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·论著·

肿瘤坏死因子 -琢 诱导蛋白 6 治疗减轻
百草枯中毒大鼠急性肾损伤

许佳俊 郑建涛 朱景法

【摘要】 目的 探讨肿瘤坏死因子 -α 诱导蛋白 6（TSG-6）对百草枯中毒大鼠急性肾损伤（AKI）的作用。

方法 24 只雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型组和 TSG-6 干预组，每组 8 只。腹腔注射等体积

稀释的百草枯溶液 50 mg/kg 染毒制备百草枯中毒模型；假手术组则给予无菌生理盐水 2 mg/kg；TSG-6 干预组

染毒后 1 h 腹腔注射 30 滋g 重组人 TSG-6。各组于染毒 6 h 后取血评估肾功能，活杀取肾组织进行病理学评估

并计算 AKI 评分，采用实时逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测肾组织促炎症细胞因子白细胞介素（IL-1茁、

IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）的基因表达。结果 与假手术组比较，模型组血清尿素氮（BUN）、肌酐（Cr）

水平及 AKI 评分均明显升高〔BUN（mmol/L）：22.64±2.36 比 7.09±0.65，t＝6.986，P＝0.000；Cr（滋mol/L）：

177.28±18.67 比 60.32±3.11，t＝7.134，P＝0.000；AKI 评分（分）：9.14±0.28 比 0.30±0.23，t＝9.013，

P＝0.000〕，肾组织 IL-1茁、IL-6 和 TNF-琢 的 mRNA 表达明显升高（IL-1茁 mRNA：3.23±0.28 比 1.00±0.07，

t＝5.874，P＝0.000；IL-6 mRNA：4.16±0.37 比 1.00±0.08，t＝7.125，P＝0.000；TNF-琢 mRNA：3.85±0.31 比

1.00±0.10，t＝6.342，P＝0.000）。TSG-6 干预组血清 BUN、Cr、AKI 评分及肾组织 IL-1茁、IL-6、TNF-琢 的

mRNA 表达均明显低于模型组〔BUN（mmol/L）：14.07±5.23 比 22.64±2.36，t＝2.533，P＝0.026；Cr（滋mol/L）：

112.76±14.81 比 177.28±18.67，t＝2.778，P＝0.016；AKI 评分（分）：5.35±0.19 比 9.14±0.28，t＝2.885，P＝

0.013；IL-1茁 mRNA：2.26±0.19 比 3.23±0.28，t＝2.457，P＝0.023；IL-6 mRNA：2.92±0.29 比 4.16±0.37，t＝

2.975，P＝0.011；TNF-琢 mRNA：2.58±0.23 比 3.85±0.31，t＝2.564，P＝0.019〕。结论 TSG-6 干预可通过抑制

炎症反应减轻百草枯中毒大鼠的 AKI。
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【

Abstract

】

Objective To explore the effects of tumor necrosis factor-α induced protein 6（TSG-6）on acute
kidney injury（AKI）following paraquat poisoning in rats. Methods Twenty-four male Sprague-Dawley（SD）rats were
randomly divided into sham group（n＝8），model group（n＝8）and TSG-6-treated group（n＝8）using a randomized
number table. Rats were given an injection of 50 mg/kg of paraquat intraperitoneally（total volume was equalled to sterile
normal saline）in model and TSG-6-treated groups. Rats in sham group were given 2 mg/kg of sterile saline. After 1 hour
of paraquat administration， rats were treated with 30 滋g of recombinant human TSG-6 intraperitoneally in
TSG-6-treated group. After 6 hours of paraquat administration，serum was collected to assess renal function，then rats
were sacrificed and renal tissues were immediately harvested. AKI score was evaluated by renal histopathology and gene
expression of pro-inflammatory cytokines including interleukins （IL-1茁 and IL-6）and tumor necrosis factor-琢
（TNF-琢）in kidney was assayed with real-time reverse transcription-polymerase chain reaction （RT-PCR）. Results
Compared with sham group，blood urea nitrogen（BUN），creatinine（Cr）and AKI score were significantly increased in
model group〔BUN（mmol/L）：22.64±2.36 vs. 7.09±0.65，t＝6.986，P＝0.000；Cr（滋mol/L）：177.28±18.67 vs.
60.32±3.11，t＝7.134，P＝0.000；AKI score：9.14±0.28 vs. 0.30±0.23，t＝9.013，P＝0.000〕. Moreover，the
mRNA expressions of IL-1茁，IL-6 and TNF-琢 were significantly elevated in model group（IL-1茁 mRNA：3.23±0.28
vs. 1.00±0.07，t＝5.874，P＝0.000；IL-6 mRNA：4.16±0.37 vs. 1.00±0.08，t＝7.125，P＝0.000；TNF-琢
mRNA：3.85±0.31 vs. 1.00±0.10，t＝6.342，P＝0.000）. However，serum BUN，Cr，AKI score and the mRNA
expressions of IL-1茁，IL-6 and TNF-琢 in TSG-6-treated group were significantly lower than those in model group
〔BUN （mmol/L）：14.07±5.23 vs. 22.64±2.36，t＝2.533，P＝0.026；Cr （滋mol/L）：112.76±14.81 vs. 177.28±
18.67，t＝2.778，P＝0.016；AKI score：5.35±0.19 vs. 9.14±0.28，t＝2.885，P＝0.013；IL-1茁 mRNA：2.26±
0.19 vs. 3.23±0.28，t＝2.457，P＝0.023；IL-6 mRNA：2.92±0.29 vs. 4.16±0.37，t＝2.975，P＝0.011；TNF-琢
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百草枯是使用最广泛的除草剂之一，口服中毒

是临床上常见的中毒原因之一，受累器官包括肺、

肾、肝和心等，病死率极高［1］。已知急性肺损伤（ALI）

是百草枯中毒后的主要死因［2］，但近年发现，急性肾

损伤（AKI）也是百草枯中毒患者的常见死因［3］。百草

枯中毒的主要致病机制包括活性氧介导的氧化还原

反应［4］、脂质过氧化反应［5］和炎症反应［6-7］。因此，抗

炎症治疗可能有助于减轻组织损伤 ［8］。肿瘤坏死

因子 -琢 诱导蛋白 6（TSG-6）是一种抗炎症因子，具

有强大的抗炎症作用［9］。多数研究表明，给予重组

TSG-6 治疗可明显减轻组织的炎症反应，保护器官

功能［10-11］。因此，本研究旨在探讨抗炎症因子 TSG-6

对百草枯中毒大鼠 AKI 的作用及可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组干预：8 周龄雄性 SD 大鼠 24

只〔购自福建医科大学实验动物中心，动物合格证

号：SCXK（闽）2013-0003〕，体质量 200～250 g。按随

机数字表法分 3 组，每组 8 只。假手术组：腹腔注射

无菌生理盐水 2 mg/kg；模型组：腹腔注射等体积稀

释的百草枯溶液（美国 Sigma 公司）50 mg/kg；TSG-6

干预组：腹腔注射百草枯溶液 1 h 后，腹腔注射

30 滋g 重组人 TSG-6（美国 R&D System 公司）。

本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.2 检测指标及方法：染毒后 6 h 处死大鼠，下腔静

脉采血用于检测肾功能，留取左肾组织用于病理观

察，右肾组织置于 -80 ℃保存备用。

1.2.1 肾功能检测：取下腔静脉血，采用全自动生化

分析仪（德国贝克曼公司）检测血尿素氮（BUN）和肌

酐（Cr）。

1.2.2 AKI 评分：取左肾组织，经 10%甲醛溶液固定

48 h，切成约 1.0 cm×0.2 cm 大小的组织块，石蜡包

埋，4 滋m 连续切片，苏木素 - 伊红（HE）染色，光镜

下观察肾小管上皮细胞呈空泡变性、浊肿、坏死及间

质充血、水肿的程度。按文献［12］报道的方法，对各

组标本每种病变的严重程度予以评分（正常为 0 分；

轻度改变为 1 分；中度改变为 2 分；重度改变为

3 分）。以每组标本总评分均值为该组 AKI 评分。

1.2.3 实时逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）测

定：取右肾组织约 50 mg，TRIzol 试剂提取总 RNA。

PrimeScript 预混逆转录试剂盒（大连 TaKaRa 公司）

进行逆转录反应。用 GoTaq 预混 PCR 试剂盒（美国

Promega 公司）对目的基因 cDNA 进行实时扩增反

应。引物序列：白细胞介素 -1茁（IL-1茁，109 bp）：上

游 5'-TCCTCTGTGACTCGTGGGAT-3'，下游 5'-TC

AGACAGCACGAGGCATTT-3'；IL-6 （142 bp）：上

游 5'-AGAGACTTCCAGCCAGTTGC-3'，下游 5'-AG

CCTCCGACTTGTGAAGTG-3'；肿瘤坏死因子 -琢

（TNF-琢，128 bp）：上游 5'-TCGTCTACTCCTCAGAG

CCC-3'，下游 5'-ACTTCAGCGTCTCGTGTGTT-3'；内

参照三磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH，496 bp）：上游

5'-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3'，下游 5'-GT

CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3'。实时 PCR 反应条

件：预变性 95 ℃ 2 min，变性 95 ℃ 3 s，退火 60 ℃

30 s。目的基因 mRNA 相对表达量用 2-ΔΔCt 法计算。

1.3 统计学方法：应用 SPSS 13.0 统计软件对数据

进行统计处理。正态分布的计量资料以均数±标准

差（x±s）表示，非正态分布的计量资料以中位数表

示。多组间比较采用单因素方差分析（ANOVA）或

Kruskal-Wallis H 检验，两两比较用 Bonferronni' post

hoc 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肾功能评估（表 1）：百草枯中毒 6 h 后，模型组

大鼠血清 BUN 和 Cr 水平均明显高于假手术组（均

P＜0.01）；TSG-6 干预后，血清 BUN 和 Cr 水平较模

型组明显下降（均 P＜0.05）。

2.2 肾组织病理学评估：光镜下观察，假手术组肾

组织结构清晰，未见明显的充血、水肿和变性等病理

改变。百草枯中毒 6 h 后，可见近曲小管上皮细胞肿

mRNA：2.58±0.23 vs. 3.85±0.31，t＝2.564，P＝0.019〕. Conclusion TSG-6 attenuates AKI following paraquat
poisoning by suppressing inflammatory response.

【

Key words

】 Paraquat poisoning； Tumor necrosis factor-琢 induced protein 6； Acute kidney injury；
Inflammation

表

1 TSG-6 对百草枯中毒大鼠血清 BUN、Cr 水平

及 AKI 评分的影响（x±s）

注：TSG-6 为肿瘤坏死因子 -α 诱导蛋白 6，BUN 为尿素氮，

Cr 为肌酐，AKI 为急性肾损伤

组别
动物数

（只）

BUN

（mmol/L）

Cr

（滋mol/L）

AKI 评分

（分）

假手术组（1） 8 7.09±0.65 60.32± 3.11 0.30±0.23
模型组（2） 8 22.64±2.36 177.28±18.67 9.14±0.28
TSG-6 干预组（3） 8 14.07±5.23 112.76±14.81 5.35±0.19
F 值 302.101 223.350 341.901
P 值 0.000 0.000 0.000
组间比较 1∶2 的 t /P 值 6.986/0.000 7.134/0.000 9.013/0.000

1∶3 的 t /P 值 3.982/0.003 4.024/0.001 3.498/0.005
2∶3 的 t /P 值 2.533/0.026 2.778/0.016 2.885/0.013
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胀，空泡变性、坏死；部分管腔闭锁；间质充血、水肿；

部分可见细胞核固缩，细胞结构消失；少数可见肾小

球结构紊乱，红细胞外溢。TSG-6 干预后，肾组织病

理损伤程度较模型组明显减轻（图 1）。模型组大鼠

AKI 评分明显高于假手术组（P＜0.01）；TSG-6 干预

后 AKI 评分较模型组明显降低（P＜0.05；表 1）。

2.3 肾组织促炎症细胞因子基因表达（表 2）：百草

枯中毒 6 h 后，模型组大鼠肾组织 IL-1茁、IL-6 和

TNF-琢 的 mRNA 表达水平均明显高于假手术组（均

P＜0.01）；TSG-6 干预后 IL-1茁、IL-6 和 TNF-琢 的

mRNA 表达水平均明显低于模型组（均 P＜0.05）。

3 讨 论

本研究显示，抗炎症因子 TSG-6 治疗对百草枯

中毒的机体组织器官有保护作用，TSG-6 干预后可

减轻 AKI 和肾组织炎症反应。动物实验表明，TSG-6

对一些炎症疾病具有显著的疗效，如关节炎［13］、角膜

炎［10］和腹膜炎［14］等。到目前为止，还没有关于 TSG-6

治疗百草枯中毒疗效的研究。

百草枯中毒后，由于肺组织浓度比血浆浓度高

约 6～10 倍，即使血浆浓度开始下降，肺组织仍保持

较高浓度。因此，是否可用血浆浓度评估患者预后仍

存在争议［15-17］。毒物动力学研究还发现，百草枯主要

通过肾脏清除，若肾功能正常，百草枯摄入后 12～

24 h，超过 90%以原型通过肾脏分泌排泄［18］。另外，

肾脏是除肺组织外百草枯浓度最高的器官［1］。因此，

AKI 是百草枯中毒常见的并发症［19］，其主要病变部

位在近曲小管，病理改变为上皮细胞肿胀、变性和部

分坏死，间质充血和水肿；远曲小管和集合管病变不

明显；肾小球较少累及。本研究结果显示，TSG-6 干

预后，近曲小管病变明显减轻，AKI 评分明显降低，

提示 TSG-6 干预对肾脏有保护作用。

有研究表明，促炎症细胞因子参与了百草枯中

毒后肾损伤［20-21］，通过连续性血液净化等治疗方法

清除炎症介质可减轻肾损伤，保护肾功能［22］。还有研

究发现，TSG-6 治疗可减轻炎症反应和促炎症细胞

因子水平［10-11］。本研究结果显示，TSG-6 干预可明显

降低促炎症细胞因子 IL-1茁、IL-6 和 TNF-琢 的水

平，提示 TSG-6 对百草枯中毒大鼠有抗炎作用。

本研究也存在一定的局限性。首先，本研究未观

察 TSG-6 对百草枯中毒大鼠的远期疗效，如干预

1 周后对肾功能的影响。由于炎症级联反应发生时

间短暂［23］，因此，本研究主要观察早期，并使用了较

大剂量的百草枯。其次，本研究未观察 TSG-6 对机

体氧化还原的影响，这主要是由于目前文献报道，

TSG-6 对机体炎症反应具有强大的抑制作用，其他

方面的作用并不清楚［24］。最后，本研究仅用单一治

疗，这主要是研究上的需要（排除其他干扰因素）。实

际上，目前百草枯中毒没有特效的解毒剂，临床上主

要以对症支持治疗为主，包括催吐、洗胃、吸附、导

泻、补液、利尿、血液净化、糖皮质激素及免疫抑制剂

等［25-30］。因此，本研究的结果即使今后应用于临床，

或许也只能作为一种辅助治疗。

总之，本研究结果表明，TSG-6 干预可通过抑制

炎症反应减轻百草枯中毒大鼠的 AKI。
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IL-6

mRNA
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急性肺损伤（acute lung injury，ALI）

呼吸机相关性肺损伤（ventilator induced lung injury，VILI）

呼吸机相关性肺炎（ventilator-associated pneumonia，VAP）

社区获得性肺炎（community acquired pneumonia，CAP）

医院获得性肺炎（hospital acquired pneumonia，HAP）

慢性阻塞性肺疾病

（chronic obstructive pulmonary disease，COPD）

急性呼吸窘迫综合征

（acute respiratory distress syndrome，ARDS）

急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）

全身炎症反应综合征

（systemic inflammatory response syndrome，SIRS）

多器官功能障碍综合征

（multiple organ dysfunction syndrome，MODS）

多器官功能衰竭（multiple organ failure，MOF）

重症急性胰腺炎（severe acute pancreatitis，SAP）

急性胃肠损伤（acute gastrointestinal injury，AGI）

格拉斯哥昏迷评分（Glasgow coma score，GCS）

格拉斯哥预后评分（Glasgow outcome score，GOS）

简化急性生理学评分（simplified acute physiology score，SAPS）

急性生理学与慢性健康状况评分系统

（acute physiology and chronic health evaluation，APACHE）

序贯器官衰竭评分（sequential organ failure assessment，SOFA）

损伤严重度评分（injury severity scale，ISS）

肺炎严重程度指数（pneumonia severity index，PSI）

肺泡损伤定量评估指数（index of quantitative assessment，IQA）

苏醒躁动程度评分（restlessness score，RS）

镇静评分（Ramsay sedative score，Ramsay）

Riker 镇静和躁动评分（sedation-agitation scale，SAS）

急诊内科评分（emergency internal medicine score，REMS）

急诊脓毒症死亡风险评分

（the mortality in emergency department sepsis，MEDS 评分）

英国胸科协会改良肺炎评分（confusion，uremia，

respiratory rate，BP，age 65 years，CURB-65 评分）
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