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早期脓毒症对延髓内脏带的病理损害及胆碱能抗炎通路的
干预效应
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【摘 要】目的：探索脓毒症对延髓内脏带（medullary visceral zone，MVZ）的影响及胆碱能抗炎通路（cholinergic anti-
inflammatory pathway，CAP）的干预效应。方法：64只成年 SPF级雄性 Sprague-Dawley大鼠纳入本研究，随机分为对照组 8只：

正常饲养；假手术组 8只：大鼠剖腹，游离盲肠后缝合腹腔，并予哌拉西林（50 mg/kg，腹腔注射，1次/d，连续 3 d）预防感染及生

理盐水（1 mL/100 g，腹腔注射，1次/d，连续 3 d）；脓毒症组共 48只，采用盲肠结扎穿刺（cecal ligation and puncture，CLP）制备脓

毒症模型后随机分为：模型组 16只：CLP后，余处理同假手术组；GTS-21［α7-烟碱样乙酰胆碱受体（nicotinic acetylcholine re⁃
ceptors，nAChRs）激动剂，用于激活CAP］组 16只，哌拉西林使用同脓毒症组，并以GTS-21（4 mg/kg，腹腔注射，1次/d，连续 3 d）
进行干预；甲基牛扁亭（methyllycaconitine，MLA）强效选择性α7nAChRs拮抗剂，用于阻断CAP组16只：哌拉西林使用同脓毒症

组。干预 3 d 后，收集每组大鼠延髓样本，用于延髓内脏带的病理观察、TdT 介导的 dUTP 缺口末端标记（TdT mediated dUTP 
Nick End Labeling，TUNEL）检测凋亡、酪氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase，TH）/Caspase 3或胆碱乙酰转移酶（choline acetyltrans⁃
ferase，CHAT）/Caspase 3的双重免疫荧光标记检测两种神经元的凋亡情况，PCR检测关键基因如生长相关蛋白 43（grouth asso⁃
ciated protein-43，GAP-43）mRNA，少突胶质细胞转录因子 2（oligodendrocyte transcription factor 2，Olig-2） mRNA，血管内皮生

长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF） mRNA，胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP） mRNA，和基质

金属蛋白酶（matrix metalloprotein，MMP）-9 mRNA的表达。结果：模型组MVZ凋亡指数明显高于对照组（P<0.05），GTS-21具

有降低脓毒病导致的凋亡的趋势（P>0.05），MLA较GTS-21明显增加凋亡（P<0.05）；脓毒症诱导MVZ儿茶酚能神经元和胆碱

能神经元较对照组Caspase 3表达明显升高P<0.05），TH明显降低（P<0.05），但CHAT仅有下降的趋势（P>0.05）；GTS-21具有

降低脓毒症儿茶酚胺能和胆碱能神经元Caspase 3表达的趋势（P>0.05），并上调脓毒症TH与CHAT表达的趋势（P>0.05）；MLA
则促进脓毒症导致的儿茶酚胺能和胆碱能神经元Caspase 3表达（P>0.05），明显降低TH与CHAT表达（P<0.05）。此外，与对照

组相比，脓毒症明显上调了关键基因 GAP-43 mRNA、GFAP mRNA、VEGF mRNA 和 MMP-9 mRNA 的表达（P<0.05），下调了

Olig-2 mRNA 的表达（P<0.05）。GTS-21 的干预明显下调了脓毒症 GAP-43 mRNA、GFAP mRNA、VEGF mRNA 和 MMP-9 
mRNA 的表达（P<0.05），具有上调 Olig-2 mRNA 的表达趋势（P>0.05）；反之，与 GTS-21 相比，MLA 则明显上调了 GAP-43 
mRNA、GFAP mRNA、VEGF mRNA和MMP-9 mRNA的表达（P<0.05），明显下调了Olig-2 mRNA的表达（P<0.05）。结论：激活

CAP可以有效地恢复早期脓毒症引起MVZ的病理变化和功能抑制，可能是激活CAP发挥对系统性炎症和神经炎症的抑制的

另外一个重要机制，该研究揭示了MVZ和CAP可能是遏制早期脓毒症炎症风暴的潜在关键靶点。
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Pathological damage of medullary visceral zone induced by early sepsis and 
intervention effect of the cholinergic anti-inflammatory pathway
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【Abstract】Objective：To investigate the influence of sepsis on medullary visceral zone（MVZ） and the intervention effect of the cholin⁃
ergic anti-inflammatory pathway（CAP）. Methods：A total of 64 spe⁃
cific pathogen-free adult male Sprague-Dawley rats were randomly 
divided into control group with 8 rats（normal feeding）；sham-
operation group with 8 rats undergoing laparotomy and suture of the 
abdominal cavity after isolation of the cecum，followed by piperacil⁃
lin（50 mg/kg，intraperitoneal injection，once a day for 3 consecutive 
days） to prevent infection and normal saline（1 mL/100 g，intraperi⁃
toneal injection，once a day for 3 consecutive days）；sepsis group 
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with 48 rats undergoing cecal ligation and puncture（CLP） to establish a models of sepsis，then they were randomly divided into model 
group（given the same treatment as the sham-operation group），GTS-21（a selective α7 nicotinic acetylcholine receptor agonist used to 
activate the cholinergic anti-inflammatory pathway[CAP]） group with 16 rats treated with piperacillin（the same treatment as the sepsis 
group） and intervened with GTS-21（4 mg/kg，intraperitoneal injection，once a day for 3 consecutive days），and the methyllycaconitine
（MLA，a potent and selective nicotine acetylcholine receptor antagonist used to block CAP） group with 16 rats given the same piper⁃
acillin treatment as the sepsis group and intervened with MLA（4.8 mg/kg，intraperitoneal injection，once a day for 3 consecutive days）. 
After 3 days of intervention，medulla oblongata samples were collected from each group for pathological observation；TdT-mediated 
dUTP nick end labeling（TUNEL） was used to measure apoptosis；double immunofluorescence labeling for tyrosine hydroxylase（TH）/
Caspase 3 or choline acetyltransferase（CHAT）/Caspase 3 was used to observe the apoptosis of neurons；PCR was used to measure the 
mRNA expression levels of the key genes such as growth-associated protein-43（GAP-43），oligodendrocyte transcription factor 2
（Olig-2），vascular endothelial growth factor（VEGF），glial fibrillary acidic protein（GFAP），and matrix metalloprotein-9（MMP-9）. 
Results：The model group had a significantly higher apoptosis index of MVZ than the control group（P<0.05），and GTS-21 tended to re⁃
duce apoptosis induced by sepsis（P>0.05），while MLA significantly increased apoptosis compared with GTS-21（P<0.05）. Compared 
with the control group，sepsis induced a significant increase in the expression of Caspase 3 in MVZ catecholaminergic and cholinergic 
neurons（P<0.05），as well as a significant reduction in the expression of TH（P<0.05），while there was only a tendency of reduction in 
the expression of CHAT（P>0.05）；GTS-21 tended to reduce the expression of Caspase 3 in catecholaminergic and cholinergic neurons 
in sepsis（P>0.05） and upregulate the expression of TH and CHAT in sepsis（P>0.05）；MLA promoted the expression of Caspase 3 in 
catecholaminergic and cholinergic neurons caused by sepsis（P>0.05） and significantly reduced the expression of TH and CHAT（P<
0.05）. In addition，compared with the control group，sepsis significantly upregulated the mRNA expression levels of the key genes such 
as GAP-43，GFAP，VEGF，and MMP-9（P<0.05） and significantly downregulated the mRNA expression level of Olig-2（P<0.05）. 
GTS-21 significantly downregulated the mRNA expression levels of GAP-43，GFAP，VEGF，and MMP-9 in sepsis（P<0.05） and 
tended to upregulate the mRNA expression level of Olig-2（P>0.05）；on the contrary，compared with GTS-21，MLA significantly up⁃
regulated the mRNA expression levels of GAP-43，GFAP，VEGF，and MMP-9（P<0.05） and significantly downregulated the mRNA 
expression level of Olig-2（P<0.05）. Conclusion：Activating CAP can effectively restore the pathological changes and functional inhibi⁃
tion of MVZ caused by early sepsis，which may be another important mechanism to inhibit systemic inflammation and neuroinflammation 
by activating CAP，and this study shows that MVZ and CAP may be potential key targets for curbing inflammatory storm in early sepsis.
【Key words】sepsis；medullary visceral zone；cholinergic anti-inflammatory pathway；neuroinflammation

早期感染引起的失控的系统炎症风暴与高死

亡率密切相关[1]，抗炎治疗可以显著改善脓毒症患

者的死亡率和预后[2]，表明控制脓毒症系统性炎症

对改善患者预后的重要性。虽然神经-免疫交互作

用在调控系统性炎症方面取得重要进展[3]，但炎症

调控的神经中枢在脓毒症中的病理改变及其干预

效应尚未明了。延髓内脏带（medullary visceral zone，
MVZ）是迷走神经调控系统性炎症的初级中枢，同

时将外周炎症信息传输到高级神经中枢并接受高

级中枢的调控[4]，其在系统性炎症的调控中具有关

键的作用。先前的研究证实：MVZ通过胆碱能抗炎

途径（cholinergic anti-inflammatory pathway，CAP）有

效地调节系统炎症和免疫，选择性α7烟碱乙酰胆碱

受体激动剂 3-（2，4-二甲氧基苯基）丙烯碱（GTS-
21）明显降低炎症介质的血清水平[5]，例如可溶性

CD14（Presepsin）、高迁移率族蛋白-1（high mobility 
group box-1，HMGB-1）、白细胞介素（interleukin，IL）
-10、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）-α、

TH17淋巴细胞百分比；相反，一种强有力的选择性

尼古丁乙酰胆碱受体拮抗剂甲基牛扁亭（methylly⁃
caconitine，MLA）会恶化脓毒症的系统炎症和免疫

功能[6-7]。已知 GTS-21 和 MLA 都可以穿过血脑屏

障[8-9]，同时，CAP具有广泛的中枢调节作用，如认知

功能和系统性炎症[10-11]，因此，GTS-21 和 MLA 除了

在外周激活或拮抗CAP影响系统性炎症外，是否会

进入中枢，直接影响CAP的调节中枢（MVZ）的神经

炎症并影响其结构与功能，从而进一步影响其对系

统性炎症的调控尚不得而知。

研究表明[12-13]：系统炎症会诱导 MVZ 的神经炎

症，导致自主的调控紊乱。临床上，重症监护室确

诊为脓毒症脑病的患者与无脑病的患者相比，死亡

率显著提高[14]。由此推测，MVZ在脓毒症早期阶段

受到全身性炎症的攻击，这可能是脓毒症诱导CAP
调节功能紊乱和早期炎性风暴的重要机制。因此

在前期研究的基础上，本研究拟探索脓毒症诱导的

MVZ 的病理改变，关键神经元的凋亡及其功能状

态，MVZ神经炎症，损伤及修复相关的基因表达，以

明确前期验证的脓毒症诱导CAP功能低下的原因，
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同时，以CAP激活与拮抗进行干预以探索其对MVZ
病理的干预效应，从而探明脓毒症诱导的MVZ的病

理改变并证实中枢 CAP 的干预可能成为脓毒症系

统性炎症与免疫紊乱的重要手段。

1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF级 SD大鼠（周龄：6周）64只，许可证号：SYXK（鄂）

2018-0104；购自三峡大学实验动物中心 [出售许可证号：

SCXK（鄂）2017-0012]，动物饲养于贵州医科大学动物房。

光照/黑暗时间为 12/12 h。温度控制在（22±2） ℃。湿度保

持在（60±10）%。进食及饮水自由。大鼠适应性喂养 7 d之

后开始实验。所有操作均严格按照实验动物关爱和使用协

定指南执行（IACUC），并得到贵阳市第一人民医院医学伦理

委员会批准，批号：2019007。
1.2　主要试剂

GTS-21，货号：29834（dihydrochloride MCE）；MLA，货

号：HY-N2332A/CS-0021211（MCE）；荧光（FITC）标记羊抗

兔 IgG，武汉博士德生物，货号：BA1105；荧光（Cy3）标记羊抗

小鼠 IgG：武汉博士德生物，货号：BA1031；Anti-caspase 3，武汉

三鹰生物，货号：66470-2-IG；Anti-Tyrosine Hydroxylase，武
汉博士德生物，货号：BM4568；Anti-Choline acetyltransferase：
武汉博士德生物，货号：bs-2423R；细胞凋亡检测试剂盒，上

海翊圣生物，货号：40308ES20；DAPI，碧云天，货号：C1002；
Trizol，Aidlab，货 号 ：252250AX；dNTP，TIANGEN，货 号 ：

#P4325；Taq Plus DNA Polymerase，TIANGEN，货号：ET105-01。
1.3　主要仪器

病理切片机：德国 Leica RM 2016 轮转式切片机；切片

刀：日本羽毛R35一次性刀片；组织摊烤片机：武汉俊杰 JK-
6 生物组织摊烤片机；显微镜：奥林巴斯 BX53 生物显微镜；

实时荧光定量PCR仪：ABI-QuantStudio 6。

1.4　研究方法

1.4.1　动物及分组、处理方法　大鼠适应性喂养 7 d后按照

随机数字表分为 3组并进行相应的干预。对照组 8只：正常

饲养，不做任何处理；假手术组 8只：大鼠剖腹暴露盲肠但不

进行穿刺结扎，并予哌拉西林（50 mg/kg，腹腔注射，每天3次，

连续 3 d）；脓毒症组共 48 只，采用经典的盲肠结扎穿刺法

（cecal ligation and puncture，CLP）脓毒症模型制备[15]，制备成

功后随机再分为 3 组，每组 16 只。模型组：予哌拉西林

（50 mg/kg，腹腔注射，3次/d，连续3 d）及生理盐水（1 mL/100 g，
腹腔注射，3 次/d，连续 3 d）；GTS-21 组，哌拉西林使用同脓

毒症组，并以GTS-21（4 mg/kg[16]，腹腔注射，1次/d，连续 3 d）
进行干预；MLA 组：哌拉西林使用同脓毒症组，并以 MLA
（4.8 mg/kg[17-18]，腹腔注射，1次/d，连续 3 d）进行干预。3 d后

处死大鼠取延髓组织分析。采用 MSS（Murine Sepsis Score）
评分系统对造模进行评价[19]，根据大鼠外观、意识水平、行为

表现、对刺激的反应、睁眼反应、呼吸频率、呼吸质量等进行

综合积分，一般积分超过 4分可认为脓毒症造模成功，分值

越高，表明脓毒症越严重[20]。采用 3名实验人员进行单独评

分，取平均值来评价各组大鼠造模后的病情严重程度，

见图1。
1.4.2　病理学观察　采用灌注取脑的方式，制备大鼠延髓中

尾段的石蜡包埋切片，选取延髓组织（最后区平面到闩平面）

石蜡切片脱蜡、苏木素伊红（hematoxylin and eosin，HE）染

色、用100倍及400倍光学显微镜重点观察孤束核、迷走运动

背核与腹外侧核组织病理特点，并使用 Image J软件进行手

工计数各组切片神经元及神经胶质细胞数量以进行定量

分析。

1.4.3　TdT mediated dUTP Nick End Labeling（TUNEL）与细

胞凋亡检测　选取延髓的石蜡包块，常规切片脱蜡，PBS润

洗切片，加入 2 mg/mL的 Proteinase K 溶液孵育，在延髓组织

上加入 TdT孵育缓冲液 37 ℃孵育 60 min，滴加 DAPI复染细

胞核，荧光显微镜下观察采集图像。荧光显微镜下组织切片

上凋亡的细胞呈红色荧光，细胞核呈蓝色荧光。

图 1　盲肠结扎穿刺法制备脓毒症大鼠模型步骤
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运用常规的标记指数（LI）表示，选取 3个高倍视野（400
倍），每个高倍视野计数视野标记指数=各视野阳性细胞数/
视野所有细胞，每个病例的凋亡指数（AI）等于各视野标记指

数的平均值

1.4.4　免疫荧光双标　选取延髓中尾段的石蜡包埋切片，分

别用于标记Caspase 3及胆碱乙酰转移酶（choline acetyltrans⁃
ferase，CHAT）或酪氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase，TH）的

一抗混合物中孵育 24 h、然后将切片与荧光标记的二抗

（Cy3，FITC 标记的山羊抗兔 IgG）4 h、最后将切片用带有

DAPI 媒介对切片中所有细胞进行核染色，使用奥林巴斯

BX53生物显微镜拍摄，用 image pro（ipp6.0）软件分析每组 3
幅图像，计算平均光密度。

1.4.5　 RT-PCR　取大鼠延髓组织 50 mg，Trizol 法提取

RNA，RT逆转录成 cDNA，加入所设计的引物（表 1），实时荧

光定量反应（SYBR Green 染料法），绘制扩增曲线及熔解曲

线，以 β-actin 作内参，采用 QPCR 算法（相对定量，2-ΔΔCt法）

计算生长相关蛋白 43（grouth associated protein-43，GAP-43）
mRNA，少突胶质细胞转录因子 2（oligodendrocyte transcrip⁃
tion factor 2，Olig-2）mRNA，血管内皮生长因子（vascular en⁃
dothelial growth factor，VEGF）mRNA，胶质纤维酸性蛋白

（glial fibrillary acidic protein，GFAP）mRNA，和基质金属蛋白

（matrix metalloprotein，MMP）-9 mRNA的表达。

1.5　统计学方法

实验数据用 SPSS 19.0 软件包进行统计处理，计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，多组样本比较采用单因素方差

分析，先进行 Leven 方差齐性检验，方差齐的 2 组资料之间

的比较采用 Bonferroni 结果判定；方差不齐的 2 组资料的

比较以Tamhane结果判定；计数资料以构成比表示。采用χ2

检验。检验水准α=0.05。

2　结 果

术后第 3 天，脓毒症模型组共死亡 9 只，死亡率为：

56.3%；GTS-21 组死亡 8 只，死亡率为：50%；MLA 组死亡 11
只，死亡率为：68.8%；对照组与假手术组无死亡。5 组死亡

率有明显差异（χ2=14.210，P=0.003），但脓毒症模型组、GTS-
21 组及 MLA 组死亡率差异无统计学意义（χ2=1.210，P=
0.107）。

按照 MSS评分规则，脓毒症模型组均造模成功（MSS评

分均大于 15 分），因此所有模型均造模成功。脓毒症模型

组，GTS-21组及 MLA组评分明显高于对照组（P=0.000），且

MLA组评分明显高于GTS-21组（P=0.000）[21]。
2.1　脑组织大体标本观察

5 组大鼠延髓外观没有明显的差异，腹侧面模型组和

MLA组大鼠前正中线稍浅，提示该 2组大鼠延髓组织水肿明

显，见图2。
2.2　病理学观察

对照组和假手术组延髓组织结构清晰，层次分明，孤束

表 1　引物序列表

引物名称

Rat β-actin

Rat GAP-43

Rat Olig-2

Rat VEGF

Rat GFAP

Rat MMP-9

方向

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

序列

5’-CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC-3’
5’-TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT-3’
5’-ATAACTCGCCGTCCTCCAAG-3’
5’-GGTCTTCTTTACCCTCATCCTGT-3’
5’-TCATCTTCCTCCAGCACCTCCTCGT-3’
5’-TGACCCCCGTAAATCTCGCTCACCA-3’
5’-CGTCTACCAGCGCAGCTATTG-3’
5’-CTCCAGGGCTTCATCATTGC-3’
5’-ACGAACGAGTCCTTGGAGAG-3’
5’-CGATGTCCAGGGCTAGCTTA-3’
5’-GCTGGGCTTAGATCATTCTTCAGTG-3’
5’-CAGATGCTGGATGCCTTTTATGTCG-3’

大小

240 bp

237 bp

311 bp

145 bp

181 bp

109 bp

图 2　五组大鼠脑组织样本腹侧观
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核（nucleus tractus solitary，NTS），背侧迷走运动核（dorsal va⁃
gus motor nucleus，DVMN），腹内测网状核（ventrolateral re⁃
ticular nucleus，VLRN）细胞排列整齐，高倍镜下神经元数量

较多，胶质细胞较少；脓毒症 3组可组织水肿明显，见神经元

减少及胶质增生；MLA 组神经元较对照组和假手术组明显

减少（123.44±20.20 及 112.78±15.59 vs. 80.44±22.44，P=
0.001，P=0.024），胶质细胞有增多的趋势，细胞排列紊乱，5
组细胞总数差异无统计学意义。见图3。

2.3　TUNEL
从 5组大鼠MVZ的TUNEL图像及凋亡指数的柱状图可

以看出：与对照组及 GTS-21 组相比，模型组与 MLA 组大鼠

MVZ 区细胞明显凋亡，凋亡指数（AI）高于对照组[（25.40±

9.13）% vs. （0.53±0.09）%，P=0.000]，GTS-21 具有降低脓毒

症导致的凋亡的趋势[（17.03±4.16）% vs. （25.40±9.13）%，

P=0.000]，MLA 较 GTS-21 增 加 凋 亡 [（29.11±4.60）% vs. 
（17.03±4.16）%，P=0.000]，见图4。

2.4　免疫荧光双标（CHAT，TH/Caspase 3）
各组 TH/ Caspase 3及 CHAT/Caspase 3免疫荧光双标的

结果显示脓毒症诱导MVZ儿茶酚能神经元和胆碱能神经元

较对照组 Caspase 3 表达显著升高（0.001 94±0.000 72 vs. 
0.000 39±0.000 34；0.003 38±0.001 25 vs. 0.000 39±0.000 28，
P=0.021，P=0.000），TH 表达显著降低（0.001 62±0.000 73 
vs. 0.004 58±0.001 48，P=0.000），但 CHAT 仅有下降的趋势

（0.003 70±0.002 82 vs. 0.005 27±0.001 86，P=0.761）；GTS-
21具有降低脓毒症儿茶酚胺能和胆碱能神经元Caspase 3表

达（0.002 53±0.001 02 vs. 0.003 38±0.001 25；0.001 16±

注：a，与对照组比较，P<0.05
图 3　组大鼠延髓病理学图像（Part A）及组织学细胞计数（Part B）

     注：图标刻度为 100 μm；a，与对照组比较，P<0.05；b，与 GTS-21
组比较，P<0.05

图 4　各组大鼠延髓细胞凋亡情况（TUNEL）及 CAP 的干预效应
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0.000 82 vs. 0.001 94±0.000 72，P=0.741，P=0.002），并上调

脓毒症 TH 与 CHAT 表达的趋势（其结果分别为 0.002 58±

0.000 69，0.004 85±0.001 51，P=0.488，P=0.994）；MLA 则促

进脓毒症导致的儿茶酚胺能和胆碱能神经元Caspase 3表达

（0.003 61±0.001 91，0.003 73±0.001 07，P=0.066，P=0.000），

显著降低 TH 与 CHAT 表达（0.001 17±0.000 69，0.002 41±

0.000 47，P=0.000，P=0.019），见图5、6。
2.5　RT-PCR

以 β-actin 作内参，计算 GAP-43 mRNA，GFAP mRNA，

VEGF mRNA，MMP-9 mRNA and Olig-2 mRNA相对表达量。

这些基因的表达与神经炎症，损失，修复，髓鞘化，胶质化等

神经重塑密切相关。与对照组相比，脓毒症显著上调了关键

基因 GAP-43 mRNA、GFAP mRNA、VEGF mRNA 和 MMP-9 

mRNA 的表达（2.188±0.238 vs. 1.022±0.231，2.825±0.267 
vs. 1.071±0.062，3.689±0.320 vs. 1.060±0.120，3.169±

0.241 vs. 1.073±0.153，P=0.000），下调了 Olig-2 mRNA 的表

达（0.534±0.067 vs. 1.027±0.172，P=0.000）。GTS-21 的干

预下调了脓毒症GAP-43 mRNA、GFAP mRNA、VEGF mRNA
和MMP-9 mRNA的表达（1.655±0.125，1.676±0.106，2.085±

0.308，2.043±0.255，P=0.000，P=0.195，P=0.005，P=0.002），

具有上调Olig-2 mRNA的表达趋势（0.718±0.068，P=0.001）；

反之，与 GTS-21 相比，MLA 则显著上调了 GAP-43 mRNA、

GFAP mRNA、VEGF mRNA和MMP-9 mRNA的表达（3.029±

0.180，3.756±0.376，4.768±0.342，3.949±0.408，P=0.000），

显著下调了 Olig-2 mRNA 的表达（0.232±0.053，P=0.000），

见图7。

                                   注：图标刻度为 100 μm；a，与对照组比较，P<0.05；b，与 GTS-21 组比较，P<0.05
图 5　各组大鼠 MVZ 区胆碱能神经元的活性与凋亡及 CAP 的干预效应
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                                                           注：图标刻度为 100 μm；a，与对照组比较，P<0.05；b，与 GTS-21 组比较，P<0.05

图 6　各组大鼠 MVZ 区儿茶酚胺能神经元的活性与凋亡及 CAP 的干预效应

                        注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与模型组比较，P<0.05；c，与 GTS-21 组比较，P<0.05
图 7　各组大鼠 MVZ 关键基因的表达及 CAP 的干预效应
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3　讨 论

研究表明[22-23]：在脓毒症大鼠的中枢，LPS能通

过 Toll-like receptor 4激活星形胶质细胞，产生促炎

细胞因子，诱导神经炎症；此外，外周血循环中的细

胞因子也能通过破损的血脑屏障进入中枢，直接诱

导神经炎症[24-25]。神经炎症可通过抑制核因子 κB
（nuclear factorκB，NF-κB）/STAT3/ERK通路和线粒

体介导的凋亡诱导神经细胞凋亡，神经变性及代谢

紊乱[26-27]，并影响区域神经功能。据此，并结合前期

研究[21]推测，脓毒症可诱导MVZ的神经炎症并影响

其对系统性炎症的调控，可能与脓毒症早期失控的

炎症风暴相关，基于 α7nAChR 激活可通过多种途

径保护神经元免受炎症的攻击[28]，激活α7nAChR遏

制脓毒症的炎症风暴可能涉及到其对中枢 MVZ 神

经元的保护作用。本研究发现，虽然脓毒症早期大

鼠脑组织的外观无明显改变，但HE染色发现，脓毒

症各组MVZ神经元明显下降，神经胶质细胞明显增

生，表明脓毒症诱导的神经炎症通过氧化应激，导

致 MVZ神经元损伤与凋亡；同时，神经炎症可能上

调了GFAP，使胶质细胞数量增加并处于活化状态。

进一步的 TUNEL实验证实了脓毒症诱导 MVZ
神经元凋亡及胆碱能抗炎通路中枢干预具有明确

的效果，GTS-21能明显减少脓毒症MVZ细胞凋亡，

而MLA则可使凋亡进一步加重的趋势，验证了中枢

CAP 激活能发挥抗凋亡作用。研究证实[29-31]：CAP
终端分泌的乙酰胆碱能激活小胶质细胞表面的

α7nAChR，α7nACHR被激活后通过 Janus激酶/信号

转导及转录激活因子（janus kinase/signal transducers 
and activator of transcription，JAK/STAT）信号通路，

NF-κB 信号转导通路，从而减少肿瘤坏死因子-α
（tumor necrosis factor- α，TNF- α）、高迁移率族蛋

白 1、白细胞介素-1β、白细胞介素-6 等炎症因子

的产生，并提高白细胞介素-10等抗炎因子水平，减

少小胶质细胞激活，使小胶质细胞生长受到限制，

从而快捷有效地抑制神经炎症，减少凋亡。

MVZ区域包含多种类型的神经元，胆碱能神经

元直接参与系统性炎症的调控[32]；儿茶酚胺能神经

元投射到迷走神经背侧运动核和延髓网状结构，也

参与了 MVZ 对炎症与免疫及应激反应的调控[33]。
为进一步验证 2种神经元的活性及凋亡情况，本课

题组进行了 CHAT/Caspase 3 and TH/Caspase 3免疫

荧光双标记测定，结果表明：脓毒症导致 2种神经元

明显凋亡，伴随凋亡，TH 表达明显下降，GTS-21明

显减少了儿茶酚胺能神经元的凋亡并增加 TH 表

达，MLA明显增加了儿茶酚胺能神经元的凋亡并进

一步降低了 TH 的表达；GTS-21 能升高脓毒症

CHAT 表达的趋势，MLA 则明显降低脓毒症 CHAT
表达。提示激活中枢CAP能降低神经炎症水平，在

抗凋亡同时，改善脑组织损伤，并提高了功能神经

元的活性[34-35]。在此，本课题组发现脓毒症对胆碱

能神经元和儿茶酚胺能神经元影响并不同步，伴随

着 MVZ 神经元凋亡的加重，TH 表达同步降低，而

CHAT 表达并无明显影响，可能与脓毒症促使 MVZ
胆碱能系统功能活化，以增加迷走输出，从而发挥

系统性抗炎的重要机制[36-37]，也间接表明 MVZ中对

炎症起调节作用的主要为胆碱能神经元。

病理学研究提示，脓毒症导致MVZ神经凋亡及

组织重构，即胶质细胞增生及神经元减少。为进一

步明确MVZ神经组织重构的倾向及调控机制，本课

题组依次检测了各组GAP-43 mRNA，Olig-2 mRNA，

VEGF mRNA，GFAP mRNA，MMP-9 mRNA 表达水

平。与对照组比较，GAP-43 mRNA，VEGF mRNA，

GFAP mRNA，MMP-9 mRNA 在脓毒症模型组中表

达明显上调，Olig-2 mRNA 表达则明显下调；GTS-
21可明显降低 GAP-43 mRNA，VEGF mRNA，GFAP 
mRNA，MMP-9 mRNA 的表达，提升 Olig-2 mRNA
表达；MLA则相反。

GAP-43涉及到神经元的再生，轴突的延伸，突

触发育与重建调控，从而恢复受损的神经功能[38-39]，
根据神经受损的情况而动态改变其表达水平[40]，与
神经炎症，神经损伤和修复相关。MMP是一类具有

重构细胞外基质功能的蛋白酶[41-42]，在神经组织受

到各种生理刺激和病理损伤后，神经炎症水平升

高，从而促使其含量，活性和基因表达水平明显上

调，通过控制树突棘的形状和兴奋性突触的功能参

与突触可塑性的动态调节[43-44]，其表达可反应神经

炎症的水平。GFAP是神经炎症的生物标记物[45-46]，
其表达增高表明胶质细胞的激活和神经组织的

胶质化。血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）通过刺激内皮细胞迁移，增殖

和生成成来促进血管新生，也与神经损伤，神经炎

症，神经恢复等相关[47-48]。本研究可以看出，脓毒症

导致其 MVZ 神经炎症，神经损伤与修复。GTS-21
能抑制神经炎症，促进神经恢复；MLA 则恶化神经

炎症。因此，脓毒症诱导的炎症风暴与 MVZ 的损

伤，CAP 调控紊乱相关，干预中枢 CAP 对系统性炎

症有重要影响。Olig-2是少突胶质细胞特异性标记

物，其表达的下降提示髓鞘化降低[49]，Olig-2水平升

高与髓鞘破坏后代偿性再生有关[50]。可见前期研究

所示脓毒症导致心率变异性下降与脓毒症诱导的
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神经炎症进一步导致髓鞘化异常，从而导致CAP指

令传出障碍相关。GTS-21 通过抗炎而促进髓鞘

化，MLA 则恶化神经炎症，加剧髓鞘破坏而进一步

损伤CAP对外周炎症风暴的调控。

本研究揭示了 MVZ 的神经炎症可能是脓毒症

系统性炎症调控紊乱的重要机制，中枢CAP的激活

可能成为遏制脓毒症早期炎症风暴的有效干预措

施。但本研究亦有以下不足：首先，本研究没有直

接探索 MVZ的神经炎症及干预 CAP对外周 CAP调

控的影响，比如对迷走神经电活动及脾组织释放乙

酰胆碱的影响，因此尚不能完全说明中枢MVZ的病

理损害及干预是否为系统性炎症失控及干预的根

本原因。此外，本研究采用腹腔给予α7nAChR的激

动剂与拮抗剂进行干预，因其对中枢及外周都有作

用，究竟是对系统性炎症的直接干预导致MVZ的病

理变化，还是因为直接干预MVZ的炎症导致系统性

炎症水平的变化为主，尚不能完全明确。最后，

Olig-2 mRNA表下调是否意味着MVZ脱髓鞘，从而

导致CAP的传出障碍与系统性炎症的失控，需要进

一步证实。下一步，本研究将聚焦以上几个问题进

一步探索，为中枢抗炎，促髓鞘化等手段治疗脓毒

症提供理论基础。

本研究初步证实了脓毒症诱导MVZ神经炎症、

功能神经元凋亡及活性的改变、髓鞘化异常等，

从而导致 CAP 对系统性炎症的调控障碍，可能是

脓毒症诱导炎症风暴的重要机制；胆碱能抗炎通

路的干预能明显影响上述过程。激活 α7nAChR 可

改善 MVZ 中枢病理结构，使其向“正常化”方向发

展，可能是其遏制外周炎症风暴的重要机制之一；

而α7nAChR的拮抗剂则相反，因此，抑制MVZ神经

炎症可能成为脓毒症炎症失控的重要干预靶点。
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