
■背景资料
细菌注射入小鼠
静脉中不引起严
重 感 染 和 死 亡 , 
而注入腹腔则会
引起死亡 ,  是因
为入血的细菌主
要被体内巨噬细
胞完整吞噬并清
除 ,  不加重炎症
反应 ,  而腹腔起
主要作用的是中
性粒细胞 ,  其在
杀灭细菌后很快
死亡 ,  同时释放
炎性因子而加重
炎症反应 .  细菌
性腹膜炎的症状
多是由炎性因子
引起 ,  早期抗生
素治疗可杀灭细
菌 ,  但细菌死亡
时会释放大量毒
素 ,  加重全身炎
症反应 .  因此需
要一种既能清除
细菌又不加重全
身炎症反应的治
疗方法.
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Abstract
AIM: To determine the therapeutic effects of 
exogenous macrophages (U937) in mice with 
bacterial peritonitis.

METHODS: Sixty mice were randomized into 
three groups. Group A received injections 
of E. col i suspension and PBS. Group B 
received injections of E. coli suspension and 
gentamycin. Group C received injections of E. 
coli suspension and activated U937 cells. All 
dosages, included median lethal dose (LD50) 
of E. coli and maximum safe doses of activated 
U937 cells and gentamycin, were determined 
by pre-tests.

RESULTS: The weight and general condition of 
mice in groups B and C were significantly better 
than those of group A (P < 0.05). The fatality rate 
in groups B and C was lower than that of group 
A. Compared with group C, general condition 
and weight of mice in group B were better. The 
fatality rate in group B was 0, while that of group 
C was 20% (P < 0.01).

CONCLUSION: As a treatment for bacterial 
peritonitis, exogenous macrophages (U937) are 
better than gentamycin.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
巨噬细胞在机体
对抗入侵细菌中
的作用越来越重
要 ,  本文主要研
究通过外源性巨
噬细胞增强腹腔
吞噬能力 ,  有效
清除细菌 ,  减少
炎 性 因 子 释 放 , 
有效减轻腹膜炎
症状及全身炎症
反应 ,  将成为细
菌性腹膜炎研究
的新方向 .  但对
于外源性巨噬细
胞在体内的存活
时间、分布 ,  是
否会迁移至其他
组织器官 ,  以及
是否分泌炎性因
子及其功能等仍
需进一步研究.

effects of exogenous macrophages in mice with 
bacterial peritonitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2016; 24(7): 1076-1081  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/24/1076.asp  DOI: http://dx.doi.
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摘要
目的: 研究腹腔注射外源性巨噬细胞对细菌
性腹膜炎小鼠转归的影响, 探讨巨噬细胞对
细菌性腹膜炎小鼠的治疗作用, 并与抗生素
的治疗作用进行比较. 

方法: 预实验确定了大肠杆菌浓度的半数致
死量、激活的U937细胞的最大安全浓度及
大肠杆菌敏感的庆大霉素最大安全剂量. 60
只小鼠被随机分为: A组PBS液对照组, B组
庆大霉素组, C组激活U937细胞组. 观察每组
小鼠的体质量变化、一般情况及死亡情况. 

结果: 激活U937细胞或庆大霉素注射的小鼠
体质量明显大于PBS液的对照组(P <0.05), 一
般情况比对照组好(P <0.05), 死亡率明显降
低; 此外激活U937细胞组小鼠体质量明显大
于庆大霉素组(P <0.05), 一般情况比庆大霉
素组好(P <0.05), 注射细菌和激活U937细胞
的小鼠无死亡, 而注射细菌和庆大霉素的小
鼠死亡率为20.0%(P <0.01). 

结论: 腹腔注射外源性巨噬细胞对小鼠细菌
性腹膜炎有治疗作用, 可能优于腹腔注射庆
大霉素的治疗作用. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 巨噬细胞可完整的吞噬细菌并将其

消化在细胞内, 避免细菌毒素和炎性因子的释

放, 可有效杀灭细菌和减轻炎症反应. 腹腔注射

巨噬细胞可有效治疗小鼠细菌性腹膜炎, 其效

果可能优于抗生素. 
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0  引言

细菌性腹膜炎是常见的急性腹膜炎, 常继发于

肝硬化腹水、腹腔内脏器穿孔、脏器的损伤

破裂、肠壁坏死等, 引起腹膜炎的细菌多为消

化系的常驻菌群, 以大肠杆菌最多见, 其次是

厌氧菌、链球菌及肺炎双球菌等. 根据患者的

抵抗力、感染的严重程度和治疗情况, 可发展

为局限性腹膜炎, 也可扩散发展为弥漫性腹膜

炎. 弥漫性腹膜炎时由于腹腔内细菌感染、细

菌移位、内毒素血症等, 常可导致全身炎症反

应综合征, 引起心肺功能受损, 出现感染性休

克, 严重者可发生多器官功能障碍综合征而危

及生命[1]. 早期抗菌素治疗可提高存活率, 但使

用抗菌素后会使细菌大量死亡并释放出毒素, 
会造成或加重全身中毒现象, 使死亡危险性增

加[2]. 因此需要一种既能清除细菌又不造成全

身中毒反应的治疗方法, 来改善患者的预后. 
动物实验意外发现, 将大肠杆菌、肺炎双

球菌注射入小鼠的静脉中, 并不造成严重感染

和死亡, 但同样数量的细菌注射入小鼠腹腔, 
则会使小鼠在72 h内死亡. 结合国内外研究发

现, 进入血液的细菌主要是被体内巨噬细胞

(最重要的是肝脏Kupffer细胞)吞噬并清除[3], 
这一过程并不造成严重的中毒反应, 其原因是

入侵的细菌可被巨噬细胞完整吞噬并消化在

细胞内, 避免了中性粒细胞、细菌内毒素及炎

性因子的释放[4]. 而在腹腔起主要作用的是中

性粒细胞, 其数量有限, 且在吞噬细菌后会很

快死亡, 并释放大量炎性因子而加重全身炎症

反应. 故本文通过注射外源性巨噬细胞至细菌

性腹膜炎小鼠腹腔, 以期达到治疗细菌性腹膜

炎的作用, 并与抗生素进行比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验用CD2健康♂小鼠购自南京市江

宁区青龙山动物繁殖场. 选用6-7周龄CD2健康

♂小鼠, 体质量20-25 g, 共60只. 细胞株来源于

人单核细胞系的U937细胞株由英国利物浦大

学王国祯教授实验室赠送. U937细胞呈悬浮生

长, 激活后才变成巨噬细胞, 呈贴壁生长, 可分

泌炎性因子并获得吞噬能力. 将复苏的U937细
胞培养至有足够的细胞数(通过细胞计数板计

数, 达到107-108/mL), 室温保存不超过2 h. 大肠

杆菌菌株(111121201)由东南大学附属中大医

院检验科从腹膜炎患者的腹水中培养得到. 并
且3次标本获得同样的细菌, 经过鉴定储存备

用. 本实验使用的大肠杆菌菌株为111121201. 
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■相关报道
Bilzer等研究的
Kupffer细胞在机
体防御机制中的
作用指出Kupffer
细胞占全部巨噬
细胞的70%,  是
机体最大最主要
的清道夫 ,  对防
御肠源和血源性
细菌入侵、清理
体内细胞碎片等, 
起到重要的作用. 
Whyte等研究的
通过U937细胞激
活变为巨噬细胞, 
U937细胞来源于
人 单 核 细 胞 器 , 
激活前为悬浮生
长 ,  激活后贴壁
生长 ,  具有强大
的吞噬能力.

实验选用的抗生素是庆大霉素(2 mL/8万单位), 
为通过药敏试验测定的对大肠杆菌(菌株为

111121201)敏感的抗生素中的一种. 
1.2 方法 60只小鼠随机分为3组, 每组20只, 实
验分组及注射物质如表1. 每组20只小鼠, 实验

前用电子天平称量每只小鼠体质量, 按表1中
小鼠分组情况及注射物质对每只小鼠进行处

理, 于处理后1 wk称量小鼠体质量, 观察小鼠

活动、觅食一般情况及小鼠死亡情况, 记录小

鼠死亡时间. 如有死亡小鼠, 称量死亡时的小

鼠体质量. 
实验选用大肠杆菌的浓度为预实验中确

定的腹腔注射细菌的最佳剂量2.0×106 CFU/
mL, 即腹腔注射可使50.0%小鼠死亡的细菌浓

度. 预实验发现当细菌与巨噬细胞比例为1∶5, 
即巨噬细胞浓度为1.0×107/mL时, 腹腔注射巨

噬细胞和细菌不引起小鼠死亡, 为实验所需的

对小鼠细菌性腹膜炎有治疗作用的最佳巨噬

细胞浓度. 
统 计 学 处 理  实验中所有数据采用

SPSS17.0统计软件进行分析. 实验结果中计量

资料以mean±SD表示, 多组均数间比较采用

单因素方差分析, 两两组间比较采用q检验. 等
级变量资料采用非参数的秩和检验, 多个独立

样本比较采用Kruskal-Wallis检验, 两个独立样

本比较采用Mann-Whitney检验, 配对资料比较

采用Wilcoxom符合秩和检验, P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结论

2.1 激活U937细胞或庆大霉素对细菌性腹膜

炎小鼠体质量的影响 腹腔注射激活U937细
胞或庆大霉素对细菌性腹膜炎小鼠体质量的

影响如表1. 处理前各组小鼠体质量无显著性

差异(P >0.05), 与处理前比较, 细菌和巨噬细

胞组及细菌与抗生素组小鼠体质量明显增加

(P <0.05), 细菌和PBS液组明显降低(P <0.05), 
且处理后细菌和巨噬细胞组重于细菌+庆大霉

素、细菌+PBS液组(P <0.05), 细菌+庆大霉素

组重于细菌+PBS液组(P <0.05). 处理后各组小

鼠体质量增加或减轻的趋势如图1. 
2.2 激活U937细胞或庆大霉素对细菌性腹膜炎

小鼠一般情况的影响 评价小鼠一般情况的观

察项目包括小鼠的活动、觅食情况及对受刺

激反应: 细菌分别与PBS液、激活U937细胞和

庆大霉素不同物质注射时, 处理前和处理后各

组小鼠一般情况如表2和图2. 处理前小鼠为一

般情况极好的正常无干预小鼠, 各组小鼠比较

无显著性差异(P >0.05), 处理后各组小鼠一般

情况不完全相同(P <0.05), 经两两比较后A、

B、C各组小鼠一般情况均不相同(P <0.05), 且
各组与处理前比较亦均不相同(P <0.05), 由图2
可见C组一般情况最好, B组次之, A组最差. 
2.3 激活U937细胞或庆大霉素对细菌性腹膜

炎小鼠死亡情况的影响 腹腔注射激活U937细
胞或庆大霉素对细菌性腹膜炎小鼠死亡情况

的影响如表3. 本实验选用的是腹腔注射可使

50.0%小鼠死亡的细菌浓度(2.0×106 CFU/mL)
和不引起腹腔入侵细菌小鼠死亡的巨噬细胞

浓度(1.0×107/mL). C组小鼠无死亡, B组小鼠

死亡率为20.0%, A组为50.0%, 即腹腔注射激

     

表  1  分组情况及巨噬细胞和抗生素对腹腔入侵细菌小鼠体质量的影响

分组 注射途径 注射物质
注射剂量

(μL)

处理前体质量

(g)

处理后体质量

(g)

处理后与处理前

差值

A组 腹腔  细菌+PBS液   细菌100, PBS液100 22.40±0.85 20.62±0.73 -1.78±0.22

B组 腹腔  细菌+庆大霉素   细菌100, 庆大霉素100 22.38±0.76 22.85±0.83   0.47±0.20

C组 腹腔  细菌+激活U937细胞   细菌100, 细胞100 22.38±0.75 23.98±0.82   1.60±0.31

     

表  2  处理前各组小鼠一般情况分布 (n  = 20)

分组
小鼠一般情况

++++ +++ ++ + -

A组 20 0 0 0 0

B组 20 0 0 0 0

C组 20 0 0 0 0

++++: 小鼠活动、觅食和对刺激的反应极佳, 同正常无干预

小鼠; +++: 小鼠活动良好, 活动次数及觅食量略减少, 对刺激

反应强; ++: 小鼠活动一般, 活动次数及觅食量减少, 对刺激

反应一般; +: 小鼠活动较差, 活动次数及觅食量明显减少, 对

刺激有反应, 但较弱; -: 小鼠一般情况极差, 蜷缩状态, 基本

无活动, 进食量极少, 对刺激基本无反应.

刘娜娜, 等. 外源性巨噬细胞对小鼠细菌性腹膜炎的治疗作用
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活U937细胞或庆大霉素均可降低细菌性腹膜

炎小鼠的死亡率, 且注射细菌和激活U937细胞

组小鼠死亡率显著低于注射细菌和庆大霉素

组(P <0.01). 

3  讨论

细菌性腹膜炎时出现的症状多是由细胞炎性

因子引起的 [5],  炎性细胞因子在细菌感染和

内毒素血症中起到了重要作用, 参与炎症反

应的细胞因子有干扰素、GM-CSF、肿瘤坏

死因子(tumor necrosis factor, TNF)、白介素

(interleukin, IL)等. 细胞炎性因子是巨噬细胞

和其他宿主细胞对细菌或细菌产物发生反应

后产生的, 在腹腔渗出液中浓度高[6]. 细菌性

腹膜炎最初是一个感染过程, 继而是一个炎

症过程, 重症腹膜炎时表现为体内细胞因子

TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8过度表达[7], 由于大

量有害细胞因子的分泌, 器官功能受损, 进一

步发展成多器官功能障碍综合征和多器官功

能衰竭, 可使病情更为严重, 细胞因子升高的

程度与腹膜炎的预后有直接相关性[8]. 
中性粒细胞处于机体抵御感染的第一线, 

在机体抵御各种感染源的过程中起到了重要

的作用, 但是同时也参与了各种炎症反应的

病理过程. 中性粒细胞释放的花生四烯酸可

转变为血栓素和前列腺素, 引起炎症反应, 此
外在吞噬细菌时能产生大量细胞毒性效应分

子, 在吞噬过程中脱颗粒, 释放一系列溶酶体

酶类, 造成血管和周围组织损伤[9]. 单核巨噬

细胞系统, 是体内具有强烈吞噬能力的巨噬细

胞系统, 其中肝脏的Kupffer细胞占全身全部

巨噬细胞的70%, 是机体内最大最主要的清道

夫, 对防御肠源和血源性细菌入侵, 清理体内

细胞碎片, 甚至血红蛋白的降解产物都起到关

键性作用[10]. 巨噬细胞可完整的吞噬细菌, 并
将其消化在细胞内, 避免了细菌毒素和炎性因

子的释放, 可有效杀灭细菌及减轻炎症反应. 
在腹膜炎时, 腹腔中起主要作用的是中性粒细

胞, 会在吞噬细菌后很快死亡, 同时释放大量

的炎性细胞因子, 加重炎症反应. 而腹腔内的

巨噬细胞来自于血中单核细胞, 当有炎症时, 
单核细胞和中性粒细胞一样被激活而进入腹

腔[11], 但其数量有限, 没有能力清除腹腔内的

细菌. 因此我们通过增加腹腔局部的巨噬细胞

数量来抵御腹腔入侵的细菌, 减轻全身炎症反

应. 向腹腔增加的巨噬细胞可吞噬细菌和中性

■应用要点
本文为细菌性腹
膜炎的治疗提供
了新的思路, 通过
进一步研究外源
性巨噬细胞对机
体的影响以及产
生炎性因子的情
况, 在将来有望用
于临床治疗中. 对
于严重感染, 抗生
素治疗无效的腹
膜炎患者, 可采用
外源性巨噬细胞
增加腹腔吞噬能
力, 减轻全身炎症
反应.

表  3  激活U937细胞或庆大霉素对细菌性腹膜炎小鼠死亡情况的影响 (n  = 20)

     

分组
小鼠死亡数及具体时间

合计 死亡率(%)
24 h 48 h 72 h 4 d 5 d 6 d 7 d

A组 2 6 2 0 0 0 0 10 50.0

B组 2 2 0 0 0 0 0   4 20.0

C组 0 0 0 0 0 0 0   0   0.0

图  1  腹腔注射不同物质对小鼠体质量的影响. 
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图  2  处理后各组小鼠一般情况分布. ++++: 小鼠活

动、觅食和对刺激的反应极佳, 同正常无干预小鼠; +++: 

小鼠活动良好, 活动次数及觅食量略减少, 对刺激反应强; 

++: 小鼠活动一般, 活动次数及觅食量减少, 对刺激反应

一般; +: 小鼠活动较差, 活动次数及觅食量明显减少, 对

刺激有反应, 但较弱; -: 小鼠一般情况极差, 蜷缩状态, 基

本无活动, 进食量极少, 对刺激基本无反应.
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粒细胞, 并将其降解在细胞内, 减少内毒素、

血管活性物质等毒性介质的释放, 在此过程中

也分泌炎性因子, 但对全身中毒现象的作用远

不如中性粒细胞来得急促[12]. 此外有研究[13]表

明, 与中性粒细胞的接触可抑制巨噬细胞产生

炎性因子. 
实验室培养的巨噬细胞有很多, 最常用的

一种细胞是U937细胞株[14]. U937细胞来源于

人的单核细胞系, 激活后具有强大的吞噬能力, 
常用来研究细胞的吞噬能力[15]. 由于激活后不

会再继续增殖, 又是来源于人的细胞, 最终会

被小鼠免疫系统清除, 因此本实验选用U937
细胞作为外源性巨噬细胞. 实验中, 我们使用

腹腔注射可使50%小鼠死亡的大肠杆菌浓度

制备小鼠细菌性腹膜炎模型, 向腹腔注射外源

性巨噬细胞, 结果显示, 腹腔注射巨噬细胞可

明显降低细菌性腹膜炎小鼠的死亡率, 改善小

鼠的一般情况, 减轻炎症反应时的消耗, 使腹

膜炎小鼠的体质量增加, 并且随着腹腔注射的

巨噬细胞浓度的增加, 腹膜炎小鼠的死亡率

逐渐下降, 一般情况改善越多, 小鼠体质量增

加越多, 当达到一定浓度时(本实验中为1.0×
107/mL, 细菌与细胞比例为1∶5), 可完全逆转

腹膜炎小鼠的死亡, 并极大改善小鼠的觅食、

活动等一般情况. 从而说明腹腔注射外源性巨

噬细胞, 增加细菌性腹膜炎小鼠腹腔的吞噬能

力, 可有效控制细菌感染, 减轻全身炎症反应. 
本实验中我们也将腹腔注射巨噬细胞和抗生

素对小鼠细菌性腹膜炎的治疗作用进行了比

较研究, 结果显示, 腹腔注射抗生素虽可降低

腹膜炎小鼠的死亡率, 但不能完全逆转小鼠的

死亡, 而腹腔注射外源性巨噬细胞完全可逆转

小鼠的死亡. 因此, 腹腔注射巨噬细胞和抗生

素对细菌性腹膜炎小鼠均有治疗作用, 而巨噬

细胞的治疗作用可能优于抗生素. 临床腹膜炎

多采取两种抗菌素联合用药, 本实验只选用了

一种对大肠杆菌敏感的抗生素, 尚不能完全肯

定巨噬细胞的治疗作用一定强于抗菌素联合

用药, 还有待进一步研究. 
近年来吞噬作用在机体对抗细菌入侵的

作用越来越受到重视[16]. 根据本次实验研究的

结果, 使用外源性巨噬细胞, 增加腹腔的吞噬

能力, 及时清除入侵的细菌和死亡的粒细胞, 
减少炎性因子及毒性效应分子的释放, 将会有

效减轻组织损伤和全身炎症反应, 从而降低细

菌性腹膜炎小鼠的死亡率. 这将成为细菌性腹

膜炎研究的新方向, 为今后开拓治疗细菌性腹

膜炎的新疗法提供理论和物质基础. 然而激活

的U937细胞也会分泌炎性细胞因子, 其对腹膜

炎小鼠的炎症反应和死亡是否会有影响, 以及

这些炎性因子种类和功能的确定仍需进一步

研究. 此外, 注射到腹腔的外源性巨噬细胞是

否会迁移到其他组织器官, 以及在体内的存活

时间尚不清楚, 这些问题直接关系到新疗法的

可行性. 因此, 尚需对腹腔注射的外源性巨噬

细胞在体内迁移、分布及存活时间, 以及其产

生的炎性因子及功能等进行详细的研究. 
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