术后脾脏组织病理改变随时间延长逐渐加重，术后 4 d 脾

脏凋亡细胞数明显高于术后 1 d（个 /HP ：52.99±20.79 比 16.05±3.28，P＜0.05）。③ 与单纯脓毒症组同期比

较，脓毒症继发肺炎 4 d 组外周血菌落数明显增多（log cfu/mL ：1.78±0.54 比 0.25±0.18，P＜0.05），而 7 d 组

则差异无统计学意义（log cfu/mL ：0.57±0.46 比 0.13±0.12，P＞0.05）。脓毒症继发肺炎 4 d、 7 d 组各脾脏免

疫细胞计数及生化指标变化趋势与单纯脓毒症组相似，虽较单纯脓毒症组同期有所减少，但差异均无统计学意

义。与单纯脓毒症组同期比较，脓毒症继发肺炎 4 d 组 HMGB1 进一步减少（μg/L：1.17±0.74 比 1.76±0.71，P＜
0.05），脓毒症继发肺炎 7 d 组 IL-1β 进一步升高（ng/L ：105.73±25.06 比 61.04±31.29，P＜0.05），其余炎症

因子水平则差异无统计学意义。脓毒症继发肺炎 4 d 组脾脏凋亡细胞较单纯脓毒症组同期明显增加（个 /HP ：

74.48±22.47 比 52.99±20.79，P＜0.05），而 7 d 组则差异无统计学意义（个 /HP ：28.70±4.13 比 30.43±14.55，
P＞0.05）。结论    CLP 术后 4 d 继发肺炎“二次打击”模型较单纯 CLP 致脓毒症模型死亡大鼠明显增加，细菌

清除力下降，免疫细胞数量减少且凋亡加重，这可能与病程中期机体存在的免疫麻痹有关。CLP 术后 7 d 继发

肺炎“二次打击”模型表现为宿主免疫功能重构，可能与免疫应答能力逐渐恢复有关。
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 脓毒症（sepsis）被定义为由感染因素引起的全

身炎症反应综合征（SIRS），进而诱发脓毒性休克、

多器官功能障碍综合征（MODS），是急诊及重症加

强治疗病房（ICU）患者的主要死亡原因之一。据

统计，美国每年大约有 75 万人罹患脓毒症，约 9%
的脓毒症患者发展成严重脓毒症，3% 发展为脓毒

Corresponding author: Ding Feng, Email: dingfeng@sjtu.edu.cn
【Abstract】 Objective　To reproduce a clinically relevant "two-hit" model of sepsis complicated by pneumonia 

and to explore the correlation between "two-hit" and immune state. Methods    Eighty-one male Sprague-Dawley ( SD )  
rats were divided into groups according to the random number table. Forty-five male rats were assigned respectively 
to sepsis-alone group, pneumonia 4 days and 7 days after sepsis groups, respectively. Survival rate of each group was 
observed. Another group of 36 male rats were divided into normal control group, sepsis-alone for 1, 4 and 7 days groups, 
and sepsis complicated by pneumonia for 4 days and 7 days after sepsis groups, each group consisted of 6 rats. Cecal 
ligation and puncture ( CLP ) was done in rats, and Streptococcus pneumoniae suspension ( bacteria count 1×1010 cfu/mL )  
was injected via the nose on the 4th day or 7th day after CLP. Rats were sacrificed at corresponding time points, and 
1 day after challenge of Streptococcus pneumoniae on the 4 days or 7 days post CLP for the collection of blood and 
tissue samples to make bacterial count of the blood, splenocyte count, biochemical indices, cytokines concentration, 
pathological changes in spleen and apoptotic cells. Results    ① Compared with the rats of sepsis-alone group, the 
rats in pneumonia 4 days after CLP group had poor survival rate ( 4 vs. 11, χ2 = 6.533, P = 0.011 ), while no difference 
was found between pneumonia 7 days after CLP group and sepsis-alone group ( 9 vs. 11, χ2 = 0.600, P = 0.439 ). 
② The blood bacterial count and all the biochemical indexes were sharply increased on 1 day post-CLP in the rats 
of sepsis-alone group, and then they gradually lowered. Compared with the rats of 1 day post-CLP, the proportion of 
splenocytes were decreased on the 4th day post-CLP [ dendritic cells ( DC ): ( 0.69±0.09 )% vs. ( 0.87±0.31 )%, CD4+ 
T cells: ( 21.05±2.89 )% vs. ( 24.84±4.59 )%, CD8+ T cells: ( 10.62±1.79 )% vs. ( 13.40±1.31 )%, all P < 0.05 ], but 
T-regulatory cell ( Treg ) count was higher on the 4th day after CLP compared with sepsis-alone rats [ ( 3.14±0.74 )% vs.  
( 2.87±1.08 )%, P < 0.05 ]. The biochemical indices, including alanine transaminase ( ALT ), aspartate aminotransferase  
( AST ), blood urea nitrogen ( BUN ), and serum creatinine ( SCr ) were obviously lowered on 7 days post-CLP compared 
with 1 day after CLP [ ALT ( U/L ): 35.33±11.52 vs. 81.00±38.40, AST ( U/L ): 70.33±42.16 vs. 156.00±28.11, BUN 
( mmol/L ): 5.30±2.27 vs. 9.13±4.04, SCr ( μmol/L ): 55.33±10.67 vs. 96.67±45.79, all P < 0.05 ]. The serum levels 
of tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and interleukins ( IL-6, IL-1β) peaked on the 1st day after CLP [ TNF-α: 
( 18.03±2.88 ) ng/L, IL-6: ( 10.37±4.20 ) ng/L, IL-1β: ( 102.44±51.46 ) ng/L ], and high mobility group box-1  
( HMGB1 ) peaked on the 4th day after CLP [ ( 1.76±0.71 ) μg/L ]. The levels of anti-inflammatory cytokines transforming 
growth factor-β1 ( TGF-β1 ) and soluble tumor necrosis factor receptor- Ⅰ ( sTNFR- Ⅰ ) maintained at high levels  
[ 7 days post-CLP: TGF-β1 was ( 0.90±0.56 ) ng/L, sTNFR-Ⅰ was ( 1.56±0.39 ) ng/L ]. The spleen pathology became 
more marked with the time in the group of sepsis-alone, meanwhile the number of apoptotic spleencytes increased  
4 days post-CLP as compared with that of the 1st day post-CLP ( cells/HP: 52.99±20.79 vs. 16.05±3.28, P < 0.05 ).  
③ Compared with the same period of sepsis-alone group, the rats with pneumonia 4 days post-CLP group showed a 
higher blood bacterial count ( log cfu/mL: 1.78±0.54 vs. 0.25±0.18, P < 0.05 ), while no difference was found between 
7-day of post-CLP pneumonia group and sepsis-alone group ( log cfu/mL: 0.57±0.46 vs. 0.13±0.12, P > 0.05 ). The 
same trend of changes, with slight reduction in splenocytes and biochemical indices were found between the groups of 
sepsis followed by pneumonia and sepsis-alone, but no significant difference was found. The level of HMGB1 in the 
4-day group of sepsis with complication of pneumonia was further decreased compared with sepsis-alone group ( μg/L: 
1.17±0.74 vs. 1.76±0.71, P < 0.05 ), and IL-1β in the 7-day group of sepsis complicated pneumonia was further 
higher than those of sepsis-alone group in the same period ( ng/L: 105.73±25.06 vs. 61.04±31.29, P < 0.05 ), while 
there were no differences in levels of other cytokines between "two-hit" group and sepsis-alone group. Apoptosis of 
spleencytes in the 4-day group of sepsis complicated pneumonia was more marked than that of sepsis-alone group at 
the same period ( cells/HP: 74.48±22.47 vs. 52.99±20.79, P < 0.05 ), while no difference was found between the 
7-day groups of sepsis complicated pneumonia and the sepsis-alone group ( cells/HP: 28.70±4.13 vs. 30.43±14.55, 
P > 0.05 ). Conclusions    The mortality of this "two-hit" model with complication of pneumonia 4 days after CLP was 
significantly higher than that of single sepsis model. The ability of bacteria clearance was decreased, and immunocyte 
apoptosis was exacerbated. These findings may be with the result of the occurrence of immunoparalysis in the mid stage 
of sepsis. The "two-hit" model reproduced on 7 days after CLP might suggest reconstruction of host immune function, 
and maybe associated with the recovery of immune response.

【Key words】 Sepsis;    Animal model;    "Two-hit";    Immunoparalysis
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1.4.2 外周血菌落计数及血生化指标检测：采集全

血 1 mL，恒温培养 48 h 后记菌落数。采集血液 3～ 
4 mL 分离血清，应用美国 Beckman 公司全自动生化

分析仪测定丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶

（AST）、血肌酐（SCr）及尿素氮（BUN）水平。

1.4.3 脾脏细胞计数：无菌收集 2 mm×2 mm 大

鼠脾脏组织，经研磨、 收集细胞悬液等操作后分为 
2 份样本。按抗体说明书分别加入藻红蛋白标记的

CD103（PE-CD103）、活化蛋白 C 标记的主要组织

相容性复合物Ⅱ（APC-MHC Ⅱ）2 种抗体以及异硫

氰酸荧光素标记的 CD4（FITC-CD4）、APC-CD25、
Cy5-CD8 和 PE-Foxp3 4 种抗体，应用流式细胞仪

（Calibur，美国 BD 公司）分别检测树突细胞（DC）、 
CD4+ T 细胞、 CD8+ T 细胞及调节性 T 细胞（Treg）
的比例（DC%、 CD4+%、 CD8+ %、 Treg%）。

1.4.4 血清炎性因子测定：经腹主动脉取血标本

5～6 mL，离心 10 min 取血清，采用酶联免疫吸附试

验（ELISA）检测肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细

胞介素（IL-6、IL-1β、IL-10）、高迁移率族蛋白 B1
（HMGB1）、转化生长因子 -β1（TGF-β1）和可溶性

肿瘤坏死因子受体 - Ⅰ（sTNFR- Ⅰ）水平，操作按

试剂盒说明书进行。

1.4.5 脾脏组织病理观察和细胞凋亡检测：取脾

脏组织制备石蜡切片，苏木素 - 伊红（HE）染色观

察脾脏组织病理改变。应用原位末端缺刻标记法

（TUNEL）检测凋亡细胞，阳性细胞核呈棕褐色。在

高倍镜下（400 倍）随机选取 10 个视野，分别计算

阳性细胞数，取平均值。

1.5 统计学分析：采用 SPSS 20.0 统计软件处理数

据。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用

方差分析及 t 检验。生存分析采用 Kaplan-Meier 生
存曲线法。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组模型大鼠术后生存状态及生存情况比较

（图 1）：CLP 术后 6 h 内即有大鼠出现精神不振、被

毛蓬松等表现； 经鼻腔给菌后大鼠再次出现呼吸急

促、紫绀等缺氧表现。脓毒症继发肺炎 4 d 组大鼠

存活 4 只，较单纯脓毒症 4 d 组（11 只）明显减少

（χ2＝6.533，P＝0.011）；而脓毒症继发肺炎 7 d 组

大鼠存活 9 只，与单纯脓毒症 7 d 组（11 只）比较差

异无统计学意义（χ2＝0.600，P＝0.439），说明 CLP
术后 4 d 继发肺炎“二次打击”模型较单纯 CLP 致

脓毒症模型死亡大鼠明显增加。

性休克，死亡人数超过 20 万［1］。我国尚无确切的统

计数据，但估计每年可能有 300 万脓毒症患者，死亡

人数约 100 万［2-3］。近年来，尽管早期积极抗感染、

液体复苏及相关器官功能支持［4］，但脓毒症的总体

病死率居高不下。

 由于脓毒症发病过程复杂，病死率高，临床资料

收集困难，因此，脓毒症动物模型的建立对其发病机

制、病理生理改变、诊断治疗等方面的研究具有重要

意义［5］。但是现有的动物模型常存在诸多不足，如

实验动物多在感染后 3 d 内死亡；模型实验时间短，

不利于长期观察；与临床患者的发病情况存在较大

差异。相比之下，临床脓毒症患者多于发病 3 d 后

死亡，且并非死于原发感染，更多见于机械通气相关

性继发肺炎或其他“二次感染”［6］。因此，本研究旨

在构建更贴近临床发病状态的“二次打击”脓毒症

继发肺炎大鼠模型，通过观察其生存情况及炎性细

胞、炎性因子等变化，探讨该模型用于脓毒症免疫状

态及免疫治疗策略的选择等研究价值。

1 材料与方法

1.1 实验动物及菌株：清洁级雄性 SD 大鼠 81 只，

体质量（230±20）g，购于复旦大学上海医学院动 
物实验中心，动物合格证号：SCXK（沪）2013-0019。
肺炎链球菌标准菌株 ATCC49619，由复旦大学附属

华山医院细菌实验室惠赠。

1.2 动物分组：按随机数字表法将大鼠分组，其中

45 只大鼠随机分为单纯脓毒症组和脓毒症继发肺

炎 4 d、 7 d 组，每组 15 只，用于观察生存情况；另选

取 36 只随机分为正常对照组，单纯脓毒症 1、 4、 7 d
组，脓毒症继发肺炎 4 d、 7 d 组，每组取 6 只，用于

指标检测。

1.3 盲肠结扎穿孔术（CLP）及“二次打击”模型的

建立：腹腔注射 4% 水合氯醛 9 mL/kg 麻醉大鼠，沿

腹正中线切开暴露盲肠，结扎末端 25%， 18 号针头

贯穿后还纳。脓毒症继发肺炎组大鼠于 CLP 术后 
4 d 或 7 d 分别经左右鼻腔滴注肺炎链球菌菌液 

（含菌量 1×1010 cfu/mL）各 100 μL，构建“二次打击”

模型。正常对照组给予等量灭菌注射用水。

 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

1.4.1 标本收集：单纯脓毒症组于 CLP 术后 1、 4、  
7 d 处死大鼠；脓毒症继发肺炎组分别于 CLP 术后 
4 d、 7 d 给菌后 1 d 处死大鼠。收集各组大鼠血液

及脾脏组织标本。
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2.2 各组大鼠外周血菌落计数（图 2）：脓毒症大鼠

均出现菌血症。单纯脓毒症组随CLP术后时间延长，

菌落数逐渐下降， 4 d、 7 d时明显低于1 d时（均P＜
0.05）。脓毒症继发肺炎 4 d 组大鼠外周血菌落计数

最高，明显高于单纯脓毒症 4 d 组（P＜0.05）；而脓

毒症继发肺炎 7 d 组大鼠外周血菌落计数与单纯脓

毒症 7 d 组比较无差异。

2.3 各组大鼠脾脏细胞计数比较（表 1）：单纯脓毒

症组CLP术后 1 d时DC%即较正常对照组显著升高 
（P＜0.05）， 4 d 时开始下降，之后逐渐回升；术后 4 d
时 CD4+%、CD8+ % 较术后 1 d 时显著下降（均 P＜
0.05），之后有所回升；Treg% 在术后 4 d 达高峰，明显 
高于正常对照组（P＜0.05）。脓毒症继发肺炎组脾

脏细胞计数变化趋势与单纯脓毒症组相似，且较同

期单纯脓毒症组有所下降，但差异均无统计学意义。

2.4 各组大鼠血清生化指标比较（表 1）：单纯脓毒

症组 CLP 术后 1 d 时 ALT、AST、BUN、SCr 均较正常

对照组明显升高，随时间延长各指标逐渐下降，至术

后 7 d 时各指标明显低于术后 1 d 时（均 P＜0.05）。 
脓毒症继发肺炎 4 d、 7 d 组各指标与单纯脓毒症组

同期比较差异均无统计学意义。

2.5 各组大鼠血清相关细胞因子水平比较

2.5.1 血清促炎因子（表 2）：单纯脓毒症组血清

TNF-α、IL-6 及 IL-1β 于术后 1 d 达高峰，HMGB1 
于术后 4 d 达高峰。脓毒症继发肺炎 4 d 组 HMGB1
水平明显低于同期单纯脓毒症组，7 d 组 IL-1β 明

显高于同期单纯脓毒症组（均 P＜0.05）。
2.5.2 血清抗炎因子（表 2）：单纯脓毒症组血清

IL-10、TGF-β1水平于术后 4 d 达高峰，至术后 7 d
仍维持在较高水平；术后 4 d 时 sTNFR- Ⅰ即明显高

于正常对照组，术后 7 d 进一步增高（均 P＜0.05）。
脓毒症继发肺炎组 IL-10、TGF-β1和 sTNFR- Ⅰ变

化趋势与单纯脓毒症组相似，且与同期单纯脓毒症

组差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。
2.6 脓毒症大鼠脾脏组织病理观察：HE 染色显示，

正常对照组脾脏组织结构清晰，小梁清楚；CLP 术

后 1 d 白髓淋巴细胞密集，红髓脾窦扩张、充血；术

后 4 d 脾小体数目减少，红白髓界限不清，且伴有较

多中性粒细胞浸润；至术后 7 d 仍有较多中性粒细

胞浸润红髓。脓毒症继发肺炎组与同期单纯脓毒症

组病理改变相似。

图 1    单纯盲肠结扎穿孔术（CLP）致脓毒症组
和 CLP 后 4 d 或 7 d 经鼻腔给菌继发肺炎组

大鼠的生存曲线

注：与正常对照组比较，aP＜0.05；与单纯脓毒症1 d组比较，
bP＜0.05；与单纯脓毒症 4 d 组比较，cP＜0.05

图 2    单纯盲肠结扎穿孔术（CLP）致脓毒症组
和 CLP 后 4 d 或 7 d 经鼻腔给菌继发肺炎组

大鼠外周血菌落计数比较

表 1    各组大鼠脾脏细胞计数及血清生化指标比较（x±s）

组别
动物数

（只）

DC%
（%）

CD4+ %
（%）

CD8+ %
（%）

Treg%
（%）

ALT
（U/L）

AST
（U/L）

BUN
（mmol/L）

SCr
（μmol/L）

正常对照组 6 0.48±0.13 23.54±1.70 12.02±0.78 2.34±0.37 26.50±  9.44   50.17±18.58 4.10±1.13 48.83±12.69
单纯脓毒症 1 d 组 6 0.87±0.31a 24.84±4.59 13.40±1.31 2.87±1.08 81.00±38.40a 156.00±28.11a 9.13±4.04a 96.67±45.79a

单纯脓毒症 4 d 组 6 0.69±0.09b 21.05±2.89b 10.62±1.79b 3.14±0.74a 48.67±35.01b 101.33±27.23 6.59±3.35 74.50±32.77
单纯脓毒症 7 d 组 6 0.74±0.06a 25.52±1.60c 11.66±0.37 2.65±0.18 35.33±11.52b   70.33±42.16b 5.30±2.27b 55.33±10.67b

脓毒症继发肺炎 4 d 组 6 0.57±0.16 18.59±2.59a 11.73±1.19 2.82±0.26 50.17±35.52 132.00±42.06 7.49±4.04 82.33±33.36
脓毒症继发肺炎 7 d 组 6 0.76±0.11a 26.40±2.83 14.25±2.63a 2.84±0.37 31.67±16.18 115.00±29.97 3.78±0.65 61.67±39.39
  注：DC 为树突细胞，Treg 为调节性 T 细胞，ALT 为丙氨酸转氨酶，AST 为天冬氨酸转氨酶，BUN 为尿素氮，SCr 为血肌酐；与正常对照组

比较，aP＜0.05；与单纯脓毒症 1 d 组比较，bP＜0.05；与单纯脓毒症 4 d 组比较，cP＜0.05
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2.7 各组大鼠脾脏细胞凋亡比较（表 2）：TUNEL
阳性凋亡细胞为棕褐色、团块状染色分布于细胞核

中。单纯脓毒症组 CLP 术后 4 d 凋亡细胞数即明显

多于正常对照组（P＜0.05），凋亡细胞满视野可见；

脓毒症继发肺炎 4 d 组较同期单纯脓毒症组凋亡更

加显著（P＜0.05），而 7 d 组则无差异。

3 讨 论

 复制理想的脓毒症动物模型是研究其发病机制

和诊疗策略的前提。脓毒症动物模型的发展经过了

病原体注射模型、细菌菌体输注模型、CLP 模型和

升结肠支架植入（CASP）模型等，其中 CLP 被认为

是建立脓毒症动物模型的“金标准”［7］。然而，在动

物实验中显示有疗效很好的药物在临床上却并未取

得预期的结果［8］，这提示动物模型与人类脓毒症尚

存在一定差异，可能与生存环境、基因背景及合并基

础疾病有关［9］。

 “二次打击”的理论基础为：第一次打击（严重

创伤或感染等）激发机体出现病理生理变化，至病

程中期免疫功能降低，在此基础上并发外源性感染

或细菌移位等“二次打击”，引发 SIRS 和代偿性炎

症反应综合征（CARS）失控，导致脓毒症病情加重

甚至发展为 MODS［10-11］。本研究先采用 CLP 造成

第一次打击，然后分别在脓毒症中期和后期造成肺

部感染，观察模型动物的生存情况及免疫反应的变

化，探讨脓毒症不同时期“免疫麻痹”的程度及可能

机制［12］。这一模型较既往单一损伤模型更贴近临

床脓毒症发病情况，且具有更高的实用价值。

 目前关于脓毒症“免疫麻痹”的机制研究结果

尚未达成一致。“免疫麻痹”是一种获得性免疫缺

陷状态，临床上表现为单核细胞人白细胞 DR 抗原

（HLA-DR）表达水平降低，T 淋巴细胞活性降低及

免疫细胞释放多种细胞因子能力的改变等［13-14］。

既往有学者认为，IL-6、TNF 等细胞因子可上调免

疫效应细胞的功能［15］。本研究发现，CLP 术后 4 d
给菌组存活大鼠较单纯脓毒症组明显减少，而术后

7 d 给菌组较单纯脓毒症组无统计学差异，考虑为脓

毒症后 4 d 继发肺炎大鼠由于无法产生足够的细胞

因子来抵抗“二次打击”，导致死亡风险大大提高；

而脓毒症后 7 d，宿主免疫功能重构，免疫应答能力

逐渐恢复至可产生足量炎性因子抵抗继发感染。

 此外，免疫细胞损害也是导致脓毒症免疫抑制

的可能机制之一。DC 等抗原呈递细胞的大量凋

亡，一方面可以直接损害机体抗原提呈能力；另一

方面可以干扰 DC 成熟，诱导 T 细胞向 Treg 细胞分

化［16］。本研究结果提示，在脓毒症中后期，DC 数

量锐减，可能影响了 T 淋巴细胞的分化，导致辅助

性 T 细胞 1（Th1）减少，细胞免疫功能削弱［17］。同

时，脓毒症可导致淋巴细胞凋亡增加，外周血淋巴

细胞数量明显减少，进而影响患者的预后［18］。本

研究中，随着病情加重，脾脏细胞凋亡持续加重，导

致活化的淋巴细胞数量明显减少，也提示免疫抑制

状态出现。然而目前关于脓毒症后期免疫细胞恢

复的机制尚不清楚，有研究者认为，免疫细胞的回

升可能是免疫状态恢复的一个标志；给脓毒症动物

输注免疫细胞可以明显提高其抵抗二次感染的能 
力［19-20］。

4 结 论

 CLP 术后 4 d 继发肺炎“二次打击”模型较单纯

CLP 致脓毒症模型大鼠死亡风险明显升高，细菌清

除力下降，免疫细胞数量减少且凋亡加重，可能与脓

毒症中期机体存在的“免疫麻痹”相关。术后 7 d 继

发肺炎“二次打击”模型，宿主免疫功能重构，可能

存在免疫应答能力逐渐恢复。
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