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·专题研究２·

ＦｃγＲＩＩＢ缺失加重顺铂诱导小鼠的急性肾损伤
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［摘　要］目的：探究ＩｇＧＦｃ受体ＩＩＢ（ＦｃγＲＩＩＢ）对顺铂诱导小鼠急性肾损伤（ＡＫＩ）的影响。方法：８～１０周龄
雄性野生型（ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋）Ｃ５７ＢＬ／６小鼠、ＦｃγＲＩＩＢ基因缺失（ＦｃγＲＩＩＢ－／－）小鼠随机分成 ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组、
ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组、ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组及 ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组，模型组按２０ｍｇ／ｋｇ体质量腹腔注射顺
铂，对照组予同等量生理盐水；注射７２ｈ后，取动脉血检测血清尿素氮（ＢＵＮ）和血清肌酐（Ｓｃｒ）水平；ＥＬＩＳＡ检测
肾组织匀浆因子 ＴＮＦα，ＩＬ６，ＩＬ１０水平，ＨＥ染色观察肾组织学变化。结果：与 ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组及
ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组比较，ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组及 ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组 ＢＵＮ和 Ｓｃｒ含量升高（Ｐ＜００１）、肾
组织匀浆ＴＮＦα及ＩＬ６水平升高（Ｐ＜００１），在ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组这些改变更为明显，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１）；ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组肾组织匀浆 ＩＬ１０水平低于 ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组小鼠较ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组小鼠肾小管坏死症状严重，其肾小管坏死评分更高
（Ｐ＜００１）。结论：缺乏ＦｃγＲＩＩＢ可加重顺铂诱导ＡＫＩ。
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ｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｗｉｔｈ２０ｍｇ／Ｋｇｃｉｓｐｌａｔｉｎｆｏｒｔｈｅａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ（ＡＫＩ）ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅｒｅｃｅｉｖｅｄｉｄｅｎｔｉｃａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｓａｌｉｎｅｉｎｓｔｅａｄ．Ａｆｔｅｒ７２ｈｏｆｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＢＵＮ）ａｎｄｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（Ｓｃｒ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｉｎａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓ
ｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ１０ｉｎｒｅｎａｌｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ，ａｎｄｔｈｅｒｅｎａｌｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
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ｃｈａｎｇｅｓｉｎＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩｍｏｄｅｌｗｅｒｅｍｏｒｅｏｂｖｉｏｕｓ（Ｐ＜０．０１）．ＲｅｎａｌｈｏｍｏｇｅｎａｔｅＩＬ１０ｌｅｖｅｌｓｉｎ
ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎＦｃγＲＩＩＢ－／－ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｍｉｃｅｉｎ
ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｈａｄｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｔｕｂｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓｓｙｍｐｔｏｍｓａｎｄｈｉｇｈｅｒｔｕｂｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｓｃｏｒｅｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＦｃγＲＩＩＢｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙａｇｇｒａ
ｖａｔｅｓｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＦｃｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０

　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的死亡
率较高，会增加慢性肾病风险和住院时间［１］，全球

每５名住院患者中就有１人受到 ＡＫＩ影响［２］。在

住院患者中，成人ＡＫＩ相关死亡率为２４％，儿童为
１４％［３］；在重症监护病房，ＡＫＩ的发生率为５０％ ～
７０％，死亡率大于５０％［２］。有研究表明，炎症机制

参与顺铂引起 ＡＫＩ［４］。免疫反应中可与 ＩｇＡ、ＩｇＥ、
ＩｇＤ、ＩｇＭ和 ＩｇＧ免疫球蛋白结合的受体统称为
ＦｃＲｓ，属于免疫球蛋白家族的一份子，是细胞膜表
面的糖蛋白，可结合抗体，连接固有及适应性免疫

反应中细胞（中性粒细胞、肥大细胞、巨噬细胞和Ｂ
细胞等）效应区域，帮助细胞识别病原及微生

物［５］，并诱导相应效应。ＦｃγＲ即 ＩｇＧＦｃ段受体，
人和灵长类动物只有 ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、ＦｃγＲＩＩＩ三个
亚群，而小鼠有 ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）、
ＦｃγＲＲＩＩＩ（ＣＤ１６）、ＦｃγＲＩＶ四个亚群［６］，因其结构

不同而具有不同功能。表达 ＦｃγＲＩＩＢ细胞的胞浆
区的受体为免疫受体酪氨酸抑制基序（ｉｍｍｕｎｏｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｂａｓｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｔｉｆｓ，ＩＴＩＭ），在发
生磷酸化后可抑制 Ｂ淋巴细胞活化及增殖等传递
抑制性信号［７－８］，参与一系列炎性疾病（自身免疫

反应和感染性疾病）过程［９］。在肾小球肾炎模型

中，老年鼠ＦｃγＲＩＩＢ受体表达较低，症状较中年鼠
轻［１０］。炎性组织中炎性细胞表面的 ＦｃγＲＩＩＢ表达
增高，这有助于在免疫效应阶段增高免疫反应细胞

活性阈值以应对炎性反应［１１］。而另一些研究表

明，缺乏ＦｃγＲＩＩＢ小鼠在分支杆菌感染时会分泌更
多的ＩＬ１２提高感染抗性［１２］。ＦｃγＲＩＩＢ作为唯一
抑制性受体，虽然已知其与炎症反应有关，但是它

在ＡＫＩ中的作用还不明确，因此本研究通过顺铂
诱导ＦｃγＲＩＩＢ野生型小鼠及 ＦｃγＲＩＩＢ基因敲除小
鼠ＡＫＩ，探究ＦｃγＲＩＩＢ在ＡＫＩ中的作用。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物　野生型（ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋）Ｃ５７ＢＬ／６

小鼠购自北京华富康生物科技有限公司，ＦｃγＲＩＩＢ
基因敲除（ＦｃγＲＩＩＢ－／－）Ｃ５７ＢＬ／６小鼠由哥德堡大
学ＭＩＶＡＣ医学实验动物中心赠予。所有实验均使
用８～１０周雄性小鼠，并于特定无病原体的实验室
饲养，动物实验方案经贵州医科大学动物保护委员

会批准并实施（证号１５０３０５７）。
１１２　主要试剂及仪器　顺铂（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），血清肌酐（Ｓｃｒ）试剂盒（南京建成生物有限公
司），血清尿素氮（ＢＵＮ）试剂盒（南京建成生物有
限公司），酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（武汉
华美），多聚甲醛（美国 Ｓｉｇｍａ公司）。组织脱水机
（德国莱卡），石蜡包埋机（德国徕卡），手动切片机

（德国徕卡），冷冻离心机（美国赛默飞世尔公司），

光学显微镜（德国徕卡）。

１２　方法
１２１　实验动物分组及给药　随机将ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋

小鼠和 ＦｃγＲＩＩＢ／－小鼠分为 ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组，
ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模 型 组，ＦｃγＲＩＩＢ－／－ 对 照 组，
ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组，每组５只小鼠。模型组按
照２０ｍｇ／ｋｇ体质量腹腔注射顺铂，对照组腹腔注
射等量生理盐水。

１２２　观测指标　注射７２ｈ后，收集各组小鼠腋
动脉血，分离血清检测血清 Ｓｃｒ和 ＢＵＮ；之后吸入
麻醉处死小鼠，取双侧肾脏；左肾后按照试剂盒说

明，冰上电动研磨成组织匀浆，ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＮＦ
α、ＩＬ６及ＩＬ１０表达水平。分离小鼠右肾，用４％
多聚甲醛水溶液固定，石蜡包埋，切片３μｍ厚，苏
木素－伊红（ＨＥ）染色，光学显微镜下观察肾组织；
肾损伤以肾小管上皮肿胀、刷状缘脱落、空泡变性为

基础，采用半定量评分法，每张切片（２００×）取相同
组织结构部位随机１０个视野，０分表示损伤面积＜
１０％，１、２、３和４分则分别表示损伤面积为１０％ ～
＜２５％、２５～＜５０％、５０～＜７５％、≥７５％；评分后计
算其平均值，评估肾小管坏死（ＡＴＮ）程度［１３］。

１３　统计学方法
使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件分析数据，计量数
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据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两个独立样本组间
比较用ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　一般情况
实验期间，模型组小鼠活动减少，精神萎靡，进

食减少，体毛光泽欠佳，对照组小鼠活动良好，精神

以及进食正常。

２２　血清Ｓｃｒ和ＢＵＮ
与ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组及ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组比

较，ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组及ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型
组小鼠 Ｓｃｒ和 ＢＵＮ明显升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１）；与 ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组比较，
ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组小鼠Ｓｃｒ和ＢＵＮ显著升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见表１。

表１　各组小鼠血清Ｓｃｒ及ＢＵＮ水平（ｘ±ｓ，ｍｇ／Ｌ）
Ｔａｂ．１　ＳｅｒｕｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳｃｒ，ＢＵＮｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别
血清

Ｓｃｒ ＢＵＮ
ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组 ６６９８±０４２９ １８３３±１４９
ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组 ２４１５±０２３４２（１） ４０２６±３６８（１）
ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组 ７３５３±０２７５ １７６７±１６０
ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组 ３３１８０±２６７８（２）（３） ４９５０±３７０（２）（３）
（１）与ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照

组比较，Ｐ＜００１；（３）与ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组比较，Ｐ＜００１

２３　肾脏组织匀浆ＴＮＦα、ＩＬ６及ＩＬ１０表达水平
与ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组及ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组比

较，ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组及ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型
组肾脏组织匀浆 ＴＮＦα及 ＩＬ６含量均升高（Ｐ＜
００５），ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组增加更为明显，差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）；而 ＩＬ１０含量降低，在
ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组降低更为明显，差异有统计
学意义（Ｐ＜００１）。见图１。

（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜００５

图１　各组小鼠肾脏组织匀浆ＴＮＦα，ＩＬ６和ＩＬ１０表达水平
Ｆｉｇ．１　ＬｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ１０ｉｎｋｉｄｎｅｙｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ

２４　肾脏组织学改变
ＨＥ染色可见，ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ ＡＫＩ模型组及

ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组小鼠肾小管上皮肿胀、刷状
缘脱落，炎性细胞浸润，肾小球形态大致正常；

ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组小鼠较 ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模
型组小鼠肾小管坏死症状更严重。ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对
照组及ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组小鼠肾脏组织结构形态
大致正常。与ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组及ＦｃγＲＩＩＢ－／－对
照组相比，ＡＫＩ组ＡＴＮ评分明显升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜００１）；ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组小鼠较
ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组小鼠 ＡＴＮ分值更高，差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图２。

３　讨论

肾功能可通过血肌酐、血尿素氮水平及组织病

理学反映。本实验模型组小鼠血清 Ｓｃｒ及 ＢＵＮ明

显升高，病理组织明显改变，说明 ＡＫＩ模型成功。
实验结果显示 ＦｃγＲＩＩＢ－／－模型组小鼠血清 ＢＵＮ
及Ｓｃｒ，肾脏病理损伤以及组织炎性因子高于野生
型小鼠，说明ＦｃγＲＩＩＢ在顺铂诱导的ＡＫＩ中可能抑
制病情的发展。

顺铂肾毒性的特点是可激活促炎细胞因子。

细胞因子ＴＮＦα在顺铂诱导肾损伤中发挥重要作
用，抑制ＴＮＦα释放或活性可减轻顺铂肾毒性，这
与ＴＮＦα可能导致肾上皮细胞损伤有关［１４］。顺铂

诱导ＡＫＩ随肾脏 ＩＬ６产生增多而加重［１５］。顺铂

诱导的肾损伤包括肾小管细胞 ＤＮＡ碎裂，肿瘤抑
制蛋白Ｐ５３、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）以及白介素
６（ＩＬ６）水平升高［１６］。因此肾脏炎症以及炎性因

子的表达在ＡＫＩ中起至关重要的角色。
ＦｃγＲＩＩＢ是人类和小鼠体内唯一的抑制性受

体，通过胞质区域中含有的基于酪氨酸免疫抑制基

序（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｂａｓｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｔｉｆ，
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注：Ａ为ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋对照组，Ｂ为ＦｃγＲＩＩＢ＋／＋ＡＫＩ模型组，Ｃ为ＦｃγＲＩＩＢ－／－对照组，

Ｄ为ＦｃγＲＩＩＢ－／－ＡＫＩ模型组；Ｅ为ＡＴＮ评分，（１）Ｐ＜００１

图２　各组小鼠肾脏组织学（ＨＥ，×２００）
Ｆｉｇ．２　Ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ＩＴＩＭ）传递抑制信号［１７－１８］。研究表明，在真菌感

染ＦｃγＲＩＩＢ－／－小鼠体内血清炎性因子 ＴＮＦα和
ＩＬ６水平高于野生型小鼠，以对抗 ＦｃγＲＩＩＢ－／－小
鼠体内更高的载菌量［１９］。这与本研究中，顺铂诱

导的肾损伤，组织匀浆促炎子性因子 ＴＮＦα和 ＩＬ
６升高相一致，而抗炎性细胞因子 ＩＬ１０呈现下降
趋势，而且在 ＦｃγＲＩＩＢ－／－小鼠中下降趋势更明显。
白细胞介素１０（ＩＬ１０）是一种具有抗炎特性的
细胞因子，通过限制病原体的免疫反应从而防止对

宿主的损害，在炎性及感染过程中发挥核心作

用［２０］。橘皮素可通过下调 ＴＮＦα以及上调 ＩＬ１０
减轻顺铂毒性［２１］。在真菌感染小鼠体内，血清 ＩＬ
１０水平下降［１９］。ＦｃγＲＩＩＢ通过 ＩＴＩＭ传导抑制信
号时，可形成 ＳＨ２识别结构域，继而招募包含 ＳＨ２
的肌醇磷酸酶（ＳＨＩＰ）等分子，在通过ＰＩ３Ｋ将３，４，
５磷脂酰肌醇三磷酸（ＰＩＰ３）水解为４，５磷脂酰肌
醇二磷酸（ＰＩＰ２）［２２］，此脱磷酸过程可抑制 ＰＩＰ３聚
集含有ＰＨ（ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙ）结构域蛋白，比如
磷脂酶Ｃγ（ＰＬＣγ），可使其聚集到细胞膜，引起膜
离子膜离子通道改变，减少钙离子内流，从而抑制

相关激酶参与的细胞活化效应，加强吞噬作用、减

少细胞因子或抗体的产生等［８］。因此 ＦｃγＲＩＩＢ－／－

小鼠对炎症诱导表现出更高反应性，组织病理损伤

更严重，高水平促炎因子和低水平抑炎因子加重

ＡＫＩ的进程。
综上所述，本实验通过顺铂诱导建立 ＡＫＩ模

型，观察到 ＦｃγＲＩＩＢ可能对 ＡＫＩ病程起保护作用，
这为临床治疗ＡＫＩ提供了新的靶点，但是 ＦｃγＲＩＩＢ

参与 ＡＫＩ过程涉及的细胞或者效应蛋白分子，以
及在人类中是否同样具有抑制顺铂诱导 ＡＫＩ病程
的作用，仍需要进一步研究。
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