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摘要　 目的　 探讨 Ｂ７ 家族新成员 Ｔ 细胞激活抑制物免疫球

蛋白可变区结构域（ＶＩＳＴＡ）在脓毒症小鼠淋巴细胞中的表

达变化及其可能的免疫调节作用。 方法　 采用流式细胞术

检测脓毒症小鼠外周血和脾脏 Ｔ 淋巴细胞中 ＶＩＳＴＡ 的表达

变化；给予脓毒症小鼠尾静脉注射抗 ＶＩＳＴＡ 抗体（ＭＨ５Ａ）或
同型对照抗体，观察小鼠生存期、外周血细胞因子、细菌负荷

和脾脏淋巴细胞凋亡的变化。 结果　 小鼠外周血和脾脏中

的 Ｔ 淋巴细胞上 ＶＩＳＴＡ 分子表达丰富，盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）
术后 ２４ ｈ 未见 ＶＩＳＴＡ 表达升高，差异无统计学意义（Ｐ ＞
０. ０５）；ＭＨ５Ａ 抗体可以改善脓毒症小鼠 ７ ｄ 生存期（８ ／ １２ 只

ｖｓ ２ ／ １２ 只， Ｐ ＝ ０. ０１），减少脾脏淋巴细胞的凋亡［（３０ １２３ ±
６ ４００） ｖｓ （４５ ４８２ ± ８ ６５２），Ｐ ＝ ０. ０３］，降低小鼠外周血和腹

腔细菌负荷，下调促炎性细胞因子肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素 ６（ＩＬ⁃６）、白细胞介素 １β（ＩＬ⁃１β）和干扰素⁃γ
（ＩＦＮ⁃γ）的表达，差异均有统计学意义（Ｐ 均 ＜ ０. ０５）。 结论

　 免疫检查点 ＶＩＳＴＡ 是调控脓毒症时淋巴细胞凋亡和炎症

反应的重要靶点，激活 ＶＩＳＴＡ 信号通路可能为脓毒症免疫

治疗提供新的方向。
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　 　 脓毒症是机体对感染的免疫反应失控引起的致

命性器官功能损害，是危重病患者死亡的重要原

因［１］。 流行病学研究［２］ 显示全球每年因脓毒症死

亡的病例达到 ６００ 万，严重脓毒症的病死率高达

２５％ ～３０％ 。 脓毒症早期机体在病原微生物和代谢

产物刺激下，产生大量的促炎性炎症因子和氧自由

基。 随着脏器保护和替代治疗技术的不断完善，脓

毒症患者多能度过过度炎症反应期，而进入长期的

免疫抑制状态［３］。 Ｖ 区 Ｉｇ 抑制子（Ｖ⁃ｄｏｍａｉｎ Ｉｇ ｓｕｐ⁃
ｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ＶＩＳＴＡ），也被称为程序性

死亡因子同源物（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ １ ｈｏｍｏｌｏｇ， ＰＤ⁃
１Ｈ），主要表达于 Ｔ 淋巴细胞、巨噬细胞和树突状细

胞表面。 既往研究［４］ 发现，ＶＩＳＴＡ 分子在抑制淋巴

细胞过度活化和维持免疫稳态的过程中发挥重要作

用。 该 文 拟 通 过 尾 静 脉 注 射 抗 ＶＩＳＴＡ 抗 体

（ＭＨ５Ａ），探讨在体激活 ＶＩＳＴＡ 信号通路对脓毒症

小鼠免疫功能的调节作用及治疗价值。

１　 材料与方法

１． １　 脓毒症小鼠模型建立 　 雄性 ８ ～ １２ 周龄的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠共 ８０ 只，体质量 ２０ ～ ３０ ｇ，由海军军

医大学实验动物中心提供。 小鼠适应性饲养 １ 周，
于术前 １２ ｈ 禁食，随机数字表法分为盲肠结扎穿孔

（ ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ， ＣＬＰ） 组 和 假 手 术

（Ｓｈａｍ）组。 经腹部正中切口暴露盲肠，沿距离远端

１ ｃｍ 处结扎，使用 １８Ｇ 穿刺针对穿盲端，轻轻挤出

少量肠道内容物，将盲肠还纳腹腔后间断缝合腹膜

和皮肤，皮下注射生理盐水 １ ｍｌ。 假手术组仅暴露

盲肠，不给予结扎或穿孔操作。 本实验中的动物处

理方法符合动物伦理学标准，经空军特色医学中心

伦理委员会审查批准。
１． ２ 　 主要试剂 　 别藻蓝蛋白 （ ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，
ＡＰＣ）标记的抗小鼠 ＣＤ４ 抗体， 异硫氰酸荧光素

（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ， ＦＩＴＣ）标记的抗小鼠 ＣＤ８
抗体，藻红蛋白（ ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ， ＰＥ）标记的抗小鼠

ＶＩＳＴＡ 抗体，抗 ＶＩＳＴＡ 激动型抗体（克隆号：ＭＨ５Ａ）
和同型对照抗体（克隆：ＨＴＫ８８８）均购自美国 Ｂｉｏ⁃
ｌｅｇｅｎｄ 公司。 小鼠细胞因子肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素 ６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕ⁃
ｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６）、ＩＬ⁃１β 和干扰素⁃γ（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ， ＩＦＮ⁃
γ）的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司。
脱氧核苷酸末端转移酶介导的 ｄＵＴＰ 缺口末端标记

（ＴＵＮＥＬ）检测试剂盒购自美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公司。
１． ３　 单克隆抗体注射治疗　 将 ＣＬＰ 小鼠随机分为
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抗体治疗组（ＭＨ５Ａ）和同型对照抗体组（ Ｉｓｏｔｙｐｅ），
每组 ８ 只，分别于 ＣＬＰ 术前 ２ ｈ 给予治疗组尾静脉

注射 １００ μｇ 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体，对照组 １００ μｇ 同型对

照抗体。
１． ４ 　 流式细胞术检测 Ｔ 淋巴细胞 ＶＩＳＴＡ 表达变

化　 收集 ＣＬＰ 或 Ｓｈａｍ 术后 ２４ ｈ 的外周血和脾脏，
研磨小鼠脾脏制备单细胞悬液，裂红液处理后离心

去上清液。 ＰＢＳ 重悬制备单细胞悬液，加入 ＡＰＣ 标

记的 ＣＤ４ 抗体，ＦＩＴＣ 标记的 ＣＤ８ 抗体和 ＰＥ 标记的

ＶＩＳＴＡ 抗体，避光孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤去上清液

后，上机检测。
１． ５　 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠外周血细胞因子表达　 收集

小鼠外周血离心取上清液，按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作步

骤逐步加样检测细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 和 ＩＦＮ⁃
γ 的表达。
１． ６　 小鼠腹腔和外周血细菌负荷测定　 收集小鼠

外周血稀释至 １０３ 或 １０５ 倍，制备 １００ μｌ 悬液；使用

２ ｍｌ 无菌 ＰＢＳ 灌洗小鼠腹腔，收集灌洗液稀释 １０５

或 １０７ 倍，制备悬液。 将稀释后的血和灌洗液均匀

涂抹至琼脂糖平板，于 ３７℃温箱孵育 ２４ ｈ 后计数菌

落形成单位（ＣＦＵ）。
１． ７　 ＴＵＮＥＬ染色检测脾脏细胞凋亡　 制备小鼠脾

脏石蜡切片，缓冲液孵育后，加入末端脱氧核苷酸转

移酶和 ｄＵＴＰ 地高辛染色。 ３７℃孵育 １ ｈ 后停止反

应。 清洗切片，然后加入抗地高辛过氧化物酶溶液。
切片用 ＤＡＢ ／ Ｈ２Ｏ２ 染色，双苯甲酰胺反染。 高倍显微

镜下计数 １０ 个视野中染色阳性的细胞平均数。
１． ８　 小鼠 ７ ｄ 生存期观察　 将小鼠随机分为 Ｓｈａｍ
组、ＣＬＰ 组、ＣＬＰ ＋抗 ＶＩＳＴＡ 抗体组和 ＣＬＰ ＋ 对照抗

体组，每组 １２ 只。 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体组给予抗 ＶＩＳＴＡ
抗体 １００ μｇ，对照抗体组给予同型对照抗体 １００
μｇ，其余组别给予 １００ μｌ 生理盐水，观察术后 ７ ｄ 各

组小鼠的生存期。
１． ９　 统计学处理　 计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，组间比

较采用单因素方差分析或 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 检验，多重比

较采用 Ｔｕｋｅｙ 后检验进行校正。 生存期的组间比较采

用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验。 统计学分析均采用 Ｐｒｉｓｍ６. ０（Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ），以 Ｐ ＜０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 脓毒症小鼠淋巴细胞 ＶＩＳＴＡ 表达变化　 如图

１ 和表 １ 所示，ｓｈａｍ 和 ＣＬＰ 组小鼠外周血和脾脏中

ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞或 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞均表达丰富的 ＶＩＳＴＡ
分子，但各组间 ＶＩＳＴＡ 平均荧光强度（ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓ⁃

图 １　 脓毒症小鼠外周血和脾脏 Ｔ 淋巴细胞 ＶＩＳＴＡ 表达变化

ＭＦＩ：平均荧光强度

表 １　 脓毒症小鼠外周血和脾脏 Ｔ 淋巴细胞 ＶＩＳＴＡ 表达变化（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６ ～ ８）

项目
外周血（ＭＦＩ）

Ｓｈａｍ 组 ＣＬＰ 组 ｔ 值 Ｐ 值

脾脏（ＭＦＩ）
Ｓｈａｍ 组 ＣＬＰ 组 ｔ 值 Ｐ 值

ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞 ７２． ３ ± １１． ６ ７５． ２ ± １４． ２ ０． ３５ ０． ７３ １５２． ６ ± ２２． ５ １５９． ２ ± ２５． ６ ０． ４３ ０． ６８
ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞 ６５． １ ± １０． ４ ６０． ２ ± １４． ５ ０． ６１ ０． ５６ ６６． ７ ± １２． ４ ６３． ８ ± ９． ８ ０． ４１ ０． ６９
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ｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）比较差异均无统计学意义。
２． ２　 ＭＨ５Ａ 抗体治疗可以显著降低脓毒症小鼠的

死亡率　 分别于术前 ２ ｈ 在体给予抗 ＶＩＳＴＡ 抗体或

同型对照抗体，观察各组小鼠的 ７ ｄ 生存期，结果显

示：ＣＬＰ 组为 １６. ７％ （２ ／ １２），ＣＬＰ ＋ 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体

组 ６６. ７％ （８ ／ １２），组间差异有统计学意义 （ Ｐ ＝
０. ０１）。 见图 ２。

图 ２　 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体改善脓毒症小鼠 ７ ｄ 生存期

与 ＣＬＰ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体抑制促炎性反应，并降低细菌

负荷　 如表 ２ 所示，与 ＣＬＰ 组相比，抗体治疗组促

炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 和 ＩＦＮ⁃γ 的表达

水平降低，差异有统计学意义；同时，外周血和腹腔

灌洗液培养后细菌集落的数量减少，提示抗体治疗

组小鼠的细菌清除能力改善。
２． ４　 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体减少脓毒症小鼠脾脏淋巴细胞

凋亡　 ＴＵＮＥＬ 染色显示，ＣＬＰ 术后 ２４ ｈ 小鼠脾脏中

的凋亡细胞数增加（图 ３），差异有统计学意义。 与

对照组相比，抗 ＶＩＳＴＡ 抗体治疗后脾脏中的细胞凋

亡数量减少，差异有统计学意义（３０ １２３ ± ６ ４００ ｖｓ
４５ ４８２ ± ８ ６５２，Ｐ ＝ ０. ０３），提示抗 ＶＩＳＴＡ 抗体可以

抑制淋巴细胞的凋亡。

３　 讨论

随着脓毒症病理生理机制研究的不断深入，调
控免疫炎症紊乱已经成为治疗脓毒症的新方向。 既

往研究［５］证实，脓毒症时淋巴细胞的数量、功能和

表型均发生显著变化，且与患者的病情严重程度和

预后密切相关。 免疫检查点分子是调节淋巴细胞的

功能的重要靶点，阻断程序性死亡分子（ＰＤ⁃１） ／程
序性死亡分子受体配体（ＰＤ⁃Ｌ１）或细胞毒性 Ｔ 细胞

相关抗原（ＣＴＬＡ⁃４）都可以改善淋巴细胞的功能，对
脓毒症小鼠发挥保护作用［６ － ８］。 本文通过在体给予

ＭＨ５Ａ 抗体显示，调控 ＶＩＳＴＡ 通路可以减少淋巴细

胞的凋亡，抑制机体炎症反应，改善细菌清除能力，
从而改善脓毒症小鼠生存期。

多项尸检研究［９］显示，在脓毒症死者的诸多脏

器中观察到免疫细胞如 Ｔ 细胞、树突状细胞和 Ｂ 细

胞的大量凋亡，且免疫细胞中的免疫检查点分子表

达上调。 与其他 Ｂ７ 家族的检查点分子不同，ＶＩＳＴＡ
在对照组小鼠淋巴细胞中表达丰富，而 ＣＬＰ 术后 ２４
ｈ 未见显著的升高，提示 ＶＩＳＴＡ 信号通路在免疫炎

症反应的启动阶段即可发挥明显的调节作用。

表 ２　 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体降低脓毒症小鼠外周血细胞因子和细菌负荷（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６ ～ ８）

项目 Ｓｈａｍ 组 ＣＬＰ 组 ＣＬＰ ＋ 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体组 ＣＬＰ ＋ Ｉｓｏｔｙｐｅ 组 ｑ 值 Ｐ 值

ＴＮＦ⁃α（ｎｇ ／ Ｌ） ７２． ０ ± ６． ４ ３６１． ２ ± １４９． ４ １０６． ５ ± １４． ４∗ ３３０． １ ± １０２． ３ ６． ６ ０． ００１ ５
ＩＬ⁃１β（ｎｇ ／ Ｌ） １２． ４ ± ２． ２ １１０． ２ ± １９． ５ ５３． ５ ± １２． ６∗ １０２． ４ ± １５． ８ ９． ０ ＜ ０． ０００ １
ＩＬ⁃６（ｎｇ ／ Ｌ） １５． ２ ± ２． ２ １１５． ４ ± ２２． ５ ４３． ２ ± １２． ６∗ １１０． １ ± ３２． １ ７． ８ ０． ０００ ２
ＩＦＮ⁃γ（ｎｇ ／ Ｌ） １２． ３ ± ２． ５ ５５． ２ ± １４． ８ ２６． ５ ± ４． ２∗ ５２． １ ± １１． ２ ６． ７ ０． ００１ ２
外周血 ＣＦＵ（１０３ ／ ｍｌ） ０ ５２． ２ ± ２１． ０ ２１． ５ ± ８． ３∗ ４８． ２ ± １５． １ ５． １ ０． ０１
灌洗液 ＣＦＵ（１０６ ／ ｍｌ） ０ ６０． ２ ± ２１． ５ １８． ６ ± ８． ３∗ ５４． ２ ± １３． ０ ７． ２ ０． ０００ ５

　 　 与 ＣＬＰ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体抑制脓毒症小鼠脾脏淋巴细胞凋亡　 ＴＵＮＥＬ 染色 × ４００

ａ：Ｓｈａｍ 组； ｂ：ＣＬＰ 组； ｃ：ＣＬＰ ＋ 抗 ＶＩＳＴＡ 抗体组； ｄ：ＣＬＰ ＋ Ｉｓｏｔｙｐｅ 组； 与 ＣＬＰ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［４］发现，在未活化的淋巴细胞中加入重组

ＶＩＳＴＡ Ｉｇ 分子片段，对淋巴细胞的凋亡没有显著影

响。 课题组在本研究中观察到激活 ＶＩＳＴＡ 信号通

路可以减少 ＣＬＰ 小鼠脾脏淋巴细胞的凋亡，但在假

手术组给予 ＭＨ５Ａ 抗体对细胞凋亡并无显著影响

（结果未报道），提示 ＶＩＳＴＡ 对淋巴细胞凋亡的调节

作用与细胞自身的活化状态可能相关。 ＭＨ５Ａ 抗体

减少淋巴细胞凋亡可能还受到其他因素的间接影

响，如促炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃α 的分泌减少和细菌负

荷的降低。
脓毒症早期过度的炎症反应是导致免疫细胞凋

亡和重要脏器直接损害的关键因素。 本研究观察到

ＭＨ５Ａ 抗体可以显著降低促炎性细胞因子的产生，
其可能的机制包括以下 ３ 个方面：① 淋巴细胞细胞

因子分泌减少。 大量研究［４，１０ － １２］ 证实，ＶＩＳＴＡ 是负

性调控 Ｔ 淋巴细胞免疫反应的靶点，利用重组 ＶＩＳ⁃
ＴＡ Ｉｇ 分子片段或激活型抗 ＶＩＳＴＡ 抗体活化信号通

路可以负性调节淋巴细胞的功能，抑制细胞因子如

ＩＬ⁃２ 和 ＩＦＮ⁃γ 的产生。 而 ＩＬ⁃２ 和 ＩＦＮ⁃γ 等细胞因子

在单核巨噬细胞过度活化的过程中均发挥一定作

用，切断 Ｔ 细胞来源细胞因子的产生可以间接抑制

单核巨噬细胞的活化，降低全身的炎症反应。 ②
ＶＩＳＴＡ 对髓样细胞的直接作用。 ＶＩＳＴＡ 可以同时表

达于淋巴细胞和髓样细胞，发挥受体和配体的双重

作用，但 ＶＩＳＴＡ 对髓样细胞的调节作用目前研究结

论尚不一致。 Ｂｈａｒａｊ ｅｔ ａｌ［１３］ 在 ＨＩＶ 感染的患者中

研究发现，单核细胞过表达 ＶＩＳＴＡ 后可以自发性分

泌促炎性细胞因子如 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β。
不同的是，Ｈａｎ ｅｔ ａｌ［１４］ 发现，与淋巴细胞的调节作

用相似，ＶＩＳＴＡ 也可以负性调节中性粒细胞和浆细

胞样 ＤＣ 分泌细胞因子的功能。 ＶＩＳＴＡ 分子对髓样

细胞功能的调节作用和机制尚需进一步研究证实。
③细菌负荷的降低。 细菌负荷和机体炎症反应的程

度可以互为因果，当细菌负荷降低时，病原微生物和

代谢产物对免疫细胞的刺激减少，细胞因子的产生

随之减少。 理论上，ＶＩＳＴＡ 抑制淋巴细胞的凋亡可

以保护获得性免疫反应的能力，促进细菌的清除，降
低全身和局部的细菌负荷。

综上，本研究显示免疫检查点 ＶＩＳＴＡ 分子是调

节脓毒症免疫炎症反应的重要靶点，ＭＨ５Ａ 抗体可

以阻断淋巴细胞凋亡途径，抑制炎症因子，降低细菌

负荷，从而对脓毒症小鼠发挥重要保护作用。 但本

研究仅从在体研究着手，存在不足之处，后续研究将

进一步阐明 ＶＩＳＴＡ 对纯化的淋巴细胞亚群和单核

巨噬细胞的调节作用，为脓毒症免疫紊乱的机制研

究提供借鉴，并为脓毒症的免疫调节治疗提供理论

依据。
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