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阿霉素肾病小鼠病理机制中白细胞介素１８水平分析

匡　颖，秦　达（贵州省人民医院中心实验室，贵阳　５５０００２）

　　【摘要】　目的　探讨白细胞介素１８（ＩＬ１８）在阿霉素肾病模型（微小病变型肾病，ＭＣＮ）小鼠病程中的免疫失

调作用。方法　采用阿霉素单次尾静脉注射昆明种小鼠，诱导形成微小病变型肾病模型，设置模型组、生理盐水对

照组和ＩＬ１８ｍＡｂ抗体中和实验组（ｍＡｂ）。测定３组小鼠第１、２、４、６周２４ｈ尿蛋白（２４ｈＵＰＱ）水平；于第４２天时

心脏采血法留取血清，检测模型组与对照组血清总蛋白（ＴＰ）、清蛋白（ＡＬＢ）、尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒ）、三酰甘油

（ＴＧ）、总胆固醇（Ｔｃｈ）的水平；取单侧肾做病理检测，同时制备脾淋巴细胞悬液、肾组织匀浆液检测３组ＩＬ１８、γ干

扰素（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）及ＩＬ４水平。结果　模型组小鼠从注射阿霉素第２周起，２４ｈＵＰＱ值均高

于对照组，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；血清ＴＰ、ＡＬＢ、ＢＵＮ、Ｃｒ、Ｔｃｈ、ＴＧ结果和病理诊断结果显示，模型小鼠

出现低蛋白血症、高脂血症等类肾病综合征症状。检测显示模型组小鼠血清、肾组织匀浆上清液、脾淋巴细胞培养

上清液ＩＬ１８、ＩＮＦγ、ＴＮＦα水平均高于对照组，而ＩＬ４水平均低于对照组，组间比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０１）。ｍＡｂ组小鼠２４ｈＵＰＱ及ＩＬ１８、ＩＦＮγ、ＴＮＦα水平均低于模型组，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

结论　模型小鼠病程中，Ｔｈ１类细胞因子分泌增强，Ｔｈ２类因子受抑制，且ＩＬ１８ｍＡｂ起到部分中和内源性ＩＬ１８的

作用，表明ＩＬ１８是小鼠 ＭＣＮ病程中重要的免疫失调因子。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｍｉｎｉｍａｌｃｈａｎｇｅｎｅｐｈｒｏｓｉｓ；　ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ；　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８

　　细胞免疫反应、Ｔ细胞激活及肾间质炎性反应是肾病综合

征（ＮＳ）发病的重要特征
［１］。多种血清活性成分，包括多种免

疫活性细胞源性细胞因子，可直接造成肾小球的损伤，是诱发

临床大量蛋白尿的重要因素。而以细胞介导为主的辅助性Ｔ

淋巴细胞亚群（Ｔｈ１／Ｔｈ２）免疫反应失调是 ＮＳ发病的主要原

因［２］。白细胞介素１８（ＩＬ１８）是一种重要的免疫调节因子，不

仅参与先天性或特异性免疫调节，且与机体非免疫性预防机制

及炎性过程密切相关，在自身免疫性疾病的发病过程中具有重

要意义。本研究以阿霉素（ＡＤＲ）诱导肾病小鼠为实验模

型［３］，观察微小病变型肾病（ＭＣＮ）小鼠ＩＬ１８水平的变化，以

探讨其在ＮＳ发病中的生物学意义，同时为 ＮＳ的治疗提供新

的靶分子和新的研究方向。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性昆明种小鼠３６只，体质量１８～２０ｇ，年
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龄３～４周。随机分为模型组１６只，对照组２０只。

１．２　方法

１．２．１　阿霉素肾病模型小鼠（微小病变型）的建立　单次应用

阿霉素溶液以７．５ｍｇ／ｋｇ的剂量于尾静脉内注射模型组小

鼠，对照组尾静脉注射等容积生理盐水。观察小鼠的生长情况

６周，动态监测２４ｈ尿蛋白量（２４ｈＵＰＱ），检测其他生化指标

并做病理切片检测。

１．２．２　动态尿蛋白定性及定量检测　阿霉素尾静脉注射后，

代谢笼收集第１、２、４、６周２４ｈ尿液，动态监测各期２４ｈＵＰＱ。

以磺基水杨酸比浊法进行尿蛋白定性，显示模型组小鼠自第３

周起均出现蛋白尿（＋＋～＋＋＋），对照组均为（－）。以双缩

脲比色法测定第１、２、４、６周两组小鼠２４ｈＵＰＱ。

１．２．３　模型组小鼠肾功能生化指标的检测　实验第４２天，以

心脏采血法获取血清后，采用ＣＫ７型多功能全自动生化仪

（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）分别检测小鼠血清总蛋白（ＴＰ）、清蛋白

（ＡＬＢ）、肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）及总胆固醇（Ｔｃｈ）、三酰甘油

（ＴＧ）水平。

１．２．４　肾组织匀浆的制备　实验第４２天，小鼠心脏采血获取

血清后，用１０％水合氯醛０．３ｍＬ／１００ｇ体质量腹腔注射麻醉，

剪去左背侧被毛，局部消毒，于背旁正中１ｃｍ处纵切口，暴露

单侧肾脏，钝性分离脂肪囊及肾包膜，去除脂肪囊及肾包膜，称

重约１００ｍｇ，加０．５ｍＬ 磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冰浴下制作匀

浆，以离心半径６ｃｍ，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，取０．３ｍＬ上清

液，置于－２０℃冻存备检。

１．２．５　脾细胞的体外培养　两组小鼠饲养至第４２天时，心脏

取血法处死。无菌取脾脏，用眼科剪剪成１ｍｍ３ 的小块，用

０．２５％的胰酶消化制备成单细胞悬液。之后用无菌水除去红

细胞，以淋巴细胞培养液［ＲＰＭＩ１６４０，每１００ｍＬ含５０Ｕ青霉

素和５０μｇ链霉素，２５ｍｍｏｌ４羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ），

１０ｍＬ小牛血清］调整脾细胞浓度至１×１０６／ｍＬ，加入５μｇ／

ｍＬ刀豆蛋白Ａ（ＣｏｎＡ）作为 Ｔ淋巴细胞增殖刺激物，在５％

二氧化碳，３７℃的环境下，诱导４８ｈ，收集上清液。

１．２．６　ＭＣＮ小鼠的内源性ＩＬ１８中和实验　单次应用阿霉素

尾静脉注射小鼠，即诱导建立ＭＣＮ小鼠模型后，随机分成ＭＣＮ

模型组、小鼠ＩＬ１８单克隆抗体（ＩＬ１８ｍＡｂ）中和实验组（简称

ｍＡｂ组）。ＩＬ１８ｍＡｂ粉剂以ＰＢＳ稀释溶解成０．５ｍｇ／ｋｇ、１．０

ｍｇ／ｋｇ两种注射剂量，于第５、７、１２、２１天行小鼠腹腔注射
［４］，同

步观察小鼠的生长情况，检测各项临床指标。

１．２．７　细胞因子的检测　以酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测

小鼠血清、肾组织匀浆上清液、脾淋巴细胞培养上清液ＩＬ１８

及ＩＬ４、γ干扰素（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据处理

与统计分析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验；以

α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组小鼠２４ｈＵＰＱ动态监测结果比较　从注射阿霉素

第２周起模型组各时段２４ｈＵＰＱ水平均高于对照组，组间比

较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），至第４周增加最明显。见

表１。

２．２　两组小鼠血清各生化指标比较　与对照组比较，模型组

小鼠的ＴＰ、ＡＬＢ均降低，ＴＧ、Ｔｃｈ均升高，组间比较差异均有

统计学意义（犘＜０．０５）；两组Ｃｒ、ＢＵＮ水平比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。见表２。

表１　　两组小鼠２４ｈＵＰＱ动态监测结果比较（狓±狊，ｍｇ）

组别 狀

监测时间

第０天 第２周 第４周 第６周

对照组 ２０ ３．０４±０．１２ ３．００±０．１６ ３．１３±０．２２ ３．０３±０．１５

模型组 １６ ３．０１±０．２０ ８．９７±２．８５ａ３４．４８±３．９９ａ３０．４６±２．６５ａ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０５。

表２　两组小鼠血清各生化指标比较（狓±狊）

组别 狀 ＴＰ（ｇ／Ｌ） ＡＬＢ（ｇ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） Ｔｃｈ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

对照组 ２０ ５７．６１±１．７９ ３０．０９±４．２８ ６．９１±０．２６ １７．２４±１．２ ０．７１±０．０３ ２．９２±０．０７

模型组 １６ ３２．９２±１．７４ａ １６．００±０．８９ａ ７．０１±０．７２ １６．９７±１．０３ ３．３１±０．３０ａ ６．５１±０．２３ａ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０５。

２．３　肾脏病理学改变　肉眼观察显示：模型组小鼠腹腔内有

一定量的腹水，部分小鼠（１２只）肾色苍白，皮质、髓质分界不

清；对照组无此改变。且模型组小鼠肾体积比对照组大，ＩＬ

１８ｍＡｂ中和实验组小鼠肾体积变化不明显。苏木精伊红染

色镜检显示：模型组小鼠肾小球未见异常或仅有轻微病变，即

缺乏特异的和确定的病理学异常；对照组无病理改变。电镜检

查显示：模型组小鼠肾上皮细胞肿胀、有空泡形成，肾小球上皮

细胞足突部分融合或融合，见图１；部分区域足突甚至消失，见

图１Ｂ；对照组小鼠未见上述病理改变。

２．４　两组小鼠各细胞因子水平比较　模型组小鼠血清、肾组

织匀浆上清、脾淋巴细胞培养液上清中ＩＬ１８、ＩＦＮγ、ＴＮＦα

水平均高于对照组，ＩＬ４水平均低于对照组，差异均有统计学

意义（犘＜０．０１）。见表３～５。

２．５　ＩＬ１８ｍＡｂ阻断内源性ＩＬ１８作用　从第２周开始 ｍＡｂ

组小鼠２４ｈＵＰＱ低于模型组，组间比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０１）；ＭＣＮ小鼠腹腔注射ＩＬ１８ｍＡｂ后从第２周开始，

２４ｈＵＰＱ逐渐减少，至第６周下降程度更明显。见表６。

图１　ＭＣＮ模型组小鼠肾组织病理结构电镜（×３００００）

２．６　模型组与ｍＡｂ组小鼠各细胞因子水平比较　与模型组

比较，ｍＡｂ组小鼠血清、肾组织匀浆上清和脾淋巴细胞培养液
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上清ＩＬ１８、ＩＦＮγ、ＴＮＦα水平均降低，肾组织匀浆上清和脾

淋巴细胞培养液上清ＩＬ４水平均降低，差异均有统计学意义

（犘＜０．０１）；而血清ＩＬ４水平比较差异无统计学意义（犘＜

０．０１）。见表７～９。

表３　小鼠血清ＩＬ１８、ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＴＮＦα

　　　水平比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１８ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＴＮＦα

对照组 ２０ ４１４．２０±４８．４６ ３５．１５±６．２７ ８１．３０±１．６１ ２８．８６±１．５１

模型组 １６ １０３６．８１±９１．０３ａ ９．９３±２．８７ａ １３０．９７±２．３８ａ ６１．５９±１．７４ａ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１。

表４　小鼠肾组织匀浆上清液ＩＬ１８、ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＴＮＦα

　　　水平比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１８ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＴＮＦα

对照组 ２０ ５２８．３７±４５．６５ ５４．７３±６．７８ １７８．６４±９．９２ ６１．２３±３．５６

模型组 １６ １３８４．６８±８８．６４ａ １５．８９±２．５１ａ ２８５．３６±１１．３２ａ１４８．７６±４．８７ａ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１。

表５　小鼠脾淋巴细胞培养上清液ＩＬ１８、ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＴＮＦα

　　　水平（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１８ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＴＮＦα

对照组 ２０ ６７８．９１±２５．３１ ６８．５４±７．１５ ２３１．３５±７．７５ ９１．２４±５．６４

模型组 １６ １７２２．３８±８８．６４ａ ２６．７１±２．８８ａ ７３５．８６±１４．３２ａ３８５．４４±１５．３２ａ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１。

表６　模型组与ｍＡｂ组小鼠２４ｈＵＰＱ比较（狓±狊，ｍｇ）

组别 狀 第０天 第２周 第４周 第６周

模型组 １６ ３．０１±０．２０ ８．９７±２．８５ ３４．４８±３．９９３０．４６±２．６５

ｍＡｂ组 １２ ３．１１±０．１８ ７．９８±１．８８ａ２８．０１±２．３６ａ２２．１６±２．６９ａ

　　注：与模型组比较，ａ犘＜０．０１。

表７　小鼠血清ＩＬ１８、ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＴＮＦα

　　　水平比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１８ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＴＮＦα

模型组 １６ １０３６．８１±９１．０３ ９．９３±２．８７ １３０．９７±２．３８ ６１．５９±１．７４

ｍＡｂ组 １２ ６３５．５７±５３．３２ａ ８．７６±３．３１ １１５．０５±１．８９ａ ４０．０９±１．７２ａ

　　注：与模型组比较，ａ犘＜０．０１。

表８　小鼠肾组织匀浆上清液ＩＬ１８、ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＴＮＦα

　　　水平比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１８ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＴＮＦα

模型组 １６ １３８４．６８±８８．６４ １５．８９±２．５１ ２８５．３６±１１．３２１４８．７６±４．８７

ｍＡｂ组 １２ ７６８．５２±６１．２４ａ １５．０１±２．１４ａ ２３５．１４±５．８ａ ７５．３２±２．１３ａ

　　注：与模型组比较，ａ犘＜０．０１。

表９　小鼠脾淋巴细胞培养上清液ＩＬ１８、ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＴＮＦα

　　　水平比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１８ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＴＮＦα

模型组 １６ １７２２．３８±８８．６４ ２６．７１±２．８８ ７３５．８６±１４．３２３８５．４４±１５．３２

ｍＡｂ组 １２ ８１２．３６±２３．５６ａ １７．０３±２．２３ａ ２９１．１２±６．２５ａ １０５．２５±４．５６ａ

　　注：与模型组比较，ａ犘＜０．０１。

３　讨　　论

国外学者研究证实，ＭＣＮ的主要发病机制是免疫性炎症

介导的病理损伤，包括全身性自身免疫性疾病所致的肾病变和

肾脏本身特发性免疫损伤［５６］。Ｔ细胞功能紊乱与 ＮＳ关系密

切，各种原发性和继发性肾小球疾病都存在Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡的

情况。在 ＭＣＮ病程中，ＩＬ１８既可以诱导Ｔｈ１型免疫反应，还

参与调节Ｔｈ２型反应，具有极为重要的生物学意义。ＩＬ１８是

一种多功能细胞因子，有多重生物学功能［７８］：可通过增加ＩＬ

２Ｒ的表达而促进Ｔｈ１细胞的形成、诱导Ｔｈ１细胞产生ＩＦＮγ；

能促进ＩＬ１和粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）产

生；增强自然杀伤细胞（ＮＫ细胞）的活性，促进其释放穿孔素，

发挥杀伤作用；表达Ｆａｓ配体（ＦａｓＬ），增强ＦａｓＬ介导的细胞

毒性；诱导ＴＮＦα和多种趋化因子的基因表达与蛋白质合成；

同时抑制Ｔｈ２类细胞因子的生成。

本实验以阿霉素注射昆明种小鼠建立 ＭＣＮ动物模型，虽

然 ＭＣＮ大鼠模型在１９８２年已由Ｂｅｒｔａｎｉ等研究者建立，但是

采用昆明种小鼠建立此肾病模型尚未见资料报道［９］。阿霉素

是含醌的蒽环抗菌药物，在肾脏内被代谢为半醌型自由基，后

者与氧反应产生活性氧，在多种脂质介质如血小板活化因子的

介导作用下，诱发肾小球上皮细胞脂质过氧化反应，从而改变

肾小球上皮细胞糖蛋白代谢，破坏肾小球滤过膜的结构和功

能，最终导致膜滤过屏障病变而引起蛋白尿［１０］。采用０．７５

ｍｇ／ｋｇ体质量尾静脉注射昆明种小鼠，注药后第２周出现严重

蛋白尿，２８ｄ左右达高峰，出现明显低清蛋白血症、高胆固醇血

症及胸腔积液和腹水。光镜下肾小球病变甚微，电镜下观察见

上皮细胞空泡变性，假绒毛明显变性，足突广泛融合，裂隙消

失，符合 ＭＣＮ的病理特点。提示 ＭＣＮ小鼠模型建立成功。

实验结果显示，模型组小鼠血清ＩＬ１８、ＩＦＮγ、ＴＮＦα水

平明显高于对照组（犘＜０．０１），尤其肾组织匀浆上清液、经Ｃｏ

ｎＡ刺激增殖的脾淋巴细胞培养液中ＩＬ１８表达水平更为灵

敏，说明在疾病的活动期伴有高水平的ＩＬ１８的释放。证实

ＩＬ１８参与了 ＭＣＮ的肾损伤过程，病程中出现大量蛋白尿。

相反，Ｔｈ２型细胞因子ＩＬ４的表达水平受抑制。即阐明 Ｔｈ１

和Ｔｈ２型反应相互拮抗，ＩＬ１８在促进Ｔｈ１型细胞因子的释放

时，抑制Ｔｈ２型因子的产生。而 Ｔｈ１／Ｔｈ２的免疫失衡，导致

肾脏的免疫损伤。据已有的相关研究推测，ＩＬ１８可能通过下

列途径在 ＭＣＮ 的发生发展中发挥作用
［１１１２］：（１）通过促进

ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＦＮγ等细胞因子的产生，引起肾小球微循环发

生改变，肾小球系膜细胞活化与增殖，基质膨胀；（２）通过促进

一氧化氮的产生，可能引起肾小球超滤过及持续血管扩张；（３）

通过增强Ｆａｓ／ＦａｓＬ介导的细胞凋亡而发挥作用，细胞凋亡可

能在 ＭＣＮ的终末期肾萎缩过程中发挥重要作用。Ｆａｓ／ＦａｓＬ

途径是启动细胞凋亡的重要途径之一，推测外周血ＮＫ细胞等

分泌ＦａｓＬ可与肾脏固有细胞表达的Ｆａｓ结合而诱导 ＭＣＮ患

者肾脏细胞凋亡和肾萎缩。但是，ＩＬ１８是否能直接引起肾小

球系膜细胞增殖、细胞外基质膨胀，则有待于进一步研究［１３］。

综上所述，通过建立 ＭＣＮ小鼠模型，多重比对血清、肾组

织匀浆上清液及脾淋巴细胞培养上清液中ＩＬ１８释放水平，同

时尝试采用拮抗剂ＩＬ１８ｍＡｂ注射模型小鼠，达到部分中和内

源性ＩＬ１８的作用、减轻其引起的直接或间接肾损伤作用，有

力地证实ＩＬ１８在 ＭＣＮ肾损伤免疫病程中起重要甚至关键作

用。随着免疫治疗技术的发展，设想可以通过阻断ＩＬ１８的生

成或拮抗其作用，减少ＩＬ１８所致的多种促炎细胞因子和凋亡

相关因子的产生，减轻对肾脏的损伤作用，具有广阔的临床应

用前景。　　　　　　　　　　　　　　（下转第６３０页）
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小板抑制率达标与未达标的定性分析。其中氯吡格雷血小板

抑制率达标５８例，未达标２６例。在Ｃ３４Ｔ位点，将８４例患者

按ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ进行基因分型，各５３、３１、０例；氯吡格雷血小板

抑制率达标组与未达标组基因型分布比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。在Ｇ５２Ｔ位点，将８４例患者按ＧＧ、ＧＴ、ＴＴ进行

基因分型，各６４、１９、１例；氯吡格雷血小板抑制率达标组与未

达标组基因型分布比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。说明

在口服氯吡格雷的患者中，血小板膜受体Ｐ２Ｙ１２基因 Ｇ５２Ｔ

的多态性，可能是影响患者口服氯吡格雷疗效的重要因素之

一，而Ｃ３４Ｔ的多态性与其关系不明显。

综上所述，氯吡格雷是目前临床常规应用的抗血小板聚集

药物，而其效果受基因多态性的影响，因此开展氯吡格雷基因

多态性的研究具有非常重要的意义。如果能在抗血小板治疗

前对患者的上述基因型进行检测，并根据不同患者的基因型变

异情况选择药物和给药方案，不但有利于患者的个体化治疗，

还有利于降低心血管事件的发生风险。但是，还需要大规模的

人群前瞻性基因多态性筛查和随机临床研究进一步证实。
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