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·基础论著·

脂多糖所致脓毒症诱导的急性肺损伤肺组织

T 淋巴细胞活化及共刺激分子表达的研究

林涛 1,2   孔雅娴 1,2   贾蓓 1,2   刘三海 3   胡小玲 4   曾辉 1,2

【摘要】 目的  研究腹腔注射脂多糖（LPS）诱导的小鼠急性肺损伤（ALI）模型肺组织 T 淋巴

细胞活化状态。 方法  健康雄性 C57BL/6 随机分为生理盐水（NS）腹腔注射组，LPS 腹腔注射组，

每组 4 只。模型建立后 3 h，获取两组小鼠肺组织细胞并进行 T 淋巴细胞各亚群及活化指标染色，采

用流式细胞术检测。 结果  与对照组（NS）相比，LPS 腹腔注射组小鼠肺组织内抑制性共刺激分子

PD-1、CD40/CD40L、CTLA-4 在 CD4+ 和 CD8+ T 细胞表达水平均显著升高（P ＜ 0.05），协同共刺

激分子 CD28（MFI：298.50 ± 4.44）表达水平降低；与对照组相比，早期活化分子 CD69 在 LPS 诱

导的急性肺损伤模型小鼠肺组织内 CD4+ T（MFI：848.30 ± 95.57；t = 6.8670，P ＜ 0.001）和 CD8+T
淋巴细胞的表达水平显著升高（MFI：606.00 ± 95.54；t = 4.8780，P ＜ 0.01）；晚期活化分子 CD38
在 CD4+ T 细胞表达显著升高（MFI：69.38 ± 2.86；t =4.1150，P ＜ 0.01），在 CD8+ T 细胞表达无明

显升高。 结论  LPS 诱导的急性肺损伤能够导致肺组织内 T 淋巴细胞早期活化，并且能够上调其多

种抑制性共刺激分子表达，提示 T 淋巴细胞可能在 ALI 中发挥重要作用。
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【Abstract】 Objective  To investigate the activation of T lymphocytes in mouse model of acute lung 
injury (ALI) which induced by intraperitoneal injection of LPS.   Methods  Male mices were randomly 
divided into two groups: normal saline (NS)-IP and lipopolysaccharide (LPS)-IP. The mices of NS-IP and 
LPS-IP groups were exposed to NS and LPS via intraperitoneal injection, respectively. The activation of 
T lymphocytes, which migrated into lung, was analyzed by flow cytometer at 3 h after NS-IP and LPS-IP, 
respectively.   Results  Compared with the control group, the ALI group expressed higher co-stimulatory 
molecules PD-1, CD40/CD40L and CTLA-4 on both CD4+ and CD8+ T cells significantly (P < 0.05). 
Moreover, LPS administration caused a high expression of an early activation marker CD69 on CD4+ T (MFI: 
848.30 ± 95.57; t = 6.8670, P < 0.001) and CD8+ T cells (MFI: 606.00 ± 95.54; t = 4.8780, P < 0.01). In 
addition to CD69, another activation marker CD38 also had been highly expressed on CD4+ T cells (MFI: 
69.38 ± 2.86; t = 4.1150, P < 0.01), while a significantly high expression can not be found on CD8+ T cells. 
Conclusions   In this ALI model, T cells could be activated in lung tissue, and the high expression of multiple 
inhibitor co-stimulatory molecules suggests T lymphocytes may play an important role in the pathological 
process of ALI.
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急性肺损伤（acute lung injury，ALI）是由心

源性以外的各种直接和间接致伤因素导致的肺泡

上皮细胞以及毛细血管内皮细胞损伤。ALI 可造成

弥漫性肺间质及肺泡水肿，引发急性低氧性呼吸

功能不全，临床上表现为进行性低氧血症和呼吸

窘迫，病情发展至严重阶段（氧合指数＜ 200）被

称为急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress 
syndrome，ARDS）[1]

。ARDS 发病率和病死率较高，

病死率高达 40% ～ 70%[2]
，是重症监护病房常见的

危重症和主要死亡原因之一。

既往研究一直把天然免疫细胞作为导致急性

肺损伤发生的关键因素。但作为机体重要的免疫细

胞，T 淋巴细胞在 ALI 中的作用越来越受到重视。

Morris 等 [3]
和 Nakajima 等

[4]
均发现在内毒素诱导

的肺损伤模型中，除了中性粒细胞之外，还有 T 淋

巴细胞在肺内聚集。目前研究对 T 淋巴细胞在 ALI
中的作用机制尚不清楚。LPS 是内毒素的主要成分，

为革兰阴性菌致 ALI 的主要致病物质，在 ALI 的
体内实验研究中，常常作为致伤剂建立 ALI 动物模

型。为了更深入地研究 ALI，本研究应用 LPS 致脓

毒症小鼠，观察 ALI 时迁移至肺的 T 细胞活化状态

改变，报道如下。

材料与方法

一、实验动物

本研究采用 SPF 级 6 ～ 8 周龄 C57BL/6 雄性

小鼠，体重 20 ～ 23 g，购于中国医学科学院动物

所（许可证号：SCXK 京 2009-0007）。

二、试剂和材料

抗 -CD4-BV421、抗 -CD8-CF-594、抗 -CD69-
FITC、抗 -CD28-PE、抗 -CD40-FITC、抗 -CD40L-
PE、 抗 -CD152-PE、 抗 -PD-1-FITC、 抗 -CD38-
FITC 和抗 -CD25-PE 均购自 BD 公司。

三、方法

1. 建立小鼠急性肺损伤模型：根据 Chen 等
[5]

报道的方法采用小鼠腹腔注射 LPS（10 mg/kg）建

立小鼠肺损伤模型。对照组小鼠腹腔注射等体积生

理盐水。

2. 制备小鼠肺组织单细胞悬液：分别于腹腔注

射生理盐水和脂多糖后 3 h 处死小鼠，经心脏左心

室推入生理水 10 ml，使生理盐水代替小鼠体循环

及肺循环血液。取双侧肺组织，用流式细胞染色液

2 ml，在 Cell Strainer（BD 公司）中将其研磨、过

滤制备成单细胞悬液。

3. 流式细胞染色：将两组小鼠肺组织单细胞

表 1  多种共刺激分子在 CD4+ T 细胞表达的平均荧光强度（ x ± s）

组别 例数 PD-1（MFI） CTLA-4（MFI） CD40（MFI） CD40L（MFI）
对照组 4 73.90 ± 13.51 189.60 ± 53.53 47.48 ± 5.78 104.70 ± 7.44
ALI 组 4 140.30 ± 11.27 600.80 ± 68.56 115.60 ± 15.81 322.00 ± 60.43

t 3.7700 4.7270 4.0450 3.5690
P 0.0093 0.0032 0.0068 0.0118

表 2  多种共刺激分子在 CD8+ T 细胞表达的平均荧光强度（ x  ± s）

组别 例数 PD-1（MFI） CTLA-4（MFI） CD40（MFI） CD40L（MFI）
对照组 4   80.48 ± 16.27 169.41 ± 40.00   70.00 ± 11.42 115.40 ± 6.98
ALI 组 4 138.00 ± 11.17 363.00 ± 38.89 144.81 ± 14.10   218.00 ± 40.27

t 2.9150 3.3710 4.1200 2.5110
P 0.0268 0.0119 0.0062 0.0458

表 3  多种活化标志分子在 CD4+ T 细胞表达的平均荧光强度（ x ± s）

组别 例数 CD28（MFI） CD25（MFI） CD69（MFI） CD38（MFI）
对照组 4 315.50 ± 8.49 7.49 ± 2.27 149.71 ± 34.88 62.25 ± 1.44
ALI 组 4 298.50 ± 4.44 5.97 ± 1.73 848.30 ± 95.57 75.90 ± 2.98

t 1.7740 0.5323 6.8670 4.1150
P 0.1624 0.6136 0.0005 0.0063

 
表 4  多种活化标志分子在 CD8+ T 细胞表达的平均荧光强度（ x ± s）

组别 例数 CD28（MFI） CD25（MFI） CD69（MFI） CD38（MFI）
对照组 4 141.80 ± 4.27 5.36 ± 1.56 128.90 ± 20.90 66.65 ± 3.19
ALI 组 4 113.30 ± 4.69 4.85 ± 1.14 606.00 ± 95.54 69.38 ± 2.86

t 4.4900 0.2657 4.8780 0.6353
P 0.0041 0.7994 0.0028 0.5487
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悬液定容至 1 ml，取 200 µl 进行流式细胞染色

15 min，流式染色液清洗后利用 FACS Aria Ⅱ流

式细胞仪进行检测。数据分析采用 FlowJo 7.6.1 软

件，分析方法为：通过抗 -CD4-BV421 和抗 -CD8-
CF-594 分出 CD4+

和 CD8+T 细胞，通过抗 -CD69-
FITC、抗 -CD28-PE、抗 -CD40-FITC、抗 -CD40L-
PE、 抗 -CD152-PE、 抗 -PD-1-FITC、 抗 -CD38-
FITC 和抗 -CD25-PE 检测 CD4+

和 CD8+ T 细胞活

化及共刺激分子的表达。

四、统计学处理

采用 GraphPad Prism V 5.01 软件系统对数据进

行统计分析。各组数据行正态性检验，正态性数据

用 ± s 表示，两组间比较采用独立样本 t 检验。以 P 
＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

                        
结    果

一、LPS 刺激导致多种共刺激分子在小鼠肺组

织 T 淋巴细胞表达升高

为了研究 LPS 刺激对小鼠肺部 T 细胞功能的影

响，采用流式细胞术对共刺激分子 PD-1、CD40L/
CD40 和 CTLA-4 在正常对照组与 LPS 组小鼠肺组织

CD4+ 和 CD8+T 细胞的表达情况进行检测。结果显示：

与对照组相比，共刺激分子 PD-1、CD40/CD40L 以及

CTLA-4 在 CD4+ T 细胞表达的平均荧光强度均显著

升高（P ＜ 0.05）；在 CD8+ T 细胞表达的平均荧

光强度同样显著高于正常对照组在（P ＜ 0.05），

表 1 ～ 2。提示 LPS 刺激能够导致多种共刺激分子

在小鼠肺组织表达升高。

二、LPS 刺激导致多种活化分子在小鼠肺组织

T 淋巴细胞的表达升高

为了进一步研究 LPS 刺激对小鼠肺组织 T 细

胞活化状态的的影响，我们同样采用流式细胞术对

活化分子 CD69、CD38、CD28 及 CD25 在对照组

和 LPS 组小鼠肺组织 T 细胞的表达情况进行检测。

结果发现，与对照组相比，LPS 刺激导致

CD69 在肺组织 CD4+ 和 CD8+ T 淋巴细胞表达的

平均荧光强度均显著升高（P ＜ 0.05），见图 1；
CD38 在 CD4+T 淋巴细胞表达的平均荧光强度显著

升高（P ＜ 0.001），但其在 CD8+ T 细胞的升高无

统计学差异。与对照组相比，CD25 在 LPS 组肺组

织 CD4+ 和 CD8+ T 细胞表达的平均荧光强度无显著

性变化；CD28 在 CD8+ T 细胞的表达显著水平降低

（P ＜ 0.001），表 3 ～ 4。提示 LPS 刺激能够导

致小鼠肺组织 T 细胞活化程度升高。

讨    论

急性肺损伤时，中性粒细胞在肺组织中大量聚

集被认为是导致 ALI 发生的关键因素
[3, 6]

。本研究发

注：A：活化分子CD69在对照组和LPS腹腔注射组小鼠肺组织CD4+和CD8+ T细胞表达情况。B：活化分子CD25在对照组和LPS腹腔注射组

小鼠肺组织CD4+和CD8+ T细胞表达情况。C：活化分子CD38在对照组和LPS腹腔注射组小鼠肺组织CD4+和CD8+ T细胞表达情况。D：共刺激分

子CD28在对照组和LPS腹腔注射组小鼠肺组织CD4+和CD8+ T细胞表达情况。ISO：同型对照，NS：生理盐水，LPS：脂多糖（每组小鼠n = 4） 
图1  不同组别CD4+和CD8+ T淋巴细胞CD69、CD28、CD38及CD25的表达流式图
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现，在 LPS 所致脓毒症诱导的 ALI 模型中，抑制性

共刺激分子 CD40/CD40L、PD-1 及 CTLA-4，在肺

CD4+ T 和 CD8+ T 细胞的表达趋势具有一致性，均

显著升高（P ＜ 0.05），但协同共刺激分子 CD28
表达下调。本研究还发现活化标志分子 CD69、
CD25 和 CD38 在肺 CD4+ T、CD8+ T 细胞的表达趋

势不一致，即早期活化分子 CD69 在肺 T 淋巴细胞

的表达显著升高，而晚期活化分子 CD25 和 CD38
表达不升高。

CD40/CD40L、PD-1（programmed death-1）
/PD-L1（ l igand for PD-1） /PD-L2、CTLA-4/
CD80/86 和 HVEM/BTLA/CD160 等

[7-9]
是目前已经

被证实的抑制性共刺激分子。肿瘤坏死因子家族成

员 CD40L，与巨噬细胞表面的受体 CD40 相互作

用，抑制 IL-1β 的剪切、成熟，降低 IL-1β 分泌，

进而调控天然免疫反应
[10]
。程序性细胞死亡受体 1

（PD-1）与配体 PD-L1 结合后，可以阻滞细胞周

期，抑制 CD4+ T 和 CD8+ T 细胞的增殖并诱导 T 细

胞的无功能或耗竭
[7-8]

。CTLA-4 与配体结合后直接

抑制 AKT 活化，与 PD-1 具有相似的抑制功能。本

研究发现，抑制性共刺激分子 CD40/CD40L、PD-1
及 CTLA-4 在 CD4+ T 和 CD8+ T 淋巴细胞的表达均

显著升高。故推测，在 LPS 所致脓毒症诱导的急性

肺损伤模型中，肺组织 T 淋巴细胞可能通过其表面

配体与天然免疫细胞表面受体结合，激活抑制性信

号，减少多种炎症细胞因子的释放，调控天然免疫

炎症反应，进而达到缓解急性肺损伤的作用。

CD69 是 C- 型凝集素受体家族成员，是 T 淋巴

细胞激活后最早表达的表面抗原，其在受到 PMA、

LPS 及 C- 反应蛋白等刺激物刺激时表达水平显著

升高
[11]
，类似的蛋白还包括 IL-2 受体 CD25[12]

。

CD38 作为一种Ⅱ型跨膜糖蛋白，是一种经典的活

化标志分子，表达上调提示细胞处于活化状态。与

CD69 不同，CD38 和 CD25 主要表达在处于较晚活

化时期的 T 淋巴细胞。LPS 刺激导致 CD69 在小鼠

肺组织 CD4+ T 和 CD8+ T 淋巴细胞的表达水平显著

升高，提示 LPS 诱导的小鼠肺急性损伤导致肺组织

的 T 淋巴细胞大量活化，且以早期活化为主。

CD28 分子是迄今为止所发现的能促使 T 淋

巴细胞活化最重要的共刺激分子，表达于静止的

CD4+ T 和 CD8+ T 淋巴细胞，与配体 B7 的结合对

免疫应答的启动，维持和下调都有重要作用
[14]
。

本研究发现，LPS 刺激后，CD28 在小鼠肺 T 细胞

表达下调。与对照组相比，ALI 组肺 CD8+T 淋巴

细胞的 CD28 表达下调具有显著统计学意义（P ＜ 

0.01）。有研究报道，PD-1 能够干扰 CD28 信号通

路下游分子 PI3K 活化，进一步抑制 AKT 的磷酸

化，最终导致 IL-2 生成减少，抑制 T 细胞增殖并

诱导 T 细胞无功能或耗竭。CTLA-4 与配体结合后

直接抑制 AKT 活化，与 PD-1 具有相似的抑制功能，

但这种抑制作用较弱。CD28 表达下调可能是因为

PD-1，CTLA-4 等抑制性共刺激分子的表达竞争性

升高导致
[15-16]

。

本研究中，T 淋巴细胞在肺组织的大量早期活

化及抑制性共刺激分子的过度表达，提示 T 淋巴细

胞在 LPS 诱导的 ALI 可能具有重要的作用。
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