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【摘要】目的   在脓毒症模型的基础上，研究中性粒细胞与单核细胞在肺组织中聚集和来源的差

异，探讨肺损伤的发生机制。方法   按照 10 mg/kg 的剂量，给予大鼠腹腔注射细菌脂多糖建立全身脓

毒症模型，通过流式细胞术检测模型鼠 24 h 内骨髓、脾脏、外周血、肺脏和肺泡灌洗液中中性粒细

胞和单核细胞的动态变化。 结果   本研究通过动态观察发现与正常大鼠相比，脓毒症鼠肺脏中中性粒

细胞和单核细胞数量增加，并且中性粒细胞聚集早于单核细胞，骨髓中两种细胞数量明显减少，然而

脾脏仅有单核细胞减少。结论   中性粒细胞在脓毒症相关肺损伤中发生聚集早于单核细胞，骨髓在脓

毒症中作为中性粒细胞和单核细胞的来源，而脾脏仅作为单核细胞的来源。
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【Abstract】 Objective  To investigate the role of neutrophils and monocytes in lung injury and 
explore the mechanism of sepsis related lung injury.   Methods   The sepsis rat model was established 
by intraperitoneal injection of lipopolysaccharide of 10 mg/kg dosage. The dynamic changes of bone 
marrow, spleen, peripheral blood, lung and bronchoalveolar lavage fluid of model rat were detected by flow 
cytometry combined with absolute cell count in 24 hours.  Results   Compared with normal rat, the number 
of neutrophils and monocytes increased significantly in lung in sepsis model, and the increase of neutrophils 
was earlier than monocytes. Both two kinds of cells significantly reduced in bone marrow, whereas only 
monocytes were reduced in spleen.   Conclusions   Neutrophils appeared earlier than monocytes in sepsis 
related lung injury, and bone marrow was the source of neutrophils and  monocytes, but spleen was only the 
source of monocytes in sepsis.
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急性肺损伤及其更严重病情急性呼吸窘迫综合

征（acute respiratory distress syndrome，ARDS），

是急性系统性炎症反应在肺脏引起的反应 [1]。急性

肺损伤的病因包括多种直接因素或间接因素，其中

脓毒症是间接因素中最常见也是病死率最高的病

因。脓毒症患者中有约 40% 会发生急性肺损伤，

其中有 2% ～ 3% 会进展为 ARDS，如果急性肺损

伤得不到有效控制而发展为 ARDS，其病死率高达

40% ～ 60%，其中多数患者死于炎症反应引起的多

器官功能衰竭 [2-3]。脓毒症，比如腹腔或静脉给予

细菌脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）引发的急

性肺损伤其分子机制尚不完全清楚。

腹腔注射 LPS 可以激活固有免疫系统，导致

全身脓毒症的发生，继而引起机体各器官的损伤。

文献报道，激活的中性粒细胞在肺脏中聚集是脓

毒症造成肺损伤的一个重要因素。而单核细胞具

有分泌多种细胞因子等生物活性物质，参与抗原

提呈的功能，在急性肺损伤炎症早期发挥重要的

免疫调节作用 [4-5]。本研究建立腹腔注射 LPS 引起

的大鼠全身脓毒症模型，通过动态观察中性粒细

胞与单核细胞向肺脏的聚集的过程，探索肺损伤

的发生机制。
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材料与方法

一、动物模型

取 SPF 级雄性 S-D 大鼠 30 只，6 ～ 8 周，体

重 350 ～ 400 g，实验动物由维通利华实验动物技

术有限公司提供 [ 动物许可证 SCXK（京）2012-
0001]。术前 12 h 禁食，6 h 禁饮。

随机将大鼠分为实验组和假手术组，实验组大

鼠按照 10 mg/kg 剂量腹腔注射细菌脂多糖（LPS），

复制 LPS 导致的全身脓毒症模型，假手术组用生理

盐水代替 LPS。两组分别于注射前，注射后 3、6、
12 和 24 h 处死 3 只大鼠，并取材。

二、标本收集与处理

1. 获取大鼠肺泡灌洗液：大鼠处死后颈部正

中切开，分离气管置入插管，扎紧后用 2 ml 注射器

每次抽取 2 ml PBS 反复抽吸 3 ～ 5 次后回收，共

收集 4 ml，收集后进行离心，离心出的细胞重悬后

用于流式细胞学检测。

2. 制备大鼠骨髓，脾脏及肺脏单细胞悬液：取

大鼠右侧股骨，脾脏及左叶肺脏。股骨用 2 ml 注射

器抽取 PBS 反复吹打吗至骨髓腔变白，脾脏及肺脏

用磨砂面玻璃研磨，至完全磨碎。后用 400 目尼龙

网过滤掉组织残渣，离心后用 PBS 重悬，获得各组

织单细胞悬液。

3. 细胞计数板计数：采用细胞计数板计数法，

计算各个组织悬液中有核细胞数量。将获得的单细

胞悬液定容到 1 ml PBS 中，从中取 10 µl 适度稀释，

再从稀释好的单细胞悬液中取 10 µl 加入细胞计数

板计数区，以计数区每个象限 50～ 100个细胞为宜。

计算得出各组织悬液中的有核细胞总数。

4. 流式细胞学染色流程：单克隆荧光抗体

购自美国 Biolegend 公司和 ABD serotec 公司，

使用抗体有抗 -CD172a FITC、抗 -CD45 PerCP-
Cy5.5、抗 -CD11b/c APC。取 200 µl 制备好的单

细胞悬液，加入对应的荧光抗体组合，混匀，4 ℃，

避光孵育 15 min；加入 2 ml 红细胞裂解液，裂解

5 min，离心弃上清；加入 2 ml PBS 漂洗，离心

后加入 200 µl PBS 重悬，等待上机检测；数据收

集使用 BD FACSCalibur 流式细胞仪获取，使用

Flowjo 软件进行数据分析。

三、统计学处理

应用 SPSS 13.0 进行统计分析，研究中呈正态

分布的计量资料采用 x ± s 表示。采用独立样本 t
检验比较模型组和对照组的差异，以 P ＜ 0.05 为

差异具有统计学意义。

结    果

一、脓毒症相关肺损伤早期中性粒细胞向肺脏

中的聚集早于单核细胞

本研究利用流式细胞学检测结合细胞绝对计数

的方法，对脓毒症大鼠肺组织与肺泡灌洗液单核和

粒细胞进行了动态观察，结果发现单核细胞与中性

粒细胞的数量在注射LPS后24 h内发生明显变化。

与正常组相比，单核细胞和中性粒细胞在肺组织中

均出现了明显的聚集，但是二者在肺组织聚集的时

间有所差异。肺组织中性粒细胞在注射LPS后 3 h出
现显著升高 （t = －7.769，P ＜ 0.001），6 h达到

高峰（t = －5.815，P = 0.002），到注射LPS后12 h
逐步恢复到接近正常水平，而单核细胞在肺组织中

的聚集呈相对缓慢增加，到注射LPS后12 h达到高

峰（t = －4.975，P = 0.004），高峰时单核细胞数

量是正常时的4～5倍 （图1A）。

两种白细胞的这种差异性可能与其在肺损伤

中发挥的功能不同相关。本研究进一步分析肺泡

灌洗液的结果发现中性粒细胞和单核细胞数量均在

注射LPS后3 h开始增加，到6 h以后达到高峰此后

维持高水平（t = 9.572，P ＜ 0.001；t = 3.865，P = 
0.012）（图1B）。结果发现，肺泡灌洗液中增加

的单核细胞及中性粒细胞相比于正常所增加的幅度

要远远小于肺组织中的变化，这可能因为该注射剂

量下LPS引起的全身脓毒症造成的肺损伤并不足以

完全破坏肺泡基底层，导致大量的炎症细胞浸润到

肺泡腔中。 
二、骨髓与脾脏在单核细胞与中性粒细胞的释

放过程中发挥不同作用

全身脓毒症引起肺损伤的过程中，外周血是感

染部位与外周组织器官的中转站，在组织损伤中发

挥了重要作用。本研究结果发现，外周中单核细胞

在注射 LPS 后 3 h 即出现显著减少 （t = 65.756，
P ＜ 0.001），剩余的单核细胞数量不足正常时的

10%，至注射LPS后 12 h单核细胞一直维持低水平。

此后开始逐渐恢复，至注射 LPS 后 24 h，大鼠外周

血中单核细胞数达到注射前水平的约 60%。与此不

同的是，外周血中性粒细胞在注射LPS后逐步增加，

在 12 h 达到高峰 （t = － 35.051，P ＜ 0.001），增

高幅度可达到正常水平的 10 倍，此后至注射 LPS
后 24 h 逐渐恢复至正常水平（图 2）。外周血中单

核细胞和中性粒细胞的变化源于由脓毒症导致的白

细胞向组织中迁移同时伴随造血器官对外周血的补

充两方面因素。
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骨髓和脾脏是外周血白细胞更新和补充的主

要来源，并且在炎症或感染情况下，骨髓和脾脏会

通过应急造血的方式在紧急情下机体代偿产生所需

白细胞，以便应对炎症或感染，是在危重情况下机

体自我保护的一种方式
[6]
。通过对骨髓和脾脏的观

察，本研究发现骨髓和脾脏中单核细胞数都有显著

下降，注射LPS后3 h，细胞计数减少超过50% （t 
= 3.259，P = 0.017；t = 4.371，P = 0.007），此后

速度减缓，到注射LPS后12 h达到最低点，注射LPS
后24 h逐渐恢复至正常水平（图3A～3B）。而粒细

胞只在骨髓中发现有显著下降 （t = 14.386，P ＜ 
0.001），在脾脏中呈缓慢增加的趋势 （t = －6.301，
P = 0.001）（图3A～3B），提示脾脏功能主要是为

机体提供单核细胞，而骨髓可以补充单核细胞和中

性粒细胞。

讨    论

 细菌脂多糖是革兰阴性杆菌细胞壁的主要组分

之一，对人体的免疫反应极其重要，在人体对抗细

注：在不同组织（外周血、肺泡灌洗液及肺组织）中的中性粒细胞与单核细胞细胞计数结果在腹腔注射 LPS 后不同时间点（注射前、

注射后 3、6、12、24 h）的动态变化 

图 1  单核细胞和中性粒细胞在肺脏中聚集存在时间差异

注：外周血中的中性粒细胞与单核细胞细胞计数结果在腹腔注射 LPS 后不同时间点（注射前、注射后 3、6、12、24 h）的动态变化 

图 2   外周血中性粒细胞和单核细胞的变化
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菌感染时，LPS 可以被机体 TLR-4 识别引起机体的

免疫反应，具有强大的激活固有免疫的能力。腹腔

或静脉给予 LPS 会引起全身性的脓毒症，严重时表

现为多器官功能衰竭，其中肺脏因其独特的解剖生

理结构成为主要损伤器官之一，其原因与以下因素

有关：①肺脏起到静脉循环滤器的作用，全身循环

血液产生的生物活性物质和活化的炎症细胞都会通

过肺循环。②肺部的微血管直径要小于全身微血管

平均值，导致这些物质更易在肺脏聚集
[7]
。腹腔注

射 LPS 引起的急性肺损伤属于全身炎症反应引起的

间接肺功能损伤，是炎症激活导致的组织损伤在肺

脏的反应，与实际临床中严重外伤，消化道手术感

染，心肺旁路术等相关肺损伤类似，是研究全身感

染引起肺损伤的理想参照
[8]
。

中性粒细胞的激活与在肺脏中的聚集被认为在

肺组织损伤中起到重要的作用，在炎症反应早期组

织局部的巨噬细胞会分泌释放 IL-6、IL-8 和 TNF-α
等促炎性细胞因子，导致中性粒细胞被激活，结合

血管内皮黏附分子的作用，介导中性粒细胞向损伤

部位的聚集。聚集的中性粒细胞对肺脏微血管网造

成阻塞作用，破坏微循环，还会释放蛋白水解酶和

氧化产物进入到肺组织中，包括基质金属蛋白酶，

中性粒细胞弹性蛋白酶和氧自由基等。引起内皮系

统的损伤，介导炎症导致的血管舒张，增加血管的

通透性，引起肺水肿
[9]
。血液中的单核细胞会向组

织中迁移，并继续分化成熟，形成定居型巨噬细胞，

来清除衰老的宿主细胞和分子并在炎症早期发挥抵

抗炎症入侵的作用。另外，脓毒症相关急性肺损伤

时肺脏中巨噬细胞数量明显增加，这部分巨噬细胞

属于募集型巨噬细胞。其是由炎症型的单核细胞亚

群在趋化因子诱导下被募集到损伤组织并进一步分

化形成。募集型巨噬细胞产生各种促炎与抗炎介质，

调节肺脏局部的炎症反应
[10-11]

。

本研究发现，中性粒细胞在肺脏中的聚集高

峰发生在注射 LPS 后 6 h 内，显著早于单核细胞

的 12 h，并且至注射 LPS 后 12 h 肺脏中的中性粒

细胞已经恢复较低水平，提示中性粒细胞的聚集

应当与单核细胞无关，有文献提出早期的中性粒细

胞浸润可能是由定居白细胞和内皮细胞产生的细胞

因子梯度引起
[12]
，这与本研究结论相符。脓毒症

导致的组织损伤通常都包括早期中性粒细胞的黏附

和继而单核细胞的持续聚集，单核细胞的募集由组

织局部的细胞产生的细胞因子引起而不受外源性的

中性粒细胞影响，但是早期中性粒细胞进入炎症部

注：在不同组织（骨髓与脾脏）中的中性粒细胞与单核细胞细胞计数结果在腹腔注射LPS后不同时间点（注射前、注射后 3、6、12、24 h）
的动态变化 

图 3   骨髓单核细胞和中性粒细胞都减少而脾脏仅单核细胞降低
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位可以作为一个细胞因子来源，通过促进局部细胞

MCP-1 释放来调控单核细胞的募集过程，有调节和

增强炎症反应的作用
[13]
。另有文献报道，患有粒细

胞减少症的脓毒症患者，单核巨噬细胞低反应，肺

局部呈现免疫抑制状态，也证明了早期中性粒细胞

参与单核细胞的聚集过程
[14]
。

文献报道称，早期肺脏中募集细胞来源于肺血

管边缘区和最早期的骨髓动员
[12]
，而本研究结果发

现，脾脏和骨髓都参与了早期单核和中性粒细胞的

募集过程并发挥了不同的作用，中性粒细胞只来源

于骨髓，脾脏同外周血的结果相似粒细胞数量持续

增加。与此不同的是，单核细胞来源于骨髓中的前

体细胞，脾脏作为单核细胞储存和成熟的场所，两

者共同参与了单核细胞向外周的释放，对于脾源性

单核细胞的作用可能为肺损伤的研究提供一条新的

干预途径。脓毒症相关急性肺损伤目前仍是导致脓

毒症患者死亡的重要原因，随着免疫学、细胞生物

学技术的进展及对脓毒症相关急性肺损伤的机制

研究的深入，脓毒症相关性患者的预后将得到相应

的改善。
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