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ＧＰＲ１０８缺失对脂多糖诱发脓毒症小鼠的炎症反应
张银涛１，杨　萍１，臧丹丹２，涂珍珍３，徐如月１，周海胜１，２

（安徽医科大学１生物化学教研室、２科研实验中心、３临床免疫研究所，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探究Ｇ蛋白偶联受体１０８（ＧＰＲ１０８）的缺失对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的脓毒症小鼠所产生全身性炎症反应的影响。
方法　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和ＧＰＲ１０８基因敲除鼠随机分为４组：ＷＴ组、ＷＴ-ＬＰＳ组、ＫＯ组、ＫＯ-ＬＰＳ组。观察不同组小鼠的生
理特征，肝脏、肺组织的形态变化。提取骨髓来源的巨噬细胞流式检测其Ｍ１极化情况，同时检测其肝脏、肺组织、巨噬细胞及
血清的白细胞介素－６（ＩＬ-６）的表达水平。结果　ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠肝脏、肺组织损伤表现明显，ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠较ＷＴ-ＬＰＳ组小
鼠骨髓源性巨噬细胞向Ｍ１极化的数量明显多；同时，ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠在组织水平、细胞水平、血清水平检测ＩＬ-６的表达均明显
高于 ＷＴ-ＬＰＳ组小鼠（Ｐ＜０.０５）。结论　在 ＬＰＳ诱导的脓毒症小鼠全身性炎症感染时，ＧＰＲ１０８缺失加重全身炎症反应。
ＧＰＲ１０８对ＬＰＳ诱导的脓毒症小鼠的炎症反应具有抑制作用。
关键词　脓毒症；Ｇ蛋白偶联受体１０８；巨噬细胞；脂多糖；白细胞介素－６
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　　脓毒症是由宿主感染反应失调引发的全身炎症
反应性综合征，是烧伤、创伤以及外科手术常见的并

发症，脓毒症常伴发多器官功能损伤，其中，肺及肝

脏是脓毒症病情发展过程中最容易发生损伤的器

官［１］。宿主反应失调在脓毒症的发展中尤为重要，

其中免疫细胞的重塑起着重要作用。当发生脓毒症

感染，机体表现出促炎宿主反应，Ｍ１巨噬细胞的过
度活化，从而导致大量的白细胞介素-６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６，ＩＬ-６）、肿瘤坏死因子-α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α，
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ＴＮＦ-α）等细胞因子产生引发细胞因子风暴［２］。大

多数脓毒症是由革兰阴性细菌感染引起的，脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰阴性菌的细胞壁主
要成分，也是诱发脓毒症的主要内毒素。ＬＰＳ通过
活化Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ-ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４），诱发
机体产生包括ＩＬ-６、ＴＮＦ-α在内的多种细胞因子，从
而发生炎症反应，并导致肝脏、肺脏等多器官的损

伤。有研究［３］显示人体对于 ＬＰＳ反应的差异性与
ＴＬＲ４的突变有关。Ｇ蛋白偶联受体１０８（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ-
ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１０８，ＧＰＲ１０８）是 Ｇ蛋白偶联受体
超家族成员，最初在人肺组织中获得 ｃＤＮＡ序［４］。

前期研究［５］表明，ＧＰＲ１０８是 ＴＬＲｓ的负性调控分
子，在参与ＴＬＲ介导的免疫应答保持平衡状态具有
重要的作用。其调控的分子机制是抑制核因子 κｂ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ-κ-ｇｅｎｅｂｉｎｄｉｎｇ，ＮＦ-κＢ）信号通路及
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其下游的炎症因子 ＩＬ-６的表达和分泌。为了探讨
ＧＰＲ１０８在脓毒症中的作用，该研究拟利用 ＬＰＳ诱
发脓毒症，观察 ＧＰＲ１０８缺失对脓毒症小鼠发生全
身性炎症反应的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　８周正常 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，
ＷＴ）以及 Ｇｐｒ１０８敲除鼠（ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＫＯ）体质量约
为２０ｇ，均由本课题组繁殖，饲养于 ＳＰＦ级动物房，
饲养环境维持在２３～２５℃内，湿度６５％，１２ｈ明暗
交替，自由饮食和进水。

１．１．２　抗体及主要试剂　免疫组化试剂购自北京
中杉金桥生物公司（ＰＶ-９０００）；小鼠血清炎症因子
检测试剂盒 ＬＥＧＥＮＤｐｌｅｘ购自深圳达科为生物公
司；抗兔ＩＬ-６抗体购自杭州华安生物；巨噬细胞集
落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｉｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，Ｍ-
ＣＳＦ）购自苏州近岸蛋白；ＬＰＳ购自美国 ＭｅｄＣｈｅ-
ｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；ＦＩＴＣ-ＣＤ１１ｂ抗体购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ-
ｇｅｎ公司；ＰＥ-Ｆ４／８０抗体、ＢＢ７００-ＣＤ８６均购自美国
ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＨＲＰ标记的抗兔ＩｇＧ购自美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。ＰＣＲ引物由北京擎
科生物科技有限公司合成，其序列为：Ｇｐｒ１０８ＫＯ
（Ｆ）： ５′-ＡＴＴＧＴＡＣＣＡＣＡＡＧＡＧＧＣＴＧＡＡＣＴＧ-３′，
Ｇｐｒ１０８ＫＯ（Ｒ）： ５′-ＧＧＡＴＧＧＧＴＧＡＡＡＡＧＴＣＧＧＴ-
ＴＡＴＣＡ-３′；Ｇｐｒ１０８ＷＴ（Ｆ）：５′-ＴＧＡＧＡＴＴＧＧＧＡＧ-
ＧＡＧＴＴＴＧＧ-３′，Ｇｐｒ１０８ＷＴ（Ｒ）：５′-ＧＧＡＴＧＡＡＧＴ-
ＣＡＧＧＣＴＣＣＧＴＣ-３′。
１．２　方法
１．２．１　Ｇｐｒ１０８敲除小鼠的基因型鉴定　剪取小鼠
鼠尾，剪碎，鼠尾抽提液抽提，使用氯仿、异丙醇离心

以提取鼠尾基因组 ＤＮＡ，加入缓冲液溶解 ＤＮＡ，逆
转录ＰＣＲ，琼脂糖凝胶鉴定小鼠ＤＮＡ基因型。
１．２．２　ＬＰＳ诱导脓毒症小鼠模型建立　选取雄性８
周龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠野生型和 Ｇｐｒ１０８敲除型各 ６
只，将小鼠分为野生型假手术组（ＷＴ组）、野生型实
验组（ＷＴ-ＬＰＳ组）、Ｇｐｒ１０８敲除型假手术组（ＫＯ
组）和 Ｇｐｒ１０８敲除型实验组（ＫＯ-ＬＰＳ组）各３只。
其中，实验组小鼠造模前禁食 １２ｈ后，腹腔注射
ＬＰＳ１０ｍｇ／ｋｇ，假手术组注射等量生理盐水。注射
２４ｈ之后，对所有小鼠进行眼球取血，并处死小鼠
收集肺、肝脏，一半用于固定切片做苏木精－伊红染
色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ-ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）以及免疫组化，
一半用于组织研磨，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，并提取小鼠

骨髓巨噬细胞用于流式检测和蛋白提取。本实验过

程中对动物的处理方法符合动物伦理学标准，动物

伦理编号为：安徽医科大学ＬＬＳＣ２０２００００７。
１．２．３　ＨＥ染色　４％多聚甲醛固定肺和肝脏组
织，脱水，石蜡包埋并切片，二甲苯及乙醇脱水，然后

对切片使用苏木精染核，伊红染料染细胞质，之后通

过光学显微镜观察组织的病理变化情况。

１．２．４　免疫组化　４％多聚甲醛固定肺和肝脏组
织，脱水，石蜡包埋并切片，二甲苯及乙醇脱水，抗原

修复，室温阻断１ｈ，封闭４０ｍｉｎ，４℃孵育一抗过
夜，次日恢复室温，反应增强，室温孵育二抗１ｈ，显
色，苏木精染核，光学显微镜下观察炎症因子表达情

况。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　称量等量的肺和肝脏组织，加
入裂解液研磨组织蛋白；细胞直接加入裂解液冰上

裂解，全都加入蛋白上样缓冲液，变性，上样聚丙烯

酰胺凝胶电泳，采用半干转膜法转膜，５％脱脂牛奶
室温封闭，２ｈ后孵育一抗 ＩＬ-６（１∶１０００稀释），４
℃冰箱中孵育过夜，次日孵育二抗ＨＲＰ标记的抗兔
ＩｇＧ（１∶５０００稀释），室温孵育１ｈ，凝胶成像仪成
像。

１．２．６　骨髓来源巨噬细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＢＭＤＭ）的分离、培养和分化　将实验
小鼠大腿骨转移至超净工作台，确保整个过程无菌

操作，置于磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）中，剔除骨骼上的剩余组织。用５ｍｌ无菌注射
器针头插入股骨中，用无菌 ＰＢＳ缓冲液吹出所有骨
髓并将细胞吹散，通过１００μｍ的细胞过滤器过滤
到离心管中，离心，重悬在５００μｌ的红细胞裂解缓
冲液中，置于冰上５ｍｉｎ，加入５００μｌ的 ＰＢＳ，离心，
去除上清液，用含２０％胎牛血清、１％青、链霉素和
２０ｎｇ／ｍｌＭ-ＣＳＦ的高糖ＤＭＥＭ完全培养基重悬，培
养于５％ ＣＯ２的３７℃恒温培养箱中，３ｄ后，更换一
半新鲜的分化培养基。细胞培养６～７ｄ后，完全分
化为巨噬细胞。

１．２．７　流式细胞分析技术　流式细胞分析技术检
测Ｍ１型 ＢＭＤＭ：收集原代培养细胞，离心，ＰＢＳ洗
涤１次，再用１００μｌ含有２％ ＦＢＳ的ＰＢＳ缓冲液重
悬，添加Ｆ４／８０、ＣＤ１１ｂ抗体标记ＢＭＤＭ，ＣＤ８６抗体
标记Ｍ１极化 ＢＭＤＭ，避光孵育，离心，用 ２％ ＦＢＳ
的ＰＢＳ缓冲液重悬，流式分析仪上机检测。流式细
胞分析技术检测血清炎症因子：小鼠眼球取血，离心

收取上清液，使用 ａｓｓａｙｂｕｆｆｅｒ稀释，制备标准品孔
做标准曲线，样本孔检测代用，各孔混合ｂｅａｄｓ，室温
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避光震荡孵育２ｈ，使用 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ洗涤离心弃上
清液，加入检测抗体，室温避光震荡孵育１ｈ，加入
ＳＡ-ＰＥ室温避光震荡孵育３０ｍｉｎ，用ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ洗
涤并重悬至流式管中，流式细胞仪进行分析。

１．３　统计学处理　实验数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
９.０软件进行分析。结果以 �ｘ±ｓ表示，采用独立样
本ｔ检验和单因素方差分析进行统计学分析，以 Ｐ
＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｇｐｒ１０８小鼠敲除鉴定　为了鉴定实验小鼠的
基因型，提取ＫＯ和ＷＴ小鼠鼠尾基因组 ＤＮＡ分别
用对应的引物进行 ＰＣＲ扩增。电泳结果如图１所
示：其中ＷＴ小鼠在６２１ｂｐ处出现特异性条带，在
３２６ｂｐ处显示阴性结果；ＫＯ小鼠在３２６ｂｐ处出现
特异性条带，在６２１ｂｐ处显示阴性结果。

图１　ＰＣＲ检测小鼠鼠尾基因组ＤＮＡ的基因型鉴定
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２．２　ＧＰＲ１０８缺失加剧 ＬＰＳ诱导的脓毒症肝损伤
　利用ＬＰＳ诱发脓毒症小鼠模型，在建立模型的２４
ｈ过程中：ＷＴ-ＬＰＳ组的 ３只小鼠均能够存活；而
ＫＯ-ＬＰＳ小鼠存活２只，死亡１只。在 ＫＯ-ＬＰＳ组小
鼠中，ＬＰＳ注射２４ｈ后出现全身无力、寒颤、呼吸急
促等现象。为观察ＬＰＳ诱导的脓毒症肝损伤，对小
鼠肝脏组织进行 ＨＥ染色。结果显示（图２Ａ）：ＷＴ
组的肝细胞形态正常；２４ｈＬＰＳ模型组中 ＫＯ-ＬＰＳ
较ＷＴ-ＬＰＳ组肝细胞分布不均匀，出现空泡且核固
缩、炎性细胞浸润更加严重。为了检测肝组织损伤

是否与ＩＬ-６的分泌有关，对收集的肝组织进行免疫
组化分析，结果显示与 ＷＴ组相比，ＷＴ-ＬＰＳ组肝组

织中ＩＬ-６表达变化不明显；而 ＫＯ-ＬＰＳ组的肝组织
中ＩＬ-６具有较高的表达水平（图２Ｂ）。通过检测免
疫组化染色的光密度比较分析结果证实：ＫＯ-ＬＰＳ组
与ＷＴ-ＬＰＳ组相比，ＩＬ-６表达明显升高，差异有统计
学意义（Ｆ＝７６８.０，Ｐ＜０.００１）（图２Ｃ）。同时，将
肝组织提取的蛋白进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果显示
ＫＯ-ＬＰＳ组的ＩＬ-６表达量明显高于ＷＴ-ＬＰＳ组，二者
比较差异有统计学意义（Ｆ＝１７.２５，Ｐ＝０.００６６）
（图２Ｄ、Ｅ）。
２．３　ＧＰＲ１０８缺失加剧 ＬＰＳ诱导的脓毒症肺损伤
　为了观察 ＬＰＳ诱导小鼠脓毒症模型的肺组织损
伤状况，对收集的小鼠肺组织进行 ＨＥ染色。结果
显示ＷＴ组小鼠肺泡壁薄，肺组织结构正常（图
３Ａ）。与ＷＴ组相比，２４ｈＬＰＳ模型组中ＫＯ-ＬＰＳ组
较ＷＴ-ＬＰＳ组的小鼠出现肺泡壁增厚、间隔增宽，肺
间质中炎性细胞浸润更加严重。免疫组化检测肺组

织中ＩＬ-６的表达水平，结果显示，与 ＷＴ组相比，两
组模型组肺组织中 ＩＬ-６表达明显升高；且 ＫＯ-ＬＰＳ
组较 ＷＴ-ＬＰＳ组肺组织中 ＩＬ-６表达水平更高（图
３Ｂ）。通过检测免疫组化染色的光密度，比较分析
结果证实：ＫＯ-ＬＰＳ组与 ＷＴ-ＬＰＳ组相比，ＩＬ-６表达
明显升高，差异有统计学意义（Ｆ＝８４８.７，Ｐ＜
０.００１）（图３Ｃ）；肺组织提取的蛋白经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测，结果显示 ＫＯ-ＬＰ组的 ＩＬ-６表达量高于 ＷＴ-
ＬＰＳ组（Ｆ＝８５.２０，Ｐ＜０.００１）（图３Ｄ、Ｅ）。
２．４　ＧＰＲ１０８缺失增加 ＬＰＳ诱导脓毒症模型小鼠
中Ｍ１型巨噬细胞和血清 ＩＬ-６的水平　小鼠的股
骨分离巨噬细胞，体外培养后利用 Ｍ-ＣＳＦ诱导，通
过流式细胞仪筛选出 Ｆ４／８０＋、ＣＤ１１ｂ＋ ＢＭＤＭｓ（图
４Ａ），然后检测 ＣＤ８６＋的 Ｍ１型 ＢＭＤＭｓ。结果显示
Ｍ１型ＢＭＤＭｓ在ＷＴ组小鼠和ＫＯ小鼠之间差异无
统计学意义（Ｐ＝０.４２５５）（图４Ｂ、Ｃ）。ＬＰＳ诱发脓
毒症模型时，ＷＴ-ＬＰＳ组小鼠和 ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠的
Ｍ１（Ｆ４／８０＋ ＣＤ１１ｂ＋ ＣＤ８６＋）型 ＢＭＤＭｓ比例较对
照组都明显升高，其中 ＷＴ-ＬＰＳ组 Ｍ１型 ＢＭＤＭｓ的
比例为２９.７２％，ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠为３７.９８％；同时，
ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠的 Ｍ１型 ＢＭＤＭｓ的比例显著高于
ＷＴ-ＬＰＳ组小鼠（Ｆ＝１４８.３，Ｐ＜０.００１）。收集不同
组别的ＢＭＤＭｓ蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其 ＩＬ-６表达
量。结果显示：ＫＯ-ＬＰＳ组ＢＭＤＭｓ的ＩＬ-６表达量显
著高于ＷＴ-ＬＰＳ组（Ｆ＝１２.９１，Ｐ＝０.０３６）（图４Ｄ、
Ｅ）。
　　为了观察ＧＰＲ１０８缺失对ＬＰＳ诱发脓毒症时炎
症因子ＩＬ-６的影响，腹腔注射ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）２４ｈ
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图２　ＧＰＲ１０８缺失加重ＬＰＳ诱导脓毒症的肝损伤
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后，收集实验各组小鼠血清。通过 ＬＥＧＥＮＤｐｌｅｘ流
式多因子检测法检测各组小鼠血清中的 ＩＬ-６的含
量。根据试剂盒说明孵育 ｂｅａｄｓ和抗体后，通过
ＦＡＣＳＶｅｒｓｅ流式细胞仪收集数据，利用多因子在线
分析软件制作标准曲线，最后分析各组 ＩＬ-６的浓
度。结果显示（图４Ｆ、Ｇ）：与 ＷＴ组相比，经 ＬＰＳ诱
导之后，血清 ＩＬ-６分泌均有所升高，其中，ＫＯ-ＬＰＳ
组血清 ＩＬ-６值为 １.６ｍｇ／ｍｌ（试剂盒测量上限）；
ＷＴ-ＬＰＳ组血清 ＩＬ-６为 ０.０７１～０.１４９ｍｇ／ｍｌ，与
ＷＴ-ＬＰＳ组相比，ＫＯ-ＬＰＳ组血清 ＩＬ-６水平明显增
加，差异有统计学意义（Ｆ＝４８８８，Ｐ＜０.００１）。

３　讨论

　　脓毒症是由细菌或真菌感染导致的严重疾

病［６］。在建立脓毒症动物模型中，较为常见的有通

过注射细菌或细菌毒素、盲肠结扎穿刺术或注射

ＬＰＳ等方法。其中ＬＰＳ是脓毒症和感染性休克中最
常见的微生物介质，也是革兰阴性菌外膜的主要成

分，作为一种病原体相关的分子模式，主要由模式识

别受体ＴＬＲ４进行特异性识别，导致炎症反应发生，
从而释放ＩＬ-６、ＴＮＦ-α等炎症因子和一氧化氮、反应
活性氧等生物活性介质进而引起炎症的瀑布样级联

反应，造成局部感染以及肝、肾和肺等组织的损伤甚

至威胁生命［７］。本研究通过腹腔注射 ＬＰＳ后，肝和
肺组织均发生了损伤，并伴有炎症细胞浸润，同时血

清ＩＬ-６的水平均显著增加，由此证实成功建立了小
鼠脓毒症模型。

　　ＧＰＲ１０８作为Ｇ蛋白偶联受体超家族成员，目
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图３　ＧＰＲ１０８的缺失促进ＬＰＳ诱发脓毒症的肺损伤
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前尚没有确定其配体，因此是属于孤儿受体，过去研

究［５］证实：ＧＰＲ１０８与包括 ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ７在内
的广泛ＴＬＲｓ存在共定位现象。ＧＰＲ１０８是ＴＬＲ４介
导免疫反应的负调节因子，其作用的机制是

ＧＰＲ１０８可能通过调节肿瘤坏死因子受体相关因子
６（一种泛素连接酶）的表达水平，进而抑制 ＴＬＲｓ下
游的信号分子ＭｙＤ８８的泛素化，降低其对 ＴＬＲ４的
亲和力。在本研究中，ＧＰＲ１０８缺失的小鼠，在建模
过程中发生呼吸困难致死的个例，并且在 ＬＰＳ诱发
脓毒症时，从组织损伤、炎症因子 ＩＬ-６的分泌等方
面均显示，其造成了更严重的脓毒症。其原因可能

是在脓毒症发生过程中，依赖于免疫细胞的 ＴＬＲ４
信号通路的活化［８］。而ＧＰＲ１０８的缺失，导致 ＴＬＲ４
的负调控作用减弱，在 ＬＰＳ刺激下，ＴＬＲ４的信号通
路更易活化。

　　ＴＬＲ信号通路与炎症免疫密切相关，炎症因子
的分泌与免疫细胞，尤其是巨噬细胞密切相关［９］。

脓毒症与炎症因子释放，甚至诱发炎症风暴有关，其

中的ＩＬ-６、ＴＮＦ-α是重要的炎症因子。这些炎症因
子大都来源于免疫细胞，包括促进炎症反应的 Ｍ１
型巨噬细胞［１０］。在 ＧＰＲ１０８缺失时，ＬＰＳ模型小鼠
血清炎症因子检测中以及在分离提取的巨噬细胞

中，ＩＬ-６的分泌水平均显著提高；同时ＬＰＳ有利于小
鼠巨噬细胞发生 Ｍ１极化。尽管在实验中，模型组
ＴＮＦ-α之间差异无统计学意义，这可能与前期报道
ＧＰＲ１０８敲除的巨噬细胞存在构成性炎症状态有
关。因为来自 ＧＰＲ１０８敲除小鼠的 ＢＭＤＭ细胞分
泌更高水平的 ＩＬ-６，产生较低水平的 ＴＮＦ-α［５］。相
关的分子机制拟在后续研究中进行深入探讨。

·００９１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｎｏｖ；５９（１１）



图４　ＧＰＲ１０８缺失增加ＬＰＳ诱导脓毒症模型小鼠中Ｍ１巨噬细胞和血清ＩＬ-６的水平
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