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摘 要:目的 探索sB7H3在盲肠结扎穿孔(CLP)脓毒症小鼠血清表达特征及其意义。方法 CLP法建立模型,50只

健康昆明小鼠随机分为CLP组(术后12h、术后24h和术后48h)、假手术组和对照组。CLP组、假手术组和对照组每

组10只小鼠。术后12h、24h和48h分别选取不同组别小鼠;先摘眼球取血,再收集腹腔灌洗液送培养。ELISA法检

测血清C反应蛋白(CRP)、纤维蛋白原(FIB)和sB7H3水平。结果 CLP组CRP和sB7H3均高于相应的对照组和假手

术组(P<0.05),CLP组FIB均低于相应的对照组和假手术组(P<0.05)。CLP组内,术后48hCRP均高于术后12h
和术后24h(P<0.05),但术后12h和术后24h间CRP差异无统计学意义。CLP组内,术后48hFIB低于术后12h
和术后24h(P<0.05),但术后12h和术后24hFIB间差异无统计学意义。CLP组内,术后48hsB7H3均高于术后12
h和术后24h(P<0.05),术后24hsB7H3也显著高于术后12h(P<0.05)。CLP组腹腔灌洗液培养结果均为阳性,

对照组和假手术组腹腔灌洗液培养结果均为阴性。结论 盲肠结扎穿孔小鼠模型是研究脓毒症的可靠动物模型,

sB7H3可能参与脓毒症进展。
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ExpressioncharacteristicsandsignificanceofsB7H3inmice
withcecalligationandpuncture-inducedsepsis
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  Abstract: Objective ToexploretheexpressioncharacteristicsandsignificanceofsB7H3inserumofmice
withsepsisinducedbycecalligationandperforation(CLP). Methods Amousemodelofsepsiswasestab-
lishedbyCLP.FiftyhealthyKunmingmicewererandomlydividedintoCLPgroup(12h,24hand48hafter
operation),shamoperationgroupandcontrolgroup.Eachgroupconsistedof10mice.Micefromdifferent
groupswereselectedat12h,24hand48hafteroperation,bloodwasextractedfromeyeballsfirstlyandthen
peritoneallavagefluidwascollectedforculture.ThelevelsofCreactiveprotein(CRP),fibrinogen(FIB)and
sB7H3intheserumweredetectedbyELISA. Results ThelevelsofCRPandsB7H3intheCLPgroupwere
higherthanthoseinthecorrespondingcontrolandshamoperationgroups(P<0.05),andtheFIBlevelsof
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CLPgroupwerelowerthanthoseofthecorrespondingcontrolgroupandshamoperationgroup(P<0.05).In
theCLPgroup,CRPlevelsat48hafteroperationwerehigherthanthoseat12hand24hafteroperation(P
<0.05),buttherewasnosignificantdifferencebetweenCRPlevelsat12hand24hafteroperation.Inthe
CLPgroup,FIBlevelsat48hafteroperationwerelowerthanthoseat12hand24hafteroperation(P <
0.05),buttherewasnosignificantdifferencebetween12hand24h.WithintheCLPgroup,sB7H3levelsat
48hafteroperationwerehigherthanthoseat12hand24hafteroperation(P<0.05),andsB7H3levelsat
24hafteroperationweresignificantlyhigherthanthoseat12hafteroperation(P<0.05).Theculturere-
sultsofperitoneallavagefluidintheCLPgroupwereallpositive,whilethoseinthecontrolandshamoperation
groupswereallnegative. Conclusion CLPmousemodelisareliableanimalmodelforthestudyofsepsisand
sB7H3maybeinvolvedintheprogressionofsepsis.
  Keywords: cecalligationandperforationmodel;sepsis;mouse;sB7H3

  脓毒症是由于宿主对感染反应失调而引起的危及

生命的器官功能障碍。尽管学者们不断增进对脓毒症

的发病机制的理解,持续创新血流动力学监测手段和

推广标准化治疗策略;但它仍然是目前全球范围内重

要的医疗保健问题。脓毒症的发病率和死亡率在新生

儿、婴幼儿和老年人中最高[1]。最新国内ICU的大规

模调查结果显示,腹部是脓毒症第二位感染部位,达

26.6%[2]。共刺激及其调节网络在调节机体对感染的

免疫应答中起着关键作用,广泛参与免疫应答有效启

动、适度效应和适时中止。目前有大量共刺激信号通

路,B7-CD28信号通路是最先发现和最经典的共刺激

信号通路,也是其他共刺激信号通路的范例[3]。B7H3
是属于B7家族的免疫调节分子,已被证实定位于细

胞内的细胞核、细胞质或细胞膜,细胞外也以具有功能

活性的可溶性形式sB7H3存在[4]。既往B7H3脓毒

症相关研究结果[5]表明:sB7H3显著增强脂多糖和细

菌脂蛋白诱导的NF-κB激活和炎症反应,脓毒症患者

血浆中sB7H3显著升高且提示预后不良。盲肠结扎

穿孔(cecalligationandperforation,CLP)是脓毒症研

究的金标准,也是目前用于脓毒症研究应用最广泛的

动物模型[6]。深入研究sB7H3在脓毒症中表达特征

及其临床意义,对于脓毒症的临床诊治具有重要的指

导意义。本研究旨在建立脓毒症模型的基础上,观察

sB7H3在脓毒症不同阶段的表达特征和临床意义,以
期进一步改善儿童脓毒症诊疗现状。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料 选用SPF级雄性昆明(KM)
小鼠,体重30~35g,购自辽宁长生生物技术股份有限

公司[动物生产许可 证 号:SCXK(辽)2020-0001]。

75%乙醇购自安徽安特食品有限公司,鼠CRP试剂

盒、鼠FIB试剂盒和鼠sB7H3试剂盒均购自上海鑫乐

生物科技有限公司。本研究通过本院伦理委员会审核

(批准号2020006)。

1.2 实验分组与模型制作 50只小鼠按随机(随机

数字表法)分为CLP组(n=30)、假手术组(n=10)
和对照组(n=10)。经典方法[6]制作脓毒症小鼠模

型,吸入性麻醉剂异氟烷麻醉后,无菌4号丝线紧紧

结扎盲肠远端1/2处,并用7号针头在已结扎盲肠远

端中央处贯通穿刺。挤出少许粪便,然后在不使盲肠

粪便扩散到腹壁伤口边缘的情况下,将盲肠重新放到

腹腔内,即为CLP脓毒症模型;假手术组仅仅开腹,分
离盲肠取出再将其放回腹腔,缝合消毒;正常对照组不

做手术处理,仅皮下注射预热的37℃生理盐水。

1.3 标本采集和处理 术后12h、24h和48h分别

选取不同组别小鼠(对照组、假手术组和手术组)。先

摘眼球取血,然后收集腹腔灌洗液并送培养。血液标

本经3000r/min,离心5min,分离血清至1mLEP
管中,-80℃冻存。5mL无菌生理盐水灌洗小鼠腹

腔,收集腹腔灌洗液注入血培养瓶后置血培养箱(BD
FX-200)培养。血培养报阳后再进行分离鉴定。

1.4 ELISA法检测血清C反应蛋白(Creactivepro-
tein,CRP)、纤维蛋白原(fibrinogen,FIB)和sB7H3水

平 采用ELISA试剂盒检测该因子水平,严格按照试

剂盒操作说明书操作。建立标准曲线,酶标仪测定

450nm处吸光度,根据标准曲线读取样品中CRP、FIB
和sB7H3浓度。

1.5 统计学方法 所有数据采用SPSS26.0进行统

计分析,计量资料采用(췍x±s)表示。组间和组内总体

均数比较均采用方差分析,随后进行两两比较均采用

Turkey检验,P<0.05表示差异有统计学意义。数

据可视化所用软件GraphPadPrism9.0。

2 结果

2.1 各组小鼠的一般状态观察 对照组:反应敏捷,
精神、食欲、大小便均正常,毛发均匀光泽。假手术组:
术后1.5h左右苏醒,苏醒后精神较好,小鼠大多舔舐

伤口,能自由进行取食、饮水等活动。CLP组:苏醒时

间较假手术组相差不大,术后6h出现身体蜷缩、活动

和进食明显减少、进水频率较高、对外界反应较迟钝和
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呼吸频率加快。大部分小鼠扎堆取暖,排便部分呈现

黏着状态。

2.2 不同组别小鼠12h、24h和48hCRP比较 
CLP组CRP均高于对应各时点的对照组和假手术组

(P<0.05)。CLP组内,术后48hCRP高于术后12
h和术后24h(P <0.05),但术后12h和术后24h
的CRP值比较差异无统计学意义(P >0.05),见表

1。

                 表1 不同组别小鼠12h、24h和48hCRP比较          单位:μg/mL

组别 12h 24h 48h F P

对照组 132.27±0.59 129.55±1.19 128.17±3.21 2.964 0.117
假手术组 130.39±1.76 129.39±3.08 131.74±1.15 1.155 0.368
CLP组 139.51±4.36ab 140.03±3.41ab 145.53±3.01abcd 8.381 0.001
F 9.371 21.458 70.896
P 0.003 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与对照组比较,a:P<0.05;与假手术组比较,b:P<0.05;CLP组内与12h组比较,

c:P<0.05;与24h组比较,d:P<0.05。

2.3 不同组别小鼠12h、24h和48hFIB比较 
CLP组FIB均低于对应各时点的对照组和假手术组

(P<0.05)。CLP组内,术后48hFIB低于术后12h

和术后24h(P<0.05),但术后12h和术后24h的

FIB值比较差异无统计学意义(P>0.05),见表2。

                 表2 不同组别小鼠12h、24h和48hFIB比较          单位:mg/mL

组别 12h 24h 48h F P

对照组 10.58±0.46 11.67±0.75 11.50±1.45 0.950 0.431
假手术组 12.27±0.62 11.07±0.91 12.24±2.29 0.563 0.593
CLP组 6.09±2.03ab 5.05±0.89ab 3.17±0.91abcd 11.424 <0.001
F 18.815 98.265 86.122
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与对照组比较,a:P<0.05;与假手术组比较,b:P<0.05;手术组内与12h组比较,

c:P<0.05;与24h组比较,d:P<0.05。

2.4 不同组别小鼠12h、24h和48hsB7H3比较 
CLP组sB7H3均高于相应各时点对照组和假手术组

(P<0.05)。CLP组内,术后48hsB7H3高于术后

12h和术后24h(P<0.05),术后24hsB7H3也高

于术后12h(P<0.05),见表3。

                 表3 不同组别小鼠12h、24h和48hsB7H3比较          单位:ng/mL

组别 12h 24h 48h F P

对照组 37.70±2.33 31.06±6.17 33.49±4.30 1.670 0.255
假手术组 34.60±4.42 35.04±1.67 31.00±7.63 0.562 0.594
CLP组 53.20±4.96abd 64.68±4.20abc 70.35±3.66abcd 41.255 <0.001
F 26.505 102.201 138.215
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与对照组比较,a:P<0.05;与假手术组比较,b:P<0.05;CLP组内与12h组比较,

c:P<0.05;与24h组比较,d:P<0.05。

2.5 脓毒症小鼠腹腔培养结果 CLP术后组小鼠腹

腔培养均为阳性,培养结果分别为大肠杆菌、变形杆菌

和链球菌;对照组和假手术组腹腔培养均为阴性。

3 讨论

共刺激信号及共刺激分子是由Brestcher和Cohn
在T-B细胞作用的双信号活化模式以及CD28/B7分

子功能研究的基础上提出并证实。基因组学和系统生
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物学分析结果显示,CD28/B7信号途径广泛存在于脊

椎动物体内,而且还在不断进化[7]。共刺激信号对于

决定T细胞对抗原反应的程度至关重要,已知这些信

号决定了随后的适应性免疫反应的调节,共刺激信号

的这种调节作用在感染性疾病中同样重要而且值得进

一步探索[8]。
脓毒症是一种炎症和免疫反应失调的动态紊乱。

脓毒症患者存在异质性,目前临床上还没有有效的脓

毒症治疗方案。基于脓毒症患者个体免疫学特征的个

体化免疫治疗是一种合理且有前途的治疗选择[9],已
有同步进行的动物研究和前瞻性病例对照研究结果显

示,共刺激分子B7家族成员参与脓毒症淋巴细胞凋亡

和免疫抑制。这也表明共刺激分子不仅有可能是诊断

脓毒症诱导免疫抑制的潜在生物标志物,而且有可能

成为脓毒症免疫抑制的治疗靶点[10]。既往研究[5]仅

提示sB7H3在脓毒症中升高,但其在脓毒症不同阶段

的表达特征和临床意义并不清楚。
动物模型是理解人类健康和研发人类疾病治疗手

段的基础。现有的脓毒症动物模型根据建立方法不

同,可分为:①细菌/真菌注射模型;②细菌凝块植入模

型;③内毒素模型;④腹腔内脓毒症模型;⑤二次打击

模型;⑥特定遗传背景模型;⑦人源化小鼠模型。相对

于其他方法,腹腔内脓毒症模型被认为是最接近人类

的脓毒症模型。腹腔内脓毒症模型根据具体操作方法

不同又分为CLP、盲肠浆液腹腔注射模型和升结肠支

架置入腹膜炎模型。相比较而言,CLP既简单又能反

映多微生物脓毒症,而升结肠支架置入腹膜炎模型方

操作更为复杂[11]。CLP通过破坏肠道屏障诱导小鼠

脓毒症,导致肠道菌群在腹腔内持续扩散并进入血流,
引发全身炎症反应综合征和多器官功能障碍。另有学

者将白介素6、白介素10和肿瘤坏死因子等脓毒症相

关炎症生物标记物用于评价CLP造模的脓毒症小鼠,
结果显示:CLP模型与人类脓毒症具有高度的临床相

关性,表现出超敏反应和免疫相关的多重组织损伤;并
且该模型可以看到脓毒症免疫反应从早期全身炎症反

应综合征向代偿性抗炎反应综合征的转变。因此,脓
毒症CLP小鼠模型具有操作简单、稳定性高、重现性

高的特点,是研究人类脓毒症和检测抗炎药物的理想

工具[12]。

CRP是一种急性期炎症蛋白,当机体受到炎性刺

激(如微生物入侵或组织损伤)时由肝脏合成。CRP
的变化可以反映炎症水平的程度;不仅可作为判断感

染、炎症和损伤的重要指标,而且有利于脓毒症患者的

疗效检测[13]。另有研究结果表明,CRP不仅是炎症或

感染的标志物,而且是炎症过程的重要调节因子。

CRP通过激活补体系统、诱导细胞凋亡、调控巨噬细

胞吞噬,释放一氧化氮和生成细胞因子等多途径调控

炎症和宿主对感染的反应[14]。FIB同样也是一种急性

期反应物,在感染早期升高。脓毒症诱导的凝血功能

障碍是脓毒症的一个标志,它导致微血管广泛血栓形

成,FIB也随着凝血功能障碍的进展而进行性下降。

2020年儿童脓毒症临床研究结果显示,死亡组入院时

的FIB水平明显低于存活组,而且其死亡率随着FIB
水平的降低而逐渐增加,这就说明了FIB是有价值的

脓毒症预后生物标记物[15]。本研究中CLP组小鼠出

现纳差、呼吸增快、反应迟钝、CRP升高和FIB降低,
说明CLP小鼠模型能够较好地体现脓毒症不同的发

展过程。
本研究结果显示,术后48hCRP/FIB显著高于/

低于12h和24h,但术后12h和24h间的CRP/FIB
差异无统计学意义。然而CLP组的sB7H3呈现随着

时间逐渐升高的趋势,而且不同时间节点之间的差异

均有显著性。既往成人脓毒症研究[5]结果显示,脂多

糖、肿瘤坏死因子或干扰素-γ能够刺激人单核细胞导

致sB7H3释放显著增加,而肿瘤坏死因子的刺激效应

最为强烈。肿瘤坏死因子刺激人单核细胞释放sB7H3
的时间-响应曲线显示:8h后可检测到培养基中释放

的sB7H3,48h后达到峰值。sB7H3不能单独诱导肿

瘤坏死因子等促炎细胞因子释放;然而sB7H3能以剂

量依赖的方式显著增强脂多糖和细菌脂蛋白刺激的肿

瘤坏死因子等促炎因子的释放。这就表明,sB7H3通

过增加脂多糖和细菌脂蛋白刺激促炎细胞因子释放,
参与单核/巨噬细胞介导的炎症反应,从而促进脓毒症

的发展。另外,本课题组前期进行了sB7H3在儿童急

性阑尾炎的表达特征和临床意义研究[16],结果表明

sB7H3是儿童急性阑尾炎患儿中唯一与阑尾组织病理

学程度显著相关的生物标记物;而且儿童急性阑尾炎

患儿血浆sB7H3水平与肿瘤坏死因子水平呈正相关。
这就说明sB7H3同样参与儿童儿童急性阑尾炎的疾

病进展,而CLP脓毒症模型正好与儿童急性阑尾炎临

床过程相似,均是通过腹膜炎导致脓毒症。
综上,本研究发现CLP小鼠模型能够模拟类似临

床的脓毒症发展过程,是研究脓毒症的可靠动物模型。

sB7H3参与脓毒症进展,而且有可能成为有价值的脓

毒症生物标记物。
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