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高盐饮食对内毒素休克小鼠 ＩＬ６
ＩＬ１２ｐ４０表达的影响
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　　摘　要　目的　观察高盐饮食对小鼠内毒素休克致死率及炎症因子ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０表达的影响。方法　
雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周，随机分为２组，每组各１０只，高盐饮食组饮用含２．５％ ＮａＣｌ盐水；正常饮食组饮
用不含ＮａＣｌ的清水，喂食１４ｄ。腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ，５００μｇ／只），观察小鼠的死亡率；腹腔注射ＬＰＳ（２００μｇ／
只），观察小鼠血清、脾脏和腹腔细胞中细胞因子ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０水平。结果　１）高盐饮食组小鼠死亡率明显
高于正常饮食组；２）与正常饮食组相比，高盐饮食组血清中 ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０含量明显升高，差异具有统计学意
义（ｔ＝５．５３４，Ｐ＜０．０１；ｔ＝２．９０６，Ｐ＜０．０５）；３）与正常饮食组相比，高盐饮食组脾脏细胞中ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０ｍＲ
ＮＡ水平明显升高，差异具有统计学意义（ｔ＝４．０７５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝４．７５８，Ｐ＜０．０１），腹腔细胞中 ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０
ｍＲＮＡ水平明显升高，差异具有统计学意义（ｔ＝２５．４７，Ｐ＜０．００１；ｔ＝８．５８９，Ｐ＜０．００１）。结论　高盐饮食可增加
内毒素休克小鼠的死亡率及其炎症因子ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０的分泌。
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　　高盐饮食与心血管疾病［１２］、慢性炎症［３］、自 身免疫性疾病以及肿瘤有着密切的关系，盐在高血

压疾病过程的作用已经被广泛地研究和证实［４５］。
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随着对盐在多种不同疾病发病过程中的深入研究，

使得很多疾病的预防和治疗有了新的突破和进展。

最新研究发现高盐可能参与内毒素介导的败血症

休克，并在炎症反应机制中发挥着至关重要的作

用［６］。本实验拟观察高盐饮食对内毒素休克小鼠

炎症因子表达的影响。

１　材料和方法

１．１　动物及器材
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，雌性，６～８周，体重１６～２０ｇ，

购于济南朋悦实验动物技术有限公司，ＳＰＦ级饲
养。高速冷冻离心机、全自动酶标分析仪购自美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，ＰＣＲ仪购自美国 ＢＩＯＲＡＤ公
司，ＰＣＲ分析仪购自杭州博日科技有限公司。
１．２　主要试剂

ＴＲＩｚｏｌ、反转录试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（美国 Ｖａｚｙｍｅ公司）；
ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公
司）；ＬＰＳ（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．３　方法
１．３．１　动物模型制备及标本采集　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
适应喂养１周后，将２０只小鼠随机分为２组，每组
各１０只，分别为高盐饮食组和正常饮食组。高盐
饮食组饮用含２．５％ ＮａＣｌ盐水，正常饮食组饮用
不含ＮａＣｌ的普通饮用水。１４ｄ后，２组分别腹腔注
射ＬＰＳ（５００μｇ／只），观察致死率；腹腔注射 ＬＰＳ（
２００μｇ／只），１２ｈ后摘眼球取血并断颈处死，取血
清、脾脏和腹腔细胞检测ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０含量。
１．３．２　小鼠腹腔和脾脏细胞的制备　颈部脱臼
法处死小鼠，置７５％酒精浸泡消毒５ｍｉｎ，置动物
于解剖台上，固定四肢，剪开腹壁暴露出腹膜，用５
ｍｌ注射器从小鼠下腹壁将５ｍｌＰＢＳ注入腹腔中，
同时揉压腹膜壁，反复冲洗３～５次，吸出液体，离
心后得到腹腔细胞。剪开腹壁取出脾脏，取１／３脾
脏剪成碎块后，用毛玻片轻柔研磨组织碎片，经

４００目滤网制成单细胞悬液，离心后得到脾脏细
胞。

１．３．３　小鼠血清 ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０的水平检测　
摘眼球取血后４０００ｒｐｍ，１０ｍｉｎ离心，取得血清后
放于－８０℃保存。使用 ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０的 ＥＬＩＳＡ
试剂盒检测其在血清中浓度，按照试剂盒说明书操

作。

１．３．４　实时定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测脾脏和腹腔细
胞中ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０的表达　从 Ｐｕｂｍｅｄ数据库

中获取小鼠的 ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０序列，引物购买于
上海生工生物工程公司。甘油醛３磷酸脱氢酶
（ＧＡＰＤＨ）作为内参对照。具体引物序列如下：

ＩＬ６
上游引物：５’ＣＣＡＧＡＡＡＣＣＧＣＴＡＴＧＡＡＧＴＴＣ

ＣＴ３，
下游引物：５’ＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＧＴＣＣＣＡＡＧ３’；
ＩＬ１２ｐ４０
上游引物：５’ＧＡＣＣＡＴＣＡＣＴＧＴＣＡＡＡＧＡＧＴＴＴ

ＣＴＡＧＡＴ３’，
下游引物：５’ＡＧＧＡＡＡＧＴＣＴＴＧＴＴＴＴＴＧＡＡＡ

ＴＴＴＴＴＴＡＡ３’；
ＧＡＰＤＨ
上游引物：５’ＣＴＡＧＡＧＡＧＣＴＧＡＣＡＧＴＧＧＧ

ＴＡＴ３’，
下游引物：５’ＡＧＡＣＧＡＣＣＡＡＴＧＣＧＴＣＣＡＡＡ３’。
用 ＴＲＩｚｏｌ提取总的 ＲＮＡ，用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔ

ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录试剂盒合成 ｃＤ
ＮＡ，具体步骤按照试剂说明进行，将２０μｌ体系放
入ＰＣＲ仪中，进行 ｑＰＣＲ。反应条件为：９５℃ １０
ｍｉｎ预变性；９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共４０
个循环。ｑＰＣＲ的结果分析：２－ΔΔＣｔ法，ΔΔＣｔ＝（样
本的Ｃｔ值－内参的Ｃｔ值）－（对照组Ｃｔ值－内参
的Ｃｔ值）。
１．４　统计学方法

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计软件进行数据分
析。

２　结果

２．１　高盐饮食增加小鼠内毒素休克的死亡率
高盐饮食能够显著增加内毒素引起的小鼠死

亡率。在腹腔注射 ＬＰＳ９６ｈ后，高盐饮食组小鼠
全部死亡，而正常饮食组小鼠近有５０％的小鼠仍
然存活。见图１。

图１　高盐饮食增加小鼠内毒素休克的死亡率
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２．２　高盐饮食促进内毒素休克小鼠血清中 ＩＬ６
和ＩＬ１２ｐ４０的表达

高盐饮食组小鼠血清中ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０的表
达较正常饮食组明显升高，差异具有统计学意义（ｔ
＝５．５３４，Ｐ＜０．０１；ｔ＝２．９０６，Ｐ＜０．０５），其中 ＩＬ
１２ｐ４０升高的更为明显。见图２。
２．３　高盐饮食促进内毒素休克小鼠中 ＩＬ６和 ＩＬ
１２ｐ４０ｍＲＮＡ水平的表达

高盐饮食组小鼠脾脏细胞中 ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０
的表达较正常饮食组明显升高，差异具有统计学意

义（ｔ＝４．０７５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝４．７５８，Ｐ＜００１）。特别
是在高盐饮食小鼠腹腔细胞中，炎症因子 ＩＬ６和
ＩＬ１２ｐ４０的表达水平升高的更加明显，差异具有统
计学意义（ｔ＝２５．４７，Ｐ＜０．００１；ｔ＝８．５８９，Ｐ＜

０００１）。见图３。

注：与正常饮食组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

图２　高盐饮食促进内毒素休克小鼠血清中ＩＬ６
和ＩＬ１２ｐ４０的表达

注：Ａ为腹腔细胞中ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０的表达，Ｂ为脾细胞ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０的表达；与正常饮食组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；

①②分别为高盐饮食组和正常饮食组的ＧＡＰＤＨ基因的扩增曲线，③④分别为高盐饮食组和正常饮食组ＩＬ１２ｐ４０和ＩＬ６基因

的扩增曲线

图３　高盐促进内毒素休克小鼠中ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０ｍＲＮＡ水平的表达

３　讨论

内毒素休克模型是目前最接近感染性休克患

者病情的动物模型［７］。因此，我们利用内毒素休

克模型来探究高盐对感染性休克等炎症性疾病的

影响，为临床预防和治疗提供理论依据。

盐是细胞存活不可或缺的矿物质，其对于机体

内一些细胞的功能是至关重要的，比如维持渗透

压、体内液体的分布、正常 ｐＨ值和大部分的新陈
代谢过程等［８］。高盐与多种疾病的发病风险都存

在着一定的关系，比如心血管疾病、慢性炎症、自身

免疫性疾病以及肿瘤［９１０］。大量研究表明高盐不

仅能升高血压，同时也会导致组织损伤，如左心室

肥厚［１１］。近几年，对于盐在多种疾病中所起到的

病理、生理作用引起了广泛的关注，很多研究人员

也试图通过这个靶点来预防和治疗某些疾病。

有研究统计，临床上多数的脓毒血症是由于革

兰氏阴性菌引起的，已被公认为引起脓毒血症的主

要分子是位于革兰氏阴性菌的细胞壁上的ＬＰＳ，也
称为内毒素。在ＬＰＳ的作用下，体内会生成“细胞
因子风暴”（ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｔｏｒｍ），即会产生很多的ＩＬ６、
ＩＬ１２、ＴＮＦα等，从而引起机体炎症性失控性级联

·８０１·
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反应，最终引起内毒素休克、组织损伤和多器官功

能障碍［１２］。很多病理发生发展的关键环节是炎症

因子的释放。值得注意的是，有研究发现在皮肤炎

症部位有钠离子的聚积，在高盐饮食的动物中钠离

子的聚积能够增加皮肤的抗菌防御能力［１３］。然而

钠离子的聚积在炎症反应中究竟发挥什么样的作

用鲜有报道。本文就高盐对内毒素休克小鼠的炎

症因子的影响做了初步的探讨。

当ＬＰＳ所引起的内毒素休克发生时，机体免
疫细胞因受到刺激发生活化，从而引发一系列的炎

症反应［１４］。ＩＬ６可参与机体的免疫应答，诱导多
种免疫细胞活化；ＩＬ１２ｐ４０是树突状细胞分泌的重
要细胞因子，它可促使 Ｔ细胞活化，激活免疫细胞
的应答反应。因此ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０在内毒素休克
的炎症反应中发挥着重要的作用。

在本研究中，我们发现高盐饮食显著加重了内

毒素引起的小鼠死亡。这就表明高盐饮食组小鼠

不耐受内毒素休克所带来的损伤。随后我们发现

高盐饮食组小鼠血清、腹腔和脾脏细胞中，炎症因

子ＩＬ６和ＩＬ１２ｐ４０的表达较正常饮食小鼠显著升
高，高盐加重了ＬＰＳ引起的细胞因子风暴，即加重
了ＬＰＳ引起的内毒素休克。研究表明 ＬＰＳ广泛作
用于机体多组织、器官，其中最主要的效应细胞是

内皮细胞、巨噬细胞和中性粒细胞［１５］，然而高盐对

内毒素休克的作用具体的机制仍不是很清楚，这也

是我们下一步的要继续探索的。
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