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·基础论著·

小鼠脓毒症模型外周血和肺组织原位中性粒细胞

胞外诱捕网的检测
张玥  韩俊燕  李国力  贾蓓  曾辉  朱鏐娈

【摘要】目的  本研究旨在通过体内和体外实验建立在小鼠脓毒症模型中检测中性粒细胞胞外诱

捕网（NETs）的方法，并初步探讨其与脓毒症肺组织损伤的相关性。方法  采用盲肠结扎穿孔手术建

立脓毒症小鼠模型，以假手术小鼠作为对照组。术后7 d，采用PicoGreen®
染料定量检测小鼠血浆游

离DNA，采用髓过氧化物酶（MPO）-DNA ELISA检测小鼠外周NETs复合物的形成，反映NETs生成

量。对脓毒症小鼠的肺组织进行病理分析，反映肺组织损伤情况。采用免疫荧光染色法对肺组织原位

的NETs形成情况进行鉴定。结果  与对照组相比，脓毒症小鼠血浆中游离DNA含量（1 650 ng/ml）
显著升高（t = 21.91，P = 0.0021）。MPO-DNA复合物水平（4.85倍）也显著升高（t = 15.40，P = 
0.0042）。脓毒症小鼠的肺组织可见明显损伤，免疫荧光检测显示脓毒症小鼠肺部的NETs形成增加。

结论  在小鼠中建立了稳定的NETs形成情况鉴定方法，且肺部NETs形成增加是脓毒症模型小鼠肺组织

损伤的原因之一。
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【Abstract】Objective  To detect the neutrophil extracellular traps (NETs) levels and to investigate 
the lung injury in sepsis mouse models and sham controls. Discuss the potential mechanisms of NETs on 
sepsis induced lung injury.  Methods The cell free DNA in the serum of sepsis mouse models and sham 
controls were detected with PicoGreen® dye for quantitative detection. The NETs compound content was 
detected by MPO-DNA ELISA. The injury of lung was determined by HE staining. The NETs formation in 
the lung of sepsis mouse models and sham controls were detected by immunofluorescence method.  Results  
Compare with the sham control, the content of cell free DNA in the serum of sepsis mouse models (1 650 ng/
ml) was significantly increased (t = 21.91，P = 0.0021). The content of MPO-DNA compound (4.85 folds)
was also significantly increased (t = 15.40，P = 0.0042). The lungs of sepsis mouse models were injured. 
Immunofluorescence showed that NETs in lungs of sepsis mouse models were significantly increased than 
sham operation controls.  Conclusions  Established stable methods to detect the NETs formation in mouse 
model. Excessive formation of NETs is one cause of lung injury in the sepsis mouse models.
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脓毒症是感染、创伤、大手术后和休克等常见的

并发症，是危重患者死亡的重要原因。肺脏是脓毒症

发生和发展过程中最早和最易受到损伤的器官
[1]
。既

往研究认为，过量产生的炎性因子是导致肺损伤的主
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要原因。然而，临床上单纯应用抗炎治疗有时并未起

到明显的治疗效果
[2]
，提示还存在其他引起肺损伤的

因素。

中性粒细胞是天然免疫系统的重要组成部

分。在病原体入侵时，中性粒细胞被迅速趋化募

集到感染部位，清除和杀伤病原体
[3]
。Brinkmann

等
[4]
于2004年首次提出，中性粒细胞形成胞外诱

捕网（neutrophil extracellular traps，NETs）是中

性粒细胞参与机体防御的新机制。NETs由解聚
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的染色质形成骨架结构和镶嵌于其中的髓过氧

化物酶（myeloperoxidase，MPO）和弹性蛋白酶

（neutrophil elastase，NE）等颗粒蛋白构成。然

而，尽管NETs具有重要的防御作用[5-6]；过量形成

的NETs一旦未被及时清除则会造成组织损伤[7]。本

研究通过脓毒症小鼠模型，对NETs的形成情况进行

定性和定量检测，探讨NETs形成水平与肺损伤的关

系。以期为脓毒症致肺损伤的治疗提供新的理论和

实验依据。

材料和方法

一、实验动物

本研究采用SPF级C57BL/6小鼠，雄性，鼠龄6
～8周，体重18～20 g，由中国医学科学院动物研究

所提供，动物许可证号SCXK（京）2014-0004。
二、主要材料和试剂

中性福尔马林固定液、苏木素、伊红染液购自

中山金桥有限公司；Quant-iTTM PicoGreen® dsDNA 
Reagent and Kits购自Life Technology公司；Cell 
Death ELISAPLUS Kit购自Roche公司；瓜氨酸化组蛋

白H3（CitH3）抗体（ab5103） 以及 Alex Fluor® 
488标记山羊抗兔抗体（ab150077）购自Abcam公

司；DAPI染液购自碧云天公司；防淬灭封片剂

（H-1000） 购自Vector labs公司。

三、方法

 1. 脓毒症动物模型的建立：参照 Rittirsch等[8]

报道的操作方法建立盲肠结扎穿孔（cecal ligation 
and puncture，CLP）脓毒症动物模型。采用戊巴比

妥钠腹腔注射麻醉，腹中线切口；用6/0号丝线结

扎在盲肠末端和近端的中点位置，用18号针头于盲

肠穿刺并挤出少量肠内容物以保持穿刺孔开放；将

盲肠还纳腹腔并逐层关腹，术后于皮下注射1 ml生
理盐水。假手术组（sham operation，Sham）小鼠

仅进行开腹和分离盲肠，作为对照组。

 2. 标本采集与处理：盲肠结扎穿孔造模7 d
后，摘眼球取血，留取血浆。立即打开胸腔，取左

肺固定于10%中性福尔马林。

 3. 肺组织病理学检测：固定后的肺组织梯度乙

醇脱水后石蜡包埋，制片（5 μm），采用苏木素-
伊红（haematoxylin and eosin，HE）染色法，高倍

光学显微镜下观察肺组织结构变化，并于图像采集

系统中随机选取10个视野图片观察结果。

 4. 检测血浆中游离DNA：采用Quant-iTTM 
PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits试剂盒检测细胞

上清中游离DNA含量。参考试剂盒说明书稀释标准

品储液和样品，按50 μl/孔加入到96孔板中，每孔

加入50 μl稀释的PicoGreen®
，标准品终浓度依次为

1 000、100、10和0 ng/ml。室温避光2～5 min。用

荧光读数仪检测信号强度，激发光480 nm，发射光

520 nm。为防止荧光淬灭尽快上机。

 5. 检测血浆中的MPO-DNA复合物：采用Cell 
Death ELISAPLUS Kit试剂和抗-MPO检测小鼠血浆总

的MPO-DNA复合物
[7]
。首先进行抗-MPO包被：96

孔板每孔加入50 μl、5 μg/ml（1︰500）抗小鼠MPO
抗体，4 ℃孵育过夜；包被液用0.05 mmol/L、pH 
9.6的碳酸盐缓冲液。其次参考试剂盒说明书的操作

步骤对捕获的MPO DNA复合物进行检测：300 μl洗
液洗3次，将20 μl样品加入到80 μl含有过氧化物酶

标记的抗-MPO（1︰25稀释）。室温孵育，300 r/min
震摇2 h。300 μl洗液洗3次，加入100 μl过氧化物酶底

物ABTS，室温避光孵育20 min，加入100 μl反应终

止液后测定波长为405 nm的吸光度值。血浆中NETs
的含量以样品孔与对照孔的吸光度的比值表示。

6. 免疫荧光染色检测肺组织形成的NETs：肺

组织石蜡切片脱蜡至水，pH9.0抗原修复液微波

修复。PBS洗3次后，5%小牛血清封闭1 h；以抗

-CitH3为一抗 （1︰300），4 ℃过夜孵育；PBS洗3
次，绿色荧光标记的二抗（1︰1000）室温孵育1 h，
PBS洗后，0.5 μg/ml DAPI复染5 min，PBS洗后防淬

灭封片，激光共聚焦荧光显微镜观察。

三、统计学处理

采用SPSS 13.0统计学软件进行分析。不同条件

下NETs含量采用配对样本t检验的方法进行统计学

分析，以α = 0.05为准，以P ＜ 0.05为差异具有统计

学意义。

结    果

一、肺组织病理学变化

光镜下观察，假手术组肺组织无明显的病理

学改变，肺泡腔清晰可见，未见炎性细胞浸润。而

CLP脓毒症模型组肺组织可见间质、肺泡水肿，并

有以中性粒细胞为主的炎性细胞浸润（图1）。

二、游离DNA检测法定量分析NETs含量

用PicoGreen®
荧光分光光度法测定标准品和细

胞上清中游离DNA含量，扣除背景后，绘制标准

曲线（图2A）。标准曲线呈良好的直线关系，R2
值

为0.9998。如图2B所示，与假手术组相比，脓毒症

组血浆中游离DNA含量显著增高（t = 21.91，P = 
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0.0021）。

三、MPO-DNA ELISA检测定量分析NETs含量

以DNA标准品绘制标准曲线，标准曲线呈良好

的直线关系（图3A），脓毒症组血浆中MPO DNA
复合物的含量显著高于假手术组（t = 15.40，P = 
0.0042）。

四、免疫荧光染色检测肺组织NETs形成情况

激光共聚焦显微镜观察抗-CitH3以及DAPI免疫

荧光染色的CLP模型组和假手术组小鼠肺组织切片

（图4）。CLP模型组肺组织原位荧光信号范围显

著增加，进一步证实了脓毒症小鼠肺组织的损伤情

况，而且原位形成的NETs数量增加。

讨    论

脓毒症可导致多脏器的损伤，其中，肺脏是

最易受损且受损程度较重的器官
[1]
。由于肺脏不仅

发挥气体交换的功能，还是通过各种途径入血的毒

性物质、炎性因子等经静脉回流后流经的首个重要

脏器。另外，肺脏的解剖结构与其他器官相比较脆

弱，肺循环压力低、流速慢，血液中的毒性物质与

肺内细胞的接触时间也较其他器官长。因此，肺脏

最易发生功能受损，并表现为急性肺损伤，病情如

果继续发展则会发生急性呼吸窘迫综合征，造成患

者死亡。从病理学变化来看，本研究用小鼠CLP模
型很好地模拟了腹膜炎感染引起的脓毒症导致的肺

损伤。肺间质水肿，并伴有中性粒细胞的浸润。

既往研究发现，中性粒细胞在组织中大量聚

集会造成组织损伤
[9]
。脓毒症致肺损伤模型中能够

检测到肺部中性粒细胞浸润显著增加
[10]

，中性粒细

胞在组织中的数量与肺损伤的严重程度呈正相关关

系
[11]
。然而，之前的研究多认为，中性粒细胞对组

织造成损伤是由于其脱颗粒释放的颗粒酶成分以及

注：与假手术组（Sham）相比，脓毒症组（CLP）小鼠血浆

NETs 相对含量升高，差异具有统计学意义（**P = 0.0042） 

图 3  MPO-DNA ELISA 法检测小鼠血浆中 NETs 相对含量

注：A：组织病理学分析可见与假手术组（Sham）相比；B：
脓毒症模型小鼠（CLP）肺病理损伤加重，肺泡壁毛细血管充血，

肺泡间质和肺泡腔水肿浸润中性粒细胞数目增多 

图 1  小鼠肺组织切片 HE 染色（100 ×）

注：A：标准曲线。其中小图表示 DNA 含量 0 ～ 100 ng/ml 部
分放大。B：与假手术组（Sham）相比，和脓毒症组（CLP）小鼠

血浆游离 DNA 含量增高，差异有统计学意义（**P = 0.0021） 

图 2  PicoGreen® 染料法检测小鼠血浆中游离 DNA 含量

注：假手术组（Sham）脓毒症组（CLP）小鼠肺组织 NET 免

疫荧光染色。蓝色：DAPI 染细胞核；绿色：抗 - 瓜氨酸化组蛋白

H3（CitH3）；Merge：DAPI 和 CitH3 染色叠加图片

图 4  组织免疫荧光染色法检测小鼠肺组织 NETs 形成情况

（100 ×）
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呼吸爆发作用造成肺血管内皮细胞和肺泡上皮细

胞的损伤，导致肺泡通透性增加，形成肺水肿。

近期研究发现，NETs除了具有防御病原体入侵的

作用外，在组织内含量增加也能够造成组织损伤。

中性粒细胞可以受多种因素刺激形成NETs，包括

细菌、病毒、细菌毒力因子LPS、抗菌药物佛波酯

（PMA）、汞化合物等
[4, 12]

。目前已发现，体内存

在感染病灶处会生成较多NETs，如肺炎链球菌感染

的小鼠肺泡、化脓性链球菌所致坏死性筋膜炎小鼠

皮肤感染部位均有NETs检出
[13]

。因此，推测NETs
在脓毒症引起的肺损伤中也起到一定的作用。

本课题组之前建立并优化了稳定的体外诱导人

外周血中性粒细胞NETs生成以及定性、定量检测

NETs的方法
[14]
。在临床应用中，本研究只能获得人

外周血的样本。然而，为了进一步研究NETs产生和

调控的具体机制，本研究以小鼠为模型，研究对象

可以不仅仅局限于外周血样本，还可以对骨髓来源

的粒细胞、NETs形成的组织进行体内研究。本研

究以脓毒症CLP小鼠为模型，以PicoGreen®
染料法

检测小鼠外周血中游离DNA的含量，同时以MPO-
DNA ELISA法检测小鼠外周血中MPO DNA复合物

的含量，反应小鼠血浆中NETs的含量
[7]
。实验结

果表明，与假手术组相比，脓毒症组小鼠血浆中

NETs的含量均显著升高。与肺组织病理学改变相

结合，可以看到在脓毒症小鼠中，肺组织的损伤程

度与血浆中NETs的含量具有一定的相关性。血液

循环中大量NETs的形成而不能及时清除是脓毒症相

关肺损伤的病因之一。如果本研究能对NETs的产生

有更深入的了解，明确其形成的分子机制及涉及的

下游信号途径，明确脓毒症时各种因素对NETs形成

的影响，将有利于针对NETs形成过量造成的组织损

伤进行治疗，对临床治疗提供一定的帮助。
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