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ＩＬ１８增加烧伤休克复苏大鼠中性粒细胞中超氧阴离子的生成
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　　［摘要］　目的　探讨在烧伤休克复苏大鼠模型中，ＩＬ１８与中性粒细胞释放氧自由基———超氧阴离子和羟自由基的
关系以及相应的作用。方法　建立烧伤休克延迟复苏模型大鼠，分别检测假烧伤组以及延迟复苏大鼠在模型建立后６、
１２、２４、４８ｈ体内白介素１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８，ＩＬ１８）以及中性粒细胞的含量。腹腔注射 ＩＬ１８（２０μｇ／ｋｇ）以及抗大鼠 ＩＬ１８
抗体（ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８ａｎｔｉｂｏｄｙ，８０μｇ／ｋｇ）后，检测模型大鼠中性粒细胞内超氧自由基以及羟自由基的含量。将新鲜分离的
中性粒细胞体外培养，分别加入ＩＬ１８（０．５μｇ／ｍｌ）以及ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８抗体（０．５μｇ／ｍｌ），共培养２４ｈ后，检测中性粒细胞
内超氧自由基以及羟自由基的含量。结果 　大鼠烫伤后６、１２、２４、４８ｈ外周血ＩＬ１８的含量［（５１．４６±１１．３６）、（６４．８６±
１２．０５）、（７８．６４±１５．６４）、（６９．４４±１２．２８）ｐｇ／ｍｌ］以及中性粒细胞的数量［（３８．４６±１３．５７）×１０５、（１２８．４５±４５．７８）×
１０５、（２４５．２５±８４．１５）×１０５、（１７９．５６±４９．２７）×１０５／ｍｌ］均显著提高，且变化趋势相同（Ｐ＜０．０１）。腹腔注射 ＩＬ１８大鼠
中性粒细胞内超氧阴离子以及８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）的含量均显著高于假烧伤组［（０．４５±０．０３）ｖｓ（０．１５±０．０２），
（６０５±１４５）ｖｓ（１５２±２１）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］，而注射ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８抗体的大鼠中性粒细胞内超氧阴离子以及８ＯＨｄＧ的含
量均显著低于烧伤大鼠延迟复苏组［（０．１９±０．０３）ｖｓ（０．３２±０．０４），（１９８±４５）ｖｓ（５２４±１２４）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］。离体
条件下，加入ＩＬ１８的中性粒细胞在体外超氧阴离子以及８ＯＨｄＧ的含量均显著高于对照组［（０．３８±０．０２）ｖｓ（０．１３±
００２），（５０５±９９）ｖｓ（９２±２１）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］，而注射ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８抗体的大鼠中性粒细胞内超氧阴离子以及８ＯＨｄＧ
的含量均显著低于烧伤组大鼠［（０．１６±０．０３）ｖｓ（０．２９±０．０３），（９５±４５）ｖｓ（３２４±６８）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］。结论　在烧
伤休克延迟复苏大鼠中，ＩＬ１８能够有效地与大鼠体内中性粒细胞结合，促进烧伤休克延迟复苏大鼠模型中的氧自由基的
生成，进一步造成组织的损伤。
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　　烧伤休克延迟复苏是指烧伤休克已发生并持续了
一段时间后才开始的液体复苏治疗。动物实验显示Ⅲ
度烧伤面积为体表面积４０％时，烧伤后６ｈ开始的液
体复苏治疗可被视为延迟性复苏［１］。研究表明缺血

再灌注损伤是延迟复苏发生组织器官损伤的主要原

因，而延迟复苏加重氧化应激，诱发炎症反应是其主要

机制［２－３］。烧伤后损伤组织中含有大量的中性粒细

胞，与损伤内皮细胞高表达的黏附分子黏附而活化，通

过呼吸爆破产生大量氧自由基。白介素１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
１８，ＩＬ１８）是中性粒细胞的有效活化因子，而中性粒
细胞表面表达ＩＬ１８的受体［４］。本研究拟探讨在烧伤

休克复苏大鼠模型中，ＩＬ１８与中性粒细胞释放氧自由
基———超氧阴离子和羟自由基的关系以及相应的作

用，为烧伤临床救治提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　健康成年雄性ＳＤ大鼠４０只（购于成都医学院动物实验中
心，许可证号：ＳＣＸＫ１０２００９），体质量２５０～２８０ｇ。大鼠中性
粒细胞分离液：天津灏洋生物产品（ＴＢＤ分离液，ＬＴＳ１０９１１），
大鼠 ＩＬ１８ＥＬＩＳＡ（酶联免疫吸附实验，ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ）试剂盒（Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｔｓ，美国），８羟基脱氧鸟苷
（８ＯＨｄＧ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，美国），ＩＬ１８、ａｎｔｉ
ｒａｔＩＬ１８抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　烧伤休克延迟复苏模型的建立　　雄性 ＳＤ大鼠随机
数字表法组分为４组：假烧伤组、烧伤大鼠延迟复苏组、烧伤大
鼠延迟复苏＋腹腔注射ＩＬ１８组以及烧伤大鼠延迟复苏＋腹腔
注射ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８抗体组，每组１０只。实验前２４ｈ用电推推
去背部被毛，单笼饲养。实验前１２ｈ禁食、水。１０ｇ／Ｌ戊巴比
妥钠４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉后，除假烧伤组外，于大鼠背部建
立４０％ Ⅲ度烫伤模型（病理证实）。致伤条件为９０℃，２０ｓ。
烧伤模型建立后，根据实验分组，大鼠分别给予腹腔注射：ＩＬ１８
（２０μｇ／ｋｇ）、ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８抗体（８０μｇ／ｋｇ）、同型ＩｇＧ（８０μｇ／ｋｇ）。
伤后６ｈ开始补液。假烧伤组大鼠不进行烫伤操作，其余操作
均同实验组大鼠。在烧伤模型建立后６、１２、２４、４８ｈ分别检测
假烧伤组、烧伤大鼠延迟复苏组大鼠体内 ＩＬ１８含量以及中性
粒细胞计数。在烧伤模型建立２４ｈ分别检测假烧伤组、烧伤大
鼠延迟复苏组、烧伤大鼠延迟复苏 ＋腹腔注射 ＩＬ１８组以及烧
伤大鼠延迟复苏 ＋腹腔注射 ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８抗体组大鼠氧自由
基———超氧阴离子和羟自由基的含量。

１．２．２　中性粒细胞的提取［５］　　心脏穿刺取血至肝素抗凝管
中，１∶２ＰＢＳ稀释血液，将稀释好的血液缓慢加入中性粒细胞分
离液中，５００×ｇ离心４０ｍｉｎ。血液此时应该分为６层：血浆、单
核细胞层、分离液、中性粒细胞、其余的分离液、红细胞沉淀层，

吸取中性粒细胞层及其下面的分离液层，转移至干净的离心管

中，应用红细胞裂解液裂解残余的红细胞，３００×ｇ离心５ｍｉｎ
得到大鼠的中性粒细胞。

１．２．３　应用ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１８　　取不同时相点（烧伤模型建
立后６、１２、２４、４８ｈ）大鼠血浆，根据ＥＬＳＡ试剂盒说明书步骤检
测ＩＬ１８含量。
１．２．４　中性粒细胞超氧阴离子的检测　　应用细胞色素炭还
原法检测［５］。分别将细胞色素Ｃ、细胞色素Ｃ与超氧化物歧化
酶加入０．１ｍｌ的中性粒细胞（５×１０６／ｍｌ）中培养，３７℃，５ｍｉｎ。
５００ｎｇ／ｍｌＰＭＡ活化中性粒细胞。分光光度计 ５５０ｎｍ检测
１ｈ，超氧阴离子的峰值在中性粒细胞活化２０～２５ｍｉｎ。
１．２．５　中性粒细胞羟自由基的检测　　羟自由基难以直接测
定，８ＯＨｄＧ是由于羟自由基攻击 ＤＮＡ中脱氧鸟苷所形成，可
以作为评价体内细胞氧化损伤的高灵敏性生物标记物［６］。按

照８ＯＨｄＧＥＬＩＳＡ试剂盒说明，测定其含量。
１．２．６　离体条件下中性粒细胞的培养　　在 Ｕ底９６孔板中
将新分离的大鼠体内的中性粒细胞培养，每孔加入１０７个细胞。
实验分为４组：新鲜分离的中性粒细胞组（对照组）、烧伤２４ｈ
后大鼠中性粒细胞组、烧伤 ２４ｈ后大鼠中性粒细胞 ＋ＩＬ１８
（０５μｇ／ｍｌ）组、烧伤２４ｈ后大鼠中性粒细胞 ＋ａｎｔｉｒａｔＩＬ１８
抗体（０．５μｇ／ｍｌ）组，每组３个复孔，１６４０＋１０％胎牛血清培养
基置于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养。实验重复３次。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，多样本
正态数据采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　烧伤休克延迟复苏大鼠体内 ＩＬ１８表达升高，中
性粒细胞计数增高

　　烧伤后６、１２、２４、４８ｈ，大鼠体内 ＩＬ１８的含量以及中性粒
细胞计数均显著增高（Ｐ＜０．０１），至烧伤２４ｈ时达到高峰，直
至４８ｈ仍维持较高的水平（Ｐ＜０．０１），且 ＩＬ１８的含量以及中
性粒细胞计数的变化趋势相同（表１）。
２．２　ＩＬ１８增加烧伤休克复苏大鼠的超氧阴离子生成
　　腹腔注射ＩＬ１８实验大鼠中性粒细胞内超氧阴离子（０４５±
００３）含量显著高于假烧伤组［（０．１５±０．０２），Ｐ＜０．０１）］以及
烧伤大鼠延迟复苏组［（０．３２±０．０３），Ｐ＜０．０１］。而注射了
ＩＬ１８拮抗抗体的大鼠体内超氧阴离子的含量（０．１９±０．０３）明
显低于烧伤大鼠延迟复苏组（Ｐ＜０．０１）。
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表１　不同时相点各组大鼠体内ＩＬ１８含量以及中性粒细胞计数
（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别　　　　 ＩＬ１８（ｐｇ／ｍｌ） 中性粒细胞计数 （１０５／ｍｌ）
假烧伤组

　 ６ｈ １２．３６±１．３５ ９．８５±１．４７
　１２ｈ １３．２５±２．１３ １０．６８±１．５８
　２４ｈ １１．５６±１．９８ １０．７５±２．０９
　４８ｈ １４．２４±２．０６ １０．６９±２．４６
烧伤大鼠延迟复苏组

　 ６ｈ ５１．４６±１１．３６ａ ３８．４６±１３．５７ａ

　１２ｈ ６４．８６±１２．０５ａ １２８．４５±４５．７８ａ

　２４ｈ ７８．６４±１５．６４ａ ２４５．２５±８４．１５ａ

　４８ｈ ６９．４４±１２．２８ａ １７９．５６±４９．２７ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假烧伤组比较

２．３　ＩＬ１８增加烧伤休克复苏大鼠的羟自由基生成
　　腹腔注射ＩＬ１８大鼠中性粒细胞内８ＯＨｄＧ含量［（６０５±
１４５）ｐｇ／ｍｌ］显著高于假烧伤组［（１５２±２１）ｐｇ／ｍｌ］以及烧伤
大鼠延迟复苏组［（５２４±１２４）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］。而注射了
ＩＬ１８拮抗抗体的大鼠体内８ＯＨｄＧ的含量［（１９８±４５）ｐｇ／ｍｌ］
明显低于烧伤大鼠延迟复苏组（Ｐ＜０．０１）。
２．４　离体条件下 ＩＬ１８增加中性粒细胞的超氧阴离

子生成

　　加入ＩＬ１８的中性粒细胞在体外超氧阴离子含量（０．３８±
０．０２）显著高于对照组（０．１３±０．０２）以及烧伤组大鼠（０．２９±
０．０３，Ｐ＜０．０１）。而加入ＩＬ１８拮抗抗体的中性粒细胞超氧阴
离子的含量（０．１６±０．０３）明显低于烧伤组大鼠（Ｐ＜０．０１）。
２．５　离体条件下 ＩＬ１８增加烧伤休克复苏大鼠的羟

自由基生成

　　加入 ＩＬ１８的中性粒细胞在体外 ８ＯＨｄＧ含量［（５０５±
９９）ｐｇ／ｍｌ］显著高于对照组［（９２±２１）ｐｇ／ｍｌ］以及烧伤组大
鼠［（３２４±６８）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］，而加入ＩＬ１８拮抗抗体的中性
粒细胞８ＯＨｄＧ的含量［（９５±４５）ｐｇ／ｍｌ］明显低于烧伤组大
鼠（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　ＩＬ１８是 ＩＬ１因子家族成员，由巨噬细胞和上皮
细胞生成，同ＩＬ１２一样能够有效地促进Ｔ细胞向Ｔｈ１
细胞亚型分化，从而促进 ＩＦＮγ的分泌，它作为 ＩＦＮγ
的主要诱导因子在机体的防御系统中发挥着重要的作

用［７］，但是同时文献报道 ＩＬ１８在多种炎症疾病中能
够对组织造成一定的损伤［８］。研究表明，由于 ＩＬ１８
能够有效地发挥中性粒细胞的趋化作用，通过气道吸

入ＩＬ１８能够显著提高肺脏的中性粒细胞的浸润，从
而造成肺组织通透性增加［９］；腹腔注射 ＩＬ１８同样能
够促进中性粒细胞在肠道的浸润，介导肠道组织水

肿［１０］，提示中性粒细胞在 ＩＬ１８介导的组织损伤中发
挥着重要的作用。本实验证实在烧伤休克延迟复苏大

鼠体内ＩＬ１８及中性粒细胞显著增加，而烧伤休克后
的缺血再灌注损伤导致机体炎症反应加重是各种炎症

细胞因子增加的主要原因。烧伤后组织灌注不良，损

伤组织中含有大量的中性粒细胞，再灌注时，大量的分

子氧随血液进入缺血组织，激活的中性粒细胞耗氧量

显著增加，产生大量氧自由基。正常情况下，中性粒细

胞释放氧自由基是机体杀伤病原菌的防御方式之一，

而在烧伤损伤情况下，抗氧化物质如超氧化物歧化酶、

过氧化氢酶、谷胱甘肽、维生素 Ｅ以及维生素 Ｃ等物
质下降，造成机体抗氧化能力不足，引发氧化应激反

应，造成组织损害［１１－１２］。通过腹腔注射外源性 ＩＬ１８
提高大鼠体内 ＩＬ１８含量以及通过 ＩＬ１８抗体中和体
内升高的ＩＬ１８分别检测了大鼠体内氧自由基———超
氧阴离子和羟自由基的含量，结果提示：ＩＬ１８通过与
中性粒细胞结合，促进了烧伤休克延迟复苏大鼠模型

中的氧自由基的生成，进一步造成了组织的损伤。中

性粒细胞在发挥了功能后，将自然凋亡，然后被巨噬细

胞吞噬清除。文献报道在组织损伤后产生的一系列炎

症因子不仅能够有效地活化中性粒细胞，同时能够有

效地抑制其凋亡，延长其发挥功能的时间［４］。综上，

我们推测ＩＬ１８可能通过该机制加重组织的损伤。
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