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摘 要：【目的】探讨重组旋毛虫排泄分泌抗原 53-ku蛋白（rTsP53）对小鼠急性肺损伤的保护作用及其机制。【方法】采

用尾静脉脂多糖注射（LPS，10 mg/kg）建立 BALB/c小鼠急性肺损伤模型。在肺损伤后 2 h尾静脉注射 rTsP53（50 μg/只）治

疗。统计各组小鼠 72 h累计死亡率，HE染色法观察各组小鼠肺脏病理损伤情况，测量肺脏湿/干质量比（W/D），ELISA法检

测各组小鼠肺泡灌洗液 IL-6和 IL-4浓度，RT-PCR 法检测各组小鼠肺泡灌洗巨噬细胞 TNF-α、iNOS、IL-10和 Arg-1的

mRNA表达。【结果】经 rTsP53蛋白治疗可明显降低急性肺损伤小鼠 72 h死亡率，减轻脓毒症小鼠肺脏组织的病理损伤，降

低肺脏的湿干重比，降低 Smith评分。LPS组小鼠肺泡灌洗液 IL-6较空白组升高，而 IL-4下降，灌洗巨噬细胞的 TNF-α，iN⁃
OS的mRNA表达水平较空白组明显升高，而 IL-10，Arg-1的mRNA表达水平下降，表现出M1表型极化的特点；经 rTsP53蛋

白治疗的脓毒症小鼠肺泡灌洗液 IL-6浓度下降，IL-4水平上升，灌洗巨噬细胞向M2表型极化，表现为 IL-10，Arg-1的

mRNA表达水平较脓毒症组明显升高，而 iNOS的mRNA表达水平下降。【结论】rTsP53蛋白通过上调M2型巨噬细胞抑制炎

症反应和修复组织损伤，对脓毒症小鼠急性肺损伤发挥保护效应。
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Abstract：【Objectives】To investigate the protective effects of recombinant Trichinella spiralis excretory-secretory 53ku pro⁃
tein（rTsP53）on acute lung injuries in mice.【Methods】Thirty Balb/c mice were randomly divided into normal group. ALI group and
rTsP53 group（n = 10，respectively）. Macrophages were harvested by bronchoalveolar lavage. Mortality in 72 hours was counted and
compared. Pathological damage of lung tissues was observed by HE staining and graded by Smith score. Wet/dry ratio was measured.
The bronchoalveolar lavage fluid concertration of IL-6 and IL-4 was measured by ELISA. The mRNA expression of TNF-α，iNOS，
IL-10 and Arg-1 in alveolar lavage macrophages was detected by RT-PCR.【Results】72 h mortality of ALI mice was 70%，which
was reduced to 30% in mice received rTsP53 treatment. Compared with ALI mice，the pathological damage of in rTsP53 treated-
mice was improved and Smith score was declined，combined with descending W/D ratio. IL-6 level of alveolar lavage fluid was
elevated in ALI mice compared with normal group. And alveolar lavage macrophage was polarized to M2 sub-type，appeared as
higher mRNA expression of TNF-α and iNOS and lower level of IL-10 and Arg-1. Bronchoalveolar lavage fluid concentration of
IL-6 was declined and IL-4 was elevated in rTsP53-treated mice compared with ALI group. The macrophages of alveolar wash had
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脓毒症（sepsis）是创伤、烧伤、感染等临床危

重症患者的严重并发症之一，是诱发脓毒症休克

（septic shock）和多器官功能障碍综合征（multiple
organ dysfunction syndrome，MODS）的重要原因，其

中肺脏往往是最先受累的器官，主要表现为急性

肺损伤（acute lung injury，ALI）和急性呼吸窘迫综

合征（acute respiratory distress syndrome，ARDS），

其发病机制涉及炎症反应、免疫调控、细胞凋亡和

凝血障碍等多种机制，其中以炎症细胞参与的失

控性全身性炎症反应最为重要。肺泡巨噬细胞被

认为可能是ALI的启动因子，它的表型和功能变

化可能直接决定脓毒症导致ALI/ARDS的整个病

理生理过程。既往有研究发现外源性重组蛋白旋

毛虫排泄分泌抗原 53000蛋白（rTsP53）具有强大

的免疫调节作用［1］。在本实验中我们探讨该蛋白

对肺泡巨噬细胞表型和功能的影响及其改善脓毒

症小鼠急性肺损伤的分子机制。

1 材料与方法

1.1 质粒与菌株

原核表达质粒 pET-28a（+）购自美国 Clon⁃
tech 公司，大肠杆菌DH5α、BL-21/ DE3由中山医

学院病原生物学实验室保存。

1.2 试剂与仪器

ExTaq酶（含 dNTP），NdeⅠ，XhoⅠ，T4 DNA
连接酶，DNA分子质量标准（DL2000）均购自大连

宝生物工程公司；异丙硫代 - β-D 半乳糖苷

（IPTG）购于美国 Promega公司。组氨酸标签蛋白

纯化试剂盒（His-bind purification kit）购于美国

Novagen公司。蛋白分子质量标准购自立陶宛MBI
公司。Trizol购自美国 Invitrogen公司。DNA 凝胶

回收试剂盒，质粒纯化试剂盒购自广州东盛科技

有限公司。PVDF膜购自美国Millipore公司。高

糖型DMEM、RPMI1640、DPBS和不含 Ca2+、Mg2+的

HBSS 均购于 Gibco 公司。测试仪器包括美国

BIO-RAD公司MODEL 550型酶标仪；北京医用离

心机厂生产的台式离心机；美国 BD 公司 FACS⁃

Calibur流式细胞仪，珠海黑马医学仪器有限公司

Hema9600 PCR扩增仪。

1.3 rTsP53蛋白的克隆、表达、纯化及鉴定

根 据 GenBank 中 旋 毛 虫 P53 的 基 因 序 列

（AAA97512.1）的开放阅读框（ORF），利用 DNA
club和 PCR design软件设计特异性引物，上游引

物 F：CCCCATATGTCTACAGACAATGAGAATG，引

入 NdeⅠ酶切位点，下游引物 R：ATTCTCGAGGA
ACAACAACTGTAGTTC，引入XhoⅠ酶切位点。引物

由上海英骏生物技术有限公司合成。重组蛋白的

克隆、表达、纯化及鉴定参照参考文献［2］进行，获

得纯化的 rTsP53蛋白。TritonX-114法去除内毒

素，鲎试剂盒检测内毒素，浓度控制在 1.25 ng/mL
以下，具体操作见参考文献［2］。

1.4 实验动物与分组

SPF级雄性Balb/c小鼠（20～25 g）由中山大学

实验动物中心提供。实验动物随机分为以下3组，每

组10只：①空白对照组（control group）；②脓毒症组

（LPS group）：尾静脉注射 LPS（10 mg/kg，以 200 μL
PBS溶解）进行脓毒症造模；③rTsP53治疗组：脓

毒症造模后予尾静脉注射 rTsP53蛋白（50 μg/只，

以 200 μL PBS溶解）治疗。

1.5 肺脏病理学改变与评分

各组小鼠于脓毒症建模后 72 h后颈椎脱臼

法处死，无菌术打开小鼠胸腔，取左肺下叶，40 g/L
甲醛溶液固定、脱水、石蜡包埋切片，苏木精-伊
红（HE）染色，光镜下观察病理损伤情况。肺脏组

织病理评分参照 Smith评分系统：对肺水肿、肺泡

及间质炎症、肺泡及间质出血、肺不张和透明膜

形成分别进行 0～4分的半定量分析：无损伤 0分，

病变范围＜25%为 1分，病变范围占 25%～50%为

2分，50%＜病变范围＜75%为 3分，病变满视野为

4分，肺损伤评分为上述各项之和。每只动物观

察 10个高倍视野取其平均值。两位病理科医师

分别评分后取平均分。

1.6 肺组织湿/干质量比（W/D）

取小鼠右肺下叶组织，称湿质量后置于烤箱

（80 ℃，48 h）烤到恒定质量，称干质量。

higher mRNA expression of IL-10 and Arg-1，while lower level of TNF-α and iNOS，manifesting M2 polarization characteristics.
【Conclusion】Recombinant T.spiralis P53 protein could protect mice from acute lung injuries induced by LPS via modulating M2
macrophage polarization，which play a role in depression of inflammatory reaction and tissue repairment.

Key words：rTsP53；lipopolysaccharide；acute lung injury；M2 macrophages
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（5）：670-675］
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1.7 肺泡灌洗液和灌洗巨噬细胞的收集和处理

具体步骤参考文献［3］进行操作，各组小鼠

在LPS尾静脉注射 72 h给予腹腔注射体积分数为

10%的水合氯醛（3 mL/kg）麻醉。无菌条件下逐层

分离小鼠颈前组织直至暴露气管，腹主动脉放血，

以 22G 针头穿刺气管行肺泡支气管灌洗，每次

3 mL，共 5 次，回收灌洗液。以 800 ×g，离心 10
min，保留上清，置-80 ℃保存，备用于检测细胞因

子浓度。用 PRMI-1640培养液重悬洗涤细胞 2次

后，以 800 ×g离心 10 min，弃上清，加入Trizol溶液

1 mL，置-80 ℃保存。

1.8 ELISA法检测各组小鼠肺泡灌洗液 IL-6和

IL-4浓度

双抗体夹心 ELISA 法检测各组小鼠肺泡灌

洗液 IL-6和 IL-4浓度。具体操作参照试剂盒说

明书。

1.9 RT-PCR 法检测小鼠肺泡灌洗巨噬细胞

FIZZ-1、Arg-1、iNOS和炎症因子TNF-α、IL-10
的mRNA表达

按RNA提取试剂盒说明书提取各组小鼠肺

泡灌洗巨噬细胞总 RNA，再按照逆转录试剂盒

说明书进行逆转录转录，合成 cDNA第一链。以

cDNA为模板扩增 iNOs、Arg-1、FIZZ-1、TNF-α、和
IL-10基因编码片段，以β-actin为内参，扩增条件

如下：95 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，30个循环，72 ℃延伸 10 min，PCR扩增产物

于 2%琼脂糖凝胶、0.5 × TBE缓冲液中电泳检测，

电泳条件为 100 V恒压，紫外透视仪下观察电泳

条带，凝胶成像仪照相记录。引物由北京鼎国生

物科技有限公司合成（表 1）。

表 1 引物序列

Table 1 Sequences for primers

Gene name
IL-10
TNF-α
iNOs
Arg-1
β-actin

Sequence（5′-3′）
CTTTCACTTGCCCTCATCC-ACAAACAATACGCCATTCCC
CCCAGACCCTCACACTCAGATCAT-GCAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAA
GAATTCCCAGCTCATCCGGT-GGTGCCCATGTACCAACCGGT
CCGCAGCATTAAGGAAAGC-CCCGTGGTCTCTCACATTG
CAGTAACAGTCCGCCTAGAA-GATTACTGCTCTGGCTCCTA

Product/bp
265
259
349
71

175

1.10 统计学分析

采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。生存率

的比较利用生存分析绘制生存曲线，利用Wilcoxon
法进行假设检验。计量数据均以均数±标准差

（x ± s）表示。两组计量资料比较采用 t检验，两组

以上计量资料比较用单因素方差分析。取α=0.05。

2 结 果

2.1 各组小鼠的生存率分析

正常对照组 72 h 累计死亡率为 0，LPS 组为

70%，LPS+rTsP53 组累计死亡率下降至为 30%
（P = 0.004；图 1）。

2.2 各组小鼠肺脏病理改变及评分

正常对照组小鼠肺脏HE染色显示正常的肺

泡和肺间质结构，无病理损伤表现，LPS组小鼠肺

脏肺泡腔及间质内出现明显的炎症渗出、浸润，肺

泡腔内见渗出液，肺泡隔明显增厚，肺泡及间质充

血，部分肺泡塌陷、不张、透明膜形成，肺泡结构破

坏（图 2）。rTsP53治疗组小鼠肺脏组织损伤则较

LPS组明显减轻。LPS组的肺脏病理损伤 Smith评
分为（7.73 ± 1.97）分，较正常对照组（0.62 ± 0.14）
明显升高（P<0.001），而 LPS + rTsP53组为（3.59 ±
1.44）分，较 LPS 组明显降低（P<0.001），提示 rT⁃
sP53蛋白治疗可明显减轻由 LPS造成的ALI小鼠

的肺脏病理损伤（图 3）。

2.3 各组小鼠肺脏组织W/D比值比较

LPS组小鼠肺脏组织W/D比值较正常对照组

明显升高（P＜0.05），而经 rTsP53 蛋白治疗能使

ALI小鼠的W/D比值明显下降（表 2）。总体检验

F = 6.074，P = 0.012。
2.4 各组小鼠肺泡灌洗液IL-6和IL-4浓度

正常对照组小鼠肺泡灌洗液 IL-6和 IL-4浓

度均在较低的水平。LPS组小鼠肺泡灌洗液促炎

因子 IL-6较 Control组明显升高（P<0.001），LPS+
rTsP53 组小鼠肺泡灌洗液的 IL-6 仍高于 Control
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组，但较 LPS组明显降低（P < 0.001）。抗炎因子

IL-4 浓度在 LPS 组较 Control 组有一定程度的升

高，rTsP53治疗可使 ALI小鼠的肺泡灌洗液 IL-4
水平进一步提高（P = 0.001；图 4）。

2.5 小鼠肺泡灌洗巨噬细胞TNF-α、iNOS、IL-
10和Arg-1mRNA表达水平比较

RT-PCR检测结果显示，脓毒症组小鼠肺泡

灌洗巨噬细胞 TNF-α和 iNOs的mRNA表达水平

均较空白对照组升高，而 IL-10降低，经过 rTsP53
蛋白治疗的脓毒症小鼠肺泡灌洗巨噬细胞的

TNF-α和 iNOS的mRNA表达水平较脓毒症组降

低，而Arg-1和 IL-10的mRNA表达较脓毒症组明

A：Control group；B：LPS group；C：LPS + rTsP53 group. × 400
图 2 各组小鼠肺脏组织病理损伤情况的观察

Fig.2 HE staining observation of lung tissues in three groups

AA BB CC

显升高，差异均有统计学意义（P＜0.05；图 5）。

3 讨 论

ALI/ARDS是临床常见的危急重症之一，死亡

率高，救治困难，一直是科学研究的重点和难点。

vs Control group，1）P < 0.05，vs LPS group，2）P < 0.05.
图 3 各组小鼠肺脏损伤的Smith评分比较

Fig.3 The Smith Score of pathological injury of lung
tissues in three groups
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表 2 各组小鼠肺脏组织W/D比值

Table 2 W/D ratio of lung tissue in 3 groups

Group
W/D

Control
4.53 ± 0.55

LPS
6.38 ± 0.621)

LPS + rTsP53
4.89 ± 0.602)

（n = 10）

vs Control group，1）P < 0.05，vs LPS group，2）P < 0.05.

1）：vs Control group，P < 0.05；2）：vs LPSgroup，P <
0.05.
图4 各组小鼠肺泡灌洗液细胞因子IL-6和IL-4浓度比较

Fig.4 Concertration of IL-6 and IL-4 of
bronchoalveolar lavage fluid in three groups
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图 1 三组小鼠生存曲线

Fig.1 The survival curves in three groups
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ANOVA of mRNA expression level of TNF-α，iNOS，IL-10，and Arg-1，F = 11.37，P = 0.000；F = 7.19，P = 0.002；F = 9.26，
P = 0.001；F = 8.59，P = 0.001，respectively. 1）：vs Control group，P < 0.05，2）：vs LPS group，P < 0.05.

图 5 小鼠肺泡灌洗巨噬细胞TNF-α、iNOS、IL-10和Arg-1的mRNA表达水平

Fig.5 Comparison of TNF-α，iNOS，IL-10，and Arg-1mRNA expression level of alveolar lavage macrophages in three
groups
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脓毒症作为间接性损伤因素导致ARDS的发病机

制错综复杂，至今尚未完全阐明。我们利用尾静

脉注射 LPS法建立脓毒症小鼠模型，其 72 h累计

死亡率达 60%，同时肺脏出现ALI的特征性表现，

即弥漫性肺泡损伤和透明膜形成。Smith评分项目

几乎涵盖了ALI肺脏病理损伤的全部表现，可半定

量评估肺脏炎症损伤的程度［4］。脓毒症小鼠肺脏

Smith评分明显高于空白对照组。另外，高通透性

肺水肿也是ALI的重要病理改变，肺组织湿/干重比

去除了血管内液体的影响，较好地反映了肺水肿的

严重程度，ALI小鼠的肺泡和肺间质内聚集大量富

含蛋白的水肿液，导致肺脏湿/干质量比例明显升

高。全身性炎症反应是包括脓毒症在内的各种病

因导致 ALI/ARDS 的共同途径和根本原因，表现

为脓毒症小鼠循环血浆的促炎因子 IL-6较空白对

照组明显升高，而抑炎因子 IL-4明显下降。

rTsP53是我们利用分子克隆表达技术在体外

纯化并去除内毒素的一种旋毛虫排泄分泌抗原

蛋白，具有强大的免疫调节和抵抗炎症的作用。

rTsP53蛋白治疗能明显降低脓毒症小鼠 72 h累计

死亡率，减轻肺脏的炎症损伤和肺水肿，Smith评

分和W/D比均较脓毒症组明显下降，并且能够降

低血浆 IL-6水平，升高 IL-4水平，明显改善脓毒

症小鼠的全身性炎症反应。

几乎所有的肺内细胞均不同程度的参与了

ALI/ARDS的发病过程，以往的许多临床和实验证据

证明，多形核白细胞（polymorphonuclear leucocyte，
PMN）是介导肺局部炎症的主要炎性细胞，LPS可

直接激活 PMN，在其他趋化因子如血小板活化因

子（PAF）、TNF-α和补体成分等作用下，活化的

PMN沿趋化梯度向肺组织迁移，在 ALI/ARDS 早

期的支气管肺泡灌洗液中可见大量中性粒细胞聚

集［5］。但随着研究的深入，有证据表明，中性粒细

胞可能不是ALI/ARDS发展的必要条件，例如严重

粒细胞减少患者发生感染，也可发展为 ALI/AR⁃
DS，动物实验证实一些非中性粒细胞反而依赖

ALI/ARDS而存在［6］。

我们关注另一类机体炎症免疫应答的关键枢

纽细胞——肺泡巨噬细胞（alveolar macrophages，
AM）。AM是肺中最丰富的非实质细胞，它们具有

吞噬作用，同时表达特殊的细胞表面受体，能合成

和释放各种介质，同时可作为抗原呈递细胞为 T、
B细胞的活化提供特异性的信号［7］。目前已经发现

巨噬细胞存在表型和功能不同的亚型细胞，主要

可分为经典活化型（M1型）和替代活化型（M2型）。

M1型巨噬细胞表达CD80、CD197和CCR7标志物

分子，可被 Th1型促炎细胞因子和细菌产物所激

活，具有杀菌和促进炎症功能；M2型表达CD163和
CD206，由 IL-4/IL-13、免疫复合物、糖皮质激素等

激活，主要起免疫调节和组织修复作用，没有杀微

生物功能。M1/M2的活化快速而可逆，不同亚类巨

噬细胞比例和功能状态可反映机体免疫状态，其极

化方向在疾病的抗感染免疫和抗炎症反应的病理

生理过程中均发挥重要作用，甚至直接影响疾病的

结局［8-9］。在损伤、炎症等刺激存在的早期，肺泡巨

噬细胞被活化，释放多种趋化因子和细胞因子，如
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TNF-α和白细胞介素 IL-1β等，可促进中性粒细

胞在肺部的趋化和聚集，表现为M1型巨噬细胞

的功能特点，这可能是ALI/ARDS的启动因子；它

能生成组织因子（TF）、纤溶酶原激活物抑制物促进

凝血过程。另外，它可清除肺泡中渗出物，释放血

小板衍生生长因子（PDGF）、转化生长因子（TGF-β）、

胰岛素样生长因子（IGF）等，对ALI/ARDS后纤维

化发生有着重要作用［10］。ALI/ARDS早晚不同时

期的功能改变可能就是由不同亚类肺泡巨噬细

胞完成的［11］，而在早期采取干预措施诱导M2型

肺泡巨噬细胞极化可能从源头阻断ALI/ARDS的

病理生理过程［12］。

rTsP53 蛋白治疗减轻脓毒症小鼠的炎症反

应，相应的而细胞因子的变化也为肺泡巨噬细胞

表型和功能改变，即M2型巨噬细胞极化创造了

诱导环境［13］。我们通过肺泡灌洗获得小鼠肺泡

巨噬细胞并提取总RNA，RT-PCR法检测M1型巨

噬细胞特异性标志分子 iNOS和 Th1型炎症介质

TNF-α，以及 M2 型巨噬细胞标志分子 Arg-1 和

Th2型炎症介质 IL-10的mRNA表达水平［12］。我

们发现 rTsP53治疗脓毒症小鼠的肺泡巨噬细胞

高表达Arg-1和 IL-10，而空白对照组和 PBS对照

组小鼠腹腔巨噬细胞则以 TNF-α和 iNOS高表达

为特点，提示 rTsP53蛋白具有明确的极化M2型

巨噬细胞的效应。rTsP53蛋白可通过极化M2型

肺泡巨噬细胞发挥抵抗炎症和组织修复作用，进

一步改善脓毒症急性肺损伤，其中涉及分子机制

和信号转导通路值得深入研究。
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