
收稿日期: 2006-07-28

基金项目:广东省自然科学基金资助项目( 05001781)

作者简介:米向斌( 1975- ) ,女 ,山西寿阳人 ,博士;曾凡钦 ,教授 ,博士生导师 ,通讯作者. E- mail: f_q_zeng@163.com

系 统 性 红 斑 狼 疮 ( systemic lupus

erythematosus, SLE)是免疫紊乱引起的经典的自身

免疫疾病。细胞因子分泌和复杂网络的调控异常在

SLE 免疫紊乱发生和病理损伤中起着重要作用 [1]。

作为 T细胞炎症介质的强有力的诱导者 ,白细胞介

素 18( interleukin 18, IL- 18)通过同时刺激 Th1 和

Th2 反应、诱导严重免疫紊乱 , 从而参与一些免疫

疾病的发生发展 [2]。但是, IL- 18 在 SLE 的疾病进

程和系统损伤中的作用还没有得到清楚的了解。本

实验从基因表达和蛋白水平两个层次研究 IL- 18

在 SLE, 特别是伴有肾损害的 SLE 患者外周血中

的表达,旨在探讨 IL- 18 在 SLE 的系统损害,特别

IL- 18在系统性红斑狼疮肾损害患者外周血中过度表达
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摘 要 : 【目的】探讨 IL- 18 在系统性红斑狼(SLE)肾损害发生发展中的作用。 【方法】采用 RT- PCR 及

ELISA法测定了 20 例 SLE 患者(其中 10 例伴有肾损、10 例无肾损)及 10 例健康人的外周血单个核细胞(PBMC)

表达 IL- 18 mRNA和血清 IL- 18 蛋白水平。【结果】SLE 肾损组和非肾损组、健康对照组 PBMC的 IL- 18 mRNA

表达分别为 1.35±0.30、0.91±0.27、0.69±0.17。 SLE 肾损组和非肾损组、健康对照组血清 IL- 18 蛋白水平分别为 :

(799±237) pg/mL、(163±53) pg/mL、(114±39) pg/mL。SLE 肾损患者血清 IL- 18 蛋白、PBMC的 IL- 18 mRNA平均表

达水平较健康人、非肾损 SLE 患者显著增高 ; SLE 非肾损患者血清 IL- 18 蛋白、PBMC的 IL- 18 mRNA表达水平

也高于健康对照组 , 差异有统计学意义(P ﹤ 0.05)。【结论】IL- 18 的过度表达可能在 SLE 特别是狼疮性肾损害

过程中起着一定作用。
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Abstract:【Objective】 To study the crucial role of IL- 18 in systemic lupus erythematosus (SLE) patients with

renal damage. 【Methods】The levels of serum IL- 18 and expression of IL- 18 mRNA in peripheral blood mononuclear

cell (PBMC) from 20 SLE patients (10 SLE patients with renal damage, 10 SLE patients without renal damage) and 10

healthy controls were evaluated by ELIZA and RT- PCR. 【Results】The levels of IL- 18 mRNA of PBMC from SLE

patients with and without renal damage, healthy control were: 1.35±0.30, 0.91±0.27, and 0.69±0.17. The serum IL-

18 levels of SLE patients with and without renal damage, healthy control were: (799±237) pg/mL, (163±53) pg/mL and

(114±39) pg/mL. The levels of serum IL- 18 and expression of IL- 18 mRNA in PBMC from SLE with renal damage

were several times of the levels in healthy controls and SLE without renal damage, compared with healthy controls, it

also significantly increased in SLE patients without renal damage (respectively, P﹤0.05). 【Conclusions】Increased

expression and secretion of IL- 18 in peripheral blood may play a role in the pathogenesis of SLE patients, especially

SLE patients with renal damage.
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是肾损害中的作用。

1 材料和方法

1.1 研究对象

本科 2005 年 10 月至 2006 年 2 月收治的 SLE

患者 20 例 , 均符合美国风湿学会 1997 年修订的

SLE诊断标准。其中,临床出现蛋白尿者称为 SLE

肾损患者 , 反之为 SLE 非肾损患者。共检测了

SLE 肾损患者 10 例 , 为我科住院患者 , 女性 9 例 ,

男性 1例; SLE 非肾损患者 10 例,为我科门诊随访

患者 , 均为女性 ;健康对照组 10 例 , 皆为我院体检

中心健康体检者 , 家族中无自身免疫疾病史 , 女性

8 例,男性 2 例。各组在性别和年龄构成上差别无

统计学意义。

1.2 单个核细胞总 RNA 的提取

收集晨间空腹无抗凝血 4 mL、肝素抗凝血 6

mL。收集血清于- 20 ℃保存待测。抗凝血细胞用灭

菌 PBS重悬后用 Ficoll 密度梯度分离液分离单个

核细胞 (PBMC)。PBMC 的 RNA 提取采用 Trizol

Reagent ( Invitrogen 公司), 紫外分光光度计测定

RNA浓度及纯度。

1.3 cDNA的逆转录合成

取 RNA 2 μg 逆转录 , Oligo (DT 18)10 μL,加

DEPC水至 30 μL,70 ℃ 5 min,立即冰浴。再加入 5×

逆转录缓冲溶液 2.5 μL, dNTP 2.0 μL, RNA酶抑

制剂 1 μL,逆转录酶 M-MLV(Promega 公司) 2 μL,

加 DEPC 水至总体积 50 μL。42 ℃ 60 min,70 ℃

10 min, 立即冰浴,得到产物为 cDNA.

1.4 引物的合成

IL- 18:上游引物序列 ATGGC TGAAC CAGTA

G, 下游引物序列 TCTAC AGTCA GAATC AGTCA

T,产物片断大小为 225 bp;β-肌动蛋白:上游引物

序列 GATGA GATTG GCATG GCTTT, 下游引物序

列 CTCAA GTTGG GGGAC AAAAA,产物片断大小

为 431 bp。所有引物均由上海英俊生物工程公司合

成。

1.5 PCR 扩增

PCR 反应总体积 25 μL, 包括:10×PCR 缓冲液

2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 2.0 μL,上游引物 0.5 μL,

下游引物 0.5 μL, TaqDNA 聚合酶 ( Takara 公司 )

0.25 μL, cDNA 3 μL,加灭菌水至总体积 25 μL。

1.6 IL- 18 mRNA 表达的半定量分析

PCR 产物 5 μL, 6×Loading Buffer 1 μL以及 Syber

Green 0.5 μL混匀后, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳,紫外

线下用 UVI 凝胶成像系统成像 , 用 UVI 凝胶图像

分析软件分析各个目的片段的亮度。以β-肌动蛋

白作为内参照半定量, 各样本目的基因表达强度=

样本亮度值/β-肌动蛋白亮度值。

1.7 IL- 18蛋白水平用 ELISA法检测

人 IL- 18ELISA定量试剂盒为美国 R&D公司

产品 ,灵敏度为 pg/mL。操作步骤严格按照试剂盒

说明书进行。

1.8 统计分析

应用 SPSS 13.0统计软件进行统计分析。数据

用 x±s表示,多组间差异采用 One- Way ANOVA方

法。P﹤0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SLE 患者和健康人外周血单个核细胞的 IL-

18 mRNA的表达水平

SLE 肾损组、SLE 非肾损组、健康对照组外周

血 PBMC 的 IL- 18 mRNA 的表达水平分别为 :

1.35±0.30、0.91±0.27、0.69±0.17。SLE 肾损患者 IL-

18 mRNA平均表达水平显著高于 SLE 非肾损患者

和健康人 ; SLE 非肾损组较健康对照组 IL- 18

mRNA表达也有所升高 , 差异有统计学意义 (F =

11.749, P =0.003)。

2.2 SLE 患者和健康人血浆的 IL- 18 蛋白分泌

水平

SLE 肾损组、SLE 非肾损组、健康对照组血浆

IL- 18 蛋白水平分别为: (799±237) pg/mL、(163±53)

pg/mL、(114±39) pg/mL。SLE 肾损患者血浆 IL- 18

图 1 SLE 患者和正常人 PBMC IL- 18 mRNA 表达量

Fig.1 IL - 18 mRNA level in PBMC from SLE patients

and healthy control

1,2: healthy controls; 3,4,5: SLE without nephritis; 6,7,8:

SLE with nephritis
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蛋白水平较健康人以及 SLE 非肾损组明显增高达

3～6 倍; SLE 非肾损组较健康人血浆 IL- 18 水平也

有增高,差异有统计意义(F =18.644, P =0.000)。

3 讨 论

3.1 IL- 18 诱导的免疫紊乱参与了 SLE 的疾病进

程和系统损伤

IL- 18 是 IL- 1 细胞因子家族的一个成员。它

可以在多种不同的细胞表达 ,包括:巨噬细胞、树突

状细胞、角质形成细胞、成骨细胞、肠上皮细胞。在

人和鼠 , IL- 18 可以促进 Th1、CD8+ 和 NK 细胞的

增殖和 IFN-γ的产生。作为 Th1 细胞活化的共刺

激信号,它可以诱导 IL- 12R 表达和协同 IL- 12 的

刺激 IFN-γ的产生。在缺乏 IL- 12 时 , IL- 18 对 T

细胞的介导效应不仅限于 Th1 分化 , 还可以促进

Th2细胞因子的产生 [3]。近年来的资料显示 IL- 18

通过同时诱导 Th1、Th2的免疫紊乱,特别是强烈的

诱导 IFN-γ作用 , 参与了 SLE 的疾病进程和系统

损伤[4]。

动物试验发现 : ① 与野生型 MRL 鼠相比 ,

MRL/lpr 狼疮鼠血清 IL- 18 明显升高;② 用 IL- 18

单独处理或者是 IL- 18 和 IL- 12 共同处理的

MRL/l r 鼠出现蛋白尿升高、肾小球肾炎和脉管炎。

这些效应同时伴有抗 ds- DNA 抗体和炎性细胞因

子的产生增加。③ 此外, IL- 18 处理鼠出现了面部

炎性蝴蝶斑、凋亡加速和皮疹中 Ig 沉积[5]。这提示

IL- 18 可能在 SLE 各系统免疫损伤中起着一定作

用。本试验也发现 SLE 肾损害以及无肾损害的

SLE 患者血清 IL- 18 分泌和 PBMC 表达 IL- 18

mRNA 水平较正常人均明显升高 ; Amerio等 [6,7]也

发现活动期 SLE 患者血清中 IL- 18 水平升高约是

正常人的 6～7 倍,是非活动期 SLE 患者的两倍;而

且在患者疾病动态过程中 , IL- 18 水平的变化与

SLE DAI、抗 ds- DNA 抗体滴度的变化有很好的

相关性[6,7]。这说明 IL- 18 参与了 SLE 的疾病进程

和系统损伤。

3.2 IL- 18 在 SLE 的肾脏损害过程中起着一定作

用

本试验结果显示 : SLE 伴肾损患者外周血

PBMC 表达 IL- 18 和血清 IL- 18 分泌较无肾损害

SLE 患者显著增高。这部分结果和学者们发现狼疮

性肾炎患者外周血单个核细胞上调 IL- 18 的表达

相吻合[8]。而且,体外培养伴肾损狼疮患者外周血单

个核细胞发现,不仅较无肾损狼疮患者和健康人相

比上调表达 IL- 18,而且 IL- 18 的过度表达和肾脏

肾小球炎症分级有关[9]。肾脏肾小球局部 IL- 18 的

过剩也进一步支持了细胞因子 IL- 18 在 SLE 肾损

害中起着潜在致病性作用[10]。这可能提示 IL- 18 在

SLE 的系统损伤 , 特别是肾脏损害的过程中发挥

一定作用。

Bossu 等用 IL- 18 cDNA 疫苗对幼龄 lpr 鼠进

行了重复多次免疫后 ,免疫过的鼠产生了针对 IL-

18 的自身抗体, 并且淋巴细胞的活化增殖、IFN-γ

产生以及肾脏损害明显减少。同时这些接受 IL- 18

疫苗接种鼠的死亡率也明显下降[11]。这些研究进一

步支持了 IL- 18 在 SLE 的免疫紊乱和各系统损伤

中(特别是肾损害)起着一定的作用;也提示我们减

少 IL- 18 产生和活性可能是 SLE 治疗 , 尤其是狼

疮性肾损害治疗的一个策略和方向。
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