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IL⁃5抑制 caspase⁃1细胞焦亡信号通路减轻脓毒症
小鼠急性肾损伤

任永栋 陈海瑞 胡念丹 艾 波 李文强

武汉大学人民医院急诊科  湖北  武汉  430060

摘要  目的：探究白细胞介素‑5（IL‑5）对脓毒症所致小鼠急性肾损伤的影响及机制。方法：盲肠结扎穿孔法

（CLP）构建小鼠脓毒症急性肾损伤模型，40 只小鼠随机分为假手术（Sham）组、脓毒症模型（CLP）组、IL‑5 干预

（CLP+IL‑5）组、假手术+IL‑5（Sham+IL‑5）组。造模后 24 h 取材，ELISA 检测各组小鼠血清中肿瘤坏死因子‑α
（TNF‑α）、IL‑6、IL‑1β、肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）的含量；HE 染色观察肾脏病理学改变；TUNEL 染色检测肾组织

细胞凋亡情况；Western Blot 检测肾脏组织中 NLRP3、caspase‑1 蛋白表达。结果：IL‑5 减轻了脓毒症小鼠肾脏病理

损伤程度，降低脓毒症小鼠血清中 TNF‑α、IL‑6、IL‑1β、Scr、BUN 的浓度及肾组织 NLRP3、caspase‑1 蛋白表达水平

（P<0. 05），抑制细胞凋亡与炎症反应，改善脓毒症相关急性肾损伤。结论：IL‑5 能够抑制全身炎症反应，从而减轻

脓毒症所致的急性肾损伤，其作用机制可能与 IL‑5 抑制 NLRP3 炎症小体的激活以及 caspase‑1 介导的经典细胞焦

亡途径的活化相关。
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IL⁃5 alleviates acute kidney injury in septic mice by inhibiting the 
caspase⁃1 pyroptosis signaling pathway
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Abstract

Objective::  To explore the effects of interleukin‑5 (IL‑5) on sepsis‑induced acute kidney injury in 
mice.  Methods:: A mouse model of septic acute kidney injury was established using the cecal ligation 
and puncture (CLP) method.  Forty mice were randomly assigned to four groups: Sham group, sepsis 
model (CLP) group, IL‑5 intervention (CLP+IL‑5) group, and Sham+IL‑5 group.  Tissue samples 
were collected 24 hours post‑modeling.  ELISA was utilized to measure serum levels of tumor necro‑
sis factor‑alpha (TNF‑α), IL‑6, IL‑1β, creatinine (Scr), and blood urea nitrogen (BUN).  HE staining 
was performed to evaluate renal tissue pathology, TUNEL staining to assess apoptosis, and Western 
Blot to determine NLRP3 and caspase‑1 proteins expression in kidney tissues.  Results:: IL‑5 signifi‑
cantly attenuated renal histological injury in septic mice.  It reduced serum levels of TNF‑α, IL‑6, 
IL‑1β, Scr, and BUN, and suppressed NLRP3 and caspase‑1 protein expression in kidney tissues 
(P<0. 05).  By inhibiting apoptosis and the inflammatory response, IL‑5 markedly ameliorated sepsis‑
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associated acute kidney injury.  Conclusion:: IL‑5 inhibits the systemic inflammatory response, thereby 
mitigating acute kidney injury induced by sepsis.  This protective effect may be mediated through the 
suppression of NLRP3 inflammasome activation and inhibition of the caspase‑1‑mediated classical py‑
roptosis pathway.

Key Words Sepsis； Interleukin‑5； Acute Kidney Injury； Cell Pyroptosis； NLRP3 
Inflammasomes

脓毒症是机体对全身严重感染反应失调引发

的危及生命的器官功能障碍［1］。急性肾损伤（acute 
kidney injury，AKI）是脓毒症患者中常见的并发症，

通 常 被 称 为 脓 毒 症 相 关 急 性 肾 损 伤

（sepsis‑associated acute kidney injury，SA‑AKI），与

危重症患者的预后不良密切相关［2］。研究［2］表明，

高达 60% 的脓毒症患者会发生 AKI，其死亡率显著

高于未发生 AKI 患者的死亡率。此外，合并急性肾

损伤的患者住院时间延长，通常需要有创治疗（如

导管放置、血液透析），导致更高的医疗费用［3］。尽

管在预防、检测和治疗 SA‑AKI 方面已取得一定进

展，但 SA‑AKI 仍是临床的重要挑战，亟需进一步研

究以减少其不良后果并减轻疾病负担［2， 4］。脓毒症

与 AKI 作为两个独立的综合征，能够相互促进宿主

的易感性。然而，脓毒症复杂的病理生理特征使

SA‑AKI 显著区别于其他类型的 AKI［5］。脓毒症可

引发严重的全身炎症反应，而与炎症密切相关的细

胞焦亡过程，包括炎性小体的形成、caspase‑1 的激

活以及 GSDMD N 端片段的裂解，进一步导致细胞

膜破裂和细胞死亡。这一过程可能是脓毒症诱发

AKI的关键病理机制之一［6］。

白 细 胞 介 素‑5（interleukin‑5， IL‑5）是 一 种 由

Th2 细胞和 2 型固有淋巴样细胞分泌的细胞因子，

可调控固有免疫和适应性免疫反应［7］。研究表明，

IL‑5 对炎症反应的作用具有双向性。在支气管哮

喘和过敏性皮炎等疾病中，IL‑5 通过刺激嗜酸粒细

胞活化，进一步加重过敏性炎症并引发组织损伤［8］。

然而，部分研究［9］发现，IL‑5 在某些以慢性炎症为主

要特征的疾病中，如 2 型糖尿病，它可以减轻慢性低

度炎症引起的胰岛素抵抗；在心血管疾病中，能缓

解动脉粥样硬化时炎症反应造成的血管损伤［10］，发

挥一定的保护作用。最新研究［7］显示，IL‑5 能够减

轻脓毒症引发的炎症反应，并对脓毒症导致的肺、

心、肾等靶器官损伤具有一定的保护作用。然而，

IL‑5 在脓毒症相关急性肾损伤中的抗炎机制及其

治疗潜力尚不明确。本研究将进一步探究 IL‑5 缓

解脓毒症小鼠急性肾损伤与细胞焦亡之间的关系。

1 材料与方法

1. 1　实验动物   本研究选用 40 只 8~10 周龄、体质

量（23±2） g 的雄性 C57BL/6 小鼠，均来自武汉大

学人民医院实验动物中心。小鼠饲养与 SPF 环境，

环境湿度 55%，温度 22~26 ℃，12 h/12 h 光/暗循

环。严格遵循动物实验 3R 原则及伦理要求，所有

实验步骤均依照中国实验动物管理相关法律法规

执行。研究方案经武汉大学人民医院动物实验伦

理委员会批准［WDRM 动（福）第 20230205D，Date：
2023‑02‑15］。

1. 2　分组及动物模型制作   将小鼠随机分为 4 组，

假手术组（Sham 组）、脓毒症模型组（CLP 组）、IL‑5
干预组（CLP+IL‑5 组）、假手术+IL‑5 组（Sham+
IL‑5 组）。小鼠适应性饲养 1 周后，参考文献［11］中

盲肠结扎穿孔法建立脓毒症小鼠模型。Sham 组仅

探查盲肠不进行盲肠结扎穿孔。术后于小鼠背部

注射 0. 5 mL 无菌生理盐水补液。进行 IL‑5 干预的

小鼠术后立即腹腔内注射 IL‑5（每只 1 μg）［7］。

1. 3　取材   造模 24 h 后从小鼠眶后静脉丛取血，

4 ℃ 3 000 r/min 离心 15 min 制备血清；取血后处死

小鼠，取出小鼠双侧肾脏，左侧肾脏用 4% 多聚甲醛

固定，右侧肾脏取材后立即放入液氮中保存，随后

放入-80 ℃冰箱冻存备用。

1. 4　脏器系数的检测   试验开始前，称量每只小

鼠体质量作为初始体质量，经过 7 d 适应性饲养后，

再次称重作为最终体质量。取出肾脏后，称量双肾

质量，依据公式计算脏器系数：脏器系数=双肾质

量（g）/小鼠最终体质量（g）×100%
1. 5　酶联免疫吸附测定（ELISA）法   按 ELISA 试

剂盒说明，分别检测各组小鼠血清中肌酐（Scr）、尿

素氮（BUN）、肿瘤坏死因子 α（TNF‑α）、IL‑6、IL‑1β
的浓度。

1. 6　 HE 染色及肾组织病理评分   各组小鼠的肾

组织取出后，用 4% 多聚甲醛溶液固定、脱水后，进

行石蜡包埋和切片。随后使用苏木精‑伊红（HE）染

色，再经乙醇脱水透明并用树脂封片。最后，在光
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学显微镜下观察肾组织的形态学变化，并对其进行

肾组织病理评分。采用双盲法进行 Paller 评分［12］，

分数越高表示受损越严重，主要评分标准见表 1。

1. 7　 TUNEL 实 验   使用预先制作好的肾组织切

片，根据 TUNEL 试剂盒的说明步骤进行染色、固定

后，利用日本 Olympus 荧光倒置显微镜观察细胞的

凋亡情况。每张切片随机选择 5 个高倍镜视野。

1. 8　Western Blot 实验   取预先保存的肾组织，加

入蛋白裂解液研磨组织使其尽量碾碎，裂解液于冰

浴上裂解 30 min，1. 2×104 r·min-1离心 15 min，收集

上清液；取上清液用 BCA 法定量蛋白质，目标蛋白

经上样、电泳、转膜、封闭、抗体孵育、显影、摄像等

步骤实现目标蛋白的定量。

1. 9　统计学分析   结果分析使用 GraphPad Prism 
8. 0 软件完成。所有实验数据以均数±标准差（

-
x±

s）表示，计量资料采用 t 检验，计数资料通过方差分

析法进行检验，差异具有统计学意义的标准为 P<
0. 05。

2 结果

2. 1　脓毒症建模   与 Sham 组相比，CLP 组的小鼠

体温降低，常聚集在一起，活动量减少，行动较缓

慢。小鼠处死后，打开腹腔取双侧肾脏，双侧肾脏

较对照组颜色偏深，伴有淤血。并且通过计算肾脏

系数，发现 CLP 组明显较高，CLP+IL‑5 组小鼠的

肾脏系数较 CLP 组明显降低（图 1）。光镜下脓毒症

模型组小鼠肾组织病理，可见肾小管上皮细胞水

肿、脱落，间质内淤血等（见 2. 3. 2），且脓毒症模型

组 小 鼠 血 清 炎 症 因 子 水 平 较 对 照 组 显 著 升 高

（图 2），提示脓毒症小鼠建模成功。

2. 2　IL⁃5 缓解了脓毒症小鼠的全身炎症反应   检
测小鼠血清中 TNF‑α、IL‑6 和 IL‑1β 炎症因子的水

平，结果显示：与对照组相比，CLP 组小鼠血清中被

检测的炎症因子水平均显著升高；而 CLP+IL‑5 组

小鼠的上述指标水平较 CLP 组显著降低（图 2）。结

果表明，IL‑5 具有显著的抗炎作用。

2. 3　IL⁃5 减轻了脓毒症诱导的小鼠急性肾损伤   
2. 3. 1　小鼠血清中肌酐及尿素氮水平　与 Sham

组比，CLP 组小鼠血清 Scr、BUN 水平显著升高；而

与 CLP 组比，CLP+IL‑5 组小鼠血清 Scr、BUN 水

表 1　Paller 评分标准

评分项目

肾小管上皮细胞

肿胀脱落

刷状缘缺失

细胞膜泡形成

肾间质水肿

细胞质空泡化

细胞坏死

肾小管管腔阻塞

评分/分

0~1

0~1
0~2
0~1
0~1

0~2

0~2

评估内容

正常为 0 分，肿胀脱落为 1 分

正常为 0 分，缺失为 1 分

无泡形成：0 分，少量：1 分，广泛：2 分

无水肿为 0 分，水肿为 1 分

无空泡化为 0 分，空泡化为 1 分

无坏死为 0 分，少量为 1 分，

大量坏死为 2 分

无阻塞为 0 分，轻度为 1 分，

广泛阻塞为 2 分

图 1　IL⁃5 改善脓毒症小鼠肾脏系数
*P<0.05， **P<0.01。

图 2　IL⁃5 降低脓毒症肾损伤小鼠血清中炎症因子水平

A. TNF‑α 水平；B. IL‑6 水平；C. IL‑1β 水平。  **P<0.01。
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平显著降低；此外，Sham+IL‑5 组小鼠血清 Scr、
BUN 水平与 Sham 组相比差异无统计学意义（P>
0. 05，图 3）。

2. 3. 2　小鼠肾脏组织病理学变化　通过 HE 染色

观察小鼠肾组织切片，发现 Sham 组小鼠肾脏结构

正常，肾小管排列规则，无出血或炎症浸润（图 4A）。

相较之下，CLP 组小鼠肾小管上皮细胞明显水肿，

体积增大，同时伴有肾小球结构紊乱、毛细血管扩

张、管腔狭窄，且间质中出现大量红细胞及炎性细

胞浸润（图 4B）。而 CLP+IL‑5 组小鼠肾组织病理

改变明显缓解，红细胞及炎性细胞浸润显著减少

（图 4C）。此外，CLP 组 Paller 评分显著升高，而

IL‑5 干预显著降低了 Paller评分（图 4E）。

2. 4　 IL⁃5 减 轻 了 脓 毒 症 诱 导 的 小 鼠 肾 脏 细 胞 凋

亡   TUNEL 染色显示，脓毒症组小鼠肾组织的细

胞凋亡率显著增加，而经 IL‑5 处理后，脓毒症小鼠

肾组织的细胞凋亡率明显下降（图 5）。

2. 5　 IL⁃5 降 低 脓 毒 症 小 鼠 肾 脏 中 NLRP3、cas⁃
pase⁃1 蛋 白 的 表 达   Western Blot 分析结果表明，

在 脓 CLP 组 小 鼠 的 肾 脏 组 织 中 ，NLRP3 和 cas‑
pase‑1 蛋白的表达水平较 Sham 组显著增加。而给

予 IL‑5 治疗的脓毒症小鼠中，这两种蛋白的表达水

平较 CLP 组显著下降（见图 6）。结果提示 IL‑5 对脓

毒症小鼠肾脏中 NLRP3 和 caspase‑1 蛋白表达具有

抑制作用。

图 3　IL⁃5 降低脓毒症小鼠血清中肌酐及尿素氮水平

A.Scr水平；B.BUN 水平。**P<0.01。

图 4　各组小鼠肾脏组织病理学表现（HE 染色×400）
A.Sham 组；B.CLP 组；C.CLP+IL‑5 组；D.Sham+IL‑5 组；E.Paller评分。*P<0.05， **P<0.01。

图 5　IL⁃5 缓解脓毒症小鼠肾脏细胞的凋亡（TUNEL 染色，标尺：50 μm）

A. TUNEL 染色图片；B. 细胞凋亡率比较。  **P<0.01。

图 6　IL⁃5 降低脓毒症小鼠肾脏中 NLRP3 及 caspase⁃1 表达水平

A. NLRP3 蛋白表达水平；B. caspase‑1 蛋白表达水平；C.蛋白印迹图。*P<0.05， **P<0.01。
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3 讨论

脓毒症相关性 AKI 是一种危及生命的并发症，

它 与 危 重 症 患 者 的 高 发 病 率 和 死 亡 率 密 切 相

关［13‑14］。在危重的成人患者中，脓毒症约占所有

AKI 患者的 50%［15］，并且与未患 AKI 的脓毒症患者

相比，脓毒症并发 AKI 的患者死亡率显著增加［14］。

本研究通过 CLP 方法建立脓毒症小鼠急性肾损伤

模型。造模后，肉眼观察显示 CLP 组小鼠肾脏明显

肿胀，体积较 Sham 组增大，颜色加深，充血显著，伴

随肾包膜增厚等肉眼可见的结构变化。此外，小鼠

的血清中肌酐和尿素氮水平显著增加，说明脓毒症

相关急性肾损伤模型的成功构建。

IL‑5 属于 IL‑2 家族，主要由淋巴细胞和巨噬细

胞分泌。作为 Th2 细胞分泌的重要细胞因子，其在

刺激 B 细胞分化和促进 IgA 合成等方面具有重要功

能。研究［16］发现幸存的脓毒症患者血浆中的 IL‑5
水平显著高于死亡患者。此外，多项研究［17‑18］还显

示 IL‑5 可以调节免疫反应减轻脓毒症小鼠的全身

炎症反应，从而减轻脓毒症所致的器官功能障碍。

本实验结果也进一步证实了该结论。有研究［19］认

为，IL‑5 对脓毒症的保护作可能与其刺激巨噬细胞

功能的增强密切相关。我们发现 IL‑5 治疗后，小鼠

血清中 Scr和 BUN 水平较 CLP 组明显降低，肾组织

病理评分有所改善，同时肾脏的大体观也明显好

转。这些结果表明，IL‑5 对脓毒症引起的 AKI 具有

一定的保护作用。然而 IL‑5 对于 SA‑AKI的保护作

用的机制尚不完全清楚，近期研究［6， 20］表明脓毒症

相关急性肾损伤的发病机制与细胞焦亡过程高度

相关。LI 等［21］的研究显示，NLRP3 的缺失可以减

轻脓毒症相关急性肾损伤，其机制在于缓解肾脏的

炎症反应以及缺铁性贫血，说明在 SA‑AKI 中 NL‑
RP3 发挥了促进作用。此外，NLRP3 炎性小体的激

活能够引发 caspase‑1 的裂解，进一步上调下游炎症

因子的表达 ，加剧炎症反应并加速肾损伤的进

程［22］。我们推测 IL‑5 可能通过抑制细胞焦亡来缓

解 SA‑AKI。本研究表明，IL‑5 干预显著减少了脓

毒症小鼠肾组织中凋亡细胞的数量，表明其能够对

脓毒症引起的细胞死亡产生抑制作用。 Western 
Blot结果表明，脓毒症发生时小鼠 NLRP3 炎症小体

及 caspase‑1 依赖的细胞焦亡途径被激活，与此前的

研究［23］结果相符。相比之下，IL‑5 干预显著降低了

这两种蛋白的表达，表明 IL‑5 能够抑制细胞焦亡相

关通路的活化。

综上所述，IL‑5 通过抑制全身性炎症反应，有

效减轻了脓毒症引起的急性肾损伤。其作用机制

可能与抑制 NLRP3 炎症小体的活化以及阻断 cas‑
pase‑1 依赖的细胞焦亡途径相关。然而，本研究仍

存在一些局限性。首先，仅选择了单一剂量、单一

给药时间点和单一用药途径，无法全面评估 IL‑5 在

SA‑AKI 治疗中的药效、药代动力学、毒理学特性及

最佳治疗剂量。其次，本研究以急性模型为对象，

未观察 IL‑5 对远期预后及生存率等指标的影响。

另外，由于 CLP 模型涉及全身性损伤，而 IL‑5 通过

腹腔内注射给药，对肾脏产生的保护作用可能既包

括直接效应，也可能源于改善其他器官系统后产生

的间接效应，这一点尚未明确。最后，尽管研究显

示 IL‑5 能够抑制 NLRP3 和 caspase‑1 蛋白表达，其

作用可能与 caspase‑1 经典细胞焦亡通路相关，但具

体的分子机制仍待进一步研究探讨。
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