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·临床研究·

激素敏感型肾病综合征患儿
甲基泼尼松龙冲击前后白介素１３的表达

姜红，姜红，罗钢，孙桂莲

（中国医科大学附属第一医院 儿科，辽宁 沈阳　１１０００１）

　　［摘　要］　目的　观察白介素１３（ＩＬ１３）在小儿类固醇敏感肾病综合征（ＳＲＮＳ）中的变化及甲基泼尼松龙冲
击治疗（ＭＰＴ）对ＩＬ１３表达的影响，探讨其在 ＳＲＮＳ发病中的作用。方法　分别采用 ＥＬＩＳＡ法及 ＲＴＰＣＲ法测定
２０例正常儿童及２８例ＳＲＮＳ患儿ＭＰＴ前、结束后２ｄ、５ｄ、尿蛋白转阴后２周血清ＩＬ１３水平及外周血单个核细胞
（ＰＢＭＣ）ＩＬ１３ｍＲＮＡ水平。采用双缩脲法对ＳＲＮＳ患儿检测２４ｈ尿蛋白量。结果　血清ＩＬ１３蛋白水平及ＰＢＭＣ
ＩＬ１３ｍＲＮＡ表达ＭＰＴ前明显高于ＭＰＴ结束后５ｄ组、尿蛋白转阴后２周组及正常对照组，差异有显著性（均Ｐ＜
０．０１）；ＭＰＴ结束后５ｄ组较正常对照组高，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）；ＭＰＴ前与结束后２ｄ比较差异无显著性
（Ｐ＞０．０５）。尿蛋白转阴后２周组血清ＩＬ１３蛋白水平及 ＰＢＭＣＩＬ１３ｍＲＮＡ表达与正常对照组比较无统计学意
义。ＳＲＮＳ患儿血清中ＩＬ１３水平与２４ｈ尿蛋白量呈正相关。结论　 ＳＲＮＳ患儿血清 ＩＬ１３及其基因表达异常，
ＭＰＴ对ＳＲＮＳ患儿ＩＬ１３在蛋白合成和基因转录两个水平上可能有抑制作用。
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　　原发性肾病综合征是小儿常见的肾小球疾病，
其主要病理类型为微小病变肾病，大部分患儿对糖

皮质激素治疗敏感，为类固醇敏感性肾病综合征

（ｓｔｅｒｏｉｄｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｐｈｒｏｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＲＮＳ），其发
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病机制尚不十分清楚。近年来有关肾脏疾病时细胞

因子网络的研究日益广泛深入。白介素１３（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ１３，ＩＬ１３）作为一种 ＴＨ２类细胞因子，对单核
巨噬细胞、中性粒细胞等具有多种生物学活性，如抑

制炎症细胞产生、调节机体免疫功能活性等。其在

ＳＲＮＳ中的作用尚无定论，在甲基泼尼松龙冲击治
疗（ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅｐｕｌｓｅｔｈｅｒａｐｙ，ＭＰＴ）前后的变
化尚未见报道。本实验检测了 ＳＲＮＳ患儿 ＭＰＴ前
后血清中ＩＬ１３水平及外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒ
ａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣ）ＩＬ１３ｍＲＮＡ表
达，并探讨其与尿蛋白的关系。

１　材料与方法

１．１　研究对象
实验组（分ＭＰＴ前组、ＭＰＴ后２ｄ组、５ｄ组、尿

蛋白转阴后２周组）：选取２００５年３月至２００６年９
月在我院儿科住院资料齐全 ＳＲＮＳ患者２８例。全
部病例按全国儿科肾脏病科研协作组制定的诊断标

准判定［１］，之前未用过糖皮质激素或至少３个月内
未用过糖皮质激素及其他免疫抑制剂治疗。男１７
例，女１１例，平均年龄１１．５（９～１５）岁。对照组：２０
例，均为门诊健康体检儿童，男１３例，女７例，平均
年龄９．８（６～１５）岁。
１．２　实验方法
１．２．１　标本采集　　ＭＰＴ（甲基泼尼松龙每日
１５～３０ｍｇ／ｋｇ静脉滴注，连续３ｄ；然后隔日口服泼
尼松）前和ＭＰＴ后２ｄ、５ｄ、尿蛋白转阴后２周分别
采集静脉血２ｍＬ和肝素抗凝血５ｍＬ。
１．２．２　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测静脉血 ＩＬ１３　　２ｍＬ
静脉血分离血清，人 ＩＬ１３试剂盒购自美国 Ｂｅｎｄｅｒ
公司，晶美公司分装，参照使用说明操作检测。

１．２．３　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测外周血
单个核细胞ＩＬ１３ｍＲＮＡ表达　　分离静脉血单个
核细胞，加 Ｔｒｉｚｏｌ裂解液（购于 ＧＩＢＣＯＢＲＬＵＳＡ公
司），提取总 ＲＮＡ；按照逆转录试剂盒手册操作，合
成 ｃＤＮＡ。逆转录反应按以下条件进行：６５℃
１ｍｉｎ，３０℃ ５ｍｉｎ，１５～３０ｍｉｎ内匀速升温，６５℃
３０ｍｉｎ，９８℃ ５ｍｉｎ，５℃ ５ｍｉｎ；ＰＣＲ扩增：βａｃｔｉｎ引
物 序 列：Ｕｐｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ： ５′ＧＡＴＴＧＣＣＴＣＡＧＧＡ
ＣＡＴＴＴＣＡＧ３′；Ｄｏｗｎｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＡＴＴＧＣＴＣＡＧ
ＧＡＣＡＴＴＴＣＴＧ３′；产物长度为 ６９０ｂｐ。ＩＬ１３引物
序列 Ｕｐｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＧＣＣＴＣＡＡＡＣＣＴＴＣＣＡＡＡ
３′；Ｄｏｗｎｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＡＧＧＧＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＣＣＣＴＣ
３′，产物长度为 ４０７ｂｐ。ＢｉｏｍｅｔｒａＴＧｒａｄｉｅｎｔ梯度

ＰＣＲ扩增仪按以下条件进行 ＰＣＲ反应：９４℃变性３
ｍｉｎ后，以９４℃ ４５ｓ、６３．５℃ １ｍｉｎ、７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ
的顺序循环３５次，最后７２℃延伸７ｍｉｎ，产物在４℃
储存待测。产物经琼脂糖凝胶电泳（ＢＩＯＲＡＤ美国
伯乐公司电泳仪），溴化乙啶染色，经１Ｄ柯达凝胶
扫描分析成像系统分析照相。逆转录试剂盒、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００购于大连
ＴＡＫＡＲＡ公司。ＰＢＭＣＩＬ１３ｍＲＮＡ的表达用所测产
物的条带强度与内参对照 βａｃｔｉｎ条带强度的比值
来表示。

１．２．４　尿蛋白量测定　　对 ＳＲＮＳ患者分别于
ＭＰＴ前、ＭＰＴ后２ｄ、５ｄ留取晨尿，采用双缩脲法测
定２４ｈ尿蛋白量。
１．３　统计学处理

所有数据以 ｘ±ｓ表示，采用 ｔ检验，利用
ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学分析，Ｐ＜０．０５为有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＰＴ前、后血清 ＩＬ１３水平及 ＰＢＭＣＩＬ１３
ｍＲＮＡ的表达

ＭＰＴ前组、ＭＰＴ结束后２ｄ组、５ｄ组血清ＩＬ１３
含量及ＰＢＭＣＩＬ１３ｍＲＮＡ表达较正常对照组增高，
差异有显著性（Ｐ＜０．０５）；尿蛋白转阴后２周组与
正常对照组比较差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。ＭＰＴ结
束后２ｄ组血清 ＩＬ１３及 ＰＢＭＣＩＬ１３ｍＲＮＡ含量与
ＭＰＴ前组相比，差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；ＭＰＴ结
束后５ｄ组、尿蛋白转阴后２周组血清 ＩＬ１３及 ＰＢ
ＭＣＩＬ１３ｍＲＮＡ含量与ＭＰＴ前组相比均降低，差异
有显著性（均 Ｐ＜０．０１）；ＭＰＴ后５ｄ组血清 ＩＬ１３
含量及ＰＢＭＣＩＬ１３ｍＲＮＡ含量比对照组增高（Ｐ＜
０．０５）。见表１。从电泳图中可见，ＭＰＴ前组扩增产
物量明显比正常对照组、ＭＰＴ后５ｄ组、尿蛋白转阴
后２周组增多，ＩＬ１３ｍＲＮＡ条带明显增强。见图１。

　表１　各组血清ＩＬ１３含量及ＩＬ１３ｍＲＮＡ表达　（ｘ±ｓ）

分组 例数
ＩＬ１３蛋白
（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ１３
ｍＲＮＡ

２４ｈ尿蛋白量
（ｍｇ／ｋｇ）

正常对照 ２０ ５．１８±２．７１ ０．３６±０．０７ －
治疗前 ２８ ３８．４８±１３．０１ａ １．３１±０．２３ａ １１４．６±１９．２
ＭＰＴ后２ｄ ２８ ４０．０１±１０．０１ａ １．２９±０．１８ａ ９３．６±２０．３
ＭＰＴ后５ｄ ２８ １５．３３±７．８１ｂ，ｃ ０．８９±０．２６ｂ，ｃ ２５．２±１０．３
转阴后２周 ２８ ５．３５±２．１２ｃ ０．３３±０．０８ｃ －
　　ａ与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１，ｂＰ＜０．０５；ｃ与 ＭＰＴ前比较，
Ｐ＜０．０１

·４３５·
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　图１　治疗前后病例与对照ＩＬ１３ｍＲＮＡ表达电泳结果

２．２　ＭＰＴ前、后２４ｈ尿蛋白量的变化
ＭＰＴ前组血清ＩＬ１３含量与２４ｈ尿蛋白量正相

关（ｒ＝０．７５，Ｐ＜０．０１）；ＭＰＴ后２ｄ组、５ｄ组血清
ＩＬ１３含量与２４ｈ尿蛋白量呈正相关（ｒ＝０．６８，ｒ＝
０．７１，均Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

目前关于小儿肾病综合征的病因学研究主要集

中在免疫因子介导及肾小球结构的遗传学因素两方

面［２］。在免疫功能异常方面，细胞因子调节失衡尤

其是ＴＨ１／ＴＨ２比例失衡是目前较公认的导致原发
性肾病综合征的主要原因之一［３］。ＩＬ１３是一种多
效性的ＴＨ２类细胞因子，对单核巨噬细胞、中性粒
细胞、Ｂ淋巴细胞、血管内皮细胞等具有多种生物学
活性，如抑制炎症细胞的产生、调节机体的免疫功能

及抗肿瘤活性。增多的 ＩＬ１３通过下调致炎细胞因
子表达，加强 ＩＬ１受体拮抗剂的合成，抑制趋化因
子所致的Ｔ淋巴细胞趋化运动，使炎症及免疫损伤
区域局限；同时ＩＬ１３还可抑制ＴＨ１细胞活化，减少
ＩＬ１２及ＩＦＮα的产生；Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ等［４］体外试验表

明，加入外源性人重组 ＩＬ１３可抑制自发性和脂多
糖活化的 ＩｇＡ肾病患者外周血单核细胞分泌 ＴＮＦ
和ＩＬ８，且呈剂量依赖关系。并认为其在肾脏疾病
中的发生发展中主要起到防御作用。

本研究发现，治疗前组 ＳＲＮＳ患儿血清中 ＩＬ１３
水平增高，其 ＰＢＭＣＩＬ１３ｍＲＮＡ表达增强，而尿蛋
白转阴后２周二者均降至正常。与 Ｙａｐ等［５］的研

究相符。说明ＩＬ１３基因表达及蛋白分泌水平的变
化在肾脏组织损害的调节中可能起一定作用。针对

肾病综合征大鼠肾组织的研究表明［６］，早在肾病综

合征尚未出现蛋白尿阶段，即有与巨噬细胞相关的

细胞因子产生增多，尤其是 ＴＮＦα；此外还发现以
ＴＨ２细胞为主的少量 Ｔ淋巴细胞浸润，同时观察到
ＴＨ１细胞因子下调。说明大鼠肾病综合征的发生与

免疫功能异常有关，巨噬细胞及 ＴＨ２淋巴细胞参与
其中。由此结果推测，在肾病综合征时肾脏固有细

胞以及局部浸润的单核巨噬细胞分泌的炎性介质如

ＩＬ１，ＩＬ８，ＴＮＦ及黏附分子等分泌增加，ＩＬ１３作为
一种ＴＨ２细胞分泌的免疫调节性细胞因子，在这些
炎症因子刺激后促使ＰＢＭＣ活化，从而ＩＬ１３ｍＲＮＡ
表达增强、ＩＬ１３水平增高，反过来抑制单核巨噬细
胞等一些炎症细胞的浸润及其炎症介质的释放，同

时也相对抑制了ＴＨ１细胞的作用，有利于 ＴＨ２发育
途径。Ｃｈｅｎ等［７］研究表明，肾病急性期的 ＩＬ１３的
表达上调与单核细胞 ＣＤ１４表达受抑制，前炎性细
胞因子的产生下调有关。

但也有研究表明［８］，ＩＬ１３可以促进离子穿过肾
小球脏层上皮细胞单层，从而破坏电荷屏障；也可以

影响蛋白转运、提高肾小球脏层上皮细胞（ＧＶＥＣ）
基侧表面蛋白分解、直接损伤肾小球脏层上皮细

胞［９］；本研究发现 ＳＲＮＳ患者 ＭＰＴ前及 ＭＰＴ后２ｄ
组，５ｄ组血清中 ＩＬ１３含量与２４ｈ尿蛋白量正相
关，而正常对照组及尿蛋白转阴２周组尿蛋白量均
正常，推测可能与上述因素有关。

糖皮质激素作为一种免疫抑制剂，广泛应用于

治疗肾病综合征，其作用机制尚不十分清楚。本研

究发现，用甲基泼尼松龙冲击治疗后５ｄ及尿蛋白
转阴后２周的 ＳＲＮＳ患者血清中 ＩＬ１３含量及外周
血单个核细胞 ＩＬ１３ｍＲＮＡ表达均低于 ＭＰＴ前，差
异有显著性。说明糖皮质激素不但减少致炎细胞因

子的产生，同时抗炎细胞因子 ＩＬ１３亦相应减少。
推测其原因为：激素可以通过改变小血管的通透性

和淋巴细胞表面分子结构，使循环池内淋巴细胞再

分布，外周血淋巴细胞减少，其中 ＴＨ细胞亚群（包
括ＴＨ１、ＴＨ２）下降更明显［１０，１１］；它还通过抑制单核

细胞内信息传递，而抑制单核细胞的激活及细胞因

子的产生，使ＴＨ２细胞活化障碍［１２］；肾病综合征患

者经免疫抑制治疗后，肾脏致炎因子减少，免疫状态

相对稳定，ＩＬ１３继发性分泌表达下降。ＩＬ１３水平
变化一定程度上可提示病情变化，反映治疗效果。

本研究发现，甲基泼尼松龙冲击治疗后２ｄ，血
清中ＩＬ１３水平及外周血单个核细胞ｍＲＮＡ表达与
治疗前相比，差异无显著性。其原因可能为细胞因

子在体内的作用方式为瀑布效应，其作用范围广、持

续时间长；体内细胞因子之间作用复杂，并非为简单

的一对一关系，激素的免疫抑制作用，在体内发挥尚

需一个过程；而激素作用时间较短，细胞表达尚未被

抑制或只是部分被抑制［１３］。而经治疗后５ｄ上述
指标降低，与治疗前相比差异有显著性，说明糖皮质

·５３５·
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激素对ＳＲＮＳ患者ＩＬ１３表达有影响。
甲基泼尼松龙冲击治疗可以缩短 ＳＲＮＳ达缓解

的时间［１４，１５］。本实验发现，用甲基泼尼松龙冲击治

疗后５ｄ的 ＳＲＮＳ患者血清中 ＩＬ１３含量及 ｍＲＮＡ
表达即低于治疗前，且差异显著，表明甲基泼尼松龙

冲击疗法可较快的抑制 ＩＬ１３表达及分泌。这为甲
基泼尼松龙冲击治疗ＳＲＮＳ的有效性提供了新的理
论依据。另外，在本实验中治疗后５ｄ组的血清 ＩＬ
１３含量虽然比治疗前明显降低，但与正常对照组比
较仍有统计学差异，这提示我们甲基泼尼松龙冲击

后仍需口服泼尼松维持治疗，Ｏｐａｓｔｉｒａｋｕｌ等［１４］研究

发现，若立即停用甲基泼尼松龙则肾病短期内复发

的几率明显增高。

综上所述，ＩＬ１３可能参与人类肾病综合征的免
疫炎症过程。其血清蛋白水平及ＰＢＭＣｍＲＮＡ表达
的变化与ＳＲＮＳ病程及转归密切相关。甲基泼尼松
龙冲击疗法可较快抑制 ＩＬ１３的表达及分泌，但 ＩＬ
１３表达异常究竟是肾病综合征发病的原因、结果抑
或二者兼而有之尚待进一步探讨。
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