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Ｆｇｌ２对小鼠急性肾损伤中巨噬细胞极化的作用
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　　［摘要］　目的　探讨纤维蛋白原样蛋白 ２（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ２，Ｆｇｌ２）对顺铂诱导的急性肾损伤
（ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＣｉｓＡＫＩ）中巨噬细胞极化的作用。方法　选取 ２４只８～１０周龄
（体质量 ２０～２５ｇ）的雄性野生型（Ｆｇｌ２＋／＋）小鼠和 Ｆｇｌ２基因敲除（Ｆｇｌ２－／－）小鼠各１２只。单次腹腔注射
生理盐水（ｓａｌｉｎｅ）或顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，Ｃｉｓ）处理 ３ｄ，按随机数字表法分成 ４组（ｎ＝６）：Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组、
Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组、Ｆｇｌ２－／－Ｓａｌｉｎｅ组和 Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组。３ｄ后，检测肾功能相关指标血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，
Ｓｃｒ）、尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）的水平，ＨＥ染色评估肾损伤程度；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾组织中
Ｆｇｌ２和肾损伤分子 １（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｋｉｍ１）的表达；ＲＴｑＰＣＲ检测Ｆｇｌ２、Ｋｉｍ１、中性粒细胞明
胶酶相关脂质运载蛋白（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）、ＩＬ６、ＩＬ１２ｐ４０、ＩＬ１β、诱导型
一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）、ＴＮＦα的表达；免疫组化检测肾脏 Ｆｇｌ２和巨噬细
胞（Ｆ４／８０＋）的表达；免疫荧光检测肾组织中巨噬细胞（Ｆ４／８０＋）和 Ｍ１型巨噬细胞（Ｆ４／８０＋ＣＤ８６＋）的表
达；流式细胞术检测肾组织中巨噬细胞（Ｆ４／８０＋）及Ｍ１型巨噬细胞（Ｆ４／８０＋ＭＨＣⅡ＋

）、Ｍ２型巨噬细胞
（Ｆ４／８０＋ＣＤ２０６＋）的表达。结果　与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组比较，Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组小鼠肾功能显著下降（Ｐ＜
０．０５），肾小管损伤病理评分显著升高（Ｐ＜０．０５），肾组织 Ｆｇｌ２表达显著上调（Ｐ＜０．０５）；与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ
组相比，Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组小鼠肾功能显著下降（Ｐ＜０．０５），肾损伤相关分子 Ｋｉｍ１、ＮＧＡＬ表达显著升高（Ｐ＜
０．０５），肾小管损伤病理评分显著升高（Ｐ＜０．０５），巨噬细胞浸润显著增加（Ｐ＜０．０５），Ｍ１型巨噬细胞相
关分子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ｉＮＯＳ表达显著上升（Ｐ＜０．０５），流式细胞术结果显示Ｍ１型巨噬细胞百分
比显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｍ２型巨噬细胞百分比无明显变化，且 Ｍ１型占比显著高于 Ｍ２型（Ｐ＜０．０５）。
结论　Ｆｇｌ２基因敲除可通过促进巨噬细胞向Ｍ１型转化加重 ＣｉｓＡＫＩ。
　　［关键词］　顺铂；急性肾损伤；纤维蛋白原样蛋白 ２；巨噬细胞
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７０３２０４２）ａｎｄｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＢ２０２３ＮＳＣＱＭＳＸ０５７０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＰＥＮＧＫａｎｆｕ，Ｅｍａｉｌ：３９２９０６７８６＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　近年来，急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的
发病率和病死率居高不下，且呈逐年上升趋势［１］。引

起ＡＫＩ的常见原因有肾缺血／再灌注损伤、肾毒性药
物、脓毒血症等，主要临床表现为短时间内（数小时至

数天）肾功能突然或持续下降，导致有害、有毒代谢物

在体内积聚，重症患者还可进展为肾衰竭甚至死

亡［２］。目前，除透析外，尚无确切的干预手段可以限

制肾损伤的进展、提高 ＡＫＩ患者的存活率及促进损伤
肾组织的恢复［３］。因此，研究 ＡＫＩ发生发展的机制，
以制定相应的治疗方法和途径，将有助于降低 ＡＫＩ的
发病率和病死率。

　　炎症反应在各种 ＡＫＩ的发病机制中起着重要作
用［４－６］。其中，巨噬细胞在免疫介导 ＡＫＩ的发生发展
中起重要作用［７］。它既是效应细胞，也是抗原提呈细

胞，可以连接先天免疫系统和适应性免疫系统，巨噬细

胞的缺失可以保护肾脏免受急性损伤［８－１１］。

　　巨噬细胞具有高度异质性，取决于微环境和疾病
的性质或阶段，可分化为形态和功能上截然不同的两

种表型：Ｍ１型（促炎型）和 Ｍ２型（抑炎型）［１２］。ＡＫＩ
发生后，Ｍ１型巨噬细胞被招募到肾脏，起放大炎症反
应并促进实质损伤的作用，而 Ｍ２型巨噬细胞则表现
出抗炎作用，促进肾脏修复［１３］。

　　纤维蛋白原样蛋白 ２（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ２，
Ｆｇｌ２）是纤维蛋白原相关蛋白家族成员，具有免疫凝血
和免疫调节的作用，主要由活化的巨噬细胞、Ｔ细胞、

内皮细胞和肿瘤细胞产生［１４］。本课题组前期的研究

表明，Ｆｇｌ２通过影响巨噬细胞极化介导肾纤维化的发
生发展［１５］，但对 Ｆｇｌ２在炎症密切相关的 ＡＫＩ中巨噬
细胞极化的作用尚不清楚。本研究拟通过建立顺铂诱

导的急性肾损伤（ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，
ＣｉｓＡＫＩ）模型，利用 Ｆｇｌ２基因敲除小鼠，观察 Ｆｇｌ２对
小鼠ＣｉｓＡＫＩ中巨噬细胞极化的作用，旨在为 Ｆｇｌ２的
应用提供新的免疫学视角，为临床靶向治疗 ＡＫＩ提供
新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　选取２４只８～１０周龄，体质量 ２０～２５ｇ的雄性
Ｃ５７ＢＬ／６ＪＦｇｌ２＋／＋小鼠（购自重庆腾鑫比尔实验动物销
售有限公司）和Ｆｇｌ２－／－小鼠（由美国纽约Ｔｒｕｄｅａｕ研究
所ＳｔｅｐｈｅｎＳｍｉｌｅｙ教授馈赠）各１２只。饲养于陆军军
医大学免疫学研究所 ＳＰＦ级层流动物房，环境温度和
湿度为中央空调统一控制［室温（２２±２）℃，湿度６０％～
７０％，１２ｈ昼夜交替照明］，Ｆｇｌ２＋／＋和Ｆｇｌ２－／－小鼠各２笼，
每笼６只，自由摄食饮水。本研究经陆军军医大学实验
动物福利伦理审理委员会审核（ＡＭＵＷＥＣ２０２３２７６３），符
合动物伦理和动物福利要求。

１．２　主要试剂与仪器
　　顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，Ｃｉｓ）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；
ＲＴｑＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料法，ＰＣＲ试剂盒购自
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武汉Ａｂｃｌｏｎａｌ公司，引物由上海生工生物合成；本研究
采用的抗体有：Ｆｇｌ２（中国 Ｎｏｖｕｓ公司），Ｆ４／８０（美国
ＣＳＴ公司），ＣＤ８６、ＣＤ２０６（英国 Ａｂｃａｍ公司），Ｐｅｒｃｐ
ａｎｔｉｍｏｕｓｅ ＣＤ４５、 ＰＥ／Ｃｙ７ａｎｔｉｍｏｕｓｅ ＣＤ１１ｂ、 ＰＥ
ａｎｔｉｍｏｕｓｅＦ４／８０、ＢｒｉｌｌｉａｎｔｖｉｏｌｅｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＭＨＣ Ⅱ、
ＡＰＣａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ２０６（美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ仪器购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；电泳凝胶试剂盒、电
泳液、转膜液均购自武汉塞维尔公司；化学发光成像仪

购自美国 ＬＩＣＯＲ公司；ＰＣＲ仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公
司；流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ）购自美国 ＢＤ公司。
１．３　小鼠实验模型构建与分组
　　通过单次腹腔注射２０ｍｇ／ｋｇＣｉｓ处理 ７２ｈ构建
ＣｉｓＡＫＩ小鼠模型，生理盐水（Ｓａｌｉｎｅ）组则在同等条件
下注射等体积无菌生理盐水，按随机数字表法将小鼠

分成 ４组（ｎ＝６）。ＣｉｓＡＫＩ模型组：Ｆｇｌ２＋／＋ Ｃｉｓ组、
Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组，对照组：Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组、Ｆｇｌ２－／－Ｓａｌｉｎｅ
组。Ｃｉｓ溶液现配现用，将Ｃｉｓ粉末溶于无菌生理盐水
中涡旋混匀，４５℃水浴锅中加热 ２０ｍｉｎ，使其充分溶
解成浓度为１ｍｇ／ｍＬ的淡黄色澄清工作液。
１．４　动物标本采集及处理
　　给药 ３ｄ后取小鼠眼球血，室温下放置 １ｈ后
４℃冰箱过夜，室温下１０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，取上清，
用于后续肾功能检测。所有小鼠取血后，经麻醉，立即

颈椎脱臼处死，摘取双侧肾脏去除包膜，一部分组织固

定于 ４％多聚甲醛中用于组织学检测，另一部分迅速
放入液氮速冻后冻存于 －８０℃冰箱中。
１．５　肾功能检测
　　小鼠血清送至陆军军医大学第一附属医院中心试
验室检测血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）、尿素氮（ｂｌｏｏｄ
ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）水平，由生化自动分析器（奥林巴
斯 ＡＵ５４００）完成。
１．６　实验方法
１．６．１　ＨＥ染色　　肾脏组织常规固定、脱水，包埋
制成石蜡标本，将包埋好的组织切成４μｍ薄片，脱蜡
至水，苏木精染色３０ｓ，自来水冲洗１０ｍｉｎ，１％盐酸乙
醇分化 ３ｓ，自来水冲洗反蓝 １０ｍｉｎ，伊红染色 ２５ｓ。
切片染色完成后，经透明处理，中性树脂封片，光镜下

拍照并评分。由２位经验较丰富的肾内科医生在显微
镜下观察病理损伤，采用双盲法分析肾小管上皮细胞

损伤，包括以下参数：小管刷状缘脱落、小管扩张、管型

形成、上皮细胞坏死和炎性细胞浸润。每个标本采用

双盲随机选取 ５个视野（４００×）对肾小管上皮细胞损
伤百分率进行量化并评分（０分：正常；１分：＞０％～
１０％；２分：＞１０％～２５％；３分：＞２５％～４５％；４分：＞４５％～
７５％；５分：＞７５％～１００％）。

１．６．２　免疫组化染色与免疫荧光染色　　将石蜡切
片脱蜡后浸于柠檬酸盐（ｐＨ值为 ６）或 ＥＤＴＡ抗原修
复液（ｐＨ值为 ９）中，大火煮沸 ３ｍｉｎ，转至中低火
１５ｍｉｎ进行抗原修复，３％过氧化氢阻断１０ｍｉｎ、５％牛
血清白蛋白室温封闭１ｈ，一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗
片４次，每次５ｍｉｎ，二抗孵育１ｈ，光镜下 ＤＡＢ显色，
苏木精染色３０ｓ，二甲苯透明后中性树脂封片。免疫
荧光步骤基本同上，注意避光孵育荧光二抗，Ｈｏｅｃｈｓｔ
染色１０ｍｉｎ后，抗荧光淬灭封片剂封片。
１．６．３　肾脏浸润炎症细胞分离与流式细胞术　　将
肾组织浸于 ＤＭＥＭ培养基中，剪至约 １ｍｍ３的碎块，
加入Ⅳ型胶原酶３７℃消化３０ｍｉｎ，７０μｍ细胞筛网去
除筋膜等杂质，加红细胞裂解液冰上裂解红细胞

５ｍｉｎ，用Ｐｅｒｃｏｌｌ进行梯度离心，上层为４０％Ｐｅｒｃｏｌｌ溶
液，下层为８０％Ｐｅｒｃｏｌｌ溶液，４℃、８００×ｇ离心３０ｍｉｎ，
缓升缓降，溶液分层后，位于中间白膜层的细胞即为肾

脏中的炎症细胞。用１ｍＬ胎牛血清与９９ｍＬＰＢＳ溶
液混合成流式染色缓冲液，洗涤离心后的白膜层细胞

沉淀用残液重悬，每个流式管加入 １μＬａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＣＤ１６／３２封闭液，冰上封闭１５ｍｉｎ后，不洗涤直接加
入一定量抗小鼠抗体混悬液（ＰｅｒｃｐＣＤ４５、ＰＥ／Ｃｙ７
ＣＤ１１ｂ、ＰＥＦ４／８０、Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｖｉｏｌｅｔＭＨＣ Ⅱ、ＡＰＣ
ＣＤ２０６），冰上避光孵育３０ｍｉｎ后洗涤离心，４００μＬ流
式染色缓冲液重悬后立即上机进行检测。

１．６．４　肾脏 ｍＲＮＡ提取与 ＲＴｑＰＣＲ检测　　使用
ＲＮＡ提取液（武汉塞维尔公司）从肾脏组织中提取总
ｍＲＮＡ，并使用分光光度计测定 ｍＲＮＡ浓度，采用
ｃＤＮＡ反转录试剂盒（武汉Ａｂｃｌｏｎａｌ公司）反转录合成
ｃＤＮＡ，ＲＴｑＰＣＲ反应体系：引物１μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，无
ＲＮＡ酶水 ３μＬ，ＳＹＢＲ５μＬ，总体积 １０μＬ。反应条
件：预变性９５℃，３ｍｉｎ，共 ４０个循环：９５℃ ５ｓ，５８℃
１５ｓ，７２℃ ３０ｓ。得到各组样品扩增反应的 Ｃｔ值，采
用 ２－ΔΔＣｔ计算相对表达量。引物序列见表 １。
１．６．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取约３０ｍｇ肾组织于研
磨管中，加入蛋白裂解液，将样品放入研磨仪

（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＫＺⅢＦ）中，以６０Ｈｚ的频率研磨３０ｓ，循
环２次后转移研磨管中的组织匀浆至１．５ｍＬ标记好
的离心管中，冰上裂解 ３０ｍｉｎ，１５０００×ｇ、４℃离心
１５ｍｉｎ，取上清用分光光度计检测蛋白浓度，按照４∶１
的比例加入 ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，１００℃变性 １０ｍｉｎ。取
４０μｇ蛋白加入聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳，１５０ｍＡ
１ｈ电转至 ＰＶＤＦ膜，封闭３０ｍｉｎ，一抗４℃孵育过夜；
０．１％ＴＢＳＴ漂洗后加入 ＨＲＰ标记二抗（山羊抗兔抗
体 １∶３０００，山羊抗小鼠抗体１∶３０００），室温孵育１ｈ；
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０．１％ＴＢＳＴ漂洗后 ＥＣＬ化学发光剂显色，ＬＩＣＯＲ曝
光仪显影照相。

表１　引物序列

基因 序列（５′→３′）

ＧＡＰＤＨ
正向：ＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ
反向：ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ

ＦＧＬ２
正向：ＧＧＴＧＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＴＧＣＧＧＡ
反向：ＧＴＴＣＣＴＧＧＡＣＴＣＴＡＣＴＧＴＣＣＴＣ

ＩＬ６
正向：ＡＣＡＧＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧＧＡ
反向：ＡＧＧＣＡＴＡＡＣＧＣＡＣＴＡＧＧＴＴＴ

ＩＬ１２Ｐ４０
正向：ＴＧＧＴＴＴＧＣＣＡＴＣＧＴＴＴＴＧＣＴＧ
反向：ＡＣＡＧＧＴＧＡＧＧＴＴＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴ

ＩＬ１β
正向：ＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ
反向：ＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ

ＴＮＦα
正向：ＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴ
反向：ＧＣＣＡＴＡＧＡＡＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧＧＡＧ

ｉＮＯＳ
正向：ＡＣＡＴＣＧＡＣＣＣＧＴＣＣＡＣＡＧＴＡＴ
反向：ＣＡＧＡＧＧＧＧＴＡＧＧＣＴＴＧＴＣＴＣ

１．７　统计学分析
　　ＩｍａｇｅＪ软件分析 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化染色及
荧光染色结果，ＦｌｏｗＪｏ１０．８．１软件分析流式细胞术结
果。实验数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５．１软件进行分
析和绘图，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两两比较采用非配对
ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ值已经ＬＳＤ
事后检验法进行校正，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｆｇｌ２在 ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾脏中的表达上调
　　为研究Ｆｇｌ２在ＡＫＩ中的作用，通过单次腹腔注射
Ｃｉｓ构建 ＣｉｓＡＫＩ小鼠模型。结果显示：与 Ｆｇｌ２＋／＋

Ｓａｌｉｎｅ组比较，Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组小鼠肾组织中Ｆｇｌ２的蛋白
和ｍＲＮＡ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１，图１Ａ、Ｂ）；
免疫组化染色结果显示，Ｆｇｌ２在肾组织中的表达明显
增加，且主要表达于皮质中的肾小管上皮细胞，肾间质

中也有少量表达（Ｐ＜０．００１，图１Ｃ）。提示Ｆｇｌ２可能参
与ＣｉｓＡＫＩ的发生发展。
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１：Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组；２：Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．００１，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｆｇｌ２蛋白表达水平及半定量分析；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｆｇｌ２ｍＲＮＡ水平；Ｃ：免疫组化染色显示
肾组织中 Ｆｇｌ２的表达及平均光密度统计

图１　Ｆｇｌ２在ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾脏中的表达

０７４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．２　Ｆｇｌ２的缺失加重小鼠ＣｉｓＡＫＩ
　　进一步研究发现，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较，Ｆｇｌ２－／－

Ｃｉｓ组小鼠血清中 Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平显著升高，反映肾功
显著下降（Ｐ＜０．００１，图２Ａ），肾组织中肾损伤相关分
子：肾损伤分子 １（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｋｉｍ１）蛋
白及ｍＲＮＡ水平均显著上升，中性粒细胞明胶酶相关
脂 质 运 载 蛋 白 （ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）ｍＲＮＡ水平显著上升（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜
０．０５，图２Ｂ、Ｃ）。ＨＥ染色显示，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组比
较，Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组小鼠肾小管上皮细胞明显肿胀、刷状
缘消失、细胞从基底膜上坏死脱落、管型形成、管腔扩

张，肾小管损伤病理评分明显升高；与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比

较，Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组小鼠肾脏上述病理改变更为显著（Ｐ＜
０．０５，图 ２Ｄ）。以上结果表明，Ｆｇｌ２基因敲除对 Ｃｉｓ
ＡＫＩ的发展起促进作用。
２．３　Ｆｇｌ２敲除促进 ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾脏巨噬细胞浸润
　　为探究 Ｆｇｌ２敲除促进 ＣｉｓＡＫＩ的作用机制，检测
各组小鼠肾脏巨噬细胞的浸润情况。免疫组化与免疫

荧光染色结果发现，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较，Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ
组小鼠肾脏浸润的巨噬细胞（Ｆ４／８０＋）数量显著增多
（Ｐ＜０．００１，图３Ａ、Ｃ）。流式细胞术结果示，与 Ｆｇｌ２＋／＋

Ｃｉｓ组比较，Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组小鼠肾脏免疫细胞中Ｆ４／８０＋

细胞百分比明显升高（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。以上结果表明
Ｆｇｌ２敲除促进ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾脏中巨噬细胞的浸润。
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１：Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组；２：Ｆｇｌ２－／－Ｓａｌｉｎｅ组；３：Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组；４：Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ
组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．００１，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较
Ａ：检测各组小鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｋｉｍ１、ＮＧＡＬｍＲＮＡ水平；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｋｉｍ１蛋白水
平及半定量分析；Ｄ：ＨＥ染色及肾小管损伤病理评分

图２　Ｆｇｌ２基因敲除对 ＣｉｓＡＫＩ的影响

１７４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）
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１：Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组；２：Ｆｇｌ２－／－Ｓａｌｉｎｅ组；３：Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组；４：Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组；ａ：Ｐ＜０．００１，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．００１，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较
Ａ：免疫组化 Ｆ４／８０＋细胞染色及统计结果；Ｂ：流式细胞术检测肾免疫细胞中 Ｆ４／８０＋细胞占比及统计结果；Ｃ：免
疫荧光 Ｆ４／８０＋细胞染色及统计结果

图３　Ｆｇｌ２敲除对 ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾巨噬细胞浸润的影响

２７４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　Ｆｇｌ２敲除促进ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾脏巨噬细胞向 Ｍ１
型极化

　　为进一步探讨 Ｆｇｌ２对 ＡＫＩ中肾脏巨噬细胞极化
的影响，检测各组小鼠肾组织中巨噬细胞极化情况。

ＲＴｑＰＣＲ结果发现：与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较，Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ
组小鼠肾脏Ｍ１型巨噬细胞相关炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６、
诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，
ｉＮＯＳ）、ＴＮＦα的表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５，
图４Ａ），ＩＬ１２Ｐ４０表达差异无统计学意义。流式结果

显示，与Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组鼠比较，Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组小鼠肾脏
总巨噬细胞中，Ｍ１型巨噬细胞（Ｆ４／８０＋ＭＨＣⅡ＋

）百分

比明显升高，而 Ｍ２型巨噬细胞（Ｆ４／８０＋ＣＤ２０６＋）百分
比无明显变化，且Ｍ１型巨噬细胞百分比明显高于 Ｍ２
型（Ｐ＜０．００１，图 ４Ｂ）。双色免疫荧光结果显示：与
Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较，Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组小鼠肾脏 Ｍ１型巨噬
细胞（Ｆ４／８０＋ＣＤ８６＋）浸润显著增多，与流式细胞术结
果一致（Ｐ＜０．０１，图５）。
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１：Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组；２：Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与 Ｆｇｌ２＋／＋

Ｃｉｓ组中Ｍ１型巨噬细胞占比比较；ｅ：Ｐ＜０．００１，与 Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组中Ｍ２型巨噬细胞占比比较
Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠肾肾脏Ｍ１型巨噬细胞相关炎症因子（ｉＮＯＳ、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＩＬ１２ｐ４０）的 ｍＲＮＡ水
平；Ｂ：流式细胞术检测肾组织中Ｍ１型巨噬细胞（Ｆ４／８０＋ＭＨＣⅡ＋

）或Ｍ２型巨噬细胞（Ｆ４／８０＋ＣＤ２０６＋）占比及统
计结果

图４　Ｆｇｌ２敲除对ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾巨噬细胞极化及Ｍ１型相关炎症因子表达的影响

３７４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）
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１：Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组；２：Ｆｇｌ２－／－Ｓａｌｉｎｅ组；３：Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组；４：Ｆｇｌ２－／－Ｃｉｓ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｆｇｌ２＋／＋Ｓａｌｉｎｅ组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｆｇｌ２＋／＋Ｃｉｓ组比较

图５　Ｆｇｌ２敲除对 ＣｉｓＡＫＩ小鼠肾Ｍ１型巨噬细胞极化的影响

３　讨论

　　ＡＫＩ是一组以肾功能快速下降为主要特征的临床
综合征，有着较高的发病率和死亡率，每年约有１７０万
人因此死亡；其病因复杂，常由肾缺血／再灌注损伤、肾
毒性药物、脓毒血症等引起［２，１６］。Ｃｉｓ临床应用复杂，
以肾毒性为主的副作用阻碍了其在化疗中的应用，高

达２５％的ＡＫＩ病例由临床药物如Ｃｉｓ的使用引起［１７］。

本研究构建了ＣｉｓＡＫＩ动物模型，模拟临床上Ｃｉｓ所致
的肾毒性作用，通过研究其作用机制，为临床预防或治

疗Ｃｉｓ的肾毒性作用提供新的理论依据。
　　强烈的炎症反应是 ＡＫＩ的重要特征，也是加剧肾
损伤的重要因素，本课题组前期研究表明，Ｆｇｌ２基因敲
除对横纹肌溶解诱导急性肾损伤（ｒｈａｂｄｏｍｙｏｌｙｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＲＭＡＫＩ）的保护作用可能
与炎症反应减轻有关［１８］。巨噬细胞是肾脏炎症的主

４７４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



要效应细胞，可产生一系列具有细胞毒性、促炎和抗炎

等特性的介质，影响损伤的发生发展［１９－２０］。Ｆｇｌ２具有
免疫调节活性，可通过与巨噬细胞相互作用参与多种

炎症相关疾病的进展［１４］，如 ＸＩＡＯ等［２１］发现 Ｆｇｌ２基
因的缺失通过影响巨噬细胞活性抑制病毒诱导的暴发

性肝炎的进展。ＨＵ等［２２］发现Ｆｇｌ２通过与ＴＬＲ４相互
作用加重非酒精性脂肪性肝炎，引起巨噬细胞炎症并

诱导肝脂代谢紊乱。ＨＵ等［２３］的研究证实了 Ｆｇｌ２可
通过调控巨噬细胞糖酵解重编程，加重酒精性肝损伤。

现有的与 Ｆｇｌ２和巨噬细胞相互作用有关的文献中，
Ｆｇｌ２主要通过参与巨噬细胞极化这一机制对炎症相关
疾病的发生发展产生影响。因此推测，Ｆｇｌ２或许可通
过调节ＡＫＩ中巨噬细胞极化影响疾病的进程。有研
究表明，Ｆｇｌ２可通过影响巨噬细胞极化介导肾纤维化
的发生发展［１５］，但Ｆｇｌ２对ＡＫＩ中炎症反应、巨噬细胞
的作用尚不清楚。本研究通过建立小鼠 ＣｉｓＡＫＩ模
型，发现与Ｆｇｌ２＋／＋小鼠比较，Ｆｇｌ２－／－小鼠肾功能下降，
肾组织病理损伤明显加重，早期肾损伤相关分子表达

显著升高，肾组织中浸润的巨噬细胞明显增多，这些结

果表明Ｆｇｌ２基因缺失通过增加巨噬细胞浸润，促进炎
症反应加重ＣｉｓＡＫＩ。
　　巨噬细胞被认为在免疫介导的肾损伤中具有重要
功能，连接先天性免疫系统和适应性免疫系统［５］。巨

噬细胞具有高度异质性，可根据其微环境、疾病类型和

阶段表现出不同的表型和功能特征［１２］，通常可极化为

促炎（Ｍ１型）巨噬细胞和抗炎（Ｍ２型）巨噬细胞，这两
种亚型之间的平衡在组织炎症、损伤和修复过程的调

节中起着关键作用［２４］。在 ＡＫＩ的发生发展过程中，
Ｍ１型巨噬细胞的作用至关重要，可产生促炎细胞因子
（ＴＮＦα、ＩＬ１２和ＩＬ６）和一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）。
ＮＯ与 ＲＯＳ相互作用产生 ＯＮＯＯ－引起脂质过氧化；
ＴＮＦα则通过促进肾损伤后肾小管凋亡导致进一步肾
小管损伤［２５］；Ｍ１型巨噬细胞还可以与受损小管上皮
细胞产生的富含ｍｉＲ２３ａ的外泌体或损伤相关分子模
式（ｄａｍａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＡＭＰｓ）相互
作用募集更多的 Ｍ１型巨噬细胞，促进肾间质炎
症［２６］；有研究表明，在 ＡＫＩ发生前使 Ｍ１型巨噬细胞
耗竭可缓解ＡＫＩ的进展［２５］，说明抑制 Ｍ１型巨噬细胞
极化可作为治疗ＡＫＩ的重要方法。本研究发现在Ｃｉｓ
ＡＫＩ模型中，与Ｆｇｌ２＋／＋小鼠比较，Ｆｇｌ２－／－小鼠肾组织中
巨噬细胞的数量明显增加，且 Ｍ１型巨噬细胞的极化
明显增强，表明Ｆｇｌ２基因敲除显著增强了ＡＫＩ肾组织
中Ｍ１型巨噬细胞的极化。
　　本研究仍存在以下不足：在进行 Ｆｇｌ２基因敲除
时，模型选用的是 Ｆｇｌ２基因全敲小鼠，而并未探讨在

条件性敲除小鼠巨噬细胞中 Ｆｇｌ２基因的情况下，对
ＣｉｓＡＫＩ病理过程的影响。既往研究表明，可通过将原
代肝细胞与Ｆｇｌ２＋／＋或 Ｆｇｌ２－／－骨髓源性巨噬细胞（ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＢＭＤＭｓ）共培养，在体外
模拟条件性敲除巨噬细胞中Ｆｇｌ２基因的情况下，对疾
病可能产生的影响，探索Ｆｇｌ２在非酒精性脂肪性肝炎
中的作用机制［２２］。因此，在后续研究中，将以此为参

考，将原代肾小管细胞与 Ｆｇｌ２＋／＋或 Ｆｇｌ２－／－ＢＭＤＭｓ共
培养，讨论在特异性敲除巨噬细胞中Ｆｇｌ２基因的情况
下，ＣｉｓＡＫＩ将如何发生发展。
　　综上所述，本研究通过建立 ＣｉｓＡＫＩ小鼠模型，发
现Ｆｇｌ２基因敲除可通过促进肾脏中炎症因子水平、巨
噬细胞浸润与活化以及 Ｍ１型巨噬细胞极化，参与
ＡＫＩ的病理过程。该发现为Ｆｇｌ２的应用提供了新的免
疫学视角，为临床靶向治疗ＡＫＩ提供了新的理论依据。
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