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红景天苷对脓毒症小鼠脾脏免疫功能的影响
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【【摘要】】 目的 评价红景天苷对脓毒症小鼠脾脏免疫细胞数量及功能的影响。方法 采用随机数字表法将 30只

C57BL小鼠分为假手术组、对照组和实验组（每组 10只）。七氟烷麻醉下制备盲肠结扎穿孔脓毒症模型，手术后假

手术组和对照组尾静脉给予 1 mL生理盐水，实验组手术后尾静脉给予 1 mL红景天苷（20 mg/kg）。各组小鼠尾静

脉给药后 12 h，取小鼠脾脏及外周血，ELISA检测细胞因子 IL-6、IL-2 和 IL-10 水平，流式细胞术检测小鼠脾脏

CD4+与 CD8+ T细胞数量变化，RT-PCR检测趋化因子 CXCL-10 mRNA表达水平。结果 对照组较假手术组小鼠

脾脏及外周血细胞因子 IL-6，IL-2，IL-10 水平显著升高；脾脏中 CD4+与 CD8+ T细胞数量显著增加；趋化因子

CXCL-10 mRNA表达水平显著升高。与对照组相比，实验组小鼠脾脏及外周血细胞因子 IL-6、IL-2、IL-10水平显

著降低；脾脏中 CD4+与 CD8+ T细胞数量显著减少；CXCL-10 mRNA表达水平显著降低。结论 脓毒症时小鼠脾

脏免疫功能发生明显变化，红景天苷可显著改善脓毒症小鼠脾脏免疫功能。
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Effect of salidroside on immunologic function of spleen in sepsis mice
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【【Abstract】】 Objective To estimate the effects of salidroside on the amount of immune cells and
immunological function of spleen in sepsis mice. Methods Thirty C57BL mice were equally divided into
3 groups （sham group， control group and experimental group） randomly and anesthesized with
sevoflurance via cecal ligation and puncture. In sham group and control group，1 mL of normal saline were
applied in caudal vein，while the same volum of salidroside（20 mg/kg）was applied in the experimental
group. Spleen and blood were harvested 12 h after injection，and centrifuged for measurement. Then
expression of IL-6，IL-2 and IL-10 in spleen and plasma were measured via ELISA，the counts of CD4+ T
and CD8+ T cells were measured via flow cytometry，and the expression of CXCL-10 mRNA was
measured via RT-PCR. Results The expression of IL-6，IL-2 and IL-10 in spleen and plasma，the
counts of CD4+ T and CD8+ T cells and CXCL-10 mRNA in spleen were all significantly higher in control
group than those in sham group. More interestingly，we observed that salidroside significantly reduced the
expression of cytokines including IL-6，IL-2，IL-10 as well as CD4+ T and CD8+ T cells count in spleen in
the experimental group compared with the control group.In addition，salidroside also reduced the mRNA
expression of CXCL-10. Conclusion The immune statue in spleen was changed significantly in sepsis.
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Salidroside could attenuate the immune function of spleen in sepsis.
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脓毒症是感染导致的机体系统性炎症反应，表

现为机体各脏器功能失调［1］，目前仍是威胁人类健

康的主要疾病之一。美国脓毒症病死率高达 40%，

成为重症监护病房非心脏病患者死亡的主要原

因［2］；我国重症监护病房脓毒症发病率高达 20%，90

天死亡率达 35.5%［3］。脾脏作为人体最大的免疫器

官，是机体免疫反应的中心，脾脏内免疫功能的变

化间接反应机体的免疫状态。红景天苷在临床上

主要用于强身健体，消除疲劳、治疗抑郁或抵御高

原疾病的功效。研究显示，红景天苷具有治疗癌

症［4］、治疗心血管疾病［5］、抗氧化应激及抗凋亡等作

用［6］，说明红景天苷具有潜在的脏器保护作用。红

景天苷对脓毒症小鼠脾脏免疫功能的影响目前尚

未见报道，同时尚未发现红景天苷对其他脓毒症动

物模型中脾脏功能影响的相关报道。本研究主要

探索红景天苷对脓毒症小鼠脾脏免疫功能的影响。

材 料 和 方 法

实验动物与分组 本实验经复旦大学附属浦

东 医 院 伦 理 委 员 会 批 准（ 批 文 号 ：PDYY-

D20201202）后实施，实施时间为 2021年 4月—8月。

于复旦大学附属浦东医院科创中心选择健康雄性

C57BL小鼠，6~8 周龄，体质量（25±5）g，购自上海

斯莱克实验动物有限公司。采用随机数字表法分

为假手术组（Sham，n=10）、对照组（CLP，n=10）和

红景天苷实验组（SAL，n=10）。

药物制备与给药方案 精密电子天平秤取

20 mg水溶性红景天苷颗粒（上海荣禾医学科技有

限责任公司，批号：10338-51-9，纯度 99.8%）20 mg，
加入 2 mL离心管，加入 2 mL无菌生理盐水稀释，浓

度为 10 mg/mL。七氟烷麻醉下，假手术组小鼠采

用开腹后关闭的假手术方法处理，对照组和实验组

采用开腹后盲肠末端结扎 15G对穿盲肠末端的方

法制备小鼠脓毒症模型。假手术组和对照组试验

后尾静脉给予 100 μL无菌生理盐水，实验组尾静脉

给予 100 μL上述红景天苷稀释液。给药后，小鼠按

照处理之前饲养标准进行饲养。本实验中红景天

苷的使用方法和剂量与本团队前期的研究一致［7-8］。

检测指标与方法 各组小鼠尾静脉给药后

12 h，七氟烷麻醉下，将小鼠固定在手术板上，持续

吸入 2.5%七氟烷。取剑突下位置消毒并剪开皮肤

约 0.5 cm，暴露出皮下组织，剪开小鼠腹腔，取出小

鼠脾脏，置入 200目金属网筛，网筛置于 35 mm一次

性无菌塑料培养皿中，加入 1 mL 4 ℃ 1×PBS缓冲

液，用剪刀剪碎组织，3 mL注射器针芯捻碎组织，使

分散的细胞滤过筛网进入塑料培养皿中，用 PBS缓

冲液冲洗网筛，收集脾脏细胞。

ELISA检测脾脏研磨液中细胞因子 IL-6、IL-2、

IL-10 表达水平 参照美国 eBioscience公司和美国

R&D公司提供的产品说明书进行检测。步骤如下：

（1）用包被缓冲液稀释特异性抗体球蛋白至 10 μg/mL，
每孔加 200 μL，4 ℃过夜。（2）移去包被液，凹孔用洗

涤缓冲液洗涤 4 次。（3）每孔加入 100 μL样本，4 ℃
过夜。（4）移去样本，每孔用洗涤缓冲液洗涤 4 次。

（5）加入 100 μL用缓冲液稀释的酶标记特异性抗体

溶液，室温保存 2 h。（6）移去抗体，每孔用洗涤缓冲

液洗涤 4次。（7）每孔加入 100 μL底物，室温 30 min。
（8）每凹孔加 50 μL 2 mol/L 的 H2SO4 终止反应。

（9）酶标比色计测定 450 nm的吸光度（D）值。

流式细胞术检测小鼠脾脏 CD4+与 CD8+ T 细胞

数量变化 步骤如下：（1）样本准备。将脾脏研磨

液用含 1% BSA的 PBS制成单细胞悬液，300×g离
心 5 min，弃掉上清液。（2）红细胞裂解。将上一步所

得 细 胞 重 悬 于 3 mL 1×ACK 缓 冲 液 ，室 温 孵 育

5 min后加入 10 mL含 1%BSA的 PBS终止裂解，

300×g 离 心 5 min，弃 掉 上 清 液 ，加 入 15 mL 含

1%BSA的 PBS重悬细胞，300×g离心 5 min，弃上

清。（3）细胞染色。按照说明书推荐用量加入荧光

标记的抗体，混匀后 4℃避光孵育 30 min；加入 1 mL
含 1%BSA的 PBS重悬细胞，300×g离心细胞悬液

5 min，弃上清；加入 200 μL 1×PBS 重悬细胞，用流
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式细胞仪进行检测分析。

RT-PCR 检 测 小 鼠 脾 脏 研 磨 液 趋 化 因 子

CXCL-10 mRNA表达水平 小鼠脾脏总 RNA提取

按照美国 Invitrogen公司试剂盒的说明书操作步骤

进行。步骤如下：（1）RNA的提取。50 mg脾脏组

织研磨破碎，加入 1 mL Trizol试剂；4 ℃，12 000×g
离心 10 min，转移上清，室温放置 5 min，加 0.2 mL
氯仿，剧振 15 s，室温放置 5 min。4 ℃，11 000×g离
心 15 min，转移水相；水相中加入 0.25 mL异丙醇及

0.25 mL高盐沉淀液（0.8 mol/L柠檬酸钠，1.2 mol/L
NaCl）混匀，室温放置 10 min。4 ℃，11 000×g离心

10 min，弃上清加 1 mL 75%乙醇，Votex混匀；4 ℃，

7 000×g离心 5 min，弃上清；沉淀在空气中干燥

15 min，用 100 μL DEPC水溶解，枪头吸打几次，放

于 55 ℃水浴中 10 min促溶。检测吸光度（D）值，检

定 RNA 的量及完整性。 RNA 放入-70 ℃保存。

（2）mRNA 的 分 离 。 检 测 起 始 RNA 的 量（≤
0.25 mg）。将总 RNA加入一个无 RNase的 1.5 mL
EP管中，加入不含 RNase的水至总体积为 250 μL；
加入 250 μL的 Buffer OBB和 15 μL的Oligotex悬浮

液，完全混合溶液；样品溶液放入 70 ℃水浴中保温

3 min。 从 水 浴 中 取 出 样 品 溶 液 ，室 温 下 放 置

10 min。将样品溶液以 10 000×g离心 3 min，沉淀

Oligotex-mRNA 复合物，用移液器小心除去上清

液。用涡旋振荡器（Votex）将 Oligotex-mRNA复合

物沉淀重悬于 500 μL 缓冲液中，然后加入到 1.5 mL
微量离心管中，10 000×g离心 3 min。转移到一个新

的不含 RNA酶的 1.5 mL微量离心管中，然后加入

500 μL缓冲液，10 000×g离心 3 min，弃上清。加入

100 μL 缓 冲 液 重 悬 Oligotex-mRNA 复 合 物 ，

10 000×g离心 3 min。（3）RT-PCR。按照说明书配

制 RT-PCR反应液；设定反应条件。

统计学分析 采用SPSS19.0软件进行统计分析，

正态分布的计量资料以 x±s表示。组间比较采用单

因素方差分析（LSD），P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

红景天苷可降低脾脏中细胞因子表达 采用

ELISA检测小鼠脾脏中细胞因子表达水平，结果显

示：对照组的 IL-6表达水平为（56.87±1.73）pg/mL，
高于假手术组的（21.13±1.60）pg/mL；对照组的 IL-

2表达水平为（121.00±6.40）pg/mL，高于假手术组

的（23.74±1.99）pg/mL；同时对照组 IL-10 的表达

水 平 为（146.72±6.88）pg/mL，高 于 假 手 术 组 的

（36.99±2.70）pg/mL，说明作为脓毒症实验模型的

小鼠脾脏中上述细胞因子的表达水平显著升高

（P<0.01，图 1）。与对照组相比，实验组小鼠脾脏

细 胞 因 子 IL-6、IL-2 和 IL-10 表 达 水 平 分 别 为

（35.78±1.83） pg/mL、（41.83±1.77） pg/mL 和

（66.64±3.36） pg/mL，均 显 著 低 于 对 照 组（P<
0.01，图 1），提示红景天苷可显著降低脓毒症小鼠脾

脏中上述细胞因子的表达水平，具有潜在的脏器保

护作用。

红景天苷可降低脾脏中淋巴细胞浸润 采用

流式细胞分析术标记小鼠脾脏中 CD4+ T与 CD8+ T
淋巴细胞。结果显示，对照组小鼠脾脏 CD4+ T细

胞水平为（11.43±0.711）×104/μL，高于假手术组的

（3.94±0.27）×104/μL，CD8+ T 细 胞 水 平 为

（41.38±1.92）×104/μL，高于假手术组的（10.92±

vs. sham group，（1）P<0.01，IL-6（95%CI：30.75-40.74），IL-2（95%CI：85.65-108.87），IL-10（95%CI：96.12-123.34）in CLP group increased
significantly. vs. CLP group，（2）P<0.01，IL-6（95%CI：-26.09，-16.09），IL-2（95%CI：-90.78，-67.56），IL-10（95%CI：-93.69，-66.47） in
SAL group reduced significantly.

图 1 各组小鼠脾脏细胞因子 IL-6、IL-2和 IL-10表达量比较

Fig 1 Expressions of cytokines IL-6，IL-2 and IL-10 in mice spleen
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0.46）×104/μL。提示在脓毒症模型中，小鼠脾脏中

CD4+ T 和 CD8+ T 淋巴细胞数量显著增加（P<
0.01，图 2），淋巴细胞参与脾脏中炎症反应过程。为

明确红景天苷是否可以通过调节淋巴细胞的浸润，

改善脾脏中炎症反应，本实验进一步检测红景天苷

组淋巴细胞水平。与对照组相比，实验组小鼠脾脏

CD4+ T细胞水平为（7.13±0.45）×104/μL，CD8+ T
细胞水平为（28.68±2.71）×104/μL，显著低于对照

组（P<0.01，图 2），说明红景天苷可降低 CD4+ T与

CD8+ T淋巴细胞在脓毒症小鼠脾脏中的浸润。

红景天苷可降低趋化因子的表达 为进一步

明确红景天苷在脓毒症中的潜在机制，本实验采用

RT-PCR检测小鼠脾脏中趋化因子的变化水平，以

明确红景天苷是否参与调节淋巴细胞在脾脏中的

浸润作用。CXCL-10 属于 CXC趋化因子家族成

员 ，又 名 γ 干 扰 素 诱 导 蛋 白 10（IP10），与 受 体

CXCR-3 结合后，在感染的宿主防御过程中发挥免

疫介导作用。当 T细胞被激活后，在炎症部位分泌

TNF-γ诱导的趋化因子（如 CXCL10等），在趋化因

子的作用下，募集更多活化的 T细胞向炎症部位聚

集，形成级联放大效应。本实验结果显示，对照组

小 鼠 脾 脏 CXCL-10 mRNA 水 平 是 假 手 术 组 的

（106.26±4.10）倍，说明脓毒症小鼠模型中，趋化因

子 CXCL-10 的表达水平显著升高（P<0.01，图 3），

趋化因子 CXCL-10 参与调节淋巴细胞在脾脏中的

浸 润 作 用 ；而 红 景 天 苷 组 小 鼠 脾 脏 CXCL-10

mRNA表达水平仅是假手术组的（43.91±1.52）倍，

显著低于对照组（P<0.01，图 3），说明红景天苷可

下调趋化因子在脓毒症小鼠脾脏中的表达水平。

红景天苷可降低外周血中细胞因子表达 脓

毒症为系统性全身炎症反应，本实验在关注小鼠脾

脏中炎症反应的同时，发现小鼠外周血中细胞因子

的表达水平发生显著的变化。根据 ELISA检测结

果显示，对照组脓毒症小鼠血浆中 IL-6表达水平为

（76.46±4.20） pg/mL，高 于 假 手 术 组 的（18.42±

1.62）pg/mL；对 照 组 IL-2 表 达 水 平 为（33.07±

3.42）pg/mL，高于假手术组的（5.66±0.57）pg/mL；
对照组 IL-10表达水平为（107.49±4.75）pg/mL，高
于假手术组的（39.51±2.08）pg/mL。说明在脓毒

症小鼠模型中，外周血中上述细胞因子的表达水平

显著升高（P<0.01，图 4）。与对照组相比，实验组

小鼠血浆中细胞因子 IL-6为（35.44±2.81）pg/mL、
IL-2 为（24.10±2.14） pg/mL，IL-10 为（79.09±

5.78）pg/mL，均低于对照组，说明红景天苷可显著

降低脓毒症小鼠外周血中细胞因子的表达水平

（P<0.01，图 4）。

讨 论

脓毒症是机体对感染反应失调而致危及生命

的器官功能障碍［9］，病理生理过程十分复杂，目前尚

未阐明确切机制。脓毒症伴随着炎症风暴［1］，大量

炎症因子侵入血液系统，导致多脏器功能失调。因

此，对脓毒症时炎症因子的研究有望进一步揭示脓

毒症的病理过程。机体炎症反应和免疫功能紊乱

是脓毒症发生和发展的中间环节。鉴于脓毒症病

理生理的复杂性，任何动物模型均不能完整模拟人

类脓毒症的发病过程及严重程度［10］。目前模拟人

类脓毒症的动物模型主要分为两类：一是脂多糖模

vs. sham group，（1）P<0.01，CD4+（95%CI：6.01-8.97）and CD8+T
（95%CI：24.84-36.08）in CLP group increased significantly. vs. CLP
group，（2）P<0.01，CD4+（95%CI：-5.77，-2.82）and CD8+（95%CI：
-18.31，-7.08）T cells in SAL group reduced significantly.
图 2 各组小鼠脾脏 CD4+ T与 CD8+ T淋巴细胞数量比较

Fig 2 Amount of CD4+ T and CD8+ T lymphocytes

in mice spleen

vs. sham group，（1）P<0.01，95%CI：97.90-112.54；vs. CLP group，
（2）P<0.01，95%CI：-69.67，-55.03.

图 3 各组小鼠脾脏 CXCL-10 mRNA表达量比较

Fig 3 mRNA expression of CXCL-10 in mice spleen
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型，通过注射外源性脂多糖毒素实现；二是盲肠结

扎穿孔模型，通过改变动物内在的保护屏障实

现［11］。本实验采用常用的盲肠结扎穿孔模型，在该

模型中细胞因子的变化与人类脓毒症相似［8］。

红景天苷提取于景天科植物大花红景天的干

燥根及根茎，具有抗癌、抗氧化、抗炎和免疫调节等

多种功效［12］，有研究提示其在改善神经炎症［13］、抑

制肾纤维化［14］、改善脂肪肝［15］、抑制癌细胞增殖［16］

等方面均发挥显著作用。在气道、脂肪组织和心肌

方面同样具有很好的抗炎作用［13］。因此，本研究者

推测红景天苷对脓毒症具有潜在的治疗作用。

脾脏是人体最大的次级淋巴器官［17］，也是炎症

反应、造血和清除红细胞等作用的“主战场”［18］，因

其独特的解剖结构而成为循环系统、网状内皮系统

和免疫系统的纽带［19］。因此，研究脾脏中免疫功能

变化，对了解和治疗脓毒症起到至关重要的作用。

脓毒症时机体免疫系统被强烈激活，形成广泛的生

物级联反应，涉及大量细胞、炎症因子和趋化因子

等参与。其中，炎症因子 TNF-α、IL-6、IFN-γ等［20］

大量释放。本实验研究发现，脓毒症小鼠脾脏中上

述炎性因子和抑制因子 IL-10 表达均显著升高，说

明脓毒症时炎性反应增强的同时，伴随着炎性抑制

的提高。采用红景天苷处理后，上述炎性因子和抑

制表达量均显著下降，提示红景天苷能够抑制脓毒

症时小鼠脾脏中的炎症反应，进而对小鼠脾脏免疫

功能具有一定的调节作用。

免疫细胞功能在脓毒症病理生理过程中起着

关键作用。大量实验研究证实，脓毒症时淋巴细胞

大量增加［21-22］。本研究发现脓毒症小鼠脾脏趋化因

子 CXCL-10表达量显著增加，说明脾脏中大量表达

的炎性因子与显著聚集的炎性细胞存在相关性，而

本研究进一步发现 T细胞数量的确明显升高。我

们推测，脓毒症时小鼠脾脏在细胞因子的作用下，

通过大量表达的趋化因子进一步募集更多的炎性

细胞，增加细胞因子的表达。本实验同时发现，红

景天苷组小鼠脾脏趋化因子 CXCL-10 与 T细胞数

量均显著下降，进一步说明，红景天苷可通过抑制

小鼠脾脏中趋化因子的表达，进而降低脓毒症小鼠

脾脏免疫细胞浸润，改善脓毒症小鼠脾脏免疫

状态。

B细胞是一种在适应性免疫反应中起关键作用

的白细胞，可生成抗体、充当抗原递呈细胞、转化成

记忆细胞、分泌细胞因子等作用。即 B细胞在体液

免疫和抗原呈递方面发挥着举足轻重的作用。大

多数 B细胞都在骨髓中发育，随后在次级淋巴器官

（如脾脏或淋巴结）中发育成熟后最终在血液中循

环。对于 B细胞而言，脾脏是细胞活化的地方，而其

发挥免疫功能的主要场所在血液循环中。因此，我

们在研究脾脏中免疫功能变化时，未纳入 B细胞的

研究。

尽管本研究初步探究了红景天苷对脓毒症小

鼠脾脏免疫功能的影响，但是仍然存在一定的局限

性：（1）Treg是一类具有免疫抑制和免疫耐受作用，

以表达 Foxp3、CD25、CD4 为细胞表型特征的 T细

胞亚群。自身免疫性疾病中，自身免疫力超常表

达，造成机体损害。此时Treg细胞在各种免疫细胞

亚群中通过胞间接触和分泌抑制性细胞因子，对机

体的免疫反应起到负性调节作用，抑制机体免疫反

应和对自身抗原的主动耐受，从而避免自身免疫疾

病的发生和发展［23］；Treg同时可分泌细胞因子（如

IL-10、TGF-β等）抑制自身炎症反应，防止因免疫力

超常表达引起组织破坏的病理性免疫应答。在脾

vs. sham group，IL-6（（1）P<0.01，95%CI：49.16-66.93），IL-2（（1）P<0.01，95%CI：20.59-34.23）and IL-10（（1）P<0.01，95%CI：54.98-80.98）
in CLP group increased significantly. vs. CLP group，IL-6（（2）P<0.01，95%CI：-49.92，-32.13），IL-2（（2）P<0.01，95%CI：-15.80，-2.15）and
IL-10（（2）P<0.01，95%CI：-41.39，-15.39）in SAL group reduced significantly.

图 4 各组小鼠外周血中细胞因子 IL-6、IL-2、IL-10表达量比较

Fig 4 The expression of IL-6，IL-2 and IL-10 in mice plasma
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脏中 CD4+ T细胞约占 T细胞总数的 46%~78%，

CD8+ T细胞约占 13%~45%，CD4+CD8+ T细胞约

占 1%~12%。脾脏中 T细胞主要存在上述 3 种亚

型［24］。本研究只标记了 CD4+和 CD8+ T细胞在脾脏

中的变化，发现 CD4+ T细胞在脾脏中数量显著增

加，同时 IL-10表达量也显著增加，在某种程度上说

明 Treg（CD4 表型亚群）参与了炎症反应过程。由

于 CD4+ T细胞分为 Th1、Th2 和 Treg，本实验未具

体区分上述各亚群细胞在脓毒症反应过程中的具

体作用。（2）CXCL-10 属于 CXC趋化因子家族成

员，与受体 CXCR-3结合后，在感染的宿主防御过程

中发挥免疫介导作用。当 T细胞被激活后，在炎症

部 位 分 泌 TNF- γ 诱 导 的 趋 化 因 子（如 CXCL-10

等），在趋化因子（如 CXCL-10）的作用下，募集更

多活化的 T细胞向炎症部位聚集，形成级联放大效

应。本研究发现小鼠脾脏中 T细胞数量显著增加，

可能与趋化因子表达升高有关；CXCL-10 mRNA
表达水平升高，可为上述猜想提供佐证。但是

mRNA水平较蛋白水平证据等级低，这也是本研

究的局限性之一。如证实 CXCL-10 在 T细胞募集

中的作用，除检测 CXCL-10 在脾脏中蛋白质水平

外，还需要进一步检测上游 TNF-γ和下游 CXCR-3

等蛋白质水平，以及 TNF-γ作用 T细胞后 CXCL-

10 产生的水平等，这也是本团队下一步的研究

方向。

综上所述，本研究发现，脓毒症小鼠脾脏中炎

性因子和趋化因子表达显著升高，炎性细胞大量浸

润。采用红景天苷治疗后，脓毒症小鼠脾脏中趋化

因子表达水平显著下降，炎性因子及炎性细胞数量

均显著下降，即红景天苷可通过调节趋化因子的表

达，降低脓毒症小鼠脾脏炎性细胞的浸润，进而降

低脓毒症小鼠脾脏细胞因子表达水平，改善脓毒症

小鼠脾脏免疫功能状态，说明红景天苷对脓毒症小

鼠有很好的治疗作用，值得进一步深入研究。
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