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ＩＬ１６在 ＣｏｎＡ诱导小鼠自身免疫性肝损伤
发生发展中的作用

李春霞　李晨语　于文沛　马　群　熊化保△

（济宁医学院免疫学与分子医学研究所，济宁 ２７２０６７）

　　摘　要　目的　探讨ＩＬ１６在ＣｏｎＡ诱导的小鼠自身免疫性肝损伤发生发展中的作用及其机制。方法　将
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（ＷＴ）及 ＩＬ１６敲除（ＩＬ１６／）小鼠分别随机分为 ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组、ＩＬ１６／ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＷＴＣｏｎＡ组和
ＩＬ１６／ＣｏｎＡ组。ＣｏｎＡ组给予尾静脉注射刀豆球蛋白 Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，ＣｏｎＡ），建立自身免疫性肝损伤模
型，ｃｏｎｔｒｏｌ组尾静脉注射相同体积的磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）。ＥＬＩＳＡ、实时定量 ＰＣＲ及免疫组化检测各组血清
及肝组织ＩＬ１６的表达；ＩＬ１６／小鼠造模后，观察肝损伤小鼠的生存率，检测血清中转氨酶及炎性因子的水平，
ＨＥ染色及ＴＵＮＥＬ分析肝组织病理，流式细胞术检测肝、脾组织中髓源性抑制细胞（ＭＤＳＣｓ）的比例。取 ＷＴ小
鼠（ＷＴ组）及ＩＬ１６／小鼠（ＩＬ１６／组）股骨及胫骨，体外诱导 ＭＤＳＣｓ，流式细胞术分析 ＭＤＳＣｓ比例，实时定量
ＰＣＲ检测ＭＤＳＣｓ免疫抑制相关因子诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）、精氨酸酶１（Ａｒｇ１）的ｍＲＮＡ水平。结果　与
ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＷＴＣｏｎＡ组小鼠血清及肝组织中ＩＬ１６表达明显增加（均Ｐ＜０．００１）。与ＷＴＣｏｎＡ组相比，
ＩＬ１６／ＣｏｎＡ组小鼠生存率明显提高（Ｐ＜０．０５）；血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ及ＩＬ６、ＩＬ１２、ＴＮＦα炎性因子的水平明显降
低（均Ｐ＜０．０５）；肝组织损伤减轻，肝细胞凋亡减少；肝、脾组织中ＭＤＳＣｓ的募集增加（均Ｐ＜０．０５）。体外实验发
现，与ＷＴ组相比，ＩＬ１６／组来源诱导的ＭＤＳＣｓ比例及ｉＮＯＳ的表达明显增加（均 Ｐ＜０．０５）。结论　ＩＬ１６可通
过下调ＭＤＳＣｓ的募集加重ＣｏｎＡ诱导的肝损伤。

关键词　白细胞介素 １６；ＣｏｎＡ；免疫性肝损伤；髓源性抑制细胞
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　　肝脏是人体重要的免疫器官，含有多种天然免
疫细胞及适应性免疫细胞。免疫介导的肝损伤因

其免疫细胞失衡、炎性因子的过表达可导致肝细胞

或肝组织受损，进而引发急性肝衰竭、慢性肝炎、肝

纤维化的发生［１２］。髓源性抑制细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅ
ｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）是由骨髓祖细胞和不
成熟的髓系细胞组成的异质性细胞群，可通过表达

和分泌免疫抑制相关因子发挥强有力的免疫抑制

作用，如诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘ
ｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）、精氨酸酶１（ａｒｇｉｎａｓｅ１，Ａｒｇ
１）等［３４］，ＭＤＳＣｓ在肝脏中的积累可减轻肝损
伤［５６］。白细胞介素１６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１６，ＩＬ１６）作为
多种细胞分泌的炎性因子，广泛参与机体的炎症反

应，并与哮喘、肠炎、系统性硬化症、心脏损伤等疾

病密切相关［７１０］，而 ＩＬ１６是否参与肝损伤未见报
道。ＣｏｎＡ作为Ｔ细胞分裂原，能够引发免疫兴奋
和炎症刺激，其引起的病理改变与肝细胞损伤的病

理生理过程类似，故ＣｏｎＡ诱导的小鼠肝损伤是较
为理想的免疫肝损伤动物模型［１１１２］。本课题借助

于ＩＬ１６基因敲除（ＩＬ１６／）小鼠，构建ＣｏｎＡ诱导
的肝损伤模型，观察ＩＬ１６对肝损伤及ＭＤＳＣｓ的影
响，进一步探讨ＩＬ１６是否通过调控ＭＤＳＣｓ的募集
而影响肝损伤。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　７～８周龄，体质量１８～２２ｇ，ＳＰＦ级
雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，购自济南朋悦实验动物繁育
有限公司，利用ＣＲＩＳＰＥＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术获得
ＩＬ１６／小鼠，所有小鼠均在 ＳＰＦ级动物房繁殖饲
养，符合济宁医学院实验动物伦理委员会要求。

１．１．２　试剂及仪器　刀豆球蛋白Ａ（ＣｏｎＡ，批号：
Ｃ２０１０）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＩＬ１６、ＩＬ６、ＩＬ１２、
ＴＮＦα及内参 ＧＡＰＤＨ的引物均委托上海生工生
物工程技术服务有限公司合成；小鼠 ＩＬ１６ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司；ＩＬ６、ＩＬ

１２、ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒及流式细胞术相关抗体均
购自美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司；末端脱氧核苷酸转移酶
介导的ｄＵＴＰ缺口末端标记法［ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｘｙｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＴｄＴ）ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ］凋亡检测试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ公
司；定量逆转录聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）试剂由南京
诺唯赞生物科技股份有限公司提供，包括 ＡｃｅＱ
ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：Ｑ１１１）和 ＨｉＳ
ｃｒｉｐｔＩＩＩＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（货号：Ｒ３２３）；兔抗
ＩＬ１６多克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司；粒细胞巨噬细
胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓ
ｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）、ＩＬ６购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公
司；免疫组织化学染色试剂盒购自北京博奥森生物

技术有限公司。Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０ＰＣＲ仪购自Ｒｏｃｈｅ
公司；酶联免疫检测仪购自 ＢｉｏＴｅｋ公司；流式细
胞仪购自ＢＤ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＣｏｎＡ诱导的肝损伤模型的建立及实验分
组　根据实验设计将Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（ＷＴ）及 ＩＬ１６
敲除（ＩＬ１６／）小鼠分别随机分为对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ
组，ｎ＝５）和模型组（ＣｏｎＡ组，ｎ＝７），ＣｏｎＡ组尾
静脉注射ＣｏｎＡ（２０ｍｇ／ｋｇ），建立肝损伤模型，ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组尾静脉注射相同体积的磷酸缓冲盐溶液
（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），６ｈ后取小鼠血
清待测ＩＬ６、ＩＬ１２、ＴＮＦα的表达，１２ｈ后取血清待
测ＩＬ１６、ＡＬＴ、ＡＳＴ，取脾脏、肝脏备用。另外给予
小鼠致死剂量的ＣｏｎＡ（２５ｍｇ／ｋｇ）尾静脉注射，观
察小鼠生存率。

１．２．２　免疫组织化学技术检测肝组织中 ＩＬ１６蛋
白的表达　各组小鼠肝组织石蜡切片脱蜡水化，柠
檬酸缓冲液微波抗原修复后 ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５
ｍｉｎ；Ｈ２Ｏ２作用 ３０ｍｉｎ阻断过氧化物酶；ＰＢＳ洗 ３
次，每次５ｍｉｎ，血清封闭室温孵育２０ｍｉｎ；弃去血清
滴加ＩＬ１６多克隆抗体，３７℃过夜；ＰＢＳ洗３次，每
次５ｍｉｎ；滴加生物素标记的二抗，室温孵育３０ｍｉｎ；
辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素室温孵育

·９２３·
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２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；ＤＡＢ显色、苏木素
衬染，脱水、透明后，中性树胶封片，镜下观察。

１．２．３　小鼠血清转氨酶检测及组织病理学分析　
小鼠尾静脉注射ＣｏｎＡ，１２ｈ后摘眼球取血，４０００ｒ／
ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ后取血清，罗氏 ｃｏｂａｓ８０００全自动
生化分析仪检测血清中谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓ
ａｍｉｎａｓｅ，ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）水平。同时将部分肝组织于 ４％多聚
甲醛中固定，行常规 ＨＥ染色，显微镜下观察肝组
织病理变化。

１．２．４　ＴＵＮＥＬ试剂盒检测肝组织中凋亡细胞　
肝组织石蜡切片常规脱蜡、水化；ＰＢＳ洗涤后滴加
蛋白酶 Ｋ，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤后滴加
ＴＵＮＥＬ反应液，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤后滴加
防荧光淬灭剂封片，荧光显微镜下观察。

１．２．５　小鼠体外 ＭＤＳＣｓ的诱导　分别分离 ＷＴ
小鼠和ＩＬ１６／小鼠的股骨及胫骨，剔除肌肉后，用
无菌 ＰＢＳ冲洗骨髓腔获取骨髓细胞。在含
１００ｍＬ／ＬＦＢＳ、４０ｎｇ／ｍＬＧＭＣＳＦ、４０ｎｇ／ｍＬＩＬ６的
ＤＭＥＭ培养基中培养，４ｄ后收取细胞待测。
１．２．６　小鼠肝脏、脾脏单个核细胞的制备　小鼠
麻醉后暴露心脏和肝脏，在右心耳充分收集血液，

于心尖处注入２０ｍｌＰＢＳ冲洗肝脏至灰白色。取肝
脏至２００目铜网上研磨至单细胞悬液，３０００ｒ／ｍｉｎ，
离心１０ｍｉｎ；弃上清后用约４５ｍｌ的 ＰＢＳ将细胞重
悬，４００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ；吸取上清至一新的 ５０ｍｌ
离心管中，２５００ｒ／ｍｉｎ，离心８ｍｉｎ；弃去上清，用３ｍｌ
４０％ｐｅｒｃｏｌｌ重悬细胞，将重悬后的细胞缓慢叠加
至２ｍｌ７０％ 的 ｐｅｒｃｏｌｌ的上层。差速离心，２５００ｒ／
ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ。吸取中间灰白层至１５ｍｌ离心管
中，ＰＢＳ洗涤 ２次后，弃去上清，用 ＰＢＳ调整细胞
浓度后流式细胞术待测。

取小鼠脾脏充分研磨后获取单细胞悬液，转移

至１５ｍｌ离心管中，１５００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ；弃上清后
悬浮细胞，加入１ｍｌ红细胞裂解液，混匀后室温静
置５ｍｉｎ；适量ＰＢＳ终止裂解后离心，弃上清后重悬
细胞，ＰＢＳ调整细胞浓度后流式细胞术待测。
１．２．７　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ）　采用ＲＡＮｉｓｏＰｌｕｓ试剂提取肝组织及体外
诱导ＭＤＳＣｓ的总 ＲＮＡ，ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩＩＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒｑＰＣＲ试剂盒扩增ｃＤＮＡ。使用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０
系统进行实时ＰＣＲ反应。ＰＣＲ引物序列见表１。

表１　引物序列

引物名称 引物序列

ＧＡＰＤＨＦｏｒｗａｒｄ ＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣ
ＧＡＰＤＨＲｅｖｅｒｓｅ ＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣ
ＩＬ１６Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＧＴＧＡＧＡＡＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴＡＣＡ
ＩＬ１６Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＣＣＣＡＧＧＡＧＡＣＣＡＧＡＡＡＡ
ＩＬ６Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＡＧＡＡＡＣＣＧＣＴＡＴＧＡＡＧＴＴＣＣＴ
ＩＬ６Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＧＴＣＣＣＡＡＧＡ
ＩＬ１２Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＧＡＣＡＴＧＧＡＧＴＣＡＴＡＧＧＣＴＣＴＧ
ＩＬ１２Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＴＧＧＡＧＣＡ
ＴＮＦαＦｏｒｗａｒｄ ＧＣＣＡＣＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴ
ＴＮＦαＲｅｖｅｒｓｅ ＧＧＴＣＴＧＧＧＣＣＡＴＡＧＡＡＣＴＧＡＴＧ
ｉＮＯＳＦｏｒｗａｒｄ ＣＴＧＣＡＧＣＡＣＴＴＧＧＡＴＣＡＧＧＡＡＣＣＴＧ
ｉＮＯＳＲｅｖｅｒｓｅ ＧＧＡＧＴＡＧＣＣＴＧＴＧＴＧＣＡＣＣＴＧＧＡＡ
Ａｒｇ１Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＴＣＣＣＴＡＡＴＧＡＣＡＧＣＴＣＣＴＴ
Ａｒｇ１Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＣＡＴＣＣＡＣＣＣＡＡＡＴＧＡＣＡＣＡＴ

１．２．８　ＥＬＩＳＡ法检测 ＩＬ１６、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＴＮＦα的
表达水平 取各组小鼠血液，４０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ
后取上层血清，采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血清中 ＩＬ
１６、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＴＮＦα的水平，实验操作严格按说
明书进行。

１．２．９　流式细胞术检测小鼠脾脏、肝脏及体外诱
导ＭＤＳＣｓ的比例 将制备的小鼠脾细胞、肝细胞及
体外诱导的 ＭＤＳＣｓ转移至流式管中，每管加入相
应荧光标记的流式抗体，混匀后室温避光 ３０ｍｉｎ；
ＰＢＳ洗涤，弃上清，２００μｌＰＢＳ悬浮细胞，过滤后行
流式细胞术检测。

１．３　统计学方法
实验所有数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件进

行统计学分析，正态分布的计量资料采用 珋ｘ±ｓ描
述，多组间比较采用方差分析，组间多重比较采用

非配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ１６在 ＣｏｎＡ诱导的肝损伤模型中表达增
加

ＷＴＣｏｎＡ组小鼠血清ＩＬ１６蛋白水平（１６０．５
±１８．９３）ｐｇ／ｍｌ较 ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组（０．３９±０．０８）ｐｇ／
ｍｌ明显增加（ｔ＝７．４５７，Ｐ＜０．００１，图１Ａ）；ＷＴｃｏｎ
Ａ组肝组织ＩＬ１６ｍＲＮＡ水平（１．９１±０．０５）较ＷＴ
ｃｏｎｔｒｏｌ组（０．８９±０．０７）升高，差异具有统计学意义
（ｔ＝１１．０４，Ｐ＜０．００１，图１Ｂ）。ＩＬ１６在 ＷＴＣｏｎＡ
组小鼠肝组织中显著表达（图１Ｃ）。以上结果均表
明，ＩＬ１６在ＣｏｎＡ诱导的肝损伤中表达增加，提示
ＩＬ１６可能参与ＣｏｎＡ诱导的肝损伤。

·０３３·
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　　注：Ａ．ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清中ＩＬ１６的含量；Ｂ．ｑＰＣＲ
检测小鼠肝组织中ＩＬ１６的ｍＲＮＡ水平；Ｃ．免疫组织化学
检测肝组织中ＩＬ１６的表达

Ｐ＜０．００１ｖｓ．ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组

图１　ＩＬ１６在ＣｏｎＡ诱导的肝损伤模型中的表达

２．２　ＩＬ１６加重ＣｏｎＡ诱导的肝损伤
为进一步明确 ＩＬ１６在 ＣｏｎＡ诱导的肝损伤

中发挥的作用，利用 ＩＬ１６／小鼠建立 ＣｏｎＡ诱导

的肝损伤模型，观察小鼠生存率及肝损伤程度。结

果显示，ＩＬ１６／组小鼠的生存率明显高于ＷＴ组小
鼠（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）。ＩＬ１６／ＣｏｎＡ组小鼠血清
ＡＬＴ（２３３１±４６０．６）Ｕ／Ｌ、ＡＳＴ（２７５３±５８９．８）Ｕ／Ｌ，含
量较 ＷＴＣｏｎＡ组 ＡＬＴ（８１２２±１８８６）Ｕ／Ｌ、ＡＳＴ
（６３２８±１２２２）Ｕ／Ｌ降低，差异具有统计学意义（ｔ＝
３．２６，Ｐ＝０．００９８；ｔ＝２．７８９，Ｐ＝０．０２１１，图２Ｂ）。另
外，小鼠肝脏病理切片ＨＥ染色结果显示，ＷＴｃｏｎ
ｔｒｏｌ组及ＩＬ１６／ｃｏｎｔｒｏｌ组肝小叶结构完整，肝索整
齐，肝窦清晰，肝细胞形态正常，细胞核大小均一，

胞浆均匀红染；ＷＴＣｏｎＡ组表现为肝细胞坏死呈
片状分布，肝索消失，肝窦内大量红细胞淤积，可见

不同程度的淋巴细胞、中性粒细胞浸润；而ＩＬ１６／
ＣｏｎＡ组肝小叶及肝索结构可见，肝窦内有不同程
度的红细胞淤积，淋巴细胞及中性粒细胞稍有浸

润。ＴＵＮＥＬ检测结果显示，ＩＬ１６／ＣｏｎＡ组肝组
织凋亡细胞显著少于 ＷＴＣｏｎＡ组。以上结果均
表明ＩＬ１６可加重ＣｏｎＡ引起的肝损伤。

注：Ａ．小鼠生存率；Ｂ．小鼠血清中ＡＬＴ和ＡＳＴ水平；Ｃ．小鼠肝脏组织形态（ＨＥ染色）；Ｄ．ＴＵＮＥＬ染色检测小鼠肝组织的细胞凋亡
Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１ｖｓ．ＷＴＣｏｎＡ组

图２　ＩＬ１６加重ＣｏｎＡ诱导的肝损伤

２．３　ＩＬ１６增加肝损伤小鼠炎症因子的表达
ＩＬ１６／ＣｏｎＡ组血清ＩＬ６（５２．３５±１１．２８）ｎｇ／

ｍｌ、ＩＬ１２（２．５８±０．１４）ｎｇ／ｍｌ、ＴＮＦα（５６．５１±０．１４）
ｐｇ／ｍｌ蛋白水平较 ＷＴＣｏｎＡ组血清 ＩＬ６（１５５±
１８．１６）ｎｇ／ｍｌ、ＩＬ１２（３．３７±０．２０）ｎｇ／ｍｌ、ＴＮＦα
（１９５．２±３８．１９）ｐｇ／ｍｌ下降，差异具有显著性（ｔ＝
４．８０３，Ｐ＜０．００１；ｔ＝２．８８８，Ｐ＝０．０２０２；ｔ＝３．９８６，Ｐ

＝０．００３２，图 ３Ａ）。ＩＬ１６／ＣｏｎＡ组肝组织 ＩＬ６
（０．７２±０．０３）、ＩＬ１２（４．１４±１．２９）、ＴＮＦα（１．１４±
０．０９）ｍＲＮＡ水平低于 ＷＴＣｏｎＡ组 ＩＬ６（１．７７±
０３５）、ＩＬ１２（１４．４５±２．８３）、ＴＮＦα（１．６８±０．１５），
差异具有统计学意义（ｔ＝３．９９５，Ｐ＝０．００７２；ｔ＝
３５２５，Ｐ＝０．００６５；ｔ＝３．８７５，Ｐ＝０．００６１，图３Ｂ）。
ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组及 ＩＬ１６／ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠体内炎症因

·１３３·



济宁医学院学报２０２２年１０月第４５卷第５期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２２，Ｖｏｌ４５，Ｎｏ．５

子无明显变化。以上结果表明，ＩＬ１６可加重 ＣｏｎＡ
引起的肝损伤炎症反应。

　　注：Ａ．ＥＬＩＳＡ检测血清中ＩＬ６、ＩＬ１２和 ＴＮＦα的水平；
Ｂ．ｑＰＣＲ检测肝组织中ＩＬ６、ＩＬ１２和 ＴＮＦαｍＲＮＡ水平
Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１， Ｐ＜０．００１ｖｓ．ＷＴＣｏｎＡ组

图３　ＩＬ１６增加肝损伤小鼠炎症因子的表达

２．４　ＩＬ１６调节ＭＤＳＣｓ的募集及诱导

如图４所示，ＷＴＣｏｎＡ组小鼠肝脏中 ＭＤＳＣｓ
的比例（５．６６±０．５４）％较 ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组（１．５８±
０１６）％增高，差异具有统计学意义（ｔ＝５．１０６，Ｐ＝
０．００１４）；而 ＩＬ１６／ＣｏｎＡ组小鼠脾脏及肝脏中
ＭＤＳＣｓ比例（１．４８±０．７７）％、（９．８４±１．０６）％明显
高于 ＷＴＣｏｎＡ组（０．５９±０．１４）％、（５．６６±０．
５４）％（ｔ＝５．７０５，Ｐ＝０．０００２；ｔ＝３．５１６，Ｐ＝０．
００５６）。另外，我们在体外诱导了 ＭＤＳＣｓ，ＩＬ１６／

小鼠来源诱导的ＭＤＳＣｓ比例（７６．１４±０．３１）％明显
高于ＷＴ小鼠来源的 ＭＤＳＣｓ（７０．７８±１．３２）％（ｔ＝
３．９６８，Ｐ＝０．００４１，图５Ａ）；ｑＰＣＲ分析与 ＭＤＳＣｓ生
成及发挥抑制作用的相关分子 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ１发现，
与ＷＴ来源的ＭＤＳＣｓ（１．６１±０．３２）、（０．９４±０．２０）
相比，ＩＬ１６／小鼠来源 ＭＤＳＣｓ中ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达
水平（２．６８±０．３２）显著升高（ｔ＝２．３９４，Ｐ＝０．
０４３６），而Ａｒｇ１的 ｍＲＮＡ表达水平（０．７１±０．２６）
无明显变化（ｔ＝０．７２９３，Ｐ＝０４９３３，图５Ｂ）。

注：Ａ．流式细胞术检测脾脏中ＭＤＳＣｓ的比例；Ｂ．流式细胞术检测肝脏中ＭＤＳＣｓ的比例
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１ｖｓ．ＷＴＣｏｎＡ组；＃＃Ｐ＜０．０１ｖｓ．ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组

图４　ＩＬ１６下调肝损伤小鼠ＭＤＳＣｓ在脾脏和肝脏中的募集

注：Ａ．流式细胞术检测体外诱导的ＭＤＳＣｓ的比例；Ｂ．ｑＰＣＲ检测ｉＮＯＳ和Ａｒｇ１的ｍＲＮＡ水平
Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１、ｎｓＰ＞０．０５ｖｓ．ＷＴ组

图５　ＩＬ１６调节体外诱导的ＭＤＳＣｓ的比例
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３　讨论

免疫性肝损伤是指由于免疫刺激和炎症反应

引起的肝细胞损伤或病变，其发病与多种因素有

关，且机制复杂。细胞因子在肝损伤发生发展中发

挥着至关重要的作用。ＩＬ１６是由多种细胞（包括
激活的Ｔ细胞、巨噬细胞等免疫细胞和肥大细胞、
上皮细胞等非免疫细胞）分泌的一种重要的前炎

症因子，参与肠炎、哮喘等多种疾病的病理过

程［７］。目前，ＩＬ１６是否参与肝损伤的发生发展尚
未可知。

本研究发现 ＣｏｎＡ诱导小鼠肝损伤后，ＩＬ１６
在小鼠血清及肝组织中高表达，说明 ＩＬ１６参与了
ＣｏｎＡ诱导的肝损伤的发生发展。前期研究表明，
下调 ＩＬ１６的表达有助于某些疾病病情的缓解。
例如，中和 ＩＬ１６可减轻阿霉素诱导的心脏损伤，
改善心功能［８］；抗ＩＬ１６单克隆抗体可减轻三硝基
苯磺酸诱导的小鼠结肠损伤和炎症反应［１３］；ＩＬ１６
基因敲除后可减轻鸡卵白蛋白诱导的小鼠哮喘炎

症［９］。而下调或敲除 ＩＬ１６基因的表达是否有助
于缓解ＣｏｎＡ诱导的肝损伤？

我们借助ＩＬ１６／小鼠进行了进一步研究。结
果表明，小鼠 ＩＬ１６基因的缺失可明显提高 ＣｏｎＡ
致死剂量诱导的肝损伤小鼠生存率。肝损伤后肝

细胞破坏，肝细胞内ＡＬＴ和ＡＳＴ迅速释放入血，可
引起血清中水平增高，故血清中 ＡＬＴ及 ＡＳＴ的活
性水平是反映肝损伤程度、评价肝功能的重要指

标。在本实验中，ＩＬ１６基因的敲除可显著降低肝
损伤小鼠血清中 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平，改善肝组织病
理性损伤，减少肝细胞凋亡，说明 ＩＬ１６的缺失在
一定程度上可减轻ＣｏｎＡ诱导的肝损伤。另外，肝
损伤发生过程中中性粒细胞、巨噬细胞、Ｔ淋巴细
胞等炎症细胞在肝脏中浸润，产生大量细胞因子加

重肝脏损伤。本研究 ＩＬ１６基因的缺失可显著降
低ＣｏｎＡ引起的血清中炎症因子 ＩＬ６、ＩＬ１２和
ＴＮＦα的蛋白水平及肝组织中 ＩＬ６、ＩＬ１２和 ＴＮＦ
αｍＲＮＡ水平。以上结果均表明，ＩＬ１６的缺失有
助于缓解ＣｏｎＡ诱导的肝损伤病情，也就是说，ＩＬ
１６可加重ＣｏｎＡ诱导的小鼠肝损伤。

为进一步探讨 ＩＬ１６加重 ＣｏｎＡ诱导肝损伤
的机制，我们对 ＷＴ小鼠及 ＩＬ１６／小鼠肝损伤后
肝脏内浸润的免疫细胞进行了分析。结果发现，对

于ＷＴ小鼠，ＣｏｎＡ组肝脏中 Ｇｒ１＋ＣＤ１１ｂ＋双阳性
细胞即ＭＤＳＣｓ比例明显高于ｃｏｎｔｒｏｌ组。这与其他
报道结果相似［５６，１４］。当 ＩＬ１６基因缺失后，ＣｏｎＡ
并不影响小鼠肝脏内浸润的细胞类型，但肝脏内

ＭＤＳＣｓ的比例明显升高。在体外诱导ＭＤＳＣｓ实验
中，ＩＬ１６缺失后诱导的ＭＤＳＣｓ比例及其相关抑制
因子ｉＮＯＳ的表达均有不同程度的增加。在炎症
发生时，机体为抑制免疫细胞激活，可诱导 ＭＤＳＣｓ
募集至炎症局部发挥免疫抑制作用，从而减轻炎症

反应［１５］。实验结果说明 ＩＬ１６在一定程度上是通
过下调ＭＤＳＣｓ在肝脏中的募集而加重肝损伤。而
ＭＤＳＣｓ的募集是一个复杂而渐进的过程，由多种
因素控制。一方面，未成熟骨髓细胞扩增为 ＭＤ
ＳＣｓ可由基底膜基质或肿瘤产生的因子驱动，参与
慢性感染和炎症［１６１８］；另一方面，ＭＤＳＣｓ的激活可
由炎性因子和损伤相关分子模式介导，包括 ＩＦＮ
γ、ＩＬ１β、ＩＬ４等，这些因素主要通过 ＮＦκＢ、
ＳＴＡＴ１和 ＳＴＡＴ６信号途径而实现［１９２０］。而 ＩＬ１６
作为炎性因子，通过何种途径对 ＭＤＳＣｓ的驱动或
激活发挥了负调节作用有待进一步研究。

综上所述，ＩＬ１６参与 ＣｏｎＡ诱导的肝损伤的
发生发展，并且通过下调 ＭＤＳＣｓ在肝组织中的募
集而加重肝损伤。本课题不仅为研究 ＩＬ１６与
ＭＤＳＣｓ的相互作用提供了新思路，也为研究肝损
伤发展的分子机制提出了新见解，因此，ＩＬ１６可能
成为治疗肝损伤的一个新的研究靶点。
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［１５］ＶｅｇｌｉａＦ，ＰｅｒｅｇｏＭ，ＧａｂｒｉｌｏｖｉｃｈＤ．Ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓｃｏｍｉｎｇｏｆａｇｅ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＩｍｍｕｎｏｌ，２０１８，
１９（２）：１０８１１９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９００１７００２２ｘ．

［１６］ＤｏｌｃｅｔｔｉＬ，ＰｅｒａｎｚｏｎｉＥ，ＵｇｅｌＳ，ｅｔａｌ．Ｈｉｅｒａｒｃｈｙｏｆｉｍ
ｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｓｔｒｅｎｇｔｈａｍｏｎｇｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓｉｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＧＭＣＳＦ［Ｊ］．ＥｕｒＪ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１０，４０（１）：２２３５．ＤＯＩ：１０．１００２／ｅｊｉ．
２００９３９９０３．

［１７］ＵｍａｎｓｋｙＶ，ＳｅｖｋｏＡ．Ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄｍｙｅ
ｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＭｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ，
２０１３，６（２）：１６９１７７．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２３０７０１２０１２６
７．

［１８］ＹａｎＤ，ＹａｎｇＱ，ＳｈｉＭ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ
ｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＪＡＫ／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＥｕｒＪ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１３，４３（１１）：２９４３２９５５．ＤＯＩ：１０．１００２／ｅｊｉ．
２０１３４３４７２．

［１９］ＣｏｎｄａｍｉｎｅＴ，ＭａｓｔｉｏＪ，ＧａｂｒｉｌｏｖｉｃｈＤＩ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ
ＬｅｕｋｏｃＢｉｏｌ，２０１５，９８（６）：９１３９２２．ＤＯＩ：１０．１１８９／ｊｌｂ．
４ＲＩ０５１５２０４Ｒ．

［２０］ＲｉｂｅｃｈｉｎｉＥ，ＨｕｔｃｈｉｎｓｏｎＪＡ，ＨｅｒｇｏｖｉｔｓＳ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌ
ＧＭＣＳＦｓｉｇｎａｌｓｖｉａＩＦＮｇａｍｍａＲ／ＩＲＦ１ａｎｄＡＫＴ／
ｍＴＯＲｌｉｃｅｎｓｅｍｏｎｏｃｙｔｅｓｆｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＢｌｏｏｄＡｄｖ，２０１７，１（１４）：９４７９６０．ＤＯＩ：１０．１１８２／
ｂｌｏｏｄａｄｖａｎｃｅｓ．２０１７００６８５８．

（收稿日期　２０２２０９１３）
（本文编辑：石俊强）
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